ANKARA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZI

GAMA RADYASYONUNUN KOLZADA (Brassica napus L.) Agrobacterium
tumefaciens ARACILIGIYLA GEN AKTARIMI UZERINE ETKIiSi

Behrouz ALIZADEH

TARLA BIiTKIiLERi ANABILIM DALI

ANKARA
2017

Her hakki sakhdir






TEZ ONAYI

Behrouz ALIZADEH tarafindan hazirlanan “Gama Radyasyonunun Kolzada (Brassica
napus L.) Agrobacterium tumefaciens Aracih@iyla Gen Aktarim Uzerine Etkisi™ adli
tez ¢alismasi 10/02/2017 tarihinde asagidaki Jiiri tarafindan oy birligi/oy ¢oklugu ile
Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarla Bitkileri Anabilim Dali’nda
DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Danisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ L/c
Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Dali i

Jiiri Uyeleri:

Bagkan: Prof. Di. Ozer KOLSARICI
Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Uye: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ M
Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Dali &

Uye: Prof. Dr. Serkan URANBEY
Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Dal

Uye: Dog. Dr. Emine Selcen DARCIN
T.C. Gida. Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi, J&w

Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezi Miidiirliigii

Uye: Dog. Dr. Alpaslan KUSVURAN

Cankin Karatekin Universitesi Kizilirmak Meslek Yiiksekokulu Wﬂ-\

Yukaridaki sonucu onaylarim

Prof. Dr. Atila YETISEMIYEN
Enstitii Miidiirii






ETIK
Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladiZim bu tez i¢indeki biitiin bilgilerin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin

iiretilmesi asamasinda bilimsel etife uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin

kaynaklar1 atif yaparak belirttigimi beyan ederim.

10/02/2017

Behrouz ALIZADEH



OZET

Doktora Tezi

GAMA RADYASYONUNUN KOLZADA (Brassica napus L.) Agrobacterium
tumefaciens ARACILIGIYLA GEN AKTARIMI UZERINE ETKISi

Behrouz ALIZADEH

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu ¢alismada gama radyasyonunun, kolza bitkilerinde adventif stirguin rejenerasyonu A.
tumefaciens araciligiyla gen aktarimi tizerine etkileri arastirmaya c¢alisilmistir. Bu
nedenle, hicre ve dokularda biyolojik ve fiziksel degisiklik yaratarak, A. tumefaciens
araciliglyla yapilan gen aktarimi ile gen gecislerinin frekansinin artirilmasi
amaclanmistir. Bunun igin, Kobalt 60-(Co-60/Co®) kaynakli y gama ismmmn A.
tumefaciens araciligiyla gen aktarimi iizerine etkisi belirlenmesi olmustur. Ayrica, bu
caligmasinda seleksiyon ile raportr Ozelligini tasiyan markor genlerden araciligiyla
eksplantlarin gen aktarimi agamasindan sonra gOsterecegi gelismeler belirlenmeye
calisilmigtir. Bu ¢aligma da gama (y) radyasyonun diisiik dozlarinin hormesis etkisinin
doku kiiltiirii agamas1 ve daha sonra gen aktarimi frekansina etkisi incelenmistir. (y)
radyasyonun doku kultirl ve bitki rejenerasyonu agisindan kolza bitkisinde hipokotil
eksplantina ¢ok olumlu etkisi goriilmemisken tohumlara uygulamalari gen aktariminda
olumlu yonde etkisi gézlenmistir. Gama 151 dozlarinin A. tumefaciens araciligiyla gen
aktarimina etkisi ise bu tezin arastirma sonuglarina gore kolzanin Nelson ¢esidi i¢in gen
transferi oncesi uygulanmis olan y radyasyonunun 20 Gy’lik dozu transgenik bitki
frekansini, gama kullanilmayan kontrol uygulamasina gére olumlu yonde etkiledigi
gorilmiistiir.

Subat 2017, 74 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kolza, gama radiyasyonu, Agrobacterium tumefaciens, gen
aktarimina, doku kiltiirii



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE EFFECT OF GAMMA RADIATION ON Agrobacterium tumefaciens-
MEDIATED GENE TRANSFER IN RAPESEED (Brassica napus L.)

Behrouz ALIZADEH

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops, Faculty of Agriculture

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

This thesis studied effects of gamma radiation on rapeseed for adventitious shoot
regeneration and effects on A. tumefaciens-mediated gene transfer. The aim of this study
was to evaluate physical and biological changes in cells and tissues after A. tumefaciens-
mediated genetic transformation that was carried out on the irradiated tissues using
Cobalt 60 (Co-60) for the purpose. The study identified the effects on gene transfer by
means of A. tumefaciens after irradiation by gamma rays. Additionally, this feature
worked with the reporter gene with the selected marker genes during development
stages, the benefits of which showed up after the gene transfer of the explants. Tissue
culture techniques for gene transfer studies were also realized. However, the
Agrobacterium-mediated gene transfer is associated with the biotic stresses caused
pathogen attack on explants. In this study, investigated effects of low doses of the
gamma (y) rays on tissue culture followed by investigssting the effects on gene transfer
frequency. The results further showed that rapeseed had positive effects of a dose of 20
Gy in transformation of cv. Nelson and Gladiator using cobalt 60 (Co60) as a source of
gamma (y) radiation. Although it was not suitable for plant regeneration, it was suitable
for seed gene transfer.

February 2017, 74 pages

Key Words: Rapeseed, gama radiation, Agrobacterium tumefaciens, the gene transfer,
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1. GIRIS

Diinya niifusu ¢ok hizli bir sekilde artmaktadir. Hizli artig gosteren bu niifusun
beslenme, giyinme ve barimmma gibi ihtiyaglariin giderilmesi igin elimizdeki
kaynaklarin korunmasi ve dogru bir sekilde kullanilmasi gerekmektedir. Insan
beslenmesinde yaglar, karbonhidratlar ve proteinler, gerekli ve vazgecilmez hayati
degere sahip en 0nemli besinsel maddeler olarak sayilmaktadir. Enerji kaynagi olarak
bilinen yaglarin bir bolimi hayvansal, bir bolimii ise bitkisel yaglardan
saglanmaktadir. Bitkisel yaglar ise yabani ve kiiltiir formunda olan yagli tohumlu
bitkilerden elde edilmektedir. Diinyada bitkisel yag iiretimi basta palm yagi olmak {izere
soya, kolza ve aygciceginden karsilanmaktadir. Tiirkiye’de ise yagli tohum ve bitkisel
yag liretiminin biiyiik bir kismi1 ay¢iceginden elde edilmektedir. Bunun disinda, pamuk
tohumu (¢igit), soya, kolza, aspir, misir ve zeytin bitkisel yag elde edilen 6nemli bitkiler

arasindadir.

Tirkiye, bitkisel yag ihtiyacinin yaklasik %70’ini yagli tohum ve ham yag ithalati ile
karsilamaktadir (Onder, 2013) Tiirkiye’de kisi basina yillik bitkisel yag tiiketimi diisiik
olmasina ragmen, bitkisel yemeklik yag acig1 ortaya ¢ikmaktadir. (Giirbliz vd. 2003).
Bu acik ham yag ve yagli tohum ithalati ile giderilmektedir.

Ancak bitkisel yag a¢iginin giderilmesinde mevcut yag bitkilerinin ekim alanlarinmi veya
verimlerini artirilmasinin yanisira, mevcut yag bitkilerinin yetistirilemedigi ekolojik

sartlarda yetistirilebilen alternatif yag bitkileri lizerinde durulmasi gerekmektedir.

Turkiye’de yagli tohum tiiretimi yillik 2.3 ile 2.7 milyon ton arasinda degismektedir.
Yagli tohum bitkilerindeki prim destegine ragmen yillar itibariyle iiretimde ciddi artis
olmamasi dikkat ¢ekicidir. Ham madde ihtiyacinin % 75’1 ithalatla karsilanmaktadir.
%25’1 yerli iiretimden saglanmaktadir (Biiylikhelvacigil 2016). Bitkisel yag sektoriinde
hammadde yetersizligi nedeniyle disa bagimlilik artarak devam etmektedir. Tarim
trlinleri ithalati 2015 yilinda 11 milyar dolar olurken; yagli tohum ve tiirevleri 3.5
milyar dolarlik ithalatla ilk sirada yer almistir. 2014°te ithalat 4.2 milyar dolariyken,

sadece gida amagli yagli tohum ve ham yag ithalati icin 6denen doviz 2.1 milyar dolar



olmustur. Miktar olarak bakildiginda ise 2014 yilinda 6 milyon 240 bin ton, 2015’te ise
5 milyon 951 bin ton, 2016 yilinda ilk 7 aylik doneminde de 3 milyon 654 bin ton yaglh
tohum ve tiirevleri ithal edilmistir (Anonim 2016a). Bu yag ac¢igmi kapatmak igin
aycicegi ile pamuk tretiminin yam sira alternatif olarak yag bitkilerinin de Gretime
girmesinin saglanmasi faydali olacaktir. Bu nedenle alternatif yag bitkileri icerisinde
kolza ve keten de yer almaktadir. Protein ve karbonhidrat¢a zengin olan bugday ve yag
uretimin en 6nemli kaynaklardan biri olan keten ve kolza bitkileri, diinya ve Turkiye’de

bitkisel gida iiriinleri arasinda 6zel bir neme sahiptirler.

Yagli tohumlu bitki tiirleri diinyada ¢ok sayida var olmasma ragmen, giiniimiizde
yaygin sekilde kullanilan yagli bitkiler olarak c¢igit, kolza (kanola), aygicegi, soya,
susam, yerfistigi, aspir, hashas, jojoba, keten, zeytin, hintyagi, hindistan cevizi ile
palmdir. Tiirkiye’de genel olarak hindistan cevizi ile palm harig, yagli tohumlu sayilan
bitkilerin hepsinin (ay¢igegi, kolza (kanola), ¢igit, soya, aspir, haghas, susam, yerfistigi,
kenevir ile keten) basariyla kiiltlirii yapilabilmektedir. Tiirkiye’de yag bitkisi {iretim
miktarlarini 2014 yili TUIK verilerine gore %44.17 aygicegi, %41.52 cigit, %4.48 Soya,
%3.69 Yerfistig1, %3.28 Kolza %2.86 ise diger yag bitkileri olugturmaktadir (Anonim
2016b).

Giiniimiizde 6ne ¢ikan yagli tohumlu bitkilerin basinda kolza (Brassica napus L.)
gelmektedir. Kolza, Brassica ailesinde ekonomik ve tarimsal olarak en 6nemli cinstir
ve tarla bitkilerinin arasinda diger cinslerden daha fazla kullanilmaktadir. Brassica
ailesine ait 30’u askin yabani tiir bulunmaktadir. Brassica gesitleri ve melezleri arasinda
Brassica campestris, B. juncea, B. carinata ve B. napus bulunur. Bunlar biyodizel
ureten tarlerdir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Brassica L. cinsine ait farkl: tiirler arasindaki genetik iliskileri (Kimber ve
Mcgregor 1995)

Kolza, soguga dayanikliligt ve ozellikle de diger yag bitkilerine gore daha yiiksek
verime sahip olmasi nedeniyle iilkemiz yag acigimi kapatma potansiyeline sahip yag

bitkilerinden biridir.

Kolza bitkisinin ekim alanlar1 ve verimi ise diinyada 35 milyon 785 bin 227 ha alanda,
70 milyon 954 bin 404 ton kolza iiretilmistir. Kolza tiretiminde, 15 milyon 555 bin tonla
en buyik pay Kanada’ya aittir. Bu tlkeyi; Cin (11.600.015 ton), Hindistan (7.877.000
ton), Almanya (6.247.400 ton), Fransa (5.522.980 ton) ve Avustralya (3.832.000 ton)
izlemektedir (Anonim 2016c).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine dayanarak, 2015 yili igin, 350 bin 817
dekar zirai alanda, 120”bin ton”kolza iiretilmistir. Uretim agisindan Tekirdag, 220.520
da ekilis alan1 ve 73 bin 891 tonluk iiretimle iller bazinda ilk sirada yer alirken, Istanbul
47.525 da ekilis ve 18.189 ton iiretim ile ikinci, Kirklareli 22.848 da ekilis ve 8.303 ton

uretim ile iiclincii sirada yer almaktadirlar (Anonim 2016b).

Kolza tanesinin i¢inde bulunan protein orant %16-24 ve yag oran1 %38-50’dir. Ayrica

zengin oleik ile linoleik asit oraninin yam sira yaginin yiiksek kaynama noktas1 (238 °C)



sebebiyle 6nemli bir yag bitkisi sayilmaktadir (Gizlenci vd. 2015). Bu bitkiden elde
edilen yag da, oleik asit (omega-9), linolenik asit (omega-3) ile linoleik asit (omega-6)
icermesi ve yalmizca %7 civarinda doymus yag olmasi (bu oran zeytinyaginda %15,
aycicegi yagindaysa %12) sebebiyle, saglik icin de faydali oldugu tartisilmazdir.
Yaklasik %32 orta diizeyi olarak coklu doymamis yag ve yiiksek diizeydeki tekli
doymamis yag (yaklasik %61) icgerigi ile bitkisel sivi yaglarin icinde en iyi yag asidi
profiline sahiptir (Ozfidan 2009).

Kolza yag1 bu 6zelliklerinden dolay1r toplam kolesterol ve LDL kolesterol oranlarini
diisiirmekte, diger yag asitlerini dengeleyici Ozellikler gostermekte ve insan sagligi
iizerine olumlu etkiler yapmaktadir (Hamam ve Shahidi 2006). Ayrica, kolza bitkisi
iilkelerin artan enerji ve yakit ihtiyaclarini karsilayabilmek ic¢in giiniimiizde farkl
arayislara girerek biyodizel iiretiminde de kullanilmaktadir. (Nielsen 1997, Al-Barrak
2006).

Bu yoniiyle kolza bitkisi, ilgi ¢ekici ve arastirmaya deger olarak algilanmaktadir.
Ayrica, Tirkiye’de ekilis alanlar1 giderek artis gosteren, Trakya bdlgesinde tarim
alanlarinin biiyiik kismin1 kaplamaya baslayan kolza Tiirkiye icin, bitkisel yag aciginin
kapatilmasinda en 1y1 alternatifi olusturmus ve ekonomiye Onemli Olc¢lide katki
saglamaya baglamistir. Kolza, kislik olarak yetistirilmesi nedeniyle ay¢iceginden sonra

verim ve gelir agisindan daha yiiksek paya sahip 6nemli bir yag bitkisidir.

Fakat cesitli biyotik ve abiyotik streslere kars1 direngli bitkilerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bilindigi gibi, tlirler arasi caligmalarda, istenilen Ozelliklerin bir
genotipe toplanmasinda klasik bitki 1slah1 yontemleri yetersiz kalmaktadir. Oldukca
zaman alic1 ve masrafli olan klasik 1slah yontemleriyle genetik c¢esitlilik ya da
varyasyon yaratilmasi ¢ok yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle iiretim veya potansiyel
verimi arttiracak yontemlerin uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. S6z konusu olan
yontemlerin igerisinde biyoteknolojik yontemler arasinda mutasyon ve gen aktarim

caligmalar1 en 6nemli konular arasinda yer almaktadirlar.



Bitkilerde kolza dahil olamak iizere biyotik ve abiyotik streslere karsi dayanikliliga
sahip, yliksek verimli yeni kiiltiir bitkileri gelistirmek hedefiyle son yillarda A.
tumefaciens araciligiyla yaygin big¢imde gen aktarim ¢alismalar1 yapilmaktadir. Fakat A.
tumefaciens ile bitkilere gen aktariminin 6nemli ayricaliklar1 bulunurken, konukgu
siirlamasi gibi bazi sinirlamalara da rastlanilmaktadir. Solanaceae ailesine ait turlere
(tiitlin, patates ve patlican) cok rahatlikla gen aktarimi yapilirken; bugdaygiller,
baklagiller ve agag tiirleri gibi bitkilere gen aktarimi olduk¢a zordur. Ayrica bu bitkilere
A. tumefaciens ile gen aktarimi oldukga diisiikk frekanslarda gerceklesirken, transgenik
hiicrelerinden rejenerasyonu da son derece diisiiktiir. Dolayisiyla tahillar ve yagh
bitkilerde transgenik bitkilerin elde edilmesi i¢in yogun emek ve zamanin harcanmasi
biiylik 6nem arz etmektedir. Bu bitkilerde gen aktarimi frekansini artirmak icin farkl

uygulamalar ve yeni yontemlerin gelistirilmesi ¢cok dnemlidir.

Tarimsal Onemlerinden Gtiirti, Brassica‘lar bir¢ok bilimsel g¢aligmanin ilgi odagi
olmustur. Brassica biyoteknolojisinde o6nemli ilerleme kaydedilmistir. Molekiiler
yetistirme ve transformasyon teknolojisi iki temel strateji olarak arzu edilen 6zelliklerin
getirilmesi igindir. Brassica turleri igin agronomik Onem tasiyan birka¢ gen tespit
edilmistir. Bitki rejenerasyonu ve transformasyon metotlar1 ve ilgilenilen gen herhangi
bir mahsiilde gen aktariminin esas sartlaridir. Rejenerasyon ¢esitli eksplantlar
kullanilarak organogenez ve somatik embriyogenez yoluyla optimize edilmektedir. B.
juncea, B. napus, B. rapa, B. oleracea, B. nigra ve B. carinata gibi Brassica’nin hemen
hemen tiim ekonomik agidan Onemli tiirlerinde transformasyon sistemleri
gelistirilmektedir. Transformasyon, herbisit direnci, bocek direnci, tuz toleransi, yag
kalitesi iyilestirmesi, farmakolojik ve endiistriyel iiriinlerin liretimi, erkek steril hatlarin
gelistirilmesi ve restorasyon sistemi gibi pek cok 6zelligi i¢in Brassica turleri igin 6nem
arz etmektedir. Farkli transformasyon yontemleri arasinda, Agrobacterium aracili
genetik transformasyon Brassica igin en yaygin sekilde kullanilmaktadir. Birkag cins ve
baz tiirler i¢in genellikle olduk¢a verimli ve pratik yontemdir. Bununla birlikte, hala
genotip bagimhiligmin {stesinden gelmek igin etkin gen aktarim yoOntemlerinin

gelistirilmesine ihtiyag vardir.



Bu yonde farkli uygulamalarla beraber, bazi arastiricilar tarafindan gen aktarimin
frekansin1 yliksek oranda artiran, fiziksel mutagenler arasinda gama 1sinlarinin
kullanilmas1 degerlendirilmektedir. Gama 1sinlar1 radyasyonun dogal kaynagi giinesten
gelen formu olmaktadir. Radyasyonlar, gama dahil olmak {iizere hiicre duvarmi
olusturan pektinlerin biiylik oranda bozulmasina ve dokulardaki yumusama ve hiicreler
arasindaki bagin kirilmasina sebep olmakta bdylece bitki hiicrelerine zarar vermektedir.
Bitki doku hiicrelerinde hiicre duvarinda bulunan pektik asitlerle kalsiyum ile
etkileserek kalsiyum pektat olusturup, hiicre duvari1 yapisinin korunmasinda énemli rol
tasimaktadir. Boylece kalsiyum iyonlari, hiicrelerin arasindaki bagi koruyarak hiicre
duvar yapisindaki olas1 degisikliklerin engellenmesinde etkilidir (Kovacs ve Keresztes
2002).

Gama 151nlarla beraber mikrodalgalar, radyo dalgalar1 ve X 1sinlart gibi géremedigimiz
2 tip radyasyon tipinden gama iginlari ¢arptigi atom ya da molekiilde iyonlasma ya da
uyarilmaya neden olmaktadirlar. Iyonlastirici radyasyonlarin canli sistemlere etki
edebilmesi i¢in bunlarin mutlaka absorbe edilmesi gerekir. Bu absorbe edilen enerji
dokularda yayilarak molekiil ve iyonlarin yapisindaki baglar1 etkiler ve bu baglar
koparip, yeni baglarin olugsmasina neden olmaktadir. Gama 1smnlart canli dokularda
DNA’ baglarim etkileyerek molekiildeki kopmanin sebebi olur ve kirilmalarla birlikte

mutasyonlar meydana getirmektedir.

Ancak gama radyasyon 1simina maruz kalan doku hiicrelerin, pektin bozulmasindan
dolay1 hiicre duvarlari, DNA gibi biiylik hiicresel makro molekiiller ve membranlar
iyonize radyasyondan biyokimyasal ve fiziksel olarak énemli 6lciide etkilenmektedir.
(Nagata vd. 1999). Bunun sonucunda A. tumefaciens ile daha yiiksek aktarim frekansi

izlenmektedir.

Ote yandan gama 1smlar;, bitkilerin doku kiiltiirii ¢alismalarmin  gelisimini
onleyebilmektedir. Buna ragmen, doku kiiltiiri ortamlarinda kullanilan biiyiime
dizenleyicilerle yapilan radyasyon sonrast uygulamalar ile tiim bitki olusumu
prosesinin gerceklesmesi bilinmektedir. Isinlanan dokularda, kontrol dokulara gore yas

agirhigmin artis1 oranla daha az goziikmektedir. Radyasyona maruz kalan eksplantlarin



rejenerasyonlar1 farkli biiyiime diizenleyicilerin konsantrasyonuna iliskin degisiklik
gostermektedir (Kerbauy ve Hell, 1979). Boylece gerek gama radyasyonun ve gerekse

bliylime diizenleyicilerin optimizasyon ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sekil 1.2 NASA’nin ¢ektigi gama 1s1n1 fotografi (Web sitesi:
www.nasa.gov/missions/science/f_w49b.html .11.12.2016)

)

Bu tez calismasinda gama radyasyonu, kolza genotipinde adventif siirgiin rejenerasyonu
A. tumefaciens araciligiyla gen aktarimi {izerine etkileri aragtirilmaya g¢alisilmigtir. Bu
calismanin amaci hiicre ve dokularda biyolojik ve fiziksel degisiklik yaratarak, A.
tumefaciens araciligiyla yapilan gen aktarimi ile gen gegislerinin frekansinin artirilmasi
amaclanmistir. Bu amagla, Kobalt 60 (Co-*°) kaynakli y gama 1sinmin A. tumefaciens
aracilifiyla gen aktarimi iizerine etkisi belirtilmistir. Ayrica, bu calismada seleksiyon ile
raportdr Ozelligini tasityan markdr genlerden kullanarak eksplantlarin gen aktarim
asamasindan sonra gosterdikleri tepkiler belirlenmeye ¢alisilmistir. Boylece transgenik
aday eksplantlarin antibiyotik iceren ortamlarda bliylimelerini siirdiirebildikleri
nedeniyle transgenik aday bitkilerin se¢imi yapilmistir daha sonra gen aktarimim

onaylayacak yontemler olarak PCR analizi yapilmstir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Bu bolimde kolza bitkisinde yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalari ayr1 ayri ele alinmustir.
Ayrica kolza bitkisinde genel olarak gen aktarimi ¢alismalar1 incelenmistir. Daha sonra
radyasyon ve y 1siminin tanitimi ve bitkilere etkisi ile ilgili agiklama ve devaminda

radyasyon ve vy 1s1nin bitkilerde uygulamalari ile yapilan literatiir 6zetleri sunulmustur.

2.1 Doku Kulturtu Cahsmalar:

2.1.1 Kolzada yapilan doku kultlri ¢alismalar:

Sharma vd. (1990) Brassica juncea cv RIK-81-1’in kesilmis kotiledonlarindan yiiksek
frekansli siirgiin rejenerasyonu kosullarini optimize etmek i¢in ¢aligmalar yapilmistir. 5
glinliik fidelerden elde edilen eksplantlar 5 uM N6-benziladenin (BA) iceren Murashige
ve Skoog ortami (MS) {izerinde kiiltiirle alindiginda kalluslarin maksimum farklilagmasi
meydana gelmistir. MS’de yalmiz kokler olusmustur. Kok olusumu, yaprakcik
eksplantin ucunda 1-2 mm’lik doku ile sinirlandirilmistir. Organogenezis ancak yaprak
sapiin proksimal kesim ucunun ortamla temas halinde olugsmustur. Kok indiiksiyon
ortam1 (MS) {izerinde 3 gune kadar kultlrlenen kotiledonlar, hala MS + BA’ye transfer
iizerine siirglinler olusturmak i¢in tiim potansiyellerini korumuslardir. MS ortaminda
daha uzun inkiibasyon ile eksplantlarin olusum kapasitesi azalmistir. 8 giin sonra
tamamen kaybolmustur. MS ortamida, filiz tomurcugu indiiksiyonu igin en az 7 gln
boyunca BA’ya (5 uM) ihtiya¢ duyulmustur. B. juncea kotiledonlarinin morfogenez ve
genetik transformasyon iliskin detayli calismalar icin deneysel bir sistem olarak olasi

faydalari tartigilmstir.

Burnett vd. (1994) Brassica campestrist’in Horizon ¢esidinin ¢imlenmesinde MS
ortaminda BAP veya NAA eklenmesinin slirgiin rejenerasyonuna belirgin bir sekilde
etkisini tespit etmislerdir. Eksplant olarak kotiledonun yasi siirgiinleri rejenerasyon
oranina tesir edirken, en iyi sonug 3 ila 4 giinliik fidelerin eksplantlardan elde edildigine

rapor etmislerdir. Bitki rejenerasyon ortaminin 1.0 puM igerdigi etilen inhibitéri AVG



(amino ethoxy vinyl glycine)’in siirgiin rejenerasyonu etkisiyle 3 kat daha artis
gostedigini tespit etmislerdir. AVG’nin kullanilan diger etilen inhibitorlerinden de
(AgNO3 ve MGBG: methyl glyoxal-bis-guanyl hydrazone) daha iyi sonu¢ verdigini
bildirmislerdir. Ancak, tohum ¢imlenme ortamima etilen inhibitorlerinin ilave
edilmesinin, kotiledon eksplantlarinin rejenerasyon basarisin1 artirmadigim tespit
etmislerdir. Cimlenme ortaminin hormon olarak BAP eklenildiginde, c¢imlenen
fidelerden izole edilen ecksplantlara bakildiginda %19.2 oran olarak surginlerde
rejenerasyon gorilirken, MS ¢imlenme ortamda ise 4.44 uM BAP igerdiginde bu
oranin da %33.2 oldugu belirtilmistir. Siirglin rejenerasyonu igin etilen inhibitdriine
ihtiyag duyulmamasina (Fry vd.1987, Radke vd. 1992) ragmen, diger Brassica
tirlerinden elde edilen siirgiin rejenerasyonlarinda etilen inhibitorlerinin énemli roller

oynadig@i ( Sethi vd. 1990 ve Radke vd. 1992) belirtilmistir.

Ono vd. (1994) 100 farkli kolza ¢esidinin kotiledon eksplantlar1 ve alinan eksplantlarin
yastyla siirgiin rejenerasyonu oranina etkisini incelemislerdir. Calismada, en iyi siirgln
rejenerasyonunu belirtmek icin 4 giinliikk fidelerden izole edilmis kotiledonlarin 4.00
mg/L BAP eklenmis MS ortami iizerinde kiiltiire alindiginda olusturulmustur. Siirgiin
rejenerasyon agisindan kiglik ve yazlik kolza cesitlerinde etkisinin olmadigini tespit

edilmistir. Rejenere edilen bitkiler 2.00 mg/L IBA i¢eren ortamda kdklendirilmistir.

Eapen ve George (1997) 5 farkli Brassica turlerinden olan B. jitcea, B. Craniaia B.
campesiris, B. napus, ve B.nigra cigek sapilarinin eksplantin1 giimiis tiyosiilfatin ve
giimiis nitrat’in siirgiin rejenerasyonu oranina etkisini incelemislerdir. Caligmada siirgiin
rejenerasyonu i¢in MS ortamina 0.5 puM NAA ile 10 uM BAP ve ayrica %0.9 agar
eklenmistir. Bu ortamda eklenen 30 pM giimiis tiyosiilfat veya giimiis nitrat ilave
ettiklerinde olusmus olan siirgiinlerden tomurcuk sayisin genotipe gore arttig
belirtilmistir. Ayrica giimiis iyonlarindan dolay: etilenin fizyolojik aktivitesi inhibitor

gorevini yaptidi icin rejenerasyon potansiyelinde artisa sebep oldugunu bildirmislerdir.

Kalabak (2004) ¢alismasinda, kolza (Brassica napus L.) ‘da en fazla kallus ve somatik
embriyo olusumu 2 mg/L BAP (Benzilaminopurin) ve 1 mg/L NAA (Naftalenasetikasit)

eklenmis olan MS besi ortaminda geng yaprak ayasi ve epidermal tabakasi ¢ikartilmig



govde kisimlarindan elde edilmistir. Arastirma sonuglari, NaCl konsantrasyonunun
%0.25°den %1’e yiikselmesi durumunda kallus ve somatik embriyo olusumunu
olumsuz yonde etkiledigini ortaya koymustur. En fazla kallus oram1 en diisiik NaCl
(%0.25) konsantrasyonunun oldugu besi ortaminda epidermal tabakasi ¢ikartilmig
govde eksplantindan elde edilmistir. Bununla birlikte kiiltiire alinan en geng yaprak
ayasi eksplant1 orta diizeyde kallus olustururken, an az kallus ve somatik embriyo
olusum oraninin petiol eksplantindan elde edildigi saptanmistir. Arastirma sonucunda;
tuzluluga dayanikli kolza ¢esitlerinin segilmesinde 1 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP
biiyiime diizenleyicilerini eklenmis olan MS besi ortaminda gen¢ yaprak ayalarinin ve
epidermal tabakasi c¢ikartilmis govde kisimlarindan, eksplant olarak basar1 elde

edilmistir.

Darcin (2003) bu ¢alismada, alt1 kolza ¢esidine ait hipokotil ve govde eksplantlan farkli
bitki biylme dizenleyicileri olarak 6-benzylaminopurine (BAP), Naphtaleneacetic acid
(NAA), Thidiazuron (TDZ) kombinasyonlar1 iceren MS ve B5 ortamlarinda kiiltiire
alimmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, en yliksek adventif siirgiin olusumunu gévde
eksplantinin gosterdigi ve en yiiksek siirglin rejenerasyonu olusturan g¢esidin %90 ile
Spok oldugu belirlenmistir. Spok ¢esidi i¢in en uygun ortamin ise, 3 mg/L BAP ile 0.2

mg/L NAA kombinasyonunu eklenmis olan MS ortam1 oldugunu belirlenmislerdir.

Ko¢ (2014) calismada, katki maddesi ile bitkide biiyiime diizenleyici olarak segilmis
olan farkli konsantrasyonlardaki demir humat, bor humat ve potasyum humat kolza
bitkisinin antioksidant olan enzim aktivitelerini, siirgiin rejenerasyon orani ve fizyolojik
ozellikleri tizerine etkisini incelenmistir. Steril tohumlar %0.7 (w/v) agar ve %3 (w/v)
stikroz ile her birinde 1, 3, 5 ve 7 ppm konsantrasyonlar1 olarak demir humat, bor humat
ve potasyum humat eklenmis MS ortam {izerinde kiiltiire alinmistir. Antioksidant olan
enzim aktiviteleri ile Fizyolojik 6zellikler bir haftalik olan bitkicikler de gdzlenmistir.
Daha sonra 3-4 haftalik olan bitkiciklerinden alinmis olan gévde eksplantlar1 0.2 mg/L

NAA ve 1 mg/L 6-benzylaminopurine eklenmis MS ortaminin {izerinde kiiltiire
alinmigtir. Denemenin sonuglarina bakildiginda, tim humik madde igeren formlar

kolzanin fizyolojik Ozellikleri iizerinde olumlu bir etkisinin oldugu, ayrica antioksidant
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olan enzim aktivitesinde negatif bir etkisinin oldugu ve diger taraftan siirgiin

rejenerasyon oranina etkisinin olmadigi da rapor edilmistir.

2.2 Gen Aktarmm Cahsmalari

B. juncea (Barfield ve Pua 1991, Gaur vd. 1996), B. napus (Hachey vd. 1991), B. rapa
(Radke vd. 1992) B. oleracea (De Block vd. 1989), B. nigra (Gupta vd. 1993) ve B.
carinata (Yadav vd. 1997) gibi Brassica’nin hemen hemen tiim ekonomik olarak

onemli tiirlerinde transformasyon sistemleri gelistirilmistir

Transformasyon birgok 6zellik igin Brassica tiirlerini gelistirmistir. En belirgin 6zelligi
herbisid direnci (HR) dir. Kanola, dinyadaki en ¢ok dordiincu ekilen transgenik bitkidir.
Imidazolin, gliifosinat ve glifosat gibi herbisitlere toleransli kanola simdi ticari olarak
ABD ve Kanada’da mevcuttur. Herbisit direncinin diger ornekleri arasinda gliifozin
direnci B. rapa (Qing vd. 2000), B. napus’da ki sulfoniliire direnci (Blackshaw vd.
1994) ve B. napus’taki bromoksinil direncidir (Zhong vd. 1997).

Biyodizel kalitesinin iyilestirilmesi kolzada gen aktariminin bir baska hedefi olmustur.
Brassica yagi, tohumlardaki 6zel ayarlanmis yag asitlerinin profilleri, bityiik bir kiiresel
talep ve teknoloji gerektirmektedir. Endojen oleat desatlirazinin susturulmasi, B. napus
ve B. juncea’da oleik asit diizeylerini arttird1 (Stoutjesdijk vd. 2000). Yiiksek glinolenik
asitli kanola, d12-desatiiraz genlerinin mantar Mortierella alpina’dan (Liu vd. 2001)
transformasyonuyla dretildi. Kanola’daki Garcinia mangostana’dan izole edilen bir asil-
acil tasiyict protein (ACP) tioesteraz olan Garm FatAl’i ifade ederek, (Hawkins ve

Kridl 1998) artmis stearat seviyesine sahip kanola tiretmeyi basarmislardir.

Biyodizel kalitesini iyilestirmelerine ek olarak, Brassica napus L. transformasyonu,
biyolojik olarak bozulabilir polimer poli (b-hidroksibutirat) (PHB) gibi farmakolojik ve
endiistriyel tiriinlerin {iretimi i¢in bir {irlinii bir biyokimyasal fabrikaya ayrisabilir. Yagh
tohumluk Brassica L. tiirleri, PHB biyosentezinin ilk basamagi i¢in gerekli substrat

olan asetil-CoA’nin, yagli tohumlu yagl asit biyosentezinde yaygin olmasi nedeniyle,
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PHB’nin ticari iiretimi i¢in ideal adaydir. Biyopolimer iiretimi i¢in gerekli ii¢ gen (phbA
veya bktB, phbB ve phbC) B. napus’da islenmis ve polimer 16koplastlarda tiretilmistir
(Hu vd. 1999).

B. carinata, kan pihtilasma Onleyici protein olan hirudin iiretiminde kullanilmistir
(Chaudhary vd. 1998). Bir oleosin-hirudin fuzyon proteini, Agrobacterium kullanilarak
tasarlanmigtir. Brassica yagli tohumlari, hirudin gibi proteinlerle kaynastirilmis
biyolojik olarak aktif bilesenlerin iiretimi i¢in kullanmanin avantaji, santrifiijleme ile
proteinin saflagtirtlmasinin kolayligidir. B. napus da insan vicudunda antioksidan
olarak goérev yapan karotenoidlerin (Shewmaker vd. 1999) iiretiminde kullanilmistir.
Bocek direnci, Brassica bitkilerinde artan zararli sorunlari oldugu ic¢in hedef bir
Ozelliktir. Brassica bitkileri, lahana yaprak glvesine duyarli oldugundan kontrolii iyi bir
arastirma odagi olmustur, Bt Cry1A(c) gibi bir Bacillus thuringiensis endotoksin kristal
proteinini asir1 iiretmektir. Bu gen B. napus’da (Liu vd. 2011, Wang vd. 2005), Cin B.
napus gesitlerinde ve rutabaga’da (Liu vd. 2011) tanitilmistir.

Brassica bitkilerinde transformasyonundaki bir diger 6nemli ilerleme, erkek kisir
hatlarin gelistirilmesi ve restorasyon sisteminin gelistirilmesidir. B. juncea’da, 6zgu
promotor hizlandiricilarla barnaz (barnase) genini ekleyerek erkek kisir bitkilerin elde
edilmesi mimkiindiir (Jagannath vd. 2001). Erkek kisir hattin dogurganligi, transgenik

bir hat iceren bir barstar ile caprazlanmasiyla restore edilmistir (Jagannath vd. 2002).

Misra (1990), kolzanin Westar ¢esidinin govde epidermal eksplantini kullanarak, A.
tumefaciens (oktopin tipi timor olusturan pTi B653-SE plazmidi igeren) araciligiyla
fertil transgenik bitkiler elde etmistir. Bir ile {i¢ giinliik kiiltiire alinmis eksplantlar
(kallus olusumu bagladiginda) 1/10 oraninda seyreltilmis bakteri kiiltiirii ile 5 dk.
inokule etmistir. Ko-kiiltivasyonda 48 saat beklettigi eksplantlar 10 mg/L BAP ve 0.50
m/l NAA, 500 mg/L karbenisilin ve 100 mg/L kanamisin igeren seleksiyon ortamina

aktarilmistir. Transformasyon basarisinin %2 oldugunu belirtmistir.

Damgaard ve Rasmussen (1991), kolzanin 1046 gesitlerinden 7 giinliik hipokotii

eksplantlarinin A. Rhizogenes hatlar1 ile inokiilasyonu sonucunda sacak kok olusum

12


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/lahana%20yaprak%20g%C3%BCvesi

yetenegine sahip transgenik bitkiler elde etmislerdir. inokiilasyondan sonra eksplantlan
ya 1sikta ya da karanlikta bekletmiglerdir. Transforme edilmis bitki verinin kdk ve
siirglinlerde opin analizi yapilmistir ve %7-31 arasinda transgenic pozitif bitki ispat
edilmistir. Elde edilen bitkilerin kanamisin igeren ortamda Npt-1l geni icerdigini tespit

etmek amaciyla seleksiyon yapilmistir.

Radke vd. (1992), B. campestris ssp. oleifera Tobin ve Emma ¢esitlerinde hipokotil
eksplantlar1 kullanarak rejenerasyon ve transformasyon denemeleri yapmislar ve
AgNO; ve 2,4-D’nin siirglin rejenerasyonunu artirdigini tespit etmiglerdir. A.
tumefaciens’in Npt-1l ve GUS genlerini tasiyan binary plazmidlerini iceren EHA 101
hattin1 transformasyonda kullanarak ii¢ haftada transgenik siirgiin elde etmislerdir.
Tobin ve Emma gesitlerinde transformasyon frekansini %1-9 olarak tespit etmislerdir.
En yilksek transformasyon frekansimi (%9) 10 mg/L kanamisin i¢eren ortamdan elde
etmiglerdir. Transformasyonu Npt-1I, GUS, Southern blot ve kanamisin’e dayaniklilik

testleri ile tespit etmislerdir.

Sharon E (1992), Transgenik Brassica rapa ssp. elde etmek icin, transformasyon ve
rejenerasyon prosediirleri bitkilerde izlenmistir. Rejenerasyon frekanslari, glimiis
nitratin muamele siiresiyle 2,4-D miktarinin ayarlanmasiyla arttirilmistir.  Gen
aktariminda neomisin fosfotransferaz geni (Npt-11) ve b-glukuronidaz geni (GUS) iceren
ikili plazmid tasiyan Agrobacterium tumefaciens’in EHA101 hatti kullanilmistir. B.
rapa cvs. iki c¢esidi olarak Tobin ve Emma’den alinan hipokotil eksplantlart
kullanilmistir. Inokiilasyona tabi tutulan hipokotil eksplantlarindan gen aktarimi
gerceklestirmek icin Ko-kiiltivasyonadan sonra 1i¢ ay seleksiyon ortaminda
bekletilmistir. Tobin ve Ema gesitleri i¢in transformasyon frekanslar1 %1-9 olarak tespit
edimistir. Gen aktarimin onay i¢in, Npt-11 dot blot testi, GUS florometrik testi, Southern

analizi ve ekspantlarin kanamisin direnclilik 6zelligi ayrica yapilmistir.

Gupta (1993), Brassica nigra (IC 257) igin bir Agrobacterium ikili vektoriiniin yani sira
bir plazmid vektoriiniin direckt DNA alimina dayali genetik transformasyon sistemleri
kurulmustur. Her iki vektor tiri de Npt-1l geni ve GUS geni tasidigi Agrobacterium

kullanilmistir. Transformasyon i¢in, hipokotil eksplantlar1 kullanilmistir. Eksplantlarin

13



%33’ {inden seleksiyon ortami iizerinde kallus iretilmistir.  Bunlarin hepsi
histokimyasal boyamada B-glukuronidaz genini eksprese ettigi goriilmiistiir. Fidelerin
hipokotil dokularindan izole edilen protoplastlar, Plazmid vektorii, VEG aracili vektor
ve DNA fiizerinde incelenmistir. Her ikisi de yontem kullanilarak verimli ¢ok sayida
kanamisine direngli bitkiler elde edilmistir ve transforme olanlara Southern blot analizi

ve GUS histokimyasal boyama ile teyit edilmistir.

Turgut vd. (1994), kolzanin Cobra ve Topaz c¢esitlerinde petiollii kotiledon eksplanti
kullanarak gen aktariminda etkili bir yontem bulmaya caligmistir. Seleksiyon ortaminda
10, 15, 20, 25 ve 30 mg/L kanamisin dozlarini1 kullandiginda 10 mg/LL km dozunun
yetersiz oldugunu, 20 mg/L km iizerindeki dozlarin ise rejenerasyonu tamamen
durdurdugunu, en iyi oraninin ise 15-20 mg/L oldugunu tespit etmistir. Onkogenik
yabani tip A. tumefaciens hatlar1 (C58, T37, A281, ACHS5, A6 ve A136NC) gen
aktarimi i¢in kullanilmigtir. Bunlardan yalnizca C58 yabani tip hattinin % 20 oranda
timor olusturdugunu belirtmistir. Onkogenik olmayan C58C1 (pGV3850) pBI121 hatt1

ile gen aktarimi ¢aligmalarinda ise istenilen basariya ulasilamadigi bildirilmistir.

Berthomieu vd. (1994), hem non-onkogenik hem de yabani tip A. tumefaciens hatlar
kullanilarak B. Oleracea-var. capiata’da transformasyon yontemi gelistirmeye
calismiglardir. Metodu, yabani tip A. tumefaciens hattinin bu bitkide siirglin timorii
olusturmasi temeline dayandirmiglardir. Transformantlar, GUS aktivitesinin
histokimyasal analizi ile belirlemislerdir. GUS pozitif olan bitkileri Southern analizi
yaparak bu bitkilerin, T-DNA tasidigin1 belirlemislerdir. inokiile ettikleri eksplantlardan

olusan 25 siirgiinden bir tanesinin transgenik oldugu tespit edilmistir.

Hong vd. (1997), kolza Westar ¢esidinin polen spesifik "polygalacturonase"
klonlarindan Stad44G’ye ait A647-bp 5’-flanking fragmentini, GUS marker geninin
oniine klonlamislardir. Daha sonra, A647-GUS genini A. tumefaciens araciligiyla kolza
bitkisine aktarmiglardir. Kotiledon eksplantlarin1 bir gece biiyiitiilen Agrobacterium
kiiltiirtine degdirip, ko-kiiltivasyon ortaminda ti¢ giin, daha sonra 500 mg/L karbenisilin
ilave edilen ortamda yedi giin bekletmislerdir. Ardindan eksplantlar 20 mg/L kanamisin

ilave edilen ortama aktarilmistir. Sta44/GUS ile kolzaya transformasyon basarisini %12
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olarak bulmuglardir. Transgenik aday bitkilerinden farkli devrede alinan 6rneklerinden
histokimyasal GUS analizi yapilmistir. GUS aktivitesinin sporogenezis safthasinda
gorilmedigini, ilk olarak, tomurcuk 2 mm iken gdzlendigini ve anter gelismesiyle

arttigini bildirmislerdir.

Mirici (2001), bu cgalismasinda bazi 6nemli olan kolza bitkisinin (Brassica napus L.
ssp. oleifera) g¢esitlerinin, siirglin rejenerasyonu icin petiollii tam kotiledon, 2/3
kotiledon ve hipokotil ayrica eksplantlarini kullanilmistir. Farkli oranda NAA, TDZ,
2,4-D, kinetin ve BAP eklenmis olan MS ortamda petiollli tam kotiledonun eksplantdan
en iyi oranla siirgiin rejenerasyonu iiretilmistir. 4.00 mg/L ve 2.00 mg/L BAP iceren
ortamda ise Spok ¢esidin i¢cin de %43.33 oranla siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir.
Hansen ile Spok ¢esidinde 2.00 mg/L NAA ve 0.50 mg/L BAP eklenmis olan MS
ortami iizerinde olgun olmayan embriyo eksplantlarina bakildiginda sirasiyla %55.00 -
%66.67 yiizdesinde adventif siirgiin rejenerasyon tespit edilmistir. Her 2 ¢esit icin olgun
olmayan embriyo rotalarinda %57.47 oraninda olgu olmayan kotiledon eksplant1 igin
%25.77 oraninda daha yiiksek siirglin rejenerasyonu olugmustur. Gen aktarim
caligmalarinda farkli non-onkogenik olan A. Rhizogenesis ile A. tumefaciens hatlari
araciligi ile Samsun g¢esidi i¢in yaprak diski eksplantlart kullanarak gen transferi
yapilmistir. Higromisin ve kanamisin antibiyotiklerine mukavim siirgiin olusturmus
olan eksplant orani agisindan, %100 olarak EHA 101 pRGG hpt, 15834 pRGG hpt ve
2260 35S GUS-INT, ayrica %95.00 ile 2260 AoPRi NEOI en ¢ok basarili hat
olmuslardir. Kolza ¢esitleri igin petiollii tam kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 igin A.
tumefaciens C58 ile A281 yabani olan hatlarina hassasiyetlerinin incelendigi de, bakteri
hattinin tiimor olusturmak i¢in yetenegi eksplant ve ¢eside gore degisiklik gostermistir.
Calismada, C58 bakteri hatti ile hipokotil eksplantlarina inokiile edildikten sonra timor
olusumu yiizdesi eksplantlarda test edilmistir. Cesitlere gore %20.00 ile %60.00
arasinda, petiollii tam kotiledon eksplanti i¢in de %20.00 ile %73.33 arasinda farklilik
gostermistir. Ayrica adventif siirgiin rejenerasyonu arastirmalarinda test edilmis
cesitlerde basarili olan Tarok, Spok, Quinta, Darmor, ve Helios ¢esitleri ile kiyasta
Westar ¢esidinde petiollii tam kotiledon eksplantinda pGV 2260 35S GUS-INT hatt1 ile
gen aktarimi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Kanamisine dayaniklilik gosteren siirgiin

olusturabilen eksplant oran1 g¢esitlerde %3.59 ile %19.20 arasinda degisiklik
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gostermistir. Bu calismada 174 transgenik aday olan bitki yetistirilmis olup, bunlarin
icinde sadece iki adet GUS Westar cesidinde pozitif bitki olarak bulunmustur.

Transformasyon ylizdesi bu ¢calismada %1.15 olarak rapor edilmistir.

Khan (2003), Brassica napus L.’tan (Cyclone, Dunkled, Oscar, Rainbow ve KS75)
olusan bes cesitte rejenerasyona yanit1 test edilmistir. Denemede Cyclone ¢esidi ¢ok
yiikksek rejenerasyon sikligt (%92) gostermistir. Tohumlarin sterilizasyonda giimiis
nitratin kullanimi rejenerasyonda olumlu etkilediginden dolay1 gerekli 6n uygulama
oldugu belirlenmistir. Calismada hipokotiller, yiiksek gecici GUS ekspresyonu
temelinde transformasyon deneyleri icin baslangi¢ materyali olarak segilmistir.
Eksplantlar, secilebilir isaretler olarak higromisine direng veren, kanamisin, higromisin
fosfotransferaz (HPT) genine diren¢ veren neomisin fosfotransferaz 11 (Npt-11) genini
iceren bir pIG121Hm ikili vektoriinii barindiran Agrobacterium EHA101 hatt1 ve (GUS)
geni ile birlikte kiiltiire alinmistir. Basarilt gen aktarimi i¢in birlikte yetistirildikten 7
glin sonra 6n se¢imi gereklidir. Kanamisine direng se¢imi igin en etkin segici kanamisin
miktarda maksimum transformasyonu etkinligi %24 olarak belirtilmistir. Yaprak
dokularinda GUS aktivitesi belirgindir. Tiim transgenik bitkiler, yabanct DNA’nin bitki

genomuna varligini teyit eden PCR analizi ile tespit edilmistir.

Cardoza (2003), verimli transgenik Brassica napus L. cv. Uretimi icin Westar
ceistlerinde, On uygulama zamani ve ortak kiiltiir siiresi olarak iki dnemli parametrenin
optimizasyonu ile bir protokol gelistirilmistir. Agrobacterium tumefaciens araciligiyla
gen aktariminda eksplant olarak hipokotil kullanilmigtir. Deneylerde, karnabahar
mozaik viriis 35S promotdriiniin yapict ifadesi altinda yesil fluoresan proteinin (GFP)
kodlayan genin iki varyant1 olarak hem GFP5-ER hem de eGFP kullanilmistir. 72 saat
on uygulama suresince beklettikten sonra Agrobacterium ile inokiilasyon islemi
yapilmistir ardindan 48 saat ko-kiiltivasyon siiresinin, transformasyon verimliliginde
artig saglamistir. Nitekim mGFP5-ER’de % 4 den % 25 %’e ve eGFP %17’den %25’e
doniigiim oran1 olmustur. Transgenik aday se¢imi 200 mg/L. kanamisinde yapilmistir.
%100 koklendirme kanamisin varliginda 10 g/L siikroz ve 0.5 mg/L IBA igeren ortamda
gerceklestirilmistir.
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Jonoubi (2005), Brassica napus’da kiiltiir kosullarinin modifikasyonu yoluyla siirgiin
rejenerasyonu ve Agrobacterium ile gen aktarimi ig¢in verimli bir sistem gelistirilmistir.
Hipokotil eksplantlarinin 7, 14 ve 21 giinliik yasindaki siirgiin rejenerasyonu igin farkli
konsantrasyonlarda benziladenin (1.5, 3.0 ve 4.5 mg/dm™) ve thidiazuron (0, 0.15 ve
0.30 mg/L) incelenmistir. Maksimum siirglin rejenerasyon frekanst 21 giinliik
eksplantlarda, 4.5 mg/L benziladenin ile 0.3 mg/L. TDZ kullanilarak elde edilmistir. Bu
kombinasyon ve kiiltiir kosullarinda, en yliksek siirgiin rejenerasyon frekansi yiizdesi
%200 olmustur. Ayrica seleksiyon ortaminda yetistirilen Agrobacterium ile enfekte
edilmis eksplantlarin %11.8 oraninda transgenik siirglinlere neden olmustur. 2 mg/L
indol biitirik asit ve 10 mg/LL kanamisin igeren ortamda koklendirme yapilmistir.
Koklenen bitkiler toprakta basariyla aktarilmis ve verimli ¢igekler ve canli tohumlar
gelistirilmistir. Transformasyon ic¢in sonuglar GUS testi ve PCR Analiz ile teyit

edilmistir.

Hensel vd. (2008), arpa, bugday ve tiritikale bitkilerinde olgunlasmis embriyo eksen
eksplantlari, LBA4404 susunu igeren binari pSB187 vektor (CaMV  35S-
promoteri) bakteri hatti ile inokiilasyon yapmislardir. Daha sonra ise embriyo
eksplantlarin alip, arpa i¢cin BCIM ortamda, bugdayda WCIM ortaminda ve tiritikalede
BCIM ortaminda kallus elde edilmistir. Denemede MS (mineral salt) besi ortami
kullanilmistir. 8 hafta boyunca bitkicikler vernalizasyon odasinda 4oC’de 8§ saat 151k ve
16 saat karanlik kosullar altinda bekletilmis ve daha sonra saksilara aktarilmistir. Sonug
olarak arpada %86, bugdayda %10 ve tiritikalede %4 oranlarda transgenik bitkiler elde

edilmistir.

Wu vd. (2008), calismalarinda ekmeklik bugday bitkisinde Agrobacterium araciligiyla
transformasyon protokolii gelistirmislerdir. Denemede uidA (f-glukuronidaz) geni
iceren pAL156 plazmidi kullanmislardir. Denemede embriyo eksplanti  ve
transformasyonda acetosyringone ve Silwet-L77 iceren inokilasyon tamponu
kullanmiglardi.  Transformasyonu gerceklesen 44 bitkide normal morfoloji
izlenmislerdir. Transformasyonun frekansini % 0.3 - % 3.3 arasinda degismistir. Marker
genin varlig1 ifadesi transgenik bugday bitkilerinde molekiiler analizi sonucunda

genoma entegre edildigi belirlenmistir.
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Shireen vd. (2009), c¢alismalarinda, ekmekli bugday bitkisinde Agrobacterium
kullanarak gen aktarimini gergeklestirmislerdir. Denemede uidA (5-glukuronidaz) geni
aktarmislardi ve uidA genin aktivitesinin belirlenmesinde MUG (histochemical ve
fluorometric) yonteminde yararlanmislardi. Aday trasgenik bitkileri PCR ve dogrudan
yapraklara herbisit puskirtmesi ile test edilmistir. Transformasyon frekansi %0.2 - 5.1

arasinda degismistir.

Song G. (2012), Rutabaga (Brassica napus var. Napobrassica) ¢esidinin "American
Purple Top Yellow" ‘in genetik transformasyonu igin etkili bir protokol, gen aktarimi ve
bitki rejenerasyonu etkileyen birka¢ faktorii optimize ederek gelistirmistir. Kanola’dan
adapte edilen iki agsamal1 bir rejenerasyon protokolii, hipokotil eksplantlar kullanilarak
rejenerasyonu i¢in optimize edilmistir. Histokimyasal B-glukuronidaz (GUS) analizleri
ile izlenen gecici ifade ¢alismalari, Agrobacterium tumefaciens tird, kokdltivasyon
stiresi ve kokiiltivasyon ortami dahil olmak tiizere ¢esitli faktorlerin gen dagitimini
etkiledigini gosterilmistir. Kararli transformasyon i¢in, 6nceden kiiltiirlenmis hipokotil
eksplantlar, 16 saatlik bir 151k periyodu altinda 6 giin bekletilmistir. 100 pM
acetosyringone iceren kallus indiiksiyon ortami {izerine konulmustur. Gen aktarilmig
hiicrelerin se¢imi ve rejenerasyonu igin seleksiyon ortamina 50 mg/L kanamisin ve 250
mg/L  timentin eklenmistir. Bu protokoli kullanarak, GUS- ve PCR-pozitif
transformantlar, 3 ila 5 ay sonra i¢ Agrobacterium susunun her biriyle inokiile edilen %
3.2 ila %4.2 hipokotil eksplanttan elde edilmistir. Cogu transformant normal fenotip
gOstermistir.  Southern  blot analizi, Ty bitkilerinde gusA transgenin stabil

entegrasyonunu teyit etmistir.

Manfroi vd. (2015), A. tumefaciens yoluyla bugdaya gen aktariminin diisiik gen frekansi
ana sinirlayici faktorlerden biridir. Enfeksiyondan sonra T-DNA ulastirmasi ve eksplant
rejenerasyon igin daha elverigli sartlar belirlemek igin, bir ¢alisma yapilmistir.
Calismada iki Brezilyali ¢esidi (BR 18 Terena ve PF-020037)’nin olgunlasmamis
embriyolar kullanilarak inokiilasyon ve ko-kiiltivasyon ortaminin sicakliklarda
acetosyringone konsantrasyonu ve pH degisiminin kombinasyonlari incelenmistir. PF-
020.037). uidA gegici ekspresyonu gore, T-DNA nakli i¢in en uygun kosullarin ko-
koltivasyon i¢in 22 °C sicaklikta ve 25 °C ve 400 M acetosyringone takviyesi ile
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birlikte, pH ise 5.0 -5.4 olan ortam da sonuglar elde edilmistir. Bu kosullar,
embriyolarin %81 mavi renk ile sonuglandirmistir. Ko-koltivasyon siresinde daha
asidik pH’ya sahip bir ortamda A. tumefaciens fazla blylmesini azaltarak eksplant

rejenerasyonunu iyilestirmistir.

Teras (2015), Haploidler ve ¢ift katli haploidler (Brassica ssp.) anter veya izole edilmis
mikroskop Kdltarleri kullanarak dretildi. 1982°den bu yana, Lichter izole bir mikro
serme kiiltiirii yontemi gelistirdiginde, bu teknik siirekli gelistirilmis ve modifiye
edilmistir. Brassica napus’un Haploids ve DH genetik olarak genetik, niceliksel nitelik
lokusunun yeri, markor/6zellik iliskilendirme c¢alismalart ve genomik gibi
calismalarinda kullanilmistir. Ayrica, kolza haploidi indiiksiyon teknigi, mutasyona,
melez ¢esitlerin yetistirilmesine, genetik doniisiime ve B. napus’un yeniden sentezi gibi
birka¢ yeni yetistirme kazanimina olanak taniyan diger cesitli bitki biyoteknolojik
teknikleriyle kolayca birlestirilebilir. Kolza da in vitro androjenezinin gelistirilmesi ve
tyilestirilmesi DH popiilasyonlarinin genis ¢apta elde edilmesine izin vermistir.
Gilintimiizde DH hatlar1, nicelik 6zelliklerinin genetik analizinde ve ¢evrenin tohum
verimi ve kalitesi lizerindeki etkisinde kullanilmaktadir. Su anda DH teknolojisi daha
verimli hale geldi ve bu nedenle kislik yagli tohuma yetistiriciliginde yaygin olarak
uygulanabilir. Buna ek olarak, DH teknolojisi, yeni c¢esitlerin yetistirilmesi siirecini
kisaltmak i¢in kullanilir. A¢ik dollenen B. napus cv. Monolit (Bitki Islah1 Strzelce Ltd.,
Co.), DH teknolojisi kullanilarak elde edilen ilk Polonya kislik kolza ¢esididir. Bu
¢esidin 1slah dongiisii, klasik bir 1slah programina kiyaslayanda yaklagik dort yil kisadir.
DH teknolojisi kullanilarak elde edilen ikinci Polonyali ¢esit, cv. Brendy (Bitki Islahi
Smolice Ltd., Co.) benzer kisa bir siirede gelistirildi. Kolzanin yeni melez ¢esitlerinin
yetistirilmesinde homozigot restorator hatlar1 da istifade edilmistir. Temel
aragtirmalarimiz, kolzanin kalitatif O6zelliklerini gelistirmeye odaklanan kolza DH
teknolojisi kullanmis ve burada, Poznan’daki Ulusal Arastirma Enstitiisii - Bitki Islah1

ve Uyumlastirma Enstitiisii’'nde yapilan biiyiik arastirmalara dayanarak sunulmustur.
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2.3 Gama lsimm Bitkilerinde Etkisi Uzerine Yapilan Calismalar

2.3.1 Gama isinlari

Ilk kez, Paul Villard isimli Fransiz fizik¢i/kimyager radyum ile ¢alismasinda gama
fotonlarim1 fark etti. Paul Villard’in bu fark ettigi fotonlar i¢in gama 1smimi veya
“Rutherford” ismini vermistir. Bu I' 1ginlarinin esas kaynagini atom ¢ekirdegi oldugunu
belirtmislerdir. Bilindigi gibi Gama (y) 1sinlart genel olarak atom parcaciklarin
etkilesimi neticesinde kaynaklanan ve belirli titresim sayisina haiz olan bir
"elektromiknatissal” 1sindir. Uzayda gergeklesen bu ¢ekirdeksel tepkimelerin
neticesinde olusturulmaktadir. Cekirdegin kararli halinde oldugunda bir alfa (o)) veya bir
beta (B) parcacigi olarak ¢ikarttiktan hemen sonra genellikle bozulabilir. Fazla kalmis
olan gekirdek enerjisi ise bir elektromanyetik radyasyon seklinde yaymlanmaktadir. T’
ve B 1sinlarindan ¢ok daha yiiksek enerjiye sahip olan ve dolayisiyla daha da girici
isinlar olmuslardir. x ile y 1sinlar1 maddenin i¢ine niifuz edebilme bakimindan o ve 3
parcaciklarindan ¢ok daha kabiliyetleri olmasina karsin iyonlagmaya neden olma etkileri

cok daha diistiktiir.

Gama 1sinlari, elektromanyetik spektrumdaki bagka elektromiknatissal 1ginlar1 arasinda
en liist ve yiiksek titresim sayisina sahipken, en diisiik dalga boyuna ve ayrica en yiiksek
enerji seviyesine sahiptirler. Diger 1sinlara bakildiginda 6rnegin o 1smnlar1 ¢ok az
santimetre  kalinligt  olan  kursun levhasinda yalmiz belli bir bdliim

durdurulabilmektedirler (Krane 1987).

2.3.2 Radyasyon dozu

Gama 1511 tek bir fotonu goziikebilen bir 151k fotonundan 1 milyar kat ¢ok daha
enerjilidir. Normal 15181n insan yanagina dokunan bir tiy gibi farz edilirse, gama 1511
bir mermi gibi diisiiniilebilir. Gama’nin yliksek enerjisi sebebiyle maddenin i¢ine dogru
yol alabilir, ayn1 zamanda 151k hiz1 ile yayilabilen, gazlarin da iyonlastiric1 6zelliklerini

de sahip olduklar1 i¢in yiksek enerji seviyesi sebebiyle yasayan hiicrelere ¢cok dnemli
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bir bigimde zarar verebilecek 6zelligi tasimaktadirlar.

Hedef olan kitlenin tarafindan, belirli bir zamanda, sogurulmus olan radyasyon 1sininin
dozu canlilarda bazi biyolojik hasarlarin olusumuna sebebiyet vermektedir. Biyolojik
hasar veya etki radyasyon kaynaginin tipine, iyonlastirma, enerjisine, radyasyon 1sinina
maruz kalma muddetine, yetenegine, biyolojik canlinin 151 kaynagina goére oldugu
mesafesine ve radyasyon carpma suresine baglidir. Belirli bir strede ve miktarin
radyasyon dozuna maruz kalan canlilarda birtakim zararli etkilerin ortaya ¢ikmasindan
dolay1r eger yeterli Onlemler alinllmazsa kaginilmazdir. Radyasyonun etkisinin
biyiikliigiin nedenleri, radyasyonun gesidine, ayn1 zamanda sogurulmanin miktari ve
hizi ile anlagilir. TOm faktdrlerin bilindigi zamanda, canli ve cansiz maddelerin (izerinde

birakabilecegi radyasyonun etkisi hesaplanabilir. (Lombardi 2007).

2.3.3 Radyasyonun hicreye etkisi

Radyasyonun, hiicre icindeki diger molekiillerle, atom ve bilhassa da su ile karsilikli
etkilesimi olan 6nemli elemanlara varip, zarar verici serbest olan radikalleri olusturur.
Radyasyon, genelde pektinlerin buyiik oranda bozulmasina sebep olmaktadir. Bu etki
dokularmn yapisinda yumusaya ve ayrica hucrelerin birbiriyle olan bagin kirilmasi, su
icinde c¢ozunebilen pektinlerin artisina baglidir. Membranin yapisinin  bozulmast,
radyasyon nedeniyle olusmus serbest olan radikallerin tarafindan fosfolipidlerin

esterlesmemesi sonucu meydana gelmektedir (Voisine vd. 1993).

Sitoplazma iginde radyasyon etkisine duyarliligi en fazla olan organel mitokondridir.
Canli bir organizma da farkli dokular bulunmakta dolaysiyla radyasyona degisik
derecede duyarlhilik gosterirler. Radyasyonun yiliksek dozlari hiicre seviyesindeki en
bariz etkilerinden biri, hiicre biiyiimesi i¢in yaptig1 baskilamadir. Ozellikle hicrenin
bolinme esnasinda radyasyona tabi tutulan hiicrelerde blyime slreci kesintiye ugrar.
Bu durum hiicreyi olusturan organlar olarak gekirdek ve bilhassa bélinme durumundaki
kromozomlar, radyasyona ¢ok fazla duyarlidirlar. Radyasyon hicredeki kromozomlarin
kivrilmasina, kenetlenmesine, kirilmasina ve birbirine yapigsmasma Yol acabilir.

Kromozomda olusan kiriklar tekrardan organize ve onarilabilir, ayni kalabilir veya
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bagka bir kromozoma yapisip, birlesebilir. Btun bu sebeplerden dolayr mutasyon
meydana gelebilir veya hiicrenin 6liimii gerg¢eklesebilir (Gorpe ve Cantez 1992).

Radyasyonun iyonlastiriciligi bir canlinin vicudunda biyolojik degisiklik ortaya
cikarabilmesi icin radyasyonun enerjisi hicrenin tarafindan igine sogurulmasi
gerekmektedir. Sogurma sonucunda hedef molekillerde uyarilmalar ve iyonlagma
yapilir. Gergeklesen bu fiziksel etkilesim neticesinde ileriye doniik biyolojik hasarlarin
baglamasinda roli olan iyonlagmalar, hiicrede kimyasal toksin maddelerin
salgilanmasimma ve DNA zincirlerinde olusan kirilmalara neden olabilir. Hasar ¢ok
degilse DNA’da ortaya ¢ikan kirilmalar bazen onarilabilir. Ancak kimi kirilmalarda
DNA onarim siresinde de hatalar olusup, yanlis diziler olan kromozomlar olusabilir.
Hasarli bir DNA yapist diizgiin onarilmadigi durunda hiicre de koti calisan
metabolizma ya sag kalacak veya dlmiistiir. Cok diisiik dozlarin siddeti, hiz1 ve enerjisi
az oldugunda sadece hiicrenin duvarina ve i¢ organlarina 6zellikle ¢ekirdek ve organel
mitokondriyi etkilemedigi takdirde radyasyonun yizeysel etkisi olumlu olabilecek
varsayimi  disiiniilebilir. Radyasyonun bitki dokularinda hormesis etkisinin gen
aktariminda etkisi bu tez kapsaminda ana fikir olarak diisliniilmiistiir dolayisiyla gen
aktarim frekansimi artirmak amaciyla ¢aligmalar yapilmistir. Literatiirde gama i1sinin
bitkilerde yarattigi etkiler ve bitki dokularmin tepkileri degisik yonlerde asagida

verilmistir.

Celik (1991), bu arastirma, Semu 209/82 RH ve Tower gesitlerine 5 farkli doz
seviyesinde (5, 15, 20, 30, 40 krad) Kobalt 60 (Co®) kaynagindan uygulanan y s,
bitkilerde ortaya ¢ikardigi degisimleri incelememistir. M; jenerasyonunda farkli 1sin
dozlarinin, dikkate alinan Ozellikler {izerinde yiiksek seviyelere ulasan etkileri
olmamistir. Ancak populasyonda, ciceklenme ve olgunlagma tarihleri arasinda gegen
sirenin kisaldigi ve dolayisiyla y 1sm1 ile erkenciligin uyarildigi belirlenmistir.
Incelenen M; jenerasyonunda biitiin dozlarda kapsiildeki tohum sayisinda diisiis
olmustur. Ilging bir durumda, 40 krad 1sinlamada ii¢ bolmeli kapsiil morfolojisi ile
dikkat ¢ekmistir. Bitkilerde tohum renginde de genis bir varyasyon gozlenmistir. Farkli
v 151n dozlari, hasatta yasayan bitki sayis1 tizerinde 6nemli bir etkiye neden olmamustir.

Bunun yam sira yiikselen doz seviyelerinde steril bitki sayisinda artig varsa da énemli
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diizey de degildir. Bu denemede bitkide tohum verimi, ¢ikan bitki sayisi, ana saptaki
kapsiil sayisi, bitki boyu, anasapa bagli yandal sayis1 gibi incelenen ozelliklerde 6nemli
degisim kaydedilmemistir. Ancak denemede bazi degisimlerin hormesis olayina dayali

olabilecegi diistintilmiistiir.

Cavus (1994), bu arastirmada; Tower ve Semu 209/82 RH yazlik kolza gesitlerine 5 (5,
15, 20, 30, 40 krad) farkli doz kullanarak y isinmnin bitkilerde ortaya ¢ikardigi
degisimler incelenmistir. M- jenerasyonunda farkli y 1sin dozlarmin dikkate alinan
ozelliklerin birgogunda olumlu ydnde degisim ortaya ¢ikardigi gozlenmistir. Ozellikle
onemli bir kriter olan ¢igeklenme baglangici giin sayis1 bakimindan uygulanan dozlarla
kontrol bitkiye gore erken ¢igek agan hatlar elde edilmistir. Anasaptaki kapsiil sayisi
bakimindan uygulanan y 1s1n dozlarinin 6zellikle Tower ¢esidi {izerinde olumlu yonde
uyarici etkisinin oldugunu, Semu 209/82 RH cesidinde ise dozlara bagl olarak belirgin
bir etkinin goriilmedigi belirlenmistir. Kapsiildeki tohum sayisi, bitki bagina tohum
verimi ve toplam verim bakimindan her iki ¢esitte de uygulanan vy 1sin dozlarinin olumlu
etkisi gozlenirken ayni1 dozlar hasatta yasayan bitki sayis1 lizerinde kontrole gore artan
bir etki yaratmis ancak en yliksek doz uygulamasi olan 40 4R’lik dozda kontrole gore
bir azalma olmustur. Yapilan seleksiyon sonucu basta erkenci ve tohum verimi yiiksek
olan ¢ok sayida hat ML ve daha sonraki jenerasyonlarda tekrar denenmek (zere

ayrilmistir.

Dayanir (1996), bu arastirmada, Tower ve Semu 209/82 RH yazlik iki kolza gesidi
kullanilmistir. Her iki ¢eside de bes (5, 15, 20, 30 ve 40 krad) farkli doz seviyesinde
1s1n uygulanmis ve bitkilerde olusturdugu degisimler incelenmistir. Mb jenerasyonunda
v 1s1n dozlarinin incelenen 6zelliklerinin birgogunda olumlu yonde degisim olusturdugu
belirlenmistir. Ozellikle 6nemli bir kriter olan ciceklenme baslangici giin sayisi
bakimindan uygulanan dozlarda kontrol bitkiye gore erken c¢icek acan hatlar
bulunmustur. Ayrica kapsiil sayis1 bakimindan uygulanan y 1s1n dozlarinin 6zellikle
Tower ¢esidinde olumlu yonde etkisi belirlenirken, Semu 209/82 RH ¢esidinde bu etki
gorilmemistir. Kapsiil sayis1 toplam verim ve bin tohum agirligi bakimindan vy 1sin

dozlarinin olumlu etkisi goézlenirken, ayni dozlarda kontrole goére artan bir etki
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olmustur. Yapilan seleksiyon sonucunda basta erkenci ve tohum verimi ylksek birkag

hat M. jenerasyonuna ayrilmistir.

Arslan vd. (1998), bu ¢alismada ketenin sar1 85 (Linum usitatissimum L.) g¢esidinin
tohumlar1 5 farkli doz olarak 10, 20, 30, 40 ve 50 kRad Gama radyasyonu ile
isinlanmistir. Kontrol bitki ile kiyasta radyasyonun M; jenerasyonuna ait bitki boyunda
20 kRad doz, bin tohum agirliginda 30 ve 40 kRad dozlarinda, yag oran1 30 kRad, bitki
basina kapsul sayis1 50 kRad dozu ve kapsuldeki tohum sayisinda 20 kRad dozu verim
ogeleri tizerindeki etkili olduklar1 belirtilmistir. Genellikle radyasyonun diisiik dozlari,

yuksek dozlara oranla daha fazla etkili oldugu rapor edilmistir.

Akiner (1999), calismada, bugdayin makarnalik ¢esidi olan "Sorgiil" tohumlarina 6
farkli doz olarak 50, 100, 150, 200, 250 ile 300 Gy’lik y radyasyonun etkisi Mi
bitkilerinde tarlada ve sera da ve M, bitkileri icinde tarlada kiiltiire alinip ve gozlemler
icinde yurutilmustiir. M, bitkilerinde basakta bulunan tane agirligina, basakcik sayisina
ve bagakta tane sayisinin Ozelliklerine y radyasyonunun farkli dozlarmin o6nemli
etkilerin oldugunu tespit etmislerdir. y radyasyonu dozlari artisiyla paralel bir sekilde
M; bitkileri icin basaklanma zamani uzadiginda, incelenen dbir karakterlere ait degerler
icin distisler oldugun belirtilmistir. Doz artis1t M bitkileri igin klorofil de mutasyonlarin

onemli oranda arttigini rapor etmislerdir.

Charbaji ve Nabulsi (1999), calismada, asmaya ait iki ¢esidin Cabernet ve Helwani
ayrica iki anacin olarak 3309 ve R.99 surgunlerinin tek bogum ve uglarin1 eksplant
olarak 4 farkli gama olarak 0, 2, 5 ve 7 Gy dozlar ile 1sinladiktan sonra DSD1 ortami
icinde 60 gln slrede kiiltiire almislardir. Calismada, 7 Gy’lik dozu her iki gesitte stirgiin
uzunlugu ve 5 Gy’lik dozunda Helwani g¢esidi ile her iki anacta bitkilerde kok
sayisinda artig bildirmislerdir. Asmanin iki ¢esidinde de 7 ve 2 Gy’lik dozlar ile yapilan
isinlama kok uzunluguna, 1sinlanmamis olan kontrole kiyasta 6nemli 6lglde yuksek
olmustur. 5 Gy’lik y dozu R.99 anaginda kuru agirlikta artis varken, Cabernet ve
Helwani cesitlerinde de benzer etkiler 7 ve 2 Gy’lik dozlar i¢in gozlenmistir. Ayrica 5
ve 7 Gy’lik dozlar icin de bitkilerde yapraklarin sayilari 1sinlanmamis olan kontrole
gore artis rapor edilmistir.
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Nagata vd. (1999), ¢alismada, radyasyonun iyonlastirict olarak yuksek olan dozlarinin
bitkilerde enzim aktivitesin de baslatma, etilen {iretimi igin yiikkselme solunumda artis ve
bazi proteinlerin birikimi gibi benzer fizyolojik farkliklara neden oldugu belirtmislerdir.
Ayrica, DNA, membranlar, ve hiicre duvarlar1 gibi benzeri hicresel bir makro
molekillin radyasyonun iyonlastirict 6zelliginden dolayr biyokimyasal ve fiziksel

olarak 6nemli 6l¢tde etkilendiklerini belirtmislerdir.

Oktem vd. (1999), bu ¢alismada, bugdaym ekmeklik olarak Atay ve makarnalik olarak
Cakmak ¢esitlerinin olgunlagmis embriyolarina partikiil bombardimani ile gen transferi
yaptiklart bu ¢alismalarinda pBSGUSINT plazmidine bir kalsiyum nitrat yontemi
kullanarak ungsten partikullerine baglamiglardir. Arastirmada, olgun embriyolara
degisik basing ve hem de hazne vakumlari ile bombardiman uygulamislar, eksplantlar
24 saat bombardimandan sonra ya da embriyolar ¢cimlenmesinin 7. gini GUS Analizi
yapmislardir. Yapilan bombardiman embriyolarin %80’in igin bu 7 giinliik gelisen

embriyolarin fideleri GUS testine olumlu yanitlar1 goriilmiistiir.

Sayar vd. (1999), bu calismada, bugday gesitlerinde diploid, tetraploid ayrica
hekzaploid olan endosperm destekli olgunlasmis embriyo tekniginiyle, tane de iriligin
kallus olusumu igin etkisini aragtirmiglardir. Bu bugday ¢esitlerinin tohumlar1 biyuk ve
kicik olarak ayirmiglar ve yuzey sterilizasyonundan sonra endosperin hafifce ayirilip,
daha sonra 8 mg/L 2,4-D eklenmis sivi ortam i¢inde kallus olusturmu saglanmis olmasi
ve MSO0 ortaminda rejenerasyon kiiltiire alinmistir. Denemede tum genotipler igin buylk
taneler, kiiclk tanelerden kallus olusturmak igin frekansi, kallusun agirligi, rejenerasyon
orani ve kiiltiir olusturma yetenegi 6nemli dlgiide yiiksek degerlere sahip oldugu tohum
ile kallus agirligi igin (r = 0,86) ve rejenerasyon orani ile kallus agirligr igin (r = 0,85)
ve aralarinda 6nemli iliskinin oldugu da buylk taneli olan bugdaylarda endospermli
embriyo teknigi ile kullanilarak yiiksek seviyede rejenere olan kallus elde edilmistir. Bu
sebeple bu teknigin olgun olmayan embriyolara bir alternatif olarak calismalara

sunulmustur.

Al-Safadi vd. (2000), ¢alismada, patatesin 3 farkli ¢esidine 4 farkli doz olarak (2.5,
5 10 ve 15 Gy) y radyasyonu in vitro’da mikroyumru olusumu igin etkilerini
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aragtirmiglardir. Diisiik y radyasyonunun dozlart hem in vivo ve hem in vitro’da bitki
gelisimi i¢in tesvik ettigini de bildirmislerdir. Radyasyonun diisiik dozlar1 bir tesvik
edici olarak etkilerinde, meyveler icin erken olgunlasma ve meyvelerin agirliginda olan
artis ve ayrica tohumlarda yuksek cimlenme gibi bu 0Ozellikleri gostermistir.
Arastiricilar; y radyasyonun diisiik dozlar tesvik edici bir etkisinin de doku kultlrd icin
gozlendigini, fasulyede bitkisinde doku kiltirinin gelisimin de artisi, tiitiin i¢in doku
kilturiinde hicre degisikligini tesvik ettigini ve havucta rejenerasyonunda hizlanma ve

ayrica patates i¢in mikroyumru olusumunda artisa neden oldugunu vurgulamiglardir.

Doonan (2000), ¢alismada, mutasyona ugramis olan birka¢ genin hiicre bolinmesi ile
gelismesini etkiledigi dogrultuda rapor etmistir. Bunun icin, yiksek doz y radyasyonu
kullandiginda tahillarda hicrenin bélinmesinde bir durdurma oldugu, morfolojik olarak
bilinen yapraklarin olugsmasin da artan bir hiicre genislemesiyle saglanabilmektedir.

Gelisen bu yapraklar az sayida olup; miinhasiran blyuk hiicreleri icerdigi belirtilmistir.

Onde vd. (2001), calismada, partikiil bombardimani metoduyla korunga kotiledon
ekspantlarina pBlI221.23 plazmidini aktardiklar1 denemelerde, gecici GUS analizi
gozlemislerdir. 1350 ve 1100 psi basing, 9 ve 6 cm olarak atis mesafesinde, 1 pm ile 1.6
pm capa sahip olan altin partikiilleri de kullanmslar, 48 ile 120 saat bombardimandan
sonra GUS Analizi yapmislardir. Neticede, 1350 psi olan basing ve 6 cm olarak atis
mesafesin de basariya ulagmis, 1 pm ¢apli olan altin partikiilleri istifade edilip, 48.
saatte yapilan GUS testinden en yiiksek sonuglar alinmigtir. Mikroskop g6zlemlerinde,
altin olan partikullerinin bir ¢cogunun epidermal olan hiicre katmaninda oldugu; ancak,

sub-epidermal tabakada %21’den daha da az bir kisminin gegebildigi belirtilmistir.

Budak ve Yildirirm (2002), bu ¢alismada, bugdaymn “Kunduru” ve “Ege 88" makarnalik
¢esidinin tohumlar1 5 farkli doz olarak 50, 100, 150, 200 ve 250 Gy y radyasyonu
kullanmigtir. Her jenerasyon icin parsel verimi, bin tanede agirlik, basaklanma tarihi,
bitki boyu ve tanenin protein igerigi arastirilmigtir. Denemede, Ege 88 ¢esidin de
mutantlarinda tane verimi ve Kunduru ¢esidi i¢in mutantlar1 daha ylksek, ancak protein
iceriginde diisiis oldugu da bildirmislerdir. Kunduru ¢esidine ait olan tane verimi igin

250 Gy’li y radyasyonu kontrolden daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
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Kovacs ve Keresztes (2002), calismada, radyasyonun iyonlastirict ve biyolojik
materyallerin tarafindan soguruldu zaman, klorofil sentezini 6nedigini, hiicre igindeki
kritik olan noktalarin etkiledigini bildirmisler. Arastirmada, hiicrede radyasyonun etkisi
atom, molekdllerle ayrica dzellikle suyla karsilikli bir etkilesime ile dnemli elemanlara
ulasip, zarar verebilecek serbest radikalleri olusturmaktadir. Radyasyonun bu denli
etkisi vejetatif hucrelerde hem de %80’nini sitoplazmada da suyun olusturdugunun
onemli oldugu da vurgulamislardir. Hiicrede morfolojik degisimlerin, degisik doku ile
hicrelerin  kimyasal ve biyolojik degisimlerinden kaynaklandigi bu ¢alismada,
radyasyonun pektinlerin blyiuk derecede bozulmasina sebep oldugunu; dokulardaki
olusmus yumusamanin Ve hticrelerin birbiriyle bagmin kirilmasi suda ¢oziinebilen bu

pektinlerin arttigindan kaynaklandigini belirtmislerdir.

Lage vd. (2002), ¢alismada, radyasyon ile bitki hormonlarinda ve sentezlerini olumsuz
olarak etkiledigini; 1sinlanmis olan hiicrelerin biiylime uyaricisi maddelere karsi
duyarliligin1 azalttig1 yonde; isoperoksidazlarin hem dayanikliligi hem de yaralanmaya
olan tepki gostergesi icin bitki fizyolojisinde ¢ok 6nemli rol oynadigi enzimlerden
oldugunu belirtmislerdir. Radyasyon tatli patates bitkisinin bogum segmentleri, stirglin

ve kok olusturulmasi i¢in doza bagh diisiisler gosterebildigini bildirmislerdir.

Hyun vd. (2003), calismada, celtik bitkisinde azetidine-2-carboxylic acid “AZCA”
dayanimin1 yukseltmek icin in vitro kaltirinde mutagenesisten yararlanmiglardir.
Kalluslar 5 farkli doz olarak 30, 50, 70, 90 ve 120 Gy dozlara tabi tutulmustur.
Isinlanmis olan 50 ve 70 Gy’lik dozlar1 kalluslarda 6énemli dlgcide AZCA dayanimi
goriilmiistiir. AZCA’da ile segilen 1sinlanmis olan kalluslarin 1sinlanmayanlara nazaran
tuza daha tolerans gosterdikleri saptanmigtir. Ayrica mutasyon uygulamasindan dolay1
yiiksek ozmotik basinca karsit dayaniklilik saglamistir. Caligmada serbest olan prolin
seviyesi, AZCA’ya dayaniklilik gosteren hiicreler hattinda kontrolle kiyasta 3.5 kat artis
gozlemlenmistir. In vitro’da mutagenesis yolu ile yiiksek prolinli hiicre hatlarin da
secimi basarili bir sekilde olmustur. Ayrica geltik i¢in bu yontemin kullanimi Strese

tolerans gosteren ¢esitlerin gelistirilmesini saglaya bilecegini belirtmiglerdir.
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Hyun vd. (2003), arastirmada, in vitro da tuza tolerans gosteren celtik gelistirmek
amaciyla y radyasyonu kullanmistir. Tuza toleransh geltik hatlar1 yiiksek bitki boyu ile
kok sayisi ve kOk uzunlugu gibi bazi karakterler dikkate alinmis ve seg¢mislerdir.
Kontrolleri ile kiyaslandigi zaman, mutant hatlarda alkol ve a-amilaz dehidrogenaz’in
aktivitelerinde 6nemli Olctde artislar goriilmiistiir. Mutantlar da canli kalma agisindan
yiiksek degerlere sahip ve tuz stresine karsi dayanikli olmustur. Tuz stresinin kosullar
icinde, bitki hicrelerine ihtiyac olan, serbest prolin seviyesinde énemli bir artis oldugu
ve bunun icgin enzimler ve hiicre zarn yapisiin korunmasinda ¢ok etkili oldugu da

belirtilmistir.

Adu-Dapaah ve Sangwan (2004), calismada, yerfistiginda y radyasyonunun yuksek bir
genetik varyasyona sebep oldugunu ve hem de verimi artirmak amaciyla

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Nagata vd. (1999), arastirmada Arabidopsis thaliana bitkisinin y radyasyonuna tabi
tutulmus, kok hicrelerin de radyal gelismesi ile kilcal kokler de uzama gézlenmistir. y
radyasyonu sebebiyle kokte olugsmus olan hem morfolojik degisiklikler hem de suyun
hidrolizi olmasiyla ortaya ¢ikan daha aktif oksijen tirleri nedeniyle artan etilen

Uretimine sebep oldugunu belirtmiglerdir.

Oztirk (2001), bu calisma, Tribolium confusum (kirma bitinin) larva, pupa ve ergin
bireylerinin biyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (izerine malathion ve y radyasyonunun
etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bunun i¢in s6z konusu faktorlerin etkisi
altinda, bocegin 6liim oranlari, DNaz ve SOD aktiviteleri, protein miktarlar1 ve protein
fraksiyonlar1 arastirtlmistir. Malathionun doz artisina bagli olarak T. confusum larva ve
erginlerinin 6liim oranlarinda artig goriilmiistiir. ['T radyasyonu uygulanmis erginlerde
de ayni durum goriilmistiir. Malathion uygulanmis bireylerde, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda doz artisina bagli olarak, DNaz aktivitesinde ve protein miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir Larvalara uygulanan y 1sinlar
etkisi ile pupa doneminde, kontrol grubuna kiyasla DNaz aktivitesinde artis, protein
miktarinda ise azalma gozlenmistir. Malathion uygulanmis erginlerde SOD

aktivitesinde zamana ve doza baglh olarak artis gozlenmistir. SDS-PAGE yontemi ile
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bocegin farkli gelisim evrelerinde, bazi protein fraksiyonlarmin farkli oldugu, ergin
donemde larva ve pupaya oranla protein g¢esidinin daha fazla oldugu gozlenmistir.
Larvalara uygulanan malathion etkisi ile ergin doneminde, protein fraksiyonlarinda doza

bagli olarak, diizenli bir degisiklik gézlenmemistir.

Sarsu (2003), arastirmasinin amaci degisik dozlarda uygulanmis olan y 1sinlanma,
kolzanin kislik iki (Brassica napus ssp. olifera) ¢esitlerinde hem Mi hem de M2
bitkilerine etkisini belirlenmistir. Bu amagla; Cascade ve Hansen kolza ¢esitlerinin
tohumlan 400, 600, 800, 1000 ve 1200 Gy gama dozlarinda 1sinlanmistir. Arastirma
sonuclarina gore; Cascade ve Hansen cesitlerinin sera ve tarla kosullarinda yetistirilen
M1 bitkilerinde ¢ikis oram, en yiiksek kontrol bitkilerden elde edilmekle beraber; artan
dozlarda gama 1ginlamasi ile, diger dozlarla karsilastirildiginda 800 Gy ve 1000 Gy
dozlarinda, kontrolden az olan bir artis belirlenmistir. M1 bitkilerinin kék uzunlugu ve
fide boyu, olgunlagsmada bin adet tohum agirligi, kapsiilde bulunan tohum sayisi, ana
saptaki kapsiillerin sayisi, bitki boyu ve ayrica ana sapina bagl olan yan dal sayis1t M1
jenerasyonunda canliligin devamliligi yoniinden yapilan gézlem, o6lgim ve saymm
sonucunda ele alinan bitki 6zellikleri artan mutagen dozlarina bagli olarak, kontrole
gore onemli diisiislerin meydana geldigi saptanmistir. M2 bitkilerinin ¢ikis oraninda;
gama 1sm1 dozlarmin artmasiyla kontrole gore azalma olmustur. M, bitkilerinde
meydana gelen mutasyon frekansinin dagilimi incelendiginde ise; Cascade ve Hansen
cesitlerinde sirasiyla; klorofil mutasyonu frekans1 % 1.92, 1.33, yaprak mutasyonu
frekans1 % 8.02, 2.94, antosiyanl bitki frekans1 % 2.23, 2.72, kapsiilde meydana gelen
degisiklik frekanst % 0.87, 0.66, kisa boylu bitkilerin frekans1 % 1.67, 1.47 olarak
belirlenmistir. Toplam mutasyon frekansi Cascade ¢esidinde en yliksek 800 Gy dozunda
% 18.86 en az 400 Gy dozunda % 8 olarak, Hansen ¢esidinde ise en fazla 1000 Gy
dozunda % 19.8, en az 400 Gy dozunda % 5.76 olarak saptanmistir. Caligmada her iki
gesit icin y 1smin dozlarda artigla mutasyonun frekansi 1200 Gy dozuna kadar arttig

gozlenmistir.

Zaka vd. (2004), calismada 5 gunlik olan fideleri 0 ve 60 Gy arasi olarak degisik
dozlar ile y radyasyonu uygulanmistir. Calismada 2 jenerasyon silirecinde bitki gelisimi

ve buylmesi arastirmiglardir. 60 Gy’den (stlin dozlarin G bitkilerinde verimliligini ve

29



gelisimini 6nemli 6lglide Onlemis, 40 Gy’in Uzerinde olan dozlarla 1sinlanmiglarda fide
gelisememistir. Ayrica G, de daha siddetli olarak etkisi yansimistir. Isinlanmis olan G
ile G2 bitkileri kontrolle kiyasta daha 6nemli derecede kisa olmuslar, ayrica her ikisinde
(Gy ile Gy) bitkilerine bakildiginda ortalama bakla sayis1 i¢in uygulanan bitiun dozlarda
en az %20’nin altinda oran olarak azalma g6zlenmistir. Benzer bir sekilde, ortalama
olarak hem yumurtalik ve hem de baklada normal olarak gelismis olan tohum sayilar1 da
Gf’de 10 Gy, G2’de ise 40 Gy’lik dozlar sonras1 6nemli 6l¢iide azalmistir. Calismada
G, ile G, bitkilerine 0 ila 10 Gy olan dozlarda yapilan 1sinlamalar neticesinde mayozda
goralen anormalliklere paralel bir bigcimde erkek kisirlikta da artis ortaya ¢ikmustir.
Ayrica bitki gelisiminde izlenen bu uzun siireli degisiklikler y radyasyon sebebiyle
olusmus bir genomik dengesizliklerin isareti olmaktadir. Diger taraftan, 0 dan 10 Gy’e
uygulanan dozlar arasinda G1’in tohumlar1 igin depo proteinlerinin miktarinda ve

kalitesi yoniinde hicbir degisiklik gbzlenmemistir.

Akinci ve Baysal (2005), bu ¢alismada, makarnalik bugdayin Sorgiil ¢esidine 7 farkli y
isinlarmin  dozlan olarak (0, 50, 100, 150, 200, 250 ve 300) Gy’nin etkilerini
incelemislerdir, M1 ile M2 jenerasyonlari igin bitkide basak sayisi, M2 de fertillemis
bitki orani, 1000 tane agirligi; bitkide basaklanma siiresi, basakta bulunan tane agirligi,
bitki boyu, basak tane sayisi, bitki verimi, basak basakcik sayis1 ve basak uzunlugunu
incelemislerdir. Calismada artan y radyasyonu dozlart M1 bitkilerinde incelenmis olan
batin karakterler igin ve M2 bitkilerinin de basakta bulunan basakcik sayisinda, basak

tane sayisi ile basakta bulunan tane agirligi nemli sekilde etkiledigi belirtilmistir.

Li vd. (2005), calismada, iki farkli patates g¢esidi ig¢in in vitro kiiltiiriinde yetisen
fidelerden alinan eksplantlar 5 farkli y radyasyonu dozu olarak (0, 2, 4, 6 ve 8) Gy’e
tabi tutularak, in vitro da mikroyumru Gretimi ile kalitesi i¢in y radyasyonunun tesvik
edici ozelligi incelemiglerdir. T radyasyonunun 3 farkli dozu olarak da 4, 6 ve 8 Gy’ile
mikroyumru olusumunun siresi 10 ila 15 giin arasi olarak uzamistir. Ayrica
bitkiciklerin 4 Gy 1sin1 hem mikroyumru sayist i¢cin hem de tane agirliginda 6nemli
derecede artiglara sebep olmustur. Ancak, radyasyonun daki diisik dozlar (2 ve 4
Gy) mikro yumrularda nisasta kapsamimi Yyikseltirken, yiksek dozlar ise (6 ve 8

Gy) askorbik asiti artmis ayrica seker kapsamini da diisiirmistiir. 4 ile 6 Gy’lik dozlar
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da ise mikro yumrularin proteinini 6nemli 6l¢tide artirmustir.

Yilmaz vd. (2005), bu arastirmada pamugun Acalpi-952 ¢esidini Kobalt 60 kaynakli 4
farkli y radyasyonu dozular olarak 100, 200, 300 ve 400 Gy’ile uygulanmis tohumlar
kullanilmistir. Doza ait 1simnlanmig tohumlar M; jenerasyonunda yasayabilen bitkilerden
tohum alinmigtir. Daha sonra M, de her bitkiye ait olan tohumlar birer sira seklinde
yetistirilerek; kozanin kiitlii agirhigi, koza agirligi, koza sayisi, meyvede dal sayisi, bitki
boyu, ve 100 tane agirligi gibi baz1 karakterler gézlenmistir. Kolzanin her iki jenerasyon
icin incelenmis karakterler acisindan ebeveyn cgesitlerine gore olumlu veya olumsuz

dogrultuda varyasyonlar belirtilmistir.

Baser vd. (2007), bu ¢alismada, bugdayin iki farkli makarnalik gesitlerine uygulanan 6
degisik y radyasyonu dozu M1 ile M2 jenerasyonlar: icin bitki gelisimi de etkisi
incelenmistir. M2 jenerasyonu icin incelenmis olan 7 farkli karakter yoninden mutant
olmus ve kontrol genotipleri birbiriyle karsilastirildiginda, birkag Onemli 6zellik
bakimindan beklenen mutant tipleri Uretilmistir. Bu durum 6zellikle 200 Gy dozunun
etkisinden dolay: secilmis olan mutant genotiplerin arasinda bitki boyu dogrultusunda
onemli derecede kisalmis genotipler iiretilmistir. Ana sap Uzerinde basak tane agirhigi,
basakta bulunan tane sayisi, bitki hasat indeksi, bitki verimi ve basagin uzunlugu
yonunden 300 Gy dozunun uygulamasi beklenen &zellikleri gosteren genotipler
meydana gelmistir. Mutagen uygulamasi ile bitkide goriilen kardes sayisinin artirdigini
gostermigtir. Kontrol ile secilmis olan mutant genotiplerde SDS-PAGE metoduyla
edilmis olan protein bantlar1 bakimindan Ozellikle 300 ila 500 Gy dozlarinda
degisiklikler gozlenmistir.

Necati vd. (2007), bu c¢alismada Triticum durum Def. Berkmen 469 doubled haploid
(DH) makarnalik bugday c¢esidi gama 1smmlamasi ve doku kiiltlirii ¢akismasinda
kullanilmistir. Isinlamadan once kuru ve dorment haldeki DH Berkmen 469
tohumlarimin nem miktart % 5.491 olarak tespit edildi ve bu deger % 9.750° ye
yiikseltildi. Daha sonra tohumlar 137Cs kaynagi1 kullanilarak 0, 50, 100, 150, 200, 250,
300 ve 350 Gray gama 151n dozlar1 kullanilarak 1sinlandi. Farkli y radyasyonu dozlarinin

M1 jenerasyonundan elde edilmis olan bitkiler igin fide yasayan bitki sayisi, uzunlugu,

31



bitki boyu ve kok karakterlerine etkileri belirlendi. Yapilan varyans analiz ¢alismasina
gore artan doz miktarlarina bagl olarak 6l¢timii yapilan karakterlerde 6nemli farkliliklar

bulunmustur.

Yildiz (2009), bu arastirmada, y radyasyonunun etkisini hicre ile dokularda yaratigi
biyolojik ve fiziksel degisikliklerin sebep olmasi igin partikiil bombardimani metodu ile
yapilan gen aktarimi ve daha sonra bitki de rejenerasyonu artirmak yoninde

B37 jle Co®dan y radyasyonu ayrica bunlara

hedeflenmistir. Bu nedenle, dncelikle Cs
iliskin y dozlarmin bitki rejenerasyonuna etkisi belirtilmistir. Arastirmada elde edilen
sonuclara bagli olarak uygun dozlar ve kaynagi belirtildikten sonra kaynaktan
yararlanmis olup partikiil bombardiman uygulamasi ile bitki rejenerasyon
arastirmalarina baslanmistir. Olgun embriyolar ile kallus kiltirii ve daha sonra bitki
rejenerasyonu icin c¢alismalarda; Cakmak 79 ve Bezostaja-1 iki bugday cesitlerinde
incelenen karakterlerde en iyi sonuclarin kontrol olarak 0 Gy doz uygulamasindan elde
edilmis, bunu da 15 Gy olarak y dozundan elde edilen sonuglar izlemislerdir. Radyasyon
dozlarindaki artig ile paralel olarak sonuglarda 6nemli diisiisler belirlenmistir. 15 Gy’lik
dozun (zerindeki y radyasyonunun isinlanmasina bagli surgun rejenerasyonu
gorilmiisse de bu surglnlerden higbir bir bitkicik gelisimi goriilmemistir. Calismada
kullanilmis olan her iki ¢esit i¢in en basarili y kaynagi olarak Kobalt®® dan sonuglarin
elde edilmistir. Fakat farkli kaynakli olan y radyasyon etkisinden edinilmis kallustan
gelismis olan bitkiciklerin yaprak hiicreleri ile ayn1 yapraklardaki fotosentetik aktivite
nin etkileri arastirildiginda, Co® kaynakli olan 15 Gy’lik y dozu ve kontrol uygulamasi
olarak (0 Gy) doz arasindaki fark incelenmis butlin karakterler i¢in ve her iki ¢esit
icinde Gnemli olmadigi belirlenmistir. Ancak Sezyum'®* kaynakli olmus olan 15
Gy’lik y 1sinlamasindan edilen istatistiki sonuglarinda 6nemli Ol¢ude distsler tespit

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Calismada kullanilan bitki materyali i¢in daha 6nce in vitro kiltlr galismalarda basarili
bir sonuglar vermis olan kolza (Brassica napus L.)’da Gladiator, Nk petrol, Jura,
Nelson, Elvis, Sary, Nk Caravel ve Tristan olarak 8 ¢esit arasindan bir ¢esit segilmis ve
kullanilmistir. Cesitler Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Midirligii,

Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezinden temin edilmistir.

3.2 Ekipmanlarin Sterilizasyonu

In vitro doku kiltir ¢alismalarinda, hem kullanilan laboratuvar hem de kullanilan bitiin
ekipmanlarin steril bir sekilde olmas1 ve kontaminasyon olmadan daha basarili sonuglar
almak amaciyla blyiuk 6nem tasimaktadir. Bu sebeple her ¢alismanin éncesinde tim
ekipmanlar 6zelliklerine ve bicimine gore otoklavda ve etiivde sterilize edilmistir. TUm
tohumlar da yiizey sterilizasyon islemi i¢in kullanilan kavanoz siseler, igine steril ortam
dokilen veya baska amaglar ile kullanilan cam petri kaplari, magentalar gibi cam
malzemeleri yiiksek sicakliklara dayanikli olan kalin kagitlara sarilmis olup, 200 °C’de

2 saat bekletilerek sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Calismalar steril olan kabin icerisinde yapilmistir. Kabinde kullanilan bistiri ve pens
gibi tim metal ekipmanlarin da sterilize edilmesinde ©nce %70’lik (v/v) etanol ile
temizlendikten sonra kullanim esnasinda 250 °C termal sterilizasyon cihazinda metal
aletlerin uglarinin sterilize etme islemi gergeklesmistir. Eksplantlarin kesimi igin
kullanilan tim bisturi uglar1 gerekli oldugundan 6zel korumasindaki yeni steril ug

takilmis ve kullanilmastir.
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3.2.1 Biiyiime ortamlan ve Kkiiltiir kosullari

Calismalarda buyume duizenleyici maddeleri istenilen dozda, MS (Murashige ve Skoog
1962) olarak besin ortamina eklenerek %3’liik sukroz ekleyerek ve pH’s1, 5.8 icin 1N
NaOH ya da IN HCI kullanilarak ayarlanmistir. Ayrica, ortamlar1 otoklavlanmadan
once, katilagtirmak amaciyla 6.5 g/L agar ilave edilmistir. TUm ortamlarin hazirligi igin
bidistile saf su kullanilmistir. Daha sonra 1.4 atmosfer basing altinda 120°C’de 20 dk
tutularak otoklavlanmistir. In vitro kosullarda besin ortamina farkli amaglar i¢in degisik
konsantrasyonlarda bitki diizenleyici maddeleri kullanilmistir. Kolza bitkisinde MS
ortamma 3.00 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA ilave edilmistir. Bitki diizenleyici
maddelerin stok soliisyonlari, 1 mg/ml derisimde etanol veya 1IN NaOH ile ¢ozullp,
daha sonra 10 ml distile su ile tamamlanarak hazirlanmistir. buylme dizenleyicileri
stoktan kullandiginda ortamlari otoklavda steril edilmeden Once eklenmistir. Tim
ortamlarin sterilizasyonu otoklavda 1.4 atmosfer basinci altinda 120°C’de 20 dk
tutularak var edilmistir. Caligmalarda tiim kiiltiirler iklim dolabinda beyaz floresan (42
umol m? s 1s181n altinda 16 151k 8 saat karanlik fotoperiyodunda 24+1°C sicaklikta

tutulmustur.

3.2.2 Tohumlarin yuzey sterilizasyonu

Doku kiiltiirii galismalarinda tohum veya eksplantlarin yizey sterilizasyonu yontemleri
blyuk 6nem tasimaktadir. Yizey sterilizasyonu igin eksplantlara uygulanacak olan
kimyasallarin, bitkiye zarar verme olasilig1 ¢ok yiiksek olup, kullanilacak kimyasallarin,

en az miktarda ve en kisa siirede muamele edilmesi gerekmektedir.

Bitkiye ait tohumlarin bakteri, mantar vb. mikroorganizmalardan arindirmak igin uygun
dezenfektan dozu ve uygulama siresinin belirlenmesi ¢cok énemlidir. Bu hususta kolza
tohumlar1 i¢in %10 luk (%5 NaOCIl) kullanilmigtir. Tohumlar sodyum hipoklorit
suyunda 25 dk calkalandiktan sonra 3 kez 2’er dakika saf suda durulanmistir. YUlzey
sterilizasyon ¢aligmalarinda manyetik karistirict  kullanilmistir.  Ardindan  ylizey

sterilizasyonu yapilmis olan tohumlar MS ortami i¢eren steril magentalara aktarilmistir.
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3.3 Eksplant Izolasyonu ve Rejenerasyonlari

Kolza bitkisinin steril tohumlar hemen MSO besi ortamda kiiltiire alinmistir. Doku
kilturd calismalarinda steril tohumlarin ¢imlenmesi i¢in ilk olarak 4.4 g/L MS 30 g/L
sukroz ve katilastirmak igin 6.5 g/L agar1 5.8 pH’ya ayarlanmis besin ortamina aktarilip
24+1°C sicaklikta olan iklim odasinda fide olusumu i¢in MS besin ortaminda kiiltiire
alimmistir. Calismada eksplant olarak elde edilen fidelerden izole edilmis hipokotil
eksplant: ve tohum kullanilmistir. iklim odasinda (Growth Chamber) 24 + 1° C’de, 16
saat 151k ve 8 saat karanlik (42 pmol photons/m%s) fotoperiyodu ayarlanarak 5-7 giin
boyunca bekletilmistir. Elde edilen hipokotil kisimlari 5 mm uzunlugunda pargalara
ayrilarak 3.00 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA iceren ortamlarda adventif siirgiin olusumu
icin kiiltire alinmistir. Her peti kabinda 20’ser eksplant olmak {izere 4 hafta siireyle
kiiltire alinmigtir. Gelisen siirgiinler, iklim odasinda MS ortaminda 4 hafta sureyle
koklendirmeye birakilmigtir. Daha sonra, yaklasik 2.0 -4.0 cm uzunlugundaki siirgiinler,

torf iceren bidonlarda alt kiiltiire alinmustir.

3.3.1 In vitro kosullarda elde edilen bitkilerin dis ortamina/kosullarina ahstiriimasi

Steril doku kiiltiirii ortamlarinda yetisen stirgiinlerin dis kosullara alistirllmasinda torf ve
perlit karigimimi iceren 5 litrelik su bidonlari ortadan keserek ama kesilmis kismi
ayirmaksizin kullanilmigtir. Daha sonra etrafint stre¢ bantla kapatip, iklim odasinda
birkag giin %90 ylksek nisbi nem oranina kadar tutularak bitkilerin hem dis kosullara
uyumu, hem de kok sisteminin gelismesi saglanmistir. Daha sonra, nem orani kademeli
olarak azaltilarak 5 giin sonra stre¢ bantlar tamamen uzaklastirilmistir. Su bidonlarin
icindeki bitkiler her 2 gun de bir sulanip 3-4 hafta sonra yaklasik 20-25 cm olan fideler

Seraya aktarilmistir.
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3.4 Gen Aktarim Calismalari

3.4.1 Bakteri materyali

Gen aktarimi ¢aligmalarinda p35S GUS-INT (35S promotor, neomisin fosfotransferaz
(Npt-11) ve g-glukuronidaz (GUS) ve NOS terminator) tasiyan plazmidini GV2260 susu
kullanilmustir (Co¢U 2009).

Bakteriler 28°C’de secici antibiyotikleri igeren sivi LB (Luria Broth) ortaminda
biyiitilmiistiir. A. tumefaciens hatlar1 27-28°C’de uygun antibiyotik iceren MS besin
ortaminda 1-2 giin sureyle inkibatorde tutularak biiyiitilmistiir. Daha sonra yaralanmis
eksplantlar sivi olan rejenerasyon ortaminda 1/50 oraninda seyreltilerek bakteri
kaltarleri icerisinde 15-30 dk siireyle tutulmus ve inokilasyon islemi saglanmustir.
Inokulasyondan sonra eksplantlar 1-2 guinliik siirede ko-kiiltiivasyona alinmis ve daha
sonra eksplantlar bitki seleksiyon ortamina aktarilmistir. Bitki seleksiyon ortaminda
Agrobacterium bakterisinin gelisimini énlemek amaciyla da Duocid (500 mg/L) ve daha
sonra gen aktarim islemi yapilmig olan slrginlerin seleksiyonu icin kanamisin (50

mg/L) iceren MS rejenerasyon ortamlari kullanilmistir (Jonoubi 2009).

3.4.2 Antibiyotikler

Bakteri ve bitki kultlrlerinde farkli amaglara gore farkli antibiyotikler kullanilmistir.
Bitkilerin seleksiyon ortamlarinda Kanamisin ve Duocid, kullanmistir ayrica
bakterilerin biiyiime ortamlarina Kanamisin ve Rifampicin ilave edilmistir. Cizelge

3.1°de kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari verilmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar

o Konsantrasyonlar: (mg/L)
Antibiyotikler — —— —
Bakteri Kiltlra Bitki Doku Kultirt
Ampicilin Duocid -- 500
Kanamisin (Km) 50 50
Rifampicin (Rif) 25

3.4.3 Bakteri kultirinun saflastirilmasi, biiyiitiilmesi ve muhafazasi

Bakteri kdltlrlerinin baydtulmesi sivi A. Tumefaciens kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasina,
Luria-agar— LA (Oxford, England) besin ortami iginde biiyiitiilmiis olan bireysel
kolonilerden baslanmis, tek Kkolonileri steril lup araciligiyla alindiktan sonra segici
antibiyotikler iceren 5-10 mL Luria broth - LB (5.0 g/L yeast extract, 10.0 g/L
Tryptone, 0.5 g/L NaCl) ortaminda 28°C’de 180 devir/dk da inkibatorde buyditilerek
gen aktarimi isleminde kullanilmistir. Ayrica yeniden bireysel koloniler edinebilmek
amaciyla, ¢ok diisiikk miktarda bakteri kulttrd igin gerekli antibiyotik iceren agarli besin
ortaminda steril bir lupla yayilmis olup, bu kultlrleri igeren steril petri kutularini ters bir
sekilde cevrilerek 28°C’de inkiibe edilmis olup, 2 glin sonra kolonilerin olustugu
gorulmustir. Kontaminasyon olasiligimi diisiirmek ve ortadan kaldirmak amaciyla tiim
bakteriyel ¢alismalar steril kabin igerisinde yapilmistir. Denemede GV2260 (p35S
GUS-INT) bakteri hatti kullanilmis ve p35S GUS-INT plazmidin T-DNA bolgesinde
secici Npt-11 geninin tasidigindan dolay1 bakteri biiylime ortaminda 50 mg/L kanamisin
ve 25 mg/L Rifampisin kullanilmistir (Khan 2003).

3.5 Isinlama Materyali y Radyasyonunun Uygulanmasi

Bu tez calismasinda Turkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK), Saraykdy Nukleer
Arastirma ve Egitim Merkezi (SANAEM)’nde bulunan Kobalt 60 (Co®) gama (v)
radyasyon kaynagi kullanilmistir. Calismada “Ob - servo sanguis” gama 1sinlama cihazi

ile 440 Gy/h doz hizinda istenilen dozlarda isimlanmistir. Bu kaynaktan eksplantlara
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uygulanacak dozlarin belirlenmesi amaciyla yapilmis olan ¢alismalarda 0, 20, 40, 80,
100, 120, 160 ve 180 Gy olarak gama (y) uygulanmistir. Ayrica kolza’nin tohumlarina
icin 0, 20 ve. 40 Gy olarak farkli y dozlar1 uygulanmistir. Optimize edilmis dozlara gore
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimi ve rejenerasyon c¢alismalari

yapilmustir.

3.6 Agrobacterium tumefaciens ile Gen Aktarimi

3.6.1 Hipokotil eksplantlarina gen aktarim

Kolza bitkisinde hipokotil eksplantlar1 ve steril tohum sivi ortaminda A. tumefaciens
stspansiyonu ile karistirarak, kolza bitkilerinde hipokotil eksplantlar 25 dakika steril
kurutma kagit iizerinde beklettikten sonra 25 dakikada inokiilasyona tabi tutulmustur.

Inokiilasyondan sonra eksplantlar 1-2 ginlilk sirede rejenerasyon ortamindan Ko-
kiltivasyona alinmistir.  Eksplantlarin  rejenerasyon ortaminda  Agrobacterium
bakterisinin gelisimini 6nlemek amact i¢in Duocid (500 mg/L), sadece gen aktarilma
islemi yapilmig siirglinlerin  gelisimini  saglayabilmek amaciyla 50 mg/L
kanamisin igeren MS seleksiyon ortamina aktarilmigtir. Seleksiyon ortaminda gelisen
strgunler ilk dnce slrekli bir sekilde kontrol altinda izlenmis olup biiytitiilmiistiir. Daha
sonra bu surgunler, in vitro kosullarda koklendirilerek bitkiler gelistirilmis olup, seraya

adapte edildikten sonra aktarilan genler tespit edilmeye caligilmistir.

3.6.2 Kolza tohumlarmna gen aktarim

Kolza tohumlarmin sterilizasyonundan hemen sonra kurutma kagit lizerinde 20 dk
kurutulmustur. Daha sonra oOnceden c¢ogaltilmis ve OD’si 600 nm ayarlanmis
bakterilerle sivi ortamda inokiilasyon islemine gecilmistir. Manyatik karistirict
kullanarak steril erlen de 24 saat tohumlar inokiilasyona tabi tutulmustur. Daha sonra
0.05 mM asetosiringon igeren MS ortaminda 3-4 giin ko-kiltivasyon ortamlarini iklim
odasinda beyaz floresan (42 pmol m? s?) is13in altinda 16 151k 8 saat karanlik
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fotoperiyodun da 24+1°C sicaklikta bekletilip izlenmistir. Daha sonra ¢cimlenmelerini
saglamak ayn1 zamanda olusacak fideleri segebilmek igin seleksiyon ortamina
almmistir. Seleksiyon ortamina ise MSO ortamina 50 mg/L kanamisin ve 500 mg/L

antibiyotik ilave edilmistir.

3.7 Histokimyasal GUS Analizi

Segici rejenerasyon ortami Uzerinde gelisen transgenik aday surginler, kanamisin
eklenmis olan MS ortaminda koklendirildikten sonra saksilara aktarilmistir. Daha sonra
bu bitkilerin transgenik adayr olmasmi belirtmek i¢in histokimyasal GUS analizi
Jefferson (1987)’1n tarif ettigi bi¢imde yapilmistir. Bitki dokular1 X-GLUC (100 mM
sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, %0.1 Triton X -100 ile 1 mM 5 bromo-4
Chloro 3 indolyl glucoronide) eklenmis olan soliisyonda 38°C’de gece boyu inkibe
edilmistir. Daha sonra, bu dokular %96 ‘lik etanolde 2-3 giin bekletilerek eksplantdaki

mavi bolgeleri belirlenmistir.

3.8 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in kullanilan CTAB ekstraksiyon tamponu ve TE (Tris Elution)
tampon ic¢in 1M Tris HCL (pH 8.0), 0.5 M EDTA (pH 8.0) ile 5M NaCl stok
soliisyonu kullanilmigtir. Transgenik adayi bitkilerden alinan yaprak ornekleri -80
°C’lik derin dondurucuya konarak PCR analizi i¢in saklanmigtir. DNA izolasyonu i¢in
kullanilan ekstraksiyon tamponu ve TE (Tris Elution) tamponu asagida verildigi gibi

stok halde hazirlanmistir.

. CTAB (2%)
1. 1M Tris HCL (pH 8.0)
111. 0.5M EDTA (pH 8.0)

IV. 5M NaCl

Markaptoetanol
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3.8.1 CTAB Tampon Hazirlanmasi

CTAB tamponu filtre steril edilen stok solisyondan Cizelge 3.2’de verildigi gibi

hazirlanmstir.

Cizelge 3.2 CTAB tampon hazirlanmasi igin gerekli kimyasal ve miktarlari

Aciklama Hacim (1 6rnek igin) Hacim (20 6rnek igin)
CTAB 12.5 mg 250 mg
ddH,0 360 pL 7.2mL
IMTris 625 L 1.25mL
5M NaCl 175 pL 3.5mL
0.5M EDTA 25 puL 500 pL
B-Mercaptoetanol 1.25puL 25 uL
Toplam

3.8.2 TE Tampon Hazirlanmasi

TE tampon filtre sterilize edilen stok soliisyondan asagida verildigi gibi hazirlanmistir.

l. 10 ml 1 M Tris HC1 pH 8.0
. 2 ml0.5 M EDTA
II. 1L ddH;0.

1.Kesilen, yapraklar 1.5 ml’lik ependorf tiipler igerisinde sivi azot kullanilarak

ezilmistir.

2. Toz haline getirilmis yaprak dokusu iizerine 550 ml CTAB ekstraksiyon tamponu
eklenmis ve 40-60 dk 65°C’de inkiibe edilmistir.
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3. Daha sonra 13.000 rpm’de 7 dk santrifuj yapilmistir.

4. Olusan siipernatan yeni bir tiipe aktarilmis ve tizerine 550-750ul hacimde kloroform

eklenmistir.15-30 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapilarak ornekler ¢oktiirtilmustiir.

5. Olusan siipernatan yeni bir tiipe aktarilarak 750l soguk isoproponal eklendikten
sonra 30 dk- gece boyunca -20 °C’de saklanmustir.

6. Daha sonral0-30 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapilarak ornekler ¢oktiiriilmiistiir.

7. Meydana gelen pellet, %70 ‘lik EtOH ile 7 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilarak
kalan DNA ¢oktiiriilmistiir.

8. Pelletler havada kurutulmus ve 50 pl TE iginde ¢ozilmiistiir.

Primer dizileri Transgenik bitkileri belirlemek icin Npt-11 ile GUS genleri PCR ile

cogaltilmig ve primer dizileri Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 PCR isleminde kullanilacak primer dizileri

Hedef Baz dizilisi
Nptitileri o, 116 cTC CTG CCG AGA AAG - 3
primer
NE:ilrLe?e“ 5" - GAA GGC GAT AGA AGG CGA — 3’

chv ileri primer | 5’ - CGA ACCGCT GTTCGG CCTGTG G -3’

chv geri primer | 5°GTT CAG CAG GCC GGC ATCCTGG 3

GUS histokimyasal analizi sonucunda pozitif olan bitkilerin DNA izolasyonlari

yapildiktan sonra PCR islemine tabi tutulmustur. izole edilen DNA ornekleri PCR
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analizi i¢in reaksiyonlari, biometra T-personal thermocycler da dogru kosullar1 her

primere gore ayarlanarak gergeklestirilmistir.

GUS, 35S, ve Npt-ll genlerin transfer olduklar1 ve bitki genomuna entegre edilmesi
acisindan PCR analizleri yapilmistir. PCR isleminde 35s promotor, Npt-11 geni i¢in hem
sag hem de sol sinir olarak ileri ve geri primerler kullanilmistir. PCR analizi, 2.5 mM
MgCl; (15 mM), 0.5 mM dNTP (10 mM), 0.4 uM 06zgun ileri ve geri primerler, 1.4 x
Taq DNA polimeraz tamponu (+KCI, -MgCl,), 100 ng genomik DNA, 1 U Taq
polimeraz (Fermentas) ve 2xsteril destile su igeren toplam 25 uL hacmindeki karigimda
gerceklesmistir. Ayrica, her reaksiyon icin bitki negatif kontrol (transgenik olmayan
bitki), pozitif kontrol (plazmit) ve negatif kontrol (6rnek yerine su, NTC) kullanilmistir.
PCR dongusu bitikten sonra PCR’1in Grlinleri ve molekiil agirhig: bilinen markoér, ile
birlikte agaroz jel elektroforezi yapilmistir ve ayrica DNA’nin UV de izletilebilmesi
icin Etidyum bromir eklenmistir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel UV

lambas1 Uzerinde izlenilmis, fotografi ¢ekilmistir.

3.8.3 PCR Donguleri

1- 95° 7 DK
2- 95’20 SANIYE
3- 58’ 15 SANIYE
4- 72’ 30 SANIYE
5- 72’30 SANIYE
6- 4’ PAUSE

2-4 40 DONGU

PCR MIX:

12.5 ul 2X kapa buffer

2 Ul 5mM Primer (FW-RW) mix
0.2 ul Taq

10.3 Su

Uzerine 0.75 pl Onceki PCR mix

42



Kapa kodu: KK7251 Plant PCR kit

Yapilan gen aktarimin teyidi i¢in yukarida anlatildigt PCR yapilmistir. A.tumefaciens
kontaminasyonu kontrol etmek amaciyla kromozomal virllans geninde (chv) tasarlanan

primer yardimiyla kontrol PCR yapilmstir.

3.9 istatistiki Analizler

Denemeler 3 tekerriirlii olarak yapilmistir. Calismadan elde edilmis olan veriler
bilgisayarda “MSTAT-C” programi araciligiyla tesadiif parselleri deneme desenine gore
analizler yapilmigtir. Ortalamalarin degerlendirilmesi igin t-test ve Duncan testleri
uygulanmistir. Yiizde degerleri istatistik analizleri yapilmadan Once arcsin yilizde

transformasyonuna tabi tutulmustur (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Doku Kiiltiirii Calismalar:

Calismak istedigimiz c¢esitlerin doku kiiltlirii ¢alismalarina uyumunu tespit etmek icin
on deneme yapilmis ve 8 farkli kolza gesidi in vitro sartlarinda kiiltiire alinmistir.
Denemede c¢esit olarak ‘Gladiator’, ‘Nk Petrol’, ‘Nelson’, ‘Elvis’, ‘Nk Caravel’ ve
‘Tristan’ kishik ayrica “Jura’ ve ‘Sary’ yazlik c¢esitleri kullanilmigtir. Yiizey
sterilizasyonu yapilmis kolza tohumlari, MSO ortamlarinda ¢imlendirmeye alinmigstir.
Daha sonra eksplant alimi i¢in 7 giinliik fideler elde edilmistir. Bir haftalik fidelerden
hipokotil eksplantlar1 alinip, 4 tekerriirde her petri basina 20 eksplant olarak, 3.0
mg/L BAP 0.2 mg/L NAA ortaminda 20 giin gelismeye birakilmigtir. Eksplantlardan
olusan siirgilinlerin dl¢limleri, siirgiin rejenerasyon orant, siirgiin sayist, siirgiin uzunlugu

ve kok oranmi seklinde yapilmistir.

Varyans analizine gore cesitler arasinda in vitro ortaminda rejenerasyon oraninda ve
stirglin sayisinda 0.01 diizeyinde onemli farklilik gdstermistir. Ayrica siirgiin uzunlugu

ve kok oraninda 0.05 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir.

Rejenerasyon orani %6.64-%77.29 olarak degismistir. En iyi rejenerasyon yiizdesi
‘Nelson’ g¢esidinde bulunmustur. Siirgiin sayist 0.50-3.41 olarak belirlenmistir. En ¢ok
strgiin “Jura’ ¢esidinde goriilmistiir. Stirgiin uzunlugu agisindan ‘Elvis’ ¢esidi 0.84 cm
olarak 20 giin icinde en uzun siirgiin olmustur. Kok orant %60.42-%100 arasinda

gelisme gostermistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1 Farkli kolza gesitlerinin hipokotil eksplantlarindan siirglin gelisimi

a. Elvis, b. Tristan, ¢. Nelson, d. Sary, e. Nk Caravel, f. Jura, g. Gladiator

Cizelge 4.1 Kolzanin 8 ¢esidine ait hipokotil eksplantlarinin doku kiiltiirii tepkisi

Kiltare
Cesit alinan Rejenerasyon Surgin sayisi Sirgin uzunlugu Kok oram
eksplan oram (%)** (adet)** (cm)* (%)*
t sayisi
Gladiator 80 34.83+3.15hc 2.33+0.45abc 0.69+0.06abc 100.09+0.00a
Nk petrol 80 58.22+4.81ab 0.50+0.17d 0.32+0.12bcd 100.00+0.00a
Jura 80 10.42+2.08c 3.41+0.82a 0.32+0.02bcd 100.00+0.00a
Nelson 80 77.29+6.10a 0.94+0.09cd 0.78+0.19ab 100.00+0.00a
Elvis 80 66.11+9.25a 1.23+0.14bcd 0.84+0.34a 88.89+11.14a
Sary 80 14.92+1.93c 2.31+0.15abc 0.21+0.01cd 100.00+0.00a
Nk Caravel 80 8.08+1.08c 2.50+0.28ab 0.18+0.01d 100.00+0.00a
Tristan 80 6.64+0.52¢c 1.66+0.33bcd 0.09+0.01d 60.42+20.51b

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar ** 0.01 dlizeyinde ve* 0.05 diizeyinde énemlidir.

4.2 Gen Aktarim Calismalari

4.2.1 Kolzada en etkili kanamisin dozunun belirlenmesi

Transformasyon ve bitki seleksiyonu ¢alismalarinda markor seleksiyon geni olarak Npt-
Il geni igerdiginden dolay1 oncelikle kanamisin antibiyotiginin en etkili dozu
belirlenmistir. Optimizasyon calismalarinda en uygun kanamisin dozunu belirlemek
amaciyla transgenik olmayan kolza tohumlar1 0, 25, 50, 100 ve 150 mg/L iceren MS
besin ortaminda 3 tekerriir ve her tekerriirde 20 tohum olarak ¢cimlendirilmistir. iki hafta
sonra elde edilen sonucglara gore MSO kontrol ortaminda tiim bitkiler %100 yasarken, 25

mg/L kanamisin dozunda eksplantlar %27 oraninda yasayabilmistir. Ayrica, 50, 100 ve
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150 mg/L kanamisin dozlarinda, bitkilerin tiimiinde 6liim gergeklesmistir. Dolayisiyla
denemenin sonucunda 50 mg/l kanamisin kolzada en uygun konsantrasyonu olarak aday

transgenik bitkilerin seciminde kullanilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Farkli kanamisin dozunun kolzada ¢imlenme ve fide gelisimi iizerine etkisi

a.b. c. 0, 25 ve 50 mg/L

Klzada 8 farkli ¢esidin arasindan se¢ilmis olan ‘Nelson’ ve ‘Gladiator’ gesidi in vitro
doku kiiltiirii ¢aligmalarinin devaminda kullanilmistir. A. tumefaciens araciligi ile gen
aktarimi1 denemeleri igin 10 tekerriirde ‘Nelson’ ve ‘Gladiator’ ¢esitleri, petri bas1 20
hipokotil eksplantina inokiilasyon yapilmigtir. Daha sonra seleksiyon ortamlarinda
gelismeye birakilan kolza eksplantlarinin 4 hafta sonra rejenerasyon orani, strguin
sayisi, siirgiin uzunlugu, petri basina kallus sayisi, ile kok olusumu orani incelenmistir.
Olgiilmiis karakterlerin t-testinde A. tumefaciens ile inokiile edilmis bitkilerde cesitler

arasinda siirgiin sayist 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.3. a. A. Kolzada rejenere olmus ‘Nelson’, b. B. ‘Gladiator’ ¢esitleri

Kolzada, ‘Nelson’ ve ‘Gladiator’ ¢esitlerinin, Agrobacterium tumefaciens bakterisi ile
inokiilasyon c¢aligmasinda rejenerasyon orani, siirglin sayisi, slirgiin uzunlugu, petri
basina Kkallus sayisi ve kok olusumu orani ortalamalarina bakildiginda, rejenerasyon
orani; ‘Gladiator’ ¢esidinde %9.85 ve ‘Nelson’ ¢esidinde %11.29 olarak belirlenmistir.
Siirgiin sayis1 bakimindan en ¢ok siirgiin ‘Gladiator’ ¢esidinde 2.70 adet saptanmustir.
Siirgiin uzunlugu agisindan ‘Nelson’ ve ‘Gladiator’ gesitlerinde sirasiyla 0.91 cm ve
0.71 cm olarak gergeklesmistir. Petri basina kallus sayisinda ‘Gladiator’ ¢esidinde 12.80
adet ve ‘Nelson’ c¢esidinde 20.70 adet kallus olusmustur. Kok orami ‘Gladiator’

cesidinde %43.75, ‘Nelson’ ¢esidinde %39.50 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 ‘Gladiator’ ve ‘Nelson’ ¢esitlerinde gen aktarimi sonuglari

. R R o Kallus R
Ortama REJengrasyon Siirgiinsayis1 | Siirgiinuzunlugu Olusumu KokOOranl
(%) (adet) (cm) (%) (%)
Gladiator 9.85+0.90 2.70+0.21a 0.71+0.05 12.80+1.43 | 43.75+5.51
Nelson 11.00+0.09 1.41+0.14b 0.91+0.08 20.70+3.65 | 39.50+4.21

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar 0.01 diizeyinde dnemlidir.

4.2.2 Kolzada farkh inokiilasyon ortamlarinin etkisi

A. tumefaciens araciligi ile gen aktarimi frekansini yiikseltmek diigiincesiyle kolzada
farki inokiilasyon ortamlart denenmistir. Bu ¢aligmada inokiilasyon ortaminin kolzanin
‘Gladiator’ A. tumefaciens ile gen aktarirken, rejenerasyon oranina, siirgiin sayisina,
sirglin uzunluguna, petri basina kallus sayisina ve kok olusum oranina etkisi
arastirilmustir. iki farkli inokiilasyon ortami maya ekstras1 pepton YEP (yeast extract
peptone) ve su kullanilmigtir. Deneme 4 tekerriirde petri bagina 20 hipokotil eksplanti

ile yapilmistir. Strgin ve kallus sayis1 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.3 incelendiginde, rejenerasyon orani, siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, petri
basina siirgiin sayisi, kallus olusumu ve kok oranma etkisinin ortalamalarina
bakildiginda, rejenerasyon orani, inokiilasyonun su da gerceklestirildigi durumda
%15.62 ve YEP’de ise, %14.31 olarak belirlenmistir. Siirgiin sayis1 adet olarak en g¢ok
su ortaminda yapilan inokulasyonda 2.50 adet sayilmustir. Siirglin uzunlugu agisindan
inokilasyonun su ve YEP’de gerceklestirildigi ortamlarda sirasiyla 0.81 cm ve 0.55 cm
olarak Olciilmiistiir. Petri basina kallus sayisinda inokiilasyonun suda gerceklestirildigi
durumda 34.37 adet ve inokulasyonun YEP’de gerceklestirildigi durumda ortalama 7.80
adet kallus olusmustur. Kok orani inokiilasyonun suda gergeklestirildigi sartlarda
%29.68, YEP’de gerceklestirildigi durumda %33.87 6l¢iilmistiir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Farkli inokulasyon ortamlarinin gen aktarimi {izerine etkisi

Rejenerasyon Slrgin sayisi Slrgin uzunlugu . o

Ortama oramt (%) (adet) (cm) Kallus sayis1 | Kok oram (%)
SuU 15.62+2.20 2.50+0.36a 0.81+0.16 34.37+4.97a 29.68+7.02
YEP 14.31+1.83 2.25+0.30b 0.55+0.04 7.80£1.91b 33.87+3.66

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar 0.01 diizeyinde énemlidir.

4.2.3 Kolza bitkisinde gama radyasyonunun hipokotil eksplantina gen aktarim

Uzerine etkisi

Bu ¢aligmada, gama radyasyonu kullanilarak kolzada doku kiiltiirii ve gen aktariminda
etkisi arastirilip, transgenik siirgiin elde edilmeye ¢alisilmistir. Bu denemede Kobalt 60
(Co®) gama (y) radyasyonun dozlari olarak 20, 40, 60. 80. 120, 160 ve 200 Gy
kullanilmistir. Seleksiyon ortamlarinda 1 ay boyunca in vitro gelisme sonuglari Cizelge
4.5°de verilmistir. Rejenerasyon incelenmesi ve gen aktarimi c¢alismasini farkhi
dozlarda, sirasiyla canlilik oraninda %10.42-%49.52 arasinda degisiklik gosterilmistir.
Rejenerasyon orani i¢in gama dozlar1 etkisi, sirastyla %0.00-%15.19 arasinda degisiklik
bulunmustur. Siirgiin sayisinda gama dozlarinin etkisi, sirastyla 0.00- 1.00 adet arasinda
farklilik gostermistir. Siirgiin uzunligu karakteri agisindan ise 0.00 — 0.33 cm olarak
sonu¢ elde edilmistir. Sekil 4.4’de 0 Gy ve 20 Gy dozlarinda kolzanin Gladitor
¢esidinden transgenik adayi (kolza 458 bg Npt-I1l1 geni 20 Gy) bitkilerin Sekil 4.5’de
PCR sonuglar1 verilmistir. Dolayisiyla 0 ve 20 Gy dozlarinda Gladitor ¢esidinin
hipokotil eksplantina gen aktariminda 60 adet eksplantin PCR (+) bitki sirasiyla 1 ve 2
adet transgenik aday bitki tepit edilmistir (Sekil 4.4 - 4.5).

49



Sekil 4.4. a. Isinlanmis olan kolzanin Gladitor ¢esidinde teransgenik aday bitkiler 0 Gy,
b. 20 Gy

Cizelge 4.4 Farkli gama (y) radyasyonuna maruz birakilan ‘Gladiator’ ¢esidinin
hipokotil eksplantina gen aktarimi

Gama dozlar1 Rejenerasyon (%) Siirgiin sayis1 (adet) | Siirgiin uzunlugu (cm)
20 15,19 a 1.00a 0.33
40 0.00b 0.00b 0.00
60 0.00b 0.00b 0.00
80 0.00b 0.00b 0.00
100 0.00b 0.00b 0.00
120 0.00b 0.00b 0.00
160 0.00b 0.00b 0.00
180 0.00b 0.00b 0.00

Ayni siitunlarda farkli harflarlele, gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.

Sekil 4.5 Kolzanin Gladitor ¢esidinden transgenik adayi bitkilerin PCR sonucu

1:Pozitif kontrol (Plasmid DNA) 2: ladder Mix (Fermentas) 3: 0 Gy Transgenik 4-5: 20 Gy Transgenik
bitki (kolza 458 bp Npt-I1 geni) 6: Negatife kontrol (Transgenik olmayan bitki)
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‘Gladiator’ c¢esidinin seleksiyon ortaminda 1 ay yasadiktan sonra transgenik aday
bitkileri secilmistir. Bitkileri dis sartlara adapte etmek icin ilk once saksilarda topraga
sasirtilmistir ve daha sonra nemli posetlerle kapatilmistir. iklim odasinda bitkilerin
tizerindeki posetleri 2-3 giin ara ile delerek ortama uyumu saglandiktan sonra posetleri

kaldirip 3 hafta boyunca sulama yapilmustir.

4.2.4 Kolzada tohuma uygulanan gama radyasyonun tohumlara gen aktarim

Uzerine etkisi

Bu ¢alismada kolzanin ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlar1 kullanilmigtir. 0, 20 ve 40 Gy
gama uygulanip, steril edilmis tohumlarin 24 saat inokiilasyon siiresine tabi tutulan
kolza tohumlar1 daha sonra MS ortaminda 3-4 gin ko-kiiltivasyon ortamlarini iklim
odasinda beyaz floresan (42 pmol m? s 15181 altinda 16 151k, 8 saat karanlik
fotoperiyodunda 24+1°C sicaklikta bekletilip izlenmistir. Daha sonra 50 mg/l kanamisin
ve 500 mg/I duocid iceren MS ortaminda 6 hafta gelismeye birakilmistir. Bu galisma tig
gama dozu ve 20 tekerriirde tesadiif parseller deneme desenine gore yapilmistir. Her
uygulamada 0, 20 ve 40 Gy’de 400 tohuma yapilan inokiilasyondan sonra seleksiyon
ortaminda 6 hafta selekte edilmis olan bitkiler topraga aktarilmistir (Sekil 4.6- 4.8).
Toprakta gelismis olan bitki sayis1 0, 20 ve 40 Gy dozlarda sirasiyla 54, 42 ve 27 adet
olarak belirtilmistir. Cizelge 4.6’da ¢imlenen tohum sayisi, ¢imlenme yiizdesi (%),
toprakta gelisen bitki sayist1 ve chv geni analizinden sonra PCR(+) bitki sayisi
verilmistir (Sekil 4.7- 4.11).

Cizelge 4.5 Farkli gama (y) radyasyon dozlarmin kolzada ‘Gladiator’ c¢esidinin
tohumlarina yapilan gen aktarimi iizerine etkisi

inokiile chv geni
Gama Edilen Cimlenen Cimlenme Toprakta Analizinden
Radyasyon Tohum Sa Tohum Sayisi Y Uizdesi Gelisen Bitki Sonra PCR
Dozu (Gy) ohum Sayst (Adet) (%) Sayisi (adet) (+) Bitki
(Adet) Sayis1
0 400 394 98.50 54 0.00
20 400 276 69.00 42 25.00
40 400 214 53.50 27 11.00
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Sekil 4.6 Kolza ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlarina uygulanan 0 Gy (kontrol) gama
radyasyonunun A. tumefaciens araciligiyla gen aktarimi iizerine etkisi

a. Inokule edilen tohumlarin seleksiyon ortaminda ¢imlenmesi, b. Magenta kabinda seleksiyon ortaminda
gelisen fideler, c-d. Toprakta bitki gelisimi

L+-12345678910111213141516171819 20212223 242526272829 3031323334353637383940414243 444546474849 5051525354

Sekil 4.7 Kolza ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlarina uygulanan 0 Gy (kontrol) gama
radyasyonunun Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimi sonucu
gelisen transgenik aday1 bitkilerde Npt-II geni varliginin belirlenmesi

Cizelge 4.6°da belirtildigi inokiile edilmis gibi 400 ‘Gladiator’ tohumunda 0, 20 ve 40
Gy dozlarinda 6 hafta seleksiyon ortaminda secilmis olan bitkilerin topraga aktarildiktan
sonra PCR (+) bitki sayis1 sirasiyla 0, 25 ve 11 adet transgenik aday bitki elde

edilmistir.
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Sekil 4.8 Kolza ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlarina uygulanan 20 Gy gama
radyasyonunun A.tumefaciens araciligiyla gen aktarimi tizerine etkisi

a. Inokule edilen tohumlarin seleksiyon ortaminda ¢imlenmesi, b. Magenta kabinda seleksiyon ortaminda
gelisen fideler, c-d. Toprakta bitki gelisimi

L+ -12345678910111213141516171819 20212223 242526272829 3031 3233 343536373839404142

6 7 8 9 10 11121314 1516 1718 19 2021 22 23 24 25

Sekil 4.9 Kolza ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlarina uygulanan 20 Gy gama
radyasyonunun A. tumefaciens araciligiyla gen aktarimi sonucu

A. Gelisen transgenik aday1 bitkilerde npt-11 geni varliginin belirlenmesi B. PCR (+) bitkilerde chv geni
varligiin kontroli
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Sekil 4.10 Kolza ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlarina uygulanan 40 Gy gama
radyasyonunun A. tumefaciens araciligiyla gen aktarimi iizerine etkisi

a. Inokule edilen tohumlarin seleksiyon ortaminda ¢imlenmesi, b. Magenta kabinda seleksiyon ortaminda
gelisen fideler, c-d. Toprakta itki gelisimi
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Sekil 4.11 Kolza ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlarina uygulanan 40 Gy gama
radyasyonunun A. tumefaciens araciligiyla gen aktarimi sonucu

A. Gelisen transgenik aday: bitkilerde Npt-Il geni varliginin belirlenmesi, B. PCR (+) bitkilerde chv geni
varliginin kontrolii
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5. TARTISMA VE SONUC

Brassica, Brassicaceae familyasindaki ekonomik olarak en énemli cinstir. Brassica’in
birka¢ ¢esiti, onemli yag bitkileri, sebzeler, yem bitkileri ve hardal gibi ¢esnilerin
tiretiminde kullanilir. Brassica bitkileri arasinda, yagl tohumlar en yiiksek ekonomik
degere sahiptir. Yagli tohumluk Brassica, Brassica juncea, Brassica carinata, Brassica
rapa (Brassica campestris) ve Brassica napus’ta toplamda bulunur ve genel olarak
kolza denir. Brassica yaglari, alifatik glukozinolatlar ve erusik asit agisindan diisiik
oldugunda, c¢esitleri giderek yayginlasan kolzaya Kanola adi verilmistir. Genellikle B.
napus olan Kanola, diinya genelinde sikga ilgi gormiistiir ve yakinda kiiltiirli yapilan en
populer yagh tohumlarindan olacagi 6n goriilmektedir. Su anda kanola kalitesinde B.
rapa ve B. juncea gibi tiirler bulunmaktadir. Kanola yagi, doymus yagda ¢ok diisiik
oldugu i¢in pisirmede yaygin olarak kullanilmaktadir. Brassica nigra esasen yaga ek
olarak bir hardal c¢esnisi olarak kullanilir. Brassica bitkilerinde yapilan aragtirmalarin
cogu yagl tohum ve sebze biyotipleri lizerinde yapilmasina ragmen, son yillarda cesitli
tirlerden hizli yasam dongiisii olan Brassica biyotipleri dikkat ¢cekmektedir. Bu hizli
yasam dodngusune sahip tipler, 20-60 giin arasinda kisa dmiirlii ve kiiglik boylu genetik
secimlerdir (Williams ve Hill 1986). Hizli yasam dongiisii olan Brassica, bazi genom
boyutlar1 nedeniyle, bu durumlarda Arabidopsis thaliana’nin sadece 3-4 kat daha buyik
olmasi nedeniyle ¢ekici model laboratuvar bitkileridir. Brassica’nin doku kiiltiird,

transformasyon ve molekiiler yetistirme alanlarinda 6nemli aragtirmalar yapilmistir.

5.1 Kolzada In Vitro Doku Kultlri ve Transformasyon

In vitro kdltdr, bitki hicrelerinin totipotent dogasin1 1958’da kullanan, Steward ve
digerleri tarafindan ilk defa gosterilen, bitki biyoteknolojisinin 6nemli bir araci
olmustur. In vitro kiiltiir, iistiin klonlarin hizla ¢ogaltilmasini kolaylastirir ve genetik
miihendislik teknigi ile bitkilerin gelistirilmesi icin bir 6n sarttir. Doku kiiltiiri,
haploidler, somaklonal ve gametoklonal {iriin gelistirerek genetik degiskenlik yaratmak
icin kullanilmaktadir. Doku kiiltiirii, genetik miihendislik teknikleriyle birlikte, gen
aktarimiyla spesifik 6zelliklerin dahil edilmesi i¢in basariyla kullanilmigtir. Tohumlarin

steril edilmesi ve daha sonra MS veya BS5 besi ortaminda bitki biliylime diizenleyicilerin
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farkli kombinasyonlariyla kolzanin doku kiiltiirii ¢alismalarinda ¢imlenme ve
rejenerasyon artls saglanmaya c¢alisgilmistir. Burnett vd. 1994 Horizon ¢esidinin
cimlenmesinde MS ortaminda BAP veya NAA eklenmesinin siirglin rejenerasyonuna
belirgin bir sekilde etkisini tespit etmislerdir. Cimlenme ortaminin hormon olarak BAP
eklenildiginde, ¢cimlenen fidelerden izole edilen eksplantlara bakildiginda %19.2 oran
olarak surgunlerde rejenerasyon gorulirken, MS ¢cimlenme ortamda ise 4.44 uM BAP
icerdiginde bu oranin da %33.2 oldugu belirtilmistir. Siirglin rejenerasyonu i¢in etilen
inhibitoriine ihtiyag duyulmamasina (Fry vd.1987, Radke vd. 1992) ragmen, diger
Brassica tiirlerinden elde edilen siirgiin rejenerasyonlarinda etilen inhibitérlerinin
onemli roller oynadigi (Sethi vd. 1990, Radke vd. 1992) belirtilmistir. Eapen
ve George 1997 giimiis tiyosiilfatin ve glimiis nitrat kullanmislardir. Bu tez
kapsaminda tohumlarin %10 luk Sodyum Hipoklorit (%5 NaOCI) 25 dk ¢alkalandiktan

sonra 3 kez 2’er dakika saf suda durulanmasi ile %98.5 ¢imlenme elde edilmistir.

Organogenezis doku kilturt teknikleri, bitki transformasyonu ve rejenerasyonu igin
onemli bir aragtir. Brassica tiirleri doku kiiltiirii amaglari i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Brassica tiirlerinin ¢ogunda arastirmacilar rejenerasyon protokolleri
gelistirmislerdir. Eksplant se¢imi i¢in organogenez yoluyla bitkilerin rejenerasyonu igin
kotiledon eksplantin1 (Sharma vd. 1990; Hachey vd. 1991, Ono vd. 1994, Gaur vd
1997), hipokotiller eksplantini (Burnett vd. 1994, Gaur vd. 1997, Dargin 2003 ve Das
vd. 2006) ve yaprak (Radke vd. 1992), geng¢ yaprak ve epidermal tabakasi ¢ikartilmis
govde (Kalabak 2004), epidermal ve alt epidermal hiicrelerin (, Klimaszewska ve Keller
1985 ve Misra 1990) ince hiicre katmanlari, ezilmis apikal tomurcuklar (Surya vd.
1991), pedankil segmentleri (Eapen ve George 1997), Kokler (Xu vd. 1982) ve
protoplastlar (Kik ve Zaal 1993, Glimelius 1984 ve Hu vd. 1999) gibi ¢esitli dokulardan
elde edilmistir. Bununla birlikte, hipokotil boliimler doku kiiltiirii i¢in en fazla istenen
eksplant olmus ve rejenere olma ihtimalinden dolay1 ¢ogu Brassica turii ve kolza
caligmalari i¢in kullanilmistir. Bu tez kapsaminda ¢aligsmalarin amaci gen aktarim gama

stresinin etkisinden dolay1 hipokotil ekspantlarindan kayda deger sonu¢ alinmamastir.

Brassica’da rejenerasyon, genotipe bagimlidir ve cesitli tiirlerde degismektedir. B.

napus’da test edilen 100 g¢esite %0 ile % 91 arasinda biiyiik bir varyasyon goriilmiitiir
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(Ono vd 1994). bir baska c¢alismada B. napus GSL 1, Westar’dan (transformasyonun
standart ¢esidi) daha iyi rejenerasyon elde edildigi belirtilmistir (Phogat vd. 2000). Hint
cesitlerinde, B. juncea’daki Avustralya cesitlerine gore daha iyi rejenerasyon oranlari
bulunmustur (Pental vd. 1990). Yadav vd. 1991°da rejenerasyon frekanslarinin
kotiledon eksplantlar1 kullanarak ii¢ genotipte anlamli olarak farkli oldugunu
bulmuslardir. Brassica napus L. ssp. oleifera’nin yazlik ¢esidi olarak Hansen, Spok,
Quinta, Kosa, Honk, Helios, Star, Darmor ve Bienveni ayrica kislik ¢esidi olarak Spok
Helios Quinta Tarok Darmor ve Westar ¢esitlerini Mirici (2001) ¢alismasinda, ¢esitlerin
arasinda doku kiiltiirii ¢alismalarinda faktorlere benzerlik ve farkliligin oldugunu
gostermistir. Bu tez ¢alismasinda Brassica napus L. ssp. oleifera’da 2 yazlik (Sary ve
Jura) ve 6 kislik ¢esit (Gladiator, Nk petrol, Nelson, Elvis, Nk Caravel ve Tristan)
cesitlerini rejenerasyon kabiliyeti olarak incelenmistir daha sonra ¢esitler arasindan
Gladiator ve Nelson cesidi ile gen aktarimi uygulanmasi yapilmigtir. Daha sonra
cimlenme yiizdesine bakildiginda %98.5 ¢imlenme oranina sahip olan ‘Gladiator’

¢esidinin kullanimi denemelerde tercih edilmistir.

Eksplant yasina bakildiginda ¢ogu Brassica tiirlinde rejenerasyon eksplant yasina
baglidir. Geng eksplantlarin ¢ogu Brassica turtnde eski eksplantlardan daha iyi sonuglar
verdigi goriilmiistiir. Cogu arastirmaci, 3-4 giinliik eksplantlarin optimal rejenerasyon
oranlarina sahip oldugunu bulmusturlar. Ornegin, B. rapa ssp oleifera’nin 3 giinliik
fidelerin eksplantlari, 4 giinliikkten daha iyi rejenerasyon saglamistir (Burnett vd. 1994).
B. napus’da, 4 giinliikk fidan eksplantlarinin optimal oldugu kanitlanmistir ve %90
rejenerasyon orani saglanmistir. (Ono vd. 1994). Hizli yasam dongiisii olan B. rapa’da
fidelerdeki 3 giinliik eksplant eskilerden daha iyi rejenerasyon gostermistir. (Teo vd.
1997). Yukaridaki tiim vakalarda fide yas1 4 giinden fazla yiikseldiginde rejenerasyn
kapasitesi azaltmigtir. B. juncea’da (Misra 1990, Sharma vd. 1990) ve B. rapa’da
(Hachey vd. 1991), 3-5 gunluk fideler optimal sirgiin rejenerasyonuna sahipken
(Burnett vd. 1994, Ono vd. 1994, Gaur vd. 1996 ve Zaka 2004) Brassica juncea cv RH
30 ve RH 8812’de kotiledon ve hipokotil eksplantlardan bitki rejenerasyon igin
optimum 5-6 giinliik fidan bulunmustur. 7 giinliik fidelerden, Oktem vd. (1999),
Damgaard ve Rasmussen (1991). Bu tez ¢alismasinda eksplantlar 7 giinliik fidelerden
elde edilmistir. 1 haftalik fidelerden hipokotil eksplantlar1 incelenmistir.
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MS ortam bilesenleri agisindan incelediginde; c¢esitli kiiltiir ortamlarinin katkilar
Brassica’ daki rejenerasyon verimliligini artirabilmektedir. Spermidin biyosentezinin
bir inhibitori olan metilglikoksal-bis- (guanilhidrazon) (MGBG), Brassica ve diger
cinslerde rejenerasyon frekanslarini % 7°den % 63’e yiikseltmistir (Sethi vd. 1990) ve
diger arastirmacilar, B. napus’un sirgin rejenerasyon tizerine MGBG’nin olumlu bir
etkisi oldugunu tespit etmislerdir (O’Neill vd. 1996).

Cesitli genetik mithendislik araglarinin varligi, cesitli mahsullerde tarimsal 6nemi olan
yeni ve yararl genlerin tanitilmasi i¢in genis firsatlar yaratmistir. Bu tiir teknolojilerin
uygulanmasi, yabanci DNA’y1 bitki hiicrelerine sokmak igin giivenilir ve tekrarlanabilir
yontemlerin gelistirilmesini ve in vitro Kkdltlrlerden normal ve verimli transgenik
bitkilerin rejenerasyonunu gerektirir. Bitki biyoteknolojisinin 6énemli bir bileseni, yararh

genlerin girilmesini saglayan genetik transformasyondur.

5.2 Agrobacterium Aracihigiyla Gen Aktarim

Agrobacterium tumefaciens, ta¢ hastaligina ve birgok agronomik ve spesifik 6zelliklerin
tasinmast agisindan Onemli transgenik bitkiler yaratmak i¢in bir ara¢ olarak

kullanilmaktadir.

Turgut (1994) ve Hong (1997) kotiledon eksplant1 ile ¢alismislardir halbuki (Burnett
1994) kotiledon ve hipokotil eksplantlari arasinda en iyi sonucu hipokotil eksplantindan
elde ettigini belirtmistir. Hipokotil eksplantlarini, Damgaard ve Rasmussen (1991),
Radke (1992) ve Mirici (2001) daha sonra Wu (2009) tarafindan bildirilen
transformasyon calismalarinin biiyiik bir kismi i¢in yaygin olarak kullanilmistir. (De
Block vd. 1989, Yadav vd. 1996, Yadav vd. (1997), Wang vd. 2005, Moghaieb vd.
2006 ve Kong vd. 2009) Kaotiledonlar ve yaprak petiolleri Liu vd. (2011) gibi diger
eksplantlarin  kullanim1  konusunda basarili raporlar olmasina ragmen, bu tez
kapsaminda tohuma gen aktariminda transgenik bitkilerin gelismesi i¢in basartyla

kullanilmastir.
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Bazi arastirmacilar (Singh vd. 2009), eksplantlarin inokulasyon oncesi iki giin, Barfield
ve Pua (1991) tarafindan bir giin, oysa Das vd. (2006) kiiltiir 6ncesi 3-4 gln kaltur
ortaminda bekletilmesini Brassica tiirlerinin transformasyon frekansini arttirmasina

olumlu etkisinin oldugunu 6nermislerdir.

5.2.1 Agrobacterium konsantrasyonu ve inokulasiyon suresi

Agrobacterium konsantrasyonu genetik donlisiim frekansini etkileyen en Onemli
faktorlerden biridir. Cesitli arastirmacilar eksplantlarin enfeksiyonu i¢in kullanilan
bakteri  konsantrasyonunun optimizasyonu (Uzerinde c¢alismiglardir. Brassica
transformasyonu igin, Agrobacterium konsantrasyonu genellikle OD 600 nm’de 0.01 ve
1.0 arasinda degisir (De Block vd. 1989, Wang vd. 2005, , Longdou vd. 2005, Das vd.
2006, ve Moghaieb vd. 2006 Wu vd. 2009). Eksplantlarin Agrobacterium ile
inokilasyon siiresinin birka¢ dakika ile 30 dakika arasinda degistigi rapor edilmistir. Li
vd. 2009, eksplantlara sadece 1-2 dakika enfeksiyon vermisken, Singh vd. 2009,
inokiilasyon asamasini 30 dakika uzatmistir. Eksplantlarin yapisina gore degisen stre bu
tez kapsaminda hipokotik eksplantinda 25 dk ve kolza tohumlarinda ise OD 600 nm’de

0.06’ya ayarlanmug baktteri ile 24 saat stiresince inokiilasyon yapilmistir.

5.2.2 Kolzada en etkili kanamisin dozunun belirlenmesi

Transgenik hiicre ve dokularin se¢imi i¢in kullanilan seleksiyon ortamina ilave edilecek
kanamisin antibiyotigi dozunu belirlemek icin gen aktarilacak tohumlara 0, 25, 50, 100
ve 150 mg/L kanamisin igeren ortamda kiiltiire alinmistir. 50 mg/L ve lizerindeki
kanamisin dozu ¢imlenme ve fide biiylimesini tamamen durdurmustur. Dokularin
canliligin1 kaybetmesine neden olan en diisik dozun 50 mg/L kanamisin oldugu

goriilmiis ve gen aktarimi ¢aligmalarinda kullanilmistir.
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5.2.3 Acetosyringone’un etkisi

Bazi fenolik bilesikler, vir genlerinin ekspresyonunu indiikleyen acetosyringone, ¢esitli
arastirmacilar tarafindan rapor edilmis genetik transformasyon deneylerinde sikca
kullanilimistir. Cardoza vd. (2003)’de 0.05 mM acetosyringone kullanimini énermistir
daha sonra Moghaib vd. (2006) ve Wu vd. (2009), kolzada transformasyon igin 100 uM
kullanirken, Li vd. (2009)’da 200 pM acetosyringone konsantrasyonunun
transformasyon deneyleri i¢in uygun oldugunu bildirmistir. Dolayisiyla dogal olarak
yeterli miktarda vir genini indiikleyici fenolik bilesik, acetosyringone ilavesi yapmayan
bitkiler, 6n kiltiir veya birlikte yetistirme zamaninda, bu bitkilerdeki transformasyon
verimliligini arttirdigi bulunmustur. Bu tez kapsaminda ise hipokotil eksplanti ve
tohumlara inokulasyon siirecinde ve ko- kiiltivasyon ortamina 0.05 mM acetosyringone

eklenmistir.

5.2.4 Kolzada farkh inokiilasyon ortam etkisi

A. tumefaciens araciligi ile gen aktarimi frekansini yiikseltmek diigiincesiyle kolzada
farki inokiilasyon ortamlar denenmistir. Bu ¢alismada inokiilasyon ortaminin kolzada A.
tumefaciens ile gen aktarirken, rejenerasyon oranimna, siirgiin sayisina, siirgiin
uzunluguna, Petri basina kallus sayisia ve Kok olusum oranina etkisi amagclamstir. iki
farkl1 inokiilasyon ortami YEP (yeast extract peptone) ve su kullanilmistir. rejenerasyon
orani, siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu,“petri basina siirgiin”’sayisi, kallus”olusumu ve
kok oranina etkisinin ortalamalarina bakildiginda rejenerasyon orani, inokiilasyonun su
da gerceklestirildigi ortaminda %15.62 ve YEP’de ise, %14.31 olarak belirtilmistir.
Slrgln sayis1 adet olarak en ¢ok siirgiin inokiilasyonu suda ortaminda 2.50 adet
sayllmistir. Siirgiin uzunlugu acisindan inokiilasyonun su ve YEP’ de gerceklestirildigi
ortamlarda sirasiyla 0.81 cm ve 0.55 cm olarak 30 giin i¢inde uzamistir. Petri basina
Kallus sayisinda inokiilasyonun su da gerceklestirildigi ortaminda 34.37 adet ve
inokilasyonun YEP’de gergeklestirildigi ortaminda ortalama, 7.80 adet kallus
olusmustur. Kok orani inokiilasyonun su da gerceklestirildigi ortaminda %729.68,

inokulasyonun YEP’de gergeklestirildigi ortaminda %33.87 gelisme gostermistir.
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5.2.5 Ko-kultivasyondan sonra asir1 bakteriyi oldiirmek icin antibiyotikler

Birlikte yetistirildikten sonra  Agrobacterium’un  blylUmesi transformasyonun
verimliligini diigiiriir, bu nedenle Agrobacterium’un uzaklastirilmasi gereklidir (Jabeen
vd. 2009). Demek ki, eksplantlarin Agrobacterium hicreleri ile birlikte ekiminden
sonra, bitki doku kiiltiirii ortami tizerindeki ¢ogalmasint ve biiylimelerini durdurmak
onemlidir. Agrobacterium biiylimesini engellemek igin kullanilan antibiyotikler son
derece etkili, ucuz, kararli olmali ve bitki rejenerasyonu iizerinde olumsuz bir etkisi
olmamalidir. Sharma vd. (2009) bildirdigi gibi, karbenisilin, sefotaksim ve timentin
(100-500 mg/L) Agrobacterium biiytimesini baskilamak i¢in en sik kullanilan
antibiyotiklerdir. Singh vd. (2009), Das vd. (2006), Wang vd. (2005), Moghaieb vd.
(2006) ve Wu vd. (2009). Bu tez kapsaminda antibiyotik 500 mg/L Ampicilin (Duocid)

kullanilmuastir.

5.2.6 Kolzada gama radyasyonu uygulamasi ve bitkide gen aktarimina etKkisi

Gen aktarilmis olan siirgiin frekansinda %1 orani bile gerceklesse bu artis, cok dnemli
bir basar1 sayilmaktadir. Bitkilere Gen aktarilmis siirgiinlerin frekansinda yiikselisin
goriilmesi i¢in bakterinin yogunlugu ve ayrica inokiilasyonun siiresi gibi parametrelerde
birtakim degisiklikler uygulanmaktadir. Boyle yontemlerle gen aktarilmis olan hiicre ile
siirgiin  frekansinin  artist  hedeflenmektedir. Inokiilasyon metodundaki degisik
uygulamalar da gen transferinde ve sonu¢ olarak transgenik silirglin olusumunun

frekansin1 6nemli bir 6l¢iide artirabilmektedir.

Iyonlastirict olan radyasyonun yiiksek uygulanan dozlari bitkilerin solunumda artis,
enzim aktivitesinin baslatilmasina yonelik, etilen iiretimi i¢in yiikselme ve ayrica bazi
proteinlerin birikimi gibi fizyolojik degisme neden olmaktadir. Bitkide hiicre duvarlar
ve membranlar ayrica DNA gibi makromolekiiller iyonlastirici 6zellige sahip olan
radyasyondan dolay1 biyokimyasal ve fiziksel olarak onemli Olgiide etkilendiklerini
belirtmislerdir (Nagata vd. 1999). Yiiksek radyasyon ile bitki hormonlarinda ve
sentezlerini olumsuz olarak etkiledigini; 1sinlanmis olan hiicrelerin biiylime uyaricisi

maddelere kars1 duyarliligini azalttigini bildirmislerdir (Lage vd. 2002).
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Yiiksek dozlarin aksine diisiik y radyasyonunun dozlart hem in vivo ve hem in vitro ‘da
bitki gelisimi i¢in tesvik ettigini de bildirmislerdir. Radyasyonun diigiik dozlar1 bir
tesvik edici olarak etkilerinde, meyveler i¢in erken olgunlasma ve meyvelerin
agirhginda olan artis ve ayrica tohumlarda yiiksek ¢imlenme gibi bu ozellikleri
gostermistir. Arastiricilar; y radyasyonun diisiik dozlar tesvik edici bir etkisinin de doku
kiiltiird i¢in gozlendigini, fasulyede bitkisinde doku kiiltiirliniin gelisimin de artisi, tiitiin
icin doku kiiltiirtinde hiicre degisikligini tesvik ettigini ve havucta rejenerasyonunda
hizlanma ve ayrica patates i¢in mikroyumru olusumunda artisa neden oldugunu

vurgulamiglardir (Al-Safadi vd. 2000).

Bu tez kapsaminda kolzada farkli diisiik dozlu gama (y) radyasyonunun etkileri doku
kiiltiirti ¢alismalarinda farkli asamalarda degisik etkiler gostermistir Yapilan ¢alismanin

gen aktarimindan 6nce gama 1smninin etkisi aragtirilmistir.

A. tumefaciens, bir patojen olarak ele aldiginda inokiilasyon siiresinde saldiriy1
gergeklestirdigi zaman, bitki savunma fonksiyonunu calistirarak saldiriya karsi ¢ikmaya
ve bu yapilmis saldirtyr en az zararla atlatmak i¢in bazi ¢aligmalar yapilmistir. Bitkide
savunma mekanizmasi sebebiyle A. tumefaciens’inden kaynaklanan enfeksiyonundan
sonra bitkilerde dokunun rejenerasyon yetenegi énemli Olciide diismektedir. Ayrica bu
distisiin yan1 sira birde gama radyasyonunun bitki dokusuna etkisi ile bitkinin
rejenerasyon diislisii katlanmaktadir. Bu durumda bu tez calismalarinda birinci olarak
gama 15min gen aktarimina etkisi incelenmistir. Ilk gama 1sinlarina maruz kalmis
ekspantlarin rejenerasyonu incelenmistir. Daha sonra gama radyasyon uygulanmis

eksplantlara inokiilasyon islem sonrasi etkileri izlenmistir.

Kolzada Nelson ve Gladiator gesitlerinin, A. tumefaciens bakterisi ile inokulasyon
caligmasinda rejenerasyon orani, siirglin sayisi, slirgiin uzunlugu, petri basma kallus
say1s1 ve kok olusumu oranin ortalamalarina bakildiginda rejenerasyon orani, Gladiator
cesidinde %9.85 ve Nelson’da %11.29 olarak belirtilmistir. Siirgiin sayis1 adet olarak en
cok siuirgiin Gladiator ¢esidinde 2.70 adet sayilmustir. Siirgiin uzunlugu acisindan Nelson
ve Gladiator g¢esitlerinde sirasiyla 0.90 cm ve 0.71 cm olarak uzamistir. petri basina

kallus sayisinda Gladiator’da 12.80 adet ve Nelson’da ortalama, 20.70 adet kallus
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olusmustur. Kok orani Gladiator’da %43.75, Nelson’da %39.50 gelisme gostermistir.
Ayrintilar Cizelge 4.2°da verilmistir. dolayisiyla ‘Gladiator’ gen aktarim ¢aligmalarinda

tercih edilmistir.

‘Gladiator’¢esidi hipokotil eksplantlarina 20 Gy dozu olarak Kobalt 60 (Co®) gama (y)
radyasyonu, A. tumefaciens ile gen aktariminda olumlu (%3.33) etkisine ragmen genel
olarak uygun olmadigi sonucu belirlenmistir. Halbuki ‘Gladiator’ ¢esidinin tohumlarina
uygulanan Kobalt 60 (Co®) gama (y) radyasyonu 20 Gy dozunda gen aktariminda
%6.25 olarak neredeyse 2 kat artisa neden olmustur. Bu durum (y) radyasyonu 1gininin
kolza tohumuna uygulandiginda getirilen nokta (y) radyasyonu tohumlara

uygulamasinin etkisinden dolay1 gelecekte arastirmacilarin ilgisini kazanacaktir.

Sonug olarak agagidaki dneriler uygun goriilmiistiir;

1. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda sterilizasyon ¢imlenmeyi dogrudan etkilemekte ve
olduk¢a onemli olmaktadir. Sodyum Hipoklorit (%5 NaOCI) sterilizasyonda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda Gladiator ¢esidi i¢in 25 dk %10 camasir

suyu ile sterilizasyon saglanmistir.

2. Baslangig denemelerinde siirgiin rejenerasyonu ic¢in kullanilan hipokotil,

eksplantlarinda ¢ogunlukla ¢ok diisiik oranda siirgiin rejenerasyonu saglanmistir.

3. Tez kapsaminda eksplant olarak kullanilan kolza tohumuna p35S GUS INT plasmid
iceren A. tumefaciens hattiyla gen aktarim c¢aligmalarinda transgenik bitki elde etmek

icin Diisiik gama radyasyonla 1s1inlamasi uygun bulunmustur.

4. Gama radyasyon etkisiyle elde edilen transgenik aday bitkiler kolayca MS ortaminda
koklendirilmistir. Daha sonra aktarildigi toprakta koklendirilmis bitkilerin iklim

odasinda veya serada adaptasyonu saglanmistir.
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5. Calisma sonucunda optimize edilen gen aktarim sisteminin diger Brassica tlrlerinde

de uygulanmasi potansiyeli bulunmaktadir.

6. Bu tez kapsaminda sunulan bu yontemle ¢cok daha hizli sekilde transgenik bitkiler
elde edilmesinin yanisira aymi zamanda kagak transgenik bitkilerin tesbiti sera
sartlarinda biylyen bitkilerin ¢ok daha hizli ve tasarruflu sekilde yapilmasina olanak

saglamaktadir.

7. Bu tez kapsaminda elde edilmis, sonuglara dayanarak transgenik bitkilerin hiz1 ve
yogun iiretiminde ve bu konu ile ilgili ilerde yapilacak ¢alismalara yardimci olacagi ve

dolayisiyla sektore onemli kaykilar saglayacagi diistiniilmektedir.

8. PCR ile tespit edilmis transgenik bitkilere her ne kadar molekiiler diizeyde genin
aktarildigr kanitlanmis olsa da, sera kosullarinda T1, T2 ve T3’e kadar detayh
caligmalar yapilmali ve aktarilmis genlerin ne derecede etkili oldugunu belirlemek icin

yeni ¢aligsmalarin planlanmasi gerekmektedir.
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