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OZET
Yiksek Lisans Tezi

SARIMSAKTA DUSUK SICAKLIKTA FARKLI [FADE OLAN
PROTEIN PROFILLERININ BELIRLENMESI

Aybiike IL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Meryem [PEK

Sarimsagin insan sagligi agisindan Onemi giderek artmasindan dolay:r iiretimi ve
tiiketimi son yillarda 6nemli seviyede artmistir. Vegetatif yollarla {iretimi yapilan bu
bitki tiirii icin dis dormansisi biiyilk Onem tasimaktadir. Bu yiiksek lisans tez
calismasinin amaci, sarimsak dislerinde diisiik sicaklik ve oda sicakligi kosullarinda
farkli depolama siirelerinde farkli ifade olan protein profillerinin SDS-PAGE analizi
yontemiyle belirlenmesidir. Tez c¢alismasinda Kastamonu ve PI515971 sarimsak
genotipleri 4°C ve 21°C depolama sicakliginda 0 (kontrol grubu), 4, 8 ve 12 hafta siire
ile depolanmugtir.

SDS-PAGE analizi sonuglarina gore PI515971 genotipinde 4°C’de yaklasik 13, 17, 19,
20, 22, 28, 30, 33, 38 ve 44 kDa agirliginda ve 21°C’de ise yaklasik 13, 22, 28, 30, 33,
38 kDa agirhiginda olan proteinlerin farkli ifade oldugu belirlenmistir. Kastamonu
genotipinde 4°C diisiik sicaklikta yaklagik 13, 22, 30, 38, 45 ve 64 kDa agirliginda
proteinlerin depolama sicakligina ve depolama siirelerine gore ifade diizeylerinde
farkliliklar belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglara gore sarimsakta dormansinin
kirilmasinda ©6nemli rolii olan dusiik sicakligin protein profillerini etkiledigi
belirlenmistir. Ayrica denemede toplam ¢oziinebilir protein (TCP) icerigindeki
degisimler de belirlenmistir. TCP icerigi 4°C’de depolamada her iki genotipte de
istatiksel olarak onemli diizeyde artarken 21°C’de depolamada PI515971°de artmus,
Kastamonu genotipinde ise degismemistir.

Sonug olarak diisiik sicaklik ve oda sicakligi kosullarinda, farkli depolama siirelerinde
farkli ifade olan proteinler belirlenmistir. Bu proteinlerin daha sonra yapilacak
calismalarla  karakterize  edilmesi, sarimsakta dormansi ve vernalizasyon
mekanizmasinin aydinlatilmasina katkida bulunabilir.

Anahtar sozciikler: Allium sativum L., Protein profili, SDS-PAGE, Toplam ¢6ziinebilir
protein
2019, vii + 39 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED PROTEIN
PROFILES AT LOW TEMPERATURE IN GARLIC

Aybiike IL

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

Supervisor: Prof. Dr. Meryem IPEK

Production and consumption of garlic have been increased significantly in recent years
because of the increasing importance of garlic for human health. Dormancy in the clove
of this plant species is very important for vegetative production. The purpose of this
master's thesis study is to determine differentially expressed proteins in garlic cloves
during the storage at low temperature and room temperature conditions by SDS-PAGE
analysis. In the thesis, garlic genotypes, Kastamonu and P1515971 were stored for 4, 8
and 12 weeks at 4°C and 21°C storage temperatures.

According to the results of SDS-PAGE analysis, the proteins that are about 13, 17, 19,
20, 22, 28, 30, 33, 38, and 44 kDa at 4°C and about 13, 22, 28, 30, 33 and 38 kDa at
21°C were found to be differentially expressed in PI515971 genotype. In the Kastamonu
genotype, expression levels of 13, 22, 30, 38, 45 and 64 kDa proteins were different
during the different storage periods at 4°C. According to our results, low temperature
has an important role in breaking dormancy in garlic and it also affects protein profiles.
In addition, changes in total soluble protein (TCP) content were determined in the
experiment. The TCP content increased significantly in both genotypes at 4°C in storage
and increased in PI515971 at 21°C, but not in the Kastamonu genotype.

As a result, under low temperature and room temperature conditions, differentially
expressed proteins have been identified at different storage periods. Characterization of
these proteins by subsequent studies could contribute to the elucidation of the dormancy
and vernalization mechanism in garlic.

Key words: Allium sativum L., Protein profile, SDS-PAGE, Total soluble protein
2019, vii + 39 page
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1. GIRIS

Sarimsagm (Allium sativum L.) anavatani Orta Asya olarak bilinmekle birlikte ikinci
anavatant Anadolu’dur. Tiirkiye, sarimsagin anavatani arasinda yer aldigindan dolayi
genotip olarak zengin bir iilkedir (Etoh ve Simon 2002). Insan saglhig1 ve beslenmeside ¢ok

onemli bir yeri olan bu bitki iliman iklimden subtropikal iklime kadar genis bir alanda

yetistirilir (Fritsch ve Friesen 2002).

Sarimsak (Allium sativum L.) ve Allium cinsinin i¢inde yer alan diger tiirler dncelikle
Liliaceae familyasinda yer almis olup daha sonra yapilan siniflandirmada Alliaceae
familyasinda yer almiglardir (Brewster 1990). Sarimsagin botanik siniflandirmasi agagidaki

gibidir.

Sinif: Liliopsida
Altsmuf: Liliidae

Ust takim: Liliianae
Takim: Amaryllidales
Familya: Alliaceae
Altfamilya: Allioideae
Cins: Allium

Tur: Allium sativum L.

Sarimsagin insan sagligi agisindan Oneminin giderek artmasindan dolayi iiretimi ve
tiikketimi son yillarda énemli seviyede artmistir. Birlesmis Milletler Tarim ve Gida Orgiitii
(FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations) sitesinden alinan 2016
yilt verilerine gore Diinya sarimsak tiretimi 26 573 001 tondur. Diinya sarimsak iiretiminde
Asya 24 383 745 ton ile %91,8, Avrupa 825 187 ton ile %3,10, Amerika 703 955 ton ile
%2,6, Afrika 658 236 ton ile %2.5’luk paya sahiptir. En ¢ok sarimsak iiretimi yapan ilk 5
tilke ise sirasiyla Cin (21 263 237 ton), Hindistan (1 400 000), Giiney Kore Cumhuriyeti
(275 549 ton), Misir (280 216 ton) ve Rusya Federasyonu’dur (262 211 ton) (FAO 2016).
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2017 verilerine gére Tiirkiye illerinin, kuru sarimsak

ekim alanlar1 siralamasinda 1. sirada Kastamonu (24 530 da), 2. sirada Kahramanmarag (12



855 da), 3. sirada Aksaray (10 830 da), 4. sirada Gaziantep (10 745 da) ve 5. sirada
Balikesir (8 990 da) yer almaktadir. Toplam Tiirkiye sarimsak iiretimi 121 805 tondur. iller
bazinda kuru sarimsak iiretim miktarlarina gore siralama yaptigimizda ise 25 968 ton
tiretimle Kastamonu ilk sirada gelmekte ve bu ili sirasiyla 20 656 ton ile Gaziantep, 13 683
ton ile Kahramanmarag, 9 705 ton ile Aksaray, 4 231 ton ile Balikesir illeri takip etmektedir
(TUIK 2017). Ulkemizde genellikle Kastamonu sarimsagi, Balikesir sarimsagi, Kara

sarmmsak, Ispanyol sarimsag ve Italyan sarimsag yetistirilmektedir (Kiitevin ve ark. 1987).

Sarimsak tliketimi taze, kurutulmus sarimsak, sarimsak tozu, sarimsak suyu, sarimsak
piiresi ve sarimsak yagi seklinde gerceklesmektedir (Akan 2014). Allium cinsinden olan
sarimsak ve sogan (Allium cepa L.) tibbi hammadde olarak da kullanilmaktadirlar.
Iceriklerindeki flavonoidlerden dolay: antioksidan miktarlar1 yiiksektir. Sogan ve sarimsak
tiirleri, kanser, kalp hastaliklari, obezite, diyabet, hipertansiyon, katarakt gibi giiniimiiziin
onemli hastaliklarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilmaktadirlar (Yinla ve ark.

2016).

Yiiz g sarimsak igerdigi kimyasal bilesikler agisindan ¢ok zengindir. Yiiz g taze sarimsakta
140 kcal enerji, 63,8 g su, 28,2 g karbonhidrat, 5,3 g protein, 0,2 g yag ve 1,1 g seliiloz
bulunmaktadir. Yapisinda 200 den fazla kimyasal bilesik igeren sarimsakta kiikiirt igeren
ucucu yaglar (allisin, alliin, ajoene), enzimler (alinaz, peroksidaz, mirasinaz),
karbonhidatlar (sakaroz, glikoz), mineraller, aminoasitler, A, B1, B2, Niasin ve C vitamini
basta gelmektedir. Sarimsagin kendine has kokusu ve tadi allisin, siilfit gibi kiikiirtlii ve
eterli yaglardan kaynaklanmaktadir (Baytop 1999, Kiitevin ve ark. 1987). Ulkemizdeki
sarimsak ¢esitlerinin alliin, allisin ve ugucu yag orani yaklasik olarak %0,4’ diir (Baytop
1999, Anonim 1995).

Sarimsak 25-100 ¢cm boylanabilen, yesilimsi beyaz veya mor gigekli, sacak kok, govde,
yaprak, dis ve ¢icek kisimlarindan olusan bir bitkidir (Ayaz ve ark. 2007). Sarimsak
genotipleri ¢igeklenen ve ¢igeklenmeyen genotipler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Cigek
renkleri pembe ve mor tonlarindadir (Simon ve Jenderek 2003). Erkek fertil sarimsak

genotiplerinde mor anterler 6énemli bir morfolojik markirdir (Etoh ve Simon 2002). Fertil



cigeklerin polenlerinin %50 ‘den fazlasi canli oldugu gibi sar1 renkli antere sahip ¢igekler
ise polen olusturmazlar (Hong ve Etoh 1996). Her bitkide oldugu gibi sarimsakta da tohum
tiretiminde ¢igek en dnemli organdir. Erkek fertil sarimsak genotipinde tohum tutumundaki
olumsuzluklar incelendiginde, cigceklenmenin baslamasin1 engelleyen genetik yap1 ve
cevresel kosullar, polen veya ovul dliimlerine neden olan kromozomal anormallikler ve
patojenler gibi faktorler dikkat gekmektedir (Etoh ve Simon 2002). Allium tiirlerinden farkli
olarak sarimsakta c¢icekler arasinda kiigiik disler meydana gelmektedir. Vegetatif disler
cicek taslaklarmin farklilagsmasiyla meydana gelmekte ve cigcek gelisimini engelleyerek
besin maddelerine ortak olmaktadir. Vegetatif disler sarimsagin kisir olmasinin sebepleri

arasinda sayilmaktadir (Ipek 2011).

Sarimsagimn diploid genomu 2n = 16 kromozomlu ve 2C genom biiyiikliigii yaklasik 3 x
10%° baz ¢ifti (30 milyar baz ¢ifti)’dir. Genomun biiyiik olmas1 ve tohum iiretememesinden
dolay1 genetik ve molekiiler caligmalar sarimsakta sinirli kalmistir. Sarimsak genomunun
biiyiilk olmasinin nedenleri arasinda protein {iretmeyen DNA dizilimlerindeki ardisik

tekrarlanmalar gosterilmektedir (Ipek ve ark. 2005).

Sarimsak i¢in 6nemli miktarlara sahip iiretim alanlar1 deniz iklim bolgesi, karasal iklim
bolgesi ve gegis bolgeleridir. 15-25°C sicaklik ve %60-80 nem sarimsak yetistiriciligi i¢in
optimum degerlerdir (Vural ve ark. 2000). Sarimsak yetistiriciliginde giin 15181 ve sicaklik
degerleri cok onemli iki faktordiir. Disiik sicaklik ve kisa giin kosullarinda yesil aksam
gelisirken, yiiksek sicaklik ve uzun giin kosullarinda bag gelisimi gergeklesir (Subrata ve
ark. 2010, Mathew ve ark. 2011). Kisa giin kosullarindaki giiglii yesil aksam gelisimi bas
gelisimini ve verimi etkiler (Youssef ve Tony 2014). Sarimsagi diisiikk sicaklikta
depolamanin ya da soguk dénemde dikim yapilmasinin sebepleri fizyolojik gelisim ve bas
gelisimiyle birlikte verimi arttirmaktir (Ade-Ademilua ve ark. 2009).

Kiiltiirii yapilan sarimsak genotipleri kisir oldugundan dolay1 iiretimi dislerle yapilmaktadir
(Bandara ve ark. 1999). Sarimsak disleri hasattan sonra dormansi gostermektedir ve bu
dormansi siiresi ¢evre sartlarina ve genotiplere gore degismektedir. Dormansi 4-6 hafta

stirmekte ve zamanla azalmaktadir (Rahman ve ark. 2003, 2006). Diisiik sicaklikta



depolanan sarimsaklarda dormansinin kirildigi bilinmektedir (Youssef 2013). Soganda
dormansi kontroliinin ABA ve GAs “lin arasindaki iligskiye bagli oldugu belirtilmektedir.
Dormant sogan baglarinda dormant olmayan baslara gére GAs miktarinin daha diisiik

oldugu belirlenmistir (Rahman ve ark. 2003, 2006).

Bitkiler saglikli ve gii¢lii vegetatif ve generatif biiyiime gosterebilmeleri i¢in belli bir siire
diisiik sicakliga ihtiya¢ duyarlar. Disiik sicaklik isteklerini karsilayamamis bitkilerde
saglikli biiylime ve gelisme goriilmedigi gibi verim ve kalite de kayiplar yasanir. Bitkiler
diisiik sicakliga maruz kaldiklarinda cigceklenme tesvik edilir ve bu olaya vernalizasyon
denir (Nadaroglu ve ark. 2016). Bitkilerde yapilan molekiiler ¢alismalarda vernalizasyon ve
soguga adaptasyon arasindaki iliski arastirilmistir. Vernalizasyon ve soguga adaptasyonun
molekiiler mekanizmalar1 farklilik gostermektedir. Vernalizasyon bitkilerin gelisimleri igin
gerekli bir agsama iken soguga adaptasyon ise soguk zararlanmalarini 6nleyen fizyolojik bir
tepkidir. Bu durumda gen faaliyetlerinde olusan farkliliktan dolay: her iki olayda da farkl
genlerin rol oynadigi ortaya c¢ikmaktadir (Chong ve ark. 1994). Soguga adaptasyonda
proteinlerin olugmasi 7. giinde, vernalizasyon da ise proteinlerinin olusmasi 14-21.
giinlerde oldugu bildirilmektedir (Acar 2006). Bitkilerin diisiik sicaklikla dogru orantili
olarak biinyelerindeki ¢6ziinebilir protein miktarmin arttigi ifade edilmektedir. Protein
miktar1 dona dayanikl1 tiir ve cesitlerde daha fazla, dayaniksiz ¢esitlerde ise daha az oldugu
bildirilmektedir (Ertirk ve Gileryliz 2007). Guy (1990), dona dayanikli cesitlerde
¢Oziinebilir proteinlerdeki artisin  disiik  sicaklikla uyarilan enzim artisindan

kaynaklanabilecegini belirtmistir.

Dokulardan genom tarafindan sentezlenen proteinlerin analiz edilmesine, proteomun
tanimlanmasina, yap1 ve fonksiyonlarmin ¢ok detayli olarak incelenmesine proteomik denir
(Kurban ve ark. 2010). Mark Wilkins tarafindan ilk defa 1994 yilinda tanimlanan
proteomik, organizma, doku ve hiicrelerde bulunan proteinlerin genis olgekli analizi ve
tamimlamas1 islemine dayanmaktadir (Ozenoglu ve ark. 2016). Proteomik analizler,
ornekteki proteinlerin analizi ve bu proteinlerin tanimlanmasi islemiyle yiiriitiillmektedir.

Proteinlerin analizi Sekil 1.1’de belirtilen ayirma metodlari ile yapilir. Elde edilen veriler



icin kiitle spektrometresi (MS) yontemi kullanilarak proteinlerin agirliklar1 belirlenir ve

proteinlerin tanimlanmasi iglemi yapilir (Del ve ark. 2005, Graham ve ark. 2005).

Protein Orneginin Hazirlanmasi

(Protein ekstraksiyonu, ¢6ziiniirlestirilmesi, DNA 6rneginin uzaklastirilmasi vd.)

} }

Elektroforeze Dayah Kromatografiye Dayah
Tekniklerin Kullanimi Tekniklerin Kullanimi
(En ¢ok kullanilan: SDS-PAGE, 2-DE ve 2D-DIGE) (En ¢ok kullanilan: 1D-LC ve 2D-LC)

} }

Kiitle Spektrometresi
(MS) (MALDI-TOF MS, SELDI-TOF MS, ESI-TOF MS, vd.)

|

Proteinlerin Tanimlanmasi, Degisikliklerin Belirlenmesi

}

Veri Deposu
Sekil 1.1. Proteomigin genel ¢alisma akis semas1 (Kurban ve Mehmetoglu 2010).

Elektroforez, proteinlerin elektrik akimi igerisinde molekiil agirliklarina, biiytikliiklerine ve
yiiklerine bagli olarak hareket etmesi olarak tanimlanmaktadir. 2-DE ayirma metodu
kompleks proteinlerin ayrilmasinda kullanilan en 6nemli yontemdir. 2-DE yontemiyle
binlerce proteinin tek seferde ayrilmasi saglanir. ik seferde IEF (izoelektrik fokuslama)
elektroforezi ile pH gradientinde yiik bagimli ayirma ve ikinci seferde SDS-PAGE (sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) ile molekiil agirligina gére ayirma metodlar:
uygulanir. Iyi bir boyama yontemi ile orneklerdeki 1 ng’a kadar kiigiik proteinler

belirlenmektedir (Kurban ve ark. 2010).

Transkriptom ve proteom analizleri, kantitatif PCR ile yapilan molekiiler morfofizyolojik
calismalar, fertil ve erkek-steril sarimsak genotiplerinde gametogenezde yer alan genlerin

spesifik olarak tanimlanmasini saglamistir. Fertil ve erkek-kisir ¢i¢eklerde transkriptom



analizi ve global gen ekspresyonu sonucu >16.000 genin farkli ifade oldugu belirlenmistir.
Proteom analizi ve 2D jel protein haritalarinin kantitatif olarak karsilagtiritlmasi sonucu 9’u
sadece erkek-streril genotipte bulunan 36 farkli protein noktasi ortaya ¢ikmistir (Mayer ve
ark. 2015). Ancak sarimsakta hasattan sonra ekime kadar ya da tiiketim i¢in kullanilacaksa
tilketim zamanina kadar baglardaki protein icerigindeki degisimler ve farkli ifade olan
proteinler konusunda ¢ok fazla bir ¢aligma bulunmamaktadir. Sarimsakta 6zellikle diisiik
sicaklikta farkli depolama siirelerinde farkli ifade olan proteinlerin belirlenmesi, sarimsakta

dinlenme ve vernalizasyon mekanizmasinin aydinlatilmasina katkida bulunabilir.

Bu yiiksek lisans tez konusunun amaci sarimsak dislerinde diisiik sicaklik (4°C) ve oda
sicakligi (21°C) kosullarinda farkli depolama siirelerinde (0, 4, 8, 12 hafta) TCP igeriginin
ve farkli ifade olan protein profillerinin SDS-PAGE elektroforez yontemiyle
belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Vernalizasyon Mekanizmasi

Vernalizasyon ve soguklama ihtiyaci birbiriyle karistirilan iki tanimdir. Vernalizasyon
vegetatif devredeki bitkilerin generatif devreye ge¢mesi icin ihtiya¢ duyduklari diistik
sicakliktir. Soguklama istegi ise odunsu bitkilerde tomurcuk dormansisinin kirilmasi i¢in

ihtiya¢ duydugu diisiik sicaklik istegidir (Dogru ve Balkaya 2015).

Lahana, karnabahar, turp, havug, kereviz, sogan, pirasa gibi bazi kislik sebze tiirleri bitki
gelisim doneminde 4 — 10 °C civarinda 4 - 8 hafta gecirmeden ¢i¢eklenemez, meyve ve
tohum olusturamazlar. Bu yiizden bitkiler vernalizasyona ihtiya¢ duyarlar. Lahana c¢esit
islahinda, ¢igeklenme zamaninin kontrolii ve tohum firetimi ig¢in gereken siirenin
kisaltilmas1 6nemlidir. Lahanalarda tohum tretimini dogrudan etkileyen sapa kalkma ve
ciceklenme, birgok faktoriin etkileri sonucunda olugmaktadir. Vernalizasyon ihtiyacinin
karsilanmasi, lahanalarda sapa kalkmayi tesvik eden onemli bir faktordiir (Dogru ve ark.

2015).

Kaymak ve Giiveng (2009), vernalizasyon ve giin uzunlugunun turp (Raphanus sativus
L.)’un ¢igeklenmesi {iizerine etkisini ve llkemizde yaygin yetistiriciligi yapilan cesitler
arasindan vernalizasyon galismalari i¢in alternatif model bir gesit belirlemek amaciyla bir
caligma yiritmislerdir. Arastirma sonunda, kullanilan ¢esitlerden Siyah turpun
ciceklenmesi i¢in giin uzunlugunun etkili olmadigi, vernalizasyon ihtiyacinin zorunlu
oldugu; Antep, Beyaz, Iri Kirmizi, Red Cherry F1 ve Cherry Belle cesitlerinin ise uzun
giine bagli olarak ¢igeklendigi, vernalizasyonun ¢igeklenmeyi hizlandirdigr ve

vernalizasyon ihtiyaglarinin fakiiltatif oldugu tespit edilmistir.

Wu ve ark. (2015), yaptiklar1 g¢alismada dikimden Once sarimsak baslarin1 soguk
uygulamasi i¢in, farkli siirelerde (20, 40, 60 giin), diisiik sicaklikta (5°C, 10°C, 15°C)
bekletmislerdir. Kontrol uygulamasinda baslar 20-22°C° de depolanmistir. Tarla
yetistiriciliginde bitki biiylimesi, siirgiin ve sarimsak verimi agisindan degerlendirme

yapilmistir. Sarimsak bitkilerinde 10°C’de 20-40 giin ve 5°C’de 20 giinliik uygulamalarda



daha yiiksek siirgiin gelisimi gorlilmiistiir. Bununla birlikte isiitme sicakliklarinda artan
periyotlarda sarimsak bas verimi ve bas agirlig1 kontrol grubuna gore giderek azalmistir.
Tiim uygulamalar arasinda en yiiksek verim 5°C’de 20 giin depolama uygulamasinda

alinmustir.

Tohum iretiminde ¢igceklenme Onemli bir faktordiir. Allium tiirlerinde ¢i¢eklenme
fotoperiyod ve sicakliktan etkilenmektedir. Yerel salot c¢esitlerinden Bima Brebes ve
Sumenep ile gerceklestirilmis bir calismada dogal 151k (kontrol), 2 saat karanlik, 4 saat ilave
1sikla aydinlikta sogan fideleri vernalizasyon i¢in oda sicakliginda ve sogukta (10°C) 1 ay
boyunca depolanmistir. Vernalizasyon sonucunda ¢iceklenmede Bima Brebes ¢esidinde %
11,68, Sumenep ¢esidinde ise %2,85 artis saglanmistir. Vernalizasyon ¢i¢eklenmeyi tesvik

ederken fotoperiyot bas olusumunu tesvik etmistir (Kusumadewi ve ark. 2016).

Wu ve ark. (2016), sarimsak da dahil olmak tizere biitiin soganl bitkilerde vernalizasyonun
tamamlanmast i¢in bitkinin yasinin ve disiik sicaklik siiresinin  onemliligini
vurgulamiglardir. Bu c¢alismada vernalizasyon ve bitki yasmin sarimsakta biiylime ve
gelisimi lizerine etkileri arastinlmistir. Cin’de yaygin olarak yetistirilen ¢i¢eklenen
sarimsak genotipi olan G064 kullanilmistir. Ug farkli zamanda hasat edilen sarimsaklar
(A25, A45, A65: 25, 45, 65 giin) biiylime odalarinda 40 giin 4 farkli sicaklik uygulamasina
(T5-0: 5°C / 0°C, T10-5: 10°C / 5°C, T15-10: 15°C / 10°C, T20-15: 20°C / 15°C)
(giindiiz/ gece) maruz birakilmigtir. Sonugta vernalizasyon uygulamasi her yas grubundaki
bitkilerde siirglin oranini belirgin sekilde arttirmistir. En geng bitkiler 10°C / 5°C ‘de en
yiiksek siirgiin oranina (%28.6, %40.1 ve %50.0 sirasiyla A65, A45 ve A25 bitkileri)
sahiptirler.

Lucena ve ark. (2016), sarimsakta vernalizasyon mekanizmasinin arastirilmasi i¢in 4 + 1°C
‘de 0, 10, 20, 30 giin uygulamasi yapmiglardir. Degerlendirmelerinde bas c¢api, pH, titre
edilebilir asitlik, toplam ¢oziinebilir seker, SCKM gibi parametreler yer almistir. Sonugta

10 giinliik vernalizasyon siiresi sarimsaklarda verim ve kaliteyi arttirmistir.



2.2. Sarimsakta Dormansi Mekanizmasi

Soganda dormansinin fizyolojisini inceleyen bir¢ok arastirma yapilmistir fakat sarimsakta
yapilan arastirma sayisi daha azdir. Sarimsak dormansisi ve depolamasi sogan ile benzerlik
gostermektedir. Yenilenebilir Allium tiirlerinin baslari, biiyiimeye elverigsiz dénemde
canliligini korumak i¢in dogal dormant organlardir. Kaliforniya ve Japon sarimsak
cesitlerinde yapilan dormansi ¢alismasinda, her iki 1liman bolgede incelenen gesitler, sogan
dormansi fizyolojisi ile benzerlik gostermistir. Soganda oldugu gibi sarimsakta farkll
sicakliklara farkli tepkiler vermistir. Sarimsak i¢in stirme sicakligi (5 - 10°C) sogana gore

5°C daha diistiktiir (Takagi 1990).

Egzotik ve yerel cesitlerde dikim Oncesi sarimsak dislerine farkli sicaklik uygulamalari
yapilarak siirgiin gelisimi ve biiylimeye olan etkisini Rahman ve ark. (2003) arastirmustir.
Dormansi mekanizmasi fizyolojik ¢alismalarda ve doku kiiltiiri galismalarinda problem
olusturmaktadir. Ug farkli sicaklikta yiiriitiilen ¢alismada, sarimsak disleri diisiik sicaklik
(8-10°C), oda sicakligi (27°C), yiiksek sicaklik (40°C)’ta, yiiksek-diisik ya da diisiik-
yiiksek sicaklikta 14 giin depolanmistir. Yerel cesitlerde diisiik sicaklikta, yiiksek-diisiik
sicakliga gore daha fazla siirgiin gelisimi goriilmiistiir. Sonucta sarimsak baslarina yapilan
farkli sicaklik uygulamalarinin dormansinin  kirllmasinda ve siirgiin  gelisimini

hizlandirmada etkili oldugu gortilmiistiir.

Dort farkli sarimsak genotipleri hasattan sonra -3, 0 ve 5°C ‘de 6 ay siireyle depolanmustir.
Daha sonra ilkbaharda dikilen sarimsaklarin gelisimleri inceleyen Volk ve ark. (2004) -
3°C’de depolanan baslardan olumlu sonu¢ almislardir. Sarimsak baglar1 -3°C’de
depolanabilecegi ve Colorado Front Range kosullarinda ilkbahar ekiminin yapilabilecegi
belirtilmistir.

Yanmaz ve Ermis (2005), yaptiklar1 ¢alismada Tunceli sarimsagi cesidine ait tohumlarin
¢imlenme problemini arastirmiglardir. 100 adet tohum 4 tekerriir olarak 0, 5, 1 ve 2 ppm
GAs3 + nemli - soguk (0 - 5°C) (1, 2, 3 ay) uygulamasi yapilmistir. Uygulama yapilan
tohumlar optimum kosullarda ¢imlendirmeye tabi tutulmugtur. Nemli - soguk uygulamalari

GAs uygulamalarina gére olumlu sonug vermistir. Uygulamalar arasinda Tunceli sarimsag:



cesidinde en iyi ¢imlenme sonucunu 0°C ’de 3 ay siireyle nemli-soguk uygulamasi

vermistir.

Rahman ve ark. (2006), sarimsakta dormansi mekanizmasinin kirilmasina yonelik arastirma
yapmiglardir. Yerel ve egzotik sarimsak cesitlerinde filizlenme ve erken donem gelisimi
tizerine GAs3 ile aragtirma yapilmistir. Denemenin amaci sarimsak dormansisinin kirilmasi
icin farkli yollar1 arastirmaktir. 250 ppm GA3 konsantrasyonunda en yliksek siirgiin
gelisimi gozlenirken (%31,67), 500 ppm GAsz konsantrasyonunda %10’luk en diisiik siirgiin
gelisimi gozlenmistir. Egzotik c¢esitlerde siirgiin gelisimi gézlenmemistir. Sonug olarak
GAgz’lin dormansiyi kirmada ve slirglin gelisimini arttirmada olumlu etkisi oldugu

belirlenmistir.

Youssef (2013), Klon17 ve Egaseedl sarimsak genotiplerini kullanarak, dikimden 15, 21,
30 giin 6nce oda sicakliginda (27°C) ve diisiik sicaklikta (10°C, 15°C) depolanan 6rnekleri
karsilagtirmistir. Depolamadan sonra sicaklik ve depolama siiresinin sarimsak dislerinin
filizlenmesi ve meristem biiylimesi lizerine etkileri arastirilmigtir. Egaseedl ve Klonl7
genotiplerinde en yiiksek dis siirgiin uzunlugu 10°C 30 giin kosullarinda belirlenmistir.
Klonl7 genotipi arazi ¢aligmalarinda en iyi ¢imlenme sonucunu 15°C 30 giin depolama
uygulamasi vermistir. Depolama sicakligi ve depolama siiresi uygulamalarinda gesitler
arasinda onemli farkliliklar bulunmustur. Egaseedl genotipinde 15°C’de 15 giinde en
yiiksek yas verim, kuru verim, ortalama bas agirlig1 bas c¢api, dis sayis1 elde edilirken,
Klonl7 genotipinde en yiiksek verimler 10°C’de 21 giinde elde edilmistir. Sonugta diisiik
sicakligin sarimsagin filizlenme yiizdesi, verim, bas agirligi, bas ¢ap1 ve dis agirligina

etkisinin oldugu ortaya ¢ikmaistir.

Woldeyes ve ark. (2017), yerel sarimsak gesitlerinde énemli bir sorun olan dormansinin
kirilmasiyla ilgili calismiglardir. Yerel sarimsak c¢esitlerinde dormansinin kirilmasi,
sarimsak dislerine dikimden énce GAs hormonu uygulanmasi ve sogukta depolama siiresi
ile ilgilidir. Yerel sarimsak ¢esidine 2013 bahar sezonunda GAs (0, 125, 250, 375 ppm) ve
diisiik sicaklik (7°C) ile 10, 20, 30 giin siireyle uygulama yapilmistir. Sonug olarak,

Haramaya Dogu Etiyopya yerel sarimsak ¢esidinde en iyi filizlenme sonucunu elde etmek
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icin diisiik sicaklikta 20 giin depolamak ve 125 ppm GA3 uygulanmasi gerektigi sonucuna

varmislardir.

Haramaya Universitesi’nde sera kosullarinda yiiriitillen calismada, diisiik sicaklikta (7°C)
depolanan (10, 20, 30 giin ve oda sicakliginda 21°C’de 30 giin) sarimsak dislerine (kesilmis
ve biitiin) distile su ve giberellik asit konsantrayonlar1 (0, 125, 250, 375 mg/It) uygulanarak
filizlenme {izerine etkisi incelenmistir. Ortam sicakliginda depolanan (0 giin) sarimsak
dislerine 250 ve 375 mg/lt GAs uygulamasi sonucunda filizlenme yiizdesi, ¢imlenme hiz1 ve
kuru madde miktari, 125 mg/It GAs ve kontrol grubuna gore 6nemli bir artig gostermistir.
Sera kosullarinda test edilen sarimsak c¢esidinde 30 giin diisiik sicaklikta depolamanin

filizlenmeyi hizlandirdig1 sonucuna varilmistir (Bizuayehu 2018).

2.3. Diisiik Sicakhgin Proteomik fle Tliskisi

Siminovitch ve Briggs ( 1949), akasya bitkisi ile yiiriittiikleri ¢alismalari sonucu ¢oziinebilir
proteinler ile dona dayaniklilik arasindaki iliskiyi ilk olarak ortaya koymuslardir. Bu bitkide
kabuk dokularinda sonbahar ayindan itibaren c¢oziinebilir proteinlerin artisinin dona
dayanikliligin artisi ile paralel oldugu ifade edilmistir. Kis aylari siiresince protein seviyesi
yiiksek seviyelerde olmasina ragmen bahar aylarindan itibaren azaldig1 da bildirilmektedir

(Sakai ve ark. 1968; Pomeroy ve ark. 1970).

Bae ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada Arabidopsis bitkisinin ¢ekirdek proteomunu
karakterize etmislerdir. Bu ¢aligma Arabidopsisin ¢ekirdek proteomunun ve Arabidopsisin
soguk stresine tepkisini arastirmak amaciyla yiritilmistir. Cekirdek proteinleri izole
edilerek, iki boyutlu (2D) jel elektroforezi ve kiitle spektrometresi ile analiz edilmistir. 2D
jelde yaklasik olarak 500 - 700 adet protein noktasi belirlenmistir. Soguk strese tepki olarak
cekirdek proteomundaki degisiklikler analiz edilmistir. Soguk strese yanit olarak 184 adet
proteinden 54 adet protein farkli sekilde ifade olmustur ve bunlardan 6 tanesi karakterize
edilmek iizere secilmistir. Bu proteinlerin gen ifadelerinin soguk stresle degistigi ortaya
konmustur.

Imin ve ark. (2004), piring anterlerine 4 giin boyunca 12°C ’de soguk uygulamasi
yapmislardir. MALDI-TOF ve 2-DE analizleri sonucunda geng¢ mikrospor evresinde 70
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farkli protein noktas1 belirlenmistir. Soguk uygulamasi sonucunda 18 yeni protein noktasi

tanimlanmastir.

Taylor ve ark. (2005), bezelyede diisiik sicaklik uygulamasi igin bitkilerin normal gece /
giindiiz 151k stirelerini korurken, hasattan Oonce 36 saat 4°C’ye maruz birakmislardir.
Mitokondride yapilan proteomik c¢alismalar sonucunda 33 farkli protein noktasi farklilik

gostermistir ve bunlardan 20 tanesi diisiik sicakliga tepki gostermistir.

Lee ve ark. (2009), piring fidelerine uyguladiklar1 soguk stresine yanit olarak koklerdeki
protein ifadelerini kiitle spektrometresi ve iki boyutlu jel elektroforezi yontemlerini
kullanarak arastirmiglardir. Arastirmada piring fidelerine 10°C’de 24 ve 72 saatlik
uygulama yapilmistir. Sonugta kiitle spektrometresi ile ifadesi artan 27 adet protein ortaya

cikmistir. Soguk strese duyarli proteinlerle birlikte bir grup yeni protein belirlenmistir.

Zheng ve ark. (2012), disiik sicaklik stresinde pamukta lif uzamasinin adaptasyon
mekanizmasint ve bu sirada protein ifadelerindeki degisiklikleri arastirmiglardir.
Aragtirmada 2 ¢esit pamuk kullanilmistir; bunlardan diisiik sicakliga toleransli olan Kemian
1 ve diisiik sicakliga duyarli olan Sumian 15°dir. Digiik sicaklik stresinin sonucunda
Sumian 15°de lif uzamasinin azalmas1 Kemian 1’e gore daha fazladir. Proteomik analizler

sonucunda 37 farkli ifade olan protein, kiitle spektrometresi ile tanimlanmistir.

Donmaya dayanikli Samanta bugday cesidi ile donmaya hassas Sandra bugday g¢esidinin
kisa siireli (3 giin) ve uzun siireli (21 giin) soguk uygulamasina (4°C) kars1 proteomik
tepkileri aragtirllmistir. 2-D ve 2D- DIGE jellerinden ¢ikan sonuglara gore 386 farkli ifade
olan protein noktasi belirlenmistir. Kiitle spektrometresi ile tanimlanmasi i¢in 58 temsilci
protein noktast secilmis ve 36 protein tespit edilmistir. Kislik ¢esitte soguk uygulamasi
sonucu artig gosteren proteinler arasinda stres tepkisinin ve gelisiminin diizenlenmesinde
rol oynayan (Germin E, Lectin, Ver2) proteinler bulunmustur. Yazlik cesitte ise hiicre
boliinmesinde ve bitki biiyiimesinde rol oynayan (elF5A2, Glycine- rich RNA-binding
protein) proteinler bulunmustur (Kosova ve ark. 2013).
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Tropikal bolgelerde yetisen muz, soguga hassas olup ticari muz tiretiminde ciddi kayiplara
neden olmaktadir. Feng ve ark. (2015), muzun soguk stres kosullarina tepkisini aragtirmak
i¢cin protein ekspresyonundaki degisiklikleri karsilagtirarak proteomik analizi yapmislardir.
Brezilya muz fideleri 24 saat 5°C’ye maruz birakilmis ve daha sonra ham protein,
uygulama ve kontrol yapraklarindan fenol ekstraksiyonu ile ekstrakte edilmistir. iki boyutlu
jel elektroforezi ile proteinler ayrilmis ve daha sonra kiitle spektrometresi (MS) ile
tamimlanmustir. Yaklasik 400 protein noktasi belirlenmis ve bunlardan sadece 28 tanesi
farkli ifade olmustur. Antioksidan, patojen direnci ve enerji metabolizmas ile ilgili olan
proteinlerin ifadesi artarken etilen sentezi, protein sentezi, epigenetik modifikasyonla ilgili
olan proteinlerin ifadesi azalmistir. Soguk stres kosullarinda muzda antioksidan seviyesinde

artis kesfedilmistir.

Diisiik sicaklik petunyanin biiylime ve gelismesi i¢in 6nemli bir olumsuz ¢evre faktoriidiir.
Petunyanin soguk stres adaptasyonunun molekiiler mekanizmasini anlamak i¢in 2°C’de 5
giin tutulan petunya tohumlarimin ITRAQ teknolojisi kullanilarak protein profili
belirlenmistir. Belirlenen 2430 protein noktasindan 117 tanesi diisiik sicaklik stresi
sonucunda farkli ifade olmustur. Soguga duyarl 44 farkli protein noktasi tespit edilmistir.
Bulunan protein gruplarmin % 40,2°si kloroplastta ifade olmustur. Bu sonuca gore

kloroplastin soguk stresinden daha ¢ok etkilendigi 6ne siiriilmustiir (Zhang ve ark. 2016).

Hurtado ve arkadaglar1 (2015), ‘Coreano’ sarimsak c¢esidinden elde edilen baslara soguk
uygulamasi yapmislardir. Bu caligmanin amaci diisiik sicaklik uygulayarak sarimsak

dislerindeki protein profilinde ki degisikleri incelemektir.
Calismada 2 uygulama yapilmistir;
1.uygulama oda sicakliginda (23 °C)

2.uygulama 5 °C’de 5 hafta siire ile depolanmustir.

Dislerin meristemlerinden ¢ikartilan ¢oziinebilir protein 2D jel elektroforezi ile ayrilmistir.

Diisiik sicaklik kosullarinda 22 proteinin ifadesi artarken, 37 proteinin ifade diizeyi
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azalmistir. Sonug¢ olarak, sarimsak baglarina diisiik sicaklik uygulamasinin protein

profilinde degisiklige neden oldugu ortaya konmustur.

Cesitli bitkilerde ¢oziinebilir proteinler ile ilgili pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Fakat
sarimsakta diisiik sicaklik, dinlenme mekanizmasi ve ¢oziinebilir proteinle olan iligkileri
konularinda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu konuda 6zellikle spesifik proteinlerin
dinlenmenin kirilmasindaki rolleri yoniinden daha detayli ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma 2016 - 2018 yillar1 arasinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler

Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Bitki Materyali

Yaptigimiz ¢alismada materyal olarak Kastamonu sarimsagi ve PIS15971 kodlu (Pulman
(Washington, ABD) sehrindeki Bati Bolgesel Bitki Gen Bankas1t WRPIS-Western Regional
Plant Introduction Station’dan temin edilmistir) sarimsak genotipi kullanilmistir. Daha 6nce
projede kullanilmak iizere 2015 yilinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi arazisinde
yetistiriciligi yapilmistir. Genotip baslar1 sogukta (4°C) ve oda sicakliginda (21°C) 4, 8 ve
12 hafta depolama siiresiyle muhafaza edilmistir. Orneklemeler sicaklik uygulamasindan
once (0 hafta), 4, 8 ve 12 hafta depolama sonunda yapilmistir. Analizlerin
gergeklestirilecegi zamana kadar Ornekler -85°C’lik derin dondurucuda muhafaza

edilmistir.

3.2. Protein Ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyon islemleri daha 6nceden belirlenen protokole gore yapilmistir (Giilen
2000). Kullandigimiz kimyasallarin bozulmamasi ve proteinlerin par¢alanmamasi igin

islemler 4°C’de yapilmistir.

Protein ekstraksiyonu isleminde kullanilan ekstraksiyon buffer: hazirlamak i¢in ilk olarak
100 ml borate buffer hazirlanmistir. Borate buffer igerisinde 50 mM Borax ( Sodium
tetraborate) ve 50 mM Askorbik asit bulundugu i¢in kullanmadan 6nce taze hazirlanmasi
gerekmektedir. Bunun igin 1908 g Borax, 0,88 g Askorbik Asit, 50 ml dH.0 ile ¢oziinmiis
ve 100 ml’ye tamamlanmustir. Daha sonra igerisine 1000 pl PMSF ve 1000 ul B-

mercaptaethanol eklenerek buz igerisinde kullanilmistir.

Her oOrnek icin  hazirlanan  santrifiiy  tiiplerinin  igerisine 0,35 g PVPP
(polyvinylpolyprolydon) eklenmistir. -85°C’lik derin dondurucudan ¢ikartilan 6rneklerin

seramik havan yardimiyla 1 g 6rnek: 5 ml ekstraksiyon buffer kullanarak iyice ezilmesi
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saglamistir. Santrifiij tiipleri 4 sn vortekslenerek iyice karigsmalari saglanmistir. Daha sonra
ornekler 26 000 g devirde 4°C’de 1.5 saat siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi
sonunda tstteki s1vi kisim 0,22 um’lik filtreden gegirilerek alinmis, dipte kalan tortu kisim

ise atilmustir.

3.3. Toplam Céziinebilir Protein Analizi

TCP miktarmin belirlenmesinde Giilen (2000) tarafindan belirtilen ‘Bradford Protein
Assay’ yontemi kullanilmistir. Protein standardi olarak BSA (Bovine Serum Albumine)
kullanilmistir. Renk degisimi igin, boya maddesi olarak ‘Protein Assay Dye’ (BioRad, 500-
0006) biitiin orneklere ve standartlara eklenmistir. Spektrofotometredeki (UVDU 530
model, Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, ABD) absorbans okumalar ise 595 nm dalga
boyunda gergeklestirilmistir. Cizelge 3.1°de oOrneklerin ve standartlarin hazirlanmasi

gosterilmistir. TCP miktar1 standartlar esas alinarak mg/g TA olarak hesaplamistir.
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Cizelge 3.1. Ekstrakte edilen ¢oziinebilir protein miktariin ‘Bradford Protein Assay’
yontemine gore belirlenmesi i¢in standart ve drneklerin hazirlanmasi (Giilen 2000)

Ornek ve | Konsantrasyon | BSA | Ekstraksiyon | HCI dH20 Dye
Buffer (ul)

Standart (ng/pl) (nD (uD (uD (mi)

A 0 0 10 10 80 35

B 10 2 8 10 80 35

C 20 4 6 10 80 35

D 30 6 4 10 80 3.5

E 40 8 2 10 80 3.5

F 50 10 0 10 80 35

Ornek1 10 - - 10 80 35

20 - - 10 70 3.5

3.4. SDS-PAGE Analizi
3.4.1. Orneklerin SDS-PAGE i¢in Hazirlanmasi

Ekstraksiyon islemi sonucunda santrifiijden alinan protein soliisyonu 1 ml’lik ependorf
tiiplere eklenmistir. Uzerine %10’luk TCA (thricloro acetic asit) ‘dan 110 ul eklenmistir.
Iyice vortekslenerek 30 dk buz igerisinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemi
bittikten sonra 4°C’de 16 000 rpm devirde 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Ustteki
stvi kistm dokiilerek dipteki protein pelleti (Sekil 3.1) 3 kez -20°C’de ki asetonla
yikanmistir. Her yikamadan sonra 4°C’de 16 000 rpm devirde 30 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Yikama islemi bittikten sonra ucu yakilarak kapatilan mikro pipet yardimiyla
protein pelleti fiziksek olarak parcalanmistir. Agz1 agik olarak birakilan eppendorf tiipler
karanlikta, oda sicakliginda yaklasik 12 saat siireyle asetonun ugmasi igin bekletilmistir.
Kuruyan protein c¢ozeltisi SDS-PAGE o6rnek yiikleme sollisyonunu hazirlamada

kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Eppendorf tiip igerisinde ¢oktiiriilen protein pelleti

Yikleme buffer’r i¢in 6,5 ml Tris, 10 ml Glycerol, 2 g SDS 100 ml dH20 ile ¢6ziinerek
hazirlanmis ve stok soliisyon olarak buzdolabinda 4°C’de saklanmistir. Her 6rnek i¢in 100
ul yiikleme soliisyonuna %5 B-mercaptoethanol ve eser miktarda Bromphenol Blue Dye
eklenerek vortekslenmistir. Her bir 6rnek {izerine hazirladigimiz bufferdan 100 pl
eklenmistir. Ornek tiipleri kaynar suda 5 dakika boyunca kaynatildiktan sonra
vortekslenerek iyice karigtirilmistir. Daha sonra 16 000 g devirde oda sicaklifinda 30
saniye santrifiij edilerek proteinler yiiklemek i¢in hazir hale getirilmistir. Jel kasetler hazir
hale gelince her bir 6rnek igin 30 pg protein olacak sekilde jel kuyucuklarina yiikleme

islemi yapilmistir.

3.4.2. SDS-PAGE icin Jel Hazirlanmasi

SDS-PAGE hazirlanmasinda Mini Protean III dikey elektroforez sistemi (Bio-Rad, CA,
ABD) kullanilmigtir. SDS-PAGE i¢in %12,5’luk ayirma jeli ve %4’liik 6rnek yiikleme jeli

olmak tizere iki farkli jel hazirlanmistir.
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%12,5’luk ayirma jeli igin asagidaki kimyasallar kullanilmustir;

- dH0 2000 pl
- 1 M Tris- HCI Buffer pH 8.8 4400 pl
- %1SDS 1200 pl
- %36 Acrylamid/ Bis 4200 pl
- %3 Amonyum Persiilfat 200 pl
- TEMED 8 ul

Kimyasallar sirayla karistirilmis en son amonyum persiilfat ve TEMED eklenmistir. Pipet
yardimiyla iyice karigmasi saglanmistir. Kurulmus olan cam kasetlerin igerisine 3,5 ml bu
karisimdan eklenmistir. Uzerine 200 ul dH,O eklenerek 45 - 60 dakika polimerizasyona
birakilmistir. Polimere olan jelin iizerine ekledigimiz saf su bir pegete yardimiyla

cekilmisgtir. Jelin lizerine taraklar yerlestirilmistir.

%4’liik yiikleme jeli ise asagidaki kimyasallar kullanilarak hazirlanmastir;

- dH20 3325 ul
- 1 M Tris Buffer pH 6.8 620 pul
- %36 Acrylamid/ Bis 500 pl
- %3 Amonyum Persiilfat 50 pl
- TEMED 8 ul

Kimyasallar karigtirildiktan sonra taraklarin iizerinden 1 ml yiikleme jeli eklenmistir.
Polimerizasyon islemi i¢in 45 - 50 dakika beklenmistir. Daha sonra taraklar ¢ikartilarak

cam kasetler elektroforez islemi i¢in tank igerisine yerlestirilmistir.

Elektroforez 10x Running Buffer i¢in 30 g 250 mM Tris Base, 144 g 1.92 Glycine ve 5 g
%5 SDS 1000 ml dH20 ile ¢ozdiiriilmiistiir. Kullanilacagi zaman 40 ml stok soliisyondan
alinarak 400 ml’ ye saf su ile tamamlanmistir. Tankin igerisine kasetlerin iizerine gelecek
sekilde doldurulmustur. Daha sonra oOrnekler taraklarin kuyucuklarina mikro pipet
yardimiyla dikkatlice yiiklenmistir (Sekil 3.2). Jelin ilk kuyucuguna 5 pg protein molekiiler
standard1 yliklenmistir.
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Sekil 3.2. Elektroforez tanki igerisinde cam kasetlere mikro pipet yardimiyla protein
orneklerinin yiiklenmesi
Thermo EC 1000-90 gii¢ kaynagi kullanilarak 250 V ve 40 mAmp’ lik elektrik akimiyla 1

— 1.5 saat 6rneklerin jelin iizerinde yiirtitilmesi saglanmistir.

3.4.3. Jelin Boyanmasi

Jeller ‘Coomassie Brillant Blue G-250" sistemine gore boyanmustir. Elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra cam kasetler birbirinden dikkatlice ayrilarak jeller %12’lik TCA nin
icerisine konmustur. Iki saat boyunca yavas modda calkalayicida bekletilerek proteinlerin
fiksasyonu saglanmistir. Daha sonra saf su yardimi ile 2 - 3 defa yikanan jeller TCA’ dan
arindirilmistir.  Metanolde seyreltilmis Comassie Blue G-250 (comassie blue G-
250:metanol; 4:1) soliisyonuna alinan jellerin yavas modda galisan galkalayicida gece
boyunca boyama islemine devam edilmistir. Protein bantlar1 mavi renkle boyanmistir. Boya
soliisyonundan ¢ikarilan jeller 9%25’lik metanol icerisinde 5 dakika c¢alkalayicida
bekletilerek fazla boyadan uzaklastirilmigtir. Daha sonra jeller 3 defa saf su ile ytkanmustir.
Protein bantlar1 floresan 11k altinda incelenmistir ve saf su igerisinde agzi kapali olarak

4°C de muhafaza edilmistir.
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3.4.4. Protein Bantlarimin Molekiil Agirhiklarmin Belirlenmesi

Molekiil agirlig bilinen standart bantlar esas alinmistir. Jel boyu ve bantlarin baslangic
noktasina olan uzakliklar1 Olclilerek 3.1°de gosterilen formiile gore Rf degerleri

hesaplanmustir.
Rf=BU +JB (3.1)

BU = Protein bandinin jelin baglangi¢ noktasina olan uzaklig
JB = Jel boyu

Protein standartlarindan bulunan Rf degerleri ile protein egrisi elde edilmistir. Bulunan

bantlarin molekiil agirliklar1 excel programinda logaritma hesaplamalariyla belirlenmistir.

3.5. istatistiksel Analiz

Yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerin ortalamalar: arasindaki fark %5 6nem

seviyesinde SPSS 22.0 programinda analiz edilmistir.
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4, BULGULAR
4.1. Depolama Siiresince Dislerdeki TCP Icerigindeki Degisimlerin Belirlenmesi

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, PI515971 ve Kastamonu sarimsak genotiplerinin 4°C ve
21°C’de (kontrol grubu) 4 hafta, 8 hafta ve 12 hafta siire ile depolanmasi sonucunda elde
edilen 6rneklerdeki protein profilleri SDS - PAGE yontemiyle incelenmistir. PIS15971 ve
Kastamonu genotiplerinin sicaklik ve depolama siirelerine goére TCP miktarindaki
degisimin istatistiksel analiz sonuglart Sekil 4.1., Sekil 4.2., Cizelge 4.1., Cizelge 4.2. ve
Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Yapilan analizler sonucunda PI515971 genotipinde 4°C sicaklik uygulamasinda depolama
stireleri arasinda TCP igeriginde Onemli bir artis s6z konusudur. 21°C sicaklik
uygulamasinda ise Onemli bir farklilik belirlenmemistir. Depolama siirelerine gore en
yiiksek TCP miktar1 4°C’de 12 hafta depolama uygulamasinda belirlenmis ve bu degisim
istatistiksel olarak %5 6nem seviyesinde anlamli bulunmustur (Sekil 4.1., Cizelge 4.1.). Bu
sonug, PIS15971 genotipinde farkli sicaklik ve farkli depolama siirelerinde 6rneklerden
elde edilmis olan TCP miktarlarina gore, hem de Kastamonu genotipinde farkli sicaklik ve
farkli depolama siirelerinde depolanan 6rneklerden elde edilen TCP miktarlarina gore
belirlemis olan en yiiksek (15,09 mg/g TA) protein igerigidir (Cizelge 4.1., Sekil 4.2.).
Baslangi¢ miktarina gore (9,72 mg/g TA) yaklasik 1.55 kat artmistir. 4. ve 8. hafta sonunda
ise TCP igerikleri sirastyla 11,95 mg/g TA ve 12,83 mg/g TA olarak belirlenmistir.

P1515971 genotipinde 21°C sicaklik uygulamasina bakildigi zaman, baslangic TCP
miktarma gore (9,72 mg/g TA) depolama siireleri bazinda bir artis s6z konusudur. Ancak
bu artis 4 hafta depolama sonunda baslangi¢ TCP miktarina gore istatistiksel olarak dnemli
iken, 4, 8 ve 12 hafta depolama degerleri arasinda ise dnemli bulunmamustir. On iki hafta
depolama sonunda TCP igerigi (12,25 mg/g TA) baslangica gore 1.26 kat artmustir.
PI515971 genotipinde 4°C ve 21°C sicaklik uygulamalari ve farkli depolama siireleri
sonuglar1 karsilastirildiginda Cizelge 4.1. ‘den de goriildiigii gibi en yliksek TCP miktar
4°C’de 12 hafta depolama uygulamasindan elde edilmistir. Sonuglardan da anlasildig: gibi
PI515971 genotipinde diisiik sicaklik uygulamasi TCP miktarint olumlu derecede
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etkilemistir. Sarimsak dislerinin diistik sicaklik ve uzun depolama uygulamalar1 sonucunda

TCP igerikleri yiikselmistir.

Analiz sonuglarina gore Kastamonu genotipinde 4°C’de depolama siireleri arasinda protein
iceriklerinde istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunmustur. Baslangic TCP degerine
gore (10,44 mg/g TA) 8. hafta TCP degeri (13,85 mg/g TA) 1.32 kat artis gostermistir. 4 ve
8.haftada artis gosteren TCP degeri 12. haftada (12,61 mg/g TA) azalma gostermistir.
Kastamonu genotipinde en yiiksek TCP miktar1 4°C’de 8 hafta depolama sonunda

gozlenmistir.

Kastamonu genotipinin 21°C sicaklik uygulamasinda ise 4, 8 ve 12 hafta depolama
sonundaki TCP miktarindaki degisim baslangi¢ degerine (10,44 mg/g TA) gore istatistiksel
olarak %35 Onem seviyesinde anlamli bulunmamstir. 4°C ve 21°C sicaklik uygulamalari
incelendiginde Sekil 4.2.’den de goriildiigii gibi en yiiksek degerler 4°C uygulamasinda

elde edilmistir.

Elde edilen veriler incelendiginde, PI515971 ve Kastamonu genotiplerine ait sarimsak
dislerine diisiik sicaklik (4°C) uygulamasi sonucunda diglerin TCP miktar1 artmistir.
21°C’de depolama sonucunda PI515971 genotipinde TCP igeriginde artis goriiliirken
Kastamonu genotipindeki degisiklik istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir (Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.1. PI515971 ve Kastamonu sarimsak genotiplerinde depolama sicakligr ve
depolama siirelerine gére TCP miktar: (mg/g TA)

Genotip Depolar;tac ?wakllgl Desp:i(il Ssr?a (m’g/(g;_TiA)
0 hafta 9,72+0,84
4 4 hafta 11,95+0,69
8 hafta 12,83+0,35
PI1515971 12 hafta 15,09+0,76
0 hafta 9,72+0,84
21 4 hafta 11,69+1,39
8 hafta 11,51+0,97
12 hafta 12,25+0,68
0 hafta 10,44+0,28
4 4 hafta 11,21+0,23
8 hafta 13,85+0,6
Kastamonu 12 hafta 12,61+0,55
0 hafta 10,44+0,27
21 4 hafta 10,32+0,18
8 hafta 10,99+0,63
12 hafta 10,89+0,3
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Sekil 4.2. Kastamonu sarimsak genotipinde depolama sicakligi ve depolama siirelerine gore
TCP igeriginin degisimi (mg/g TA)
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P1515971 ve Kastamonu genotiplerine ait depolama sicakligi ve depolama siirelerine gore
toplam TCP degisimleri ve interakSiyonlar1 Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3. de verilmistir.
P1515971 genotipinde 4°C’de depolanan orneklerde (13,29 mg/g TA) 21°C’de depolanan
orneklere (11,82 mg/g TA) gore daha yiiksek TCP miktar1 elde edilmistir. Bununla birlikte
her iki sicaklikta da protein miktarlar1 kontrol grubuna (9,72 mg/g TA) gore artmstir.
Depolama siirelerine gore protein miktarlar1 incelendiginde en yiiksek protein miktar1 12
hafta depolama uygulamasinda belirlenmistir (13,67 mg/g TA). Kontrol grubuna gore her
iki sicaklik uygulamasinda da depolama siireleri boyunca protein miktarlar1 artis
gostermistir. PIS15971 genotipinde TCP miktari i¢in depolama sicakligl ve depolama siiresi

arasindaki interaksiyon ise dnemli bulunmamistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. PI515971 sarimsak genotipinin TCP miktarinin (mg/g TA) depolama sicakligi
ve depolama siirelerine gore karsilagtirmali analizleri ve interaksiyonlari

Degiskenler TCP Miktar1 (mg/g TA)
Depolama Sicakhgi( °C)
0 9,72 &*
4 13,29 b
21 1182c

Depolama Siiresi

0 Hafta 9,72a
4 Hafta 11,82 b
8 Hafta 12,17 b
12 Hafta 13,67 c
ANOVA
Depolama Sicaklig1 * Siire O.D

% Aymt siitun ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %5
diizeyinde farklilik vardir (Duncan).

OD; %5 diizeyinde énemli degil.
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Kastamonu genotipinde 4°C’de depolanan 6rneklerde (12,56 mg/g TA ) 21°C’de depolanan
orneklere (10,73 mg/g TA) gore daha yiiksek TCP miktari elde edilmistir. Fakat 21°C’de
depolanan oOrneklerden elde protein miktar1 ile baglangig protein miktar1 arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Depolama siirelerine gore en yiiksek protein miktari
8. haftada belirlenmistir (12,42 mg/g TA). 8 ve 12 hafta depolama siireleri sonucunda elde
edilen protein miktarlar1 kontrol grubuna gore artis gostermistir. 4 hafta depolama
sonucunda bulunan protein miktari ile baslangi¢ protein miktar1 arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmamistir. Kastamonu genotipinde TCP miktarinin depolama sicakligi ve

depolama siiresi arasindaki interaksiyon %1 Onem seviyesinde onemli bulunmustur
(Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Kastamonu sarimsak genotipinin TCP miktarinin (mg/g TA) depolama
sicakligl ve depolama siirelerine gore karsilastirmali analizleri ve interaksiyonlari

Degiskenler TCP Miktar1 (mg/g TA)

Depolama Sicakhgi (°C)

0 10,44 &*
4 12,56 b
21 1073 a
Depolama Siiresi
0 Hafta 10442
4 Hafta 10,76 a
8 Hafta 12,42 b
12 Hafta 11.75¢
ANOVA
Depolama Sicakligi * Siire *x

% Aymt siitun ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %5
diizeyinde farklilik vardir (Duncan).

**. %1 diizeyinde 6nemli.
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PI515971 ve Kastamonu genotiplerinde 4°C sicaklikta TCP miktarlar1 incelendiginde
PI515971 genotipinde depolama siiresi arttikga kontrol grubuna goére protein igeriginde
istatistiksel olarak Onemli artislar belirlenmis ve en yiiksek artis 12 hafta depolama
siiresinde bulunmustur. Kastamonu genotipinde ise 4°C 8 hafta depolama siiresinde en
yiiksek protein igerigi belirlenmistir. Kastamonu genotipinde 21°C sicaklikta depolama
slirelerinin artmasina ragmen protein igeriklerinde istatistiksel olarak onemli diizeyde

degisiklik olmamustir (Cizelge 4.1.).

4.2. SDS - PAGE Profilleri

Arastirmada Kastamonu ve PI5S15971 sarimsak genotiplerine ait sarimsak dislerinde diisiik
sicaklik ve oda sicakligr uygulamalarinda protein profillerinde ki degisimlerin belirlenmesi
icin SDS-PAGE analizi yapilmistir. Biitiin 6rneklerin SDS-PAGE analizleri en az 3 kez

tekrarlanmigtir. Biitiin sonuglar birbirine benzer ¢ikmustir.

P1515971 genotipinde farkli sicaklik ve depolama siireleri bazinda yapilan SDS-PAGE
jellerinin goriintiileri incelendiginde 10 tane belirgin sekilde farkli ifade olan protein bandi
belirlenmistir (Sekil 4.3.). SDS-PAGE jel goriintiisiinii en asagidan yukariya dogru
incelendiginde kontrol grubunda belirgin olmayip ancak 4°C sicaklikta depolama sonucu
ifade diizeyi artan yaklagik 13 kDa agirliginda bir protein bandi goriilmektedir. Bu
proteinin ifade diizeyi 4. haftadan itibaren artis gostermis ve depolama siiresince ayni
kalmistir. Yaklasik 17 kDa agirliginda oldugu tahmin edilen diger bir proteinin ifade diizeyi
baslangica gore depolama siiresi boyunca artig gdstermis ve en belirgin bant profili 12 hafta
depolama sonucunda ortaya ¢ikmistir. Bu proteinin hemen istiinde yaklasik 19, 20, 22 kDa
agirhigindaki proteinlerin ise depolama siiresince ifade diizeyleri azalmistir. Yaklagik 28
kDa agirligindaki proteinin depolama siiresince ifade diizeyinde artis gorilmistiir. Bu
proteinin hemen tstiindeki yaklasik 30 kDa agirliginda olan proteinin ise depolama
stiresince ifade diizeyi azalmistir. Yaklagik 33 kDa agirligindaki proteinin ifade diizeyi 12
hafta depolama siiresi sonucunda en yiiksek diizeye ulagsmistir. Yaklasik 38 kDa agirliginda
farkli ifade olan proteinin ise depolama siiresince ifade diizeyi azalmistir. 44 kDa

agirh@inda farkli ifade oldugu belirlenen protein ise 4 hafta depolama sonucu ortaya ¢ikmis
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ve 12 hafta depolama sonunda en yiiksek ifade diizeyine ulagsmistir. Bu analiz sonucundan
da anlagildig1 tizere, P1515971 sarimsak genotipi baslarinin diisiik sicaklikta depolanmasi

PR

sonucunda protein profilinin belirgin sekilde degistigi goriilmektedir.

Sekil 4.3. P15159171 sarimsak genotipi dislerinde 4°C’de farkli depolama siirelerinde SDS-
PAGE toplam protein profilleri. MW: Molekiiler Agirlik Standard: (kDa), 1: 0. hafta, 2: 4.
hafta, 3: 8. hafta, 4: 12. hafta.

P1515971 genotipinin 21°C’de depolanmasi sonucunda 6 tane belirgin sekilde farkli ifade
olan protein bandlar1 belirlenmistir. SDS-PAGE goriintiilerine gore 13 kDa agirligindaki
proteinin 4°C’deki ifade diizeyi artarken 21°C’deki ifade diizeyinde ¢ok belirgin bir
degisme belirlenmemistir. Yaklasik 22 kDa agirliginda depolama siiresi arttikga ifade
diizeyi azalan protein bandi belirlenmistir. 28 ve 33 kDa agirligindaki belirlenen
proteinlerin ise depolama siiresi boyunca ifade diizeyi artmistir. 30 ve 38 kDa agirligindaki

proteinlerin ise 21°C’de depolama siiresi boyunca ifade diizeyleri azalmistir (Sekil 4.4.).

PI5S15971 genotipinde 4°C ve 21°C’de farkli ifade olan protein profilleri
karsilastirildiginda diisiik sicaklikta depolama ile oda sicakliginda depolamadaki protein
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profillerinde 6nemli farkliliklar belirlenmistir. 4°C’de depolamanin protein ifade diizeyine
ve degisikligine daha cok etkili oldugu goriilmiistir. PIS15971 genotipinde diisiik
sicaklikta protein ifade diizeylerinde degisikligin daha fazla olmasi, diisiik sicaklikla

birlikte dinlenmenin kirilmasiyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sekil 4.4. PI515971 sarimsak genotipi dislerinde 21°C’de farkli depolama siirelerinde SDS-
PAGE toplam protein profilleri. MW: Molekiiler Agirlik Standardi (kDa), 1: 0. hafta 2: 4.
hafta, 3: 8. hafta, 4: 12. Hafta.

Kastamonu genotipinde 4°C’de Sekil 4.5. de goriildiigii gibi yaklasik 13 kDa agirliginda
oldugu tahmin edilen proteinin 8 ve 12 hafta depolama uygulamasi sonucunda ifade
diizeyinde artig belirlenmistir. Yaklasik 22 kDa agirligindaki proteinin baslangi¢ ve 4 hafta
depolama siiresi sonundaki ifade diizeyine gore 8 ve 12 hafta depolama siiresi sonunda
ifade diizeyi azalmigtir. Yaklasik 30 kDa agirhigindaki proteinin ise ifade diizeyi 8 hafta
depolama siiresi sonucunda azalmaya baslamistir ve depolama siiresince ayni kalmustir.

Yaklasik 38 kDa agirligindaki proteinin 8 ve 12 hafta sonunda ifade diizeyi baslangica gore
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azalmistir. Yaklasik 45 kDa ve 64 kDa agirligindaki proteinlerin ifade diizeyleri depolama

stireleri boyunca azalmistir.

Sekil 4.5. Kastamonu sarimsak genotipi diglerinde 4°C’de farkli depolama stirelerinde
SDS-PAGE toplam protein profilleri. MW: Molekiiler Agirlik Standardi (kDa), 1: 0. hafta,
2: 4. hafta, 3: 8. hafta, 4: 12. hafta.

Kastamonu genotipinde 21°C’de SDS-PAGE jel analizleri sonucunda net goriintiiler elde
edilemediginden dolay1 ¢ok basarili sonu¢ alinamamaistir. 4°C’de depolamanin protein ifade
diizeyine ve degisikligine daha ¢ok etkili oldugu belirlenmistir. Kastamonu genotipinde
diisiik sicaklikla protein ifade diizeylerindeki degisikligin, diisiikk sicaklikla birlikte

dinlenmenin kirilmastyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Sarimsakta hasattan sonra ekime kadar ya da tiikketim igin kullanilacaksa tiiketim zamanina
kadar baslardaki protein icerigindeki degisimler ve farkli ifade olan proteinler konusunda
cok fazla bir calisma bulunmamaktadir. Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda iki farkh
muhafaza sicaklifinda sarimsak dislerinin protein igerigi ve protein ifadesindeki degisimler

belirlenmistir.

Yaptigimiz c¢alismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, her iki genotipte de
4°C’de TCP miktarinin 21°C’ye gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bulgu diisiik
sicaklikta depolamanin sarimsakta TCP miktarini arttirdigini gostermektedir. Kastamonu ve
P1515971 genotiplerinin TCP igerikleri karsilastirildiginda en yiiksek protein igerigi
P1515971 genotipinde 4°C’de 12 hafta depolama uygulamasinda 15,09 mg/g TA olarak
belirlenmistir. 21°C’de ise en yiiksek icerigi 12 hafta depolama uygulamasi sonucunda
12,25 mg/g TA olarak yine P1515971 genotipinde belirlenmistir. Kastamonu genotipinde
4°C 8 hafta depolama uygulamasinda diger depolama siirelerine gére en yiiksek protein
icerigi (13,85 mg/g TA) belirlenmistir. Kastamonu genotipinin 21°C sicaklikta farkli
depolama siirelerinde ise protein igeriklerinde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde degisiklik
olmamistir (Cizelge 4.3.). Bu sonuglar sarimsak genotiplerinin depolama sicakligi ve
stiresine verdikleri tepkilerin farkli oldugunu ve Kastamonu genotipinin, P1515971
genotipine gore daha uzun dinlenme siiresi ve daha diisiik sicaklik istedigi oldugunu

gostermektedir.

SDS-PAGE analizleri sonucunda PI515971 ve Kastamonu genotiplerinin 4°C’de
depolamasinda basarili sonuglar alinirken, Kastamonu genotipinde 21°C’de ¢ok net
goriintiiler elde edilememistir. PIS15971 genotipinde diisiik sicaklikta depolama sonucunda
protein profilleri agisindan 6nemli derecede farkliliklar bulunmustur. P1515971 genotipinde
diisiik sicaklikta ifade diizeyi degisikligi gosteren proteinlerin bazilar1 Kastamonu
genotipinde benzer bir sekilde ifade diizeyini degistirmistir. Ornegin yaklasik 30 kDa
agirhiginda kontrol grubunda belirlenen soguga hassas proteinin PIS15971 genotipinde

oldugu gibi Kastamonu genotipinde de depolama siiresi arttik¢a ifade diizeyi azalmistir.
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Benzer ifade gosteren proteinler oldugu gibi iki sarimsak genotipi arasinda farkli ifade
profili gdsteren proteinler de belirlenmistir. Ornegin P1515971 genotipinin SDS-PAGE jel
profilinde net bir sekilde ayrisan ve ifade diizeyi depolama siiresince artan 28 kDa
agirh@inda bir protein belirlenmistir. Bu protein Kastamonu genotipinde belirlenmemistir.
Bu sonuglar diisiik sicaklikta depolamada protein ifade profili yoniinden genotipler arasinda
farkliliklar olabilecegini gostermektedir. Bu farkliligin iki genotipin dormansi ve
vernalizasyon istegi  siirelerinin  farkli  olmasindan  kaynaklanmis  olabilecegi
diistiniilmektedir. Nitekim Kastamonu genotipi PI515971 genotipine gore daha gecgi ve

dormansi siiresi daha uzun bir genotiptir.

SDS-PAGE analizi sonuglarina gore PIS15971 genotipinde 4°C’de depolama sonucunda 5
proteinin ifade diizeyi artmis, 5 proteinin ifade diizeyi azalmistir. 21°C’de depolama
sonucunda 3 proteinin ifade diizeyi artarken 3 proteinin ifade diizeyi azalmigtir. Kastamonu
genotipinde 4°C’de depolama sonucunda 5 proteinin ifade diizeyi azalmis ve 1 proteinin
ifade diizeyi artmustir. Hurtado ve ark. (2015), sarimsak dislerini 5°C ve 23°C’de 5 hafta
depolayarak, dislerin protein profillerindeki degisiklikleri incelemislerdir. Diisiik sicaklik
kosullarinda 22 proteinin ifadesi artarken, 37 proteinin ifade diizeyi azalmistir. Sonug
olarak, sarimsak baglarina diisiik sicaklik uygulamasinin protein profilinde degisiklige
neden oldugunu ortaya koymuslardir. Bu sonuglar sarimsakta dinlenmenin kirilmasi
slirecinde bazi proteinlerin yukart dogru diizenlendigini (upregulated) bazi proteinlerin ise
asagl dogru diizenlendigini (downregulated) gostermektedir. Sarimsak ve diger Allium
tiirlerinde yapilan calismalarda dinlenmenin kirilmasi sirasinda GAz miktarinin arttigi,
ABA miktarinin ise azaldigi belirtilmektedir (Rahman ve ark. 2003, 2006). Bu tez
caligmasinda farkli ifade oldugu belirlenen proteinlerin tanimlanmasi heniiz yapilmamustir.
Bu nedenle bu proteinlerin GA ve ABA biyosentezi ile iliskili olup olmadiginin sonraki

caligmalarda ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.

Sarimsakta proteomik ile ilgili cok fazla ¢alisma yapilmamis olmasindan dolayi elde edilen
bulgular diger bitki tiirlerinin proteomik caligmalarinin sonuclar ile tartisilmistir. Bu
caligmalarda bizim elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde diisiik sicaklikta ya da diisiik

sicaklik stresi uygulamalarinda protein ifadesinde énemli degisikler belirlenmistir. Ornegin
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Arabidopsis bitkilerinin soguk stresine tepkisini arastiran ¢caligmada, 5 haftalik Arabidopsis
bitkileri 1 hafta boyunca soguk stresine (6°C ve 10°C) maruz birakmistir. 6°C’de depolama
sonucunda 18 proteinin ifade diizeyi artarken 4 proteinin ifade diizeyi azalmistir. Proteom
analizi sonucunda tanimlanan proteinlerin soguk stresi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir
(Amme ve ark. 2006). Diger bir galismada ise Kosova ve ark. (2013), dona dayanikli ve
dona hassas bugday c¢esitlerini 4°C’de 3 ve 21 giin depolamislardir. Proteomik analizler
sonucunda hiicre boliinmesi, bitki biiylimesi, stres tepkisi ve gelisiminin diizenlenmesinde
rol oynayan 36 farkli protein Dbelirlemislerdir. Cheng ve ark. (2014) tarafindan
gerceklestirilen baska bir c¢alismada, patateste soguk uygulamasmin protein profiline
etkilerini arastirillmistir. Yumrular 4°C’de ve 25°C’de 30 giin depolanmis ve 2D-DIGE
analizi yapilmistir. Analizler sonucunda 25 proteinin farkl ifade oldugunu belirlenmistir.
Bu proteinlerin patates yumrularini diisiik sicaklik stresinden korumaya yonelik savunma

proteinleri oldugu ortaya konulmustur.

Sonug olarak, yapilan bu ¢alismada sarimsak dislerini diisiik sicaklikta depolamanin protein
profilini etkiledigi goriilmiistiir. Her iki genotipte de SDS-PAGE analizlerinde farkli ifade
olan protein bantlar1 belirlenmistir. Ayrica her iki genotipte de protein icerikleri 4°C’de
depolamada baslangi¢c miktarina gore artis gostermistir. Sarimsakta diisiik sicaklikta farkli
depolama siirelerinde farkli ifade oldugu belirlenen bu proteinlerin daha sonra yapilacak
calismalarla karakterize edilmesi, sarimsakta dinlenme ve vernalizasyon mekanizmasinin

aydinlatilmasina katkida bulunabilir.
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