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Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygın olarak tarımı yapılan çayır üçgülü Trifolium pratense 

L., doğal olarak Güneydoğu Avrupa ve Anadolu’da bulunmaktadır. Anadolu’da büyük bir 

form zenginliği gösteren T. pratense ’nin anavatanı Anadolu olarak kabul edilmektedir 

(Taylor and Smith 1979). Erzurum ilinin Tortum yöresinde Elçi (1982) tarafından bulunan 

Trifolium pratense doğal tetraploitttir. Hücre veya dokulardan rejenere olan tüm bitkilerin 

ebeveyn bitki ile aynı özellikte olması beklenirken, bitki rejenerasyon süreci hücrelerin 

genetik stabilitelerinin bozulması ve genetik varyasyon oluĢumu için bir etkendir. Kültüre 

alınan hücrelerde kendiliğinden ortaya çıkan genetik varyasyon somaklonal varyasyondur. 

ÇalıĢmada hormonsuz MS ortamında çimlendirilen aseptik fidelerin apikal meristemleri, 1 

mg/l NAA ve 3 mg/l BAP içeren PC-L2 ortamına ekilerek rejenerasyon gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Bu tezde somaklonal varyasyonun belirlenmesi için Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA 

(RAPD) tekniği kullanılmıĢtır. Kullanılan 8 farklı primerin hepsi polimorfizm göstermiĢtir. 
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ÖZET (devam ediyor) 

 

En düĢük polimorfizm oranı (%17,07) 2 numaralı klon ve donör arasında (D2-C2) görülürken, 

en yüksek polimorfizm oranı (%60,21) 4 numaralı klon ve donör arasında (D4-C4) 

görülmektedir. Donörler arasındaki en fazla varyasyon farkı D2 (toplam 123 bant) ile D6 

(toplam 86 bant) arasında görülmektedir. 

 

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

varyasyon. 

 

Bilim Kodu: 401.03.00 
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Thesis Advisor: Assoc. Prof. Hatice ÇÖLGEÇEN 
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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 (D2-C2), the highest polymorphism 
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ABSTRACT (continued) 

 

has seen between number 4 clone and donor with % 60,21 (D4-C4) . 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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BÖLÜM 1 

 

GĠRĠġ 

 

Bitki biyoteknolojisi bitki organ, doku ve hücrelerin steril ve yapay besi ortamlarında kültüre 

alınmasını, bunların çoğaltılmasını ve genetik olarak değiĢtirilmesini kapsamaktadır. Bu 

teknolojinin bitkilere uygulanmasındaki amaç; bitki üretiminde bilinen klasik yöntemlerle 

çözümü güç olan, çözümü mümkün olmayan veya çok uzun zaman alan problemlerin 

çözümüne olanak sağlayarak kalite ve miktar yönünden yüksek ürün elde etmektir. 

 

Bitki biyoteknolojisi bitkilerin verim ve kalitesini artırmak, hastalık ve stres faktörlerini 

engellemek, azaltmak ya da ortadan kaldırmak için moleküler, hücre ve doku kültürü temelli 

teknolojilerin kullanıldığı bir süreçtir. 

 

In vitro kültür sırasında ortaya çıkan ve rejenere olan bitkilerde gözlenen değiĢiklikler 

somaklonal varyasyon olarak adlandırılmaktadır. In vitro kültürde rejenere olan bitkilerin 

genetik yapılarındaki değiĢiklik nedeniyle ortaya çıkan varyasyon kalıtsaldır ve bu 

değiĢiklikler dölden döle aktarılır. In vitro kültürde bitkinin genetik yapısında ortaya çıkan 

değiĢiklikler; kromozom sayısı, yapısındaki değiĢiklikler ve gen mutasyonları Ģeklinde ortaya 

çıkar. Bitki biyoteknolojisi çalıĢmalarında yaygın olarak kullanılan metot polimeraz zincir 

reaksiyonudur (PZR). In vitro koĢullarda DNA polimeraz enzimi tarafından primerler 

kullanılarak DNA (deoksiribonükleik asit)’nın çoğaltılmasını kapsar. Kısa süre içinde çok 

küçük miktar DNA baz dizisinden milyonlarca defa DNA parçacığı çoğaltmak mümkündür. 

Tekniğin en önemli özellikleri; güvenilir, hızlı ve spesifik olmasıdır. PZR, ilk bulunduğu 

1985 yılından itibaren hızlı bir geliĢme göstermiĢ olup, günümüzde bitki biyoteknolojisinin 

her alanında yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır (Mullis et al. 1986). 

 

Vücutta östrojen eksikliği; kemik yoğunluğunun azalması, sıcak basması, terleme, 

huzursuzluk, el ve ayaklarda karıncalanma, uykusuzluk, baĢ ağrısı, sinirlilik hali, kas ve 

eklem ağrıları gibi tipik belirtilere yol açar. Fonksiyonel olarak memeli östrojenini taklit eden, 
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östrojen benzeri biyolojik aktivitelere sahip olan fitoöstrojenler, menopozal Ģikayetleri 

gidermek üzere yaygın olarak kullanılmaktadır. Fitoöstrojenlerin kanser, kalp hastalıkları ve 

osteoporozun önlenmesinde etkili oldukları bildirilmiĢtir. T. pratense östrojenik etkiden 

sorumlu izoflavonoitler bakımından oldukça zengindir (Çölgeçen vd. 2011). 

 

Çiçeklenme döneminde sürülüp toprağa gömülen baklagillerden yem bitkileri köklerinde 

havanın serbest azotunu tespit ederek toprağı azot bakımından zenginleĢtirir. YeĢil gübre 

olarak kullanılan yem bitkileri topraktaki organik madde miktarını artırırlar ve erozyon ile 

oluĢan toprak kaybını azaltırlar (Elçi 2005). 

 

Doğal tetraploid T. pratense L.’nin tohum tutma sorunu bulunmakta, bu da bitkide üreme 

problemine neden olmaktadır. Bu problemin nedenleri embriyolojik çalıĢmaları ile gösterilmiĢ 

olup, (Algan ve Büyükkartal 1999) üreme probleminin çözümü için rejenerasyon alternatif bir 

yol olarak görülmüĢtür (Çölgeçen ve Toker 2008). 

 

Doğal tetraploid Trifolium pratense L.’nin in vitro rejenerasyonu ile üretilen rejenerant 

bitkiler ile donör bitkiler arasındaki somaklonal varyasyonun RAPD (Rastgele ÇoğaltılmıĢ 

Polimorfik DNA) tekniği ile belirlenmesi tezin amacını oluĢturmaktadır. 
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BÖLÜM 2 

 

KAYNAK ÖZETLERĠ 

 

2.1 Trifolium pratense L. HAKKINDA GENEL BĠLGĠLER 

 

Ülkemiz florasında Trifolium cinsi 96 tür, 4 alttür ve 39 varyete ile temsil edilmektedir. 

Anadolu’da büyük bir form zenginliği gösteren Trifolium. pratense ’nin üç varyetesi bulunur 

ve bunlar diploiddir. T. pratense çok yıllık, 20-60 cm gövde uzunluğuna sahip otsu bir 

bitkidir. Korolla alacalı mor renkte, çiçekler kömeç (kapitatus) halinde ve terminal 

durumludur (Davis 1970). Meyveler çok küçük olup, içerisinde birden fazla tohum bulunur. 

Bitkide çok yıllık ve 20-60 cm ye ulaĢan gövde uzunluğu görülür. Stipullar ovat-lanseolat, 

yaprakçıklar 1,5-3,0 cm abovattan geniĢ eliptiğe, 0,7-2,2 cm geniĢliğinde, sapsız veya nadiren 

saplı, genellikle indirgenmiĢ yaprakların stipulları vardır. Kaliks tüpsü-kampanulat, 10-

damarlı, nadiren tüysüzdür. Çiçeklenmeleri 5. ve 9. ay arasında gerçekleĢir. Normal olarak 

diploid bir bitki olan T. pratense’nin kromozom sayısı 2n=14 tür. Fabaceae (Leguminosae) 

familyasına ait olan doğal tetraploid Trifolium pratense L. (çayırüçgülü) (2n=4x=28) 

ülkemizde doğal olarak yetiĢebilen, tetraploid bitki özellikleri ve yüksek protein içeriğine 

sahip, ekonomik değeri yüksek olan bir yem bitkisidir. Kuzey Yarımkürenin ılıman 

bölgelerinde, tropiklerdeki dağlara kadar geniĢ bir alanda yayılıĢ gösterir. Avrupa ve Kuzey 

Amerika’da yaygın olarak tarımı yapılan T. pratense doğal olarak Güneydoğu Avrupa ve 

Anadolu’da bulunur (Elçi 1982). Elçi (1982) tarafından Erzurum’un Tortum yöresinden 

toplanan ve kültüre alınan T. pratense var. pratense L. ise doğal tetraploiddir. Tetraploid 

formlar, diploid formlara göre daha üstün özelliklere sahiptir. Diploid form, 3-4 yıl yaĢarken, 

doğal tetraploid T. pratense tarlada 7 yıla kadar yaĢayabilmektedir. Doğal tetraploid çayır 

üçgülünde çiçekler daha büyüktür. 
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Çizelge 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 

 

 

Tür Tayin Anahtarı: 

 

1.Gövde genellikle 20-40 cm, yoğun tüylü; yaprakçıklar 1,5-3,0 cm var. pratense 

1. Gövde 40-70 nadiren 100 cm, belirgin tüylü veya tüysüz; yaprakçıklar  3-5 cm 

2. Gövde tüylü; korolla koyu kırmızı  var. americanum 

2. Gövde tüysüz; korolla genellikle pembe var. sativum 
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2.2 Trifolium pratense L.’DE DOKU KÜLTÜRÜ ÇALIġMALARI 

 

Phillips and Collins (1979), çalıĢmalarında diploid T. pratense’nin 5 çeĢidi üzerinde 

çalıĢmalar yapmıĢlardır ve in vitro doku kültürü çalıĢmalarını gerçekleĢtirmiĢlerdir. Çayır 

üçgülü için genel bir kallus kültürü kurmak için uygun bir ortam (PC-L2) oluĢturmuĢlardır. 

Bu yeni ortamı sıvı kültür ortamına çevirerek hücre bölünme hızını artıran hücre süspansiyon 

kültürlerini kurmuĢlardır. Kallus kültürleri organogeneze teĢvik edilmiĢ ve bu beĢ çeĢitte 

kallusta bitki rejenerasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Hipokotil, epikotil, kotiledon, ilk yaprak ve 

apikal meristem eksplantlarında kallus oluĢturmak amacıyla SH, GB5, MS ve PC-L2 

ortamlarını kullanmıĢlar, en iyi ortamın PC-L2 olduğunu göstermiĢlerdir. 

 

Wang and Hall (1988), 2n=2x=14 kromozom sayılı Trifolium pratense Altaswede ve 

2n=4x=28 kromozom sayılı Trifolium. pratense Norseman çeĢitlerini somaklonal varyasyon 

ve bitki rejenerasyonu bakımından incelemiĢler ve doku kültürü çalıĢmalarını 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Organogenezis yoluyla bitki rejenerasyonunu sağlamak amacıyla çok 

sayıda sürgün oluĢturarak rejenerasyon iĢlemini tamamlamıĢlardır. 

 

Maclean and Nowak (1989), diploid T. pratense fidelerinin hipokotillerinden rejenerasyon 

yeteneği olduğunu bildirmiĢlerdir. Kallus elde etmek için kullanılan petiyol eksplantlarından 

bitkilerin oluĢumu yalnızca F49 klonunda baĢarıya ulaĢmıĢtır. Kallustan bitki oluĢturma 

yeteneğinde epikotil eksplantlarının baĢarısız olduğunu bildirmiĢlerdir. En iyi ortamların 

kallus oluĢumu için B5C, bitkicik oluĢumu için SPL olduğunu göstermiĢlerdir. 

 

Cebrat (1990), diploid üçgülde sürgün ucu, kotiledon ve hipokotilleri eksplant olarak 

kullanmıĢ ve in vitro organogenezis gerçekleĢtirmiĢtir. T. pratense’nin çiçek 

tomurcuklarından mikro üretimi baĢarmıĢlardır. Vejetatif çoğaltımı çiçek tomurcuğu 

kullanarak gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

 

Radionenko (1994), 2n=14 kromozom sayılı T. pratense türünde direkt somatik embriyogenez 

çalıĢmalarını tamamlamıĢ olup, protoplastlardan rejenerasyon iĢlemleri gerçekleĢtirmiĢtir. Ġlk 

embriyoidler kırmızı üçgül mezofil hücrelerinden izole edilen protoplastlardan elde edilmiĢtir. 

Protoplastlar 3,5-4,0 ml Kao ve Michayluk (KM8p) ortamında süspanse edilmiĢtir.8 ila 10 

gün içerisinde protoplastlar gözlenmiĢ olup süspansiyona 1ml taze ortam eklenmiĢtir. 1 aydan 

sonra embriyoidler sıvı hormonsuz MS ortamına transfer edilmiĢtir. Deneyde 0,5 mg/l 2,4-D 
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ve 0,5 mg/l Kinetin kullanılmıĢtır. Bu çalıĢma protoplastlardan rejenerasyon iĢleminin 

gerçekleĢebileceğini göstermiĢtir. 

 

Algan ve Büyükkartal (1999), doğal tetraploid T. pratense L’nin tohum tutma sorununu 

yaptıkları embriyolojik çalıĢmalar ile göstermiĢlerdir. Doğal tetraploid çayırüçgülü E2 

çeĢidinde apomiktik geliĢmenin tohum oluĢumu üzerindeki etkisini araĢtırmıĢlardır. Sonuç 

olarak Taraxacum tipi ve Ixeris tipi geliĢmeye benzer bazı geliĢme evreleri elde edilmiĢtir. 

Embriyo kesesinin aposporik olarak meydana gelmediği diplosporik olarak geliĢebileceği 

sonucuna ulaĢılmıĢtır. 

 

Çölgeçen (2005), doğal tetraploid T. pratense’de indirekt organogenezis gerçekleĢtirmiĢ ve 

doku kültürü ortamı olarak MS ve PC-L2 ortamlarında BAP ve NAA hormonlarının farklı 

konsantrasyonlarını kullanmıĢtır. Eksplant kaynağı olarak ilk yaprak, epikotil, kotiledon, 

apikal meristem ve hipokotil kullanmıĢtır. ÇalıĢmada kallus ve sürgün oluĢumunda en iyi 

eksplantın apikal meristem olduğunu göstermiĢtir. 
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2.3 SOMAKLONAL VARYASYON ĠLE ĠLGĠLĠ ÇALIġMALAR 

 

Larkin and Scowcroft (1981), somatik hücrelerden herhangi bir doku kültürü tekniği ile elde 

edilen bitkileri somaklon olarak adlandırmıĢlardır. Protoplasttan geliĢen bitkilerdeki 

varyasyonu protoklonal varyasyon, anter kültüründen elde edilen bitkilerde gözlenen 

varyasyonu gametoklonal varyasyon olarak tanımlamıĢlardır. Genel olarak hepsi için 

somaklonal varyasyon terimi kullanmıĢlardır. Bu nedenle somaklonal varyasyonu doku 

kültürlerinde ortaya çıkan kalıtsal değiĢiklik olarak tanımlamıĢlardır.  Somaklonal varyasyonu 

ilk olarak Ģeker kamıĢı bitkisinde yüksek frekanslı genetik değiĢimler olarak gözlemlemiĢler 

ve yapmıĢ oldukları morfolojik, sitogenetik ve izozim çalıĢmalarıyla varyasyonu 

göstermiĢlerdir. 

 

Williams and arkadaĢları (1990), tarafından Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA basit, kısa 

primerler kullanılarak genomik DNA’nın tesadüfi olarak dağılmıĢ parçalarla amplifikasyonu 

olarak tanımlanmıĢtır. Elde edilen çoğaltma ürünü radyoaktif olmayan jel elektroforezinde 

yürütülür ve çoğaltma ürünleri bantlar halinde gözlemlenerek incelenmiĢtir. Sonuçların 

değerlendirilmesi bantların varlığı ya da yokluğuyla belirlenmiĢtir. Genetik polimorfizmi 

belirleyen yeni bir kaynak olarak görülmüĢtür. PZR metoduna dayanan bu teknikte, 

reaksiyonun gerçekleĢmesi için araĢtırılan genomun baz dizilimi hakkında herhangi bir ön 

bilgiye ihtiyaç duyulmamaktadır. 

 

Soniya et al. (2001) domates bitkisinde RAPD yöntemi kullanarak genetik kararlılığı 

belirlemiĢlerdir. Domates bitkilerini 8.88 μM BA and 4.13 μM pikloram içeren MS kültür 

ortamına kültüre almıĢlardır. Rejenerasyon 17.7 μM BA içeren MS ortamında gerçekleĢmiĢtir. 

Ana bitkiden ve 11 tane rastgele seçilmiĢ rejenerant bitkiden alınan örnekler RAPD analizine 

maruz bırakılmıĢtır. Altı primer polimorfik ürünler üretmiĢtir. Bu denemelerde ebeveyne ait 

olmayan bant gözlenmiĢtir. Bunlardan üçü paylaĢılmıĢ, on ikisi tektir. RAPD yöntemi ile 

anlaĢılan genetik benzerlik sayesinde on rejenerant bitkinin ana bitkiye benzerliği %95’ den 

daha fazla olduğu görülmüĢtür. 

 

Polanco and Ruiz (2002) Arabidopsis thaliana bitkisinin köklerinden organogenez ile rejenere 

edilmiĢ bitkiler arasındaki DNA varyasyonlarını değerlendirmek için AFLP analizi 

yapmıĢlardır. 51 tane rejenerant bitki 12 primer kullanılarak AFLP analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bitkiler 5 farklı fidecikten alınan kök eksplantlarından elde edilmiĢtir. Aynı eksplanttan elde 
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edilen rejenerant bitkiler ile karĢılaĢtırıldığında, çalıĢılan bitkilerden en az biri % 66,6 

varyasyon göstermiĢtir Rejenere edilmiĢ bitkiler arasındaki varyasyon dağılımı düzenli 

değildir ve sadece üç rejenere bitkide % 40 varyasyon gözlenmiĢtir. Toplam 778 markör 

dıĢında üç AFLP markörü farklı kalluslardan elde edilen çeĢitli bitkiler için polimorfiktir. Bu 

markörler Arabidopsis genomunun en yüksek varyasyon bölgelerini göstermiĢtir. Rejenere 

bitkilerin her grubu için tahmin edilen nükleotid dağılım değerleri A. thaliana ekotipleri için 

tanımlanmıĢ doğal varyasyondan daha küçüktür. 

 

Fras and Maluszynska (2003) Arabidopsis thaliana bitkisinin diploid ve tetraploid 

eksplantlarını aynı durumlar altında aynı in vitro kültür ortamına kültüre almıĢlardır. 

Rejenerantların poliploidi seviyeleri ve rejenerasyon kapasitesi sekiz kallus ırkında 

incelenmiĢtir. İn vitro’ lar için eksplant cevapları donör bitkilerin poliploidi seviyesi ve 

eksplant tipine bağlıdır. Tetraploid bitkilerin yaprak kallusları en yüksek rejenerasyon 

yeteneği göstermiĢtir. Somatik embriyolar tetraploid bitkilerden oluĢturulmuĢ kalluslarda 

daha sık gözlenmiĢtir. Rejenerant bitkiler diploid, triploid ve tetraploittir. Diploid bitkilerden 

rejenere edilmiĢ kalluslar diploittir, fakat tetraploid bitkilerden elde edilen rejenerantlar 

arasında diploid kalluslar görülmüĢtür. 

 

Hossain et al. (2003) rejenere Capsicum annuum’da morfolojik ve genetik varyasyonu 

incelemiĢlerdir. Rejenerasyonda eksplant kaynağı olarak kotiledonları kullanmıĢlardır. 

Rejenerasyon ortamı olarak 5 mg/l BA (benziladenin) içeren MS ortamı kullanmıĢlardır. 

Köklendirme çalıĢmaları 0,1 mg/l NAA ve 0,05 mg/l IBA (indol-3 bütirik asit) içeren 

ortamlarda gerçekleĢtirilmiĢtir. DNA ekstraksiyonu modifiye CTAB (Konisho et al. 2000) 

metoduyla yapılmıĢtır. Morfolojik karakter olarak gövde, korolla, anter, filament, stigma 

kullanılmıĢ olup, renklerindeki farklılıklar fenotipik varyasyonlara sebep olmuĢtur. Kullanılan 

80 primerden yalnızca OPA-18, OPB-18 ve OPC-02 primerleri bant oluĢturmuĢ ve 

polimorfizm yüzdesi % 1,3 ile % 3,8 arasında değiĢkenlik göstermiĢtir. 

 

Chen and Yamaguchi (2005) türler arası düzeyde çay germplazmlarını ayırt etmek için RAPD 

markörlerini kullanmıĢlardır. 20 yabani tür ve onlarla akraba varyeteler (Camellia sinensis, C. 

sinensis var. assamica, C. sinensis var. pubilimba, C. sinensis var. kucha) ile dört çay türü, 

türler arası düzeyde çay germplazmlarının ayrımı için Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA 

Markörlerini kullanarak (RAPD) incelemiĢlerdir. RAPD amplifikasyonlarına göre ayrılan 61 

tane içinden, 15 primer seçmiĢlerdir. Türler arası düzeyde RAPD primerlerinin ortalama 
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polimorfik DNA frekansları 0.16’dan 0.60’a kadar değiĢmekte olup 0.30 ile tür içindekinden 

daha düĢük bulunmuĢtur. OPO-13, OPO-18, OPG-12 ve OPA-13 yoluyla üretilen spesifik 

RAPD markerlerine dayalı, DNA parmak izi veya örnek bant kombinasyonu incelenen 24 

germplazmın tamamını ayırmayı sağlamıĢtı. Bu nedenle, RAPD markerleri, türler arası 

düzeyde çay germplazmlarını ayırmak için güçlü birer araçtır. 

 

Poncaloni and Camadro (2005) Asparagus officinalis bitkisinin uzun dönem kültüre alınmıĢ 

kalluslarından organogenez ile elde ettikleri somaklonlar; bitki fenotipi, ploidi, mayotik 

davranıĢ, polen yaĢayabilirliği ve AFLP profili ile karakterize edilmiĢtir. Donörlerdeki 

fenotipik sapmalar yaprak rengi, çiçek büyüklüğü ve çiçek morfolojisi ile belirlenmiĢtir. 

Ploidi değiĢikliği 37 rejenerantın % 37. 8’ inde gözlenmiĢtir. Mayotik değiĢimler; gecikmeler, 

disentrik köprüler, çekirdek onarımını içerir. 408 AFLP markörü 43 rejenerant ve donörde 

görülmüĢtür, AFLP markörlerinin % 2.94’ ü polimorfizm göstermiĢtir. Yüksek polen 

yaĢayabilirliği 22 rejenerantta gözlenmiĢtir. Pistil oluĢturmuĢ bitkiler ve 35 rejenerantın hepsi 

kontrol grubunda olduğu gibi meyve ve tohum üretebilmiĢtir, fakat normal tohumlar ile 

karĢılaĢtırıldığında rejenerant tohumların % 35.3’ ü dolgun tohum oluĢturmamıĢtır, % 

12.5’inin ise tohum çimlenmesi gerçekleĢmemiĢtir. 

 

Masoud and Hamta (2008) Trifolium alexandrinum L. bitkisini rejenere etmek için farklı 

doku kültür ortam ve farklı eksplant kaynağı kullanmıĢlardır. Petiyol ve internod 

eksplantlarından kallus üretilebilmiĢtir. En iyi kallus büyümesi içeriğinde 2 mg/l NAA + 30 gr 

sakkaroz bulunan MS ortamında görülmüĢtür. Ġçerisinde 0,5 mg/l NAA + 0,5 mg/l KIN 

bulunan MS ortamlarındaki kalluslardan bitkiler üretilebilmiĢtir. Ġçeriğinde 0,15 mg/l BAP+1 

mg/l IAA bulunan kökler ise analiz için kullanılmıĢtır. Kromozom sayısı 2n=2x=16 olan 

Berseem yoncasının karyotipik analizi ile 1 çift submetasentrik ve 7 çift metasentrik 

kromozoma sahip olduğu bulunmuĢtur. Kromozom büyüklüğü 2 ±0,62 μm- 3,66 ±0,18 

arasındadır. Doku kültürü ile rejenere edilmiĢ bitkilerin sitogenetik analizi 2n=16 ve 2n=48 

arasında değiĢen farklı somatik kromozom sayıları olduğu görülmüĢtür. 

 

Abu-Qaoud et al. (2010) Petunia hybrida ’da in vitro rejenerasyonu gerçekleĢtirmiĢ ve 

somaklonal varyasyonu değerlendirmiĢtir. Rejenerasyon ortamı olarak 3 farklı konsantrasyon 

0,2 mg/l, 0,4 mg/l ve 0,8 mg/l BA ve 0,1 mg/l NAA kullanılmıĢtır. Yapraklar eksplant 

kaynağı olarak kullanılmıĢtır. En iyi rejenerasyon ortamı 0,8 mg/l BA içeren ortam olarak 

bildirilmiĢtir. Deneyde 60 bitkide yaprak morfolojisine bakılmıĢ, 43 bitki orijinal ovat Ģeklini 
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korurken, 11 bitki orbikular yaprak ve 6 bitki eliptik yaprak varyasyonu göstermiĢtir. 40 

bitkide çiçek rengi morfolojisi incelenmiĢ, 27 çiçek orijinal rengi olan pembeyi korurken, 8 

çiçek koyu pembe, 3 çiçek viyola, 2 çiçek mor renkte gözlenmiĢtir. 

 

Munir et al. (2011), yaptıkları çalıĢmada Solanum tuberosum var. desiree ’ de Rastgele 

ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA yöntemi ile somaklonal varyasyonu değerlendirmiĢlerdir. Kallus 

kültür koĢulları farklı hormonal konsantrasyonlarda optimize etmiĢlerdir. Üç bitki büyüme 

düzenleyicisi, 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 6-benzilaminopurin (BAP) ve zeatin 

farklı konsantrasyonlarda ve bileĢimlerde kullanmıĢlardır. En yüksek kallus rejenerasyonu 

(%90) 2.5 mg/l 2,4-D konsantrasyonunda, en düĢük büyüme ise 1.5 mg/l zeatin ve 1.0 mg/l 

BAP bileĢiminde gözlemiĢtir. Kallus hücrelerinden patates bitkisinin rejenere edilmesinde en 

iyi sonuç 1.0 mg/l BAP ve 1.5 mg/l indol asetik asit eklenen Murashige ve Skoog temel 

besiyerinde elde etmiĢlerdir. In vitro kültürde farklı hormonal konsantrasyonlarda büyütülen 

kalluslardaki genetik varyasyonu, RAPD yöntemi ile değerlendirmiĢlerdir.  On farklı dekamer 

oligonükleotid primeri, 111 tekrarlanabilir amplifiye ürün oluĢturmuĢtur. Multivaryasyonun 

numerik taksonomi sistemi yazılımındaki Simqual alt-programı ile hesaplanan benzerlik 

katsayı değerlerini 0.419 ile 0.838 arasında bulmuĢlardır. Küme analizi sonucu 5 örnek, iç ve 

dıĢ olmak üzere 2 gruba ayrılmıĢtır. Maksimum polimorfik bantlar, kallus kültürlerinde 1,5 

mg/l zeatin ve 1,0 mg/l BAP bileĢimi kullanımında gözlenmiĢtir. In vitro kültürde büyütülen 

kallluslardaki genetik varyasyonun değerlendirilmesinde, RAPD’nin etkili bir yöntem 

olduğunu göstermiĢlerdir. 

 

Bouiamrine et al. (2012) üç buğday kültüvarından (Karim, Sebou ve Isly) rejenere edilmiĢ 

somaklonların morfolojik karakterleri ve farklı tarımsal özelliklerini değerlendirmiĢlerdir. 

Kalluslar 2,4-D (2 mg/l) içerikli modifiye edilmiĢ MS kültür ortamında olgunlaĢmamıĢ 

embriyodan baĢlatılmıĢtır. Rejenerasyon ortamı için bitki büyüme düzenleyicisi olarak BAP 

(10 μM)  ve NAA (5 μM) kullanılmıĢtır. Gövde kallusları hormonsuz MS ortamına transfer 

edilmiĢtir. Ġyi geliĢmiĢ köklü fideler saksılara transfer edilmiĢ ve iklimlendirilmesi 

yapılmıĢtır. Ġklimlendirilmeden sonra bitkiler toprağa transfer edilmiĢtir. Rejenere edilmiĢ 

bitkilerin çoğu fenotipik olarak normaldir. Fakat bazı bitkilerin morfolojisindeki anormallikler 

deforme olmuĢ yapraklar ve albinoluluk ile ifade edilmiĢtir. Varyasyon R1 rejenerantlarında 

kaydedilmiĢtir. Somaklonlar ve onların ebeveynleri (doku kültüründe üretilmeyenler) arasında 

morfolojik karakterleri açısından karĢılaĢtırma yapılmıĢtır. Belirgin farklılıklar görülmüĢtür. 
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Chamandoosti and Azad (2012) Brassica napus L. bitkisinin farklı yaĢlardaki aseptik 

fidelerinin hipokotillerini farklı pH aralıkları ve farklı bitki büyüme düzenleyicileri içeren MS 

kültür ortamına kültüre almıĢlardır. 7 gün sonra 6 mg/l IBA, 2 mg/l IBA ve pH= 5.5 olan 

kültür ortamında en yüksek gövde rejenerasyonu gözlenmiĢtir. Rejenere edilmiĢ gövdeler 0.1 

mg/l IBA olan MS kültür ortamında köklendirilmiĢtir ve Sclerotinia sclerotiorum fungusunun 

miselleri saksılara ekilmiĢtir. Rejenerantlar somatik varyasyon sayesinde misellere karĢı 

direnç göstermiĢlerdir. 

 

Patil et al. (2013) Vigna ungulculata L’ da (börülce) RAPD markörleri kullanarak genetik 

çeĢitlilik araĢtırması yapmıĢlardır. DNA izolasyonunu Doyle and Doyle (1990) protokolüyle 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Kullanılan OPD-14, OPD-18 OPA-01, OPA-02, OPA-03,OPA-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 görülmüĢ olup, ortalama polimorfizm oranı % 

72,82 olarak hesaplanmıĢtır. 
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2.4 Trifolium pratense L.’DE MOLEKÜLER ÇALIġMALAR 

 

Wang and Holl (1988), 2n=2x=14 kromozom sayılı Trifolium pratense Altaswede ve 

2n=4x=28 kromozom sayılı Trifolium pratense Norseman çeĢitlerini kullanarak bitki 

rejenerasyonunu gerçekleĢtirmiĢler ve somaklonal varyasyonun varlığını saptamıĢlardır. 

Gamborg B5 ortamında kültüre alınan kalluslarda organogenesis ve embriyogenesis 

gözlenmemiĢtir. Ortamdaki tuzlar ve vitaminler yarıya indirildiğinde rejenerasyonun 

gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir. Eksplant kaynağı olarak hipokotil kullanılmıĢtır. Rejenere edilen 

bitkiler morfolojik ve sitogenetik olarak normal bulunmuĢtur. Somaklonal varyasyonun 

belirlenmesinde kromozom sayısına, morfolojiye ve izozim analizine bakılmıĢtır.  Sonuç 

olarak somaklonal varyantların oluĢmasının genotipe bağlı olduğu, varyasyonda kültür Ģartları 

ve çevresel faktörlerin etkili olduğu açıklanmıĢtır. 

 

Kongkiatngam et al. (1995) morfolojik, izozim, RAPD DNA markörlerini, Trifolium pratense 

kültürlerinin içinde veya arasında genetik varyasyonu tahmin etmek için kullanmıĢlardır. T. 

pratense’nin iki kültürü (Avrupa’ dan Essi ve Kanada’ dan Ottawa) değerlendirilmiĢtir. Bu iki 

kültürün her biri için 80 bitki 6 monogenik morfolojik karakterler açısından incelenmiĢtir. 

Sadece 4 lokus Ottowa kültürlerinde polimorfikken, Essi kültürlerinde altı lokusun hepsi 

polimorfiktir. Her kültürden kırk bitki izozim markörleri için denenmiĢtir. Yirmi enzim 

sistemi kullanılarak 43 allelli 21 kodlanmıĢ enzim lokusu belirlenmiĢtir. Bu karakterlerin 13 

ve 9’uncu lokusu Essi ve Otawa’ da karakteristiktir. Her lokus için allel sayılarının ortalaması 

Essi’ de 1,81, Ottawa’ da 1,67’ dir. 17 tane RAPD primeri kullanılmıĢtır. ÇoğaltılmıĢ ürünler 

veren dokuz primer her kültürden 20 bireye denenmek için kullanılmıĢtır. Her primer 14,8 

bant olmak üzere ortalama 7 ile 20 arasında bantlar vermiĢtir. Yüz ve sekizinci lokuslar Essi’ 

de polimorfiktir, doksan ve doksan sekizinci lokuslar Ottawa’ da polimorfiktir. En yüksek 

kültür varyasyonu hem izozim hem de RAPD markörlerinde gözlenmiĢtir. 

 

Compos-de-Quiroz and Ortega-Klose (2001), tarafından yapılan çalıĢmalar sonuç seçilen 

T.pratense ebeveynleri arasındaki genetik değiĢimler RAPD markörleriyle belirlenmiĢtir. 

Kullanılan 55 primerden 21 tanesi tekrarlanabilir sonuçlar vermiĢtir. 4 ebeveynin her birinden 

4 alt grup oluĢturulmuĢlardır. Toplam 181 RAPD bantı ebeveynler arasındaki genetik uzaklığı 

tahmin etmek için kullanılmıĢtır. Bunlardan 135’ i güvenilir ve polimorfik RAPD bantları 

olarak belirlenmiĢtir. Nei ve Li’ in değerlerine benzer değerler bulunmuĢtur. DüĢük 
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seviyelerdeki genetik çeĢitlilik, polimorfik lokuslar ve ortalama heterogenik değerler ile 

belirlenmiĢtir. 

 

Dias et al. (2007) kırmızı üçgülün morfolojik ve moleküler ayrımını yapmıĢlardır. Tarla ve 

seradan toplanan yirmi bir farklı morfolojik özelliğe sahip olan bitkiler ve 7 SSR markörü 57 

eki tanımlamak için kullanılmıĢtır. Ekler arasındaki varyasyon oldukça fazla çıkmıĢtır. 7 SSR 

lokusu her lokus baĢına ortalama 11.1 alleldir. SSR markörler ile ölçülen genetik çeĢitlilik 

yüksektir. Moleküler varyans analizi populasyon içerisindeki varyansın (% 83,6) en büyüğünü 

oluĢturmuĢtur. 

 

Isobe et al. (2009), T. pratense varyantları arasında bağlantı haritaları oluĢturmuĢlardır. 1391 

mikrosatellit, 251 AFLP, 121 RFLP, 6 RAPD ve 1 STS markörü olmak üzere toplam 1770 

markör kullanılarak bağlantı haritası oluĢturulmuĢtur. 
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BÖLÜM 3 

 

KURAMSAL BĠLGĠLER 

 

3.1 BĠTKĠ DOKU KÜLTÜRÜ 

 

Yeni doku, bitki veya bitkisel ürünlerin elde edilmesi amacıyla, bütün bir bitki ya da hücre, 

doku ve organ gibi bitki kısımlarının steril Ģartlarda ve yapay besin ortamlarında kültüre 

alınması iĢlemine bitki doku kültürü denir. Bitkilerin klonal olarak hızlı çoğaltılması, 

geleneksel yöntemlerle kolay çoğaltılmayan bitkilerin çoğaltılması, patojenlerden ari bitki 

elde edilmesi, ıslah amaçlı çalıĢmalar, somaklonal varyasyonların oluĢturulması, haploid 

bitkilerin elde edilmesi, bitki gen kaynaklarının korunması, biyokimyasal ürünlerin (sekonder 

metabolitlerin vb.) elde edilmesi amaçlarıyla doku kültürü teknikleri kullanılmaktadır. 

Bitki doku kültürü iĢlemlerinde ve genetik iyileĢtirmelerde kullanılan temel sistem bitki 

rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kültürü yapılan hücrelerin özellikleri itibariyle üç 

kısımda incelenir; 

 

1- Organize olmuĢ meristematik hücreleri içeren somatik dokulardan rejenerasyon, 

2- Meristematik olmayan somatik hücrelerden rejenerasyon, 

3- Mayoz bölünme geçirmiĢ gametik hücrelerden rejenerasyon. 

 

Birinci tip rejenerasyonda bitkiler uç ve yan meristemlerden çoğaltılır. Bu iĢleme meristem 

kültürüyle klonal çoğaltım denir. Elde edilen hücreler tamamen donör bitkiye benzerler. 

Ġkinci tip rejenerasyon, doğrudan bir bitki eksplantının kesilmiĢ yüzeyindeki belirli somatik 

hücrelerin bir kısmının genellikle bitki büyüme düzenleyicilerinin etkisi sonucu bölünerek ve 

organize olarak, organları daha sonra da bitkiyi veya bir somatik hücrenin sürekli bölünerek 

embriyo ve sonra tam bir bitkiyi oluĢturması Ģeklinde olabilir. Her iki durum, belirli bir 

kallus, proto-kallus veya hücre süspansiyonu oluĢumu evresinden sonra da ortaya çıkabilir. 

Ortaya çıkan bitkilerde bazı kalıtsal veya geçici varyasyonlar görülebilir. Son olarak normal 

kromozom sayısının yarısını içeren hücrelerden de direkt veya dolaylı yollarla bitki 
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rejenerasyonu olabilir. Bu durumda donör bitkinin kromozom sayısının yarısına sahip, 

genellikle steril olan haploid bitkiler elde edilebilir (Babaoğlu vd. 2001). 

 

3.1.1 Besin Ortamları 

 

Kallus kültürü, hücre süspansiyonu, protoplast kültürleri ve bitki rejenerasyonu gibi doku 

kültürü iĢlemlerinde kullanılacak ortamın seçimi çok önemlidir. ÇeĢitli araĢtırıcılar tarafından 

bildirilen çok sayıda besin ortamı formülasyonu bulunmakla birlikte en sık kullanılan 

ortamlar aĢağıdaki gibidir. 

 

MS (Murashige and Skoog 1962), tütün için geliĢtirilmiĢ, yüksek tuz içerikli bir ortamdır. 

Özellikle düĢük yoğunluklarda köklendirme çalıĢmalarında baĢarıyla kullanılmaktadır. WH 

(White 1963), düĢük tuz içeriği ile domates köklerinin kültürü için geliĢtirilmiĢ bir ortamdır. 

LS (Linsmaier and Skoog 1965), MS ortamının organik bileĢikler bakımından farklı bir 

çeĢididir. B5 (Gamborg et al. 1968), soya kallus kültürleri için geliĢtirilmiĢ nitrat azotu 

yüksek bir ortamdır. NN (Nitsch and Nitsch 1969), anter kültürü için geliĢtirilmiĢ bir ortam 

olup, tuz içeriği MS ve WH arasındadır. SH (Schenk and Hilderbrant 1972), hem 

monokotiledonlar hem de dikotiledonlar için uygun bir ortamdır. 

 

Bitki besin ortamlarında bulunan bileĢenler kullanım sıklığına göre; su, makro elementler, 

mikro elementler, vitaminler, Ģekerler, yarı katılaĢtırıcılar, bitki büyüme düzenleyicileri, 

tamponlar, amino asitler ve kimyasal olarak tanımlanamayanlardır (George 1993, Franklin 

and Dixon 1994, Gamborg and Philips 1995). 

 

Sıvı ortamlar için makro ve mikro elementler, bazı vitaminler ve karbon kaynağı, yarı-katı 

ortamlar için ek olarak agar veya agaroz içeren ortamlara temel besin ortamları denir. Temel 

besin ortamına bitki büyüme düzenleyicileri ilavesiyle her türlü bitki, her bitki parçası, 

dokusu veya hücresi için farklı ve özel besin ortamları hazırlanabilir (Babaoğlu vd. 2001). 

 

3.1.1.1Makro Elementler 

 

Azot temel besin ortamı içindeki en önemli bileĢendir. Diğer makro elementler ise fosfor, 

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

 

Demir, manganez, çinko, bor, molibden, kobalt ve iyot en çok kullanılan mikro elementlerdir 

(Gamborg and Philips 1995). 

 

3.1.1.3 Vitaminler 

 

Bitki kültürleri için en gerekli olan thiamin, nikotinik asit, pridoksin enzim reaksiyonlarında 

katalitik etkiye sahip vitaminlerdir (George 1993). 

 

3.1.1.4 ġekerler 

 

Kültüre alınan bitki hücre ve dokuları yeterli miktarda karbohidrat sentezi yapamadıklarından 

enerji kaynağı olarak çeĢitli Ģekerler kullanılır. En çok kullanılanı sakkaroz olup glikoz, 

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

 

3.1.1.5 Jel Yapıcı Maddeler 

 

Besin ortamlarını yarı-katı hale getirmek amacıyla kullanılan bileĢenlerdir. Genellikle kırmızı 

deniz alglerinden çıkarılan polisakkarit bileĢimlerdir. En çok kullanılanlar agar, agaroz, 

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

 

3.1.1.6 Bitki Büyüme Düzenleyicileri 

 

Oksinler; doku kültüründe tek baĢına kullanıldığında kallus uyarımını, hücre 

süspansiyonlarının elde edilmesini, somatik embriyo oluĢumunun uyarımını sağlar. 

Sitokininlerle birlikte kullanıldığında kallus oluĢumunu, sürgün rejenerasyonunu, somatik 

embriyo oluĢumunun uyarılmasını sağlar (Smith 1992). 

 

Sitokininler; hücre bölünmesi, yeniden farklılaĢma, bitki rejenerasyonu, sürgün çoğaltımında 

etkilidir. Antioksidan etki göstererek yaĢlanmayı geciktirir. Sürgünlerde köklenmeyi, 

embriyogenezisi engeller (Smith 1992). 
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Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarılmasında, sürgünlerin boylarının 

uzatılmasında, embriyo ve ovül kültürlerinde kullanılmaktadır. Kallus geliĢimini, 

organogenezisi, adventif kök oluĢumunu engeller (Smith 1992). 

 

Absisik Asit; strese maruz kalmıĢ yapraklarda, dormant tomurcuklarda bulunur. Somatik 

embriyoların olgunlaĢtırılmasında kullanılmaktadır. Yaprak ve meyve dökümünde, 

dormanside, stomaların kapanmasının düzenlenmesinde etkili olup, ıĢığa karĢı hassastır 

(Smith 1992). 

 

3.2 SOMAKLONAL VARYASYON 

 

Kallus oluĢturan veya totipotent olup, yeni bitkiler meydana getirebilen hücreler uzun süreli 

veya kısa süreli kültürlerde yüksek bitki büyüme düzenleyicileri içeren ortamlarda bu 

yeteneklerini yitirebilmektedirler. Bu hücrelerden oluĢan yeni bitkilerde gen veya kromozom 

bozuklukları sonucu kalıtsal ve fenotipik varyasyonlar ortaya çıkmaktadır. Bu tür 

değiĢiklikler somaklonal varyasyon olarak adlandırılmaktadır. Bu varyasyonlar yeni çeĢit 

geliĢtirme ve ıslahçılar tarafından kullanılmaktadır (Chrispeels and Sadova 1994). 

 

Somaklonal varyasyon sonucu ortaya çıkan değiĢiklikler arasında, bazı pigmentlerin 

yapısındaki farklılaĢmalar sonucu çiçek renginin, yaprak ve çiçek morfolojisinin, tohum 

veriminin, bitki canlılığı ve iriliğinin, uçucu yağ içeriği ve hastalıklara tolerans veya 

dayanıklılığın değiĢmesi sayılabilir (Brown and Thorpe 1995). 

 

Bitki hücre ve doku kültürü çalıĢmaları in vitro Ģartlarda gerçekleĢtirildiği için, 

rejenerasyonun yapıldığı fiziki Ģartlardan veya ortamda kullanılan kimyasal maddelerden 

kaynaklanan gen düzeyinde birtakım farklılıkların meydana gelmesi olasıdır. Bu değiĢiklikler 

doku kültürü çalıĢmalarının her aĢamasında meydana gelebilir. Somaklonal varyasyonun 

nedenleri; bitkinin genotipi, ortam bileĢenleri ve kullanılan doku kültürü yöntemleri olabilir 

(George and Sherrington 1984, Karp 1989). 

 

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

kararsızlık sonucu ortaya çıkan kalıtsal değiĢiklikler olarak ifade etmiĢlerdir. 
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3.2.1 Doku Kültürü Tekniklerinin Varyasyona Etkileri 

 

Doku kültüründen elde edilen bitkilerin, fenotipik ve genetik açıdan değiĢme olasılıkları 

bitkiciklerin hangi metotla üretildiğine bağlıdır. Sürgün kültürlerinde görülen varyasyonlar 

ansızın oluĢan mutasyonlardır. Görülen çoğu değiĢiklik geçici özelliktedir. Bu değiĢikliklerin 

genotipik ya da epigenetik olduğu dikkatli bir analiz yapılmadan belirlenemez. Hücrelerin 

totipotent olması nedeniyle somatik hücrelerden bitki rejenerasyonu ortaya çıkmaktadır. Bu 

yetenekteki bir hücre, farklılaĢmamıĢ bir hücre yığını meydana getirip sonra tekrar 

farklılaĢarak tam organizasyonlu bireyleri meydana getirmektedir. Böyle bir yöntemde 

varyasyon meydana gelir ve varyasyonun derecesi doku kültürü tekniğine göre değiĢir. Kallus 

kültürleri gibi organize olmamıĢ, düzensiz kültürlerde somaklonal varyasyonun ortaya çıkma 

frekansı yüksektir. Bitkinin genetik yapısının, onun doku kültürlerinden oluĢan somaklonal 

varyasyonun derecesi üzerinde güçlü bir etkisi bulunmaktadır. Rejenere edilen bitkiler 

arasındaki genetiksel değiĢim derecesi kallustan veya süspansiyon kültürlerinden üretilme 

metotlarına bağlı olabilir. Monokotil ve dikotil bitkilerin, somatik embriyolarından elde edilen 

bitkilerde somaklonal varyasyon gözlenmiĢtir (Bürün 1996). 

 

3.2.2 Somaklonal Varyasyonun Nedenleri 

 

3.2.2.1 Hücre Organizasyonunun Varyasyonda Etkisi 

 

ÇeĢitli doku kültürü sistemlerinde kallus fazından sonra adventif meristemlerin formasyonu 

ile kültürde somaklonal varyasyon gözlenmektedir. Burada, hücre organizasyonu kritik bir 

durum olarak ortaya çıkmakta ve düzensiz büyümeye bağlı olarak somaklonal varyasyon 

beklenmektedir. Eğer düzensiz faz uzun sürerse somaklonal varyasyon Ģansı daha yüksek 

olmaktadır ve böyle uzun bir fazdan sonra organize olan yapılarda daha büyük bir sapma 

görülmektedir. Oysa kültüre alınan bitki dokularından yapıların direkt oluĢumu kararsızlık 

Ģansını en aza indirmektedir (Karp 1994). 

 

3.2.2.2 Doku Kaynağındaki Varyasyon 

 

Somaklonal varyasyon donör bitkide meydana gelen somatik mutasyonlardan ortaya 

çıkmaktadır. Bitkilerin vejetatif parçaları aynı genetik potansiyele sahip hücreleri 

içermektedir. Fakat bitkide farklı genetik yapıda hücreler de bulunmaktadır. Genetik olarak 
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farklı hücreleri taĢıyan stok bir bitkinin dokularından kültür baĢlatılırsa genetik olarak farklı 

bitkilerin üretilmesi mümkün olabilir. Kültüre alınan hücrelerdeki varyasyonun büyüklüğü 

kültürü baĢlatmak için seçilen eksplantın kaynağına göre değiĢir. Somaklonal varyasyonun 

frekansında eksplantın kaynağı ve ploidi seviyesi önemli bir etkiye sahiptir. BaĢlangıç 

eksplantının ploidi seviyesinin düĢük olması varyant bitkilerin miktarını artırabilmektedir 

(George 1993). 

 

3.2.2.3 DNA Metilasyonu 

 

DNA yüksek oranda metillendiğinde gen aktivitesi baskılanmaktadır. Metilasyondaki bir 

azalma gen aktivitesinin artması anlamına gelmektedir. DeğiĢen metilasyon durumunun 

genetik varyasyona sebep olmasından sorumlu olarak in vitro’ da doğal olmayan koĢullar 

nedeniyle hücrenin fizyolojisini karıĢtıran stres veya Ģok geçirmesi gösterilmiĢtir (George 

1993). 

 

3.2.2.4 Nükleik Asit Öncüllerinin Kaybı 

 

Doku kültürlerinde meydana gelen nükleik asit biyosentezi için gerekli öncüllerin 

eksikliğinin, bazı mutasyonların ortaya çıkmasından sorumlu olduğu düĢünülmektedir. Bu 

yüzden genellikle adenin bazı, bitki doku kültürü ortamına ilave edilmektedir (George 1993). 

 

3.2.2.5 In vitro Hücre Bölünmesindeki Anormallikler 

 

Kültür sırasında genellikle stabil kalan, aktif olarak bölünen meristematik hücrelerde geniĢ 

vakuollü hücrelerde değiĢimler görülmektedir. Parankimatik dokularda değiĢik ploidi 

düzeylerine sahip hücreler bulunmaktadır. Kültürde poliploid hücrelerin meydana gelmesinin 

nedeni mitoz boyunca iğ ipliği oluĢumunun baĢarısızlığı veya bipolar iğ iplikleri yerine 

multipolar iğlerin meydana gelmesidir. Diğer bir neden de hücre bölünmesinin interfazın G2 

alt devresinde geçici olarak durması ve sonra normal mitoz olmadan hücrenin tekrar G1 ’de 

hücre döngüsüne girmesidir (Karp 1994). 
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3.2.2.6 Bitki Büyüme Düzenleyicilerinin Etkisi 

 

Oksinler, kallus ve hücre süspansiyonlarının baĢlatılmasına sebep olduklarından ve geliĢmeyi 

sağladıklarından kültür ortamına mutlaka eklenmelidir. Oksin ilaveli kültürlerde genetik 

değiĢimler de yüksek olmaktadır. Oksinlerin mutajenik olduğu ve DNA metilasyonunu 

artırdığı bilinmektedir. Sitokininler, kültüre alınan dokularda hücre bölünmesini 

artırmaktadırlar. DüĢük konsantrasyonlarda sitokininler kararlı meristematik hücrelerin 

bölünmesini teĢvik ederken yüksek oranda poliploid hücrelerin frekansını artırmaktadır (De 

Klerk 1990, George 1993). 

 

3.2.2.7 Kültür Süresi 

 

Kültürler uzun bir süre alt kültürler yoluyla korunduğunda ve alt kültürler arasındaki süre 

uzadığında genellikle mutasyona uğrayan hücrelerin oranı ile genetik değiĢim artmaktadır 

(George 1993). 

 

3.2.2.8 Kromozomlardaki Sayısal ve Yapısal DeğiĢiklikler 

 

Doku kültüründe poliploidi ve aneuploidi gibi sayısal değiĢiklikler ile inversiyonlar, 

delesyonlar, translokasyonlar ve izokromozomlar gibi yapısal değiĢiklikler sıklıkla meydana 

gelmektedir. Somaklonal varyasyonun meydana gelmesinden sorumlu olan kromozomlardaki 

sayısal varyasyonlardan en yaygın görüleni poliploididir (Larkin 1989). 

 

3.2.2.9 Gen Seviyesindeki DeğiĢiklikler 

 

Doku kültürü nokta mutasyonları olarak adlandırılan DNA’daki baz sıralarının artması ya da 

eksilmesine ve buna bağlı olarak spesifik gen ürünlerinin miktarının değiĢmesine sebep 

olabilir. Bu değiĢiklik fenotipe yansıyarak varyabilite meydana getirmektedir. Somaklonal 

varyasyonun meydana gelmesinden sorumlu diğer bir mekanizma ise, taĢınabilir DNA’nın 

mobilizasyonudur. TaĢınabilir DNA (gezici gen) yeni genlerin regülasyonuna, gen 

fonksiyonundaki inaktivasyona ya da reaktivasyona, translokasyonlar ve inversiyonlar gibi 

DNA’da yeniden Ģekillenmelere sebep olmaktadırlar (Larkin 1984). 
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3.3 MOLEKÜLER BELĠRTEÇLER 

 

Moleküler belirteçler, farklılığı DNA düzeyinde ölçen ve araĢtırılan genotiplerde istenen bir 

geni ya da özelliği izlemek için kullanılabilen belirteçlerdir. Moleküler belirteçler, 

gözlenebilir karakterlere dayanan morfolojik belirteçlere ve temeli proteine dayanan 

biyokimyasal belirteçlere göre oldukça güvenilirdir. Sayıları fazladır ve çevreden 

etkilenmezler. Moleküler belirteçlerin verimli ve etkin olabilmesi için; polimorfik, 

kalıtılabilir, tekrarlanabilir ve kolay yorumlanabilir özellikleri taĢıması gerekmektedir. 

Moleküler belirteçlerle çalıĢılırken, bir türe ait genotipler arasındaki varyasyonların genomik 

analizler için önemli ham bilgiler içerdiği göz önünde bulundurulmalı ve kullanılacak belirteç 

sistemi, seçilen test örneklerinde mevcut olan varyasyonları saptayabilmelidir. Protein ya da 

DNA’da bulunan polimorfizmlere dayanan moleküler belirteçlerin geliĢtirilmesi; taksonomi, 

filogeni, genetik, bitki ıslahı ve ekoloji gibi bilim alanlarına büyük oranda katkı sağlamıĢtır. 

Bitki dokularında moleküler belirteçler ile yapılan çalıĢmalarda DNA profillerinin çıkarılması 

ve spesifik DNA parmak izlerinin elde edilmesi için; 

 

 Bitki materyali seçilir. 

 Bitkiden DNA izolasyonu gerçekleĢtirilir. 

 Uygulanacak yönteme göre genetik materyalin PZR ile çoğaltımı yapılır. 

 Bireyler arası polimorfizm farklı moleküler belirteç teknikleri ile belirlenir (RAPD, 

AFLP, SCAR, RFLP) 

 DNA bant profilleri analiz edilir. 

 

Genomun özgün bir bölgesini tanımlamak amacıyla birçok belirteç sistemi kullanılmaktadır. 

Genom analizleri ve genetik çalıĢmalar baĢta olmak üzere moleküler çalıĢmalarda morfolojik, 

protein ve DNA belirteçleri olmak üzere üç tip belirteç kullanılmaktadır (Williams 1980). 

 

3.3.1 Morfolojik Belirteçler 

 

Bilgi eksikliğinden dolayı genler ve kromozomlar hakkındaki ilk çalıĢmalar, göz rengi, kanat 

yapısı, deri rengi gibi basit Mendel kalıtımı gösteren özellikler üzerinde yapılmıĢtır. Böyle 

morfolojik karakterler, özgün genler için güvenilir indikatör olarak kullanılabilirler ve bu 

özellikleri kodlayan genlerin kromozom üzerindeki yerlerinin tanımlanmasında faydalı 
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olmaktadırlar. Morfolojik belirteçlerin gözlenmesi kolay olmasına rağmen allel sayılarının 

nispeten az olmasından dolayı kullanımı kısıtlı kalmaktadır (Franklin 1970). 

 

3.3.2 Protein Belirteçler 

 

Amino asit bileĢimi, moleküler ağırlıkları ve antikor-antijen iliĢkilerindeki farklılıklar 

nedeniyle proteinler için farklı alleller bulunabilmektedir. Moleküler büyüklük ve amino asit 

bileĢimi farklılıklarından dolayı proteinler, jel elektroforez yöntemi kullanılarak kolaylıkla 

ortaya çıkarılabilir ve genetik belirteç olarak kullanılabilirler. Genetik çalıĢmalarda ilk 

zamanlarda protein polimorfizmlerinin araĢtırılması amacıyla kan antijenleri ve izozim 

belirteçleri yaygın olarak kullanılmıĢtır (Bernatzky and Tankley 1989). 

 

3.3.3 DNA Belirteçleri 

 

DNA belirteçleri, bir tür içerisindeki farklı bireylerde dizi polimorfizmi gösteren DNA 

bölgeleridir ve varyasyonun belirlenmesinde en sık kullanılan yöntemdir. Polimeraz Zincir 

Reaksiyonunun keĢfinden sonra genetik çalıĢmalarda PZR temelli belirteçler daha çok tercih 

edilmeye baĢlanmıĢtır. 1985 yılında ilk kez Karl Mullis tarafından ortaya konulan bu teknoloji 

sayesinde genomun özgün bölgelerinin in vitro Ģartlarda çoğaltılabilmesi ve elektroforez 

teknikleri ile görüntülenmesi mümkün hale gelmiĢtir. DNA teknolojisi ve moleküler 

biyolojideki hızlı geliĢmeye paralel olarak daha ekonomik, kolay ve polimorfik olmalarından 

dolayı özellikle PZR temelli DNA belirteç sistemleri (RFLP, RAPD, EST, STS, SSCP, AFLP, 

STR, SNP) genetik çalıĢmalarda daha yaygın olarak kullanılmaya baĢlamıĢtır (Chao et al. 

1989). 

DNA belirteçleri, hibridizasyona dayalı ve PZR’a dayalı belirteçler olmak üzere ikiye 

ayrılabilir. 

 

3.3.3.1 Hibridizasyona Dayalı DNA Belirteçleri 

 

3.3.3.1.1 RFLP (Restriksiyon Parça Uzunluk Farklılığı) 

 

RFLP tekniğinde genomik DNA’nın restriksiyon enzimleri kullanılarak spesifik bölgelerden 

kesilmesi sağlanır ve çok sayıda DNA fragmentleri elde edilir. DNA fragmentleri agaroz jel 
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elektroforezi ile ayrıldıktan sonra southern blot tekniğiyle selüloz veya uygun bir membrana 

transfer edilir. Radyoaktif iĢaretlenmiĢ bir prob ile hibridizasyon yapılır (Botstein 1980). 

 

RFLP tekniğinin avantajları; 

 

 Güvenilirdir, 

 Kodominant özellikte olduklarından dolayı, heterozigotların belirlenmesinde ve 

karakterizasyonunda kullanılırlar. 

 

RFLP tekniğinin dezavantajları; 

 

 Analizler pahalı, fazla zaman ve iĢ gücü gerektirir. 

 Radyoaktif etiketleme yöntemi kullanılır. 

 Yüksek kalitede ve fazla miktarda DNA’ya ihtiyaç duyulur. 

 

3.3.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonuna Dayalı DNA Belirteçleri 

 

3.3.3.2.1 AFLP (ÇoğaltılmıĢ Parça Uzunluk Farklılığı) 

 

AFLP tekniği RAPD tekniği ile RFLP tekniğinin birleĢtirilmiĢ formu olup, RAPD tekniğinin 

dezavantajlarını gidermek amacıyla geliĢtirilmiĢtir. DNA iki kesim enzimi tarafından kesilir 

ve kesilen her bir parçanın üzerine sentetik nükleotid dizilimli adaptör DNA’lar eklenir. 

Böylece spesifik DNA çoğaltımı yapılır. Bu teknikte, restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA 

fragmentlerinin adaptör DNA ile birleĢtirilmesini ard arda yapılan iki PZR reaksiyonu izler. 

Elde edilen ürünler poliakrilamid jelde yürütülür, gümüĢ boyama ile gözlenir (Ergül 2000). 

 

AFLP tekniğinin avantajları; 

 

 Polimorfizm oranı yüksektir, 

 Laboratuvarlar arası cihaz farklılığı sonucu etkilemez. 

 

AFLP tekniğinin dezavantajları; 

 

 Dominant belirteçlerdir, 
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 Radyoaktif iĢaretleme yapılır. 

 

3.3.3.2.2 RAPD (Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA) 

 

RAPD tekniğinde, 6-10 nükleotid uzunluğundaki baĢlatıcı DNA’lar kullanılarak genom 

üzerinde rastgele bölgelerin amplifikasyonu gerçekleĢtirilir. Diğer PZR uygulamalarının 

aksine iki değil bir primer kullanılır, bu primer her iki yöndeki DNA çoğaltımı için de 

kullanılır. Dolayısıyla kullanılan primerin DNA üzerinde birbirine yakın iki bölgeye 

bağlanabildiği genom bölgelerinin amplifkasyonu yapılır. Üretimi yapılan DNA dizileri için 

agaroz jel elektroforez uygulanır ve bazı dizilerin çoğaldığı, bazılarının ise çoğalmadığı 

gözlenir. Bu gözlem polimorfizmin göstergesidir (Welsh and Mcclelland 1990). RAPD 

analizinde kontrol grubuna göre farklı bant profillerinin görülmesi, kalıp DNA üzerinde 

primerlerin bağlanma bölgelerinde meydana gelen mutasyonlardır. Mutasyonlar, primerlerin 

bu bölgeler ile eĢlenmesini engeller ve fragmanlar çoğaltılamaz. Primerlerin bağlanma 

bölgelerinde oluĢmuĢ kırıklar da fragmanların çoğalmasını engelleyebilir. Kalıp DNA 

üzerindeki mutasyonlar primerler için yeni bağlanma bölgeleri de oluĢturabilir. 

 

RAPD tekniğinin avantajları; 

 

 Çabuk sonuç verir, ucuzdur, az iĢ gücü gerektirir, 

 Az miktarda ve düĢük kalitede DNA yeterlidir, 

 Polimorfizm oranı yüksektir, 

 Evrensel primer seti kullanılır, 

 Radyoaktivite gerektirmez. 

 

RAPD tekniğinin dezavantajları; 

 

 Güvenirliği sınırlıdır, 

 Farklı laboratuarlarda farklı sonuçlar gözlenebilir, 

 Dominant belirteçlerdir. 
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3.3.3.2.3 SSR (Basit Dizi Tekrarları) 

 

DNA’da sık tekrarlayan basit dizilere mikrosatellit denir. Ökaryotik kromozomlarda yaygın 

olarak bulunurlar. Tekrarlı bölgelerin her iki yanındaki dizilere komplementer primer 

kullanılarak bu bölgelerin çoğaltılması amaçlanır (Michelmore 1993). 

 

SSR tekniğinin avantajları; 

 

 Polimorfiktir, 

 Kodominant belirteçlerdir. 

 

SSR tekniğinin dezavantajları; 

 

 Fazla iĢ gücü gerektirir, 

 Maliyeti yüksektir. 

 

3.3.3.2.4 SCAR (Dizi Karakterli ÇoğaltılmıĢ Bölge) 

 

Belirli büyüklükteki bir RAPD bandının klonlanması ve uç bölgelerinden dizi belirlendikten 

sonra, bu fragmente yönelik RAPD primerlerini içeren primer çiftleri ile geliĢtirilen bir 

tekniktir (Paran 1993). 

 

SCAR tekniğinin avantajı; 

 Kodominant belirteçlerdir. 

 

SCAR tekniğinin dezavantajları; 

 ĠĢ gücü fazladır, 

 Uzun zaman alır. 
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BÖLÜM 4 

 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

4.1 MATERYAL 

 

Bu tez çalıĢmasında, Bülent Ecevit Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü 

deneme serasında yetiĢtirilen 2n=4x=28 kromozomlu doğal tetraploid Trifolium pratense L. 

(çayırüçgülü, kırmızı çiçekli tırfıl) E2 çeĢidi kullanılmıĢtır (Elçi 1982). 

 

 

ġekil 4.1 Deneme serasındaki doğal tetraploid Trifolium pratense L.’lerin genel görünüĢü. 
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4.2 YÖNTEM 

4.2.1 Tohum Sterilizasyonu 

 

Yüzey sterilizasyonunu sağlamak için tohumlar, %10 ’luk sodyumhipoklorit (NaOCl) 

çözeltisi ile 10 dakika muamele edilmiĢ ve 3 kez distile su ile durulanmıĢtır. 

 

4.2.2 Tohum Çimlendirme ve Rejenerasyon Ġçin Kullanılan Ortamlar 

 

Tohum çimlendirme ortamı olarak hormonsuz MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamı 

kullanılmıĢtır (Çizelge 4.1). Ortamlar steril Ģartlarda kavanozlara dökülüp, tohumlar 

kavanozlarda çimlendirilmiĢtir. (ġekil 4.2) 

 

Rejenerasyon çalıĢmaları için Çölgeçen (2008)’in modifiye ettiği PC-L2 ortamı kullanılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.2 Aseptik fidelerden rejenere bitkilerin üretimi. 
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Çölgeçen, çalıĢmasında doğal tetraploid Trifolium pratense eksplantlarının farklı 

konsantrasyonlarda BAP (6-Benzilaminopürin) ve NAA (Naftalenasetik asit) içeren ortamlara 

ekimini gerçekleĢtirmiĢtir. Rejenerasyonda en baĢarılı eksplant kaynağını apikal meristem 

olarak bildirmiĢtir (Çölgeçen ve Toker 2008). 

 

4.2.2.1 MS Ortamının Hazırlanması 

 

Hazırlanan stok çözeltilerden uygun hacimler alınarak MS ortamı hazırlanmıĢtır. pH ayarı 

yapıldıktan sonra agar eklenip, otoklavda 121
o
C’de 15 dk sterilizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Stok çözeltilerin hazırlanmasında kullanılan maddeler çizelgelerde gösterilmiĢtir. (Çizelge 

4.1). 

 

Çizelge 4.1 MS ortamında kullanılan stok çözeltiler. 

 

MAJÖR STOK g/l (X10) 

KNO3 19 

NH4NO3 16,5 

CaCl.H20 4,4 

MgSO4 3,7 

KH2PO4 1,7 

 

MĠNÖR STOK g/l (X10) 

H3BO3 62 

KI 8,3 

MnSO4.4H2O 168 

Na2NaO4.2H2O 2,5 

ZnSO4.7H2O 86 

CoCl2.6H2O 0,25 

CuSO4.5H2O 0,25 
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DEMĠR STOK g/l (X10) 

FeSO4.7H2O 0,278 

Na2EDTA.2H2O 0,372 

 

VĠTAMĠN STOK g/l (X10) 

Tiamin-HCl 1 

Nikotinik asit 5 

Piridoksin-HCl 5 

 

MS ortamını hazırlamak için; 

 

 20 gr sakkaroz tartılır, balon jojede çözülür, 

 100 ml majör stok çözeltisi eklenir, 

 10 ml minör stok çözeltisi eklenir, 

 10 ml vitamin stok çözeltisi eklenir, 

 10 ml demir stok çözeltisi eklenir, 

 Tohum çimlendirmede kullanılan hormonsuz MS ortamı için bitki büyüme 

düzenleyicileri kullanılmaz, 

 1000 ml ye tamamlanan çözeltinin pH ayarı 1M HCl ve 1M NaOH kullanılarak 

yapılır, 

 pH 5,80 e ayarlanır ve 7 gr agar eklenir, 

 Otoklavda 121
o
C’de 15 dk steril edilir, 

 Soğuduktan sonra kavanozlara dökülür. 

 

4.2.2.2 PC-L2 Ortamının Hazırlanması 

 

Rejenerasyon çalıĢmaları için kullanılan PC-L2 ortamı Çölgeçen (2008) tarafından modifiye 

edilmiĢ olup, en baĢarılı ortam 1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP içeren ortam olarak bildirilmiĢtir. 

Hazırlanan stok çözeltilerden uygun hacimlerde alınıp, ortam hazırlanmıĢtır (Çizelge 4.2)
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Çizelge 4.2 PC-L2 ortamında kullanılan stok çözeltiler. 

 

MAJÖR STOK g/l (X10) 

NH4NO3 10 

CaCl2. 2H2O 6 

MgSO4.7H2O 4,35 

KH2PO4 3,25 

KNO3 21 

NaH2PO4.H2O 0,85 

 

MĠNÖR STOK g/l (X10) 

H3BO3 50 

KI 10 

MnSO4.H2O 150 

Na2MoO4.2H2O 4 

ZnSO4.7H2O 50 

CoCl2.6H2O 1 

CuSO4.5H2O 1 

 

DEMĠR STOK g/l (X10) 

FeSO4. 7H2O 0,1069 

Na2EDTA.7H2O 0,143 

 

VĠTAMĠN STOK g/l (X10) 

Tiamin-HCl 20 

Pridoksin-HCl 5 
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PC-L2 ortamını hazırlamak için; 

 

 25 gr sakkaroz tartılır, balon joje içinde çözülür, 

 Majör stok çözeltiden 100 ml eklenir, 

 Minör stoktan 10 ml eklenir, 

 Demir stoktan 10 ml eklenir, 

 Vitamin stoktan 1 ml eklenir, 

 25 mg myo-inositol tartılıp, ortama eklenir, 

 Bitki büyüme düzenleyicileri olarak 1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP eklendikten sonra 

son hacim 1000 ml ye tamamlanır, 

 pH 5.80 e ayarlanır, 

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

 Soğuduktan sonra petrilere dökülür. 

 

4.2.3 Genomik DNA Ġzolasyonu 

 

Bitkilerden DNA izolasyonu genel olarak bazı prensiplere göre yapılmaktadır. Bitkisel 

hücreler selülozdan yapılmıĢ bir hücre duvarı içermektedir. Bu hücre duvarı, sıvı azot ya da 

kuru buz içerinde öğütülerek, kırılır. Hücre duvarı kırıldıktan sonra, CTAB (CTAB (Cetyl 

Trimethyl Ammonium Bromide), SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) PVP 

(Polyvinylpyrrolidone) gibi deterjanlar ve β-merkaptoetanol gibi protein indirgeyici ajanlar 

birlikte kullanılarak hücre zarı parçalanır. DNA’ya bağlı proteinler, parçalanmıĢ doku veya 

hücre parçaları kloroform ya da fenol karıĢımının eklenmesi ve santrifüj ile uzaklaĢtırılır. 

RNA’yı yıkan RNaz enzimi kullanılarak solüsyon içerisindeki RNA’lar uzaklaĢtırılır. Pelleti 

temizlemek için etil alkol ile yıkama yapılır. Kirlilik ve tuzlar uzaklaĢtırılmıĢ olur. RAPD 

analizlerini gerçekleĢtirmek amacıyla doğal tetraploid T. pratense donör ve klon bitki 

örneklerinden DNA izolasyonu Lefort (1998) tarafından belirlenen protokole göre yapılmıĢtır. 

Ġzolasyonu gerçekleĢtirilen DNA’ların kalitesi ve miktarları nanodrop ile ölçümler yapılarak 

belirlenmiĢtir. Nanodrop sonuçları çizelge 4.3 ’de verilmiĢtir. 
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Lefort et al. (1998) protokolüne göre; 

 

 0,1 gr yaprak havanda sıvı azot yardımıyla ezildi ve 1,5 ml’lik santrifüj tüpüne 

aktarıldı, 

 Üzerine 1 ml ekstraksiyon tamponu ve 10µL β-merkaptoetanol eklendi, 

 Vorteks ile 30 sn karıĢtırıldı, 

 65
o
C’de 15 dk su banyosunda bekletildi, 

 0,5 ml kloroform : izoamilalkol (24:1) eklenip, hafifçe karıĢtırıldıktan sonra -20
o
C’de 

15 dk bekletildi, 

 Örnekler 14.000 rpm ’de 1 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda üst sıvı yeni 1,5 

ml’lik tüpe aktarılıp, üzerine 1 ml soğuk izopropanol eklendi, 

 DNA’nın çöktürülmesi amacıyla , -20
o
C’de 1 saat bekletildi, 

 14.000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi, 

 Üst sıvı uzaklaĢtırılarak pellet %70’lik etanol ile yıkandı, 

 14.000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi ve üst faz uzaklaĢtırıldı, 

 DNA 100µL TE tamponunda çözdürüldü, 

 Üzerine 1 µL RNaz A eklendi, 37
o
’C’de 15 dk bekletilerek RNA’nın uzaklaĢtırılması 

sağlandı, 

 Örnekler -20
o
C’de saklandı. 
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Çizelge 4.3 Nanodrop Sonuçları 

 

Örnek mg/µl 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 115,5 2,07 1,00 

C6 328,4 1,81 0,74 

D6 39,8 1,81 0,68 

 

 

Çözeltiler 

 

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

 

Ekstraksiyon Tamponu: 50mM EDTA ve 50mM Tris-HCl (pH:8), 4M LiCl, %1 CTAB, %2 

PVPP ve %0,5 Tween 20 

 

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

 

RNaz A: 10mg/mL 

 

4.2.4 RAPD Uygulamaları 

 

ÇalıĢmada Williams (1980) tarafından geliĢtirilen RAPD-PCR yöntemi kullanıldı. 8 farklı 

primer kullanılmıĢ olup, primerlerin isimleri ve dizileri belirtilmiĢtir (Çizelge 4.4). 
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Çizelge 4.4 Kullanılan primerler ve dizi bilgileri. 

 

 

 

4.2.4.1 RAPD BileĢenleri ve KoĢulları 

 

Bitkiden izole edilen genomik DNA kullanılarak yapılan RAPD-PCR reaksiyonları toplam 

hacim 25µL olacak Ģekilde düzenlendi. AĢağıdaki bileĢenlere standart hacme ulaĢacak Ģekilde 

ultra distile su ilave edildi. 

 

 20 ng genomik DNA 

 2.5 µL 10x reaksiyon tamponu, 

 2.5 mM MgCl2, 

 20 µM dNTPs, 

 0.2 µM primer, 

 0.5 ünite Taq polimeraz 

PCR Döngü ġartları; 

 95
o
C 2 dakika (ön denatürasyon) 

 94
o
C 30 saniye (denatürasyon) 

 36
o
C 1,5 dakika (bağlanma) 

 72
o
C 1,5 dakika (uzama) 

 72
o
C 5 dakika (son uzama) 

Primer Nükleotid 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 

40 döngü 
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4.2.4.2 Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotoğraflama 

 

RAPD-PCR sonucunda oluĢan bantların gözlenebilmesi için % 1,6’lık agaroz jel elektroforezi 

yapıldı. Bunun için 1,6 gr agaroz tartıldı ve 10 ml 10X TBE tamponu ile karıĢtırılarak son 

hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlandı, kaynatılarak çözüldü. KarıĢım soğutularak içerisine 5 

µL EtBr ilave edildi. Önceden tarakları yerleĢtirilmiĢ jel kasetine döküldü ve polimerleĢmesi 

beklendi. Jel polimerleĢtikten sonra kasetten taraklar çekilerek çıkartıldı. Hazırlanan jel, 

elektroforez tankına yerleĢtirilerek üzeri kapanıncaya kadar 1X TBE tamponu ile dolduruldu. 

 

12 µL örnek için 3 µL yükleme boyası karıĢtırılarak jelde oluĢturulan kuyucuklara pipet 

yardımıyla yüklendi. Örnekler 100 voltta yaklaĢık olarak 1,5 saat yürütüldü. 

 

Yürütme tamamlandıktan sonra RAPD-PZR ürünleri jel görüntüleme sisteminde 

görüntülenmiĢ (Gene Genius, Syngene) ve fotoğrafları çekilmiĢtir (GyneSnap Software, 

Synaptics). 

 

4.3 ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZ 

 

4.3.1 Somaklonal Varyasyonun Genomik Kalıp Stabilitesi (GKS) ile Değerlendirilmesi 

 

Genomik Kalıp Stabilitesi (GKS), RAPD profillerinin sayısındaki belirgin değiĢimi gösteren 

nicel bir ölçümdür. RAPD profillerindeki değiĢimler, GKS oranındaki değiĢmeyi ifade eder. 

RAPD profillerindeki polimorfizm, kontrol grubuna göre kaybolan bantlar ve yeni oluĢan 

bantların kontrol grubundaki toplam bant sayısına oranı ile belirlenir (Atienzar et al. 1999; 

Liu et al. 2007). 

 

GKS = (1- a/n) x 100 

 

a: her örnekteki ortalama polimorfik bant sayısı 

 

n: kontroldeki toplam bant sayısı 
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BÖLÜM 5 

 

ARAġTIRMA BULGULARI 

 

5.1 RAPD SONUÇLARI 

 

Polimorfizm hesaplamaları her primer için örneklerin bant profilleri ile kontrolün bant 

profilleri karĢılaĢtırılarak yapılmıĢtır. Kontrolde bulunup örneklerde bulunmayan ve kontrole 

göre yeni oluĢan bantlar polimorfik olarak değerlendirilmiĢtir. Polimorfizm yüzdeleri, 

polimorfik bant sayısına toplam bant sayıları oranlanarak hesaplanmıĢtır. Çizelge 5.1 ’de 

kontrole göre yeni ortaya çıkan bantları belirtmek için a, kaybolan kontrol bantlarını 

belirtmek için b, kullanılmıĢtır. Donör örnekler D, Klon örnekler C ile ifade edilmiĢtir. 



 

Çizelge 5.1 Donör ve klonlar arasındaki bant değiĢimleri. 

 

 1 2 3 4 5 6 

Primer D1 
C1 

D2 

C2 
D3 

C3 
D4 

C4 
D5 

C5 
D6 

C6 

a b a b a b a b a b a b 

OPC 01 14 4 2 16 1 0 13 7 0 7 6 1 13 5 1 12 1 4 

OPC 02 17 3 1 12 0 1 14 2 1 10 8 2 12 3 2 14 0 0 

OPC 05 11 3 2 14 0 1 15 2 4 11 5 0 14 2 1 10 0 2 

OPC 06 14 1 3 15 0 0 18 0 6 15 1 3 17 0 11 9 4 2 

OPC 08 14 0 0 14 0 1 9 3 0 11 2 0 9 4 4 11 1 4 

OPC 09 11 4 3 10 3 1 12 5 1 11 4 4 8 1 1 9 0 1 

OPO 07 14 4 5 20 5 0 12 2 0 15 6 3 17 2 2 14 6 4 

TUBE A08 20 0 0 22 0 8 19 2 3 13 8 3 17 5 3 7 7 0 

TOTAL 115 19 16 123 9 12 112 23 15 93 40 16 107 22 25 86 19 17 

a+b  35  21  38  56  47  36 

Donör ve 

Klonlar 

Arasındaki 

Toplam Bant 

DeğiĢiminin 

(Polimorfizm) 

Oranı (%) 

30,43 17,07 33,92 60,21 43,92 41,86 

a:Kontrole göre (D=Donöre göre) yeni ortaya çıkmıĢ bant sayısı, b:Kontrole göre (D=Donöre göre)kaybolan bant sayısı 
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Çizelge 5.2 Tüm primerler için GKS değerleri. 

 
Gruplar OPC 01 

% GKS 

OPC 02 

% GKS 

OPC 05 

% GKS 

OPC 06 

% GKS 

OPC 08 

% GKS 

OPC 09 

% GKS 

OPO 

07 

% 

GKS 

TUBE 

A08 

% 

GKS 

Ortalama 

% 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 (Donör) toplam bant 

 

Bu çalıĢmadaki örnekleri 6 adet doğal tetraploid T. pratense aseptik donör ve 6 adet klon 

bitkicik oluĢturmaktadır. Donör örnekler D, klon örnekler C ile ifade edilmiĢ olup, RAPD 

analizi için OPC 01, OPC 02, OPC 05, OPC 06, OPC 08, OPC 09, OPO 07 ve Tube A08 

olmak üzere 8 primer kullanılmıĢtır. 

 

Çizelge 5.2 ’e göre D1 örneğinde 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 oluĢturmuĢ olup, toplam bant sayısı 

115 dir. C1 örneğinde OPC 01 primerinde donöre göre 4 yeni bant ortaya çıkmıĢ, 2 bant 

kaybolmuĢtur. OPC 02 primerinde donöre göre 3 yeni bant oluĢmuĢ, 1 bant kaybolmuĢtur. 

OPC 05 primerinde donöre göre 3 yeni bant oluĢmuĢ, 2 bant kaybolmuĢtur. OPC 06 

primerinde donöre göre 1 yeni bant oluĢmuĢ, 3 bant kaybolmuĢtur. OPC 08 primerinde 

donöre göre yeni oluĢan ve kaybolan bant görülmemiĢtir. OPC 09 primerinde donöre göre 4 

yeni bant oluĢmuĢ, 3 bant kaybolmuĢtur. OPO 07 primerinde donöre göre 4 yeni bant 

oluĢmuĢ, 5 bant kaybolmuĢtur. Tube A08 primerinde donöre göre yeni oluĢan ve kaybolan 

bant yoktur. D1 donörü ve C1 klonu arasındaki polimorfizm yüzdesi 30,43 olarak 

bulunmuĢtur. 

 

D2 örneğinde 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 A08 primeri 22 bant oluĢturmuĢ olup, toplam bant sayısı 123’tür. C2 
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örneğinde OPC 01 primerinde donöre göre 1 yeni bant ortaya çıkmıĢ, kaybolan bant 

görülmemiĢtir. OPC 02 primerinde donöre göre 12 yeni bant oluĢmuĢ, kaybolan bant yoktur. 

OPC 05 primerinde donöre göre 14 yeni bant oluĢmuĢ, kaybolan bant yoktur. OPC 06 

primerinde donöre göre 15 yeni bant oluĢmuĢ, kaybolan bant görülmemiĢtir. OPC 08 

primerinde donöre göre yeni oluĢan bant sayısı 14 olup, kaybolan bant görülmemiĢtir. OPC 

09 primerinde donöre göre 10 yeni bant oluĢmuĢ, 3 bant kaybolmuĢtur. OPO 07 primerinde 

donöre göre 20 yeni bant oluĢmuĢ, 5 bant kaybolmuĢtur. Tube A08 primerinde donöre göre 22 

yeni oluĢan bant görülmüĢ olup ve kaybolan bant yoktur. D2 donörü ve C2 klonu arasındaki 

polimorfizm yüzdesi 17,07 olarak bulunmuĢtur. 

 

D3 örneğinde 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 oluĢturmuĢ olup, toplam bant sayısı 112’dir. C3 örneğinde 

OPC 01 primerinde donöre göre 7 yeni bant ortaya çıkmıĢ, kaybolan bant görülmemiĢtir. OPC 

02 primerinde donöre göre 2 yeni bant oluĢmuĢ, kaybolan bant sayısı 1’dir. OPC 05 

primerinde donöre göre 2 yeni bant oluĢmuĢ, 4 bant kaybolmuĢtur.. OPC 06 primerinde 

donöre göre yeni bant oluĢmamıĢ, 6 bant kaybolmuĢtur. OPC 08 primerinde donöre göre yeni 

oluĢan bant sayısı 3 olup, kaybolan bant görülmemiĢtir. OPC 09 primerinde donöre göre 5 

yeni bant oluĢmuĢ, 1 bant kaybolmuĢtur. OPO 07 primerinde donöre göre 2 yeni bant 

oluĢmuĢ, kaybolan bant yoktur. Tube A08 primerinde donore göre 2 yeni oluĢan bant 

görülmüĢ olup ve 3 bant kaybolmuĢtur. D3 donörü ve C3 klonu arasındaki polimorfizm 

yüzdesi 33,92 olarak bulunmuĢtur. 

 

D4 örneğinde 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 oluĢturmuĢ olup, toplam bant sayısı 93’dür. C4 örneğinde 

OPC 01 primerinde donöre göre 6 yeni bant ortaya çıkmıĢ, 1 bant kaybolmuĢtur. OPC 02 

primerinde donöre göre 8 yeni bant oluĢmuĢ, kaybolan bant sayısı 2’dir. OPC 05 primerinde 

donöre göre 5 yeni bant oluĢmuĢ, bant kaybolmamıĢtır. OPC 06 primerinde donöre göre 1 

yeni bant oluĢmuĢ, 3 bant kaybolmuĢtur. OPC 08 primerinde donöre göre yeni oluĢan bant 

sayısı 2 olup, kaybolan bant görülmemiĢtir. OPC 09 primerinde donöre göre 4 yeni bant 

oluĢmuĢ, 4 bant kaybolmuĢtur. OPO 07 primerinde donöre göre 6 yeni bant oluĢmuĢ, 

kaybolan bant sayısı 3’tür. Tube A08 primerinde donore göre 8 yeni oluĢan bant görülmüĢ 



41 

olup ve 3 bant kaybolmuĢtur. D4 donörü ve C4 klonu arasındaki polimorfizm yüzdesi 60,21 

olarak bulunmuĢtur. 

D5 örneğinde 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 oluĢturmuĢ olup, toplam bant sayısı 107’dir. C5 örneğinde 

OPC 01 primerinde donöre göre 5 yeni bant ortaya çıkmıĢ, 1 bant kaybolmuĢtur. OPC 02 

primerinde donöre göre 3 yeni bant oluĢmuĢ, kaybolan bant sayısı 2’dir. OPC 05 primerinde 

donöre göre 2 yeni bant oluĢmuĢ, 1 bant kaybolmuĢtur. OPC 06 primerinde donöre göre  yeni 

bant oluĢmamıĢ, 11 bant kaybolmuĢtur. OPC 08 primerinde donöre göre yeni oluĢan bant 

sayısı 4 olup, kaybolan bant sayısı 4’tür. OPC 09 primerinde donöre göre 1 yeni bant 

oluĢmuĢ, 1 bant kaybolmuĢtur. OPO 07 primerinde donöre göre 2 yeni bant oluĢmuĢ, 

kaybolan bant sayısı 2’dir. Tube A08 primerinde donore göre 5 yeni oluĢan bant görülmüĢ 

olup ve 3 bant kaybolmuĢtur. D5 donörü ve C5 klonu arasındaki polimorfizm yüzdesi 43,92 

olarak bulunmuĢtur. 

 

D6 örneğinde 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 A08 primeri 7 bant oluĢturmuĢ olup, toplam bant sayısı 86’dır. C6 örneğinde 

OPC 01 primerinde donöre göre 1 yeni bant ortaya çıkmıĢ, 4 bant kaybolmuĢtur. OPC 02 

primerinde donöre göre yeni bant oluĢmamıĢ, kaybolan bant olmamıĢtır. OPC 05 primerinde 

donöre göre yeni bant oluĢmamıĢ, 2 bant kaybolmuĢtur. OPC 06 primerinde donöre göre 4 

yeni bant oluĢmuĢ, 2 bant kaybolmuĢtur. OPC 08 primerinde donöre göre yeni oluĢan bant 

sayısı 1 olup, kaybolan bant sayısı 4’tür. OPC 09 primerinde donöre göre yeni bant 

oluĢmamıĢ, 1 bant kaybolmuĢtur. OPO 07 primerinde donöre göre 6 yeni bant oluĢmuĢ, 

kaybolan bant sayısı 4’dir. Tube A08 primerinde donöre göre 7 yeni oluĢan bant görülmüĢ 

olup ve kaybolan bant görülmemiĢtir. D6 donörü ve C6 klonu arasındaki polimorfizm yüzdesi 

41,86 olarak bulunmuĢtur. 

 

Çizelge 5.2’e en yüksek polimorfizm % 60,21 ile 4 nolu klon ve donör arasında görülmüĢ 

olup, 5 nolu klon ve donör arasında % 43,92, 6 nolu klon ve donör arasında % 41,86, 3 nolu 

klon ve donör arasında % 33,92, 1 nolu klon ve donör arasında % 30,43 ve en düĢük 

polimorfizm % 17,07 ile 2 nolu klon ve donör arasında görülmüĢtür. 
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OPC 01 

 

 

ġekil 5.1 OPC 01 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 

 

OPC 02 

 

 
 

ġekil 5.2 OPC 02 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 
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OPC 05 

 

 
 

ġekil 5.3 OPC 05 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 

 

OPC 06 

 

 
 

ġekil 5.4 OPC 06 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 
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OPC 08 

 

 

ġekil 5.5 OPC 08 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 

 

OPC 09 

 

 

ġekil 5.6 OPC 09 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 
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OPO 07 
 

 
 

ġekil 5.7 OPO 07 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 

 

TUBE A08 

 

 
 

ġekil 5.8 Tube A08 primeri ile oluĢturulan amplifikasyon ürünlerinin agaroz jel üzerindeki 

görüntüsü ( M: markör, N: negatif) 
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BÖLÜM 6 

 

TARTIġMA VE SONUÇ 

 

Bu çalıĢmada doğal tetraploid T. pratense L.’de somaklonal varyasyon donör ve klon bitkiler 

arasında RAPD analizi ile belirlenmiĢtir. ÇalıĢmanın ilk aĢamasında doğal tetraploid T. 

pratense tohumları kullanılarak aseptik fideler üretilmiĢ, rejenerasyon çalıĢmaları Çölgeçen 

ve Toker, 2008 ’e göre yapılmıĢtır. Bitki doku kültürü teknikleriyle klon bitkileri üretmek için 

eksplant kaynağı olarak apikal meristem kullanılmıĢtır. ÇalıĢmamızda rejenerasyon süreci 

kontaminasyon olmadan sorunsuz gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Bitki dokusunun yaĢı DNA kalite ve miktarını etkilemektedir. Olgun yapraklardan elde edilen 

DNA’nın saflaĢtırılması, kalın hücre duvarı, polisakkaritler ve fenolik bileĢikler nedeniyle 

zordur (Scarafani and Duranti 2001). Bu nedenle çalıĢmamızda genç aseptik fideler 

kullanılmıĢtır. 

 

Bitkilerden DNA izolasyonu, moleküler düzeyde yapılacak analizlerin baĢlangıç noktasıdır. 

Bitkilerden DNA izolasyon metodu, bitkinin türüne ve dokusunun tipine göre 

belirlenmektedir. Bitkilerden genomik DNA izolasyonu için farklı protokoller bulunmaktadır. 

Ancak farklı bitkilerin kimyasal içerikleri de farklı olduğundan birbirine yakın türler için bile 

özel genomik DNA izolasyonu gerekli olabilmektedir. DNA izolasyonunda baĢarı; DNA’nın 

miktarı, kalitesi ve kullanıĢlılığı ile ölçülmektedir (Kaçar 2003). Literatürde bulunan, bitkilere 

özgü DNA ekstraksiyon yöntemleri her zaman her bitki için aynı sonuçları verememektedir. 

Bu durum bitkinin içerdiği fenolik bileĢiklerden kaynaklanıyor olabilir. Modifiye CTAB 

yöntemi kullanarak Trifolium ’dan DNA izolasyonunu gerçekleĢtirilmiĢtir (Isobe et al. 2009) 

Fenolik bileĢiklerin kirliliğe neden olmasından dolayı çalıĢmamızda genç fideler kullanılmıĢ 

ve DNA izolasyon metodu olarak Lefort (1998) kullanılmıĢtır. 

 

DNA’lar kalite bakımından değerlendirildiğinde, kaliteli DNA’larda saflığın A260/A280 

oranının yaklaĢık 1,8-2,0 civarında olması beklenmektedir. Elde edilen değerin 2’den 
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yüksek olması; örneğin RNA, kloroform ya da fenol ile kirli olduğunu ve 1,8 değerinden 

düĢük olması örnek içinde proteinler ya da fenolik bileĢikler bulunduğunun göstergesidir 

(Hoisington, 1992). Bu çalıĢmada uygulanan yöntemde elde edilen DNA saflık oranları 1,49-

2,07 arasında bulunmuĢtur. Elde edilen genomik DNA’nın miktarı ve saflığı nanodrop ile 

ölçülmüĢtür (Çizelge 4.3). Aynı zamanda izolasyon sonucunda elde edilen DNA’ların agaroz 

jel görüntülerine bakıldığında, tek bir bant gözlenmiĢtir. Tek bant görülüyor olması RNA ve 

hücre sekonder metabolitlerinden arınmıĢ, sarmal yapılarını koruyarak, parçalanmamıĢ 

genomik DNA eldesinin göstergesidir (KarataĢ ve Ağaoğlu 2006). 

 

In vitro ortamda yetiĢtirilen doğal tetraploid T. pratense’de görülen değiĢiklikler RAPD 

analizleri sonucunda 8 RAPD primerinde ( OPC-01, OPC-02, OPC-05, OPC-06, OPC-08, 

OPC-09, OPO-07 ve Tube A08) gözlenen farklı DNA bantları ile genetik olarak tespit 

edilmiĢtir. Kullandığımız tüm primerler polimorfizm göstermiĢ olup, yapılan literatür 

çalıĢmasında Fabaceae familyasındaki farklı türlerde de kullanılan aynı primerlerin 

polimorfizm gösterdiği belirlenmiĢtir (Hossain et al. 2003, Patil et al. 2013). Kullanılan 

primerlerin amplifikasyon dereceleri ve bant sayıları farklı olup, bütün primerler polimorfizm 

göstermiĢtir. Genetik düzeyde incelenen bu değiĢiklikler elde edilen aseptik fidelerde 

somaklonal varyasyonun varlığını göstermiĢtir. 

 

Yaygın olarak moleküler tanımlamada kullanılan RAPD yönteminin baĢarısı, az miktardaki 

DNA ile yüksek oranda polimorfizm yakalamasıdır (Williams et al. 1990). ÇalıĢmamızda az 

miktarda DNA ile RAPD analizi gerçekleĢtirilerek farklı oranlarda varyasyona rastlanmıĢtır. 

Somaklonal varyasyonun belirlenmesine yönelik çalıĢmamızda RAPD bant profillerinde 

farklı polimorfizm oranları görülmüĢtür. En düĢük polimorfizm oranı (%17,07)  2 numaralı 

klon ve donör arasında (D2-C2) görülürken, en yüksek polimorfizm oranı (%60,21)  4 

numaralı klon ve donör arasında (D4-C4) görülmektedir. Donörler arasındaki en fazla 

varyasyon farkı D2 (toplam 123 bant) ile D6 (toplam 86 bant) arasında görülmektedir. Yapılan 

literatür araĢtırmasında da farklı polimorfizm oranlarına sahip örneklere rastlanılmıĢtır. 

Domateste rejenerant bitkinin ana bitkiye benzerliği % 95 ’den fazla olarak bildirilmiĢtir 

(Soniya et al 2001). Arabidopsis thaliana ’da aynı eksplanttan elde edilen rejenerant bitkiler 

arasındaki polimorfizm oranı % 66,6, rejenerant bitkiler arasındaki polimorfizm oranı ise % 

40 olarak bulunmuĢtur (Polanco and Ruiz 2002). Capsicum annuum rejenerantları arasındaki 

varyasyon yüzdesi % 1,3 ile % 3,8 arasında değiĢkenlik göstermiĢtir (Hossain et al. 2003). 

Vigna ungulculata ’da polimorfizm oranı % 72,82 olarak bulunmuĢtur (Patil et al. 2013). 
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ÇalıĢmamızda görülen yüksek polimorfizm yüzdeleri somaklonal varyasyonun nedenlerinden 

biri olan ploidi kaynaklı olarak yorumlanabilir. Deney bitkimiz olan T. pratense ’nin doğal 

tetraploid olması polimorfizm yüzdesini artırmıĢ olabilir. 

 

Sonuç olarak doğal tetraploid T. pratense ’de rejenerasyon çalıĢmaları yapılmıĢ olmasına 

rağmen literatürde doku kültürü teknikleriyle üretilmiĢ donör-rejenerantlar arası somaklonal 

varyasyonun belirlenmesine dair bir çalıĢma bulunmamaktadır. Mevcut çalıĢmamızla donör 

ile rejenerantlar arası varyasyon belirlenmiĢ, aynı zamanda çalıĢmamız genotip üzerinden 

tamamlanmıĢtır. 

 

ÇalıĢmamızda tohum tutma problemi bulunan doğal tetraploid T. pratense L.’nin bitki doku 

kültürü yöntemleriyle üretiminde somaklonal varyasyon oranları belirlenmiĢtir. Bu noktadan 

itibaren bu bitkinin yem ve tıbbi bitki olarak kullanılması sırasında varyasyonun oranları 

bilindiği için rejenerantlar ile üretimi yapılabilir. Yüksek oranda somaklonal varyasyon 

gösteren bireyler ürettikleri ilaç hammaddesi olabilecek sekonder metabolitler açısından farklı 

değerler gösterirlerse, yeni çeĢitlerin üretimi de mümkün olabilir. Böylece bu tez çalıĢmasıyla 

ortaya konulan veriler doğal tetraploid T. pratense ‘nin yem bitkisi ve tıbbi bitki açısından 

farklı kullanım alanlarındaki veriminin optimizasyonuna yardımcı olacaktır. DüĢük oranda 

varyasyon gösteren klonların çoğaltılması optimizasyon iĢlemlerinin daha rahat yapılmasını 

sağlayacaktır. 
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