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OZET
Yiksek Lisans

SARIMSAKTA DEPOLAMA SURESINCE TiAMIN BIYOSENTEZINDE GOREV ALAN
THIC GENININ IFADE DUZEYINDEKI DEGISIMININ BELIRLENMESI

Saime KOCCAT

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Meryem IPEK

Sarimsak (Allium sativum L.) uzun yillardan beri insan beslenmesinde ve sagliginda 6énemli bir
yere sahip olmustur. Yetistiriciligi disleri yardimiyla yapilan bu bitkide dis dormansisi 6nemli
bir gelisim basamagidir. Bu yiiksek lisans tez g¢alismasinin amaci sarimsak baslarinda diisiik
sicaklik ve oda sicakligr kosullarinda depolama siiresince tiamin biyosentezinde gorev alan
THIC geninin goreceli ifade diizeyindeki degisimin ger¢cek zamanli PCR (RT-PCR) analizleri
ile belirlenmesidir. Tez ¢alismasinda gecci bir genotip olan Kastamonu sarimsagi ve erkenci bir
genotip olan PI515971 sarimsagina ait baglar 12 hafta streyle diisiik sicaklik (4°C) ve oda
sicakliginda (21°C) depolanmustir. Orneklemeler depolama baslangicinda ve depolama
stiresince dort hafta araliklarla yapilmistir. Elde edilen 6rneklerde toplam RNA izolasyonu ve
cDNA sentezi yapildiktan sonra THIC geninin ifade diizeyindeki degisimler aktin geni referans
alinarak RT-PCR analizleri ile belirlenmistir.

Calismada elde edilen bulgulara gore, her iki genotipte de THIC genin goreceli ifade duzeyi
4°C’de depolamada belirgin sekilde artmigtir. PIS15971 genotipinin baslangic 6érneklerinde 1,60
olan gen ifade diizeyi, 4°C’de 12 hafta depolamadan sonra yaklasik 25 kat artarak 40,58
diizeyine ¢ikmistir. Bu genotipin 21°C’de depolanan 6rneklerinde ise goreceli gen ifade dlzeyi
4 hafta depolanan 6rneklerde baslangig orneklerine (1,60) gore yaklasik 2,5 kat artmis, ancak 12
hafta depolama sonuna kadar bu seviyede kalmistir. Kastamonu genotipinde ise baslangicta 0,78
olan THIC gen ifadesi 4°C’de 12 hafta depolanan 6rneklerde 19,61 diizeyinde belirlenmistir. Bu
genotipin 21°C’de depolanan 6rneklerinde ise baslangica gére THIC geninin goreceli ifade
diizeyinde anlaml bir artis belirlenmemistir. Elde edilen bu sonuglar, sarimsakta dormansinin
kirllmasinda onemli bir rolii olan diisik sicakligin bitkilerde birgok metabolik stiregteki
enzimlerin ko-faktorl olarak kullanilan tiaminin sentezinde de 6nemli oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, bu calisma ile tiamin biyosentezinde goérev alan bir enzimi kodlayan THIC
geninin ifade diizeyinin incelenmesi yapilarak sarimsakta dormansinin kirilmasi siirecinde gen
ifadesi ilk kez belirlenmistir. Bu calismadan elde edilen bulgular sarimsakta dormansi ve
vernalizasyon mekanizmasinin aydinlatilmasina katkida bulunabilir.

Anahtar sozcukler: Gen ifadesi analizi, THIC geni, tiamin, Allium sativum L., RT-PCR
2016, vii + 36 sayfa
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MSc Thesis

DETERMINATION OF CHANGES IN EXPRESSION LEVEL OF THIC GENE INVOLLED
IN THIAMINE BIOSYNTHESIS PATHWAY DURING STORAGE IN GARLIC

Saime KOCCAT

Uludag University
Graduate School of Natural And Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisior: Prof. Dr. Meryem IPEK

Garlic (Allium sativum L.) has an important role on human nutrition and health for many years.
Production of garlic is done by using cloves and clove dormancy is an important development
stage in this crop. The purpose of this master thesis is to determine changes in relative
expression level of THIC gene which involves in thiamine biosynthesis pathway during storage
under low temperature and room temperature conditions in garlic bulbs with Real Time PCR
(RT-PCR) analyses. Bulbs of Kastamonu Garlic, which is a late maturing genotype and
P1515971 which is an early maturing genotype, were stored at low temperature (4°C) and room
temperature (21°C) for 12 weeks. Sampling was done at pre-storage and four weeks intervals
during storage. After extraction of total RNA and cDNA synthesis from the samples of the
genotypes, changes in expression level of THIC gene were determined with RT-PCR analysis
by using actin gene as internal control.

According to the results obtained in this study, relative expression level of THIC gene
significantly increased in both garlic genotypes at 4 °C storage. While relative gene expression
level of P1515971 genotype was 1,6 in pre-storage samples, it was about 25 times higher with a
40,58 expression level after 12 weeks storage at 4°C. On the other hand, relative gene
expression level of P1515971 genotype after four weeks storage at 21 °C was about 2,5 times
higher than the pre-storage one and then it remained unchanged. While THIC Gene expression
level of Kastamonu garlic was 0,78 at pre-storage samples, it increased to 19,61 after 12 weeks
storage at 4 °C. However, there weren’t any significant increase in the 21°C storage samples of
this genotype. These results show that low temperature which has an important role on breaking
dormancy in garlic is also essential for synthesis of thiamine which is the co-factor of enzymes
involved in important metabolic processes in most of the plants.

In this research, gene expression during the dormancy breakage period in garlic was determined
first time by analyzing expression level of THIC gene coding an enzyme that is a part of thiamin
biosynthesis. The results obtained from this study could make contributions to explore
mechanisms of dormancy and vernalization in garlic.

Key words: Gene expression analysis, THIC gene, thiamine, Allium sativum L., RT-PCR
2016, vii + 36 pages
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1.GIRiS

Sarimsak (Allium sativum L)’in da i¢inde yer aldigi Allium cinsi, angiospermler (kapali
tohumlu) i¢in yapilan ilk siniflandirmada Lilliaceae familyasinda yer almistir. Daha
sonrasinda yapilan incelemelerle ¢igek yapisindan dolayr Amaryllidaceae familyasinda
smiflandirilmaya  baslanmistir.  Monokotiledonlarin ~ (tek  ¢enekli) en  son
smiflandirilmasinda ise Allium ve yakin akrabalari Alliaceae familyasinda yer
almiglardir (Brewster 1990).

Sarimsak, uzun yillardan beri insan beslenmesinde ve saghiginda 6nemli bir yere
sahiptir. Keskin tadi nedeniyle yemeklere aroma verici ana baharatlardan (Ade-
Ademilua ve ark. 2009) biri olarak kullanilmasinin yani sira antibakteriyel ve antiseptik
ozelliklerinden dolay1 bulasic1 hastaliklarin tedavisinde ve inme ve aterosklerozu
onlemede geleneksel ila¢ olarak ¢ok eski tarihlerden bu yana kullanildigi bilinmektedir
(Bandara ve ark. 1999). Ayrica hiperkolestromik etki ile kandaki kolesterol seviyesini
diisirmede (Rahman ve ark. 2006), mikrobiyal ve fungal hastaliklarin yani sira diger
birgcok hastaligin kontrol ve tedavisinde de tibbi 6nemi bulunmaktadir (Ade-Ademilua
ve ark. 2009).

Birlesmis Milletler Tarim ve Gida Orgiitii (FAO, Food and Agriculture Organization of
the United Nations) sitesinden alinan 10 yillik (2004-2014 yillarina ait toplam iiretim)
verilere gore Diinya sarimsak dretiminin %90,5’i Asya, %3,8’i Avrupa, %3,2’si
Amerika ve %2,6’s1 Afrika kitasinda gerceklesmektedir. En ¢ok {iretim yapan bes tilke
Cin (159 699 800 ton), Hindistan (8 990 570 ton), Kore Cumhuriyeti (3 462 395 ton),
Rusya Federasyonu (2 371 883 ton) ve Misir (2 367 879 ton)’dir. En ¢ok verim alan 3
tilke ise Misir (2 456 951 Hg/Ha), Urdiin (2 366 146 Hg/Ha) ve Ozbekistan (2 342 075
Hg/Ha)’dir (Anonim 2014).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2015 verilerine gére Tiirkiye illerinin, kuru sarimsak
ekim alanlan siralamasinda 24 000 dekar alan ile birinci sirada Kastamonu, 12 357
dekar alan ile ikinci sirada Kahramanmaras, 9 325 dekar alan ile ti¢lincii sirada Aksaray,

8 992 dekar alan ile dordiincii sirada Balikesir yer almaktadir. {llere gore kuru sarimsak



tretim miktarina bakilacak olunursa, 23 328 ton ile birinci sirada Kastamonu, 12 324
ton ile ikinci sirada Kahramanmaras, 11 007 ton ile {igiincii sirada Gaziantep ve 6 545
ton ile dordiincii sirada Aksaray yer almaktadir (Anonim 2015). Bu verilere gore 2015
yilinda Tirkiye’deki kuru sarimsak iretiminin %24,59’u Kastamonu’da, %12,99’u
Kahramanmaras’ta, 211,601 Gaziantep’te ve %6,90°1 Aksaray’da
gerceklestirilmektedir. Balikesir dekar alan olarak dordiincii sirada yer almasina karsin
5 600 ton Uretim ve %5,90’lik Uretim payi ile besinci sirada yer alabilmistir (Anonim
2015).

Yayilis merkezi Orta Asya olarak bilinen sarimsak, birgok farkli genotipe sahiptir. Bu
genotipler giceklenme durumlarina goére birbirlerinden ayrilmaktadir. Bazi genotipler
nadiren veya hi¢ ¢igeklenme gostermezken, bir kisim genotipin dizenli giceklenme
Ozelligine sahip oldugu gozlemlenmekte, diger bir kismi ise nadiren ¢igeklenmektedir.
Sarimsak ¢icek renkleri genelde pembe ve mor tonlarina sahiptir (Simon ve Jenderek
2003). Diger Allium tiirlerinden farkli olarak sarimsakta ¢igek gelisimi sirasinda ¢igekler
arasinda kiigiik disler gelismektedir. Cigek taslaklarinin farklilagmasiyla olusan bu
vejetatif digler, cicek gelisimi i¢in gerekli olan besin maddesinin tiiketimine ortak
olarak, gelisimlerini engellemektedir. Bu durumun sarimsagin kisir olmasinin

nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir (Ipek 2011).

Vejetatif yayilim gosteren bir bitki olan sarimsak, kisir (steril) olmasindan dolayi
yetistiriciligi de disleri ile yapilmaktadir (Bandara ve ark. 1999). Sarimsagin bitki
gelisimi dongiisiine bakilacak olunursa soganin yasam dongiisiine benzemekte, ancak
tohum {iretimi evresi bir¢cok sarimsak genotipinde ger¢eklesmemektedir. Temel olarak
sarimsak gelisim basamaklar1 vejetatif biiyiime, dis olusumu, dis dormansisi, disteki
dormansinin kirilmasi, dis stirmesi ve ¢igeklenme asamalarin1 kapsamaktadir (Brewster

1997, Ade-Ademilua ve ark. 2009, Youssef 2013).

Sarimsakta dis ve bas olusumu, dinlenme halindeki (dormant) dislerin ekim &ncesinde
maruz kaldigi giin 15181, sicaklik ve depolama siiresinden etkilenir. Dis olusumu i¢in
genellikle, diisiik baslangi¢ sicakligini takiben uzun giinler gereklidir (Bandara ve ark.

1999, Atashi ve ark. 2011, Youssef 2013). Baslarda siirgiin gelisiminin saglanmasi ve



verimi artirmak i¢in diisik sicaklikta depolama veya soguk donemde dikim
yapilmaktadir (Ade-Ademilua ve ark. 2009).

Sarimmsakta yiiksek verim, bitkinin farkli gelisim asamalarinda maruz kaldig: sicaklik,
151k, nem, sulama zamani veya yagis miktari, toprak bilesenleri ve dikim zamani gibi
uygun zirai uygulamalar1 ve g¢evre kosullarina baglidir (Ade-Ademilua ve ark. 2009,
Youssef 2013, Diriba-Shiferaw ve ark. 2013). Bir¢ok calismada, diisiik sicaklikta
depolanan Orneklerden gelisen bitkilerde basta yiiksek oranda dis sayisi, bilylimede

artig, erken olgunlagma, bas ¢ap1 ve veriminde artis gézlemlenmistir (Youssef 2013).

Sarimsak disleri hasat sonrasi dormant olarak 3-4 hafta kalir. Bu dormansi hasattan
dikime kadar kademeli olarak azalir (Rahman ve ark. 2003, 2006). Zorunlu dormansi
durumundaki bir sarimsak basinda, i¢inde bulundugu ¢evre kosullar1 optimum diizeyde
olsa bile gelisim gozlenmez. Sarimsakta dormansinin varligi, Allium cinsi bitkilerin
olumsuz cevre kosullart altinda yasamlarin1 devam ettirebilmek icin gelistirdikleri bir
adaptasyon seklidir (Brewster 2008). Bu durum sayesinde sarimsak uzun slreler
boyunca depolanabilmektedir (Rahman ve ark. 2003). Dormansinin kontroli, gelisim
inhibitorii absisik asit (ABA) ve gelisim regiilatorii giberallik asit (GA3) arasindaki
denge ile saglanir (Rahman ve ark. 2003, 2006). Yapilan ¢alismalarda sogan baslarinda
dormant bitkilere goére dormant olmayan bitkilerde giberellik asitin daha ylksek
diizeyde oldugu tespit edilmistir (Rahman ve ark. 2003, 2006).

Diisiik sicaklikta depolamanin, sarimsakta dormansinin  kirilmasin1  destekledigi
bildirilmektedir (Youssef 2013). Dikim 6ncesi depolanan ¢rneklerde, dikim sonrasinda
disten filiz ¢ikis1 daha yiiksek oranda ger¢eklesmektedir. Yaklasik 7,5°C’de depolanan
ornekler 0°C ve 20°C’deki 6rneklere oranla daha hizli filizlenmektedir. Ayrica dikim
oncesi depolama, filizlenme sonrasi biiyiime hizi ve yaprak morfolojisi tizerinde de
etkilidir. Diisiik sicaklikta depolanan 6rneklerin 0°C ve 20°C’de depolanan orneklere
oranla daha hizli gelistikleri, daha genis yaprakli ve kalin sapli olduklar1 yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (Brewster 1997). Bu verilere karsin sarimsakta

dormansinin mekanizmasi tam olarak ¢oziilmemistir. Dormant bir basta bu bekleme



stirecinin tamamlanmasi i¢in gergeklesen molekiiler ve fizyolojik olaylarin belirlenmesi

yapilacak molekdler diizeydeki ¢aligsmalarla ortaya konulabilir.

Gen ifadesi, hiicredeki genetik bilginin mRNA ve daha sonra proteine doniiserek hiicre
icerisinde islevsel hale gelme sirecidir. Hiicre ve dokularda donemsel olarak ve degisen
cevresel kosullar ile birlikte farkli genlerin ifadesi olugsmakta veya ifade miktarlar
degismektedir. Genel olarak hiicre ve dokularda patolojik veya fizyolojik bir etkinin
cevabmin incelenmesi icin mRNA ifade caligmalar1 yapilmaktadir. mRNA ifade
analizinde kullanilan temel teknikler; Nothernblot, mikroarray ve rt-PCR (Revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu)’dir. Nothernblot tekniginde mMRNA’larin bir
membrana transferi sonrasi, radyoaktif problarin hibridizasyonu yapilarak incelenmesi
sonucu MRNA ifadesi tespit edilmektedir. Mikroarray tekniginde ise bir organizmanin
genomunda yer alan biitlin genlerin es zamanli olarak kantitatif ifade analizlerinin
yapilabilmesini saglamaktadir. rt-PCR tekniginde ise toplam RNA’dan revers
transkriptaz enzimi ile PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) gerceklestirilerek cDNA
(komplementer Deoksiribo Nukleik Asit) sentezlenir. Daha sonrasinda gene ozgii
primerler yardimiyla gen ifadesi semi-kantitatif veya kantitatif olarak analiz edilebilir
(Yiizbasioglu 2008).

Semi-kantitatif analizlerde sadece hicre ve dokularda patolojik ve ya fizyolojik etki
sonras1 bir genin ifadesinin varligi, farkli 6rneklerle de kiyaslanarak incelenmektedir.
Kantitatif analizler de ise incelenen gen veya hedef dizinin kopya sayisinin da
belirlemesi amaglanir. Bu amagla Ger¢ek Zamanli PCR (real time, RT-PCR) cihazlari
kullanilmaktadir (Yiizbasioglu 2008). Kantitatif RT-PCR yonteminde hicre ve
dokularda farkli sekilde ifade olan hedef gen mRNA’simmin ifade dlzeyi, bitkinin
gelisme siiresince veya farkli ¢evresel kosullarda ifade diizeyi degismeyen veya ¢ok az
degisen housekeeping genlerinin ifade dizeyleri ile normalizasyonu sonucu belirlenir
(Yiizbasioglu 2008).

B1 vitamini olarakta bilinen tiamin kukdrt iceren renksiz bir maddedir ve kimyasal
formlli C12H17CIN4OS seklindedir. Tiaminin yapist tiazol ve pirimidin halkasal

bilesiklerden olugmaktadir (Nosaka 2006). Tiaminin tiyazol ve pirimidin kisimlari iki



bagimsiz biyosentez yolundan sentezlenir (Settembre ve ark. 2003). Tiyazol kismu1 (4-
metil-5-(2-hidroksietil) tiyazol monofosfat (HET-P)) HET-P sentez enzimiyle glisin,
sistein ve NAD" yollarindan sentezlenmektedir. Pirimidin (hidroksimetil-pirimidin
monofosfat (HMP-P)) kism1 ise HMP-P sentez (THIC geninin protein Grlnd) enzimiyle
5-aminoimidazol (AIR) yolundan sentezlenir. iki domainli Tiamin monofosfat
pirofosforilaz (TMP-PPase)/ HMP-P kinaz enzimi bu iki bilesigi birlestirir ve
tiaminmonofosfat (TMP) ag¢iga cikar. Sonra TMP defosforilize edilerek serbest tiamin
sentezlenir ve tiamin pirofosfokinaz (TPK) enzimi serbest tiamini tiaminpirofosfat
(TPP) formuna donistiiriir (Rapala-Kozik ve ark. 2008).

Tiaminin fosfat tirevlerinden olan tiamin difosfat (TDP) diger adiyla tiamin pirofosfat
(TPP) karbohidratlarin ve amino asitlerin katalizi, asetil-CoA sentezi, trikarboksilik asit
dongusu, pentoz fosfat yolu/ Calvin dongiisii, anaerobik etanolik fermantasyon, dalli-
zincirli amino asit biyosentezi, isoprenoid biyosentezi ve bitki pigment biyosentezi gibi
biiylik metabolik yolaklarda gorev alan enzimlerde kofaktor olarak gorev almaktadir
(Rapala-Kozik ve ark. 2008, Tunc-Ozdemir ve ark. 2009). Bakteriler, mayalar ve
yiiksek yapili bitkiler basit evrensel Onciilerden TDP’1 sentezleyebilmelerine karsin,
hayvanlar dis kaynaklardan aldiklar1 tiamini kullanarak TDP’a doniistiirdiikten sonra

gerekli metabolik yollarda kullanabilmektedirler (Rapala-Kozik ve ark. 2008).

Son yillarda tiaminin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi bitkilerde savunma
gorevi yaptig1 konusunda bazi bulgular elde edilmistir. Tiaminin bu rolii TDP (Tiamin
Difosfat)’in kofaktor olarak gorev aldigi enzimlerin aktivitelerinin stres kosullarinda

artmasiyla gerceklesmektedir (Rapala-Kozik ve ark. 2008).

Daha 6nce tamamlanan TUBITAK-TOVAG 1050551 nolu proje kapsaminda farkli
sarimsak genotiplerine ait baslarin diisiik sicaklikta (4°C) Ug ay slreyle depolanmasi
sonucunda farkli sekilde ifade olan bir gen belirlenmistir. Farkli ifade olan bu genin
niikleotid dizisinin NCBI gen bankasindaki BLAST analizlerinde tiamin biyosentezinde
gorev alan THIC (ADP-ribosepyrophosphohydrolase/ catalytic/ iron-sulfur cluster

binding protein) geni oldugu belirlenmistir.



Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin amaci sarimsak baslarinda diisiik sicaklik ve oda
sicakligr kosullarinda depolama siiresince tiamin biyosentezinde gorev alan THIC

geninin ifade diizeyindeki degisimin Gergek Zamanli PCR analizleri ile belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sarmmsakta Dinlenme Fizyolojisi

Arguello ve ark. (1990) sarimsakta dormansi mekanizmasini ¢ozebilmek igin bilylime
diizenleyicilerin dormant haldeki baslarda etkilerini inceleyen bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Sitokininlerin disteki dormansi periyodu boyunca farklilagsma
streclerinde aktif oldugunu belirlemislerdir. Gibberellik asitin (GA) ise karbonhidrat
metabolizmasinin  aktiflestirilmesinde rol almasi nedeniyle dormansinin son
asamalarinda 6nemli bir etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Sarimsak baslarinda
dormansinin bitis asamasinda oksin aktivitesinin onemli derecede yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. Bitkisel hormon uygulamalarinin biiylime siirecindeki farklilagsmaya

katkisinin oldugunu vurgulamislardir.

Bandara ve ark. (1999) {i¢ tane sarimsak ¢esidinde dikim Oncesi optimum soguk
uygulama siresini arastirmiglardir. Calismada 0, 30, 45, 60 veya 75 gun sireyle 4 °C
soguk uygulamasi yapilan sarimsak baglari sera ve agik araziye dikilmistir. TUm
cesitlerde soguk uygulamasi sonrasi baglarda dis gelisiminde ve verimde artislar
gozlenmistir. Bu artis genel olarak agik alanda yetistirilenlerde 30 gunde, serada
yetistirilenlerde ise 45 giinde ortaya ¢ikmaistir.

Rahman ve ark. (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada sarimsak baslara dikim Oncesi
degisik sicaklik dereceleri uygulamasinin ekzotik ve yerel ¢esitlerde siirgiin gelisimi ve
bliylime davraniglarina etkilerini arastirmisladir. Baglar1 agirliklarina goére ayirarak
dikim oncesi 14 giin boyunca bes ayri sicaklikta uygulamalarini gergeklestirmislerdir.
Ekzotik ¢esitlerde dikimden sonra siirglin gelisimi gorilmezken. Yerel gesitlerde ise
diistik sicaklik uygulamasinda (%40) yiksek-diisiik sicaklik uygulamasina (%8,89) gore
daha yiiksek oranda surgln gelisimi goriilmiistiir. Cikan sonuglara dayanarak sarimsak
baslarina yapilan degisik sicaklik uygulamalarinin dormansinin kirilmasinda ve sirgin

gelisimini hizlandirmada potansiyel etkisinin oldugunu vurgulamislardir.



Volk ve Rotindo (2004) yapmis olduklar1 g¢alismada, hasattan sonra sarimsak
baslarininin -3, 0 veya 5°C’de yaklasik 6 ay muhafazasi sonrasinda ilkbahar dikiminde
bitki gelisimleri incelenmistir. En iyi sonu¢ -3°C’de depolanmis olan baglardan elde
edilmistir. Sifir derecede depolanan baglarda ise yan dis olusumu goriilmiis ve bas

sikilig1 azalmigtir.

Rahman ve ark. (2006) sarimsakta dormasi sorununun giderilmesine yonelik yaptiklari
calismalarinda, yerel ve egzotik sarimsak c¢esitlerinde GAj3’in dis siirmesi ve erken
donem gelisimi Uzerine etkilerini arastirmiglardir. Yerel ¢esitte dis filizlenmesi, bitki
basina yaprak sayisi, bitki boyu, bitki basina kok sayisi, kok uzunlugu ve normal gelisen
bitki yuzdesine GA3’in etkisi daha fazla olmustur. GA3’in 250ppm konsantrasyonunda
en yuksek sirgiin gelisimi orant (%31,67) gozlenirken, 500ppm’de ise en diisiik slrgin
gelisimi  orant  (%10,00) gozlemlenmistir. Ekzotik ¢esitte ise siirgiin  gelisimi
gbzlemlenememistir. Elde etmis olduklar1 bulgular sonucuda, GA3’in yerel ¢esitlerde
dormansiyi kirmada ve surgiin olusumunu hizlandirmada potansiyeli oldugunu

belirtmislerdir.

Ade-Ademilua ve ark. (2009) gergeklestirmis olduklar1 c¢alismada agik arazi ve
golgelendirilmis arazide, soguk uyguladiklar1 ve uygulamadiklar1 sarimsak baslarinda
biiyiime ve verim degerlendirmesi yapmuglardir. Soguk uygulamadiklar1 6rnekler
g6lgede daha fazla gelisim gosterirken, soguk uyguladiklari 6rnekler agik alanda daha
fazla gelisim gostermislerdir. Isiklanma kosullarina bakilmaksizin soguk uygulanan

baslarin veriminin daha iyi oldugunu belirtmislerdir.

Atashi ve ark. (2011) yapmis olduklari g¢alismada, diisiik sicaklikta depolanan
sarimsakta hasattan siirmeye kadar olusan fiyolojik degisimleri arastirmigladir. On bes
ve 30 giin 4°C’de depolanan Orneklerin klorofil, karatenoid, karbohidratlar miktarlari ve
amilaz ve invertaz aktiviteleri incelenmistir. Otuz gun depolama sonunda klorofil (a, b
ve ab), karotenoid, glikoz miktarlar1 ve amilaz ve invertaz enzim aktivetelerinde artis
go6zlenirken, siikroz ve nisasta igeriginin istatistiki olarak diistiigli gdzlemlenmistir. En

iyi stirme 30 giin 4°C’de depolanma sonucunda olmustur.



Youssef (2013) gergeklestirmis oldugu ¢alismada, iki ayri1 sarimsak genotipi (Klonl7 ve
Egasedl) kullanarak, dikimden 15, 21 ve 30 giin 6ncesinde, oda sicakligi (27°C) ve
diisiik sicaklik (10°C, 15°C)’ta depoladig1r ornekleri karsilastirmistir. 10°C (30giin)
depolanan her iki genotipte dis siirgiin uzunlugu ve dis siirgiin ylzdesinin en yiksek
oldugu tespit edilmistir. Arazi ¢alismasinda en iyi ¢ikis yiizdesini “klon 17 15°C’de 30
gunde vermistir. Cesitler arasinda depolama sicakligi ve siiresine gore Onemli
farkliliklar oldugu gozlemlenmistir. Orneklerde en yiiksek yas verim, kuru verim,
ortalama bas agirligi, bas ¢ap1 (cm), ve bastaki dis sayisi, Egasedl genotipinde 15°C’de
15 glinde, Klon17 genotipinde ise 10°C’de 21 giinde elde etmistir. Arastirmacilar diisiik
sicakligin ¢ikis ylzdesi, verim, bas agirhigi, bas capr ve dis agirligini artirdigini

vurgulamiglardir.

Diriba-Shiferaw ve ark. (2013) gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada, kuru ve yagish
olmak tizere iki ayr1 ddnemde, sarimsak baslarinda hasat oncesi giibre uygulamasinin ve
toprak tipinin, hasat sonras1 kalite ve depolanabilinirlik Uzerine etkilerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda glbreleme, toprak tipi ve depolama mevsiminin,
depolanabilinirlik ve kalite yoniinden onemli ¢esitlilige yol ac¢tigi g6zlemlenmistir.
Yiiksek miktarda giibre uygulamasi baslarda depolanabilirliligi ve verimi gelistirmistir.
Kontrol grubu ve az miktarda giibre uygulanan baslarda ise agirlik ve ¢ap biiyiikligiinde

kayip gozlemlenmistir.

2.2. B1 Vitamininin Stresle iliskisi

Ahn ve ark. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada tiaminin besin degerine ilave olarak
bitkilerde sistematiksel edinilen dayanikliligi (SAR) tetikledigini gostermeyi
amaglamiglardir. Tiamin uygulanan celtik, Arabidopsis ve sebze tirlerinde fungal,
bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi direng olustugunu belirlemislerdir. Tiamin
uygulamasi sonucu patojen-iligkili (PR) genlerin ifadesinin gecici olarak arttigini
belirlenmiglerdir. Buna ek olarak protein kinaz C aktivitesininde arttigini tespit
etmiglerdir. 15 giinliik tiamin uygulamasi sonucunda hastalik direnci ve savunma ile

ilgili genlerin ifadesinin sistemik olarak bitkinin her tarafinda arttigi belirlenmistir.



+2

Arastirmacilar tiaminin tetiklemis oldugu SAR genlerinin salisilik asit ve Ca “ ilgili

sinyal yollartyla ilgili oldugunu belirtmektedirler.

Rapala-Kozik ve ark. (2008) musir bitkisinde gergeklestirmis olduklari ¢aligmada tiamin
biyosentezi ve aktivitesinin abiyotik stres kosullar1 (kuraklik, yiksek tuz ve oksidatif
stres) ile iligkisini ortaya koymuslardir. Stres kosullar1 altinda ABA ve antioksidan
enzimler olan katalaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz miktarinda artis tespit
edilmigstir. Tiim stres kosullari altinda misir fidesinin yapraklarinda toplam tiamin
miktarinda artis tespit etmislerdir. Bu artista serbest tiamin, TMP ve TDP’in bagil
dagilimini da tespit etmislerdir. Tiamin sentez enzimlerinden olan TMP sentetaz enzimi
abiyotik stres kosullar1 altinda olumsuz yanit verirken, TDP sentetaz, tiamin
pirofosfatkinaz ve TDP/TMP fosfataz sayisinda artis tespit edilmistir. Tuz ve oksidatif
stres kosullar1 altinda ise TDP-bagimli bir enzim olan transkatalaz enzim aktivitesinin
arttigini belirlemislerdir. Boylelikle arastiricilar tiamin metabolizmasinin gevresel stres

kosullarindaki roliinii saptamislardir.

Tunc-Ozdemir ve ark. (2009)’nin gergeklestirmis olduklar1 ¢aligmada Arabidopsis
bitkisine abiyotik stres kosullar1 uygulayarak tiamin ve TPP miktarlarim
incelemislerdir. Tiamin biyosentezinde gorev alan enzimlerin ifade seviyelerini arttigin
belirlemislerdir. Arabidopsisin normal olmayan (mutant) bitkilerine disaridan tiamin
ilavesi  sonrast uygulamis olduklar1  oksidatif strese tOleransin  arttigini
gozlemlemislerdir. Reaktif oksijen tlrlerine duyarli mutant bitkide tiamin
uygulamasinin oksidatif strese toleransi artirmanin yaninda reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimini de azalttigin1 belirlemislerdir. Salisilik asit sinyalini baslatma eksikligi olan
mutant bitkilerde tiaminin sagladigi oksidatif korumanin salisilik asit sinyali ve ya

birikimi olmaksizin gerceklesebilecegini bulmuslardir.

Goyer ve ark. (2011) farkli ¢evresel kosullarda yetigsmis olan 54 patates ¢esidinde hasat
sonras1 yumrulardaki tiamin igerigini belirlemislerdir. On ii¢ ¢esidin taze agirliklarinda
>685ng/g, dort cesitte ise >800ng/g konsantrasyonda tiamin igerigi belirlenmistir.
Olgunlagma sonrasi1 hasat edilen orneklerde erken donemde hasat edilen Orneklere

oranla tiamin iceriginin daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Bazi genotiplerde
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sogukta depolama siiresince tiamin konsantrasyonunun ¢ok az arttigini tespit
etmislerdir. Sonu¢ olarak patatesin tiamin kaynagi olarak insan beslenmesinde 6nemli

bir yeri oldugunu agiklamislardir.

Rapala-Kozik ve ark. (2012) tuz ve osmatik stres uyguladiklar1 Arabidopsis fidelerinde
TDP biyosentezi ile ilgili THI1, THIC, TH1 ve TPK genlerinin ifadelerini
incelemigslerdir. Strese yanit olarak genellikle 2-6 saatlik bir stirede genlerin
transkripsiyon seviyelerinin arttigini tespit etmislerdir. Ayrica bu genlerin artisina
paralel olarak tiamin ve difosfat ester iceriginin de arttigini, TDP’1 kofaktOr olarak
kullanan enzimler olan o-ketoglutarat dehidrogenaz, piruvat dehidrogenaz ve
transkatalaz enzimlerinin gen ifadelerinin de arttigin1  belirlemiglerdir. Bitki
hormonlarindan salisilik, jasmonik asit ve ABA uygulamalar1 sonucu, sadece absisik
asitin énemli derecede tiamin biyosentez genlerine, TDP seviyesine ve tiamin difosfat-

bagimli enzimleri kodlayan genlerin ifadesine etki ettigini belirlemislerdir.

2.3. Gercek Zamanh PCR

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time PCR), PCR dongiisiinii saglayan
wsitict cihazlara (thermocycler) hassas 6lgiim cihazlarinin adapte edilmesiyle olusmus
bir sistemdir (Sanlidilek 2009). PCR reaksiyonu sonucu olusan ¢ift sarmalin arasina
boya veya floresan prob veya primerin eklenmesi sonucu olusan 1s1ma cihaz tarafindan
algilanmaktadir (Richard 2004). Gerg¢ek zamanli PCR’da kullanilan prob sistemleri ve
boyalardan en ¢ok kullanilanlar1 TagMan problari, Molecular Beacons problari, hidroliz
problari, hibridizasyon problar1 ve SYBR Green I boyasidir (Bulakbasi-Balc1 2009).

SYBR Green | metodu ¢ift zincirli DNA’ya non-spesifik olarak baglandiginda floresan
151k yayan bir boyadan olugmaktadir. PCR sonucu olusan DNA miktar1 arttikga daha
fazla boya baglanarak daha yiiksek bir 1s1ma miktar1 saglamaktadir (Sanlhidilek 2009,
Bulakbasi-Balc1 2009, Ozmen 2011). Ger¢ek zamanli PCR’da olusacak hatalarin
kontrolii i¢in normallestirme yapilmasi gerekmektedir. Normallestirme i¢in farkhi
teknikler bulunmaktadir (Huggett 2005). Bunlar; benzer doku hacmi ve ya agirligin

kullanilmast deneysel hatayr azaltmanin ilk asamasi olarak goriilmektedir. Ancak
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orneklem biiylikliigline gore normallestirme yapilmasi basit gériinmesine karsin farkl
Orneklerden esit miktarda 6rnek alinsa dahi hiicresel materyal igerigi esit olmayabilir.
Benzer 6rnekleme biiyiikliigiini saglamak tek basina yeterli olmamaktadir ve yaniltici
olabilir (Huggett 2005). RNA Olglimiine gore normallestirme yapmak ters
transkripsiyon 6ncesi RNA degerlendirilmesiyle gergeklesmektedir. RNA kalitesi iyi
degilse dl¢iim etkilenebilir. RNA oOlgiimlerinde toplam RNA miktar1 tespit edilmekte,
ancak caligmalar protein kodlayict mRNA’lar ile gergeklestirildigi igin aralarinda belirli

bir oran varligi gozetilerek islemler gergeklestirilmektedir (Huggett 2005).

Referans gen kullanilarak normallestirme RT-PCR’da hata kontroliinde basit ve populer
bir yontemdir. En yaygin kullanilan referans genler B-aktin, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH), hipoksantin-guanin fosforibosil transferaz (HPRT) ve 18S
ribozamal RNA genleridir (Huggett 2005).

RT-PCR’da calisilan genin ifade diizeyinin rakamsal olarak belirlenmesi isteniyorsa Q-
RT-PCR (Quantitative RT-PCR) analizi uygulanmaktadir. Iki ayr1 kantifikasyon
yontemi bulunmaktadir. Mutlak (absolute) kantifikasyon yonteminde 0Onceden
olusturulmus kalibrasyon egrisinden faydalanarak alinan sinyallerin kopya sayisi
hesaplanarak sonuca ulasilmaktadir. Goreceli (relative) kantifikasyonda ise RNA ifade
diizeyi sabit ifadelendigi bilinen (house-keeping) genlerin ifade diizeyine gore oraninin
Olctlmesiyle belirlenir. Goreceli kantifikasyonu son basamagi ise normallestirmedir
(Bulakbasi-Balc1 2009).

Liu ve ark. (2015) farkli sarimsak genotiplerine, farkli organ ve gelisim evrelerinde,
abiyotik stres ve farkli uygulamalar gergeklestirerek, sarimsakta Q-RT-PCR igin en
uygun referans genlerini belirlemeye ¢alismislardir. Sekiz aday referans gen arasindan,
a-tubulin (TUA), gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), politbikitin (UBQ),
siklofilin (CYP) ve aktin (ACT) genlerinin sarimsakta Q-RT-PCR c¢alismalarinda

kullanilmak i¢in en uygun referans genler oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma 2014 - 2016 yillarinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji Laboratuvarinda yiiriitilmiistir. Bu tez ¢alismasi yiriitilmekte olan
"Sarimsakta Diigiik Sicaklik Kosullarinda Tiamin Biyosentezinde Gorev Alan THIC
Genin ifade Diizeyi, Tiamin ve Baz1 Biyokimyasal Bilesiklerin Iceriklerinde Olusan
Degisimlerin Belirlenmesi" baslikli ve TUBITAK-TOVAG - 1130228 numarali

projenin bir parcasidir.

3.1. Bitki Materyali

Yapilan ¢alismada materyal olarak iilkemizde olduk¢a 6nemli sarimsak genotiplerinden
olan Kastamonu sarimsagi ve PI515971 kodlu (Pulman (Washington, ABD) sehrindeki
Bati Bolgesel Bitki Gen Bankast (WRPIS-Western Regional Plant Introduction
Station)’ndan saglanan) sarimsak genotipi kullanildi. Materyalin Uludag Universitesi
Ziraat Fakiltesi arazisinde yetistiriciligi yapildi. 2014 Temmuz aymda hasadi
gergeklestirilen genotiplerden Agustos ayinin son haftasinda analizler i¢in 6rneklemeler
yapildi. Genotip baslarinin bir kismi sogukta (4°C) diger bir kismi oda sicakliginda
(21°C) muhafaza edildi ve 4, 8 ve 12 hafta muhafaza sonunda baslardan tekrar
ornekleme gerceklestirildi. Ornekler daha sonraki asamalarin gerceklestirilecegi siireye

kadar -85°C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin -85°C’de muhafaza edilen 6rnekler hizli bir sekilde sivi azot
icerisinde havanda ezildi. RNA izolasyonunda RNeasy®Plant Mini Kit kullanildi
(QIAGEN). Kit igerisinde gelen Quick-Start Protocol’de yer alan adimlar takip edilerek
toplam RNA izolasyonu gerceklestirildi. Izolasyonu tamamlanan ornekler 1,5ml’lik

ependorf tupler igerisinde -85°C’lik dondurucuda saklandi.
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RNA izolasyonunda kullanilan protokoliin asamalar1 su sekildedir:
1. Bitki materyali maksimum 100 mg olacak sekilde s1v1 azot igerisinde 6giitiildii.
2. lyice dgiitiilmiis 6rnek, icerisinde 450 pl RLT Tamponu bulunan 2 mlI’lik RNaz-
free, mikrosantirflij tiiplerine sivi azotla sogutulmus spatula yardimiyla dikkatlice
aktarildi ve vortekslenerek homojen hale getirildi.
3. Lizat 2 mI’lik toplama kab1 i¢indeki QIAshredded doniis kolonuna (lila) aktarilda.
2dk tam hizda (16,000 x g) santriftij edildi. Olusan siipernatant yeni mikrosantrifij
tupe istenmeyen hiicre artiklar pellette kalacak sekilde aktarildu.
4. Hacimce 0,5 etanol (%96-100) eklenerek lizatin temizlenmesi saglandi ve pipetle
hemen karigtirildi.
5. Cozelti ile 6rnek 2 ml’lik toplama kabi i¢indeki RNeasy mini doniis kolonuna
(pembe) transfer edildi ve 15 s > 8,000 x g ( > 10,000 rpm)’de santrif(ij edildi.
Kolondan ayrilan sivi kisim atildu.
6. RNeasy mini doniis kolonuna 700 pul RW1 tampon eklendi ve 15 s > 8,000 x g’de
santrifdj edildi. Kolondan ayrilan sivi kisim atild1.
7. RNeasy mini doniis kolonuna 500 pl RPE tampon eklendi ve 15 s > 8,000 x g’de
santrifij edildi. Kolondan ayrilan sivi kisim atild1.
8. RNeasy mini doniis kolonuna 500 pl RPE tampon eklendi ve 2 dk > 8,000 x g’de
santriftj edildi.
9. RNeasy mini doniis kolonu yeni 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi. Membranin
kurumasi i¢in 1dk tam hizda santrifij edildi.
10. RNeasy mini doniis kolonu yeni 1,5 ml toplama tiipiine yerlestirildi. 30-50 pl
RNaz - free su dogrudan doniis kolonunun membranina eklendi ve RNA’nin

ayrilmasi i¢in 1 dk > 8,000 x g’de santriftj edildi.
3.3. cDNA Sentezi
Elde edilmis toplam RNA’lardan cDNA sentezi QIAGEN QuantiTect® Reverse

Transcription Kiti igerisinde gelen Quick-Start Protocol’de yer alan adimlar takip

edilerek gerceklestirildi.
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cDNA sentezinde kullanilan protokoliin asamalari su sekildedir:
1. RNA’larin bulundugu tiipler buz igerisinde tutularak RNA’larin ¢Ozinmesi
saglandi. gDNA Wipeout Karisimi, Quantiscript® Revers Transkriptaz, Quantiscript
RT Tamponu, RT Primer Karisimi, ve RNase-free su oda sicakliginda (15-25°C)
¢cOzduruldu. Her cozelti tlpl ters diz edilerek karigtirildi. Sivi tiipiin dibine
toplanmasi i¢in kisa sureli santirflij edildi ve daha sonrasinda buz igine yerlestirildi.
2. Genomik DNA uzaklastirma reaksiyonu igin 2 pl gDNAWipeout Karigimi drnek
sayist kadar plate kuyucuguna konuldu. Protokol 10 pg dan 1 pg’a kadar RNA
kullanimina uygun oldugu icin gerekli konsantrasyon hesaplamalar1 yapildiktan
sonra uygun miktardaki RNA icerisinde 2 pul gDNA Wipeout Karisimi bulunan
kuyucuklara ilave edildi. Daha sonra bu agama igin gerekli olana son miktar olan 14
pl’den kuyucuga ilave edilen gDNA Wipeout Karisimi ve RNA miktari ¢ikartilarak
hesaplanmis olan RNaz-free su miktari ilave edildi.
3. Plate 3 dk 42°C’de inkiibe edildi, daha sonra hemen buz igerisine konuldu.
4. Ornek sayisina uygun olarak hesaplanan reverse-transcription ana karisimi buz
icerisinde bulunan tip icerisine hazirlandi. Bu karistmda her bir drnek igin 1pl
Quantiscript® Revers Transkriptaz, 4 pl Quantiscript RT Tamponu ve 1 pl RT
Primer karisimi kullanildi.
5. Hazirlanan reverse-transcription ana karisimi adim 3 de hazirlanmis olan kalip
RNA’y1 (14pl) igeren kuyucuklara 7°ser pl eklendi (son hacim 20 pl). Karistirildi ve
daha sonra buzun igine yerlestirildi.
6. Tek iplikcikli ¢cDNA’nin sentezi igin 15dk, 42°C’de inkiibe edildi. Bu
inklibasyona 3dk 95°C’de inkiibasyon eklenerek Quantiscript Reverse
Transkriptaz’in aktivasyonu durduruldu.
7. Reverse-transcription reaksiyonlarin1 buza yerlestirildi ve dogrudan real-time

PCR analizi ile devam edildi.
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3.4. Primer Tasarimi

THIC geninin Gergek Zamanli PCR analizleri igin primerler daha énceki TUBITAK-
TOVAG 1050551 numarali proje kapsaminda belirlenen sarimsak THIC geni
dizilerinden Primer3 programi kullamilarak dizayn edilmistir. Internal kontrol i¢in NCBI
gen bankasinda bulunan sarimsak actin geni (gi|56159166|gb|AY821677.1) dizilerinden

primerler gelistirilmistir. Pimerler Metabion firmasinda sentezlenmistir.

3.5. Gercek Zamanh PCR

Gergek zamanli PCR reaksiyonu referans olarak aktin geni, analiz icin de THIC geninin
primerleri (Cizelge 3.1.) kullanilarak gerceklestirildi. Analiz icin “RocheLightCycler®
480 SYBR Green Master I” kiti kullanildi. Her primer kombinasyonu i¢in ayri olarak
hazirlanan SYBRgreen karisimi her bir érnek igin; 5 pl su, 1ul primer F (forward, ileri),
1ul primer R (reverse, geri), 10 pul SYBRgreen enzim karisimi kullanilarak hazirlandi,
iyice pipetlendikten sonra igerisinde 3pl cDNA bulunan her bir kuyucuga 17 pl
karisgtmdan dagitildi (Aktin ve THIC gen primerleri icin iki ayn tlipte hazirlanan RT
PCR reaksiyon karigimi, gerceklestirilen reaksiyon sayisindan %10 fazlasi1 hesaplanarak

hazirlanmstir).
LightCycler 480 II’ye 06zel platelere aktin ve THIC genin bulundugu iki ayri
SYBRgreen karigiminin ayri dagitilabilmesi ig¢in her bir cDNA 0Ornegi iki paralel olarak

kuyucuklara dagitilda.

Cizelge 3.1. Real-time PCR’da kullanilan THIC ve aktin primerleri

Gen Dizisi (5°-37)
THIC F-5’- ACAAAGAAGTGCTGTGCCAAGAGC-3’
R-5’- GGTGCAATGAGGCACCTTTCTACA-3’
Aktin F- 5’-TGTGAGCAACTGGGATGACATGGA-3’
R-5’- AGAGGTGCCTCAGTGAGAAGAACA-3’
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Reaksiyon hazirliklar1 bittikten sonra plate cihaza yerlestirildi ve Cizelge 3.2°de

belirtilen program ayarlanarak analizler gergeklestirildii. Ayarlanan program ¢alisirken

“relative quantification” programi se¢ildi. Program tamamlandiktan sonra cihazda

analiz bolimiinde tanimli analizlerden gerekli analizler gerceklestirildi.

Cizelge 3.2. LightCycler 480 Il cihazinda uygulanan kosullar.

AYARLAR

Algilama bi¢imi Blok Tipi Reaksiyon hacmi

SYRB Green 96 20 pl

PROGRAMLAR

Program ismi Dongu Analiz Modu

Oncii-Inkiibasyon 1 Hig Biri

Amplifikasyon 45 Miktar

Erime Egrileri 1 Erime Egrileri

Sogutma 1 Hic Biri

ISI HEDEFLERI

Hedef (°C) Veri Alimi Nufuz YUkselme Veri Alimi
(sa:dk:sn) Oram (°C/s) (her °C)

Oncii-inkiibasyon

95 Hic Biri 00:05:00 4.4 -

Amplifikasyon

95 Hic Biri 00:00:10 4.4 -

59 Hic Biri 00:00:10 2.2 -

72 Tek 00:00:15 4.4 -

Erime Egrileri

95 Hic Biri 00:01:00 4.4 -

60 Hic Biri 00:01:00 2.2 -

97 Surekli - - 5-10

Sogutma

40 Hic Biri 00:00:30 2.2 -

17



3.6. Kantitatif RT-PCR Sonug¢larimmin Analizi

LightCycler 480 Il cihazinda analizleri gergeklestirebilmek igin Oncelikle her bir
kuyucukta bulunan 6rnekler ve hangi primer kombinasyonunu i¢erdigi tanimlandi. Daha
sonra analiz bolimunden “Advenced Relative Quantification” segenegi segilerek
tanimlatilmis olan 6rnek ve primer yerleri verilerini kullanmasi ve yiiksek duyarlilikta
(Hight Sensitivity), birebir (one to one) karsilastirma yapilmasi ayarlandi. Hesaplama
butonuna basildiktan sonra her bir 6rnegin CT degerleri (threshold cycle, esik dongii

degeri) ve ACT metoduna gore hesaplanmis normallestirme degerleri goriintiilendi.

LightCycler 480 II cihazinin kullandigi ACT metodu formiilii;

-[Ct(ref - (Ct (hed
2 [C(referans) - (Ct (he ef)]:G('jreceIi ifade dlzeyi

3.7. istatistiksel Analiz

Yapilan analiz sonucu elde edilen normallestirme degerleri SPSS 23.0 programina

yuklendi ve ortalamalar arasindaki fark %5 6nem seviyesinde belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gercek Zamanh PCR

Gergek zamanli PCR analizinde zamana karst floresan 151 yogunlugunda olusan

degisimi gosteren egriler Sekil 4.1.ve Sekil 4.2.’de verilmektedir.

Sekil 4.1.’de PI515971 sarimsak genotipinin 4°C’de depolanan orneklerinden “a” ile
belirtilen lacivert renkli egri 12 hafta depolanan 6rnegin ve “b” harfi ile belirtilen mavi
renkli egri ise baslangi¢ haftasindaki 6rnegin THIC genine ait ifade egrisidir. Sekilde 12
haftalik 6rnege ait egrinin erken yiikselmesi Ct degerinin daha diisiik oldugunu, buna zit
olarak da ifade diizeyinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Sar1 renkli egri O.
hafta, bordo renkli egri 12 hafta drneklerinin aktin genine ait reaksiyonlarda olusan

egriyi gostermektedir.

Fluorescence History

Al [

W ORE 0195 0248 0240 13 193 L4 040 09)% 05 1031
Time (homm:ss]

Sekil 4.1. PI515971 sarimsak genotipi 4°C drnegine ait RT-PCR veri goruntisu. (a: 12.
hafta; b: 0. hafta).

Sekil 4.2.°de ise ayn1 genotipin 21°C’de depolanan 6rneklerinden “a” harfi (pembe) ile
12 hafta, “b” harfi (sar1) ile 0 hafta depolanan 6Ornegin THIC genine ait egrisi
gosterilmistir. Harf ile belirtilmemis birbiriyle ¢akisik yiikselen yesil ve mavi egriler ise

referans geninin 0. ve 12. haftalardaki ifade miktarlarini temsil etmektedir.
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Fluorescence History

5l —  — \\

-

MB WD 019% 04 124 1% 00 0417 040 05400 L3k 31
Time: [:mm:ss]

Sekil 4.2. PI515971 sarimsak genotipi 21°C 6rnegine ait RT-PCR veri gorintlsu. (a:
12. hafta; b: 0. hafta)

Aym doneme ait U¢ tekerrirli ¢alisilmasimna ragmen, Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’deki
verilerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in temsili olarak 0. hafta ve 12. hafta 6rneklerinde
THIC geni primeri ve aktin geni primerleri ile gergeklestirilmis reaksiyonlardan birer

tane secilerek sekillerde yer verilmistir.

4.2. Morfolojik inceleme

Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotiplerinde THIC geninin goreceli gen ifade
duzeylerini belirlemek icin o6rneklemelerin gerceklestirildigi donemlerde sarimsak
diglerinde gergeklesen morfolojik degisimi gozlemlemek i¢in disler soyulmus ve dis
ortasinda gelisen siirgiinler de ¢ikartilarak fotograflanmistir. Kastamonu ve PIS15971
sarimsak genotiplerinin 4°C ve 21°C sicaklik depolamalar igin 0., 4., 8. ve 12.

haftalardaki dis ve dis ortasindaki siirgiin uzunluklari, Sekil 4.3.”de gosterilmektedir.

Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotiplerinin dig ortasindaki siirgiiniin biiytime hiz1
depolama siirelerine gore birbirlerinden farkli bulunmustur. Her iki genotiptede surgiin
uzunlugu baslangigta birbirine yakin iken depolama sicakligi uygulamasi suresince

P1515971 genotipinde siirgiin bilyiime hiz1 daha fazla olmustur. iki genotip arasinda
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sirgiin  blylime hizindaki farkhlik PI1515971 genotipinin erkenci, Kastamonu

genotipinin ise geg¢i bir sarimsak genotipi olmasindan kaynaklanmis olabilir.
Siirglin bilylime hiz1 genotiplerde sicakliga bagli olarak da farkli olmustur. Her iki

genotipte de siirglin biiyiime hiz1 21°C depolamada 4°C depolamaya gore daha fazla
olmustur (Sekil 4.3.).
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Kastamonu PI515971

12. hafta
21°C

Sekil 4.3. Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotiplerinde 4°C ve 21°C’de 0., 4., 8. ve
12. haftalardaki dis ve dis i¢indeki siirglin uzunlugundaki degisimler.
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4.3. istatistiki Veriler

Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotiplerinde depolama sicakligi ve siirelere gore
THIC geni goreceli gen ifade diizeyinin istatistiksel analiz sonucglar1 Cizelge 4.1.,

Cizelge 4.2, Cizelge 4.3. ve Sekil 4.4.”de verilmistir.

PI515971 genotipinde depolama sicakligi ve siireye gore THIC geni goreceli ifade
diizeyi 6nemli derecede degismistir. En yiiksek goreceli gen ifade diizeyi 4°C’de
gerceklesmesine karsin 21°C Orneklerinde de baslangica goére anlamli bir artis
gerceklestigi belirlendi (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.4.). Bu genotipte 4°C’de depolanan
orneklerde (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.4.) 4 hafta depolanma sonucu THIC geninin goreceli
ifade diizeyi 13,48 olarak belirlendi. Goreceli gen ifade diizeyindeki baslangica gore
(1,60) yaklasik 8 katlik bu degisim istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Sekiz
hafta depolanan orneklerin goéreceli ifade dizeyi (14,79) ise baslangica (1,60) gore
yaklagik 9 kat yiksek, ancak 4 hafta depolanan (13,48) 6rneklere gore istatistiksel
olarak aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bu durumda bu genetipte 4°C’de
depolanan ornekler icin 4 ile 8 hafta depolamanin 6rneklerdeki THIC geninin goreceli
ifade diizeyinde bir farklilik yaratmadigi soylenebilir. On iki haftalik depolanan
orneklerde ise goreceli THIC gen ifade diizeyinin baslangi¢ 6rneklerine gore yaklasik
25 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu sonug hem PIS15971 genotipinde farkli
depolama sicakligindaki Orneklerde belirlenmis olan goéreceli THIC geni ifade
duzeylerine gore, hem de diger genotip olan Kastamonu genotipinde farkli sicaklik ve
stirelerde depolanan drneklerdeki goreceli THIC geni ifade diizeyine goére belirlenmis en
yiksek (40,54) ifade dizeyidir.

P1515971 genotipinin 21°C’de depolanan Orneklerinin goreceli THIC geni ifade
diizeylerine bakildiginda (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.4.), 4 hafta depolanan 6rneklerin
ifadesinde (4,02), baslangica (1,60) gore yaklasitk 2,5 kat artis bulunmaktadir.
Aralarindaki bu fark istatistiksel olarak da anlamli bir farktir. Ancak daha sonraki
depolama siireleri olan 8 ve 12 haftalik orneklerin goreceli THIC geni ifade dizeyi
baglangica gore yiiksek olmasina karsin 4 haftalik 6rneklerden istatistiksel olarak farkli

bulunmamastir.
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Kastamonu genotipi 4°C oOrneklerinin goreceli THIC geni ifade diizeylerine bakilacak
olunursa (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.4.), baslangi¢ haftasinda 0,78 diizeyinde iken 4 hafta
depolanan orneklerde yaklagik 7 kat bir artigla 5,82’ye yikselmistir. Daha sonraki
depolama streleri olan 8 haftada bu diizey 12,91’e yiikselerek baslangica gore yaklasik
16 kat, 12 haftada ise 19,61°c yiikselerek baslangica gore yaklasik 25 kat arttigi
belirlendi. Bu genotipin 4°C 6rnekleri i¢in depolama siiresine goreceli THIC geni ifade

diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Her iki genotipin 4°C sicaklikta depolanan orneklerindeki goreceli THIC geni ifade
dizeyleri karsilagtirilacak olunursa, Kastamonu sarimsaginda depolama siiresi arttik¢a
goreceli THIC geni ifade diizeyi artmis olsa da bu artig PIS15971 sarimsak genotipi
orneklerine gore diisiik kalmistir (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.4.). iki genotipin 21°C
orneklerinin goreceli THIC geni ifade diizeylerine bakildiginda ise PI515971 genotipi
orneklerinde baslangica gore 4 hafta depolama siiresi sonrasi artis olduktan sonra
goreceli ifade diizeyi sabit olarak kalmasina karsin, Kastamonu genotipi 6rneklerinde
depolama sturelerine gore istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir (Cizelge 4.1.
ve Sekil 4.4.).
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Cizelge 4.1. Kastamonu ve PI5S15971 sarimsak genotiplerinde depolama sicakligi ve
stirelere gore THIC geni goreceli gen ifade dlzeyi

Genotip Depolama Depolama siiresi THIC geni goreceli
Sicakhigr (°C) ifade duzeyi
0 hafta 1,60+0,058
4 hafta 13,48+1,85
4 8 hafta 14,79+1,14
12 hafta 40,54+0,73
P1515971 0 hafta 1,60+0,058
4 hafta 4,02+0,64
21 8 hafta 3,7240,93
12 hafta 3,88+0,68
0 hafta 0,78+0,70
4 hafta 5,82+0,60
4 8 hafta 12,91+2,80
12 hafta 19,61+4,66
Kastamonu 0 hafta 0,78+0,70
4 hafta 0,36+0,08
21 8 hafta 0,56+0,00
12 hafta 0,55+0,01
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Sekil 4.4. Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotiplerinde depolama sicakligi ve
strelere gore THIC geni goreceli gen ifade diizeyi. B; Baslangig.

P1515971 sarimsak genotipinde goOreceli THIC geni ifade dizeyinin sicakliga gore
karsilagtirmasina bakildiginda (Cizelge 4.2.), 4°C’de depolanan o&rneklerde (21,58)
21°C’de depolanan orneklere (3,88) gore daha yiiksek seviyede ifade oldugu, ancak
baslangica (1,60) gore her iki sicakliktaki goreceli ifade diizeylerinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu genotipin sicakliklara bakilmaksizin depolama siiresinin goreceli
THIC geni ifade diizeyi iizerine etkisine bakildiginda baslangica gore 4. Hafta
orneklerinde ifade diizeyi (8,15) anlamli olarak artmasma karsin 8. haftadaki ifade
dizeyinin (8,75) 4. haftaya gore farkli olmadigi belirlenmistir. 12 hafta depolanan
orneklerde (18,54) ise en ylksek seviyede goreceli THIC geni ifade dlizeyi tespit
edilmistir. Cizelge 4.2.°de yer alan verilere gore P1515971 genotipinde goreceli THIC
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geni ifade diizeyinde depolama siiresi ve depolama sicaklig1 arasindaki interaksiyon %1

O6nem seviyesinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.2. PI515971 sarimsak genotipinin THIC geni ifade dizeyinin depolama
sicaklig1 ve stirelere gore karsilagtirmali analizleri ve interaksiyonlari

Degiskenler THIC goreceli ifade duzeyi

Depolama sicakhgi (°C)
Baslangic 1,60c
4 21,58a
21 3,88b

Depolama suresi

0 hafta 1,60c
4 hafta 8,15b
8 hafta 8,75b
12 hafta 18,54a

ANOVA

Donem x Depolama Sicakligi *

Ayni stitun ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda en az %5
onem seviyesinde farklilik vardir.

** 00l seviyesinde 6nemli.

Kastamonu sarimsak genotipinde goreceli THIC geni ifade diizeyinin sicakliklara gore
karsilastirmali  analizine bakildiginda (Cizelge 4.3.), 4°C’de depolanan (12,78)
orneklerin baglangi¢ (0,78) orneklerine gore ifade diizeyleri daha yiliksek bulunmustur.
Aralarindaki bu fark istatistiksel olarak da anlamlidir. Ancak 21°C’de depolanan
orneklerin goreceli THIC geni ifade dizeylerinde (0,49), baslangica gore istatistiksel
olarak Onemli bir fark bulunmamustir. Depolama siirecindeki sicakliklar dikkate
alinmaksizin bu genotipteki goreceli THIC geni ifade duzeylerinin baslangic
orneklerinde 0,78 ve 4. haftada 3,64°dir. Aralarindaki ifade diizeyi farkinin istatiksel
olarak anlamli bir fark olusturmadigi belirlenmistir. Sekiz (7,97) ve 12 hafta (11,98)
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depolanan orneklerde ise kendi aralarinda istatistiki fark bulunmazken, baslangic ve 4
haftalik 6rneklere gore goreceli THIC geni ifade diizeylerinin istatistiki olarak anlamli
diizeyde arttig1 belirlenmistir. Cizelge 4.3.’de yer alan verilere gdre Kastamonu
genotipinde goreceli THIC geni ifade duzeyinde depolama siiresi ve depolama sicakligi

arasindaki interaksiyon %1 6dnem seviyesinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.3. Kastamonu sarimsak genotipinin THIC gen ifade diizeyinin depolama
sicakligi ve siirelere gore karsilastirmali analizleri ve interaksiyonlari

Degiskenler THIC geni goreceli ifade dizeyi
Depolama sicakhgi (°C)
Baslangig 0,78b
4 12,78a
21 0,49b
Depolama suresi
0 hafta 0,78b
4 hafta 3,64b
8 hafta 7,97a
12 hafta 11,98a
ANOVA
Donem x Depolama Sicakligi *x

Ayni stitun ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda en az %5
onem seviyesinde farklilik vardir.

** 0ol seviyesinde 6nemli.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiamin (Bl vitamini) bakteri, maya ve yiiksek yapili bitkiler tarafindan Onciil
maddelerden de nova olarak sentezlenebilmektedir. Hayvanlar ise tiamini ekzojen
kaynaklardan besin yoluyla almalar1 gerekmektedir. Tiaminin aktif formu olan tiamin
difosfat (TDP; tiamin pirofosfat, TPP)’a doniisiimii tim canlilar tarafindan
yapilabilinmektedir (Rapala-Kozik ve ark. 2008). Yapilan arastirmalarda tiamin
eksikliginde insanlarda Wilson’s hastaligi, beriberi, Wernicke-Korsakoff sendromu
(WKS), Alzaymir ve alkolik-ketoasidoza rastlanildigi belirlenmistir (Goyer ve Haynes
2011, Anonim 2016).

Bu yiiksek lisans tez calismasinda 4°C ve 21°C’de 0, 4, 8 ve 12 hafta depolanmis
Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotiplerinde RT-PCR ile goreceli ifade dizeyini
incelemis oldugumuz THIC geni, tiamin biyosentezinde Pirimidin halkasinin

olusumunda gorev alan HMP-P kinaz enzimini kodlamaktadir.

Gergeklestirilen analizler sonucu THIC geninin goreceli ifade dizeyinde en yiksek
sonuglar PI5S15971 genotipinin 4°C’de 12 hafta siire depolanan Orneklerinde
gozlemlenmistir (bkz Sekil 4.4., Cizelge 4.1.). Bu ifade duzeyini takip eden en yiiksek
ifade diizeyine ise Kastamonu genotipinin 4°C’de 12 hafta boyunca depolanan

orneklerinde rastlanmaktadir.

PI515971 genotipinin 4°C’de depolanan 6rneklerine bakildiginda 0. haftaya gore 4.
hafta 6rneklerinin goreceli ifade diizeyleri anlamli olarak artmus, 8. hafta 6rneklerinde
ise 0. haftaya gore anlamli artig olmasma karsin, 4. hafta Orneklerine gore artis
olmamigtir. On ikinci hafta 6rneklerinde ise hem baslangi¢ hem de diger iki doneme
gore ifade dizeyinde biiyiik bir artis tespit edilmistir. 21°C’de depolanan 6érneklerine
bakildiginda ise baglangica gore 4. hafta 6rneklerinde sadece anlamli bir artis olmasina
karsin daha sonraki depolama siireleri olan 8 ve 12 haftalik donemlerdeki ifade

duizeylerinin 4. hafta 6rneklerine yakin oldugu belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.1.).
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Kastamonu genotipinin THIC geni goreceli ifade diizeylerine bakildiginda ise 4°C’de
depolanan o6rneklerde 0. haftaya gore 4, 8 ve 12 hafta depolanan 6rneklerde ifade
diizeyleri anlaml artislar gostermistir. 21°C’de depolanan drneklerde ise 0, 4, 8 ve 12
hafta depolanan 6rneklerinde olusan ifade diizeyleri birbirine ¢ok yakin olmakla birlikte
her iki genotipte olusan tiim ifade diizeyleri dikkate alindiginda en diisiik ifade

duzeylerinin bu 6rneklerde gergeklestigi belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.1., Sekil 4.4.).

Calismis oldugumuz iki genotipte depolama siirelerinin ve depolama sicakliklarinin
istatistiksel olarak %21 6nem seviyesinde THIC geninin ifade diizeyi artisinda etkili
olduklar1 belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.2., Cizelge 4.3.).

TDP’in asetil-CoA sentezi, trikarboksilik asit dongulsu, pentoz fosfat yolu/ Calvin
dongiisii, anaerobik etanolik fermantasyon, dalli-zincirli amino asit biyosentezi,
isoprenoid biyosentezi, karbonhidrat katabolizmasi ve bitki pigment biyosentezi gibi
biiylik metabolik yolaklarda gorev alan enzimlerde kofaktor olarak goérev almasi
(Rapala-Kozik 2008, Tunc-Ozdemir 2009), hasat sonrasi dormansi halinde olan
sarimsak baglarinda tekrardan gelisim saglanabilmesi agisindan THIC geninin ifade
diizeyinin depolama siiresince kademeli (bkz. Cizelge 4.2., Cizelge 4.3.) bir sekilde
degistigini ve dislerde siirgiin gelisimini tetikledigi (bkz. Sekil 4.3.) diisiiniilmektedir.
Nitekim daha 6nce tamamlanan TUBITAK-TOVAG-1050551 nolu proje kapsaminda
yapilan ¢alismada oda sicakligi ve diisiik sicaklik depolamasi sonrasi dikilen diglerden
gelisen bitkilerin gelismeleri incelendiginde diisiik sicaklikta depolanan dislerde siirgiin
gelisiminin daha hizli oldugu ve bu bitkiler topraktan sokiildiigiinde dislerde bulunan
depo besin maddelerinin ise daha hizli tiiketildigi gorilmiistiir. Oda sicakliginda
depolanan dislerden gelisen bitkilerde ise gelisme anormallikleri ve disteki depo besin
maddesinin ise tam olarak kullanilamadigi gériilmiistiir (Ipek ve Utku, 2013). Bu
calismadan elde edilen sonu¢ oda sicakliginda depolama sonunda gelisen sarimsak
bitkilerinde karbonhidrat katabolizmasinin tam olarak ¢alismadigina isaret etmektedir.
Bu durum karbonhidrat katabolizmasinda gérev alan enzimlerin kofaktorii olan tiaminin

oda sicaklig1 depolama siiresince yeterince sentezlenmemesinden kaynaklanmis olabilir.
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Daha Once yapilan baska galismalarda da dikim oOncesi farkli sicaklik ve siirelerde
depolamalar ile sarimsaklarda dikimden sonraki donemdeki gelisimler incelenmistir.
Bandara ve ark. (1999) dikim o6ncesi sarimsaklara farkli siirelerde soguk uygulayarak,
baslarda verimin ve dis olusumunun arttigini belirlemislerdir. Rahman ve ark. (2003)
degisik sicaklik dereceleri ve siireleri uyguladiklar1 sarimsak baslarinda, diisiik sicaklik
uygulanan baslarda siirgiin gelisiminin daha yiiksek oldugunu belirleyerek, dormansinin
kirtlmasi i¢in depolama sicakliginin 6nemli olduguna belirtmislerdir. Yine benzer
sekilde Volk ve Rotindo (2004) farkli sicakliklarda depoladiklari 6rneklerden soguk
uyguladiklar1 baslarin dikim doneminde daha basarili bir sekilde dis olusturdugunu
belirlemislerdir. Atashi ve ark. (2011) 30 giin 4°C’de depoladiklar1 6rnekte Klorofil,
karotenoid, glikoz, amilaz ve invertazda artis gozlemlenirken slkroz ve nisasta
iceriginde diisiis belirledikleri baglarin en iyi filizlenmeyi de gergeklestirdigini
belirlemiglerdir. Bu ¢alismada depo besin maddesi olan sikroz ve nigsanta miktarinin
diisiik sicaklik uygulamasi ile diismesi, diisiik sicaklikta depolamanin sarimsakta dikim
sonrast  karbonhidrat  Kkatabolizmasinin tam olarak ¢alismasimi  sagladigin
gostermektedir. Youssef (2013) farkli sicaklik ve siirelerde depoladigi 6rneklerde diisiik
sicaklik uyguladig1 baslarda daha yiiksek yas verim, kuru verim, ortalama bas agirligi,
bas ¢ap1 (cm) ve basta dis sayis1 belirlemistir.

Tiamin ile ilgili daha 6nce yapilan bir¢ok ¢alisma 6nemli yolaklarda kofaktor olarak
gorev aldig icin stres kosullarinda bitkiye sagladigi yararlar yoniinde olmustur. Ahn ve
ark. (2005) celtik, Arabidopsis ve sebze tirlerinde fungal, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara karsi tiamin uygulanan orneklerin direng gelistirdigini ve bunu patojen-
iligkili genlerin ifadesini gecici olarak artirarak yaptigini belirlemislerdir. Rapala-Kozik
ve ark. (2008) musir bitkisine abiyotik stres uygulamalari sonucu toplam tiamin
miktarinda ve tiamin sentezinde gorev alan bazi enzim miktarlarinda da artis
belirlemislerdir. Tunc-Ozdemir ve ark.(2009) Arabidopsis bitkisinde tiamin uygulamasi
sonras1 oksidatif strese toleransin arttigini belirlemislerdir. Rapala-Kozik (2012) tuz ve
oksidatif stres uyguladiklar1 Arabidopsis fidelerinde tiamin difosfat biyosentezi ile ilgili
THI1, THIC, THI ve TPK genlerinin ifadelerinin arttifini, ayrica tiamin difosfati

kofaktor olarak kullanan bazi enzimlerin gen ifadelerinin arttigini belirlemislerdir.

31



Bu yiksek lisans tez galismasinda, diger ¢alismalardan farkli olarak hasat sonrasi
dormansinin kirilmasi siirecinde iki ayr1 sarimsak genotipinde iki ayri sicaklikta, farkl
stirelerde depolama uygulamasinin gelisim 6zellikleri, kalitesi, verimliligi vb. incelemek
haricinde bu siirede gen ifadesinde gerceklesen degisim incelendi. Ayrica tiaminin
biyotik ve abiyotik stres kosullarindaki mekanizmasini ¢6zebilmek adina gerek miktar
calismalar1 gerekse gen ifadesi ¢aligsmalar1 bagka bitki turlerinde yapilmasina karsin,

sarimsakta tiaminin gen ifadesi ile ilgili bir ¢alisma yiiriitiilmemistir.

Sonug olarak, THIC geni ifade diizeyinin her iki genotipte de 4°C’de depolamada
onemli diizeyde arttig1 belirlendi. Bu da sarimsakta dormansinin kirtlmasinda 6énemli bir
rolii olan diisiik sicakligin bitkilerde 6nemli metabolik sureglerde ko-faktor olarak gorev
yapan tiaminin sentezinde de 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu ¢alisma ile tiamin
biyosentezinde gorev alan bir enzimi kodlayan THIC geninin ifade dizeyinin
incelenmesi yapilarak sarimsakta dormansinin kirilmasi siirecinde gen ifade duzeyi ilk
kez belirlenmistir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular sarimsakta dormansi ve

vernalizasyon mekanizmasinin aydinlatilmasina katkida bulunabilir.
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