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OZET

Doktora Tezi
Hashas (Papaver somniferum L.)’da Tebain Uretim Mekanizmasinin Yeni Nesil Dizileme

Sistemi ile Transkriptom Diizeyinde incelenmesi
Behcet INAL

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN

Tebain biyosentezi olduk¢a karmagsik bir iiretim semasina sahip olup hashasta yaklasik
olarak %0,1-2 civarinda tebain bulunmaktadir. Son yillarda ¢ok yaygin olarak kullanilan
cesitli analjeziklerin hammaddesi olmasindan dolay: tebain iiretiminin arttirilmast 6nem
tasimaktadir. Bu c¢aligmada, fungal bir elisitor olan Metil Jasmonat (MeJA)'nin tebaince
zengin hashas kapsiil dokusuna uygulandiktan sonra ToF-LC/MS (Time of Flight Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) ile yapilan alkaloit 6l¢timleri sonucunda basta tebain
olmak {izere bir¢ok alkaloit miktarinin indiiklenme sonucu arttigi saptanmistir. MeJA
uygulamas1 sonucunda kapsiil dokusunda meydana gelen transkriptom diizeyindeki
farkliliklar Roche 454-GS FLX+ platformu kullanilarak belirlenmistir. Yiiksek verimli
dizileme sonucunda ortalama uzunluklar1 461 baz gift olarak toplama 36.640.814 baz
okuma belirlenmistir. Okumalarin, iAssembler yazilimi ile de novo birlestirme sonucunda
3371 unigene tespit edilmistir. Transkriptlere ait gen GO biyoenformatik analizleri
sonucunda, metallokarboksipeptidaz inhibitorii, dehidrin, hiicre duvari baglantili hidrolaz
gibi cesitli biyotik stres kosullarina direnglilik mekanizmalarinda rol alan genler bulunmus
ve hashasta alkaloit iiretimiyle baglantili oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bununla birlikte BIA
biyosentezi indiiklenmis hashas kapsiiliinde sekonder metabolit sentezi ile iliskili, LBD,
bZIP, MYB, Zinc Finger Protein 622, WRKY, bHLH Transkripsiyon faktorleri (TF)
bulunmustur. Ayrica tebain sentezinde rol aldigi diistiniilen mikroRNA'lar, Transposable
Elementler (TE) ve genik-SSR (Simple Sequence Repeat) gibi molekiiler elementler
belirlenerek tebain biyosentezi ile iligkilendirilmistir. Ayrica bazi genlerin ifade seviyeleri
es zamanli PZR (QRT- PCR) analizi ile dlglilmiis ve bu genlerin MeJA muamelesi ile
indiiklendikleri belirlenmistir.

2015, 169 sayfa
Anahtar Kelimeler: Hashas, tebain, transkriptom, Roche GS 454 FLX+



ABSTRACT

Ph.D. Thesis
Transcriptome Based Analysis of the Thebaine Biosynthesis Mechanism in Opium Poppy
(Papaver somniferum L.) via Next Gereation Sequencing
Behcet INAL

Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN

Thebain biosynthesis has a highly complex production scheme and in opium is around 0.1-
0.2% thebain. To increase of thebain production is critically important due to its use in
various analgesics that are widely used recently. In this study; the evaluation of ToF-
LC/MS (Time of Flight Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) resulted that after
application of MeJA (Methyl Jasmonate)— a fungal elicitor- on capsule tissue, an increase
biosynthesis of at first thebain and many alkaloids were observed Transcriptomic
differences in thebain-rich kind opium whose BIA biosynthesis was induced by MelJA
treatment were identified by using Roche 454-GS FLX+ platform. As a result of high
throughput sequencing 36.640.814 base reads were obtained. The average length of reads
were 461 base pair. The de novo assembly analysis via iAssembler software resulted 3371
unigene. Gene ontology (GO) of transcripts were analysed via bioinformatics and revealed
that genes taking role in resistance against biotic and abiotic stress such as; dehydrin,
metallocarboxypeptidase inhibitor, cell wall connected hydrolase, are in association with
alkaloid production in opium. Along with this, in 6USS and 9USS opium capsules that
were induced by BIA biosynthesis, transcription factors (TF) like LBD, bZIP, MYB, Zinc
Finger Protein 622, WRKY, bHLH that are related with metabolite synthesis were found.
In addition, miRNAs, Transposable Elements (TE), genic-SSR (Simple Sequence Repeat)
which are thought to be involved in thebain synthesis defined and they were associated
with thebain biosynthesis. Besides, the expressions of some genes were analysed via Real
Time PCR (gRT-PCR) and it was revealed that these genes were induced with MeJA
treatment.

2015, 169 pages
Keywords: Poppy, thebaine, transcriptome, Roche GS 454 FLX+



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bilgi dolu miitevazi halini, babacanligini, insanligin1 ve giiler
yiiziinii benden hi¢ esirgemeyen ve tez ¢alismalarimi yiiriitebilmem igin gerekli imkanlart
kat kat fazlasiyla her zaman saglayan danisman hocam sayin Prof. Dr. Sebahattin
OZCAN’a, bilgisine, bilime verdigi degeri ve gosterdigi saygisini her zaman imrendigim,
tez calismalarim esnasinda beni her zaman en dogru bir sekilde kararlilikla yonlendiren ve
gelismem igin gerekli biitiin imkanlar1 maksimum seviyede saglayan degerli es danigman
hocam sayin Do¢. Dr. Turgay UNVER’e, tez ¢alismam siiresince tezime yon veren Ve
yardimlarini esirgemeyen tez izleme komitemde bulunan degerli Prof. Dr. Khalid
Mahmood KHAWAR ve Yrd. Do¢. Dr Sezer OKAY hocalarima, bilgisinden her zaman
¢ok faydalandigim saymm Dog¢.Dr. Mine TURKTAS hocama, tez materyalinin
yetistirmesinde yardimini esirgemeyen sayin Dog. Dr. Arif IiPEK hocama, tezimin her
asamasinda beni yalmiz birakmayan saym Yrd.Do¢.Dr. Tugba GURKOK e, tez calismam
boyunca verdigi motivasyonlarindan dolay1r Aras.gér. Adnan AYDIN, Dr. Mortaza
HJYZADEH'e, Bilim Uzmani1 Huriye YANIK'a Ogretim Gérevlisi Ebru TUFEKCI ve
Esma OZHUNER'e, Giinseli BABAOGLU'na, Emine ACAR'a, Yagiz ALAGOZ',
Yusuf PEKMEZCi'ye, Ummii Giilsiim ZIPLAR'a, biyoenformatik analizler icin Aras.
Gor. Vahap ELDEM ve Gokmen ZARARSIZ', egitimim i¢in hicbir fedakarliktan
kaginmayan, mutlu ve iizlintiilii anlarim1 paylasan sevgili aileme, giiler yiizlilikleri ile
insanlara bilimsel birikim saglayan degerli Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisiiniin tim degerli bireylerine, en igten duygularimla tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi ‘Hashas (Papaver somniferum L.)’da Tebain Uretim Mekanizmasinin
Yeni Nesil Dizileme Sistemi ile Transkriptom Diizeyinde Incelenmesi’ adl1 212T196 kodlu
TUBITAK projesi ile desteklenmistir. Bu desteginden dolay1 TUBITAK'a tesekkiir

ederim.
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1. GIRIS

Ulkemizde ve diinyada tibbi amagla kullanilan afyonun iiretimi hashas (Papaver
somniferum L.)’dan yapilmaktadir. Diinyada hashas ekimi, Birlesmis Milletler
Teskilati’nin  kontrolii altindadir. Birlesmis Milletler Teskilati, Tiirkiye, Hindistan,
Avustralya, Fransa, Ispanya, Macaristan, Cek Cumhuriyeti ve Cin’i yasal ana iiretici

tilkeler olarak belirlemistir.

Ulkemize bu kapsamda Birlesmis Milletler Teskilatinca 70.000 hektarlik ekim alani limiti
verilmigtir. Bu limit dahilinde 13 ilde yaklagik 100.000 iireticiye hashas ekimi ve
cizilmemis hashas kapsiilii tiretimi yaptirilmaktadir. Hashastan afyon {iretimi 1974 yilina
kadar hashas kapsiillerinin ¢izimi ile yapilirken bu iiretim sekli yasaklanmis ve daha
giivenli bir yontem olan ¢izilmemis hashas kapsiillerinden yani kuru kapsiillerden alkaloit
iiretimine gecilmistir. Bu durum diinyada iilkemizi en giivenilir sekilde afyon alkaloitleri
tireten tllkeler arasina sokmustur (1). Afyon, hashasin kapsiillerinden elde edilmekte olup
icerisinde ¢esitli alkaloitleri yiiksek oranda bulundurmaktadir. Birgok onemli alkaloit
biyosentezi i¢in onciil bir alkaloit olan tebainin afyon igerisindeki orant %0,1-2 arasinda
degismektedir (2). Kapali formiilii C19gH2:NO3 olup molekiil agirligr 311,37 g/mol, erime
noktast 193 °C dir. Molekiiliin adlandirilmasi; 6,7,8,14-Tetradehidro-4,5-epoksi-3,6-
dimeioksi-17-metil morfinan olarak yapilmistir. Diger kisa ismi paramorfin olan tebain,
kodeinon tiirevidir ve kodein sentezinde kullanilir. Tlag olarak kullanilmaz, ancak morfinin
yant sira, kodein, oksikodon, hidromorfon, nalokson, naltrekson, nalbupin ve buprenorfin
gibi tedavi amacgh kullanilan pek ¢ok ila¢ etken maddesinin sentezinde 6énemli bir 6ncii
bilesiktir. Merkezi sinir sistemini uyarici 6zelligi olup oksikodon yapiminda kullanilir ve
toksik ozelligi vardir. Tebain alkaloitini ilk olarak 1835 yilinda Pelletier ve Thiboumery
meydana gikarmustir (3). Onceleri morfinin bir izomeri zannedildiginden dolay1 paramorfin
olarak adlandirilmistir (4). Tebain biyosentetik agidan morfinan grubu alkaloitler arasinda
ilk olusandir. Cok sayida Papaver tiiriinde oldugu gibi P. fugax Poir. tiiriinde de, bu bilesik
yiiksek oranda biriken bir terminal sekonder metabolittir. Diger tiirler 6 konumundaki
karbonda bulunan enol eterinin demetilasyonu igin gerekli enzimi tasimadiklarindan
sadece P. somniferum L. tebainden morfini sentezlemektedir. Kodein ve/veya tebainin
morfine alternatif olusturacak sekilde pek c¢ok ila¢ etken maddesinin dnciil bilesigi olarak
kullaniminin  miimkiin olmas1 agisindan olduk¢a Onemli bir alkaloit oldugunu

gostermektedir. Tebain, morfin ve kodein i¢gin 6nciil molekiil olup oksikodon, naltrekson
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ve buprenorfin gibi analjeziklerin sentezi i¢in kullanilmaktadir. Ancak, bu bilesiklerin ¢ogu
uygulanabilir degildir. Bu alkaloitler ¢ogunlukla Papaveraceae, Ranunculaceae,
Berberidaceae, Menispermaceae familyalarinda bulunurken, en c¢ok arastirilan P.
somniferum, Eschscholzia californica, Thalictrum flavum ve Coptis japonica tiirleridir (5).
Onemli bir alkaloit olan tebainden morfin biyosentezi iki yoldan ilerler. Birinci yol,
neopinon iizerinden spontan olarak kodeinon ve ardindan kodeinon rediiktaz (COR) enzimi
ile kodein olusumu ve son olarak kodeinin, kodein demetilaz (CODM) enzimi ile
metillenerek morfine déniisiimiidiir. Ikinci yol ise tebainden CODM ile oripavin,
oripavinin tebain 6-O-demetilaz (T6ODM) enzimi ile morfinon ve ardindan COR enzimi
ile morfin olusumudur. Daha &nce yapilan bir calismada da fonksiyonel genomik
kullanarak tebain TEOMD ve COMD enzimlerini izole edilmistir. (6). Yapilan ¢alismada
yiiksek tebain ve oripavin iceren, ancak morfin ve kodein igermeyen topl (thebaine
oripavine poppy 1) mutantlart ile morfin biriktiren 3 farkli varyetenin gévde dokusu
transkriptomlar1 karsilastirilmistir. Radyoaktif ara {irlinler, topl mutantinda tebain ve
oripavin’den sonraki basamaklarda bir blok oldugunu gostermistir. Bu blogun tebain ve
oripavin’in her ikisinin de 6-O-demetilasyonundan sorumlu tebain demetilaz enzimindeki
bir kusurdan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Morfinin enzimatik sentezi hemen hemen
aciklanmig olmasina ragmen morfinyan kolundaki genler, bunlarin koordinasyonu ve
regiilasyonu hakkindaki bilgiler halen yetersizdir. Bu bilgiler 15181inda, yeni teknolojilerden
biri olan Roche GS-454 FLX+ (pirosekanslama) transkriptom analizi ile giinde yaklagik 1
Gb veri okuma yapabilmektedir. Yeni genlerin kesfinde olduk¢a yaygin kullanilan bir
sistem olup, dogrulugu, giivenilirligi ve yiiksek hacimli 6zelliginin yaninda uzun okumalar1
yapabilen benzersiz bir sistemden olugsmaktadir. Roche GS-454 FLX+ ile ¢esitli bitkilerde
transkriptom profillemesi caligmalar1 yapilmistir. Bu ¢aligmalara 6rnek verilecek olursa,
daha oOnce yapilmig bir calismada Gossypium herbacuem L.’ye ait iki aksesiyonun
kurakliga karst durumunu genom diizeyinde genis ekspresyon profilli yaparak ortaya
koymuslardir (7). Baska bir ¢alismada Roche GS-454 FLX+’i kullanarak bir orchid tiiriine
ait yaprak dokularinda kurakliga karsi transkriptom analizi yapilmistir (8). Diger bir
aragtirmada Phalaenopsis orchids i¢in Roche GS-454 FLX kullanarak yeni genleri tespit
edilmis ve EST gelistirilmistir (9). Aym1 zamanda Salvia miltiorrhiza bitkisinde de
transkriptom analizi icin oldukg¢a giivenilir ve yiiksek hacimli okuma 6zelligine sahip

Roche GS-454 FLX platformu kullanilmistir (10).



Ilag endiistrisini besleyen énemli kaynaklardan biri de tibbi bitkilerdir. Bu bitkilerin sahip
oldugu oOnemli bilesiklerin biyosentez mekanizmalarinin aydinlatilmasi, metabolik
miithendisligi ile miktariin artirilmasi i¢in 6n basamaktir. Bu ¢alismada, Roche GS-454
FLX+ cihaz1 kullanilarak ytiksek tebain {iretimine sahip olan hashas ¢esitlerinde MeJA
muamelesi sonucunda, 6 ve 9. saatlerde gen ifadesindeki farkliliklarin tiim transkriptom
diizeyinde belirlenmesi amaglanmistir. Biitiinciil tarama yapilarak tebain {iretim
mekanizmasinda rol alan genlerin ifade seviyelerindeki farkliliklarin belirlenmesi ve
genlerin birbirleriyle olan koordinasyonu ile ilgili bilgiler elde edilmeye calisilmistir.
Belirlenen genlerin bazilar1 i¢in es zamanli PZR analizi ile dogrulama deneyleri

yapilmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Hashas ( Papaver somniferum L.)

Haghag bitkisi sistematik olarak Papaveraceae familyasinin icerisinde yer alan Papaver
cinsine aittir. Bu familyaya ait bilinen 28 cins ve yaklasik 250 tiir yeryiiziiniin kuzey yarim
kiiresinde 1liman ve suptropik bolgelerde yayilis gostermektedir. Ulkemizde bu familyaya
ait 5 cins bulunmaktadir (11, 12). S6z konusu bitki, Papaver somniferum L. bilimsel ismini
tasimakta olup tek yillik bir kiiltiir bitkisidir. Latincede papaver, gelincik anlamina
gelirken, somniferum ise riiya gérmek’ veya ‘uyku verici’ anlamina gelmektedir (13).
Hashas bitkisi iilkemizde 0Ozellikle Orta Anadolu da Hititler zamanindan bu yana
yetistirilen lilkemizin en 6nemli endiistriyel ve tibbi bitkilerinden bir tanesidir. Diinyada
hashas ekimi Birlesmis Milletler Teskilatt denetiminde yasal ana {liretici olarak Tiirkiye,
Hindistan, Avustralya, Fransa, Ispanya, Macaristan’da yapilmaktadir (Sekil 2.1). Hashas
iklimsel olarak Anadolu da fazla yagisli Dogu Karadeniz ve fazla sicak olan Giineydogu
Anadolu Boélgeleri hari¢c hemen her bolgede yetistirilir (Sekil.2.2). Tiirkiye ve Hindistan
Birlesmis Milletler Teskilatinca geleneksel hashas freticisi {ilkeler olarak kabul

edilmektedir.

Ispanya
10%

Macaristan
5%

Fransa
10%

Sekil 2.1. Diinya Yasal Hashas Ekim Alanlar1 (2013 yil1 Haghas Raporu, Toprak
Mabhsiilleri Ofisi, 2014, www.tmo.gov.tr).

Ulkemizde hashas ekimi 3298 Sayili uyusturucu maddelerle ilgili kanun ve ydnetmelik

cergevesinde lisansa tabi olup, kontrollii ve ¢izilmemis hashas kapsiilii tiretimi seklinde



yapilmaktadir. Bakanlar Kurulunca hashas ekimine miisaade edilen yerlerde Toprak
Mahsulleri Ofisi Genel Midiirliigii’'nce yapilan planlama c¢ergevesinde Birlesmis Milletler
Teskilatinca iilkemize verilen 700.000 dekar limiti dahilinde hashas ekimi ve ¢izilmemis

kapsiil iiretimi yaptirilmaktadir (13).
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de hashas ekimine izin verilen iller (2013 yili Hashas Raporu, Toprak
Mabhsiilleri Ofisi, 2014, www.tmo.gov.tr)

Ulkemizde hashas bitkisi hem gida amagl hemde sentezledigi énemli alkaloitler (morfin,
kodein, tebain ve sanguarin) nedeniyle tibbi amagl olarak iretilmektedir (13). Hashas
bitkisi 6zellikle narkotik, morfin, oksiiriikk kesici kodein, antimikrobiyal ajanlar, sanguarin
ve berberin ile kas gevsetici papaverin, giliglii antineoplastik (antikanserojen) noskapin ve
son olarak morfin ,kodein gibi alkaloitlerin biyosentezi igin énemli bir 6nciil olan tebain
alkaloiti basta olmak iizere benzilizokuinolin tipi alkaloiti {iretebilen bir bitkidir. Tibbi
Ooneme sahip olan ana alkaloitlerin yani sira yaklasik 30 adet degisik alkaloitleri ihtiva
ettigi bilinmektedir (14).

2.2. Hashas (Papaver somniferum L.) 'da Alkaloit Sentez Mekanizmasi

2.2.1. Alkaloitler

Alkoloid bitkilerden elde edilen, genellikle kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik aktivite
gosteren, halka icinde bir veya birden fazla azot tasiyan, bazik karakterli maddelerdir.
Ayrica alkaloitlerin canli fizyolojisi lizerinde kuvvetli etkileri bulunmaktadir. Alkaloitler

bitkilerde 6zellikle biyotik ajanlara karsi savunma amagli sentezlenir (14). Potansiyel



biyolojik aktivitelerine bagl olarak bilinen yaklasik 12.000 alkaloit, farmasétik, uyarici,
narkotik ve zehir olarak kullanilmaktadir (14, 15). Alkaloitler yiiksek bitkilerde bol
miktarda bulunur. Yiiksek bitkilerin en az %25’i bu molekiilleri igerir. Genellikle bir
bitkinin alkaloit bitkisi olup olmadigimni gostermek i¢in s6z konusu bitkide alkaloit
iceriginin minimum %0.01 degerine sahip olmasi beklenir. Bu baglamda bu bitkilere,
alkaloit iceren bitkiler olarak bir tanimlanma getirilebilir (21). Genel olarak alkaloitler, bir
tire ya da o tiire yakin tiirlere 6zel olmasmin yaninda, bir kismi alkaloit ise sadece bir
familyaya 6zgii oldugu bilinmektedir. Alkaloitler kimyasal 6zellikleri bakimindan suda az,

organik ve benzeri ¢oziiciilerde ise daha fazla ¢oziiniirler (22, 23).

Bilinen alkaloit ¢esitleri sunlardir:

* Monoterpenoid indol alkaloitleri,

* Tropan alkaloitleri ve nikotin,

* Piirin alkaloitleri,

« Pirolizidin alkaloitleri,

« Kuinolizidin alkaloitleri,

* Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA).

Haghag bitkisinde sentezlenen onemli alkaloitler ise benzilizokinolin alkaloitleri (BIA)

smifinda yer almaktadir (5, 15, 16).

2.2.2. Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA) ve sentez mekanizmasi

L-tirozinin bir tiirevi BIA'nin biyosentezi, karmasik biyokimyasal bir aga sahip olmakla
beraber yer aldigi molekiiller arasi baglanma, indirgenme, metilasyon ve hidroksilasyon
gibi bircok tepkime sonucunda, bilinen 2500 civarinda degisik yapilar meydana
gelmektedir (17). Farmasotik olarak kullanilan diger benzilizokinolin alkaloitler,
antimikrobiyal ajanlar olan sanguinarin ve berberin, oksiirtik kesici ve giiclii antineoplastik
(antikanserojen) noskapin, damar genisletici papaverin, kas gevsetici (+)-tubokurarindir.
Tebain, morfin ve kodein i¢in dnciil molekiil olup oksikodon, naltrekson ve buprenorfin
gibi analjeziklerin sentezi i¢in kullanilmaktadir. Ancak, bu bilesiklerin ¢ogu uygulanabilir
degildir. Bu alkaloitler c¢ogunlukla Papaveraceae, Ranunculaceae, Berberidaceae,
Menispermaceae familyalarinda bulunurken, en ¢ok arastirilan tiirler P. somniferum, E.
californica, T. flavum, C. japonica tiirleridir (17). Hashasta sentezlenen baslica alkaloitler
sunlardir; Morfin tiirevi alkaloitlerinden morfin, kodein, tebain ve oripavin;

fitalideizokinolin alkaloitlerinden noskapin; basit benzilizokinolin alkaloitlerinden
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papaverin; ve benzofenantridin alkaloitlerinden sanguinarin (5). Bu bilesikler ve ilgili

yolaklarda giiniimiize kadarki bilgiler 1s18inda yer alan enzimlerle ilgili tim detaylar Sekil

2.3’de gosterilmektedir (18).
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Olduk¢a oOnemli bir benzilisokinolin alkaloidi olan tebain, morfin ve kodein gibi
alkaloitlerin sentezi i¢in bir kaynak olarak gorev almaktadir. Bu baglamda tebainden
morfin biyosentezi 6zetlenecek olursa; bu biyosentez olay: iki yoldan ilerler. Birinci yol,
neopinon iizerinden spontan olarak kodeinon ve ardindan kodeinon rediiktaz (COR) enzimi
ile kodein olusumu ve son olarak kodeinin, kodein demetilaz (CODM) enzimi ile
metillenerek morfine doniisiimiidiir. Ikinci yol ise tebainden COMD ile oripavin,
oripavinin tebain 6-O-demetilaz (T6ODM) enzimi ile morfinon ve ardindan COR enzimi
ile morfin olusumudur. COR enzimi hashastan saflastirilmis ve klonlanmistir (19). Biitiin
Papaver tiirlerinde bulunduguny belirtilmistir. Bununla birlikte, COR ¢oklu gen ailesi
tarafindan kodlanmakta, hem enzimler hem de transkriptleri dokularda gelisim siireci
boyunca bulunmaktadir (20-22). Morfin biyosentezinin son basamagi iki demetilasyon ve
bir rediiksiyon igerir. Daha dnce yapilan bir ¢aligmada, fonksiyonel genomik kullanarak
tebain TEOMD ve COMD enzimlerini izole edilmistir (6). Yapilan ¢caligmada yiiksek tebain
ve oripavin igeren, ancak morfin ve kodein igermeyen topl (thebaine oripavine poppy 1)
mutantlar1 ile morfin biriktiren 3 farkli varyetenin gdvde transkriptomlari
karsilastirilmistir. TGEOMD ve COMD enzimlerinin metabolik islevlerini belirlemek i¢in bu
enzimlere ait transkriptler VIGS (Virus Induced Gene Silencing, Viriisle indiiklenmis Gen
Susturma) yontemi ile susturarak belirtilmistir. Bu baglamda toplam alkaloit miktarindaki
artig, morfin, kodein ve tebain miktarindaki artiga baglanabilmektedir (23).

COR enziminin miktarmin artmasiyla birlikte morfin ve kodeinde artis beklenebilir
olmakla birlikte tebaindeki artis tahmin edilmeyen bir durumdur, ¢iinkii tebain olusumu
COR enziminin aktivite gostermesinden once gerceklesmektedir. Tebain miktarindaki
artisin sebebi morfin ve kodein miktarinin artmasi sonucunda demetilasyon basamaklariin
geri besleme inhibisyonu ile sonuglanmast ya da tebainin morfin ve kodein biriktiren
vezikiillere gegisinin engellenmesi olabilecegi belirtilmistir (24). Radyoaktif ara tirtinler,
topl mutantinda tebain ve oripavin’den sonraki basamaklarda bir blok oldugunu
gostermistir. Bu blogun tebain ve oripavin’in her ikisinin de 6-O-demetilasyonundan
sorumlu tebain demetilaz enzimindeki bir kusurdan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
Alkaloit sentez yolaginin regiilasyonunun anlasilmasi icin pek ¢ok caligmalar yapilmistir.
RNAI kullanilarak COR enziminin fazla ifadesi ile morfin ve tiirevlerinin arttirilmasinin
hedeflendigi bir ¢alisma sonucunda, COR enziminin miktarinin artmasiyla birlikte toplam
alkaloit miktarinda %?28, morfin miktarinda %22 ve kodein miktarinda %58’lik artis,
miktarinda artis olmakla birlikte, beklenmeyen tebainde ise %75 oraninda bir artma ile

karsilagilmistir  (24). Aslinda yolakta tebain olusumu COR enziminin aktivite
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gostermesinden Once gerceklesmektedir. Genetik olarak miidahele edilmemis hashas
bitkisinde normalde toplam alkaloit miktarinin %22’si S-retikulin ve metillenmis
tiirevlerinden olusmaktayken COR geninin susturuldugu bir ¢alismada %?25’lik bir artis
saptanmistir (25). BBE geni susturulmus ve sonugta sanguarinin kontrol edildigi
gosterilmistir. CYP80B3 geni hashasta asiri irettirilmis ve toplam alkaloit miktarinda
%450 artis saptanmis ve tebain ile oripavin alkaloitinde azalma tespit edilmistir (26).
SalAT geninin asir1 ifade ettirilmesi sonucu tebain, morfin, kodein miktarinda artis
saptanmig ve tiim alkaloit igerigini yaklasik %40 oraninda arttirilmistir (27). SalAT geninin
susturulmasi sonucu ise salutaridinde beklenmedik bir azalma ve tebain ile kodeinde
diisme gozlenmistir (28). Alkaloit sentez yolaginin tiim yonleriyle aydinlatilabilmesi i¢in
yapilan molekiiler ¢alismalarin miRNA yoniiyle eksik kaldigi goriilmektedir. Yolaktaki
genlerin transkripsiyonunun regiilasyonunda yer alan miRNA’larin tespit edilmesiyle,
susturulan veya asir1 ifade ettirilen genlerin beklenmeyen sonuglarinin kolaylikla
aciklanabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica, yonlendirmelerin ve metabolik miihendisligi

uygulamalarinin daha ayrintili yapilmasi saglanabilecektir.

2.2.3. Hashas bitkisinde yapilmis proteomik, transkriptomik ve metabolomik
calismalar

Hasghas bitkisindeki goriilen ilk fonksiyonel genomik c¢alisma temel amag olarak, 2D SDS-
PAGE vyapilmasi ile latekste bulunan proteinler ve bunlara ait peptid dizilerinin
tanimlanmasidir. Ardindan homoloji yapilarak genlere ait diziler klonlanmis ve bu
anlamda rekombinant proteinler elde edilmistir (29). P. somniferum’a 6zgii elde edilen
BBE c¢DNA’s1, endiistriyel hat olan C048-6-14-64’¢ antisens yoniinde transforme edilmis
ve bu bitkilerin transformasyonu PZR, Northern ve Southern hibridizasyon teknikleri ile
teyit edilmistir. Bu degerlendirme sonucunda transgenik bitkilerin aktarilan genin bir ek
kopyasini tasidigi goriilmiis ve bunun akabinde lateks ve koklerdeki alkaloit igerigi analitik
yontemler olan HPLC ve LC-MS ile belirlenmistir. Biitin biyosentez kollarinda S-
Retikiilin, laudanin, laudanozin, dehidroretikiilin, salutaridin ve (S)-skolerin gibi cesitli ara
tirtinlerin derisimlerinin arttigin1 bulunmustur (26). Yapilan baska bir ¢alismada da morfin
ve kodein Onciilleri olan tebain ve oripavin biriktiren, ancak morfin ve kodein
biyosentezini tamamlanmasi istenmeyen topl olarak adinda bir hashas mutant ortaya
konmustur (30). Buna gore, mutajenle muamale edilmis kiiltlir haghaglarinin bir sonraki
generasyonlarina bakildiginda, mutant bitkilerin tebain veya oripavin biriktirdigi, ancak

morfin veya kodein biriktirmedigi gozlemlenmistir. Ayrica, 375 F2 bireyin agiliminin sabit



oldugu gozlenmis dolayisiyla Mendel acilimina uygun ve tek genle ifade edildigi
bulunmugtur. Mutantin dig goriiniisiinde gorebilecek tek farklilik lateksin normal beyaz
goriintiisiinden daha koyu olmasi oldugu da gézlemlenmistir. Yani pigmentasyonun bir
anlamda fazla oldugu 6n gorilmistiir. Ayrica lateksteki bu renk degisiminin tebain igin
fenotipik bir markor olabilecegini de belirtilmistir. Bir diger ¢alismada, P. somniferum 'da
morfin yerine diger benzilizokinolin alkaloitlerini iireten 8 Papaver tiiriiniin doku kiiltiir
hatlar1 arasindaki ifade farklarini bulmak i¢in AFLP teknigi teknigine dayanan makroarray
calismas1 yapilmustir (31). Ayrica BlastX analizleri sonucunda elde edilen unigenlerin
%50’si fonksiyonel olarak kategorilere ayrilamamistir. Kategorilere ayrilanlarin ise %16’s1
metabolizmadaki proteinleri kodlayan unigenler, %11,6’s1 hiicre biiytimesi ve boliinmesi
ile protein sentezinden sorumlu unigenler, %5,9’u hiicresel iletim/sinyal iletimini kodlayan
genler ve bunlarin yani sira stres cevabi ve redoks kontroliinden sorumlu genler oldugu
belirlenmislerdir. Total transkript sayisi incelendiginde benzer bir dagilim oldugu sadece
tek belirgin farkliligin, fotosentezde gorev alan proteinlerde oldugunu gézlemlenmistir ve
bunun bir nedeni olarak da muhtemelen Kklorofil a/b baglanma proteinlerini ve rubisko
aktivazi kodlayan dizilerin yiiksek oldugundan kaynakli olabilecegi Ongoriilmiistiir. P.
somniferum’da fungal elisitorle indiiklenmis hashas hiicre kiiltiiriinde gen transkriptleri ve
metabolit profillerinin ¢ikarilmas1 sonucundaki calismada ¢cDNA Kkiitiiphanesinden izole
edilen 10.224 rastgele klonlanmig olan EST veri tabani olusturulmus ve en fazla bulunan
EST’lerin sirasi ile savunma cevabi proteinleri, BIA enzimleri ve S-adenozilmetiyonin
bagli metil transferazlar1 ve fenilpropanoid biyosentezinde yer alan transkriptler oldugu
ortaya konulmustur. Meydana gelen en fazla artisin BIA enzimleri ve savunma
proteinlerinin transkriptlerinde oldugu belirlenmistir. Bununla beraber biitiin sanguinarin
biyosentetik gen transkriptlerine ek olarak primer metabolik enzimlerini kodlayan
transkriptlerde de belirgin bir artisin meydana geldigi bildirilmistir (32). Elisitor ile
muamele edilmis hashas hiicre kiiltiirii veri tabanindan rastgele 6.048 cDNA segilerek
mikroarray deney dizayni gergeklestirilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda elisitor
ile muame edildikten bir saat sonraki hiicre kiiltiirlerinden elde edilen genlerin ifade
seviyelerinde ciddi manada hizli bir artis gézlenmistir. Transkript birikimindeki degisimin
durumu elisitor eklendikten 5 ile 30 saat sonra en yiiksek seviyelere ¢ikmistir. Elisitor
muamelesinden 12 saat sonra ¢ogu transkriptin seviyeleri baslangi¢ (0. Saat) transkript
seviyeleri ile karsilagtirildiginda yavas yavas azalmasma ragmen artanlarin sayisi
azalanlarin sayisindan belirgin  bir sekilde daha fazla oldugu bulunmustur. Bu

transkriptlerin yan1 sira seker katabolizmasi, sikimat yolagi ve aromatik aminoasit
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metabolizmas1 gibi primer metabolizmada gorevli mMRNA’larinda elisitor muamelesi
sonucunda indiiklendigini gozlemlenmistir (32). P. somniferum bitkisinde RNAI
kullanilarak COR enzimini kodlayan genin fazla ifadesi (overekspresyonu) ile morfinan
alkaloitlerinin arttirilmas1 amaglanmistir. Hem serada hem de tarlada yetistirilen transgenik
hatlarin ikisine de ait kapsiillerindeki alkaloit seviyelerinde dort yil sonra belirgin bir artis
gozlemlenmistir. Kuru agirlik bazinda degerlendirilen alkaloit igerikleri, yiiksek verimli
genotipleri ve transgenik olmayan kontrol bitkilerden %15 ile %30 arasinda daha yiiksek
elde edilmistir. Morfin, kodein ve tebain miktarindaki artigin toplam alkaloit artisina neden
olabilecegi kanaati giiclenmistir. Ayrica COR geni ifadesinin artmasiyla birlikte morfin ve
kodeinde artis beklenirken tebaindeki artisin tahmin edilmeyen bir durum oldugu
bildirilmistir. Ciinkii tebain olusumu COR enziminin aktivite gdstermesinden once
gerceklesmektedir. Tebain miktarindaki artisin bir sebebi olarak ta morfin ve kodein
miktarinin artmasi sonucunda demetilasyon basamaklarinin feedback inhibisyonu ile
sonuglanmasi ya da tebainin morfin ve kodein biriktiren vezikiillere geg¢isinin engellenmesi
olabilecegini ortaya konmustur (24). Hashasin alkaloit igeriginde degisikliklere sebep
olabilecek baska bir durum olarak da SalAT gen ekspresyonunun diizenlenmesi olmustur.
Bunun bir sonucu olarak SalAT transgeninin asir1 ifadesinin bir ¢iktis1 olarak alkaloit
icerigini yaklasik %40 oraninda arttig1 belirlenmistir. Diger taraftan SalAT transkriptlerinin
normal seviyenin yaklagik onda biri kadar RNAI ile susturulmasi salutaridin molekiiliiniin
beklenmeyen birikimiyle sonuglanmistir. Bu olaym bir agiklamasi olarak da SalAT’in
substrat1 olan salutaridinoliin, tekrar geri doniisiimlii ¢alisan SallR enzimi ile salutaridine

doniisiimii olarak diisiiniilebilecegi olarak belirtilmistir (33).

Bir diger ¢aligmada fungal elisitor ile muamele edilmis hashas hiicre kiiltiirlerinden farkl
zamanda alinan o6rnekler ile cDNA kiitiiphanesi olusturarak 454 GS-FLX Titanyum ile
pirosekanslama yapilarak transkriptom profili ortaya konmustur (34). Yapilan 6rneklerde
onemli bir kag tane retikiilin, protopin ve sanguinarin gibi alkaloit i¢erikleri belirlenmistir.
Calismanin sonucu olarak retikiilin tiim zaman dilimlerinde az seviyede belirlenmis, ancak
bu ortak ara {riiniin seviyesi elisitor uygulamasindan 50 saat sonra azalmustir.
Uygulamanin  baslangic  zamanlarinda  protopin ~ ve  sanguinarin  alkaloitleri
belirlenememistir. Ancak sonraki zaman dilimlerinde ise her iki alkaloit seviyesinde de
artma olmustur. Sanguinarin birikimi ilging olarak 10 ve 50 saat sonra gerceklesmistir.
Muameleden sonraki yiiziincli saatte sanguinarin seviyesi retikiilin veya protopin

seviyesinden 40 kat daha fazla bulunmustur. Pirosekanslama ile olusturulan transkript
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okumalarmin raporunda ise, ortalama 462 b¢ uzunlugunda 427,369 yiiksek kaliteli EST
elde edilmistir. Ayrica, 93,723 unigenden 37,329 (%39,8) tanesi 2 veya daha fazla kontig
igerirken 56,934 tanesi tek unigen dizisine sahip olmustur. BLASTX analizleri sonucunda
73,496 tanesi bilinen genlerle benzerlik gosterirken 20,227 tanesi bilinen higbir genle
benzerlik gostermemedigi analizler sonucunda ortaya konmustur. Savunmada yer alan
kitinaz, B-laktamaz, polifenol oksidaz, ksiloglukonaz inhibitorii, peroksidaz ve PR
proteinlerini kodlayan transkriptlerin de olduk¢a fazla bulundugu gorilmistiir. Sadece
bitkilerde bulunan bir transkripsyon faktorii ailesi olarak bilinen WRKY genleri, hem
abiyotik hem de biyotik stresler sirasinda aktif hale gelerek stres genlerinin ekspresyonunu
diizenlemektedirler (35). Cesitli biyosentetik genlerin regiilasyonunda yer alan Coptis.
japonica bitkisinden izole edilmis WRKY proteinini (CjJWRKY1) kodlayan c¢cDNA’nin
tanimlanmas1 BIA metabolizmasinda ilk kesfedilen transkripsiyonal diizenleyicidir (35).
Hashas bitkisinde yapilan baska bir ¢alisma da, yaralanma ile indiiklenen PSWRKY olarak
isimlendirilen EST belirlemislerdir (36). Bu baglamda, hashasta yer alan ve alkaloit sentez
yolagi ile iligkili miRNA’larin saptanmasi amaciyla bitkinin ¢esitli dokularina ait kii¢lik
RNA kiitiiphaneleri yiiksek islem hacimli lllumina Solexa teknolojisi ile dizilenerek farkli
doku o6rneklerinden izole edilen RNA’lar ile miRNA mikroarrayi uygulamasi yapilmistir.
Hashas bitkisinde, alkaloit sentez mekanizmasinin regiilasyonunu saglayan 23 adet miRNA
bu ¢alisma kapsaminda tespit edilmistir. Bu miRNA’lardan pso-miR13 ve pso-miR408’ in

dogrudan alkaloit sentezinde yer alan genleri hedefledigi belirlenmistir (37).

2.2.3. Hashasta tebain biyosentezi ve hiicredeki tasinim mekanizmasi

Dopamin, tebainin de i¢inde bulundugu BIA alkaloitlerdeki izokinolin kismimin onciilii
iken tiraminin deaminasyonundan olusan 4-hidroksifenilasetaldehit, benzil bileseni olarak
katilmaktadir. Monoterpenoit indol alkaloitleri (MIA) biyosentezinde oldugu gibi BIA
biyosentezi de Pictet-Spengler (38)tip reaksiyondur ve sentez yolunun ilk kararli adimi
norkoklaurin  sentaz  (NCS) ile katalizlenir (39). NCS, dopamin ve 4-
hidroksifenilasetaldehiti birlestirerek C-C kdopriisiiniin  olusumuyla (S)- norkoklaurini
olusturur dolayisiyla 1- benzilizokinolin ana yapisi da meydana gelmis olur. (S)-
norkoklaurin bitkilerde tebain dahil tiim BIA sentezi i¢in merkezi 6nciil molekiildiir (40).
(S)- Norkoklaurinin (S)-retikuline déniisiimii 6. pozisyondaki O-metilasyon, Nmetilasyon,
3’-hidroksilasyon ve ikinci bir 4-O-metilasyonu igerir Sekil (2.4). Norkoklaurin 6-O
metiltransferaz (60MT) ve 3-hidroksi-N-metilkoklaurin 4-O-metiltransferaz (4-OMT) 1I.

siif O-metiltransferazlardir ve siki bir bolge spesifik 6zellik gostermektedirler. NCS
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enziminin yani sira sitokrom P450 (CYPs) gibi oksidorediiktaz enzimler de ¢esitli BIA ana
iskelet yapilarini olusturmak i¢in C-C veya C-O baglarinin olusumunu katalizlemektedirler
(41). (S )-retikulin, tebain sentez yolunda, merkezi ara tirtindiir (17). Retikiilinden itibaren
devam eden ¢ogu biyokimyasal reaksiyon, retikiilin molekiiliiniin (S) epimeri ile baslasa da
morfinan alkaloit biyosentezi i¢in (R) epimerinin olusmasi, ilk kararli basamaktir (42).
Benzil C2 ve izokinolin C4a kismi1 arasindaki molekiil i¢i karbon-karbon eslesmesi tebain
sentezi i¢in Onemli bir basamak olan salutaridinin olusumuna onderlik etmektedir. Bu
enzim P450 monooksijenaz ailesine aittir (43). Tebain sentez yolundaki bir sonraki
basamak salutaridin rediiktaz (SalR) enzimi tarafindan katalizlenir (44). Salutaridinin
stereospesifik  rediiksiyonu salutaridinol ~ 7-O-asetiltransferaz  (SalAT) tarafindan
katalizlenen bir sonraki basamak i¢in gereklidir. Bu enzim, 6zellikle salutaridinolun 7 (S )-
epimerini, salutaridinol-7-O-asetata asetiller ve bu asetil grubu sentez yolunun ilk
pentasiklik alkaloiti olan tebaini olusturmak i¢in kendiliginden yok edilir (19).
Rekombinant enzim, salutaridinol molekiiliiniiniin 7-hidroksil kismin1 asetil-CoA
varhiginda asetillemistir. Salutaridinol 7-O-asetat tebain sentaz (THS) enzimi ile tebaine
donistirilir (Sekil 2.4). Meydana gelen tebain, morfin ve kodein igin 6nciil molekiil olup
oksikodon, naltrekson ve buprenorfin gibi analjeziklerin sentezi i¢in kullanilmaktadir.
Ornegin tebainden morfin biyosentezi iki farkli yoldan ilerlemektedir. Birinci yol neopinon
tizerinden spontan olarak kodeinon ve ardindan kodeinon rediiktaz (COR) enzimi ile
kodein olusumu ve son olarak kodeinin, kodein demetilaz (CODM) enzimi ile metillenerek
morfine doniisiimiidiir. ikinci yol ise tebainden COMD ile oripavin, oripavinin tebain 6-
Odemetilaz (T6ODM) enzimi ile morfinon ve ardindan COR enzimi ile morfin olusumudur
(20, 45).

Hiicrede sentezlenen tebainin bitkinin hangi dokularinda depolandigi ve oncii bir alkaloit
olarak depolanan tebainin diger alkaloitlere doniisiimiiniin nasil bir transfer mekanizmaya
sahip oldugunun ortaya ¢ikmasi tebain biyonsentezini anlamak i¢in énem arzetmektedir.
Bu baglamda tebain alkaloti de dahil hashasta alkaloitler genel olarak latisifer adi verilen
Ozellesmis hiicrelerde depo edilirler. BIA birikimi floemin kalburlu boru hiicrelerine bitisik
veya yakin latisiferlerde meydana gelmektedir (17, 46). Latisiferlerin veya lateksin
sitoplazmasi tiim hiicresel organelleri ve alkaloitlerin ¢ogu ayristirilarak depolanmis genis
vezikiilleri igerir. Morfin, kodein ve tebain hem kokte hem de bitkinin toprak iistii
kisimlarinda bulunur, 6zellikle de latisiferlerdeki vezikiillerde biriktirilir, sanguinarin ise
kok dokusunda biriktirilmektedir (47).
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Sekil 2.4. Hashasta tebain biyosentez yolunu gosteren asamalar (Onoyovwe vd., 2013 ten
degistirilerek alinmistir)

BIA metabolizma bilesenlerinin, latisiferlerden uzak floem hiicrelerindeki lokalizasyonu
alkaloit biyosentez enzimlerinin ve biyosentez yolu ara dirinlerinin hiicreler arasi
tasindigin1 gostermektedir. Son zamanlarda kalburlu boru elemanlarinin jasmonik asit (48),
askorbik asit (49) ve savunmayla ilgili bilesiklerin (50) biyosentezini de igerdigini
aciklamaktadir (42). Alkaloit biyosentez enzimlerinin subseluler kompertmantalizasyonu,
gen transkriptlerinin, enzimlerin ve metabolitlerinin hiicre tipi 6zellikli lokalizasyonu kadar
karmagiktir. Endoplazmik retikulum alkaloit olusumu igin tercih edilen bolge olmasina
ragmen biyosentez enzimleri Kloroplast tilakoid membranlarinda, mitokondrilerde,
vakuollerde ve sitozolde bulunmaktadir. Yolak enzimleri arkadas hiicrelerinde toplanir,
ardindan alkaloit biyosentezine katilmak i¢in kalburlu boru elemanlarma taginir (Sekil 2.5).
En sonunda alkaloitler her zaman kalburlu boru elemanlari/arkadas hiicresi ¢iftlerine yakin
veya uzak olan latisiferlerde birikir (51). Ayrica in situ hibridizasyon ile tebain enzimleri
salutaridin sentaz (Cyp719B1) ve salutaridin NADPH 7-oksidorediiktaz (SalR) latekste
belirlenmemistir (43). Diger yedi tane tebain biyosentezi etkileyen enzimler olan 6-OMT,
CNMT, (S)-N-metilcoclaurine 3 - hidroksilaz (Cyp80B1), 4-OMT, BBE, SalAT ve COR
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hashasin kalburlu boru hiicrelerinde lokalize olmus ve bu enzimlere karsilik gelen gen
transkriptleri de arkadas hiicrelerinde belirlenmistir (39, 51, 52). Ancak, fungal elisitor ile
muamele edilmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde enzim aktivitesinin daha fazla oldugu
gozlenmistir (39). Diger taraftan salutaridinden tebaine doniistimiin Oncelikli olarak
kalburlu borularda oldugunu ancak ayni1 zamanda latisiferlerde de olabilecegini ve
tebainden morfine doniisiimiinde yogun olarak latisiferlerde ama kalburlu borularda da
olabilecegini belirtilmistir (53) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Haghasta kalburlu boru ve latisiferlerde tebain biyosentez ile ilgili enzimlerinin
lokalizasyonu (Guillaume ve Facchini, 2014’ten degistirilerek alinmistir) Mavi renk ile
gosterilmis enzimlerin font biiytikliikleri enzimin bollugu ile dogru orantilidir. Dikey oklar
dontistimleri gostermekte ve oklarin kalinligi olasi doniisiimleri gostermektedir. Yanal
oklar ise alkaloitlerin taginimini géstermektedir.
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2.3. MeJA Yapisi ve Bitkiler Uzerindeki Etkisi

MelJA, bitki yaslanmasinda ve tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi, cigeklenme, meyve
olgunlasmasi gibi degisik gelisimsel yolaklarda ve bitkinin savunmasinda kullanilan ugugu
organik bir bilesik olup jasmonic asitten tiirevlenir. Bu tiirevlenme reaksiyonu, jasmonik
asit karboksil metiltransferaz enziminin S-adenosil-L-metyonini kataliz etmesi ile meydana
gelmektedir. Bitkiler, metil jasmonat1 ve jasmonik asiti bir¢ok biyotik ve abiyotik strese
kars1 (herbivor ve yaralanma stresi) cevap olarak iiretirler. Ayn1 zamanda MeJA, orjinal
bitki savunma sistemlerinde sinyal i¢in kullanilabilmektedir. Normal kosullarda stres
verilmemis bitki, yaprak hiicrelerinin stoplazmasmin diffuzyon araciligi ile ya da
stomalarin hava yolu ile MeJA'y1 absorbe edebilmektedir. Literatiirlerde gecen Jasmonat,
MeJA ve onun serbest asidi olan JA olarak tanimlanmaktadir. Jasmonatlar, degisik
gelisimsel islemlerde yer alan Onemli hiicresel diizenleyicilerdir. S6z edilen gelisimsel
islemler, tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi, verimlilik, meyve olgunlagmasi ve yaslanma
olarak soylenebilmektedir (54, 55). Ek olarak, jasmonatlarin, boceklerin yaralanmalarindan
kaynaklanan bitkinin savunma mekanizmasini aktive ettigi bilinmektedir. Degisik
patojenler ve tuzluluk, kuraklik, diisiik sicaklik gibi degisik c¢evresel streslere karsi
savunma mekanizmasinda jasmonatlart dnemli derecede gorev aldigi bulunmustur (56).
Jasmonatlar; etilen, oksin, salisilik asit ve absisik asit gibi diger bitki hormonlar ile
sinerjetik ya da antogonostik olarak calisabilirler. Ozellikle, metil jasmonat ile etilen
sinerjetik olarak bir grup savunma genlerini uyarabilmektedirler (54, 56). Bir Arapidopsis
mutant1 olan Cv1 temel olarak jasmonat ve etilen iiretir ve bdylece bitki, patojenlere karsi
direngli hale gelmeye caligir. Cvl geni, jasmonat-etilene bagl stres cevabinda, hiicre
duvar1 sentezi inhibisyonu gergeklestiren selilloz sentaz genini kodlamaktadir (57) Son
zamanlardaki mikroarray caligmlari da, etilene cevap transkripsiyon faktoriil (ERF1)'in
jasmonat ve etilene karsi sentezlenen bir¢cok genin ifadesisini diizenledigini ortaya
koymustur (58). Jasmonat ile oksin hormonu arasinda ki baglantiyi, oksine karsi cevap
veren ama MeJA acisindan eksik olan axrl Arabidopsis mutant:1 ile ortaya g¢ikarilmistir
(59).

Sonu¢ olarak MeJA diger hormon Yyolaklar1 ile karmasik diizenleyici bir iligki
sergilemektedir (56) (Sekil 2.4). Simdiye kadar ki calismalarda, MeJA'nin gii¢lii bir
sistemik sinyalde énemli bir rol aldig1 ortaya ¢ikarilmistir. MeJA, bitkinin bir bolgesinden

diger bolgesine buharlasma yolu ile yayilabilmektedir (60). Bununla beraber hiicreler arasi
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yayilmasi da muhtemelen floem ile ger¢eklesmektedir (61). Yakin zamana kadar, jasmonat
muamele edilmis bitkilerde elde edilen cevaplar genelde bitkilerde normal bir dengede
sentezlenen degisik kimyasal ve izomerlerini ortaya koymada etkili olmustur. Ayrica
bitkilerde heniiz bilinmeyen metabolitlerin de belirlenmesinde uygulanabilecegi
belirtilmistir (56, 60).

Gelisme Sinyal Cevresel
(imlenme 4 # P?tojenler
Kok geligimi Bocekler
Verimlilik Membran Yaralanma
Meyve olgunlagmasi Abiyotik setresler

Yaslanma

Regiilasyon lasmonatiar Savunma

(JA, MeJA)

TRENDS in Genetics

Sekil 2.6. Jasmonatlarin gelisimsel ve ¢evresel sinyallere cevap olarak sentezlenme
mekanizmasi (Cheong vd., 2003 degistirilerek sunulmustur)

Onceki ¢alismalardan da elde edilen bilgilere gére fungal elisitor olarak bilinen MeJA P.
somniferum (62, 63) ve C. roseus’'ta (61) alkaloit birikimine yol agacak bir dizi
reaksiyonlara etki ettigi ortaya konulmustur. Ayrica yapilan g¢alismalar, Jasmonatlarin,
bitkilerde gelisim siirecinde yaglanmada ya da patojen enfeksiyonunda goérev aldig1 birgok
caligma sonucunda ortaya konulmustur (64-66). Bitkilerde Jasmonatlarin sentezlenmesi
sonucunda ortaya ¢ikan ve bitki savunmasinda 6nem arzeden cevaplarindan birisi olarak
sekonder metabolit birikimi olarak bilinmektedir (67). Jasmonatlar ilgili 6zgiin bitki
hiicresinde sekonder metabolitlerin biyosentezinden sorumlu gen yada genlerin ifadelerini
degistirerek etkide bulundugu gorilmiistir (66, 68). Disardan MeJA uygulanmasi
yapilmasi sonucunda JA sinyal iletim yolaginin aktif hale gelmesi sonucunda bitki
koklerinden flavanoid ve indol gibi sinyal bilesiklerinin saliniminin arttirdigi bilinmektedir
(69). Bununla birlikte bitkideki tiim organlarin farkli JA sinyal iletim yoluna sahip oldugu
ve boylece indiiklenen bdlge hakkinda edinilen bilgiye bagl olarak yaralanan bolgeye
0zgli cevap verdigi bulunmustur (70). Bu sonugla beraber bitkilerde JA muamelesi
sonucunda regiilasyon gorevini iistlenen bazi transkripsiyon faktorlerinin , genlerin ifade

dengelerine etki ettigi bulunmustur (71, 72).
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2.4. Transkripsiyon Faktorleri ve Alkaloit Biyosentezi

Okaryotlarda, genlerin diizenlenmesinde ya da transkripsiyonunda etkili olan
diizenleyiciler olarak bilinen transkripsiyon faktorleri, DNA {izerinde belli bir diziye
baglanabilen proteinlerdir. Cevreden kaynakli gesitli etkenlere karsi hiicre siirekli sinyal
tiretir bu siiregte RNA polimeraz dogrudan promotore baglanmak yerine transkripsiyonu
0zgiin olarak baslatacak olan degisik proteinler araciligi ile baglanmaktadir. Dolayisi ile
RNA polimeraz, bir genin transkripsiyonunu, ya (bir aktivator olarak) kolaylastirirlar veya
(bir represor olarak) engelleyebilmektedir (73). Transkripsiyon tiizerindeki etkisinden
dolay1 diizenleyici rolii oldugu bilinen tim proteinler, diizenleyici protein olarak
tanimlanmakla beraber bazi kaynaklarda diizenleyici proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinin
birlikte ele alinmasindan o6tiirii olduk¢a karmasik bir siniflandirma olusturmaktadir (74).
Genel olarak trans-etkili faktorler, transkripsiyon siirecinde cis-etkili bolgeler olarak
tanimlanan diizenleyici bolgeleriyle etkilesim kuran proteinler olarak bilinmektedir (75).
Transkripsiyon faktorleri DNA baglanma bdlgesine sahip olmanin yaninda farkli olarak
transkripsiyonu aktive eden bolgeler, 30 ile 100 aminoasitlik bir kistmdan meydana
gelmektedir (74). Bu bolgeler, ve bolgede bulunan aminoasitler, diger transkripsiyon
faktorleri ile veya dogrudan dogruya RNA polimeraz ile etkilesirler. Okaryotlarda
transkripsiyon seviyesindeki gen diizenlenmesi olduk¢a karmasiktir. Bitkilerde MejA
uygulamasi sonucunda, alkaloit biyosentezi yolaklarinda etkili olan ¢ok sayida TF gorev
almaktadir (Sekil.2.5) Catharantus. roseus bitkisinde terpenoid indole alkaloids (TIA)
yollagimi regiile eden bir¢ok sayida transkripsiyon faktorii belirlenmis ve karakterize
edilmistir (76). TIA {rlinleri, biyosentez hizin1 smirlayan enzimleri kodlayan genlerin
ektopik olarak ifade olunmasi ile miktarlar1 artirilmaktadir. Ornegin C. roseus bitkisinde
TYDC (triptofan dekarboksilaz) genin asir1 ifade ettirilmesi ile hiicrede alkaloit birikimine
neden oldugu bulunmustur (77). Umut verici bir yaklasim sonucu, transkripsiyon
faktorleri, metabolit birikimini artirmaya yonelik rol oynayan Yyolaklarin bir¢ok
asamalarinda diizenleyici olarak gorev almaktadir (78). Bu transkripsiyonel diizenleyiciler,
metabolik yolaklariin manipiile etmede gorev alarak metabolik miihendislik ile iligkili
biyosentetik yolaklarin birgok asmasinda oldukga etkili olabilmektedirler (79). Bazi
karakterize edilmis AP2 benzeri transkripsiyon faktorleri TIA yollaginda yer alan ORCAS,
ORCA2, ve ORCAL genlerini pozitif yonde diizenleyebilmektedir. Diger taraftan ZCT1,
ZCT2 ve ZCT3 TIA yollaginda baskilayici olarak gorev almaktadir (80, 81). WRKY
proteinleri, hedef genlerin promotor bolgelerinde yer alan W-box [TTGAC (T/C)] cis
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elementi ile interreaksiyona girerek genlerin ifadelerini diizenlerler (82, 83). WRKY
ailesinde yer alan proteinler, bitki savunmasinda, gelisimde ve bitki metabolizmasinda
olmak tiizere gesitli gorevlerde yer almaktadir (82). Ayrica metil jasmonat ile uyarilmis
bitkilerde flavanoid ve terpenoidler gibi savunmada yer alan bilesiklerin sentezinde
olduk¢a 6nemli bir rol aldigi bilinmektedir (84). MeJA ile uyarilmis P. somniferum'da
PSWRKY karakterize edilmis ve bu proteinin BIA yollaginda 6nemli bir diizenleyici oldugu
ortaya konulmustur. Son zamanlarda bir¢ok ¢alismada oldugu gibi alkaloit biyosentezinde
rol oynayan mekanizmalarin ve genlerin anlasilmasi i¢in giivenilirligi yiiksek yeni nesil
dizileme teknoloji platformlart kullanilmakta olup elde edilen oldukga yiiksek hacimli

veriler gesitli biyoenformatik araglar ile karakterize edilmektedir.

Sekuiterpenler

Antosiyanin Alkoloit € :
biyosentezi biyonsentezi bivosentezi

Sekil 2.7. Bitkilerde JA uygulamasi sonucu sentezlenen transkripsiyon faktorlerinin
Antasiyonin, Alkaloit ve Sekuiterpenler biyosentezi tizerine olan etkisi (Kwang ve Jeon,
2013'den degistirilmistir)

Transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi tranpozon elementleri ve miRNA'lar da alkaloit

biyosentezine dogrudan etkide bulunabilmektedir.

2.5. Transpozon Elementleri ve Alkaloit Biyosentezi

Transpozonlar, transpozisyon o6zelliklerinden dolayr genomlarin birgok farkli bolgelerine
dahil olma o&zelligine sahiptirler. Bu durumda ekzonlara veya genlerin yakimindaki
bolgelere yer aldiklarinda; gergeve-kayma mutasyonu, delesyon, duplikasyon, inversiyon

gibi ¢esitli mutasyonlara yol actiklar1 bilinmektedir. Bu mutasyonlar, alternatif gen tiriinii
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olusumuna sebebiyet verdigi gibi gen iiriinii olan proteinin olugsmasini engelleyebilir ve bu
durum fenotipik degisikliklere hatta patolojik olusumlara bile sebep olabilecek sonuglar
dogurmaktadir. Bununla birlikte replikatif transpozisyonla hareket eden transpozonlar,
genom biiyiikligiiniin biiyiimesine neden olmak ile beraber gen fonksiyonunu, yapisin
veya aktivitesini degistirebilmekte ayni zamanda genom ve kromozom yapilariin da ciddi
boyutlarda degismesini de saglayabilmektedirler (85). Transpozonlarin bu bahsedilen
dezavantajlarina karsilik, icinde bulunduklar1 konak genomlara bir¢ok yararlari da vardir.
Bu elementler literatiirlerde ¢ogu zaman fosil olarak da adlandirilmaktadir (86). Bu inaktif
elementler aslinda dogal secilim sonucunda ortaya ¢ikmis ve genoma zarar vermeyen
elementler olarak bilinmektedir., Aksi takdirde mutasyonlart meydana getirerek,
transpozonlar, konak genomlarina zarar verdikleri durumda organizmaya ciddi zarar
vererek yasayamayacak ve dolayist ile bu yeni insersiyonlar yeni dollere
aktarilamayacaktir (86). Bu baglamda transpozonlarin ayn1 zamanda ¢ok 6nemli varyasyon
kaynaklari olarak gorev yapmakta ve fenotipik esneklige de yol agmaktadirlar. Cok sayida
bilimsel calisma, tiirlerin evrimsel ge¢misinde tek bir genin replikatif transpozisyonu
yoluyla gen ailelerinin ortaya ¢ikmis olduklarinin ve bu sayede tiirlerin farkli gelisimsel
ortamlara uyum saglayabildiklerini 6ne siirmektedir (87, 88). Transpozonlar, gen
diizenlenmesini hem metil gruplarinin komsu bolgeleri etkilemesi sayesinde, hemde RNAI
(RNA interferans) mekanizmasini Kullanarak transkripsyona engel teskil etmektedir. Bu
epigenetik gen diizenlenmesi sayesinde transpozonlar, embriyonik gelisim sirasindaki doku
farklilagsmasindan, ergindeki farkli dokularin farkliliklarinin korunmasina kadar bir¢ok
mekanizmada gorev almaktadirlar (89, 90). Bununla beraber bazi tranpozonlarin gesitli
biyotik ve abiyotik stresler ile aktive oldugu bulunmus ve aktive olan bu transpozonlarin
bitkide savunma sisteminde, sinyal yollaginin uyarilmasi gibi sekonder metabolitlerin
biyosentezini tetikleyen reaksiyonlarin olusmasina neden oldugu ortaya konmustur. Buna
ek olarak ayni ¢aligmada, Ortrt2 transpozunun JA ve salisilik asit muamelesi sonucunda
ifadesinin seviyesinin artig1 bulunmustur (91). Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada, patojen
inokulasyonu yapilarak ya da mikrobial elsitorlerin etki etmesi sonucunda, tiitiin bitkisinde
Tntl retrotranspoznun aktive oldugu bulunmustur (92). Dolayisi ile bu sonug¢ goéz Oniine
alindiginda fungal bir elisitor olan ve aym zaman bu elisitoriin BIA biyosentezini
indiiklendigini diisiindiiglimiizde dolayisi ile transpozonlarin ayni zamanda dolayli olarak
alkaloit biyosentezinin diizenlenmesinde etkili bir rol aldig1 s6ylenebilmektedir. Daha 6nce
yapilan baska bir ¢alismada genom iizerinde transpozon elementlerinin sekonder metabolit

gen kiimelerinin yakininda c¢evrelediginden boylece sekonder metabolit genlerin
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cesitlenmesinde de etkisi oldugu diisiiniilmektedir (93). Dolayisi ile yapilan ¢aligmalardan
da goriildiigii lizere transpozon elementlerinin bitkilerde bir savunma mekanizmasi aktorii
olan alkaloitlerin biyosentezinde gorev aldigi ortaya c¢ikmistir. Transpozonlarin etki
mekanizmasina benzer olarak mikroRNA’lar da transkripsiyon sonrasi gen

diizenlemesinde 6nemli bir rol aldig1 bilinmektedir.

2.6. Mikro-RNA (miRNA)

mikroRNA’lar, yiiksek seviyede korunan DNA boélgelerinden kodlanan, proteine
translasyonu gerceklesmeyen, yaklasik 18-24 niikleotit uzunlugundaki kiiciik RNA
molekiilleridir (94, 95). ilk defa, 2002 yilinda Arabidopsis’te miRNA’larin ilk defa
kesfedilmesinden (96) sonra, iki farkli yaklagim (ii¢ farkli yontem) kullanilarak 70057 bitki
miRNA’s1 ve karakterize edilmistir (miRBase v. 21) (97). Bu yontemler; 1) Farkli dokular
ve kosullardaki kiiciik RNA kiitiiphanelerinden dogrudan klonlama (deneysel yaklagim), 2)
C. elegans’da kiiciik RNA’larin ilk kez tespitine neden olan geleneksel mutant tarama
metodu (deneysel yaklagim), 3) Bitki miRNA’larinin korunan sekanslari izerinden mevcut
genomik veri tabanlarindan yapilan biyoenformatik tahmin (biyoenformatik yaklagim)
olarak kesfedilmistir (98).

2.6.1. Bitkilerde miRNA’lar ve fonksiyonlari

Son yillarda bitki miRNA’laryla ilgili arastirmalarda ciddi artislar olmus ve arastirmalar
hala devam etmektedir. Bugiine kadar 73 bitki tiiriine ait 7000 den fazla miRNA, klonlama
metodu veya miktar tayini yaklagimlariyla tespit edilebilmistir (miRBase v21). Aym
sekilde miRNA hedefleri olan mRNAlarin pek ¢ogu deneysel olarak dogrulanmustir (99).

Bitki miRNAlar1 yaprak morfogenesisi, floral organ olusumu ve kok gelisimi gibi organ
gelisimindeki O6nemli fonksiyonlarmma ilave olarak, kiicik RNA yolaginda feedback
diizenleyici ve bazi SIRNAlarin direkt olarak biyogenesizinde de fonksiyon gostermektedir.
Ustelik bunlar oksidatif, mineral beslenme, dehidrasyon stresi ve mekanik stres gibi cesitli

stres yanitlarinda da gorev almaktadir (98, 100).

2.6.2. Bitkilerde miRNA’larin biyogenezi ve calisma mekanizmasi

miRNAlar, birbirini izleyen {i¢ adimlik islem siireci sonucunda meydana gelmektedir. Ilk
adimda miRNA genlerinden veya bazi intronlardan primer miRNA (pri-miRNA)’larin

transkripsiyonu  gergeklesir. Ikinci adimda pri-miRNA’lar  prekiirsor miRNA
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(premiRNA)’lara niikleus iginde doniistiiriiliir (Sekil 2.6). Ucgiincii ve son adimda olgun
miRNA’larin sitoplazma iginde olusumu gergeklesir (98).
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Sekil 2.8. Bitkilerde meydana gelen miRNA’larin yazilim1 ve ¢calisma mekanizmasi
(Eldem vd. 2013°den degistirilerek alinmistir)

2.6.3. Bitki miRNA’larin sekonder metabolitlerin biyosentezindeki rolii

miRNA'lar degisik biyolojik mekanizmalarda olduk¢a Onemli fonksiyonlara sahiptir.
miRNA'lar 6zel hedef genlerine etki ederek bitkide biyotik stres, sinyal iletimi,
metabolizma ve protein degradasyonu gibi biyolojik mekanizmalarda olduk¢a Onemli
gorevler istlenmektedir. Ayrica miRNA'lar bitkide sekonder metabolit biyosentez
mekanizmasint da regiile etmektedir (Boke vd., 2014 Plant Biotechnology (baskida)).
Ornegin, yapilmis bir ¢alismada miR393"in oksin sinyal mekanizmasmna etki ederek,
sekonder metabolit metabolizmasina yon verdigi bulunmustur. Ayrica miR393'in asir1
ifade edilmesi ile glukosinolate ve kameleksin biyosentez miktarin1 degistirdigi
bulunmustur (101). Ayrica miR163'in Arabidopsis bitkisinde asir1 ifade ve nakavt

edildiginde bu sonucun bitkide sekonder bitki miktarini degistirdigi bulunmustur (68).
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Bunlara ek olarak, miRNA'larin sekonder metabolit sentezinde 6nemli bir gorevi olan JA
biyosentezinde de etkili olduklar1 konusunda onceden yapilan bir ¢alismada, miR319’un
hedef genlerinden biri olan TCP transkripsiyon faktor ailesinin JA biyosentezini kontrol
ettigi bulunmustur (98). Ayrica tiitiin bitkisinde de yapilan bir ¢alismada, yeni nesil
dizileme teknoloji ile tiitiin bitkisinde yaralama sonucunda sentezlenen sekonder
metabolitlerin  biyosentezini regiile ettigi diisiinilen bazi yeni miRNA adaylan
bulunmustur (102). Daha o6nce yapilan baska bir c¢alismada anti kanser alkaloitler
bakimindan oldukg¢a zengin olan C. roseus bitkisinde in siliko yontemler kullanilarak
sekonder metabolit ve alkaloitler iliskili ¢cok sayida miRNA ve bunlarin hedef genleri
belirlenmistir (103). Boke 2013, hashas bitkisinde yaptig1 doktora tez ¢alismasinda miRNA
mikroarray ve derinlemesine miRNA dizilimi analizleri yapilarak, hedef genlerin BIA
biyosentezi ile olan iligkisi ag¢iga c¢ikarilmistir. Ayrica, miRNA hedef genlerinin
belirlenmesi ile ontoloji analiz edilereck miRNA regiilasyonu ve BIA biyosentezi arasinda
olan baglantilar ¢calisilmistir (Boke vd., 2014 Plant Biotechnology (baskida)). Sonug olarak
goriilmistiir ki, 6zellikle sekonder metabolit ve alkaloit biyosentez regiilasyonu ile ilgkili
miRNA ve onlarin hedef gen analizlerini konu alan calismalar olduk¢a sinirlidir. Bu
anlamda giiniimiizde bir¢ok calismada BIA biyosentezini indiikleyen MeJA benzeri cesitli
elisitorler kullanilarak elde edilen alkaloit agmin degisimlerini ve bu degisimlerin
miRNA'lar ile iligkilendirilerek ortaya konulmasi bu anlamda bir litreratiir boslugunu

dolduracagi tahmin edilmektedir.

2.7. Bitki Transkriptom Calismalarinda Kullanilan Dizileme Metotlari
2.7.1. 11k nesil dizileme metodu

Dizileme caligmalarinda en yaygin olarak kullanilan metot, Shotgun teknigi ile Sanger
(dideoksi) metodudur. Zincir sonlama olarakta bilinen Sanger metodu, uzun DNA
pargalarini dizilemek igin kullanilir (104). Sanger yontemi ile uzun diziye sahip kontigler
bir kerede dizilenmedigi icin DNA'lar dnce kii¢iik parcalara bdliiniir ve pargalarin her biri
uygun bir plazmide klonlanip dogru vektore aktarilir. Klonlanan plazmitler Sanger metodu
ile tek tek dizilenir. Bu dizilerin bioinformatik analizlerle bir araya getirilmesi ile uzun
DNA pargasinin dizisi elde edilir (104). Dizilemesi yapilacak olan DNA dizilerinin bir¢ok
kopyasi primer normal deoksi niikleotidler (ANTP) dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dideoksi
niikleotidler: ddNTP; ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP ve DNA Polimeraz | enzimi ile
kanstinlir. DNA dort baz sifresinden meydana gelen bir biyo polimerdir. Her yeni
niikleotid bir 6nceki niikleotidin 3' OH ucuna eklenir. Dideoksinukleotid trifosfat (ddNTP)
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ise 3' OH ucu icermez. Dolayisiyla bdyle bir molekiil zincir uzamasini durdurur ve zincirin
son niikleotidini olusturur (105). Bu DNA dizileri kapiller jel elektroforezi kullanilarak

okunur.

2.7.2. ikinci nesil dizileme platformlar

Yeni nesil dizileme sistemleri olarak da bilinen ikinci nesil dizileme platformlar1, giin
gectikce oldukca degisik kullanim alanlarinda kullanilmaya devam edilmektedir. Yeni
nesil dizileme; genom, transkriptom, DNA-protein etkilesimlerinin genis kapsamli
analizini ucuz, rutin ve yaygin hale doniistiirdiigiinden biyolojik arastirmalari nemli
Olciide hizlandirma potansiyeline sahiptir. Yeni nesil dizileme teknolojisi; mRNA, kii¢iik
RNA profili, transkripsiyon faktér baglanma boélgelerinin genom boyu karakterizasyonu,
kromatin yapist ve metilasyon paterni, atasal DNA mikrobiyolojisi ve metagenomik i¢in
yeni ve hizli yollar saglar. Giiniimiizde kullanilan yeni nesil dizileme sistemleri, Roche 454
genome analyzer, lllumina Genome Analyzer, Applied BioSystem SOLiID, Complete

Genomics, Helios, Pacific Biosciences ve lonTorrent sistemleridir (106).

Bir grup arastirici tarafindan ‘Sentez Yoluyla Dizileme’ (sequencing by synthesis)
prensibine dayali ‘Pyrosequencing’ metodunu gelistirmesi bu arayislarin sonucu olarak
ortaya ¢ikmustir (107). Pirodizileme (pyrosequencing) yiiksek islem hacmi ve diisiik
maliyeti sayesinde geleneksel Sanger dizilemenin yerini almigtir. Pirodizilemenin temeli
DNA polimeraz aktivitesinin kemiliiminesans bir enzim araciligiyla tespitine
dayanmaktadir. Dizileme reaksiyonu, dizilenecek DNA’nin tek sarmali (ssDNA) iizerinde
tamamlayict sarmalinin (complementary DNA/ c¢DNA) sentezlenmesi seklindedir.
Oncelikle ¢ift zincirli DNA’nin nebulizasyonu yapilarak (400-800 bg’lik kiigiik

fragmanlara ayrilmasi gerceklestirilir.
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DNA/RNA'mn fiziksel yada Streptavidin-biotin piirifikasyonu yapilarak A/B fragmentleri tasiyan

kimyasal yontemler ile belli adaptorleri tagiyan tek iplikli DNA kiitiiphanesinin olusturulmas

Sekil 2.9. Dizileme i¢in kiitiiphane hazirlama asamalar1 (http://454.com/ Apr

2014 ‘den degistirilmistir)

Bu fragmanlara dizileme primerlerini tasiyan adaptorler eklenir. Adaptorleri tastyan DNA

fragmanlarinin mikroreaktdrler icerisinde emiilsiyon bazli klonal amplifikasyonu (em-

PZR) gerceklestirilir (Sekil 2.10).

Emiilsiyon tabanh klonal cogalma

—— Emiilsifiye honcuklar
Tek iplikli DNA'nm ve PZR icin
bo{lcuklara komponentlerin icinde
bagianais oldugu mikrorektorler

Mikroreaktor icinde
meydana gelen
klonal cogalma

B n R s
- ‘ A 0 L e

DNA pozitif
boncuklar i¢in
mikroreaktorlerin
kirlmasi

Sekil 2.10. Roche 454 FLX+ platformunda gergeklesen emiilsiyon tabanli klonal cogalma

(http://454.com/ Apr 2014°den degistirilmistir)

Bu asama sonucunda yaklasik olarak 10 milyon kopyaya c¢ikarilmig DNA fragmanlar

sentez yoluyla dizileme yontemiyle yaklasik 3. 6 milyon kuyu igeren bir plate iizerinde

dizilenir (Sekil 2.11).
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PicoTiterPlate aparatina DNA boncuklarmm yiiklenmesi

Sekil 2.11. Boncuklarin PicoTiterPlate aparatina yiiklenmesi (http://454.com/
Apr2014)’den degistirilmistir)

Dizileme primeriyle sabitlenen tek sarmalli kalip DNA iizerine ardisik olarak akan A, C,
G, T niikleotitlerinin kalip DNA dizisine tamamlayici olmasi durumunda ortamda bir 151k
olusur. Bu 15181 yaratan kemiliiminesan sinyalin hangi niikleotidin baglanmasi sirasinda
olustugu tespit edilir. Sabitlenen ssDNA, DNA polimeraz, ATP siilfirilaz, liisiferaz, apiraz,
APS ve lusiferin ile inkiibe edilir. Niikleotid akisi sirasinda tamamlayict niikleoitidin
gelmesi durumunda DNA polimeraz pirofosfat (PPi) aciga ¢ikmasini saglar. ATP siilfirilaz
enzimi bu PPi’1 kantitatif olarak ATP’ye doniistiiriir (Sekil 2.11). ATP, liisiferaz enzimi
araciligiyla lusiferinin oksilusiferine doniismesini saglar. Oksilusiferinin goriilebilir bir 151k
yaratir. Bu 15181n siddeti ATP miktartyla dogru orantilidir ve bu sayede ayni dizi iizerindeki
tek niikleotid tekrarlar1 (homopolimer) tespit edilir. Ortaya ¢ikan bu 151k CCD kamera
tarafindan kaydedilir ve bilgisayar program yardimiyla dizi verilerine (flogram)

dontstiiriliir.
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Sekil 2.12. Pirodizileme metodu (http://454.com/ Apr 2014’den degistirilmistir)

Pirodizileme yontemi kullanilarak, klonlama yapmaksizin, 7.5 saatte 100-500 milyon
bazlik dizileme yapmak miimkiindiir. Bu sistem daha dnce yillar alan dizileme projelerini
haftalar i¢inde sonuclandirmayr miimkiin kilmistir. DNA’nin ¢ift sarmalli yapisini bulan
Nobel 6diillii arastirmact Dr. James Watson’in genomu bu yontemle dizilenmistir. Yine
Neandertal genomu ve nesli tiikenen mamut tiiriiniin genomu bu yontemlerle kisa siirelerde
biitlinliyle dizilenebilmistir. Bu yontem bu tip karmasik genomlarin haricinde, bakteri ve
virus gibi daha basit genomlarin da bir giin i¢inde tiim genomunun dizilenebilmesini

saglar.

Bir diger YND platformu Solexa-lllumina sistemi olup, bu Solexa platformu, bitki
biyoteknolojisi ve tiretiminde en yaygin olarak kullanilan YND sistemidir. Illumina ilk
olarak bir akis hiicresindeki 0Ozgiin adaptorlere baglanmis olan kalip DNA’ nin
yakalanmas islemine dayanmaktadir. illumina sistem dort niikleotitin akis hiicresi kanalina
es zamanli olarak DNA polimerazin eklenmesi ile olusan dizi sentezleme yaklasimini
kullanir. Ozellikle bu niikleotitler tek bir floresan etiket tasirlar ve 3° OH grubu kimyasal
olarak bloke olmustur. Pirodizilemeden farkli olarak, DNA her yikamadan sonra bir
niikleotid uzar. Her bir fotograflama adimi, her bir bazin katilma adimim takip eder.
Fotograflama agsamasindan sonra 3° OH ucu kimyasal olarak bloke olmus grup, DNA

polimerazin sonraki katilimi i¢in her bir ipligi hazirlamak i¢in uzaklastirilir. Adimlarin bu
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serileri kullanici tarafindan belirlenen dongiiye kadar devam eder. Buda 25-35 bazlik farkli
okuma uzunluklarina izin verir. Baz aramali bir algoritma, her okuma sonucundaki
degerleri belirler ve bu degerleri kontrol eden pipeline yetersiz Ozellikteki sekanslari

uzaklastirarak her bir ¢alisma sonucu elde edilen lllumina verisini degerlendirir

Cizelge 2.2. Mevcut Dizileme Platformlarinin Karsilastirilmasi (Turktas vd., 2014'den
degistirilmistir)

Ozellikler Roche/ 454  ABI /SOLID Solexa/lllumina
Dizileme kimyasi Pirodizilime Koprii cogalma  Sentez yolu ile dizileme
Okuma uzunlugu (b¢) 1000 75 2x101

Okuma sayisi (milyon) 1 5 3 (SE) ve 6 (PE)

Total yiiksek hacim 700mb 120Gb 540-600Gb

Hata oram (%) 0,1 0,01 0,1

Reaksiyonu  bitirme 23 saat 14 giin 8,5 glin

zamani

Mb basina fiyat ($) 8 0,05 0,02

2.8. Roche 454 FLX+ Platformu ile Transkriptom Analiz Basamaklari
2.8.1. RNA izolasyonu ve iki zincirli cDNA olusturulmasi

Total RNA "RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)" ile izole edilir. izole edilen RNA'larin kalite
ve miktarlar1 agaroz jel ve nano-drop spektrofotometre ile kontrol edildikten sonra, cDNA
yapim asamasina gecilir. Yilksek kaliteli, tam (full-length) cDNA olusturmaya olanak
sagladigi i¢in, cDNA yapiminda SMART™ (Clontech) teknolojisi kullanilabilir. Protokol
kisaca su sekilde uygulanabilir: cDNA'nin birinci zincirini hazirlamak i¢in, RNA, cDNA
sentez primeri (CDS) (Clontech), 3' ucunda oligo (G) bulunan SMART Oligo (Clontech),
dNTP, tampon ¢dzelti ve "reverse transcriptase" enzimi ile inkiibe edilir. Ikinci zincir,
cDNA birinci zincir sentez karisiminin, PZR primeri ile uygun sicakliklarda PZR ile
cogaltilmasiyla elde edilir. Olusturulan iki zincirli cDNA'larin kalite ve miktarlar1 agaroz

jel ve spektrofotometre ile kontrol edilir (108).
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2.8.2. 454 GS-FL X+ cihaz ile transkriptom dizileme

Her bir 6rnekten yaklasik 5 pg ¢cDNA, kiiclik pargalara ayrilir ve tiim genom dizileme
caligmasi i¢in belirtilen ilgili protokoller uygulanir. Bu durum transkriptom dizilemesi i¢in
de aym sekilde uygulanir. Transkriptom dizileme ¢alismalarinda dizilemenin derinliginin
artmasi, diisiik seviyelerdeki anlatim diizeylerinin daha rahat belirlenebilmesini
saglamaktadir. Benzer ¢alismalarda yaklasik 30 Mb uzunlugunda dizilemenin, mevcut

transkriptomlarin tamamina yakinini kapsadigi belirtilmistir (109, 110).

2.8.3. Dizilerin biyoenformatik analizleri

Dizilerin analizi i¢in bir ¢ok farkli biyoenformatik program mevcut olmakla birlikte,
uygulamalar genellikle belirli bir ¢ergeve dahilinde yapilmaktadir (103). Tim genom
dizilerinin biyoenformatik analizinde izlenecek asamalar Sekil 2.11.'de sematik olarak

gosterilmistir.

[lk asamada, ham datay: igsleme amaci ile, adaptor bolgeleri ve diisiik kalitede okumaya
sahip diziler Lucy (http://lucy. sourceforge. net/) ve benzeri programlar kullanilarak
transkriptom dizilerinden ¢ikartilir. Ardindan mikrosatellit gibi basit tekrar dizileri,"low
complexity" kisa tekrarli bolgeleri (6rn, poli-A kuyrugu) ve diger tekrar bolgeleri bilgi
bankalarindan elde edilerek ilgili genomda aranmak amaci ile yaygin bir sekilde uygulanan
ve Linux isletim sistemi iizerinde ¢alisan "RepeatMasker" programi (www. repeatmasker.
org) kullanilabilir. Program ile, hem programin icerisinde bulunan tekrar dizileri hem de
bilgi bankalarindan (RepPop, TIGR, RepBase) elde edilecek olan tekrar dizisi
kiitiphaneleri, ele edilen diziler ile karsilastirilir. %90'm tizerinde homoloji gdsteren
bolgelere sahip, diziler "X" harfi ile belirtilerek maskelenir. Ayn1 zamanda programda,

CrossMatch algoritmasi kullanilarak ve diger parametreler degistirilmeden uygulanir.

29



*BLAST karsilastirma
ve annotasyonu
*KEGG

*GO

*Interpro

Biyolojik bir
cikarim
Gen ifade ve

Okumalarm bir ~ SNP analizlerin
referans Yyapilmasi

df’ ”"‘"f genome
Ham datanm birlestirme haritalanmas1
islenmesi ve
. Dizil i Kalite kontrolii
> yapilmasi

| Dokudan
| Kkiitiiphanelerin

hazirlanmas:

Sekil 2.13. Dizilerin biyoenformatik analiz semasi

S6z konusu 6rnegin genomunda, bilinen tekrar bolgelerinin diginda yeni tekrar bolgeleri de
bulunabilmektedir. Genom igerisinde olabilecek yeni tekrar bolgelerinin tespiti i¢in Linux
isletim sisteminde BLASTN analizi yapilabilir. Bunun i¢in elde edilen dizi 6nce kendisi ile
karsilastirilir, ardindan da bilgi bankasinda bulunan diger tiirlerinden elde edilen "Genome
Survey Sequences" (GSS) dizilerine ait kiitiiphaneler ile karsilastirilir. Genomda en az bes
kez bulunan, %80'in {izerinde benzerlik igeren ve 50 b¢'den daha uzun olan bélgeler,
potansiyel yeni tekrar bolgeleri olarak Ornegin dizisinde yeniden "X" harfi ile
maskelenerek filtrelenir. Ayrica drnegin genomuna ait genlerin bulunabilmesi igin, tekrar
bolgeleri maskelenmis olan diziler bilgi bankalarindan bulunabilecek olan bir¢ok bitki
tiriinden elde edilebilecek transkript dizileri]l, CDS [Coding DNA Sequence]) ile
karsilagtirilir. Bu amag i¢gin BLASTN analizi yapilir. "E" degeri (E-value) 1e-30 olan ve
200 bg¢'den uzun olan potansiyel kodlama yapan (coding) gen bolgeleri, BLASTX analizi
ile bilgi bankalarinda mevcut "non-redundant" protein dizileri ile karsilagtirilir. "E" degeri

(E-value) 1e-20 olan, %80'in iizerinde homoloji gosteren diziler, protein kodlayan gen
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dizileri olarak adlandirilir. Bu diziler Blast2GO analizi ile UniProtKB bilgi bankasinda
bulunan dizilere kars1 taranir ve her birinin fonksiyonel gruplandirilmalar1 TAIR gibi bilgi
bankasinda bulunan Gene Ontology (GO) terimlerine gore yapilir. Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) analizi ile de transkriptlerin rol aldiklar1 yolaklar
belirlenerek analizler tamamlandiktan sonra ham veriler ve analiz sonuglar1 bilgi

bankalarina sunulur.

Fonksiyon belirleme analizlerin yani sira, haritalama amaci ile de Burrows-Wheeler
Alignment (BWA) program (http://bio-bwa. sourceforge. net/) kullanilarak yapilabilir. Bu
ama¢ dogrultusunda, okuma kiitiiphanaesindeki tekrar bolgeleri "X" harfi ile maskelenir.
BLASTN analizi kiitiiphanedeki okumalar kendi kendileri ile karsilagtirilir. Analiz
sonucunda en az 100 b¢ uzunlugunda olan ve %90 benzerlik gosteren diziler gruplandirilir.
Bu parametrelere uymayan diziler ise tekil (singleton) olarak adlandirilir. BLASTN analizi
sonucunda okuma kiitiiphanaleri arasinda var olan insersiyon, delesyon, inversiyon gibi
yapisal farkliliklar ile tek niikleotid polimorfizm (SNP) markdrleri de tespit edilebilir.

Data zenginlestirme amaci ile, maskelenmis olan diziler ise, "E" degeri (E-value) 1le-20 ile
BLAST analizleri yapilarak ve diziler bilgi bankalarinda bulunan transkript dizileri ile
karsilastirilir. Her bir transkriptin hangi fonksiyonlara sahip olduklari GO terimlerine gore
bulunacaktir. Transkriptlerin hangi yolaklarda gorev aldiklar1 ise KEGG analizi ile
belirlenir. InterPro Scan programi mevcut parametreler degistirilmeden kullanilarak
transkriptler i¢cindeki fonksiyonel motifler tespit edillir. Analizler tamamlandiktan sonra

analiz sonuglar1 bilgi bankalarina sunulur.

2.9. Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi ile RNA Dizileme

Giintimiizde, transkriptom analizleri, dizileme tekniginin en son teknolojisini
kullanmaktadir. RNA-dizileme, bir ornekteki tim RNA populasyonunu belirleyen ve
kantitatif olarak ¢6zen oldukga giiglii ve etkin yeni bir metottur olarak yaygin bir bigimde
kullanilan bir aragtir. Bununla beraber RNA-dizileme teknigi, dogrudan RNA dizilimekten
ziyade, biyolojik ornege ait RNA hakkinda genis bir molekiiler bilgiyi saglar (111, 112).
Transkriptomik ya da genis genom ekspresyon profillenmesi ¢aligsmalari, santral dogma
dongiisii icerisinde tretilen tim RNA cesitlerini sistematik bir bigimde birbirleri ile
iliskilendirerek kategorilendirmeyi amaglarken ayni zamanda farkli hastalik durumlarinda
ve gelisim safhalarinda her bir transkriptin degisen ifadesini ve miktarini dijital olarak

belirlerken yeni ya da nadir goriilen transkriptleri (rare transkript)‘de ortaya koyar. Ayrica
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RNA-dizilemenin uygulama sonuglarindan bir digeri de genlerin yapilarini, ve onlarin
kirpilma motiflerini ve diger posttranskripsiyonel modifikasyonlar1 da belirleyerek bu
baglamda beraberinde yeni bir biyolojik bakis agisinin da getirmesini saglar (113).
Gliniimiize kadar belirlenen transkriptom profillenmesinin yukarda ifade edilen
uygulamlarina disinda diger birka¢ uygulamalari olarak; yeni kirpilma durumlari ortaya
koymak, gen flizyonlari, SNP'ler ve diger Ozgiin mutasyonlari belirlemek gibi
siralanabilmektedir (111, 114). Transkriptom analizleri, tek bir deneyle kapsamli bir

verinin ortaya ¢ikarilmasina olanak saglar (111, 115).

RNA-dizileme, mikroarray'de oldugu gibi dnceden bilinen herhangi bir sekans bilgisine
ihtiya¢ duyulmaz. Boylece ikincil yap1 bilgisine ve 6nceden bilinen bir sekansi baz alarak
herhangi bir prop dizaynina ihtiyag duymaz. Bu nedenle, her hangi bir bireydeki
transkriptom profillenmesi, o6zellikle model olmayan bir tiir i¢in ¢ok ilgi ¢ekici
goriilmektedir. Bu amag¢ i¢in RNA-dizileme verileri, de novo gen modeli analizinde
kullanilabilir (111, 116). Bu uygulama bir anlamda yeni bir devrim olarak da
tanimlanabilecek RNA-dizileme, giin gectikge bilimsel biyolojik ¢alismalarda artan
dinamik bir alana ve hassasiyete sahiptir (111, 117). RNA-dizileme, teknolojisi ile
biyolojik Ornege ait dizilenen ve sayilan transkriptin ifade seviyesini dijital olarak
gostermeyi saglayarak kantifikasyon agisindan oldukga giivenilir bir ara¢ olarak da 6ne
cikmaktadir. Bu teknolojinin 6nemli bir parametresi olarak, sekans derinligi (deep-seq)
degerinin yiiksek ¢ikmasi durumunda, sinirsiz bir dinamik alan olusmasi ve ender bulunan
transkriptlerin belirlenmesinde olduk¢a ideal bir ara¢ olarak kullanma degerini giin
gectikge daha giiclii bir sekilde korumaktadir (111). RNA-dizileme, transkriptler arasinda
sekans varyanslar1 hakkinda da genis bir bilgi saglarken transkripsiyonel mutasyonlar ve
onun genomik igerikleri hakkinda genis bilgiler iceren zengin bir iiriin ortaya koymaktadir
(118). Ciinkii ekzonlarin nasil birbiriyle baglant1 kurdugunu, bu durumdan kaynaklanarak,
alternatif kirpilma olgusu nedeni ile transkripler icerisindeki olmus olan varyasyonlara ait
dizileri de ortaya koymada yenilik¢i bir arag¢ olarak biiyiik bir hizla kullanilmaktadir. Son
olarak RNA-dizileme teknolojisi, fonksiyonel gen haritasin1 ¢ikarmak amaci ile yapilan
calismalarda, allele ya da izoform yapilarina 6zgiin gen ifade bilgisini saglayan, ekzon
siirlarimi ve UTR ( Un Translated Region) uzunluklarini belirleyebilen, giivenilir bir arag
olarak kullanilmaktadir (111, 119).
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2.9.1. Ge¢misten giiniimiize kadar transkriptomik ¢calismalarda kullanilan araclar

Bir canlida ya da ona ait herhangi bir dokusunda belirli bir zamanda disaridan gelen ¢esitli
ajanlara kars1 olusturulan RNA populasyonunun tiimiine transkriptom denilmektedir (120).
Bir biyolojik organizmadaki hiicrelerin genomlart ayni olmasina ragmen transkriptom
motifleri degisiklik gosterebilmektedir (121). Farkli mRNA’larin hiicresel miktarlarinin
Olgiilmesi ile gen ekspresyon motiflere ¢ikarilmaktadir (122). Yillardir yiiksek ¢iktili
verilerin elde edilmesine olanak saglayan ifade edilmis dizi etiketleri (EST) dizileme, gen
ifadelerinin seri analizi gen ifadesi (SAGE) gen ifade mikroarrayleri ve RNA dizileme gen

ifade motiflerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerdendir (111).

Ancak hibridizasyon tabanli ¢alisma prensibine sahip mikroarray metoduna karsilik, dizi-
tabanli yaklasimlar dogrudan cDNA dizilemesini yapmaktadir. cDNA dizilemesinde ilk
baglarda Sanger dizileme teknolojisi EST kiitiiphaneleri olusturmak ig¢in kullanilmistir
(123, 124). Fakat bu metot, nispeten diisiik hacimli olmasi, pahali ve genelde kantifikasyon
yapamamasi gibi bazi onemli sinirlamalar icermektedir. Bu ksisitlamalarin {istesinden
gelmek icin isaretleme tabanli gelismis metotlar gelistirilmistir. Oregin SAGE (serial
analysis of gene expression) Tiirkge ifadesi ile gen ekspresyonunun seri analizi (125, 126),
CAGE (cap analysis of gene expression) (110, 127) ve MPSS (massively parallel signature
sequencing) yani yogun paralel imza dizileme gibi metotlar transkriptomik g¢alismalarda
olduk¢a yaygin kullanilmaktadir (128-130). Bu isaretlenmeye dayali yaklasimlar yiiksek
hacimli olup gene ekspresyon seviyesini dijital bir bigimde saglayabilmektedir. Ancak
bunlardan birgogunun, pahali olan Sanger dizilime ile yapilmasi ve onemli derecede kisa
isratlenmis boliimlerin olmasi referans bir genomuna karsi benzersiz bir haritalama
yapilamamaktadir (110). Ayrica transkriplerin sadece bir boliimiinii analiz etmesi nedeni
ile izoformlar genelde birbirlerinden ayirt edilememektedir. Bu dezavantajlar ve
siirlamalar klasik dizileme teknoloji kullanimi, transkriptomik ¢alismalarda hedeflenen

yapilarinin annote edilmesinde bazi 6nemli sinirlamalar getirmektedir.

Bu smirlamalara karsin giiniimiizde yiiksek hacimli teknolojik metotlar ile RNA-dizileme
caligmalar1 yapilmaktadir (111). Bu metotlar kullanarak oldukg¢a biiyiikk ve karmagsik olan
Okaryot transkriptomlari hakkindaki bakis agisini degitirilmistir. Yeni nesil dizileme ile
RNA-dizileme metodu, diger metotlardan farkli olarak transkriptlerin ve izoformlarin

seviyelerini oldukga biitiinciil ve hasas bir sekilde 6l¢mektedir.
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Son zamanlarda yeni yiiksek hacimli genom dizileme teknolojilerinin gelismesiyle
transkriptomlarin haritalanmasi ve miktarlarin belirlenmesi daha kolay hale gelmektedir.
Bu metot, RNA-Seq (RNA-Dizileme) olarak tanimlanmistir (110). Bu yontem, hali
hazirdaki yaklasimlara nazaran daha avantajli olup, 6karyot transkriptomlarin analizinde
bir devrim olmasi beklenmektedir. Bu yontem zaten Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, A. thaliana, fare ve insan hiicrelerinde de uygulanmaktadir
(109, 131-134).

2.9.2. Transkriptomik cahismalarda RNA-dizileme teknolojileri ve avantajlari

RNA-dizileme son zamanlarda gelisen derin dizileme teknolojisini kullanmaktadir. Genel
olarak bir RNA popiilasyonu olarak total RNA, iki ucuna adaptdr baglanarak cDNA'ya
dontistiiriilmiis poli(A) amplifiye olmus ya da olmamis her bir molekiil daha sonra yiiksek
hacimli dizileme ile bir ugtan (single end dizileme) veya iki ugtan (paired end dizileme) ile
dizilenir. Genom dizileme teknolojisine gore farklilik gostermekle birlikte okumalar,
genellikle 30-400 bg¢ arasinda degismektedir. Prensip olarak herhangi bir yiiksek hacimli
dizileme teknolojisi (135) RNA-dizileme i¢in kullanilabilir. Bu baglamda illumina 1G
(109, 113, 131, 132, 136), Applied Biosystems SOLID (134) ve Roche 454 Life Science
(137-139) sistemleri RNA-dizileme amact icin kullanilmaktadir. Ancak Helicos
Biosciences tSMS sistemi, RNA-dizileme c¢alismalarinda ¢ok yaygin kullanilmamustir.
Ancak hedef cDNA cogaltimimin korunmasinda bazi ek avantajlara sahip oldugu igin
uygun goriilmektedir. Bu dizileme takibinde yapilan okumalar, referans genom ya da
transkriptler ile hizalanabilir ve her bir genin ifade seviyesi ve yapisini igeren genom
Olgekli transkript haritasi genomik referans genom olmaksizin yeniden (de novo)
birlestirme yaparak model olmayan organizmalarin dizileme c¢aligmalarinda oldukca

onemli bir rol oynamaktadir.
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Sekil 2.14. Tipik bir RNA Dizileme deneyi akis basamaklari (Wang vd., 2010'dan
degistirilmistir)

RNA-dizileme platformlari, array teknolojisi gibi hibridizasyon tabanli yaklasimlarin
aksine RNA-dizileme, var olan genomik sekans bilgisiyle transkript belirleme mantigina
ile stirli degildir. Ornegin Illumina teknolojisini kullanarak, tatl patates (Impomoea
batatas L. )’e¢ (140) ait transkriptom analizi, CAM bitkilerde model sayilan
Mesembryanthemum crystallinum e ait mRNA ifade profili (141) ayrica bir¢ok bitkiye ait
mitokondri transkriptom analizleri RNA-dizileme metodu ile gergeklestirilmistir (142). Bu
durum yukarda da ifade edildigi gibi RNA-dizileme teknolojisinin, heniiz genomu
aciklanmamis ve model olmayan organizmalar i¢in ¢ok ilgi ¢ekici bir arag haline gelmistir.
RNA-dizileme, tek bg¢’te kadar transkripsiyon ¢oziiniirliik smirlarini bile tamami ile
aciklayabilmektedir. Dahasi gen diizenlemesinde 6nemli bir role sahip olan miRNA’lar
gibi 30 bg¢’den kisa dizilere sahip genom oyuncularinin RNA-dizileme okumalart olduk¢a
giivenilir bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu avantajlar, RNA-dizileme teknolojisinin
karmasik transkriptom g¢alismalar1 igin ¢ok kullanish bir yontem oldugunu gostermektedir.

Buna ek olarak, RNA-dizileme, 6nemli bir varyasyon kaynagi olan SNP ve SSR (simple
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sequence repeat) gibi belirteglerin belirlenmesi i¢in de yaygin bir bigimde bagvurulan bir
ara¢ metot haline gelmistir transkript icindeki bolgelerde sekans varyasyonlarini da

(6rnegin SNP) belirlemeye yardimci olur (113, 134).

Ayn1 zamanda RNA-dizileme, kantifikasyon igin bir sinira sahip degildir sadece elde
edilen diziler ile iliskilidir. Sonug olarak, RNA-dizileme teknigi ifade seviyesi icin genis
bir dinamik bir veri olusturmaktadir. Buna karsilik mikroaraylerin ¢ok diisiik ve ¢ok
yiiksek ornegin 9 kat tizerindeki ekspresyonlara karsi olan hassisiyetsizligi sebebi ile RNA-
dizilemeden daha kiigiik bir dinamik araliga sahiptir oldugu kabul edilmektedir (109).

Hibridizasyona bagl yiiksek hacimli platform ile sentez, ligasyon ya da koprii yolu ile dizi
sentezleme yapan platformlar arasindaki iliskiye biraz daha agiklik getirmek amaci ile
ornek bir ¢alisma ile pekistirilecek olunurusa, misir bitkisinde (Zea mays L.) biiylime ve
gelisme ile ilgili genleri ve dahil olduklar1 yolaklar1 belirlemek icin ¢esitli dokularindan
ornekler alinarak RNA-dizileme ve mikroarray yontemi ile gen ifade seviyelerinin
karsilastirilmasini ele alinan bir bilimsel ¢alima sonucunda her iki metot, orta seviyedeki
gen ifadesinin bulundugu ve birbirleri ile olduk¢a uyumluluk gostermistir (143). Cok
diisiik ve yiiksek seviyede gen ifadesinin oldugu verilerde iki teknik arasindaki korelasyon
cok diisiik ¢ikmaktadir ayn1 zamanda RNA-dizileme verileri, gqRT-PZR ile belirlenmek
istendiginde gen ifadesi agisindan oldukga yiiksek dogruluk ve paralellik gostermektedir
(109). Ayrica, RNA-dizileme sonuglarmin biyolojik ve teknik replikalar i¢in yeniden
tretilebilirligi de yiiksek seviyededir (109, 134). Son olarak herhangi bir klonlama
safhasinin olmamasi, Helicos teknolojisi ile yapilan transkriptomik ¢aligmalarda herhangi
bir amplifikasyon adiminin olmamasi ve RNA-dizileme’nin az miktardaki drnege ihtiyag
duymasi, teknigin 6nemli farkliliklarini olusturmaktadir. Biitiin bu 6zellikler géz Oniine
alindiginda RNA-dizileme, kantitatif bir sekilde oldukca yiiksek hacimde tiim transkriptom
aragtirmasina olanak saglayan ilk metottur. Bu metot, hem annotasyon i¢in tek baza kadar
¢cOzliniirliige sahip hem de genom o6l¢iimiinde dijital gen ifade seviyesini vermektedir.
Ayrica Sanger metodunda genis Ol¢ekte olan EST dizileri ve tilling arraylerde gerekli

maliyetten daha diisiik bir maliyet ile ¢alisabilmektedir.
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2.10. RNA-Dizileme Tekniginin Baslica Sinirlamalari
2.10.1. Kiitiiphane yapilandirilmasi

Transkriptom icin ideal olan metot, tiim RNA (kiiciik ya da biiyiik boyuttaki RNA)’larin
kantifikasyonunun dogrudan belirlenmesidir. Bilindigi gibi RNA-dizileme protokolii i¢in
¢ok az asama olmasina ragmen, tiim transkript profillenmesindeki karmasikligi azaltmak
icin cDNA asamasinda birkag manipiilasyon gerektirebilmektedir. Kiigiik RNA (miRNA,
piRNA, siRNA)’lar adaptor ligasyonundan hemen sonra okunabildigi halde biiyiik
RNA'larda ise durum biraz farklidir. Bu durumdaki RNA’lar, derin dizileme teknolojisine
uygun hale gelebilmek i¢in 200-500 bg arasinda fragmentlere doniistiiriilmek zorunda

kalmaktadir (111).

Bu amag¢ i¢in birgok RNA fragmentasyon metodu mevcuttur (RNA hidrolizi ve
nubulizasyonu gibi) ¢cDNA fragmentasyonu i¢in ayrica sonikasyon veya DNasel ile
muamele etme gibi yontemler de kullanilmaktadir. Bu metotlarin her biri kendine gore
avantaj ve dezavantajlara sahiptir (132). Ancak cDNA fragmentasyonu, transkriptin 3’
ucuna ait dizinin tanimlanmasi i¢in daha giiclii bir egilim gostermektedir. Boylece, uclara

ait dizinin belirlenmesinde kayda deger bilgiler saglamaktadir (109).

Kiitiiphane olusturulmasi esnasinda yapilma zorunlulugu gerektiren bazi diizenlemeler,
RNA-dizileme sonucunun analizini karisik hale getirebilmektedir. Ornegin, birbirine
benzeyen olduk¢a kisa okumalar, cDNA kiitliphanesinin ¢ogaltimi sonucu elde
edilebilmektedir. Bunlar bol RNA tiirleri olabildigi gibi PZR kalintilar1 da olabilmektedir.
Bu olasiligin hangisinin dogru oldugunu ayirmak i¢in izlenecek bir yol olarak, ayni
dizilerin farkli biyolojik tekrarlarda gozlenmesidir. Ilgili kiitiiphanenin kurulmasinda bir
diger anahtar, 6zgilin ya da 6zgilin olmayan iplik kiitiiphane hazirlanmasidir (131, 134). Bu
kiitliphaneler, transkriptom annotasyonu i¢in 6zellikle kars1 yonde olusan, trankripsiyonla
oOrtiisen bolge icin transkriptlerin yonlendirilmesi hakkinda verimli bilgi elde edilmesinde
avantaj saglamaktadir (136, 144). Ancak, 6zgiin iplik kiitliphane olusturulmasindaki adim
(134) veya verimsiz olan RNA-RNA ligasyonu gerektirdiginden oldukca gii¢ olan bir
sinirlama  olarak tanimlanabilmektedir (131). Dahasi antisens transkriptler, reverse
transkripsiyonun kalintis1 olmadigindan bu karmasiklik yiliziinden simdiye kadar birgok

caligmadaki cDNA analizi, iplik bilgisi olmaksizin analiz edilmektedir (145).
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2.10.2. Veri zenginlestirmedeki biyoenformatik problemler

Diger yiiksek ¢iktili dizileme tekniklerinde oldugu gibi, RNA-dizileme tekniginde de ¢ok
miktardaki verinin islenmesi, diizeltilmesi ve depolanmasini igeren etkili metotlarin
gelistirilmesi gibi baz1 sorunlarla karsilasilmaktadir. Gorilintilleme analizleri, baz ¢agirma
ve disik kalitedeki okumalarin uzaklastirilmasi gibi hatalarin iistesinden bir sekilde
gelinmek gerekmektedir. Yiiksek kaliteli okumalar bir kere elde edildiginde, veri
analizindeki ilk is referans bir genoma basvurma veya transkriptom yapisini ortaya
cikarmak i¢in elde edilen genomik dizileri belli bir siraya dizmeden once kontiglere
doniistiiriilmelidir. Okumalar1 haritalamak tizere ELAND, SOAP (146), MAQ (147) ve
RMAP (103) igeren gesitli yazilimlar bulunmaktadir. Ancak bu yazilimlarin uygunlugu
elde edilen dizilerin uzunluk ve kisalik durumuna gére ve genom dizileyen platformlara
gore degismesi gerektigi gibi bir sinirlama gerekmektedir. Bir diger biyoenformatik
siirlama da, kisa transkriptomik okumalarina ait, ekzon baglantilarin1 veya sadece poli
(A) uglarim1 kapsayan okumalar1 i¢erdiklerinden bunlar ayni yolla analiz edilememektedir
(111). Karmasik transkriptomlarda, yaygin alternatif ve trans kirpilma nedeniyle kirpilma
baglantilarinin yanindaki okumalarin haritalanmasi daha zor bir problemdir. Buna bir
¢Ozlim olarak, bilinen ve belirlenen biitiin baglant1 dizilerini i¢eren baglant1 kiitiiphanesini
olusturarak okumalar1 bu kiitiiphaneye haritalamaktir. Transkriptom analizlerinde
karsilagilan problemlerden biri olarak, iki uzak dizi veya iki farkli genin ekzonlar1 arasinda
gerceklesen yeni alternatif kirpilma  durumlarini  tanimlamak i¢in  heniiz  basit
biyoenformatik yazilimlarin gelisme altinda olmasidir. Daha biiyiik transkriptomlarda
karsilasan baska bir sorun da, belirgin bir dizi okumasinin genomda pek ¢ok bolge ile
eslesebildiginden dizi siralamasi da karmagsik olabilmektedir. Bu duruma da bir ¢6ziim
olarak, c¢oklu eslesen okumalarin kendi komsu dizilerine haritalanarak, okuma sayisina
oransal bir bicimde ortaya koyarak belirlenebilmektedir. Bu metot, diisiik kopya sayisina
sahip tekrarli dizilerde basarili olmustur. Yiiksek kopya sayisina sahip kisa okumalar
(>100) ve uzun tekrarl bdlgelerin varligi da sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ornegin;
454 teknolojisini kullanarak daha uzun dizi okumalarinin elde edilmesi, ¢oklu eslesme
problemini azaltabilir. Buna alternatif olarak DNA’nin her iki ucundaki kisa dizilerin
saptandig1 paired-end dizileme stratejisi, haritalanan par¢a uzunlugunu 200-500 bg’ne
kadar uzatmaktadir ve gelecekte kullanisli bir yontem olarak goriilmektedir (111).
Dizileme hatalar1 ve polimorfizmler, sadece tekrarli DNA i¢in degil tiim genom igin

haritalama problemlerini de ¢ikarabilmektedir. Genellikle tek baz farkliliklar1 problem

38



olmamaktadir ¢iinkii ¢cogu haritalama algoritmasi, bir veya iki baz farkliliklarima uyum
saglamistir. Ayrica daha biiyiik farkliliklari ¢6zmek polimorfizm ve daha derin dizileme

kapsami i¢in genom annotasyonunun bilinmesini gerektirmektedir (111).

2.11. Transkriptomik Calismalarda RNA-diziliminin Getirdigi Yenilikler
2.11.1. Maliyete Kars1 Kapsamh Okuma

Yeni nesil dizileme platformlar: ile gergeklestirilen RNA-dizilim c¢aligmalarin sonucunda
elde edilen 6nemli bir konu da, ortaya ¢ikan dizi miktar1 veya elde edilen transkriptlerin
yiizdesi olabilmektedir. Biiyiik genomlar daha ¢ok dizileme derinligi gerektirir ve bu
duruma bagl olarak da nadir bir transkripti veya varyanti belirlemek de daha fazla derinlik
gerektirmektedir. Yeni nesil derin dizileme araglar1 ve klasik dizileme yontemlerinin
ortaya cikardiklar1 veri biiytikliigii karsilastirildiginda, derin dizileme araglarinin oldukga
daha az maliyetli olmasmin yaninda, zaman olarak ta kisa bir siire i¢inde dizileme isini
gerceklestirmektedirler. Bu baglamda RNA-dizilemenin bu avantajlari, dizileme

sistemlerinin daha da gelismesi ile ortaya ¢ikan bir yenilik olarak kabul edilmektedir.

2.11.2. Yeni transkript adaylarinin bulunmasi

RNA-dizilemenin énemli bir amaci da, gerceklestirdigi transkriptom verilerinden yeni bir
transkript dolayisi ile yeni bir fonksiyonu ortaya koymak i¢in giiglii bir ara¢ niteliginde
olmasidir. Bu anlamda yukarida anlatilan RNA-dizilemenin siirlamalarinin aksine RNA-
dizileme, hiicredeki tiim transkriptoma biiyiik bir resim olarak bakmamizi saglayarak bir
kisim farkli hiicre ve tiir i¢in organizasyonu saglamak gibi avantajlart mevcuttur. RNA-
dizileme metodu gelistirilmeden Once maya, Drosophila melanogaster ve insan
genomlarinda tahmin edilenden daha fazla transkript oldugu bilinmekteydi. Ayrica, maya
ve insanda ¢ogu genin bir miktar uzak izoformu bulunmustur. Bununla birlikte ¢ogu
transkript ve ekzonun baslangic ve bitisleri tam olarak ¢oziilememis ve splized
heterojenitesi ¢cok az anlagilmistir. Yiiksek ¢oziiniirliik ve duyarliliga sahip RNA-dizileme
pek cok yeni transkribe edilmis bolge ve bilinen genlerin kirpilma izoformlar1 aciga

cikarilmig ve ¢ogu genin 5’ ve 3’ sinirlar1 belirlenip haritalanmaktadir (111).

2.11.3. Gen haritalanmasi ve ekzon sinirlarin belirlenmesi

RNA-dizileme tekniginin tek baza kadar belirleme ¢oziiniirliigiiniin olmas1 6zelligi ile,
genlerin tam ve giivenilir bir sekilde atiflandirmasinda 6nem kazanmaktadir. Ayrica gen

siirlart bilinen transkriptlerde bulunan intronlarin yaninda yeni belirlenmis transkribe
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edilen bolgelerin tanimlanmasi yaparak 3’ smirlarinda, poli(A) etiketlerini aratarak dogru
bir etiketleme saglamaktadir. Yine intronlar da GT-AG diniikleotidlerinin yanindaki
korunmus dizi etiketleri de aratarak haritalama yapilabilmektedir. Bu metotlar kullanilarak
S. cerevisiae de ifade edilen tiim genler, 5’ ve 3’uglarinda sirasiyla %80 ve %85 oraninda
haritalanmistir. Benzer bir sekilde S. pombe ‘deki sinirlar da RNA-dizileme veri ve tiling
array verisi birlestirilerek belirlenmistir (134). Transkript sinirlariin haritalanmasi,
Okaryotik gen organizasyonunda yeni Ozellikleri ortaya ¢ikarmistir. Cogu maya geni, 3’
uclarinda cakismis olarak bulunmaktadir. Ayrica fare transkriptlerinin 3’ ekzonlari,
antisense ifade ile zenginlestirilmistir (134). Gene ait bu o6zellikler ortaya c¢ikarilarak,
etkiketlenmis genlerde ilging olabilecek yeni diizenleyici nitelikler ortaya ¢ikabilmektedir.
(148, 149).

Genis Olglide yapilan transkript karmasikligi ya da giicligiic RNA-dizileme, kantitatif
olarak bilinen splice baglanti okumalarin1 arama yoluyla kirpilma cesitliligini incelemek
i¢in kullanilabildigi gibi yenilerini bulmak i¢in de kullanilabilmektedir. Insanlarda bilinen
biitiin kirpilma durumlarinin %11°i yani 31,618 tanesi belirlenerek ve 379 yeni kirpilma
durumu ortaya ¢ikarilmistir. Insan hiicreleriyle yapilmis diger bir ¢alismada, 4,096 tanesi
yeni olan 94,241 baglant1 bulunarak ileriki ¢alismalarda alternatif kirpilmaya ait mevcut
formlarinda ekzon atlamasi oldugunu gostermistir. Farelerde, 3,462 gende yogun alternatif
kirpilma gozlenmistir. Buna ilaveten, birgok fare geninden baglanan kirpilma durumu

belirlenmistir (150).

2.11.4. Transkripsyon seviyesini dijital olarak tanimlanmasi

RNA-dizileme, kantitatif oldugu gibi RNA ifade seviyelerini mikroarray yontemine gore
daha kesin olarak belirlemek i¢in de kullanilmaktadir. Prensipte bir hiicre
popiilasyonundaki her molekiilin tam miktarin1 belirlemek ve deneylerden elde edilen
sonuglar1 karsilastirmak miimkiindiir Ancak miktar1 belirtmek i¢in ¢esitli metotlar
kullanilmaktadir. RNA parcalanmasini takip eden, her ekzonun daha benzer kapsamini ve
gen ifade seviyelerini veren cDNA sentezi toplam okuma sayisindan anlasilabilmektedir.
Bu okumalar, bir genin ekzonlarinda yer alan, benzersiz olarak haritalanmis ekzonlarin
uzunluklar1 tarafindan standartlastirilmistir. Gen ifade seviyeleri gqRT-PZR ve yakinen
uyumlu metotlarla ve RNA spike-in kontrolleri ile belirlenmistir. RNA-dizileme tekniginin
en etkili avantajlarindan birisi de veri setlerinin gelismis normalizasyonu olmadan farkli

doku veya sartlardaki transkriptom dinamigini kontrol altina almasidir. RNA-dizileme,
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mayanin vejetatif biiylimesi, maya mayozu ve fare embriyonik kok hiicre farklilasmasi
boyunca gen ifadesinin tam olarak goriintiilenmesinde, gelisim siireci boyunca gen ifadesi
degisikliklerinin izlenmesinde ve farkli dokular arasinda gen ifadesi degisikliklerinin
digital Sl¢timii i¢in kullanilmistir (150). Bu avantajlardan dolayr RNA-dizileme gelisim
stirecinde, normal fizyolojik degismelerde, hastaliklt ve normal dokular arasinda giiglii bir
karsilagtirma yapmay1 sagladigi gibi hastalikli bolgelerin alt smiflandirmasina da olanak
saglayan biyomedikal oOrneklerin analizindeki transkriptom dinamiklerini anlamada
oldukga faydali goriilmektedir (134). Okumalarin dijital olarak belirlenmesi i¢in gerekli bir
metot olan, RPKM (reads/Kb transcript length/milion total reads) (132) bir muameleye tani
tutulmus genlerin ifadelerini birbirleri ile karsilastirilmaktadir. RPKM degerinin
hesaplamasi su formiil ile gergeklestigi belirlenmistir. RPKM = (1079 * C)/(N * L) ( C: bir
gene map olan okuma sayisi, N: deneyde map olan total okuma sayisi, L: gene ait ekzon
uzunlugu (bg) (132). Okumalarin ifade farkliliklarini ortaya koymak i¢in de DESeq
(Differential expression of Sequence) metodu ile kullanilarak belirlenebilmektedir (151).

Sonug olarak, devrim niteliginde tanimlanabilecek bir yontem olan RNA-dizileme, hala
kullaniminin ilk agamalarinda olmasina ragmen daha evvelden gelistirilmis transkriptomik
metotlara gore daha ¢ok avantaja sahiptir. RNA-dizileme igin gelecekteki sorun, daha
karigik transkriptomlarin hedeflenmesi i¢in biitiin genlerdeki nadir RNA izoformlarindaki
ifade degisimlerinin tanimlanmasit ve izlenmesidir. Bu hedefe ulagsmay1 saglayacak
teknolojiler pair-end dizileme, 6zgiin iplik dizileme ve kapsamla derinligi arttiracak daha
uzun dizilerin kullanimidir. Dizilemenin maliyeti diismeye devam ettigi igin RNA-dizileme
tekniginin transkriptomun dinamigini ve yapisini ¢ézmeyi de igeren ¢ogu uygulama i¢in

mikroarray teknigi ile yer degistirecegi diisliniilmektedir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Yeni teknolojilerden biri olan Roche GS-454 FLX+ (pirodizileme) ile transkriptom analizi
giinde yaklasik 1 Gb veri okuma yapabilmektedir. Ayrica, bu teknolojinin dogrulugu,
giivenilirligi, uzun okuma yapabilen ve yiiksek hacimli olma 6zelligi ile olduk¢a yaygin
kullanilan bir sistem haline gelmistir. Bu teknolojinin kullanilmasi ile yeni ya da nadir
goriilen genler ve yer aldiklar1 yolaklar ortaya c¢ikarilabilmektedir. Sahip oldugu bu
ozelliklerinden dolay1 GS-454 FLX+ teknolojisi biiyiik genomlara sahip bitkileri ele alan
calismalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. GS-454 FLX+ sistemi simdiye kadar
neredeyse ¢ogu saygin dergilerde olmak tizere 1000 civari genomik c¢alismalarin temelini
olusturmustur. Sekanslama kimyasinda, cihaz donanimimin ve biyoenformatik
programlarin daha gelismis olmasi sonucunda GS-454 FLX+ sistemi suan 1kb nin tizerinde
olan uzunluktaki okumalar1 yapabilmektedir. Roche GS-454 FLX+ ile hashas bitkisini
konu alan ¢esitli sayida transkriptom profillemesi ¢alismalar1 yapilmistir (34, 152). Ancak,
tebain iiretim mekanizmasinda heniiz aydinlatilmayan noktalar oldugunu diislinerek ve
gelecekte farkli bir islevsel genomik yoOntemiyle tebain iiretim mekanizmasini ortaya
¢ikaran ayrintili bir ¢alismanin yapilmadigi goriilmistiir. Ayrica elisitor uygulamasiyla
alkaloit iiretimi tetiklenmis tebaince zengin hashasta yeni nesil dizileme yontemiyle tiim
transkriptom profilinin ¢ikarilmasi da heniiz gergeklestirilmemistir. Bu anlamda BIA
biyosentez yolaginda olduk¢a 6nemli bir 6ncii madde olan tebain biyosentezinde rol alan
genlerin tanimlanmast oldukga biiyiik bir 6nem arzetti§i gézoniine alinarak bu calisma
planlanmistir. Bu amagla, Roche GS-454 FLX+ cihazi kullanilarak ilk defa yiiksek tebain
tiretimine sahip olan haghasin kapsiil dokusunun MeJA ile muamelesi edilmesi sonucunda,
tebain sentezi ile iliskili gen ifadesindeki farkliliklar tiim transkriptom diizeyinde
belirlenmistir. Ayrica tebain sentezinde etkili oldugu diisiintilen transkripsiyon faktorleri ve
transpozon elementleri, tebain sentezinde rol oynayan genleri regiile eden miRNA’lar ve
onlarin hedef genleri bunlarla birlikte tebaince zengin hashas ¢esidine 6zgii varyasyonlari
belirleyebilme amaciyla SSR motifleri ortaya ¢ikarilmistir. Bdylece biitiinciil bir tarama
yapildig1 i¢in tebain iiretim mekanizmasinda hangi gen farkliliklar1 oldugu belirlenmis,
genlerin birbirleriyle olan koordinasyonu ve regiilasyonu hakkinda énemli bilgiler elde
edilmistir. S6z konusu genler veri bankalarinda taranarak tanimlanmistir. qRT-PZR ile

analizi yapilan genlerin bazilari i¢in dogrulama islemi de gergeklestirilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

Tebain icerigi zengin Papaver somniferum L.’nin TMO-T ¢esidi Toprak Mahsulleri Ofisi,
Hashas Dairesi'nden saglanarak Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii arazisine 3 tekertirlii 3 sira seklinde ekilmistir. Ayn1 zamanda bitkiler sera ve bitki
bliylime kabinlerinde saksilarda olacak sekilde 20 °C/18 °C de 16/8 saatlik
(aydinlik/karanlik) fotoperiyotta sera sartlarinda %55-60 nem kosullarinda yetistirilmistir
(Sekil 4.1). Bitki petallerini dokmeye baglar baslamaz uygulama yapilmis ve dokular hasat

edilmistir.

4.2. Metil Jasmonat (MeJA) Uygulamasi

Metil jasmonat (MeJA; Sigma, Almanya), hashasta alkaloit biyosentezi i¢in kimyasal
indiikleyici ajan (elisitor) olarak kullanilmistir. Uygulama icin, 10 ml saf etanol igerisine
229,2 ul MeJA eklenerek 100 mM ara stok MeJA ¢ozeltisi hazirlanmistir. 100 uM
uygulama ¢ozeltisi hazirlamak i¢in de ara stok ¢ozeltisinden 100 pl alinarak iizeri steril saf
su ile 100 ml’ye tamamlanarak igine 100 ul Tween-20 eklenmistir. Kontrol bitkilerine
uygulanacak karigim i¢in 100 ml su igerisine 100 pl etanol ve 100 pul Tween—20
eklenmistir. Tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerde gelisim daha iy1 gergeklestiginden
MeJA uygulamasi i¢in bu bitkiler kullanilmistir. Uygulama i¢in oncelikle bistiiri yardimi
ile kapsiilden baslayarak bitkinin govde, yaprak dokulari zedelenerek ve 100 uM MeJA
¢oOzeltisi plskiirtme yontemi ile muamele edimistir. Cigek agmis olan bitkiler petallerini
doktiikten 2 giin sonra boylar1 ve kapsiil biiytlikliikleri yaklasik olarak esit olanlar se¢ilmis
ve hem kontrol hem de uygulama bitkilerinin kapsiil, gévde ve yapraklarinda steril
enjektor ucu ile hafif yaralanmalar yapilmistir. 0., 3., 6. ve 12. saatlerde hasat edilmek
tizere 4 farkli bitki grubuna MeJA, kontrol bitkilerine kontrol ¢6zeltisi, lizerlerinden ¢6zelti
damlayacak hale gelene kadar, sprey yoluyla uygulanmistir. Segilen bitkilerin miimkiin
oldugunca morfolojik ve fizyolojik olarak ayni durumda olmalarina dikkat edilmistir.
Bitkiler seffaf posetlere alinip hizla sivi azot i¢cinde muhafaza edildi. Daha sonra
materyaller ToF-LC/MS ol¢iimleri ve RNA izolasyon ¢aligsmalarinda kullanilmak {izere -

80 °C derin dondurucuya alinmstir.
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Sekil 4.1. Bitkilerin biiyiime kabinlerinde (a,b) ve tarla sartlarinda yetistirilmesi (c,d)

4.3. Alkaloitlerin ToF-LC/MS Olciimleri ve Analizi

MeJA uygulamas: sonucunda bitkilerde BIA sentezinin tetiklendigini gostermek igin
haghag ornekleri alinarak ayrintili ToF-LC/MS analizleri yapildi. MeJA uygulamasinin 0,
3, 6. ve 9. saat dilimlerine ait bitkilerden ii¢ kontrol ve {i¢ uygulama bitkisi olmak tizere her
zaman dilimi i¢in toplam alt1 tane bitki se¢ilmistir. Tebain igeriklerinin saptanmasi igin
ToF-LC/MS analizleri Zulak et al. (2009) tarafindan yapildig: gibi takip edilmistir (153).
MeJA uygulamasi yapilan ve kontrol bitkilerinden 6rnekler alinarak 2 giin 28 °C’de
bekletilerek kurutulan (Sekil 4.2) bu numunelerden 0,1 g tartilmistir. Esit hacimli kaplarda
2,5 ml metanol (HPLC grade, Merck) eklenerek 24 saat karistirilmistir. Elde edilen sivi
ekstreler mavi bant siizgeg kagidindan gecirilerek, 25 ml'lik balonlara siiziilip ve
coziiciileri evapore edilmistir. Bitki ekstreleri tartilip her birinin agirlig1 oraninda ¢ozelti
hacmi 2000 ppm (mg/ml) olacak sekilde metanol (HPLC grade, Merck) eklenerek
ultrasonik banyoda biitiin ekstreler ¢oziilmiistiir. Daha sonra 2000 ppm'lik ekstreler 1/200
oraninda seyreltilerek ¢6zelti konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde steril enjektor ile
alinarak 0,45 um’ lik filtrelerden viallere (1,5 ml) siiziilerek ToF-LC/MS cihazinda analize
hazir hale getirilmistir. Mevcut alkaloitlerin 100 ppm’lik stok ¢ozeltileri kullanilarak her
bir alkaloit i¢in 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ppb derisiminde standart ¢ozeltiler
hazirland1 (Sekil 4.2) ToF-LC/MS (Agilent technologies, 1260 infinity LC, 6210 ToF-
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LC/MS) cihazi ile morfin, kodein, tebain, noskapin, laudanosin, (S)-Retikiilin ve papaverin

alkaloit miktarlar1 kantitatif olarak (mg alkaloit/g bitki) 6l¢iilmiistir.
b)
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Sekil 4.2. TOF/LC-MS analizi hashas kapsiillerinin a) kurutulmasi, b) alkaloit
ekstraksiyonu, c) standartlarin konsantrasyon ayarlamasi ve d) alkaloit 6l¢iim igin cihaza
verme agamalari

4.4. RNA izolasyonu

ToF-LC/MS analizi sonucu tebain iiretimi indiiklendigi belirlenen kapsiil 6rneklerinden
RNA izolasyonu asagidaki protokole gore gergeklestirilmistir: Yaklagik 300 mg bitki
Ornegi sivi azotla ezilerek 15 ml'lik falkonlara konulmustur. Ezilmis materyalin {izerine 3
ml RNA ekstraksiyon tamponu eklendikten sonra 65 °C'de 20 dk inkiibe edilmistir. Daha
sonra -20 °C'de bekletilen kloroform—izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisinden 3 ml eklenmis ve
buzda 5 dk inkiibe edilmistir. 4.250 g hizda 20 dk 4 °C santrifiij yapilmistir. Slipernatan
atilip siv1 kisim dikkatli bir sekilde yeni 15 ml'lik tiiplere alinmistir. Uzerine 3 ml tekrar
kloroform—izoamilalkol eklendi. 4.250 g hizda 20 dk 4 °C santrifiij yapilmstir.
Siipernatant steril 2 ml'lik eppendorf tiiplere alinarak miktar1 Ol¢iilmiistiir. Her tiipe
eklenen siipernatant miktarinin % i kadar buzda bekletilerek ve steril olan 10 M LiCl,
eklendi ve bir gece -20 °C'de tutulmustur. 12000 g hizda 1 saat 4 °C'de santrifiij
yapilmistir. Siipernatant atilip peletin iizerine 2 ml %75 etanol eklenmistir. Pelet dikkatlice
yiizdiiriilmiis ve 1 saat -80 °C'de bekletilmistir. 12000 g hizda 20 dk 4 °C santrifiij yapilip

siipernatan dikkatlice alinmistir. Peleti ¢c6zmek icin iizerine 50 pl steril su eklenip 2 dk 60
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°C'de bekletilmistir. RNA izolasyonu agsamasinda muhtemel DNA kalintilarinin RNA
dizilemesini olumsuz etkilememesi i¢in total RNA'ya Qiagen RNeasy Mini Kiti kullanarak
DNaz muamelesi yapilmistir. Ardindan RNA’nin kalitatif ve kantitatif o6zelliklerini
belirlemek igin agaroz jel, Nanodrop 2000 (Thermo), Bioanalyzer 2100 (Agilent) gibi

araclar kullanilmistir. Daha sonra RNA 6rnekleri -80 °C’de saklanmustir.

4.4.1. izole edilen RNA'larin DNase ile muamele edilmesi ve yikanmasi

Izole edilen RNA’larin yikanmasi icin QIAGEN firmasina ait RNeasy Mini Kit (74204,
Valencia, CA) kullanilmistir. Kit protokoliine gore 10.000 ng miktarinda RNA alarak
yikama islemi su sekilde yapilmistir: 2 ml’lik ependorf tiip igerisine 10 pl buffer RDD, 2.5
ul DNAse, yikanmasi istenen RNA 6rnek miktari ve iizerine toplam hacim 100 pl olacak
sekilde steril su konur. 10 dk oda sicakliginda inkiibasyonu yapilir. Bu tiip igerisine 350
mikrolitre Buffer RLT eklenip, iyice karistirilmistir. Uzerine 250 pl %100 etanol eklenerek
pipetaj yapilip, iyice karistirilmigtir. Bu tiipte toplanan sivinin tamami RNeasy Mini spin
column igine yerlestirilmistir. 15 sn 8000 g de santrifiij edilir. Spin column altinda
toplanan sivi atilmistir. RNeasy Mini spin column iizerine 500 pl Buffer RPE eklenir. 15
saniye 8000 g de santrifiij edilmistir. Altta toplanan sivi atilir. Tekrar RNeasy Mini spin
kolon iizerine 500 mikrolitre Buffer RPE eklenmistir. 2 dk 8000g de santrifiij edilmistir.
Altta toplanan s1v1 atilmistir. En son kalan sivilarin uzaklastirilmasi i¢in tekrar 1dk 8000g
de santrifiij edilmistir. RNeasy Mini spin kolon yeni 1.5 ml’lik tiip i¢ine yerlestirilmistir.
Daha sonra kolonun {izerine 30-50 pl arasi i¢inde RNaz enzimi olmayan su eklenmistir.
Daha sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1dk 8000 g de santrifiij edilerek
yikanan RNA’lar 1.5 ml’lik tiipte toplanarak RNA eliisyon gerceklestirilmistir. RNA
miktarmi ve kalitesini 6l¢gmek i¢in NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, US)
cihaz1 ve jel elektroforezi kullanilmistir (Sekil 5.8). Elektroforez i¢in % 2’lik agaroz jel
hazirlanmig 1:1 oraninda 3 pul RNA 6rnegi, 1 ul yiikleme boyasi ile karistirarak agaroz jele

yiikleme yapilmistir.

4.5. Roche 454 FLX+ ile RNA dizileme
4.5.1. Transkriptom kiitiiphanesinin hazirlanmasi

Transkriptom kiitiphanesinin hazirlanmasinda ToF-LC/MS analizi sonucu tebain
tiretiminde indiikleme goriilen ¢esitler kullanilmistir. RNA dizileme i¢in segilen 8 genotipe
(6. ve 9. saatler i¢in bir 6rnek ve lic uygulama) ait kiitiiphaneler 454 FLX+ protokoliine

uygun olarak hazirlanmistir. Bu protokole gore, kullanilacak RNA’larin dizileme
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asamasina hazirlanmak i¢in 6ncellikle RNA’nin par¢alanma islemi gerceklestirilmistir. Bu
islem icin su adimlar, sirasi ile izlenmistir; ilk olarak her bir RNA 6rneginden 200 ng
olacak sekilde 200 ul hacimde olan tiiplere i¢eresinde alindiktan sonra tiiplerin {izerlerine
son hacim 19 ul olacak sekilde otoklavlanmis saf su ile tamamlanmistir. Daha sonra bu
soliisyon 1 pl daha sonra RNA’nin parcalanip par¢alanmadigini kontrol etmek igin
ayirmistir. Geride kalan 18 pl soliisyona 2 pl RNA pargalama soliisyonu ( 0,1363 g ZnCI2,
1 M Tris-HCI pH: 7.0 (1 ml) son hacim 10 ml ) eklendikten sonra iyi vorteks yapilmistir.
Ardindan soliisyon 2 sn siire ile minifiij yapilmistir. Bu asamada 6rnekler PZR cihazinda
70 °C’de 30 sn inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler hizli bir sekilde buza
gomiilmiistiir. Daha sonra drneklerin tizerine 2 ul 0,5 M EDTA, pH 8.0 ve 28 ul 10 mM
Tris-HCI, pH : 7,5 soliisyonlarindan eklenerek vorteks yapildiktan sonra 2 sn minifiij
yapilmistir. Bu adimdan sonra RNA parcalarini temizlemek icin drneklerin {izerine SPRI
(solid-phase reversible immobilization) boncuklart igeren 80 pl RNAClean soliisyonu
eklenmistir. Ardindan pipet yardimi iyice karistirilip, oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra Ornekleri manyetik boncuk seperatdriine yerlestirerek
boncuklarin tamamen tiipiin yan tarafina yapigsmasi beklendikten sonra, yapismis olan
boncuklara zarar vermeden pipet ile siipernatant kismi uzaklastirlmistir. Ornekler
manyetik boncuk seperatoriinde bekletilerek bagli bulunan boncukari temizleme amaci ile,
her bir 6rnege 200 ul %70 etanol eklenmistir. Orneklerin iizerinde bulundugu manyetik
boncuk seperatorii birkag kere yavasga ters-diiz edildikten sonra pipet yardimi ile etenol
uzaklastinnlmistir. Daha sonra oOrneklere ait tiipler kapaklari agik bir sekilde manyetik
boncuk seperatoriin iizerinde 3 dk siire boyunca kurutma amaci ile bekletilmistir. Daha
sonra tiipler manyetik boncuk seperatoriinden alinarak her birinin iizerine, 19 ul 10 m M
Tris-HCIL, pH 7,5 soliisyonundan eklenmistir. Bu karisim 20 sn vorteks yapildiktan sonra 2
sn minifiij yapilmigtir. Ardindan boncuklari pellet haline getirmek i¢in 6rnekler manyetik
boncuk seperatoriine yerlestirildikten sonra boncuklara zarar vermeden yaklasik olarak 19
ul miktarinda ki siipernantanti baska temiz bir 200 pl tiiplere alinip buz {iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra i¢inde 19 pl RNA bulunan tiipten 1 pl alinip tizerine 2 pl
otoklavlanmis steril su eklenerek protokiiliin bagindan ayirmis olan 1 ul RNA ile Agilent
2100 Bioanalyzer RNA 6000 Nano Chip lizerinde karsilastirilmistir. Bu asama RNA
orneklerimizin ZnClI; ile muamelesi sonucunda istenilen uzunlukta ki parcalama skalasinin
(450 be ile 1200 bg) gerceklesip gergeklesmedigi teyit edilmistir. Bundan sonraki ¢ift
iplikli cDNA sentezi geride kalan 17 ul hacimdeki ornekler ile devam edilmistir. Cift
iplikli cDNA yapimina baglamak igin ilk olarak RNA o6rnekleri denatiire edilmistir. Bu
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asama i¢in her bir 6rnege 4 pl 400 uM konsantrasyonunda ki random primer eklenmistir.
10 sn boyunca vorteks edildikten sonra minifiij ile 2 sn dondiriilmiistiir. Daha sonra
ornekler 70 °C 10 dk boyunca edildikten hemen sonra buz iizerine alinmistir. Ardindan
cDNA’nin ilk ipligini sentezlemek i¢in gerekli olan reaksiyon sartlar1 ve soliisyonlari

asagida siralanmistir.

4.5.2. Birinci iplik cDNA sentezlenmesi

Bu asamada her 6rnege 4 ul 400 uM random Roche primer eklendikten sonra sirasi ile her
bir 6rnege 8 ul 5x RT buffer, 4 ul DTT (0,1 M), 4 ul ANTP (10mM), 1 ul Protector RNaz
inhibitori (Roche Diagnostic SpA, Milan, Italy) ve 2 ul AVM RT (25 U/ul) eklendikten
sonra total hacim 40 pl'ye tamamlanmistir. Karigim iki saniye vortekslendikten sonra spin
edilmis, 25 °C'de 10 dk ve 42 °C'de 60 dk inkiibasyondan sonra ornekler hizlica buza

alinmistir.

4.5.3. Ikinci iplik cDNA sentezlenmesi

Bir 6nceki asamada elde edilen 40 pl hacmin {izerine sirast ile, 30 pl 5X ikinci iplik sentez
bufferi, 72 pl ddH20, 1,5 pul ANTP (10 mM) ve 6,5 pl ikinci iplik sentez enzimi
eklendikten sonra total hacim 150 pl'ye tamamlanmistir. Karisim vortekslendikten sonra
16°C'de 2 saat inkiibe edildikten sonra her bir 6rnege 20 ul T4 DNA polimeraz eklenip 5
sn boyunca iyi vortekslenmistir. Daha sonra érnkeklerin i¢inde bulundugu tiipler 16 °C 5
dk stiresince inkiibasyona birakilmistir. Bu islemin ardindan reasiyonu durdurmak amaci
ile her bir tiipe 17 pl 0,2 M EDTA, pH :8 soliisyonu eklenerek, 5 sn vorteks yapildiktan
sonra minifiijde 2 sn dondiiriilmiistiir. Bu adimin sonunda meydana gelmis olan ¢ift iplikli
cDNA’nin arindirma islemi gergeklestirilmistir. Olusan cDNA iiriinii icerisinden AMPure

boncuklar kullanilarak ¢ift iplikli cDNA piirifikasyonu gergeklestirilmistir

4.5.4. Amplikon kiitiiphanesinin piirifikasyonu

Bu sekilde olusturulan havuzdan elde edilen amplikon kiitliphanesinden, kiiciik kalinti
halindeki DNA fragmanlarinin uzaklastirilmasi i¢in manyetik boncuklar kullanilmaktadir.
Pirifikasyon ig¢in Agencourt Ampure XP boncuklar kullanilmistir. Stok Ampure
Boncuklar iceriginde 1000 ul olacak sekilde 1.5 ml’lik ependorflara boélinmiistiir.
Pirifikasyon ¢alismasina baglamadan énce Ampure Boncuklar vortekslenip ve daha sonra
su adimlar takip edilmistir; 34 pul Agencourt Ampure XP ile amplikon kiitiiphanesinden

elde edilen 40 pl karisim karistirildiktan sonra 10-12 kez pipetaj yapilarak, 5 dakika oda
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isisinda bekletildikten sonra spin yapma ve tiipleri asagiya dogru silkeleme hareketi
yapilarak, boncuklarin ependorflarin diplerine inmesi saglanmistir. Soliisyonla boncuklarin
ayrilmasi i¢in 1.5 ml’lik ependorflar manyetik boncuk seperatériine koyularak ve 2
dakika beklendikten sonra berraklasan kisim uzaklastirilmistir. Daha sonra taze
hazirlanmis %70’lik etanolden 200 pl her bir tiipe koyulup. seperatorle beraber ters-yiiz
edildikten sonra berraklasincaya kadar beklendikten sonra berraklasan kisim atilmistir.
Bir onceki basamak bir kez daha tekrarlanarak devam edilmistir. Daha sonra ependorflarin
diplerinde kalan kisim alindiktan sonra tiipler kapatilip spin yapilmistir ve spinden sonra
tekrar seperatore yerlestirilerek bir kez daha spin yapilip pipetle kalan kisim alinmistir.
Ondan sonra kurumasi i¢in oda 1sisinda 3 dk bekletilmistir. Mat goriiniim olusana kadar
beklendikten sonra, 6rneklerin daha sonra fazla kurumasini 6nlemek igin 16 pl 10 mM
Tris-HCI, pH :7,5 soliisyonundan eklendi ve asagi- yukari g¢alkalanarak islanmalari
saglandiktan sonra vorteksleme yaparak 1-2 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Daha sonra
tekrar seperatore alindi ve ependorflarin icerigi alinarak yeni 200 ul’lik tiiplere aktarilarak

boylece piirifiye edilmis amplikon kiitiiphanesi elde edilmistir.

4.5.5. Fragment uclarinin tamir edilmesi

Roche Rapid Library kiti kullanilarak 2,5 ul RL 10X PNK buffer, 2,5 ul RL ATP, 1 ul RL
dNTP, 1 pl RL T4 polimeraz, 1 ul RL PNK, 1 ul Taq polimeraz karigimindan her bir
cDNA'nin lizerine 9 pl eklenmistir. Daha sonra tiipler 25 °C'de 20 dk, 72 °C'de 20 dk ve en
son 4 °C'de kalacak sekilde PZR cihazinda inkiibe edilmistir.

4.5.6. Adaptor ligasyonu

Piirifikasyon, kantifikasyon, ¢ogalma ve dizileme islemleri icin DNA fragmentlerine kisa
adaptorler baglanma ihtiyact duyulur. Bunun i¢in, PZR'dan sonra her bir tiipe 1 ul RL
adaptorii eklenmistir. Karistm 5 sn vortekslendikten sonra spin edilip 25 °C'de 10 dk

inkiibasyona birakilmistir.

4.5.7. cDNA kiitiiphanesinden Kiiciik fragmentlerin uzaklastirilmasi

Adaptor baglanan cDNA fragmentleri manyetik parcacik toplayicist ile ayrilip 100 pl TE
buffer, 500 pul sayzing ¢ozeltisi ve 1 ml %70 etanol ile yikanmistir. Tiipler oda 1sisinda
kurutulduktan sonra peletin tizerine 53 pl TE buffer eklenip kiitiiphanedeki cDNA
yogunlugu TBS 380 Fluorometer cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Bir mikrolitresinde 2,5x109 RL
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standart molekiil olacak sekilde TE buffer ile standartlar olusturulup kiitiiphanedeki
fragment sayisi buna gore belirlenmistir. Ayn1 zamanda cDNA kalitesi DNA ¢ipi (Agilent

Bioanalyzer High Sensitivity) ile gézlemlenmistir.

4.6. Emiilsiyon PZR (emPZR)

emPCR amplifikasyon islemi, boncuk iizerinde immobilize edilmis DNA fragmentlerinin
meydana getirdigi klonal bir kiitiiphane ¢ogaltimidir. Calismamizda kullandigimiz “small
volume emulsion preparation (SV)” daha kiiclik dlgekteki 6rneklerin hazirlanmasina izin

verdigi kit kategorisine girmekte oldugu varsayilmaistir.

Dizileme i¢in titrasyon islemi yapildiktan sonra emPZR asamasma gec¢ilmistir. Bu
caligmada 16'1 gasket kullanildigi igin GS FLX+ Titanium SV emPZR Kit (Lib-L) Kitinin
icinde bulunan tiim komponentler kullanilmistir. Bu agamada, daha 6nce iki ucuna paired
end yontemi ile adaptor yerlestirilmis cDNA fragmentlerinin amplifikasyonu yapilmistir.
Bu amag¢ icin Oncellikle Roche emPZR komponentleri kutusunda bulunan 16 adet
emiilsiyon yag1 TissueLyser cihazinda 25 Hz'da 2 dk boyunca calkalanmistir. Cikarilan
tiiplerin iizerine, pre-emiilsiyon asamast i¢in 290 pl 1X mock amplifikasyon karigimi (1 ml
5X mock amplifikasyon karisimi ve 4 ml ddH,0) eklenmistir. Ardindan doku pargalayici
cihazina (QIAGEN,Valencia, CA) 25 Hz'da 5 dk boyunca calkalanmistir. Bu arada DNA
Library Capture agamasi gerceklestirilmistir. Boncuklar iki defa yikandiktan sonra peletin
tizerine 640 ul 1X “Capture Bead Wash Buffer” eklenip cDNA 6rnekleri 95 °C'de 2 dk
denatiire edildikten sonra hizlica buza alinmistir. Emiilsiyon ve klonal ¢cogaltim i¢in her bir
emiilsiyon tiipline uygun miktarda cDNA ile PZR i¢in gerekli komponentleri iceren Live
Amplifikasyon karigtmi eklenip TissueLyser cihazina 15 Hz'da 5 dk boyunca
calkalanmigtir. Daha sonra her bir emiilsiyon tiipiliniin i¢indeki karisim 96'lik platelere her
kuyucuga 100 pl gelecek sekilde dagitilmigtir. Reaksiyon, 94 °C 4 dk (1 dongii), 94 °C 30
sn, 60 °C 10 dk (50 dongii) ve son olarak 10 °C programinda gergeklestirilmistir (Sekil
4.3). emPZR'dan sonra boncuk yikama ve zenginlestirme (klonal g¢ogaltim) gdsteren

boncuklari geri kazanma islemleri yapilmistir.

4.6.1. Boncuklarin Saflastirilmasi

Emiilsiyon PZR sonrasi, DNA boncuklarinin yikanmasi ve emiilsiyon yagindan
uzaklastirilmas1  gerekmektedir. Bu islem icin asagidaki basamaklar sirasiyla

uygulanmistir. Emiilsiyonlar sekiz kanalli pipet ile plate’in kuyularindan cekilerek 1,5
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ml’lik tiip igerisinde toplanmistir. Boncuklarin {izerine toplam hacim 35 ml olacak sekilde
izopropanol eklenerek ve 950 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant serolojik
pipetle g¢ekilerek atildiktan sonra pellet {izerine 10 ml Enhance Fluid (zenginlestirici
soliisyon) eklenmistir. Soliisyon iyice vortekslenerek pellet ¢oziilmiistiir. Pelletin tizerine
100 pl olacak sekilde izopropanol eklenerek 950 rpm’de bes dakika santrifiij edilmistir.
Islem bittikten sonra siipernatant atilmistir. Daha sonra pellet iizerine 100 ul izopropanol
eklenerek, 950 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten ve siipernatant atilmistir. Bir Onceki
basamak tekrarlanarak ardindan pellet {izerine 3 ml zenginlestirici soliisyon eklendikten
sonra, 950 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant uzaklastirilarak boncuklar
tekrar slispanse edildikten sonra 1.5 ml ependorf tiip igerisine transfer edilmistir. Ardindan
125 pl ul sivi Sodyum hidroksit (NaOH), 9.875 ml su ile karistirilarak melt soliisyonu
hazirlanmustir. Ikinci zinciri eriterek dsSDNA’y1 ssDNA’ya déniistiirmek i¢in 1 ml Melt
soliisyonu yikanma islemi biten DNA boncuklar {izerine eklenerek iki dakika oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Melt soliisyonu ile inkiibasyon bir kez daha tekrarlandiktan sonra
ornekler 500 ml baglanma soliisyonu ile yikanarak NaOH etkisi uzaklastirilmigtir. DNA
Boncuk Zenginlestirme basamagi i¢in 6 pl Enrich Primer A (Zenginlestirilmis Primer A)
ve Enrich Primer B (Zenginlestirilmis Primer B) 6rnekler tizerine eklenerek, 65°C’lik kuru
1s1 blogunda 5 dk, ardindan 2 dk buz iizerinde bekletilmistir. Zenginlestirilmis primer
baglanmasi sonrasi baglanamayanlar1 uzaklastirmak i¢in zenginlestirici soliisyon ile {i¢ kez
yikama islemi yapilmistir. Son olarak ornekler 100 pl zenginlestirici soliisyon ile

¢Ozlilmiistiir.

\

Sekil 4.3. a-b) em-PZR i¢in hazirlik asamasi ve reaksiyonun termal dongii cihazina
yerlestirilmesi ¢) % olarak geri kazanilan boncuk sayisin1 bulmak i¢in boncuk sayim cihazi
ile Olglilmesi

4.6.2. DNA Boncuk Zenginlestirme

Hazirlanan DNA boncuklari, yikanarak hazirlanmis olan zenginlestirilmis boncuklardan 80

ul eklenerek ve vorteks yapilmustir. Orneklerin icinde bulundugu tiipler 5 dk rotatorda
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dondiirtiilmistiir. Rotatordan alinan tiipler, Magnetic Particle Collector (Manyetik Partikiil
Toplayici (MPC)) iizerine yerlestirilerek, zenginlestirilmis boncuklar toplanana kadar
yaklasik bes dakika beklenmistir. Bekleme siiresinde MPC birkag¢ kez 6ne ve arkaya dogru
egilerek cevrilmistir. Siipernatant, zenginlestirilmis boncuklar1 g¢ekmeden dikkatlice
toplandi. Toplanan siipernatant zenginlesmemis (anti-enrichment) boncuklari i¢erdigi igin
herhangi bir trouble-shooting (sorun ¢6zme) durumu igin saklanabilir Zenginlestirilmis
boncuklar iizerine, 500 ul zenginlestirici soliiyon eklenerek, tiipler MPC’den ¢ikartilip ve
vortekslenmistir. Tiipler tekrar MPC’ye yerlestirildikten sonra boncuklarin toplanmasi
beklenmistir. Bekleme siiresinde MPC birkag kez One ve arkaya dogru egrilerek
cevirilmigtir. Siipernatant, zenginlestirilmis boncuklara dokunmadan pipet yardimi ile
uzaklagtirnllmistir. Bu yikama islemi en az 6, en fazla 10 kez, siipernatant igerisindeki beyaz
boncuklar tamamen temizlenene kadar tekrarlanmistir. Altinc1 yitkamadan sonra toplanan
stipernatant spin edilip beyaz boncuklarin ¢okiip ¢okmedigi kontrol edilerek, beyaz

boncuklar mevcut ise zenginlestirici soliisyon ile yikamaya devam edilmistir.

4.6.3. Zenginlestirilmis Boncuklarin Toplanmasi

Zenginlestirilmis DNA boncuklarini igeren tiipler MPC’den ¢ikartilarak, 500 pl Melt
sollisyonu ile tekrar slispanse edilmistir. Daha sonra 5 saniye vortekslendi ve tekrar MPC
tizerine  yerlestirildi.  Zenginlestirilmis  boncuklar  toplanirken, serbest kalan
zenginlestirilmis DNA boncuklarinin olusturdugu siipernatant toplanarak (zenginlestirilmis
boncuklar ile DNA boncuklar1 birbirinden ayirdig: icin) ependorf tiipe transfer edilmistir.
Zenginlestirilmis boncuklar tizerine tekrar 500 ul melt soliisyon eklenerek, daha sonra 5 sn
vortekslenmistir. Ardindan 6rnekler MPC iizerine yerlestirilmistir. Toplanan siipernatant,
bir basamak Once toplanan siipernatantin iizerine eklenip, zenginlestirilmis boncuklar
atilmistir. Tiipler 14.000 rpm’de 10 sn kadar spin edilerek, rotate edildikten sonra, tekrar
spin edilerek ve siipernatant atilmistir. Boncuklar {izerine 500 pl baglanma soliisyonu
eklenip, vortekslenmistir. Spin-rotate-spin asamalar1 tekrarlandiktan sonra siipernatant
atilmistir. ki kez 500 pl baglayict soliisyon ile yikama tekrarlanmistir. Son olarak
boncuklar 100 pl baglayict soliisyon ile tekrar siispanse edildi. 15 pl sequence primer A,
15 pl sequnce primer B eklendi ve vortekslenmistir. Ependorf tiip, kuru 1s1 blogu {izerinde
65°C’de 5 dk ve hemen ardindan buz {izerinde 2 dk bekletildikten sonra 500 ul Annealing
Buffer ile spin-rotate-spin yapilarak ii¢ kez yikama islemi yapilmistir. Son olarak 30 pl

baglayici soliisyon ile ¢oziilmiistiir. Daha sonra bocuklara dizileme i¢in primer baglanip %
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olarak geri kazanilan boncuk miktarin1 bulmak i¢in boncuk sayim cihazi (Coulter Counter,
Casy, Germany) kullanilmistir (Sekil 4.3). emPZR f{iriinleri toplanarak cDNA tasiyan

boncuklar zenginlestirilmistir.

4.7. Dizileme

Dizileme asamasi Roche 454 FLX+ (Roche 454 Life Science, Mannheim, Germany) cihazi
ile gerceklestirilmistir. Bunun i¢in, Paired-end ile hazirlanmis kiitiiphanelerin dizilenmesi
“GS FLX+ Titanium Sequencing Kit XL+ (05233682001) kullanilarak yapilmistir.
Oncellikle deneyi baslatmak icin —20°C’de muhaza edilmis “GS FLX+ Titanium
Sequencing Kit XL+ Kitin igindeki enzim tiipleri buz iizerine alinarak diger reaktiflerin
bulundugu kap igerisine normal g¢esme suyu eklenip, karanlik ortamda ¢oziinmeye
birakilmistir. “GS FLX+ Bead and Wash Buffer Kit” i¢erigindeki yikama soliisyonlar ile
cihaza otomatik 6n yikama islemi yaptirilmistir. Cihazin CDD kamerasi, kamera lens
temizleyici ile Picotiter Plate yerlestirilen boliimii %50 etanol ve Tween 20 ile silinerek
temizlenerek On hazirlik islemleri gergeklestirilmistir. Picotiter Plate’e yiiklemek igin
Packing boncuklari, DNA fragmanlarini tagiyan boncuklar, enzim boncuklar1 ve Ppiase
boncuklari olmak {izere dort farkli yapida boncuk hazirlanmistir. BB2 (Prepare Bead
Buffer 2) soliisyonu ile boncuklar yikanma islemi gerceklestirilmistir. Dizilim igin
hazirlanan amplifiye olmus fragmanlari tastyan DNA boncuklari tizerine 6 pl kontrol DNA
boncuklari eklendi, 500 ul BB2 igerisinde, 20 dk rotator {izerinde inkiibe edilmistir. Yirmi
dakika sonunda DNA boncuklari iizerine polimeraz, polimeraz kofaktor ve BB2 eklenerek
on dakika daha rotator iizerinde inkiibe edilmistir. Packing boncuklari, BB2 ile {i¢ kez
spin-rotate-spin yontemi ile yikanmuistir. (Packing boncuklari, Picotiter Plate kuyucuklar
icerisinde DNA boncuklarin1 sarmalayip stabil kalmalarini saglamaktadir). Yikanan
Packing boncuklar1 son olarak 200 ul BB2 igerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan Packing
boncuklar1 DNA boncuklart ile birlestirilerek 5 dk rotator iizerinde inkiibe edilmistir.
Dizileme reaksiyonunda, 1simalart saglayan enzimleri igeren enzim boncuklari, 1 ml BB2
ile MPC iizerinde yikanmistir. Son olarak 400 ul BB2 icerisinde ¢dziindiirerek hazirlanan
enzim boncuklar1 “enzim alt tabaka” ve “enzim {ist tabaka” olarak ikiye ayrilmistir. En iist
tabaka olan Ppiase boncuklari, 1 ml BB2 ile MPC {izerinde yikandi. Son olarak 410 pl
BB2 icerisinde ¢oziilmiistiir. Once Picotiter Plate, daha sonra plate i¢in uygun olan 16’lik
gasget boncuk, yiikleme aparat1 lizerine uygun sekilde yerlestirilerek, aparatin {ist kapagi

kilitlenmistir (Sekil 4.4). Picotiter Plate’i 1slatmak amag¢li BB2 pipetlendikten sonra ve
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plate santrifiij edilmistir. “Enzim alt tabaka” “Picotiter Plate’e yiiklendikten sonra
santrijif edilmistir. DNA ve packing boncuk karisimi Picotiter Plate igerisine gerekli
hacimde pipetlendi, santrifiij edilerek boncuklarin kuyulara inmesi saglanmistir. Ardindan
“Enzim st tabaka” plate’e pipetlendi ve santrifiij edilerek boncuklarin kuyulara inmesi
saglanmistir. Son olarak PPlase boncuklar1 pipetlendi ve santrifiij edilmistir. Karanliga
birakilarak ¢o6ziinmesi beklenilen Sequencing reaktifleri cihazin reaktif bolmesine
yiklenmistir. Daha sonra “Picotiter Plate” aparat igerisinden g¢ikartilarak cihaza
yiiklenmistir (Sekil 4.5). Cihazda istenen siklus sayis1 ve istenen analiz sekli secildikten
sonra dizileme c¢alismast baglatilmistir. Okunan diziler, CCD kamera tarafindan

kaydedilmis ve bilgisayar program yardimiyla dizi verilerine (flogram) dontistiirilmustiir.

Sekil 4.4. Sekiz cDNA Kkiitliphanesine ait boncuklarin 16'lik gasket takilmis olan PicoTiter
Plate iizerinde isaretli alana yiikklenmesi

Sekil 4.5. Dizilemede kullanilan Roche 454 FLX+ cihazinin hazir hale getirilmesi ve
PicoTiter Plate'in yliklenmesi

4.8. Veri Isleme ve Biyoenformatik Analiz

Dizileme islemi tamamlandiktan sonra veri islenmesi “GS run processor application”in
$ $ p pp

kullanilmast ile gerceklestirilmisgtir. Veri isleme genel olarak iki adimda
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gerceklestirilmistir. Bu iki adim goriintii ve sinyal islenmesidir. ilk asamada ham goriintii
verisi islenip piksel seviyesinde normalize edildikten sonra temel sinyal sonuclarina
doniistiiriilmiistiir. Sinyal isleme basamaginda, goriintii isleme basamaginda tretilen sinyal
verileri analiz edilmistir. Bir seri normalizasyon, diizeltme ve kalite filtreleme
algoritmasindan sonra her okuma i¢in yiliksek kalitedeki sinyaller “flowgram”lara
doniistiiriilmiistiir. Uygulama, her bir okuma i¢in baz-¢agirmalar (basecalls) ve baglantili
kalite skorlar1 tiretmi ve okumalar hakkindaki bilgi filtrelerden gecerek ve her bolge igin

elde edilen baz okumalar1 FASTA formatinda depolanmustir.

4.8.1. Okumalarin de novo birlestirme yapilmasi

GS-FLX+'1n cDNA’lardan iirettigi sekans okumalarindan adaptor bélgeler ve kaliteli
olmayan okumalar atildiktan sonra geriye kalan kaliteli okumalara ait farkli ekspresyon
seviyelerine bakmak igin 454 Newbler (Roche) programi kullanilarak de novo birlestirme

ile kontigler olusturulmustur.

4.8.2. Gen ontoloji (GO) ve KEEG analizleri

Elde edilen kontiglerin hangi genlere benzedigini bulmak icin NCBI BLAST programinda
E" degeri (E-value) 1e-20 olacak sekilde BLAST analizleri
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi) yapilmistir. Transkriptlerin rol aldiklar
yolaklar belirlenmesi icin web tabanli KAAS (KEGG Automatic Annotation Server)
(http://www.genome.jp/kegg/kaas) kullanilarak KEGG analizi yapilmistir. Ayrica, web
tabanli  TRAPID  sunucusu(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/trapid)  ve
Blast2GO (154) kullanilarak gene aileleri, GO ve protein domainleri belirlenmistir.

4.8.3. Transkripsiyon faktorlerinin belirlenmesi

Calismada ilgili transkripsiyon faktorlerini elde etmek ig¢in, plant transcription factor
database (PlantTFDB v2.0) (http://planttfdb.cbi.edu.cn/) olarak adlandirilan internet veri
tabanin yer alan toplamda 83 tiire ait, 58 aileye ayrilmig 129.288 adet transkripsiyon
faktorii veri olarak kullanilmistir. Calismada elde edilen tiim transkriptom verisi
kullanilarak, BLASTX 2.2.27 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmasi ile TF
taranmasi gergeklestirilmistir (155).
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4.8.4. Mikro-RNA (miRNA) ve hedefledikleri genlerin belirlenmesi

Elde edilen transkriptom okumalarindan miRNA'larin belirlenmesi i¢in, kiitiiphanelerden
elde edilen okumalarin1t miRBase v21.0 (http://www.mirbase.org/)'dan elde edilen ve daha
once bilinen mirRNA'lar e-value degeri le-10 baz alinarak Blastn yapilmistir. Ayrica
miRNA'larin hedefledikleri genlerin ontolojileri ve fonksiyonlart analizi i¢in miRNA'larin

sistematik isimleri, miRBase v21 (http://www.mirbase.org/) (156) veri tabanina girilerek

miRNA'ya 6zel 22-24 bg¢ uzunlugundaki diziler elde edilmistir. Daha sonra bu dizilerin,
miRU (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) (157) veri tabanina girilmesiyle hedef

genlerin dizileri elde edilmistir. Hedef gen analizleri, Blast2GO (154) programi

kullanilarak analiz edilmistir.

4.8.5. SSR dizilerinin belirlenmesi

RNA-Seq okumalarindan genic-SSR'larin ikili, ti¢lii, dortlii motiflerini belirlemek i¢in de
GMATo program E degeri le-20 olarak (http://www.bioinformation.net) kullanilmistir
(158).

4.8.6. Transpozon elementlerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda yapilan transpozon analizi i¢in de repbase
(http://www.girinst.org/repbase/) web tabanindan transpozon kiitiiphanesini olusturarak,
elde ettgimiz okumalara karsi Blastn islemini E degeri 1e-20 yaparak okumalara ait

transpozon elementleri bulunmustur.

4.8.7. Farkh ifade olunmus gen ya da gen adaylarinin ifade seviyelerinin dijital olarak
analiz edilmesi

Calismada ele alinan hashas bitkisinin genomu heniiz dizilenmedigi i¢in, ifadesi farkl
olarak gerceklesen genlerin belirlenmesi ve bu genlerin ifade diizeyinin saptanmasi i¢in de
novo transkriptom yaklagiminda kullanilan analiz yontemini uygulanmistir. Bu yaklasim;
(i) referans transkript veri setinin olusturulmasi, (ii) deneysel analiz sonucu elde edilen
okumalarin referans transkript veri setine haritalanmasi ve haritalanan transkript sayisinin
kaydedilmesini igermektedir. Analizde, hashasin kapsiil dokularindan elde edilen transkript
dosyalar1 bir araya getirilmistir. Bu islemi takiben, CD-HIT-EST (159) ve iAssembler
(160) yazilimi kullanilarak istenmeyen (redundant; ayni transkriptin farkli uzunlukta
kopyalar1) ve dizi uzunlugu 200 bazin altinda olan transkriptler kaldirilmistir ve daha tam

ve dogru referans transkript veri seti elde edilmistir. Dizileme cihazindan elde edilen
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okumalar, Corset (161) yazilimi ile referans transkriptome haritalanmistir ve transkript
sayilar1 alinarak kaydedilmistir. Corset yazilimi sonrasi elde edilen RNA sayma verilerine,
orneklere 6zgii farkliliklar1 gidermek tlizere 'Trimmed Mean of M values' (TMM) (162)
normalizasyon yontemi uygulanmistir. Bu yontem sonrasi verilere voom (163) doniisiimii
uygulanarak ekspresyon verileri elde edilmistir. Tiim 6rnekler i¢in okuma elde edilemeyen
genler filtrelenmistir. Filtrelenmis ekspresyon verilerine limma yontemi (164) uygulanarak
ilgilenilen kosullar agisindan anlamli genlerin tespit edilmesi amaclanarak g¢oklu test
diizeltmesi olarak da Benjamini-Hochberg prosediirii ve FDR (false discovery rate)
yontemi kullanilmistir. Ayrica ilgilenilen kosullar agisindan benzer fonksiyonlar gosteren
genleri gruplamak amaciyla birlestirici hiyerarsik kiimeleme yontemi kullaniimistir.
Uzaklik oOl¢timii olarak o©klit uzakligi, birlestirme yontemi olarak 'Average' yOntemi
kullanilmistir ve bulgular1 heatmap grafikleri ile 6zetlenmistir. 6. saat ve 9. saat kosullari
icin en anlamli 50'ser gen kullanilarak, ilgili kosullar altinda benzer genler arastirilmistir.
Bulgular1 Venn diyagrami olarak 6zetlenmistir (165). Tiim analizler R 3.1.0 yaziliminin
(www.r-project.org) CRAN ve BIOCONDUCTOR aglarinda yer alan cesitli paketlerde
gerceklestirilmistir.

4.9. qRT-PZR Analizi i¢in cDNA Sentezi

Es zamanli PZR ile bazi genlerin dogrulamasini yapmak amaci ile materyalden elde edilen
RNA’dan cDNA elde etmek icin Fermentas Kiti (Fermentas, Ontario, Canada)
kullanilmistir. Esit miktarda RNA ile ¢alismaya baslamak amaciyla, her bir dokuya ait total
RNA’lardan 1000 ng olacak sekilde, ayarlanarak RNA kullanilmigtir.1X iginl ul Oligo dT,
1000 ng RNA olacak sekilde tizerine su eklenerek toplam hacim 11 pL ye tamamlanmuistir.
Tiipler PZR cihazinda 65 °C’de 5 dk tutulduktan sonra hemen buza gémiilmiis ve en az 2
dk. buzda bekletilmistir. Ardindan herbir tiipe 4 pL 5X Buffer, 2 pL. 10 mM dNTP, 1 pL
RNase out, 2 pL Revers Transkriptaz enzimi eklenerek toplam hacim 20 pL ye
tamamlanmistir. 37 °C’de 60 dk PZR cihazina konulmus ve 70 °C’de 5 dk. bekletilmis ve
+4 °C’de reaksiyon sona erdirilmistir. Ardindan olusturulan tiim cDNA’lar, 185 rRNA
primerleri ile (GenBank ID: AF147501; ileri primer: 5'-GTGACGGGTGACGGAGAATT-
3'; geri primer: 5'-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3") PZR optimizasyonu yapilmis ve
cDNA larin olusup olusmadiginin kontrolii %1°lik jel yiirtitiilerek tespit edilmistir.

57



4.10. MeJA Uygulamasi Sonucu Gen ifadesinin qRT-PZR ile Belirlenmesi

MeJA uygulamasi sonucunda ifade durumlarinda degisiklik olan genlere 6zgii primerler
primer3 programu ile (http://primer3plus.com) (166) dizayn edilerek, bu genlerin bitkideki
anlatim diizeyleri qRT-PZR (Roche Light Cycler 480) ile gosterilmistir. QRT-PZR 96
kuyucuklu optik platelerde 0,1 pl primer (100 pmol), 2 ul cDNA, 10 pl FastStart SYBR
Green | Master Mix (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) ve toplam hacim 20 pl
olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile tamamlanarak gerceklestirilmistir. Normalizor
olarak 18S rRNA geni kullanilmigtir. PZR programi su sekilde ayarlanmistir: 95°C'de 5 dk
on 1s1itma; 95°C'de 10 s, 53°C'de 20 s ve 72°C'de 10 s (50 dongii). Fluoresan sinyalleri 530
nm’de 65°C’den 95°C'ye kadar her bir 0.5 °C derecede kaydedilmistir. Son olarak sonuglar
“Roche Light Cycler 480 Software” yazilimi araciligi ile analiz edilmistir (167).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. MeJA Uygulamasi Sonucu Hashas Kapsiiliinde Degisen Alkaloit Miktar:

Tebaince zengin hashas ¢esidinin kapsiil dokusuna MeJA uygulamasi sonucunda meydana
gelen alkaloit degisimini belirlemek i¢in ToF-LC/MS teknolojisi kullanilmistir. Analiz
sonuglarina gore, MeJA uygulandiktan 6 (6USS) ve 9 saat (9USS) sonrasinda bitkilerin
kapsiil dokularindaki tebain iretimi, kontrol bitki grubuna gore daha fazla miktarda
Ol¢iilmiistiir (Sekil 5.1.). Bunun yani sira, bitki 6rneklerinde morfin, kodein, laudanozin,
noskapin, papaverin gibi 6nemli alkaloitlerin ve (S)-Retikiilin ara bilesiginin kantitatif
analizi de gergeklestirilmistir. MeJA uygulamasi ile her iki saat diliminde (6USS, 9USS)
de morfin, kodein ve noskapin miktarlarinda artis gozlemlenirken, (Sekil 5.2., Sekil 5.3.,
Sekil 5.4.) tebain ve morfin miktarinin 6. saate daha fazla indiikklendigi gériilmiistiir. Buna
karsilik kodein miktarinin ise, 9. saate daha ¢ok akiimiile oldugu sonucu elde edilmistir.
Noskapin seviyesindeki degisim i¢in, her iki zaman dilimi arasinda net bir farklilik
goriilmemistir. (S)-Retikiilin ve laudanozin miktarlarinda kontrol grubuna gore uygulama
orneklerinde azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.). Papaverin miktari

ise her iki zaman diliminde de 6lgiilemeyecek kadar az bulunmustur.

Tebain

pg alkaloit /g bitki

K Ut U2 U3 K U1 U2 us

6. saat 9. saat

Sekil 5.1. MeJA uygulanmasi sonucu 6. ve 9. saat bitki 6rneklerinde tebain alkaloitinin
ToF-LC/MS analizi. K: Kontrol, U: Uygulama
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Sekil 5.2. MeJA uygulanmasi sonucu 6. ve 9. saat bitki 6rneklerinde morfin alkaloitinin
ToF-LC/MS analizi. K: Kontrol, U: Uygulama

Kodein

300

250 +

100
so

U1 02 us K U1 UZ us
6. saat 9. saat

ng alkaloit/g bitkl

Sekil 5.3. MeJA uygulanmasi sonucu 6. ve 9. saat bitki 6rneklerinde kodein alkaloitinin
ToF-LC/MS analizi. K: Kontrol, U: Uygulama

Noskapin

300 -
250

u lIhloét/; bitki

02 us 1 u2 us

6. saat 9. saat

Sekil 5.4. MeJA uygulanmasi sonucu 6. ve 9. saat bitki 6rneklerinde noskapin alkaloitinin
ToF-LC/MS analizi. K: Kontrol, U: Uygulama
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K U1 U2 us K U1 u2 us
6. saat 9. saat

Sekil 5.5. MeJA uygulanmasi sonucu 6. ve 9. saat bitki 6rneklerinde S-retikiilin
alkaloitinin ToF-LC/MS analizi. K: Kontrol, U: Uygulama

Laudanozin

g alkaloit/g bitki
-
-

K U1 U2z us K U1 u2 u3
6. saat 9, saat

Sekil 5.6. MeJA uygulanmasi sonucu 6. ve 9. saat bitki drneklerinde laudanozin
alkaloitinin ToF-LC/MS analizi. K: Kontrol, U: Uygulama

5.2. RNA izolasyonu, Miktar ve Kalite Tayini

ToF-LC/MS sonuglarina gére MeJA uygulamasi sonrasinda 6. ve 9. saatlerde tebain
tiretimi indiiklenmis ii¢ tane uygulama yapilmig bitki ve bir tane MeJA uygulamasi
yaptlmamig kontrol bitkisinin kapsiil dokusundant ornekler alinarak CTAB protokoliine
(168) gore izole edilen total RNA 6rnekleri Nanodrop 2000c ve Agilent Bioanalyzer 2100
cihazlan ile saflik ve konsantrasyon tayinleri yapilmistir (Cizelge 5.1., Sekil 5.6.). Ayni
zamanda kalitatif analizi icin RNA 6rnekleri %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil
5.8), Ayrica, orneklere ait nanodrop sonuglari olarak; 260/280 orani 1,98-2,16; 260/230
orant ise 1,25-2,16 degerleri arasinda sonug¢ gdostermistir. Genel olarak her iki zaman
dilimine ait RNA kalitesini gosteren parametrelerin birbirine olduk¢a benzer oldugu ve

dizileme i¢in de uygun oldugu sonucuna varilmaistir.
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Cizelge 5.1. RNA 6rneklerinin NanoDrop 2000c¢ (Thermo) cihazindan elde edilen 6l¢tiim

degerleri
Ornekler Niikleik asit 260/280 260/230
konsantrasyonu (ng/ul)
6. saat kontrol 1521,4 2,15 2,16
6. saat 1. uygulama 540,9 2,09 2,05
6. saat 2. uygulama 1689,9 2,1 1,85
6. saat 3. uygulama 690,4 2,1 1,96
9. saat kontrol 1609,6 2,16 2,03
9. saat 1. uygulama 593,0 1,98 1,25
9. saat 2. uygulama 894,5 2,16 2,16
9. saat 3. uygulama 1890,5 2,15 2,04
5 eaik % b s O i L el

RIN: 5.60

11111111111111111111111
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min 2% 9. saat kontrol
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Sekil 5.7. RNA o6rneklerinin Agilent Bioanalyzer 2100 cihazinda analiz sonuglari

" 6.3 kont. 6.savyg.1 —_9.51 kont.

6.savyg2 6.sauvyg3

9.savyzl G savyzl 9. sauye3

Sekil 5.8. MeJA uygulamasinin ardindan 6. ve 9. saat haghas 6rneklerine ait total RNA'nin
%?2'lik agaroz jelde goriintiilenmesi
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Sekil 5.9. MeJA uygulama sonrasi 6. ve 9. saat hagshas 6rneklerine ait CONA’nin 18s rRNA
optimizasyon PZR sonucunun %?2'lik agaroz jelde goriintiilenmesi (100bp : markir, 1:
6.saaat kontrol, 2: 6. saat uygulamal, 3: 6. saat uygulamaz2, 4: 6. saat uygulama3, 5: 9. saat
kontrol, 6: 9. saat uygulamal, 7: 9. saat uygulama2, 8: 9. saat uygulama3)

5.3. Roche 454 FLX+ ile RNA-Dizileme
5.3.1. Dizileme icin olusturulan cDNA kiitiiphanesinin kalite analizi

RNA dizileme i¢in segilen toplam 8 uygulama ve kontrol drneklerine (6. ve 9. saatlerin her
biri i¢in bir kontrol ve ii¢ uygulama olmak iizere) ait kiitiiphaneler, 454 FLX+ protokoliine
uygun olarak hazirlamak ic¢in ¢inko kloriir kullanilarak fragmente edilmistir.
Fragmantasyon sonucunda olusan uygun 450-1200 b¢ uzunluktaki RNA pargalarindan
tiretilen CDNA’larin uzunluklarinin gérmek icin Agilent 2100 Bioanalyzer cihaz ile 6l¢iim
yapilmustir. Bu 6l¢iim sonucunda cDNA uzunlugunun yaklasik 6000-1200 arasinda oldugu
sonucu elde edilmistir (Sekil 5.10). Daha sonra elde edilen bu sonuca gore Roche 454
FLX+ teknolojisi ile dizileme yapmak icin, elde edilen cDNA’lari normalize etme
amactyla Qubit 2.0 (invitrogen) cihazi kullamlarak her bir kiitiphane 1x10 ®ul olacak

sekilde cDNA konsantrasyonu ayarlanmstir.
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Sekil 5.10. Dizileme i¢in hazirlanan cDNA kiitliphanelerine ait fragmantasyon isleminin
Agilent Bioanalyzer 2100 cihazi ile 6l¢iilmesi

5.3.2. Emiilsiyon PZR sonucu

Bu asamada, her bir boncuga tek bir DNA fragmentinin baglanmas: ile gerceklesen
emPZR sonucunda s6z konusu fragmentin milyonlarca kopyasinin elde edildigi bir klonal
cogaltim gergeklestirilmistir. Oncellikle yag iginde suyun emiilsiyonu saglanmistir. Daha
sonra boncuk ilizerine baglanmis fragment ve bu fragmentin ¢ogalmasi icin gerekli olan
bilesenler yag damlaciklarinin igerisine aktarilmistir. Bu mikroreaktorlerin icerisinde PZR
gerceklestirilmistir. PZR'in ardindan pozitif boncuklar bir dizi yikama islemleri sonucu
geri kazanim ve piirifikasyon asamalaria tabi tutulmugtur. Dizileme igin gerekli olan
uygun boncuk sayisint bulmak i¢in boncuk sayma cihazi kullanilmistir ve bu 6l¢lim
sonuglarina dayanarak yiizde olarak ne kadar boncuk kazanimi oldugu “Casy bead
counter” cihazi ile hesaplanmistir (Cizelge 5.2). Bu islemler g6z oniine alinarak dizileme
islemi sirasinda PTP’ye ne kadar boncuk yiliklenmesi gerektiginin hesaplamasi yapilmigtir.
Boncuk zenginlestirme yiizdesinde bakildiginda, dokuzuncu saat birinci uygulama
orneginde diisiik oldugu bulunmusken, altinci saat dilimine ait kiitiiphanelerine ait boncuk
zenginlestirme ylizdesinin ise, olmasi gereken optimum degerler arasinda oldugu

bulunmustur. Dizileme c¢alismasinda 16 kuyucuklu picotiter plate kullanildigi i¢in her

64



kiitiiphaneden 2,4x10° sayida boncuk olacak sekilde bir hesaplama yapilarak ve boylece

kiitiiphaneler dizilemeye hazir hale getirilmistir.

Cizelge 5.2. emPZR sonucunda kazanilan pozitif boncuk sayilari

Ornekler Boncuk sayis1  Boncuk zenginlestirme (%)
9. saat 3. uygulama 6,02x10° 2,3

9. saat 2. uygulama 8,03x10° 3,1

9. saat 1. uygulama 2,23x10° 0,9

9. saat kontrol 1,17x10° 4,6

6. saat 3. uygulama 6,17x10° 24,9

6. saat 2. uygulama 1,44x10° 5,6

6. saat 1. uygulama 2,54x10° 9,5

6. saat kontrol 2,40x10° 9,2

5.4. ¢cDNA Kiitiiphanelerinin Dizilenmesi ve Yapilan Biyoenformatik Analizlerin
Sonucu

Elde edilen emPZR iiriinleri gerekli enzimlerle birlikte her bir kiitiphaneden 2,4x10°
sayida boncuk PTP'ye yiiklendikten sonra dizileme islemi Roche 454 GS-FLX+ cihazinda
gergeklestirilmistir. Toplam sekiz kiitiiphane igin okuma degerleri Cizelge 5.3'de
verilmistir. RNA-dizilimi okumalar1 sonucunda en fazla okumanin 12.026.344 bg ile
dokuzuncu saat diliminin birinci uygulamasina ait oldugu goriilmiistiir. En distk
okumanin ise, 765.003 bg ile altinci saat kontrol kiitliphanesinde goriilmiistiir. Genel olarak
okuma sayilara bakildiginda, dokuzuncu saat dilimine ait okuma sayilarinin, altinci saat
dilimine ait okuma sayilarindan daha fazla oldugu gériilmiistiir. Ilging bir sonug olarak,
dokuzuncu saat dilimine gore, altinci saat dilimine ait boncuk kazandirma yiizdesinin daha
yiikksek oldugu halde okuma sayilarinin daha diisiik goriilmesi gibi bir sonug¢ tespit
edilmistir. CLC Genomics Workbench v6.0.4 (CLC Inc, Aarhus, Danimarka) kullanilmasi
sonucunda elde edilen okuma dagilimlar1 (Sekil 5.11) ve (Sekil 5.12)’de gosterilmistir.
Buna gore altinci saatin uygulama 1 ve ve uygulama 3 kiitiiphanelerinde ve dokuzuncu

saate kontrol, uygulama 1 ve uygulama 3 kiitiiphanelerine ait okuma okuma sayisi ve
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okuma uzunlugu gosteren dagilimin optimuma yakin oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik
altinct saatin kontrol ve dokuzuncu saat uygulama 2 kiitliphanelerine ait okuma sayilarin

ve uzunluklarinin daha diistik oldugu sonucu tespit edilmistir.

Cizelge 5.3. cDNA Kkiitiiphanelerinin dizileme istatistikleri

Ornekler Okuma sayis1  Toplam baz Ortalama uzunluk
sayisl (baz)
9. saat 3. uygulama 13.378 6.545.355 524
9. saat 2. uygulama 3.701 1.066.219 394
9. saat 1. uygulama 22.854 12.026.344 550
9. saat kontrol 9.245 4.078.380 488
6. saat 3. uygulama 12.187 5.982.892 524
6. saat 2. uygulama 4.613 1.811.071 435
6. saat 1. uygulama 10.920 4.359.550 500
6. saat kontrol 2.572 765.003 401
Toplam 79.470 36.640.814 461

5.4.1. Dizilenen kiitiiphanelerin dizi uzunluklar: ve okuma sayilari

6.saat kontrol 6.saat uygulamal

b

|

I

Sekil 5.11. Roche 454 FLX+ cihazi ile dizilenen 6. saat kiitiiphanelerine ait dizi
uzunluklar1 dagilimi (o0.s : okuma sayisi, bg: baz ¢ifti)

oooooooooooooooooooooooooooooo
o0 Vo P o Vo 0 0 o gy Trs s TR 7,
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Sekil 5.12. Roche 454 FLX+ cihazi ile dizilenen 9. saat kiitiiphanelerinin dizi uzunluklar
dagilimi (o.s : okuma sayist, bg: baz ¢ifti)

5.4.2. Dizlenen kiitiiphanelerde genik-SSR motiflerinin dagilim

6USS ve 9USS’ye ait okumalarda SSR dizilerini analiz etmek i¢in 6ncelikle her iki zaman
dilimine ait sff formatinda olan {i¢ uygulama kiitiiphanesinin tiimii birlestirilerek fasta
formatinda olacak sekilde tek bir dosya haline getirilmistir. Daha sonra her zaman dilimine
ait kontrol ve uygulama adi altinda iki dosyada yer alan RNA-dizileme okumalarindan
genik-SSR motiflerini belirlemek i¢in de GMATo yazilimi kullanilmigtir (158). Buna gore
analiz sonucunda, altinct saat kontrol kiitiiphanesinde herhangi bir SSR motifi
bulunmazken, uygulama kiitiiphanesinde ise toplamda 14 transkriptin c¢esitli SSR
motiflerini i¢erdigi goriilmiistiir. Ayrica bu SSR motiflerinin, hangi transkripte kag tekerriir
halinde bulundugu da ortaya cikarilmistir (Cizelge 5.4.). Altinct saat uygulama
kiitiiphanesinde, iicli AAG motifi hari¢ geride kalan biitlin motiflerin ikili seklindeki
motifler oldugu bulunmustur. Dokuzuncu saat kontrol kiitiiphanesine ait okumalarin analiz
sonucunda yalnizca bir tanesi t¢lii (GGT) motif digeri ise, ikili (GA) motif bulundurmak
tizere sadece iki transkript bulunmustur (Cizelge 5.5.). Dokuzuncu saatin uygulama
kiitiiphanesinde ise, toplamda 26 transkriptde bazi SSR motifleri elde edilmistir. Bu

motiflerden 20 tanesi ikili, 4 tanesi liglii ve 2 tanesi de dortlii bulunmustur (Cizelge 5.6.).

67



Sonug olarak her iki zaman dilimi (6. saat ve 9. saat ) karsilastirildiginda SSR motiflerinin
sayt ve c¢esit olarak daha c¢ok dokuzuncu saat dilimine ait kontrol ve uygulama

kiitiiphanelerinde oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 5.4. 6. saat uygulama kiitiiphanesinde elde edilen SSR motifleri

Transkript Sekans Basladig1 baz Sonladig: Tekerii  Motif
Uzunlugu baz r

>IRTHOWLO05C4UEW 423 177 191 5 AAG
>|RTHOWL05C4UZ4 480 412 427 8 AG
>|RTHOWL05C5B23 480 412 427 8 AG
>|RTH9WL05C610F 343 306 323 9 TG
>|RTHOWL05C610F 343 329 342 7 GA
>|RTHOWL05C64JP 542 148 163 8 TC
>|RTHOWLO05C7QYY 568 93 102 5 AT
>IRTHOWLO05C7QYY 568 105 118 7 AT
>|RTHOWLO05C7QYY 568 120 131 6 TA
>IRTH9WLO05CZBKN 438 412 427 8 AG
>IRTHOWL07D6L0O9 418 198 215 9 AT
>|RTHO9WLO7EA3CB 370 96 105 5 CA
>IRTH9WLO7EE13H 268 218 227 5 TA
>IRTHOWLO7EFIBS 483 424 433 5 TG

Cizelge 5.5. 9. saat kontrol kiitiiphanesinde elde edilen SSR motifleri

Transkript Okuma Basladig1 baz Sonladi  Tekrar Motif
uzunlugu g1 baz sayisi
>IRTHIWLO04CCFTX 832 791 805 5 GGT
>|RTH9WL04CD86U 579 349 358 5 GA
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Cizelge 5.6. Analiz Sonucunda 9. saat uygulama kiitiiphanesinde elde edilen SSR motifleri

Transkript okuma Basladig Sonladigi Tekrar Motif
uzunlugu baz baz sayis1

>IRTHOWLO01AK96A 550 199 208 5 CT
>IRTHOWLO1AL8GY 151 1 10 5 TA
>IRTHO9WLO01AN3R3 610 2 11 5 GT
>IRTHO9WLO01AN3R3 610 161 176 8 GT
>IRTHO9WLO01AN3R3 610 39 48 5 TG
>IRTHOWLO1AOTYH 430 122 143 11 TC
>IRTHOWL01AQ89D 314 149 184 18 TG
>IRTHOWLO1ARFHK 467 338 347 5 GC
>|RTH9WL01AROOV 520 135 144 5 AG
>|RTHIWLO1ATXKQ 406 306 325 5 TTTG
>|RTHIWL03BQMXW 640 540 554 5 TGG
>|RTHIWL03BQMXW 640 565 579 5 GTG
>|RTHOWLO03BS4XV 212 202 211 5 TA
>|RTHOWL03BSDOZ 498 334 348 5 GAT
>|RTHOWL03BSDRL 558 13 24 6 TC
>|RTHOWLO03BTIES 563 70 79 5 TC
>|RTHOWLO03BTPOW 464 408 425 6 TGT
>IRTHOWL03BULOL 344 264 275 6 CA
>IRTHOWL03BULOL 344 277 308 16 AC
>IRTHOWL03BULOL 344 317 328 6 AG
>IRTHOWL03BULOL 344 330 343 7 AG
>IRTHOWL03BULOL 344 39 48 5 AC
>IRTHOWLO3BXXNY 590 112 126 5 CTC
>IRTHOWLO3BYAPF 474 393 404 6 GT
>IRTHOWLO3BYAPF 474 406 419 7 TG
>IRTHOWLO03BYZS6 226 202 215 7 TA
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5.4.3. Gen atiflandirmasi ve fonksiyonel siniflandirma sonucu

6USS ve 9USS Kkiitiiphanelerine ait her bir okumanin karsilik buldugu gen atiflandirmasini
ve genin kendine 6zel fonksiyonunu ortaya koymak i¢in Blast2GO (Basic Local Alignment
Search Tool to Gen Ontology) (168) ve TRAPID (Rapid Analysis of Transcriptom Data
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/trapid/) programlari kullanilmistir. Her iki
programin yaptig1 analiz sonucglar1 degerlendirilerek, hem farkli zaman dilimlerindeki
orneklerin hem de kontrol ve uygulama orneklerinin birbirleriyle arasindaki gen ontoloji
profilleri karsilastirilmistir.

Buna gore analiz sonucunda, altinci saat diliminin kontrol grubuna ait okumalarina iliskin
sonuglara bakildiginda, gen ontolojileri ortaya c¢ikan transkriptlerin %33’ hidrolaz
aktivitesi, %22’si metabolizma, %10 iyon baglama, %10 hiicresel boliim, %4 linlin 6ncii
metabolizma ve enerji, %4 linlin katalitik aktivite ve %5’inin baglanma gibi islemlerde yer
aldigi bulunmustur (Sekil 5.13.). Buna karsilik altinci saat zaman dilimi uygulama
gruplarina ait okumalara ait gen annotasyonu ve fonksiyonunun belirlenmesi sonucunda
transkriptlerin %24’linlin metabolizma, %16’simin baglanma, %]11’inin iyon baglama,
%8’inin biyosentez, %7 sinin gen ifadesi, %8’inin biyosentez, %6’sinin hidrolaz, %5’ inin
hiicresel boliinme, %6’sinin oncii metabolizma ve enerji ve %10’ununda diger islemler adi
altinda stres, transkripsiyon faktorii aktivitesi, uyariya karsilik cevap vermenin yer aldigi
cesitli islemler tespit edilmistir (Sekil 5.14.). Genel olarak kontrol ile uygulama gruplarinin
sonuglart karsilastirildiginda, hidrolaz, metabolizma, iyon baglama, 6nciil metabolizma ve
enerji, gen ifadesi islemleri ile iligkili genlerin, uygulama grubunda kontrole gore nispeten
artt1g1, hiicresel bolim ve katalitik islemler ile iligkili genlerin ise azaldigi sonucuna

varilmistir.
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6. saat kontrol

| katalitik aktivite
M oncil metabolizma ve enerji
® baglanma

mion baglanma

M hiicresel bolim

‘ m diger
m metabolizma
™ hidrolaz aktivite

Sekil 5.13. MeJA uygulamasi yapilmayan 6. saat kontrol zaman diliminde ifadesi degisen
transkriptlerin yiizdesi

6.saat uygulama
M hiicresel bolim
m dncll metabolizma ve enerji
m hidrolaz
‘ M gen ekspresyonu
H katalitik
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mionbaglanma
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M metabolizma

Sekil 5.14. MeJ A uygulamasindan sonra 6. saat uygulama zaman diliminde ifadesi degisen
transkriptlerin yiizdesi

Calismada ele alinan diger bir zaman dilimi olan 9. saate ait kontrol ve uygulama
kiitiphanelerinin gen annotasyonu ve fonksiyonunu belirlemek igin yapilan analiz
sonucunda, kontrol grubuna ait transkriptlerinden gen ontolojisi bulunan transkriptlerin
%30’unun hidrolaz aktivitesi, %27’sinin metabolizma, %14’liniin hiicresel boliinme,

%1’inin biyosentetik islem, %]1’inin gen ifadesi ve %9'unun diger islemler adi altinda
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sinyal iletimi, uyarilara cevap, biyolojik regiilasyon ve protein modifikasyonu ile ilgili
cesitli genleri igeren birkag biyolojik islemten olustugu tespit edilmistir (Sekil 5.15.). Buna
karsilik uygulama gruplarindaki transkriptin gen ontolojisi ve fonksiyonuna bakildiginda,
gen ontolojisi bulunan genlerin %33’{linlin hidrolaz, %31’inin metabolizma, %10’unun
hiicresel bélme, %1’inin biyosentetik islem, %4’linlin katalitik aktivite, %4’linlin Onciil
metabolizma ve enerji, gen ifadesi ile ilgili %0 gen , %8 diger islemler adi1 altinda ve
kimyasal uyarilara cevap, sinyal islemi, metal iyon transportu, protein ve aminoasit
fosforilasyonu ile iliskili cesitli genler igerdigi sonucu elde edilmistir (Sekil 5.16.).
Dokuzuncu saat zaman dilimine ait kontrol ve uygulama gruplar1 gen ontolojileri agisindan
karsilastirildiginda, genel olarak uygulama grubunda, kontrol grubuna gore metabolizma
ve hidrolaz aktivitesi ile ilgili genlerin arttig1, gen ifadesi, hiicresel bolme ve iyon baglama
ile ilgili gen yiizdelerinin azaldigi belirlenmistir. Ilging bir sekilde baglanma, 6nciil
metabolizma ve enerji, hidrolaz aktivitesi, biyosentetik islemler ve katalitik aktivite islemi
ile ilgili gen yiizdelerinin her iki grupta da ayn1 kaldig1 fakat uygulamada hidrolaz ile ilgili

transkript sayisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

9. saat kontrol
1%
0,
1% rl%
M gen ekspresyon
4% M ion baglanma
30% 5% biyosentetik proses
W hiiceresel proses
' B katalitik aktivite
9% - i ,
oncil metabolizma ve enerji
baglanma
diger
hiicresel bolim
14%
metabolizma
hidrolaz aktivite
27%

Sekil 5.15. MeJA uygulamasi yapilmayan 9. saat kontrol zaman diliminde ifadesi degisen
transkriptlerin yiizdesi
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9. saat uygulama
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Sekil 5.16. MeJ A uygulamasindan sonra 9. saat uygulama zaman diliminde ifadesi degisen
transkriptlerin yiizdesi

5.4.4. MeJA muamelesi sonucunda sentezlenen transkripsiyon faktorleri

Calismada dizilenen RNA'dan transkripsiyon faktorlerini (TF) tanimlamak ic¢in tim
transkriptom verisi kullanilmistir. Bu transkripsiyon faktorlerine ait DNA baglanma
domainlerinin plant  transcription factor database (PlantTFDB v2.0)
(http://planttfdb.cbi.edu.cn/) olarak adlandirilan veri tabaninda yer alan tiim transkripsiyon
faktorleri  indirildikten = sonra,  transkriptom  okumalar1 (BLASTX  2.2.27)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile default parametreler kullanilarak sonuglar elde
edilmistir (155). Analiz sonucunda, hangi transkriptin hangi transkripsiyon familyasi ile
homoloji gosterdigi, s6z konusu transkripsiyon proteinin aminoasit (aa) uzunlugu ve hangi
bitki tiiriinde yer aldigi hakkinda c¢esitli veriler elde edilmistir. Buna gore analiz
sonucunda, 6. saat zaman dilimine ait kontrol grubunda sadece tek bir transkriptin
(IRTHOWLO8EZ290), 348 aa uzunlugundaki LBD TF familyasina ait bir protein ile homoloji

gosterdigi bulunmustur (Cizelge 5.7).
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Cizelge 5.7. 6. saat kontrol zaman diliminde tespit edilen transkripsiyon faktorii

Transkript Tiir TF ailesi Uzunlugu (aa)
IRTHOWL08EZ290 Thellungiella LBD ailesi proteini 348
parvula

Analiz sonucunda 6. saat uygulama kiitiiphanelerine ait okumalarin, toplamda 97
transkriptin ¢esitli TF familyalar1 ile homoloji gosterdigi bulunmustur (Cizelge 5.8). Bu
transkriptlerden, 77’sinin LBD TF ailesine ait proteinler, 63’iinlin ¢inko parmak protein
622’1, 7’sinin arginosuccinate syn. familyasina ait proteinler, 5’inin bZIP familyasina ait
proteinler, 3’liniin MYB TF ailesine ait proteinler, 3’liniin C;H,; familyasindaki
proteinler,1’inin retrotransposon TF proteini, 1’inin TCP TF ailesi proteini,1’inin
chloroplast sulfur E proteini, 1’inin G2-like familyasina ait protein, 1’inin GRAS
familyasindaki protein ve son olarak 1’inin de retrotransposon benzer.proteini ile homoloji
gosterdikleri sonucu elde edilmistir (Cizelge 5.8). Sonug olarak 6. saat zaman dilimine ait
kontrol ve uygulama okumalar1 karsilastirildiginda, uygulama yapilan dokularin okuma
kiitiiphanelerinde TF'lerin, hem familya diizeyindeki ¢esitlilikhem de say1 acisindan daha

fazla oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 5.8. 6. saat uygulama zaman diliminde tespit edilen transkripsiyon faktorleri

Transkript TF Familyasi
IRTHOWLO05CX54I arginosuccinate syn.
ailesi
IRTHOWLO05C20RC arginosuccinate syn.
ailesi
IRTHOWLO05CZQ4J arginosuccinate syn.
ailesi
IRTHOWLO05C79GY arginosuccinate syn.
ailesi
IRTHOWLO05CY6DL arginosuccinate syn.
ailesi
IRTHOWLO5CVHLY arginosuccinate syn.
ailesi
IRTHOWLO05C44UT arginosuccinate syn.
ailesi
IRTHOWLO7EEOI6 bZIP aile proteini

bZIP aile proteini
bZIP aile proteini
bZIP aile proteini
bZIP aile proteini
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Cizelge 5.8 (Devam)

IRTHOWLO7EC521
IRTHOWLO5C4EI9
IRTHOWLO5C3ENE
IRTHOWLO07D88ZX
IRTHOWLO7EC6ZI
IRTHOWL07D8QCC
IRTHOWLO7EEUUG
IRTHOWLO7D5XFH
IRTHOWLO7EEC73
IRTHOWLO07D6MFU
IRTHOWLO7D86UV
IRTHOWLO7EE40J
IRTHOWLO7D84UU
IRTHOWLO7D41E8
IRTHOWLO7D9UIV
IRTHOWLO07D5Z7D
IRTHOWLO7D6YGM
IRTHOWLO7EA2RX
IRTHOWLO07D95CX
IRTHOWLO07D9ZBA
IRTHOWLO7D7Q1S
IRTHOWLO7EAQMT
IRTHOWLO7EEP5L
IRTHOWLO7EFT78
IRTHOWLO6DSZSI
IRTHOWLO6DNH2A
IRTHOWL06DM9QO
IRTHOWLO6DPFHH
IRTHOWLO6DRCH2
IRTHOWLO6DJIPI
IRTHOWLO6DLVFK
IRTHOWLO6DTNCG
IRTHOWLO7D76HL
IRTHOWLO7EAJHN
IRTHOWLO7D86Z4
IRTHOWLO7EEFST
IRTHOWLO7EFXX8
IRTHOWLO7EFDNB
IRTHOWLO6DS5FW
IRTHOWLO6DK7E2

C2H2 aile proteini
C2H2 aile proteini
C2H2 aile proteini
chloroplast sulfur E
G2-like aile proteini
GRAS aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
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Cizelge 5.8 (Devam)

IRTHOWLO6DMIQR
IRTHOWLO6DORIX
IRTHOWLO05C5J6D
IRTHOWLO5C5HKD
IRTHOWLO05CXZ02
IRTHOWLO5C3UEM
IRTHOWLO5C3KF9
IRTHOWLO5C2Z9R
IRTHOWLO5C3WV9
IRTHOWLO05CZSQ7
IRTHOWLO05C12NB
IRTHOWLO5C5CA3
IRTHOWLO05C6Z0S
IRTHOWLO05C1IMZB
IRTHOWLO05C1CZK
IRTHOWLO5CYFA9
IRTHO9WLO05C315]
IRTHOWLO05CZ42T
IRTHOWLO5COHB3
IRTHOWLO5CX4W1
IRTHOWLO5C3F79
IRTHOWLO5COHTK
IRTHOWL05C0255
IRTHOWLO5CZBFL
IRTHOWLO5CZXAG
IRTHOWLO5CZVAO

IRTHOWLO05COP88
IRTHOWLO5CXWO7

IRTHOWLO5C3UAS
IRTHOWLO5C7YWR

IRTHOWLO5C7L8A

IRTHOWLO5CZFNW
IRTHOWLO05C143F
IRTHOWLO5C5RUX

IRTHO9WLO5C33R5
IRTHOWLO5CZCRY7

IRTHOWLO05C78CG
IRTHOWL05C5K90

IRTHOWLO5C4RKH
IRTHOWLO5CANXN
IRTHOWLO05C536P

IRTHOWLO05C36HD

IRTHOWLO7ED8T1

IRTHOWLO6DTCMX

LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini

LBD aile proteini
LBD aile proteini

LBD aile proteini
LBD aile proteini

LBD aile proteini

LBD aile proteini
LBD aile proteini
LBD aile proteini

LBD aile proteini
LBD aile proteini

LBD aile proteini
LBD aile proteini

LBD aile proteini
LBD aile proteini
MYB aile proteini

MYB aile proteini
MYB aile proteini

retrotransposon prot.
Putve.
TCP aile proteini
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Cizelge 5.8 (Devam)

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

IRTHO9WL05CO09ED Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

IRTHOWLO5CYLVN Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

Zinc finger protein622

~N
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Cizelge 5.8 (Devam)

Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
IRTHO9WLO05C57XR Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622
Zinc finger protein622

Ayni analizler, 9. saat zaman dilimine ait kontrol ve uygulama okuma kiitiiphanelerinde de
yapilmistir. Bu sonuglara gore, 9. saat zaman dilimi kontrol okumalarmna ait toplamda 36
transkript farkli sayilarda ¢esitli TF'ler ile homoloji gostermistir. Bu transkriptlerin
sirasiyla 32’si LBD TF ailesine ait proteinler, 2’si TCP TF ailesine ait proteinler, 1’i
GATA TF ailesi, 1’i WRKY TF ailesindeki protein, 1’i MYB TF ailesine ait protein ve son
olarak da 1‘inin de ARF TF ailesine ait protein ile homoloji gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 5.9).

Cizelge 5.9. 9. saat kontrol zaman diliminde tespit edilen transkripsiyon faktérleri

Transkript TF familyasi

IRTHOWLO04CK92X LBD aile proteini
IRTHOWLO04CK®65I LBD aile proteini
IRTHOWL04CAEMF LBD aile proteini
IRTHOWLO04CFHGZ TCP aile proteini
IRTHOWLO04CIMOR LBD aile proteini
IRTHOWLO4CGNBT LBD aile proteini
IRTHOWL04CMZPO LBD aile proteini
IRTHOWL04CH3V6 TCP aile proteini
IRTHO9WL04CGOCD LBD aile proteini
IRTHOWLO04CDBLY AREF aile proteini
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Cizelge 5.9 (Devam)

WRKY aile proteini
MYB_ilgili aile proteini

IRTH9WL04CCCGC LBD aile proteini
IRTHOWLO04CCBPO LBD aile proteini
IRTHOWL04CHR1J LBD aile proteini
IRTHOWLO04CJPOG LBD aile proteini
IRTHOWLO04CI3MV LBD aile proteini
IRTHOWLO4CCHH7 LBD aile proteini
IRTHO9WL04CJIX60 LBD aile proteini
IRTHOWLO04CH5US LBD aile proteini
IRTHOWLO04CHSJJ LBD aile proteini
IRTHOWL04CBIGV LBD aile proteini
IRTHOWL04CCYQV LBD aile proteini
IRTHOWLO04CC16X LBD aile proteini
IRTHOWLO4CFKL6 GATA aile proteini
IRTHOWLO04CEVE] LBD aile proteini
IRTHOWL04CGTL8 LBD aile proteini
IRTHOWLO04CCPHH LBD aile proteini
IRTHOWL04CHHP9 LBD aile proteini
IRTHOWL04CDPWC LBD aile proteini
IRTHOWLO04CERP3 LBD aile proteini
IRTHOWLO4CH3RV LBD aile proteini
IRTHOWL04CGVCL LBD aile proteini
IRTHOWLO4CHFT9 LBD aile proteini
IRTHOWLO04CHFT9 LBD aile proteini
IRTHOWLO04CK91K LBD aile proteini
IRTHOWLO04CLSYB LBD aile proteini
IRTHOWLO04CMJIRE LBD aile proteini

9. saat uygulama grubuna ait okumalarin, TF analizine karsilik MeJA uygulamasi yapilan
kapsiil dokusundan elde edilen okuma kiitiiphanesinde toplamda 172 transkriptin c¢esitli
TF'ler ile homoloji gosterdigi bulunmustur (Cizelge 5.10.). Analiz sonucuna gore, 155
transkript LBD TF ailesi proteinleri, 35’1 bHLH TF ailesine ait proteinler, 10°u helix-loop-
helix (bHLH) super ailesi proteinleri ve 8’i de basic helix-loop-helix (bHLH) ile homoloji
gostermistir. Ayrica bu transkripsiyon faktorlerin, WRKY TF ailesi proteinleri, WOX
ailesi proteinleri, ubiquitin 6, Tesmin/TSO1-like CXC domain-igeren protein, TALE TF
ailesi protein, MYB TF ailesi protein, GRAS TF ailesi protein, auxin response factor 6,
Aspartat kinaz ailesi protein, aspartate kinase 3 gibi proteinler de ¢esitli sayida homoloji
gosterdigi sonuglart elde edilmistir (Cizelge 5.10). Genel olarak her iki zaman (6. saat, 9.
saat) dilimi arasinda TF'lerin ¢esit ve sayilar1 bakimindan bir karsilastirma yapildiginda, 9.

saat uygulamasinin daha fazla sayida ve gesitte oldugu goriilmistiir. Ayn1 zamanda her iki

79



zaman diliminin kendi iginde kontrol ve uygulama okuma kiitiiphaneleri disiiniildiigiinde,
uygulama yapilmis kiitiiphanelerin kontrol grubuna gore daha fazla sayiya ve ¢eside sahip
olduguna dair veriler elde edilmistir.

Cizelge 5.10. 9. saat uygulama zaman diliminde tespit edilen transkripsiyon faktorleri

Transkript TF familyasi

IRTHOWLO3BYTWF GRAS ailesi proteini

IRTHOWLO03BS0ZM protein kinase ailesi

protein kinase ailesi

IRTHO9WLO03BV7Q5 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BTPOW myb-like HTH TF

lipid transfer protein

ARF ailesi proteini

IRTHOWLO3BUE4V LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BQVQM LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BTW3G LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BYP5P LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BZNON LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BSYUJ LBD ailesi proteini
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Cizelge 5.10 (Devam)

IRTHOWLO03BTQ1D LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BX1L9 bHLH ailesi proteini

bHLH ailesi proteini

helix-loop-helix (bHLH) superailesi proteini

helix-loop-helix (bHLH) superailesi proteini

bHLH ailesi proteini

bHLH ailesi proteini

helix-loop-helix (bHLH) superailesi proteini

helix-loop-helix (bHLH) superailesi proteini

bHLH ailesi proteini

helix-loop-helix (bHLH) superailesi proteini

bHLH ailesi proteini

bHLH ailesi proteini

basic helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) superailesi proteini

Transcription factor (AHRD
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Cizelge 5.10 (Devam)

helix-loop-helix (bHLH) superailesi proteini

basic helix-loop-helix (bHLH) protein;

Helix-loop-helix DNA-baglama

bHLH ailesi proteini

bHLH ailesi proteini

basic helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

bHLH ailesi proteini

FARL1 ailesi proteini

bHLH ailesi proteini

bHLH ailesi proteini

bHLH ailesi proteini

basic helix-loop-helix (bHLH)
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Cizelge 5.10 (Devam)

basic helix-loop-helix (bHLH)

bHLH ailesi proteini

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

bHLH ailesi proteini

helix-loop-helix (bHLH) super ailesi

IRTHOWLO3BTAY7 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BP7K9 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BT3JU LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BVUJE LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BUE92 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BTA44 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BR17J LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BXO0XC LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BXQDY LBD ailesi proteini
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Cizelge 5.10 (Devam)
IRTHOWLO3BSIFP LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BYHA4 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BZDES LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BZIF2 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BR2QW LBD ailesi proteini

IRTHO9WL03BS0BM LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3B1A0X LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BVZRX LBD ailesi proteini

IRTHOWL03BX30B LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BSLG8 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BXUMB LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BQKUJ LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BRF35 LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BXFOS LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BXIOT LBD ailesi proteini

IRTHOWLO3BUVNX B3 ailesi proteini

IRTHOWLO3BSDRL TARGET OF MONOPTEROS




Cizelge 5.10 (Devam)

IRTHOWLO03BSB45 LBD ailesi proteini

WRKY ailesi proteini

basic leucine-zipper 7

kinase family

IRTHOWLO03BQM8M LBD ailesi proteini

IRTHOWLO03BVHY8 LBD ailesi proteini

Tesmin/TSO1-like CXC domain-containing

CPP ailesi proteini

CPP ailesi proteini

Tesmin/TSO1-like CXC domain-containing

Tesmin/TSO1-like CXC domain-containing

Tesmin/TSO1-like CXC domain-containing

CPP ailesi proteini

similar to tesmin/TSO1-like

similar to tesmin/TSO1-like

Tesmin/TSO1-like CXC domain-containing
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Cizelge 5.10 (Devam)

G2-like ailesi

Subtilase ailesi

IRTHOWLO03BW84U LBD ailesi

IRTHOWLO3B1G7F LBD ailesi

IRTHOWLO03BUZCE LBD ailesi

IRTHOWLO3BSNOK LBD ailesi

IRTHOWLO3BSDXH LBD ailesi

IRTHOWLO3BTOOT LBD ailesi

IRTHOWLO3BQSEV LBD ailesi

IRTHOWLO03B0412 LBD ailesi

IRTHOWLO3BX4LF LBD ailesi

IRTHOWLO03BVQ6X LBD ailesi

IRTHOWLO3BYJWY LBD ailesi

IRTHOWLO3BWPXD LBD ailesi

IRTHOWLO03BZUDY LBD ailesi

IRTHOWLO3BRCJO LBD ailesi

IRTHOWLO3BTITV LBD ailesi




Cizelge 5.10 (Devam)

IRTHOWLO3BXD4N LBD ailesi

IRTHOWLO03B1B1Q LBD ailesi

IRTHOWLO3BVAPG LBD ailesi

IRTHOWLO03BTILS8 LBD ailesi

IRTHOWLO03BOH64 LBD ailesi

IRTHOWLO3BWGSS LBD ailesi

IRTHOWLO3BTVAS LBD ailesi

IRTHOWLO3BT86S LBD ailesi

IRTHOWLO3BXVRO LBD ailesi

IRTHOWLO3BWGYD LBD ailesi

IRTHOWLO03BZFBZ LBD ailesi

IRTHOWLO03BTV8B LBD ailesi

IRTHOWLO03B1QQF LBD ailesi

IRTHOWLO3BWTM7 LBD ailesi

IRTHOWLO03B19UV LBD ailesi

IRTHOWLO3BSIST LBD ailesi




Cizelge 5.10 (Devam)

IRTHOWLO3BYTTL LBD ailesi

IRTHOWLO03BXDI2 LBD ailesi

IRTHOWLO3BWVDE LBD ailesi

IRTHOWLO1AQUHX LBD ailesi

IRTHOWLO1AP65R LBD ailesi

IRTHOWLO1AOYUC LBD ailesi

aspartate kinase

IRTHOWLO03BS4Z9 LBD ailesi

IRTHOWLO3BWIVV LBD ailesi

IRTHOWLO03BYSCO LBD ailesi

IRTHOWLO3BTIWQ HD-ZIP ailesi

WOX ailesi

DNA/RNA polymerases

M-type ailesi

IRTHOWLO3BRESI LBD ailesi
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Cizelge 5.10 (Devam)

IRTHOWLO3BTJ9A LBD ailesi
IRTHOWLO3BT5KC LBD ailesi
IRTHOWL03BULOZ LBD ailesi
IRTHOWLO3BR5SO Nin-like ailesi

5.4.5. MeJA muamelesi sonucunda sentezlenmis miRNA'lar ve miRNA’larin hedef
gen analizleri

Transkriptom okumalarindan miRNA'larin belirlenmesi i¢in kiitiiphanelerden elde edilen
okumalarin, miRBase v19.0 (http://www.mirbase.org/)'dan elde edilen ve daha Once
bilinen miRNA'larin e-value degeri le-10 alinarak Blastn ile analizi yapilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen miRNA'larin stem loop uzunlugu, 454 FLX+'1n hangi okumasi ile
homoloji gosterdigi ve hangi organizmaya ait oldugu gibi birgok data elde edilmistir.
Bununla birlikte, bulunan miRNA'lara ait hedef gen analizleri gerceklestirilmistir (Cizelge

5.14).

Yapilan analiz sonucuna gore, 6. saat konrol okumalarinin pre-miRNA iceren veri
tabaninin Blastn ile analizi yapildiginda, toplamda 19 okumanin mmumMIR6236,
peuMIR2916, gmaMIR5368 ve gmaMIR4995 pre-miRNA dizileri ile homoloji gosterdigi
sonucu elde edilmistir (Cizelge 5.11).
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Cizelge 5.11. 6. saat kontrol kiitiiphanesinde bulunan miRNA'lar

Transkript MiRNA Bulunma sayisi
IRTHOWLOSETARS gmamiR4995 1
IRTHOWLOSEVR1F gmamiR5368 1
IRTHOWLOSEW4AR gmamiR5368 1
IRTHO9WLOBEUO05S gmamiR5368 1
IRTHO9WLOSERH4S mmumiR6236 1
IRTHOWLOSEQMLA mmumiR6236 1
IRTHOWLOSEV78M mmumiR6236 1
IRTHOWLOSETNOU mmumiR6236 1
IRTHOWLOSETS5JT mmumiR6236 1
IRTH9WLO8EQJCJ mmumiR6236 1
IRTHOWLOBEZXRF mmumiR6236 1
IRTH9WLOSEOIO07 mmumiR6236 1
IRTHOWLOBEY3AY mmumiR6236 1
IRTHOWLOSEXTAB mmumiR6236 1
IRTHOWLOBEWC11 mmumiR6236 1
IRTHOWLOSET4CY mmumiR6236 1
IRTHOWLOBEONSG mmumiR6236 1
IRTHOWLOSEOQHU mmumiR6236 1
IRTHOWLOSETSEE peumiR2916 1

6. saat uygulama kiitiiphanesinde ise, toplamda 4399 okuma ¢esitli miRNA'lar ile homoloji
gostermistir. Bu okumalardan 3910’u mmu-mir-6236, 222’si peu-MIR2916, 171’i gma-
MIR5368, 55’i gma-MIR4995, 38’i hbr-MIR6173, 1’i bmo-mir-6497, 1’i hsa-mir-5096 ve
son olarak 1’i ise ppy-mir-1273a mirRNA's1 ile homoloji gostermistir (Cizelge 5.11).

Cizelge 5.12. 6. saat uygulama kiitiiphanesinde bulunan miRNA'lar

MiRNA Bulunma sayis1
bmo-miR-6497 1

gma-miR4995 55
hbr-miR6173 38
gma-miR5368 171
hsa-miR-5096 1
mmu-miR-6236 3910
peu-miR2916 222
ppy-miR-1273a 1
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Dokuzuncu saat zaman diliminin analiz sonuglarina bakildiginda, 9. saat kontrol
kiitiiphanesine ait okumalardan higbirinin pre-miRNA dizilerinden meydana gelen veri
kiitiiphanesindeki herhangi bir miRNA ile homoloji gostermedigi goriilmiistiir. Buna
karsilik, 9. saat uygulama kiitiiphanesine ait okumalarin toplamda 8096’sinin ¢esitli pre-
mIiRNA dizileri ile eslestigi sonucu elde edilmistir. Buna gore, bu 8096 okumadan
6107'sinin mmu-mir-6236, 870'inin peu-MIR2916, 749'unun gma-MIR5368, 247'sinin
gma-MIR4995, 116’sinin hbr-MIR6173, 3’iiniin mmu-mir-6240, 3’iiniin rno-mir-6320,
1’inin ptr-mir-1285, 1’inin hsa-mir-1285-1 ve son olarak 1’ninde o0sa-MIR5523 ile
homoloji gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 5.12). Genel olarak her iki uygulama 6rnegi
karsilagtirildiginda, 6. saat zaman dilimine ait okumalarda pre-miRNA dizisinin bulunma
oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica diger analizlerde oldugu gibi her iki
zaman dilimi i¢in de kendi igerisindeki uygulama kiitiiphanelerine ait okumalarin, kontrol

grubuna gore pre-miRNA dizisi bakimindan daha zengin oldugu sonucu elde edilmistir.

Cizelge 5.13. 9. saat uygulama kiitiiphanesinde bulunan miRNA'lar

mMiRNA Bulunma sayisi
gma-miR4995 247
gma-miR5368 749
hbr-miR6173 116
hsa-miR1285-1 1
mmu-miR6236 6107
mmu-miR6240 3
0sa-miR5523 1
peu-miR2916 870
ptr-miR-1285 1
rno-miR-6320 3

MIR2916, MIR4995, MIR6173, MIR5523 (Cizelge 5.13) miRNA'larina ait toplamda 86
hedef genin, gen ontoloji analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, mekanik stres ve alkaloit
biyosentezi ile iliskili olabilecek birden fazla molekiiler element elde edilmistir (Cizelge
5.14). Aym1 zamanda elde edilen miRNA'larin hedefledikleri genlerin ontolojileri ve

fonksiyonlar1 analiz  edilmistir. Fonksiyonu belirlenmis genlerden birkaginin
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metiltransferaz, metilasyon, oksidasyon rediiksiyon ve hidrolaz aktivitesi gibi alkaloit

biyosentezinde iliskili olabilecek transkriptler oldugu sonucu elde edilmistir (Cizelge

5.14).

Cizelge 5.14. Elde edilen miRNA'lara ait hedef genlerin atiflandirma analizi

GOID: mMiRNA Hedef Gen Annotasyon
G0:0008152 miR2916 Metabolik islem
G0:0016787 miR2916 Hidrolaz aktivite
G0:0005488 miR2916 Baglama

G0:0022626 miR2916 Sitozolik ribozom
G0:0016020 miR2916 Hiicre zar

G0:0044446 miR2916 Hiicreler arasi organel boliim
GO0:0071944 miR2916 Hiicre zar

G0:0043232 miR2916 Hiicreler aras1 baglanmayan organ
G0:0044444 miR2916 Sitoplazmik bolim
G0:0030529 miR2916 Riboniikleo protein karmasik
G0:0005829 miR2916 Sitozol

G0:0005886 miR2916 Plasma membran
G0:0046872 miR2916 Metal iyon baglama
G0:0003676 miR2916 Niikleik asit baglama
G0:0009536 miR2916 Plastid

G0:0005634 miR2916 Niikleus

G0:0044464 miR2916 Hiicre bolim

G0:0009555 miR4995 Polen gelisimi

G0:0042744 miR4995 Hidrojen peroksit katabolik islem
G0:0009793 miR4995 Embriyo tohum dormansisi
G0:0005886 miR4995 Plazma zar

G0:0046872 miR4995 Metal iyon baglama
G0:0003676 miR4995 Niikleik asit baglama
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Cizelge 5.14 (Devam)

G0:0008270
G0:0015074
GO:0008705
G0:0009086
G0:0032259
G0:0009507
G0:0005829
G0:0008270
G0:0003871
G0:0009086
G0:0032259
G0:0008270
G0:0003871
G0:0009086
G0:0032259
G0:0008270
G0:0003871
G0:0010103
G0:0009941
GO:0016117
G0:0006636
G0:0070330
G0:0020037
G0:0009055
G0:0016556
G0:0015995
G0:0019288
G0:0009965
G0:0019825
G0:0005506
G0:0030154
GO0:0055114
G0:0009974
G0:0020037

miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR4995
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR6173
miR5523

Cinko iyon baglama

DNA integrasyon

Metyonin synthase aktivite
Metyonin biyosentetik islem
Metilasyon

Kloroplast

Sitozol

Cinko iyon baglama
S-methyltransferaz aktivite
Metyonin biyosentetik islem
Metilasyon

Cinko ion baglama
S-methyltransferaz aktivite
Metyonin biyosentetik islem
Metilasyon

Cinko ion baglama
S-methyltransferaz aktivite
Stomatal karmasik morfogenezis
Kloroplast zar

Karotenoit biyosentetik islem
Doymamis yag asidi biyosentetik islem
Aromataz aktivite

Heme baglama

Elektron baglama aktivite
MRNA modifikasyon
Klorofil biyosentetik islem
Metileritritol 4-fofsfat yolag:
Yaprak morfogenezis
Oksijen baglama

Demir ion baglama

Hiicre farklilagmasi
Oksidasyon-rediiksiyon islem
Zein oksantin epsilon hidroksilaz aktivite

Heme baglama
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Cizelge 5.14 (Devam)

G0:0016023 miR5523 Sitoplazmik membran-bounded vesicle
G0:0016705 miR5523 Oksirediiktaz aktivite,

G0:0004497 miR5523 Mono oksigenaz aktivite
G0:0005506 miR5523 Demir iyon baglama

G0:0009055 miR5523 Elektron baglama aktivite
G0:0055114 miR5523 Oksidasyon-rediiksiyon islem
G0:0016021 miR5523 Integral to membran

G0:0006655 miR5523 Fosfotidilgliserol biyosentetik islem
G0:0030785 miR5523 Lizin N-metiltransferaz aktivite
G0:0009793 miR5523 Embriyo tohum dormansisi
G0:0019252 miR5523 Nisasta biyosentetik islem
G0:0009902 miR5523 Kloroplast lokasyon

G0:0000023 miR5523 Maltoz metabolik islem
G0:0018023 miR5523 Peptidil-lizin trimetilasyon
G0:0016853 miR5523 [zomeraz aktivite

G0:0016226 miR5523 Demir-siilfiir cluster birlestirme
G0:0019288 miR5523 Metileriritol 4-fosfat yolag:
G0:0009570 miR5523 Kloroplast stroma

G0:0034660 miR5523 ncRNA metabolik islem
G0:0009073 miR5523 Aromatik a.a ailesi biyosentetik islem
G0:0016279 miR5523 Protein-lysine N-methyltransferaz
G0:0010027 miR5523 Tilakoid membran organization
G0:0000145 miR5523 Ekzosist

G0:0006887 miR5523 Ekzosist

G0:0016787 miR5523 Hidrolaz aktivite

G0:0008152 miR5523 Metabolik islem

G0:0005739 miR5523 Mitokondri

G0:0055085 miR5523 Transmembran tasima

G0:0016021 miR5523 Integral zar

5.4.6. Elde edilen dizileme kiitiiphanelerinden belirlenen retrotranspozon elementleri

RNA dizileme calismalarinda yaygin bir bigimde elde edilen okumalarda, mobil elementler

(transpozonlar) belirlenmektedir. Bu ¢alismada, 6. saat ve 9. saat kontrol ve uygulama
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kiitliphanelerine ait dizileme kiitliphanelerinden transpozon elementleri elde edilmistir. Bu
analiz i¢in Oncelikle repbase (http://www.girinst.org/repbase/) veri tabani kullanilarak
bitkilere ait transpozon elementleri igeren bir kiitliphane olusturulmustur. Daha sonra elde
edilen okumalar, olusturulan bu kiitiiphaneye kars1 Blastn yapilmistir. Analiz sonucunda, 6.
saat kontrol grubundaki toplam 43 okuma, 3 transpozon elementi ile homoloji géstermistir
(Cizelge 5.14). Uygulama kiitiiphanelerinde ise 2.493 transkript, 16 transpozon elementi ile
homoloji  gostermistir  (Cizelge 5.14). Sonug¢ olarak bakildiginda, uygulama
kiitiiphanelerinden elde edilen transpozon okuma sayisi, kontrol grubuna gore oldukca

fazla ¢ikmustir.

Cizelge 5.15 6. saat kontrol ve uygulama kiitiiphanelerinde elde edilen transpozon
elementleri

6. saat kontrol Bulunma 6. saat uygulama Bulunma

Sayisisi sayisi

CiR2#LINE/R2 16 CiR2#LINE/R2 1648

Copia-18_BD-I#LTR/Copia 10 Alul_OG#SINE/Alu 489

R2-1_SM#LINE/R2 17 Copia-18 BD-I#LTR/Copia 265
L1 BT#LINE/L1 30
SVA_B#Retroposon/SVA
ALRb#Satellite/centromeric
FLAM_A#SINE/Alu
GarnAlul#SINE/B4
TSLRNA#SINE/Alu
FAM#SINE/Alu
FRAM#SINE/Alu
TUBE4#SINE/tRNA-7SL
Angelal AT_LTR#LTR/Copia
B1F1A#SINE/Alu
BC200#SINE/Alu
WIS21A TA-
LTR#LTR/Copia

N
-~

P PR, PN DN NN DD o NN o

9. saat zaman dilimine ait analiz sonuglarma gore ise, kontrol grubundaki toplam 1.217
transkript, 9 transpozon elementi ile homoloji gostermistir (Cizelge 5.15). Uygulama
grubunda ise, toplam 11.884 transkript 34 transpozon elementi ile homoloji gostermistir

(Cizelge 5.15). Sonug olarak 6. saatte oldugu gibi 9. saat zaman diliminde de uygulama

95



grubunda, kontrole gére oldukca fazla sayida transpozon elementi elde edilmistir. 9. saat

okumalarinda, 6. saate gore oldukea fazla sayida transpozon elementi bulunmustur.

Cizelge 5.16 9. saat kontrol ve uygulama Kkiitiiphanelerinde elde edilen transpozon
elementleri

9. saat kontrol Bulunma 9. saat uygulama Bulunma

sayisl sayisl

B1F1A#SINE/Alu 3 ALR#Satellite/centromeric 8

CiR2#LINE/R2 410 ANGELA1_TM-int#L TR/Copia 2

FLAM_CH#SINE/Alu 18 BARE1_HV-int#LTR/Copia 1

ISS#ARTEFACT 1 BovB#LINE/RTE-BovB 1

Charlie1#DNA/hAT-Charlie 8

Copia-18_BD-I#LTR/Copia 970

FAM#SINE/Alu 2

FRAM#SINE/Alu 6

Gypsy-1-LTR_TA#LTR/Gypsy 3

ISI#ARTEFACT 1

LTR13#LTR/ERVK 2

MSTB#LTR/ERVL-MaLR 3

PB1#SINE/Alu 3

R2-1_SM#LINE/R2 4957

SUKKULA3_TM-LTR#LTR/Gypsy 1

Tigger2#DNA/TcMar-Tigger 2

WIS21A_TA-int#L TR/Copia 1




5.5. Transkriptom okumalarinda farkh ifade olunmus transkriptler

Hashas bitkisinin referans genom veya transkript seti olmadigindan dolayi, farkli ifade
edilen genlerin belirlenmesi ve bu genlerin ifade diizeylerinin saptanmasi igin de novo
transkriptom yaklagiminda kullanilan analiz yontemi uygulanmistir. Bu yaklasim gézoniine
alinarak referans transkript veri setinin olusturulmasi, deneysel analiz sonucu elde edilen
okumalarin referans transkript veri setine haritalanmasi ve haritalanan transkript sayisinin
kaydedilmesi gerceklestirilmistir. Hashasin kapsiil dokularindan elde edilen transkript
dosyalarinin bir araya getirmesi sonucunda 3371 unigene elde edilmistir. Bu islemi takiben
CD-HIT-EST (159) ve iAssembler (160) yazilimi kullanilarak, istenmeyen (redundant;
aym transkriptin farkli uzunlukta kopyalar1) ve dizi uzunlugu 200 bazin altinda olan
transkriptlerin kaldirilmasiyla daha uzun ve dogru referans transkript veri seti elde
edilmistir. Dizileme cihazindan elde edilen okumalar, Corset (161) yazilimi ile referans
transkriptoma haritalanmis ve transkript sayilar1 kaydedilmistir. Kontrol ve uygulama
yapilmis genotiplerde, benzer fonksiyonlar gdsteren genleri gruplamak amaciyla birlestirici
hiyerarsik kiimeleme yontemi kullanilmistir. Ayrica uzaklik 6lgimii olarak oklit uzakligi,
birlestirme yontemi olarak 'Average' yontemi kullamilmistir ve elde edilen bulgular
kullanilarak heatmap grafikleri elde edilmistir (Sekil 5.17, Sekil 5.18).
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Sekil 5.17. 6. saat zaman dilimine ait heat-map goriintiisii (K : Kontrol, U : Uygulama)
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Sekil 5.18. 9. saat zaman dilimine ait heat-map goriintiisii (K : Kontrol, U : Uygulama)

6. saat ve 9. saat kosullar1 i¢in en anlamli 50'ser gen segilerek, ilgili kosullar altinda benzer
genlerin ifade seviyelerinin arastirtlmasi sonucunda elde edilen bulgulardan venn
diyagrami elde edilmistir (Sekil 5.19).

Sekil 5.19. 6. ve 9. saat zaman diliminde farkli ifade edilen transkriptleri gosteren venn
goruntusu
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Total Elementler

_ 5] Cluster-101.0 Cluster-122.0 Cluster-240.0 Cluster-69.0 Cluster-230.0 Cluster-137.0

44 Cluster-71.0 Cluster-131.0 Cluster-133.0 Cluster-163.0 Cluster-215.0 Cluster-205.0 Cluster-
73.0 Cluster-186.0 Cluster-70.0 Cluster-211.0 Cluster-238.0 Cluster-187.0 Cluster-38.0
Cluster-155.0 Cluster-229.0 Cluster-132.0 Cluster-105.0 Cluster-32.0 Cluster-24.0 Cluster-
75.0 Cluster-262.0 Cluster-23.0 Cluster-29.0 Cluster-213.0 Cluster-168.0 Cluster-23.0
Cluster-193.0 Cluster-198.0 Cluster-224.0 Cluster-56.0 Cluster-92.0 Cluster-150.0 Cluster-
247 .0 Cluster-228.0 Cluster-110.0 Cluster-41.0 Cluster-83.0 Cluster-35.0 Cluster-45.0
Cluster-31.0 Cluster-63.0 Cluster-124 .0 Cluster-255.0 Cluster-28.0

44 Cluster-200.0 Cluster-51.0 Cluster-17.0 Cluster-165.0 Cluster-208.0 Cluster-77.0 Cluster-
225.0 Cluster-18.0 Cluster-241.0 Cluster-243.0 Cluster-239.0 Cluster-180.0 Cluster-145.0
Cluster-152.0 Cluster-120.0 Cluster-64.0 Cluster-144.0 Cluster-188.0 Cluster-181.0 Cluster-
206.0 Cluster-78.0 Cluster-55.0 Cluster-203.0 Cluster-106.0 Cluster-184.0 Cluster-113.0
Cluster-104.0 Cluster-60.0 Cluster-72.0 Cluster-251.0 Cluster-61.0 Cluster-47.0 Cluster-85.0
Cluster-134.0 Cluster-199.0 Cluster-191.0 Cluster-194.0 Cluster-112.0 Cluster-21.0 Cluster-
166.0 Cluster-16.0 Cluster-212.0 Cluster-143.0 Cluster-42.0

Sekil 5.20. Her iki zaman dilimi i¢in secilen anlamli 50'ser gene karsilik gelen gen
kiimeleri

5.6. Transkriptom Verisinin Es Zamanh PZR ile Teyit Edilmesi

MeJA uygulamast sonucunda ifadesinde degisiklik tespit edilen genler transkriptom analizi
ile ortaya konulduktan sonra elde edilen sonuglarin dogrulanmasi icin, bu ¢alismada
belirlenen cell wall-associated hydrolase (CWH), metallocarboxypeptidase inhibitor (CPI),
dehydrin (DHN), proteinlerini kodlayan genler ile daha 6nceki ¢alismalarimizda elisitor
uygulamasina yanit verdigi belirlenen integral membrane sensor hybrid histidine kinase
(SHK), bifunctional nuclease in basal defense response 1(BDR), blue copper protein
(BCP), flavonol synthase flavanone 3 (FSF), methyltransferase-like protein 1-like (MTP),

calvin cycle protein cpl2 (CCP)  kodlayan genlerin MeJA uygulamasmin 6. ve 9.
saatlerinde tebain igerigi zengin hashasta ifade degisimleri tli¢ farkli biyolojik tekrar
kullanilarak es zamanl PZR ile belirlenmistir (Sekil 5.21). MeJA uygulamasi sonucunda

bu genlerin ifadesinin kontrole gore arttigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.21. MeJA uygulamasina cevap veren genlerin hashasta ifade seviyelerinin qRT-
PZR ile belirlenmesi. (a) SHK, (b) BDR, (c) BCP, (d) FSF, () MTP, (f) CCP, (g) CPI, (h)
CWH, (i) DHN (genlerin acik adlar1 metin igerisinde verilmistir). K: Kontrol, U:
Uygulama, ~ :standart sapma
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6. TARTISMA VE SONUC

Hashas bitkisi, sahip oldugu farmakolojik potansiyeli itibari ile ¢ok genis bir bicimde
calisilan tibbi aromatik bir bitkidir. Haghasta BIA biyosentez mekanizmasinin aragtirildigi
bircok calisma olmasina ragmen Yyolakta bulunan bazi karmasik adimlar hala ¢ok net
anlasilamamaktadir. Yeni nesil dizileme teknolojisini araciligi ile yeni genlerin bulunmasi,
bazi1 molekiiler genetik problemlerin ¢oziimiine katki saglamaktadir. Bu tez kapsaminda
yiiriitillen ¢alismada da Roche 454 FLX+ teknolojisi kullanilarak, fazla miktarda tebain
iiretimine Sahip olan hashas ¢esidinin kapsiil dokusuna MeJA muamelesi yapildiktan 6 ve 9
saat sonrasinda olugan transkriptom havuzu analiz edilmistir. Bu sayede ortaya ¢ikan gen
ifadelerindeki degisiklikler belirlenmis ve tebain iiretim mekanizmasinda rol aldigi
diisiniilen gen/genler, transkripsiyon faktorleri, transpozonlar, SSR dizileri, olasi
MiRNA'lar ve bu miRNA’larin hedef genleri belirlenmistir. Bu baglamda literatiirde
simdiye kadar yapilan arastirma taramalar1 baz alindiginda bu calisma kendi amacina
0zgiin olarak ilk sayillmaktadir. Bu ¢aligma sonucunda, MeJA aracilifiyla alkaloit tiretimi
indiiklenmis hashas bitkisinde morfin, kodein, oksikodon, hidromorfon, nalokson,
naltrekson, nalbupin ve buprenorfin gibi tedavi amag¢h kullanilan pek cok ila¢ etken
maddesinin sentezinde Onemli bir Oncii bilesik olan tebainin iiretim mekanizmasindaki
genlerin tespit edilmesi ve bu genlerin birbiriyle olan koordinasyonunun incelenmesi
amaclanmistir. Ayrica, tebain biyosentez yolaginin anlagilmasi, morfin ve kodein gibi
alkaloitlerin biyosentez mekanizmalarinin da derinlemesine incelenmesi i¢in agiklayici
bilgiler sunmaktadir. Bu baglamda, yapilan ¢aligma haghasta temel ve 6nemli alkaloitlerin
biyosentez mekanizmalarinin genetik temellerinin ortaya konulmasinda ve alkaloit

yolaKlarinin daha agiklayici hale gelmesinde 6nemli katkilar saglamaktadir.

6.1. MeJA Uygulamasi Sonucunda Hashas Kapsiiliindeki Alkaloit Degisim Profili

JA ve metil esteri MeJA, gen ifadesinin diizenlenmesinde ve bitki hiicrelerinde sekonder
metabolit biyosentezinin uyarilmasinda rol oynadigi bilinen sinyal elisitorlerdir (169). Son
yillarda MeJA'n elisitor etkisinden yararlanilarak c¢esitli bitkilere uygulama yapilmis ve
bitkinin savunma mekanizmasinda yer alan molekiillerin sentezlenip birikmesi ve
karakterize edilmesi amaglanmistir. Bu sebeple yeni nesil dizilime teknolojisinden
yararlanilarak tiim transkriptom diizeyinde analizlerin gergeklestirilmesi saglanmustir.
Daha o6nce yapilan birgok ¢alismada, MeJA’nin Polygonum minus, (170), Artemisia annua

(171) gibi bitkilere ve hashas bitkisinin hem fide hem de hiicre kiiltiirlerinde basarili bir
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sekilde muamele edilmis bu baglamda metabolom ve transkriptom profilleri ¢ikarilmistir
(36, 63, 172). Ayrica, baska bir¢cok calismada MeJA’nin, gesitli fizyolojik ve gelisimsel
islemleri diizenleyen jasmonatlarin (JAs) bir indiikleyicisi oldugu anlasilmistir (173).
MeJA muamelesi sonucunda Catharantus roseus bitkisinde de terpenoid indol alkaloit gibi
bircok sekonder metabolitin bitki hiicre kiiltiiriinde biriktigi goriilmiistiir (174). Papaver
somniferum bitikisinde, kapsiil dokusunun MeJA ile muamele edilmesi sonucunda, morfin
ve noskapin alkaloit biyosentezinin indiiklendigi, belirgin bir sekilde gortlmustiir (175).
Ayrica, tiitiin bitkisinde de nikotin/fenilpropanoid konjugatinin da indiiklendigi
gozlemlenmistir (98, 99). Yukarida da ifade edildigi gibi MeJA, bitkilerde sekonder
metabolizmay1 tetikleyen bir elisitor olarak kullanilmaktadir (176). Hashas bitkisi de
alkaloit bakimindan oldukg¢a zengin bir profil sergilemektedir. Bu alkaloitlerden biri olan
tebain, hashas kapsiillerinde bulunan baslica alkaloitlerden birisidir. Bunun yanisira tebain;
kodein, oksimorfon, oksikodon, nalokson ve etorfin gibi bir¢ok narkotik antagonist ilaca
kolayca cevrilebildigi igin ilag endiistrisi agisindan olarak biiyiik bir 6neme sahiptir (177).
Bu tez calismasinda, Tiirkiye'de yetistiriciligi yapilan, tebain iiretim kapasitesi yliksek
hashas (P. somniferum) cesidine ait kapsiil dokusuna MeJA uygulamasi yapildiktan 6 ve 9
saat sonra kapsiil ornekleri alinmistir. Her bir zaman dilimi i¢in iicer adet kontrol ve
uygulama bitkisi kullanilarak analizler yapilmistir. Bitkilerden 6rnek alma zaman olarak,
bitkinin ¢igek agip petallerini doktiikten iki giin sonrasina (post anthesis) denk getirilmistir.
Ozellikle bu zamanin belirlenmesinde, hashas bitkisinin farkli gelisim evrelerinde alkaloit
miktarlarmin 6lclilmesi sonucunda petallerin dokiildiikten sonraki zaman diliminde
kapsiilde en fazla tebain, morfin, noskapine miktarlarinin bulundugu ve papaverin

alkaloidinin ise bulunmadiginin tespit edildigi bir ¢caligma esas alinmigtir (178).

MeJA uygulamasi yapilmis kapsiil 6rneklerinde tebain icerigi ToF-LC/MS ile dl¢iilmiistiir.
Yapay elisitor uygulamasi yapilan hashasta, uygulama yapilmayan bitkilere gore daha
fazla miktarda tebain bulundugu saptanmistir. Bu durum ozellikle 6. saat ve 9. saat
dilimleri i¢in olduk¢a belirgin bir sekilde tespit edilmistir (Sekil 5.1). Ancak bununla
beraber s6z konusu Ornekler i¢cin morfin, noskapin, kodein, S-retikiilin, laudonozin ve
papaverin alkaloit seviyeleri de ToOF-LC/MS ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda tebain
ve morfinin MeJA etkisi ile kontrol grubuna gore indiiklendigini ve bu indiiklenmenin s6z
konusu her iki alkaloit i¢in de 6. saat diliminde, 9. saate gore, daha fazla oldugu
goriilmiistiir (Sekil 5.2). Ancak bu olayin noskapin ve kodein alkaloitleri i¢in ters bir

durumda sergiledigi gozlemlenmistir (Sekil 5.3, Sekil 5.4). Yani s6z konusu noskapin ve

102



kodein alkaloitleri, 9. saat uygulama diliminde daha fazla miktarda oldugu ol¢iilmiistiir.
Ancak ToF-LC/MS analizleri sonucunda yapilan alkaloit o&lglimlerinde papaverin
alkaloitine hi¢ rastlanmamustir. Bunun bir nedeni olarak, papaverinin de diger morfinan
alkaloitleri gibi latisferlerde bulunmasina karsin ¢ogu hashas c¢esitinde az miktarda
sentezlendigi distiniilmektedir (179). Fakat yukarida da ifade edildigi gibi, bu tez
calismasinda kullanilan P. somniferum L. TMO-T ¢esidinin tebaince zengin olmasi itibari
ile aym1 zamanda c¢alismanin odak noktas1 olarak '"tebain alkaloitin biyonsentez
mekanizmasi incelenmesi" oldugu i¢in TOF-LC/MS o6l¢iimiiyle MeJA uygulamasi
sonucunda bariz tebain indiiklemesinin 6. ve 9. saat dilimlerinde saglandigi dikkat
cekilmigtir. Ayrica bu durumu destekleyici daha Once yapilan bir ¢alismada, alkaloit
onciilii aminoasit olan tirozin ile beraber MeJA uygulamasmin Iran haghasi (P.

bracteatum) hiicre kiiltiiriinde tebain {iretimini arttirdigi tespit edilmistir (177).

Yukarida da ifade edildigi gibi, TOF-LC/MS ile 6l¢iimii yapilan diger alkaloitlerden morfin
ve kodein miktarlarinda artis meydana gelmistir. Bu duruma paralel olarak yapilan bir
calismada, tebainden kodein ve morfin sentezlenmesinde gorevli CodR geninin asir1 ifade
edildigi P. somniferum Kkapsiillerinde tebain, morfin ve kodein miktarinda artis
gozlemlenmistir (35). Bir diger calismada ise, kodein rediiktaz (CodR) geninin asir1 ifade
edildigi P. bracteatum sagak koklerinde tebain miktarinda azalma, kodein ve morfin
miktarlarinda artis oldugu bildirilmistir (180). Bu calismada da bu her i¢ alkaloit
miktarinda da artis olmasinin 1500 pg/g seviyesine ulasan tebainin bir kisminin morfin ve
kodeine donlismiis olmasindan kaynaklandigi diisiintilmiistiir. Ayrica, bitki cesidi ve
dokusunun farkli olmasi da bu olayda etkili oldugu tahmin edilmistir. (S)-Retikiilin
miktarindaki azalma ise yolakta tebaine doniismesinden kaynakli olabilecegi One

siirlilmiistiir.

6.2. Roche 454 FL X+ ile Transkriptom Dizilenmesi

RNA dizileme igin segilen 8 farkli 6rnege (6USS ve 9USS i¢in bir kontrol ve li¢ uygulama)
ait cDNA kiitiiphaneleri, 454 FLX+ kiitiiphane kurma protokoliine uygun olarak
hazirlanmigtir. Daha sonra kiitiiphane dizileme islemi pirodizileme teknolojisini kullanan
Roche 454 FLX+ platformu ile 16’lik PTP iizerinde gergeklestirilmistir. Dizileme
reaksiyonu sonrasinda elde edilen sonuglar kontrol ve uygulama yapilmais bitkiler arasinda
ve ayrica uygulamanin siiresi ile iligkili zaman dilimleride (6USS ve 9USS) kendi

aralarinda karsilastirilarak, MeJA uygulama siiresinin tebain indiikleme tizerindeki etkisine

103



dikkat cekilmistir. Dolayisiyla okuma sonuglarma bakildiginda, emPZR asamasinda
boncuk zenginlestirme yiizdesi daha az olmasina ragmen, 9USS orneklerine ait okuma
sayilarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durumun deney asamasindan kaynaklanmis
olan bir kag¢ teknik nedenlerden biri olarak, MeJA'nin 6USS oOrneklere ait yiiksek
zenginlestirilmis boncuk (pozitif boncuk) olarak olgililen yilizde degerinin biiyiik bir
kismmin tek DNA ipliginin bagl bulunmadigi bos boncuk (negatif boncuk) olma
ihtimalinin oldugu diistiniilmektedir. Bu durum ile birlikte pipetaj hatasi, kalibrasyon ve
olas1 bireysel hatalardan kaynaklanan nedenler de s6zkonusudur. Ancak yukarida da ifade
edildigi gibi bos boncuk olma ihitimali daha giiglii bir olasiliktir. Bu baglamda 9USS
genotiplerinden uygulama 1 6rnegine ait boncuk zenginlesirme yiizdesi %0,9 (Cizelge 5.2)
gibi ¢ok diisiik bir yilizde olarak kabul edilirken ancak bu genotipe ait okuma sayis1 en fazla
miktarda 12.026.344 (Cizelge 5.3) olarak bulunmustur. Bu nedenle elde edilen okuma
sayillarinin emPZR'da elde edilen boncuk zenginlestirme yiizdesi ile dogru orantili
olmadig1 goriilmistiir. Dikkat ¢eken bagka bir sonug, MeJA'nin uygulama yapildiktan
sonra gegen siire olarak 9. saat uygulamasinin 6 saat uygulama 6rnegine gore nispeten daha
dinamik bir transkriptom havuzuna sahip oldugudur. S6z konusu bu yargiya, 9USS’den
elde edilen okuma sayilar1 ve okuma uzunluklarina ait dagilimlarinin degerleri (Sekil 5.12)
6USS’ye gore dizileme platformunun normal degerlerine daha ¢ok uygunluk gostermesi
nedeni ile varilmistir. Ayrica, 9USS’ye ait orneklerden elde edilen okuma uzunluklari
dagilimimin daha iyi olmasi nedeni ile gen atiflandirmasi ve fonksiyonel analizlerde
kullanilmak tizere birlestirme islemi i¢in de daha dogru ve giivenilir sonuglar saglayacagi
bildirilmistir (181). Ama genel olarak MeJA uygulamas: sonrasindaki 6. ve 9. saate ait
orneklerin ¢ogunda okuma uzunlugu 500 b¢ civarinda bulunmustur. Daha onceki
calismalarda da bu uzunlugun annotasyon islemi igin yeterli ve gilivenilir seviyede

oldugunu 6ne siiriilmistiir (182).

6.3. MeJA ile indiiklenmis Tebaince Zengin Hashas Transkriptomunda Genik-
SSR'larin Dagilim

Yeni nesil dizileme sistemleri ile RNA-dizileme, bir¢ok organizmaya ait transkripsiyon
analizi sonucunda, yeni gen bulma, molekiiler markir gelistirme amaci ile biiyiik olgekte
bir dizi kiitlesi liretmek icin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (183). SSR, son yillarda
oldukga fazla ¢alisma alan1 bulan mikrosatellit markorlerden biridir. Bitki genomunda sik
bulunmasi, yiiksek polimorfizm gostermesi, mendel kalittmina uygun ag¢ilim gostermesi,

kodominantlik ve farkli laboratuvarlarda tekrar iiretilebilir olmasi gibi giivenirlilik
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ozellikleri sayesinde bu markir tekniginin, filogeni ¢aligmalarinda, adli tip, evrim, gida,
ziraat gibi alanlarda giderek daha ¢ok tercih edilmesi saglamistir (184). Bitki genetigi ve
1slahinda kullanilan SSR'lar, genomik ve genik SSR olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (185).
Genik-SSR'lar, genomik SSR'lara gore daha korunmus oldugundan tiirler aras1 gegisteki
frekans1 genomik SSR'lara gore daha fazladir (186). Bu tez calismasinda, Roche 454 FLX+
gerceklestirdigi  pirodizileme teknolojisinden faydalanarak tebaince zengin hashas
kapsiilinde MeJA uygulamas: yapilan 6USS ve 9USS o&rneklerinden elde edilen
transkriptomdan genik-SSR markirlar1 gelistirilmistir. Markarlar gelistirilirken, 6USS ve
9USS’ye ait okuma kiitiiphaneleri birbirleri ve kendi kontrol kiitiiphaneleri arasinda
karsilagtirma yapilmistir. Buna goére, 6USS okuma Kkiitiiphanelerinde, {iglii niikleotid
tekrarli bir motif bulunurken, ikili niikleotit tekrarli 13 motif bulunmustur (Cizelge 5.4).
Bu kiitiiphanede, dominant motifin ikili niikleotid oldugu goriilmiistiir. Goriilen SSR'larin
motif sayilarinin kiitiphanenin okuma biiyiikliigi ile pozitif bir korelasyon i¢inde olmasi
beklenmektedir. Ancak de novo birlestirme yapilarak belli bir uzunlugun altindaki dizilerin
filitre edilmesi ile SSR motiflerinin az sayida goriilmesine neden olabilmektedir. Bu
duruma binaen, 2572 okuma sayis1 (Cizelge 5.3) ile calismanin en diisiik okuma sayisini
iceren 6.saat kontrol bitkisinin herhangi bir SSR motifinin igermedigi goriilmiistiir.
Calismada ele alman, 9USS kontrol bitkisinde ise, toplamda iki transkriptte biri tgli,
digeri ikili niikleotid tekrarma sahip iki SSR motifi bulunmustur (Cizelge 5.5). 9USS
bitkilerde de toplamda, 26 transkripttin, 20 tanesi ikili, 5 tanesi ti¢lii ve bir tanesi de dortli
niikleotid iceren motifler igerdigi bulunmustur (Cizelge 5.6). 6USS ve 9USS okumalarina
ait SSR dagilimlarina bakildiginda ikili ve {i¢lii niikleotid igeren motiflerin sayisinin daha
cok sayida oldugu goriilmiistiir. Bu durum daha 6nce yeni nesil dizileme ile SSR motifleri
belirlenen Nothofagus nervosa, Setaria italica ve susam bitkilerinde de benzer bir durum
oldugu tespit edilmistir (187-189). Ayrica, 6USS ve 9USS karsilastirildiginda; 9USS’den
elde edilen motif ¢esidi ve sayist daha fazla bulunmustur. Bu durum, MeJA uygulamasi
sonrast 9USS’nin, 6USS’ye gore transkriptoma daha dinamik bir etki biraktigi tahmin
edilmistir. Bunun yanisira, SSR bulunma frekansi, SSR belirleme kriterlerine, veri seti
biiyiikliigiine, veritaban1 zenginlestirme araglarina, farkli tiir ve materyaller gibi bir¢cok
etken ile korelasyon gosterdigi daha 6nceki ¢aligmlarda da ortaya konulmustur (186, 190).
Sonug olarak MeJA ile muamele edilen hashasta, yeni nesil dizileme teknolojisi araciligi
ile RNA dizileme yapilarak ilk defa genik-SSR motifleri belirlenmistir. Ayrica belirlenen
motif sayisi ve g¢esidi MeJA uygulamasi sonrasindaki 6. ve 9. saat zaman dilimleri

acisindan da degerlendirme yapilarak indiikleme i¢in hangi zaman diliminin daha uygun
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oldugu da belirlenmistir. Ayrica bu sonuglarin gelecekte hashasta ilgili filogenetik ve

haritalama ¢aligmalarinda kullanilabilecegi tahmin edilmektedir.

6.4. Gen Atiflandirilmasi ve Fonksiyonel Simiflandirma

6USS ve 9USS uygulamalarina ait her bir okumanin karsilik buldugu gen atiflandirmasini
ve kendine 6zel fonksiyonunu ortaya koymak igin Blast2GO (Basic Local Alignment
Search Tool to Gen Ontology) (168) ve TRAPID (Rapid Analysis of Transcriptom Data
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/trapid/) yazilimlar1 kullanilmistir. Her iki
yazilimin yaptig1 analiz sonuglart degerlendirilerek 6USS ve 9USS uygulamalarina ait
okumalarin hangi biyolojik islemlere denk geldigi bulunmustur. Buna gore 6USS'e ait
biyolojik islemlerin (baglanma, biyosentez islem, gen ifadesi, hidrolaz aktivitesi, hiicresel
islem, hiicresel kisim, iyon baglanma, katalitik aktivite, metabolizma, 6nciil metabolizma
ve enerji) tiimii kontrole gdre oldukca belirgin bir sekilde artis gostermistir. Onceki
caligmalarda da MeJA uygulamasi sonucunda, bitki hiicresinde bir¢ok sayida biyolojik
islemlerin uyarildigi bulunmustur (176, 191). Hem 6USS hem de 9USS'ye ait kontrol
bitkisinde, 6zellikle 6ncii metabolizma ve enerji islemi, metabolizma islemi ve hidrolaz
aktivitesi ile ilgili genlerin biyosentez seviyelerinin daha fazla oldugu gériilmistiir. Daha
once yapilan c¢aligmalarda da sonucglarimizi destekleyecek sekilde, onceden yapilan bazi
caligmalarda bitkiye MeJA uygulamasi sonucunda hiicrede primer metabolizma ve enerji
isleminin uyarildigir bulunmustur (176, 192). Hiicrede biyotik ve abiyotik stres kosullari,
JA gibi lipit tirevli hormonlarin stres cevapli molekiiller gibi davranmasma yol
acmaktadir. Ayrica gelisme, yaglanma ve alkaloitler gibi sekonder metabolitlerin tiretimini
de etkiledigi tespit edilmistir (193, 194). Bu c¢alismada oldugu gibi disaridan MeJA
uygulamasi yapilarak JA sinyal iletim yolagmm aktiflestirilmesinin bitki koklerinden
flavanoid ve indol gibi sinyal bilesiklerinin salimimini arttirdigi bilinmektedir (69).
Haghasta MeJA uygulayarak yapilan bagka bir tez ¢alismasinda da 12USS'de, JA ve SA
gibi lipit tiirevli hormonlar ile ilskili genlerin degisim kat sayilarinin olduk¢a yiiksek
oldugu bulunmustur (67). Giirkdk 2013’de yaptig1 tez ¢alismasinda ‘MeJA uygulamasi
yapilmis hashas kapsiiliine ait transkriptom profilini 95.608 DNA probu kullanarak ortaya
cikarmis, ¢alisma sonucunda OQUSS, 3USS ve 12USS’de hasat edilen hashas kapsiiliinde
gen ifade degisimleri genom seviyesinde analiz edilmistir. Analiz sonucunda, uyarilara
cevap, stres cevabi, iyon baglayici, oksidorediiktaz ve transferaz aktiviteleri ile iligkili
transkriptlerin daha fazla sayida oldugu belirlenmistir ve BIA biyosentez yolunda; NCS,
CNMT, SalR, OMT, COR, CAS, CheSyn, StySyn enzimlerine ait transkriptlerde ifade
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degisimleri belirlenmistir’ (67). Ayrica, abiyotik ve biyotik stres altinda olan haghas
bitkisinde MeJA'nin serbest asidi olan JA sentezlenmesi ile hiicre sinyal yolaginin
uyarildigi bulunmustur (175). Bu tez ¢alismasinda da biyosentez degerleri yiiksek bulunan
hidrolaz enzimlerinin, hiicrede fungal bir elisitér olarak davranan MeJA'nin etkisi ile
indiiklendigi daha Oceki ¢alismalarda da tespit edilmistir (195). Ayrica hidrolitik
enzimlerin, bitkide patojen ile iligkili bir grup proteini olusturmasinin yaninda stres
kosullarinda bitkide sistemik olarak elde edilmis diren¢ (SRA) olusma esnasinda ifade
seviyelerinde biiylik bir artis oldugu bulunmustur (196, 197). Yapilan bu ¢alismada da
biyotik ve abiyotik strese maruz birakilan 6USS ve 9USS kiitiiphanelerinde, hidrolaz ifade
seviyesinin oldukga yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Dolayisiyla yukarida da ifade edildigi
gibi, strese bagli olarak degisen hidrolaz aktivitesi sonucunda sekonder metabolitlerin
arttigini, bu ¢alismada TOF-LC/MS ile 6USS ve QUSS orneklerinde bir sekonder metabolit
olan alkaloitlerin indiiklendigi agik¢a goriilmiistiir. Ancak total alkaloit indiiklenmesi
gozoniine alindiginda 9USS bitkilerinde daha fazla alkaloit birikiminin oldugu
gbzlemlenmistir. Bu durum, belirtildigi gibi daha onceki bir ¢alismada da hidrolazlarin

alkaloit birikimini artiginin bir kanit1 olabilecegi tespit edilmistir (198).

6.5. Transkripsiyon Faktorlerinin Karsilastirilmasi

Transkripsiyon faktorleri, hedef genlerin promotor bolgelerinde ki cis-acting elementlerine
0zel bir bicimde baglanarak gen ifadesini diizenlemektedirler. Buna bagl olarak, gelismis
bitkilerde biyotik ve abiyotik stresler ile meydana gelen sinyallere kars1 olarak sekonder
metabolitler iiretilmektedir. Bu sinyaller, ya da patojen tiirevli olan bu elisitorler, JA
tiretimini tetikleyen bazi transkripsiyon faktor genlerinin ifadelerini artirmaktadir. Ayni
zamanda JA miktarinin artmasi durumunda, alkaloitleri de i¢eren sekonder metabolitlerin,
savunma proteinlerinin ve savunmadan sorumlu birgok geni indiikleyebilen bir hiicresel
mekanizmay1 da harekete gegirebilmektedir (169, 199). Giintimiize kadar bitki savunma
sisteminde rol alan bir¢ok transkripsiyon faktoriine ait roliin iyi bir sekilde ¢oziildiigii
bilinmektedir. Ornegin; WRKY'lerin senesens, gelisim ve savunma sisteminde rol aldig
bulunmustur (82, 200, 201). Ayrica bitki ve hayvan hiicrelerinde bir¢ok temel biyolojik
islemlere etkide bulunan bHLH TF’nin, ozellikle bitkilerin, gelisimsel ve fizyolojik
islemlerinde gesitli diizenlemeler yapmasinin yani sira, 1s1k sinyali, meyve, ¢igek gelisimi
ve stres durumunda etkili oldugu bulunmustur (202). Son zamanlarda yeni nesil dizileme
teknolojisini de kullanilarak yapilan bir¢cok ¢aligmada Solanum lycopersicum, C. roseus, P.

somniferum bitkilerinde MeJA muamelesi sonucunda birgok transkripsiyon faktoriin,
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sekonder metabolitler ile iligkili genleri regiile etme amaci ile indiiklendigi bulunmustur
(36, 203, 204). Bu ¢alismada da yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak tebaince zengin
hashas cesidine MeJA muamelesi sonucunda 6USS ve 9USS’de bir¢ok transkripsiyon
faktorti bulunmustur. 6USS okumalarinda, 97 transkript, ¢esitli transkripsiyon faktorleri ile
homoloji gosterdigi bulunmustur. Bunlardan bazilarinin, zinc finger protein 622, MYB,
CoH,, TCP, GRAS TF aileleri oldugu bulunmustur. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da
TCP (TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF) TF'nin, miR319 ig¢in hedef gen
oldugu ve TCP transkripsiyon faktor ailesi, MeJA serbest asidi olan JA biyosentezini
kontrol ettigi bulunmustur. Ayrica yaralama stresi durumunda, TCP TF' nin ifadesinin
arttigr bulunmustur (205). Bu ¢alismada da hem yaralama hem de MeJA elisitori ile
muamele edilmesi sonucunda, TCP TF'nin fazla bulunmasi, onceki c¢alismalardan elde
edilen sonuglar1 destekler nitelikte bulunmustur. Baska bir ¢alismada C,H, Zn finger
familyasina ait TF'in ve zinc finger proteinlerinin MeJA'in bir serbest asidi olan JA 'nin
sentezini kontrol edildigi bulunmustur (176). Ayrica, CoH,, Zn finger proteinlerinin ERF
ile iligkili amfilik baskilama domaini igerdigi igin, bitki savunmasinda hem pozitif hem de
negatif etkide bulunabilecegini gostermislerdir (206). Bu tez ¢alismasinda da TOF-LC/MS
sonuglarina ait analizlere gore, 6USS bitkilerinde sekonder metabolit miktarinda artis
bulundugundan zinc finger proteinlerinin bitki savunma sisteminde pozitif yonde bir etki
ettigi tahmin edilmistir. Ayrica bitkinin MeJA benzeri bir elsitor olan Kitin ile muamelesi
sonucunda, bu ¢alismadaki 6USS’de eldilen MYB ve GRAS TF'lerinin ifade seviyelerinin
de arttigin1 ve dolayistyla bitki savunma mekanizmasinda rol aldiklar1 bulunmustur (207,
208). 9USS’de ise 6USS’ye gore daha fazla sayida transkript (172 transkript) ve daha
cesitli TF familyas1 ile homoloji gdsterdigi bulunmustur. Bu TF'lerin bazilar1 6USS ile
ortak ¢ikan olan, GRAS, LBD, MYB iken, 6USS’den farkli olarak 9USS’de, bHLH,
WRKY ailesi proteinleri gibi TF'lerin oldugu gézlemlenmistir. WRKYler, bitki savunma
sisteminde biiyiik bir diizenleyici olarak bilinmektedir. Onceki ¢alismalar, WRKY *nin ilk
defa Camellia japonica’ya ait hiicre kiiltiiriinde 6zellikle berberin tipi alkaloit tireten BIA
biyosentezinden izole edildigini gostermistir (23). Buna benzer baska bir ¢alismada, M.
truncatula bitkisinde MeJA etkisi ile indiklenen WRKY familyasina ait genlerin,
savunmada etkili flavanoid ve terpenoid gibi bilesiklerin sentezinde gorev aldigi
bulunmustur (84). Son zamanlarda yapilan bagka bir g¢alismada, WRKY'nin MIA
biyosentezinde de gorev aldigi rapor edilmistir. Ayrica, MeJA ile muamele edilmis
C.roseus bitkisinde bir cok WRKY geninin sentezlendigi bulunmustur (79). Bir diger

calismada ise  WRKY'nin hashasta noskapin biyosentezinde O6nemli bir rol aldigi
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bulunmustur (209). Yapilan bu tez ¢alismasinda da tebaince zengin hashas ¢esidinin QUSS
bitkilerinde tebain miktarinin arttigt bulunmustur. Dolayisiyla tebain alkaloitindeki bu
arisa. WRKY ile iliskili genlerin de etkisinin oldugu tahmin edilmistir. Bu ifadeyi
destekleyecek sekilde, yapilan bir bagka calismada hashasta MeJA muamelesi sonucunda
WRKY familyasina ait 8 transkriptin, BIA yolagindaki bazi alkaloitleri regiile ettikleri
bulunmustur. Ayn1 c¢alismada, PsSWRKY'nin W-box, BIA yollaginda bulunan genlerin
promotor bolgesinde bulunan cis elementleri ile baglanti yaptigi ve BIA yollaginin
basindaki genlerden biri olan Tydc geninin promotorunu da aktive ettigini bulunmustur.
QUSS bitkilerinde belirlenen baska bir TF'de bHLH’dir. MeJA elisitoriiniin bitki ile
muamelesi sonucunda, bHLH, bZIP TF ile beraber sinyal iletiminde ¢ok Onemli
diizenleyici bir rol oynadiklarini onceki galismalar sonucunda belirlenmistir (36). Ayni
calismada bHLH ve bZIP TF ailesine ait ¢ok sayida gen oldugu icin degisik sayidaki
yolaklarda ve islemlerde farkli gorevler iistlenebildiklerini bildirmislerdir (210). Bu
calismada da gerek 6USS gerekse de QUSS bitkilerinde tebain alkaloitinin indiiklendigi
gbzlemlenmistir. Bu tez arastirmalar1 kapsaminda alkaloit artisinda yukarida bahsedilen
calismalarda ifade edildigi tizere transkripsiyon faktorlerini diizenleyici olarak rol aldiklar
tahmin edilmistir. 6USS ve 9USS’de en dikkat ¢eken TF’lerden birinin belirlendigi
analizlerde en dikkat ¢eken transkripsiyon faktorlerinden bir tanesi de LBD (Lateral Organ
Boundry Domein) TF ailesine ait oldugu bulunmustur. LBD ailesi, 6nceki ¢alismalarda da
ifade edildigi gibi yeni bir TF familyas: sayildigindan, fonksiyonu c¢ok ayrintili
bilinmemekle beraber LBD TF ailesinin, Arabidopsis'te antosiyanin flavanoidinin sentezini
negatif yonde etkiledigi bulunmustur (211). LBD ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada,
LBD'nin sekonder metabolit birikimini tetikleyen bHLH ile etkilesim igerisine girdigi
rapor edilmistir (212). Dolayisiyla bu ¢alismada dolayli ya da dogrudan LBD proteinlerinin
alkaloit tizerinde bir etkisi oldugu distnilmistir. Clinkii 6USS ve 9USS'ye ait
okumalarda, olduk¢a fazla sayida LBD transkripsiyon faktorii gézlemlenmistir. Sonug
olarak, tebaince zengin hashas cesidinde MeJA elisitoriiniin kullanilmasi sonucunda,
yukarda da fonksiyonlar1 ifade edildigi gibi birden fazla transkripsiyon faktoriiniin haghasta

tebain biyosentez mekanizmasinda gorev aldigi tahmin edilmistir.

6.6. mMiRNA ve Hedef Genlerinin Analizi

miRNA’lar 21 niikleotid uzunlugunda, kiiciik, cogu organizmada gen ifadesinde
diizenleyici olarak rol alan ve kodlanmayan RNA’lardir. Bitkilerde miRNA'lar biiylime,

gelisme, sinyal iletme islemlerinde, ¢evresel stres durumunda ve patojen yayilmasindaki
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kontrolii diizenleyen hiicrenin 6nemli aktorleri olarak gorev almaktadirlar (213). Hashas
bitkisi 6zellikle narkotik morfin, Sksiiriik kesici kodein ve kas gevsetici papaverin basta
olmak iizere bir¢ok c¢esit benzilizokinolin alkaloit c¢esidini iiretebilen bir bitkidir. Bu
baglamda miRNA'larin sekonder metabolit sentezinde Onemli bir gorevi olan JA
biyosentezinde de etkili olduklar1 konusunda onceden yapilan bir ¢alismada, miR319’un
hedef genlerinden biri olan TCP transkripsiyon faktor ailesinin JA biyosentezini kontrol
ettigi bulunmustur (98). Simdiye kadar alkaloit senteziyle ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmasina
ragmen Ozellikle morfin, kodein, etorfin, eroin, naltrekson, nalokson gibi alkaloitlerin
biyosentezinde Oncii bir madde olmasi itibari ile ¢ok 6nem arz eden tebain alkaloitinin
biyosentez mekanizmasinda yer alan miRNA’larla ilgili bir ¢alisma yapilmamistir. Bu tez
caligmasinda, alkaloit sentez yolagi ile iligkili miRNA’larin saptanmasi amaciyla MeJA ile
muamele edilen tebaince zengin hashas bitkisinin kapsiil dokusundan total RNA
kiitiiphaneleri olusturularak, yiiksek islem hacimli Roche 454 FLX+ teknolojisi ile
dizilenmistir. Bu c¢alismada, 6USS ve 9USS’de in siliko olarak belirlenen miRNA'larin
biiylik bir ¢ogunlugunun ayni oldugu goézlemlenmistir fakat 9USS’de, 6USS’den farkli
olarak 0sa-miR5573 bulunmustur. Her iki zaman diliminde ortak olan miRNA’lar: gma-
miR5368, gma-miR4995, peu-miR-2916, hbr-miR-6173 olarak belirlenmistir. Ancak bu
miRNA'lar ile homoloji gosteren transkript sayilart 9USS’de 8096 iken, 6USS’de 4399
olarak bulunmustur. Bu farkliligin nedenlerinden biri, 9USS’de elde edilen okuma
sayisinin 6USS'de elde edilen okuma sayisindan daha fazla olmasi olarak tahmin
edilmistir. Ancak 6USS ve 9USS okumalarmin analizi sonucunda, belirlenen miRNA'larin
bliylik bir ¢ogunlugu aynit miRNA oldugu goézlenmistir. Bunun muhtemel bir nedeni
olarak, 6USS ve 9USS bitkilerinde basta tebain alkaloidi olmak iizere diger alkaloitlerin
miktarinda bir artig oldugu gozlenmistir. Ancak miRNA’larin 6USS’de sekonder metabolit
mekanizmasinda ya da diizenlenmesinde gorev aldigi disiiniiliirse, buna paralel olarak
hemen ayni sekonder metabolit profiline sahip 9USS bitkilerinde de ayn1 yonde bit etki
etmesi gerektigi tahmin edilmistir. Ancak gerek 6USS gerekse 9USS bitkilerinde
belirlenen miRNA’larin simdiye kadar yapilan literatiirlerin taramasi sonucunda, bu
miRNA'larin herhangi bir alkaloit biyosentez mekanizmas: ile iliskilendirmedigi ortaya
cikmistir Bu baglamda, belirlenen miRNA'lar ilk defa tebaince zengin hashas ¢esidinde
yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak belirlenmistir. Belirlenen bu miRNA’lara ait in
siliko olarak belirlenen hedef genlerinin, atiflandirma ve fonksiyon analizleri de
gerceklestirilmistir (Cizelge 5.14). Bu analiz sonucuna gore, hedefledikleri genlerin

fonksiyonu oldukga farkli 6zellik ve sayida bulunmustur. Bu hedef genlerin bazilarinin,
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¢inko iyon baglama, hidrolaz aktivitesi, oksido rediiktaz, metabolik islem ve sekonder
metabolit sentezi ile iliskilendirebilecek bir ¢ok sinyal tagima ile ilgili hedef genler oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 5.14). Hedef genlerin, miRNA ifade seviyesi ile ters bir iliski iginde
oldugu bilinmektedir. Yani miRNA ifade seviyesi ne kadar yiiksek ise hedef gen ifadesini
de o kadar bir diisiik olmasi beklenmektedir. Bu durum goz 6niine alindiginda 9USS’deki
miRNA’lar ile homoloji gosteren transkript sayisi 6USS’ye gore iki kat daha fazla
goriiliirken, buna karsilik 9USS’de olusan tebain alkaloit birikimini, 6USS’de akiimiile
olan tebaine gore belirgin bir sekilde daha az olarak oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada
MeJA elisitoriiniin kullanilmas1 sonucunda, basta tebain olmak {izere bazi alkaloitlerin
miktarmin indiiklendigi belirlenmis ve bu indiikklenme sonucunda bazit miRNA'larin da
gorev aldig diisiiniilmiistiir. Onceden yapilan bazi calismalarda da MeJA'nin serbest bir
asidi olan jasmonik asitin, yalnizca alkaloid sentezini degil ayn1 zamanda bitkide miRNA
ifade profilinde de degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir (214). Giliniimiize kadar
yapilan bir ¢ok c¢alisma, jasmonik asitin bitkinin savunma mekanizmasinda rol aldigin
gostermistir. Elisitor olarak uygulanan MeJA nin, bir¢ok savunma genlerini diizenledigi ve
ifade edilmesini indiikledigi bulunmustur (215). Bununla beraber abiyotik ve biyotik stres
kosullarinda yine jasmonik asitin sekonder metabolit mekanizmasini aktive ettigi
bildirilmistir (36, 216-219). Ayrica, miRNA hedef genlerinin belirlenmesi ontoloji analiz
edilerek miRNA regiilasyonu ve BIA biyosentezi arasinda olan baglantilar ¢aligiimigtir
(Boke vd., 2014 Plant Biotechnology (baskida)), Yine Unver ve ark. 2010°da hashas’ta
yaptiklar1 bir c¢alismada 16 aileye ait toplam 20 tane korunmus miRNA’nin BIA
biyosentezi ile iligkilendirmislerdir(94). Sonug olarak goriilmiistiir ki, 6zellikle sekonder
metabolit ve alkaloit biyosentez regiilasyonu ile ilskili miRNA ve onlarin hedef gen
analizlerini konu alan ¢alismalar olduk¢a simirlidir. Bunlara ek olarak Ayrica, miR393'"in
asirt ifade edilmesi ile glukosinolat ve kameleksin biyosentez miktarini degistirdigi
bulunmustur (101). Ayrica miR163'in Arabidopsis bitkisinde asir1 ifade ve nakavt
edildiginde bu sonucun bitkide sekonder bitki miktarini degistirdigi bulunmustur (68). Bu
anlamda giliniimiizde bircok calismada BIA biyosentezini indiikleme amaci ile MeJA
benzeri ¢esitli elisitorler kullanilarak elde edilen alkaloit aginin degisimlerini ve bu
degisimlerin miRNA'lar ile iliskilendirilerek ortaya konulmasi hedeflenerek bu anlamda

s0z konusu ¢aligmanin bir litreratiir boslugunu dolduracagi tahmin edilmistir.
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6.7. Okuma Kiitiiphanelerindeki Retrotranspozon Elementlerin Karsilastirilmasi

Gliniimiize kadar transpozon elementleri ile ilgili yapilan g¢alismalar sonucunda; bu
elementlerin, gen fonksiyonunu, yapisin1 ve aktivitesini degistirebildigini ayni1 zamanda
genom ve kromozom yapilarinda da diizenleme de saglayabildigi bildirilmistir (85).
Transpozonlarin  bahsedilen bu dezavantajlarina karsilik, transpozonlarin iginde
bulunduklar1 konak genomlara pozitif yonde katkilar1 olabilmektedir. Ayn1 zamanda bu
elementler, literatirde ¢ogu zaman fosil olarak da adlandirilmaktadir (86). Bu inaktif
elementler aslinda dogal secilim sonucunda ortaya ¢ikmis ve genoma zarar vermeyen
elementler olarak bilinmektedir. Aksi takdirde mutasyona neden olan transpozonlar, konak
genomlarina zarar verdikleri taktirde organizmaya ciddi zarar vererek yasayamayacak ve
dolayisiyla bu yeni insersiyonlar yeni dollere aktarilamayacaktir (86). Neden olduklar
mutasyonlar, gen ve genom diizeyinde olusturduklar1 gerek yapisal gerekse fonksiyonel
degisiklikler ve de gerektiginde yeni alellerin olusmasini saglamalar1 sayesinde basarili ve
aktif transpozonlar 6zellikle bitki ve hayvan tiirlerinin evriminde ve hatta yeni tiirlerin
evriminde olduk¢a 6nem arz etmektedirler (86). Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda
retrotranspozon elementlerin, salisilik asit (SA), absisik asit (ABA), hidrojen peroksit
(H,O,) ve MeJA gibi ajanlara ait stres sinyal molekiilleri tarafindan tekrar aktif hale
getirebilmektedir (220). Bununla birlikte retrotranspozonlar, bitkilerde stres kosullarina
toleransta gorev alarak, Tyl/Copia benzeri bir retrotranspozon olan ONSEN, Brassicaceae
familyasinda yiiksek sicaklik stresiyle aktive oldugu bulunmustur (221). Gypsy benzeri bir
retrotranspozon olan Corky de, mese (Quercus spp.) agacinda gelisim siireci ve stres
kosullarina toleransla baglantili bulunmustur (222). rRNA intronu tarafindan kodlanan
homing endoniikleazin ise fungal bir endofit olan Neotyphodium uncinatum'da lolin
alkaloidi sentezinde gorev aldigir belirtilmistir (223). Buna goére, hashasta tebain
alkaloidinin iiretimi ig¢in genomda yeni organizasyonlar meydana geldigi tahmin edilerek,
bu ¢alismada da MeJA elisitorii ile muamele edilmis tebaince zengin hashas ¢esidinin
kapsiil dokusundan izole edilen total RNA, yeni nesil dizileme teknolojisi olan Roche 454
FLX+ platformu ile dizilenmistir. Dizileme sonucunda 6USS ve 9USS’ye ait okumalardan
mevcut retrotranspozon elementleri belirlenmistir. Buna gore 6USS'ye ait okumalarda,
2493 transkript 16 degisik retrotranspozon elementi ile homoloji gostermistir (Cizelge
5.15). Buna karsilik 9USS okumalarinda toplamda, 11.884 dizi, 16 retrotranspozon
elementi ile homoloji gostermislerdir (Cizelge 5.16). Simdiye kadar yapilan literatiir

taramalar1 sonucunda, bu ¢alisma disinda hashasta alkaloit biyosentez mekanizmasi ile
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iligkili retrotranspozonlarin nasil bir gorev aldigi hakkinda herhangi bir calisma
yapilmamistir. Bu anlamda tebain biyosentez mekanizmast ile iligkisi oldugu tahmin edilen
retrotranspozonlar ilk defa bu galismada belirlenmistir. Giliniimiize kadar elde edilen
bilgiler dogrultusunda retrotranspozonlarin; genlerin  yapisini, fonsiyonunu ve
biyocografyasini degistirerek transkriptom dinamizmi {izerinde yadsinamaz bir etksinin
oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada da yapilan diger analizlerde elde edilen sonuglar da
g6zoniine alindiginda 9USS transkriptomunun 6USS transkriptomuna nazaran transpozon
sayis1t ve ¢esidi bakimindan daha dinamik oldugu goriilmiistiir. Bu dinamizme 9USS de
belirlenen daha fazla retrotranpozon sayilari ve ¢esidinin de etkili bir faktor olarak alkaloit

degisimine bir ivme kazandirdig1 tahmin edilmistir.

6.8. Es zamanlh PZR ile Bazi Genlerin Analizi ifade Seviyelerinin Analizi

Bu c¢alismada qRT-PZR analizi ile MeJA uygulamasimin, metallo-karboksipeptidaz
inhibitorii geninin ifadesinde artis meydana getirdigi gosterilmistir. Buna gore, hashasta
tebain iiretiminin artmasinda sinyal iletim yolagmmin O6nemli bir yer kapladig
goriilmektedir. Hiicre duvari baglantili hidrolazlar (cell wall-associated hydrolases) bitki
gelisiminde ve stres cevabinda rol alan enzimlerdir. Kapali tohumlu bitkilerde
yer¢ekiminin etkisine karst koymak icin "tension wood" denilen kalin bir lif tabakasindan
olusan ikincil bir kabuk bulunur. Kavak (Populus sp.) agacinda bu yapiyir olusturan
polimer lignin dokusunun monomerleri olan monolignoller hiicre duvarinda
polimerlesmeden 6nce glikolize olup daha sonra glikozil hidrolazlar tarafindan serbest
birakilirlar. Hiicre duvari baglantili hidrolazlarin havu¢ (Daucus carota) bitkisinde lif
olusumunda rol aldig1 rapor edilmistir (224). Bir mantar ¢esidi olan Ganoderma
lucidum'un govde gelisimi sirasinda da bu hidrolazlari kodlayan genlerin ifadesi
artmaktadir (225). Bunun yami sira, seker pancarinda hiicre duvari baglantili hidrolaz
genlerinin kuraklik stresinde daha fazla ifade edildigi bildirilmistir (226). Bu ¢alismada,
MeJA uygulamasi sonucu hashasta hiicre duvar1 baglantili hidrolaz enzimini kodlayan
genin ifadesinde artis meydana geldigi belirlenmistir. Buna gore, hashasta MeJA
uygulamasina kars1 olusan stres cevabi sonucunda bitki hiicresinin yapisal bilesenlerinde
degisiklikler meydana gelmekte ve savunma mekanizmasinin uyarilmasi alkaloit {iretimini
de tetiklendigi diisiintilmiistiir

Dehidrinler (DHN), cok sayida yiiklii amino asit igeren, hidrofilik, 1siya dayanikli stres
proteinleridir. Uziimde DHN genlerinin ifadesi kuraklik, yiiksek sicaklik, soguk,
embriyojenez, absisik asit (ABA), salisik asit (SA) ve MeJA etkisiyle artmaktadir (227).
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Bugdayda da DHN'ler diisiik sicaklik, anoksia, ABA, oksin, giberellin ve MeJA
uygulamasina cevapta rol almaktadir (228). Muz bitkisinde MusaDHN-1 geni ifadesinin
kuraklik ve tuzluluk kosullarinda arttigir bildirilmistir (229). Domateste yapilan bir
transkriptom calismasinda dehidrinin soguk stresi i¢in transkripsiyonel bir markor oldugu
rapor edilmistir (230). Dehidrin genlerinin regiilasyonu ¢ay bitkisinde kafein sentez
geninin ifadesini artirmistir (23). Bu ¢alismada da MeJA uygulamasinin hashasta dehidrin
geni ifadesini artirdig1 tespit edilmistir. Buna gore, hashasta dehidrin geninin ifadesindeki
artis molekiiler diizeyde stres cevabini uyararak tebain iiretimini tetiklemektedir.

Transkriptom analizi ile tespit edilen diger genler de bitkilerde stres kosullariyla baglantilt
olup hashasta tebain iretiminin artisinda rol oynamaktadir. Ribuloz-1-5 bisfosfat
karboksilaz/oksijenaz, ribuloz bisfosfat karboksilaz, dehidrin, sitokrom P450 benzeri
TATA baglanma proteini (TBP), ATP sentaz, ribozomal protein ve kloroplast proteini
genlerinin fasulyede (Phaseolus vulgaris L.) tuzluluk stresine toleransta rol aldigi rapor
edilmistir (231). Kloroplast tarafindan kodlanan Ycf proteinleri abiyotik stres durumunda
hiicre ya da organel bilesenlerini korumaktadir (232). Yabanmersini (Vaccinium spp.)
cicek tomurcugunda soguk uygulamasi sonucu miktari en ¢ok artan cDNA'lar arasinda
senesens ile alakali protein ve dehidrin bulunmaktadir (233). Cay (Camellia sinensis)
yapraklarinda senesens (yaslanma) ile alakali proteininin, sitokrom P450 benzeri proteinin
ve Ycfl'in sekonder metabolizma ile baglantili oldugu rapor edilmistir (234). Kloroplast ve
fotosentez ile baglantili genlerin hashasta da bir sekonder metabolit olan tebain

alakaloitinin tiretimini tetikledigi gézlenmistir.

Stres kosullarinda hiicre igerisindeki mitokondriyel protein miktarinda artis olmakita,
hashasta da tebain tretimini tetiklemektedir. Mitokondrideki ATP bagimli proteazlar
bitkiyi oksidatif strese karsi korumada rol aldigi belirlenmistir (235). Arabidopsis'te
mitokondriyel SCO proteinlerinin UV-B stres cevabinda yer aldigi bildirilmistir (236).
Ayn1 zamanda, bitkilerdeki biiylime, gelisme ve stres siirecinde ¢ekirdekte kodlanan
mitokondriyel proteinlerinin {iretimi de etkilendigi bulunmustur (237). Uzun siireli bor
eksikliginde, portakal agaci1 (Citrus sinensis), kanola (Brassica napus) ve beyaz aci bakla
(Lupinus albus) koklerinde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) aktivitesinde de artis
meydana geldigi gozlenmistir (238). Buna gore, hashasta tebain iiretiminin artiginin,
mitokondriyel aktivitenin artis1 ve enerji metabolizmasi ile baglantili oldugu goriilmiistiir.

Retrotranspozonlar bitkilerde stres kosullarina toleransta gorev alirlar. Tyl/Copia benzeri

bir retrotranspozon olan ONSEN, Brassicaceae familyasinda yiiksek sicaklik stresiyle
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aktive olmaktadir (221). Gypsy benzeri bir retrotranspozon olan Corky, mese (Quercus
spp.) agacinda gelisim siireci ve stres kosullarina toleransla baglantilidir (222). rRNA
intron tarafindan kodlanan homing endoniikleazin ise fungal bir endofit olan
Neotyphodium uncinatum'da lolin alkaloiti sentezinde gorev aldigi belirtilmistir (223).
Buna gore, hashasta tebain firetimi igin genomda yeni organizasyonlar meydana
gelmektedir. NRAMP (natiirel rezistans baglantili makrofaj proteini) metal tastyicilarinin
Arabidopsis'te fotosentez gibi bitki biiylimesindeki Onemli siire¢lerde gerekli olan
esansiyal metallerin bitkiye alinnminda ve soguga direngte gorevli olmasmin yani sira
(239), Erwinia chrysanthemi enfeksiyonuna direng mekanizmasinda rol aldigi bildirilmistir
(240). Buna gore, metal taginiminin haghasta tebain {iretiminde rolii oldugu sdylenebilir.

Kantitatif es zamanli (QRT) PZR ile ifadesinde artis olan diger genler (integral membrane
sensor hybrid histidine kinase, bifunctional nuclease in basal defense response 1, blue
copper protein, flavonol synthase flavanone 3, methyltransferase-like protein 1-like, calvin
cycle protein cpl12) de bitkilerde stres cevabiyla baglantili olup haghasta tebain iiretiminin
artisindan sorumludur. Arabidopsis'te histidin kinazlarin kuraklik, soguk, tuzluluk ve
ozmotik stresle beraber bakteriyel ve fungal hastaliklara direngte rol aldigi bilinmektedir
(241). Cift fonksiyonlu (RNaz ve DNaz aktivitesi olan) OmBBD ve AtBBDIniikleazlar
pirinci fungal patojen (Magnaporthe oryzae) ve bocek (Nilaparvata lugens) saldirisina
kars1 korumada gorev almaktadir ve bu genlerin Arabidopsis'te ifade edilmesiyle ABA
araciligiyla kalloz depo edilmesinde ve Botrytis cinerea'ya karst diregte artis oldugu
bildirilmistir (242). Mavi bakir baglanma proteinleri de bugdayda ¢izgili pas (Puccinia
striiformis) hastaligina karst direngte rol aldigi bulunmustur (243). Flavaonoitler bitkileri
ozellikle oksidatif strese karst korudugu belirlenmistir (244). Ayrica, flavonoit
spektrumunu degistiren enzimlerden flavonol sentazin elmada ates yanikligi (Erwinia
amylovora) ve kara leke (Venturia inaequalis) hastaliklarina karsi1 direnci artirdigi rapor
edilmistir (245). DNA'nin metilasyonu da bitkilerde biyotik stres cevabinda Onemli
asamalarindan biridir. Ornegin, Arabidopsis'te tekrar dizileri ya da transpozonlardaki
dinamik DNA metilasyonu degisimleriyle salisilik asit stresine direng mekanizmasi
uyarilmaktadir (246). Bir kalvin dongiisii proteini olan CP12, bir¢ok fotosentetik canlida
bulunan kiigiik ve redoksa duyarli bir molekiildiir. CP12 Arabidopsis'te bir¢ok dokuda
ifade olur ve bitki gelisiminin yani sira, oksidatif stres kosullarinda CP12'min rediikte

formunda artis meydana geldigi bulunmustur (247).
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6.9. Sonuc¢

Sonug olarak, tebaince zengin hashas kapstiliine MeJA elisitorii uygulandiktan 6 (6USS) ve
9 (9USS) saat sonra hasat edilen kapsiil dokusuna ait transkriptom calismasi Roche 454
FLX+ platformu ile gergeklestirilmistir. MeJA uygulamasi yapilmis kapsiil dokusundaki
alkaloit degisimi TOF-LC/MS ile oOlgiilmiistiir. Buna gore tebain, morfin kodein ve
noskapin gibi alkaloit miktarlarinda kontrol bitkisine gére artis oldugu goriilmiistiir. 6USS
ve 9USS kapsiil 6rneklerinin transkriptomu sonucunda elde edilen okumalarin birlestirme
ve atiflandirma islemleri yapilarak veri zenginlestirmesi gerceklestirilmistir. Yapilan GO
ve KEGG analizi sonucunda kapsiil dokusunda sekonder matabolit biyosentezi ile iligkili
birgok enzimi kodlayan gen ve sekonder metabolit biyosentezi ile iligkili ¢ok sayida
transkripsiyon faktorii ile ilgili transkript bulunmustur. Yine gen regiilasyonunda énemli
rol oynayan genomun islevsel oyuncular1 ve post transkripsiyonel aktorler olan miRNA'lar
ve hedef genlerine ait analizler yapilarak, miRNA’larin alkaloit sentezi ile olan iligkileri
ortaya konulmustur. Ayrica, tebaince zengin hashas c¢esidi i¢in 1slah calismalarinda
kullanilabilecek genik-SSR dizileri de elde edilmistir. Buna ilaveten transkriptom
okumlarindan, gen regiilasyonu ve alkaloitlerle iligkili oldugu bilinen ¢ok sayida
transpozon elementi de ortaya ¢ikarilmistir. Yapilan analitik ve in siliko analizler 6USS ve
9USS karsilastirilarak gergeklestirilmistir. Bu baglamda 9USS transkriptomunun 6USS'ye
gore daha dinamik oldugu ve veri madenciligi agisindan da 9USS transkriptom okumasinin
bize daha zengin ¢esit ve sayida molekiiler elementler sunmustur. Buradan yola ¢ikarak bu
calismada MelJA elisitoriiniin, kapsiil dokusuna uyguladiktan QUSS zaman diliminin 6USS
zaman dilimine nazaran BIA biyosentezi iizerinde daha ¢ok indiikleyici bir etki gosterdigi
diistiniilmiistiir. Bu baglamda, MeJA uygulamasinin hashasta cesitli biyotik ve abiyotik
stres kosullaria direnclilik mekanizmalarinda rol alan genlerin ifadesini artirdigi, bunun
bir yansimasi olarak da tebain iiretiminde artis meydana geldigi ortaya konulmustur. Bu
bilgiler 1s1ginda, metabolik mithendisligi teknikleri kullanilarak, ifadesi artan genlerin
coklu kopyalarmin bitkiye aktarilmasiyla daha fazla tebain iiretme yetenegine sahip haghas
cesitlerinin gelistirilebilecegi ongoriilmektedir. Elde edilen verilerin, hashas genomunda
ortaya c¢ikarilmasi ve derinlemesine analiz edilmesiyle tespit edilen kontiglerin
annotasyonu yapilabilecektir. Islevsel genomik yaklasimlarin tespit edilen gen ve
transkriptlere uygulanmasiyla i) tebain ve BIA biyosentez mekanizmalarinin molekiiler
olarak aydinlatilmasi, ii) BIA {iretiminin regiilasyonunun belirlenmesi, iii) tespit edilen

genlerin molekiiler yolaklardaki rollerinin belirlenmesi, 1v) transgenik ve transgenik-
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olmayan yaklasimlarin bu genlerin farkli hashas ¢esitlerine aktarilmasi saglanarak ilgili
BIA’larin sentezi iiriin bazinda arttiritlma amaciyla kullanilabilecektir. Bu sayilan hedefler
dogrultusunda proje sonuglarinin yeni proje gelistirme potansiyeli bulunmaktadir. Ayrica
caligmalarin daha da kapsamli bir sekilde genisletilmesi ile alkaloit biyosentezi metabolik
mithendisligi uygulamalarinin katkilar1 ile SSR'larin, transkripsiyon faktorlerinin,
miRNA'larin, transpozon elementlerinin alkaloit biyosentez mekanizmasiyla o6zellikle
tebain alkaloidi ile olan baglantilarini susturma ve/veya asir1 ifade ettirme deneyleri
yapilarak, ya da miRNA’lar1 regiile etmek icin hedefledigi genlerin {izerinden

manipiilasyonlar yapilarak tebain alkaloit sentezi yonlendirilebilecektir.
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2,90E-43
2,90E-43
2,90E-43

2,90E-43

-0,687676891
-0,687676891
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-0,778059475
-1,035825998
-1,605926436
-1,605926436
-1,605926436
-1,605926436
-1,605926436
-1,605926436
-1,605926436
-1,677912142
-1,677912142
-1,677912142
-1,677912142
-1,677912142
-1,677912142
-1,677912142

-1,677912142
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Cluster-182.0

Cluster-222.0

Cluster-194.0

Cluster-160.0

Cluster-173.0

Cluster-190.0

Cluster-252.0

Cluster-95.0

Cluster-185.0

Cluster-268.0

Cluster-246.0

Cluster-120.0

Cluster-177.0

Cluster-181.0

Cluster-123.0

Cluster-191.0

Cluster-195.0

Cluster-269.0

Cluster-25.0

Cluster-244.0

Cluster-118.0

Cluster-44.0

Cluster-263.0

Cluster-50.0

Cluster-74.0

Cluster-157.0

Cluster-159.0

Cluster-243.0

Cluster-53.0

Cluster-117.0

Cluster-210.0

Cluster-217.0

Cluster-232.0

10,87273894
10,87273894
11,86080604
11,17611065
11,17611065
11,17611065
12,59896473
12,46266341
12,4437489

12,30706546
12,34582619
12,31044277
12,49687707
12,15486852
11,57524095
11,57524095
11,57524095
11,57524095
12,19516241
12,16636306
12,4326933

12,12194273
12,59510847
11,9644721

11,28656131
11,28656131
11,28656131
11,28656131
11,2587821

11,2587821

11,2587821

11,2587821

11,2587821

11,03199772
11,03199772
11,15335443
11,15335443
11,15335443
11,15335443
12,00872037
11,94583568
11,94583568
11,9097382

11,85519316
11,82447897
12,0364782

11,89685562
11,24399695
11,24399695
11,24399695
11,24399695
11,82447897
11,82447897
12,45010405
12,40496099
12,13007707
11,82447897
11,24399695
11,24399695
11,82447897
11,24399695
11,24399695
11,24399695
11,24399695
11,24399695

11,24399695

16,31168432
16,31168432
13,95422021
13,14867713
13,14867713
13,14867713
13,66424925
13,58400101
13,56338465
13,42534032
13,43812203
13,37920053
13,46675844
13,25522423
12,91835938
12,91835938
12,91835938
12,91835938
13,25391185
13,22261223
13,35160349
13,17433545
13,35785183
13,00319366
12,59618316
12,59618316
12,59618316
12,59618316
12,56518062
12,56518062
12,56518062
12,56518062

12,56518062

2,90E-43
2,90E-43
1,89E-34
1,71E-31
1,71E-31
1,71E-31
2,22E-33
4,38E-33
5,21E-33
1,67E-32
1,50E-32
2,47E-32
1,18E-32
7,00E-32
1,18E-30
1,18E-30
1,18E-30
1,18E-30
7,08E-32
9,20E-32
3,11E-32
1,38E-31
2,95E-32
5,79E-31
1,72E-29
1,72E-29
1,72E-29
1,72E-29
2,22E-29
2,22E-29
2,22E-29
2,22E-29

2,22E-29

43

6,80E-
43
6,80E-
43
4,37E-
34
3,16E-
31
3,16E-
31
3,16E-
31
5,04E-
33
9,80E-
33
1,15E-
32
3,53E-

3,21E-
32
5,14E-
32
2,56E-
32
1,40E-

1,92E-
30
1,92E-
30
1,92E-
30
1,92E-
30
1,40E-
31
1,79E-
31
6,30E-
32
2,65E-

6,06E-
32
1,02E-
30
2,60E-
29
2,60E-
29
2,60E-
29
2,60E-
29
3,20E-
29
3,20E-
29
3,20E-
29
3,20E-
29
3,20E-
29

-1,677912142
-1,677912142
-3,272782439
-3,421817062
-3,421817062
-3,421817062
-3,515629378
-3,517772129
-3,521057728
-3,541232824
-3,543780504
-3,55616598

-3,560001904
-3,568546844
-3,574798277
-3,574798277
-3,574798277
-3,574798277
-3,575642754
-3,580479834
-3,584620305
-3,587918162
-3,608384812
-3,614067939
-3,625360953
-3,625360953
-3,625360953
-3,625360953
-3,630159174
-3,630159174
-3,630159174
-3,630159174

-3,630159174
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Cluster-242.0

Cluster-46.0

Cluster-89.0

Cluster-212.0

Cluster-249.0

Cluster-267.0
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Cluster-241.0

Cluster-27.0
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Cluster-254.0
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Cluster-250.0

Cluster-214.0

Cluster-140.0

Cluster-111.0

Cluster-19.0

Cluster-234.0

Cluster-164.0

Cluster-225.0

Cluster-176.0

Cluster-207.0

Cluster-153.0

Cluster-156.0

Cluster-18.0

12,17518111
11,23100289
11,23100289
11,23100289
11,23100289
11,23100289
12,04258844
12,19006077
12,26666169
12,69240622
12,45452841
11,86875715
11,89402531
11,38491709
11,38491709
11,38491709
11,38491709
11,38491709
11,36889563
11,36889563
11,89844627
11,89844627
11,92963702
12,01825634
12,73307883
11,76722167
11,76722167
11,50510611
11,73089622
11,45708477
11,45708477
11,84982788
11,84982788

11,69307902

11,73383645
11,64023757
11,24399695
11,24399695
11,24399695
11,24399695
11,75387904
11,71261422
11,69006477
13,17654371
12,22071959
11,71261422
11,69006477
11,3163736

11,3163736

11,3163736

11,3163736

11,3163736

11,3163736

12,10885485
11,64023757
11,64023757
11,61247974
11,58240618
12,3458729

11,61247974
11,61247974
11,37662562
11,58240618
11,37662562
11,37662562
11,54959505
11,54959505

11,54959505

13,05056294
12,53417808
12,53417808
12,53417808
12,53417808
12,53417808
12,96970552
12,99773218
13,00230661
13,14744001
13,01804066
12,65514008
12,60732283
12,23833485
12,23833485
12,23833485
12,23833485
12,23833485
12,22111241
12,22111241
12,46980727
12,46980727
12,4166257

12,42575353
12,73682206
12,24758028
12,24758028
12,02678589
12,12865003
11,97658711
11,97658711
12,1732071

12,1732071

12,01218059

3,90E-31
2,87E-29
2,87E-29
2,87E-29
2,87E-29
2,87E-29
7,66E-31
6,06E-31
5,83E-31
1,73E-31
5,12E-31
1,05E-29
1,57E-29
3,29E-28
3,29E-28
3,29E-28
3,29E-28
3,29E-28
3,79E-28
3,79E-28
4,89E-29
4,89E-29
7,58E-29
7,03E-29
5,34E-30
3,05E-28
3,05E-28
1,86E-27
8,10E-28
2,81E-27
2,81E-27
5,62E-28
5,62E-28

2,10E-27

-3,633501895
-3,63494557
-3,63494557
-3,63494557
-3,63494557
-3,63494557
-3,636518872
-3,651219868
-3,661531092
-3,682944173
-3,68479892
-3,700616474
-3,717724884
-3,745384317
-3,745384317
-3,745384317
-3,745384317
-3,745384317
-3,747790377
-3,747790377
-3,755916805
-3,755916805
-3,774373361
-3,78392874
-3,79652819
-3,796714938
-3,796714938
-3,818805374
-3,822507822
-3,82531766
-3,82531766
-3,826607955
-3,826607955

-3,846943095
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253.0
Cluster-
108.0
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270.0

Cluster-196.0

Cluster-129.0

Cluster-170.0

Cluster-37.0

Cluster-209.0

Cluster-34.0

Cluster-183.0

Cluster-167.0

Cluster-174.0

Cluster-30.0

Cluster-261.0

Cluster-237.0

Cluster-256.0

Cluster-259.0

Cluster-54.0

Cluster-139.0

Cluster-125.0

Cluster-179.0

Cluster-253.0

Cluster-108.0

Cluster-270.0

11,65473483
11,59345357
11,59345357
11,57617422
11,57617422
11,77063895
11,5390122

11,74760577
11,74760577
13,17741134
12,96176894
13,19542072
13,61142137
13,46300705
13,54840806
13,53669864
13,88996999
14,30795647
15,48009358
15,83028008

15,65792127

11,42823834
11,42823834
11,42823834
11,82447897
11,42823834
13,94058704
11,42823834
11,47338141
11,47338141
12,45010405
12,50509548
12,55912883
14,06750852
12,8319158

12,88221758
12,9013361

13,07572914
13,49329182
15,91004539
14,57118045

14,48979978

11,95985458
11,89696898
11,89696898
11,87923726
11,87923726
11,96649466
11,84110234
11,94307822
11,94307822
12,55823116
12,07874004
11,99007308
11,21314632
11,083706
11,03293367
10,97828885
10,91042483
10,74769939
10,5678382
10,60994592

10,53769471

3,22E-27
5,37E-27
5,37E-27
6,20E-27
6,20E-27
3,05E-27
8,46E-27
3,69E-27
3,69E-27
2,35E-29
1,22E-27
2,51E-27
1,32E-24
3,70E-24
5,63E-24
8,52E-24
1,46E-23
5,22E-23
2,12E-22
1,53E-22

2,68E-22

27

3,60E-
27
5,84E-
27
5,84E-
27
6,65E-
27
6,65E-
27
3,44E-

9,00E-
27
4,07E-
27
4,07E-
27
3,36E-
29
1,44E-
27
2,90E-
27
1,40E-
24
3,88E-
24
5,76E-
24
8,82E-
24
1,50E-
23
5,33E-
23
2,14E-
22
1,55E-
22
2,68E-
22

-3,855077659
-3,862894502
-3,862894502
-3,865091154
-3,865091154
-3,867821035
-3,869804304
-3,870684757
-3,870684757
-3,889904087
-3,971423881
-4,010604674
-4,174726387
-4,184981373
-4,197477557
-4,204633719
-4,233220692
-4,273867409
-4,338415778
-4,345651742

-4,347044289
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EK 2. 9USS'de ifadesi deigisen transkriptler (Sayfa 138-144)

genes logFC AveExpr t P.Value adj.P.va B

Cluster-16.0  Cluster-16.0 8,946444504 10,81789262 15,90516524 8,88E- I3,43E-44 -0,735356751
Cluster-17.0  Cluster-17.0 8,946444504  10,37966584  15,90516524 3,688E- 3,43E-44  -0,735356751
Cluster-55.0  Cluster-55.0  8,946444504  10,28902332 15,90516524 3,688E- 3,43E-44  -0,735356751
Cluster- Cluster-120.0  8,946444504 9,587184589  15,90516524 g?SSE- 3,43E-44 -0,735356751
ézlals(zer- Cluster-145.0  8,946444504 10,59462143 15,90516524 L81,688E- 3,43E-44 -0,735356751
giger- Cluster-251.0  8,946444504 9,587184589  15,90516524 3,688E- 3,43E-44  -0,735356751
é5lllj;s(ier-18.0 Cluster-18.0  9,822079916 9,587184589  14,38815756 iilSE- 8,66E-38 -2,43121771

Cluster-47.0  Cluster-47.0 9,822079916 9,587184589  14,38815756 ?13185 8,66E-38 -2,43121771

Cluster-51.0  Cluster-51.0  9,822079916 9,587184589  14,38815756 22185 8,66E-38 -2,43121771

Cluster-72.0  Cluster-72.0  9,822079916 9,587184589  14,38815756 2?485 8,66E-38 -2,43121771

Cluster- Cluster-137.0  9,822079916 9,587184589  14,38815756 2,948E- 8,66E-38 -2,43121771

gzger- Cluster-144.0  9,822079916 9,587184589  14,38815756 i:;1,%185 8,66E-38 -2,43121771

gﬁ.s(ier- Cluster-113.0  9,456154426  9,587184589  13,85212104 8,916E- 8,31E-36 -2,59022462

élli'sfier-Zl.O Cluster-21.0 9,438483517 10,71807508 13,8262353 i718E- 8,31E-36 -2,597750435
Cluster-60.0  Cluster-60.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 i?lSE- 8,31E-36 -2,597750435
Cluster-64.0  Cluster-64.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 iGISE- 8,31E-36 -2,597750435
Cluster-69.0  Cluster-69.0  9,438483517 9,983425214  13,8262353 i618E- 8,31E-36 -2,597750435
Cluster- Cluster-104.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 §?18E- 8,31E-36 -2,597750435
gﬁger- Cluster-106.0  9,438483517 9,983425214  13,8262353 i?lSE- 8,31E-36 -2,597750435
ggﬁer- Cluster-112.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 ?fslSE- 8,31E-36 -2,597750435
élltzjé(ier- Cluster-122.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 i618E- 8,31E-36 -2,597750435
(1:2Iﬁ's(zer- Cluster-152.0  9,438483517 10,16766661 13,8262353 §?18E- 8,31E-36 -2,597750435
é?tzj;s(ier- Cluster-165.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 i?lSE- 8,31E-36 -2,597750435
giger- Cluster-166.0  9,438483517 10,80167984  13,8262353 ?fslSE- 8,31E-36 -2,597750435
giﬁlsger- Cluster-181.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 i618E- 8,31E-36 -2,597750435
gﬁ's('zer- Cluster-191.0  9,438483517 9,983425214  13,8262353 f?lSE- 8,31E-36 -2,597750435
giﬁer- Cluster-199.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 i,618E- 8,31E-36 -2,597750435
ga.s(:er- Cluster-203.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 ?,618E- 8,31E-36 -2,597750435
(23(:3.39# Cluster-239.0 9,438483517 9,587184589 13,8262353 i618E- 8,31E-36 -2,597750435
(Zis;g's(ier- Cluster-241.0  9,438483517 9,587184589  13,8262353 f?lSE- 8,31E-36 -2,597750435
gllj.s(zerﬁ&o Cluster-78.0 10,49148778 9,771425988 13,95341768 §§37E- 5,22E-36  -2,911874757
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Cluster-
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Cluster-
268.0
Cluster-46.0
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133.0
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204.0
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224.0
Cluster-25.0

Cluster-89.0

Cluster-
100.0
Cluster-
124.0
Cluster-

Cluster-230.0

Cluster-243.0

Cluster-101.0

Cluster-85.0

Cluster-134.0

Cluster-184.0

Cluster-208.0

Cluster-225.0

Cluster-240.0

Cluster-206.0

Cluster-180.0

Cluster-188.0

Cluster-212.0

Cluster-77.0

Cluster-143.0

Cluster-194.0

Cluster-200.0

Cluster-42.0

Cluster-61.0

Cluster-158.0

Cluster-169.0

Cluster-178.0

Cluster-210.0

Cluster-228.0

Cluster-268.0

Cluster-46.0

Cluster-133.0

Cluster-204.0

Cluster-224.0

Cluster-25.0

Cluster-89.0

Cluster-100.0

Cluster-124.0

Cluster-125.0

10,49148778
10,49148778
9,587134592
9,568828987
9,568828987
9,568828987
9,568828987
9,568828987
9,568828987
9,684222854
9,657473487
9,657473487
9,657473487
10,370687

10,370687

10,370687

10,370687

10,36243649
10,36243649
10,36243649
10,36243649
10,36243649
10,36243649
10,36243649
10,36243649
10,99486957
9,753807448
9,753807448
9,753807448
9,745556942
9,745556942
9,745556942
9,853269599

9,853269599

10,35190801
9,771425988
9,771425988
9,771425988
9,771425988
9,771425988
9,771425988
9,771425988
9,771425988
9,892782695
9,892782695
9,892782695
9,892782695
9,983425214
9,983425214
10,37966584
9,983425214
9,983425214
9,983425214
9,983425214
9,983425214
9,983425214
9,983425214
9,983425214
12,04183013
11,56139382
10,84828312
9,983425214
10,96014786
9,983425214
9,983425214
9,983425214
10,05580187

10,84828312

13,95341768
13,95341768
12,75065045
12,72630445
12,72630445
12,72630445
12,72630445
12,72630445
12,72630445
11,27291256
11,24177498
11,24177498
11,24177498
10,84654392
10,84654392
10,84654392
10,84654392
10,83791484
10,83791484
10,83791484
10,83791484
10,83791484
10,83791484
10,83791484
10,83791484
10,85104523
10,20135897
10,20135897
10,20135897
10,19272989
10,19272989
10,19272989
9,724378581

9,724378581

5,22E-36
5,22E-36
2,67E-31
2,86E-31
2,86E-31
2,86E-31
2,86E-31
2,86E-31
2,86E-31
1,78E-25
2,20E-25
2,20E-25
2,20E-25
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
5,99E-24
1,33E-21
1,33E-21
1,33E-21
1,36E-21
1,36E-21
1,36E-21
5,88E-20

5,88E-20

-2,911874757
-2,911874757
-3,191001374
-3,196391729
-3,196391729
-3,196391729
-3,196391729
-3,196391729
-3,196391729
-3,752395571
-3,757081744
-3,757081744
-3,757081744
-3,964063609
-3,964063609
-3,964063609
-3,964063609
-3,965075948
-3,965075948
-3,965075948
-3,965075948
-3,965075948
-3,965075948
-3,965075948
-3,965075948
-4,032073303
-4,037532913
-4,037532913
-4,037532913
-4,03848501

-4,03848501

-4,03848501

-4,143879949

-4,143879949
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125.0

Cluster-
218.0
Cluster-
119.0
Cluster-
193.0
Cluster-48.0

Cluster-90.0

Cluster-
195.0
Cluster-
201.0
Cluster-
221.0
Cluster-
231.0
Cluster-
238.0
Cluster-
261.0
Cluster-
220.0
Cluster-39.0

Cluster-76.0

Cluster-63.0

Cluster-
159.0
Cluster-
269.0
Cluster-59.0

Cluster-
129.0
Cluster-
234.0
Cluster-
264.0
Cluster-57.0

Cluster-
130.0
Cluster-23.0

Cluster-3.0

Cluster-12.0

Cluster-33.0

Cluster-
109.0
Cluster-
142.0
Cluster-
260.0
Cluster-10.0

Cluster-
267.0
Cluster-
138.0

Cluster-218.0

Cluster-119.0

Cluster-193.0

Cluster-48.0

Cluster-90.0

Cluster-195.0

Cluster-201.0

Cluster-221.0

Cluster-231.0

Cluster-238.0

Cluster-261.0

Cluster-220.0

Cluster-39.0

Cluster-76.0

Cluster-63.0

Cluster-159.0

Cluster-269.0

Cluster-59.0

Cluster-129.0

Cluster-234.0

Cluster-264.0

Cluster-57.0

Cluster-130.0

Cluster-23.0

Cluster-3.0

Cluster-12.0

Cluster-33.0

Cluster-109.0

Cluster-142.0

Cluster-260.0

Cluster-10.0

Cluster-267.0

Cluster-138.0

9,853269599
10,56426799
10,56426799
10,40547278
10,40547278
10,40547278
10,40547278
10,40547278
10,40547278
10,40547278
10,40547278
10,74115628
10,54369007
10,54369007
10,05642175
10,05291748
10,04538099
10,45740595
10,45740595
10,45740595
10,34552937
10,33667469
10,33667469
10,23296229
10,3209909

10,3209909

10,3209909

10,40656744
10,40656744
10,50638864
10,47769883
10,47769883

10,63060083

10,63628389
10,16766661
10,16766661
10,16766661
10,16766661
10,16766661
11,14438926
10,16766661
10,86950534
10,56390724
10,56390724
10,83340787
10,99086205
10,28902332
10,16766661
10,16766661
10,16766661
11,08150457
10,28902332
10,28902332
10,28902332
10,28902332
10,28902332
10,25292584
10,28902332
10,28902332
10,28902332
10,32183445
10,32183445
10,35190801
10,35190801
10,74814864

10,40543921

9,724378581
9,813305268
9,813305268
9,665798038
9,665798038
9,665798038
9,665798038
9,665798038
9,665798038
9,665798038
9,665798038
9,809401935
9,584293972
9,584293972
9,341559363
9,338304194
9,331303433
9,505861055
9,505861055
9,505861055
9,40416439

9,396115422
9,396115422
9,345291842
9,381858739
9,381858739
9,381858739
9,413720498
9,413720498
9,440581088
9,414801676
9,414801676

9,462671294

20

1,82E-
20
8,81E-

8,81E-
21
2,94E-
20
2,94E-
20
2,94E-

2,94E-
20
2,94E-
20
2,94E-
20
2,94E-
20
2,94E-
20
9,09E-
21
5,69E-
20
5,69E-

3,99E-
19
4,09E-
19
4,32E-
19
1,07E-
19
1,07E-
19
1,07E-
19
2,42E-
19
2,58E-
19
2,58E-
19
3,87E-
19
2,89E-
19
2,89E-
19
2,89E-
19
2,24E-
19
2,24E-
19
1,81E-
19
2,22E-
19
2,22E-
19
1,52E-
19

5,88E-20
3,01E-20
3,01E-20
8,52E-20
8,52E-20
8,52E-20
8,52E-20
8,52E-20
8,52E-20
8,52E-20
8,52E-20
3,06E-20
1,61E-19
1,61E-19
7,00E-19
7,03E-19
7,21E-19
2,72E-19
2,72E-19
2,72E-19
4,96E-19
4,99E-19
4,99E-19
6,85E-19
5,32E-19
5,32E-19
5,32E-19
4,73E-19
4,73E-19
4,00E-19
4,73E-19
4,73E-19

3,48E-19

-4,143879949
-4,187488012
-4,187488012
-4,199778601
-4,199778601
-4,199778601
-4,199778601
-4,199778601
-4,199778601
-4,199778601
-4,199778601
-4,201320512
-4,222832768
-4,222832768
-4,226140518
-4,226400616
-4,226959692
-4,228968114
-4,228968114
-4,228968114
-4,236848182
-4,237468245
-4,237468245
-4,238086148
-4,238565224
-4,238565224
-4,238565224
-4,239560552
-4,239560552
-4,242225032
-4,244171631
-4,244171631

-4,247115212
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Cluster-
270.0
Cluster-4.0

Cluster-8.0

Cluster-32.0

Cluster-35.0

Cluster-
153.0
Cluster-
196.0
Cluster-
176.0
Cluster-
189.0
Cluster-53.0

Cluster-1.0

Cluster-
131.0
Cluster-9.0

Cluster-13.0

Cluster-
107.0
Cluster-2.0

Cluster-6.0

Cluster-36.0

Cluster-41.0

Cluster-
213.0
Cluster-
175.0
Cluster-28.0

Cluster-
187.0
Cluster-
219.0
Cluster-58.0

Cluster-
182.0
Cluster-74.0

Cluster-
147.0
Cluster-15.0

Cluster-
149.0
Cluster-40.0

Cluster-96.0
Cluster-

174.0
Cluster-

Cluster-270.0

Cluster-4.0

Cluster-8.0

Cluster-32.0

Cluster-35.0

Cluster-153.0

Cluster-196.0

Cluster-176.0

Cluster-189.0

Cluster-53.0

Cluster-1.0

Cluster-131.0

Cluster-9.0

Cluster-13.0

Cluster-107.0

Cluster-2.0

Cluster-6.0

Cluster-36.0

Cluster-41.0

Cluster-213.0

Cluster-175.0

Cluster-28.0

Cluster-187.0

Cluster-219.0

Cluster-58.0

Cluster-182.0

Cluster-74.0

Cluster-147.0

Cluster-15.0

Cluster-149.0

Cluster-40.0

Cluster-96.0

Cluster-174.0

Cluster-170.0

16,31669322
10,61698215
10,67284835
10,67284835
10,67284835
10,52738789
10,52738789
10,52072206
10,52072206
10,72426779
10,762185

10,72170617
10,71954019
10,71954019
10,51405624
10,78845426
10,78845426
10,81691894
10,81691894
10,47644163
10,80998449
10,86921099
10,60665212
10,60665212
10,68676063
10,88070496
10,57361522
10,57361522
10,90679191
10,76391769
10,92282937
10,71460959
10,71460959

10,70727682

15,78061238
10,40543921
10,42949304
10,42949304
10,42949304
11,24452374
10,37966584
10,96014786
10,96014786
10,84828312
10,47326472
10,45204249
10,45204249
10,45204249
10,77590646
10,49330731
10,49330731
10,51229452
10,51229452
10,37966584
10,51229452
10,54751015
11,15388122
10,84828312
10,90853514
10,56390724
10,47326472
10,47326472
10,9758318

10,56390724
12,11114372
10,56390724
11,26574597

10,96014786

11,70011468
9,450548826
9,471356936
9,471356936
9,471356936
9,405686565
9,405686565
9,399730989
9,399730989
9,488567425
9,505062482
9,486300971
9,484384564
9,484384564
9,393775413
9,513061229
9,513061229
9,512422305
9,512422305
9,360168667
9,506324134
9,505830984
9,384503986
9,384503986
9,397960797
9,479309951
9,338519393
9,338519393
9,459660509
9,377564455
9,428666661
9,334607063
9,334607063

9,328218724

3,90E-27
3,76E-19
3,28E-19
3,28E-19
3,28E-19
4,95E-19
4,95E-19
4,97E-19
4,97E-19
3,07E-19
2,72E-19
3,08E-19
3,08E-19
3,08E-19
5,04E-19
2,72E-19
2,72E-19
2,72E-19
2,72E-19
6,17E-19
2,72E-19
2,72E-19
5,32E-19
5,32E-19
4,99E-19
3,17E-19
7,03E-19
7,03E-19
3,53E-19
5,47E-19
4,35E-19
7,13E-19
7,13E-19

7,21E-19

-4,247546491
-4,24801639
-4,248571628
-4,248571628
-4,248571628
-4,248797176
-4,248797176
-4,249240645
-4,249240645
-4,249354877
-4,249370141
-4,2495219
-4,249663095
-4,249663095
-4,249683834
-4,249877134
-4,249877134
-4,251770166
-4,251770166
-4,252179439
-4,252215187
-4,255984049
-4,256982518
-4,256982518
-4,26007554
-4,260462592
-4,261515061
-4,261515061
-4,264807779
-4,2676888
-4,270073328
-4,270716325
-4,270716325

-4,271165371
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170.0
Cluster-5.0

Cluster-7.0

Cluster-
226.0
Cluster-
247.0
Cluster-
254.0
Cluster-
229.0
Cluster-
177.0
Cluster-45.0

Cluster-70.0

Cluster-
235.0
Cluster-44.0

Cluster-
249.0
Cluster-
135.0
Cluster-
162.0
Cluster-
236.0
Cluster-56.0

Cluster-0.0

Cluster-
102.0
Cluster-83.0

Cluster-86.0

Cluster-95.0

Cluster-
115.0
Cluster-
127.0
Cluster-
207.0
Cluster-14.0

Cluster-73.0

Cluster-
217.0
Cluster-
214.0
Cluster-
262.0
Cluster-43.0

Cluster-
140.0
Cluster-
242.0
Cluster-
252.0

Cluster-5.0

Cluster-7.0

Cluster-226.0

Cluster-247.0

Cluster-254.0

Cluster-229.0

Cluster-177.0

Cluster-45.0

Cluster-70.0

Cluster-235.0

Cluster-44.0

Cluster-249.0

Cluster-135.0

Cluster-162.0

Cluster-236.0

Cluster-56.0

Cluster-0.0

Cluster-102.0

Cluster-83.0

Cluster-86.0

Cluster-95.0

Cluster-115.0

Cluster-127.0

Cluster-207.0

Cluster-14.0

Cluster-73.0

Cluster-217.0

Cluster-214.0

Cluster-262.0

Cluster-43.0

Cluster-140.0

Cluster-242.0

Cluster-252.0

10,9336293
10,9336293
10,65053996
10,65053996
10,60123187
10,81971542
10,72837785
10,95602373
10,83366639
10,83366639
10,95180585
10,93533458
10,92603531
10,92603531
10,92603531
11,1056676
10,7707803
10,94578311
11,11053435
11,13761462
11,13761462
11,07860253
11,07860253
10,96920253
10,96065702
11,03844257
11,03844257
11,01961582
11,46691393
11,31606536
11,31606536
11,11285

11,11285

10,6090503

10,6090503

10,96014786
10,56390724
10,56390724
11,31088903
10,59462143
10,66160473
10,63628389
11,03252452
10,68526394
11,08150457
11,08150457
11,26574597
10,68526394
10,74814864
10,64916647
11,09277654
10,7576406

11,17214709
10,77590646
10,7576406

11,15388122
10,71807508
11,2985571

10,74814864
10,74814864
11,14438926
11,66198659
11,24452374
10,84828312
10,7932917

11,98201357

9,402094438
9,402094438
9,278789367
9,278789367
9,235831975
9,304137119
9,260814679
9,327615656
9,269190928
9,269190928
9,282967497
9,269006117
9,26112387
9,26112387
9,26112387
9,333304802
9,19254075
9,2614467
9,326928489
9,328431705
9,328431705
9,300122769
9,300122769
9,253675428
9,246466397
9,276808271
9,276808271
9,260986095
9,444537536
9,359365075
9,359365075
9,2752278

9,2752278

19

2,46E-
19
2,46E-
19
6,56E-
19
6,56E-
19
9,21E-
19
5,36E-
19
7,56E-
19
4,45E-
19
7,08E-
19
7,08E-
19
6,34E-
19
7,09E-
19
7,54E-
19
7,54E-
19
7,54E-
19
4,26E-
19
1,30E-
18
7,52E-
19
4,48E-
19
4,42E-
19
4,42E-
19
5,54E-
19
5,54E-
19
8,00E-
19
8,47E-
19
6,66E-
19
6,66E-
19
7,55E-
19
1,75E-
19
3,46E-
19
3,46E-
19
6,75E-
19
6,75E-
19

4,96E-19
4,96E-19
1,00E-18
1,00E-18
1,21E-18
8,52E-19
1,03E-18
7,21E-19
1,03E-18
1,03E-18
9,81E-19
1,03E-18
1,03E-18
1,03E-18
1,03E-18
7,15E-19
1,64E-18
1,03E-18
7,21E-19
7,21E-19
7,21E-19
8,62E-19
8,62E-19
1,07E-18
1,12E-18
1,00E-18
1,00E-18
1,03E-18
3,91E-19
6,17E-19
6,17E-19
1,00E-18

1,00E-18

-4,274359341
-4,274359341
-4,274629444
-4,274629444
-4,277625006
-4,281084678
-4,281674449
-4,285683516
-4,286576846
-4,286576846
-4,291346784
-4,292270592
-4,292791537
-4,292791537
-4,292791537
-4,293170769
-4,293210209
-4,293831545
-4,294258851
-4,295516358
-4,295516358
-4,296005876
-4,296005876
-4,296115602
-4,296586819
-4,296857706
-4,296857706
-4,297886242
-4,297987097
-4,300948462
-4,300948462
-4,301011722

-4,301011722
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Cluster-31.0

Cluster-
114.0
Cluster-
171.0
Cluster-
266.0
Cluster-54.0

Cluster-26.0

Cluster-
190.0
Cluster-
198.0
Cluster-
205.0
Cluster-
209.0
Cluster-29.0

Cluster-
110.0
Cluster-
160.0
Cluster-
222.0
Cluster-75.0

Cluster-
163.0
Cluster-
179.0
Cluster-24.0

Cluster-68.0

Cluster-
167.0
Cluster-
233.0
Cluster-
172.0
Cluster-11.0

Cluster-
157.0
Cluster-
255.0
Cluster-
108.0
Cluster-
150.0
Cluster-
116.0
Cluster-
253.0
Cluster-
246.0
Cluster-
248.0
Cluster-
173.0
Cluster-94.0

Cluster-

Cluster-31.0

Cluster-114.0

Cluster-171.0

Cluster-266.0

Cluster-54.0

Cluster-26.0

Cluster-190.0

Cluster-198.0

Cluster-205.0

Cluster-209.0

Cluster-29.0

Cluster-110.0

Cluster-160.0

Cluster-222.0

Cluster-75.0

Cluster-163.0

Cluster-179.0

Cluster-24.0

Cluster-68.0

Cluster-167.0

Cluster-233.0

Cluster-172.0

Cluster-11.0

Cluster-157.0

Cluster-255.0

Cluster-108.0

Cluster-150.0

Cluster-116.0

Cluster-253.0

Cluster-246.0

Cluster-248.0

Cluster-173.0

Cluster-94.0

Cluster-155.0

10,97437322
11,07041874
11,17532798
11,17532798
11,29290325
10,98488555
11,23714636
11,23714636
11,13957131
11,39593067
10,98818521
11,156236
11,156236
11,156236
11,3574042
11,3574042
11,3574042
10,9915966
11,32529207
11,32529207
11,47338167
11,54461129
11,0016038
11,25507072
11,53393946
14,18146523
11,43528841
11,7467585
13,92818663
11,65379113
11,50739092
11,39012637
11,58835213

11,64771569

10,7576406

10,80167984
11,81013052
10,83340787
10,86950534
11,19792046
11,57134407
10,86950534
10,84828312
11,30477577
10,81789262
11,44998737
10,86950534
10,86950534
10,9146484

11,31088903
11,97663028
10,84828312
11,99437191
10,93239004
10,96014786
11,37715242
10,88954793
10,96014786
11,00529092
14,24746556
11,03252452
11,4739082

14,52934389
11,6581496

11,09277654
11,4777452

11,50351857

11,90679695

9,212625694
9,22454162

9,263808757
9,263808757
9,301216461
9,153270198
9,255293201
9,255293201
9,213389225
9,30705964

9,13087579

9,188652697
9,188652697
9,188652697
9,263459679
9,263459679
9,263459679
9,09100134

9,199511646
9,199511646
9,24895172

9,252540248
9,02301473

9,07296634

9,180472043
10,06287184
9,013236582
9,096872951
9,888313422
9,024877571
8,857623281
8,807333558
8,867321436

8,887109414

1,43E-18
1,31E-18
1,03E-18
1,03E-18
8,62E-19
2,18E-18
1,07E-18
1,07E-18
1,42E-18
8,39E-19
2,58E-18
1,67E-18
1,67E-18
1,67E-18
1,03E-18
1,03E-18
1,03E-18
3,49E-18
1,56E-18
1,56E-18
1,10E-18
1,08E-18
5,83E-18
3,99E-18
1,77E-18
3,99E-21
6,26E-18
3,35E-18
1,67E-20
5,77E-18
2,04E-17
2,96E-17
1,90E-17

1,64E-17

-4,301673383
-4,305209198
-4,305701695
-4,305701695
-4,307038483
-4,309725009
-4,309909469
-4,309909469
-4,310158649
-4,311475906
-4,312683541
-4,314050364
-4,314050364
-4,314050364
-4,31488808

-4,31488808

-4,31488808

-4,317769002
-4,321028825
-4,321028825
-4,322209102
-4,325125107
-4,32648172

-4,332618044
-4,332980792
-4,343981339
-4,347427125
-4,351445548
-4,352452969
-4,355334443
-4,36701634

-4,367584105
-4,369183608

-4,369457233
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155.0

Cluster-
132.0
Cluster-65.0

Cluster-52.0

Cluster-
186.0
Cluster-
211.0
Cluster-
257.0
Cluster-
117.0
Cluster-99.0

Cluster-
244.0
Cluster-
154.0
Cluster-
168.0
Cluster-
259.0
Cluster-
139.0
Cluster-37.0

Cluster-
185.0
Cluster-
256.0
Cluster-38.0

Cluster-
161.0
Cluster-
121.0
Cluster-
156.0
Cluster-
245.0
Cluster-
192.0
Cluster-
183.0
Cluster-
263.0
Cluster-
237.0
Cluster-
215.0
Cluster-
232.0
Cluster-97.0

Cluster-
123.0
Cluster-
141.0
Cluster-
118.0
Cluster-
250.0
Cluster-34.0

Cluster-132.0

Cluster-65.0

Cluster-52.0

Cluster-186.0

Cluster-211.0

Cluster-257.0

Cluster-117.0

Cluster-99.0

Cluster-244.0

Cluster-154.0

Cluster-168.0

Cluster-259.0

Cluster-139.0

Cluster-37.0

Cluster-185.0

Cluster-256.0

Cluster-38.0

Cluster-161.0

Cluster-121.0

Cluster-156.0

Cluster-245.0

Cluster-192.0

Cluster-183.0

Cluster-263.0

Cluster-237.0

Cluster-215.0

Cluster-232.0

Cluster-97.0

Cluster-123.0

Cluster-141.0
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EK 3. 6USS' de kontrole kars1 uygulama verilerine ait volcano plot grafigi

Log Odds

Kontrol ve Uygulama

L]
Seda Iy
" 9 ’

\ | \ \ \
11 12 13 4 1%

Log Fold Change

145



EK 4. 9USS' de kontrole kars1 uygulama verilerine ait volcano plot grafigi
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EK 5. 6USS kontrol verilerinden elde edilen yolaklar (Sayfa 147-156)
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CAFFEINE METAROLIZM
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STERQID HORMOMNE BIOSYNTHESIS |
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I FATTY ACID DEGRADATION |
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EK.6 MeJA uyguladiktan sonra OUSS ve 3USS bitkilerinde ToF-LC/MS analizi

sonucu elde edilen alkaloit Olgtimleri

Morfin kodein S- tebain laudanozin  noskapin  papaverin
retikulin
TR_0Oh_K1 14,48 29,54 46,27 2535,51 29,80
TR_0h_K?2 607,84 126,78 65,39 1202,31 42,45 159,57
TR_0Oh_K3 757,17 289,10 85,22 1163,41 23,72 314,72
TR_0h_U1 606,30 135,24 85,72 1745,07 12,12 8,51 30,46
TR_0h_U2 442,62 118,04 13,82 16,89 18,00 10,53
TR_0h_U3 989,54 239,54 101,81 1207,17 25,95 21,89
Morphine Codeine S- Thebain  Laudanosin  Noscapine Papaverin
reticulin e e e
e
TR_3h_K1 13,25 28,22 65,75 2329,28 38,29 8,04
TR_3h_K2 86,46 69,74 0,00 14,89 3,35 260,33 103,53
TR_3h_K3 11,58 27,56 37,43 1710,55 26,01
TR_3h_U1 189,71 61,35 0,00 293,50 21,32 7,63
TR_3h_U2 204,31 84,89 19,00 58,37 3,14 445,35
TR_3h_U3 13,30 29,40 23,08 1246,85 18,11 10,20 8,96
TR_3h_U4 59,52 62,32 10,78 237,75 8,50 312,27
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EK.7 9USS kontrol bitkisine ait okumalarda elde edilen elde edilen yolaklar (Sayfa

158-166)

Yolak Dizi sayisi
Drug metabolism - cytochrome P450 43
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 43
Linoleic acid metabolism 43
Arachidonic acid metabolism 43
Aminobenzoate degradation 43
Steroid hormone biosynthesis 43
Caffeine metabolism 43
Fatty acid degradation 43
Tryptophan metabolism 43
Retinol metabolism 43
Galactose metabolism 23
Glycosaminoglycan degradation 23
Other glycan degradation 23
Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series 23
Sphingolipid metabolism 23
Oxidative phosphorylation 3
Glycine, serine and threonine metabolism 3
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan 3

biosynthesis

Phenylalanine metabolism

beta-Lactam resistance

T cell receptor signaling pathway
Penicillin and cephalosporin biosynthesis
Phenylpropanoid biosynthesis

N = SN
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CRUG NETABOL
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PHENYLALANINE, TYROZINE AMD TRYPTOPHAN BIOSYNTHESIS|
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GLYCINE, SERINE AND THREONINE METABOLISM
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CAFFEINE METABOLIEM
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| FATTY ACID DEGRADATION |
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| T CELL RECEPTOR FIGNALING PATHWAY|
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EK.8 9USS okumalarin blast sonucunda benzerlik gosterdigi tiirler

Species distribution

BLAST Hits
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