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OZET
Yiksek Lisans Tezi

SARIMSAKTA (Allium sativum L.) DUSUK SICAKLIKTA DEPOLAMA
UYGULAMASINDAN FARKLI ETKILENEN ADAY GENLERIN ¢cDNA- AFLP
YONTEMI ILE BELIRLENMESI

Ozlem GUNAYDIN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Ahmet IPEK

Sarmmsak (Allium sativum L.) yiizyillardan beri insan sagligi agisindan 6nemli kiltiir
bitkilerinden biridir. Kiiltiirii yapilan sarimsak genotipleri genelde ¢igeklenmemekte
ciceklenen genotipler ise tohum iiretmemektedir. Bu tez ¢alismasinda, dikim 6ncesinde
dislerin 4°C'de depolanmasmin bitki morfolojisi {izerindeki etkilerinin gdzlenmesi ve
hangi genleri farkli etkilediginin cDNA-AFLP yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir.

Bitki materyali olarak G1, G2, G3 ve G4 seklinde adlandirilan dért sarimsak genotipi
kullanilmistir. Bu genotiplerden G1 ve G2 ciceklenirken, G3 ve G4 ciceklenmeyen
genotiplerdir. Sarimsak genotiplerine ait baslarm bir kismi dikim 6ncesi 4°C’de ve diger
bir kismui ise 20°C’de, (¢ ay siire ile depolanmistir. Depolama dncesinde ve depolama
sonrasinda diglerden biliylime meristemi Ornekleri alinirken; bitkiler 3-4 yaprak
asamasindayken ve bitkiler 7-9 yaprak asamasindayken ise biiylime meristemi, yaprak,
cicek silirgiinii, c¢icek sap1 ornekleri alinmigtir. Dort farkli gelisme doneminde alinan
toplam kirk dort 6rnek arasinda farkli ifade olan genler cDNA-AFLP yontemi ile yirmi
primer kombinasyonu denenerek belirlenmistir.

Calismada elde edilen bulgulara gore, 4°C’de depolanan sarimsak dislerinin 20°C’de
depolanan sarimsak dislerine gore daha once siirdiigii belirlenmistir. Ayrica 4°C’de
depolanan sarimsak genotiplerinin dislerinden gelisen bitkiler, 20°C’dekilere gore cok
daha hizli ve saghkli bir gelisme gostermistir. 20°C’de depolanan sarimsak
genotiplerinin dislerinden gelisen bitkilerde viriis semptomuna benzeyen, diizgiin
olmayan bir goriiniim gdzlenmistir. Buna ek olarak, 4°C’de depolanan dislerden elde
edilen bitkilerde bas olusumunun daha erken basladig1 tespit edilmistir. Batiln
genotiplerde; 4°C’de ii¢ ay siire ile depolanan dislerden gelisen bitkilerin ortalama
yaprak sayisi, ortalama yalanci gévde uzunlugu (cm) ve ortalama yalanci govde ¢apinin
(mm) 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerin ortalamalarindan daha fazla oldugu
saptanmuistir.

cDNA-AFLP analizlerinde yirmi primer kombinasyonundan elde edilen bulgulara gore
degerlendirilen 451 banttan 352 tanesi polimorfik, 99 tanesi ise dort genotipte dort farkli
ornekleme asamasinda siirekli olarak ifade olan genleri gostermektedir. XablCC-
MselCAT primer kombinasyonundan belirlenen bir bant, disleri diisiik sicaklikta



depolanan biitiin genotiplerin meristemlerinde ifade olurken ayni genotiplerin oda
sicakliginda depolanmig diglerden elde edilen meristemlerde gériilmemistir. Bu bantin
dizi analizi yapilmig ve NCBI gen bankasinda yapilan BLAST analizinde thiamin
biyosentezinde gorev yapan bir protein oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, sarimsak baslarinin dikim dncesi diisiik sicaklikta depolanmasi, dikimden
sonra sarimsak bitkisinin gelisimini olumlu etkiledigi gozlenmistir. Yapilan cDNA-
AFLP analiziyle ise dikim oncesi diisiik sicaklikta depolanmasinin sarimsakta gen ifade
profilini de degistirdigi belirlenmistir.

Anahtar s6zcukler: Sarimsak, cDNA-AFLP, mRNA, DNA, gen ifadesi
2011, ix + 55 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

DETERMINATION OF DIFFERENTLY EXPRESSED CANDIDATE GENES IN
GARLIC (Allium sativum L.) EFFECTED BY LOW TEMPERATURE STORAGE
USING cDNA-AFLP

Ozlem GUNAYDIN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ahmet IPEK

Garlic (Allium sativum L.) is one of the cultivated plants and it is important for human
health for centuries. Cultivated garlic genotypes usually do not flower and those that
flower do not produce seed. Therefore, garlic has been cultivated by repropagating
asexually. The purpose this MSc Thesis was to determine the effect of the storage of the
garlic bulbs at 4°C before planting on plant morphology and on gene expression in
garlic using cONA-AFLP.

As plant materials, four garlic genotypes called G1, G2, G3 and G4 were used. While
G1 and G2 were flowering garlic genotypes, the genotypes, G3 and G4 do not flower.
One group of bulbs of these genotypes was stored at 4°C and another group of bulbs
belongs to these genotypes stored at 20°C for three months. While meristems from the
cloves of these genotypes were sampled both before and after storage, growing
meristem, leaf and flower stalk samples were taken when the plants were at 3-4 and 7-9
leaf stages. Differentially expressed genes among the 44 samples taken from four
different plant developmental stages were determined using twenty primer combinations
of cDNA-AFLP.

According to the results obtained from this study, cloves stored at 4°C start growing
earlier than those stored at 20°C. In addition, plants developed from the cloves stored at
4°C grew faster and produced healthier plants than those developed from the cloves
stored at 20°C. Plants developed from the cloves stored at 20°C had leaves with virus
like symptoms. Moreover, plants developed from the cloves stored at 4°C started bulb
formation earlier. For all genotypes, plants developed from the cloves stored at 4°C had
more leaves per plant, longer plant height and larger stem diameter.

Twenty primer combinations in cDNA-AFLP analysis generated a total of 451 bands.
352 of these bands were polymorphic while remaining 99 bands were monomorphic. A
band from XablCC-MselCAT primer combination were present in meristem of cloves
stored at 4°C but it was absent in the meristem of the cloves stored at 20°C. Nucleotide
sequence of this band was determined and blasted against to sequences in the GenBank
at NCBI. The sequences of this band significantly matched with the sequences of a
gene in the pathway of thiamin biosynthesis.



In conclusion, storage of bulbs at low temperatures before planting promotes plant
development after planting. cDNA-AFLP analysis demonstrated that storage of bulbs at
low temperatures before planting changed the gene expression profile of garlic plants.

Key words: Garlic, CDNA-AFLP, mRNA, DNA, gene expression
2011, ix + 55 pages.
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1-GIRIiS

Anavatam1 Orta Asya olan sarimsagm ( Allium sativum L. ) ikinci orijin merkezi
Anadolu’dur. Turkiye, bu bitkinin ikinci gen merkezi olarak tanimlanan Akdeniz
havzasindan Kafkaslara kadar olan bdlgenin i¢inde yer almasi nedeniyle populasyon

olarak zengin bir tlkedir (Etoh ve Simon 2002, Besirli ve Yanmaz 2007).

Allium ve ona bagh tiirler, kapali tohumlular hakkinda yapilan ilk smiflandirma
caligmalarinda Liliaceae familyasina (Melchior 1964), daha sonra ¢icek durumlari
incelenerek  Amaryllidaceae familyasina dahil edilmiglerdir. Gunimuzde, tek
ceneklilerle ilgili yapilan ve en ¢ok kabul goren siniflandirmada Allium tdrlerinin
Amaryllidaceae’ye yakin Alliaceae adindaki bagka bir familyaya ait oldugu kabul

edilmistir (Takhtajan 1997). Buna gore sarimsagin botanik olarak smiflandirilmasi

asagidaki gibidir:
Smuf . Liliopsida
Altsmnif . Liliidae
Usttakim  : Liliianae
Takim : Amaryllidales
Familya . Alliaceae

Altfamilya : Allioideae
Cins : Allium

Tar : Allium sativum L.

Sarmmsak, sogandan sonra Allium tirleri igindeki en 6nemli ikinci kaltur bitkisidir. Cok
onemli bir baharat ve tibb1 bitki olarak diinya iizerinde iliman iklimden subtropikal
iklime kadar genis bir cografyada yetistirilir (Fritsch ve Friesen 2002). Uzun yillar
boyunca tibbi amaclarla ve 6zellikle antimikrobiyel etkisi nedeniyle kullanilmaktadir.
Son yillarda bu 6zelligi yaninda kolesterolii diisiiriicii, toksik etkiyi ve oksidasyonu
onleyici, yuksek tansiyonu ve sinir sistemini dizenleyici, kanser Onleyici, kalp
dolagimini diizenleyici etkisi nedeniyle yaygin olarak tiiketilmektedir (Harris ve ark.
2001).



Sarimsagin insan sagliginda oynadigi roliin belirlenmesinden sonra iiretimi ve tiiketimi
onemli 6l¢iide artmistir (Vural ve ark. 2000). FAO’nun verilerine gore; diinya sarimsak
tretimi 16 417 034 tondur. Ulkemiz ise 81 070 ton (% 4.93’ liik iiretim pay1 ) ile
diinyadaki ilk yirmi iilke arasinda on ikinci sirada yer almaktadir. Uretimde diinya
tizerinde s6z sahibi ilk {i¢ iilke sirastyla; Cin (12 088 000 ton) (% 73.63” luk Uretim
pay1), Hindistan (645 000 ton) ve Giiney Kore (325 000 ton)’dir (Anonim 2008).
Sarmmsak iilkemizin biitiin bolgelerinde yetistirilmesine ragmen sarimsak {retimi
Kastamonu (20 380 ton), Hatay (8749 ton), Balikesir (8344 ton), Kahramanmaras (7955
ton) ve Gaziantep (5386 ton) illerinde yogunlasmistir (Anonim 2009). Kastamonu
ilindeki sarimsak iiretiminin tamamma yakini (% 85-90) bu ilin Taskopri ilgesinde

yapilmaktadir.

Sarimsak uzun gilin bitkisi olup iliman iklim kusaginda yetisir. Sicakligin 15-20°C,
nemin % 60 civarinda olmasi yeterlidir. Bitkinin yesil aksami 15°C'nin Uzerinde iyi
gelisme gosterir. Sicaklik 25°C'yi gectiginde ise gelisme yavaslar, yapraklarda kiilleme
hastalig1 belirtileri ve sararma goriiliir. Kisa gilin kosullarinda, diisiik veya ¢ok yiliksek

sicaklikta bitki gelismesi yavaslar, verim oldukg¢a azalir (Sabuncu 2005).

Gegmisten glinlimiize ticari olarak Uretilen bitln sarimsak genotipleri tamamen kisirdir
(Etoh ve Simon 2002). Baz1 sarimsak genotipleri cicek tretebilirken, bazi genotiplerin
ise ¢iceklenme Ozelligi yoktur. Ciceklenen genotiplerde kisirlik sebepleri; generatif ve
vejetatif organlar arasindaki besin rekabeti, tapetumun erken bozulmasi, ¢igek tozu
kisirligy, treticilerin bas iriligi lehine yaptiklari seleksiyonlar olarak gosterilmektedir
(Koul ve Gohil 1970, Novak 1972, Etoh 1985). Dolayisiyla sarimsak vejetatif olarak
cogaltilmakta ve bu da gen kaynagi cesitliliginin smirli kalmasina neden olmaktadir.
Klonal Uretim, bu bitkilerin basta virlis olmak iizere {iretim materyali ile taginabilen
birgok patojenle bulasik olmasina ve doayisiyla verim ve kalitenin diismesine neden
olmaktadir. Klonal iiretim ayni zamanda sarimsakta iiretim ve tohumluk depolama

maliyetlerini de arttirmaktadir.

Sarimsakta tohum olusumunun saglanmasi, genetik 6zelliklerin genotipler arasindaki

aktarimin1  kolaylastirabilecek ve kiiltiir ¢esitlerinin klasik 1slah yontemleriyle



gelistirilebilmesine olanak saglayacaktir. Buna ek olarak; arzulanan genotiplerden
tohum iiretiminin saglanmasi ile tohumla taginmayan viriis hastaliklarina kars1 alinacak
onlemlerin maliyetlerinin diismesi mumkiin olacaktir. Uretim materyali ile tasman
hastalik ve zararlilarin sebep oldugu iiriin kaybini azaltacak ve depolama maliyetleri ile
bu agamada olusacak iiretim materyali kaybini en aza indirecektir (Kamenetsky ve ark.
2004).

Ciceklenme, birgok Allium tiriinin de dahil oldugu ¢ok sayidaki bitkide, tiiriin
devamliginin saglanmasi agisindan 6nemlidir. Cogaltimda kullanilan organlarin genetigi
ve ciceklenme surecinin anlasilmasi, dogadaki bu en 6nemli siire¢ hakkinda bilgi sahibi
olmamizi saglayacaktir (Kamenetsky ve Rabinowitch 2002). Kiiltiirii yapilan 6nemli
Allium tiirlerinden sarimsak ve soganda cigeklenmenin baslayabilmesi igin soguk
uygulamasi ve ¢igek sapmin uzamasi igin ise uzun fotoperiyod gereklidir (Takagi 1990,
Kamenetsky ve Rabinowitch 2002). Cigek siirgiiniinde farkli sayilarda olusan kiiglik
disler, ¢igeklenme sirasinda c¢iceklerle es zamanli olarak gelisir ve erken dénemde
ciceklerin dejenerasyona ugramasina neden olmaktadir (Kamenetsky ve Rabinowitch
2001).

Sarimsak genotipleri arasinda énemli dlciide morfolojik varyasyon gdzlenmistir (Ipek
2003). Bas biiyiikliigii ve renginde oldugu gibi dislerinin rengi, sayisi, biyiikliigii ve
sekli bakimmdan da genotipler degisiklik gosterir. Ayrica; yaprak sayisi, rengi,
uzunlugu ve genisliginde de biiylik farkliliklar bulunur. Cigek sapi olusturan tipler
oldugu gibi olusturmayanlar1 da mevcuttur. Cigeklenen tipler de kendi iclerinde cicek
strglinu, sap uzunlugu ve c¢igek tablasi iizerinde bulunan ¢igek ve kiiciik dislerin
gelisimi, sayis1 ve rengi ile anter renginde farkliliklar gdsterir (Takagi 1990). Bu
nedenle, bitkide genetik varyasyondaki artis sadece tesadiifi ve somaklonal varyasyonla
ortaya ¢ikmistir (Novak 1990). Cok sayida farkli sarimsak klonunun bulunmasi, dogal
mutasyonlarin  gergeklesmis olabilecegini ve mutasyon teknigi ile varyasyon

yaratilabilecegini diisiindlirmektedir (Besirli ve ark. 2007).

Sarimsakta hem baglarla hem c¢iceklerde olusan kiigiik dislerle iiretim yapilabilir.

Topraga disler dikildiginde once kokler sonra da yapraklar olusur. Yapraklar distan ice



dogru gelisirler ve yaprak kinlarmin 20-60 cm kadar uzamasiyla yalanci gévde olusur.
Ceside bagh olarak, bitkinin yeterli miktarda yaprak meydana getirmesinden sonra
biiylime meristeminden yaprak gelisimi durur. Disleri meydana getiren tomurcuklar bu
donemde yapragm koltugunda geliserek depo halini alir. Yapraktan geriye kalan kisim
incelerek gelisen sarimsak disleri arasinda kalir. Dista kalan 5-6 yapragin kinlar1 basi
korumak Uzere dislerden olusan basi saracak sekilde gelisir (Vural ve ark. 2000). Bu
yaprak kinlar1 gigeklenen turlerde ¢igek sapinin etrafini sararken ¢iceklenmeyen tiirlerde
boyle bir durum gozlenmez (Ipek 2003). Sarimsagin gdvdesi altta kdkleri tasiyan rozet
govde seklindedir. Bu rozet iizerinde, basi olusturan disler dizilmistir. Dislerin her biri
ve sarimsak basi, koruyucu birka¢ kabuk tarafindan sarili durumdadir (Rubatzky ve

Yamaguchi 1997).

Sarimsak ¢igekleri erdisi (hermafrodit)’dir ve Allium tiirlerinin karakteristik 6zelligi
olan altili yapidadir. Alt1 ganak yaprak, alt1 tag yaprak, alt1 erkek organ ve {i¢ karpelli bir
disi organdan olusur (Jones ve Mann 1963). Bazi sarimsak genotipleri genetik
Ozelliklerine ve bazi fizyolojik kosullara bagh olarak morfolojik anlamda tam gigek
meydana getirir, fakat tohum olusturmaz. Sarimsagin doéllenme biyolojisi
incelendiginde c¢icekte mayoz boliinmenin gerceklestigi goriiliir. Ancak c¢ekirdek
boliinmesi gerceklesmez. Mikrosporlar yogun bir protoplazma ile Ortiiliir. Buna baglh
olarak vakuollerin olusumu ile hiicre i¢inde bir bosalma meydana gelir. Olusan kuruma
sonrast mikrosporlarin tamami canliligmmi kaybeder. Bunun sonucunda tohum
olusmayarak ¢igek tablasi iizerinde apomiktik disler gelisir (Taner ve ark. 2004).
Takenaka (1931) ilk defa sarimsakta mayoz bolunmeyi inceleyerek, duzensiz
kromozom eslesmeleri oldugunu belirlemistir. Daha sonra Katayama (1936) farkli
genotiplerde diizenli ve diizensiz mayoz boliinmeyi tespit etmistir. Delesyon,
duplikasyon, inversiyon ve translokasyonlar eseysiz ¢cogaltilan soganl bitkilerde yaygin
olarak goriilir. Mayoz bolinme siliresince bu islemler yinelenmis veya eksik
kromozomlara neden olmustur. Bu genetik dengesizlikler kisirlikla sonuglanir (Etoh ve

Simon 2002).

1800’1 yillardan giiniimiize kadar yapilan bazi ¢aligmalarda, tohum {iireten sarimsak

genotiplerine rastlanmistir (Hong ve Etoh 1996). Cogu erkek fertil sarimsak genotipi



anthesiste mor anterler olusturmaktadir ve bu 6nemli bir morfolojik markirdir. Bazi
fertil genotiplerde ise mor pigmentasyon eksikligi vardir (Etoh ve Simon 2002). Fertil
ciceklerin anterlerinde olusan polenlerin %50’den fazlas1 canlidir. Sar1 renkli anterlere
sahip olan c¢icekler ise genellikle polen olusturmazlar (Hong ve Etoh 1996). Basarili bir
tohum tiretimi i¢cin ¢icek ve canli gamet iiretimi sarttir. Bu nedenle, ¢iceklenmenin
baglamasin1t engelleyen genetik yapt ve ¢evresel kosullar, polen veya owul
aborsiyonlarina neden olan kromozomal anormallikler ve patojenler arastirmacilarin
erkek fertil sarimsak ve tohum olusumunun olmadigmi diisiinmelerine neden olmustur

(Etoh ve Simon 2002).

Etoh (1983a,b), Orta Asya’dan topladig: fertil sarimsak genotiplerinde kii¢iik dislerin
uzaklastirilmasiyla, tohum elde etmistir. Kiigiik diglerin uzaklastirilmas: polen Gretim
potansiyelini, erkek organ fertilitesini, ¢igek olusumunu, tohum olusumunu ve
olgunlagmasin1 tesvik etmektedir (Etoh ve ark. 1988). Ancak kiiciikk dislerin
uzaklastirilmas: ¢igek slrguninde orta veya biiyiik dis olusturan gesitlerde etkili
olurken, kii¢iik disli genotiplerde ise daha fazla sayida kii¢iik dis olusumuna neden
olmaktadir. Yapilan goézlemler sonucunda sarimsakta tohum dretimi ve fertilitenin

genetik varyasyona bagli oldugu goriilmiistiir (Etoh ve Simon 2002).

Giiniimiizde sarimsak genotipleri genellikle iki gruba ayrilmaktadir. Bunlarda; gigek
sap1 iretenler (bolting/ hardneck) ve ¢igek sap1 iiretmeyenlerdir (non-bolting/ softneck)
(Jones ve Mann 1963). Sap Uretme yetenekleri bakimindan da farklilik gostererek
(Gvaladze 1961, Takagi 1990, Etoh wve Simon 2002) asagidaki gibi

smiflandirilmaktadir:
1. Tam ¢iceklenen: Bitkiler birgok apomiktik dis ve farkli sayilarda ¢igekle beraber

uzun, kalin bir ¢igek sap1 olustururlar,

2. Kismi ¢igeklenen: Bitki az sayida apomiktik dis ve kisa bir ¢icek sap1 olusturur;
genellikle hig ¢igek olusturmazlar,

3. Ciceklenmeyen: Bitkiler normal olarak ¢igek sap1 olusturmazlar, bunun yerine

dis¢ikler yalanci govde (pseudostem) iginde olusurlar (Takagi 1990).



Tam ¢iceklenen ve kismi ¢iceklenen genotipler uygun ¢evre kosullarinda
yetistirildiklerinde ¢igek tomurcuklar1 olusturur ve ¢igeklenirler. Subtropikal ve tropikal
bolgelerdeki cesitler 1liman iklim bdlgelerine ait genotiplere oranla ¢igeklenme igin
daha az soguklamaya ihtiya¢c duyarlar. -2 ve 10°C arasinda degisen indiikleyici
sicakliklarin etkisi ¢esitten ¢eside biiyiik farkliliklar gosterir. Diisiik sicaklikta uzun
sureli depolanan baslar kisa siireli depolanan baslara oranla daha erken ¢igceklenmistir.
Bununla beraber “Yamagata” ¢esidinin 5 ay ve 2°C’de depolanmasmin ¢iceklenmeyi
azalttig1 belirlenmistir (Takagi 1990).

Sarimsak 2n= 16 kromozoma sahip diploid bir bitkidir. Genom biiyiikligii 3 x 10" bg
(30 milyar baz ¢ifti)’dir. Sarimsagin bu biiylik genomu ve tohum Uretmemesi genetik ve
molekiiler caligmalar1 sinirlamistir. Sarimsak, icerdigi DNA miktar1 acgisindan kiiltiir
bitkileri arasinda genomu en biiyiik olan tlrlerden biridir. Buna neden olarak da daha
cok protein tretmeyen DNA dizilimlerindeki tekrarlanmalar gésterilmektedir (Ipek ve
ark. 2003).

Ciceklenmesinde ve tohum olusumunda sorunlar olan sarimsagin 1slahi, klasik
yontemler yerine daha ¢ok yabani veya cevreye adapte olmus tiirlerden yapilan
seleksiyonla yapilmistir. Fertil klonlarin tespitinden sonra sarimsakta eseysel islah
baslamistir (Hong ve ark. 2000). Eseysel olarak ¢ogalan ii¢ yeni sarimsak varyetesi 1slah

edilmistir (Simon ve Jenderek 2003).

Doku kiltirt ve genetik transformasyon sarimsak islahinda alternatif yontemler olarak
disiiniilmiistiir. Meristem kiiltiiri virlisten ari sarimsak bitkisi eldesinde siklikla
kullanilmaktadir. Somaklonal varyasyon yeni sarimsak klonlar1 gelistirmek amaciyla
kullanilmaktadir, fakat bu metotla yeni bir klon gelistirilmemistir. Bir¢ok tek c¢enekli
bitkide oldugu gibi sarimsakta da doku ve protoplast kiiltiirii ile transformasyon
calismalarmda etkili sonuglar almamamistir (Ipek 2003). Mutasyon 1slahi da
depolanabilirlik ve beyaz curiikliik hastaligina (Sclerotinia sclerotiorum) dayaniklilik
gibi Ozellikleri olan yeni sarimsak klonlarinin gelistirilmesini amaglayan arastirmalarda

kullanilmustir (Taner ve ark. 2004).



Molekiiler markirlar, bitki genetiginin amaca uygun bir sekilde yonlendirilebilmesi i¢in
bilimsel c¢alismalarda kullanilmaktadir. Bitki 1slahinda bu markirlardan nasil
yararlanilabilecegi aragtirilmaktadir. Seleksiyonda kullanilacak markir tipleri {i¢ sinifta

toplanabilir (Yildirim ve ark. 2001). Bunlarda;
1. Morfolojik markirlar,
2. Biyokimyasal markirlar (Protein markirlar),
3. Molekiiler Markirlar (DNA markirlarr)’dir.
a. Hibridizasyona dayali markirlar (RFLP)

b. PCR’a dayali markirlar (AFLP, cDNA-AFLP, SSR, RAPD, SRAP vb.)

Molekiiler markirlar; DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir genetik
kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizinlerinden gelistirilebilirler (Yildirim ve
ark. 2001). Amino asit ya da DNA dizisinde bulunan polimorfizme dayanirlar.
Molekiiler markirlarin bitki molekiiler biyolojisinde kullanildig1 alanlara 6rnek olarak
bitki genom haritalanmasi, markirlar yardimiyla 1slah (marker-assisted breeding), gen
klonlama, tohum saflig1 testleri ve saflik tayini verilebilir (Ayres ve ark. 1997). Ayrica
DNA markirlar: kullanilarak genetik ¢esitlilik arastirilabilir. Ornegin birbirine ¢ok yakin
olan kiiltlir cesitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. Tirlerin taksonomik tanimlanmasi

yapilabilir ve filogenetik akrabaliklar1 bulunabilir (Lowe ve ark. 1996).

Son yillarda molekiiler diizeyde daha ayrintili aragtirmalar yapabilme firsat1 saglayan
molekiiler markir teknikleri, bitkiden alinacak ¢ok az miktarda dokudan elde edilen
DNA ile bitun bir genomun analizini mimkiin kilmasi, genellikle yetistirme
kosullarinin markirin ifadesini etkilememesi gibi bir¢cok Gstlinlikleri nedeniyle yogun
olarak kullanilmaktadir. Boylece bitki genetik kaynaklar1 daha dogru ve kesin bir
sekilde karakterize edilmeye baglanmistir. Sarimsagin genetik yapisi, diger Allium
tiirleri ile olan akrabaligi, ¢igeklenmesi, sarimsak klonlar1 arasindaki ¢esitlilik ve ¢esit

tespiti ile ilgili yapilan ¢aligmalarda izoenzim, RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik



DNA) ve AFLP (Cogaltilmis Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi) markirlart kullanilmistir
(Pooler ve Simon 1993, Ipek ve ark. 2003).

Bu calismada ¢cDNA-AFLP yonteminin kullanilmasmin nedeni; sarimsak genomunun
cok biiyiik olmas1 ve yaygin olarak genotiplerinde kisirlik probleminin goriilmesinden
dolay1 bu bitkinin genomu hakkinda ayrintili genetik bilginin bulunmamasidir. Ayrica
s6z konusu olan bitkinin DNA dizilimi hakkinda gen bankalarinda fazla bir bilgi de
yoktur. Bu nedenlerle sarimsakta en uygun transkript (mRNA) profili analizi olan
CDNA-AFLP teknigi kullanilarak, bu bitkide diisiik sicaklikta depolama
uygulamasindan farkli etkilenen aday genleri belirlemek istenmistir. CDNA-AFLP
yontemi AFLP yonteminin modifiye edilmis bir versiyonudur. AFLP yonteminde, DNA
kalip molekiil olarak kullanilirken; cDNA-AFLP yonteminde, cDNA kalip molekiil
olarak kullanilmaktadir. Bu caligmayla cDNA-AFLP yontemi sarimsakta transkript

analizinde ilk defa uygulanmis olacaktir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasmnda, dikim 6ncesi 4°C ve 20°C’de depolanan sarmmsak
dislerinden gelisen bitkilerdeki morfolojik farkliliklarin tespiti ve bu bitkilerde farkli

ifade olan genlerin cDNA-AFLP yonetimi ile belirlenmesi amacglanmstir.



2-KAYNAK ARASTIRMASI

Sarimsak yillardir sadece vejetatif yolla ¢ogalan bir bitki tiirii olarak tanimlanmistir
(Koul ve ark. 1979). Sarimsak 1slah1 genelde mevcut klonlarin adaptasyonu ve bunlarin
klonal seleksiyonla gelistirilmesi ile yapilmistir. Son yillarda ise sarimsagin anavatani
olan Orta Asya’da tohum iireten sarimsak genotipleri belirlenmistir. Bu genotiplerin
belirlenmesi ile sarimsakta melezleme 1slahina ve genetik arastirmalara daha ¢ok agirlik

verilmistir (Etoh ve Simon 2002, Simon ve Jenderek 2003, Ipek ve ark. 2005).

2.1. Sarimsakta diisiik sicakhik uygulamasinin vejetatif gelisim iizerine etkisi

Kamenetsky ve ark. (2004)’ na gore diisiik yetistirme sicakliklari, birgok durumda,
yaprak uzamasini tesvik etmistir. 4°C’de, 60 giin depolama yapilan baslarda tipik olarak
70-100 cm arasinda yaprak uzamasi goriilmiistiir. Uzun fotoperiyot kosullarmin yaprak
uzamasini tesvik edici etkisi yoktur; fakat ayni fotoperiyotta, daha sicak kosullarda

(23/15° C; giindiiz/gece ) daha kisa yapraklar olusturmustur.

Shemesh ve ark. (2008), cesitlilik gosteren bir sarimsak popiilasyonu ic¢indeki
olgunlagsmis baslar1 dikim oncesi 4°C veya 20°C’de depolamustir. Bu baslar
depolamadan sonra ayni iklim kosullarinda yetistirilmislerdir. Filizlenme, dikimden 7-
14 giin sonra gergeklesmistir ve bir yapragin olusmasi igin gegen zamani 8-9 giin olarak
belirlemislerdir. Depolama uygulamasmin filizlenme zamani, yaprak biiylime orani ve
dikimden sonra ikincil bilyimenin ilk gozlendigi zaman tizerinde farkli bir etkisinin
olmadigini; fakat bas olusturma ve yanal tomurcuklarin ikincil filizlenmelerinin
depolama sicakligi ile yakindan ilgili oldugunu tespit etmislerdir. 4°C’de
depolananlarda yaklasik on besinci yaprak asamasindan sonra; 20°C’de depolananlarda
ise yaklagik yirmi ikinci yaprak asamasindan sonra bas olusumunu gézlemlemislerdir.
Ayrica biiyiimekte olan bitkilerin vejetatif agamadan generatif asamaya gegisleri dikim
oncesi depolama sicakliklarindan etkilendigini saptamuslardir. 4°C’de depolanan
baslarin % 60’inda, 20°C’de depolanan baslarin ise % 7’sinde ¢igek sapt olusumu

gozlenmistir.



2.2. Diisiik sicakhik uygulamasinin generatif gelisim iizerine etkisi

Japonya’daki Kagoshima gibi sicak bdlgelerde sapa kalkmayan genotipler, asla ¢igek
sap1 olusturmazlar. Fakat Etoh (1985) kistan once 2 ay siiresince 10°C’de yaptig1 soguk

uygulamasiyla ¢icek tomurcuklarini uyarabilmistir.

Pooler ve Simon (1993) yaptiklar1 bir ¢alismada sogugun siddetinden ¢ok uyarici diisiik
sicakligin siirekliliginin sapa kalkmayi tesvik ettigini belirlemistir. Sapa kalkmayan bir
cesidi ekim ve kasim aylar1 boyunca siirekli 10°C’de tuttuklarinda % 26 oraninda
ciceklenmenin bagladigmi belirlemislerdir. Ortalama sicakligin 10°C oldugu (belki
kasim- nisan aylarinda daha diisiik) Wisconsin kosullarinda, arazide yetistirilen

bitkilerde bu oran % 11°de kalmustir.

Kamenetsky ve Rabinowitch (2001) sarimsak genotiplerinin vejetatif ve generatif
asamalarindaki degisimleri elektron mikroskop (SEM) ile incelemigler ve apikal
meristemin vejetatif gelisim evresinden generatif gelisim evresine sarimsak klonlar1 6-7
yaprak asamasindayken oldugunu gézlemlemislerdir. Bu gegis sirasinda diger Allium
tiirlerinin  aksine c¢icek taslaklar1 farklilasmadan once c¢icek sap1 olusumu
gerceklesmektedir. Ancak, diisiik sicaklikta depolamadan sonra tam c¢iceklenen
guruptaki sarimsak bitkileri yiiksek sicaklikta (23/15°C, giindiiz/gece) yetistirildiginde

cicek olusturmustur.

Takagi (1990) ile Kamenetsky ve Rabinowitch (2001)’e gore diisiik sicaklikta
depolamak (-2°C’den 9°C’ye) ve 1lik sicakliklarda yetistirmek (giin boyunca 17-23°C ve

gece boyunca 9-15°C arasi) erken sap olusumunu ve uzamayi tesvik etmektedir.

Kamenetsky ve ark. (2004)’nin yaptig1 arastrmaya gore; sarimsak bitkilerinin apikal
meristeminin vejetatif agamadan generatif agamaya ge¢cme zamani, yapilan depolama
uygulamalarindan ve yetistirme kosullarindan énemli 6lgude etkilendigini gormiiglerdir.
Dikim 6ncesi, 4°C’de yapilan depolamay1 takiben, vejetatif asamadan generatif asamaya
dogru olan ilk meristem degisimi, uzun giin kosullarinda yedi-sekiz yapragin

olusumundan sonra gerceklesmistir. Bu degisim, dikimden kirk giin sonra gozle
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goriilebilmistir. Kisa giin kosullarinda ve 20/ 12°C’de, degisim ilk olarak elli-elli besinci

glinlerde on bir- on {i¢ yaprakli bitkilerde gézlenmistir.

Kamenetsky ve ark. (2004)’na gore, 20°C’de depolama ve daha 1ilik blylme
sicakliklarmin veya ag ile Ortiilmiis olan agik alandaki ¢evresel ilkbahar sicakliklarinin
birlikte uygulanmasinin etkisi sap uzamasmin indiiklenmesi i¢in yeterli degildir. Ayni
durum, onceden -2, 9, 20°C’de depolanmis, kisa giin kosullarindaki bitkilerde de
yakalanmugtir. 2 veya 4°C’de depolanip kisa giin kosullarinda yetistirilen bitkiler 18-20
cm uzunlugunda saplar olusturmustur. Ag ile Ortiilmiis olan agik alanda yetistirilen
bitkilerde fitotronda yetistirilen es deger bitkilere oranla her zaman daha ge¢ spata
acilmasi goriilmiistiir. Uzun fotoperiyot ve 1lik fitotron kosullari, daha serin ¢evrelerde
yetistirilen es deger bitkilere oranla daha kisa saplar ve daha erken spata agilmasi ile
sonuglanmustir. Hem -2 hem de 20°C’de yapilan depolama en diisiik sap uzama oran1 ve
en ge¢ spata agilmasi ile sonuclanmistir. En hizli biiylime oranlar1 soguk depolama ve

serin fitotron kosullarina sahip olan bitkilerde gézlemlenmistir.

2.3. Diisiik sicaklik uygulamasinin tohum olusumu ve ¢imlenme iizerine etkisi

Etoh (1983b), cimlenmenin uyarilmasinda nemli ve soguk ortamda muhafazanin,
katlamanm ve zedelemenin ¢ok etkili oldugunu ancak fitohormonlarin daha az etkili
oldugunu tespit etmistir. Ug-alt1 ay, 5°C’de, nemli ortamda muhafaza edilen tohumlar, 5
°C’de filtre kagid1 iizerinde ¢imlendirildiginde, ¢cimlenme orant %20 olmustur (Etoh ve

ark. 1988, Pooler ve Simon 1994).
Pooler ve Simon (1994), sarimsak tohumlarmi 1-12 ay boyunca 3°C’de muhafaza
ettikten sonra tohumlar1 in vitro kosullarda doku kiiltiirii ortaminda ¢imlendirmistir ve
% 10 ¢imlenme oran1 elde etmistir.

2.4. Diisiik sicaklik uygulamasinin aroma bilesenleri iizerine etkisi

Hughes ve ark. (2006), yaptiklari ¢alismada sarimsak dislerini oda sicakliginda ve 4°C’

de, alt1 ay siire ile depolamis. Dislerin bas lizerindeki yerlerinin ve diisiik sicakligin
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aroma maddelerinin ve organik sulfiir bilesenlerinin kompozisyonundaki degisimini
HPLC ile belirlemislerdir. Alliin, gamma glutamyl allyl cysteine sulphoxide ve gamma
glutamyl isoallyl cysteine sulphoxide seviyeleri dis taraftaki dislerde i¢ taraftakilere
oranla istatistiksel olarak ylksek ¢ikmistir. 4°C’de depolanan sarimsaklardaki en 6nemli
aroma Onciil bileseni olan alliin miktarinda istatistiksel olarak onemli bir degisim

gozlenmemistir.

2.5. Sarimsakta yapilan molekiiler ¢cahsmalar

Ipek ve ark. (2003) kirk sekiz sarimsak klonunda genetik cesitliligi AFLP, RAPD,
izoenzim markirlar kullanarak karakterize etmisler ve her bir markir sistemiyle elde
edilen dendrogramlar1 karsilastirmislardir. Sarimsak klonlarinda olduk¢a fazla ve
polimorfik diizeyde bulunan AFLP markirlarinin sarimsak klonlarmin detayli ve dogru
olarak karakterize edilmesinde diger markir sistemlerine gore daha etkili markir teknigi
oldugunu bildirmiglerdir. Arastirmacilar AFLP analizi sonucu kirk sekiz sarimsak
klonunu % 60 benzerlik diizeyinde 10 genetik gruba ayirmigs ve ciceklenen ve
ciceklenmeyen sarimsak klonlarinin genetik olarak belirgin bir sekilde farkli gruplara

diistiiklerini belirlemislerdir.

Ipek ve ark.(2008)’nin yaptiklar1 diger bir ¢aliymada; Allium tuncelianum ve Allium
sativum L. morfolojik ve molekiiler diizeyde karsilastirilarak aralarindaki akrabalik
belirlenmistir. Sonugta, A. tuncelianum’un sarimsaga pirasalardan (A. ampeloprasum)

daha uzak oldugu belirlenmistir.

2.6. cDNA-AFLP teknigi ile ilgili yapilmis ¢calismalar

CDNA-AFLP teknigi Bachem ve ark. (1996) tarafindan gelistirilmistir. Bu teknigi
kullanarak patateste yumru gelisimi donemindeki transkript profili analiz etmigler ve iki
gen belirlemiglerdir. Genlerden birinin patates depo proteini olan ‘patatini’ kodladig:
diger genin ise nisasta biyosentezinde Onemli bir enzim olan ADP-glucose

pyrophosphorylase oldugu tespit edilmistir. cDNA-AFLP ile elde edilen gen ifade
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profilinin ‘Northern Blot’ analizi ile karsilastirildiginda benzer sonuglar verdigi

belirlenmistir.

Titarenko ve ark. (1997), Arabidopsis thaliana bitkisinde, yaralanma stresi sonucu
belirledikleri ve JR3 olarak adlandirdiklar1 bir ¢cDNA klonu izole etmislerdir.
Aragstiricilar, yaralanma stresi, jasmonik asit (JA) ve ABA uygulamalar1 sonucunda,
Arabidopsis yaprak dokularinda JR3 c¢DNA klonunun anlatiminin  arttigini

gozlemlemislerdir.

Barcaccia ve ark. (2001) ise cDNA-AFLP teknigi kullanilarak yonca (Medicago sativa
L.) bitkisinin 2n yumurta olusturan apomayotik mutant genotiplerinde apomayosiste

etkili olan aday genleri belirlemisler ve klonlamiglardir.

Shindo ve Sasakuma (2002) farklilik gosterim teknigi ile ekmeklik bugdayda, genotipe
0zgli olan vernalizasyonla iliskili gen anlatimini aragtirmiglardir. Bitki materyali olarak
bir yazlik, bir de kislhik ekmeklik bugday hatti kullanmiglardir. Degisik gelisim
donemlerindeki farkli siireli vernalizasyon uygulamalarindan sonra, farklilik gdsterim
tekniginden yararlanarak yiz on cDNA pargasi izole etmislerdir. Yedi tane genin
vernalizasyonla iliskili olarak anlatim yaptigin1 ve bu genlerin genotipe 6zgii oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica yaptiklar: istatistiksel analiz sonucunda, ¢alisilan iki bugday
hattinda dort genin de basaklanma faktoriiyle Onemli Olgiide iliskili oldugunu

belirtmiglerdir.

Breyne ve ark. (2002) tiitiin bitkisinde hiicre boliinmesinde degisik asamalarinda aktif
olan 1340 geni cDNA-AFLP yontemiyle belirlemiglerdir.

Cnudde ve ark. (2003) cDNA-AFLP yontemi ile Petunia hybrida bitkisinin gigek
gelisiminde ifade olan genleri analiz etmislerdir. Cigek organlari bes farkli gelisim
asamasinda analiz edilmis ve gen ifade profilleri karsilastirilmistir. Bu sekilde
anterlerdeki mikrosporogenesis ve yumurtaliktaki makrosporogenesis gelisimleri

sirasinda ifade olan genleri belirlemislerdir.
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Sayari ve ark. (2005) tarafindan, patates bitkisinin yapraklarinda NaCl uygulanmis ve
NaCl uygulanmamis deney gruplarinda tuz stresinin etkisi ¢cDNA- AFLP teknigi

kullanilarak arastirilmis ve gen anlatimi farkliliklarinin meydana geldigi goriilmiistiir.

Simoes-Araujo ve ark. (2008), boriilce bitkisinin nodiillerinde sicaklik stresine cevapta
yer alan genleri belirlemek amaciyla cDNA-AFLP’den olusturulmus problarla bir
cDNA kiitliphanesini taramiglardir. Aragtirma sonucunda bir tanesi kiigiik sicak soku
proteini (VuHSP17.7) ile bir digeri ise Nodulin 26 (VuNIP1) ile iligkili iki adet tam
uzunlukta cDNA izole etmis ve karakterisazyonlarmi yapmislardir. VuHSP17.7’nin
yiiksek sicaklik stresi ile nodiilde, yapraklarda, cicekte ve c¢icek tomurcugunda
anlatiminin yiiksek diizeyde tetiklendigini ve VUNIP1’in sicaklik stresinden sonra
nodulde baskilandigmni tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu aragtirma 2009-2010 yillarinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bolumiine ait Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuarlarinda yiiriitiilmiistir. Bu
tez “Sarimsakta (Allium sativum L.) Gen ifade Profili (mRNA) Analizi ve Ciceklenmeyi
Kontrol Eden Aday Genlerin Belirlenmesi” adli TUBITAK projesinin bir bélimudir
(Proje no:1050551).

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda, bitki materyali olarak G1, G2, G3 ve G4 seklinde adlandirilan ve
genetik olarak birbirinden farkli oldugu ipek ve ark. (2003) tarafindan belirlenen dort
sarimsak genotipi kullanilmigtir. Sarimsak genotipleri, Pulman (Washington, ABD)
sehrindeki Bat1 Bolgesel Bitki Gen Bankast (WRPIS-Western Regional Plant
Introduction Station)’ndan saglanmistir. G1 ve G2 c¢ok iyi ¢igeklenen ve tohum

uretebilen, G3 ve G4 ise ¢iceklenmeyen genotiplerdir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi, morfolojik dl¢ciimler ve 6rnek ahimmasi

Her bir genotipten, depolamadan hemen Once, biliylime meristemi Ornegi sarimsak
digleri agilarak almmistir. G1, G2, G3 ve G4’ten almnan iki grup sarimsak bas
orneginden ilk grup baslar (¢ ay siresince, oda sicakhiginda (20°C) depolanirken ikinci
grup bas ornekleri ayni siirede diisiik sicaklikta (4°C) depolanmistir. Bu sekilde
sarimsak lretiminde kullanilan dislerin diisiik sicaklikta ve oda sicakliginda
depolanmasinimn bitki gelisimi ve gen ifadesi tizerine etkileri belirlenebilecektir. 4°C’de
depolanan dislerden elde edilen bitkiler G1 +4°C, G2 +4°C, G3 +4°C, G4 +4°C olarak
20°C’de depolanan dislerden elde edilen bitkiler ise G1 +20°C, G2 +20°C, G3 +20°C,
G4 +20°C olarak adlandirilmustir. Ug ay siire ile depolandiktan sonra, 4°C ve 20°C’de
depolanmis genotiplerin her birinden dikim Oncesinde dislerin ortasindaki biiyiime

meristemi 0rnegi cDNA-AFLP analizi i¢in tekrar alinmistir. Oda sicakligr ve diisiik
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sicaklikta depolanan dort sarimsak genotipinin kalan disleri elenmis bahge topragi, kaba
kum ve torf karigimma (2:1:1); 16x13 c¢m ¢apindaki dezenfekte edilmis saksilara, her
saksida ii¢ bitki olacak sekilde ii¢ tekerriirlii olarak dikilmistir. Dikimi yapilan saksilar
nem, 151k ve sicaklik kontroll bitki blyltme kabinine (Sanyo Electric Co Ltd. Japonya
MLR-351H) yerlestirilmistir ve biyltme kabini kisa giin kosullarma (10 saat
aydinlk/14 saat karanlk; 19°C glind(iz/8°C gece; % 65 nem) ayarlanmustir. Bitkiler
diizenli olarak sulanmis ve gerektiginde Actagro Seven (7:7:7) (Actagro LLC, Biola,
CA, USA) ticari glbresi verilmistir.

Sekil 3.1. Dikimden yirmi Gg¢ gun sonra bitki biyitme kabininde G4 genotipinin
gorunimu

Dikimden altmig giin sonra, bitkilerin generatif doneme ge¢melerini tesvik etmek i¢in
biiylitme kabininde uzun giin programina gecilmistir. Uzun giin programindaki bitki
biiyiitme kabininin kosullar1 16 saat aydinlik/8 saat karanlik; 20°C glind(iz/10,5°C gece
sicakligidir. Nem ise % 65 oransal nemde sabit tutulmustur. iklim dolabmm sicaklik

degerleri minimum-maksimum termometre ile duizenli olarak kontrol edilmistir.
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Dikimden Once sarimsak dislerinin diisiik sicaklikta depolanmasinin, dikimden sonra
sarimsak bitkisinin gelisimi iizerine etkisini tespit etmek igin, dikimden kirk bes gun
sonra her bitkinin yaprak sayisi, yalancit gévde boyu ve yalanci gévde capi degerleri
belirlenmistir. Bu 0&l¢limler yapildiktan sonra her genotipten yaprak ve biiyiime
meristemi Ornekleri oda sicakligi ve diisiik sicaklikta depolanan dislerden elde edilen
bitkilerden her genotip icin ayr1 olarak alinmustir. Bitkilerin biiylime meristemlerinin
orneklenmesi, topraktan sokiilerek yaprak kimnlarinin  ortasindaki  blyume
meristemlerinin ¢ikarilmas: seklinde yapilmistir. Ayni dlgiimler, 4°C’de depolanmis
dislerden elde edilen bitkilerde dikimden yiiz on bes giin sonra tekrarlanmistir. Bu
donemde ciceklenmeyen genotiplerden (G3 ve G4) meristem ve yaprak ornekleri tekrar
alinmistir. Cigeklenen genotiplerde (G1 ve G2) ise; biylime meristemi generatif
meristeme farklilasarak cicek sapini ve siirgliniinii olusturdugu i¢in bu genotiplerden
yaprak Ornegi, ¢igek siirgiinii ve ¢icek sap1 Ornekleri alinmistir. Vejetatif gelisme
asamalarinda yaprak orneklerinin, yaprak kinlarmmm ortasindaki biiylime meristeminin,
cigek saplarinin ve ¢igek siirglinlerinin érnekleri CDNA-AFLP analizleri i¢in alinmistir

(Cizelge 3.1). Alinan tiim 6rnekler -80°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA-AFLP analizleri i¢in sarimsak genotiplerinin dort farkli gelisme
donemlerinde yapilan 6rnekleme zamanlar1 ve tipleri

Genotiplerin Gelisme Asamasi ve Ornek Tipi

Ornekleme | Ornekleme
\[o} Zamani

1- Depolama Depolamadan once sarimsak genotiplerinin dislerinin
oncesi ortasidaki biiylime meristemi 6rnegi alinmistur.
(24.08.2009)

2- Depolama Depolama sonunda, dikimden hemen 0Once oda
sonrast sicakliginda ve diisiik sicaklikta depolanan genotiplerin
(23.11.2009) | dislerinden biiylime meristemi almmustir.

3- Dikimden Bitkiler G¢-dort yaprak asamasindayken yaprak ve biiyiime
45 gin meristemi 6rnegi almmistur.
sonra
(08.01.2010-

18.01.2010)

4- Dikimden Bitkiler yedi-dokuz yaprak asamasindayken c¢iceklenen
115 gun | klonlardan varsa ¢icek sapi, ¢igcek siirglinii 6rnegi ve tiim
sonra klonlardan yaprak oOrnegi almmustir. Cigeklenmeyen
(19.03.2010- | klonlardan ise ¢igek siirgiinii olmadigindan meristem
26.03.2010) ornegi bu donemde de alinmigtir.
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3.2.2. Toplam RNA izolasyonu

RNA izolasyonu diisiik sicaklikta ve oda sicakliginda depolanan sarimsak dislerinin
yetistirilmesi esnasinda, farkli gelisme donemlerinde, farkli ifade olan genlerin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Farkli gelisme donemlerinde alinan yaprak,
mersitem, ¢icek sap1, cicek siirgiinii 0rnekleri toplam RNA izolasyonu yapilincaya kadar
-80°C’de saklanmiglardir. CONA-AFLP yonteminde kalip molekiil olarak kullanilacak
olan cDNA eldesi i¢in toplam RNA izolasyonu yapimistir. RNA molekullerinin
ribonikleaz (RNaz) enzimi tarafindan parcalanmasinmi engellemek igin denemede
kullanilan biitiin plastik ve cam malzemeler ile gerekli tiim ¢ozeltiler RNaz aktivitesini

engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) (Sigma) ile muamele edilmistir.

RNA izolasyonu, Trizol (Invitrogen, Carlsbad, ABD) kullanilarak iiretici firmamin
tanimladig1 yonteme gore yapilmistir. RNA izolasyonu igin her bitki érneginden 100
mg bitki dokusu kullanilmistir. Toplam RNA izolasyonunda izlenen yéntem asagidaki

basamaklardan olugsmaktadir:

1. -80°C’de saklanan 150-200 mg bitki dokusu, havan ve havan tokmagi
kullanilarak 1250 ml TRIZOL igerisinde ogiitiilmiis ardindan RNaz ve
DNaz’dan ari steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarimistr.

2. 5 dk siire ile oda sicakliginda bekletildikten sonra iizerine pD®loroform

eklenerek karistirilmis ve karisim oda sicakliginda tekrar 5 dk tutulmustur.
3. Bu siire sonunda tiipler 15 dk siire ile 4°C’de 12 000 g’ de santrifiij edilmisledir.

4. Santrifij sonunda en Ustteki renksiz faz yeni 2 ml’ lik RNaz ve DNaz’dan ari

steril mikrosantrifiij tiiplerine alinmuigtir.

5. RNA’larin ¢okeltilmesi igin tizerlerine 1 ml izopropanol eklenmis ve 1-2 kez

karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilmislerdir.

6. Cokelen RNA ornekleri 10 dk, 12 000 g’de, 4°C’de santriflij edilmistir ve

iistteki stvi kisim dokiilmiistiir.
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7. Cokelti Gzerine 1 ml % 75’ lik etanol eklenerek yikama yapilmistir ve vortex

kullanilarak karigtirilmastir.
8. Ornekler 7500 g ile 4°C’ de 5 dk siire ile santrifiij edilmistir.

9. Siv1 kisim dokiildiikten sonra oda sicakliginda kurumalar1 saglanan pelletler

500 ul RNaz icermeyen saf su icerisinde ¢ozllmiislerdir.

10. Cozelti igerisindeki RNA konsantrasyonu florometre (Qubit, Invitrogen, USA)

ile belirlenmistir.

3.2.3. mRNA izolasyonu

MRNA izolasyonu 500 pl toplam RNA o6rneginden PolyA Tract mRNA Isolation
System (Promega, Madison, WI, ABD) kiti kullanilarak iiretici firmanin tanimladigi
asagida verilen yonteme gore yapilmigtir.
1. 500 pl toplam RNA, 2 ml mikroseniififfiip icerisine konulduktan sonra
56°C” de 10 dk tutulmustur.

2. RNA igerisine 3ul Biotinylated -Oligo (dT) probu ve 13 pl 20XSSC eklenip

karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk sogumaya birakilmigtir.

3. Igerisinde 100 ul SA -SMP bulunan 1,5 ml tiiplere aktarilmis ve 2 dk’da bir
karistirilarak 10 dk oda sicakliginda tutulmustur.

4. SA-SMP miknatisla tutulduktan sonra sivi kisim pipet yardimiyla bosaltilmis
ve 300 ul 0.1X SSC ile dort defa yikanmustir.

5. Dordiincii  yikamanin ardindan miknatisla tutulan SA-SMP  mRNA
komplekslerinin Uzerine 1001 RNazcermeyen saf su eklenmistir. Bu

islemle mRNA’ lar SA-SMP ayrilip su igerisinde ¢oziilmesi saglanmistir.

6. SA-PMP’ler miknatisla tutulmus ve mRNA igeren 10Dsu yeniUplere
aktarilmis ve mRNA’ lar cDNA sentezi i¢in hazir olmuslardir.

Elde edilen mRNA 0Orneklerinin konsantrasyonlar1 florometre ile belirlenmistir.
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3.2.4. cDNA sentezi

CDNA-AFLP yonteminde kalip molekiil olarak kullanilan cDNA’lar izole edilen
mRNA’lar kullanilarak sentezlenmistir. RNA’dan sentezlenen her bir DNA iplik¢igi,
kalip olarak kullanilan mRNA’nin karsi iplik¢igi 6zelliginde olmasi nedeniyle bu
DNA’lara tamamlayict DNA (complementer DNA) anlamma gelen cDNA
denilmektedir. cDNA sentezi igin RevertAid™ H minus First Strand cDNA Synthesis
Kiti (Fermentas) kullamlmig ve iiretici firmanin tanimladig1 asagida verilen yonteme

gore yapimustir:

1. Asagida verilen reaksiyon karisimi, cDNA sentezlemek icin, buz iizerinde
hazirlanmistir. Ardindan pipetle karistirilmis ve reaksiyonlar: toplamak i¢in 3-5
saniye santrifiij edilmislerdir.
poly(A) + RNA 10 pl
oligo(dT)18 primer (0,5ug/ul) Tl

2. Reaksiyonlar 70°C de 5 dk bekletildikten sonra buz iizerinde sogutulmustur.
Damlalar1 toplamak i¢in 3-5 saniye santriflj edildikten sonra tekrar buz (izerine
konulmustur.

3. Yukarida hazirlanan karisim {izerine asagida verilen reaksiyon bilesenleri

eklenip karistirildiktan sonra 3-5 saniye santrifiij ile tekrar toplanmustir.

5x reaksiyon tamponu 4ul
RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (20u/pl) Tl
10mM dNTP karisimi 2ul

4. Reaksiyonlar 37°C’de 5 dk tutulduktan sonra UzerlerinptPM  -MuLV revers
transkriptaz (20u/pl) enzimi eklenmistir.

5. Reaksiyonlar sirasiyla 70°C’de 10 dk daha tutularak durdurulmustur.

cDNA birinci ipliginin sentezinin ardindan, birinci ipligin tamamlayicist olan ikinci
ipligin sentezi RNase H (Fermentas) ve DNA Polymerase | (Fermentas) enzimleri

kullanilarak ftiretici firmanin tanimladigi asagida verilen yonteme gore yapilmistir:
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10x DNA Polymerase | reaksiyon tamponu 8l

Su 68,8 ul
RNase H (E.coli) 0,2 ul (1 u)
DNA Polymerase I (E.coli) 3ul(30u)

1. Hazirlanan reaksiyon karigimi yavasega pipetle karistirildiktan sonra 15°C’de 2

saat tutulmustur.
2. Reaksiyonlar 5 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) eklenerek durdurulmustur.

Bu sekilde cDNA-AFLP analizleri igin ¢ift sarmalli cDNA’lar elde edilmistir. cDNA’

larin konsantrasyonlar1 florometre ile belirlenmistir.

3.2.5. cDNA-AFLP (Cogaltilmis Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi) analizleri

cDNA-AFLP analizleri Bachem ve ark. (1996) ve Breyne ve ark. (2002) gore
yapilmigtir. CONA-AFLP protokoliit AFLP protokoliinde oldugu gibi farkli asamalardan
olusmaktadir. Vos ve ark. (1995) tarafindan gelistirilmis olan AFLP analizi enzim
kesimi, adaptor baglanmasi, 6n cogaltim ve secici ¢ogaltim asamalan dikkate
alinarak dort basamakta gerceklestirilmistir. Ancak cDNA-AFLP yonteminde kalip
DNA olarak genomik DNA degil cDNA kullanilmistir.

3.2.5.1. cDNA’larn restriksiyon enzimleri (Msel ve Xapl) ile kesilmesi
Cift iplikli cDNA, Xapl ve Msel (New England Biolabs, Ipswich, ABD) restriksiyon

endoniikleazlari ile iiretici firmanin asagida verilen yontemine gore kesilmistir. DNA

uzerinde; Msel enzimi dort bazda bir, Xapl enzimi ise alt1 bazda bir kesim yapmaktadir.

5X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi 5 ul
Xapl enzimi (10 u/ pl) 0,25 pl
Msel enzimi (10 u/ pl) 0,25 pl
H20 7,50 pl
cDNA (200-250 ng) 12 ul
Toplam 25 pl
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Reaksiyonlar, cDNA’larin kesilmesi icin 37°C’de 3 saat siire ile bekletilmislerdir. Daha

sonra 70°C’de 15 dk tutularak restriksiyon enzimleri inaktif edilmistir.

3.2.5.2. Adaptorlerin baglanmasi

Restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilmis olan ¢ift iplikli ¢cDNA molekiiliine
adaptorlerin baglanmasi ligasyon reaksiyonu ile gerceklesmektedir. Adaptorler ikili
sarmal olarak hazirlanan ve DNA dizilimleri bilinen yapay oligoniikleotidler olup Xapl
ve Msel enzimlerin kesim sekanslarint icermektedir. Kesilen DNA parcaciklarina
adaptorler 20°C de 3 saat siirede tutularak baglanmislardir.

Adaptorleri baglanmasi igin kullanilan reaksiyonun bilesenleri asagidaki gibidir:

Adaptor baglama soliisyonu 24 ul
(0.5 uM Xapl ve 5 uM Msel adaptor)

T4 DNA ligase (10 u/ pl) 1l
Kesilmis cDNA pargalar1 25 ul
Toplam 50 pl

3.2.5.3. On segici cogaltmasi

Ligasyon reaksiyonunun ardindan, 6n segici cogaltim (pre-amplification) islemi PCR ile
gerceklestirilmistir. On segici ¢ogaltim reaksiyonunda kullanilan PCR reaksiyonun
bilesenleri asagidaki gibidir.

Kesilmis ve adaptor eklenmis cDNA 10 pl
(10 kez seyreltilmis)

10X PCR tamponu 5 ul
MgCI2 (25mM) 5 ul
dNTPs (2mM)2 pl

P1 primer (10pmoles/pl) 1l
P2 primer (10pmoles/pl) 1l
Tag DNA polymerase (5U/ul) 0,5 ul
H.O 22,5 pul

On ¢ogaltim i¢in PCR asagidaki sicaklik ve siireler takip edilerek gergeklestirilir:
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1-  94°C 4 dk

2-  94°C 30 sn
3- 52°C 30 sn
4- 72°C 1dk
2 ile 4 aras1 basamaklar arasi1 20 dongii
5- 72°C 7 dk
6- 4°C 0

3.2.5.4. Secici ¢ogaltma

On segici cogaltmada elde edilen PCR iiriinleri 1/50 oraninda TE (Tris-EDTA) tamponu
icerisinde seyreltildikten sonra tekrar PCR cihazinda segici ¢ogaltma islemlerine tabi
tutulmustur. Bu asamada Xapl primerlerine 2 segici nukleotid (Xapl+2) ve Msel
primerlerine ise 2 ya da 3 secici nikleotid (Msel+2 veya Msel+3) eklenmistir. Segici

cogaltmada kullanilan primerlerin kombinasyonlari, PCR reaksiyonunun bilesenleri ve

PCR dongi protokolleri asagida verilmistir.

Cizelge 3.2. Segici cogaltmada kullanilan primer kombinasyonlar1

‘ No ‘ Primer Kombinasyonlar: ‘

‘ Primer Kombinasyonlar:

1- | XabICC- MselCAT 11- XablTT- MselCCT
2- | XablCC- MselCTG 12- XablTC- MselGT
3- | XabICT- MselCCT 13- XablCC- MselGT
4- | XabICT- MselCTA 14- XablCC- MselCGT
5- | XablCG- MselCAT 15- XablTC- MselAGC
6- | XablCG- MselCTA 16- XabITA- MselAGC
7- | XabICT- MselGT 17- XabICA- MselAGC
8- | XabICT- MselGC 18- XablCG- MselGA
9- | XabITT- MselCAC 19- XablTG- MselCG
10- | XabITT- MselCTG 20- XablTG- MselGA

Secici ¢ogaltmada kullanilan PCR reaksiyonunun bilesenleri:

DNA 1ul
10X PCR tamponu 1ul
MgCI2 (25mM) 1ul
dNTPs (2mM) 1ul
Xap-sel primeri (7pmoles/ul) 1ul
Mse-sel primeri (7pmoles/ul) 1ul
Tag DNA polymerase (5U/ul) 0,5ul
Hgo 3,5ul
Toplam 10pl
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Secici cogaltmada kullanilan PCR reaksiyonun sicaklik dongiisii:

1- 94°C 5 dk
2-  94°C 30 sn
3-  65°C 30 sn
4- 72°C 1dk

2 ile 4 aras1 basamaklar1 10 kere tekrarla ve 3. basamakta her dongiide sicaklig1 0,7°C
azalt

5- 94°C 30 sn
6- 56°C 30 sn
7-  72°C 1dk
5 ile 7 aras1 basamaklar1 24 kere tekrarla
8- 72°C 7 dk
9- 4°C o0

Secici olarak ¢ogaltilan reaksiyonlar, esit miktarda yiikleme tamponu (10 ml Formamid,
10 mg bromfenol mavisi, 200 pl 0,5 M EDTA) ile karistirilmistir. Reaksiyonlar 90°C’de
3 dk tutularak DNA parcaciklar1 denature edilmis ve hemen buz iizerinde
sogutulmuglardir. Denature edilen ve sogutulan reaksiyonlardan 5 pl alip, 30 dk 6n
isitma yapilan % 6’lik poliakrilamid jel elektroforezinde 60 W giigle 2 saat 30 dakika
stire ile ayristirilmustir. Blylkligiine gore ayristirilan c¢cDNA’lara ait bantlarin
gorilintiilenmesi i¢in giimiis nitrat (AgNO3) ile boyama yontemi kullanilmistir. Boyama
islemi Silver Sequence DNA Sequencing System protokoliine (Promega, ABD) gore

yapilmis ve fotograflanmustir.

3.2.6. Farkhilik gosteren bantlarin belirlenmesi

cDNA bantlarinin giimiis boyama yontemi ile goriintiilenmesinin ardindan, sarimsak
genotiplerine ait 4°C ve 20°C’de depolanan 6rnekler arasinda farkli ifade olan bantlar
poliakrilamid jel iizerinde belirlenmistir. Daha sonra gen ifade farkliligi sonucu
olustugu 6ngoriilen bantlar numaralandirilarak isaretlenmistir.

3.2.7. cDNA-AFLP bantimin nukleotid dizi analizi (sekanslama)

CDNA-AFLP bantinin dizi analizi ¢cDNA-AFLP analizleri gibi bircok asamadan

olugsmaktadir. Bu asamalar asagida belirtilmistir. Bunlarda;
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1. cDNA-AFLP bantmin poliakrilamid jelden kesilmesi ve izole edilmesi,
2. Poliakrilamid jelden izole edilmis cDNA-AFLP bantinin agaroz jelden izole edilmesi,
3. Dizi analizi igin PCR asamasi ve

4. PCR iiriiniiniin saflagtirilmast ve DNA dizi analizidir.

3.2.7.1. cDNA-AFLP bantimin poliakrilamid jelden kesilmesi ve izole edilmesi

Polimorfik bantlardan biri, dizi analizleri icin poliakrilamid jelden keskin bir bisturi
yardimiyla kesilmistir. Kesme islemi beyaz 1sik veren negateskop cihazi iizerinde
gerceklestirilmistir. Kesilen bant, i¢inde 75 pl TE (Tris-EDTA) ¢ozeltisi bulunan 1,5 ml
tiip i¢inde bir gece buzdolabinda 4°C’de bekletilmistir. Bekleme isleminden sonra,
kesilen cDNA-AFLP bant1 pipet ucu ile iyice par¢alanmistir. Daha sonra bu tip
mikrosantrifiij cihazinda 1 dk kadar dondiirtilerek jel parcalarinin ve diger kimyasallarin
tiip dibinde ¢okelmesi ve DNA’nin ise ¢ozelti icinde kalmasit saglanmistir. Elde edilen

ornek daha sonraki asamalar icin —20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.7.2. Poliakrilamid jelden izole edilmis cDNA-AFLP bantimin agaroz jelden izole

edilmesi

Poliakrilamid jelinden izole edilen cDNA-AFLP banti PCR ile ¢ogaltilmis ve tekrar
agaroz jelden izole edilmistir. Bu sekilde cDNA-AFLP bant1 dizi analizleri icin
saflastirilmistir. cDNA-AFLP bantinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR reaksiyonu ve
PCR dongiisti asagidaki gibidir.

PCR reaksiyonunun bilesenleri:

Akrilamid Jelden izole Edilen DNA 2 ul
10X PCR tamponu 2 ul
dNTPs (2,5mM) 2 ul

Xapl-sel primeri (5 uM/pl) dnsecici cogaltma 0,8 ul
Msel-sel primeri (5 uM/ul) dnsegici cogaltma 0,8 pl

Tag DNA polymerase (5U/ul) 0,16 ul
H,O 12,24 ul
Toplam 20yl
Sicaklik dongusu:
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1-  94°C 2dk

2- 94°C 45 sn
3- 56°C 1dk
4- 72°C 1dk
2 ile 4 aras1 basamaklar1 28 kere tekrarla
5- 72°C 5dk
6- 4°C o0

PCR cihazinda ¢ogaltilan bant, % 2 konsantrasyonundaki agaroz jelde ayristirilmistir.
Bant, agaroz jelden keskin bir bisturi ile kesilmistir. Kesilen bantin agaroz jelden
izolasyonunda “EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kiti (BioBasic, Kanada)”

kullanilmistir.

3.2.7.3. Dizi analizi i¢in PCR asamasi

Dizi analizi i¢in PCR asamasi ve diger asamalar Amerika Birlesik Devletleri-Wisconsin
Universitesi’ndeki Prof. Dr. P. W. Simon’un laboratuarinda gerceklestirilmistir. Dizi
analizi i¢in PCR reaksiyonlar1 bir bant i¢in iki tarafli olarak (geri ve ileri primerleri igin

ayr1 reaksiyonlar) yapilmistir. Bu sekilde bir bant i¢in iki defa dizi analizi yapilmistir.

Dizi analizi i¢in yapilan PCR bilesenleri ve dongiisii asagida verilmistir.

PCR bilesenleri:

Agoroz jelden izole edilen DNA 1
2,5 X PCR tamponu 0,75 pl
Xapl veya Msel primeri (5 uM/pul) 1l
Big Dye karigimi 0,5 ul
H,O 1,75 pl
Toplam 5ul

PCR dongusu:

1-  95°C 15 sn
2- 50°C 15 sn
3-  60°C 2 dk 30 sn
1 ile 3 aras1 basamaklar1 25 kere tekrarla
4-  4°C ©

26



3.2.7.4. PCR iiriiniiniin saflastirilmasi ve DNA dizi analizi

Dizi analizi ig¢in elde edilen PCR iriiniin saflagtirilmas: “Agencourt CleanSEQ Kiti
(Beckman Coulter, CA, ABD)” kullanilarak yapilmistir. Sekans analizleri Wisconsin
Universitesi, Madison, WI, ABD’de bulunan sekanslama makinalarinda yapilmustir.

Elde edilen bulgular Gen Bankasi’ndaki DNA dizilimi veri tabani ile karsilastirilmistir.
3.2.8. Morfolojik dlcuimlerin istatiksel analizleri
Deneme, ‘Tesaduf Parselleri’ deneme desenine gore 3 tekrarlamali olarak

yuriitiilmiistir. Uygulamalar arasindaki farklilik ‘Duncan’ testi ile 0,05 Onem

seviyesinde ortaya konulmustur.
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4- BULGULAR

4.1. Morfolojik Gozlemler

Iki adet ¢iceklenen (G1, G2) ve iki adet ciceklenmeyen (G3, G4) dort farkli sarimsak
genotipi dikim 6ncesi depolama sicakliklarmin bitki gelisimi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla kullanilmistir. 4°C’de ve 20°C’de d @ danan G1, G2, G3 ve G4 sarmmsak
genotiplerinin  dislerinden gelisen bitkiler arasindaki morfolojik farkliliklar
gozlemlenmistir. Bu bitkilere ait yaprak sayisi, yalanci gévde uzunlugu ve yalanci
govde cap1 dikimden kirk bes giin (6 Ocak 2010) ve dikimden doksan giin (22 Subat

2010) sonra olgiilmiistiir.

Yapilan morfolojik gdzlemlere gore, sarimsak disleri saksilara dikildikten sonra, 4°C’de
depolanan sarmmsak dislerinin 20°C’de depolanan sarimsak dislerine gore daha once
sirdiigii  belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Ozellikle ciceklenmeyen G3
genotipinde, 20°C’de depolanan disler 4°C’de depolananlardan yirmi alt1 giin sonra

stirdiigii goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. Dikim tarihinden itibaren sarimsak dislerinin siirme tarihleri

Bitkilerin dikim Bitkilerin siirme zaman
Genotipler zamani 4°C 20°C
Gl 23.11.2009 30.11.2009 | 07.12.2009
G2 23.11.2009 02.12.2009 | 06.12.2009
G3 23.11.2009 06.12.2009 | 01.01.2010
G4 23.11.2009 30.11.2009 | 05.12.2009

28




G3
ODA | G3
SICAKLIGI DUSUK
UYGULAMASI : SICAKLIK
UYGULAMASI

Sekil 4.1. Dikimden yirmi ¢ gln sonra G3 genotipi igin; 20°C'de depolanan disler
heniiz siirmemisken, 4°C depolanan dislerden elde edilen bitki iki yaprak asamasma
gelmigtir

Yine dikimden yirmi ii¢ giin sonra yapilan gozlemlere gére, 4°C’de depolanan sarimsak
genotiplerinin dislerinden gelisen bitkiler, 20°C’dekilere gore ¢ok daha hizli ve saglikls
bir gelisim gostermistir ( Sekil 4.2).

Sekil 4.2. G2 (A), G3 (B) ve G4 (C) genotiplerinde her iki uygulama igin gorilen
gelisimsel farkliliklar

Dikimden yirmi yedi glin sonra yapilan gozlemlerde 20°C’de depolanan sarmmsak
genotiplerinin diglerinden gelisen bitkilerde biiylimenin ilk asamalarinda viris
semptomuna benzeyen, diizgun olmayan yaprak gelisimi gozlenmistir (Sekil 4.3) ve bu

gorunum ilerleyen safhalarda daha da belirgin hale gelmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. G1 (A), G2 (B), G3 (C) ve G4 (D) genotipleri icin 4°C ve 20°C depolanan

dislerden elde edilen bitkiler arasinda gelisme yoniinden farkliliklar
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Dikimden kirk bes glin sonra, genotipe ve depolama uygulamasma gore degismekle
birlikte, bitkiler ortalama (¢ dort yaprak asamasina gelmistir. Bu donemde, yaprak ve

meristem Ornegi almak igin sokulen bitkilerde U¢ yaprak asamasindan sonra disteki

besin maddelerinin tamamen tiketildigi gortilmiistiir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. A) G4 genotipi, sokiilen diisiik sicaklik ve oda sicakligi uygulanmis bitkiler
B) Diistik sicaklik uygulamasi C) Oda sicakligi uygulamasi

Dikimden yiiz on bes giin sonra, ¢igeklenen bir genotip olan G1 ile cigeklenmeyen bir
genotip olan G4’ten sokilen bitkilerde, 4°C’de ve 20°C’de depolanan sarimsak
genotiplerinin diglerinden gelisen bitkiler arasindaki karsilastirma ve sayisal veriler
Cizelge 4.2°de verilmistir. Ayrica dikimden yiiz yirmi glin sonra, gigeklenen bir genotip
olan G2 ile giceklenmeyen bir genotip olan G3’ten sokilen bitkilerde, 4°C’de ve
20°C’de depolanan sarmmsak genotiplerinin dislerinden gelisen bitkiler arasindaki

karsilagtirma ve sayisal veriler ayni ¢izelgede yer almaktadir.
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Cizelge 4.2. Dikimden yuz on bes ve yuz yirmi gun sonra G1, G2, G3 ve G4’te her iKi
sicaklik uygulamasi i¢in bitkiler arasindaki karsilastirma

Dikimden 115 gun sonra Dikimden 120 gun sonra
G1 Gl | G4 G4 G2 G2 G3 G3
+4°C | +20°C | +#4°C | +20°C | +4°C | +20°C | +4°C | +20°C

Yaprak asamasi 8 6 8 5 10 6 10 5
Bas capi (cm) 2,1 0,85 2,1 1,2 1,9 0,8 1,5 0,7
Bitki boyu (cm) | 16,5 7,5 13 8 16 7,5 11 4,5
Clgeksaprboyu | 5 | vox | - . 15 | Yok | - i
(cm)
Cicek surguni 3 Yok ) ) 9 Yok ) )
¢ap1 (mm)
Gleeksurgtnd | 5 | yor | - - | 25 | Yok | - i
boyu (cm)
Dis olusumu Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok

Cizelge 4.2' deki bulgulara gore dikimdem yiiz on bes giin sonra G1 genotipi igin,
4°C’de depolanan dislerden elde edilen sarmmsak bitkilerinde gigek sap1 ve gigek
stirgliniinlin biiyiimeye basladig1 gézlenirken 20°C'de depolanan dislerden elde edilen
bitkilerde heniiz baslamadig1 saptanmistir. Ayrica diisiik sicaklikta depolanan dislerden
elde edilen bitkilerde dislerin olustugu ve dolayisiyla bas olusumunun basladig: tespit
edilmistir (Sekil 4.6). 20°C’de depolanan dislerden elde edilen bitkilerde bdyle bir
durum goézlenmemistir. Dikimden yiiz yirmi giin sonra, yapilan gozlemlere gore de Gl
genotipine benzer sekilde G2 genotipinin 4°C'de depolanan dislerinden gelisen
bitkilerinde hem cicek sap1 gelisimi hem de basta dis gelisiminin basladig1, 20°C'de
depolanan dislerden gelisen bitkilerde ise heniiz bu 6zelliklerin gelismeye baglamadigi
gozlemlenmistir. G3 ve G4 ciceklenme 0Ozelligi olmayan klonlar oldugu icin bu
genotiplerin her iki depo sicaklig1 uygulamasinda da ¢iceklenme goriilmemis ancak bu
genotiplerde dis olusumunun sadece 4°C'de depolanan dislerden gelisen bitkilerde
basladig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.6. A) Gl genotipinde her iki sicaklik uygulamasi i¢in bas olusumunu
karsilastirma B) +20°C’de depolanan dislerden gelisen bitki C) +4°C’de depolanan
dislerden gelisen bitkide bag olusumu

4°C depolanan dislerden gelisen bitkiler ile 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkiler
arasinda kok gelisimi bakimmdan da farklilk s6z konusudur (Sekil 4.7). 4°C’de
depolanan dislerden gelisen bitkilerde kok gelisiminin ¢ok daha iyi oldugu gortilmiistiir.
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Sekil 4.7. G1 (A), G2 (B), G3 (C) ve G4 (D) icin 4°C ve 20°C depolanan
dislerden elde edilen bitkiler arasinda kok gelisimi yoniinden farkliliklar

4.1.1. Yaprak sayisi

Butin genotiplerde; 4°C’de ii¢ ay siire ile depolanan dislerden gelisen bitkilerin
ortalama yaprak sayis1, 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerin ortalama yaprak
sayisindan daha fazla oldugu saptanmistir. Genotipler arasindaki farklilik ‘Duncan’ testi
ile 0,05 oOnem seviyesinde SPSS 17.0 bilgisayar programi kullanilarak ortaya
konulmustur. Duncan testine gore yapilan analizlerde, dikimden kirk bes giin (6 Ocak
2010) ve dikimden doksan giin (22 Subat 2010) sonra yapilan yaprak saymmnda, 4°C’de
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ve 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerde yaprak sayis1 bakimindan genotipler

arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir (Sekil 4.8, Cizelge 4.3).

06.01.2010

Tarih

21.02.2010

Ortalama Yaprak 5ayisi
i =%
|

2 41
a 7, [ i -n-. n-... .. ]
1 G2 G3 G4 1 2 G3 4
Genotip Genotip

Hata Cubuklam: +/- 1.00 Standart Sapma

Depolama Sicakhz:
B 4°C
1 20%C

Sekil 4.8. Dikim Oncesi depolama sicakligina bagh olarak, dikimden kirk bes giin
(06.01.2010) ve dikimden doksan giin sonra (22.02.2010) sarimsak genotiplerinin
iirettigi yaprak sayilarinin karsilagtirilmasi

Cizelge 4.3. Dikimden kirk bes giin ve dikimden doksan giin sonra 4°C’de ve 20°C’de
depolanan dislerden elde edilen bitkilerde yaprak sayimindaki farkliliklar

Dikimden kirk | Dikimden doksan
Genotip | bes glin sonra gun sonra

4°C 20°C 4°C 20°C
G1 4,447 | 322° | 711° | 578
G2 333" | 2,33 | 589" | 461°
G3 2,78° 1,11* | 4,33% | 3,00°
G4 389° | 256" | 583" | 417"
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Dikimden kirk bes glin ve dikimden doksan giin sonraki dlciimlerde, 4°C’de depolanan
dislerden gelisen bitkiler 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerden en az bir adet
fazla yaprak iirettigi gozlemlenmistir. Ornegin G4 genotipi igin; dikimden kirk bes giin
sonra yapilan dlciimde 4°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerde ortalama yaprak
say1s1 3,89 olurken ayni genotipin 20°C’de depolanan dislerinden gelisen bitkilerinde
yaprak sayis1 2,56’da kalmistir. Dikimden doksan giin sonraki élgimlerde ise 4°C’de
depolanan dislerden gelisen bitkilerde ortalama yaprak sayis1 5,83 ve 20°C’de
depolanan dislerden gelisen bitkilerde ise ortalama yaprak sayisi 4,17 olmustur (bkz.
Cizelge 4.3).

Hem dikimden kirk bes giin hem de dikimden doksan gun sonra yapilan yaprak
sayiminda, 4°C ve 20°C depolama uygulamalarinin her ikisinde de en fazla ortalama
yaprak sayist Gl genotipinde en az ortalama yaprak sayisi ise G3 genotipinde oldugu
goriilmiistiir. Dikimden kirk bes giin sonra yapilan 6lgiimde G1 genotipi igin 4°C'de
depolanan dislerden elde edilen bitkilerde ortalama yaprak sayisi 4,44 iken 20°C'de
depolanan dislerden gelisen bitkilerde 3,22°de kalmistir. Ayni1 sekilde dikimden doksan
gun sonra, G1°de diisiik sicaklikta depolanan dislerden elde edilen bitkiler i¢in ortalama
yaprak sayist 7,11 iken oda sicakliginda depolanan dislerden elde edilen bitkilerde
ortalama yaprak sayis1 5,78’de kalmistir. G3 genotipinde ise; dikimden kirk bes giin
sonra yapilan ol¢iimde diisiik sicaklikta depolanan dislerden elde edilen bitkilerde
ortalama yaprak sayist 2,78 iken oda sicakliinda depolanan dislerden elde edilen
bitkilerde 1,11°de kalmustir. Dikimden doksan giin sonra, G3 genotipinde 4°C’de
depolanan dislerden elde edilen bitkiler igin ortalama yaprak sayis1 4,33 iken 20°C’de
depolanan dislerden elde edilen bitkilerde 3,00°da kalmustir.

Dikimden kirk bes giin sonra 20°C uygulamasi i¢in en fazla yaprak sayisina sahip
genotip olarak G1 genotipi belirlenmistir. Buna karsin G2 ve G4 genotipleri arasinda
istatistiki bir fark goriilmemistir. En az yaprak sayismin ise G3 genotipinde oldugu

belirlenmistir. Buda istatistiki olarak digerlerinden farklidur.

Dikimden doksan giin sonra ise 4°C uygulamasi igin en fazla yaprak sayisina sahip

genotip olarak yine G1 genotipi belirlenmistir. Buna karsin G2 ve G4 genotipleri
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arasinda istatistiki bir fark goriilmemistir ve sirasiyla 5,89 ve 5,83 yaprak meydana
getirdigi goriilmiistiir. En az yaprak sayismin ise 4,33 ile G3 genotipinde oldugu
belirlenmistir ve istatistiki olarak digerlerinden farklidir. Dikimden doksan giin sonra
20°C uygulamasi i¢in en fazla yaprak sayisma sahip genotip olarak yine G1 genotipi
belirlenmistir ve ortalama 5,78 yaprak sayismna sahip olmustur. Yine G2 ve G4
genotipleri sirastyla 4,17 ve 4,61 yaprak tirettigi goriilmiistiir. En az yaprak sayismin ise

3,00 ile G3 genotipinde oldugu belirlenmistir. Istatistiki olarak digerlerinden farklidir.

4.1.2. Yalanci govde uzunlugu

Butin genotiplerde; 4°C’de ii¢ ay siire ile depolanan dislerden gelisen bitkilerin
ortalama yalanci gdvde uzunlugu, 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerin
ortalama yalanct govde uzunlugundan daha fazla oldugu saptanmistir. Genotipler
arasindaki farklilik ‘Duncan’ testi ile 0,05 6nem seviyesinde SPSS 17.0 bilgisayar
programi kullanilarak ortaya konulmustur. Duncan testine gore yapilan analizlerde, hem
dikimden kirk bes giin hem de dikimden doksan giin sonra yapilan yalanci gévde
uzunlugu 6l¢iimiinde, 4°C’de ve 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerde yalanci
govde uzunlugu bakimmindan genotipler arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir

(Sekil 4.9, Cizelge 4.4).
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Sekil 4.9. Dikim Oncesi depolama sicakligina baglh olarak, dikimden kirk bes giin
(06.01.2010) ve dikimden doksan gun (22.02.2010) sonra sarimsak genotiplerinde
meydana gelen yalanci govde uzunluklarmin karsilastiriimasi

Cizelge 4.4. Dikimden kirk bes giin ve dikimden doksan giin sonra 4°C’de ve 20°C’de
depolanan dislerden elde edilen bitkilerde yalanci gévde uzunlugundaki (cm) farkliliklar

Dikimden kirk | Dikimden doksan
Genotip bes gilin gln sonra

4°C | 20°C 4°C | 20°C
Gl 6,78° | 2,91° | 11,11% | 4,06°
G2 3,39 | 1,66° 755" | 2,56°
G3 3,50 | 1,00° 6,66 | 2,56°
G4 456° | 1,118 9,08° | 2,31°

Dikimden doksan giin sonra yapilan dlgiimlere bakildiginda 4°C’de depolanan dislerden

elde edilen bitkilerin ortalama yalanci gévde uzunluklarmin 20°C’de depolananlardan
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elde edilenlere gore ¢ok daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Ornegin G4 genotipi igin;
dikimden kirk bes giin sonra yapilan Olgiimde 4°C’de depolanan dislerden gelisen
bitkilerde ortalama yalanci gdvde uzunlugu 4,56 cm iken, ayni genotipin 20°C’de
depolanan diglerinden gelisen bitkilerinde 1,11 cm’de kalmistir. Dikimden doksan giin
sonra yapilan dlgiimlerde ise 4°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerde ortalama
yalanct gévde uzunlugu 9,08 cm iken, 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerde
2,31 cm’dir.

Dikimden kirk bes ve dikimden doksan giin sonraki dlgimler karsilastirmali olarak
incelendiginde; dikimden doksan giin sonraki Olgimlerde ortalama yalancit govde
uzunlugunun belirgin bir sekilde daha fazla oldugu goriilmektedir. Ornegin; G3
genotipinde dikimden kirk bes giin sonra, 4°C’de depolanan dislerden elde edilen
bitkilerin ortalama yalanci gévde uzunlugu 20°C’de depolanan dislerden elde edilen
bitkilerin ortalama yalanci gévde uzunlugudan 2,50 cm daha fazla iken bu fark

dikimden doksan giin sonra 4,10 cm’ye yiikselmistir.

Dikimden kirk bes giin sonra 4°C uygulamasi i¢in en fazla yalanci gdvde uzunluguna
sahip genotip olarak G1 genotipi belirlenmistir ve ortalama 6,78 cm’lik yalanc1 govde
uzunluguna sahiptir. G4 genotipinin yalanci gévde uzunlugu 4,56 cm iken G2 ve G3
genotipleri arasinda istatistiki bir fark goriilmemistir ve sirasiyla 3,39 cm ve 3,50 cm
yalanc1 govde uzunluguna sahip olduklar1 belirlenmistir. Dikimden kirk bes giin sonra
20°C uygulamas! igin en fazla yalanci gévde uzunluguna sahip genotip olarak yine G1
genotipi belirlenmistir ve ortalama 2,91 cm’lik yalanct gévdeye sahip olmustur. Hemen
ardindan 1,66 cm ile G2 genotipi gelmistir. En az yalanci govde uzunlugu ise G3 ve G4
genotiplerindedir ve bunlar arasinda istatistiki bir fark goriilmemistir. G3 ve G4’lin

strastyla 1,00 cm ve 1,11 cm’lik yalanci gévdeye sahip oldugu belirlenmistir.

Dikimden doksan giin sonra 4°C uygulamasi i¢in en fazla yalanci gévde uzunluguna
sahip genotip olarak yine G1 genotipi belirlenmistir ve ortalama 11,11cm’dir. Ardindan
G4 ve G2 genotipleri sirastyla 9,08 cm ve 7,55 cm’lik yalanci gévdeye sahip olduklar1
Olclilmiistiir. En az yalanct gdvde uzunlugu ise 6,66 ile G3 genotipinde oldugu

belirlenmistir ve istatistiki olarak digerlerinden farklidir. Dikimden doksan giin sonra
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20°C uygulamas! igin en fazla yalanci gévde uzunluguna sahip genotip olarak yine G1
genotipi belirlenmistir ve ortalama 4,06 cm yalanct govde uzunluguna sahiptir.
Ardindan G2, G3 ve G4 genotipleri sirasiyla 2,56 cm, 2,56 cm ve 2,31 cm’lik yalanct
gévde uzunluguna sahip olduklar1 goriilmiistiir ve bu {i¢iiniin arasinda istatistiki olarak

bir fark yoktur.

4.1.3. Yalanci govde capi

Ortalama yalanc1 gévde gapa biitiin genotiplerde, 4°C’de iig ay siire ile depolama yapilan
dislerden elde edilen bitkilerde 20°C'de depolama yapilan dislerden elde edilen bitkilere
oranla daha fazladir. Genotipler arasindaki farklilik ‘Duncan’ testi ile 0,05 Onem
seviyesinde SPSS 17.0 bilgisayar programi kullanilarak ortaya konulmustur. Duncan
testine gore yapilan analizlerde, dikimden kirk bes ve dikimden doksan giin sonra
olciilen gdvde capinda, 4°C’de ve 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerde govde
caplar1 bakimmdan genotipler arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir (Sekil 4.10,

Cizelge 4.5).
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Tarih Depo Sicakh@n

06.01.2010 22.02.2010 B 4°C
El 20°C

Ortalama Govde Capi (mn)

L ]':: n St St I
Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4

Genotip Genotip
Hata Cubuklari - +/- 1,00 Standart Sapma

Sekil 4.10. Dikim oncesi depolama sicakligima bagl olarak, dikimden kirk bes giin
(06.01.2010) ve dikimden doksan gun sonra (22.02.2010) sarimsak genotiplerindeki
yalanci govde ¢aplarinin (mm) karsilastirilmasi

Cizelge 4.5. Dikimden kirk bes giin ve dikimden doksan giin sonra 4°C’de ve 20°C’de
depolanan dislerden elde edilen bitkilerde yalanci govde ¢apindaki (mm) farkliliklar

Dikimden kirk | Dikimden doksan
Genotip | bes giin sonra gun sonra

4°C | 20°C | 4°C | 20°C
Gl 483 | 386" | 656° | 4,78°
G2 317° | 2,78" | 508" | 3,92°
G3 2,44% | 161° | 3,33 | 2,33°
G4 450 | 3,28 | 586° | 5,36°
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Dikimden kirk bes ve dikimden doksan glin sonra yapilan olgiimlere bakildiginda
4°C’de depolanan diglerden elde edilen bitkilerin ortalama yalanci gévde caplarmin
20°C’de depolananlardan elde edilen bitkilere oranla daha fazla oldugu
gdzlemlenmektedir. Ornegin; G4 genotipi icin dikimden kirk bes giin sonraki 6lciimde
4°C’de depolanan dislerden elde edilen bitkilerde ortalama yalanci gévde ¢ap1 4,50 mm
olarak belirlenmistir. Fakat oda sicakliginda depolanan dislerden elde edilen bitkilerde
3,28 mm’de kalmistir. Ayni genotip icin dikimden doksan giin sonra yapilan
Olgtimlerde, diisiik sicaklikta depolanan dislerden elde edilen bitkilerde ortalama yalanci
govde ¢apt 5,86 mm iken oda sicakliginda depolanan dislerden elde edilen bitkilerde
5,36 mm’dir.

Dikimden kirk bes giin sonra yapilan dlgiimler igin, dikim éncesi 4°C ve 20°C depolama
uygulamalarmin her ikisindende elde edilen bitkilerde en fazla ortalama yalanci govde
cap1 G1 genotipinde varken; dikimden doksan giin sonraki dlcimde 4°C’de depolanan
dislerden elde edilen bitkiler i¢in G1, 20°C’de depolanan dislerden elde edilen bitkiler
icin ise G4 genotiplerinde en fazla ortalama yalanci govde ¢apina rastlanmistir. En az
ortalama yalanci gévde ¢ap1 her iki tarihte her iki uygulamadan elde edilen bitkiler i¢in

G3 genotipinde goriilmiistiir.

Dikimden kirk bes giin ve dikimden doksan giin sonraki dlgtimler karsilastirmali olarak
incelendiginde; dikimden doksan gun sonra ortalama yalanci gévde ¢apinin belirgin bir
sekilde daha fazla oldugu goriilmektedir. Ornegin; G2 genotipinde 4°C’de depolanan
diglerden elde edilen bitkilerde ortalama yalanci gévde ¢ap1 dikimden kirk bes gun
sonra 3,17 mm iken dikimden doksan gun sonra 5,08 mm’ e yiikselmistir. Ayn1 genotip
icin 20°C’de depolanan dislerden elde edilen bitkilerde ortalama yalanci gévde gap1
dikimden kirk bes gun sonra 2,78 mm iken dikimden doksan gun sonra 3,92 mm’ e

yiikselmistir.

Dikimden kirk bes giin sonra 4°C uygulamasi igin en fazla yalanci gévde ¢apma sahip
genotip olarak G1 genotipi belirlenmistir ve ortalama 4,83 mm yalanci1 govde ¢apina
sahiptir. G4 genotipi ortalama 4,50 mm yalanci gévde capina sahiptir ve G1 ile arasinda

istatistiki bir fark goriilmemistir. G2 i¢in yalanci gdvde ¢api1 3,17 mm’dir. En az yalanci
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govde capt ise 2,44 mm ile G3 genotipinde belirtilmistir. Dikimden kirk bes gilin sonra
20°C uygulamasi i¢in en fazla yalanci gdvde gapma sahip genotip olarak yine Gl
genotipi belirlenmistir ve ortalama 3,86 mm gdvde ¢apina sahiptir. Ardindan 3,28 mm
ile G4 ve 2,78 mm ile G2 gelir. En az yalanci gévde ¢apinin ise 1,61 ile G3 genotipinde

oldugu belirlenmistir. Istatistiki olarak digerlerinden farklidir.

Dikimden doksan gin sonra 4°C uygulamasi i¢in en fazla yalanci gévde ¢apma sahip
genotip olarak yine G1 genotipi belirlenmistir ve ortalama 6,56 mm yalancit govde
capina sahip olmustur. Ardindan 5,86 mm ile G4 ve 5,08 mm ile G2 gelmektedir. En az
yalanc1t govde ¢apma sahip genotip ise 3,33 ile G3 genotipidir ve istatistiki olarak
digerlerinden farklidir. Dikimden doksan giin sonra 20°C uygulamasi i¢in en fazla
yalanc1 govde ¢apina sahip genotip olarak G4 genotipi belirlenmistir ve ortalama 5,36

mm’dir. G4 genotipini 4,78 ile G1, 3,92 ile G2 ve 2,33 ile G3 izlemektedir.

4.2. cDNA-AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi) Analizleri

CDNA-AFLP analizleri icin G1, G2, G3 ve G4 olmak i zre d &t farkli sarimsak
genotipi kullanilmistir. Bunlardan G1 ve G2 ciceklenen, G3 ve G4 ise ciceklenmeyen
genotiptir. Analizler i¢in, bu genotiplerin dislerinden blyime meristemi 6rnekleri hem
depolamadan 6nce hem de 4°C’de ve 20°C’de doksan giin depolandiktan sonra (dikim
oncesi) almmistir. Dikimden sonra {li¢-dOrt yaprak asamasinda biiylime meristemi ve
yaprak Ornekleri almmustir. Yedi-dokuz yaprak asamasinda ise c¢iceklenmeyen
genotiplerde buytime meristemi ve yaprak ornekleri; ciceklenen genotiplerde ise yaprak,
cigek sap1 ve ¢igek siirgiinii 6rnekleri alinmigtir. Toplam olarak alian kirk dort 6rnekte,
yirmi farkli primer kombinasyonu denenerek farkli ifade olan genler cDNA-AFLP
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yirmi primer kombinasyonundan elde edilen
bulgular Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de 6zetlenmistir. Degerlendirilen dort yiz elli bir
banttan (¢ yiz elli iki tanesi polimorfik, doksan dokuz tanesi ise dort genotipte dort
farkli 6rnekleme asamasinda siirekli olarak ifade olan genleri gostermektedir. Cizelge
4.6’ya baktigimizda degerlendirilebilen bant sayisi en fazla XablCC- MselCTG primer
kombinasyonundan (39 bant) elde edilmis en az bant ise XablTT- MselCCT primer

kombinasyonundan (11 bant) degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.6. cDNA-AFLP analizinde kullanilan primer kombinasyonlart ve bu primer
kombinasyonlarindan degerlendirilen bant sayisi

Primer Kombinasyonu | Toplam Bant Polimorfik Agaroz Jelden
Sayisi Bant Sayisi izole Edilen
Bant Sayisi

1- XabICC- MselCAT 33 23 38
2- XablCC- MselCTG 39 36 62
3- XabICT- MselCCT 24 15 25
4- XabICT- MselCTA 27 19 40
5- XablCG- MselCAT 12 9 16
6- XablCG- MselCTA 14 8 15
7- XabICT- MselGT 31 17 42
8- XabICT- MselGC 27 18 33
9- XabITT- MselCAC 15 9 23
10- XabITT- MselCTG 12 9 12
11- XabITT- MselCCT 11 7 5

12- XabITC- MselGT 26 23 30
13- XabICC- MselGT 26 24 41
14- XabICC- MselCGT 19 13 18
15- XabITC- MselAGC 21 18 32
16- XabITA- Msel AGC 14 10 17
17- XabICA- Msel AGC 23 15 27
18- XabICG- MselGA 13 11 18
19- XabITG- MselCG 28 25 47
20- XabITG- MselGA 36 32 49
Toplam 451 352 590
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Cizelge 4.7. cDNA-AFLP analizinde yirmi primer kombinasyonundan yaprakta, mersitemde ve iki farkli depolama uygulamasinda elde
edilen veriler

POLIMORFIK BAND SAYISI
Yaprak Meristem Depolama
Primer Tam Tam
. Ciceklen- | genotiplerin . Ciceklen- genotiplerin
Gl | G2 | G3 | G4 | Ciceklenen 3 Gl | G2 | G3 | G4 | Cigeklenen - - 4°C | 20°C
meyen yapraginda meyen meristeminde
ifade olan ifade olan

XCT-MGT 1 1 1 4 1
XTG-MCG 1 1 1
XCA-MAGC 1 1
XTC-MAGC 2
XCG-MGA
XCC-MCGT
XCC-MCAT
XCC-MCAT-2 3 1
XTG-MGA 2 6 1
XTT-MCAC 1 1
XCG-MCAT 1
XTC-MGT 2 3 1 1
XCT-MGC
XCC-MGT 4 1
XTT-MCCT
XCT-MCTA
XTT-MCTG 1
XTA-MAGC
XCC-MCTG 2 1
XCG-MCTA
XCT-MCCT 1
Toplam 3 5 1 4 2 30 1 1 6 6 1
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CDNA-AFLP analizlerinde kullanilan 20 primer kombinasyonu i¢inde, yaprakta farkli
ifade olan en fazla gen, toplamda sekiz bant ile XTG-MGA primer kombinasyonunun
oldugu belirlenmistir. XTC-MAGC, XCG-MGA, XCC-MCGT, XCC-MCAT, XCT-
MGC, XCG-MCTA primer kombinasyonlari ile yapilan analizlerde, tiim genotiplerin
herhangi bir gelisim sathasinda, yaprakta farkli ifade olan bir cDNA-AFLP bandi
goriilmemistir (bkz. Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi ti¢ farkli primer kombinasyonunda yaprakta sadece G2
genotipinde ifade olan fakat diger genotiplerde goriilmeyen bes farkli cDNA-AFLP
bant1 belirlenmistir. Ayni sekilde sadece G1 genotipinin yapraklarinda ifade olan g,
sadece G3 genotipinin yapraklarinda ifade olan 1 band goriilmiistiir. Ancak 6rnekleme
yapilan donemlerde yalniz G4 genotipine 6zgl yaprakta ifade olan bir banta
rastlanmamistir. Cigeklenen G1 ve G2 genotiplerinde genotipe 6zgi ifade olan band
sayis1 dort iken ciceklenmeyen G3 ve G4 genotiplerinde bu genotiplere 6zgl ifade olan
band sayist ikidir. Tiim genotiplerin yapraklarinda toplamda otuz band farkl ifade

olmustur.

Meristemde ise farkli ifade olan en fazla gen, iki bant ile XTC-MAGC ve XTC-MGT
primer kombinasyonlarmin oldugu belirlenmistir. XCG- MGA, XCC- MCGT, XCC-
MCAT, XTG-MGA, XTT-MCAC, XCG-MCAT, XCT-MGC, XTT-MCCT, XCT-
MCTA, XTT-MCTG, XTA-MAGC, XCC-MCTG, XCG-MCTA ve XCT-MCCT
primer kombinasyonlar1 ile yapilan analizlerde, tiim genotiplerin herhangi bir gelisim
sathasinda, meristemde farkli ifade olan bir cDNA-AFLP bandi goriilmemistir (bkz.
Cizelge 4.7).

Yukarida da agiklandig1 gibi bazi1 bantlar genotipe 6zgu olarak farkl: ifade olurken bazi
bantlar ise 6rnekleme zamanina ve bitki dokusuna (yaprak, mersitem gibi) 6zgu olarak
farkli ifade oldugu saptanmistir (bkz. Cizelge 4.7). Gen ifade yoninden en fazla
farklilik meristem ornekleri ile yaprak ornekleri arasinda goriilmiistiir. Oda sicakliginda
depolanmis ve diisiik sicaklikta depolanmig bitkiler arasinda gelisme hiz1 ve morfolojik
karakterler yoniinden belirgin farkliliklar goriilmiis ve bu farkliliklar gen ifade
diizeyinde de belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.7). 4°C’de depolanan dislerden elde edilen
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bitkilerde ifade olan fakat 20°C’de depolanan dislerden elde edilen bitkilerde ifade
oldugu belirlenemeyen alt1 band belirlenirken 20°C’de depolanan dislerden ifade olan
fakat 4°C’de depolanan dislerden elde edilen bitkilerde ifade olmayan bir band
belirlenmistir. Boylece toplam olarak dislerin depolanmasina bagl olarak toplam yedi
polimorfik band belirlenmistir. XablCC-MselCAT primer kombinasyonundan
belirlenen bir bant, disleri 4°C’de depolanan biitiin genotiplerin meristemlerinde ifade
olurken ayn1 genotiplerin oda sicakliginda (20°C) depolanmis dislerden elde edilen
meristemlerde goriilmemistir (Sekil 4.11). Bu bantin dizi analizi yapilmig ve NCBI gen
bankasinda yapilan BLAST analizinde thiamin biyosentezinde gorev yapan bir protein
oldugu belirlenmistir. Thiamin ayn1 zamanda B1 vitamini olarakta bilinmektedir. Bu
vitamin karbonhidrat metabolizmasindaki ve amino asit sentezinde rol oynayan
enzimlerin kofaktorudir. Dolayisiyla bitki gelisimi lizerine 6nemli etkileri olan bir

vitamindir. Ayrica bu vitamin, doku kiiltiirii ortamlarinda da kullanilmaktadir.

ABCDEFGH

G4 20°C G4 4°C G3 20°C G34°C G2 20°C G2 4°C G120°C G14°C

Sekil 4.11. 4°C’de ve 20°C’de depolanan sarimsak genotiplerinde depolamaya bagl
olarak farkl ifade olan gen. A, C, E ve G oda sicakliginda depolanan sirasiyla G4, G3,
G2 ve G1 sarimsak genotipleri. B, D, F ve H diigik sicaklikta depolanan sirasiyla G4,
G3, G2 ve G1 sarmmsak genotipleri
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5. TARTISMA ve SONUC

4°C’de depolanan dislerden gelisen bitkiler 20°C’de depolanan dislerden gelisen
bitkilere gore hem daha ¢ok yaprak hem de daha biiyiik bitkiler olusturmuslardir. Bunun
nedeni olarak 4°C’de depolanan dislerin daha once siirdiigii soylenebilir. Ancak 4°C’de
depolanan dislerden gelisen bitkilerin aksine 20°C’de depolanan dislerden gelisen
bitkilerin goriinlimiiniin zayif olmasi1 ayrica yapraklarin virlis hastaliklarmin
semptomlarma benzeyen bir fenotipe sahip olmasi 20°C’de depolanan dislerden gelisen
kiictik bitkilerin olugsmasinin sadece ge¢ slirmeyle agiklanamayacagini gdstermektedir
(bkz. Sekil 4.6). Bu da disler siirdiikten sonra da dislerin dikim oncesi farkli

sicakliklarda depolanmasinin etkisinin bitki diizeyinde devam ettigini gdstermektedir.

Shemesh ve ark. (2008) cesitlilik gosteren bir sarimsak popiilasyonu igindeki
olgunlagsmis baslar1 dikim ©ncesi 4°C veya 20°C’de depolamistir. Arastiricilar,
yaptiklar1 ¢calismada 4°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerin 20°C’de depolanan
dislerden gelisen bitkilerden daha erken dis olusturmaya basladiklarini belirtmislerdir.
Shemesh ve ark. (2008)’nin yaptig1 calismaya benzer olarak bu gahigmada da 4°C” de
depolanan dislerden gelisen bitkiler 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerden
daha once dis olusturmaya basladig1 gozlemlenmistir. Ornegin G1 genotipinin 4°C’de
depolanan dislerinden gelisen bitkilerde dikimden yiiz on bes gln sonra sekiz yaprak
asamasinda dis olusumu gdzlemlenmisken ayn1 genotipin 20°C’de depolanan
dislerinden gelisen bitkilerde dis olusumu goriilmemektedir (bkz. Sekil 4.5). Bu bulgu
sarimsak diglerinin dikim 6ncesi diiglik sicaklikta depolanmasinin dis olusumunu tesvik

ettigini go stermektedir.

Yaptigimiz caligmadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, biitiin genotiplerde
4°C’de depolanan dislerin 20°C’de depolanan dislerden daha dnce siirdiigii saptanmustir.
Bu bulgu dislerin dikim &ncesi 4°C’de depolanmasmim siirmeyi hizlandirdigimni
gostermektedir. Ancak Shemesh ve ark. (2008) sarimsak dislerinin dikim oncesi diisiik
sicaklikta depolanmasinin  sarimsak genotiplerinin dikim sonrasi siirmelerini

etkilemedigini rapor etmislerdir.
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Ayrica Shemesh ve ark. (2008), biiylimekte olan bitkilerin vejetatif asamadan generatif
asamaya gecisleri dikim Oncesi depolama sicakliklarindan etkilendigini ifade
etmislerdir. Yaptigimiz bu tez calismasinda da generatif faza gecisin 4°C’de depolanan
dislerden gelisen bitkilerde 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerden daha erken
oldugu saptanmistir. Cigeklenen G1 ve G2 genotiplerinde goriilebilir ¢icek sap1 sekiz-on
yaprak asamasinda gozlemlenmistir. Benzer olarak Kamenetsky ve Rabinowitch (2002)
4°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerin ortalama yedi-dokuz yaprak asamasinda
iken gorulebilir ¢icek sapr olusturuken 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerde
bu on bir-on dort yaprak asamasina kadar uzadigini rapor etmislerdir. Shemesh ve ark.
(2008)’da 4°C’de sekiz hafta depolanan dislerden gelisen bitkilerin 20°C’de depolanan
dislerden geligsen bitkilerden daha erken c¢icek sapi olusturdugunu gézlemlemislerdir.
Takagi (1990) ile Kamenetsky ve Rabinowitch (2001)’te dikim Oncesi dislerin diisiik
sicaklikta depolanmasinin (-2°C’den 9°C’ye) ve dikim sonrast bitkileri 17-23°C giindiiz
ve 9-15°C gece sicaklik rejiminde biiyiitiilmesi erken ¢icek sap1 olusumunu ve

uzamasini tesvik ettigini bildirmislerdir.

Dikim 6ncesi sarimsak dislerinin diisiik sicaklikta depolanmasi bitki boyunun {izerine
etkili oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada 4°C’de depolanan dislerden gelisen
bitkiler 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilere nazaran daha uzun bitki boyuna
sahip oldugu saptanmistir (bkz. Sekil 4.9, Cizelge 4.4). Benzer sonu¢ Kamenetsky ve
Rabinowitch (2004) tarafindan da rapor edilmistir. Arastiricilar diisiik sicaklikta
depolanan dislerden gelisen bitkiler 20°C’de depolanan dislerden gelisen bitkilerden

daha uzun oldugunu belirtmislerdir.

Gergeklestirilen bu c¢alisma, dikim Oncesi sarmmsak dislerinin diisiik sicaklikta
depolanmasmin dikimden sonra biiyiiyen bitkilerin gen ifade profilini etkiledigini
gostermektedir. Bu nedenle 4°C’de depolanan dislerden gelisen bitkiler ve 20°C’de
depolanan dislerden gelisen bitkiler arasindaki gen ifade farkliligmi belirlemek icin
yaptigimiz cDNA-AFLP analizinde yedi adet farkli ifade olan DNA parcasi
belirlenmistir. Bu bantlardan bir tanesinin DNA dizi analizi yapilmigs ve NCBI gen
bankasinda yapilan BLAST analizinde thiamin biyosentezinde gorev yapan bir enzim

oldugu goriilmiistiir.
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Bu c¢alisma ile sarimsak genotiplerinde, sarimsagin farkli donemlerinde ve farkli
sicaklikta depolanan diglerden gelisen bitkiler arasinda farkli ifade olan genler cDNA-
AFLP yontemi ile analiz edilmistir. Toplamda altmis adet polimorfik cDNA-AFLP
DNA pargcasi belirlenmistir ve bunlardan yedi tanesi tez kapsaminda 6nemlidir. Ancak
bu bantlardan sadece bir tanesinin DNA dizisi bu yliksek lisans tezi kapsaminda
tamamlanabilmistir. Bu polimorfik bantlarin sarimsak bitkisinde ne gibi bir islevlerinin
oldugu kalan bantlarmm DNA dizisinin belirlenip gen bankasindaki diger DNA dizileri
ile karsilastirilmasiyla belirlenebilecektir. Daha sonra polimorfik oldugu belirlenen
bantlarin DNA dizilerinin Northern Blot ya da Realtime PCR Analizleri kullanilarak
teyidinin yapilmasi gereklidir. Boylece 4°C’de ve 20°C’de depolanan dislerden gelisen

bitkilerdeki farkli fenotipe neden olan genler belirlenebilecektir.

Sonug olarak, cDNA-AFLP analiz yontemi kullamlarak farkli ifade olan genlerin
sarimsakta belirlendigi bu ¢alismada; sarimsak genomunda ifade olan genler yonunden
oldukca fazla polimorfizm oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sarimsakta dikim oncesi
depolamanin iki farkli sicaklik uygulamasi ile arastirildigi temel bir ¢alisma olmasi ve
gelecekte sarimsak ile ilgili yapilacak molekiiler biyolojik caligmalara 11k tutmasi

bakimindan 6nemlidir.
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