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OZET

ARPA DOKU KULTURLERINDE GENETIK VE EPIGENETIK
VARYASYONLAR

Bu ¢alismada, 15- ve 30-giinliik arpa (Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160) kalluslari
arasindaki genetik ve epigenetik varyasyonlar sirasiyla IRAP “Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism” ve MSRF “Methylation Sensitive Restriction Fingerprinting”
teknikleri ile arastirildi. Dort-giinlik arpa fideleri kontrol olarak segildi. Olgun
embriyolar, 4 mg I Dicamba iceren Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde 30 giin
boyunca kiiltiire alindi. Embriyogenik kalluslar, rejenerasyon i¢in 0.5 mg 1" trans-zeatin
riboside igeren MS besiyerine aktarildi. Dokular, BARE-1 ve Sukkula gibi arpa
retroelementlerinden gelistirilen dort IRAP kombinasyonu ile analiz edildi. BARE-1
polimorfizmi gézlenmesine ragmen; Sukkula elementinin hareketsiz kaldigr gozlendi.
Olgun embriyolardan kallus gelisimi sirasinda, epigenetik varyasyonlarin en
onemlilerinden biri kabul edilen metillenme degisimlerinin meydana geldigi anlasildi.
MSRF verilerine gore, 30-giinliikk kallus DNA’s1, fide DNA’sina gore daha fazla
metillenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, Homobrassinolide (HBL)’in, kallus gelisimine ve
rejenerasyona etkileri arastirildi. Otuz-giinliik kalluslar, bir ay boyunca, iki farkl
konsantrasyonda (0.5 puM and 1 uM) 22(S),23(S)-Homobrassinolide (HBL)
uygulamasina maruz birakildi. Hem kontrol (hormon i¢germeyen) hem de HBL gruplari,
taze agirlik miktarinda ve SOD aktivitesinde azalmaya; total ¢oziinebilir protein ve
DNA igeriginde artisa yol acti. 0.5 uM grubu en yiiksek degerleri olustururken; en
diisik SOD aktivitesi, 1 uM HBL grubunda goézlendi. HBL uygulamasimin 14-15.
giiniinde, HBL-uygulanmis ve uygulanmamus kalluslar, yesil hiicre kiimeleri ve siirgiin
seklinde rejenerasyon belirtileri gosterdi. Kontrol ve ozellikle 0.5 uM hormon
gruplarindaki kalluslarin, daha biiyiik, sert ve ufalanabilir olduklar1 gozlendi. En uzun
strglinlerin, 0.5 uM grubundaki kalluslarda gelistigi goriildii. Kontrol ve 0.5 pM
hormon gruplarindaki metillenme degisimleri, MSRF teknigi ve iki primer
kombinasyonu ile arastirildi. HBL uygulamasinin, genomda metillenme artisina yol
actig1 goriildii.

Calismada elde edilen sonuglara gore, kallus gelisimi sirasinda genetik ve epigenetik
varyasyonlar meydana gelmektedir. HBL metillenmede artisa yol agmakta ve
rejenerasyonu olumlu etkilemektedir. Bu ¢alismanin, doku kiltiirii kaynakl
varyasyonlarin anlagilmasinda ve HBL nin, doku kiiltiirlerinde kullanilmasinda yararli
olmasi beklenmektedir.



SUMMARY

GENETIC AND EPIGENETIC VARIATIONS IN BARLEY TISSUE CULTURE

In this study, genetic and epigenetic variations between 15- and 30-days-old barley
(Hordeum vulgare L.) calli were investigated with IRAP “Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism” and MSRF “Methylation Sensitive Restriction
Fingerprinting” techniques, respectively. Four-days-old seedling was used as control.
Mature embryos were cultured on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented
with 4 mg I dicamba for 30 days. Embryogenic calli were transferred to regeneration
medium, MS containing 0.5 mg I trans-zeatin riboside. Tissues were analyzed with
four IRAP primer combinations, which were designed according to barley retroelements
BARE-1 and Sukkula. BARE-1 polymorphisms were detected however, Sukkula
elements remained inactive. Methylation alterations, which is one of the most prominent
epigenetic variations, occurred during callus formation from mature embryos.
According to MSRF data, 30-days-old callus DNA was much more methylated than
seedling DNA.

In the second part of the study, effects of Homobrassinolide (HBL) on callus growth
and regeneration were investigated. Thirty-days-old calli were treated with two different
concentrations (0.5 uM and 1 uM) of 22(S),23(S)-Homobrassinolide for one month.
Both control (hormone-free) and HBL media caused decrease in fresh weight and SOD
(EC 1.15.1.1) activity and increase in total soluble protein and DNA content. 0.5 uM
group exhibited the highest protein and DNA levels and the least decrease in fresh
weight. However, minimum SOD activity was measured in 1 uM HBL group. At the
14-15" day of the HBL treatment, HBL-treated and non-treated calli started to
regenerate. Green cell clusters and as well as shoots were observed. Control and
especially 0.5 uM group calli were bigger, harder and more friable than 1 uM group
calli. Longest shoots developed in 0.5 uM group. Methylation alterations between
control and 0.5 uM group were investigated with MSRF with two primer combinations.
HBL treatment caused increase in genome-wide methylation.

Data indicate that genetic and epigenetic variations occurred during callus formation.
HBL treatment caused increase in methylation and favoured regeneration. These results
may be useful for exploration of tissue culture-induced variation and use of HBL in
tissue cultures.



1. GIRIS

Arpa (Hordeum vulgare L.) en 6nemli tahil bitkilerinden biri olup; hayvan yemi ve
insan besini olarak tiiketilmekte ve bira yapiminda kullanilmaktadir. Genetik ve
molekiiler biyoloji calismalarinda model organizma olarak dnem tagimaktadir. Arpa
1slah ¢alismalarindaki baslica amag¢ verimi ve dane kalitesini arttirmaktir. Giinlimiizde,
transgenik teknolojileri ile gelistirilmis ve patenti alinmus arpa kiiltiir varyeteleri
bulunmaktadir.  Doku  kiltlirii  sisteminin  optimizasyonu, transformasyon
calismalarindaki ilk adimdir (Gozukirmizi ve Temel, 2011). Doku kiiltiirii kosullarmin
genetik, kromozomal ve morfolojik varyasyonlara yol agabilecegi saptanmistir (Heinz
ve Mee, 1971). Doku kiiltiirii kosullarinin uyardig1 varyasyonlar somaklonal varyasyon
olarak adlandirilmistir (Larkin ve Scowcroft, 1981). Eksplant ¢ikarimi sirasindaki
yaralama, sterilizasyonda kullanilan maddeler, kiiltiir ortam1 ve kosullari, kiiltiire alinan
hiicrelerin genomlarinda hasar olusturur ve bu durumun, eksplanttan gelisen dokularda
ve bitkilerdeki varyasyonlarin kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir (Cassells ve Curry,
2001). Giirel ve dig. (2009), 4 mg L™ Dicamba igeren MS (Murashige ve Skoog, 1969)
besiyerinin, arpa olgun embriyolarindan, embriyogenik kallus eldesinde oldukga iyi
sonuclar verdigini gozlemislerdir. Bu tez calismasinda da, 4 mg L™ (18 uM) Dicamba
iceren MS besiyerinde gelisen kallus dokular1 arasindaki genetik ve epigenetik
varyasyonlar arastirildi. Kontrol doku olarak 4-giinliik arpa fideleri kullanildi. Dort-
giinliik fide, 15-giinliik ve 30-giinliik kallus dokularina ait genomik DNA karisimlarinda
“Bulk”, 4 primer kombinasyonu ile “Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism”
(IRAP) ve 2 primer kombinasyonu ile “Metillenmeye Duyarli Restriksiyon Parmakizi”
(Methylation-Sensitive Restriction Fingerprinting, MSRF) analizleri gerceklestirildi.
Tezin ikinci kapsaminda, 30-giinliik kalluslara farkli konsantrasyonlarda (0.5 ve 1 pM)
uygulanan 28-Homobrassinolid’in (HBL), kallus gelisimine etkileri arastirildi.
Uygulamanin basindan itibaren, 1 hafta arayla kalluslarin taze agirliklar1 kaydedildi.

HBL uygulamasinin sonunda, kalluslardaki total ¢dziinebilir protein, DNA miktarlar1 ve



SOD aktivitesi arastirildi. Kontrol grubu ve 0.5 uM HBL uygulanan kalluslar arasindaki
metillenme farkliliklart MSRF yontemi ile aragtirildi.

Calismada elde edilen sonuglar, daha oOnce yapilan calismalar ile karsilastirilarak,
kullanilan kiiltiir kosullarinin somaklonal varyasyon olusturma o6zelligi ve HBL’nin
farkli konsantrasyonlarimin kallus gelisimine ve rejenerasyona etkileri ve 0.5 uM
HBL’nin ne yonde metillenme degisimleri olusturdugu incelendi. Bulgularin,
transformasyon c¢aligmalarina saglayabilecegi katkilar, HBL’in genoma ve kallus
hiicrelerine etki mekanizmasi, literatiir bilgileri ile birlikte degerlendirildi, yorumlandi

ve tartisildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ARPA

Arpa (Hordeum vulgare spp.), Gramineae (Poaceae) ailesinin “Familya” Hordeum
cinsine “Genus” aittir. Hordeum, diploid (2n=2x=14), tetraploid (2n=4x=28) ve
hexaploid (2n=6x=42) genotipe sahip 32 tirden olusur (Bothmer ve dig., 1995).
Tiirkiye, Iran, Suriye, Filistin ve Urdiin gibi iilkeleri kapsayan Bereketli Hilal “Fertile
Crescent” isimli bolgede bulunan arpa tohumlarinin kalintilar1 incelendiginde, arpanin
yaklasik 10000 sene 6nce bu bolgede kiiltiire alindigr anlagilmistir (Ivandic ve dig.,
2002). Arpanin atasi, Tiirkiye’de, Alman botanik¢i Carl Koch tarafindan teshis edilmis
ve ayr1 bir tiir olarak, H. spontaneum olarak isimlendirilmistir (Pourkheirandish ve
Komatsuda, 2007). Giliniimiizde ise, kiiltiire alinan arpa (H. vulgare ssp. vulgare L.) ve
yabani atasi (H. vulgare ssp. spontaneum C. Koch.) diploid ozellikte, tek yillik bir tiir
altinda siniflandirilir (Bothmer ve dig., 2003). Yabani ve kiiltiire alinmis formlar
arasinda dogal ve yapay c¢aprazlamalar yapilmaktadir (Asfaw ve Bothmer, 1990) ancak
bazi durumlarda kromozomal translokasyonlar ve kisirlik olusmaktadir (Ahokas, 1999).
Iki takson (yabani ve kiiltiire alinmis) morfolojik olarak birbirlerine benzemelerine
kargin bazi farkliliklar bulunmaktadir. H. vulgare ssp. spontaneum her zaman iki-sirali
“Two-rowed” olup, ssp. vulgare’den daha uzundur (Backes ve dig., 2003). iki- ve alt1-
siral1 arpada basak ekseninin her bogumunda 3 adet ¢icek “Floret” bulunur ancak iki-
siralt  bitkilerde yalnizca ortadaki ¢icek fertildir (tohum olusturabilir); alti-sirali
bitkilerde ise tiim c¢igekler fertildir. Boylece, alti-siral1 bitkiler daha fazla tohum tiretir
ancak iKi-sirali bitkiler daha fazla sayida kardes olusturur

(http://oregonstate.edu/instruct/css/330/five/BarleyOverview.htm). Kiiltire alinmig alti-

siral1 arpanin atasi ise H. agriocrithon Aberg’dir (Shao ve dig., 1982). Tanno ve dig.
(2002) vrsl “Row type gene” lokusundaki ¢ekinik bir mutasyon sonucunda alti-siralt
arpanin olustugunu agiklamiglardir. Alti-sirali basak olusumundan sorumlu vrsl geni

Komatsuda ve dig. (2007) tarafindan izole edilmistir. Dominant vrsl alleli, bogumda


http://oregonstate.edu/instruct/css/330/five/BarleyOverview.htm

yanlardaki ¢igeklerde anlatim yapan bir transkripsiyon faktoriinii (VRS1) kodlar. VRSI
proteini, lateral cigeklerin gelisimini baskilar. VRSI1 islevinin kaybi, alti-sirali fenotip
olusumuna yol agar. iki-sirali fenotipe yol acan dominant mutasyon dogada ender olarak
goriilmektedir (Singh, 2006). Yabani ve kiiltiire alinmis formlar arasindaki diger bir
farklilik yabani tiirlin kirilgan eksen yapisina sahip olusudur. Eksenin kirilgan yapida
olmasi, tohumlarin dogaya yayilmasini kolaylastirir. Kirllgan olmayan yap1 ise tohum
kaybr olmadan daha etkili bir hasat yapilmasini saglar (Backes ve dig., 2006). Yabani
ssp. spontaneum kuraklik dayanikliligma sahiptir (van Rijn ve dig., 2000) ve arpa
1slahinda allel kaynagi olarak goriilmektedir (Ellis ve dig., 2000; Backes ve dig., 2003).

Arpa, deniz seviyesinin 350-1500 metre yukarisinda yetistirilir (Shao ve dig., 1982).
Serin (15-30°C) hava sicakliklar1 ve orta derecede yagis (500-1000 mm yillik), arpanin
gelisimi i¢in en uygun kosullardir (http://barleyworld.org/whatisbarley.php). Asidik

ortam ve nemli kosullara duyarli olmasina karsin soguk, kuru, tuzlu, alkali toprak
tiirlerine ve kuraklik gibi stres kosullarina diger tahil tiirlerinden daha dayaniklidir
(Bothmer ve dig., 1995; Shakhatreh ve dig., 2010). Arpa, tiim diinyada, 54 milyon
hektar alanda, senede 150 milyon ton iiretilir. Uretim miktarlarina gore, arpa, misir (Zea
mays L.), bugday (Triticum aestivum L.) ve piringten (Oryza sativa L.) sonra dordiincii
siradadir (http:/faostat.fao.org/site/339/default.aspx, FAO 2009 Istatistikleri).

Baslica arpa iireticisi llkeler sirasiyla Rusya Federasyonu, Kanada ve Almanyadir
(FAO). Uretilen arpanin %55’i hayvan yemi olarak; %39’u malt iiretiminde; %3.5%i
tohum olarak; %]1.7’s1 ise insan besini olarak kullanilmaktadir

(http://barleyworld.org/whatisbarley/BarleyProduction.php). Beta-glukan igeriginin

yiiksek oldugunun anlagilmasi ile, besin olarak daha fazla 6nem kazanmistir (Ware ve
dig., 2002). Yag ve kolesteroliin sindirim sisteminde emilimini azaltan lif ve kandaki
kolesterol ~miktarin1  diisiiren tokotrienol (E vitamini) ydniinden zengindir

(http://www.albertabarley.com/food/healthbenefits.shtml). Arpa tiretimini kisitlayan

baslica etmenler arasinda “Barley yellow dwarf virus (BYDV)”, “Fusarium head blight
(FHB)”, “Russian wheat aphid (RWA)” gibi patojen ve hastaliklar yer alir
(http://barleyworld.org/whatisbarley/BarleyDiseasesPests.php).

Arpa, %80’ tekrarli dizilerden olusan, glinimiiz kosullarinda genom dizileme
caligmalarina elverigli olmayan olduk¢a biiyik bir genoma (-~5500 MB) sahiptir
(Sreenivasulu ve dig., 2008). “National Center for Biotechnology Information (NCBI)”

veritabaninda arpaya ait 501,620 ESTs bulunmaktadir (Hordeum vulgare ssp. vulgare,
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http://www.ncbi.nlm.nih.qov/dbEST/dbEST summary.html). 2006 yilinin agustos

ayinda kurulan “International Barley Genome Sequencing Consortium (IBSC)”
Amerika Birlesik Devletleri (USDA-Agricultural Research Service), Almanya (IPK-
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research), Biiyiik Britanya (Scottish
Crop Research Institute), Finlandiya (MTT Agrifood Research ve University of
Helsinki), Japonya (National Institute of Agrobiological Sciences) ve Avustralya
(Australian Centre for Plant Functional Genomics) gibi iilkelerdeki arpa genetigi
tizerine ¢aligmalar yapan enstitiileri biraraya getiren bir olusumdur. Bu olusumun amac1
“Bacterial Artificial Chromosome (BAC)” kitapliklarini olusturmak ve arpa genomunun

dizisini elde etmektir (http://www.gramene.org/whatsnew.html).

Arpa ekonomik olarak onemli olmasinin yanisira, genetik ve fizyolojik ¢aligmalar igin
model organizma olarak goriilmektedir (Koornneef ve dig., 1997; Forster ve dig., 2000).
Arpa c¢alismalar1 genellikle azot, karbon ve fosfat metabolizmalarinin anlagilmasina
(Warner ve Kleinhofs, 1992; Kronzucker ve dig., 1999; Vidmar ve dig., 2000; Huang ve
dig., 2008), cesitli hormonlarin {iretimi ve algilanmasi bakimindan kusurlu mutantlarin
ve hormon metabolizmasinda is goren genlerin belirlenmesine (Chandler ve dig., 2008)
tohumlarin transkript igeriginin ve c¢imlenme sirasinda gergeklesen reaksiyonlarin
anlasilmasina (Bradford ve dig., 2008; Gendreau ve dig., 2008; Shahpiri ve dig., 2008),
tohum igerigini degistirerek kaliteyi arttirmaya (Hang ve dig., 2007; Hansen ve dig.,
2007), biyotik (Finnie ve dig., 2002; Atienza ve dig., 2004; Nirmala ve dig., 2007) ve
abiyotik (Chen ve dig., 2007a; Chen ve dig., 2007b; Reid, 2007) strese yanit
olusturmada etkili genlerin bulunmasina, dayamkli cesitlerin molekiiler markir
yontemleri ile belirlenmesine “Marker-assisted breeding” ve gelistirilmesine yoneliktir

(Dunwell, 1986; Close ve dig., 2004; Varshney ve dig., 2007; Talame ve dig., 2008).

2.2.BIiTKi DOKU KULTURU

Bitki doku kiiltiirli, ana bitkiden alinan hiicre, doku veya organlarin yapay besiyerinde
gelistirilmesidir. Mikrocogaltim ve transformasyon, bitki doku kiiltiiriiniin baslica
kullanim alanlaridir. Bitki hiicrelerini, dokularmin veya tek bir bitki hiicresinin, steril

kosullarda, besiyerinde kiiltiire alinmast ile in vitro (laboratuvar ortaminda) olarak tiim
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bir bitki elde edilebilir (Cardoza, 2008). Bitki doku kiiltiirii, ¢ok hiicreli canlilardaki her
hiicrenin, uygun kosullarda gelisim gosterebilme yetenegine dayamir (White, 1954).
Totipotent hiicre, tiim bir organizmay1 olusturma kapasitesine sahip olan bir hiicredir
(Krikorian and Berquam, 1969). Arpa kiiltiirlerinin rejenerasyon kapasitesi genotipe
bagli olmasina karsin kiiltiir kosullarindan (Goldstein ve Kronstad, 1986; Bregitzer,
1992; Dahleen, 1995; Dahleen, 1999; Dahleen ve Bregitzer, 2002; Chang ve dig., 2003;
Sharma ve dig., 2005) da etkilenir. Etkili ve rejenerasyon gosteren bir doku kiiltiirii
sisteminin varligi, transformasyon c¢aligmalarinda Dbiiyilk Onem tagimaktadir.
Transformasyon teknolojisi ile ekonomik degeri olan bir karakterin, istenen bir tiire
aktarilmast miimkiindiir. D06l verebilen “fertile” transgenik arpa, Agrobacterium-
aracitligi ile (Matthews ve dig., 2001), elektroporasyon ile (Ritala ve dig., 2002),
partikiil bombardimani ile (Choi ve dig., 2002), polietilenglikol (PEG) yontemi ile
(Nobre ve dig., 2000) elde edilebilmistir. Giinlimiize kadar, arpa genomuna ¢ok sayida
gen aktarilmistir (Horvath ve dig., 2001; Manoharan ve Dahleen, 2002; Bregitzer ve
Tonks, 2003). Transformasyon veya baska bir deyisle genetik miihendisliginde, yabanci
bir gen “alien gene”; secici “marker” bir gen, haberci “reporter” bir gen ve genoma giris
icin gerekli olan diger DNA dizileri ile birlikte, totipotent 6zellige sahip hiicre veya
hiicrelere aktarilir. Transformasyonun basarili bicimde tamamlanmasi, aktarilan genin
genoma girmesi, anlatim yapmasi, transforme edilen hiicrelerin in vitro kosullarda
cogalmasi ve rejenere olmasina baglidir (Singh, 2002). Bu yiizden, genetik miithendisligi
ve somaklonal varyasyon g¢alismalarinda ilk adim, in vitro kiiltiire alinan hiicrelerden
bitki gelisimine olanak taniyan sistemin kurulmasidir (Sharma ve dig., 2005).
Olgunlagmamig embriyolarin, doku kiiltiirii agisindan “Recalcitrant” olarak kabul edilen
arpa gibi monokotil bitkilerde, rejenerasyon i¢in en uygun eksplant kaynagi olmasina
karsin (Vasil, 1994); olgun embriyolarin da ¢esitli tahil tiirlerinin (Torbert ve dig., 1998)
doku kiiltiirii agisindan elverisli olabilecegi belirtilmektedir. Arpada, olgunlagsmamis
embriyo (Rikiishi ve dig., 2008), olgun embriyo (Lupotto, 1984; Temel ve dig., 2008),
anter ve mikrospor (Bednarek ve dig., 2007; Obert ve dig., 2008), oviil ve ovaryum
(Holme ve dig., 2008), hiicre siispansiyonu (Liihrs ve Nielsen, 1992) ve protoplast
(Lazzeri ve dig., 1991) gibi ¢esitli kiiltiirlerin optimizasyonuna yonelik pek ¢ok ¢aligma
gerceklestirilmistir. Arpa doku kiiltiirii caligmalart genellikle kallus olusumunun (Sener
ve dig., 2008), transformasyonun (Holme ve dig., 2008) ve rejenerasyonun

optimizasyonuna (Sharma ve dig., 2005; He ve Jia, 2008) ve doku kiiltiirii sirasinda



meydana gelebilecek degisimlerin belirlenmesine, ortadan kaldirilmasina ve altinda
yatan nedenlerin anlasilmasina (Gaponenko ve dig., 1988; Choi ve dig., 2000a,b;
Bregitzer ve Campbell, 2001; Bednarek ve dig., 2007; Li ve dig., 2007; Bregitzer ve
dig., 2008; Temel ve dig., 2008; Evrensel ve dig., 2011) yoneliktir.

Ik doku Kkiiltiirii deneyleri, yiiksek yapili bitkilerden alinan doku pargalarinda
gergeklestirilmis ve kiiltiire alinan doku pargalarinda kallus olusumu ile sonuglanmigtir
(Rechinger, 1893). Kallus, parenkima hiicre yigin1 olup, dogada genellikle kok veya
govdedeki yaralanan bolgelerde gelisir (Dodds ve Roberts, 1985). Bitki doku
kiiltiirlerinde gelisen kallus dokulari rejenerasyon kapasitelerine goére embriyogenik ve
embriyogenik olmayan seklinde 2 gruba ayrilir. Embriyogenik kalluslar, hizli biiylime
gosterirler; sert yapili, kompakt, opak goriinlime sahiptirler. Embriyogenik kalluslarin
diger bir tipi ise gevrek veya ufalanabilir “Friable” yapiya sahip olup, siispansiyon
kiltiirler i¢in en uygun bitki materyalidir. Embriyogenik olmayan kallus ise, sulu,
seffaf, yapiskan bir goriinlime sahip olan, genis hiicreleren olusan ve yavas biiyiiyen
kallus tipini belirtir. Embriyogenik kalluslar, rejenerasyon i¢in uygun kosullar altinda
farklilagsma gostererek, tiim bir bitkiyi verebilirler. Dikotiledonlarda oksin/sitokinin
oraninin degistirilmesi, monokotiledonlarda ise oksin yoklugu organogenezi uyarir

(Lambe ve dig., 1997).

2.3. SOMAKLONAL VARYASYON

Doku kiiltiirii eseysiz lireme yontemi olarak kabul edilmektedir. Buna gore, bir bitkiden
alman herhangi bir pargadan “eksplant” doku kiiltiirlinde gelisen tiim bitkilerin, ana
bitkiyle ©6zdes olmasi gerekmektedir. Ancak, doku kiiltiiriinde gelisen bitkilerin
“Somaclone” tiimii birbiriyle veya ana bitkiyle 6zdes degildir ve genetik degisiklikler
gosterir. Bu bitkilerdeki, doku kiiltiiriiniin neden oldugu degisimlere somaklonal
varyasyon adi1 verilmistir (Larkin ve Scowcroft, 1981; Mohan, 2001; Joyce ve Cassells,
2002). Kiiltiire alinan hiicrelerde ve rejenere olan bitkilerde varyasyonlar olabilecegi ilk
kez Heinz ve Mee (1969, 1971) ve Heinz ve dig. (1969) tarafindan bildirilmistir. Seker
pancarinda gergeklestirilen bu ¢alismalarda, kiiltiire alinan hiicrelerde kromozom say1

degisikliklerinin oldugu; rejenere olan bitkilerde ise kromozomal, morfolojik ve



enzimatik varyasyonlar gerceklestigi gdzlenmistir. Somaklonal varyasyonun iki nedeni
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ik olarak, hiicrelerde ©nceden var olan genetik
degisikliklerin somaklonal varyasyon seklinde gozlenebilecegi diisiinilmiistiir (SKirvin
ve Janick, 1976). Daha sonralari ise, doku kiiltiirii kosullarinin somaklonal varyasyona
neden olabilecegi diistiniilmiistir (Lorz ve Scowcroft, 1983). Doku kiiltiirii kosullar1 ve
ozellikle kallus gelisimi, normal gelisim diizenini bozan bir strese yol agmaktadir
(Miiller ve dig., 1990; Phillips ve dig., 1994; Cassells ve Curry, 2001). Doku kiiltiirii
sirasinda, eksplant olarak alinan hiicrelerden, farklilasma kaybi “Dedifferentiation”
sonucunda kallus gelisir. Kiiltiir ilerledikce, kiiltiir bilesenlerinin de etkisiyle eksplant
ve kallus dokusu farklilasarak “Redifferentiation” bitki gelisimine yonelir. Genomun
yeniden diizenlenmesini “Reprogramming” gerektiren bu durum yani doku kiiltiirt,
hiicreye travmatik bir deneyim yasatir. Genomun yeniden diizenlenmesi, transpozisyon,
kromozom kiriklar1 ve epigenetik degisimlerle saglanmir (McClintock, 1984). Doku
kiltiirtinde kullanilan hormonlar, bitki biiyiime diizenleyicileri gibi maddeler (Takeda
ve dig., 1999), eksplant cikarilmasi sirasinda dokunun yaralanmasi (Grandbastien,
1998) ve yiizey sterilizasyonu sirasinda kullanilan hipoklorit gibi maddeler doku
kiiltiiriiniin stresinin nedenleri arasindadir (Madlung ve Comai, 2004). Somaklonal
varyasyon incelenen tiim bitki tiirlerinde goézlenmistir. Bazi genotiplerde degisim
gbzlenmemesinin nedeni, ornek sayisinin veya incelemenin yetersiz olusudur. Bitki
tiirliniin veya genotipin, in vitro ortamdaki biiylime ve rejenerasyon yetenegi, kiiltiire
alinan eksplantin strese maruz kalmadigini gosterir ve bu durum varyasyonun az olmasi
seklinde gorilir (Phillips ve dig., 1994). Farklilasmis dokulart kiiltiire almanin
somaklonal varyasyonu azalttig1 gdsterilmistir (Bregitzer ve dig., 2002).

Bitki doku kiiltiirtinde kiiltiir baglatma ve alt kiiltiirleme sirasindaki yaralama (Yahraus
ve dig., 1995) ve yiizey sterilizasyonunda kullanilan hipoklorit (Wiseman ve Halliwell,
1996) gibi maddeler oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres (Gille ve Siegler, 1995;
Bartosz, 1997), siiperoksit iyonu (O2), hidrojen peroksit (H.O2) ve hidroksil iyonunu
(OH") kapsayan reaktif oksijen tiirlerindeki “Reactive oxygen species” (ROS) artis
olarak tanimlanir. Pek ¢ok stres tiirliniin, ROS miktarinda artisa yol agtig1 bilinmektedir
(Gille ve Siegler, 1995). Oksijenli solunum sirasinda, oksijen molekiiliine (Oy), 4
elektron aktarilir. Bir elektron aktarildigt zaman Oy, iki elektron aktarildigi zaman
H20,, 3 elektron aktarildigt zaman OH™ agiga cikar (Cassels ve Cury, 2001). ROS,

protein ve niikleik asitlerle reaksiyona girer (Gille ve Siegler, 1995), mutasyonlara yol



acar (Bohr ve Dianov, 1999). Oksidatif stresin etkileri hiicrede, metillenme
seviyelerinde degisim (Kaeppler ve Phillips, 1993a; Tilghman, 1993; Wiseman ve
Halliwell, 1996; Cerda ve Weitzman, 1997; Wacksman, 1997), kromozom say1 ve yapi
degisimleri ve DNA baz degisimleri ve delesyonlar (Gille ve dig, 1994; Czene ve
Harms-Ringdahl, 1995; Hagege, 1995) olarak agiga cikar. ROS, antioksidan savunma
mekanizmasi tarafindan etkisiz hale getirilir (Hippeli ve Elstner, 1996). Antioksidan
savunma, enzimatik ve enzimatik olmayan seklinde gergeklesir. Enzimatik olmayan
sistemi, glutatyon, askorbik asit, karotenoid gibi antioksidan molekiiller; enzimatik
savunma sistemini ise siliperoksit dismutaz, katalaz, askorbik asit peroksidaz gibi
enzimler olusturur (Tsang ve dig., 1991; Gille ve Siegler, 1995). Organogenez ve
somatik embriyogenez gibi doku kiiltiirii asamalar1 ile antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin iligkili oldugu bildirilmistir (Gupta ve Datta, 2003/2004; Libik ve dig.,
2005; Konieczny ve dig., 2008). En ¢ok agiga ¢ikan ROS O;’dir. Siiperoksit dismutaz
(EC 1.15.1.1) enzimi, O;", H,0,’ye doniistiiriir. Stiperoksit aktivitesinin, stres kosullari
altindaki bitkilerde arttig1 gosterilmistir (Meloni ve dig., 2003).

Doku kiiltiiriinde meydana gelen degisimler genetik veya epigenetik oOzellikte
olabilecegi gibi; somatik hiicrelere aktarilabilir veya mayoz ile sonraki nesle
aktarilabilir 6zellikte olabilir (Evans, 1989; Kaeppler ve dig., 2000). Somatik hiicrelere
aktarilabilen degisimler, isminden de anlasilabildigi gibi kiiltiirde ilk gelisen dokularda
gbzlenir ve sonraki nesillerde goriilmez. Mayoz ile aktarilan degisimler ise doku
kiiltirinde go6zlenen kalici degisimlerdir ve hem gelisen bitkilerde hem de sonraki
nesillerde godzlenebilirler (Kaeppler ve dig., 2000). Onceleri, epigenetik degisimlerin
gecici Ozellikte oldugu ve rejenere olan bitkilerin bir sonraki nesillerinde goriilmeyecegi
diistiniilmekteydi (Evans, 1989). Daha sonralar1 ise epigenetik degisimlerin DNA dizi
degisimlerinden bagimsiz olarak gen anlatimini etkiledigi ve mayoz ile sonraki nesillere
aktarilabilecegi anlagilmistir (Kaeppler ve dig., 2000). Ayrica, doku kiiltiirii disinda
gelisen epigenetik degisimlerin de stabil olabilecegi belirtilmistir (Cubas ve dig., 1999).
Somaklonal varyasyonun hem olumlu hem de olumsuz yoénleri bulunmaktadir.
Degisimlerin sonraki nesillere aktarilamamasi ve ilgilenilen karakterlerde veya
transformasyonda kullanilan hiicrelerde meydana gelmesi olumsuz yonlerini olusturur
(Phillips ve dig., 1994; Bregitzer ve Poulson, 1995; Fiitterer ve Potrykus, 1995; Kooter
ve dig., 1999; Jain, 2001). Genetik stoklara zarar verebilecek olmasi 6zelliginden

dolay1, doku kiiltiirii tekniklerinin gen bankalarinda kullanilmasi neredeyse tamamen
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yasaklanmustir (Jain, 2001). Singh (2006), somaklonal varyasyonun, iistiin genotip elde
etmede kullanigli bir yontem olmadigini ileri slirmiistiir. Ancak, somaklonal
varyasyonun, islah yontemi olarak kullamilabilecegi diisiiniilmiistiir (Skirvin ve dig.,
2000). Degisimler tuz stresine dayaniklilik gibi bazi istenen ozellikleri kazandirmakta
ve yeni bitki ¢esitlerinin olusumuna yol acabilmektedir (Skirvin ve Janick, 1976; Miiller
ve dig., 1990; Duncan, 1997; Veilleux ve Johnson, 1998). Kole ve Chawla (1993), doku
kiiltirii kosullarinda, verimi yiiksek ve Helminthosporium sativum’a dayanikli arpa
bitkileri elde etmislerdir. Tatli patatesin “Scarlet” ¢esidi (Moyer ve Collins, 1983), tuza
ve sicakliga dayanikli keten ¢esidi “ANDRO” (O’Connor ve dig., 1991) ve domates
bitkisinin UC82B varyetesinin, Fusarium’a dayaniklilik gosteren somaklonu olan
DNAP-17 (Evans, 1989) doku kiiltiirii ile gelistirilen stabil bitki ¢esitlerine 6rnek olarak
verilebilir. Paulownia tomentosa’min “Somaclonal Snowstorm” ¢esidi ise stabil
olmayan somaklonlara 6rnektir (Marcotrigiano ve Jaganathan, 1988).

Somaklonal varyasyon; kromozom anomalileri, DNA dizi degisimleri, metillenme

degisimleri ve transpozon hareketleri seklinde meydana gelir (Phillips ve dig., 1994).

2. 3. 1. Kromozom Anomalileri

Kromozom anomalileri, kiiltiire alinan dokularda, bitki doku kiiltiiriinde gelisen
bitkilerde ve rejenere olan bitkilerin sonraki nesillerinde goriilmektedir (Kaeppler ve
dig., 2000). Baz1 durumlarda, kromozom anomalilerine, fenotipik degisimler de eslik
etmektedir. Kiiltiire alinmis hiicrelerin kromozomal stabilitesi ile rejenerasyon
kapasitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir (Mahfouz ve dig., 1983). Altkiiltiir
periyotlar1 (Bayliss, 1980), kiiltiir siiresi (Lee wve Phillips, 1988) ve besiortami
bilesenleri, ozellikle de hormonlar (Torrey, 1961), kiiltiirdeki hiicrelerin sitogenetik
ozelliklerini etkilemektedir. Kromozom anomalileri genellikle kallus gelisimi ile
iliskilendirilmistir (Bayliss, 1980). Bitki doku kiiltiiriinde meydana gelen kromozom
anomalileri genellikle sayr anomalileridir. Sitogenetik anomaliler genellikle poliploidi
ve andploidi gibi kromozom say1 degisimleridir. Bitki doku kiiltiirlinde yaygin bi¢cimde
kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin kromozom say1 degisimlerini uyarici etkileri
bulundugu gosterilmistir (Nair ve Seo, 1995). Hiicre dongiisii, DNA replikasyonunu,

hiicre boliinmesi izleyecek bicimde diizenlenir. Bitki doku kiiltiiriinlin, hiicre
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dongiisiiniin diizenini bozarak; poliploidi, andploidi gibi sayisal veya kromozom
kiriklarina bagli olarak translokasyon, delesyon, inversiyon veya duplikasyon gibi
yapisal anomalilere yol agtig1 ileri stirilmistiir (Phillips ve dig., 1994). Kromozom
anomalileri in vitro kiiltiire alinan pek ¢ok bitki tiiriinde (Sacristan, 1971; McCoy ve
dig., 1982; Murata ve Orton, 1983; Karp ve Maddock, 1984; Lapitan ve dig., 1984;
Ramulu ve dig., 1986; Sanal Kumar ve Mathur, 2004) ve arpa bitkisinde (Mix ve dig.,
1978; Orton, 1980; Singh, 1986; Gaponenko ve dig., 1988; Goziikirmiz1 ve dig., 1990;
Ziauddin ve Kasha, 1990; Hang ve Bregitzer, 1993) detayli bi¢imde arastirilmistir ve
gosterilmistir. Gozukirmizi ve dig. (1990) gelisiminin farkli evrelerindeki arpa
kalluslarini incelemisler ve kromozom say1 ve yap1 anomalilerinin kallus yas1 ile dogru
orantili oldugunu; kallus yas1 ile rejenerasyon yeteneginin ise ters orantili oldugunu
gostermislerdir. On-giinliik kalluslarda incelenen tiim hiicrelerin diploid ve yapisal
olarak normal oldugunu; 540 giinliikk kalluslarda ise incelenen hiicrelerin %60’ mnin
kromozom anomalileri gosterdigini ve 540-giinliik kalluslarin rejenerasyon kapasitesini
yitirdigini bildirmislerdir. Hang ve Bregitzer (1993) olgunlasmamis embriyo kokenli
arpa kalluslarindan bitki rejenerasyonunun genotip, kiiltiir siiresine ve kallus
hiicresindeki sitogenetik degisimlere bagli oldugunu; kiiltiir siiresi uzadik¢a
kromozomal anomalilerin 6zellikle de ploidi degisimlerinin arttiin1 ve bitki
rejenerasyonunun azaldigin1 gostermislerdir. Patates bitkisinde yapilan bir ¢alismada
(Ramulu ve dig., 1986) ise genotipin ve ploidi diizeyinin de varyasyonu etkiledigi
gosterilmistir. Dihaploid ve tetraploid patateslerde protoplastlardan bitki rejenerasyonu
gerceklestirilmistir. Dihaploid protoplastlardan rejenere olan bitkilerin tamaminda
kromozom say1 degisimleri gozlenirken, bu bitkilerin sadece bir kismi morfolojik
farklilik gostermistir. Tetraploidlerde ise rejenere olan bitkilerin %60’1inda kromozom

say1 degisimlerine rastlanmasina karsin, tiimiinde fenotipik degisimler gdzlenmistir.

2. 3. 2. DNA Dizi Degisimleri

Doku kiiltiirii kosullarinda olusan DNA dizi degisimleri basta “Random Amplified
Polymorphic DNA” (RAPD) ve “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP)
olmak iizere, ¢esitli molekiiler markir yontemleri veya protein elektroforezi ile

belirlenebilir. DNA replikasyonu veya onarimi mekanizmalarindaki duyarliligin kaybi
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veya metilsitozinin deaminasyona ugramasi, DNA dizi degisimlerinin nedenleri
arasinda goriilmektedir (Phillips ve dig., 1994). Misirda yapilan bir ¢alismada (Brettell
ve dig., 1986) doku kiiltiirlinde rejenere edilen bitkiler taranmis ve alkol dehidrogenaz
(Adhl) geni bakimindan mutant bir birey saptanmistir. Bu bireyde, genin altinci
eksonundaki bir baz degisiminin, proteinin amino asit dizisini ve elektroforetik
hareketini degistirdigi belirlenmistir. Breiman ve dig. (1985) Southern melezleme ve
SDS-PAGE tekniklerini kullanarak, olgun olmayan H. spontaneum embriyolarindan
kokenlenen kalluslardan gelisen bitkilerdeki rRNA’lar1 kodlayan genlerin ve hordein
genlerinin dizilerini incelemisler ve her 2 lokusta da dizi degisimleri gerceklestigini
gostermislerdir. Shimron-Abarbanell ve Breiman (1991), Southern melezleme teknigi
ile, skutellumdan kokenlenen kalluslardan rejenere olan H. marinum bitkilerini
incelemisler ve bitkilerin, hem nukleus hem de mitokondri genomlarindaki kodlama
yapmayan dizilerinde varyasyonlar saptamiglardir. Temel ve dig. (2008) eksplant olan
olgun embriyo dokulart kontrol olarak kullanarak, 24-haftalik kallus dokularini
incelediklerinde, kallus gelisimi sirasinda hem genetik hem de epigenetik degisimler
meydana geldigini gostermislerdir. Campbell ve dig. (2010) ise “Inter-simple Sequence
Repeat” ISSR teknigini kullanarak, doku kiiltiiriinde rejenere olan arpa bitkilerindeki
DNA varyasyonlarin belirlemiglerdir. Doku kiiltiiriinde, metillenme degisimleri, dizi
degisimlerine gore daha siklikla meydana gelmektedir. Misirda yapilan bir ¢alismada
(Kaeppler ve Phillips, 1993b) kontrol ve rejenere olan bitkiler arasinda dizi farklilig
saptanmamasina karsin; metillenme diizeyinde degisim gozlenmistir. Doku kiiltiiriiniin
metillenme diizeyine etkileri Petunia (Anderson ve dig., 1990), piring (Brown ve dig.,
1990), musir (Brown ve dig., 1991; Kaeppler ve Phillips, 1993b), Arabidopsis thaliana
(Bardini ve dig., 2003), patates (Komarova ve dig., 2004), tiitiin (Koukalova ve dig.,
2005), Codonopsis lanceolata (Guo ve dig., 2007) gibi bitkilerde arastirilmistir.

2. 3. 3. Metillenme Degisimleri

DNA dizisini degistirmeden gen anlatimini etkileyen degisimlere epigenetik degisimler
adr verilir (Madlung ve Comai, 2004). Epigenetik kelimesi, bilinen, geleneksel
genetigin disinda kalan “Outside conventional genetics” anlamina gelmektedir (Jaenisch

ve Bird, 2003). DNA metillenmeleri ve histon metillenmesi, asetillenmesi,
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fosforillenmesi ve ubikitinlenmesi epigenetik degisimlere 6rnek olarak verilebilir. Bu
modifikasyonlar, geri doniisebilir 6zellikte olmalarina karsin sonraki nesillere de
aktarilabilir (Madlung ve Comai, 2004). DNA metillenmesi, adenin veya sitozin bazinin
yapisina metil grubu eklenmesi ile gergeklesir ve metillenme sonucu sirastyla 6mA (6-
metiladenin) ve 5mC (5-metilsitozin) meydana gelir. Organizmanin SmC igeriginin tiire
ve dokuya 6zgii oldugu (Vanyushin ve dig., 1973); hormonlar tarafindan diizenlendigi
(Vanyushin ve Kirnos, 1988) ve yasa bagli olarak de degiskenlik gosterdigi (Berdushev
ve dig., 1967) anlasilmistir. Metillenme, prokaryot genomu, restriksiyon enzimleri
tarafindan taninmasimi saglayarak, korur (Wilson, 1988). Okaryotlarda ise, genomun
transpozonlardan korunmasini saglayan bir gen sessizlesme mekanizmasidir
(Martienssen ve Colot, 2001). Arabidopsis thaliana’da, metillenmedeki azalmanin
transpozon hareketlerini arttirdigi gériilmiistiir (Miura ve dig., 2001). Ik kez 1963
yilinda varligi belirlenen DNA metiltransferaz enziminin, verici S-adenozil-L-metionin
(SAM) molekiiliinden aldig1 metil grubunu, yeni replike olmus DNA molekiiliindeki
adenin veya sitozin bazlarina aktardigi belirlenmistir (Gold ve Hurwitz, 1964).
Memelilerdeki sitozinlerin %2-8’inin; bitkilerde ise yaklasik %50’sinin metillenmis
durumda bulunmasina karsin, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe
ile Caenorhabditis elegans gibi tiirlerde ve eriskin Drosophila melanogaster’de 5SmC
varligina rastlanmamistir (Doerfler, 1983). SmC miktarindaki degisimler, metillenme ve
metillenme kaybi olmak iizere 2 yolla meydana gelir (Finnegan ve dig., 1998).
Metillenme kendi i¢inde de novo (baslangi¢ olarak) ve siirekli olmak tizere 2 sekilde
gerceklesir. Siirekli metillenme yapan enzimler, her replikasyon sonrasinda, 6ncii DNA
molekiiliindeki metillenme diizenini, olusan yeni DNA molekiillerine kopyalarlar.
DNMT3 “DNA Methyltransferase” ve DRM2 “Domain Rearranged Methyltransferase
2” sirastyla memelilerde ve bitkilerde bulunan, siirekliligi saglayan enzimlerdir (Bestor,
2000; Chan ve dig., 2005). De novo metillenme ise canli gelisiminin erken evrelerinde
(Okano ve dig., 1999) ve kanser varliginda (Baylin ve Herman, 2000) meydana gelir ve
canlidaki her dokuya ve hiicreye 6zgii SmC diizeyinin kurulmasini saglar. DNMT1 ve
MET]1, sirasiyla memelilerde ve bitkilerde bulunan de novo metiltransferazlardir. CMT3
“Chromodomain methyltransferase 3” ise bitkilere 6zgii olan ve her 2 metillenme
tiiriinde de etkili olan bir metiltransferaz enzimidir. Metillenme kaybi, belirli genlerin
aktiflesmesinin gerekli oldugu durumlarda meydana gelir ve kendi i¢inde aktif veya

pasif olarak siniflandirilir. Pasif metillenme kaybi, siirekli metillenme saglayan
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enzimlerin inaktif olmasi durumunun sonucudur ve replikasyon sonucu olusan DNA
molekiiliinde metillenme gerceklesmez. Aktif metillenme kaybinda ise, SmC, DNA
ipliginin yapisindan, bir enzim kompleksinin islevi ile ¢ikarilir. Bitkilerde gergeklesen
metillenme kaybinda, SmC DNA glikozilaz enzimi, SmC ile deoksiriboz arasindaki
glikozit bagini parcalar ve 5SmC DNA vyapisindan ayriir. 5SmC’nin ¢ikist ile,
apirimidinik (AP) veya abazik bir bolge olusur. AP endonukleaz enzimi, abazik
bolgedeki deoksiribozu ¢ikarir. En sonunda, DNA polimeraz ve DNA ligaz
enzimlerinin islevi ile yapiya yeni bir sitozin (metillenmemis) katilir. Memelilerde
gerceklesen mekanizma bitkilerdekine benzemekle birlikte, oncelikle 5SmC deaminaz
enzimi tarafindan, amino grubunun c¢ikisi ile SmC, timin bazina doniistiiriiliir. Daha
sonra, timin DNA glikozilaz enzimi, timin bazint DNA’nin yapisindan ¢ikarir (Zhu,
2009). Sitozin metillenmeleri memelilerde CG dinukleotidlerinde ger¢eklesirken (Bird,
2002); bitkilerde CG dinukleotidlerinde veya CNG (N; herhangi bir nukleotid olabilir)
ve CHG (H; A, C ve T nukleotidlerinden birisi olabilir) trinukleotidlerinde
gergeklesebilir (Chan ve dig., 2005).

Sitozin metillenmesi, transkripsiyonda is goéren proteinlerin DNA’ya baglanmasini
engelleyerek ve metillenmis DNA’ya baglanan proteinlerin baglanmasin saglayarak,
gen anlatiminin baskilanmasina ve kapali kromatin yapisinin olusumuna neden olur
(Bird, 2002). Gen anlatimu yoniinden sessiz olarak kabul edilen heterokromatin
genellikle metillenmis durumda bulunur (Madlung ve Comai, 2004). Bitki (Bennetzen,
1996) ve memeli genomunda (Yoder ve dig., 1997) bulunan 5SmC’inin biiyiik bir kismi,
retrotranspozonlarin igindedir. Sitozin metillenmesi Okaryotlarda, dokuya o6zgii gen
anlatimi, X kromozomunun inaktivasyonu, kanser, yaslanma, gelisim ve genomun
stabilitesinin korunmasi gibi pek ¢ok islevde etki gosterir (Bird, 2002). Metillenme
diizeyindeki degisimlerin hiicreye etkileri, kanser hiicrelerinde detayli bi¢imde
arastirtlmistir (Irizarry ve dig., 2009; Jiang ve dig., 2009). Kanser hiicrelerinde genom
diizeyinde metillenme azalmis iken, tiimor baskilayici genler genellikle metillenmis
durumda bulunur (Baylin ve dig., 1998). Bitkilerde plastid genomlarinin metilenmesine
iliskin ¢eliskili sonuglar elde edilmistir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda, adenin
ve Ozellikle sitozin metillenmesinin kloroplast genomunda da meydana geldigi ancak
gen anlatiminin ve fenotipin etkilenmedigi bildirilmistir (Jaffe ve dig., 2008; Ahlert ve
dig., 2009).
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Stres kosullari, metillenme diizeylerini degistirebilmekte ve baz1 durumlarda metillenme
degisimleri ile gen anlatimim etkileyebilmektedir. Pseudomonoas syringae tarafindan
enfekte edilen Arabidopsis bitkilerindeki sentromer dizilerinde, metillenmenin azaldigi
gozlenmistir (Pavet ve dig., 2006). Bitki doku kiiltiiri kosullar1 da metillenme
diizeylerini siklikla etkilemektedir (Brown ve dig., 1990; Kaeppler ve Phillips, 1993a,
b). Doku kiiltiiriiniin neden oldugu metillenme degisimleri, rejenere olan piring (Brown
ve dig., 1990) ve musir (Brown ve dig., 1991) bitkilerinde ve sonraki nesillerinde
gosterilmistir. Doku kiiltiirii kosullarinin genellikle metillenmede azalmaya neden
oldugu ileri siriilmistir (Kaeppler ve dig., 2000). Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan
hormon ve biliyiime diizenleyicilerin metillenme diizeylerini etkiledigi; 2,4-
diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) gibi oksinlerin metillenmeyi arttirdigi (LoSchiavo ve
dig., 1989; Phillips ve dig., 1994); kinetin gibi sitokininlerin ise etkilemedigi
(LoSchiavo ve dig., 1989) goriilmiistiir.

Metillenmedeki artisin kromozom kiriklarinin nedeni olabilecegi ileri slriilmiistiir.
Heterokromatin, hemen hemen tiim bitki dokularinda metillenmis durumda
bulunmaktadir (Bennetzen ve dig., 1994). Metillenmedeki artisin DNA replikasyonunu
geciktirebilecegi ve bu durumun, kromozom kiriklart gibi anormalilere yol acabilecegi
diistiniilmiistiir (Phillips ve dig., 1994). Misir ve yulaf doku Kkiiltiirlerinde yapilan
calismalar sonucunda, kromozom kiriklarinin genellikle heterokromatinde gergeklestigi
bildirilmistir (Johnson ve dig., 1987). Tahil bitkilerinde, heterokromatinin biiyiik bir
kismini  retrotranspozonlar  olusturmaktadir ~ (Bennetzen,  2000).  Sitozin
metillenmelerinin, transpozon hareketleri ile dogrudan iliskili olusu (Chomet ve dig.,
1987; Banks ve dig., 1988); doku kiiltiiriinde gergeklesen metillenmedeki azalmanin,
transpozonlarin aktivitesini arttirabilecegi seklinde yorumlanmistir (Kaeppler ve dig.,
2000). Yapilan bir ¢alismada (Brettell ve Dennis, 1991), kiiltiire alinan bitkilerin,
Activator eclementinin inaktif formunu tasimalarina karsin; kiiltiirde rejenere olan
bitkilerde metillenme diizeyinin azaldig1 ve elementin aktif hale gectigi goriilmiistiir.
Doku kiiltiiriinde gelisen bitkilerdeki metillenme degisimleri pek ¢ok bitki tiiriinde
(Shimron-Abarbanell ve Breiman, 1991; Bednarek ve dig., 2007; Li ve dig., 2007;
Temel ve dig., 2008; Baranck ve dig., 2010) arastirilmistir. Shimron-Abarbanell ve
Breiman (1991), doku kiiltiiriinde rejenere olan H. marinum bitkisinin rRNA genlerinde
metillenme degisimleri saptamiglardir. Bednarek ve dig. (2007), olgunlasmamis

embriyo ve anter dokularin1 eksplant olarak kullanarak bitki rejenerasyonu elde etmisler
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ve iki farkli sekilde gelisen bitkilerdeki metillenme diizeylerini karsilastirmislardir. Tki
grupta gerceklesen ortalama varyasyon oraninin %6 oldugunu; bu degerin %1.7’sini
nukleotid mutasyonlarinin, geri kalan kismim ise metillenme degisimlerinin
olusturdugunu bildirmislerdir. Li ve dig. (2007), arpa basak parcalarindan gelisen
kalluslardaki ve bu kalluslardan rejenere olan bikilerdeki metillenme degisimlerini
arastirmiglar ve degisimlerinin, protein kodlayan genlerde ve retrotranspozonlarda

gerceklestigini belirlemislerdir.

2. 3. 4. Transpozon Hareketleri

Transpozonlar, genomdaki konumlarin1 degistirebilen hareketli yapilar olup, ilk kez
misir bitkisinde bulunmuglardir (McClintock, 1948). McClintock’un transpozabl
elementleri (TE) kesfi, misirda kromozom kiriklariyla yaptigr calismalara dayanir.
McClintock, musirda 9. kromozomda kirikk meydana geldigini gozlemlemis ve
kirtlmanin oldugu bélgeyi Ds lokusu “Dissociation” olarak adlandirdiktan sonra; Ds
lokusundaki kirtk olusumunun baska bir lokus tarafindan uyarildigini belirleyip, bu
lokusu da Ac “Activator” olarak isimlendirmistir

(http://www.ndsu.edu/pubweb/~mcclean/plsc431/transelem/transl.htm). Onceleri bencil

DNA veya parazit olarak tanimlanan TE’nin (Orgel ve Crick, 1980), genom projelerinin
baslamasiyla birlikte bitki genomlarinin olusumunda Onemli rol oynadiklari
goriilmiistir. TE, Plasmodium falciparum disindaki hemen tiim Okaryotlarda
bulunmaktadir (Adams ve dig., 2000; IHGSC, 2001; IRGSP, 2005). TE, insan
genomunun yaklasik % 46’sin1 (Lander ve dig., 2001); tahil genomlarinin ise %70’den
fazlasin1 (Wessler, 2006) olusturmaktadir. McClintock (1949), TE, gen ve/veya genom
yapisinda degisikliklere yol agma ve gen anlatimini etkileme gibi 6zelliklerinden dolayz,
kontrol edici elementler olarak tanimlamustir. TE, hareket mekanizmalarina gore DNA
transpozonlar1 (Tip II) ve retrotranspozonlar (Tip I) olmak iizere baslica 2 sinifa
ayrilirlar. DNA transpozonlar: bitkilerde ilk kesfedilen TE olup, gen anlatiminda ve
fenotipte degisikliklere yol agarlar (Bennetzen, 2000). “Kes-yapistir (cut-and-paste)”
mekanizmasi ile orijinal konumundan, yeni bir konuma hareket ederler (Hannah ve

Weil, 2004). Misir bitkisinde bulunan Ac/Ds, Spm/dspm (En/l) and Mutator sistemleri
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Tip II elementlere 6rnek olarak verilebilir (Kunze ve dig., 1997). Uzunluklar birkag yiiz
be ile 10 Kb arasinda degiskenlik gosterir (Bennetzen, 2000).

Tip | TE olarak da isimlendirilen retroelementler “Copy-and-paste (Kopyala-yapistir)”
seklinde, RNA molekiilii araciligiyla genomda bir bolgeden, baska bir bolgeye hareket
ederler ve monokotil genomlarinin yaklasik %80 kadarini olustururlar (IRGSP, 2005).
Transpozisyon mekanizmalarindan dolay1 genom ¢esitliligini ve biiyiikliigiinii etkileyen
en Onemli etmenlerden biridirler (Vitte ve Panaud, 2005). Ekmek mayasi
(Saccharomyces cerevisae) genomunun yaklasik %3.1°ini; Arabidopsis thaliana
genomunun %?2’sini ve piring (Oryza sativa) genomunun ise %8.3’linii retroelementler
olusturmaktadir (Schulman ve dig., 2004). Bitki genomunda varligi1 kesfedilen ilk
retroelement musir bitkisinde bulunan Cin 1 elementi iken (Shepherd ve dig., 1984); ilk
aktif retroelement musir bitkisinde bulunan Bsl elementidir (Johns ve dig., 1985).
Retroelementler, LTR-i¢eren ve LTR-igermeyen “non-LTR” seklinde 2’ye ayrilirlar.
LTR igermeyen elementler “Retroposons”, “Long interspersed elements” (LINE),
“Short interspersed elements” (SINE), DIRS-benzeri elementler ve Penelope-benzeri
elementler (PLE) gibi birimlere ayrilirlar (Wicker ve dig., 2007). LINE elementleri
LTR-igeren retroelementlerin Onciisii olarak goriiliirler (Xiong ve Eickbush, 1990;
Eickbush, 1992). LINE -elementleri, kapsid-benzeri proteini (CP), endonukleaz
aktivitesi gosteren aspartik proteinaz enzimini (EN, AP), ters transkriptaz enzimini
(RT), RNaz H enzimini kodlayan genleri icerirler (Kumar ve Bennetzen, 1999). Insan
genomunun yaklasik %20’sini olusturan L1 elementi (Kazazian ve Goodier, 2002;
Wicker ve dig., 2007) ile piring bitkisinde doku kiiltiiriiniin etkisiyle aktiflestigi goriilen
Karma elementi LINE’ye ornek olarak verilebilir (Komatsu ve dig., 2003). LINE
elementleri yaklasik 1 Kb ile 9 Kb uzunlugunda olup; haploid bitki genomunda 250.000
kopya sayisina ulasabilmektedir (Bennetzen, 1996; Kumar ve Bennetzen, 1999). SINE
elementleri ise 80-500 b¢ uzunlugunda olup (Wicker ve dig., 2007); RNA polimeraz IlI
enziminin triinlerinin (5S rRNA, tRNA) ters transkripsiyon gegirmesi sonucu olusurlar
(Deragon ve Capy, 2000). 4.5S RNA’y1 (7SL) kodlayan genin duplikasyonu sonucu
olusan Alu elementleri (Schmid, 1996) insan genomunda 500.000’den fazla kopya
sayisina sahiptir (Rowold ve Herrera, 2000). Protein kodlama islevleri olmadig1 igin,
LINE elementleri araciligryla ¢ogalirlar (Eickbush, 1992; Lenoir ve dig., 2001). Piring
bitkisinin genomunda bulunan p-SINE-1 filogenetik markir olarak kullanilir (Cheng ve

dig., 2002). SINE elementleri haploid bitki genomunda 50.000 kopya sayisina
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ulagabilmektedir (Bennetzen, 1996). DIRS-benzeri elementler “Dictyostelium
discoideum transposon” integraz enzimi yerine tirozin rekombinaz enzimini kodlarlar
(Cappello ve dig., 1985). PLE ilk kez Drosphila virilis’te bulunmustur. Kodladiklar1 RT
enzimi telomeraz enzimine; endonukleaz enzimi ise bakterilerde, DNA onariminda is
goren UvrC proteinine homoloji gosterir (Wicker ve dig., 2007). LTR-igeren
retroelementler, bitki genomlarinda, LTR-i¢cermeyen retroelementlere goére daha baskin
olarak bulunurlar. Birkag¢ yiiz b¢ ile bazi durumlarda 22 Kb uzunlugunda bulunabilirler
(Neumann ve dig., 2003). LTR- elementlerinin, bitki genom biiyiikliiklerinin, yakin
tiirler arasinda biiyiik farklilik gostermesinin nedeni oldugu diistiniilmektedir. Genomda
yiiksek kopya sayilarina ulasarak, bitki genom biiyiikliigliniin artmasina yol agarlar
(Vitte ve Panaud, 2005). LTR dizileri, “5’ TG...CA 3°” seklinde yap1 gosterirler ve
Tos17°deki gibi (Hirochika ve dig., 1992) yaklasitk 100 b¢ uzunlugunda veya
Sukkula’daki gibi (Shirasu ve dig., 2000) 5 Kb’dan daha uzun olabilirler (Schulman ve
dig., 2004). LTR-elementleri, kapsid proteinini, aspartik proteinaz enzimini, ters
transkriptaz enzimini, RNaz H enzimini ve integraz enzimi kodlayan genleri icerirler
(Wicker ve dig., 2007). Tahillardaki retrotranspozon transkriptleri, EST veritabanlarinin
yaklagik %0.1’ini olustururlar (Echenique ve dig., 2002). Dizi analizi yapilan ilk
retrotranspozon, 12088 b¢ uzunlugundaki BARE-1 “Barley Retroelement 1” elementidir
(GenBank No: Z17327). Arpa genomunun %3’linii olusturan BARE-1 elementi,
genomda 14000 kopya sayist ile tiim kromozomlara dagilmis halde bulunur (Manninen
ve Schulman, 1993). Kuraklik ve sicaklik stresinin BARE-1 kopya sayisini arttirdigi
gozlenmistir (Kalendar ve dig., 2000).

Stres kosullar1 ve doku kiiltiiriiniin, retrotranspozonlar1 aktiflestirdigi diisiiniilmekte
olup (Wessler, 1996; Grandbastien, 1998); bu iliski misir (Peschke ve dig., 1987), piring
(Hirochika ve dig., 1996) ve tiitiinde (Hirochika, 1993; Takeda ve dig., 1998) ayrintilt
bi¢imde arastirilmistir. Peschke ve dig. (1987), eksplant kaynaginda aktif Ac elementi
olmamasma karsin, doku kiltiiriinde rejenere edilen musir bitkilerinde aktif Ac
elementinin varligini saptamislar ve transpozon aktivasyonunun doku kiiltiirii kaynakli
genetik  varyasyonun nedenlerinden biri olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bir
retrotranspozonun, bitki doku kiiltiiriinde aktiflestigi ilk kez Hirochika (1993) tarafindan
gosterilmistir. Ttol, Tto2, Tntl elementlerinin kopya sayilarinin, farkli varyeteler
arasinda degismedigini ancak protoplast olusumunun kopya sayisini arttirdiini

belirtilmistir. Hirochika ve dig., (1996), sessiz elementlerin, doku kiiltiirii kosullarinda
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aktif hale gectigini ve kopya sayismin kiiltiir stiresi ile dogru orantili oldugunu
gostermislerdir.

Retrotranspozonlarin, genomda yiiksek kopya sayilarina ulasabilme; kromozomlara
dagilmis halde bulunma ve tiir i¢i ve tiirler arasi polimorfizm gdsterme gibi
ozeliklerinden dolayr markir olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Kumar ve dig.,
1997). Retrotranspozonlar, pek c¢ok farkli bitki tliriinde genetik cesitliligin
arastirilmasinda ve haritalama caligsmalarinda kullanilmistir (Purugganan ve Wessler,
1995; Kalendar ve dig., 1999). Tnd-1 elementinin kara kok “black root” hastaligina
kars1 dayaniklilik saglayan gen ile baglantili oldugu da gosterilmistir (Kenward ve dig.,
1999).

2. 4. BRASSINOSTEROIDLER

Bitkiler, steroid hormonlar araciligiyla, bazi genlerin anlatimlarini degistirerek
gelisimlerini diizenlerler. Ancak, bitkilerdeki steroid sinyali algilama ve yanit verme
mekanizmalart hayvanlardakinden farklidir. Hayvanlarda, steroid hormona baglanan
nuklear reseptdr, nukleusa gegerek gen anlatimini dogrudan diizenler. Bitkilerde ise
steroid hormon oncelikle hiicre ylizeyindeki bir reseptdre baglanir ve diizenleyici
proteinlerin defosforilasyonunu kapsayan basamaklar ile sinyal iletilir (Sablowski ve
Harberd, 2005). Kolza (Brassica napus) polenlerinden saflastirilan Brassinolid (BL),
bilinen ilk bitki steroid hormonudur (Grove ve dig., 1979). Pek ¢ok bitkide bulunan BL
analoglar1 Brassinosteroid (BR) olarak isimlendirilmistir. Bitki tarafindan sentezlenen,
sentezlendigi organdan diger organlara tasinabilen ve ¢ok az miktarlarda bile bitkide
fizyolojik yanit olusturabilen maddeler hormon olarak isimlendirilmektedir (Salisbury
ve Ross, 1991). BR’nin 6zellikle yapraklarda oldukca diisiik miktarda (0.01-0.1 ng g™)
bulunmasi (Takatsuto, 1994) koklere uygulanan Brassinolidin hipokotili de etkilemesi
(Takatsuto ve dig., 1983), hormon olarak kabul edilmesine dayanak olusturmaktadir.
Dokudan dokuya farklilik gostermesine karsin geng dokular genellikle daha fazla BR
icerir (Yokota ve Takahashi, 1986). 1-100 ng g™ miktarla polen baslica BR kaynagidir
(Takatsuto, 1994).

BR; hiicre genislemesi, tohum c¢imlenmesi ve iletim dokusu gelisimi gibi pek g¢ok

stirecin kontrolunu saglar (Wang ve He, 2004). Hiicre ¢eperine esneklik kazandirarak,



20

hiicre uzamasimi uyarirlar. BR iiretmeyen ve BR’e duyarsiz mutantlar, tohum
cimlenmesinde gerileme, ciicelik, koyu yesil renkli yaprak olusumu ve deetiolasyon gibi
fenotipik ozellikler gosterirler (Bishop ve Koncz, 2002). Brassinazole (BZR) gibi BR
biyosentezinin inhibitorleri de benzer fenotip olusturur (Asami ve dig., 2000). BR
biyosentez enzimlerinin ve BR reseptoriiniin asir1 anlatimi ise bitki biiylimesinde ve
hiicre uzamasinda artisa neden olur (Choe ve dig., 2001). BR iiretmeyen mutantlarda,
disardan BR verilmesiyle fenotip degistirilebilir (Altmann, 1999). BR, hiicre ¢eperinin
disina uzanan, losince zengin tekrar “Leucine rich repeat” (LRR) yapisi igeren bir
reseptor kinaz olan BRI1 “BR insensitive” tarafindan algilanir (Sekil 2. 1). Yanit olarak
BRI1, BIN2 “BR insensitive” proteinini inhibe eder. BIN2, BES1 “BRI1-EMS
suppressor” ve BZR1 “Brassinazole resistant” nuklear proteinlere fosfat grubu
ekleyerek pargalanmalarina neden olan bir proteindir. BIN2’nin inhibe olmasi BES1 ve
BZR1 proteinlerinin nukleusta birikmesine yol agar. Boylece, BES1, hiicre duvarim
parcalayarak, hiicre genislemesini saglayan enzimleri kodlayan genleri uyarir; BZR1 ise
BR biyosentezinde is goren CPD “Constitutive photomorphogenesis and dwarfism” ve
DWF4 “Dwarf” genlerinin anlatimini baskilar. Yapilan calismalar BES1 ve BZRI
proteinlerinin transkripsiyon faktorleri oldugunu ortaya koymustur. He ve dig. (2005)
BZR1’in CPD genindeki belirli dizilere baglandigini ve transkripsiyonu baskiladigini;
Yin ve dig. (2005) ise BESI’in, DNA’ya baglanma ozelligi olan BIM “BESI1
interacting MYC-like protein” proteini ile genlerin anlatimini  uyardigini

gostermislerdir.

oy o [

R —-\\vl BIN2
BES1 ¥\ BzR1
0 Q

BES1 BIM  BZR1

Sekil 2. 1. Bitkilerde steroid sinyal iletimi. Solda, BIN2, steroid yoklugunda, BES1 ve BZR1

proteinlerine fosfat gruplari ekleyerek parcalanmalarina yol agar. Boylece, BESI tarafindan

anlatimi uyarilan genler sessiz kalirken; BZR1 tarafindan baskilanan genler anlatim yapmaya

devam eder. Sagda, BR nin hiicre yiizeyindeki resptoriine (BRI1) baglanmasi BIN2’yi inhibe

eder. Boylece BZR1 hedef genlerine dogrudan baglanarak baskilar, BES1 ise ikici bir protein
(BIM) ile hedef genlerine baglanarak uyarir (Sablowski ve Harberd, 2005).
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BR uygulamasinin, bitki biiylimesini (Sakurai ve Fujioka, 1993) ve tohum ¢imlenmesini
(Sasse ve dig., 1995; Jones-Held ve dig., 1996; Leubner-Metzger, 2001; Steber ve
McCourt, 2001; Hayat ve Ahmad, 2003) uyardigi, nitrat rediiktaz gibi enzimlerin
aktivitesini arttirdigi (Hayat ve Ahmad, 2003) ve hiicre duvarmnin esnekligini arttirarak,
hiicre uzamasina yol agtig1 (Bajguz, 2000); kok uzamasini uyardig (Kartal ve dig.,
2009) anlasilmistir. BR’nin bitkilerde diisiik (Dhaubhadel ve dig., 1999) ve yiiksek
sicakliklara (Dhaubhadel ve dig., 2002); agir metallere (Bajguz, 2000; Hayat ve dig.,
2007; Ali ve dig., 2008), tuzluluga (Anuradha ve Rao, 2001; Ozdemir ve dig., 2004;
Anuradha ve Rao, 2007; Hayat ve dig., 2010) dayaniklilig1 arttirdigi gosterilmistir.
BR’nin, doku kiiltiirlerindeki etkileri ise protoplastlardaki hiicre boliinmesini arttirma
(Nakajima ve dig., 1996; Oh ve Clouse, 1998); siispansiyon kiiltiirlerinde hiicrelerin
genislemesini saglama (Bellincampi ve Morpurgo, 1988); somatik embriyogenezi
(Azpeitia ve dig., 2003; Aydin ve dig., 2006) ve siirgiin rejenerasyonunu (Sasaki, 2002;
Lu ve dig., 2003; Nunez ve dig., 2004) uyarma seklindedir. BR’nin, bitki gelisimi ve
stres kosullarina etkilerinin incelendigi ¢alismalarda, protein miktar1 (Vardhini ve Rao,
1998; Anuradha ve Rao, 2001; Kartal ve dig., 2009); DNA ve RNA miktar1 (Vardhini
ve Rao, 1998; Anuradha ve Rao, 2001); karbohidrat miktar1 (Vardhini ve Rao, 1998);
antioksidan enzim aktivitesi (Ali ve dig., 2008; Kartal ve dig., 2009; Yuan ve dig.,
2010) gibi 6zellikler arastirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda; kallus gelisimi sirasinda meydana gelebilecek varyasyonlar1 ve
Homobrassinolid uygulamasinin, kallus gelismine, rejenerasyona ve kiiltiirde meydana

gelen varyasyonlara etkilerini aragtirmak amaglandi.
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda bitki materyali olarak, Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden

saglanan arpa (Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160) tohumlari kullanildu.

3.1.BiTKi DOKU KULTURU

3. 1. 1. Besiyeri Hazirlanmasi

Olgun embriyolardan kallus eldesi i¢in 4 mg 1" Dicamba (yapay bir oksin) iceren
Murashige ve Skoog (MS) besiyeri kullamldi. Bunun igin 4.33 g 1™ olacak sekilde MS
besiyeri (Murashige ve Skoog, 1962) makro- ve mikro-nutrientleri igeren tuz karigimi
(Sigma, M5524) ve 30 g I olacak sekilde sukroz distile suda ¢oziildii. Besiyerinin pH’1
IN NaOH ile 5.7°ye ayarlandi. Distile su ile 250 ml’ye (son hacim) tamamlanan
besiyerine 9 g I olacak sekilde katilagtirici madde (Agar, Sigma, A7002) eklendi.
Hazirlanan besiyeri otoklavda (121 °C, 1.2 atmosfer basinci, 15 dakika) steril edildi.
Oda sicakligina getirilen besiyerine son konsantrasyonu 1x olacak sekilde 1000x MS
vitamini (Sigma, M3900) ve 4 mg I (18 pM) olacak sekilde 1 mg ml™ (4.52 mM)
Dicamba c¢ozeltisi eklendi ve 9 cm c¢apindaki steril petrilere 25 ml besiyeri dokiilerek
katilagsmaya birakildi. Dicamba ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 10 mg Dicamba (Sigma,
D5417), 10 ml distile suda ¢oziildii ve 0.20 um por acgikligina sahip filtre (Sartorius,
16534) ile steril edildi. Dicamba ¢6zeltisi kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Steril
besiyerine bitki biiyiime diizenleyicisi ve vitamin eklenmesi ve besiyerinin petrilere
dokiilmesi asamalar1 dikey hava akigh kabinde (Niive) gerceklestirildi. Tiim doku
kiltiirii ¢alismalarindan once, dikey hava akish kabinin i¢ yilizeyleri %70 etanol ile

silindi.
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3. 1. 2. Kallus Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Arpa (Hordeum vulgare cv. Zafer-160) tohumlar: yiizey sterilizasyonu amaciyla, steril
beher igerisinde, %20°1ik ticari ¢gamasir suyunda 15 dakika bekletildi. Steril distile su ile
yikanan tohumlar, sigsmeleri i¢in steril distile suda 30 dakika bekletildi ve steril bistiiri
ile embriyolar1 ¢ikarildi. Embriyolar saf alkolde 30 saniye bekletildikten sonra steril
distile suyla 3 kere durulandi. Steril kaba filtre kagidinin {izerinde kurutulan embriyolar,
4 mg I dicamba iceren kati MS besiyerlerine, her bir petride 12 embriyo olacak sekilde
ekildi. Embriyolar, bitki biiyiitme kabininde (25°C, %40 nem, 16/8 151k periyodu,
Angelantoni) kiiltire alindi. Tiim doku kiiltiirii agamalar1 dikey hava akish kabinde
gergeklestirildi.

Kallus kiiltiirlerinin analizinde kontrol dokusu olarak 4-giinliik arpa fideleri kullanild1.
Arpa tohumlari, cam petri iginde, distile su ile nemlendirilmis kaba filtre kagidinin

tizerinde, karanlikta 4 giin boyunca ¢imlendirildi.

3. 1. 3. Homobrassinolid Uygulamasi

Otuz giinliik kalluslar, 2 farkli konsantrasyonda (0.5 ve 1 pM) Homobrassinolid (HBL)
iceren besiyerlerinde 1 ay boyunca kiiltiirlendi. Altt cm c¢apindaki petrilere, 10 ml,
hormon igermeyen, agarli MS besiyeri dokiildii. Katilasan besiyerinin iizerine, uygun
boyutlarda kesilmis, steril filtre kagidi yerlestirildi. Filtre kagidinin tam ortasina son
konsantrasyonu 0.5 ve 1 uM olacak sekilde HBL ¢o6zeltisi (I mM) eklendi. HBL
¢ozeltisi hazirlamak igin; 1 mg HBL (22(S),23(S)-Homobrassinolide, H1267, Sigma) 2
ml saf etanolde ¢oziildi. HBL ¢ozeltisi kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi. Kalluslar
filtre kagidinin ortasina, birbirlerine temas edecek sekilde yerlestirildi. HBL uygulanan
kalluslarin analizinde kontrol grubunu elde etmek igin, filtre kagidinin ortasina saf
etanol (10 pl) damlatildi. Kalluslar, HBL uygulamasinin 0. 7. ve 14. giinlerinde steril
petriler iginde tartildi. Tiim HBL uygulama c¢alismalar1 dikey hava akishi kabinde
gergeklestirildi.

3. 1. 4. Rejenerasyon

Otuz-giinliik kalluslar, rejenerasyon icin 0.5 mg 1™ trans-zeatin ribosid (tZR) iceren MS

besiyerinde 1 ay boyunca tutulduktan sonra, kok gelisiminin saglanmasi i¢in hormon



24

icermeyen MS besiyerine aktarildi. HBL nin rejenerasyona etkilerini arastirmak i¢in
kalluslarin bir kism1 HBL igeren ve kontrol besiyerinde 1 ay tutulduktan sonra, hormon
icermeyen MS besiyerine aktarildi. tZR stok ¢dzeltisi (1 mg ml™) hazirlamak igin, 5 mg
tZR (tZR, Z3541, Sigma), 5 ml 1N NaOH icinde ¢oziildii ve 0.20 um por ac¢ikligina
sahip filtre ile steril edildi. tZR ¢ozeltisi kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.

3.2. FiZYOLOJIiK ANALIZLER

3. 2. 1. Ekstre Hazirlanmasi

Kontrol, 0.5 uM ve 1 uM HBL uygulanmis Kalluslardan, total protein, DNA
miktarlarinin ve SOD aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmak tizere ekstre hazirland:.
Kallus dokusu, 100 mg taze doku i¢in 250 pl olacak miktarda soguk fosfat tamponu (0.1
M, pH 7.0) yardimiyla, soguk porselen havan ve havaneli kullanilarak pargaland:.
Olusan homojenatin yarisi DNA miktarinin belirlenmesinde kullanilmak {izere buzda
tutulurken; geriye kalan yarisi, buzda sogutulmus 1.5 ml’lik tiiplere aktarildi ve 14000
rpm hizda, +4°C’de, 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucu olusan st sivi, pipet
yardimiyla yeni bir tiipe aktarildi. Tipiin dibinde kalan ¢okeltinin iizerine esit hacim
fosfat tamponu eklenip, karistirildiktan sonra, tlip ayni kosullarda santrifiij edildi.
Santriflij agamalar1 sonucu olusan iist sivilar birlestirilerek; total protein miktarinin ve
SOD aktivitesinin belirlenmesinde kullanilincaya kadar, donmayacak sekilde buzda
saklandi. Fosfat tamponu hazirlamak i¢in, 39 ml 0.2 M monobazik sodyum fosfat
(Sodyum dihidrojenfosfat, NaH,PO,) ¢ozeltisine, 61 ml 0.2 M dibazik sodyum fosfat
(Disodyum hidrojenfosfat, Na;HPO,4) eklendi ve olusan karisimin pH degeri olgiildii.
Uygun pH (7.0) degeri elde edilene kadar karisima NaH,PO, eklendi.

3. 2. 2. Coziinebilir Protein Miktarimnin Belirlenmesi

Otuz-giinlik kallus, kontrol, 0.5 uM ve 1 uM HBL uygulanmis kalluslardaki
¢oziinebilir protein igeriginin belirlenmesinde Lowry ve dig. (1951) yontemi kullanildi.
Ormneklerdeki total protein miktarin1 belirlemek icin; bir kat sulandirilmis ekstre
orneginden 100 pl almarak, 100 pl 2 N NaOH ile karistirilip, kaynayan su banyosunda

10 dakika bekletildi. Oda sicakligina getirilen 6rnege 1 ml taze hazirlanmis kompleks
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olusturma reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda,
ornege 100 pl, bir kat sulandirilmis Folin belirteci (31740, Molychem) eklenip hizlica
mikrotiip karistirici ile karistirildi. Oda sicakliginda, karanlik ortamda 30 dakika
bekletilen 6rnegin 660 nm dalga boyundaki absorbansi (Aggo) Olciildii (pquant, Bio-Tek
Instruments, Inc.). Standart protein ¢ozeltilerinin (0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.625, 1 mg ml™)
absorbans degerlerinden yararlanilarak, Microsoft Excel programinda standard grafik
cizildi. Standard grafige Ozgii kesme noktasi “y-intercept” ve egim “Slope” gibi
degerler, Microsoft Excel programindaki “KESMENOKTASI” ve “EGIM” islevleri ile
hesaplandi. Bu degerler ve ornegin 660 nm dalga boyundaki absorbansi asagidaki
formiilde kullanilarak, her érnekteki protein konsantrasyonu (mg ml™) hesaplandi.

Konsantrasyon=(Aeso-kesme noktasi)/egim

Her 6rnekte 2 kere dlgiim yapildi. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. Ornegin
protein miktarim (mg g™) belirlemek i¢in, asagidaki formiil kullanildi.

[Ekstrenin protein Konsantrasyonu (mg ml™) x Ekstre hazirlanmasinda kullanilan
tamponun hacmi (ml)] / Ekstre hazirlanan materyalin agirhig (g) = Ornegin protein

miktar1 (mg g™)

Sigir serum albumini (A9418, Sigma) “Bovine serum albumin” (BSA) steril distile su
ile ¢ozilerek, standart protein ¢ozeltileri hazirlandi. Kompleks olusturma reaktifi
hazirlamak i¢in, 100 hacim %2 w/v sodyum karbonat (Na;CO3), 1 hacim %1 w/v bakir
stilfat (CuSO45H,0) ve 1 hacim %2 w/v potasyum sodyum tartarat (KNaCsH406)

¢ozeltileri, kullannmdan hemen 6nce karistirildi.

3.2.3. DNA Miktarmin Belirlenmesi

Otuz-giinlikk kallus, kontrol, 0.5 uM ve 1 uM HBL uygulanmis kalluslardaki DNA
miktar1 Kumar ve Garg (2005) yontemine gore belirlendi. Asetik asit ve siilfiirik asit,
DNA molekiiliindeki fosfodiester baglarini ve glikozidik baglari1 pargalarlar. Ortamdaki
serbest deoksiriboz, dehidrasyon reaksiyonu gecirerek “w-hydroxyl levulinyl aldehyde”
olusturur ve bu aldehidin, difenilamin ile etkilesmesi sonucu, 595 nm dalga boyunda
maksimum absorbans yapan mavi renkli bir kompleks meydana gelir (Nigam ve

Ayyagari, 2007). Mavi rengin koyulugu, ornekteki deoksiriboz icerigi ile dogru
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orantilidir. Santrifiij edilmemis homojenattan 100 pl alinarak tizerine 100 pl %5 v/v
perklorik asit eklenip, 70°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildi. Oda sicakligina
getirilen Ornegin iizerine taze hazirlanmis 400 pl difenilamin belirteci eklenip,
karistirildi. Kaynayan su banyosunda 10 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina
getirilen ornegin 595 nm dalga boyundaki absorbansi (Asgs) 0l¢iildii (uquant, Bio-Tek
Instruments, Inc.). Standart DNA c¢ézeltilerinin (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 1.5 mg ml™?)
absorbans degerlerinden yararlanilarak, Microsoft Excel programinda standard grafik
cizildi. Standard grafige 6zgli kesme noktasi “y-intercept” ve egim “Slope” gibi
degerler, Microsoft Excel programimdaki “KESMENOKTASI” ve “EGIM” islevleri ile
hesaplandi. Bu degerler ve 6rnegin 595 nm dalga boyundaki absorbansi 3. 2. 2°de
gosterilen formiil ile birlikte kullanilarak, ekstrenin DNA konsantrasyonu (mg ml™)
hesaplandi.

Konsantrasyon=(Asgs-kesme noktasi)/egim

Her 6rnekte 2 kere dlgiim yapildi. Deneyler 3 tekrarl olarak gerceklestirildi. Ornegin
DNA miktarini (mg g™) belirlemek icin, asagidaki formiil kullanildi.

[Ekstrenin DNA Konsantrasyonu (mg ml™) x Ekstre hazirlanmasinda kullanilan
tamponun hacmi (ml)] / Ekstre hazirlanan materyalin agirligi (g) = Ornegin DNA

miktar1 (mg g™)

Standard DNA c¢ozeltilerini hazirlamak i¢in, ringa baligina “Herring” ait, diisiik
molekiiler agirlikli DNA (K1089, Fluka AG) kullanildi. DNA, 70°C’lik su banyosunda
15 dakika bekletilerek, steril distile su iginde ¢oziildii. Difenilamin ¢6zeltisi hazirlamak
icin, 0.25 g difenilamin (443654, Carlo Erba) 25 ml asetik asit i¢inde ¢oziildii ve lizerine
687 ul konsantre siilfiirik asit eklendi.

3. 2. 4. SOD Aktivitesinin Belirlenmesi

Otuz-giinliik kallus, kontrol, 0.5 uM ve 1 uM HBL uygulanmis kalluslardaki siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi Sairam ve dig. (2002) yontemine gore fotokimyasal olarak
belirlendi. Bu yonteme gore riboflavin ve L-metionin 151k varliginda siiperoksit (02)
olustururlar. Nitroblue tetrazolium (NBT), 0, ile reaksiyona girerek mavi renkli

formazon kristalleri olusturur. Ekstrede bulunan ve antioksidant enzimlerden biri olan
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stiperoksit dismutaz, 0, radikallerini ortamdan uzaklastirarak formazon olusumunu
inhibe eder. SOD aktivitesi, NBT ’den formazon olusumunun inhibisyonu ile belirlenir.
Diger bir deyisle, 151k etkisiyle mavi-mor renk olusumu, SOD enziminin aktivitesi ile
ters orantilidir. SOD aktivitesinin belirlenmesi igin, 5 kat sulandirilmig 2 pl ekstre, 1 ml
substrat tamponu (Tablo 3. 1) ile karistirilip tizerine son konsantrasyonu 2 uM olacak
sekilde riboflavin (0.2 mM) eklendikten sonra 30 dakika siireyle 15 W’lik floresan 1s1k
altinda bekletildi. Siirenin sonunda 6rneklerin tizeri, karanlik ortamin saglanmasi igin
aluminyum folyo ile kapatildi ve &rneklerin 560 nm dalga boyundaki absorbansi (Aseo)

ol¢iildii (uquant, Bio-Tek Instruments, Inc.).

Tablo 3. 1. SOD miktarinin belirlenmesinde kullamlan substratin igerigi

Bilesen Stok Final | Hacim
Distile su - - 421,6
Fosfat tamponu | 100 MM | 50 mM | 500 pl
Sodyum karbonat | 2 M 50mM | 25ul

EDTA 500 MM | 100 uM | 0.2 pl
L-Metionin 300mM | 13mM | 432 ul

NBT 75mM | 75uM | 10l
Toplam - - 1000 pul

Negatif kontrolu olusturacak ornege, ekstre yerine 2 pl 100 mM fosfat tamponu (pH
7.0) eklendi ve 30 dakika boyunca karanlikta tutuldu ve kor ornek “Blank™ olarak
isimlendirildi. Pozitif kontrolu olusturacak ornege, ekstre yerine 2 ul 100 mM fosfat
tamponu (pH 7.0) eklendi. Pozitif kontrol, SOD igermedigi i¢in inhibe olmamis
reaksiyon olarak kabul edildi ve reaksiyon degeri 100 olarak alindi. (")rnegin Asgo
degerinden, kor o6rnegin absorbansi ¢ikarildiktan sonra kalan deger, asagidaki formiilde
yerine konarak, 6rnekteki % inhibisyon degeri hesaplandi.

% inhibisyonZ[(C)rnek A560-Blank Aseo)XlOO]/(POZitif kontrol A560-Blank Aseo)

NBT’den formazon olusumu reaksiyonunu %50 oraninda inhibe eden SOD miktar1 1 U
(Unite) olarak kabul edilir. Buna gore, 6rneklerdeki SOD aktivitesini (U/pg protein.min’
') hesaplamak igin, rnegin % inhibisyon degerine gore hesaplanan SOD miktar1 (U),

kullanilan ekstredeki protein miktarina (pg) ve siireye (30 dak) boliindii.
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3. 2. 5. Fizyolojik Verilerin Degerlendirilmesi

(Cozlinebilir protein ve DNA miktarimin ve SOD aktivitesinin hesaplanmasinda;
deneyler aymi kosullarda, farkli oOrnekler kullanilarak 3 tekrarli “Number of
observations” (Olgiim sayisi, n) olarak gerceklestirildi. Elde edilen verilerin aritmetik
ortalamalar1 “Arithmetic mean” (p) ve standart sapmalar1 “Standard deviation” (SD),
Microsoft Excel programindaki sirasiyla “ORTALAMA” ve “STDSAPMA” islevleri
ile; standart hatalar1 “Standard error” (SE) ve % degisim katsayilar1 “Coefficient of
variation” (CV) ise asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.

SE=SD/(n'?)

% CV =(SD/p)x 100

Farkli gruplar arasindaki verilerin istatistik agisindan O6nemi, Microsoft Excel
programindaki “TTEST” islevi kullanilarak degerlendirildi. TTEST islevi, p<0.05
anlamlilik diizeyinde, iki-kuyruklu “Two-tailed” ve tip 3 “Type 3” olarak
gergeklestirildi. Fizyolojik parametreler arasindaki, HBL uygulamasi etkisindeki iliskiyi
gosteren korelasyon katsayisi “Correlation coefficient” Microsoft Excel programindaki
“KORELASYON?” islevi kullanilarak hesaplandi. Korelasyon katsayisi (r) degeri “0-
0.250” olan parametreler bagimsiz, iliskisiz, “0.250-0.500” olan parametreler az iliskili,
“0.500-0.750” olan parametreler orta derecede iligkili, “0.750-1” olan parametreler
yiiksek derecede iliskili olarak yorumlandi. r degeri 0’dan kiiglik olan parametreler
negatif korelasyon “Negative correlation”; 0’dan biiylik olan parametreler pozitif

korelasyon “Positive correlation” gdstermektedir.

3.3. MOLEKULER MARKIR ANALIiZLERi

3. 3. 1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA (gDNA) izolasyonu ig¢in Kidwell ve Osborn (1992) yontemi
degistirilerek kullanildi. DNA izolasyonu yapilacak doku, sivi azot yardimiyla, porselen
havan ve porselen havaneli kullanilarak pargalanip, toz haline getirildi. Sivi azotun
icinde sogutulmus 1.5 ml’lik tiipe aktarilan tozun iizerine, 50 mg doku igin, 65°C’ye
kadar 1sitilmig, 500 pl ekstraksiyon tamponu (Tablo 3. 2) eklenip, karstirildi. Tip,

60°C’lik su banyosunda en az 1 saat bekletildi. Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra
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buzda 5 dakika tutulan tiipe, esit hacimde (yaklasik 500 pl) Kloroform:izoamil alkol
eklendi. Tiip, en az 50 defa tersyiiz edildikten sonra, 2000 rpm hizda, oda sicakliginda,
20 dakika santrifiij edildi (WiseSpin CF-10, Daihan). Santrifiij sonras: olusan tist sivi
(yaklagik 500 ul) yeni bir 1.5 ml'lik tiipe aktarildi, tizerine 0.1 hacim (50 pul)
CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklenip, bir ka¢ defa tersyiiz edilen tiipler, 60°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletildi. Su banyosundan g¢ikarilan tiip, buzda 5 dakika
bekletildikten sonra, tlipiin igine esit hacim (yaklagik 550 ul) kloroform:izoamil alkol
eklendi. Tiip, 30 defa tersyiiz edildikten sonra, 2000 rpm hizda, oda sicakliginda, 20
dakika santrifiij edildi (WiseSpin CF-10, Daihan). Santifiij sonrasi olusan ist Sivi
(yaklagik 550 pl) yeni bir 1.5 mIlik tiipe aktarild, tiipteki iist sivinin tizerine esit hacim
izopropanol (-20°C) eklendikten sonra, tiip birka¢ defa tersyiiz edildi ve -20°C’de 30
dakika bekletildi. Bekleme asamasindan sonra tiip, 13500 rpm hizda, 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi olusan st sivi pipet yardimiyla uzaklastirildi. Cokeltinin
tizerine 100 pl %70 etanol (-20°C) eklenip, 13500 rpm hizda, 2 dakika boyunca
santrifij edilerek ¢okelti yikandi. Yikama islemi bir kere daha tekrarlandi. Tiip oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletilerek, tiipteki etanol uzaklastirildi ve ¢okelti 50 pl
“High-salt” TE tamponu eklenerek ¢oziildii ve 37°C’de 30 dakika bekletildi. Uzerine 50
kloroform:izoamil alkol eklenen tiip, 10000 rpm hizda, 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. Yeni bir tiipe aktarilan iist sivinin iizerine, 100 pl saf etanol (-20°C) eklenip,
70°C’de 30 dakika bekletildikten sonra, 13500 rpm hizda, 10 dakika santriflij edildi.
Cokeltinin tizerine 100 pl EtOH/NH4Ac eklenip, oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
Tiip, 13500 rpm hizda, 5 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra olusan iist sivi
uzaklastirildi. Cokeltinin tizerine 100 pl %70 etanol (-20°C) eklenip, 13500 rpm hizda,
2 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra olusan iist sivinin tamami uzaklastirildi.
Tip, oda sicakhiginda, diizgiin ve agzi agik bigimde birakilarak, ¢okeltinin kurumasi
saglandi. Kuruyan ¢okeltinin tizerine 30 ul 10 mM Tris ¢ozeltisi (pH 8.0) eklendi ve
tip, gDNANIn ¢oziinmesi igin 60°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildi. gDNA

ornekleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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Tablo 3. 2. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Adi Igerigi

Ekstraksiyon Tamponu | 100 mM Tris (Tris[hydroxymethyl]laminomethane, 154563, Sigma),

25 mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, E5134, Sigma),

pH 8.0, 1.4 M NaCl (Sodium chloride, S3014, Sigma), %2 CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide, H9151, Sigma)

Kloroform:Izoamil alkol 24 Hacim Kloroform (Chloroform, C7559, Sigma): 1 Hacim
[zoamilalkol (Isoamylalcohol, W205702, Sigma)

CTAB/NaCl %10 CTAB, 0.7 M NaCl
High-salt TE Tamponu 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, (pH 8.0), 1 M NaCl
EtOH/NH,Ac %76 EtOH, 10 mM NH,Ac (101115, Merck)
%?70 EtOH 7 Hacim Etanol, 3 Hacim distile su

Genomik DNA orneklerinin safligi ve miktar1 NanoDrop 2000 (Thermo) cihazinda
Olciilerek belirlendi. gDNA o6rneklerinin, 230, 260 ve 280 nm dalga boylarinda
absorbanslar1 (Aa230260280) Ol¢iildii. Proteinlerin ve 6zellikle fenolik maddelerin 230 nm
dalga boyunda absorbsiyon yaptigi bilinmektedir. DNA 0&rneklerinin safligi, ODag
degerinin hem ODygp degerine oran1t hem de ODy3p degerine oran1 gdzoniine alinarak
belirlendi. Bu oranlarin 1.7°den diisiik olusu, saflastirilan DNA 6rnegindeki fenolik
madde ve protein kontaminasyonuna isaret etmektedir. Ve bu durumun, PCR
calismalarinda hatali sonug olusturabilecegi diisiiniilerek; yalnizca, OD260/OD2gp degeri
1.7-2.0 arasinda olan ve OD20/OD23p degeri 1.7°den biiyiik olan gDNA 6rnekleri
kullanildi. gDNA 6rneklerinin kalitesi ise agaroz jel elektroforezi (Bolim 3. 3. 5) ile
belirlendi. gDNA o6rneginden 1 pl alinarak, 0.2 pl yiikkleme tamponu (Tablo 3. 5) ile
karstirildi. Ornekler, %0.8°lik agaroz jelde, 80 V sabit giicte, 2 saat boyunca yiiriitiiliip,
UV 1sik altinda goriintiilendi. DNA uzunluk markir ile karsilastirilarak, 10 Kb veya
daha yukarisinda kalin, belirgin ve parlak bant goriinimii olusturan gDNA ornekleri,
kirilmamis, biitiin olarak kabul edildi. Molekiiler calismalarda kirilmamis gDNA
ornekleri kullanildi. IRAP, restriksiyon kesimi ve MSRF ¢aligmalari i¢in her gruptan 3
adet gDNA 0Ornegi secildi. Segilen gDNA ornekleri esit miktarlarda karistirilarak “Bulk”
olusturuldu.

3. 3. 2. Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism (IRAP)

Kontrol govde dokusu, 15- ve 30-giinliik kallus dokularindan izole edilen gDNA
karigimlarinda “Bulk” IRAP analizleri gerceklestirildi. IRAP analizlerinde Saeidi ve
dig. (2008) calismasindan elde edilen 5 adet 20-33-mer primer (Tablo 3. 3) kullanildu.
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Tablo 3. 3. Calismada kullanilan IRAP primerleri

Adi Dizisi 5’3’
3’LTR — TGTTCATGCGACGTTCAACA
5’LTR2 <« ATCATTCTCTAGGGCATAATTC
LTR6149 « CTCGCTCGCCACTACATCAACCGCGTTATT
LTR6150 - | CTGGTTCGGCCATGTCTATGTATCACACATGTA
Sukkula — GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC

IRAP primer kombinasyonlar1 (Tablo 3. 4) ise Saeidi ve dig. (2008) ¢alismasina gore

secildi. Kombinasyonlarin baglanma sicakliklari Tablo 3. 4’de gosterilmektedir.

Tablo 3. 4. Calismada kullanilan IRAP primer kombinasyonlart

Primer 1| Primer 2 | Baglanma sicaklig1 (°C)
3’LTR | 3’LTR 64
3’LTR | 5°’LTR2 66
3’LTR |LTR6150 62
Sukkula | LTR6149 47

IRAP-PCR’da kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlar1 Tablo 3. 5’de gosterilmektedir.

Tablo 3. 5. IRAP-PCR bilesenlerinin konsantrasyonlart ve miktarlar

Bilesen Stok Son Miktar (ul)
Distile - - 125
su
DMSO %100 %5 1
Tampon* 10x 1x 2
MqgCl, 25 mM 2.0 mM 1.6
dNTP karigimi 10 mM 0.1 mM 04
Forward 10 uM 0.25 uM 0.5
primer (5 pmol)
Reverse 10 uM 0.25 uM 05
primer (5 pmol)
Taq polimeraz** | 1 U/uL 05U 0.5
(0.025 U/uL)
Kalip 20 ng/uL | 20 ng gDNA 1
DNA (1 ng/ul)
Toplam - - 20

*50 mM Tris-HCI, 15 mM (NH,),SO4 and 0.1 % Triton® X-100, pH 9.0
**DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase, Deneme boyu, Finnzymes

Tablo 3. 5’de gosterilen IRAP-PCR bilesenleri, 0.2 ml'lik PCR tiiplinde biraraya
getirildikten sonra, PCR cihazina (TC4000, Techne) “Thermal cycler” yerlestirilerek
Tablo 3. 6'de belirtilen dongiilerden gegirildi.
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Tablo 3. 6. IRAP-PCR kosullar

Sicaklik Siire Dongii
Baslangic 94°C 5d 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 94°C 1d
Baglanma -°C, 1d 35
Uzama 72°C 2d
Son Uzama 72°C 10d 1

d:Dakika, s:Saniye

IRAP ¢ogaltim iirliniiniin iizerine 4 pL yiikkleme tamponu eklenip 65°C de 10 dakika
bekletildikten sonra buza alindi. Buzda 5 dakika tutulan g¢ogaltim iirlinleri, %6°lik
poliakrilamit jelde, 200 V’ta, 7 saat ylriitiildii. Bantlarin gbézlenmesi igin glimiis

boyama yapildi.

3. 3. 3. Metillenmeye Duyarh Restriksiyon Parmakizi (MSRF)

Kontrol govde dokusu ve 30-giinliik kallus dokularindan hazirlanan gDNA karisimlari
“Bulk” ile HBL kontrol ve 0.5 pM HBL uygulanmis kallus gDNA karisimlarinda
“Bulk” “Methylation Sensitive Restriction Fingerprinting” (MSRF) analizleri
gerceklestirildi. Her dokudan hazirlanan gDNA karisimi 2 gruba ayrildi. Bir gruba ait
DNA o6rnegi sadece Msel (Tablo 3. 7) restriksiyon enzimiyle kesilirken, diger gruba ait
DNA o6rnegi hem Msel hem de BstUI enzimiyle birlikte “Double digest” kesildi. Tekli
Msel restriksiyon kesimi igin, 1 pg gDNA, 2 pl (10x) enzim tamponu “Buffer R”
(10 mM Tris-HCI, pH 8.5, 10 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0.1 mg/ml BSA) ve 1 ul (10
U/ul) Msel (Trull, ER0981, Fermentas) enzimi, 1.5 ml'lik tiipte biraraya getirilip, son
hacim steril distile su ile 20 ul’ye tamamlandi. Karigimin tizerine 30 pl steril mineral
yag damlatild1 ve tiipler 65°C"de bir gece boyunca (Yaklasik 15 saat) inkiibe edildi. Ikili
kesim igin, 0.5 pug gDNA, 2 ul (10x) enzim tamponu “Buffer R” ve 2 pl (10 U/ul) BstUI
(Bsh12361, ER0921, Fermentas) enzimi 1.5 ml'lik tiipte biraraya getirildi, son hacim
steril distile su ile 20 pl’ye tamamlandi ve karistm 37°C'de 2 saat boyunca inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda buza alinan reaksiyon karigtmina 1 pl (10 U/ul) Msel enzimi
eklendi. Hafifce karistirilan ve iizerine 30 pl steril mineral yag damlatilan tiipler
65°C’de bir gece boyunca (yaklasik 15 saat) inkiibe edildi. Msel enziminin, yiiksek
sicaklik uygulamas: ile inaktive edilemedigi iiretici firma tarafindan belirtildiginden,

kesim iirtinleri kit (High Pure PCR Product Purification Kit, 11 732 668 001, Roche)
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kullanilarak saflastirildi. Kesim iiriinlerinin tizerine 250 pl “baglama tamponu” eklenip,
mikrotiip karistict ile iyice karistirildi. Kitte bulunan kolona aktarilan karisim, 13500
rpm hizda, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan sivi
uzaklagtirildiktan sonra kolon, 400 pl “yikama tamponu” ile 2 kere, 13500 rpm hizda,
oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij edilerek yikandi. Yeni bir 1.5 mI’lik tiipe aktarilan
kolona 40 pl “¢c6zme tamponu” eklenip, oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra,
13500 rpm hizda, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij edilerek, kolondaki DNA
ornekleri tliipe aktarildi.

Tablo 3. 7. MSRF’de kullanilan restriksiyon enzimlerinin kesim bolgeleri

Msel BstUI
5 T/ITAA3 |5 CG/ICG3
3 AAT/T5 |3 GC/GC 5"

Saflagtirilan kesim iirtinleri MSRF-PCR’da kalip olarak kullanildi. MSRF primerlerinin
dizi bilgileri (Tablo 3. 8) Davies (2004)’den alindi. PCR’da Al primeri ile birlikte A2,
A3 veya A4 primeri kullanildi.

Tablo 3. 8. Calismada kullanilan MSRF primerleri

Primerin Adi Dizisi 5°-3°
Al AGCGGCCGCG
A2 ACCCCAGCCG
A3 TGGTCGGCGC
A4 GCACCCGACG

Tablo 3. 9’da gosterilen MSRF-PCR bilesenleri 0.2 ml'lik PCR tiipiinde biraraya
getirildi.
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Tablo 3. 9. MSRF-PCR bilesenlerinin konsantrasyonlari ve miktarlart

Bilesen Stok Son Miktar (ul)
Distile - - 8.2
su
Dimetilsiilfoksit %100 %5 1
Tampon* 5x 1x 4.0
dNTP karisim 10 mM 0.2 mM 0.4
Al 10 uM 0.4 uM 0.8
(10 pmol)
A2/A3IA4 10 M 0.4 uM 08
(10 pmol)
Taq 250 Lt 1U 0.8
polimeraz** (0.02 U pl™
Kalip DNA | 1ug/20 pL kesilmis | 4 pl Kesim tiriini 4
DNA (~80 ng)
Toplam - - 20.0

*10x: 600 mM Tris-SO4, 200 mM (NH4)2S04, 30 % Glycerol, 0.6 % NP-40, 0.5 % Tween-20, 20 mM MgSO4, pH 9.0
**LongAmp® Tag DNA Polymerase, M0323S, New England Biolabs

Tip, PCR cihazina (TC4000, Techne) yerlestirilerek Tablo 3. 10'da belirtilen
dongiilerden gecirildi. MSRF ¢ogaltim iiriiniiniin {izerine 4 pl yiikleme tamponu eklenip
65°C de 10 dakika bekletildikten sonra buza alindi. Buzda 5 dakika tutulan ¢ogaltim
tirlinleri, %6 poliakrilamit jelde, 200 V gerilimde, 4 saat boyunca yiiriitiildii. Bantlarin

gozlenmesi i¢in giimiis boyama yapild.

Tablo 3. 10. MSRF-PCR kosullar

Sicaklik | Siire | Dongii
Baslangic 94°C 2d 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 94°C 1d
Baglanma 38°C 1d 35
Uzama 72°C 2d
Son Uzama 72°C | 10d 1

3. 3. 4. Restriksiyon Kesimi

Kontrol govde dokusu ve 30-giinliikk kallus dokularindan hazirlanan gDNA karisimlari
“Bulk” ile HBL kontrol ve 0.5 uM HBL uygulanmis kallus gDNA karigimlarinda
“Bulk”, Hpall ve Mspl restriksiyon enzimleri ile ayri ayr1 kesildi. Hpall ve Mspl
izosizomer ¢ifti olup, her iki enzim de ayni tanima bolgesine (5° CCGG 3") 6zgiindiir.
Ancak, tanima bolgesindeki sitozin bazlarinin metillenme durumuna gére enzimlerin

kesim 6zellikleri degiskenlik gosterir (Tablo 3. 11). Bu durum, farkli DN Alar arasindaki
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metillenme diizeylerinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Farkli dokular arasindaki
metillenme diizeylerini incelemek amaciyla; 1 pg gDNA, 1 ul (10x) enzim tamponu
(FastDigest® Buffer) ve 1 ul (1 FDU) Hpall (FastDigest® Hpall, FD0514, Fermentas)
veya Mspl (FastDigest® Mspl, FD0544, Fermentas) enzimi 0.5 ml’lik tiipte biraraya
getirilip, son hacim steril distile su ile 10 pl’ye tamamlandi. Tiipler 37°C de 30 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyonun sonrasinda 2 ul yiikleme boyasi eklenen tiipler, 65°C’de 10
dakika bekletildikten sonra buza alindi. Buzda 5 dakika bekletilen 6rnekler %1°lik
agaroz jelde, 80V’ta, 1 saat boyunca yiirttiiliip, UV 1sik altinda goriintilendi.

Tablo 3. 11. Hpall ve Mspl enzimlerinin, sitozin metillenmesi durumlarina gore kesim
ozellikleri

Tanmma Bolgesi | Hpall | Mspl
CC/GG + +
GG/CC
C nCGG + +
GGCC
C nCGG - +
GG CC
mCCGG + -
GGCC
mCCGG - -

GGC ,C
»C: Metilsitozin, +: Aktif (Kesim yapabilir), -: inaktif (Kesim yapamaz)

3. 3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

gDNA, plazmit, koloni-PCR ve restriksiyon kesimi triinleri agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilendi. gDNA ve gDNA restriksiyon irinleri icin 0.8 (%1), koloni-PCR ve
plazmit restriksiyon iiriinleri i¢in 1.2 (%]1.5) gram agaroz, stok 50x Tris-Asetat-EDTA
(TAE) tamponunun (Tablo 3. 12) sulandirilmasiyla hazirlanan, 80 ml 1x TAE
tamponuna eklenerek mikrodalga firinda eritildi. Oda sicakliginda ilinan jele son
konsantrasyonu 0.5 ng pl™ olacak sekilde 4 pl EtBR eklenip, karistirild. Jel, yatay
elektroforez sistemine (EasyCast Mini Gel System, B1, Thermo Scientific Owl)
dokiilerek katilasmaya birakildi. Katilasan agaroz jel, 1x TAE tamponu igeren yatay
elektroforez tankinin icine yerlestirildi. Ornekler, uygun miktarda yiikleme boyasi
(Tablo 3. 12) ile karistirildiktan sonra, agaroz jeldeki kuyulara yiiklenerek, sabit

gerilimde, uzunluk markiri ile birlikte (Sekil 3. 1) yiiritildi.
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Sekil 3. 1. Caligmada kullanilan DNA uzunluk markirlari. a: 50 bp markir (FALA 50,
Favorgen); b: 1 Kb marker (SM0311, Fermentas); c: DNA 100 bp Ladder marker (M1070-1,
Biobasic).

Tablo 3. 12. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Adi Icerigi
50x TAE tamponu 2 M Tris, 1 M asetik asit, 50 mM EDTA, (pH 8.0)
10 mg ml™ EtBr 5 mg EtBR, 1 ml distile su i¢inde

6x Yiikleme tamponu 100 mM EDTA (pH 8.0), %1 SDS, %60 gliserol (G5516), %0.03
Bromofenol mavisi (B0126, Sigma), %0.03 Ksilen cyanol (X4126,
Sigma)

3. 3. 6. Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

IRAP ve MSRF reaksiyon firiinleri poliakrilamit jel elektroforezi “Polyacrylamide Gel
Electrophoresis” (PAGE) yontemiyle yiiriitiiliip, gortintiilendi. %6°lik poliakrilamit jel
hazirlamak icin Tablo 3. 13 de verilen bilesenler, beher igerisinde, tabloda gosterildigi
sirayla, hava kabarcigr olusmayacak bicimde karistirilip, temiz bir siringa ile 20 cm
uzunluga, 20 cm genislige sahip PAGE sisteminin (PROTEAN 11 xi Cell, 20 cm, 0.75
mm spacers, 15-well combs, 165-1814, Bio-Rad) cam kasetine hizlica dokildi ve
sistemde bulunan tarak cam yiizeyler arasina yerlestirildi. Jel, polimerize olmasi igin
oda sicakliginda en az 20 dakika bekletildi. Jel polimerize olduktan sonra, tarak

sistemden ¢ikarildi ve olusan kuyular, 5x Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponunun

sulandirilmasiyla hazirlanan 1x TBE tamponu ile yikandi. PCR fiiriinleri 200 V sabit
gerilimde yiiriitiildiikten sonra, jel glimiis boyama yontemi le boyanarak bantlar goériiniir

hale getirildi. Jel, beyaz 151k kaynag altinda goriintiilendi ve incelendi.
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Tablo 3. 13. PAGE bilesenleri

Adi Miktar
Distile su 48 ml
5x TBE (445 mM Tris, 445 mM borik asit, 10 mM EDTA, pH 8.0)| 8 ml
% 40 Akrilamid (A8887, Sigma)/Bis (M7279, Sigma) (19:1) 6 ml
%25 APS (0.25 g amonyum persiilfat (A3678), 1 ml distile su) 80 wl
TEMED (N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine, T8133, Sigma) | 40 ul
Toplam 40 ml

3.3.7. Giimiis Boyama

Poliakrilamit jelde yiiriitiillen PCR {irtinleri giimiis boyama ile goriiniir hale getirildi.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra, sistemden ¢ikarilan jel plastik bir kaba
yerlestirildi ve 30 dakika boyunca fikse edildi. Bir dakika boyunca distile su ile yikanan
jel, boyama ¢ozeltisi i¢inde 30 dakika boyunca calkalanarak inkiibe edildi. Distile su ile
yikanan jelin iizerine gelistirme ¢ozeltisi eklendi ve jel bu ¢ozeltinin iginde bantlar
tamamen goriiniir hale gelinceye kadar (yaklasik 5-8 dakika) tutuldu. Gelistirme
¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra jel durdurma ¢ozeltisi i¢inde 5 dakika bekletilerek,
boyama islemi durduruldu. Jel, bu asamadan sonra distile su i¢cinde saklanabilir. Glimiis
boyamada kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3. 14°de gosterilmektedir. Tim ¢ozeltiler
boyamanin yapilacagi giin hazirlanmistir ve glimiis nitrat ile gelistirme c¢ozeltileri

sogutulduktan sonra kullanilmistir.

Tablo 3. 14. Glimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler

Ad1 Igerigi
Fiksasyon % 10 etanol, % 0.5 asetik asit, distile su i¢inde
Boyama % 1 giimiis nitrat (A3904, Biomatik), distile su i¢inde

Gelistirme % 1.5 sodyum hidroksit, %0.01 sodyum borohidrat (S9125, Sigma), % 0.4
formaldehit (F8775, Sigma), distile su i¢inde

Durdurma % 0.75 sodyum karbonat (S7795, Sigma), distile su i¢inde

3. 3. 8. Molekiiler Markar Verilerinin Degerlendirilmesi

IRAP ve MSRF calismalarinin sonucunda, aynt gDNA kalibinda tekrarlanabilen ve
belirgin bantlar degerlendirmeye alindi. Bantlarin boyutlari, elektroforezde kullanilan
DNA uzunluk markiri ile karsilastirilarak belirlendi. IRAP analizlerinde elde edilen
bantlar, bulunduklar1 doku tiiriine gore (30-giinliikk kallusa 6zgii, 15-gilinlik ve 30-
giinliik kalluslarda ortak) gruplandi. Belirli bir bantin bulunmast (1), bulunmamasi (0)
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olarak degerlendirilerek ikili “binary” veri matrisi “Binary data matrix” olusturuldu. Bu
matristeki veriler kullanilarak, Jaccard benzerlik katsayisina (Jaccard, 1908) gore
“Jaccard similarity coefficient” benzerlik indeksleri “similarity index” hesaplandi.
Jaccard benzerlik katsayisinin, IRAP gibi dominant markir sistemi i¢in uygun oldugu

belirtildigi (http://biolinx.bios.niu.edu/t80majl/sim matrix.htm) igin, Jaccard benzerlik

katsayisi, bu ¢alismada tercih edilmistir.

J (Jaccard Benzerlik Katsayisi)= M11/Mo1 + My + M1

Moz:A nesnesinin (doku tipi) 0, B nesnesinin 1 oldugu niteliklerin (bant) sayisi
Mio: A nesnesinin 1, B nesnesinin 0 oldugu niteliklerin sayisi

Mi1: Hem A hem de B nesnesinin 1 oldugu niteliklerin sayisi

IRAP analizlerinde kullanilan her primer kombinasyonunun “Polymorphism
Information Content” (PIC) ve “Effective Multiplex Ratio” (EMR) degerleri asagida
verilen formiiller kullanilarak hesaplandi. PIC degeri, molekiiler markirlarin ne kadar
kullanigh olduklarinin anlagilmasinda kullanilir (Botstein ve dig., 1980). PIC degeri,
allel sikliklarinin ~ karelerinin, 1°den ¢ikarilmasi ile hesaplamr ve markirin
populasyondaki polimorfizm saptama kapasitesini gosterir (Liu ve Cordes, 2004). EMR
degeri de PIC degeri gibi markirin degerlendirilmesinde gozoniine alinan bir 6zelliktir.
EMR degeri, bir molekiiler markir i¢in polimorfik lokus sayisinin, toplam lokus sayisina
orani seklinde hesaplanir (Nagaraju ve dig., 2001).

PIC=1-YPZ P;: i allelinin siklig:

EMR= np(np/n); np: Polimorfik lokus sayisi; n: Toplam lokus sayisi.

MSRF analizlerinde elde edilen bantlar Tablo 3. 15’de gosterilen sekilde yorumlandi.
HBL uygulanmamis kallus ve 4-giinliik-fide kontrol gruplarmi, 0.5 pM HBL
uygulanmis kallus ve 30-giinliik-kallus deney gruplarimi temsil etmektedir. Buna gore,
deney grubunun gDNA 6rneginin Msel/BstUI kesiminde mevcut olan bir bantin, kontrol
grubunun Msel/BstUI kesiminde bulunmamasi, o banta iligkin genom bdélgesinde deney

grubu orneklerinde metillenme gerceklestigini gdstermektedir.


http://biolinx.bios.niu.edu/t80maj1/sim_matrix.htm
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Tablo 3. 15. MSRF sonuglarinin jeldeki goriiniimleri ve yorumlart

Goriiniim

KIM

K/MB

30(HBL)/MB

Yorum

30(HBL)/M

Metillenme yok, degisim yok

Metillenme var, degisim yok
veya BstUI dizisi yok

Metillenmede artis var

v

Metillenmede azalma var

K: Kontrol doku

Msel, B: BstUI, —: Bant var.

Govde dokusu veya BR uygulanmamus kallus), 30: 30-glinlik-kallus, BR: 0.5 uM BR uygulanmis kallus, M:
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4. BULGULAR

4.1. KALLUS KULTURLERI

Arpa (Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160) tohumlarindan steril kosullarda g¢ikarilan
olgun embriyolar, 4 mg I* (18 pM) Dicamba iceren MS besiyerinde kiiltiire alindi.
Embriyolardan kallus gelisiminin kiiltiiriin 4-6. giiniinde basladig goriildii. Gelisiminin
erken evresinde beyaz renkli, sulu ve yapiskan dzellikteki kalluslarin bir kisminin, 15-
16. giinden sonra Sarimst, sert ve siki bir yap: kazandig1 gozlendi ve bu 6zelliklere sahip
kalluslar embriyogenik olarak nitelendirildi (Sekil 4. 1b, c). Kallus olusturma degeri %
67 (£7.79, %20, p>0.05) iken, embriyogenik kallus olusturma degeri %42 (+0.45, %1.8,
p>0.05)’dir. Kallus olusturma degeri, kallus gelisimi gdzlenen embriyo sayisinin,
toplam embriyo sayisina oraninin, 100 ile c¢arpilmasi ile hesaplandi. Embriyogenik
kallus olusturma degeri; embriyogenik 6zellige sahip kallus sayisinin, toplam embriyo
sayisina oraninin, 100 ile ¢arpilmasi ile hesaplandi. Kallus gelisimi sirasinda meydana
gelebilecek degisimlerin belirlenmesinde kontrol doku olarak, 2 kat, nemli filtre

kagidinin arasinda ¢imlendirilmis, 4 giinliik arpa fideleri (Sekil 4. 1a) kullanildi.

Sekil 4. 1. Calismada kullanilan dokularin goriiniimleri. a: 4-giinliik fide; b: 15-giinliik kallus
(10x biiyiitme); c: 30-giinliik kallus (10x biiyiitme, Leica).

Otuz-giinliik kalluslar, rejenerasyon i¢in 0.5 mg 1"t tZR igeren MS besiyerine aktarildi.
Embriyogenik 6zellikte olmayan kalluslarda hi¢bir degisim gdézlenmedi. Embriyogenik
kalluslarin % 63’1 (+0.88, %4.07, p>0.05) rejenerasyon besiyerine alindiktan 14-15 giin
sonra rejenerasyon belirtileri gosterdi. Rejenerasyon belirtileri, yesil hiicre kiimeleri ve

yesil veya renksiz nodular yapilardir (Sekil 4. 2).
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Sekil 4. 2. iki hafta siireyle rejenerasyon ortaminda tutulan kalluslarin gériiniimii (10x biiyiitme,
Leica)

4.2. SOMAKLONAL VARYASYONUN ARASTIRILMASI

Kallus baslangic1 ve gelisimi sirasinda meydana gelebilecek somaklonal varyasyonlarin

degrlendirilmesi i¢in, kontrol fide dokulari ile 15- ve 30-giinliik kalluslar kullanildi.

4.2.1. Genomik DNA Orneklerinin Elektroforetik Analizi

Kontrol fide dokusundan, 15-giinliik ve 30-giinliik kalluslardan, BR kontrol kallus
dokusundan ve 0.5 uM BR uygulanmis kalluslardan izole edilen genomik DNA
(gDNA) ornekleri %]1°lik agaroz jelde yiiriitiiliip, UV 151k altinda incelendi (Sekil 4. 3).
Izole edilen tiim gDNA 6rneklerinde, kalin, parlak bir bant olusumu gozlendi.

M K 15 30

Sekil 4. 3. Calismada kullanilan genomik DNA karisimlarimn agaroz jeldeki goriintimleri. 4: 4-
giinliik fide dokusu; 15: 15-giinliik kallus: 30: 30-giinliik kallus.

4. 2. 2. Retrotransposon Degisimleri

Kontrol fide dokusu, 15-giinliik ve 30-giinliik kallus dokular1 arasinda, doku kiiltiirii
kosullarmin etkisiyle meydana gelebilecek retrotranspozon degisimleri, hareketleri

“Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism” (IRAP) teknigi ile arastirildi. Dort
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adet primer kombinasyonu ile elde edilen sonuglara (Tablo 4. 1 ve Sekil 4. 4, Sekil 4. 5,
Sekil 4. 6, Sekil 4. 7) gore farkli dokular arasindaki benzerlik oranlari hesaplandi.
Kontrol fide ile 15-giinliik kallus arasindaki benzerlik oran1 % 73 iken; kontrol fide ile
30-giinliik kallus arasindaki benzerlik oran1 % 76, 15-giinliik kallus ile 30-giinliik kallus
arasindaki benzerlik oran1 %82’dir. 3’LTRXLTR6150 kombinasyonu en yiiksek (0.981,
5.3); LTR6149%xSuk kombinasyonu en diisiik (0.954, 0.28) PIC ve EMR degerlerini

olusturmustur.

Tablo 4. 1. Kontrol 4-giinliik fide dokusu, 15- ve 30-giinliik kallus dokularindaki IRAP

sonuclari
r | x | 82 5
H x5 |5 x5 SX%:?' ‘EX% Toplam
P B Y W HlE 3
wn
Kontrol fide 1 2 3 1 7
15-giinliik kallus 0 2 2 0 4
30-giinliik kallus 0 0 2 0 2
K ile 15-giinliik 0 2 1 0 3
K ile 30-giinliik 1 2 0 0 3
15- ile 30-giinliik 1 0 0 1 2
Ortak 7 4 4 12 27
Toplam 10 12 12 14 48
PIC 0.971 0.977 0.981 0.954 -
EMR 0.9 5.3 5.3 0.28 -
% Polimorfizm 30 66.6 66.6 14.2 437
Bant Araligi (B¢) | 210-490 | 250-700 | 60-220 | 120-500 | 60-700
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500 bg

300 be

Sekil 4. 4. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-giinliik kallus dokularina ait 3’LTRx3’LTR
kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuglarinin PAGE goriiniimii. M: 50-bp marker
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-giinliik kallus dokusu; 30: 30-giinliik kallus dokusu.
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500be

300 be

Sekil 4. 5. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-giinliik kallus dokularina ait 3’LTRx5’LTR2
kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuglarinin PAGE goriiniimii. M: 50-bp marker
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-giinliik kallus dokusu; 30: 30-giinliik kallus dokusu.
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300be

100 be

Sekil 4. 6. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-giinliik kallus dokularina ait, 3’LTRXLTR6150
kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuglarinin PAGE goriiniimii. M: 50-bp marker
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-giinliik kallus dokusu; 30: 30-giinliik kallus dokusu.
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400 be

100 bg «—

Sekil 4. 7. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-giinliik kallus dokularina ait, LTR6149xSuk
kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuglarinin PAGE goriiniimii. M: 50-bp marker
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-giinliik kallus dokusu; 30: 30-giinliik kallus dokusu.

4. 2. 3. Metillenme Degisiklikleri

Kontrol 4-giinliik fide dokusu ve 15- ve 30-giinliik kallus dokulari arasindaki
metillenme degisimleri, metillenmeye duyarli enzim kesimi ve metillenmeye duyarl
restriksiyon parmakizi yontemi ile arastirildi. Enzim kesiminde, gDNA ornekleri,
metillenme duyarliliklar: farkli izosizomer enzimler olan Hpall ve Mspl enzimleri ile
tekli kesime birakildi. Kesim sonucuna (Sekil 4. 8) gore, kontrol ve 30-giinliik kallus
gDNA orneklerinin Mspl kesimlerinde genis araliga (1-6 Kb) sahip “smear” yapisi
gozlenirken; Hpall kesimlerinde “smear” yapisina ek olarak tek bir bant yapist da

gozlendi. On bes-giinliik kallus dokusunun Hpall ve MspI kesimlerinde 10 Kb’dan daha
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biiylik kalin bir bant; Mspl kesiminde kalin bant goriiniimiine ek olarak “smear” yapisi

da gozlenmistir.

Kontrol 15d 30d

10 Kb

3Kb

Sekil 4. 8. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-giinliik kalluslarin metillenme goriiniimleri. H:
Hpall, M: Mspl.

MSREF tekniginde, kontrol fide dokusu ile 30-giinliik kallus dokularindan izole edilen
gDNA ornekleri, 2 gruba ayrildi. Bir grup, Msel enzimi ile kesilirken; diger grup Msel
ve BstUI enzimleri ile ikili kesime birakildi. Kesim driinleri kit kullanilarak
saflagtirildiktan sonra, 3 adet primer kombinasyonu kullanilarak g¢ogaltildi. Al1xA2
primer kombinasyonu ile degerlendirilebilecek goriiniim elde edilemedi. A1xA3 ile Al
xA4 primer kombinasyonlar1 7 bant olusturuldu (Tablo 4. 2). Embriyodan 30-giinlik
kallus gelisimi sirasinda metillenme diizeyinde artis gozlenmistir. AlxA4
kombinasyonunda ise kontrol grubunun Msel/BstUI kesiminde bant ¢ogaltilamamistir
(Sekil 4. 9, Sekil 4. 10).

Tablo 4. 2. Kontrol fide dokusu (K) ve 30-giinliik kallus (30) dokularina ait MSRF sonuglari.
K/M: Kontrol fide dokusunun Msel kesimi; K/MB: Kontrol fide dokusunun Msel ile BstUI
kesimi; 30/M: 30-giinliik kallus dokusunun Msel kesimi; 30/MB: 30-giinliik kallus dokusunun
Msel ile BstUI kesimi.

Kombinasyon Bant KM | K/IMB | 30/M | 30/MB | Durum

(bp)
500 + - + + Il
460 + - + + Il

Al1xA3 390 + - + + 1"l
300 + + + + ]
260 + + + + ]
175 + - + + Il
150 + - + + i
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Fide dokusu  30-gtnlik kallus
Maker MB M M MB

500 be

300bg

Sekil 4. 9. Kontrol fide dokusu ve 30-giinliik kallus dokularina ait A1xA3 kombinasyonu ile
elde edilen MSRF sonuglarinin PAGE gériiniimii. Marker: 50-bp marker (Favorgen); M: Msel;
B: BstUI;
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Fide dokusu 30-gunlik kallus
MB M M MB  Marker

500 b¢

300 beg

Sekil 4. 10. Kontrol fide dokusu ve 30-giinliik kallus dokularina ait A1xA4 kombinasyonu ile
elde edilen MSRF sonuglarinin PAGE goriiniimii. M: Msel; B: BstUI; Marker: 50-bp marker
(Favorgen).

4. 3. BRASSINOSTEROIDIN KALLUS KULTURLERINE ETKIiLERI

Otuz-giinliik kallus dokulari, 1 ay boyunca, 2 ayr1 konsantrasyonda (0.5, 1 puM)
Homobrassinolide (HBL) iceren MS besiyerinde kiiltiire alindi. HBL uygulanan ve
kontrol kalluslardaki, morfolojik ve fizyolojik degisimler (taze agirlik degisimi, protein
ve DNA miktar ve SOD aktivitesi degisimi) arastirilarak; en belirgin degisimin
gozlendigi hormon konsantrasyonu belirlendi. Kontrol kalluslarda ve en fazla degisim
gosteren hormon konsantrasyon grubundaki kalluslarda, metillenme diizeylerindeki

farkliliklar arastirildi.
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4. 3. 1. Morfolojik Etkileri

Iki hafta boyunca HBL uygulanan kalluslarin (Sekil 4. 11), kontrol grubu kalluslara
oranla daha sert ve kirillgan yapida olduklar goriildii. Kontrol ve HBL grubu kalluslar,
uygulamanin 14-15. giiniinde yesil hiicre kiimeleri seklinde rejenerasyon belirtileri
gosterdi. Uygulamanin son giliniinde incelendiklerinde ise, kontrol ve 6zellikle 0.5 pM
grubundaki kalluslarin, 1 pM grubuna oranla daha biiyiik, sert ve ufalanabilir 6zellikte
oldugu; tiim gruplarda az sayida da olsa siirgiin gelistigi ancak en uzun siirglinlerin 0.5
uM grubunda oldugu ve sadece kontrol grubunda siirgiin ve yesil hiicre kiimelerinin

yanisira kok gelisimi de oldugu gozlendi.

Sekil 4. 11. HBL uygulanan kalluslarin goriiniimleri. a: Kontrol; b: 0.5 uM; c:1 uM.

4. 3. 2. Fizyolojik Etkileri

Iki hafta siireli HBL uygulamasi boyunca, kontrol grubu, 0.5 uM ve 1 uM HBL
uygulanmis kalluslardaki taze agirlik degisimi arastirildi. Kalluslar, uygulamanin 0. 7.
ve 14. (son) giiniinde, steril kosullar altinda tartilarak taze agirlik miktarlar1 (Sekil 4. 12)
belirlendi. Kontrol grubunda 44 mg; 0.5 uM grubunda 37 mg; 1 uM grubunda 50 mg
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azalma gergeklesti. Bir pM HBL grubundaki taze agirlik degisiminin kontrol grubu
(r(1)=0.910, p>0.05) ile aym yonde yiiksek derecede iliskili “Positive correlation”

oldugu gozlendi.
500
o 400 = S
€ T "
* 300 . | ST — 5 T o 0. gun
= ®7.gln
'® 200
g T L[] | o14.gin
R it
S 100 +— —
0 T T
Konftrol 0.5 uM 1THM
0. giin 370 + 80.2, %637 240+ 90.1, %65 316 +103.9, %56
7. giin 326 £73.5, %39 223 + 84.1, %665 276 £92, %57
14. giin 326 £78.3, %4l 203 + 78.8, %667 266 +92.6, %060

Sekil 4. 12. HBL nin farkl1 konsantrasyonlarinin kalluslarin taze agirligina etkisi. Taze agirlik
miktarlan birbiri ile anlamli (p>0.05) degildir. mg + standart hata, % varyasyon katsayisi

Iki hafta siireli HBL uygulamasinin sonunda, 30-giinliik kalluslardan ve kontrol grubu,
0.5 uM ve 1 uM HBL uygulanmis kalluslardan ekstre hazirland1 ve bu ekstrelerdeki
total ¢oziinebilir protein miktarlar1 (mg g™ taze agirlik), Lowry (1951) yontemine gore,

standart grafik (Sekil 4. 13) kullanilarak belirlendi.

0.1
7=
i R? =0,9969 s

0,06 /
0,04 /

0,02

Absorbans (660 nm)

00210 01 025 05 0625 1

Protein (mg/mL)

Sekil 4. 13. Konsantrasyonlari bilinen BSA ¢dzeltilerinin 660 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerine gore cizilen standart grafik

Otuz-giinliik kalluslar hormon igcermeyen veya 2 farkli konsantrasyonda (0.5, 1 pM)

HBL igeren besiyerine aktarildiginda, total ¢ozlinebilir protein miktarmin arttigir ve en
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fazla artisin, 0.5 uM HBL iceren ortamda gerceklestigi goriildi (Sekil 4. 14). Bir uM
HBL grubundaki protein miktarinin kontrol grubu (r(1)=0.997, p=0.05) ile ayn1 yonde
yiiksek derecede iligkili oldugu gozlendi.

R
w o B

N
o

H

Total protein miktan (mg/g)

o -
o o1 = 0N

30d K 0,5 UM 1 M
1.67+0.07, %7 232+043, %32 3.01 £0.55, %55 1.94 + 0.59 , %59

Sekil 4. 14. HBL ’nin farkli konsantrasyonlarinin kalluslarin total ¢oziinebilir protein i¢erigine
etkisi. Total protein miktarlarn birbiri ile anlaml1 (p>0.05) degildir. mg.g™ + standart hata (n=3),
% varyasyon katsayist

Iki hafta siireli HBL uygulamasiin sonunda, 30-giinliik kalluslardan ve kontrol grubu,
0.5 uM ve 1 uM HBL uygulanmis kalluslardan hazirlanan ekstrelerdeki DNA miktarlari
(mg g™ taze agirlik) Kumar ve Garg (2005) yéntemine gore, standart grafik (Sekil 4. 15)

kullanilarak belirlendi.

0,3
2 _
= 025 R? = 0.99232
g ° Jp
D
L 9,15
g 0,1 /
s ,
8 0,05 ~
< /
0 = T T T
0,05 0 0.2 0.5 1
mg/mL

Sekil 4. 15. Konsantrasyonlari bilinen DNA ¢ozeltilerinin 595 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerine gore cizilen standart grafik

Otuz-giinliik kalluslar hormon icermeyen veya 2 farkli konsantrasyonda (0.5, 1 uM)
HBL igeren besiyerine aktarildiginda, DNA miktarinin artti1 ve en fazla artisin, 0.5 uM
HBL igeren ortamda gergeklestigi goriildii (Sekil 4. 16). Bir uM HBL grubundaki DNA
miktarinin kontrol grubu (r(1)=0.998, p<0.05) ile aym yonde yiiksek derecede iliskili
oldugu gozlendi.
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4
3,5
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30d K 0,5 M 1 M

1.34 £0.2, %26 1.76 £0.32,%31 290+ 0.47,%28 2.26 £0.6, %45

Sekil 4. 16. HBL nin farkl1 konsantrasyonlarinin kalluslarin DNA igerigine etkisi. Otuz-giinliik

(30d) kalluslar ve 0.5 uM HBL uygulanmis kalluslarin DNA miktarlar1 anlamli (p=0.05) iken,

diger degerler birbiri ile anlaml1 (p>0.05) degildir. mg.g™, + standart hata (n=3), % varyasyon
katsayisi

Otuz-giinliik kalluslar hormon icermeyen veya 2 farkli konsantrasyonda (0.5, 1 uM)
HBL igeren besiyerine aktarildiginda, SOD aktivitesinin (U pg™ total protein.min™)
azaldig1 ve en belirgin azalmanin, 1 uM HBL igeren ortamda gerceklestigi goriildii
(Sekil 4. 17). Bir uM HBL grubundaki SOD aktivitesinin kontrol grubu (r(1)=0.876,
p>0.05) ile ayn1 yonde yiiksek derecede iligkili oldugu gozlendi.

0,25

o
[N}

°©
-
(8]

=
-
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0,05

5 |_;_|

30d K 0,5 UM 1 UM
0.179 + 0.048, %47 0.06 £ 0.027,%76 0.03 £ 0.014, %42 0.03 £ 0.006, %621

SOD aktivitesi (U/mg protein.min)

Sekil 4. 17. HBL nin farkli konsantrasyonlarinin kalluslardaki SOD aktivitesine etkisi. Degerler
birbiri ile anlamli (p>0.05) degildir. U.ug protein™.dak™ + standart hata, % varyasyon katsayis
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4. 3. 3. Metillenmeye Etkileri

Taze agirlik, total ¢oziinebilir protein, DNA miktar1 ve SOD aktivitesi gibi fizyolojik
Olciimlerde, en belirgin farklilliklar 0.5 pM HBL uygulanmis kalluslarda gézlendigi
icin; HBL’nin metillenmeye etkileri kontrol ve 0.5 uM HBL gruplarinda arastirild1.
Kontrol kallus ve 0.5 puM HBL uygulanmis kallus dokusu arasindaki metillenme
degisimleri, metillenmeye duyarli enzim kesimi ve metillenmeye duyarli restriksiyon
parmakizi yontemi ile arastirildi. Enzim kesiminde, gDNA 0&rnekleri, metillenme
duyarliliklar1 farkli izosizomer enzimler olan Hpall ve Mspl enzimleri ile tekli kesime
birakildi. Kesim sonucuna (Sekil 4. 18) gore,0.5 M grubunda Hpall ve Mspl kesimleri

arasinda farklilik gézlenmedi.

Kontrol 0.5 1M
1L.Kb H M H M

4. 18. Kontrol ve 0.5 uM HBL uygulanmis kalluslarin metillenme gériiniimleri. H: Hpall, M:
Mspl.

MSREF tekniginde, kontrol kallus ile 0.5 uM HBL uygulanmis kallus dokularindan izole
edilen gDNA o6rnekleri, 2 gruba ayrildi. Bir grup, Msel enzimi ile kesilirken; diger grup
Msel ve BstUI enzimleri ile ikili kesime birakildi. Kesim iirlinleri kit kullanilarak
saflastirildiktan sonra, 3 adet primer kombinasyonu kullanilarak cogaltildi. A1xA2
primer kombinasyonu ile degerlendirilebilecek goriiniim elde edilemedi. A1xA3 ve Al
xA4 primer kombinasyonlari ile 4 grupta toplam 15 adet bant elde edilmistir (Tablo 4.
3). Bir adet bantta, metillenme diizeyinde azalma goézlenmistir. Bes adet bantta ise

metillenme diizeyinde degisim olmadig goriilmistiir (Sekil 4. 19, Sekil 4. 20).
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Kontrol 0.5 M

300be

Sekil 4. 19. Kontrol kallus dokusu ve 0.5 uM HBL uygulanmis kallus dokularina ait A1xA3
kombinasyonu ile elde edilen MSRF sonuglarimn PAGE goriiniimii. M: Msel; B: BstUI;
Marker: 50-bp marker (Favorgen).

Kontrol 0.5 uM

Marker MB M M MB

500 be

300 bg

Sekil 4. 20. Kontrol kallus dokusu ve 0.5 uM HBL uygulanmis kallus dokularina ait A1xA4
kombinasyonu ile elde edilen MSRF sonuglarimn PAGE goriiniimii. M: Msel; B: BstUI;
Marker: 50-bp marker (Favorgen)
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Tablo 4. 3. Kontrol kallus dokusu (K) ile 0.5 uM BR uygulanmus kallus (BR) dokularina ait

MSREF sonuglari.
Kombinasyon | Bant | KIM | KIM+B | BR/M | BR/IM+B | Durum
400 | + - - - Mutasyon
300 | + + + + 1
ATXA3 275 | + + + + T
215 | + + - - Mutasyon
200 | + + - - Mutasyon
160 | + - - - Mutasyon
135 | + - - - Mutasyon
125 | + + + + 1
430 | + + + + 1
400 | + + + - v
AlxA4 350 | + + + + I
310 | + + - - Mutasyon
275 | + + - - Mutasyon
135 | + - - - Mutasyon
85 + - - - Mutasyon

K/M: Kontrol kallus dokusunun Msel kesimi; K/M+B:

Kontrol kallus dokusunun

Msel ile BstUIl kesimi; BR/M: 1 uM BR

uygulanmus kallus dokusunun Msel kesimi; BR/M+B: 1 uM BR uygulanmis kallus dokusunun Msel ile BstUI kesimi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda, 15- ve 30-giinliik arpa kalluslari arasindaki retrotranspozon
hareketleri ve metillenme degisimleri, sirayla IRAP “Inter Retrotransposon Amplified
Polymorphism” ve MSRF “Methylation Sensitive Restriction Fingerprinting”
yontemleri ile arastirildi. Tezin ikinci kisminda, HBL’nin, kallus gelisimine ve
rejenerasyona etkileri arastirildi. Onddrt giin boyunca, HBL igeren besiortaminda
tutulan kalluslardaki taze agirlik miktar degisimleri, total protein, DNA miktarlari, SOD
aktivitesi ve metillenme degisimleri arastirildi. Calismada ilk olarak etkin bir kallus
olusumu ve dolayli bitki rejenerasyon sistemi kuruldu. Arpanin (H. vulgare L.) Zafer-
160 varyetesine ait olgun embriyolar, 4 mg I Dicamba iceren Murashige ve Skoog
besiyerinde kiiltire alindilar. Kiiltiirtin 30. giinlinde, kallus olusturma degeri % 67
(£7.79); embriyogenik kallus olusturma degeri %42 (£0.45) olarak hesaplandi. Otuz-
giinliik kalluslar, 0.5 mg I'* trans-zeatin ribosid (tZR) igeren MS besiyerine aktarildi.
Kalluslarin % 63 (£0.88)’1i, yesil hiicre kiimeleri seklinde rejenerasyon belirtileri
gosterdi. tZR igceren besiortaminda 30 giin boyunca tutulan kalluslar, kok gelisimi i¢in
hormon icermeyen MS besiortamina aktarildilar. Ancak, kalluslarin hig¢birinde kok
gelisimi gozlenemedi. Sharma ve dig. (2005), gesitli arpa varyetelerine ait olgun
embriyolarin %6 maltoz ve 6 mg 17 2,4-D igeren MS besiyerindeki kallus olusturma
degerlerini arastirmiglar ve 8 varyetenin, kallus olusturma degerini %41-74,
embriyogenik kallus olusturma degerini %22-55 olarak hesaplamiglardir. 2,4-D yerine
Picloram (Pic) ve Dicamba (Dic) kullanmanin, Golden Promise varyetesinin kallus

olusturma oranini etkilemedigini belirtmislerdir. 2,4-D (Ziauiddin ve Kasha, 1990;
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Castillo ve dig., 1998; Bregitzer ve dig., 1995; Chang ve dig., 2003; Halamkova ve dig.,
2004; Sahrawat ve Chand, 2004; Abumhadi ve dig., 2005) ile birlikte Dic (Castillo ve
dig., 1998; Lithrs ve Lorz, 1998; Chang ve dig., 2003; Przetakiewicz ve dig., 2003;
Halamkova ve dig., 2004; Giirel ve dig., 2009) arpada kallus eldesinde yaygin bi¢cimde
kullanilmaktadir. Dicamba, yap1 ve islev bakimindan 2,4-D’ye benzerlik gosteren yapay
bir oksin ve herbisittir. Ik kez 1975 yilinda Dudits ve dig. tarafindan, bugdayda kallus
eldesinde kullanilmistir. Bregitzer ve dig. (1995), 2,4-D’nin totipotensi kayb ile iliskili
oldugunu belirtmislerdir. Castillo ve dig., (1998), arpa varyetelerinde embriyogenik
kallus gelisimi i¢in en iyi sonucu 9 uM Dic ile elde ettiklerini belirtmislerdir. Akula ve
dig. (1999), 2,4-D ve Pic gibi yapay oksinlere yanit vermeyen, 2 arpa varyetesinin,
kallus gelisimi i¢in Dic’e gereksinim duydugunu goézlemlemislerdir. Bahieldin ve dig.
(2000), kallus eldesinde Dic’in, 2,4-D’den daha etkili olabilecegini ileri siirmiistiir.
Przetakiewicz ve dig. (2003), rejenerasyon kapasitesi en yiiksek olan kalluslarin, Dic
iceren ortamda gelistigini gozlemlemislerdir. Giirel ve dig. (2009), en fazla kallus
gelisiminin 4 mg I Dic iceren ortamda gerceklestigini gozlemislerdir. Papenfuss ve
Carman (1987), Dic iceren ortamda gelisen kalluslarin, 2,4-D ortaminda yetisenlere
oranla daha yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip oldugunu gérmiisler ve bu durumu,
Dic’in, bitki hiicreleri tarafindan daha hizli metabolize edildigi seklinde
degerlendirmislerdir. 2,4-D’nin, kromozomal anomalilere (Karp, 1994) ve rejenerasyon
kapasitesinin kaybina yol agabilecegi ileri siiriilmiistiir (Castillo ve dig., 1998).
Rejenerasyon kaybi, uzun siireli bitki doku kiiltiirlerinde siklikla karsilagilan bir
durumdur. Monokotil bitki dokulari, yiiksek oksin konsantrasyonunda kiiltiire
alindiklarinda kallus gelisimi gozlenir. Kallus, oksin icermeyen ortama aktarildiginda,
organogenez baslar. Bu durum, kallus hiicrelerinin totipotensi yetenegininin sonucudur.
Genellikle uzun siireli kiiltiirlerde kalluslar, oksin igermeyen ortamda dahi ¢ogalmaya
devam ederler ve rejenerasyon belirtisi gostermezler. “Habituation” olarak da
isimlendirilen totipotensi kaybi (Meins, 1989), monokotil bitkilerde geri donlismeyen
ozellige sahiptir (Lambe ve dig., 1997). Kallus morfolojisi, rejenerasyon kapasitesi ile
iliskilidir. Gevsek ve sulu goriiniime sahip kalluslarin, sik1 ve nodular goriiniime sahip
olanlara gore daha az farklilasmis (Fransz ve Schel, 1990) ve totipotensi yetenegini
kaybetmis olduklar1 (Lambe ve dig., 1997) ve bazi durumlarda sadece adventif kok
olusturabildikleri (Mott ve Cure, 1978) anlasilmistir. Castillo ve dig. (1998),

olgunlagsmamig arpa embriyolarini, Dic, 2,4-D veya Pic i¢eren ortamda kiiltiire almislar
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ve gelisen kalluslari, bakir siilfat igeren ortama aktardiklarinda, %93 oraninda
rejenerasyon gozlemlemislerdir. Chang ve dig. (2003), 2,4-D iceren ortamda, farkli
boyutlarda kesilmis, olgunlasmamis embriyolardan gelisen kalluslari, 0.5 mg 1* BA
iceren ortama aktardiklarinda, embriyo basina 4.8 siirgiin elde etmislerdir. Halamkova
ve dig. (2004), 2.5 mg dm™ Dic veya 2,4-D igeren besiortaminda, olgunlasmamis
embriyolardan gelisen kalluslari, rejenerasyon i¢in hormon igermeyen besiortamina
aktarmiglar ve kalluslardan, embriyo basma 149-99 bitkinin rejenere oldugunu
gozlemlemiglerdir. Giirel ve dig. (2009), benzer sekilde, Dic igeren besiyerinde gelisen
kalluslari, 0.5 mg I tZR iceren ortama aktarmuslar ve 2 hafta sonunda, kalluslardan
somatik embriyo ve siirgiin gelistigini gérmiislerdir.

Rejenerasyon kapasitesindeki kaybin, kiiltiir sirasinda gergeklesen epigenetik (Meins,
1989) veya genetik varyasyonlarin sonucu olabilecegi diisiintilmektedir (Lambe ve dig.,
1997). Uzun siireli kiiltiirlerde gergeklesen kromozom sayi ve yapi anomalilerinin,
transpozon aktivasyonunun ve mutasyonlarin, kiiltiire alinan hiicrelerde biyokimyasal
ve morfolojik varyasyonlara yol actig1 (Brettel ve dig., 1986; Lee ve Phillips, 1988)
bilinmektedir. DNA metillenme degisimlerinin, totipotensi kaybindaki ilk adim oldugu
diistiniilmektedir (Lambe ve dig., 1997). Calismada, 15- ve 30-giinliik kalluslarin,
retrotranspozon hareketleri ve DNA metillenme diizeyleri karsilastirildi. Kontrol doku
olarak, 2 kat filtre kagidinin arasinda, 4 giin boyunca c¢imlenmeye birakilmis
tohumlardan gelisen fideler kullanildi. Retrotranspozon hareketleri IRAP yontemi ile
arastirildi. Arpa genomunda ¢ok kopyali halde bulundugu bilinen BARE-1 ve Sukkula
retroelementlerinden tasarlanan 5 adet primer ile 4 kombinasyon (Saeidi ve dig., 2008)
olusturuldu. Fide dokusundan, 15-giinliik ve 30-giinliik kallus dokularindan izole edilen
genomik DNA’lar, 4 primer kombinasyonu ile ¢ogaltildi. Toplam 48 adet bandin,
%63.7’s1 polimorfiktir. PCR {riinleri, PAGE ile ayrildi ve glimiis boyama ile
goriintiilendi. Cogaltim sonuglarma gore farkli dokular arasindaki Jaccard benzerlik
indeksleri hesaplandi. En yiiksek benzerlik orani (%82) 15-giinliik kallus ile 30-giinliik
kallus arasinda iken; en diisiik benzerlik oran1 (%73) kontrol doku ile 15-giinliik kallus
arasindadir. Bu sonuglara gore, 30-giinliik kallus, 15-giinliik kallusa oranla, kontrol
dokuya daha fazla benzerlik (%76) gostermektedir. Kullanilan primer kombinasyonlari
0.954-0.981 arasinda degisen “Polymorphism information content” PIC ve 0.28-5.3
arasinda degisen “Effective multiplex ratio” EMR degerlerini olusturdu. Lightbourn ve

Veilleux (2002) patateste yaptiklari bir ¢aligmada, protoplast fiizyonu ile elde edilen
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somaklonlari, IRAP teknigi ile analiz ettiklerinde, somatik hibritlerde, kontrollerde
olmayan bantlar bulundugunu gdstermislerdir. Muhammad ve Othman (2005), doku
kiiltirinde gelisen ve Fusarium’a dayanikliliklart bakimindan farkli 2 ayr1 varyeteye ait
muz klonlar1 arasindaki varyasyonlar1 IRAP yontemi ile arastirmis ve %12’°si
polimorfik olmak iizere toplam 85 bant cogaltmislardir. Hem aym varyetenin klonlar1
hem de farkli 2 varyete arasinda retrotranspozon hareketleri bakimindan farkhiliklar
saptamislardir. Duyarli varyeteden gelistirilen dayanikli varyetede, retrotranspozon
kopya sayisinin arttigini goérmiisler bu durumu retrotranspozonlarin 1slah sirasinda
aktiflestigi seklinde yorumlamislardir. Smykal ve dig. (2007), kiiltiirde 24 sene tutulan
bezelye siirgiinlerinin genetik stabilitelerini IRAP yontemi ile arastirdiklarinda, kiiltiir
kosullarinin retrotranspozon hareketlerini arttirmadigint gérmiislerdir. Campbell ve dig.
(2010), 3 farkli arpa varyetesine ait olgunlasmamis embriyolardan kallus araciliiyla
rejenere olan bitkiler arasindaki varyasyonlar1 IRAP yéntemi ile arastirmuslardir. Ug
varyete icin toplam 1448 bant ve %12 polimorfizm elde etmisler ve IRAP tekniginin,
doku kiiltiiriinde gerceklesen varyasyonlarin saptanmasinda kullanigli olabilecegini
belirtmislerdir. Evrensel ve dig. (2011), 30-, 45- ve 60-giinliik arpa kalluslar1 arasindaki
varyasyonlart IRAP teknigi ile arastirmislardir. %66°s1 polimorfiktir, toplam 197 bant
elde etmislerdir. En yiiksek benzerlik oraninin (%84) 30- ve 45-giinliik kalluslar
arasinda; en diisiik benzerlik oraninin (%76) ise 45- ve 60-giinliikk kalluslar arasinda
bulundugunu belirtmislerdir. In vitro kosullarda gelisen bitkiler arasindaki, retroelement
hareketlerini arastirmak i¢cin REMAP (Peredo ve dig., 2009) ve S-SAP (Melayah ve
dig., 2001; Li ve dig., 2007; Kour ve dig., 2009) gibi markirlar da kullanilmaktadir.
Retrotranspozonlarin tiim genoma dagildigi durumlarda, 2 primer arasinda kalan bolge,
Taq polimeraz tarafindan ¢ogaltilamayacak veya elektroforez sistemlerinde
ayrilamayacak kadar biiylik olabilir. Ancak, retrotranspozonlar genomda genellikle
kiimelenmis ve bazen birbirinin i¢ine ge¢mis halde bulunurlar. Bu yiizden, BARE-1
dizisine Ozgii primerler ile yapilan IRAP c¢alismalarinda, 100-10000 bg¢ arasinda
cogaltim triinleri elde edilebilmektedir (Kalendar ve Schulman, 2006). Bu ¢alismada, 4
primer kombinasyonu ile 60-700 b¢ arasinda bant c¢ogaltilmistir. IRAP tekniginin
kullanildig1 diger calismalarda ¢ogaltilan bant araliklari, 200-2500 bg¢ (Nair ve dig.,
2005), 100-4000 bg (Leigh ve dig., 2003), 1100-1500 b¢ (Muhammad ve Othman,
2005), 400-1700 bg (Pereira ve dig., 2005), 180-3200 bg (Saeidi ve dig., 2008), 250-
5000 b¢ (Carvalho ve dig., 2010), 70-1300 b¢ (Evrensel ve dig., 2011) arasinda



61

degiskenlik gostermektedir. Agaroz jel elektroforezinin, IRAP c¢ogaltim iiriinlerinin
ayrilmasinda yeterli oldugu belirtildigi icin (Kalendar ve Schulman, 2006); bu
calismada, ¢ogaltim {iriinlerinin ayristirilmast igin, dncelikle %2 ve %3’liikk agaroz jel
elektroforezi denenmistir. Ancak yeterli ayrisim saglanamadigi i¢in PAGE tercih
edilmistir. Leigh ve dig. (2003) de bazi durumlarda, IRAP ¢ogaltim iiriinlerinin
yiiriitiilmesi i¢in PAGE nin gerekli oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen
cogaltim {riinlerinin boyutu, daha dnce yapilan ¢alismalar ile karsilastirildiginda daha
kiigliktiir. Taq polimeraz enzimi, enzim tamponu, MgCl, konsantrasyonu, DNA
orneklerinin safligit ve PCR cihazi, PCR sonuglarini ve ¢ogaltim iirlinlerinin boyutunu
etkilemektedir.

Kontrol fide dokusu ve 30-giinliik kallus arasindaki metillenme farkliliklart MSRF
yontemi ile arastirildi. MSRF, Huang ve dig. (1997) tarafindan, kanser hiicrelerindeki
metillenme degisimlerini arastirmak ve genomun metillenme degisimi gosteren
bolgelerini saptamak amaci ile gelistirilmistir. MSRF teknigi insan hiicrelerinde basari
ile kullanilmasina karsin (Wu ve Ho, 2004; Oka ve dig., 2008); bitki hiicrelerinde heniiz
kullanilmamistir. A1xA2 kombinasyonu ile yalnizca “smear” goriintiisii elde edilirken;
Al1xA3 kombinasyonu ile 150-500 bg arasinda bant elde edildi. A1xA4 kombinasyonu
ile kontrol dokusunun Msel/BstUI kesiminde g¢ogaltim iiriini elde edilemedi. Bant
profillerine gore, olgun embriyolardan kallus gelisimi sirasinda metillenmede artis
meydana gelmektedir. Dogal ve o6zellikle 2,4-D gibi yapay oksinlerin metillenmeyi
arttirdig1 gézlenmistir (LoSchiavo ve dig., 1989). Chakrabarthy ve dig. (2003), ginseng
bitkisinde, kallus araciligilyla somatik embriyogenez sirasindaki metillenme
degisimlerini aragtirmiglardir. Embriyogenik ve embriyogenik olmayan kallus
dokularindaki  metillenme  diizeylerini HPLC ve MSAP teknikleri ile
karsilastirdiklarinda, embriyogenik kalluslardaki metillenme diizeyinin, embriyogenik
olmayanlarinkinden daha diisiik oldugunu goérmiislerdir. Daha 6nceki ¢alismalarda 10 U
kullanildig1 igin; bu ¢alismada BstUI enziminin miktar1 baslangigta 10 U olarak segildi.
Ancak, ¢ogaltim iriinleri PAGE ile yiiriitiildiigii zaman “smear” yapisinin yanisira az
sayida ve 1 Kb’dan daha biiyiik bantlar gézlendi. PCR kosullarinin pek ¢cogu (MgCl;
konsantrasyonunun yiiksek, kalip miktarinin yiiksek olusu) “smear” goriiniimiine yol
acmaktadir. MgCl, optimizasyonu goriiniimii degistirmedi. Daha onceki calismalarin
insan hiicrelerinde gerceklestirildigi ve arpa genomunun (5000 Mbg), insan
genomundan (2910 Mbg) daha biiyiik oldugu bilgisi ile 20 U BstUI enzimi kullanild:.
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Baglanma sicakligi 40°C olarak secildiginde c¢ogaltimin gerceklesmedigi gozlendi.
Bunun i¢in, 34-39°C arasindaki sicakliklar denendi ve en iyi g¢ogaltimin 38°C’de
gerceklestigi goriildii. Primerlerin, insan genomunda 40°C baglanma sicakliginda
cogaltim yapmak iizere gelistirilmis olusu bu durumu aciklayabilir.

Calismanin ikinci kisminda, HBL’nin, kallus gelisimine ve rejenerasyona etkileri
incelendi. Bu amagla, hormon igermeyen kontrol besiyerine ve 0.5 uM, 1 uM HBL
iceren besiyerine aktarilan kalluslardaki taze agirlik degisimi, total protein ve DNA
miktart ve SOD aktivitesi arastirildi. HBL uygulamasinin 14. giiniinde, kontrol, 0.5 pM
ve 1 uM HBL gruplarinda, taze agirlik miktarmin sirasiyla 44 mg, 37 mg ve 50 mg
azaldig1r gozlendi. Total protein ve DNA miktarlarinin, HBL etkisiyle arttig1 goriildii.
En yiiksek degerler 0.5 uM HBL grubunda; en diisiik degerler ise 30-giinliik kalluslarda
kaydedildi. En yiiksek SOD aktivitesi, 30-giinlik kalluslarda olgiildii. HBL
konsantrasyonu ile SOD aktivitesinin ters orantili oldugu gozlendi. MSRF analizi ile,
HBL uygulamasinin, metillenmeyi arttirict 6zellikte oldugu goriilmiistiir. Kontrol ve
HBL grubu kalluslar, uygulamanin 14-15. giiniinde yesil hiicre kiimeleri seklinde
rejenerasyon belirtileri gosterdi. HBL uygulanan kalluslarin, kontrol grubu kalluslara
oranla daha sert yapida olduklar1 goriildii. Uygulamanin son giiniinde incelendiklerinde
ise, kontrol ve ozellikle 0.5 pM grubundaki kalluslarin, 1 pM grubuna oranla daha
biiylik sert ve ufalanabilir 6zellikte oldugu; tiim gruplarda az sayida da olsa siirgiin
gelistigi ancak en uzun siirgiinlerin 0.5 puM grubunda oldugu ve sadece kontrol
grubunda siirgiin ve yesil hiicre kiimelerinin yanisira kok gelisimi de oldugu gozlendi.
Daha onceki calismalarda BRlerin tohum c¢imlenmesini uyardigi (Leubner-Metzger,
2001), protein (Vardhini ve Rao, 1998; Anuradha ve Rao, 2001), DNA (Vardhini ve
Rao, 1998; Anuradha ve Rao, 2001), RNA (Vardhini ve Rao, 1998; Anuradha ve Rao,
2001) ve karbohidrat (Vardhini ve Rao, 1998) miktarlarini, SOD (Ali ve dig., 2008;
Yuan ve dig., 2010) ve diger antioksidan enzimlerin (Ali ve dig., 2008; Yuan ve dig.,
2010) aktivitesini arttirdig1, taze ve kuru agirhik miktarlarini arttirdigi (Anuradha ve
Rao, 2007) ve stresin olumsuz etkilerini ortadan kaldirdig: (Sairam, 1994; Anuradha ve
Rao, 2001; Vardhini ve Rao, 2003; Fariduddin ve dig., 2004; Singh ve Shono, 2005;
Anuradha ve Rao, 2007; Ali ve dig., 2008) gozlenmistir. Kartal ve dig. (2009) ise HBL
uygulamasinin, total protein miktarini, SOD, CAT, POX aktivitelerini azalttigini
gormiislerdir. BRlerin, doku kiiltiirlindeki etkilerini arastiran ¢alismalar (Roth ve dig.,

1989; Gaudinova ve dig., 1995; Lu ve dig., 2003; Nunez ve dig., 2004; Aydin ve dig.,
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2006) daha sinirlidir. Lu ve dig. (2003), diisiik konstrasyondaki BL uygulamasinin,
sirglin gelisimini uyardigi, taze ve kuru agirlik miktarlarimi arttirdigimi; ytiksek
konsantrasyonlarda ise ters etki gosterdigini bildirmislerdir. Nunez ve dig. (2004), BR
analoglarinin, kallus gelisimini ve rejenerasyonu uyardigini goérmiislerdir. Sasaki (2002)
de benzer sekilde BL’nin siirglin rejenerasyonunu olumlu ydnde etkiledigini
gozlemlemislerdir. Aydin ve dig. (2006) ise BL uygulamasinin taze agirlik miktarini
azalttigini1 ve somatik embriyogenezi uyardigini belirtmislerdir. Kim ve dig. (2008) de
BL’nin, diisiik konsantrasyonlarda siirgiin gelisimini uyardigini bildirmislerdir. SOD ve
diger antioksidan enzimlerin aktivitelerinin, organogenez yetenegini kaybetmis “non-
organogenic” kalluslarda, “organogenic” kalluslara oranla daha yiliksek oldugu Hagege
ve dig. (1992) tarafindan bildirilmistir. Bu durum; bu calismada elde edilen ve HBL
uygulanan kalluslardaki SOD aktivitesinin, kontrol ve 6zellikle 30-giinliik kalluslara
oranla oldukca diisiik oldugu yoniindeki bulgular ile uyumludur. 2,4-D’nin hayvan
hiicrelerinde oksidatif strese yol actigi (Mi ve dig., 2007) ve bitkilerde siiperoksit
radikalinde artisa neden oldugu (Romero-Puertas ve dig., 2004) anlasiimistir. Bu
durum, 30-giinliik kalluslardaki yiiksek SOD aktivitesini agiklayabilir. Metillenme
diizeyi ile rejenerasyon kapasitesi arasindaki olasi iliskiyi aragtirmak i¢in, kontrol ve 0.5
uM gruplarindaki metillenme degisimleri, MSRF teknigi ve 2 primer kombinasyonu ile
arastirildi. HBL uygulamasinin, genomda metillenme artisina yol agtigr goriildii. Bu
sonug, metillenmedeki artisin, rejenerasyon kapasitesini olumlu yonde etkilemis
olabilecegi seklinde yorumlandi. Santos ve Fevereiro (2002), metillenmeyi azalttig
bilinen “5-azacytidine” maddesinin, Medicago bitkisinde, kallustan somatik embriyo
olusumunu baskiladigin1 gérmiislerdir. Benzer sekilde, LoSchiavo ve dig. (1989) de 5-
azacytidine’in, somatik embriyogenezi durdurdugunu gézlemlemislerdir.

Bu ¢alismada, arpa doku kiiltiirlerinde meydana gelen varyasyonlar ve HBL’nin doku
kiiltiirlerine ve varyasyonlara etkileri arastirildi. Calismada, kallus gelisimi sirasinda
retroelementlerin aktif hale gectigi ve metillenmede artis meydana geldigi; HBL nin
ozellikle 0.5 uM konsantrasyonda, metillenmeyi arttirici 6zellikte oldugu ve kallus
gelisimini baskilayip; siirgiin olusumu seklindeki rejenerasyonu olumlu etkiledigi
anlasildi. Calismanin, her 2 kisminda elde edilen polimorfik bantlarin, dizi analizi ile
karakterize edilmesi ve varyasyonlarin rejenere bitkilerde ve miimkiin ise sonraki

nesillerde incelenmesi ve ¢alismada kullanilan dokularin daha fazla sayida parametre ile
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analiz edilmesi caligmada elde edilen sonucglarin daha iyi anlasilmasina olanak

tantyacaktir.
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