SARIMSAKTA DEPOLAMA SURESINCE ALLINAZ
GENI IFADESINDEKI DEGISIKLiGIN BELIRLENMESI

Rukiye ERSAHIN




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SARIMSAKTA DEPOLAMA SURpsiNCE ALLINAZ GENIi iFADESINDEKI
DEGISIKLIGIN BELIRLENMESI

RUKIYE ERSAHIN
Orcid no: 0000-0002-1348-8258

PROF. DR. MERYEM iPEK
Orcid no: 0000-0002-0609-3442
DANISMAN

YUKSEK LISANS TEZI
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

BURSA- 2020
Her Hakki Sakhdir



TEZ ONAYI

Rukiye ERSAHIN tarafindan hazirlanan “Sarimsakta Depolama Stiresince Allinaz Gen
Ifadesindeki Degisikligin Belirlenmesi ” adli tez ¢alismas: asagidaki jiiri tarafindan oy
birligi ile Bursa Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bahge Bitkileri Anabilim
Dal’'nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damisman : Prof. Dr. Meryem IPEK

Bagkan :

Prof. Dr. Meryem IPEK

Orcid no: 0000-0002-0609-3442

Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Prof. Dr. Murat SEKER

Orcid no: 0000-0002-6886-0547

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Dog. Dr. Asuman CANSEV

Orcid no: 0000-0002-3353-846X

Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Yukandaki sonucu onaylgrim

Prof. Dr. Hiiseyi 1E
Enstitii ril
19/024402

Chloggrf,

imza

mza

~AC
imza ?



U.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez calismasinda;

-tez igindeki biitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢er¢evesinde elde ettigimi,
-gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuclar bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

-bagkalarinin eserlerinden yararlanilmas1 durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

-atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

-kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

-ve bu tezin herhangi bir bdliimiinii bu iiniversite veya baska bir {iniversitede
baska bir tez ¢aligsmasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

19/02/2020

Rukiye ERSAHIN



OZET
Yiksek Lisans Tezi

SARIMSAKTA DEPOLAMA SURESINCE ALLINAZ GENI IFADESINDEKI
DEGISIKLIGIN BELIRLENMESI

Rukiye ERSAHIN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Meryem [PEK

Sarimsak kendine 6zgii keskin ve karakteristik bir kokuya sahiptir. Sarimsaga
kokusunu kiikiirtlii bilesiklerden allisin vermektedir. Allinaz geninin kodladig:
enzim sarimsakta allin Onciil kiikiirtlii bilesigi allisine doniistiiriir. Bu yliksek
lisans tez calismasinin amaci, sarimsakta depolama siiresince allinaz geni
ifadesindeki degisimin Real-Time PCR analizi ile belirlenmesi ve kiikiirtlii
bilesiklerden allin ve allisin igerigi ile karsilastirilmasidir. Tez calismasinda,
Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotipleri 4°C ve 21°C’de 12 hafta
depolanmistir. Depolama sonunda alinan 6rneklerden, toplam RNA izolasyonu ve
cDNA sentezi yapildiktan sonra allinaz geni ifadesindeki degisimler aktin geni
referans alinarak Real-Time PCR analizleri ile belirlenmistir. Real-Time PCR
analiz sonuglarina gore, Kastamonu ve PI515971 sarimsak genotiplerinde 4°C ve
21°C’de depolanan orneklerde baslangica gore goreceli allinaz gen ifade
diizeyinde 6nemli bir artis goriilmiistiir. Kastamonu genotipinde, depolama 6ncesi
orneklerinde 12,85 olan goreceli gen ifade diizeyi 4°C’de yaklasik 2,5 kat artarak
32,37 diizeyine, 21°C’de yaklasik 3 kat artarak 39,15 diizeyine ¢ikmustir. 4°C ile
21°C uygulamalari arasinda fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur. PI515971
sarimsak genotipinde ise depolama Oncesi Orneklerinde goreceli allinaz ifadesi
18,08 iken 4°C’de yaklasik 5 kat artarak 87,9 diizeyine, 21°C’de 5 kat artarak
88,9 diizeyine c¢ikmistir. PIS15971 sarimsak genotipinde, 4°C ile 21°C
uygulamalar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Ayrica allinaz gen
ifadesindeki artig ile allin ve allisin miktarindaki artis arasinda yiiksek pozitif
korelasyonlar saptanmistir. Sonug¢ olarak allinaz gen ifadesine etki yoniinden
depolama sicakliklar1 arasinda ¢ok fazla fark olmadigi ve 4°C ile 21°C’ de
depolamada goreceli allinaz gen ifade diizeyindeki artigin allisin ve allin
miktarlarindaki artigla paralel oldugu goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Allium sativum L., Allisin, Allin, Allinaz geni, Gen ifadesi, Real-
Time PCR
2020, vii + 34 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

DETERMINATION OF CHANGES IN ALLIINASE GENE EXPRESSION
DURING STORAGE IN GARLIC

Rukiye ERSAHIN

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

Supervisior: Prof. Dr. Meryem IPEK

Garlic has a distinctive pungent and characteristic odor. Allicin which is one of
major sulfur compounds in garlic gives garlic odor. The enzyme coded by allinase
gene coverts alliin precursor to the allicin. The aims of this master thesis were to
determine the allinase gene expression during storage in garlic by Real-Time PCR
analysis and to compare with alliin and allicin contents. In this thesis, Kastamonu
and PI515971 garlic genotypes were stored at 4°C and 21°C for 12 weeks. After
total RNA isolation and cDNA synthesis from the samples taken at the end of the
storage, changes in relative allinase gene expression were determined by Real-
Time PCR analysis by using actin reference gene. According to the results of
Real-Time PCR analysis, significant increases in the relative allinase gene
expression were observed in Kastamonu and PI1515971 samples stored at 4°C ve
21°C compared to pre storage samples. The relative gene expression level of
Kastamonu genotype was 12,85 in pre-storage samples and increased about 2,5
times to 32,37 at 4°C, and increased approximately 3 times to 39.15 at 21°C. A
significant difference was found between 4°C and 21°C treatments. In the
P1515971 garlic genotype, the expression was 18,08 in pre-storage samples and it
increased about 5 times to 87,9 at 4°C and increased about 5 times to 88,9 at 21°C.
There is no significant difference between 4°C and 21°C treatments in P1515971
garlic genotype. In addition, significant correlations were detected between
increase of allinase expression level and increase of alliin and allicin contents. In
conclusion, there is no significant difference between storage temperatures in
terms of effect to allinase gene expression level and the increase in relative
allinase gene expression during storage at 4°C and 21°C occurred in parallel with
increase in contents of alliin and allicin.

Key words: Allium sativum L., Allicin, Alliin, Allinase gene, Gen expression,
Real-Time PCR
2020, vii + 34 pages
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1. GIRIS

Sarimsak (Allium sativum L.), otsu ve ¢ok yillik bitkileri kapsayan tek ¢igekli bitkiler
familyas1 olan Alliaceae familyasinda; tek ¢enekliler sinifindaki Asparagales takiminin
icinde yer alir.

Sarimsagin taksonomik siniflandirilmast;

Siif: Monocotyledoneae

Takim: Liliflarae

Familya: Alliaceae

Cins: Allium

Tiir: Allium sativum L.

seklindedir.

Sarimsak ilk yilinda birkag disten olusan basi olan, ikinci yilinda ¢igek sapina kalkarak
genotipe gore nadir tohum veren ¢ok yillik, otsu bir bitkidir (Fritsch ve ark. 2002).
Sarimsagin ¢esit 6zelligine bagli olarak bazi genotiplerde cigeklenme goriiliirken bazi
genotiplerde gigceklenme goriilmez. Cigeklenme 6zelligi tagiyan genotiplerin ¢ogu; ¢icek
tozu kisirligi, generatif ve vejetatif organlar arasindaki besin rekabeti, tapetumun erken
bozulmasi gibi sebeplerden dolayr kisirdir. Bu yiizden sarimsak tiretimi genellikle

vegatatif olarak yapilmaktadir (Glinaydin 2011).

Sarimsagin insanlik tarihinde MO.2600 - 2100 yillar1 arasinda kullanilmaya basladig1
bilinmektedir (Haris ve ark. 2001). Gen merkezi Orta Asya olarak kabul edilir (Baytop
1999). Sarimsak 1liman iklim kusaginda yetisen uzun giin bitkisidir. Basarili bir
yetistiricilik i¢in ideal sicakligin 15-20°C arasinda, nemin ise %60’ a yakin olmasini
ister. Sicaklik 25°C iizerine ¢iktiginda ve 15°C altina distiigiinde bitki gelisimi

yavaglamakta ve verimi diigmektedir (Sabuncu 2005).

Sarimsak kullanim alan1 olarak ¢ok genis bir yelpazeye sahiptir. Keskin ve karakteristik
kokuya sahip olan sarimsak, giiniimiizde baharat ve yemeklerde kullanilmasinin disinda
alternatif tip alaninda da oldukg¢a biiyiik bir 6neme sahiptir. Ayrica sakinlestirici,
antimikrobiyel, antibakteriyel, agr1 kesici ve anti kanserojen 6zelliginden dolayi; deri

hastaliklari, solunum ve sindirim sistemleri rahatsizliklar1 ve kalp damar rahatsizliklar



gibi birgok hastaligin tedavisinde ilag sanayisi tarafindan tercih edilmektedir (Kemper
2000, Losling 2003).

Sarimsagin insan saglhigi ac¢isindan Onemi anlasildiktan sonra iiretim ve tiiketimi
artmistir (Vural ve ark. 2000). Ulkemizde 2017 yili itibariyle 148133 ton, Diinyada ise
28164055 ton sarimsak iiretimi yapilmistir. (FAO, 2017). Tiirkiye Istatistik Kurumu
2018 wyil1 verilerine gore iilkemizde sarimsak, taze ve kuru olmak iizere tiiketim
sekillerine gore ikiye ayrilmaktadir. Taze sarimsak iiretim alan1 olarak baglica;
Gaziantep (2.851 da) , Kahramanmaras (2.075 da), Sanliurfa (1.330 da) , kuru sarimsak
tiretim alaninda ise Kastamonu (25.750 da), Gaziantep (18.665 da), Aksaray (15.175 da)
illeri 6neme sahiptir. Uretim miktarlarina bakildiginda Gaziantep (4871 ton), Sanlurfa
(3054 ton), Kahramanmaras (2747 ton) taze sarimsakta; Gaziantep (20726 ton),
Kastamonu (20540 ton), Kahramanmarag (15848 ton) kuru sarimsakta iiretim agisindan
one ¢ikmaktadir. Ulkemiz sarimsaklarindan ihracata en uygun olanmi, Kalitesi ve

muhafaza 6mrii oldukga iyi oldugu i¢in Kastamonu sarimsagidir.

Yapilan arastirmalara gore sarimsak 9 aya kadar depolanabilmektedir. Depolama
sliresini ekim zamani, giibreleme, kuruma oram1 ve depolama kosullar1 gibi faktorler
etkilemektedir. Depolama sonunda iiriin kayiplari %25-30 arasinda degiskenlik

gostermektedir (Anonim 2019a).

Sarmmsak, igerigi bakimindan oldukga zengin bir sebzedir. Iki yiizden fazla kimyasal
bilesik igermekte olup, kiikiirt igeren yaklagik 33 bilesik (allin, allisin, allylpropyl
disulfide, diallyl trisulfide, ajoene, sallylcysteine, vinyldithiines, vd.) bulundurmaktadir.
Ayrica 17 farkli aminoasit, ugucu yaglar, cesitli enzimler, mineral maddeler, vitaminler,
karbonhidrat ve flavonoidler igermektedir (Suong ve ark. 2007, Omar ve ark. 2010,
Akan 2014).

Sarimsakta; kiikiirtlii bilesiklerden en 6nemlilerinden biri olan allin (S-allil-L-sistein
siilfoksid), karbon ve kiikiirt i¢eren stereokimyaya sahip tek kiikiirtli bilesiktir (Sekil
1.1). Sarimsagin zedelenmesiyle allinin allisine doniismesi allinaz enzimi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Allium tiirlerinin kendine has kokusuna ve tadina allinaz enzimi

etki etmektedir. Sarimsagin bir disinde ortalama %0,24 allin (S-allil-L-sistein siilfoksid)



bulunmaktadir. Allinin; renksiz, kokusuz, stabil ve kat1 oldugu arastirmalar sonucu

bulunmustur (Stoll ve ark. 1948, Bocchini ve ark. 2001).

O NH;
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Sekil 1.1. Allin (S-allil-L-sistein siilfoksid).

Allisin, (2-propen-1-siilfinotioik asit S-2-propenil ester), kiikiirtlii bir amino asit olan
allinin allinaz enzimi ile pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikan ve sarimsaga has kokusunu
ve lezzetini igeren kiikiirtlii ugucu yagdir (Sekil 1.2) (Izigov ve ark. 2011). Ulkemizde,
yetistiriciligi yapilan sarimsaklarda allin, allisin ve ugucu yaglarin orant %0,4 tiir
(Baytop 1999). Bir dis taze sarimsakta ortalama 4-5 mg allisin bulunmaktadir (Horev-
Azaria ve ark. 2009).
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Sekil 1.2. Allisin olusumu (2-propen-1-siilfinotioik asit S-2-propenil ester) (Meireles ve
ark. 2014)



Allinaz enzimi sogan, pirasa, sarimsak ve diger Allium tiirlerinin kendine 6zgii lezzetini
belirlemektedir. Stoll ve Seebeck’in (1947) yaptigi c¢alismalarda allinaz ilk olarak
sarimsakta bulunmustur. Ayrica allinaz sarimsakta saflastirilan ilk enzim olma
ozelligine sahiptir (Mazelis ve ark. 1968). Allinaz, allin 6nciil maddesinin allisine

doniistimiinde katalizor gorevi gormektedir.

Sarimsak hasattan sonra genellikle oda kosullarinda depolanmakta ve depolama
sirasinda biyokimyasal bilesik igerikleri degisebilmektedir. Yapilan c¢alismalarda
depolama sirasinda allin ve allisin igeriginin degistigi belirlenmistir (Sukkaew ve ark.
2011). Ancak bu giine kadar sarimsakta allini allisine doniistiiren allinaz enzimi ve bu
enzimi kodlayan gen ifadesinin depolama sirasinda degisimi ve allinaz gen ifadesindeki

degisim ile allin ve allisin icerikleri arasindaki iligki belirlenmemistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin amaci, sarimsak baslarinda diisiik sicaklik ve oda
sicakligr kosullarinda depolama siiresince allinaz geni ifadesinin Real Time PCR
analizleri ile belirlenmesi ve daha onceden tamamlanan TUBITAK-TOVAG 1130228
nolu proje kapsaminda saptanan kiikiirtlii bilesiklerden allin ve allisin igerigi ile
karsilastirilmasidir. Bu yliksek lisans tez calismasi ile sarimsagin depolama sirasinda
biyofonksiyenel 6zelliginin degisip degismedigi ve hasattan sonra sarimsagin muhafaza
kosullariin sarimsakta kiikiirtlii bilesiklerin icerigine etkisi ortaya ¢ikarilmis olacaktir.
Ayrica elde edilen sonucglar sarimsakta depolama sirasinda kiikiirtlii bilesiklerin

biyosentez mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasina katkida bulunabilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kiikiirtli Bilesikler

Kiikiirtlii bilesikler sarimsaga 6zgli koku, lezzeti ve biyolojik aktivitesini kazandirirlar.
Diger Allium tiirlerine oranla sarimsak daha fazla miktarda kikirtli bilesik
bulundurmaktadir. Sogan, pirasa, karnabahar, brokoli gibi yiliksek oranda kiikiirtlii
bilesik icerdigi bilinen sebzelere kiyasla sarimsak dort kat daha fazla kiikiirtli bilesik
icermektedir (Abu-lafi 2004).

Sarimsak bilesenleri iizerine yapilan arastirmalarin  ¢ogu kiikiirtlii  bilesikleri
kapsamaktadir ve bunlarin %85°ni allin olusturmaktadir. Sarimsak mekanik zarara
ugradiginda allinaz enzimi ortaya ¢ikar ve allin onciil bilesigini allisine donistiirtir
(Yinli 2011). Sarimsagin yapisinda bulunan diger kimyasal maddeler asagidaki

Cizelge 2.1°de verilmistir (Evren ve ark. 2006).

Cizelge2.1. Sarimsagin 100 g icerigi (Evren ve ark. 2006)

Bilesikler Miktar Mineraller Miktar Vitaminler Miktar

(%) (Ppm) (mg/100 g)
Su 66,32  Potasyum 21378  Askorbik asit 19
Protein 9,26 Fosfor 6009 Thiamin 9,21
Yag 0,34 Magnezyum 1056 Niasin 0,9
Azotlu 7,1 Sodyum 532 Riboflovin 0,11
Bilesikler
Lif 2,17 Kalsiyum 363
SCKM 18,4 Demir 52
Ugucu yag 0,14 Cinko 27
pH 6,05 Manganez 12

Louis Pasteur, 1858 yilinda sarimsagin antimikrobiyal 6zelligini bulmustur. Yapilan
arastirmalarda sarimsakta bulunan kiikiirtlii bilesiklerden en etkili tedavi edici 6zelligi

allisinde bulunmustur (Kemper 2000). Giiniimiizde sarimsagin insan sagligi {izerinde



antimikrobiyal, antioksidan, antidiyabetik ve probiyotik etkileri ve bu o0zellikleri

saglayan bilesikler Cizelge 2.2° de gosterilmistir (Villamiel 2007).

Cizelge 2.2. Sarimsak bilesiklerinin insan saglig1 tizerindeki etkileri

Farmokolojik Etki Etkiye Neden Olan Bilesik
Antikoagulan Ajoen

Hipotansif Selenyum-Germanyum-Allisin
Antiparazitik Allisin-Allin-Ajoen
Antibakteriyel Allisin-Allin

Antimikotik Allisin-Allin-Ajoen

Antiviral Allisin-Ajoen

Antikanserojen Dialyl-distlfiirler,Allisin,Ajoen

Oda sicakliginda allisin kat1 kristal halde olup bir gece bekletildiginde %9 oraninda
bozulma goriilmektedir (Lawson ve ark. 1992). Allisin 4°C’de 2 ay, -20°C’de 4 ay,
-70°C’de ise 2 yil bozulmadan muhafaza edilebilmektedir (Lawson and ark. 2001,
Rybak ve ark. 2004). Kiikiirtlii bilesikler igin en ideal saklama pH 4,5-5,0 arasindadir.
pH’1n daha diisiik oldugu degerlerde saklanan sarimsak Orneklerinde ugucu kiikiirtlii

bilesikler agiga ¢ikmaktadir (Tung ve ark. 1989).

Freeman ve Whenham (1975) Allium tiirlerini; yiiksek miktarda propenil sistein
stilfoksid, yiiksek miktarda alliil sistein siilfoksid ve metil sistein siilfoksid igerenler

olarak ii¢ sinifa ayirmistir.

Sarimsagin en Onemli antimikrobiyal etki gosteren bilesigi allisindir. Bu bilesik
mikroorganizmadaki RNA sentezi, lipid ve yag asitlerinin olusumunu engellemektedir.
Bu engelleyici etki, allisinin kovalent olmayan bag olusturmasina baglidir (Ghannoum
1988).



Cantwell (2000) ’in yaptigi bir ¢alismada taze sarimsak disleri 5°C’de 3 hafta
depolandiginda allin igeriginde %10-15, 10°C’de 3 hafta depolandiginda ise daha fazla
kayiplar oldugunu bildirmistir.

2.2. Sarimsakta Depolama

Sarimsagin hasadindan sonraki muhafaza kosullari, basin ve dislerin kalitesini
etkilemektedir. Genellikle sarimsagin muhafaza Omriinii ve kalitesini etkileyen
etmenler; koklenme, hastalilk ve su kayiplar, filizlenme, renk ve goriiniis
bozukluklaridir. Muhafazada sicaklik kontrolii diger sebzelerde oldugu gibi sarimsakta
da depo Omriinii uzatmada en 6nemli unsurdur. Diisiik sicaklik, bitki metabolizmasini
yavaglatarak yaslanmayi geciktirmekte ve su kaybini en aza indirmektedir. Boylece
sarimsagin kalitesi korunmus, raf omrii uzatilmis olmaktadir (Wills ve ark. 2007,
Anonim 2019b). Farkli depolama sicakliklarinin sarimsak {izerine etkisi asagidaki

gibidir:

- -1ile 0°C’de (nem oran1 %60-70) depolandiginda; ortalama depo 6mrii 9 aydir.
Ortamda hava sirkiilasyonu ile nem birikmesi Onlendigi takdirde depolama

kayiplari daha az olmaktadir (Anonim 2019c).

- 0°C’de (nem oran1 %65-70) depolandiginda; sarimsak baglar1 en az kayipla
saklanabilmekte ve depo 6mrii ortalama 1 yil olmaktadir (Dhall ve ark. 2013).

- 0-2°C’de (nem orami %65-70) depolandiginda, depolama kayiplar1 %5-10'a
kadar azalmaktadir. Depo omrii ortalama 6-9 aydir (Lawande 2018).

- 1-5°C’de (%75 nem orani) depolandiginda; depo omrii 10 ay olmaktadir. Oda
sicakliginda depolanan sarimsak ile karsilastirildiginda kayiplar %42,4 iken 1 ila
5 °C arasinda degisen sicakliklarda %12,5’tir (Anonim 2019d).

- 5-18°C’de (nem oran1 %60-70) arasinda depolandiginda: sarimsak baslar
dinlenme doneminden hizlica ¢ikmaktadir (Cantwell 2004, Cantwell ve ark.
2002, Dhall ve ark. 2013).



- 10-20°C’de arasinda depolandiginda: Sarimsaklarda filizlenme goriilmektedir
(Miedema 1994).

- 20-30 °C (oda sicakligl) arasinda depolandiginda: disler bozulmadan 1-2 ay
kadar muhafaza edilebilmektedir. Bu siirenin sonuna dogru disler su kaybi

nedeni ile yumusamakta ve renkte bozulmalar gériilmektedir (Anonim 2019c).

- 28-30°C arasinda depolandiginda; nem ve su kayiplar fazla miktarda olmaktadir

(Dhall ve ark. 2013).

Sarimsakta en az kayip ve iyi bir raf émri i¢in optimum depolama sicakligi: -1-0°C

olarak tavsiye edilmistir (Cantwell 2000).

Bloem ve ark. (2011) yaptig1 bir ¢alismada hasat oncesi azot ve kiikiirt igceren giibre
uygulamalarinin sarimsakta allin ve su miktarina olan etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada materyaller, oda kosullarinda, 1s1ksiz ve kuru bir ortamda 83 giin depo
edilmis, her 21 giinde analizler yapilmistir. Bu analizlere gbre en iyi sonucu; allin
miktarinin 6nemli derecede artist ve su kaybinin normale goére daha az olmasini
saglayan deneme grubu olan azot giibresi uygulanmayan diisiik dozda kiikiirt giibresi

uygulamasi olmustur.

Ichikawa ve ark. (2006a) yaptig1 ¢alismada HPLC yontemini kullanarak 5 ay boyunca
23°C'de depolanan sarimsak dislerinde, GSPC (y-L-glutamyl-S- (trans-1-propenyl)-L-
cysteine)’de bir azalma ve izoallin yerine sikloallinde artis meydana geldigi
gbzlemlenmistir. Bu mekanizmay1 agiklamak amaciyla yaptiklar1 bagka bir ¢aligmada
ise sarimsak diglerinin hem tampon ¢ozeltilerinde (pH 4.6, 5.5 ve 6.5) hem de 25 ve
35°C' de izoallininin sikloalline doniisiimii incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda
izoallinin sikloalline doniistiigii ve sarimsak dislerinin daha yiiksek sicaklikta
depolandiginda sikloallinin igeriginin arttigi sonucuna varilmistir (Ichikawa ve ark.

2006h).

Vernalizasyon bitkinin vejetatif asgamadan generatif asamaya gecebilmek igin gerekli
olan diisiik sicaklik istegidir. Tek yillik bitkilerde vernalizasyon zorunlu degilken, bu
ihtiyacinin karsilanmas1 ¢iceklenmeyi hizlandirmaktadir. 1ki yillik bitkilerde ise

vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmadigi takdirde ¢igeklenme goriilmemektedir (Dogru



ve ark. 2015). Brezilya’da yapilan bir ¢alismada ii¢ vernalizasyon doneminin (30 giin,
40 giin, 50 giin) ve {i¢ ekim tarihinin (23/03, 23/04, 23/05) iki sarimsak (Cagador ve
Quitéria) genotipinin verimleri {izerine etkileri arastirilmistir. Bu arastirmanin
sonucunda her iki genotipte de 23/04 ekim tarihinin ve 40 ginliik vernalizasyon

sliresinin, sarimsak verimini arttirmada etkili oldugunu bildirmislerdir (Resende ve ark.

2011).
2.3. Kantitatif Real-Time PCR

Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative real-time
polymerase chain reaction (QRT-PCR)), polimeraz zincir reaksiyonun her asamasini
gosteren, floresan isaretli prob ve boyalarin yardimi ile ekrana yansitan, niikleik asitin
floresanla dogru orantili olarak ¢ogaldigini gosteren bir PCR yontemidir (Gibson ve ark
1996). Genellikle floresan kantitatif real time PCR, kantitatif - kinetik PCR gibi adlarda
da kullanilmaktadir. Bu yontem sayesinde gen ifadelerinin diizeylerini sayisal verilere
doniistiirmek, devam etmekte olan PCR reaksiyonunu es zamanli olarak takip ederek
istenilen zamanda miidahale edebilmek ve dongii sayisin1 degistirebilmekte miimkiindiir
(Aydm-Sayitoglu 2008). Ayni zamanda DNA ve RNA orneklerini kisa bir siirede
kalitatif ve kantitatif olarak ¢oziimlemekte, kontaminasyon riskini en aza indirgeyerek

bir¢ok laboratuvar sorunlarini gidermektedir (Bustin 2000).
Real Time-PCR’da kantitatif belirlemede iki yontem kullanilmaktadir:

1. Ozgiil Floresan Isaretli Problar
e FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
e Tagman
e Molecular Beacons
e Scorpion Primerleri

e Hibridizasyon Problar1

2. Ozgiil Olmayan Floresan Isaretli Problar
e Syber Green |
e EvaGreen
e Yo-Prol



e BOXTO

RT PCR cihazinin ticari olarak gelistirilmis farkli modelleri bulunmakla birlikte yaygin
olarak kullanilanlari;

1. LightCyler (Roche)

2. TagMAnN (PE Biosystem)

3. ICycler (BIO-RAD) dir.

LightCycler modelinde Syber Green I kullanilir. Syber Green |, sadece ¢ift zincirli
DNA'’ya baglandiginda floresans vermektedir. Primerlerin baglanmasi ile olusan uzama
asamasinda floresans miktari, hedef DNA’nin ¢ift sarmal olusturmasiyla DNA’ya
baglanan Syber Green | miktari ile belirlenmektedir (Grove 1999, Kubista ve ark.
2006). Fakat her zaman floresans artist istenilen bolgenin uzadigi anlamina gelmez.
Ciinkii Syber Green 1, hedef molekiillerin bulunmadigi durumda primerler kendi
aralarinda baglanmalar meydana getirirse bu da floresans artisina neden olmaktadir.
Bunlarin 6niine gegmek i¢in melting curve analizi yapilmaktadir.
Real Time PCR avantajlari;
e Spesifik olmayan DNA ¢ogalmalarindan etkilenmez,
e Geleneksel PCR sonlandiktan sonra degerlendirilirken RT-PCR uygulanirken
veri degisimleri gozlemlenebilir.
e RT-PCR’dan sonra ikinci bir analize gerek yoktur, bdylece kontaminasyon
riskinin oniine ge¢ilmis olunur.
e Spesifik erime egrisi analizleri ile spesifik amplifikasyonlarin tanimlanmasini
saglar.

e ki kat degisikligi hizla belirleme hassasiyetindedir (Morris ve ark. 1996).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma 2017 - 2019 yillar1 arasinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler

Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
3.1. Bitki Materyali

Bu calismada, tlkemizde oOnemli bir yere sahip olan Kastamonu sarimsagi ve
Amerika’da bulunan WRPIS-Western Regional Plant Introduction Station’ndan
saglanan PI515971 kodlu sarimsak genotipi materyal olarak kullanilmistir. 2014 yilinda
Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi arazisinde yetistirilmis olan genotiplerin bir
boliimii 4°C’de diger bir boliimii 21°C’de 12 hafta depolanmistir. Depolama sicakliklari
belirlenirken, sarimsak baslarinda dinlenmenin kirilmasinda etkili olan 4°C ve
dinlenmenin kirilmas1 i¢in etkili olmayan 21°C sicakliklar1 se¢ilmistir. Depolama
denemesinden 6nce ve depolama sonunda dislerin ortasindaki yaprak taslaklarindan
elde edilmis ve -85°C’lik derin dondurucuda saklanmis 6rnekler bu tez calismasinda

kullanilmastir.

3.2. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu, QIAGEN marka RNeasy®Plant Mini Kit’i ve kit protokolii
kullanilarak steril kabin ortaminda gergeklestirilmistir. Ik asamada , -80°C’de saklanan
ornekler cikarildiktan sonra zaman kaybetmeden sivi azot bulunan havanda ezilmistir.
Daha sonra iki ml’lik RNaz-free mikrosantrifiij tiiplerine 450 pl RLT Tamponu
eklenmis ve sivi azotta dondurulmus spatula ile yaklasik 100 mg toz haldeki ornekler
dikkatlice tiipe aktarilmistir. Tiip icindeki Ornekler vortekslenerek homojen hale
getirilmistir. Kit icinde bulunan QIAshredded dondiirme kolonu (mor) 2 ml’lik toplama
tiiptine yerlestirildikten sonra RLT tamponu ig¢indeki o©rnek, kolonun {istiine
aktarilmistir. Tiipler 16000 x g hizda 2 dk santrifiij edildikten sonra tiipte toplanan
kisim, pellet gelmeyecek sekilde mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. Hacimce yaris1 kadar
etanol (%96-100) eklenip pipetlenerek karistirilmistir. Elde edilen ¢6zelti 6zel tiip
icindeki RNeasy mini doniis koluna (pembe) aktarilmis ve 15 sn 8000 x g de santrifiij
edildikten sonra tlipe gegen s1vi kisim atilmigtir. Daha sonra 700 pl RW1 tampon ¢ozelti

RNeasy mini doniis kolonuna eklenmis ve 15 sn 8000 x g de santrifiij edilmistir. Alta
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gecen s1vi kisim atilmigtir. Daha sonra 500 pl RPE tampon ¢ozelti RNeasy mini doniis
kolonuna eklenmis ve 15 sn 8000 X g de santrifiij edildikten sonra alta gegen sivi kisim
atilmistir. Yeniden 500 pul RPE tampon ¢ozelti eklenip, 2 dk 8000 x g de santrifiij
edildikten sonra alta gecen sivi kisim atilmistir. Daha sonra RNeasy mini doniis kolonu
yeni 2 ml’lik toplama tiipiine aktarilmis ve membranin kurumasi i¢in 16000 x g de 1 dk
santrflij edilmistir. Son asamada RNeasy mini doniis kolonu 1,5 pl’lik toplama tiipiine
alinmis ve lizerine 30-50 pul RNase-free su eklenmistir. Ardindan 1dk 8000 x g ‘de
santrifiij edilerek RNA 6rnekleri elde edilmistir.

3.3. Toplam RNA Konsantrasyonun Belirlenmesi

Toplam RNA konsantrasyonu belirlenmesinde Qubit® RNA BR Assay Kit kullanilmis
ve Qubit® Fluorometer (Invitrogen, ABD) cihazi ile RNA okumalari yapilmustir.

2 ul’lik bir ependorf tiip igerisine her 6rnek ve 2 standart i¢in 199 ul RNA BR Assay, 1
ul RNA BR Reagent konulmus ve vortekslenerek karistirilmigtir. Ardindan 6rnekler igin
ve standart okumalar i¢in 0,5 pl’lik ince duvarl steril tiipler hazirlanmistir. Bu tiipler
igerisine hazirlamis oldugumuz karisimdan her bir RNA 6rnegi igin 198 pl, standartlar
icin ise 190 pl dagitilmistir. Daha sonra 6rnekler i¢in 2 pl RNA, standartlar i¢in 10 pl
RNA BR Standart 1 ve RNA BR Standart 2 eklenmistir. Toplam hacmi 200 ul olan
tipler 2-3 sn vortekslenmis, 3 dakika beklemenin ardindan okuma islemi

gerceklestirilmistir.
3.4. cDNA Sentezi

Cikarmis oldugumuz toplam RNA’lardan Promega Go Taq qPCR® Master Mix kiti
kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Ilk asama da buz icerisinde RNA’larin
ve kit igerisinde bulunan ¢ozeltilerin ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra RNA
konsantrasyon hesaplamalar1 yapilip, en son konsantrasyon 800 ng olacak sekilde RNA
ornekleri plate kuyucuklarma eklenmistir. Ardindan her RNA 06rnegin iizerine 1 pl
forward primer ve 1 pl reverse primer eklenerek primerlerin RNA’ya daha iyi
baglanmasi i¢in 70°C’de 5 dk PCR cihazinda bekletilmistir. Daha sonra bir
mikrosantrifiij tlip i¢erisinde ana karigim hazirlanmistir. Ana karigim, her 6rnek igin 4 pl
5X Reaction Buffer, 1,5 ul MgCl,, 1 ul PCR Nucleotide Mix, 0,5 ul Rnasin, 1 ul

GoScript RT kullanilarak hazirlanmig ve pipetlenerek homojen hale getirilmistir.
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Hazirlanan ana karisimdan 8 ul, RNA bulunan kuyucuklara dagiltilmis ve {izerine her
RNA o6rnegi igin ayr1 hesaplanan Nuclease-Free su miktarlart eklenmistir. Toplamda 20
ul hazirlanan ¢ozelti i¢in 25°C’de 5 dk, 42°C” de 1 saat, 70°C’ de 15 dk, 4°C’ de oo
olacak sekilde PCR reaksiyonlar1 yapilmaistir.

3.5. Kantitatif Real-Time PCR analizi

Kantitatif Real-Time PCR reaksiyonu igin referans geni olarak aktin geni

((gi|56159166|gb|AY821677.1) kullanilmigtir. Analiz igin ROCheLightCyCIer® 480
SYBR Green Master | kiti kullanilmistir. SYBR Green master karisimi her 6rnek igin
asagidaki Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Bir 6rnek i¢in hazirlanan SYBR Green master karigimi

SYBR Green karigimi 10 ul
Primer F (forward) 1l
Primer R (reverse) 1 ul
ddH20 5ul
TOPLAM 17 pl

Karisgimlar ayr1 ayri pipetlenerek iyice karigtirtlmis ve 3 pl cDNA bulunan RT-PCR
plate kuyucuklarina (Sekil 3.1) 17 ul hazirlanan karisimdan dagitilmistir. Plate cihaza
konulmadan 6nce tizeri 6zel film ile kapatilmis ve LightCycler 480 1l RT-PCR cihazina
(Roche, Almanya; Sekil 3.2) vyerlestirilmistir. Relative quantification programi

segildikten sonra gerekli analiz ayarlamalari Cizelge 3.2° deki gibi yapilmustir.
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Sekil 3.1. Real-Time PCR Plate’i

Sekil 3.2. Roche marka LightCycler 480 Il Real-Time PCR cihazi
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Cizelge 3.2. LightCycler 480 Il cihazinda uygulanan kosullar

AYARLAR
Algilama bi¢imi Blok tipi Reaksiyon hacmi
Sybr Green 96 20 ul
PROGRAMLAR
Program ismi Dongii Analiz Modu
On-inkiibasyon 1 Hig Biri
Amplifikasyon 45 Miktar
Erime Egrileri 1 Erime Egrileri
Sogutma 1 Hig Biri
ISI| HEDEFLERI
Hedef (°C) Veri alim Niifuz Yiikselme Veri alim
(sa:dk:sn) orani (°C)
(°CIs)
On- inkiibasyon
95 Hig Biri 00:05:00 4.4 -
Amplifikasyon
95 Hig Biri 00:00:10 4.4 -
59 Hig Biri 00:00:10 2.2 -
72 Hig Biri 00:00:15 4.4 -
Erime egrileri
95 Hig Biri 00:01:00 4.4 -
60 Hic Biri 00:01:00 2.2 -
90 Siirekli - - 5-10
Sogutma
40 Hig Biri 00:00:30 2.2 -
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3.6. Kantitatif Real-Time PCR Sonuclarimin Analizi

LightCycler 480 II cihazina plate yerlestirildikten sonra analize baslamadan once plate
diizenindeki kuyucuklarin igerdikleri her 6rnek ve primer kombinasyonu tanimlanmuistir.
Sonrasinda Advanced Relative Quantification yontemi altinda bire bir karsilastirma ve
yiiksek duyarlilik secenekleri secilerek analizler gerceklestirilmistir. Hesaplama
sonunda her bir 6rnegin esik dongii degeri (CT) ve ACT metoduna gore hesaplanmis
normallestirme degerleri goriintiilenmistir. Hesaplamada kullanilan ACT metodu

formiilasyonu su sekildedir:

2-[Ct(referans) — (Ct (hedef) ]

= Goreceli ifade diizeyi

3.7. Primer Tasarimi

Allinaz geni igin primerler NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
bankasinda bulunan sarimsak allinaz (gb| KR270355.1) dizileri kullanilarak, referans
geni icin ise sarimsak aktin (gi|56159166|gb|AY821677.1) geni kullanilarak dizayn
edilmistir. Pimerler Primer3Plus (https://primer3plus.com) programi kullanilarak

tasarlanmistir. Primer dizileri Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Real-time PCR’da kullanilan allinaz ve aktin genleri primerleri

Gen Dizisi (5°-3°)
ALLINAZ F-5- GGAGGGCTCTCCTAAATGCGAG -3'
R-5'- GGTGAAACCAGCACTGCACTG -3'
AKTIN F-5-TGGAATTGTGAGCAACTGGGATGAC-3'

R-5-AGCCTGGATAGCAACATACATGGC-3'

3.8. istatistiksel Analiz

gRT-PCR’dan elde ettigimiz degerler SPSS 22.0 programinda analiz edilmis ve
istatistiksel fark %5 Onem seviyesinde bulunmustur. qRT-PCR’da elde ettigimiz
goreceli allinaz gen ifadesi ile TUBITAK TOVAG 1130228 nolu projeden elde edilen
allin ve allisin degerleri arasindaki Pearson korelasyon analizi yine ayni programda

yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Kantitatif Real Time PCR

Kastamonu ve PI515971 genotipleri 6rneklerinde goreceli allinaz gen ifadesinin gRT-
PCR analizi sonucu olusan egriler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir. Egriler her

uygulamadan bir tekerriirii temsil etmektedir.

Amplification Curves
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Sekil 4.1. Kastamonu genotipi gRT- PCR analiz egrisi

Sekil 4.1°de gosterilen Kastamonu genotipine ait egrilerde “a” ile gosterilen mavi renkli
egri depolama oncesi 6rneklerini, “b” ile gosterilen yesil renkli egri 4°C’de depolanan
orneklerin, “c” ile gosterilen siyah renkli egri ise 21°C’de depolanan 6rneklerin goreceli

allinaz gen ifade diizeyini belirtmektedir.
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Sekil 4.2. P1515971 genotipi gRT-PCR analiz egrisi
P1515971 genotipine ait Real-Time PCR egrisinde belirtilen kirmizi renkli “a” ile

gosterilen egri depolama oncesi Orneklerinin, “b” ile gosterilen mavi renkli egri 4°C’de
depolanan 6rnekleri, “c” ile gosterilen sar1 renkli egri ise 21°C’de depolanan orneklerin

goreceli allinaz gen ifade diizeyini gostermektedir (Sekil 4.2).

4.2. Allinaz Gen ifade Diizeyi

Kastamonu ve PI515971 sarimsak cesitleri diisiik sicaklik ve oda sicakligi kosullarinda
12 hafta depolandiktan sonra allinaz geninin goreceli ifade diizeyindeki degisimlerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3°de verilmistir.

Kastamonu genotipinde, hem 21°C hem de 4°C’de 12 hafta depolama sonunda allinaz
geninin goreceli ifade diizeyinde istatiksel olarak onemli diizeyde (P < 0.05) artislar
olmustur. Bu genotipte, allinaz geni goreceli ifade diizeyi en yiiksek 21°C’de depolanan
orneklerde gorilmistiir. 21°C’de depolanan 6rneklerin allinaz geninin goreceli ifade
degeri (39,15) depolama Oncesine gore (12,85) yaklasik 3 kat artmistir. Depolama
sicakligi 4°C olan orneklerde allinaz geninin goreceli ifade diizeyi ise 32,37 olarak
bulunmustur. Bu deger depolama 6ncesi degerine (12,85) gore 2,5 kat daha yiiksektir.
Bu sonuglara gore her iki depolama sicakliginda da depolama oncesine gore allinaz
geninin goreceli ifade diizeyi artisinda anlamli bir fark bulunmaktadir. Ayrica her iki
sicaklik degeri arasinda da istatistiksel olarak onemli bir fark vardir. Genel olarak
Kastamonu genotipinde depolama siiresince her iki sicaklik kosullarinda da gen ifadesi

artmig ancak bu artis 21 "C’de daha fazla gergeklesmistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.3).

PI515971 genotipinde yapilan gqRT-PCR analiz sonuglar1 dogrultusunda allinaz geninin
goreceli ifade diizeyinde, baslangic degerlerine gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde
artiglar (P < 0.05) belirlenmistir. 21°C’de depolanan orneklerde allinaz goreceli ifade
diizeyi 88,89 olup baslangic degerine gore (18,08) yaklasik 5 kat bir artis tespit
edilmistir. 4°C’de depolanan 6rneklerin ise allinaz geninin goreceli ifade degerinin
87,89 oldugu goriilmiistiir. Bu deger baslangic zamanina gore yaklagik 5 kat istatistiksel
olarak anlamlidir. Allinaz genin goreceli gen ifadesinde depolama sicakliklari

arasindaki fark ise istatiksel olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.3).
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Genel olarak bakildiginda her iki genotipte 4°C’de ve 21°C’de 12 hafta depolandiginda
allinaz geninin goreceli ifade diizeyi baslangica gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
artis gostermistir ancak P1515971 genotipinde Kastamonu genotipine gore iki kattan
daha fazla artis gerceklesmistir. Ayrica allinaz gen ifadesinin PI515971 depolama
oncesi Orneklerinde Kastamonu genotipinin depolama oncesi orneklerine gore daha

yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli depolama sicakliklarinda depolanan Kastamonu ve PI1515971
sarimsak genotiplerinde goreceli allinaz gen ifadesi diizeyi
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4 0 hafta 12.85+0,37
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Sekil 4.3. Farkli depolama sicakliklarinda depolanan Kastamonu ve PI515971 sarimsak
genotiplerinde goreceli allinaz gen ifadesi diizeyi

Kastamonu sarimsak genotipinde, goreceli allinaz geni ifade diizeyi sicakliklara gore
karsilastirildiginda (Cizelge 4.2), 21°C’de depolanan o6rneklerde (39,15) 4°C’de
depolanan 6rneklere (32,37) gore istatiksel olarak daha yiiksek diizeyde ifade oldugu ve
bu degerlerin baglangi¢ (12,85) gen ifadesine gore istatiksel olarak farkli oldugu

gorilmektedir.

PI515971 sarimsak genotipinde, Cizelge 4.3°te goriildiigii gibi goreceli allinaz gen ifade
diizeyi depolama sicakliklarma gore karsilastirilmasinda, 4°C ve 21°C arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Ancak baglangic sicakligi ile depolama

sicakliklart arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Kastamonu genotipinin goreceli allinaz gen ifadesi diizeyinin depolama
sicakligina gore karsilastirilmasi (B: Baslangic)

Depolama sicakhig (°C) Goreceli allinaz gen ifade diizeyi
B 12,85 c*
4 32,37h
21 39,15a

*Aymn siitun ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda en az %35 6nem
seviyesinde farklilik vardir.

Cizelge 4.3. PIS15971 sarimsak genotipinin goreceli allinaz gen ifadesi diizeyinin
depolama sicakligina gore karsilastirmasi (B: Baslangic)

Depolama sicakhgi (°C) Goreceli allinaz gen ifade diizeyi
B 18,08 b*
4 87,89 a
21 88,89 a

*Aymn siitun ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda en az %35 6nem
seviyesinde farklilik vardir.

Allinaz enzimi, sarimsakta dokular parcalandiginda kiikiirtlii bilesik olan allin ile
reaksiyona girerek bu bilesigi allisine dontistirmektedir. Allinaz gen ifadesi ile sarimsak

baslarindaki bu iki kiikiirtlii bilesik icerigi arasinda bir korelasyon olup olmadigin
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belirlemek i¢in Pearson korelasyon analizi gergeklestirilmistir. Korelasyon analizinde
kullanilan allin ve allisin degerleri daha &nceden tamamlanan TUBITAK-TOVAG
1130228 nolu ve “Sarimsakta Diisiik Sicaklik Kosullarinda Tiamin Biyosentezinde
Gorev Alan THIC Genin Ifade Diizeyi, Tiamin ve Baz1 Biyokimyasal Bilesiklerin
Iceriklerinde Olusan Degisimlerin Belirlenmesi” baslikli projeden almmistir. Bu proje
kapsaminda Kastamonu ve PI515971 nolu sarimsak genotipleri baglarinda 4°C ve
21°C’de 12 hafta depolama siiresince allin ve allisin igerigindeki degisimler
belirlenmistir. Bu projede PI515971 sarimsak genotipinde allinin baslangi¢ degeri 12.00
mg/g KA olarak ol¢iilmistiir. Allin degerinin 4°C” de 12 hafta depolandiktan sonra
14.44 mg/g KA’a, 21°C’ de ise 19.24 mg/g KA’a yiikseldigi belirlenmistir. Ayni
genotipte allisin degeri baslangi¢ seviyesi 1,98 mg/g iken, 4°C’ de 12 hafta depolanmis
orneklerde 3,41 mg/g, 21°C’ de 12 hafta depolanmis 6rneklerinde ise 3,12 mg/g’dur.
Kastamonu genotipinde ise allinin baslangi¢ degeri 18.25 mg/g KA’dan 4°C’de 12 hafta
depolandiktan sonra 24.93 mg/g KA’a, 21°C 12 hafta depolandiktan sonra 25.85 mg/g
KA ulasmustir.

Korelasyon analizlerinde PI515971 sarimsagi genotipinde goreceli allinaz gen
ifadesindeki artis ile allin igerigi degisimi arasinda 0.05 6nem seviyesinde yiiksek
pozitif korelasyon (r = 0.76) tespit edilmistir. Allinaz gen ifadesi ile allisin igerigindeki
degisimler arasinda da 0.01 6nem seviyesinde yiiksek pozitif korelasyon (r = 0.94)
belirlenmistir. Ancak allin ve allisin kiikiirtlii bilesik igeriklerinin depolama siiresince
degisim degerleri arasindaki korelasyonun (r = 0.52) 0.05 6nem seviyesinde anlamli

olmadigi bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. P1515971 genotipinde goreceli allinaz gen ifadesiyle allin ve allisin
igerikleri arasindaki korelasyon katsayilar

Allin (mg/g) Allisin (mg/g)

Allisin 0,52

Goreceli allinaz gen

* *k
ifadesi 0,76 0,94

*: Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir (2-uglu).
*#: Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-uglu).
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Kastamonu genotipi baglarinda 12 hafta siire ile depolama sonunda goriilen goreceli
allinaz gen ifadesindeki artis ile allin igerigi degisimi arasinda 0.01 6nem diizeyinde
yiiksek pozitif korelasyon (r = 0.96) bulunmustur. Allinaz gen ifadesi ile allisin
icerigindeki degisimler arasinda da 0.01 6nem diizeyinde yliksek pozitif korelasyon ( r =
0.82) belirlenmistir. Ayni sekilde allin ve allisin kiikiirtlii bilesik i¢eriklerinin depolama
stiresince degisim degerleri arasinda yiiksek pozitif korelasyon (r = 0.88) saptanmigtir
(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kastamonu genotipinde goreceli allinaz gen ifadesiyle allin ve allisin
icerikleri arasindaki korelasyon katsayilari

Allin (mg/qg) Allisin (mg/g)

Allisin 0,88**

Gé')rece_h alhr_laz gen 0,96%* 0,82**
ifadesi

**: Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-uglu).
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5. TARTISMA VE SONUC

Sarimsagin, antibakteriyel ve antimikrobiyal o6zelliginin “allisin” ile ortaya ¢iktig1
bilinmektedir. Allisin, sarimsak disleri biitiin iken olusmamakta, sadece disler mekanik
zarara ugradiginda allinaz enzimin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Allinin allinaz enzimi

ile par¢alanmasi sonucu allisin meydana gelmektedir (lberl ve ark. 1990).

Yaptigimiz Real-Time PCR analiz sonuglarina gore goreceli allinaz gen ifadesi diizeyi
en vyiksek deger PIS15971 sarimsak genotipi Orneklerinin 21°C’de 12 hafta
depolanmasi sonucu belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.1). Bu sonuca en yakin deger

PI515971 sarimsak geotipinin 4°C’de 12 hafta depolanmasi sonucunda goriilmiistiir.

PI515971 sarimsak genotipin incelendiginde her iki sicaklik derecesinde depolama
oncesine gore goreceli allinaz gen ifade diizeyinde 6nemli bir artis goriilmiistiir. Ancak
iki sicaklik derecesi arasinda gen ifade diizeylerinde istatistiksel olarak bir fark
goriilmemistir (bkz. Cizelge 4.3). Kastamonu genotipi analiz sonuglarina gore de 4°C ve
21°C’de depolanan orneklerde baslangica gore goreceli allinaz geni ifade diizeyinde
onemli bir artis olmustur. ki sicaklik degeri karsilastirildiginda ise 21°C’de artigin
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (bkz. Cizelge 4.2).

Kogegat (2016), yiiksek lisans tez g¢alismasinda Kastamonu ve PI515971 sarimsak
genotiplerinin 4°C ve 21°C’de 4, 8 ve 12 hafta depolanmasi sonucunda tiamin (B1
vitamini) biyosentezinde gorev alan THIC geni ifade diizeyindeki degisimleri
aragtirmistir. Bu arasgtirmaya gore PI515971 sarimsak genotipi 12 hafta depolandiktan
sonra baslangica gore 25 kat, 21°C’de 12 hafta depolandiktan sonra ise baslangica gore
2,5 kat gen ifade diizeyinde artis gostermistir. Kastamonu genotipinde ise 4°C’de 12
hafta depolandiktan sonra baslangica gore 25 kat THIC geni ifade diizeyinde artis
gozlenirken 21°C’de anlaml bir artis gdzlenmemistir. Sarimsakta depolama stiresince
gen aktivesinin degismesi konusunda yapilan baska bir yiiksek lisans tez caligmasinda
da diisiik sicaklikta depolamanin (4°C) oda sicakliginda (21°C) depolamaya gore
protein ifade profilindeki degisim iizerine daha etkili oldugu belirlenmistir (il 2019).
4°C’de depolamada gozlemlenen daha yiiksek THIC geni ifade diizeyi ve protein ifade
diizeyindeki degisim diisiik sicaklikta dinlenmenin kirilmasiyla iliskilendirilebilir. Bu

yiiksek lisans tez ¢alismasinda ise goreceli allinaz gen ifade diizeyi hem 4°C hem de
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21°C’de depolanan sarimsak oOrneklerinde baslangic degerine gore Onemli artig
gostermis ve yukaridaki ¢alismalardan farkli olarak 21°C’de depolanan 6rneklerde daha

yiiksek bir artis gergeklesmistir.

Allinaz gen ifade diizeyinin allin ve allisin igerigi arasinda bir korelasyon olup
olmadigin1 belirlemek i¢in korelasyon analizi yapilmistir. Korelasyon analizinde,
TUBITAK-TOVAG-1130228 nolu projede belirlenen allisin ve allin verileri
kullanilmistir. Korelasyon analizi sonuglarina gore allinaz goreceli gen ifade
diizeyindeki artig ile allin ve allisin igerigindeki artis arasinda hem Kastamonu hem de
P1515971 genotipinde yiiksek pozitif korelasyon belirlenmistir (Cizelgeler 4.4 ve 4.5).
Yiiksek pozitif korelasyon allinaz gen ifadesinin hiicrede yiiksek allin konsantrasyonu

ile yukart dogru diizenlendigini (upregulation) isaret etmektedir.

Ayrica bu tez calismasinda PI515971 genotipinde baslangig¢ allinaz goreceli gen
ifadesinin Kastamonu sarimsagma gore iki kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ancak TUBITAK-TOVAG-1130228 nolu projede P1515971 sarimsak genotipinin allin
ve allisin iceriklerinin Kastamonu genotipine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Li
ve ark. (2018) sarimsak dislerinde depolama sirasinda diisiik sicakligin neden oldugu ve
sarimsak kalitesini olumsuz etkileyen yesillenme ile iligkili genleri belirlemek i¢in yeni
nesil RNA-seq analizleri ile transkriptomik ¢alismasi yapmislardir. Analizlerde diisiik
sicaklikta (4°C) depolama sonucu dislerde yesillenmeye neden olabilecek farkli sekilde
ifade olan 7 tane allinaz kodalayan gen, 5 tane y-glutamyltranspeptidase kodlayan gen
ve 1 tane 5-aminolevulinic acid dehydratase kodlayan gen belirlemislerdir. Sarimsak vy-
glutamyltranspeptidase enzimi allin biyosentez yolagindaki y-glutamyl-S-alk(en)yl-L-
cysteine ara bilesikteki y-glutamyl grubu uzaklastirarak allin sentezlenmesini
saglamaktadir (Yoshimato 2015). Allinaz geni ise sentezlenen allini kiikiirtlii bilesikler
biyosentez yolagmim bir sonraki agsamasinda allisine doniistiirmektedir. Sarimsakta
yapilan bagka bir c¢alismada baslarin diisiik sicaklikta depolanmasiyla -
glutamyltranspeptidase aktivitesinin arttigi ve sarimsak disi piiresine bu enzim
eklendiginde yesil renge doniistiigli ortaya c¢ikarilmustir (Li ve ark. 2008). Bu yesil
rengin sarimsakta allinaz enziminin aktivitesi sonucu ag¢iga ¢ikan tiosiilfinatlarin (allisin
ve diger tiosiilfinatlar) neden oldugu belirtilmektedir (Kubec ve ark. 2004, Bai ve ark.
2005). Daha once yiiriitilen TUBITAK-TOVAG-1130228 nolu projenin depolama
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denemelerinde de disler soyuldugunda PI515971 sarimsak genotipi dislerinde daha fazla
yesillenme oldugu gozlemlenmistir (veriler alinmamistir). PIS15971 genotipinde
dislerde goriilen yesillenme allin ve allisin igeriginin Kastamonu sarimsagina gore daha
diisiik olmasina ragmen allinaz gen ifadesinin iki kat daha yiiksek olmasi ile iliskili
olabilir. Kastamonu genotipinde 12 hafta depolama sonunda yesillenmenin daha az
goriilmesinin ise bu genotipte allinaz gen ifadesinin daha diisiik olmasi ile iliskili
olabilir. Allinaz enzimi ve substrati olan allin hiicrede farkli yerlerde depolanmaktadir.
Allinaz hiicre kofulunda depolanirken allin sitozolda bulunmaktadir. Hiicre
parcaladiginda enzim ve allin bir araya gelerek allisin sentezlenmektedir (Ellmore ve
ark. 1994). Bitkilerde stres kosullarinda ozellikle diisiik sicaklik stresinde hiicredeki
koful zar1 zarar goérmekte ve zararlanan kofullardaki metobolitler sitoplazmaya
sizmaktadir (Willing ve ark.1983, Murai ve ark. 1998). Bu tez calismasinda diisiik
sicaklik depolama kosullarinda allinaz enzimi gen ifadesi ve aktivitesinin artmasi diisiik
sicaklik stresinden dolay1 kofulda meydana gelen zararlanmadan kaynaklanmis olabilir
ve bu zararlanma PI515971 genotipinde daha yiiksek ger¢eklesmis olabilir. Oda
sicakligr kosullarinda ise gen ifadesinin yiiksek olmasi ve bunun yine P1515971
genotipinde daha yiiksek gerceklesmesi bu genotipin depolamaya daha az dayanikli

olmasi ve erken slirmesinden kaynaklanmis olabilir.

P1515971 ve Kastamonu sarimsak genotipleri genetik ve bazi fiziksel ozellikler
yoniinden farklilik gostermektedir. Cogaltilmis parca uzunlugu farkliligi (AFLP) DNA
molekiiler markirlart ile yapilan bir ¢alismada PI515971 ve Kastamonu genotipinin
ciceklenmeyen sarimsak grubuna girdigi ancak genetik olarak birbirinden oldukg¢a farkli
oldugu belirlenmistir (Ipek ve ark. 2008). Yaptigimiz gdzlemlere gore de P1515971
genotipi Kastamonu sarimsagina gore daha erkenci ve hasattan sonra depolamaya daha
az dayanmaktadir. Kastamonu genotipi adi depolarda 6-9 ay kadar siirmeden
depolanabilirken P1515971 genotipi 4-5 ay sonra siirmeye baslamaktadir. iki genotip
soguklama ihtiyact yoniinden de farklilik gostermektedirler. Kastamonu genotipinde
dinlenmenin kirilmas: igin gerekli soguklama ihtiyact PI515971 genotipine gore 3-4
hafta daha uzun olmaktadir. Ayrica TUBITAK-TOVAG-1130228 nolu projede
Kastamonu genotipinde kuru madde oranin (%40,22) P1515971 genotipi kuru madde
(%33) oranina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak bu projede

depolama siiresince bas agirhik kaybi ve dis ortasindaki siirgiin uzunlugundaki
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degisimler de dl¢lilmiis ve PIS15971 genotipinde agirlik kaybi ve siirgiin uzunlugunun
21°C’de depolan orneklerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kastamonu genotipi ile
karsilastirildiginda ise PIS15971 genotipinde her iki depolama sicaklik kosullarinda
agirlik kaybinin ve siirgiin uzunlugunun daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Biitiin bu
farkliliklar ve bu tez galismasinda allinaz gen ifadesinin P1515971 genotipinde daha
yiiksek olmasi bu genotipin diisiik sicaklik stresine ve erken siirmeye karsi daha duyarl

oldugunu gostermektedir.

Sarimsakta allinaz enziminin depolama sirasinda gen ifadesinin degistigini ve bu
degisimin sarimsak dislerinde kaliteye olan etkisini gdsteren bir ¢aligmaya literatiirde
rastlanmamustir. Bununla birlikte sarimsakta depolama sirasinda allin ve allisin igerigi
degisiminin belirlendigi bazi ¢alismalar mevcuttur. Hughes ve ark. (2006), oda
sicakliginda ve 4°C’de 6 ay depoladiklari sarimsak oOrneklerinde kiikiirtli bilesik
iceriklerine sarimsak dislerinin bas tizerinde bulundugu yerin etkisini ve igeriklerdeki
degisimi HPLC yontemiyle incelemiglerdir. Allin seviyesinde, sarimsak basmnin ig
tarafindaki disleri ile dis tarafindaki disleri arasinda istatistiksel fark bulunmustur. Dis
tarafta bulunan dislerde allin seviyesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak allin
seviyesinin depolama siiresince degismedigini belirlemislerdir. Sukkaew ve ark.
(2011)“in yaptig1 baska bir ¢alismada sarimsak baslar1 igin 7 farkli deneme grubu
olusturmustur. Bu gruplar sirasiyla kontrol (1.grup), 4-6°C’de %60-70 nemde (2.grup),
4-6°C’de %80-90 nemde (3.grup), 8-10°C’de %60-70 nemde (4.grup), 8-10°C’de %80-
90 nemde (5.grup) depolanmistir ve 4 ay boyunca her 20 giinde bir allisin 6l¢timleri
yapilmistir. Bu aragtirma sonucunda her deneme grubunda allisin igeriginin arttig1
belirtilmistir. D6rt ay depolama sonucunda allisin miktar1 kontrol grubuna gore 2.grupta
%119, 3.grupta %149, 4.grupta %138 ve 5.grupta ise %165 oraninda artmistir. Sonug

olarak allisin miktarinin sicaklik ve bagil nem arttik¢a arttig1 gozlemlenmistir.

Sonug olarak bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda goéreceli allinaz gen ifadesi diizeyinde
her iki sarimsak genotipinin her iki sicaklik kosullarinda depolanan orneklerinde
depolama dncesine gore anlamli bir artig oldugu belirlenmistir. Ancak bu artig 21°C’de
depolanan 6rneklerde daha fazla gerceklesmistir. Ayrica allinaz gen ifadesindeki artig
ile kiikiirtlii bilesiklerden allin ve allisin igerikleri arasinda yiiksek korelasyonlar tespit

edilmistir. Allinaz gen ifadesindeki artis daha once literatiirde sarimsak kiikiirtlii bilesik
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biyosentezinde gorev alan y-glutamyltranspeptidase enzim aktivitesinin diisiik sicaklikta
depolama siiresince artist ile de Ortiismektedir. Daha sonra yapilacak ¢aligmalarda iki
enzimin gen ifade diizeyinin birlikte analiz edilmesi sarimsakta hasattan sonra depolama
periyodunda kiikiirtlii bilesiklerin biyosentez mekanizmasinin aydinlatilmasina katkida

bulunabilir.
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