ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOIJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJI ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

MORFIN VE NOSKAPIN ICERIGI YUKSEK HASHAS (Papaver somniferum L.)
GENOTIPLERINDE RNA KUTUPHANELERINDEN TRANSKRIPSIYON
FAKTORLERININ TESPITI VE IFADE ANALIZI

Yeliz DEMIRCI

Danisman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Serkan URANBEY

Ocak

2016



ETiK BEYAN

Bu tez g¢alismasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagli kalinarak hazirlandigini,
caligmada yararlanilan ve bu ¢alisma {irinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara

atifta bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Yeliz DEMIRCI

1mzas1



ONAY

Prof. Dr. Serkan URANBEY danismanliginda Yeliz DEMIRCI tarafindan hazirlanan bu
calisma 20/01/2016 Tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda

yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan: .........ccooeiiiiiiii Imza:
Uy i, imza:
UYe: oo, Imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut OZKUL

Enstiti Midira



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Morfin ve Noskapin Igerigi Yiiksek Hashas (Papaver somniferum L.) Genotiplerinde RNA

Kiitiiphanelerinden Transkripsiyon Faktorlerinin Tespiti ve Ifade Analizi
Yeliz DEMIRCI
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Prof. Dr. Serkan URANBEY

Hashas (Papaver somniferum L.), morfin, kodein, noskapin, papaverin ve sanguinarin gibi
benzilizokinolin alkaloitlerini iireten degerli bir tibbi bitkidir. Hashasta morfin ve
noskapin biyosentezi olduk¢a karmasik yolaklar olup, molekiiler seviyede heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu calismanin amaci; transkripsiyon faktorlerinin, qRT-PCR
yontemi ile morfince ve noskapin igerigi yiiksek hashas bitkilerindeki ifade seviyeleri
Olgiilerek, transkripsiyon faktorleri ile BIA biyosentez yolagi arasindaki iliskinin
aydinlatilmasidir. Calismada morfin ve noskapin bakimindan zengin hashas genotipinde
fungal bir elisitor olan Metil Jasmonat (MelJa) ile 3 ve 9 saat siireyle muamele edilmis,
morfin ve noskapin bakimindan zengin hashas bitkisinin kapsiil dokusu kullanilmistir.
Biyosentezi indiiklenmis hashas kapsiiliinde sekonder metabolit sentezi ile iliskili oldugu
diistiniilen WRKY transkripsiyon faktorleri se¢ilmistir. Morfince ve noskapince zengin
Papaver somniferum L. genotiplerinde biyotik ve abiyotik stres kosullarinda etkili oldugu
daha onceki ¢alismalarla belirlenen WRKY16, WRKY17, WRKY?24, WRKY59, WRKY61 ve
WRKY82 transkripsiyon faktorlerinin 3. ve 9. saat MelJa uygulamasi sonrasinda ifade
seviyeleri ortaya konmustur. Morfince zengin bitkide, WRKY16, WRKY17, WRKY24,
WRKY59 ve WRKY 61 genlerinin ifade seviyelerinde kontrol bitkisine gore 9. Saatde
anlamli derecede artis bulunmustur. Noskapince zengin genotipte ise WRKY16, WRKY17
ve WRKY61 genleri, morfince zengin bitkiye oranla 3. saatde kontol bitkilerinde fazla,
uygulama yapilmis bitkilerde ise daha az ifade olmustur. WRKY genlerinin morfin ve

noskapince zengin bitkilerde birbirinden farkli ifade oldugu belirlenmistir.
2015, 74 sayfa

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

transkripsiyon faktorii



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 DEMIRCI
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™ hours. In noscapine rich genotype, WRKY 16, WRKY17 and WRKY61 genes,
compared to plant including high morphine at 3™ 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. GIRIS

Bitkilerin ¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik stres fakorlerine karst agik baski altinda kalmalart
ve hareketsiz olmalar1 onlar1 hayatta kalabilmek i¢in farkli savunma sistemleri ve
adaptasyonlar gelistirmeye zorlamistir. Bunlardan birisi de bitkilerin ¢evrede bulunan
patojenlere ve herbivor canlilara karsi, toksik olabilen dogal {irtinleri ve sekonder
metabolitleri {iretmeleridir (1). Bu sekonder metabolitler terpenler, fenolik bilesikler, azot
veya kiikiirt igeren bilesikler olmak iizere 3 temel gruptan olusurlar. Alkaloitler ise azot
iceren ti¢lincli gruba giren, amino asitlerden tiirevlenen ve bitkide savunma amagli olarak
tiretilen bilesiklerdir (2, 3). Alkaloitler yiizyillardir 6zellikle ilag ve gida sanayinde
kullanildigr i¢in biliylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle sekonder metabolitlerin kullanimi

ve bitkideki tiretim mekanizmalar1 hakkinda oldukga fazla ¢alisma yapilmaktadir.

Hashas (Papaver somniferum L.), diinyada ve tilkemizde geleneksel olarak tarimi yapilan
Ve opiyat iiretimi acgisindan dnemli bir bitkidir. Afyon, hashas bitkisinin kapsiiliinden elde
edilir ve iginde c¢esitli alkaloitleri yiiksek miktarda barindirmaktadir. Hashas, narkotik
analjezik morfin, Oksiiriik kesici kodein, antimikrobiyal ajan sanguinarin, vasodilator
olarak kullanilan papaverin ve antikanserojenik noskapin gibi ¢esitli benzilizokinolin
alkaloitlerini (BIA) tiretmektedir (4). BIA’larin biyosentez yolagi, ¢ok sayida enzimin rol
oynadig1 ve sentez mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamis olduk¢a karmasik bir
yolaktir. BIA biyosentezinin ilk basamagi, tirozin amino asitinden tiirevlenen dopamin ve
4-hidroksifenilasetaldehit (4-HPAA)’in (NCS) norkoklaurin sentaz enzimi araciligiyla (S)-
norkoklaurin’e donilismesiyle baslar (5). (S)-norkoklaurin, cesitli enzimler araciligiyla
merkezi ara molekiil olan (S)-retikiiline doniisiir (6). (S)-retikiilin ara molekiilii ise farkli
yolaklar1 takip ederek sanguinarin, noskapin, berberin ve morfin alkaloitleri ile sonuglanir
(7). Ortaya ¢ikan benzilizokinolin alkaloitlerinden morfin, afyonda bulunan 25 civarinda
alkaloitten en 6nemli ve en yiiksek miktarda bulunanidir. Papaver tiirleri gesitli alkaloitleri
tiretmesine ragmen morfin sadece P. somniferum ve P.setigerum tiirleri tarafindan
iretilmektedir (8). Morfin ham afyonun islenmesi sonucu elde edilir. Molekiiliin direkt
merkezi sinir sistemi tzerinde etkisi vardir. Bu nedenle tipta agri kesici olarak
kullanilmaktadir. Kapali formiilii C17H19NO3 olup molekiil agirligi 285.34 g/mol’diir.
Suda ve alkolde ¢6ziinebilir. Cok ¢abuk bagimlilik gelistirildiginden kontrolsiiz kullanimi
sakincalidir. Agiga ¢ikan diger bir BIA tirii ise antikanserojenik etkileri oldugu tespit
edilmis noskapindir. Molekiiliin kapali formiilii C22,H23NO7, molekiil agirligi ise 413.421



g/mol’ diir. Afyondaki noskapin orant %1-10 arasinda degismektedir (9). Her iki alkaloit

de tibbi ve ekonomik agidan biiyiik 6neme sahiptir.

Tiirkiye ve Hindistan, Birlesmis Milletler Teskilatinca geleneksel hashas treticisi tlkeler
olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye, Diinya hashas ekim alanlar1 icerisinde %45 gibi biiyiik
bir alana sahiptir. Ayn1 zamanda iilkemizde bulunan Afyon Bolvadin’deki Alkaloit
Fabrikas1 20.000 ton/yil ¢izilmemis hashas iiretimi kapasitesiyle alaninda diinyanin en
biiyiik iiretim merkelerinden birisidir (10). Bu nedenle hashas tarimi1 ve buna bagl alkaloit

tiretimi lilkemiz ekonomisi acisindan olduk¢a 6nemlidir.

Son yillarda gelisen genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik yaklagimlar ile
stres kosullarinda bitkide savunma sisteminin bir pargasi olarak sentezlenen sekonder
metabolitlerin  biyosentezi anlasilmasina yardimci olmaya baglamigtir. Genomik
yaklagimlar ile gesitli bitkilerde spesifik alkaloit miktarini arttirmaya yonelik ¢alismalar hiz
kazanmig, bu c¢alismalar ile yiiksek miktarda alkaloit igeren hashas bitkilerinin
tiretilmesinde basar1 saglanmis, fakat buna sebep olan molekiiler mekanizmalar heniiz tam
olarak agiklanamamustir. Ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR)
yontemi ile giiniimiizde niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesi miimkiindiir. qRT-
PZR’1in kullanim alanlarindan bazilar1 patojenlerin saptanmasi, kromozomlardaki sayisal
ve yapisal bozukluklarin analizi ve gen anlatimi ¢alismalaridir. qRT-PZR’in gen ifadesi
caligmalarinda daha hassas, daha iiretken, verimli ve hizli olmasi, arastirmacilar tarafindan
tercih edilmesini saglamaktadir (11). Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda bitkilerde ¢ok
sayida gen ailesi ve gen ifade olmakta bu stres kosullarinda aktive olan WRKY genlerinin
kodlamakta oldugu transkripsiyon faktorii ailesi yalnizca bitkilerde bulunmaktadir ve bu
transkripsiyon faktorleri stres genlerinin ifadesini diizenlerler (12). Transkripsiyon
faktorlerinin bu biiyiik ailesi, savunma sinyalizasyonunda gorev alarak, bitki savunmasi ile

ilgili genlerin ifadesini manipiile etmektedir.

Bu ¢alismada da, yiiksek morfin ve noskapin iiretimine sahip olan hashas genotiplerinde
fungal bir elisitér olan metil jasmonat (MeJa) ile aktive ederek kapsiil dokularinda qRT-
PZR (Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) cihaz1 kullanilarak, secilen
WRKY transkripsiyon faktorlerine ait gen ifadesindeki farkliliklarin belirlenerek genlerin

birbiriyle olan koordinasyonu hakkinda bilgiler elde edilmeye ¢alisiimistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. HASHASIN BOTANIK OZELLIKLERI ile TURKIYEDE VE DUNYADA
HASHAS (Papaver somniferum L.) URETIMI

Diinyada 28 cins ve yaklagik 250 tiiri bulunan Papaveraceae familyasina ait tiirler
genellikle Kuzey Yarimkiirenin 1liman ve subtropik bolgelerinde yetismektedir. Ulkemizde
bu familyaya ait 5 cins bulunmaktadir (13, 14). Rhoedales takiminin Papaveraceae
familyasinin Papaver cinsi i¢inde yer alan Papaver somniferum L., iilkemizde geleneksel
olarak tarimi yapilan tek yillik bir kiiltiir bitkisdir. Tiirkiye’de hashasin daha ¢cok Papaver
somniferum ssp. anatolicumun mor ve beyaz ¢igekli gesitleri ekilmektedir (Sekil 2.1).
Hititler doneminden bu yana Orta Anadolu’da yetistirilen haghas, iilkemizin en Onemli
endiistriyel ve tibbi amagh kullanilan bitkilerinden bir tanesidir. Hashas, tohumu %45-54
yag ve %20-30 protein icermesi nedeniyle gida, kozmetik ve boya sanayinde kullanilirken,
kapsiiliinde bulunan morfin, kodein, tebain, noskapin, papaverin gibi alkaloitleri
bulundurmasindan dolayr da tibbi amachh olarak kullanilmaktadir. Ayrica kapsiil
dokusunda, bu alkaloitlere ek olarak yaklasik 30 degisik alkaloit bulundugu bilinmektedir.
Bu alkaloitlerden, tiirevleri olan katma degerleri yiiksek, yar1 sentetik ilag aktif ham

maddeleri iiretilmektedir (10).

Sekil 2. 1. Hashas bitkisinin genel goriiniimii.

Ulkemizde hashas ekimi 3298 Sayili Uyusturucu Maddelerle Ilgili Kanun ve Y&netmelik
cergevesinde lisansa tabi olarak, kontrollii ve ¢izilmemis hashas kapsiilii {iretimi
seklindedir. Bakanlar Kurulu tarafindan hashas ekimine miisaade edilen yerlerde, Toprak
Mahsulleri Ofisi Genel Miidiirliigiince yapilan planlama gergevesinde, Birlesmis Milletler

Teskilati’nin iilkemize verdigi 70.000 hektar limit dahilinde hashas ekimi ve ¢izilmemis kapsiil
3



tiretimine izin verilmektedir. Tirkiye’de 2014 yili itibariyle, Afyonkarahisar, Amasya,
Burdur, Corum, Denizli, Isparta, Kiitahya, Tokat ve Usak illerinin tamaminda; Balikesir,
Eskisehir, Konya ve Manisa illerinin ise belirli il¢elerinde hashas ekimi ve c¢izilmemis

hashas kapsiilii tiretimi serbesttir (Sekil 2.2) (10).
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Sekil 2. 2. Tiirkiye’de hashas ekimine izin verilen iller (10).

Diinyada hashastan elde edilen opiyat tiilketimi ortalama 400 tondur. Diinyada en biiyiik
opiyat ham madde ithalatgist olan ABD, aldigi kararla ithalatinin %80°’lik kismini ana
tiretici olan Tiirkiye ve Hindistan’dan saglamaktadir. Diinyada hashas ekimi; Birlesmis
Milletler Teskilati denetiminde yasal ana {iretici tlkeler olarak Tiirkiye, Hindistan,
Avustralya, Fransa, Ispanya ve Macaristan’da yapilmaktadir. Tiirkiye ve Hindistan,
Birlesmis Milletler Teskilatinca gelencksel hashas {ireticisi ilkeler olarak kabul
edilmektedir. Son bes yillik verilerin ortalamasina gore Tiirkiye, Diinya hashas ekim
alanlar1 i¢erisinde %45’lik bir alana sahiptir (Sekil 2.3) (10).

Diger |
40,  Ispanya
11%

Tiiglige Macaristan
6%
Fransa

Sekil 2. 3. Diinya yasal hashas ekim alanlar1 (10).



2.2. SEKONDER METABOLITLER

Bitkiler oldukga fazla sayida ve farkli yapida dogal iiriinler tiretirler. Dogal tirtinler bitkiler
ile onlarin biyotik ve abiyotik ¢evreleri arasinda iliski kurmalari ag¢isindan Onemli
fonksiyonlar1 tstlenirler (15). Sekonder metabolitler, “primer metabolitler” gibi normal
Bitki

metabolitleri, bitkide herbivorlara, mikroplara ve viriislere karsi savunmada rol alirken,

bliylime, gelisme ve iireme gibi olaylara dogrudan katilmazlar. sekonder
ayni zamanda polen ve tohum yayan hayvanlar igin sinyal bilesikleri olarak da gorev
alirlar. Bu nedenle bitkiler i¢in lireme ve hayatta kalma agisindan 6nemli bilesiklerdir.
Cizelge 2.1°de de gosterildigi gibi bitki sekonder metabolitleri genellikle fazla gesitlilik
gosterirler ve biitlin yiiksek bitkilerde bulunurlar (16). Sekonder metabolitler ayn1 zamanda
allelokimyasal ozelliklere sahiptirler. Allelokimyasallar kimyasal savunma bilesikleri
olarak, herbivorlarda ya da mikroorganizmalarda molekiiler hedefleri olumsuz yonde
etkileyerek fonksiyon gosterirler. Bu molekiiler hedefler, proteinlerden niikleik asitlere,
biyomembranlara, herbivorlar ve mikroorganizmalarda ¢ogunlukla bulunan metabolitlere
kadar cesitli olabilmektedir (17). Ayrica pollinator canlilar1 ¢eken ¢igek pigmentleri olarak

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

yolaklarin diizenlenmesi ve sinyal yollarinda da etkilidir.

Cizelge 2. 1. Bitki sekonder metabolitlerinin yapisal ¢esitliligi (17).
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Savunma bilesiklerinin sentezi ve birikimi zamana ve bitkinin organlarina gore cesitlilik
gosterir. Bitkilerde ¢esitli dogal iriinlerin biyosentez yolaklar1 ve bu kompleks
molekiillerin biyosentezi i¢in 6nemli olan hiicre i¢i kompartimanlar arasindaki etkilesim
sekil 2.4’de sematik olarak gosterilmektedir. Savunma bilesikleri tohum, fide, tomurcuk ve
geng dokularda fazla miktarda ve aktif olarak sentezlenmektedir. Buna optimal savunma
teorisi denmektedir. Cogalmak ve hayatta kalmak igin gerekli olan tohum, ¢icek ve meyve

gibi dokular savunma bilesikleri bakimindan zengindirler (18).

Sekonder metabolitler, bitkilerdeki fizyolojik foksiyonlarinin yani sira, bitkiye renk gibi
karakteristik Ozelliklerde katmaktadirlar. Ayrica insanlik tarihi boyunca baharat, renk
maddesi ve ila¢ olarak da kullanilmiglardir. Bu bilesikler biyosentetik orijinlerine gore,
alkaloitler, fenilpropanoidler, poliketidler ve terpenoidler olmak iizere dort farkli grupta

smiflandirilirlar (15).
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Sekil 2. 4. Bitkilerde c¢esitli dogal iirlinlerin biyosentez yolaklar1 ve bu kompleks
molekiillerin biyosentezi i¢cin 6nemli olan hiicre i¢i kompartimanlar arasindaki etkilesimin
sematik olarak gosterimi (19).

2.2.1. ALKALOITLER

Alkaloitler, diisik molekiiler agirlikli, karakteristik olarak toksik ve farmakolojik
aktivitelere sahip bilesiklerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle insanlar tarafindan uzun yillardir
avlanma, idam ve savas hallerinde ve hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (19).
Fizyolojik olarak bitkide iiretilen ve bazik yapilarindan dolayr bu ismi alan alkaloitler,
geleneksel olarak amino asitlerden biyosentezlenen heterosiklik nitrojen bilesikleri olarak

tanmimlanirlar. Bilinen 12.000’den fazla farkli yapisiyla alkaloitler, sekonder metabolitlerin



en biiyiik gruplarindan birisidir. Cok sayida olmalar1 ve yapisal olarak ¢ok fazla gesitlilik

gostermeleri, alkaloitlerin genel bir siniflandirmasinin yapilmasin giiglestirmektedir (15).

Alkaloit terimi ilk kez, 19.ylizyilin basinda W. Meisner tarafindan alkali gibi davranan
dogal maddeler i¢in kullanilmustir. 11k izole edilen alkaloit olan morfin 1803 ve 1805 yillar1
(20). Cigekli

yaklagik %20’si alkaloit tiretirler ve bu tiirlerin herbirisinin alkaloit birikimi tiire 6zgii bir

arasinda Friedrich Sertlirner tarafindan saflastirilmistir bitkilerin
degisim gosterir. Genellikle bu bilesikleri %0.01°den fazla igeren bitkiler, alkaloit i¢eren
bitkiler olarak kabul edilirler (21). Catharanthus roseus gibi bazi bitkiler 100°den fazla
farklt monoterpenoid indol alkaloiti icerir (16). Hashas kapsiili ise lateks alkaloitleri
bakimindan zengin bir igerige sahiptir (22). Diger sekonder metabolitler gibi alkaloitler de

bitkide kimyasal savunmada gorev alan bilesiklerdir.

Alkaloitler sekil ve orijinlerine gore, ger¢ek alkaloitler, protoalkaloitler ve yalanci
alkaloitler olmak iizere ii¢ ana sinifa ayrilir (Sekil 2.5). Gergek ve protoalkaloitler amino
asitlerden tiirevlenirken, yalanci alkaloitler amino asitlerden tiirevlenmezler (23).
Genellikle bitkilerdeki bitki

olarak,

alkaloit igerigi, dokularinin  tamaminda homojenlik

gostermemektedir. Bitkinin tipine bagh en fazla konsantrasyon banotu
(Hyascymous niger L.) bitkisinde oldugu gibi yapraklarda ve meyvede yada Strychnine
tree bitkisinde oldugu gibi tohumda, Rauwolfia serpentina’daki gibi kokte veya
cinchona’daki gibi kabukta olabilir (24). Ayrica aym bitkinin farkli dokular1 da farkli

alkaloit ¢esitlerini igerebilir (25). Alkaloitler geleneksel olarak bitkilerden izole edilmis

olmalarina  karsin,  hayvanlarda,  boceklerde, deniz = omurgasizlarinda  ve
mikroorganizmalarda da bulunabilirler (26).
Alkaloidler
Gercek Proto Yalanai
Alkaloidler Alkaloidler Alkaloidler

Nitrojenli heterosiklik

Nitrojenli heterosiklik

halka icerirler

~

Amino asitlerden
tiirevlenirler

halka icermezler

Nitrojenli heterosiklik
halka icerirler

Amino asitlerden
tiirevlenmezler

Sekil 2. 5. Sekil ve orijinlerine gore alkaloitler.
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Alkaloitler, biyolojik ve ekolojik aktivitelerine, kimyasal yapilarina ve biyosentez yollarina
gore siniflandirilabilirler. Bilinen bazi alkaloit gesitleri:

- Monoterpenoid indol alkaloitleri

- Tropan alkaloitleri ve nikotin

- Piirin alkaloitleri

- Pirolizidin alkaloitleri

- Quinolizidin alkaloitleri

- Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA)’ dir (27). Hashas bitkisinde sentezlenen 6nemli

alkaloitler benzilizokinolin alkaloitleridir (27-29).

2.2.2. BENZILIZOKINOLIN ALKALOIiTLERI (BIA) VE BiYOSENTEZ
MEKANIZMASI

Benzilizokinolin alkaloitleri bitki 6zellesmis metabolitlerinin yapisal olarak farkli bir
grubudur. Hashas farkli yapisal alt gruplara sahip olan morfinyan, protoberberin,
benzofenantridin, fitalidizokinolin, aporfin, pavin, roeadin ve protopin alkaloitleri gibi ¢ok
sayida BIA biriktirir. Narkotik analjezik morfin ve kodein, antimikrobiyal ajan sanguinarin
ve berberin ve antikanserojenik etkilere sahip noskapin bunlardan bazilaridir (7). Latekste
en ¢ok bulunan alkaloitler morfinyan (morfin, kodein ve tebain), fitalidizokinolin noskapin
ve 1-benzilizokinolin papaverin alkaloitleridir. Buna karsiik en c¢ok bulunan kok
alkaloitleri ise fenzofenantridinler; sanguinarin ve dihidrosanguinarindir (30). BIA

biyosentezinde ¢ok sayida enzim goérev yapmaktadir.

BIA biyosentezi, temel olarak tirozin aminoasidinin dopamin hem de 4-
hidroksifenilasetaldehit ~ molekiiliine tirozindekarboksilaz ~ (TYDC) enzimi ile
dekarboksilasyon, orto-hidroksilasyon ve deaminasyonu ile baslar (31). (S)-norkoklaurinin
(S)-retikiiline dontisiimii 6. pozisyondaki O-metilasyon, N-metilasyon, 3’-hidroksilasyon
ve ikinci bir O-metilasyonu igerir. (S)-retikiilin, cogu BIA yapisal tiplerinin olustugu
sentez yolunda merkezi ara iiriin olarak bulunmaktadir. (S)-retikiilinin ara iiriin olarak
senteze katilmadigi yollardan birisi papaverin biyosentezidir (28). Benzilizokinolin

alkaloitlerinin olusumunda farkli biyosentez yollar1 bulunmaktadir (Sekil 2.6).

Laudanin yolu ile (R) ve (S) retikulin laudanine doniismektedir. Sinif II protein ailesinin

tiyesi olan 70MT enzimini kodlayan cDNA tanimlanmistir ve bu enzim metil vericisi



olarak S-adenozil N-metiyonin (SAM) kullanir ve aktivite gostermek i¢in metal iyonuna
gereksinim duymaz (32-34).

Benzofenanthridin  ve protoberberin alkaloitlerinin biyosentez yolu Papaveraceae,
Fumariaceae, Berberidaceae familyalarimin belli tiirlerinde berberin, sanguinarin gibi
sitotoksik benzofenanthridin alkaloitlerinin sentez yoludur. Bu alkaloitler patojen ataklara
karst biriktirilir dolayisiyla fitoaleksinler gibi gorev yaparlar (34). Benzofenanthridin
alkaloitlerinin biyosentezindeki ilk basamak, (S)-retikiilin molekiiliiniin N-metil grubunun
Berberin koprii enzimi (BBE) ile (S)-skoulerin molekiiliiniin metilen koprii kismina

dontisimiidiir (35).

Sanguinarin sentez yolunda, (S)-skoulerinin sanguanirine doniisiimiinde, ti¢ adet CYP
enzimi, bir adet N-metiltransferaz ve bir flavoprotein oksidaz enzimini de igeren alt1 adet
enzim rol oynamaktadir. Yolaktaki her bir enzim i¢in ilgili gen izole edilmistir. Ana
hatlariyla sanguinarin sentez yolunda, (S)-skoulerin 6nce (S)-keliantifoline doniismektedir.
Daha sonraki basamakta (S)-keliantifolin, bir CYP enzimi olan SPS enzimi ile (S)-sitlopine
doniistir. Bir N-metiltransferaz olan TNMT, (S)-sitlopinden metil transferi yaparak (S)-cis-
N-metilsitlopini olusturur. Yine bir CYP enzimi olan MSH, N-metilsitlopin 14-hidroksilaz
enzimi ile protopine, protopin ise yine bir CYP enzimi olan P6H ile dihidrosanguanirine
dontisiir.  Sentezin son basamaginda DBOX enzimi ile sanguinarin olusumu
gerceklesmektedir. Ayrica SanR, sanguinarin rediiktaz enzimi ile sanguinarinden
dihidrosanguinarin olusumu gerceklesebilir. Reaksiyonun son basamagi tersinir bir

reaksiyondur (7).

Berberin sentez yolunda, (S)-skoulerinin berberine doéniisiimiinde, metilasyon,
metilendioksi koprii olusumu ve aromatizasyon gerekli basamaklardir. Biyosentezde ilk
olarak SOMT araciligiyla, (S)-skoulerinin O-metilasyonu gerceklestirilir ve (S)-
tetrahidrokolumbamin olusumu katalizlenir. Onceleri kolumbaminin k&prii olusumundan
once gelen aromatizasyona isaret eden “metilendioksi kdprii olusum enzimi” i¢in substrat
oldugu disiiniilmekteydi (36). Baslangigta “berberin sentaz enzimi” gibi goriinen bu
enzim, daha sonra “peroksidaz” (37) olarak tanimlanmistir ve gercek “kdprii olusturan
enzim”in olduk¢a 6zellesmis bir CYP olan “kanadin sentaz (CAS)” oldugu gosterilmistir.
CAS enzimi, hem Berberidecae hem de Ranunculaceae hiicre kiiltiirlerinde yalnizca (S)-

tetrahidrokolumbamini substrat olarak kabul etmektedir (38). CAS enzimi ile metilendioksi



koprii olusumu gergeklesir ve (S)-kanadin ortaya ¢ikar. Reaksiyonun son basamaginda

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

Haghasta papaverin yolagi heniiz netlik kazanmamasma ragmen (S)-norkoklaurinden
papaverin olusumunun gergeklestigi iki farkli yolak oldugu 6ne siiriilmiistiir. Birinci yol,
tamamiyle N-desmetillenmis ara {irlinlerden olusur (NH yolag1), ikinci yol ise (S)-retikiilin
gibi ¢esitli N-metillenmis ara {irlinleri igeren yoldur (NCH3 yolagi) (7). Belirlenmis hedef
genlerin baskilanmasina yanit olarak ortaya ¢ikan, N-desmetillenmis bilesenlerin farkli
birikimleri, NH yolunun papaverin biyosentezinde birincil yol oldugunu gostermektedir.
NH yolunda, 3’OHaz ve 3’OMT enzimleri araciligiyla (S)-koklaurinden, (S)-norretikiilin
olusmaktadir. 4’0OMT ve N70OMT enzimleri ise (S)-norretikiilin’den  (S)-
tetrahidropapaverin donilisiimiinii katalizlerken, reaksiyonun son basamaginda DBOX

enzimi papaverin olusumunu gerceklestirmektedir (7).
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Sekil 2. 6. Hashas bitkisinde alkaloit biyosentez yolaginin 6zeti (6).
2.2.3. MORFIN ALKALOIDi VE BIYOSENTEZ YOLAGI

Sekil 2.7°de kimyasal yapist verilen morfinin kapali formiilii C17H19NO3 olup molekiil
agirh@ 285.34 g/mol, erime noktas1 255 °C dir. Molekiiliin adlandirilmasi; (5a,60)-7,8-
didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorphinan-3,6-diol olarak yapilmistir. Tetrasiklik bir
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promorfinyan alkaloit olan salutaridine ve gesitli tiirevlerinin varligi Euphorbiaceae’nin
bazi liyelerinde tanimlanmis olmasina ragmen, morfin biyosentezi Papaveraceae ile sinirl
olan yalmzca birkag bitki tiirlinde tanimlanmistir (39). Morfin tipta agr1 kesici olarak
kullanilmaktadir.  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 tiretiminde kullanilmaktadir (40).

HO

H

HO""

Sekil 2. 7. Morfin alkaloitinin kimyasal yapisi.

Morfinin biyosentezi (S)-retikiilinin (R)-retikiiline epimerizasyonunu gerektirmektedir.
(R)-retikiilin, CYP salutaridine sentaz (CYP719B1) araciligiyla dnce salutaridine (41) ve
sonrasinda da kisa zincirli bir dehydrogenase/reductase olan salutaridine reductase (SalR)
araciliglyla da salutaridinol’e doniistiiriilir (42). Salutaridinol, salutaridinol 7-O-
acetyltransferase (SalAT) enzimi ile O-asetillenir (43, 44). Salutaridinol 7-O-acetate, pH
8-9 oldugu ortamda kendiliginden halkalanma gostererek, ilk pentasiklik morfinyan
alkaloit olan tebaine doniisiir (45). Morfin yolagi burada iki kola ayrilir; ilk yolda tebain
alkaloiti, 6-O-demetilaz (T60DM) ile kendiliginden kodeinona doniisiir (46). Kodeinon,
bir aldo-keto rediiktaz olan kodeinon rediiktaz (COR) (47) araciligiyla kodeine, kodein ise,
kodein O-demetilaz (CODM) araciligiyla morfine doniisiir.  Alternatif yol ise, Once
tebainin  CODM vasitasiyla oripavine 3-O-demetilasyonudur. Sonrasinda T60ODM,

oripavini COR araciligiyla morfine indirgenen morphinone’e donistiirtir.

Gilinlimiize kadar alkaloit biyosentez yolaginin diizenlenmesinin anlagilmasi i¢in pek ¢ok
caligmalar yapilmistir. COR enziminin RNAi yontemi kullanilarak, fazla ifade olmasi ile
morfin ve tlirevlerinin arttirilmasinin  hedeflendigi bir ¢alismada, enzim miktarinin

artmastyla birlikte toplam alkaloit miktarinda %28, morfin miktarinda %22 artis oldugu
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saptanmistir (48). SalAT geninin asir1 ifade ettirilmesi sonucu tebain, morfin, kodein
miktar1 artmistir ve tiim alkaloit iceriginin de yaklasitk %40 oraninda arttig

gbzlemlenmistir (49).
2.2.4. NOSKAPIN ALKALOIDI VE BiYOSENTEZ YOLAGI

Narkotin ve gnoskopin olarak da bilinen noskapin ilk izole edilen alkaloitler arasindadir ve
bazi hashas tiirlerinin latexinde oldukg¢a fazla miktarda bulunur (7). Sekil 2.8’de kimyasal
yapist verilen noskapin alkaloitinin kapali formiilii C2H23NO7 olup molekiil agirlig
413.421 g/mol, erime noktasi ise 176 °C’ dir. Molekiiliin adlandirilmasi; (3S)-6,7-
Dimethoxy-3- [(5R)-5,6,7,8-tetranydro-4-methoxy-6-methyl-1,3-dioxolo (4,5-9)
isoquinolin-5-yl]-1 (3H) isobenzofuranone olarak yapilmistir. Bazi hashas tiirlerinde,
noscapine lateks dokusundaki toplam alkaloit igeriginin biiyiik cogunlugundan sorumludur
(30). Noskapin ayni1 zamanda Papaveraceae ve Menispermaceae’nin diger liyelerinde de
bulunur. Oksiiriik baskilayici ve antikanser ajan olmasi nedeniyle (50), noskapin
biyosentezi 6nemli bir ¢alisma alan1 olmustur. Noskapin biyosentezi morfin gibi diger
alkaloitler kadar genis bir sekilde arastirllmamistir. Noskapin insan ve fare tizerinde diisiik
toksik etkilere sahiptir (9).

(S, R)-Noscapine

Sekil 2. 8. Noskapin alkaloitinin kimyasal yapisi (9).

Fitalidizokinolin alkaloit olan noskapin ilk izole edilen alkaloitlerden birisidir ve 6nemli
farmakolojik 6zelliklerinden dolay:1 halen biiytik ilgi gormektedir. Molekiiler yapisit uzun
yillardir bilinmesine ragmen, noskapin biyosentezi kismen anlasilmistir. Noskapin
biyosentezi, (S)-retikiilin ara molekiiliinden tiirevlenir. Ilk olarak berberin koprii enzimi
(BBE) ile (S)-skoulerine doniisiim gergeklesmektedir. Noskapin olusumu bir dizi
metilasyon ve hidroksilasyon reaksiyonunu igermektedir. SOMT1 enzimi (S)-

skoulerine’den  (S)-tetrahidrokolumbamin molekiiliine dontisimi  gergeklestirirken,

13



Ozellesmis bir CYP enzimi olan CAS (kanadin sentaz) ile de (S)-kanadin olusturulur.
Reaksiyonun son basamaginda narkotinhemiasetalden NOS aracilifiyla noskapin

olusmaktadir (6).

2.2.5. ALKALOIDLERIN HUCRESEL YERLESIMIi VE TASINIM
MEKANIZMASI

Cok sayidaki bitki sekonder metabolitleri arasinda alkaloitler, giiclii ve farkli biyolojik
aktivitelerinden dolayr en 6nemli grubu olustururlar ve bazilar1 klinik amagl kullanilir.
Bazi1 alkaloitlerin bitkilerde fotosentetik olarak aktif olan toprak iistii organlardan
fotosentetik olarak inaktif olan toprak alti organlara tasindigi bilinmesine ragmen,
genellikle tibbi bitkilerde fazla miktarda kapsiil gibi belirli dokularda birikirler. Yapilan
calismalarla biyosentetik ara molekiillerin 6zellesmis hiicrelerden dokudaki diger tip
hiicrelere taginimi ve hiicrede bulunan organeller igindeki hareketi gosterilmistir. Fakat
alkaloitlerin membranlar boyunca nasil tasindigi ve oOzellesmis organlarda bulunan
Ozellesmis organellerde nasil depolandigi hakkinda cok az bilgi bulunmaktadir. Hashas
bitkisinde BIA’larin depolanmasi ve biyosentezi yogun bir sekilde arastirilmig ve bu
islemlerde ti¢ ayr1 hiicre tipinin rol aldigi gosterilmistir (6, 51-54). In situ hibridizasyon
calismalar1 arkadas hiicrelerde, immunofloresan isaretleme ¢alismalar1 ise kalburlu
borularda biyosentetik gen transkriptlerinin ve enzimlerin yerlesimini gostermistir. (S)-
retikiilin olusumunda ve ¢esitli yolaklarda islev gosteren karakterize edilmis genler ve
enzimlerin tiimii Oncelikli olarak sirasiyla arkadas hiicrelerde ve kalburlu borularda
yerlesmistir. Latisiferlerin ise yalmzca alkaloitlerin depolanmasinda gorevli oldugu
gosterilmistir. BIA biyosentetik genlerin arkadas hiicrelerde ifadelendigi ve sorumlu
enzimlerin sonradan kalburlu borulara tasindigi modeli kabul gormektedir. Son olarak,
kalburlu borularda sentezlenen alkaloitler, latisifer dokularda bulunan biiyiik sitoplazmik
vezikiiller i¢cinde depolanmak tizere yakin latisiferlere tasinirlar (6). Latisiferlerin veya
lateksin sitoplazmasi tiim hiicresel organelleri ve i¢inde alkaloitlerin ¢ogu ayristirilmis bir
sekilde depolanmis genis vezikiilleri igerir. Morfin, kodein ve tebain hem kokte hem de
bitkinin toprak {istii kisimlarinda bulunur, o6zellikle de latisiferlerdeki vezikiillerde

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

In situ hibridizasyon ve immunofloresan isaretleme yontemleri, SalAT ve COR
mRNA’larim1 ve latisiferlerde bulunan sorumlu enzimleri saptamak i¢in basarisiz olmasina

ragmen (22, 52, 53), SalAT ve COR transkriptleri latisiferlerin sitoplazmasinda ya da
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lateksinde de rapor edilmistir (6, 48, 56, 57). Izole edilmis lateks ya da lateks dokusu
igeren tiim govde dokusundan elde edilen proteinlerin goreceli olarak miktarini saptamak
icin yapilan shotgun proteomiks uygulamasi, T60ODM, COR ve CODM tarafindan
katalizlenen morfin biyosentezinin son {i¢ basamaginin temel olarak latisiferlerde ortaya
ciktigini gostermistir (6, 58). Kalburlu dokulardan latisiferlere tasinma ihtimali olan baslica
adaylar, morfin yolaginda bulunan tebain ve noskapin yolaginda bulunan
narkotinhemiasetaldir. Bununla birlikte, izole edilmis lateks dokusunda ¢ogu yolak ara
Urlinlerinin  saptanmasi1 nispeten Ozellesmemis bir tasinma silirecinin  oldugunu
gostermektedir. Taginim mekanizmasi bilinmemesine ragmen, hashasta kalburlu borular ve
latisiferler arasinda plazmodezmanin ortaya ¢ikist (6, 59), hem simplastik hem de

apoplastik transport rotalarinin varligin1 miimkiin kilmaktadir.

1 Arkadas Kalburlu Boru Latisifer
‘Hu;
Dopamine + dHPAA c
NCS NCs |
(S)-Norcodlaurine
60MT 60MT |
(S)-Coclaurine
CNMT CNMT 1
(S)-N-Methyicoclaurine
NMCH NMCH §
(S)-3'-Hydroxy-
N-Methyicoclaurine
4'OMT2 4'0OMT2 ¢
. (S ~Rv!' culine
Enzimler v Alkaloitler
(R)-Reticuline
SalSyn SalSyn |
Salutaridine Salutaridine
SalR SalR | |
Salutaridinol Salutaridinol
SalAT SalAT |
Thebaine Thebaine
recou “ | T60DM T6ODM |
Codeinone Codeinone
‘ COR  COR]
Codeine Codeine
coou 3 CODM CODM |
Morphine P Morphine

Sekil 2. 9. Hashas bitkisinde, morfin biyosentezinde arkadas hiicrelerin, latisiferlerin ve
kalburlu borularin roliinii gosteren hiicresel yerlesim modeli (6).

Coptis japonica’da, bir ATP-baglayici kaset (ABC) tasiyicisi, berberinin disar1 salinmasi
(60) ve igeri alinmasinda (61) gorevlidir ve sorumlu olan gen izole edilmistir (6, 62, 63).
Fakat hashas bitkisinde bir ABC tasiyicisinin benzer bir fonksiyona sahip olup olmadigi

bilinmemektedir. Morfin biyosentez yolaginda, BIA biyosentetik gen transkriptlerinin
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baslica konumlari, enzim yerlesimi ve tasinmasinin olasi noktalart sekil 2.9°da sematik

olarak dzetlenmistir.

Sekil 2. 10. Haghas bitkisinde BIA’larin biyosentezi ve birikimi arkadas hiicrelerin (ah),
kalburlu borularin (kb) ve latisiferlerin (la) koordinasyonlu katilimini igeren ¢ok hiicreli
modelin sematik gosterimi (64).

BIA’larin  biyosentezi ve depolanmasinda Onceleri latisiferlerin fonksiyon yaptigi
diisiiniilmesine ragmen, son zamanlarda yapilan lokalizasyon g¢alismalar1 komsu folem
dokularininda katilimini gostermistir (22, 52-54). Hashasta BIA biyosentezi ve birikimi
icin ¢ok hiicreli model sekil 2.10°da gosterilmistir. Bu modele gore biyosentetik enzimler
arkadas hiicrelerde sentezlenirler ve alkaloit biyosentezinin gergeklestigi kalburlu borulara

taginirlar. Sentezlenen alkaloitlerin biiyiik bir kismi komsu latisifer aglarda depolanir (64).

BIA metabolizmasinda gorev alan bilesenlerin, latisiferlerden uzakta konumlanmig floem
hiicrelerindeki yerlesimi alkaloit biyosentezinde rol oynayan enzimlerin ve biyosentez yolu
ara turiinlerinin hiicreler arasinda tasindigini gostermektedir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar kalburlu boru elemanlarinin, jasmonik asit (65), askorbik asit (66) ve
savunmayla ilgili bilesiklerin (67) biyosentezinde de gorev aldigini gostermektedir (31).
Ayrica bitkilerde bulunan degerli alkaloitlerin {iretimini arttirmak ig¢in yalnizca
alkaloitlerin biyosentetik genleri degil ayn1 zamanda onlarin tasinmasinda rol alan genlerin

bilinmesi de 6nem tagimaktadir (68).
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2.3. BITKISEL HORMONLAR, ELiSITORLER VE BiR ELISITOR OLARAK
MEJA UYGULAMALARI

2.3.1. BITKISEL HORMONLAR

Bitkisel hormonlar bitkide iiretilen, tiretildigi yerden bitkinin diger kisimlarina taginabilen
ve tasindig1 bolgede ¢ok kiigiik miktarlarda bile yasamsal olaylar1 yonetebilen organik
maddelerdir. Bitkilerde hormonlar genel olarak biiylimeyi uyaran (oksin, sitokinin ve
giberellin) ve engelleyen (etilen ve absisik asit) hormonlar olmak {izere
smiflandirilmislardir (Sekil 2.11) . Bu hormonlara ek olarak hormon olarak kabul goren bir
bilesik grubu da Jasmonatlardir (69). Bitkilerde biyotik stres sonrasinda farkli hormonlarin
sinyal mekanizmalarinda farkli bilesenler rol oynamaktadir. Biyotik stres farkli
fitohormonlarin seviyelerinde degisiklik meydana getirir. Bitki hormon seviyelerindeki
degisimler savunmayla ilgili genlerin ifade seviyelerinde degisikliklere neden olur ve bu
durum savunma sisteminin harekete gegmesiyle sonuglanir (70). Bitkisel hormonlar bitkide
gelisim olaylarinin diizenlenmesinin yani sira biyotik ve abiyotik stres kosullarina karsi
bitkinin cevabinda ortaya cikan sinyal yolaklarinda 6nemli rol oynarlar (Sekil 2. 10).
Bitkide biyotik strese karsi olusan yanitta anahtar bilesenlerin belirlenmesi ve bu yanitta
salisilik asit (SA), jasmonatlar (JA) ve etilen (ET)’in roliiniin anlagilmasi konusunda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Son ¢alismalar absisik asit (ABA), oksin, giberellik asit
(GA), sitokinin (CK), brassinosterodiler ve peptid hormonlar gibi diger hormonlarinda
bitki savunma sinyal yolaklarinda rol aldigin1 ancak bitki savunmasindaki rollerinin daha

az incelendigini gostermektedir (70).

Oksin (IAA), bitkilerde ilk kesfedilen hormon grubudur. ilk kesfedilen oksin ise
Indolasetik asittir (71). Ortaya cikan bulgular oksin hormonunun, gesitli patojenlere karsi
yanitin diizenlenmesinde rol oynayan sinyal aginin 6nemli bir bileseni olarak hareket
ettigini gostermektedir. Oksin biyosentez, yikim ve diger hormonlarin sinyal yolaklar ile
ilskili genlerin ifadesini, savunma ve gelisim cevaplarimi diizenler (70, 72). Fakat oksin
seviyelerinin diger hormonlarin dengesini nasil etkiledigi ve bitkinin farkli patojenlere

kars1 nasil spesifik savunma cevabi gelistirdigi hala kesfedilmemistir (70).
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Sekil 2. 11. Baz1 Bitkisel Hormonlar.

Sitokininler (CK), kok-hiicre kontrolii, vaskiiler farklilasma, kloroplast biyogenezi, tohum
gelisimi, biiyiime ve koklerin dallanmasi, siirgiin, yaprak dokiilmesi, beslenme dengesi ve
stres toleransi gibi farkli islemleri gergeklestiren bitki hormonudur (73). Sitokininlerin
bitki savunmasindaki rolleri ¢ok az anlagilmasina ragmen, onlarin bazi patojenlere karsi
gelisen savunma cevabinin diizenlenmesinde rol oynadiklarina dair bulgular vardir.
Plasmodiophora brassicae ile enfekte edilmis Arabidopsiste yapilan gen ifadesi belirleme
caligmalar1 kontrol bitkilerine gére 1000°den fazla farkli genin ifadesi ile sonuglanmistir.
Sitokinin ~ homeostazisinde  gorevli  olan  sitokinin  sentaz  ve  sitokinin
oksidazlar/dehidrojenazlar diisiik seviyede ifade olmustur. Sitokinin
oksidazlar/dehidrojenaz genlerinin fazla ifade oldugu transgenik bitkilerle yapilan
caligmalar P. brassicae enfeksiyonuna karsi direng gostermistir. Bu durum sitokinin
hormonunun Arabidopsiste clubroot hastaliginin gelisiminde anahtar faktor olarak
davrandigin1 gostermektedir (74). Fakat sitokininlerin bitki savunmasinda nasil etki

gosterdiginin molekiiler mekanizmasi bilinmemektedir (70).

Giberellinler (GA), DELLA proteinler olarak isimlendirilen biiylimenin negative
reglilatorlerinin  degredasyonunu uyararak bitki biiylimesini tegvik ederler (70).
Giberellinler, yalnizca yiiksek bitkiler tarafindan degil ayn1 zamanda mantar ve bakteriler
tarafindanda tretilirler (70, 75). Giberellinler, bakteri ve mantarlarda konak bitkiyle
etkilesim kurmak icin ¢alisan sinyal faktorleri olarak davranan sekonder metabolitlerdir.

Elde edilen bulgular gostermistir ki, GA ve GA sinyal bilesenleri ¢esitli patojenlere karsi
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savunma cevaplarinin regiilasyonunda 6nemli roller oynamaktadirlar. Fakat savunma

cevabi lizerine GA etkisinin mekanizmasi bilinmemektedir (70)

Absisik asit (ABA), bitki biiyiime ve gelismesinin, tohum ¢imlenmesi, embriyo
olgunlagmasi, yaprak dokiilmesi ve gevresel stres kosullarina karsi savunma gibi ¢ogu
asamasinin regiilasyonuna katilir (76). Son zamanlarda yapilmis g¢esitli g¢alismalar
ABA’nin bitki savunma yanitinda 6nemli roller oynadigini ortaya koymaktadir (70). ABA,
cesitli bitki patosistemlerinde savunma yanitlarinin negative bir regiilatorii olarak is
gormektedir. Fakat ABA’nin savunmada pozitif bir regiilator olduguyla ilgili bulgular da
vardir (77). ABA, bakteriyel enfeksiyone karsi bir bariyer olarak davranan stomal
kapanmay1 aktive etmektedir (78). Arabidopsiste patojen ile uyarilabilen genlerin meta
analiz ¢aligmasi, Pythium irregular enfeksiyonu ile ABA-regiile edilmis genlerin yaklasik
ticte birinin uyarildigini gdstermistir. Bu bulgular ABA’nin bitki hiicre metabolizmasinin
transkripsiyonel yeniden programlanmasi araciligiyla bitki savunma sisteminin
aktivasyonunda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Ayrica, P. irregular enfeksiyonu
sonrasinda, JA biyosentezi ve JA cevap genlerinin ifadesi icin ABA’ya ihtiya¢ duyuldugu
bulunmustur (79).

Barassinosteroider (BR), hayvan steroid hormonlar ile yapisal olarak iligkili hormonlardir
ve bitkilerde biiylimenin regiilasyonunda, gelisim ve ¢esitli fizyolojik yanitlarda gorev
alirlar (80). BR’lerin tohum ¢imlenmesi, hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, ¢iceklenme,
yaslanma ve abiyotik stres cevabi gibi cesitli gelisimsel islemlerde etkili olduklari
bilinmesine ragmen, bu hormonlarin biyotik strese karsi cevapta oynadiklari rol hakkinda
cok az bilgi bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar, bitki savunma yanitlarinin regiilasyonunda
BR’lerin rolii oldugunu gostermektedir. BR’lerin savunmada yer alan diger hormonlarin
biyosentezinde etkili olan genlerin ifade seviyesini etkiledigi rapor edilmistir. Ornegin,
Arabidopsiste, Etilen (ACC sentaz) ve JA (OPR3) hormonlarinin biyosentezinde rol
oynayan genlerin BR’ler tarafindan uyarildigi gosterilmistir (70, 81, 82).

Salisilik asit (SA), Jasmonik asit (JA) ve Etilen (ET) hormonlarinin hem cesitli patojenler
ve hasereler gibi biyotik stres faktorlerine karsi, hem de ozon maruziyeti, yaralanma gibi
cesitli abiyotik stres faktorlerine karsi bitki savunma yanitlarini diizenlemede esas rolil
oynadig1 bilinmektedir (83-87). Salisilik asit (SA), bitki savunmasinda kritik bir rol

oynamaktadir ve biyotrofik ve hemibiyotrofik patojenlere karsi sistemik kazanilmig
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direngin (SAR) olusturulmasi gibi savunma yanitlarinin aktivasyonunda yer almaktadir
(70, 88).

Etilen (ET), bitkilerde baz1 stres tepkilerini ve gelisim asamalarin1 kontrol eden bir
hormondur. Cesitli ¢calismalar patojen girisinden sonra bazi savunma ile iligkili genlerin
ifade seviyesini aktive etmek icin JA ve ET sinyalinin genellikle sinerjik olarak calistigini
gostermektedir (83, 89, 90).

Bu hormonlara ek olarak hormon olarak kabul goren bir bilesik grubu da Jasmonatlardir
(JA). Tohumsuz bitkileri de kapsayan 150 familyaya ait 200 tiirde bu bilesige rastlanmustir.
Jasmonatlar (JA), ilk kez yasemin (jasmin) bitkisinden elde edilmislerdir. Jasmonatlar
linolenik asitten lipoksijenaz—bagimli bir islemle tiirevlenirler (91). Bitkide biiyiimeyi
engelleyici ve yaglanmayi hizlandiricr etkiye sahiptirler (92). Jasmonatlarin, bitki geligimi
boyunca, biyotik ve abiyotik stres gibi ¢esitli fizyolojik rolleri de tanimlanmustir (91). JA,
yiiksek bitkiler tarafindan tiretilen ve tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi, verimlilik, meyve
olgunlagmasi ve yaglanma gibi islemlerde gorev alan énemli bir biiylime diizenleyicisidir
(93, 94) ve ayn1 zamanda bitkinin karsilastigi herhangi bir stres durumunda bitki savunma

mekanizmasini harekete gecirerek bir uyarici olarak gérev yapmaktadirlar (69).

COOR

9 10
0

Jasmonik asit icin B, H; Metil jasmonat igin B, CH»

Sekil 2. 12. Jasmonik asit ve Metil jasmonatin a¢ik formiilii (95).

Jasmonatlarin sentezlenmesi sonucu ortaya ¢ikan cevaplardan birisi bitkide sekonder
metabolit birikimidir (34). Jasmonatlar bunu sekonder metabolitlerin biyosentezinden
sorumlu genlerin ifadelerini degistirerek yapmaktadir (96, 97). Bikide tiim organlarda
farkl1 JA sinyal yolu bulundugu ve yaralanan bdlgeye 0Ozgii cevap verildigi ortaya
konmustur (98). JA sinyal yolu birka¢ yoldan olusmaktadir. Ik uyaran ile lokal ya da
sistemik olarak sinyali iletimi baglar (Sekil 2.13). Sinyalin algilanmasi JA biyosentezini
baglatir. JA’nin algilanmasi sonucunda JA sinyal iletimi salisilik asit, etilen ve diger sinyal

iletim yollari ile iletisim kurar (99).
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Sekil 2. 13. JA sentezi igin iki potansiyel yolagin sematik olarak gosterimi (91).

2.3.2. ELISITORLER VE BiR ELiSITOR OLARAK MEJA UYGULAMALARI

Elisitor, canli sistemlere diisiik konsantrasyonlarda uygulandiginda dahi spesifik
bilesenlerin biyosentezini uyaran yada baslatan maddelerdir (100). Elisitorler yapilarina
gore abiyotik ve biyotik elisitorler olarak veya orijinlerine gore endojen ve eksojen
elisitorler olarak siniflandirilabilirler. Abiyotik elisitorler genellikle inorganik tuzlar ve Cu
ve Cd iyonlar1 gibi elisitér olarak davranan fiziksel faktorler, Ca®* ve yiksek pH’dir.
Biyotik elisitorler ise, pektin ve seliiloz gibi hiicre duvarlarindan tiirevlenen polisakkaritler,
mikroorganizma kokenli kitin veya glukanlar, glikoproteinler, G-proteini, reseptorlerle
iliskli ve bir dizi enzim veya iyon kanalini aktive veya inaktive ederek etki gosteren
hiicreler arasi proteinlerdir (101, 102). Eksojen elisitorler, polisakkaritler, poliaminler ve
yag asitleri gibi hiicre disindan kaynaklanirken, endojen elisitorler, galakturonid ve hepta-

B-glukozitler gibi hiicre i¢inden kaynaklanmaktadirlar (102).

Fungal bir elisitor olan metil jasmonat (MeJA), jasmonik asitten tiirevlenen ve bitki
yaslanmasi, tohum c¢imlenmesi, kok gelisimi, ¢iceklenme, meyve olgunlasmasi gibi
gelisimsel yolaklarda ve bitkinin savunmasinda gorev alan ugugu organik bir bilesiktir.
MelJa birgok biyotik ve abiyotik stres durumunda cevap olarak ve orijinal bitki savunma
sistemlerinde de sinyal olarak gorev yapmaktadir (93, 94). Mela, JA eslenigi oldugu i¢in
biyolojik deneylerde yaygin olarak kullanilmaktadir (103). Calismalardan elde edilen
bilgilere gére MeJA’nin, P. somniferum (104, 105) ve Catharanthus roseus’ta (106)
alkaloit birikimine yol acan bir dizi reaksiyonu etkiledigi bulunmustur. JA ve metil esteri

MeJa diger bitki hormonlari ile sinerjetik ya da antogonostik olarak calisabilirler. Metil
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jasmonat ile etilenin sinerjetik olarak bir grup savunma genini uyardigi bilinmektedir (93,
107). Yapilan mikroarray calismalari, etilene cevap transkripsiyon faktoriil (ERF1)'in
jasmonat ve etilene karsi sentezlenen bircok genin ifadesini diizenledigini ortaya
koymustur (55, 108). Yapilan bir ¢alismada, eksojen MeJa uygulamasi ile JA sinyal iletim
mekanizmasinin aktif hale getirilmesi bitki koklerinden flavanoid ve indol gibi sinyal
bilesiklerinin salinimini artirmistir (109). Bu durum toprakta bulunan mikroorganizmalarin
sayisin1 degistirmemistir fakat rizosfer komunite kompozisyonu iizerinde degisik meydana
getirerek JA yolaginin  bitki-bakteri etkilesimleri iizerinde etkili olabilecegini

gostermektedir (34).

2.4. TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI

Transkripsiyon faktorleri (diziye 6zgii DNA baglayici faktdr), genlerin transkripsiyonunu
diizenlemek i¢in DNA iizerinde belli bir diziye baglanabilen proteinlerdir (Sekil 2.14).
Transkripsiyon faktorleri tek basina veya bir grup proteinle birlikte, RNA polimeraz
tarafindan bir genin transkripsiyonunu ya (bir aktivator olarak) kolaylastirir veya (bir
represor olarak) engellemektedirler (110-113). Transkripsiyon faktorleri ¢ogu hiicresel
islem i¢in hayati 6nem tasimaktadirlar. TF’lerin tanimlayici bir 6zelligi onlarin bir ya da
daha fazla sayida DNA baglayict domain (DBD) igcermesidir (114, 115). Transkripsiyon
faktorlerinin  biyolojik rollerinden ve Onemli fonksiyonlarindan bazilari; bazal
transkripsiyon regiilasyonu, gelisim, hiicreleraras1 sinyallere cevap, g¢evresel faktorlere
cevap, hiicre siklusunun kontol edilmesi ve patojenezis olarak sayilabilir. Ayrica bitkilerde
metabolit birikimini artirmaya aracilik eden yolaklarin birgok asamasinda diizenleyici

olarak bulunurlar (116).

TF’leri, DNA-baglayict domain (DBD), trans-aktive edici domain (TAD) ve opsiyonel
olarak sinyal-algilayici domain (SSD) igerirler. DBD, DNA’da regiile edilen genlere yakin
bulunan spesifik dizilere (enhancer veya promoter) baglanir. Bu diziler transkripsiyonun
baglamasi igin gerekli dizilerdir. Transkripsiyon faktorlerini baglayan DNA dizileri
genellikle “respons” elementler olarak isimlendirilirler. TAD ise transkripsiyon
koregiilatorleri gibi diger proteinler i¢in baglayicit bolgeler icermektedir. Bu baglayici
bolgeler genellikle aktivasyon fonksiyonlar: (AF) olarak isimlendirilirler (117). Opsiyonel
olarak, disaridan gelen sinyalleri algilayan ve bu sinyalleri transkripsiyon kompleksinin
geri kalan kisimlarma ileterek genin az ya da ¢ok ifade olmasii saglayan bir sinyal

algilama domaini (SSD) (6rnegin bir ligand baglayict domain) icermektedir. Ayrica DBS
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ve SSD, gen ifadesini diizenlemek igin transkripsiyon kompleksi iginde bulunan farkli

iliskili proteinler iizerine yerlesebilir.

Transkripsiyon faktorlerini analiz etmek ig¢in farkli teknolojiler mevcuttur. Genomik
diizeyde belirlemek igin, DNA-dizileme ve veritaban1 c¢alismalar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Transkripsiyon faktorlerini western blot yontemi ile spesifik antikorlar
kullanilarak protein seklinde saptamak mimkiindir. “Electromobility Shift Assay
(EMSA)” yontemi kullanilarak transkripsiyon faktorlerinin  aktivasyon profilleri
belirlenebilir (118). Aktivasyon profillerini belirlemek i¢in bir baska yontem ise DNA
mikroarray temelli bir teknoloji olan ve belirli DNA baglayici dizileri array yiizeyinde
bulunduran, farkli transkripsiyon faktorlerinin ayn1 anda saptanabilmesine olanak saglayan

TF ¢ip sistemidir (119).

Regiilasyon
el ~
Transkripsiyon
Faktorii GEN
«

PO ——— )0

Baglanma Bolgesi

Sekil 2. 14. Transkripsiyon faktorlerinin sematik olarak gosterimi.

2.4.1. WRKY TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI

WRKY proteinleri bitkilerde bir gen siiperfamilyasi olarak ortaya ¢ikan bir transkripsiyon
faktori grubudur ve bitkide savunma yanit1 yolaklarinin regiilasyonunda 6nemli roller
oynamaktadirlar (120). WRKY proteinlerinin adi, bu proteinlerin en 6nemli 6zelligi olan
ve aile iiyeleri arasinda olduk¢a korunmus 60 amino asitlik bir bolge olan WRKY
domaininden gelmektedir. WRKY domaini korunmus amino asit dizisi olan N-terminal
ucta bulunan WRKYGQK dizisi tarafindan taninir. Bitkilerin hareketsiz canlilar olmasi ve
ototrofik yasam tarzina sahip olmalariyla baglantili olarak ¢ok cesitli biyotik ve abiyotik
stres kosullarina maruz kalmalar1i WRKY ailesinin ¢ok genis olmasinin temel
sebeplerinden biri olabilir. WRKY proteinleri ayn1 zamanda trikom gelisimi ve sekonder

metabolitlerin biyosentezi gibi diger bitkiye 6zgii islevlerde de rol oynarlar.
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BIA metabolizmasinda ilk kesfedilen transkripsiyonel regiilatér, Coptis japonica
bitkisinden izole edilmistir. Bu gesitli biyosentetik genlerin regiilasyonunda yer alan
CJWRKY1 genidir ve CjWRKY 1 transkriptlerinin susturulmasi berberin biyosentezinde
yer alan ¢esitli gen transkriptlerinin ifadelerinde indirgenmeye sebep oldugu bulunmustur
(12, 27, 48). Nicotiana attenuata’da yapilan bir ¢alismada NaWRKY3 ve NaWRKY6
genlerinin, herbivor tarafindan yaralanmaya karst JA ve JA-izoldsin seviyelerini artirarak
JA biyosentez genlerinin (LOX, AOS, AOC ve OPR) ifadesini regiile ettigi ortaya
konulmustur (Sekil 2.16a) (121, 122). Bu genler herbivorlara karsi dogrudan ve dolayli
savunma mekanizmalarinda rol oynamaktadirlar. Boea hygrometrica’da yapilan bir
calismada, dehidrasyon ve ABA tarafindan uyarilan ve kuraklik toleransinda 6nemli bir rol
oynayan BhGolS1 (galaktinol sentaz) geninin promotoér bdlgesi BhWRKY1 tarafindan
uyarildigi  bulunmustur. Bu etkilesimin transkripsiyon ve kuraklik toleransinin

aktivasyonuyla iligkili oldugu saptanmistir (122, 123).

2.5. qRT-PZR (GERCEK ZAMANLI PZR) YONTEMI VE GEN IFADELEMESI
CALISMALARI

“Real-time PCR (Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu)” teknolojisi, DNA veya
mRNA 6rneklerinin ¢ogaltilmasini saglayan ve elde edilen iriinlerin miktarini tek bir tiipte
tespit edebilen, son yillarda kullanimi yayginlagmis bir yontemdir. Floresan isaretleme
tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanilmaya baslanmasi ile bilinen “PZR”
yontemi gelistirilerek olusturulan teknik, gen anlatim ¢alismalarina hiz kazandirmistir (11,
124). Cift zincirli DNA'ya baglanabilen "SYBR-Green I" floresan boya ile isaretleme en
basit metotdur. "SYBR-Green I" ile belirleme ¢ok iyi ¢alisan bir metotdur fakat reaksiyon
ortaminda bulunan primer-dimer olusumlar1 gibi herhangi bir ¢ift zincirli DNA da floresan
1s1ma yapabilir. "SYBR-Green I” diginda giivenilir bir sekilde kullanilan ve floresan 1s1ma
yapabilen {i¢ adet isaretli prob vardir. Bunlar "TagMan ® probe" veya hidroliz prob,
molekiiler boncuk yontemi ve hibridizasyon problarini igeren problardir. (125). Adindan da
anlasildigi gibi “gergek zamanli PZR” sistemi, PZR reaksiyonu olusurken monitérden
gbzlemlemeye olanak saglamaktadir. "Ger¢ek zamanli PZR"in kullanim alanlari, patojen
saptanmasi, gen anlatiminin analizi, kromozomlardaki sayisal-yapisal bozukluklarin analizi
ve son zamanlarda kullanilmaya baglanan "gercek zamanli immiino PZR” teknolojisi ile
proteinlerin  belirlenmesidir. Ticari olarak bir¢ok "gercek zamanli PZR" cihazi
bulunmaktadir. Bunlar arasindaki temel farkliliklar "eksitasyon" ve "emisyon" dalga

boylari, hiz1 ve ayni anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir. Bu teknoloji cesitli
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alanlarda kullanicilar tarafindan tercih edilmektedir. Gen ifadesi c¢alismalarinda
kullanilmasindaki tercih sebebi ise daha hassas, daha verimli, hizli ve daha iretken
olmasidir (125). Gen anlatimmnin belirlenmesi, farklilasma ve patolojik durumlarin

saptanmasi i¢in ¢ok onemlidir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Hashas (Papaver somniferum L.), narkotik analjezik morfin, Oksiiriik kesici kodein,
antimikrobiyal ajan sanguinarin, vasodilator olarak kullanilan papaverin ve
antikanserojenik noskapin gibi ¢esitli Benzilizokinolin alkaloitlerini (BIA) iiretmektedir
tilkemizde ve diinyada tarimi yapilan, endiistriyel ve tibbi agidan ¢ok 6nemli bir bitkidir.
Ulkemiz hem hashas hem de alkaloit {iretimi bakimindan &neli bir iiretici iilke olup, diinya
yasal hashas ekim alanlar1 igerisinde %45°lik bir paya sahiptir. Ulkemizde iiretilen hashas
cesitlerinde kuru kapstildeki morfin oram1 %0,4 civarindadir. Ancak diinyada hashas ve ,
morfin ve tiirevleri tireten tilkelerde, kapsiildeki morfin oran1 %2 civarinda seyretmektedir.
Bu dilkeler birim kapsiilden daha fazla morfin iiretmek suretiyle iiretim maliyetlerini
diistirmekte ve uluslararasi rekabette avantaj saglamaktadirlar (10). Bu nedenle iilkemizde
hashas kapsiiliinde alkaloit miktarin1 arttirmaya yonelik 1slah ve genetik manipiilasyon
caligmalarina ihtiya¢ vardir. Morfin ve noskapin alkaloit biyosentezinin farkli yolaklar
tizerinden gerceklestigi bilinmesine ragmen, bu yolaklarda yer alan genler ve bu genlerin
fonksiyonlar1 ve ne sekilde regiile edildikleri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. BIA
biyosentez yolagi ¢ok sayida enzimin ve metabolitin yer aldigi olduk¢a karmasik bir
yolaktir. Bitkilerde alkaloit biyosentez yolaklarinda etkili olan ¢ok sayida TF gorev
almaktadir (126, 127). WRKY ailesi bitki gelisiminde ve bitki metabolizmasinda gesitli
gorevleri lstlenen biyotik ve abiyotik stres kosullari ile iligkili olan transkripsiyon

faktorleridir (128).

Bu tez calismasi kapsaminda oncelikle, fungal bir elisitor olan MeJa ile muamele edilerek
metabolit icerigi artirllmis ve 3. ve 9. Saat sonra hasat edilmis morfince ve noskapin
icerigi yiiksek hashas genotiplerinin kapsiil dokusundan elde edilen kiicik RNA
kiitiiphanelerine ait yeni nesil dizileme sonuglari, Blast programi ile analiz edilerek c¢esitli
transkripsiyon faktorleri belirlenmigtir. Daha sonra belirlenen transkripsiyon faktorlerinin,
gRT-PCR yontemi ile morfince ve noskapin igerigi yliksek hashas bitkilerindeki ifade
seviyeleri Ol¢iilerek, transkripsiyon faktorleri ile BIA biyosentez yolagi arasindaki iliskinin

aydinlatilmas1 amag¢lanmastir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. BITKIi MATERYALI

Calismada morfince ve noskapince zengin hashas (Papaver somniferum L.) bitkisi
kullanmilmistir. Papaver somniferum L.’nin morfin igerigi zengin Ofis-95 ¢esidi, ve
noskapin igerigi zengin bir hashas hatt1 Toprak Mahsulleri Ofisinden temin edilmis Ankara

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri arazisine 3 tekerriirlii 3 sira seklinde ekilmistir.
4.2. MEJA UYGULAMASI

Bitki petallerini dokmeye baslar baslamaz uygulama yapilmis ve dokular hasat edilmistir.
MelJa uygulamasi i¢in dncelikle bistiiri yardim ile kapsiilden baslayarak bitkinin gévde ve
yaprak dokular1 zedelenmistir. Daha sonra bu bitkilere 100 pM MeJA ¢ozeltisi piiskiirtme
yontemi ile uygulanmistir. Kontrol bitkilerine ise 100 ml su igerisine 100 pl etanol ve 100
pul Tween—20 eklenmis olan karisim uygulanmistir. Bitkilerin {izerlerinden ¢d6zelti
damlayacak hale gelene kadar, sprey yoluyla uygulama yapilmistir. Uygulamadan sonraki
3. ve 9. saatlerde hem kontrol hem de uygulama bitkilerinin kapsiilleri hasat edilerek - 80

°C' de saklanmustir.

4.3. TOTAL RNA iZOLASYONU

Orneklerin kapsiil dokusundan 100 mg alinarak steril havanlar icerisinde sivi azot
kullanilarak ezilmistir (Sekil 4.1). Ezilen dokulardan Trizol (Invitrogen, Kat no: 15596-
026) metoduna gore RNA izolasyonu yapilmistir. Yontemde, 6nce ortam steril hale
getirilmistir. Protokolde kullanilacak %75’lik etanol ve izopropil alkol buz i¢inde soguk
halde tutulmustur. 2 ml’lik ependorf tiiplere 1ml Trizol reaktifi eklenmistir. Toz haline
getirilen 100-150 mg kapsiil dokular tiiplere hizlica bosaltilip asagi yukari gevrilerek
tiipler hizlica karigtirllmistir. Tiipler 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 1 ml Trizol
i¢cin 0,2 ml kloroform tiiplere ilave edilmistir. Tiiplerin kapaklar1 iyice kapatilip 15 saniye
boyunca elle kuvvetlice c¢alkalanip karistirtlmistir. 2-3 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra, 4°C’de 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki siv1 faz
yeni tiiplere aktarilmistir ve buzda bekleyen izopropil alkolden 500 pl (Trizol’lin yarisi
kadar) bu tiiplerin iizerine eklenmistir. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra,
4°C’de 15000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatatnt atilmistir. Coken
RNA’nin iizerine 1 ml (Trizol kadar) %75’lik etanol eklenerek yikanmustir. Ornekler

27



4°C’de 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant atildiktan sonra
dipte kalan RNA ¢okeltisi kurumaya birakilmistir. Tiiplere 30 pl ddH20O eklendikten sonra
10 dakika siireyle 57°C’de 1s1 blogunda bekletilmis ve RNA’larin ¢6ziinmesi saglanmistir.
RNA érnekleri - 80 °C’ye kaldirilmustir (129).

Sekil 4. 1. Hashas 6rneklerinden total RNA izolasyonu.

4.3.1. RNA TEMiZLEME ISLEMI

RNA temizlenmesi Rneasy, QIAGEN kit protokoliine gére yapilmistir. Toplam RNA tiipii
igindeki miktar ol¢iiliip toplam 100 ml olacak sekilde RNase-free water eklenmistir. Daha
sonra 350 ul RLT buffer ilave edilmis ve karistirilmistir. Daha sonra 250 ul %96-100’lik
etanol konularak RNA karigtirtlmigtir. 700 pl’lik toplam hacim spin column igine bu
karisim eklenmis ve 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir (NOT: Islem sogutmali
santrifiijde +4 °C’de yapilmustir). 500 pl RPE buffer eklenmis ve 10.000 rpm’de 15 sn
santrifiij edilmistir. Altta toplanan sivi atilmistir. 500 ul RPE buffer eklenmis ve 10.000
rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Altta toplanan sivi atilmistir. Ust kistm alinmis ve alt
kisma yeni tiip yerlestirilmistir. En son artiklarin uzaklastiriimasi i¢in 1 dk 10.000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Alt kisim atilmistir. Yerine kit i¢indeki 1.5’Iuk tiip yerlestirilmis ve
tizerine 30.5 pul RNase-free water eklenmistir. 1 dk 10.000 rpm’de ¢evrilmistir. Daha sonra
nanodropta konsantrasyon degerleri 6l¢iilmiis ve jel elektroforezinde %2’lik agaroz jelde

RNA’lar yiiriitiiliip gortintiilenmistir.
4.3.2. ELDE EDILEN RNA’LARIN KALIiTE VE KONSANTRASYON TAYINi

Elde edilen RNA’larin, NanoDrop cihazinda (Thermo Scientific, KS, USA, NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer) kalite ve miktar tayini yapilmistir (Sekil 4. 2). RNA
ornekleri 230, 260 ve 280 dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir. A260/A230 oraninin 2,0-2,2 ve
A260/A280 oraninin 1,8-2,1 arasinda olmasi, saf RNA izole edildigi anlamina
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gelmektedir. izole edilen RNA’larin biitiinliigii %2’lik agaroz jele 1-2 pL &rnek

yiiklenerek ve 100 volt enerjiyle 1 saat yiiriitiildiikten sonra goriintiilenmistir.

EENsneter ND- 1000
Spectrophotometer

Sekil 4. 2. Nanodrop cihazi.

4.4. cDNA SENTEZi

Elde edilen RNA’dan cDNA elde etmek i¢in Fermentas Kiti (Fermentas, Ontario, Canada)
kullanilmigtir. Esit miktarda RNA ile ¢alismaya baslamak amaciyla, her bir dokuya ait total
RNA’lardan 1000 ng olacak sekilde ayarlanarak RNA kullanilmigtir. 1X i¢in 1 pl Oligo
dT, 1000 ng RNA olacak sekilde iizerine su eklenerek toplam hacim 11 pl ye
tamamlanmistir. Tiipler PCR cihazinda 65°C’de 5 dk tutulduktan sonra hemen buza
goémiilmiis ve en az 2 dk buzda bekletilmistir. Daha sonra herbir tiipe 4 ul 5x Buffer, 2 pL
10 mM dNTP, 1 pl RNase out, 2 ul Revers Transkriptaz enzimi eklenerek toplam hacim 20
ul ye tamamlanmustir. Ornekler 37 °C’de 60 dk PCR cihazina konulmus, 70°C’de 5 dk
bekletilmis ve +4 °C’de reaksiyon sona erdirilmistir. Olusan tiim cDNA lar i¢in, 18S rRNA
primerleriyle (185 rRNA (1706662) ileri 5’-TTTGACTCAACACGGGGAAA-3, 18S
rRNA (1706663) Geri 5’-CAGACAAATCGCTCCACCAA-3) PCR optimizasyonu
yapilmistir ve cDNA larin olusup olusmadiginin kontrolii i¢in %1 lik jelde yiirtitilmiistiir.

4.5. TRANSKRIPSiYON FAKTORLERININ TESPIiTi

Bu amag¢ i¢in daha once yapilan bir ¢alisma kapsaminda elde edilen MeJa uygulamasi
sonrast 3., ve 9. saatlerde hasat edilen morfince zengin hashas ¢esidinin kapsiiliine ait

kiigik RNA kiitiiphanelerine ait diziler kullanilmistir. Okumalar Roche 454-GS FLX+
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platformu kullanilarak elde edilmistir. Bitki WRKY transkripsiyon faktorlerine ait
veritabanlar1 indirilmistir ve okumalardan elde edilen diziler Linux tabanli Blast programi
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda e-degeri 1e™ ve iizerinde homoloji
gosteren bolgeler, potansiyel hashas WRKY transkripsiyon faktorii dizisi olarak

belirlenmistir.
4.6. PRIMER TASARIMI

Belirlenen transkripsyon faktorlerine Primer3 programi (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

kullanilarak uygun parametreler ile primer tasarlanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. qRT-PZR’de kullanilan primerler ve baglanma sicakliklari.

Gen Primer Dizi Sicakhik

WRKY 16 44379 ileri S-AGTCTTCCTCCTTCCATTTGA-3' 51°C
44379 Geri  5-ACTTTAATCGTCCTCTTCAACC-3'

WRKY 17 58598 Ileri 5-AGGGTGAAGAACGATATGATG-3' 51°C
58598 Geri  5-GACTCTAAATCCTCCTCCTCT-3'

WRKY 24 56885 lleri 5-TGCAACGTGAAGAAGCAGG-3' 55 °C
56885 Geri  5-AGCGCAATCCATGAGCTTC-3'

WRKYS59 64350 Tleri S-TTCCAGCTAGTTAGTGGCTC-3' 58°C
64350 Geri  5-ATTGCAGGGACTTTGATAGAC-3'

WRKY61 39246 lleri 5-TCAGGTGTTAGGAGAGATCAG-3' 51°C
39246 Geri S-CTCACTGGTTGTTTGTACAATG-3'

WRKY82 58284 lleri 5-ATAGAGGAGCACACAGTCATG-3' 51°C
58284 Geri  5-CAATCACTTGAGCAAAAGAGCT-3'

4.7. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU

Kantitatif PZR reaksiyonlarina baglamadan Once primerlerin ¢alisma kosullarinin
optimizasyonu i¢in dncelikle semi-kantitatif PZR reaksiyonu yapilmistir (Sekil 4.3). PZR
reaksiyonu, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, 0.25 {inite DNA polimeraz, 1X tampon
coOzeltisi, 100 ng DNA ve her bir primerden 0,5 uM olacak sekilde, toplamda 20 uL
hacimde hazirlanmistir. PZR programi, tek dongii 95 °C 1,5 dk., 35 dongii; 95 °C 40 sn.,
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her bir primer i¢in belirlenen uzama sicakliginda 45 sn., 72 °C 1,5 dk ve tek dongii 72 °C
10 dk olacak sekilde ayarlanmigtir. PZR driinleri %1,5'luk agaroz jel {izerinde

goriintlilenmistir.

Sekil 4. 3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) cihazi.

4.8. GERCEK ZAMANLI gRT-PCR UYGULAMALARI

Gen ifadesi analizleri i¢in Roche LightCycler 480 (Roche, Germany) cihazi (Sekil 4.4) ve
SYBR Green | Master kit (Roche, Germany, kat. No: 04707516001) kullanilmistir (130).
gRT-PCR deneyleri ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Oncelikle her bir érnekteki RNA miktar:
P.somniferum  18S rRNA  primerleri (18S rRNA  (1706662) ileri 5°-
TTTGACTCAACACGGGGAAA-3, 18S rRNA (1706663) Geri 5’-
CAGACAAATCGCTCCACCAA-3) kullanilarak normalize edilmistir. Verilerin analizi
i¢cin ‘threshold’ (Ct) degeri alinmistir. Reaksiyon (1X i¢in), 96 kuyucuklu optik platelerde
10 pl FastStart SYBR Green I Master Mix (2X, Roche Applied Science, Penzberg,
Germany), 0,1 ul ileri (Forward) primer (100 pmol), 0,1 ul Geri (Reverse) primer (100
pmol), 2 ul cDNA ve 7,8 ul niikleaz icermeyen su (PCR Grade) kullanilarak toplam hacim
20 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Olgiimlerin fluoresan sinyalleri 530 nm’de kaydedilmis
ve “Roche Light Cycler 480 Software” yazilimi araciligr ile analiz edilmistir. PZR
sonucunda her bir 6rnek i¢in Ct (Cycle Treshold - Esik Dongii) degerleri elde edilmistir.

Her bir transkripsiyon faktoriine ait ifade degeri 18S geni ile normalize edilmis ve ardindan
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transkripsiyon faktorlerinin  anlatim  diizeyleri, 2**“" metodu (131) kullanilarak

hesaplanmustir.

Sekil 4. 4. qRT-PZR (Gergek zamanli PZR) cihazi.

32



5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. RNA IZOLASYONU, MiKTAR VE KALITE TAYINi

Bu tez kapsaminda MeJA uygulamasi sonrasinda 3. ve 9. saatlerde morfin ve noskapin
tiretimi indiikklenmis uygulama yapilmis ve MeJA uygulamast yapilmamis kontrol
bitkisinin kapsiil dokusundan 6rnekler alinarak Trizol protokoliine (129) gore izole edilen

total RNA 6rnekleri Nanodrop 1000 cihazi ile saflik ve konsantrasyon tayinleri yapilmistir.

Cizelge 5. 1. RNA orneklerinin NanoDrop 1000 cihazindan elde edilen olgiim
degerlerinden bazilari.

Morfince Zengin Bitki Noskapince Zengin Bitki
Niik. asit Niik. asit

) kons. kons.

Ornekler (ng/ul) 260/280 | 260/230 (ng/pl) 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

Orneklere ait nanodrop sonuglar1 olarak; 260/280 oran1 1,80-2,18; 260/230 orani ise 1,75-
2,13 degerleri arasinda sonug gostermistir (Cizelge 5.1). Ayn1 zamanda kalitatif analiz i¢in
RNA ornekleri %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir. Ayrica, Genel olarak her iki zaman
dilimine ait RNA kalitesini gosteren parametrelerin birbirine oldukca benzer oldugu ve

gRT-PZR yoéntemi i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir.

52. ES ZAMANLI PZR ILE TRANSKRIiPSIYON FAKTORLERININ IFADE
SEVIYELERININ ANALIZi

Stres kosullarinda etkili olduklar1 bilinen WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59,
WRKY61 ve WRKY82 transkripsiyon faktorleri se¢ilmistir. Bu transkripsiyon faktorlerinin
ifade degisimleri, li¢ farkli biyolojik tekrar kullanilarak es zamanli PZR yontemi ile Roche
LightCycler 480 (Roche, Germany) cihaz1 kullanilarak analiz edilmistir. Bu sayede morfin
ile noskapince zengin bitkilerde belirlenen transkripsiyon faktorleri ile iliskili genlerin

ifadelerindeki degisiklikler belirlenmis ve farkliliklar karsilastirilmistir.
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Sekil 5. 1. Morfince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat bitki
orneklerinde elde edilen WRKY'16 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5. 2. Noskapince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat
bitki 6rneklerinde elde edilen WRKY 16 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama

Sekil 5.1 ve 5.2°de sirasiyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY16
transkripsiyon faktoriine ait genin ifade seviyeleri gosterilmektedir. Morfince zengin (Sekil
5.1) bitkide 3. saate ait sonuglar kendi i¢inde kiyaslandiginda, uygulama yapilmis bitkide
kontrol bitkisine gore gen ifadesinde azalma goriilmistiir. 9. saate ait kontrol ve uygulama
sonuglar1 kendi icinde degerlendirildiginde uygulama yapilmis bitkilerde kontrol
bitkilerine gore gen ifadesinde artis gozlemlenmistir. Ayrica, 9. Saatte hasat edilmis
bitkilerde 3. saatte hasat edilmis bitkilere oranla gen ifadesinde genel bir artis
bulunmaktadir. Noskapince zengin bitkide ise 3.saat kontrol ve uygulama ile 9. saat
kontrol ve wuygulama sonuglar1 birbirine kiyaslandiginda ve kendi iginde
degerlendirildiginde uygulama yapilmis bitkilerde kontrollere gére WRKY16 gen ifade
seviyesinde azalma oldugu gézlemlenmistir. Ayrica 9. saatte hasat edilmis bitkilerde 3.
saatte hasat edilmis bitkilere oranla ifade seviyesinde bir azalma oldugu saptanmustir (Sekil
5.2).
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Sekil 5. 3. Morfince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat bitki
orneklerinde elde edilen WRKY17 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5. 4. Noskapince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat
bitki 6rneklerinde elde edilen WRKY17 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5.3 ve 5.4’de swrasiyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY17
transkripsiyon faktoriine ait genlerin ifade seviyeleri gosterilmektedir. Morfince zengin
bitkide (Sekil 5.3) 3. saate ait veriler kendi i¢inde kiyaslandiginda, uygulama yapilmis
bitkide kontrol bitkisine gore gen ifadesinde azalma goriilmiistiir. 9. saate ait kontrol ve
uygulama sonuglart kendi iginde degerlendirildiginde ise uygulama yapilmis bitkilerde
kontrol bitilerine gore gen ifadesinde artis gézlemlenmistir. Ayrica, 9. saatte hasat edilmis
bitkilerde, 3. saatte hasat edilmis bitkilere oranla gen ifadesinde genel bir artis
bulunmaktadir. Noskapince zengin bitkide ise 3.saat kontrol ve uygulama ile 9. saat
kontrol ve wuygulama sonuglar1 birbirine kiyaslandiginda ve kendi iginde
degerlendirildiginde uygulama yapilmis bitkilerde kontrollere gore WRKY17 gen ifade
seviyesinde azalma oldugu goézlemlenmistir. Ayrica 9. saatte hasat edilmis bitkilerde 3.
saatte hasat edilmis bitkilere oranla ifade seviyesinde azalma oldugu saptanmustir (Sekil
5.4).
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Sekil 5. 5. Morfince zengin hashag bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat bitki
orneklerinde elde edilen WRKY 24 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5. 6. Noskapince zengin hashag bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat
bitki 6rneklerinde elde edilen WRKY24 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama

Ekspresyon

Sekil 5.5 ve 5.6’da sirasiyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY24
transkripsiyon faktoriine ait genlerin ifade seviyeleri gosterilmektedir. Morfince zengin
(Sekil 5.5) bitkide 3. saate ait sonuglar kendi i¢inde kiyaslandiginda, uygulama yapilmis
bitkide kontrol bitkisine gore gen ifadesinde belirgin bir degisiklik gézlemlenememisitr.
Ancak, 9. saate ait kontrol ve uygulama sonuglart kendi iginde degerlendirildiginde
uygulama yapilmis bitkilerde kontrol bitkilerine gére gen ifadesinde artis gdzlemlenmistir.
Ayrica, 9. saatte hasat edilmis bitkilerde 3. saatte hasat edilmis bitkilere oranla gen

ifadesinde genel bir artis bulunmaktadir.

Noskapince zengin bitkide ise 3. saat kontrol ve 3. saat uygulama kendi iginde
kiyaslandiginda kontrol bitkisine gore uygulamada azalma oldugu goriiliirken, 9. saat
kontrol ve uygulama sonuclari WRKY?24 ifade seviyeleri agisindan kendi iginde

kiyaslandiginda 9. saatte 3. saate oranla bir artig oldugu saptanmistir (Sekil 5.6).
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Sekil 5. 7. Morfince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat bitki
orneklerinde elde edilen WRKY59 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5. 8. Noskapince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat
bitki 6rneklerinde elde edilen WRKY59 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama

Sekil 5.7 ve 5.8’de siwrasiyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKYS59
transkripsiyon faktoriine ait genlerin ifade seviyeleri gosterilmektedir. Morfince zengin
bitkide (Sekil 5.7) 3. saate ait veriler kendi icinde kiyaslandiinda, uygulama yapilmisg
bitkide kontrol bitkisine gére gen ifadesinde artis oldugu goriilmiistiir. 9. saate ait kontrol
ve uygulama sonuglar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde ise uygulama yapilmis bitkilerde
kontrol bitilerine gore gen ifadesinde yine bir artis gézlemlenmistir. Ayrica, 9. saatte hasat
edilmis bitkilerde, 3. saatte hasat edilmis bitkilere oranla gen ifadesinde genel bir artis

bulunmaktadir.

Noskapince zengin bitkide ise veriler degerlendirildiginde hem 3 saat hemde 9 saat
uygulama yapilmis bitkilerde, kontrol bitkilerine gore WRKY59 gen ifade seviyesinde
belirgin bir artis gézlemlenmistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5. 9. Morfince zengin hashag bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat bitki
orneklerinde elde edilen WRKY61 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5. 10. Noskapince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat
bitki 6rneklerinde elde edilen WRKY®61 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama

Sekil 5.9 ve 5.10°de sirasiyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKY61
transkripsiyon faktoriine ait genlerin ifade seviyeleri gosterilmektedir. Morfince zengin
(Sekil 5.9) bitkide 3. saate ait sonuglar kendi i¢inde kiyaslandiginda, uygulama yapilmis
bitkide kontrol bitkisine gore gen ifadesinde belirgin bir degisiklik gézlemlenememisitr.
Ancak, 9. saate ait kontrol ve uygulama sonuglart kendi iginde degerlendirildiginde
uygulama yapilmis bitkilerde kontrol bitkilerine gore gen ifadesinde artis gézlemlenmistir.
Ayrica, 9. saatte hasat edilmis bitkilerde 3. saatte hasat edilmis bitkilere oranla gen
ifadesinde genel bir artis bulunmaktadir. Noskapince zengin bitkide ise 3.saat kontrol ve
uygulama ile 9. saat kontrol ve uygulama sonuglar1 birbirine kiyaslandiginda ve kendi
icinde degerlendirildiginde her iki saatte de uygulama yapilmis bitkilerde kontrollere gore
WRKY®61 gen ifade seviyesinde azalma oldugu gozlemlenmistir. Ayrica 9. saatte hasat
edilmis bitkilerde 3. saatte hasat edilmis bitkilere oranla ifade seviyesinde bir azalma

oldugu saptanmistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5. 11. Morfince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat
bitki 6rneklerinde elde edilen WRKY82 genine ait ifade seviyeleri.
K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5. 12. Noskapince zengin hashas bitkisinde MeJA uygulanmasi sonucu 3. ve 9. saat
bitki 6rneklerinde elde edilen WRKY82 genine ait ifade seviyeleri
K: Kontrol, U: Uygulama

Sekil 5.11 ve 5.12°de sirastyla morfince ve noskapince zengin bitkilerde WRKYS82
transkripsiyon faktoriine ait genlerin ifade seviyeleri gosterilmektedir. Morfince zengin
(Sekil 5. 11) bitkide 3. saate ait sonuglar kendi i¢cinde kiyaslandiginda, uygulama yapilmis
bitkide kontrol bitkisine gore gen ifadesinde belirgin bir diisiis gézlemlenmektedir. Ancak,
9. saate ait kontrol ve uygulama sonuglar1 degerlendirildiginde uygulama yapilmis
bitkilerde kontrol bitkilerine gore gen ifadesinde belirgin bir degisiklik saptanamamuistir.
Noskapince zengin bitkide ise 3. saate ait sonuglar kendi i¢inde kiyaslandiginda, uygulama
yapilmis bitkide kontrol bitkisine gore gen ifadesinde belirgin bir artis gozlemlenirken, 9.
saat kontrol ve uygulama sonuglari kendi iginde kiyaslandiginda WRKY®82 gen ifade
seviyesinde belirgin bir degisiklik saptanamamistir. Ayrica 9. saatte hasat edilmis
bitkilerde 3. saatte hasat edilmis bitkilere oranla ifade seviyesinde genel bir azalma oldugu

saptanmustir (Sekil 5. 12).
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. WRKY TRANSKRIPSiYON FAKTORLERININ iFADE PROFILIi

Transkripsiyon faktdrii olarak WRKY proteinleri biyotik ve abiyotik stres yaniti, hormon
cevaplar1 ve bitki gelisimini de igeren ¢esitli fizyolojik olaylarda rol oynamakta olup (132)
cesitli bitkilerde WRKY transkripsiyon faktorlerinin biyotik ve abiyotik stres cevabindaki
rolleri iizerine ¢aligmalar yapilmis (133) olmasina ragmen hashas bitkisinde yapilmis

¢alisma bulunmamaktadir.

Biyotik stres uygulanmis domates bitkisinde yapilan bir ¢alismada, TSWV (tomato spotted
wild viriis) enfeksiyonu sonrasinda bir dizi WRKY transkripsiyon faktoriiniin farklh
sekillerde ifadelendigi gosterilmistir (134). Bu WRKYler icinde WRKY16 geninin, viriis
enfeksiyonuna ve diger biyotik stres kosullarina karsi en ¢ok ifade olan genlerden birisi
oldugu bulunmustur. Ayrica diger bir ¢alismada Solanum lycopersicum’da ToLCNDV
enfeksiyonunun, kontrol bitkisine kiyasla WRKY16 ifade seviyesinde 14.2 kat artisa yol
actigt gosterilmistir (135). WRKY transkripsiyon faktorleri SA-bagimli savunma
yanitlarinin 6nemli diizenleyicileri olup (136, 137) Arabidopsis’te WRKY17 geninin SA/JA
etkilesiminde gorev aldigi gosterilmistir. WRKY17’nin susturuldugu bir mutantta, SA-yanit
gen transkriptlerinin yiiksek seviyede biriktirildigi, JA-yanit genlerinin ise oldukc¢a diisiik
oldugu bulunmustur (138). Coffe canephora CcCWRKY17 geninin sar1 pas hastaligi, MeJa
ve SA uygulamasina karsi olduk¢a aktive edildigi, yaralanma, meyve olgunlagmasi ve
nematod uygulamasindan sonra ise kismen aktiflendigi bulunmustur (120). Arabidopsis’te
yapilan bir ¢alisma ise WRKY17 geninde olusturulan mutasyonlarin, Pseudomonas
syringae enfeksiyonuna karsi direnci arttirdigini ortaya ¢ikartmistir. Calisma WRKY17
geninin P. syringae’ye kars1 bitki direncinin negatif diizenleyicisi oldugunu gostermistir
(139). “Stres hormonu” olarak da adlandirilan ABA, abiyotik stres kosullarina kars1 bitki
yanitinda aracilik etmektedir. Oriza sativada alevron hiicrelerin kullanilarak yapildig: bir
gen ifadesi ¢aligmasinda, OSWRKY?24 transkripsiyon faktoriiniin bir ABA-indiiklenebilir
promotoriiniin  baskilayicist olarak davrandigr bulunmustur (122, 140). ABA, GA ve
ABA+GA uygulamalari yapilmis piring bitkisinde, OsActinl geni referans alinarak yapilan
northern blot g¢alismasinda alevron hiicrelerde OSWRKY24 geninin mRNA sinyalleri
Olgiilebilir diizeyde bulunmustur. ABA muamelesinin  OsWRKY24 transkriptlerini
arttirdigi, GA’nin ise 4. ve 24. saat uygulamalar sonrasinda OsSWRKY24 geninin ifade

seviyesinin azalmasina yol agtig1r saptanmistir. Bu ¢alisma OsSWRKY24 geninin ABA’ya
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yanit veren bir gen oldugunu gostermektedir (140). Ayrica OSWRKY24 geninin kuraklik
stresinde az ifade oldugu fakat bakteriyal streste daha fazla ifade oldugu bulunmustur.
Sistemik kazanilmis direng (SAR), patojenlere karsi uyarilabilir bir bitki savunma
yanitidir. Arabidopsis’te SAR’mn baslangici sinyal molekiil olan salisilik asitin (SA)
birikimiyle baslatilir. SA hastalik direnci i¢in ihtiya¢ duyulan ¢ogu geni aktive etmek igin
transkripsiyon kofaktéor NPR1’in niiklear translokasyonunu tesvik eder (136, 141).
NPR1’in ifadesinin WRKY transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonu altinda oldugu
gosterilmistir (142). Yapilan diger bir calismada WRKY59 geninin SA-bagimli savunmada
ve NPR1 in direkt hedefleri oldugu tanimlanmistir (136). Ayrica WRKY59, SA-
indiiklenebilir savunmada 6nemli bir rol oynamaktadir (143). Celtik bitkisinde yapilan bir
caligmada fungal bir patojen olan Magnaporthe grisea enfeksiyonunun WRKY61 genini de
iceren 23 adet WRKY genini (133) active ettigi ve gen ifadesinde en az 7 kat artis oldugu
gosterilmistir (144). Nematodlar (RKN Root-Knot Nematode) ile uygulama yapilmis
Solanum lycopersicum ile yapilan diger bir ¢alismada nematod savunmasinda WRKY61
genlerinin asir1 regiile edildigi bulunmustur (145). Magnaporthe grisea ile enfekte edilmis
yapraklardan izole edilen OsWRKY82 geni ile ilgili yapilmis bir ¢alismada OsWRKY82
geninin transkript seviyesi, govde, yaprak ve ¢igeklerde taneciklere oranla daha yiiksek
bulunmustur. Calismada metil jasmonat ve etefon uygulamasi ile OSWRKY82 geni yiiksek
seviyede ifade edilirken, salisilik asit uygulamasi gen ifadesi tiizerinde bir etki
gostermemistir. Ayrica, OSWRKY82 transkriptleri, yaralanma ve 1s1 soku tarafindan
uyarilabilirken, absisik asit (ABA), soguk, yiiksek tuzluluk ve dehidratasyon ile
uyarilamadigi gosterilmistir. Buna karsilik, gibberellin (GA) OsWRKY82 ifadesini
baskilamaktadir. Bu bulgular, OsWRKY82nin hem biyotik hem de abiyotik stres
kosullarina yanit veren bir gen oldugunu ve patojenlere karst savunma cevabinin
diizenlenmesinde rol alabildigini gostermektedir. Ayrica JA/Etilen-bagimli sinyal yolagi
tarafindan gerceklesen abiyotik strese karsi tolerasyonu saglamaktadir. Bu olaylarin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar transgenik analizler ile aydinlatilabilir (146). Baska bir
caligmada, yapay elisitor uygulamasi yapilan hashasta, 6. ve 9. saatlerde uygulama
yapilmayan bitkilere gore bitki savunmasinda rolleri oldugu diisiiniilen morfin ve noskapin
gibi baz1 alkaloitlerin daha fazla miktarda sentezlendigini gostermektedir. Ayrica morfin
alkaloiti i¢in 9. saat uygulama yapilan bitkide 6. saat uygulamaya goére daha fazla morfin
sentezlenirken, noskapin seviyesindeki degisim i¢in, her iki zaman dilimi arasinda net bir

farklilik saptanmamustir (55).
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Bu tez c¢alismasinda da morfince ve noskapince zengin Papaver somniferum L.
genotiplerinde biyotik ve abiyotik stres kosullarinda etkili oldugu daha 6nceki ¢aligmalarla
ortaya konmus olan WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59, WRKY61 ve WRKY82
transkripsiyon faktorlerinin 3. ve 9. saat MeJa uygulamasi sonrasinda ifade seviyeleri
ortaya konmustur. Morfince zengin bitkide WRKY16, WRKY17, WRKY24, WRKY59 ve
WRKY 61 genlerinin ifade seviyelerinde kontrol bitkisine gore 9. saatde literatiirlerle
uyumlu bir sekilde anlamli derecede artis bulunmustur. Bununla birlikte Noskapince
zengin genotipte WRKY16, WRKY17 ve WRKY®61 genleri, morfince zengin bitkiye oranla
3. saat kontol bitkilerinde fazla, uygulama yapilmis bitkilerde ise daha az ifade olmustur.
Bunun nedeni ad1 gegen WRKY transkripsiyon faktorlerinin stres kosullarina karsi farkl
mekanizmalar iizerinden etki etmesi olarak gosterilebilir. Ayrica, Noskapince zengin
cesitte 3. saat uygulama yapilmis bitkilerde kontrol bitkisine oranla WRKY59 ve WRKY82
genlerinin ifade dilizeylerindeki artis, daha Once yapilmis arastirmalarin bulgularini
destekler sekildedir. Yapay elisitor uygulamasina karsi1 genlerin ifade seviyelerinde ortaya
cikan farkliliklar, bu genlerin hem biyotik hem de abiyotik stres kosullarina yanit veren
genler oldugunu ve patojenlere karsi savunma cevabinin diizenlenmesinde rol alabildigini

gostermektedir.

6.2. SONUC

Hagshas bitkisi, sahip oldugu farmakolojik 6zellikleri dolayisiyla hakkinda ¢ok fazla sayida
caligma yapilmis ve yapilmakta olan tibbi bir bitkidir. Hashasta tretilen BIA’larin
biyosentezi ile ilgili ¢ok fazla aragtirma yapilmis olmasina ragmen bu mekanizmanin nasil

isledigi hala tam olarak anlasilamamaistir.

Bu tez kapsaminda da, Es zamanli PZR teknolojisi kullanilarak fazla miktarda morfin ve
noskapin tliretimine sahip hashas bitkisinin kapsiil dokusuna MeJA muamelesi yapildiktan
3 ve 9 saat sonrasinda belirlenen WRKY genlerinde ifade seviyelerindeki farkliliklar
ortaya konmustur. Bu baglamda elde edilen sonuglar, cesitli stres kosullar1 ve elisitor
uygulamalar1 sonrasinda, bitkide miktarmin degistigi belirlenmis olan alkaloitlerin
sentezinde yer alan mekanizmalarin diizenlenmesinde WRKY transkripsiyon faktorlerinin
rol aldigini diistindiirmektedir.

Hashas bitkisinde, belirlenen WRKY genlerinin elisitér uygulamasi sonrasinda ifade profili

ortaya konmasi, bu ¢aligmanin bu baglamda 6zgiin oldugunu ortaya koymaktadir. Boylece

ilk kez, hashas bitkisinde WRKY transkripsiyon faktorlerinin bu yolaklarda diizenleyici rol
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oynayabilen proteinler oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢aligma hashas bitkisinde temel ve
onemli alkaloitlerin biyosentez ~mekanizmalarinin  genetik  temellerinin  ortaya
cikartilmasinda ve alkaloit yolaklarinin aydinlatmasi bakimindan O6nemli Kkatkilar
saglayabilecektir. Islevsel genomik yontemlerinin belirlenen genlere uygulanmasiyla a)
morfin ve noskapin biyosentez mekanizmalar1 daha iyi agiklanabilir, b) BIA biyosentezi
molekiiler olarak aydinlatilabilir, ¢) BIA biyosentezinin diizenlenme mekanizmalari
aciklanabilir ¢) belirlenen transkripsiyon faktorlerinin molekiiler yolaklardaki rolleri
belirlenebilir, d) transgenik-olmayan ve transgenik yontemler ilgili BIA’larin sentezini
arttirmak amaciyla kullanilabilecektir. Yapilan bu ¢alisma ile hashasta bitkisinde ve BIA
tireten diger tilirlerde temel ve 6nemli alkaloitlerin biyosentez mekanizmalarinin genetik
temellerinin ortaya konulmasinda ve alkaloit yolaklarinin daha agiklayici hale gelmesinde
onemli katkilar saglayabilecek gelecekte fonksiyonel caligmalar ile WRKY proteinlerinin
etkiledigi hedef genler belirlenerek hashas genotiplerinde sekonder metabolit igeriginin

artirtlarak yeni genotipler gelistirilmesine olanak saglanabilecektir.
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EK-1
Kullanilan Makine-Techizat Listesi

Kullamlan Makine — Techizat Listesi

AdvModeli Kullanim Amaci
Elektroforez tanki, RNA 6rneklerinin izolasyon ve PZR sonrasinda
tayinini yapmak ic¢in kullanilmaktdir. Elektroforez jelinin igine
oturtuldugu tank sistemidir. Bu cihaz Ankara Universitesi Tarla
Elektroforez Tanki Bitkileri Boliimii, Molekiiler Laboratuvarinda kullanilmigtir.

Elektroforez giic kaynagi

Elektroforez tankinin baglandigi gii¢ kaynagidir. Bu cihaz Ankara
Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii, Molekiiler Laboratuvarinda
kullanilmugtir.

Nanodrop Cihazi

DNA ve RNA gibi niikleik asitler ile proteinlerin, belirlenen dalga
boylarinda, ¢ok kiigiik hacimler kullanilarak miktarini tayin edebilen
spektrofotometre temelli bir cihazdir. Bu cihaz Ankara Universitesi
Tarla Bitkileri Boliimii, Molekiiler Laboratuvarinda kullanilmistir.

gRT-PCR (Es zamanh PZR cihaz)

DNA veya mRNA oOrneklerinin ¢ogaltilmasini saglayan ve elde
edilen riinlerin miktarini tek bir tiipte tespit edebilen yontemdir. Bu
olgiimler Cankir1 Karatekin Universitesi, Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarinda yapilmustir.

PZR cihazi

DNA veya mRNA orneklerinin ¢ogaltilmasini saglayan bir cihazdir.

Bu cihaz Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Bolimii, Molekiiler
Laboratuvarinda kullanilmigtir.

Jel Goriintilleme Cihazi

Jelde yiiriitillen niikleik asitlerin UV 11k altinda gorintiisiinii almay:
saglayan bir cihazdir. Bu cihaz Ankara Universitesi Tarla Bitkileri
Boliimii, Molekiiler Laboratuvarinda kullanilmustir.

Santrifiij

RNA izolasyonu asamasinda tiip igerisinde bulunan RNA digindaki
diger bilesenlerin uzaklastirilmas1 i¢in merkezkag kuvvetin
etkisinden yararlanilarak ayirma yapan bir cihazdir. Bu cihaz Ankara
Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii, Molekiiler Laboratuvarinda
kullantlmustir.
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