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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SARIMSAKTA CICEKLENME ILE ILISKIiLI GENLERIN [FADE DUZEYININ
ANALIZI

Osman KIRIKOGLU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge bitkileri Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Meryem [PEK

Uzun yillar boyunca klonal olarak kiltiirii yapilan sarimsak (Allium sativum L.) bitkisinde
cigeklenme mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamaistir. Bu tez ¢alismasinin amaci, daha énceden
ciceklenen ve ciceklenmeyen sarimsak genotiplerinde farkli sekilde ifade oldugu belirlenmis
XTG_MCG_13, XCT_MGT_7, XCT_MGC_6, XTG_MGA_10 kodlu EST genlerin qRT-PCR
analizleri ile ifade diizeylerinin belirlenmesidir. Sarimsak baslart 12 hafta siiresince 4 °C ve 20
°C olmak iizere iki farkli sicaklikta depolanmistir. Ayrica bitkilerin gelismesi ve ¢iceklenmesi
icin genotiplerin disleri araziye dikilmistir. Bitki 6rnegi olarak dislerin orta kismindaki biiyiime
meristemi, yaprak ve gigek siirgiin dokular1 kullanilmistir. Orneklemeler depolama éncesinde ve
4 °C ve 21 °C’de 12 hafta siireyle depolama sonrasinda dis meristemleri; 2-3 yaprak, 4-5 yaprak,
6 yaprak, 7-8 yaprak bitki gelisimi asamalarinda yaprak ve siirgiin meristemleri ve 7-8 yaprak
asamasinda ¢igek siirglinii olacak sekilde yapilmistir. gqRT-PCR analizlerinde XCT_MGT _7 EST
ve XTG MCG 13 kodlu EST genlerinin ¢igeklenen G2 ve G3 sarimsak genotiplerinde
ciceklenmeyen G4 ve G5 sarimsak genotiplerine gore bitki gelisim agamalarinda daha yiiksek
ifade oldugu belirlenmisgtir. XCT _MGC 6 kodlu genin ise ¢iceklenen G2 genotipinin bitki
gelisim asamalarinda diger genotiplere gore anlamli bir sekilde yukar1 dogru ifade oldugu
bulunmustur. XTG MGA 10 kodlu EST geninde ise ciceklenen ve ciceklenmeyen sarimsak
genotipleri arasinda anlamli bir sekilde farkli ifade olmadigi belirlenmistir. Sonug olarak bu
calismada analiz edilen genlerin goreceli ifade diizeyleri yoniinden genotipler arasinda 6nemli
farkliliklar belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gen ifade analizi, qRT-PCR, Allium sativum L., Cigeklenmeyi
kontrol eden genler.

2022, viii + 30 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis
GENE EXPRESSION LEVEL ANALYSIS OF FLOWERING RELATED GENES IN
GARLIC

Osman KIRIKOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Meryem IPEK

The flowering mechanism of garlic (Allium sativum L.), which is cultivated clonally for many
years has not been fully elucidated. The aim of this thesis study is to determine the expression
levels of XTG_MCG_13, XCT_MGT _7, XCT_MGC_6, XTG_MGA _10 coded EST genes with
gRT-PCR analysis, which were previously found to be differentially expressed in flowering and
non-flowering garlic genotypes. Garlic bulbs were stored at two different temperatures, 4 °C and
20 °C for 12 weeks. In addition, cloves of genotypes were planted in the field for the development
and flowering of plants. Meristem of clove, leaf and inflorescence tissues were used as plant
samples. The sampling was done as apical meristems of cloves before storage and after storage
for 12 weeks at 4 °C and 21 °C; leaves and meristems of plants at 2-3 leaves, 4-5 leaves, 6 leaves,
and 7-8 leaves stages and inflorescence at 7-8 leaves stage. In qRT-PCR analyzes, it was
determined that XCT_MGT _7 EST and XTG_MCG_13 coded EST genes were expressed higher
in flowering G2 and G3 garlic genotypes than non-blooming G4 and G5 garlic genotypes during
plant development stages. On the other hand, the gene coded XCT_MGC_6 was significantly up-
regulated in plant development stages of the flowering G2 genotype compared to other genotypes.
The expression level of the EST gene with the code XTG_MGA 10 did not show a significant
difference between the flowering and non-flowering garlic genotypes. As a result, significant
differences were determined between genotypes in terms of relative expression levels of the genes
analyzed in this study.

Keywords: Gene expression analysis, qRT-PCR, Allium sativum L., Genes controlling

flowering

2022, viii + 30 pages.
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1. GIRIS

Sarimsak (Allium sativum L.) Alliaceae familyasi igerisinde olup Allium cinsi altinda
siiflandirilmaktadir (Takhtadzhi%m ve Takhtajan, 1997). Allium cinsine ait yaklasik 750
tiir oldugu bildirilmektedir. Bu tiirlerden yaklasik olarak 25 tiiriin tiiketimi ve 7 tiiriinde
yogun olarak iiretimi yapilmaktadir (Fritsch ve Friesen, 2002). Sarimsak, Allium tiirleri

icinde sogandan sonra diinyada ikinci iilkemizde ise liglincti onemli kiiltiir bitkisidir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda sarimsagin antioksidan, antimikrobik ve
antikarsinojen 6zelliklerinin ortaya konulmasiyla bu tiriiniin tiiketimi artmigtir (Thomson
ve Ali, 2005). Ozellikle, Avrupa ve diger gelismis iilkelerde islenmis sarimsak iiriinlerinin
(sarimsak yagi, sarimsak tabletleri ve diger sarimsak 6ziitleri) kullanimi 6nemli diizeyde
artmistir. 1983 yili FAO verilerine gore diinya sarimsak tiretimi yaklasik 5 milyon ton
civarinda iken 2021 yilinda bu rakam 27.3 milyon tonun iizerine ¢gikmistir (FAO, 2021).
Tiirkiye sarimsak tiretimi ise giiniimiizde 47 487 ton taze ve 140 460 kuru olmak {izere
toplam 187 947 tondur. Sarimsak genel olarak iilkemizin biitiin bolgelerinde
yetistirilebilmektedir. Tirkiye'de en ¢ok sarimsak iiretimi yapilan ilk bes il sirasiyla
Gaziantep (62 455 ton), Kastamonu (33 291 ton), Kahramanmaras (14 233 ton), Aksaray
(10 418 ton) ve Tokat (8 006 ton)’tir. Bu bes ilin toplam sarimsak iiretimi, Tiirkiye'nin
toplam sarimsak iiretiminin yaklasik %68'ine karsilik gelmektedir. Diger tiim iller ise

kalan %32'lik kism1 olusturmaktadir (TUIK, 2022).

Tarimsal olarak iiretilen sarimsak genotipleri genellikle ¢igek agmamaktadir ancak ¢igek
acan genotipleri de bulunmaktadir. Bazi1 genotipler diizenli olarak ¢igeklenme
gosterirken, bazi genotipler ise hi¢ ciceklenme gostermeyip veya nadiren ciceklenme
ozelligine sahiptirler. Sarimsak bitkisinin ¢igegine bakildiginda da genel olarak pembe ve
mor tonlarinda oldugu goriilmektedir (Simon ve digerleri, 2003). Semsiye ¢igek yapisina
sahip sarimsakta diger Allium tiirlerinden farkli olarak c¢igcek semsiyesinde g¢igek
saplarinin arasinda kiigiik disler gelisir. Cigek semsiyesinin gelismesi sirasinda hiicrelerin
farklilagsmasi ile ortaya ¢ikan bu vejetatif disler, semsiyedeki ¢igeklerin besin maddelerine
ortak olarak gelismelerini kisitlamakta ve kurumalarina neden olmaktadir (Ipek, 2011).

Kiiltiirii yapilan sarimsak genotiplerinde tohum iiretimi olmadigindan sarimsak bitkisinin
klonal tiretimi, klonlarin basta viriis olmak iizere hastalik ve zararlilarla bulasik olmasina,

bu patojenlerin tasinmasina ve dolayisiyla verim ve buna ek olarak kalitenin olumsuz



yonde etkilenmesine sebep olmaktadir. Ayrica dislerle iiretim yapmak, sarimsagin hem
depolama hem de iiretim maliyetlerini yiikseltmektedir. Ulkemizde son yillarda yapilan
sarimsak tiretiminde, kullanilan liretim materyalinin nematotla bulasik olmasindan dolay1
ekim alanlar1 bu zararh ile bulasik hale gelmistir. Nematotla bulasik olan bu araziler de
sarimsak yetistiriciligi yapildiginda verim diismekte ve zararli daha da yayilmaktadir.
Uretim materyali ile taginan patojenlere karsi yapilabilecek en iyi miicadele yontemi
temiz tretim materyali kullanmaktir. Meristem kiiltiirii kullanilarak elde edilen temiz
iiretim materyali, vejetatif yolla yapilan sarimsak {iretimini daha da maliyetli hale
getirmektedir. Bu nedenle sarimsakta tohumla iiretim daha pratik ve ekonomik olabilir.
Ciceklenen ve tohum iiretimi olan sarimsak genetik kaynaklarindan sogan ve pirasa
tiirlerinde oldugu gibi yeterli miktarda tohum iireten ¢esitlerin gelistirilmesi sarimsagin

daha pratik ve ekonomik olarak yetistirilmesine olanak saglayabilir (ipek, 2011).

Son yillarda sarimsagin anavatani olarak kabul edilen Orta Asya’da tohum iireten
sarimsak tipleri bulunmus ve bunlar Avrupa, Asya ve Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
gen bankalarinda koruma altina alinmigtir. Bu klonlarin bulunmasi sarimsakta 1slah,
melezleme ve genetik yondeki bircok arastirmaya agirlik verilmesini saglamistir (Ipek ve

digerleri, 2008).

Melezleme 1slahi ile biyotik ve abiyotik streslere dayanikli, kalite ve verimi yiiksek yeni
sarimsak klonlar1 ve hibrit g¢esitlerinin yakin gelecekte gelistirilmesi beklenmektedir.
Bagka bir Allium tiirii olan ve ekonomik bir degere sahip olan soganda (A. cepa L.) hibrit
tohumun basarili bir sekilde iiretilmekte ve kullanilmakta olmasi bu beklentileri
gliclendirmektedir. Ancak sarimsak koleksiyonlarindaki tohum iiretimi olan sarimsak
genotiplerinde tohum iiretimi yeterli diizeyde degildir. Yapilacak 1slah ¢aligmalarinda bu
genotiplerden daha gii¢lii ¢igek sap1 olan, ¢icek siirgiiniinde dis sayis1 az veya hig
olmayan, ¢igek tozu canlilig1 ve tohum {iiretimi yliksek hatlarin gelistirilmesi sarimsakta

ticari hibrit tohumu iiretimine olanak saglayacaktir.

Sarimsakta ¢igeklenme mekanizmast tam olarak aydinlatilmamistir. Sarimsakta
ciceklenme mekanizmasinin tam olarak aydinlatilmasi sarimsakta ¢igeklenme ve tohum
iiretimi ile ilgili genetik sorunlarin ¢oziilmesine katkida bulunabilir. Rotem ve digerleri

(2007) kismen ¢iceklenip tohum iiretmeyen ve digeri normal ¢igeklenip tohum iireten iki



farkli sarimsak genotipinde yaptiklar bir ¢calismada, diisiik sicakligin apikal meristemin
farklilagsmasini ve gicek sap1 uzamasini tesvik ettigini fakat ¢igek siirgiiniiniin morfolojisi
tizerine bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Arastiricilar ayni ¢alismada sarimsakta
LEAFY/FLO benzeri sarimsak gaLFY genini arastirmiglardir. Bu genin uzun ve kisa
olmak {iizere iki farkli mRNA’sinin oldugunu ve kisa mRNA’nin her iki sarimsak
genotipinin tiim agamalarinda ifade olurken uzun mRNA’nin sadece normal ¢igeklenen
genotipte ciceklenme sirasinda ifade oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar sarimsakta
cigeklenme yoOniinden goriilen bu farklilifin mRNA olgunlasmasi sirasinda meydana
gelen alternatif modifikasyonlarin (alternative splicing) etkinligi ile iliskili olabilecegini
ileri siirmektedirler. Bu ¢alismada Arabidopsis bitkisinde belirlenmis olan LEAFY/FLO
geninin homologu sarimsakta arastirilmis ancak sarimsakta c¢iceklenme ile iliskili diger

genler i¢in gen ifadesi caligmasi yapilmamistir.

Daha 6nceden vyiiriitilen TUBITAK-TOVAG 1050551 nolu ve “Sarmsakta (Allium
sativum L.) Gen Ifade Profili (mRNA) Analizi ve Cigeklenmeyi Kontrol Eden Aday
Genlerin Belirlenmesi” baslikli proje kapsaminda sarimsaga 6zgii ¢igeklenme ile iligkili
farkli sekilde ifade olan 35 tane aday gene ait “expressed sequence tags” (EST)’ler
cDNA-AFLP yo6ntemi ile ilk kez sarimsakta belirlenmis, ancak bu EST’lere ait genlerin

sarimsakta ifade diizeyleri ve ¢igeklenme ile iliskisi heniiz dogrulanmamustir.

Bu tez dnerisinin amaci daha dnce ¢alismasi gerceklestirilmis olan TUBITAK-TOVAG
1050551 nolu ve “Sarimsakta (Allium sativum L.) Gen ifade Profili (mnRNA) Analizi ve
Cigeklenmeyi Kontrol Eden Aday Genlerin Belirlenmesi’ baslikli proje kapsaminda
belirlenen ve sarimsak genotiplerinde farkli gelisme donemlerinde farkli sekilde ifade
olan ¢igeklenme ile iliskili bazi aday genlerin ifade diizeyinin qRT-PCR analizi ile
belirlenmesi ve karakterize edilmesidir. Tez konusu TUBITAK-TOVAG 1190070 nolu

proje ile desteklenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Sarimsagin Tiiketim Sekilleri

Sarimsagin tiiketim sekli taze, yari-kuru ve kuru seklindedir. Yesil sarimsak olarak
bilinen taze sarimsak yapraklari yesil, govde ve bas kisminin taze olarak karsimiza ¢iktig1,
dislerinin ise tam olgunluga ermedigi sarimsaktir. Diger gruplar ise gévde ve basin tam
olarak kurumadigi yari-kuru sarimsak ve govde ile basi olusturan kabuklarin tamamen
kurudugu kuru sarmmsaktir. Ulkemizin bazi bélgelerinde (Akdeniz, Marmara ve
Giineydogu Anadolu) kuru sarimsak iiretimi yaninda taze sarimsak iiretimi de yapilmakta
olup, bas heniiz olgunlasma evresine gelmeden hasat edilmektedir. Depolarda kuru
sarimsagin bittigi doneme gelen Nisan-Mayis aylarinda hasat edilen taze sarimsaklar kuru
sarimsak kadar yiiksek getiri saglamaktadir. Ulkemizde Akdeniz, Giineydogu Anadolu
ve Dogu Anadolu bolgesinde yemek ve salata gibi lirlinlerde degerlendirilen taze

sarimsak, daha ¢ok Akdeniz diyetlerinde kullanilmaktadir.

Ulkemizde kuru sarmmsak hasattan sonra cogunlukla adi depolarda depolanmaktadir.
Ancak, kuru sarimsak baslarin muhafazasi sirasinda hastalik ve zararlilarin gelismemesi
icin 13-18 °C sicaklik ve %40 ila 60 oransal nem igeren kosullarda depolanmasi
onerilmektedir (Madhu ve digerleri, 2019). Taze sarimsak ise 0-2 °C sicaklikta ve %95-
100 bagil nemde 3-4 hafta saklanabilmektedir (Akan ve digerleri, 2019).



2.2. Sarimsagin Saghk Yoniinden Faydalar:

Sarimsak allisin, flavonoid, ajoen, asidik bilesikler, alliin ve dialil siilfat gibi birden fazla
kiikdirtlii bilesik igerir. Bu bilesikler sarimsagin tibbi fonksiyonunu da agiklamaktadir. Bu
bilesiklerin oranlari genotipe, iriiniin tarlada ve depolama esnasinda maruz kaldigi

ortama gore degisiklik gostermektedir (Akan ve digerleri, 2019).

Sarimsak, icerisinde bulunan 200'den fazla kimyasal madde ile insan viicudunu ¢ok ¢esitli
hastaliklardan koruma 6zelligine sahiptir. Sarimsagin karacigeri koruma, kan sekerini,
kolesterolii ve kan basincini diisiirme, virus, mantar ve bakterileri 6ldiirme ve anti-
kanserojen bilesikler olusturma gibi bircok faydali 6zellikleri vardir. Sarimsagin ¢ig
olarak tiiketilmesinin daha yararli oldugu sdylense de; bazi arastirmacilar, pismis
sarmsagin ve fermente edilmis siyah sarimsak ve yaglarinin bazi durumlarda daha etkili
oldugunu o6ne siirmektedir (Erol ve Alpsoy, 2007). Gergeklestiren ¢alismalarda
sartmsagin yiiksek kolestrol, yiiksek kan basinci ve trigliserit seviyelerini azaltarak kalp
hastaliklarma karsi korudugu bulunmustur. Ayrica arastirmalar, sarimsagin LDL
kolesterol sentezini inhibe ederek ve kandaki faydali HDL kolesterol miktarini arttirarak
toplam kan kolesteroliinii disiirdiigiinii gostermistir. Laboratuvar fareleri iizerinde
yapilan caligmalarda, sarimsak katkili diyetlerle beslenen farelerden alinan 6rneklerde
lipit iceriginin daha az oldugu ve karaciger degerlerinde kolesterol ve trigliserit
diizeylerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Sarimsak tiiketimi artik¢a kolesteroliin
daha ¢ok diistiigii ve sarimsak tiiketimi ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda ters oranti

oldugu bildirilmektedir (Erol ve Alpsoy, 2007).

2.3. Sarimsagin Morfolojik ve Cicek Ozellikleri

Sarimsakta bitki, yaprak, bas ve dis Ozellikleri yoniinden klonlar arasinda genis bir
farklilik bulunmaktadir. Nitekim Tokat sarimsagin morfolojik ve molekiiler olarak
incelemesinin yapildigi bir caligmada, selekte edilen 22 lokal Tokat sarimsagi
genotipinde yaprak boyu 42-50 cm, yaprak genisligi 19-33 mm, yaprak sayis1 10-17 adet,
bitki boyu 64-76 cm, bas agirlig1 17-42 g, dis sayis1 10-17 adet ve dis agirlig1 1-4 g olarak
Ol¢tilmiistiir (Gebologlu ve digerleri, 2017).

Sarimsak bag baglama ve ¢iceklenme yoniinden uzun giin bitkisi olup 1liman ve subtropik

iklim kusaklarinda sorunsuz yetigir. Optimum gelisme sicakligi 15-25°C ve nem %60-80



civarindadir (Vural ve digerleri, 2000). Sicaklik 25 °C’yi gectiginde ise gelisme yavaglar
ve bas olusumu olumsuz yonde etkilenir. Kisa giin kosullarinda vejetatif aksam gelisimi

artar ve bas olusumu geg olur.

Sarimsak klonlar1 ¢igeklenme oOzelligine gore genel olarak iki grup altinda
incelenmektedir: “cigek sapr1 iiretenler” (bolting/hardneck) ve “cigek sap1 iiretmeyenler”
(non-bolting/softneck). Cigek sap1 lireten sarimsak klonlari, (sapa kalkan/diizenli
ciceklenen) uygun ekolojik kosullar saglandiginda giiclii bir ¢igek sap1 olusturmaktadir.
Ciceklenme i¢in iiretim materyali olan dislerin belli bir siire soguklama ihtiyacinin
karsilanmasi gerekir. Gerekli iklim kosullar1 saglandiginda disten gelisen bitkilerde ayn
yil iginde ¢igeklenme goriiliir. Tohumdan gelisen bitkilerde ise genelde ilk y1l bas gelisimi
ve ikinci yil ise ¢igek gelisimi goriliir. Dikimin ge¢ yapildig: ve soguklama ihtiyacinin
kargilanamadig1 durumlarda ¢i¢ceklenme goriilmemekte veya zayif bir ¢igek sap1 gelisimi
olmaktadir. Cicek sapi1 olusturmayan sarimsak klonlarinda (sapa
kalkmayan/ciceklenmeyen) ise ekolojik kosullar saglansa bile genelde cigceklenme

goriilmemekte veya nadiren goriilmektedir (Ipek, 2011).

Ciceklenen genotiplerde her bitki bir tane ¢igek sap1 ve cicek silirglinli meydana getirir.
Sarimsakta ¢igek siirgiinii diger Allium tiirlerinde oldugu gibi semsiye ¢icek yapisindadir.
Baglangicta cicek stirgliniindeki ¢igekler bir zar icindedir. Cigeklenmenin ilerlemesiyle
bu zar yirtilarak cigekler goriiliir. Cigek sapi tizerinde genotipe bagli olarak 1-300 tane
cicek meydana gelebilir. Bir ¢icekte alt1 adet ¢canak yaprak, alt1 adet ta¢ yaprak, alt1 adet
erkek organ ve ii¢ karpelli bir adet disi organ bulunur. Cigekler pembe veya agik mor
renklidir. Cigeklerde yabanci dollenme hakimdir ve dollenme ari, sinek ve diger
boceklerle gerceklesmektedir. Cicek semsiyesinde, daha dnce bahsettigimiz gibi, diger
Allium tiirlerinden farkli olarak c¢igeklerin arasinda vegetatif kiigiik disler meydana
gelmektedir. Cicek semsiyesinin gelismesi sirasinda ¢igek taslaklari arasindaki bazi
hiicreler cigek taslaklar1 yerine vegetatif dislere farklilasmaktadir. Gelisen bu dislerin
sayis1 ve biyiikliigii yoniinden genotipler arasinda biiyiik farkliliklar vardir. Cigek
semsiyesinde meydana gelen bu disler ¢iceklerin besin maddelerine ortak olarak onlarin
gelismesini engellemekte ve sarimsakta meydana gelen kisirlik nedenlerinden biri olarak
diisiiniilmektedir. Nitekim bu dislerin c¢igcek siirgiinii gelisiminin ilk asamalarinda

uzaklastirilmasiyla bazi sarimsak genotiplerinde tohum iiretiminin arttig1r goriilmiistiir



(Ipek, 2011). Bu ¢iceklenen klonlar i¢ginde tohum iiretimi acisindan da genis bir ¢esitlilik
bulunmaktadir. Bazi arastiricilar ti¢iincii bir grubu smiflandirmaya dahil etmektedir
(Takagi, 1990). Diizenli olarak ¢igeklenmemesi ve ekolojik kosullara bagli olarak klon
icinde ¢icek sapi iiretimi ve ¢igek sap1 uzunlugunda bir varyasyon gostermesi nedeniyle
bu igilincii gruptaki klonlar “kismen c¢iceklenen” klonlar olarak tanimlanmistir.
Morfolojik olarak “kismen g¢igeklenen” klonlar1 bazen diizenli ¢igek sapi iireten
klonlardan ayirt etmek miimkiin olamamaktadir. Ancak molekiiler markirlar kullanilarak
genetik olarak birbirlerinden kolayca ayirt edilmekte ve genetik olarak ¢igeklenmeyen

klonlara daha yakin oldugu goriilmektedir (Ipek ve digerleri, 2003).

Bazi ¢igeklenen genotiplerde morfolojik olarak cicekler tam gelismesine ragmen tohum
tretimi ya c¢ok diisiik diizeyde (1-50 adet) veya hi¢ bulunmamaktadir. Cicekler
incelendiginde anterlerde mikrosprogenesesin gergeklestigi ancak mikrosporlarin tetrat
asamasinda veya daha sonraki agsamalarda dejenere olduklar1 goriilmektedir (Simon ve
digerleri, 2003). Ciceklerde olusan vegetatif dislerin sarimsakta goriilen kisirligin
sonucumu yoksa kisirligin  bir sebebimi oldugu konusunda kesin bir goris
bulunmamaktadir. Bazi genotiplerde ¢iceklenme sirasinda bu diglerin uzaklastirilmasi ile
tohum {retimi artarken bazilarinda tohum miktarina etkisinin olmadig1 belirtilmistir

(Ipek, 2011).

2.4. Bitkilerde ve Sarimsakta Ciceklenme Mekanizmasi

Bitkilerde ¢iceklenme goz oniine alindiginda sicaklik ve 151k olmak tizere iki temel faktor
karsimiza ¢ikmaktadir. Oncelikli olarak bitkilerde sicakligi inceledigimizde diisiik
sicakliklar ve yiiksek sicakliklar olmak iizere iki baslik altinda toplanabilir. Disiik
sicakliklar bitkilerde vernelizasyon dedigimiz olayr meydana getirir. Vernalizasyon
geciren bitkilerin ¢iceklenme mekanizmasinda FLC (FLOWERING LOCUS C) geni
aktive olur. Boylece bitkiler soguklama ihtiyacini karsilayarak ciceklenmesi miimkiin
olur. Yiiksek sicakliklarda ise bitkilerin ¢igeklenme mekanizmasinda bir degisiklik
meydana gelmez. Bu nedenle soguklama ihtiyacini karsilamamus bitkiler ¢igek agamazlar

(Licoln ve Eduardo, 2008).

Isigin etkisine baktigimizda ise gordiigiimiiz olay bitkiler arasinda ¢ok farlilik oldugu ve

bitkiden bitkiye 151k ihtiyacinin degistigidir. Ayrica 151g1n dalga boyu da bitkiler arasinda



farkli boyutlarda emilerek bir ¢esitlilik ortaya koymaktadir. Bu olaya fotoperiyodizm de
denir. Bitkiler 1giklanma ihtiyacina gore kendi aralarinda uzun ve kisa giin bitkileri olarak
ikiye ayrilmaktadir. Uzun giin bitkilerinde 151k kaynagi optimum seviyede oldugunda ve
yeterli siireyi yakaladiginda, bitki biinyesinde FT (FLOWERING LOCUS T) enzimi
sentezlenir. Bunun sonucu olarak ta bitkide gigeklenme gozlenir. Kisa giin bitkilerinde
ise durum biraz farklidir. Uzun giin bitkilerinin aksine karanlikta bahsedilen FT geni aktif
hale gelir. Bunun igin ise karanlik suresinin de optimum seviyeye ulagmasi lazimdir

(Licoln ve Eduardo, 2008).

Sarimsakta ¢igeklenme mekanizmasinin aydinlatilmasi konusunda yapilan caligmalarda
ciceklenmede ilk 6nemli asamanin apikal meristemin vegetatif meristemden generatif
meristeme doniismesi oldugu belirtilmektedir (Ben Michael ve digerleri, 2020). Bu
asamada ci¢ceklenmeyi tesvik eden genlerin ifadeleri artarken ciceklenmeyi baskilayan
genlerin ifadesi azalmaktadir. Bu genlerden APETALA1l (AP1l), LEAFY (LFY), ve
CAULIFLOWER (CAL) genlerin homologlari sarimsakta meristem belirleyici genler
olarak karakterize edilmis ve bu genlerin sarimsakta nasil diizenlendigi belirlenmistir
(Shemesh-Mayer ve digerleri, 2022). Apikal meristemin generatif faza doniismesinden
sonra hiicrelerin ¢igeklere farklilagsmasi ve ¢igek sap1 uzamasi gergeklesmektedir. Ancak
bunun i¢in bir karbonhidrat enerjisine ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (Chaturvedi ve
digerleri, 2018)

Rotem ve digerleri (2007), birisi kismen ¢igeklenip tohum iiretmeyen ve digeri normal
ciceklenip tohum tireten iki farkli sarimsak genotipinde yaptiklar1 bir arastirmada diisiik
sicakligin apikal meristemin farklilagsmasini ve ¢icek sap1 uzamasini tegvik ettigini fakat
cicek siirgiiniiniin morfolojisi tlizerine bir etkisinin olmadigimi bildirmislerdir.
Aragtiricilar ayni arastirmada sarimsakta LEAFY/FLO benzeri sarimsak gaLFY genini
karakterize etmislerdir. Bu genin uzun ve kisa olmak {izere iki farkli mRNA’sim
oldugunu ve kisa mRNA’nin her iki sarimsak genotipinin tiim agamalarinda ifade olurken
uzun mMRNA’nin sadece normal ciceklenen genotipte ¢iceklenme sirasinda ifade
oldugunu saptamislardir. Aragtiricilar sarimsakta ciceklenme yoniinden goriilen bu
farkliligin mRNA olgunlagmasi sirasinda meydana gelen alternatif modifikasyonlarin

(alternative splicing) etkinligi ile iliskili olabilecegini ileri stirmiislerdir.



Sarimsakta vernelizasyon ve fotoperiyodun ¢igeklenme iizerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, 4 °C’de uzun siire karanlikta vernelizasyonun sarimsakta farkli molekiiler
mekanizmalar: tetikleyerek apikal meristemin generatif meristeme doniismesini tesvik
ettigi ve bas gelismesini sagladigi belirlenmistir. Biyolojik saatin apikal meristemin
vegetatif asamadan generatif agamaya geciste temel gorev yaptigt ve diisiik sicaklik
sinyallerini algilayip vernelizasyon, fotoperiyod ve meristem dontisimi ile iligkili
genlerin ifade olmasini sagladigi ileri siiriilmektedir. Fotoperiyod yolagin ise daha ileriki
asamalarda ayni reseptorlerin araciligiyla devreye girdigi diisiiniilmektedir (Ben Michael

ve digerleri, 2020).

Shemesh-Mayer ve digerleri (2022), sarimsakta ¢igeklenme mekanizmasini genomik ve
transkriptomik verilerin karsilagtirilmasi ile aydinlatmaya c¢alismislardir. Genom
analizlerinde “phosphatidylethanolamine-binding proteins” (PEBP) ve LEAFY (LFY)
genleri belirlenirken transkriptom verilerinde bu genlerin bulunmadigi belirtilmektedir.
Ayrica TERMINAL FLOWERL (TFL) enzeri genlerin fonksiyonlarinin azaldigi ve
bunlarin yerini FT-benzeri genlerin aldigi ancak MOTHER OF FT AND TFL1 (MFT)
benzeri homologlarin bulunmadig tespit edilmistir. Sarimsak genomunda LFY benzeri
ic gen belirlenmis ve LFY benzeri genlerin “alternative splicing” olay1 ile ¢iceklenmeyi
kontrol ettigi ileri siiriilmektedir. Ancak ASLFY1 geninin ¢iceklenmede gorev alan temel
transkripsiyon faktorii mii yoksa ASLFY2 genin de mi bu goérevi yaptigi tam agik bir
sekilde belirlenmemistir. Sonug olarak, sarimsak cesitlerinde kisirhigin bazi spesifik
genlerin transkripsiyon fonksiyonlarinin bu ¢esitlerde kaybetmesinden kaynaklandigini

ileri sirmektedirler.

Sarimsakta ¢i¢eklenmeyi kontrol eden genler baska bir calismada cDNA-AFLP teknigi
kullanilarak tespit edilmeye galisilmistir. Bir TUBITAK projesi kapsaminda yapilan bu
arastirmada sarimsakta ciceklenme ile iligkili 39 aday gen belirlenmistir (ipek, 2011).
Belirlenen bu genler ¢igeklenen ve cigeklenmeyen sarimsak genotiplerinde farkli sekilde
ifade olmustur. Ancak genlerin ifade diizeyi bu proje kapsaminda ortaya ¢ikarilmamis ve
ciceklenme ile iligkili olup olmadigi dogrulanmamistir. Bu yliksek lisans tezinde
TUBITAK-TOVAG-1050551 nolu proje arastirmasi kapsaminda belirlenen bu aday
genlerden bazilarin ifade diizeylerini ¢igeklenen ve c¢igceklenmeyen sarimsak

genotiplerinin farkli gelisme donemlerinde belirlenmesi amaglanmistir.



2.5. qRT-PCR ve Referans Genler (“Housekeeping” Genler)

Gen ifadesi, hiicre igerisindeki genetik bilginin mRNA’ya ve daha sonra da proteine
aktarilmasiyla hiicre i¢inde fonksiyonel hale getirilmesi olayidir (Koggat, 2016).
Bitkilerde genlerin ifade diizeyinin belirlenmesin de ¢esitli analiz yaklagimlar1 ve
teknikler kullanilmaktadir. Bu yontemler; hibridizasyon temelli, dizileme temelli, PCR
temelli ve kombine yoOntemler olarak ¢esitli arastirmalarda kullanilmaktadir. Bu
yontemler igerisinde PCR temelli olan uygulamalar daha avantajli olmaktadir. PCR
temelli yontemler icerisinde de qRT-PCR kullanilarak gen ifadesinin belirlenmesi
digerlerine gore daha kisa siireli ve direk sonu¢ odakli olarak belirlenebilmektedir. Bu
yontemin genel aragtirma prensibi, mRNA'dan ters transkripsiyon ile elde edilen
c¢DNA'nin, florokrom prob veya sybergreen varliginda arastirilan gene 6zgii primerler
kullanilarak RT-PCR cihaz1 ile amplifiye edilmesi ve ortaya ¢ikan sinyalin qRT-PCR
islemi sirasinda 6l¢iilmesidir. Bundan dolay1 bu yontemin gen ifadesinin belirlemesinde
kullanilmas: diger yontemlerine gore daha avantajlidir (Komiirci-Bayrak ve Erginel-
Unaltuna, 2011).

gRT-PCR c¢aligmalarinda bir genin ifade diizeyi, ¢alisilan canli tiirlinlin tim gelisme
asamalarinda ve hiicrelerinde sabit ifadesi olan bir referans genle (housekeeping gene)
karsilastirmali  olarak (normalizasyon) hesaplanmaktadir. qRT-PCR analizlerinin
sonuglariin dogrulugu igin stabil referans genlerin belirlenmesi ve se¢imi onemlidir.
Uygun referans genlerin kullanilmasi, RNA Kalitesinden ve transkripsiyon esnasinda
olusacak farkliliklardan kaynaklanan sorunlari azaltabilir. Ideal referans genler, RNA
icerigindeki ve ters transkripsiyon etkinligindeki ¢esitliliklerden kaynaklanan farkliliklar:

azaltmak icin kullanilabilir.

Ideal referans genler su kosullar1 saglamalidir; farkli hiicre tiplerinde, organlarinda ve
sathalarinda ifadeleri stabil olmali, ekspresyon endojen faktorlerden etkilenmemeli,
cesitli biyotik veya abiyotik stres gibi digsal faktorler dahil olsa da ekspresyon seviyeleri
aym diizeyde olmalidir. Ekspresyon ifadesini degistirmeyen temel genler genellikle
referans gen olarak kullanilir. Ancak, yakin zamanda yapilan arastirmalar bu genlerin
belirli sinirlart ve kusurlart oldugunu gostermistir. Bazi temel genlerin ifadesi, farkli
genotiplere sahip tiim Orneklerde siirekli degildir. Bu nedenle, referans genlerin

kullanilmasindan Once stabilitesi dogrulanmalidir. Arastirmacilar, Arabidopsis, celtik,

10



bugday, patates, pamuk, soya fasulyesi, palmiye ve ¢in lahanasi gibi ¢esitli tiirlerde aday

referans genlerinin stabilitesini dogrulamislardir (Liu ve digerleri, 2015).

Evrensel referans genlerin eksikligi temel olarak iki faktorden kaynaklanmaktadir. Tlk
olarak, bir tiirdeki kararli bir referans geni diger tiirlerde uygun olmayabilir. Ornegin,
GAPDH farkli kiiltiir ortamlarinda yetistirilen {izimde stabil olarak ifade edilir, ancak
bugdayda kararsizdir ve ACT farkli domates dokular1 i¢inde kararli bir sekilde ifade
edilirken bugdayda kararsizdir. ikincisi, referans genlerin farkli deney kosullar1 altinda
farkli ifade olmasidir. Spesifik olan veya olmayan her tiiriin belirli referans genlere sahip

oldugu bilinmektedir (Liu ve digerleri, 2015).

Sarimsaktaki gen ifadesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda genelde “actin” referans gen olarak
kullanilmistir (Ersahin, 2020; Koggat, 2016). Ayrica tuz stresi altindaki sarimsak
bitkilerinde yapilan qRT-PCR analizinde en uygun referans geni belirlemek amaciyla
yapilan bir ¢alismada “TAP42-interacting protein (TIP41)”, “eukaryotic translation
initiation factor 4a (elF-40)”, “actin (ACTIN)”, “glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH)”, “tubulin -7 (TUBT7)”, “elongation factor 1 alpha (EF-1a)”,
“protein phosphatase 2A (PP2A)” ve “SAND family protein (SAND)” genleri test
edilmistir. Test edilen tiim genlerin tuz stersi altinda sarimsakta degisken ifadeler
gosterdigi belirlenmistir. Bunanla birlikte sarimsak kok ve yapraklarinda en iyi sonucun
actin geninden elde edildigi, dislerde ise actin ve SAND genlerinin en stabil ifadeyi
gosterdigi belirlenmistir (Wang ve digerleri, 2019). Bu nedenlerle bu tez ¢alismasinda

actin geni referans gen olarak segilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez arastirmasi 2019-2020 yillarinda Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bahge Bitkileri Boliimii, Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Bu tez
arastirmasinda sarimsakta cigeklenme ile iligkili aday genlerin gen ifade diizeyinin
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica bu ¢alisma TUBITAK-TOVAG-1190070 nolu

projenin bir parcasidir.

3.1. Bitki Materyali

Aragtirmada bitki materyali olarak Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii’ndeki sarimsak koleksiyonunda muhafaza edilen 4 sarimsak klonu
kullanilmistir. Bu klonlardan iki tanesi (G2 ve G3 kodlu genotipler) uygun cevre
kosullarinda c¢iceklenirken 2 klon (G4 ve G5 kodlu genotipler) ayni ¢evre kosullarinda
cigeklenmemektedir. Sarimsak genotiplerinin yetistiriciligi Bursa Uludag Universitesi
Ziraat Fakiiltesi arazisinde yapilmistir. Genotiplerin ekimi 2019 yilinin kasim ayinda
yapilmigtir. Ayrica depolama sicakliginin ¢igeklenme iliskili genlerin ifadeleri lizerine
etkisini belirlemek ici sarimsak genotiplerin disleri 4 °C ve 21 °C’de olmak {izere iki fakli
sicaklikta 12 hafta siire ile depolanmistir. Genotiplerin her birinden baglarin depolanma
denemesi oncesinde, 4 °C ve 21 °C’de yapilan depolama denemesi sonrasinda ve
yetistirme donemi i¢erisinde 2-3 yaprak, 4-5 yaprak, 6 yaprak ve 7-8 yaprak asamalarinda
ornekler alinmistir. Depolama Oncesi ve sonrasinda baslardaki 6rneklemeler, meristemi
iceren slirgiin taslaklarinin dis ortasindan bistiiri ile izole edilmesi seklinde yapilmistir.
Yetistirme doneminde ise her yaprak gelisme asamasinda sokiilen bitkilerden en geng
yaprak ve u¢ meristeminin bulundugu dokular (genel olarak meristem olarak
belirtilmistir), ve g¢igeklenen genotiplerde 7-8 yaprak asamasinda g¢igek siirgilinii
orneklenmistir. Alinan tiim 6rnekler -85 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Tiim 6rneklemeler ii¢ biyolojik tekerriir olacak sekilde yapilmistir.

3.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in -85°C’lik derin dondurucuda muhafaza edilen 6rnekler hizli bir
sekilde sivi azot igerisinde havanda ezilmistir. RNA izolasyonunda NucleoSpin RNA
Plant Mini Kit (Macherey-Nagel, Almanya) kullanilmistir. Kit igerisinde gelen
protokolde yer alan adimlar takip edilerek toplam RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
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Izolasyonu tamamlanan ornekler 1,5 ml’lik ependorf tiipler igerisinde -85 °C’lik

dondurucuda saklanmastir.

RNA izolasyonunda kullanilan adimlar;

1) Bitki materyali 100 mg olacak sekilde siv1 azot i¢erisinde havanda dgiitiilmiistiir.

2) 1,5 ml’lik tipler her bir tipte 35 ul RA1 veya RAP soliisyonu ile 3,5 pul
mercaptoethanol olacak sekilde hazirlanmistir.

3) Ogiitiilen 6rnekten icerisinde soliisyon hazirlanmus tiiplere 100 mg konulmus ve iyice
homojen olana kadar vortekslenmistir.

4) Kitin igerisinden ¢ikan mor tliplerdeki kolonlarin tizerine 6rnekler transfer edildikten
sonra 11000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

5) Santrifiij edilen 6rneklerin sivi kismi 1,5 ml’lik tiiplere aktarilmis ve tizerine 350 ul
%70’1ik etil alkol eklenmistir.

6) Homojen olana kadar pipetle karistirdiktan sonra kitin igerisinden ¢ikan mavi
tiiplerdeki kolonlarin iizerine aktarilmis ve 11000 g de 30 sn santrifiij edilmis ve alta
gecen s1vi kisim dokiilmiistiir.

7) Her kolonlu tiipe 350 ul MDB ¢6zeltisi konulmus ve 11000 g de 1dk santrifiij
edilmistir.

8) DNAse karigimi her bir 6rnek i¢in 10 ul DNAse ve 90 pl tampon ¢ozelti olacak sekilde
hazirlanmig ve kolonlu tiiplerde bulunan her bir 6rnege 95 pul olacak sekilde dagitilmistir.
9) Tium tiiplere soliisyon dagitildiktan sonra 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
10) 200 ul RAW?2 soliisyonu eklendikten sonra 11000 g’ de 30 sn santrifiij edilmistir.
11) Kolondaki RNA 6rneklerinin iizerine RA3 soliisyonundan 600 ml konulduktan sonra
11000 g de 30 sn santrifiij edilmistir.

12) 250 pl RA3 soliisyonu ile tekrar yikama islemi gerceklestirilmis ve 11000 g de 2 dk
santrifiij edilmistir.

13) Santrifiij bittikten sonra tiiplin kapaklar1 acgik sekilde etil alkoliin u¢gmasi ic¢in 1-2
dakika beklenmistir.

14) 70 ul RNAse igermeyen su eklenip 1-2 dk bekledikten sonra 11000 g de 1 dk santrifiij
edilmis ve RNA oOrnekleri -85 °C’lik derin dondurucuda analiz edilmek iizere

saklanmustir.
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3.3. RNA Miktari Belirleme

RNA miktarlar1 Qubit RNA BR Assay kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
Bunun i¢in;

1) 199 tampon ¢ozelti ve 1 ml RNA boyasi ile karigim hazirlanmis, vorteksle karistiriimis
ve 2 dakika beklenmistir.

2) Her 6rnek i¢in 0,5 m1’lik Thinwall ependorf tiiplere (Axygen, ABD) 197 ul hazirlanmis
karisim ve 3 ul RNA 6rnegi koyup vorteksle kisaca karigtirilmistir.

3) 2 dk bekledikten sonra Qubit Fluorometer cihazinda (Invitrogen, ABD) okumalar
gerceklestirilmistir.

3.4. cDNA sentezi

cDNA sentezi iScript™ cDNA Synthesis Kiti (Bio-Rad) ve kit protokolii kullanilarak
yapilmistir. Bunun i¢in;

1) RNA’larin bulundugu tiipler buz igerisinde tutularak RNA’larin ¢dziinmesi
saglanmistir.

2) Kitin igerisinden ¢ikan reaksiyon mix, reverse transkriptaz ve su buzun igerisinde
¢Ozdirilmiistiir.

3) Her RNA 6rnegi icin RNA konsantrasyonu 800 ng/ml’ye gore hesaplanmuistir.

4) Her bir 6rnek i¢in kitte bulunan Reaction mix’den 4 pl ve Reverse Transkriptaz’dan 1
ul olacak sekilde karisim hazirlanip 5 pul PCR plate kuyucuklarina dagitilmistir.

5) Her bir 6rnege hesaplanan RNA miktarin1 ve karigimi 20 pl’yi tamamlayacak sekilde
nuclease-free su miktari hesaplanip eklenmistir.

6) cDNA sentezi PCR cihazinin programi; 25 °C’de 4 dk, 46 °C’de 20dk, 95 °C 1 dk, 4
°C oo olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Reverz-transkripsiyon reaksiyonlart DNAse veya RNAse enzimi icermeyen su ile 20 kat
seyreltildikten sonra buza yerlestirilmistir ve ger¢cek zamanlit PCR (qRT-PCR) analizi ile

devam edilmistir.
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3.5. Ger¢ek Zamanh PCR

Gergek zamanli PCR reaksiyonlar1 (qRT-PCR) referans olarak actin geni
(0i|56159166|gb|AY821677.1) ve daha énceki TUBITAK-TOVAG 1050551 numarali
proje  kapsaminda belirlenen XTG MCG 13, XCT MGT 7, XCT_MGC_6,
XCT_MGC_10 kodlu cDNA-AFLP bantlarinin dizilerinden Primer3 programi ile
gelistirilen primerler kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1). Analiz i¢in GoTaq®
gPCR ve RT-gPCR Systems Kiti (Promega, ABD) kullanmilmigtir. Her primer
kombinasyonu i¢in ayri olarak hazirlanan SYBR Green karigimi her bir 6rnek i¢in; 5 ul
Mastermix, 0,5 ul primer ileri, 0,5 pl primer geri, 0,1 pl DYE ve 1 pl ultra saf su
kullanarak hazirlanmig ve 3 pul ¢cDNA bulunan PCR platteki her bir kuyucuga 7 pl
karisimdan dagitilmistir. qRT-PCR reaksiyonlar1 LightCycler® 480 II (Roche) cihazinda
gerceklestirilmistir. LightCycler® 480 RT-PCR cihazinda qRT-PCR dongiileri 95 °C’de
3 dakika 1 dongii inkiibasyon; 95 °C’de 10 sn, 60 °C’de 10 sn, 72 °C’de 20 sn 45 dongii
amplifikasyon; 95 °C’de 1 sn, 60 °C’de 1 sn erime noktas1 ve 40 °C’de 30 sn sogutma
olacak sekilde yapilacaktir.

3.6. gRT-PCR Sonuclarinin Analizi

gRT-PCR reaksiyon sonuglarinin analizi i¢cin PCR platteki 6rnek ve primer sirasi cihazda
tanimlanmistir. Daha sonra analiz boliimiinden “Advenced Relative Quantification”
secenegi secilerek tanimlatilmis olan 6rnek ve primer yerleri verilerini kullanilarak
yiiksek duyarlilikta (Hight Sensitivity), birebir (one to one) secenekleri ile karsilastirma
yapilmustir. Hesaplama secenegi ile her bir 6rnegin CT degerleri (threshold cycle, esik
dongii degeri) ve AACT metoduna gore hesaplanmis normallestirme degerleri elde

edilmistir.
LightCycler 480 II cihazinin kullandigi AACT metodu formiili;

2-[Ct (referans) ~ (Ct (hedeN ] — Ggreceli ifade diizeyi seklindedir.
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Cizelge 3. 1. Primer dizileri.

Primer Adi Primer Dizisi (5°-3) Tm (°C)

XCT_MGT_7_F TGTACGAAGTGGGCTTTCCGA 65
XCT_MGT_7_R AAGGTTGAGGTAGCACCGACA 65
XCT_MGC_6_F TCTTCGTGAAGGACTGAAGC 61
XCT_MGC_6_R CCTGCTTGAACCTGATTAAGC 61
XTG_MGA_10_F GTACGTTCTTTGGTGGTGGC 63
XTG_MGA_10_R | TCTCTCCAGACCTTAAGAGAACC 63
XTG_MCG_13_F GGACCAGCACCAGAGAGAATC 64
XTG_MCG_13_F GTGACGCTGCAGTGAACAAAG 64
Actin-F AATTGTGAGCAACTGGGATGAC 63
Actin-R CCTGGATAGCAACATACATGGC 63

3.7. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri igin IBM SPSS Statistics 22 (IBM
SPSS, Tiirkiye) programi kullanilmistir. Ornekleme donemleri arasindaki farklilik

Duncan testi ile p<0.05 6nem diizeyinde belirlenmistir.

16



4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ger¢ek zamanh PCR (qRT-PCR)

Ger¢ek zamanli PCR analizinde zamana karsi floresan 1s18in yogunlugunda olusan
degisimi gosteren drnek egriler Sekil 4.1 verilmektedir. G4 genotipinin depolama 6ncesi,
4 °C’de depolama sonrasi, 21 °C depolama sonrasi, 2-3 yaprak, 4-5 yaprak, 6 yaprak ve
7-8 yaprak gelisme asamalarina ait 6rneklerinde actin genine karsi olan reaksiyonlardaki

egriler bu genotipteki goreceli gen ifadesinde degisim oldugunu gdstermektedir.

15 ooE (g ] 02537 03245 4153 0sxm 05809 10817 1145 123
Time: [homm: 5]

Sekil 4. 1. G4 genotipine ait olan donemlerin Grneklerinin actin genine karsi olan
reaksiyonlarinin egrisi.

gRT-PCR analizinde G2, G3, G4 ve G5 kodlu sarimsak genotiplerinin farkli 6rnekleme
zamanlarindaki cDNA-AFLP EST genlerinin goreceli gen ifade diizeyleri Cizelge 4.1.’de

verilmektedir.

Cizelge 4.1.”de G2 ¢igeklenen sarimsak genotipi verilerine bakildiginda XTG_MCG 13
genin yaprak orneklerindeki goreceli gen ifade diizeyi; 2-3 yaprak agamasinda en yliksek
iken (164,61) daha sonraki yaprak asamalarinda azalan bir gen ifadesi gostererek 7-8
yaprak agsamasinda en diisiik diizeyde (18,98) ger¢eklesmistir. Ayni genotipinin meristem
orneklerine bakildiginda gen ifadesinin depolama orneklerinde ve gelisme donemi
orneklerinde, yaprak orneklerine gore ¢ok diisiik diizeyde gerceklesmis ve istatiksel

olarak tiim asamalardaki meristem Ornekleri arasinda bir fark olmamaistir.

G2 genotipinde XCT MGT 7 genin ifade diizeyi 2-3 yaprak, 4-5 yaprak ve 7-8 yaprak
asamalarindaki yaprak orneklerinde en yiiksek belirlenmistir. 6 yaprak asmasinda ise 2-3
yaprak, 4-5 yaprak ve 7-8 yaprak asamalarina gore daha diisiik gerceklesmistir. 7-8

yaprak c¢icek siirgiinii, 6 yaprak meristem, 4-5 yaprak meristem, 2-3 yaprak meristem,
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Cizelge 4.1. Gergek zamanli PCR analizinde ¢iceklenen ve ¢igeklenmeyen sarimsak
genotiplerinin farkli gelisme donemlerinde cDNA-AFLP EST genlerinin goreceli gen
ifade diizeyleri.

cDNA-AFLP EST Genleri

Genotip  Gelisme Donemi* 1o o o0 JXCTMET ermae.s JTCMOA
DO (Meristem) 0,40£0,029  0,0140,00° 0,030,009  0,95+0,36"
DS-4°C 0,47+0,14  0,01£0,00° 0,01+0,00°  1,08£0.26"
(Meristem)
DS-21°C . . ] .
(Meristem) 0,36£0,06°  0,06£0.01°  0,02£0,00°  1,75+0,28
2-3 Yaprak 164,61428,6  2,72£041°  28,07+1,68°  0,66+0,11b°
2-3 Yaprak d c q a
. 0,96£0.15¢  0,0240,00°  0,26+0,19 1,79+0,06
G2 (Meristem)
4-5 Yaprak 295544365 2474043  17,6941,04°  0,90+0,07°
4-5 Yaprak d c d de
. 0,13£0,02¢  0,04+0,01°  0,01£0,009  0,39+0,10
(Meristem)
6 Yaprak 116,76£1,4°  1,54+0,02°  50,42+12,9°  0,42:0,27%
6 Yaprak 0,47£0,08°  0,05£0,03°  0,00+0,009  0,08+0,00°
(Meristem)
7-8 Yaprak 18,90840,040  241+0,11°  52,02+422%  0,65+0,01
7-8 Yaprak (CS) 0,59+0,04°  0,02+0,00°  0,74+0,10°  0,62:+0,43%
DO (Meristem) 0,47£0,07°  0,04+0,00°  1,76+0,31°  1,31+0,48°
DS-4°C c c a be
(Meristem) 0,63£0,15°  0,0540,05°  3,5040,30°  1,57+0,52
2-3 Yaprak 259,854458 2204034  146+0,00° 2,270,542
G3 4-5 Yaprak 44,46£7,58°  1,91£0,08°  2,08+0,40b°  1,48+0,14"
6 Yaprak 24,824591%  2,15£040°  2,06£0,46b°  1,78+0,55"
7-8 Yaprak 14,99+0,03b°  1,30+0,07°  1,58+0,33¢ 1,41+0,39
7-8 Yaprak (CS) 53,32+0,17°  1,34+0,10°  2,39+0,25° 2,87+0,27%
DO (Meristem) 0,44+0,05¢  0,0240,01  1,00£0,02%  1,28%0,11°
DS-4°C 0,3740,07%  0,0240,02 8,100,050  7,02+0,88
(Meristem)
DS-21°C . . .
(Meristem) 0,4020,01 0,00£0,00  3,18+0,07°  2,08+0,13
- 2-3 Yaprak 240454238 0,01£0,01  1,23+0,17°  0,95+0,12°
2-3 Yaprak 0,13£0,019  0,0040,00  3,16£0,11°  0,86+0,16°
(Meristem)
4-5 Yaprak 17,79£1,07°  0,01£0,01  0,81+0,06°  1,0240,11°
6 Yaprak 5,8240,40°  0,010,00  172620,18¢  0,74+0,07°
6 Yaprak 0,06£0,00°  0,00£0,00  4,20£0,07°  1,17+0,21°
(Meristem)
DO (Meristem) 0,23+0,067°  0,00£0,00°  3,85£0,38°  1,33+0,29°
DS-4°C 021£0,02° 0,000,019  645:0,122  1,22+0,00%
G5 (Meristem)
2-3 Yaprak 60,6446,23%  0,30+0,04*  1,99+0,13°  0,98+0,21°
4-5 Yaprak 33,45+7,40°  0,21+0,00°  0,90+0,12¢  0,56+0,06°
6 Yaprak 4,60£0,13°  0,0940,00°  2,48£0,40°  0,590,03°

*DO: Depolama 6ncesi, DS: Depolama sonras1, CS: Cigek siirgiinii.
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21 °C depolama sonrast meristem, 4 °C depolama sonrasi meristem ve depolama oncesi

meristem Orneklerinde ise gen ifadesi ¢ok diisiik diizeyde tespit edilmistir.

G2 genotipinde, XCT MGC 6 geninin ifade diizeyi, 6 yaprak ve 7-8 yaprak
asamalarinda en yiiksek belirlenmistir. Genin ifade diizeyi 2-3 yaprak asamasinda, 6
yaprak ve 7-8 yaprak asamasina gore daha diisiik, 4-5 yaprak asamasinda ise 7-8 yaprak,
6 yaprak ve 2-3 yaprak asamalarina gore daha da diistik gergeklesmistir. 7-8 yaprak ¢igek
slirgiinii, 6 yaprak meristem, 4-5 yaprak meristem, 2-3 yaprak meristem, 21 °C depolama
sonrast, 4 °C depolama sonrasi ve depolama Oncesi asamalarinda ise genin ifade diizeyi

en diisiik olarak saptanmustir.

G2 genotipinde, XTG_MGA 10 genin ifade diizeyi genel olarak tiim asamalardaki
yaprak ve meristem Orneklerinde diisiik diizeyde gerceklesmistir. Bu genin G2
genotipindeki en yiiksek ifadesi 2-3 yaprak meristem ve 21°C’de depolama sonrasi

orneklerinde belirlenirken en diisiik ifade ise 6 yaprak meristem 6rneginde belirlenmistir.

Cigeklenen G3 genotipinde XTG MCG 13 genin ifade diizeyi bitki gelisiminin farkli
asamalarinda farkli sekilde olmustur. Genin en yiiksek ifadesi 2-3 yaprak asamasindaki
yaprak orneklerinde (259,85), en diisiik ise 7-8 yaprak asamasindaki yaprak 6rneklerinde
(14,99) saptanmistir. Depolama 6ncesi ve 4 °C’de depolama sonrasi asamalarindaki
meristem Orneklerinde ise genin ifade diizeyinin ¢ok diisiik diizeyde oldugu ve 12 haftalik
4 °C depolama siiresince gen ifadesinde bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir. G3
genotipinde XCT MGT 7 geninin ifade diizeyi yaprak Orneklerinde en yiiksek 2-3
yaprak, 4-5 yaprak ve 6 yaprak asamalarinda saptanirken en diisiik ise 7-8 yaprak
asamasinda belirlenmistir. Depolama oncesi ve 4 °C’de depolama sonrasi agamalardaki
meristem Orneklerinde ise gen ifadesi ¢ok diisiik olarak tespit edilmistir. Ayni1 genotipte
XCT_MGC _6 geni en yiiksek 4 °C’de depolama sonras1 meristem 6rneginde ifade olmus
bunu, 7-8 yaprak asamasindaki ¢igek siirgiinii 6rnegi izlemistir. Bitki gelisimi diger
asamalarindaki yaprak Ornekleri ve depolama Gncesi meristem Ornegi arasinda ise gen
ifadesi degisimi yoniinden istatiksel olarak bir fark tespit edilmemistir. G3 genotipinde
son olarak XTG_MGA _10 genin ifade diizeyine bakildiginda istatiksel olarak onemli
farkliliklar belirlenmistir. En yiiksek gen ifadesi 7-8 yaprak asamasi ¢igek siirgiinde elde
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edilmis bu asamay1 2-3 yaprak asamasi yaprak ornegi izlemistir. Diger yaprak agamalari

ornekleri arasinda ise istatiksel olarak bir fark belirlenmemistir.

Cigeklenmeyen G4 genotipinde XTG_MCG 13 geni bitki gelisimi asamasinda en yliksek
2-3 yaprak asamasindaki yaprak Orneginde 24,04 diizeyinde ifade olmus ve bitki
gelisimin daha sonraki asamalarinda azalan bir ifade gostererek 6 yaprak asamasinda 5.82
diizeyine diigmiistiir. Farkli donemlerdeki meristem oOrneklerinde ise gen ifadesi ¢ok
diisiik diizeyde olmus ve bu 6rnekler arasinda istatiksel olarak fark belirlenmemistir. Ayni
genotipte XCT _MGT 7 geni ise tiim gelisme donemlerindeki oOrneklerde ifade
olmamistir. XCT MGC 6 geninde en yiiksek ifade diizeyi depolama Oncesi meristem
orneginde saptanmis ve diger gelisme donemlerinin meristem Orneklerinde ise genin
goreceli ifade diizeyi %50’den fazla azaldigi belirlenmistir. Ayn1  genotipte
XTG_MGA 10 genin ifade diizeyi XCT _MGC 6 genin ifade diizeyine benzer sekilde
gerceklesmistir.

Ciceklenmeyen G5 genotipinde, XTG_MCG 13 geni en fazla 2-3 yaprak asamasinda
ifade olmustur (60,64) ve 4-5 yaprak asamasinda 33,45’e ve 6 yarak asmasinda ise 13 kat
azalarak 4.60 diizeyine diigmiistiir. Bu genin ifadesi depolama 6ncesi ve depolama sonrasi
meristem Orneklerinde ise en disik diizeyde belirlenmistir. G5 genotipinde
XCT_MGT 7 genin ifade diizeyi ise en yiiksek 2-3 yaprak asamasinda 0,30 diizeyinde
gerceklesmis depolama Oncesi ve sonrasi meristem Orneklerinde ise gen ifadesi tespit
edilmemistir. G5 genotipinde XCT MGC 6 genin en yiiksek ifade diizeyi 4 °C’de
depolama sonras1 meristem drneginde (6,45) ve XTG_MGA 10 genin ise en yiiksek ifade

diizeyi depolama 6ncesi meristem 6rneginde (1.33) belirlenmistir.
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4.2. Ciceklenen ve Ciceklenmeyen Sarimsak Genotipleri Arasinda cDNA-AFLP
EST Genlerindeki ifade Farkhliklar:

XTG _MCG 13 genin gigeklenen G2 ve G3 ve ¢iceklenmeyen G4 ve G5 genotiplerindeki
ifade diizeyindaki farkliliklar Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4. 2. Ciceklenen (G2 ve G3) ve gigeklenmeyen (G4 ve GS5) sarimsak genotiplerinde
XTG_MCG 13 EST geninin goreceli ifadesi.

Sekil 4.2°de ki grafige bakildiginda XTG_MCG 13 genin tiim sarimsak genotiplerinde
farkli seklide ifade oldugu ancak 4-5 yaprak gelisme donemi disinda cigceklenen G2 ve
G3 genotiplerinin yaprak 6rneklerinde ¢iceklenmeyen G3 ve G5 genotiplerine gore daha
fazla ifade oldugu goriilmektedir. Cigeklenen genotiplerin (G2 ve G3) 2-3 yaprak
asamasinda belirlenen en yiiksek goreceli gen ifadesi, ¢ciceklenmeyen genotiplerin (G4 ve
G5) ayn1 donemdeki goreceli gen ifadesinden 5 kat daha yiiksek gerceklesmistir. Gen
ifadesinin regiilasyonu hem ¢igeklenen hemde ¢igeklenmeyen genotiplerin diger gelisme

asamalarinda asagiya dogru (down regulation) olmustur.
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Bu tez ¢alismasindaki elde edilen sonuglar daha énceki TUBITAK-TOVAG 1050551
projesinde yapilan ¢cDNA-AFLP analizlerindeki sonuglarla uyumludur. TUBITAK-
TOVAG 1050551 projesinde cDNA-AFLP analizleri ile belirlenen XTG-MCG-13 EST
genine ait bant ¢iceklenen G1 ve G2 olarak genotiplerin farkli gelisme donemlerinden
elde edilen yaprak Orneklerinde gozlemlenirken depolama asamasi Orneklerinde ise
gbzlenmemistir. Yine ayni projede ciceklenmeyen G3 genotipinin (bu tezde G4 olarak
kodlanmistir) yaprak ve depolama 6rneklerinde de cDNA-AFLP bandi gézlenmemistir
(Sekil 4.3). XTG-MCG-13 EST geni dizileri NCBI gen bankasindaki sarimsak EST
verileri ile BLAST edildiginde bu genin sarimsakta iki kopyasi oldugu goriilmiistiir. Bu
kopyalardan bir tanesinin DNA dizleri NCBI gen bankasindaki bagka bitki tiirlerine ait
‘glycosyltransferase’ geni dizileri ile benzerlik gosterdigi diger kopyanin ise higbir genle
benzerlik gostermedigi goriilmistiir. Bu durum XTG-MCG-13 EST geninin sarimsaga
0zgl bir gen olduguna ve ciceklenen genotiplerde bitki gelisimin ilk asamalarinda
ciceklenmeyen genotiplere gore ifadesinin yukariya dogru (upregulation) olduguna isaret
etmektedir. Daha sonraki ¢alismalarda bu genin her iki kopyasmin ¢igeklenen ve
ciceklenmeyen genotiplerde sekanslanarak kodlayan bolgelerdeki ifade diizeyinde

farkliliga neden olan mutasyonlar ortaya ¢ikarilabilir.

Yap.gig.sur

® ® Depolama Depolama

Q8 sonrasi oncesi

v o 2008 yili yaprak meristem meristem 2007 yili yaprak

‘j ?4 12.05.2008 | 17.04.2008 | 28.03.2008 12.03.2008 04.12.2007 15.09.2007 13.05.2007 20.04.2007 04.04.2007 | 10.03.2007
G3

Sekil 4.3. TUBITAK-TOVAG 1050551 proje kapsaminda cDNA-AFLP analizleri ile
belirlenen XTG-MCG-13 EST geninin ¢igeklenen G1 ve G2 genotiplerin 2007 yil1 ve
2008 yil1 biiylime periyodundan elde edilen yaprak drneklerindeki okla isaretlenmis band
profili. Ciceklenmeyen G3 (bu projede G4 olarak kodludur) sarimsak ve depolama
denemesindeki meristem orneklerinde band elde edilmemistir.

XCT MGT 7 genin ¢i¢eklenen G2, G3 ve giceklenmeyen G4 ve G5 genotiplerindeki
ifade diizeyi Sekil 4.4°de karsilastirilmistir. XCT _MGT 7 geni ¢igeklenen G2 ve G3 ve
ciceklenmeyen G4 ve G5 genotiplerinde farkli sekilde ifade olmustur. XCT _MGT 7 EST
geni ciceklenen G2 ve G3 genotiplerin bitki gelisim asamalarinda ki yaprak 6rneklerinde
ifade oldugu ancak ¢iceklenmeyen G4 ve G5 sarimsak genotiplerinde ise ifade olmadigi

belirlenmistir. Buna ek olarak tiim genotiplerin depolama 6ncesi ve depolamadan sonra
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aliman meristem Orneklerinde ve bitki gelisim asamalarindaki meristem 6rneklerinde gen
ifadesi tespit edilmemistir (Sekil 4.3). XCT_MGT 7 EST geninin en yiiksek ifade diizeyi
ciceklenen genotiplerden G2 genotipinin 2-3 yaprak (2,72), 4-5 yaprak (2.47) ve 7-8
yaprak (2.41) donemlerinde alinan yaprak orneklerinde olmus ancak istatiksel olarak bu
tic donem arasinda fark bulunmamustir. Cigeklenen G3 genotipinde gen ifade diizeyi G2

genotipine yakin diizeyde gergeklesmistir.
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Sekil 4. 3. Ciceklenen (G2 ve G3) ve ¢iceklenmeyen (G4 ve G5) sarimsak
genotiplerinde XCT _MGT 7 EST genin goreceli ifadesi

Bu tez ¢alismasinda XCT MGT 7 EST geni ifade diizeyi daha dnceden tamamlanan
TUBITAK-TOVAG 1050551 projesinde cDNA-AFLP analizi ile belirlenen bant profili
ile uyumludur. TUBITAK-TOVAG 1050551 projesinde XCT-MGT-7 EST genine ait
bant ciceklenen G1 ve G2 genotiplerin farkli gelisme donemlerinden elde edilen yaprak
orneklerinde belirlenmis ancak ciceklenmeyen G3 genotipinin (bu projede G4 olarak
kodlanmistir) yaprak orneklerinde tespit edilmemistir (Sekil 4.5). Buna ek olarak tiim
genotiplerin depolama asamasi meristem Orneklerinde de bu gene ait bant profili

belirlenmemistir. AFLP (¢ogaltilmis parca uzunlugu farkliligi) molekiiler markir
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teknolojisinde bant profili yoniinden 6rnekler arasindaki farklilik; kesim enzimi tabant,
primer bolgesi veya DNA uzunlugundaki farkliliklardan kaynaklanabilir. Ancak DNA
yerine mRNA’dan sentezlenmis cDNA kullanilarak yapilan cDNA-AFLP tekniginde
ayn1 genotipte donemler arasindaki farklilik ise genin ifade olmasi ya da olmamasindan

dolayi1 da ortaya ¢ikabilmektedir.
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Sekil 4. 4. TUBITAK-TOVAG 1050551 proje kapsaminda cDNA-AFLP analizleri ile
belirlenen XCT MGT 7 EST geninin ¢igeklenen G1 ve G2 genotiplerin 2007 yili ve
2008 y1l1 biiylime periyodundan elde edilen yaprak orneklerindeki okla isaretlenmis band
profili.

XCT_MGT_7 EST geni DNA dizisi ile NCBI gen bankasinda yapilan BLAST
analizlerinde, veri tabanindaki diger tiirlerde tanimlanan genlerle bir benzerlik
bulunmamistir. NCBI veri tabaninda bulunan sarimsak ve diger Allium tiirlerine ait
EST’ler ile yapilan BLAST analizlerinde ise XCT MGT 7 EST geni i¢in 1502 niikleotid
uzunlugunda bir cDNA dizisi tespit edilmistir. Bu dizi Zhu ve digerleri, (2017) tarafindan
NCBI gen bankasma yiiklenmistir. Arastiricilar transkriptom dizisini Allium tiirleri
arasinda yaprak seklinde farklilasmaya neden olan genlerin belirlenmesi amaciyla
yaptiklar1 bir ¢alismada belirlemislerdir. TUBITAK-TOVAG 1050551 nolu proje ve Zhu
ve digerleri (2017), sonuglar1 ile bu tez ¢alismasi sonuglart XCT_MGT _7 EST geninin
ciceklenen ve c¢iceklenmeyen sarimsak genotiplerinin yapraklarinda, depolama
asamalarinda ve meristem dokularinda farkli ifade olan bir gen oldugunu gostermektedir.
lleride yapilacak galismalarda bu genin daha erken yaprak asamalarindaki ifade diizeyi
belirlenerek ciceklenen genotiplerde tam olarak hangi asamada ifade olmaya basladig:
tespit edilebilir. Buna ek olarak ¢igeklenen ve ¢igceklenmeyen genotiplerin genomlarindan
genin daha uzun bolgesinin dizi analizleri yapilarak kodlayan bolgelerdeki farkliliklar

belirlenmelidir.
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gRT-PCR analizlerinde XCT MGC 6 EST geninin ¢igeklenen G2 genotipinin yaprak
asamalarindan elde edilen yaprak orneklerinde diger genotiplere daha yiiksek diizeyde
ifade oldugu saptanmustir (Sekil 4.5). G2 genotipinde en yiiksek gen ifadesi 6 yaprak
(50.42) ve 7-8 yaprak (52.02) asamalarinda belirlenmis ve ayni1 genotipin 2-3 yaprak ve
4-5 yaprak donemlerinden 2-3 kat daha yiiksek, diger genotiplerin ise yaprak
asamalarindan 12-58 kat kadar daha yiiksek diizeyde gerceklesmistir. Diger genotipler
arasinda ise gen ifadesinde anlamli bir farklilik bulunmamistir. Bu gen i¢in NCBI gen
bankasinda sarimsak EST wverileri analizleri ile gerceklestirilen BLAST analizleri
sonucunda 1460 niikleotid uzunlugunda cDNA dizisi belirlenmistir. Ayrica NCBI gen
bankasinda BLAST analizlerinde kloroplast benzeri MET1 ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.
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Sekil 4. 5. Cigeklenen (G2 ve G3) ve ¢igeklenmeyen (G4 ve G5) sarimsak genotiplerinde
XCT_MGC_6 EST genin goreceli ifadesi

XTG MGA 10 EST geni ile yapilan qRT-PCR analizlerinde ciceklenen ve
ciceklenmeyen genotipler arasinda ve farkli gelisme donemlerinde anlamli bir ifade
farklilig1 belirlenmemistir. Gen ifadesi analiz edilen tiim 6rneklerde diistik diizeyde olmus
ve en yiiksek olarak G4 genotipinin 4 °C’de 12 hafta depolama sonunda elde edilen

meristem Orneklerinde saptanmustir.

25



5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda daha dnceden yiiriitiilen TUBITAK-TOVAG 1050551 nolu projede
ciceklenen ve ciceklenmeyen sarimsak genotiplerinde farkli sekilde ifade oldugu
belirlenmis genlerden XTG_MCG 13, XCT MGT 7, XCT _MGC 6, XTG_MGA 10
kodlu EST genlerin gRT-PCR analizleri ile ifade diizeyleri arastirilmistir. qRT-PCR
analizlerinde XCT_MGT _7 EST ve XTG_MCG_13 kodlu EST genlerinin ¢igeklenen G2
ve G3 sarimsak genotiplerinde ¢iceklenmeyen G4 ve G5 sarimsak genotiplerine gore bitki
gelisim asamalarinda daha yiiksek ifade oldugu belirlenmistir. XC MGC 6 kodlu genin
ise ¢igceklenen G2 genotipinin bitki gelisim asamalarinda diger genotiplere gére anlamli
bir sekilde yukar1 dogru ifade oldugu bulunmustur. XTG_MGA 10 kodlu EST geninde
ise ¢iceklenen ve ¢iceklenmeyen sarimsak genotipleri arasinda anlamli bir ifade diizeyi

belirlenmemistir.

Sarimsakta ¢igeklenme iizerine hem giin uzunlugu hem de sicaklik etkili olmaktadir.
Ayrica farkli sarimsak genotipleri arasinda ¢igeklenme 6zelligi yoniinden genis bir
cesitlilik bulunmaktadir. Genotipler arasindaki bu farkliligin sarimsakta ciceklenme
mekanizmasinin olduk¢a karmasik olduguna ve c¢igeklenmede birgok genin gorev
aldigina isaret etmektedir. Bu tez c¢alismasinda da c¢igceklenen ve c¢igeklenmeyen
genotipler arasinda oldugu gibi ¢igeklenen genotipler arasinda da analiz edilen genlerin
ifade diizeylerinde farkliliklar goriilmiistiir. Bu tez calismasinda analiz edilen genler
sarimsakta ciceklenme ile iliskisi ilk kez belirlenen genlerdir. Ileride yapilacak
calismalarda son yillarda molekiiler biyoloji ve bitki 1slahinda ¢igir agan CRISPR/CAS9
genom diizenleme teknoloji kullanilarak ¢iceklenen sarimsak genotiplerinde
XTG_MCG 13 ve XCT _MGT 7 aday genlerinde mutasyonlar yapilabilir. Elde edilen
mutant bitkilerde ¢igeklenme yoniinden ortaya ¢ikacak degisikler bu genlerin

ciceklenmede rol aldig1 sonucuna varilmasini saglayacaktir.
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