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Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygin olarak tarimi yapilan ¢ayir tiggiilii Trifolium pratense
L., dogal olarak Giineydogu Avrupa ve Anadolu’da bulunmaktadir. Anadolu’da biiyilik bir
form zenginligi gosteren T. pratense ’nin anavatani Anadolu olarak kabul edilmektedir
(Taylor and Smith 1979). Erzurum ilinin Tortum ydresinde Elg¢i (1982) tarafindan bulunan
Trifolium pratense dogal tetraploitttir. Hiicre veya dokulardan rejenere olan tiim bitkilerin
ebeveyn bitki ile ayn1 Ozellikte olmasi beklenirken, bitki rejenerasyon siireci hiicrelerin
genetik stabilitelerinin bozulmasi ve genetik varyasyon olusumu i¢in bir etkendir. Kiiltiire
alinan hiicrelerde kendiliginden ortaya ¢ikan genetik varyasyon somaklonal varyasyondur.
Calismada hormonsuz MS ortaminda ¢imlendirilen aseptik fidelerin apikal meristemleri, 1
mg/l NAA ve 3 mg/l BAP igeren PC-L2 ortamina ekilerek rejenerasyon gerceklestirilmistir.
Bu tezde somaklonal varyasyonun belirlenmesi i¢in Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

(RAPD) teknigi kullanilmistir. Kullanilan 8 farkli primerin hepsi polimorfizm gostermistir.



OZET (devam ediyor)

En diisiik polimorfizm orani (%17,07) 2 numarali klon ve donér arasinda (D,-C,) goriiliirken,
en yiiksek polimorfizm oram1 (%60,21) 4 numarali klon ve dondr arasinda (D4-C,)
goriilmektedir. Dondrler arasindaki en fazla varyasyon farki D, (toplam 123 bant) ile Dg

(toplam 86 bant) arasinda goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dogal tetraploid Trifolium pratense, Bitki rejenerasyonu, Somaklonal

varyasyon.

Bilim Kodu: 401.03.00
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Trifolium pratense L., is an agricultural legume which is common in Europe and North
America and grown in inherently southeast Europe and Anatolia. Plant shows great diversity
in Anatolia. Thus, Anatolia was accepted as a center of origin of T. pratense (Taylor and
Smith 1979). T. pratense collected by Elci (1982) from Tortum vicinity of Erzurum province
was determined as a natural tetraploid. It has been assumed that all the plants regenerate from
cells or tissues that are identical with the motherplant. Although plant regeneration process is
a factor that exchanges the genetic stability and genetic variation, in the culture genetic
diversity is called somaclonal variation. In the study, regeneration completed with apical
meristems of aceptic plants germinated on hormone-free MS medium, translated on PC-L2
medium containing 1 mg/l NAA and 3 mg/l BAP. In this thesis Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) techniques were used to detect somaclonal variation. 8 different
primers were used. All of primers showed polymorphism. The lowest polymorphism range

has seen between number 2 clone and donor with % 17,07 (D,-C,), the highest polymorphism
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has seen between number 4 clone and donor with % 60,21 (D4-Cy4) . The highest variation
difference has seen between D2 (total 123 bands) and D6 (total 86 bands) donors.

Keywords: Natural tetraploid Trifolium pratense, Plant regeneration, Somaclonal variation.

Science Code: 401.03.00
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BOLUM 1

GIRIS

Bitki biyoteknolojisi bitki organ, doku ve hiicrelerin steril ve yapay besi ortamlarinda kiiltiire
alinmasini, bunlarin ¢ogaltilmasinm1 ve genetik olarak degistirilmesini kapsamaktadir. Bu
teknolojinin bitkilere uygulanmasindaki amag; bitki iiretiminde bilinen klasik yontemlerle
¢Oziimii glic olan, ¢oziimlii mimkiin olmayan veya ¢ok uzun zaman alan problemlerin

¢cozlimiine olanak saglayarak kalite ve miktar yoniinden yiiksek iiriin elde etmektir.

Bitki biyoteknolojisi bitkilerin verim ve kalitesini artirmak, hastalik ve stres faktorlerini
engellemek, azaltmak ya da ortadan kaldirmak i¢in molekiiler, hiicre ve doku kiiltiirii temelli

teknolojilerin kullanildig: bir siirectir.

In vitro kiltliir sirasinda ortaya ¢ikan ve rejenere olan bitkilerde gozlenen degisiklikler
somaklonal varyasyon olarak adlandirilmaktadir. In vitro kiiltiirde rejenere olan bitkilerin
genetik yapilarindaki degisiklik nedeniyle ortaya ¢ikan varyasyon kalitsaldir ve bu
degisiklikler dolden dole aktarilir. In vitro kiiltiirde bitkinin genetik yapisinda ortaya ¢ikan
degisiklikler; kromozom sayisi, yapisindaki degisiklikler ve gen mutasyonlari seklinde ortaya
cikar. Bitki biyoteknolojisi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan metot polimeraz zincir
reaksiyonudur (PZR). In vitro kosullarda DNA polimeraz enzimi tarafindan primerler
kullanilarak DNA (deoksiriboniikleik asit)’nin ¢ogaltilmasini kapsar. Kisa siire iginde ¢ok
kiiclik miktar DNA baz dizisinden milyonlarca defa DNA pargacigi ¢ogaltmak miimkiindiir.
Teknigin en onemli ozellikleri; giivenilir, hizli ve spesifik olmasidir. PZR, ilk bulundugu
1985 yilindan itibaren hizli bir gelisme gostermis olup, gilinlimiizde bitki biyoteknolojisinin

her alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Mullis et al. 1986).

Viicutta Ostrojen eksikligi; kemik yogunlugunun azalmasi, sicak basmasi, terleme,
huzursuzluk, el ve ayaklarda karincalanma, uykusuzluk, bas agrisi, sinirlilik hali, kas ve

eklem agrilar gibi tipik belirtilere yol acar. Fonksiyonel olarak memeli 6strojenini taklit eden,



Ostrojen benzeri biyolojik aktivitelere sahip olan fitodstrojenler, menopozal sikayetleri
gidermek {izere yaygin olarak kullanilmaktadir. Fitoostrojenlerin kanser, kalp hastaliklar1 ve
osteoporozun Onlenmesinde etkili olduklar1 bildirilmistir. T. pratense ostrojenik etkiden

sorumlu izoflavonoitler bakimindan olduk¢a zengindir (Colgecen vd. 2011).

Ciceklenme doneminde siiriiliip topraga gomiilen baklagillerden yem bitkileri koklerinde
havanin serbest azotunu tespit ederek topragi azot bakimindan zenginlestirir. Yesil giibre
olarak kullanilan yem bitkileri topraktaki organik madde miktarin1 artirirlar ve erozyon ile

olusan toprak kaybini azaltirlar (Elgi 2005).

Dogal tetraploid T. pratense L.’nin tohum tutma sorunu bulunmakta, bu da bitkide iireme
problemine neden olmaktadir. Bu problemin nedenleri embriyolojik ¢alismalari ile gosterilmis
olup, (Algan ve Biiyiikkartal 1999) iireme probleminin ¢éziimii igin rejenerasyon alternatif bir

yol olarak goriilmiistiir (Colgegen ve Toker 2008).

Dogal tetraploid Trifolium pratense L.’nin in vitro rejenerasyonu ile iiretilen rejenerant
bitkiler ile donér bitkiler arasindaki somaklonal varyasyonun RAPD (Rastgele Cogaltilmig

Polimorfik DNA) teknigi ile belirlenmesi tezin amacini olusturmaktadir.



BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI

2.1 Trifolium pratense L. HAKKINDA GENEL BILGILER

Ulkemiz florasinda Trifolium cinsi 96 tiir, 4 alttiir ve 39 varyete ile temsil edilmektedir.
Anadolu’da biiyiik bir form zenginligi gésteren Trifolium. pratense ’nin ii¢ varyetesi bulunur
ve bunlar diploiddir. T. pratense c¢ok yillik, 20-60 cm gdévde uzunluguna sahip otsu bir
bitkidir. Korolla alacali mor renkte, c¢icekler kome¢ (kapitatus) halinde ve terminal
durumludur (Davis 1970). Meyveler ¢ok kiigiik olup, icerisinde birden fazla tohum bulunur.
Bitkide ¢ok yillik ve 20-60 cm ye ulasan gévde uzunlugu goriiliir. Stipullar ovat-lanseolat,
yaprakeiklar 1,5-3,0 cm abovattan genis eliptige, 0,7-2,2 cm genisliginde, sapsiz veya nadiren
sapli, genellikle indirgenmis yapraklarin stipullar1 vardir. Kaliks tiipsii-kampanulat, 10-
damarli, nadiren tiiysiizdiir. Cigeklenmeleri 5. ve 9. ay arasinda gerceklesir. Normal olarak
diploid bir bitki olan T. pratense’nin kromozom sayis1 2n=14 tiir. Fabaceae (Leguminosae)
familyasina ait olan dogal tetraploid Trifolium pratense L. (cayriiggiilii) (2n=4x=28)
tilkemizde dogal olarak yetisebilen, tetraploid bitki ozellikleri ve yliksek protein igerigine
sahip, ekonomik degeri yiiksek olan bir yem bitkisidir. Kuzey Yarimkiirenin iliman
bolgelerinde, tropiklerdeki daglara kadar genis bir alanda yayilis gosterir. Avrupa ve Kuzey
Amerika’da yaygin olarak tarimi yapilan T. pratense dogal olarak Giineydogu Avrupa ve
Anadolu’da bulunur (El¢i 1982). El¢i (1982) tarafindan Erzurum’un Tortum yoresinden
toplanan ve kiiltiire alinan T. pratense var. pratense L. ise dogal tetraploiddir. Tetraploid
formlar, diploid formlara gore daha iistiin 6zelliklere sahiptir. Diploid form, 3-4 y1l yasarken,
dogal tetraploid T. pratense tarlada 7 yila kadar yasayabilmektedir. Dogal tetraploid ¢ayir
ticgiiliinde cigekler daha biiytiktiir.



Cizelge 2.1 T. pratense L. sistematikteki yeri (Davis 1970).

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida

Subclass: Rosidae

Family: Fabaceae

Genus: Trifolium

Species: Trifolium pratense

Taxon: Trifolium pratense var. pratense

Tiir Tayin Anahtar::

1.Govde genellikle 20-40 cm, yogun tiiylii; yaprakeiklar 1,5-3,0 cm var. pratense
1. Govde 40-70 nadiren 100 cm, belirgin tiiylii veya tiiysiiz; yaprakgiklar 3-5 cm
2. Govde tiiylii; korolla koyu kirmizi var. americanum

2. Govde tiiysiiz; korolla genellikle pembe var. sativum




2.2 Trifolium pratense L.’DE DOKU KULTURU CALISMALARI

Phillips and Collins (1979), calismalarinda diploid T. pratense nin 5 ¢esidi tizerinde
calismalar yapmuslardir ve in vitro doku kiiltiirii ¢alismalarin1 gercgeklestirmislerdir. Cayir
ticgiilii i¢in genel bir kallus kiiltiirii kurmak i¢in uygun bir ortam (PC-L2) olusturmuslardir.
Bu yeni ortami siv1 kiiltiir ortamina ¢evirerek hiicre boliinme hizini artiran hiicre siispansiyon
kiltiirlerini kurmuslardir. Kallus kiiltiirleri organogeneze tesvik edilmis ve bu bes cesitte
kallusta bitki rejenerasyonu ger¢eklestirilmistir. Hipokotil, epikotil, kotiledon, ilk yaprak ve
apikal meristem eksplantlarinda kallus olusturmak amaciyla SH, GB5, MS ve PC-L2

ortamlarin1 kullanmislar, en iyi ortamin PC-L2 oldugunu gostermislerdir.

Wang and Hall (1988), 2n=2x=14 kromozom sayili Trifolium pratense Altaswede ve
2n=4x=28 kromozom sayili Trifolium. pratense Norseman ¢esitlerini Ssomaklonal varyasyon
ve Dbitki rejenerasyonu bakimindan incelemisler ve doku kiltiiri g¢aligmalarini
gerceklestirmislerdir. Organogenezis yoluyla bitki rejenerasyonunu saglamak amaciyla ¢ok

sayida siirglin olusturarak rejenerasyon iglemini tamamlamiglardir.

Maclean and Nowak (1989), diploid T. pratense fidelerinin hipokotillerinden rejenerasyon
yetenegi oldugunu bildirmislerdir. Kallus elde etmek icin kullanilan petiyol eksplantlarindan
bitkilerin olusumu yalnizca F49 klonunda basariya ulasmistir. Kallustan bitki olusturma
yeteneginde epikotil eksplantlarinin basarisiz oldugunu bildirmislerdir. En 1yi ortamlarin

kallus olusumu i¢in BSC, bitkicik olusumu i¢in SPL oldugunu gostermislerdir.

Cebrat (1990), diploid tiggiilde siirgiin ucu, kotiledon ve hipokotilleri eksplant olarak
kullanmig ve in vitro organogenezis gerceklestirmistir. T. pratense’nin  ¢igek
tomurcuklarindan mikro {iretimi basarmislardir. Vejetatif ¢ogaltimi ¢igek tomurcugu

kullanarak ger¢eklestirmislerdir.

Radionenko (1994), 2n=14 kromozom sayil1 T. pratense tiiriinde direkt somatik embriyogenez
calismalarini tamamlamis olup, protoplastlardan rejenerasyon islemleri gergeklestirmistir. Ilk
embriyoidler kirmizi {i¢giil mezofil hiicrelerinden izole edilen protoplastlardan elde edilmistir.
Protoplastlar 3,5-4,0 ml Kao ve Michayluk (KM8p) ortaminda siispanse edilmistir.8 ila 10
giin igerisinde protoplastlar gézlenmis olup siispansiyona 1ml taze ortam eklenmistir. 1 aydan

sonra embriyoidler sivi hormonsuz MS ortamina transfer edilmistir. Deneyde 0,5 mg/l 2,4-D



ve 0,5 mg/l Kinetin kullanilmistir. Bu c¢alisma protoplastlardan rejenerasyon isleminin

gerceklesebilecegini gostermistir.

Algan ve Biiyiikkartal (1999), dogal tetraploid T. pratense L’nin tohum tutma sorununu
yaptiklar1 embriyolojik calismalar ile gostermislerdir. Dogal tetraploid cayiriicgiili E2
¢esidinde apomiktik gelismenin tohum olusumu lizerindeki etkisini arastirmiglardir. Sonug
olarak Taraxacum tipi ve Ixeris tipi gelismeye benzer bazi gelisme evreleri elde edilmistir.
Embriyo kesesinin aposporik olarak meydana gelmedigi diplosporik olarak gelisebilecegi

sonucuna ulasilmistir.

Colgegen (2005), dogal tetraploid T. pratense’de indirekt organogenezis gerceklestirmis ve
doku kiiltlirii ortam1 olarak MS ve PC-L2 ortamlarinda BAP ve NAA hormonlarmin farkl
konsantrasyonlarint kullanmistir. Eksplant kaynagi olarak ilk yaprak, epikotil, kotiledon,
apikal meristem ve hipokotil kullanmistir. Caligmada kallus ve siirgiin olusumunda en iyi

eksplantin apikal meristem oldugunu gostermistir.



2.3 SOMAKLONAL VARYASYON iLE ILGILi CALISMALAR

Larkin and Scowcroft (1981), somatik hiicrelerden herhangi bir doku kiiltiirii teknigi ile elde
edilen bitkileri somaklon olarak adlandirmislardir. Protoplasttan gelisen bitkilerdeki
varyasyonu protoklonal varyasyon, anter kiiltiirlinden elde edilen bitkilerde go6zlenen
varyasyonu gametoklonal varyasyon olarak tanimlamiglardir. Genel olarak hepsi igin
somaklonal varyasyon terimi kullanmiglardir. Bu nedenle somaklonal varyasyonu doku
kiiltiirlerinde ortaya ¢ikan kalitsal degisiklik olarak tanimlamiglardir. Somaklonal varyasyonu
ilk olarak seker kamisi bitkisinde yliksek frekansli genetik degisimler olarak gozlemlemisler
ve yapmis olduklar1 morfolojik, sitogenetik ve izozim ¢alismalariyla varyasyonu

gostermislerdir.

Williams and arkadaslar1 (1990), tarafindan Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA basit, kisa
primerler kullanilarak genomik DNA’nin tesadiifi olarak dagilmis parcalarla amplifikasyonu
olarak tanimlanmstir. Elde edilen ¢ogaltma iiriinii radyoaktif olmayan jel elektroforezinde
yiriitiillir ve g¢ogaltma {rlinleri bantlar halinde gozlemlenerek incelenmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesi bantlarin varligi ya da yokluguyla belirlenmistir. Genetik polimorfizmi
belirleyen yeni bir kaynak olarak goriilmiistir. PZR metoduna dayanan bu teknikte,
reaksiyonun gergeklesmesi icin arastirilan genomun baz dizilimi hakkinda herhangi bir 6n

bilgiye ihtiya¢ duyulmamaktadir.

Soniya et al. (2001) domates bitkisinde RAPD yontemi kullanarak genetik kararlilig
belirlemislerdir. Domates bitkilerini 8.88 uM BA and 4.13 pM pikloram igeren MS kiiltiir
ortamina kiiltiire almislardir. Rejenerasyon 17.7 uM BA igeren MS ortaminda gerceklesmistir.
Ana bitkiden ve 11 tane rastgele se¢ilmis rejenerant bitkiden alinan 6rnekler RAPD analizine
maruz birakilmistir. Alt1 primer polimorfik iiriinler iiretmistir. Bu denemelerde ebeveyne ait
olmayan bant gozlenmistir. Bunlardan {icli paylasilmis, on ikisi tektir. RAPD yontemi ile
anlasilan genetik benzerlik sayesinde on rejenerant bitkinin ana bitkiye benzerligi %95’ den

daha fazla oldugu goriilmustiir.

Polanco and Ruiz (2002) Arabidopsis thaliana bitkisinin koklerinden organogenez ile rejenere
edilmis bitkiler arasindaki DNA varyasyonlarini degerlendirmek i¢cin AFLP analizi
yapmuslardir. 51 tane rejenerant bitki 12 primer kullanilarak AFLP analizi gergeklestirilmistir.
Bitkiler 5 farkl fidecikten alinan kok eksplantlarindan elde edilmistir. Ayn1 eksplanttan elde



edilen rejenerant bitkiler ile karsilastirildiginda, c¢alisilan bitkilerden en az biri % 66,6
varyasyon gostermistir Rejenere edilmis bitkiler arasindaki varyasyon dagilimi diizenli
degildir ve sadece li¢ rejenere bitkide % 40 varyasyon gozlenmistir. Toplam 778 markor
disinda tic AFLP markori farkli kalluslardan elde edilen c¢esitli bitkiler i¢in polimorfiktir. Bu
markdrler Arabidopsis genomunun en yiiksek varyasyon bolgelerini gostermistir. Rejenere
bitkilerin her grubu igin tahmin edilen niikleotid dagilim degerleri A. thaliana ekotipleri i¢in

tanimlanmis dogal varyasyondan daha kiigiiktiir.

Fras and Maluszynska (2003) Arabidopsis thaliana bitkisinin diploid ve tetraploid
eksplantlarmi ayni durumlar altinda ayni in vitro kiiltir ortamina kiiltiire almislardir.
Rejenerantlarin  poliploidi seviyeleri ve rejenerasyon kapasitesi sekiz kallus 1rkinda
incelenmistir. /n vitro’ lar icin eksplant cevaplari dondr bitkilerin poliploidi Seviyesi ve
eksplant tipine baglidir. Tetraploid bitkilerin yaprak kalluslar1 en yiiksek rejenerasyon
yetenegi gostermistir. Somatik embriyolar tetraploid bitkilerden olusturulmus kalluslarda
daha sik gozlenmistir. Rejenerant bitkiler diploid, triploid ve tetraploittir. Diploid bitkilerden
rejenere edilmis kalluslar diploittir, fakat tetraploid bitkilerden elde edilen rejenerantlar

arasinda diploid kalluslar goriilmiistiir.

Hossain et al. (2003) rejenere Capsicum annuum’da morfolojik ve genetik varyasyonu
incelemislerdir. Rejenerasyonda eksplant kaynagi olarak kotiledonlar1 kullanmislardir.
Rejenerasyon ortami olarak 5 mg/l BA (benziladenin) igeren MS ortami kullanmislardir.
Koklendirme g¢aligmalari 0,1 mg/l NAA ve 0,05 mg/l IBA (indol-3 biitirik asit) igeren
ortamlarda gergeklestirilmistir. DNA ekstraksiyonu modifiye CTAB (Konisho et al. 2000)
metoduyla yapilmistir. Morfolojik karakter olarak gdvde, korolla, anter, filament, stigma
kullanilmis olup, renklerindeki farkliliklar fenotipik varyasyonlara sebep olmustur. Kullanilan
80 primerden yalnizca OPA-18, OPB-18 ve OPC-02 primerleri bant olusturmus ve

polimorfizm yiizdesi % 1,3 ile % 3,8 arasinda degiskenlik gostermistir.

Chen and Yamaguchi (2005) tiirler aras1 diizeyde ¢ay germplazmlarini ayirt etmek icin RAPD
markorlerini kullanmiglardir. 20 yabani tiir ve onlarla akraba varyeteler (Camellia sinensis, C.
sinensis var. assamica, C. sinensis var. pubilimba, C. sinensis var. kucha) ile dort cay tiiri,
tiirler aras1 diizeyde ¢ay germplazmlarinin ayrimi i¢in Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
Markorlerini kullanarak (RAPD) incelemislerdir. RAPD amplifikasyonlarina gore ayrilan 61

tane icinden, 15 primer se¢mislerdir. Tirler arasi diizeyde RAPD primerlerinin ortalama



polimorfik DNA frekanslar1 0.16’dan 0.60’a kadar degismekte olup 0.30 ile tiir icindekinden
daha diisiik bulunmustur. OPO-13, OPO-18, OPG-12 ve OPA-13 yoluyla iiretilen spesifik
RAPD markerlerine dayali, DNA parmak izi veya 6rnek bant kombinasyonu incelenen 24
germplazmin tamamini ayirmayi saglamisti. Bu nedenle, RAPD markerleri, tiirler arasi

diizeyde cay germplazmlarini ayirmak i¢in giiclii birer aragtir.

Poncaloni and Camadro (2005) Asparagus officinalis bitkisinin uzun donem kiiltiire alinmis
kalluslarindan organogenez ile elde ettikleri somaklonlar; bitki fenotipi, ploidi, mayotik
davranig, polen yasayabilirligi ve AFLP profili ile karakterize edilmistir. Donorlerdeki
fenotipik sapmalar yaprak rengi, ¢icek biiylikliigii ve ¢igek morfolojisi ile belirlenmistir.
Ploidi degisikligi 37 rejenerantin % 37. 8’ inde gozlenmistir. Mayotik degisimler; gecikmeler,
disentrik kopriiler, ¢cekirdek onarimini igerir. 408 AFLP markorii 43 rejenerant ve dondrde
goriilmistiir, AFLP markorlerinin % 2.94” i polimorfizm gdstermistir. Yiiksek polen
yasayabilirligi 22 rejenerantta gézlenmistir. Pistil olusturmus bitkiler ve 35 rejenerantin hepsi
kontrol grubunda oldugu gibi meyve ve tohum firetebilmistir, fakat normal tohumlar ile
karsilastirildiginda rejenerant tohumlarin % 35.3° i dolgun tohum olusturmamistir, %

12.5’inin ise tohum ¢imlenmesi gergeklesmemistir.

Masoud and Hamta (2008) Trifolium alexandrinum L. bitkisini rejenere etmek igin farkli
doku kiiltiir ortam ve farkli eksplant kaynagi kullanmiglardir. Petiyol ve internod
eksplantlarindan kallus iiretilebilmistir. En iyi kallus biiylimesi i¢eriginde 2 mg/l NAA + 30 gr
sakkaroz bulunan MS ortaminda goriilmiistiir. Igerisinde 0,5 mg/l NAA + 0,5 mg/l KIN
bulunan MS ortamlarindaki kalluslardan bitkiler iiretilebilmistir. iceriginde 0,15 mg/l BAP+1
mg/l TAA bulunan kokler ise analiz igin kullanilmistir. Kromozom sayisi 2n=2x=16 olan
Berseem yoncasmin karyotipik analizi ile 1 ¢ift submetasentrik ve 7 cift metasentrik
kromozoma sahip oldugu bulunmustur. Kromozom biytikligi 2 +0,62 um- 3,66 +0,18
arasindadir. Doku kiiltiirii ile rejenere edilmis bitkilerin sitogenetik analizi 2n=16 ve 2n=48

arasinda degisen farkli somatik kromozom sayilar1 oldugu goriilmiistiir.

Abu-Qaoud et al. (2010) Petunia hybrida ’da in vitro rejenerasyonu gergeklestirmis ve
somaklonal varyasyonu degerlendirmistir. Rejenerasyon ortami olarak 3 farkli konsantrasyon
0,2 mg/l, 0,4 mg/l ve 0,8 mg/l BA ve 0,1 mg/l NAA kullanilmistir. Yapraklar eksplant
kaynag1 olarak kullanilmistir. En iyi rejenerasyon ortami 0,8 mg/l BA igeren ortam olarak

bildirilmistir. Deneyde 60 bitkide yaprak morfolojisine bakilmis, 43 bitki orijinal ovat seklini



korurken, 11 bitki orbikular yaprak ve 6 bitki eliptik yaprak varyasyonu gostermistir. 40
bitkide cicek rengi morfolojisi incelenmis, 27 ¢igek orijinal rengi olan pembeyi korurken, 8

cicek koyu pembe, 3 ¢icek viyola, 2 ¢igek mor renkte gézlenmistir.

Munir et al. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Solanum tuberosum var. desiree ’ de Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA yontemi ile Somaklonal varyasyonu degerlendirmislerdir. Kallus
kiiltiir kosullar1 farkli hormonal konsantrasyonlarda optimize etmislerdir. Ug bitki biiyiime
diizenleyicisi, 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 6-benzilaminopurin (BAP) ve zeatin
farkli konsantrasyonlarda ve bilesimlerde kullanmiglardir. En yiiksek kallus rejenerasyonu
(%90) 2.5 mg/l 2,4-D konsantrasyonunda, en diisiik biiytime ise 1.5 mg/l zeatin ve 1.0 mg/I
BAP bilesiminde gozlemistir. Kallus hiicrelerinden patates bitkisinin rejenere edilmesinde en
iyi sonu¢ 1.0 mg/l BAP ve 1.5 mg/l indol asetik asit eklenen Murashige ve Skoog temel
besiyerinde elde etmislerdir. In vitro kiiltiirde farkli hormonal konsantrasyonlarda biiyiitiilen
kalluslardaki genetik varyasyonu, RAPD yontemi ile degerlendirmislerdir. On farkli dekamer
oligoniikleotid primeri, 111 tekrarlanabilir amplifiye tiriin olusturmustur. Multivaryasyonun
numerik taksonomi sistemi yazilimindaki Simqual alt-programi ile hesaplanan benzerlik
katsay1 degerlerini 0.419 ile 0.838 arasinda bulmuslardir. Kiime analizi sonucu 5 ornek, i¢ ve
dis olmak flizere 2 gruba ayrilmigtir. Maksimum polimorfik bantlar, kallus kiiltiirlerinde 1,5
mg/l zeatin ve 1,0 mg/l BAP bilesimi kullaniminda g6zlenmistir. In vitro kiiltiirde biiyiitiilen
kallluslardaki genetik varyasyonun degerlendirilmesinde, RAPD’nin etkili bir yontem

oldugunu gostermislerdir.

Bouiamrine et al. (2012) ii¢ bugday kiiltiivarindan (Karim, Sebou ve Isly) rejenere edilmis
somaklonlarin morfolojik karakterleri ve farkli tarimsal ozelliklerini degerlendirmislerdir.
Kalluslar 2,4-D (2 mg/l) igerikli modifiye edilmis MS kiiltiir ortaminda olgunlagsmamis
embriyodan baslatilmistir. Rejenerasyon ortami igin bitki biiyiime diizenleyicisi olarak BAP
(10 uM) ve NAA (5 uM) kullanilmistir. Govde kalluslart hormonsuz MS ortamina transfer
edilmistir. Iyi gelismis koklii fideler saksilara transfer edilmis ve iklimlendirilmesi
yapilmigtir. Iklimlendirilmeden sonra bitkiler topraga transfer edilmistir. Rejenere edilmis
bitkilerin ¢ogu fenotipik olarak normaldir. Fakat baz1 bitkilerin morfolojisindeki anormallikler
deforme olmus yapraklar ve albinoluluk ile ifade edilmistir. Varyasyon R1 rejenerantlarinda
kaydedilmistir. Somaklonlar ve onlarin ebeveynleri (doku kiiltiiriinde {iretilmeyenler) arasinda

morfolojik karakterleri agisindan karsilastirma yapilmistir. Belirgin farkliliklar goriilmiistiir.
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Chamandoosti and Azad (2012) Brassica napus L. bitkisinin farkli yaslardaki aseptik
fidelerinin hipokotillerini farkli pH araliklari ve farkli bitki biiyiime diizenleyicileri igeren MS
kiiltiir ortamina kiiltiire almiglardir. 7 giin sonra 6 mg/l IBA, 2 mg/l IBA ve pH= 5.5 olan
kiltlir ortaminda en yiiksek govde rejenerasyonu gozlenmistir. Rejenere edilmis gévdeler 0.1
mg/l IBA olan MS kiiltiir ortaminda koklendirilmistir ve Sclerotinia sclerotiorum fungusunun
miselleri saksilara ekilmistir. Rejenerantlar somatik varyasyon sayesinde misellere karsi

direng gostermislerdir.

Patil et al. (2013) Vigna ungulculata L’ da (boriilce) RAPD markorleri kullanarak genetik
cesitlilik aragtirmasi yapmislardir. DNA izolasyonunu Doyle and Doyle (1990) protokoliiyle
gerceklestirmislerdir. Kullanilan OPD-14, OPD-18 OPA-01, OPA-02, OPA-03,0PA-04,
OPA-5, OPA-07, OPA-08, OPA-09, OPA-10, OPC-01, OPC-02, OPC-05, OPC-07, OPC-08,
OPD-10 primerlerinin hepsinde polimorfizm goriilmiis olup, ortalama polimorfizm oran1 %

72,82 olarak hesaplanmuistir.
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2.4 Trifolium pratense L."’DE MOLEKULER CALISMALAR

Wang and Holl (1988), 2n=2x=14 kromozom sayili Trifolium pratense Altaswede ve
2n=4x=28 kromozom sayili Trifolium pratense Norseman g¢esitlerini kullanarak bitki
rejenerasyonunu gergeklestirmisler ve somaklonal varyasyonun varligini saptamislardir.
Gamborg B5 ortaminda kiiltiire alinan kalluslarda organogenesis ve embriyogenesis
gozlenmemistir. Ortamdaki tuzlar ve vitaminler yariya indirildiginde rejenerasyonun
gerceklestigi bildirilmistir. Eksplant kaynagi olarak hipokotil kullanilmistir. Rejenere edilen
bitkiler morfolojik ve sitogenetik olarak normal bulunmustur. Somaklonal varyasyonun
belirlenmesinde kromozom sayisina, morfolojiye ve izozim analizine bakilmistir. Sonug
olarak somaklonal varyantlarin olusmasinin genotipe bagli oldugu, varyasyonda kiiltiir sartlar

ve ¢evresel faktorlerin etkili oldugu agiklanmustir.

Kongkiatngam et al. (1995) morfolojik, izozim, RAPD DNA markdrlerini, Trifolium pratense
kiiltiirlerinin i¢inde veya arasinda genetik varyasyonu tahmin etmek icin kullanmislardir. T.
pratense’nin iki kiiltiiri (Avrupa’ dan Essi ve Kanada’ dan Ottawa) degerlendirilmistir. Bu iki
kiiltiriin her biri i¢in 80 bitki 6 monogenik morfolojik karakterler agisindan incelenmistir.
Sadece 4 lokus Ottowa kiiltiirlerinde polimorfikken, Essi kiiltiirlerinde alt1 lokusun hepsi
polimorfiktir. Her kiiltiirden kirk bitki izozim markorleri igin denenmistir. Yirmi enzim
sistemi kullanilarak 43 allelli 21 kodlanmis enzim lokusu belirlenmistir. Bu karakterlerin 13
ve 9’uncu lokusu Essi ve Otawa’ da karakteristiktir. Her lokus i¢in allel sayilarinin ortalamasi
Essi’ de 1,81, Ottawa’ da 1,67’ dir. 17 tane RAPD primeri kullanilmistir. Cogaltilmis {iriinler
veren dokuz primer her kiiltiirden 20 bireye denenmek igin kullanilmistir. Her primer 14,8
bant olmak iizere ortalama 7 ile 20 arasinda bantlar vermistir. Yiiz ve sekizinci lokuslar Essi’
de polimorfiktir, doksan ve doksan sekizinci lokuslar Ottawa’ da polimorfiktir. En yiiksek

kiiltlir varyasyonu hem izozim hem de RAPD markoérlerinde gézlenmistir.

Compos-de-Quiroz and Ortega-Klose (2001), tarafindan yapilan calismalar sonug¢ segilen
T.pratense ebeveynleri arasindaki genetik degisimler RAPD markdrleriyle belirlenmistir.
Kullanilan 55 primerden 21 tanesi tekrarlanabilir sonuglar vermistir. 4 ebeveynin her birinden
4 alt grup olusturulmuslardir. Toplam 181 RAPD bant1 ebeveynler arasindaki genetik uzakligi
tahmin etmek i¢in kullanilmistir. Bunlardan 135” i giivenilir ve polimorfik RAPD bantlar

olarak belirlenmistir. Nei ve Li’ in degerlerine benzer degerler bulunmustur. Diigiik
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seviyelerdeki genetik cesitlilik, polimorfik lokuslar ve ortalama heterogenik degerler ile

belirlenmistir.

Dias et al. (2007) kirmiz1 tiggiiliin morfolojik ve molekiiler ayrimini yapmuslardir. Tarla ve
seradan toplanan yirmi bir farkli morfolojik 6zellige sahip olan bitkiler ve 7 SSR markorii 57
eki tanimlamak icin kullanilmigtir. Ekler arasindaki varyasyon oldukga fazla ¢ikmigtir. 7 SSR
lokusu her lokus basina ortalama 11.1 alleldir. SSR markorler ile 6l¢iilen genetik cesitlilik
yiiksektir. Molekiiler varyans analizi populasyon igerisindeki varyansin (% 83,6) en biiyiigiinii

olusturmustur.
Isobe et al. (2009), T. pratense varyantlari arasinda baglanti haritalar1 olusturmuslardir. 1391

mikrosatellit, 251 AFLP, 121 RFLP, 6 RAPD ve 1 STS markorii olmak tizere toplam 1770

markor kullanilarak baglant haritasi olugturulmustur.
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BOLUM 3

KURAMSAL BILGILER

3.1 BiTKi DOKU KULTURU

Yeni doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin elde edilmesi amaciyla, biitiin bir bitki ya da hiicre,
doku ve organ gibi bitki kisimlarinin steril sartlarda ve yapay besin ortamlarinda kiiltiire
alinmasi islemine bitki doku kiiltiiri denir. Bitkilerin klonal olarak hizli ¢ogaltilmasi,
geleneksel yontemlerle kolay ¢ogaltilmayan bitkilerin ¢ogaltilmasi, patojenlerden ari bitki
elde edilmesi, 1slah amagl g¢aligmalar, somaklonal varyasyonlarin olusturulmasi, haploid
bitkilerin elde edilmesi, bitki gen kaynaklarinin korunmasi, biyokimyasal tiriinlerin (sekonder
metabolitlerin vb.) elde edilmesi amaglariyla doku kiiltiirii teknikleri kullanilmaktadir.

Bitki doku kiiltiirii islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kiiltiirii yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle g

kisimda incelenir;

1- Organize olmus meristematik hiicreleri igeren somatik dokulardan rejenerasyon,
2- Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon,
3- Mayoz boliinme gec¢irmis gametik hiicrelerden rejenerasyon.

Birinci tip rejenerasyonda bitkiler u¢ ve yan meristemlerden gogaltilir. Bu isleme meristem
kiiltiirtiyle klonal c¢ogaltim denir. Elde edilen hiicreler tamamen dondr bitkiye benzerler.
Ikinci tip rejenerasyon, dogrudan bir bitki eksplantnin kesilmis yiizeyindeki belirli somatik
hiicrelerin bir kismimin genellikle bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisi sonucu béliinerek ve
organize olarak, organlar1 daha sonra da bitkiyi veya bir somatik hiicrenin siirekli boliinerek
embriyo ve sonra tam bir bitkiyi olusturmasi seklinde olabilir. Her iki durum, belirli bir
kallus, proto-kallus veya hiicre siispansiyonu olusumu evresinden sonra da ortaya ¢ikabilir.

Ortaya cikan bitkilerde baz1 kalitsal veya gegici varyasyonlar goriilebilir. Son olarak normal

kromozom sayisinin yarisim1 igeren hiicrelerden de direkt veya dolayli yollarla bitki
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rejenerasyonu olabilir. Bu durumda dondr bitkinin kromozom sayisinin yarisina sahip,
genellikle steril olan haploid bitkiler elde edilebilir (Babaoglu vd. 2001).

3.1.1 Besin Ortamlari

Kallus kiiltiirli, hiicre siispansiyonu, protoplast kiiltiirleri ve bitki rejenerasyonu gibi doku
kiiltiirii islemlerinde kullanilacak ortamin se¢imi ¢ok onemlidir. Cesitli arastiricilar tarafindan
bildirilen ¢ok sayida besin ortami formiilasyonu bulunmakla birlikte en sik kullanilan

ortamlar agagidaki gibidir.

MS (Murashige and Skoog 1962), tiitiin i¢in gelistirilmis, yiiksek tuz igerikli bir ortamdir.
Ozellikle diisiik yogunluklarda koklendirme ¢alismalarinda basariyla kullanilmaktadir. WH
(White 1963), diisiik tuz igerigi ile domates koklerinin kiiltiirii i¢in gelistirilmis bir ortamdir.

LS (Linsmaier and Skoog 1965), MS ortaminin organik bilesikler bakimindan farkli bir
cesididir. B5 (Gamborg et al. 1968), soya kallus kiiltiirleri i¢in gelistirilmis nitrat azotu
yiiksek bir ortamdir. NN (Nitsch and Nitsch 1969), anter kiiltiirii i¢in gelistirilmis bir ortam
olup, tuz igerigi MS ve WH arasindadir. SH (Schenk and Hilderbrant 1972), hem

monokotiledonlar hem de dikotiledonlar i¢in uygun bir ortamdir.

Bitki besin ortamlarinda bulunan bilesenler kullanim sikligina goére; su, makro elementler,
mikro elementler, vitaminler, sekerler, yar1 katilastiricilar, bitki biiylime diizenleyicileri,
tamponlar, amino asitler ve kimyasal olarak tanimlanamayanlardir (George 1993, Franklin
and Dixon 1994, Gamborg and Philips 1995).

Sivi ortamlar i¢in makro ve mikro elementler, baz1 vitaminler ve karbon kaynagi, yari-kati
ortamlar igin ek olarak agar veya agaroz igeren ortamlara temel besin ortamlar1 denir. Temel
besin ortamina bitki biliylime diizenleyicileri ilavesiyle her tiirlii bitki, her bitki pargasi,

dokusu veya hiicresi igin farkli ve 6zel besin ortamlari hazirlanabilir (Babaoglu vd. 2001).

3.1.1.1Makro Elementler

Azot temel besin ortami igindeki en 6nemli bilesendir. Diger makro elementler ise fosfor,

sodyum, magnezyum, kiikiirt ve kalsiyumdur (George 1993).
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3.1.1.2 Mikro Elementler

Demir, manganez, ¢inko, bor, molibden, kobalt ve iyot en ¢ok kullanilan mikro elementlerdir

(Gamborg and Philips 1995).

3.1.1.3 Vitaminler

Bitki kiiltiirleri i¢in en gerekli olan thiamin, nikotinik asit, pridoksin enzim reaksiyonlarinda

katalitik etkiye sahip vitaminlerdir (George 1993).

3.1.1.4 Sekerler

Kiiltiire alinan bitki hiicre ve dokular1 yeterli miktarda karbohidrat sentezi yapamadiklarindan
enerji kaynagi olarak cesitli sekerler kullanilir. En ¢ok kullanilan1 sakkaroz olup glikoz,

maltoz, raffinoz ve fruktoz da kullanilabilir (George 1993).

3.1.1.5 Jel Yapic1 Maddeler

Besin ortamlarini yari-kat1 hale getirmek amaciyla kullanilan bilesenlerdir. Genellikle kirmizi
deniz alglerinden cikarilan polisakkarit bilesimlerdir. En ¢ok kullanilanlar agar, agaroz,

aljinat, silikajel, jelatin ve nisastadir (George 1993).

3.1.1.6 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Oksinler; doku kiiltiiriinde tek bagina kullanildiginda kallus  uyarimini, hiicre
siispansiyonlarinin elde edilmesini, somatik embriyo olusumunun uyarimini saglar.
Sitokininlerle birlikte kullanildiginda kallus olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu, somatik

embriyo olusumunun uyarilmasini saglar (Smith 1992).
Sitokininler; hiicre boliinmesi, yeniden farklilagsma, bitki rejenerasyonu, siirgiin ¢ogaltiminda

etkilidir. Antioksidan etki gostererek yaslanmayir geciktirir. Siirgiinlerde koklenmeyi,

embriyogenezisi engeller (Smith 1992).
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Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirgiinlerin boylarinin
uzatilmasinda, embriyo ve oviil kiiltirlerinde kullanilmaktadir. Kallus gelisimini,

organogenezisi, adventif kok olusumunu engeller (Smith 1992).

Absisik Asit; strese maruz kalmis yapraklarda, dormant tomurcuklarda bulunur. Somatik
embriyolarin  olgunlastirilmasinda  kullanilmaktadir. Yaprak ve meyve dokiimiinde,

dormanside, stomalarin kapanmasinin diizenlenmesinde etkili olup, 1s18a karsi hassastir
(Smith 1992).

3.2 SOMAKLONAL VARYASYON

Kallus olusturan veya totipotent olup, yeni bitkiler meydana getirebilen hiicreler uzun siireli
veya kisa siireli kiiltiirlerde yiliksek bitki biiylime diizenleyicileri iceren ortamlarda bu
yeteneklerini yitirebilmektedirler. Bu hiicrelerden olusan yeni bitkilerde gen veya kromozom
bozukluklar1 sonucu kalitsal ve fenotipik varyasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu tiir
degisiklikler somaklonal varyasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu varyasyonlar yeni ¢esit

gelistirme ve 1slahgilar tarafindan kullanilmaktadir (Chrispeels and Sadova 1994).

Somaklonal varyasyon sonucu ortaya c¢ikan degisiklikler arasinda, bazi pigmentlerin
yapisindaki farklilagmalar sonucu ¢igcek renginin, yaprak ve ¢igek morfolojisinin, tohum
veriminin, bitki canliligi ve iriliginin, ugucu yag igerigi ve hastaliklara tolerans veya

dayanikliligin degismesi sayilabilir (Brown and Thorpe 1995).

Bitki hiicre ve doku kiiltiiri ¢aligmalart in vitro sartlarda gerceklestirildigi igin,
rejenerasyonun yapildigr fiziki sartlardan veya ortamda kullanilan kimyasal maddelerden
kaynaklanan gen diizeyinde birtakim farkliliklarin meydana gelmesi olasidir. Bu degisiklikler
doku kiiltlirii ¢alismalarinin her asamasinda meydana gelebilir. Somaklonal varyasyonun
nedenleri; bitkinin genotipi, ortam bilesenleri ve kullanilan doku kiiltiirii yontemleri olabilir

(George and Sherrington 1984, Karp 1989).

Larkin and Scowcroft (1989), somaklonal varyasyonu bitki doku kiiltiirinde genetik

kararsizlik sonucu ortaya ¢ikan kalitsal degisiklikler olarak ifade etmiglerdir.
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3.2.1 Doku Kiiltiirii Tekniklerinin Varyasyona Etkileri

Doku Kkiiltiirtinden elde edilen bitkilerin, fenotipik ve genetik acidan degisme olasiliklar
bitkiciklerin hangi metotla iiretildigine baghdir. Siirgiin kiiltiirlerinde goriilen varyasyonlar
ansizin olusan mutasyonlardir. Goriilen ¢ogu degisiklik gecici 6zelliktedir. Bu degisikliklerin
genotipik ya da epigenetik oldugu dikkatli bir analiz yapilmadan belirlenemez. Hiicrelerin
totipotent olmasi nedeniyle somatik hiicrelerden bitki rejenerasyonu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
yetenekteki bir hiicre, farklilasmamis bir hiicre yigim1 meydana getirip sonra tekrar
farklilagarak tam organizasyonlu bireyleri meydana getirmektedir. Boyle bir ydntemde
varyasyon meydana gelir ve varyasyonun derecesi doku kiiltiirii teknigine gore degisir. Kallus
kiiltiirleri gibi organize olmamis, diizensiz kiiltiirlerde somaklonal varyasyonun ortaya ¢ikma
frekansi yiiksektir. Bitkinin genetik yapisinin, onun doku kiiltiirlerinden olusan somaklonal
varyasyonun derecesi iizerinde giiclii bir etkisi bulunmaktadir. Rejenere edilen bitkiler
arasindaki genetiksel degisim derecesi kallustan veya siispansiyon kiiltiirlerinden iiretilme
metotlarina bagl olabilir. Monokotil ve dikotil bitkilerin, somatik embriyolarindan elde edilen

bitkilerde somaklonal varyasyon gézlenmistir (Biiriin 1996).

3.2.2 Somaklonal Varyasyonun Nedenleri

3.2.2.1 Hiicre Organizasyonunun Varyasyonda Etkisi

Cesitli doku kiiltiirii sistemlerinde kallus fazindan sonra adventif meristemlerin formasyonu
ile kiiltiirde somaklonal varyasyon gozlenmektedir. Burada, hiicre organizasyonu kritik bir
durum olarak ortaya ¢ikmakta ve diizensiz biiylimeye bagli olarak somaklonal varyasyon
beklenmektedir. Eger diizensiz faz uzun siirerse somaklonal varyasyon sansi daha yiiksek
olmaktadir ve bdyle uzun bir fazdan sonra organize olan yapilarda daha biiyiik bir sapma
gorilmektedir. Oysa kiiltiire alinan bitki dokularindan yapilarin direkt olusumu kararsizlik

sansini en aza indirmektedir (Karp 1994).
3.2.2.2 Doku Kaynagindaki Varyasyon
Somaklonal varyasyon donor bitkide meydana gelen somatik mutasyonlardan ortaya

cikmaktadir. Bitkilerin vejetatif parcalart ayni genetik potansiyele sahip hiicreleri
icermektedir. Fakat bitkide farkli genetik yapida hiicreler de bulunmaktadir. Genetik olarak
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farkli hiicreleri tagiyan stok bir bitkinin dokularindan kiiltiir baslatilirsa genetik olarak farkli
bitkilerin {iretilmesi miimkiin olabilir. Kiiltiire alinan hiicrelerdeki varyasyonun biiytikliigi
kiiltiirii baslatmak igin segilen eksplantin kaynagina gore degisir. Somaklonal varyasyonun
frekansinda eksplantin kaynagi ve ploidi seviyesi Onemli bir etkiye sahiptir. Baslangi¢
eksplantinin ploidi seviyesinin diisiik olmasi varyant bitkilerin miktarimi artirabilmektedir

(George 1993).

3.2.2.3 DNA Metilasyonu

DNA yiiksek oranda metillendiginde gen aktivitesi baskilanmaktadir. Metilasyondaki bir
azalma gen aktivitesinin artmasi anlamima gelmektedir. Degisen metilasyon durumunun
genetik varyasyona sebep olmasindan sorumlu olarak in vitro’ da dogal olmayan kosullar
nedeniyle hiicrenin fizyolojisini karistiran stres veya sok gegirmesi gosterilmistir (George

1993).

3.2.2.4 Niikleik Asit Onciillerinin Kaybi

Doku Kkiiltiirlerinde meydana gelen niikleik asit biyosentezi i¢in gerekli Onciillerin
eksikliginin, bazi mutasyonlarin ortaya ¢ikmasindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Bu

yiizden genellikle adenin bazi, bitki doku kiiltiirli ortamina ilave edilmektedir (George 1993).

3.2.2.5 In vitro Hiicre Boliinmesindeki Anormallikler

Kiiltiir sirasinda genellikle stabil kalan, aktif olarak bdliinen meristematik hiicrelerde genis
vakuollii hiicrelerde degisimler goriilmektedir. Parankimatik dokularda degisik ploidi
diizeylerine sahip hiicreler bulunmaktadir. Kiiltiirde poliploid hiicrelerin meydana gelmesinin
nedeni mitoz boyunca ig ipligi olusumunun basarisizligi veya bipolar ig iplikleri yerine
multipolar iglerin meydana gelmesidir. Diger bir neden de hiicre boliinmesinin interfazin G2
alt devresinde gecici olarak durmasi ve sonra normal mitoz olmadan hiicrenin tekrar G1 ’de

hiicre dongiistine girmesidir (Karp 1994).
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3.2.2.6 Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Etkisi

Oksinler, kallus ve hiicre siispansiyonlarinin baslatilmasina sebep olduklarindan ve gelismeyi
sagladiklarindan kiiltiir ortamina mutlaka eklenmelidir. Oksin ilaveli kiiltiirlerde genetik
degisimler de yiiksek olmaktadir. Oksinlerin mutajenik oldugu ve DNA metilasyonunu
artirdigi  bilinmektedir. Sitokininler, kiiltiire alinan dokularda hiicre bdliinmesini
artirmaktadirlar. Diisiik konsantrasyonlarda sitokininler kararli meristematik hiicrelerin
boliinmesini tesvik ederken yiiksek oranda poliploid hiicrelerin frekansini artirmaktadir (De

Klerk 1990, George 1993).

3.2.2.7 Kiiltiir Siiresi

Kiiltiirler uzun bir siire alt kiiltiirler yoluyla korundugunda ve alt kiiltiirler arasindaki siire
uzadiginda genellikle mutasyona ugrayan hiicrelerin orani ile genetik degisim artmaktadir

(George 1993).

3.2.2.8 Kromozomlardaki Sayisal ve Yapisal Degisiklikler

Doku kiiltiirtinde poliploidi ve aneuploidi gibi sayisal degisiklikler ile inversiyonlar,
delesyonlar, translokasyonlar ve izokromozomlar gibi yapisal degisiklikler siklikla meydana
gelmektedir. Somaklonal varyasyonun meydana gelmesinden sorumlu olan kromozomlardaki

sayisal varyasyonlardan en yaygin goriileni poliploididir (Larkin 1989).

3.2.2.9 Gen Seviyesindeki Degisiklikler

Doku kiiltiirti nokta mutasyonlari olarak adlandirilan DNA’daki baz siralarinin artmasi ya da
eksilmesine ve buna bagli olarak spesifik gen iriinlerinin miktarinin degismesine sebep
olabilir. Bu degisiklik fenotipe yansiyarak varyabilite meydana getirmektedir. Somaklonal
varyasyonun meydana gelmesinden sorumlu diger bir mekanizma ise, tagmabilir DNA’nin
mobilizasyonudur. Taginabilir DNA (gezici gen) yeni genlerin regiilasyonuna, gen
fonksiyonundaki inaktivasyona ya da reaktivasyona, translokasyonlar ve inversiyonlar gibi
DNA’da yeniden sekillenmelere sebep olmaktadirlar (Larkin 1984).
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3.3 MOLEKULER BELIRTECLER

Molekiiler belirtegler, farkliligt DNA diizeyinde 6lgen ve arastirilan genotiplerde istenen bir
geni ya da oOzelligi izlemek i¢in kullanilabilen belirteglerdir. Molekiiler belirtecler,
gozlenebilir karakterlere dayanan morfolojik belirteclere ve temeli proteine dayanan
biyokimyasal belirteglere gore olduk¢a giivenilirdir. Sayilar1 fazladir ve c¢evreden
etkilenmezler. Molekiiler belirteglerin  verimli ve etkin olabilmesi igin; polimorfik,
kalitilabilir, tekrarlanabilir ve kolay yorumlanabilir 6zellikleri tasimasi gerekmektedir.
Molekiiler belirteclerle ¢alisilirken, bir tiire ait genotipler arasindaki varyasyonlarin genomik
analizler i¢in 6nemli ham bilgiler i¢erdigi g6z dniinde bulundurulmali ve kullanilacak belirteg
sistemi, segilen test 6rneklerinde mevcut olan varyasyonlari saptayabilmelidir. Protein ya da
DNA’da bulunan polimorfizmlere dayanan molekiiler belirteglerin gelistirilmesi; taksonomi,
filogeni, genetik, bitki 1slah1 ve ekoloji gibi bilim alanlarina biiylik oranda katki saglamistir.
Bitki dokularinda molekiiler belirtegler ile yapilan ¢alismalarda DNA profillerinin ¢ikarilmasi

ve spesifik DNA parmak izlerinin elde edilmesi i¢in;

o Bitki materyali secilir.

. Bitkiden DNA izolasyonu gerceklestirilir.

o Uygulanacak yonteme gore genetik materyalin PZR ile ¢ogaltimi1 yapilir.

o Bireyler arasi polimorfizm farkli molekiiler belirte¢ teknikleri ile belirlenir (RAPD,
AFLP, SCAR, RFLP)

o DNA bant profilleri analiz edilir.

Genomun 6zgiin bir bolgesini tanimlamak amaciyla birgok belirteg sistemi kullanilmaktadir.
Genom analizleri ve genetik ¢alismalar basta olmak {izere molekiiler calismalarda morfolojik,

protein ve DNA belirtecleri olmak tizere ii¢ tip belirte¢ kullanilmaktadir (Williams 1980).
3.3.1 Morfolojik Belirtecler

Bilgi eksikliginden dolay1 genler ve kromozomlar hakkindaki ilk ¢aligmalar, g6z rengi, kanat
yapisi, deri rengi gibi basit Mendel kalitimi1 gosteren ozellikler iizerinde yapilmistir. Boyle

morfolojik karakterler, 6zgiin genler icin giivenilir indikator olarak kullanilabilirler ve bu

ozellikleri kodlayan genlerin kromozom {izerindeki yerlerinin tanimlanmasinda faydali
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olmaktadirlar. Morfolojik belirteclerin gozlenmesi kolay olmasina ragmen allel sayilarinin

nispeten az olmasindan dolay1 kullanimi kisitli kalmaktadir (Franklin 1970).

3.3.2 Protein Belirtecler

Amino asit bilesimi, molekiiler agirliklart ve antikor-antijen iliskilerindeki farkliliklar
nedeniyle proteinler i¢in farkli alleller bulunabilmektedir. Molekiiler biiyiikliikk ve amino asit
bilesimi farkliliklarindan dolay1 proteinler, jel elektroforez yontemi kullanilarak kolaylikla
ortaya ¢ikarilabilir ve genetik belirteg olarak kullanilabilirler. Genetik caligmalarda ilk
zamanlarda protein polimorfizmlerinin arastirilmast amaciyla kan antijenleri ve izozim

belirtegleri yaygin olarak kullanilmistir (Bernatzky and Tankley 1989).

3.3.3 DNA Belirtecleri

DNA belirtegleri, bir tiir icerisindeki farkli bireylerde dizi polimorfizmi gdsteren DNA
bolgeleridir ve varyasyonun belirlenmesinde en sik kullanilan yontemdir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun kesfinden sonra genetik ¢alismalarda PZR temelli belirtegler daha ¢ok tercih
edilmeye baslanmistir. 1985 yilinda ilk kez Karl Mullis tarafindan ortaya konulan bu teknoloji
sayesinde genomun Ozgiin bolgelerinin in vitro sartlarda gogaltilabilmesi ve elektroforez
teknikleri ile gorilintiilenmesi miimkiin hale gelmistir. DNA teknolojisi ve molekiiler
biyolojideki hizli gelismeye paralel olarak daha ekonomik, kolay ve polimorfik olmalarindan
dolay1 6zellikle PZR temelli DNA belirteg sistemleri (RFLP, RAPD, EST, STS, SSCP, AFLP,
STR, SNP) genetik calismalarda daha yaygin olarak kullanilmaya baglamistir (Chao et al.
1989).

DNA belirtecleri, hibridizasyona dayali ve PZR’a dayali belirtegler olmak flizere ikiye

ayrilabilir.

3.3.3.1 Hibridizasyona Dayali DNA Belirtecleri

3.3.3.1.1 RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Farklihg)

RFLP tekniginde genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri kullanilarak spesifik bolgelerden

kesilmesi saglanir ve ¢ok sayida DNA fragmentleri elde edilir. DNA fragmentleri agaroz jel
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elektroforezi ile ayrildiktan sonra southern blot teknigiyle seliilloz veya uygun bir membrana

transfer edilir. Radyoaktif igsaretlenmis bir prob ile hibridizasyon yapilir (Botstein 1980).

RFLP tekniginin avantajlari;

° Giivenilirdir,
o Kodominant 6zellikte olduklarindan dolay1, heterozigotlarin belirlenmesinde ve

karakterizasyonunda kullanilirlar.

RFLP tekniginin dezavantajlari;

o Analizler pahali, fazla zaman ve is giicii gerektirir.
o Radyoaktif etiketleme yontemi kullanilir.

o Yiiksek kalitede ve fazla miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulur.

3.3.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonuna Dayali DNA Belirtegleri

3.3.3.2.1 AFLP (Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Farklihigr)

AFLP teknigi RAPD teknigi ile RFLP tekniginin birlestirilmis formu olup, RAPD tekniginin
dezavantajlarin1 gidermek amaciyla gelistirilmistir. DNA iki kesim enzimi tarafindan kesilir
ve kesilen her bir par¢anin lizerine sentetik niikleotid dizilimli adaptér DNA’lar eklenir.
Boylece spesifik DNA ¢ogaltim1 yapilir. Bu teknikte, restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA
fragmentlerinin adaptér DNA ile birlestirilmesini ard arda yapilan iki PZR reaksiyonu izler.

Elde edilen tiriinler poliakrilamid jelde yiiriitiiliir, giimiis boyama ile gozlenir (Ergiil 2000).

AFLP tekniginin avantajlari,

o Polimorfizm oram yiiksektir,

o Laboratuvarlar arasi cihaz farklilig1 sonucu etkilemez.

AFLP tekniginin dezavantajlari;

. Dominant belirteclerdir,
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. Radyoaktif isaretleme yapilir.

3.3.3.2.2 RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD tekniginde, 6-10 niikleotid uzunlugundaki baslatict DNA’lar kullanilarak genom
lizerinde rastgele bolgelerin amplifikasyonu gergeklestirilir. Diger PZR uygulamalarinin
aksine iki degil bir primer kullanilir, bu primer her iki yondeki DNA cogaltimi i¢in de
kullanilir. Dolayisiyla kullanilan primerin DNA {izerinde birbirine yakin iki bolgeye
baglanabildigi genom bdlgelerinin amplifkasyonu yapilir. Uretimi yapilan DNA dizileri igin
agaroz jel elektroforez uygulanir ve bazi dizilerin ¢ogaldigi, bazilarinin ise ¢ogalmadigi
gozlenir. Bu gozlem polimorfizmin gostergesidir (Welsh and Mcclelland 1990). RAPD
analizinde kontrol grubuna gore farkli bant profillerinin goriilmesi, kalip DNA iizerinde
primerlerin baglanma bolgelerinde meydana gelen mutasyonlardir. Mutasyonlar, primerlerin
bu bolgeler ile eslenmesini engeller ve fragmanlar c¢ogaltilamaz. Primerlerin baglanma
bolgelerinde olusmus kiriklar da fragmanlarin ¢ogalmasini engelleyebilir. Kalip DNA

tizerindeki mutasyonlar primerler i¢in yeni baglanma boélgeleri de olusturabilir.

RAPD tekniginin avantajlar;

. Cabuk sonug verir, ucuzdur, az is giicii gerektirir,

o Az miktarda ve diisiik kalitede DNA yeterlidir,

o Polimorfizm oram yiiksektir,
. Evrensel primer seti kullanilir,
o Radyoaktivite gerektirmez.

RAPD tekniginin dezavantajlari;

o Giivenirligi sinirhidir,
. Farkl1 laboratuarlarda farkli sonuglar gozlenebilir,
. Dominant belirte¢lerdir.
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3.3.3.2.3 SSR (Basit Dizi Tekrarlari)

DNA’da sik tekrarlayan basit dizilere mikrosatellit denir. Okaryotik kromozomlarda yaygin
olarak bulunurlar. Tekrarli bolgelerin her iki yanindaki dizilere komplementer primer
kullanilarak bu bolgelerin ¢ogaltilmas1 amaclanir (Michelmore 1993).

SSR tekniginin avantajlar;

. Polimorfiktir,

. Kodominant belirteclerdir.

SSR tekniginin dezavantajlart;

o Fazla is giicii gerektirir,

o Maliyeti ytiksektir.
3.3.3.2.4 SCAR (Dizi Karakterli Cogaltilmis Bolge)
Belirli biiyiikliikteki bir RAPD bandinin klonlanmasi ve ug¢ bdlgelerinden dizi belirlendikten

sonra, bu fragmente yonelik RAPD primerlerini igeren primer c¢iftleri ile gelistirilen bir
tekniktir (Paran 1993).

SCAR tekniginin avantaji;

. Kodominant belirteglerdir.

SCAR tekniginin dezavantajlari;
. Is giicii fazladur,

) Uzun zaman alir.
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BOLUM 4
MATERYAL VE YONTEM
4.1 MATERYAL
Bu tez calismasinda, Biilent Ecevit Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

deneme serasinda yetistirilen 2n=4x=28 kromozomlu dogal tetraploid Trifolium pratense L.

(cayriiggtlii, kirmizi ¢igekli tirfil) E2 ¢esidi kullanilmistir (Elgi 1982).

Sekil 4.1 Deneme serasindaki dogal tetraploid Trifolium pratense L.’lerin genel goriiniisii.
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4.2 YONTEM
4.2.1 Tohum Sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonunu saglamak i¢in tohumlar, %10 ’luk sodyumhipoklorit (NaOCI)

¢oOzeltisi ile 10 dakika muamele edilmis ve 3 kez distile su ile durulanmustir.

4.2.2 Tohum Cimlendirme ve Rejenerasyon I¢in Kullamilan Ortamlar

Tohum c¢imlendirme ortami olarak hormonsuz MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortami
kullanilmigtir (Cizelge 4.1). Ortamlar steril sartlarda kavanozlara dokiiliip, tohumlar

kavanozlarda ¢imlendirilmistir. (Sekil 4.2)

Rejenerasyon ¢aligsmalari igin Colgegen (2008)’in modifiye ettigi PC-L2 ortami kullanilmstir.

Sekil 4.2 Aseptik fidelerden rejenere bitkilerin iiretimi.
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Colgecen, c¢alismasinda dogal tetraploid Trifolium pratense eksplantlarinin  farkli
konsantrasyonlarda BAP (6-Benzilaminopiirin) ve NAA (Naftalenasetik asit) iceren ortamlara
ekimini gergeklestirmistir. Rejenerasyonda en basarili eksplant kaynagini apikal meristem

olarak bildirmistir (Colgegen ve Toker 2008).

4.2.2.1 MS Ortaminin Hazirlanmasi

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun hacimler alinarak MS ortami hazirlanmistir. pH ayari
yapildiktan sonra agar eklenip, otoklavda 121°C’de 15 dk sterilizasyonu gergeklestirilmistir.
Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan maddeler ¢izelgelerde gosterilmistir. (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1 MS ortaminda kullanilan stok ¢ozeltiler.

MAJOR STOK g/l (X10)
KNO; 19
NH4NO; 16,5
CaCl.H,0 4.4
MgSO, 3,7
KH,PO, 1,7

MINOR STOK g/l (X10)
H3BO3 62
Kl 8,3
MnS04.4H20 168
Na2NaO4.2H20 2,5
ZnS04.7H20 86
CoCl2.6H20 0,25
CuS04.5H20 0,25

29



DEMIR STOK g/l (X10)
FeSO4.7H20 0,278
Na,EDTA.2H,0 0,372

VITAMIN STOK g/l (X10)
Tiamin-HCI 1
Nikotinik asit 5
Piridoksin-HCI 5

MS ortamini hazirlamak igin;

o 20 gr sakkaroz tartilir, balon jojede ¢oziiliir,

o 100 ml major stok ¢ozeltisi eklenir,

. 10 ml minor stok ¢ozeltisi eklenir,

. 10 ml vitamin stok ¢ozeltisi eklenir,

. 10 ml demir stok ¢ozeltisi eklenir,

. Tohum ¢imlendirmede kullanilan hormonsuz MS ortami ig¢in bitki biiyiime

diizenleyicileri kullanilmaz,

o 1000 ml ye tamamlanan ¢ozeltinin pH ayar1 1M HCl ve 1M NaOH kullanilarak
yapilir,
o pH 5,80 e ayarlanir ve 7 gr agar eklenir,

. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilir,

. Soguduktan sonra kavanozlara dokiiliir.
4.2.2.2 PC-L2 Ortamumin Hazirlanmasi
Rejenerasyon ¢aligmalart i¢in kullanilan PC-L2 ortami Colgegen (2008) tarafindan modifiye

edilmis olup, en basarili ortam 1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP iceren ortam olarak bildirilmistir.

Hazirlanan stok cozeltilerden uygun hacimlerde alinip, ortam hazirlanmistir (Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.2 PC-L2 ortaminda kullanilan stok ¢6zeltiler.

MAJOR STOK g/l (X10)
NH;NO; 10
CaCl,. 2H,0 6
MgS0,.7H,0 4,35
KH,PO, 3,25
KNO; 21
NaH,P0,4.H,0 0,85

MINOR STOK g/l (X10)
H3BO3 50
KI 10
MnSQ4 H,0 150
Na,M00,.2H,0 4
ZnS0,4.7H,0 50
CoCl,.6H,0 1
CuSQ45H,0 1

DEMIR STOK g/l (X10)
FeS0O,. 7H,0 0,1069
Na,EDTA.7H,0 0,143

VITAMIN STOK g/l (X10)

Tiamin-HCI 20
Pridoksin-HCI 5
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PC-L2 ortamini hazirlamak i¢in;

o 25 gr sakkaroz tartilir, balon joje i¢inde ¢oziiliir,
. Major stok ¢ozeltiden 100 ml eklenir,

° Minor stoktan 10 ml eklenir,

. Demir stoktan 10 ml eklenir,

° Vitamin stoktan 1 ml eklenir,

° 25 mg myo-inositol tartilip, ortama eklenir,

o Bitki biiyiime diizenleyicileri olarak 1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP eklendikten sonra
son hacim 1000 ml ye tamamlanir,

. pH 5.80 e ayarlanir,

o 8 gr agar eklenip, otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilir.

o Soguduktan sonra petrilere dokiiliir.

4.2.3 Genomik DNA izolasyonu

Bitkilerden DNA izolasyonu genel olarak bazi prensiplere gore yapilmaktadir. Bitkisel
hiicreler seliillozdan yapilmig bir hiicre duvari igermektedir. Bu hiicre duvari, siv1 azot ya da
kuru buz icerinde ogiitiilerek, kirilir. Hiicre duvart kirildiktan sonra, CTAB (CTAB (Cetyl
Trimethyl  Ammonium  Bromide), SDS  (Sodium  Dodecyl Sulfate) PVP
(Polyvinylpyrrolidone) gibi deterjanlar ve B-merkaptoetanol gibi protein indirgeyici ajanlar
birlikte kullanilarak hiicre zar1 pargalanir. DNA’ya bagl proteinler, pargalanmis doku veya
hiicre parcalar1 kloroform ya da fenol karisiminin eklenmesi ve santrifiij ile uzaklastirilir.
RNA’y1 yikan RNaz enzimi kullanilarak soliisyon igerisindeki RNA’lar uzaklagtirilir. Pelleti
temizlemek icin etil alkol ile yikama yapilir. Kirlilik ve tuzlar uzaklagtirilmis olur. RAPD
analizlerini gergeklestirmek amaciyla dogal tetraploid T. pratense dondr ve klon bitki
orneklerinden DNA izolasyonu Lefort (1998) tarafindan belirlenen protokole gore yapilmustir.
[zolasyonu gerceklestirilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar1 nanodrop ile dlgiimler yapilarak

belirlenmigtir. Nanodrop sonuglari ¢izelge 4.3 de verilmistir.
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Lefort et al. (1998) protokoliine gore;

o 0,1 gr yaprak havanda sivi azot yardimiyla ezildi ve 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine
aktarildi,

o Uzerine 1 ml ekstraksiyon tamponu ve 10uL S-merkaptoetanol eklendi,

. Vorteks ile 30 sn karistirilds,

. 65°C’de 15 dk su banyosunda bekletildi,

o 0,5 ml kloroform : izoamilalkol (24:1) eklenip, hafifce karistirildiktan sonra -20°C’°de
15 dk bekletildi,

. Ornekler 14.000 rpm ’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iist siv1 yeni 1,5
ml’lik tiipe aktarilip, tizerine 1 ml soguk izopropanol eklendi,

. DNA’min ¢oktiiriilmesi amaciyla , -20°C’de 1 saat bekletildi,

o 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi,

o Ust s1v1 uzaklastirilarak pellet %70’lik etanol ile yikandu,

o 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve iist faz uzaklastirildi,

o DNA 100pL TE tamponunda ¢ézdiirtildi,

. Uzerine 1 pL RNaz A eklendi, 37 C’de 15 dk bekletilerek RNA’nin uzaklastirilmasi
saglandi,

. Ornekler -20°C’de saklandi.
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Cizelge 4.3 Nanodrop Sonuglari

Ornek mg/ul 260/280 260/230
C1 364,5 1,70 0,66
D1 118 2,02 0,90
C2 452,6 1,92 0,76
D2 28,9 1,73 0,55
C3 185,5 1,68 0,53
D3 58,2 1,49 0,63
C4 283,5 1,80 0,63
D4 159,5 1,83 0,99
C5 217,7 1,69 0,61
D5 1155 2,07 1,00
C6 328,4 1,81 0,74
D6 39,8 1,81 0,68

Cozeltiler

Kloroform:izoamilalkol : 24:1 (hacim/hacim)

Ekstraksiyon Tamponu: 50mM EDTA ve 50mM Tris-HCI (pH:8), 4M LiCl, %1 CTAB, %2
PVPP ve %0,5 Tween 20

TE Tamponu: 1mM EDTA ve 10 mM Tris-HCI (pH:8)

RNaz A: 10mg/mL

4.2.4 RAPD Uygulamalar:

Calismada Williams (1980) tarafindan gelistirilen RAPD-PCR yontemi kullanildi. 8 farkli

primer kullanilmig olup, primerlerin isimleri ve dizileri belirtilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Kullanilan primerler ve dizi bilgileri.

Primer Niikleotid dizisi(5'>3")
OPC 01 TTCGAGCCAG
OPC 02 GTGAGGCGTC
OPC 05 GATGACCGCC
OPC 06 GAACGGACTC
OPC 08 TGGACCGGTG
OPC 09 CTCACCGTCC
OPO 07 CAGCACTGAC
TUBE A08 GTGACGTAGG

4.2.4.1 RAPD Bilesenleri ve Kosullar:

Bitkiden izole edilen genomik DNA kullanilarak yapilan RAPD-PCR reaksiyonlar1 toplam
hacim 25uL olacak sekilde diizenlendi. Asagidaki bilesenlere standart hacme ulasacak sekilde

ultra distile su ilave edildi.

20 ng genomik DNA

o 2.5 pL 10x reaksiyon tamponu,
o 2.5 mM MgCly,

o 20 uM dNTPs,

o 0.2 uM primer,

o 0.5 tinite Taq polimeraz

PCR Doéngii Sartlari;

. 95°C 2 dakika (6n denatiirasyon)
o 94°C 30 saniye (denatiirasyon)

o 36°C 1,5 dakika (baglanma) 40 dongii
. 72°C 1,5 dakika (uzama)

. 72°C 5 dakika (son uzama)
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4.2.4.2 Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflama

RAPD-PCR sonucunda olusan bantlarin gézlenebilmesi i¢in % 1,6’lik agaroz jel elektroforezi
yapildi. Bunun i¢in 1,6 gr agaroz tartildi ve 10 ml 10X TBE tamponu ile karistirilarak son
hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlandi, kaynatilarak ¢oziildii. Karisim sogutularak igerisine 5
uL EtBr ilave edildi. Onceden taraklar yerlestirilmis jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi
beklendi. Jel polimerlestikten sonra kasetten taraklar c¢ekilerek cikartildi. Hazirlanan jel,

elektroforez tankina yerlestirilerek tizeri kapanincaya kadar 1X TBE tamponu ile dolduruldu.

12 puL o6rnek icin 3 pL yiikleme boyasi karigtirilarak jelde olusturulan kuyucuklara pipet
yardimiyla yiiklendi. Ornekler 100 voltta yaklasik olarak 1,5 saat yiiriitiildii.

Yiriitme tamamlandiktan sonra RAPD-PZR iiriinleri jel goriintileme sisteminde
goriintiilenmis (Gene Genius, Syngene) ve fotograflar1 ¢ekilmistir (GyneSnap Software,
Synaptics).

4.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

4.3.1 Somaklonal Varyasyonun Genomik Kalip Stabilitesi (GKS) ile Degerlendirilmesi
Genomik Kalip Stabilitesi (GKS), RAPD profillerinin sayisindaki belirgin degisimi gdsteren
nicel bir 6lgiimdiir. RAPD profillerindeki degisimler, GKS oranindaki degismeyi ifade eder.
RAPD profillerindeki polimorfizm, kontrol grubuna goére kaybolan bantlar ve yeni olusan
bantlarin kontrol grubundaki toplam bant sayisina orani ile belirlenir (Atienzar et al. 1999;
Liu et al. 2007).

GKS = (1- a/n) x 100

a: her 6rnekteki ortalama polimorfik bant sayisi

n: kontroldeki toplam bant sayisi
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BOLUM 5

ARASTIRMA BULGULARI

5.1 RAPD SONUCLARI

Polimorfizm hesaplamalar1 her primer i¢in Orneklerin bant profilleri ile kontroliin bant
profilleri karsilastirilarak yapilmistir. Kontrolde bulunup 6rneklerde bulunmayan ve kontrole
gore yeni olusan bantlar polimorfik olarak degerlendirilmistir. Polimorfizm ylizdeleri,
polimorfik bant sayisina toplam bant sayilar1 oranlanarak hesaplanmistir. Cizelge 5.1 ’de
kontrole goére yeni ortaya cikan bantlar1 belirtmek i¢in a, kaybolan kontrol bantlarini

belirtmek i¢in b, kullanilmigtir. Donor 6rnekler D, Klon 6rnekler C ile ifade edilmistir.
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Cizelge 5.1 Dondr ve klonlar arasindaki bant degisimleri.

a:Kontrole gore (D=Donore gore) yeni ortaya ¢ikmis bant sayisi, b:Kontrole gore (D=Dondére gore)kaybolan bant sayisi



Cizelge 5.2 Tiim primerler i¢in GKS degerleri.

Gruplar | OPCO01 | OPCO02 | OPCO05 | OPCO06 | OPC08 | OPCO09 | OPO | TUBE | Ortalama
% GKS | % GKS | % GKS | % GKS | % GKS | % GKS 07 AQ8 % GKS
% %
GKS GKS
1 57,14 76,47 54,54 71,42 100 36,36 35,71 100 66,45
2 93,75 91,66 92,85 100 92,85 60 75 63,63 83,72
3 46,15 78,57 60 66,66 66,66 50 83,33 | 73,68 65,63
4 0 0 54,54 73,33 81,81 27,27 40 15,38 36,54
5 53,84 58,33 78,57 35,29 11,11 75 76,47 | 52,94 55,19
6 58,33 100 80 33,33 54,54 88,88 28,57 0 55,45

% GKS: (1- a/n)* 100 a: polimorfik bant n: Kontroldeki (Donér) toplam bant

Bu c¢alismadaki ornekleri 6 adet dogal tetraploid T. pratense aseptik dondr ve 6 adet klon
bitkicik olusturmaktadir. Dondr o6rnekler D, klon o6rnekler C ile ifade edilmis olup, RAPD
analizi i¢cin OPC 01, OPC 02, OPC 05, OPC 06, OPC 08, OPC 09, OPO 07 ve Tube A0S

olmak tizere 8 primer kullanilmistir.

Cizelge 5.2 e gore D1 6rneginde OPC 01 primeri 14 bant, OPC 02 primeri 17 bant, OPC 05
primeri 11 bant, OPC 06 primeri 14 bant, OPC 08 primeri 14 bant, OPC 09 primeri 11 bant,
OPO 07 primeri 14 bant ve Tube A08 primeri 20 bant olusturmus olup, toplam bant sayist
115 dir. C1 6rneginde OPC 01 primerinde dondre gore 4 yeni bant ortaya ¢ikmig, 2 bant
kaybolmustur. OPC 02 primerinde dondre gore 3 yeni bant olusmus, 1 bant kaybolmustur.
OPC 05 primerinde dondre gore 3 yeni bant olusmus, 2 bant kaybolmustur. OPC 06
primerinde dondre gore 1 yeni bant olugmus, 3 bant kaybolmustur. OPC 08 primerinde
dondre gore yeni olusan ve kaybolan bant goriilmemistir. OPC 09 primerinde dondre gore 4
yeni bant olugsmus, 3 bant kaybolmustur. OPO 07 primerinde dondre gore 4 yeni bant
olusmus, 5 bant kaybolmustur. Tube A08 primerinde dondre gore yeni olusan ve kaybolan
bant yoktur. D1 donérii ve Cl klonu arasindaki polimorfizm yiizdesi 30,43 olarak

bulunmustur.

D2 6rneginde OPC 01 primeri 16 bant, OPC 02 primeri 12 bant, OPC 05 primeri 14 bant,
OPC 06 primeri 15 bant, OPC 08 primeri 14 bant, OPC 09 primeri 10 bant, OPO 07 primeri
20 bant ve Tube AO8 primeri 22 bant olusturmus olup, toplam bant sayis1 123’tiir. C2
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orneginde OPC 01 primerinde dondre gore 1 yeni bant ortaya ¢ikmig, kaybolan bant
goriilmemistir. OPC 02 primerinde dondre gore 12 yeni bant olugmus, kaybolan bant yoktur.
OPC 05 primerinde dondre gore 14 yeni bant olusmus, kaybolan bant yoktur. OPC 06
primerinde dondre goére 15 yeni bant olusmus, kaybolan bant gorilmemistir. OPC 08
primerinde dondre gore yeni olusan bant sayisi 14 olup, kaybolan bant goériilmemistir. OPC
09 primerinde dondre gore 10 yeni bant olusmus, 3 bant kaybolmustur. OPO 07 primerinde
donore gore 20 yeni bant olusmus, 5 bant kaybolmustur. Tube AO8 primerinde dondre gore 22
yeni olusan bant goriilmiis olup ve kaybolan bant yoktur. D2 donérii ve C2 klonu arasindaki

polimorfizm yiizdesi 17,07 olarak bulunmustur.

D3 6rneginde OPC 01 primeri 13 bant, OPC 02 primeri 14 bant, OPC 05 primeri 15 bant,
OPC 06 primeri 18 bant, OPC 08 primeri 9 bant, OPC 09 primeri 12 bant, OPO 07 primeri 12
bant ve Tube A08 primeri 19 bant olusturmus olup, toplam bant sayis1 112’dir. C3 6rneginde
OPC 01 primerinde dondre gore 7 yeni bant ortaya ¢ikmis, kaybolan bant goriilmemistir. OPC
02 primerinde dondére gore 2 yeni bant olusmus, kaybolan bant sayist 1°dir. OPC 05
primerinde dondre gore 2 yeni bant olugsmus, 4 bant kaybolmustur.. OPC 06 primerinde
donore gore yeni bant olugsmamis, 6 bant kaybolmustur. OPC 08 primerinde dondre gore yeni
olusan bant sayis1 3 olup, kaybolan bant goriilmemistir. OPC 09 primerinde dondre gore 5
yeni bant olusmus, 1 bant kaybolmustur. OPO 07 primerinde dondre gére 2 yeni bant
olusmus, kaybolan bant yoktur. Tube AO8 primerinde donore gore 2 yeni olusan bant
gorilmiis olup ve 3 bant kaybolmustur. D3 dondrii ve C3 klonu arasindaki polimorfizm

yiizdesi 33,92 olarak bulunmustur.

D4 6rneginde OPC 01 primeri 7 bant, OPC 02 primeri 10 bant, OPC 05 primeri 11 bant, OPC
06 primeri 15 bant, OPC 08 primeri 11 bant, OPC 09 primeri 11 bant, OPO 07 primeri 15
bant ve Tube A08 primeri 13 bant olusturmus olup, toplam bant sayis1 93’diir. C4 6rneginde
OPC 01 primerinde dondre gore 6 yeni bant ortaya ¢ikmis, 1 bant kaybolmustur. OPC 02
primerinde dondre gore 8 yeni bant olusmus, kaybolan bant sayist 2°dir. OPC 05 primerinde
donodre gore 5 yeni bant olusmus, bant kaybolmamistir. OPC 06 primerinde dondre gore 1
yeni bant olusmus, 3 bant kaybolmustur. OPC 08 primerinde dondre gore yeni olusan bant
sayist 2 olup, kaybolan bant goriilmemistir. OPC 09 primerinde dondre gore 4 yeni bant
olugsmus, 4 bant kaybolmustur. OPO 07 primerinde dondre gore 6 yeni bant olugmus,

kaybolan bant sayis1 3’tiir. Tube AO8 primerinde donore gore 8 yeni olusan bant goriilmiis
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olup ve 3 bant kaybolmustur. D4 dondrii ve C4 klonu arasindaki polimorfizm yiizdesi 60,21
olarak bulunmustur.

D5 6rneginde OPC 01 primeri 13 bant, OPC 02 primeri 12 bant, OPC 05 primeri 14 bant,
OPC 06 primeri 17 bant, OPC 08 primeri 9 bant, OPC 09 primeri 8 bant, OPO 07 primeri 17
bant ve Tube A08 primeri 17 bant olugturmus olup, toplam bant sayis1 107°dir. C5 6rneginde
OPC 01 primerinde dondre gore 5 yeni bant ortaya ¢ikmis, 1 bant kaybolmustur. OPC 02
primerinde dondre gore 3 yeni bant olusmus, kaybolan bant sayis1 2’dir. OPC 05 primerinde
donore gore 2 yeni bant olusmus, 1 bant kaybolmustur. OPC 06 primerinde dondre gore yeni
bant olusmamig, 11 bant kaybolmustur. OPC 08 primerinde dondre gore yeni olusan bant
sayist 4 olup, kaybolan bant sayisi 4’tiir. OPC 09 primerinde dondre gore 1 yeni bant
olusmus, 1 bant kaybolmustur. OPO 07 primerinde dondére goére 2 yeni bant olusmus,
kaybolan bant sayis1 2°dir. Tube A08 primerinde donore gore 5 yeni olusan bant gériilmiis
olup ve 3 bant kaybolmustur. D5 dondrii ve C5 klonu arasindaki polimorfizm yiizdesi 43,92

olarak bulunmustur.

D6 o6rneginde OPC 01 primeri 12 bant, OPC 02 primeri 14 bant, OPC 05 primeri 10 bant,
OPC 06 primeri 9 bant, OPC 08 primeri 11 bant, OPC 09 primeri 9 bant, OPO 07 primeri 14
bant ve Tube AO8 primeri 7 bant olusturmus olup, toplam bant sayis1 86°dir. C6 6rneginde
OPC 01 primerinde dondre gore 1 yeni bant ortaya ¢ikmis, 4 bant kaybolmustur. OPC 02
primerinde dondre gore yeni bant olusmamis, kaybolan bant olmamigtir. OPC 05 primerinde
dondre gore yeni bant olusmamisg, 2 bant kaybolmustur. OPC 06 primerinde donore gore 4
yeni bant olusmus, 2 bant kaybolmustur. OPC 08 primerinde donore gore yeni olusan bant
sayist 1 olup, kaybolan bant sayis1 4’tlir. OPC 09 primerinde dondre gore yeni bant
olusmamig, 1 bant kaybolmustur. OPO 07 primerinde dondre gore 6 yeni bant olusmus,
kaybolan bant sayis1 4’dir. Tube AO8 primerinde dondre gore 7 yeni olusan bant goriilmiis
olup ve kaybolan bant gériillmemistir. D6 donorii ve C6 klonu arasindaki polimorfizm yiizdesi

41,86 olarak bulunmustur.

Cizelge 5.2°e en yiiksek polimorfizm % 60,21 ile 4 nolu klon ve dondr arasinda goriilmiis
olup, 5 nolu klon ve dondr arasinda % 43,92, 6 nolu klon ve donor arasinda % 41,86, 3 nolu
klon ve dondr arasinda % 33,92, 1 nolu klon ve dondér arasinda % 30,43 ve en diisiik

polimorfizm % 17,07 ile 2 nolu klon ve dondr arasinda goriilmiistiir.
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ekil 5.1 OPC 01 primeri ile olusturulan amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel iizerindeki
Y
goriintlisti ( M: markor, N: negatif)

OPC 02

Sekil 5.2 OPC 02 primeri ile olusturulan amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel lizerindeki
goriintlisti ( M: markor, N: negatif)
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Sekil 5.3 OPC 05 primeri ile olusturulan amplifikasyon f{riinlerinin agaroz jel tizerindeki
p p M
goriintiisii ( M: markdr, N: negatif)

OPC 06

Sekil 5.4 OPC 06 primeri ile olusturulan amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel lizerindeki
goriintiisii ( M: markdr, N: negatif)
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Sekil 5.5 OPC 08 primeri ile olusturulan amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel tizerindeki
goriintiisii ( M: markor, N: negatif)

OPC 09
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Sekil 5.6 OPC 09 primeri ile olusturulan amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel tizerindeki
goriintlisti ( M: markor, N: negatif)
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OPQ 07

Sekil 5.7 OPO 07 primeri ile olusturulan amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel tizerindeki
goriintlisti ( M: markor, N: negatif)

TUBE A08

Sekil 5.8 Tube AO8 primeri ile olusturulan amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel tizerindeki
goriintlisti ( M: markor, N: negatif)
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BOLUM 6

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada dogal tetraploid T. pratense L.’de somaklonal varyasyon dondér ve klon bitkiler
arasinda RAPD analizi ile belirlenmistir. Calismanin ilk asamasinda dogal tetraploid T.
pratense tohumlar1 kullanilarak aseptik fideler iiretilmis, rejenerasyon ¢alismalart Colgecen
ve Toker, 2008 ’e gore yapilmistir. Bitki doku kiiltiirti teknikleriyle klon bitkileri iiretmek igin
eksplant kaynagi olarak apikal meristem kullanilmistir. Caligmamizda rejenerasyon siireci

kontaminasyon olmadan sorunsuz gergeklestirilmistir.

Bitki dokusunun yast DNA kalite ve miktarini etkilemektedir. Olgun yapraklardan elde edilen
DNA’nin saflagtirilmasi, kalin hiicre duvari, polisakkaritler ve fenolik bilesikler nedeniyle
zordur (Scarafani and Duranti 2001). Bu nedenle g¢alismamizda geng aseptik fideler

kullanilmustir.

Bitkilerden DNA izolasyonu, molekiiler diizeyde yapilacak analizlerin baslangi¢ noktasidir.
Bitkilerden DNA izolasyon metodu, bitkinin tiirline ve dokusunun tipine gore
belirlenmektedir. Bitkilerden genomik DNA izolasyonu igin farkli protokoller bulunmaktadir.
Ancak farkli bitkilerin kimyasal igerikleri de farkli oldugundan birbirine yakin tiirler i¢in bile
0zel genomik DNA izolasyonu gerekli olabilmektedir. DNA izolasyonunda basari; DNA nin
miktari, kalitesi ve kullanigliligr ile 6l¢iilmektedir (Kagar 2003). Literatiirde bulunan, bitkilere
0zgli DNA ekstraksiyon yontemleri her zaman her bitki i¢in ayni sonuglar1 verememektedir.
Bu durum bitkinin igerdigi fenolik bilesiklerden kaynaklaniyor olabilir. Modifiye CTAB
yontemi kullanarak Trifolium dan DNA izolasyonunu gergeklestirilmistir (Isobe et al. 2009)
Fenolik bilesiklerin kirlilige neden olmasindan dolay1 ¢calismamizda geng fideler kullanilmis

ve DNA izolasyon metodu olarak Lefort (1998) kullanilmistir.

DNA’lar kalite bakimindan degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda safligin A260/A280

oraninin yaklasik 1,8-2,0 civarinda olmasi beklenmektedir. Elde edilen degerin 2’den
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yiiksek olmasi; 6rnegin RNA, kloroform ya da fenol ile Kkirli oldugunu ve 1,8 degerinden
diisiik olmasi 6rnek iginde proteinler ya da fenolik bilesikler bulundugunun gostergesidir
(Hoisington, 1992). Bu ¢alismada uygulanan yontemde elde edilen DNA saflik oranlar1 1,49-
2,07 arasinda bulunmustur. Elde edilen genomik DNA’nin miktar1 ve safligi nanodrop ile
Olciilmiistiir (Cizelge 4.3). Ayni zamanda izolasyon sonucunda elde edilen DNA’larin agaroz
jel goriintiilerine bakildiginda, tek bir bant gozlenmistir. Tek bant goriiliiyor olmast RNA ve
hiicre sekonder metabolitlerinden arinmis, sarmal yapilarin1 koruyarak, parcalanmamis

genomik DNA eldesinin gostergesidir (Karatas ve Agaoglu 2006).

In vitro ortamda yetistirilen dogal tetraploid T. pratense’de goriilen degisiklikler RAPD
analizleri sonucunda 8 RAPD primerinde ( OPC-01, OPC-02, OPC-05, OPC-06, OPC-08,
OPC-09, OPO-07 ve Tube A08) gozlenen farkli DNA bantlar1 ile genetik olarak tespit
edilmistir. Kullandigimiz tim primerler polimorfizm gostermis olup, yapilan literatiir
caligmasinda Fabaceae familyasindaki farkli tiirlerde de kullanilan ayni primerlerin
polimorfizm gosterdigi belirlenmistir (Hossain et al. 2003, Patil et al. 2013). Kullanilan
primerlerin amplifikasyon dereceleri ve bant sayilar1 farkli olup, biitiin primerler polimorfizm
gostermistir. Genetik diizeyde incelenen bu degisiklikler elde edilen aseptik fidelerde

somaklonal varyasyonun varligini géstermistir.

Yaygin olarak molekiiler tanimlamada kullanilan RAPD yonteminin basarisi, az miktardaki
DNA ile yiiksek oranda polimorfizm yakalamasidir (Williams et al. 1990). Calismamizda az
miktarda DNA ile RAPD analizi ger¢eklestirilerek farkli oranlarda varyasyona rastlanmistir.
Somaklonal varyasyonun belirlenmesine yonelik calismamizda RAPD bant profillerinde
farkli polimorfizm oranlar1 goriilmiistiir. En diisiikk polimorfizm oran1 (%17,07) 2 numarali
klon ve donor arasinda (D,-C,) goriiliitken, en yiiksek polimorfizm orami (%60,21) 4
numarali klon ve dondr arasinda (D4-C,) goriilmektedir. Donoérler arasindaki en fazla
varyasyon farki D, (toplam 123 bant) ile Dg (toplam 86 bant) arasinda goriilmektedir. Yapilan
literatiir aragtirmasinda da farkli polimorfizm oranlarina sahip Orneklere rastlanilmistir.
Domateste rejenerant bitkinin ana bitkiye benzerligi % 95 ’den fazla olarak bildirilmistir
(Soniya et al 2001). Arabidopsis thaliana ’da ayn1 eksplanttan elde edilen rejenerant bitkiler
arasindaki polimorfizm oran1 % 66,6, rejenerant bitkiler arasindaki polimorfizm orani ise %
40 olarak bulunmustur (Polanco and Ruiz 2002). Capsicum annuum rejenerantlart arasindaki
varyasyon yiizdesi % 1,3 ile % 3,8 arasinda degiskenlik gostermistir (Hossain et al. 2003).
Vigna ungulculata ’da polimorfizm oran1 % 72,82 olarak bulunmustur (Patil et al. 2013).
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Caligmamizda goriilen yiiksek polimorfizm yiizdeleri somaklonal varyasyonun nedenlerinden
biri olan ploidi kaynakli olarak yorumlanabilir. Deney bitkimiz olan T. pratense ’nin dogal

tetraploid olmasi polimorfizm yiizdesini artirmis olabilir.

Sonug olarak dogal tetraploid T. pratense ’de rejenerasyon caligmalari yapilmis olmasina
ragmen literatiirde doku kiiltiirii teknikleriyle iiretilmis donor-rejenerantlar arasi somaklonal
varyasyonun belirlenmesine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismamizla dondr
ile rejenerantlar arasi varyasyon belirlenmis, ayni zamanda c¢alismamiz genotip {izerinden

tamamlanmaistir.

Calismamizda tohum tutma problemi bulunan dogal tetraploid T. pratense L.’nin bitki doku
kiiltiirii yontemleriyle iiretiminde somaklonal varyasyon oranlar1 belirlenmistir. Bu noktadan
itibaren bu bitkinin yem ve tibbi bitki olarak kullanilmasi sirasinda varyasyonun oranlari
bilindigi i¢in rejenerantlar ile iiretimi yapilabilir. Yiiksek oranda somaklonal varyasyon
gosteren bireyler tirettikleri ilag hammaddesi olabilecek sekonder metabolitler agisindan farkli
degerler gosterirlerse, yeni ¢esitlerin iiretimi de miimkiin olabilir. Boylece bu tez caligmasiyla
ortaya konulan veriler dogal tetraploid T. pratense ‘nin yem bitkisi ve tibbi bitki acisindan
farkli kullanim alanlarindaki veriminin optimizasyonuna yardimci olacaktir. Diisiik oranda
varyasyon gosteren klonlarin ¢ogaltilmasi optimizasyon islemlerinin daha rahat yapilmasini

saglayacaktir.
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