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OZET
Doktora Tezi

BOR HIPERAKUMULATOR BITKIiLERDE miR408 VE Bor2 GENLERININ
YUKSEK DUZEYDE iFADESININ BOR FITOREMEDIASYONUNA
ETKILERI

ibrahim Ertan ERKAN

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal

Damsman: Doc. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY

Bu calismada miR408 geninin pamuk ve karanfil bitkilerine Agrobacterium
araciligiyla genetik transformasyonu gerceklestirilmistir. Transgenik bitkilerin
rejenerasyonu her iki bitki i¢inde gergeklestirilmistir. Ancak F1 eldesi yalnizca
pamuk Dbitkisinde gerceklestirilebilmistir. miR408 geninin bor fitoremediasyon
potansiyeli F1 jenerasyon transgenik pamuk bitkilerinde molekiiler ve biyokimyasal
seviyede incelenmistir. Bu amagla transgenik ve kontrol pamuk bitkilerine 1. giin ve
5. giin 7.5 mM olmak {izere iki farkli siireyle siddetli bor stresi uygulanmig ve
tepkiler karsilastirilmali olarak incelenmistir.

mir408 geninin varliginin transgenik bitkilerde artan bor stresi altinda PIP1;1 gen
ifade seviyesini artirdigi belirlenmistir. Benzer sekilde PIP2;1 gen ifade seviyesi
transgenik bitkilerde artan bor stresi ile birlikte artmaktadir. MDA ve iyon sizintisi
miktarlari, transgenik bitkilerin bor uygulamalari altinda bor uygulanan kontrol
bitkilere gore istiin dayanim oOzelligi gosterdigini ve daha az strese girdigini
gostermektedir.

Transgenik bitkiler bor stresinin ilk giiniinde asir1 borla karsilastiginda Boron
transporter 1 geninin ifadesini azaltarak bitkilere bor girigini azaltmistir. Ancak 5
giinliik stres sonunda, bu genin ifadesinin artarak bitkilere bor giriginin arttig1 tespit
edilmigtir.  miR408 geninin, boron transporter 1 geninin ifade seviyesini
diizenleyerek bitkilerin bor dengesinin saglanmasinda gorev aldigi belirlenmistir.
Transgenik bitkilerde Boron transporter 2 gen ifadesinin, stres siiresi uzadikga arttigi
belirlenmistir. Birinci stres giiniinde Boron transporter 2 gen ifadesinin transgenik
bitkilerde disiikk olmasinin bir nedeninin Boron transporter 1 geninin ifade
seviyesini diisiirerek bitki igerisine bor aliimini azaltmasi nedeniyle oldugu tespit
edilmistir.

Bagil su igerikleri, transgenik bitkilerde 1. stres giiniinde kontrol bitkilerden daha
yiksek ylizdeye sahip ve istatistiksel olarak onemli iken, 5. stres giliniinde bu
yiizdenin diiserek bor uygulanan kontrol bitkileri ile aynmi seviyeye geldigi
belirlenmistir. Prolin igerikleri transgenik bitkilerde 1. stres giiniinde bor uygulanan
kontrol bitkilerin seviyesinin altindayken, 5. stres giiniinde artmistir. Bu sonuglar



Boron transporter 1 ve Boron transporter 2 genleri arasindaki iligkiyi destekler
niteliktedir.

Plastosiyanin gen ifadesinin stresle birlikte arttigi belirlenmistir. Birinci stres
giiniinde transgenik bitkilerde plastosiyanin gen ifadesi bor uygulanan kontrol
bitkilerine gore daha diisiik seviyede kalirken, 5. stres giiniinde kontrol bitkilerinden
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Plastosiyanin’in bakir eksikliginde ifade edilen
bir gen oldugu bu nedenle artan stres kosullarinda bitkinin bakir ihtiyact duymasi
nedeniyle arttigi belirlenmistir. miR408 geni, artan bor stresi (5. giin) altinda
transgenik bitkilerde plastosiyanin gen ifadesini diizenleyerek bor uygulanan kontrol
bitkilerine kiyasla %11 artirmistir.

Transgenik bitkilerin toplam Klorofil igerikleri, 1.stres giiniinde bor uygulanan
kontrol bitkilerinden yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir. Besinci giin bor stresinde transgenik bitkilerin toplam klorofil
igerikleri, bor uygulanan kontrol bitkilerden daha yiiksek seviyede olup istatistiksel
olarak onemli bulunmustur. Transgenik bitkilerin toplam klorofil igeriklerini artan
bor stresiyle birlikte, kontrol bitkilerine kiyasla daha iyi diizeyde korudugu tespit
edilmigtir. miR408 geninin bor stresi altinda MAPK ve CPR2 gen ifadelerinin
diizenlenmesinde etkin bir rol oynamadig1 anlasilmistir. EF1A8’in bor stresi altinda
kullanilabilecek uygun bir referans gen oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pamuk, Agrobacterium tumefaciens, genetik transformasyon,
miR408, bor fitoremediasyonu.

2019, 130 sayfa



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

EFFECTS OF miR408 and Bor2 OVEREXPRESSION IN BORON
HYPERACCUMULATOR PLANTS FOR BORON PHYTOREMEDIATION

ibrahim Ertan ERKAN

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY

In this study, genetic transformation of miR408 gene to cotton and carnation plants
was carried out via Agrobacterium. The regeneration of transgenic plants was
performed successfully in both plants. However, F1 seed production could only be
achieved in cotton plants. Boron phytoremediation potential of miR408 gene was
investigated at the molecular and biochemical level by the use of F1 generation
transgenic cotton plants. For this purpose, severe boron stress was applied to the
transgenic and control cotton plants at two different durations, namely 1 day and 5
days at the rate of 7.5 mM B and the responses were examined comparatively.

The mir408 gene was found to increase the expression level of PIP1;1 gene under
long term boron stress in transgenic plants. Similarly, the PIP2;1 gene expression
level increased with increasing boron stress in transgenic plants. Levels of MDA and
ion leakage indicated that transgenic plants were more tolerant to boron stres when
compared to control plants.

Boron transporter 1 gene expression level decreased in transgenic plants when
encountered with excesss boron on the 1% day of stress. However, at the end of the
5% stress day, increased expression of this gene was found to increase boron input to
the plants. The miR408 gene was determined to regulate the expression level of
boron transporter 1 gene in the provision of boron balance in plants. Similarly boron
transporter 2 gene expression was increased with the exposure of longer stress
duration in transgenic plants. The reason for the lower Boron transporter 2 gene
expression in transgenic plants on the 1° day of stress might be resulted from the
decrease of Boron transporter 1 gene expression and eventually decreased boron
intake of plant tissues.

Plant relative water content percentages (%) were higher and statistically significant
in transgenic plants compared to control plants under boron stress on the 1% day of
stress, while this percentage decreased and found to be statistically insignificant
between transgenic and boron stressed control plants on the 5" day of stress. Plant
proline contents did not exhibit statistically significant difference in transgenic plants
when compared to boron stressed control plants on the first day of stress; however
the difference increased at the duration of five days. These results also supported the
relationship between Boron transporter 1 and Boron transporter 2 genes.



The expression of plastocyanin gene was increased with the duration of stress. On
the 1% day of stress, plastocyanin gene expression in transgenic plants was found to
be lower than boron stressed control plants, whereas it was found to be higher on the
5" day of stress when compared to boron stressed control plants. Plastocyanin is a
gene expressed in the lack of copper; however plants are unable to absorb essential
copper under increased stress conditions. This might be the reason for the
plastocyanin gene expression increase under long stress duration. miR408 gene
seems to regulate plastocyanin gene expression under long stress duration in
transgenic plants with 11% more expression compared to boron stressed control
plants.

Although the total chlorophyll content of transgenic plants was higher than boron
stressed control plants at the 1% day of stress, the difference was not statistically
significant. However, at the 5" day of boron stress, increase in the total chlorophyll
content of transgenic plants compared to boron stressed control plants was
statistically significant. Therefore, transgenic plants have been found to maintain
their total chlorophyll contents under severe boron stress when compared to boron
stressed control plants. The miR408 gene was found to play no effective role in the
regulation of MAPK and CPR2 gene expressions under boron stress. EF1A8 was
found to be a suitable referance gene which can be used under boron stres.

Keywords: Cotton, Agrobacterium tumefaciens, genetic transformation, miR408,
boron phytoremediation.

2019, 130 pages
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji ve gen miihendisligi bilimlerinin gelisimiyle birlikte son yillarda
cesitli genlerin islevleri detayll bir sekilde arastirilmaya baslanmistir. Ozellikle
genlerin farkl streslere karsi ne tiir cevaplar verdigi merak konusudur. Bitkilerin gen
haritalar1 ¢ikartilarak gen ifade diizeyleri arastirilmaktadir. Bazi stres etmenleri
bitkinin biiyiime gelisme ve tohum verimini olumsuz yonde etkilediginden bu stres
etmenleri altinda ifadesi artan veya azalan genlerin gorevlerinin anlasilmasi igin
giiniimiizde yogun ¢aba sarf edilmektedir. Uzun yillardan beri bazi genlerin gesitli
hastaliklarla miicadelede etkin bir sekilde kullanilmasi, bu alanin potansiyelini gozler
oniine sermektedir. Genetik miihendisligiyle birlikte arastiricilar bazi potansiyel
gorevleri bilinen genleri bagka bitkilere c¢esitli genetik transformasyon metodlar

yardimiyla transfer etmektedirler.

Pamuk ile karanfil diinya ve iilkemiz topraklarimin 6nemli bitkilerdendir. Pamuk
genellikle ¢ok degerli olan lif 6zelliginin yaninda hayvan yemi olarak kullanilmakta
ve yagindan faydalanilmaktadir. Karanfil kesme ¢i¢ekeilikte kullanilan 6nemli siis
bitkilerinin basinda gelmektedir. Bu nedenle iki bitkinin de aktif tarimda daha
verimli bir sekilde kullanilmas: igin bitkilerin sahip oldugu ozelliklerin daha iyi

anlasilmasi ve gelistirilmesi gerekmektedir.

Fitoremediasyon, kirleticilerin toprak ve sudan bitki biinyesine alinarak zararsiz hale
getirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Raskin vd., 1997). Agir metaller herhangi bir
miidahale olmaksizin toprakta par¢alanmadan yiizyillarca kalabilmektedir (Hooda,
2007). Fitoremediasyon ¢alismalarinda son yillarda transgenik bitkilerden
yararlanilmaktadir. Transgenik bitkilerde asir1 diizeyde ifade edilen genlere bagh
olarak metal baglayici proteinlerin ve peptitlerin biyosentezleri de dahil olmak tizere
genler, toksik iyonlar1 daha az toksik veya kolay uzaklastirabilen formlara ya da
kombinasyonlara doniistiirebilirler (De Mello-Farias vd., 2011).

Tiirkiye’de dahil olmak tizere bor rezervine sahip olan Amerika, Cin, Giiney Afrika
gibi iilkelerde madenler, endiistriyel aktiviteler, tarim alanlarinda sulama, giibreleme

gibi insan kaynakl faktorler bor fazlaligina neden olur (Tiire ve Bell, 2004). Her ne



olursa olsun 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde bor fazlalig1 yerel bir problem

olmay1p kiiresel bir problemdir (Onthong vd., 2011; Cervilla vd., 2012).

Bir hastaliga tedavi gelistirmek i¢in Oncelikle hastalifa yol acan mekanizmalarin
anlasilmas1 gerektigi gibi, onemli tarim bitkilerinde abiyotik streslere direngli gesitler
gelistirmek de bitkilerin ne tiir mekanizmalarla bu streslere tepki verdiklerini
anlamaya dayalidir. Bu ¢alismada miR408 geninin, bor fitoremediasyonu tizerindeki
etkileri pamuk ve karanfil bitkileri tlizerinde arastirilmistir. Pamuk ile karanfil
bitkileri, insan hayat1 i¢in ve ekonomik olarak 6nemli kiiltiir bitkilerindendir. Bu
bitkilerin rekombinant DNA teknikleriyle cevresel stres ve Kkirlilikle miicadele

amaciyla genetik kapasitelerini artirmak da ihtiya¢ ve 6nem arz etmektedir.

Bu doktora tezi c¢alismasinda pamuk ve karanfil bitkilerinde Agrobacterium
tumefaciens aracaligiyla genetik transformasyon gergeklestirilmistir. Pamuk
bitkisinde mir408 geni yiiksek diizeyde ifade edilerek bor fitoremediasyonu {izerine
kazandirdig1 ozellikler molekiiler ve biyokimyasal olarak incelenmistir. Bazi
bitkilerde mir408 geninin potansiyel etkileri {izerine yapilan arastirmalar
incelendiginde, bakir miktarinin diizenlenmesi, bazi abiyotik stress faktorlerine
tolerans, fotosentez kabiliyetinin gelismesi, dallanma ve verim artis1 {izerine olumlu
etkilerinin oldugu anlagilmaktadir. Bu nedenle bu ¢alisma, ilerleyen zamanlarda bor
toleransinin yaninda, ¢ok cesitli stres etmenlerine karsi pamuk bitkisinin genetik

kapasitesinin gelistirilmesi i¢in de rehber niteliginde olma potansiyelindedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Pamugun Tarihcesi ve Genel Ozellikleri

2.1.1. Pamugun tarihcesi

Pamuk tariminin yaklasik 7000 y1l 6nce Hindistan ve Giiney Amerika’da yapildigini
arkeolojik kaynaklar gdstermektedir. Pakistan’daki Indus Nehri Vadisi’nde pamuk,
M.O. 3000 yillarinda pamuk haline getirildi, egrildi ve dokundu. Ayni zamanda,
Misir’in Nil vadisinin yerlileri pamuklu giysiler yapiyor ve giyiyorlardi. (National
Cotton Council of America, 2018).

Arap tiiccarlar, Avrupa’ya yaklasik M.S. 800 yillarinda pamuklu kumaglar1 getirdiler.
Columbus 1492 yilinda Amerika’y1r kesfettiginde Bahama Adalarinda pamuk
yetistigini fark etmistir. Daha sonra pamuk 1500 yilina kadar tim diinya genelinde
bilinir hale gelmistir (Bell, 1999; Riello ve Parthasarathi, 2011).

2.1.2. Pamugun genel ozellikleri

Pamuk Malvaceae familyasindan cinsi Gossypium olan tiirii Gossypium hirsutum (2n
= 52), Gossypium barbedense (2n = 52), Gossypium herbaceum (2n = 26) ve
Gossypium arboreum (2n = 26) olmak flizere 4 tiirden olusmaktadir. Gossypium
hirsutum tilkemiz topraklarinin 6nemli endiistri bitkileri igerisinde bulunan bir lif ve

yag bitkisidir (Y1lmaz, 1999; Kolsarici, 2009).

Gossypium barbadense ile saglanan diinya lif iiretimi yaklasik %35 civarinda olup
tarim1 Sudan, ABD, Misir ve Peru gibi iilkelerde yapilmaktadir (Ogtr, 2008).
Gossypium barbadense uzunlugu maksimum 3,5-4 cm, ince ve dayanikli liflere
sahiptir. Liflerinden kaliteli, ince ve pahali poplin kumaslar iiretilir. Lif randiman
verimleri, Gossypium hirsutum tiirii pamuklardan daha disiiktir (Giirel vd.,
2000).

Gossypium herbaceum ve Gossypium arboreum Asya kokenli eski diinya pamuklari

(2n = 26), kapali kozali pamuklardir. Bu tiirlerin verimleri diisiik lifleri kisa ve



kalindir. Bu nedenle iilkemizde Amerikan kokenli yeni diinya pamuklarindan olan
Gossypium hirsutum agik kozali (upland) pamuklar kullaniimaktadir. Ulkemizde
yapilan pamuk tarimimn yaklagik %99.5’i Gossypium hirsutum ile yapilmaktadir.
Diinyada bu oranin %90°dan fazla oldugu bilinmektedir (Giirel vd., 2000; Genger
vd., 2005).

Pamuk tohumu ekildiginde iki zamanda diisiik sicakliklara hassastir. Bunlardan
ilki tohumun su almaya baslayarak metabolik aktivitenin basladigi zaman
ikincisi ise biiylimenin baslamasiyla meydana gelen iislime zarar1 olarak

bilinmektedir (Kerby vd., 1989; Haliloglu, 2015).

Pamuk ¢imlendikten sonra tepe tomurcugunun biiylimesiyle uzamaya baslar.
Yetistirme siiresince biiyiime hizina sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorler etki
etmektedir. Pamuk ¢ali formunda ¢ok yillik bitki olmasina ragmen iklim sartlarindan
dolay1 ticari olarak tek yillik bitki olarak yetistiriciligi yapilmaktadir (Isler, 2013).
Pamuk bitkilerinin sap1 bogum ve bogum aralarindan olusmaktadir. Bu sap
tizerinde bulunan bogumlardaki yaprak alti tomurcuklardan yan dallar meydana
gelmektedir. Ana sap meyve ve odun dallarini ihtiva etmektedir. Odun dallari
kalin, uzun ve bol yapraktan meydana gelmektedir. Odun dallarinin aksine
meyve dallar1 az yapraklidir ve meyve dalinin her bir bogumu iizerinde iki ayr1
tomurcuk bulunur. Bunlar yaprak ve ¢igek tomurcuklaridir. Meyve dali sayilari
tiir, c¢esit, yetistirme ve c¢evre sartlarina gore degiskenlik gosterdigi
bildirilmektedir (Isler, 2013; Haliloglu, 2015). Yapraklar sekil, renk ve tiiyliiliik
olarak tiir ve ¢esitlere gore farklilik gosterdigi bilinmektedir. Meyve dallar
tizerinde ¢icek tomurcuklar1 ilk anda yesil renkli piramit goriintiisiine
benzemektedirler. Bu piramit goriintiisiine tarak adi verilmistir. Taraklarin
gorlinebilir hale gelmesi i¢in ekimden sonra yaklasik 30-40 giin gegmesi
gerekmektedir. Taraklar ii¢ yaprak¢ik ile tomurcugu olusturur. Bu yapraklara
brakte adi verilmektedir. Brakte yapraklar1 gelisen tomurcugu her tirli dis
etkene karsi korumaktadir. Pamuk bitkisinin ¢icegi ii¢ brakte, braktelerin i¢ginde
bes adet ¢anak yaprak, icte bes adet ta¢ yaprak, bir adet disi organ ve erkek
organlardan meydana gelmektedir (isler, 2013). Pamuk bitkisinin cigekleri
agildiginda, ta¢ yapraklar beyaz veya sari renklidir. Daha sonra déllenme

tamamlaninca ta¢ yapraklar Once kizarir sonra dokiliir. Koza olusur ve



olgunlastiginda g¢enetlerin birlesme yerlerinden catlayarak agilir. Pamuk bitkisi
tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in ortalama toprak sicakligi en az 13-15 °C olmasi
gerekmektedir. Ortalama sicakligr yillik yaklasik 16 °C, biliylime mevsimi
sicakligr ise 20 °C ve iizeri sicakliklar pamuk yetistiriciligi i¢in uygundur (Oglake,
2012; Isler, 2013; Haliloglu, 2015).

2.2. Diinyada Pamuk Uretimi

Diinyada iizerinde yapilan pamuk tariminin lideri son yillarda Cin’i geride birakan
Hindistan olmustur. Fakat Cin uzun yillar boyunca pamuk tarimina onciiliik etmistir.
2017/2018 iiretim yili tahminlerine gore diinyada en ¢ok pamuk iireten bes iilke
(Cizelge 2.1) sirasiyla; Hindistan, Cin, ABD, Pakistan ve Brezilya olurken tiiketimde
ise ilk bes lilke Cin, Hindistan, Pakistan, Tiirkiye ve Banglades almistir.

Cizelge 2.1. Diinya lif pamuk tiretimi (bin ton) (Gliimriik ve Ticaret Bakanligi Mart
2018 - ICAC) (*) Tahmin

Sira | Ulkeler 2013/2014 | 2014/2015 | 2015/2016 | 2016/2017 | 2017/2018*
1 | Hindistan | 6.770 6.562 6.240 5.865 6.296
2 | Cin 6.929 6.500 5.260 4.900 5.345
3 | ABD 2.811 3.553 2.820 3.738 4.266
4 | Pakistan 2.076 2.305 1.610 1.663 2.094
5 | Brezilya 1.705 1.563 1.550 1.530 1.703
6 | Avustralya | 890 528 470 931 968
7 | Tiirkiye 760 724 640 703 852
8 | Ozbekistan | 940 885 860 789 804

Diger 3.402 3.581 1.624 2.975 3.041
Toplam 26.283 26.201 21.074 23.094 25.369

Uluslararas1 Pamuk Istisare Komitesi (ICAC) raporuna gore; 2013/2014 yillart ile
2017/2018 iiretim yillar1 arasinda kiiresel ¢apta yaklasik 32,1 milyon hektar pamuk
tarimi yapilmis ve Ozellikle son donemde pamuk ekim alaninda yasanan azalma
2017/2018 yillarindaki tiretim ile son bulmustur. Pamuk tarimi yapilan yaklasik 33
milyon hektar alanin %37’si Hindistan’da olup Hindistan’1 ABD, Cin ve Ozbekistan

izlemektedir. Tiirkiye ise pamuk ekim alani agisindan 9’uncu sirada bulunmaktadir.



Cizelge 2.2°de goriildiigii gibi Uluslararas1 Pamuk Istisare Komitesi raporuna gore
Tirkiye diinyada 2017/2018 sezonunda lif pamuk veriminde {¢iincii sirada yer
almaktadir. Fakat aym1 y1l TUIK raporu verilerine gore iilkemiz diinya lif pamuk
veriminde ikinci sirada yer almaktadir. Hindistan ve Ozbekistan gibi biiyiik iiretici
tilkeler diinya verim ortalamasiin altinda lif pamuk {iretimi yapmaktadir. Bu gibi
biiyiik iiretici tilkelerin verim diizeylerinde yasanacak artig diinya pamuk iiretiminde

kayda deger bir degisime neden olacaktir.

Cizelge 2.2. Diinya lif pamuk verimleri (Kg/Ha) (Giimriik ve Ticaret Bakanligi Mart
2018 - ICAC) (*) Tahmin

Sira | Ulkeler 2013/2014 | 2014/2015 | 2015/2016 | 2016/2017 | 2017/2018*
1 | Avustralya 2.136 2.228 2.196 1.670 1.936
2 | Israil 1.810 1.786 1.786 1.761 1.892
3 | Tiirkiye 1.419 1.573 1.475 1.674 1.817
4 | Cin 1.506 1.503 1.427 1.676 1.693
5 | Meksika 1.625 1.668 1.449 1.575 1.587
6 | Brezilya 1.520 1.507 1.506 1.629 1.399
7 | G.Afrika 1.172 1.205 1.208 850 1.098
8 | Yunanistan 1.120 997 997 1.009 1.028
9 | Suriye 976 981 883 983 954
10 | ABD 921 939 963 983 876

Diinya 804 781 765 778 765
Ortalamasi

Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de diinya pamuk iiretimi ve lif verimi rakamlar
verilmistir. Diinyada en fazla pamuk tiiketimi yapan iilkeler arastirildiginda Cin,
Hindistan, Pakistan gibi devlerin basta geldigi anlasilmaktadir. Yine ICAC 2018
verilerine gore lilkemiz pamuk tiiketiminde diinya devlerinin ardindan en ¢ok pamuk

kullanan 4’iincii tilke olmustur.

2.3. Tiirkiye’de Pamuk Uretimi

Pamuk vyetistiriciliginin Tiirkiye’de M.O 330 yilima kadar dayanan bir tarihgesi
olmasina karsin pamuk iretimindeki gelismeler 11. yiizyilda Selguklu Tirkleri
doneminde gergeklesmistir (Genger, 1999). Daha sonra Osmanli imparatorlugu
pamuk Dbitkisi yetistiriciligini 13 ve 14 yiizyillarda Balkanlardan baslayarak
genisletmistir. Misir’dan  getirtilen pamuk tohumlarimin Ege ve Cukurova’da
ciftcilere dagitilmasiyla pamuk tiretimine baslanmistir. Ayrica verilen desteklerle

pamuk iiretimi cazip hale getirilmistir. Tiirkiye i¢in pamuk yetistiriciliginde yasan en



Oonemli gelismeler cumhuriyet doneminde olmustur. Bu donemde pamuk iiretim
istasyonlari, arastirma enstitiileri ile devlet tiretme ¢iftlikleri ¢caligmalara baglamistir.
Pamuk tohumu iiretimi ve 1slahina yonelik bilimsel ¢alismalara baglanmistir. Yapilan
arastirma ve caligmalarla 1925°den giiniimiize pamuk yetistiriciliginde ve veriminde
basarili artiglar saglandigi ortaya konan raporlar tarafindan teyit edilmektedir

(Genger vd., 2005).

Pamuk tarimi iilkemizin de iginde yer aldigi pamuk kusagi denen kuzey yarim
kiirede 37° N, Giiney yarim kiirede 35° S enlem dereceleri arasinda yapilmaktadir.
Ulkemizde yapilan pamuk tarimmin yaklasik %99,5°u Gossypium hirsutum ile
yapilmaktadir. Tiirkiye’de pamuk {iiretimi Akdeniz’de Antalya, Cukurova, Hatay,
Giineydogu bolgesinde Gaziantep, Kahramanmaras, Diyarbakir, Urfa, Mardin olmasi
ile birlikte Mugla, Denizli, izmir gibi illerde pamuk yetistiriciligi i¢in uygun olarak
belirlenmistir. Pamugun genel ozellikleri kisminda belirtilen yetistirme sicaklik

ortalamalar1 iilkemiz i¢inde optimum degerlerdir (Giirel vd., 2000).

Tiirkiye’de pamuk ekim alanlarinin (Cizelge 2.3) boyutu 2008 den itibaren ¢ok az bir
degisim gostermektedir. Pamuk lif verim bakimindan olumlu gelismeler yasansa da
artan piyasanin artan talebini karsilayamamaktadir. TUIK verilerine gére 2013 yili
ile 2018 (2018 yil1 tahmini deger) yillar1 arasindaki sezonlarda ortalama iiretimin
tiketimi karsilamasi %56.06’da kalmistir. 2013/2014 sezonunda bu deger %62

olarak tespit edilmisken azalan {iretim ve artan talep nedeniyle bu oran azalmaktadir.



Cizelge 2.3. TUIK verilerine gore pamuk ekim alanlari ve iiretimi ( TUIK, 2017)

Yillar Ekim alam (dekar) Uretim (ton) Verim kg/dekar
2005 5 468 800 2 240 000 410
2006 5907 000 2 550 000 432
2007 5302 528 2 275 000 429
2008 4 950 000 1 820 000 368
2009 4 200 000 1725000 411
2010 4 806 500 2 150 000 447
2011 5420 000 2 580 000 476
2012 4 884 963 2 320 000 475
2013 4 508 900 2 250 000 499
2014 4 681 429 2 350 000 502
2015 4340134 2 050 000 472
2016 4 160 098 2 100 000 505
2017 5018 534 2 450 000 488

Uluslararas1 Pamuk Istisare Komitesi raporuna (Cizelge 2.2) gore diinya lif pamuk
verimi siralamasinda iilkemiz 3’lincti sirada yer almaktadir. Ayn1 zamanda Cizelge
2.3’de TUIK verilerine gore ekim alanu, iiretimi ve yillara gére verim oranlar1 sayisal
olarak verilmistir. Tiirkiye’de pamuk {iretiminin kisitlayan bazi1 etmenler sunlardir.
Uretimin maliyetli olmasi, standardizasyonu sorunlari, iletisim sorunlari, hasat

sonrast yabancit madde sorunlar1 gibi sorunlar pamuk iiretimini kisitlamaktadir.

2.4. Karanfilin Tarihcesi ve Genel Ozellikleri

2.4.1. Karanfilin tarihgesi

Karanfil ¢igeginin tarihi, yaklastk M.O 370 yillarinda yasayan ve 500’¢ yakin
bitkinin morfolojik 6zelliklerini de arastiran Theophrastus’un Karanfil ¢igegini cins
ad1 olan Dianthus bitkisinden Dios Anthos (tanrilarin ¢igegi) olarak bahsetmesinden
esinlenildigi bildirilmektedir. Karanfil (Dianthus), kesme ¢igekgiliginde kullanilma
amaciyla 17 yiizyilda Fransa’da gelistirildigi daha sonra 18 ylizyilin sonlarina kadar
A.B.D 1slah caligmalarina tabi tutuldugu bildirilmektedir (Besemer, 1980; Whealy,
1992). Yirminci yiizyilda gelistirilen ve ismini islah¢isindan alan William Sim
karanfil ¢esidi biitiin diinyaya yayilarak yetistiriciligi yapilmaya baslanmistir (Kazaz,
2006).



2.4.2. Karanfilin genel ozellikleri

Karanfil (Dianthus caryophyllus L.) yayilis olarak diinyanin bir¢ok iilkesinde iiretimi
yapilan Caryophllaceae familyasindan degisik renkli, giizel goriiniimlii ¢igeklere
sahip vejetatif olarak yetistirilen bir siis bitkisidir. Karanfil’in dikiminden ¢igek
acimina kadar gegen siire yaklagik 70-120 giin arasinda degismektedir (Holley ve
Baker, 1991; Korkut, 1998; Aydinsakir, 2009).

Karanfiller diploid (2n = 30) bitkiler olmasina ragmen tetraploid (4n = 60) 6zellik de
gosterirler (Galbally ve Galbally, 1997). Ticari olarak yetistirilen g¢esitlerin diploid
oldugunu ve diploid olarak yetistirilen karanfillerin ¢i¢eklerinin tetraploid den kiigiik
olmasina karsin daha verimli olarak yetistirildigi belirtilmektedir. Degisken renkte 5
petale (a¢ik pembe-mor gibi) sahiptir. Karanfil kimoz ¢igeklenme tipine sahip olup
standart veya sprey olarak yetistirilebilmektedir (Whealy, 1992). Kiméz ¢igek tipinde
ana eksenin ucunda ¢icek agar ve biiylime ana eksende sona ermektedir. Daha sonra
yan eksenler uzayarak ana eksenlerin yerini almaktadir (Ozcagiran, 2001; Jurgens
vd., 2003a; Kazaz, 2006).

Karanfil ¢igcegi farklilasmadan 6nce uzun giinlerde yaklasik 10 yaprak ¢ifti, kisa
giinlerde ise ortalama 18 yaprak cifti olusturmaktadir. Karanfilde u¢ alma islemi
yapilirken sapin dip kismindan alinan bogumun yiiksek vegetatif 6zellik tasidigi,
sapin u¢ kismma dogru gidildikce vegetatif Ozelligin azaldigi belirtilmektedir
(Besemer, 1980; Whealy, 1992; Jurgens vd., 2003b).

Karanfil yetistiriciligi kumlu-tinlt veya tinli-kumlu topraklarda yapilmaktadir. Ayni
zamanda son yillarda topraksiz karanfil yetistiriciliginin de yapildig: bildirilmektedir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda ideal yetistiricilik igin topragin pH’siin yaklagik 7.0
oldugu belirtilmektedir. Sicaklik istegi giindiiz 16-21 °C, gece sicakligi 10-14 °C
arasinda olmasi gerekmektedir. Sicakligin bu degerler arasinda olmasi biiyiimeye,
yaprak kalitesine ve ¢icek Omriine etki eden 6nemli bir etmendir. Ani sicaklik
degisimleri karanfil yetistiriciliginde kaliks c¢atlamalarina neden olabileceginden
sicaklik kontrol altinda tutulmalidir (Holley ve Baker, 1991; Reid, 2000; Ozzambak,
2003).



2.5. Tiirkiye’de Karanfil Uretimi

Tirkiye’de siis bitkisi yetistiriciligine 1940-1950 yillar1 arasinda baslanmstir.
Antalya ve cevresinde 1985 yilindan sonra yogun olarak siis bitkisi yetistiriciliginin
yapildig1 bildirilmistir. Antalya ve g¢evresinde yapilan bu iiretim ihracata yonelik
olurken, Ege ve Marmara bdlgelerindeki iiretimin ise i¢ piyasaya pazarlamak

amaciyla oldugu belirtilmektedir (Tascioglu ve Sayin, 2005; Doldur, 2008).

Ulkemiz kesme cicekgiliginin en fazla yetistirilen ve ihracati yapilan ciceginin
karanfil oldugu belirtilmektedir. Ayn1 zamanda Tiirkiye’de en fazla ekim alanina
sahip olan kesme cicek karanfildir (Tapki, 2018). Ulkemizde 2011 yilindan itibaren
ve takip eden yillarda yaklasik 600 milyon adet karanfil tiretimi yapildigi Cizelge
2.4°de verilmektedir. Karanfil tiretiminin 2016 yilinda 593.2 milyon adet oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 2.4. Tiirkiye’de karanfil iiretimi adet (milyon) (TUIK, 2018 )

Karanfil iiretimi adet (milyon)
2011 2012 2013 2014 2015 2016

588.4 622.5 594.4 600.3 591 593.2

Tiirkiye, kesme c¢icek ihracatinda karanfil gigegi %76.3 pay ile 6nemli bir yere
sahiptir (Temel ve Oztiirk, 2016). TUIK verilerine (Cizelge 2.5) gore karanfil ekim
alanlarina bakildiginda 2017 yilinda 4.8 milyon m? alanda karanfil yetistirilmektedir,
Kesme ¢igekgilikle ilgili verileri Tiirkiye Istatistik Kurumu 2012 yilindan itibaren
paylasmaya baslamistir (Temel ve Oztiirk, 2016).
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Cizelge 2.5. Tiirkiye’de yillara gore karanfil ekim alanlari(m?) ( TUIK, 2018 )

2011 5039571
2012 5042 487
2013 4890 177
2014 4949 750
2015 4 809 655
2016 4 823 955
2017 4 874 354

Tiirkiye siis bitkileri ve ihracatgilar birligi raporuna goére 2017 yili doneminde
gerceklesen siis bitkileri ihracatinin 2016 yilina gore %4 daha fazla oldugu
belirtilmektedir (Siis Bitkileri Sektor Raporu, 2018). Siis bitkileri igerisinde kesme
cigek iiretim paymin %68 iizerinde oldugu bildirilmektedir. Ulkemizin toplam siis
bitkileri ihracatinin 81,5 milyon ABD dolar1 oldugu ve diinyada 26 sirada yer aldigi
bildirilmektedir (Tapk1, 2018). Ulkemizde siis bitkilerinin ticari dneminin tam olarak
anlasilmamis olmasi, yetistiricilerin yeterli bilgi sahibi olmamasi gibi nedenlerden
dolay1 siis bitkileri iretimi diger gelismis tlkelere gore daha geride kaldigi
bildirilmektedir (Aydinsakir, 2009).

2.6. Bor Stresi ve Borun Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Bor periyodik cetvelde B simgesi ile gosterilen III-A grubuna ait, atom numarasi 5,
atom agirh@ 10.81 olan, bitki beslemesi i¢in gerekli elementler arasinda
bulunmaktadir (Bosgelmez vd., 2001). Bor element olarak amorf veya kristal yapida,
suda ¢oziinmeyen bir halde toz seklinde bulunurken, normal sicakliklarda oldukga

kararhdir.

Arastiricilar stresin tamimini farkli yapmig olsalar da stres, biiylime ve gelismeye
olumsuz yonde etki eden, yasam i¢in optimum kosullarin degismesiyle meydana
gelen durum olarak agiklanmaktadir. Bitkilerde stres biiyiime ve gelismenin,
anabolik ve katabolik reaksiyonlarin yavaslamasina veya durmasina neden olan her

tiirlii madde ya da durumlar olarak da tanimlanmaktadir (Babaoglu vd., 2002).
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Mikrobesin elementleri (Zn, Fe, Mn, Cu, B, Mo, Cl) arasinda bor stresinin
belirtileri yaygin olarak goriilen problemlerin basinda gelmektedir (Gezgin vd.,
2002). Bor bitkiler i¢in diisik konsantrasyonlarda  gerekli, yiiksek
konsantrasyonlarda ise toksik etkiye sahiptir. Bu nedenle, o6zellikle toprak ve
sulardaki bor miktarlari1 ile reaksiyonlarmin bilinmesi gerekmektedir (Uygan ve
Cetin, 2004).

Topraklardaki bor fazlaligi diinyanin bir¢cok yerinde o6zellikle kurak ve yar1 kurak
bolge topraklarinda bitki yetistiriciligini sinirlayan 6nemli bir mineral beslenme
problemidir. Noksanliginin oldugu alanlarla karsilagtirilirsa borca zengin topraklar
daha az olmasma ragmen diinyanin degisik bdlgelerinde bitkisel verimi bor
noksanligina gore daha ¢ok diisiirdiigli goriilmektedir. Bu nedenle bor toksisitesi
verim diislislerinin basta gelen nedenleri arasinda gosterilmektedir (Cartwright vd.,

1986).

Mikrobesin elementlerinin incelendigi yapilan bir arastirma sonucunda Konya,
Afyon, Karaman, Aksaray, Nigde, Nevsehir ve Kayseri illerini de i¢ine alan Orta
Giliney Anadolu boélgesi topraklarindan alinan 898 adet toprak drneginin %90’inda
demir, %62’sinde ¢inko, %27’sinde bor, %5’inde mangan, %2’sinde bakir noksanligi

ve %18’inde bor fazlalig tespit etmislerdir (Gezgin vd., 2002) .

Bor toksisitesi veya bor noksanligi borun miktarina bagli olarak bitkiler arasinda
degismektedir. Genel olarak bor toksisitesi ve bor noksanligi arasindaki fark ¢ok dar
bir alanda gozlemlenmektedir. Ornegin topraktaki bor konsatrasyonu 0.5 mg/kg dan
az ise bor noksanligi, 5.0 mg/kg dan fazla ise bor toksisitesi olarak belirtilmektedir
(Ryan ve Rashid, 2006). Toksisite ve noksanlik arasindaki fark igsel bor

konsantrasyonu diisiiniildiigiinde daha da hassas bir hal almaktadir.

Tiirkiye’de dahil olmak {izere bor rezervine sahip olan Amerika, Cin, Giiney Afrika
gibi iilkelerde madenler, endiistriyel aktiviteler, tarim alanlarinda sulama, giibreleme
gibi insan kaynakli faktorler bor fazlaligina neden olmaktadir (Tiire ve Bell, 2004).
Her ne olursa olsun 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde bor fazlalig1 yerel bir
problem olmayip kiiresel bir problemdir (Onthong vd., 2011; Cervilla vd., 2012).

Bazi bitkilerde bor stresine karsi, dayanikli ¢esidin duyarli olan geside gore yesil
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aksaminda daha az bor bulundurma yetenegi ile adaptasyon gosterdigi
belirtilmektedir (Nable vd, 1997). Bor toksisitesinin bitkilerin kok ve yesil aksam
biiyiimesini engelleyen ve tane verimini ciddi sekilde sinirlayan bir mikro element
problemi oldugu ifade edilmektedir (Alkan, 1998).

Sekil 2.1°de Tiirkiye topraklart bor haritasinda goriildiigi iizere iilkemizin biiyiik bir
kisminda bor fazlaligi ve asirn fazlaligi vardir. Ulusal bor arastirma enstitiisii
tarafindan gelistirilen bu haritada sar1 ve kirmiz1 bolgeler sirasiyla bor fazlaligi ve
asir1 fazlaligini temsil etmektedir. Bitkilerin bor toleransi ve toksisitesi arasinda ¢cok
az bir alan oldugundan bor toksisitesi lilkemiz topraklarinin baslica problemlerinden
bir tanesidir. Nitekim Antalya, Gaziantep’in kismi bdlgeleri, Mardin, Denizli, izmir
gibi ilkemizin pamuk yetistirilmeye miisait bazi bolgelerinde bor fazlalig

goriilmektedir.

EGE DENIzI

sssssss
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Bor igerigi (ppm) Yiizde (%) Alan
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' TURKIYE TOPRAKLARI BOR HARITASI Sl

Boron Map of Turkey's Soils RPN

Olgek: 1: 1 600 000 Goller
" 1 20

Sekil 2.1. Tiirkiye topraklari bor haritas1 (Boren, 2010)

Bor Dbitkiler igerisine transpirasyon akimi yardimiyla tasinmaktadir. Kisaca
aciklamak gerekirse su ve ¢oziinen maddelerin kdkler tarafindan topraktan alinip
ksilem yardimiyla yapraklara taginmasidir. Bor bu yontemle bitki bilinyesine alinip

yash yapraklarin uglarinda veya koselerinde birikmektedir. Bu nedenle toksisitenin
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semptomlar1 (Sararma ve nekroz yamalar1) ilk olarak yasli yapraklar iizerinde
goriilmektedir. Yapraklarda klorotik bolgeler, hasarin artmasiyla birlikte nekrotik
bolgelere doniiserek yaprak koseleri ve kenarlarindan yaprak orta damarma dogru
ilerledigi belirtilmektedir (Ahmed vd., 2008; Rosolem ve Bogiani, 2011). Pamuk
bitkisinde bu nekrotik bolgeler yapraklardaki bor fazlaligini gostermektedir. Bor
fazlaligina bagl olarak meydana gelen bu semptomlar 2700-6400 mg/kg bor
konsantrasyonunda meydana gelmektedir (Cassman, 1993). Bor konsantrasyonu
genelde yaprak yasiyla beraber artmaktadir. Hatta bazi durumlarda yash yapraklarda
toksik sevilere ulasirken yeni gelisen yapraklarda noksanligi goriilebilecegi
belirtilmektedir (Brown ve Shelp, 1997). Bor konsantrasyonu sitozolde asir1 derecede
arttiginda NAD® ve RNA’min yapismma zarar vererek metabolik fonksiyon
bozukluguna neden oldugu bildirilmektedir (Loomis ve Durst, 1992; Rosolem ve
Bogiani, 2011). Bor toksisitesi vaskiiler bitkileri farkli sekillerde negatif
etkilemektedir. Bunlardan bazilar1 fotosentez orani, yaprak klorofil icerigi, kok hiicre

boliinmesi, lignin ve siiberin seviyelerinin negatif etkilenmesi olarak ifade
edilmektedir (Reid, 2007).

Bor kimyasiyla ilgili bilinmesi gereken bazi 6nemli bilgiler mevcuttur. Bor cis-
yapisinda iki hidroksil grubuna baglanma yetenegine sahiptir. Bor ATP, NADH ve
NADPH gibi molekiillerin riboz pargalarina baglanarak metebolik bozulmalara yol
acmaktadir. Ayrica hiicre duvarmin yapisinin degismesine de neden olmaktadir.
Aragstiricilar borun hem serbest sekerdeki riboza hemde RNA igerisindeki riboza
baglanarak hiicre boliinmesinin bozulmasina neden oldugunu bildirilmektedir (Reid
vd., 2004; Rosolem ve Bogiani, 2011). Hiicre ¢eperinde rhamnogalakturonan-1l (RG-
IT) ile kompleks olusturma yetenegine sahip oldugu ifade edilmektedir (Kobayashi
vd., 1996). Borun RG-II ile etkilesimi sonucunda RG-I’nin yapisinda Ca’un
baglanabilecegi bir takim degisikliklerin meydana geldigi bildirilmektedir. Boylece
yiikksek bor konsantrasyonuna sahip ortamlarda gelisen bitkilerin yapraklarindaki
egilme ve biikiilmelere kars1 ortaya ¢ikan elastikiyet agiklanabilmektedir (Hakk: vd.,
2005)

Bor toksisitesine bagli olarak fotosentez hizinin azaldig, reaktif oksijen tiirevlerinin
ve membran lipid peroksidasyonunun arttigi bildirilmektedir (Wang vd., 2011).

Kurak kosullarda pamuk bitkisinin kritik bor toksisite seviyesini belirlemek amaciyla
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yapilan c¢alismada artan bor dozlarina bagli olarak bitki kuru madde veriminin
diistiigiinii, en yiiksek kuru madde veriminin 2 mg bor kg™ dozunda elde edildigini,
buna karsmn 5 mg bor kg™ dozunda maksimum kuru madde veriminin %90’nin elde
edildigini ve ilk toksisite belirtilerinin bu dozda gorildiigiinii bildirilmistir. Ayrica
yiiksek bor dozlarinda yaprak dokularinda N, Ca, Mg, Mn, Zn ve Fe iceriklerinde
azalma oldugu ancak P, K ve Cu igeriklerinde istatistiksel agidan artis oldugu
belirtilmistir (Ahmed vd., 2008). Genel anlamda bor toksisitesinde, yash yapraklarin
yaprak uglar1 sararir ve nekrozlar olusur. Daha sonra belirtiler yaprak kenarlarina ve
orta damara dogru yayilarak yapraklar yanik bir gériiniim alir ve erkenden dokdiiliir.
Pamuk bitkisindeki belirtiler ise yash yapraklarda goriilmektedir. Yaprak ucundan
itibaren kloroz ve nekrozlar olusur, sonraki asamada ise belirtiler yaprak geneline

yayilarak dokiime neden olmaktadir (Kaptan, 2013).

Bitkilerin bora olan toleranslar1 genetik kapasiteye bagl olarak degismektedir. Bora
kars1 hassas olan tahillar yapraklarda bor konsantrasyonunu diisiirerek bor stresinden
kacinmaktadirlar. Bitkilerde bor toleransinda borun tasmiminin saglanmasi
gerekmektedir. BOR1 geni diisiik bor konsantrasyonlarinda koklerden siirgiinlere bor
tasimaktadir (Takano vd., 2002). Ancak bor konsantrasyonu toksik seviyelere
geldiginde BOR1 endositoz yokluyla pargalanmaktadir (Takano vd., 2005). Model
bitki A. thaliana BOR4-GFP geni bor toksisitesi altinda bitkilerin biiyiimesini
saglamaktadir (Miwa vd., 2007). Ayrica arpa ve bugday bitkilerinde bor toksistesine
tolerans geni olan BOR2 genini yiiksek lisans ¢alismamizda bazi1 aquporin genleri ile
birlikte inceledigimizde bor tasinimindaki rolleri agik¢a goriilmektedir (Akcay ve

Erkan, 2016).
2.6.1. Fitoremediasyon

Agir metallerin toprakta asir1 derecede birikmesi topragi verimsiz hale getirmektedir.
Ayrica agir metaller besin maddeleri yoluyla insan ve hayvan sagligi iizerinde 6nemli
bir olumsuz etkiye sahiptir. Bu nedenle toprak gereksiniminden fazla olan agir
metalleri depolama 06zelligine sahip hiperakiimiilator adi verilen bitkiler vasitasiyla
topragin temizlenmesi (Fitoremediasyon) saglanabilmektedir (Asri ve Sonmez,
2006). Fitoremediasyon, kirleticilerin toprak ve sudan bitki bilinyesine alinarak

zararsiz hale getirilmesi olarak tanimlanir (Raskin vd., 1997). Bitkilerin agir metal
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toksisitesine karsi toleranslar bitki tiirline, element ¢esidine ve stres siiresine bagl

olarak degisirken, stresten etkilenen doku ve organin genel yapisina bagl olarakta

degismektedir (Ozay ve Mammadov, 2013). Bu nedenle farkl1 ortamlar ve kirleticiler

i¢in kullanilan ¢esitli fitoremediasyon teknikleri Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6. Farkli kirleticiler i¢in kullanilan fitoremediasyon teknikleri (Hamutoglu

vd., 2012)
Mekanizma Siirec¢ hedefi| Ortam Kirleticiler Bitkiler
Kirletici al Toorak Hindistan
irletici alma oprak, .
Fitoekstraksiyon ve sediment ve I\/\I/itarlillsr,on;gi[;alle!?&{jelfr l,larfi,a 1;1’. gy
uzaklastirma camur Y ¢icegt, hibrit
kavaklar
Ay ¢igegi,
o Kirletici alma | Yiizey ve yer Metaller, hindistan
o nirasel uzaklastirma alt1 suyu radyoniikleidler hardali, su
siimbiili
Toorak Hindistan
Fitostabil A Kirletici | b | As, Cd, Cr, Cu, Hs, Pb,| hardals, hibrit
y etkisizlestirme Zn kavaklar,
camur .
cimler
Rizodegredasyon K.'”e“C' Toprak, yer Organik bilesikler Klm.lm dut,
giderme alt1 suyu ¢imler
Toprak, o
| sedimentve | Organik bilesikler, | 49 Hibrit
. Kirletici ; . kavaklar,
Fitodegredasyon . camur, yer alti  Klorinat ¢oziiciiler, . o
giderme - - siyah sogiit,
suyu, ylizey | Herbisitler, Fenoller servi
suyu
. Toprak, Klorinat ¢6ziiciiler, Kavaklar,
. - Kirleticiyi sediment - . yonca,
Fitovolatilizasyon Bazi inorganikler (Se, 2
buharlagtirma | ¢amur ve yer hindistan
Hg, As)
alt1 suyu hardah

Cizelge 2.6’da verilen farkli fitoremediasyon tekniklerinin sematik gosterimi Sekil

2.2’de sunulmaktadir. Potansiyel tehlike agir metallerin herhangi bir miidahale

olmaksizin toprakta par¢alanmadan yiizyillarca kalabilmesinden kaynaklanmaktadir.

Kirletilmis alanlarin ¢ogunun eski haline geri dondiiriilmesi ve besin zincirine toksik

elementlerin giriginin minimize edilmesi zorunlu hale gelmektedir (Hooda, 2007).

Organik kirleticilerin aksine 6zellikle elemental kirleticilerin toprak, su ve havadan

temizlenmesi daha zordur (Kramer ve Chardonnens, 2001).
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Sekil 2.2. Fitoremediasyon stratejisinin sematik gosterimi (Favas vd., 2014)

Bitkiler gibi ototrofik organizmalar giines 151811 ve karbondioksiti karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanma yetenegine sahiptir. Ancak bitkiler topraktan su ve diger
besin maddelerini alabilmek i¢in kok sistemine bagli olduklarindan dolay1 yan etki
olarak dogal veya yapay cesitli toksik bilesikler igin farkli detoksifikasyon
mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Eapen vd., 2007; Van Aken, 2008).

Fitoremediasyon, ilk olarak yabani tiirlerde ve 0Ozel alanlarda go6zlemlenmistir.
Ardindan genetigi degistirilmis genotiplerin gelismesiyle mahsul veren bitkilerden de
yararlanmigtir. Caligmanin ardindaki mantik farkli iklim kosullarinda kolayca
biyiitiiliip yetistirilebilen, kirleticilerin miktarin1 kayda deger bir sekilde azaltan
yiiksek biokiitleye sahip bitkiler gelistirmektir. Bu nedenle arastiricilar derin kok
sistemine sahip, hizli biiyliyebilen ve kirleticilere karsi dayanikli olan
fitoremediasyon ozelligine sahip bitkiler segmektedirler (Marmiroli ve McCutcheon,
2003). Baz iilkelerde transgenik bitkilerin yetistiriciligi ekosistem i¢in hala risk
olarak algilanmaktadir (Peuke ve Rennenberg 2005). Transgenik bitkilerle ¢evresel
arindirma gelecekte daha olumlu bir bakis agisina sahip olacaktir. Marmiroli ve

McCutcheon (2003), ana dezavantaj genetik miihendisligi ile iiretilen bitkilerde
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fitoremediasyonun uygulanabilirligi, bakim ve izlemenin kurulabilmesi i¢in artan
maliyet, atiklarin imhasi i¢in gosterilen maliyetlerdir. Birka¢ yil sonra tahminen
baslangi¢ olarak yapilan girisimlerin genetik miihendisligi ile yetistirilen bitkilerle ne

kadar ilerledigi goriilecektir.

Bitkilerin gesitli ve farkli metal tolerans mekanizmalari olmasina ragmen, transgenik
bitkilerde metal birikiminin ve toleransinin arttigina dair bir¢ok rapor vardir.
Transgenik bitkilerin hepsinde olmasa da ¢ogunda asir1 derecede ifade olan genlere
bagli olarak metal baglayici proteinlerin ve peptitlerin biyosentezleri de dahil olmak
tizere genler toksik iyonlar1 daha az toksik veya kolay uzaklastirabilen formlara veya

kombinasyonlara doniistiirebilirler (De Mello-Farias vd., 2011).

Fitoremediasyon teknolojisi, ¢ok sayida gesit gosteren kirletilmis metal toprak ve su
gibi ajanlari temizlemeye yonelik gelistirilmistir. Bundan dolayr uygulama oncesi
genis bir arastirma ile spesifik metal hiperakiimiilator tiirler gerektirir. Diger faktorler
fitoremediasyon basarisi igin, Kirleticiye biyo-uygun bigimde baglanmistir. Eger
metaller organik topraga cok giiclii bir sekilde baglanmissa bitkiler i¢in almak
miimkiin olmamaktadir. Ayrica bitkiler bazi kirleticilere karst oldukga 6zgiindiirler.
Ornegin baz1 Gypsophila ve Puccinellia bitkileri bor hiperakiimiilatérleri olup diger
Kirleticiler i¢in hassas olabilir (Babaoglu vd., 2004).

Transgenik bitki yaklagiminin fitoremediasyon i¢in umut vadedici oldugu goriilmiis
ancak simdiye kadar sadece bir ka¢ saha galigmasi yapilmistir ( Zhao, vd., 2009).
Ayrica agir metallerin birikimi ve bu metallere olan tolerans, fitoekstraksiyon
potansiyeli olan bitki ve bir ¢ok gen tarafindan kontrol edilir. Genetik diizenlemeler
hizli biiyiiyen bitkilerde genlerin 6zelliklerini gelistirip genlerde ekspresyon
seviyelerini degistirir. Metal birikimine dahil olan genlerin fonksiyon ve diizenleme,
maddenin bitkiye almimi kokten govdeye translokasyonu ve detoksifikasyon
mekanizmasinin tamamen anlasilmas1 gerekmektedir. Bu sorunun ¢oziilmesi

transgenik yaklasimla ¢ok uzak degildir (Rascio vd., 2011).

Lisansiistii ¢alismamda bor toksisitesi altinda boron transporter ve bazi aquporin
genlerinin yiiksek ekspresyon seviyelerine ulastigi ve bor tasiniminda Onemli

gorevleri oldugu belirlenmistir (Akcay ve Erkan, 2016). Ayrica bu genlerin plazma

18



membran1 iizerinde yiksliiz formda tasindigi tespit edilmistir (Marschner ve
Marschner, 2012). Ek olarak BOR2 plazma zarinda efflux tipte bir bor tastyicisi olup
yan koklerde ve koklerin epidermis uzama bolgelerinde giiglii bir sekilde ifade
edilmektedir (Miwa vd., 2013). Aymi zamanda Botl (bor 1 ortholog) geni bor
toksisitesi toleransindan sorumlu gen olarak tanimlanmistir (Hayes ve Sutton, 2010).
Yapilan diger bir arastirmada borun muhtemel olarak mRNA’da riboz ile etkilestigi
ve transkripsiyon ve translasyonu etkileyerek stabilitesini degistirdigi belirtilmektedir

(Pommerrenig vd., 2015).

Bor fitoremediasyonu saglamak amaciyla yapilan bir ¢alismada P. distans bitkisinin
kullanildig1 belirtilmistir. Calismay1 gergeklestiren arastiricilar Puccinellia distans’in
cogu bitkinin yasayamadig yiiksek bor diizeylerinde yetisebilmesine ragmen bu bitki
hakkinda c¢ok sey bilinmedigini belirtmektedir. Bu bitkinin bor tolerans
mekanizmasini aydinlatmak i¢in ¢ok az g¢alisma yapilmistir. RNA sekanslama
yontemiyle bu bitkinin bor toleransi ve hiperakiimiilasyonuyla alakali genlerin analiz
edildigi ifade edilmektedir. Yapilan sekans analizi sonucunda P. distans’in
hiperakiimiilasyon mekanizmasi birgok transkriptomiks degisikligine neden
olmustur. Buna Ornek olarak malat yolaginin degisimi ve hiicre duvari yapisinin
degismesiyle fazla bor, toksik etki yapmadan buradan ayrilmaktadir. Ayni zamanda
baz1 bor tastyict ve aquaporin genlerinin ekspresyonlarinin arttigi da bildirilmektedir
(Oztiirk vd., 2017).

Gilintimiizde molekiiler biyoloji ve genetik miihendisliginin gelismesiyle birlikte
cesitli genlerin potansiyel etkilerinin arastirilarak goérevlerinin belirlenmesi ve yesil
¢evrenin korunmasi 6nem arz etmektedir. Halihazirda farkli kirleticilere karsin farkl
fitoremediasyon kabiliyeti olan bazi bitki ve genlerin etkili kullanimiyla birlikte
dogayla dost bir teknoloji gelistirilmesi yakin gelecekte miimkiin olacaktir. Ornegin
diinya genelinde insanoglunun borat minerallerini cam, tekstil, ilag, orman ve
kozmetik alanlarinda kullanmasi nedeniyle cevre kirlenmesinde 6nemli sonuglar
ortaya cikarmistir. Ozellikle iilkemizde bazi sulama suyu kaynaklarinin, bor
bakimindan ¢ok zengin olan jeotermal su kaynaklariyla karigsmasi sonucu bor
toksisitesine neden olarak verimli topraklarimizi kirletmektedir. Bu nedenle yesil

islah olarak anilan fitoremediasyon ve gen miihendisligi yardimiyla borca kirli
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topraklarda bora dayanikli hiperakiimiilator bitkiler yetistirerek topraklarimizi diger

hassas tiirlerin yetistirilmesi i¢in uygun hale getirmek artik hayal degildir.

2.7. Doku Kiiltiirii Calismalar:

Bitki doku kiiltiirii bitki ¢ogaltiminda ve gelisiminde kullanilan en 6nemli modern
tekniklerden bir tanesidir. Bitki doku kiltiirii teknikleri kiiltiire alinan hiicre, doku ve
organlarin aseptik sartlar altinda 1s1k, sicaklik, nem gibi faktorlerin kontrol altinda
tutulmasiyla yapilmaktadir. Bitki doku Kiiltiiriiniin temel bir bilim olarak gelisimi
bitki hormonlarinin kesfi ve karakterize edilmesiyle yakindan iligkilidir. Ayrica bitki
hiicrelerini ve dokularimi kiiltiirde yetistirmenin yani sira gelisimlerini kontrol etme
yeteneginin, tarimda, bahcgecilikte ve endiistriyel kimyada bir¢ok pratik uygulamanin
temelini olusturdugu bildirilmektedir (Evans vd., 2003; Dagla, 2012).

Bitki doku ve organlarinin izolasyonunu Kkontrollii laboratuvar kosullari altinda
yapma fikri 19 yiizyilda ortaya ¢ikmistir. Alman botanik¢i Gottlieb Haberlandt 1898
yilinda izole edilmis ve tamamen farklilasmis hiicrelerin kiiltiiriinii yapan ilk kisidir.
[lk olarak yapraklardan izole edilmis tek bir hiicreyi siikroz iceren Knop’s (1865) salt
ortami iizerinde bilylitmiistiir. Bu cabasiyla Haberlandt izole edilen yaprak hiicresini
hayatta tutmay1 basarmis fakat bu basit bilyiime ortaminda nispeten basarili olsa da
gerekli bitki hormonlarinin ortamda olmamasi nedeniyle hiicre boliinmesi basarili bir
sekilde gerceklesmemistir. Haberlandt’mn asil istedigi sey eksplantlarin besin
ortamlarinda gelismeye devam edip ¢ogalmasini saglamak istiyordu. Yani potansiyel
olarak kalici doku Kkiiltiiriinii olugturmak amaciyd1 ancak bu hedefe oksinlerin

kesfinden sonra ulagilmistir (Dodds ve Roberts 1987; Bhojwani ve Razdan, 2004).

Basarili bir bitki hiicre kiiltiirti biiylik 6l¢iide besin ortaminin Kalitesine baghdir.
Kimyasal olarak tanimlanmus bilesikler igeren ortam sentetik ortamdir. En erken bitki
doku kiiltiirii ortamlarindan bir tanesi White (1939) tarafindan gelistirilen kok kiiltiir
ortamidir. Formiilii Murashige ve Skoog (1962) tarafindan hazirlanan MS ortami ve
daha sonra Linsmaier ve Skoog (1965), Gamborg ve arkadaslar1 (1968), Schenk ve
Hildbrandt (1972) tarafindan revize edilen ortamin standart besin ortami1 olarak kabul
edilebilecegi bildirilmistir. MS ortami organik maddelerin doku kiiltiirii lizerindeki

etkisini test etmek amaciyla gelistirilmistir (Dagla, 2012; Baday, 2018).
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In vitro kosullarda hiicresel totipotensi, kallus farklilagsmasi ve vejetatif ¢cogalmanin
olusturulmasi, bitki bilimleri alaninda yeni bir diinya ortaya ¢ikarmustir. Ornegin arzu
edilen oOzellige sahip bir bitkinin hizli bitkisel ¢ogaltilmasi veya mikro c¢ogaltimi
aksiller siirglin uyarimi yoluyla miimkiindiir. Eger istenirse elde edilen siirgiinler tam
bitkicikleri olusturmak i¢in in vitro koklendirme yapilabilmektedir. Somatik
embriyogenez ve organogenez diger mikro c¢ogaltim yontemleridir. Bitki
tohumlardan elde edilen fideler, nadir ve nesli tiikkenmekte olan bitki tiirlerinin biiyiik

Olcekli cogalmasi igin bir kaynak olarak da kullanilabilir.

Herhangi bir eksplant tipinden bitki rejenerasyonu gesitli fazlari icerir. ilk asamada,
dokular ya organojenik ya da embriyojenik uyaranlara cevap vermek igin yetkin hale
gelir. Indiiksiyon asamasinda, hiicreler bir siirgiin, kok veya bir embriyo olusturmaya
karar verir. Son asamada, hiicrelerin bir organ veya embriyoya biiyiimesi tamamlanir.
Rejenerasyonun ilk asamasi, sisteme dolayli organogenez olarak adlandirilan bir
kallus biliylimesi periyodunu igerebilir. Ancak genellikle hiicreler kallus
olusturmadan direkt olarak organ veya embryo olusturma yetenegine sahiptirler. Bu

olay direkt rejenerasyon olarak adlandirilmaktadir.

Bitkilerde genetik transformasyon ¢alismalarina baslamadan Once genetik
transformasyonu arzu edilen bitkinin doku kiiltiiri ile rejenerasyon prosediiriinii
mutlaka ¢ok iyi bilmek gerekmektedir. Arastirilan bitkinin hangi bitki hormonunda
ne tepki verecegi hangi siikroz oraninda daha iyi gelisim gosterecegi ¢oK iyi
aragtirilarak mutlaka denenmelidir. Ozellikle siirgiin ve kok gelisimi hakkinda

bitkilerin verecegi farkl tepkiler arastirilmalidir.

Genetik transformasyonda dolayli ve dogrudan rejenerasyon sistemlerinden
faydalanilmaktadir. Dogrudan rejenerasyon sistemlerinde filiz tomurcuklarinin
olugsmasi ve siirglinlere farklilagsmasi nispeten kisa zamanda tamamen farklilagmis
bitkilerin elde edilmesi miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle genetik transformasyon
caligmalarinda bu sistemlerin kullanilmas1 tercih edilmesine ragmen bazi
dezavatajlara sahiptir. Orneklendirmek gerekirse genetik transformasyon sirasinda
yiiksek frekansli kimerik bitkilerin, yani dogrudan rejenerasyon sistemiyle kismen

transforme olmus rejenerantlarin gelisimi miimkiin olabilmektedir.
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2.7.1. Pamukta doku Kkiiltiirii cahismalari

Pamukta somatik embriyogenez ilk olarak Price ve Smith (1979), tarafindan
Gossypium  koltzchianum  bitkisinde gozlemlenmis ama herhangi bir bitki

rejenerasyonu rapor edilmemistir.

Davidonis ve Hamilton (1983), pamuk kallus rejenerasyonunun coker 310 ¢esidinde
gerceklestirildigini ifade etmektedir. Somatik embriyo gelisimi Linsmaier ve Skoog
tarafindan gelistirilen besin ortaminda kiiltiire alinan iki yasindaki kalluslardan
spontane olarak gelismistir. Kallus uyarimi igin 2.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l kinetin
(KIN) kullanilirken somatik embriyogenesis i¢in MS ortaminda, NHsNOj3 icermeyen
normalin iki katt KNO3 konsantrasyonu ve 0.1 mg/l Giberellik asit (GA3) kullanildig:

belirtilmektedir.

Finer ve Smith (1984), pamuk yaprak dokularindan kallus gelistirmek i¢in denemeler
yapmiglar fakat basarisizliga ugramislardir. Hipokotil ve kok eksplantarindan kallus
elde etmeyi basarmislardir. Kallus gelisimi i¢in 2 mg/l Indol-3-asetik asit (IAA) + 1
mg/l KIN kullanilirken somatik embriyogenesis i¢in 0.1 mg/l 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (24 D) + 10 mM glutamine kullanilmistir. G.
klotzschianum ile kallustan somatik embriyo gelisimi ¢alismalari embriyolarin diisiik

verimi ve siirekli anormal gelisimleri nedeniyle engellendigi bildirilmektedir.

Shoemaker vd. (1986), yaptiklari arastirmada kallus gelistirmek igin hipokotil
eksplantlarini kullanilmiglardir. Arastirmada yavas biiyliyen gri ve seffaf kalluslar
embriyogenik olarak gozlemlenirken soluk sari kalluslar embriyogenik olmamistir.
Kallus uyarimi i¢in 2 mg /I IAA + 1 mg/l KIN ortaminin kullanildig: belirtilmektedir.
Somatik embriyogenesis i¢in 2 mg/l Naftalen asetik asit (NAA) + 1 mg/l KIN

hormon kombinasyonunun kullanildigini bildirmislerdir.

Troolinder ve Goodin (1987), pamuk bitkisinden kallus baslangici igin hipokotil
eksplantlarmin kullanildigi daha sonra elde edilen kiigiik kalluslarin siispansiyon
kiiltiirtinde biiyiitiildiigiinii ifade etmektedirler. Daha sonra kalluslar yar1 kat1 besin

ortamina taginmig somatik embriyo gelisimi tamamlanmistir. Arastiricilar kallus
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uyarimi i¢in 0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN kullanirken somatik embriyo gelisimi
icin 0.1 mg/l GA;3 + 0.1 mg/l IAA hormonlarini kullanmiglardir.

Bir baska c¢alismada Finer (1988), pamukta yiiksek diizeyde embriyogenik
siispansiyon kiiltiirii elde etmeyi basarmistir. Kallus kiiltiirlerini, aseptik sartlarda
yetistirdigi tohumlardan ¢imlendirdigi bitkilerdeki kotiledon dokularini kullanarak
elde etmistir. Kallus uyarimimi 2 mg/l NAA + 1 mg/l KIN hormonlariyla yapmustir.
Siispansiyon kiiltiirleri baslatmak i¢in kallus dokular1 0.5 mg/l picloram yada 5 mg/I
2,4- D igeren sivi ortama alinmistir. Embriyogenik doku gelisimi igin oksin ihtiva
etmeyen 15 mM glutamin igeren sivi ortama aktarilmistir. Cok sayida somatik
embriyo iiretimi basarilmistir. Ayni zamanda arastirici tohumdan yetistirilen bitkilere

gore rejenere olan bitkilerin daha kii¢iik oldugunu gézlemledigini belirtmektedir.

Trolinder ve Xhixian (1989), Coker 312 g¢esidinde yapilan arastirmada yiiksek
ortalama, diisitk verimli embriyogenik ve embriyogenik olmayan 4 farkli sonuc
alindigr bildirilmistir. On ti¢ farkli biiylime diizenliyici, ortalama ve diigiik verimli
olan ortamlarin kalitesini yiikselterek yiiksek verimli embriyogenik dokular elde
etmek amaciyla kullanilmistir. Kallus uyarimi i¢in 0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN,
somatik embryogenesis i¢in 0.1 mg/l GA; ve 0.1 mg/l IAA gibi biiyiime

diizenleyicilerin kullanildig: bildirilmistir.

Jingyin ve Jianming (1990), pamukta in vitro siirgiin rejenerasyonu arastirmast
sonucu slirgiin rejenerasyonun da genotipin énemli oldugunu belirtmislerdir. Siirgilin
rejenerasyonu i¢in 0.1 mg/l ZEA, 0.02 mg/l 6-Benzilaminopurin (BAP), 1.9 g/l
KNOs ve %3 siikroz igeren MS besin ortaminda rejenerasyon basarisinin %87.5

oldugunu belirlemislerdir.

Firoozabady ve DeBoer (1993), farkli pamuk ¢esitlerinden embriyogenik kallus elde
etmek i¢in hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin 5 mg/l 6-purine (2ip), 0.1 mg/l
NAA Dbiytime diizenleyicileri ile kiiltire alimmistir. Elde edilen kalluslar
embriyogenik kallus gelisimi icin 5 mg/l NAA, 1 mg/l 2iP ortamina aktarildig:

belirtilmektedir.

Zhang (1994), 7 cesit pamukta yapilan doku kiiltiirii ¢alismasinda ilk alt
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kiiltirden sonra embriyogenik kallus elde etmeyi basardiklarini ifade etmis,
daha sonra bu embriyolarin ¢imlenme siirelerinin bazilarinin 1 ay bazilarmin 2
ay oldugunu gozlemlediklerini belirtmistir. Ayrica kullanilan aktif karbonun
bitki sayisinin artmasinda olumlu etkisinin oldugunu belirtilmektedir. Basarili
bir sekilde koklendirilen bitkilerin farkli sezonlarda topraga aktarildiktan sonra

yasaminin %100 oldugu ifade edilmektedir.

Agrawal vd. (1997), pamukta siirgiin uyarimi i¢in Anjali-LRK 516 g¢esidinde
yaptiklar1  ¢aligmada, kotiledon bogumlart  kullanilarak  gergeklestirildigi
belirtilmektedir. Otuz bes giinliik bitkilerden eksplantlar alindig1 ve eksplant basina
en fazla siirgliniin 4.7 oldugu belirtilirken MS besin ortamina ilave olarak 2.5 mg/I
BAP ve 2.5 mg/l KIN kullandig1 bildirilmektedir. Siirglinlerin uzamasi i¢in sivi ya
da kati ortam kullanilmis fakat herhangi bir biiyiime diizenleyici ilave edilmemistir.
In vitro da yetisen siirgiinlerin Y2 MS igeren kat1 besin ortaminda 0.05 ve 0.1 mg/I

NAA hormonlarinin ilavesi ile koklendirildigi ifade edilmektedir.

Kumar vd. (1998), Coker 310 gesidinde somatik embriyogenesis yoluyla yiiksek
frekansli in vitro rejenerasyon yapmayi basardiklarini ve hatta Coker 310 FR olarak
isimlendirdiklerini belirtmislerdir. Coker310 FR rejenerasyon yetenegi zayif olan
Hindistan’da yetistirilen MCU 5, MCU 7, Khandwa 2, Bikaneri Nerma, F 846
olarak adlandirilan cesitlerle melezlenmis ve G. barbadense L. x G. hirsutum L.
Coker 310 FR digindaki biitiin F1’lerin somatik embriyogenesis yardimiyla rejenere

oldugu bildirilmistir.

Zapata vd. (1999), yapilan diger bir ¢alismada 3 farkli ¢esitten aseptik sartlarda
¢imlendirilen 3-4 giinliik bitkilerden alinan siirgiin ug¢larini ¢esitli kombinasyonlarda
0.1 mg/l NAA + 1 mg/l BA igeren yarim ve tam giic MS besin ortamlarina
koymuslardir. Siirgiin ugarindan elde edilen siirgiinlerin %581 basarili bir sekilde
biiyiiyiip 6 hafta iginde koklendikleri belirtiimektedir. Elde edilen bitkilerin hepsinin

fenotipik olarak normal ve tohum potansiyeline sahip oldugu vurgulanmaktadir.

Zhang vd. (2000), somatik embriyogenesisin hizli, etkili ve siirekli rejenerasyon
elde etmek i¢in uygun bir sistem oldugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla kullanilan

iki ¢esitten hipokotil ve kotiledon eksplantlarint kullanarak somatik
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embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyon prosediirii gelistirmislerdir. Direk
somatik embriyogenesis i¢in 0.1 mg/l zeatin (ZEA) ve 2 mg/l aktif karbon igeren MS
ortami Kullanilirken, kallus baslangici ve embriyogenik kallus ¢ogaltimi igin 0.1 mg/I
ZEA + 0.1 mg /l 2,4-D + 2 g/l aktif karbon igeren ortamimn kullanildigi

belirtilmektedir.

Sakhanokho vd. (2001), bir diger calismada farkli pamuk c¢esitlerini somatik
embriyogenesis ile ¢ogaltmak igin protokol gelistirdiklerini belirtmektedir. Kallus
uyarimi i¢in 1.0 mg /1 KIN + 2.0 mg/l NAA ortami, kallus ¢ogaltimi igin 0.1 mg /1
KIN + 0.5 mg/l NAA ortami kullanilirken somatik embriyogenesis i¢in iki kat fazla
KNO;3 igeren hormonsuz MS besin ortaminin kullanildig: bildirilmektedir. Elde
edilen somatik embriyolar1 olgunlastirmak i¢in 0.5 mg/l NAA + 0.05 mg/l KIN

ortami kullanilmistir.

Tripathy vd. (2002), Hindistan pamuk ¢esitlerinden elde edilen kalluslardan etkili bir
bitki rejenerasyonunun yapildigint bildirmektedir. Epikotil, hipokotil, kotiledon,
yaprak ve kok gibi eksplantlar kallus olusumu i¢in kullanilsa da kotiledonlarin bu
amacla kullaniminin daha etkili oldugu ifade edilmektedir. Arastiricilar farkl
ortamlar ve farkli biiylimeyi diizenleyiciler denemisler ve MS ortamina ilave olarak 2
mg/l benzil adenin (BA) ve 2 mg/l IAA eklenmesiyle elde edilen ortamin en iyi

rejenerasyon ortami oldugunu belirtmislerdir.

Mishra vd. (2003), yaptiklar1 ¢alismada kallus uyarimi ve gelisimi i¢in 10.7 uM
NAA + 0.2 uM 2,4-D kullanirken, somatik embriyo gelisimi i¢in iki kat yogun
KNOj; igeren ve NH4NO3 icermeyen hormonsuz MS besin ortamint kullandiklarini
belirtmislerdir. Somatik embriyo ¢imlenmesi i¢in 5.7 uM IAA kullandiklarimi da

ifade etmislerdir.

Wu vd. (2004), yetistirmesi zor olan 10 adet ¢in pamuk ¢esidinde yeni ve etkili bir
somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyon prosediiri  gelistirdiklerini
bildirmislerdir. Kallus ve embriyogenik kallus iiretimi ve uyarimi i¢in optimum
hormon konsantrasyonunun 2.46 uM IBA + 2.32 uM KIN oldugunu belirlemislerdir.
Somatik embriyogenesis uyarimi i¢in iki kat yogun KNOj igeren ve NH;NO;

icermeyen hormonsuz MS besin ortamini kullanirlarken, somatik embriyo gelisimi

25



icin L-asparagine (Asn)/L-glutamine (GIn) (7.6/13.6 mM) kullandiklarini
belirtmislerdir.

Leelavathi vd. (2004), o&zellikle transformasyon asamasinda eksplant olarak
kullanilan kirillgan kalluslar, yaprak, hipokotil ve kotiledon bolgelerinden MS
ortaminda %3 liik maltozda, 0.5 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l 2,4-D elde edilmesiyle
prosediiriin toplam tamamlanma siiresinin kisaltilabildigini belirtmektedir. Somatik
embriyogenesisin boyle kalluslarin 4 hafta hormonsuz MS ortaminda %3 maltozla alt

kiiltiire alinmasiyla gézlemlendigi belirtilmistir.

Ikram (2005), pamuk bitkisinde somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonunun
bu bitkinin doku kiiltliri ve biyoteknolojisinin temeli oldugunu vurgulamaktadir.
Kallus uyarmmi i¢in 2.0 mg/l NAA, 0.1 mg/l ZEA ve 0.1 mg/l KIN biiyiime
diizenleyicilerini iceren MS ortaminin uygun oldugunu ifade etmektedir.
Kalluslar 6 haftalik olduklarinda 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l KIN iceren MS besin
ortaminda kiltiire alinmistir. Somatik embriyogenesis igin kalluslardan herhangi
birini segmeye ihtiya¢ olmadigi belirtilmektedir. Ciinkii biitiin kalluslardan somatik
embriyo elde edildigi ifade edilmektedir. NHsNO3’{in kalluslarin somatik embriyo
farklilasmasinda 6nemli bir rol oynadigi belirtilirken 2 haftadan uzun siire kiiltiirde

tutulmast durumunda embriyolar i¢in 6liimciil oldugu da belirtilmektedir.

Khan vd. (2006), c¢esitli pamuk ¢esitlerinde somatik embriyogenesis ve
organogenesis ile ilgili in vitro ¢alismalar yapmislardir. Gossypium hirsutum
cesitleri olan SH-131, LH-900, Hybrid H8, Khandwa-2, ve Gossypium arboreum
cesitleri BD-1, BD-6, Sarvottam, Jawahar Tapti bitkilerinin in vitro rejenerasyon
kabiliyetleri incelenmistir. Eksplant olarak kotiledonlar ve hipokotillerin
kullanildig1 belirtilmektedir. G. Arboreum g¢esitlerinde kuvvetli bir kallus
olusumunun goézlemlendigi ifade edilmistir. 2-Isopentenyladenine (2iP) somatik
embriyo olusumunda etkilidir. Ayrica siirgiin gelisiminde BA’nin etkili oldugu

belirtilmektedir.
Brassinosteroidlerin pamukta somatik embriyogenesis olusturma potansiyeline

Aydmn vd. (2006), tarafindan bakilmistir. On giinliik fidelerden alinan hipokotiller 1
mg/l BAP + 0.5 mg/l KIN biiyiime diizenleyicilerini igeren MS B5 ortamina kallus
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uyarimi i¢in alinmigtir. Bir ay sonra iiretilen kallus pargalari toplanmis ve cesitli
konsantrasyonlarda BR (0.1,0.5, 1 uM) igeren ortamlara alinmistir. Kontrole kiyasla
BR uygulamasinin kallus kiitlelerinde azalmaya neden oldugu bildirilmektedir. Farkli
BR konsantrasyonlar1 farkli somatik embriyo olgunlasmasina neden olmaktadir.
Somatik embriyogenesis uyarimimin 6zellikle 0.5 mg/l BR konsantrasyonunda
gerceklestigi bildirilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda brassinosteroid (BR)'in kallus
gelisimini olumsuz etkiledigi fakat somatik embriyo gelisiminde uyarici rolii oldugu

sonucuna varilmstir.

Abdellate vd. (2007), in vitro adventif siirgin rejenerasyon sistemlerini
Agrobacterium ve biolistik araciligiyla gen transferi yaparak transgenik bitki elde
etmede en uygun yontem olarak vurgulamaktadir. Mevcut calismada adventif
sirglin rejenerasyonunun direkt olarak pamuk kotiledon nodlarindan
yapilabilecegi belirlenirken meristem kisimlarindan kagimilmas: gerektigini
belirtilmistir. Siirglin gelisiminin MS BS5 ortamina KIN veya BA, NAA ilavesiyle
gergeklesebilecegi  belirtilmektedir.  Farkli  biliyime  diizenleyicilerin
konsantrasyonlar1 siirgiin gelisimini 6nemli derecede etkilemektedir. KIN
hormonunun BA’dan daha etkili oldugunu ve en etkili KIN konsantrasyonunun 2
mg/l oldugu ifade edilmektedir. BA ve KIN siirglin gelisiminde kullanilirken

ortama NAA ilavesinin siirgiin gelisimine olumsuz etki ettigi belirtilmektedir.

Ozyigit ve Goziikirmizi (2008), pamukta etkili mikrogogaltim sistemi gelistirmek
amaciyla bir calisma yapmuslar. Iki farkli pamuk g¢esidinden kotiledon nodlarimi
kullanarak siirgiin ve kok uyarimini bagardiklarini vurgulamiglardir. Rejenerasyon,
Cukurova 1518 gesidinde MS ortamina ilaveten 0.1 mg/l KIN, 2 mg/l NAA ve 1 g/l
PVP iceren ortamda %75 olurken Nazilli 84S bitkisinin kotiledon bogumlarinda 0.1
mg/l KIN ve 1 g/l polivinilpirolidon (PVP) igeren MS Kkiiltiir ortaminda %80
oraninda rejenerasyon olmustur. Calismayr yapan arastiricilar bu sistemin hizl

olmasi nedeniyle gen transferi ¢alismalarinda kullanilabilecegini ifade etmektedirler.

Hussain vd. (2009), somatik embriyolarin hipokotil eksplantlarindan farklilastig1 ve
cok farkli morfoloji gosterdigini bildirmektedir. Alt farkl tipte somatik embriyonun
kotiledonlardan  gelisimlerinin ~ gozlemlendigi  belirtilmektedir. ~ Biiylime

hormonlarindan 2,4-D ve KIN kullanilmasi ile %95 oraninda normal embriyo elde
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edildigi ifade edilmistir. Boynuz seklindeki embriyolarin siirgiin liretiminde basarisiz
oldugu belirtilmektedir. Somatik embriyo morfolojisine bakmaksizin, rejenere olan
bitkilerin ~ fenotipik olarak tohumdan biiyliyen bitkilere benzer oldugu

vurgulanmaktadir.

Bir bagka calismada Khan vd. (2010), pamuk bitkisinde yiiksek diizeyde etkili
somatik embriyogenesis tabanli  bir rejenerasyon sistemi gelistirdiklerini
belirtmektedir. Embriyogenik kalluslarin hipokotil ve kotiledon yapraklardan MS
besin ortamma KIN ve 2,4-D gibi biiylime diizenleyicilerin ilavesiyle meydana
geldigi ifade edilmektedir. Kallus baslangici i¢in 0.1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN
kullanilmistir. Somatik embriyo olusumu i¢in iki kat yogun KNOj igeren ve NH;NO3
icermeyen hormonsuz MS besin ortamini kullandiklarini belirtmislerdir. Buna ek

olarak somatik embriyo olgunlasmasi i¢in 0.1 mg/l ZEA kullanildig: bildirilmistir.

Bazargani vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada pamuktan ¢ok sayida siirgiin ucu elde
etmek i¢in iki ticari ¢esidin (Sahel ve Varamin) segildigini belirtmektedir.
Eksplantlar 3 ve 4 giinliik fidelerden alinmis siirgiin uyaricit ortamlara koyulmustur.
Bu ortamlar Kinetin (0.0, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l), BAP (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 mg/1), NAA
(0.0, 0.1, 1.0 mg/1) ortamlaridir. Yaklasik iki ay sonra 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l
BAP konsantrasyonundan maksimum sayida (her eksplanttan 3-4 adet) siirgiin elde

edildigi bildirilmigtir.

Sagannavar vd. (2012), kallus uyarimi ve somatik embriyogenesis amaciyla pamuk
bitkisinde farkli eksplantlar kullanarak yaptiklari calismada en c¢abuk kallus
olusumunun 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l KIN kullanildiginda hipokotil
eksplantlarinda %99 oraninda oldugunu bildirmistir. Kalluslardan en fazla
oranda somatik embriyogenesis elde etmek i¢in MS ortamina ilave olarak 0.01
mg/l 2,4-D ve 0.1 mg/l KIN gibi biiyiime diizenleyicilerin kullanildig:
bildirilmistir.

Bir diger arastirmaci Ezhilarasi vd. (2013), siirgiin ucu rejenerasyonu igin farkli
konsantrasyonlarda biiylime diizenleyiciler denemistir. MS ortamina ilaveten 0.05
mg/l TDZ, 1.0 mg/l NAA koyuldugunda rejenerasyon %98 olurken, 0.01 mg/l TDZ,
1.0 mg/l NAA koyuldugunda rejenerasyon %95 olmustur. Elde edilen siirgiinlerin
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uzamasinin  GAj, koklendirilmesinin 1 mg/l NAA yardimiyla saglandigt

belirtilmektedir.

Bakhsh vd. (2016), pamuk tohumunun in vitro ¢imlenmesi tizerine yaptiklari
calismada farkli biiylime ortamlar1 ve farkli diizeyde siikroz iceren ortamlarda
aragtirma yaptiklarin1  bildirmektedirler. Siikroz miktarinin azaltilmasiyla
¢imlenme ylizdesinin arttigim1 bildirmisler. Ayrica agar ve phytagel gibi farkh
ortam Katilastirici ajanlarin ¢imlenme oraninda etkili oldugu, en yiiksek
¢imlenme oraninin agarli ortamda yaklasik %73 olurken, phtyagel igceren

ortamda bu oranin %96 oldugu ifade edilmektedir.

2.7.2. Karanfilde doku Kkiiltiirii cahismalari

lonnov (1990), Willliam Sim ¢esidiyle yapilan arastirmada 100 mg/l myoinositol,
thiamine-HCI ve 1 mg/l naftalen asetik asit (NAA) igeren modifiye Morel ortaminda
bitkilerin ¢ogaltilmasindan en iyi sonuclart aldigini belirtmektedir. Ayrica MS besin
ortaminda ¢ogaltim i¢in 0.02 mg/l NAA ve farkli KIN (0.5 1 ve 2 mg/l)
konsantrasyonlar1 kullanildigr ifade edilmektedir. En verimli siirglin olusumunun MS
ortamina 2 mg/l kinetin (KIN) eklenmesiyle olustugu bildirilmektedir. Elde edilen
stirglinlerin hepsi in vitro da basari ile koklendirilmis fakat dis ortama alinan

bitkilerin diisiik yasama kabiliyetinde oldugu belirtilmistir.

Frey ve Janick (1991), karanfilde siirgiin rejenerasyonunun genotip, eksplant kaynagi
ve bitki biiylime diizenleyicilerin miktarina gore degistigini bildirmektedir. Bitkiler
petal, kaliks, node ve internode eksplantlarindan rejenere edilmeye calisilmustir.
Fakat sadece petal, kaliks ve nodal bélgeler rejenere olmustur. Maksimum g¢ogaltim,
petal eksplantalarinin, MS besin ortamina ilaveten 0.05 uM Thidiazuron (TDZ) ve

0.5 uM NAA igeren ortama transferiyle olmustur.

Yantcheva vd. (1998), karanfil bitkisinden etkili bir direkt somatik embriyogenesis
ve bitki rejenerasyonu elde etmek icin farkli cesitlerin yaprak eksplantlarinin
kullanildigint  belirtmektedir. MS sivi besin ortamina ilaveten 1 mg/l 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ve 0.2 mg/l 6-Benzilaminopurin (BAP) biiyiime

diizenleyicileri kullanilarak kallus fazi olmaksizin embriyogenesis uyarimi saglandigi
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belirtilmektedir. Somatik embriyo olgunlagsmasinin sivi MS ortamina kazein hidrolaz
(1000 mg/l) ilavesiyle uyarildigi belirtilmektedir. Bu yontemlerle gelistirilen

bitkilerin morfolojilerinin donoér bitkiler ile ayni oldugu ifade edilmistir.

lantcheva vd. (2005), iki farkli sprey karanfil ¢esidi (Fea ve Rossitza) igin yaprak
eksplantlarindan bitki rejenerasyonu denemistir. Adventif siirgiinlerin direkt uyarimi
icin BAP ve NAA bitki biiyiime diizenleyicilerinin kati MS besin ortami igine
eklendigi belirtilmektedir. Her iki gesit i¢in de en uygun rejenerasyon ortami 0.9
mg/l BAP ve 0.9 mg/l NAA olarak belirtilmektedir. Eksplant rejenerantlarinin sayisi
kabaca 7-8 arasinda degismektedir. Her iki bitki icinde embriyogenik kalluslarin hem
karanlik hem de aydinlikta elde edilebilecegi belirtilirken, somatik embriyolarin 0.05
mg/l BAP ve 250 mg/ kazein hidrolaz kullanilarak elde edildigi ifade edilmektedir.
Ayrica her iki bitki de normal fenotip 6zelligi gostermekte ve bitkilerin in vitro

sartlarda koklendirilebilecegi vurgulanmaktadir.

Cetin vd. (2007), tarafindan yapilan bir arastirmada, karanfil bitkisinin in vitro
rejenerasyonu i¢in kullanilan besin ortamlari arasinda, icerigini 0.02 mg/l NAA ile
2,00 mg/l Kinetin’in olusturdugu ortamda alt kiiltiire alinan siirgiin uglarinda
ozellikle ilk dikim ortami olarak 2 mg/l Kinetin ve 0.02 mg/l NAA katkili ortam ile 2
mg/l BAP ve 0.02 mg/l NAA ortamlarinm kullanildigi kiiltiirlerde gelismenin iyi
oldugu belirtilmistir. Benzer sonuglar Ioannov (1990) tarafindan da elde edilmistir.
Stirglinlerin - kok  olusturma potansiyelleri bakimindan gostermis olduklari
performanslar incelendiginde ise, her iki koklendirme ortaminda da siirgilinlerin
koklenme oranlarimin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bu ortamlar igerisinde en
yiiksek kok olusum orani %32.42 ile 2 mg/l IBA ve 0.01 mg/l BAP katkili MS besin
ortamindan elde edilmistir. Bu ortami1, %25.95 kok olusum orani ile 0.05 mg/l IBA
ve 0.01 mg/l BAP igeren MS besin ortaminin izledigi ifade edilmektedir.

Bir diger ¢alismada Ali vd. (2008), karanfil bitkisinde siirgiin olusumu, siirgiin
cogaltimi ve koklendirme lizerine aragtirma yapmistir. Siirgiin olusumu icin apikal ve
nodal meristem bolgeleri eksplant olarak kullanilmigtir. Sadece BAP igeren ve KIN’1
farkli kombinasyonlarda iceren ortamlarda siirgiin olusumu izlenmistir. En iyi siirgiin
olusumunun MS ortamimna ilaveten 4 mg/l BAP iceren ortamlarda oldugu

belirtilmistir. Eksplant olarak siirgiin olusumunun inkokiilasyondan 6 giin sonra
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apikal mersitemlerde ve 7 giin sonra ise nodal meristemlerde oldugu bildirilmektedir.
Apikal meristemlerin siirgiin olusturmada nodal meristemlere gore daha belirgin
etkisi oldugu ifade edilmistir. Maksimum siirgiin sayisina 1 mg/l BAP iceren MS
besin ortaminda ulasilmistir. BAP yerine KIN kullanilmasinin siirglin olusturmada
basarisiz oldugu vurgulanmistir. Olusturulan siirgiinler 5 cm oldugunda koklemeleri
icin 1 mg/l NAA iceren MS besin ortamina transfer edilmis ve basari ile koklenen

bitkiler dis ortama alistirilarak yasamlarinin devam ettirildigi belirtilmistir.

Kanwar vd. (2009), Karanfil bitkisinde biiylime diizenleyicilerin etkisi ve
eksplantlarla olan iliskisini, kalluslardan in vitro siirgiin tomurcuklarinin olusum
siirecinin arastirtlmast yoluyla bildirmislerdir. Yapraklar ve internod eksplantlari
farkli miktarlarda bitki biiyiime diizenleyicisi igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire
almmustir. En yiliksek kallus olusumu 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BA igeren ortamda
gozlemlenmistir. Arastiricilar 27 farkli siirgiin rejenerasyon ortaminit denemis Ve
sadece 2 mg/l TDZ, yalniz ZEA veya NAA ve IAA’li kombinasyonlar da kallus
olusturmay1 basardiklarini belirtmektedirler. En yiiksek ortalama siirgiin olusumu 2

mg/l TDZ ve 1 mg/l IAA olarak gozlemlenmistir.

Karanfil bitkisinde bitki biiyiime diizenleyicilerinin in vitro siirgiin ¢ogaltma ve
koklendirmesi Kharrazi vd. (2011), tarafindan arastirilmustir. izole edilen aksiler
tomurcuklardan farkli seviyelerde BAP, KIN ve 0.2 mg/l NAA igeren MS besin
ortamlarinda siirgiin c¢ogaltim oraninin testi yapilmistir. Rejenere olan siirgiin
ortamlarina farkli oranlarda NAA ve IBA eklenmesi koklenmeyi saglamaktadir. En
iyi koklenme 0.5 mg/l NAA igeren ortamda olmustur. En yiiksek siirgiin oraninin ise

eksplant basina 6,17 oldugu bildirilmistir.

Khatun vd. (2013), karanfil bitkisinde etkili bir in vitro ¢ogaltim prosediiriiniin
olusumunu sagladiklarini belirtmektedir. Yaptiklar1 calismada siirgiin uglar1 ve nodal
segmentleri eksplant olarak kullanmiglardir. Farkli eksplantlar arasinda nodal
segmentler uygun sartlarda kiiltiire alindig1 zaman (MS+1 mg/l BAP) siirgiin uglarina
gore daha yiiksek sayida siirglin verdikleri belirtilmektedir. Kiiltiir belirlenen
sartlarda baglatildiktan sonra, takip eden alt kiiltiirlerde %10 hindistan cevizi suyu
kullanildiginda siirgiin sayisinin arttigi ifade edilmektedir. Ayrica 100 mg/l iire

ilavesiyle de olusan siirgiinlerin boyunun arttig1 belirtilmistir. Son olarak iyi geligsmis
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stirgiinleri koklendirmek amaciyla siirgiinler 1 mg/l NAA igeren 1/2 MS besin
ortamina transfer edilmistir. Bitkiler dis ortama basarili bir sekilde alistirildiginda

yasama oraninin %80 oldugu ifade edilmektedir.

Matter vd. (2017), karanfil yapraklarindan kallus uyarimi igin protokol
gelistirdiklerini ifade etmektedirler. Kallus iiretimi igin MS ortamina ilave olarak 2
mg/l 24-D ve 05 mg/l KIN biyiime diizenleyicilerine ihtiyag oldugu
belirtilmektedir. Farkli miktarlarda metil jasmonat uygulamalarinin kallus dokular
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Sonug olarak 20 uM metil jasmonat uygulamasinin

en yiiksek biiylime oranini (98.21 mg/giin) sagladig: bildirilmektedir.

Bitkiler biiylime ve gelismeleri i¢cin baz1 gerekli elementlerinin yani sira biiylimeyi
diizenleyicilere de ihtiya¢ duyarlar. Khatun vd. (2018), karanfilde biiyiik 6lgekli
mikrogogaltim yapmak icin cabalamiglar fakat klasik MS ortamiyla bunun miimkiin
olmadigin1 belirtmislerdir. Daha sonra karanfilde etkili bir biiylime i¢in hindistan
cevizi suyununun in vitro da etkisine sitokinin hormonuyla birlikte bakildig: ifade
edilmistir. Siirgiin uyariminin en yiiksek oldugu ortam igerisinde 1 mg/l BA ile
birlikte %10 hindistan cevizi suyu bulunmaktadir. Siirgiin ucu ve nodal segmentler
eksplant olarak kullanildiginda ¢ogalma oraninin 4 kattan daha fazla oldugu
belirtilmektedir. Koklendirme ortamui igin en ideal ortamin ise 2 MS besin ortamina

1 mg/l NAA ilavesiyle olusturuldugu ifade edilmektedir.

2.8. Transformasyon Calismalari

Genetik miihendisligi, bitki gesitlerinin var olan ve arzulanan farkli 6zelliklerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle bitkilerde genetik
transformasyon ¢aligsmalar1 giinlimiizde genetik miihendisliginin en gelismis
alanlarindan bir tanesidir. Genetik miihendisligi araciligiyla transgenik bitki iiretimi,
amagclanan 6zelligi basarili bir sekilde kullanarak verim kayiplarinin dniine gegmek

ve tarim ilaci kullanimini azaltmak gibi amaglarla kullanilabilmektedir.

Bitki genetik transformasyonunda basgarili sistemlerden bir tanesi Agrobacterium
araciligryla (Sekil 2.2) gerceklestirilmektedir. Bunun i¢in iki 6nemli adim gereklidir.

Birinci adim, yabanci bir geni genetik transformasyon araciligiyla bitki genomuna
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dahil etmek icin ¢alismaktir. ikinci adimda ise tek bir hiicreden tiim bitkiyi elde
etmeye ¢alismak amaglanmaktadir (Zhang vd., 1996; Divya vd., 2008).

AGROBACTERIUM BiTKi HUCRESI TRANSGENIK BiTKi
N
<

A\, o

(@] o <
VirA PHENOLICS

Sekil 2.3. Agrobacterium araciliiyla genetik transformasyon (Altpeter vd., 2016’dan
degistirilerek alinmustir.)
Her iki adimda basariy1 etkileyen gok etmen vardir. Ornegin birinci adimda basarili
bir transformasyon igin kullanilan transformasyon teknigi, c¢esitli bilesenlerin
yogunlugu, vakum inflitrasyonu siddeti gibi basariy1 etkileyen ¢ok sayida faktor
vardir. Ikinci adim igin de basariy1 etkileyen birgok faktdr vardir. Ornegin herhangi
bir somatik hiicre genomdaki tiim bilgiyi igermesine ve teoride bir hiicreden biitiin
bir bitkinin olusumuna izin vermesine ragmen doku kiiltiirii teknikleri her hiicreden
somatik embriyogenesis veya siirgiin elde edilebilecek kadar yeterli bir sistem
degildir. Bu nedenle bitki rejenarasyonu, pamuk, karanfil ve diger birgok bitki
tiriinde transformasyonu kisitlayan faktordiir. Son 20 yildir bitki doku kiiltiirii
tekniklerinin de gelismesiyle birlikte yeni rejenerasyon yontemlerinin etkili bir
sekilde transformasyon galismalar1 i¢in kullanilmasi eskiye gore giiniimiizde daha

etkin bir sekilde genetik miihendisligi ¢aligmalarinin yapilmasina izin vermektedir.

2.8.1. Pamukta yapilan transformasyon ¢alismalari

Pamuk bitkisinde ilk transformasyon 1987 yilinda birbirinden bagimsiz iki grup
tarafindan (Firoozabady vd., 1987; Umbeck vd., 1987) nptll geninin pamuk
genomuna Agrobacterium araciligiyla transformasyonu ile elde eldilmistir. Ilk
transgenik bitki teknikleriyle basarili sonuglar almak, bitki rejenerasyon sistemlerinin

eksikligi nedeniyle pamuk bitkisinde de oldukg¢a zor olmustur.
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Agrobacterium araciligiyla yapilan bir ¢alismada iki bakteri susunun kullanildig:
belirtilmektedir. Bunlar EHA105 ve LBA4404 suslaridir. Doku kiiltiiriinde eksplant
olarak siirgiin uclarinin kullanildig ifade edilmektedir. LBA 4404 bakteri susunda
transformasyon basaris1 %0.67 olurken EHA105 bakteri susunda basar1 oraninin %1
oldugu belirtilmektedir. Arastiricilarin PCR ve Southern Blot ile transgenik 6zelligi
dogruladiklari ifade edilmektedir (Jiang, 2004).

Bir Arabidobsis geni olan GF14A’in pamuk bitkisinde oynayabilecegi fizyolojik
rolleri kesfetmek igin pamuk bitkisine aktirildigi ve promotor olarak CaMV35S
kullanildig1  belirtilmektedir. Sonu¢ olarak transgenik pamuklarin su stresi
toleransinin gelistigi ifade edilmektedir. Transgenik hatlarin kuraklik sartlarinda da
kontrol bitkilere gore daha az soldugu ve daha cok fotosentez kabiliyetine sahip
oldugu belirtilmektedir. Bu calisma gergeklestirilirken arastiricilar EHA101 bakteri
susu ve pPCGN1578 plazmidi kullandiklarini belirtirken, eksplant olarak hipokotil
eksplantlarini kullandiklarini belirtmektedirler. Segilim ortaminda 50 mg/l kanamisin
kullanildigi ifade edilmektedir (Yan vd., 2004).

Bir diger arastirmada AtNHX1 geninin yiiksek diizeyde ifadesinin sodyum/proton
tastyicisini kodlayarak tuz stres toleransi sagladigi belirtilmektedir. AtNHX1 geninin
yiiksek diizeyde ifadesi, vakuollere sodyum alinimini artirmaktadir. Dolaysiyla artan
¢Oziinen madde konsantrasyonu transgenik bitkilerde tuz toleransi saglamaktadir.
AtNHX1 iceren transgenik pamuklarin tuzluluk ve kurakhiga karsi dayaniklilik
gosterdigi gibi daha ¢ok biyokiitle ve fiber icerdigi de belirtilmektedir. Bu ¢alismada
aragtiricilar GV3101 bakteri susunu, pBISN1 plazmid ve Supermas promotorunu
kullandiklarin1 belirtmiglerdir. Ayrica hipokotilleri eksplant olarak tercih ettikleri
vurgulanmaktadir (He vd., 2005).

Coker 312 ¢esidi kullanilarak yapilan transformasyon calismasinda hipokotil ve
kotiledon eksplantlar1 kullanilmistir. A. tumefaciens bakteri susu olarak LBA4404
kullanilirken, CaMV35S promotorunun kontrolii altinda bir pBI-d35SQ-uidA-nos
plazmidi’nin  kullanildig1r belirtilmektedir. Segilim ortaminda 40 pg/ml G418
antibiyotigi kullanilarak kagiglarin engellendigi ifade edilmektedir (Rajasekaran vd.,
2005).
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Pamuk bitkisinde genetik transformasyon yardimiyla herbisite dayaniklilik geninin
seleksiyon markir1 olarak kullanildigi bir ¢alisma yapilmistir. A. tumefaciens bakteri
susu olarak LBA4404 kullanilirken, plazmid olarak CaMV35S promotorunun
kontrolinde pGRA1300 kullanildig1 belirtilmektedir. Transformasyonda hipokotil
eksplantlarinin kullanildig: ifade edilmektedir. Se¢ilim ortami olarak 0, 1, 5, 10, 20
and 30 mM glyphosate konsantrasyonlart denenmistir. Sonug olarak 5 mM ve

tizerinde konsantrasyonlarin kullanilabilecegi belirlenmistir (Zhao vd., 2006).

Agrobacterium araciligiyla yapilan diger bir transformasyon ¢alismasinda AGL-1
susu kullanilmistir. Bu bakteri susuna pER8-HPT-GhRI plazmidi entegre edilmis
olup NOS promotorunun kontrolii altinda ¢alismaktadir. Bu plazmid’in HPT bitki
seleksiyon markirmni igerdigi ifade edilmektedir. Coker 312 pamuk ¢esidiyle yapilan
bu transformasyon calismasinda hipokotil ve kotiledon eksplantlariin kullanildig
belirtilmektedir. Segilim, higromisin araciligiyla yapilmistir. Ayrica hipokotil
eksplantlarinin  kotiledonlara kiyasla higromisin seciliminde daha giiclii oldugu

belirtilmektedir (Meng vd., 2007).

NC71 pamuk c¢esidinde yapilan bir transformasyon c¢alismasinda, pKIWI105
plazmidini igeren LBA 4404 A. tumefaciens bakteri susunun kullanildigi ifade
edilmektedir. Bu vektér NPTII ve GUS genlerini tagiyarak CaMV35S promotorunun
kontrolii altinda g¢alismaktadir. Fidelerin apikal meristemleri Agrobacterium ile
muamele edilerek transformasyonun gergeklestigi bildirilmektedir (Keshamma vd.,
2008).

Bir diger transformasyon c¢alismasinda Coker 312 pamuk c¢esidi kullanilmistir.
Transformasyonda A.tumefaciens bakteri susu olarak LBA4404 kullanildig1 ifade
edilmistir. Bu c¢alismada CaMV35S promotoru tarafindan kontrol edilen pCB4
plazmidinin kullanildig: belirtilmektedir. Bu plazmid herbisit dayaniklilik geni olan
Bar genini tagimaktadir. Ayrica bu transformasyon calismasinda eksplant olarak
stirglin uglarinin kullanildig1 belirtilmektedir. Segilim amaciyla kullanilan 0.3 mg/I
Basta konsantrasyonunun transgenik olmayan bitkileri elemine ettigi ifade
edilmektedir. PCR ve Southern Blot analizleri yapilarak gen transferinin
dogrulandigi bildirilmistir (Daud vd., 2009).
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Pamuk bitkisine AnnBj1 geninin transformasyonu ile abiyotik stres toleransinin ve
fiber kalitesinin arttig1 belirtilmektedir. Annexinler kalsiyum bagimli multigene
ailesine aittir. Aym1 zamanda fosfolipid ve sitoiskelet baglayan proteinlerdir.
Orneklendirmek gerekirse tuz ve kuraklik streslerine karsi bitkilerin toleransinin
arttig1 ifade edilmektedir. Bununla birlikte yas agirlik, bagil su igerigi ve kuru
agirh@in stres sartlarinda arttigi belirtilmektedir. Ayrica kontrol bitkilere gore
AnnBjl transgenik pamuk bitkisinin antioksidatif sistem bilesenleri {izerinde daha
olumlu sonuglar verdigi belirtilmektedir. Transformasyonun hipokotil eksplantlar
kullanilarak  gerceklestirildigi  bildirilmektedir.  Transformasyonda GV2260
Agrobacterium susu kullanilirken, CaMV35S promotor ve pPCAMBIA2300-AnnBj1
plazmidi kullanilmistir (Divya vd., 2010).

Bir diger ¢alismada Arabidobisis bitkisinde AVP1 geninin vakuolar pirofosfatazlari
kodladig1 belirtilmektedir. Bu pirofosfatazlar vakuolar membranda proton pompasi
olarak gorev yapmaktadir. AVP1 geninin yiiksek diizeyde ifadesi Arabidobisis,
domates, piring gibi bitkilerde kuraklik ve tuz stresine karsi bitki performasini
artirmaktadir. Ayrica AVP1 geninin yiiksek diizeyde ifadesi kok sistemindeki oksin
tasinimint  uyardigi igin ileri diizeyde kok sisteminin gelismesini sagladigi
belirtilmektedir. Bu gen pamuk bitkisinde yiiksek derecede ifade edildiginde yiiksek
derece tuzluluk ve kuraklik sartlarinda test edilmistir. AVP1 genini ifade eden pamuk
bitkileri kontrol bitkilere gore tuzluluk ve kuraklik sartlarinda daha giiglii bir biiyiime
gostermistir. Ayrica bu transgenik pamuk bitkilerinin fiber kalitesinin kontrol
bitkilere gore fiber kalitesinin en az %20 daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu
caligmada doku kiiltiiriinde hipokotil ve kotiledon eksplantlari kullanilmistir. Segilim
ortaminda 50 mg/l kanamisin kullanildig1 ifade edilmektedir. Transformasyonda
GV3101 Agrobacterium susu ve ps35-AVP1 plazmid kullanilirken, promotor olarak
CaMV35S kullanilmigtir (Pasapula vd., 2011).

Pamuk bitkisinde Z35 gesidinde yapilan transformasyon ¢alismasinda A. tumefaciens
susu olarak EHA105 kullanilmistir. Bu c¢alismada LOS5 genini ihtiva eden
pCambial300 plazmidi kullanilarak transformasyon calismalarinin gergeklestirildigi
ifade edilmektedir. Siirgiin uglar1 Agrobacterium ile 15-20 dk muamele edilmistir.
Ko-kiiltivasyon ortami1 olarak, acetosyringon ve kinetin iceren MS ortami

kullanilmigtir. Ayrica bu ortamin katilastirict 6zelliginin Phytagel ile saglandigi
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belirtilmektedir. Se¢ilim ortaminda higromisine karsi (30 mg/l) dayanikli siirgiinlerin
belirlenerek recovery ortaminda yetismesinin saglandigi belirtilmektedir (Yue vd.,

2012).

Coker 312 pamuk ¢esidinde yapilan bir diger transformasyon ¢alismasinda hipokotil
eksplantlarinin kullanildig1 belirtilmistir. Arastiricilar transformasyon caligmasinda
Bayley ve arkadaslarinin daha oOnce gelistirdigi metodu kullanmaktadir.
Transformasyon ¢alismalarinda PSARK::IPT plazmidi kullanilirken, promotor olarak
CaMV35S kullanildigr belirtilmektedir. Secilim ortami olarak 50 mg/l kanamisin
kullanilmigtir (Kuppu vd., 2013).

YZ1 pamuk c¢esidinde yapilan bir ¢alismada nptll gibi secici markir ihtiva eden
pCambia 2300S plazmidine SNAC1 geninin yerlestirildigi belirtilmektedir. Bu vektor
daha sonra LBA4404 A. tumefaciens susuna aktarilarak kullanilmistir.
Transformasyon asamasinda hipokotil eksplantlarinin kullanildig:r bildirilmektedir.
Secilim i¢in kanamisin kullanilmistir. Ayni1 zamanda bitkilerin transformasyon
nedeniyle strese girdikleri igin somatik embryogenesis Yyeteneginin azaldig
belirtilmektedir (Liu vd., 2014).

Yapilan diger bir transformasyon c¢alismasinda pROKII plazmidinin igerisine
CaMV35S promotorunun kontrolinde TaMnSOD geni yerlestirilmistir. Bu
rekombinant vektor nptll igermektedir. A. Tumefaciens susu olarak EHA105
kullanilmigtir. Pamuk bitkisi olarak Fy112 cesidinin kullanildigi belirtilmektedir.
Transformasyonu baglatmak igin hipokotil eksplantlari kullanilmistir (Zhang vd.,
2014).

Herbisite toleransli pamuk gelistirmek igin yapilan bir ¢alismada pamuk bitkisi
olarak Coker 312 g¢esidinin kullanildig1 ifade edilmektedir. Transformasyon igin
A.tumefaciens kullanilan bu ¢alismada Bayer Crop Science tarafindan gelistirilen
pGSC1700, pUC19 dan tiiretilmis olanve pTSIHO09 vektori kullanilmisgtir.
Transformasyon caligmalarinda hipokotil ekplantlarindan yararlanilmistir. Ayrica
2mEPSPS ve HPPD W336 proteinlerinin ifade edilmesiyle glufosat ve isoxaflutole
herbisit toleransi sagladigi bildirilmistir (Weeks, 2017).
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Pamukta siirglin ucu eksplantlar1 kullanilarak yapilan transformasyon caligsmasinin
hizli ve tutarli oldugu belirtilmektedir. CP4-EPSPS, CaMV35S promotorunun
kontrolii altinda ¢alismaktadir. Ekspresyon vektoriiniin (pBI-35SCP4) LBA4404
A.tumefaciens bakteri susuna yerlestirildigi ifade edilmektedir. Glufosatin 6ldiirticii
konsantrasyonu tranformasyon calismasindan &nce belirlenmistir. Ik herbisit
uygulamisiyla bitkilerin %95°nin 6ldiigii belirtilmektedir. Geriye kalanlarin se¢ilimi
20 giin boyunca gergeklestirilmistir. Olas1 transgenik bitkiler %0.4 glufosat
uygulamasina kadar dayanmuistir. Elde edilen olasi transgenik bitkiler Southern blot

analizi yapilarak dogrulanmigtir (Guo vd., 2018).

2.8.2. Karanfilde yapilan transformasyon ¢alismalari

Basaril1 bir genetik transformasyonu birgok faktor etkilemektedir. Bitki kondisyonu,
kullanilan Agrobacterium susu, inokulasyon metodu ve ko-kiiltivasyon ortami, basari

oranini etkileyen baslica faktorlerdir.

Karanfil bitkisinde ICMP 8302 ve AGLO gibi iki farkli A.tumefaciens bakteri susu
kullanilarak transformasyon calismalarinin yapildig: bildirilmistir. ICMP 8302 susu
pKIWI110 binary vektoriinii igerirken, AGLO susu PKIWII05 veya pCGP407
icerdigi belirtilmektedir. pKIWI105 plazmidi NOS promotorunun kontrolii altinda
NPTIl genini icermektedir. GUS geninin ise CaMV35S promotorunun kontrolii
altinda ¢aligmaktadir. Arastiricilar bitki eksplantlar1 olarak yapraklart kullanmistir.
Transformasyon ¢alismasinda 5 dakika vakum inflitrasyonu yapilmigtir. Daha sonra
ko-kiiltiivasyon ortaminda 3 giin boyunca bekletildigi belirtilmistir. Secilim ortami
icin farkli kanamasin (0, 25, 50, 75, 100 mg/l) konsantrasyonlar1 denenerek ilk etapta
100 mg/l kanamisin, transformasyona tabi tutulan bitki eksplantlariyla bir araya
getirilerek segilim yapilmigtir. Sonu¢ olarak ekibin basarili bir sekilde
transformasyon yaparak transgenik bitki elde ettigi belirtilmektedir. Ayrica Southern

blot analiziyle elde edilen bitkilerin dogrulandig1 belirtilmistir (Lu vd., 1991).

EHA 101 A. tumefaciens bakteri susu kullanilarak yapilan diger bir transformasyon
caligmasinda pAGS188 vektoriinden tasarlanan pWTT2084 plazmidinin kullanildig:
ifade edilmistir. Bitki se¢ilimi icin pWTT2084 plazmidi tiitiin chlorsulfuron direngli

surB genini icermektedir. Bu gen CaMV35S promotorunun Kkontrolii atinda
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calismaktadir. Kimerik GUS geni CaMV35S promotorunu icermektedir. Arastiricilar
E.coli tabanli bu B-glucuronidase kodlayan bolgeyi gorsel segilim igin kullanmustir.
Yapilan bu transformasyon c¢alismasinda White sim, Manon, Nathalie karanfil
gesitleri kullanilmistir. Transformasyonda aksiler meristemler ve yapraklarin
eksplant olarak kullanildig1 ifade edilmektedir. Segilim ortami1 i¢in 2 pg/l
chlorsulfuron kullanilmistir. EKip Southern blot analizi yaparak trasnformasyonu

dogrulamistir (Firoozabady vd., 1995).

Biolistik PDS 1000 ile yapilan diger bir ¢alismada pDP532 plazmidi kullanilmustir.
BU plazmid uidA reporter genini icermektedir. GUS, uidA tarafindan kodlanirken,
secilim markir geni bar, fosfonitrisin-asetiltransferaz kodlamaktadir. Her iki geninde
CaMV35S promotorunun kontrolii altinda c¢alistigi belirtilmektedir. Tungusten
partikiiller s1v1 siispansiyonda 5 pg plazmid DNA ile kaplanmigtir. Bombardimandan
once transformasyon etkinligini degerlendirmek igin farkli bombardiman
basinglarinin (1300 ve 1500 p.s.i) baslangic platinde (6, 9 cm ) denendigi
belirtilmektedir. Her bombardimanda 1 pg DNA kullanilmistir. Secilim ortaminda
1.5 mg/l herbisit bialophos kullanildigi belirtilmektedir. Southern blot analiziyle
transformasyonun dogrulandig1 vurgulanmistir (Zuker vd., 1995).

Yapilan diger bir ¢alismada AGLO ve EHAL105 A. tumefaciens bakteri suslari
kullanilmistir. Bu suslardan EHA 105 pKIWI105 plazmidini tasirken AGLO
pCGN7001 plazmidini tasidigi bildirilmistir. Her iki plazmid CaMV35S
promotorunun kontroliinde GUS geni tasimaktadir. Bombardiman yoluyla bitki
koklerini yaraladiktan sonra bakterilerle (OD550 0.5) muamele edilmistir. Ko-
kultivasyon siirecinde bitkiler 6n yiizleri ortama temas edecek sekilde bekletildigi
ifade edilmektedir. Ko-kiiltivasyon 3 giin karanlik 2 giin aydinlik olmak iizere 5 giin
siireyle yapilmistir. Kanamisin secilimi gerceklestirildikten sonra yasayan bitkilerin

Southern analiziyle dogrulandig ifade edilmistir (Zuker vd., 1999) .

Karanfil bitkisinde nod eksplantlarindan etkili bir transformasyon g¢alismasi
yapabilmek i¢in ko-kiiltivasyon ortaminin ¢ok Onemli oldugu belirtilmektedir.
Yiiksek bir genetik transformasyon etkinligi i¢in nod eksplantlar1 pKT3 plazmidini
iceren AGLO A.tumefaciens susuyla mumale edilmistir. pKT3 plazmidi GUS ve

NPTII icermektedir. Arastiricilar ko-kiiltivasyon ortaminda hormon kullandiginda
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transformasyon ¢alismalarinda basar1 olmadigini belirtmistir. Bes giin ko-kiiltivasyon
yapildiktan sonra nod eksplantlari sekiz radyal segmente ayrilarak se¢ilim ortamina
alimmistir. Baslangigta 20 mg/l olan geneticin (g418), daha sonraki alt kiiltiirlerde
sirasiyla 30 mg/l ve 40 mg/l konsantrasyonuna c¢ikartildigi belirtilmistir. Cesitler
arasinda trasnformasyon basarisi degismektedir. Elde edilen siirglinlerin
dogrulanmasinin PCR ve Southern blot yoluyla yapildigi bildirilmektedir
(Nontaswatsri vd., 2004).

Karanfil yaprak ekplantlarinin kullanildig transformasyon ¢aligmasinda EHA101 ve
C58C1 A. tumefaciens suslarinin kullanmldigi bildirilmistir. EHA101 pEHA101
plazmidini igeririken C58C1 pGV2260 plazmidini icermektedir. Kanamisin,
mannose ve ppt bitkilerin secilim toleranslarinin anlasilmasi i¢in kullanilmistir.
Aragtiricilar bu galismada secilim ajanlarinin bitki ¢esidine bakteri susuna bagh
olarak bitki eksplantlar1 iizerinde farkli etkilere sahip olduklarini belirtmektedir.
Wild type farkl karanfil ¢esitlerinin normalde dayanikli oldugu kanamisin, mannose
ve ppt konsantrasyonlarini belirleyip daha sonra Agrobacterium ile muamele sonrasi
bu konsantrasyonlarin degistigi bildirilmektedir. Ozetle bu ¢alismada arastiricilar
farkli bakteri susu ve bitki ¢esitleri kullanarak bitki eksplantlarinin secilim ajanlarina

kars1 verdigi tepkiyi arastirmistir (Zhang vd., 2005).

A.tumefaciens EHA101 susu kullanilarak yapilan c¢alismada, siirglinlerden alinan
yaprak eksplantlarinin transformasyon i¢in kullanildig1 belirtilmistir. Ek olarak 100
uM acetosyringone ile 15 dakika transformasyon yapildigi ifade edilmektedir. Ayrica
transformasyon yapilan bitki dokulari, ko-kiiltivasyon ortaminda karanlikta 24 °C’de
bir hafta bekletilmistir. Ko-kiiltivasyon ortaminda 0.49 uM BA ve 0.57 uM 2,4-D
gibi biiyiimeyi diizenleyiciler yer almaktadir. Arastiricilar ayrica genel olarak
kullanilan ti¢ giinliik ko-kiiltivasyon denemesini de yapmis fakat BD ortami yerine
suyla nemlendirilen filtre kagid1 kullanmislardir. Ozet olarak transformasyona tabi
tutulan yaprak eksplantlarinin bir ay boyunca higromisinde segilimi yapilmustir. Ug
ay sonra yaprak eksplantlarindan siirgiinler meydana gelmektedir. Transgenik
bitkilerin elde edilerek biiyiitiilmesinin toplamda on bes ay aldigi belirtilmistir
(Kinouchi vd., 2006).
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Karanfil ¢iceginde yapilan bir genetik transformasyon ¢aligmasinda nod eksplantlari
kullanilmistir. Nod eksplantlar1 transformasyondan 3-5 giin Onceden kiiltiire
alinmaktadir. Agrobacterium ile on dakika muamele edildikten sonra 50 uM
acetosyringone ve su ile ko-kiiltivasyon yapildig1 belirtilmistir. Ko-kiiltivasyon
ortaminda hormon kullaniminin bazi bitkilerde olumlu etki yaparken bazilarinda
diisiik besin igerigine sahip olan hormonsuz ortamlarin ko-kiiltivasyon i¢in uygun
oldugu belirtilmektedir. Ayrica acetosyringone’un transformasyon calismalarinda
virlilans genlerinin aktivasyonunda onemli rolleri oldugu fakat 100 uM {izerinde

herhangi bir etkisinin bulunmadig: belirtilmektedir (Nontaswatsri ve Fukai, 2006).

GV3130 A. tumefaciens susu kullanilarak yapilan bir baska ¢alismada pPCV702
plazmidinin kullanildig: ifade edilmektedir. Bu plazmid CaMV35S promotorunun
kontrolii altinda caligmaktadir. Arastiricilar PttKN1 (pPCV35S:PttKN1) ve NPTII
genlerini  Goteborg iiniversitesinden temin etmislerdir. Transformasyon igin
kotiledon eksplantalarini 6nceden kiiltiire almiglar. Ko-kiiltivasyon ortami olarak MS
ortamina ilave edilen 1 mg/l BA+ 0.1 mg/l NAA gibi biiylime diizenleyiciler ile ti¢
giin karanlikta inkiibasyon yapilmistir. Ko-kiiltivasyon ortamindan sonra bitkiler %2
ve Y4 MS ortaminda 50 mg/l kanamisin ile seleksiyon yapilmstir. Iki, {i¢ santimetre
boyuna erisen siirgiinler koklendikten sonra %60-70 nem igeren ortamda, 16 saat
aydmlik 8 saat karanlikta ve 23/15 °C sartlarinda yetistirildikleri bildirilmistir (Meng
vd., 2009).

Karanfil Tempo ¢esidi kullanilarak yapilan transformasyon caligmasinda pBin Btl
plazmidini igeren A.tumefaciens susu EHA105 kullanilmistir. Bu plazmid bocek
dayaniklilik geni olan crylAb ve NPTII geni icermektedir. Bu genler sirasiyla
CaMV35S ve NOS promotorunun kontrolii altinda ¢alismaktadir. Ko-kiiltivasyon
ortaminda tutulma siiresinin transformasyon veririmliligini ¢ok Onemli diizeyde
degistirdigi belirtilmektedir. Eksplantlar transformasyondan dnce 96 saat boyunca
sartlandirildiktan sonra 72 saat ko-kiiltivasyon yapildiginda transformasyon
verimliliginin optimum diizeye ¢iktig1 belirtilmektedir. Ayrica 100 mg/l kanamisin
konsantrasyonun segilim i¢in optimum deger oldugu ifade edilmektedir (Kanwar ve
Kumar, 2011).
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Arka Flame ve IIHRS-1 karanfil ¢esitleriyle yapilan denemeler sonrasinda IITHRS-
1’in rejenerasyon potasiyeli Arka Flame ile ayn1 gibi gériinmesine ragmen ITHRS-
1’in daha yiiksek rejenerasyon gostermesi nedeniyle transformasyon caligmasi igin
kullanildigr  belirtilmektedir. Transformasyon ¢alismasinda, eksplant olarak
yapraklarin kullanildig: ifade edilmektedir. Transformasyonda pROK2 plazmidini
tasiyan A. tumefaciens susu LBA4404 kullanilmistir. Bu plazmid 35S promotorunun
kontrolu altinda ¢alismaktadir. Ayrica nptll se¢ilim markir1 da igermektedir. Segilim
ortaminda 75 mg/l kanamisin kullanilmistir. Olasi transgenik bitkilerin rejenerasyon
oraninin olduk¢a yliksek oldugu belirtilirken, siirglinlerin koklendirilmesinde ¢ok

biiyiik zorlukla karsilasildig: ifade edilmektedir (Prasad vd., 2016).

2.9. miR408 Geninin Ozelikleri

MiRNA’lar 24-26 niikleotit uzunlugunda kodlanmayan kiigiik RNA molekiilleri olup
dizilimlerinin yiiksek yapili bitkiler arasinda yiiksek diizeyde korumus oldugu ifade
edilmektedir. Susturma mekanizmas: yoluyla post transkripsiyonel gen
regililasyonuna katilirlar (Chen ve Rajewsky, 2007; Eldem vd., 2013). miRBase v.21
gore miR408, 28645 miRNA ailesinin iiyeleri arasinda en ¢ok korunanlardan bir

tanesidir (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2011).

miR408 gen ifadesininin ¢evre kosullarindan 6nemli bir sekilde etkilendigi ancak
biyolojik fonksiyonun bilinmedigi belirtilmistir. Bu nedenle miR408’in strese
verecegi yanitlar giinimiizde Arabidobsis ve diger bitkilerde arastirilmaktadir.
miR408 ve hedef genlerinin ifadesi tuzluluk, soguk, oksidatif stresler, kuraklik ve
ozmotik streslerdeki rolleri giiniimiizde arastirllmaktadir. Transgenik bitkilerle
yapilan analizlerde miR408 ifadesinin tuzluluk, soguk ve oksidatif streslerde arttigi
belirtilmistir. Hiicresel antioksidan kapasitesi miR408 ifadesi yiiksek olan bitkilerde
artmakta, bununla birlikte acik bir sekilde reaktif oksijen tiirevlerinin seviyesi
azalmaktadir. Genel olarak miR408 geninin abiyotik stres cevaplarinda 6nemli
oldugu aynmi zamanda miR408'in bitkinin yasamasinda temel fonksiyonu oldugu
belirtilmektedir (Ma vd., 2015). Cesitli bitkilerde farkli stres etmenlerine karsi
mir408 geninin verdigi bazi cevaplar1 Orneklendirmek gerekirse, Medicago
truncatula (Trindade vd., 2010) ve Hordeum vulgare’de (Kantar vd., 2010) miR408
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ifade seviyeleri kuraklik stresinde artarken, Prunus persica (Eldem vd., 2012) ve
Oryza sativa (Zhou vd., 2010) bitkilerinde azalmaktadir.

Plastosiyanin, bakir (Cu) baglanmasindan sorumlu bir gen olarak dogrudan miR408
tarafindan diizenlenir. Cu eksikligine yanit olarak miR408 ifadesinin bakir
seviyesinin diizeltilmesinde 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmektedir (Abdel-Ghany
ve Pilon, 2008). Piring bitkisinde miR408 geninin farkli diizenleme mekanizmalari
arastiritlmistir. Kuraklik stresinin etkilerinin genetik olarak incelendigi ¢alismada
miR408 geninin kuraklikta potansiyel etkilerinin arastirildigi belirtilmektedir. Osa-
mMiR408 geninin diizenleme semasi arastirilirken kurakliga karsi hassas ve toleransh
olmak tizere iki farkli piring ¢esidi kullamilmustir. Kuraklik stres cevabi olarak
kurakliga hassas olan ¢esidin miR408 transkript seviyesi azalmig fakat toleransl olan

¢esidin yiikselmis oldugu belirtilmektedir (Mutum vd., 2013).

Plastosiyanin protein ailesi tyelerinin miR408 geni tarafindan diizenlendigi
bildirilmektedir. Ayrica ters ekspresyon profili gostermektedirler, yani kuraklik
sirasinda toleransh gesitlerde daha diisiik bir seviyede ifade edilmektedirler. Aslinda
benzer gesitli spesifik stres cevaplarinin miR408 ifadesini diizenleyen Oryza sativa
squamosa promoter-binding-like 9 transkripsiyon faktorlerinde de bulundugu
bildirilmektedir (Mutum vd., 2013). Yapilan bir diger arastirmada Arabidobsis
bitkisinde AGO1 ve AGO2, kiigiik RNA ile etkilesim gostermektedir. Birgok miRNA
5 U’ya sahiptir. AGOL, stres cevabinda kapsamli ve 6nemli bir rol oynamaktadir.
AGO2 sadece anti bakteriyel savunma mekanizmasiyla iligkili olup 5' A’ya sahip
mir393 tarafindan diizenlenmektedir. Yapilan arastirma sonucunda 5' A’ya sahip
olan miR408, hem AGO1 hemde AGO?2 yoluyla hedefi olan plantacyanin ifadesini
diizenlemektedir. miR408 5' ucunda adenosin igeren birkag miRNA 'dan bir tanesidir.
Bu sonuglar miR408’in 5' ucu sonlanma kuralindan farkli olarak AGO1 ve AGO?2 ile
etkilesim gosterdigini belirtmektedir. Ayrica mir408’in normal biiyiime kosullarinda
bitkilerde diisiik sevide bulundugu fakat ¢esitli stres kosullar1 altinda 6zellikle bakir
eksikliginde miktarinin arttig1 bildirilmektedir (Maunoury vd., 2011).

Nohut bitkisinde yapilan Kuraklik stresi ¢alismasinda miR408 geninin, bitkilerdeki
fenotipik gozlem sonuglarini olaganin disinda degistirdigi belirtilmektedir. Sekiz giin

boyunca uygulanan kuraklik stresinden sonra kontrol bitkilerinde klorozis, solmalar
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ve kurumalar baglamig, transgenik bitkilerde ise hi¢ bir stres belirtisinin tespit
edilmedigi belirtilmistir. 17 giin uygulama sonuglarindan sonra kontrol bitkilerinin
siddetli bir sekilde soldugu, transgenik bitkilerin ise yiiksek stres toleransina sahip
oldugu belirtilmektedir. Buna ek olarak ayni ekibin yaptigi bir diger gézlem ise
kuraklik stresinden bagimsiz olarak transgenik miR408 bitkilerinin boylarinda
onemli bir azalma oldugu, fakat miR408 asir1 ifade (overexpress) edilmis bitkilerde
yaprak sayisiin arttigidir. Transgenik bitkilerde ve vektér kontrol bitkilerinde
yaprak alaninda ise hi¢ bir morfolojik degisimin kayit edilmedigi bildirilmistir
(Hajyzadeh vd., 2015). Yapilan bir diger calismada yonca bitkisinde kuraklik
stresinde  miR408 kok ve govdede giliglii bir sekilde aktivite gosterdigi
bildirilmektedir. Ayrica bakir proteinlerinden sorumlu olan COX5b’nin
diizenlenmesini sagladigi bildirilmektedir (Trindade vd., 2010). Baska bir
arastirmada bezelye bitkisinde 10 giin boyunca yapilan kuraklik stresi ¢aligmasinda
en ¢ok korunan miRNA ailesinden olan miR398 ve miR408 genlerinin etkilerinin
arastirildigi belirtilmektedir. Dehidrasyonun kok ve govdede miR408'in ifadesini
giiclii bir sekilde azalttig: bildirilmektedir (Jovanovic vd., 2014).

Ciceklenme zamani merak uyandiran bir konu olmanin yani sira tarimda tohum
olgunlasmasinda da onemli bir role sahiptir. Ozellikle bugday gibi bitkilerde
ciceklenme zamani tohum verimini ciddi derece etkilemektedir. MikroRNA ’nin,
tahillarda baglanma zamanini nasil etkiledigi bilinmemektedir. Bununla birlikte
miR408’in asir1 derecede ifadesi bugday bitkisinde erken baglanma fenotipi
gostermektedir. TaTOC1s gen ifadesinin mir408 tarafindan diizenlenerek azaldigi
belirtilmektedir. Sonug olarak miR408 geninin bugday bitkisinde TaTOC1s ifadesini
diizenleyerek baglanma siiresini ayarlama fonksiyonu oldugu bildirilmektedir (Zhao
vd., 2016).

miR408 geninin potansiyel etkilerinin arastirildigi bagka bir ¢alismada bugday
bitkisinde miR408 hedef geni olan TaCLP1’in abiyotik stres ve serit pas hastaligina
kars1 dayaniklilik sagladigi ifade edilmektedir (Feng vd., 2013). Bugday bitkisinin
stres toleransinda mir408’in 6nemli bir rol oynadigi yapilan calismalar 1s18inda
aydinlatilmistir. Cesitli stres faktorleri altinda mir408 geninin fonksiyonunu
orneklendirmek gerekirse, pamuk bitkisinin RKN nematod enfeksiyonunda miR408

geninin ifade seviyesi en az %25 arttig1 bildirilmektedir (Pan vd., 2018). Pamuk
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bitkisinde yapilan bir diger aragtirmada miR408’in Cotton leaf curl Allahabad virus
gen ifadesinin baskilanmasini saglayarak virlise dayanikli pamuk gelistirme
potansiyeli oldugu belirtilmektedir (Shweta, 2014). miR408 ifadesinin ¢evresel
stresler nedeniyle degistigi yapilan g¢alismalarla desteklenmektedir (Zhang ve Li,
2013). miR408'in ifadesinin dehidrasyon (Kantar vd., 2010; Trindade vd., 2010),
mekanik stres (Lu vd., 2005) ve artan reaktif oksijen tiirevleriyle birlikte uyarildigi

anlasilmaktadir (Li vd., 2011; Hajyzadeh vd.,2015).

miR408’in potansiyel etkilerini anlamak i¢in yapilan diger bir caligmada fotosentez
etkinligi iizerinde arastirma yapilmistir. Bitkilerin tahil, meyve ve besin olarak
kullanilmasimin fotosentez kabiliyetlerine bagli oldugu belirtilmektedir. miR408
bitkilerde en ¢ok korunan miRNA’lardan bir tanesidir. Arabidosis, tiitiin ve piring
bitkisinde miR408’in asir1 ifadesinin potansiyel etkilerinin belirlenmesine yonelik
calisma yapilmistir. Transgenik bitkilerin hepsinin kloroplastlarinda bakir igeriginde
artts gozlemlendigi bildirilmektedir. Plastosiyaninin kayda deger miktarda artis
gostermesi fotosentetik genlerin uyarilmasini saglamaktadir. Gaz aligverisi ve optik
spektroskopi analizleri yoluyla, miR408 genini asir1 derecede ifade eden bitkilerde
isiktan faydalanma ve karbondioksit fiksasyonu yoluyla fotosentez kabiliyetini
artirabildigi bildirilmektedir. Transgenik her ii¢ bitkininde tohum boyutlarinin
biiylidiigti belirtilmistir. Bu nedenle miR408 geninin asir1 ifade edildigi transgenik
piring bitkisinde iki y1l boyunca yapilan deneme alanlarinda bitki veriminin 6nemli
derecede arttigi belirtilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda miR408 geninin
fotosentez diizenlenmesinde 6nemli rolii olmasi nedeniyle farkli bitki ve cesitlerde
fotosentez kabiliyetlerinin artirilarak verim artiginin  saglanabilecegi bir kanit
niteligindedir (Pan vd. 2018 ). Yapilan bir diger ¢calismada miR408, piring bitkisinde
salkim dallarin1 ve tane sayisini artirarak verim artisi {izerinde olumlu etkilerinin
gozlemlendigi Dbildirilmektedir. OsmiR408, phytocyanin gen ailesinden olan
uclacyanin’in  (UCL) OsULCS8’i baskilayarak iiriin verimini  diizenledigi
belirtilmektedir. ULC8 geninin asir1 ifadesi verimi azaltirken, bu genin baskilanmasi

veya cikarilmasi verimi artirmaktadir (Zhang vd., 2017).

mir408 Arabidobsis bitkisinde abiyotik stres cevaplarinda 6nemli bir oynamaktadir.
Ancak Salvia miltiorrhiza bitkisindeki miR408 ¢ok az arastirilmistir. Sm-miR408,

klonlanarak tiitiin bitkisinde asir1 derecede ifade edilmistir. Sonug olarak transgenik
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bitkilerde tohum ¢imlenmesinin daha iyi oldugu belirlenmistir. Transgenik bitkilerde,
tuz stresi altinda reaktif oksijen tiirlerinin miktarmin azaldigr bildirilmistir.
Transgenik bitkilerin CAT ve SOD gibi enzim aktivitelerini artirarak tuz stresiyle

miicadele ettigi belirtilmektedir (Guo vd., 2018).

miR408 fonksiyonunun Arabidobsis bitkisinde vejetatif gelismede Onemli rol
oynadig1 bilinmesine ragmen iiretken bir gelisim i¢in oldukga biiyiik bir bilinmeyen
olarak kalmistir. miR408 asir1 ifadesinin (overexpress) transgenik Arabidobsis
bitkisinde bitki morfolojiside dahil olmak iizere yaprak alanini, petiol uzunlugunu,
bitki boyunu, ¢icek boyutunu ve silikva boyunu énemli derecede artirmaktadir. Ayni
zamanda biyokiitle ve tohum veriminin de arttig1 belirtilmistir. Transgenik bitkilerde
artan bitki boyunun Oncelikli nedeninin hiicre ¢ogalmasindan ziyade hiicre
genislemesinden kaynaklandigi ve tutarli olarak yiiksek seviyede myosin gen ifadesi
ve giberellik asit (GA) olciildiigii bildirilmistir. Aksine miR408 asir1 ifadesi ile
diizenlenen hedefler Plantacyanin ve Laccase 13 ile biyokiitle ve tohum verimi
azalmaktadir. RNA sekanslanmasinin ortaya ¢ikardigi birincil metebolizma ve stres
tepkisine katilan bu genlerin tercihen MiR408 asir1 ifade edilmis bitkilerde
zenginlestigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglart miR408’in biyokiitle ve tohum
veriminin diizenlenmesinde énemli bir rol oynadigi ve miR408’in tarim tiriinlerinin
yerel hale getirilmesine dahil olan muhtemel aday gen oldugu belirtilmistir (Song
vd., 2018). Ayn1 zamanda Arabidobsis bitkisinin demir eksiliginde miR408 geninin
potansiyel etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Carri6-Segui vd., 2019).

Arabidopsis thaliana bitkisinde on dort giin boyunca doku kiiltiiriinde 1 mM ve 3
mM bor uygulandig1 belirtilmektedir. Toksik borun fidelerde fenotipik olarak artan
borla olusan klorozla baglantili olarak, fotosentetik pigmentlerin azalmasina neden
oldugu ifade edilmektedir. Coziinen ve ¢oziinmeyen seker miktarinin birikiminde ise
artisa neden oldugu bildirilmektedir. Artan bor konsantrasyonu ile Dbirlikte
antosiyanin, flovonid ve prolinin oksidatif stres toleransinin saglanmasi igin artarak
uyarildigi belirtilmektedir. 1 mM bor uygulanmasimin miR398 ifadesini artirirken, 3
mM borun miR398 ve miR408 ifadesinde 6nemli bir degisiklik gerg¢eklestirmedigi
bildirilmistir (Kayihan vd., 2016).
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Piring bitkisinde OsmiR408 geninin asir1 derecede ifadesi kiigiik ve geng fidelerde
soguk toleransi saglamaktadir. OsmiR408 transgenik piring bitkileriyle yapilan
kuraklik stres denemelerinde ise bitkilerin wild type bitkilere gore kuraklik stresine

kars1 daha hassas hale geldigi bildirilmektedir (Sun vd., 2018).

2.10. Bor Tolerans Mekanizmalariyla Tlgili Potansiyel Genler

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi dahilinde, onceden gergeklestirilen ¢aligsmalarda
edinilen bulgular géz 6niine alinarak transgenik bitkilerde miR408 geninin bor stresi
altindaki potansiyel etkilerini anlayabilmek igin Plastosiyanin, PIP; 1 ve PIP; 2,
Boron transporter 1, Boron transporter 2, MAPK ve CPR2 genlerinin ifade

seviyelerinin incelenmesinin yararl olacagi hipotezlenmistir.

2.10.1. Plastosiyanin

Plastosiyanin, tilakoid limeninde bulunan ¢6ziinebilir bakir ig¢erin bir proteindir.
Buradaki elektronlari fotosistem’e transfer eder (Weigel vd., 2003). Plastosiyanin,
bakir (Cu) baglanmasindan sorumlu bir gen olarak dogrudan miR408 tarafindan
diizenlenir. Cu eksikligine yanit olarak miR408 ifadesi bakir seviyesinin
diizenlenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir (Abdel-Ghany ve Pilon, 2008).
mir408’in normal biiylime kosullarinda bitkilerde diisiik sevide bulundugu fakat
cesitli stres kosullar1 altinda oOzellikle bakir eksikliginde miktarinin arttig

bildirilmektedir (Maunoury vd., 2011).

Onceki ¢aligmalar, mir408 geninin bakir proteinlerini kodlayan genlerin ifade
seviyelerini diizenledigini ortaya koymaktadir. Ayni zamanda mir408 bakirla iligkili
transkriptlerin ~ kuraklik  stresinde  bakir  homeostasinin  koordinasyonunu
saglamaktadir (Hajyzadeh 2015). Yapilan bir diger ¢alismada yonca bitkisinde
kuraklik stresi altinda miR408’in kok ve govdede giiclii bir sekilde aktivite gosterdigi
bildirilmektedir. Ayrica bakir proteinlerinden sorumlu olan COX5b’nin

diizenlenmesini sagladigi da bildirilmektedir (Trindade vd., 2010).

Arabidosis, tiitiin ve piring bitkisinde miR408 geninin asir1 ifadesinin potansiyel

etkilerinin belirlenmesine yonelik c¢aligmalar yapilmistir. Transgenik bitkilerin
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hepsinin kloroplastlarindaki bakir iceriginde artis gozlemlendigi bildirilmektedir.
Plastosiyanin’in kayda deger miktarda artis gostermesi fotosentetik genlerin
uyarilmasii saglamaktadir. Gaz alisverisi ve optik spektroskopi analizleri yoluyla,
miR408 genini asir1 derecede ifade eden bitkilerde 1siktan faydalanma ve
karbondioksit fiksasyonu yoluyla fotosentez kabilyetini artirabildigi bildirilmektedir
(Pan vd., 2018).

2.10.2. PIP;1 ve PIP;2

Maurel vd. (2008), aquaporinlerin bitki hiicrelerinde i¢ membranlarda bulunan kanal
proteinleri olduklarini belirtmislerdir. Aquaporinler bulunduklar yerlerde su, kiiciik
ndtr ¢oziinmiis maddeler borik asit ve silisilik asit veya karbon dioksit gibi gazlarin
tasinimint kolaylastirirlar. Yiiksek diizeyde korunan bitki aquaporinlerinden olan
PIP, (Plazma membran instrinsic proteins) hiicre zarinda baslica su gegisini saglayan

gegitlerdir (Yaneff vd., 2015).

Aquaporinler, oncelikli olarak suyun plazmalemma veya tonoplast boyunca
gecisinden sorumlu igsel membran bagli proteinlerdir. (Maurel vd., 1993;
Kammerloher vd., 1994 ) PIP aquaporinleri bitkilerde hiicre zar1 iizerinde bulunan
baslica su tasiyan izoformlardir (Chaumont vd., 2014). Aquaporinler iizerinde
yapilan onceki ¢alismalar, PIP1 ve PIP2 izoformlarimin farkli bolgelerde lokalize
oldugu belirtilmektedir (Stanfield vd., 2017). Kavakta yapilan bir ¢alismada PIP1
agirlikli olarak i¢ bolgelerde bulunurken, PIP2’nin baglica olarak hiicre zarinda
bulundugu belirtilmektedir. PIP1 ve PIP2 aquaporinlerinin rolii fonksiyonel olarak
muhtemelen farklidir. PIP2 temel su kanali olarak gérev almaktadir (Yaneff vd.,
2015). PIP1 ise muhtemelen CO, ve O; gibi diger molekiillerin tagmimini
saglamaktadir (Uehlein vd., 2008). PIP1’in, PIP2 ye gbre su tasima yetenegi ¢ok
daha yavas oldugu ve PIP!’in daha ¢ok plazma membrani yerine i¢gsel membranlarda
bulundugu belirtilmektedir. PIP1’in igsel yerlesimi bitki hiicre zarinda su
taginmasindan ziyade diizenleyici bir role sahip oldugu distiniilmektedir. Ayni
zamanda PIP1’in PIP2 yi su kanali olarak kontrol ederek diizenleyici etkisinin
olabilecegi belirtilmektedir (Fetter vd., 2004).
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PIP1 ve PIP2 arasindaki yapisal ana fark N ve C terminal uglarindaki uzunlugun
farkliligidir. PIP1 ile yapilan fonksiyonel analizlerde, PIP1 tek basma ifade
edildiginde hiicre zarinda bulunmamaktadir. PIP1’in hiicre zarindaki trafigide PIP2
ile olan etkilesiminin kesfi, PIP aquaporinlerine yeni bir bakis a¢is1 kazandirmistir
(Yaneff vd., 2015).

2.10.3. Boron transporter 1 ve Boron transporter 2

Bitkilerin bor toleranslar1 genetik kapasiteye bagli olarak degismektedir. Bora karsi
hassas olan tahillar yaprak bor konsantrasyonunu diisiirerek bor stresinden
kacinmaktadirlar.  Bitki bor toleransinda borun tasiniminin  saglanmasi
gerekmektedir. BOR1 geni diisiik bor konsantrasyonlarinda koklerden siirgiinlere bor
tasimaktadir (Takano vd., 2002). Ancak bor konsantrasyonu toksik seviyelere
geldiginde BOR1 endositoz yoluyla pargalanmaktadir (Takano vd., 2005). Model
bitki A. thaliana BOR4-GFP geni bor toksisitesi altinda bitkilerin biiyiimesini
saglamaktadir (Miwa vd., 2007). Ayrica arpa ve bugday bitkilerinde bor toksisitesine
tolerans geni olan BOR2 geninin bazi aquaporin genleri ile birlikte bor tasiniminda
etkin bir rol oynadiklar1 belirlenmistir (Akcay ve Erkan, 2016).

BOR2 plazma zarinda efflux tipte bir bor tasiyicist olup yan koklerde ve koklerin
epidermis uzama bolgelerinde gii¢lii bir sekilde ifade edilmektedir (Miwa vd., 2013).
Ayn1 zamanda Botl (bor 1 ortholog) geni bor toksisitesi toleransindan sorumlu gen

olarak tanimlanmistir (Hayes ve Sutton, 2010).

2.10.4. Mitogen-activated protein kinase (MAPK)

MAPK bitkilerde sinyal iletiminde ¢ok kritik bir role sahiptir. MAPK yiiksek
diizeyde korunan genler tarafindan kodlanmaktadir (Hamel vd., 2006). Bitkilerde
MAPK yolaklar1 biliylime ve gelismenin diizenlenmesi, programli hiicre 6limii ve
soguk, sicak, reaktif oksijen tiirleri, kuraklik, UV, patojen saldirilart gibi farkli cevre
uyaricilarina karsi cevap olusturmaktadir. Stres sinyallerinin algilanmasi ve iletimi
uygun cevaplarin olusturulmasi bitkilerin adaptasyon ve yasamsal faaliyetleri i¢in
kritiktir. Kinaz basamaklar1 ve MAPK sinifi, bitkilerde cesitli abiyotik ve biyotik
stres sinyallerinde olaganiistii bir rol oynamaktadir (Pitzschke vd., 2009).
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Bitki stres sinyali, savunma hormonlarinin biyosentezi, sinyalizasyonu, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusumu, stoma diizenlemesi (kapanmasi), savunma geni
aktivasyonu, fitoaleksin biyosentezi, hiicre duvari giiclendirme ve hiicre oliimiine
hipersensitivite cevap, dahil olmak t{izere ¢oklu savunma yanitlarinin

sinyallesmesinde rol oynarlar (Meng ve Zhang, 2013).

MAP kinazlar tizerinden sinyal iletim karmasikligi, MAP kinazlar’in ¢ok katmanli
gen aileleri olmasiyla ayrica katmanlanir. MAPK gen ifadesi ¢evresel stres
cevaplarinda ¢ogunlukla pozitif olarak diizenlensede bazi MAPK genleri stres
toleransinda negatif rol oynamaktadir. Ornegin piring bitkisinde MAPK ailesinden
OsMAPK33 asir1 derecede ifadesi, Arabidobsis bitkisinde MKK9 geninin asir
diizeyde ifadesi sirasiyla piring ve Arabidobsis bitkilerini tuz stresine karsi hassas
hale getirmistir. Arabidobsis bitkisinde MKK9 geninin inaktive edilmesiyle bitkinin
150 mM tuz konsantrasyonunda dahi ¢imlendigi bildirilmektedir (Xu vd., 2008; Lee
vd., 2011; Moustafa vd., 2014).

2.10.5. NADPH:cytochrome P450 reductase 2 (CPR2)

Bitkiler yasamlar1 boyunca 1sik, sicaklik ve su gibi faktorlerden etkilenmektedir.
Ayrica bitkiler biliylime ve gelismeleri boyunca farkli biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine maruz kalmaktadir (Chen vd., 2012). Bu stres faktorleri biiylimenin
farkli evrelerinde bitki biiylimesini sinirlamaktadir. Cytochrome P450 (CYP) gen
ailesi ¢esitli biyosentez ve detoksifikasyon mekanizmalariyla bitki biiyiime ve
gelismesinde, strese karsi bitkinin korunmasinda hayati bir 6neme sahiptir. Bazi
Cytochrome P450 genleri terpenoitler, flavonoitler, steroidler, alkaloitler,
fenilpropanoidler, glukosinolat ve siyanojenik glikozit gibi ¢esitli sekonder metabolit
grublarini katalizleyerek biiylime ve gelismede 6nemli rol oynarlar (Li vd., 2012; Jun
vd., 2015).

Cytochrome P450 tiim fitohormonlara ve ¢ok sayida biyopolimere (lignin, suberin
vb.) biyosentez yada katabolizm yoluyla katkida bulunmaktadir. Ayrica P450’nin
pigment, koku, antioksidan, allelokimyasallar ve savunma bilesikleri iizerindeki

fonksiyonlart nemlidir (Renault vd., 2014).
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Miihendisligi yapilmig P450°nin, taksol ve indol alkoloidleri gibi antineoplastik
ilaglarin maliyetini diistirmek ve fitodstrojenler ile antioksidanlar gibi nutrasétiklerin
igeriklerindeki miktar1 artirmak i¢in kullanilmaktadir. Herbisitler, kirleticiler ve diger
xenobiotik’ler bazi bitki P450 enzimleri tarafindan metabolize edilir. Bu P450’ler

herbisit toleranst modifikasyonunda ve biyoremediasyonda kullanilan araglardir
(Morant vd., 2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Bu ¢alismada Aydin Pamuk Arastirma Enstitiisiinden alinan GSN-12 pamuk ¢esidi

ile Sveryverts firmasindan temin edilen karanfil ¢esidi kullanilmistir.

3.1.2. Bitki doku kiiltiirii ortamlari

Farkli uygulamalara gore 1 litreye 4.4 gram MS-MS (Murashige ve Skoog, 1962), MS
bazal veya B5 vitaminli (Gamborg, 1968) MS ortamlari denenerek en uygun olani
kullanilmigtir. Farkli rejenerasyon ¢aligmalarina gére MS veya 1/2 MS igeren
ortamlar tercih edilmistir. Kullanim sekline gore ortamlara %0.8 agar ilave
edilmistir. Bitki bitylime diizenleyicilerden kinetin (KIN), thidiazuron (TDZ), benzil
amino piirin (BAP), naftalen asetik asit (NAA), indol butirik asit (IBA), indol-3-
asetik asit (IAA), 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) gibi biiyiimeyi
diizenleyiciler kullanilmistir. Karbon kaynagi olarak siikroz, antibiyotik olarak
sefotaksim, kanamisin ve rifampisin kullanilmistir. Kullanilmadan 6nce tiim biiylime
diizenleyiciler ve antibiyotikler 0.2 pm por biiyiikliigii olan filtre sterilizasyonundan
gecirilmistir. Kullanilmadan once tiim ortamlar ve bilesenler distile su igerisinde

¢oziilmiis ve 121 °C’de 20 dakika sterilize edilmistir.

3.1.3. Bakteri suslari ve plazmidler

Agrobacterium tumefaciens EHA105 ve LBA4404 bakteri suslarina aktarilan
pCAMBIA2301, gus geni ihtiva etmektedir. Transformasyon ¢alismalarina gegmeden
once hangi bakteri susunun kullanilan bitkiler ve yontem ile daha etkin oldugu
arastirtlmistir. EHA 105 ve LBA4404 bakteri suslarinin her ikisine de pEarlyGate103
miR408 vektorii aktarilmistir. Vektoriin ¢ogaltilmast islemlerinde E.coli DH5a

bakteri susu kullanilmistir.
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3.1.4. Bakteri Kkiiltiir ortamlari

Agrobacterium’un biiyiitiilmesinde Yeast Extract Broth (YEB) kullanilmistir. YEB
ortaminda 13.5 g/ nutrient broth, 1 g/l yeast extract, 5 ¢/l siikkroz ve 2 mM
MgSQO,4.7H,O  kullanilmistir.  YEB-MES ortaminin  pH 5.6 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Deneyin amacia gore 20 mg/l rifamfisin, 50 mg/l kanamisin, 10 mM
2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) ve 20 uM 3’.5’-dimethoxy-4-

hydroxyacetophenone (acetocyringone) kullanilmustir.

3.2. Yontem

Pamuk ve karanfil eksplantlarinin farkli rejenerasyon ortamlar1 ¢alisma boyunca
degerlendirilerek en uygun ortam bitkilerin gelismine gore belirlenmistir.
Agrobacterium araciliiyla yapilan transformasyon ¢alismalarinin optimizasyonunda
en etkili rejenerasyon sistemi kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan proje deney

semas1 smartart grafigi olarak Sekil 3.1°de verilmistir.

53



Bitki rejenerasvon
sistemlerinin
optimizasyonu

Agrobacterium susunun

secilimi

Vektorin cogalhlmas:

Vektorin Agrobacterium'a
aktarim

Bitka transformasvon c¢ahsmalan

Transformasyon sonrasi
rejenerasyon

Transformasyomm dogrulanmas:

Genlerin ifade diizeylerinin Bivokimyasal analizler
belirlenmesi ) )

Sekil 3.1. Projede kullanilan deney semasi

3.2.1. Doku Kiiltiirii calismalar:

Doku kiiltiirii galismalar1 steril kabin igerisinde aseptik teknikler kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.2.1.1.Tohum yiizey sterilizasyonu ve in vitro ¢imlendirme

Pamuk ve karanfil tohumlar1 %70’lik etil alkol ile muamele edilip steril saf su ile

durulanmistir. Daha sonra pamuk bitkisi %10’luk sodyum hipoklorit igerisinde 7
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dakika muamele edilip 3 kere steril saf suyla durulanmistir. Karanfil bitkisi %20°’lik
sodyum hipoklorit igerisinde 10 dakika muamele edilip 3 kere steril saf suyla
durulanmistir. Her iki tohumun yiizey sterilizasyonu yapildiktan ve tohumlarin
yiizeyindeki fazla su steril kurutma kagidi yoluyla temizlendikten sonra tohumlar
direk olarak %3 seker ve %0.8 agar igeren MS besin ortamimna ¢imlenmesi igin
transfer edilmistir. Tohumlar kontrollii bitki biiyiitme odalarinda 23 °C sicaklikta 16

saat 151k ve 8 saat karanlik dongiide olacak sekilde yetistirilmistir.

3.2.1.2. Genetik transformasyona uygun siirgiin rejenerasyonu

Bitkilerde genetik transformasyonu basarili bir sekilde gergeklestirebilmek igin
calisilan bitkinin transformasyona uygun yiiksek diizeyde siirgiin rejenerasyon
protokoliiniin optimizasyonu yapilmalidir. Bu nedenle pamuk ve karanfil bitkileri
icin farkli eksplantlar ve hormonlar kullanilarak en uygun rejenerasyon yontemi

belirlenmistir.

3.2.1.3. Pamuk bitkisinde siirgiin rejenerasyonu

Pamuk bitkisinde literatiir ¢alismalarinin 15181inda denenen hipokotil, epikotil, siirgiin
ucu, kotiledon bogumlar1 ve yapraklar eksplant olarak kiiltiire alinmistir. Bitkiler
tohumlardan in vitro’da 5 ila 7 giin yetistirilmis temel besin ortami olarak MS-MS
(Murashige ve Skoog 1962), agar ve karbon kaynagi olarak siikroz kullanilmistir.
Pamukta fenolik maddelerin salgilanmasi nedeniyle eksplantlarda kararma problemi
olmus bu problem aktif karbon kullanilarak giderilmistir. Ayrica etilen biyosentezini
durdurmak i¢in Glimiis Nitrat (AgNO3) kullanilmistir. Pamuk bitkisinde kullanilan

bliylimeyi diizenleyiciler Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Pamuk bitkisinde kullanilan biiyiime diizenleyiciler

Pamuk bitkisinde kullanilan biiyiime diizenleyiciler

IBA | 2,4-D Kinetin TDZ NAA ZEA BAP
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3.2.1.4. Karanfil bitkisinde siirgiin rejenerasyonu

Karanfil bitkisi i¢in en uygun kallus uyariminin thidiazuron (TDZ) ve naftalen asetik
asit (NAA) igeren MS besin ortami oldugu gézlemlenmistir. Elde edilen kalluslar
benzil amino pirin (BAP) iceren MS ortamimna alinarak siirglin rejenerasyonu
saglanmistir. Siirglinler indol butirik asit (IBA) kullanilarak koklendirilmistir.
Koklenen siirglinler hormonsuz MS ortamina aktarilarak bitkilerin biiyiimesi
saglanmistir. Karanfil bitkisinde kullanilan biiyiimeyi diizenleyiciler Cizelge 3.2°de

sunulmustur.

Cizelge 3.2. Karanfil bitkisinde kullanilan biiylime diizenleyiciler

Karanfil bitkisinde kullanilan biiyiime diizenleyiciler

IBA 2,4-D Kinetin TDZ NAA ZEA BAP

3.2.1.5. Siirgiinlerin koklendirilmesi

Karanfil ve pamuk bitkilerinin koklendirilmesi ic¢in IBA, IAA ve NAA gibi
hormonlarin farkli kombinasyonlar1 denenmistir. Siirgilinlerin koéklendirilmesinde
kiiltir zamani1 ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Her iki bitkide de koklenme
konusunda kullanilan biiyiime diizenleyicisi miktar1 ve kiiltlir zamanindan asiri
derecede etkilenmektedir. Kiiltiir zaman1 asildiginda kokler kirilgan bir hale gelerek
hassaslasmaktadir. Kéklendirme asamasi da kontrollii olarak 23 °C’de, 16 saat 151k, 8

saat karanlik dongiide bitki biiyiitme kabininde yapilmistir.

3.2.2. Transformasyon ¢calismalari

Pamuk ve karanfil bitkileri igin transformasyon galigmalart uygun eksplantlar ve
vakum inflitrasyonu kullanilarak Agrobacterium araciligiyla gergeklestirilmistir.
Transformasyon ¢aligmalarina baslamadan once BOR2 geninin klonlama c¢aligmalari
ve Agrobacterium susunun GUS boyamasiyla seg¢ilim ¢alismalar gergeklestirilmistir.
Kullanilan miR408 geni LBA4404 Agrobacterium susu igerisinde temin edilmistir.
Sekil 3.2°de miR408 geninin pEarleyGate103 vektoriiniin igerisine gateway klonlama

yoluyla yerlestirildigi gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. pEarleyGate103 miR408 plazmidinin goriiniimii

Bagka bir arastirma grubundan temin edilen miR408, Arabidopsis thaliana Col-5
genomik DNA’dan c¢ogaltildigi bilinmektedir. Bu ekip gen pargalarini uygun
primerler kullanarak cogaltmistir. Cogaltilan par¢a pEarleyGate 103 plazmidinin
icine gateway Klonlama sistemi ile alinmigtir. Sekil 3.2°de goriildiigi gibi gateway
klonlama yoluyla pEarleyGate 103 vektoriinden attR1 ve attR2 bolgeleri arasindaki
chloramphenicol ¢ikartilip yerine miR408 yerlestirilmistir.

3.2.2.1. Genetik transformasyonda kullanilacak bakteri suslarimin GUS

boyamasiyla segilimi

Pamuk ve karanfil bitkileri i¢in ¢esitli eksplantlarla GUS se¢ilimi gergeklestirilmistir.
GUS geni ihtiva eden pCAMBIA2301 daha onceden kompetan hale getirilmis
EHA105 ve LBA4404 Agrobacterium suslarina 1s1 soku yardimiyla aktarilarak GUS

secilimi gerceklestirilmistir.
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Biitiin eksplantlar ve dokular GUS siibstrat soliisyonu igerisinde (0.1 M NaPO,
Buffer, 0.5 mM K-ferricyanide ve 0.5 mM K-ferrocyanide (pH 7.0), 10 mM EDTA,
1 mM XGlucoronide ve %10 h/h Triton X-100) 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Eger eksplantlar saklanmak istenirse fixative soliisyonuna (%10 h/h formaldehyde,
%20 h/h ethanol ve %5 h/h acetic acid) transfer edilerek birkag ay
korunabilmektedir. Dokular etil alkolle muamele edilerek klorofil uzaklastirilmis,

renk degisimi ortaya ¢ikarilmistir.

3.2.2.2. Vektor saflastirma

Agrobacterium susu LBA4404 pEarlyGate103 vektorii igerisinde miR408 geni temin
edilmistir. miR408 genini igeren bu vektor, bakteriden STES (0.1 M NaCl, 10 mM
Tris-Cl pH:8, 1 mM EDTA pH:8), SOLI (50 mM glucose, 25 mM Tris-Cl pH:8, 10
mM EDTA pH:8), SOLII (0.2 N NaOH, %0.1 SDS), SOLIII (5 M K-acetat, Glacial
acetic acid, dH,0) ve Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1 h/h) kullanilip saflastirilarak

izole edilmistir.

3.2.2.3. Kompetan Agrobacterium ve E.coli bakterilerinin hazirlanmasi

Genetik transformasyon ¢alismalarinda arzu edilen geni igeren plazmid
saflagtirildiktan sonra gesitli Agrobacterium ve E.coli bakteri suslarina aktarabilmek
icin bu bakterilerin kompetan olmasi gerekmektedir. Ornegin bu tez ¢alismasinda
Agrobacterium’dan saflastirilan plazmid konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugu igin
E.coli igerisinde c¢ogaltilip tekrar saflagtinlmistir. Bu nedenle kompetan

Agrobacterium ve E.coli eldesi gergeklestirilmistir.

Kompetan Agrobacterium hazirlanmas: igin EHA105 ve LBA4404 suslar
kullanilmistir. Tek bir koloni LB ortaminda bir gece biiyiiltiildiikten sonra bir miktar
bakteri alinarak erlen igerisinde bir gece daha biiyiltiilmistiir. Daha sonra 0,15 M ve
20 mM CaCl; kullanilarak ve santrifiij islemleri yapilarak kompetan Agrobacterium

elde edilmistir.

Kompetan E.coli hazirlanmasi i¢in DH50 susu kullanilmistir. Sambrook ve

arkadaglar1 (1989) tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmistir. Bu
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metod ile bir veya birka¢ koloni erlenlerde bir gece biyiitilmiistiir. Daha sonra LB
ortamiyla seyreltilip iki saat daha biiyiitiilerek ODggp 0,6 olana kadar biiyiitiilmiistiir.
Ardindan 10 mM ve 75 mM CaCl, kullanilarak kompetan E.coli bakterileri elde

edilmistir.
3.2.2.4. Farkh Agrobacterium suslaria plazmid transformasyonu

Agrobacterium susu LBA4404 pEarlyGate103 vektori igerisinde miR408 geni temin
edilerek pEarlyGatel03 ile birlikte saflagtirllmigtir. Farkli Agrobacterium suslarina
aktarim i¢in pEarlyGate103miR408, E.coli susu kompetan DHS5a igerisinde
cogaltilmigtir. Daha sonra plazmid E.coli’den saflastirilmistir. Agrobacterium susu
EHA105 igerisine transforme edilmistir. LB ortaminda 20 mg/l rifamfisin, 50 mg/I
kanamisin antibiyotikleriyle segilim yapilarak pEarlyGate103 miR408 genini tasiyan
EHA105 kolonileri elde edilmistir. Gliserol stoklar1 hazirlanarak -80 °C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.2.5. Agrobacterium aracihigiyla genetik transformasyon

miR408 genini tasiyan pEarlyGatel03 vektoriiniin EHA105 bakteri susuna entegre
edilmesiyle transformasyon calismalari gerceklestirilmistir. -80 %C’de muhafaza
edilen stoklardan bakteriler alinarak sivi YEB (13.5 g/L nutrient broth, 1 g/l yeast
extract, 5 g/l sikkroz ve 2 mM MgSO4.7H20) ortami igerisine bakteri se¢ilim
antibiyotikleri olan kanamisin ve rifampisin eklenerek biiyiitiilmiistiir. Sivi ortamda
biiyiitiilen bakteriler kati YEB ortamu ihtiva eden petri tabaklarina ¢izilmistir. Petri
tabaklarindan tek bir koloni alinarak bir gece biiylitiilmiistiir. Ardindan YEB + MES
ortaminda Dbelirtilen antibiyotikler ve acetosyringone kullanilarak erlenlerde
biiyiitiilmiistiir. 100 ml YEB ortamma 10 mM MES ve 20 uM of acetosyringone

ilave edilmistir.

Bakteri kiiltiirleri 185 rpm’de ve 28 °C’de galkalamal inkiibatorde OD600 1 olana
kadar inkiibe edilmistir. Biiyiitilen bakteriler +8 °C’ye ayarlanmis Santrifiij
kullanilarak 4000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi
cokelen bakteri peletleri MMA ortami (4.3g/l MS tuzu, 10 mM MES, %2 (a/h)
siikroz ve 200 uM acetosyringone, pH 5.6) kullanilarak ¢ozdiirilmiis ve 1 saat 22
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C’de karanlikta bekletilmistir. Bakteriler karanlikta beklerken pamuk bitkisinin
kotiledon bogumlari, karanfil bitkisinin yaprak eksplantlar1 steril bisturi ve pensler
yardimiyla transformasyondan hemen once yaralanarak transformasyona hazir hale

getirilmistir.

Ekplantlar hazirlandiktan sonra bakterilerle bir araya getirilerek vakum inflitrasyonu
yardimiyla 20 dakika boyunca farkli vakum basinglarinda transformasyon
gerceklestirilmistir.  Pamuk bitkilerinde vakum basinct 500 mmHg, karanfil
bitkilerinde ise vakum basimcinin 300 mmHg olarak ayarlanmasi uygun bulunmustir.
Eksplantlar %3 siikroz %0.8 agar iceren MS besin ortamunda 23 °C’de 3 giin
boyunca karanlikta ko-kiiltivasyon yapilmistir. Ko-kiiltivasyon ortaminda pamuk
bitkisinde bitki biiyiime diizenleyicilerinden 0.1 mg/l KIN kullanilmistir. Ayrica
pamuk bitkisi i¢in hormon i¢ermeyen MS ortami da denenmistir. Karanfil bitkisi i¢in
herhangi bir biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS ortami1 kullanilmistir. Her iki bitki
icinde ko-kiiltiivasyon ortamlarina 100 mikromolar acetosyringone ve 10 mikromolar
MES eklenmigstir. Ko-kiiltivasyondan sonra bitkiler uygun hormon kombinasyonlari,
sefotaksim ve amonyum glufosinate kullanilarak se¢ilim ortamina transfer edilmistir.
Bitkiler 23 °C’de 16 saat aydinhk 8 saat karanlik ortamda 40 pmol m?s™ 1gik
yogunluguna sahip floresan lambalar kullanilarak kiiltiire alinmistir. Eksplantlar

maksimum 3 haftada bir alt kiiltiire alinarak besin ortami tazelenmistir.
3.2.2.6. Transformasyon sonrasi rejenerasyon

Transformasyon sonrast asir1 strese giren bitki eksplantlart ko-kiiltivasyon
ortamindan alinip uygun biiyiime diizenleyicileri, sefotaksim ve bar iceren
ortamlarda kiiltiire alinmistir. Bu ortamlarin transformasyon Oncesi optimizasyon

caligmalar1 yapilarak rejenerasyon ve koklenme kabiliyetleri belirlenmistir.
3.2.2.6.1. Pamuk bitkisinde transformasyon sonrasi rejenerasyon

Pamuk bitkisinde ko-kiiltivasyon sonrasinda segilim ortamina alindiginda kararma
problemi olusmustur. Bu problem nedeniyle cesitli 6nlemler alinmistir. Bitkilerin
biiyiime diizenleyicilerine verdikleri tepkiler transformasyon oncesine gore farklilik

gostermektedir. Bu nedenle hem kararma problemini asmak i¢in hem de bitki
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ekplantlarinin daha verimli kalmasi amaciyla ortamlara 1.5 g/l aktif karbon ve 10

mg/l glimis nitrat ilave edilmistir.

3.2.2.6.2. Karanfil bitkisinde transformasyon sonrasi rejenerasyon

Transformasyon sonrast ko-kiiltiire alinan bitki ekplantlar1 secilim ortamina
alindiginda tipki pamuk bitkisi gibi biliylime diizenleyicilerine verdikleri tepkiler
degismistir. Ozellikle siirgiin uyariminda ve kdklenmede transformasyon oncesine
gore hormon konsanstrasyonlari tekrar optimize edilmistir. Transformasyon
oncesinde kallus olusumu, kalluslardan siirgiin olusumu ve kdklenmesi daha hizli

gerceklesirken transformasyon sonrasinda bu siirecin uzadigi tespit edilmistir.

3.2.2.6.1. Koklenen bitkilerin aklimatizasyonu

Transformasyonu basarili bir sekilde gergeklesen eksplantlar ¢esitli biiyiime
diizenleyicileri kullanilarak koklendirildikten sonra dig ortama alistirilmasi
gerekmektedir. Bitki doku kiiltiirii ortamlarinda eksplantlar yiiksek nem altinda
yetistirilip  koklendirildiginden dolay:r bitkiler kademeli olarak dis ortama
alistinlmistir. Bitkiciklerin gévde ve o6zellikle kok kisimlarindaki agar kalintilari

lyice yikanip topraga transfer edilmistir.

3.2.3. Genetik transformasyonun molekiiler diizeyde dogrulanmasi

Genetik transformasyonun molekiiler diizeyde dogrulanmasi igin PCR ve Southern

Blot analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Potansiyel transgenik bitki yapraklarindan genomik DNA izolasyonlar1 Qiagen
DNeasy Plant Mini Kit ve Vivantis Plant DNA Extraction kit manuellerine

uyuralarak gerceklestirilmistir

3.2.3.2. PCR analizleri
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PCR analizlerini ger¢eklestirmek i¢in olasi transgenik bitkilerin ve kontrol bitkilerin
(transformasyon yapilmayan) genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Genomik DNA izolasyonu i¢in 0.1 gram bitki gen¢ yapraklarindan alinarak 6nceden
sogutulmus havanlar igerisinde sivi azot yardimiyla iyice pargalanarak toz haline
getirilmistir. Genomik DNA izolasyonlari iiretici firmalarin nerileri dogrultusunda
Qiagen DNeasy Plant Mini Kit ve Vivantis Plant DNA Extraction kit kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR analizleri Bar ve 35S genlerinin primerleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bar geninin ¢ogaltimi i¢im ‘cttcagcaggtgggtgta’ primer forward
ve ‘acaagcacggtcaacttc’ primer reverse kullanilmistir (Cizelge 3.3). Primer baglanma
sicakligt 49.1 °C olarak hesaplamp kullanilmistir. 35S geninin cogaltimi igin
‘gccatcattgcgataaagg’® primer forward ve ‘ggtcttgcgaaggatagtg® primer reverse

kullanilmigtir. Primer baglanma sicaklig: 48.1 OC olarak hesaplanp kullanilmistur.

Cizelge 3.3. Olasi transgenik bitkilerin dogrulanmasi i¢in kullanilan gen bélgleri ve

primerler
Cogatilan gen
Gen bolgesi Primeler bolgesinin uzunlugu
(bp)
Bar F:CTTCAGCAGGTGGGTGTA 246 bp
R:ACAAGCACGGTCAACTTC
35S F:GCCATCATTGCGATAAAGG 195 bp
R:GGTCTTGCGAAGGATAGTG

PCR analizlerinin dongii basamaklar1 ve zamanlarina ait bilgiler Cizelge 3.4’de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. PCR dongii basamaklar1 ve zamanlari

Dongii Basamagi Sicakhik Zaman Dongii sayisi
Baslangic denatiirasyonu 95 °C 5 dk

Denatiirasyon 95 °C 1dk

Primerlerin baglanmasi - 45sn 35
Uzama 72°C 45 sn

Final uzama 72°C 10 dk
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10X TBE tampon ((1L stok) 108 gr tris base, 55 gr borik asit, 40 ml 0.5 M EDTA
pH:8) ve 50X TAE ((1 L stok) 242 tris base, 57.1 ml glasiyal asetik asit, 100 ml 0.5
M EDTA pH:8) bufferlarinin her ikiside bu ¢alisma sirasinda denenerek
kullanilmistir. PCR iiriinlerini goriintiillemek icin 0.5X TBE veya 1X TAE buffer
miktara gore %0.8 agaroz jel olacak sekilde mikrodalga firinda ¢ozdiiriilmiistiir.
Sicaklik 55-60 °C diistiigiinde DNA’min transilliminatérde UV altinda gériinebilmesi
icin etidyum bromiir ilave edilmistir. Elektroforez islemi 80-100 V araliginda
gerceklestirilmistir.  DNA’lar  yeterince  kosturulduktan sonra elektroforez

sonlandirilip jel transilliminatorde kontrol edilerek fotograflanmaistir.

3.2.3.3. Southern blot analizi

Genomik DNA ile gene ozgii spesifik primerlerle PCR yapilmistir. Ardindan
genomik DNA’lar pEarlyGate103 vektorleri ¢oklu klonlama bolgesi (MCS) iginden
secilen Sacl restriksiyon enzimiyle kesilerek Southern Blot analizinde kullanilmistir.
Analiz  Maniatis vd. (1982), tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak
gerceklestirilmistir. Genomik DNA pargalart %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
ayristirilmigtir. 10X SSC ¢ozeltisi (( 1L 20X SSC stok) 175 gr NaCl, 88 gr Nags sitrat
2H,0) kullanilarak blot yapilmis ve jeldeki DNA Ornekleri artt yiiklii naylon
membrana (Amersham Hybond+) transfer edilmistir. Naylon membrana aktarilan
DNA pargalar1 80°C’de 2 saat bekletilerek membrana sabitlenmistir. Hibridizasyon,
digoksigenin (DIG) ile isaretlenmis, miR408 genine 6zgii DNA probu olan 35S
kullanilarak uygun hibridizasyon sicakliginda 16 saat siireyle hibridizasyona tabi
tutulmustur. Hibridizasyon sonrasinda membran yikanmig ve Anti-DIG alkalin
fosfataz (Roche DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il) ve
CDP-Star (Biolabs) kullanilarak membran iizerindeki sinyal goriintiillenmeye hazir
hale getirilmistir. Goriintiilleme, membran iizerindeki 1s1maya maruz birakilan X-
isinlarma duyarl bir film aracilifi ile karanlik odada gerekli banyo soliisyonlari

kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.4. Transgenik bitkilerde bor toleransinin analizi

Transgenik bitkilerde bor toleransinin analizleri hem gen ifadesi diizeyinde hem de

biyokimyasal olarak gerceklestirilmistir. F1 jenerasyon transgenik bitkiler 40 giin
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boyunca 2 Hoagland ¢ozeltisiyle sulanip yetistirilmistir. Daha sonra %> Hoagland
¢ozeltisinin igerisine 7.5 mM H3BO3; uygulanarak bitkilerin bor tolerans analizleri
kontrol bitkiler ile karsilastirmali olarak gergeklestirilmistir. Bitkiler 40. giin
gelisimlerini tamamladiktan sonra verilen stres, 1. giin (41. giin) ve 5. giin (45. giin)

olmak iizere iki farkli giinde 6rnekler toplanarak analizler gergeklestirilmistir.

3.2.4.1. Genlerin ifade diizeylerinin belirlenmesi

Gen ifadesi diizeyinde analizlerin gergeklestirilebilmesi icin RNA izalosyonu
yapilmistir. Elde edilen RNA molekiillerinin kalitesi ve miktar1 belirlendikten sonra
cDNA Sentez Kiti yardimiyla ¢cDNA’lar elde edilmistir. Sonra genlere spesifik
(Cizelge 3.5) olarak hazirlanan primerler kullanilarak semi kantitatif RT-PCR
analizleri gerceklestirilmistir. PCR dongii zamanlar1 Cizelge 3.4 ile ayni iken dongii
sayist 28 olarak belirlenmistir. Elde edilen bantlar %0.8’lik agaroz jel {izerinde
ayrigtirilarak  Biolab UV Tech jel goriintiileme sistemiyle goriintiilenmistir.
Goriintiilenen bantlar NIH (National Institute of Health) tarafindan gelistirilen
ImageJ yazilimi ile analiz edilerek gen ifade diizeyleri arasindaki farkliliklar

belirlenmistir.

3.2.4.1.1. Genlere spesifik primerlerin dizayni

Gen bankasi erisim numaralari tabloda (Cizelge 3.5) belirtilen genlere ait mMRNA
dizilimlerine  NCBI (National Center For Biotechnology Information) veri

tabanindan erisilmistir. Her bir gen i¢in RT-PCR’da kullanilmak {iizere spesifik

primerler tasarlanmistir.

64



Cizelge 3.5. Gen bankasi erigim numaralari

Bitki Gen Erisim numarasi
Gossypium hirsutum Plastocyanin CD486298
Gossypium hirsutum PIP1;1 EF079900
Gossypium hirsutum PIP2;1 EF079901

Gossypium hirsutum

Boron transporter 1

XM_016886698

Gossypium hirsutum

Boron transporter 2

XM_016863428

Gossypium hirsutum Mitogen-activated protein DQ132852
kinase (MAPK)

Gossypium hirsutum NADPH:cytochrome P450 FJ719369
reductase 2 (CPR2)

Gossypium hirsutum Translation elongation factor | DQ174257

1A-8 (EF1A8)

Cizelge 3.5°de belirtilen gen bolgelerine 6zgii primerler, PrimerPremier 6.0, CA,

ABD primer tasarim programiyla tasarlanmstir.

3.2.4.1.2. RNA izolasyonu

Pamuk yapraklarindan RNA izolasyonu guanidin-izotiyosiyanat lisis ve
silika-membran saflagtirmast metodlarina dayali Qiagen RNeasy bitki mini kitleri
kullanilarak  gerceklestirilmistir. Elde edilen toplam RNA’larin  miktar

spektrofotometrik olarak Nanodrop 2000 ile Kkalitesi ise %1’lik agaroz jel

elektroforezi ile ayristirilip goriintiilenerek belirlenmistir.

3.2.4.1.3. Ters transkripsiyon

Elde edilen RNA molekiillerinden Fermentas First Strand cDNA Sentez Kiti
(Fermentas, ABD) kullanilarak oligodT primerleri yardimiyla c¢cDNA sentezi
gergeklestirilmistir.

3.2.4.2. Biyokimyasal analizler

3.2.4.2.1. Malondialdehit (MDA) miktarmn belirlenmesi
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Hiicre zar1 hasarinin belirlenmesi amaciyla MDA miktarlart Ohkawa vd. (1979)
metoduna gore hesaplanmistir. Baglangigta 0.2 g gdvde dokusu sivi azotla
homojenize edilerek 1 ml %S5 trikloroasetik asit (TCA) eklenmistir. Santrifiijii
takiben ayn1 hacimde %20’lik TCA i¢inde %0.5 tiobarbiturik asit (TBA) eklenerek
96 °C’de 25 dakika bekletilmistir. Ornekler buz iginde sogutularak absorbans 532
nm’de okunmustur. Spesifik olmayan absorbans ise 600 nm’de belirlenerek ilk

absorbans degerinden ¢ikartilmistir.
3.2.4.2.2. Iyon sizintist

Iyon sizintis1 Nanjo vd. (1999) yéntemiyle yapraklarin 0.4 M mannitol iceren test
tiiplerinde 3 saat calkalanarak bekletilmistir. Elektriksel iletkenlik 0.01 mSs/cm-
300 mSs/cm araliginda 6l¢tim yapabilen Thermo Scientific Orion 013016MD MD 2
kondaktivimetre probu kullanilarak C1 olarak belirlenmistir. Kaynayan suda 10
dakika bekletilip oda 1sisina sogutulan 6rneklere C2 okumasi yapilip sizintiya bagl
iletkenlik [(C1/C2) X 100] formiiliiyle hesaplanmuistir.

3.2.4.2.3. Bagll su icerikleri

Bagil su igerikleri (BSU), Smart ve Bingham (1974)’a gore BSU (%) = [(YA-
KA)/(TA-KA)] X 100 formiiliine gore belirlenmistir. Turgid agirlik, dokularin 24

saat oda 1s1sinda distile su i¢inde bekletilmesiyle hesaplanmistir.
3.2.4.2.4. Prolin

Prolin miktarlar1 Bates vd. (1973), metoduna gore belirlenmistir. Baslangicta 0,2 g
ornek sivi azotla parcalanarak 1 ml %3 siilfosalisilik asit i¢inde c¢ozdiiriilmiistiir.
Ardindan 0.1 ml supernatant, 0.2 ml asid ninhidrin, 0.2 ml %96 asetik asit ve 0.1 ml
%3 siilfosalisilik asitle karistirllmistir. Karigimlar 96°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra 1 ml toluenle karistirilarak tekrar santrifiijlenmistir. Ust fazin absorbans

degeri 520 nm’de okunarak prolin miktarlar1 belirlenmistir.
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3.2.4.2.5. Toplam klorofil miktarmin belirlenmesi

Toplam klorofil miktarlart metonol bazli metod esas alinarak belirlenmistir
(Lichtenthaler ve Wellburn, 1983). Hazirlanan dokular metonolle homojenize
edilerek 23 °C’de 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen supernantant
metonol ile karstirilarak 653 ve 666 nm’de absorbansi okunmustur. Klorofil a ve

klorofil b igeriklerinin hesaplanmasindan sonra total klorofil miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.5. istatistiksel analizler

Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 16.0 programiyla degerlendirilmistir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar One Way Anova, Tukey Testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢alismada, pamuk ve karanfil bitkilerinde mird08 geninin Agrobacterium
araciligiyla genetik transformasyonunun, bitkilerin bor toleranst iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda oncelikle, bitkilerin
doku kiiltiiriinde yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra tohumlardan yetistirilmesi ve
farkli biiytime diizenleyiciler ile birlikte rejenerasyon potansiyellerinin tam anlamiyla
belirlenmesi saglanmistir. Transformasyon siirecinde kullanilan bakteri susu, ko-
kiiltivasyon ve segilim ortamlarinin optimizasyonlar1 yapilmistir. Secilim yapilarak
elde edilen bitkiler PCR ve Southern Blot yapilarak dogrulanmistir. Transgenik
bitkiler biiyiitiilerek tohum elde edilmistir. Bor stresi altinda transgenik bitkilerin
gosterdigi tepkiler kontrol bitkilerle kiyaslamali olarak biyokimyasal ve molekiiler

olarak arastirilmistir.

4.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu ve In Vitro Cimlendirilmesi

Bitki doku kiiltiiri ¢aligmalarinin onemli adimlarindan bir tanesi olan yiizey
sterilizasyon kosullarinin belirlenmesi in vitro calismalar i¢in onemlidir. Yiizey
sterilizasyon protokolii segilirken tohuma en az zarar veren ve her tiirlii enfeksiyonu
engelleyen en diisiik dozun belirlenmesi gerekmektedir. Nitekim yapilan denemeler

sonrasinda en uygun sterilizasyon yontemi belirlenmistir.

Cok sayida sterilizasyon ortami denenmis olmakla birlikte optimum g¢imlenmenin
pamuk bitkisi i¢in %10’luk sodyum hipoklorit icerisinde 7 dakika, karanfil bitkisi
icin %20°lik sodyum hipoklorit igerisinde 10 dakika muamele edilmesi en uygun
sterilizasyon protokolii olarak belirlenmistir. Sekil 4.1’de pamuk bitkisinde ait doku
kiiltirii ¢imlenme fotografi verilmistir. Sekil 4.2’de ise karanfil bitkisine ait doku

kiiltiirii ¢imlenme fotografi verilmistir.
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Sekil 4.1. Pamuk bitkisinin in vitro ¢imlendirilmesi

Yiizey sterilizasyonu gerceklestirilen tohumlardan her iki bitki i¢cinde %0, %1.5, %3
stikroz iceren 2 MS ve 1/1 MS ortamlar1 ayr1 ayr1 denenmis fakat ¢cimlenme oraninin

kayda deger olarak degismedigi tespit edilmistir.

Sonug olarak optimum ¢imlenme orani %3 siikroz igeren 2 MS besin ortaminda

pamuk bitkisi i¢in yaklasik %85 karanfil bitkisi i¢in %60 oraninda gerceklesmistir.

Sekil 4.2. Karanfil bitkisinin in vitro ¢imlendirilmesi

69



4.2. Doku kiiltiirii ile Rejenerasyonun Optimizasyonu

Genetik transformasyonu basarili bir sekilde gergeklestirebilmek igin in vitro
sartlarda calisilan bitki, hatta ¢esit i¢in rejenerasyon protokolleri gelistirmek bir 6n
kosuldur. Bu nedenle pamuk ve karanfil bitkileri i¢in uygun ortam ve biiylime
diizenleyicileri tespit etmek calismanin kritik noktalarindan bir tanesini
olusturmaktadir. Nitekim yapilan c¢alismalarla her iki bitki icinde siirgiin

rejenerasyonun optimizasyonu saglanmustir.

4.2.1. Pamuk bitkisinin gen transferine uygun siirgiin rejenerasyonunun
optimizasyonu

Pamuk bitkisinde yaprak ve hipokotil gibi eksplantlar kullanarak kallus yoluyla
siirglin elde etmenin son derece zor ve uzun zaman aldig1 ¢ok sayida arastirmaci
tarafindan belirtilmektedir. Hem aydinlik hem karanlik ortam sartlarinda, 5 mg/l
NAA igeren 2 MS ortaminda kallus elde edilmesi i¢in sayisiz denemeler yapilmistir.
Ayrica 2 MS besin ortamina eklenen 0.1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP, 0.1 mg/l 2,4 D
+ 0.5 mg/l KIN hormon kombinasyonlari denenmis ve sonu¢ olarak kallus
olusumunun hipokotil eksplantlarinda goriildigli tespit edilmistir. Sekil 4.3’de
pamuk bitkisinden elde edilen kalluslardan siirgiin rejenerasyonu goriilmektedir.
Sekil 4.4’de gorselleri paylasilan KIN hormon kombinasyonlarinin en uygunu 0.1

mg/l olarak belirlenmistir
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Sekil 4.4. Pamuk bitkisinde optimum kinetin ortami oranini belirleme

Calisma boyunca kallustan bitki rejenerasyonu basarilmis olsa da etkili bir
rejenerasyon olusmadigl i¢in kotiledon bogumlarindan transformasyon caligsmalari
gerceklestirilmistir. Transformasyon ¢alismalarinda 0.1 mg/l KIN siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilmistir. Cizelge 4.1’de pamuk bitkisinde rejenerasyonun

optimizasyonu i¢in denenen hormon konsantrasyonlari verilmistir.
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Cizelge 4.1. Pamuk bitkisinde rejenerasyonun igin kullanilan farkli hormon

konsantrasyonlar1
Biiyiime Diizenleyiciler (mg/l) Kotiledon bogumu Kallus
olusumu %
IBA| 2,4-D |[KIN |TDZ| NAA | ZEA | BAP [Rejenerasyon|Siirgiin/eksplant | Hipokotil
orani (%) sayisi
- 01 | 05| - - - - 1 100
- - - - - 0.1 - - - -
01 - 01| - - - - - -
- - - - 2 0.1 - - - -
- - - 0,1 - - - 100 - -
- - 01| - 0.1 - - - - -
- - 01| - - - - 100 1 -
01 - - 0,1 - - - - - -
- - L - - - 0.1 100 1 -
- - - - 0.1 0.5 - - 100
- - - - 5 - - - 60

4.2.2. Karanfil bitkisinin gen transferine uygun siirgiin rejenerasyonunun
optimizasyonu

Karanfil bitkisi i¢in en uygun kallus ortaminin 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA igeren Y4
MS besin ortami oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen kalluslardan 2 mg/l BAP
hormon konsantrasyonu kullanilarak siirgiin rejenerasyonu saglanmigtir. Siirglinlerin
koklendirilmesinde 1 mg/l IBA konsantrasyonu kullanilamistir. Koklenen siirgiinler
hormonsuz '2 MS ortamina aktarilarak bitkilerin biiylimesi saglanmustir. Cizelge
4.2°de karanfil bitkisinde rejenerasyonun optimizasyonu i¢in kullanilan farkl

hormon konsantrasyonlarina ait bilgiler gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2. Karanfil bitkisinde rejenerasyonun optimizasyonu i¢in kullanilan farkl
hormon konsantrasyonlari

Biiyime Diizenleyiciler (mg/l) Stirglin/eksplant | Kallus olusumu %
sayisl
IBA| 2,4-D| KIN | TDZ [NAA | ZEA | BAP - Hipokotil | Yaprak
- - - 1 0.1 - - - 100 100
- - - - - - 1 15 - -
- - - - - - 2 22 - -
01| 0.1 - - - - - - 60 60
- - - - 0,.02 - 2 7
- 0.5 - - - - - - 80 40
- - - - 0.9 - 0.9 - - -
- - 2 - | 002 - - 4 - -

4.3. Transformasyon Calismalar:

Transformasyon calismalari pamuk ve karanfil bitkileri i¢in uygun eksplantlar
kullanilarak ~ vakum inflitrasyonuyla  birlikte =~ Agrobacterium araciligiyla
gerceklestirilmistir. Transformasyon ¢alismalarina baglamadan 6nce BOR2 geninin
klonlanmas1 ve ideal Agrobacterium susunun GUS boyamayla segilim calismalart
gerceklestirilmistir. Daha sonra pamuk ve karanfil bitkilerine miR408 geninin

trasformasyonu gergeklestirilmistir.

4.3.1. BOR2 geninin klonlamasi

BOR2 geninin klonlamast igin 12 farkli arpa ¢esidi kullanilarak denemeler
gerceklestirilmis fakat tiim denemelere ragmen temin edilen bitki ¢esitlerinden BOR2
geni ¢ogaltilamadigi igin klonlama gergeklestirilememistir. Cezayir arpa ¢esidi olan
Sahara 3771’in bu genin etkili bir homologunu ihtiva ettigi ilgili literatiirde
belirtildiginden bu arpa ¢esidinin temin edilmesi igin ¢ok sayida arastirma grubuyla
baglant1 kurulmus fakat temin edilememistir. Bu genin sentetik olarak tiretiminin ¢ok
maliyetli olmasi nedeniyle de yalnizca miR408 geniyle transformasyon calismalar1

gerceklestirilmistir.
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4.3.2. Genetik transformasyonda kullamlacak bakteri hatlarimin GUS
boyamayla secilimi

GUS geni ihtiva eden pCAMBIA2301 daha onceden kompetan hale getirilmis
EHAL105 ve LBA4404 Agrobacterium suslarina 1s1 soku yardimiyla aktarilmis ve
bakteriler optimum susun sesilimi amaciyla bitki transformasyonunda kullanilmistir.
Pamuk ve karanfil bitkileri i¢in iki farkli Agrobacterium susuyla transformasyon

sonrasinda gesitli eksplantlarda GUS boyama gergeklestirilmistir (Sekil 4.5).

GUS analizi 6ncesinde transformasyona yatkin ve rejenerasyon potansiyeli yiiksek
eksplantlar belirlenmistir. GUS geni igeren pCAMBIA2301 vektoriini tagiyan
LBA4404 ve EHA105 Agrobacterium suslar1 kullanilarak bitki transformasyonlari
gerceklestirilmistir.  Genetik transformasyon vakum inflitrasyonu yardimiyla
gerceklestirilmistir. Transformasyon g¢alismalarinda hangi Agrobacterium susunun
daha basarili oldugunun belirlenmesi i¢in GUS boyama gergeklestirilmistir. Bu
analiz ¢ok defa tekrar edilip 6nemli bulgular elde edilmistir. EHA105 susunun
LBA4404 susuna gore daha etkin bir transformasyon basaris1 gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica vakum basmcmm pamuk ve Kkaranfil bitkilerinin
transformasyon basarisinda etkili oldugu gozlemlenmistir. Pamuk bitkilerinde vakum
inflitrasyonu i¢in optimum deger 500 mmHg olarak belirmistir. Pamuktan farkli
olarak karanfil bitkisi i¢in vakum inflitrasyonu 300 mmHg ve 500 mmHg olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.5. GUS boyamasina ait gériintiiler a) pamuk b) karanfil
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4.3.3. Pamuk bitkisinde transformasyon sonrasi rejenerasyon

Pamuk eksplantlar1 ko-kiiltivasyon ortamindan alinip segilim (bar) igin uygun
biiyiime diizenleyicileri ve sefotaksim igeren MS ortamina transfer edilmistir. Pamuk
bitkisinde transformasyon oncesi farkli biiyiime diizenleyicilerini iceren bir¢ok ortam
denenmistir. Bu biiyiimeyi diizenleyicilerden siirgiin uyarimi konusunda en iyi
oldugu gozlenen 0.1 KIN kullanilmistir. Transformasyon sonrasi olasi transgenik
hatlarin belirlenmesi i¢in ammonium glufosinate ile herbisit secilimi yapilmuistir.
Herbisit ‘Ammonium glufosinate’ segilim konsantrasyonun belirlenmesi ig¢in
transformasyon oncesi kontrol bitkilerle deneme yapilmistir. 1 mg/l, 2mg/l ve 3 mg/I
Ammonium glufosinate konsanstrasyonlari uygulanmistir. Sekil 4.6’da belirtilen

konsantrasyonlara ait denemelerin fotograflar1 paylasilmistir.

Sekil 4.6. Pamuk yabani kontrol bitkilerle herbisit segilimi, petri tabaklar1 soldan
saga sirasyilla 1 mg/l, 2mg/l ve 3 mg/l amonyum glufosinat segilimini
temsil etmektedir.

Bitkiler MS ortamlarina ek olarak 2 mg/l herbisit uygulamasinda 6lmesine ragmen
transgenik bitkilerin seg¢ilim oranimi artirmak i¢in 3 mg/l herbisit kullanilmistir.
Transformasyonu gergeklestirilen eksplantlar 0.1 mg/l KIN + 100 mg/l sefotaksim +
3 mg/l ammonium glufosinate igeren MS/MS ortaminda se¢ilim baglatilmistir. Bitki

eksplantlarinda transformasyon oncesinde baslayan kismi kararma transformasyon
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sonrasinda artarak eksplantlarin oliimiine neden oldugu i¢in bitki doku kiiltiirii
ortamlarma aktif karbon ilave edilmistir. Aktif karbon litreye 1 ile 1.5 gram arasinda
uygulanmistir. Aktif karbon ilavesiyle bitki eksplantlarindaki kararma azalmistir.
Daha sonra bu ortamlara Giimiis Nitrat (AgNO3) ilave edilmistir. Yani aktif karbonlu
MS besin ortami 0.1 mg/l KIN + 100 mg/l sefotaksim + 3 mg/l ammonium
glufosinate + 10 mg/l AgNOQO3; igermektedir. Bu ortamda basarili bir sekilde rejenere
olan bitkiler ayrilarak ortamlar tazelenmistir. Bu asamada tamamen kararmis veya
rejenere olamayacak kadar kotii durumda olan eksplantlar ortamlardan derhal
uzaklastirilmistir. Sekil 4.7 de pamuk bitkisinde transformasyon sonrasi rejenerasyon

gorsel olarak sunulmustur.

Sekil 4.7. Pamuk bitkisinde transformasyon sonrasi rejenerasyon a) ko-
kultivasyondan alinan eksplantlarin segilim ortamina aktarilmasi b,c)
secilim ortaminda rejenerasyon d) bitkilerin koklenmesi ve segilimin
tamamlanmasi

Sekil 4.6°da kontrol bitkilerle yapilan ammonium glufosinate segilimi Sekil 4.7’de
goriildiigii gibi transgenik bitkilere uygulanmustir. Sekil 4.7.a, ko-kultivasyondan

alinan eksplantlarin = segilim ortammna aktarilmasimi temsil etmektedir. Bu
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eksplantlardan kararanlar derhal ortamdan uzaklastirilmistir. Daha iyi durumdakiler
bir araya getirilerek gozlemlenmeye devam edilmistir (Sekil 4.7.b). Ardindan ¢ok
sayida eksplantlardan rejenerasyon belirtisi gosterenler tek bir kavonozda toplanip
secilime devam edilmistir (Sekil 4.7.c). Son olarak uzun siire se¢ilimi gergeklestirilen

bitkiler koklendirilip aklimatizasyona hazir hale getirilmistir (Sekil 4.7.d).

4.3.4. Pamuk bitkisinin transformasyon sonrasi koklendirilmesi

Transformasyon 6ncesi 0.1 mg/l KIN iceren MS ortaminda rejenere olan pamuk
eksplantlarinin bir siire sonra kok olusturmaya basladigi gozlemlenmistir. Fakat
olusan koklerin ¢ok zayif ve kirilgan oldugu belirlenmistir. Bu nedenle bitkicikler
koklendirilmek i¢in 1 mg/l IBA igeren ortamlara transfer edilerek belli miktar
tutulduktan sonra hormonsuz MS ortaminda koklenmenin ve bitki gelisiminin

devamlilig1 saglanmistir.

Transformasyon sonrasinda bitki eksplantlarinin hizla kararmasi nedeniyle elde
edilen siirgiinlerde aktif karbonlu ortamlarda koklendirilmistir. Fakat transformasyon
sonrast elde edilen siirgiinlerin koklenmesi siiresi uzamistir. 1 mg/l IBA igeren
ortamlarda koklenme saglanmustir. Bitkiler koklendikten sonra IBA igeren ortamda
yetistirilmeye devam ederse koklenen bdlgede kallus baslangict meydana gelerek
kokleri kirllgan hale getirmektedir. Bu nedenle koklenme siiresi ¢ok Onemlidir.
Koklenen bitkiciklerin hormonsuz MS ortamina transfer edilerek gelisimleri

saglandiktan sonra aklimatizasyon asamasina geg¢ilmistir.

4.3.5. Karanfil bitkisinde transformasyon sonrasi rejenerasyon

Karanfil eksplantlart ko-kiiltivasyon ortamindan alinip secilim (bar) igin uygun
bliylime diizenleyicileri ve sefotaksim igeren MS ortamina transfer edilmistir.
Karanfil bitkisinde transformasyon Oncesinde siirgiin gelisimi, kallus uyarimi ve
koklenmeyi saglayan ¢ok sayida ortam denenmistir. Karanfil bitkisinde kallus
aracilifiyla ¢ok sayida siirgiin elde edilebileceginden kallus gelisimi saglanip
stirglinler elde edilmistir. Kallus eldesi i¢in en uygun ortamin 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/I
NAA oldugu belirlenmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslardan siirgiin gelisimi
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saglanmistir. Siirglin gelisimi baz1 kalluslardan 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA igeren
ortamlarda gerceklesmistir. Fakat siirgiin ¢ogaltimi temel olarak embriyogenik
kalluslarin hormonsuz MS besin ortamina transferiyle olmustur. Siirgiinlerin
cogaltimi ise 2 mg/l BAP i¢eren MS besin ortamiyla saglanmistir. Daha sonra olusan

stirgiinler 1 mg/l IBA igeren ortamlarda koklendirilmistir.

Transformasyon sonrasi olasi transgenik hatlarin belirlenmesi i¢in ammonium
glufosinate ile herbisit se¢ilimi yapilmistir. Herbisit ‘Ammonium glufosinate’ se¢ilim
konsantrasyonun belirlenmesi i¢in transformasyon 6ncesi wild type bitkilerle deneme
yapilmistir. Bu kapsamda eksplantlara 0.125 mg/l, 0.25 mg/l, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 2mg/I
ve 3 mg/l ammonium glufosinate konsanstrasyonlari uygulanmistir. Sekil 4.8’de

0.125 mg/l, 0.25 mg/l ve 0.5 mg/l konsantrasyonlara ait denemeler gosterilmektedir.

Sekil 4.8. Karanfil yabani kontrol bitkilerle herbisit se¢ilimi, petri tabaklari soldan
saga sirasiyla 0.125 mg/l, 0.25 mg/l ve 0.5 mg/l amonyum glufosinat
secilimini temsil etmektedir.

Transformasyonu gerceklestirilen eksplantlar 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA + 100
mg/l sefotaksim + 0.5 mg/l ammonium glufosinate iceren MS/MS ortaminda se¢ilim
baslatilmigtir. Wild type eksplantlarin 0.5 mg/l ammonium glufosinate se¢iliminde
yasamlar1 son bulmaktadir. Bu sonuglara dayanarak olas1 transgenik hatlarin

seciliminde 0.5 mg/l ammonium glufosinate kullanimi tercih edilmistir.
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Transformasyon sonrasi bitki eksplantlari secilim i¢in 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA +
100 mg/l sefotaksim + 0.5 mg/l ammonium glufosinate i¢eren ortamda secilime
birakilmigtir. Ortama giimiis nitrat (AgNO3) da ilave edilmis fakat olumlu bir etki
gozlemlenmediginden c¢ikarilmistir. Bitki eksplantlart maksimum 3 haftada bir alt
kiiltiire alinmigtir. Sekil 4.9°da karanfilde transformasyon sonrasi kallus ve siirgiin
olusumu gosterilmektedir. Transformasyon sonrasinda ko-kiiltivasyon ortamindan
alinan eksplantlar Sekil 4.9.a’da goriildiigii gibi 0.5 mg/l ammonium glufosinate
iceren ortamda belirtilen uygun biiyiime diizenleyiciler ile birlikte kiiltiire alinmistir.
Eksplantlardan kallus olusumu Sekil 4.9.b’de goriilmektedir. Kallus olusturmayan
yaprak eksplantlar1 ve kallus olusturan yaprak eksplantlarinin kallus olusturmayan
kisimlar1  ortami  karartti§i  icin  uzaklastirilmistir.  Belirlenen  herbisit
konsantrasyonunda kalluslar biiyiimeye devam etmistir (Sekil 4.9.c). Kalluslardan

stirgiin olusumu ise Sekil 4.9.d’de goriilmektedir.

Sekil 4.9. Karanfil’de transformasyon sonrasi kallus ve siirgiinlerin olusmasi a) Ko-
kiiltivasyon sonrasinda eksplantlarin secilim ortamima transferi b)
Ekplantlardan olas1 transgenik kalluslarin meydana gelmesi c¢) Kalluslarin
gortinimleri d) Karanfil bitkisinde kalluslardan siirgiin olusumu
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4.3.6. Karanfil bitkisinin transformasyon sonrasi koklendirilmesi

Karanfil bitkisinde transformasyon 6ncesinde siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in 1 mg/I
IBA kullanilmistir. Fakat transformasyon sonrasinda secilim ortaminda elde edilen
stirglinlerin koklendirilmesi i¢in 1 mg/l IBA uygulandiginda koklenme kismen
basarisiz olmustur. Transformasyon sonrasi 1 mg/l IBA kullanildiginda koklenme
siiresi Oncesine gore cok asir1 uzamaktadir. Koklenme basaris1 agisindan bu
konsantrasyonun transformasyon Oncesine gore yetersiz kaldigi gozlemlenmistir. Bu
nedenle IBA miktar1 artirilarak 1.5 mg/l ve 2 mg/I’ye ¢ikarilmistir. Sonug olarak 2
mg/l IBA kullanilarak transformasyon oncesi kullanilan 1 mg/l IBA kadar kdklenme
basaris1 olmasada yakin oranda koklenme saglanmistir. Karanfil bitkileri
koklendirildikten sonra IBA igeren ortamdan hemen alinmalidir. Cok uzun siire bu
ortama maruz kalan koklerde kismen kallus baslangict goriilerek koklerin
fonksiyonunu yitirmesine sebeb olmaktadir. Siirgiinler koklendirildikten sonra
bitkiler hormonsuz MS ortamina transfer edilerek bitkilerin siirgiin ve kok gelisimini

tamamlamalar1 saglanmaistir.

4.3.7. Bitkilerin dis ortama aklimatizasyonunun saglanmasi

Doku kiiltliri ortamlarinda basarili bir sekilde secilimi gergeklestirilen siirgiinler
koklendirilip gelisimlerini tamamlandiktan sonra dis ortama alistirilmalar
gerekmektedir. Doku kiiltlirli ortamlarinda yiiksek nem altinda yetistirildigi i¢in
bitkiler kademeli olarak dis ortama alistirilmaldir. Ornegin Sekil 4.7.d’de goriilen
gelisimini tamamlamig bir bitki, kokleri koparilmadan ve siirglinlerine zarar
vermeden nazik¢e bulundugu ortamdan sokiilmiistiir. Doku kiiltiirii ortamlarindan
sokiilen bitki kokleri ve govdelerinin bazi kisimlara sivanan agar kalintilar 1yice
temizlenmistir. Doku kiiltiirii ortamlarindan sokiilen bitkilerde agar sivanmasinin
yani sira karbon kaynagi olarak siikroz kullanildig1 i¢in bitkilerin bulagikli kisimlari,

kokleri ve siirgiinleri (Sekil 4.10) incitilmeden su altinda yikanarak temizlenmistir.
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Sekil 4.10. Pamuk bitkisinin dis ortama aklimatizasyonu a) Sekil 4.7.d’de gosterilen
pamuk bitkisinin sokiilerek yikanmasi b) Yikanan bitkinin sakstya dikimi
ve nem dengesinin saglanmasi i¢in iizerinin 151k gegirgen bir torbayla
kapatilmasi c) Bitkilerin dig ortama tamamiyla adaptasyonu d) Bitkilerin
yetiskin hale gelerek tohum verimine hazir hale gelmesi

Eger bitkiler yeterince temizlenmezse kirli kisimlarda ¢iiriime meydana gelmektedir.
Bu nedenle zor sartlarda yetistirilen bitkilerin kaybedilme ihtimali ¢ok yiiksek
olmaktadir. Bitkilerin doku kiiltiirii ortamlarindan sokiilmesi icin siirglin ve kok
gelisimini tamamlamasi beklenmistir. Sekil 4.10.b’de goriildigi gibi sokiliip
yikanan bitkilerin saksilara transferi gerceklestirilmistir. Bu asamada bitkilerin ilk
saksilara dikiminde can suyu verilmistir. Daha sonra 151k gegirgen bir plastik
materyalle sarilip nem dengesi korunmustur. Bu materyal {izerinde her giin iki adet
delik acilip bitkilerin dis ortama yavas yavas adaptasyonu saglanmistir. Sekil 4.10.c
ve d’de goriildiigi gibi bitkiler dis ortama tamamen adapte olmus ve tohum eldesi
i¢cin yetistirilmeye devam edilmistir. Bu teknikle karanfil bitkilerininde dis ortama

adaptasyonu saglanmistir.
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4.4. Genetik Transformasyonun Molekiiler Diizeyde Dogrulanmasi

Genetik transformasyonun dogrulanmasi i¢in, herbisit secilimiyle biiyiitiilen olasi
transgenik bitkilerden genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bitkilerin
transgenik olup olmadiklanr PCR ve Southern blot analizleri yapilarak
dogrulanmistir.

4.4.1. PCR analizleri

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de sirasiyla Bar ve 35S primerleriyle yapilan agaroz jel
fotograflar1 paylasilmistir. Sekil 4.11°de verilen agoroz jel elektroforezi goriintiisii
bar segilimi yapilan farkli transgenik bitkilerden DNA izolasyonu yapilarak Cizelge
3.3’te belirtilen bar primeri kullanilarak PCR yapilmasiyla elde edilmistir.

Sekil 4.11. BAR geni tagiyan pamuk ve karanfil transgenik bitki hatlarinin PCR ile
teyit edilmesi

*M: Markér - : negatif kontrol (DNA igermeyen) Ko: wild type kontrol
transformasyon yapilmayan P1-P6 kuyucuklar: pamuk bar geni tasiyan hatlar KK:
karanfil kontrol wild type transformasyon yapilmayan K1-K7:Karanfil bar geni
tagiyan hatlar.
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Sekil 4.12°de verilen agoroz jel elektrofarezi goriintiisii bar secilimi yapilan farkli
transgenik bitkilerden DNA izolasyonu yapilarak Cizelge 3.3’te belirtilen 35S
primeri kullanilarak PCR yapilmasiyla elde edilmistir.

Sekil 4.12. 35S geni tasiyan pamuk ve karanfil transgenik bitki hatlarinin PCR ile
teyit edilmesi

*M: Markér - : negatif kontrol (DNA igermeyen) Ko: wild type kontrol
transformasyon yapilmayan Po: transgenik olmayan P1-P6 kuyucuklar: pamuk 35S
geni tagtyan hatlar KK: karanfil kontrol wild type transformasyon yapilmayan K1-
K7: Karanfil bar geni tagiyan hatlar NT: transgenik olmayan karanfil.

PCR ile dogrulama islemleri sonlandirildiktan sonra Southern blot analizi yapilarak

genetik transformasyonun dogrulanmasi tamamlanmustir.

4.4.2. Southern blot analizi

Southern blot analizi gergeklestirilerek transgenik bitki hatlar1 dogrulanmistir. Sekil

4.13’de goriildiigii gibi DIG ile isaretlemenin dogrulamasi yapilmaistir.
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Sekil. 4.13. DIG ile isaretlemenin dogrulanmasi

Hibridizasyon sonrasinda membran yikanmig ve Anti-DIG alkalin fosfataz (Roche)
ve CDP-Star (Biolabs) kullanilarak membran iizerindeki sinyal goriintiilenmeye hazir
hale getirilmistir. Goriintiilleme, membran iizerindeki 1s1maya maruz birakilan X-
isinlarina duyarli bir film aracilign (Sekil 4.14) ile karanlik odada gerekli banyo

soliisyonlart (Sirasiyla developer, fixer ve su) kullanilarak yapilmistir.

Sekil 4.14. Southern blot, X-ray film {izerinde transgenik pamuk hatlarinin
dogrulanmasi

*K: Kontrol P1-P8: Transgenik pamuk hatlarin1 temsil etmektedir. Soldan saga
sirasiyla P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 ve P8 olmak iizere 8 farkli transgenik pamuk hatt1
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elde edimistir. P1, P6 ve P7 numarali hatlarda iki transgen kopyasininin, diger

hatlarda ise tek transgen kopyasinin bitki genomuna entegre oldugu belirlenmistir.

4.5. Pamuk Bitkisinde Bor Toleransinin Analizi

Transgenik bitkilerde bor toleransinin belirlenmesine gegmeden 6nce wild type
bitkiler ile perlit iizerinde tekrar bar segilimi (Sekil 4.15) yapilmistir. Bitki doku

kiiltiirti  ortamlarinda kullanilan bar konsantrasyonun perlit {izerinde de ayni

konsantrasyonlarda bitkileri 6ldiirdiigii belirlenmistir.

Sekil 4.15. Pamuk bitkisinde perlit tizerinde bar (herbisit) secilimi, soldan saga
sirastyla kontrol, 2, 3, 4, 5 mg/l amonyum glufosinate igermektedir.

Sekil 4.15’de goriildiigii tizere 2 mg/l herbisit konsantrasyonunda yabani kontrol

bitkiler 6lmektedir. Bu nedenle potansiyel transgenik bitkilerin seciliminde 2 mg/l

amonyum glufosinate konsantrasyonu kullanilmaistir.

Yabani kontrol pamuk Dbitkilerinden bor analizleri yapilarak uygulanacak bor
konsantrasyonu da belirlenmistir. Bu kapsamda kontrol, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15
mM bor, Y% Hoagland ¢ozeltisinin igerisinde (Sekil 4.16 soldan saga sirasiyla)
bitkilere uygulanmigtir. mir408 geni tasiyan transgenik pamuk bitkilerinin bor
toleransinin, kontrol bitkilerle kiyaslanmasi amaciyla 7.5 mM bor uygulanmasi

uygun bulunmustur.
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Sekil 4.16. Pamuk bitkisinde bor toleransinin belirlenmesi

4.6. Transgenik Bitkilerde Bor Toleransinin Analizi

Transgenik bitkilerde bor toleransi belirleme ¢alismalarindan 6nce T1 jenerasyonuna
ait tohumlar, amonyum glufosinate uygulamasi altinda ¢imlendirilerek bar segilimi
yapilmis ve Mendel kalitim yasasina gore transgen tasimayan homozigot bitkiler
ayiklanmistir. Transgenik bitkilerde bor toleransinin kontrol bitkileri ile kiyaslamali

analizleri gen ifadesi ve biyokimyasal diizeyde gergeklestirilmistir.

4.6.1. Gen ifadesi diizeyinde analizler

Pamuk bitkisinde gen ifadesi diizeyinde analizler, Plastosiyanin, PIP1;1 aquaporin,
PIP:2 aquaporin, Boron transporter 1, Boron transporter 2, Mitogen-activated
protein kinase (MAPK), NADPH:cytochrome P450 reductase 2 (CPR2), Translation
elongation factor 1A-8, genleriyle gergeklestirilmistir. Transgenik ve kontrol
bitkilerin yukarida belirlenen genlere ait ifade diizeyleri bor stresi altinda arastirilmis
ve miR408 ile bahsedilen genler arasindaki etkilesim ortaya c¢ikartilmaya

calisilmistir.

4.6.1.1. Plastosiyanin

Plastosiyanin gen ifadesi Sekil 4.17°de, gen ifadesine ait grafik ise Sekil 4.18’de
gosterilmektedir. Plastosiyanin gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin ve

5. giin bor uygulamasi altinda incelenmistir. Sekil 4.17°de goriilen plastosiyanin gen

ifadesine ait bantlar 215 bp biiytikliigiindedir.
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Sekil 4.17. Plastosiyanin gen ifadesinin belirlenmesi, bantlar soldan saga sirasiyla 1
giin bor uygulanan Kontrol, K+B, Transgenik+B ve 5 giin bor uygulanan
Kontrol (5), K+B(5), Transgenik+B(5).

Besinci giin bor stresine tabi tutulan transgenik bitkilerin, K+B bitkilerine kiyasla
plastosiyanin gen ifade diizeyleri yaklasik %11, kontrol bitkilere kiyasla %62 daha
fazladir. Ayn1 zamanda 5. gilin bor stresine tabi tutulan kontrol (K+B) ve transgenik
(+B) bitkilerin 1. giin bor stresinde kontrol (K+B) ve transgenik (+B) bitkilerine

kiyasla plastosiyanin gen ifadesinin daha fazla oldugu goériilmektedir.
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Sekil 4.18. Plastosiyanin gen ifadesi, X ekseni uygulamalari, Y ekseni bagil gen
ifadesini, *K: Kontrol, +B: bor uygulamasi, (5) : 5. giin bor uygulamasini
temsil etmektedir.
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Birinci giin bor uygulamasi altinda K+B igeren bitkilerin transgenik (+B) bitkilere
gore plastosiyanin gen ifadesinin yaklasik %16 daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Bor uygulanmamis kontrol (K) bitkileriyle bor uygulanan kontrol (K+B) ve
transgenik bitkiler karsilastirildiginda 1. stres giiniindeki degisimin 5. stres giiniine
kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir. Birinci stres giiniinde bor uygulanmayan
kontrol bitkilerin plastosiyanin gen ifadelerinin bor uygulanan kontrolden %2,

transgenik bitkiden ise yaklasik %18 daha fazla oldugu tespit edilmistir.

4.6.1.2. PIP1;1

PIP1;1 gen ifadesi Sekil 4.19°da, gen ifadesine ait grafik Sekil 4.20°de sunulmustur.
PIP1;1 gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin ve 5. giin bor uygulamasi
altinda incelenmistir. Sekil 4.19°da goriilen PIP1;1 gen ifadesine ait bantlar 463 bp
biiyiikliigiindedir.

Sekil 4.19. PIP1;1 gen ifadesinin belirlenmesi, bantlar soldan saga sirasiyla 1. giin
bor uygulanan Kontrol, K+B, Transgenik+B ve 5. giin bor uygulanan
Kontrol(5), K+B(5), Transgenik+B(5).

Birinci giin bor uygulamasi altinda transgenik bitkilerde PIP1;1 geni ifade
edilmemistir. Fakat 5. gilin stres uygulamasi altinda transgenik bitkilerdeki PIP1;1
gen ifadesinin kontrol (K) ve borlu kontrol (K+B) bitki gruplarina kiyasla en yiiksek
diizeyde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. PIP1;1 gen ifadesi, X ekseni uygulamalari, Y ekseni bagil gen ifadesini,
*K: Kontrol, +B: bor uygulamasi, (5) : 5. giin bor uygulamasini temsil
etmektedir.

Birinci giin stres setinde bor igermeyen kontrol bitkilerin, borlu kontrol (K+B)
bitkilere kiyasla PIP1;1 gen ifadesinin yaklasik %11 daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Besinci giin bor stresi altinda transgenik bitkilerin, borlu kontrol (K+B)
bitkilerine gére PIP1;1 gen ifadesini %37, borsuz kontrol (K) bitkilere gore %85

artirdig1 belirlenmistir.

4.6.1.3. PIP2;1

PIP2;1 gen ifadesi Sekil 4.21°de, gen ifadesine ait grafik Sekil 4.22’de sunulmustur.
PIP2;1 gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin ve 5. giin bor uygulamasi

altinda incelenmistir. Sekil 4.21°de goriilen PIP2;1 gen ifadesine ait bantlar 192 bp
biiyiikliigiindedir.
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Sekil 4.21. PIP2;1 gen ifadesinin belirlenmesi, bantlar soldan saga sirasiyla 1. giin
bor uygulanan Kontrol, K+B, Transgenik+B ve 5. giin bor uygulanan
Kontrol (5), K+B (5), Transgenik+B (5).

Birinci gilin bor stresi altinda transgenik bitkilerin, K+B bitkilere gore gen ifadesinin
degismedigi fakat borsuz kontrol (K) bitkilerine gére PIP2;1 gen ifadesinin %9 daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Besinci giin bor stresi altinda PIP2;1 gen ifadesinin 1.

o

giin bor stresine gore daha fazla degistigi belirlenmistir.
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Sekil 4.22. PIP2;1 gen ifadesi, X ekseni uygulamalari, Y ekseni bagil gen ifadesini,
*K: Kontrol, +B: bor uygulamasi, (5) : 5. giin bor uygulamasini temsil
etmektedir.

Besinci giin bor stresi altinda transgenik bitkilerin PIP2;1 gen ifadesi bor
uygulanmayan kontrol (K) bitkilerden %37, bor uygulanan kontrol (K+B) bitkilerden
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%24 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ek olarak 5. giin bor stresi altinda transgenik
bitkilerde PIP2;1 gen ifadesinin 1. giin stres altindaki transgenik bitkilerden %16

daha fazla oldugu belirlenmistir.

4.6.1.4. Boron transporter 1

Boron transporter 1 gen ifadesi Sekil 4.23’de, gen ifadesine ait grafik Sekil 4.24’de
sunulmustur. Boron transporter 1 gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin
ve 5. giin bor uygulamasi altinda incelenmistir. Sekil 4.23’de goriilen Boron

transporter 1 gen ifadesine ait bantlar 345 bp biiyiikliigiindedir.

Sekil 4.23. Boron transporter 1 gen ifadesinin belirlenmesi, bantlar soldan saga
sirasiyla 1. giin bor uygulanan Kontrol, K+B, Transgenik+B ve 5. giin
bor uygulanan Kontrol (5), K+B (5), Transgenik+B (5).

Birinci giin bor stresi altinda kontrol (K+B) bitkilerin Boron transporter 1 gen
ifadesini transgenik (+B) bitkilere gore %68 ve bor igermeyen kontrol bitkilerine
kiyasla %29 daha fazla ifade ettigi tespit edilmistir. Birinci giin bor stresi altinda
Boron transporter 1 genini en az ifade eden bitkilerin transgenik bitkiler oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.24. Boron transporter 1 gen ifadesi, X ekseni uygulamalari, Y ekseni bagil
gen ifadesini, *K: Kontrol, +B: bor uygulamasi, (5) : 5. glin bor
uygulamasini temsil etmektedir.

Besinci giin stres kosullar1 altinda kontrol (K) bitkilerin en fazla Boron transporter 1
gen ifadesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bor uygulamasi olmayan kontrol (K)
bitkilerde Boron transporter 1 gen ifadesinin, bor uygulanan kontrol (K+B)
bitkilerden %45, transgenik bitkilerden yaklagik %29 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Bor uygulanan kontrol (K+B) bitkilerin 5. stres giiniindeki gen

ifadesinin, 1. stres giiniine gore azaldig1 tespit edilmistir.

4.6.1.5. Boron transporter 2

Boron transporter 2 gen ifadesi Sekil 4.25°de, gen ifadesine ait grafik Sekil 4.26’da
sunulmustur. Boron transporter 2 gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin

ve 5. giin bor uygulamasi altinda incelenmistir. Sekil 4.25°de goriilen Boron
transporter 2 gen ifadesine ait bantlar 224 bp biiyiikliigiindedir.
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Sekil 4.25. Boron transporter 2 gen ifadesinin belirlenmesi, bantlar soldan saga
sirastyla 1 glin bor uygulanan Kontrol, K+B, Transgenik+B ve 5. giin
bor uygulanan Kontrol (5), K+B (5), Transgenik+B (5).

Birinci giin bor uygulamasinda K+B bitkilerinde, kontrol ve transgenik bitkilere
kiyasla Boron transporter 2 gen ifadesinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Birinci
giin bor uygulamasinda K+B bitkilerinin Boron transporter 2 gen ifadesinin, kontrol
bitkilerden %38, transgenik bitkilerden yaklagik %356 daha fazla oldugu

belirlenmistir.
30,00
25,00 T
20,00
15,00 T
10,00
5,00
0,00 \
N
<L @Q’ & \@\ %@ Q,@
& Q}\\ QO X &
© S & A i
& © S
N\ o
>
<&

Sekil 4.26. Boron transporter 2 gen ifadesi, X ekseni uygulamalari, Y ekseni bagil
gen ifadesini, *K: Kontrol, +B: bor uygulamasi, (5) : 5. glin bor
uygulamasini temsil etmektedir.
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Besinci giin stres uygulamasi altinda K+B bitkilerinin Boron transporter 2 gen
ifadesinin, bor uygulanmayan kontrole (K) gére %46, transgenik bitkilere kiyasla %

13 daha fazla oldugu tespit edilmistir.

4.6.1.6. Mitogen-activated protein kinase (MAPK)

MAPK gen ifadesi Sekil 4.27°de, gen ifadesine ait grafik Sekil 4.28’de sunulmustur.
MAPK gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin ve 5. giin bor uygulamasi
altinda incelenmistir. Sekil 4.27°de goriilen MAPK gen ifadesine ait bantlar 268 bp
biiyiikliigiindedir.

Sekil 4.27. MAPK gen ifadesinin belirlenmesi, bantlar soldan saga sirasiyla 1. giin
bor uygulanan Kontrol, K+B, Transgenik+B ve 5. giin bor uygulanan
Kontrol (5), K+B (5), Transgenik+B (5).

Birinci giin bor uygulanmasi altinda MAPK gen ifadelerinde ¢ok az bir degisimin
oldugu Sekil 4.28’de goriilmektedir. K+B igeren bitkilerin MAPK gen ifadesinin,
transgenik Dbitkilere kiyasla %2, bor uygulanmayan kontrol bitkilerine kiyasla

yaklasik %1 oraninda daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.28. MAPK gen ifadesi, X ekseni uygulamalari, Y ekseni bagil gen ifadesini,
*K: Kontrol, +B: bor uygulamasi, (5) : 5. giin bor uygulamasini temsil
etmektedir.

Besinci giin stres setinden bor uygulanmayan kontrol (K) bitkilerinin MAPK gen
ifadesinin, bor uygulanan kontrol (K+B) bitkilerinden %28, transgenik (+B)
bitkilerden %23 daha fazla oldugu tespit edilmistir.

4.6.1.7. NADPH:cytochrome P450 reductase 2 (CPR2)
CPR2 gen ifadesi Sekil 4.29°da, gen ifadesine ait grafik Sekil 4.30°da sunulmustur.
CPR2 gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin ve 5. giin bor uygulamasi

altinda incelenmistir. Sekil 4.29°da goriilen CPR2 gen ifadesine ait bantlar 408 bp
biiyiikliigiindedir.
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Sekil 4.29. CPR2 gen ifadesinin belirlenmesi, bantlar soldan saga sirastyla 1. giin bor
uygulanan Kontrol, K+B, Transgenik+B ve 5. giin bor uygulanan
Kontrol(5), K+B(5), Transgenik+B(5).

Birinci giin stres setinde bor uygulanmayan kontrol (K) bitkilerin CPR2 gen
ifadesinin, K+B iceren bitkilere kiyasla %5, transgenik bitkilere kiyasla %24 daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Transgenik bitkilerin 5. giin stres uygulamalari altinda

CPR2 gen ifadesinin 1. giin stres uygulamalarina gore arttigi belirlenmistir.
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Sekil 4.30. CPR2 gen ifadesi, X ekseni uygulamalari, Y ekseni bagil gen ifadesini,
*K: Kontrol, +B: bor uygulamasi, (5) : 5. giin bor uygulamasimni temsil
etmektedir.
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Bes giin stres uygulamasi altinda K+B bitkilerinin CPR2 gen ifadesinin, bor
icermeyen kontrol bitkilere kiyasla %8, transgenik bitkilere kiyasla %10 daha fazla
oldugu belirlenmistir. Besinci gilin stres uygulamalar1 altinda K+B bitkilerin CPR2

gen ifadesinin birinci giin stres uygulamalarina gore arttig1 belirlenmistir.

4.6.1.8. Translation elongation factor 1A-8 (EF1A8)

EF1A8 gen ifadesi Sekil 4.31°de, gen ifadesine ait grafik Sekil 4.32’de sunulmustur.
EF1A8 gen ifadesi kontrol ve transgenik bitkilerde 1. giin ve 5. giin bor uygulamasi
altinda incelenmistir. Sekil 4.31°de goriilen EF1A8 gen ifadesine ait bantlar 373 bp
biiytikliigiindedir.

Sekil 4.31. Translation elongation factor (EF1A8) gen ifadesinin belirlenmesi,
bantlar soldan saga sirasiyla 1. giin bor uygulanan Kontrol, K+B,
Transgenik+B ve 5. giin bor uygulanan Kontrol (5), K+B (5),
Transgenik+B (5).

EF1A8 homebox gen olarak segilmistir. Her iki stres giliniinde uygulamalar

arasindaki farkin (Sekil 4.32) oldukga stabil oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.32. Translation elongation factor (EF1A8) gen ifadesi, X ekseni
uygulamalari, Y ekseni bagil gen ifadesini, *K: Kontrol, +B: bor
uygulamasi, (5) : 5. giin bor uygulamasini temsil etmektedir.

4.6.2. Biyokimyasal analizler

Kontrol ve transgenik bitkilerin biyokimyasal olarak malondialdehit (MDA), iyon

sizintisi, bagil su igerigi, prolin ve toplam klorofil i¢erikleri belirlenmistir.

4.6.2.1. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Kontrol ve transgenik bitkilerin bor stresi altinda malondialdehit (MDA) miktarlar
arastirilmis olup sonuglar asagidaki gibi verilmistir. Cizelge 4.3°de 1. giin bor stresi
altindaki MDA miktarlari, Cizelge 4.4°de ise 5. giin bor stresi altindaki MDA

miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 4.3. Malondialdehit (MDA) miktarmin 1. giin 7.5 mM B stresi altinda

belirlenmesi
1. giin stres
MDA(nmol/g)
Kontrol 20,47+4,19;
Kontrol+B 34,12+2,95,
Transgenik+B 25,51£2,99;
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*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varligini gostermektedir. Harfler, ayn siitun ig¢inde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore ayni veya farkli kiimeler i¢inde

gostermektedir.

Bir gilin bor uygulanan kontrol (K+B) bitkiler en yiilksek MDA miktarina sahiptir.
Transgenik bitkilere bor uygulamasinin kontrol bitkilerine bor uygulamasina kiyasla
daha az MDA miktarina sahip oldugu goriilmektedir. Bor stresi igermeyen kontrol
bitkilerin verileri transgenik bitkilerin verileri ile istatistiksel olarak ayni 6neme

sahiptir.

Cizelge 4.4. Malondialdehit (MDA) miktarinin 5. giin 7.5 mM B stresi altinda
belirlenmesi

5. giin stres

MDA(nmol/g)
Kontrol 22.32+3,12;
Kontrol+B 36,39+1,16,
Transgenik+B 26,13+1,79

*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varligini gostermektedir. Harfler, ayni siitun i¢inde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore aymi veya farkli kiimeler iginde

gostermektedir.

Bes giin bor uygulanan transgenik bitkilerin, bor uygulanan kontrol (K+B) bitkilerine
kiyasla daha az MDA igerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Bor uygulanan kontrol
(K+B) bitkilerin her iki stres giinlinde de en fazla MDA igerigine sahip oldugu buna
karsin kontrol (K) bitkilerin en az MDA miktarna sahip oldugu tespit edilmistir. Bes
giin boyunca bor uygulanan transgenik bitkilerle, bor uygulanmayan kontrol

bitkilerinin MDA sonuglari istatistiksel olarak ayn1 6nem derecesine sahiptir.

4.6.2.2. Iyon sizintis1 miktarinin belirlenmesi

Kontrol ve transgenik bitkilerin bor stresi altinda iyon sizintist1 (%) miktarlart

arastirtlmis ve sonuglar asagidaki gibi verilmistir. Cizelge 4.5’da 1. giin bor stresi
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altindaki iyon sizintis1 (%) miktarlari, Cizelge 4.6’de ise 5. giin bor stresi altindaki

iyon si1zintis1 (%) miktarlar1 verilmistir.
Y §

Cizelge 4.5. Iyon s1zintismin 1. giin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

1. giin stres Iyon sizintis1 %
Kontrol 23,274+0,97,
Kontrol+B 29,01+0,48,
Transgenik+B 24,17+0,25.

*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varligin1 géstermektedir. Harfler, ayn1 siitun iginde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore aym veya farkli kiimeler iginde

gostermektedir.

Birinci giin bor stresine tabi tutulan transgenik ve kontrol (K+B) bitkilerin iyon
sizintis1 yiizdeleri kontrol bitkilere gore daha yiliksek bir seviyede oldugu tespit
edilmistir. Bir giin bor uygulanan transgenik bitkilerin, bor uygulanan kontrol
bitkilerine kiyasla iyon sizintis1 miktarlar1 daha diisiikk bir seviyede oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Iyon sizintisinin 5. giin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

5. giin stres [yon sizintis1 %
Kontrol 24,33+1,14y,
Kontrol+B 29,05+2 .24,
Transgenik+B 27.5541.11,

*+B 7.5 mM bor uygulamasmin varligini gostermektedir. Harfler, ayn1 siitun i¢inde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore ayni veya farkli kiimeler icinde

gostermektedir.

Besinci giin bor stresinde transgenik bitkilerin, K+B uygulanan bitkilere gore iyon
s1zintis1 ylizdesinin daha diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir. Kontrol bitkilerdeki

iyon sizintis1 miktarlarinin bor uygulanan kontrol ve transgenik bitkilere gore daha
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diisiik bir seviyede kaldigi belirlenmistir. Her iki stres giiniinde de uygulamalar

arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

4.6.2.3. Bagil su icerikleri

Transgenik ve kontrol bitkilerin bor stresi altinda bagil su igerikleri arastirilmis ve
sonuglar asagidaki gibi verilmistir. Cizelge 4.7°de 1.gilin bor stresi altindaki bagil su

igerikleri, Cizelge 4.8°da ise 5. giin bor stresi altindaki bagil su igerikleri verilmistir.

Cizelge 4.7. Bagil su igeriginin 1. giin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

1. giin stres BSU %
Kontrol 90,16£2,57,
Kontrol+B 77,6+0,84
Transgenik+B 82.57+1,09,

*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varligin1 gostermektedir. Harfler, ayni siitun i¢inde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore aymi veya farkli kiimeler iginde

gostermektedir.

Bagil su igeriginin bir giin bor stresi altinda kontrol (K+B) bitkilerde en diisiik
seviyede oldugu tespit edilmistir. Bor uygulamasi igermeyen kontrol bitkilerde ise
bagil su igeriginin en yliksek seyide oldugu belirlenmistir. Transgenik bitkilerdeki

bagil su icerigi bor i¢eren ve icermeyen kontrol bitkileri arasinda konumlanmustir.

Cizelge 4.8. Bagil su igeriginin 5. giin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

5. giin stres BSU %
Kontrol 87,55+1,95,
Kontrol+B 71,45+3,22;
Transgenik+B 77,02+3.12,
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*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varligin1 géstermektedir. Harfler, ayn1 siitun i¢inde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore ayni veya farkli kiimeler icinde

gostermektedir.

Bes giin bor uygulanan kontrol ve transgenik bitkilerde bagil su igeriginin bor
uygulanmayan kontrol bitkilerden daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bor iceren
kontrol ve transgenik bitkilerin istatistiksel olarak ayn1 6nem derecesine sahip oldugu

tespit edilmistir.

4.6.2.4. Prolin

Prolin miktarlari kontrol ve transgenik bitkilerde bor stresi altinda arastirilmis ve
sonuglar asagidaki gibi verilmistir. Cizelge 4.9°da 1. giin bor stresi altindaki prolin

miktarlari, Cizelge 4.10°da ise 5. giin bor stresi altindaki prolin miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 4.9. Prolin miktarmin 1. glin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

1. giin stres Prolin(pmol/g)
Kontrol 34,19+0,78,
Kontrol+B 44,8442 .86,
Transgenik+B 38,83+2,59;

*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varligin1 géstermektedir. Harfler, ayn1 siitun iginde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore aymi veya farkli kiimeler iginde

gostermektedir.

Birinci giin stres uygulamasi altinda prolin igeriginin bor icermeyen kontrol
bitkilerde en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir. Bir glin bor uygulanan kontrol
bitkilerde prolin igeriginin en yiiksek seyide oldugu belirlenmistir. Transgenik
bitkilerdeki prolin miktari, bor igeren ve igermeyen kontrol bitkileri arasinda
konumlanmigtir. Bor uygulanmayan kontrol ve bor uygulanan transgenik bitkilerin

istatistiksel olarak ayni 6nem derecesine sahip oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.10. Prolin miktarinin 5. giin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

5. giin stres Prolin(pmol/g)
Kontrol 32,34+6,86p
Kontrol+B 46,04+2,32,
Transgenik+B 39,173,214

*+B 7.5 mM bor uygulamasimin varligini gostermektedir. Harfler, ayni siitun i¢inde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore aynmi veya farkli kiimeler iginde

gostermektedir.

Bes giin bor stresine maruz birakilan kontrol (K+B) bitkilerde prolin iceriginin en
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bor uygulanmayan kontrol bitkilerin en diisiik prolin
miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Transgenik bitkilerin bor iceren ve igermeyen
kontrol bitkileri arasinda bir prolin igerigine sahip oldugu Cizelge 4.10°da

goriilmektedir.

4.6.2.5. Toplam klorofil miktarini belirlenmesi

Kontrol ve transgenik bitkilerin bor stresi altinda toplam klorofil miktarlar
arastirilmis ve sonuglar asagidaki gibi verilmistir. Cizelge 4.11°de 1. giin bor stresi
altindaki toplam klorofil miktarlari, Cizelge 4.12°de ise 5. giin bor stresi altindaki

toplam klorofil miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 4.11. Toplam klorofil miktarinin 1. giin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

1. giin stres Toplam Klorofil
Kontrol 12,08+0,60
Kontrol+B 11.67+0.63
Transgenik+B 12.88+0.27
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*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varligini gostermektedir. Harfler, ayn siitun ig¢inde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore aymi veya farkli kiimeler iginde

gostermektedir.

Bir giin bor stresi altinda toplam klorofil miktarlarinda uygulamalar arasinda

istatistiksel olarak dnemli bir fark olmadig: tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. Toplam klorofil miktarmnin 5.giin 7.5 mM B stresi altinda belirlenmesi

5. giin stres Toplam Klorofil
Kontrol 12,33+0,97,
Kontrol+B 10,45+0,48y,
Transgenik+B 11,43+0,254

*+B 7.5 mM bor uygulamasinin varhigint gostermektedir. Harfler, ayn1 siitun icinde
yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore aymi veya farkli kiimeler iginde

gostermektedir.

Bor uygulamasi igermeyen kontrol bitkilerin (K), bes giin stres altinda bor igeren
kontrol (K+B) ve transgenik bitkilere gore daha fazla toplam klorofil i¢erigine sahip
oldugu tespit edilmistir. Transgenik bitkilerin bor uygulanan kontrol (K+B) ve
uygulanmayan kontrol bitkileri arasinda bir toplam klorofil igerigine sahip oldugu
belirlenmistir. Cizelge 4.12°de gorildigi gibi uygulamalar arasindaki fark

istatistiksel olarak énemli bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu doktora tezi c¢alismasinda pamuk ve karanfil bitkilerinde Agrobacterium
tumefaciens aracaligiyla genetik transformasyon gergeklestirilmistir. Transgenik
bitkilerin rejenerasyonu her iki bitki i¢in de saglanmistir. Ancak F1 eldesi yalnizca
pamuk Dbitkisinde gerceklestirilebilmistir. miR408 geninin bor fitoremediasyon
potansiyeli F1 jenerasyon transgenik pamuk bitkilerinde molekiiler ve biyokimyasal

seviyede incelenmistir.

Bir hastaliga tedavi gelistirmek icin Oncelikle hastalia yol acan mekanizmalarin
anlasilmasi gerektigi gibi, 6nemli tarim bitkilerinde abiyotik streslere direncli ¢esitler
gelistirmek de bitkilerin ne tiir mekanizmalarla bu streslere tepki verdiklerini
anlamaya dayalidir. Bu calismada, ¢ok cesitli stresler altinda bitkilerin tolerans
kapasitesini artirdigi bilinen miR408 geninin, bor fitoremediasyonu {izerindeki
potansiyeli pamuk bitkisi tizerinde aragtiritlmistir. Pamuk bitkisi, insan hayati igin ve
ekonomik bir deger olarak ¢ok 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Agir metal toleransi bir
cok bitkiye kiyasla iistiin olan pamugun rekombinant DNA teknikleriyle cevresel
stres ve kirlilige kars1 genetik kapasitesini artirmak fitoremediasyon igin 6nemli bir
strateji sunmaktadir. Bu calisma kapsaminda pamuk bitkilerine miR408 geni
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla aktarilarak transgenik bitkiler elde edilmistir.
Elde edilen transgenik bitkilerin bor tolerans kabiliyetleri, 1. giin ve 5. giin olacak
sekilde iki farkli stres giiniinde 7.5 mM bor uygulamas: altinda kontrol bitkilerle

kiyaslamali olarak biyokimyasal ve molekiiler diizeyde incelenmistir.

Bitkilerde malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonun son {iriinlerinden bir
tanesidir. MDA miktar arttikga membran zararlanmasinin arttig1 dolayasiyla bitkinin
stres seviyesinin arttig1 anlagilmaktadir. Bu bilgiler 15181nda bitkilerin MDA igerigine
g6z atildiginda 1. giin bor uygulamasi altinda borlu kontrol (K+B) setinde MDA
miktarmin en yiiksek oldugu, bor uygulanmayan kontrol (K) bitkilerinde ise en
diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Transgenik bitkilerin 1. giin bor uygulamasi
altinda MDA igeriginin, K+B bitkilerine gore daha az oldugu belirlenmistir. Ek
olarak transgenik bitkilerin MDA igeriginin, bor uygulanmayan kontrol (K)
bitkileriyle istatistiksel olarak farkli olmadigi dolayisiyla membran zararlanmasinin

daha az oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda 5. giin bor uygulamasi altinda 1. giin
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bor uygulamasina benzer sekilde en yiikksek MDA igerigi K+B bitkilerinde olmustur.
Transgenik bitkilerin 5. giin bor uygulamasi altinda bor uygulanmayan kontrol (K)
bitkiler ile yakin seviyelerde MDA igerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Her iki
stres giiniinde de transgenik (+B) ve bor uygulanmayan kontrol (K) bitkilerin MDA
icerigi istatistiksel olarak ayni bulunmustur. Bu sonuglar transgenik bitkilerin daha az

strese girdigini belirtmektedir.

Hiicre zarmin biitiinliigliniin korunup korunmadiginin anlagilmasi i¢in yapilan bir
diger analiz iyon si1zintis1 analizidir. Bu kapsamda eger hiicre zarinin biitiinliigii zarar
gormiigse iyon sizintist miktart artacak dolaysiyla bitkiler o oranda zarar gorecektir.
Transgenik bitkilerin iyon sizintis1 seviyelerinin, 1. giin bor uygulamasi altinda K+B
bitkilerden daha diisikk diizeyde oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde 5. giin bor
uygulamasi1 altinda transgenik bitkilerin iyon sizintisi miktarlart K+B igeren
bitkilerden daha diisiik seviyededir. Her iki stres giiniinde de en diisiik iyon sizintisi
miktarlar1 bor uygulanmayan kontrol bitkilerinde olmustur. Bu veriler MDA analizi
ile tutarlilik gostermektedir. MDA ve iyon sizintist miktarlari, transgenik bitkilerin
bor uygulamalart altinda K+B bitkilerine gore daha dayanikli olup daha az strese

girdigini gostermektedir.

Bagil su igerigi % (BSU), bitkilerin dokularindaki su tutma kapasitesini
gostermektedir. Eger bir bitkide su tutma kapasitesi yliksek ise o bitkinin gevre
sartlarindan minumum etkilenerek daha az strese girdigi anlagilmaktadir. Transgenik
pamuk bitkilerinin bagil su igeriginin, 1. giin bor uygulamas altinda K+B bitkilerden
daha yiiksek oldugu fakat kontrol bitkilerden daha diisiik oldugu Cizelge 4.7°de
goriilmektedir. EK olarak 1. giin stres uygulamalari sonucunda transgenik bitkilerin
istatistiksel olarak K+B bitkilerinden daha iyi bir su tutma kapasitesine sahip oldugu
tespit edilmistir. Besinci giin stres setinde bor uygulanmayan kontrol (K) bitkilerinin
en yiiksek bagil su yiizdesine sahip oldugu Cizelge 4.8’de goriilmektedir. Transgenik
bitkilerin 5. giin stres uygulmalar1 altinda bagil su igerigi, K+B bitkilerinden yiiksek
olsa da bu fark istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Bu sonuglar 1s1ginda
transgenik bitkilerin biiyiik olasilikla belli bir zaman araligina kadar K+B
bitkilerinden daha yiiksek bir su tutma kapasitesine sahip oldugu fakat muhtemelen
artan hiicre i¢i bor konsantrasyonuyla daha fazla bas edemeyerek su tutma

kapasitesinin azaldig1 sonucuna varilmistir.
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Bitkiler bazi bilesikleri osmoprotektan olarak kullanarak yiiksek ozmotik stres,
abiyotik ve biyotik streslerden korunmaktadir. Prolin bu osmoprotektanlardan biri
olarak stres kosullartyla bitkilerin miicadele etmesine olanak saglamaktadir. Birinci
giin bor uygulamalar1 altinda prolin iceriginin K+B bitkilerinde en yiiksek diizeyde
oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.9’da verilen sonuglarda transgenik bitkilerin prolin
iceriginde, K+B bitkiler kadar olmasa da bir artisin oldugu fakat bu farkin
istatistiksel olarak onemli olmadig tespit edilmistir. Transgenik bitkilerin 5. giin bor
stresi altindaki prolin igeriginin istatistiksel olarak K+B uygulamasindan farkli
bulundugu belirlenmistir. Bu sonuglar transgenik bitkinin strese maruz kaldigi 1.

giinden sonra prolin icerigini artirarak korunma sagladiginin bir gostergesidir.

Toplam klorofil igerigi, birinci giin bor stresi altinda transgenik bitkilerde daha
yiiksek olarak goriilse de bu fark istatistiksel olarak énemli bulunmamistir. Besinci
giin bor stres setinde bor uygulanmayan kontrol bitkilerde toplam klorofil igeriginin
en yiiksek oldugu, K+B bitkilerin toplam klorofil igeriginin en diisiikk oldugu tespit
edilmistir. Transgenik bitkilerle K+B bitkileri kiyaslamak gerekirse, transgenik
bitkilerin toplam klorofil igeriginin K+B bitkilerine gore istatistiksel olarak daha
onemli konumda bulunan bor uygulanmayan kontrol bitkilerine daha yakin oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar, transgenik bitkilerin uzun stres sartlar1 altinda toplam

klorofil i¢erigini kontrol bitkilere gére daha iyi diizeyde korudugunu gostermektedir.

Plastosiyanin, bakir (Cu) baglanmasindan sorumlu bir gen olarak dogrudan miR408
tarafindan diizenlenir. Cu eksikligine yanit olarak miR408 ifadesinin bakir
seviyesinin diizeltilmesinde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmektedir (Abdel-Ghany
ve Pilon, 2008). Pamuk bitkisinde 1. giin bor stresi altinda plastocyanin gen
ifadesinin transgenik bitkilerde daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18). Birinci
giin bor stres setindeki uygulamalar arasindaki plastosiyanin gen ifadesindeki
degisimin, 5. giin bor stres setindeki bitkilere gore daha az oldugu tespit edilmistir.
Bu farkin muhtemel nedenlerinden bir tanesi, bitkilerin stres seviyesinde meydana
gelen artigla birlikte bakir seviyesini korumak igin plastosiyanin ifadesini artmis
olabilecekleridir. Besinci giin bor stresine tabi tutulan transgenik bitkilerin, K+B
bitkilerine kiyasla plastosiyanin gen ifade diizeyleri yaklagik %11 daha fazladir.

Artan stresle birlikte transgenik bitkilerde bu genin ifadesinin K+B uygulamasina
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gore daha fazla olmasi miR408’in bakir seviyesinin diizeltilmesinde 6nemli bir rol

oynadigini gostermektedir.

Yiiksek diizeyde korunan bitki aquaporinlerinden olan PIP, (Plazma membran
instrinsic proteins) hiicre zarinda baslica su gegisini saglayan gegitlerdir (Yaneff vd.,
2015). Pamuk bitkisinde 1. giin bor stresi altindaki transgenik bitkilerde PIP1;1
geninin ifade edilmedigi belirlenmistir. EK olarak 1. giin bor stresi altinda K+B ve
kontrol (K) bitkileri arasindaki gen ifadesi farki Sekil 4.20°de gériildiigii gibi az
seviyededir. Sonug¢ olarak 1. giin bor stresi altinda transgenik bitkilerde PIP1;1
geninin ifade edilmemesi mir408 geninin bor stresi altinda PIP1;1 geninin ifadesini
baskiladig1 anlamina gelebilir. Besinci giin bor stresine tabi tutulan transgenik
bitkilerin PIP1;1 geni ifade seviyeleri K+B bitkilerine gore %37, borsuz kontrol (K)
bitkilerine gore %85 daha fazladir. Bunun potansiyel nedenlerinden bir tanesi,
mir408 geninin 5. giin bor stresi altinda PIP1;1 geninin ifade seviyesini dogrudan
veya dolayli olarak diizenleyerek bitkinin homeostatik dengesinin muhafazasini

saglamasi olarak diisiiniilmektedir.

Li vd. (2009), aquaporin genlerinin bitkilerin olumsuz ¢evre sartlarina maruz kaldigi
kosullarda ¢esitli bitki dokularinda 6nemli bir rol oynadigini bildirmistir. Birinci giin
bor stresi altinda transgenik ve K+B bitkiler arasinda PIP2;1 gen ifadesindeki
degisimin ¢ok az diizeyde oldugu goriilmektedir. Besinci giin bor stresi altinda
transgenik bitkilerin PIP2;1 gen ifadesinin bor uygulanmayan kontrol (K) bitkilerden
%37, bor uygulanan kontrol (K+B) bitkilerden %24 daha fazla oldugu belirlenmistir.
Bu sonuglar mir408 geninin 5. giin bor uygulamasi altinda PIP2;1 geninin ifade
seviyesini diizenleyerek K+B bitkilerine gore bu genin ifade seviyesini artirdigini
gostermektedir. miR408’in PIP1;1 ve PIP2;1 genlerinin 5. giin bor stresi altinda
ifade seviyelerini artirdig1 dolayisiyla artan stres sartlarinda bu aquaporin genlerinin

stres toleransinda rollerinin oldugu belirlenmistir.

Bitkilerde bor tasinimi gesitli genlerin kontrolii altinda ger¢eklesmektedir. Takano
vd. (2002), BOR1 geninin diisiikk bor konsatrasyonlarinda koklerden siirgiinlere bor
tasidigini belirtmislerdir. Takano vd. (2005), ancak bor konsantrasyonu toksik
seviyelere geldiginde BOR1’in endositoz yokluyla parcalandigini belirtmektedir.

Birinci giin stres setinde transgenik bitkilerin boron transporter 1 genini, K+B ve
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kontrol bitkilerine gére ¢ok daha az oranda ifade ettigi belirlenmistir. Transgenik
bitkiler bor stresinin ilk giiniinde asir1 borla karsilastiginda boron transporter 1
geninin ifadesini azaltarak bitkilere bor girisini azaltmistir. Fakat 5. giin stres
sonunda, bu genin ifadesinin artarak bitkilere bor girisinin arttig1 tespit edilmistir.
miR408 geninin boron transporter 1 geninin ifade seviyesini diizenleyerek bitkilerde

bor dengesinin saglanmasinda gorev aldigi diistiniilmektedir.

Yiiksek lisans proje caligmalarim kapsaminda arpa ve bugday bitkilerinde BOR2
genini, bazi aquporin genleri ile birlikte incelemis ve bor stresi altinda yiiksek
diizeyde ifade artis1 gostererek bor taginiminda 6nemli roller aldigini belirlemistik
(Akcay ve Erkan, 2016). Bu ¢alisma kapsamda da 5. giin bor stresi altinda transgenik
bitkilerin boron transporter 2 gen ifadesinin, 1. giin bor stresine gore arttig1 tespit
edilmistir. Fakat 5. giin bor stresi altinda K+B bitkilerin boron transporter 2 gen
ifadesinin, 1. giin bor stresine gore ¢ok az olsada azalmistir. Birinci stres giliniinde
K+B bitkileri ile transgenik bitkiler arasindaki boron transporter 2 gen ifadesinin
farki ¢ok fazla iken 5. giin sonunda bu fark ¢ok azalmistir. Bu sonuglar mir408’in 5.
stres gilini sonunda boron transporter 2 gen ifadesini artirarak bor toleransinin
diizenlenmesinde rol aldigini gostermektedir. Muhtemelen 5. glinden daha uzun bor

deneme setlerinde de bu artis stabilitesini koruyacaktir.

MAPK bitkilerde sinyal iletiminde ¢ok kritik bir role sahip olup bilesenleri yiiksek
diizeyde korunan genler tarafindan kodlanmaktadir (Hamel vd. 2006). Birinci giin
stres uygulamasi altinda MAPK gen ifadesinin tiim uygulamalarda hemen hemen
ayni oranda oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde 5. giin stres uygulamasi altinda
MAPK gen ifadesinin, transgenik bitkilerde K+B bitkilere gore %6 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Her iki stres gliniinde de MAPK gen ifadesindeki degisimin ¢ok az
miktarda oldugu belirtilmektedir. Bu sonuglarla miR408 geninin bor stresi altinda

MAPK gen ifadesinin diizenlenmesinde etkin bir rol oynamadig: belirlenmistir.

Jun vd. (2015), cytochrome P450 (CYP) gen ailesinin c¢esitli biyosentez ve
detoksifikasyon mekanizmalariya bitki biiylime ve gelismesinde ve strese karsi
bitkinin korunmasinda hayati bir neme sahip oldugunu belirlemistir. Bu ¢alisma da
birinci giin bor stresi altinda cytochrome P450 reductase 2 (CPR2) gen ifadesinin

transgenik bitkilerde daha az ifade edildigi belirlenmistir. Her iki stres giiniinde de
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K+B bitkilerinde, transgenik bitkilere gore az farkla da olsa CPR2 gen ifadesinin
daha yiiksek seviyede oldugu Sekil 4.30’da goriilmektedir. miR408 geninin bor stresi
altinda MAPK genine benzer sekilde, CPR2 gen ifadesinin de diizenlenmesinde etkin

bir rol oynamadigi belirlenmistir.

Wang vd. (2013), yaygin olarak kullanilan cesitli housekeeping genlerin ifade
seviyelerinin farkli dokularda, farkli uygulamalarda ve bazi stres kosullar1 altinda
degistigini belirtmektedir. Bu nedenle uygun bir referans genin se¢ilmesi son derece
onemlidir. Translation elongation factor 1A-8 (EF1A8) geninin her iki stres giiniinde
kontrol ve transgenik bitkilerde gen ifade diizeyini korudugu Sekil 4.32’de

goriilmektedir.

Biyokimyasal analiz sonuglarina gére miR408 geninin ¢esitli mekanizmalarla bitki
bor tolerans mekanizmalarma etki ettigi diistiniilmektedir. Malondialdehit, iyon
sizintis1 gibi membran zararlanmast hakkinda ¢ikarim saglayan analizler bu fikri
dogrular nitelikte sonuclar vermektedir. Transgenik bitkilerin malondialdehit miktar
her iki stres giliniinde de istatistiksel olarak bor uygulanmamis kontrol bitkilerin
icerdigi miktardan farklidir. Benzer sekilde transgenik bitkilerin iyon sizintisi (%),
K+B bitkilerine gore daha diisiik bir miktardadir. PIP1;1 geninin ifade seviyeleri 5.
giin stres altinda transgenik bitkilerde K+B bitkilerine gore %37 artmustir. Benzer
sekilde PIP2;1 geninin ifade seviyeleri 5. giin stres altinda transgenik bitkilerde K+B
bitkilerine gore %24 artmaktadir. Bitkilerin bagil su igeriklerinin de transgenik
bitkilerde K+B bitkilerine oranla daha yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Bu
kapsamda incelenen aquaporin genlerindeki ifade artisinin, bitkinin su, kii¢iik notr
¢Oziinmiis maddeler ve borik asit gibi maddelerin tasiniminda rolleri oldugu
diistinilmektedir. miR408 geninin, PIP1;1 ve PIP2;1 aquaporinlerin ifade

seviyelerini de artan stres sartlariyla birlikte diizenledigi belirlenmistir.

Transgenik bitkilerin prolin seviyelerini, stresin uzun siire uygulanmasiyla artirdigi
tespit edilmistir. Fakat 1. stres giiniinde K+B bitkilerinin prolin miktarlari transgenik
bitkilerden daha yiiksek bir seviyededir. Bunun potansiyel nedenlerinden bir tanesi
Boron transporter 1 geninin 1. stres giiniinde bitkiye bor alinimini engellemesi ve

prolin miktarinin diisiik seviyelerde kalmasini saglamasi olabilir. Besinci giin bor
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stresi altinda Boron transporter 1 gen ifade seviyesinin artmasiyla birlikte prolin

miktarinin da arttig1 belirlenmistir.

Transgenik bitkilerde Boron transporter 2 gen ifadesinin stres siiresi uzadik¢a arttigi
belirlenmistir. Birinci stres giiniinde Boron transporter 2 gen ifadesinin transgenik
bitkilerde diisiik olmasimin bir nedeninin Boron transporter 1 geninin bitki igerisine
bor alinimini azaltmasi oldugu diisiiniilmektedir. Bitki biinyesinde bor seviyesinin
artmastyla birlikte bor pompalarinin etkin bir sekilde kullanimi bitkinin bor tolerans
mekanizmalarinda baslica rol oynamaktadir. Bu sonuglar 1s1ginda mir408 geninin
bitki bor pompalarindan olan Boron transporter 1 ve Boron transporter 2 genlerinin

ifade seviyelerinin diizenlenmesinde rol oynadigi belirlenmistir.

Sonug olarak pamuk bitkisinde miR408 geninin genetik transformasyonu basarili bir
sekilde gerceklestirilmistir. miR408 geninin bor stresi altinda pamuk bitkilerine
kazandirdigi 6zellikler molekiiler olarak incelediginde aquaporin genleri ve bor
tastyict genler iizerindeki diizenleyici etkileri goriilmektedir. Gen ifadeleri
biyokimyasal analizlerle karsilastirildiginda, miR408 geni bor tolerans
mekanizmalarina etki ederek bitkilerin metabolik faaliyetlerinin devam etmesini
saglamaktadir. Transgenik bitkilerin, bor stresi altindaki membran zararlanmasinin
bor uygulanan kontrol bitkilerinden daha az olmasi transgenik bitkilerin bor stresine
kars1 kontrol bitkilerden daha fiistiin tolerans yetenekleri oldugunun gostergesidir.
Transgenik bitkilerin bor stresi altinda bagil su igerikleri incelendiginde K+B
bitkilerine gore daha iyi su tutma kapasitesine sahip olduklar1 anlagilmaktadir. Bu
kapsamda, transgenik bitkilerin bor stres toleranslarinin kontrol bitkilerden daha
yiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye topraklar1 bor haritasi
incelendiginde iilkemiz topraklarinin biiyiik bir boliimiinde bor fazlaligi veya asir
fazlalig1 bulundugu goriilmektedir (Sekil 2.1). Nitekim Antalya, Gaziantep’in kismi
bolgeleri, Mardin, Denizli, Izmir gibi {ilkemizin pamuk yetistirilmeye miisait bazi
bolgelerinde bor fazlaligi goriilmektedir. Gelistirilen transgenik bitkilerin ilerleyen
yillarda aktif tarimda kullanilma potansiyelleri bulundugu gibi fitoremediasyon
amaciyla da kullanilabilmeleri miimkiindiir. Bu c¢alisma gelecekte cesitli stres
etmenlerine kars1 pamuk bitkisinin genetik kapasitesinin gelistirilmesi i¢in de rehber

niteligi tagimaktadir.
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