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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) SOMATIK EMBRIYOGENESISE EPIGENETIK
INHIBITORLERIN ETKIiSI

Siimeyra UCAR
Damisman: Dog¢. Dr. Murat AYDIN

Amac: Somatik embriyogenesis (SE), bitkilerin genetik iyilestirilmesinde gii¢lii bir aragtir.
Epigenetik mekanizmalar, farkli genler tarafindan kontrol edilen somatik embriyogenesis
sirasindaki kritik faktorlerdir. Bu ¢alismanin amaci epigenetik inhibitor olan TSA ve 5-Azac
kimyasallarinin ekmeklik bugdayda olgun embriyo kaynakli SE iizerine ve SE’de rol alan bazi
genlerin (WOX4, LEC1, BBM1 ve TaSERK) ifadesine etkilerini belirlemektir.

Yontem: Kirik ekmeklik bugday ¢esidinin olgun embriyolar1 TSA (0,1, 0,5, 1 ve 2 uM) ve 5-
Azac (5, 10, 20 ve 30 uM) kimyasallarmin farkli dozlarini igeren kallus olusum ortaminda
(kontrol) (MS temel besi ortami + 12 mg/l dikamba + 0,5 mg/l IAA) kiiltiire alinmis ve kallus
agirligr (mg), kallus olusum orani (%), embriyogenik kallus olusum orani (%), cevap veren
embriyogenik kallus orani (%) ve eksplant basina rejenere bitki sayisi1 (adet) ile 14, 28 ve 42
glinliik kalluslarda WOX4, LEC1, BBM1 ve TaSERK genlerinin mRNA ifade seviyeleri tespit
edilmistir.

Bulgular: Arastirmada biri kontrol olmak tizere TSA ve 5-Azac kimyasallarimin farkli
dozlarindan olusan uygulamalarin in vitro parametrelere etkisinin ¢ok oOnemli oldugu
belirlenmistir. Incelenen genlerin mRNA ifade seviyelerinin kallus yasma ve uygulamalara
gore degistigi tespit edilmistir. Yine, arastirmada, LEC1 geninin mRNA ifade seviyesinin en
fazla 42 giinliik kalluslarda; WOX4 ve BBM1 genlerinin ise mRNA ifade seviyelerinin 14
giinliik kalluslarda tiim uygulamalarda arttig: tespit edilmistir. TaSERK geninin ise 14 ve 28
glinliik kalluslarda ifade seviyesinin uygulamalara gore degisiklik gostermis ve 42 giinlik

kalluslarda azaldig1 belirlenmistir.

Sonu¢: Arastirmada en yiiksek bitki rejenerasyonu 0,5 uM TSA ve 5 pM 5-Azac
uygulamalarindan elde edilmistir. Yine ¢alismada TSA ve 5-Azac kimyasallarinin somatik
embriyogenesiste gorev aldigi bilinen WOX4, LEC1, BBM1 ve TaSERK genlerinin mMRNA
ifade seviyelerine etkilerinin oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Bitki rejenerasyonu, olgun embriyo, TSA, 5-Azac
Agustos 2021, 73 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECTS OF EPIGENETIC INHIBITORS ON SOMATIC EMBRYOGENESIS IN
WHEAT (Triticum aestivum L.)

Siimeyra UCAR
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat AYDIN

Purpose: Somatic embryogenesis (SE) is a powerful tool in the genetic improvement of plants.
Epigenetic mechanisms are critical factors during somatic embryogenesis controlled by
different genes. This study aims to determine the effects of TSA and 5-Azac chemicals, which
are involved in epigenetic regulation, on mature embryo-derived SE in bread wheat as well as
on the expression of some genes (WOX4, LEC1, BBM1, TaSERK) related to SE.

Method: The mature embryos of Kirik bread wheat cultivar were cultured in the callus
formation medium (control) (MS basal medium supplemented with 12 mg/l dicamba and 0,5
mg/l IAA) containing different doses of TSA (0,1, 0,5, 1 and 2 uM) and 5-Azac (5, 10, 20 and
30 uM) chemicals. It was investigated the data related to callus weight (mg), callus formation
rate (%), embryogenic callus formation rate (%), responded embryogenic callus rate (%), and
the number of regenerated plants per explant. Also, the mRNA expression levels of WOX4,
LEC1, BBM1, TaSERK genes in 14, 28 and 42-day-old calli were determined.

Findings: It was determined that the effect of treatments that were occurring from control and
different doses of TSA and 5-Azac on in vitro parameters is very significant and the mRNA
expression levels of examined genes change depending on treatments and age of callus
compared. It was determined the highest mMRNA expression level of the LEC1 gene was in the
42- day-old calli, while mMRNA expression levels of the WOX4 and BBM1 genes increased in
the 14-day-old calli in all treatments. On the other hand, the expression level of the TaSERK
gene varied according to treatments in the 14 and 28-day-old calli and was decreased in the 42-
day-old calli.

Result: It was determined that the effects of treatments consisting of different concentrations
TSA and 5-Azac chemicals on in vitro parameters were very significant and the highest plant
regeneration was obtained from 0.5 uM TSA and 5 uM 5-Azac treatments. Moreover, in this
study, it was revealed that TSA and 5-Azac chemicals have effects on mMRNA expression levels
of WOX4, LEC1, BBM1, and TaSERK genes, which are known to be involved in somatic
embryogenesis.

Keywords: Plant regeneration, mature embryo, TSA, 5-Azac
August 2021, 73 pages
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GIRIS

Tahillar mineral, vitamin, karbonhidrat ve diger besin 6gelerini igermeleri nedeniyle
insan beslenmesinde onemli yer tutmaktadir. Tahil {riinlerinden biri olan bugday (Triticum
aestivum L..), yiiksek karbonhidrat igerigiyle viicudun temel enerji ve proteinini karsiladigindan
(Haider 2013; TUBER 2015), insan beslenmesi, yasam kalitesi ve saglig1 i¢in en temel bitkisel

tiriindiir (Stizer ve Demir 2012).

Triticum monococcum L. (AA), Triticum aestivum L. (AABBDD) Triticum turgidum L.
(AABB), Triticum urartu (AA), Triticum timopheevii (AAGG), ve Triticum zhukovskyi L.
(AAAAGG) olmak iizere alti ana tiirden olusan Triticum cinsi, Poaceae (Bugdaygiller)
familyasina aittir. Bu tiirler kromozom sayilarina gore diploit (2n=2x=14), tetraploit
(2n=4x=28) ve hekzaploit (2n=6x=42) olarak gruplandiriimaktadir (Matsuoka 2011; Atak
2017).

Bugday tanesi yaklasik olarak %8-15 protein, %1- 5 yag, %65-75 nisasta, %1-2 kiil,
%1,5-3 seker ve %11-13 nem igermektedir. Ek olarak bugday tanesinde protein, karbonhidrat
ve yagin yaninda insan ve hayvan iizerinde onemli derecede rol oynayan vitaminler de
meveuttur (Kiin 1988). Ayrica diinya niifusunun kacgimilmaz artist goz Oniinde
bulunduruldugunda bugdayin diinya niifusu i¢in gerekli olan karbonhidratin %55’ini, kalorinin
1se %20’sini karsilamasiyla diinya niifusun yaklasik %36’sinin temel besin kaynagi
durumundadir (Breiman and Graur 1995). Diger taraftan bugday, genetik ve sitolojik
caligmalarda da 6nemli bir materyal olarak kullanilmaktadir (Matsuoka 2011; Atak 2017).

Bugdayin adaptasyon kabiliyetinin yiliksek olmasi, yetistiriciliginin kisa siirede ve kolay
olmasi, yiiksek besin degerine sahip olmasi, depolama, isleme ve tagima kolayligi olmasindan
dolay1 insanlar i¢in vazgegilmez bir gida triinii haline gelmistir (Atar 2017). Diinya bugday
tiretiminin %90’1mn1 olusturan ekmeklik bugdaylar (Triticum aestivum L.), bu 6zellikleriyle
diinyada en cok ekilen ve gida olarak tiiketilen onemli bir kiiltiir bitkisi durumundadir
(Hemdane et al. 2016). Ekmeklik bugday diinya ¢apinda baslica bir temel besin maddesidir ve
bugday veriminin arttirmak, gelecek yillarda yetistiriciler i¢in 6nemli bir amag¢ olacaktir

(Youssef et al. 2018).

FAO 2019 yil1 verilerine gore, ekim alanlarina gére misirdan sonra ikinci sirada yer alan
bugday ekim alani 217 milyon ha, tiretim miktar1 764 milyon ton olarak kaydedilmistir. Bugday
tiretiminin yaklasik %68’i Avustralya, Cin, Hindistan, Kanada, ABD, Almanya, Fransa,
Pakistan, Ukrayna ve Rusya’da yapilmaktadir (FAO 2019).

1



TUIK’in 2019 yil1 verilerine gore iilkemiz 37 milyon 712 bin ha olan toplam tarim
alanina sahiptir. Bu tarim alanlarindan 15 milyon 347 bin ha’ini tahillar olusturmaktadir.
Tahillar igerisinde yer alan bugday ise 6,80 milyon ha’lik bir alan1 kaplamakta ve yillik tiretim
miktart 19 milyon tondur. Yine tilkemizde 2019 yili tahminlerine goére bugday iiretiminin %2,5
azalacag1 tahmin edilmektedir (TUIK 2018). Artan niifusu beslemek igin ciddi iiretim artist
gerekmektedir. Ancak gelismis ve diinya bugday iiretiminin biiyiik kismini karsilayan iilkelerde

yaklasik son 20 yildir bugdayda verim artis1 cok az olmaktadir (Atar 2017).

Diinyada ve Tirkiye’de islenen tarim alanlarinin azalmis olmasi, birim alandan elde
edilen iirlin verimini arttirmak i¢in bolge kosullarina uygun gesitlerin agronomik uygulamalar
ile gelistirilmesinin yaninda bazi 1slah yontemlerinin de 6nemi biiyiiktiir. Artan diinya niifusu
g0z Online alindiginda verimi yiiksek c¢esitlerin gelistirilmesi bitki 1slahgilarinin temel amaci

olmustur (Adak ve Ahmet 2007).

Bugdayda verim ve kalite; genotip, ¢cevre ve genotip x ¢evre interaksiyonundan énemli
oranda etkilenmektedir. Bugdayda yiiksek verim alabilmek igin hastalik ve zararlara dayanikli,
soguk, tuzluluk ve kuraklik gibi biyotik ve abiyotik stres faktorlerine toleransli olmasi

gerekmektedir (Aydin 2005; Aydogan vd. 2007).

Gilinlimiizde bugday 1slahinda verim ve kalite artigina katkida bulunan bir¢ok yontem
kullanilmakta ve de istiin verimli ve kaliteli bircok cesit klasik 1slah calismalarindan
yararlanilarak gelistirilmistir. Ancak hastalik ve zararlilar basta olmak {izere baz1 biyotik ve
abiyotik strese kars1 dayaniklilikta heniiz istenilen sonug tam olarak elde edilememistir. BitKi
1slahinda klasik 1slah metotlar1 kullanilarak kantitatif karakterleri etkileyen genlerin aktarilmasi
saglanmistir. Ancak bu yontemle baglanti (linkage) gibi bir¢ok sorunla karsilasilabilmekte ve

cesit gelistirmede 1slah siiresi uzun zaman alabilmektedir (Aydin 2009).

Tahillarda meydana gelen bu sorunlar klasik 1slaha yardimci olan modern islah
yontemleri kullanilarak ortadan kaldirilabilmektedir. Modern 1slah yontemleri olarak
adlandirilabilecek bitki genetik miithendisligi veya biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasiyla
genetik baglilikta (linkage) ve melezlemede karsilasilan sorunlar yok edilebilmekte, ayni
zamanda 1slah siiresi kisaltilarak para ve zamanda tasarruf saglanabilmektedir (Aydin 2009; Bie
et al. 2012; Zao et al. 2020).

Bunun yaninda biyoteknolojik yontemlerin ilk uygulamasi olan doku kiiltiirii teknikleri
ile bitkiden alinan herhangi bir parca (eksplant) ile aseptik sartlarda kisa siirede bitkinin istenen
kisimlarinin veya tiim bir bitkinin ¢ogaltimi miimkiindiir (Babaoglu et al. 2001). Embriyo
kiiltiirii bugday 1slahinda klasik bitki 1slahina olduk¢a yardimci olan modern teknolojik

yaklasimdir (S6nmezoglu 2010).



Genetik miithendisligi calismalarindan yararlanilarak doku kiiltiiri yontemleri ile kiiltiire
alinan bitki hiicrelerine gen aktarimi yapilabilmekte ve bu bitki kisimlar1 aseptik sartlarda
uygun besi ortamlarinda tam bir bitki haline getirilerek, aktarilan geni tasiyan transgenik
bitkiler elde edilebilmektedir (Aydin 2009). Bugdayda gen aktarim ¢alismalar1 etkili bir bitki
rejenerasyon sistemine baglidir. Bu ¢alismanin basarisinin basta genotip olmak tizere birgok
faktore bagli oldugu bilinmektedir (Aydin 2009; Adak ve Ahmet 2007; Bie et al. 2017; Zhang
et al. 2018).

Bitki rejenerasyon sistemlerinden biri olan somatik embriyogenesis (SE), embriyo
olusumu i¢in gerekli olan biyokimyasal ve molekiiler siireglerde 6nemli rol oynamaktadir (Nic-
Can et al. 2013). Bu sistem, bitkilerde ddllenmeyi engelleyici gesitli cevresel ve genetik
faktorlerin {istesinden gelerek (Arnord et al. 2002) birgok bitki tiirliniin, hizli klonal
cogaltilmasinda 6nemli bir potansiyele sahip olmasinin yan1 sira sentetik tohum {iretimi ve gen

aktarimi alanlarinda kullanilan 6nemli bir tekniktir.

Bugday’da genetik transformasyon c¢aligmalarinda bugdayin eksplant tiirleri arasinda
olgunlagmamis embriyo, olgun embriyo, anter ve geng basak kullaniminin yaygin olmasinin
yani sira (Shariatpanahi et al. 2006; Dong et al. 2020) eksplant olarak yaslanmis dokularinin

kullanimi durumunda embriyogenik hiicre olusturmak oldukga zordur (Karami et al. 2009).

SE teknigi ile genetik transformasyon c¢alismalarinda bugday olgunlasmamis
embriyolar1 en yaygin eksplant kaynagi olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak bu
eksplant kaynagi yilin sadece belirli donemlerinde elde edilebilmektedir. Bunun yaninda
kontrollii kosullar altinda seralar kullanilarak kislik olan ¢esitlerde vernalizasyon ihtiyacinin
giderilmesi gerekmektedir. Bu gereklilik zaman ve finans giicii bakimindan 6nemli sorun teskil
etmektedir. Bu soruna karsin, yilin her doneminde kolay temin edilebilme ve kolay
depolanabilme 6zellikleriyle olgun embriyolar, SE’de olgunlasmamis embriyolara bir alternatif
olarak basarili bir sekilde kullanilmaktir (Aydin et al. 2011). Ek olarak olgun embriyo, uygun
ornekleme avantajlarina sahiptir, ¢cevresel kosullardan kolayca etkilenmez ve bireyler arasinda
ayni fizyolojik duruma sahiptir. Bu 6zellikleri ile genetik transformasyon ¢alismalar1 i¢in uygun

bir eksplant tiirii olarak kabul edilmektedir (XG et al. 2014).

SE, bagimsiz vaskiiler sisteme sahip olup kok ve siirgilin aksini igeren iki kutuplu bir
yapimin olusmasima yol agan ve somatik dokulardan iiretilen bir eseysiz tireme siirecidir
(Babaoglu et al. 2001, Elhiti et al. 2013). Bu siire¢ bastan sona kadar belirli asamalardan
(yeniden farklilagma, totipotensi ve embriyogenik potansiyelin erken kazandirilmasi)
olusmaktadir. Bu agamalardan ilki olan yeniden farklilagma olayinda olgun embriyo hiicreleri

meristematik hiicrelere doniismek {izere farklilagirlar. Daha sonra bitki rejenerasyonunda son



derece onemli olan totipotensi agsamasi baglar ve bu asamada hiicreler tam bir bitki olusturma
potansiyeli kazanmaktadirlar (Verdeil et al. 2007; lIkeuchi et al. 2015). Son asamada ise
hiicrelere embriyogenik yetenegin kazandirilmasi ile hiicreler somatik embriyogenik hiicre
durumuna ge¢mektedirler (Osorio-Montalvo et al. 2018; Elhiti et al. 2013; Méndez-Hernandez
et al. 2019; Von Arnold et al. 2002; Heringer et al. 2018).

SE’de embriyogenik olusum safhalarinda embriyo yapilart monokodiledon ve
dikodiledon bitkilere gore farklilik gostermektedir. Dikodiledon bitkilerde embriyo gelisimi
globular, kalp, torpido, kotiledon yapilar1 seklinde meydana gelirken, bugday gibi
monokotiledon bitkilerde ise globular, skutellar ve koleoptilar embriyo yapilar1 seklindedir
(Babaoglu et al. 2001; Elhiti et al. 2013; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Winkelmann 2016; Zhao
etal. 2017; Yang and Zhang 2010; Fujimura 2010) (Sekil 1.). Ancak, bu teknikle embriyogenik
yeterliligin kazandirilmas: ve somatik embriyogenik hiicrelerin bitkiye gegisi uzun zaman
almaktadir. Bundan dolay1 beklenmeyen ve kontrol edilemeyen hiicre ve dokularda genetik
degisikliklere sebep olan varyasyonlar meydana gelmektedir. Bu varyasyonlar mikrogagaltim
basta olmak iizere ozelliklede gen aktarim ¢alismalarini sinirlandirmaktadir (Korkmaz vd.
2013; Bregitzer and Tonks 2003). Bu sinirlandirmanin 6niine gegmek i¢in bu siireglerin
hizlandirilmasi bu sistem i¢in O6nem arz etmektedir. Bu sebepten dolayr somatik
embriyogenesisin tiim yonleriyle (epigenetik, transkriptomik, biyokimyasal) incelenmesi son

calismalarda ongoriilmiistiir (Osorio-Montalvo et al. 2018).
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Sekil 1. SE’e genel bir bakis (Osorio-Montalvo et al. 2018).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, gegmisten bugiine kadar calisilan SE’nin birtakim
genler (WOX, LEC, BBM1, SERK,) tarafindan kontrol edildigini ve epigenetik bir denge

mekanizmasma sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle bu genlerin SE olusum



asamalarinda (Sekil 2.) 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir (Wojcikowska et al. 2013; Feher

et al. 2013; Gulzar et al. 2020; Koehler et al. 2020).
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Sekil 2. Baz1 genlerin SE’de rolleri (Kumar et al. 2017).
Wuschel-related HOMEOBOX4 (WOX) genlerinin hem somatik hem de zigotik

embriyo gelisiminde anahtar roliiniin oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmis olup birgok
protein ve hormonal faktor tarafindan diizenlendigi ortaya konulmustur (Tvorogova et al.

2019). WOX ailesinin transkripsiyon faktorleri (TF), bitki hiicrelerinin ¢ogalmasi ve



farklilasmasimin 6nemli diizenleyicileri olarak islev gorlip kok ve siirglin meristemlerinin
olugsma mekanizmasinda yer almaktadir. Ayn1 zamanda bu TF, gelismekte olan bitkinin sablon

ve organizasyonunu 6nceden belirlemektedir (Wojcikowska et al. 2013; Haecker et al. 2004).

WOX gen ailesinin bir tiyesi olan WUSCHEL (WUS), siirgiin apikal meristem olusumu
sirasinda diizenleyici olarak anahtar rol oynayip, somatik embryogenesisi uyarici olarak gérev

yapmaktadir (Rupps et al. 2016).

Bir homeodomain transkripsiyon faktoriinii kodlayan WUS geni, baslangicta
farklilasmamis bir durumda siirgiin apikal meristemin merkezi bolgesi kisminda hiicre
katmanlar1 boyunca yonlendirilip, otonom olmayan bir sekilde ifade edilmektedir. WUS oksin
ve sitokininlerle baglantili olup organogenesisi ya da somatik embriyogenesisi uyarmada gérev
almaktadir. Eksojen oksin konsantrasyonu seviyesi ile diizenlenen dogru bir WUS ifadesi,

somatik embriyo indiiksiyonu igin gereklidir (Bouchabke-Coussa et al. 2013).

SE’nin kontroliinde merkezi bir rol alan Leafy cotyledon (LEC) genleri, ozellikle
somatik embriyo olusturma asamasinda dnemli gorev almaktadir. Bu genler oksin biyosentezi
yolaginda goérev alan diger genlerin diizenlemesini saglayarak endojen oksin seviyelerini
arttirmaktadir (Wojcikowska et al. 2013). Aym1 zamanda embriyogenezin olusma siirecinin
altinda yatan mekanizmalar1 tanimlamak i¢in bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Braybrook ve
Harada 2008). LEC1 ve LEC2, erken ve ge¢ embriyogenezin bir¢ok yoniinii kontrol etmektedir.
LECI1, CCAAT baglanma faktoriiniin (CBF) HAP3 alt birimine bir TF homologunu kodlarken,
LEC2, korunmus RY motifini taniyan ve zigotik embriyogeneze 6zgii transkripsiyonel olarak
diizenlenen bitkilerde bir B3 DNA baglama motifini kodlamaktadir (Brand et al. 2019).

LEC1 ve LEC2, LEC1-LIKE (L1L) ve B3 bolge proteinleri ABSCISIC ACID-
INSENSITIVE3 (ABI3) ve FUSCA3 (FUS3) ile birlikte topluca LAFL ag1 (LEC1/LIL, ABI3,
FUS3 ve LEC2) olarak adlandirilir. LAFL proteinleri, embriyonun erken gelisim siireglerini ve
embriyo olgunlagmas: siireclerini diizenleyip embriyogenez boyunca islev gortirler. FUS3 ve
ABI3 agin ifade edildiginde somatik embriyogenezi indiiklemesede, fidelere embriyo

ozellikleri kazandirmaktadirlar (Horstman et al. 2017).

BABY BOOM (BBM), bitki gelisiminde ¢esitli islevlere sahip olan AP2 transkripsiyon
faktor ailesinin bir liyesidir. BBM AP2 / ERF domain proteini, Brassica napus mikrospordan
tiiretilmis embriyo kiiltiirlerinde embriyo gelisimi i¢in markor olarak kullanilan tohum ve kok-
meristemlerde ifade olan bir transkripsiyon faktoriidiir. BBM'nin ifadesi, fidelerden somatik
embriyo ve kallus olusumunu indiiklemektedir. BBM genlerinin ifadesi sadece SE

indiiksiyonundan sonra 6nemli role sahiptir (Rupps et al. 2016).



Somatik embriyogenesis reseptor kinazlar (SERK’ler), sinyal transdiiksiyonunda yer
alan reseptdr benzeri kinazlarin kiiciik bir gen ailesine aittir. Ayn1 zamanda transmembran
proteini olarak bilinen SERK, 16sin agisindan zengin tekrarlarin (LRR’ler) varligi ile
karakterize edilen genis reseptor benzeri kinazlar (RLK’ler) grubunda yer almaktadir. SERK
geni ilk olarak embriyogenik ve embriyogenik olmayan havug kiiltiirlerinin taranmasiyla
tanimlanmis ve embriyogenik yeterlilige sahip hiicreler i¢in spesifik bir markdr olarak kabul
edilmistir (Rupps et al. 2016). Bugday olgun embriyo kiiltiiriinde, misir, Paspalum notatum,
Brachypodium disthachyon ve Oryza sativa (Podio et al. 2014; Oliveira et al. 2017; Singla et
al. 2009) baslica embriyo gelisim evrelerinde TaSERK’lerin dokuya 6zgli ifadesi somatik
embriyogenesis sirasinda 6nemli rolleri mevcuttur (Singh and Khurana 2017). TaSERK genleri
genel olarak hiicre kiiltiirlerinde embriyogenez sirasinda ifade olmaktadir (Ortowska et al.
2017; Baudino et al. 2001; Hecht et al. 2001).

Ozellikle SERK gen aileleri ve LEC, WUS gibi germin benzeri protein kodlayict
genlerin SE teknigi ile transdiiksiyon yolagi ve transkripsiyonel regiilasyonda onemli iligkileri
oldugu tespit edilmistir (Mahdavi-Darvari et al. 2015). Bu genler, SE’nin indiiklenmesi igin

vazgecilmezdirler.

SE tekniginde somatik hiicrelere embriyogenik yetenegin kazandirilmasi, bir dizi
genetik program tarafindan yonetilmektedir. SE tekniginde gorev alan bu genlerin ifadeleri bir
takim genetik tetikleyiciler tarafindan baskilanmaktadir. Bu nedenle gen ifade modellerinin
yeniden programlanmasi gerekmektedir. Bunun yaninda somatik hiicrelerde embriyo gelisimini

yoneten epigenetik program devreye girmektedir (Feher ve et al. 2003; Zhang et al. 2005).

DNA metilasyonu, kromatinlerin yeniden bigimlendirilmesi ve mikroRNA’lar
(miRNA), SE’de rol alan epigenetik degisikliklerdir (Sekil 3.) (Kumar et al. 2017; Miguel and
Marum 2011; Neelakandan and Wang 2012; Mahdavi-Darvari et al. 2015; Ikeuchi et al. 2016).
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Sekil 3. SE’de epigenetik mekanizma (Osorio-Montalvo et al. 2018).

Son zamanlarda yapilan caligmalar epigenetik mekanizmalarin diizenlenmesi
sonucunda yukarida bahsedilen embriyogenik diizenleyici genlerin ifade edilmesini saglayarak
somatik embriyogenesis ¢aligmalarini gelistirecegini savunmaktadirlar. Bu nedenle epigenetik
mekanizmalarin arastirtlmast farkli bitki tiirlerinin embriyogenik kapasitesini arttirmaya
yarayarak bitki iyilestirilmesi hususunda bitki 1slahi i¢in yeni yaklagimlar1 gelistirmeye
yardimci olacaktir (Kumar et al. 2017). SE’nin genetik temelini anlamada gelismeler olmasina
ragmen, bu siireci diizenleyen epigenetik mekanizma hala tam olarak agiklanamamistir (Nic-

Can et al. 2013).

Biitlin bir bitkinin olusumunu saglayan somatik hiicrelerin farklilagmasi ve
farklilasmasinda epigenetik mekanizmalarin gen ifadesini modiile ederek calistig1 genel olarak
kabul edilmektedir (Mahdavi-Darvari et al. 2015) (Sekil 4). Epigenetik modifikasyonlar
niikleotid sekanslarin1 degistirmede, DNA sablonlarini susturabilen ya da siiper aktif eden bir
molekiiler mekanizmadir (Habu et al. 2001; holliday, 1987). DNA metilasyonu, kromatinlerin
yeniden bi¢imlendirilmesi ve miRNA’lar yoluyla gen ifadesinin diizenlenmesi, epigenetikte
onemli siireclerdir (Kumar et al. 2017; Ronemus et al. 1996, Jones ve Takai 2001). Ozellikle

DNA metilasyonu ve kromatinin yeniden modellenmesi, SE’nin indiiksiyonunun



diizenlemesinde epigenetik mekanizmalar olarak da tanimlanmaktadir (Miguel ve Marum

2011; Krishnan and Siril 2017).
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Sekil 4. DNA metilasyonu ile embriyogenik yeterlilik (Kumar et al. 2017).

DNA metilasyonu 1948 yilinda Hotchkiss tarafindan ilk olarak kesfedilen epigenetik
markor olmustur. DNA metilasyonu, DNA sitozin metiltransferaz enzimleri (CMT), yeniden
diizenlenmis metiltransferaz (DRM) ve metiltransferaz (MET) aileleri araciligiyla gergeklesir
(Miguel ve Marum 2011). DNA metilasyonu gen ifadesini etkileyerek hiicre fonksiyonlarini
degistiren, bir metil grubunun kovalent sekilde DNA metiltransferaz (DNMT) katalizinde, bir
CpG diniikleotidindeki Sitozinin 5-karbonunda yapiya eklenmesiyle meydana gelen bir olaydir.
DNA metilasyonu 6zellikle gen ifadesinde dnemli role sahiptir (Nestler 2014) (Sekil 5).

DNA metilasyonu, gen ifadesindeki temel rolii nedeniyle en ¢ok ¢alisilan epigenetik
mekanizmalardan biridir. Ozelliklede hipometilasyon ve hipermetilasyon arasindaki denge
somatik embriyogenesisin basarisinda oldukca dnemlidir. Ancak olgun embriyo kiiltiiriinde
stres faktorlerinden dolayr istenmeyen diizeyde metilasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Osorio-
Montalvo et al. 2018). Birka¢ raporda DNA metilasyon seviyesinin in vitro ortamlarda
embriyogenik hiicrelerde degisebilecegi gosterilmistir. DNA metilasyon modellerindeki
degisiklikler veya modifikasyonlar, bitkilerde SE’nin baslatilmasi ve gelistirilmesinde rol
oynayan gesitli aday isaretleyici genlerin diizenleyici mekanizmalarina baglidir (Kumar et al.

2017).
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Sekil 5. DNA metilasyon mekanizmasi (Ciechomsk et al. 2019).

Diger bir epigenetik mekanizma olan histon modifikasyonlar1 kodlanan ve
kodlanmayan genom sekanslarini olugturmaktadir. Bu modifikasyonlar hiicre dongiisiiniin
gelisimsel fazinda gevresel faktorlerden etkilenmektedir (Dolinoy vd. 2007). Histon
modifikasyonlarindan biri olan histon asetilasyonu transkripsiyonda dogrudan rol
oynamaktadir. Histon asetilasyonu, histon proteinlerinin bazi amino asitlerine asetil gruplarinin
(-COCHB3) baglayip histonlar asitleyerek, DNA ve histon arasindaki etkilesimin azalmasina
neden olmaktadir (Zhao et al. 2010) (Sekil 6). Boylelikle asetilasyon gergeklesmis bolgedeki
genlere, transkripsiyon proteinleri daha kolay ulagsmaktadir. Bundan dolay1 histon asetilasyonu

transkripsiyon i¢in gereklilik arz etmektedir.
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Kromatine ait ONA'lar [~ ’ gy ™

(kirmuas renk)
nukleozomlara sanil Histonlarin asetilasyonu transkripsiyon igin gereklidir
olarak bekler

Histonlarin fosforilasyonu hiicre dongisiini dizenler
Nukleozomlar Histon
Proteinleridir (mavi

o N ) Me Mo (Mo Me
renk)
PK !
L —

Histonlarin metilasyonu transkripsiyonu engeller*®

Kisaltmalar; HAT= Histon Agll Transferaz, HMT=Histon Metil Transferaz, PKeProtein kinaz enzimleridir
Not; *Ban durumlarda da uyane

Sekil 6. Histon modifikasyonu (Anonim 2020a)

11



Ancak asetilasyon yerine histon deasetilasyonunun meydana gelmesi asetik gruplarin
amino asitlere baglanmasini engellenmesine ve DNA’ya histonlart sikica baglayarak genlerin
ifadelerini engellemektedir (Can et al. 2011) (Sekil 7).

transcription
factors » )
< - Transcription

Deacetylated: M OFF )
“Closed” Nucleosome -
> (O

O
HATs J[ HDACs

Transcription
ON [

“Open’” Histone » | OO

Sekil 7. Histon deasetilasyon mekanizmasi (Anonim 2020Db)

Kiiciik, endojen protein kodlamayan diizenleyici RNA’lar, bitkilerde epigenetik
stireclerin yonetiminde ortaya ¢ikmaktadir. miRNA’lar, yaklasik 21 niikleotit uzunlugundadir
ve tek sarmalli RNA 6nciilerinden tiiretilmektedir. Bitkilerde olgunlagsmalari igin dicer benzeril

(DCL1) enzim tarafindan parcalanmalar1 gerekmektedir (Tang et al. 2003) (Sekil 8).

Bitkilerde miRNA’lar, transkripsiyon aninda ve transkripsiyon sonrasinda kismen veya
tamamen tamamlayici sekans homolojisi yoluyla gen ifadesini diizenlemektedir (Neelakandan
ve ark. 2012). Ayrica miRNA’lar SE’nin indiiksiyonunda gorev almaktadir (Mahdavi-Darvari
et al. 2015) (Sekil 9).

J
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Sekil 8. miRNA olusum mekanizmasi (Anonim 2020c).
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Sekil 9. SE indiiksiyonunda epigenetik siire¢ (Wojcikowska et al. 2020).

Histon deasetilaz inhibitorii olan trikostatin A (TSA) (Sekil 10), histon asetilasyonuna
sebep olup genlerin ifade seviyelerini arttirmaktadir. TSA, alifatik zinciri histon deasetilaz
(HDAC)’larin katalitik olarak aktif alaninda bulunan hidrofobik yariga yerlesir. TSA
uygulamasinin hayvanlarda ve bitkilerde gen ifadesi tizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugu
yapilan bazi ¢aligmalarda vurgulanmistir. Ayrica TSA’nin embriyogenik gecisi kontrol eden
bazi diizenleyici genlerin ifade edilmesine yardimci olarak embriyogenik potansiyeli arttirdigi
savunulmustur (Wojcikowska et al. 2018; Finnin et al. 1999). Bunun yaninda somatik
embriyogenesiste gorev alan bazi genler iizerine etkisinin oldugu ortaya konulmustur. Islah
caligmalarinda 6nemli bir yeri olan katlanmis (double) haploid (DH) iiretiminde TSA’nin
kullanilmas1 verimlilikte 6nemli bir artiga neden olmustur. Bu nedenle bugday 1slah programlari

icin DH protokollerine TSA nin dahil edilmesi savunulmaktadir (Jiang et al. 2017).

O O

N _OH

N
H
N

Sekil 10. TSA agik kimyasal formiilii (Anonymous 2020d).

Ortaya ¢ikana DNA metilasyon seviyeleri, DNA metilasyon inhibitorii olan 5-azasitidin
(5-Azac) (Sekil 11) gibi kimyasallarin kullanilmasiyla degistirilebilmektedir. DNA

demetilasyon aktivitesinin bir niikleotit analogu olan 5-Azac, DNA metilasyonunun gelisimsel
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stireglerdeki roliinti incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. 5-Azac, sitozin yerine yeni
sentezlenmis DNA zincirine rastgele eklenerek, DNA metiltransferaz aktivitesinde bir azalma
meydana getirmektedir. 5-Azac uygulamasinin, SE i¢in bir doku kapasitesi de dahil olmak
tizere in vitro olarak indiiklenen morfojenik siiregleri etkiledigi belirtilmesine ragmen, somatik
bitki hiicrelerinin gelisimsel plastisitesini kontrol eden genlerin epigenetik diizenlenmesinde bu

modifikasyonun rolii hakkindaki bilgiler sinirlidir (Grzybkowska et al. 2018).

NH»
NS

O)\N)

Ty

OH OH

HO

Sekil 11. 5-Azac agik kimyasal formiilii (Anonymous 2020e).

Somatik embriyogesiste, embriyo olusumu igin gerekli olan biyokimyasal ve molekiiler
stirecler bitki rejenerasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada ekmeklik bugdayda
olgun embriyo kaynakli somatik embriyogesis lizerine epigenetik diizenlemelerde gorev alan
TSA ve 5-Azac kimyasallarinin somatik embriyogenesiste rol alan bazi genlerin (BBM1,
SERK, WOX ve LEC) ifadesine etkisi incelenerek bu genlerin bugdayda olgun embriyo

kaynakli somatik embriyogenesisteki rolleri incelenmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Bugday, insan beslenmesine katki saglayan en énemli gida triinlerinden biridir. Besin
degerinden dolay1 gida iiriinlerinin yapiminda kullanilmaktadir. Bu yoniiyle tahillar arasinda
¢ok onemli pozisyona sahip olmustur (Rashid et al. 2019). Ekmeklik bugday, diinyadaki
bugday tliretiminin %95’den fazlasini olusturmaktadir. Bugday veriminin arttirilmasi, diinyanin
artan niifusunu beslemek i¢in biiyiik bir kiiresel onceliktir. Bu talebi karsilamak i¢in bugday
veriminin 2050 yilina kadar %50 oraninda artmasi gerektigi tahmin edilmektedir (Tadesse et
al. 2019). Bugday veriminin arttirilmasi 1slah ¢aligmalariyla miimkiin olmaktadir. Son
zamanlarda 1slaha yardimci birgok biyoteknolojik metodun bugday islahinda kullanilmasiyla
zamandan tasarruf saglanmis, verim ve kalite arttirilmigtir. Bu biyoteknolojik yontemlerden in
vitro bitki rejenerasyon prosediirleri ile genetik transformasyon calismalarinda basar1 elde

edilmistir (Wu et al. 2003; Dejan et al. 2008).

SE’de rol alan genlerin ifadesi epigenetik mekanizmalar tarafindan etkilenmektedir. Bu
epigenetik mekanizmalardan olan DNA metilasyonu, kromatinin yeniden sekillenmesi ve
mMiRNA’lar SE sirasinda genlerin yeniden programlanmasini diizenlemektedir. Ozellikle LEC
ve WUS genleri, SE’nin indiikksiyonunda epigenetik olarak diizenlenmektedir. DNA
metilasyonu ve kromatinin yeniden sekillenmesi, somatik hiicrelerde embriyogenik yeterliligin
erken tanimlanmasi i¢in aday belirtegler olarak kullanilabilmektedir. Ayrica, epigenetik
regiilasyon mekanizmalar1 (DNA metilasyonu, kromatinin yeniden sekillenmesi ve
mMiRNA’larin varlig1) SE indiiksiyonunda gérev almaktadir. Ornegin, somatik embriyogenezde
aday miRNA’larin ve miRNA aracili gen susturma mekanizmalarmin tanimlanmasi ve
arastirilmasinin, bitki hiicresi totipotensine yeni i¢gdriiler saglamasinin yani sira somatik
hiicrelerin embriyogenik kapasitesini siirdiirme ve gelistirme yollarinin arastirilmasina
rehberlik etmesi beklenmektedir (Mahdavi-Darvari et al. 2014). miRNA’lar ve diger kiigiik
kodlamayan RNA'lar (SRNA’lar), bitki gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayip,
epigenetik mekanizmay1 etkilemektedir (Yakovlev and Fossdal 2017). Yine miRNA
molekiilleri, gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi diizenlemesine katkida bulunmaktadir
(Wojcikowska et al. 2020). DNA metilasyonu, bitkilerde SE kontrol eden genlerin
diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir (Chen et al. 2020). Histon asetilasyonu bitki
hiicrelerinin boliinmesinde ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ancak bugday olgun

embriyo kiiltiiriinde bu fonksiyon heniiz tam olarak agiklanamamustir (Bie et al. 2020),
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January et al. (2002), somatik embriyogenesiste DNA metilasyonunun roliinii
arastirmak i¢in, Medicago truncatula bitkisinde demetilasyona sebep olan 5- Azac kimyasalini
kullanarak bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Somatik embriyolar iretmek igin farkli dozlarda
uygulanan 5-Azac’n yiiksek dozunun somatik embriyolarin iiretimini durdurarak rejenerasyon
kapasitesinin kaybina neden oldugunu gozlemlemislerdir. Yine ayni ¢alismada metillenmeye
duyarli enzimlerle yapilan analiz sonucunda, SE yeterliliginde metilasyonla iligkili bir
bozulmanin meydana geldigi ve SE’nin belirli bir diizeyde DNA metilasyonuna bagli oldugu

sonucuna varilmstir.

Uddenberg et al. (2011) kozalakli agaglarda (Picea abies ve Pinus sylvestris) TSA
uygulamasinin embriyogenik potansiyeli ve embriyogenesis ile ilgili LEC genlerinin ifadesini
etkileyip etkilemedigini incelemislerdir. P. abies'in TSA'ya maruz kaldiktan sonra, filizlenen
somatik embriyolari, embriyogenik dokuyu ayirt etme yeterliligini saglamis ve hem somatik
hemde zigotik embriyolarda erken embriyo gelisiminde LEC’in ifadesinde yiiksek artis

oldugunu tespit etmislerdir.

Fraga et al. (2012), calismalarinda kaymak agaci (Acca sellowiana) kullanarak 5-Azac
ve 2,4-D diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) kimyasallarinin SE’de global DNA metilasyon
seviyeleri lizerindeki etkilerini incelemislerdir. 2,4-D icermeyen ortamda somatik embriyo
olusumunun meydana gelmedigi, 2,4-D ve 5-Azac ile desteklenen ortamlarda ise somatik
embriyo olusumunun arttig1 gézlemlenmistir. Metilasyon bakimindan degerlendirildiginde SE
indiiksiyonu sirasinda test edilen kiiltirlerin metilasyon seviyelerinde kademeli bir artigin
oldugunu, 5-Azac uygulamasindan sonra ise metilasyonun azaldigini bildirmislerdir. Calisma
sonucunda, DNA metilasyonunun Acca sellowiana’da SE’yi olumsuz yonde etkiledigi, 5-
Azac’in ise metilasyonu dogrudan etkileyerek Acca sellowiana’da somatik embriyolarin

sayisini arttirdigini rapor etmislerdir.

Wojcikowska et al. (2013), in vitro ortamda farkli oksin uygulamalarina Arabidopsis
eksplantlarmin morfogenik tepkilerini ve bu uygulamalarin LEC2 gen ifade seviyesi iizerine
olan etkilerini incelemislerdir. LEC2 yiiksek ifade seviyesinin, SE indiiksiyonunda
embriyogenik yapilart 6nemli derecede degistirdigini bildirmislerdir. Ayrica oksin biyosentez
yolunda gorev alan YUCCA’ ve TAA1'in SE indiiksiyonunda rol aldigimi1 ve YUCCA (YUCI,
YUC4 ve YUC10) genlerinin ifade seviyelerinin LEC2 gen ifadesi ile iligkili oldugunu ve de
LEC2’nin SE’de anahtar bir rol oynadigini ortaya koymuslardir.

Nic-Can et al. (2013), Coffea canephora’da yaptiklart bir ¢alismada SE’nin erken
embriyogenik olusum asamalarinda meydana gelen DNA metilasyonu ve histon

modifikasyonlarina 5-Azac’in etkisini arastirmislardir. Arastirmada DNA metilasyonunun
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(H3K9me2 ve H3K27me) embriyo gelisimine gore degistigini ve LEC1, BBM1 ifadesinin
sadece SE indiikksiyonundan arttigin, WOX4 geninin ifade seviyesinin ise embriyo
olgunlagmasi sirasinda azaldigini belirtmiglerdir. Arastirma sonucunda, 5-Azac’in hem DNA
metilasyonunu hem de LEC1 ve BBML1 genlerinin ifade seviyelerini etkiledigi bildirilmistir.
Ayrica WOX4 geninin H3K9me? tarafindan diizenlendigi, LEC1 ve BBM1’in ise H3K27me3

tarafindan epigenetik olarak diizenlendigini tespit etmislerdir.

Mahdavi-Darvari et al. (2014), yaptiklar1 ¢calismada erken SE belirtegleri olarak kabul
edilen genleri (SERK, LEC ve WUS) incelemislerdir. LEC ve WUS genlerinin embriyoya 6zgii

oldugunu; SERK geninin ise somatik embriyoda ifadesinin daha az oldugunu rapor etmislerdir.

Yakovlev et al. (2016), yaptiklart bir ¢alismada SE’de epigenetik mekanizma ile ilgili
coklu gen modelleri i¢in belirgin transkriptomik degisiklikleri izlemislerdir. Bu genlerin
epigenetik diizenlemede ana etken oldugunu vurgulayarak, epigenetik diizenlemede aday

genler ile ilgili calismalarin yapilmasini 6nermislerdir.

Medicago sativa L. bitkisi tizerinde yapilan bir ¢alismada embriyogenik ve
embriyogenik olmayan hatlarda LEC geninin ifadesi arastirilmis ve bu arastirma sonucunda
embriyogenik olmayan hatta kallus olusumu olmasina ragmen LEC geninin ifade edilmedigi,

bunun aksine embriyogenik hatta ifade edildigi belirtilmistir (Ortowska et al. 2017).

Bravo et al. (2017), SE tekniginin odunsu bitkilerin vejetatif cogalmasinda etkili bir in
vitro yontem oldugunu ortaya koyarak 6zellikle SE’nin molekiiler temelinin anlasilmasi ile bu
teknigin daha etkili olacagini savunmuslardir. Aym1 zamanda odunsu bitkilerin
embriyogenesisinde genlerin rollerinin oldugunu bildirerek, epigenetik bir modifikasyon olan
metilasyonun, gen ifadesini kontrol eden asil faktor oldugunu belirtmislerdir. Ayni arastiricilar
Pinus radiata’da olgunlasmamis zigotik embriyolardan elde edilen embriyogenik ve
embriyogenik olmayan hiicre hatlar1 arasindaki morfolojik ve molekiiler farkliliklar:
incelemislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda embriyogenik olmayan hatlarda embriyogenesis ile
ilgili genlerin 6nemli Ol¢iide diisik MRNA ifade seviyelerinin ve yiiksek global DNA
metilasyonunun varligini tespit etmislerdir. Elde edilen bu sonuglara gére DNA metilasyonu
gibi epigenetik mekanizmalarin embriyogesis ile ilgili genlerin ifadesini diizenlemede roli

oldugunu ve hiicre farklilagmasi lizerine etkilerinin oldugunu rapor etmiglerdir.

Jiang et al. (2017), yaptiklar1 ¢alismada TSA’nin bugdayda DH iiretimi i¢in mikrospor
kiiltiirtindeki roliinii incelemislerdir. Optimal TSA dozlarimi (0, 0.1, 0.3, 0.5 ve 10 uM) bugday
cesitleri igin belirleyerek F1 hibritlerinde dogrulamiglardir. Calisma sonucunda hem gesitlerde

hem de F1 hibritlerinde TSA’nin DH iiretiminde o6nemli bir artisa neden oldugunu
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gbzlemlemislerdir. Bu nedenle, bugday islah1 programlarinda DH protokollerine TSA’nin dahil

edilmesini savunmuslardir.

Quinga et al. (2017), DNA metilasyonu ile SE arasindaki iligkiyi aragtirmak igin
Theobroma cacao L. bitkisinde yaptiklari ¢alismada, geng (12 aylik), yasli (36 aylik) ve ekstra
yashi (39 aylik) olgunlasmamis ¢igek tomurcuk eksplantlarinda farkli dozlardaki 5-Azac
uygulamalarinin embriyogenik potansiyeline ve global DNA metilasyon seviyelerine olan
etkilerini arastirmiglardir. Uzun stiren SE’de DNA metilasyon seviyesinde artis meydana
geldigi buna bagli olarak embriyogenik potansiyelin azaldigi tespit edilmis ve 5-Azac
uygulamasindan DNA metilasyonunun etkilenmedigini bildirmislerdir. Bunun aksine yash
bitkide 5-Azac uygulamasinin embriyogenik potansiyeli arttirdigini ve artan DNA metilasyon
seviyelerinin ise SE sirasinda bitki hiicrelerinin maruz kaldigi stres kosullarina bir cevap

oldugunu rapor etmislerdir.

Arabidopsis bitkisinin Kkotiledonlarmin eksplant kaynagi olarak kullanildig:r bir
calismada (Wojcikowska et al. 2018), histon deasetilaz inhibitorii olan TSA uygulamasinin,
eksojen oksin uygulamasi olmadan SE iizerine etkisi aragtirtlmistir. Arastirmada TSA ile
muamele edilmis kotiledonlarin verimli bir sekilde gelisen somatik embriyolar {irettigi
bildirilmistir. Yine ayni arastirmada, TSA ile muamele edilmis eksplantlarda histon deasetilazin
(HDAC) aktivitesinde onemli bir azalma gozlemlenmis, boylece TSA ile tesvik edilen
embriyogenik tepkinin histon asetilasyonu ile ilgili oldugu dogrulanmistir. Yine bu sonuglara
ilave olarak LEC1, LEC2, BBM ve stres yanitlart (MYB118) dahil olmak tizere oksin
biyosentezinde diizenleyici bir iglevi olan transkripsiyon faktorlerini (TF'ler) kodlayan genlerin
ifadelerinin, TSA ile muamele edilmis eksplantlarda arttig1 bildirilmistir. Bu sonuglar TSA nin

oksin biyosentezinde ve stres yanitlarinda diizenleyici bir isleve sahip oldugunu gostermektedir.

Osorio-Montalvo et al. (2018), 5-Azac’in DNA metilasyonunu diizenlemedeki rolii
hakkinda arastirma yapmuslardir. Ayrica, bu inhibitoriin eksplantlarda embriyogenik
potansiyelin nasil etkiledigini molekiiler ¢ikarimlarla gézden gec¢irmislerdir. Epigenetik
mekanizmalari son zamanlarda SE sonucunu etkileyen o6nemli bir faktér olarak
tanimlamiglardir. DNA metilasyonunun, gen ifadesindeki temel rolii nedeniyle en ¢ok ¢alisilan
epigenetik mekanizmalardan biri oldugunu, hipometilasyon ve hipermetilasyon arasindaki
dengenin, SE'nin basarisinda anahtar bir role sahip oldugunu vurgulamislardir. Bu hususta
DNA metilasyon seviyelerinin SE protokolleri sirasinda DNA metilasyon inhibitorii olan 5-

Azac’in kullanilmasiyla dengelenebilecegini savunmuglardir.
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Awada et al. (2020), Coffea arabica’ min hiicrelerine 1 uM TSA ile muamele
etmislerdir. Arastirma sonucunda, embriyogenik hiicrelerin kontrol grubuna oranla 3 kat daha

fazla arttigini rapor etmislerdir.

Bie et al. (2020), bugday olgun embriyo kiiltiiriinde farkli dozlardaki TSA’nin bitki
rejenerasyon iizerine etkisini arastirmislardir. Arastirma sonucunda TSA’nin 0,5 uM dozunun
embriyogenik kallus ve yesil bitkicik olusumunda 6nemli bir artiga, 2,5 uM TSA dozunun ise

bir azalisa neden oldugunu rapor etmislerdir.

Castillo et al. (2020), iki ekmeklik bugday ¢esidinde mikrospor embriyogenesisi tizerine
TSA’nin (0-0.4 uM) etkisini incelemislerdir. Arastirma sonucunda en yiiksek mikrospor
embriyogenesis etkinliginin 0.4 uM TSA dozundan elde edildigini bildirmislerdir.

Chenetal. (2020), longan bitkisinde erken SE’de 5-Azac’n etkisini epigenetik diizeyde
arastirmiglardir. Arastirmalar1 sonucunda longan bitkisinde erken SE sirasinda global DNA
metilasyon seviyesinde bir diisiis oldugunu ve SE ile ilgili genlerin ifadelerinin degistigini ve
de 5-Azac uygulamasinin longan bitkisinde erken SE gelisimini olumlu yonde etkiledigini rapor
etmislerdir. Osorio-Montalvo et al. (2020), bu yaklasimlarindan yola ¢ikarak Cocos nucifera L.
bitkisinde 5-Azac’in SE siireci sirasinda epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonuna ve
SERK, WUS, BBM ve LEC genlerinin ifade seviyelerine olan etkisini incelemislerdir.
Inceleme sonunda o6zellikle 5-Azac kimyasalimn 15 uM ve 20 uM dozlarmin DNA
metilasyonunu azaltarak SERK, WUS, BBM ve LEC genlerinin ifade seviyelerini

diizenledigini ve SE etkinligini arttirdigini tespit etmislerdir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bitki materyali

Arastirmada bitki materyali olarak Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii’nden temin edilen Kirik ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidi kullanilmustir.
Kirik, olgun embriyo kiiltiiriine oldukga iyi cevap veren bir ekmeklik bugday ¢esididir (Aydin
et al. 2010).
In vitro Kiiltiir Ortamlarinda Kullanilan Kimyasallar

Temel besi ortamm

Temel besi ortam1 olarak Murashige and Skoog (MS) (1962) tuzlari kullanilmistir. MS

ortaminin igerdigi kimyasallar ve miktarlar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. MS Kiiltiir Ortaminda Kullanilan Kimyasallar ve Miktarlar

KIMYASAL BILESIMI Miktar1 (mg/l)

Inorganikler
Makro elementler
KNO3 1900
CaCl; 332,2
KH,PQO, 170
MgSO, 180,7
NH4NO3 1650
Mikro Elementler
Na; EDTA 37,26
FeS0,.7H,0O 27,8
Kl 0,83
MnSO4.H,0 16,9
ZnS04.7H,0 8,6
HsBO3 6,2
CuS04.5H0 0,025
Na;Mo0O4.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
Organikler
Glisin 2
Nikotonik asit 0,5
Tiamin-HCI 0,1
Pridoksin-HCI 0,5
Myo-inositol 100
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MS tuzlari ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

MS tuzlarina ve vitaminlerine ilave olarak ¢alismada kullanilan kimyasallar Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. MS Tuzlar1 ve Vitaminlerine Ilave Olarak Kullanilan Kimyasallar

Kullamlan Kimyasallar Miktar
Phytagel 29/
MES hidrat (2-N-morfolino- etansulfonik 1,95 g/l
asit hidrat)

Sakkaroz 20 g/l
IAA (indol-3-Asetik Asit) 0,5 mg/l
Dikamba (3,6-Dikolorobenzoik asit) 12 mg/l
TDZ (Tidiazuron) 0,5 mgl/l

In vitro ortamda kullanilan TSA ve 5-Azac dozlar:

Caligmada uygulanan TSA ve 5-Azac kimyasallarinin dozlart Tablo 3°te verilmistir.

Tablo 3. Bugday Olgun Embriyo Kiiltiiriinde Uygulanan TSA ve 5-Azac Dozlar1

Kimyasal adq Doz (uM)
TSA 0,1,05,10ve 20
5-Azac 5, 10, 20 ve 30

MRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

mRNA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4. mRNA Ifade Seviyelerinin Belirlenmesinde Kullanilan Kimyasal ve Cézeltiler

RNA izolasyonunda kullanilan kimyasal ve cozeltiler

Trizol reagent

DEPC (dietilpirokarbonat)
Kloroform

Sodyum hipoklorit
Isopropanol

RNase free water

Etil alkol
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Tablo 4. (Devami)

c¢DNA sentezi icin kullanilan kimysal ve cozeltiler
DEPC
Revertaid first strand cDNA synthesis kit

Sodyum hipoklorit

Oligo (dT)

Ribolock RNase inhibitor
Revertaid M-MuLYRT
5x reaksiyon buffer
Niiklease free water

Etil alkol

RT-PCR i¢in kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler
DEPC

Etil alkol

Sodyum hipoklorit

SYBR Green master mix

Ileri-geri primer

Yontem

Bu ¢alismanin yiiriitiilmesi sirasinda asagida belirtilen islemler uygulanmaistir.

In vitro Kiiltiir Uygulamalar
Sterilizasyon yontemleri

» Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

%70’lik Etil alkol (EtOH) hazirlanisi: %96’lik etil alkolden 700 ml alinarak hacim

960 ml’ye saf su ile tamamlanmustir.

%1’lik Sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonunun hazirlamsi: %5 NaOCl igeren
ticari ACE® marka ¢amasir suyundan 200 ml almarak hacim 1000 ml’ye saf su ile
tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon 151k almamasi i¢in amber renkli siseye doldurulup oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.
» Cahisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Calismada kullanilan yiizeyler (steril kabin ici) steril calisma alani saglamak ig¢in
kullanimdan 15 dakika once %70’lik etil alkolle silinip canli bitki materyali hari¢ diger
kullanilacak alet ve ekipmanlar (pens, bistiiri vb.) yine %70’lik etil alkolden gegirilerek kabin

igerisine alinip UV lambasi ¢alistirilmistir. 20 dakika sonra UV lambasi kapatilip kiiltiire alma
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islemi baslatilmistir. Kullanilan aletler her kullanimdan 6nce etil alkol igerisine batirilip alev
den gegcirilerek ylizey sterilizasyonlar1 yapilmistir. Aliiminyum folyo i¢ine sarilip ¢alismadan

once otoklav edilmis kurutma kagitlar1 iizerinde eksplantlarin kesimi yapilmistir.
» Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar musluk suyu altinda 5-10 dakika yikanmistir. Musluk suyunda yikanan
tohumlar %70’lik etil alkolde 5 dakika karistirildiktan sonra 3 kez steril saf suyla durulanmistir.
Daha sonra igerisine 1 damla Tween 20 damlatilmis %1°lik NaOCl1’de (%20’lik ticari camasir
suyu) manyetik karistirici tizerinde 35 dakika steril edildikten sonra steril saf su ile armana

kadar yikanmuistir.
> Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Calismada kullanilan besi ortamlari 105 kPa basingta 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmis olup, vitaminler ve bitki biiyiime diizenleyicileri ise yiiksek
sicakliklarda bozuldugundan dolayr 0,22 pm poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor®)

kullanilarak sterilize edildikten sonra besi ortamlarina eklenmistir.

In vitro Kiiltiir ortam icin stok soliisyonlarin hazirlamis:
MS makro (10X) ve MS mikro (100X) elementler ile MS demir selat (100X) ve
vitaminler (100X) i¢in stok soliisyonlar hazirlanmistir.

» MS makro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanisi

MS makro elementler (10X) i¢in stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

sirasiyla izlenmistir.

a) Tablo 1’de verilen, makro elementlerin bir litredeki miktarlarinin 10’ar kati hassas

terazi ile tartilmigtir.

b) Sonrasinda 1 litrelik erlenmayere 700 ml saf su eklenmis ve igerisine 1 adet manyetik
bar atilarak manyetik karistirict iizerine konulmustur. Makro elementler ayri ayri tartilarak
erlenmayere eklenmis ve elementler oda sicakliginda eridikge ilave edilmis ve ¢ozdiiriilmiistiir.
Coziinme isleminden sonra, saf su ile hacim bir litreye tamamlanmis ve karisimin 1s1k almasini

onlemek i¢in amber siseye konulup 4°C’de muhafaza edilmistir.
» MS mikro elementler i¢in stok soliisyonunun hazirlansi

MS mikro elementler (100X) i¢in stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

strastyla izlenmistir.
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a)

b)

Tablo 1°de verilen mikro elementler basliginda FeSO4.7H.O ve Nax-EDTA
haricindeki diger elementlerin 100’er kat1 hassas bir terazide tartilmistir.

Sonrasinda 1 litrelik erlenmayere 700 ml saf su konulmus igerisine 1 adet manyetik
bar atilarak manyetik karistirict tizerine konulmustur. Mikro elementler ayr1 ayri
tartilarak erlenmayere eklenmis oda sicakliginda eridik¢e ilave edilmis ve
¢ozdiriilmiistir. Coziinme isleminden sonra, saf su ile hacim bir litreye
tamamlanmis ve karisim 1sik almasini 6nlemek amaciyla amber siseye konulup

4°C’de muhafaza edilmistir.

» MS demir selalat stok soliisyonunun hazirlanisi

MS demir selat (100X) stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla

izlenmistir.

a)

b)

d)

Tablo 1’de mikro elementler basliginda belirtilen FeSO4.7H,O ve Nax-EDTA
miktarlarinin 100 kat1 hassas terazide tartilmistir.

Yarim litrelik cam erlenmayer igerisine 300 ml saf su eklenmis ve manyetik
karistirict tizerine konulup belirli bir 1s1da karigtirilmistir. 3,726 gram Nax-EDTA
tartilip manyetik karistirict tizerindeki soliisyonun igerisine ilave edilerek erimesi
saglanmistir. Soliisyon eriyip homojen hal alinca 1sitic1 kapatilarak karigtirma islemi
stirdiiriilmiistiir. Daha sonra soliisyonun hacmi oda sicakligindaki saf su ile 400
ml’ye tamamlanmigtir.

300 ml saf su ile dolu steril cam bir erlenmayere bar atilarak manyetik karistirict
tizerine konulup belli bir dereceye kadar isitilmistir. 2,78 gram FeSO4.7H20 tartilip
sollisyon igerisine eklenmistir. Soliisyon eriyip homojen hal alinca 1sitic1 kapatilarak
karistirma islemi siirdiiriilmiistiir. Daha sonra soliisyonun hacmi oda sicakligindaki
saf su ile 400 m1’ye tamamlanmustir.

Homojen hale getirilen bu iki soliisyon karistirilmis toplam hacim oda sicakligindaki
saf su ile 1 litreye tamamlanmustir. Agik sar1 renge sahip olan bu stok karisimin 1s1k

almasini 6nlemek amaciyla amber siseye konularak 4°C’de muhataza edilmistir.

» MS vitamin stok soliisyonunun hazirlanisi

MS vitamin stok (100X) soliisyonunun hazirlaniginda asagidaki islemler sirasiyla

1zlenmistir.

a)
b)

Tablo 1’de organikler basliginda belirtilen bilesiklerin 100 kat1 tartilmistir.
70 ml saf su ile dolu steril cam bir erlenmayere bar atilarak manyetik karistirict

tizerine konulmustur. Vitaminler tartildiktan sonra sirayla ¢ozdiiriilmiistiir. Daha
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sonra karigimin hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanmis ve bu stok karigimin 1s1k

almasini1 6nlemek amaciyla amber siseye konularak 4°C muhafaza edilmistir.

» MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallarin stok

soliisyonlarinin hazirlanisi

MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak ¢alismada kullanilan kimyasallar ve miktarlar
Tablo 2°de verilmistir. Bu kimyasallar tartilarak islem gormeden ortama eklenmistir. Calismada
kullanilan oksin ve sitokinin gibi bitki biiyime diizenleyicilerinin stok soliisyonlarinin

hazirlanisi sirasiyla Tablo 5 ve Tablo 6°da verilmistir.

Tablo 5. Oksin Stok Soliisyonunun Hazirlanisi

Oksin Tipi Coziicii Seyreltici  Saklama Kosulu Calisma Konsantrasyonu
IAA Etil alkol Su -20°C 1 mg/ml
Dikamba Su/Etil alkol  Su +4°C 1 mg/ml

Tablo 6. Sitokinin Stok Soliisyonunun Hazirlanisi

Sitokinin Coziicii Seyreltici Saklama Calisma

Tipi Kosulu Konsantrasyonu

TDZ Dimetil Siilfoksit Su +4°C 1 mg/ml
(DMSO)

TSA kimyasalinin stok soliisyonun hazirlamsi

1,6536 mM TSA stok soliisyonu hazirlamak igin 5 mg TSA 10 ml metanol ile
¢ozdiriilmistiir. Uygulamada kullanilan TSA dozlar1 igin stok soliisyonundan alinan miktarlar

Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. TSA Deneme Dozlar1 igin Kullanilan Stok Soliisyon Miktarlari

TSA (M) 1 Litre Besi Ortam icin
0,1 uM 60,47 pl
0,5 uM 302,37 ul
1 uM 604,74 ul
2 uM 1,20 ml

5-Azac kimyasalinin stok soliisyonunun hazirlanisi

204,918 mM 5-Azac stok soliisyonu hazirlamak i¢in 500 mg 5-Azac kimyasali tartilarak
10 ml asetik asit ile ¢ozdirilmistir. Uygulamada kullanilan 5-Azac dozlari igin stok

soliisyonundan alinan miktarlar Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. 5-Azac Deneme Dozlar1 i¢in Kullanilan Stok Soliisyon Miktarlar

5-Azac (uM) 1 Litre Besi Ortami i¢in
5uM 24,4 ul
10 uM 48,8 ul
20 uyM 97,6 ul
30 uM 146,4 ul

Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir.

1.

Icerisinde manyetik bar bulunan 1 I’lik behere 600 ml bidistile su konularak manyetik
karistirict izerine alinmigtir. Daha sonra beher igerisine;

a) MS makro element stok soliisyonundan (10X) 100 ml,

b) MS mikro element stok soliisyonundan (100X) 10 ml

€) MS demir selalattan (100X) 10 ml eklenip karigtiritlmaya devam edilmistir.
Sonrasinda hassas terazide 20 g sakkaroz ve 1,95 g MES tartilip beher igerisine
eklenerek ¢ozdiirtilmiistiir. Karisimin hacmi bidistile su ile 950 ml tamamlanmis ve
1IN NaOH veya 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile pH:5,8’¢ ayarlanmistir.

Son hacim saf su ile 985 ml’ye tamamlanmistir.

1 I’lik bir sise igerisine ilk olarak 2 g jel yapict madde (phytagel) tartilip konulmustur.
Uzerine beher iginde hazirlanmis olan karisim eklenmis ve sterilizasyon islemi igin
otoklava alinip 105 kPa basingta 121°C’de 20 dK sterilize edilmistir.

10 ml MS vitamin stok soliisyonu (10X) ile diger kimyasal ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinden gerekli miktarlar alinarak 50 ml’lik bir behere konulmus iizeri
saf su ile 15 ml’ye tamamlanmistir ve otoklav bitene kadar 4°C’de bekletilmistir.
Otoklav islemi bittikten sonra besi yerinin sicakligi 40-45°C’ye disiiriilmiis ve
yiiksek 1sidan bozulan vitamin, kimyasal ve bitki biiyiime diizenleyiciler 0,2 um

porotizeteli seliiloz nitrat filtrelerden (Agilent) gegirilip besi yerine ilave edilmistir.

In vitro’da TSA ve 5-Azac kimyasallarinin uygulanmasi

Arastirmada endosperm destekli olgun embriyo kiiltiirli i¢in asagida belirtilen kiiltiir

asamalar1 uygulanmistir (Aydin et al. 2011).

a) Yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlarin olgun embriyolar1 tohum {izerinden

ayrilmadan 6 pargaya bolinmiistiir (Sekil 12.).
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Sekil 12. Sterilizasyon sonrasi su emdirilmis tohumun embriyosunun kesim kisimlarinin
gosterimi

b) Kallus olusumu igin 6 parg¢aya boliinmiis embriyolar, biri kontrol olmak {izere farkli
dozlardaki TSA (0,1, 0,5, 1, 2 uM) (Uddenberg et al. 2011, Jiang et al. 2017) ve 5-
Azac (5, 10, 20, 30 uM) (Nic-can et al. 2013, Quinga et al. 2017) iceren kallus
olusum ortaminda (KO) [Murashige and Skoog (1962) temel besi ortami1 + 12 mg/I
dikamba + 0,5 mg/l IAA + 1,95 mg/l MES hidrat, 2 g/l phytagel, 30 g/l sakkaroz]
(Aydin et al. 2011) 25+1°C’de karanlik sartlarda 14 giin siireyle petri kutularinda

kiiltiire alinmistir. Aragtirmada incelenen uygulamalar asagida 6zetlenmistir.

Uygulama Aciklama

Kontrol KO

0,1 uM TSA KO + 0,1 uM TSA
0,5 uM TSA KO + 0,5 uM TSA

1,0 uM TSA KO + 1,0 uM TSA
2,0 uM TSA KO + 2,0 uM TSA
5,0 uM 5-Azac KO + 5,0 uM 5-Azac
10,0 uM 5-Azac KO + 10,0 uM 5-Azac
20,0 uM 5-Azac KO + 20,0 uM 5-Azac
30,0 uM 5-Azac KO + 30,0 uM 5-Azac

c) 14. giiniin sonunda olusan olgun embriyo kaynakli kalluslar, TSA ve 5-Azac
icermeyen kallus olusum ortaminda ayni kiiltiir sartlarinda alt kiiltiire alinarak kiiltiir
sliresi 28 giline tamamlanmugtir.

d) 28. giin sonunda meydana gelen kalluslar tohumlardan ayrilarak bitki rejenerasyonu
i¢in 14 giin hormonsuz bitki rejenerasyon ortaminda [Murashige and Skoog (1962)
temel besi ortam1 + 1,95 mg/l MES hydrate + 2 g/l phytagel + 30 g/l sakkaroz]
25+1°C’de 16:8 saat fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. Bu islemin ardindan kalluslar

bu ortama ilave olarak 0,5 mg/l TDZ igeren ortamda yine 14 giin siire ile alt kiiltiire
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alinmistir. Isik kaynagi olarak floresan lambasi kullanilmis ve 1s1k yogunlugu 60
pmol/m?s olarak ayarlanmistir.

e) Rejenerasyon sonunda meydana gelen bitkicikler hormonsuz bitki rejenerasyon
ortam1 iceren Magenta kutularinda 10-12 cm oluncaya kadar aymi kiiltiir sartlarinda
blyiitilmistiir. 10-12 cm boyundaki bitkiler torf iceren saksilara aktarilarak

aklimasyon islemi gergeklestirilmistir.

Arastirmada incelenen in vitro Karakterler

Kallus olusum oram (KOO) (%)

Kallus kiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Aydin 2010).
KOO (%) = (Toplam kallus sayis1 / Eksplant sayis1) x 100

Kallus agirhgi (KA) (mg)

Kallus kiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

KA (mg) = Toplam kallus agirlig1 (mg) / Kallus say1s1

Embriyogenik kallus olusum oram (EKOO) (%)

Embriyogenik kallus, sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, sik1 (piitiirlii) yapili ve embriyo

olusturma kapasitesine sahip kalluslardir. Kallus kiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Aydin 2010).

2010).

2010).

EKOO oran1 (%) = (Embriyogenik kallus sayis1 / Eksplant sayis1) x 100
Cevap veren embriyogenik kallus oram1 (CEKO) (%)

Rejenerasyon Kkiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Aydin

CEKO orani (%) = (Cevap veren embriyogenik kallus sayis1* / Eksplant sayis1) x 100
*: Bitkicik olusturan embriyogenik kallus.
Eksplant basina rejenere bitki sayis1 (EBBS) (Adet)

Rejenerasyon Kkiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Aydin

EBBS = Toplam rejenere bitki sayis1 / Eksplant sayis1
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In vitro verilerin istatistiksel analizi

Arastirmada, kallus olusum orani (%), kallus agirligi (mg), embriyogenik kallus olusum
orani (%), cevap veren embriyogenik kallus orani (%) ve eksplant basina rejenere bitki sayisi

(adet) ile ilgili veriler elde edilmistir.

Arastirma, Tam Sansa Bagli Deneme Desenine gore 4 tekrarl olarak yiirtitiilmiistiir.
Arastirmada her petri kutusu bir tekerriir olarak kabul edilmis ve her petri kutusundan 15 adet
olgun embriyo kullanilmistir. Doku kiiltiiri parametrelerine ait veriler tam sansa bagl deneme
planina gore SAS (Version 9.3 for Windows) istatistik programinda PROG GLM modelde
tekyonlli varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklar %5

onem seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.

MRNA ifade seviyelerinin belirlenmesi

Molekiiler calismada kullanilacak 6rnekler, 14, 28 ve 42 giinliik kalluslardan alinmis ve

RNA izalosyonu yapilmak iizere -80°C’ de muhafaza edilmistir.

Gen ifadesinin analizi
RNA Izolasyonu

» Bugdaydan RNA izolasyonu yapmak icin Trizol reagent (Invitrogene, USA)
kullanilmustir.

» Calismaya baslamadan once galisilacak ortam ve kullanilacak alet ve ekipmanlar
%70’lik etil alkol ve DEPC ile steril edilmistir.

» 100 mg bitki 6rnekleri tartilip havanlar igerisinde s1vi azot yardimiyla 6giitiiliip toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilen 6rnekler steril ependorf tiiplere alinarak sivi
azot igerisine birakilmistir.

>  Sivi azottan alian tiiplerin kapaklar: atmay1 6nlemek amaci ile agilmigtir.

» Tiplerin tizerine 1 ml Trizol reaktifi (Invitrogene, USA) eklenmistir.

» Trizol reaktifi eklenen ornekler niikleoprotein komplekslerinin tamamen
ayrismasini saglamak icin 5 dk oda sicakliginda bekletilerek sonrasinda 30 saniye
boyunca vortekslenmistir.

» Her bir ependorf tiiptine 0,2 ml kloroform eklenmistir.

» Kapaklar sikica kapatilarak hizli bir sekilde elle 15 saniye ¢alkalanmis ve 5 dakika
oda sicakliginda bekletilmistir. Bu islem Sonrasinda tiipler 4 °C’de 10 dakika 15000

rpm’de santrifiij edilmistir.
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> Ustteki siv1 faz yeni bir steril ependorf tiipe alinip {izerine RNA’nin ¢dkmesini
saglamak icin isopropanol eklenmistir. Ornekler -20 °C’de 20 dakika muhafaza
edildikten sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

> 15000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atilarak %75lik etil
alkolden 1 ml kullanilarak RNA ¢okeltisinin yikama islemi yapilmistir. Ornekler
vorteks ile karigtirilarak 5 dakika 1000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilmistir.

»  Santrifiij sonrasi {ist faz dokiiliip oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

» Tim bu islemler sonunda RNA peleti oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve 30
ul RNase Free Water ile ¢oziiliip 10 dakika 55-60 °C’de bekletilip kullanilincaya
kadar -80 °C’de saklanmustir.

»  Elde edilen RNA’larin miktarlarint belirlemek i¢in Nanodrop’ta (Qiagen) Azeor2go
absorpsiyon oranindaki él¢timler alinmistir. RN A miktarlari okunduktan sonra tiim
orneklerin miktarlar1 0,5 pg olacak sekilde ayarlanmaistir.

cDNA analizi

» cDNA sentezi i¢in tiretici firma RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (K1621,
Thermo Scientific) protokoliine gore su islemler uygulanmustir.

» Hacimleri 0,1 ng olacak sekilde toplam RNA alinip steril tiiplere konulmustur.

» Ardindan RNA bulunan steril tiipel pl oligo (dT) primer eklenerek toplam hacim
12 pul’ye tamamlanmigtir. Karisim ¢ok kisa santrifiij edildikten sonra 65 °C’de 5
dakika inkiibasyona birakilmaistir.

» Siire sonunda her tiipe, 4 pl 5X Reaksiyon Buffer, 1 pl RevertAid M-MuLV RT, 2
pl 10 mM dNTP Mix ve 1 pl RiboLock RNase Inhibitor eklenerek son hacim 20
ul’ye tamamlanmigtir.

> Ornekler ¢ok kisa santrifiij edildikten sonra PCR cihazina yerlestirilmistir. 25 °C’de
5 dakika, 42 °C’de 60 dakika ve 70 °C’de 5 dakika tutulmustur.

» Elde edilen cDNA’lar qRT-PCR’ da kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

gRT-PCR analizi

gRT-PCR islemini gergeklestirmek i¢cin SYBR Green/Hi-ROX (BIO-73005, Bioline)

gPCR Kiti kullanilmistir. Protokol iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda asagidaki gibi

yapilmistir. Stok master mix asagida verildigi gibi hazirlanmistir (Tablo 9)
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Tablo 9. Q-PCR Analizinde Kullanilan Kimyasallar

Kullanmilan Malzemeler Miktarlar
SYBR Green/Hi-ROX QPCR Master Mix (2X) 10 pl

Ileri Primer (0,3 uM) 0,8 uM
Geri Primer (0,3 uM) 0,8 uM
cDNA 4 ul

Steril Su 4,4 ul

Son Hacim 20 pl

Karisim PCR tiiplerine aktarilarak ve Qiagen Rotor Gene cihazina yerlestirilmistir.

95°C’de 2 dk, 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 5 sn, primerlerin baglanma sicakliklarina gore

de 10 sn, 72°C’de 5 sn tutulmustur.

Primerlerin hazirlanmasi

>

Triticum aestivum genomunda yapilan biyoinformatik caligmalar ile ilgili veri
tabanlarindan yararlanilarak WOX4, LEC1, BBM1 ve TaSERK genlerine ait yeni
bilgiler aday gen i¢in primer tasariminda kullanilmistir.

Diger bitkilerde bulunan bu segilen genlerin protein sekanslari kullanilmig ve
NCBI-BLAST veri tabani taramalari yapilarak EST protein dizileri belirlenmistir.

[lk olarak belirlenen protein dizileri arasindan en ¢ok benzerlik gosterenler diziler
secilmistir.

Boylece tarama yapilan EST dizileri ile Triticum aestivum proteinlerinin ne oranda
benzerlik gosterdigi saptanmustir.

Sonrasinda ise benzerlik orani yiiksek olan dizilerden ileri ve geri primer dizayni
yapilmistir. WOX4, LEC1, BBM1 ve TaSERK genlerinin ortologlart bulunarak
tespit edilmistir.

Son olarak Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) cevrimigi programi yardimiyla

primerler tasarlanmis ve hedef genler ile referans genlere ait ileri ve geri primer
dizilimleri asagida belirtilmistir (Tablo 10).

Kullanilan primerler firmanin belirttigi miktarda sulandirilip stok soliisyonu
hazirlanmistir. Daha sonra uygun hesaplamalar ile 1 uM olacak sekilde ¢aligma

soliisyonlar1 hazirlanmistir.
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Tablo 10. Kullanilan Primerlerin Baz Dizilimi ve Tm Sicakliklar1

Primerler ileri (5’ >3") Geri (5' —3') s1c-zll-$1§1
°O)
WOX4 AGCAGATCAACAGTGCAGGA GAAGAGCTCCAGGGTGACAT 59
LEC1 GCCAGCAGCAGAAGAATCG CGCGACTAGCCAGATTGGA 58
BBM1 CAAGGGAGCCACCCACAG AGCCCTGGGAGAGCTCGTA 62
TaSERK CGGGTGGTGTTGGAGGATTGAATG CGAGCCAGTTGATGGAACCGCTC 57
ACTIN GGCTGATGAGGATGTTCAACC CCACCGATCCAGACACTGTA 58

Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizi

Gen ifadesinin analizi sonucunda 6rneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir.
gRT-PCR analiz sonuglarina gore drneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft
Excel programi yardimiyla hesaplanmistir. Standart sapmasi diisiik olan 6rnekler 3 tekerriir
tizerinden degerlendirilmistir. Bugday ¢esidine ait genlerin ifade oranlar1 Livak ve Schmittgen
(2001)’e gore 2722Ct oransal hesaplama algoritmasi ile belirlenmistir. Orneklerin herbiri iki
teknik kopya halinde analiz edilmistir. qRT-PCR analizinde genlerin ifadesi referans gen

ifadesine gore gerceklestirilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada bugdayda olgun embriyo kiiltiiriinde epigenetik diizenlemede rolii
oldugu bilinen TSA (0,1, 0,5, 1,0 ve 2,0 uM) ve 5-Azac (5, 10, 20 ve 30 uM) kimyasallarinin
farkli dozlar1 ile kontrol uygulamasindan olusan dokuz farkli uygulamanin kallus olusum orani
(%), embriyogenik kallus olusum orani (%), cevap veren embriyogenik kallus orani (%) ve
eksplant bagina rejenere bitki sayisi (adet) parametrelerine olan etkisi ve SE ile iliskisi oldugu
bilinen baz1 genlerin (WOX4, LEC1, BBM1, TaSERK) ifadesi iizerine olan etkileri belirlenmis

ve asagida agiklanan bulgulara ulagilmistir.

In vitro Karakterlere Ait Analiz Sonuclar:

Arastirmada incelenen kallus olusum orani (%), embriyogenik kallus olusum orant (%),
cevap veren embriyogenik kallus orani (%) ve eksplant basina rejenere bitki sayisina (adet) ait
sonuglar Tablo 11°de verilmistir. Tiim uygulamalarda kallus olusum orani %100 olmustur

(Sekil 13). Diger parametrelere ait sonuglar asagida sirasiyla agiklanmustir.

Tablo 11. Uygulamalara Gore Kallus Agirligi (KA) (mg), Kallus Olusum Orani (KOO) (%),
Embriyogenik Kallus Olusum Oran1 (EKOO) (%), Cevap Veren Embriyogenik Kallus Oran1
(CEKO) (%) ve Eksplant Basina Rejenere Bitki Sayis1 (EBBS)(adet) (ortalama +SE)

Uygulama KOO (%) KA (mg) EKOO (%) CEKO (%) EBBS (adet)
Kontrol 100+ 0,0 122,5+4,8 82,5+2,5 67,5+2,5 3,0+£0,2
0,1 uM TSA 100+ 0,0 115,0+£2,9 82,5+2,5 70,0+0,0 3,5+0,1
0,5 uM TSA 100+ 0,0 141,3+1,3 90,0 £0,0 90,0+ 0,0 4,7+0,1
1,0 nM TSA 100 £0,0 127,3+9,2 77,5+2,5 77,5+4,8 3,7+0,1
2,0 uM TSA 100 £0,0 137,5+£2,5 70,0 £0,0 67,5+2,5 3,3+0,2
5,0 uM 5-Azac 100+ 0,0 110,0+5,8 90,0 £0,0 90,0+ 0,0 48+0,1
10,0 pM 5-Azac 100+ 0,0 124,8 £4,9 80,0+ 0,0 75,0+£2,9 42 +0,1
20,0 pM 5-Azac 100 £0,0 95,0+£2,9 72,5+2,5 62,5+2,5 3,5+0,1
30,0 nM 5-Azac 100+ 0,0 97,0+6,2 65,0+£2,9 57,5+£2,5 3,1+0,1
Ortalama 100 £+ 0,0 118,9+3,0 789+ 1,5 73,1 +1,9 3,7+0,1
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Sekil 13. Uygulamalarda meydana gelen 14 giinliik kalluslarin genel gértiniimleri
(A) Kontrol, (B) 0,1 uM TSA, (C) 0,5 uM TSA, (D) 1,0 uM TSA, (E) 2,0 uM TSA, (F) 5 uM 5-Azac, (G) 10 uM
5-Azac, (H) 20 uM 5-Azac, (I) 30 pM 5-Azac

Kallus agirhgi (KA) (mg)

Kallus agirligr (KA) tizerine uygulamalarin etkisi ¢ok dnemli (p<0,01) bulunmustur
(Tablo 12). Uygulamalarin etkisi karsilastirildiginda uygulamalara ait KA degeri 95,0 mg ile
141,3 mg arasinda degismistir (Tablo 11). En yiikksek KA, 0,5 uM TSA (141,3 mg)
uygulamasinda elde edilmis olup bunu 2,0 uM TSA (137,5 mg) uygulamasi takip etmistir. Her
iki uygulama arasindaki fark dnemsiz bulunmustur (Sekil 14). En diisiik kallus agirlig1 ise
sirasiyla 20,0 uM 5-Azac (95,0 mg) ve 30,0 uM 5-Azac (97,0 mg) uygulamalarinda belirlenmis

ve aralarindaki farkin 6nemli olmadigi tespit edilmistir. Diger taraftan, kallus agirhigi
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bakimindan 10,0 uM 5-Azac (124,8 mg), 1,0 uM TSA (127,3 mg) ve kontrol (122,5 mg)

uygulamalari arasindaki farkin 6nemsiz oldugu kaydedilmistir (Sekil 14).

Tablo 12. Kallus Agirligina Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynaklar SD KO F P
Uygulama 8 1053,813 10,346 0,000**
Hata 27 101,861

Toplam 36

**: Cok 6nemli (p<0,01)
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Sekil 14. Uygulamalarin kallus agirlig: tizerine etkisi
“Farkls harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére dnemlidir (p<0,05)

Embriyogenik Kallus Olusum Oram (EKOO) (%)

Embriyogenik kallus olusum oranm1 (EKOOQ) iizerine uygulamalarin etkisi ¢cok 6nemli

(p<0,01) bulunmustur (Tablo 13). Uygulamalarin etkisi karsilastirildiginda uygulamalara ait
EKOO degeri %65,0 ile %90,0 arasinda degismistir (Tablo 11). En yiiksek EKOO %90,0 ile
0,5 uM TSA ve 5,0 uM 5-Azac uygulamalarindan elde edilmistir (Sekil 15). En diisiik
embriyogenik kallus olusumu ise sirastyla 30,0 uM 5-Azac (%65,0) ve 2,0 uM TSA (%70,0)
uygulamalarinda belirlenmistir. Diger taraftan, EKOO bakimindan 0,1 uM TSA (%82,5) ve

kontrol (%82,5) uygulamalari arasindaki farkin 6nemsiz oldugu kaydedilmistir (Sekil 15 ve

16).
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Tablo 13. Embriyogenik Kallus Olusum Oranina Ait Varyans Analiz Sonuglar1

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
Uygulama 8 294,444 19,875 0,000**
Hata 27 14,815

Toplam 36

**: Cok onemli (p<0,01)
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Sekil 15. Uygulamalarin embriyogenik kallus olusum oranina etkisi
“Farkl1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore dnemlidir (p<0,05)
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Sekil 16. Uygulamalarda meydana gelen embriyogenik kalluslarin genel goriintimleri
(A) Kontrol, (B) 0,1 uM TSA, (C) 0,5 uM TSA, (D) 1,0 uM TSA, (E) 2,0 uM TSA, (F) 5 uM 5-Azac, (G) 10 uM
5-Azac, (H) 20 uM 5-Azac, (I) 30 pM 5-Azac

Cevap Veren Embriyogenik Kallus Oram (CEKO) (%)

Cevap veren embriyogenik kallus orani (CEKO) iizerine uygulamalarin etkisi ¢ok
onemli (p<0,01) bulunmustur (Tablo 14). Uygulamalara gore cevap veren embriyogenik kallus
orani %57,5 ile %90,0 arasinda degismistir (Tablo 11). En yiiksek CEKO %90,0 ile 5,0 uM 5-
Azac ve 0,5 uM TSA uygulamalarindan elde edilmistir (Sekil 17). En diisiik cevap veren
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embriyogenik kallus orani ise 30,0 uM 5-Azac’da (%57,5) belirlenmis olup bunu 2,0 uM 20,0
uM 5-Azac (%62,5), 2 uM TSA (%67,5) uygulamalari izlemistir. Diger taraftan, CEKO tizerine

kontrol (%67,5) ile 2 uM TSA (%67,5) uygulamalarinin etkisi ayni olmustur (Sekil 17 ve 18).

Tablo 14. Cevap Veren Embriyogenik Kallus Oranina Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
Uygulama 8 511,111 20,444 0,000**
Topan o
**: Cok 6nemli (p<0,01)
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Sekil 17. Uygulamalarin cevap embriyogenik kallus oranina etkisi

“Farkls harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Duncan goklu karsilastirma testine gére dnemlidir (p<0,05)
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Sekil 18. Uygulamalarda meydana gelen cevap veren embriyogenik kalluslarin goriintimleri
(A) Kontrol, (B) 0,1 uM TSA, (C) 0,5 uM TSA, (D) 1 uM TSA, (E) 2 uM TSA, (F) 5 uM 5-Azac, (G) 10 uM 5-
Azac, (H) 20 uM 5-Azac, (I) 30 uM 5-Azac

Eksplant Basina Rejenere Bitki Sayis1 (EBBS) (adet)

Eksplant basina rejenere bitki sayisi lizerine uygulamalarin etkisi ¢ok dnemli (p<0,01)
bulunmustur (Tablo 15). Uygulamalara ait EBBS degeri 3,0 ile 4,8 adet arasinda degismistir
(Tablo 11). En yiiksek etki 5,0 uM 5-Azac (4,8 adet) uygulamasindan elde edilmis, bunu 0,5
uM TSA (4,7 adet) uygulamasi izlemistir. Her iki uygulama arasindaki fark Onemsiz
bulunmustur (Sekil 19). En diisiik eksplant basina bitki sayis1 ise 30,0 uM 5-Azac (3,1 adet)
uygulamasinda belirlenmistir (Sekil 19 ve 20). Diger taraftan, EBBS bakimindan uygulamalar

arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 15. Eksplant Basina Bitki Sayisina Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
Uygulama 8 1,748 28,736 0,000**
Hata 27 0,061

Toplam 36

**: Cok onemli (p<0,01)
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Sekil 19. Uygulamalarin eksplant basina bitki sayisina etkisi

“Farkl1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore dnemlidir (p<0,05)
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Sekil 20. Uygulamalarda meydana gelen bitkiciklerin goriiniimi

(A) Kontrol, (B) 0,1 uM TSA, (C) 0,5 uM TSA, (D) 1 uM TSA, (E) 2 uM TSA, (F) 5 uM 5-Azac, (G) 10 pM 5-
Azac, (H) 20 pM 5-Azac, (I) 30 pM 5-Azac
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mRNA ifade Analiz Sonuclar

Arastirmada incelenen WOX4, LEC1, BBM1, TaSERK genlerinin mRNA seviyelerine

ait sonuclar asagida sirasiyla aciklanmustir.

WOX4 geninin ifade analiz sonuglarina gore WOX4 geninin ifade seviyesi 14 giinliik
kalluslarda TSA ve 5-Azac uygulamalarinin tamaminda, 28 giinliik kalluslarda 1,0 uM, 2,0 uM
ve 10,0 uM TSA uygulamalarinda, 42 giinliik kalluslarda ise 10,0 uM 5-Azac uygulamalarinda
artis gosterirken; diger uygulamalarda azaldig: belirlenmistir (Sekil 21.). WOX4 geninin TSA
uygulamalar1 igerisinde en yiiksek artis 14 giinliik kalluslarda 0,1 pM TSA (140,58)
uygulamasinda, en diisiik azalis ise 42 giinliik kalluslarda 1,0 uM TSA (0,06) uygulamasinda
belirlenmistir. Yine WOX4 geninin 5-Azac uygulamalar icerisinde en yliksek artis 14 giinliik
kalluslarda 30,0 uM 5-Azac (72,19) uygulamasinda, en diisiik azalis ise (0,01) 42 giinliikk
kalluslarda 20,0 uM 5-Azac uygulamasinda belirlenmistir. Tiim uygulamalar ele alindiginda
WOX4 geninin en yiiksek artis1 14 giinliik kalluslarda 0,1 uM TSA (140,58) uygulamasinda,
en diisiik azalig ise 42 giinliik kalluslarda 20,0 uM 5-Azac (0,01) uygulamasinda belirlenmistir
(Sekil 21.).

WOX4 == 0, utM TSA
mm (5 uM TSA
1507 . 1,0 uM TSA
2,0 uM TSA
é 5,0 uM 5-Azac
',a 100+ == 0,0 uM 5-Azac
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D: |
=
0- | - -
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14 28 42
Kallus yas1 (giin)

Sekil 21. Kontrole gore TSA ve 5-Azac uygulamalarinda 14, 28 ve 42 giinliik kalluslarda WOX4
geninin ifade degisimi (244

Analiz sonuglarina gore LEC1 geninin ifade seviyesi TSA uygulamalari igerisinde en
yiiksek artig 42 giinliik kalluslarda 2,0 uM TSA (61,60) uygulamasinda, en diisiik azalis ise
yine ayni giinde 1,0 uM TSA (0,48) uygulamasinda belirlenmistir. Yine LEC1 geninin ifade
seviyesi 5-Azac uygulamalari igerisinde degerlendirildiginde, en yiiksek artis 42 giinliik
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kalluslarda 5,0 uM 5-Azac (37,27) uygulamasinda, en diisiik azalis ise 14 giinliik kalluslarda 5
uM 5-Azac (0,57) uygulamasinda belirlenmistir. Tiim uygulamalar ele alindiginda LEC1
geninin ifade seviyesinde en yiiksek artis 42 giinlik kalluslarda 2,0 uM TSA (61,60)
uygulamasinda, yine ayni yastaki kalluslarda 1,0 uM TSA (0,48) uygulamasinda belirlenmistir
(Sekil 22.).

0,1 uM TSA
0,5 uM TSA
1,0 uM TSA
2,0 uM TSA
5,0 uM 5-Azac
10,0 uM 5-Azac
20,0 pM 5-Azac
==y 30,0 uM 5-Azac

LEC1
80

N

MRNA kat degisimi

Kallus yasi (giin)

Sekil 22. Kontrole gore TSA ve 5-Azac uygulamalarinda 14, 28 ve 42 giinliik kalluslarda LEC1
geninin ifade degisimi (244

BBML1 geninin ifade seviyesi TSA uygulamalar igerisinde en yiiksek artis 42 giinliik
kalluslarda 0,5 uM TSA (7,86) uygulamasinda, en diisiik azalig ise 28 giinliik kalluslarda 0,1
uM TSA (0,47) uygulamasinda belirlenmistir. Yine BBM1 geninin ifade seviyesi 5-Azac
uygulamalari igerisinde degerlendirildiginde, en yiiksek artis 28 giinliik kalluslarda 10,0 uM 5-
Azac (8,45) uygulamasinda, en diisiik azalis ise 42 giinliik kalluslarda 20,0 uM 5-Azac (0,48)
uygulamasinda belirlenmistir. Tiim uygulamalar ele alindiginda BBM1 geninin ifade
seviyesinde en yiiksek artis 28 giinliik kalluslarda 10,0 uM 5-Azac (8,45) uygulamasinda, en
diisiik azalig ise 28 giinliik kalluslarda 0,1 uM TSA (0,47) uygulamasinda belirlenmistir (Sekil
23).
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Sekil 23. Kontrole gore TSA ve 5-Azac uygulamalarinda 14, 28 ve 42 giinliik kalluslarda BBM1
geninin ifade degisimi (244

TaSERK geninin ifade analiz sonuglarina gére TaSERK geninin ifade seviyesinin 42
glinliik kalluslarda TSA ve 5-Azac uygulamalarinin tiimiinde azaldigi belirlenmistir. TaSERK
geninin mRNA ifade seviyesi TSA uygulamalar igerisinde en yiiksek artis 14 giinliik
kalluslarda 0,1 uM TSA (4,27) uygulamasinda, en diisiik azalis ise 42 giinliik kalluslarda 1,0
uM TSA (0,16) uygulamasinda belirlenmistir. Yine TaSERK geninin ifade seviyesi 5-Azac
uygulamalar icerisinde degerlendirildiginde, en yiiksek artis 14 giinliik kalluslarda 20,0 uM 5-
Azac (3,87) uygulamasinda, en diisiik azalig ise 42 giinliik kalluslarda 30,0 uM 5-Azac (0,02)
uygulamasinda belirlenmistir. Tiim uygulamalar ele alindiginda TaSERK geninin ifade
seviyesinin en yiiksek artig 14 giinliik kalluslarda 0,1 uM TSA (4,27) uygulamasinda, en diisiik
azalig ise 42 giinliik kalluslarda 30,0 uM 5-Azac (0,02) uygulamasinda belirlenmistir (Sekil
24).
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Sekil 24. Kontrole gére TSA ve 5-Azac uygulamalarinda 14, 28 ve 42 giinlik Kalluslarda
TaSERK geninin ifade degisimi (244"
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TARTISMA VE SONUC

Bugday, diinya ¢apinda en ¢ok yetistirilen gida iiriinlerinden biridir (Haberer vd. 2016).
Bitki rejenerasyon teknikleri, genetik miithendisligi platformlarini kolaylastirarak, yeni 1slah
hatt1 ve ¢esitlerinin hizli gelisimini saglayip bugday verimliligini artirmada 6nemli bir rol

oynamaktadir (Forster and Thomas 2010; Delporte et al. 2012).

Somatik hiicrelerin somatik embriyolara farklilagmasinda molekiiler ve biyokimyasal
bir siire¢ olan SE, bitki hiicrelerinin en karakteristik fonksiyonlarindan totipotensiyi temel alan,
bitki gelisim c¢alismalarinin iyilestirilmesinde geleneksel tarim yontemleri i¢in yeni bir model
sistem olarak kabul edilmektedir (Komamine et al. 1992; Gulzar et al. 2020; Talapatra et al
.2016). Bu yoniiyle klonal ve transgenik bitkiler iiretmenin yaninda birgok alana yararli
sistemler saglamasiyla biyoteknolojide oldukga dikkat ¢eken bir sistemdir. Arnold et al. (2002)
ve Garcés and Sinha (2009), bir¢ok bitki tiirlinde cesitli ¢evresel ve genetik faktorlerin
dollenmeyi engelledigini, kiiresel i1sinmanin artisina bagli olarak bu problemin arttigini
vurgulayarak, bu problemin ¢oziimiine yonelik SE  tekniginin  kullanilmasini
hedeflemektedirler. Bu teknik, geleneksel {iriin gogaltimina giiglii bir alternatif olmasinin
yaninda (Loyola-Vargas et al. 2008), tahillarda klasik islaha yardimeci olan modern islah
yontemlerindendir (Aydin 2009). SE’nin epigenetik olarak incelenmesi ve bu inceleme
sonucunda mekanizmasinin agik sekilde ortaya konulmasi ile teknigin basarisinin arttirilmasi

ongoriilmektedir (Thorpe 2012).

SE teknigi ile somatik hiicreye embriyogenik yeterlilik kazandirilmasi ve bu hiicrenin
bitkiye gecisi uzun zaman aldigindan gen aktarim amach yiiriitiilen ¢aligmalarda bu durum
istenmeyen varyasyonlar meydana getirebilmekte ve gen aktarim ¢alismalarini
siirlandirmaktadir (Korkmaz vd. 2013; Beiramizadeh et al. 2017). Arastirmamizda TSA ve 5-
Azac kimyasallarinin dozlarina bagli olarak embriyogenik hiicrelerin olusumuna gegisin hizl
oldugu belirlenmistir. Yine bu ¢alismamizda 0,1 uM ve 0,5 uM TSA uygulamalarinda kontrole
gore EKOO, CEKO ve EBSS’de artis oldugu tespit edilmistir. Jiang et al. (2017) doku
kiiltiirtinde 1slah ¢alismalar1 i¢in DH iiretiminde bu kimyasalin kullanilmasi ile yiiksek
verimlilik elde etmislerdir. Ozelliklede bugdayda TSA’nin 0,1 ve 0,5 pM dozlarinda
embriyogenik kallus sayisinda ve yesil bitki iiretiminde énemli 6lgiide artis oldugunu rapor
etmislerdir. Bu sonuclar bulgularimizla uyum gostermektedir. Diger taraftan, Wojcikowska et
al. (2018), TSA ile muamele edilmis Kkotiledonlardan, verimli bir sekilde gelisen somatik

embriyolarin elde edildigini rapor etmislerdir. Zhao et al. (2010), histon asetilasyonunun
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transkripsiyon i¢in gereklilik arz ettigini belirtmislerdir. Histon asetilasyonu, bitki hiicrelerinin
boliinmesinde, farklilasmasinda ve SE’de gdrev alan genlerin ifade seviyelerini diizenlemede
onemli rol oynayarak SE’nin olusum asamalarinda (yeniden farklilasma, totipotensi ve
embriyonik potansiyelin erken kazandirilmasi) siireyi hizlandirip btiki rejenerasyonunu
saglamaktadir (Bie et al. 2020; Verdeil et al. 2007). Ancak bunun yerine histon
deasetilasyonunun meydana gelmesi genlerin ifadesini engelleyebilmektedir. Bu nedenle
Wojcikowska et al. (2018), histon desetilasyon inhibitorii olan TSA’nin uygun dozlarinin
kullanilarak SE’nin basarisini artirdigini belirtmislerdir. Diger taraftan, SE’nin basaris1 dengeli
bir epigenetik mekanizmaya bagli oldugu ve somatik embriyo olusumu ile ilgili genlerin ifade
seviyeleriyle ilgili olabilecegi bilinmektedir (Kumar et al. 2017). Calismamizda 2 uM TSA
dozunun diger dozlara kiyasla EKOO, CEKO ve EBSS’de azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir. Bunun muhtemel nedeni, TSA’nin yiiksek dozlarinin epigenetik dengeyi etkileyerek

gen ifadesinde degisimlere neden olmasindan kaynaklanmis olabilir.

DNA metilasyonu gen ifadesinde anahtar role sahip olan epigenetik mekanizmalarindan
biridir (Chen et al. 2020). De-la-Penia et al. (2015); Kumar and Staden (2017), DNA
metilasyonunun SE’nin indiiksiyonunda 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Caligmamizda
DNA metilasyon inhibiitorii olan 5-Azac’in doku kiiltiirii parametrelerine etkisi incelendiginde
en yiiksek EKOO (%90,0), CEKO (%90,0) ve EBBS (4.8 adet) 5 uM 5-Azac uygulamasinda
tespit edilmistir. DNA metilasyon seviyesi in vitro ortamlarda embriyogenik hiicrelerde
degisebilmektedir (Osorio-Montalvo et al. 2018). Ozellikle DNA metilasyonu, SE
asamalarinda, gorev alan bazi genlerin ifade seviyelerini etkileyerek embriyogenik potansiyeli
etkilemektedir (Quinga et al. 2017). Olgun embriyo kiiltiiriinde stres faktorlerinden dolay1
istenmeyen diizeyde metilasyonlar ortaya c¢ikmaktadir (Osorio-Montalvo et al. 2018).
Hipometilasyona sebep olan 5-Azac gibi kimyasalin uygulanmast ile bu durum tersine
cevrilebilmektedir (Munsamy et al. 2013). DNA metilasyon modellerinde degisiklikler veya
modifikasyonlar, bitkilerde SE’nin baslatilmasinda ve gelistirilmesinde rol oynayan cesitli
genlerin diizenleyici mekanizmalarina baghdir (Kumar et al. 2017). Arastirmamizda, 5-Azac
uygulamasinin en yiiksek dozu olan 30 uM’da EKOO, CEKO ve EBBS parametrelerin
tamaminda kontrole gore azalig tespit edilmistir. Bu yiiksek dozda bu parametrelerdeki
azalmanin muhtemel sebebi SE tekniginin basarisin1 etkileyen hipometilasyon ve
hipermetilasyon arasindaki dengeden kaynaklanmis olabilir. Bagka bir ifadeyle SE tekniginde
DNA metilasyon seviyesinin belli bir dengede olmasi gerekmektedir. DNA metilasyon
inhibiitorii gibi ajanlarin yiiksek dozlart DNA metilasyonunu ortadan kaldirarak SE teknigini
olumsuz yonde de etkileyebilmektedir (Kumar et al. 2017; Miguel and Marum 2011;
Neelakandan and Wang 2012; Mahdavi-Darvari et al. 2015; Ikeuchi et al. 2016). Bu hususta
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Santos et al. (2002), yaptiklar1 ¢alismada 5-Azac kimyasalinin dozlarinda DNA metilasyon
seviyelerinin farklilik gosterdigini rapor etmislerdir. Arastirmalarinda 5-Azac kimyasalinin
yiiksek dozlarinda (100uM) metilasyonun ortadan kalktigini gézlemlemis bunun sonucunda
embriyogenik rejenerasyon kaybinin meydana geldigini bildirmislerdir. Bu sonuca gore
somatik embriyo tiretiminin belli diizeyde DNA metilasyonuna bagli oldugunu ve de uygun
dozlar ile metilasyon seviyeleri dengelenerek somatik embriyo iiretim kapasitesinin

artirilabilecegini savunmuslardir.

SE teknigi birtakim genler (WOX, LEC, BBM1, SERK) tarafindan kontrol edilir ve
epigenetik bir denge mekanizmasina sahiptir. Ozellikle bu genlerin SE olusum asamalarinda
onemli rol oynadiklar1 kaginilmaz bir gercektir (Wojcikowska et al. 2013; Feher et al. 2013;
Boulard et al. 2017; Guo et al. 2013). SERK gen aileleri ve LEC, WUS gibi germin benzeri
protein kodlayici genler SE teknigi ile transdiiksiyon yolagi ve transkripsiyonel regiilasyonda
onemli iliskileri oldugu tespit edilmistir (Mahdavi-Darvari et al. 2015). Bu genler, SE’nin
indiiklenmesi i¢in vazgecilmezdirler. Epigenetik mekanizmalardan biri olan 6zellikle DNA
metilasyonu, SE asamalarinda gorev alan bazi genlerin ifade seviyelerini etkilemektedir.
Osorio-Montalvo et al. (2018), 5-Azac kimyasalinin uygun dozlari ile metilasyon dengesinin
saglanabilecegini vurgulamislardir. Yine epigenetik mekanizmalardan histon asetilasyonu
gerceklesmis bolgelerdeki genlere, transkripsiyon proteinleri daha kolay ulasabilmektedir.
Ancak asetilasyon yerine histon deasetilasyonunun meydana gelmesi asetil gruplarinin amino
asitlere baglanmasmi engelleyerek, DNA’ya histonlar1 sikica baglayip genlerin ifadelerini
engellemektedir (Can et al. 2011). Valledor et al. (2010), Pinus radiata 'da, asetilasyonun fazla
oldugu dokularin asetilasyon olmayan dokulara kiyasla daha fazla in vitro siirgiin rejenerasyonu
kapasitesine sahip oldugunu belirlemiglerdir. Benzer sekilde Brassica napus’da
embriyogenesis sirasinda H3 ve H4 asetilasyon seviyesinin yiiksek oldugu buna bagl olarak
genlerin ifadesinin fazla oldugu belirlenmistir (Rodriguez-Sanz et al. 2014). Bu raporlar
birlikte, histonlarin asetilasyon durumunun, 6zellikle H3 ve H4’{in, somatik bitki hiicrelerinde
in vitro indiiklemede gelisim programlarin1 kontrol ettigini dogrulamaktadir (Wojcikowka et
al. 2018). Bununla birlikte, Lochmanova et al. (2019) histon deasetilaz inhibitorii olan TSA
kimyasalin1 histon asetilasyonuna sebep olarak genlerin ifade seviyelerini artirdigini bildirmis
ve genlerin ancak dogru ifade seviyelerinde SE basarisini arttirdigini belirtmislerdir. Bir baska
ifadeyle genin ¢ok fazla ifade edilmesi ya da hi¢ ifade edilmemesi degil SE’nin basarisinda
istenen seviyede ifade edilmesi 6nem arz etmektedir. Bunun sebebi SE’de gen ifade seviyeleri
SE’nin  olusum asamalarinda gorev alan diger genlerle baglantili olmasindan

kaynaklanmaktadir (Kumar et al. 2017).
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WOX4 geni SE uyarict olarak gérev yapmaktadir (Rupps et al. 2016). Bitkilerde
embriyogenik olusum gibi gesitli gelisim siireclerinde 6zellesmis fonksiyonlara sahip olan
WOX genlerinin, embriyogenezin erken evrelerinde yer alan gen transkripsiyonunu koordine
etmede onemli bir rol oynadigi vurgulanmistir (Gambino et al. 2011). Bu nedenle SE’nin ilk
donemlerinde ifade seviyeleri artmaktadir. Arastirmamizda, WOX4 geninin ifade seviyesinin
TSA ve 5-Azac’in tiim dozlarinda 14 giinliik kalluslarda arttig1, kallus yasindaki artigina bagl
olarak azaldigi belirlenmistir. Nic-Can et al. (2013) Vitis vinifera bitkisindeki SE
caligmalarinda WOX4 geninin, erken donemde ifade seviyelerinin arttifini, embriyo
olgunlagsmasi sirasinda ise ifade seviyeSinin azaldigini tespit etmislerdir. Bu durum yine
Wojcikowska et al. (2013) tarafindan TSA igeren oksinsiz ortamlarda incelenerek ortaya
konulmustur. Yine, Arabidopsis’te yapilan bir ¢alismada (Haecke et al. 2003) da WOX4
geninin erken embriyogenik olusum safhasinda ifade seviyesinin arttig1 belirlenmistir. Gerek
arastirma bulgularimiz ve gerekse bu sonuglar WOX4 geninin embriyo olgunlasmasi sirasinda

ifadesinin azaldigin1 gostermektedir.

LEC1 geni oksin biyosentezi yolaginda gorev alan diger genlerin diizenlemesini
saglayarak endojen oksin seviyelerini arttirmaktadir (Braybrook ve Harada 2008).
Wojcikowska et al. (2013), LEC genlerinin &zellikle somatik embriyo olusum ve bitki
rejenerasyon asamasinda onemli gorev aldigmi vurgulamiglardir. Arastirmamizda, LECI
geninin mRNA ifade seviyesinin kallus yasina ve TSA ve 5-Azac’in uygulama dozlarina gére
degistigi belirlenmistir. Bu genin 14 ve 28 giinliik kalluslarda ¢ok az artis gosterdigi, kallus
yasindaki artisa bagli olarak en fazla 42 giinliik kalluslarda arttig1 belirlenmistir. En yiiksek artig
42 giinliik kalluslarda 2 pM TSA’da tespit edilmistir. Kumar et al. (2017), LEC geninin yiiksek
ifade seviyesinin somatik embriyogensiste gorev alan rolleri tam olarak acgiklanamayan diger
genleri tetikleyebilecegini bildirmiglerdir. Bitkiye gecis doneminde LEC1 geninin ifade
seviyesindeki artts TSA ve 5-Azac kimyasalinin kullanilmasiyla meydana gelen histon
asetilasyonlarinin ortadan kaldirilmasi ve DNA metilasyon degisiminden kaynaklanmis
olabilecegi dngoriilmektedir. Wojcikowska et al. (2018), yaptiklari calismada TSA ile muamele
edilmis eksplantlarda histon deasetilaz (HDAC) aktivitesinde 6nemli bir azalma oldugunu ve
bdylece TSA ile tesvik edilen embriyogenik tepkinin histon asetilasyon ile iligkili oldugunu

dogrulamiglardir.

BBM, ethylen-response-factor (ERF) transkripsiyon faktorlerinin apetala2 (AP2) alt
ailesine aittir. Ilk olarak, Brassica napus’da mikrospor embriyogenik kiiltiiriinde belirlenmistir
(Boutilier et al. 2002). Bu gen somatik hiicreleri embriyogenik ve totipotent hiicrelere
doniistirmede gorev almaktadir. BBM1, bir aintegumenta-like (AIL) apetala2 (AP2 / ERF)
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etilene duyarli eleman baglama faktoriidiir. Boutilier et al. (2002), Arabidopsis 'te (Arabidopsis
thaliana), AIL genlerinin AP2 / ERF transkripsiyon faktor ailesi iginde kiigiik, sekiz tiyeli bir
kiime olusturdugunu ve buna ek olarak aintegumenta (ANT), AILI, plethoral (PLT1), PLT2,
AIL6 / PLT3, chottol (CHO1) / embryomaker (EMK) / AIL5 / PLT5 ve PLT7 ile iliskisinin
oldugunu belirlemislerdir. AIL genlerinin, kok, siirgiin ve ¢icek meristemleri dahil olmak tizere
dokularda meristematik durumu siirdiirmek igin bolinme esnasinda ifade edilmekte ve
BBM1’in hiicre boliinmesinin desteklenmesinde rol oynadigi rapor edilmistir (Horstman et al.
2014; Srinivasan et al. 2007).

BBML1 geninin Arabidopsis thaliana ve Brassica napus’da hiicre proliferasyonu ve
embriyogenesisinde dnemli roller oynadig1 ve soya fasulyesinin somatik embriyo gelisiminde
onemli rolleri oldugu ortaya konulmustur (Ouakfaoui et al. 2010). Arastirmamizda TSA ve 5-
Azac uygulamalarin da SE’nin tiim asamalarinda (14, 28 ve 42 giinliik kalluslarda) BBM1
geninin uygulamalara bagl olarak ifadesinde artis oldugu tespit edilmistir. En yiiksek artis 28
giinliik kalluslarda 10,0 uM 5-Azac uygulamasinda tespit edilmistir. 5-Azac kimyasalinin bu
dozunun DNA metilasyonunu ¢ok fazla etkiledigi diistiniilmektedir. Arastirmamizdaki
bulgulara benzer olarak Wojcikowska et al. (2018), TSA’nin tiim uygulamalarinda embriyo

olusumunun ilk déneminde BBM1 geninin ifadesinde artis oldugunu rapor etmislerdir.

TaSERK1 geni, reseptdr benzeri kinaz genlerinin TaSERK ’ler (TaSERK1, TaSERK2,
TaSERK3, TaSERK4 ve TaSERKS) gen ailesine aittir. Korunmus bir yapiy1 ve onceden
bildirilen bitki SERK genleri ile kapsamli sekans homolojisini paylasir. Ozellikle bitki
hiicrelerinde embriyogenik yeterliligin kazanilmasinda rol oynamaktadirlar. (Somleva et al.
2000; Hecht et al. 2001). TaSERK genleri genel olarak hiicre kiiltiirlerinde embriyogenesis
sirasinda  ifade edilmektedir. Arastirma bulgularimiz bunu dogrulamaktadir. Yine,
aragtirmamizda en yiiksek TaSERK gen ifadesi artig1 embriyogenik hiicrelerin olusum agamasi
olan 14 ve 28 giinliik kalluslarda gozlemlenirken, TSA ve 5-Azac’in tiim dozlarinda bitkiye
gecis asamasi olan 42 giinliik kalluslarda ifade seviyesinde azalis oldugu tespit edilmistir. Gerek
bizim bulgularimiz ve gerekse daha 6nce yapilan ¢alismalar (Ortowska et al. 2017; Baudino et
al. 2001; Hecht et al. 2001) TaSERK geninin genel olarak hiicre kiiltiirlerinde embriyogenesis
sirasinda ifade edildigini gostermektedir. Singla et al. (2008), bugdayda TaSERK1 geninin
embriyogenik yeterlilik kazanma asamasinda genis bir role sahip oldugunu ve somatik
dokularda indiiklenebildigini vurgulamiglardir. Yine Somleva et al. (2000), D. carota’daki
SERK gen ifadesinin, embriyogenik hiicre kiltiirlerinde gorildiigiinii ve embriyogenik
olmayan kiiltiirlerde ifadesinin saptananamadigint ve embriyolarin globular agamasinda

saptandigini rapor etmislerdir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Bu arastirmada elde edilen sonuglar ve daha sonra yapilacak calismalara yonelik

Oneriler asagida maddeler halinde sunulmustur.

1.

Bugday olgun embriyo kiiltiiriinde en yiiksek bitki rejenerasyonu 0,5 uM TSA ve 5
uM 5-Azac uygulamalarinda tespit edilmistir. Bu uygulamalarin, SE’nin olusum
asamalarini (yeniden farklilagma, totipotensi ve embriyonik potansiyelin erken
kazandirilmasi) hizlandirdigr (veri sunulmamistir) ve kiiltiir siiresine bagl olarak
somaklonal varyasyonu azaltmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu
durumunun ve gerekse yukarida belirtilen kimyasallarin somaklonal varyasyona
etkisinin farkli bir calisma ile dogrulandiktan sonra bugday olgun embriyo
kiiltiirtinde kullanilmas1 6nerilebilir.

WOX4 geninin ifade seviyesinin TSA ve 5-Azac’in tiim dozlarinda 14 gilinlik
kalluslarda arttig1, diger yastaki kalluslarda ise mMRNA ifade seviyelerinde azalma
meydana geldigi belirlenmistir.

LEC1 geninin mRNA ifade seviyesinin kallus yasina ve TSA ve 5-Azac’in
uygulama dozlarina gore degistigi, en yliksek artisin 42 giinliik kalluslarda 2,0 uM
TSA uygulamasinda oldugu tespit edilmistir. LEC1 geninin ifadesinde TSA nin 5-
Azac uygulamasina gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

BBM1 geninin mRNA ifade seviyesinin uygulamalara ve kallus yasina gore
degistigi belirlenmistir. Bu genin mRNA ifade seviyesinde 14 giinliik kalluslarda
tiim uygulamalarda artig goriiliirken; 28 ve 42 giinliik kalluslarda uygulamalara
gore degistigi belirlenmistir.

TaSERK geninin mRNA ifade seviyesi 14 ve 28 giinliik kalluslarda uygulamalara
degistigi ve 42 giinliik kalluslarda ise TSA ve 5-Azac’in tiim dozlarinda azaldig:
tespit edilmistir.

Arastirmamizda incelenen genler (WOX, LEC, BBM1, SERK) disinda da somatik
embriyogenesiste rolleri tam olarak agiklanmamis diger genlerin belirlenmesi igin

farkli bir ¢alismanin yiiriitiilmesinin yararli olacag: diisiiniilmektedir.
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