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DNA metilasyonu, gen ekspresyonunun diizenlenmesini etkileyen baslica epigenetik
modifikasyonlardan biridir. Papaver somniferum L. dnemli bir tibbi bitkidir. Lateksi,
zengin bir farmasatik benzilizokinolin alkaloid (BIA) kaynagi olan afyon icermektedir.
Burada, MSAP molekiiler markdorleri kullanilarak afyon hashasi ¢esitleri arasindaki DNA
metilasyon seviyelerini karsilagtirmak i¢in tebain biyosentezi yolaginda gorev alan gen
ve gen bolgeleri lizerinde epigenetik diizenlemelerin metilasyona duyarli amplifikasyon
polimorfizm (MSAP) profilleme teknigi uygulanmistir. Bu kapsamda tebain yolaginda
epigenetik diizenlemelerde metilasyonun etkileri ilk kez arastirilmigtir. MSAP profili,
farkli BIA igerigine sahip Papaver somniferum L. ¢esitleri arasindaki farkli metilasyon

durumunu yansitmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis
DETERMINING THE EFFECTS OF EPIGENETIC ARRANGEMENTS ON THEBAINE
ROAD IN THE CROP (Papaver somniferum L.) PLANT

Zehra AYDINLI
Cankiri Karatekin University
Institute of Science

Department of Biology

Supervisors: Assoc. Prof. Dr. Mine TURKTAS ERKEN

DNA methylation is one of the major epigenetic modifications affecting the regulation of
gene expression. Papaver somniferum L. it is an important medicinal plant. Latex
contains opium, a rich source of pharmaceutical benzylisoquinoline alkaloid (BIA). Here,
methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) profiling of epigenetic
arrangements on genes and gene regions involved in tebain biosynthesis pathway was
applied to compare DNA methylation levels among opium poppy varieties using MSAP
molecular markers. In this context, the effects of methylation in epigenetic arrangements
in the tebain pathway were investigated for the first time. MSAP profile, Papaver
somniferum L. with different BIA content it reflected the different methylation state

between varieties.

2020, 70 pages
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ONSOZ VE TESEKKUR

“’Epigenetik diizenlemelerin afyon hashasi (Papaver somniferum L.) bitkisinde tebain
yolag1 tizerine etkilerinin belirlenmesi* adli bu calisma 2019-2020 yillar1 arasinda
Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiine ¢’ Yiiksek Lisans Tezi’’ olarak
sunulmustur. Bu arastirmanin amaci, Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinde tebain
biyosentezi yolaginda gorev alan gen ve gen bdlgeleri iizerinde epigenetik
diizenlemelerin en Onemlilerinden olan metilasyon etkilerinin "Metilasyona Duyarli
Amplifikasyon Polimorfizmi" (Methylation Sensitive Amplification Polymorphism)

yontemi ile aydinlatilmasidir.

Bu arastirmay1 yiiksek lisans tezi olarak veren, tez calismasinin baslangicindan sonuna
dek her tiirlii katki ve yardimlari ile beni yonlendiren, yakin ilgi ve tavsiyeleri ile yanimda
olan degerli danisman hocam Dog¢. Dr. Mine TURKTAS ERKEN’e tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica Topra Mahsulleri Ofisi Genel Miidiirliigii, Hashas ve Alkaloid Isleri
Dairesi Bagkanligina ¢alismamizda kullandigimiz hashas cesitlerini bizlere temin ettigi

i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Bu asamaya ulagsmam da her zaman destek olan anneme, babama ve kardeslerime

siikranlarimi1 sunarim.

Zehra AYDINLI
Cankiri, Temmuz 2020
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1.GIRIS

1.1 Hashas (Papaver somniferum L.)

Geleneksel olarak tarimi yapilan hashas, Papaver somniferum L. tiirii olan tek yillik bir
kiltir bitkisidir. Papaver somniferum L. Rhoedales takimmin Papaveraceae
familyasindandir. Papaveraceae familyasi papaver sp. cinsi igerisinde son diizenlemeler

ile iilkemizde 28 tiir, 18 tiir alt1 takson tespit edilmistir (Davis et al. 1988 ; Anonim 2017).

Calismamizin amaci hashas bitkisinin ¢ok yonlii kullanim 6zelliginden yararlanilarak
tebain biyosentezi yolaginda gorev alan gen ve gen bolgeleri lizerinde epigenetik
diizenlemelerin en Onemlilerinden olan metilasyon etkilerinin MSAP yontemi ile
aydinlatilmasidir. Bu kapsamda tebain yolaginda epigenetik diizenlemelerde

metilasyonun etkileri ilk kez arastirilmastir.

Hagshas bitkisinin eski ¢aglardan beri bilindigi, M.O. 5000 yillarinda Mezopotamya’da
kiiltiir bitkisi olarak kullanildig1, Avrupa’da M.O. 4000 yillarinda kiiltiirii yapilmakta
oldugu belirtilmektedir (Incekara 1979). Hashas bitkisinin ilk ¢izimi Otto Wilhelm
tarafindan ¢izilmistir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1 Hashas bitkisinin ilk ¢izimi (Otto 1885)



Eski ¢aglardan beri bilinen hashasin giiniimiizde legal olarak Birlesmis Milletler Teskilati
denetiminde izine bagl olarak kiiltiirii yapilmaktadir. Diinya ¢apinda hashasg iiretiminde

Tiirkiye ilk sirada yer almaktadir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 Diinya ¢apinda hashas tiretim dagilimi (Anonim 2015)

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’nce yapmis oldugu calismaya bakildiginda tiim diinyada
20.000 civarinda bitki tiirliniin tibbi amagla kullanildig1 belirtilmektedir (Arslan vd.
2015). Yasal olarak Tiirkiye’de su an sadece 13 ilde Hashas liretimi izne bagl olarak
yapilmaktadir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 Tiirkiye’de Hashas Uretim Haritas1 (Anonim 2013)




Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin tohum ve kapsiil kabugu olmak iizere iki

onemli sekilde tirlin elde edilmektedir.

Kapsiiliinden faydalanma olarak hashasin milletlerarasi iiniinii saglayan ihtiva ettigi
morfin ve diger alkaloidlerden kaynaklanan tibbi 6zelligi devreye girmektedir. Hashag
kapsiiliiniin morfin, kodein, tebain, noskapin ve papaverin gibi tibbi 6neme sahip olan
alkaloidler izole edilmistir (Anonim 2019). Bunlardan tiirevleri olan katma degerleri
yiiksek, yar1 sentetik ila¢ aktif hammaddeleri tiretilmektedir. Bu alkaloidlerden morfin,
kodein ve tebainin uyusturucu oOzelligi olmasina ragmen noskapin ve papaverin
uyusturucu Ozellige sahip degillerdir. Tipta; analjezik (agr1 kesici), anestezik

(uyusturucu) ve antitiissif (0ksiiriik kesici) olarak yararlanilmaktadir. ( TMO, 2018).

Alkaloidler; bitkilerden elde edilen, genellikle kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik
aktivite gosteren, halka i¢inde bir veya birden fazla azot tasiyan, bazik karakterli
maddelerdir. Diger sekonder metabolitler gibi alkaloidler de bitkilerde herbivorlar ve
patojenlere kars1 savunmada gorev alan bilesiklerdir. Biyolojik aktivitelerine bagli olarak
bilinen yaklasik 12.000 alkaloid, farmasotik, uyarici, narkotik ve zehir olarak
kullanilmaktadir (Zulak vd. 2006, Giirkék vd. 2010). Alkaloidlerin kimyasal yapilar
asagida verilmistir (Sekil 1.4).

Noskapin Sanguinarin Papaverin

H,CO. N

N
H,CO 7

H,CO. l

H,CO

Kodein

Sekil 1.4 Baz1 Alkaloidlerin kimyasal yapilart ( Anonim 2018).



Papaveraceae familyast morfin, kodein, tebain, noskapin, papaverin, narceine,
isoboldine ve salsalinol gibi alkoloidlerinin tiiremis oldugu L-tyrosine zinciri igerirler.
Kapsiildeki alkaloid miktar1 % 0,2-0,8 arasinda degismekle beraber, yapilan 1slah
calismalar1 neticesinde bu oran % 1’in lizerine ¢ikarilmistir (Arslan vd. 2008). Tebain ana
alkaloitlerden olan morfin ve kodein gibi alkaloitlerin kimyasal yapilarinin koken aldig:

Onemli bir alkaloiddir.

Tebain ismi eskiden afyon ihra¢ eden Misir sehri Teb’den gelmektedir (Paul 2002).
Windholz vd. (1983) tarafindan 6,7,8,14 tetrahidro-4,5-epoksi-3,6 dimetoksi-17-metil
morfinan ismi verilmistir. Diger kisa ismi paramorfindir, ancak ila¢ olarak kullanilmaz,
santral sinir sistemini uyarici etkisi vardir. Onceleri morfinin bir izomeri oldugu
diisiiniilmistiir. Aromatik halkada CH3O grubu yerine HO-oldugunda bu alkaloide
oripavin ad1 verilir (Kiigiik 1996). Afyon (Opium) icerisindeki orani % 0.2-1’dir (Tanker
2003). En zehirli afyon alkaloiti olup; medikal amagl kullanilmamaktadir. Papaver
somniferum L.’deki en az fenantren alkaloit tebaindir. Medikal amacli kullanilan;
hidrokodon (dihidrokodon), asetildihidrokodein ve oksikodon (dihidrohidroksi
kodeinon) ‘a doniistiiriilebilir. Agr1 kesici etkisi azdir, sara nobetine benzer bir etki yapar.
Son yillarda, analjezik, antitussif (6kstiriik kesici) ve yatistirict 6zelliklere sahip yari

sentetik ilaglarin iiretiminde tebaine olan ilgi artmistir (Onmez 2007).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Hashas (Papaver Somniferum L.) Onemi

Hashas bitkisi 6zellikle alkaloidi i¢in yetistirilen bir kiiltiir bitkisi olup; alkaloitler bitkinin
kapstillerinden elde edilmektedir. Hashas kapsiillerinin ihtiva ettigi 20 kadar alkaloid,
tipta bir¢ok ilacin hazirlanmasinda kullanilir. Haghas, tohumlarindan ve yagindan gida
olarak faydalanilan, kiispesi hayvan yemi olarak kullanilan ve kapsiillerinin ig¢erdigi
alkaloitlerden, tibbi olarak kullanilan ¢ok yonlii olan bir bitkidir (Giirkdk vd. 2010).
Hashasin  tibbi  ve ekonomik degeri benzilizokuinolin (BIA) {iretiminden
kaynaklanmaktadir. Haghasin meyve kabugunun igerdigi 20 kadar alkaloit, tibbi olarak
yararlanilmaktadir (Iincekara 1972).

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisi hem yazlik hem de kislik ekilebilen, otsu yapida
tek yillik bir bitkidir. Yazlik ve kislik ekilis tarihine gore vejetasyon siiresi 110-280 giin
arasinda degismektedir. 30—100 cm kadar derinine inen kazik kok sistemine sahiptir.
Bitkinin sap1 ve dallar tiiysiiz, diiz ve iizeri gri-yesil bir mumsu tabakayla ¢evrilidir.
Olgunlastiginda kahverengimsi sar1 bir renk almaktadir. Yapraklariin {izeri tiiysiiz ve

grimsi-yesil bir mum tabakasiyla kaplidir (isler 2009).

Yapisinda alkaloid bulunan bitkinin her organinda alkaloit olmayabilir. Hashas

meyvesinde alkaloid bulunmasina karsin tohumlarinda bulunmaz (Tanker vd. 1990).

Birlesmis Milletler denetiminde yasal ana iiretici olarak Tiirkiye, Hindistan, Avustralya,
Fransa, Ispanya, Macaristan’da hashas ekimi yapilmaktadir. Ayrica Tiirkiye ve Hindistan
Birlesmis Milletler tarafindan geleneksel hashas {ireticisi tilkeler olarak kabul

edilmektedir (Anonim 2016).



2.2 BIA ve Tebain Yolag:

Haghas (Papaver somniferum L.) bitkisinin tohum ve kapsiil kabugu olmak {iizere iki
onemli sekilde iirlin elde edilmektedir. Kapsiiliinden faydalanma olarak hashasin
milletlerarasi linlinii saglayan ihtiva ettigi benzilizokinolin (BIA) ad1 verilen ve igerdigi
alkaloidler sebebiyle tibbi Ozellikleri devreye girmektedir. Morfin ve kodein giiclii
analjezikler olup, antimikrobiyal ajan olarak sanguinarin ile berberin verilebilir. Tebain,
morfin ve kodein i¢in 6nciil bir molekiil olarak kullanilmaktadir. Tebainin biyosentez

yolu Tirozin ile baglayarak devam etmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 BIA yolagi gosterimi (Yadav vd.2006)



Biyosentez yolu temel olarak tirozin amino asidinin, hem dopamin hem de 4-
hidroksifenilasetaldehit molekiiliine tirozindekarboksilaz (TYDC) enzimi ile
dekarboksilasyon, orto-hidroksilasyon ve deaminasyon basamaklar ile baslamaktadir

(Facchini 2007).

Hashas morfin biyosentetik yolu boyunca, salutaridinol-7-O-asetattan tebaine gegisin
daha once enzimatik olmayan bir sekilde pH 8-9 arasinda ilerledigi iddia edilmistir. PH
6-7'de asetat, bir azonin tlirevine doniistliriilmiistiir. Bu doniisiim reaksiyonlari, olas1 bir
protein katalizorii aramak igin P. Somniferum L. protein ekstreleri kullanilarak yeniden
ziyaret edilmistir. Kalintilarin ve inhibitér diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerin P.
Somniferum lateksinden ¢ikarilmasindan sonra, bu lateks serumunun salutaridinol-7-O-
asetat yiiksek fizyolojik pH 7.0'da yiiksek verim ile tebaine doniistiirdiigii gosterilmistir
(Fisinger 2007). Tebain olusum yolag1 asamas1 asagida verilmistir (Sekil 2.2).

pH X0

H,0C

[8.9-dihydro-3H-2,12-dimethoxy- thehaine
I-hydroxy-7-methyi-dibenzfd. /]
aronium jacetate

Sekil 2.2 Tebain olusum asamasi (Fisinger 2007)



Bu kisimda, morfinin biyosentezi i¢in ilk dnce (S)-retikiilinin (R)-retikiiline doniistimii
gerekir. (R)-retikiilin, CYP salutaridine sentaz (CYP719B1) araciligiyla ilk Once
salutaridine ve sonrasinda da kisa zincirli dehydrogenase/reductase olan salutaridine
reductase (SalR) vasitasiyla salutaridinol’e doniistiiriiliir. Salutaridinol-7-O-asetattan pH
8-9 ve [8,9-dihidro-5H-2,12-dimetoksi-1-hidroksi-7-'de tebain pH 6-7'de metildibenz
[d,f] azonyum asetat, SalAT = salutaridinol-7-Oasetiltransferaz etkisi ile tebain olusumu
gerceklesmektedir. Salutaridinol 7-O-asetatin asetat ile tebain doniistimiinii morfin
yolaginda katalize edilerek olusmustur. Morfinin biyosentezinde (S)-retikiilinin (R)-

retikiiline doniistimii gereki (Demirci 2016).

Salutaridinol, salutaridinol 7-O-acetyltransferase (SalAT) enzimi ile O-asetillenir ve
Salutaridinol 7-O-acetate, pH 8-9 oldugu ortamda kendiliginden halkalanma gostererek,

ilk pentasiklik morfinyan alkaloit olan tebaine doniisiir (Sekil 2.3).

CoA

Salutaridinol

Thebaine
Salutaridinol-7-€)-Acetate

Sekil 2.3 SalAt ile Tebain olusumu ( Sabarna 2019).

2.3 DNA Metilasyonu

Epigenetik mekanizmalar igerisinde; DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve
kromatin diizenlenmesi yer almaktadir. DNA metilasyonu, bir metil grubunun DNA
metiltransferazlar (DNMT'ler) ile DNA'nin sitozin halkasinin C-5 pozisyonuna kovalent

transferini iceren kalitimsal bir epigenetik isarettir (J. E. Dodge vd. 2002).



Bitkilerde sitozinler hem simetrik (CpG veya CpNpG; N, guanin haricinde herhangi bir
niikleotittir) hem de asimetrik (CpNpNp) olarak metillenebilir. Bazi organizmalarda,
ornegin meyve sineklerinde, hemen hic DNA metilasyonu goriilmez. Memelilerde
metilasyonun CpG dizilerindeki sitozinde metillenmesine karsin, bitkilerde sitozin CpG,
CpNpG ve CpNpN dizilerinde de metillenir (burada N, guanin disinda her niikleotit
anlamina gelmektedir.) DNA metilasyonu, DNMT'lerin diger modifikasyonlarla ve bu
isaretlere aracilik eden makinelerin bilesenleriyle etkilesimi yoluyla kromatin durumunu

koordine edebilmektedir ( X.Cao vd. 2002).

Bugiine kadar, DNA metilasyonu alglerden, tahil {iriinlerinden, sebzelerden,
meyvelerden, agaclara kadar bir¢ok bitki tiiriinde incelenmistir. Aragtirmalar, DNA
metilasyonunun seviyeleri ve sekans baglamlart agisindan ¢ok c¢esitli oldugunu
kaydetmistir. Yesil alglerin en diisik DNA metilasyon seviyesine sahip olundugu
bulunmustur. Kara bitkilerinin ve pancarin DNA metilasyon seviyelerinin yiiksek,
piringte ise orta seviyede bir DNA metilasyonu goriilmiistiir (Anonim 2019). DNA baz

diziminde metilasyon gosterimi asagida verilmistir (Sekil 2.4).

Cytosine 5-methylcytosine
H H H H
N/ N/

N N
H,C
4\3N Methylation 3 XN

. ) > | P
N0 N
|

Sekil 2.4 DNA baz diziminde metil grubunun baglanmasi (Kumar vd. 2016).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
https://tr.wikipedia.org/wiki/Drosophila

2.4 Metilasyona Duyarh Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP)

Metilasyon Duyarli Amplifikasyon Polimorfizm (MSAP), bitkilerdeki DNA metilasyon
degisikliklerini degerlendirmek icin en yaygin kullanilan yOntemlerden biridir. Bu
yontem, metilasyona duyarli kisitlama enzimleri kullanilarak ayrilan secici olarak

amplifiye edilmis DNA'dan PCR fragmanlarinin jel bazli goriintiillenmesini icermektedir.
Asamalar agsagida verilmistir.

1) Metil bolgelerine hassas kesim enzimleri ile DNA'nin parcalara ayrilmasi,

ii) DNA fragmanlarinin poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yardimiyla
ayrilmasi ve bantlarin profillenerek 6rnekler arasinda farklilik gésteren bantlarin
tespiti,

iii) Farklilik gdsteren bantlarin jelden izole edilerek dizilenmesi ve dizi analizi.

Restriksiyon endoniikleazlar1 olan kesici enzimler DNA’y1 belirli noktalardan
ayirmaktadir. Bu sekilde metillenmis veya metillenmemis DNA’nin  ayrimi
yapilabilmektedir. Hpa II ve Msp I izosizomerleri CCGG sekanslarini tantyabilen
metilasyona duyarl kisitlama endontikleazlaridir. Hpall sadece metile edilmemis CCGG
ve hemi-metillenmis mCCGG sekanslarint ayirir, Mspl ise metillenmemis CCGG ve
hemi -veya tamamen metillenmis CmCGG sekanslarini sindirebilir, ancak hemi- ve
tamamen metillenmis mCCGG ve mCmCGG sekanslarii sindirebilir. Metillenmis
CCGG dizileri sadece Mspl izosizomeri ile kesilebilmektedir. Boylece PCR engellemis
olur. Boylece Hpa II ile PCR amplifikasyonu dogru bir sekilde gerceklestirir. Msp I ile
Eco RI ve Hpa II ile Eco R1 ile diizenlenen DNA ornekleri, uyumlu uglara baglanir.
Baglanan fragmanlar, primerlerle Oncesinde ¢ogaltilir. Sonrasinda segici primerler
devreye girerek amplifikasyon gerceklestirilir. Bu amplifikasyon jelde bir ¢ogalim
olusturur. Olusan fragmanlarin goriintiillenmesi i¢in florasan etkili primer eklenir. Jelde,
her bir seritte Eco R1, Msp I ve Hpa II ile kaynasmis DNA’dan ( M-H) iki komsu model
meydana gelir (Fulnecek ve Kovark 2014).
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Acikga ayirt edilebilir DNA parcalari, 6rnekler i¢cin mevcut (1) veya yok (0) olarak bir
ikili matris formunda puanlanmaktadir. Tanimlanan tiim bantlar genellikle dort tipe
ayrilabilir. Bunlar (+, +), (+,7), (—, +) ve ( -, -)’dir. “Msap” r paketi ikili verilerin analizi
icin kullanilmistir. (+,4+) modeli, metillenmemis CCGG bdlgesi i¢in her iki enzim ile
sindirime ugramistir. (-,-) modeli, farkli bir iglem gormiis 6rnek, baska fragmanin
kendisini gosterdiginde, biitiin olarak metilenmis mCmCGG kisminda her iki enzim ile
sindirime ugradigin1 gosterir. (-,-) modelinin baska bir anlami ise, o bdlgenin bir
mutasyona ugradigini da belirtebilir. (+,-) modeli, Hpa II ile olmayip sadece Msp I ile
sindirime ugradigint ve CmCGG bdolgesini tespit eder. (-,+) modeli ise, CCG ve CG

kisimlarinda metilasyon olustugunu sdylemektedir (Perez-Figueroa 2013).

2.5 Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

PAGE (Poliakrilamid jel elektroforezi) bilesenleri boyutlarina gore ayirmak icin
kullanilan analitik bir yontemdir. Enzimler ile kesimden sonra meydana gelen uzunluklar
elektroforez islemi sayesinde yiiklii bir molekiiliin bir elektrik alaninda zit igaretli bir
elektroda dogru go¢ edecegi prensibine dayanir. Jel yliriitiilmesi isleminden sonra
fragmanlar UV 15181 altinda etki gosteren etidyum bromdiir (EB) boyasi ile boyanarak en

diisiik konsantrasyonda dahi goriiniim vermektedir.

Akrilamidin polimerizasyonu ile hazirlanan poliakrilamid jellerin diger jellere gore
tstiinliikleri vardir. Bu tistlinliik yiiksek ayristirma giicii ile kendini gostermektedir.
Poliakrilamid jellerle gerceklesen elektroforez islemi bilesenlerin daha iyi ayrismasina
yol agar. Bunun sebebi molekiiler elekleme ve elektroforetik hareketleridir. Jel
olusumunda Tetrametiletilendiamin (TEMED) poliakrilamid jel polimerizasyonu i¢in
onemli bir katalizordiir. TEMED, elektroforez igin jeller hazirlanirken akrilamid
polimerizasyonunu katalize etmek i¢in amonyum persiilfat (APS) ile birlikte

kullanilmaktadir (Dilsiz 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA) igeriginde farkli olan Hashas (Papaver somniferum

L.) cesidinin tohumlar1 Toprak Mahsulleri Ofisi'den (TMO; Ankara, Tiirkiye) temin

edilmistir. Bitki materyali olarak TMO’dan elde edilen Papaver somniferum L. tebain

icerigi yliksek TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisik olan Ofis 95 ve Ofis 96

kullanilmistir. Hashas cesitleri cizelgede gosterilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Hashas Cesitleri

12

TMO TARAFINDAN ISLAH EDILEN VE TESCIL ETTIRILEN HASHAS
CESITLERI
Hashas Morfolojik Tarimsal Kalite Hastalik ve Onerildigi
Cesidi Ozellikleri Ozellikleri Ozellikleri Zararlilar Alanlar
Cigek rengi sari, Tohumdaki
yag oran1 %
50
Ofis 95
(Tescil yili: | Tohum rengi ise | Tohum verimi | Kapsiildeki -- .
1995-1996) | beyaz ve kapsiil | 155-220 ke/da | morfin orans | OP€™H {‘aStahk A]fal?i'f‘sy‘?“
(Islah sekli basik % 0.550- Ve zararlist abiliyeti
metodu: | koniktir. 0.710 yoktur. genistir
Seleksiyon)
Bitki boyu 89- Kapsiil verimi
101 cm arasinda | 132-200 kg/da
degisir.
Cigek rengi Tohumdaki
beyaz, yag oran1 %
53
Ofis 96
(Tescil yili: | Tohum rengi ise | Tohum verimi | Kapsiildeki - .
1995-1996) | sar1 ve kapsiil 113-160 kg/da | morfin oram Onemli fl astalik Al? ag?;'flsy(?n
(Islah | sekli koniktir. % 0.555- ve zararlist abriiyetl
metodu: 0.700 yoktur. genistir
Seleksiyon)
Bitki boyu 85-95 | Kapsiil verimi
cm arasinda 100-135 kg/da
degisir.
TMOT Cigek rengi Kapsiildeki Onemli hastalik Adaptasyon
(Tescil yil1: | mavi, tebain oran1 | ve zararlisi kabiliyeti
2010) % 1,8 yoktur. genistir




(Islah Tohum rengi Tohum verimi | Kapsiildeki
metodu: mavi ve kapsiil 58 kg/da morfin orani
Melezleme) | sekli armuttur. % 0,4

Bitki boyu 90- Kapsiil verimi
100 cm arasinda | 47 kg/da
degisir

Kaynak: Anonim

3.2 Yontem

3.2.1 Hashaslarin yetistirilmesi

Bitki materyali olarak TMO’dan elde edilen TMO T, Ofis 95 ve Ofis 96 kullanilmistir.
20 adet viyole ekimler gerceklestirilmistir. Gelisen fideler, saksilara alinarak bakimlari
gerceklestirilmistir. Bitkiler 20/24 fotoperiyotta 16/8 saat giindiiz / gece dongiileri ile
tutulmus ve alti aylik periyotta DNA izolasyonu i¢in kapsiil, govde ve yapraklar
toplanmistir. Calismaya hazirlik asamasinda numuneler hemen sivi azot iginde

dondurulmus ve analiz edilene kadar 80 ° C'de saklanmistir.

3.2.2 DNA izolasyonu

Molekiiler biyoloji g¢alismalar1 iizerinde calisilan bitkilerden yiiksek kalitede DNA
izolasyonu gerektirmektedir. Bu nedenle, caligmalarda kullanilacak bitkilerden kisa
stirede ve saf olarak yliksek konsantrasyonda DNA izolasyonu gerceklestirmek son
derecede Onemlidir. Calismamizda Thermo Scientific GeneJET Plant Genomic DNA
Izolasyon Mini Kit (10 mM Tris HC1, pH 8.5) prosediirii kullamilmigtir. 1.5 ml
mikrosantrifij tiipiine 350 ul Lizis Tampon A alinmistir. Bitki dokusu tartilip - 100 mg
taze veya donmus doku kullanilmistir. Derin dondurucuda saklanan ornekler sivi azot
yardimiyla havanda ezilmis ve daha ufak pargalara ayrilarak 1,5 veya 2 ml'lik

mikrosantrifiij tiiplerine doldurulmustur.
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50 ul Lizis Tampon B ve 20 ul RNaz A eklenmis ve mekanik bozulmay1 6nlemek adina
mikrosantrifiij tlipii ile 1 dakika vortekslenmistir. Numune 10 dakika boyunca 65 ° C'de
vortekslenmis, inkiibe edilmis veya bir ¢calkalama suyu banyosu, sallanan platform veya
termomikser kullanilmistir. 130 ul Cokeltme Soliisyonu eklenmis ve tiip 2-3 kez ters yliz
ederek karistirilmis ve buz lizerinde 5 dakika inkiibe edilmistir. >20,000 x g (>14,000
rpm)’de 5 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Stipernatant1 toplanmis (genellikle 450-550
ul) ve temizlenip mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir. 400 wl bitki gDNA Baglama
Soliisyonu ve 400 ul % 96 etanol eklenip iyice karistirilmistir. Hazirlanan karigimin yarist
(600-700 ul) dondiirme kolonuna aktarilmis ve 6,000 x g'de 1 dakika (~ 8,000 rpm)
santrifiij yapilmistir. Stvi ¢ozeltisi atilmig ve ayni kolon tizerine kalan karisi. 6,000 x g'de
1 dakika santrifiijlenmistir (~ 8.000 rpm). Kolona 500 ul yikama tampon I eklenmis
(etanol) 8,000 x g'de (~ 10,000 rpm) 1 dakika boyunca santrifiijlenmis ve sivi kisim
bosaltilip ve silitunu tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir. Kolona 500 ul yikama
tamponi II eklenmis (etanol) Min20.000 x g (>14.000 rpm) maksimum hizda 3 dakika
santrifiijlenmistir. Tiip ve kolonu 1 dakika boyunca maksimum hizda(>20,000 x g,
>14,000 rpm) tekrar dondiiriilmiistiir. Stv1 ¢ozeltisini iceren kisim toplama tiipiinii atilmis

ve steril bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

Genomik DNA'yr uzaklastirmak i¢in kolonun merkezine 100 ul Eliisyon Tamponu
eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe ile 1 dakika santrifiij 8,000 x g'de (~ 10,000
rpm) islemi gergeklestirilmistir. 100 ul Eliisyon Tamponunu kullanarak ikinci bir eliisyon

adimi gergeklestirilip ayni1 eliisyon yani uzaklastirma adimi farkl: tiiplerde yapilmugtir.

Saflagtirilmis DNA, yapacagimiz islem i¢in hazir olup -20 ° C'de saklanmistir. Fenolik
bilesikleri DNA 6ziitlinden ayirmak i¢in PVP eklenmesi prosediirii de ayni kit icerisinden
uygulanmistir. 1.5 ml'lik bir mikrosantrifiij tlipine 350 ul Lizis Tamponu A eklenmis
(PVP % 2 nihai konsantrasyon). S1vi azot igerisinde 100 mg bitki materyali 6giitiilmiistiir.
Ogiitiilmiis bitki dokusu dnceden hazirlanmus Lizis ile tiiplere aktarilmis ve Tampon A
(PVP ile), 50 ul Lizis Tampon B ve 20 ul RNaz A eklenip, vorteks yapilip, pipet ile
karistirilmustir. Ornek 10 dakika boyunca 65 ° C'de vortekslenip, inkiibe edilmistir. 130
ul Cokeltme Soliisyonu ekleni, tiip 2-3 kez ters yiiz edilerek karistirilmistir. Sonrasinda

buz iizerinde 5 dakika inkiibe edilmistir.
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Bir DNA 06rneginin PZR reaksiyonlarinda kullanilmasi, izolasyon islemi sonunda elde
edilmis DNA konsantrasyonu ve kalitesine baglhdir. Bu nedenle izole edilen DNA
orneklerinin kalite ve konsantrasyonu belirlemek icin elde edilmis DNA 6rneklerinin
konsantrasyonu NanoDrop Spektrofotometre cihazi ( Thermo, 2000c) kullanilarak
belirlenmistir. izole edilmis DNA &rneklerinden 1 wul almip NanoDrop 2000c
spektrofotometre (Thermo Scientific, Vilnius, Litvanya) cihazinin haznesine aktarilmistir.
DNA oOrneginin kalitesinin gdéstermek icin ise 2 ul DNA 6rnegi 0.2 ml’lik eppendorf
tiiplere aktarilmis ve tlizerine 1 ul boya ( Loading dye-Thermo) ilave edilmistir.
Hazirlanan 6rnek TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) soliisyonu i¢inde bulunan %0.8’lik
konsantrasyona sahip agaroz jele yiiklenmistir. Agaroz jele yiiklenen 6rnekler 100 Voltta
60 dakika yiriitiilmiis ve ylriitilme sonunda agaroz jel UV transilluminatdr 1s1gmin

altinda goriintiilenmistir.

Orneklerin DNA Kkalitesini gdstermek igin agaroz jele standart olarak 1 kb uzunlugunda
markor ( Gene Ruller) yiliklenmis ve orneklerle beraber yiiriitiilme islemi yapilmaistir.

DNA 6rnekleri kullanim i¢in -20 ° C'de muhafaza edilmistir.

3.2.3 MSAP ( Metilasyonu Duyarhh Amplifikasyon Polimorfizmi) Analizi

3.2.3.1 Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesim Islemi

Tebain igerigi yiiksek P. somniferum L. TMO-T ile tebain icerigi diislik olan Ofis 95 ve
Ofis 96 cesitlerine ait kapsiil ve govdelerinden izole edilen DNA 6rneklerinden MSAP

analizi gergeklestirmek ig¢in Mspl ve Hpall olmak iizere iki farkli restriksiyon

enzimleriyle kesim yapilmistir.

DNA izolasyon iglemi gergeklestirdigimiz ve -20 derecede muhafaza ettigimiz 6rneklerle

beraber, buz kiitlesi iizerinde ¢alisilmasina 6zen gosterilerek karigim hazirlanmistir.
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Toplam hacmin 25 ul olacak sekilde ayrilan eppendorf tiipler hazirlanarak setlere
yerlestirilip sirasiyla mikropipet yardimiyla DNA konsantrasyonundan 500 ng/ul, 5 U
EcoR1 (Thermo Scientific), 10 U Mspl (Thermo Scientific), 2X Tango Tamponu
(Thermo Scientific) ile iistli 25 ul’e tamamlanacak sekilde 13.5 ul (ddH20) ultra saf su
ilave edilmistir. Ayri bir tiipte DNA konsantrasyonundan 500 ng/ul, 5 U EcoR1(Thermo
Scientific), 20 U Hpall (Thermo Scientific), 2X Tango Tamponu (Thermo Scientific) ve
toplam hacim 25 ul’e tamamlanacak sekilde ultra saf su (ddH>O) 12.5 ul ilave edilmistir.
Pro- RAD T100 Thermal Cycler cihazinda 37 © C'de 24 saat ve 80 ° C 20 dakika

inkiibasyon iglemine tabi tutulmustur.

3.2.3.2 Ligasyon ( Adaptor Baglanmasi)

Bir enzim bilesimi ile iki niikleik asit pargalarinin birlestirilmesi islemidir. Ligasyon
reaksiyonlari, kisitlama enzimi sindirimi ile iiretilen DNA fragmanlarini icermektedir.
Restriksiyon isleminde kullandigimiz Mspl ve Hpall izosimerleri tanima sekanslar
boyunca DNA'y1 asimetrik olarak sindirir ve bu islem DNA fragmaninin sindirilmis
ucunda tek bir sarmal ¢ikintisina neden olur. Hpall metilasyona duyarli ve Mspl

metilasyona duyarsiz adaptor bolgelerine baglanmistir.

Adaptorlerin baglanmasi i¢in 60 U Hpall (Thermo Scientific) linker, 60 U EcoRI
(Thermo Scientific) linker, 1 U T4 DNA Ligase (Fermentas), 1X T4 Ligase Buffer
(Fermentas) ,10 ul restriksiyon karisimi ve 3,4 ul su (ddH20) konularak toplamda 25ul
hacminde olacak sekilde tiipe konulmustur. Hazirlanan karisim 23° C'de 4,5 saat ve 60°
C'de de 10 dakika inkiibe edilerek -20° C'de PZR i¢in saklanmistir. Reaksiyonda

kullanilan adaptér dizileri Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2 Adaptorler dizilerinin listesi

Adapters/Primers Sequences (5’ - 3°)

EcoR1 adapter 5 CTCGTAGACTGCGTACC
EcoR1 adapter 3 AATTGGTACGCAGTCTAC
Hpall/Mspl adapter 5 GATCATGAGTCCTGCT
Hpall/Mspl adapter 3 CGAGCAGGACTCATGA

3.2.3.3. On secim PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR reaksiyonuna hazirlik i¢in , 1/10 sulandirilmasi yapilmis DNA (ligasyon {iriinii)
Orneklerinden Spul, 1X PCR Buffer (1nvitrogen), 2mM Mg, 0,3 mM dNTP (Thermo

Scientific), 1.5U Taqg DNA (Invitrogen), 10 pmol linker EcoR1, 10 pmol linker Hpall,
9,3 ul saf su (ddH>O) konularak toplamda 20 pl hacminde olacak sekilde tiipe

konulmustur. Linker hazirlanist su sekildedir:

100 pmol EcoR1 5+ 100 pmol EcoR1 3’ve 100 pmol Hpall 5°+ 100 pmol Hpall 3’dir.

Islem i¢in primer ve drneklerin hazirlanis asagida verilmistir (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1 On Secim Islemi Oncesi Orneklerin Hazirlanisi (Orijinal 2019).

3.2.3.4 Secim PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR reaksiyonu ornekleri i¢in 1/10 sulandirilmasi yapilmis ligasyon iiriinleri olan DNA
orneklerinden Spl, 1X PCR Buffer (Invitrogen), 2ZmM Mg, 0,3 mM dNTP (Thermo
Scientific), 1,5U Taq DNA (Invitrogen), 10 pmol F, 10 pmol R, 9,3 ul su (ddH20)

konularak toplamda 20 pl hacminde ayarlanarak tiipe aktarilmistir.
PZR protokolii asagidaki gibi gerceklesmistir ;

94°C’de 5 dakika, 94°C’de 30 saniye, 65°C’de 1 dakika (her asamada 0,7°C diistiriilerek),
72°C’de 1 dakika 12 dongii, ardindan da 94°C’de 30 saniye, 56 °C’de 1 dakika, 72°C’de
1 dakika 23 ddngii, son olarak 72°C’de 5 dakika seklindedir.

On secim karigimindan 3 ul %1’lik agaroz jele yiiklenmis ve goriintiiler
UV transilliiminatér alinmistir. PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Cizelge 3.3’ de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.3 Primerlerin baz dizilimlerinin siralanisi

Primerler Baz Dizisi 5°-3°

EcoR1 +1 primer GACTGCGTACCAATTCA
EcoR1 +2 primer a GACTGCGTACCAATTCAG
EcoR1 +2 primer b GACTGCGTACCAATTCAT
EcoR1 +2 primer ¢ GACTGCGTACCAATTCAC

HM + 1 primer ATCATGAGTCCTGCTCGGT
HM + 3 primer a ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA
HM + 3 primer ¢ ATCATGAGTCCTGCTCGGTTC
E_d GACTGCGTACCAATTCAAC
E_e GACTGCGTACCAATTCACG
E_f GACTGCGTACCAATTCACT
H_d ATCATGAGTCCTGCTCGGTAG
H_e ATCATGAGTCCTGCTCGGGTGG
H_f ATCATGAGTCCTGCTCGGTTA
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3.2.3.5 PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Isleme baslamadan once poliakrilamid jel hazirlanmistir. Bunun icin 6 ml %40 (19:1)
Acrylamide/Bis Solution (BIO-RAD), %0,1 APS ( Amonyum persiilfat) 0,01X TEMED,
1X TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) eklenerek %6°’lik konsantrasyona sahip poliakrilamid
jel hazirlanmigtir. Hazirlanan jel 19,4 cm x 18,5 cm (G x B) boyutunda ve 1,0 mm
kalinliga sahiptir. Ayarlanabilir dikey jel elektroforezi aletinde (Biometra Eco- Maxi-
Analytik Jena Company) ger¢eklestirilecek sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan jel kaseti,
jel dokme bdlmesine yerlestirilmeden Once jelin sizdirmasini 6nlemek igin %5’ lik bir
agar ¢Ozeltisi macun kivamina getirilerek etrafina siiriilmiistiir. Hazirlanan karigim jel
kasetine yiiklenmis ve 20 disli tarak iizerine yerlestirilmistir. 40 dakika boyunca jelin
polimerize olmasi beklenerek siire sonunda taraklar kaldirilmistir. 1X TBE (Tris- Borik
Asit- EDTA) tamponu tanka aktarilmistir. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez aygitina yerlestirilmistir. DNA fragmanlarinin poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) islemi kullanilarak ayrilmalar1 saglanmistir. PZR reaksiyonu sonucunda elde
ettigimiz trilinler, poliakrilamid jelde yiiriitiilme isleminden 6nce 20ul PZR iiriiniine 3ul
yiikleme boyasi Loading Dye (Thermo Scientific) ilave edilip santrifiijlenerek %6°lik
konsantrasyona sahip poliakrilamid jele yliklenmis ve 200 V akim gecgecek sekilde
diizenlenmigtir. Ortalama 6 saat yiirlitme islemi gerceklestirilerek elektroforez islemi
tamamlanmistir. Elektroforetik ayirma sonunda olusan bantlar asamali olarak etidyum
bromiir ve giimiis boyama tekniklerine tabi tutulup, analiz edilmistir. Analiz sonucunda

UV transilluminatdr altinda jele ait goriintiiler alinmastr.
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Sekil 3.2 PAGE sistemi (Orijinal 2019).

3.2.4. Skorlama islemi

Acikca ayirt edilebilir DNA pargalari, 6rnekler i¢in mevcut (1) veya yok (0) olarak bir
ikili matris formunda puanlanmistir. Tanimlanan tiim bantlar genellikle dort tipe
ayrilabilir, yani, (+, +), (+,7), (—, +) ve ( -, -). “Msap” r paketi ikili verilerin analizi igin
kullanilmistir (Perez-Figueroa 2013). ilke koordinatlari analizi (PCoA) “msap” programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler, BIA icerigine gore gruplandirilmis 6rneklerle

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Cesitlere Ait Orneklerin Yetistirilme Sonuclar

Uygun sartlarda ve periyodik kosullarda yetistirilen bitki ¢esitlerinde DNA izolasyonu
icin yaprak, govde ve kapsiil olmak iizere Ornekler toplanmistir. Alman Ornekler
dondurucu bélimiinde —80°C’de muhafaza edilmistir. Saksilarda uygun kosullarda

yetistirilmesi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1 Bitkilerin saksilarda yetistirilmesi (Orijinal 2019).

4.2. Hashas Bitkisi Orneklerinin DNA izolasyon Sonuglar

Hashas 6rneklerine ait govde, yaprak ve kapsiillerden toplanan dokulardan Trizol reaktifi
kullanilarak DNA izolasyonu islemi yapilmistir. izole edilen DNA &rneklerinin
kalitesinin belirlenmesi i¢in drnekler agaroz jelde yiiriitiilme islemine tabi tutulmustir.
Elde edilen DNA oOrneklerinin konsantrasyonlart Nanodrop (ND-2100C, Thermo)
spektrometre cihazi ile dl¢iilmiistiir. Orneklerin konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri
Absorbans (A) 260-280/260-230 degerleriyle gosterilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 Cegsitlere ait dokularin saflik ve konsantrasyon degerleri

ORNEKLER GOVDE /KAPSUL | A260/A280 A260/A230
(ng/pl)
TUM BITKI 508,3 1,83 1,81
GOVDE 336,8 1,84 1,62
KAPSUL 1497,9 1,86 1,84
TUM BITKI 882,1 1,93 1,86
KAPSUL 19424 1,87 1,77
GOVDE 110,4 1,52 0,54
TUM BITKI 14742 1,98 2,03
GOVDE 28,6 1,48 0,59
KAPSUL 1424 2,24 0,36

4.3. MSAP Analizine ait sonuclar

Metilasyon Duyarli Amplifikasyon Polimorfizm (MSAP), bitkilerdeki DNA metilasyon
degisikliklerini degerlendirmek icin kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Bu
yontem, metilasyona duyarli kisitlama enzimleri kullanilarak ayrilan secici olarak
amplifiye edilmis DNA'dan PCR fragmanlarinin jel bazli gériintiilenmesini igermektedir.
Metilasyona duyarli kisitlama enzimleri Hpall veya Mspl ile bdliinmeyi kullanir.
Ardindan adaptor ligasyonu, amplifikasyonu ve daha fazla jel bazli goriintiilleme

tekniklerini igerir (Reyna-Lopez et all. 1997).

[k olarak DNA, metilasyona duyarsiz olan ve nadir kesici 6zelligi bulunan EcoRI ile

kesilmis ve sonrasinda metilasyona duyarl kisitlama enzimi Hpa II ile kesilmistir.

En son metilasyona duyarsiz izosizomeri olan Msp I ile kesim islemlerine tabi

tutulmustur. Jel iizerinde goriiniimii Sekil 4,2°de gosterilmistir.
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_. H Ofis95  Ofis 96

100bp marker

M: MSPI
H: HPATI

Sekil 4.2 Restriksiyon iglemi sonrasi jel goriintiisii (Orijinal 2019).

Kesimler sonucu olusmus yapiskan uglara tamamlayici 6zelligi bulunan 6zellesmis
adaptorler, on segici olan primerlerle PZR islemi yapilarak, bant goriintiisii agaroz jel

izerinde goriintiilenmistir

Primer kombinasyon islemi yapilarak 6n se¢cim PZR ve se¢cim PZR olmak iizere iki
asamalt PZR ¢ogaltimi1 yapilmistir. Sonrasinda agaroz jel iizerinde yiiriitilip, UV

transilluminator cihazinda goriintli alinmistir (Sekil 4.3).

Ofiz05 Ofis96
(tiim bitki) (tiim bitli)

Sekil 4.3 Amplifikasyona ait jel goriintiisii (Orijinal 2019).
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Primer kombinasyonu ile elde edilen 6rnek fragmanlarinin kapsamli ayrimi i¢in PZR
reaksiyonu sonucunda olusan iirlinler, Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yontemi

kullanilarak ayrilmistir. PAGE islemi i¢in kullanilan cihaz ve jel yiiriimesi Sekil 4.4’de

gosterilmistir.

Sekil 4.4 PAGE isleminde jellerin yiiriimesi (Orijinal 2019).

Primer kombinasyonundan olusturulan fragmanlarin PAGE ile elektroforetik ayirma
sonunda bantlar elde edilmistir. Bu bantlarin daha net goriiniimii i¢in 4 asamali etidyum
bromiir (EBr) boyama islemi yapildiktan sonra UV transilluminator ile goriintiileri

alimustir.

Calismamizda farkli primer kombinasyonlar1 kullanilmistir. Temel koordinat analizi
(PCoA) “msap” programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizler, BIA iceriklerine
gore gruplandirilmis ornekler ile gergeklestirilmistir. Primer kombinasyonlar ile elde

edilen goriintiiler sekillerde gosterilmistir.
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Ed_Hd primerine ait bant goriintiisi, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi igin
(M : Msp I ve H : Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.5’de gosterilmistir.

Ed_Hd
Ofis95 Ofis96 TMO-T

MH MH MH

Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki

M:MspI H:Hpall

Sekil 4.5 Ed_Hd ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ed_He primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi igin
(M : Msp I ve H : Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.6’da gosterilmistir.

M H M H M H
Ofis 96 Ofis 95 TMO-T

Tiim Bitki Tim Bitki Tim Bitki

M:Msp I H: Hpa I

Sekil 4.6 Ed_He ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ed_He 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain icgerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H : Hpa II) Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Sekil 4.7 Ed_He 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ed_Hf primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 gesitlerinde tiim bitki 6rnegi igin
(M : Msp I ve H : Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Ed_Hf

M HM HMH

Ofis 95 Ofis 96 TMO-T
Tuam Bitki Tim Bitki Tam Bitki

H:HpaIl M:Mispl

Sekil 4.8 Ed_Hf ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ed_Hf 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H : Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Ed Hf2 _ M:Mspl H:Hpall
2 P

M H M H M H

w |
Ofis 95 Ofis9%  TMO-T

Sekil 4.9 Ed_Hf 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ee_Hd primerine ait bant goriintiisii, tebain icerigi yliksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi igin
(M : Msp I ve H : Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.10°da gdsterilmistir.

Ee Hd M:MspI H: Hpall

M H M HM H

Ofis 95 Ofis 96 TMO-T

Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki

Sekil 4.10 Ee_Hd ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ee_Hd 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiikksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H : Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.11°de gdsterilmistir.

Ee Hd2

MHME'
m l!!

Ofis 95 Ofis96 TMO-T

Tiim Bitki Tiim Bitki Tim Bitki

M:MspI  H:Hpall

Sekil 4.11 Ee_Hd 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ee_He primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiikksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi igin
(M : Msp I ve H : Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.12°de gdsterilmistir.

Ee He M:MspI H:Hpall

M H M H M H

Ofis 95 Ofis 96 TMO-T

Tim Bitki Tim Bitki Tim Bitki

Sekil 4.12 Ee_He ait Bant gortintiisii (Orijinal 2019).
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Ee_He 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.13°de gdsterilmistir.

Ee He2

M_HM H M H

L

Ofis 95 Ofis96 TMO-T

Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki

M:Msp 1, H:Hpall

Sekil 4.13 Ee_He 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ee_Hf primerine ait bant goriintiisii, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 gesitlerinde tiim bitki 6rnegi i¢in
(M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.14°de gosterilmistir.

M HMHMMH

AL

Or' -

Ofis 95  Ofis 96 TMO-T
Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki

M:Mspl H:Hpall

Sekil 4.14 Ee_Hf ait Bant gortintiisii (Orijinal 2019).
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Ee_Hf 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.15°de gosterilmistir.

M H M I
- :‘-.o.'

&

Ee Hf2

Ofis 95 Ofis96 TMO-T
Tiim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki
M:MspI H:Hpall

Sekil 4.15 Ee_Hf 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).

36



Ef_Hd primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 gesitlerinde tiim bitki 6rnegi igin
(M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.16’da gosterilmistir.

Ef Hd

M HMH \I

T

Ofis 95 Ofis 96 TMO-T
Tiim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki

M:Mspl H:Hpal

Sekil 4.16 Ef_Hd ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ef _Hd 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Ef Hd2

M HMMHMH

i

Ofis 95 Ofis96 TMO-T

Tiim Bitli_Tiim Bitld Tiim Bitki
M:Mspl  H:Hpall

Sekil 4.17 Ef_Hd 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ef_He primerine ait bant goriintiisii, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 gesitlerinde tiim bitki 6rnegi i¢in
(M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.18’de gosterilmistir.

M HMHMH

Ofis95 Ofis96 TMO-T

Tim Bitki Tim Bitki Tium Bitki

M:Mspl H:Hpall

Sekil 4.18 Ef He ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ef _He 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.19°da gdsterilmistir.

Ef He2

MH M HMH

il

»

)
4

|
q

Ofis 95 Ofis 96 TMO-T
Tim Bighi.. Tim Bitka Tim Bithkd

H:Hpa II M: Msp I

Sekil 4.19 Ef He 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).
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Ef_Hf primerine ait bant goriintiisii, tebain igerigi yilksek Papaver somniferum L. TMO-
T cesiti ile tebain igerigi diislik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi i¢in
(M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.20°de gosterilmistir.

MHMHMH

A ~ B s Seeees S - -

-

Ofis 95 Ofis 96 TMO-T

Tim Bitki Tim Bitki Tim Bitki

M:MspI H:Hpall

Sekil 4.20 Ef_Hf ait Bant gortintiisii (Orijinal 2019).
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Ef_Hf 2 primerine ait bant goriintiisii, tebain icerigi yiikksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki 6rnegi
icin (M : Msp I ve H :Hpa II) olacak sekilde Sekil 4.21°de gosterilmistir.

Ef Hf2

M HMHM H

i

Ofis 95........0f5 96 T™MO-T
Tim Bitlki Tim Bitki Tim Bitld
H:Hpa Il M: Msp I

Sekil 4.21 Ef _Hf 2 ait Bant goriintiisii (Orijinal 2019).

4.4 Skorlama Sonuglari
Acikca ayirt edilebilir DNA pargalari, 6rnekler i¢in mevcut (1) veya yok (0) olarak bir
ikili matris formunda puanlanmistir. Sonuglar asagidaki grafiklerde gosterilmistir.

Ed_Hd primerine ait skorlama sonuglari, tebain igerigi yliksek Papaver somniferum L.
TMO-T gesiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 Ed_Hd skorlama sonugclar1

Ed_Hd

Ofis 95
Tim Bitki
Msp I

Ofis 95
Tiim Bitki
Hpa Il

Ofis 96
Tiim Bitki
Msp I

Ofis 96
Tiim Bitki
Hpa I

TMO-T
Tiim Bitki
Msp I

TMO-T
Tiim Bitki
Hpa II
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Ed_He primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.

TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak

sekilde Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Ed_He skorlama sonuglari

Ofis 96
Tiim Bitki
Hpa I

TMO-T
Tiim Bitki
Msp 1

TMO-T
Tiim Bitki
Hpa Il

Ed_He Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96

Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki
Msp I Hpa Il Msp I

0 0

0 0

1 1

1 1

1 1

1 1

1 0

44




Ed_He 2 primerine ait skorlama sonuglari, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.

TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak

sekilde Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Ed_He 2 skorlama sonuglari

Ofis 96
Tiim Bitki
Hpa II

TMO-T
Tiim Bitki
Msp I

TMO-T
Tiim Bitki
Hpa II

Ed_He 2 Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96

Tiim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki

Msp I Hpa I Msp I
0 0 0
0 0 0
0 0 0
1 0 1
1 0 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 0 0
1 1 1
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Ed_Hf primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.5’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5 Ed_Hf skorlama sonuglari

Ed_Hf Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T
Tim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki
Msp I Hpa Il Msp I Hpa II Msp I Hpa II
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Ed_Hf 2 primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yliksek Papaver somniferum L.

TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak

sekilde Cizelge 4.6’de gosterilmistir.

Cizelge 4.6 Ed_Hf 2 skorlama sonuglar1

Ofis 96
Tiim Bitki
Hpa II

TMO-T
Tiim Bitki
Msp I

TMO-T
Tiim Bitki
Hpa Il

Ed_Hf 2 Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96
Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki
Msp 1 Hpa Il Msp 1

0 0
0 0
0 0
1 0
1 0
1 0
1 1
1 1
1 1
1 0
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Ee_Hd primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.

TMO-T gesiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak

sekilde Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Ee_Hd skorlama sonuglari

Ofis 96
Tiim Bitki
Hpa II

TMO-T
Tiim Bitki
Msp I

TMO-T
Tiim Bitki
Hpall

Ee_Hd Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96
Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki
Msp I Hpa II Msp I

1 1
1 0
1 0
0 0
1 0
1 1
1 1
1 0
0 0
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Ee_Hd 2 primerine ait skorlama sonuglari, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8 Ee_Hd 2 skorlama sonuglari

Ee_Hd 2 Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T
Tim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tim Bitki
Msp I Hpa Il Msp 1 Hpa II Msp I Hpa I
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Ee_He primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.

TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak

sekilde Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9 Ee_He skorlama sonuglar1

Ofis 96
Tiim Bitki
Hpa II

TMO-T
Tiim Bitki
Msp I

TMO-T
Tiim Bitki
Hpa Il

Ee_He Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96
Tiim Bitki Tiim Bitki Tim Bitki
Msp 1 Hpa Il Msp 1

0 0
0 0
0 1
0 1
1 1
1 1
1 1
1 0
0 0
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Ee_He 2 primerine ait skorlama sonugclari, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10 Ee_He 2 skorlama sonuglari

Ee_He 2 Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T
Tiim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki
Msp I Hpa Il Msp I Hpa Il Msp 1 Hpa Il
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Ee_Hf primerine ait skorlama sonugclari, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11 Ee_Hf skorlama sonuglari

Ee_Hf Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T
Tim Bitki | Tim Bitki | Tim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki
Msp I Hpa Il Msp I Hpa Il Msp I Hpa II
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Ee_Hf 2 primerine ait skorlama sonuglari, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.12 Ee_Hf 2 skorlama sonuglari

Ee_Hf 2 Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T
Tim Bitki | Tim Bitki | Ttim Bitki | Tiim Bitki | Ttim Bitki | Tiim Bitki
Msp I Hpa Il Msp 1 Hpa Il Msp 1 Hpall
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Ef_Hd primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.13°de gosterilmistir.

Cizelge 4.13 Ef_Hd skorlama sonuglar1

Ef _Hd Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T
Tim Bitki | Tim Bitki | Tim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki
Msp I Hpa Il Msp I Hpa Il Msp I Hpa II
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Ef_Hd 2 primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yliksek Papaver somniferum L.

TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak

sekilde Cizelge 4.14°de gosterilmistir.

Cizelge 4.14 Ef_Hd 2 skorlama sonuglar1

Ef_Hd Ofis 95
Tim Bitki
Msp I

Ofis 95
Tiim Bitki
Hpa Il

Ofis 96
Tiim Bitki
Msp 1

Ofis 96
Tiim Bitki
Hpa Il

TMO-T
Tiim Bitki
Msp I

TMO-T
Tiim Bitki
Hpall
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Ef_He primerine ait skorlama sonugclari, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.15°de gosterilmistir.

Cizelge 4.15 Ef_He skorlama sonuglari

Ef_He Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T

Tiim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki

Msp I Hpa Il Msp I Hpa II Msp I Hpa II
0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0
0 0 1 0 0 0
1 0 1 0 0 0
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 0 1 0 1 0
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Ef_He 2 primerine ait skorlama sonuglari, tebain icerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.16°da gosterilmistir.

Cizelge 4.16 Ef_He 2 skorlama sonuglari

Ef_He Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T
Tim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki | Tiim Bitki
Msp I Hpa Il Msp I Hpa I Msp I Hpa Il
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Ef_Hf primerine ait skorlama sonuglari, tebain igerigi yliksek Papaver somniferum L.
TMO-T ¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.17°de gosterilmistir.

Cizelge 4.17 Ef_Hf skorlama sonuglar1

Ef_Hf Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T

Tiim Bitki Tim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki

Msp I Hpa Il Msp I Hpa Il Msp 1 Hpa Il
0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 0 1
1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 1 1
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Ef_Hf 2 primerine ait skorlama sonuglari, tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.
TMO-T c¢esiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerinde tiim bitki olacak
sekilde Cizelge 4.18°de gosterilmistir.

Cizelge 4.18 Ef_Hf 2 skorlama sonuglar1

Ef_Hf 2 Ofis 95 Ofis 95 Ofis 96 Ofis 96 TMO-T TMO-T

Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki

Msp 1 Hpa II Msp I Hpa II Msp 1 Hpa II
0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 0 1
0 0 1 1 0 1
0 0 0 0 0 0
1 0 1 1 1 1
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4.5. Filogenetik Analizler ve Sonuclari

Analizlerden elde edilen DNA fragmanlari profillenerek 6rneklendirilmistir. Aralarinda

farklilik bulunan bantlarin analizi Msap Rprogrami kullanilarak toplam 194 tane bant

analizi yapilmistir. Farkli primer kombinasyonlar1 sonucunda bant analizleri elde

edilmistir. 96 tane metilasyona duyarli lokus (methylation susceptible loci: MSL) ve 98

tane de metillenmemis lokus (non-methylated loci: NML) elde edilmistir. Polimorfik

MSL bant sayis1 46 (% 48), ve NML 17 (% 17) olarak hesaplanmistir. Orneklere ait

metilasyon profillerinin frekanslar1 Cizelge 4.19’da verilmistir.

Cizelge 4.19 Ofis 95, Ofis 96 ve TMO-T o6rneklerinin metilasyon profil frekanslar

Metilasyon Populasyon 1 Ofis 95 | Populasyon 2 Ofis 96 | Populasyon 3 TMO-T
Durumlari Tiim Bitki Tiim Bitki Tiim Bitki
HPA+/MSP+ 0.2500 0.2292 0.1875
(Metillenmemis

)

HPA+/MSP- 0.2396 0.3438 0.3333
(Hemi-

metilasyon)

HPA-/MSP+ 0.2917 0.3125 0.2708
(T¢ sitozin

Metilasyonu

HPA-/MSP- 0.2188 0.1146 0.2083
(Tam

Metilasyon)
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Orneklerin MSL ve NML PCo grafikleri Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de gosterilmistir.

PopT]

Pop3|

C2(25.9 %)

[ T I I T 1
-3 2 -1 0 1 2

C1(74.1 %)

Sekil 4.22 Orneklerin NML (non-methylated loci) PCo gdsterimi. Pop1: Ofis 95, Pop2:
Ofis 96, Pop3: TMO-T.

[Pop3]

i
3 =1 :
T
&

c‘r| —

s M | T T

2 0 2 4

G137 %)

Sekil 4.23 Orneklerin MSL(methylation susceptible loci) PCo gdsterimi. Pop1: Ofis 95,
Pop2: Ofis 96, Pop3: TMO-T.
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5. TARTISMA

DNA metilasyonu ¢esitli biyolojik siireglerde rol oynar. Genel olarak, bitkiler ¢evresel
degisikliklere dayanmak icin epigenetik mekanizmalar kullanir. Farkliliklarin gelisme

derecesi, organ tipi gibi ¢esitli faktorlere bagli oldugu dinamik bir siiregtir.

MSAP teknigi, hashas ¢esitlerinin metilasyon durumunu profillemek i¢in yapilmistir.
Toplam metilasyon seviyesi tiim gesitlerde yiiksek seyretmistir. Ornekler arasindaki
metillenmis alanlarin frekansindaki kiigiik fark, kiiresel DNA metilasyon seviyesinin,
analiz edilen cesitlerdeki alkaloid igerigi lizerinde diisiik etkiye sahip oldugunu ima

etmektedir. Bu durum genomlarin yiiksek tekrar icerigine baglanmaktadir.

Metilasyon frekanslari ¢esitleri arasinda uyumlu olmasina ragmen, metilasyon desenleri
ornekleri arasinda farkliliklar ortaya koymaktadir. Bitki alkaloidlerinin savunma
bilesikleri olarak hareket ettigi bilinmektedir (GUrkok vd 2015; Matsuura ve Fett-Neto
2017). Kontrol ornekleri ile karsilastirildiginda, yliksek BIA igerigi olan numuneler
arasinda gozlenen de-metilasyon paterni, alkoloid biyosentezinde yer alan savunma

genlerinin ekspresyonu ile iligkili olabilmektedir.

BIA biyosentezi sirasinda; morfin, tebain ve noscapine, farkli yollar yoluyla S-
retikulin'den tiiretilmektedir. Tebainin morfine doniisiimii iki ¢atalli bir yolla
gerceklesmektedir ve tebain morfinin bir Onciisii olurken, norcapinenin sentezi BIA
yolunda tamamen farkli bir dalda ilerlemektedir (Beaudoin ve Facchini 2014).
Biyosentezde gozlenen bu fark, MSAP analizi sonucunda epigenetik ve genetik olarak da

goriilmiistiir.

PR

Metilasyon durumunun Arabidopsis'deki dokular arasinda biiyiikk Olglide degistigi
bulunmustur (Widman et all 2014). Organa 6zgii epigenetik isaretler A. thaliana'da bitki
cogalmasina katkida bulunmustur (Wibowo et all 2016). Burada ayrica epigenetik

degisikliklerin organa 6zgii bir sekilde eslik ettigini sunulmustur.
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Gilirkok ve arkadaslart (2015) yilinda yapmis oldugu ¢alismada farkli alkaloit tiplerinin
organa 6zgii biyosentezi ile iligkili olarak BIA genlerinin farkli ekspresyonu daha 6nce
bildirilmigtir. Kapsiillerin alkaloid birikme yerleri oldugu ve alkaloid biyosentez

bolgelerini kaynakladigi 6ne siirtiilmiistiir.

Bu calismada, MSAP tekniginin DNA metilasyon analizi i¢in kullanilabilir ve giivenilir
bir ¢aligma yontemi oldugu dogrulanmistir. Farkli DNA metilasyon durumlarinin
ozellikle alkaloid igeriginin deg8isimi durumunda, Onemli bir biyolojik anlami

tagiyabilecegi bulunmustur.

Calismamizda TMO tarafindan tescillenmis Afyon yoresinde yaygin olarak ekimi
gerceklestirilen hashas bitkisine ait Ofis 95, Ofis 96 ve TMO-T ornek cesitleri farkli
MSAP markorii  kullanilarak DNA metilasyon seviyeleri farkliliklarina gore,
metilasyona duyarli amplifikasyon polimorfizmi (MSAP) yontemi kullanilarak

kiyaslanmistir.

Bu yontemle CCGG dizileri Hpall ve Mspl enzimleriyle esit olarak kesime ugramstir.
Metillenmis CGG dizileri Hpall enzimi ile kesilmemis, Mspl enzimi ile kesilmistir.
Metillenmemis diziler ise iki enzimle birlikte kesim islemi géormiistiir. PZR basamaginda
metilasyon bulunuyorsa Hpall enzimi DNA dizisini kesemeyecek ve sonucunda

amplifikasyon basartyla sonuclanmis olacaktir.

Tebain yolaginin kesfi, haghas bitkisinde morfin biyosentetik yolu boyunca salutaridinol-
7-O-asetattan thebaine gecisin daha dnce enzimatik olmayan bir sekilde pH 8-9 arasinda
ilerledigi iddia edilerek baglanmistir. Ph  6-7'de asetat, bir azonin tiirevine
dontstiiriilmiistiir. Bu doniisiim reaksiyonlari, olasi bir protein katalizorii aramak igin
Papaver somniferum L. protein ekstreleri kullanilarak yeniden ziyaret edilmistir.
Kalintilarin ve inhibitor diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerin Papaver somniferum L.
lateksinden ¢ikarilmasindan sonra, bu lateks serumunun salutaridinol-7-O-asetat1 yiliksek
fizyolojik pH 7.0' da yiiksek verim ile tebaine doniistlirdiigi gosterilmistir (Fisinger
2007).
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6. SONUC

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinde tebain biyosentezi yolaginda gorev alan gen
ve gen bolgeleri lizerinde epigenetik diizenlemelerin en 6nemlilerinden olan metilasyon
etkilerinin "Metilasyona Duyarli Amplifikasyon Polimorfizmi" (Methylation Sensitive
Amplification Polymorphism) yontemi ile belirlenmesi caligmasi yapilmistir. Bitki
materyali olarak TMO’dan elde edilen tebain igerigi yiiksek Papaver somniferum L.

TMO-T cesiti ile tebain igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitleri kullanilmigtr.

MSAP markérleri kullanilarak 6rnekler arasindaki DNA metilasyon seviyeleri
metilasyona duyarl1 amplifikasyon polimorfizmi (MSAP) teknigi kullanilarak

karsilastirilmistir.

MSAP analiz teknigi ile CCGG dizileri Hpall ve Mspl enzimleriyle esit olarak
kesilmigtir. Metillenmis CGG dizileri Hpall le kesilmemis Mspl ile kesilmistir.
Metillenmemis diziler ise iki enzimle birlikte kesilmistir. PZR asamasinda gende
metilasyon varsa Hpall DNA dizisini kesemeyecek ve amplifikasyon basariyla

sonuglanmis olacaktir.

Calismamizda toplam 194 tane bant elde edilmistir. Bu bantlarin 46 tanesi (% 48)
polimorfik MSL iken 17 tanesi (% 14) NML olarak hesaplanmistir.

Metillenmis sitozin gen ifadesinin diizenlenmesinde etkilidir. Normal sitozinden farkli

olmasindan dolay1 “DNA’nin besinci baz1” olarak adlandirilmaktadir.

Calismamizda 4 farkli metilasyon deseni gozlemlenmistir. Bunlar Tip I (HPA+/MSP+)
metillenmemis bolgeyi temsil eder, Tip II (HPA+/MSP-) hemi metilasyonlu bodlgeyi
temsil eder, Tip III (HPA -/MSP+) ise i¢ sitozin metilasyonunu temsil ederken Tip IV
(HPA-/MSP-) tamamen metilenmis bdlgeyi ifade etmektedir. 3 populasyon igerisinde
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yogunluk en ¢ok HPA+/MSP-(Hemi-metilasyon) ile HPA-/MSP+(I¢ sitozin

Metilasyonu) kisimlarinda goriilmiistiir.

Sonugclara bakildiginda BIA igerigine sahip hashas cesitlerinin metilasyon profilininin
farkli oldugunu goriilmiistiir. Populasyonlarin Msap r programina gore elde edilen
degerleri bu farkliligt gostermistir. Ayrica NML (non-methylated loci) ve
MSL(methylation susceptible loci) PCo gosterimi ile drneklerin Popl: Ofis 95, Pop2:
Ofis 96, Pop3: TMO-T ayrimi sekillerdeki dagilimlarla goriilmiistiir.
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