CANKIRI KARATEKIN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

EPIGENETIK DUZENLEMELERIN HASHAS (Papaver somniferum L.) _
BITKSINDE MORFIN YOLAGI UZERINE ETKILERININ BELIRLENMESI

Betiil BULUT

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

CANKIRI
2020

Her hakki sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EPIGENETIK DUZENLEMELERIN HASHAS (Papaver somniferum L.)
BITKISINDE MORFIN YOLAGI UZERINE ETKILERININ BELIRLENMESI

Betiil BULUT
Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Mine TURKTAS ERKEN

DNA metilasyonu, 0karyotlar canlilarda gen transkripsiyon aktivitesinin kontrol edil-
mesini kolaylastiran 6nemli bir epigenetik siirectir. Belirlenen genin metilasyon durumu
hakkindaki bilgiler, ilgili genin regiilasyonu hakkinda bilgi vermektedir. Bu ¢alismada
onemli alkaloit kaynagi (BIA) olan hashas, (Papaver somniferum L.) bitkisinde morfi-
nin biyosentez yolaginda rol olan gen ve gen bolgeleri iizerinde epigenetik diizenleme-
lerden en 6nemlisi olan metilasyonun etkileri ilk kez arastirilmistir. Arastirmada mater-
yal olarak TMO’dan elde edilen morfin igerigi yiiksek P. somniferum Ofis 1 ve Ofis 2
cesitleri ile morfin igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 afyon hashas cesitleri, 21
MSAP markoér kullanilarak cesitler arasindaki metilasyon seviyeleri karsilagtirilmistir.
DNA metilasyon seviyeleri "Metilasyona Duyarli Amplifikasyon Polimorfizmi"
(Methylation Sensitive Amplification Polymorphism - MSAP) yontemi kullanilarak
belirlenmigtir. Calismada ayn1 zamanda morfin igerikleri farkli hashag cesitlerinin yap-
rak, kapsiil ve govde dokulari kullanilmis ve metilasyonun morfin biyosentezindeki
roliiniin yanisira farkli organlar tizerindeki etkileri de aydinlatilmistir. Sonuglar bize
farkli BIA icerigine sahip afyon hashas cesitlerinin metilasyon profilininin farkli oldu-
gunu gostermektedir. Ayrica Cesitlerin kapsiil ve yaprak doku drnekleri bakimindan da
farkli metilasyon profili gostermektedir. Gen ifadesini diizenleyiciler gen ekspresyonu-
nu dokuya 6zgii etkileyerek bizim calismamizda farkli metilasyon profilini gérmemize
sebep olmustur. Farklt DNA metilasyon durumu, 6zellikle afyon hashasindaki alkaloit
igerigi s6z konusu oldugunda 6nemli biyolojik anlamlara sahip olabilir. Farkli organlar-
da ortaya ¢ikan farkli epigenetik profiller bize DNA metilasyonun BIA biyosentezi iize-
rinde etkili olabilecegini ve bunun da organ seviyesinde daha da belirgin ve énemli ol-
dugunu gostermistir.
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ABSTRACT

Master Thesis
DETERMINING THE EFFECTS OF EPIGENETIC ARRANGEMENTS ON
MORPHIN ROAD IN THE CROP (Papaver somniferum L.) PLANT
Betiil BULUT
Cankir1 Karatekin University
Institute of Science
Department of Biology
Supervisors: Dog. Dr. Mine TURKTAS ERKEN

DNA methylation is an important epigenetic process that facilitates the control of gene
transcription activity in eukaryotes. The information about the methylation status of
genes provides information on the regulation of the gene of interest. In this study, the
effects of methylation which is the most important epigenetic regulation on the genes
that are involved in morphine biosynthesis pathway in poppy, (Papaver somniferum L.)
plant, which is an important alkaloid source (BIA), were investigated for the first time.
P. somniferum varieties of Ofis 1 and Ofis 2 with high morphine content and varieties
of Office 95 and Ofis 96 opium poppy with low morphine content were obtained from
TMO, and 21 MSAP markers were used to compare methylation levels of them. DNA
methylation levels were determined using the Methylation Sensitive Amplification Pol-
ymorphism - MSAP method. In the study, leaf, capsule and stem tissues of different
poppy cultivars with different morphine contents were used and the role of methylation
in morphine biosynthesis as well as their effects on different organs were also elucidat-
ed. The results show us that the methylation profile of opium poppy varieties with dif-
ferent BIA content is different. It also shows different methylation profiles in terms of
capsule and leaf tissue samples of cultivars. Regulators of gene expression influenced
gene expression by organ-specific effects, revealed different methylation profiles in our
study. The different DNA methylation state may have important biological meanings,
especially when it comes to the alkaloid content in opium poppy. The different epige-
netic profiles in different organs have shown us that DNA methylation may have an
impact on BIA biosynthesis, even more dramatic and higher impact at organ level.

2020, 70 pages
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1. GIRIS

Hashas (Papaver somniferum L.), i¢inde bulundurdugu alkoloidler sebebiyle dnemli
olan ve tibbi amag olarak kullanilan ¢ok yonlii bir bitkidir. Rhodales takiminda yer alan
hashas Papaveraceae familyasindan olup iilkemizde 28 tiirii bulunmaktadir (Davis et al.
1988, Anonim 2017, Yazic1 ve ark. 2017). Kapsiillerinde bulunan 20 kadar alkoloid
tibbi olarak kullanilmaktadir (Incekara 1972). igeriginde bulunan (BIA) adimi verdigi-
miz alkoloidler morfin, kodein, papaverin, narsein, narkotin, ve tebaindir (Giirkan ve

ark. 2003).

Hashas iilkemiz ekonomisine biiylik katki saglamaktadir. Tiirkiye hem morfin ve tlirev-

leri ihracat1 yoniinden, hem de tohum ihracati ile diinya pazarlarinda daimidir.

Haghag tarimi1 ve afyon tretimi iilkemizde serbest yapilmaktayken, 1933 yilinda ¢ikan
kanunlar ile birlikte kontrollii hale gelmis ve 1971 yilinda yasaklanmistir. 1974’te ise
afyon tiretimi yasaklanmis ve yalnizca ¢izilmemis hashas kapsiil liretimi serbest hale

gelmistir (Anonim 2013a).

Bitkilerin biiylimeleri ve gelismesi esnasinda ¢ok sayida iiretilen organik bilesikler ikin-
cil metabolit olarak adlandirilirlar. ikincil metabolitler, bitkilerde 6nemli islevleri olan
bilesenler olup bitki stres durumuyla kars1 karsiya oldugunda sentezlenerek savunma
mekanizmasi olustururlar (Giiven ve Giirsul 2014). Bitkileri herbivor ve patojenlere
kars1 savunurak bitkiyi varvaryonlara kars1 korur ve gelisimine katki saglarlar. Simdi-
lerde yogun olarak ¢alisilan ikincil metabolitler, alkaloidler, fenolik bilesikler, ugucu

yaglar, saponinler, terpenoidler, resinler, antosiyaninler, taninlerdir (Anonim 2011).

Ikincil metabolitler hiicrede gen ekspresyon diizenleyicileri, bitki biiyiime diizenleyici-

leri, ve transdiiksiyon mekanizmalarinda gorev almaktadirlar (Giliven ve Giirsul 2014).



Gen ekspresyonundaki degismeler mRNA transkripsiyonu, translasyonu, islenmesi,
taginmast ve depolanmasi gibi degismeler epigenetik olarak adlandirilan g¢esitli meka-
nizmalar ile saglanmaktadir. Bu epigenetik mekanizmalardan en 6nemlisi DNA meti-

lasyonudur.

DNA metilasyonu, Sitozin ya da Adenin niilkleotidlerinin metillenmesi ile olugan ve
genleri susturan bir mekanizmadir. Genlerin promotor bolgelerindeki metilasyonun
azalmasi ile gen ifadesindeki artis arasinda korelasyon bulunmaktadir. Genlerin promo-
tor bolgelerinde metillenmede ve transkripsiyon faktorlerinin tanima bolgelerinde degi-
siklikler yaparak, transkripsiyon faktorlerin baglanmasini 6nleyerek gen ifadesinin bas-
kilanmasina sebep olurlar. Embriyonik kok hiicrenin tek bir g¢esitten farklilasmasi ile
200’den fazla farkli somatik hiicreye doniismesinde bu mekanizma rol oynamaktadir.
Farkli dokulardaki farkli genlerin ifade olmasinda da etkili olmaktadir. Metilasyon ora-
n1, genomdaki tekrar dizilerinin ve transpozonlarin CpG boélgelerinde fazladir, boylece
transkripsiyon baskilanarak transpozonlarin genom igerisindeki hareketi engellenmekte

ve boylece kromatin kararlilig1 korunmaktadir (Yokus 2013).

DNA metilasyonu, okaryotlar canlilarda gen transkripsiyon aktivitesinin kontrol edil-
mesini kolaylastiran 6nemli bir epigenetik silire¢ olarak adlandirilir. Belirledigimiz ge-
nin diizenleyici sekansinin metilasyon durumu hakkindaki bilgiler bize bu transkripsi-

yonel kontrol hakkinda bilgi verir.

DNA metilasyonu, (Bi-seq) ve metilasyona duyarli endontikleazlar kullanilarak kisitla-
ma kesimi de dahil olmak iizere farkli yontemlerle tespit edilebilir. Metile Duyarli
Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP), bir organizmanin global DNA metilasyon duru-
munu ve diferansiyel kesim modeliyle belirlenen DNA metilasyon durumuna bagli ola-
rak, birbirinden ayirmak i¢in kullanilan tekniktir. Bu teknik, DNA metilasyon haritala-
mast ve farkli sekilde metillenmis genlerin konumlarin1 klonlanmasi i¢in etkili bir yon-

temdir.

Bu teknik ile birlikte, genomik DNA 6nce Hpa Il vb. metilasyona duyarli bir restriksi-

yon enzimiyle kesilir ve sonra amplifikasyonunu kolaylastirmak amaciyla DNA frag-



manlart adaptorlere baglanir. Hpa 11, Msp I'in metilasyona duyarsiz
bir izoschizomerini kullanarak kesim, deneyde bir yiikleme kontrolii olarak bir paralel

kesim reaksiyonunda kullanilir.

Olusan bu fragmanlar fliioresan etiketli primerler yardimiyla segici olarak biiyiitii-
liir. Farkl: tiirlerden gelen PCR iiriinleri karsilastirilmasi yapilip, farkli polimorfik lokus
tanimlandiktan sonra istenilen DNA fragmani, denatiirasyon poliakrilamid jelden izole
edilir, dizilenir ve veritabaninda bulunan diger sekanslara benzerliklerine dayali olarak
tanimlanir (Yaish vd. 2014). MSAP polimorfik metilasyon lokuslarini belirlemek i¢in
giivenilir bir yontemdir. Ancak bu yontem DNA kesiminde kullanilan enzimlerin tani-

ma boélgeleri ile sinirlidir.

Bu calisma kapsaminda, tilkemizin diinyadaki ana yetistiricilerinden birisi oldugu ve

tiretmis oldugu alkaloitler sebebiyle ekonomik degeri yiiksek olan hashas bitkisinde

morfin yolaginda epigenetik diizenlemelerden metilasyonun etkileri_ilk kez arastirilmis-
tir. Bugiline kadar hashas bitkisinde morfin yolaginin aydinlatilmasi iizerine caligsmalar
bulunmakla birlikte, epigenetik mekanizmalarin bu yolak {izerindeki etkilerinin aydinla-
tilmasina yonelik bir calisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla yapilan bu tez ¢aligmasi, bu

alandaki ilk ¢alisma olma 6zelligini tasimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Hashas (Papaver somniferum L.) ve Onemi

Papaveraceae familyas1 Kuzey Yarimkiirenin iliman ve subtropik bolgelerinde yetis-
mektedir. 28 cinsten ve teshisi yapilmis yaklasik 250 tiirden olugsmaktadir. Bu familya-
dan iilkemizde 5 cins bulunmaktadir (Se¢men vd. 1995). Bu aileye ait olan ve iilkemiz
ciftcisinin hayatinda da 6nemli bir bitki olan hashas (Papaver somniferum L.) tek yillik
bir bitkidir. Anadolu’da Hititlerden bu yana tariminin yapildig:1 bilinmektedir. Sicak,
tropik bolgelerde ve iilkemizde yetismektedir (Eser vd. 2006). Tiirkiye ¢ogu bitkinin
gen kaynagi olmakla beraber, hashas bitkisinin de anavatanidir (Anonim 2013).

Hashas (Papaver somniferum L.), 60-200 cm kadar boylanan, kapsiilleri kapali, mor ve
beyaz renkte ¢igekleri olan tek yillik bir bitkidir. Alkaloitler bitkinin kapsiillerinden elde
edilmekte olup tohumlarinda bulunmaz. Kapsiillerinde %1civarinda alkaloit icermekte-

dir (Kog vd. 2006).

Tiirkiye dogal olarak yetisen ve kiiltiirii yapilan, tibbi ve aromatik bitkiler acisindan
onemli bir paya sahiptir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) nce yapmis oldugu ¢alismaya
bakildiginda tiim diinyada 20.000 civarinda bitki tiiriiniin tibbi amagla kullanildig: belir-
tilmektedir (Arslan vd. 2004).

Haghag, tohumlarindan ve yagindan gida olarak faydalanilan, kiispesi hayvan yemi ola-
rak kullanilan ve kapsiillerinin igerdigi alkaloitlerden, tibbi olarak kullanilan ¢ok yonlii
olan bir bitkidir. Haghasin tibbi ve ekonomik degeri benzilizokuinolin (BIA) {iretimin-
den kaynaklanmaktadir. Hashasin meyve kabugunun igerdigi 20 kadar alkaloit, tibbi
olarak yararlanilmaktadir (Incekara 1972). Hashasin meyvesinde alkaloit bulunmasina
karsin tohumlarinda bulunmamaktadir (Tanker vd. 1990). Hashas iilkemiz ekonomisine

biiyiik katki saglamaktadir. Tiirkiye hem morfin ve tiirevleri ihracati yoniinden, hem de



tohum ihracati ile diinya pazarlarinda daimidir. Arastirmalar en ¢ok tipta ve eczacilikta
kullanilan ve hashasta bulunan morfin, kodein, tebain, noskapin, papaverin alkaloitleri-
nin izolasyonu ve tiirevlendirilmesi konusunda yapilmaktadir (Arslan vd. 2008). Morfin
alkaloidi hashasta fazlaca bulunan 6nemli bir BIA alkaloididir. Morfin tipta agr1 kesici

ve uyusturucu amaciyla kullanilmaktadir (Kopmaz 2016).

2.2 BIA ve Morfin Yolag

Hashas, benzilizokinolin (BIA) adini verdigimiz kodein, morfin, narsein, sanguinarin,
papaverin ve noskapin gibi ¢esitli BIA alkaloitlerini icermektedir. BIA’larin biyosentez
yolagi, pek cok enzimin etkili oldugu ve sentez mekanizmasi net olarak anlasilmayan

karmasik bir yolaktir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 BIA yolagi (Mirsha ve dig. 2013).

BIA biyosentezi ilk asamada, tirozin amino asitinden tlirevlenen dopamin ve 4-
hidroksifenilasetaldehit (4-HPAA)’in (NCS) norkoklaurin sentaz enzimi ile (S)-
norkoklaurin’e doniisiimiiyle baslar. (S)-norkoklaurin, ¢esitli enzimler araciligiyla mer-
kezi ara molekiil olan (§)-retikiiline doniisiir. (S)-retikiilin ara molekiilii ise farkli yolak-
lar takip ederek sanguinarin, noskapin, berberin ve morfin alkaloitleri ile sonlanir. Or-
taya ¢ikan benzilizokinolin alkaloitlerinden morfin, afyonda bulunan alkaloitten en
onemlisi olup en yiiksek miktarda olanidir. Papaver tiirleri gesitli alkaloitleri liretmesine
ragmen morfin sadece P. somniferum ve P.setigerum tlrlerinden {iiretilmektedir. Ham

afyonun igslenmesi ile morfin elde edilir. Kapali formiilii C;7;H;9NO3 ve molekiil agirlig

285.34 gmot’diir. Suda ve alkolde ¢6ziinebilir (Demirci 2016).



Morfinin fenolik ve alkol grubu olmak iizere 2 tane hidroksil grubu bulunmaktadir. Bu
ozelligiyle morfini diger alkaloidlerden farklilasir. Fenolik grubun metillenmesiyle ko-
dein elde edilir. Morfin kristalleri renksiz ve kokusuz bir yapiya sahiptir. Morfinin ¢esit-
leri, dihidromorfin, apomorfin, normorfindir (Kiigiik 1996, Onmez 2007, Tanker vd.
2007).

Morfinin biyosentezi i¢in Oncelikle (S)-retikiilinin (R)-retikiiline epimerizasyonunu ge-
rekir. (R)-retikiilin, CYP salutaridine sentaz (CYP719B1) araciligiyla dnce salutaridine
ve sonrasinda da kisa zincirli bir dehydrogenase/reductase olan salutaridine reductase
(SalR) araciligiyla da salutaridinol’e doniistiiriiliir. Salutaridinol, salutaridinol 7-O-
acetyltransferase (SalAT) enzimi ile O-asetillenir. Salutaridinol 7-O-acetate, pH 8-9
oldugu ortamda kendiliginden halkalanma gostererek, ilk pentasiklik morfinyan alkaloit
olan tebaine doniisiir. Morfin yolagi burada iki kola ayrilir; ilk yolda tebain alkaloiti, 6-
O-demetilaz (T6ODM) ile kendiliginden kodeinona déniisiir. Kodeinon, bir aldo-keto
rediiktaz olan kodeinon rediiktaz (COR) araciligiyla kodeine, kodein de, kodein O-
demetilaz (CODM) ile morfine déniisiir. Ikinci yol ise, tebainin CODM araciligtyla ori-
pavine 3-O-demetilasyonudur. Sonrasinda T6ODM, oripavini COR morfine indirgenen

morphinone’e doniistiiriir (Demirci 2016).

Morfinin izolasyonu ile birlikte bitki alkaloit biyokimyasinin ¢alisma alan1 da baslamis
oldu. Molekiiliin stereo-kimyasal karmasikligindan otiirii 1952 yilina kadar yapist agik-
lanamamistir. Yarim ylizyilh askindir bitkilerdeki alkaloit biyosentezi; biyokimyasal,
kimyasal ve molekiiler arastirmalar yapilarak ¢oziilmeye g¢alisiimaktadir (Facchini vd.

2001).

Haghag bitkisinde RNAi kullanilarak COR enziminin fazla ifadesi (over-ekspresyonu)
ile morfinan alkaloitlerinin arttirilmasi hedeflenmistir. COR enzimi hashastan saflasti-

rilmig ve klonlanmistir (Lenz ve Zenk 1995). Huang ve Kuthan ise yaptiklari ¢alismada,



COR transkriptlerinin kodein veya morfin bulundurmayan tiirlerde dahi olmak iizere

biitiin tlirlerde bulundugunu belirtmislerdir.

Hagel ve Facchini 2010 yilinda fonksiyonel genomik kullanarak tebain T60MD ve
COMD enzimlerini izole etmislerdir. Yapilan calismada yiiksek tebain ve oripavin ice-
ren ancak morfin ve kodein igermeyen Topl mutantlar1 ile morfin biriktiren 3 farkl
govde transkriptomlarint karsilastirmislardir. Bu c¢alismalarda morfin biyosentezinin
tebain'in sentezlenmesinden sonra iki farkli yol ile gerceklestigini belirtmislerdir. Birin-
ci yol, neopinon iizerinden kodein olusumu ve arkasindan da morfinin sentezlenmesidir.
Ikinci yol da ise tebainden oripavin ve devaminda morfinon ve kodeinon rediiktaz

(COR) enzimi ile morfin olustugu bildirilmistir (Giirkok vd. 2010).

2.3 DNA Metilasyonu

Epigenetik degisiklikler; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin yapisi-
nin yeniden diizenlenmesi ve kodlanmayan RNA’lar ile iligkili mekanizmalar aracilig
ile gerceklesmektedir. Bu mekanizmalarla gen aktivitesi DNA kodunda degisiklik ol-

madan diizenlenir.

DNA metilasyonu, DNA sentezlendikten sonra DNA bazlarina metil gruplariin (-CHj)
baglanmasidir. Cogu hayvan ve bitkinin DNA’s1, genellikle sitozin olmak iizere, metil-
lenmis bazlar igerir. Metilenmis bir 6karyot DNA’sinda bulunan sitozin bazlariin yak-

lasik % 5’1 metil gruplarina sahiptir (Nestler 2014).

DNA metilasyonu, CpG adaciklart1 adi verilen G’nin guaninin, C’ sitozin C

>’pozisyonunda bir metil grubunun baglanmasiyla olusur. DNA metilasyonu, hiicre fark-



lilagmasinda, imprinting ve X kromozomu aktivasyonunda esas rol oynar (Zhang 2007,

Nestler 2014).

Metilasyon, DNA baz diziliminde CpG diniikleotidlerinde guaninden Once gelen sito-
zinin 5. karbonuna bir metil (-CH3) grubunun baglanmasi olayidir. DNA metilasyonun-
da; guanin tarafindan takip edilen sitozin bazina DNA metiltransferaz (DNMT) enzi-
mince bir metil grubu baglanir. Metilasyon ile genler susturulabilmekte ve kromatin

yapist degismektedir.

DNA metilasyonu, DNA sentezlendikten sonra DNA bazlarina metil gruplariin (-CHj)
baglanmasi olayidir. Cogu bitkinin DNA’s1, genellikle sitozin olmak iizere, metillenmis

bazlar icermektedir (Nestler 2014).

Metilasyonun genlerin ifadelerinin diizenlenmesi {izerine etkilerine dair ¢ok sayida ca-
lisma bulunmaktadir. Ornegin Chen vd. (2017) yapmus olduklari ¢alismada, yabani pa-
mugun yaz aylarinda oldugu gibi giinisig1 saatlerce uzun siire ¢icek agmasini 6nleyen
metillenmis bir gen i¢erdigini buldu. Evcillestirilmis pamukta, ayn1 gen metilasyonunu
kaybetti ve genin ekspresyonuna izin verdi. Yapilan ¢alismada yetistiricilerin, kimyasal-
larla veya modifiye edilmis gen diizenleme teknolojileri araciligiyla gen metilasyonunu
degistirebileceklerini belirtmistir. Bu yontemler ile yetistiricilerin bir bitkinin epigeno-
muna yonelik hedeflenmis degisiklikler yapmalarina ve gelistirilmis 6zellikleri olan
yeni irklar olusturmalarina imkan saglayabilir. Epigenetik diizenlemeler ilizerinden yapi-
lan tireme ¢alismalar1 sadece pamukta degil, ayn1 zamanda bugday, kanola, kahve, pata-

tes, muz ve misir gibi diger biiyiik bitkilere de uygulanabilmektedir.

DNA metilasyonu, bisiilfit dizileme ve metilasyona duyarli endoniikleazlar kullanilarak
kisitlama kesimi de dahil olmak iizere farkli yontemlerle tespit edilebilir. Bu teknik,
DNA metilasyon haritalamasi1 ve farkli sekilde metillenmis genlerin tespiti i¢in etkili bir

yontemdir.
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Sekil 2.2 DNA baz diziliminde guaninden Once gelen sitozinin 5. karbonuna bir
metil (-CH3) grubunun baglanmasi (http://www.ardimed.com/epigenetik-nedir-1).

2.4 Metilasyona Duyarh Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP)

Metilasyona Duyarli Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP), bir organizmanin global
DNA metilasyon durumunu ve diferansiyel kesim modeliyle belirlenen DNA
metilasyon durumuna bagh olarak, birbirinden ayirmak i¢in kullanilan tekniktir (Yaish
vd. 2014). Bu teknik, DNA metilasyon haritalamas1 ve farkli sekilde metillenmis
genlerin tespiti i¢in etkili bir yontemdir. Msap yonteminin asamalar1 asagida

belirtilmistir:

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

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

ii1) Farklilik gosteren bantlarin jelden izole edilerek dizilenmesi ve dizi analizi.

Restriksiyon enzimleri DNA’y1 belli bir DNA dizisinden (restriksiyon bolgesinden)

kesmektedir. Restriksiyon enzimleriyle, enzimler metillenmis ya da metillenmemis

10


http://www.ardimed.com/epigenetik-nedir-1

DNA’y1 taniyip kesim yapacak sekilde adapte edilebilmektedir. Mspl ve Hpall
birbirinin izosizomeri olan ve CCGG tanima bdlgelerini esit olarak kesen restriksiyon

enzimidir.

CGG dizileri Hpall ile sindirilmemis ancak Mspl ile sindirilmistir. Mspl C|CGG
bolgesini taniyarak iki sitozin arasindan ok yoniinde DNA’y1 kesmektedir. Mspl CCGG
tanima dizisinde distaki sitozin metillenirse kesemez, ancak enzim DNA’y1 igteki
sitozin metillenirse kesebilir. Yani Mspl DNA tanima boélgesinin distaki sitozinin
metillenmesine duyarlidir. Hpall’ninde tanima bolgesi C|CGG olup, m4CCGG,
m5CCGG, Cm4CCGG, Cm5CCGG VE hm5Chm5CGG durumlarinda diziyi kesemez (
Tekin vd. 2003).

Metilenmemis CCGG dizileri iki enzimlede kesilebilir ve DNA segmentini PCR primer
sekanslar1 arasindan kirarak PCR amplifikasyonunu dnler. Metilenmis CCGG dizileri
yalnizca Mspl RE ile kesilirler. Mspl basariyla enzim yerlerini sindirip ve PCR™1
engeller. Sonu¢ olarak Hpall sindirimi inhibe olup PCR amplifikasyonu basariyla
sonuclanir. Metilasyon varsa Hpall hedef diziyi kesemeyerek ve iiriin elde edilecektir

(Tekin vd. 2003).

(1) AHpall (Z2)Msp |

CCGG CCGG  |CCGG CCGE
) T q

Cleavable Uncleavahlf Cleavable Cleavable

T : DNA methylation

Sekil 2.3 Metilasyona duyarli Hpa II ve metilasyona duyarsiz Msp I enzimlerinin ke-
sim sekilleri (Biyolojik genom Kaynak Merkezi, molekiiler ve hiicresel diizenleme Ens-
titlisii, Gunma Universitesi).
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Msp I ve Eco Rl veya Hpall ve Eco RI ile sindirilen DNA 6rnekleri, Msp I ,Eco R1
ve Hpa 1l ile olusan uclarla uyumlu iki dsDNA adaptoriine baglanir. Baglanan DNA
fragmanlari, adaptorlere secici olmayan tamamlayici primerler ile dnceden gogaltilir.
Daha sonra seg¢ici primerle amplifikasyon yapilir (bunlar, 3 ' uglarinda segici olmayan
veya Onceden secici primerlerin bir ila ii¢ baz genisletilmis varyantlaridir) ). Bu
amplifikasyon, denatiire edici poliakrilamid jelde pargalanmis ve ayrilmis bir
popiilasyonu olusturur. Fragmanlar1 goriintiilemek icin, genellikle segici bir
amplifikasyon basamagi esnasinda fliioresan etiketli bir primerin eklenmesi
gerekir. Jelde, her bir DNA numunesi, Eco RI, Msp 1 ve Eco RI, Hpa 1l ile sindirilmig
DNA'dan (sirayla M ve H seridi) kaynaklanan iki komsu fragman seridi ile ifade edilir.
Bu nedenle, bir fragmanin yokluguna (-) varligina (+) denilerek dort farkli MH fragman
varyantt "+ +, - -, + -, - +" olusabilir. (+, +) Modeli (hem M hem de H seridinde
goriintlilenen belirli uzunluktaki bir fragman), metillenmemis bir CCGG bdlgesinde her
iki enzim tarafindan sindirime baglanir. (-, -) modeli, bagka bir islem gérmiis numune, o
pozisyonda bir fragmanin varligimi gosterdiginde, tamamen metillenmis bir mCmCGG
bolgesinde her iki enzim ile sindirimin inhibe edildigini gosterir. (-, -) modeli, genetik
olarak farkli ornekler kiyaslandiginda mutasyona ugramis bir bolgeyi de ifade
edebilir. M'de gorsellestirilen, ancak H seridinde gorsellestirilmeyen kesin uzunlukta bir
fragmani ifade eden (+, -) modeli, Hpa Il ile degil fakat Msp I ile sindirime ugradigini,
ve bir CmCGG bolgesinin varligina karsilik gelir. Son olarak, (-, +) modelinin, 6zellikle
CCG ve CG motiflerinde metilasyonu meydana geldigini ve bitki genomlarinda

yorumlanmasi da oldukg¢a zor olmaktadir (Fulnecek ve Kovarik 2014).
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Sekil 2.4 Msp-I ve Hpa-II enzimlerinin 5-CCGG metilasyon durumuna duyarliliklari
(Salmon ve ark. 2008).

2.5 Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Enzim kesiminden sonra ortaya ¢ikan parcalarin uzunluklar: “elektroforez” adi verilen
yiiklii molekiillerin elektriksel alanda yaptig1 hareketin izlenmesi yontemine bir labora-
tuvar yontemi ile tahmin edilir. Elektroforez, DNA fragmanlarin1 biiyiikliiklerine gore

ayiran bir yontemdir.

Molekiiller, elektrik yiiklerinin kiitlelerine oraniyla belirlenen hizlarda elektriksel or-
tamda hareket ederler. Laboratuvarlarda hizli ve basit olarak kullanilan elektroforez
yontemi diger yontemlerden kiyasla yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmentlerinin
ayrilmasini saglar. UV 15181 altinda fluoresan etki gdsteren etidyum bromiir (EB) boya-
sinin  kullanilmasiyla ¢ok diisiikk konsantrasyonlardaki DNA’nin yerini belirlemek
miimkiindiir. Incelenecek 6rnek jele leke ya da ince bir bant halinde uygulanarak analiz
edilir. Kat1 haldeki jel ile ayrim1 yapilacak molekiillerin hareketi; molekiillerin yiikiine,
boyutuna, kimyasal igerigine ve uygulanan elektrik alana bagli olarak degiskenlik goste-

rir.
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Poliakrilamid jeller kiiciik DNA fragmentleri (50-500 baz) ve RNA molekiillerinin ay-
rilmasinda kullanilan bir yontemdir. Birbirine boyut bakimindan birbirine ¢ok yakin

DNA fragmentlerinin  analizlerinde kullanmak uygundur (Sarikaya 2007).

Akrilamidin polimerizasyonuyla poliakrilamid olusur (Temizkan 2007). Jel olusumu
sirasinda amonyum persiilfat (APS) ve N,N,N’,N’- tetrametilendiamin (TEMED) ser-
best radikal katalizor gorevi goriir. TEMED, APS’yi etkileyerek SO, radikaline doniis-
tiiriir (Dilsiz 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan hashas (Papaver somniferum L.) Ornekleri morfince diisiik ve

morfince zengin ¢esitler olarak secilmistir.

Calismada materyal olarak TMO tarafindan tescillenmis Afyon yoresinde yaygin olarak
ekimi yapilan morfin oran1 diigiikk Ofis 95, Ofis 96 ve morfin orani yliksek Ofis 1 ve
Ofis 2 ¢esitleri kullanilmistir. Calismada kullanilan bitkiler BAP tarafindan desteklenen
FF061218L04 nolu proje kapsaminda TMO’dan temin edilen ve ekimi yapilan gesitler-

dir. Calismada kullanilan bitkilerin genel 6zellikleri asagida verilmistir;

Ofis 95;

Tohum rengi beyaz ve kapsiil sekli basik koniktir. Bitki boyu ortalama 89-101 cm
arasindadir. Kapsiildeki morfin oran1 % 0,550-0,710 olan hashas cesitidir (Tiirk Gida
Kompozisyon Veri Kitabr ).

Ofis 96;

Tohum rengi sar1 ve kapsiil sekli koniktir. Bitki boyu 85-95 cm arasindadir. Kapstildeki
morfin oran1 %0,555-0,700 olan hashas ¢esitidir (Tiirk Gida Kompozisyon VeriKitab1 ).

Ofis 1;

Cigek rengi agik viyole, kapsiil sekli armut ve tohum rengi mavidir. Bitki boyu 105-110
cm arasinda degisir. Kapsiildeki morfin oran1 % 1,71-1,97 olan hashas ¢esitidir (Tiirk
Gida Kompozisyon Veri Kitab1 ).
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Ofis 2;

Cicek rengi beyazdir. Tohum rengi beyaz ve kapsiil sekli yuvarlaktir. Bitki boyu 105-
110 cm arasinda degisir. Kapsiildekimorfin oran1 %1,46-1,60 olan hashas cesitidir (Tiirk
Gida Kompozisyon Veri Kitabr ).

3.2 Yontem

3.2.1 Hashas cesitlerinin ekimi ve yetistirilmesi

Bitki materyali olarak TMO’dan elde edilen morfin igerigi yiiksek Papaver somniferum
Ofis 1 ve Ofis 2 ¢esitleri ile morfin igerigi diisiik olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitleri kulla-
nilmistir. Torf ve perlit karistirilarak olusturulan toprak toplamda 20 viyole, her bir vi-
yole yaklasik 2-3 tane tohum olacak sekilde ekilmistir. Her bir haghas 6rnegi icin islem

tekrarlanmustir. 3’er giinliik periyotlar ile bakimi (sulama vb.) yapilmigstir.

Sekil 3.1Hashas cesitlerine ait tohumlar
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Ardindan geligen fideler, 1 ay sonra saksilara alinmistir ve 1 haftalik periyotlar halinde
su ve bakim islemleri yapilmistir. Son olarak kasalara alinarak 20°C/18°C de 16/8 saat-
lik (aydinlik/karanlik) fotoperiyotta sera sartlarinda yetistirilerek DNA izolasyonunda
kullanilmak {izere kapsiil ve govdelerinden materyal alinacak sekilde hazir hale getiril-

mistir.

Gelisim gosteren hashas (Papaver somniferum L.) g¢esitlerinden, alti ay sonunda total
DNA izolasyonu igin yaprak, kapsiil ve gévdelerinden 6rnekler steril bisturi yardimu ile
kesilmis ve dnceden etiketlenmis posetlere konulmustur. Ornekler daha sonra -80 °C'de

saklanmustir.

3.2.2 DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Thermo Scientific GENEJET plant genomic DNA purifica-
tion mini kiti protokoliine gore yapilmistir. Protokol su sekilde uygulanmustir.

1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine 350 ul Lizis tampon A pipetlenmistir. Bitki dokusu tar-
tilmistir. Her bir 6rnek i¢in 100 mg bitki dokusu kullanilmistir. Havan i¢ine 100 mg
bitki dokusu yerlestirilmistir ve lizerine s1vi azot eklenerek iyice ezilmistir. Ezilen doku
350ul Lizis tampon iceren 1,5mg’lik bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilmig ve 10-20
saniye iyice karigtiritlmigtir. Tiipe Lizis tampon B ve 20 ul RNAaz A eklenerek, 1 daki-
ka vortekslenmistir. Numune 10 dakika boyunca 65°C” de inkiibe edilmistir. 130 ul

yagis soliisyonu eklenmis ve tiip 2-3 kez ters yiiz edilerek karistirilmistir. Buz iizerinde
5 dakika inkiibe edilmis ve 20,000 g’de 5 dakika santrifiijlenmistir.

Stipernatant toplanmistir ve temiz bir mikrosantrifiij tiipline aktarilmistir. %96’lik eta-
nolden 400 ul eklenip karistirtlmistir. Hazirlanan karigimin yarisi déndiirme kolonuna
aktartlmistir. 6,000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Akis ¢ozeltisi atilmistir ve kolon

tizerinde kalan karisim 6,000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Kolona 500 ul yikama
tampon I eklenerek 8,000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

17



Kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir ve kolona yikama tamponu II eklenmistir.
Yikama tamponu 20,000 g’de 3 dakika santrifiijlenmistir. Toplama tiipli bosaltilmistir.
Aritma kolonu tekrar yerine yerlestirilmistir. Tiip ve kolon 1 dakika boyunca tekrar
santrifiijlenmistir. Akis ¢ozeltisi iceren toplama tiipii atilmistir. Kolon steril bir mikro-
santrifiij tlipiine yerlestirilmistir. Eliisyon tamponu eklenerek membran oda sicakliginda
5 dakika inkiibe ve 8,000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir. 100ul Eliisyon
tamponu ilave edilmis ve ikinci bir eliisyon adimi uygulanmistir. Saflastirilmis DNA

kullanima hazir hale gelmistir ve -20 °C de saklanmustir.

3.2.3 Metilasyona Duyarh Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP) Analizi

3.2.3.1 Restiksiyon enzimleri ile kesim

Morfin igerigi yiiksek P. somniferum Ofis 1 ve Ofis 2 ¢esitleri ile morfin igerigi diisiik
olan Ofis 95 ve Ofis 96 ¢esitlerine ait kapsiil ve govdelerinden izole edilen DNA 6rnek-
lerinden MSAP analizi yapmak icin MSP1 VE HPAII olmak iizere iki farkl restriksi-

yon enzimleriyle kesim yapilmistir.

Oncelikle izole edilen DNA’lardan her bir &rnek icin 500 ng/ul DNA, 5 U EcoRI

(Thermo Scientific), 10 U MSP1 (Thermo Scientific), 2X Tango Tamponu (Thermo
Scientific) ve 13,5 ul ddH,O eklenerek 25 ulhacminde hazirlanmistir. Hazirlanan kari-
stm 37°C 24 saat ve 80°C 20 dakika inkiibe edilmistir. Ayr1 bir tiipte de 500 ng/ul
DNA, 5 U EcoRI (Thermo Scientific), 20 U HPAII (Thermo Scientific), 2X Tango
Tamponu (Thermo Scientific) ve 12,5ul ddH,0 eklenerek 25 ulhacminde hazirlanmig-

tir. Hazirlanan karisimlar 37°C 24 saat ve son olarak 80°C 20 dakika inkiibe edilmistir.
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3.2.3.2 Adaptor baglama (Ligasyon)

DNA amplifikasyonunu kolaylastirmak amaciyla DNA fragmanlarinin uglarina, meti-

lasyona duyarlt Hpa II ve metilasyona duyarsiz bir izosizomeri olan Msp I i¢in uygun
adaptor bolgeleri baglanmistir. Bunun i¢in 60U HPAII (Thermo Scientific) linker, 60 U

EcoRI (Thermo Scientific) linker, 1 U T4 DNA Ligase (Fermentas), 1X T4 Ligase
Buffer (Fermentas) ,10 ul restriksiyon karigimi ve 3,4 ul su (ddH,0O) konularak toplam-

da 25 ul hacminde olacak sekilde tiipe alinmistir. Hazirlanan karigim 23°C 4,5 saat ve

60°C de 10 dakika inkiibe edilerek -20 derecede PZR icin saklanmistir. Reaksiyonlarda

kullanilan adaptdr dizileri Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Adaptor dizileri.

Adaptorler Baz Dizisi 5°-3° Tm (°C)
EcoR1 adapter 5 CTCGTAGACTGCGTACC 55
EcoR1 adapter 3 AATTGGTACGCAGTCTAC 51
Hpall/Mspl adapter | GATCATGAGTCCTGCT 49

5

Hpall/ CGAGCAGGACTCATGA 52
Mspl adapter 3
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3.2.3.3 On se¢im polimeraz zincir (PZR) reaksiyonu

PZR reaksiyonu igin, cesitlere ait 1/10 sulandirilmas1 yapilmig DNA (ligasyon fiiriinii)
orneklerinden 5ul, 1X PCR Buffer (invitrogen), 2mM Mg, 0,3 mM dNTP (Thermo
Scientific), 1,5U Taq DNA (1nvitrogen), 10 pmol linker EcoR1, 10 pmol linker HPAII,
9,3 ul su (ddH,0) konularak toplamda 20 ul hacminde olacak sekilde tiipe alinmistir.
Linker su sekilde hazirlanmistir: 100 pmol EcoR1 5°+ 100 pmol EcoR1 3’ve 100
pmol HPAII 5°+ 100 pmol HPAII 3’ olacak sekilde hazirlanmistir.

PZR protokolii 94°C’de 1 dakika denatiirasyon agamasi, 94°C’de 30 saniye, 51°C’de

30 saniye, 72°C’de 1 dakikada 30 dongii boyunca, 72°C’de 10 dakika seklinde gergek-

lestirilmistir.

3.2.3.4 Secim polimeraz zincir (PZR) reaksiyonu

PZR reaksiyonu i¢in ¢esitlere ait 1/10 sulandirilmasi yapilmis ligasyon {iriinii olan DNA
orneklerinden Sul, 1X PCR Buffer (Invitrogen), 2mM Mg, 0,3 mM dNTP (Thermo
Scientific), 1,5U Taq DNA (Invitrogen), 10 pmol F, 10 pmol R, 9,3 ul su (ddH,0)

konularak toplamda 20 ul hacminde olacak sekilde tiipe alinmistir.

PZR protokolii 94°C’de 5 dakika, 94°C’de 30 saniye, 65°C’de 1 dakika (her siklusta 0,7
°C dusiiriilerek), 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 dongii, son olarak ta 72°C’de 5 dakika seklinde gercek-
lestirilmistir. Pre-amplifikasyon karistmindan 3ul %1°lik agaroz jele yiiklenilmistir ve
goriintlileri alinmistir. PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Cizelge 3.2°de goste-

rilmistir.
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Cizelge 3.2 Primer dizileri.

Primerler Baz Dizisi 5°-3° Tm (°C)
EcoR1 +1 primer GACTGCGTACCAATTCA 50
EcoR1 +2 primer a GACTGCGTACCAATTCAG 54
EcoR1 +2 primer b GACTGCGTACCAATTCAT 51
EcoR1 +2 primer ¢ GACTGCGTACCAATTCAC 54
HM + 1 primer ATCATGAGTCCTGCTCGGT 57
HM + 3 primer a ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA 58
HM + 3 primer c ATCATGAGTCCTGCTCGGTTC 60
E_d GACTGCGTACCAATTCAAC 55
E_e GACTGCGTACCAATTCACG 57
E_f GACTGCGTACCAATTCACT 55
H_d ATCATGAGTCCTGCTCGGTAG 60
H_e ATCATGAGTCCTGCTCGGGTGG 62
H_f ATCATGAGTCCTGCTCGGTTA 58

3.2.3.5 Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
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Oncelikle poliakrilamid jel hazirlamak igin 6 ml %40 (19:1) Acrylamide/Bis Solution
(BIO-RAD), %0,1 APS ( Amonyum persiilfat) 0,01X TEMED, 1X TBE (Tris- Borik
Asit- EDTA) ilave edilerek %6’°lik konsantrasyona sahip poliakrilamid jel hazirlanmais-
tir. Hazirlanan jel 19,4 cm x 18,5 cm (G x B) boyutunda ve 1,0 mm kalinliginda bir
jelin kullanildig1 ayarlanabilir dikey jel elektroforezi aletinde (Biometra Eco- Maxi-
Analytik Jena Company) gerceklestirilecek sekilde optimize edilmistir. Hazirlanan jel
kaseti, jel dokme bdlmesine yerlestirilmistir. Jelin sizdirmasini 6nlemek icin %5’ lik
agar c¢ozeltisi aparatin etrafina siliriilmiistiir. Hazirlanan karisim jel kasetine yiiklenmis
ve 20 disli tarak yerlestirilmistir. 40 dakika jelin polimerize olmasi beklenmistir. Daha
sonra taraklar kaldirilmistir. 1x TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) tamponu tanka doldu-

rulmustur. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez aygitina yerlestirilmistir.

Sekil 3.2 PAGE sistemi

DNA fragmanlar1 poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yontemi kullanilarak ayrilmis-

tir. PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen {iriinler, poliakrilamid jelde yiiriitiilmeden
once 20ul PZR iiriiniine 3ul yiikleme boyasi Loading Dye (Thermo Scientific) ilave
edilip santrifiijlenerek %6°’lik konsantrasyona sahip poliakrilamid jele yiiklenerek 200 V
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akim gegecek sekilde ayarlanmistir. Yaklasik 6 saat yiiriitiilerek elektroforez islemi ta-

mamlanmaistir.

Elektroforetik ayirma sonunda olusan bantlar etidyum bromiir boyama kullanilarak ana-
liz edilmistir. Analiz sonucunda UV transilluminatdr altinda jele ait goriintiiler alinmis-

tir.

3.2.4 Skorlama

Goriintiileme sonucunda elde edilen bantlara skorlama yontemine gore O ve 1 degerleri
verilerek analiz dosyasi hazirlanmistir. Analizlerde elde edilen DNA fragmanlarinin
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yontemi kullanilarak ayrildiktan sonra bantlar
profillenerek ornekler arasinda farklilik gosteren bantlarin tespiti msap R programi kul-

lanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Cesitlere Ait Orneklerinin Toplanmasina Ait Sonuclar

Cimledilip uygun ortam sartlarinda yetistirilen bitki ¢esitlerinden genomik DNA izolas-
yonu i¢in yaprak, govde ve kapsiillerinden steril bistiiri yardimi ile 6rnekler alinmuistir.
Cesitlerden alinan doku 6rnekleri -80°C’de saklanmustir. Bitkilerin yetistirilmesine ait

goriintliler Sekil 4.1°de verilmistir.

2N

Sekil 4.1Bitkilerin yetistirilmesi.
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Sekil 4.2Gelisen kapsiil, govde ve yapraklardan ornek.

4.2 Hashas Cesitlerine Ait DNA izolasyon Sonuc¢lar

Hashas cesitlerine ait kapsiil, govde ve yapraklardan alinan dokulardan TRizol reaktifi
kullanilarak DNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen DNA &rneklernin kalitesinin be-
lirlenmesi amaci ile 6rnekler agaroz jelde yiiriitilmustiir. Elde edilen DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlart Nanodrop (ND-2100C,Thermo) spektrometre cihazi ile Ol¢lilmiis
olup orneklerin konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri Absorbans (A) 260-280 ve 260-
230 degerleri ile belirlenmistir. Elde sonuglar Sekil’4.3, Sekil’4.4 ve Cizelge’4.1°de

verilmistir.
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100bp ofis95 ofis95 ofisl ofisl 100 bp
marker govde kapsiil govde kapsiil marker

Sekil 4.30fis 95 ve Ofis I¢esitlerine ait DNA 6rneklerinin jel goriintiisii

100 bp ofis 96 ofis96 ofis 2 ofis 2 100 bp
marker govde kapsiil govde kapsiil marker

Sekil 4.4 Ofis 96 ve Ofis 2 ¢esitlerine ait DNA 6rneklerinin jel goriintiisii
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait dokularin DNA konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri

GOVDE /KAPSUL | A260/A280 A260/A230

(ng/pl)
1 TUMBITKI |508,3 1,83 1,81
2 GOVDE 336,8 1,84 1,62
2 KAPSUL 1497,9 1,86 1,84
2 TUMBITKI |882,1 1,93 1,86
2 KAPSUL 2. 1942,4 1,87 1,77
3 GOVDE 110,4 1,52 0,54
3 KAPSUL 1130,8 1,48 0,48
3KAPSUL 2. |758.6 1,64 0,59
3TUMBITKI |1474,2 1,98 2,03
4 GOVDE 28,6 1,48 0,59
4 KAPSUL 1424 2,24 0,36
4 TUMBITKI |1076,1 1,75 1,51

4.3 MSAP Yontemine Ait Sonuglar

MSAP, diisiik maliyetli olmas1 ve giivenilirliginden dolay: farkl bitki tiirlerinde DNA
metilasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan yontemdir (Chwialkowska vd. 2017). DNA
ilk 6nce, metilasyona duyarsiz nadir kesici Eco RI, metilasyona duyarli kisitlama enzi-

mi Hpa II ve metilasyona duyarsiz bir izogizomeri olan Msp I ile kesilmistir (Sekil 4.5).
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M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.5 Restriksiyon ile kesime ait jel goriintiisii

Kesimler sonucu olusan yapiskan uglara tamamlayici olan spesifik adaptorler, 6n secici

olan primerlerle PZR yapilarak, bant profili agaroz jel iizerinde goriintiilenmistir (Sekil
4.6).

Sekil 4.6 Pre-amplifikasyona ait jel goriintiisii
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21 primer kombinasyonu yapilmis olup daha sonra 6n se¢im PCR ve secim PCR olmak
tizere iki basamakli PCR amplifikasyonu yapilmistir ve kontrol amagl olarak agaroz jel

tizerinde de goriintiilenmistir (Sekil 4.7).

Ofis95 Ofis96 Ofis 1 Ofis 2 Ofis1 Ofis 2 Ofis 2
(tiim bitli) (tiim bitki) (tiim bitli) (tiim bifli) (givde) (givde) (kapsiil)

M:MSPI
H :HPAQ

Sekil 4.7 Amplifikasyona ait jel goriintiisii

21 primer kombinasyonundan elde edilen fragmanlarin detayli ayrimi i¢in PCR reaksi-
yonu sonucunda elde edilen triinler, poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ydntemi

kullanilarak ayrilmistir (Sekil 4. 8).
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Sekil 4. 8 Jelin PAGE sisteminde yiirtitiilmesi.

21 primer kombinasyonundan elde edilen fragmanlarin PAGE elektroforetik ayirma
sonunda olusan bantlar, etidyum bromiir (EBr) boyama ile boyandiktan sonra UV
transilluminator ile gorilintlileri alinmistir. Elde edilen goriintiiler asagida verilmistir

(Sekil 4.9). Primer kombinasyonlari jel resimlerinin iizerinde verilmistir.
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H N H M H M H \Y M H M H
ofis 96 ofis 1 ofis 2 ofis 1 ofis 2 ofis 2
tiim bitki tiim bitki tiim bitki govde govde kapsiil

Sekil 4. 9 Dokulara ait jel goriintiisii

Ec-He

M: MSPI ofis95 ofis96 ofis 1 ofis 2 ofis 1 ofis 1 ofis 2
H: HPAIL tiim bitki __tiim bitki _tiim bitki _ tiim bitki _ gdyde . Jkapsiil __givde

M H M H M H M H M H M H M H

Sekil 4.10 Dokulara ait jel goriintiisii
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Ed _Ha
ofis95 ofis96 ofis1 ofis2 ofisl ofis1
timsbitki & tiim bitkiee  pootiim bithiies  seotiim bithiies | 10 govde o kapsiil
M H M H M H M H M H M H

dadodaded idodal AL LLLT

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.11 Dokulara ait jel goriintiisii

Ea Xl ofis 95 ofis 96 ofis 1 ofis2 ofis 1 ofis 1 ofis 2 ofis 2

gimbitlsl tiin bitlsl  iiag hithiy - ootilap hithsly oglpde.. . kapsiil . ghvde . lapsiil
MHMHMHMHMHMHMHMH

|

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.12 Dokulara ait jel goriintiisii
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Ed-Hd

» ofis 95 =ofis96  ~ofisl r=ufis 2 wofis I~ reofist —~ ™ ofis2  MONs2
tiim bitki tiim bitki tiim bitki = tiim bitki govde kapsiil govde kapsiil
M \H M H M H M H M H M H M H M H

I3

\

M : MSPI
H: HPAI

Sekil 4.13 Dokulara ait jel goriintiisii

M: MSPI
H: HPAIT

Sekil 4.14 Dokulara ait jel goriintiisii
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Ed Hf

M: MSP1I
H: HPA.II ofis95 ofis2
i 1 itki ‘Kapsiil

Sekil 4.15 Dokulara ait jel goriintiisii

Ee Ha

M: MSPI
H: HPAII
ofis95 ofisl PR (L A lsL_.,
bitla 1 g i" | * Kapsiil govde Kapsiil
' M

il LL.

Sekil 4.16 Dokulara ait jel goriintiisii
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ofis96

5 ofisl

4 \ tam
-~
J M

¥
. -
-
> - .

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.17 Dokulara ait jel goriintiisii

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.18 Dokulara ait jel goriintiisii
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Ee He

M H M H

ofis95 ofis96 fis2 0 figh fishowey Promiofis2 hsIT
tiim bitki tiim ltkl ’ tnm bltlu fim bitki | govde kfpsnl govde kapsiil

}‘H M

f W

l

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.19 Dokulara ait jel goriintiisii

|
fis2 . ofis1 ofisl ofis2 ofis2
im bitki g\'de Eapsal” ! g\'de 1 Kapsalm
H

3 i
-

Sekil 4.20 Dokulara ait jel goriintiisii
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Ef Ha

ofis95 ofis96 ofis1 ofis2 ofisl ofis1
~ titm bitki fiiih bitki fiim Bitla™  um Btk T TEovdd ! T Rapsil
y H M H M H M

1
';1

M H M H H

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.21 Dokulara ait jel goriintiisii

Ef Hc
ofis95 ofis96 ofisl ofis2 ofisl ofisl ofis2 ofis2
pitka] VR BEGT PTTE BEGT T bitkiy)  pupmbvderss  mokepsibe  seegivdesss  shapsibe
M H M H M H M H M H M H M H y H
' ]

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.22 Dokulara ait jel goriintiisii
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Ef Hd
M: MSPI
H: HPAII

ons>r>

ofisl ofis2 ofisl
tiim bitki tiim bithkiss  pen0V

M H M M
e
| S

Sekil 4.23 Dokulara ait jel goriintiisii

Ef He ofis95 ofis96
i im bitki jim bitki

Sekil 4.24 Dokulara ait jel goriintiisii
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Ef Hf

ofis95 ofis96 ofisl ofis2 ofisl ofisl ofis2 ofis2
Sotiim Bitki=  ~~titm bitki= *—tiim bitki® tim bitki~ s=—govder kapsil - Tgovite— 7 KapSil™"
M H M H M H M H M H M H M H N H

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.25 Dokulara ait jel goriintiisti

(Ea_Ha ofis95 ofis96 ofis1 ofis2 ofisl ofis1 ofis2 ofis2
o tiim bitki § timbitki§ tinbitki § timbitki govde kapsiil govde kapsiil
M H M HI M H My H M, H M_H M_H M H

14

] :

1
’

Sekil 4.26 Dokulara ait jel goriintiisii
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oﬁs95 i
"€ tiing bitki ™ tingbi
MJE M

M: MSPI
H: HPATE

Sekil 4.27 Dokulara ait jel goriintiisii

ofis2 ofis2
govde kapsiil
M H M H

M: MSPI
H: HPAII

Sekil 4.28 Dokulara ait jel goriintiisii
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B i bitki | timbitki | tambitki | timbitki | gavde kapsil | gdvde | kapsil

M H M H M H MFH M H  MIHI MJH M H

Sekil 4.29 Dokulara ait jel goriintiisii
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4.4 Skorlamaya Ait Sonuclar

Alinan jel goriintiilerindeki bantlarin degerlendirilmesi skorlama ydntemine yapilmis

olup, 0 ve 1 degerleri verilerek analiz dosyasi hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar

asagida cizelgelerde verilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ed Ha Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis
B 95 |95 9% |96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tiim | Tii Tim | Ta Tim | Ta Tim | Gov. [ Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MS | HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA | PI I MS |1I MS | II HPA
MS |II MS |II MS |II MS |1II PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1
1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
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Cizelge 4.3 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ed-He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Ti |Tim |Ta |Tim |Tia |Tim |Ta | Tim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MSP | HPA | . HPA | MSP | HPA |.

b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |1 11 MSP | IT I 11} HPA
MSP | IT MSP | IT MSP | IT MSP | IT I MSP | IT
I I I I I

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0
1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1
0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1
0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1
1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0
1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1
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Cizelge 4.4 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ed-Hd Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis

95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2

Tii Tiim | Ti Tim | Ta Tim | Ta Tiim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MSP | HPA |. HPA | MSP | HPA |.

b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |1 I MSP | IT I I HPA
MSP | IT MSP | IT MSP | IT MSP | IT I MSP | IT

I I I I I

0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1

1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1

1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

44




Cizelge 4.5 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ed-He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis

95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2

Tii Tiim | Ti Tim | Ta Tim | Ta Tiim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MSP | HPA | . HPA | MSP | HPA |.

b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |1 11} MSP | IT I I HPA
MSP | IT MSP | IT MSP | IT MSP | IT I MSP | IT

I I I I I

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1

1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0

0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1

0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0

1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1

1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1

0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0

1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1

0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0
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Cizelge 4. 6 Dokulara ait skorlama sonuglar1

Ed-Hf Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tiim | Ti Tim | Ta Tim | Ta Tiim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MSP | HPA |. HPA | MSP | HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |1 111 MSP | IT I I HPA
MSP | I1 MSP | II MSP | II MSP | II 1 MSP | II
I 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1
0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Cizelge 4. 7 Dokulara ait skorlama sonuglari
Ee Ha Ofis | Ofis Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Ti |Tim [Ti |[Tim |Tia |Tim |[Ti | Tim | Gov | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA |. HPA |. HPA
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA | MS |II MS |II MS |II HPA
MS |II MS |II MS |II MS |[II PI PI PI MS |[II
PI PI PI PI PI
0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1
0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0
1 0 1 0 1 0 0 1|0 0 |0 0 |0 0 |0 0 |0
0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1
0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 |0 0 |0 0 1|0 0 1|0 0 |0 0 |0 0 |0 1 |0
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Cizelge 4.8 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ee He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tiim | Tii Tim | Ti Tim | Ta Tim | Gov | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA [MS | IO MS |II MS |II HPA
MS |II MS | II MS |II MS | II PI PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
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Cizelge 4.9 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ee Hd Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Ti |[Tim |Ti |[Tim |Ti |Tim |Ta | Tim | Gév | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |MS |1 MS | 1T MS | 1T HPA
MS |1 MS | 1T MS |II MS |II PI PI PI MS |(II
PI PI PI PI PI
1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 |0 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 0 1 0 0 0 1 0 |0 0 0 0 1 0 0
1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1
1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
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Cizelge 4.10 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ee He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Ta Tim | Ta Tim | Ta Tim | Ti Tiim | Gov | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |MS |II MS (IO MS |II HPA
MS |II MS |II MS |II MS |II PI PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0
0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0
1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.11 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ee Hf Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tiim | Tii Tim | T Tim | Ta Tim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MS | HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA | PI 11} MS |1I MS | 1T HPA
MS |II MS |II MS |II MS |II PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 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 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 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 1 1
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0
1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0
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Cizelge 4.12 Dokulara ait skorlama sonuglar1

Ef Ha Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tiim | Ti Tim | Ti Tim | Ta Tiim | Gov | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA | . HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |[MS | IO MS |1 MS |II HPA
MS |II MS |II MS |II MS |II PI PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0
Cizelge 4.13 Dokulara ait skorlama sonuglari
Ef He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2

Ti |Tim |Tia |[Tim (Tai | Tim | Ti | Taim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MS | HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA | PI 11 MS |II MS | II HPA
MS |[II MS |II MS |II MS |1I PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
0 |0 0 |0 0 0 0 |0 0 |0 0 |0 0 |0 0 |0
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Cizelge 4.14 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ef Hd Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tiim | Tii Tim | Ta Tim | Ti Tiim | Gov | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA (MS |(II MS | II MS |II HPA
MS |II MS |II MS |[II MS |II PI PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 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 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 1
1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0

52




Cizelge 4.15 Dokulara ait skorlama sonuglar1

Ef He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis | Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Ti |Tim |Ti |Tim |[Ta | Tim | Ti | Tim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MS | HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA | PI 1 MS |1II MS |II HPA
MS |[II MS |II MS |1I MS |II PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
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 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 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.16 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ef Hf Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tim | Ti Tim | Ta Tim | Ta Tim | Gov | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA |. HPA | . HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |MS |11 MS | IO MS |1 HPA
MS |II MS | II MS | II MS | II PI PI PI MS |II
PI PI PI PI PI
1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1
1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.17 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ec-He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Gév. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
b. b. b. b. b. b. b. b. MSP | HPA |. HPA | MSP | HPA |.

MSP | HPA | MSP | HPA | MSP | HPA | MSP | HPA |1 11 MSP | IT I I HPA
I I I I I 11 I 11 I MSP | IT
I
1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 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 1 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0
1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1
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Cizelge 4.18 Dokulara ait skorlama sonuglari

Eb Ha Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
- 95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tiim | Ti Tim | Ta Tim | Ta Tiim | Gov | Gov. | Kap | Kap. | Gov | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. . HPA |. HPA |. HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |MS | I MS |1 MS |II HPA
MS |II MS |II MS (IO MS (IO PI PI PI MS |(II
PI PI PI PI PI
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1
0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0
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Cizelge 4.19 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ea-Ha Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis

95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2

Tii Tim | Ti Tim | Ti Tim | Ta Tiim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MSP | HPA |. HPA | MSP | HPA |.

b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |1 11 MSP | IT I 111 HPA
MSP | II MSP | IT MSP | II MSP | II I MSP | IT

1 I I I I

1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1

0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1

1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.20 Dokulara ait skorlama sonuglari

Eb-He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis

95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2

Ti |Tim |Ta |Tim |Tia |Tim |Ta | Tim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MSP | HPA | . HPA | MSP | HPA |.

b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |1 I MSP | IT 1 1 HPA
MSP | II MSP | II MSP | II MSP | II I MSP | II

I I I I 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1

1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1

1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1

1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.21 Dokulara ait skorlama sonuglar1

Ea-He Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
95 95 96 96 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tii Tim | Ta Tim | Ta Tim | Ta Tiim | Gov. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
m b. m b. m b. m b. MSP | HPA |. HPA | MSP | HPA |.
b. HPA | b. HPA | b. HPA | b. HPA |1 111 MSP | II I 1 HPA
MSP | IT MSP | II MSP | II MSP | II 1 MSP | II
I I I I 1
0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1
0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Cizelge 4.22 Dokulara ait skorlama sonuglari

Ec-Ha Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis Ofis | Ofis
95 95 96 926 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Tim | Gév. | Gov. | Kap | Kap. | Gov. | Gov. | Kap | Kap.
b. b. b. b. b. b. b. b. MSP | HPA |. HPA | MSP | HPA
MSP | HPA | MSP | HPA | MSP | HPA | MSP | HPA |1 II MSP | 11 1 II HPA
| I I I I I I I 1 MSP | 11

1

1 1 1 1 1 1 1 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
0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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4.5 Filogenetik Analizler ve Sonuclari

Analizlerde elde edilen DNA fragmanlar profillenerek 6rnekler arasinda farklilik goste-
ren bantlarin analizi msap R programi kullanilarak yapilmistir. 21 farkli primer kombi-
nasyonu sonucunda toplamda 194 tane bant analiz edilmis olup 150 tanesinde meti-
lasyona duyarlt lokus (methylation susceptible loci: MSL) ve 44 tane
de metillenmemis lokus (non-methylated loci: NML) elde edilmistir. MSL’de goriilen
ayrimlar epigenetik olup, NML’de gdzlenen ayrimlar genetiktir. Polimorfik MSL bant
sayist 113 (% 75), ve NML 6 (% 14) olarak hesaplanmistir. Orneklere ait metilasyon
profillerinin frekanslar1 Cizelge 4.23’de verilmistir. En fazla sayida metillenmemis

fragman bulunurken, bunu tam metillenmis fragmanlar izlemektedir. En az sayida ise

hemi-metilasyonlu ve i¢ sitozinin metillendigi fragmanlar tespit edilmistir.

Cizelge 4.23 Orneklerin metilasyon profil frekanslari.

Meti-
lasyon
Durum-
lan

Populasyon
1 Ofis 95
Yaprak

Populasyon
2 Ofis 96
Yaprak

Populasyon
3 Ofis 1
Yaprak

Populasyon
4 Ofis 2
Yaprak

Populasyon
5 Ofis 1
Govde

Populasyon
6 Ofis 1
Kapsiil

Populasyon
7 Ofis 2
Govde

Populasyon
8§ Ofis 2
Kapsiil

HPA+/
MSP+

(Metil-
lenme-
mis)

0.3867

0.3733

0.3267

0.3667

0.3067

0.3533

0.3933

0.3000

HPA+/
MSP-
(Hemi-
metilas-
yon)

0.1533

0.2200

0.1933

0.2000

0.1933

0.1800

0.1867

0.2400

HPA-
/MSP+
de
sitozin
Metilas-
yonu

0.1867

0.2000

0.2400

0.1600

0.2467

0.2333

0.1933

0.2267

HPA-
/MSP-
(Tam
Metilas-
yon)

0.2733

0.2067

0.2400

0.2733

0.2533

0.2333

0.2267

0.2333
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Metilasyon profiline gore elde edilen Neighbor-Joining Tree (komsu birlestrme agaci)
metoduna gore filogenetik agac Orneklerin organ diizeyinde farkli metilasyon profili

gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 4.30). Kapsiil ve gévde organlari, yapraktan ayri

kollarda yer alarak, bu ayrim net bir sekilde gdzlenmistir.

MML

[C1is 85 HPA

Ofis 2 Capsul HFPA

s 2 Shoot HPA

Eﬁs T Capsul HPA ggg;
Pop3
Pop4
PopS
Pop6
Pop7y
Pop8

MSL

ifis 2 Shoat HPA

Ofis 2 Capsul HPA

Ofis 7 Capsul HPA

= Popl
Pop2
S Pop3
Popd

— Pop5

= Popb

= Pop7

Ofis 95 HPA — Pop8 |

Sekil 4.30 Cesitlerin genetik olarak yakinliklarini gosteren soyagaci (dendogram).
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5. TARTISMA

Epigenetik, ilk kez 1940’ te tamimlanmis ve DNA’daki dizilimden kaynaklanmayan
fakat gen ifadesinde ortaya ¢ikan kalitsal olan degisimler olarak ifade edilmektedir. Gii-
niimiizde ilerleyen teknoloji ile bu alanda yapilan ¢alismalar biiyiik oranda artmistir.

Epigenetigin organizma tizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte ayni genetik
diziye sahip hiicrelerin farkli profiller ortaya cikararak farkli fenotiplerin meydana gel-
digi belirtilmistir. Genlerin ifade sekillerinin farkli olmasi ata hiicreden farkl sekillerde
hiicre tipinin olugmasinda etkili olmustur (Giiler ve Peynircioglu 2016).
DNA metilasyonu, genlerin ifadesinde etkili olan 6nemli epigenetik modifikasyonlardan

biridir.

Tiirkiye dogal olarak yetisen tibbi ve aromatik bitkiler agisindan 6nemli bir paya sahip-
tir (Arslan vd. 2004). Hashas, benziizokinolin alkaloit kaynagi (BIA) olan afyon iceren
cok yonlii olarak kullanilan bitkidir. Bu ¢aligma kapsaminda, iilkemizin diinyadaki ana
yetistiricilerinden birisi oldugu ve tiretmis oldugu alkaloitler sebebiyle ekonomik degeri
yiiksek olan haghas bitkisinde morfin yolaginda epigenetik diizenlemelerden metilasyo-
nun etkileri ilk kez_arastirilmistir. Ayn1 zamanda morfin igerikleri farkli hashag cesitle-
rinin kapsiil ve gdvde dokular1 kullanilarak, metilasyonun morfin biyosentezindeki ro-

liiniin yan1 sira farkli organlar lizerindeki etkileri de aydinlatilmigtir.

Metilasyonun genlerin ifadelerinin diizenlenmesindeki etkilerine dair ¢ok sayida calis-
ma bulunmaktadir. Baz1 genom bélgelerinde gelisimsel veya ¢evresel etmenlerle birlik-
te metilasyon durumu gen anlatiminin diizenlenmesi amaciyla siirekli degisebilmektedir

(Grant-Downton ve Dickinson 2005; Verhoeven ve ark. 2010; Furner ve Matzke 2011).

Genom dizilimi belirlendikten sonra DNA metilasyon desenlerini ortaya ¢ikarmak ama-
ctyla bir¢ok bilim insani ¢alismistir. Genom dizisi belli olan ilk bitki olan Arabidopsis'te

metilasyon durumu dokular arasinda biiylik oranda degistigi bulunmustur (Widman ve

dig. 2014) .
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Organa Ozgii epigenetik isaretler, A. thaliana'da bitki tiretimine katkida bulunmus-
tur (Wibowo ve ark. 2018) . Bitkilerde ve hayvanlarda metilasyon siireci biiylik oranda
benzemektedir ve bitkilerde tespit edilmesi daha kolaydir ¢iinkii bitkiler metilasyon
bozukluklarini hayvanlardan daha kolayca tolere etmektedir (Uzel 2019). Yapilan baska
bir caligmada Misir bitkisinde metilasyon durumlarinda farklilik goézlemlenmistir
(Wang ve ark. 2009) . Epigenetik diizenlemeler iizerinde yapilan calismalar bugday,
kanola, kahve, patates, muz gibi diger biiylik bitkilere de yapilmaktadir.

Calisgmamizda TMO tarafindan tescillenmis Afyon yoresinde yaygin olarak ekimi yapi-
lan morfin orani1 diisiik Ofis 95, Ofis 96 ve morfin oran1 yiliksek Ofis 1 ve Ofis 2 gesitle-
ri 21 farkli MSAP markorii kullanilarak aralarindaki DNA metilasyon seviyeleri meti-
lasyona duyarli amplifikasyon polimorfizmi (MSAP) teknigi kullanilarak karsilagtiril-

mistir.

Bu teknikle CCGG dizileri Hpall ve Mspl enzimleriyle esit olarak kesilmistir. Metil-
lenmis CGG dizileri Hpa II le kesilmemis Mspl ile kesilmis olup metillenmemis diziler
ise iki enzimle birlikte kesilmistir. PZR agsamasinda gende metilasyon varsa Hpall DNA

dizisini kesemeyecek ve amplifikasyon basariyla sonuclanacaktir (Tekin 2003).

Hpall / Mspl restriksiyon enzimleriyle metilasyonla ilgili ilk c¢alismay1 1978 yilinda
Waal Wisk ve Flavell, 1979 yilinda Sinzeret ve arkadaslari, Cedar ve arkadaslarida
1979 yilinda yapmislardir. Boylece CCGG bdlgesinin analizi yapilarak toplam metilas-
yonun %6’s1 belirlenebilir (Tekin 2003).

Calismamizda toplam 194 tane bant elde edilmistir. Bu bantlarin 113 tanesi (% 75)
polimorfik MSL iken 6 tanesi (% 14) NML olarak hesaplanmustir.

Metillenmis sitozin gen ifadesinin diizenlenmesinde etkili oldugu 6nemli rolii ve nor-
mal sitozinden farkli olmasindan dolay1 “DNA’nin besinci baz1” olarak adlandirilmasi-
na sebep olmustur (Lister ve Ecker, 2009). Bu sebeple, niikleotid dizilerinin yaninda
metilasyon deseni bakimindan da degerlendirilmesinin gerekliligini géstermektedir

(Toparslan ve ark. 2015).
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Calismamizda 4 farkli metilasyon deseni gézlemledik. Bunlar Tip I (HPA+/MSP+) me-
tillenmemis bolgeyi temsil eder, Tip II (HPA+/MSP-) hemi metilasyonlu bdlgeyi temsil
eder, Tip III (HPA -/MSP+) ise i¢ sitozin metilasyonunu temsil ederken Tip IV (HPA-
/MSP-) tamamen metilenmis bolgeyi ifade eder. Tiim hashas ¢esitlerde en ¢ok gdzlem-
lenen desen metillenmemis fragman olmustur daha sonra tam metillenmis ve en az ola-

rakta hemimetilasyonlu ve i¢ sitozinin metilledigi fragmanlar goriilmustiir.

Sonuglara bakildiginda dendogram bize farkli BIA igerigine sahip afyon hashas g¢esitle-
rinin metilasyon profilininin farkli oldugunu gdstermektedir.Ayrica Cesitlerin kapsiil ve
yaprak doku ornekleri bakimindan da farkli metilasyon profiline sahip oldugu goriil-

mektedir.

Ofis 1ve Ofis 2 ¢esitleri ortak kdken almis 2 temel gruba ayrilmis ve daha sonra kapsiil-
ler ve govdeler yapraklardan belirgin farkla ayrildigi gozlemlenmistir.Farkli olarak Ofis

2 ¢esidinin kapsiilii de digerlerinden farkl bir epigenetik profil gostermistir.

Ayrica metilasyon bakimindan genetik yakinliklarinin gosterildigi dendogramda Ofis
I’in farkli olarak Ofis 96 ile ortak koken aldig1 ve ayrildigr gozlemlenmistir. Ofis 95’in

ise diger cesitlerden ayrilarak tek basina bir grup olusturdugu gézlemlenmistir.

Alkaloitlerin alindig1 doku ve ¢evre kosullar1 alkoloit icerigini degistirmektedir ve alko-
loitler, gen ifadelerini etkiledigi icin biiyiik oranda dnem tasimaktadir (Facchini 2001;
Ziegler vd. 2006). Morfin biyosentezinde etkili olan baz1 genlerin susturulmasi ile mor-
fin miktar1 azalmaktadir (Facchini ve Wijekoon 2012 ). Gen ifadesini diizenleyiciler gen
ekspresyonunu dokuya 6zgii etkileyerek bizim ¢alismamizda farkli metilasyon profilini
gormemize sebep olmustur. Kapsiil ve yapraklarda ortaya ¢ikan farkli epigenetik profi-
ler de bize DNA metilasyonun BIA biyosentezi iizerindeki etkili olabilecegini goster-

mistir.
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Gurkok ve ark. (2016) yaptiklart bir ¢aligmada, BIA biyosentezinde rol alan dokuya
gore farklilik gosteren diizenleyicilerin etkilerini tespit etmislerdir. Sonug olarak biyo-
sentezde gorevli olan genlerin asir1 ekspresyonu ve genlerin susturulmasi alkaloit mikta-
rin1 dokuya gore farklililik gosterecek sekilde etkilemistir. Gen susturulmasinin morfin
icerigini azalttigini, asir1 gen ekspresyonunun morfin igerigini arttirdigini tespit etmis-

lerdir.

Yapilan bagka bir ¢aligmada Pandey vd. (2016) hashas bitkisinde farkli bolgelerde bu-
lunan, dokuya 6zgii islevleri yerine getiren endofitlerin, bitki iiretkenligi agisindan ve
benzilizokinolin alkaloid (BIA) biyosentezinde etkili olabildigini arastirdilar. izole et-
tikleri endofitlerden yaprak endofitleri fotosentetik verimliligini ve bitki biiylimesini
modiile ederken, kapsiil endofitleri alkaloid biyosentezini modiile ettigini agikladilar.
Bu da bizim c¢alismamizda kapsiil ve yapraklardan farkli metilasyon profilinin ¢ikma-

styla bu ¢alismadaki dokuya 6zgii roliin farklilik gosterdigini dogrulamaktadir.

Kapsiil ve diger organlardan ¢ikan farkli epigenetik profiller, metilasyonun BIA Biyo-
sentezi lizerindeki etkisininin  oldugunu diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak, farklh
DNA metilasyon durumu, afyon hashasindaki alkaloit igerigi s6z konusu oldugunda

onemli biyolojik anlamlara sahip olabilecegini gostermektedir.
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