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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

Morfin ve Noskapin İçeriği Yüksek Haşhaş (Papaver somniferum L.) Genotiplerinde RNA 

Kütüphanelerinden Transkripsiyon Faktörlerinin Tespiti ve İfade Analizi 

Yeliz DEMİRCİ 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Serkan URANBEY 

Haşhaş (Papaver somniferum L.), morfin, kodein, noskapin, papaverin ve sanguinarin gibi 

benzilizokinolin alkaloitlerini üreten değerli bir tıbbi bitkidir.  Haşhaşta morfin ve 

noskapin biyosentezi oldukça karmaşık yolaklar olup, moleküler seviyede henüz tam 

olarak aydınlatılamamıştır. Bu çalışmanın amacı; transkripsiyon faktörlerinin, qRT-PCR 

yöntemi ile morfince ve noskapin içeriği yüksek haşhaş bitkilerindeki ifade seviyeleri 

ölçülerek, transkripsiyon faktörleri ile BIA biyosentez yolağı arasındaki ilişkinin 

aydınlatılmasıdır.  Çalışmada morfin ve noskapin bakımından zengin haşhaş genotipinde 

fungal bir elisitör olan Metil Jasmonat (MeJa) ile 3 ve 9 saat süreyle muamele edilmiş, 

morfin ve noskapin bakımından zengin haşhaş bitkisinin kapsül dokusu kullanılmıştır. 

Biyosentezi indüklenmiş haşhaş kapsülünde sekonder metabolit sentezi ile ilişkili olduğu 

düşünülen WRKY transkripsiyon faktörleri seçilmiştir. Morfince ve noskapince zengin 

Papaver somniferum L. genotiplerinde biyotik ve abiyotik stres koşullarında etkili olduğu 

daha önceki çalışmalarla belirlenen WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59, WRKY61 ve 

WRKY82 transkripsiyon faktörlerinin 3. ve 9. saat MeJa uygulaması sonrasında ifade 

seviyeleri ortaya konmuştur. Morfince zengin bitkide, WRKY16, WRKY17, WRKY24, 

WRKY59 ve WRKY 61 genlerinin ifade seviyelerinde kontrol bitkisine göre 9. Saatde 

anlamlı derecede artış bulunmuştur. Noskapince zengin genotipte ise WRKY16, WRKY17 

ve WRKY61 genleri, morfince zengin bitkiye oranla 3. saatde kontol bitkilerinde fazla, 

uygulama yapılmış bitkilerde ise daha az ifade olmuştur. WRKY genlerinin morfin ve 

noskapince zengin bitkilerde birbirinden farklı ifade olduğu  belirlenmiştir. 

2015, 74 sayfa  

Anahtar kelimeler: Benzilizokinolin alkaloiti (BIA), gen ifadesi, haşhaş, metil jasmonat, 

transkripsiyon faktörü 
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ABSTRACT 

MSc Thesis 

Identification and Expression Analysis of Transcription Factors using RNA Libraries 

of Opium Poppy Genotypes (Papaver somniferum L.) Containing Rich Morphine and 

Noscapine 

Yeliz DEMİRCİ 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. Serkan URANBEY 

Opium poppy (Papaver somniferum L.) is a valuable medicinal plant containing 

benzylisoquinoline alkaloids such as morphine, codeine, noscapine, papaverine and 

sanguinarine. In Opium poppy, morphine and noscapine biosynthesis pathways are more 

complicated and not yet been fully elucidated at the molecular level. The purpose of the 

study was to elucidate relationship between transcription factors and BIA biosynthesis 

pathway by measuring the expression levels of transcription factors in the genotypes 

containing rich morphine and noscapin. In this study, capsule tissues of Opium poppy 

genotypes containing rich morphine and noscapin were used and exposed to fungal elicitor 

Metil Jasmonat (MeJa) for 3 and 9 hours. In biosynthetically induced poppy capsule, 

WRKY transcription factors considered to be related with seconder metobolit synthesis 

were chosen. The expression levels of WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59, WRKY61 

and WRKY82 transcription factors revealed to be effective under the biotic and abiotic 

stress conditions in earlier studies were determined after treatment of fungal elicitor MeJa 

for 3 and 9 hours. In morphine-rich genotype, the expression levels of WRKY16, WRKY17, 

WRKY24, WRKY59 and WRKY 61 genes were significantly increased compared to control 

plants at 9
th

 hours. In noscapine rich genotype, WRKY 16, WRKY17 and WRKY61 genes, 

compared to plant including high morphine at 3
th

 hours were more expressed at the control 

plants and showed less expression profile on the plants treated with MeJa. It’s determined 

that WRKY genes were expressed at different levels on the genotypes containing rich 

morphine and noscapine 

2015, 74 pages 

Keywords: Benzylisoquinolin alkaloid (BIA), gene expression, opium poppy, methyl 

jasmonate, transcription factor 
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1. GİRİŞ 

Bitkilerin çok çeşitli biyotik ve abiyotik stres fakörlerine karşı açık baskı altında kalmaları 

ve hareketsiz olmaları onları hayatta kalabilmek için farklı savunma sistemleri ve 

adaptasyonlar geliştirmeye zorlamıştır. Bunlardan birisi de bitkilerin çevrede bulunan 

patojenlere ve herbivor canlılara karşı, toksik olabilen doğal ürünleri ve sekonder 

metabolitleri üretmeleridir (1). Bu sekonder metabolitler terpenler, fenolik bileşikler, azot 

veya kükürt içeren bileşikler olmak üzere 3 temel gruptan oluşurlar. Alkaloitler ise azot 

içeren üçüncü gruba giren, amino asitlerden türevlenen ve bitkide savunma amaçlı olarak 

üretilen bileşiklerdir (2, 3). Alkaloitler yüzyıllardır özellikle ilaç ve gıda sanayinde 

kullanıldığı için büyük önem taşımaktadır.  Bu nedenle sekonder metabolitlerin kullanımı 

ve bitkideki üretim mekanizmaları hakkında oldukça fazla çalışma yapılmaktadır.  

Haşhaş (Papaver somniferum L.), dünyada ve ülkemizde geleneksel olarak tarımı yapılan 

ve opiyat üretimi açısından önemli bir bitkidir. Afyon, haşhaş bitkisinin kapsülünden elde 

edilir ve içinde çeşitli alkaloitleri yüksek miktarda barındırmaktadır. Haşhaş, narkotik 

analjezik morfin, öksürük kesici kodein, antimikrobiyal ajan sanguinarin, vasodilator 

olarak kullanılan papaverin ve antikanserojenik noskapin gibi çeşitli benzilizokinolin 

alkaloitlerini (BIA) üretmektedir (4). BIA’ların biyosentez yolağı, çok sayıda enzimin rol 

oynadığı ve sentez mekanizması henüz tam olarak anlaşılamamış oldukça karmaşık bir 

yolaktır. BIA biyosentezinin ilk basamağı, tirozin amino asitinden türevlenen dopamin ve 

4-hidroksifenilasetaldehit (4-HPAA)’in (NCS) norkoklaurin sentaz enzimi aracılığıyla (S)-

norkoklaurin’e dönüşmesiyle başlar (5). (S)-norkoklaurin, çeşitli enzimler aracılığıyla 

merkezi ara molekül olan (S)-retiküline dönüşür (6). (S)-retikülin ara molekülü ise farklı 

yolakları takip ederek sanguinarin, noskapin, berberin ve morfin alkaloitleri ile sonuçlanır 

(7). Ortaya çıkan benzilizokinolin alkaloitlerinden morfin, afyonda bulunan 25 civarında 

alkaloitten en önemli ve en yüksek miktarda bulunanıdır. Papaver türleri çeşitli alkaloitleri 

üretmesine rağmen morfin sadece P. somniferum ve P.setigerum türleri tarafından 

üretilmektedir (8). Morfin ham afyonun işlenmesi sonucu elde edilir. Molekülün direkt 

merkezi sinir sistemi üzerinde etkisi vardır. Bu nedenle tıpta ağrı kesici olarak 

kullanılmaktadır.  Kapalı formülü C17H19NO3 olup molekül ağırlığı 285.34 g/mol’dür. 

Suda ve alkolde çözünebilir. Çok çabuk bağımlılık geliştirildiğinden kontrolsüz kullanımı 

sakıncalıdır. Açığa çıkan diğer bir BIA türü ise antikanserojenik etkileri olduğu tespit 

edilmiş noskapindir. Molekülün kapalı formülü C22H23NO7, molekül ağırlığı ise 413.421 
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g/mol’ dür. Afyondaki noskapin oranı %1-10 arasında değişmektedir (9). Her iki alkaloit 

de tıbbi ve ekonomik açıdan büyük öneme sahiptir.  

Türkiye ve Hindistan, Birleşmiş Milletler Teşkilatınca geleneksel haşhaş üreticisi ülkeler 

olarak kabul edilmektedir. Türkiye, Dünya haşhaş ekim alanları içerisinde %45 gibi büyük 

bir alana sahiptir. Aynı zamanda ülkemizde bulunan Afyon Bolvadin’deki Alkaloit 

Fabrikası 20.000 ton/yıl çizilmemiş haşhaş üretimi kapasitesiyle alanında dünyanın en 

büyük üretim merkelerinden birisidir (10). Bu nedenle haşhaş tarımı ve buna bağlı alkaloit 

üretimi ülkemiz ekonomisi açısından oldukça önemlidir.  

Son yıllarda gelişen genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik yaklaşımlar ile 

stres koşullarında bitkide savunma sisteminin bir parçası olarak sentezlenen sekonder 

metabolitlerin biyosentezi anlaşılmasına yardımcı olmaya başlamıştır. Genomik 

yaklaşımlar ile çeşitli bitkilerde spesifik alkaloit miktarını arttırmaya yönelik çalışmalar hız 

kazanmış, bu çalışmalar ile yüksek miktarda alkaloit içeren haşhaş bitkilerinin 

üretilmesinde başarı sağlanmış, fakat buna sebep olan moleküler mekanizmalar henüz tam 

olarak açıklanamamıştır. Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) 

yöntemi ile günümüzde nükleik asitlerin miktarlarının belirlenmesi mümkündür. qRT-

PZR’ın kullanım alanlarından bazıları patojenlerin saptanması, kromozomlardaki sayısal 

ve yapısal bozuklukların analizi ve gen anlatımı çalışmalarıdır.  qRT-PZR’ın gen ifadesi 

çalışmalarında daha hassas, daha üretken, verimli ve hızlı olması, araştırmacılar tarafından 

tercih edilmesini sağlamaktadır (11). Abiyotik ve biyotik stres koşullarında bitkilerde  çok 

sayıda gen ailesi ve gen ifade olmakta bu stres koşullarında aktive olan WRKY genlerinin 

kodlamakta olduğu transkripsiyon faktörü ailesi yalnızca bitkilerde bulunmaktadır ve bu 

transkripsiyon faktörleri stres genlerinin ifadesini düzenlerler (12). Transkripsiyon 

faktörlerinin bu büyük ailesi, savunma sinyalizasyonunda görev alarak, bitki savunması ile 

ilgili genlerin ifadesini manipüle etmektedir. 

Bu çalışmada da, yüksek morfin ve noskapin üretimine sahip olan haşhaş genotiplerinde 

fungal bir elisitör olan metil jasmonat (MeJa) ile aktive ederek kapsül dokularında qRT-

PZR (Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu) cihazı kullanılarak, seçilen 

WRKY transkripsiyon faktörlerine ait gen ifadesindeki farklılıkların belirlenerek genlerin 

birbiriyle olan koordinasyonu hakkında bilgiler elde edilmeye çalışılmıştır.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. HAŞHAŞIN BOTANİK ÖZELLİKLERİ ile TÜRKİYEDE VE DÜNYADA 

HAŞHAŞ (Papaver somniferum L.) ÜRETİMİ  

Dünyada 28 cins ve yaklaşık 250 türü bulunan Papaveraceae familyasına ait türler 

genellikle Kuzey Yarımkürenin ılıman ve subtropik bölgelerinde yetişmektedir. Ülkemizde 

bu familyaya ait 5 cins bulunmaktadır (13, 14). Rhoedales takımının Papaveraceae 

familyasının Papaver cinsi içinde yer alan Papaver somniferum L., ülkemizde geleneksel 

olarak tarımı yapılan tek yıllık bir kültür bitkisdir. Türkiye’de haşhaşın daha çok Papaver 

somniferum ssp. anatolicumun mor ve beyaz çiçekli çeşitleri ekilmektedir (Şekil 2.1). 

Hititler döneminden bu yana Orta Anadolu’da yetiştirilen haşhaş, ülkemizin en önemli 

endüstriyel ve tıbbi amaçlı kullanılan bitkilerinden bir tanesidir. Haşhaş, tohumu %45–54 

yağ ve %20–30 protein içermesi nedeniyle gıda, kozmetik ve boya sanayinde kullanılırken, 

kapsülünde bulunan morfin, kodein, tebain, noskapin, papaverin gibi alkaloitleri 

bulundurmasından dolayı da tıbbi amaçlı olarak kullanılmaktadır. Ayrıca kapsül 

dokusunda, bu alkaloitlere ek olarak yaklaşık 30 değişik alkaloit bulunduğu bilinmektedir. 

Bu alkaloitlerden, türevleri olan katma değerleri yüksek, yarı sentetik ilaç aktif ham 

maddeleri üretilmektedir (10).  

 

Şekil 2. 1. Haşhaş bitkisinin genel görünümü. 

Ülkemizde haşhaş ekimi 3298 Sayılı Uyuşturucu Maddelerle İlgili Kanun ve Yönetmelik 

çerçevesinde lisansa tabi olarak, kontrollü ve çizilmemiş haşhaş kapsülü üretimi 

şeklindedir. Bakanlar Kurulu tarafından haşhaş ekimine müsaade edilen yerlerde, Toprak 

Mahsulleri Ofisi Genel Müdürlüğünce yapılan planlama çerçevesinde, Birleşmiş Milletler 

Teşkilatı’nın ülkemize verdiği 70.000 hektar limit dâhilinde haşhaş ekimi ve çizilmemiş kapsül 
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üretimine izin verilmektedir. Türkiye’de 2014 yılı itibariyle, Afyonkarahisar, Amasya, 

Burdur, Çorum, Denizli, Isparta, Kütahya, Tokat ve Uşak illerinin tamamında; Balıkesir, 

Eskişehir, Konya ve Manisa illerinin ise belirli ilçelerinde haşhaş ekimi ve çizilmemiş 

haşhaş kapsülü üretimi serbesttir (Şekil 2.2) (10). 

 

Şekil 2. 2. Türkiye’de haşhaş ekimine izin verilen iller (10). 

Dünyada haşhaştan elde edilen opiyat tüketimi ortalama 400 tondur. Dünyada en büyük 

opiyat ham madde ithalatçısı olan ABD, aldığı kararla ithalatının %80’lik kısmını ana 

üretici olan Türkiye ve Hindistan’dan sağlamaktadır. Dünyada haşhaş ekimi; Birleşmiş 

Milletler Teşkilatı denetiminde yasal ana üretici ülkeler olarak Türkiye, Hindistan, 

Avustralya, Fransa, İspanya ve Macaristan’da yapılmaktadır. Türkiye ve Hindistan, 

Birleşmiş Milletler Teşkilatınca geleneksel haşhaş üreticisi ülkeler olarak kabul 

edilmektedir. Son beş yıllık verilerin ortalamasına göre Türkiye, Dünya haşhaş ekim 

alanları içerisinde %45’lik bir alana sahiptir  (Şekil 2.3) (10).  

 

Şekil 2. 3. Dünya yasal haşhaş ekim alanları (10). 
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2.2. SEKONDER METABOLİTLER 

Bitkiler oldukça fazla sayıda ve farklı yapıda doğal ürünler üretirler. Doğal ürünler bitkiler 

ile onların biyotik ve abiyotik çevreleri arasında ilişki kurmaları açısından önemli 

fonksiyonları üstlenirler (15). Sekonder metabolitler, “primer metabolitler” gibi normal 

büyüme, gelişme ve üreme gibi olaylara doğrudan katılmazlar. Bitki sekonder 

metabolitleri, bitkide herbivorlara, mikroplara ve virüslere karşı savunmada rol alırken, 

aynı zamanda polen ve tohum yayan hayvanlar için sinyal bileşikleri olarak da görev 

alırlar. Bu nedenle bitkiler için üreme ve hayatta kalma açısından önemli bileşiklerdir. 

Çizelge 2.1’de de gösterildiği gibi bitki sekonder metabolitleri genellikle fazla çeşitlilik 

gösterirler ve bütün yüksek bitkilerde bulunurlar (16). Sekonder metabolitler aynı zamanda 

allelokimyasal özelliklere sahiptirler. Allelokimyasallar kimyasal savunma bileşikleri 

olarak, herbivorlarda ya da mikroorganizmalarda moleküler hedefleri olumsuz yönde 

etkileyerek fonksiyon gösterirler. Bu moleküler hedefler, proteinlerden nükleik asitlere, 

biyomembranlara, herbivorlar ve mikroorganizmalarda çoğunlukla bulunan metabolitlere 

kadar çeşitli olabilmektedir (17). Ayrıca pollinator canlıları çeken çiçek pigmentleri olarak 

ya da hormon olarak görev yapabilirler. Bitki sekonder metabolitleri primer metabolik 

yolakların düzenlenmesi ve sinyal yollarında da etkilidir. 

Çizelge 2. 1. Bitki sekonder metabolitlerinin yapısal çeşitliliği (17). 

 

Doğal Ürün Miktar

Nitrojen İçeren Doğal Ürünler

Alkaloidler (1)

Non-Protein amino asitler (2)

Aminler (3)

Siyanojenik glikozitler (4)

Glukosinolatlar (5)

Alkamidler

Nitrojen İçermeyen Doğal Ürünler

Monoterpenler (İridoidler dahil) (6)

Seskuterpenler (7)

Diterpenler (8)

Triterpenler, Saponinler, Steroidler (9)

Tetraterpenler

Fenilpropanoidler, kumarinler, lignanlar

Flavonoidler (10)

Poliasetilenler, yağ asitleri, vakslar (11)

Poliketidler (12)

Karbonhidratlar

12,000

700

100

60

100

150

2,500

5,000

2,500

5,000

500

2,000

4,000

1,000

750

>200
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Savunma bileşiklerinin sentezi ve birikimi zamana ve bitkinin organlarına göre çeşitlilik 

gösterir. Bitkilerde çeşitli doğal ürünlerin biyosentez yolakları ve bu kompleks 

moleküllerin biyosentezi için önemli olan hücre içi kompartımanlar arasındaki etkileşim 

şekil 2.4’de şematik olarak gösterilmektedir. Savunma bileşikleri tohum, fide, tomurcuk ve 

genç dokularda fazla miktarda ve aktif olarak sentezlenmektedir. Buna optimal savunma 

teorisi denmektedir. Çoğalmak ve hayatta kalmak için gerekli olan tohum, çiçek ve meyve 

gibi dokular savunma bileşikleri bakımından zengindirler (18).  

Sekonder metabolitler, bitkilerdeki fizyolojik foksiyonlarının yanı sıra, bitkiye renk gibi 

karakteristik özelliklerde katmaktadırlar. Ayrıca insanlık tarihi boyunca baharat, renk 

maddesi ve ilaç olarak da kullanılmışlardır. Bu bileşikler biyosentetik orijinlerine göre, 

alkaloitler, fenilpropanoidler, poliketidler ve terpenoidler olmak üzere dört farklı grupta 

sınıflandırılırlar (15).  

 
Şekil 2. 4. Bitkilerde çeşitli doğal ürünlerin biyosentez yolakları ve bu kompleks 

moleküllerin biyosentezi için önemli olan hücre içi kompartımanlar arasındaki etkileşimin 

şematik olarak gösterimi (19). 

2.2.1. ALKALOİTLER 

Alkaloitler, düşük moleküler ağırlıklı, karakteristik olarak toksik ve farmakolojik 

aktivitelere sahip bileşiklerdir. Bu özellikleri nedeniyle insanlar tarafından uzun yıllardır 

avlanma, idam ve savaş hallerinde ve hastalıkların tedavisinde kullanılmıştır (19). 

Fizyolojik olarak bitkide üretilen ve bazik yapılarından dolayı bu ismi alan alkaloitler, 

geleneksel olarak amino asitlerden biyosentezlenen heterosiklik nitrojen bileşikleri olarak 

tanımlanırlar. Bilinen 12.000’den fazla farklı yapısıyla alkaloitler, sekonder metabolitlerin 
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en büyük gruplarından birisidir. Çok sayıda olmaları ve yapısal olarak çok fazla çeşitlilik 

göstermeleri, alkaloitlerin genel bir sınıflandırmasının yapılmasını güçleştirmektedir (15).  

Alkaloit terimi ilk kez, 19.yüzyılın başında W. Meisner tarafından alkali gibi davranan 

doğal maddeler için kullanılmıştır. İlk izole edilen alkaloit olan morfin 1803 ve 1805 yılları 

arasında Friedrich Sertürner tarafından saflaştırılmıştır (20). Çiçekli bitkilerin 

yaklaşık %20’si alkaloit üretirler ve bu türlerin herbirisinin alkaloit birikimi türe özgü bir 

değişim gösterir. Genellikle bu bileşikleri %0.01’den fazla içeren bitkiler, alkaloit içeren 

bitkiler olarak kabul edilirler (21). Catharanthus roseus gibi bazı bitkiler 100’den fazla 

farklı monoterpenoid indol alkaloiti içerir (16). Haşhaş kapsülü ise lateks alkaloitleri 

bakımından zengin bir içeriğe sahiptir (22). Diğer sekonder metabolitler gibi alkaloitler de 

bitkide kimyasal savunmada görev alan bileşiklerdir.  

Alkaloitler şekil ve orijinlerine göre, gerçek alkaloitler, protoalkaloitler ve yalancı 

alkaloitler olmak üzere üç ana sınıfa ayrılır (Şekil 2.5). Gerçek ve protoalkaloitler amino 

asitlerden türevlenirken, yalancı alkaloitler amino asitlerden türevlenmezler (23). 

Genellikle bitkilerdeki alkaloit içeriği, bitki dokularının tamamında homojenlik 

göstermemektedir. Bitkinin tipine bağlı olarak, en fazla konsantrasyon banotu 

(Hyascymous niger L.) bitkisinde olduğu gibi yapraklarda ve meyvede yada Strychnine 

tree bitkisinde olduğu gibi tohumda, Rauwolfia serpentina’daki gibi kökte veya 

cinchona’daki gibi kabukta olabilir (24). Ayrıca aynı bitkinin farklı dokuları da farklı 

alkaloit çeşitlerini içerebilir (25). Alkaloitler geleneksel olarak bitkilerden izole edilmiş 

olmalarına karşın, hayvanlarda, böceklerde, deniz omurgasızlarında ve 

mikroorganizmalarda da bulunabilirler (26).  

 

Şekil 2. 5. Şekil ve orijinlerine göre alkaloitler. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Friedrich_Sert%C3%BCrner
https://en.wikipedia.org/wiki/Black_henbane
https://en.wikipedia.org/wiki/Strychnine_tree
https://en.wikipedia.org/wiki/Strychnine_tree
https://en.wikipedia.org/wiki/Rauwolfia_serpentina
https://en.wikipedia.org/wiki/Cinchona
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Alkaloitler, biyolojik ve ekolojik aktivitelerine, kimyasal yapılarına ve biyosentez yollarına 

göre sınıflandırılabilirler. Bilinen bazı alkaloit çeşitleri: 

- Monoterpenoid indol alkaloitleri 

- Tropan alkaloitleri ve nikotin 

- Pürin alkaloitleri 

- Pirolizidin alkaloitleri 

- Quinolizidin alkaloitleri 

- Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA)’ dir (27). Haşhaş bitkisinde sentezlenen önemli 

alkaloitler benzilizokinolin alkaloitleridir (27-29). 

2.2.2. BENZİLİZOKİNOLİN ALKALOİTLERİ (BIA) VE BİYOSENTEZ 

MEKANİZMASI 

Benzilizokinolin alkaloitleri bitki özelleşmiş metabolitlerinin yapısal olarak farklı bir 

grubudur. Haşhaş farklı yapısal alt gruplara sahip olan morfinyan, protoberberin, 

benzofenantridin, fitalidizokinolin, aporfin, pavin, roeadin ve protopin alkaloitleri gibi çok 

sayıda BIA biriktirir. Narkotik analjezik morfin ve kodein, antimikrobiyal ajan sanguinarin 

ve berberin ve antikanserojenik etkilere sahip noskapin bunlardan bazılarıdır  (7). Latekste 

en çok bulunan alkaloitler morfinyan (morfin, kodein ve tebain), fitalidizokinolin noskapin 

ve 1-benzilizokinolin papaverin alkaloitleridir. Buna karşılık en çok bulunan kök 

alkaloitleri ise fenzofenantridinler; sanguinarin ve dihidrosanguinarindir (30). BIA 

biyosentezinde çok sayıda enzim görev yapmaktadır. 

BIA biyosentezi, temel olarak tirozin aminoasidinin dopamin hem de 4-

hidroksifenilasetaldehit molekülüne tirozindekarboksilaz (TYDC) enzimi ile 

dekarboksilasyon, orto-hidroksilasyon ve deaminasyonu ile başlar (31). (S)-norkoklaurinin 

(S)-retiküline dönüşümü 6. pozisyondaki O-metilasyon, N-metilasyon, 3’-hidroksilasyon 

ve ikinci bir O-metilasyonu içerir. (S)-retikülin, çoğu BIA yapısal tiplerinin oluştuğu 

sentez yolunda merkezi ara ürün olarak bulunmaktadır. (S)-retikülinin ara ürün olarak 

senteze katılmadığı yollardan birisi papaverin biyosentezidir (28). Benzilizokinolin 

alkaloitlerinin oluşumunda farklı biyosentez yolları bulunmaktadır (Şekil 2.6).  

Laudanin yolu ile (R) ve (S) retikulin laudanine dönüşmektedir. Sınıf II protein ailesinin 

üyesi olan 7OMT enzimini kodlayan cDNA tanımlanmıştır ve bu enzim metil vericisi 
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olarak S-adenozil N-metiyonin (SAM) kullanır ve aktivite göstermek için metal iyonuna 

gereksinim duymaz (32-34).  

Benzofenanthridin ve protoberberin alkaloitlerinin biyosentez yolu Papaveraceae, 

Fumariaceae, Berberidaceae familyalarının belli türlerinde berberin, sanguinarin gibi 

sitotoksik benzofenanthridin alkaloitlerinin sentez yoludur. Bu alkaloitler patojen ataklara 

karşı biriktirilir dolayısıyla fitoaleksinler gibi görev yaparlar (34). Benzofenanthridin 

alkaloitlerinin biyosentezindeki ilk basamak, (S)-retikülin molekülünün N-metil grubunun 

Berberin köprü enzimi (BBE) ile (S)-skoulerin molekülünün metilen köprü kısmına 

dönüşümüdür (35). 

Sanguinarin sentez yolunda, (S)-skoulerinin sanguanirine dönüşümünde, üç adet CYP 

enzimi, bir adet N-metiltransferaz ve bir flavoprotein oksidaz enzimini de içeren altı adet 

enzim rol oynamaktadır. Yolaktaki her bir enzim için ilgili gen izole edilmiştir. Ana 

hatlarıyla sanguinarin sentez yolunda, (S)-skoulerin önce (S)-keliantifoline dönüşmektedir. 

Daha sonraki basamakta (S)-keliantifolin, bir CYP enzimi olan SPS enzimi ile (S)-sitlopine 

dönüşür. Bir N-metiltransferaz olan TNMT, (S)-sitlopinden metil transferi yaparak (S)-cis-

N-metilsitlopini oluşturur. Yine bir CYP enzimi olan MSH, N-metilsitlopin 14-hidroksilaz 

enzimi ile protopine, protopin ise yine bir CYP enzimi olan P6H ile dihidrosanguanirine 

dönüşür. Sentezin son basamağında DBOX enzimi ile sanguinarin oluşumu 

gerçekleşmektedir. Ayrıca SanR, sanguinarin redüktaz enzimi ile sanguinarinden 

dihidrosanguinarin oluşumu gerçekleşebilir. Reaksiyonun son basamağı tersinir bir 

reaksiyondur (7). 

Berberin sentez yolunda, (S)-skoulerinin berberine dönüşümünde, metilasyon, 

metilendioksi köprü oluşumu ve aromatizasyon gerekli basamaklardır. Biyosentezde ilk 

olarak SOMT aracılığıyla, (S)-skoulerinin O-metilasyonu gerçekleştirilir ve (S)-

tetrahidrokolumbamin oluşumu katalizlenir. Önceleri kolumbaminin köprü oluşumundan 

önce gelen aromatizasyona işaret eden “metilendioksi köprü oluşum enzimi” için substrat 

olduğu düşünülmekteydi (36). Başlangıçta “berberin sentaz enzimi” gibi görünen bu 

enzim, daha sonra “peroksidaz” (37) olarak tanımlanmıştır ve gerçek “köprü oluşturan 

enzim”in oldukça özelleşmiş bir CYP olan “kanadin sentaz (CAS)” olduğu gösterilmiştir. 

CAS enzimi, hem Berberidecae hem de Ranunculaceae hücre kültürlerinde yalnızca (S)-

tetrahidrokolumbamini substrat olarak kabul etmektedir (38). CAS enzimi ile metilendioksi 
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köprü oluşumu gerçekleşir ve (S)-kanadin ortaya çıkar. Reaksiyonun son basamağında 

STOX enzimi, (S)-kanadinden berberin oluşumunu katalizlemektedir (7). 

Haşhaşta papaverin yolağı henüz netlik kazanmamasına rağmen (S)-norkoklaurinden 

papaverin oluşumunun gerçekleştiği iki farklı yolak olduğu öne sürülmüştür. Birinci yol, 

tamamiyle N-desmetillenmiş ara ürünlerden oluşur (NH yolağı), ikinci yol ise (S)-retikülin 

gibi çeşitli N-metillenmiş ara ürünleri içeren yoldur (NCH3 yolağı) (7). Belirlenmiş hedef 

genlerin baskılanmasına yanıt olarak ortaya çıkan, N-desmetillenmiş bileşenlerin farklı 

birikimleri, NH yolunun papaverin biyosentezinde birincil yol olduğunu göstermektedir. 

NH yolunda, 3’OHaz ve 3’OMT enzimleri aracılığıyla (S)-koklaurinden, (S)-norretikülin 

oluşmaktadır. 4’OMT ve N7OMT enzimleri ise (S)-norretikülin’den (S)-

tetrahidropapaverin dönüşümünü katalizlerken,  reaksiyonun son basamağında DBOX 

enzimi papaverin oluşumunu gerçekleştirmektedir (7).  
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Şekil 2. 6. Haşhaş bitkisinde alkaloit biyosentez yolağının özeti (6). 

2.2.3. MORFİN ALKALOİDİ VE BİYOSENTEZ YOLAĞI 

Şekil 2.7’de kimyasal yapısı verilen morfinin kapalı formülü C17H19NO3 olup molekül 

ağırlığı 285.34 g/mol, erime noktası 255  °C dir. Molekülün adlandırılması; (5α,6α)-7,8-

didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorphinan-3,6-diol olarak yapılmıştır. Tetrasiklik bir 

https://en.wikipedia.org/wiki/Morphinan
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promorfinyan alkaloit olan salutaridine ve çeşitli türevlerinin varlığı Euphorbiaceae’nin 

bazı üyelerinde tanımlanmış olmasına rağmen, morfin biyosentezi Papaveraceae ile sınırlı 

olan yalnızca birkaç bitki türünde tanımlanmıştır (39). Morfin tıpta ağrı kesici olarak 

kullanılmaktadır. Morfin alkaloiti,  apomorfin, kodein, etil-morfin, beta-4-

morfoliniletilmorfin, benzilmorfin, diasetilmorfin, dihidromorfin, hidromorfon 

(dihidromorfinon), metopon, morfin-N-oksit, desomorfin dihidrodesoksi-morfin) ve N-alil-

normorfin gibi maddelerin üretiminde kullanılmaktadır (40).  

 

Şekil 2. 7. Morfin alkaloitinin kimyasal yapısı. 

Morfinin biyosentezi (S)-retikülinin (R)-retiküline epimerizasyonunu gerektirmektedir. 

(R)-retikülin, CYP salutaridine sentaz (CYP719B1) aracılığıyla önce salutaridine (41) ve 

sonrasında da kısa zincirli bir dehydrogenase/reductase olan salutaridine reductase (SalR) 

aracılığıyla da salutaridinol’e dönüştürülür (42). Salutaridinol, salutaridinol 7-O-

acetyltransferase (SalAT) enzimi ile O-asetillenir (43, 44). Salutaridinol 7-O-acetate,  pH 

8-9 olduğu ortamda kendiliğinden halkalanma göstererek, ilk pentasiklik morfinyan 

alkaloit olan tebaine dönüşür (45). Morfin yolağı burada iki kola ayrılır; ilk yolda tebain 

alkaloiti, 6-O-demetilaz  (T6ODM) ile kendiliğinden kodeinona dönüşür (46). Kodeinon, 

bir aldo-keto redüktaz olan kodeinon redüktaz (COR) (47) aracılığıyla kodeine, kodein ise, 

kodein O-demetilaz (CODM) aracılığıyla morfine dönüşür.  Alternatif yol ise, önce 

tebainin CODM vasıtasıyla oripavine 3-O-demetilasyonudur. Sonrasında T6ODM, 

oripavini COR aracılığıyla morfine indirgenen morphinone’e dönüştürür.  

Günümüze kadar alkaloit biyosentez yolağının düzenlenmesinin anlaşılması için pek çok 

çalışmalar yapılmıştır. COR enziminin RNAi yöntemi kullanılarak, fazla ifade olması ile 

morfin ve türevlerinin arttırılmasının hedeflendiği bir çalışmada, enzim miktarının 

artmasıyla birlikte toplam alkaloit miktarında %28, morfin miktarında %22 artış olduğu 
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saptanmıştır (48). SalAT geninin aşırı ifade ettirilmesi sonucu tebain, morfin, kodein 

miktarı artmıştır ve tüm alkaloit içeriğinin de yaklaşık %40 oranında arttığı 

gözlemlenmiştir (49).  

2.2.4. NOSKAPİN ALKALOİDİ VE BİYOSENTEZ YOLAĞI 

Narkotin ve gnoskopin olarak da bilinen noskapin ilk izole edilen alkaloitler arasındadır ve 

bazı haşhaş türlerinin latexinde oldukça fazla miktarda bulunur (7). Şekil 2.8’de kimyasal 

yapısı verilen noskapin alkaloitinin kapalı formülü C22H23NO7 olup molekül ağırlığı 

413.421 g/mol, erime noktası ise 176 °C’ dır. Molekülün adlandırılması; (3S)-6,7-

Dimethoxy-3- [(5R)-5,6,7,8-tetrahydro-4-methoxy-6-methyl-1,3-dioxolo (4,5-g) 

isoquinolin-5-yl]-1 (3H) isobenzofuranone olarak yapılmıştır. Bazı haşhaş türlerinde, 

noscapine lateks dokusundaki toplam alkaloit içeriğinin büyük çoğunluğundan sorumludur 

(30). Noskapin aynı zamanda Papaveraceae ve Menispermaceae’nin diğer üyelerinde de 

bulunur. Öksürük baskılayıcı ve antikanser ajan olması nedeniyle (50), noskapin 

biyosentezi önemli bir çalışma alanı olmuştur. Noskapin biyosentezi morfin gibi diğer 

alkaloitler kadar geniş bir şekilde araştırılmamıştır. Noskapin insan ve fare üzerinde düşük 

toksik etkilere sahiptir (9).  

 
Şekil 2. 8. Noskapin alkaloitinin kimyasal yapısı (9).  

Fitalidizokinolin alkaloit olan noskapin ilk izole edilen alkaloitlerden birisidir ve önemli 

farmakolojik özelliklerinden dolayı halen büyük ilgi görmektedir. Moleküler yapısı uzun 

yıllardır bilinmesine ragmen, noskapin biyosentezi kısmen anlaşılmıştır. Noskapin 

biyosentezi, (S)-retikülin ara molekülünden türevlenir. İlk olarak berberin köprü enzimi 

(BBE) ile (S)-skoulerine dönüşüm gerçekleşmektedir. Noskapin oluşumu bir dizi 

metilasyon ve hidroksilasyon reaksiyonunu içermektedir. SOMT1 enzimi (S)-

skoulerine’den (S)-tetrahidrokolumbamin molekülüne dönüşümü gerçekleştirirken, 
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özelleşmiş bir CYP enzimi olan CAS (kanadin sentaz) ile de (S)-kanadin oluşturulur. 

Reaksiyonun son basamağında narkotinhemiasetalden NOS aracılığıyla noskapin 

oluşmaktadır (6).  

2.2.5. ALKALOİDLERİN HÜCRESEL YERLEŞİMİ VE TAŞINIM 

MEKANİZMASI 

Çok sayıdaki bitki sekonder metabolitleri arasında alkaloitler, güçlü ve farklı biyolojik 

aktivitelerinden dolayı en önemli grubu oluştururlar ve bazıları klinik amaçlı kullanılır. 

Bazı alkaloitlerin bitkilerde fotosentetik olarak aktif olan toprak üstü organlardan 

fotosentetik olarak inaktif olan toprak altı organlara taşındığı bilinmesine rağmen, 

genellikle tıbbi bitkilerde fazla miktarda kapsül gibi belirli dokularda birikirler. Yapılan 

çalışmalarla biyosentetik ara moleküllerin özelleşmiş hücrelerden dokudaki diğer tip 

hücrelere taşınımı ve hücrede bulunan organeller içindeki hareketi gösterilmiştir. Fakat 

alkaloitlerin membranlar boyunca nasıl taşındığı ve özelleşmiş organlarda bulunan 

özelleşmiş organellerde nasıl depolandığı hakkında çok az bilgi bulunmaktadır. Haşhaş 

bitkisinde BIA’ların depolanması ve biyosentezi yoğun bir şekilde araştırılmış ve bu 

işlemlerde üç ayrı hücre tipinin rol aldığı gösterilmiştir (6, 51-54). In situ hibridizasyon 

çalışmaları arkadaş hücrelerde, immunofloresan işaretleme çalışmaları ise kalburlu 

borularda biyosentetik gen transkriptlerinin ve enzimlerin yerleşimini göstermiştir. (S)-

retikülin oluşumunda ve çeşitli yolaklarda işlev gösteren karakterize edilmiş genler ve 

enzimlerin tümü öncelikli olarak sırasıyla arkadaş hücrelerde ve kalburlu borularda 

yerleşmiştir. Latisiferlerin ise yalnızca alkaloitlerin depolanmasında görevli olduğu 

gösterilmiştir. BIA biyosentetik genlerin arkadaş hücrelerde ifadelendiği ve sorumlu 

enzimlerin sonradan kalburlu borulara taşındığı modeli kabul görmektedir. Son olarak, 

kalburlu borularda sentezlenen alkaloitler, latisifer dokularda bulunan büyük sitoplazmik 

veziküller içinde depolanmak üzere yakın latisiferlere taşınırlar (6). Latisiferlerin veya 

lateksin sitoplazması tüm hücresel organelleri ve içinde alkaloitlerin çoğu ayrıştırılmış bir 

şekilde depolanmış geniş vezikülleri içerir. Morfin, kodein ve tebain hem kökte hem de 

bitkinin toprak üstü kısımlarında bulunur, özellikle de latisiferlerdeki veziküllerde 

biriktirilir, sanguinarin ise kök dokusunda biriktirilmektedir (22, 55).  

İn situ hibridizasyon ve immunofloresan işaretleme yöntemleri, SalAT ve COR 

mRNA’larını ve latisiferlerde bulunan sorumlu enzimleri saptamak için başarısız olmasına 

rağmen (22, 52, 53), SalAT ve COR transkriptleri latisiferlerin sitoplazmasında ya da 
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lateksinde de rapor edilmiştir (6, 48, 56, 57). İzole edilmiş lateks ya da lateks dokusu 

içeren tüm gövde dokusundan elde edilen proteinlerin göreceli olarak miktarını saptamak 

için yapılan shotgun proteomiks uygulaması, T6ODM, COR ve CODM tarafından 

katalizlenen morfin biyosentezinin son üç basamağının temel olarak latisiferlerde ortaya 

çıktığını göstermiştir (6, 58). Kalburlu dokulardan latisiferlere taşınma ihtimali olan başlıca 

adaylar, morfin yolağında bulunan tebain ve noskapin yolağında bulunan 

narkotinhemiasetaldir. Bununla birlikte, izole edilmiş lateks dokusunda çoğu yolak ara 

ürünlerinin saptanması nispeten özelleşmemiş bir taşınma sürecinin olduğunu 

göstermektedir. Taşınım mekanizması bilinmemesine rağmen, haşhaşta kalburlu borular ve 

latisiferler arasında plazmodezmanın ortaya çıkışı (6, 59), hem simplastik hem de 

apoplastik transport rotalarının varlığını mümkün kılmaktadır.  

 

Şekil 2. 9. Haşhaş bitkisinde, morfin biyosentezinde arkadaş hücrelerin, latisiferlerin ve 

kalburlu boruların rolünü gösteren hücresel yerleşim modeli (6). 

Coptis japonica’da, bir ATP-bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcısı, berberinin dışarı salınması 

(60) ve içeri alınmasında (61) görevlidir ve sorumlu olan gen izole edilmiştir (6, 62, 63). 

Fakat haşhaş bitkisinde bir ABC taşıyıcısının benzer bir fonksiyona sahip olup olmadığı 

bilinmemektedir. Morfin biyosentez yolağında, BIA biyosentetik gen transkriptlerinin 
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başlıca konumları, enzim yerleşimi ve taşınmasının olası noktaları şekil 2.9’da şematik 

olarak özetlenmiştir.  

 

Şekil 2. 10. Haşhaş bitkisinde BIA’ların biyosentezi ve birikimi arkadaş hücrelerin (ah), 

kalburlu boruların (kb) ve latisiferlerin (la) koordinasyonlu katılımını içeren çok hücreli 

modelin şematik gösterimi (64). 

BIA’ların biyosentezi ve depolanmasında önceleri latisiferlerin fonksiyon yaptığı 

düşünülmesine rağmen, son zamanlarda yapılan lokalizasyon çalışmaları komşu folem 

dokularınında katılımını göstermiştir (22, 52-54). Haşhaşta BIA biyosentezi ve birikimi 

için çok hücreli model şekil 2.10’da gösterilmiştir. Bu modele gore biyosentetik enzimler 

arkadaş hücrelerde sentezlenirler ve alkaloit biyosentezinin gerçekleştiği kalburlu borulara 

taşınırlar. Sentezlenen alkaloitlerin büyük bir kısmı komşu latisifer ağlarda depolanır (64).  

BIA metabolizmasında görev alan bileşenlerin, latisiferlerden uzakta konumlanmış floem 

hücrelerindeki yerleşimi alkaloit biyosentezinde rol oynayan enzimlerin ve biyosentez yolu 

ara ürünlerinin hücreler arasında taşındığını göstermektedir. Son zamanlarda yapılan 

çalışmalar kalburlu boru elemanlarının, jasmonik asit (65), askorbik asit (66) ve 

savunmayla ilgili bileşiklerin (67) biyosentezinde de görev aldığını göstermektedir (31). 

Ayrıca bitkilerde bulunan değerli alkaloitlerin üretimini arttırmak için yalnızca 

alkaloitlerin biyosentetik genleri değil aynı zamanda onların taşınmasında rol alan genlerin 

bilinmesi de önem taşımaktadır (68). 
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2.3. BİTKİSEL HORMONLAR, ELİSİTÖRLER VE BİR ELİSİTÖR OLARAK 

MEJA UYGULAMALARI 

2.3.1. BİTKİSEL HORMONLAR  

Bitkisel hormonlar bitkide üretilen, üretildiği yerden bitkinin diğer kısımlarına taşınabilen 

ve taşındığı bölgede çok küçük miktarlarda bile yaşamsal olayları yönetebilen organik 

maddelerdir. Bitkilerde hormonlar genel olarak büyümeyi uyaran (oksin, sitokinin ve 

giberellin) ve engelleyen (etilen ve absisik asit) hormonlar olmak üzere 

sınıflandırılmışlardır (Şekil 2.11) . Bu hormonlara ek olarak hormon olarak kabul gören bir 

bileşik grubu da Jasmonatlardır (69). Bitkilerde biyotik stres sonrasında farklı hormonların 

sinyal mekanizmalarında farklı bileşenler rol oynamaktadır. Biyotik stres farklı 

fitohormonların seviyelerinde değişiklik meydana getirir. Bitki hormon seviyelerindeki 

değişimler savunmayla ilgili genlerin ifade seviyelerinde değişikliklere neden olur ve bu 

durum savunma sisteminin harekete geçmesiyle sonuçlanır (70). Bitkisel hormonlar bitkide 

gelişim olaylarının düzenlenmesinin yanı sıra biyotik ve abiyotik stres koşullarına karşı 

bitkinin cevabında ortaya çıkan sinyal yolaklarında önemli rol oynarlar (Şekil 2. 10). 

Bitkide biyotik strese karşı oluşan yanıtta anahtar bileşenlerin belirlenmesi ve bu yanıtta 

salisilik asit (SA), jasmonatlar (JA) ve etilen (ET)’in rolünün anlaşılması konusunda 

önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. Son çalışmalar absisik asit (ABA), oksin, giberellik asit 

(GA), sitokinin (CK), brassinosterodiler ve peptid hormonlar gibi diğer hormonlarında 

bitki savunma sinyal yolaklarında rol aldığını ancak bitki savunmasındaki rollerinin daha 

az incelendiğini göstermektedir (70).  

Oksin (IAA), bitkilerde ilk keşfedilen hormon grubudur. İlk keşfedilen oksin ise 

İndolasetik asittir (71). Ortaya çıkan bulgular oksin hormonunun, çeşitli patojenlere karşı 

yanıtın düzenlenmesinde rol oynayan sinyal ağının önemli bir bileşeni olarak hareket 

ettiğini göstermektedir. Oksin biyosentez, yıkım ve diğer hormonların sinyal yolakları ile 

ilşkili genlerin ifadesini, savunma ve gelişim cevaplarını düzenler (70, 72). Fakat oksin 

seviyelerinin diğer hormonların dengesini nasıl etkilediği ve bitkinin farklı patojenlere 

karşı nasıl spesifik savunma cevabı geliştirdiği hala keşfedilmemiştir (70).  
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Şekil 2. 11. Bazı Bitkisel Hormonlar. 

Sitokininler (CK), kök-hücre kontrolü, vasküler farklılaşma, kloroplast biyogenezi, tohum 

gelişimi, büyüme ve köklerin dallanması, sürgün, yaprak dökülmesi, beslenme dengesi ve 

stres toleransı gibi farklı işlemleri gerçekleştiren bitki hormonudur (73). Sitokininlerin 

bitki savunmasındaki rolleri çok az anlaşılmasına rağmen, onların bazı patojenlere karşı 

gelişen savunma cevabının düzenlenmesinde rol oynadıklarına dair bulgular vardır. 

Plasmodiophora brassicae ile enfekte edilmiş Arabidopsiste yapılan gen ifadesi belirleme 

çalışmaları kontrol bitkilerine göre 1000’den fazla farklı genin ifadesi ile sonuçlanmıştır. 

Sitokinin homeostazisinde görevli olan sitokinin sentaz ve sitokinin 

oksidazlar/dehidrojenazlar düşük seviyede ifade olmuştur. Sitokinin 

oksidazlar/dehidrojenaz genlerinin fazla ifade olduğu transgenik bitkilerle yapılan 

çalışmalar P. brassicae enfeksiyonuna karşı direnç göstermiştir. Bu durum sitokinin 

hormonunun Arabidopsiste clubroot hastalığının gelişiminde anahtar faktör olarak 

davrandığını göstermektedir (74). Fakat sitokininlerin bitki savunmasında nasıl etki 

gösterdiğinin moleküler mekanizması bilinmemektedir (70). 

Giberellinler (GA), DELLA proteinler olarak isimlendirilen büyümenin negative 

regülatörlerinin degredasyonunu uyararak bitki büyümesini teşvik ederler (70). 

Giberellinler, yalnızca yüksek bitkiler tarafından değil aynı zamanda mantar ve bakteriler 

tarafındanda üretilirler (70, 75). Giberellinler, bakteri ve mantarlarda konak bitkiyle 

etkileşim kurmak için çalışan sinyal faktörleri olarak davranan sekonder metabolitlerdir. 

Elde edilen bulgular göstermiştir ki, GA ve GA sinyal bileşenleri çeşitli patojenlere karşı 
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savunma cevaplarının regülasyonunda önemli roller oynamaktadırlar. Fakat savunma 

cevabı üzerine GA etkisinin mekanizması bilinmemektedir (70) 

Absisik asit (ABA), bitki büyüme ve gelişmesinin, tohum çimlenmesi, embriyo 

olgunlaşması, yaprak dökülmesi ve çevresel stres koşullarına karşı savunma gibi çoğu 

aşamasının regülasyonuna katılır (76). Son zamanlarda yapılmış çeşitli çalışmalar 

ABA’nın bitki savunma yanıtında önemli roller oynadığını ortaya koymaktadır (70). ABA, 

çeşitli bitki patosistemlerinde savunma yanıtlarının negative bir regülatörü olarak iş 

görmektedir. Fakat ABA’nın savunmada pozitif bir regülatör olduğuyla ilgili bulgular da 

vardır (77). ABA, bakteriyel enfeksiyone karşı bir bariyer olarak davranan stomal 

kapanmayı aktive etmektedir (78). Arabidopsiste patojen ile uyarılabilen genlerin meta 

analiz çalışması, Pythium irregular enfeksiyonu ile ABA-regüle edilmiş genlerin yaklaşık 

üçte birinin uyarıldığını göstermiştir. Bu bulgular ABA’nın bitki hücre metabolizmasının 

transkripsiyonel yeniden programlanması aracılığıyla bitki savunma sisteminin 

aktivasyonunda önemli bir rol oynadığını göstermektedir. Ayrıca, P. irregular enfeksiyonu 

sonrasında, JA biyosentezi ve JA cevap genlerinin ifadesi için ABA’ya ihtiyaç duyulduğu 

bulunmuştur (79).  

Barassinosteroider (BR), hayvan steroid hormonları ile yapısal olarak ilişkili hormonlardır 

ve bitkilerde büyümenin regülasyonunda, gelişim ve çeşitli fizyolojik yanıtlarda görev 

alırlar (80). BR’lerin tohum çimlenmesi, hücre bölünmesi, hücre uzaması, çiçeklenme, 

yaşlanma ve abiyotik stres cevabı gibi çeşitli gelişimsel işlemlerde etkili oldukları 

bilinmesine rağmen, bu hormonların biyotik strese karşı cevapta oynadıkları rol hakkında 

çok az bilgi bulunmaktadır. Yapılan çalışmalar, bitki savunma yanıtlarının regülasyonunda 

BR’lerin rolü olduğunu göstermektedir. BR’lerin savunmada yer alan diğer hormonların 

biyosentezinde etkili olan genlerin ifade seviyesini etkilediği rapor edilmiştir. Örneğin, 

Arabidopsiste, Etilen (ACC sentaz) ve JA (OPR3) hormonlarının biyosentezinde rol 

oynayan genlerin BR’ler tarafından uyarıldığı gösterilmiştir (70, 81, 82).  

Salisilik asit (SA), Jasmonik asit (JA) ve Etilen (ET) hormonlarının hem çeşitli patojenler 

ve haşereler gibi biyotik stres faktörlerine karşı, hem de ozon maruziyeti, yaralanma gibi 

çeşitli abiyotik stres faktörlerine karşı bitki savunma yanıtlarını düzenlemede esas rolü 

oynadığı bilinmektedir (83-87). Salisilik asit (SA), bitki savunmasında kritik bir rol 

oynamaktadır ve biyotrofik ve hemibiyotrofik patojenlere karşı sistemik kazanılmış 
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dirençin (SAR) oluşturulması gibi savunma yanıtlarının aktivasyonunda yer almaktadır 

(70, 88). 

Etilen (ET), bitkilerde bazı stres tepkilerini ve gelişim aşamalarını kontrol eden bir 

hormondur. Çeşitli çalışmalar patojen girişinden sonra bazı savunma ile ilişkili genlerin 

ifade seviyesini aktive etmek için JA ve ET sinyalinin genellikle sinerjik olarak çalıştığını 

göstermektedir (83, 89, 90).  

Bu hormonlara ek olarak hormon olarak kabul gören bir bileşik grubu da Jasmonatlardır 

(JA). Tohumsuz bitkileri de kapsayan 150 familyaya ait 200 türde bu bileşiğe rastlanmıştır. 

Jasmonatlar (JA), ilk kez yasemin (jasmin) bitkisinden elde edilmişlerdir. Jasmonatlar 

linolenik asitten lipoksijenaz–bağımlı bir işlemle türevlenirler (91). Bitkide büyümeyi 

engelleyici ve yaşlanmayı hızlandırıcı etkiye sahiptirler (92). Jasmonatların, bitki gelişimi 

boyunca, biyotik ve abiyotik stres gibi çeşitli fizyolojik rolleri de tanımlanmıştır (91). JA, 

yüksek bitkiler tarafından üretilen ve tohum çimlenmesi, kök gelişimi, verimlilik, meyve 

olgunlaşması ve yaşlanma gibi işlemlerde görev alan önemli bir büyüme düzenleyicisidir 

(93, 94) ve aynı zamanda bitkinin karşılaştığı herhangi bir stres durumunda bitki savunma 

mekanizmasını harekete geçirerek bir uyarıcı olarak görev yapmaktadırlar (69).  

 

Şekil 2. 12. Jasmonik asit ve Metil jasmonatin açık formülü (95). 

Jasmonatların sentezlenmesi sonucu ortaya çıkan cevaplardan birisi bitkide sekonder 

metabolit birikimidir (34). Jasmonatlar bunu sekonder metabolitlerin biyosentezinden 

sorumlu genlerin ifadelerini değiştirerek yapmaktadır (96, 97). Bikide tüm organlarda 

farklı JA sinyal yolu bulunduğu ve yaralanan bölgeye özgü cevap verildiği ortaya 

konmuştur (98). JA sinyal yolu birkaç yoldan oluşmaktadır. İlk uyaran ile lokal ya da 

sistemik olarak sinyali iletimi başlar (Şekil 2.13). Sinyalin algılanması JA biyosentezini 

başlatır. JA’nın algılanması sonucunda JA sinyal iletimi salisilik asit, etilen ve diğer sinyal 

iletim yolları ile iletişim kurar (99). 
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Şekil 2. 13. JA sentezi için iki potansiyel yolağın şematik olarak gösterimi (91). 

2.3.2. ELİSİTÖRLER VE BİR ELİSİTÖR OLARAK MEJA UYGULAMALARI 

Elisitör, canlı sistemlere düşük konsantrasyonlarda uygulandığında dahi spesifik 

bileşenlerin biyosentezini uyaran yada başlatan maddelerdir  (100). Elisitörler yapılarına 

göre abiyotik ve biyotik elisitörler olarak veya orijinlerine göre endojen ve eksojen 

elisitörler olarak sınıflandırılabilirler. Abiyotik elisitörler genellikle inorganik tuzlar ve Cu 

ve Cd iyonları gibi elisitör olarak davranan fiziksel faktörler, Ca
2+

 ve yüksek pH’dır. 

Biyotik elisitörler ise, pektin ve selüloz gibi hücre duvarlarından türevlenen polisakkaritler, 

mikroorganizma kökenli kitin veya glukanlar, glikoproteinler, G-proteini,  reseptörlerle 

ilişkli ve bir dizi enzim veya iyon kanalını aktive veya inaktive ederek etki gösteren 

hücreler arası proteinlerdir (101, 102). Eksojen elisitörler, polisakkaritler, poliaminler ve 

yağ asitleri gibi hücre dışından kaynaklanırken, endojen elisitörler, galakturonid ve hepta-

β-glukozitler gibi hücre içinden kaynaklanmaktadırlar (102).  

Fungal bir elisitör olan metil jasmonat (MeJA), jasmonik asitten türevlenen ve bitki 

yaşlanması, tohum çimlenmesi, kök gelişimi, çiçeklenme, meyve olgunlaşması gibi 

gelişimsel yolaklarda ve bitkinin savunmasında görev alan uçuçu organik bir bileşiktir. 

MeJa birçok biyotik ve abiyotik stres durumunda cevap olarak ve orijinal bitki savunma 

sistemlerinde de sinyal olarak görev yapmaktadır (93, 94). MeJa, JA eşleniği olduğu için 

biyolojik deneylerde yaygın olarak kullanılmaktadır (103). Çalışmalardan elde edilen 

bilgilere göre MeJA’nın, P. somniferum (104, 105) ve Catharanthus roseus’ta (106) 

alkaloit birikimine yol açan bir dizi reaksiyonu etkilediği bulunmuştur. JA ve metil esteri 

MeJa diğer bitki hormonları ile sinerjetik ya da antogonostik olarak çalışabilirler. Metil 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjJ48qtuNHJAhVCCw8KHS2XAwkQFggiMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.zengardentr.com%2FCatharanthus-roseus%2CTA-3888.html&usg=AFQjCNGy3LMdRjMFcXXLrKzyMtUk1VXvmw
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jasmonat ile etilenin sinerjetik olarak bir grup savunma genini uyardığı bilinmektedir (93, 

107). Yapılan mikroarray çalışmaları, etilene cevap transkripsiyon faktörü1 (ERF1)'in 

jasmonat ve etilene karşı sentezlenen birçok genin ifadesini düzenlediğini ortaya 

koymuştur (55, 108). Yapılan bir çalışmada, eksojen MeJa uygulaması ile JA sinyal iletim 

mekanizmasının aktif hale getirilmesi bitki köklerinden flavanoid ve indol gibi sinyal 

bileşiklerinin salınımını artırmıştır (109). Bu durum toprakta bulunan mikroorganizmaların 

sayısını değiştirmemiştir fakat rizosfer komunite kompozisyonu üzerinde değişik meydana 

getirerek JA yolağının bitki-bakteri etkileşimleri üzerinde etkili olabileceğini 

göstermektedir (34).  

2.4. TRANSKRİPSİYON FAKTÖRLERİ 

Transkripsiyon faktörleri (diziye özgü DNA bağlayıcı faktör), genlerin transkripsiyonunu 

düzenlemek için DNA üzerinde belli bir diziye bağlanabilen proteinlerdir (Şekil 2.14). 

Transkripsiyon faktörleri tek başına veya bir grup proteinle birlikte, RNA polimeraz 

tarafından bir genin transkripsiyonunu ya (bir aktivatör olarak) kolaylaştırır veya (bir 

represör olarak) engellemektedirler (110-113). Transkripsiyon faktörleri çoğu hücresel 

işlem için hayati önem taşımaktadırlar. TF’lerin tanımlayıcı bir özelliği onların bir ya da 

daha fazla sayıda DNA bağlayıcı domain  (DBD) içermesidir (114, 115). Transkripsiyon 

faktörlerinin biyolojik rollerinden ve önemli fonksiyonlarından bazıları; bazal 

transkripsiyon regülasyonu, gelişim, hücrelerarası sinyallere cevap, çevresel faktörlere 

cevap, hücre siklusunun kontol edilmesi ve patojenezis olarak sayılabilir. Ayrıca bitkilerde 

metabolit birikimini artırmaya aracılık eden yolakların birçok aşamasında düzenleyici 

olarak bulunurlar (116). 

TF’leri, DNA-bağlayıcı domain (DBD), trans-aktive edici domain (TAD) ve opsiyonel 

olarak sinyal-algılayıcı domain (SSD) içerirler. DBD, DNA’da regüle edilen genlere yakın 

bulunan spesifik dizilere (enhancer veya promoter) bağlanır. Bu diziler transkripsiyonun 

başlaması için gerekli dizilerdir. Transkripsiyon faktörlerini bağlayan DNA dizileri 

genellikle “respons” elementler olarak isimlendirilirler. TAD ise transkripsiyon 

koregülatörleri gibi diğer proteinler için bağlayıcı bölgeler içermektedir. Bu bağlayıcı 

bölgeler genellikle aktivasyon fonksiyonları (AF) olarak isimlendirilirler (117). Opsiyonel 

olarak, dışarıdan gelen sinyalleri algılayan ve bu sinyalleri transkripsiyon kompleksinin 

geri kalan kısımlarına ileterek genin az ya da çok ifade olmasını sağlayan bir sinyal 

algılama domaini (SSD) (örneğin bir ligand bağlayıcı domain) içermektedir. Ayrıca DBS 

https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Repres%C3%B6r&action=edit&redlink=1
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ve SSD, gen ifadesini düzenlemek için transkripsiyon kompleksi içinde bulunan farklı 

ilişkili proteinler üzerine yerleşebilir.  

Transkripsiyon faktörlerini analiz etmek için farklı teknolojiler mevcuttur. Genomik 

düzeyde belirlemek için, DNA-dizileme ve veritabanı çalışmaları yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Transkripsiyon faktörlerini western blot yöntemi ile spesifik antikorlar 

kullanılarak protein şeklinde saptamak mümkündür. “Electromobility Shift Assay 

(EMSA)” yöntemi kullanılarak transkripsiyon faktörlerinin aktivasyon profilleri 

belirlenebilir (118). Aktivasyon profillerini belirlemek için bir başka yöntem ise DNA 

mikroarray temelli bir teknoloji olan ve belirli DNA bağlayıcı dizileri array yüzeyinde 

bulunduran, farklı transkripsiyon faktörlerinin aynı anda saptanabilmesine olanak sağlayan 

TF çip sistemidir (119).   

 

Şekil 2. 14. Transkripsiyon faktörlerinin şematik olarak gösterimi. 

2.4.1. WRKY TRANSKRİPSİYON FAKTÖRLERİ 

WRKY proteinleri bitkilerde bir gen süperfamilyası olarak ortaya çıkan bir transkripsiyon 

faktörü grubudur ve bitkide savunma yanıtı yolaklarının regülasyonunda önemli roller 

oynamaktadırlar (120). WRKY proteinlerinin adı, bu proteinlerin en önemli özelliği olan 

ve aile üyeleri arasında oldukça korunmuş 60 amino asitlik bir bölge olan WRKY 

domaininden gelmektedir. WRKY domaini korunmuş amino asit dizisi olan N-terminal 

uçta bulunan WRKYGQK dizisi tarafından tanınır. Bitkilerin hareketsiz canlılar olması ve 

ototrofik yaşam tarzına sahip olmalarıyla bağlantılı olarak çok çeşitli biyotik ve abiyotik 

stres koşullarına maruz kalmaları WRKY ailesinin çok geniş olmasının temel 

sebeplerinden biri olabilir. WRKY proteinleri aynı zamanda trikom gelişimi ve sekonder 

metabolitlerin biyosentezi gibi diğer bitkiye özgü işlevlerde de rol oynarlar.  
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BIA metabolizmasında ilk keşfedilen transkripsiyonel regülatör, Coptis japonica 

bitkisinden izole edilmiştir. Bu çeşitli biyosentetik genlerin regülasyonunda yer alan 

CjWRKY1 genidir ve CjWRKY1 transkriptlerinin susturulması berberin biyosentezinde 

yer alan çeşitli gen transkriptlerinin ifadelerinde indirgenmeye sebep olduğu bulunmuştur 

(12, 27, 48). Nicotiana attenuata’da yapılan bir çalışmada NaWRKY3 ve NaWRKY6 

genlerinin, herbivor tarafından yaralanmaya karşı JA ve JA-izolösin seviyelerini artırarak 

JA biyosentez genlerinin (LOX, AOS, AOC ve OPR) ifadesini regüle ettiği ortaya 

konulmuştur (Şekil 2.16a) (121, 122). Bu genler herbivorlara karşı doğrudan ve dolaylı 

savunma mekanizmalarında rol oynamaktadırlar. Boea hygrometrica’da yapılan bir 

çalışmada, dehidrasyon ve ABA tarafından uyarılan ve kuraklık toleransında önemli bir rol 

oynayan BhGolS1 (galaktinol sentaz) geninin promotör bölgesi BhWRKY1 tarafından 

uyarıldığı bulunmuştur. Bu etkileşimin transkripsiyon ve kuraklık toleransının 

aktivasyonuyla ilişkili olduğu saptanmıştır (122, 123).  

2.5. qRT-PZR (GERÇEK ZAMANLI PZR) YÖNTEMİ VE GEN İFADELEMESİ 

ÇALIŞMALARI  

“Real-time PCR (Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu)” teknolojisi, DNA veya 

mRNA örneklerinin çoğaltılmasını sağlayan ve elde edilen ürünlerin miktarını tek bir tüpte 

tespit edebilen, son yıllarda kullanımı yaygınlaşmış bir yöntemdir. Floresan işaretleme 

tekniklerinin moleküler genetik yöntemlerde kullanılmaya başlanması ile bilinen “PZR” 

yöntemi geliştirilerek oluşturulan teknik, gen anlatım çalışmalarına hız kazandırmıştır (11, 

124). Çift zincirli DNA'ya bağlanabilen "SYBR-Green I" floresan boya ile işaretleme en 

basit metotdur. "SYBR-Green I" ile belirleme çok iyi çalışan bir metotdur fakat reaksiyon 

ortamında bulunan primer-dimer oluşumları gibi herhangi bir çift zincirli DNA da floresan 

ışıma yapabilir. "SYBR-Green I” dışında güvenilir bir şekilde kullanılan ve floresan ışıma 

yapabilen üç adet işaretli prob vardır. Bunlar "TaqMan ® probe" veya hidroliz prob, 

moleküler boncuk yöntemi ve hibridizasyon problarını içeren problardır. (125). Adından da 

anlaşıldığı gibi “gerçek zamanlı PZR” sistemi, PZR reaksiyonu oluşurken monitörden 

gözlemlemeye olanak sağlamaktadır. "Gerçek zamanlı PZR"ın kullanım alanları, patojen 

saptanması, gen anlatımının analizi, kromozomlardaki sayısal-yapısal bozuklukların analizi 

ve son zamanlarda kullanılmaya başlanan "gerçek zamanlı immüno PZR” teknolojisi ile 

proteinlerin belirlenmesidir. Ticari olarak birçok "gerçek zamanlı PZR" cihazı 

bulunmaktadır. Bunlar arasındaki temel farklılıklar "eksitasyon" ve "emisyon" dalga 

boyları, hızı ve aynı anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir. Bu teknoloji çeşitli 
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alanlarda kullanıcılar tarafından tercih edilmektedir. Gen ifadesi çalışmalarında 

kullanılmasındaki tercih sebebi ise daha hassas, daha verimli, hızlı ve daha üretken 

olmasıdır (125). Gen anlatımının belirlenmesi, farklılaşma ve patolojik durumların 

saptanması için çok önemlidir.  
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Haşhaş (Papaver somniferum L.), narkotik analjezik morfin, öksürük kesici kodein, 

antimikrobiyal ajan sanguinarin, vasodilator olarak kullanılan papaverin ve 

antikanserojenik noskapin gibi çeşitli Benzilizokinolin alkaloitlerini (BIA) üretmektedir 

ülkemizde ve dünyada  tarımı yapılan, endüstriyel ve tıbbi açıdan çok önemli bir bitkidir. 

Ülkemiz hem haşhaş hem de alkaloit üretimi bakımından öneli bir üretici ülke olup, dünya 

yasal haşhaş ekim alanları içerisinde %45’lik bir paya sahiptir. Ülkemizde üretilen haşhaş 

çeşitlerinde kuru kapsüldeki morfin oranı %0,4 civarındadır. Ancak dünyada haşhaş ve , 

morfin ve türevleri üreten ülkelerde, kapsüldeki morfin oranı %2 civarında seyretmektedir. 

Bu ülkeler birim kapsülden daha fazla morfin üretmek suretiyle üretim maliyetlerini 

düşürmekte ve uluslararası rekabette avantaj sağlamaktadırlar (10). Bu nedenle ülkemizde 

haşhaş kapsülünde alkaloit miktarını arttırmaya yönelik ıslah ve genetik manipülasyon 

çalışmalarına ihtiyaç vardır. Morfin ve noskapin alkaloit biyosentezinin farklı yolaklar 

üzerinden gerçekleştiği bilinmesine rağmen, bu yolaklarda yer alan genler ve bu genlerin 

fonksiyonları ve ne şekilde regüle edildikleri henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. BIA 

biyosentez yolağı çok sayıda enzimin ve metabolitin yer aldığı oldukça karmaşık bir 

yolaktır. Bitkilerde alkaloit biyosentez yolaklarında etkili olan çok sayıda TF görev 

almaktadır (126, 127). WRKY ailesi bitki gelişiminde ve bitki metabolizmasında çeşitli 

görevleri üstlenen biyotik ve abiyotik stres koşulları ile ilişkili olan transkripsiyon 

faktörleridir (128).  

Bu tez çalışması kapsamında öncelikle, fungal bir elisitör olan MeJa ile muamele edilerek 

metabolit içeriği artırılmış ve 3. ve 9. Saat sonra hasat edilmiş morfince ve noskapin  

içeriği yüksek haşhaş genotiplerinin kapsül dokusundan elde edilen küçük RNA 

kütüphanelerine ait yeni nesil dizileme sonuçları, Blast  programı ile analiz edilerek  çeşitli 

transkripsiyon faktörleri belirlenmiştir.  Daha sonra belirlenen transkripsiyon faktörlerinin, 

qRT-PCR yöntemi ile morfince ve noskapin içeriği yüksek  haşhaş bitkilerindeki ifade 

seviyeleri ölçülerek, transkripsiyon faktörleri ile BIA biyosentez yolağı arasındaki ilişkinin 

aydınlatılması amaçlanmıştır.   

 

 

 

 



27 

 

4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. BİTKİ MATERYALİ 

Çalışmada morfince ve noskapince zengin haşhaş (Papaver somniferum L.) bitkisi 

kullanılmıştır. Papaver somniferum L.’nin morfin içeriği zengin Ofis-95 çeşidi, ve  

noskapin içeriği zengin bir haşhaş hattı Toprak Mahsulleri Ofisinden temin edilmiş Ankara 

Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla Bitkileri arazisine 3 tekerrürlü 3 sıra şeklinde ekilmiştir. 

4.2. MEJA UYGULAMASI 

Bitki petallerini dökmeye başlar başlamaz uygulama yapılmış ve dokular hasat edilmiştir. 

MeJa uygulaması için öncelikle bistüri yardımı ile kapsülden başlayarak bitkinin gövde ve 

yaprak dokuları zedelenmiştir. Daha sonra bu bitkilere 100 µM MeJA çözeltisi püskürtme 

yöntemi ile uygulanmıştır. Kontrol bitkilerine ise 100 ml su içerisine 100 µl etanol ve 100 

µl Tween–20 eklenmiş olan karışım uygulanmıştır. Bitkilerin üzerlerinden çözelti 

damlayacak hale gelene kadar, sprey yoluyla uygulama yapılmıştır. Uygulamadan sonraki 

3. ve 9. saatlerde hem kontrol hem de uygulama bitkilerinin kapsülleri hasat edilerek - 80 

o
C' de saklanmıştır. 

4.3. TOTAL RNA İZOLASYONU  

Örneklerin kapsül dokusundan 100 mg alınarak steril havanlar içerisinde sıvı azot 

kullanılarak ezilmiştir (Şekil 4.1). Ezilen dokulardan Trizol (Invitrogen, Kat no: 15596-

026) metoduna göre RNA izolasyonu yapılmıştır. Yöntemde, önce ortam steril hale 

getirilmiştir. Protokolde kullanılacak %75’lik etanol ve izopropil alkol buz içinde soğuk 

halde tutulmuştur. 2 ml’lik ependorf tüplere 1ml Trizol reaktifi eklenmiştir. Toz haline 

getirilen 100-150 mg kapsül dokuları tüplere hızlıca boşaltılıp aşağı yukarı çevrilerek 

tüpler hızlıca karıştırılmıştır. Tüpler 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. 1 ml Trizol 

için 0,2 ml kloroform tüplere ilave edilmiştir. Tüplerin kapakları iyice kapatılıp 15 saniye 

boyunca elle kuvvetlice çalkalanıp karıştırılmıştır. 2–3 dakika oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra, 4°C’de 15000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiştir. Üstteki sıvı faz 

yeni tüplere aktarılmıştır ve buzda bekleyen izopropil alkolden 500 μl (Trizol’ün yarısı 

kadar) bu tüplerin üzerine eklenmiştir. 10 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra, 

4°C’de 15000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatatnt atılmıştır. Çöken 

RNA’nın üzerine 1 ml (Trizol kadar) %75’lik etanol eklenerek yıkanmıştır. Örnekler 
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4°C’de 10000 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Üstte kalan süpernatant atıldıktan sonra 

dipte kalan RNA çökeltisi kurumaya bırakılmıştır. Tüplere 30 μl ddH2O eklendikten sonra 

10 dakika süreyle 57°C’de ısı bloğunda bekletilmiş ve RNA’ların çözünmesi sağlanmıştır. 

RNA örnekleri - 80 
0
C’ye kaldırılmıştır (129). 

 

Şekil 4. 1. Haşhaş örneklerinden total RNA izolasyonu. 

4.3.1. RNA TEMİZLEME İŞLEMİ 

RNA temizlenmesi Rneasy, QIAGEN kit protokolüne göre yapılmıştır. Toplam RNA tüpü 

içindeki miktar ölçülüp toplam 100 ml olacak şekilde RNase-free water eklenmiştir. Daha 

sonra 350 µl RLT buffer ilave edilmiş ve karıştırılmıştır. Daha sonra 250 µl %96-100’lük 

etanol konularak RNA karıştırılmıştır. 700 µl’lik toplam hacim spin column içine bu 

karışım eklenmiş ve 15 sn 10.000 rpm’de santrifüj edilmiştir (NOT: İşlem soğutmalı 

santrifüjde +4 
0
C’de yapılmıştır). 500 µl RPE buffer eklenmiş ve 10.000 rpm’de 15 sn 

santrifüj edilmiştir. Altta toplanan sıvı atılmıştır. 500 µl RPE buffer eklenmiş ve 10.000 

rpm’de 2 dk santrifüj edilmiştir. Altta toplanan sıvı atılmıştır. Üst kısım alınmış ve alt 

kısma yeni tüp yerleştirilmiştir. En son artıkların uzaklaştırılması için 1 dk 10.000 rpm’de 

santrifüj edilmiştir. Alt kısım atılmıştır. Yerine kit içindeki 1.5’luk tüp yerleştirilmiş ve 

üzerine 30.5 μl RNase-free water eklenmiştir. 1 dk 10.000 rpm’de çevrilmiştir. Daha sonra 

nanodropta konsantrasyon değerleri ölçülmüş ve jel elektroforezinde %2’lik agaroz jelde 

RNA’lar yürütülüp görüntülenmiştir. 

4.3.2. ELDE EDİLEN RNA’LARIN KALİTE VE KONSANTRASYON TAYİNİ 

Elde edilen RNA’ların, NanoDrop cihazında (Thermo Scientific, KS, USA, NanoDrop 

ND-1000 Spectrophotometer) kalite ve miktar tayini yapılmıştır (Şekil 4. 2). RNA 

örnekleri 230, 260 ve 280 dalga boylarında ölçülmüştür. A260/A230 oranının 2,0–2,2 ve 

A260/A280 oranının 1,8–2,1 arasında olması, saf RNA izole edildiği anlamına 
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gelmektedir. İzole edilen RNA’ların bütünlüğü %2’lik agaroz jele 1–2 μL örnek 

yüklenerek ve 100 volt enerjiyle 1 saat yürütüldükten sonra görüntülenmiştir. 

 

 Şekil 4. 2. Nanodrop cihazı. 

4.4. cDNA SENTEZİ 

Elde edilen RNA’dan cDNA elde etmek için Fermentas Kiti (Fermentas, Ontario, Canada) 

kullanılmıştır. Eşit miktarda RNA ile çalışmaya başlamak amacıyla, her bir dokuya ait total 

RNA’lardan 1000 ng olacak şekilde ayarlanarak RNA kullanılmıştır. 1X için 1 μl Oligo 

dT, 1000 ng RNA olacak şekilde üzerine su eklenerek toplam hacim 11 μl ye 

tamamlanmıştır. Tüpler PCR cihazında 65°C’de 5 dk tutulduktan sonra hemen buza 

gömülmüş ve en az 2 dk buzda bekletilmiştir. Daha sonra herbir tüpe 4 μl 5x Buffer, 2 μL 

10 mM dNTP, 1 μl RNase out, 2 μl Revers Transkriptaz enzimi eklenerek toplam hacim 20 

μl ye tamamlanmıştır. Örnekler 37 °C’de 60 dk PCR cihazına konulmuş, 70°C’de 5 dk 

bekletilmiş ve +4 °C’de reaksiyon sona erdirilmiştir. Oluşan tüm cDNA lar için, 18S rRNA 

primerleriyle (18S rRNA (1706662) İleri 5’-TTTGACTCAACACGGGGAAA-3, 18S 

rRNA (1706663) Geri 5’-CAGACAAATCGCTCCACCAA-3) PCR optimizasyonu 

yapılmıştır ve cDNA ların oluşup oluşmadığının kontrolü için %1 lik jelde yürütülmüştür. 

4.5. TRANSKRİPSİYON FAKTÖRLERİNİN TESPİTİ 

Bu amaç için daha önce yapılan bir çalışma kapsamında elde edilen MeJa uygulaması 

sonrası 3., ve 9. saatlerde hasat edilen morfince zengin haşhaş çeşidinin kapsülüne ait 

küçük RNA kütüphanelerine ait diziler kullanılmıştır. Okumalar Roche 454-GS FLX+ 
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platformu kullanılarak elde edilmiştir. Bitki WRKY transkripsiyon faktörlerine ait 

veritabanları indirilmiştir ve okumalardan elde edilen diziler Linux tabanlı Blast programı 

kullanılarak analiz edilmiştir. Analiz sonucunda e-değeri 1e
-10

 ve üzerinde homoloji 

gösteren bölgeler, potansiyel haşhaş WRKY transkripsiyon faktörü dizisi olarak 

belirlenmiştir. 

4.6. PRİMER TASARIMI 

Belirlenen transkripsyon faktörlerine Primer3 programı (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 

kullanılarak uygun parametreler ile primer tasarlanmıştır (Çizelge 4.1).  

Çizelge 4. 1. qRT-PZR’de kullanılan primerler ve bağlanma sıcaklıkları. 

Gen Primer Dizi Sıcaklık 

WRKY 16 44379 İleri 5'-AGTCTTCCTCCTTCCATTTGA-3' 51 
0
C 

 

44379 Geri 5'-ACTTTAATCGTCCTCTTCAACC-3'   

        

WRKY 17 58598 İleri 5'-AGGGTGAAGAACGATATGATG-3' 51 
0
C 

  58598 Geri 5'-GACTCTAAATCCTCCTCCTCT-3'   

        

WRKY24 56885 İleri 5'-TGCAACGTGAAGAAGCAGG-3' 55 
0
C 

  56885 Geri 5'-AGCGCAATCCATGAGCTTC-3'   

        

WRKY59 64350 İleri 5'-TTCCAGCTAGTTAGTGGCTC-3' 58
 0

C 

  64350 Geri 5'-ATTGCAGGGACTTTGATAGAC-3'   

        

WRKY61 39246 İleri 5'-TCAGGTGTTAGGAGAGATCAG-3' 51 
0
C 

  39246 Geri 5'-CTCACTGGTTGTTTGTACAATG-3'   

        

WRKY82 58284 İleri 5'-ATAGAGGAGCACACAGTCATG-3' 51
 0

C 

  58284 Geri 5'-CAATCACTTGAGCAAAAGAGCT-3'   

    
4.7. POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU 

Kantitatif PZR reaksiyonlarına başlamadan önce primerlerin çalışma koşullarının 

optimizasyonu için öncelikle semi-kantitatif PZR reaksiyonu yapılmıştır (Şekil 4.3). PZR 

reaksiyonu, 200 µM dNTP, 2,5 mM MgCl2, 0.25 ünite DNA polimeraz, 1X tampon 

çözeltisi, 100 ng DNA ve her bir primerden 0,5 µM olacak şekilde, toplamda 20 µL 

hacimde hazırlanmıştır. PZR programı, tek döngü 95 °C 1,5 dk., 35 döngü; 95 °C 40 sn., 
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her bir primer için belirlenen uzama sıcaklığında 45 sn., 72 °C 1,5 dk ve tek döngü 72 °C 

10 dk olacak şekilde ayarlanmıştır. PZR ürünleri %1,5'luk agaroz jel üzerinde 

görüntülenmiştir. 

 

Şekil 4. 3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) cihazı. 

4.8. GERÇEK ZAMANLI qRT-PCR UYGULAMALARI 

Gen ifadesi analizleri için Roche LightCycler 480 (Roche, Germany) cihazı (Şekil 4.4) ve 

SYBR Green I Master kit (Roche, Germany, kat. No: 04707516001) kullanılmıştır (130). 

qRT-PCR deneyleri üç tekrarlı olarak yapılmıştır. Öncelikle her bir örnekteki RNA miktarı 

P.somniferum 18S rRNA primerleri (18S rRNA (1706662) İleri 5’-

TTTGACTCAACACGGGGAAA-3, 18S rRNA (1706663) Geri 5’-

CAGACAAATCGCTCCACCAA-3) kullanılarak normalize edilmiştir. Verilerin analizi 

için ‘threshold’ (Ct) değeri alınmıştır. Reaksiyon (1X için), 96 kuyucuklu optik platelerde 

10 μl FastStart SYBR Green I Master Mix (2X, Roche Applied Science, Penzberg, 

Germany), 0,1 μl İleri (Forward) primer (100 pmol), 0,1 μl Geri (Reverse) primer (100 

pmol), 2 μl cDNA ve 7,8 μl nükleaz içermeyen su (PCR Grade) kullanılarak toplam hacim 

20 μl olacak şekilde hazırlanmıştır. Ölçümlerin fluoresan sinyalleri 530 nm’de kaydedilmiş 

ve  “Roche Light Cycler 480 Software” yazılımı aracılığı ile analiz edilmiştir.  PZR 

sonucunda her bir örnek için Ct (Cycle Treshold - Eşik Döngü) değerleri elde edilmiştir. 

Her bir transkripsiyon faktörüne ait ifade değeri 18S geni ile normalize edilmiş ve ardından 
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transkripsiyon faktörlerinin anlatım düzeyleri, 2
–ΔΔCT

 metodu (131) kullanılarak 

hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4. 4. qRT-PZR (Gerçek zamanlı PZR) cihazı. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. RNA İZOLASYONU, MİKTAR VE KALİTE TAYİNİ 

Bu tez kapsamında MeJA uygulaması sonrasında 3. ve 9. saatlerde morfin ve noskapin 

üretimi indüklenmiş uygulama yapılmış ve MeJA uygulaması yapılmamış kontrol 

bitkisinin kapsül dokusundan örnekler alınarak Trizol protokolüne (129) göre izole edilen 

total RNA örnekleri Nanodrop 1000 cihazı ile saflık ve konsantrasyon tayinleri yapılmıştır.  

Çizelge 5. 1. RNA örneklerinin NanoDrop 1000 cihazından elde edilen ölçüm 

değerlerinden bazıları. 

Örnekler 

Morfince Zengin Bitki Noskapince Zengin Bitki 

Nük. asit  

kons. 

(ng/µl) 260/280 260/230 

Nük. asit 

kons. 

(ng/µl) 260/280 260/230 

3. saat kontrol 644,2 2,1 2,08 976,4 2,1 1,91 

3. saat  uygulama  1403,6 2,14 2,13 1556,4 2,15 2,1 

9. saat kontrol 1579,7 2,18 2,05 558,8 1,80 2,12 

9. saat uygulama  658,1 1,97 1,75 748,2 2,16 2,1 

Örneklere ait nanodrop sonuçları olarak; 260/280 oranı 1,80-2,18; 260/230 oranı ise 1,75-

2,13 değerleri arasında sonuç göstermiştir (Çizelge 5.1). Aynı zamanda kalitatif analiz için 

RNA örnekleri %2’lik agaroz jelde görüntülenmiştir. Ayrıca, Genel olarak her iki zaman 

dilimine ait RNA kalitesini gösteren parametrelerin birbirine oldukça benzer olduğu ve 

qRT-PZR yöntemi için uygun olduğu sonucuna varılmıştır. 

5.2. EŞ ZAMANLI PZR İLE TRANSKRİPSİYON FAKTÖRLERİNİN İFADE 

SEVİYELERİNİN ANALİZİ 

Stres koşullarında etkili oldukları bilinen WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59, 

WRKY61 ve WRKY82 transkripsiyon faktörleri seçilmiştir. Bu transkripsiyon faktörlerinin 

ifade değişimleri, üç farklı biyolojik tekrar kullanılarak eş zamanlı PZR yöntemi ile Roche 

LightCycler 480 (Roche, Germany) cihazı kullanılarak analiz edilmiştir. Bu sayede morfin 

ile noskapince zengin bitkilerde belirlenen transkripsiyon faktörleri ile ilişkili genlerin 

ifadelerindeki değişiklikler belirlenmiş ve farklılıklar karşılaştırılmıştır.  
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Şekil 5. 1. Morfince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat bitki 

örneklerinde elde edilen WRKY16 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

 
Şekil 5. 2. Noskapince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat 

bitki örneklerinde elde edilen WRKY16 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

Şekil 5.1 ve 5.2’de sırasıyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY16 

transkripsiyon faktörüne ait genin ifade seviyeleri gösterilmektedir. Morfince zengin (Şekil 

5.1) bitkide 3. saate ait sonuçlar kendi içinde kıyaslandığında, uygulama yapılmış bitkide 

kontrol bitkisine göre gen ifadesinde azalma görülmüştür. 9. saate ait kontrol ve uygulama 

sonuçları kendi içinde değerlendirildiğinde uygulama yapılmış bitkilerde kontrol 

bitkilerine göre gen ifadesinde artış gözlemlenmiştir. Ayrıca, 9. saatte hasat edilmiş 

bitkilerde 3. saatte hasat edilmiş bitkilere oranla gen ifadesinde genel bir artış 

bulunmaktadır. Noskapince zengin bitkide ise 3.saat kontrol ve uygulama ile 9. saat 

kontrol ve uygulama sonuçları birbirine kıyaslandığında ve kendi içinde 

değerlendirildiğinde uygulama yapılmış bitkilerde kontrollere göre WRKY16 gen ifade 

seviyesinde azalma olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca 9. saatte hasat edilmiş bitkilerde 3. 

saatte hasat edilmiş bitkilere oranla ifade seviyesinde bir azalma olduğu saptanmıştır (Şekil 

5.2). 
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Şekil 5. 3. Morfince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat bitki 

örneklerinde elde edilen WRKY17 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

 
Şekil 5. 4. Noskapince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat 

bitki örneklerinde elde edilen WRKY17 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

Şekil 5.3 ve 5.4’de sırasıyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY17 

transkripsiyon faktörüne ait genlerin ifade seviyeleri gösterilmektedir. Morfince zengin 

bitkide (Şekil 5.3) 3. saate ait veriler kendi içinde kıyaslandığında, uygulama yapılmış 

bitkide kontrol bitkisine göre gen ifadesinde azalma görülmüştür. 9. saate ait kontrol ve 

uygulama sonuçları kendi içinde değerlendirildiğinde ise uygulama yapılmış bitkilerde 

kontrol bitilerine göre gen ifadesinde artış gözlemlenmiştir. Ayrıca, 9. saatte hasat edilmiş 

bitkilerde, 3. saatte hasat edilmiş bitkilere oranla gen ifadesinde genel bir artış 

bulunmaktadır. Noskapince zengin bitkide ise 3.saat kontrol ve uygulama ile 9. saat 

kontrol ve uygulama sonuçları birbirine kıyaslandığında ve kendi içinde 

değerlendirildiğinde uygulama yapılmış bitkilerde kontrollere göre WRKY17 gen ifade 

seviyesinde azalma olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca 9. saatte hasat edilmiş bitkilerde 3. 

saatte hasat edilmiş bitkilere oranla ifade seviyesinde azalma olduğu saptanmıştır (Şekil 

5.4). 
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Şekil 5. 5. Morfince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat bitki 

örneklerinde elde edilen WRKY24 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

 
Şekil 5. 6. Noskapince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat 

bitki örneklerinde elde edilen WRKY24 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

Şekil 5.5 ve 5.6’da sırasıyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY24 

transkripsiyon faktörüne ait genlerin ifade seviyeleri gösterilmektedir. Morfince zengin 

(Şekil 5.5) bitkide 3. saate ait sonuçlar kendi içinde kıyaslandığında, uygulama yapılmış 

bitkide kontrol bitkisine göre gen ifadesinde belirgin bir değişiklik gözlemlenememişitr. 

Ancak, 9. saate ait kontrol ve uygulama sonuçları kendi içinde değerlendirildiğinde 

uygulama yapılmış bitkilerde kontrol bitkilerine göre gen ifadesinde artış gözlemlenmiştir. 

Ayrıca, 9. saatte hasat edilmiş bitkilerde 3. saatte hasat edilmiş bitkilere oranla gen 

ifadesinde genel bir artış bulunmaktadır.  

Noskapince zengin bitkide ise 3. saat kontrol ve 3. saat uygulama kendi içinde 

kıyaslandığında kontrol bitkisine göre uygulamada azalma olduğu görülürken, 9. saat 

kontrol ve uygulama sonuçları WRKY24 ifade seviyeleri açısından kendi içinde 

kıyaslandığında 9. saatte 3. saate oranla bir artış olduğu saptanmıştır (Şekil 5.6).  



37 

 

 
Şekil 5. 7. Morfince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat bitki 

örneklerinde elde edilen WRKY59 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

 
Şekil 5. 8. Noskapince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat 

bitki örneklerinde elde edilen WRKY59 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

Şekil 5.7 ve 5.8’de sırasıyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY59 

transkripsiyon faktörüne ait genlerin ifade seviyeleri gösterilmektedir. Morfince zengin 

bitkide (Şekil 5.7) 3. saate ait veriler kendi içinde kıyaslandığında, uygulama yapılmış 

bitkide kontrol bitkisine göre gen ifadesinde artış olduğu görülmüştür. 9. saate ait kontrol 

ve uygulama sonuçları kendi içinde değerlendirildiğinde ise uygulama yapılmış bitkilerde 

kontrol bitilerine göre gen ifadesinde yine bir artış gözlemlenmiştir. Ayrıca, 9. saatte hasat 

edilmiş bitkilerde, 3. saatte hasat edilmiş bitkilere oranla gen ifadesinde genel bir artış 

bulunmaktadır.  

Noskapince zengin bitkide ise veriler değerlendirildiğinde hem 3 saat hemde 9 saat 

uygulama yapılmış bitkilerde, kontrol bitkilerine göre WRKY59 gen ifade seviyesinde  

belirgin bir artış gözlemlenmiştir (Şekil 5.8).  
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Şekil 5. 9. Morfince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat bitki 

örneklerinde elde edilen WRKY61 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

 
Şekil 5. 10. Noskapince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat 

bitki örneklerinde elde edilen WRKY61 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

Şekil 5.9 ve 5.10’de sırasıyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY61 

transkripsiyon faktörüne ait genlerin ifade seviyeleri gösterilmektedir. Morfince zengin 

(Şekil 5.9) bitkide 3. saate ait sonuçlar kendi içinde kıyaslandığında, uygulama yapılmış 

bitkide kontrol bitkisine göre gen ifadesinde belirgin bir değişiklik gözlemlenememişitr. 

Ancak, 9. saate ait kontrol ve uygulama sonuçları kendi içinde değerlendirildiğinde 

uygulama yapılmış bitkilerde kontrol bitkilerine göre gen ifadesinde artış gözlemlenmiştir. 

Ayrıca, 9. saatte hasat edilmiş bitkilerde 3. saatte hasat edilmiş bitkilere oranla gen 

ifadesinde genel bir artış bulunmaktadır. Noskapince zengin bitkide ise 3.saat kontrol ve 

uygulama ile 9. saat kontrol ve uygulama sonuçları birbirine kıyaslandığında ve kendi 

içinde değerlendirildiğinde her iki saatte de uygulama yapılmış bitkilerde kontrollere göre 

WRKY61 gen ifade seviyesinde azalma olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca 9. saatte hasat 

edilmiş bitkilerde 3. saatte hasat edilmiş bitkilere oranla ifade seviyesinde bir azalma 

olduğu saptanmıştır (Şekil 5.10). 



39 

 

 

Şekil 5. 11. Morfince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat 

bitki örneklerinde elde edilen WRKY82 genine ait ifade seviyeleri. 

K: Kontrol, U: Uygulama 

 

Şekil 5. 12. Noskapince zengin haşhaş bitkisinde MeJA uygulanması sonucu 3. ve 9. saat 

bitki örneklerinde elde edilen WRKY82 genine ait ifade seviyeleri 

K: Kontrol, U: Uygulama 

Şekil 5.11 ve 5.12’de sırasıyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY82 

transkripsiyon faktörüne ait genlerin ifade seviyeleri gösterilmektedir. Morfince zengin 

(Şekil 5. 11) bitkide 3. saate ait sonuçlar kendi içinde kıyaslandığında, uygulama yapılmış 

bitkide kontrol bitkisine göre gen ifadesinde belirgin bir düşüş gözlemlenmektedir. Ancak, 

9. saate ait kontrol ve uygulama sonuçları değerlendirildiğinde uygulama yapılmış 

bitkilerde kontrol bitkilerine göre gen ifadesinde belirgin bir değişiklik saptanamamıştır. 

Noskapince zengin bitkide ise  3. saate ait sonuçlar kendi içinde kıyaslandığında, uygulama 

yapılmış bitkide kontrol bitkisine göre gen ifadesinde belirgin bir artış gözlemlenirken,  9. 

saat kontrol ve uygulama sonuçları kendi içinde kıyaslandığında WRKY82 gen ifade 

seviyesinde belirgin bir değişiklik saptanamamıştır. Ayrıca 9. saatte hasat edilmiş 

bitkilerde 3. saatte hasat edilmiş bitkilere oranla ifade seviyesinde genel bir azalma olduğu 

saptanmıştır (Şekil 5. 12). 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. WRKY TRANSKRİPSİYON FAKTÖRLERİNİN İFADE PROFİLİ 

Transkripsiyon faktörü olarak WRKY proteinleri biyotik ve abiyotik stres yanıtı, hormon 

cevapları ve bitki gelişimini de içeren çeşitli fizyolojik olaylarda rol oynamakta olup (132) 

çeşitli bitkilerde WRKY transkripsiyon faktörlerinin biyotik ve abiyotik stres cevabındaki 

rolleri üzerine çalışmalar yapılmış (133) olmasına rağmen haşhaş bitkisinde yapılmış 

çalışma bulunmamaktadır.  

Biyotik stres uygulanmış domates bitkisinde yapılan bir çalışmada, TSWV (tomato spotted 

wild virüs) enfeksiyonu sonrasında bir dizi WRKY transkripsiyon faktörünün farklı 

şekillerde ifadelendiği gösterilmiştir (134). Bu WRKY’ler içinde WRKY16 geninin, virüs 

enfeksiyonuna ve diğer biyotik stres koşullarına karşı en çok ifade olan genlerden birisi 

olduğu bulunmuştur. Ayrıca diğer bir çalışmada Solanum lycopersicum’da ToLCNDV 

enfeksiyonunun, kontrol bitkisine kıyasla WRKY16  ifade seviyesinde 14.2 kat  artışa yol 

açtığı gösterilmiştir (135). WRKY transkripsiyon faktörleri SA-bağımlı savunma 

yanıtlarının önemli düzenleyicileri olup (136, 137) Arabidopsis’te WRKY17 geninin SA/JA 

etkileşiminde görev aldığı gösterilmiştir. WRKY17’nin susturulduğu bir mutantta, SA-yanıt 

gen transkriptlerinin yüksek seviyede biriktirildiği, JA-yanıt genlerinin ise oldukça düşük 

olduğu bulunmuştur (138). Coffe canephora CcWRKY17 geninin sarı pas hastalığı, MeJa 

ve SA uygulamasına karşı oldukça aktive edildiği, yaralanma, meyve olgunlaşması ve 

nematod uygulamasından sonra ise kısmen aktiflendiği bulunmuştur (120).  Arabidopsis’te 

yapılan bir çalışma ise WRKY17 geninde oluşturulan mutasyonların, Pseudomonas 

syringae enfeksiyonuna karşı direnci arttırdığını ortaya çıkartmıştır. Çalışma WRKY17 

geninin P. syringae’ye karşı bitki direncinin negatif düzenleyicisi olduğunu göstermiştir 

(139). “Stres hormonu” olarak da adlandırılan ABA, abiyotik stres koşullarına karşı bitki 

yanıtında aracılık etmektedir. Oriza sativada alevron hücrelerin kullanılarak yapıldığı bir 

gen ifadesi çalışmasında, OsWRKY24 transkripsiyon faktörünün bir ABA-indüklenebilir 

promotörünün baskılayıcısı olarak davrandığı bulunmuştur (122, 140). ABA, GA ve 

ABA+GA uygulamaları yapılmış pirinç bitkisinde, OsActin1 geni referans alınarak yapılan 

northern blot çalışmasında alevron hücrelerde OsWRKY24 geninin mRNA sinyalleri 

ölçülebilir düzeyde bulunmuştur. ABA muamelesinin OsWRKY24 transkriptlerini 

arttırdığı, GA’nın ise 4. ve 24. saat uygulamalar sonrasında OsWRKY24 geninin ifade 

seviyesinin azalmasına yol açtığı saptanmıştır. Bu çalışma OsWRKY24 geninin ABA’ya 
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yanıt veren bir gen olduğunu göstermektedir (140). Ayrıca OsWRKY24 geninin kuraklık 

stresinde az ifade olduğu fakat bakteriyal streste daha fazla ifade olduğu bulunmuştur. 

Sistemik kazanılmış direnç (SAR), patojenlere karşı uyarılabilir bir bitki savunma 

yanıtıdır. Arabidopsis’te SAR’ın başlangıcı sinyal molekül olan salisilik asitin (SA) 

birikimiyle başlatılır. SA hastalık direnci için ihtiyaç duyulan çoğu geni aktive etmek için 

transkripsiyon kofaktör NPR1’in nüklear translokasyonunu teşvik eder (136, 141). 

NPR1’in ifadesinin WRKY transkripsiyon faktörlerinin regülasyonu altında olduğu 

gösterilmiştir (142). Yapılan diğer bir çalışmada WRKY59 geninin SA-bağımlı savunmada 

ve NPR1 in direkt hedefleri olduğu tanımlanmıştır (136). Ayrıca WRKY59, SA-

indüklenebilir savunmada önemli bir rol oynamaktadır (143). Çeltik bitkisinde yapılan bir 

çalışmada fungal bir patojen olan Magnaporthe grisea enfeksiyonunun WRKY61 genini de 

içeren 23 adet WRKY genini (133) active ettiği ve gen ifadesinde en az 7 kat artış olduğu 

gösterilmiştir (144). Nematodlar (RKN Root-Knot Nematode) ile uygulama yapılmış 

Solanum lycopersicum ile yapılan diğer bir çalışmada nematod savunmasında WRKY61 

genlerinin aşırı regüle edildiği bulunmuştur (145). Magnaporthe grisea ile enfekte edilmiş 

yapraklardan izole edilen OsWRKY82 geni ile ilgili yapılmış bir çalışmada OsWRKY82 

geninin transkript seviyesi, gövde, yaprak ve çiçeklerde taneciklere oranla daha yüksek 

bulunmuştur. Çalışmada metil jasmonat ve etefon uygulaması ile OsWRKY82 geni yüksek 

seviyede ifade edilirken, salisilik asit uygulaması gen ifadesi üzerinde bir etki 

göstermemiştir. Ayrıca, OsWRKY82 transkriptleri, yaralanma ve ısı şoku tarafından 

uyarılabilirken, absisik asit (ABA), soğuk, yüksek tuzluluk ve dehidratasyon ile 

uyarılamadığı gösterilmiştir. Buna karşılık, gibberellin (GA) OsWRKY82 ifadesini 

baskılamaktadır. Bu bulgular, OsWRKY82’nin hem biyotik hem de abiyotik stres 

koşullarına yanıt veren bir gen olduğunu ve patojenlere karşı savunma cevabının 

düzenlenmesinde rol alabildiğini göstermektedir. Ayrıca JA/Etilen-bağımlı sinyal yolağı 

tarafından gerçekleşen abiyotik strese karşı tolerasyonu sağlamaktadır. Bu olayların altında 

yatan moleküler mekanizmalar transgenik analizler ile aydınlatılabilir (146). Başka bir 

çalışmada, yapay elisitör uygulaması yapılan haşhaşta, 6. ve 9. saatlerde uygulama 

yapılmayan bitkilere göre bitki savunmasında rolleri olduğu düşünülen morfin ve noskapin 

gibi bazı alkaloitlerin daha fazla miktarda sentezlendiğini göstermektedir. Ayrıca morfin 

alkaloiti için 9. saat uygulama yapılan bitkide 6. saat uygulamaya göre daha fazla morfin 

sentezlenirken, noskapin seviyesindeki değişim için, her iki zaman dilimi arasında net bir 

farklılık saptanmamıştır (55).  
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Bu tez çalışmasında da morfince ve noskapince zengin Papaver somniferum L. 

genotiplerinde biyotik ve abiyotik stres koşullarında etkili olduğu daha önceki çalışmalarla 

ortaya konmuş olan WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59, WRKY61 ve WRKY82 

transkripsiyon faktörlerinin 3. ve 9. saat MeJa uygulaması sonrasında ifade seviyeleri 

ortaya konmuştur. Morfince zengin bitkide WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59 ve 

WRKY 61 genlerinin ifade seviyelerinde kontrol bitkisine göre 9. saatde literatürlerle 

uyumlu bir şekilde anlamlı derecede artış bulunmuştur. Bununla birlikte Noskapince 

zengin genotipte WRKY16, WRKY17 ve WRKY61 genleri, morfince zengin bitkiye oranla 

3. saat kontol bitkilerinde fazla, uygulama yapılmış bitkilerde ise daha az ifade olmuştur. 

Bunun nedeni adı geçen WRKY transkripsiyon faktörlerinin stres koşullarına karşı farklı 

mekanizmalar üzerinden etki etmesi olarak gösterilebilir. Ayrıca, Noskapince zengin 

çeşitte 3. saat uygulama yapılmış bitkilerde kontrol bitkisine oranla WRKY59 ve WRKY82 

genlerinin ifade düzeylerindeki artış, daha önce yapılmış araştırmaların bulgularını 

destekler şekildedir. Yapay elisitör uygulamasına karşı genlerin ifade seviyelerinde ortaya 

çıkan farklılıklar, bu genlerin hem biyotik hem de abiyotik stres koşullarına yanıt veren 

genler olduğunu ve patojenlere karşı savunma cevabının düzenlenmesinde rol alabildiğini 

göstermektedir. 

6.2. SONUÇ 

Haşhaş bitkisi, sahip olduğu farmakolojik özellikleri dolayısıyla hakkında çok fazla sayıda 

çalışma yapılmış ve yapılmakta olan tıbbi bir bitkidir. Haşhaşta üretilen BIA’ların 

biyosentezi ile ilgili çok fazla araştırma yapılmış olmasına rağmen bu mekanizmanın nasıl 

işlediği hala tam olarak anlaşılamamıştır.  

Bu tez kapsamında da, Eş zamanlı PZR teknolojisi kullanılarak fazla miktarda morfin ve 

noskapin üretimine sahip haşhaş bitkisinin kapsül dokusuna MeJA muamelesi yapıldıktan 

3 ve 9 saat sonrasında belirlenen WRKY genlerinde ifade seviyelerindeki farklılıklar  

ortaya konmuştur. Bu bağlamda elde edilen sonuçlar, çeşitli stres koşulları ve elisitör 

uygulamaları sonrasında, bitkide miktarının değiştiği belirlenmiş olan alkaloitlerin 

sentezinde yer alan mekanizmaların düzenlenmesinde WRKY transkripsiyon faktörlerinin 

rol aldığını düşündürmektedir. 

Haşhaş bitkisinde, belirlenen WRKY genlerinin elisitör uygulaması sonrasında ifade profili 

ortaya konması, bu çalışmanın bu bağlamda özgün olduğunu ortaya koymaktadır. Böylece 

ilk kez, haşhaş bitkisinde WRKY transkripsiyon faktörlerinin bu yolaklarda düzenleyici rol 
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oynayabilen proteinler olduğu gösterilmiştir. Yapılan çalışma haşhaş bitkisinde temel ve 

önemli alkaloitlerin biyosentez mekanizmalarının genetik temellerinin ortaya 

çıkartılmasında ve alkaloit yolaklarının aydınlatması bakımından önemli katkılar 

sağlayabilecektir. İşlevsel genomik yöntemlerinin belirlenen genlere uygulanmasıyla a) 

morfin ve noskapin biyosentez mekanizmaları daha iyi açıklanabilir, b) BIA biyosentezi 

moleküler olarak aydınlatılabilir, c) BIA biyosentezinin düzenlenme mekanizmaları 

açıklanabilir c) belirlenen transkripsiyon faktörlerinin moleküler yolaklardaki rolleri 

belirlenebilir, d) transgenik-olmayan ve transgenik yöntemler ilgili BIA’ların sentezini 

arttırmak amacıyla kullanılabilecektir. Yapılan bu çalışma ile haşhaşta bitkisinde ve BIA 

üreten diğer türlerde temel ve önemli alkaloitlerin biyosentez mekanizmalarının genetik 

temellerinin ortaya konulmasında ve alkaloit yolaklarının daha açıklayıcı hale gelmesinde 

önemli katkılar sağlayabilecek gelecekte fonksiyonel çalışmalar ile WRKY proteinlerinin 

etkilediği hedef genler belirlenerek haşhaş genotiplerinde sekonder metabolit içeriğinin 

artırılarak yeni genotipler geliştirilmesine olanak sağlanabilecektir.  
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EK-1 

Kullanılan Makine-Teçhizat Listesi 

Kullanılan Makine – Teçhizat Listesi 

Adı/Modeli Kullanım Amacı 

Elektroforez Tankı 

Elektroforez tankı, RNA örneklerinin izolasyon ve PZR sonrasında 

tayinini yapmak için kullanılmaktdır. Elektroforez jelinin içine 

oturtulduğu tank sistemidir. Bu cihaz Ankara Üniversitesi Tarla 

Bitkileri Bölümü, Moleküler Laboratuvarında kullanılmıştır. 

Elektroforez güç kaynağı 

Elektroforez tankının bağlandığı güç kaynağıdır. Bu cihaz Ankara 

Üniversitesi Tarla Bitkileri Bölümü, Moleküler Laboratuvarında 

kullanılmıştır. 

Nanodrop Cihazı 

DNA ve RNA gibi nükleik asitler ile proteinlerin, belirlenen dalga 

boylarında, çok küçük hacimler kullanılarak miktarını tayin edebilen 

spektrofotometre temelli bir cihazdır. Bu cihaz Ankara Üniversitesi 

Tarla Bitkileri Bölümü, Moleküler Laboratuvarında kullanılmıştır. 

qRT-PCR (Eş zamanlı PZR cihazı) 

DNA veya mRNA örneklerinin çoğaltılmasını sağlayan ve elde 

edilen ürünlerin miktarını tek bir tüpte tespit edebilen yöntemdir. Bu 

ölçümler Çankırı Karatekin Üniversitesi, Moleküler Biyoloji 

Laboratuvarında yapılmıştır. 

PZR cihazı 

DNA veya mRNA örneklerinin çoğaltılmasını sağlayan bir cihazdır. 

Bu cihaz Ankara Üniversitesi Tarla Bitkileri Bölümü, Moleküler 

Laboratuvarında kullanılmıştır. 

Jel Görüntüleme Cihazı 

Jelde yürütülen nükleik asitlerin UV ışık altında görüntüsünü almayı 

sağlayan bir cihazdır. Bu cihaz Ankara Üniversitesi Tarla Bitkileri 

Bölümü, Moleküler Laboratuvarında kullanılmıştır. 

Santrifüj 

RNA izolasyonu aşamasında tüp içerisinde bulunan RNA dışındaki 

diğer bileşenlerin uzaklaştırılması için merkezkaç kuvvetin 

etkisinden yararlanılarak ayırma yapan bir cihazdır. Bu cihaz Ankara 

Üniversitesi Tarla Bitkileri Bölümü, Moleküler Laboratuvarında 

kullanılmıştır. 
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