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Sevda OZGUR



OZET

DOGU AKDENiZ BOLGESINDE YETISEN MEYAN TURLERININ GENOM
BUYUKLUKLERININ BELIRLENMESI VE GLISIRiZIN
BiYOSENTEZINDEKI GENLERIN iFADE ANALIZLERI

Meyan (Glycyrrhiza spp.) baklagiller (Fabaceae) familyasinin bir iiyesidir.
Ulkemizde meyanin 6 tiirii bulunmaktadir. Meyan kokiiniin ana maddesi glisirizin
sekerden elli kat daha tathidir. Glisirizin meyan kokiiniin % 6-14’{inii olusturur. Bir¢ok
gen glisirizin biyosentezinde rol oynamaktadir. Bu ¢alismada Dogu Akdeniz Bolgesi’
ndeki Hatay ilinin dort farkli cografik bolgesinden (Altindzii iskenderun, Kirikhan,
Serinyol) toplanan ii¢ farkli meyan tiirii igin (G. flavescens Boiss, G. glabra L. var.
glandulifera ve G. echinata L.) genom igerik belirlenmesi ve glisirizin biyosentezinde
rol oynayan genlerin ifade analizleri yapilmistir. Ayrica bu giine kadar meyan tiirlerinin
genom biiyiikliigi hakkinda bilgi yetersiz oldugu karsilastirmali bir ¢alismaya da
rastlanmamistir. Bu ¢alismada {i¢ farkli Glycyrrhiza tiiriiniin genomlar1 flow sitometri
metoduyla karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Sonuglara gore G. flavescence tiirii G.
glabra ve G. echinata tiirlerinden daha biiylik genom igerigine sahip bulunmustur. Bu
caligmanin sonuglart glisirizin sentezi yolagindaki genlerin fonksiyonlarini anlamamiza
yardimct olacagi gibi meyan tiirlerinin genomik biiyiikliikleri hakkinda bilgi verip daha
ileri dizileme ¢aligmalarina uygunlugu konusunda bilgi verecektir.

2015, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: Meyan, glisirizin, flow sitometri, qRT- PCR, gen ifade orani



ABSTRACT

GENE EXPRESSION ANALYSIS OF GLYCYRRHIZIN BIOSYNTHESIS AND
GENOME SIZE ANALYSIS OF GLYCYRRHIZA SPECIES IN THE EAST
MEDITERRANEAN REGION

Licorice (Glycyrrhiza spp.) is a member of Fabaceae family. Six species of
licorice are found in Turkey. Glycyrrhizin, the main component of licorice’s root is fifty
times sweeter than sugar. The roots of licorice contain 6-14% of glycyrrhizin. Many
genes play role in the biosynthesis of glycyrrhizin. In this study, we performed genome
content determination and gene expression analysis for the genes in glycyrrhizin
pathway of three different licorice species (G. flavescens Boiss, G. glabra L. var.
glandulifera ve G. echinata L.) collected from four different geographical regions of
Hatay Province (Altnozii, Iskenderun, Kirikhan, and Serinyol) in the East
Mediterranean Region. In addition, there have been limited reports about the genome
sizes of Glycyrrhiza species and no information was found about their genome size
comparisons. Genome size information is critical before sequencing the whole genome.
In this study, genome sizes of three different Glycyrrhiza species was comparatively
analyzed for the first time by using flow cytometry method. Results showed that G.
flavesences had larger DNA content than did G. glabra ve G. echinata. The results of
this study will be helpful understanding the function of genes in the Glycyrrhizin
pathway and genomic structure of Glycyrrhiza species whether they are amenable for
further sequencing research.

2015, 54 pages

Keywords: Licorice, glycyrrhizin, flow cytometry, gRT-PCR, gene expression rate.
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1. GIRIS

Meyan (Glycyrrhiza spp.) baklagiller familyasinin bir iiyesidir. Diinya {izerinde
yayilmig 12 tiirii bulunan meyanin tilkemizde de 8 takson bulunmakta olup, bu tiirlerden
Glycrrhiza. glabra’ya ait 2 varyete bulunmaktadir (Akan ve Balos, 2008). Meyan (G.
glabra) 2n=16 kromozoma sahip diploit bir bitki oldugu belirlenmistir (Nafanailova,
1989; Li ve Wei, 1992; Ghaffari ve Chariat-Panahi, 1985). Meyan iilkemizin Giiney,
Orta ve Dogu Anadolu Bolgelerinde dogal olarak yetismekte olup, 6zellikle Giiney
Bolgelerinde endemik bazi tiirleri bulunmaktadir. Dogu Akdeniz Boliimiinde bulunan
Hatay ilinde biri endemik olmak iizere {i¢ farkli meyan tiirii yaygin olarak bulunmakta
ve ekonomik olarak degerlendirilmektedir.

Ulkemizde bulunan meyan tiirleri ve endemizmleri asagida verilmistir:

. asymmetrica Hub.-Mor. (Endemik)

. iconica Hub.-Mor. (Endemik)

. aspera Pall.

. flavescens Boiss. (Endemik)

. echinata L.

. glabra L. var. glabra

. glabra L. var. glandulifera (Waldst. & Kit.) Boiss.

OO0 606 60 00

Fabaceae familyasi ¢igekli bitkiler arasinda Compositae’ den sonra ikinci biiyiik
familyas1 olmaktadir (Baytop, 1991). Fabaceae familyasi ekonomik agidan da en
Oonemli tarimsal driinlerini igermektedir (Harborne, 1994). Baklagillerin tohumlari
zengin protein igerigine sahip olmasi nedeniyle besin degeri yiliksek gida kaynagi olarak
tercih edilmektedir. Genel olarak Fabaceae familyasi gida maddesinde, zirai, kimyasal
ve tibbi ilaglar, kereste, boya, yesil giibre, siis bitkisi, gida maddesi gibi ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir (Segmen, 2008).

Dogu Akdeniz Bolgesinde meyan bitkisi Haziran-Temmuz aylari arasinda sari,
mavi veya kahverengi ¢igekler acan, 0,4-2,0 m yiikseklige erisen ¢alimsi bir bitkidir.
Yapraklar1 parcalidir ve yaprakciklar 4-7 ciftlidir. Cigekleri ise basak seklindedir. Tag
ve ¢anak yapraklari iki dudaklidir, Gist dudak iki kisa disli, alttaki ucu uzun disli oldugu
belirtilmistir (Serbetgi, 2007; Yao ve ark., 2008). Cok yillik bir bitki olup sulak ve



nemli yerlerde yabani olarak yetisir. Meyveleri koyu kirmizi fasiilye kapsiilii seklinde
olup i¢inde 3-6 esmer tohum bulunmaktadir. Kazik seklindeki kokleri ana govde ve
stirgiinlerden olusur. Kokleri etrafa yayilmis durumdadir (Coates ve ark., 2005).

Meyan bitkisinin tarihi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. Meyan Hititler ve
Stimerler doneminde en 6nemli droglar arasinda olmustur. Yine Cin’de son 2000 yildir
meyan bitkisi geleneksel ilag yapiminda en fazla kullanilan bitki olmustur (Akan ve
Balos, 2008; Yao ve ark., 2008). Eski Cin’de meyan bitkisinin panzehir olarak
kullamildig1 ilaglarin oldugu kanitlanmustir. Yine Glycyrrhiza, Roma Imparatorlugu
zamaninda askerlerin susuzlugunu gidermek amaciyla kullanilmis oldugu kayitlarda
belirtilmistir (Oguz, 1987). Meyan kokleri soyularak veya soyulmadan kurutularak
pazarlanmaktadir (Asimgil, 1997; Baytop, 1999). Meyan bitkisinin kokleri tilkemizde
yerel olarak meyan serbeti yapiminda kullanilmakta olup diinyada sigara, sarap, bira,
kozmetik, kola, pasta ve sekerleme gibi farkli alanlarda da yaygin olarak
kullanilmaktadir (Serbetgi, 2007; Yao ve ark., 2008; Zengin ve ark., 2013).

Meyan bitkisinin kokii mideyle ilgili saglik problemlerinde son derece etkili
olup en etkili anti-iilser ilaglarindan biridir. Yine meyan kokii cilt problemlerine de iyi
gelmekle beraber ciltte olusan akne tedavisinde etkili olarak kullanilmaktadir (Asimgil
1997; Baytop 1999). Soyulmamis kuru kokleri ve rizomlar1 tibbi agidan
kullanilmaktadir (Gruenwald, 2000).

Bu ¢alismamizin amaci beta-amrin molekiiliiniin oksidasyonunda baslica gorev
aldig1 dusiiniilen aday genlerin yanisira glisirizin yolagindaki molekiillere seker
baglama islevini goren ve glisirizin liretimine potansiyel katkilari oldugu diisiiniilen
baz1 genlerin tiire ve yetistikleri ortama gore ifade degisimleri incelemektir. Bu amag
icin Dogu Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak bulunan G. glabra ve G. echinata ile yine
bu bolgeye endemik G. flavescens tiirleri farkli bolgelerden toplanmis ve glisirizin
biyosentezinde rol aldig: diistiniilen genlerin tiire ve bolgeye gore ifade degisimleri real-
time PCR metoduyla analiz edilmistir. Bu enzimlerin ifade oranlarinin belirlenmesi
glisirizin sentezini daha iyi anlamamizi saglayacagi gibi degisik meyan tiirlerindeki
degisimlerin incelenmesi de bu tiirlerdeki etkili maddelerin modifiye edilme imkanlarini
arastirabilmemize yardimci olacaktir. Bu nedenle veritabanlar1 incelenerek elde edilen
bu enzimlere ait dizi bilgileri elde edilip bu enzimlerin gen ifadelerinin belirlenmesi

Real Time PCR yontemiyle miimkiin olabilmektedir.



Meyan tiirlerinin ¢ok Onemli tibbi ve ticari degere sahip olmasindan dolayi
Ozellikle tiim genom dizilemesinin yapilmasi bu tlire ait genom bilgilerinin desifre
edilmesi agisindan son derece Onemli olacaktir. Ancak bu tiire ait genom
bliytikliiklerinin bilinmesi oncelikli bir adimdir ve dizileme ¢alismasinin fizibilitesinin
yapilmasi buna dayanmaktadir. Su ana kadar meyan tiirlerinin genom biiyiikliiklerini
pikogram ya da megabaz g¢ifti acisindan belirleyen herhangi bir caligmaya literatiirde
rastlanmamis olup bu c¢alismanin sonuglar1 uluslararasi alanda da yaymlanma

potansiyeline sahip olacaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Ress ve Walters (1965); Southern (1967); Price ve Bachmann (1975); Ohri
(1998); Ozkan ve ark. (2003), tiirler arasinda ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan 6nemli
farkliliklar gosterdigi icin DNA igerik bilgisi taksonomik ve evrim c¢aligmalari igin
oldukca 6nemli oldugu belirtilmistir.

Takino ve ark. (1979); Okada ve ark. (1981); Bradley (1992), yaptiklari
calismalarda meyan kokiiniin 2-9% civarini glisirizik asitin potasyum ve kalsiyum
tuzlarmin bir karisimi olan glisirizini olusturdugu belirlenmistir.

Forkmann ve Stotz (1981); Stotz ve ark. (1985), CYP75B ailesinin enzimatik
aktivitesini siis bitkisi tiirlerinin ¢igek Oziitlerinde belirlenmistir.

Bozan (1988), G. glabra diger tiirlere oranla daha yaygin genis alana sahip
oldugu ve koklerinin tatli olmasindan dolayr drog etmek amaciyla sadece Glycrrhiza
glabra L. tiirti kullanilacagi belirlenmistir.

Bozan (1988), yapilan calismalara gére meyan kokiinde yaklasik %1 ile %24
arasinda glisirizin maddesi belirlenmistir. Analiz yontemine bagli olarak glisirizin
miktart 6nemli 6l¢giide farkliliklar gostermistir.

Arumunathagan ve Earl (1991), genom biiyiikliginii olgmede en etkili
metotlardan birisi de flow sitometri yontemi olup bu yontemle bir¢ok bitkinin genom
biiyiikliikleri tespit edilmistir.

Dolezel ve ark. (1992), flow sitometri yontemi ile yaprak dokularindaki ¢ekirdek
DNA igerigi tespit edilebilmekte ve DNA miktariyla kromozom sayisi karsilastirilarak
bitkinin ploid seviyesi belirlendigi ifade edilmistir.

Greilhuber ve Ebert (1994), Fabaceae familyasina ait olan Glycine max (soya)
flow sitometri analizi ile ¢ekirdek DNA igerigi 1.134 pg olarak bulunmustur.

Bennett ve Leitch (1995), ¢ekirdek DNA igerigi hem bitki hiicreleri arasinda
hem de ayn tiiriin farkl: bireyleri arasinda degismeden sabit kaldig1 belirlenmistir.

Jaroszeski ve ark. (1998), lazer 15181 akan hiicreleri aydinlatmak i¢in hiicrelere
odaklanir ve hiicrelerden floresan 151k yayildigi gézlenmistir. Bir hiicrede farkl
sayilarda 1s1ma miktari, 151¢in hizina ve odaklanan 1s181in biiyiikliigline bagli olarak
degisebilecegi ifade edilmistir. Hiicrelerden yayilan floresan 15181 her yere yayilarak bir
yerde toplanir ve sac¢ilan lazer 1sinlar filtre edildigini ve. bu sayede 100 bin hiicre analiz

edildigi belirtilmistir.



Bishop ve ark. (1999); Shibuya ve ark. (2006); Fujita ve ark. (2006); Seki ve ark.
(2008), yapmis olduklar1 ¢aligmada glisirizin meydana gelmesindeki birden fazla
oksidasyon ve glikolizasyon, sirasiyla P450 (Sitokrom P450=CYP) ve glikoziltransferaz
stiper ailesi tarafindan katalize edildigi belirlenmistir. Ayrica triterpen ve steroller
tizerine etkili oldugu bilinen tiim sitokrom P450’ler iki klanda toplandigini, CYP71 ile
CYP8S5 klanlar1 ve bu klanlar sirasiyla CYP93 ve CYPS88 igerdigi belirlenmistir.

Hayashi ve ark. (1999); Hayashi ve ark. (2001), CYP88DS6, in vitro enzimatik
aktiviteyle karakterize oldugunu ve 11-0X0-B-amyrin {iretmek i¢in [B-amirin
oksidasyonunun katalizlendigi belirlenmistir.

Ormerod (2000), flow sitometri analizi yapilacak hiicrelerin hacmi yaklagik
olarak 10 * den kiiiik olmasi gerektigi ifade edilmistir. Yine 6rneklerin konsantrasyonu
da ¢ok Onemli oldugunu, 6rnek cok fazla ama hedef dis1 partikiil varsa sinyal
degerlendirme sirasinda bazi hedef hiicreler kacabildigi ifade edilmistir.

Ralston ve ark. (2001); Wust ve ark. (2001), CYP71D, CYP71 klaninin bir {iyesi
olup monoterpenoidlerin oksidasyonuda rol oynadigir gbzlenmis olup, CYP71D ailesi
yiiksek derecede farkli fonksiyonlara sahip oldugu ifade edilmistir. CYP71D ailesinden
olan CYP71D353 en son belirlenmesi CYP71D ailesinin siradist bir biiytkligi
oldugunu belirtilmistir.

Danielson (2002); Sigel ve ark. (2007), sitokrom P450 ¢ok genis ve ¢esitli bir
hemoprotein siiper ailesi oldugunu ve tiim yiiksek yapili organizmalarda bulundugu
belirlenmistir.

Kim ve Tsukaya (2002), bitkilerde P450, terpenoidler déahil sekonder
metabolitlerin biyosentezi ile ¢ok farkli reaksiyonlar katalize ettigi belirlenmistir.

Herzenberg ve ark. (2002); Kumaraguru ve ark. (2004); lbrahim ve Engh.
(2007); Kima ve ark. (2008), onceleri sadece hematoloji laboratuvarlarinda kulanilan
flow sitometri cihazi giiniimiizde immiinoloji, onkoloji, viroloji, bakteriyoloji, mikoloji,
patoloji, histoloji, biyokimya, gibi kilinik laboratuvarlarda ve deniz bilimi aragtirmalarin
da yaygin olarak kullanildig1 belirtilmistir.

Vlacilova ve ark. (2002), Glycyrrhiza ile ayn1 familyada olan Cicer arietinum L.
(Nohut)’da flow sitometri analizi ile tiirlin fiziksel genom biiytikliigii belirlenmistir.

Davidson ve ark. (2003); Shibuya ve ark. (2006); Seki ve ark. (2008), yapmis
olduklar1 ¢aligmalarda CYP88 ve CYPO93 ailelerinin baz1 iiyeleri kendine has bir



reaksiyon hassasiyetiyle B-amyrin veya ilgili triterpenlerin substratlar1 lizerine etkili
oldugu bildirilmistir.

Shapiro (2003), flow sitomerti ile ilgili ilk ¢alismalar 1980’ lerin basinda o
donemin gizemli hastaligi olan HIV (insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii) in tespiti
sirasinda yapilmaigtir.

Davidson (2003); Shibuya (2006); Seki ve ark. (2008), yapmis olduklari
calismalarda sitokrom P450 gen ailesi igerisinde bulunan genlerden bazilarinin beta-
amrin molekiilii tizerine etkili oldugu bildirilmistir.

Dunphy (2004), flow sitometri hiicre veya partikiillerin karakteristiklerin 6l¢tiimii
oldugu ifade edilmistir. Hiicre veya partikiiller lazer 15181 ile aydinlatilarak bir b6lmeden
gectigini ve. hiicrelerin 1518in  Oniinden gecerken yaydiklar1 sinyaller toplandig:
gozlenmistir. Olusan sinyal kaynaklar1 hiicrenin biiyiikliigiinii, DNA igerigini, enzim
aktivitelerini, hiicre membran potansiyelini, canlilik gibi ¢esitli 6zellikler hakkinda bilgi
verdigi belirtilmistir.

Dunphy (2004), flow sitometrinin ¢alisma prensibi 1870 yillara dayanmakta
olup, 1969 yillinda argon lazerinin kullanilmaya baslanmasiyla glinlimiize kadar geldigi
ifade edilmistir.

Daniel (2004), flow sitometri cihazinin en giiglii 6zelligi hiicreleri fiziksel olarak
birbirinden ayirt edebilmesi oldugunu, béylece spesifik hiicreleri elde etmek miimkiin
oldugu belirtilmistir.

Kubalakova ve ark. (2005), flow sitometri yontemiyle bugday genomunun bir
seferde kromozom kollarina gore ayrismasi imkanm1 bu metot kullanilarak saglamis
oldugu belirtilmistir.

Gachon ve ark. (2005), glikoziltransferazlarin ¢ok yaygmn bir enzim ailesi
oldugunu ve ¢oklu gen ailesi tarafindan kodlandig1 bildirilmistir.

Rahman (2006); Deniz (2007), sitometri, hiicrelerin veya biyolojik parcaciklarin
fiziksel veya kimyasal karakterlerinin incelenmesi olup, flow ise akan bir sivinin
igerisinden hiicrelerin 6zelliklerinin belirledigi agiklanmistir.

Ibrahim ve Engh (2007), flow sitometri cihazi son derece hizli olmakla birlikte
cok kisa bir siirede binlerce hiicreyi analiz edebildigi agiklanmustir.

Dolezel ve ark. (2007), flow sitometri analizi ile Fabaceae familyasina ait olan
Pisum sativum (Bezelye) bitkisinin ¢ekirdek DNA igerigi 9.09 pg olarak belirlenmistir.



Flow Cytometry Report (2008), flow sitometri cihazi diinya pazarindaki satis
hacmi, 2008 yilindan itibaren 15 Milyar ABD dolar1 oldugu tespit edilmis olup,
diinyada yaklasik olarak yedi bin adet flow sitometri cihazi oldugu raporlarda
belirtilmistir.

Yao ve ark. (2008), genetik ¢esitliligi belirlenmek amaciyla G. uralensis tiiriinde
ISSR (Basit sekans tekrarlanmalari arast polimorfizm) markorii kullanilmistir.
Calismada kullanilan 14 ISSR markérii ile 4 yabani G. uralensis bitkisine ait 70
bireyden 249 polimorfik bant elde edilmistir.

Lu ve ark. (2008), CYP93 ve CYP88 bu iki sitokrom P450 geninin dizilenmesi
geleneksel EST (ifadesi Etiketlenmis Dizi) dizileme metoduna dayanarak G.
uralensis 'den elde edilmistir.

Seki ve ark. (2008), sitokrom P450 genlerden kokte daha fazla iiretilen
CYP88D6’nin beta-amrin molekiiliinii c-11 atomunu okside ederek 11-oxo-beta-amrin
molekiiliinii iirettigi gézlenmistir.

Lu ve ark. (2008), triterpen yapisiyla iliskili G. uralensis’deki glisirizin ¢esitli
kimyasal ve farmokolojik 6zellikleri yogun bir sekilde ¢alisiimasina ragmen, bilesigin
biyosentetik yolu tam anlasilmadigi belirtilmistir.

Yao ve ark. (2008), yapmis oldugu ¢alismada meyan bitkisi kokii glisirizin adi
verilen bir glikozit igerdigini belirtmistir. Bu glikozit seker olmayan bir tatlandirici
olup, meyan kokiiniin % 6 ila %14’iinii olusturdugu gozlenmistir.

Seki ve ark. (2008), sitokrom P450 monooksigenaz olan CYP88D6, CYP88
enzimlerinin bir alt kolu olup Fabaceae familyasinda sinirl olarak goriilmistiir.

Seki ve ark. (2008), CYP88D6 enzimi glisirizin biyosentezinden sorumlu olan
11-ox0-B-amyrin i¢in amyrin sentezleme islemlerini gerceklestirdigi belirlenmistir.
CYP88D6 ekpresyon seviyesi glisirizin maddesinin miktariyla orantili olup gen ifade
seviyesi yaprak ve govdeden daha ¢ok koklerde meydana geldigi belirlenmistir.

Dewick (2009), yapmis oldugu ¢alismada yaklasik 120 glikoziltransferaz genini
Arabidopsis’de belirlenmistir. Glikoziltransferazlar glikolizasyon sirasinda sikga
kullandig1 ¢ok 6zel substratlarin sekonder metabolitlerin sentezlenmesi i¢in ¢ok uygun
oldugunu fakat Glycyrrhiza’da ilgili glikoziltransferazlar1 kodlayan genlerin heniiz

belirlenmedigi ifade edilmistir.



Dewick (2009), CYP88D6 geni ifadesi ile 6 adet glikoziltransferaz unigenleri
olan HQGT, UGT74, UGT89, UGT74E2, UGT73B5, UGT73B2 genlerinin ifadeleri
birbirine benzer oldugunu, bu genlerin glikoziltransferaz aday genleri olup glisirizin
biyosentezinde gorevli enzimlerden sorumlu oldugu belirlenmistir. Glikoziltransferazlar
niikleotidle aktive olan bir seker molekiiliinii baska molekiile transfer ederek sekonder
metabolitlerin tiretiminde 6nemli gorev aldigi ve glikoziltransferaz uni-genlerinin gen
ifade profilinin CYP88D6 geni ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Li ve ark. (2010), G. uralensis ile yapilan bir baska ¢alismada real- time PCR
yontemiyle glisirizin biyosentezinin olugmasinda etkili olan aday genlerin vejetatif
organlarindaki ifade diizeylerine bakilmistir.

Li ve ark. (2010), yapmis oldugu ¢alismada CYP88D6, CYP75B2, CYP71D7 ve
CYP707A7 transkriptlerinin sitokrom P450 aday genleri oldugu ifade edilmistir.

Gao ve ark. (2010), G. glabra, G. uralensis ve G. inflata tiirlerinde ITS,
(Transkripsiyon ara bolgesi) gen bolgesi aragtirilarak molekiiler karakterizasyon
yapimistir. Cins ve tiir bakimindan 6nemli varyasyonlar tespit edildigi i¢in bu bitkilerde
genetik varyasyonu belirlemek amaciyla ITS, gen bolgesinin etkin bir belirte¢ oldugu
tespit edilmistir.

Seki ve ark. (2011), glisirizin 2,3-oxidosqualene maddesinin halkasal hale
gelmesiyle olusan B-amyrin terpenlerinden tiirevlenmis bir madde oldugu belirlenmistir.
Glisirizin olusana dek bir dizi oksidasyon ve glikolizasyon olay1 gerceklestigini ve. bu
islem ii¢ adimda gerceklestigi belirtilmistir. Ik adimda bAS (Beta amyrin sentaz)
enzimiyle aktiflesen B-amyrin’in oksidasyonu ile 11-oxo fB-amyrin meydana gelmesi,
ikinci adimda 11-oxo B-amyrin’in oksidasyonuyla glisirizik asit meydana gelir. Son
adimda ise glisirizik asite seker baglanmasiyla glisirizin olustugu ifade edilmistir.

Nelson ve ark. (2011), CYP75, CYP71 klaninin bir alt kolu olup angiosperm ve
gymnosperlerde bulundugunu belirtmislerdir.

Anonim (2011), iilkemizde meyan koki bitkisi uzun yillardan beri Amerika,
Avrupa, Afrika, Orta Dogu ve Uzak Dogu iilkelerine ihra¢ edilmekle birlikte Firat
Kalkinma Ajansi’ nmin 2011 yilinda hazirladigi rapora gore 2010 yilinda yaklasik
300.000 ton meyan kokii yurt disina ihra¢ edilmistir.



Ramilowski ve ark. (2013), G. uralensis transkriptomunda yaptiklart RNA-seq
calismasinda ¢ok sayida sitokrom P450 ailesindeki CYP geninin bAS enzimin
kodlanmasinda gorev aldigini belirlemislerdir.

Liu ve ark. (2014), glisirizik asit sentezindeki varyasyonlarin bu maddenin
sentezlenmesinde gorev alan genlerin kopya sayilarindan O6nemli dlgiide
etkilenebilecegini belirlemislerdir.

Cetin ve ark. (2015), Tiirkiye’de yetisen meyan tiirlerinin kromozom sayilarinin
2n=16 oldugunu ve kromozom yapilar1 arasinda varyasyonlar bulundugunu
belirlemisler en kiigiik haploid genom uzunlugunun G. assymetrica, en biiyligliniin ise
G. echinata’da bulundugunu belirtmislerdir.

Moghbel ve ark. (2015), G. glabra ve aspir bitkisine kolhisin uygulayarak flow
sitometri yoluyla DNA igeriklerini belirlemisler ve kolhisin uygulamasinin kromozom

katlanmasina neden oldugunu gézlemislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Arastirmada Glycyrrhiza cinsine ait li¢ taksonun yayilis gosterdigi alanlar
Mustafa Kemal Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Aras. Gor. Faruk
Karahan tarafindan tespit edilmistir Buna gore G. glabra Altinozii (ALT), Kirikhan
(KRH) ve Serinyol (SRY) bolgelerinden, G. echinata Kirikhan (KRH) bdlgesinden ve

G. flavescens tiirii de Iskenderun (ISK), ve Serinyol (SRY) bolgesinden toplanmustir.

Cizelge 3.1. Calismada toplanan meyan tiirleri

Cografik Rakim
Sira No | Etiket | Ornegin Adi | Bitki Tiirii Lokasyon (m) | Konum
37°25957K Dere kenari- zeytin
1 SRYG-2 | Serinyol-2 | G. glabra 40° 28 354D 200 |agaglarinin kenart
37°25957K Dere kenari- zeytin
2 SRYG-1 | Serinyol-1 | G. glabra 40° 28 354 D 200 |agaglarinin kenari
36°43 875K Kirtkhan-Kumlu
3 KRHG-1 | Kirikhan-3 | G. glabra 36° 54196 D 93 |yolu tarla kenari
36° 38106 K Kirikhan — Kumlu
4 KRHG-2 | Kirikhan-4 | G. glabra 36° 54243 D 97 |yolu, tarla kenar1
36°21'015 K Antakya- Altinozii
5 ALTG-1 | Altundzi G. glabra 36° 19683 D 278 | yol kenari
36°21'015 K Antakya- Altinzii
6 ALTG-2 | Altindzii G. glabra 36°19683 D 278 |yol kenari
37°25957K Dere kenari- zeytin
7 SRYF-1 | Serinyol-2 | G. flavescens-2 |40° 28 354 D 200 |agaglarinin kenart
37°25957K Dere kenari- zeytin
8 SRYF-2 | Serinyol-2 | G. flavescens-1|40° 28 354 D 200 |agaglarinin kenari
36°29 766 K Arsuz kale kdy
9 ISKF-1 | Arsuz-1 G. flavescens [35°79275D 113 |civarindan
37°25957K Dere kenari- zeytin
10 SRYF Serinyol-1 | G. flavescens |40° 28 354 D 200 |agaglarinin kenari
36°47 627K Muratpasa Koyii Su
11 KRHE-1 | Kirikhan-2 | G. echinata-1 |36° 46239 D 86 |kanali kenar1
36° 50231 K Golbasit Koyii Su
12 KRHE-2 | Kirikhan-1 | G. echinata-1 |36° 47531 D 80 |kanali kenan
36°47 627K Muratpasa Koyii Su
13 KRHE-3 | Kirikhan-2 | G. echinata-2 |36° 46239 D 86 |kanali kenar1
36° 50231 K Golbasit Koyii Su
14 KRHE-4 | Kirikhan-1 |G. echinata-3 |36° 47531 D 80 |kanali kenar1

3.2.  Flow Sitometri I¢in Cekirdek DNA izolasyonu

Flow sitometri i¢in bitki materyali olarak 3 Glycyrrhiza tiirii kullanilmigtir. G.
glabra tiirii icin ALTG-1’den 3 adet yaprak, G. echinata tiirii icin KRHE-1"den 3 adet

10



yaprak, G. flavescens tiirii i¢in ISK-1den 3 adet yaprak olmak iizere toplam 9 yaprak
alimmistir. Her tiir i¢in alinan yaprak ornekleri bulk edilerek ¢ekirdek DNA’s1 izole
edilerek 6 6l¢iim yapilmustir.

Cekirdek DNA icerigi Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii Sitogenetik Laboratuvarinda Cyflow® Space (Sysmex Partec GmbH, Gorlitz,
Almanya) cihazi ile yapilmistir. Cekirdek DNA igerigi Arumuganathan ve Earle (1991)
belirledigi metotta kiigiik degisiklikler yapilarak asagidaki sekilde uygulanmistir.
Cekirdek DNA igerigi, genellikle ‘C’ degeri olarak oOl¢iilmektedir. Herhangi bir
genotipin ‘C’ degeri (1C) genotipin sahip oldugu replike olamamis haploid kromozom
takiminin igerdigi DNA miktarini ifade etmektedir (Swift, 1950). Calismada standart
olarak 3.35 pg DNA igerigine sahip (Bennett ve Smith, 1991) tek yillik bitki olan fig
(Vicia sativa) bitkisi kullanilmistir. Fig bitkisi ¢ekirdek DNA igeriginin ve kromozom
sayisinin meyana ¢ok yakin olmasi nedeniyle tercih edilmistir.

Cekirdek DNA izolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlar1 ve ¢ekirdek izolasyonu

Arumuganathan ve Earle (1991)’e gore yapilmistir.

Cekirdek DNA izolasyon protokolii

1. Bitkilerin geng (3-4 haftalik), saglikli ve taze yaprak dokusu (yaklasik 40 mg)
alinmistir.

2. Bitki dokulari, buz {izerinde bulunan petri kabina yerlestirilmistir.

3. Petri kabina 1 ml (Cozelti A) eklenerek jilet yardimiyla bitki dokulari kiigiik
parcalara ayrilmistir.

4. Parcalara ayrilmis olan bitki dokular1 mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak filtre

edilmistir.

Mikrosantrifiij tiipleri 14000 rpm’de 25-30 sn santrifiij edilmistir.

Santifiij edilen tiipiin i¢erisindeki sivi bosaltilmistir.

Mikrosantrifiij tiipii dibinde olusan tortuya 40 uL (Cozelti B) eklenmistir.

© N o O

Ornekler 37°C de 20 dk inkiibe edildikten sonra flow sitometri ile analiz edilmistir.

3.3. gRT-PCR i¢in Toplam RNA izolasyonu ve Saflastirma
Calismada ii¢ tiire ait meyan koklerine ayr1 ayri RNA izolasyonlar1 yapilmaistir.
Ornekler sivi azot iginde dgiitiilerek RNA izolasyonu igin hazir hale getirilerek-84 °C

de izolasyon anina kadar muhafaza edilmistir. RNA izolasyonu EZ-RNA Total RNA
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izolasyon Kiti (Biological Industries, Israil) kullanilarak, kit protokolii dogrultusunda
gerceklestirilmistir. RNA calismalarinda 6n kosul, RNA yapisinin korunmus bigimde
parcalanmadan izole edilmesidir. RNA parcalanmasina sebep olan en biiyiik etken
riboniikleaz (RNaz) bulagmasidir. Cok az miktarda RNaz bulasmasi dahi saglam RNA
izolasyonunu engellemektedir. RNA izolasyonu asamasinda ortama RNaz bulagmasini
onlemek i¢in denemede kullanilan biitiin plastik malzemeler ile gerekli tiim ¢ozeltiler,
RNaz aktivitesini engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmistir. DEPC
muamelesine ilave olarak malzemeler, 121 °C ve 0,1 MPa basin¢ta 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 105 °C’de en az gece boyu bekletilmistir. Havan ve havan
kollar1 ise 300 °C’de gece boyu bekletilmistir. RNA izolasyonu i¢in RNaz ve DNaz lari
filtreli pipet uglari kullanilmistir. RNA izolasyonunda kullanilan pipetler ve RNA
izolasyonun yapildig1 tezgahin lizeri, RNaz bulasmasini engellemek i¢in %30’luk H,0;

ile temizlenmistir.

3.4. Toplam RNA izolasyonu
Toplam RNA izolasyonu, EZ-RNA Total RNA izolasyon Kiti (Biological
Industries, Israil) kullanilarak, iireticinin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Izolasyon asamalar1 asagida verildigi gibi yapilmustir.

1. Daha once havanda ogiitillen Ornekler yaklasik 100 mg doku gelecek sekilde
eppendorf tiiplerine tartilarak alinmistir.

2. Denatiirasyon ¢ozeltisinden eppendorf tiiplerine 0,5 mL birakilmistir.

3. 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

4. 0,5 ml ektraksiyon ¢ozeltisine eklenerek hizli bir sekilde 15 sn elle ¢alkalanmistir.
10 dakika oda sicakliginda beklemeye birakilmistir.

5. 12000g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

6. En tstteki faz temiz bir eppendorf tiipe alinmistir.

7. RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 0,5 ml izopropanol eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.

8. 12000g’de 4°C’de 8 dakika santrifiij edilmistir.

9. Siipernatant uzaklastirilmis ve RNA peletine 1 ml %75 EtOH eklenerek vorteks
yardimiyla yikanmustir.

10. 7500g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
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11. EtOH uzaklastirilmis ve 5 dakika hava kurutmasi yapilmaistir.

12. RNA peleti 100 ul DEPC muameleli su ile ¢oziinmiistiir.

13. Cozelti 10 — 15 dakika 55°C’de bekletilmistir.

14. Azso1280 O.D. degerinde RNA 6rnekleri 1.6 - 1.9 degerlerine sahip olmustur.

3.4.1. RNA Konsantrasyonlarinin Tespit Edilmesi

Toplam RNA konsantrasyonlart ACTGene Spektrofotometre (ACTGene UVIS-
99, NJ, USA) olglimleri yapilarak Azgopso O.D. degerindeki veriler alinmistir (Cizelge
3.2) Bu sonuglara gore tiim Orneklerin toplam RNA’lar1 0,5 pg olacak sekilde

ayarlanarak %1,2’lik jel tizerinde gozlemlenmistir.

Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan genotiplere ait nanodrop dl¢timleri

Ornekler | Genoti p Aosors0 | Konsantrasyon(ng/plL
1 SRYG-2 1,76 365,5
2 SRYG-1 1,48 318,3
3 KRHG-1 1,48 122,6
4 KRHG-2 1,64 264,8
5 ALTG-1 1,74 153,6
6 ALTG-2 1,43 348,9
7 SRYF-1 1,60 115,7
8 SRYF-2 1,64 118,7
9 ISKF-1 1,54 55,1
10 SRYF 1,51 145,3
11 KRHE-1 1,55 274,4
12 KRHE-2 1,58 193,2
13 KRHE-3 1,51 149,9
14 KRHE-4 1,55 147,2

3.4.2. c¢cDNA Sentezinin Yapilmasi
Olgiimleri yapilan toplam RNA’lar esitlenerek Fermantas RevertAid First Strand
cDNA sentez kitinin (#K1622) talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. cCDNA sentez

karisiminin hazirlanmasi (Cizelge 3.3) asagidaki ¢izelge de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. cDNA sentez karigimi

Toplam RNA (0,5 pg/pl) -

RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/pl) 1 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 u/pl) 1 ul
5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 250 mM KCI, 20

mM MgCl,, 50 mM DTT) 4 ul
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Cizelge 3.3.(Devami) cDNA sentez karigimi

10mM dNTP Mix 2 ul
Oligo(dT)18 Primer 100 uM, 0,5 pug/pl (15 Aggo u/ml) 1 ul
Niikleaz free su —-
Toplam 20 ul

PCR cihazinda 42°C’de 60 dakika inkiibasyon yapilmistir.
Sentez islemini sonlandirmak i¢in 70 °C’de 5 dakika bekletilmistir.

- 20 °C’de saklanmustir.

3.4.3. cDNA’larin GAPDH Geni ile Dogrulanmasi
Sentezlenen cDNA’lar, GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) primerleri
referans olarak kullanilarak PCR analizi ile kontrol edilmistir. PCR bilesenleri ve

amplifikasyon parametreleri asagida sunulmustur.

PCR bilesenleri

10X PCR Tamponu 2,00 pul

dNTP karisimi (her biri 1,0 mM) 2,00 pl

Ileri primer (1,0 uM) 1,00 pul

Geri primer (1,0 pM) 1,00 pl

Taq polymeraz (50U/ pl) 0,60 ul

DEPC H,0 12,40 ul

19,00 ul

cDNA (1:200) 1,00 ul
Toplam 20,00 pl

Amplifikasyon parametreleri

1. Baslangi¢ denaturasyonu 95 °C 5 dk

2. Ayrisma 94 °C 30sn

3. Baglanma 52°C 30sn [35 dongii]

4. Uzama 72°C 1dk

5. Son uzama 72 °C 10dk

PCR iirtinleri %1,2 agaroz jelde kosturularak analiz edilmistir.

3.4.4. Cahsmada Kullanilan Primerler

Primerlerden elde edilen gen pargalarinin ifade diizeyleri glisirizin
biyosentezinde 6nemli nokta olan 11-oxo B-amyrin geninin ifadesiyle dogru orantili
oldugundan dolayi, 6zellikle sitokrom P450 gen ailesi ve glikoziltransferaz gen ailesi
dahil aday genler (Sekil 3.1) i¢in elde edilen primerler bu ¢alismada kullanilmistir. Hem
aday genlerin, fonksiyonu hem de cografyaya ve tire gore degisim gosterip
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gostermedigi anlamak amaciyla bu genlerin ifadelerindeki varyasyonlar bu sayede

incelenmistir.

Gen ekspresyon seviyesi

Gen ekspresyon seviyesi

2.00

0.00 -

C B IX=TH

1 2 3 < S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27 28 29

Sitokrom P450 genleri

6.00

4.00 4

2.00 -

0.00 —

CIL TR

1 2 3 4 L) 6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17

Glikoziltransferanz genleri

Sekil 3.1. Real-time PCR analiziyle meyan bitkisinin farkli organlarindan elde edilen
sitokrom P450 (A) ve glikoziltransferaz (B) genleri: R kok, S govde, L
yapragi temsil etmektedir. A; bitkinin farkli organlarindan elde edilen

sitokrom P450 genleri, B; gen ekspresyonuyla farkli organlardan elde edilen

glikoziltransferaz genleri (Li ve ark., 2010).

Calismamizdaki kullanilan primerler yukardaki sekilde 06zellikle koklerde

glizirin tiretiminde gorev alan ve 11-oxo-beta amrin geni ile dogru orantili olarak ifade

gosteren sitokrom P450 ve glikoziltransferaz aday genleri arasindan se¢ilmistir.
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Cizelge 3.4. P450 gen ailesine ve glikoziltransferaz gen ailesine dahil ve glisirizin
tretimiyle dogru orantili olarak ifade edilen aday genler

Numara | Primerler Karsilik geldigi gen

2 CYP88D6 (contigl314)* Sitokrom-C P450 monooksigenaz
(CYP88D6)

13 CYP75B2 (contigd911)* Medicago  truncatula  Flavonoid  3'-
hidroksilaz ~ (MTR_3g025230) mRNA
(CYP75B2)

20 CYP71D7 (contig07137)* Glycine max Sitokrom P450 750A1-benzeri
gen (CYP71D7)

23 CYP707A7 (contig7899)* Glycine max absisik asit 8'-hidroksilaz 4-
benzeri gen (CYP707A7)

3 UGT73B2 (contig1209)* UDP-glukozil transferaz 73B2-benzeri gen
(UGT73B2)

6 HQGT (contig3646)* Hidrokinon glikoziltranferaz (HQGT)

11 UGT74 (contig5219)* Glycine max UDP-glikoziltranferaz 74E2-
benzeri gen (UGT74)

13 UGTA89 (contig9428)* Glycine max UDP-glikoziltranferaz 89B1-
like (UGT89), Medicago truncatula
Anthocyanidin 3-O-glikoziltranferaz
(MTR_2g059240) mRNA (ANGT)

14 UGT74E2 (contig9463)* Glycine max UDP-glikoziltranferaz 74E2-
benzeri gen (UGT74E2)

15 UGT73B5 (contig9686)* UDP-glikoziltranferaz 73B5 (UGT73B5)

* Gen dizi bilgisi ilgili contig pargalarindan elde edilmistir.

Calismada kullanilan primerler ve baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.5’de
verilmistir. Primer baglanma sicakliklar1 primer icerisindeki bazlarin sayisini esas alan
formiile (4(G+C)+2(A+T)°C) ve gradient PCR sonuglarina gore tespit edilmistir.
Cizelge 3.5 ile ilgili niikleotid dizi arastirmasi NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi) BLAST (Temel Lokal Hiza Tarama Araci) programi kullanilarak tespit
edilmistir (Anonymous, 2013a).

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan primerler

Primer s S Tm
Adi Ileri Primer Geri Primer (°C)
UGT89 CGCTTCCACTAACACCAACC GTCCTTCACGTTTTCGATGC 58
HQGT GAGTTGGCGAAACGAATCG TTGGAAGGGCTTGGAGGAC 58

UGT74E2 | ACCAAGTCACGAATGCAAAGC TCAGTCTCCATTATTTCCTTCACG 58

CYP707A7 | AGCTTCCTCCAGGTTCAATGG CGGACAACCCAGGATGTTAGTC 59,7

UGT73B5 | TCCACCTCCAAAGACCTCG TTTCGGCTTCAACGATGG 60
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Cizelge 3.5. (Devami) Calismada kullanilan primerler

UGT74 CAGATGGGTATGATGATGGAGG | TGAGTGAAGAAGGCAGCACC 60
CYP71D7 | ACCACCAGAAAAAACCACCACC |GGGGAAGTTACCACAACGGC 62
GADPH AACGACCCTTTCATTTCCACC AACAACGACTTCGGCACCAG 62
CYP88D6 | CCCTGATTCATTCATCAACAACC |CCTACACATCTGAGGCTCACAAAC |63
CYP75B2 | ATCAACCCCCTCTTTCCCTCC TCCACATCAGCCTTCTCACCAC 66,9
UGT73B2 | CTGCGAGAATACCGAGTCAGC AGAGTGGGAAGTAACCGAGGC 66,9

Ayrica Cizelge 3.5 de isimleri verilmis olan genlerden 6zellikle baklagillerde

sentezlenenler ve glisirizin biyosentezinde kritik 6neme sahip oldugu diisiiniilen genler

kullanilmis ve bunlarin listesi Cizelge 3.6’ da verilmistir. Cizelge 3.6 NCBI (Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLAST (Temel Lokal Hiza Tarama Araci) programi

kullanilarak tespit edilmistir (Anonymous, 2013b).

Cizelge 3.6. Glisirizin biyosentezinde rol alan genlerin diger baklagil bitkilerinde

bulunma durumu
Enzim (Gen)

Bulundugu Bitki

Acetyl-coa acetyltransferase
HMG-coa synthase
HMG-coa reductase
Mevalonate kinase
Phosphomevalonate-kinase
Mevalonate-5-diphosphate decarboxyylase
DXP synthase

DXP reductoisomerase
MEP cytidylyltransferase
CDP-ME kinase

MECDP synthase

4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase

Isopentenyl-PP isomerase
Farnesyl diphosphate synthase
Squalene synthase

Squalene monooxygenase
B-amyrin synthase

3.5 QRT - PCR ile Gen Ifade Analizi

Soya

Lotus, Yonca

Yonca, Soya, Nohut, Bezelye, Cin meyan
Soya, Yonca, Nohut, Lotus

Soya, Yonca, Nohut, Lotus

Yonca

Soya, Yonca, Fasulye, Nohut, Lotus
Soya, Yonca, Nohut, Lotus

Yonca

Yonca

Soya, Lotus, Yonca, Fasulye, Nohut
Soya, Nohut, Yonca

Soya, Nohut, Lotus, Yonca

Yonca

Meyan, Cin meyan

Cin meyan, Antep fistig1, Meyan
Soya, Nohut, Yonca, Bezelye, Lotus

Meyan, Cin meyan

Tim real-time PCR o&rnekleri 3 tekerriirlii olarak kosturulmustur. qRT-PCR

analizinde, 1: 200 oraninda seyreltilmis cDNA’lar kalip olarak kullanilmigtir. qRT-PCR

reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon sicaklik dongiisiine ait program asagida verilmistir.



Tim reaksiyonlar Bioneer Exicycler96® (Bioneer, South Korea) cihazinda

gerceklestirilmistir.

Real-Time PCR reaksiyon bilesenleri
Toplam Karisim 12,5l
Ileri primer (2,5 pM) 1,2 pl
Geri primer (2,5 uM) 1,2 ul
Ultra saf su : 8,1 ul
cDNA [1:200] : 2,0 ul
Son Hacim : 250l

Real-Time PCR programi

Baglama sicakligi . 95°C 10 dk

Ayrisma : 95°C 15s

Baglanma : 55°C 30s 40 dongii
Uzama . 72°C 30s

Erime : 50 °C’den 94 °C’ye 3 s/her bir sicaklik

CcDNA sentezi sonuglar1 elde edildikten sonra primerler ile kantitatif qRT-PCR
yapilmustir. qRT-PCR amplikasyonu sonucunda tiirler arasinda SYBR Green sinyal
grafikleri elde edilmistir. Ayrica primerlerin dimer olusturup olusturmadiklarini kontrol

etmek i¢in melting curve analizi yapilmistir.

3.5.  Verilerin Degerlendirilmesi
Bir bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi mutlak olarak belirlenmek istenirse, bu bitkinin DNA
icerigi, DNA icerigi bilinen bir standart ile kiyaslanarak asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Dolezel ve Bartos, 2005)

DNA miktar bilinmeyen tiire ait
florasan yvogunlugu
(G1 pikinin degert)
Standarda ait
drnedin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)

Cekirdek DNA miktar1 = x standardm DNA icerigi

Flow sitometri ¢aligmasinda meyan ¢ekirdek DNA igeriklerinin istatiksel analizi
6 tekerriir olarak tesadiif parselleri deneme desenine gére SPSS istatistik paket programi
kullanilarak yapilmistir.

Gen ifade analizinde Orneklerin esik (threshold) degerleri, Bioneer yazilimi

tarafindan otomatik olarak belirlenmistir. PCR analiz sonuglarina gore orneklerin Ct
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degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel programi yardimiyla hesaplanmaistir.
Standart sapmasi diisiik olan 6rnekler 3 tekerriir lizerinden degerlendirilmistir. Buna
karsin standart sapmay1 yiikselten veya azaltan bir tekerriir varsa bu tekerriir ¢ikarilmis
ve ilgili 6rnegin sonucu 2 tekerriir tizerinden degerlendirilmistir. Meyan tiirlerinde ifade

2-AACt

diizeyi, Livak ve Schmittgen (2001) gore oransal hesaplama algoritmasi ile

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Flow Sitometri Analizleri

Arastirmada kullanilan {i¢ meyan tirii Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza
flavescens, Glycyrrhiza echinata’da ¢ekirdek DNA igeriklerine bakilmistir. Calismada
standart olarak 3.35 pg DNA igerigine sahip olan Vicia sativa L. (fig) bitkisine

bakilmistir ve floresans yogunlugu ile kullandigimiz {i¢ meyan tiirli karsilastirilmistir.

G. glabra Vicia sativa

4o l

20

Hiicre Sayist

bl n
200 400 600 800 1000

o
Floresan Yogunlugu

Sekil 4.1. G. glabra ile Vicia sativa bitkisinin floresan yogunluklari

100

o G. echinata Vicia sativa

o l

Hiicre Sayisi

ot sl
200 400 800 800 1000

Floresan Yogunlugu

Sekil 4.2. G. echinata ile Vicia sativa bitkisinin floresan yogunluklari

100

G. flavescens Vicia sativa

! !

Hiicre Sayis

=

w
3

e At db
200 400 800 800 1000

Floresan Yogunlugu

Sekil 4.3. G. flavescens ile Vicia sativa bitkisinin floresan yogunluklari
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G. glabra, G. flavescens ve G. echinata tiirlerinin her birinden 6 Ornek
toplanarak ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri hesaplanmistir. G. glabra gekirdek
DNA igerigi 0,96 + 0,009 pg, G. flavescens 1.13 + 0,013 pg ve G. echinata 0,94 + 0,008
pg olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Her 3 tiirden 6 bitkinin ¢ekirdek DNA igeriginin ortalamasi

Tekerriirlere ait DNA igerikleri (pg)/C
Tiirler 1 2 3 4 5 6 ortalama | standart sapma st. Hata
G. glabra 0,99 0,95 | 0,99 | 0,95 | 0,94 | 0,98 | 0,967 0,023 0,009
G. echinata 0,97 0,93 [ 0,93 | 095 | 0,95 | 097 | 0,946 0,020 0,008
G. flavescens | 1,19 1,09 | 1,13 | 1,14 | 1,15 | 1,13 | 1,138 0,033 0,013
1,4
S 12
S~
® 1
E 0,8
=< 06
€
< 04
& 02
0] )
G.glabra G.flavescence  G.echinata

Sekil 4.4. G. glabra, G. flavescens ve G. echinata tiirlerinin flow sitometri sonucu

G. glabra ile G. echinata tiirlerinin ¢ekirdek DNA igeriginin benzer biiyiikliikte
oldugu goriilmiistiir (p>0,05). G. flavescens’in ¢ekirdek DNA igeriginin diger iki meyan
tiirli genomundan 6nemli derecede daha biiyiik oldugu (yaklasik %20 daha biiyiik) tespit
edilmistir (p<0,01; Sekil 4.4).

Tir icinde yer alan gruplarin genom biyiikliigiindeki degisiklik, genetik
cesitlilik veya 6zel bir siirecin devami oldugu belirtilmistir (Price 1976; Murray 2005).
Tiirler arasindaki genom biiyiikliigliniin sebebi farkli transposon element igerigi,
(Fedoroff 2000; Bennetzen ve ark., 2005; Paux ve ark., 2006), gesitli kodlanmayan
DNA bolgeleri ya da genomla ilgili DNA miktarini artiran etmenler temel olarak
farkliligin nedeni oldugu belirtilmistir (Bennetzen, 2002). Ayrica Erayman ve ark.,
(2014) SSR markorleri ile yaptiklar ¢aligmalarinda meyan tiirleri arasindaki genetik

cesitliligi belirlemislerdir. Bu ¢alismada G. glabra ve G. echinata genetik olarak G.
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flavescens e oranla daha yakin ¢ikmiglardir. Bu yonii ile yapilan bu ¢alismay1 destekler
niteliktedir.

Murray (2005) gore yeni tiirlerin olusumunda g¢ekirdek DNA igeriginin bitki
morfolojisinden daha dnce farklilastigini bu yiizden de e8er bir tiir igerisinde ¢ekirdek
DNA igerigi farkliligi belirlenmigse de bunun tiir igerisinde taksonomik ¢esitliligin ve
yeni bir tiir olusum siirecinin varligin1 gosteren belirti olabilecegi aciklanmistir. Bu
ylizden caligmamizdaki meyan tiirleri arasindaki c¢ekirdek DNA bakimindan G.
flavescens tiiriinde gézlenen biiyiik farklilik yeni bir tiiriin olusum siirecinin baslamis
oldugunun gostergesi oldugunu diisliniilmektedir. Calismamizda kullanilan ¢ tiiriin
kromozom sayilar1 ayni olmasma ragmen sekil ve yapilarinda da farklilar bulundugu
daha onceki karyotipleme calismasinda belirlenmistir (Celik ve ark. 2015). Bunun
yaninda genom biiylikliigii acgisindan ¢alismamizda ele alinan tiirler ve 6zellikle G.
glabra tiiriiniin genom biiyiikligi Medicago truncatula genomunun (550 Mbg) yaklasik
2 kat1 kadar1 bulunmustur. Bu genom biiyiikliigiiniin 6zellikle yeni genom dizileme
calismalarinin hizla arttig1 bir ddnemde bu tiiriin kolaylikla genom dizilime i¢in elverisli
oldugunu gostermektedir. Meyan tiirlerinin genomunun dizilenmesi ve gen yapilarinin
belirlenmesi bu tiiriin iirettigi birgok maddenin metabolit liretim yolaklarinin daha iyi
anlagilmasina neden olacaktir. Meyan tiiriiyle ayni familyadan olan tiirler arasinda
genom karsilagtirilmasi yapilmasi genetiksel farkliligin belirlenmesi agisindan 6nemli
olmaktadir. Hammatt ve ark., (1991) yapmis olduklari ¢calismada meyan tiiriiyle ayni
familyada yer alan Glycine max (Soya) 1,175 pg, G. soja i¢in 1,14 pg genom
biiytiklikkleri bulunmustur. Yine Fabaceae familyasinda yer alan Phaseolus vulgaris
(Fasulye) Arumuganathan ve ark., (1991) yapmis olduklar1 ¢alismada 0,66 pg olarak

bulunmustur.

4.2. cDNA Analizi

RNA izolasyonu isleminin ardindan cDNA sentezi yapilmis olup kullanilan
meyan tiirlerine ait cDNA sentezinin kontrolii referans gen (GAPDH) primeri ile PCR

islemi sonucu Sekil 4.5.”de verilmistir.
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Sekil 4.5. Referans gen primeri olan GAPDH ile cDNA sentezinin kontrolii.1:SRYG-2,
2:SRYG-1, 3:KRHG-1, 4:KRHG-2, 5:ALTG-1, 6:ALTG-2, 7:SRYF-1,
8:SRYF-2, 9:ISKF-1 10:SRYF, 11:KRHE-1, 12:KRE-2, 13:KRE-3,
14:KRE-4
4.2.1. Cahsmada Kullamilan Primerler
Primer baglanma sicakligi i¢in 68 °C’den baslayarak 50 °C’ye her dongiide 0,5
°C diiserek touchdown PCR yapilmistir. Bu sayede primerlerin cDNA havuzunda ilgili

diziye tam olarak baglanip baglanmadiklar1 belirlenmistir. Touchdown PCR f{iriinlerinin

% 2’lik agaroz jel gortintiileri Sekil 4.6” da verilmistir.

Sekil 4.6. Glycyrrhiza sp. ait tiirlerinin cDNA’lar1 ile yapilan touchdown PCR sonuglart.
A) G. glabra, B) G. flavescens, C) G. echinata, 1: GAPDH, 2: UGT74, 3:
HQGT, 4. CYP75B2, 5: CYP88D6, 6: UGT73B5, 7: UGT74E2, 8: UGT89,
9: CYP707A7, 10: UGT73B2, 11: CYP71D?7.

23



Elde edilen jel goriintiilerinde bazi ¢ift bantlar elde edildigi i¢in primerlerin
baglanma sicakliklar1 artirllmistir. Bu sayede cift bantlarin olusmasi engellenmis olup
herbir tiirde farkli primerlerin ¢alistig1 gérilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismada G. wralensis’ den elde edilen UGT74, ve UGT73B5
benzeri genler, bizim c¢alistigimiz tiirlerde calismadigi belirlenmistir. O ylizden bu

genler ¢alismadan ¢ikartilmistir.

4.2.2. Gen Ifade Oranlarinin Tespit Edilmesi

Aragtirmada toplanan ti¢ Glycyrrhiza tiiriine ait toplam 14 cDNA iizerinde
glisirizin yolaginda gorev aldig: diistiniilen 8 adet glikoziltransferaz ve sitokrom P450
genin ifade diizeylerini karsilastirmak amaciyla qRT-PCR analizi yapilmistir. Gen ifade
analizinde ifade diizeylerini karsilastirmak icin GAPDH geni kullanilarak
normalizasyon saglanmistir. Gen ifade analizinde qRT-PCR yazilimi yardimiyla esik

degerlerini ve erime egrisi analizini gosteren grafikler asagida verilmistir.
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Sekil 4.7. GAPDH primerine ait meyan ¢esitlerindeki gRT-PCR sonuglar1 (solda) ve
erime egrisi analiz sonucu (sagda)
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Sekil 4.8. HQGT primerinin meyan gesitlerindeki QRT-PCR sonuglari (solda) ve erime
egrisi analizi sonucu (sagda)
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Sekil 4.9. UGT73B2 primerinin meyan cesitlerindeki gRT-PCR sonuglari (solda) ve
erime egrisi analizi sonucu (sagda)

Sekil 4.10. UGT74E2 genine ait primerin meyan cesitlerindeki gRT-PCR
sonuglari(solda) ve erime egrisi analizi sonucu (sagda)

Sekil 4.11. UGT89 genine ait primerinin meyan cesitlerindeki qRT-PCR sonuglari
(solda) ve erime egrisi analizi sonucu (sagda)
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Sekil 4.12. CYP71D7 genine ait primerin meyan ¢esitlerindeki qR-PCR sonugclari
(solda) ve erime egrisi analizi sonucu (sagda)
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Sekll 4. 13 CYP707A7 genine ait primerin meyan gesltlermdekl gRT-PCR
sonuglari(solda) ve erime egrisi analizi sonucu (sagda)

tensity

Sekil 4.14. CYP75B2 genine ait primerin meyan ¢esitlerindeki qRT PCRsonuglar1
(solda) ve erime egrisi analizi sonucu (sagda)
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Sekil 4.15. CYP88D6 genine ait primerin meyan tiirlerindeki qRT-PCRsonuglar1 (solda)
Ve erime egrisi analizi sonucu (sagda)

4.2.3. gRT-PCR Sonuclarina Gére Tiir i¢ci Gen ifade Diizeyleri

UGT73B2 geninin ifade oram1 Serinyol, Kirikhan ve Altindzii bolgelerinden
toplanan G. glabra tiiriinde incelenmis ve hem bélge igcinde hem de bolgeler arasinda
onemli gen ifade farkliliklart bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.16). Serinyol ve Altindzii
bolgelerinin i¢inde gen ifadesi onemli farklilik gosterirken, Kirikhan bolgesi igindeki G.
glabra tiirleri arasinda UGT73B2 geni agisindan ifade farkliligi gériilmemistir. Bunun

yaninda Serinyol ve Kirikhan bdlgeleri arasinda onemli fark goriilmezken bu iki
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bolgedeki G. glabra tiirlerinde UGT73B2 gen ifadesi Altindzii’ndekinden 6nemli
derecede fazla olmustur (p<0.05; Sekil 4.16).

G. glabra
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Sekil 4.16. UGT73B2 geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiiriindeki gen ifade
oranlarinin karsilastirilmasi. Goreceli gen ifadeleri GAPDH geni ile
karsilastirmal1 olarak alinmuistr.

UGT73B2 geninin ifade oran1 Serinyol ve iskenderun bolgelerinden toplanan G.

flavescens tiirii incelemis ve hem bolge icinde hem de bdolgeler arasinda 6nemli gen

ifade farkliliklar1 bulunmamistir (p>0.05; Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. UGT73B2 geninin farkli bolgelerden toplanan G. flavescens tiiriindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmasi.

UGT73B2 geninin ifade oram1 Kirikhan bolgesinden toplanan G. echinata

tiriinde incelenmis ve bolge icinde UGT73B2 geni agisindan ifade farkliliklar
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.18).
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G. echinata
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Sekil 4.18. UGT73B2 geninin farkli bolgelerden toplanan G. echinata tiiriindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmasi.

HQGT geninin ifade orani Serinyol, Kirikhan ve Altinézii bdlgelerinden
toplanan G. glabra tiiriinde incelenmis ve bolge iginde 6nemli gen ifade farkliliklar
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.19). Serinyol, Kirtkhan ve Altinozii bolgeleri arasinda gen
ifadesi 6nemli farkliklik géstermezken Serinyol, Kirikhan ve Altin6zii bolgeleri iginde
G. glabra tiirleri arasinda HQGT geni agisindan onemli derecede ifade farklilig
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. HQGT geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiiriindeki gen ifade
oranlarimin karsilastirilmasi

HQGT geninin ifade orani1 Serinyol ve Iskenderun bélgelerinden toplanan G.
flavescens tiirii tiiriinde incelenmis ve hem bolge icinde hem de bolgeler arasinda
onemli gen ifade farkliliklari bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.20). Serinyol bdlgesi
icindeki G. flavescens tiirleri arasinda HQGT geni agisindan ifade farkliligi
goriilmemistir. Iskenderun bolgesi icindeki G. flavescens tiirleri arasinda HQGT geni
acisindan onemli derecede ifade farkliligi bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.20). Bunun
yaninda Serinyol ve Iskenderun bélgeleri arasinda énemli derecede gen ifade farklilig
belirlenmis olup HQGT gen ifadesi Serinyol bolgesinde 6nemli derecede fazla olmustur
(p<0.05; Sekil 4.20).
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G. flavescens
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Sekil 4.20. HQGT geninin farkli bolgelerden toplanan G. flavescens tiiriindeki gen ifade
oranlarinin karsilastirilmasi
HQGT gen ifade orami Kirikhan bdlgesinden toplanan G. echinata tiiriinde
incelenmis ve bolge iginde HQGT geni agisindan ifade farkliliklar1 bulunmustur
(p<0.05; Sekil 4.21). KRE-1 ve KRE-2 bolge iginde gen ifadesi 6enemli farklilik
gostermistir. (p<0.05; Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. HQGT geninin farkli bolgelerden toplanan G. echinata tiiriindeki gen ifade
oranlarinin karsilastirilmasi

G. glabra tiiriindeki gen ifade orani Serinyol, Kirikhan ve Altindzii
bolgelerinden toplanan G. glabra tiiriinde incelenmis hem bolge i¢inde hem de bolgeler
arasinda onemli gen ifade farkliliklari bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.22). Serinyol ve
Altinozii bolgeleri igindeki G. glabra tiirleri arasinda UGT73B2 geni agisindan ifade
farkliligr gostermistir (p<0.05; Sekil 4.22). Kirikhan bolgesi iginde G. glabra tiirleri
arasinda UGT73B2 geni agisindan ifade farkliligi bulunmamistir. Altindzii ve Kirikhan
bolgeleri arasinda Onemli fark goriiliirken, Altindzii bolgesindeki UGT73B2 gen
ifadesinde Kirikhan bdlgesinden 6nemli derecede fark gosterdigi bulunmustur (p<0.05;
Sekil 4.22). Altindzii ve Serinyol bolgeleri arasinda 6nemli derecede fark goriiliirken,
Altinozii bolgesindeki UGT73B2 gen ifadesinde Serinyol bolgesinden dnemli derecede
fark gosterdigi bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. UGT74E2 geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiirtindeki gen ifade
oranlarinin karsilastirilmasi

UGT74E2 geninin ifade oram icin Serinyol ve Iskenderun bdlgelerinden
toplanan G. flavescens tiirlinde incelenmis ve bolgeler iginde Onemli gen ifade
farkliliklar1 bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.23). Iskenderun bélgesi icinde G. flavescens
tirleri arasinda UGT/74E2 geni agisindan ifade farkliligi goriilmiistiir (p<0.05; Sekil
4.23). Serinyol ve Iskenderun bolgeleri arasinda UGT74E2 geni agisindan ifade
farklilig1 belirlenmemistir (p>0.05; Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. UGT74E2 geninin farkli bolgelerden toplanan G. flavescens tiiriindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmasi. Goreceli gen ifadeleri GAPDH geni ile
karsilagtirmali olarak alinmustir.

UGT74E2 geninin ifade orani i¢in Kirikhan bélgesinden toplanan G. echinata
tiriinde incelenmis ve bolge icinde UGT74E2 geni agisindan ifade farkliliklari
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.24). KRE-1 ve KRE-2 bolge i¢inde UGT74E2 geni
acisindan 6nemli derecede ifade farkliligi bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. UGT74E2 geninin farkli bélgelerden toplanan G. echinata tiirindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmast. Goreceli gen ifadeleri GAPDH geni ile
karsilastirmali olarak alinmustir.

UGT89 gen ifade orani icin Serinyol, Kirikhan ve Altindzii bolgelerinden
toplanan G. glabra tiiriinde incelenmis hem bélge igi hem de bolgeler arasinda 6nemli
gen ifade farkliliklart bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.25). Altinozii bolgesi igindeki G.
glabra tiirleri arasinda UGT89 geni agisindan oOnemli derecede ifade farklilig
goriilmistir (p<0.05; Sekil 4.25). Serinyol ve Altindzii bolgelerinin i¢inde gen ifadesi
onemli derecede farklilik belirlenmemistir. Serinyol ve Kirikhan bdolgeleri arasinda
UGTS89 gen ifade 6nemi 6nemli derecede farklilik bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.25).
Serinyol ve Altindzii bolgeleri arasinda UGT89 gen ifade 6nemi Onemli derecede
farklilik bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.25) ve Serinyol bolgesindeki UGT89 gen ifadesi
Altindzii bolgesinden 6nemli derecede farklilik gostermistir (p<0.05; Sekil 4.25). Bunun
yaninda Kirikhan ve Altinozi bolgeleri arasinda énemli fark goriilmemistir. (p>0.05;

Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. UGT89 geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiirtindeki gen ifade
oranlarmin karsilastirilmasi

UGTS89 gen ifade orani i¢in Serinyol ve iskenderun bélgelerinden toplanan G.
flavesens tiiriinde incelenmis ve bolge iginde 6nemli gen ifade farkliliklart bulunmustur

(p<0.05; Sekil 4.26). Serinyol bolgesi icinde G. flavesens tiirleri arasinda UGT73B2
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geni agisindan ifade farkliig: gdstermistir (p<0.05; Sekil 4.26). Serinyol ve Iskenderun
bolgeleri arasinda gen ifade farkliligi bulunmamistir. (p>0.05; Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. UGT89 geninin farkli bolgelerden toplanan G. flavesens tiiriindeki gen ifade
oranlarinin karsilastirilmasi
UGTS89 geninin ifade orani i¢in Kirikhan bolgesinden toplanan G. echinata
tirinde incelenmis ve bolge icinde UGT89 geni acisindan ifade farkliliklari
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.27). Ayrica Kirikhan bolgesi igindeki KRE-1 ve KRE-2
bolge icinde UGT89 geni agisindan 6nemli derecede ifade farkliligi bulunmustur
(p<0.05; Sekil 4.27)
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Sekil 4.27. UGT89 geninin farkli bolgelerden toplanan G. echinata tiiriindeki gen ifade
oranlarimin karsilastirilmasi

CYP71D7 geninin ifade orani i¢in Serinyol, Kirikhan ve Altindzii bolgelerinden
toplanan G. glabra tiirtinde incelenmis hem bolge i¢inde hem de bolgeler arasinda
onemli gen ifade farkliliklar1 bulunmamistir (p>0.05; Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. CYP71D7 geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiiriindeki gen ifade
oranlarinin karsilastirilmasi

CYP71D7 geninin ifade orami igin Serinyol ve Iskenderun bolgelerinden

toplanan G. flavescens tiirlinde incelenmis hem boélge icinde hem de bdlgeler arasinda

onemli gen ifade farkliliklar1 bulunmamustir. (p>0.05; Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. CYP71D7 geninin farkli bolgelerden toplanan G. flavescens tiiriindeki gen
ifade oranlarinin karsilastiriimasi

CYP71D7 geninin ifade orani i¢in Kirikhan bdlgesinden toplanan G. echinata

tiriinde incelenmis ve bolge icinde CYP71D7 geni agisindan ifade farkliliklari
bulunmamustir (p>0.05, Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. CYP71D7 geninin farkli bolgelerden toplanan G. echinata tiiriindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmasi
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CYP75B2 geninin ifade orani Serinyol, Kirikhan ve Altindzii bolgelerinden
toplanan G. glabra tiiriinde incelenmis hem bolge i¢inde hem de bolgeler arasinda
onemli gen ifade farkliliklar1 bulunmamistir (p>0.05 Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. CYP75B2 geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiirtindeki gen ifade
oranlarinin karsilagtirilmasi

CYP75B2 geninin ifade oran1 Serinyol ve Iskenderun bélgelerinden toplanan G.
flavescens tiirlinde incelenmis ve bolge iginde Onemli gen ifade farkliliklar
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4. 32). Serinyol bdlgesi i¢indeki G. flavescens tiirleri
arasinda CYP75B2 geni acisindan onemli derecede ifade farkliligi goriilmiis olup,
(p<0.05; Sekil 4.32) iskenderun bolgesi icindeki G. flavescens tiirleri arasinda
CYP75B2 geni acgisindan Onemli derecede fark belirlenmemistir. Serinyol ve

Iskenderun bélgeleri arasinda gen ifade oraninda énemli derecede fark bulunmamistir

(p>0.05; Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. CYP75B2 geninin farkli bélgelerden toplanan G. flavescens tiirtindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmasi

CYP75B2 geninin ifade orani. Kirikhan bdlgesinden toplanan G. echinata
tiirlinde incelenmis ve bolge icinde CYP75B2 geni acisindan ifade farkliliklari
bulunmamustir (p<0.05; Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. CYP75B2 geninin farkli bolgelerden toplanan G. echinata tiiriindeki gen
ifade oranlarimin karsilastirilmasi

CYP707A7 geninin ifade orant Serinyol, Kiritkhan ve Altinézii bolgelerinden
toplanan G. glabra tiiriinde incelenmis ve bolge iginde 6nemli gen ifade farkliliklar
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.34). Kirikhan ve Altindzii bolgelerinin iginde gen ifadesi
onemli farklilik gostermezken, Serinyol bolgesi i¢indeki G. glabra tiirleri arasinda
CYP707A7 geni agisindan onemli derecede ifade farkliligi goriilmiistiir (p<0.05; Sekil
4.34).
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Sekil 4.34. CYP707A7 geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiiriindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmasi

CYP707A7 geninin ifade oran1 Serinyol ve Iskenderun bdlgelerinden toplanan
G. flavescens tiiriinde incelenmis hem bolge icinde hem de bdlgeler arasinda 6nemli gen
ifade farkliliklart bulunmamistir (p>0.05; Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. CYP707A7 geninin farkli bolgelerden toplanan G. flavescens tiirtindeki gen
ifade oranlarimin karsilastirilmasi
CYP707A7 geninin ifade orani i¢in Kirikhan bolgesinden toplanan G. echinata
tirinde incelenmis ve bolge icinde CYP707A7 geni acisindan ifade farkliliklari
bulunmamustir (p>0.05; Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. CYP707A7 geninin farkli bolgelerden toplanan G. echinata tiirtindeki gen
ifade oranlarinin karsilastiriimasi

CYP88D6 geninin ifade orant Serinyol, Kirikhan ve Altinozii bolgelerinden
toplanan G. glabra tiiriinde incelenmis ve bolge iginde 6nemli gen ifade farkliliklar
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.37). Kirikhan ve Altin6zii bolgelerinin iginde gen ifadesi
onemli farklilik gostermezken, Serinyol bolgesi i¢indeki G. glabra tiirleri arasinda
CYP88D6 geni agisindan 6nemli derecede ifade farkliligi bulunmustur (p<0.05; Sekil
4.37).
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Sekil 4.37. CYP88D6 geninin farkli bolgelerden toplanan G. glabra tiirtindeki gen ifade
oranlarinin karsilastirilmasi
CYP88D6 geninin ifade oram Serinyol ve Iskenderun bélgelerinden toplanan G.
flavescens tiirtinde incelenmis ve bolge iginde Onemli gen ifade farkliliklar
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.38). iskenderun bélgesi icinde gen ifadesi onemli farklilik
gosterirken (p<0.05; Sekil 4.38), Serinyol bolgesi igindeki G. flavescens tiirleri arasinda
UGT73B2 geni agisindan ifade farkliligi gériilmemistir. (p>0.05; Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. CYP88D6 geninin farkli bolgelerden toplanan G. flavescens tiiriindeki gen
ifade oranlarinin karsilastirilmasi

CYP88D6 geninin ifade orani Kirikhan bolgesinden toplanan G. echinata
tirlinde incelenmis ve bolge icinde CYP88D6 geni acisindan ifade farkliliklari
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.39). KRE-3 ve KRE-4 bolge iginde CYP88D6 geni
agisindan 6nemli derecede ifade farkliligi bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. CYP88D6 geninin farkli bolgelerden toplanan G. echinata tiiriindeki gen
ifade oranlarimin karsilastirilmasi
4.2.4. T-PCR Sonuclarina Gore Tiirler Arasi Gen ifade Diizeyi
G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda, HQGT gen ifadesi
incelendiginde; gen ifadesinin G. glabra ve G. echinata’da G. flavescence’e oranla 9
kattan fazla oldugu tespit edilmistir. G. glabra'da ilgili genin ifade oran1 G. echinata’ya
oranla 1,1 kat fazla olmustur (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. HQGT geninin tiirler aras1 gen ifade orani

G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda UGT73B2 gen ifadesi
incelendiginde; gen ifadesinin G. glabra ve G. flavescence’e oranla 2,6 kat oranla daha
fazla oldugu ve G. glabra’da, G. echinata tiiriine oranla 2,4 kat daha fazla gen ifadesi
oldugu tespit edilmistir. G. echinata'da, G. flavescens tiiriine oranla 9 kat daha fazla gen
ifadesi olmustur (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. UGT73B2 geninin tiirler aras1 gen ifade orani

G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda UGT74E2 gen ekspresyon
ifadesi incelendiginde; G. glabra’da, G. flavescens tiirline oranla 1,7 kat daha fazla gen
ifadesi olmustur. G. glabra’da, G. echinata tiirine oranla 3.2 kat daha fazla gen ifadesi
olmus olup, G. echinata’da, G. flavescens tiiriine oranla 1,5 kat daha fazla gen ifadesi
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. UGT74E2 geninin tiirler aras1 gen ifade orani

G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda UGT89 gen ifadesi
incelendiginde; G. glabra’da, G. flavescens tiiriine oranla 3,1 kat daha fazla gen ifadesi
olmustur. G. glabra’da, G. echinata tiiriine oranla 1,2 kat daha fazla gen ifadesi olmus
olup G. echinata’da, G. flavescens tiiriine oranla 1,8 kat daha fazla gen ifadesi oram

oldugu bulunmustur (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. UGT89 geninin tiirler aras1 gen ifade orani

G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda CYP71D7 gen ifadesi
incelendiginde; G. glabra’da, G. flavescens tiiriine oranla 9,6 kat daha fazla gen ifadesi
olmustur. G. glabra’da, G. echinata tiiriine oranla 8 kat daha fazla gen ifadesi olmus
olup, G. echinata'da, G. flavescens tiiriine oranla 1,6 kat daha fazla gen ifadesi olmustur
(Sekil 44).

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

G. glabra G. flavescence G. echinata

Sekil 4.44. CYP71D7 geninin tiirler aras1 gen ifade orani

G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda CYP707A7 gen ifadesi
incelendiginde; G. glabra’da, G. flavescens tiiriine oranla 3,2 kat daha fazla gen ifadesi
olmustur. G. glabra’da, G. echinata tiiriine oranla 4,5 kat daha fazla gen ifadesi olup, G.
echinata’da, G. flavescens tiiriine oranla 1,4 kat daha fazla gen ifadesi olmustur (Sekil
4.45).
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Sekil 4.45. CYP707A7 geninin tiirler arast gen ifade orani

G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda CYP75B2 gen ifadesi
incelendiginde; G. glabra’da, G. flavescens tiiriine oranla 34 kat daha fazla gen ifadesi
olmustur. G. glabra’da, G. echinata tiiriine oranla 2 kat daha fazla gen ifadesi olup, G.
echinata'da, G. flavescens tiiriine oranla 17 kat daha fazla gen ifade orani bulunmustur
(Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. CYP75B2 geninin tiirler aras1 gen ifade orani

G. glabra, G. flavesces ve G. echinata tiirleri arasinda CYP88D6 gen ifadesi
incelendiginde; G. glabra’da, G. flavescens tiiriine oranla 2,2 kat daha fazla gen ifadesi
olmustur. G. glabra’da, G. echinata tiiriine oranla 1,8 kat daha fazla gen ifadesi olmus
olup, G. echinata’da, G. flavescens tiiriine oranla 0,4 kat daha fazla gen ifadesi olmustur
(Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. CYP88D6 geninin tiirler aras1 gen ifade orani

Calismamizda glisirizin maddesinin olusmasinda etkili olan aday genler hem tiir
icinde hem de Trler arasinda genlerin ifade diizeyine bakilmistir. Gen ifadesi
bakimindan tiir i¢i ve tiirler arasinda biiyiik varyasyonlar gdzlenmistir. Lu H-Y ve ark.,
(2008) glisirizin maddesinin meydana gelmesinin ¢ok karmasik bir olay oldugunu
bildirilmistir. Yine Liu ve ark. (2014) gen kopya sayilarimin bile glisirizik asit
yolagindaki gen ifadelerinde varyasyona neden odlugunu belirlemiglerdir. Yaptigimiz
bu c¢alismada da c¢ok fazla varyasyonlarin gozlenmesi de bu tiir etkilerden
kaynaklanabilir. Calismada kullanmis oldugumuz UGTS89, HQGT, UGTT74E2,
CYP707A7, CYPT71D7, CYP88D6, CYP75B2 ve UGT73B2 genleri hem tiir igcinde hem
de tiirler arasinda gen ifade farkliliklar1 goriilmiistiir. Tiirler arast gen ifade
karsilastirilmasina bakildiginda diger tiirlere oranla G. glabra tiiriinde daha fazla ifade
olmustur.

Glisirizin maddesinin olugmasi yapmis oldugumuz calismada bir¢ok farkli
kosuldan etkilendigini gostermektedir. Hatay’in cografik yapisina baglh olarak bitki
ornekleri arasinda fazla uzaklik bulunmamasia 6zellikle iklim ve cevre kosullarinin
cok biiyiik degisiklik gostermemesine ragmen c¢alismamizdaki ornekler arasinda bu
denli gen ifade varyasyonlarinin bulunmasi bitkilerin yasi, toprak yapisi, tiirler arasi ve
tiir i¢i genetik cesitliligin de etkisini gdstermektedir. Karahan (2013) yapmis oldugu
calismada farkli ekolojik kosullarda yetisen G. glabra, G. echinata ve G. flavescens
tiirleri arasinda SSR belirtecleri kullanilarak hem tiir iginde hemde tiirler arasinda
genetik ¢esitlilik ortaya konulmustur.

Yamazaki ve ark., (1994) yapmis olduklar1 calismada RAPD ve RFLP

analizleriyle glisirizin bakimindan zengin olan G. glabra ve G. uralensis tiirlerinin G.
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echinata ve G. pallidiflora tiirlerine genetik acisindan yakin tiirler oldugu tespit
edilmistir. Kenji ve ark., (2007) yapmis olduklari calismada yapmis oldugumuz
calismaya destekler niteliktedir. G. glabra, G. inflata ve G. uralensis meyan tiirlerinde
glisirizin miktarlar1 bakimindan karsilastirma yapilmistir G. glabra tiiriiniin G. inflata
ve G. uralensis tiirline oranla daha fazla glisirizin bulundugu belirlenmistir. Yapmis
oldugumuz calismada da tiir i¢inde ve tiirler arasinda glisirizin olusmasindan sorumlu
genlerin G. glabra tiiriinde daha fazla ifade olmasi dolayisiyla glisirizin maddesinin G.
glabra tiirtinde daha fazla oldugunu desteklemistir.

Calismamiz sadece gen ifadelerini inceleme amaciyla yapildigindan bitkilerin
glisirizin oranlarina bakilmamistir. Bu nedenle gen ifadelerinin glisirizin ve benzeri
sekonder metabolitlerin olusumuyla ilgilendirilmesi ilgili metabolit yolaklarinin daha

1yl anlagilmasini saglayacaktir.
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5. SONUC ve ONERILER

Konu ile ilgili olarak yapilan literatiir taramalarinda meyan tiiriine ait ¢ekirdek
DNA igerigi ile ilgili daha once yapilmis tek bir ¢alismaya rastlanmamis olup farkl
cografik bolgelerden toplamis oldugumuz meyan tiirlerinde glisirizin igerigi tiir i¢inde
ve tiirler arasinda cografik ya da genetik olarak farklilik olup olmadig arastirilmistir.

Flow sitometri analizi sonucunda G. glabra, G. flavescens ve G. echinata
tiirlerine ait 6 tekerriirlii tekrar yapilip ortalama degerlerine bakilarak cekirdek DNA
icerikleri karsilagtirllmistir. Meyan bitkisi sekonder metabolitleri fazla olan bir bitki
oldugu i¢in, flow sitometri analizlerinde DNA’ya ¢ok sayida molekiil baglanmasi ile
analiz sonucunda kirlilik oran1 ¢ok fazla ¢ikmistir. Bu nedenle ¢alismada kullanmis olan
protokolde kiiciik degisiklikler yapilarak ¢ekirdek DNA igerigine bakilmadan dnce kisa
bir stireligine santrifiij yapilarak ¢ekirdek DNA igerigi 6l¢iimii yapilmustir. Santrifiij
yapilmasindaki amag niikleouslarin dibe ¢okmesini saglanmaktir. Santrifiij yapildiktan
sonra analizlerin yapilmasi ile daha iyi sonuglar elde edilmistir. Ayrica santifiij
yapilarak test edilen ilk flow sitometri analizi olmasi biiyiik bir dnem tagimaktadir.

G. glabra tiiriniin ¢ekirdek DNA igerigi 0.96 pg, G. echinata 0.95 pg ve G.
flavescens tiirtiniin ¢ekirdek DNA igerigi 1.13 pg olarak hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglara gore G. flavescens tiiriiniin ¢ekirdek DNA igerigi diger tiirlere goére daha
biiytik olmasi (1.13 pg) diger tiirlerden farkli oldugunu géstermistir. Yine G. glabra ve
G. echinata tiirlerinin her biri igin analiz edilen 6 bitkide ¢ekirdek DNA igeriklerinin
standart sapma (0,023 ve 0,020) ile birbirine yakin tiirler oldugu belirlenmistir. Benzer
durum Pisum (Bezelye) tiirleri arasinda genom biiyiikligii bakimindan 6nemli derecede
polimorfizim gosterdigi belirlenmistir. Pisum tiiriiniin retroelementlerden dolay1 genom
biyiikligi artmis oldugu belirlenmistir. Pisum tiirlerinde insersiyon pargalarinin
bolgede sabit kalmayip polimorfizimle ile iliskili oldugu agiklanmigtir (Vershinin ve
ark., 2003).

Meyan tiirlerinin g¢ekirdek DNA igeriginin belirlenmesi ile retrotranspozon
simifinin aktiviteleri dahil (Bennetzen ve Kellogg 1997) delesyon ile genomun azalmasi
ya da ve insersiyon tarafindan genomun artmasi (Petrov 1997; Gregory 2003;
Bennetzen ve ark., 2005) genom biyiikliigiinin farkliligindan sorumlu g¢esitli
mekanizmalar hakkinda ipucu elde edilmesini saglayacaktir. Ileriki calismalarda G.

flavescens tiirtiniin genomumun G. glabra ve G. echinata tiirlerine oranla daha biiyiik
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olmasina neden olan etmenlerin incelenmesi i¢in ¢alismamiz onciil olmaktadir. Cetin ve
ark. (2015) son ¢alismasinda fi¢ tiire ait kromozom sayilarinin esit oldugu (2=16) fakat
G. echinata tiiriiniin toplam kromozom uzunlugunun diger iki tiirden fazla oldugu
bulunmustur. Meyan bitkisiyle ilgili arastirilmak istenen genlerin bulundugu
kromozomlarinin tek tek ayri ayri haritalanmasi ile gen izolasyonu ve bitki genetiginin
daha iyi anlasilmasi i¢in kromozomlarinin karakterize edilmesi 6nemli olmaktadir.

Tiirler arasinda ¢ekirdek DNA igerigi bakimdan farklilik belirlenmesi son derece
onemlidir. Hatta angiospermler arasindaki farklilik yaklasik olarak 2000 kat oldugu
bildirilmektedir (Bennett ve Smith, 1976). Bu nedenle c¢ekirdek DNA igerigi
taksonomik ve evrim g¢aligmalar1 i¢in son derece yararli oldugu bildirilmistir (Rees ve
Walters, 1965; Price ve Bachmann 1975; Ohri, 1998; Ozkan ve ark., 2003).

Calismamizin ikinci kisminda ise G. glabra, G. flavescens ve G. echinata tiirleri
arasinda glisirizin liretiminde rol oynayan genler yoniinden bir karsilagtirma yapilmaistir.
CYP88D6 geni B-amyrin olugmasinda etkili olup, dolayli yoldan B-amyrin de glisirizin
biyosentezinde rol oynamaktadir. CYP88D6, 11-oxo-B-amyrin katalizleyerek glisirizin
biyosentezinde rol oynayan B-amyrin maddesinin olusmasini saglamaktadir. (Seki ve
ark., 2008). Calismada genlerin secildigi sitokrom P450 ve glikoziltransferaz siiper
aileleri CYP88D6 enzimine bagli olup dolayisiyla secilen genlerde glisirizin maddesinin
olugmasinda etkili olmaktadir.

Calismamizda kullanmis oldugumuz glisirizin  biyosentezindeki genler
seleksiyon markérii olarak kullanilabilir. Uzerinde calistigimiz P450 gen ailesine ait
CYP88D6, CYP75B2, CYP71D7 ve CYP707A7 ve glikoziltransferaz gen ailesine ait
olan UGT73B2, HQGT, UGT74E2, UGT73B5 ve UGT89 genleri meyan bitkisinde
glisirizin ve sekonder metabolitlerin iiretim agisindan potansiyel dneme sahip sahip
olabilir.

G. uralensis koklerinde ifade olan ve ¢alismamizda kullanilan primerlerden
UGT73BS5 geni hari¢ tamami bant tiretmis, UGT74E2 ise ¢ok sayida band verdigi i¢in
real-time PCR analizi yapilmamistir. Bu da gostermektedir ki primer bolgelerindeki
diziler muhtemelen tiirlere gore degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle
caligmamizdaki tiirlerin gen dizi bilgileri bu tiirlerin dizilemesi sonucu daha dogru agiga

cikabilecektir.
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Tiirler arasi t testi yardimiyla gen ifadeleri arasinda 6nemli varyasyonlar tespit
edilmistir. Yapilan QRT-PCR analizlerine gore tiirler arasinda G. glabra tiirii digerlerine
gore daha fazla gen ifadesi olup, glisirizin maddesinin diger tiirlere gore daha fazla
oldugu goriilmiistir. Calismada G. glabra tiirii tiirler aras1 degerlendirme de farkli
cografik bolgelerin glisirizin maddesinin olusmasinda etkili oldugu degerlendirilmistir.

Ulkemizde ekonomik olarak biiyiik dneme sahip olan meyan tiirlerinin yetisme
ortami farkli ¢evresel ortamlarda olmasi tiirler arasinda gen ifade diizeyinde 6nemli
farkliliklar oldugu belirlenmistir. Tiir i¢inde ve tiirler arasindaki gen ifadesi ¢evresel
etmenlerin etkili oldugunu gostermektedir. Toprak yapisi, toprak ph, yiikselti miktart,
yeryiizii sekilleri, giines alma miktar1 gibi ekolojik faktorlerin gen miktarinin diizeyini
etkiledigi diisiilmektedir. Daha sonraki yapilacak olan calismalarda bu c¢evresel
faktorlerin arastirilmasi  glisirizin  genine etkisinin belirlenmesi bizi daha ¢ok
aydinlatacaktir.

Calismamizda hem tiir hem de cevre sartlarina gore glisirizin yolagindaki
genlerin ifadelerinde Onemli degisimler goriilmiistir. Bu da ¢evre sartlart ve
genotiplerde yapilacak modifikasyon veya degisikliklerle meyan bitkisinden daha fazla
glisirizin elde etme potansiyelini gostermektedir.

Glisirizin kimyasal sentezi hem maliyetli hem de zor bir siiregtir. Bu nedenle
meyan bitkisinin kok kiiltiirii, bitki doku kiiltiirii ve hiicre kiiltiirii alinmak istenmistir.
Fakat istenilen basar1 elde edilememistir (Hayaski ve ark., 1988). ileriki ¢alismalarda
meyan kokiiniin gelistirilmesi glisirizin {iretiminde artig saglanabilir. Bu sayede
glisirizin yolagimin tam olarak anlagilmasi yolak da bulunan genlerin daha 1iyi
arastirilmasi imkani elde edilecektir. Boylelikle sekonder metabolit iiretimi yolaklarinin
iyi 0Ogrenilmesi biyoteknolojik yollarla bu maddeler daha kolay iiretilebilmesi
saglanacak ve doga tahribatinin 6niine gecilebilecektir.

Meyan tiirlerinin hem tibbi hem de ekonomik ozelliginden dolayr yogun
toplanmasi bazi tiirlerin dogal yayilis alanlarindan uzaklagmasi ya da yasam alanlarinin
daralmasindan dolay1 yayilis alanlar1 tehlikeye girmektedir. Bu yilizden tohumlarmin
toplanarak tohum bankasinda muhafaza edilmesi gerekir. Aynm1 zamanda genetik
varyasyonlarin hesaplanmasi i¢in tiiriin devamliligin1 korumasi 6nemlidir.

Calismamizin sonuglart meyan bitkisinin genomunun tiir i¢i ve tiirler arasi

yapisal ve fonksiyonel varyasyonlar gosterdigini belirlemis olup, Bu varyasyonlardan
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yararlanarak meyan bitkisinin ticari degere sahip genotiplerinin gelistirilmesi miimkiin

olabilecektir.
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