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ÖZET 

ARPA (Hordeum vulgare L.) DOKU KÜLTÜRLER�NDE N�K�TA 

RETROTRANSPOZONUNUN HAREKETLER�

Bu tez projesinde, Nikita retrotransposonunun hareketlili�i arpada (Hordeum vulgare
L.) bitki doku kültürü ko�ullarında, IRAP (“Inter-Retrotransposon Amplified 
Polymorphism”) moleküler markır tekni�i kullanılarak incelendi. Bu amaçla, olgun arpa 
tohumlarından embriyolar çıkarıldı ve Murashige Skoog (MS) besiyerinde kallus 
olu�umu te�vik edildi. Örnekler, 30, 60 ve 90 günlük kallus kültürlerinden alındı ve 
genomik DNA izolasyonu için kullanıldı. �zole edilen genomik DNA’lar kalıp olarak 
kullanıldı ve Nikita’ya özgü iki farklı primer (N57 ve N2647) ile IRAP-PZR (Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu) yapıldı. PZR ürünleri poliakrilamit jel elektroforezinde ayrıldı ve 
incelendi. 

Bu tez çalı�masından elde edilen sonuçlar, farklı ya�lardaki kalluslarda polimorfizmin 
Nikita retrotranspozon hareketlerine ba�lı oldu�unu göstermektedir. Bununla birlikte, 
aynı ya�taki farklı kalluslar arasındaki polimorfizm, Nikita hareketlerinin her bireyde 
aynı olmayabilece�ini, rastgele olabilece�ini gösterdi. 

Arpa doku kültüründe retrotranspozon hareketlerinin anla�ılması üzerine çalı�malar 
sınırlıdır. Bu tez çalı�masından elde edilen bulguların, epigenetik de�i�imlerin kallus 
olu�umu üzerine olan etkilerinin anla�ılmasına katkı sa�laması beklenmektedir.
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SUMMARY 

MOVEMENTS OF NIKITA RETROTRANSPOSON IN BARLEY (Hordeum 

vulgare L.) TISSUE CULTURES 

In this thesis project, Nikita retrotransposon movements were investigated in barley 
(Hordeum vulgare L.) tissues culture conditions using IRAP (Inter-Retrotransposon 
Amplified Polymorphism) molecular marker technique. For this purpose, embryos were 
dissected from mature barley seeds and callus formation was encouraged in Murashige 
Skoog (MS) medium. Samples were obtained from 30, 60 and 90 days old calli cultures 
and were used for genomic DNA isolation. The isolated genomic DNAs were used as 
template and IRAP-PCR (Polimeraz Chain Reaction) was performed with two different 
Nikita specific primers (N57 ve N2647). PCR products were separated and analyzed in 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 

Results obtained from this thesis project has shown that polymorphisms depend on
Nikita retrotransposon movements in different aged calli. Besides, polymorphisms 
between different calli in same ages showed that Nikita movements might not be the 
identical in each individual and might be random. 

Studies on retrotransposon movements in barley tissue culture, are limited. Results 
obtained from this thesis, are expected to contribute to understanding of the effects of 
epigenetic changes on callus formation.
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1. G�R��

Arpa (Hordeum vulgare L.) bu�daygillerden taneleri malt ve yem olarak kullanılan 

önemli bir tahıl bitkisidir. Tarih öncesi devirlerden beri kültürü yapılan ve ekonomik 

önemi olan bitkilerin ba�ında gelmektedir (Badr ve di�., 2000; Saisho ve Purugganan, 

2007; Temel ve di�., 2008). Kısa ya�am döngüsü, tek yıllık bir bitki olması ve 

genomunun yedi çift kromozomdan olu�ması, arpanın genetik çalı�malarda 

kullanılmasındaki önemini arttırmaktadır. Bununla birlikte, arpanın fizyolojik, 

morfolojik ve genetik açıdan büyük çe�itlilik göstermesi, geni� ölçüde tohum stoklarının 

ve genetik haritalarının bulunması ve kendi kendine döllenebilmesi gibi özellikleri, 

arpanın fizyolojik ve moleküler çalı�malar için model bitki olarak kullanılmasında 

önemli rol oynamaktadır (Koornneef ve di�., 1997; Forster ve di�., 2000; Rodriguez ve 

di�., 2006; Castiglione ve di�., 2008). Arpa, aynı zamanda doku kültürü çalı�maları için 

de geni� çapta kullanılmaktadır. Kallus olu�umu ve rejenerasyon için gerekli olan 

besiyeri ve ortam ko�ulları optimize edilmi� ve transformasyon çalı�maları ba�arı ile 

sonuçlanmı�tır.  

Bitki doku kültürü, bitkilerin steril ko�ullarda yapay besiyerlerinde geli�tirilmesidir. 

Doku kültürü tekniklerini kullanarak, bitkiden alınan herhangi bir parça (eksplant) ile 

kısa sürede bitkinin istenen kısımları veya tüm bir bitki ço�altılabilmektedir. Doku 

kültürü ko�ullarında genelde kallus olu�umu gözlenir. Kallus, sürekli bölünmekte olan 

farklıla�mamı� hücre yı�ını olarak tanımlanmaktadır (Babao�lu ve di�., 2002). Kallus 

olu�umu sırasında doku kültürü ko�ullarının etkisiyle kallus dokusunda genetik ve 

epigenetik de�i�imlerin etkisiyle somaklonal varyasyonlar olu�abilmektedir. 

Somaklonal varyasyonlar nedeniyle, kallus olu�turan veya totipotent olup yeni bitkiler 

meydana getirebilen hücreler uzun süreli kültürlerde veya kısa süreli de olsa yüksek 

bitki büyüme düzenleyicileri içeren ortamlarda bu yeteneklerini (kompotens) 

yitirebilmektedirler. Bu hücrelerden olu�an yeni bitkilerde gen veya kromozom 

bozuklukları sonucu kalıtsal ve fenotipik varyasyonlar (somaklonal varyasyon) ortaya 

çıkmaktadır. Bu varyasyonlar, yeni çe�it geli�tirme ve iyile�tirmelerde ıslahçılar 
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tarafından kullanılmaktadır (Babao�lu ve di�., 2002). Somaklonal varyasyonların çok 

çe�itli sebepleri olabilir. Bu sebeplerden bazıları, kromozom kırıkları ve duplikasyonlar, 

metilasyon de�i�imleri gibi epigenetik faktörlerdir. Doku kültürü ko�ullarında meydana 

gelen bu gibi genetik ve epigenetik varyasyonlar daha önceki çalı�ılmalarla 

gösterilmi�tir (Gözükırmızı ve di�., 1990; Temel ve di�., 2008). Son yıllarda transpozon 

hareketlerinin de genomda büyük de�i�ikliklere sebep oldu�u ve bu de�i�ikliklerin 

somaklonal varyasyonlara neden olabilece�i görülmü�tür.       

Transpozon, kromozom üzerinde yeni bir yerle�im noktasına hareket eden DNA 

parçasıdır. �lk kez Barbara McClintock tarafından 1948 yılında mısır bitkisinde 

gözlemlenmi�tir (McClintock, 1948). Bitki genomlarının yakla�ık % 50 – 90 kadarı 

transpozonlardan olu�mu�tur. Transpozonlar tarafından olu�turulan genom hareketlerine 

transpozisyon denir. Genel olarak transpozonlar genomdaki transpozisyon 

mekanizmalarına göre retrotranspozonlar ve DNA transpozonları olmak üzere iki gruba 

ayrılırlar (Bennetzen, 2000; Pagnotta ve di�., 2009). Transpozonlar kromozomlarda 

yeni yerle�tikleri yerlerdeki genlerin anlatımlarında önemli de�i�ikliklere neden olurlar. 

Bununla birlikte replikasyonla ço�alan DNA transpozonları ve retrotranspozonlar 

genom büyümesine sebep olurlar. Transpozonlar insersiyon, inversiyon, delesyon, 

duplikasyon gibi olayları uyararak mutasyonlara ve böylece yeni alellerin olu�umlarına 

neden olurlar. Bu yeni olu�umlar evrimsel süreçte yeni türlerin olu�umunda etkili bir 

mekanizma olarak görülmektedir (Bennetzen, 2000; Schulman ve di�., 2004; Pagnotta 

ve di�., 2009). Günümüzde transpozonlar, prokaryotlarda klasik antibiyotik–direnç 

markırı, ökaryotlarda insersiyon mutasyonları, haritalama, gen klonlama, transgenik 

organizmaların eldesi gibi amaçlarla moleküler genetik uygulamalarda yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar (Bergman ve Quesneville, 2007).

Retrotanspozonların hareketleri, genomik DNA ve korunmu� uçları arasında yeni ek 

yerleri yarattı�ı ve polimorfizme sebep oldu�u için markır olarak kullanılabilmektedir. 

Polimorfizmin belirlenmesinde kullanılan en yaygın markır tekni�i ‘Inter-

Retrotransposon Amplified Polymorphism’ (IRAP)’dir ( Leigh ve di�., 2003; Schulman 

ve di�., 2004). IRAP, iki kom�u retrotranspozon arasında kalan intergenomik bölgenin 

PZR ile ço�altılmasına dayanır. 
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Retrotransposonlar kendilerini kopyalayıp sonra bu kopyalarını genomda çe�itli yerlere 

yerle�tirirler. Retrotranspozonlar önce transkripsiyon yoluyla kendilerini bir RNA 

molekülü olarak kopyalarlar, sonra bu RNA (ço�u zaman transpozon tarafından 

kodlanan) bir ters transkriptaz tarafından tekrar DNA'ya dönü�türülür ve genoma geri 

sokulur. Retrotransposonlar uzun uç tekrar dizilerine (ing. Long Terminal Repeat; LTR) 

sahip olup olmadıklarına göre iki gruba ayrılırlar. LTR'li retrotranspozonların LTR 

dizilerinde promotörler ve retrotranspozisyon için gerekli olan en az iki enzimin genleri 

bulunur. LTR'li retrotranspozonlar retrovirüslere çok benzerler ama virüs olarak 

paketlenmelerini sa�layan env genine sahip de�ildirler. Virüs benzeri retrotranspozonlar 

paketlenemedikleri için ba�ka hücrelere bula�mazlar. LTR'li retrotranspozonlar insan 

genomunun %8'ini olu�tururlar.  

Günümüze kadar bitkilerde retrotranspozonlar üzerine yapılan çalı�malarda, 

retrotranspozonların evrimi, çe�itlili�i, rekombinasyonu ve bir türün evrimini nasıl 

etkiledikleri gibi çalı�malara yo�unluk verilmi�tir. Buna kar�ın literatürde arpada bitki 

doku kültürünün farklı a�amalarındaki retrotranspozon hareketlerinin incelenmesine 

yönelik çalı�malar oldukça azdır. Bu de�i�imlerin ara�tırılması retrotranspozonların 

somaklonal varyasyon üzerine etkilerinin belirlenmesine katkılar sa�layarak, 

biyoteknolojik uygulamalarda kar�ıla�ılan zorlukların a�ılmasını sa�layacaktır. Bu 

nedenle, bu çalı�mada arpanın kallus kültürlerinde, eksplant olarak kullanılan olgun 

embriyo ile kar�ıla�tırmalı olarak geli�im sürelerine ba�lı geli�en kalluslardaki Nikita

retrotranspozonunun hareketleri ara�tırıldı.
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. ARPA (Hordeum vulgare L.) 

Arpa, Poaceae ailesinden Liliopsida sınıfının bir üyesidir. Poaceae ailesine ait olan tüm 

bitkiler tek bir atadan geli�mi�tir. Bununla birlikte, Liliopsida sınıfından Triticeae

oyma�ının bir üyesi olan arpa, bu�day (Triticum sp.) ve çavdar (Secale sp.) gibi birçok 

önemli tahıl türü ile akrabadır (Vicient ve di�., 2005; Devos, 2005; Pourkheirandish ve 

Komatsuda, 2007; Bregitzer ve di�., 2008; http://www.public.iastate.edu/~imagefpc/ 

IBSC%20Webpage/IBSC%20Template-home.html; Schulte ve di�., 2009). 

Üstalem: Eukarya – Ökaryotlar 

Alem: Plantae – Bitkiler 

Altalem: Tracheobionta – Damarlı bitkiler 

Üst�ube: Spermatophyta – Tohumlu bitkiler

�ube: Magnoliophyta – Çiçekli bitkiler (Angiospermae)

Sınıf: Liliopsida – Monokotil (Tek Çenekli) Bitkiler

Altsınıf: Commelinidae 

Takım: Cyperales 

Aile: Poaceae – Bu�daygiller (Gramineae)

Altaile: Pooideae 

Oymak: Triticeae 

Cins: Hordeum – Arpa

Tür: Hordeum vulgare (Woese ve di�., 1990; 

http://www.gramene.org/species/hordeum/barley_intro.html; 

http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=HOVU). 

Dünyada, tahıllar arasında üretimde mısır, bu�day ve pirinçten sonra 4. sırada yer alan 

arpa, Türkiye’de ise bu�daydan sonra ikinci sıradadır. Üretimde ba�ı çeken ülkeler 

sırasıyla, Rusya, Ukrayna, Fransa, Almanya, Kanada ve �spanya’dır. Arpanın ekimi 

dünyada 56.774.297 hektarlık alana yapılmaktadır (Lyons ve di�., 2008; 

http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx;http://www.gramene.org/species/hordeum/bar

ley_intro.html). Tek yıllık uzun gün bitkisi olan arpanın boyu ortalama 35-100 cm’ ye 
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kadar geli�ir. Ba�akları ortalama 8-15 cm uzunlu�undadır. Tahıllar içerisinde en çok 

karde�lenenlerden olup ola�an durumda 5 – 8 karde� verir. Yapraklarının topraktan 

mineral emilim yetenekleri yüksek oldu�undan besin akı�ı 30 – 35 cm’ye ula�abilir. 

Böylece arpa, insan besini olarak yeterli miktarda vitamin, protein ve mineraller içerir 

(�mamo�lu ve Sarı, 2009).  

Arpanın ba�ak morfolojisi yönünden; 2, 4 ve 6 sıralı olmak üzere 3 tipi bulunmaktadır. 

Farklı iklim ko�ullarına uyabilen ve dayanıklı bir bitki olan arpa dünyanın çok çe�itli 

bölgelerinde yeti�ebilir (Bennett ve Smith, 1976). Asidik ortam ve nemli ko�ullara 

duyarlı olmasına ra�men; so�uk, kuru, tuzlu, alkali toprak türlerine ve kuraklık gibi 

stress ko�ullarına di�er tahıl türlerine oranla daha dayanıklıdır (von Bothmer ve di�., 

1995; Shakhatreh ve di�., 2009). 

Arpa neolitik dönemden itibaren milyonlarca insan tarafından önemli bir besin kayna�ı 

olarak tüketilmi� olsa da, bugün daha çok hayvan yemi ve bira yapımında 

kullanılmaktadır. 1980’lerde Avrupa ve Amerika’da besin de�erinin anla�ılmasıyla gıda 

sektörüne yeniden girmi�tir. Ancak, Asya ve Afrika’daki bazı kültürlerde arpanın gıda 

sektöründeki yeri eski ça�lardan beri de�i�memi�tir. Bunun yanı sıra, bu�dayın 

ekilemedi�i kutup bölgelerinde ve yüksek da�lık bölgelerde arpa ekilerek besin maddesi 

olarak kullanılmaktadır. Bugün dünyada ekimi yapılan arpanın % 65’i hayvan yemi 

olarak, % 33’ü maltlık olarak bira ve viski yapımı ile biyodizel üretiminde, % 2’si de 

insan besini olarak gıda endüstrisinde kullanılmaktadır. (Dunwell, 1986; Goldstein ve 

Kronstad 1986; Bregitzer ve Campbell 2001; Baik ve Ulrich, 2008; Schulte ve di�., 

2009). 

2.1.1 Arpa Geneti�i 

Arpa yakla�ık 5500 baz çiftinden olu�an geni� bir genoma sahiptir. Diploid kromozom 

sayısı 2n=14 (�ekil 2.1), nükleer DNA 1C de�eri 5,2 pg, nükleer DNA 2C de�eri 10,4 

pg ve nükleer DNA 4C de�eri ise 20,8 pg’dır. 501.620 EST ve 8.012 protein verisi 

mevcuttur. Genomunun % 60 – 80’i tekrar dizilerinden olu�ur (Bregitzer ve Campbell 

2001; Bennett ve Leitch, 2005; http://wheat.pw.usda.gov/BarleyTNP/).                                        
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�ekil 2.1: Arpanın 7 çift kromozomunun �ematik gösterimi 
(http://wheat.pw.usda.gov/BarleyTNP/) 

Arpa ile yapılan moleküler çalı�malar birçok bilimsel konunun aydınlanmasında yararlı 

olmu�tur. Bunların ba�lıcaları; bitki (özellikle Poaceae) biyolojisi, yüksek derecede 

korunmu� genlerin anlatımının yakın akraba türlerde arpaya özgü özellikleri ifade 

etmesi, arpa genomik çalı�malarının, gen transfer yöntemlerinin ve farklı moleküler 

tekniklerin geli�tirilmesi, doku kültürü, epigenetik ve transpozonlar ve transpozonların 

gen anlatımına etkisinin anla�ılması ile ilgilidir (Bregitzer ve Campbell 2001; Li ve Yu 

2007). 

Günümüzde, (Uluslararası Arpa Dizileme Birli�i) ‘International Barley Sequencing 

Consortium’ IBSC tarafından arpa genom dizisinin saptanmasına yönelik çalı�malar 

sürdürülmektedir (Bennett ve Leitch, 2005). Dünyanın birçok yerinde çok sayıda arpa 

ex situ gen bankalarında 31 Hordeum türünden 370.796 numune barındırmaktadırlar. 

Arpa genomunun çok sayıda iyi tanımlanmı� haritaları çıkartılmı�tır. Güncel olarak 

bilinen 5.000’den fazla önemli arpa geni de haritalar üzerinde gösterilmi�lerdir 

(http://www.public.iastate.edu/~imagefpc/IBSC%20Webpage/IBSC%20Template-

home.html). Bu haritaların olu�turulmasında ço�unlukla ‘Bacterial Artificial 

Chromosome’(Bakteri Yapay Kromozomu) BAC’lar kullanıldı�ından, aynı zamanda 
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çok sayıda arpa BAC kitaplıkları da mevcuttur (Gabert ve di�., 1996; Forster ve di�., 

2000; Schulte ve di�., 2009). Arpa genom dizisinin 2012 yılında tamamlanması 

beklenmektedir 

(http://www.indiaprwire.com/pressrelease/agriculture/200804098649.htm). 

Yurdumuzda, arpa ile yapılan ilk temel genetik ara�tırmalar �stanbul Üniversitesi 

Botanik ve Genetik Kürsüsü’nde ‘Basic Genetic Studies for Obtaining High Quality 

Barley Lines’ (Yüksek Kalitede Arpa Hatları Elde Etme Amaçlı Temel Genetik 

Çalı�malar) projesi ile ba�latılmı�tır (Bilge ve di�., 1981). Çalı�mada Zafer 160 arpa 

tohumlarına ekimden önce X ve gama ı�ınları, etil alkol, streptomisin, terramisin, 

penisilin G, sodyum siyanür ve etilmetan sülfonat çözeltileri uygulanmı�tır. Daha 

sonraki yıllarda çalı�malar, doku kültürü (Gözükırmızı ve di�., 1990) , gen transferi 

(Gürel ve Gözükırmızı, 2003) moleküler markır (Temel ve di�., 2008; Arı ve di�., 1995; 

Albayrak ve Gözükırmızı, 1999; Altınkut ve di�., 2001) yöntemleri ile devam etmi�tir. 

40 yılı a�kın bir süredir genetik temelli çalı�malarında arpayı model sistem olarak 

kullanan �stanbul Üniversitesi, günümüzde de Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Bölümü’nde arpa bitkisi çok de�i�ik amaçlı projelerde kullanılmaktadır (Bilge ve di�., 

1981; Arıcan ve Gözükırmızı, 2008; Kartal ve di�., 2009). 

Bu çalı�mada kullanılan Zafer 160 arpa varyetesi, 1932 yılında Ye�ilköy Zirai 

Ara�tırma Enstitüsünde seleksiyon yöntemi ile ıslah edilmi�tir. 6 sıralı, seyrek ba�aklı, 

kılçıklı, tane dökmeyen, kavuzlu taneli, 1000 tane a�ırlı�ı 52 g, kı�a, kura�a dayanıklı, 

orta erkenci, verimli, bütün hastalıklara dayanıklı, biralık kalitesi orta derecede bir arpa 

çe�ididir (Altınkut ve di�., 2001). 

2.2. B�TK� DOKU KÜLTÜRÜ 

Yapay besi ortamlarında bitki veya hayvanlardan alınan canlı doku ya da hücrelerin 

ço�altılması mümkündür. Bu doku veya hücrelerin steril ko�ullarda üretilmesine doku 

kültürü ya da hücre kültürü denilmektedir (�ekil 2.2). Bitki doku kültürü, bitki 

tohumları, organları, dokuları, hücreleri ya da protoplastlarının aseptik ko�ullar altında 

yapay besi ortamlarında kültüre alınması durumudur. Bitki doku kültürü yapımında 

bitkiden alınan doku parçalarına eksplant denir. Bu kültür sonucunda, yeni doku, bitki 
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veya ikincil metabolitler gibi bitkisel ürünler elde edilebilir (Passarge, 2000; Babao�lu 

ve di�., 2002; Öztürk ve di�., 2002; Uysal ve Yıldırım, 2003; 

http://en.wikipedia.org/wiki/Plant_tissue_culture).

Bitki doku kültürü alanında ilk çalı�malar 19. yüzyılın sonları ve 20. yüzyılın ba�larında 

yapılmı�tır. Ancak kullanılan eksplantların ve yeti�tirme ortamlarının uygun olmayı�ı 

sebebiyle ba�arı sa�lanamamı�tır. Özellikle 1960’lı yıllarda uygun besin ortamlarının 

bulunmasından sonra, bu konudaki çalı�malar daha da artmı� ve son 25 yıllık dönemde 

di�er biyolojik alanlarda oldu�u gibi bu alanda da gözle görülür ilerlemeler 

kaydedilmi�tir. Bugün doku kültürlerinden elde edilen sonuçlar laboratuar dı�ına 

çıkarak uygulamada ve ticarette kullanım alanı bulmu� olup geli�en teknikler her geçen 

gün daha da önem kazanmaktadır (Er ve  Canpolat 1992). 

�ekil 2.2: Mikroço�altım amaçlı bitki doku kültürü yöntemi
(http://nayfahsaiscienceproject.blogspot.com/2007/07/planttissue-culture.html).

Bitki doku kültürünün hem teorik hem de deneysel temelleri, totipotensi ve fenotipik 

esneklik kavramlarına dayanır. Totipotensi, bir hücrenin, mitoz bölünmeler yoluyla 

bölünüp tam bir organizmayı olu�turabilme yetene�ine denmektedir (Yentür, 1995; 

Vasıl, 2008). Bu kavram ilk defa Scleiden (1838) ve Schwann (1839) tarafından ortaya 

atılmı�tır. Schwann (1839), bitki hücrelerinin aslında otonomik oldu�unu ve prensip 

olarak, yeni bir bitkiyi tümden olu�turmak üzere kendilerini rejenere edebileceklerini 

söylemi�tir. Fenotipik esneklik ya da fenotipik plastisite organizmaların ortamlarına en 
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iyi �ekilde uyum sa�layabilmeleri için kendi metabolizma, büyüme ve geli�melerini 

de�i�tirebilme yetenekleridir. Bitkilerin yüksek totipotensi ve fenotipik esneklikleri 

sayesinde, çok ba�arılı bitki doku kültür modelleri kurulabilmi�tir (Phillips ve di�., 

1994; Vasıl, 2008). 

Bitki doku kültürünün birçok uygulama alanı vardır. Üretimi zor olan endemik 

bitkilerin mikroço�altımının yapılması, germplazm kaynaklarını kullanarak kaybolan 

türlerin korunması, ikincil metabolitlerin üretimi, genetik çe�itlili�i arttırmak amaçlı 

haploid bitki üretimi, yeni varyetelerin geli�tirilmesi, biyoteknolojik uygulamalarla 

transgenik bitkilerin elde edilmesi ve üstün özellikli bitki klonlarının olu�turulması 

bunlardan bazılarıdır (Passarge, 2000; Babao�lu ve di�., 2002; 

http://en.wikipedia.org/wiki/Plant_tissue_culture; Kothari ve di�., 2010). 

2.2.1 Kallus Kültürü 

Eksplantlar genellikle oksin ve sitokinin içeren uygun bir besiyerinde kültüre 

alındıklarında düzensiz bir büyüme ve a�ırı bir hücre bölünmesi gösterebilirler. Do�ru 

ko�ullar olu�turuldu�unda bitkinin herhangi bir dokusunun eksplant olarak 

kullanılabilmesi mümkündür. Kallus periyodik olarak yenilenen taze bir ortamda alt 

kültüre alındı�ında, bu ço�alma neredeyse süresiz olarak devam ettirilebilir. Eksplant 

olarak kullanılan dokudaki farklıla�mı� hücreler kallus olu�umu sırasında bir dereceye 

kadar tersine farklıla�abilir ‘dedifferentiation’. Bu farklıla�ma hem morfolojik hem de 

metabolik düzeyde olabilir. Farklıla�an bu hücreler tıpkı kök hücreler gibi pek çok 

hücre çe�idine tekrar farklıla�abilme ‘redifferentiation’ kabiliyetindedirler. Kallus 

hücrelerinde görülen bu tersine farklıla�manın en önemli sonuçlarından biri fotosentez 

özelliklerini kaybetmeleridir. Bu sebeple kallus, metabolik görünüm bakımından 

eksplantın alındı�ı ana bitkiye benzememektedir. Kallusun genellikle fotosentez 

yapamaması nedeni ile besiyerine kallusun kullanabilmesi için mineraller, vitaminler ve 

karbon kaynakları (sukroz gibi) eklenmesi gereklili�i ortaya çıkmaktadır. I�ık, kallus'ta 

farklıla�maları te�vik edebilece�i için, kallus kültürü karanlık ortamlarda yapılmalıdır. 

Uzun süreli kültür esnasında kallus, oksin ve sitokinine olan gereksinimini kaybedebilir. 

Alı�ma ‘habituation’ olarak da bilinen bu durum bazı bitki çe�itlerinin kallus 

kültürlerinde sıkça görülen genel bir durumu te�kil eder.  
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Kallus kültürü, bitki biyoteknolojisinde önemli bir yer tutar. Besin ortamındaki oksin ve 

sitokinin oranlarında de�i�iklikler yapılarak, kök, sürgün ve somatik hücreler geli�ebilir 

hatta böylelikle tüm bitki de olu�turulabilir. Kallus kültürleri, aynı zamanda bitki 

transformasyonları ara�tırmalarında kullanılan hücre süspsansiyonlarının elde edilmesi 

için de kullanılabilir (http://www.oup.com/uk/orc/bin/0199254680/ch02.pdf). 

2.2.2 Arpada Embriyojenik Kallus Kültürü Çalı�maları 

Tahıl bitkileri ile gerçekle�tirilen doku kültürlerinde geli�im için genellikle 

olgunla�mamı� tohum embriyoları kullanılmaktadır. Bununla beraber eldesi ve nispeten 

steril bir doku olması nedeniyle olgun tohum embriyoları da doku kültür çalı�malarında 

kullanılmaktadır.  

Kültür ortamı içerdi�i karbon kayna�ı, vitaminler ve esansiyel elementler aracılı�ıyla, 

eksplantın totipotensi ve fenotipik esneklik kavramları do�rultusunda rejenere olmasını 

sa�lar. Bu içeriklerin yanı sıra, bitki büyüme düzenleyicileri eksplantın ya da bitki doku 

kültüründe büyümekte olan bitki hücrelerinin geli�imsel yolaklarını belirleyen 

kimyasallardır. Genelde bitki hormonları veya bu hormonların sentetik analogları olan 

bitki büyüme düzenleyicileri, ba�lıca be� gruba ayrılırlar. Bunlar; oksinler, sitokininler, 

gibberellinler, absisik asit ve etilendir. Kallus ve embriyo kültürlerinde en çok oksinler 

ve sitokininler, daha az miktarda da gibberellinler kullanılmaktadır. Arpa doku 

kültüründe bitki büyüme düzenleyicilerinden bir oksin olan 2,4-diklorofenoksi asetik 

asit (2,4–D)’in kallus eldesi için yeterli oldu�u bilinmektedir. Bazı yeni hormon 

karı�ımları ile kallus olu�ma oranı arttırılabilmektedir (Babao�lu ve di�., 2002; 

http://www.oup.com/uk/orc/bin/0199254680/ch02.pdf).

Arpada etkin bir transformasyonun gerçekle�tirilebilmesi için kallustan çok sayıda bitki 

rejenerasyon sisteminin kurulması gerekti�i bildirilmi�tir. Olgunla�mamı� embriyoların 

kültürü ile embriyojenik kallusların elde edilmesi ve de�i�ik ortam ve genotiplerin 

embriyojenik kallus elde edilmesi üzerine etkileri yo�un bir �ekilde ara�tırılmı�

olmasına kar�ın, embriyojenik kalluslardan bitki rejenerasyonu üzerinde çok fazla bir 

ara�tırmanın olmadı�ı bildirmi�lerdir. Farklı zamanlarda olgunla�mamı� embriyoların 

kültüre alınmasının kalluslardan yüksek oranda bitki rejenerasyonunun olup 

olmayaca�ını ara�tırmak için kontrollu ko�ullarda Golden Promise ve Morex arpa 



11 

çe�itlerinin 4 de�i�ik tarihte ekimi yapılmı�tır. Ekim ayında ekimi yapılan arpa 

çe�itlerinden elde edilen kalluslardan di�er tarihlerde ekimi yapılanlara göre daha fazla 

bitki rejenerasyonu gerçekle�tirilmi�tir (Dahleen, 1999). Rejenerasyonda sıcaklıktan çok 

radyasyonun etkili oldu�u ortaya konulmu�tur. Sera ko�ullarındaki verici bitkilerin 

rejenerasyonunda da do�al ı�ı�ın sıcaklıktan daha etkili oldu�u belirlenmi�tir (Dahleen, 

1999). Farklı oksin ve sitokininlerin farklı kombinasyon ve konsantrasyonlarının, 

arpanın olgun embriyolarından kallus olu�umu üzerine olan etkiler ara�tırılmı�tır. 

Kallus olu�umunu uyarmak amacıyla oksin olarak 2,4-D kullanılmı�tır. Farklı çe�itlerin 

de�i�ik 2,4–D konsantrasyonlarındaki kallus olu�turma yeteneklerinin farklılık 

gösterdi�i belirlenmi� ve embriyolardan bitki geli�imi üzerine 2,4–D’nin etkisi 

ara�tırılmı�tır. Bazı çe�itlerde sitokininler kallus geli�imini arttırmı�, bazılarında ise ket 

vurmu�tur (Bayliss ve Dunn, 1979). 

Oka ve di�. (1995), yapmı� oldukları bir çalı�mada sırasıyla 2 mg/l 2,4–D ve 5 mg/l 

pikloram içeren Murashige ve Skoog (MS) ortamında arpanın olgunla�mı� ve 

olgunla�mamı� embriyolarından kallus olu�umu elde etmi�lerdir. Ara�tırma sonucunda, 

olgunla�mamı� embriyoların skutellum epidermisinden elde edilen ‘nodular compact’ 

kalluslardan meristem dokularından rejenere oldu�u tespit edilmi�tir. Olgunla�mı�

embriyolarda ise meristemlerin, yapra�ın epidermal hücrelerinden ya da koleoptilin kök 

kısmından elde edilen ‘nodular compact’ kalluslardan olu�tu�unu gözlenmi�tir (Oka ve 

di�., 1995). 

Akula ve di�. (1999), yapmı� oldukları bir çalı�mada 9 arpa çe�idinin olgun 

embriyolarından kallus elde etmenin bitki rejenerasyonu için güvenli bir yöntem 

oldu�unu belirtmi�lerdir. Oksinlerden; 2,4–D, (3,6-dikloro-orto-anisik asit) ‘3-6-

dichloro-o-anisic acid’ dicamba ve pikloramın birçok arpa çe�idinin olgun 

embriyolarından kallus olu�umunu olumlu etkiledi�i kanıtlanmı�tır. Olu�an kallusların 

da�ınık, kırılgan ve �effaf oldu�u belirtilmi�, aynı bile�imi içeren yeni ortam üzerine 2-

3 kez aktarıldıktan sonra da beyaz yo�un kalluslar olu�tu�u gözlenmi�tir. Pikloramın 

yüksek konsantrasyonda kullanılması sonucu 3 çe�itte (Tallon, Grimmet, Sloop) 

rejenerasyon kapasitesinin arttı�ı gözlenmi�tir. Arapiles, absisik asit ve betain gibi 

kimyasalların olgun embriyolardan morfojenik kallus uyarımında önemli rol oynadı�ı 

tespit edilmi�tir. Bu kalluslardan rejenere olan bitkilerin dayanıklı oldu�u ve hormon 
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içermeyen ortama aktarıldı�ı zaman köklerin geli�meye hazır oldu�u belirtilmi�tir 

(Akula ve di�., 1999). 

Chang ve di�. (2003), yapmı� oldukları bir çalı�mada önemli biralık arpa çe�itlerinden 

olan Morex için etkin bir bitki rejenerasyon sistemi kurmu�lardır. Olgunla�mamı�

embriyo büyüklü�ünü ve bir seri kültür ortamını bu ara�tırma kapsamında denemeye 

almı�lardır. Embriyojenik kallus olu�umu için embriyo büyüklü�ünün çok önemli 

oldu�u bulunmu�tur. Küçük embriyoların (0,5-1,5 mm) büyük embriyolara göre daha 

fazla embriyojenik kalluslar olu�turdu�u tespit edilmi�tir. 3 mg/l 2,4–D ya da dicamba 

ile de�i�tirilmi� MS ortamının embriyojenik kallus olu�umu için uygun oldu�u 

saptanmı�tır. Embriyojenik kallusların, kallus olu�um ortamında altı kez alt kültüre 

alındı�ında bile rejenerasyon özelli�ini korudu�u ortaya çıkmı�tır (Chang ve di�., 

2003). 

Halamkova ve di�. (2004), yapmı� oldukları bir çalı�mada tarımsal açıdan önemli 23 

arpa çe�idinin kallus olu�umu, somatik embriyogenesis ve rejenerasyon kapasitesini, 

2,4–D ya da dicamba’lı olu�um ortamında ve modifiye edilmi� rejenerasyon ortamı 

üzerinde denemi�lerdir. Kallus olu�turan zigotik embriyoların sıklı�ının genotipe göre 

%88-100 oranında de�i�ti�ini belirlemi�lerdir. Somatik embriyogenesis ve 

rejenerasyonun yüksek sıklık göstermesi için dicamba’nın 2,4–D’den daha uygun 

oldu�u gözlenmi�tir. Bütün çe�itlerde ye�il embriyolar elde edilmi� ve bunların içinde 

albino bitkilere rastlanmamı�tır. Denemede Victor çe�idi hariç kullanılan bütün çe�itler 

dü�ük rejenerasyon kapasitesi göstermi� ve örnek olarak Golden Promise çe�idi ile 

kar�ıla�tırılmı�lardır (Halamkova ve di�., 2004). 

Sharma ve di�. (2005), ara�tırmalarında Avrupa arpa çe�itlerinin bir serisinin kuru 

tohumlarından olgun embriyoları kültüre almı�lardır. Ara�tırma sonucunda 

embriyojenik kallusların elde edildi�i ve bu kallusların kullanılabilir bir sistem oldu�u 

saptanmı�tır. Çimlenme gücü dü�ürülmü� embriyolardan yüksek oranda embriyojenik 

kalluslar, bu kalluslardan da yüksek oranda ye�il geli�mi� bitkiler elde edildi�i ortaya 

çıkmı�tır. Olgun embriyoların uzunlamasına iki e�it parçaya bölünüp kültüre alınması 

durumunda ise embriyonun en az çimlenmeyi ve en iyi kallus olu�umunu gösterdi�i 

gözlenmi�tir. Embriyogenesis ve uzun vadeli olarak morfojenik kapasitesinin korunması 
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için ortamdaki BAP (6-benzilaminopürin) bile�eninin dü�ük seviyeleri çok etkili 

bulunmu�tur. Bu çalı�maya göre; topra�a aktarılmaya hazır hale gelen bitkilerin 

geli�imine kadar olan bütün adımlarda olgun embriyoların ilk izolasyonundan 16-20 

hafta sonra bitki rejenerasyonu tamamlanmı�tır. Tüm arpa çe�itlerinde uygulanan benzer 

ara�tırmalar sonucu, embriyojenik kallusun ortalama oranının % 22-25 arasında oldu�u 

ve kallus eldesi ve kallus tipinin, kullanılan arpa çe�idine, eksplanta ve kültür 

ko�ullarına ba�lı olarak farklılıklar gösterdi�i belirlenmi�tir (Sharma ve di�., 2005). 

2.3. SOMAKLONAL VARYASYON 

Bitki doku kültüründe, kökenleri aynı olmasına ra�men hücrelerde varyasyonlar 

meydana gelebilir. Kültürdeki hücreler birbirlerinden morfolojik, fizyolojik veya 

genetik olarak farklı hale gelebilirler. Bitki doku kültüründe sıklıkla rastlanılan bu 

duruma somaklonal varyasyon adı verilmektedir (Larkin ve Scowcroft, 1981). 

Somaklonal varyasyonlar, kromozom sayısı ve yapısındaki de�i�iklikler, gen 

mutasyonları, somatik krossing-over, karde� kromatid de�i�imi, insersiyon, delesyon, 

metilasyon de�i�imi, transpozonların hareketleri gibi pek çok genetik ve epigenetik 

de�i�ikliklerin sonucunda meydana gelebilirler (Schellenbaum ve di�., 2008).  

Doku kültürü çalı�maları biyoteknolojik uygulamalar için önem ta�ır. Somaklonal 

varyasyon, hızlı bir varyasyon kayna�ı oldu�u için bazı de�i�imler yüksek frekanslarda 

meydana gelebilir, yeni varyantlar ortaya çıkabilir ve varyeteler olu�abilir. Buna kar�ın 

somaklonal varyasyon mikroüretimde büyük kayıplara da neden olmaktadır.  

Günümüze kadar doku kültüründe somaklonal varyasyonların epigenetik temelli 

olu�umlarını ara�tırmaya yönelik pek çok çalı�ma yapılmı�tır. DNA metilasyonunun 

kültürde rejenere olan bitkilerde ve onların nesillerinde yüksek oranda görülmesi, DNA 

modifikasyonlarının kültür sürecinde stabil olmadı�ını ortaya koymu�tur. Bu çalı�malar, 

epigenetik varyasyonların doku kültüründe meydana gelen somaklonal varyasyonlarla 

yakın ili�kili oldu�unu kanıtlamı�tır (Kaeppler ve Kaeppler, 2000).  

2.3.1 Somaklonal Varyasyonların Sebepleri ve Tespit Edilme Yöntemleri 

Somaklonal varyasyon mekanizmalarının belirlenmesi doku kültürü çalı�malarında 

istenmeyen varyasyonlara kar�ı geli�tirilebilecek yöntemler için önem ta�ır. Bitki doku 
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kültürü ko�ullarının uyardı�ı varyasyon; eksplant eldesi i�lemlerindeki yaralanmalar, 

2,4–D uygulaması, sentetik besiyeri gibi stres ko�ulları nedeni ile olabilir. Daha önce 

Madlung ve Comai (2004), doku kültürü ko�ullarını, genomik stresi sa�layan 

faktörlerden biri olarak belirlemi�lerdir. McClintock (1984) ise, stresin kromozom 

parçaları veya kromozomların kaybına, transpozisyon olayları ile kolayla�tırılan kırılma 

ve füzyon gibi genomik düzenlenmelere sebep olabilece�ini belirtmi�tir (Madlung ve 

Comai, 2004).  

  

2,4–D, kallus olu�umunu uyardı�ı için en çok kullanılan hormonlardan biridir. Buna 

kar�ın sitozin metilasyonunda artı�a sebep olmaktadır. Somaklonal varyasyonların 

olu�umunda epigenetik de�i�iklikler, özellikle DNA (sitozin) metilasyonu, genetik 

de�i�ikliklerden daha önemli bir role sahiptir (Peredo ve di�., 2006; Temel ve di�., 

2008). Metillenmi� sitozinler bitki genomunda düzenli bir �ekilde da�ılmazlar ve 

transpozonlar yüksek oranda metillenmi� bölgelerdir (Rabinowicz ve di�., 2005). 

Doku kültürü ko�ullarının sebep oldu�u transpozon hareketlili�i ilk kez Tto1, Tto2, 

Tnt1 retroelementleri için Hirochika (1993) tarafından tütün bitkisinde gösterilmi�tir. 

Son yıllarda Huang ve di�. (2009) ise, pirinç doku kültüründe nDaiZ retrotranspozonun 

aktivasyonunu ortaya koymu�lardır.  

Doku kültürü sırasında meydana gelen varyasyonların belirlenmesi çok de�i�ik 

yöntemler ile olabilmektedir. Bu yöntemlerin ba�ında Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(PZR) yöntemi gelmektedir. Bitki DNA polimorfizm analizleri, gen kaynakları ve 

genetik benzerlikleri ara�tırmak ve nitelendirmek için güçlü bir araçtır. Son 20 yıldan 

beri birçok farklı moleküler markır tekni�i geli�tirilmi�tir. Bir moleküler markır, 

kalıtımı güvenilir �ekilde belirlenebilen, bir protein veya DNA dizisidir. Moleküler 

markırlardan bazıları (Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizimi) ‘Restriction 

Fragment Length Polymorphism’ RFLP, (Rastgele Ço�altılmı� Polimorfik DNA) 

‘Random Amplified Polymorphic DNA’ RAPD, (Ço�altılmı� Parça Uzunluk 

Polimorfizmi) ‘Amplified Fragment Length Polimorphism’ AFLP, (Basit Dizi 

Tekrarları) ‘Simple Sequence Repeats’ SSR, (Tek Nükleotid Polimorfizmi) ‘Single 

Nucleotid Polymorphism’ SNP, (Diziye Özgü Ço�altma Polimorfizmi) ‘Sequence 

Specific Amplification Polymorphism’ SSAP, (Metilasyona Duyarlı Ço�altım 
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Polimorfizmi) ‘Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism’ MSAP, 

(Retrotranspozonlararası Ço�altılmı� Polimorfizm) ‘Inter Retrotransposon Amplified 

Polymorphism’ IRAP, (Retrotranspozon–Mikrosatelit Ço�altılmı� Polimorfizm) 

‘Retrotransposon–Microsatellite Amplified Polymorphism’ REMAP (Retrotranspozon 

Temelli �nsersiyon Polimorfizmi) ‘Retrotransposon Based Insertional Polymorphism’ 

ve RBIP �eklinde sıralanabilir. Bu markır teknikleri birçok bitki ve hayvanda genetik 

akrabalı�ın te�hisinde tür içi ve türler arasında kullanılmaktadır. Somaklonal 

varyasyonların tespitinde en çok kullanılan moleküler markır analizleri; AFLP, SSAP 

ve MSAP yöntemleri iken özellikle retrotranspozonların sebep oldu�u polimorfizmin 

belirlenmesinde IRAP, REMAP, RBIP ve SSAP markırleri kullanılmaktadır (Schulman 

ve di�., 2004; Li ve di�., 2007; Bednarek ve di�., 2007; Schellenbaum ve di�., 2008). 

2.4. TRANSPOZONLAR ve EP�GENET�K 

2.4.1. Transpozonlar 

Transpozonlar genom içinde yer de�i�tirebilme yetene�ine sahip DNA dizileridir. Bu 

yer de�i�tirebilen tekrarlı diziler, transpozisyon aracılı�ı ile bir kromozomal bölgeden 

di�erine hareket ederler. Plasmodium cinsinin bir kaç türü hariç tüm ökaryotlarda ve 

neredeyse tüm prokaryotlarda bulunan transpozonlar, ökaryotik genomların büyük bir 

yüzdesini olu�tururlar (Okomato ve Hirochika 2001; Bowen ve Jordan, 2002; 

Grzebelus, 2005; Jurka, 2007; Wicker ve di�., 2007: Huang ve di�., 2009). 

Transpozonlar, bitki genomlarının ortalama % 50-90, hayvan genomlarının da % 3-45 

kadarını olu�turmaktadırlar. Prokaryotların ço�unlu�unda % 1-3 oranında bulunan 

transpozonların yüzde miktarı, mayada (Saccharomyces cerevisae Meyen ex E.C. 

Hansen) % 3, memelilerde % 25-45, insanda % 45 ve Graminaceae’de ve Liliaceae’de 

% 90-98 kadardır (Bowen ve Jordan, 2002; Schulman ve Kalendar, 2005; Wicker ve 

di�., 2007: Mansour, 2007; Roberts ve di�., 2008; Wessler, 2009; Lerat, 2009). Barbara 

McClintock’un kontrol elementleri ismini verdi�i transpozonlar, bazı mısır tanelerinin 

pigmentasyonu için gerekli genlere insersiyon yapıp, bu genleri inaktive etmektedirler. 

Transpozonlarla çalı�mı� olan ilk bilim insanları, 1914’te mısır genetikçisi Emerson 

(1914) ve 1941’de sitogenetikçi Rhoades (1941) olmu�tur. Bu ara�tırıcılar, mısırda 

transpozonların neden oldu�u fenotipik varyasyonların arkasındaki genetik 



16 

mekanizmaları ara�tırmı�lar ancak bu varyasyonların transpozonlardan kaynaklandı�ını 

anlayamamı�lardır (Federoff, 2001). Transpozonlar ilk kez, 1948 yılında McClintock 

(1948).  tarafından, mutant mısır (Zea mays L.) tanelerdeki farklı pigment yapılarına 

neden olan elementler olarak ke�fedilmi�lerdir (�ekil 2.3) (Feschotte ve di�., 2002). 

Dönemin klasik genetik anlayı�ına göre kromozomlardaki genlerin sabit oldu�u fikri 

hakim oldu�undan, McClintock’un “kontrol elementleri” adını verdi�i transpozonların 

de�eri bilim çevrelerince pek anla�ılamamı�, hatta kabul görmemi�tir. Ancak ilerleyen 

yıllarda genetik yapısı ve temel özelliklerinin ortaya çıkmasıyla ve mayadan insana 

birçok organizmada var oldu�unun kanıtlanmasıyla, 1983 yılında McClintock tıp Nobel 

ödülüne layık görülmü�tür (McClintock, 1984; Feschotte ve di�., 2002). 

�ekil 2.3: Mutant mısır tanelerindeki pigmentasyon 
(http://www.bioinformatics.nl/webportal/background/transposonsinfo.html) 

McClintock’un kontrol elementleri ile ilgili ara�tırmalar ilerledikçe, bu elementlere 

farklı adlar verilmi�tir. Bu adların ba�lıcaları; hareketli (genetik) elementler ‘mobile 

(genetic) elements’, zıplayan genler ‘jumping genes’ ve yer de�i�tirebilen (genetik) 

elementler ‘transposable (genetic) elements’ olarak sayılabilir. Ara�tırıcılar tarafından 

günümüzde en yo�un biçimde kullanılan “yer de�i�tirebilen elementler” sözcüklerinden 

yola çıkarak popüler transpozon sözcü�ü de türetilmi�tir (Federoff, 2001; Miller, 2004; 

Wicker ve di�., 2007: Roberts ve di�., 2008). 

Tenaillon ve di�. (2010), bitki transpozonlarının evrimini göstermi�lerdir (�ekil 2.4). 

Transpozonların epigenetik etkisinin azaltılması siRNA aracılı�ı ile hedef genlerin 

sessizle�tirilmesi ile gerçele�tirildi�ini göstermi�lerdir. �lk olarak genomik strese yol 

açan epigenetik sinyallerle uyarılan transpozon harketleri gerçekle�iyor, bu stresler 

biyotik faktörler, infeksiyon, hibridizasyon, abiyotik faktörler ve sıcaklık etkisiyle 
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olu�turulmaktadır. Transpozonların evolüsyonel etkisinin susturma mekanizmalarıyla 

etkisizle�tirildi�ini ileri sürmü�lerdir. 

�ekil 2.4: Angiosperm tür bitkilerdeki transpozon oranı (Tenaillon ve di�., 2010) 

2.4.2. Transpozonların Biyolojik Önemleri ve Fonksiyonları 

Transpozonlar hareketlilikleri açısından aktif transpozonlar ve inaktif transpozonlar 

olmak üzere iki kategoriye ayrılırlar. Bu hareketli elementlerin büyük bir yüzdesi, 

adlarının tersine inaktif transpozonlardan olu�ur. Türlerin evriminin erken a�amalarında 

bu inaktif transpozonlar, transpozisyon yapmı� ve bugünkü bulundu�u kromozomal 

bölgelere yerle�mi�lerdir. Bu yüzden inaktif transpozonlar, moleküler fosil olarak da 

adlandırılmaktadırlar. Ancak transpozonların aktif veya inaktif olması tamamen kalıcı 

bir durum de�ildir ve tersine döndürülebilir. Çevresel ko�ulların de�i�mesi ve ba�ka 

faktörler, bu elementleri aktive veya inaktive eden epigenetik yapılanmayı 

de�i�tirebilmektedir (Wessler, 2009). 

Ço�u transpozonlar iki temel özellik ta�ırlar. Birincisi, genom içinde bir yerden di�erine 

hareket edebilme özelli�i (transpozisyon), ikincisi de genomdaki kopya sayılarını 

arttırabilme (replikasyon) özelli�idir (Bennetzen, 2000). Bu ikinci özellikten dolayı ve 

bazı dizilerin genomda çok yüksek miktarlarda bulunduklarının ve “konak” 

genomlarından daha hızlı replike olduklarının ke�fedilmesinden dolayı, ara�tırmacılar 

transpozonların, kendi türlerinin devamlılı�ından ba�ka bir amacı olmayan elementler 
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oldu�unu varsaymı�, böylece transpozonlar bencil DNA sıfatını edinmi�lerdir (Okomato 

ve Hirochika, 2001). 

Transpozonlar, transpozisyonları sonucu genomun birçok farklı bölgelerine insersiyon 

yapabilmektedirler. Özellikle eksonlara veya gen yakınındaki bölgelere yerle�tiklerinde; 

nokta mutasyonu, çerçeve-kayma mutasyonu, delesyon, düplikasyon, inversiyon gibi 

birçok mutasyonlara yol açmaktadırlar. Bu mutasyonların sonucunda alternatif gen 

ürünleri olu�abilece�i gibi, gen ürünü olan protein olu�mayabilir ve bu ciddi fenotipik 

de�i�ikliklere sebep olabilir. Bunun yanı sıra replikatif transpozisyonla hareket eden 

transpozonlar, genom boyutunun büyümesine neden olmaktadırlar. Gen fonksiyonunu, 

yapısını ve aktivitesini de�i�tirebilmekte aynı zamanda genom ve kromozom yapılarının 

da ciddi boyutlarda de�i�mesini de sa�layabilmektedirler (Bennetzen, 2000; Federoff, 

2000; Wicker ve di�., 2007; http://www.genbilim.com/index.php?option=com_ 

content&task=view&id=1958). 

Bütün bu özelliklerinden dolayı asalak DNA gözüyle bakılan transpozonların içinde 

bulundukları konak genomlara birçok yararları da vardır. Günümüzde moleküler fosil 

olarak da adlandırılan inaktif elementler aslında do�al seçilimde ba�arılı olabilmi� ve 

genoma zarar vermeyen elementlerdir, çünkü mutasyona neden olan transpozonlar, 

konak genomlarına zarar verdikleri taktirde organizma ya�ayamayacak, bu yeni 

insersiyonlar yeni döllere aktarılamayacaktır. Yol açtıkları mutasyonlar, gen ve genom 

düzeyindeki olu�turdukları gerek yapısal gerekse fonksiyonel de�i�iklikler ve de 

gerekti�inde yeni alellerin olu�masını sa�laması sayesinde ba�arılı ve aktif 

transpozonlar türlerin evriminde ve hatta yeni türlerin olu�umunda çok önemli roller 

üstlenmektedirler. Aynı nedenlerden dolayı, transpozonlar çok önemli varyasyon 

kaynaklarıdır ve fenotipik esnekli�e de yol açarlar. Birçok ara�tırmacı türlerin evrimsel 

geçmi�inde tek bir genin replikatif transpozisyonu yoluyla gen ailelerinin ortaya çıkmı�

olduklarını ve bu sayede türlerin farklı geli�imsel ortamlara uyum sa�layabildiklerini 

dü�ünmektedir (Wessler, 2006; Bergman ve Quesneville, 2007; Wicker ve di�., 2007; 

Wessler ve Micklos, 2009). 

Transpozonlar, genlere çok yakın bölgelere veya genlerin promotör bölgelerine de 

insersiyon yapabilmektedirler. Yakınlarındaki veya promotörlerine girdikleri genleri, 
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gen anlatımı açısından, etkinsizle�tirerek düzenlemektedirler. Yer de�i�tirebilen 

elementleri olu�turan DNA dizileri, genelde metil grupları bakımından zengindirler. 

Transpozonlar, gen düzenlenmesini gerek bu metil gruplarının kom�u bölgeleri 

etkilemesi sayesinde, gerekse RNAi (RNA ’interferans’) mekanizmasını kullanarak 

transkripsyonu engelleyerek gerçekle�tirirler. Bu epigenetik gen düzenlenmesi 

sayesinde transpozonlar, embriyonik geli�im sırasındaki doku farklıla�masından, 

ergindeki farklı dokuların farklılıklarının korunmasına kadar birçok mekanizmada görev 

almaktadırlar. Bu görevleri üstlenmi� olan transpozonların, aynı zamanda, genomların 

evrimine de büyük katkı sa�lamı� oldukları dü�ünülmektedir (Colot, 2004; Lippman ve 

di�., 2004; Jurka, 2007; Wessler, 2009; Venner ve di�.,  2009). 

Moleküler fosil olarak adlandırılan transpozonlar, kromozom yapısı için ayrıca çok 

önemli ba�ka fonksiyonlara da sahiptirler. Kromozom yapısının olu�umu sırasında, 

birçok transpozon bugün sentromer ve telomer olarak bilinen bölgelere yerle�mi� ve 

yerle�tikten sonra inaktive olmu�lardır. Ökaryot kromozomlarının heterokromatin denen 

bölgeleri ço�unlukla bu moleküler fosillerden olu�maktadır. Bunun dı�ında ba�ka 

transpozonlar, aktif olarak kromatin yapısının olu�umunda, sentromer fonksiyonunda ve 

sinaptonemal komplekslerin bir araya gelmesinde, dolayısıyla hücre bölünmesinde 

önemli rol oynamaktadırlar (Thornburg ve di�., 2005; Biémont,  2009). 

Uygulama alanında transpozonlar, moleküler biyologlar tarafından birçok amaçla 

kullanılmaktadır. Transpozonların neden oldu�u insersiyon polimorfizmleri moleküler 

teknikler kullanılarak belirlenmekte, böylelikle transpozonlar; DNA parmakizi, çe�itlilik 

ve filogeni ara�tırmaları ve genetik haritalamaya yönelik olarak birer markır olarak 

kullanılmaktadırlar. Bunun dı�ında, gen klonlama, transgenik organizmaların eldesi, 

mutasyon patern algılayıcısı ve mutasyon aracı olarak da kullanılırlar. Genleri 

insersiyonal biçimde baskılanarak, gen fonksiyonu ara�tırmalarında da kullanılırlar. 

Prokaryotlarda klasik antibiyotik–direnç markırı olarak kullanılmalarının yanı sıra izole 

edilebilirler ve plazmid vektörler kullanılarak bakteri transformasyonunda da 

kullanılabilir. 

Transpozonların gen izolasyonunda kullanılması mutant fenotipten istenilen genin 

izolasyonu için önemlidir. �zlenecek yol transpozon insersiyonu ile olu�an mutantı 
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bulmak, kopyalanmı� transpozonu prob olarak kullanarak genom kitaplı�ından geni 

izole etmek, mutant gen aracılı�ıyla yabani geni bulmaktır. Genelde aktif elementi 

bilinen organizmalar bu tip çalı�malarda kullanılırlar. Organizmada tanımlanmı�

element yoksa heterolog olan transpozonlar kullanılır ve element mutlaka istenilen gene 

giri� yapar (Grzebelus, 2005; Bergman ve Quesneville, 2007; Moran ve Malik, 2009). 

2.4.3. Transpozonların Sınıflandırılması, Hareket Mekanizmaları ve Yapıları 

Transpozonlarda sınıflandırma, ilk defa Finnegan (1989) adlı bir ara�tırmacı tarafından 

yapılmı�tır ve bugün kullanılan sınıflandırmanın temelini olu�turur (�ekil 2.5). Bu 

sistem transpozonları, kullandıkları transpozisyon aracılarına göre ikiye ayırmaktadır 

(Wicker ve di�., 2007). 

�ekil 2.5: Transpozon sınıf ve yapılarına genel bakı� (Roberts ve di�., 2008).  

LTR: Uzun Uç Tekrarları ‘Long Terminal Repeats’ LINE: Uzun Serpi�tirilmi� Nükleer Elementler ‘Long Interspersed Nuclear 
Elements’ SINE: Kısa Serpi�tirilmi� Nükleer Elementler ‘Short Interspersed Nuclear Elements’ MITE: Minyatür Evrik tekrarlı Yer 

de�i�tirebilen Elementler ‘Miniature Inverted repeat Transposable Elements’ 

Retrotranspozon da denilen, sınıf I transpozonları, transpozisyon aracı olarak RNA’yı 

kullanan RNA transpozonlarıdır. Bir RNA polimeraz enzimi aracılı�ı ile transpozonun 

mRNA’ya transkripsiyonu yapılır ve ardından ters transkriptaz aracılı�ı ile bu mRNA 

cDNA’ya dönü�türülür. Sentezlenen cDNA genomdaki hedef bölgeye yerle�erek yeni 
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konumunu alır. Bu mekanizma yaygın olarak ‘kopyala-yapı�tır’ mekanizması olarak 

bilinir (Marco ve Marin, 2005; Wicker ve di�., 2007; Huang ve di�., 2009). 

Sınıf II transpozonları ise, transpozisyon aracı olarak RNA’yı kullanmayan DNA 

transpozonlarıdır. Yer de�i�tirebilen bu DNA dizisi, kendilerini bulundukları 

kromozomal bölgeden keserek çıkartırlar ve ardından hedef bölgeye insersiyon yaparlar. 

Bu mekanizma da yaygın olarak kes-yapı�tır ‘kes-yapı�tır’ mekanizması olarak bilinir 

(Wicker ve di�., 2007; Huang ve di�., 2009). 

Hem prokaryot hem de ökaryotlarda, Minyatür Evrik tekrarlı Yer de�i�tirebilen 

Elementler ‘Miniature Inverted repeat Transposable Elements’ (MITE) gibi, RNA 

aracılı�ı olmadan kopyala-yapı�tır mekanizmasıyla hareket edebilen transpozonların 

ke�fedilmesi, ikili sisteme meydan okumu�tur. Bazı ara�tırıcılar, bu tarz transpozisyon 

yapan grupları tamamen ayrı bir sınıf olarak kabul etmi�tir. Ba�ka ara�tırmacılar ise 

MITE gibi dizilerin ke�finden sonra, transpozonları transpozisyon aracına göre 

sınıflandırmayı reddederek, tamamen enzimolojik sınıflandırmalar geli�tirmi�lerdir. 

Kullanılan ölçütlerden biri, transpozonun kendi transpozisyonu için gerekli olan 

enzimleri üretip üretmemesidir. Buna göre, otonom elementler kendi transpozisyonları 

için gerekli enzimleri, özellikle transpozazı, kodlayabilen transpozonlardır. Otonom 

olmayan elementler ise, transpozaz kodlamadıklarından, ba�ka transpozonların 

kodladıkları transpozazlara ihtiyaç duymaktadırlar.

Bugün kullanılan hiyerar�ik sınıflandırma Thomas Wicker tarafından 2007 yılında 

önerilmi�tir (Wicker ve di�., 2007). Bu sınıflandırma bir yandan Finnegan’ın ikili 

sistemini temel alırken, bir yandan da mekanik ve enzimatik kriterler kullanmaktadır. 

Hiyerar�ik bir sınıflandırma oldu�undan, sınıf, altsınıf, takım, üstaile, aile ve altaile 

terimleri kullanılır. En üst takson olan sınıf, ikili sınıflandırmadaki gibi RNA 

transpozonları ve DNA transpozonları içindir. Bu sınıflandırmada sınıf II olan DNA 

transpozonları, MITE gibi kopyala-yapı�tır mekanizmasıyla çalı�an RNA aracısız 

dizileri de içerir (Deininger ve Batzer, 2002; Wicker ve di�., 2007). DNA transpozonları 

iki farklı tipte hareket edebilirler bu sebeple iki gruba ayrılırlar (�ekil 2.6). Bu 

transpozonlar kendilerini bulundukları lokustan kesip çıkararak (konservatif) veya 
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kendilerini replike ederek (replikatif) genomun ba�ka bir bölgesine yerle�irler (Wicker 

ve di�., 2007). 

�ekil 2.6: DNA Transpozonlarının hareket mekanizmaları. (a); konservatif tip transpozisyon, 
(b); replikatif tip transpozisyon (Wicker ve di�., 2007) 

DNA transpozonları genelde otonom elementler olup basit bir yapıya sahiptirler. 

Ço�unlu�unun gövde kısmında transpozaz enzimini kodlayan tek bir gen ve bu genin 

iki ucunda ters çevrilmi� tekrarlar ‘terminal inverted repeats’ (TIR) bulunmaktadır 

(�ekil 2.5). Transpozaz enziminin rekombinasyonu için gerekli olan bu kısa tekrarlar 

genelde 10-40 bç uzunlu�unda olmakla birlikte, 200 bç uzunlu�unda da 

olabilmektedirler. Otonom olmayan elementler transpozaz kodlayan geni içermezler 

ancak içerdikleri TIR dizileri ve otonom bir transpozonun üretmi� oldu�u transpozaz 

sayesinde genomda hareket edebilirler. DNA transpozonlarının transpozisyonu sırasında 

gereken ba�ka bir enzim de rezolvazdır ve transpozonun insersiyon yapabilmesini sa�lar 

(Smit ve Riggs, 1996; Feschotte ve di�., 2002; Weesler, 2009). 

Retrotranspozonlar genelde, uzun uç tekrarları ‘long terminal repeats’ (LTR) içerip 

içermedi�ine göre alt sınıflara ayrılırlar. LTR’li retrotranspozonlar, gag ve pol adlı iki 

gen içerirler (�ekil 2.5). Gag geni, kılıf yapısında bir proteini, pol geni ise çok 

fonksiyonlu bir polipeptidi kodlar. Bu polipeptid, aspartik proteinaz (AP), ters 

transkriptaz (RT), RNaz H (RH), ve DDE integraz (INT) aktivitelerine sahiptir. LTR’li 

retrotranspozonlar bitkilerde bol miktarda bulunurken, bu oran hayvanlarda dü�üktür. 

�nsan genomunun % 8’ini olu�tururlar. Uzunlukları bir kaç yüz baz çiftinden, 25 

kilobaza kadar de�i�iklik gösterir.  
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LTR’li retrotranspozonlar bitki genomlarının çok önemli bir yüzdesini kapsarlar. 

Arabidopsis thaliana genomunun % 15 kadarı, arpa (Hordeum vulgare L.) ve bu�day 

(Triticum sp.) gibi bazı türlerin genomlarının da % 70-80 kadarı bu dizilerden 

olu�mu�tur. LTR’li retrotranspozonlar evrim sürecinde genom boyutlarının hızlı bir 

�ekilde artmasını sa�lamı�lardır. Ancak buna ra�men çok küçük bir kısmı aktiftir. Bazı 

durumlarda LTR’ler arası rekombinasyon, LTR dizilerinin yalnız kalmasına neden 

olmaktadır. Genomda tek ba�ına kalan LTR dizilerine solo–LTR denir (Marco ve 

Marin, 2005). 

Shirasu (2000), arpanın Rar 1 lokusundaki 66 kb biti�ik sekanslarda retrotranspozon 

varlı�ını ara�tırılmı� ve 18 kb’lık aralıklarla toplanan 66 kb’lık alanlarda üçlü genler 

bulmu�tur. Bu çalı�mada aynı zamanda ço�u retroelementin solo LTR’ler içerdi�i ve 

arpada LTR’ler arasındaki ortak özelli�in de intrakromozomal rekombinasyon 

içermeleri oldu�unu göstermi�tir (�ekil 2.7). 

�ekil 2.7: Arpada Rar 1 lokusundaki retrotranspozonlar (Nikita, BARE1, Sukkula, BAGY2, 
Sabrina) ve genlerin dizili�i (Shirasu ve di�., 2000). 

Hem yapı hem de transpozisyon mekanizması açısından retrovirüslere çok benzerler. 

Tek farkları, virüs olarak paketlenmelerini sa�layan Env genine sahip olmamalarıdır. 
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Dolayısıyla Env genini edinmek veya kaybetmek yoluyla birbirlerine dönü�ebilirler. Bu 

sebeple retrovirüslerin evrim sürecinde ökaryotlardaki LTR’li retrotranspozonlardan 

kökenlenmi� olabilece�i dü�ünülmektedir  (Feschotte ve di�., 2002; Marco ve Marin, 

2005; Wicker ve di�., 2007). 

LTR’siz retrotranspozonların ba�ında (Uzun Serpi�tirilmi� Nükleer Elementler) ‘Long 

Interspersed Nuclear Elements’ LINE ve (Kısa Serpi�tirilmi� Nükleer Elementler) 

‘Short Interspersed Nuclear Elements’ SINE dizileri gelmektedir. LINE’lar poli-A dizisi 

içeren retrotranspozonlar olup otonomdurlar. 6.000 bç uzunlu�una kadar çıkabilen ve 

genomda 500.000 kopya kadar bulunan retrotranspozon kökenli dizilerdir. �nsan 

genomunun yakla�ık % 20’si LINE dizilerinden olu�ur. SINE’lar ise otonom olmayan 

retrotranspozonlardır. En iyi bilinen örnekleri Alu elementleridir. �nsan genomunda 

bulunan yakla�ık bir milyon SINE dizisi, genomun % 13'ünü olu�turur.  

LINE ve SINE’lar basit genlere benzer, elementin RNA �eklinde kopyalanmasını 

ba�latan bir promotörü ve bir poli-A dizisini içerirler. Bitkilerdeki ba�ka önemli 

transpozon aileleri (Mutasyona Yol açabilecek Yer de�i�tirebilen Elementler) ‘Mutator-

Like Transposable Element’ MULE ve (Oryza sativa’nın Yer de�i�tirebilen 

Elementleri) ‘Transposable Elements of Oryza sativa’ TEOS’dir. MULE’ların 1.000 

gen içinde 3.000 kadar kopyası bulunmu�tur. Gen içine girdi�inde kimerik transkript 

olu�umuna neden olarak yeni gen ürünlerini olu�turabilirler. Yer de�i�tirebilen 

elementler ayrıca yüksek hayvanlardaki DNA geçi�lerinin (yatay gen aktarımı) en 

önemli sorumluları olarak gösterilmektedirler (Banks ve di�.,  1988; 

http://genotyping.wordpress.com/?s=hareketli+dna). 

Bitki retrotranspozonlarının (RTN) di�er insersiyon elementlerine göre bazı üstünlükleri 

vardır; RTN–aracılı�ı ile insersiyon mutasyonları stabildir, replikatif biçimde 

varlıklarını sürdürürler, transpozisyon hedefi orijinal kopyadan farklı bir hedeftir, bu 

yolla rastgele insersiyonların bir koleksiyonu olu�turularak mutagenesis ara�tırılabilir, 

transpozisyon kolaylıkla düzenlenebilir, doku kültürü ile aktive edilir ve rejenerasyonla 

inaktive edilir (Hirochika, 1993; Huang ve di�., 2009), yüksek düzeyde mutageniktirler, 

gen bakımından zengin bölgelere girebilirler, orijinal kopya sayısı dü�ük olabilir, 
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böylece özgün bir mutasyondan sorumlu kopya bulunabilir, endogen aktif RTN’ler basit 

ters transkripsiyon – PZR (RT-PZR) yöntemi ile izole edilebilirler (Todorovska, 2007). 

2.4.4. Epigenetik 

Epigenetik, DNA dizisindeki de�i�ikliklerden kaynaklanmayan mitoz veya mayoz 

yoluyla kalıtılan gen anlatım de�i�ikliklerini inceleyen bilim dalıdır. Ça�da� anlamıyla 

ilk kez Waddington (1942) tarafından kullanılan epigenetik terimi, di�er bazı 

ara�tırmacıların deyi�iyle genetik kökenli olmayan ve kalıtılan fenotipik varyasyonların 

incelenmesidir. 

Fenotipi neyin belirledi�i, bir organizmada farklıla�mı� hücrelerin aynı genotipleri 

içermelerine ra�men nasıl ba�ımsız gen anlatım profillerine ve hücre fonksiyonlarına 

sahip oldu�u, fenotiplerin mitotik evrelerde nasıl stabil bir �ekilde korundu�u, 

farklıla�manın nasıl gerçekle�ti�i, çevrenin gen anlatımına etkisi ve bunun kalıtımı gibi 

bir çok konu epigeneti�in ara�tırma alanlarındandır (Bird, 2007; Goldberg ve di�., 

2007). En önemli epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu ve histon de�i�imleridir. 

Bu histon de�i�imlerinin en önemlileri, histon asetilasyonu ve metilasyonu, histon 

takasları ve RNAi ile etkile�im olarak sayılabilir. Tüm epigenetik mekanizmalar �ekil 

2.8’da verilmektedir (Rakyan ve Beck, 2006; Goldberg ve di�., 2007; Bond ve 

Finnegan, 2007). DNA metilasyonu en iyi karakterize kimyasal de�i�imdir. 

Memelilerde, neredeyse tüm DNA metilasyonları CpG dinükleotidlerinin sitozin 

bakiyelerinde meydana gelmektedir. Genomun yüksek yo�unluktaki CpG bölgelerine 

CpG adacıkları denir ve bu adacıkların DNA metilasyonu, transkripsyonu baskılama 

yoluyla gen sessizle�tirmesine neden olur. 
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�ekil 2.8: Epigenetik mekanizmalar (D’Alessio ve Szyf, 2006; Holliday, 2007; Waterland ve 
Michels, 2007; Kiefer, 2007; Vliet ve di�., 2007; Henderson ve Jacobsen, 2007) 

Histon de�i�imleri, ço�unlukla histon asetilasyon ve metilasyonlarından olu�maktadır. 

En önemli histon modifikasyonlarından biri, H3’ün dokuzuncu pozisyonunda bulunan 

lizin aminoasidinin metilasyonudur ve kısaca H3K9 metilasyonu olarak gösterilir. Di�er 

temel histon modifikasyonları; H3K27 metilasyonu, H3K4 metilasyonu, histon 

asetilasyonu, fosforilasyonu, übikitinasyonu ve sumoylasyonu olarak sayılabilir (�ekil 

2.8).  

Histon de�i�imlerinin bir histon kodu olu�turdu�u dü�ünülmektedir. Böylece, 

nükleozomun yapısal dinami�ini etkileyerek kromatin fonksiyonunu düzenlemekte ve 

gen anlatım kalıplarını dikte etmektedir. DNA metilasyonu sadece gen 

sessizle�tirmesine yol açarken, histon de�i�imleri hem gen sessizle�tirmesine hem de 

aktivasyonuna yol açarlar (D’Alessio ve Szyf, 2006; Rakyan ve Beck, 2006; Vliet ve 

di�., 2007; Martin ve Zhang, 2007; Nishimura ve Paszkowski, 2007). 

Bütün epigenetik mekanizmalar birbirleriyle i� birli�i içinde hareket ederler. Epigenetik 

mekanizmaların düzenlenmesi ço�unlukla iki yönlüdür ve hem mitotik hem de mayotik 

süreçler sonunda korunmasının ancak bu sayede sa�lanabildi�i dü�ünülmektedir. DNA 
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metilasyonları, gen anlatımının düzenlenmesinde görev alan en önemli epigenetik 

faktörlerdendir. Kovalent kromatin de�i�imleri, DNA metilasyon motiflerini düzenler 

ama aynı zamanda DNA metilasyonları da histon de�i�imlerini etkilemektedirler. 

Bunlardan ba�ka RNAi de histon de�i�imlerini ve ba�ka birçok mekanizmayı 

etkilemektedir (Rakyan ve Beck, 2006; D’Alessio ve Szyf, 2006; Holliday, 2007; 

Goldberg ve di�., 2007; Bond ve Finnegan, 2007; Henderson ve Jacobsen, 2007). 

Çok çe�itli ve birbirleriyle ilgisiz gibi görünen onlarca biyolojik olay, aslında epigenetik 

mekanizmaların etkisinde meydana gelmektedir. Bunların ba�lıcaları; X kromozomu 

inaktivasyonu, genomik imprinting, paramutasyon, floral simetri, farelerde agouti 

lokusunun aktarılması, ‘polycomb’ sessizle�tirilmesi, konum-etki çe�itlili�i, sirke 

sine�inde (Drosophila melanogaster L.) Hox genlerinin modellenmesi, hücre 

farklıla�ması, kanser geli�imi ve nöronal geli�im olarak sayılabilir. Günümüzde 

epigenetik, hem prokaryot hem ökaryot birçok organizmada geli�imsel, fizyolojik, 

nörolojik, sitogenetik, kalıtımsal, evrimsel, patolojik ve tıbbi alanlarlarda 

ara�tırılmaktadır (Bird, 2007; Vliet ve di�., 2007; Martin ve Zhang, 2007; Kiefer, 2007). 

2.4.5. Epigenetik ve Transpozonlar 

Transpozonlar, her ne kadar klasik epigenetik mekanizmalardan biri olarak 

görülmeseler de, yaptıkları transpozisyonların çok önemli epigenetik etkileri 

bulunmaktadır. 1950 yılında McClintock, transpozonların çok önemli epigenetik 

fonksiyonları oldu�unu belirtmi�tir. Promotör bölgelere ya da genlere yakın bölgelere 

insersiyon yaparak gen sessizle�tirmesine yol açan transpozonlar bol miktarda metil 

grupları içermektedirler. Günümüzde, transpozonların, tüm genomda metilasyon 

açısından en yo�un bölgeler oldu�u bilinmektedir. Transpozonlar, X kromozomu 

inaktivasyonundan, imprintinge kadar birçok epigenetik olayda önemli rollere 

sahiptirler. Transpozonların neden oldu�u yaygın epigenetik gen düzenlenmesinin yanı 

sıra, transpozonların kendileri de epigenetik mekanizmalar tarafından sessizle�tirilmekte 

veya aktifle�tirilmektedir. �naktif transpozon ve moleküler fosil kavramları bu sayede 

ortaya çıkmaktadır. Transpozonların büyük bir ço�unlu�u inaktiftir ve bu inaktivite 

epigenetik nedenlerle gerçekle�ebilece�i gibi evrim sırasında element içi delesyon 

nedeniyle de gerçekle�mi� olabilir. Epigenetik olarak aktivitesini ve hareket edebilme 

yetene�ini kaybetmi� transpozonlara ‘örtülü element’ adı verilmektedir. Örtülü 
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elementler ve otonom olmayan transpozonlar, sentromer ve telomer gibi genomun 

heterokromatik bölgelerini olu�turmaktadırlar (Banks ve di�.,  1988; Slotkin ve 

Martienssen, 2007; Weil ve Martienssen, 2008). 

Epigenetik mekanizmalar, bazı ko�ullar altında sessiz transpozonları aktive ederler. 

Bunun en güzel örne�i geli�im sürecinde sessiz olup, hem biyotik hem de abiyotik stres 

ko�ullarında etkin hale geçen bitki retrotranspozonlarıdır. Epigenetik olarak aktive 

edilen bu LTR’li retrotranspozonlar, bulundukları yerdeki kom�u genlerin de gen 

anlatımını epigenetik yollarla etkilediklerinden, LTR’li retrotranspozonların bitki 

geli�im ve evriminde önemli bir rol oynadıkları dü�ünülmektedir (Mansour, 2007). 

Epigenetik düzenleme, transpozonların olası zararlı etkilerini durdurucu bir mekanizma 

olarak i�ler. Transpozonları baskılayan susturucu mekanizmaların ba�lıcaları; RNAi ile 

post-transkripsiyonel sessizle�tirme, histon kuyruk de�i�imleri, DNA metilasyonu ve 

kromatin paketleme ve yo�unla�masındaki de�i�imlerdir. Bu baskılayıcı mekanizmalar 

sayesinde transpozonların yüksek mutatif özellikleri engellenmektedir (Banks ve di�.,  

1988; Slotkin ve Martienssen, 2007; Weil ve Martienssen, 2008). 

2.5. N�K�TA RETROTRANSPOZONU 

Nikita arpada 33.897 ve 40.171 nt pozisyonu arasında yerle�mi� olan solo LTR 

elementidir (�ekil 2.9). Nikita dizisi Mlo lokusundaki 3 kb uzunlu�undaki bir diziyle 

(30.047 ve 27.118 arasındaki nt pozisyonu) yüksek derecede ili�kidedir. Rar1 

lokusundaki Nikita iki tane BARE-1 LTR’si (LTR-3 ve LTR-4) tarafından bölünmü�tür. 

Nikita’nın terminal LTR dizisi kutu içine alınmı�tır ve kom�u olan 5 baz çiftinin altı 

çizilerek belirtilmi�tir. Genbank aksesyon numarası sol tarafta belirtilmi�tir. DNA 

dizilerinin üzerindeki numaralar ise nt pozisyonlarını belirtmektedir (Shirasu ve di�., 

2000). 

�ekil 2.9: Nikita LTR dizisi (Shirasu ve di�., 2000).  
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2.6. IRAP ‘INTER-RETROTRANSPOSON AMPLIFIED POLYMORPHISM’ 

Retrotranspozonların entegrasyonları genomik DNA ve korunmu� uçları arasında yeni 

ek yerleri yarattı�ından, markır olarak kullanılabilmektedir. Polimorfizmleri 

retrotranspozon insersiyonu ile belirlemekte kullanılan markır sistemleri; genelde bu 

uçlar arasındaki ve biti�ik DNA bölgelerinin bazı bile�enlerinin polimeraz zincir 

reaksiyonu yoluyla ço�altılması esasına dayanır. Kalendar ve Schulman (2006) bu 

amaca yönelik; REMAP ve IRAP olmak üzere iki yöntem geli�tirmi�lerdir (Schulman 

ve di�., 2004). 

�ekil 2.10: IRAP markır çalı�ma prensibi 

IRAP, retrotranspozonlar arasındaki polimorfik bölgelerin ço�altılmasıdır (�ekil 2.10). 

Bu yöntem markır bantları olu�turmak için ne restriksiyon enzim kesimine ne de 

ligasyona ihtiyaç duymaktadır. IRAP ürünleri dı�arı bakan primerler kullanılarak 

yanyana iki retrotranspozondan elde edilirler. PZR’de kullanılan, primerler 

retrotranspozonun LTR dizilerinin uç kısımlarına göre dizayn edilir. �leri primerler 

retrotranspozonun 3’ LTR dizisine göre dizayn edilirken geri primerler 5’ dizisine göre 

dizayn edilir. Retrotranspozonların LTR dizileri ço�u zaman %90-95 oranında benzerlik 

gösterdikleri için tek bir primer PZR’de hem ileri hem de geri olarak da kullanılabilir. 

Bu tez çalı�masında da transpozon hareketleri arpa doku kültürlerinde kallus geli�iminin 

de�i�ik evrelerinde Nikita retrotranspozonu için geli�tirilmi� IRAP moleküler markırları 

kullanılarak ara�tırıldı ve sonuçlar daha önce yapılan çalı�malardaki bulgularla 

kar�ıla�tırılarak de�erlendirildi. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Bu çalı�mada bitki materyeli olarak arpa (Hordeum vulgare L. Zafer-160 cv.) olgun 

embriyoları ve olgun embriyolardan geli�en 30 günlük, 60 günlük ve 90 günlük 

kalluslar kullanıldı. Tohumlar, Ege Tarımsal Ara�tırma Enstitüsünden sa�landı.  

3.1. B�TK� DOKU KÜLTÜRÜ 

3.1.1. Besiyeri Yapımı 

Arpa olgun embriyolarından kallus geli�imi için 3 mg/l (13.59 �M) 2,4–D (2.4-

Dichlorophenoxyacetic) içeren Murashige ve Skoog (MS) (1962), besiyerleri kullanıldı. 

Bir litre MS besiyeri için; 4.3 g MS besiyeri tuz karı�ımı ‘MS basal salt mixture’ 

(M5524, Sigma) ve 30 g sükroz 800 ml distile suda çözülüp, pH’sı 1N NaOH ile 5.8’e 

ayarlandı. Son hacmi distile su ile 1 litreye tamamlanan besiyerine 9 g agar (Agar, 

A7002, Sigma) eklenip, otoklavda (OT 012, Nüve) 121oC, 1.2 atm ko�ullarında, 15 

dakika boyunca steril edildi. Steril edilen besiyerinin sıcaklı�ı 50 – 55oC’ye geldi�inde 

içerisine 1 ml, 1000X MS vitamin karı�ımı (M3900, Sigma) ve 3 ml, 1 mg/ml stok 2.4-

D çözeltisi eklenip, besiyeri her bir petri kabında 25 ml olacak �ekilde kaplara döküldü. 

Stok 2.4-D çözeltisi hazırlamak için, 10 mg 2.4-D (D7299, Sigma) 1 ml saf etanolde 

çözüldükten sonra, distile suyla 10 ml’ye tamamlandı ve 0.2 �m por çaplı filtreden 

geçirilerek steril edildi. 

3.1.2. Kallus Kültürlerinin Kurulması 

Doku kültürü çalı�maları sırasında yapılan tüm i�lemler, hava akımlı steril kabinde 

(Gelaire Flow Laboratories TC 48) gerçekle�tirildi. Arpa tohumları, yüzey 

sterilizasyonu için, % 20’lik ticari çama�ır suyunda 15 dakika bekletilip, üç kere distile 

su ile yıkandı. Ardından tohumların testaları soyuldu ve steril bistüri kullanılarak 

embriyolar endosperm dokusundan kesilerek ayrıldı. Arpa embriyoları saf etanol 

içerisinde 30 saniye bekletildi. Etanolün uzakla�tırılması için embriyolar distile su ile 3 

defa durulandı. Her embriyo tek tek steril kurutma ka�ıdında kurutuldu ve kallus 

olu�umu için 3 mg/l 2,4-D içeren MS besiyerine ekildi. Ekilen embriyoların her biri bir 

harf ile isimlendirildi. Petriler, kallus olu�umu için aluminyum folyo ile kapatılarak, 

sıcaklı�ı 25oC olan bitki büyütme kabininde inkübe edildi.  
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DNA izolasyonunda kullanılacak örneklerin eldesi için, 30 gün sonunda her bir kallus 

iki parçaya ayrıldı. Parçalardan biri genomik DNA (gDNA) izolasyonu için kullanıldı. 

Di�er parça ise MS besiyerine (3 mg/l 2,4-D) alt kültüre alınarak kallus geli�imi devam 

ettirildi. Bu örnekleme i�lemleri 60. ve 90. günde de aynı �ekilde uygulandı. Örnekleme 

i�lemleri sırasında kallusların etiketlenmesine dikkat edildi. Her örneklemede elde 

edilen 30, 60 ve 90 günlük kalluslar aynı embriyodan geli�en kalluslardı. Tüm 

örnekleme i�lemleri tamamlandıktan sonra DNA izolasyonuna geçildi.     

3.2. MOLEKÜLER ÇALI�MALAR 

Arpa kallus kültüründe ya�a ba�lı meydana gelebilecek olan retrotranspozon 

hareketlerini belirlemek için ‘Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism’ (IRAP) 

moleküler markır tekni�inden yararlanıldı. Bitkiler arasında do�al olarak meydana 

gelmi� olabilecek polimorfizmin belirlenmesi ve sonuçların güvenirlili�ini saptamak 

için çalı�malar 3 farklı birey üzerinde yürütüldü. Çalı�mada kontrol amacı ile kültüre 

alınmamı� olgun embriyolar kullanıldı. �zolasyon için kullanılan örnekler sırası ile E1, 

E2, E3, A30, B30, C30, A60, B60 ve C60, A90, B90 ve C90 olarak isimlendirildi.   

3.2.1. Genomik DNA �zolasyonu 

Genomik DNA izolasyonu sırasında kullanılan bütün tampon ve stok çözeltilerin 

içerikleri Tablo 3.1’de verilmi�tir. �zolasyonda kullanılacak tüm cam ve plastik 

malzemeler nükleaz aktivitesini engellemek için distile su ile durulandı. Ardından 

otoklavda 121oC sıcaklıkta 20 dakika süre ile steril edilen malzemeler kurutulduktan 

sonra genomik DNA izolasyonu için kullanıldı.  

Bitki materyelleri steril porselen havan ve havaneli ile sıvı azot içerisinde parçalandı. 

Toz haline getirilen 100mg dokulardan her örnek için alınıp porselen havanda yakla�ık 

3 dakika boyunca ezerek iyice ö�ütülmesi sa�lanmı�tır. Toz haline gelen örnekler 1.5 

ml’lik mikrofüj tüplerine alındı ve üzerine 350 µl 2X CTAB 

(hexadecyltrimethylammonium bromide) tamponu eklendi (Tablo 3.1). Ardından 

tüplere 350 µl LiCl eklendi ve tüpler bir kaç defa altüst edildikten sonra 65oC’lik su 

banyosunda 1 saat kadar inkübe edildi. Süre sonunda tüplere 700 µl 

kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendi ve birkaç defa altüst edilerek karı�tırıldı. 
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Örnekler 13500 rpm’de 1 dak. santrifüj edildi ve üst sıvı temiz bir tüpe alındı. Yeni 

tüplere örnekle e�it miktarda (~500 µl) kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendi ve tekrar 

13500 rpm’de 1 dak. santrifüj edildi. Üst sıvı tekrar yeni bir tüpe alındı ve üzerine 1/10 

hacim (~50 µl) 3M sodyum asetat ve 2 hacim (~1 ml) saf etanol (so�uk) eklendi. 

Örnekler -20oC’de 2 gün süre ile inkübe edildi. Süre sonunuda tüpler 13500 rpm’de 3 

dakika santrifüj edildi. Üst sıvı atıldı ve çökelen pellet %70’lik etanol ile iki defa 

yıkandı. Yıkama i�leminin ardından pelletler oda ısısında 1saat kadar kurumaya 

bırakıldı. Ardından izole edilen DNA’lar 50 µl steril su içinde çözdürüldü. �zole edilen 

DNA’ların kalitesi % 1’lik agaroz jelde kontrol edildi. �zole edilen DNAların 

spektrofotometre kullanılarak 260 ve 280 nm dalga boylarındaki absorbans de�erleri 

ölçüldü. 260 nm dalga boyundaki absorbans de�eri DNA miktar tayininde 260/280 

oranı ise DNA saflı�ının tayininde kullanıldı. DNA miktarı  ‘DNA miktarı (µg/ml)= 

OD260 x Seyreltme faktörü x 50 (µg/ml)’ formülünden yararlanılarak hesaplandı.  

Tablo 3.1: Genomik DNA izolasyonunda kullanılan tampon ve stok çözeltiler 

Çözeltinin Adı �çeri�i 
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:�zoamil alkol 24 Hacim Kloroform (Chloroform, C7559, Sigma): 1 Hacim �zoamilalkol 
(Isoamylalcohol, W205702, Sigma) 

CTAB/NaCl %10 CTAB, 0.7 M NaCl 
EtOH/NH4Ac %76 EtOH, 10 mM NH4Ac (101115, Merck) 
%70 EtOH 7 Hacim Etanol, 3 Hacim distile su 

3.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi 

Agaroz jel elektroforezinde kullanılan tompon ve boyaların içerikleri Tablo 3.2’de 

verilmi�tir. % 1’lik agaroz jel hazırlamak için, 10X TAE tamponunun sulandırılmasıyla 

hazırlanan 40 ml 1X TAE tamponuna, 0,4 gram agaroz (Biobasic Agarose A) eklenip 

mikrodalga fırında eritildi. Ilınan agaroz jele 4�l etidyum bromür eklendi ve yatay 

elektroforez kasetine dökülüp, uygun tarak yerle�tirildikten sonra, oda sıcaklı�ında 30 

dakika boyunca katıla�maya bırakıldı. Her DNA örne�inden 1�l alınıp, 4�l steril distile 

su ve 1�l 6X yükleme tamponu ile karı�tırılarak agaroz jele yüklendi. Markır olarak 
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GeneRulerTM DNA Ladder Mix (SM0312, Fermentas) kullanıldı (�ekil 3.1). Agaroz jel 

80V’da 2 saat yürütüldü ve UV tablasında görüntülendi ve foto�rafı çekildi.  

Tablo 3.2: Agaroz jel elektroforezinde kullanılan çözeltiler 

Çözeltinin Adı �çeri�i 
10X TAE (Tris-Asetat EDTA) 
tamponu 

400 mM Tris, % 1,2 glasiyel asetik asit, 10 mM EDTA

Etidyum bromür 10 mg/ml etidyum bromür, distile su içinde 
6X yükleme tamponu 10 mM Tris, 60 mM EDTA (pH 8,0), % 0.3 bromofenol 

mavisi, % 60 gliserol 

�ekil 3.1: Agaroz ve poliakrilamit jel elektroforezinde kullanılan markır; GeneRuler™ 1 kb 
DNA Ladder (SM0312, Fermentas) 

3.2.3. IRAP Analizleri  

Nikita retrotranspozonunun hareketinin IRAP markır tekni�i kullanılarak belirlenmesi için 

PZR’de hem ileri hem geri olarak ba�lanabilen tek bir primer kullanıldı. Bununla birlikte 

reaksiyon farklı bir primer ile tekrarlanarak iki reaksiyon arasındaki sonuçlar kar�ıla�tırıldı. 

PZR’de kullanılan primerlerin dizileri ve ba�lanma sıcaklıkları (Ta) Tablo 3.3’de verilmi�tir 

(Rodriguez ve di�., 2006; Branco ve di�., 2007; Bento ve di�., 2010).  

Tablo 3.3: IRAP PZR için kullanılan primerlerin dizileri ve Ta sıcaklıkları 

Adı ve Yönü Dizisi (5’ � 3’) Ta (
0C) 

Nikita -57Forward  CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC 52 
Nikita-E2647Forward � ACCCCTCTAGGCGACATCC 53 
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PZR’de kalıp olarak 3’er adet embriyo, 30, 60 ve 90 günlük kalluslar olmak üzere 12 

adet örnek üzerinden çalı�malar yürütüldü. Örneklerden izole edilen gDNA’lar steril 

distile su ile sulandırılarak konsantrasyonları 10 ng’a ayarlanarak kullanıdı. PZR 200 

µl’lik tüplerde gerçekle�tirildi. PZR bile�enleri Tablo 3.4’de verilen oranlarda tüplere 

ilave edildi ve tüpler Tablo 3.5’de verilen ko�ullara ayarlı PZR cihazına yerle�tirildi. 

Reaksiyon bitiminde PZR ürünleri poliakrilamit jelde ayrılarak incelendi.  

Tablo 3.4: IRAP-PZR bile�enleri ve konsantrasyonları 

Bile�enin Adı Miktarı (�l) Son konsantrasyonu 
Steril distile su 9,9 - 
10 X PZR tampon 2 1X 
25 mM MgCl2 2 2,5 mM 
10 mM dNTP 2 1 mM 
10 �M primer 1,6 0,8 �M 
10 ng/�l Kalıp DNA 2 20 ng 
5U/�l Taq polimeraz (D0081, BioBasic) 0,5 2,5 U (0,125 U/�l) 
Toplam 20 - 

Tablo 3.5: IRAP-PZR ko�ulları 

Basamak Sıcaklık (0C) Süre Döngü 
Ba�langıç denatürasyonu 940C 2 dak 1 
Denatürasyon 940C 30 san  
Ba�lanma De�i�ken 30 san 30 
Uzama 720C 3 dak  
Son uzama 720C 7 dak 1 

3.2.4. Poliakrilamit Jel Elektroforezi ‘PAGE’ 

Akrilamidin polimerizasyonuyla hazırlanan poliakrilamid jellerin elektroforetik 

ayırımlarında çe�itli üstünlükleri vardır. Küçük ya da orta boydaki nükleik asitler ve 

proteinler için yüksek ayrı�tırma gücüne sahiptir. Hareket eden moleküllerle destek 

materyali arasındaki etkile�im minimum düzeydedir. Destek materyali fiziksel olarak 

oldukça kararlıdır. Poliakrilamid jellerle yapılan elektroforez örnekteki bile�enlerin 

daha iyi ayrı�masına olanak verir çünkü ayırım hem moleküler elekleme hemde 

elektroforetik harekete dayanır. Poliakrikamid jeller akrilamid ve çapraz ba�layıcı 

N,N’metilen-bis akrilamidin serbest radikal polimerizasyonu ile hazırlandı. Kimyasal 

polimerizasyon bir ba�latıcı-katalizör (amonyum persülfat-TEMED) sistemi tarafından 
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kontrol edildi. Fotokimyasal polimerizasyon, UV ı�ı�ı altında riboflavin tarafından 

gerçekle�tirildi. Bir jelin ayrı�tırma gücü ve molekül boyutu aralı�ı akrilamid ve bis 

akrilamid konsantrasyonuna ba�lıdır. Bu iki maddenin polimerizasyonu ile jelde porlar 

olu�turuldu. Dü�ük konsantrasyonda daha büyük porlar olu�ur ve yüksek molekül 

a�ırlıklı biyolojik moleküllerin analizi yapılabilir. Yüksek konsantrasyonlarda ise küçük 

porlar olu�ur ve dü�ük molekül a�ırlıklı moleküllerin analizi yapılır.  

PZR bitiminde ürünler, 22x20 cm boyutlarındaki %6’lık poliakrilamit jelde (Tablo 3.6) 

160 voltta 6 saat yürütülerek ayrıldı. Jel etidyum bromür içeren 1X TBE tamponu içinde 

15 dakika süre ile boyandıktan sonra, UV tablasında görüntülendi. 

Poliakrilamid jel elektroforezi düzlemsel biçimde hazırlanmı� jellerde gerçekle�tirildi. 

Poliakrilamid jel birbirinden belli uzaklıkta tutulan iki cam tabaka arasında hazırlandı. 

Polimerizasyon sırasında jelin üst kısmına yerle�tirilen plastik bir tarak ile jelde küçük 

kuyucukların olu�umu sa�landı. Polimerizasyondan sonra tarak çıkarıldı, kuyucuklar 

tuzları ve polimerize olmamı� akrilamidi yok etmek üzere tamponla yıkandı. Jel kaseti 

tampon içerisine yerle�tirildi, kuyucuklara örnekler konuldu ve akım geçirildi.  

Tablo 3.6: PAGE bile�enleri ve konsantrasyonları 

Adı Miktar 
Distile su 29,48 ml 
% 30 Akrilamit:bisakrilamit 29:1; 0,45 � filtre sterilizasyonu 10 ml 
5X TBE (500 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA pH 8,0, ) 10 ml
% 10 Amonyum persülfat 500 �l 
TEMED 20 �l 
Toplam 50 ml 
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4. BULGULAR 

Bu çalı�mada Hordeum vulgare L. cv. Zafer-160 varyetesinin olgun embriyolarından 

elde edilen kalluslarda, ya�a ba�lı olarak doku kültürü ko�ullarının sebep oldu�u Nikita

retrotranspozon polimorfizmi IRAP yöntemi kullanılarak ara�tırıldı.  

4.1. KALLUS KÜLTÜRLER�N�N ELDES�

Hordeum vulgare L. tohumlarının yüzey sterilizasyonu sonrası steril ko�ullarda 

çıkarılan olgun embriyoları MS besiyerine ekilerek 30, 60 ve 90 günlük süreler sonucu 

aktif bölünen kallus kültürleri elde edildi (�ekil 4.1). Elde edilen kallusların sarımsı 

beyaz ve pamuksu yapıda oldu�u (II. tip kallus) ve bu sonuçlara göre kallus 

kültürlerinin DNA izolasyonu için uygun oldu�u görüldü. 

�ekil 4.1: Olgun arpa embriyolarından elde edilen kalluslar. a; ekimi yapılmı� embriyolar, b; 30 
günlük kallus, c; 60 günlük kallus, d; 90 günlük kallus (Bar; 1mm). 
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4.2. GENOM�K DNA ANAL�ZLER�

PZR’de kalıp olarak kullanılan genomik DNA’lar Rogers ve Bendich (1985)’in 

önerdikleri CTAB yöntemi kullanılarak izole ediledi. Ardından DNA’ların kalitesi % 

1’lik agaroz jel elektroforezi ile belirlendi (�ekil 4.2). Elektroforez sonucuna göre izole 

edilen DNA’ların PZR’de kullanılabilecek kalitede oldu�u görüldü. Bununla birlikte 

DNA’ların konsantrasyonları ve saflıkları dereceleri spektrofotometre ile belirlendi 

(Tablo 4.1). Elde edilen sonuçlara göre DNA’ların kosantrasyonlarının birbirlerinden 

çok farklı oldu�u buna kar�ın saflık derecelerinin iyi oldu�u görüldü. Bütün DNA’ların 

konsantrasyonları e�itlenmek amacı ile 100 µl çözeltide 10 ng/µl olacak �ekilde 

ayarlandı. 

Tablo 4.1: Örneklere ait genomik DNA konsantrasyonları 

Örnek DNA Konsantrasyonu 
 Emb.1 238,1 
Emb.2 334,4 
Emb.3 292 

A30 305,6 
B30 29,1 
C30 970,8 
A60 136,9 
B60 37,6 
C60 498,5 
A90 26,8 
B90 106,5 
C90 26,5 

�ekil 4.2: Embriyo ve kalluslardan izole edilen genomik DNA’lar; 1, 2, 3; Embriyo (E1, E2, 

E3), 4, 5, 6; 30 günlük kalluslar (A30, B30 ve C30), 7, 8, 9; 60 günlük kalluslar (A60, B60 ve 

C60), 10, 11, 12; 90 günlük kalluslar (A90, B90 ve C90) M; markır. Not: her kuyucu�a 1�l DNA 

örne�i yüklenmi�tir 
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4.3. IRAP ANAL�ZLER�

Çalı�mada IRAP-PZR analizleri için iki farklı primer (N57 ve N2647) kullanılarak iki 

reaksiyon kuruldu. Reaksiyonların her birinde bu primerlerden sedece biri hem ileri hem 

de geri primer olarak kullanıldı. Analizlerde kontrol amaçlı olarak olgun arpa 

embriyolarından izole edilen DNA’lar kullanıldı. Bitkiler arasında Nikita 

retrotranspozon hareketleri bakımından meydana gelmi� olabilecek do�al bir 

polimorfizmin olup olmadı�ının belirlenmesi için analizler 3 birey üzerinden yürütüldü.   

PZR ürünleri %6’lık poliakrilamit jelde ayrılarak de�erlendirildi. N57 pirimeri ile 

yapılan PZR sonuçlarına göre kontrol amaçlı kullanılan embriyolar arasında 

polimorfizme rastlanmadı (�ekil 4.3 kuyucuk; 1, 2, ve 3). Elde edilen bu sonuca göre 

bitkiler arasında do�al olarak meydana gelmi� bir polimorfizm olmadı�ı kabul edildi. 

    

�ekil 4.3: N57 primeri ile yapılan PZR sonuçları. 1, 2, 3; Embriyo (E1, E2, E3), 4, 5, 6; 30 
günlük kalluslar (A30, B30 ve C30), 7, 8, 9; 60 günlük kalluslar (A60, B60 ve C60), 10, 11, 12; 

90 günlük kalluslar (A90, B90 ve C90) M; markır
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30 ve 60 günlük kalluslardan izole edilen DNA’lar ile yapılan PZR sonuçlarında ise 

elde edilen bantların embriyonik DNA’lardan elde edilen bantlar ile homomorfik 

oldu�u görüldü (�ekil 4.3 kuyucuk; 4, 5, 6, 7, 8 ve 9). Aynı �ekilde 90 günlük A90 

örne�inden elde edilen bantlar da embriyo, 30 ve 60 günlük örneklerden elde edilen 

bantlar ile homomorfik oldu�u bulundu. Buna kar�ın 90 günlük B90 (~550 b.ç.) ve C90 

(~700 b.ç.) örneklerinde birbirinden farklı polimorfik bantlar görüldü (�ekil 4.3 

kuyucuk; 11 ve 12).    

N2647 primeri ile yapılan PZR sonuçlarına göre, embriyonik DNA’lar arasında do�al 

bir polimorfizm olmadı�ı belirledi (�ekil 4.4 kuyucuk; 1, 2 ve 3). Elde edilen bu sonuç 

N57 primeri ile yapılan PZR sonucu ile tutarlıdır. Bunula birlikte 30 günlük kallus 

örnekleri, A30 ve B30, sonuçlarının da embriyonik DNA’lardan elde edilen sonuçlar ile 

aynı oldu�u görüldü (�ekil 4.4 kuyucuk;4 ve 5). Buna kar�ın C30 nolu 30 günlük kallus 

örne�inde yakla�ık 520 b.ç. büyüklü�ünde bir polimorfik bant görüldü (�ekil 4.4 

kuyucuk; 6).     

�ekil 4.4: N2647 primeri ile yapılan PZR sonuçları. 1, 2, 3; Embriyo (E1, E2, E3), 4, 5, 6; 30 
günlük kalluslar (A30, B30 ve C30), 7, 8, 9; 60 günlük kalluslar (A60, B60 ve C60), 10, 11, 12; 

90 günlük kalluslar (A90, B90 ve C90) M; markır 
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60 ve 90 günlük uygulamalardan elde edilen PZR sonuçlarında da A60, B60 ve A90, 

B90 örneklerinde her hangi bir polimorfizme rastlanmazken, C60 ve C90 örneklerinde 

C30 örne�inde görülen polimorfik bant tespit edildi. 
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5. TARTI�MA VE SONUÇ 

Bu tez çalı�masında de�i�ik kültür sürelerindeki arpa kalluslarında, retrotranspozon 

hareketleri IRAP markır tekni�i kullanılarak incelendi. Bunun için daha önce arpada en 

aktif 4. retrotranspozon oldu�u belirtilen Nikita üzerinde çalı�malar yürütüldü (Kalendar 

ve di�., 1999). Örnekleme yapılacak olan kültür süresi olarak 30, 60 ve 90. günler 

belirlendi ve kotrol amaçlı olarak kültüre alınmamı� arpa olgun embriyoları kullanıldı. 

Bitkiler arasında do�al bir polimorfizmin olup olmadı�ının belirlenmesi amacı ile 

çalı�malar 3 farklı birey üzerinden yürütüldü.   

Çalı�mada, PZR’de kullanılan 2 farklı (N-2645, N-57) primer ile kontrol olarak 

kullanılan 3 olgun embriyo (E1, E2, E3), 30 günlük (A30, B30 ve C30), 60 (A60, B60 

ve C60) günlük ve 90 günlük (A90, B90 ve C90) evrelerdeki 3 farklı kallus örne�i 

arasındaki benzerlikler analiz edildi.  

Kültüre alınmamı� embriyolardan elde edilen genomik DNA’lar ile yapılan IRAP-PZR 

sonuçlarına göre elde edilen bantların hepsinin homomorfik oldu�u görüldü. Elde edilen 

bu sonuca göre, bitkiler arasında do�al olarak meydana gelmi� bir Nikita

retrotranspozon hareketlili�i polimorfizmi olmadı�ı belirlendi. Bu sebeple kültüre 

alınmı� olan kalluslar arasında meydana gelebilecek bir polimorfizmin doku kültürü 

ko�ullarından ileri geldi�i kabul edildi.  

Çalı�mada iki farklı primer (N57 ve N2647) ile PZR yapıldı. Olgun embriyo özgün 

bantları ve farklı ya�lardaki kalluslarda gözlenen bantların büyük oranda homomorfik 

olması genomun büyük kısmının incelenen transpozon yönünden oldukça stabil 

oldu�unu göstermektedir. Evrensel ve di�., tarafından 2011 yılında yapılan benzer bir 

çalı�mada, farklı ya�lardaki (30, 45 ve 60 günlük) arpa kallus kültürlerinde ya�a ba�lı 

meydana gelen BARE-1 retrotranspozonunun hareketleri IRAP markır tekni�i ile 

incelenmi�tir. BARE-1 arpada karakterize edilmi� olan en aktif retrotranspozondur 

(Kalendar ve di�., 1999). Çalı�madan elde edilen sonuçlara göre BARE-1’in kallus 
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kültürünün ya�ına ba�lı olarak embriyoya oranla %14-25 oranında yüksek bir 

polimorfizm gözlenmi�tir. Polimorfizm oranının yüksek olması BARE-1’in arpada 

tamınlanmı� en aktif retrotranspozon olmasından ileri gelmekte olabilir. 

  

Çalı�mada elde edilen bantların büyük oranda homomorfik olmasına kar�ın farklı 

ya�alardaki kalluslarda az miktarda de�i�ik polimorfik bantlar gözlendi. N57 primeri ile 

yapılan reaksiyonda polimorfik bantlara kültürün 90. gününde rastlanırken, N2647 

primeri ile yapılan reaksiyonda 30. günden itibaren polimorfizm görüldü. Bununla 

birlikte polimorfik bantlar farklı embriyolardan geli�en aynı ya�taki kalluslarda farklı 

olarak gözlendi. Bireyler arasında bir polimorfizm olmadı�ı daha önceki kültüre 

alınmamı� embriyolarla yapılan çalı�malarda gösterildi�i için aynı ya�taki kalluslar 

arasındaki polimorfizmin farklı olması, doku kültürü ko�ullarının her birey üzerinde 

aynı etkiyi göstermedi�ini kanıtlamı�tır. 

Doku kültürü ko�ullarının arpada somaklonal varyasyonlara sebep oldu�u daha önce 

sitogenetik ve moleküler markırlarla gösterilmi�tir. Gözükırmızı ve di�. (1990), 

kromozom sayı ve yapı anomalilerinin kallus ya�ı ile arttı�ını ve bir yıllık kalluslarda, 

bu de�i�imlerin % 80 oranlarına çıktı�ını sitolojik preparatlarda sayım yolu ile 

göstermi�lerdir. Ara�tırıcılar anormallik oranı artı�ı ile rejenerasyon yetene�inde de 

azalmalar oldu�unu belirtmi�lerdir. Bununla birlikte Temel ve di�. (2008), kalluslarda 

tüm genom düzeyindeki de�i�imleri RAPD ve CRED-RA yöntemleri ile hem genetik 

hem de epigenetik temelli olarak ara�tırmı�lardır. Çalı�mada genetik de�i�imlerin yanı 

sıra epigenetik de�i�imlerin de kallusta varyasyonlara sebep oldu�u bildirilmi�tir. 

Retrotranspozon temelli IRAP bantlarının de�i�imlerinin bir nedeni de kromozom sayı 

de�i�imleri olabilir. Bazı durumlarda çok koyu görünen polimorfik bantlar poliploidi ile 

de ilgili olabilir. 

Literatürde retrotranspozonlar ile yapılan çalı�malar genellikle evrimsel süreçte türlerin 

olu�umunda retrotranspozonların rollerini anlamaya yöneliktir. Doku kültürü 

ko�ullarının sebep oldu�u mutasyonlar ve somaklonal varyasyonlar ile 

retrotranspozonların ili�kilerini inceleyen çalı�malar oldukça azdır. Bu bakımdan bu tez 

çalı�masından elde edilen sonuçlar doku kültüründe meydana gelen mutasyonların 

sadece metilasyon, kromozom sayısı de�i�imleri gibi faktörlere ba�lı olmadı�ını, aynı 
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zamanda retrotranspozonların da kallusun ya�ına ba�lı olarak somaklonal varyasyonlara 

sebep olabilece�ini göstermektedir. Bununla birlikte bu kültürlerden rejenere olan 

bitkilerin de genetik açıdan farklılıklar ta�ıması muhtemeldir. Bu sebeple ileriki 

çalı�malarda, retrotranspozon hareketleri bakımından polimorfizm gösteren kalluslardan 

rejenere olan bitkilerde de benzer çalı�malar yapılması gerekmektedir. Ayrıca 

polimorfik bantların dizi analizlerinin belirlenmesi ile transpozon hareketlerinin 

genomun hangi bölgelerinde yo�unla�tı�ı belirlenebilir ve bu yolla gen anlatımlarındaki 

de�i�imler ara�tırılabilir. Bu tez çalı�masından elde edilen sonuçlar ileriki çalı�malar 

için bir kaynak olacak ve literatür bilgilerine katkılar sa�layacaktır. 
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