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ETIiK BEYANI

Tez Yazim Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda; tez i¢inde sundugum
verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar ¢cercevesinde elde ettigimi, tim
bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun olarak sun-
dugumu, tez ¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde sundugum
caligmanin 6zgiin oldugunu, bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kay1p-

larin1 kabullendigimi beyan ederim.
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OZET

SINOP ILINDE YETISEN SARCOPOTERIUM SPINOSUM L. SPACH’ 1 CESITLI
ORGANLARINDA DNA METILASYON ANALIZI

Bitki organlarinda, genomun CCGG dizilerindeki sitozinlerin farkli metilasyon profilleri,
ilgili organlarda genlerin ekspresyonundaki artis veya azalma ile iliskilidir. Bu calismada,
koklerinden, govdelerinden ve yapraklarindan halk ilac1 olarak kullanilan Sarcopoterium
spinosum L. Spach'in dort organindaki metillenmis sitozin diizeyleri Metilasyona Duyarl
Cogaltilmis Polimorfizm (MSAP) teknigi ile incelenmis ve organlar arasi karsilastirilmistir.
Tiim organlarda, CCGG dizisindeki en yaygin metilasyonun, internal sitozinin tam veya
hemi-metillenmis durumu (Tip I, (CG)) oldugu saptanmistir. Sadece CG metilasyon tipinde,
tek bir monomorfik bolge saptandi. Organlar ikili olarak karsilastirildiklarinda, yaprak-
govde 14 (% 4.8), yaprak-meyve 4 (% 1.4), yaprak-kok 5 (% 1.7), meyve-govde 6 (% 2.1),
meyve-kok 2 (% 0.7) ve govde-kok organlart arasinda 5 (% 1.7) monomorfik bolge tespit
edildi. Bu sonuglar, organlarda, CG ve CHG metilasyon diizeylerinin farkli olduguna isaret
etmistir. MSAP orani, meyvede en diisiik (% 23.9), gévde ve kokte ise en yiiksek (% 38.4)
seviyede olmustur. Organlarda belirlenen farkli metilasyon diizeyleri ve modelleri, hiicre
farklilagsmasi ve gelisimi ile ilgili dokuya 6zgii genlerin ekspresyonlarindaki farkliliklardan
kaynaklanabilir. Ancak, bu sonuglar1 dogrulamak i¢in organlara 6zgii DNA fragmentlerinin
klonlanmasi, dizilenmesi ve islevlerinin ortaya ¢ikarilmasi gerekir. MSAP yontemi 6zellikle,
metilenmis sitozin oran1 yliksek olan ve genom dizisi bilinmeyen S. spinosum gibi bitkilerde,

sitozin metilasyonunun biiyiik 6l¢ekli tespiti i¢in oldukga etkili bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sitozin, metilasyon, MSAP, Sarcopoterium spinosum



ABSTRACT

THE ANALYSIS OF DNA METHYLATION IN VARIOUS ORGANS OF
SARCOPOTERIUM SPINOSUM L. SPACH GROWN IN SINOP PROVINCE

In plant organs, different methylation profiles of cytosines in CCGG sequences of the
genome are associated with an increase or decrease in the expression of genes in the relevant
organs. In this study, the levels of methylated cytosine in the four organs of Sarcopoterium
spinosum L. Spach, used as a folk remedy from its roots, stems, and leaves, were investigated
by Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism (MSAP) technique, and compared
among organs. In all organs, the full or hemi-methylated internal cytosine at CCGG
sequences (Type II, (CG)) was common. Only one monomorphic region was detected only
in the CG methylation type. When organs are compared binary, the leaf-stem has
monomorphic regions of 14 (4.8%), leaf-fruit 4 (1.4%), leaf-root 5 (1.7%), fruit-stem 6
(2.1%), fruit-root 2 (0.7%), stem-root 5 (1.7%). These results indicated that CG and CHG
methylation levels in organs were different. The MSAP ratio was the lowest in the fruit
(23.9%) and the highest (38.4%) in the stem and root. Different methylation levels and
patterns determined in organs may result from differences in the expression of organ-specific
genes involved in cell differentiation and development. However, cloning, sequencing, and
uncovering the functions of organ-specific fragments are needed to verify these results.
MSAP method has been found to be very effective for large-scale detection of cytosine
methylation especially in plants such as S. spinosum with a high rate of methylated cytosine

and whose genome sequence is unknown.

Key Words: Cystosine, methylation, MSAP, Sarcopoterium spinosum
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1. GIRIS

Genomlar, tiirlerin biyolojik 6zelliklerini ve davranislarini belirleyen temel genetik bilgiyi
icerdiklerinden nispeten kararli olmalidirlar. Ancak, ¢evre kosullar1 degistiginde, niikleotid
dizisi degismeden genomlar ¢esitli degisiklikler gecirebilirler ve bu degisiklikler mitoz ve
mayoz boliinme ile kalitilabilir. Epigenetik olarak adlandirilan bu kalic1 degisime yol agan
baslica mekanizmalardan bazilari, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kodlama

yapmayan RNA lar araciligl ile mRNA nin ekspresyonun kontrolii sayilabilir.

Bitkilerde DNA metilasyonu, hareketli genetik elementlerin (transpozonlarin) aktivitesini
kontrol ederek genomik biitiinliiglin saglanmasina, gen ifadesinin kontroliine, hiicre
farklilasmasina, gelisme ve biyotik-abiyotik streslere karsi tepkinin olusturulmasina katkida
bulunur. Ayrica, sitozin metilasyonu ile olusan genomik damgalanma, ¢igekli bitkilerin
tohumlarinda ebeveyn genlerinin farkli ifadesini kontrol diizenleyici bir mekanizmadir

(Finnegan ve ark., 2000).

Stres kosullarinda, metil transferazla DNA metilasyonu ve RNA interferans gibi
mekanizmalar, bitki genomik DNA'sin1 hizli ve geri doniistiirtilebilir sekilde degistirirler (Li
ve ark., 2008). Stres deneyiminden sonra bitki somatik hiicreleri epigenetik mekanizmalarla
kazandig1 deneyimi hatirlar (Peng ve ark., 2008). Guanin-Sitozin (GC) igerigi zengin
dizilerin metilasyonu, transkripton ekspresyonunu baskilayabilir, bitkinin metabolizmasi
yavaslar ve cevresel streslere karsi direng i¢in enerji muhafaza edilir. Tersine, dayaniklilikla
iliskili genlerin azaltilmis metilasyonu ise streslere karst uzun siireli veya kalic1 dayaniklilik

saglanir.

Sitozinin hipometilasyonu veya hipermetilasyonu bitki gelisimi iligkili genlerin ifadesini
kontrol etmektedir (Pavet ve ark., 2006; Cao ve ark., 2011). DNA metilasyonunun degisimi,
verim, meyve olgunlasmasi, tohum biiytlikliigii, ¢iceklenme zamani ve patojen dayanikliligi
gibi 6nemli 6zellikleri etkilerler (Finnegan ve ark.,1998; Manning ve ark., 2006; Hauben ve
ark., 2009; Zhong ve ark., 2013). Biitiin organlar ayni genoma sahip olmalarina ragmen
farkli genleri ifade ederler ve bunun neticesinde organlarda fenotipik cesitlilik goriiliir.
Organa 6zgii genlerin ifadesi sitozin metilasyonu ile kontrol altinda tutulur. Dolayisiyla
organlarda belirlenen metilasyon diizeylerinin farklilig1 organa 6zgii genlerin ifadeleriyle

iligkilidir (Osabe ve ark., 2014). Pamukta (Osabe ve ark., 2014), pirincte (Xiong, 1999),

1



Arabidopsis’te (Ruiz-Garcia ve ark., 2005), misirda (Lu ve ark., 2008) ve sorgumda (Zhang

ve ark., 2011), farkl1 organlarda toplam metilasyon diizeyi % 16 ila 45 arasinda bulunmustur.

Bitki genomlarinda, sitozin metilasyonunu degerlendirmede ¢esitli metodolojik yaklagimlar
bulunmaktadir. ‘Metilasyona Duyarli Cogaltilmig Polimorfizm (MSAP)’ bunlardan biridir.
MSAP, aym1 6rnegin EcoRI/Hpall ve EcoRI/Mspl gibi metilasyona duyarli enzimlerle
kesimleri ve segici ¢gogaltimlar: sonucunda elde edilen DNA parcaciklarinin varliginda veya

yoklugundaki farkliliklarla epigenetik cesitlilik tespit edilmektedir (Guevara ve ark., 2017).

Sarcopoterium spinosum L. Spach, rosaceae ailesinden olup, kiire seklinde, ¢ok dalli, kiigiik
cicekli, ¢ok yillik, dikenli ve otsu bir ¢alidir. Ulkemizde "Abdest bozan", "Geren dikeni"
veya " Cetir dikeni" gibi isimlerle anilmaktadir. S. spinosum Akdeniz, Iran-Orta Asya
vejetasyon zonlar1 arasinda, yari kurak ekotondan yar1 nemli Akdeniz bolgelerine kadar
genis iklim kosullarinda goriliir (Litav and Orshan 1971; Zohary 1973). Ortadogu
iilkelerinden Suriye, Liibnan, Israil, Tiirkiye, Girit, Yunanistan, Arnavutluk, Dalmacya,
Malta, Tunus ve Italya’nin baz1 izole yerlerinde rastlanmaktadir (Lanteri ve ark., 2012).
Tiirkiye’de ise Akdeniz, Ege ve Marmara bolgeleri (Akdeniz iklim bolgesi) ile Karadeniz
kiyr seridinde Sinop ydresinin ¢alili meralarinda yaygin olarak bulunmaktadir (Kaya ve

Aladag, 2009).

Cal1 halindeki bu bitki siipiirge, minder, ¢it ve koyun agili yapiminda kullanilmaktadir. Uzun
yillardan beri halk arasinda tedavi amaciyla da kullanildig1 bilinmektedir (Henkin ve ark.
2014). T1bbi faydalarindan biri kok kabuklarinin diyabete kars1 tedavi edici olmasi ve bobrek
taglarin1 ¢ozdiiriicii olmasidir (Yaniv ve ark. 1987). Bitkinin diyabet i¢in kullanim1 dogu
Akdeniz bolgesinde yaygindir (Reher ve ark. 1991 a, b). Geleneksel olarak agr1 kesici olarak
bilinmekte ve ruhsal korkulara kars1 da yapraklarindan elde edilen iksir kullanilmaktadir.
Tuzlanmis, baharatlanmis ve tiikiiriige batirilmis yesil yapraklarin goz sikayetlerine karsi iyi
geldigi bildirilmektedir (Bachrach, 2007). Ayrica S. spinosum’un kok kabuklarindan izole

edilen triterpenler de kan sekeri diizeyini diisiirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda Sarcopoterium spinosum’un yaprak, kok, gévde ve meyve gibi farkl
organlarinda CCGG bdlgelerinde metilasyon diizeyini belirlemek, metilasyon modelini
tanimlamak ve fakli organlarda mukayese etmek amaglanmistir. Bu ¢aligma bu tiir hakkinda
yapilan molekiiler isaretleyici caligmalarinin ilkidir. Elde edilen MSAP molekiiler

isaretleyicileri benzer c¢alismalarda diger isaretleyicilerin uygunlugunu ve etkinligini
2



degerlendirmek icin ideal bir referans olacaktir. Bu ¢alisma sonucunda, farkli organlarda
farkli sekilde metillenmis oldugu tespit edilen DNA parcaciklart daha ileriki ¢aligmalarda
izole edilebilir, dizilenebilir ve gen ifadesinin kontroliinde metilasyonun roliiniin
arastirilmasinda faydali olabilir. Ayrica metilasyon modelleri mukayese edilerek, tiiriin
tilkemizdeki diger yetistirme alanlarindaki metilasyon modelleri ile karsilastirilip, tiiriin

molekiiler evrimi ve ekolojik adaptasyonu incelenebilir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in Sistematigi, Morfolojisi, Dagihmi ve Kullanimi

Sarcopoterium spinosum(L) Spach, Rosaceae familyasinin bir {iyesi olup, 1 m boya kadar
ulasabilen, kiimeler halinde bulunan, kiicilik, dikenli ¢cali formunda bir tiiriidiir (Sekil 2.1).

Yurdumuzda “abdestbozanotu”, “cayirdikeni”, “cetirdikeni” gibi isimlerle bilinir (Zeybek,

1985).

(@) (b)

Sekil 2.1. Kis (a) ve bahar (b) mevsiminde Sarcopoterium spinosum gériniimii

S. spinosum taksonomisi; Alem: Plantae, Sube: Tracheophyta, Sinif: Magnoliopsida, Takim:
Rosales, Family: Rosaceae, Cins: Sarcopoterium, Tiir: S. spinosum Spach.’tir (Anonim,

2017)

Sarcopoterium cinsi tek tir ile temsil edilir. S. spinosum diploid bir bitki olup kromozom
sayis1 2n: 28 dir (Smirin ve ark., 2010). Cigeklenmesi Mart ayinda, meyve olusumu ise
Mayis ayinda gerceklesir (Cullen, 1972). Siirgiin ve dallarinin uglari, dallanmig dikenlerle
sonlanir. Yaprakcik sayis1 11-25 adettir ve tepede tek terminal yaprakla sonlanir. Yapragin
alt ve list epidermisinde salgi tiiyleri bulunmaktadir, ortii tiiylerine ise sadece alt epidermiste
rastlanmaktadir. Yaprakta stomalar sadece alt epidermiste bulunur (Bozkurt,2005).
Cigeklerinde canak yapraklar yesil, ¢ogunlukla beyaz kenarli, oval-dikdortgensi; yaklagik
2mm boyundadir. Cigekleri tek eseyli olup alttakiler ¢cogunlukla erkek, iisttekiler ise disi
cigeklerdir (Cullen, 1972). 4 adet canak yaprak, cok sayida stamen, 2 tane de meyve yapragi
(karpel) vardir. Meyveler liziime benzer tiptedirler (Cullen, 1972). Meyve iclerinde 2—4 arasi
tohum goriilmektedir (Bozkurt,2005).



S. spinosum’un genel yayilis alan1 Dogu Akdeniz havzasi olup, lilkemizde Canakkale,
Istanbul, Sinop, Izmir, Aydm, Antalya, Adana cevresinde yayilis gosterir (Cullen, 1972)
(Sekil 2.2). Dogu Karadeniz’den Istanbul’a kadar tiim Karadeniz kiy1 seridi boyunca ise
sadece Sinop’ta gozlenir (Elmas, 2017). Bunun nedeni, tiim Karadeniz kiy1 boyunca sicak
ve yagish bir Akdeniz ikliminin goriildiigii tek yerin Sinop olmasidir (Elmas ve ark.,2015).

S. spinosum, Sinop Boztepe Yarimadasi'nin baskin bir tiiriidiir (Elmas, 2017).

T

o
Sekil 2.2. Sarcopoterium spinosum ’un Tiirkiye genelindeki dagilimi (Tubives, 2017)

Bircok kaynakta, S. spinosum'dan uzun yillardan beri halk arasinda tibbi yonden
yararlanildig1 bildirilmistir. Hippocrate ve Dioscorides, bitkinin gégilis bolgesinde yaki
olarak, meyve ve yapraklarindan da dizanteri tedavisinde kullanildigindan bahsetmislerdir.
Ayrica bitkinin koklerinden kan sekerini diisiiriicii preparatlar hazirlanmistir (Sener ve ark.,
1987). Filistin’de yapilan ¢alismalarda S. spinosum'un antimikrobiyal aktivitesinin
gorildiigii, halk arasinda ise antienflamatuar, analjezik, dis agris1 ve hemoroit tedavisinde,
antidiabetik, mide agrilarina karsi, diiiretik, bobrek taslarma karsi kok, meyve ve

yapraklarinin kullanildig1 rapor edilmistir (Al-Kurdi ve ark., 2000).

S. spinosum'un etil asetat ekstresinin Salmonella chloresuis arizonae’ € ve Morganella
morgani’ e karsi, toprak {stii organlarindan hazirlanan kloroform ekstresinin ise S.
chloresuis arizonae’e kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Bozkurt,

2005).

Smirin ve ark. (2010), S. spinosum ekstraktinin, insiilin salgilayan RAT hiicrelerinde (RINm)
bazal ve glukoz/forskolin kaynakli insiilin salinimin1 ve hiicre canliligini artirdigini, bitki
Oziitlinlin farelerde diyabetin ilerlemesi iizerinde 6nleyici (hipoglisemik aktivite) bir etkiye
sahip oldugunu ve insiilini taklit eden, antidiabetik aktivite i¢in temel saglayan etkilere sahip

oldugunu agiklamiglardir.



Bozkurt (2005), S. Spinosum 6rneklerindeki ortalama E vitamini miktarlarinin %0.025966
ila %0.037212 araliginda bulundugunu tespit etmistir. Tespit edilen bu miktarin ilag
sanayinde halen E vitamini kaynagi olarak kullanilmakta olan soya fasulyesinde belirlenen
(%0.0051-0.0111) orana gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica yliksek oranda
a-tokoferol icermesi nedeniyle alternatif E vitamini kaynag1 olarak degerlendirilebilecegini
bildirmistir. S. spinosum bitkisinin sitotoksik aktivitesinin tespiti i¢in n-hegzan, etanol,
metanol, etil asetat ekstrelerine Brine Shrimp metodunu uygulamis ve sitotoksik ozellikte
olmadigimi tespit etmistir. Bitkinin sitotoksik aktivite gostermemesi ise halk arasindaki
kullanim giivenligi i¢in 6nemlidir. S. spinosum bitkisinin antioksidan etkisini TEAC yontemi
ile incelemis; etanol ve metanol ekstrelerinde farkli oranlarda antioksidan etkisi bulmustur.
Bitki lizerinde yaptig1 bu arastirmalar neticesinde S. spinosum’un Tiirk Farmakopesi’nde yer

almasi gerektigini rapor etmistir.

Bitki vejatatif organlarinda farkli ugucu bilesikler igermektedir. Bitkinin ugucu yag esas
bilesenleri, gdvdede oxygenated monoterpenler (%20.7), aromatik bilesikler (%33) ve
aldehitler (%39.6), yapraklarda oxygenated sesquiterpenler (%25.7), alifatik hidrokarbonlar
(%21.2), aldehitler (%42.5), koklerde aromatik bilesikler (%48.4) ve aldehitlerdir (%51.6)
(Sipahi ve ark. 2017). Hekzan ekstratlarinda ise aromatik bilesikler (govdede %68.0,
yapraklarda %73.1) ve ketonlar (gévdede %27.5, yapraklarda %22.3) baskin olarak bulunur.
Yapraklarin heksan ekstrati, Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus igin, gdvdenin
hekzan ekstrati ise S. aureus igin, govde ve yapraklarin metanol ekstrat1 S. aureus (MRSA),
S. aureus ve Micrococcus luteus i¢in antimikrobiyaldir. Bitkinin tiim organlarinin ugucu yagi
ise Candida krusei, C. parapsilosis, MRSA, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus,
Vancomycin Resistant Enterococcus (VRE) ve B. cereus’un gelisimlerini inhibe etmistir

(Sipahi ve ark. 2017).

2.2. Epigenetik ve DNA metilasyonu

Genomik DNA, canlilarda ortaya ¢ikan metabolik 6zellikleri kodlar ve bu 6zelliklerin yeni
nesillere kalitsal olarak aktarilmasini saglar. Canli sistemlerin diizenli ¢alisabilmesi igin
genomun kararli yapisinin korunmasi ve gen ifadesinin degisiklige ugramamasi gerekir.
Kimyasallar ve zararli i1ginlar gibi dogal olmayan nedenlerle olusan mutasyon ve
modifikasyonlar, sitotoksik-kanserojen gibi etkilere yol agarken, dogal metabolik siirecler

ve ¢evresel etkiler sonucu olusan bazi modifikasyonlar ise canli sistemlerin ¢aligmasina



bazen olumlu bazen de olumsuz yonde etki eder. Dogal olan veya olmayan modifikasyonlar
aracilifiyla gen ifadesinde olusan degisiklikler epigenetik disiplini altinda incelenir (Eser ve
ark., 2016).

Genetik tlizeri veya genetik Otesi (epi: Ust, istiinde, genesis: koken) anlamina gelen
epigenetik terimi, fenotipin olusumundan sorumlu genler ile bu genlere ait {liriinler arasindaki
iliskiyi ve gelisim esnasinda genotipin, fenotipi nasil etkiledigini inceleyen biyoloji disiplini
olarak ilk defa 1942°de Conrad Waddington tarafindan kullanilmistir (Giirel ve ark., 2016).
Giliniimiizde epigenetik, DNA ve histonlarin kimyasal modifikasyonlarmin, kromatin
yeniden diizenlenmelerinin ve kodlama yapmayan RNA’larin, hiicre ve organa 6zgii gen
ifadesini nasil degistirdigini arastiran bilim dalidir. Epigenom ise bir hiicrenin belli bir
anindaki mevcut olan epigenetik modifikasyonlarinin motifini ifade eder. Epigenetik
karakter, mitoz ve mayoz ile kalitilabilen kararl1 bir fenotip olup, DNA dizisinde degisiklik
olmaksizin gen ifade motifindeki degisiklikler sonucu ortaya ¢ikar. Genom dizisi biitlin
hiicrelerde ayni olmasina ragmen, gen ifade motifleri hiicrelere 6zgiidiir (Klug ve ark.,
2018).

Farkli ¢evre kosullarina maruz kalan bireylerin metilasyon desenlerinin degismesi neticesi
edindikleri epigenetik mirasi, DNA dizilerinde farklilik olusmamasina ragmen yavrularina
aktarabildikleri bulunmugstur. Tek yumurta ikizleri ya da bakteri klonlar1 gibi DNA’larindaki
baz dizileri ayni olan bireylerde, epigenetik varyasyonlar araciligiyla fenotipik farkliliklar
goriilebilmektedir (Coolen ve ark., 2011). Fenotipik ¢esitliligi neyin belirledigi,
organizmanin farkli organ hiicrelerinin ayni genom dizisine sahip olmasina ragmen nasil
bagimsiz gen anlatimma ve fonksiyonlarina sahip oldugu bu farklilasmanin nasil
gergeklestigi, ¢evresel faktorlerin gen anlatimina etkisi ve kalitimi gibi konular epigenetigin
arastirma alanina girer (Goldberg ve ark., 2007). Ayrica, epigenetik alaninda yapilan son
arastirmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlama yapmayan RNA
(ncRNA)'larn ilgili oldugu epigenetik mekanizmalarin ¢igeklenme siiresi, meyve gelisimi,
cevresel faktorlere verilen yanitlar ve bitki bagisikligi gibi bitki yasamimin hemen her
alaninda rol aldiklarii gosterir. Epigenetik calismalar; pestisitlere, hastaliklara, biyotik-
abiyotik streslere kars1 direncli ekinlerin olugturulmasi ve bitki 1slahiyla yiiksek verimlilikte

gidalarin elde edilmesi gibi siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda iimit vaat etmektedir.

Epigenetik mekanizmalar, gen ifadesini dogrudan ve dolayli yoldan kontrol eden
mekanizmalar olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. Dogrudan gen ifadesine etkiyen

mekanizmalar, genlerin sessizlesmesine neden olurlar. Bu mekanizmalar da DNA
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diizeyindeki modifikasyonlar ve kromatin diizeyindeki modifikasyonlar olarak ikiye ayrilir.
DNA metilasyonu, DNA diizeyindeki modifikasyonlararasinda en bilinen ve en islevsel
olanidir. Kromatin diizeyindeki modifikasyonlar arasinda en ¢ok bilineni ise histon
modifikasyonlaridir. Bunlar; histon asetilasyonu, histon metilasyonu, histon fosforilasyonu,
histon ubiqutinizasyonu, histon sumoilasyonu gibi modifikasyonlardir. Dolayli yoldan gen
ifadesine etkiyen mekanizmalar post-transkripsyonel mekanizmalar1 6zellikle de kodlama
yapmayan RNA’nin, mRNA iizerine etki ederek protein sentezini engellemesini igerir

(Anonim, 2020).

DNA metilasyonu, DNA diizeyinde en ¢ok bilinen ve ¢alisilan epigenetik modifikasyon
tipidir (Glingor ve ark., 2015). DNA metilasyonu, bir metil (-CH3) grubunun, DNA metil
transferaz (DNMT) enzimleri araciligi ile bir CpG (sitozin-fosfat-guanin) diniikleotidindeki
sitozinin 5. karbon atomuna kovalent sekilde eklenmesiyle olusur (Sekil 2.3). S-adenosil

metionin (SAMe), bu reaksiyon i¢in genel metil vericisidir.
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Sekil 2.3. Sitozin metilasyonu ve demetilasyonu

Canlilarda birgok metil transferazin varligi bildirilmekte olup, 6karyotlarda tanimli 5 farkli
DNA metiltransferaz (DNMT) bulunmaktadir. Bunlar, DNMTI, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L’ dir. Gametogenez, embriyogenez ve viicut organlarmin gelisimi
sirasinda metilasyon desenlerinin olusturulmasindan DNMT34, DNMT3B ve DNMT3L
enzimleri sorumludur. DNMT3A ve DNMT3B enzimleri de novo metilasyonu
gerceklestirirler. De novo DNA metilasyonun gergeklestirilmesinde substrat olarak
metillenmemis DNA kullanilir. DNMT3L, diger de novo metil transferazlara yardimci bir
proteindir. Diger DNA metil transferaz enzimleri gibi aktif bolge motiflerine sahip
olmadigindan ancak diger metil transferazlarla beraber bulundugunda aktive olabilmektedir.
DNMT1 enzimi, replikasyon sirasinda tek zinciri metillenmis DNA’nin diger zincirinin de
metillenmesini saglar. Yani, DNMTI, kalip DNA iplik¢iginin metilasyon deseninin
8



sentezlenecek yeni zincirde de olugmasini saglar. Boylelikle DNA metilasyon desenleri
epigenetik bir igaret olarak mitoz ve mayoz boliinme siirecleriyle dolden ddle aktarilabilir.
DNMT?2 enziminin ise molekiiler yapisindan dolayt DNA hasarlarinin tespitinde, DNA
rekombinasyonunda ve olusabilecek mutasyon tamirlerinde gorev aldigr diisiiniilmektedir

(Toparslan ve ark., 2015).

Cogu hayvan ve bitkinin DNA’s1, biiyiik oranda sitozin niikleotiti olmak iizere, metillenmis
bazlar igerir. Okaryot DNA ’sindaki sitozin bazlarinmn yaklasik %5’i metil gruplarina sahiptir
(Can ve ark., 2016). Inaktif durumdaki memeli X kromozomlar, aktif durumdaki
transkripsiyon geciren DNA ile karsilastirildiginda ¢ok biiyiik oranda metillenmis oldugu
goriilmiistiir. Farkli organlarda bulunan ayni genler karsilastirildiklarinda ise, bu genlerin
ifade edilmedigi hiicrelerde yogun bigimde metillendikleri goriiliir. Inaktif genler demetile
(metil gruplarmin uzaklastirilmasi) olduklarinda ise aktif duruma gegerler (Can ve ark.,

2016).

Canlilar ve organlar1 arasinda birbirinden farkli olarak metillenen bolgeler DMRs
(Differentially methylated regions) olarak ifade edilmektedir. Tiim genomun ortalama %11
kadar metilenmis sitozin, genlerin promotodr bolgeleriyle iliskilidir. Promotdr bolgeleri, gen
ifadesinin diizenlenme mekanizmasi olan transkripsiyonun baslayip baslamamasini belirler.
Metillenme olmadiginda promotor bolgelerdeki sitozinlere transkripsiyon faktorleri
baglanabildiginden transkripsiyon gergeklesebilir. Tersi durumda ise promotor bolgelerde
CpG adaciklarina baglanan metil gruplari, baz ya da baz eslesmelerini etkilemeseler de disar1
dogru ¢ikint1 olusturarak transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engeller. Sonug olarak
da transkripsiyon ve translasyon gerceklesemez ve gen ifadesi baskilanmis olur. Farkli
metillenen bolgelerdeki (DMRs) DNA metilasyon desenlerinin tespiti, gen ifadesinin

kontroliinde olduk¢a 6nemlidir (Toparslan ve ark., 2015).

Embriyodaki hiicre farklilasmasi esnasinda gergeklesen genlerin inaktivasyonunda, DNA
metilasyonu 6nemli bir mekanizmadir. Genler, metilasyona ugradiklarinda, takip eden hiicre
boliinmeleri boyunca metillenmis halde varliklarini siirdiirebilirler. Metilasyonda goérevli
enzimler, yeni metillenmis DNA ipligi iizerinde ¢alisir ve DNA replikasyonunun ardindan,
kardes ipligi dogru sekilde metillerler. Metilasyon kaliplar1 bu yolla kalitilir ve 6zellesmis
organ hiicreleri, embriyonik gelisim boyunca olusan degisimlerin kimyasal kaydim

saklarlar.



Yiiksek yapili canlilarda DNA metilasyonu, gen ifadesinin farklilik gdstermesi, inaktif
kromatin olusumu, kromozom replikasyonunun zamanlamasi, X kromozomu inaktivasyonu,
genomik damgalama (ebeveyne 0zgii gen transkripsiyon motifinin olusturulmasi) ve
karsinojenez gibi farkli hiicresel aktivitelerde rol oynar. Metilasyon ile gen ifadesi degiserek
hiicre fonksiyonlar1 farklilasir. DNA metilasyonu gibi mekanizmalar, sadece biyotik ve
abiyotik streslere tepkide canlilar lizerinde kisa siireli degil ayn1 zamanda kromatin yapisinda
neden oldugu degisikliklerle de kalici etkilidir (Peng ve ark. 2008). Genetik yonden 6zdes
bireyler arasindaki fenotipik farkliliklar1 ve bu farkliliklarin kalitsal nitelik kazanmasinda,

metilasyon mekanizmalari etkilidir (Toparslan ve ark. 2015).
2.2.1. Bitkilerde Metilasyon Calismalarindan Ornekler

Bitkilerde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde, damgalanmig genler ve DNA
demetilasyonu rollerinin tespit edildigi 6rnekler mevcuttur. Damgal1 genlerin alelleri, erkek
veya disi ebeveynden kalitildigina bagh olarak farkli sekillerde ifade edilir. Arabidopsis'te
MEDEA, FWA, FIS2 ve PHERES genlerinin damgalanmis olduklarmi bilinmektedir. Tlk iic
gen maternal olarak kalitilir ve endosperm olusumu sirasinda patern alallelleri damgalanir

(Gehring ve Henikoff, 2008).

Tarimsal 6neme sahip bugday, ¢celtik, domates, misir, fasulye ve meyve gibi iirlinler tizerinde
epigenetik mekanizmalar {lizerine ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Reyna-Lopez ve ark. (1997)
tarafindan gelistirilen Metilasyona Duyarli Amplifiye Polimorfizm (MSAP) ve bisulfit
dizileme tekniklerinin kullanilmaya baslanmasindan sonra, kiiltiir bitkileri ve yabanil
formlarda metilasyon varyasyonu ve bu varyasyonun biyotik ve abiyotik streslere
dayaniklilik ile verim arasindaki iligkinin anlagilmasi hakkinda c¢ok sayida calisma

yayinlanmistir.

Bitki ve hayvanlardaki ¢aligmalarda sitozin metilasyonunun yogun olarak CpG diniikleotit
bolgelerinde oldugu rapor edilmistir. Bazi bitki tiirlerinde bulunan yiliksek 5-metilsitozin
metilasyonunun CpG dizileriyle sinirli olmadigi, sitozinin CNG (N= C, G, A, T) ve diisiik
oranlarda da CNN dizilerinde gerceklestigi gosterilmistir (Gruenbaum, 1981). Bugiine kadar
birgok bitki tiirlinde yapilan DNA metilasyonu ¢aligsmalarinda genellikle tahil bitkileri CpG
ve CHG dizilerinde yiiksek oranlarda metillenme gostermislerdir (Bartels ve ark. 2018).
Bugday grubu bitkilerde meydana gelen stozin metilasyonunun yaklasik %50’sinin CG
metilasyonu oldugu, CHG ve CHH metilasyon seviyelerinin ise tiirler arasinda CG

metilasyonundan daha fazla varyasyon gosterdigi rapor edilmistir. B. vulgaris
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metilasyonunun %81,2’1t CHG ve %18,9’1t CHH tipi metillenme gosterirken, Vitis vinifera
metilasyonunun %46.0’sinin CG metilasyonu, %20.4’iiniin CHG metilasyonu ve %1.2’si
CHH tipi metilasyon gosterdigi bildirilmistir. Turpgillerde ise tam tersi olarak CG ve CHG
tipi metilasyonunun diisilk, CHH tipi metilasyonunun oraninin yiiksek oldugu ve bazi
bugdaygil tiirlerinde CHH tip metilasyona rastlanilmadigi bildirilmistir (Niederhurth ve ark.,
2016; Bartels ve ark., 2018).

Farkli tiirler ve ayni tiire ait bireyler arasinda genis bir DNA metilasyon varyasyonu
bulunmaktadir. Ayni1 bitkinin farkli organlarma ait metilasyon seviyelerinin de yiiksek
varyasyon gosterdigi bir¢ok ¢alismada ifade edilmistir. Ayrica bitki doku ve organlarindaki
DNA metilasyon seviyelerinin, gelisim donemlerine gore de degisim gosterdigi
bulunmustur. Ornegin, domates protoplast hiicreleri ve olgunlasmamis organlardaki
metilasyon seviyeleri (ortalama %20), olgun polen ve tohum organlarindaki metilasyon
seviyelerine (ortalama %25) gore 6nemli dl¢giide diisiik bulunmustur. Polen genomuna ait
CpG bolgelerinde (Mspl/Hpall) kesimiyle tespit edilen) %55 oraninda metilasyon seviyesi
goriilitken CHG bolgelerinde (BstNI/EcoRI kesimiyle tespit edilen) %85 metillenme
seviyesi tespit etmislerdir (Messeguer ve ark., 1991). Silene latifolia bitkisinde yapilan
caligmada, tohum cimlenmesi ve bitki siirglinlerine ait apikal meristem organ gelisimi
sirasindaki DNA metilasyonundaki degisiklikler incelenmistir (Zluvovave ark., 2001).
Veriler, tohum ¢imlenmesi sirasinda 6nce endosperm organinda ve ardindan gelisen
hipokotilde DNA metilasyon seviyesinde hizli bir diisiisiin gerceklestigini gostermektedir.
Siirgilinlere ait apikal meristem kisimlarinin, vejetatif biiylime dénemi boyunca yiiksek
oranda metillenme gosterdigi ve bu bolgelerde diisiik oranda hiicre boliinmesi goriilmiistiir.
Bununla birlikte, siirgiin apikal meristeminden ¢igek tomurcugu gelisimi sirasinda, meristem
organdaki yiiksek metilasyon seviyesinin azaldigi ve hiicrelerindaha hizli bdliinmeye
basladig tespit edilmistir. Arabidopsis organlar1 arasindaki DNA metilasyon seviyesini
analiz etmek i¢in MSAP yontemi kullanilmig ve iireme organlarinin vejetatif organlara,
vejetatif organlarin da kotiledonlara oranla daha yiiksek metilasyon seviyesi gosterdikleri

rapor edilmistir (Ruiz-Garcia ve ark., 2005).

Tan (2010) musir fidelerine PEG (Polyethyleneglycol) ve NaCl uygulamasi sonucu ortaya
cikan metilasyon degisikliklerini belirlemek i¢in MSAP teknigini kullanarak yaptigi
caligmasinda, stresle iligkili 25 adet DNA fragmentini klonlayip sekanslamis, iki adet
fragmentin GagePol Retrotranspozon protein genlerine homolog olduklarini ve ozmotik

stresin retrotranspozonlarin metilasyonunu arttirdigini rapor etmistir. Wang ve ark. (2016),
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NaCl uygulanan pamuk bitkisinde global DNA metilasyon seviyesinin onemli olgiide

arttigin1 rapor etmisglerdir.

Kuraklik stresi altindaki Oryza sativa'nin, farkli organlarina ait gelisim agamalarinda toplam
%12.1’e varan metilasyon farkliliklar1 tespit edildi. Ayni gelisim asamasinda koklerin,
yapraklardan daha diisiik metilasyon seviyesi gosterdigi ve kuraklik stresi altinda koklerin
onemi gosterilmistir (Suji ve John, 2010). Kurakliga duyarli ve kurakliga dayanikli ¢eltik
cesitlerinde yapilan diger bir c¢alismada kurakliga duyarli ¢esitlerin hipometilasyona

ugrarken, toleransli ¢esitler hipermetilasyona gostermistir (Gayacharan, 2013).

Zhang ve ark. (2015), 1spanak bitkisinde DNA metilasyonunun biiyiime iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in 1spanak tohumlarini bir demetilasyon reaktifi olan 5-AzaC(5-azasitidin) ile
muamele etmislerdir. 30 uM 5-azaC ile muamele edilen 1spanak tohumlarinda, gelisimi ve
¢imlenme artarken 100-1000 uM aras1 5-azaC ile muamele edilenlerde gelisim ve ¢cimlenme

oraninda azalma gosterdigini agiklamislardir.

Arabidopsis yabanil genotiplerinde, vernalizasyon uygulamasi sonucu DNA metilasyon
seviyeleri azalmakta ve bu durum erken ¢igeklenmeye neden olmaktadir. Finnegan ve ark.
(1998), metil transferaz (METI) antisens transgeninin sebebiyet verdigi diisik DNA
metilasyonu sonucunda, vernalizasyona gerek duyulmadan, ¢i¢ceklenmenin tesvik edildigini
saptamiglardir. Ciceklenmenin artmasinin, METI antisens hatlarindaki metilasyon
seviyelerindeki diisiisle dogru orantili oldugu bulunmustur. Erken ¢iceklenme fenotipinin,
antisens transgeni segregasyonla kaybedildiginde de sonraki nesile kalitildigini tespit ettiler.
Yabanil genotiplerde oldugu gibi sogukla indiiklenen erken ¢iceklenme sinyalinin, MET]
antisen genine sahip bitkilerin sonraki déllerinde de sifirlandigin1 gordiiler. METT antisens
geninin neden oldugu demetilasyonun, bazi vernalizasyon 6zelliklerini agiklayabildigini,
ancak her yeni nesilde yeniden vernelizasyon sinyaline duyulan ihtiyacin sebebininin

aciklayamadiklarini bildirmislerdir.

Manning ve ark. (2006), domateste meyve olgunlasmasini diizenleyen siirecteki faktoriin,
Cnr lokusunda yer alan renklenme ve olgunlasmayla ilgili bir gen olabilecegini tespit ettiler.
Cnr mutasyonu, meyvelerde bir hiicreden digerine gegebilen dnemli renk kaybina neden
olur. Konumsal klonlama ve viriis kaynakli gen susturma yontemlerini kullanarak, SBP-box
(SQUAMOSA promoter baglayici protein benzeri) geninin Cnr lokusunda bulundugunu ve
Cnr fenotipinin SBP-box promotoriindeki epigenetik degisiklikten kaynaklandigini tespit
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ettiler. Caligmalarinda, bir SBP-box geninin normal bir bitki gelisiminde ve meyve

olgunlagsmasinda kritik oldugunu ve epiallellerin siiregteki dnemini vurgulamislardir.

Bitkilerde tohum verimi gibi nicel 6zellikler, genetik olarak 6zdes bireylerden olusan bir
popiilasyon i¢inde dahi normal olarak dagitilir. Bitkilerde, yerel toprak kalitesi, mikro iklim
ve ekim derinligi gibi ¢esitli faktorler, izogenik popiilasyonlarin bireyleri arasindaki biiyiime
farkliliklarini etkiler. Bu fiziksel faktorlerin yani sira, epigenetik faktorler de biiylime ve
verimdeki farkliliklara katkida bulunur. Uriin verimini diizenleyen siirecler hala tam olarak
anlasilamamustir. Bu siireclerin, epigenetik faktorler sahip olmasi beklense de iiriin verimini
artirmak i¢in epigenomu sekillendirmenin miimkiin olup olmayacag: belirsizdir. Hauben ve
ark. (2009), kanola bitkisinde (Brassica napus) yaptiklari ¢alismada, tohum veriminin
belirlenmesinde enerji kullanim verimliliginin 6nemli bir faktor oldugunu ve epigenetik bir
0zellik sayesinde yapay olarak se¢ilebilecegini gostermislerdir. Solunum yogunluguna gore,
izogenik bir kanola popiilasyonundan, farkli fizyolojik ve agronomik oOzelliklere sahip
popiilasyonlar olusturmuslardir. Bu popiilasyonlarin genetik olarak 6zdes, ancak epigenetik
olarak farkli olduklari bulunmustur. Ayrica, se¢ilen hatlarin hem DNA metilasyon
modellerinin hem de fizyolojik 6zelliklerinin kalitsal oldugu tespit etmislerdir. Enerji
kullanim verimliligine gore secilip ana hatlardan tiiretilen melezlerde, heterozisli bireylerden
elde edilenin %5 tizerinde verim artis1 elde etmislerdir. Elde ettikleri sonuglarla, belirli
epigenomik Ozelliklere sahip popiilasyonlar1 segerek yapilan yapay secilimin verim

potansiyelini artirdigin1 géstermislerdir.

Cao ve ark. (2011), genomda meydana gelen hipometilasyonun veya hipermetilasyonun
bitki gelisimini ve abiyotik strese duyarli genlerin ekspresyonunu diizenledigini géstermistir.
Bitkilerdeki tuzlu su ve alkali gibi bazi stres kombinasyonlari, uyarlanmak istenen
evrimlerine katkida bulunabilecek yanitlar olusturabilir. Pamukta, tuz (NaCl'nin Na>SO4'e 9:
1 molar orani, pH: 6.96) ve alkali (NaHCOs'lin Na,COs'e 9: 1 molar orani, pH: 9.21) stres
kosullarinda, kok ve yaprak organlarinda, DNA metilasyon modelleri MSAP yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Demetilasyon olaylarinin hem yaprak hem de kok
orneklerinde, metilasyon olaylarindan daha fazla meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica tuz
stresi altinda toplam metilasyondaki varyasyon orani, yapraklarda %1.38, koklerde ise %2.2
bulunmustur. Bununla birlikte alkali stresin, tuz stresine kiyasla daha fazla degisikligi
tetikledigi ve DNA metilasyon seviyesini 6nemli 6l¢lide distirdiigii tespit edilmistir. Alkali
stres kosullarinda yapraklar ve koklerdeki CCGG bolgelerinde skorlanan metilasyon oran,

strastyla 9%2.59 ve 9%12.44 civarinda diislis gostermistir. Sonuglar, tuz ve alkali stresleri
13



altindaki pamuk kok organimnin, stres toleransinin metilasyon degisiklikleriyle daha iyi
uyarlanabildigini ve daha kompleks gen ekspresyon degisikliklerinin meydana

gelebilecegini gostermistir.

Epigenetik modifikasyonlar, dogal varyasyonlarin olusumu ve tiir evriminde 6nemli role
sahip olabilir. Kalitsal epigenetik varyasyonun yapisi ve yerel popiilasyonlarin adaptasyonu
tizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Venetsky ve ark. (2015), kalitsal
metilasyona dayal1 epigenetik varyasyonun yapist ve kapsamuni 7riticum turgidum sspmin
dogal popiilasyonlarinda degerlendirmislerdir. Bu calismada, transpoze elementlerin
(TE'ler) ve genomik CCGG bolgelerinin metilasyon durumlarini degerlendirmek i¢in MSAP
ve transpozon metilasyonu goriintiileme (TMD) teknikleri kullanilmistir. Her iki teknik de
Israil’in cografi olarak izole edilmis bes farkli bolgesinden toplanan 50 emmer bugday
genotipi DNA'sina uygulanmistir. Kalitsal epigenetik varyasyonun degerlendirilebilmesi
icin, tim genotipler iki nesil boyunca ortak arazi kosullarinda yetistirilmistir. Tim
genotiplerde, TE'leri g¢evreleyen CCGG bolgeleri de dahil olmak iizere tim CCGG
bolgelerinin metilasyon seviyelerindeki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
Genotipler arasinda CCGG bolgelerinin metilasyon seviyeleri %46 ile %76 arasinda
degistigini tespit etmislerdi. Fakat bes farkli bolgeden toplanan genotiplerin metilasyon
desenleri, poplilasyona 6zgii ve popiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak farkliliklar
gosteriyordu. Popililasyona 0zgii ve anlamli istatistiksel farklar igeren metilasyon
desenlerindeki epigenetik c¢esitliligin cografik ve kismen iklim ve toprak faktorleri

tarafindan diizenlenebilecegini belirtmiglerdir.

2.2.2. DNA Metilasyon Desenlerinin Tespiti

DNA metilasyon desenlerinin tespitinde kullanilan ydntemler, metilasyon desenlerinin
nesiller boyunca nasil kalitildigi konusunda bilgi verir. Ayrica metilasyon desenlerinin
tespitinde kullanilan bu teknikler kullanilarak normal olmayan allellerdeki mutasyonun
tespiti, alleller arasindaki metilasyon farkliliklarinin tespiti, kromatin yapilarmin
evrimlesmesi, kanser olusumu tespiti ve genomlarin metil haritalarinin olusturulmasi gibi
olaylar gerceklestirilebilir.

Metilasyon desenlerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden bazilar1 Metilasyona
Ozgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Bisiilfit Dizileme ile Southern Blotlama ve Metilasyona

Duyarli Cogaltilmis Polimorfizm (MSAP) dir.
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2.2.2.1. Metilasyona Ozgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MSP)

Ilk olarak Herman ve ark. (1996) tarafindan tanimlanan ydntemde metilasyon deseni
belirlenecek olan bolgelerin sekans bilgisine gereksinim duyulmaktadir. DNA izolasyon
isleminden sonra bisiilfitle muamele edilen DNA’nin ilgili bolgelerinin metilasyon
durumuna gore, CpG alanlarina uygun tasarlanmis primer setleri ile PZR islemi
yapilmaktadir. Kullanilan primer setlerinin ¢ogaltim gerceklestirip, gergeklestirmemesine

bakilarak metilasyon deseni tespit edilebilir (Sekil 2.4).

allele 1 [metillenmis]) allele 2 (metillenmemis]
L] ® @ o o
e AT GATC GG C AGTTGCCGTAC—— e AT TGATC GG~ AGTTGCCGTAC——
T TGACTAGCCG-——TCAACGGCATG——— e TTGACTAGCCG—~—-TCAACGGCAT G-

Bisilfit uygulamasi sonucu mC'ler
degismez, metillenmemis sitozinler
ise Urasile dénlistir

—AACTGATCGGC—AGTTGCCGTAC—— e AAUTGATUGGU——— AGTTGUUGTAU-——

—AACTGATCGGC———AGTTGCCGTAC— — AAUTGATUGGU——-AGTTGUUGTALI——

\ metillenmis ve metillenmemis

Metilasyona {-jzgu PZR sekanslar igin spesifik primerler

|

Bisiilfik Kaynakh Polimorfizmin Ayrimi

N PWS AS
metillenmis mlpp — —

metillenmemis sy = —

Sekil 2.4. Metilasyona 6zgii PZR yontemi (Puiu ve Cucu 2011°den ¢eviri)

2.2.2.2. Bisiilfit Dizileme

[lk olarak Frommer ve ark. (1992) tarafindan gelistirilen bisiilfit genomik dizileme yontemi,
sodyum bisiilfit kullanilarak genomik DNA'nin doniistiiriilmesine dayanir. Bisiilfit genomik
dizileme, DNA metilasyonunun tespiti i¢in en ideal teknoloji olarak kabul edilir, ¢linkii tek
bazlik 5-metilsitozinin bile bulunabilmesi i¢in etkili bir yaklagimdir. Bu baglamda, sodyum
bistilfit, metillenmemis sitozinlerin hidrolitik deaminasyonuna yol agarak sitozinleri urasile
doniistiiriir. Metillenmis sitozinler ise bu doniisiime direnglidir. Bisiilfit uygulanmasindan
sonra metilasyona 0zgii primerler kullanilarak PZR islemi gerceklestirilir. Metilasyon
sinyali sekans farkliligina yol acar. Mevcut metilasyon durumu, PZR {iriinlerinin dogrudan

dizilenmesi veya alt klonlarin dizilenmesi ile belirlenebilir (Sekil 2.5).
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Cift iplikgikli DNA {_?

Denatldrasyon

Bissiilfit uygulanmas: l
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TACGTUUGAU
DMNA'nin dénisimii

ATGG AGGUTG

l

PZR

i ls
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T
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FCAA 4
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T A C G
AT

i

PZR driinlerinin PZR drinlerinin klonlanmas:
degrudan dizilenmesi B!

klonlarin dizilenmesi

Sekil 2.5. Bisiilfit genomik dizilemede kullanilan metilasyon analizinin prensipleri (Sodyum
bisiilfit ile muamele edildikten sonra, metillenmemis sitozinler Urasile doniistiiriiliirken, 5-metilsitozinler
(5mC) etkilenmez. PZR amplifikasyonundan sonra, urasil kalintilar1 Timine doniisiir. DNA metilasyon
durumu, dogrudan PZR sekanslama veya olusturulan klonlarm sekanslamas ile belirlenebilir.) (Li ve ark.,
2011°den geviri)

Kesim bolgelerindeki metillenmis sitozini spesifik olarak taniyabilen restriksiyon
enzimlerinin duyarliligina dayanan DNA metilasyon yaklasimlar ile karsilastirildiginda,
bisiilfit temelli DNA metilasyon analizi daha nicel dogruluk, yiiksek hassasiyet ve
verimlilige sahiptir. Ayrica, bisiilfit dizi analizi DNA’nin sadece tek iplik¢igindeki
metilasyon durumunu belirtmekle kalmaz, ayni zamanda komplementer iplik¢igin
metilasyon modellerini de saptar. Ciinkii doniistiiriilmiis DNA iplikg¢ikleri artik birbirinin
komplementeri degildir ve amplifikasyon {iriinleri ayri ayr1 analiz edilebilir (Li ve

Tollefsbol, 2011).
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2.2.2.3. Southern Blot ve COBRA Prosediirii

Bu iki yontemin esasi, metilasyona duyarli ve metilasyona duyarsiz kesim endoniikleaz
enzimlerinin kullanimina dayanir. Southern Blot yonteminde, DNA izolasyon isleminden
sonra genomik DNA’nin metilasyona duyarli ve duyarsiz enzimlerin kesimi ile olusan
fragmentler degerlendirilir. Elde edilen fragmentlere 6zgii floresan problar ile hibridizasyon
yapilarak fragmentlerin ayrim1 gerceklestirilir.

Birlestirilmis Bisiilfit Kesim Enzimi Yontemi (COBRA — Combined bisulfite restriction
enzyme assay) prosediiriinde, DNA izolasyon agamasinin ardindan bisiilfit muamelesi ve
PZR c¢ogaltim1 yapilir. PZR ¢ogaltimi sonunda, DNA dizisinin metillenmis bolgelerindeki
sitozinler degismeden kalacagi i¢in bu bolgelere tanimli restriksiyon enzimleri kullanilarak
kesim gergeklestirilmekte ve metilasyon desenleri belirlenmektedir (Toparslan ve ark.,
2015).

2.2.2.4.Metilasyona Duyarh Cogaltilmis Polimorfizm (MSAP)

Metilasyona Duyarli Cogaltilmis Polimorfizm (MSAP), ozellikle baz dizisi belirlenmis
referans genomu olmayan tiirlerde sitozin metilasyonu farklilasmasini arastirmak icin
kullanilan etkili bir tekniktir (Schrey ve ark.,2013). MSAP, yabamil bitki
popiilasyonlarindaki metilasyon degisikligi ve epigenetik yapiyr belirlemek, ekolojik
kosullarin fenotipik 6zelliklere ve belirli lokuslardaki metillenme seviyesi arasindaki iligkiyi
tespit etmek icin kullanilmistir (Alonso ve ark., 2015). Ayrica MSAP, genomlarin
metilasyon haritalarinin olusturulmasinda ve farkli sekillerde metillenen genlerin tespitinde

de tercih edilen bir yontemdir.

MSAP teknigi, ayn1 kesim bolgesini taniyan ancak metilasyona farkli duyarlilik gésteren iki
veya daha fazla endoniikleaz izosizomerinin kullanildigi, AFLP yonteminin farkli bir
modifikasyonudur. MSAP'ta, ncelikle yaygin kesici restriksiyon enzimi (EcoRl) ile DNA
orneklerinin tam bir kesimi saglanarak farkli boyutlarda fragmentler iiretilir. Daha sonra bu
fragmentler, Hpall ve Mspl endoniikleaz enzimleri ile yeniden kesilirler. Hpall ve Mspl,
aynt diziyi (CCGGQG) tanir ve keserler, ancak bu dizideki sitozinlerin farkli metilasyon
durumlarina farkli duyarlilik gosterirler. Sitozin metilasyonuna duyarli endoniikleazlar ile
kesim sonucu olusan fragmentlerin, polimeraz zincir reaksiyonu ile 6n ve secici ¢ogaltilmasi
sonucu DNA parcaciklarindan elde edilen modellerin karsilastirilmalar1 yapilir (Schulz ve
ark., 2013). EcoRI+Hpall ve EcoRI+Mspl arasindaki DNA fragmentlerinin varligi/yoklugu
seklindeki bir fark, Hpall ve Mspl tarafindan taninan CCGG dizisindeki sitozinlerinde

metilasyonun farkli durumlarina isaret eder (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. MSAP tekniginin sematik gosterimi (1-Genomik DNA'nin énce EcoRI sonra Hpall veMspl

enzimleriyle kesimi. 2-EcoRI ve Hpall/Mspl adaptorlerinin fragment uglarina baglanmasi. 3-Adaptorlere 6zgii

komplamenter primerler kullanarak fragmentlerin

in 6n ¢ogaltimi. Amplifikasyondan sonra %0,8’lik agaroz

jelde gozlenen smear bantlarin yogunluk durumuna gore numuneler seyreltilir. 4- 3’ uglarinda +2/43

niikleotitlik primerlerin kullanildig segici cogaltim.5-Peak Scaner Software programinda fragment boyutlarim

belirten piklerin goriintiilenmesi.6-DNA fragmentl

erinin skorlanmasi. 7-Verilerin yorumlanmast.)
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CCGQG dizisinde her iki sitozinin metillenmedigi durumlarda, iki enzim de kesim yapar (Tip
1). Mspl enzimi, icteki (internal) sitozin tek veya ¢ift eksende (hemi veya full)
metillendiginde kesim yapabilir (Tip 2). Hpall enzimi ise distaki (external) sitozin tek
eksende metillendigi zaman kesim yapabilir (Tip 3) (Schulz ve ark. 2013). Eksternal
sitozinlerinlerin veya her iki sitozinin full metilasyonunda her iki enzim de kesemez (Tip 4)
(Cizelge 2.1). Bu durumda MSAP teknigi ile bu iki metilasyon durumu birbirinden ayirt
edilemez. Bu nedenle bitkilerdeki gercek metilasyon diizeyi, MSAP ile tespit edilenden daha
yiiksektir. MSAP bant desenlerinin degerlendirilmesinde 1 fragmentin varligini, 0
yoklugunu gosterir ve dort olasilikli sonug vardir (11, 10, 01, 00). Cizelge 2.1 de gosterilen
tabloda MSAP yontemiyle olusan iiriinlerde meydana gelebilecek 4 farkli bant deseni ve

bunlarin yorumlanip skorlanmasi gosterilmistir.

Cizelge 2.1. [zosizomer enzimlerin metilasyon duyarlilig1 ve kesim deseni

Bant Modeli
Tipler
Metilasyon Durumu EcoRIVHpall | EcoRUMspI Yorum Skor
Tip 1 5-CCGG Metillenmemis Metillenmemis
sitozinler sitozinler
GGCC-5" 0
1 / 1
Tip2 | 5-C*CGG Internal  sitozinin Internal sitozin
full veya hemi full veya hemi
GG"CC-5" . 0 / 1 X X 1
metilasyonu metillenmis
5-C*CGG
GGCC-57
Tip 3 5-"CCGG Eksternal sitozinin Eksternal sitozin
hemi metilasyonu hemimetillenmis
GGCC-5 / 1
1 0
Her iki sitozinin
full ve hemi
5 -mCnCGG
metilasyonu
GG"\C“\C_s S
-CCTG Bilgi Yok -
5-CCTG 0 / 0 g
Tip 4 GGNC-5- Mutasyon
5°-"CCGG Eksternal sitozinin
full metilasyonu
GGC™C-57

(“C” sembolii ile belirtilen sitozinler, metillenmis sitozinlerdir.)

Genomdaki kesim bdlgelerinin dagilimi ve CG, CHG, CHH niikleotitlerinin nisbi siklig1,
tiirler arasinda (Matassi ve ark., 1992; Feng ve ark., 2010) ve aymi tiliriin genomik bdlgeleri
arasindaki farklilig1 gostermektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada Sarcopoterium spinosum L. Spach’in dogal popiilasyonundan alinan bitkiye
ait yaprak, meyve, govde ve kok organlari kullanilmistir. Bu organlarda DNA metilasyon

modeli, Metilasyona Duyarli Cogaltilmis Polimorfizm (MSAP) metodu ile belirlenmistir.
3.1. Materyal

Bu arastirmada kullanilan Sarcopoterium spinosum L. Spach bitkisi Sinop ili, Boztepe

Yarimadasi, Zeytinlik Mevkiinden (42° 01' 24" N, 35° 10' 3" E) alinmustir (Sekil 3.1).

4

Sekil 3.1. Yaz mevsiminde Sarcopoterium spinosum gorinimi

Aragtirmada kullanilan yaprak, meyve, govde ve kok organlar1 25.05.2017 tarihinde aym
bitkiden toplanmistir. Bitki materyalinin toplandigi 25.05.2017 giliniine ait meteoroloji

verileri ¢izelge 3.1 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Bitki materyalinin toplandig1 giine ait meteoroloji verileri

Giinliik Yagis | Giinliik Giinliik Giinliik Giinliik
Miktar: Minimum | Maksimum | Ortalama Ortalama Genel
(kg/m?) Sicakhik Sicakhik Sicaklik | Nem Miktar: | Goriiniim
(‘°C) (‘°C) (‘°C) (o)
0,0 12,5 18,0 14,6 84,4 Parcali
Bulutlu

(Giinliik hava durumu verileri Sinop Meteoroloji Miidiirliigii’nden alinmustir).
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Bitki 6rneklerinin kdk, meyve, govde ve yaprak organlari saf su ile yikandiktan sonra
%80'lik etanol igerisinde 5-10 dk bekletilip, tekrar steril su ile yitkanmigtir. Bu organlar DNA

izolasyon asamasina kadar -80 °C de saklanmustir.
3.2. Yontem

Bitki organlarindan, MSAP analizlerine uygun miktar ve saflikta DNA elde edebilmek
amaciyla yaprak organi icin ayri, meyve, govde ve kok icin ayr1 olmak tlizere 2 farkh

1zolasyon protokolii kullanilmistir.
3.2.1. Yaprak Organindan Genomik DNA izolasyonu

Yapraklardan genomik DNA izolasyonu, Lade ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen yonteme
gore asagidaki sekilde yapilmistir.

1- 0,5 g bitki yapragi, 1 ml CTAB tamponu ilave edilerek havan igerisinde 6giitiilmiistiir

(S1v1 azot kullanilmaz).

2- Elde edilen 6giitten 2 ml’lik ependorf tiiplere yaklasik 750 pl 6ziit konularak iizerlerine 1
ul RNazA eklenip votekslendikten sonra karisim 37 °C'de 15 dk inkiibe edilmistir.

3- Tiiplere10 ul proteinaz K eklenip, su banyosunda 70 °C'de 1 sa inkiibe edilmistir.

4- Oda sicakligina getirilmis tiiplere esit hacimde kloroform izoamil alkol (24:1) eklendikten
sonra yavasca yaklasik 5 dk tersyliz edilerek karistirilmistir.

5-12.000 rpm 15 dk santrifiij edilerek elde edilen siipernatant, 2 ml’lik yeni ependorf tiiplere

aktarilmastir.

6- Tiiplere aktarilan slipernatantin yar1 hacminde 5 M NaClI eklenip iyice karistirtlmistir.

Buz icerisinde 15 dk bekletilmistir.

7- Siipernatantin 1/10 hacminde (60-70 pl) sodyum asetat (NaAcO4) ve 2/3 hacminde (500
ul kadar) soguk izopropanol alkol eklenmistir. DNA'y1 ¢okeltmek i¢in tiipler 2-3 defa

yavasca tersyiiz edilmistir.
8- Ependorf tiipler -20 °C'de 30 dk bekletilmistir.

9- 11.000 rpm 5 dk santrifiij edildikten sonra olusan siipernatant dikkatlice tliplerden

atilmastir.
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10- Pellet iceren tiipler, filtre kagidinin {izerine ters ¢evrilerek 10 dk kurumaya birakilmistir.

11- Tiiplerdeki pelletler 500 pl %70'ik etanol ile yikandiktan sonra 11.000 rpm 10 dk

santrifiij edilmistir. Yikama isleminden sonra pelletin belirginlestigi gézlenmistir.

12- %70'lik etanol tiiplerden bosaltilip filtre kagidinin {izerinde ters g¢evrilerek kurumaya

birakilmistir.
13- Pelletler 100 ul TE tamponu igerisinde ¢dziilmiis ve -20 °C'de bekletilmistir.
3.2.2. Kok, Govde ve Meyve Organlarindan Genomik DNA izolasyonu

Kok, govde ve meyve organlarindan genomik DNA izolasyonu, Khan ve ark. (2007)

tarafindan gelistirilen izolasyon yontemiyle gerceklestirilmistir.
1- Kok, govde ve meyve organ drnekleri 1 mm boyutlarda kesilmistir.

2- 2 g kdk, gdvde ve meyve organ drnekleri havan igerisinde sivi azotla giitiiliip toz haline

getirilmistir.

3- Toz haline getirilen 6rnekler, 8 ml CTAB tamponu eklenip ogiitiictiden gegcirildikten sonra

havan eliyle ezilmistir.
4- Karigim, her bir ependorf tiipe yaklasik 750 ul paylastirilmistir.
5- Tiipler su banyosunda 70 °C'de 30 dk inkiibe edilmistir.

6- Oda sicakligina sogutulan tiiplere karisimla esit hacimde (750 pl) kloroform izoamil alkol

(24:1) eklenip tiipler tersyiiz edilerek karistirilmistir.
7-12.000 rpm, 25 °C'de 10 dk santrifiij edilmistir.

8- Ust fazlar yeni ependorf tiiplere aktarildi ve aktarilan faz hacminin 0,6 kat1 kadar1 soguk

isopropanol eklenip tiipler tersyiiz edilerek karistirilmstir. -20 °C'de 30 dk saklanmustir.

9- 9000 rpm +4 °C'de 10 dk santrifiijlenmistir.

10- Ust fazlar dikkatlice ¢okeltiden ayrilmis ve pellet 500 ul %80'ik etanolle yikanmustir.
11- Tiipler 37 °C'de 12 dk kurutulmus ve pelletler 100 pl TE tamponu igerisinde

¢Ozilmiistiir.
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12- Tiiplere 1 ul RNazA (10 mg/ml stok) eklendi, 10 dk 37 °C'de inkiibe edilmistir.

13- Ependorf tiiplere 200 ul kloroform izoamil alkol (24:1) eklenip 8000 rpm, +4 °C'de, 10

dk santrifiijlenmistir.

14- Ust fazlar yeni tiiplere alinip, iizerlerine 500 ul soguk izopropanol eklendikten sonra

yavasea tersyiiz edilerek karistirilmistir.

15- 30 dk -20 °C'de bekletilmistir.

16- 8000 rpm +4 °C'de 5 dk santrifiij yapilip iist faz dikkatlice tiiplerden bosaltilmistir.

17- Pelletler 500 pl %80'lik etanolle 2 kez yikandiktan sonra 37 °C'de kurutulmustur.

18- DNA pelleti 70 pl TE tamponunda ¢&ziilmiis ve kullanilana kadar +4 °C'de saklanmustir.

Cizelge 3.2. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan stok ¢ozeltiler

Cozelti ada Icerigi Konsantrasyon Katalog No:

%2 CTAB CTAB %2 (2 g) Sigma-H6269

Tamponu (Ph: 5.0) | Tris-HCI (pH: 8.0) | 1 M (10 ml) Sigma- T2694
NaCl 5M (28 ml) Sigma-S9888
EDTA(pH:8.0) 0,5M (4 ml) Sigma-E9884
ddH>O 40 ml Sigma- W4502
Polivinilpirolidin lg Sigma-PVP40
(PVP4o)

%3 CTAB CTAB %3 (3 g) Sigma-H6269

Tamponu Tris-HC1 (pH: 8.0) | 100 Mm (10 ml) Sigma- T2694
NaCl 5 M (40 ml) Sigma-S9888
EDTA (pH: 8.0) 25 mM (5 ml) Sigma-E9884
[-mercaptoetanol 4 ml Sigma- M3148
Polivinilpirolidon |5g Sigma-PVP40
(PVP4o)

TE tamponu Tris-HCI (pH: 8.0), | 10mM Sigma- T2694
EDTA I mM Sigma-E9884

Genomik DNA larn kalitatif analizi i¢in, DNA lar %1°lik agaroz jelde 80 V 1 sa 40 dk

yuriitilmistir (Sekil 3.2).

23



100 bp marker Yaprak Yaprak Meyve Meyve Govde Gévde Kbk & K&k 100 bp marker

e Y wew e T T B TR e

Sekil 3.2. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak, meyve, gévde ve kok organi
DNA’larinin %1 ’lik agaroz jel goriintimii (100 b¢ DNA markir1 kullanilmistir)

DNA konsantrasyonlart Nano Drop Spectrofotometre cihazi kullanilarak belirlenmistir

(Cizelge3.3).

Cizelge 3.3. Sarcopoterium spinosum (L) Spach’in organ DNA’larma ait nanodrop

spektrofotometrede saflik ve konsantrasyon degerleri

Organ ng/ul A260 A280 260/280 260/230
Yaprak 1170 23,4 12,3 1,9 1,72
Meyve 1359,9 27,19 14,29 1,9 1,81
Govde 1552,7 31 16,34 1,9 1,65
Kok 1554,3 31,08 16,37 1,9 1,63

3.2.3. MSAP Yontemi

Vos ve Zabeau (1995) tarafindan gelistirilmis olan restriksiyon enzim kesimi, adaptor
baglanmasi, 6n ¢ogaltim ve segici cogaltim basamaklarini igeren MSAP analizleri EcoRl,

Mspl ve Hpall restriksiyon enzim kombinasyonlari kullanilarak gergeklestirildi.

DNA metilasyonu, metilasyona duyarli ¢ogaltilmis polimorfizmi (MSAP) teknigi
kullanilarak incelenmistir. MSAP analizi, Baurens ve ark. (2008) tarafindan gelistirilen
yontemle yapilmistir. Bu teknikte, farkli organ 6rneklerinden elde edilen genomik DNA’lar

once EcoRI enzimiyle, daha sonra metilasyona farkli duyarlilik gosteren Hpall ve Mspl
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endoniikleaz izosizomer enzimlerince kesilir. Sonrasinda 6zgiin adaptorlerden olusan DNA
fragmentlerine baglanir. Adaptdr baglanmis fragmentler, spesifik primerler kullanilan 6n

cogaltim ve segici ¢ogaltim PZR deneylerinde kalip olarak kullanilirlar (Cizelge 3.4).
3.2.3.1. Genomik DNA’ nin Kesim Islemi

Cift iplikli DNA’y1 kesmek icin alt1 bazda bir kesim yapabilen sik kesici olan ve yapigkan
uclar tireten EcoRI (Thermo Fisher, ER0271) enzimi kullanildi. Genomik DNA 6ncelikle
asagida belirtilen Olcililerde hazirlanan karisim igerisinde EcoRI enzimiyle kesilmistir.

Tiipler kesim esnasinda 6-8 saat aras1 37 °C de inkiibe edilmistir.

EcoRIEnzimi ile Kesim Islemi

ddH>0O 33 ul
EcoRI (10 U/ul) 1l
10 XEcoRI tamponu 4 ul

Genomik DNA (200 ng) 2ul
Toplam: 40 pl

Kesimi tamamlanan tiipler, enzim inaktivasyonu i¢in 65 °C de 20 dk bekletildikten sonra
oda sicakligina kadar sogutulmustur. EcoRI enzimi ile kesmi tamamlanan DNA, Mspl ve
Hpall (Thermo Fisher, ER0541) enzimlerince kesim ic¢in iki ayr1 tlipe esit oranda

bolinmiistiir.

Mspl ve Hpall Enzimi ile Kesim Islemi

ddH>0O 20ul
Mspl veya Hpall (10 U/ul) I
10 x Tango tamponu 4 ul
EcoRlI ile kesilmis DNA 15l
Toplam: 40 pl

Tiipler kesim esnasinda 6-8 saat aras1 37 °C de inkiibe edilmistir. Mspl ve Hpall kesiminden
sonra enzim inaktivasyonu icin tiipler, 80°C de 20 dk bekletilip oda sicakligina

sogutulduktan sonra -20 °C de saklanmistr.
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3.2.3.2. Adaptorlerin Baglanmasi

Adaptor dizileri, EcoRI enziminin kesim yerlerinde olusan yapiskan uglara tamamlayici
niikleotid dizileri icerir. EcoRI ve Hpall/Mspl adaptor karisgimlart asagidaki sekilde

hazirlanmigtir. Kullanilan adaptorlere ait bilgiler ¢izelge 3.4 de belirtilmistir.

EcoRI Adaptor Karisimi (10 uM)

ddH>O 74 ul
EcoRI adaptor 1 (100 uM) 10 ul
EcoRI adaptor 2 (100 pM) 10 ul

Tris (1 M, pH:8) 1l
NaCI (5 M) Sul
Toplam: 100 ul

Hpall/Mspl Adaptor Karisimi (10 pM)

ddH>O 74 ul
Hpall/Mspl adaptor 1(100 uM) 10 pl
Hpall/Mspl adaptor 2(100 uM) 10 pl

Tris (1 M, pH:8) 1wl
NaCI (5 M) Sul
Toplam: 100 pl

Adaptor pargalarinin birbirine baglanmasi i¢in hem EcoRI adaptérii hem de Hpall/Mspl

adaptorleri 100°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina sogumaya birakilir.

Adaptorlerin Baglanmasi

EcoRI Adaptori Sul
Hpall/Mspl Adaptorii Sul
T4 DNA Ligaz 1wl
10 x T4 DNA Ligaz tamponu Sul
ddH>O oul
DNA 25ul
Toplam: 50ul
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Hazirlanan adaptor karisimlari, yukarida verilen bilesenler ile birlikte kesim reaksiyonu

gerceklestirilen tiiplere eklenerek +4 °C’de tiim gece boyunca inkiibe edilir.
3.2.3.3. On Cogaltim

DNA parcalarina adaptorlerin = baglanmasiyla olusan {rlinlerin  farkli  primer
kombinasyonlariyla ¢ogaltilmasindan once, miktarlarimin arttirilmasi gerekir. Adaptor
dizilerinin tamamlayicisi olan primer ciftleri kullanilarak 6n ¢ogaltim islemi gerceklestirilir.
On ¢ogaltim i¢in adaptor baglanan DNA &rnekleri, 1/5 oraninda seyreltilerek kullanilmastir.

Kullanilan primerlere ait bilgiler ¢izelge 3.4 de verilmistir.

On Cogaltim Karisimi

Seyreltik DNA (1/5) Sul
Hpall primer (2 uM) Sul
EcoRI primer (2 uM) Sul
10 x PZR tamponu S5ul
MgClz 4 ul
dNTP 3ul
Taq DNA Polymeraz (1u/ul) 1l
ddH,0 22l
Toplam: 50 ul

On ¢ogaltim karisim1 hazirlanan drneklerin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR kosullar1 94°C
5 dk denatiirasyon; 94°C 30 s, 59°C 1 dk, 72°C 1 dk 20 dongii boyunca; 72°C 5 dk
seklindedir. On ¢ogaltim {iriinleri %0,8’ lik agaroz jelde 80V 1,5 sa vyiiriitiiliip ultraviyole

transilluminator araciligi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.1).
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3.2.3.4. Secici Cogaltim

On cogaltim iiriinii DNA’lar 1/20 oraninda distile su ile seyreltilerek secici cogaltimda

kullanilir.

Secici Cogaltim Karisimi

On Cogaltim DNA (1/20) Sul
Hpall/Mspl selektif primer (2 pM) 1w
EcoRIselektif primer (2 uM) 2ul
10 x PZR tamponu 2l
MgClz 0,4 pl
dNTP 1wl
Taq DNA Polymeraz (1 U/ul) 1wl
ddH,O 7.6 pl
Toplam: 20 ul

Secici ¢ogaltim karistmi hazirlanan 6rneklerin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR kosullari
94°C 5 dk denatiirasyon; 94°C 30 s, 65°C 1 dk (her dongiide 0,7 °C azalarak), 72°C 1 dk 12
dongii boyunca; 94°C30 s, 56°C 1 dk, 72°C 1 dk 23 déngii boyunca; son adimda 72°C 5 dk
olarak gercgeklestirilmistir. Segici ¢ogaltim {iriinii 6rnekler %0,8’lik agaroz jele yiiklenerek

1,5 saat yiiriitiilmiis ve ultraviyole transilluminator goriintiileri alinmistir (Sekil 4.2).

Secici ¢ogaltim reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve olusturulan kombinasyonlarinin

harf ve rakam ile gosterimi ¢izelge 3.4 de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. MSAP analizlerinde kullanilan adaptor ve primerler listesi

Adaptorler

EcoRIl — adaptor 1 5" CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRI — adaptor 2 5" AATTGGTACGCAGTCTAC
Hpall/ Mspl — adaptor 1 5" GATCATGAGTCCTGCT
Hpall/ Mspl — adaptor 2 5’ CGAGCAGGACTCATGA

On cogaltim primerleri

EcoRI — primer 5’ GACTGCGTACCAATTC Hpall/ Mspl — primer 5" ATCATGAGTCCTGCTCGG

Secici cogaltim primerleri

FAM -EcoRI — AAC 5" GACTGCGTACCAATTCAAC Hpall/ Mspl —TCAA 5" ATCATGAGTCCTGCTCGGTCAA
HEX -EcoRI — ACC 5" GACTGCGTACCAATTCACC Hpall/ Mspl —TCCA 5" ATCATGAGTCCTGCTCGGTCCA
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3.2.4. MSAP Analiz Sonuclarimin Skorlanmasi

Se¢ici ¢ogaltimi yapilan PZR {irlinlerinin varlig1 agaroz jelde onaylandiktan sonra, PZR
tiriinlerinin fragment boyutlarinin belirlemesi icin ABI DNA sequencer cihazinda analizleri
yapilmistir. Fragmentlerin goriintiilenmesi Peak Scaner Software programinda yapilmistir.
Her bir fragment banti (alel) grafikte kendisini pik olarak gdstermistir. Sonrasinda elde
edilen piklere skorlama yontemine gore 0 ve 1 degerleri verilerek her bir organ i¢in ayr1 skor
cizelgesi hazirlandi. Skor ¢izelgesinde belirli bir alandaki CCGG bolgesi icin, PZR’de
kullanilan her bir primer kombinasyonunda Mspl veya Hpall hattindan sadece birinde pik
varsa “metillenmis”; her iki hatta da pik varsa “metillenmemis”; her iki hatta da pik yok ise
“bilinmeyen” olarak smiflandirildi. Analizlerde boyutlarina gore elde edilen DNA
fragmentleri profillenerek, organlar arasinda farklilik gosteren bantlarin tespitleri yapildi.

Her bir organ i¢in metillenme ytlizdesi hesaplandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

MSAP, metilasyona duyarli enzimlerin kullanilmasiyla, AFLP yonteminin degistirilmis bir
versiyonudur. Bu yontemde DNA, nadir kesici EcoRI endoniikleaz ile kesildikten sonra
CCGG dizisinde sitozin niikleotidlerindeki metillenmelere farkli duyarlilik gosteren iki
izosizomer Hpall ve Mspl endoniikleazlar ile kesilir. Kesim sonucunda elde edilen
restriksiyon fragmentlerinin, 6n ve secici ¢ogaltimlar1 yapilir. Incelenen o6rneklerdeki
varyasyon, elde edilen fragmentlerin say1 ve boyutlarindaki farkliliklara baglhidir. Ayrica,
EcoRI/Hpall ve EcoRI/Mspl ile kesim ve ¢ogaltim sonucunda elde edilen fragmentlerin
varlig1 ve yoklugu agisindan belirlenen varyasyon, CCGG dizilerindeki sitozin metilasyon
durumu ve diizeyiyle iliskilidir. MSAP ile CG ve CHG metilasyon icerigindeki degisiklikler
belirlenebilir. CG metilasyon durumu, EcoRI/Mspl’ de fragmentlerin varligi,
EcoRI/Hpall’de yoklugu ile belirlenir (Tip 2). CHG ise bu durumun tersidir, yani
EcoRI/Mspl’ de fragmentlerin yoklugu, EcoRI/Hpall’ de varligidir (Tip 3) (Cizelge 2.1).

Bu calismada, Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak, meyve, govde ve kok
organlarinda, CCGG dizilerindeki sitozin modifikasyonunun iki tipi (Tip 2 (CG) ve Tip 3
(CHQG)) tanimlanmistir. Organlar arasindaki toplam metilasyon diizeyleri hesaplanmis ve
mukayese edilmistir. Bu amagla 6ncelikle, organlara ait genomik DNA izole edilmistir. Bu
DNA’lar EcoRI/Hpall ve EcoRI/Mspl enzimleriyle kesildikten sonra olusan yapiskan uglara
tamamlayic1 adaptor ve 6n ¢ogaltim primerleri baglanarak fragmentlerin 6n ¢ogaltimlar

yapilmustir (Sekil 4.1).

1 kb marker

Sekil 4.1. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak, meyve, govde ve kok organlarina
ait 6n cogaltimi yapilan DNA’larin %0,8’lik agaroz jel goriinimii (1kb DNA markiri
kullanilmisgtir)
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On cogaltim sonrasinda, FAM ve HEX etiketli 2 EcoRI primeri (-AAC ve-ACC) ve 2
etiketsiz Hpall/Mspl primeri (-TCAA ve -TCCA) ile olusturulan kombinasyonlarla (Cizelge

3.4), secici fragment ¢cogaltimlar1 yapilmistir. Segici ¢ogaltim sonuclari, %0,8’lik agaroz jel

yapilarak kontrol edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak, meyve, govde ve kok organlarina
ait se¢ici ¢cogaltimi yapilan DNA’larinin %0,8’ lik agaroz jel goriiniimii (1kb DNA markiri

kullanilmistir)

Se¢ici ¢ogaltim sonucunda elde edilen fragmentlerin boyutlarinin belirlenmesi i¢in ABI
DNA sequencer cihazinda Orneklerin analizleri yapilmistir. Peak Scaner Software
programinda organlara ait belirlenen fragmentlerin boyutlar1 goriintiilenmistir (Ekler 1-16).
Fragment biiyiikliiklerine gore elde edilen elektroferogram goriintiilerinin degerlendirilmesi,
organlarda belirli baz biiytlikliigiindeki piklerin varligi 1, yoklugu 0 seklinde yapilmistir.

Organlara ait skor verileri excel formatina yerlestirilmistir (Sekil4.3).

Fragmentler (bg) 96 100 103 104 105 108 109 110 112 113 114 117 119 120 123 125 136 127 128 129 131 132 136 137 138 139 140 142 144 145 146 147 149 150 152 153 155 156 157 158 159 160 161 163 164 169 170 172 173

Kik HPA o0 o0 0 0o ofd o o 0 0 0 0 o0 of1d 1 oft o 0 0 00 0 00 0 g o 0 0 o 0 o NI 0 00
Kék MSP o0 o o0 0 Off8 0 0o 0 0 0 0 o0 ofg 0 o0 o 0 0 0 0 0 00 0 of@ o 0 0 0 0 00 0 0| 0 0

Givde HPA 0 o 0 o 1 o 0| 0 0 0 2 0 0 0 0| 1 0|

1 Givde MSP o0 0 00 0 0 0f 00 0| 0 0o 00 of 0| of
KOMEI NMeyve HPA 0 0 0 0 0 o 4 off 0o 0 0 0 00 0O 0 O Gl o0 o 1 0 0 0 1 ol o 0 0 0 0 00 0 0
Meyve MSP 0 0 0 0 o0 oflol off 0 0 0 0 00 00 0O 0.0 00 0 0 0 0 0 offg o 0 0 0 0 00 0 0
Yaprak HPA | 1 o o 0 0 0 g @ 00 00 0 1 0f 0 0| 0 00 0 0 ol 0
Yaprak MSP |0 o o 0 0 0f g o 4 00 00 0 0f 0f 0 0| 0 00 0 0 ol o 0

Kik  HPA 0 0 0 0 0 0 0 1 00 0

Kok  MSP 0 0 0 0 00 0 0 0 o0 0

Givde HPA 0 0 0 0 1 00 0 1 00 0

2 Gévde MSP 0 0 0 0 0 0 0 0 g 0 o0 0
KOMEI ON|Meyve HPA I 0 0 0 1 0 11 il 0 0 1
Meyve MSP 0 0 0 0 0 00 0 0_ 0 0

Yaprak HPA 0 0 0 0 0 00 ] 0| 1 0

Yaprak MSP 0 0 0 0 0 00 0 0| 0 0

1 20 3 4 5 6 7 & 910 11 12 13 14/ 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49
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Sekil 4.3. MSAP analizinde kullanilan skorlama verilerinin excel formatinda gdsterimi

(Kirmuzi isaretleme Tip 11 yi, yesil isaretleme ise Tip 111 i gdstermektedir.)
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Sekil 4.3 de gosterildigi lizere sitozin metilasyon modifikasyonunun iki tipi tanimlanmastir.
Bunlar; Tip 2 CG metilasyonu: EcoRI/Hpall ile kesilemez, EcoRI/Mspl ile kesilir (0,1) ve
Tip 3 CHG metilasyonu: EcoRI/Hpall ile kesilir, EcoRI/Mspl ile kesilemez (1,0) (Vergeer
ve ark., 2012). Ayrica, dort organ i¢in CG, CHG ve toplam metilasyon diizeyleri (MSAP %)

hesaplanmis (Cizelge 4.1) ve organlar arasinda karsilagtirilmalar yapilmastir.

Cizelge 4.1. Sarcopoterium spinosum (L) Spach’a ait dort organin metilasyon oranlari

Metillenmemis
CCGG Metillenmis CCGG Bolgeleri
Bolgeleri
Tip 2 Tip 3 Toplam

Tip 1 Full Metilli Hemi-metilli D;Ztllllth N;?/;A)P

Organ Oran | CGbolgesi | Oran | CHGbélgesi | Oran (o) (@
Fragment | (%) (a) (%) (b) (%)

Yaprak 9 3,1 61 21,1 35 12,1 96 33,2
Meyve 28 10,4 12 4,1 57 19,7 69 23,9
Govde 16 5,5 94 32,5 17 5,9 111 38,4
Kok 6 2,1 58 20,1 53 18,3 111 38,4

(a)-Full metilasyon EcoRI/Hpall ile kesilemez, EcoRI/Mspl ile kesilir; (b)-Hemimetilasyon EcoRI/Hpall ile
kesilir, EcoRI/Mspl ile kesilemez; (¢)-Toplam metillenmis bant= a+b; (d)-MSAP (%)= c/Toplam ¢ogaltilmis
bant x 100

Tim organlarda toplamda 289, her bir organda ise 97 ila 127 arasinda fragment tespit
edilmistir. Fragmentlerin ¢cogu 100 b¢ ve 400 bg boyutlar1 arasinda ¢ikmistir. 1000 b¢ den
daha biiyik oldugu gozlenen birka¢ fragment degerlendirilmeye alimmamistir. CCGG
bolgelerindeki metilasyon tiirleri incelendiginde, meyve disinda {i¢ organda en fazla
fragment sayis1 Tip 2'de (CG) bulunmustur, bu nedenle S. spinosum genomunda internal
sitozinin tam veya hemi metilasyonu daha yaygin oldugu belirlenmigtir. MSAP oraninin ise
%23.9 ila %38,4 arasinda degistigi belirlenmistir. Sorgumda yapilan bir ¢alismada benzer
sekilde, iki saf hat genotipine ait yedi organ ve bunlarin F; hibritlerine ait bes organda Tip 2
(CG) metilasyon oraninin, Tip 3 (CHG) metilasyon oranindan daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Zhang ve ark., 2011). Ancak, arastirmacilar Tip 2 (%15.1-19.6), Tip 3 (%7.2-
9) ve MSAP (%24.1 ila %28.2) oranlarint bu ¢alismada tespit edilenden genellikle daha
diisiik belirlemislerdir. Sorgumun yedi organinda, en diisiik CG oran1 ve toplam (CG + CHG)
metilasyon oranmi endospermde belirlenmis olup, bu fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir. Benzer sekilde misir bitkisinde piiskiil, brakte ve kogan yapraklarinin

metilasyon analizinde, internal sitozinin tam metilasyonunun (Tip 2, CG) en yaygin
33



metilasyon modeli oldugu ve MSAP oranlarinin (%24.1 ila %28.2) bu calismada tespit
edilenlerden diisiik oldugu bulunmustur (Lu ve ark., 2008). MSAP, en yiiksek yapraklarda
en diisiik govde organlarinda bulunmustur. Ayrica, misirin farkli organlarinda farkli
sekillerde metillendigi tespit edilen 9 fragmentin dizileme ve blast analizleri sonucunda,
sitozin metilasyonunun kodlanan ve kodlanmayan tekrarli dizilerin her ikisinde de
bulundugu ortaya ¢ikmistir. Saf hatlar ve melez bireyler arasinda, nispi metilasyon seviyeleri
bakimindan farkin Onemsiz bulunmasi (p> 0.05), saf ebeveynlere ait metilasyon
durumlarinin, mayotik kalitim ile kararli sekilde Fi melezlerine aktarildigina isaret etmistir.
Seker kamiginda yapilan bir calismada ise alt1 farkli alt tiirde (S. officinarum, S. spontaneum,
S. robustum, S. barberi ve Erianthus sp.), 1341 MSAP lokusundan 1117'si (%83.29)
genotipler aras1 ¢esitlilik gostermis ve dis sitozin metilasyonu (Tip 3) daha yliksek oranda
bulunmustur (Martins ve ark., 2020). MSAP lokuslarina dayali olarak hesaplanan
farklilasma indeksine gore, genotiplerin iki alt popiilasyona ayrildigi belirlenerek,
metilasyonun tiir i¢i evrimlesmede etkisi tespit edilmisitir. Rastgele secilen polimorfik 4
metillenmis fragmentin dizileme ve seker kamis1 veri tabaninda BLAST analizleri, sitozin
metilasyonunun transkripsiyon bolgeleri yakinindaki CpG adalarinda meydana geldigini ve
stres adaptasyonu ile iliskili oldugunu, varsayilan diziler i¢inde tandem tekrarlandigini,
dolayisiyla metillenmis lokuslarin biyolojik siireglerle olan ilgisini gostermistir. Tiirkiye,
Suriye, Liibnan ve Israil’i i¢ine alan “Verimli Hilal” bdlgesinden alinan 87 adet yabani
gernik bugday (7. dicoccoides) ve 3 adet makarnalik bugday (Svevo, Karakil¢ik ve Cesit4)
genotiplerinde yapilan bir ¢alismada ise, metilasyon seviyeleri %49.74 ila %90.48 arasinda
degistigi ve Tip II metilasyon durumunun makarnalik bugdayda, Tip III metilasyon
durumunun ise yabani gernik genotiplerinde daha yiiksek oldugu saptanmistir (Gokge,
2020). Sitozin metilasyonu seviyesinin, yabani bugdaylarda, kiiltiir bugdaylarina gére daha
yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Orjinlerine gore popiilasyonlarin metilasyon
seviyeleri birbirine yakin bulunmasina ragmen metilasyon modellerinin farklilik

gosterdikleri goriilmiistiir.

Bu calismada, S. spinosum’un organlarinda, metilasyona duyarli ¢ogaltim polimorfizm
(MSAP) orani, en diisiik (23.9%) meyvede, en yiiksek (38.4%) ise kok ve govde de tespit
edilmistir. Benzer sekilde, bir¢ok bitkide organlara ait farkli metilasyon seviyeleri
gosterilmistir. Ornegin Arabidopsis’te fide yapraklarina oranla olgun yapraklarda (Finnegan
ve ark. 1998), piringte bayrak yapraga oranla fide yapraklarinda (Xiong ve ark. 1999) ve
pamukta kocan yapragina oranla brakte yapraklarda (Lu ve ark., 2008) daha yiiksek
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metilasyon oranlar1 gozlenmistir. Ulkemizde de yapilan bir ¢aligmada, Afyon yoéresinde
ekilen hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinde kapsiil, gévde ve yapragmm MSAP
profillerinin ve oranlarinin farkli oldugu, MSAP profillerine gore olusturulan filogenetik
agacta kapsiil ve gévdenin, yapraktan net bir ayrim gosterdigi saptanmistir (Bulut ve ark.,
2020). Morfin yolaginda metilasyonun etkisinin arastirildig1 ¢alismada, incelenen 4 ¢esitte
tespit edilen 194 fragmentin, 113 tanesinin (%75) polimorfik metillendigi, 6 tanesinin de

(%14) metillenmedigi bulunmustur (Bulut ve ark., 2020).

DNA’nin baz dizisinde degisim olmaksizin, genellikle histon modifikasyonlar1 ve sitozin
metilasyonu aracilifiyla, bazen de snRNA’lar ve kodlanmayan RNA’larin miidahalesiyle
gerceklesen epigenetik siiregler (Henderson ve Jacobsen, 2008), gen ifadesinin degisimini
tesvik etmektedir. Gen ifadesinin degisimi sonucunda, fenotipik varyasyonlar belirir ve bu
varyasyonlar, adaptasyon siireglerinde ve popiilasyonun farklilasmasinda onemli roller
oynar (Perez-Figueroa, 2013). Sitozin metilasyonu, gen ekspresyonunu etkileyerek ve zararl
genetik elementleri baskilayarak, genom stabilitesinin korunmasinda rol oynar. Sitozin
metilasyonu, gelisim siireci boyunca gergeklesen dinamik bir siiregtir. I¢ ve dis cevresel
faktorler arasindaki iliskiye aracilik edebilecek, genetik varyasyona ek bir varyasyon
saglayan mekanizmadir (Moran ve Pérez-Figueroa, 2011). Genlerde en degisken metilasyon
durumu, CG metilasyonu ile iligkilidir. Promotor CpG adaciklarinin hipermetilasyonu ve
demetilasyonu, genleri susturabilir veya aktive edebilir. Metil-sitozin seviyesi ve DNA
boyunca dagilimi, tiirlin bireyleri arasinda, ayni bireye ait farkli organlarda ve hiicre
tiplerinde dagilimi cesitlilik gosterir. Cesitli organlarda ve gelisim evrelerinde, DNA
metilasyon seviyelerindeki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmada, DNA metilasyonunun gen ifadesi
tizerindeki diizenleyici roliiniin etkili olabilecegi bildirilmistir (Lu ve ark., 2008; Sharma ve
ark., 2009). Bazi genlerin, farkli organlarda farkli metilasyon durumlarina sahip
olduklarindan dolay1 organa 6zgii ifade edildigi bildirilmistir (Futscher ve ark., 2002;
Vanyushin, 2005; Lu ve ark., 2008; Sharma ve ark., 2009).

MSAP yontemi organlardaki metilasyon diizeylerini belirleme kullanilan etkili bir aractir.
Bu caligmada MSAP yo6temi ile farkli organlarin metilasyon durumlart karsilastirilmistir.
EcoRI/Hpall ve EcoRIl/Mspl fragment deseninin tip 2 (0, 1) ve tip 3 (1, 0) agisindan, dort
organdaki monomorfik durumu (0, 1,0, 1,0, 1,0, 1 veya 1, 0, 1, 0, 1, 0, 1,0), organlardaki
metilasyon benzerlik durumlarina isaret etmektedir. S. spinosum’un incelenen dort organi
icinde, sadece Tip 2 de, bir monomorfik bolge tespit edilmistir (Sekil 4.3., 662 bg.lik

fragment). Bu durum, dort organin birbirinden ¢ok farkli metilasyon durumlarina sahip
35



olduklarin1 gostermistir. Organlar, Tip 2 ve Tip 3 metilasyon durumlar1 agisindan ikili
karsilastirildiklarinda, yaprak-gévde arasinda 14 (%4.8), yaprak-meyve arasinda 4 (%1.4),
yaprak-kok arasinda 5 (%1.7), meyve-govde arasinda 6 (%2.1), meyve-kok arasinda 2
(%0.7) ve govde-kok arasinda 5 (%1.7) monomorfik bdlge belirlenmistir. Bu sonug,
organlara ait metilasyon benzerlik diizeylerinin olduk¢a diisiik oldugunu ortaya koymustur.
Bu caligmadaki sonuglarin aksine, 18 kirmizi ve 18 beyaz kendilesmis misira ait piiskiil,
brakte ve kocan yapragi organlarinda, organlara 6zgli metilasyonun varligimi ancak
organlardaki metilasyon desenlerinin %80 benzerlik gosterdigi bulunmustur (Lu ve ark.,
2008). Piiskiil ve kocan yapragi arasindaki metilasyon benzerligi %14.32-19.35, piiskiil ve
brakte yaprak arasinda %28.57-33.87 ve brakte yaprak ile kocan yaprag: arasinda %45.16-
53.06 olarak belirlenmistir. Arastirmacilar bu sonuc¢larin nedenini, brakte ve kocan
yapraklarin vejetatif organlar olmasma ve dolayisiyla benzer gorevlere sahip olmasina,
puskiillerin ise ¢iceklenme, dollenme ve meyve verme gibi farkli islevlere sahip bir lireme
organi olmasina baglamislardir. Caligmamizda kullandigimiz organlar arasindaki metilasyon
durumlarinin farkli olmasi, bu organlarin gérev ve yap1 bakimindan birbirlerinden yiiksek

oranda farklilagtiklarini1 gostermistir.
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5. SONUC

2 13 199 13

Tez ¢alismamiza konu olan ve “abdestbozan otu”, “cayir dikeni”, “cetir dikeni” gibi
isimlerle bilinen Sarcopoterium spinosum L. Spach bitkisi Ege ve Marmara Bolgelerinin
kiy1 seridi boyunca yayilim gosteren frigananin Rosaceae familyasina ait bir ¢ali tiiriidiir. S.
spinosum, Dogu Karadeniz bolgesinden Istanbul’a kadar olan alanda yalnizca Sinop’ta
bulunmaktadir. Eski ¢aglardan giiniimiize bir¢cok kaynakta S. spinosum'dan halk arasinda
tibbi yonden yararlanildigindan bahsedilmistir. Hippocrate ve Dioscorides tarafindan,
bitkinin, gogilis bolgesinde yaki olarak, meyve ve yapraklarindan ise dizanteri tedavisinde
kullanildigindan bahsedilirken, gliniimiizde, kok kabugunun diyabeti iyilestirmek (Smirin
ve ark.,2010) ve bobrek taslarini ¢6zmek icin, yapraklarinin ise korkular1 gidermek igin
(Henkin ve ark., 2014) kullanildig1 bildirilmistir. Bu bitkinin ana kimyasal bilesenlerinden
biri olan tormentik asidin, farkli kanser hiicre hatlar1 iizerinde anti-proliferatif aktiviteye
sahip oldugu (Loizzo ve ark., 2013), yapraklarin ve gévdenin hekzan 6ziitii ile gévde ve
yapragiin metanol 6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesinin varligi da tespit edilmistir (Ali-
Shtayeh ve ark.,1998; Ali-Shtayeh ve ark., 2013; Masadeh ve ark., 2013; Sipahi ve ark.,
2017).

Bu calismada, S. spinosum genomunun CCGG bolgelerindeki sitozin metilasyonu, dort
organda, floresan MSAP teknigi kullanilarak arastirilmis ve organlarin farkli metilasyon
gostermelerinden kaynaklanan farkli MSAP fragmentleri tanimlanmistir. Sonuglar,
MSAP’1n, sitozin metilasyonunun biiytik bir kismini tespit edebilen ve 6zellikle S. spinosum
gibi genom dizisi bilinmeyen ve yiiksek metilasyon polimorfizmine sahip bitkiler hakkinda
arastirmalara 151k tutacak bir metot oldugunu gostermistir. DNA metilasyonu bakimindan,
dort organin MSAP modellerindeki farkliliklar, muhtemelen organlardaki hiicre
farklilagsmas1 ve geligimi ile ilgili organa 6zgli genlerin ekspresyonundaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte gozlenlenen sonuglarin dogrulanabilmesi igin
klonlama, dizileme ve organa 6zgii fragmentlerin fonksiyonlarinin ortaya ¢ikartilmasi gibi

daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EKLER

EKk 1. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak organ1 EcoRI/Mspl kesim paterni ile (E)—
AAC/(HM)- TCAA primer kombinasyonu segici ¢ogaltim elektroferogramlari
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Ek 2. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak orgam1 EcoRI/Hpall kesim paterni ile
(E)- AAC/(HM)— TCAA primer kombinasyonu segici cogaltim elektroferogramlari
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EKk 3. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in meyve organit EcoRI/Mspl kesim paterni ile (E)—
AAC/(HM)- TCAA primer kombinasyonu segici ¢cogaltim elektroferogramlari
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Ek 4. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in meyve organt EcoRIl/Hpall kesim paterni ile
(E)- AAC/(HM)— TCAA primer kombinasyonu se¢ici ¢ogaltim elektroferogramlari
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EKk 5. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in kok organit EcoRI/Mspl kesim paterni ile (E)—
AAC/(HM)- TCAA primer kombinasyonu segici ¢cogaltim elektroferogramlari
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EKk 6. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in kok organt EcoRI/Hpall kesim paterni ile (E)—
AAC/(HM)- TCAA primer kombinasyonu segici ¢cogaltim elektroferogramlari
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Ek 7. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in gbévde organi1 EcoRI/Mspl kesim paterni ile (E)—

AAC/(HM)- TCAA primer kombinasyonu segici ¢cogaltim elektroferogramlari
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EKk 8. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in govde organt EcoRI/Hpall kesim paterni ile (E)—
AAC/(HM)- TCAA primer kombinasyonu segici ¢cogaltim elektroferogramlari
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Ek 9. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak organi EcoRI/Mspl kesim paterni ile (E)—
ACC /(HM)- TCCA primer kombinasyonu se¢ici ¢ogaltim elektroferogramlari
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Ek 10. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in yaprak organ1 EcoRI/Hpall kesim paterni ile
(E)- ACC /(HM)— TCCA primer kombinasyonu secici ¢ogaltim elektroferogramlari
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Ek 11. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in meyve organ1 EcoRI/Mspl kesim paterni ile
(E)- ACC /(HM)— TCCA primer kombinasyonu secici ¢ogaltim elektroferogramlari
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Ek 12. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in meyve organt EcoRl/ Hpall kesim paterni ile
(E)- ACC /(HM)— TCCA primer kombinasyonu secici ¢ogaltim elektroferogramlari
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EKk 13. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in kok organ1 EcoRIl/ Mspl kesim paterni ile (E)—
ACC /(HM)- TCCA primer kombinasyonu se¢ici ¢ogaltim elektroferogramlari
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Ek 14. Sarcopoterium spinosum L. Spach’ kok organ1 EcoRIl/ Hpall kesim paterni ile (E)—
ACC /(HM)- TCCA primer kombinasyonu se¢ici ¢ogaltim elektroferogramlari
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Ek 15. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in gévde organi1 EcoRIl/ Mspl kesim paterni ile
(E)- ACC /(HM)- TCCA primer kombinasyonu segici ¢ogaltim elektroferogramlari
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Ek 16. Sarcopoterium spinosum L. Spach’in gévde organt EcoRl/ Hpall kesim paterni ile
(E)- ACC /(HM)— TCCA primer kombinasyonu secici ¢ogaltim elektroferogramlari
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