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ÖZET  

ARPA DOKU KÜLTÜRLERİNDE GENETİK VE EPİGENETİK 

VARYASYONLAR 

 

Bu çalıĢmada, 15- ve 30-günlük arpa (Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160) kallusları 

arasındaki genetik ve epigenetik varyasyonlar sırasıyla IRAP ―Inter-Retrotransposon 

Amplified Polymorphism‖ ve MSRF ―Methylation Sensitive Restriction Fingerprinting‖ 

teknikleri ile araĢtırıldı. Dört-günlük arpa fideleri kontrol olarak seçildi. Olgun 

embriyolar, 4 mg l
-1

 Dicamba içeren Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde 30 gün 

boyunca kültüre alındı. Embriyogenik kalluslar, rejenerasyon için 0.5 mg l
-1

 trans-zeatin 

riboside içeren MS besiyerine aktarıldı. Dokular, BARE-1 ve Sukkula gibi arpa 

retroelementlerinden geliĢtirilen dört IRAP kombinasyonu ile analiz edildi. BARE-1 

polimorfizmi gözlenmesine rağmen; Sukkula elementinin hareketsiz kaldığı gözlendi. 

Olgun embriyolardan kallus geliĢimi sırasında, epigenetik varyasyonların en 

önemlilerinden biri kabul edilen metillenme değiĢimlerinin meydana geldiği anlaĢıldı. 

MSRF verilerine göre, 30-günlük kallus DNA‘sı, fide DNA‘sına göre daha fazla 

metillenmiĢtir.   

 

ÇalıĢmanın ikinci kısmında, Homobrassinolide (HBL)‘in, kallus geliĢimine ve 

rejenerasyona etkileri araĢtırıldı. Otuz-günlük kalluslar, bir ay boyunca, iki farklı 

konsantrasyonda (0.5 µM and 1 µM) 22(S),23(S)-Homobrassinolide (HBL) 

uygulamasına maruz bırakıldı.  Hem kontrol (hormon içermeyen) hem de HBL grupları, 

taze ağırlık miktarında ve SOD aktivitesinde azalmaya; total çözünebilir protein ve 

DNA içeriğinde artıĢa yol açtı.  0.5 µM grubu en yüksek değerleri oluĢtururken; en 

düĢük SOD aktivitesi, 1 µM HBL grubunda gözlendi. HBL uygulamasının 14-15. 

gününde, HBL-uygulanmıĢ ve uygulanmamıĢ kalluslar, yeĢil hücre kümeleri ve sürgün 

Ģeklinde rejenerasyon belirtileri gösterdi. Kontrol ve özellikle 0.5 µM hormon 

gruplarındaki kallusların, daha büyük, sert ve ufalanabilir oldukları gözlendi. En uzun 

sürgünlerin, 0.5 µM grubundaki kalluslarda geliĢtiği görüldü. Kontrol ve 0.5 µM 

hormon gruplarındaki metillenme değiĢimleri, MSRF tekniği ve iki primer 

kombinasyonu ile araĢtırıldı. HBL uygulamasının, genomda metillenme artıĢına yol 

açtığı görüldü.  

 

ÇalıĢmada elde edilen sonuçlara göre, kallus geliĢimi sırasında genetik ve epigenetik 

varyasyonlar meydana gelmektedir. HBL metillenmede artıĢa yol açmakta ve 

rejenerasyonu olumlu etkilemektedir. Bu çalıĢmanın, doku kültürü kaynaklı 

varyasyonların anlaĢılmasında ve HBL‘nin, doku kültürlerinde kullanılmasında yararlı 

olması beklenmektedir.  
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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 l
-1

 dicamba for 30 days. Embryogenic calli were transferred to regeneration 

medium, MS containing 0.5 mg l
-1

 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 µM and 1 µM) 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 µM 

group exhibited the highest protein and DNA levels and the least decrease in fresh 

weight. However, minimum SOD activity was measured in 1 µM HBL group. At the 

14-15
th
 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 µM group calli were bigger, harder and more friable than 1 µM group 

calli. Longest shoots developed in 0.5 µM group. Methylation alterations between 

control and 0.5 µM 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. 
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1. GİRİŞ 

Arpa (Hordeum vulgare L.) en önemli tahıl bitkilerinden biri olup; hayvan yemi ve 

insan besini olarak tüketilmekte ve bira yapımında kullanılmaktadır. Genetik ve 

moleküler biyoloji çalıĢmalarında model organizma olarak önem taĢımaktadır. Arpa 

ıslah çalıĢmalarındaki baĢlıca amaç verimi ve dane kalitesini arttırmaktır. Günümüzde, 

transgenik teknolojileri ile geliĢtirilmiĢ ve patenti alınmıĢ arpa kültür varyeteleri 

bulunmaktadır. Doku kültürü sisteminin optimizasyonu, transformasyon 

çalıĢmalarındaki ilk adımdır (Gozukirmizi ve Temel, 2011). Doku kültürü koĢullarının  

genetik, kromozomal ve morfolojik varyasyonlara yol açabileceği saptanmıĢtır (Heinz 

ve Mee, 1971). Doku kültürü koĢullarının uyardığı varyasyonlar somaklonal varyasyon 

olarak adlandırılmıĢtır (Larkin ve Scowcroft, 1981). Eksplant çıkarımı sırasındaki 

yaralama, sterilizasyonda kullanılan maddeler, kültür ortamı ve koĢulları, kültüre alınan 

hücrelerin genomlarında hasar oluĢturur ve bu durumun, eksplanttan geliĢen dokularda 

ve bitkilerdeki varyasyonların kaynağı olabileceği düĢünülmektedir (Cassells ve Curry, 

2001). Gürel ve diğ. (2009), 4 mg L
-1

 Dicamba içeren MS (Murashige ve Skoog, 1969) 

besiyerinin, arpa olgun embriyolarından, embriyogenik kallus eldesinde oldukça iyi 

sonuçlar verdiğini gözlemiĢlerdir. Bu tez çalıĢmasında da, 4 mg L
-1

 (18 µM) Dicamba 

içeren MS besiyerinde geliĢen kallus dokuları arasındaki genetik ve epigenetik 

varyasyonlar araĢtırıldı. Kontrol doku olarak 4-günlük arpa fideleri kullanıldı. Dört-

günlük fide, 15-günlük ve 30-günlük kallus dokularına ait genomik DNA karıĢımlarında 

―Bulk‖, 4 primer kombinasyonu ile ―Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism‖ 

(IRAP) ve 2 primer kombinasyonu ile ―Metillenmeye Duyarlı Restriksiyon Parmakizi‖ 

(Methylation-Sensitive Restriction Fingerprinting, MSRF) analizleri gerçekleĢtirildi. 

Tezin ikinci kapsamında, 30-günlük kalluslara farklı konsantrasyonlarda (0.5 ve 1 µM) 

uygulanan 28-Homobrassinolid‘in (HBL), kallus geliĢimine etkileri araĢtırıldı. 

Uygulamanın baĢından itibaren, 1 hafta arayla kallusların taze ağırlıkları kaydedildi. 

HBL uygulamasının sonunda, kalluslardaki total çözünebilir protein, DNA miktarları ve 
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SOD aktivitesi araĢtırıldı. Kontrol grubu ve 0.5 µM HBL uygulanan kalluslar arasındaki 

metillenme farklılıkları MSRF yöntemi ile araĢtırıldı.  

ÇalıĢmada elde edilen sonuçlar, daha önce yapılan çalıĢmalar ile karĢılaĢtırılarak, 

kullanılan kültür koĢullarının somaklonal varyasyon oluĢturma özelliği ve HBL‘nin 

farklı konsantrasyonlarının kallus geliĢimine ve rejenerasyona etkileri ve 0.5 µM 

HBL‘nin ne yönde metillenme değiĢimleri oluĢturduğu incelendi. Bulguların, 

transformasyon çalıĢmalarına sağlayabileceği katkılar, HBL‘in genoma ve kallus 

hücrelerine etki mekanizması, literatür bilgileri ile birlikte değerlendirildi, yorumlandı 

ve tartıĢıldı.   
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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 türden oluĢur (Bothmer ve diğ., 1995). 

Türkiye, Ġran, Suriye, Filistin ve Ürdün gibi ülkeleri kapsayan Bereketli Hilal ―Fertile 

Crescent‖ isimli bölgede bulunan arpa tohumlarının kalıntıları incelendiğinde, arpanın 

yaklaĢık 10000 sene önce bu bölgede kültüre alındığı anlaĢılmıĢtır (Ivandic ve diğ., 

2002). Arpanın atası, Türkiye‘de, Alman botanikçi Carl Koch tarafından teĢhis edilmiĢ 

ve ayrı bir tür olarak, H. spontaneum olarak isimlendirilmiĢtir (Pourkheirandish ve 

Komatsuda, 2007). Günümüzde ise, kültüre alınan arpa (H. vulgare ssp. vulgare L.) ve 

yabani atası (H. vulgare ssp. spontaneum C. Koch.) diploid özellikte, tek yıllık bir tür 

altında sınıflandırılır (Bothmer ve diğ., 2003). Yabani ve kültüre alınmıĢ formlar 

arasında doğal ve yapay çaprazlamalar yapılmaktadır (Asfaw ve Bothmer, 1990) ancak 

bazı durumlarda kromozomal translokasyonlar ve kısırlık oluĢmaktadır (Ahokas, 1999). 

Ġki takson (yabani ve kültüre alınmıĢ) morfolojik olarak birbirlerine benzemelerine 

karĢın bazı farklılıklar bulunmaktadır. H. vulgare ssp. spontaneum her zaman iki-sıralı 

―Two-rowed‖ olup, ssp. vulgare‘den daha uzundur (Backes ve diğ., 2003). Ġki- ve altı-

sıralı arpada baĢak ekseninin her boğumunda 3 adet çiçek ―Floret‖ bulunur ancak iki-

sıralı bitkilerde yalnızca ortadaki çiçek fertildir (tohum oluĢturabilir); altı-sıralı 

bitkilerde ise tüm çiçekler fertildir. Böylece, altı-sıralı bitkiler daha fazla tohum üretir 

ancak iki-sıralı bitkiler daha fazla sayıda kardeĢ oluĢturur 

(http://oregonstate.edu/instruct/css/330/five/BarleyOverview.htm). Kültüre alınmıĢ altı-

sıralı arpanın atası ise H. agriocrithon Aberg‘dir (Shao ve diğ., 1982). Tanno ve diğ. 

(2002) vrs1 ―Row type gene‖ lokusundaki çekinik bir mutasyon sonucunda altı-sıralı 

arpanın oluĢtuğunu açıklamıĢlardır. Altı-sıralı baĢak oluĢumundan sorumlu vrs1 geni 

Komatsuda ve diğ. (2007) tarafından izole edilmiĢtir. Dominant vrs1 alleli, boğumda 

http://oregonstate.edu/instruct/css/330/five/BarleyOverview.htm
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yanlardaki çiçeklerde anlatım yapan bir transkripsiyon faktörünü (VRS1) kodlar. VRS1 

proteini, lateral çiçeklerin geliĢimini baskılar. VRS1 iĢlevinin kaybı, altı-sıralı fenotip 

oluĢumuna yol açar. Ġki-sıralı fenotipe yol açan dominant mutasyon doğada ender olarak 

görülmektedir (Singh, 2006). Yabani ve kültüre alınmıĢ formlar arasındaki diğer bir 

farklılık yabani türün kırılgan eksen yapısına sahip oluĢudur. Eksenin kırılgan yapıda 

olması, tohumların doğaya yayılmasını kolaylaĢtırır. Kırılgan olmayan yapı ise tohum 

kaybı olmadan daha etkili bir hasat yapılmasını sağlar (Backes ve diğ., 2006). Yabani 

ssp. spontaneum kuraklık dayanıklılığına sahiptir (van Rijn ve diğ., 2000) ve arpa 

ıslahında allel kaynağı olarak görülmektedir (Ellis ve diğ., 2000; Backes ve diğ., 2003).  

Arpa, deniz seviyesinin 350-1500 metre yukarısında yetiĢtirilir (Shao ve diğ., 1982). 

Serin (15-30°C) hava sıcaklıkları ve orta derecede yağıĢ (500-1000 mm yıllık), arpanın 

geliĢimi için en uygun koĢullardır (http://barleyworld.org/whatisbarley.php). Asidik 

ortam ve nemli koĢullara duyarlı olmasına karĢın soğuk, kuru, tuzlu, alkali toprak 

türlerine ve kuraklık gibi stres koĢullarına diğer tahıl türlerinden daha dayanıklıdır 

(Bothmer ve diğ., 1995; Shakhatreh ve diğ., 2010). Arpa, tüm dünyada, 54 milyon 

hektar alanda, senede 150 milyon ton üretilir. Üretim miktarlarına göre, arpa, mısır (Zea 

mays L.), buğday (Triticum aestivum L.) ve pirinçten (Oryza sativa L.) sonra dördüncü 

sıradadır (http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx, FAO 2009 Ġstatistikleri).  

BaĢlıca arpa üreticisi ülkeler sırasıyla Rusya Federasyonu, Kanada ve Almanyadır 

(FAO). Üretilen arpanın %55‘i hayvan yemi olarak; %39‘u malt üretiminde; %3.5‘i 

tohum olarak; %1.7‘si ise insan besini olarak kullanılmaktadır 

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

yüksek olduğunun anlaĢılması ile, besin olarak daha fazla önem kazanmıĢtır (Ware ve 

diğ., 2002). Yağ ve kolesterolün sindirim sisteminde emilimini azaltan lif ve kandaki 

kolesterol miktarını düĢüren tokotrienol (E vitamini) yönünden zengindir 

(http://www.albertabarley.com/food/healthbenefits.shtml). Arpa üretimini kısıtlayan 

baĢlıca etmenler arasında ―Barley yellow dwarf virus (BYDV)‖, ―Fusarium head blight 

(FHB)‖, ―Russian wheat aphid (RWA)‖ gibi patojen ve hastalıklar yer alır 

(http://barleyworld.org/whatisbarley/BarleyDiseasesPests.php).  

Arpa, %80‘i tekrarlı dizilerden oluĢan, günümüz koĢullarında genom dizileme 

çalıĢmalarına elveriĢli olmayan oldukça büyük bir genoma (∼5500 MB) sahiptir 

(Sreenivasulu ve diğ., 2008). ―National Center for Biotechnology Information (NCBI)‖ 

veritabanında arpaya ait 501,620 ESTs bulunmaktadır (Hordeum vulgare ssp. vulgare, 

http://barleyworld.org/whatisbarley.php
http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx
http://barleyworld.org/whatisbarley/BarleyProduction.php
http://www.albertabarley.com/food/healthbenefits.shtml
http://barleyworld.org/whatisbarley/BarleyDiseasesPests.php
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html). 2006 yılının ağustos 

ayında kurulan ―International Barley Genome Sequencing Consortium (IBSC)‖ 

Amerika BirleĢik Devletleri (USDA-Agricultural Research Service), Almanya (IPK-

Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research), Büyük 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 ülkelerdeki arpa genetiği 

üzerine çalıĢmalar yapan enstitüleri biraraya getiren bir oluĢumdur. Bu oluĢumun amacı 

―Bacterial Artificial Chromosome (BAC)‖ kitaplıklarını oluĢturmak ve arpa genomunun 

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

Arpa ekonomik olarak önemli olmasının yanısıra, genetik ve fizyolojik çalıĢmalar için 

model organizma olarak görülmektedir (Koornneef ve diğ., 1997; Forster ve diğ., 2000). 

Arpa çalıĢmaları genellikle azot, karbon ve fosfat metabolizmalarının anlaĢılmasına 

(Warner ve Kleinhofs, 1992; Kronzucker ve diğ., 1999; Vidmar ve diğ., 2000; Huang ve 

diğ., 2008), çeĢitli hormonların üretimi ve algılanması bakımından kusurlu mutantların 

ve hormon metabolizmasında iĢ gören genlerin belirlenmesine (Chandler ve diğ., 2008) 

tohumların transkript içeriğinin ve çimlenme sırasında gerçekleĢen reaksiyonların 

anlaĢılmasına (Bradford ve diğ., 2008; Gendreau ve diğ., 2008; Shahpiri ve diğ., 2008), 

tohum içeriğini değiĢtirerek kaliteyi arttırmaya (Hang ve diğ., 2007; Hansen ve diğ., 

2007), biyotik (Finnie ve diğ., 2002; Atienza ve diğ., 2004; Nirmala ve diğ., 2007) ve 

abiyotik (Chen ve diğ., 2007a; Chen ve diğ., 2007b; Reid, 2007) strese yanıt 

oluĢturmada etkili genlerin bulunmasına, dayanıklı çeĢitlerin moleküler markır 

yöntemleri ile belirlenmesine ―Marker-assisted breeding‖ ve geliĢtirilmesine yöneliktir 

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

 

2. 2. BİTKİ DOKU KÜLTÜRÜ 

Bitki doku kültürü, ana bitkiden alınan hücre, doku veya organların yapay besiyerinde 

geliĢtirilmesidir. Mikroçoğaltım ve transformasyon, bitki doku kültürünün baĢlıca 

kullanım alanlarıdır. Bitki hücrelerini, dokularının veya tek bir bitki hücresinin, steril 

koĢullarda, besiyerinde kültüre alınması ile in vitro (laboratuvar ortamında) olarak tüm 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html
http://www.gramene.org/whatsnew.html
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bir bitki elde edilebilir (Cardoza, 2008). Bitki doku kültürü, çok hücreli canlılardaki her 

hücrenin, uygun koĢullarda geliĢim gösterebilme yeteneğine dayanır (White, 1954). 

Totipotent hücre, tüm bir organizmayı oluĢturma kapasitesine sahip olan bir hücredir 

(Krikorian and Berquam, 1969). Arpa kültürlerinin rejenerasyon kapasitesi genotipe 

bağlı olmasına karĢın kültür koĢullarından (Goldstein ve Kronstad, 1986; Bregitzer, 

1992; Dahleen, 1995; Dahleen, 1999; Dahleen ve Bregitzer, 2002; Chang ve diğ., 2003; 

Sharma ve diğ., 2005) da etkilenir. Etkili ve rejenerasyon gösteren bir doku kültürü 

sisteminin varlığı, transformasyon çalıĢmalarında büyük önem taĢımaktadır. 

Transformasyon teknolojisi ile ekonomik değeri olan bir karakterin, istenen bir türe 

aktarılması mümkündür. Döl verebilen ―fertile‖ transgenik arpa, Agrobacterium-

aracılığı ile (Matthews ve diğ., 2001), elektroporasyon ile (Ritala ve diğ., 2002), 

partikül bombardımanı ile (Choi ve diğ., 2002), polietilenglikol (PEG) yöntemi ile 

(Nobre ve diğ., 2000) elde edilebilmiĢtir. Günümüze kadar, arpa genomuna çok sayıda 

gen aktarılmıĢtır (Horvath ve diğ., 2001; Manoharan ve Dahleen, 2002; Bregitzer ve 

Tonks, 2003). Transformasyon veya baĢka bir deyiĢle genetik mühendisliğinde, yabancı 

bir gen ―alien gene‖; seçici ―marker‖ bir gen, haberci ―reporter‖ bir gen ve genoma giriĢ 

için gerekli olan diğer DNA dizileri ile birlikte, totipotent özelliğe sahip hücre veya 

hücrelere aktarılır. Transformasyonun baĢarılı biçimde tamamlanması, aktarılan genin 

genoma girmesi, anlatım yapması, transforme edilen hücrelerin in vitro koĢullarda 

çoğalması ve rejenere olmasına bağlıdır (Singh, 2002). Bu yüzden, genetik mühendisliği 

ve somaklonal varyasyon çalıĢmalarında ilk adım, in vitro kültüre alınan hücrelerden 

bitki geliĢimine olanak tanıyan sistemin kurulmasıdır (Sharma ve diğ., 2005). 

OlgunlaĢmamıĢ embriyoların, doku kültürü açısından ―Recalcitrant‖ olarak kabul edilen 

arpa gibi monokotil bitkilerde, rejenerasyon için en uygun eksplant kaynağı olmasına 

karĢın (Vasil, 1994); olgun embriyoların da çeĢitli tahıl türlerinin (Torbert ve diğ., 1998) 

doku kültürü açısından elveriĢli olabileceği belirtilmektedir. Arpada, olgunlaĢmamıĢ 

embriyo (Rikiishi ve diğ., 2008), olgun embriyo (Lupotto, 1984; Temel ve diğ., 2008), 

anter ve mikrospor (Bednarek ve diğ., 2007; Obert ve diğ., 2008), ovül ve ovaryum 

(Holme ve diğ., 2008), hücre süspansiyonu (Lührs ve Nielsen, 1992) ve protoplast 

(Lazzeri ve diğ., 1991) gibi çeĢitli kültürlerin optimizasyonuna yönelik pek çok çalıĢma 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Arpa doku kültürü çalıĢmaları genellikle kallus oluĢumunun (ġener 

ve diğ., 2008), transformasyonun (Holme ve diğ., 2008) ve rejenerasyonun 

optimizasyonuna (Sharma ve diğ., 2005; He ve Jia, 2008) ve doku kültürü sırasında 
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meydana gelebilecek değiĢimlerin belirlenmesine, ortadan kaldırılmasına ve altında 

yatan nedenlerin anlaĢılmasına (Gaponenko ve diğ., 1988; Choi ve diğ., 2000a,b; 

Bregitzer ve Campbell, 2001; Bednarek ve diğ., 2007; Li ve diğ., 2007; Bregitzer ve 

diğ., 2008; Temel ve diğ., 2008; Evrensel ve diğ., 2011) yöneliktir. 

Ġlk doku kültürü deneyleri, yüksek yapılı bitkilerden alınan doku parçalarında 

gerçekleĢtirilmiĢ ve kültüre alınan doku parçalarında kallus oluĢumu ile sonuçlanmıĢtır 

(Rechinger, 1893). Kallus, parenkima hücre yığını olup, doğada genellikle kök veya 

gövdedeki yaralanan bölgelerde geliĢir (Dodds ve Roberts, 1985). Bitki doku 

kültürlerinde geliĢen kallus dokuları rejenerasyon kapasitelerine göre embriyogenik ve 

embriyogenik olmayan Ģeklinde 2 gruba ayrılır. Embriyogenik kalluslar, hızlı büyüme 

gösterirler; sert yapılı, kompakt, opak görünüme sahiptirler. Embriyogenik kallusların 

diğer bir tipi ise gevrek veya ufalanabilir ―Friable‖ yapıya sahip olup, süspansiyon 

kültürler için en uygun bitki materyalidir. Embriyogenik olmayan kallus ise, sulu, 

Ģeffaf, yapıĢkan bir görünüme sahip olan, geniĢ hücreleren oluĢan ve yavaĢ büyüyen 

kallus tipini belirtir. Embriyogenik kalluslar, rejenerasyon için uygun koĢullar altında 

farklılaĢma göstererek, tüm bir bitkiyi verebilirler. Dikotiledonlarda oksin/sitokinin 

oranının değiĢtirilmesi, monokotiledonlarda ise oksin yokluğu organogenezi uyarır 

(Lambe ve diğ., 1997).  

 

2. 3. SOMAKLONAL VARYASYON 

Doku kültürü eĢeysiz üreme yöntemi olarak kabul edilmektedir. Buna göre, bir bitkiden 

alınan herhangi bir parçadan ―eksplant‖ doku kültüründe geliĢen tüm bitkilerin, ana 

bitkiyle özdeĢ olması gerekmektedir. Ancak, doku kültüründe geliĢen bitkilerin 

―Somaclone‖ tümü birbiriyle veya ana bitkiyle özdeĢ değildir ve genetik değiĢiklikler 

gösterir. Bu bitkilerdeki, doku kültürünün neden olduğu değiĢimlere somaklonal 

varyasyon adı verilmiĢtir (Larkin ve Scowcroft, 1981; Mohan, 2001; Joyce ve Cassells, 

2002). Kültüre alınan hücrelerde ve rejenere olan bitkilerde varyasyonlar olabileceği ilk 

kez Heinz ve Mee (1969, 1971) ve Heinz ve diğ. (1969) tarafından bildirilmiĢtir. ġeker 

pancarında gerçekleĢtirilen bu çalıĢmalarda, kültüre alınan hücrelerde kromozom sayı 

değiĢikliklerinin olduğu; rejenere olan bitkilerde ise kromozomal, morfolojik ve 
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enzimatik varyasyonlar gerçekleĢtiği gözlenmiĢtir. Somaklonal varyasyonun iki nedeni 

olabileceği ileri sürülmüĢtür. Ġlk olarak, hücrelerde önceden var olan genetik 

değiĢikliklerin somaklonal varyasyon Ģeklinde gözlenebileceği düĢünülmüĢtür (Skirvin 

ve Janick, 1976). Daha sonraları ise, doku kültürü koĢullarının somaklonal varyasyona 

neden olabileceği düĢünülmüĢtür (Lorz ve Scowcroft, 1983). Doku kültürü koĢulları ve 

özellikle kallus geliĢimi, normal geliĢim düzenini bozan bir strese yol açmaktadır 

(Müller ve diğ., 1990; Phillips ve diğ., 1994; Cassells ve Curry, 2001). Doku kültürü 

sırasında, eksplant olarak alınan hücrelerden, farklılaĢma kaybı ―Dedifferentiation‖ 

sonucunda kallus geliĢir. Kültür ilerledikçe, kültür bileĢenlerinin de etkisiyle eksplant 

ve kallus dokusu farklılaĢarak ―Redifferentiation‖ bitki geliĢimine yönelir. Genomun 

yeniden düzenlenmesini ―Reprogramming‖ gerektiren bu durum yani doku kültürü, 

hücreye travmatik bir deneyim yaĢatır. Genomun yeniden düzenlenmesi, transpozisyon, 

kromozom kırıkları ve epigenetik değiĢimlerle sağlanır (McClintock, 1984). Doku 

kültüründe kullanılan hormonlar, bitki büyüme düzenleyicileri gibi maddeler (Takeda 

ve diğ., 1999), eksplant çıkarılması sırasında dokunun yaralanması (Grandbastien, 

1998) ve yüzey sterilizasyonu sırasında kullanılan hipoklorit gibi maddeler doku 

kültürünün stresinin nedenleri arasındadır (Madlung ve Comai, 2004). Somaklonal 

varyasyon incelenen tüm bitki türlerinde gözlenmiĢtir. Bazı genotiplerde değiĢim 

gözlenmemesinin nedeni, örnek sayısının veya incelemenin yetersiz oluĢudur. Bitki 

türünün veya genotipin, in vitro ortamdaki büyüme ve rejenerasyon yeteneği, kültüre 

alınan eksplantın strese maruz kalmadığını gösterir ve bu durum varyasyonun az olması 

Ģeklinde görülür (Phillips ve diğ., 1994). FarklılaĢmıĢ dokuları kültüre almanın 

somaklonal varyasyonu azalttığı gösterilmiĢtir (Bregitzer ve diğ., 2002). 

Bitki doku kültüründe kültür baĢlatma ve alt kültürleme sırasındaki yaralama (Yahraus 

ve diğ., 1995) ve yüzey sterilizasyonunda kullanılan hipoklorit (Wiseman ve Halliwell, 

1996) gibi maddeler oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres (Gille ve Siegler, 1995; 

Bartosz, 1997), süperoksit iyonu (O2
-
), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil iyonunu 

(OH
-
) kapsayan reaktif oksijen türlerindeki ―Reactive oxygen species‖ (ROS) artıĢ 

olarak tanımlanır. Pek çok stres türünün, ROS miktarında artıĢa yol açtığı bilinmektedir 

(Gille ve Siegler, 1995). Oksijenli solunum sırasında, oksijen molekülüne (O2), 4 

elektron aktarılır. Bir elektron aktarıldığı zaman O2
-
, iki elektron aktarıldığı zaman 

H2O2, 3 elektron aktarıldığı zaman OH
-
 açığa çıkar (Cassels ve Cury, 2001). ROS, 

protein ve nükleik asitlerle reaksiyona girer (Gille ve Siegler, 1995), mutasyonlara yol 
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açar (Bohr ve Dianov, 1999). Oksidatif stresin etkileri hücrede, metillenme 

seviyelerinde değiĢim (Kaeppler ve Phillips, 1993a; Tilghman, 1993; Wiseman ve 

Halliwell, 1996; Cerda ve Weitzman, 1997; Wacksman, 1997), kromozom sayı ve yapı 

değiĢimleri ve DNA baz değiĢimleri ve delesyonlar (Gille ve diğ, 1994; Czene ve 

Harms-Ringdahl, 1995; Hagege, 1995) olarak açığa çıkar. ROS, antioksidan savunma 

mekanizması tarafından etkisiz hale getirilir (Hippeli ve Elstner, 1996). Antioksidan 

savunma, enzimatik ve enzimatik olmayan Ģeklinde gerçekleĢir. Enzimatik olmayan 

sistemi, glutatyon, askorbik asit, karotenoid gibi antioksidan moleküller; enzimatik 

savunma sistemini ise süperoksit dismutaz, katalaz, askorbik asit peroksidaz gibi 

enzimler oluĢturur (Tsang ve diğ., 1991; Gille ve Siegler, 1995). Organogenez ve 

somatik embriyogenez gibi doku kültürü aĢamaları ile antioksidan enzimlerin 

aktivitelerinin iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir (Gupta ve Datta, 2003/2004; Libik ve diğ., 

2005; Konieczny ve diğ., 2008). En çok açığa çıkan ROS O2
-
‘dir. Süperoksit dismutaz 

(EC 1.15.1.1) enzimi, O2
-
, H2O2‘ye dönüĢtürür. Süperoksit aktivitesinin, stres koĢulları 

altındaki bitkilerde arttığı gösterilmiĢtir (Meloni ve diğ., 2003).    

Doku kültüründe meydana gelen değiĢimler genetik veya epigenetik özellikte 

olabileceği gibi; somatik hücrelere aktarılabilir veya mayoz ile sonraki nesle 

aktarılabilir özellikte olabilir (Evans, 1989; Kaeppler ve diğ., 2000). Somatik hücrelere 

aktarılabilen değiĢimler, isminden de anlaĢılabildiği gibi kültürde ilk geliĢen dokularda 

gözlenir ve sonraki nesillerde görülmez. Mayoz ile aktarılan değiĢimler ise doku 

kültüründe gözlenen kalıcı değiĢimlerdir ve hem geliĢen bitkilerde hem de sonraki 

nesillerde gözlenebilirler (Kaeppler ve diğ., 2000). Önceleri, epigenetik değiĢimlerin 

geçici özellikte olduğu ve rejenere olan bitkilerin bir sonraki nesillerinde görülmeyeceği 

düĢünülmekteydi (Evans, 1989). Daha sonraları ise epigenetik değiĢimlerin DNA dizi 

değiĢimlerinden bağımsız olarak gen anlatımını etkilediği ve mayoz ile sonraki nesillere 

aktarılabileceği anlaĢılmıĢtır (Kaeppler ve diğ., 2000). Ayrıca, doku kültürü dıĢında 

geliĢen epigenetik değiĢimlerin de stabil olabileceği belirtilmiĢtir (Cubas ve diğ., 1999). 

Somaklonal varyasyonun hem olumlu hem de olumsuz yönleri bulunmaktadır. 

DeğiĢimlerin sonraki nesillere aktarılamaması ve ilgilenilen karakterlerde veya 

transformasyonda kullanılan hücrelerde meydana gelmesi olumsuz yönlerini oluĢturur 

(Phillips ve diğ., 1994; Bregitzer ve Poulson, 1995; Fütterer ve Potrykus, 1995; Kooter 

ve diğ., 1999; Jain, 2001). Genetik stoklara zarar verebilecek olması özelliğinden 

dolayı, doku kültürü tekniklerinin gen bankalarında kullanılması neredeyse  tamamen 
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yasaklanmıĢtır (Jain, 2001). Singh (2006), somaklonal varyasyonun, üstün genotip elde 

etmede kullanıĢlı bir yöntem olmadığını ileri sürmüĢtür. Ancak, somaklonal 

varyasyonun, ıslah yöntemi olarak kullanılabileceği düĢünülmüĢtür (Skirvin ve diğ., 

2000). DeğiĢimler tuz stresine dayanıklılık gibi bazı istenen özellikleri kazandırmakta 

ve yeni bitki çeĢitlerinin oluĢumuna yol açabilmektedir (Skirvin ve Janick, 1976; Müller 

ve diğ., 1990; Duncan, 1997; Veilleux ve Johnson, 1998). Kole ve Chawla (1993), doku 

kültürü koĢullarında, verimi yüksek ve Helminthosporium sativum‘a dayanıklı arpa 

bitkileri elde etmiĢlerdir. Tatlı patatesin ―Scarlet‖ çeĢidi (Moyer ve Collins, 1983), tuza 

ve sıcaklığa dayanıklı keten çeĢidi ―ANDRO‖ (O‘Connor ve diğ., 1991) ve domates 

bitkisinin UC82B varyetesinin, Fusarium‘a dayanıklılık gösteren somaklonu olan 

DNAP-17 (Evans, 1989) doku kültürü ile geliĢtirilen stabil bitki çeĢitlerine örnek olarak 

verilebilir. Paulownia tomentosa‘nın ―Somaclonal Snowstorm‖ çeĢidi ise stabil 

olmayan somaklonlara örnektir (Marcotrigiano ve Jaganathan, 1988).  

Somaklonal varyasyon; kromozom anomalileri, DNA dizi değiĢimleri, metillenme 

değiĢimleri ve transpozon hareketleri Ģeklinde meydana gelir (Phillips ve diğ., 1994).  

 

2. 3. 1. Kromozom Anomalileri 

Kromozom anomalileri, kültüre alınan dokularda, bitki doku kültüründe geliĢen 

bitkilerde ve rejenere olan bitkilerin sonraki nesillerinde görülmektedir (Kaeppler ve 

diğ., 2000). Bazı durumlarda, kromozom anomalilerine, fenotipik değiĢimler de eĢlik 

etmektedir. Kültüre alınmıĢ hücrelerin kromozomal stabilitesi ile rejenerasyon 

kapasitesi arasında pozitif korelasyon bulunmaktadır (Mahfouz ve diğ., 1983). Altkültür 

periyotları (Bayliss, 1980), kültür süresi (Lee ve Phillips, 1988) ve besiortamı 

bileĢenleri, özellikle de hormonlar (Torrey, 1961), kültürdeki hücrelerin sitogenetik 

özelliklerini etkilemektedir. Kromozom anomalileri genellikle kallus geliĢimi ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (Bayliss, 1980). Bitki doku kültüründe meydana gelen kromozom 

anomalileri genellikle sayı anomalileridir. Sitogenetik anomaliler genellikle poliploidi 

ve anöploidi gibi kromozom sayı değiĢimleridir. Bitki doku kültüründe yaygın biçimde 

kullanılan bitki büyüme düzenleyicilerinin kromozom sayı değiĢimlerini uyarıcı etkileri 

bulunduğu gösterilmiĢtir (Nair ve Seo, 1995). Hücre döngüsü, DNA replikasyonunu, 

hücre bölünmesi izleyecek biçimde düzenlenir. Bitki doku kültürünün, hücre 
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döngüsünün düzenini bozarak; poliploidi, anöploidi gibi sayısal veya kromozom 

kırıklarına bağlı olarak translokasyon, delesyon, inversiyon veya duplikasyon gibi 

yapısal anomalilere yol açtığı ileri sürülmüĢtür (Phillips ve diğ., 1994). Kromozom 

anomalileri in vitro kültüre alınan pek çok bitki türünde (Sacristan, 1971; McCoy ve 

diğ., 1982; Murata ve Orton, 1983; Karp ve Maddock, 1984; Lapitan ve diğ., 1984; 

Ramulu ve diğ., 1986; Sanal Kumar ve Mathur, 2004) ve arpa bitkisinde (Mix ve diğ., 

1978; Orton, 1980; Singh, 1986; Gaponenko ve diğ., 1988; Gözükırmızı ve diğ., 1990; 

Ziauddin ve Kasha, 1990; Hang ve Bregitzer, 1993) detaylı biçimde araĢtırılmıĢtır ve 

gösterilmiĢtir. Gozukirmizi ve diğ. (1990) geliĢiminin farklı evrelerindeki arpa 

kalluslarını incelemiĢler ve kromozom sayı ve yapı anomalilerinin kallus yaĢı ile doğru 

orantılı olduğunu; kallus yaĢı ile rejenerasyon yeteneğinin ise ters orantılı olduğunu 

göstermiĢlerdir. On-günlük kalluslarda incelenen tüm hücrelerin diploid ve yapısal 

olarak normal olduğunu; 540 günlük kalluslarda ise incelenen hücrelerin %60‘ının 

kromozom anomalileri gösterdiğini ve 540-günlük kallusların rejenerasyon kapasitesini 

yitirdiğini bildirmiĢlerdir. Hang ve Bregitzer (1993) olgunlaĢmamıĢ embriyo kökenli 

arpa kalluslarından bitki rejenerasyonunun genotip, kültür süresine ve kallus 

hücresindeki sitogenetik değiĢimlere bağlı olduğunu; kültür süresi uzadıkça  

kromozomal anomalilerin özellikle de ploidi değiĢimlerinin arttığını ve bitki 

rejenerasyonunun azaldığını göstermiĢlerdir. Patates bitkisinde yapılan bir çalıĢmada 

(Ramulu ve diğ., 1986) ise genotipin ve ploidi düzeyinin de varyasyonu etkilediği 

gösterilmiĢtir. Dihaploid ve tetraploid patateslerde protoplastlardan bitki rejenerasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Dihaploid protoplastlardan rejenere olan bitkilerin tamamında 

kromozom sayı değiĢimleri gözlenirken, bu bitkilerin sadece bir kısmı morfolojik 

farklılık göstermiĢtir. Tetraploidlerde ise rejenere olan bitkilerin %60‘ında kromozom 

sayı değiĢimlerine rastlanmasına karĢın, tümünde fenotipik değiĢimler gözlenmiĢtir.  

 

2. 3. 2. DNA Dizi Değişimleri 

Doku kültürü koĢullarında oluĢan DNA dizi değiĢimleri baĢta ―Random Amplified 

Polymorphic DNA‖ (RAPD) ve ―Restriction Fragment Length Polymorphism‖ (RFLP) 

olmak üzere, çeĢitli moleküler markır yöntemleri veya protein elektroforezi ile 

belirlenebilir. DNA replikasyonu veya onarımı mekanizmalarındaki duyarlılığın kaybı 
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veya metilsitozinin deaminasyona uğraması, DNA dizi değiĢimlerinin nedenleri 

arasında görülmektedir (Phillips ve diğ., 1994). Mısırda yapılan bir çalıĢmada (Brettell 

ve diğ., 1986) doku kültüründe rejenere edilen bitkiler taranmıĢ ve alkol dehidrogenaz 

(Adh1) geni bakımından mutant bir birey saptanmıĢtır. Bu bireyde, genin altıncı 

eksonundaki bir baz değiĢiminin, proteinin amino asit dizisini ve elektroforetik 

hareketini değiĢtirdiği belirlenmiĢtir. Breiman ve diğ. (1985) Southern melezleme ve 

SDS-PAGE tekniklerini kullanarak, olgun olmayan H. spontaneum embriyolarından 

kökenlenen kalluslardan geliĢen bitkilerdeki rRNA‘ları kodlayan genlerin ve hordein 

genlerinin dizilerini incelemiĢler ve her 2 lokusta da dizi değiĢimleri gerçekleĢtiğini 

göstermiĢlerdir. Shimron-Abarbanell ve Breiman (1991), Southern melezleme tekniği 

ile, skutellumdan kökenlenen kalluslardan rejenere olan H. marinum bitkilerini 

incelemiĢler ve bitkilerin, hem nukleus hem de mitokondri genomlarındaki kodlama 

yapmayan dizilerinde varyasyonlar saptamıĢlardır. Temel ve diğ. (2008) eksplant olan 

olgun embriyo dokuları kontrol olarak kullanarak, 24-haftalık kallus dokularını 

incelediklerinde, kallus geliĢimi sırasında hem genetik hem de epigenetik değiĢimler 

meydana geldiğini göstermiĢlerdir. Campbell ve diğ. (2010) ise ―Inter-simple Sequence 

Repeat‖ ISSR tekniğini kullanarak, doku kültüründe rejenere olan arpa bitkilerindeki 

DNA varyasyonlarını belirlemiĢlerdir. Doku kültüründe, metillenme değiĢimleri, dizi 

değiĢimlerine göre daha sıklıkla meydana gelmektedir. Mısırda yapılan bir çalıĢmada 

(Kaeppler ve Phillips, 1993b) kontrol ve rejenere olan bitkiler arasında dizi farklılığı 

saptanmamasına karĢın; metillenme düzeyinde değiĢim gözlenmiĢtir. Doku kültürünün 

metillenme düzeyine etkileri Petunia (Anderson ve diğ., 1990), pirinç (Brown ve diğ., 

1990), mısır (Brown ve diğ., 1991; Kaeppler ve Phillips, 1993b), Arabidopsis thaliana 

(Bardini ve diğ., 2003), patates (Komarova ve diğ., 2004), tütün (Koukalova ve diğ., 

2005), Codonopsis lanceolata (Guo ve diğ., 2007) gibi bitkilerde araĢtırılmıĢtır. 

 

2. 3. 3. Metillenme Değişimleri 

DNA dizisini değiĢtirmeden gen anlatımını etkileyen değiĢimlere epigenetik değiĢimler 

adı verilir (Madlung ve Comai, 2004). Epigenetik kelimesi, bilinen, geleneksel 

genetiğin dıĢında kalan ―Outside conventional genetics‖ anlamına gelmektedir (Jaenisch 

ve Bird, 2003). DNA metillenmeleri ve histon metillenmesi, asetillenmesi, 
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fosforillenmesi ve ubikitinlenmesi epigenetik değiĢimlere örnek olarak verilebilir. Bu 

modifikasyonlar, geri dönüĢebilir özellikte olmalarına karĢın sonraki nesillere de 

aktarılabilir (Madlung ve Comai, 2004). DNA metillenmesi, adenin veya sitozin bazının 

yapısına metil grubu eklenmesi ile gerçekleĢir ve metillenme sonucu sırasıyla 6mA (6-

metiladenin) ve 5mC (5-metilsitozin) meydana gelir. Organizmanın 5mC içeriğinin türe 

ve dokuya özgü olduğu (Vanyushin ve diğ., 1973); hormonlar tarafından düzenlendiği 

(Vanyushin ve Kirnos, 1988) ve yaĢa bağlı olarak de değiĢkenlik gösterdiği (Berdushev 

ve diğ., 1967) anlaĢılmıĢtır. Metillenme, prokaryot genomu, restriksiyon enzimleri 

tarafından tanınmasını sağlayarak, korur (Wilson, 1988). Ökaryotlarda ise, genomun 

transpozonlardan korunmasını sağlayan bir gen sessizleĢme mekanizmasıdır 

(Martienssen ve Colot, 2001). Arabidopsis thaliana‘da, metillenmedeki azalmanın 

transpozon hareketlerini arttırdığı görülmüĢtür (Miura ve diğ., 2001). Ġlk kez 1963 

yılında varlığı belirlenen DNA metiltransferaz enziminin, verici S-adenozil-L-metionin 

(SAM) molekülünden aldığı metil grubunu, yeni replike olmuĢ DNA molekülündeki 

adenin veya sitozin bazlarına aktardığı belirlenmiĢtir (Gold ve Hurwitz, 1964). 

Memelilerdeki sitozinlerin %2-8‘inin; bitkilerde ise yaklaĢık %50‘sinin metillenmiĢ 

durumda bulunmasına karĢın; Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe 

ile Caenorhabditis elegans gibi türlerde ve eriĢkin Drosophila melanogaster‘de 5mC 

varlığına rastlanmamıĢtır (Doerfler, 1983). 5mC miktarındaki değiĢimler, metillenme ve 

metillenme kaybı olmak üzere 2 yolla meydana gelir (Finnegan ve diğ., 1998). 

Metillenme kendi içinde de novo (baĢlangıç olarak) ve sürekli olmak üzere 2 Ģekilde 

gerçekleĢir. Sürekli metillenme yapan enzimler, her replikasyon sonrasında, öncü DNA 

molekülündeki metillenme düzenini, oluĢan yeni DNA moleküllerine kopyalarlar. 

DNMT3 ―DNA Methyltransferase‖ ve DRM2 ―Domain Rearranged Methyltransferase 

2‖ sırasıyla memelilerde ve bitkilerde bulunan, sürekliliği sağlayan enzimlerdir (Bestor, 

2000; Chan ve diğ., 2005). De novo metillenme ise canlı geliĢiminin erken evrelerinde 

(Okano ve diğ., 1999) ve kanser varlığında (Baylin ve Herman, 2000) meydana gelir ve 

canlıdaki her dokuya ve hücreye özgü 5mC düzeyinin kurulmasını sağlar. DNMT1 ve 

MET1, sırasıyla memelilerde ve bitkilerde bulunan de novo metiltransferazlardır. CMT3 

―Chromodomain methyltransferase 3‖ ise bitkilere özgü olan ve her 2 metillenme 

türünde de etkili olan bir metiltransferaz enzimidir. Metillenme kaybı, belirli genlerin 

aktifleĢmesinin gerekli olduğu durumlarda meydana gelir ve kendi içinde aktif veya 

pasif olarak sınıflandırılır. Pasif metillenme kaybı, sürekli metillenme sağlayan 
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enzimlerin inaktif olması durumunun sonucudur ve replikasyon sonucu oluĢan DNA 

molekülünde metillenme gerçekleĢmez. Aktif metillenme kaybında ise, 5mC, DNA 

ipliğinin yapısından, bir enzim kompleksinin iĢlevi ile çıkarılır. Bitkilerde gerçekleĢen 

metillenme kaybında, 5mC DNA glikozilaz enzimi, 5mC ile deoksiriboz arasındaki 

glikozit bağını parçalar ve 5mC DNA yapısından ayrılır. 5mC‘nin çıkıĢı ile, 

apirimidinik (AP) veya abazik bir bölge oluĢur. AP endonukleaz enzimi, abazik 

bölgedeki deoksiribozu çıkarır. En sonunda, DNA polimeraz ve DNA ligaz 

enzimlerinin iĢlevi ile yapıya yeni bir sitozin (metillenmemiĢ) katılır. Memelilerde 

gerçekleĢen mekanizma bitkilerdekine benzemekle birlikte, öncelikle 5mC deaminaz 

enzimi tarafından, amino grubunun çıkıĢı ile 5mC, timin bazına dönüĢtürülür. Daha 

sonra, timin DNA glikozilaz enzimi, timin bazını DNA‘nın yapısından çıkarır (Zhu, 

2009). Sitozin metillenmeleri memelilerde CG dinukleotidlerinde gerçekleĢirken (Bird, 

2002); bitkilerde CG dinukleotidlerinde veya CNG (N; herhangi bir nukleotid olabilir) 

ve CHG (H; A, C ve T nukleotidlerinden birisi olabilir) trinukleotidlerinde 

gerçekleĢebilir (Chan ve diğ., 2005).  

Sitozin metillenmesi, transkripsiyonda iĢ gören proteinlerin DNA‘ya bağlanmasını 

engelleyerek ve metillenmiĢ DNA‘ya bağlanan proteinlerin bağlanmasını sağlayarak, 

gen anlatımının baskılanmasına ve kapalı kromatin yapısının oluĢumuna neden olur 

(Bird, 2002). Gen anlatımı yönünden sessiz olarak kabul edilen heterokromatin 

genellikle metillenmiĢ durumda bulunur (Madlung ve Comai, 2004). Bitki (Bennetzen, 

1996) ve memeli genomunda (Yoder ve diğ., 1997) bulunan 5mC‘inin büyük bir kısmı, 

retrotranspozonların içindedir. Sitozin metillenmesi ökaryotlarda, dokuya özgü gen 

anlatımı, X kromozomunun inaktivasyonu, kanser, yaĢlanma, geliĢim ve genomun 

stabilitesinin korunması gibi pek çok iĢlevde etki gösterir (Bird, 2002). Metillenme 

düzeyindeki değiĢimlerin hücreye etkileri, kanser hücrelerinde detaylı biçimde 

araĢtırılmıĢtır (Irizarry ve diğ., 2009; Jiang ve diğ., 2009). Kanser hücrelerinde genom 

düzeyinde metillenme azalmıĢ iken, tümör baskılayıcı genler genellikle metillenmiĢ 

durumda bulunur (Baylin ve diğ., 1998). Bitkilerde plastid genomlarının metilenmesine 

iliĢkin çeliĢkili sonuçlar elde edilmiĢtir. Ancak son yıllarda yapılan çalıĢmalarda, adenin 

ve özellikle sitozin metillenmesinin kloroplast genomunda da meydana geldiği ancak 

gen anlatımının ve fenotipin etkilenmediği bildirilmiĢtir (Jaffe ve diğ., 2008; Ahlert ve 

diğ., 2009).  
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Stres koĢulları, metillenme düzeylerini değiĢtirebilmekte ve bazı durumlarda metillenme 

değiĢimleri ile gen anlatımını etkileyebilmektedir. Pseudomonoas syringae tarafından 

enfekte edilen Arabidopsis bitkilerindeki sentromer dizilerinde, metillenmenin azaldığı 

gözlenmiĢtir (Pavet ve diğ., 2006). Bitki doku kültürü koĢulları da metillenme 

düzeylerini sıklıkla etkilemektedir (Brown ve diğ., 1990; Kaeppler ve Phillips, 1993a, 

b). Doku kültürünün neden olduğu metillenme değiĢimleri, rejenere olan pirinç (Brown 

ve diğ., 1990) ve mısır (Brown ve diğ., 1991) bitkilerinde ve sonraki nesillerinde 

gösterilmiĢtir. Doku kültürü koĢullarının genellikle metillenmede azalmaya neden 

olduğu ileri sürülmüĢtür (Kaeppler ve diğ., 2000). Bitki doku kültüründe kullanılan 

hormon ve büyüme düzenleyicilerin metillenme düzeylerini etkilediği; 2,4-

diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) gibi oksinlerin metillenmeyi arttırdığı (LoSchiavo ve 

diğ., 1989; Phillips ve diğ., 1994); kinetin gibi sitokininlerin ise etkilemediği 

(LoSchiavo ve diğ., 1989) görülmüĢtür.  

Metillenmedeki artıĢın kromozom kırıklarının nedeni olabileceği ileri sürülmüĢtür. 

Heterokromatin, hemen hemen tüm bitki dokularında metillenmiĢ durumda 

bulunmaktadır (Bennetzen ve diğ., 1994). Metillenmedeki artıĢın DNA replikasyonunu 

geciktirebileceği ve bu durumun, kromozom kırıkları gibi anormalilere yol açabileceği 

düĢünülmüĢtür (Phillips ve diğ., 1994). Mısır ve yulaf doku kültürlerinde yapılan 

çalıĢmalar sonucunda, kromozom kırıklarının genellikle heterokromatinde gerçekleĢtiği 

bildirilmiĢtir (Johnson ve diğ., 1987). Tahıl bitkilerinde, heterokromatinin büyük bir 

kısmını retrotranspozonlar oluĢturmaktadır (Bennetzen, 2000). Sitozin 

metillenmelerinin, transpozon hareketleri ile doğrudan iliĢkili oluĢu (Chomet ve diğ., 

1987; Banks ve diğ., 1988); doku kültüründe gerçekleĢen metillenmedeki azalmanın, 

transpozonların aktivitesini arttırabileceği Ģeklinde yorumlanmıĢtır (Kaeppler ve diğ., 

2000). Yapılan bir çalıĢmada (Brettell ve Dennis, 1991), kültüre alınan bitkilerin, 

Activator elementinin inaktif formunu taĢımalarına karĢın; kültürde rejenere olan 

bitkilerde metillenme düzeyinin azaldığı ve elementin aktif hale geçtiği görülmüĢtür.  

Doku kültüründe geliĢen bitkilerdeki metillenme değiĢimleri pek çok bitki türünde 

(Shimron-Abarbanell ve Breiman, 1991; Bednarek ve diğ., 2007; Li ve diğ., 2007; 

Temel ve diğ., 2008; Baranek ve diğ., 2010) araĢtırılmıĢtır. Shimron-Abarbanell ve 

Breiman (1991), doku kültüründe rejenere olan H. marinum bitkisinin rRNA genlerinde 

metillenme değiĢimleri saptamıĢlardır. Bednarek ve diğ. (2007), olgunlaĢmamıĢ 

embriyo ve anter dokularını eksplant olarak kullanarak bitki rejenerasyonu elde etmiĢler 
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ve iki farklı Ģekilde geliĢen bitkilerdeki metillenme düzeylerini karĢılaĢtırmıĢlardır. Ġki 

grupta gerçekleĢen ortalama varyasyon oranının %6 olduğunu; bu değerin %1.7‘sini 

nukleotid mutasyonlarının, geri kalan kısmını ise metillenme değiĢimlerinin 

oluĢturduğunu bildirmiĢlerdir. Li ve diğ. (2007), arpa baĢak parçalarından geliĢen 

kalluslardaki ve bu kalluslardan rejenere olan bikilerdeki metillenme değiĢimlerini 

araĢtırmıĢlar ve değiĢimlerinin, protein kodlayan genlerde ve retrotranspozonlarda 

gerçekleĢtiğini belirlemiĢlerdir.  

 

2. 3. 4. Transpozon Hareketleri 

Transpozonlar, genomdaki konumlarını değiĢtirebilen hareketli yapılar olup, ilk kez 

mısır bitkisinde bulunmuĢlardır (McClintock, 1948). McClintock‘un transpozabl 

elementleri (TE) keĢfi, mısırda kromozom kırıklarıyla yaptığı çalıĢmalara dayanır. 

McClintock, mısırda 9. kromozomda kırık meydana geldiğini gözlemlemiĢ ve 

kırılmanın olduğu bölgeyi Ds lokusu ―Dissociation‖ olarak adlandırdıktan sonra; Ds 

lokusundaki kırık oluĢumunun baĢka bir lokus tarafından uyarıldığını belirleyip, bu 

lokusu da Ac ―Activator‖ olarak isimlendirmiĢtir 

(http://www.ndsu.edu/pubweb/~mcclean/plsc431/transelem/trans1.htm). Önceleri bencil 

DNA veya parazit olarak tanımlanan TE‘nin (Orgel ve Crick, 1980), genom projelerinin 

baĢlamasıyla birlikte bitki genomlarının oluĢumunda önemli rol oynadıkları 

görülmüĢtür. TE, Plasmodium falciparum dıĢındaki hemen tüm ökaryotlarda 

bulunmaktadır (Adams ve diğ., 2000; IHGSC, 2001; IRGSP, 2005). TE, insan 

genomunun yaklaĢık % 46‘sını (Lander ve diğ., 2001); tahıl genomlarının ise %70‘den 

fazlasını (Wessler, 2006) oluĢturmaktadır. McClintock (1949), TE, gen ve/veya genom 

yapısında değiĢikliklere yol açma ve gen anlatımını etkileme gibi özelliklerinden dolayı, 

kontrol edici elementler olarak tanımlamıĢtır. TE, hareket mekanizmalarına göre DNA 

transpozonları (Tip II) ve retrotranspozonlar (Tip I) olmak üzere baĢlıca 2 sınıfa 

ayrılırlar. DNA transpozonları bitkilerde ilk keĢfedilen TE olup, gen anlatımında ve 

fenotipte değiĢikliklere yol açarlar (Bennetzen, 2000). ―Kes-yapıĢtır (cut-and-paste)‖ 

mekanizması ile orijinal konumundan, yeni bir konuma hareket ederler (Hannah ve 

Weil, 2004). Mısır bitkisinde bulunan Ac/Ds, Spm/dspm (En/I) and Mutator sistemleri 

http://www.ndsu.edu/pubweb/~mcclean/plsc431/transelem/trans1.htm
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Tip II elementlere örnek olarak verilebilir (Kunze ve diğ., 1997). Uzunlukları birkaç yüz 

bç ile 10 Kb arasında değiĢkenlik gösterir (Bennetzen, 2000).  

Tip I TE olarak da isimlendirilen retroelementler ―Copy-and-paste (Kopyala-yapıĢtır)‖ 

Ģeklinde, RNA molekülü aracılığıyla genomda bir bölgeden, baĢka bir bölgeye hareket 

ederler ve monokotil genomlarının yaklaĢık %80 kadarını oluĢtururlar (IRGSP, 2005). 

Transpozisyon mekanizmalarından dolayı genom çeĢitliliğini ve büyüklüğünü etkileyen 

en önemli etmenlerden biridirler (Vitte ve Panaud, 2005). Ekmek mayası 

(Saccharomyces cerevisae) genomunun yaklaĢık %3.1‘ini; Arabidopsis thaliana 

genomunun %2‘sini ve pirinç (Oryza sativa) genomunun ise %8.3‘ünü retroelementler 

oluĢturmaktadır (Schulman ve diğ., 2004). Bitki genomunda varlığı keĢfedilen ilk 

retroelement mısır bitkisinde bulunan Cin 1 elementi iken (Shepherd ve diğ., 1984); ilk 

aktif retroelement mısır bitkisinde bulunan Bs1 elementidir (Johns ve diğ., 1985). 

Retroelementler, LTR-içeren ve LTR-içermeyen ―non-LTR‖ Ģeklinde 2‘ye ayrılırlar. 

LTR içermeyen elementler ―Retroposons‖, ―Long interspersed elements‖ (LINE), 

―Short interspersed elements‖ (SINE), DIRS-benzeri elementler ve Penelope-benzeri 

elementler (PLE) gibi birimlere ayrılırlar (Wicker ve diğ., 2007). LINE elementleri 

LTR-içeren retroelementlerin öncüsü olarak görülürler (Xiong ve Eickbush, 1990; 

Eickbush, 1992). LINE elementleri, kapsid-benzeri proteini (CP), endonukleaz 

aktivitesi gösteren aspartik proteinaz enzimini (EN, AP), ters transkriptaz enzimini 

(RT), RNaz H enzimini kodlayan genleri içerirler (Kumar ve Bennetzen, 1999). Ġnsan 

genomunun yaklaĢık %20‘sini oluĢturan L1 elementi (Kazazian ve Goodier, 2002; 

Wicker ve diğ., 2007) ile pirinç bitkisinde doku kültürünün etkisiyle aktifleĢtiği görülen 

Karma elementi LINE‘ye örnek olarak verilebilir (Komatsu ve diğ., 2003). LINE 

elementleri yaklaĢık 1 Kb ile 9 Kb uzunluğunda olup; haploid bitki genomunda 250.000 

kopya sayısına ulaĢabilmektedir (Bennetzen, 1996; Kumar ve Bennetzen, 1999). SINE 

elementleri ise 80-500 bç uzunluğunda olup (Wicker ve diğ., 2007); RNA polimeraz III 

enziminin ürünlerinin (5S rRNA, tRNA) ters transkripsiyon geçirmesi sonucu oluĢurlar 

(Deragon ve Capy, 2000). 4.5S RNA‘yı (7SL) kodlayan genin duplikasyonu sonucu 

oluĢan Alu elementleri (Schmid, 1996) insan genomunda 500.000‘den fazla kopya 

sayısına sahiptir (Rowold ve Herrera, 2000). Protein kodlama iĢlevleri olmadığı için, 

LINE elementleri aracılığıyla çoğalırlar (Eickbush, 1992; Lenoir ve diğ., 2001). Pirinç 

bitkisinin genomunda bulunan p-SINE-1 filogenetik markır olarak kullanılır (Cheng ve 

diğ., 2002). SINE elementleri haploid bitki genomunda 50.000 kopya sayısına 
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ulaĢabilmektedir (Bennetzen, 1996). DIRS-benzeri elementler ―Dictyostelium 

discoideum transposon‖ integraz enzimi yerine tirozin rekombinaz enzimini kodlarlar 

(Cappello ve diğ., 1985). PLE ilk kez Drosphila virilis‘te bulunmuĢtur. Kodladıkları RT 

enzimi telomeraz enzimine; endonukleaz enzimi ise bakterilerde, DNA onarımında iĢ 

gören UvrC proteinine homoloji gösterir (Wicker ve diğ., 2007). LTR-içeren 

retroelementler, bitki genomlarında, LTR-içermeyen retroelementlere göre daha baskın 

olarak bulunurlar. Birkaç yüz bç ile bazı durumlarda 22 Kb uzunluğunda bulunabilirler 

(Neumann ve diğ., 2003). LTR- elementlerinin, bitki genom büyüklüklerinin, yakın 

türler arasında büyük farklılık göstermesinin nedeni olduğu düĢünülmektedir. Genomda 

yüksek kopya sayılarına ulaĢarak, bitki genom büyüklüğünün artmasına yol açarlar 

(Vitte ve Panaud, 2005). LTR dizileri, ―5‘ TG…CA 3‘‖ Ģeklinde yapı gösterirler ve 

Tos17‘deki gibi (Hirochika ve diğ., 1992) yaklaĢık 100 bç uzunluğunda veya 

Sukkula‘daki gibi (Shirasu ve diğ., 2000) 5 Kb‘dan daha uzun olabilirler (Schulman ve 

diğ., 2004). LTR-elementleri, kapsid proteinini, aspartik proteinaz enzimini, ters 

transkriptaz enzimini, RNaz H enzimini ve integraz enzimi kodlayan genleri içerirler 

(Wicker ve diğ., 2007). Tahıllardaki retrotranspozon transkriptleri, EST veritabanlarının 

yaklaĢık %0.1‘ini oluĢtururlar (Echenique ve diğ., 2002). Dizi analizi yapılan ilk 

retrotranspozon, 12088 bç uzunluğundaki BARE-1 ―Barley Retroelement 1‖ elementidir 

(GenBank No: Z17327). Arpa genomunun %3‘ünü oluĢturan BARE-1 elementi, 

genomda 14000 kopya sayısı ile tüm kromozomlara dağılmıĢ halde bulunur (Manninen 

ve Schulman, 1993). Kuraklık ve sıcaklık stresinin BARE-1 kopya sayısını arttırdığı 

gözlenmiĢtir (Kalendar ve diğ., 2000). 

Stres koĢulları ve doku kültürünün, retrotranspozonları aktifleĢtirdiği düĢünülmekte 

olup (Wessler, 1996; Grandbastien, 1998); bu iliĢki mısır (Peschke ve diğ., 1987), pirinç 

(Hirochika ve diğ., 1996) ve tütünde (Hirochika, 1993; Takeda ve diğ., 1998) ayrıntılı 

biçimde araĢtırılmıĢtır. Peschke ve diğ. (1987), eksplant kaynağında aktif Ac elementi 

olmamasına karĢın, doku kültüründe rejenere edilen mısır bitkilerinde aktif Ac 

elementinin varlığını saptamıĢlar ve transpozon aktivasyonunun doku kültürü kaynaklı 

genetik varyasyonun nedenlerinden biri olabileceğini ileri sürmüĢlerdir. Bir 

retrotranspozonun, bitki doku kültüründe aktifleĢtiği ilk kez Hirochika (1993) tarafından 

gösterilmiĢtir. Tto1, Tto2, Tnt1 elementlerinin kopya sayılarının, farklı varyeteler 

arasında değiĢmediğini ancak protoplast oluĢumunun kopya sayısını arttırdığını 

belirtilmiĢtir. Hirochika ve diğ., (1996), sessiz elementlerin, doku kültürü koĢullarında 
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aktif hale geçtiğini ve kopya sayısının kültür süresi ile doğru orantılı olduğunu 

göstermiĢlerdir.   

Retrotranspozonların, genomda yüksek kopya sayılarına ulaĢabilme; kromozomlara 

dağılmıĢ halde bulunma ve tür içi ve türler arası polimorfizm gösterme gibi 

özeliklerinden dolayı markır olarak kullanılabileceği belirtilmiĢtir (Kumar ve diğ., 

1997). Retrotranspozonlar, pek çok farklı bitki türünde genetik çeĢitliliğin 

araĢtırılmasında ve haritalama çalıĢmalarında kullanılmıĢtır (Purugganan ve Wessler, 

1995; Kalendar ve diğ., 1999). Tnd-1 elementinin kara kök ―black root‖ hastalığına 

karĢı dayanıklılık sağlayan gen ile bağlantılı olduğu da gösterilmiĢtir (Kenward ve diğ., 

1999).  

 

2. 4. BRASSİNOSTEROİDLER 

Bitkiler, steroid hormonlar aracılığıyla, bazı genlerin anlatımlarını değiĢtirerek 

geliĢimlerini düzenlerler. Ancak, bitkilerdeki steroid sinyali algılama ve yanıt verme 

mekanizmaları hayvanlardakinden farklıdır. Hayvanlarda, steroid hormona bağlanan 

nuklear reseptör, nukleusa geçerek gen anlatımını doğrudan düzenler. Bitkilerde ise 

steroid hormon öncelikle hücre yüzeyindeki bir reseptöre bağlanır ve düzenleyici 

proteinlerin defosforilasyonunu kapsayan basamaklar ile sinyal iletilir (Sablowski ve 

Harberd, 2005). Kolza (Brassica napus) polenlerinden saflaĢtırılan Brassinolid (BL), 

bilinen ilk bitki steroid hormonudur (Grove ve diğ., 1979). Pek çok bitkide bulunan BL 

analogları Brassinosteroid (BR) olarak isimlendirilmiĢtir. Bitki tarafından sentezlenen, 

sentezlendiği organdan diğer organlara taĢınabilen ve çok az miktarlarda bile bitkide 

fizyolojik yanıt oluĢturabilen maddeler hormon olarak isimlendirilmektedir (Salisbury 

ve Ross, 1991). BR‘nin özellikle yapraklarda oldukça düĢük miktarda (0.01–0.1 ng g
-1

) 

bulunması (Takatsuto, 1994) köklere uygulanan Brassinolidin hipokotili de etkilemesi 

(Takatsuto ve diğ., 1983), hormon olarak kabul edilmesine dayanak oluĢturmaktadır.  

Dokudan dokuya farklılık göstermesine karĢın genç dokular genellikle daha fazla BR 

içerir (Yokota ve Takahashi, 1986). 1-100 ng g
-1

 miktarla polen baĢlıca BR kaynağıdır 

(Takatsuto, 1994).     

BR; hücre geniĢlemesi, tohum çimlenmesi ve iletim dokusu geliĢimi gibi pek çok 

sürecin kontrolunu sağlar (Wang ve He, 2004). Hücre çeperine esneklik kazandırarak, 
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hücre uzamasını uyarırlar. BR üretmeyen ve BR‘e duyarsız mutantlar, tohum 

çimlenmesinde gerileme, cücelik, koyu yeĢil renkli yaprak oluĢumu ve deetiolasyon gibi 

fenotipik özellikler gösterirler (Bishop ve Koncz, 2002). Brassinazole (BZR) gibi BR 

biyosentezinin inhibitörleri de benzer fenotip oluĢturur (Asami ve diğ., 2000). BR 

biyosentez enzimlerinin ve BR reseptörünün aĢırı anlatımı ise bitki büyümesinde ve 

hücre uzamasında artıĢa neden olur (Choe ve diğ., 2001). BR üretmeyen mutantlarda, 

dıĢardan BR verilmesiyle fenotip değiĢtirilebilir (Altmann, 1999). BR, hücre çeperinin 

dıĢına uzanan, lösince zengin tekrar ―Leucine rich repeat‖ (LRR) yapısı içeren bir 

reseptör kinaz olan BRI1 ―BR insensitive‖ tarafından algılanır (ġekil 2. 1). Yanıt olarak 

BRI1, BIN2 ―BR insensitive‖ proteinini inhibe eder. BIN2, BES1 ―BRI1-EMS 

suppressor‖ ve BZR1 ―Brassinazole resistant‖ nuklear proteinlere fosfat grubu 

ekleyerek parçalanmalarına neden olan bir proteindir. BIN2‘nin inhibe olması BES1 ve 

BZR1 proteinlerinin nukleusta birikmesine yol açar. Böylece, BES1, hücre duvarını 

parçalayarak, hücre geniĢlemesini sağlayan enzimleri kodlayan genleri uyarır; BZR1 ise 

BR biyosentezinde iĢ gören CPD ―Constitutive photomorphogenesis and dwarfism‖ ve 

DWF4 ―Dwarf‖ genlerinin anlatımını baskılar. Yapılan çalıĢmalar BES1 ve BZR1 

proteinlerinin transkripsiyon faktörleri olduğunu ortaya koymuĢtur. He ve diğ. (2005) 

BZR1‘in CPD genindeki belirli dizilere bağlandığını ve transkripsiyonu baskıladığını; 

Yin ve diğ. (2005) ise BES1‘in, DNA‘ya bağlanma özelliği olan BIM ―BES1 

interacting MYC-like protein‖ proteini ile genlerin anlatımını uyardığını 

göstermiĢlerdir.  

 

 

ġekil 2. 1. Bitkilerde steroid sinyal iletimi. Solda, BIN2, steroid yokluğunda, BES1 ve BZR1 

proteinlerine fosfat grupları ekleyerek parçalanmalarına yol açar. Böylece, BES1 tarafından 
anlatımı uyarılan genler sessiz kalırken; BZR1 tarafından baskılanan genler anlatım yapmaya 
devam eder. Sağda, BR‘nin hücre yüzeyindeki resptörüne (BRI1) bağlanması BIN2‘yi inhibe 
eder. Böylece BZR1 hedef genlerine doğrudan bağlanarak baskılar, BES1 ise ikici bir protein 

(BIM) ile hedef genlerine bağlanarak uyarır (Sablowski ve Harberd, 2005). 
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BR uygulamasının, bitki büyümesini (Sakurai ve Fujioka, 1993) ve tohum çimlenmesini 

(Sasse ve diğ., 1995; Jones-Held ve diğ., 1996; Leubner-Metzger, 2001; Steber ve 

McCourt, 2001; Hayat ve Ahmad, 2003) uyardığı, nitrat redüktaz gibi enzimlerin 

aktivitesini arttırdığı (Hayat ve Ahmad, 2003) ve hücre duvarının esnekliğini arttırarak, 

hücre uzamasına yol açtığı (Bajguz, 2000); kök uzamasını uyardığı (Kartal ve diğ., 

2009) anlaĢılmıĢtır. BR‘nin bitkilerde düĢük (Dhaubhadel ve diğ., 1999) ve yüksek 

sıcaklıklara (Dhaubhadel ve diğ., 2002); ağır metallere (Bajguz, 2000; Hayat ve diğ., 

2007; Ali ve diğ., 2008), tuzluluğa (Anuradha ve Rao, 2001; Özdemir ve diğ., 2004; 

Anuradha ve Rao, 2007; Hayat ve diğ., 2010) dayanıklılığı arttırdığı gösterilmiĢtir. 

BR‘nin, doku kültürlerindeki etkileri ise protoplastlardaki hücre bölünmesini arttırma 

(Nakajima ve diğ., 1996; Oh ve Clouse, 1998); süspansiyon kültürlerinde hücrelerin 

geniĢlemesini sağlama (Bellincampi ve Morpurgo, 1988); somatik embriyogenezi 

(Azpeitia ve diğ., 2003; Aydin ve diğ., 2006) ve sürgün rejenerasyonunu (Sasaki, 2002; 

Lu ve diğ., 2003; Nunez ve diğ., 2004) uyarma Ģeklindedir. BR‘nin, bitki geliĢimi ve 

stres koĢullarına etkilerinin incelendiği çalıĢmalarda, protein miktarı (Vardhini ve Rao, 

1998; Anuradha ve Rao, 2001; Kartal ve diğ., 2009); DNA ve RNA miktarı (Vardhini 

ve Rao, 1998; Anuradha ve Rao, 2001); karbohidrat miktarı (Vardhini ve Rao, 1998); 

antioksidan enzim aktivitesi (Ali ve diğ., 2008; Kartal ve diğ., 2009; Yuan ve diğ., 

2010) gibi özellikler araĢtırılmıĢtır.  

Bu tez çalıĢmasında; kallus geliĢimi sırasında meydana gelebilecek varyasyonları ve 

Homobrassinolid uygulamasının, kallus geliĢmine, rejenerasyona ve kültürde meydana 

gelen varyasyonlara etkilerini araĢtırmak amaçlandı.  
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Bu tez çalıĢmasında bitki materyali olarak, Ege Tarımsal AraĢtırma Enstitüsünden 

sağlanan arpa (Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160) tohumları kullanıldı. 

 

3. 1. BİTKİ DOKU KÜLTÜRÜ 

3. 1. 1. Besiyeri Hazırlanması 

Olgun embriyolardan kallus eldesi için 4 mg l
-1

 Dicamba (yapay bir oksin) içeren 

Murashige ve Skoog (MS) besiyeri kullanıldı. Bunun için 4.33 g l
-1

 olacak Ģekilde MS 

besiyeri (Murashige ve Skoog, 1962) makro- ve mikro-nutrientleri içeren tuz karıĢımı 

(Sigma, M5524) ve 30 g l
-1

 olacak Ģekilde sukroz distile suda çözüldü. Besiyerinin pH‘ı 

1N NaOH ile 5.7‘ye ayarlandı. Distile su ile 250 ml‘ye (son hacim) tamamlanan 

besiyerine 9 g l
-1

 olacak Ģekilde katılaĢtırıcı madde (Agar, Sigma, A7002) eklendi. 

Hazırlanan besiyeri otoklavda (121 C, 1.2 atmosfer basıncı, 15 dakika) steril edildi. 

Oda sıcaklığına getirilen besiyerine son konsantrasyonu 1  olacak Ģekilde 1000  MS 

vitamini (Sigma, M3900) ve 4 mg l
-1

 (18 µM) olacak Ģekilde 1 mg ml
-1

 (4.52 mM) 

Dicamba çözeltisi eklendi ve 9 cm çapındaki steril petrilere 25 ml besiyeri dökülerek 

katılaĢmaya bırakıldı. Dicamba çözeltisi hazırlamak için 10 mg Dicamba (Sigma, 

D5417), 10 ml distile suda çözüldü ve 0.20 µm por açıklığına sahip filtre (Sartorius, 

16534) ile steril edildi. Dicamba çözeltisi kullanılıncaya kadar -20 C‘de saklandı. Steril 

besiyerine bitki büyüme düzenleyicisi ve vitamin eklenmesi ve besiyerinin petrilere 

dökülmesi aĢamaları dikey hava akıĢlı kabinde (Nüve) gerçekleĢtirildi. Tüm doku 

kültürü çalıĢmalarından önce, dikey hava akıĢlı kabinin iç yüzeyleri %70 etanol ile 

silindi.  
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3. 1. 2. Kallus Kültürlerinin Kurulması 

Arpa (Hordeum vulgare cv. Zafer-160) tohumları yüzey sterilizasyonu amacıyla, steril 

beher içerisinde, %20‘lik ticari çamaĢır suyunda 15 dakika bekletildi. Steril distile su ile 

yıkanan tohumlar, ĢiĢmeleri için steril distile suda 30 dakika bekletildi ve steril bistüri 

ile embriyoları çıkarıldı. Embriyolar saf alkolde 30 saniye bekletildikten sonra steril 

distile suyla 3 kere durulandı. Steril kaba filtre kağıdının üzerinde kurutulan embriyolar, 

4 mg l
-1

 dicamba içeren katı MS besiyerlerine, her bir petride 12 embriyo olacak Ģekilde 

ekildi. Embriyolar, bitki büyütme kabininde (25
0
C, %40 nem, 16/8 ıĢık periyodu,  

Angelantoni) kültüre alındı. Tüm doku kültürü aĢamaları dikey hava akıĢlı kabinde 

gerçekleĢtirildi. 

Kallus kültürlerinin analizinde kontrol dokusu olarak 4-günlük arpa fideleri kullanıldı. 

Arpa tohumları, cam petri içinde, distile su ile nemlendirilmiĢ kaba filtre kağıdının 

üzerinde, karanlıkta 4 gün boyunca çimlendirildi.  

 

3. 1. 3. Homobrassinolid Uygulaması 

Otuz günlük kalluslar, 2 farklı konsantrasyonda (0.5 ve 1 µM) Homobrassinolid (HBL)  

içeren besiyerlerinde 1 ay boyunca kültürlendi. Altı cm çapındaki petrilere, 10 ml, 

hormon içermeyen, agarlı MS besiyeri döküldü. KatılaĢan besiyerinin üzerine, uygun 

boyutlarda kesilmiĢ, steril filtre kağıdı yerleĢtirildi. Filtre kağıdının tam ortasına son 

konsantrasyonu 0.5 ve 1 µM olacak Ģekilde HBL çözeltisi (1 mM) eklendi. HBL 

çözeltisi hazırlamak için; 1 mg HBL (22(S),23(S)-Homobrassinolide, H1267, Sigma) 2 

ml saf etanolde çözüldü. HBL çözeltisi kullanılıncaya kadar 4°C‘de saklandı. Kalluslar 

filtre kağıdının ortasına, birbirlerine temas edecek Ģekilde yerleĢtirildi. HBL uygulanan 

kallusların analizinde kontrol grubunu elde etmek için, filtre kağıdının ortasına saf 

etanol (10 µl) damlatıldı. Kalluslar, HBL uygulamasının 0. 7. ve 14. günlerinde steril 

petriler içinde tartıldı. Tüm HBL uygulama çalıĢmaları dikey hava akıĢlı kabinde 

gerçekleĢtirildi. 

 

3. 1. 4. Rejenerasyon 

Otuz-günlük kalluslar, rejenerasyon için 0.5 mg l
-1

 trans-zeatin ribosid (tZR) içeren MS 

besiyerinde 1 ay boyunca tutulduktan sonra, kök geliĢiminin sağlanması için hormon 
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içermeyen MS besiyerine aktarıldı. HBL‘nin rejenerasyona etkilerini araĢtırmak için 

kallusların bir kısmı HBL içeren ve kontrol besiyerinde 1 ay tutulduktan sonra, hormon 

içermeyen MS besiyerine aktarıldı. tZR stok çözeltisi (1 mg ml
-1

) hazırlamak için, 5 mg 

tZR (tZR, Z3541, Sigma), 5 ml 1N NaOH içinde çözüldü ve 0.20 µm por açıklığına 

sahip filtre ile steril edildi. tZR çözeltisi kullanılıncaya kadar -20 C‘de saklandı. 

 

3. 2. FİZYOLOJİK ANALİZLER 

3. 2. 1. Ekstre Hazırlanması 

Kontrol, 0.5 μM ve 1 μM HBL uygulanmıĢ kalluslardan, total protein, DNA 

miktarlarının ve SOD aktivitesinin belirlenmesinde kullanılmak üzere ekstre hazırlandı. 

Kallus dokusu, 100 mg taze doku için 250 μl olacak miktarda soğuk fosfat tamponu (0.1 

M, pH 7.0) yardımıyla, soğuk porselen havan ve havaneli kullanılarak parçalandı. 

OluĢan homojenatın yarısı DNA miktarının belirlenmesinde kullanılmak üzere buzda 

tutulurken; geriye kalan yarısı, buzda soğutulmuĢ 1.5 ml‘lik tüplere aktarıldı ve 14000 

rpm hızda, +4 C‘de, 20 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonucu oluĢan üst sıvı, pipet 

yardımıyla yeni bir tüpe aktarıldı. Tüpün dibinde kalan çökeltinin üzerine eĢit hacim 

fosfat tamponu eklenip, karıĢtırıldıktan sonra, tüp aynı koĢullarda santrifüj edildi. 

Santrifüj aĢamaları sonucu oluĢan üst sıvılar birleĢtirilerek; total protein miktarının ve 

SOD aktivitesinin belirlenmesinde kullanılıncaya kadar, donmayacak Ģekilde buzda 

saklandı. Fosfat tamponu hazırlamak için, 39 ml 0.2 M monobazik sodyum fosfat 

(Sodyum dihidrojenfosfat, NaH2PO4) çözeltisine, 61 ml 0.2 M dibazik sodyum fosfat 

(Disodyum hidrojenfosfat, Na2HPO4) eklendi ve oluĢan karıĢımın pH değeri ölçüldü. 

Uygun pH (7.0) değeri elde edilene kadar karıĢıma NaH2PO4 eklendi.  

 

3. 2. 2. Çözünebilir Protein Miktarının Belirlenmesi 

Otuz-günlük kallus, kontrol, 0.5 μM ve 1 μM HBL uygulanmıĢ kalluslardaki 

çözünebilir protein içeriğinin belirlenmesinde Lowry ve diğ. (1951) yöntemi kullanıldı. 

Örneklerdeki total protein miktarını belirlemek için; bir kat sulandırılmıĢ ekstre 

örneğinden 100 μl alınarak, 100 μl 2 N NaOH ile karıĢtırılıp, kaynayan su banyosunda  

10 dakika bekletildi. Oda sıcaklığına getirilen örneğe 1 ml taze hazırlanmıĢ kompleks 
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oluĢturma reaktifi eklendi ve oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. Bu sürenin sonunda, 

örneğe 100 μl, bir kat sulandırılmıĢ Folin belirteci (31740, Molychem) eklenip hızlıca 

mikrotüp karıĢtırıcı ile karıĢtırıldı. Oda sıcaklığında, karanlık ortamda 30 dakika 

bekletilen örneğin 660 nm dalga boyundaki absorbansı (A660) ölçüldü  (µquant, Bio-Tek 

Instruments, Inc.). Standart protein çözeltilerinin (0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.625, 1 mg ml
-1

) 

absorbans değerlerinden yararlanılarak, Microsoft Excel programında standard grafik 

çizildi. Standard grafiğe özgü kesme noktası ―y-intercept‖ ve eğim ―Slope‖ gibi 

değerler, Microsoft Excel programındaki ―KESMENOKTASI‖ ve ―EĞĠM‖ iĢlevleri ile 

hesaplandı. Bu değerler ve örneğin 660 nm dalga boyundaki absorbansı aĢağıdaki 

formülde kullanılarak, her örnekteki protein konsantrasyonu (mg ml
-1

) hesaplandı. 

Konsantrasyon=(A660-kesme noktası)/eğim 

 

Her örnekte 2 kere ölçüm yapıldı. Deneyler 3 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. Örneğin 

protein miktarını (mg g
-1

) belirlemek için, aĢağıdaki formül kullanıldı. 

[Ekstrenin protein Konsantrasyonu (mg ml
-1

) x Ekstre hazırlanmasında kullanılan 

tamponun hacmi (ml)] / Ekstre hazırlanan materyalin ağırlığı (g) = Örneğin protein 

miktarı (mg g
-1

) 

 

Sığır serum albumini (A9418, Sigma) ―Bovine serum albumin‖ (BSA) steril distile su 

ile çözülerek, standart protein çözeltileri hazırlandı. Kompleks oluĢturma reaktifi 

hazırlamak için, 100 hacim %2 w/v sodyum karbonat (Na2CO3), 1 hacim %1 w/v bakır 

sülfat (CuSO4
.
5H2O) ve 1 hacim %2 w/v potasyum sodyum tartarat (KNaC4H406) 

çözeltileri, kullanımdan hemen önce karıĢtırıldı.  

 

3. 2. 3. DNA Miktarının Belirlenmesi 

Otuz-günlük kallus, kontrol, 0.5 μM ve 1 μM HBL uygulanmıĢ kalluslardaki DNA 

miktarı Kumar ve Garg (2005) yöntemine göre belirlendi. Asetik asit ve sülfürik asit, 

DNA molekülündeki fosfodiester bağlarını ve glikozidik bağları parçalarlar. Ortamdaki 

serbest deoksiriboz, dehidrasyon reaksiyonu geçirerek ―ω-hydroxyl levulinyl aldehyde‖ 

oluĢturur ve bu aldehidin, difenilamin ile etkileĢmesi sonucu, 595 nm dalga boyunda 

maksimum absorbans yapan mavi renkli bir kompleks meydana gelir (Nigam ve 

Ayyagari, 2007). Mavi rengin koyuluğu, örnekteki deoksiriboz içeriği ile doğru 
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orantılıdır. Santrifüj edilmemiĢ homojenattan 100 μl alınarak üzerine 100 μl %5 v/v 

perklorik asit eklenip, 70 C‘lik su banyosunda 15 dakika bekletildi. Oda sıcaklığına 

getirilen örneğin üzerine taze hazırlanmıĢ 400 μl difenilamin belirteci eklenip, 

karıĢtırıldı. Kaynayan su banyosunda 10 dakika bekletildikten sonra oda sıcaklığına 

getirilen örneğin 595 nm dalga boyundaki absorbansı (A595) ölçüldü (µquant, Bio-Tek 

Instruments, Inc.). Standart DNA çözeltilerinin (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 1.5 mg ml
-1

) 

absorbans değerlerinden yararlanılarak, Microsoft Excel programında standard grafik 

çizildi. Standard grafiğe özgü kesme noktası ―y-intercept‖ ve eğim ―Slope‖ gibi 

değerler, Microsoft Excel programındaki ―KESMENOKTASI‖ ve ―EĞĠM‖ iĢlevleri ile 

hesaplandı. Bu değerler ve örneğin 595 nm dalga boyundaki absorbansı 3. 2. 2‘de 

gösterilen formül ile birlikte kullanılarak, ekstrenin DNA konsantrasyonu (mg ml
-1

) 

hesaplandı. 

Konsantrasyon=(A595-kesme noktası)/eğim 

 

Her örnekte 2 kere ölçüm yapıldı. Deneyler 3 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. Örneğin 

DNA miktarını (mg g
-1

) belirlemek için, aĢağıdaki formül kullanıldı. 

[Ekstrenin DNA Konsantrasyonu (mg ml
-1

) x Ekstre hazırlanmasında kullanılan 

tamponun hacmi (ml)] / Ekstre hazırlanan materyalin ağırlığı (g) = Örneğin DNA 

miktarı (mg g
-1

) 

 

Standard DNA çözeltilerini hazırlamak için, ringa balığına ―Herring‖ ait, düĢük 

moleküler ağırlıklı DNA (K1089, Fluka AG) kullanıldı. DNA, 70 C‘lik su banyosunda 

15 dakika bekletilerek, steril distile su içinde çözüldü. Difenilamin çözeltisi hazırlamak 

için, 0.25 g difenilamin (443654, Carlo Erba) 25 ml asetik asit içinde çözüldü ve üzerine 

687 μl konsantre sülfürik asit eklendi.  

 

3. 2. 4. SOD Aktivitesinin Belirlenmesi 

Otuz-günlük kallus, kontrol, 0.5 μM ve 1 μM HBL uygulanmıĢ kalluslardaki süperoksit 

dismutaz (SOD) aktivitesi Sairam ve diğ. (2002) yöntemine göre fotokimyasal olarak 

belirlendi. Bu yönteme göre riboflavin ve L-metionin ıĢık varlığında süperoksit (02
-
) 

oluĢtururlar. Nitroblue tetrazolium (NBT), 02
-
 ile reaksiyona girerek mavi renkli 

formazon kristalleri oluĢturur. Ekstrede bulunan ve antioksidant enzimlerden biri olan 



 

 

 

27 

süperoksit dismutaz, 02
- 

radikallerini ortamdan uzaklaĢtırarak formazon oluĢumunu 

inhibe eder. SOD aktivitesi, NBT‘den formazon oluĢumunun inhibisyonu ile belirlenir.  

Diğer bir deyiĢle, ıĢık etkisiyle mavi-mor renk oluĢumu, SOD enziminin aktivitesi ile 

ters orantılıdır. SOD aktivitesinin belirlenmesi için, 5 kat sulandırılmıĢ 2 μl ekstre, 1 ml 

substrat tamponu (Tablo 3. 1) ile karıĢtırılıp üzerine son konsantrasyonu 2 μM olacak 

Ģekilde riboflavin (0.2 mM) eklendikten sonra 30 dakika süreyle 15 W‘lık floresan ıĢık 

altında bekletildi. Sürenin sonunda örneklerin üzeri, karanlık ortamın sağlanması için 

aluminyum folyo ile kapatıldı ve örneklerin 560 nm dalga boyundaki absorbansı (A560) 

ölçüldü (µquant, Bio-Tek Instruments, Inc.). 

Tablo 3. 1. SOD miktarının belirlenmesinde kullanılan substratın içeriği 

BileĢen Stok Final Hacim 

Distile su - - 421,6 

Fosfat tamponu  100 mM 50 mM 500 μl 

Sodyum karbonat 2 M 50 mM 25 μl 

EDTA 500 mM 100 μM 0.2 μl 

L-Metionin 300 mM 13 mM 43.2 μl 

NBT 7.5 mM 75 μM 10 μl 

Toplam - - 1000 μl 

 

Negatif kontrolu oluĢturacak örneğe, ekstre yerine 2 μl 100 mM fosfat tamponu (pH 

7.0) eklendi ve 30 dakika boyunca karanlıkta tutuldu ve kör örnek ―Blank‖ olarak 

isimlendirildi. Pozitif kontrolu oluĢturacak örneğe, ekstre yerine 2 μl 100 mM fosfat 

tamponu (pH 7.0) eklendi. Pozitif kontrol, SOD içermediği için inhibe olmamıĢ 

reaksiyon olarak kabul edildi ve reaksiyon değeri 100 olarak alındı. Örneğin A560 

değerinden, kör örneğin absorbansı çıkarıldıktan sonra kalan değer, aĢağıdaki formülde 

yerine konarak, örnekteki % inhibisyon değeri hesaplandı.  

% Ġnhibisyon=[(Örnek A560-Blank A560)x100]/(Pozitif kontrol A560-Blank A560) 

 

NBT‘den formazon oluĢumu reaksiyonunu %50 oranında inhibe eden SOD miktarı 1 U 

(Ünite) olarak kabul edilir. Buna göre, örneklerdeki SOD aktivitesini (U/μg protein.min
-

1
) hesaplamak için, örneğin % inhibisyon değerine göre hesaplanan SOD miktarı (U), 

kullanılan ekstredeki protein miktarına (μg) ve süreye (30 dak) bölündü.   
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3. 2. 5. Fizyolojik Verilerin Değerlendirilmesi 

Çözünebilir protein ve DNA miktarının ve SOD aktivitesinin hesaplanmasında; 

deneyler aynı koĢullarda, farklı örnekler kullanılarak 3 tekrarlı ―Number of 

observations‖ (Ölçüm sayısı, n) olarak gerçekleĢtirildi. Elde edilen verilerin aritmetik 

ortalamaları ―Arithmetic mean‖ (μ) ve standart sapmaları ―Standard deviation‖ (SD), 

Microsoft Excel programındaki sırasıyla ―ORTALAMA‖ ve ―STDSAPMA‖ iĢlevleri 

ile; standart hataları ―Standard error‖ (SE) ve % değiĢim katsayıları ―Coefficient of 

variation‖ (CV) ise aĢağıdaki formüller kullanılarak hesaplandı.  

SE = SD / (n
1/2

)  

% CV = (SD / μ) x 100 

 

Farklı gruplar arasındaki verilerin istatistik açısından önemi, Microsoft Excel 

programındaki ―TTEST‖ iĢlevi kullanılarak değerlendirildi. TTEST iĢlevi, p≤0.05 

anlamlılık düzeyinde, iki-kuyruklu ―Two-tailed‖ ve tip 3 ―Type 3‖ olarak 

gerçekleĢtirildi. Fizyolojik parametreler arasındaki, HBL uygulaması etkisindeki iliĢkiyi 

gösteren korelasyon katsayısı ―Correlation coefficient‖ Microsoft Excel programındaki 

―KORELASYON‖ iĢlevi kullanılarak hesaplandı. Korelasyon katsayısı (r) değeri ―0-

0.250‖ olan parametreler bağımsız, iliĢkisiz, ―0.250-0.500‖ olan parametreler az iliĢkili, 

―0.500-0.750‖ olan parametreler orta derecede iliĢkili, ―0.750-1‖ olan parametreler 

yüksek derecede iliĢkili olarak yorumlandı. r degeri 0‘dan küçük olan parametreler 

negatif korelasyon ―Negative correlation‖; 0‘dan büyük olan parametreler pozitif 

korelasyon ―Positive correlation‖ göstermektedir.   

3. 3. MOLEKÜLER MARKIR ANALİZLERİ 

3. 3. 1. Genomik DNA İzolasyonu 

Genomik DNA (gDNA) izolasyonu için Kidwell ve Osborn (1992) yöntemi 

değiĢtirilerek kullanıldı. DNA izolasyonu yapılacak doku, sıvı azot yardımıyla, porselen 

havan ve porselen havaneli kullanılarak parçalanıp, toz haline getirildi. Sıvı azotun 

içinde soğutulmuĢ 1.5 ml‘lik tüpe aktarılan tozun üzerine, 50 mg doku için, 65 C‘ye 

kadar ısıtılmıĢ, 500 μl ekstraksiyon tamponu (Tablo 3. 2) eklenip, karıĢtırıldı. Tüp, 

60 C‘lik su banyosunda en az 1 saat bekletildi. Su banyosundan çıkarıldıktan sonra 



 

 

 

29 

buzda 5 dakika tutulan tüpe, eĢit hacimde (yaklaĢık 500 μl) kloroform:izoamil alkol 

eklendi. Tüp, en az 50 defa tersyüz edildikten sonra, 2000 rpm hızda, oda sıcaklığında, 

20 dakika santrifüj edildi (WiseSpin CF-10, Daihan). Santrifüj sonrası oluĢan üst sıvı 

(yaklaĢık 500 μl) yeni bir 1.5 ml`lik tüpe aktarıldı, üzerine 0.1 hacim (50 μl) 

CTAB/NaCl çözeltisi eklenip, bir kaç defa tersyüz edilen tüpler, 60 C‘lik su 

banyosunda 10 dakika bekletildi. Su banyosundan çıkarılan tüp, buzda 5 dakika 

bekletildikten sonra, tüpün içine eĢit hacim (yaklaĢık 550 μl) kloroform:izoamil alkol 

eklendi. Tüp, 30 defa tersyüz edildikten sonra, 2000 rpm hızda, oda sıcaklığında, 20 

dakika santrifüj edildi (WiseSpin CF-10, Daihan). Santifüj sonrası oluĢan üst sıvı 

(yaklaĢık 550 μl) yeni bir 1.5 ml`lik tüpe aktarıldı, tüpteki üst sıvının üzerine eĢit hacim 

izopropanol (-20 C) eklendikten sonra, tüp birkaç defa tersyüz edildi ve -20 C‘de 30 

dakika bekletildi. Bekleme aĢamasından sonra tüp, 13500 rpm hızda, 10 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası oluĢan üst sıvı pipet yardımıyla uzaklaĢtırıldı. Çökeltinin 

üzerine 100 μl %70 etanol (-20 C) eklenip, 13500 rpm hızda, 2 dakika boyunca 

santrifüj edilerek çökelti yıkandı. Yıkama iĢlemi bir kere daha tekrarlandı. Tüp oda 

sıcaklığında 5-10 dakika bekletilerek, tüpteki etanol uzaklaĢtırıldı ve çökelti 50 μl 

―High-salt‖ TE tamponu eklenerek çözüldü ve 37 C‘de 30 dakika bekletildi. Üzerine 50 

kloroform:izoamil alkol eklenen tüp, 10000 rpm hızda, 5 dakika boyunca santrifüj 

edildi. Yeni bir tüpe aktarılan üst sıvının üzerine, 100 μl saf etanol (-20 C) eklenip, 

70 C‘de 30 dakika bekletildikten sonra, 13500 rpm hızda, 10 dakika santrifüj edildi. 

Çökeltinin üzerine 100 μl EtOH/NH4Ac eklenip, oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi. 

Tüp, 13500 rpm hızda, 5 dakika boyunca santrifüj edildikten sonra oluĢan üst sıvı 

uzaklaĢtırıldı. Çökeltinin üzerine 100 μl %70 etanol (-20 C) eklenip, 13500 rpm hızda, 

2 dakika boyunca santrifüj edildikten sonra oluĢan üst sıvının tamamı uzaklaĢtırıldı. 

Tüp, oda sıcaklığında, düzgün ve ağzı açık biçimde bırakılarak, çökeltinin kuruması 

sağlandı. Kuruyan çökeltinin üzerine 30 μl 10 mM Tris çözeltisi (pH 8.0) eklendi ve 

tüp, gDNAnın çözünmesi için 60 C‘lik su banyosunda 15 dakika bekletildi. gDNA 

örnekleri kullanılıncaya kadar -20 C‘de saklandı. 
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Tablo 3. 2. Genomik DNA izolasyonunda kullanılan çözeltiler 

Adı Ġçeriği 

Ekstraksiyon Tamponu 100 mM Tris (Tris[hydroxymethyl]aminomethane, 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:Ġzoamil alkol 24 Hacim Kloroform (Chloroform, C7559, Sigma): 1 Hacim 
Ġzoamilalkol (Isoamylalcohol, W205702, Sigma) 

CTAB/NaCl %10 CTAB, 0.7 M NaCl 

High-salt TE Tamponu 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, (pH 8.0), 1 M NaCl 

EtOH/NH4Ac %76 EtOH, 10 mM NH4Ac (101115, Merck) 

%70 EtOH 7 Hacim Etanol, 3 Hacim distile su 

  

Genomik DNA örneklerinin saflığı ve miktarı NanoDrop 2000 (Thermo) cihazında 

ölçülerek belirlendi. gDNA örneklerinin, 230, 260 ve 280 nm dalga boylarında 

absorbansları (A230,260,280) ölçüldü. Proteinlerin ve özellikle fenolik maddelerin 230 nm 

dalga boyunda absorbsiyon yaptiği bilinmektedir. DNA örneklerinin saflığı, OD260 

değerinin hem OD280 değerine oranı hem de OD230 değerine oranı gözönüne alınarak 

belirlendi. Bu oranların 1.7‘den düĢük oluĢu, saflaĢtırılan DNA örneğindeki fenolik 

madde ve protein kontaminasyonuna iĢaret etmektedir. Ve bu durumun, PCR 

çalıĢmalarında hatalı sonuç oluĢturabileceği düĢünülerek; yalnızca,  OD260/OD280 değeri 

1.7-2.0 arasında olan ve OD260/OD230 değeri 1.7‘den büyük olan gDNA örnekleri 

kullanıldı. gDNA örneklerinin kalitesi ise agaroz jel elektroforezi (Bölüm 3. 3. 5) ile 

belirlendi. gDNA örneğinden 1 μl alınarak, 0.2 μl yükleme tamponu (Tablo 3. 5) ile 

karıĢtırıldı. Örnekler, %0.8‘lik agaroz jelde, 80 V sabit güçte, 2 saat boyunca yürütülüp, 

UV ıĢık altında görüntülendi. DNA uzunluk markırı ile karĢılaĢtırılarak, 10 Kb veya 

daha yukarısında kalın, belirgin ve parlak bant görünümü oluĢturan gDNA örnekleri, 

kırılmamıĢ, bütün olarak kabul edildi. Moleküler çalıĢmalarda kırılmamıĢ gDNA 

örnekleri kullanıldı. IRAP, restriksiyon kesimi ve MSRF çalıĢmaları için her gruptan 3 

adet gDNA örneği seçildi. Seçilen gDNA örnekleri eĢit miktarlarda karıĢtırılarak ―Bulk‖ 

oluĢturuldu. 

 

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

Kontrol gövde dokusu, 15- ve 30-günlük kallus dokularından izole edilen gDNA 

karıĢımlarında ―Bulk‖ IRAP analizleri gerçekleĢtirildi. IRAP analizlerinde Saeidi ve 

diğ. (2008) çalıĢmasından elde edilen 5 adet 20-33-mer primer (Tablo 3. 3) kullanıldı.  
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Tablo 3. 3. ÇalıĢmada kullanılan IRAP primerleri 

Adı Dizisi 5‘3‘ 

3‘LTR  TGTTCATGCGACGTTCAACA 

5‘LTR2  ATCATTCTCTAGGGCATAATTC 

LTR6149  CTCGCTCGCCACTACATCAACCGCGTTATT 

LTR6150  CTGGTTCGGCCATGTCTATGTATCACACATGTA 

Sukkula  GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 

 

IRAP primer kombinasyonları (Tablo 3. 4) ise Saeidi ve diğ. (2008) çalıĢmasına göre 

seçildi. Kombinasyonların bağlanma sıcaklıkları Tablo 3. 4‘de gösterilmektedir.   

Tablo 3. 4. ÇalıĢmada kullanılan IRAP primer kombinasyonları 

Primer 1 Primer 2 Bağlanma sıcaklığı ( C) 

3‘LTR 3‘LTR 64 

3‘LTR 5‘LTR2 66 

3‘LTR LTR6150 62 

Sukkula LTR6149 47 

 

IRAP-PCR‘da kullanılan bileĢenlerin konsantrasyonları Tablo 3. 5‘de gösterilmektedir.  

Tablo 3. 5. IRAP-PCR bileĢenlerinin konsantrasyonları ve miktarları 

BileĢen Stok Son Miktar (μl) 

Distile 
su 

- - 12.5 

DMSO %100 %5 1 

Tampon* 10  1  2 

MgCl2 25 mM 2.0 mM 1.6 

dNTP karıĢımı 10 mM 0.1 mM 0.4 

Forward 
primer 

10 μM 0.25 μM  
(5 pmol) 

0.5 

Reverse 
primer 

10 μM 0.25 μM  
(5 pmol) 

0.5 

Taq polimeraz**   1 U/μL 0.5 U  
(0.025 U/μL) 

0.5 

Kalıp 
DNA 

20 ng/μL 20 ng gDNA 
(1 ng/μL) 

1 

Toplam - - 20 
*50 mM Tris-HCl, 15 mM (NH4)2SO4 and 0.1 % Triton® X-100, pH 9.0 

**DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase, Deneme boyu, Finnzymes
 

 

Tablo 3. 5‘de gösterilen IRAP-PCR bileĢenleri, 0.2 ml'lik PCR tüpünde biraraya 

getirildikten sonra, PCR cihazına (TC4000, Techne) ―Thermal cycler‖ yerleĢtirilerek 

Tablo 3. 6'de belirtilen döngülerden geçirildi.  
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Tablo 3. 6. IRAP-PCR koĢulları 

 Sıcaklık Süre Döngü 

BaĢlangıç 
Denatürasyonu 

94 C 5d 1 

Denatürasyon 
Bağlanma 

Uzama 

94 C 

- C,  

72 C 

1d 
1d 
2d  
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Son Uzama 72 C 10d 1 
d:Dakika, s:Saniye 

 

IRAP çoğaltım ürününün üzerine 4 μL yükleme tamponu eklenip 65 C`de 10 dakika 

bekletildikten sonra buza alındı. Buzda 5 dakika tutulan çoğaltım ürünleri, %6‘lık 

poliakrilamit jelde, 200 V‘ta, 7 saat yürütüldü. Bantların gözlenmesi için gümüĢ 

boyama yapıldı.  

 

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

Kontrol gövde dokusu ve 30-günlük kallus dokularından hazırlanan gDNA karıĢımları 

―Bulk‖ ile HBL kontrol ve 0.5 μM HBL uygulanmıĢ kallus gDNA karıĢımlarında 

―Bulk‖ ―Methylation Sensitive Restriction Fingerprinting‖ (MSRF) analizleri 

gerçekleĢtirildi. Her dokudan hazırlanan gDNA karıĢımı 2 gruba ayrıldı. Bir gruba ait 

DNA örneği sadece MseI (Tablo 3. 7) restriksiyon enzimiyle kesilirken, diğer gruba ait 

DNA örneği hem MseI hem de BstUI enzimiyle birlikte ―Double digest‖ kesildi. Tekli 

MseI restriksiyon kesimi için, 1 μg gDNA, 2 μl (10 ) enzim tamponu ―Buffer R‖ 

(10 mM Tris-HCl, pH 8.5, 10 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.1 mg/ml BSA) ve 1 μl (10 

U/μl) MseI (Tru1I, ER0981, Fermentas) enzimi, 1.5 ml`lik tüpte biraraya getirilip, son 

hacim steril distile su ile 20 μl‘ye tamamlandı. KarıĢımın üzerine 30 μl steril mineral 

yağ damlatıldı ve tüpler 65 C`de bir gece boyunca (YaklaĢık 15 saat) inkübe edildi. Ġkili 

kesim için, 0.5 μg gDNA, 2 μl (10 ) enzim tamponu ―Buffer R‖ ve 2 μl (10 U/μl) BstUI 

(Bsh1236I, ER0921, Fermentas) enzimi 1.5 ml`lik tüpte biraraya getirildi, son hacim 

steril distile su ile 20 μl‘ye tamamlandı ve karıĢım 37 C`de 2 saat boyunca inkübe 

edildi. Bu sürenin sonunda buza alınan reaksiyon karıĢımına 1 μl (10 U/μl) MseI enzimi 

eklendi. Hafifçe karıĢtırılan ve üzerine 30 μl steril mineral yağ damlatılan tüpler 

65 C‘de bir gece boyunca (yaklaĢık 15 saat) inkübe edildi. MseI enziminin, yüksek 

sıcaklık uygulaması ile inaktive edilemediği üretici firma tarafından belirtildiğinden, 

kesim ürünleri kit (High Pure PCR Product Purification Kit, 11 732 668 001, Roche) 
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kullanılarak saflaĢtırıldı. Kesim ürünlerinin üzerine 250 μl ―bağlama tamponu‖ eklenip, 

mikrotüp karıĢtıcı ile iyice karıĢtırıldı. Kitte bulunan kolona aktarılan karıĢım, 13500 

rpm hızda, oda sıcaklığında, 1 dakika santrifüj edildi. Kolonun altında kalan sıvı 

uzaklaĢtırıldıktan sonra kolon, 400 μl ―yıkama tamponu‖ ile 2 kere, 13500 rpm hızda, 

oda sıcaklığında, 1 dakika santrifüj edilerek yıkandı. Yeni bir 1.5 ml‘lik tüpe aktarılan 

kolona 40 μl ―çözme tamponu‖ eklenip, oda sıcaklığında 5 dakika bekletildikten sonra, 

13500 rpm hızda, oda sıcaklığında, 1 dakika santrifüj edilerek, kolondaki DNA 

örnekleri tüpe aktarıldı. 

Tablo 3. 7. MSRF‘de kullanılan restriksiyon enzimlerinin kesim bölgeleri 

MseI BstUI 

5` T/TAA 3  ̀
3` AAT/T 5  ̀

5` CG/CG 3` 
3` GC/GC 5` 

 

SaflaĢtırılan kesim ürünleri MSRF-PCR‘da kalıp olarak kullanıldı. MSRF primerlerinin 

dizi bilgileri (Tablo 3. 8) Davies (2004)‘den alındı. PCR‘da A1 primeri ile birlikte A2, 

A3 veya A4 primeri kullanıldı.  

Tablo 3. 8. ÇalıĢmada kullanılan MSRF primerleri  

Primerin Adı Dizisi  5‘-3‘ 

A1 AGCGGCCGCG 

A2 ACCCCAGCCG 

A3 TGGTCGGCGC 

A4 GCACCCGACG 

 

Tablo 3. 9‘da gösterilen MSRF-PCR bileĢenleri 0.2 ml'lik PCR tüpünde biraraya 

getirildi.  
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Tablo 3. 9. MSRF-PCR bileĢenlerinin konsantrasyonları ve miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*10×: 600 mM Tris-SO4, 200 mM (NH4)2SO4, 30 % Glycerol, 0.6 % NP-40, 0.5 % Tween-20, 20 mM MgSO4, pH 9.0  

**LongAmp® Taq DNA Polymerase, M0323S, New England Biolabs 

 

 

Tüp, PCR cihazına (TC4000, Techne) yerleĢtirilerek Tablo 3. 10'da belirtilen 

döngülerden geçirildi. MSRF çoğaltım ürününün üzerine 4 μl yükleme tamponu eklenip 

65 C`de 10 dakika bekletildikten sonra buza alındı. Buzda 5 dakika tutulan çoğaltım 

ürünleri, %6 poliakrilamit jelde, 200 V gerilimde, 4 saat boyunca yürütüldü. Bantların 

gözlenmesi için gümüĢ boyama yapıldı. 

Tablo 3. 10. MSRF-PCR koĢulları 

 Sıcaklık Süre Döngü 

BaĢlangıç 
Denatürasyonu 

94 C 2d 1 

Denatürasyon 

Bağlanma 
Uzama 

94 C 

38 C 

72 C 

1d 

1d 
2d 
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Son Uzama 72 C 10d 1 

 

3. 3. 4. Restriksiyon Kesimi 

Kontrol gövde dokusu ve 30-günlük kallus dokularından hazırlanan gDNA karıĢımları 

―Bulk‖ ile HBL kontrol ve 0.5 μM HBL uygulanmıĢ kallus gDNA karıĢımlarında 

―Bulk‖, HpaII ve MspI restriksiyon enzimleri ile ayrı ayrı kesildi. HpaII ve MspI 

izoĢizomer çifti olup, her iki enzim de aynı tanıma bölgesine (5` CCGG 3`) özgündür. 

Ancak, tanıma bölgesindeki sitozin bazlarının metillenme durumuna göre enzimlerin 

kesim özellikleri değiĢkenlik gösterir (Tablo 3. 11). Bu durum, farklı DNAlar arasındaki 

BileĢen Stok Son Miktar (μl) 

Distile 
su 

- - 8.2 

Dimetilsülfoksit %100 %5 1 

Tampon* 5  1  4.0 

dNTP karıĢımı 10 mM 0.2 mM 0.4 

A1 10 μM 

 

0.4 μM 

(10 pmol) 

0.8 

A2/A3/A4 10 μM 
 

0.4 μM 
(10 pmol) 

0.8 

Taq 
polimeraz**   

2.5 U μL-1 
 

1 U  
(0.02 U μl-1) 

0.8 

Kalıp DNA 1μg/20 μL kesilmiĢ 

DNA 

4 μl Kesim ürünü 

(~80 ng) 

4  

Toplam - - 20.0 
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metillenme düzeylerinin incelenmesinde kullanılmaktadır. Farklı dokular arasındaki 

metillenme düzeylerini incelemek amacıyla; 1 μg gDNA, 1 μl (10 ) enzim tamponu 

(FastDigest® Buffer) ve 1 μl (1 FDU) HpaII (FastDigest® HpaII, FD0514, Fermentas) 

veya MspI (FastDigest® MspI, FD0544, Fermentas) enzimi 0.5 ml‘lik tüpte biraraya 

getirilip, son hacim steril distile su ile 10 μl‘ye tamamlandı. Tüpler 37 C`de 30 dakika 

inkübe edildi. Reaksiyonun sonrasında 2 μl yükleme boyası eklenen tüpler, 65 C‘de 10 

dakika bekletildikten sonra buza alındı. Buzda 5 dakika bekletilen örnekler %1‘lik 

agaroz jelde, 80V‘ta, 1 saat boyunca yürütülüp, UV ıĢık altında görüntülendi.  

Tablo 3. 11. HpaII ve MspI enzimlerinin, sitozin metillenmesi durumlarına göre kesim 
özellikleri 

Tanıma Bölgesi HpaII MspI 

CC/GG 
GG/CC 

+ + 

C mCGG 
GGCC 

+ + 

C mCGG 
GG mCC 

- + 

mCCGG 
GGCC 

+ - 

mCCGG 
GGC mC 

- - 

mC: Metilsitozin, +: Aktif (Kesim yapabilir), -: Ġnaktif (Kesim yapamaz) 

 

3. 3. 5. Agaroz Jel Elektroforezi 

gDNA, plazmit, koloni-PCR ve restriksiyon kesimi ürünleri agaroz jel elektroforezi ile 

görüntülendi. gDNA ve gDNA restriksiyon ürünleri için 0.8 (%1), koloni-PCR ve 

plazmit restriksiyon ürünleri için 1.2 (%1.5) gram agaroz, stok 50  Tris-Asetat-EDTA 

(TAE) tamponunun (Tablo 3. 12) sulandırılmasıyla hazırlanan, 80 ml 1  TAE 

tamponuna eklenerek mikrodalga fırında eritildi. Oda sıcaklığında ılınan jele son 

konsantrasyonu 0.5 ng μl
-1

 olacak Ģekilde 4 μl EtBR eklenip, karıĢtırıldı. Jel, yatay 

elektroforez sistemine (EasyCast Mini Gel System, B1, Thermo Scientific Owl) 

dökülerek katılaĢmaya bırakıldı. KatılaĢan agaroz jel, 1  TAE tamponu içeren yatay 

elektroforez tankının içine yerleĢtirildi. Örnekler, uygun miktarda yükleme boyası 

(Tablo 3. 12) ile karıĢtırıldıktan sonra, agaroz jeldeki kuyulara yüklenerek, sabit 

gerilimde, uzunluk markırı ile birlikte (ġekil 3. 1) yürütüldü.  
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ġekil 3. 1. ÇalıĢmada kullanılan DNA uzunluk markırları. a: 50 bp markır (FALA 50, 

Favorgen); b: 1 Kb marker (SM0311, Fermentas); c: DNA 100 bp Ladder marker (M107O-1, 
Biobasic). 

 

Tablo 3. 12. Agaroz jel elektroforezinde kullanılan çözeltiler 

Adı Ġçeriği 

50  TAE tamponu 2 M Tris, 1 M asetik asit, 50 mM EDTA, (pH 8.0) 

10 mg ml-1 EtBr 5 mg EtBR, 1 ml distile su içinde 

6  Yükleme 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 ürünleri poliakrilamit jel elektroforezi ―Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis‖ (PAGE) yöntemiyle yürütülüp, görüntülendi. %6‘lık poliakrilamit jel 

hazırlamak için Tablo 3. 13`de verilen bileĢenler, beher içerisinde, tabloda gösterildiği 

sırayla, hava kabarcığı oluĢmayacak biçimde karıĢtırılıp, temiz bir Ģırınga ile 20 cm 

uzunluğa, 20 cm geniĢliğe sahip PAGE sisteminin (PROTEAN II xi Cell, 20 cm, 0.75 

mm spacers, 15-well combs, 165-1814, Bio-Rad) cam kasetine hızlıca döküldü ve 

sistemde bulunan tarak cam yüzeyler arasına yerleĢtirildi. Jel, polimerize olması için 

oda sıcaklığında en az 20 dakika bekletildi. Jel polimerize olduktan sonra, tarak 

sistemden çıkarıldı ve oluĢan kuyular, 5  Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponunun 

sulandırılmasıyla hazırlanan 1  TBE tamponu ile yıkandı. PCR ürünleri 200 V sabit 

gerilimde yürütüldükten sonra, jel gümüĢ boyama yöntemi le boyanarak bantlar görünür 

hale getirildi. Jel, beyaz ıĢık kaynağı altında görüntülendi ve incelendi.  
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Tablo 3. 13. PAGE bileĢenleri 

Adı Miktar 

Distile su 48 ml 

5  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 persülfat (A3678), 1 ml distile su) 80 μl 

TEMED (N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine, T8133, Sigma) 40 μl 

Toplam 40 ml 

 

3. 3. 7. Gümüş Boyama  

Poliakrilamit jelde yürütülen PCR ürünleri gümüĢ boyama ile görünür hale getirildi. 

Elektroforez iĢlemi tamamlandıktan sonra, sistemden çıkarılan jel plastik bir kaba 

yerleĢtirildi ve 30 dakika boyunca fikse edildi. Bir dakika boyunca distile su ile yıkanan 

jel, boyama çözeltisi içinde 30 dakika boyunca çalkalanarak inkübe edildi. Distile su ile 

yıkanan jelin üzerine geliĢtirme çözeltisi eklendi ve jel bu çözeltinin içinde bantlar 

tamamen görünür hale gelinceye kadar (yaklaĢık 5-8 dakika) tutuldu. GeliĢtirme 

çözeltisi uzaklaĢtırıldıktan sonra jel durdurma çözeltisi içinde 5 dakika bekletilerek, 

boyama iĢlemi durduruldu. Jel, bu aĢamadan sonra distile su içinde saklanabilir. GümüĢ 

boyamada kullanılan çözeltiler Tablo 3. 14‘de gösterilmektedir. Tüm çözeltiler 

boyamanın yapılacağı gün hazırlanmıĢtır ve gümüĢ nitrat ile geliĢtirme çözeltileri 

soğutulduktan sonra kullanılmıĢtır.  

Tablo 3. 14. GümüĢ boyamada kullanılan çözeltiler 

Adı Ġçeriği 

Fiksasyon % 10 etanol, % 0.5 asetik asit, distile su içinde 

Boyama % 1 gümüĢ nitrat (A3904, Biomatik), distile su içinde 

GeliĢtirme % 1.5 sodyum hidroksit, %0.01 sodyum borohidrat (S9125, Sigma), % 0.4 
formaldehit (F8775, Sigma), distile su içinde 

Durdurma % 0.75 sodyum karbonat (S7795, Sigma), distile su içinde 

 

3. 3. 8. Moleküler Markır Verilerinin Değerlendirilmesi 

IRAP ve MSRF çalıĢmalarının sonucunda, aynı gDNA kalıbında tekrarlanabilen ve 

belirgin bantlar değerlendirmeye alındı. Bantların boyutları, elektroforezde kullanılan 

DNA uzunluk markırı ile karĢılaĢtırılarak belirlendi. IRAP analizlerinde elde edilen 

bantlar, bulundukları doku türüne göre (30-günlük kallusa özgü, 15-günlük ve 30-

günlük kalluslarda ortak) gruplandı. Belirli bir bantın bulunması (1), bulunmaması (0) 
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olarak değerlendirilerek ikili ―binary‖ veri matrisi ―Binary data matrix‖ oluĢturuldu. Bu 

matristeki veriler kullanılarak, Jaccard benzerlik katsayısına (Jaccard, 1908) göre 

―Jaccard similarity coefficient‖ benzerlik indeksleri ―similarity index‖ hesaplandı. 

Jaccard benzerlik katsayısının, IRAP gibi dominant markır sistemi için uygun olduğu 

belirtildiği (http://biolinx.bios.niu.edu/t80maj1/sim_matrix.htm) için, Jaccard benzerlik 

katsayısı, bu çalıĢmada tercih edilmiĢtir. 

J (Jaccard Benzerlik Katsayısı)= M11/M01 + M10 + M11 

M01:A nesnesinin (doku tipi) 0, B nesnesinin 1 olduğu niteliklerin (bant) sayısı  

M10: A nesnesinin 1, B nesnesinin 0 olduğu niteliklerin sayısı 

M11: Hem A hem de B nesnesinin 1 olduğu niteliklerin sayısı 

 

IRAP analizlerinde kullanılan her primer kombinasyonunun ―Polymorphism 

Information Content‖ (PIC) ve ―Effective Multiplex Ratio‖ (EMR) değerleri aĢağıda 

verilen formüller kullanılarak hesaplandı. PIC değeri, moleküler markırların ne kadar 

kullanıĢlı olduklarının anlaĢılmasında kullanılır (Botstein ve diğ., 1980). PIC değeri, 

allel sıklıklarının karelerinin, 1‘den çıkarılması ile hesaplanır ve markırın 

populasyondaki polimorfizm saptama kapasitesini gösterir (Liu ve Cordes, 2004). EMR 

değeri de PIC değeri gibi markırın değerlendirilmesinde gözönüne alınan bir özelliktir. 

EMR değeri, bir moleküler markır için polimorfik lokus sayısının, toplam lokus sayısına 

oranı Ģeklinde hesaplanır (Nagaraju ve diğ., 2001).   

PIC=1-∑Pi
2
; Pi: i allelinin sıklığı 

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

 

MSRF analizlerinde elde edilen bantlar Tablo 3. 15‘de gösterilen Ģekilde yorumlandı. 

HBL uygulanmamıĢ kallus ve 4-günlük-fide kontrol gruplarını, 0.5 µM HBL 

uygulanmıĢ kallus ve 30-günlük-kallus deney gruplarını temsil etmektedir. Buna göre, 

deney grubunun gDNA örneğinin MseI/BstUI kesiminde mevcut olan bir bantın, kontrol 

grubunun MseI/BstUI kesiminde bulunmaması, o banta iliĢkin genom bölgesinde deney 

grubu örneklerinde metillenme gerçekleĢtiğini göstermektedir.  

 

 

 

http://biolinx.bios.niu.edu/t80maj1/sim_matrix.htm


 

 

 

39 

Tablo 3. 15. MSRF sonuçlarının jeldeki görünümleri ve yorumları 

Görünüm K/M K/MB 30(HBL)/M 30(HBL)/MB Yorum 

I —  —  Metillenme yok, değiĢim yok 

II — — — — Metillenme var, değiĢim yok 

veya BstUI dizisi yok 

III —  — — Metillenmede artıĢ var 

IV — — —  Metillenmede azalma var 
K: Kontrol doku (Gövde dokusu veya BR uygulanmamıĢ kallus), 30: 30-günlük-kallus, BR: 0.5 µM BR uygulanmıĢ kallus, M: 

MseI, B: BstUI, —: Bant var.  
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4. BULGULAR 

4. 1. KALLUS KÜLTÜRLERİ 

Arpa (Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160) tohumlarından steril koĢullarda çıkarılan 

olgun embriyolar, 4 mg l
-1

 (18 µM) Dicamba içeren MS besiyerinde kültüre alındı. 

Embriyolardan kallus geliĢiminin kültürün 4-6. gününde baĢladığı görüldü. GeliĢiminin 

erken evresinde beyaz renkli, sulu ve yapıĢkan özellikteki kallusların bir kısmının, 15-

16. günden sonra sarımsı, sert ve sıkı bir yapı kazandığı gözlendi ve bu özelliklere sahip 

kalluslar embriyogenik olarak nitelendirildi (ġekil 4. 1b, c). Kallus oluĢturma değeri % 

67 (±7.79, %20, p>0.05) iken, embriyogenik kallus oluĢturma değeri %42 (±0.45, %1.8, 

p>0.05)‘dir. Kallus oluĢturma değeri, kallus geliĢimi gözlenen embriyo sayısının, 

toplam embriyo sayısına oranının, 100 ile çarpılması ile hesaplandı. Embriyogenik 

kallus oluĢturma değeri; embriyogenik özelliğe sahip kallus sayısının, toplam embriyo 

sayısına oranının, 100 ile çarpılması ile hesaplandı. Kallus geliĢimi sırasında meydana 

gelebilecek değiĢimlerin belirlenmesinde kontrol doku olarak, 2 kat, nemli filtre 

kağıdının arasında çimlendirilmiĢ, 4 günlük arpa fideleri (ġekil 4. 1a) kullanıldı.  

 

ġekil 4. 1. ÇalıĢmada kullanılan dokuların görünümleri. a: 4-günlük fide; b: 15-günlük kallus 

(10× büyütme); c: 30-günlük kallus (10× büyütme, Leica). 

Otuz-günlük kalluslar, rejenerasyon için 0.5 mg l
-1

 tZR içeren MS besiyerine aktarıldı. 

Embriyogenik özellikte olmayan kalluslarda hiçbir değiĢim gözlenmedi. Embriyogenik 

kallusların % 63‘ü (±0.88, %4.07, p>0.05) rejenerasyon besiyerine alındıktan 14-15 gün 

sonra rejenerasyon belirtileri gösterdi. Rejenerasyon belirtileri, yeĢil hücre kümeleri ve 

yeĢil veya renksiz nodular yapılardır (ġekil 4. 2).  
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ġekil 4. 2. Ġki hafta süreyle rejenerasyon ortamında tutulan kallusların görünümü (10× büyütme, 

Leica) 

 

4. 2. SOMAKLONAL VARYASYONUN ARAŞTIRILMASI 

Kallus baĢlangıcı ve geliĢimi sırasında meydana gelebilecek somaklonal varyasyonların 

değrlendirilmesi için, kontrol fide dokuları ile 15- ve 30-günlük kalluslar kullanıldı. 

4. 2. 1. Genomik DNA Örneklerinin Elektroforetik Analizi 

Kontrol fide dokusundan, 15-günlük ve 30-günlük kalluslardan, BR kontrol kallus 

dokusundan ve 0.5 µM BR uygulanmıĢ kalluslardan izole edilen genomik DNA 

(gDNA) örnekleri %1‘lik agaroz jelde yürütülüp, UV ıĢık altında incelendi (ġekil 4. 3). 

Ġzole edilen tüm gDNA örneklerinde, kalın, parlak bir bant oluĢumu gözlendi.  

                                            M        K        15         30 

 

ġekil 4. 3. ÇalıĢmada kullanılan genomik DNA karıĢımlarının agaroz jeldeki görünümleri. 4: 4-
günlük fide dokusu; 15: 15-günlük kallus: 30: 30-günlük kallus.  

4. 2. 2. Retrotransposon Değişimleri 

Kontrol fide dokusu, 15-günlük ve 30-günlük kallus dokuları arasında, doku kültürü 

koĢullarının etkisiyle meydana gelebilecek retrotranspozon değiĢimleri, hareketleri 

―Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism‖ (IRAP) tekniği ile araĢtırıldı. Dört 



 

 

 

42 

adet primer kombinasyonu ile elde edilen sonuçlara (Tablo 4. 1 ve ġekil 4. 4, ġekil 4. 5, 

ġekil 4. 6, ġekil 4. 7) göre farklı dokular arasındaki benzerlik oranları hesaplandı. 

Kontrol fide ile 15-günlük kallus arasındaki benzerlik oranı % 73 iken; kontrol fide ile 

30-günlük kallus arasındaki benzerlik oranı % 76, 15-günlük kallus ile 30-günlük kallus 

arasındaki benzerlik oranı %82‘dir. 3‘LTR×LTR6150 kombinasyonu en yüksek (0.981, 

5.3); LTR6149×Suk kombinasyonu en düĢük (0.954, 0.28) PIC ve EMR değerlerini 

oluĢturmuĢtur.    

Tablo 4. 1. Kontrol 4-günlük fide dokusu, 15- ve 30-günlük kallus dokularındaki IRAP 
sonuçları 
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Toplam 

Kontrol fide  1 2 3 1 7 

15-günlük kallus  0 2 2 0 4 

30-günlük kallus  0 0 2 0 2 

K ile 15-günlük 0 2 1 0 3 

K ile 30-günlük 1 2 0 0 3 

15- ile 30-günlük 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 43.7 

Bant Aralığı (Bç) 210-490 250-700 60-220 120-500 60-700 
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ġekil 4. 4. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-günlük kallus dokularına ait 3‘LTR×3‘LTR 

kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuçlarının PAGE görünümü. M: 50-bp marker 
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-günlük kallus dokusu; 30: 30-günlük kallus dokusu. 
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ġekil 4. 5. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-günlük kallus dokularına ait 3‘LTR×5‘LTR2 

kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuçlarının PAGE görünümü. M: 50-bp marker 
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-günlük kallus dokusu; 30: 30-günlük kallus dokusu. 
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ġekil 4. 6. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-günlük kallus dokularına ait, 3‘LTR×LTR6150 

kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuçlarının PAGE görünümü. M: 50-bp marker 
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-günlük kallus dokusu; 30: 30-günlük kallus dokusu. 
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ġekil 4. 7. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-günlük kallus dokularına ait, LTR6149×Suk 

kombinasyonu ile elde edilen IRAP sonuçlarının PAGE görünümü. M: 50-bp marker 
(Favorgen); K: Kontrol fide dokusu; 15: 15-günlük kallus dokusu; 30: 30-günlük kallus dokusu. 

 

4. 2. 3. Metillenme Değişiklikleri 

Kontrol 4-günlük fide dokusu ve 15- ve 30-günlük kallus dokuları arasındaki 

metillenme değiĢimleri, metillenmeye duyarlı enzim kesimi ve metillenmeye duyarlı 

restriksiyon parmakizi yöntemi ile araĢtırıldı. Enzim kesiminde, gDNA örnekleri, 

metillenme duyarlılıkları farklı izoĢizomer enzimler olan HpaII ve MspI enzimleri ile 

tekli kesime bırakıldı. Kesim sonucuna (ġekil 4. 8) göre, kontrol ve 30-günlük kallus 

gDNA örneklerinin MspI kesimlerinde geniĢ aralığa (1-6 Kb) sahip ―smear‖ yapısı 

gözlenirken; HpaII kesimlerinde ―smear‖ yapısına ek olarak tek bir bant yapısı da 

gözlendi. On beĢ-günlük kallus dokusunun HpaII ve MspI kesimlerinde 10 Kb‘dan daha 
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büyük kalın bir bant; MspI kesiminde kalın bant görünümüne ek olarak ―smear‖ yapısı 

da gözlenmiĢtir.  

 

ġekil 4. 8. Kontrol fide dokusu (K), 15- ve 30-günlük kallusların metillenme görünümleri. H: 
HpaII, M: MspI. 

 

MSRF tekniğinde, kontrol fide dokusu ile 30-günlük kallus dokularından izole edilen 

gDNA örnekleri, 2 gruba ayrıldı. Bir grup, MseI enzimi ile kesilirken; diğer grup MseI 

ve BstUI enzimleri ile ikili kesime bırakıldı. Kesim ürünleri kit kullanılarak 

saflaĢtırıldıktan sonra, 3 adet primer kombinasyonu kullanılarak çoğaltıldı. A1×A2 

primer kombinasyonu ile değerlendirilebilecek görünüm elde edilemedi. A1×A3 ile A1 

×A4 primer kombinasyonları 7 bant oluĢturuldu (Tablo 4. 2). Embriyodan 30-günlük 

kallus geliĢimi sırasında metillenme düzeyinde artıĢ gözlenmiĢtir. A1×A4 

kombinasyonunda ise kontrol grubunun MseI/BstUI kesiminde bant çoğaltılamamıĢtır 

(ġekil 4. 9, ġekil 4. 10). 

Tablo 4. 2. Kontrol fide dokusu (K) ve 30-günlük kallus (30) dokularına ait MSRF sonuçları. 
K/M: Kontrol fide dokusunun MseI kesimi; K/MB: Kontrol fide dokusunun MseI ile BstUI 

kesimi; 30/M: 30-günlük kallus dokusunun MseI kesimi; 30/MB: 30-günlük kallus dokusunun 
MseI ile BstUI kesimi.  

 Kombinasyon Bant 
(bp) 

K/M K/MB 30/M 30/MB Durum 

 
 

A1xA3 

500 + - + + III 

460 + - + + III 

390 + - + + III 

300 + + + + II 

260 + + + + II 

175 + - + + III 

150 + - + + III 
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ġekil 4. 9. Kontrol fide dokusu ve 30-günlük kallus dokularına ait A1×A3 kombinasyonu ile 

elde edilen MSRF sonuçlarının PAGE görünümü. Marker: 50-bp marker (Favorgen); M: MseI; 
B: BstUI;  
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ġekil 4. 10. Kontrol fide dokusu ve 30-günlük kallus dokularına ait A1×A4 kombinasyonu ile 

elde edilen MSRF sonuçlarının PAGE görünümü. M: MseI; B: BstUI; Marker: 50-bp marker 
(Favorgen). 

 

4. 3. BRASSİNOSTEROİDİN KALLUS KÜLTÜRLERİNE ETKİLERİ 

Otuz-günlük kallus dokuları, 1 ay boyunca, 2 ayrı konsantrasyonda (0.5, 1 μM) 

Homobrassinolide (HBL) içeren MS besiyerinde kültüre alındı.  HBL uygulanan ve 

kontrol kalluslardaki, morfolojik ve fizyolojik değiĢimler (taze ağırlık değiĢimi, protein 

ve DNA miktar ve SOD aktivitesi değiĢimi) araĢtırılarak; en belirgin değiĢimin 

gözlendiği hormon konsantrasyonu belirlendi. Kontrol kalluslarda ve en fazla değiĢim 

gösteren hormon konsantrasyon grubundaki kalluslarda, metillenme düzeylerindeki 

farklılıklar araĢtırıldı.  
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4. 3. 1. Morfolojik Etkileri 

Ġki hafta boyunca HBL uygulanan kallusların (ġekil 4. 11), kontrol grubu kalluslara 

oranla daha sert ve kırılgan yapıda oldukları görüldü. Kontrol ve HBL grubu kalluslar, 

uygulamanın 14-15. gününde yeĢil hücre kümeleri Ģeklinde rejenerasyon belirtileri 

gösterdi. Uygulamanın son gününde incelendiklerinde ise, kontrol ve özellikle 0.5 μM 

grubundaki kallusların, 1 μM grubuna oranla daha büyük, sert ve ufalanabilir özellikte 

olduğu; tüm gruplarda az sayıda da olsa sürgün geliĢtiği ancak en uzun sürgünlerin 0.5 

μM grubunda olduğu ve sadece kontrol grubunda sürgün ve yeĢil hücre kümelerinin 

yanısıra kök geliĢimi de olduğu gözlendi.  

 

ġekil 4. 11. HBL uygulanan kallusların görünümleri. a: Kontrol; b: 0.5 µM; c:1 µM. 

 

4. 3. 2. Fizyolojik Etkileri 

Ġki hafta süreli HBL uygulaması boyunca, kontrol grubu, 0.5 μM ve 1 μM HBL 

uygulanmıĢ kalluslardaki taze ağırlık değiĢimi araĢtırıldı. Kalluslar, uygulamanın 0. 7. 

ve 14. (son) gününde, steril koĢullar altında tartılarak taze ağırlık miktarları (ġekil 4. 12) 

belirlendi. Kontrol grubunda 44 mg; 0.5 μM grubunda 37 mg; 1 μM grubunda 50 mg 
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azalma gerçekleĢti. Bir μM HBL grubundaki taze ağırlık değiĢiminin kontrol grubu 

(r(1)=0.910, p>0.05) ile aynı yönde yüksek derecede iliĢkili ―Positive correlation‖ 

olduğu gözlendi. 

  

 

ġekil 4. 12. HBL‘nin farklı konsantrasyonlarının kallusların taze ağırlığına etkisi. Taze ağırlık 

miktarları birbiri ile anlamlı (p>0.05) değildir. mg ± standart hata, % varyasyon katsayısı  

 

Ġki hafta süreli HBL uygulamasının sonunda, 30-günlük kalluslardan ve kontrol grubu, 

0.5 μM ve 1 μM HBL uygulanmıĢ kalluslardan ekstre hazırlandı ve bu ekstrelerdeki 

total çözünebilir protein miktarları (mg g
-1

 taze ağırlık), Lowry (1951) yöntemine göre, 

standart grafik (ġekil 4. 13) kullanılarak belirlendi. 

 

 

ġekil 4. 13. Konsantrasyonları bilinen BSA çözeltilerinin 660 nm dalga boyundaki absorbans 

değerlerine göre çizilen standart grafik 

 

Otuz-günlük kalluslar hormon içermeyen veya 2 farklı konsantrasyonda (0.5, 1 μM) 

HBL içeren besiyerine aktarıldığında, total çözünebilir protein miktarının arttığı ve en 
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fazla artıĢın, 0.5 μM HBL içeren ortamda gerçekleĢtiği görüldü (ġekil 4. 14). Bir μM 

HBL grubundaki protein miktarının kontrol grubu (r(1)=0.997, p=0.05) ile aynı yönde 

yüksek derecede iliĢkili olduğu gözlendi. 

 

ġekil 4. 14. HBL‘nin farklı konsantrasyonlarının kallusların total çözünebilir protein içeriğine 

etkisi. Total protein miktarları birbiri ile anlamlı (p>0.05) değildir. mg.g-1 ± standart hata (n=3), 
% varyasyon katsayısı 

 

Ġki hafta süreli HBL uygulamasının sonunda, 30-günlük kalluslardan ve kontrol grubu, 

0.5 μM ve 1 μM HBL uygulanmıĢ kalluslardan hazırlanan ekstrelerdeki DNA miktarları 

(mg g
-1

 taze ağırlık) Kumar ve Garg (2005) yöntemine göre, standart grafik (ġekil 4. 15) 

kullanılarak belirlendi. Grafik Başlığı

R2 = 0,9923
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ġekil 4. 15. Konsantrasyonları bilinen DNA çözeltilerinin 595 nm dalga boyundaki absorbans 

değerlerine göre çizilen standart grafik 

 

Otuz-günlük kalluslar hormon içermeyen veya 2 farklı konsantrasyonda (0.5, 1 μM) 

HBL içeren besiyerine aktarıldığında, DNA miktarının arttığı ve en fazla artıĢın, 0.5 μM 

HBL içeren ortamda gerçekleĢtiği görüldü (ġekil 4. 16). Bir μM HBL grubundaki DNA 

miktarının kontrol grubu (r(1)=0.998, p<0.05) ile aynı yönde yüksek derecede iliĢkili 

olduğu gözlendi. 



 

 

 

53 

 

ġekil 4. 16. HBL‘nin farklı konsantrasyonlarının kallusların DNA içeriğine etkisi. Otuz-günlük 

(30d) kalluslar ve 0.5 μM HBL uygulanmıĢ kallusların DNA miktarları anlamlı (p=0.05) iken, 
diğer değerler birbiri ile anlamlı (p>0.05) değildir. mg.g-1, ± standart hata (n=3), % varyasyon 

katsayısı 

 

Otuz-günlük kalluslar hormon içermeyen veya 2 farklı konsantrasyonda (0.5, 1 μM) 

HBL içeren besiyerine aktarıldığında, SOD aktivitesinin (U µg
-1

 total protein.min
-1

) 

azaldığı ve en belirgin azalmanın, 1 μM HBL içeren ortamda gerçekleĢtiği görüldü 

(ġekil 4. 17). Bir μM HBL grubundaki SOD aktivitesinin kontrol grubu (r(1)=0.876, 

p>0.05) ile aynı yönde yüksek derecede iliĢkili olduğu gözlendi. 

 

ġekil 4. 17. HBL‘nin farklı konsantrasyonlarının kalluslardaki SOD aktivitesine etkisi. Değerler 

birbiri ile anlamlı (p>0.05) değildir. U.μg protein-1.dak-1 ± standart hata, % varyasyon katsayısı 
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4. 3. 3. Metillenmeye Etkileri 

Taze ağırlık, total çözünebilir protein, DNA miktarı ve SOD aktivitesi gibi fizyolojik 

ölçümlerde, en belirgin farklıllıklar 0.5 µM HBL uygulanmıĢ kalluslarda gözlendiği 

için; HBL‘nin metillenmeye etkileri kontrol ve 0.5 µM HBL gruplarında araĢtırıldı. 

Kontrol kallus ve 0.5 μM HBL uygulanmıĢ kallus dokusu arasındaki metillenme 

değiĢimleri, metillenmeye duyarlı enzim kesimi ve metillenmeye duyarlı restriksiyon 

parmakizi yöntemi ile araĢtırıldı. Enzim kesiminde, gDNA örnekleri, metillenme 

duyarlılıkları farklı izoĢizomer enzimler olan HpaII ve MspI enzimleri ile tekli kesime 

bırakıldı. Kesim sonucuna (ġekil 4. 18) göre,0.5 M grubunda HpaII ve MspI kesimleri 

arasında farklılık gözlenmedi.  

 

4. 18. Kontrol ve 0.5 µM HBL uygulanmıĢ kallusların metillenme görünümleri. H: HpaII, M: 

MspI. 

 

MSRF tekniğinde, kontrol kallus ile 0.5 μM HBL uygulanmıĢ kallus dokularından izole 

edilen gDNA örnekleri, 2 gruba ayrıldı. Bir grup, MseI enzimi ile kesilirken; diğer grup 

MseI ve BstUI enzimleri ile ikili kesime bırakıldı. Kesim ürünleri kit kullanılarak 

saflaĢtırıldıktan sonra, 3 adet primer kombinasyonu kullanılarak çoğaltıldı. A1×A2 

primer kombinasyonu ile değerlendirilebilecek görünüm elde edilemedi. A1×A3 ve A1 

×A4 primer kombinasyonları ile 4 grupta toplam 15 adet bant elde edilmiĢtir (Tablo 4. 

3). Bir adet bantta, metillenme düzeyinde azalma gözlenmiĢtir. BeĢ adet bantta ise 

metillenme düzeyinde değiĢim olmadığı görülmüĢtür (ġekil 4. 19, ġekil 4. 20). 
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ġekil 4. 19. Kontrol kallus dokusu ve 0.5 µM HBL uygulanmıĢ kallus dokularına ait A1×A3 

kombinasyonu ile elde edilen MSRF sonuçlarının PAGE görünümü. M: MseI; B: BstUI; 
Marker: 50-bp marker (Favorgen). 

                                                                Kontrol     0.5 µM  

  

ġekil 4. 20. Kontrol kallus dokusu ve 0.5 µM HBL uygulanmıĢ kallus dokularına ait A1×A4 
kombinasyonu ile elde edilen MSRF sonuçlarının PAGE görünümü. M: MseI; B: BstUI; 

Marker: 50-bp marker (Favorgen)   
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Tablo 4. 3. Kontrol kallus dokusu (K) ile 0.5 μM BR uygulanmıĢ kallus (BR) dokularına ait 
MSRF sonuçları.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K/M: Kontrol kallus dokusunun MseI kesimi; K/M+B: Kontrol kallus dokusunun MseI ile BstUI kesimi; BR/M: 1 μM BR 

uygulanmıĢ kallus dokusunun MseI kesimi; BR/M+B: 1 μM BR uygulanmıĢ kallus dokusunun MseI ile BstUI kesimi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kombinasyon Bant K/M K/M+B BR/M BR/M+B Durum 

 
 
A1×A3 

400 + - - - Mutasyon 

300 + + + + II 

275 + + + + II 

215 + + - - Mutasyon 

200 + + - - Mutasyon 

160 + - - - Mutasyon 

135 + - - - Mutasyon 

125 + + + + II 

 
 
A1×A4 

430 + + + + II 

400 + + + - IV 

350 + + + + II 

310 + + - - Mutasyon 

275 + + - - Mutasyon 

135 + - - - Mutasyon 

85 + - - - Mutasyon 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu tez çalıĢmasında, 15- ve 30-günlük arpa kallusları arasındaki retrotranspozon 

hareketleri ve metillenme değiĢimleri, sırayla IRAP ―Inter Retrotransposon Amplified 

Polymorphism‖ ve MSRF ―Methylation Sensitive Restriction Fingerprinting‖ 

yöntemleri ile araĢtırıldı. Tezin ikinci kısmında, HBL‘nin, kallus geliĢimine ve 

rejenerasyona etkileri araĢtırıldı. Ondört gün boyunca, HBL içeren besiortamında 

tutulan kalluslardaki taze ağırlık miktar değiĢimleri, total protein, DNA miktarları, SOD 

aktivitesi ve metillenme değiĢimleri araĢtırıldı. ÇalıĢmada ilk olarak etkin bir kallus 

oluĢumu ve dolaylı bitki rejenerasyon sistemi kuruldu. Arpanın (H. vulgare L.) Zafer-

160 varyetesine ait olgun embriyolar, 4 mg l
-1

 Dicamba içeren Murashige ve Skoog 

besiyerinde kültüre alındılar. Kültürün 30. gününde, kallus oluĢturma değeri % 67 

(±7.79); embriyogenik kallus oluĢturma değeri %42 (±0.45) olarak hesaplandı. Otuz-

günlük kalluslar, 0.5 mg l
-1

 trans-zeatin ribosid (tZR) içeren MS besiyerine aktarıldı. 

Kallusların % 63 (±0.88)‘ü, yeĢil hücre kümeleri Ģeklinde rejenerasyon belirtileri 

gösterdi. tZR içeren besiortamında 30 gün boyunca tutulan kalluslar, kök geliĢimi için 

hormon içermeyen MS besiortamına aktarıldılar. Ancak, kallusların hiçbirinde kök 

geliĢimi gözlenemedi. Sharma ve diğ. (2005), çeĢitli arpa varyetelerine ait olgun 

embriyoların %6 maltoz ve 6 mg l
-1

 2,4-D içeren MS besiyerindeki kallus oluĢturma 

değerlerini araĢtırmıĢlar ve 8 varyetenin, kallus oluĢturma değerini %41-74; 

embriyogenik kallus oluĢturma değerini %22-55 olarak hesaplamıĢlardır. 2,4-D yerine 

Picloram (Pic) ve Dicamba (Dic) kullanmanın, Golden Promise varyetesinin kallus 

oluĢturma oranını etkilemediğini belirtmiĢlerdir. 2,4-D (Ziauiddin ve Kasha, 1990; 
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Castillo ve diğ., 1998; Bregitzer ve diğ., 1995; Chang ve diğ., 2003; Halamkova ve diğ., 

2004; Sahrawat ve Chand, 2004; Abumhadi ve diğ., 2005) ile birlikte Dic (Castillo ve 

diğ., 1998; Lührs ve Lörz, 1998; Chang ve diğ., 2003; Przetakiewicz ve diğ., 2003; 

Halamkova ve diğ., 2004; Gürel ve diğ., 2009) arpada kallus eldesinde yaygın biçimde 

kullanılmaktadır. Dicamba, yapı ve iĢlev bakımından 2,4-D‘ye benzerlik gösteren yapay 

bir oksin ve herbisittir. Ġlk kez 1975 yılında Dudits ve diğ. tarafından, buğdayda kallus 

eldesinde kullanılmıĢtır. Bregitzer ve diğ. (1995), 2,4-D‘nin totipotensi kaybı ile iliĢkili 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Castillo ve diğ., (1998), arpa varyetelerinde embriyogenik 

kallus geliĢimi için en iyi sonucu 9 µM Dic ile elde ettiklerini belirtmiĢlerdir. Akula ve 

diğ. (1999), 2,4-D ve Pic gibi yapay oksinlere yanıt vermeyen, 2 arpa varyetesinin, 

kallus geliĢimi için Dic‘e gereksinim duyduğunu gözlemlemiĢlerdir. Bahieldin ve diğ. 

(2000), kallus eldesinde Dic‘in, 2,4-D‘den daha etkili olabileceğini ileri sürmüĢtür. 

Przetakiewicz ve diğ. (2003), rejenerasyon kapasitesi en yüksek olan kallusların, Dic 

içeren ortamda geliĢtiğini gözlemlemiĢlerdir. Gürel ve diğ. (2009), en fazla kallus 

geliĢiminin 4 mg l
-1

 Dic içeren ortamda gerçekleĢtiğini gözlemiĢlerdir. Papenfuss ve 

Carman (1987), Dic içeren ortamda geliĢen kallusların, 2,4-D ortamında yetiĢenlere 

oranla daha yüksek rejenerasyon kapasitesine sahip olduğunu görmüĢler ve bu durumu, 

Dic‘in, bitki hücreleri tarafından daha hızlı metabolize edildiği Ģeklinde 

değerlendirmiĢlerdir. 2,4-D‘nin, kromozomal anomalilere (Karp, 1994) ve rejenerasyon 

kapasitesinin kaybına yol açabileceği ileri sürülmüĢtür (Castillo ve diğ., 1998). 

Rejenerasyon kaybı, uzun süreli bitki doku kültürlerinde sıklıkla karĢılaĢılan bir 

durumdur. Monokotil bitki dokuları, yüksek oksin konsantrasyonunda kültüre 

alındıklarında kallus geliĢimi gözlenir. Kallus, oksin içermeyen ortama aktarıldığında, 

organogenez baĢlar. Bu durum, kallus hücrelerinin totipotensi yeteneğininin sonucudur. 

Genellikle uzun süreli kültürlerde kalluslar, oksin içermeyen ortamda dahi çoğalmaya 

devam ederler ve rejenerasyon belirtisi göstermezler. ―Habituation‖ olarak da 

isimlendirilen totipotensi kaybı (Meins, 1989), monokotil bitkilerde geri dönüĢmeyen 

özelliğe sahiptir (Lambe ve diğ., 1997). Kallus morfolojisi, rejenerasyon kapasitesi ile 

iliĢkilidir. GevĢek ve sulu görünüme sahip kallusların, sıkı ve nodular görünüme sahip 

olanlara göre daha az farklılaĢmıĢ (Fransz ve Schel, 1990) ve totipotensi yeteneğini 

kaybetmiĢ oldukları (Lambe ve diğ., 1997) ve bazı durumlarda sadece adventif kök 

oluĢturabildikleri (Mott ve Cure, 1978) anlaĢılmıĢtır. Castillo ve diğ. (1998), 

olgunlaĢmamıĢ arpa embriyolarını, Dic, 2,4-D veya Pic içeren ortamda kültüre almıĢlar 
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ve geliĢen kallusları, bakır sülfat içeren ortama aktardıklarında, %93 oranında 

rejenerasyon gözlemlemiĢlerdir. Chang ve diğ. (2003), 2,4-D içeren ortamda, farklı 

boyutlarda kesilmiĢ, olgunlaĢmamıĢ embriyolardan geliĢen kallusları, 0.5 mg l
-1

 BA 

içeren ortama aktardıklarında, embriyo baĢına 4.8 sürgün elde etmiĢlerdir. Halamkova 

ve diğ. (2004), 2.5 mg dm
-3

 Dic veya 2,4-D içeren besiortamında, olgunlaĢmamıĢ 

embriyolardan geliĢen kallusları, rejenerasyon için hormon içermeyen besiortamına 

aktarmıĢlar ve kalluslardan, embriyo baĢına 149-99 bitkinin rejenere olduğunu 

gözlemlemiĢlerdir. Gürel ve diğ. (2009), benzer Ģekilde, Dic içeren besiyerinde geliĢen 

kallusları, 0.5 mg l
-1

 tZR içeren ortama aktarmıĢlar ve 2 hafta sonunda, kalluslardan 

somatik embriyo ve sürgün geliĢtiğini görmüĢlerdir. 

Rejenerasyon kapasitesindeki kaybın, kültür sırasında gerçekleĢen epigenetik (Meins, 

1989) veya genetik varyasyonların sonucu olabileceği düĢünülmektedir (Lambe ve diğ., 

1997). Uzun süreli kültürlerde gerçekleĢen kromozom sayı ve yapı anomalilerinin, 

transpozon aktivasyonunun ve mutasyonların, kültüre alınan hücrelerde biyokimyasal 

ve morfolojik varyasyonlara yol açtığı (Brettel ve diğ., 1986; Lee ve Phillips, 1988) 

bilinmektedir. DNA metillenme değiĢimlerinin, totipotensi kaybındaki ilk adım olduğu 

düĢünülmektedir (Lambe ve diğ., 1997). ÇalıĢmada, 15- ve 30-günlük kallusların, 

retrotranspozon hareketleri ve DNA metillenme düzeyleri karĢılaĢtırıldı. Kontrol doku 

olarak, 2 kat filtre kağıdının arasında, 4 gün boyunca çimlenmeye bırakılmıĢ 

tohumlardan geliĢen fideler kullanıldı. Retrotranspozon hareketleri IRAP yöntemi ile 

araĢtırıldı. Arpa genomunda çok kopyalı halde bulunduğu bilinen BARE-1 ve Sukkula 

retroelementlerinden tasarlanan 5 adet primer ile 4 kombinasyon (Saeidi ve diğ., 2008) 

oluĢturuldu. Fide dokusundan, 15-günlük ve 30-günlük kallus dokularından izole edilen 

genomik DNA‘lar, 4 primer kombinasyonu ile çoğaltıldı. Toplam 48 adet bandın, 

%63.7‘si polimorfiktir. PCR ürünleri, PAGE ile ayrıldı ve gümüĢ boyama ile 

görüntülendi. Çoğaltım sonuçlarına göre farklı dokular arasındaki Jaccard benzerlik 

indeksleri hesaplandı. En yüksek benzerlik oranı (%82) 15-günlük kallus ile 30-günlük 

kallus arasında iken; en düĢük benzerlik oranı (%73) kontrol doku ile 15-günlük kallus 

arasındadır. Bu sonuçlara göre, 30-günlük kallus, 15-günlük kallusa oranla, kontrol 

dokuya daha fazla benzerlik (%76) göstermektedir. Kullanılan primer kombinasyonları 

0.954-0.981 arasında değiĢen ―Polymorphism information content‖ PIC ve 0.28-5.3 

arasında değiĢen ―Effective multiplex ratio‖ EMR değerlerini oluĢturdu. Lightbourn ve 

Veilleux (2002) patateste yaptıkları bir çalıĢmada, protoplast füzyonu ile elde edilen 



 

 

 

60 

somaklonları, IRAP tekniği ile analiz ettiklerinde, somatik hibritlerde, kontrollerde 

olmayan bantlar bulunduğunu göstermiĢlerdir. Muhammad ve Othman (2005), doku 

kültüründe geliĢen ve Fusarium‘a dayanıklılıkları bakımından farklı 2 ayrı varyeteye ait 

muz klonları arasındaki varyasyonları IRAP yöntemi ile araĢtırmıĢ ve %12‘si 

polimorfik olmak üzere toplam 85 bant çoğaltmıĢlardır. Hem aynı varyetenin klonları 

hem de farklı 2 varyete arasında retrotranspozon hareketleri bakımından farklılıklar 

saptamıĢlardır. Duyarlı varyeteden geliĢtirilen dayanıklı varyetede, retrotranspozon 

kopya sayısının arttığını görmüĢler bu durumu retrotranspozonların ıslah sırasında 

aktifleĢtiği Ģeklinde yorumlamıĢlardır. Smykal ve diğ. (2007), kültürde 24 sene tutulan 

bezelye sürgünlerinin genetik stabilitelerini IRAP yöntemi ile araĢtırdıklarında, kültür 

koĢullarının retrotranspozon hareketlerini arttırmadığını görmüĢlerdir. Campbell ve diğ. 

(2010), 3 farklı arpa varyetesine ait olgunlaĢmamıĢ embriyolardan kallus aracılığıyla 

rejenere olan bitkiler arasındaki varyasyonları IRAP yöntemi ile araĢtırmıĢlardır. Üç 

varyete için toplam 1448 bant ve %12 polimorfizm elde etmiĢler ve IRAP tekniğinin, 

doku kültüründe gerçekleĢen varyasyonların saptanmasında kullanıĢlı olabileceğini 

belirtmiĢlerdir. Evrensel ve diğ. (2011), 30-, 45- ve 60-günlük arpa kallusları arasındaki 

varyasyonları IRAP tekniği ile araĢtırmıĢlardır. %66‘sı polimorfiktir, toplam 197 bant 

elde etmiĢlerdir. En yüksek benzerlik oranının (%84) 30- ve 45-günlük kalluslar 

arasında; en düĢük benzerlik oranının (%76) ise 45- ve 60-günlük kalluslar arasında 

bulunduğunu belirtmiĢlerdir. In vitro koĢullarda geliĢen bitkiler arasındaki, retroelement 

hareketlerini araĢtırmak için REMAP (Peredo ve diğ., 2009) ve S-SAP (Melayah ve 

diğ., 2001; Li ve diğ., 2007; Kour ve diğ., 2009) gibi markırlar da kullanılmaktadır. 

Retrotranspozonların tüm genoma dağıldığı durumlarda, 2 primer arasında kalan bölge, 

Taq polimeraz tarafından çoğaltılamayacak veya elektroforez sistemlerinde 

ayrılamayacak kadar büyük olabilir. Ancak, retrotranspozonlar genomda genellikle 

kümelenmiĢ ve bazen birbirinin içine geçmiĢ halde bulunurlar. Bu yüzden, BARE-1 

dizisine özgü primerler ile yapılan IRAP çalıĢmalarında, 100-10000 bç arasında 

çoğaltım ürünleri elde edilebilmektedir (Kalendar ve Schulman, 2006). Bu çalıĢmada, 4 

primer kombinasyonu ile 60-700 bç arasında bant çoğaltılmıĢtır. IRAP tekniğinin 

kullanıldığı diğer çalıĢmalarda çoğaltılan bant aralıkları, 200-2500 bç (Nair ve diğ., 

2005), 100-4000 bç (Leigh ve diğ., 2003), 1100-1500 bç (Muhammad ve Othman, 

2005), 400-1700 bç (Pereira ve diğ., 2005), 180-3200 bç (Saeidi ve diğ., 2008), 250-

5000 bç (Carvalho ve diğ., 2010), 70-1300 bç (Evrensel ve diğ., 2011) arasında 
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değiĢkenlik göstermektedir. Agaroz jel elektroforezinin, IRAP çoğaltım ürünlerinin 

ayrılmasında yeterli olduğu belirtildiği için (Kalendar ve Schulman, 2006); bu 

çalıĢmada, çoğaltım ürünlerinin ayrıĢtırılması için, öncelikle %2 ve %3‘lük agaroz jel 

elektroforezi denenmiĢtir. Ancak yeterli ayrıĢım sağlanamadığı için PAGE tercih 

edilmiĢtir. Leigh ve diğ. (2003) de bazı durumlarda, IRAP çoğaltım ürünlerinin 

yürütülmesi için PAGE‘nin gerekli olduğunu belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmada elde edilen 

çoğaltım ürünlerinin boyutu, daha önce yapılan çalıĢmalar ile karĢılaĢtırıldığında daha 

küçüktür. Taq polimeraz enzimi, enzim tamponu, MgCl2 konsantrasyonu, DNA 

örneklerinin saflığı ve PCR cihazı, PCR sonuçlarını ve çoğaltım ürünlerinin boyutunu 

etkilemektedir.   

Kontrol fide dokusu ve 30-günlük kallus arasındaki metillenme farklılıkları MSRF 

yöntemi ile araĢtırıldı. MSRF, Huang ve diğ. (1997) tarafından, kanser hücrelerindeki 

metillenme değiĢimlerini araĢtırmak ve genomun metillenme değiĢimi gösteren 

bölgelerini saptamak amacı ile geliĢtirilmiĢtir. MSRF tekniği insan hücrelerinde baĢarı 

ile kullanılmasına karĢın (Wu ve Ho, 2004; Oka ve diğ., 2008); bitki hücrelerinde henüz 

kullanılmamıĢtır. A1×A2 kombinasyonu ile yalnızca ―smear‖ görüntüsü elde edilirken; 

A1×A3 kombinasyonu ile 150-500 bç arasında bant elde edildi. A1×A4 kombinasyonu 

ile kontrol dokusunun MseI/BstUI kesiminde çoğaltım ürünü elde edilemedi. Bant 

profillerine göre, olgun embriyolardan kallus geliĢimi sırasında metillenmede artıĢ 

meydana gelmektedir. Doğal ve özellikle 2,4-D gibi yapay oksinlerin metillenmeyi 

arttırdığı gözlenmiĢtir (LoSchiavo ve diğ., 1989). Chakrabarthy ve diğ. (2003), ginseng 

bitkisinde, kallus aracılığıyla somatik embriyogenez sırasındaki metillenme 

değiĢimlerini araĢtırmıĢlardır. Embriyogenik ve embriyogenik olmayan kallus 

dokularındaki metillenme düzeylerini HPLC ve MSAP teknikleri ile 

karĢılaĢtırdıklarında, embriyogenik kalluslardaki metillenme düzeyinin, embriyogenik 

olmayanlarınkinden daha düĢük olduğunu görmüĢlerdir. Daha önceki çalıĢmalarda 10 U 

kullanıldığı için; bu çalıĢmada BstUI enziminin miktarı baĢlangıçta 10 U olarak seçildi. 

Ancak, çoğaltım ürünleri PAGE ile yürütüldüğü zaman ―smear‖ yapısının yanısıra az 

sayıda ve 1 Kb‘dan daha büyük bantlar gözlendi. PCR koĢullarının pek çoğu (MgCl2 

konsantrasyonunun yüksek, kalıp miktarının yüksek oluĢu) ―smear‖ görünümüne yol 

açmaktadır. MgCl2 optimizasyonu görünümü değiĢtirmedi. Daha önceki çalıĢmaların 

insan hücrelerinde gerçekleĢtirildiği ve arpa genomunun (5000 Mbç), insan 

genomundan (2910 Mbç) daha büyük olduğu bilgisi ile 20 U BstUI enzimi kullanıldı. 
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Bağlanma sıcaklığı 40°C olarak seçildiğinde çoğaltımın gerçekleĢmediği gözlendi. 

Bunun için, 34-39°C arasındaki sıcaklıklar denendi ve en iyi çoğaltımın 38°C‘de 

gerçekleĢtiği görüldü. Primerlerin, insan genomunda 40°C bağlanma sıcaklığında 

çoğaltım yapmak üzere geliĢtirilmiĢ oluĢu bu durumu açıklayabilir.   

ÇalıĢmanın ikinci kısmında, HBL‘nin, kallus geliĢimine ve rejenerasyona etkileri 

incelendi. Bu amaçla, hormon içermeyen kontrol besiyerine ve 0.5 μM, 1 μM HBL 

içeren besiyerine aktarılan kalluslardaki taze ağırlık değiĢimi, total protein ve DNA 

miktarı ve SOD aktivitesi araĢtırıldı. HBL uygulamasının 14. gününde, kontrol, 0.5 μM 

ve 1 μM HBL gruplarında, taze ağırlık miktarının sırasıyla 44 mg, 37 mg ve 50 mg 

azaldığı gözlendi. Total protein ve DNA miktarlarının, HBL etkisiyle arttığı görüldü.  

En yüksek değerler 0.5 μM HBL grubunda; en düĢük değerler ise 30-günlük kalluslarda 

kaydedildi. En yüksek SOD aktivitesi, 30-günlük kalluslarda ölçüldü. HBL 

konsantrasyonu ile SOD aktivitesinin ters orantılı olduğu gözlendi. MSRF analizi ile, 

HBL uygulamasının, metillenmeyi arttırıcı özellikte olduğu görülmüĢtür. Kontrol ve 

HBL grubu kalluslar, uygulamanın 14-15. gününde yeĢil hücre kümeleri Ģeklinde 

rejenerasyon belirtileri gösterdi. HBL uygulanan kallusların, kontrol grubu kalluslara 

oranla daha sert yapıda oldukları görüldü. Uygulamanın son gününde incelendiklerinde 

ise,  kontrol ve özellikle 0.5 μM grubundaki kallusların, 1 μM grubuna oranla daha 

büyük sert ve ufalanabilir özellikte olduğu; tüm gruplarda az sayıda da olsa sürgün 

geliĢtiği ancak en uzun sürgünlerin 0.5 μM grubunda olduğu ve sadece kontrol 

grubunda sürgün ve yeĢil hücre kümelerinin yanısıra kök geliĢimi de olduğu gözlendi. 

Daha önceki çalıĢmalarda BRlerin tohum çimlenmesini uyardığı (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) miktarlarını, SOD (Ali ve diğ., 2008; 

Yuan ve diğ., 2010) ve diğer antioksidan enzimlerin (Ali ve diğ., 2008; Yuan ve diğ., 

2010) aktivitesini arttırdığı, taze ve kuru ağırlık miktarlarını arttırdığı (Anuradha ve 

Rao, 2007) ve stresin olumsuz etkilerini ortadan kaldırdığı (Sairam, 1994; Anuradha ve 

Rao, 2001; Vardhini ve Rao, 2003; Fariduddin ve diğ., 2004; Singh ve Shono, 2005; 

Anuradha ve Rao, 2007; Ali ve diğ., 2008) gözlenmiĢtir. Kartal ve diğ. (2009) ise HBL 

uygulamasının, total protein miktarını, SOD, CAT, POX aktivitelerini azalttığını 

görmüĢlerdir. BRlerin, doku kültüründeki etkilerini araĢtıran çalıĢmalar (Roth ve diğ., 

1989; Gaudinova ve diğ., 1995; Lu ve diğ., 2003; Nunez ve diğ., 2004; Aydin ve diğ., 
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2006) daha sınırlıdır. Lu ve diğ. (2003), düĢük konstrasyondaki BL uygulamasının, 

sürgün geliĢimini uyardığı, taze ve kuru ağırlık miktarlarını arttırdığını; yüksek 

konsantrasyonlarda ise ters etki gösterdiğini bildirmiĢlerdir. Nunez ve diğ. (2004), BR 

analoglarının, kallus geliĢimini ve rejenerasyonu uyardığını görmüĢlerdir. Sasaki (2002) 

de benzer Ģekilde BL‘nin sürgün rejenerasyonunu olumlu yönde etkilediğini 

gözlemlemiĢlerdir. Aydın ve diğ. (2006) ise BL uygulamasının taze ağırlık miktarını 

azalttığını ve somatik embriyogenezi uyardığını belirtmiĢlerdir. Kim ve diğ. (2008) de 

BL‘nin, düĢük konsantrasyonlarda sürgün geliĢimini uyardığını bildirmiĢlerdir. SOD  ve 

diğer antioksidan enzimlerin aktivitelerinin, organogenez yeteneğini kaybetmiĢ ―non-

organogenic‖ kalluslarda, ―organogenic‖ kalluslara oranla daha yüksek olduğu Hagege 

ve diğ. (1992) tarafından bildirilmiĢtir. Bu durum; bu çalıĢmada elde edilen ve HBL 

uygulanan kalluslardaki SOD aktivitesinin, kontrol ve özellikle 30-günlük kalluslara 

oranla oldukça düĢük olduğu yönündeki bulgular ile uyumludur. 2,4-D‘nin hayvan 

hücrelerinde oksidatif strese yol açtığı (Mi ve diğ., 2007) ve bitkilerde süperoksit 

radikalinde artıĢa neden olduğu (Romero-Puertas ve diğ., 2004) anlaĢılmıĢtır. Bu 

durum, 30-günlük kalluslardaki yüksek SOD aktivitesini açıklayabilir. Metillenme 

düzeyi ile rejenerasyon kapasitesi arasındaki olası iliĢkiyi araĢtırmak için, kontrol ve 0.5 

µM gruplarındaki metillenme değiĢimleri, MSRF tekniği ve 2 primer kombinasyonu ile 

araĢtırıldı. HBL uygulamasının, genomda metillenme artıĢına yol açtığı görüldü. Bu 

sonuç, metillenmedeki artıĢın, rejenerasyon kapasitesini olumlu yönde etkilemiĢ 

olabileceği Ģeklinde yorumlandı. Santos ve Fevereiro (2002), metillenmeyi azalttığı 

bilinen ―5-azacytidine‖ maddesinin, Medicago bitkisinde, kallustan somatik embriyo 

oluĢumunu baskıladığını görmüĢlerdir. Benzer Ģekilde, LoSchiavo ve diğ. (1989) de 5-

azacytidine‘in, somatik embriyogenezi durdurduğunu gözlemlemiĢlerdir.  

Bu çalıĢmada, arpa doku kültürlerinde meydana gelen varyasyonlar ve HBL‘nin doku 

kültürlerine ve varyasyonlara etkileri araĢtırıldı. ÇalıĢmada, kallus geliĢimi sırasında 

retroelementlerin aktif hale geçtiği ve metillenmede artıĢ meydana geldiği; HBL‘nin 

özellikle 0.5 µM konsantrasyonda, metillenmeyi arttırıcı özellikte olduğu ve kallus 

geliĢimini baskılayıp; sürgün oluĢumu Ģeklindeki rejenerasyonu olumlu etkilediği 

anlaĢıldı. ÇalıĢmanın, her 2 kısmında elde edilen polimorfik bantların, dizi analizi ile 

karakterize edilmesi ve varyasyonların rejenere bitkilerde ve mümkün ise sonraki 

nesillerde incelenmesi ve çalıĢmada kullanılan dokuların daha fazla sayıda parametre ile 
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analiz edilmesi çalıĢmada elde edilen sonuçların daha iyi anlaĢılmasına olanak 

tanıyacaktır.  
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