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Degisimler, Ozellikle DNA Metilasyonu ve
Somaklonal Varyasyon Ekseninde 3
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In vitro bitki doku kiiltiirii siireglerinde ortaya ¢ikan epigenetik yeniden
programlama, bitki genomunun metilasyon dinamiklerini degistirerek
somaklonal varyasyonun (SV) temel belirleyicilerinden biri haline gelir.
DNA metilasyonu, CG, CHG ve CHH baglamlarinda MET1, CMT3 ve
DRM2/RdADM vyollar1 araciligryla diizenlenir ve gen ifadesi, transpozon
baskilanmasi ve genom stabilitesinin korunmasinda kritik rol tistlenir. Doku
kiiltiirti mikrogevresindeki stres faktorleri (antioksidatif dengesizlikler, siirekli
alt kiiltiirleme, bitki biiylime diizenleyicileri ve kiiltiir siiresi) epigenetik
instabiliteyi tetikler. Bu siireg, gegici veya kalict metilasyon degisiklikleri ile
hiicresel yeniden programlanmay: etkileyerek fenotipik sapmalar olugturur.
Epigenetik kokenli bu degisimler, ticari mikrogogaltma sistemlerinde
klonal sadakat sorunlarina yol agsa da, islah programlar1 igin degerli bir
varyasyon kaynag: olugturur. Metilasyon degisimlerinin izlenmesinde MSAP
ve metAFLP gibi hizli tarama yontemleri ile bisiilfit dizileme gibi yiiksek
¢oziiniirliiklii yaklagimlar birlikte kullanilmaktadir. Epigenetik stabilitenin
yonetimi; kiiltiir kogullarimin optimizasyonu, stres yonetimi ve epigenetik
profil izlemesiyle miimkiin olup kontrollii varyasyon iiretimi agisindan
stratejik 6nem tagir.
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1. Girig

Bitki doku Kkiiltiiri (BDK) tekniklerinin ortaya ¢ikigi, modern bitki
bilimi aragtirmalarinda ve tarimsal tiretimde, 6zellikle ticari mikrogogaltma
(mikropropagasyon), 1slah programlari, germplazm (genetik materyal)
koruma ve patojensiz bitki iiretimi gibi alanlarda en 6nemli araglardan biri
haline gelmistir (Ghosh et al., 2021; Krishna et al., 2016). Bu yontemler,
klonlama yoluyla ¢ok sayida, genetik ve fizyolojik agidan benzer bitkinin
kisa siirede ve yil boyunca iiretilmesine olanak tanir (Ghosh et al., 2021).
Bitki hiicrelerinin totipotens (tek bir hiicreden tiim bir organizmayi yeniden
olugturma yetenegi) ve gelisimsel plastisite (farkli gevresel kogullara uyum
saglama yetenegi) kavramlarma dayanarak bitki rejenerasyonunu saglar
(Fehér, 2019; Thorpe, 2007).

Ancak, her ne kadar doku kiiltiirii rejenerantlarinin klonal olarak 6zdes
olmas1 amaglansa da, durum her zaman boyle degildir (Ghosh et al., 2021).
Laboratuvar ortamindaki yapay mikrogevre kogullarindaki dalgalanmalar ve
stirekli alt kiiltiire maruz kalma, bitki hiicrelerinde strese neden olarak genetik
ve epigenetik istikrarsizliklar1 tetikler (Cassells & Curry, 2001; Ghosh et
al., 2021). Bu durum, rejenerantlarda Doku Kiiltiirii Kaynakli Varyasyon
(TCIV) olarak bilinen molekiiler ve fenotipik degisikliklere yol agar. Bu
fenomene, genellikle indiikleyici ortami kategorik olarak belirtmek igin
Somaklonal Varyasyon (SV) adi verilir (Larkin & Scowcroft, 1981; Ghosh
etal,, 2021). SV, kromozom sayisindaki veya yapisindaki degisiklikler, DNA
dizi varyasyonlar1 ve transpozon aktivasyonu gibi genetik degisiklikleri
igerebilir (Kaeppler et al., 2000; Larkin & Scowcroft, 1981). Bununla
birlikte, mevcut kanitlar, DNA metilasyonu modelindeki bozulmalar gibi
epigenetik varyasyonlarin, doku kiiltiirii stirecinde genetik mutasyonlardan
gok daha sik meydana geldigini gostermektedir (Ghosh et al., 2021; Miguel
& Marum, 2011).

Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisini degistirmeden gen ifadesindeki
kalitsal degisikliklerdir (Law & Jacobsen, 2010). Bitkilerde DNA metilasyonu
CG, CHG ve CHH baglamlarinda gergeklesir ve diizeyi/dagilimi tiir ile
dokuya gore farkhlik gosterir (Ghosh et al., 2021; Bednarek & Ortowska,
2020). Bu metilasyon degisiklikleri, in vitro ortamdaki hiicre farklilagmasi
ve yeniden programlanmast (dediferansiyasyon ve rediferansiyasyon)
sirasinda dinamik olarak degisir ve bu durum, tiir igi fenotipik gesitlilige
onemli katkida bulunabilen kalitsal metilasyon degisikliklerine neden olabilir
(Huang et al., 2012; Ghosh et al., 2021). TCIV/SV’nin neden oldugu klonal
uygunluk kaybi, ticari mikrogogaltma sistemleri igin ciddi bir darbogaz
tegkil ederken, diger yandan bu varyasyon havuzu, dar genetik tabana
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sahip tiirlerin 1slah programlarinda, stres direnci veya gelistirilmig tarimsal
ozellikler gibi istenen varyantlarin se¢imi i¢in degerli bir kaynak sunmaktadir
(Ghosh et al., 2021; Krishna et al., 2016). Bu nedenle, BDK kaynakli DNA
metilasyonunun molekiiler temelini hassas ve kapsamli bir gekilde anlamak,
hem mikrogogaltma sistemlerinin darbogazlarini agmak hem de bu varyasyon
potansiyelini bitki 1slahinda kontrollii bir gekilde kullanmak igin stratejiler
gelistirmeye yardimci olacaktir (Ghosh et al., 2021).

2. Epigenetik Kavramu ve Bitkilerde Epigenetik Diizenleme

2.1. Epigenetik Mekanizmalarin Tanimi1 ve Kapsami

Epigenetik, DNA dizilimini degistirmeyen, ancak gen ekspresyonundaki
kalitsal degisiklikleri diizenleyen dinamik bir mekanizma grubunu ifade eder
(Law & Jacobsen, 2010; Miguel & Marum, 2011). Bu epigenetik olaylar,
kromozomal bolgelerin, gen aktivite durumlarini kaydetmek, sinyal vermek
veya sonraki nesillere aktarmak tlizere yapisal adaptasyonunu temsil eder
(Bird, 2007; Miguel & Marum, 2011). Epigenetik varyasyonlar, DNA
dizisindeki mutasyonlardan bagimsiz olarak ortaya ¢ikar ve Bitki Doku
Kiiltiirii (BDK) sirasinda gozlemlenen Somaklonal Varyasyon (SV) veya
Doku Kiiltiirii Kaynakli Varyasyon (TCIV) fenomenlerinin altinda yatan
ana nedenlerden biri olarak kabul edilir (Ghosh et al., 2021; Kaeppler et al.,
2000; Krishna et al., 2016).

Epigenetik diizenleme, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
RNA interferans1 (RNAi) gibi temel mekanizmalarin karmagik etkilesimiyle
kromatin yapisini kritik olarak etkiler (Henderson & Jacobsen, 2007;
Huettel et al., 2007; Miguel & Marum, 2011). Bu mekanizmalar, hiicresel
gen ekspresyonunu gevresel strese, sicakliga, 1518a ve hormonlara yanit
olarak modiile eder (Chen & Tian, 2007; Miguel & Marum, 2011; Fortes
& Gallusci, 2017).

BDK’nin temelini olusturan, farklilagmig somatik hiicrelerin totipotens
durumuna gegebilme yetenegi (gelisimsel plastisite), epigenetik mekanizmalar
tarafindan siki bir gekilde kontrol edilir (Fehér, 2019; Miguel & Marum,
2011). BDK rejenerasyonu sirasinda hiicreler yeniden programlama
stirecinden (dediferansiyasyon ve rediferansiyasyon) geger ve bu siireg,
epigenetik belirteglerin dinamik olarak yeniden diizenlenmesini zorunlu
kilar (Lee & Seo, 2018; Miguel & Marum, 2011). Mevcut kanitlar, DNA
metilasyonu modelindeki degisiklikler gibi epigenetik varyasyonlarin, doku
kiiltiirii siirecinde genetik mutasyonlardan gok daha stk meydana geldigini
ve SV’nin baglica molekiiler temeli oldugunu gostermektedir (Ghosh et al.,
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2021; Kaeppler & Phillips, 1993; Miguel & Marum, 2011; Bednarek &
Ortowska, 2020).

2.2. DNA Metilasyonu: Bitkilerdeki Temel Epigenetik Markor

DNA metilasyonu, sitozin kalintilarinin metil grubu (-CH3) ile modifiye
edilmesiyle gergeklesir ve bitki gelisiminde, genomik damgalanmada
(genomic imprinting), transpozon susturmada ve gen regiilasyonunda
hayati bir rol oynar (Ghosh et al., 2021; Law & Jacobsen, 2010; Zhang
et al., 2018). Bu modifikasyon sonucu 5-metilsitozin (5-mC) olugur ve
bu, yiiksek bitkilerde baskin olan metillenmig bazdir (Ghosh et al., 2021;
Wion & Casadesus, 20006). Bitki genomlarinda sitozin metilasyon oran,
memelilere gore oldukga yiiksektir ve %30’un {izerine ¢ikabilir (Ghosh et
al., 2021; Law & Jacobsen, 2010).

Metilasyon Dizilim Baglamlari: Bitkilerde DNA metilasyonu, tig farkls
dizilim baglaminda meydana gelir (Ghosh et al., 2021; Law & Jacobsen,
2010):

1. Simetrik CG (CpG) Baglami: Sitozin ve ardindan Guanin (CG). Bu
baglam, bitkilerde metilasyonun en yiiksek siklikta oldugu yerdir (Ghosh et
al., 2021).

2. Simetrik CHG Baglami: Sitozin, ardindan herhangi bir niikleotid (A,
T veya G olarak H) ve Guanin (CHG) gelir.

2.3. Metilasyonun Kurulmasi ve Siirdiiriilmesi

Metilasyon paternlerinin  kurulmasi (de novo metilasyon) ve hiicre
boliinmeleri sirasinda  korunmasi (bakim metilasyonu), farkh DNA
metiltransferaz (DMT) enzimleri tarafindan saglanir (Ghosh et al., 2021,
Law & Jacobsen, 2010; Zhang et al., 2018):

1. De Novo Metilasyon (DRM2): Domains Rearranged Methyltransferase
2 (DRM2), tim CG, CHG ve CHH baglamlarinda yeni metilasyonun
kurulmasindan sorumludur (Cao & Jacobsen, 2002; Ghosh et al., 2021).
DRM2, ozellikle RNAya Bagimli DNA Metilasyonu (RdADM) yolu igin
kritik bir role sahiptir (Ghosh et al., 2021; Zhang & Zhu, 2011).

2. CG Bakimi (METI1): DNA Methyltransterase 1 (MET1), DNA
replikasyonundan sonra hemimetillenmis CG baglamini tanir ve metilasyonun
korunmasini saglar (Ghosh et al., 2021; Law & Jacobsen, 2010).

3. CHG Bakimi (CMT3): Chromomethylase 3 (CMT3), esas olarak
CHG metilasyonunun bakimini yiiriitiir (Ghosh et al., 2021). CMT3, histon
modifikasyonlar ile iligkilidir.
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RNAYya Bagimli DNA Metilasyonu (RdADM) Yolu:

RdDM, bitkilere 6zgii bir de novo metilasyon yoludur ve ozellikle
transpozon aktivitesinin baskilanmasinda, biyotik ve abiyotik stres
tepkilerinde ve CHH metilasyonunun bakiminda hayati rol oynar (Ghosh et
al., 2021; Zhang & Zhu, 2011). Bu karmagik siireg sunlarr igerir:

* RNA polimeraz IV (POL IV) ve RNA polimeraz V (POL V) gibi
RNA polimerazlarin, RNAya bagimli RNA polimeraz 2 (RDR2), Dicer-
like 3 (DCL3) ve Argonaute (AGO) proteinlerinin ig birligi (Ghosh et al.,
2021; Gallego-Bartolomé, 2020; Pikaard & Scheid, 2014).

* POL IV ve RDR2’nin {irettigi cift sarmalli RNAlar, DCL3 tarafindan
24-niikleotid kiigiik miidahale eden RNAlara (siRNAlar) kesilir (Ghosh et
al., 2021).

* RdDM temelli DRM2 etkinligi ozellikle CHH baglaminda yeni
metilasyon igaretlerinin olugumuna aracilik eder; bu siire¢ doku kiiltiirii
stresleriyle iligkili olarak degisebilir (Ghosh et al., 2021; Bednarek &
Ortowska, 2020).

2.4. Histon Modifikasyonlar1 ve Kromatin Dinamikleri

DNA metilasyonu, genellikle Histon Modifikasyonlar1 ile birlikte ¢aligarak
kromatin yapisini ve gen ekspresyonunu diizenler. Histon proteinlerinin (H3,
H4) kuyruklari, asetilasyon ve metilasyon gibi kovalent modifikasyonlara
ugrar (Kouzarides, 2007; Miguel & Marum, 2011; Cheng, 2014).

* Asetilasyon: Histon Asetiltransferazlar (HAT) tarafindan katalizlenen
hiperasetilasyon, genellikle aktif gen ekspresyonu (6kromatin) ile iligkilidir
(Hebbes et al., 1988; Miguel & Marum, 2011).

* Metilasyon: H3K4 iizerindeki metilasyon aktif transkripsiyonu
gosterirken, H3K9 iizerindeki metilasyon ise transkripsiyonel baskilama
(heterokromatin) ile baglantihdir (Shilatifard, 2006; Miguel & Marum,
2011). Ozellikle H3K27me3 (Histon 3 Lizin 27 trimetilasyonu), bitkilerde
ok sayida geni susturan 6nemli bir baskilama mekanizmasidir (Zhang et al.,

2007; Miguel & Marum, 2011).

* Capraz Etkilesim: CMT3, kromodomenleri araciligiyla metillenmis
histonlara  baglanarak (H3K9me2) DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu arasinda 6nemli bir baglant1 kurar (Pikaard & Scheid, 2014;
Law & Jacobsen, 2010).

BDK sirasinda hiicreler dediferansiyasyona ugradiginda, kromatin
yapisinda degisimler gozlenir; Ornegin Arabidopsis protoplastlarinda
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heterokromatinin 6kromatine doniistiigii rapor edilmistir (Tessadori et al.,
2007; Lee & Seo, 2018).

2.5. BDK Cevresi ve Somaklonal Epigenetik Varyasyonun
Kaynaklar1

BDK ortamindaki yapay kosullar (PGRler, siirekli alt kiiltiir, besin
kisitlamasi, oksidatif stres), hiicreleri travmatik strese sokar ve bu stres,
somaklonal varyasyonu (SV) indiikler (Cassells & Curry, 2001; Krishna et
al., 2016; Ghosh et al., 2021). DNA metilasyonundaki degisiklikler, SV nin
altinda yatan ana faktor olarak kabul edilir (Ghosh et al., 2021; Miguel &
Marum, 2011; Kaeppler et al., 2000).

* PGR Etkisi: Eksogenoz olarak uygulanan Bitki Geligim Diizenleyicileri
(PGRler), PGR konsantrasyonu ve orani, hiicre dongiisii bozulmasina ve
genetik/epigenetik anormalliklere yol agabilir (Peschke & Philips, 1992;
Krishnaetal., 2016). Ornegin, 2,4-D (auxin) gibi PGRler, sitozin metilasyon
seviyelerini artirabilir (LoSchiavo et al., 1989; Huang et al., 2012; Sales &
Butardo, 2014). Oksin seviyeleri, Coffea canephora’da somatik embriyogenez
sirasinda TAA konsantrasyonunun dinamik olarak degismesine neden olur

(Ayil-Gutiérrez et al., 2013).

* Oksidatif Stres: BDK ortamindaki stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
agirt iretimine neden olarak DNA'da hasara ve metilasyon paternlerinde
degisikliklere yol agar (Cassells & Curry, 2001; Krishna et al., 2016).

e Kiiltiir Siiresi ve Yontemi: In vitro kiiltiir siiresinin ve alt kiiltiir
dongiisii sayisinin artmasi, SV olasiigini artirir (Bairu et al., 2006; Sun et
al., 2013; Clarindo et al., 2012). Kallus fazindan gegen dolayli rejenerasyon,
direkt rejenerasyona gore daha yiiksek SV oranlariyla iligkilidir (Zayova et
al., 2010; Krishna et al., 2016).

¢ Kalhtilabilirlik: BDK sirasindaindiiklenen DN A metilasyon degisiklikleri,
epiallel olarak bilinen kalitsal epigenetik varyasyonlara yol agabilir (Ghosh et
al., 2021; Springer, 2013). Bu epialleller, sonraki generasyonlara mitotik
veya mayotik olarak aktarilabilir ve istenen tarimsal 6zelliklerin (6rnegin,
muzda hastaliga direng) segilmesi igin bir gesitlilik kaynagt sunar (Ghosh et
al., 2021; Krishna et al., 2016).

3. Bitki Doku Kiiltiiriinde DNA Metilasyonu Mekanizmasi

DNA metilasyonu, bitkilerde epigenetik gen diizenlemesinin temel
mekanizmalarindan biridir ve ¢ogunlukla sitozin kalintilarinin 5. karbonuna
metil grubunun eklenmesiyle gergeklesir (Miguel & Marum, 2011). Bitki
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genomlarinda metilasyon ii¢ farkli baglamda gozlenir: CG, CHG ve CHH
(H = A, T veya C) (Ghosh et al., 2021). Bu baglamlar farkli metiltransferaz
enzim gruplar tarafindan diizenlenmekte olup, s6z konusu enzimler MET1
(METHYLTRANSFERASE 1), CMT’ler (CHROMOMETHYLASE)
ve DRM’ler (DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE)
olarak simiflandirilir (Miguel & Marum, 2011; Ghosh et al., 2021).

METT1 yolu, ¢ogunlukla CG metilasyonunun korunmasindan sorumludur.
DNA eslenmesi esnasinda metillenmis kaliptan metilsiz yeni zincire metil
grubunun kopyalanmasini saglayarak epigenetik hafizay1 korur (Miguel &
Marum, 2011). Bu yoniiyle MET], hiicre boliinmesi sirasinda epigenetik
stabilitenin anahtaridir.

CMT yolu, CMT3 basta olmak tizere CHG baglamindaki metilasyonu
stirdiiriir ve genellikle H3K9me2 histon isaretleriyle koordineli ¢aligir
(Bednarek & Orfowska, 2020). Bu vyol, heterokromatin bolgelerinde
transpozon sessizliginin siirdiiriilmesinde kritik 6neme sahiptir.

DRM yolu ise de novo metilasyon siirecinden sorumludur ve RNA-
yonlendirmeli DNA metilasyonu (RdDM) mekanizmas: ile iliskilidir
(Miguel & Marum, 2011). RdADM’de kiigiik interferans RNAlar (siRNA),
genomdaki tekrarl dizileri ve transpozonlar1 hedef alarak DRM2 enzimini
bu bolgelere yonlendirir ve yeni metilasyon igaretleri olugturur (Bednarek &
Ortowska, 2020).

In vitro doku kiiltiirii sirasinda bu metilasyon yollari yeniden programlama
siiregleri nedeniyle yogun bicimde aktiflestirilmektedir. Ozellikle kallus
olusumu ve somatik embriyogenez sirasinda CG ve CHG metilasyonunun
gegici olarak azalirken, CHH baglamindaki metilasyonun artabildigi ve
bunun stres kogullarina adaptif bir yanit oldugu bildirilmistir (Ghosh et al.,
2021). Ayni1 zamanda, RADM yolunun aktiflesmesiyle transpozon baskilama
dinamikleri degismekte, bu da somaklonal varyasyonun epigenetik temelini
olusturmaktadir (Bednarek & Orlowska, 2020).

Bu mekanizmalarin ortak igleyisi, doku kiiltiirti kosullarinda goriilen
DNA metilasyon paternlerinin  neden genomun baz1 bolgelerinde
kayboldugunu, bazilarinda ise yeniden olustugunu agiklamaktadir. Bu
nedenle, DNA metilasyon mekanizmasinin anlagilmasi, hem epigenetik
stabilitenin korunmasina yonelik stratejiler hem de kontrollii varyasyon
tiretimi agisindan biiyiik 6nem tagir (Ghosh et al., 2021).
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4. DNA Metilasyonunun Tespiti: MSAP, metAFLP ve Bisiilfit
Dizileme Yaklagimlari

DNA metilasyonunun belirlenmesi, doku kiiltiirii kaynakli epigenetik
varyasyonlarin ¢oziimlemesinde kritik &neme sahiptir. In vitro rejenerasyon
stiregleri sirasinda metilasyon paternlerinin degisimi, gen ekspresyonu,
genom stabilitesi ve somaklonal varyasyon diizeyi tizerinde dogrudan etkili
oldugundan, bu degisimlerin kantitatif ve kalitatif olarak izlenmesi gereklidir
(Ghosh et al.,, 2021). Bitkilerde DNA metilasyonunun belirlenmesine
yonelik yaklagimlar, hedeflenen ¢oziiniirliik diizeyine gore molekiiler belirteg
temelli, enzimatik duyarhliga dayali ve dizileme tabanli yontemler olarak
siniflandirilabilir (Bednarek & Orlowska, 2020).

4.1 Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism (MSAP)

MSAP, Hpall ve Mspl gibi metilasyona duyarl restriksiyon enzimlerinin
farkli kesim paternlerinden yararlanan, genomik metilasyon farkliliklarini
saptamaya yonelik modifiye edilmis bir AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) yontemidir (Ghosh et al., 2021). Bu enzimler,
ayni tanima dizisini (5-CCGG-3’) hedef alir ancak sitozin metilasyonuna
tarkli duyarliliklar gosterir. Boylece, metilasyonlu ve metilasyonsuz bolgeler
arasinda ayirt edici bant desenleri elde edilir (Bednarek & Orlowska,
2020). MSAP yontemi, genellikle genom dizisi bilinmeyen tiirlerde dahi
uygulanabilir olmast nedeniyle 6zellikle tarla bitkilerinde yaygin kullanima
sahipti. Bobadilla Landey ve ark. (2013), Coffea arabica embriyo
kiiltiirlerinden elde ettikleri rejenerantlarda MSAP yontemiyle yalmzca
%0,07-0,18 oraninda epigenetik polimorfizm tespit ederek mikrogogaltma
stirecinin epigenetik agidan oldukga stabil yiiriitiildiigiinii bildirmistir.

4.2 metAFLP Teknigi

MSAP metodunun daha gelismig bir formu olan metAFLP (methylation-
sensitive amplified fragment length polymorphism), hem DNA dizisi
degisimlerini hem de metilasyon paternlerini ayni anda saptamaya olanak
saglar (Orlowska & Bednarek, 2020). Bu yontemde, metilasyona duyarh
restriksiyon giftleri ile klasik AFLP analizleri birlikte yiiriitiiliir ve “toplam
doku kiiltiirii kaynakli varyasyon” (TTCIV) metrikleri hesaplanir. Hordeum
vulgare (arpa) rejenerantlart tizerinde yapilan ¢aligmalarda, metAFLP
yontemiyle tespit edilen metilasyon degigikliklerinin %5-10 araliginda
oldugu, bu degigimlerin biiyiik boliimiiniin asimetrik (CHH) baglamda
meydana geldigi belirlenmigtir (Orlowska & Bednarek, 2020). Boylece
metAFLP, doku kiiltiirii kogullarinin optimize edilmesinde (6r. Cu?*, Ag*
konsantrasyonlari, kiiltiir siiresi gibi faktorlerde) kullanilan istatistiksel
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yaklagimlarla birlikte epigenetik optimizasyon igin etkin bir arag haline
gelmigtir.

4.3 Bisiilfit Dizileme (Whole-Genome Bisulfite Sequencing,
WGBS)

Bisiilfit dizileme, DNAdaki metillenmemis sitozinlerin sodyum bisiilfit
ile urasile doniistiirtilmesi esasmna dayamir. Ardindan yapilan dizileme ile
metillenmis (C olarak kalir) ve metillenmemis (T°ye doniigmiis) bazlar ayirt
edilerek baz ¢oziiniirliigiinde metilasyon haritalar1 olugturulur (Ghosh et al.,
2021). Bu yontem, hem simetrik hem de asimetrik baglamlarda metilasyon
tespitini miimkiin kilar ve diger yontemlere kiyasla en yiiksek ¢oziiniirlitk
diizeyini saglar. Ancak yiiksek maliyet ve biyoinformatik analiz gereksinimleri
nedeniyle, ¢ogu doku kiiltiirti galigmasinda MSAP veya metAFLP gibi daha
ckonomik teknikler tercih edilmektedir (Bednarek & Orlowska, 2020).

Genel olarak, bu yontemlerin birlikte kullanimi bitki doku kiiltiirii
stireglerinde epigenetik degisimlerin hem lokal (gen/tekrarli bolge bazinda)
hem de genomik diizeyde degerlendirilmesine olanak tanir. Boylece, DNA
metilasyonundaki degisimlerin somaklonal varyasyonla iligkisi biitiinciil
bir yaklagimla ortaya konulabilmektedir (Ghosh et al., 2021; Orlowska &
Bednarek, 2020).

5. Epigenetik Yeniden Programlama ve Somaklonal Varyasyonun

Tliskisi

Bitki doku kiiltiirli rejenerasyonu sirasinda gozlenen varyasyonlarin
onemli bir boliimii, DNA dizisi degisikliklerinden ¢ok epigenetik yeniden
programlama ile iliskili olup, Ozellikle DNA metilasyon paternlerinin
bozulmasi bu siiregte belirleyici rol oynar (Miguel & Marum, 2011; Ghosh et
al.,2021). Invitro ortamda eksplantlarin dediferansiye olup kallus olugturmast
ve ardindan yeniden organize olarak bitki rejenerantina doniigmesi, yogun
bir epigenetik diizenleme gerektirir. Bu siiregte MET1, CMT3 ve DRM2 gibi
metiltransferazlarin diizenledigi metilasyon dongiilerinde gegici instabiliteler
meydana gelir (Ghosh et al., 2021). Bu degigimler, genom bolgeleri arasinda
hipermetilasyon veya hipometilasyon gibi iki yonlii metilasyon kaymalarina
yol agabilir (Bednarek & Orfowska, 2020).

Somaklonal varyasyon (SV), bu epigenetik instabilitenin fenotipik giktis1
olarak tanimlanabilir (Krishna et al., 2016). Genomda yer alan tekrarll DNA
dizileri ve transpozon bolgeleri, doku kiiltiirii sirasinda metilasyon kaybina
en duyarli bolgelerdir (Miguel & Marum, 2011). Ozellikle CHH baglaminda
artan de novo metilasyon, doku kiiltiirii stresine karg1 bir savunma yaniti
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iken, bazi bolgelerdeki metilasyon kayb1 genomik yeniden diizenlemelere yol
acabilmektedir (Ghosh et al., 2021). Ortowska ve Bednarek’in (2020 Arpa
anter kiiltiirinde metAFLP ve Taguchi istatistikleriyle TTCIV nin ~%7-10
araliginda yonlendirilebildigi gosterilmistir. Benzer sekilde Bobadilla Landey
et al. (2013), Coftea arabica rejenerantlarinin ¢ogunda genetik stabilitenin
korundugunu ancak metilasyon temelli epigenetik farkhiliklarin diigiik
seviyede dahi olsa tespit edilebildigini belirtmistir.

Epigenetik degisimlerin bir kismi gegici ve geri doniigebilir nitelik
tagirken, bazi degisiklikler stabil olarak kalitsal hale gelebilir (Miguel &
Marum, 2011). Bu 6zellik, SV’nin hem mikrogogaltma sistemlerinde
klonal sadakat kaybinin nedeni hem de bitki islahi i¢in yeni varyasyon
kaynag1 olmasini saglamaktadir (Krishna et al., 2016). Nitekim SV ile elde
edilen fenotipler arasinda tuzluluk toleransi, artan antioksidan aktivite veya
sekonder metabolit artig1 gibi tarimsal agidan avantajli 6zellikler de rapor
edilmistir (Ghosh et al., 2021; Orlowska et al., 2024).

6. Sonug

Bitki doku kiiltiirii sirasinda ortaya gikan epigenetik yeniden programlama,
somaklonal varyasyonun temel belirleyicilerinden biri olup, bu siiregte DNA
metilasyonu merkezi bir rol oynar. CG, CHG ve CHH baglamlarinda
ger¢eklesen metilasyon degisimleri; gen ekspresyonu, transpozon aktivitesi
ve kromatin dinamigi iizerinde derin etkiler olusturarak fenotipik gesitliligi
artirir. Bu durum ticari mikrogogaltma sistemleri igin istenmeyen klonal
sapmalara neden olsa da, bitki 1slah1 agisindan stratejik bir varyasyon kaynagi
sunmaktadir. Epigenetik varyasyonun kontrol altina alinmasi, optimize
edilmis kiiltiir ortami, antioksidatif ortam diizenlemesi ve metilasyon profili
takibi gibi yaklagimlarla miimkiin olabilmektedir (Bednarek & Ortowska,
2020). Bu nedenle epigenetik siireglerin anlagilmasi, sadece doku kiiltiirii
genetiginin degil, ayni zamanda modern bitki biyoteknolojisi ve 1slah
stratejilerinin de temelini olusturmaktadir.
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