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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

GAMA RADYASYONUNUN KOLZADA (Brassica napus L.) Agrobacterium 

tumefaciens ARACILIĞIYLA GEN AKTARIMI ÜZERĠNE ETKĠSĠ 

 

Behrouz ALĠZADEH 

 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Tarla Bitkileri Anabilim Dalı  

  

DanıĢman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ 

 

Bu çalıĢmada gama radyasyonunun, kolza bitkilerinde adventif sürgün rejenerasyonu A. 

tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı üzerine etkileri araĢtırmaya çalıĢılmıĢtır. Bu 

nedenle, hücre ve dokularda biyolojik ve fiziksel değiĢiklik yaratarak, A. tumefaciens 

aracılığıyla yapılan gen aktarımı ile gen geçiĢlerinin frekansının artırılması 

amaçlanmıĢtır. Bunun için,  Kobalt 60-(Co-60/Co
60

) kaynaklı γ gama ıĢınının A. 

tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı üzerine etkisi belirlenmesi olmuĢtur. Ayrıca, bu 

çalıĢmasında seleksiyon ile raportör özelliğini taĢıyan markör genlerden aracılığıyla 

eksplantların gen aktarımı aĢamasından sonra göstereceği geliĢmeler belirlenmeye 

çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢma da gama (γ)  radyasyonun düĢük dozlarının hormesis etkisinin 

doku kültürü aĢaması ve daha sonra gen aktarımı frekansına etkisi incelenmiĢtir. (γ)  

radyasyonun doku kültürü ve bitki rejenerasyonu açısından kolza bitkisinde hipokotil 

eksplantına çok olumlu etkisi görülmemiĢken tohumlara uygulamaları gen aktarımında 

olumlu yönde etkisi gözlenmiĢtir. Gama ıĢın dozlarının A. tumefaciens aracılığıyla gen 

aktarımına etkisi ise bu tezin araĢtırma sonuçlarına göre kolzanın Nelson çeĢidi için gen 

transferi öncesi uygulanmıĢ olan γ radyasyonunun 20 Gy‟lik dozu transgenik bitki 

frekansını, gama kullanılmayan kontrol uygulamasına göre olumlu yönde etkilediği 

görülmüĢtür.  
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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 (γ) 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 (γ) radiation. Although it was not suitable for plant regeneration, it was suitable 

for seed gene transfer.  
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1 

1. GĠRĠġ 

Dünya nüfusu çok hızlı bir Ģekilde artmaktadır. Hızlı artıĢ gösteren bu nüfusun 

beslenme, giyinme ve barınma gibi ihtiyaçlarının giderilmesi için elimizdeki 

kaynakların korunması ve doğru bir Ģekilde kullanılması gerekmektedir. Ġnsan 

beslenmesinde yağlar, karbonhidratlar ve proteinler, gerekli ve vazgeçilmez hayati 

değere sahip en önemli besinsel maddeler olarak sayılmaktadır. Enerji kaynağı olarak 

bilinen yağların bir bölümü hayvansal, bir bölümü ise bitkisel yağlardan 

sağlanmaktadır. Bitkisel yağlar ise yabani ve kültür formunda olan yağlı tohumlu 

bitkilerden elde edilmektedir. Dünyada bitkisel yağ üretimi baĢta palm yağı olmak üzere 

soya, kolza ve ayçiçeğinden karĢılanmaktadır. Türkiye‟de ise yağlı tohum ve bitkisel 

yağ üretiminin büyük bir kısmı ayçiçeğinden elde edilmektedir. Bunun dıĢında, pamuk 

tohumu (çiğit), soya, kolza, aspir, mısır ve zeytin bitkisel yağ elde edilen önemli bitkiler 

arasındadır. 

Türkiye, bitkisel yağ ihtiyacının yaklaĢık %70‟ini yağlı tohum ve ham yağ ithalatı ile 

karĢılamaktadır (Önder, 2013) Türkiye‟de kiĢi baĢına yıllık bitkisel yağ tüketimi düĢük 

olmasına rağmen, bitkisel yemeklik yağ açığı ortaya çıkmaktadır. (Gürbüz vd. 2003). 

Bu açık ham yağ ve yağlı tohum ithalatı ile giderilmektedir. 

Ancak bitkisel yağ açığının giderilmesinde mevcut yağ bitkilerinin ekim alanlarını veya 

verimlerini artırılmasının yanısıra, mevcut yağ bitkilerinin yetiĢtirilemediği ekolojik 

Ģartlarda yetiĢtirilebilen alternatif yağ bitkileri üzerinde durulması gerekmektedir.  

Türkiye‟de yağlı tohum üretimi yıllık 2.3 ile 2.7 milyon ton arasında değiĢmektedir. 

Yağlı tohum bitkilerindeki prim desteğine rağmen yıllar itibariyle üretimde ciddi artıĢ 

olmaması dikkat çekicidir. Ham madde ihtiyacının % 75‟i ithalatla karĢılanmaktadır. 

%25‟i yerli üretimden sağlanmaktadır (Büyükhelvacıgil 2016). Bitkisel yağ sektöründe 

hammadde yetersizliği nedeniyle dıĢa bağımlılık artarak devam etmektedir. Tarım 

ürünleri ithalatı 2015 yılında 11 milyar dolar olurken; yağlı tohum ve türevleri 3.5 

milyar dolarlık ithalatla ilk sırada yer almıĢtır. 2014‟te ithalat 4.2 milyar dolarıyken, 

sadece gıda amaçlı yağlı tohum ve ham yağ ithalatı için ödenen döviz 2.1 milyar dolar 
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olmuĢtur. Miktar olarak bakıldığında ise 2014 yılında 6 milyon 240 bin ton, 2015‟te ise 

5 milyon 951 bin ton, 2016 yılında ilk 7 aylık döneminde de 3 milyon 654 bin ton yağlı 

tohum ve türevleri ithal edilmiĢtir (Anonim 2016a). Bu yağ açığını kapatmak için 

ayçiçeği ile pamuk üretiminin yanı sıra alternatif olarak yağ bitkilerinin de üretime 

girmesinin sağlanması faydalı olacaktır. Bu nedenle alternatif yağ bitkileri içerisinde 

kolza ve keten de yer almaktadır. Protein ve karbonhidratça zengin olan buğday ve yağ 

üretimin en önemli kaynaklardan biri olan keten ve kolza bitkileri, dünya ve Türkiye‟de 

bitkisel gıda ürünleri arasında özel bir öneme sahiptirler. 

Yağlı tohumlu bitki türleri dünyada çok sayıda var olmasına rağmen, günümüzde 

yaygın Ģekilde kullanılan yağlı bitkiler olarak çiğit, kolza (kanola), ayçiçeği, soya, 

susam, yerfıstığı, aspir, haĢhaĢ, jojoba, keten, zeytin, hintyağı, hindistan cevizi ile 

palmdır. Türkiye‟de genel olarak hindistan cevizi ile palm hariç, yağlı tohumlu sayılan 

bitkilerin hepsinin (ayçiçeği, kolza (kanola), çiğit, soya, aspir, haĢhaĢ, susam, yerfıstığı, 

kenevir ile keten) baĢarıyla kültürü yapılabilmektedir. Türkiye‟de yağ bitkisi üretim 

miktarlarını 2014 yılı TÜĠK verilerine göre %44.17 ayçiçeği, %41.52 çiğit, %4.48 Soya, 

%3.69 Yerfıstığı, %3.28 Kolza %2.86 ise diğer yağ bitkileri oluĢturmaktadır (Anonim 

2016b). 

Günümüzde öne çıkan yağlı tohumlu bitkilerin baĢında kolza (Brassica napus L.) 

gelmektedir.  Kolza, Brassica ailesinde ekonomik ve tarımsal olarak en önemli cinstir 

ve tarla bitkilerinin arasında diğer cinslerden daha fazla kullanılmaktadır. Brassica 

ailesine ait 30‟u aĢkın yabani tür bulunmaktadır. Brassica çeĢitleri ve melezleri arasında 

Brassica campestris, B. juncea, B. carinata ve B. napus bulunur. Bunlar biyodizel 

üreten türlerdir (ġekil 1.1).  
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ġekil 1.1 Brassica L. cinsine ait farklı türler arasındaki genetik iliĢkileri (Kimber ve 

Mcgregor 1995) 

Kolza, soğuğa dayanıklılığı ve özellikle de diğer yağ bitkilerine göre daha yüksek 

verime sahip olması nedeniyle ülkemiz yağ açığını kapatma potansiyeline sahip yağ 

bitkilerinden biridir. 

Kolza bitkisinin ekim alanları ve verimi ise dünyada 35 milyon 785 bin 227 ha alanda, 

70 milyon 954 bin 404 ton kolza üretilmiĢtir. Kolza üretiminde, 15 milyon 555 bin tonla 

en büyük pay Kanada‟ya aittir. Bu ülkeyi; Çin (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). 

Türkiye Ġstatistik Kurumu (TÜĠK) verilerine dayanarak, 2015 yılı için, 350 bin 817 

dekar zirai alanda, 120”bin ton”kolza üretilmiĢtir. Üretim açısından Tekirdağ, 220.520 

da ekiliĢ alanı ve 73 bin 891 tonluk üretimle iller bazında ilk sırada yer alırken, Ġstanbul 

47.525 da ekiliĢ ve 18.189 ton üretim ile ikinci, Kırklareli 22.848 da ekiliĢ ve 8.303 ton 

üretim ile üçüncü sırada yer almaktadırlar (Anonim 2016b). 

 Kolza tanesinin içinde bulunan protein oranı %16-24 ve yağ oranı %38-50‟dir. Ayrıca 

zengin oleik ile linoleik asit oranının yanı sıra yağının yüksek kaynama noktası (238 
o
C) 
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sebebiyle önemli bir yağ bitkisi sayılmaktadır (Gizlenci vd. 2015). Bu bitkiden elde 

edilen yağ da, oleik asit (omega-9), linolenik asit (omega-3) ile linoleik asit (omega-6) 

içermesi ve yalnızca %7 civarında doymuĢ yağ olması (bu oran zeytinyağında %15, 

ayçiçeği yağındaysa %12) sebebiyle, sağlık için de faydalı olduğu tartıĢılmazdır. 

YaklaĢık %32 orta düzeyi olarak çoklu doymamıĢ yağ ve yüksek düzeydeki tekli 

doymamıĢ yağ (yaklaĢık %61) içeriği ile bitkisel sıvı yağların içinde en iyi yağ asidi 

profiline sahiptir (Özfidan 2009).  

Kolza yağı bu özelliklerinden dolayı toplam kolesterol ve LDL kolesterol oranlarını 

düĢürmekte, diğer yağ asitlerini dengeleyici özellikler göstermekte ve insan sağlığı 

üzerine olumlu etkiler yapmaktadır (Hamam ve Shahidi 2006). Ayrıca, kolza bitkisi 

ülkelerin artan enerji ve yakıt ihtiyaçlarını karĢılayabilmek için günümüzde farklı 

arayıĢlara girerek biyodizel üretiminde de kullanılmaktadır. (Nielsen 1997, Al-Barrak 

2006).  

Bu yönüyle kolza bitkisi, ilgi çekici ve araĢtırmaya değer olarak algılanmaktadır. 

Ayrıca, Türkiye‟de ekiliĢ alanları giderek artıĢ gösteren, Trakya bölgesinde tarım 

alanlarının büyük kısmını kaplamaya baĢlayan kolza Türkiye için, bitkisel yağ açığının 

kapatılmasında en iyi alternatifi oluĢturmuĢ ve ekonomiye önemli ölçüde katkı 

sağlamaya baĢlamıĢtır. Kolza, kıĢlık olarak yetiĢtirilmesi nedeniyle ayçiçeğinden sonra 

verim ve gelir açısından daha yüksek paya sahip önemli bir yağ bitkisidir.  

Fakat çeĢitli biyotik ve abiyotik streslere karĢı dirençli bitkilerin geliĢtirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bilindiği gibi, türler arası çalıĢmalarda, istenilen özelliklerin bir 

genotipe toplanmasında klâsik bitki ıslahı yöntemleri yetersiz kalmaktadır. Oldukça 

zaman alıcı ve masraflı olan klasik ıslah yöntemleriyle genetik çeĢitlilik ya da 

varyasyon yaratılması çok yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle üretim veya potansiyel 

verimi arttıracak yöntemlerin uygulanmasına ihtiyaç duyulmaktadır. Söz konusu olan 

yöntemlerin içerisinde biyoteknolojik yöntemler arasında mutasyon ve gen aktarım 

çalıĢmaları en önemli konular arasında yer almaktadırlar. 
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Bitkilerde kolza dahil olamak üzere biyotik ve abiyotik streslere karĢı dayanıklılığa 

sahip, yüksek verimli yeni kültür bitkileri geliĢtirmek hedefiyle son yıllarda A. 

tumefaciens aracılığıyla yaygın biçimde gen aktarım çalıĢmaları yapılmaktadır. Fakat A. 

tumefaciens ile bitkilere gen aktarımının önemli ayrıcalıkları bulunurken, konukçu 

sınırlaması gibi bazı sınırlamalara da rastlanılmaktadır. Solanaceae ailesine ait türlere 

(tütün, patates ve patlıcan) çok rahatlıkla gen aktarımı yapılırken; buğdaygiller, 

baklagiller ve ağaç türleri gibi bitkilere gen aktarımı oldukça zordur. Ayrıca bu bitkilere 

A. tumefaciens ile gen aktarımı oldukça düĢük frekanslarda gerçekleĢirken, transgenik 

hücrelerinden rejenerasyonu da son derece düĢüktür. Dolayısıyla tahıllar ve yağlı 

bitkilerde transgenik bitkilerin elde edilmesi için yoğun emek ve zamanın harcanması 

büyük önem arz etmektedir. Bu bitkilerde gen aktarımı frekansını artırmak için farklı 

uygulamalar ve yeni yöntemlerin geliĢtirilmesi çok önemlidir. 

Tarımsal önemlerinden ötürü, Brassica„lar birçok bilimsel çalıĢmanın ilgi odağı 

olmuĢtur. Brassica biyoteknolojisinde önemli ilerleme kaydedilmiĢtir. Moleküler 

yetiĢtirme ve transformasyon teknolojisi iki temel strateji olarak arzu edilen özelliklerin 

getirilmesi içindir. Brassica türleri için agronomik önem taĢıyan birkaç gen tespit 

edilmiĢtir. Bitki rejenerasyonu ve transformasyon metotları ve ilgilenilen gen herhangi 

bir mahsülde gen aktarımının esas Ģartlarıdır. Rejenerasyon çeĢitli eksplantlar 

kullanılarak organogenez ve somatik embriyogenez yoluyla optimize edilmektedir. B. 

juncea, B. napus, B. rapa, B. oleracea, B. nigra ve B. carinata gibi Brassica‟nın hemen 

hemen tüm ekonomik açıdan önemli türlerinde transformasyon sistemleri 

geliĢtirilmektedir. Transformasyon, herbisit direnci, böcek direnci, tuz toleransı, yağ 

kalitesi iyileĢtirmesi, farmakolojik ve endüstriyel ürünlerin üretimi, erkek steril hatların 

geliĢtirilmesi ve restorasyon sistemi gibi pek çok özelliği için Brassica türleri için önem 

arz etmektedir. Farklı transformasyon yöntemleri arasında, Agrobacterium aracılı 

genetik transformasyon Brassica için en yaygın Ģekilde kullanılmaktadır. Birkaç cins ve 

bazı türler için genellikle oldukça verimli ve pratik yöntemdir. Bununla birlikte, hala 

genotip bağımlılığının üstesinden gelmek için etkin gen aktarım yöntemlerinin 

geliĢtirilmesine ihtiyaç vardır.  
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Bu yönde farklı uygulamalarla beraber, bazı araĢtırıcılar tarafından gen aktarımın 

frekansını yüksek oranda artıran, fiziksel mutagenler arasında gama ıĢınlarının 

kullanılması değerlendirilmektedir. Gama ıĢınları radyasyonun doğal kaynağı güneĢten 

gelen formu olmaktadır. Radyasyonlar, gama dahil olmak üzere hücre duvarını 

oluĢturan pektinlerin büyük oranda bozulmasına ve dokulardaki yumuĢama ve hücreler 

arasındaki bağın kırılmasına sebep olmakta böylece bitki hücrelerine zarar vermektedir. 

Bitki doku hücrelerinde hücre duvarında bulunan pektik asitlerle kalsiyum ile 

etkileĢerek kalsiyum pektat oluĢturup, hücre duvarı yapısının korunmasında önemli rol 

taĢımaktadır. Böylece kalsiyum iyonları, hücrelerin arasındaki bağı koruyarak hücre 

duvarı yapısındaki olası değiĢikliklerin engellenmesinde etkilidir (Kovacs ve Keresztes 

2002).  

Gama ıĢınlarla beraber mikrodalgalar, radyo dalgaları ve X ıĢınları gibi göremediğimiz 

2 tip radyasyon tipinden gama ıĢınları çarptığı atom ya da molekülde iyonlaĢma ya da 

uyarılmaya neden olmaktadırlar. ĠyonlaĢtırıcı radyasyonların canlı sistemlere etki 

edebilmesi için bunların mutlaka absorbe edilmesi gerekir. Bu absorbe edilen enerji 

dokularda yayılarak molekül ve iyonların yapısındaki bağları etkiler ve bu bağları 

koparıp, yeni bağların oluĢmasına neden olmaktadır. Gama ıĢınları canlı dokularda 

DNA‟ bağlarını etkileyerek moleküldeki kopmanın sebebi olur ve kırılmalarla birlikte 

mutasyonlar meydana getirmektedir.  

Ancak gama radyasyon ıĢınına maruz kalan doku hücrelerin, pektin bozulmasından 

dolayı hücre duvarları, DNA gibi büyük hücresel makro moleküller ve membranlar 

iyonize radyasyondan biyokimyasal ve fiziksel olarak önemli ölçüde etkilenmektedir. 

(Nagata vd. 1999). Bunun sonucunda A. tumefaciens ile daha yüksek aktarım frekansı 

izlenmektedir. 

Öte yandan gama ıĢınları, bitkilerin doku kültürü çalıĢmalarının geliĢimini 

önleyebilmektedir. Buna rağmen, doku kültürü ortamlarında kullanılan büyüme 

düzenleyicilerle yapılan radyasyon sonrası uygulamalar ile tüm bitki oluĢumu 

prosesinin gerçekleĢmesi bilinmektedir. IĢınlanan dokularda, kontrol dokulara göre yaĢ 

ağırlığının artıĢı oranla daha az gözükmektedir. Radyasyona maruz kalan eksplantların 
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rejenerasyonları farklı büyüme düzenleyicilerin konsantrasyonuna iliĢkin değiĢiklik 

göstermektedir (Kerbauy ve Hell, 1979). Böylece gerek gama radyasyonun ve gerekse 

büyüme düzenleyicilerin optimizasyon çalıĢmaların yapılması gerekmektedir. 

 

ġekil 1.2 NASA‟nın çektiği gama ıĢını fotoğrafı (Web sitesi: 

www.nasa.gov/missions/science/f_w49b.html .11.12.2016)  

) 

Bu tez çalıĢmasında gama radyasyonu, kolza genotipinde adventif sürgün rejenerasyonu 

A. tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı üzerine etkileri araĢtırılmaya çalıĢılmıĢtır. Bu 

çalıĢmanın amacı hücre ve dokularda biyolojik ve fiziksel değiĢiklik yaratarak, A. 

tumefaciens aracılığıyla yapılan gen aktarımı ile gen geçiĢlerinin frekansının artırılması 

amaçlanmıĢtır. Bu amaçla,  Kobalt 60 (Co-
60

) kaynaklı γ gama ıĢınının A. tumefaciens 

aracılığıyla gen aktarımı üzerine etkisi belirtilmiĢtir. Ayrıca, bu çalıĢmada seleksiyon ile 

raportör özelliğini taĢıyan markör genlerden kullanarak eksplantların gen aktarımı 

aĢamasından sonra gösterdikleri tepkiler belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Böylece transgenik 

aday eksplantların antibiyotik içeren ortamlarda büyümelerini sürdürebildikleri 

nedeniyle transgenik aday bitkilerin seçimi yapılmıĢtır daha sonra gen aktarımını 

onaylayacak yöntemler olarak PCR analizi yapılmıĢtır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Bu bölümde kolza bitkisinde yapılan doku kültürü çalıĢmaları ayrı ayrı ele alınmıĢtır. 

Ayrıca kolza bitkisinde genel olarak gen aktarımı çalıĢmaları incelenmiĢtir. Daha sonra 

radyasyon ve γ ıĢınının tanıtımı ve bitkilere etkisi ile ilgili açıklama ve devamında 

radyasyon ve γ ıĢının bitkilerde uygulamaları ile yapılan literatür özetleri sunulmuĢtur. 

2.1 Doku Kültürü ÇalıĢmaları 

2.1.1 Kolzada yapılan doku kültürü çalıĢmaları 

Sharma vd. (1990) Brassica juncea cv RIK-81-1‟in kesilmiĢ kotiledonlarından yüksek 

frekanslı sürgün rejenerasyonu koĢullarını optimize etmek için çalıĢmalar yapılmıĢtır. 5 

günlük fidelerden elde edilen eksplantlar 5 μM N6-benziladenin (BA) içeren Murashige 

ve Skoog ortamı (MS) üzerinde kültürle alındığında kallusların maksimum farklılaĢması 

meydana gelmiĢtir. MS‟de yalnız kökler oluĢmuĢtur. Kök oluĢumu, yaprakçık 

eksplantın ucunda 1-2 mm‟lik doku ile sınırlandırılmıĢtır. Organogenezis ancak yaprak 

sapının proksimal kesim ucunun ortamla temas halinde oluĢmuĢtur. Kök indüksiyon 

ortamı (MS) üzerinde 3 güne kadar kültürlenen kotiledonlar, hala MS + BA‟ye transfer 

üzerine sürgünler oluĢturmak için tüm potansiyellerini korumuĢlardır. MS ortamında 

daha uzun inkübasyon ile eksplantların oluĢum kapasitesi azalmıĢtır. 8 gün sonra 

tamamen kaybolmuĢtur. MS ortamıda, filiz tomurcuğu indüksiyonu için en az 7 gün 

boyunca BA‟ya (5 μM) ihtiyaç duyulmuĢtur. B. juncea kotiledonlarının morfogenez ve 

genetik transformasyon iliĢkin detaylı çalıĢmalar için deneysel bir sistem olarak olası 

faydaları tartıĢılmıĢtır. 

Burnett vd. (1994) Brassica campestrist‟in Horizon çeĢidinin çimlenmesinde MS 

ortamında BAP veya NAA eklenmesinin sürgün rejenerasyonuna belirgin bir Ģekilde 

etkisini tespit etmiĢlerdir. Eksplant olarak kotiledonun yaĢı sürgünleri rejenerasyon 

oranına tesir edirken, en iyi sonuç 3 ila 4 günlük fidelerin eksplantlardan elde edildiğine 

rapor etmiĢlerdir. Bitki rejenerasyon ortamının 1.0 μM içerdiği etilen inhibitörü AVG 
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(amino ethoxy vinyl glycine)‟in sürgün rejenerasyonu etkisiyle 3 kat daha artıĢ 

göstediğini tespit etmiĢlerdir. AVG‟nin kullanılan diğer etilen inhibitörlerinden de 

(AgNO3 ve MGBG: methyl glyoxal-bis-guanyl hydrazone) daha iyi sonuç verdiğini 

bildirmiĢlerdir. Ancak, tohum çimlenme ortamına etilen inhibitörlerinin ilave 

edilmesinin, kotiledon eksplantlarının rejenerasyon baĢarısını artırmadığım tespit 

etmiĢlerdir. Çimlenme ortamının hormon olarak BAP eklenildiğinde, çimlenen 

fidelerden izole edilen eksplantlara bakıldığında %19.2 oran olarak sürgünlerde 

rejenerasyon görülürken, MS çimlenme ortamda ise 4.44 μM BAP içerdiğinde bu 

oranın da %33.2 olduğu belirtilmiĢtir. Sürgün rejenerasyonu için etilen inhibitörüne 

ihtiyaç duyulmamasına (Fry vd.1987, Radke vd. 1992) rağmen, diğer Brassica 

türlerinden elde edilen sürgün rejenerasyonlarında etilen inhibitörlerinin önemli roller 

oynadığı ( Sethi vd. 1990 ve Radke vd. 1992) belirtilmiĢtir. 

Ono vd. (1994) 100 farklı kolza çeĢidinin kotiledon eksplantları ve alınan eksplantların 

yaĢıyla sürgün rejenerasyonu oranına etkisini incelemiĢlerdir. ÇalıĢmada, en iyi sürgün 

rejenerasyonunu belirtmek için 4 günlük fidelerden izole edilmiĢ kotiledonların“4.00 

mg/L”BAP eklenmiĢ MS ortamı üzerinde kültüre alındığında oluĢturulmuĢtur. Sürgün 

rejenerasyon açısından kıĢlık ve yazlık kolza çeĢitlerinde etkisinin olmadığını tespit 

edilmiĢtir. Rejenere edilen bitkiler 2.00 mg/L IBA içeren ortamda köklendirilmiĢtir. 

Eapen ve George (1997) 5 farklı Brassica türlerinden olan B. jıtcea,“B. Craniaia”B. 

campesîris,“B. napus,”ve B.nigra çiçek sapılarının eksplantını gümüĢ tiyosülfatın ve 

gümüĢ nitrat‟ın sürgün rejenerasyonu oranına etkisini incelemiĢlerdir. ÇalıĢmada sürgün 

rejenerasyonu için MS ortamına 0.5 μM NAA ile 10 μM BAP ve ayrıca %0.9 agar 

eklenmiĢtir. Bu ortamda eklenen“30 μM”gümüĢ tiyosülfat veya gümüĢ nitrat ilave 

ettiklerinde oluĢmuĢ olan sürgünlerden tomurcuk sayısın genotipe göre arttığı 

belirtilmiĢtir. Ayrıca gümüĢ iyonlarından dolayı etilenin fizyolojik aktivitesi inhibitör 

görevini yaptığı için rejenerasyon potansiyelinde artıĢa sebep olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Kalabak (2004) çalıĢmasında, kolza (Brassica napus L.) „da en fazla kallus ve somatik 

embriyo oluĢumu 2 mg/L BAP (Benzilaminopürin) ve 1 mg/L NAA (Naftalenasetikasit) 

eklenmiĢ olan MS besi ortamında genç yaprak ayası ve epidermal tabakası çıkartılmıĢ 



 

 

10 

gövde kısımlarından elde edilmiĢtir. AraĢtırma sonuçları, NaCl konsantrasyonunun 

%0.25‟den %1‟e yükselmesi durumunda kallus ve somatik embriyo oluĢumunu 

olumsuz yönde etkilediğini ortaya koymuĢtur. En fazla kallus oranı en düĢük NaCl 

(%0.25) konsantrasyonunun olduğu besi ortamında epidermal tabakası çıkartılmıĢ 

gövde eksplantından elde edilmiĢtir. Bununla birlikte kültüre alınan en genç yaprak 

ayası eksplantı orta düzeyde kallus oluĢtururken, an az kallus ve somatik embriyo 

oluĢum oranının petiol eksplantından elde edildiği saptanmıĢtır. AraĢtırma sonucunda; 

tuzluluğa dayanıklı kolza çeĢitlerinin seçilmesinde“1 mg/L”NAA ve“2 mg/L”BAP 

büyüme düzenleyicilerini eklenmiĢ olan MS besi ortamında genç yaprak ayalarının ve 

epidermal tabakası çıkartılmıĢ gövde kısımlarından, eksplant olarak baĢarı elde 

edilmiĢtir.  

Darçın (2003) bu çalıĢmada, altı kolza çeĢidine ait hipokotil ve gövde eksplantlan farklı 

bitki büyüme düzenleyicileri olarak 6-benzylaminopurine (BAP), Naphtaleneacetic acid 

(NAA), Thidiazuron (TDZ) kombinasyonları içeren MS ve B5 ortamlarında kültüre 

alınmıĢtır. Yapılan çalıĢmalar sonucunda, en yüksek adventif sürgün oluĢumunu gövde 

eksplantının gösterdiği ve en yüksek sürgün rejenerasyonu oluĢturan çeĢidin %90 ile 

Spok olduğu belirlenmiĢtir. Spok çeĢidi için en uygun ortamın ise,“3 mg/L”BAP ile“0.2 

mg/L”NAA kombinasyonunu eklenmiĢ olan MS ortamı olduğunu belirlenmiĢlerdir. 

Koç (2014) çalıĢmada, katkı maddesi ile bitkide büyüme düzenleyici olarak seçilmiĢ 

olan farklı konsantrasyonlardaki demir humat, bor humat ve potasyum humat kolza 

bitkisinin antioksidant olan enzim aktivitelerini, sürgün rejenerasyon oranı ve fizyolojik 

özellikleri üzerine etkisini incelenmiĢtir. Steril tohumlar %0.7 (w/v) agar ve %3 (w/v) 

sükroz ile her birinde 1, 3, 5 ve 7 ppm konsantrasyonları olarak demir humat, bor humat 

ve potasyum humat eklenmiĢ MS ortamı üzerinde kültüre alınmıĢtır. Antioksidant olan 

enzim aktiviteleri ile Fizyolojik özellikler bir haftalık olan bitkicikler de gözlenmiĢtir. 

Daha sonra 3-4 haftalık olan bitkiciklerinden alınmıĢ olan gövde eksplantları“0.2 mg/L” 

NAA ve“1 mg/L”6-benzylaminopurine eklenmiĢ MS ortamının üzerinde kültüre 

alınmıĢtır. Denemenin sonuçlarına bakıldığında, tüm humik madde içeren formlar 

kolzanın fizyolojik özellikleri üzerinde olumlu bir etkisinin olduğu, ayrıca antioksidant 
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olan enzim aktivitesinde negatif bir etkisinin olduğu ve diğer taraftan sürgün 

rejenerasyon oranına etkisinin olmadığı da rapor edilmiĢtir.  

2.2 Gen Aktarımı ÇalıĢmaları 

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‟nın hemen hemen tüm ekonomik olarak 

önemli türlerinde transformasyon sistemleri geliĢtirilmiĢtir  

Transformasyon birçok özellik için Brassica türlerini geliĢtirmiĢtir. En belirgin özelliği 

herbisid direnci (HR) dir. Kanola, dünyadaki en çok dördüncü ekilen transgenik bitkidir. 

Imidazolin, glüfosinat ve glifosat gibi herbisitlere toleranslı kanola Ģimdi ticari olarak 

ABD ve Kanada‟da mevcuttur. Herbisit direncinin diğer örnekleri arasında glüfozin 

direnci B. rapa (Qing vd. 2000), B. napus‟da ki sülfonilüre direnci (Blackshaw vd. 

1994) ve B. napus‟taki bromoksinil direncidir (Zhong vd. 1997). 

Biyodizel kalitesinin iyileĢtirilmesi kolzada gen aktarımının bir baĢka hedefi olmuĢtur. 

Brassica yağı, tohumlardaki özel ayarlanmıĢ yağ asitlerinin profilleri, büyük bir küresel 

talep ve teknoloji gerektirmektedir. Endojen oleat desatürazının susturulması, B. napus 

ve B. juncea‟da oleik asit düzeylerini arttırdı (Stoutjesdijk vd.  2000). Yüksek glinolenik 

asitli kanola, d12-desatüraz genlerinin mantar Mortierella alpina‟dan (Liu vd. 2001) 

transformasyonuyla üretildi. Kanola‟daki Garcinia mangostana‟dan izole edilen bir asil-

açil taĢıyıcı protein (ACP) tioesteraz olan Garm FatA1‟i ifade ederek, (Hawkins ve 

Kridl 1998) artmıĢ stearat seviyesine sahip kanola üretmeyi baĢarmıĢlardır.  

Biyodizel kalitesini iyileĢtirmelerine ek olarak, Brassica napus L. transformasyonu, 

biyolojik olarak bozulabilir polimer poli (b-hidroksibutirat) (PHB) gibi farmakolojik ve 

endüstriyel ürünlerin üretimi için bir ürünü bir biyokimyasal fabrikaya ayrıĢabilir. Yağlı 

tohumluk Brassica  L. türleri, PHB biyosentezinin ilk basamağı için gerekli substrat 

olan asetil-CoA‟nın, yağlı tohumlu yağlı asit biyosentezinde yaygın olması nedeniyle, 
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PHB‟nin ticari üretimi için ideal adaydır. Biyopolimer üretimi için gerekli üç gen (phbA 

veya bktB, phbB ve phbC) B. napus‟da iĢlenmiĢ ve polimer lökoplastlarda üretilmiĢtir 

(Hu vd. 1999).  

B. carinata, kan pıhtılaĢma önleyici protein olan hirudin üretiminde kullanılmıĢtır 

(Chaudhary vd. 1998). Bir oleosin-hirudin füzyon proteini, Agrobacterium kullanılarak 

tasarlanmıĢtır. Brassica yağlı tohumları, hirudin gibi proteinlerle kaynaĢtırılmıĢ 

biyolojik olarak aktif bileĢenlerin üretimi için kullanmanın avantajı, santrifüjleme ile 

proteinin saflaĢtırılmasının kolaylığıdır. B. napus da insan vücudunda antioksidan 

olarak görev yapan karotenoidlerin (Shewmaker vd. 1999) üretiminde kullanılmıĢtır. 

Böcek direnci, Brassica bitkilerinde artan zararlı sorunları olduğu için hedef bir 

özelliktir. Brassica bitkileri, lahana yaprak güvesine duyarlı olduğundan kontrolü iyi bir 

araĢtırma odağı olmuĢtur, Bt Cry1A(c) gibi bir Bacillus thuringiensis endotoksin kristal 

proteinini aĢırı üretmektir. Bu gen B. napus’da (Liu vd. 2011, Wang vd. 2005), Çin B. 

napus çeĢitlerinde ve rutabaga‟da (Liu vd. 2011) tanıtılmıĢtır. 

Brassica bitkilerinde transformasyonundaki bir diğer önemli ilerleme, erkek kısır 

hatların geliĢtirilmesi ve restorasyon sisteminin geliĢtirilmesidir. B. juncea‟da, özgü 

promotor hızlandırıcılarla barnaz (barnase) genini ekleyerek erkek kısır bitkilerin elde 

edilmesi mümkündür (Jagannath vd. 2001). Erkek kısır hattın doğurganlığı, transgenik 

bir hat içeren bir barstar ile çaprazlanmasıyla restore edilmiĢtir (Jagannath vd. 2002).  

Mısra (1990), kolzanın Westar çeĢidinin gövde epidermal eksplantını kullanarak, A. 

tumefaciens (oktopin tipi tümör oluĢturan pTi B653-SE plazmidi içeren) aracılığıyla 

fertil transgenik bitkiler elde etmiĢtir. Bir ile üç günlük kültüre alınmıĢ eksplantlar 

(kallus oluĢumu baĢladığında) 1/10 oranında seyreltilmiĢ bakteri kültürü ile 5 dk. 

inoküle etmiĢtir. Ko-kültivasyonda 48 saat beklettiği eksplantlar 10 mg/L BAP ve 0.50 

m/l NAA, 500 mg/L karbenisilin ve 100 mg/L kanamisin içeren seleksiyon ortamına 

aktarılmıĢtır. Transformasyon baĢarısının %2 olduğunu belirtmiĢtir. 

Damgaard ve Rasmussen (1991), kolzanın 1046 çeĢitlerinden 7 günlük hipokotiî 

eksplantlarının A. Rhizogenes hatları ile inokülasyonu sonucunda saçak kök oluĢum 

http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/lahana%20yaprak%20g%C3%BCvesi
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yeteneğine sahip transgenik bitkiler elde etmiĢlerdir. Ġnokülasyondan sonra eksplantlan 

ya ıĢıkta ya da karanlıkta bekletmiĢlerdir. Transforme edilmiĢ bitki verinin kök ve 

sürgünlerde opin analizi yapılmıĢtır ve %7-31 arasında transgenic pozitif bitki ispat 

edilmiĢtir. Elde edilen bitkilerin kanamisin içeren ortamda Npt-II geni içerdiğini tespit 

etmek amacıyla seleksiyon yapılmıĢtır. 

Radke vd. (1992), B. campestris ssp. oleifera Tobin ve Emma çeĢitlerinde hipokotil 

eksplantları kullanarak rejenerasyon ve transformasyon denemeleri yapmıĢlar ve 

AgNO3 ve 2,4-D‟nin sürgün rejenerasyonunu artırdığını tespit etmiĢlerdir. A. 

tumefaciens’in Npt-II ve GUS genlerini taĢıyan binary plazmidlerini içeren EHA 101 

hattını transformasyonda kullanarak üç haftada transgenik sürgün elde etmiĢlerdir. 

Tobin ve Emma çeĢitlerinde transformasyon frekansını %1-9 olarak tespit etmiĢlerdir. 

En yüksek transformasyon frekansını (%9) 10 mg/L kanamisin içeren ortamdan elde 

etmiĢlerdir. Transformasyonu Npt-II, GUS, Southern blot ve kanamisin‟e dayanıklılık 

testleri ile tespit etmiĢlerdir. 

Sharon E (1992), Transgenik Brassica rapa ssp. elde etmek için, transformasyon ve 

rejenerasyon prosedürleri bitkilerde izlenmiĢtir. Rejenerasyon frekansları, gümüĢ 

nitratın muamele süresiyle 2,4-D miktarının ayarlanmasıyla arttırılmıĢtır. Gen 

aktarımında neomisin fosfotransferaz geni (Npt-II) ve b-glukuronidaz geni (GUS) içeren 

ikili plazmid taĢıyan Agrobacterium tumefaciens‟ın EHA101 hattı kullanılmıĢtır. B. 

rapa cvs. iki çeĢidi olarak Tobin ve Emma‟den alınan hipokotil eksplantları 

kullanılmıĢtır. Ġnokülasyona tabi tutulan hipokotil eksplantlarından gen aktarımı 

gerçekleĢtirmek için Ko-kültivasyonadan sonra üç ay seleksiyon ortamında 

bekletilmiĢtir. Tobin ve Ema çeĢitleri için transformasyon frekansları %1-9 olarak tespit 

edimiĢtir. Gen aktarımın onay için, Npt-II dot blot testi, GUS florometrik testi, Southern 

analizi ve ekspantların kanamisin dirençlilik özelliği ayrıca yapılmıĢtır.  

Gupta (1993), Brassica nigra (IC 257) için bir Agrobacterium ikili vektörünün yanı sıra 

bir plazmid vektörünün direkt DNA alımına dayalı genetik transformasyon sistemleri 

kurulmuĢtur. Her iki vektör türü de Npt-ll geni ve GUS geni taĢıdığı Agrobacterium 

kullanılmıĢtır. Transformasyon için, hipokotil eksplantları kullanılmıĢtır. Eksplantların 
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%33‟ ünden seleksiyon ortamı üzerinde kallus üretilmiĢtir.  Bunların hepsi 

histokimyasal boyamada B-glukuronidaz genini eksprese ettiği görülmüĢtür. Fidelerin 

hipokotil dokularından izole edilen protoplastlar, Plazmid vektörü, VEG aracılı vektör 

ve DNA üzerinde incelenmiĢtir. Her ikisi de yöntem kullanılarak verimli çok sayıda 

kanamisine dirençli bitkiler elde edilmiĢtir ve transforme olanlara Southern blot analizi 

ve GUS histokimyasal boyama ile teyit edilmiĢtir. 

Turgut vd. (1994), kolzanın Cobra ve Topaz çeĢitlerinde petiollü kotiledon eksplantı 

kullanarak gen aktarımında etkili bir yöntem bulmaya çalıĢmıĢtır. Seleksiyon ortamında 

10, 15, 20, 25 ve 30 mg/L kanamisin dozlarını kullandığında 10 mg/L km dozunun 

yetersiz olduğunu, 20 mg/L km üzerindeki dozların ise rejenerasyonu tamamen 

durdurduğunu, en iyi oranının ise 15-20 mg/L olduğunu tespit etmiĢtir. Onkogenik 

yabanı tip A. tumefaciens hatları (C58, T37, A281, ACH5, A6 ve A136NC) gen 

aktarımı için kullanılmıĢtır. Bunlardan yalnızca C58 yabani tip hattının % 20 oranda 

tümör oluĢturduğunu belirtmiĢtir. Onkogenik olmayan C58C1 (pGV3850) pBI121 hattı 

ile gen aktarımı çalıĢmalarında ise istenilen baĢarıya ulaĢılamadığı bildirilmiĢtir. 

Berthomieu vd. (1994), hem non-onkogenik hem de yabani tip A. tumefaciens hatları 

kullanılarak B. Oleracea-var. capiata‟da transformasyon yöntemi geliĢtirmeye 

çalıĢmıĢlardır. Metodu, yabani tip A. tumefaciens hattının bu bitkide sürgün tümörü 

oluĢturması temeline dayandırmıĢlardır. Transformantlar, GUS aktivitesinin 

histokimyasal analizi ile belirlemiĢlerdir. GUS pozitif olan bitkileri Southern analizi 

yaparak bu bitkilerin, T-DNA taĢıdığını belirlemiĢlerdir. Ġnoküle ettikleri eksplantlardan 

oluĢan 25 sürgünden bir tanesinin transgenik olduğu tespit edilmiĢtir. 

Hong vd. (1997), kolza Westar çeĢidinin polen spesifik "polygalacturonase" 

klonlarından Sta44G‟ye ait A647-bp 5‟-flanking fragmentini, GUS marker geninin 

önüne klonlamıĢlardır. Daha sonra, A647-GUS genini A. tumefaciens aracılığıyla kolza 

bitkisine aktarmıĢlardır. Kotiledon eksplantlarını bir gece büyütülen Agrobacterium 

kültürüne değdirip, ko-kültivasyon ortamında üç gün, daha sonra 500 mg/L karbenisiIin 

ilave edilen ortamda yedi gün bekletmiĢlerdir. Ardından eksplantlar 20 mg/L kanamisin 

ilave edilen ortama aktarılmıĢtır. Sta44/GUS ile kolzaya transformasyon baĢarısını %12 
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olarak bulmuĢlardır. Transgenik aday bitkilerinden farklı devrede alınan örneklerinden 

histokimyasal GUS analizi yapılmıĢtır. GUS aktivitesinin sporogenezis safhasında 

görülmediğini, ilk olarak, tomurcuk 2 mm iken gözlendiğini ve anter geliĢmesiyle 

arttığını bildirmiĢlerdir. 

Mirici“(2001),” bu çalıĢmasında bazı önemli olan kolza bitkisinin (Brassica napus L. 

ssp. oleifera) çeĢitlerinin, sürgün rejenerasyonu için petiollü tam kotiledon, 2/3 

kotiledon ve hipokotil ayrıca eksplantlarını kullanılmıĢtır. Farklı oranda NAA, TDZ, 

2,4-D, kinetin ve BAP eklenmiĢ olan MS ortamda petiollü tam kotiledonun eksplantdan 

en iyi oranla sürgün rejenerasyonu üretilmiĢtir. 4.00 mg/L ve 2.00 mg/L BAP içeren 

ortamda ise Spok çeĢidin için de %43.33 oranla sürgün rejenerasyonu elde edilmiĢtir. 

Hansen ile Spok çeĢidinde 2.00 mg/L NAA ve 0.50 mg/L BAP eklenmiĢ olan MS 

ortamı üzerinde olgun olmayan embriyo eksplantlarına bakıldığında sırasıyla %55.00 -

%66.67 yüzdesinde adventif sürgün rejenerasyon tespit edilmiĢtir. Her 2 çeĢit için olgun 

olmayan embriyo rotalarında %57.47 oranında olgu olmayan kotiledon eksplantı için 

%25.77 oranında daha yüksek sürgün rejenerasyonu oluĢmuĢtur. Gen aktarım 

çalıĢmalarında farklı non-onkogenik olan A. Rhizogenesis ile A. tumefaciens hatları 

aracılığı ile Samsun çeĢidi için yaprak diski eksplantları kullanarak gen transferi 

yapılmıĢtır. Higromisin ve kanamisin antibiyotiklerine mukavim sürgün oluĢturmuĢ 

olan eksplant oranı açısından, %100 olarak EHA 101 pRGG hpt, 15834 pRGG hpt ve 

2260 35S GUS-INT, ayrıca %95.00 ile 2260 AoPRĠ NEOl en çok baĢarılı hat 

olmuĢlardır. Kolza çeĢitleri için petiollü tam kotiledon ve hipokotil eksplantları için A. 

tumefaciens C58 ile A281 yabanı olan hatlarına hassasiyetlerinin incelendiği de, bakteri 

hattının tümör oluĢturmak için yeteneği eksplant ve çeĢide göre değiĢiklik göstermiĢtir. 

ÇalıĢmada, C58 bakteri hattı ile hipokotil eksplantlarına inoküle edildikten sonra tümör 

oluĢumu yüzdesi eksplantlarda test edilmiĢtir. ÇeĢitlere göre %20.00 ile %60.00 

arasında, petiollü tam kotiledon eksplantı için de %20.00 ile %73.33 arasında farklılık 

göstermiĢtir. Ayrıca adventif sürgün rejenerasyonu araĢtırmalarında test edilmiĢ 

çeĢitlerde baĢarılı olan Tarok, Spok, Quinta, Darmor, ve Helios çeĢitleri ile kıyasta 

Westar çeĢidinde petiollü tam kotiledon eksplantında pGV 2260 35S GUS-INT hattı ile 

gen aktarımı çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Kanamisine dayanıklılık gösteren sürgün 

oluĢturabilen eksplant oranı çeĢitlerde %3.59 ile %19.20 arasında değiĢiklik 
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göstermiĢtir. Bu çalıĢmada 174 transgenik aday olan bitki yetiĢtirilmiĢ olup, bunların 

içinde sadece iki adet GUS Westar çeĢidinde pozitif bitki olarak bulunmuĢtur. 

Transformasyon yüzdesi bu çalıĢmada  %1.15 olarak rapor edilmiĢtir. 

Khan (2003), Brassica napus L.‟tan (Cyclone, Dunkled, Oscar, Rainbow ve KS75) 

oluĢan beĢ çeĢitte rejenerasyona yanıtı test edilmiĢtir. Denemede Cyclone çeĢidi çok 

yüksek rejenerasyon sıklığı (%92) göstermiĢtir. Tohumların sterilizasyonda gümüĢ 

nitratın kullanımı rejenerasyonda olumlu etkilediğinden dolayı gerekli ön uygulama 

olduğu belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada hipokotiller, yüksek geçici GUS ekspresyonu 

temelinde transformasyon deneyleri için baĢlangıç materyali olarak seçilmiĢtir. 

Eksplantlar, seçilebilir iĢaretler olarak higromisine direnç veren, kanamisin, higromisin 

fosfotransferaz (HPT) genine direnç veren neomisin fosfotransferaz II (Npt-II) genini 

içeren bir pIG121Hm ikili vektörünü barındıran Agrobacterium EHA101 hattı ve (GUS) 

geni ile birlikte kültüre alınmıĢtır. BaĢarılı gen aktarımı için birlikte yetiĢtirildikten 7 

gün sonra ön seçimi gereklidir. Kanamisine direnç seçimi için en etkin seçici kanamisin 

miktarda maksimum transformasyonu etkinliği %24 olarak belirtilmiĢtir. Yaprak 

dokularında GUS aktivitesi belirgindir. Tüm transgenik bitkiler, yabancı DNA‟nın bitki 

genomuna varlığını teyit eden PCR analizi ile tespit edilmiĢtir. 

Cardoza (2003), verimli transgenik Brassica napus L. cv. Üretimi için Westar 

çeiĢtlerinde, Ön uygulama zamanı ve ortak kültür süresi olarak iki önemli parametrenin 

optimizasyonu ile bir protokol geliĢtirilmiĢtir. Agrobacterium tumefaciens aracılığıyla 

gen aktarımında eksplant olarak hipokotil kullanılmıĢtır. Deneylerde, karnabahar 

mozaik virüs 35S promotörünün yapıcı ifadesi altında yeĢil fluoresan proteinin (GFP) 

kodlayan genin iki varyantı olarak hem  GFP5-ER hem de eGFP kullanılmıĢtır. 72 saat 

ön uygulama süresince beklettikten sonra Agrobacterium ile inokülasyon iĢlemi 

yapılmıĢtır ardından 48 saat ko-kültivasyon süresinin, transformasyon verimliliğinde 

artıĢ sağlamıĢtır. Nitekim mGFP5-ER‟de % 4 den % 25 %‟e ve eGFP %17‟den %25‟e 

dönüĢüm oranı olmuĢtur. Transgenik aday seçimi 200 mg/L kanamisinde yapılmıĢtır. 

%100 köklendirme kanamisin varlığında 10 g/L sükroz ve 0.5 mg/L IBA içeren ortamda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Jonoubi (2005), Brassica napus’da kültür koĢullarının modifikasyonu yoluyla sürgün 

rejenerasyonu ve Agrobacterium ile gen aktarımı için verimli bir sistem geliĢtirilmiĢtir. 

 Hipokotil eksplantlarının 7, 14 ve 21 günlük yaĢındaki sürgün rejenerasyonu için farklı 

konsantrasyonlarda benziladenin (1.5, 3.0 ve 4.5 mg/dm
-3

) ve thidiazuron (0, 0.15 ve 

0.30 mg/L) incelenmiĢtir. Maksimum sürgün rejenerasyon frekansı 21 günlük 

eksplantlarda, 4.5 mg/L benziladenin ile 0.3 mg/L TDZ kullanılarak elde edilmiĢtir. Bu 

kombinasyon ve kültür koĢullarında, en yüksek sürgün rejenerasyon frekansı yüzdesi 

%200 olmuĢtur. Ayrıca  seleksiyon ortamında yetiĢtirilen Agrobacterium ile enfekte 

edilmiĢ eksplantların %11.8 oranında transgenik sürgünlere neden olmuĢtur. 2 mg/L 

indol bütirik asit ve 10 mg/L kanamisin içeren ortamda köklendirme yapılmıĢtır. 

Köklenen bitkiler toprakta baĢarıyla aktarılmıĢ ve verimli çiçekler ve canlı tohumlar 

geliĢtirilmiĢtir. Transformasyon için sonuçlar GUS testi ve PCR Analiz ile teyit 

edilmiĢtir.  

Hensel vd. (2008), arpa, buğday ve tiritikale bitkilerinde olgunlaĢmıĢ embriyo eksen 

eksplantları, LBA4404 suĢunu içeren binari pSB187 vektör (CaMV 35S-

promoteri)“bakteri”hattı ile inokülasyon yapmıĢlardır. Daha sonra ise embriyo 

eksplantlarını alıp, arpa için BCIM ortamda, buğdayda WCIM ortamında ve tiritikalede 

BCIM ortamında kallus elde edilmiĢtir. Denemede MS (mineral salt) besi ortamı 

kullanılmıĢtır. 8 hafta boyunca bitkicikler vernalizasyon odasında 4∘C‟de 8 saat ıĢık ve 

16 saat karanlık koĢulları altında bekletilmiĢ ve daha sonra saksılara aktarılmıĢtır. Sonuç 

olarak arpada %86, buğdayda  %10 ve tiritikalede %4 oranlarda transgenik bitkiler elde 

edilmiĢtir.  

Wu vd. (2008), çalıĢmalarında ekmeklik buğday bitkisinde Agrobacterium aracılığıyla 

transformasyon protokolü geliĢtirmiĢlerdir. Denemede uidA (β-glukuronidaz) geni 

içeren pAL156 plazmidi kullanmıĢlardır. Denemede embriyo eksplantı ve 

transformasyonda acetosyringone ve Silwet-L77 içeren inokülasyon tamponu 

kullanmıĢlardı. Transformasyonu gerçekleĢen 44 bitkide normal morfoloji 

izlenmiĢlerdir. Transformasyonun frekansını % 0.3 - % 3.3 arasında değiĢmiĢtir. Marker 

genin varlığı ifadesi transgenik buğday bitkilerinde moleküler analizi sonucunda 

genoma entegre edildiği belirlenmiĢtir.  
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Shireen vd. (2009), çalıĢmalarında, ekmekli buğday bitkisinde Agrobacterium 

kullanarak gen aktarımını gerçekleĢtirmiĢlerdir. Denemede uidA (β-glukuronidaz) geni 

aktarmıĢlardı ve uidA genin aktivitesinin belirlenmesinde MUG (histochemical ve 

fluorometric) yönteminde yararlanmıĢlardı. Aday trasgenik bitkileri PCR ve doğrudan 

yapraklara herbisit püskürtmesi ile test edilmiĢtir. Transformasyon frekansı %0.2 - 5.1 

arasında değiĢmiĢtir.  

Song G. (2012), Rutabaga (Brassica napus var. Napobrassica) çeĢidinin "American 

Purple Top Yellow" „in genetik transformasyonu için etkili bir protokol, gen aktarımı ve 

bitki rejenerasyonu etkileyen birkaç faktörü optimize ederek geliĢtirmiĢtir. Kanola‟dan 

adapte edilen iki aĢamalı bir rejenerasyon protokolü, hipokotil eksplantlar kullanılarak 

rejenerasyonu için optimize edilmiĢtir. Histokimyasal β-glukuronidaz (GUS) analizleri 

ile izlenen geçici ifade çalıĢmaları, Agrobacterium tumefaciens türü, kokültivasyon 

süresi ve kokültivasyon ortamı dahil olmak üzere çeĢitli faktörlerin gen dağıtımını 

etkilediğini gösterilmiĢtir. Kararlı transformasyon için, önceden kültürlenmiĢ hipokotil 

eksplantlar, 16 saatlik bir ıĢık periyodu altında 6 gün bekletilmiĢtir. 100 µM 

acetosyringone içeren kallus indüksiyon ortamı üzerine konulmuĢtur. Gen aktarılmıĢ 

hücrelerin seçimi ve rejenerasyonu için seleksiyon ortamına 50 mg/L kanamisin ve 250 

mg/L timentin eklenmiĢtir. Bu protokolü kullanarak, GUS- ve PCR-pozitif 

transformantlar, 3 ila 5 ay sonra üç Agrobacterium suĢunun her biriyle inoküle edilen % 

3.2 ila %4.2 hipokotil eksplanttan elde edilmiĢtir. Çoğu transformant normal fenotip 

göstermiĢtir. Southern blot analizi, T0 bitkilerinde gusA transgenin stabil 

entegrasyonunu teyit etmiĢtir. 

Manfroi vd. (2015), A. tumefaciens yoluyla buğdaya gen aktarımının düĢük gen frekansı 

ana sınırlayıcı faktörlerden biridir. Enfeksiyondan sonra T-DNA ulaĢtırması ve eksplant 

rejenerasyon için daha elveriĢli Ģartlar belirlemek için, bir çalıĢma yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmada iki Brezilyalı çeĢidi (BR 18 Terena ve PF-020037)‟nın olgunlaĢmamıĢ 

embriyolar kullanılarak inokülasyon ve ko-kültivasyon ortamının sıcaklıklarda 

acetosyringone konsantrasyonu ve pH değiĢiminin kombinasyonları incelenmiĢtir. PF-

020.037). uidA geçici ekspresyonu göre, T-DNA nakli için en uygun koĢulların ko-

koltivasyon için 22 °C sıcaklıkta ve 25 °C ve 400 M acetosyringone takviyesi ile 
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birlikte, pH ise 5.0 -5.4 olan ortam da sonuçlar elde edilmiĢtir. Bu koĢullar, 

embriyoların %81 mavi renk ile sonuçlandırmıĢtır. Ko-koltivasyon süresinde daha 

asidik pH‟ya sahip bir ortamda A. tumefaciens fazla büyümesini azaltarak eksplant 

rejenerasyonunu iyileĢtirmiĢtir. 

Teras (2015), Haploidler ve çift katlı haploidler (Brassica ssp.) anter veya izole edilmiĢ 

mikroskop Kültürleri kullanarak üretildi. 1982‟den bu yana, Lichter izole bir mikro 

serme kültürü yöntemi geliĢtirdiğinde, bu teknik sürekli geliĢtirilmiĢ ve modifiye 

edilmiĢtir. Brassica napus‟un Haploids ve DH genetik olarak genetik, niceliksel nitelik 

lokusunun yeri, markör/özellik iliĢkilendirme çalıĢmaları ve genomik gibi 

çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. Ayrıca, kolza haploidi indüksiyon tekniği, mutasyona, 

melez çeĢitlerin yetiĢtirilmesine, genetik dönüĢüme ve B. napus‟un yeniden sentezi gibi 

birkaç yeni yetiĢtirme kazanımına olanak tanıyan diğer çeĢitli bitki biyoteknolojik 

teknikleriyle kolayca birleĢtirilebilir. Kolza da in vitro androjenezinin geliĢtirilmesi ve 

iyileĢtirilmesi DH popülasyonlarının geniĢ çapta elde edilmesine izin vermiĢtir. 

Günümüzde DH hatları, nicelik özelliklerinin genetik analizinde ve çevrenin tohum 

verimi ve kalitesi üzerindeki etkisinde kullanılmaktadır. ġu anda DH teknolojisi daha 

verimli hale geldi ve bu nedenle kıĢlık yağlı tohuma yetiĢtiriciliğinde yaygın olarak 

uygulanabilir. Buna ek olarak, DH teknolojisi, yeni çeĢitlerin yetiĢtirilmesi sürecini 

kısaltmak için kullanılır. Açık döllenen B. napus cv. Monolit (Bitki Islahı Strzelce Ltd., 

Co.), DH teknolojisi kullanılarak elde edilen ilk Polonya kıĢlık kolza çeĢididir. Bu 

çeĢidin ıslah döngüsü, klasik bir ıslah programına kıyaslayanda yaklaĢık dört yıl kısadır. 

DH teknolojisi kullanılarak elde edilen ikinci Polonyalı çeĢit, cv. Brendy (Bitki Islahı 

Smolice Ltd., Co.) benzer kısa bir sürede geliĢtirildi. Kolzanın yeni melez çeĢitlerinin 

yetiĢtirilmesinde homozigot restoratör hatları da istifade edilmiĢtir. Temel 

araĢtırmalarımız, kolzanın kalitatif özelliklerini geliĢtirmeye odaklanan kolza DH 

teknolojisi kullanmıĢ ve burada, Poznań‟daki Ulusal AraĢtırma Enstitüsü - Bitki Islahı 

ve UyumlaĢtırma Enstitüsü‟nde yapılan büyük araĢtırmalara dayanarak sunulmuĢtur. 
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2.3 Gama IĢınını Bitkilerinde Etkisi Üzerine Yapılan ÇalıĢmalar 

2.3.1 Gama ıĢınları 

Ġlk kez, Paul Villard isimli Fransız fizikçi/kimyager radyum ile çalıĢmasında gama 

fotonlarını fark etti. Paul Villard‟ın bu fark ettiği fotonlar için gama ıĢınımı veya 

“Rutherford” ismini vermiĢtir. Bu Γ ıĢınlarının esas kaynağını atom çekirdeği olduğunu 

belirtmiĢlerdir. Bilindiği gibi Gama  (γ) ıĢınları genel olarak atom parçacıkların 

etkileĢimi neticesinde kaynaklanan ve belirli titreĢim sayısına haiz olan bir 

"elektromıknatıssal" ıĢındır. Uzayda gerçekleĢen bu çekirdeksel tepkimelerin 

neticesinde oluĢturulmaktadır. Çekirdeğin kararlı hâlinde olduğunda bir alfa (α) veya bir 

beta (β) parçacığı olarak çıkarttıktan hemen sonra genellikle bozulabilir. Fazla kalmıĢ 

olan çekirdek enerjisi ise bir elektromanyetik radyasyon Ģeklinde yayınlanmaktadır. Γ 

ve β ıĢınlarından çok daha yüksek enerjiye sahip olan ve dolayısıyla daha da girici 

ıĢınlar olmuĢlardır. x ile γ ıĢınları maddenin içine nüfuz edebilme bakımından α ve β 

parçacıklarından çok daha kabiliyetleri olmasına karĢın iyonlaĢmaya neden olma etkileri 

çok daha düĢüktür.  

Gama ıĢınları, elektromanyetik spektrumdaki baĢka elektromıknatıssal ıĢınları arasında 

en üst ve yüksek titreĢim sayısına sahipken, en düĢük dalga boyuna ve ayrıca en yüksek 

enerji seviyesine sahiptirler. Diğer ıĢınlara bakıldığında örneğin α ıĢınları çok az 

santimetre kalınlığı olan kurĢun levhasında yalnız belli bir bölüm 

durdurulabilmektedirler (Krane 1987). 

2.3.2 Radyasyon dozu 

Gama ıĢını tek bir fotonu gözükebilen  bir ıĢık fotonundan 1 milyar kat çok daha 

enerjilidir. Normal ıĢığın insan yanağına dokunan bir tüy gibi farz edilirse, gama ıĢını 

bir mermi gibi düĢünülebilir. Gama‟nın yüksek enerjisi sebebiyle maddenin içine doğru 

yol alabilir, aynı zamanda ıĢık hızı ile yayılabilen, gazların da iyonlaĢtırıcı özelliklerini 

de sahip oldukları için yüksek enerji seviyesi sebebiyle yaĢayan hücrelere çok önemli 

http://neolaki.net/kimdir-nedir/Ernest-Rutherford-hakk%C4%B1nda.html
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bir biçimde zarar verebilecek özelliği taĢımaktadırlar.  

Hedef olan kütlenin tarafından, belirli bir zamanda, soğurulmuĢ olan radyasyon ıĢınının 

dozu canlılarda bazı biyolojik hasarların oluĢumuna sebebiyet vermektedir. Biyolojik 

hasar veya etki radyasyon kaynağının tipine, iyonlaĢtırma, enerjisine, radyasyon ıĢınına 

maruz kalma müddetine, yeteneğine, biyolojik canlının ıĢın kaynağına göre olduğu 

mesafesine ve radyasyon çarpma süresine bağlıdır. Belirli bir sürede ve miktarın 

radyasyon dozuna maruz kalan canlılarda birtakım zararlı etkilerin ortaya çıkmasından 

dolayı eğer yeterli önlemler alınılmazsa kaçınılmazdır. Radyasyonun etkisinin 

büyüklüğün nedenleri, radyasyonun çeĢidine, aynı zamanda soğurulmanın miktarı ve 

hızı ile anlaĢılır. Tüm faktörlerin bilindiği zamanda, canlı ve cansız maddelerin üzerinde 

bırakabileceği radyasyonun etkisi hesaplanabilir. (Lombardi 2007). 

2.3.3 Radyasyonun hücreye etkisi 

Radyasyonun, hücre içindeki diğer moleküllerle, atom ve bilhassa da su ile karĢılıklı 

etkileĢimi olan önemli elemanlara varıp, zarar verici serbest olan radikalleri oluĢturur. 

Radyasyon, genelde pektinlerin büyük oranda bozulmasına sebep olmaktadır. Bu etki 

dokuların yapısında yumuĢaya ve ayrıca hücrelerin birbiriyle olan bağın kırılması, su 

içinde çözünebilen pektinlerin artıĢına bağlıdır. Membranın yapısının bozulması, 

radyasyon nedeniyle oluĢmuĢ serbest olan radikallerin tarafından fosfolipidlerin 

esterleĢmemesi sonucu meydana gelmektedir (Voisine vd. 1993).  

Sitoplazma içinde radyasyon etkisine duyarlılığı en fazla olan organel mitokondridir. 

Canlı bir organizma da farklı dokular bulunmakta dolaysıyla radyasyona değiĢik 

derecede duyarlılık gösterirler. Radyasyonun yüksek dozları hücre seviyesindeki en 

bariz etkilerinden biri, hücre büyümesi için yaptığı baskılamadır. Özellikle hücrenin 

bölünme esnasında radyasyona tabi tutulan hücrelerde büyüme süreci kesintiye uğrar. 

Bu durum hücreyi oluĢturan organlar olarak çekirdek ve bilhassa bölünme durumundaki 

kromozomlar, radyasyona çok fazla duyarlıdırlar. Radyasyon hücredeki kromozomların 

kıvrılmasına, kenetlenmesine, kırılmasına ve birbirine yapıĢmasına yol açabilir. 

Kromozomda oluĢan kırıklar tekrardan organize ve onarılabilir, aynı kalabilir veya 
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baĢka bir kromozoma yapıĢıp, birleĢebilir. Bütün bu sebeplerden dolayı mutasyon 

meydana gelebilir veya hücrenin ölümü gerçekleĢebilir (Görpe ve Cantez 1992). 

Radyasyonun iyonlaĢtırıcılığı bir canlının vücudunda biyolojik değiĢiklik ortaya 

çıkarabilmesi için radyasyonun enerjisi hücrenin tarafından içine soğurulması 

gerekmektedir. Soğurma sonucunda hedef moleküllerde uyarılmalar ve iyonlaĢma 

yapılır. GerçekleĢen bu fiziksel etkileĢim neticesinde ileriye dönük biyolojik hasarların 

baĢlamasında rolü olan iyonlaĢmalar, hücrede kimyasal toksin maddelerin 

salgılanmasına ve DNA zincirlerinde oluĢan kırılmalara neden olabilir. Hasar çok 

değilse DNA‟da ortaya çıkan kırılmalar bazen onarılabilir. Ancak kimi kırılmalarda 

DNA onarım süresinde de hatalar oluĢup, yanlıĢ diziler olan kromozomlar oluĢabilir. 

Hasarlı bir DNA yapısı düzgün onarılmadığı durunda hücre de kötü çalıĢan 

metabolizma ya sağ kalacak veya ölmüĢtür. Çok düĢük dozların Ģiddeti, hızı ve enerjisi 

az olduğunda sadece hücrenin duvarına ve iç organlarına özellikle çekirdek ve organel 

mitokondriyi etkilemediği takdirde radyasyonun yüzeysel etkisi olumlu olabilecek 

varsayımı düĢünülebilir. Radyasyonun bitki dokularında hormesis etkisinin gen 

aktarımında etkisi bu tez kapsamında ana fikir olarak düĢünülmüĢtür dolayısıyla gen 

aktarım frekansını artırmak amacıyla çalıĢmalar yapılmıĢtır. Literatürde gama ıĢının 

bitkilerde yarattığı etkiler ve bitki dokularının tepkileri değiĢik yönlerde aĢağıda 

verilmiĢtir.  

Çelik (1991), bu araĢtırma, Semu 209/82 RH ve Tower çeĢitlerine 5 farklı doz 

seviyesinde (5, 15, 20, 30, 40 krad) Kobalt 60 (Co
60

) kaynağından uygulanan γ ıĢınının, 

bitkilerde ortaya çıkardığı değiĢimleri incelememiĢtir. M1 jenerasyonunda farklı ıĢın 

dozlarının, dikkate alınan özellikler üzerinde yüksek seviyelere ulaĢan etkileri 

olmamıĢtır. Ancak popülasyonda, çiçeklenme ve olgunlaĢma tarihleri arasında geçen 

sürenin kısaldığı ve dolayısıyla γ ıĢını ile erkenciliğin uyarıldığı belirlenmiĢtir. 

Ġncelenen M1 jenerasyonunda bütün dozlarda kapsüldeki tohum sayısında düĢüĢ 

olmuĢtur. Ġlginç bir durumda, 40 krad ıĢınlamada üç bölmeli kapsül morfolojisi ile 

dikkat çekmiĢtir. Bitkilerde tohum renginde de geniĢ bir varyasyon gözlenmiĢtir. Farklı 

γ ıĢın dozları, hasatta yaĢayan bitki sayısı üzerinde önemli bir etkiye neden olmamıĢtır. 

Bunun yanı sıra yükselen doz seviyelerinde steril bitki sayısında artıĢ varsa da önemli 
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düzey de değildir. Bu denemede bitkide tohum verimi, çıkan bitki sayısı, ana saptaki 

kapsül sayısı, bitki boyu, anasapa bağlı yandal sayısı gibi incelenen özelliklerde önemli 

değiĢim kaydedilmemiĢtir. Ancak denemede bazı değiĢimlerin hormesis olayına dayalı 

olabileceği düĢünülmüĢtür. 

ÇavuĢ (1994), bu araĢtırmada; Tower ve Semu 209/82 RH yazlık kolza çeĢitlerine 5 (5, 

15, 20, 30, 40 krad) farklı doz kullanarak γ ıĢınının bitkilerde ortaya çıkardığı 

değiĢimler incelenmiĢtir. M- jenerasyonunda farklı γ ıĢın dozlarının dikkate alınan 

özelliklerin birçoğunda olumlu yönde değiĢim ortaya çıkardığı gözlenmiĢtir. Özellikle 

önemli bir kriter olan çiçeklenme baĢlangıcı gün sayısı bakımından uygulanan dozlarla 

kontrol bitkiye göre erken çiçek açan hatlar elde edilmiĢtir. Anasaptaki kapsül sayısı 

bakımından uygulanan γ ıĢın dozlarının özellikle Tower çeĢidi üzerinde olumlu yönde 

uyarıcı etkisinin olduğunu, Semu 209/82 RH çeĢidinde ise dozlara bağlı olarak belirgin 

bir etkinin görülmediği belirlenmiĢtir. Kapsüldeki tohum sayısı, bitki baĢına tohum 

verimi ve toplam verim bakımından her iki çeĢitte de uygulanan γ ıĢın dozlarının olumlu 

etkisi gözlenirken aynı dozlar hasatta yaĢayan bitki sayısı üzerinde kontrole göre artan 

bir etki yaratmıĢ ancak en yüksek doz uygulaması olan 40 4R‟lık dozda kontrole göre 

bir azalma olmuĢtur. Yapılan seleksiyon sonucu baĢta erkenci ve tohum verimi yüksek 

olan çok sayıda hat ML ve daha sonraki jenerasyonlarda tekrar denenmek üzere 

ayrılmıĢtır. 

Dayanır (1996), bu araĢtırmada, Tower ve Semu 209/82 RH yazlık iki kolza çeĢidi 

kullanılmıĢtır. Her iki çeĢide de beĢ (5, 15, 20, 30 ve 40 krad)  farklı doz seviyesinde 

ıĢın uygulanmıĢ ve bitkilerde oluĢturduğu değiĢimler incelenmiĢtir. Mb jenerasyonunda 

γ ıĢın dozlarının incelenen özelliklerinin birçoğunda olumlu yönde değiĢim oluĢturduğu 

belirlenmiĢtir. Özellikle önemli bir kriter olan çiçeklenme baĢlangıcı gün sayısı 

bakımından uygulanan dozlarda kontrol bitkiye göre erken çiçek açan hatlar 

bulunmuĢtur. Ayrıca kapsül sayısı bakımından uygulanan γ ıĢın dozlarının özellikle 

Tower çeĢidinde olumlu yönde etkisi belirlenirken, Semu 209/82 RH çeĢidinde bu etki 

görülmemiĢtir. Kapsül sayısı toplam verim ve bin tohum ağırlığı bakımından γ ıĢın 

dozlarının olumlu etkisi gözlenirken, aynı dozlarda kontrole göre artan bir etki 
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olmuĢtur. Yapılan seleksiyon sonucunda baĢta erkenci ve tohum verimi yüksek birkaç 

hat Me jenerasyonuna ayrılmıĢtır. 

Arslan vd. (1998), bu çalıĢmada ketenin sarı 85 (Linum usitatissimum L.) çeĢidinin 

tohumları 5 farklı doz olarak 10, 20, 30, 40 ve 50 kRad Gama radyasyonu ile 

ıĢınlanmıĢtır. Kontrol bitki ile kıyasta radyasyonun M1 jenerasyonuna ait bitki boyunda 

20 kRad doz, bin tohum ağırlığında 30 ve 40 kRad dozlarında, yağ oranı 30 kRad, bitki 

baĢına kapsül sayısı 50 kRad dozu ve kapsüldeki tohum sayısında 20 kRad dozu verim 

ögeleri üzerindeki etkili oldukları belirtilmiĢtir. Genellikle radyasyonun düĢük dozları, 

yüksek dozlara oranla daha fazla etkili olduğu rapor edilmiĢtir.  

Akıncı (1999), çalıĢmada, buğdayın makarnalık çeĢidi olan "Sorgül" tohumlarına 6 

farklı doz olarak 50, 100, 150, 200, 250 ile 300 Gy‟lik γ radyasyonun etkisi Mı 

bitkilerinde tarlada ve sera da ve M2 bitkileri içinde tarlada kültüre alınıp ve gözlemler 

içinde yürütülmüĢtür. M2 bitkilerinde baĢakta bulunan tane ağırlığına, baĢakcık sayısına 

ve baĢakta tane sayısının özelliklerine γ radyasyonunun farklı dozlarının önemli 

etkilerin olduğunu tespit etmiĢlerdir. γ radyasyonu dozları artıĢıyla paralel bir Ģekilde 

M1 bitkileri için baĢaklanma zamanı uzadığında, incelenen öbür karakterlere ait değerler 

için düĢüĢler olduğun belirtilmiĢtir. Doz artıĢı M2 bitkileri için klorofil de mutasyonların 

önemli oranda arttığını rapor etmiĢlerdir. 

Charbaji ve Nabulsi (1999), çalıĢmada, asmaya ait iki çeĢidin Cabernet ve Helwani 

ayrıca iki anacın olarak 3309 ve R.99 sürgünlerinin tek boğum ve uçlarını eksplant 

olarak 4 farklı gama olarak 0, 2,“5 ve”7 Gy dozlar ile ıĢınladıktan sonra DSD1 ortamı 

içinde 60 gün sürede kültüre almıĢlardır. ÇalıĢmada, 7 Gy‟lik dozu her iki çeĢitte sürgün 

uzunluğu ve“5 Gy‟lik”dozunda Helwani çeĢidi ile her iki anaçta bitkilerde kök 

sayısında artıĢ bildirmiĢlerdir. Asmanın iki çeĢidinde de 7 ve 2 Gy‟lik dozlar ile yapılan 

ıĢınlama kök uzunluğuna, ıĢınlanmamıĢ olan kontrole kıyasta önemli ölçüde yüksek 

olmuĢtur.“5 Gy‟lik”γ dozu“R.99”anaçında kuru ağırlıkta artıĢ varken, Cabernet ve 

Helwani çeĢitlerinde de benzer etkiler 7 ve 2 Gy‟lik dozlar için gözlenmiĢtir. Ayrıca 5 

ve 7“Gy‟lik”dozlar için de bitkilerde yaprakların sayıları ıĢınlanmamıĢ olan kontrole 

göre artıĢ rapor edilmiĢtir. 
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Nagata vd. (1999), çalıĢmada, radyasyonun iyonlaĢtırıcı olarak yüksek olan dozlarının 

bitkilerde enzim aktivitesin de baĢlatma, etilen üretimi için yükselme solunumda artıĢ ve 

bazı proteinlerin birikimi gibi benzer fizyolojik farklıklara neden olduğu belirtmiĢlerdir. 

Ayrıca, DNA, membranlar, ve hücre duvarları gibi benzeri hücresel bir makro 

moleküllün radyasyonun iyonlaĢtırıcı özelliğinden dolayı biyokimyasal ve fiziksel 

olarak önemli ölçüde etkilendiklerini belirtmiĢlerdir. 

Öktem vd.“(1999),”bu çalıĢmada, buğdayın ekmeklik olarak Atay ve makarnalık olarak 

Çakmak çeĢitlerinin olgunlaĢmıĢ embriyolarına“partikül bombardımanı”ile gen transferi 

yaptıkları bu çalıĢmalarında“pBSGUSINT”plazmidine bir kalsiyum nitrat yöntemi 

kullanarak“tungsten partiküllerine”bağlamıĢlardır. AraĢtırmada, olgun embriyolara 

değiĢik basınç ve hem de hazne vakumları ile bombardıman uygulamıĢlar, eksplantlar 

24 saat bombardımandan sonra ya da embriyolar çimlenmesinin 7. günü GUS Analizi 

yapmıĢlardır. Yapılan bombardıman embriyoların %80‟in için bu 7 günlük geliĢen 

embriyoların fideleri GUS testine olumlu yanıtları görülmüĢtür. 

Sayar vd. (1999), bu çalıĢmada, buğday çeĢitlerinde diploid, tetraploid ayrıca 

hekzaploid olan endosperm destekli olgunlaĢmıĢ embriyo tekniğiniyle, tane de iriliğin 

kallus oluĢumu için etkisini araĢtırmıĢlardır. Bu buğday çeĢitlerinin tohumları büyük ve 

küçük olarak ayırmıĢlar ve yüzey sterilizasyonundan sonra endosperin hafifçe ayırılıp, 

daha sonra“8 mg/L”2,4-D eklenmiĢ sıvı ortam içinde kallus oluĢturmu sağlanmıĢ olması 

ve MS0 ortamında rejenerasyon kültüre alınmıĢtır. Denemede tüm genotipler için büyük 

taneler, küçük tanelerden kallus oluĢturmak için frekansı, kallusun ağırlığı, rejenerasyon 

oranı ve kültür oluĢturma yeteneği önemli ölçüde yüksek değerlere sahip olduğu tohum 

ile kallus ağırlığı için (r = 0,86) ve rejenerasyon oranı ile kallus ağırlığı için (r = 0,85) 

ve aralarında önemli iliĢkinin olduğu da büyük taneli olan buğdaylarda endospermli 

embriyo tekniği ile kullanılarak yüksek seviyede rejenere olan kallus elde edilmiĢtir. Bu 

sebeple bu tekniğin olgun olmayan embriyolara bir alternatif olarak çalıĢmalara 

sunulmuĢtur.  

Al-Safadi vd. (2000), çalıĢmada, patatesin 3 farklı çeĢidine 4 farklı doz olarak (2.5, 

5,“10 ve 15 Gy) γ radyasyonu in vitro‟da mikroyumru oluĢumu için etkilerini 
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araĢtırmıĢlardır. DüĢük γ radyasyonunun dozları hem in vivo ve hem in vitro’da bitki 

geliĢimi için teĢvik ettiğini de bildirmiĢlerdir. Radyasyonun düĢük dozları bir teĢvik 

edici olarak etkilerinde, meyveler için erken olgunlaĢma ve meyvelerin ağırlığında olan 

artıĢ ve ayrıca tohumlarda yüksek çimlenme gibi bu özellikleri göstermiĢtir. 

AraĢtırıcılar; γ radyasyonun düĢük dozları teĢvik edici bir etkisinin de doku kültürü için 

gözlendiğini, fasulyede bitkisinde doku kültürünün geliĢimin de artıĢı, tütün için doku 

kültüründe hücre değiĢikliğini teĢvik ettiğini ve havuçta rejenerasyonunda hızlanma ve 

ayrıca patates için mikroyumru oluĢumunda artıĢa neden olduğunu vurgulamıĢlardır. 

Doonan (2000), çalıĢmada, mutasyona uğramıĢ olan birkaç genin hücre bölünmesi ile 

geliĢmesini etkilediği doğrultuda rapor etmiĢtir. Bunun için, yüksek doz γ radyasyonu 

kullandığında tahıllarda hücrenin bölünmesinde bir durdurma olduğu, morfolojik olarak 

bilinen yaprakların oluĢmasın da artan bir hücre geniĢlemesiyle sağlanabilmektedir. 

GeliĢen bu yapraklar az sayıda olup; münhasıran büyük hücreleri içerdiği belirtilmiĢtir.   

Önde vd. (2001), çalıĢmada, partikül bombardımanı metoduyla korunga kotiledon 

ekspantlarına pBI221.23 plazmidini aktardıkları denemelerde, geçici GUS analizi 

gözlemiĢlerdir. 1350 ve 1100 psi basınç, 9 ve 6 cm olarak atıĢ mesafesinde, 1 pm ile 1.6 

pm çapa sahip olan altın partikülleri de kullanmıĢlar, 48 ile 120 saat bombardımandan 

sonra GUS Analizi yapmıĢlardır. Neticede, 1350 psi  olan basınç ve 6 cm olarak atıĢ 

mesafesin de baĢarıya ulaĢmıĢ, 1 pm çaplı olan altın partikülleri istifade edilip, 48. 

saatte yapılan GUS testinden en yüksek sonuçlar alınmıĢtır. Mikroskop gözlemlerinde, 

altın olan partiküllerinin bir çoğunun epidermal olan hücre katmanında olduğu; ancak, 

sub-epidermal tabakada %1‟den daha da az bir kısmının geçebildiği belirtilmiĢtir. 

Budak ve Yıldırım  (2002), bu çalıĢmada, buğdayın “Kunduru" ve “Ege 88" makarnalık 

çeĢidinin tohumları 5 farklı doz olarak 50, 100,“150,”200 ve 250 Gy γ radyasyonu 

kullanmıĢtır. Her jenerasyon için parsel verimi, bin tanede ağırlık, baĢaklanma tarihi, 

bitki boyu ve tanenin protein içeriği araĢtırılmıĢtır. Denemede, Ege 88 çeĢidin de 

mutantlarında tane verimi ve Kunduru çeĢidi için mutantları daha yüksek, ancak protein 

içeriğinde düĢüĢ olduğu da bildirmiĢlerdir. Kunduru çeĢidine ait olan tane verimi için 

250 Gy‟li γ radyasyonu kontrolden daha yüksek olduğu belirtilmiĢtir. 
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Kovacs ve Keresztes (2002), çalıĢmada, radyasyonun iyonlaĢtırıcı ve biyolojik 

materyallerin tarafından soğuruldu zaman, klorofil sentezini önediğini, hücre içindeki 

kritik olan noktaların etkilediğini bildirmiĢler. AraĢtırmada, hücrede radyasyonun etkisi 

atom, moleküllerle ayrıca özellikle suyla karĢılıklı bir etkileĢime ile önemli elemanlara 

ulaĢıp, zarar verebilecek serbest radikalleri oluĢturmaktadır. Radyasyonun bu denli 

etkisi vejetatif hücrelerde hem de %80‟nini sitoplazmada da suyun oluĢturduğunun 

önemli olduğu da vurgulamıĢlardır. Hücrede morfolojik değiĢimlerin, değiĢik doku ile 

hücrelerin kimyasal ve biyolojik değiĢimlerinden kaynaklandığı bu çalıĢmada, 

radyasyonun pektinlerin büyük derecede bozulmasına sebep olduğunu; dokulardaki 

oluĢmuĢ yumuĢamanın ve hücrelerin birbiriyle bağının kırılması suda çözünebilen bu 

pektinlerin arttığından kaynaklandığını belirtmiĢlerdir. 

Lage vd. (2002), çalıĢmada, radyasyon ile bitki hormonlarında ve sentezlerini olumsuz 

olarak etkilediğini; ıĢınlanmıĢ olan hücrelerin büyüme uyarıcısı maddelere karĢı 

duyarlılığını azalttığı yönde; isoperoksidazların hem dayanıklılığı hem de yaralanmaya 

olan tepki göstergesi için bitki fizyolojisinde çok önemli rol oynadığı enzimlerden 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Radyasyon tatlı patates bitkisinin boğum segmentleri, sürgün 

ve kök oluĢturulması için doza bağlı düĢüĢler gösterebildiğini bildirmiĢlerdir. 

Hyun vd. (2003), çalıĢmada, çeltik bitkisinde“azetidine-2-carboxylic”acid “AZCA” 

dayanımını yükseltmek için in vitro kültüründe mutagenesisten yararlanmıĢlardır. 

Kalluslar 5 farklı doz olarak 30, 50,“70,”90 ve“120 Gy”dozlara tabi tutulmuĢtur. 

IĢınlanmıĢ olan 50 ve 70 Gy‟lik dozları kalluslarda önemli ölçüde AZCA dayanımı 

görülmüĢtür. AZCA‟da ile seçilen ıĢınlanmıĢ olan kallusların ıĢınlanmayanlara nazaran 

tuza daha tolerans gösterdikleri saptanmıĢtır. Ayrıca mutasyon uygulamasından dolayı 

yüksek ozmotik basınca karĢı dayanıklılık sağlamıĢtır.  ÇalıĢmada serbest olan prolin 

seviyesi, AZCA‟ya dayanıklılık gösteren hücreler hattında kontrolle kıyasta 3.5 kat artıĢ 

gözlemlenmiĢtir. In vitro‟da mutagenesis yolu ile yüksek prolinli hücre hatların da 

seçimi baĢarılı bir Ģekilde olmuĢtur. Ayrıca çeltik için bu yöntemin kullanımı strese 

tolerans gösteren çeĢitlerin geliĢtirilmesini sağlaya bileceğini belirtmiĢlerdir. 
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Hyun vd. (2003), araĢtırmada, in vitro da tuza tolerans gösteren çeltik geliĢtirmek 

amacıyla γ radyasyonu kullanmıĢtır. Tuza toleranslı çeltik hatları yüksek bitki boyu ile 

kök sayısı ve kök uzunluğu gibi bazı karakterler dikkate alınmıĢ ve seçmiĢlerdir. 

Kontrolleri ile kıyaslandığı zaman, mutant hatlarda alkol ve α-amilaz dehidrogenaz‟ın 

aktivitelerinde önemli ölçüde artıĢlar görülmüĢtür. Mutantlar da canlı kalma açısından 

yüksek değerlere sahip ve tuz stresine karĢı dayanıklı olmuĢtur. Tuz stresinin koĢulları 

içinde, bitki hücrelerine ihtiyaç olan, serbest prolin seviyesinde önemli bir artıĢ olduğu 

ve bunun için enzimler ve hücre zarı yapısının korunmasında çok etkili olduğu da 

belirtilmiĢtir. 

Adu-Dapaah ve Sangwan (2004), çalıĢmada, yerfıstığında γ radyasyonunun yüksek bir 

genetik varyasyona sebep olduğunu ve hem de verimi artırmak amacıyla 

kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir.  

Nagata vd. (1999), araĢtırmada Arabidopsis thaliana bitkisinin γ radyasyonuna tabi 

tutulmuĢ, kök hücrelerin de radyal geliĢmesi ile kılcal kökler de uzama gözlenmiĢtir. γ 

radyasyonu sebebiyle kökte oluĢmuĢ olan hem morfolojik değiĢiklikler  hem de suyun 

hidrolizi olmasıyla ortaya çıkan daha aktif oksijen türleri nedeniyle artan etilen 

üretimine sebep olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Öztürk (2001), bu çalıĢma, Tribolium confusum (kırma bitinin) larva, pupa ve ergin 

bireylerinin biyolojik ve biyokimyasal özellikleri üzerine malathion ve γ radyasyonunun 

etkilerini belirlemek amacıyla yapılmıĢtır. Bunun için söz konusu faktörlerin etkisi 

altında, böceğin ölüm oranları, DNaz ve SOD aktiviteleri, protein miktarları ve protein 

fraksiyonları araĢtırılmıĢtır. Malathionun doz artıĢına bağlı olarak T. confusum larva ve 

erginlerinin ölüm oranlarında artıĢ görülmüĢtür. ΓΓ radyasyonu uygulanmıĢ erginlerde 

de aynı durum görülmüĢtür. Malathion uygulanmıĢ bireylerde, kontrol grubu ile 

kıyaslandığında doz artıĢına bağlı olarak, DNaz aktivitesinde ve protein miktarında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark belirlenememiĢtir Larvalara uygulanan γ ıĢınları 

etkisi ile pupa döneminde, kontrol grubuna kıyasla DNaz aktivitesinde artıĢ, protein 

miktarında ise azalma gözlenmiĢtir. Malathion uygulanmıĢ erginlerde SOD 

aktivitesinde zamana ve doza bağlı olarak artıĢ gözlenmiĢtir. SDS-PAGE yöntemi ile 
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böceğin farklı geliĢim evrelerinde, bazı protein fraksiyonlarının farklı olduğu, ergin 

dönemde larva ve pupaya oranla protein çeĢidinin daha fazla olduğu gözlenmiĢtir. 

Larvalara uygulanan malathion etkisi ile ergin döneminde, protein fraksiyonlarında doza 

bağlı olarak, düzenli bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. 

Sarsu (2003), araĢtırmasının amacı değiĢik dozlarda uygulanmıĢ olan γ ıĢınlanma, 

kolzanın kıĢlık iki (Brassica napus“ssp.”olifera) çeĢitlerinde hem Mı hem de  M2 

bitkilerine etkisini belirlenmiĢtir. Bu amaçla; Cascade ve Hansen kolza çeĢitlerinin 

tohumlan 400, 600, 800, 1000 ve 1200 Gy gama dozlarında ıĢınlanmıĢtır. AraĢtırma 

sonuçlarına göre; Cascade ve Hansen çeĢitlerinin sera ve tarla koĢullarında yetiĢtirilen 

Mı bitkilerinde çıkıĢ oram, en yüksek kontrol bitkilerden elde edilmekle beraber; artan 

dozlarda gama ıĢınlaması ile, diğer dozlarla karĢılaĢtırıldığında 800 Gy ve 1000 Gy 

dozlarında, kontrolden az olan bir artıĢ belirlenmiĢtir. Mı bitkilerinin kök uzunluğu ve 

fide boyu, olgunlaĢmada bin adet tohum ağırlığı, kapsülde bulunan tohum sayısı, ana 

saptaki kapsüllerin sayısı, bitki boyu ve ayrıca ana sapına bağlı olan yan dal sayısı Mı 

jenerasyonunda canlılığın devamlılığı yönünden yapılan gözlem, ölçüm ve sayım 

sonucunda ele alınan bitki özellikleri artan mutagen dozlarına bağlı olarak, kontrole 

göre önemli düĢüĢlerin meydana geldiği saptanmıĢtır. M2 bitkilerinin çıkıĢ oranında; 

gama ıĢını dozlarının artmasıyla kontrole göre azalma olmuĢtur. M2 bitkilerinde 

meydana gelen mutasyon frekansının dağılımı incelendiğinde ise; Cascade ve Hansen 

çeĢitlerinde sırasıyla; klorofil mutasyonu frekansı % 1.92, 1.33, yaprak mutasyonu 

frekansı % 8.02, 2.94, antosiyanlı bitki frekansı % 2.23, 2.72, kapsülde meydana gelen 

değiĢiklik frekansı % 0.87, 0.66, kısa boylu bitkilerin frekansı % 1.67, 1.47 olarak 

belirlenmiĢtir. Toplam mutasyon frekansı Cascade çeĢidinde en yüksek 800 Gy dozunda 

% 18.86 en az 400 Gy dozunda % 8 olarak, Hansen çeĢidinde ise en fazla 1000 Gy 

dozunda % 19.8, en az 400 Gy dozunda % 5.76 olarak saptanmıĢtır. ÇalıĢmada her iki 

çeĢit için γ ıĢının dozlarında artıĢla mutasyonun frekansı 1200 Gy dozuna kadar arttığı 

gözlenmiĢtir. 

Zaka vd. (2004),  çalıĢmada 5 günlük olan fideleri 0 ve 60 Gy arası olarak değiĢik 

dozlar ile γ radyasyonu uygulanmıĢtır. ÇalıĢmada 2 jenerasyon sürecinde bitki geliĢimi 

ve büyümesi araĢtırmıĢlardır. 60 Gy‟den üstün dozların G1 bitkilerinde verimliliğini ve 
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geliĢimini önemli ölçüde önlemiĢ, 40 Gy‟in üzerinde olan dozlarla ıĢınlanmıĢlarda fide 

geliĢememiĢtir. Ayrıca G2 de daha Ģiddetli olarak etkisi yansımıĢtır. IĢınlanmıĢ olan G1 

ile G2 bitkileri kontrolle kıyasta daha önemli derecede kısa olmuĢlar, ayrıca her ikisinde 

(G1 ile G2) bitkilerine bakıldığında ortalama bakla sayısı için uygulanan bütün dozlarda 

en az %20‟nın altında oran olarak azalma gözlenmiĢtir. Benzer bir Ģekilde, ortalama 

olarak hem yumurtalık ve hem de baklada normal olarak geliĢmiĢ olan tohum sayıları da 

Gf‟de 10 Gy, G2‟de ise“40 Gy‟lik”dozlar sonrası önemli ölçüde azalmıĢtır. ÇalıĢmada 

G1 ile G2 bitkilerine 0 ila 10 Gy olan dozlarda yapılan ıĢınlamalar neticesinde mayozda 

görülen“anormalliklere”paralel bir biçimde erkek kısırlıkta da artıĢ ortaya çıkmıĢtır. 

Ayrıca bitki geliĢiminde izlenen bu uzun süreli değiĢiklikler γ radyasyon sebebiyle 

oluĢmuĢ bir genomik dengesizliklerin iĢareti olmaktadır. Diğer taraftan, 0 dan 10 Gy‟e 

uygulanan dozlar arasında G1‟ın tohumları için depo proteinlerinin miktarında ve 

kalitesi yönünde hiçbir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. 

Akıncı ve Baysal (2005), bu çalıĢmada, makarnalık buğdayın Sorgül çeĢidine 7 farklı γ 

ıĢınlarının dozları olarak (0, 50,“100,”150, 200,“250 ve”300) Gy‟nın etkilerini 

incelemiĢlerdir, M1 ile M2 jenerasyonları için bitkide baĢak sayısı, M2 de fertillemiĢ 

bitki oranı, 1000 tane ağırlığı;  bitkide baĢaklanma süresi, baĢakta bulunan tane ağırlığı, 

bitki boyu, baĢak tane sayısı, bitki verimi, baĢak baĢakcık sayısı ve baĢak uzunluğunu 

incelemiĢlerdir. ÇalıĢmada artan γ radyasyonu dozları M1 bitkilerinde incelenmiĢ olan 

bütün karakterler için ve M2 bitkilerinin de baĢakta bulunan baĢakcık sayısında, baĢak 

tane sayısı ile baĢakta bulunan tane ağırlığı önemli Ģekilde etkilediği belirtilmiĢtir. 

Li vd. (2005), çalıĢmada, iki farklı patates çeĢidi için in vitro kültüründe yetiĢen 

fidelerden alınan eksplantlar 5 farklı γ radyasyonu dozu olarak (0, 2,“4, 6”ve 8) Gy‟e 

tabi tutularak, in vitro da mikroyumru üretimi ile kalitesi için γ radyasyonunun teĢvik 

edici özelliği incelemiĢlerdir. Γ radyasyonunun 3 farklı dozu olarak da 4, 6 ve 8 Gy‟ile 

mikroyumru oluĢumunun süresi 10 ila 15 gün arası olarak uzamıĢtır. Ayrıca 

bitkiciklerin“4 Gy”ıĢını hem mikroyumru sayısı için hem de tane ağırlığında önemli 

derecede artıĢlara sebep olmuĢtur. Ancak, radyasyonun daki düĢük dozlar“(2 ve 4 

Gy)”mikro yumrularda niĢasta kapsamını yükseltirken, yüksek dozlar ise“(6 ve 8 

Gy)”askorbik asiti artmıĢ ayrıca Ģeker kapsamını da düĢürmüĢtür.“4 ile 6”Gy‟lik dozlar 
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da ise mikro yumruların proteinini önemli ölçüde artırmıĢtır. 

Yılmaz vd. (2005), bu araĢtırmada pamuğun Acalpi-952 çeĢidini Kobalt 60 kaynaklı 4 

farklı γ radyasyonu dozular olarak 100, 200,“300 ve”400 Gy‟ile uygulanmıĢ tohumlar 

kullanılmıĢtır. Doza ait ıĢınlanmıĢ tohumlar M1 jenerasyonunda yaĢayabilen bitkilerden 

tohum alınmıĢtır. Daha sonra M2 de her bitkiye ait olan tohumlar birer sıra Ģeklinde 

yetiĢtirilerek; kozanın kütlü ağırlığı, koza ağırlığı, koza sayısı, meyvede dal sayısı, bitki 

boyu, ve 100 tane ağırlığı gibi bazı karakterler gözlenmiĢtir. Kolzanın her iki jenerasyon 

için incelenmiĢ karakterler açısından ebeveyn çeĢitlerine göre olumlu veya olumsuz 

doğrultuda varyasyonlar belirtilmiĢtir. 

BaĢer vd. (2007), bu çalıĢmada, buğdayın iki farklı makarnalık çeĢitlerine uygulanan 6 

değiĢik γ radyasyonu dozu M1 ile M2 jenerasyonları için bitki geliĢimi de etkisi 

incelenmiĢtir. M2 jenerasyonu için incelenmiĢ olan 7 farklı karakter yönünden mutant 

olmuĢ ve kontrol genotipleri birbiriyle karĢılaĢtırıldığında, birkaç önemli özellik 

bakımından beklenen mutant tipleri üretilmiĢtir. Bu durum özellikle 200 Gy dozunun 

etkisinden dolayı seçilmiĢ olan mutant genotiplerin arasında bitki boyu doğrultusunda 

önemli derecede kısalmıĢ genotipler üretilmiĢtir. Ana sap üzerinde baĢak tane ağırlığı, 

baĢakta bulunan tane sayısı, bitki hasat indeksi, bitki verimi ve baĢağın uzunluğu 

yönünden 300 Gy dozunun uygulaması beklenen özellikleri gösteren genotipler 

meydana gelmiĢtir. Mutagen uygulaması ile bitkide görülen kardeĢ sayısının artırdığını 

göstermiĢtir. Kontrol ile seçilmiĢ olan mutant genotiplerde SDS-PAGE metoduyla 

edilmiĢ olan protein bantları bakımından özellikle 300 ila 500 Gy dozlarında 

değiĢiklikler gözlenmiĢtir. 

Necati vd. (2007), bu çalıĢmada Triticum durum Def. Berkmen 469 doubled haploid 

(DH) makarnalık buğday çeĢidi gama ıĢınlaması ve doku kültürü çakıĢmasında 

kullanılmıĢtır. IĢınlamadan önce kuru ve dorment haldeki DH Berkmen 469 

tohumlarının nem miktarı % 5.491 olarak tespit edildi ve bu değer % 9.750‟ ye 

yükseltildi. Daha sonra tohumlar 137Cs kaynağı kullanılarak 0, 50, 100, 150, 200, 250, 

300 ve 350 Gray gama ıĢın dozları kullanılarak ıĢınlandı. Farklı γ radyasyonu dozlarının 

M1 jenerasyonundan elde edilmiĢ olan bitkiler için fide yaĢayan bitki sayısı, uzunluğu, 
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bitki boyu ve kök karakterlerine etkileri belirlendi. Yapılan varyans analiz çalıĢmasına 

göre artan doz miktarlarına bağlı olarak ölçümü yapılan karakterlerde önemli farklılıklar 

bulunmuĢtur. 

Yıldız (2009), bu araĢtırmada, γ radyasyonunun etkisini hücre ile dokularda yaratığı 

biyolojik ve fiziksel değiĢikliklerin sebep olması için partikül bombardımanı metodu ile 

yapılan gen aktarımı ve daha sonra bitki de rejenerasyonu artırmak yönünde 

hedeflenmiĢtir. Bu nedenle, öncelikle Cs
137

 ile Co
60

dan γ radyasyonu ayrıca bunlara 

iliĢkin γ dozlarının bitki rejenerasyonuna etkisi belirtilmiĢtir. AraĢtırmada elde edilen 

sonuçlara bağlı olarak uygun dozlar ve kaynağı belirtildikten sonra kaynaktan 

yararlanmıĢ olup partikül bombardıman uygulaması ile bitki rejenerasyon 

araĢtırmalarına baĢlanmıĢtır. Olgun embriyolar ile kallus kültürü ve daha sonra bitki 

rejenerasyonu için çalıĢmalarda; Çakmak 79 ve Bezostaja-1 iki buğday çeĢitlerinde 

incelenen karakterlerde en iyi sonuçların kontrol olarak 0 Gy doz uygulamasından elde 

edilmiĢ, bunu da 15 Gy olarak γ dozundan elde edilen sonuçlar izlemiĢlerdir. Radyasyon 

dozlarındaki artıĢ ile paralel olarak sonuçlarda önemli düĢüĢler belirlenmiĢtir. 15 Gy‟lik 

dozun üzerindeki γ radyasyonunun ıĢınlanmasına bağlı sürgün rejenerasyonu 

görülmüĢse de bu sürgünlerden hiçbir bir bitkicik geliĢimi görülmemiĢtir. ÇalıĢmada 

kullanılmıĢ olan her iki çeĢit için en baĢarılı γ kaynağı olarak Kobalt
60

 dan sonuçların 

elde edilmiĢtir. Fakat farklı kaynaklı olan γ radyasyon etkisinden edinilmiĢ kallustan 

geliĢmiĢ olan bitkiciklerin yaprak hücreleri ile aynı yapraklardaki“fotosentetik”aktivite 

nin etkileri araĢtırıldığında, Co
60

 kaynaklı olan“15 Gy‟lik”γ dozu ve kontrol uygulaması 

olarak (0 Gy) doz arasındaki fark incelenmiĢ bütün karakterler için ve her iki çeĢit 

içinde önemli olmadığı belirlenmiĢtir. Ancak Sezyum
137 

kaynaklı olmuĢ olan“15 

Gy‟lik”γ ıĢınlamasından edilen istatistiki sonuçlarında önemli ölçüde düĢüĢler tespit 

edilmiĢtir. 



 

 

33 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Bitki Materyali 

ÇalıĢmada kullanılan bitki materyali için daha önce in vitro kültür çalıĢmalarda baĢarılı 

bir sonuçlar vermiĢ olan kolza (Brassica napus L.)‟da Gladiator, Nk petrol, Jura, 

Nelson, Elvis, Sary, Nk Caravel ve Tristan olarak 8 çeĢit arasından bir çeĢit seçilmiĢ ve 

kullanılmıĢtır. ÇeĢitler Tarımsal AraĢtırmalar ve Politikalar Genel Müdürlüğü, 

Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezinden temin edilmiĢtir. 

3.2 Ekipmanların Sterilizasyonu” 

In vitro doku kültür çalıĢmalarında, hem kullanılan laboratuvar hem de kullanılan bütün 

ekipmanların steril bir Ģekilde olması ve kontaminasyon olmadan daha baĢarılı sonuçlar 

almak amacıyla büyük önem taĢımaktadır. Bu sebeple her çalıĢmanın öncesinde tüm 

ekipmanlar özelliklerine ve biçimine göre otoklavda ve etüvde sterilize edilmiĢtir. Tüm 

tohumlar da yüzey sterilizasyon iĢlemi için kullanılan kavanoz ĢiĢeler, içine steril ortam 

dökülen veya baĢka amaçlar ile kullanılan cam petri kapları, magentalar gibi cam 

malzemeleri yüksek sıcaklıklara dayanıklı olan kalın kağıtlara sarılmıĢ olup, 200 ºC‟de 

2 saat bekletilerek sterilizasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢmalar steril olan kabin içerisinde yapılmıĢtır. Kabinde kullanılan bistüri ve pens 

gibi tüm metal ekipmanların da sterilize edilmesinde  önce %70‟lik (v/v) etanol ile 

temizlendikten sonra kullanım esnasında 250 ºC termal sterilizasyon cihazında metal 

aletlerin uçlarının sterilize etme iĢlemi gerçekleĢmiĢtir. Eksplantların kesimi için 

kullanılan tüm bisturi uçları gerekli olduğundan özel korumasındaki yeni steril uç 

takılmıĢ ve kullanılmıĢtır. 

 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwja3Mbw-IvSAhXKiRoKHUeYDsgQFggbMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.tarim.gov.tr%2FBUGEM%2FTTSM&usg=AFQjCNHyEoOr8KAEP_lzvZeOupQdlHArnQ&sig2=83n5a2Mq4F_BdCqVZQFB3w&bvm=bv.146786187,d.d2s
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3.2.1 Büyüme ortamları ve kültür koĢulları 

ÇalıĢmalarda büyüme düzenleyici maddeleri istenilen dozda, MS (Murashige ve Skoog 

1962) olarak besin ortamına eklenerek %3‟lük sukroz ekleyerek ve pH‟sı, 5.8 için 1N 

NaOH ya da 1N HCl kullanılarak ayarlanmıĢtır. Ayrıca, ortamları otoklavlanmadan 

önce, katılaĢtırmak amacıyla 6.5 g/L agar ilave edilmiĢtir. Tüm ortamların hazırlığı için 

bidistile saf su kullanılmıĢtır. Daha sonra“1.4 atmosfer  basınç altında“120°C‟de 20”dk 

tutularak otoklavlanmıĢtır. In vitro koĢullarda besin ortamına farklı amaçlar için değiĢik 

konsantrasyonlarda bitki düzenleyici maddeleri kullanılmıĢtır. Kolza bitkisinde MS 

ortamına 3.00 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA ilave edilmiĢtir. Bitki düzenleyici 

maddelerin stok solüsyonları, 1 mg/ml deriĢimde etanol veya 1N NaOH ile çözülüp, 

daha sonra 10 ml distile su ile tamamlanarak hazırlanmıĢtır. büyüme düzenleyicileri 

stoktan kullandığında ortamları otoklavda steril edilmeden önce eklenmiĢtir. Tüm 

ortamların sterilizasyonu otoklavda“1.4 atmosfer basıncı altında“120
o
C‟de 20”dk 

tutularak var edilmiĢtir. ÇalıĢmalarda tüm kültürler iklim dolabında beyaz floresan (42 

µmol m
-2

 s
-1

) ıĢığın altında 16 ıĢık 8 saat karanlık fotoperiyodunda 241°C sıcaklıkta 

tutulmuĢtur. 

3.2.2 Tohumların yüzey sterilizasyonu 

Doku kültürü çalıĢmalarında tohum veya eksplantların yüzey sterilizasyonu yöntemleri 

büyük önem taĢımaktadır. Yüzey sterilizasyonu için eksplantlara uygulanacak olan 

kimyasalların, bitkiye zarar verme olasılığı çok yüksek olup, kullanılacak kimyasalların, 

en az miktarda ve en kısa sürede muamele edilmesi gerekmektedir. 

Bitkiye ait tohumların bakteri, mantar vb. mikroorganizmalardan arındırmak için uygun 

dezenfektan dozu ve uygulama süresinin belirlenmesi çok önemlidir. Bu hususta kolza 

tohumları için %10 luk (%5 NaOCl) kullanılmıĢtır. Tohumlar sodyum hipoklorit 

suyunda 25 dk çalkalandıktan sonra 3 kez 2‟er dakika saf suda durulanmıĢtır. Yüzey 

sterilizasyon çalıĢmalarında manyetik karıĢtırıcı kullanılmıĢtır. Ardından yüzey 

sterilizasyonu yapılmıĢ olan tohumlar MS ortamı içeren steril magentalara aktarılmıĢtır. 
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3.3 Eksplant Ġzolasyonu ve Rejenerasyonları 

Kolza bitkisinin steril tohumlar hemen MS0 besi ortamda kültüre alınmıĢtır. Doku 

kültürü çalıĢmalarında steril tohumların çimlenmesi için ilk olarak 4.4 g/L MS 30 g/L 

sukroz ve katılaĢtırmak için 6.5 g/L agarı 5.8 pH‟ya ayarlanmıĢ besin ortamına aktarılıp 

241°C sıcaklıkta olan iklim odasında fide oluĢumu için MS besin ortamında kültüre 

alınmıĢtır. ÇalıĢmada eksplant olarak elde edilen fidelerden izole edilmiĢ hipokotil 

eksplantı ve tohum kullanılmıĢtır. Ġklim odasında (Growth Chamber) 24 ± 1
o 

C‟de, 16 

saat ıĢık ve 8 saat karanlık (42 µmol photons/m
2
/s) fotoperiyodu ayarlanarak 5-7 gün 

boyunca bekletilmiĢtir. Elde edilen hipokotil kısımları 5 mm uzunluğunda parçalara 

ayrılarak 3.00 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA içeren ortamlarda adventif sürgün oluĢumu 

için kültüre alınmıĢtır. Her peti kabında 20‟Ģer eksplant olmak üzere 4 hafta süreyle 

kültüre alınmıĢtır. GeliĢen sürgünler, iklim odasında MS ortamında 4 hafta süreyle 

köklendirmeye bırakılmıĢtır. Daha sonra, yaklaĢık 2.0 -4.0 cm uzunluğundaki sürgünler, 

torf içeren bidonlarda alt kültüre alınmıĢtır.  

3.3.1 In vitro koĢullarda elde edilen bitkilerin dıĢ ortamına/koĢullarına alıĢtırılması 

Steril doku kültürü ortamlarında yetiĢen sürgünlerin dıĢ koĢullara alıĢtırılmasında torf ve 

perlit karıĢımını içeren 5 litrelik su bidonları ortadan keserek ama kesilmiĢ kısmı 

ayırmaksızın kullanılmıĢtır. Daha sonra etrafını streç bantla kapatıp, iklim odasında 

birkaç gün %90 yüksek nisbi nem oranına kadar tutularak bitkilerin hem dıĢ koĢullara 

uyumu, hem de kök sisteminin geliĢmesi sağlanmıĢtır. Daha sonra, nem oranı kademeli 

olarak azaltılarak 5 gün sonra streç bantlar tamamen uzaklaĢtırılmıĢtır. Su bidonların 

içindeki bitkiler her 2 gün de bir sulanıp 3-4 hafta sonra yaklaĢık 20-25 cm olan fideler 

seraya aktarılmıĢtır. 
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3.4 Gen Aktarım ÇalıĢmaları  

3.4.1 Bakteri materyali 

Gen aktarımı çalıĢmalarında p35S GUS-INT (35S promotor, neomisin fosfotransferaz 

(Npt-II) ve β-glukuronidaz (GUS) ve NOS terminatör) taĢıyan plazmidini GV2260 suĢu 

kullanılmıĢtır (Çöçü 2009). 

Bakteriler 28°C‟de seçici antibiyotikleri içeren sıvı LB (Luria Broth) ortamında 

büyütülmüĢtür. A. tumefaciens hatları 27-28°C‟de uygun antibiyotik içeren MS besin 

ortamında 1-2 gün süreyle inkübatörde tutularak büyütülmüĢtür. Daha sonra yaralanmıĢ 

eksplantlar sıvı olan rejenerasyon ortamında 1/50 oranında seyreltilerek bakteri 

kültürleri içerisinde 15-30 dk süreyle tutulmuĢ ve inokülasyon iĢlemi sağlanmıĢtır. 

Ġnokulasyondan sonra eksplantlar 1-2 günlük sürede ko-kültüvasyona alınmıĢ ve daha 

sonra eksplantlar bitki seleksiyon ortamına aktarılmıĢtır. Bitki seleksiyon ortamında 

Agrobacterium bakterisinin geliĢimini önlemek amacıyla da Duocid (500 mg/L) ve daha 

sonra gen aktarım iĢlemi yapılmıĢ olan sürgünlerin seleksiyonu için kanamisin (50 

mg/L) içeren MS rejenerasyon ortamları kullanılmıĢtır (Jonoubi 2009). 

3.4.2 Antibiyotikler 

Bakteri ve bitki kültürlerinde farklı amaçlara göre farklı antibiyotikler kullanılmıĢtır. 

Bitkilerin seleksiyon ortamlarında Kanamisin ve Duocid, kullanmıĢtır ayrıca 

bakterilerin büyüme ortamlarına Kanamisin ve Rifampicin ilave edilmiĢtir. Çizelge 

3.1‟de kullanılan antibiyotikler ve konsantrasyonları verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.1 ÇalıĢmada kullanılan antibiyotikler ve konsantrasyonlar 

 

Antibiyotikler 
Konsantrasyonları (mg/L) 

Bakteri Kültürü Bitki Doku Kültürü 

Ampicilin Duocid -- 500 

Kanamisin (Km) 50 50 

Rifampicin (Rif) 25 --- 

 

3.4.3 Bakteri kültürünün saflaĢtırılması, büyütülmesi ve muhafazası 

Bakteri kültürlerinin büyütülmesi sıvı A. Tumefaciens kültürlerinin çoğaltılmasına, 

Luria-agar– LA (Oxford, England) besin ortamı içinde büyütülmüĢ olan bireysel 

kolonilerden baĢlanmıĢ, tek kolonileri steril lup aracılığıyla alındıktan sonra seçici 

antibiyotikler içeren 5-10 mL Luria broth - LB (5.0 g/L yeast extract, 10.0 g/L 

Tryptone, 0.5 g/L NaCl) ortamında 28°C‟de 180 devir/dk da inkübatörde büyütülerek 

gen aktarımı iĢleminde kullanılmıĢtır. Ayrıca yeniden bireysel koloniler edinebilmek 

amacıyla, çok düĢük miktarda bakteri kültürü için gerekli antibiyotik içeren agarlı besin 

ortamında steril bir lupla yayılmıĢ olup, bu kültürleri içeren steril petri kutularını ters bir 

Ģekilde çevrilerek 28
o
C‟de inkübe edilmiĢ olup, 2 gün sonra kolonilerin oluĢtuğu 

görülmüĢtür. Kontaminasyon olasılığını düĢürmek ve ortadan kaldırmak amacıyla tüm 

bakteriyel çalıĢmalar steril kabin içerisinde yapılmıĢtır. Denemede GV2260 (p35S 

GUS-INT) bakteri hattı kullanılmıĢ ve p35S GUS-INT plazmidin T-DNA bölgesinde 

seçici Npt-II geninin taĢıdığından dolayı bakteri büyüme ortamında 50 mg/L kanamisin 

ve 25 mg/L Rifampisin kullanılmıĢtır (Khan 2003). 

3.5 IĢınlama Materyali γ Radyasyonunun Uygulanması 

Bu tez çalıĢmasında Türkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK), Sarayköy Nükleer 

AraĢtırma ve Eğitim Merkezi (SANAEM)‟nde bulunan Kobalt 60 (Co
60

) gama (γ) 

radyasyon kaynağı kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada “Ob - servo sanguis” gama ıĢınlama cihazi 

ile 440 Gy/h doz hızında istenilen dozlarda ıĢınlanmıĢtır. Bu kaynaktan eksplantlara 
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uygulanacak dozların belirlenmesi amacıyla yapılmıĢ  olan çalıĢmalarda 0, 20, 40, 80, 

100, 120, 160 ve 180 Gy olarak gama (γ) uygulanmıĢtır. Ayrıca kolza‟nın tohumlarına 

için 0, 20 ve. 40 Gy olarak farklı γ dozları uygulanmıĢtır. Optimize edilmiĢ dozlara göre 

Agrobacterium tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı ve rejenerasyon çalıĢmaları 

yapılmıĢtır.  

3.6 Agrobacterium tumefaciens ile Gen Aktarımı 

3.6.1 Hipokotil eksplantlarına gen aktarımı 

Kolza bitkisinde hipokotil eksplantları ve steril tohum sıvı ortamında A. tumefaciens 

süspansiyonu ile karıĢtırarak, kolza bitkilerinde hipokotil eksplantlar 25 dakika steril 

kurutma kağıt üzerinde beklettikten sonra 25 dakikada inokülasyona tabi tutulmuĢtur.  

Ġnokülasyondan sonra eksplantlar 1-2 günlük sürede rejenerasyon ortamından ko-

kültivasyona alınmıĢtır. Eksplantların rejenerasyon ortamında Agrobacterium 

bakterisinin geliĢimini önlemek amacı için Duocid (500 mg/L),”sadece gen aktarılma 

iĢlemi yapılmıĢ sürgünlerin geliĢimini sağlayabilmek amacıyla “50 mg/L 

kanamisin”içeren MS seleksiyon ortamına aktarılmıĢtır. Seleksiyon ortamında geliĢen 

sürgünler ilk önce sürekli bir Ģekilde kontrol altında izlenmiĢ olup büyütülmüĢtür. Daha 

sonra bu sürgünler, in vitro koĢullarda köklendirilerek bitkiler geliĢtirilmiĢ olup, seraya 

adapte edildikten sonra aktarılan genler tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. 

3.6.2 Kolza tohumlarına gen aktarımı 

Kolza tohumlarının sterilizasyonundan hemen sonra kurutma kağıt üzerinde 20 dk 

kurutulmuĢtur. Daha sonra önceden çoğaltılmıĢ ve OD‟si 600 nm ayarlanmıĢ 

bakterilerle sıvı ortamda inokülasyon iĢlemine geçilmiĢtir. Manyatik karıĢtırıcı 

kullanarak steril erlen de 24 saat tohumlar inokülasyona tabi tutulmuĢtur. Daha sonra 

0.05 mM asetosiringon içeren MS ortamında 3-4 gün ko-kültivasyon ortamlarını iklim 

odasında beyaz floresan (42 µmol m
-2

 s
-1

) ıĢığın altında 16 ıĢık 8 saat karanlık  
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fotoperiyodun da 241°C sıcaklıkta bekletilip izlenmiĢtir. Daha sonra çimlenmelerini 

sağlamak aynı zamanda oluĢacak fideleri seçebilmek için seleksiyon ortamına 

alınmıĢtır. Seleksiyon ortamına ise MS0 ortamına 50 mg/L kanamisin ve 500 mg/L 

antibiyotik ilave edilmiĢtir. 

3.7 Histokimyasal GUS Analizi 

Seçici rejenerasyon ortamı üzerinde geliĢen transgenik aday sürgünler, kanamisin 

eklenmiĢ olan MS ortamında köklendirildikten sonra saksılara aktarılmıĢtır. Daha sonra 

bu bitkilerin transgenik adayı olmasını belirtmek için histokimyasal GUS analizi  

Jefferson (1987)‟ın tarif ettiği biçimde yapılmıĢtır. Bitki dokuları 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) eklenmiĢ olan solüsyonda 38°C‟de gece boyu inkübe 

edilmiĢtir. Daha sonra, bu dokular %96 „lık etanolde 2-3 gün bekletilerek eksplantdaki 

mavi bölgeleri belirlenmiĢtir. 

3.8 DNA Ġzolasyonu 

DNA izolasyonu için kullanılan CTAB ekstraksiyon tamponu ve TE (Tris Elution) 

tampon için 1M Tris HCL (pH 8.0),  0.5 M EDTA  (pH 8.0)  ile 5M NaCl stok 

solüsyonu kullanılmıĢtır. Transgenik adayı bitkilerden alınan yaprak örnekleri -80 

°C‟lik derin dondurucuya konarak PCR analizi için saklanmıĢtır. DNA izolasyonu için 

kullanılan ekstraksiyon tamponu ve TE (Tris Elution) tamponu aĢağıda verildiği gibi 

stok halde hazırlanmıĢtır. 

I. CTAB (2%) 

II. 1M Tris HCL  (pH 8.0) 

III. 0.5 M EDTA  (pH 8.0) 

IV. 5M NaCl 

Markaptoetanol 
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3.8.1 CTAB Tampon Hazırlanması 

CTAB tamponu filtre steril edilen stok solüsyondan Çizelge 3.2‟de verildiği gibi 

hazırlanmıĢtır. 

Çizelge 3.2 CTAB tampon hazırlanması için gerekli kimyasal ve miktarları 

 

Açıklama Hacim ( 1  örnek için) Hacim (20 örnek için) 

CTAB 12.5 mg 250 mg 

ddH20 “360 µ L”  7.2 mL 

1 M Tris  “62.5 µ L”  1.25 m L 

5M NaCl “175 µ L”  3.5 m L 

0.5M EDTA 25 µ L  500 µ L  

B-Mercaptoetanol “1.25 µ L”  25 µ L  

Toplam   

 

3.8.2 TE Tampon Hazırlanması 

TE tampon filtre sterilize edilen stok solüsyondan aĢağıda verildiği gibi hazırlanmıĢtır. 

I. 10“ml”1 M Tris HC1”pH“8.0 

II. 2“ml 0.5”M”EDTA 

III. 1 L ddH20 . 

1.Kesilen, yapraklar 1.5 ml‟lik ependorf tüpler içerisinde sıvı azot kullanılarak 

ezilmiĢtir. 

2. Toz haline getirilmiĢ yaprak dokusu üzerine 550 ml CTAB ekstraksiyon tamponu 

eklenmiĢ ve 40-60 dk 65°C‟de inkübe edilmiĢtir. 



 

 

41 

3. Daha sonra 13.000 rpm‟de 7 dk santrifüj yapılmıĢtır. 

4. OluĢan süpernatan yeni bir tüpe aktarılmıĢ ve üzerine 550-750µl hacimde kloroform 

eklenmiĢtir.15-30 dk 13.000 rpm‟de santrifüj yapılarak örnekler çöktürülmüĢtür. 

5. OluĢan süpernatan yeni bir tüpe aktarılarak 750µl soğuk isoproponal eklendikten 

sonra 30 dk- gece boyunca -20 °C‟de saklanmıĢtır. 

6. Daha sonra10-30 dk 13.000 rpm‟de santrifüj yapılarak örnekler çöktürülmüĢtür. 

7. Meydana gelen pellet, %70 „lik EtOH ile 7 dk 10.000 rpm‟de santrifüj yapılarak 

kalan DNA çöktürülmüĢtür. 

8. Pelletler havada kurutulmuĢ ve 50 µl TE içinde çözülmüĢtür. 

Primer”dizileri Transgenik”bitkileri belirlemek için Npt-II ile GUS”genleri PCR ile 

çoğaltılmıĢ ve primer dizileri Çizelge 3.3‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.3 PCR iĢleminde kullanılacak primer dizileri 

 

Hedef Baz diziliĢi 

Npt II ileri 

primer 
 5‟ - TTG CTC CTG CCG AGA AAG - 3‟ 

Npt II”geri 

primer” 
 5‟ - GAA GGC GAT AGA AGG CGA – 3‟ 

 chv ileri primer  5‟ - CGA ACC GCT GTT CGG CCT GTG G - 3‟ 

 chv geri primer  5‟GTT CAG CAG GCC GGC ATC CTG G 3‟ 

 

GUS histokimyasal analizi sonucunda pozitif olan bitkilerin DNA izolasyonları 

yapıldıktan sonra PCR iĢlemine tabi tutulmuĢtur.  Ġzole edilen DNA örnekleri PCR 
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analizi için reaksiyonları, biometra T-personal thermocycler da doğru koĢulları her 

primere göre ayarlanarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

GUS, 35S, ve Npt-II genlerin transfer oldukları ve bitki genomuna entegre edilmesi 

açısından PCR analizleri yapılmıĢtır. PCR iĢleminde 35s promotor, Npt-II geni için hem 

sağ hem de sol sınır olarak ileri ve geri primerler kullanılmıĢtır. PCR analizi, 2.5 mM 

MgCl2 (15 mM), 0.5 mM dNTP (10 mM), 0.4 µM özgün ileri ve geri primerler, 1.4 × 

Taq DNA polimeraz tamponu (+KCl, -MgCl2), 100 ng genomik DNA,  1 U Taq 

polimeraz  (Fermentas) ve 2×steril destile su içeren toplam 25 µL hacmindeki karıĢımda 

gerçekleĢmiĢtir. Ayrıca, her reaksiyon için bitki negatif kontrol (transgenik olmayan 

bitki), pozitif kontrol (plazmit) ve negatif kontrol (örnek yerine su, NTC) kullanılmıĢtır. 

PCR döngüsü bitikten sonra PCR‟ın ürünleri ve“molekül ağırlığı”bilinen markör, ile 

birlikte agaroz jel elektroforezi yapılmıĢtır ve ayrıca“DNA‟nın”UV de izletilebilmesi 

için“Etidyum bromür”eklenmiĢtir.“Elektroforez iĢlemi tamamlandıktan sonra jel“UV 

lambası”üzerinde izlenilmiĢ, fotoğrafı çekilmiĢtir. 

3.8.3 PCR Döngüleri 

1- 95‟ 7 DK 

2- 95‟ 20 SANĠYE 

3- 58‟ 15 SANĠYE 

4- 72‟ 30 SANĠYE 

5- 72‟ 30 SANĠYE 

6- 4‟ PAUSE 

2-4 40 DÖNGÜ 

PCR MIX: 

12.5 µl 2X kapa buffer 

2 µl 5mM Primer (FW-RW) mix 

0.2 µl Taq 

10.3 Su 

Üzerine 0.75 µl Önceki PCR mix 
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Kapa kodu:  KK7251 Plant PCR kit 

Yapılan gen aktarımın teyidi için yukarıda anlatıldığı PCR yapılmıĢtır. A.tumefaciens 

kontaminasyonu kontrol etmek amacıyla kromozomal virülans geninde (chv) tasarlanan 

primer yardımıyla kontrol PCR yapılmĢtır.   

3.9 Ġstatistiki Analizler 

Denemeler 3 tekerrürlü olarak yapılmıĢtır. ÇalıĢmadan elde edilmiĢ olan veriler 

bilgisayarda “MSTAT-C” programı aracılığıyla tesadüf parselleri deneme desenine göre 

analizler yapılmıĢtır. Ortalamaların değerlendirilmesi için t-test ve Duncan testleri 

uygulanmıĢtır. Yüzde değerleri istatistik analizleri yapılmadan önce arcsin yüzde 

transformasyonuna tabi tutulmuĢtur (Snedecor ve Cochran 1967).  
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1 Doku Kültürü ÇalıĢmaları 

ÇalıĢmak istediğimiz çeĢitlerin doku kültürü çalıĢmalarına uyumunu tespit etmek için 

ön deneme yapılmıĢ ve 8 farklı kolza çeĢidi in vitro Ģartlarında kültüre alınmıĢtır. 

Denemede çeĢit olarak „Gladiator‟, „Nk Petrol‟, „Nelson‟, „Elvis‟, „Nk Caravel‟ ve 

„Tristan‟ kıĢlık ayrıca „Jura‟ ve „Sary‟ yazlık çeĢitleri kullanılmıĢtır. Yüzey 

sterilizasyonu yapılmıĢ kolza tohumları, MS0 ortamlarında çimlendirmeye alınmıĢtır. 

Daha sonra eksplant alımı için 7 günlük fideler elde edilmiĢtir. Bir haftalık fidelerden 

hipokotil eksplantları alınıp, 4 tekerrürde her petri baĢına 20 eksplant olarak,“3.0 

mg/L”BAP”0.2 mg/L NAA ortamında 20 gün geliĢmeye bırakılmıĢtır. Eksplantlardan 

oluĢan sürgünlerin ölçümleri, sürgün rejenerasyon oranı, sürgün sayısı, sürgün uzunluğu 

ve kök oranı Ģeklinde yapılmıĢtır. 

Varyans analizine göre çeĢitler arasında in vitro ortamında rejenerasyon oranında ve 

sürgün sayısında 0.01 düzeyinde önemli farklılık göstermiĢtir. Ayrıca sürgün uzunluğu 

ve kök oranında 0.05 düzeyinde önemli çıkmıĢtır.  

Rejenerasyon oranı %6.64-%77.29 olarak değiĢmiĢtir. En iyi rejenerasyon yüzdesi 

„Nelson‟ çeĢidinde bulunmuĢtur. Sürgün sayısı 0.50-3.41 olarak belirlenmiĢtir. En çok 

sürgün „Jura‟ çeĢidinde görülmüĢtür. Sürgün uzunluğu açısından „Elvis‟ çeĢidi 0.84 cm 

olarak 20 gün içinde en uzun sürgün olmuĢtur. Kök oranı %60.42-%100 arasında 

geliĢme göstermiĢtir (Çizelge 4.1).  
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 ġekil 4.1 Farklı kolza çeĢitlerinin hipokotil eksplantlarından sürgün geliĢimi  

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

Çizelge 4.1 Kolzanın 8 çeĢidine ait hipokotil eksplantlarının doku kültürü tepkisi 

 

ÇeĢit 

Kültüre 

alınan 

eksplan

t sayısı 

Rejenerasyon 

oranı (%)** 

Sürgün”sayısı 

(adet)** 

Sürgün”uzunluğu 

(cm)* 

Kök”oranı 

(%)* 

Gladiator 80 34.83±3.15bc 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±0.52c 1.66±0.33bcd 0.09±0.01d 60.42±20.51b 

Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen ortalamalar ** 0.01 düzeyinde ve* 0.05 düzeyinde önemlidir. 

4.2 Gen Aktarım ÇalıĢmaları 

4.2.1 Kolzada en etkili kanamisin dozunun belirlenmesi  

Transformasyon ve bitki seleksiyonu çalıĢmalarında markör seleksiyon geni olarak Npt-

II geni içerdiğinden dolayı öncelikle kanamisin antibiyotiğinin en etkili dozu 

belirlenmiĢtir. Optimizasyon çalıĢmalarında en uygun kanamisin dozunu belirlemek 

amacıyla transgenik olmayan kolza tohumları 0, 25, 50, 100 ve 150 mg/L içeren MS 

besin ortamında 3 tekerrür ve her tekerrürde 20 tohum olarak çimlendirilmiĢtir. Ġki hafta 

sonra elde edilen sonuçlara göre MS0 kontrol ortamında tüm bitkiler %100 yaĢarken, 25 

mg/L kanamisin dozunda eksplantlar %27 oranında yaĢayabilmiĢtir. Ayrıca, 50, 100 ve 
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150 mg/L kanamisin dozlarında, bitkilerin tümünde ölüm gerçekleĢmiĢtir. Dolayısıyla 

denemenin sonucunda 50 mg/l kanamisin kolzada en uygun konsantrasyonu olarak aday 

transgenik bitkilerin seçiminde kullanılmıĢtır (ġekil 4.2). 

 

ġekil 4.2 Farklı kanamisin dozunun kolzada çimlenme ve fide geliĢimi üzerine etkisi 

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

Klzada 8 farklı çeĢidin arasından seçilmiĢ olan „Nelson‟ ve „Gladiator‟ çeĢidi in vitro 

doku kültürü çalıĢmalarının devamında kullanılmıĢtır. A. tumefaciens aracılığı ile gen 

aktarımı denemeleri için 10 tekerrürde „Nelson‟ ve „Gladiator‟ çeĢitleri, petri baĢı 20 

hipokotil eksplantına inokülasyon yapılmıĢtır. Daha sonra seleksiyon ortamlarında 

geliĢmeye bırakılan kolza eksplantlarının 4 hafta sonra rejenerasyon oranı, sürgün 

sayısı, sürgün uzunluğu, petri baĢına kallus sayısı, ile kök oluĢumu oranı incelenmiĢtir. 

ÖlçülmüĢ karakterlerin t-testinde A. tumefaciens ile inoküle edilmiĢ bitkilerde çeĢitler 

arasında sürgün sayısı 0.01 düzeyinde önemli bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.3. a. A. Kolzada rejenere olmuĢ „Nelson‟, b. B. „Gladiator‟ çeĢitleri 

Kolzada, „Nelson‟ ve „Gladiator‟ çeĢitlerinin, Agrobacterium tumefaciens bakterisi ile 

inokülasyon çalıĢmasında rejenerasyon oranı, sürgün sayısı, sürgün uzunluğu, petri 

baĢına kallus sayısı ve kök oluĢumu oranı ortalamalarına bakıldığında, rejenerasyon 

oranı; „Gladiator‟ çeĢidinde %9.85 ve „Nelson‟ çeĢidinde %11.29 olarak belirlenmiĢtir. 

Sürgün sayısı bakımından en çok sürgün „Gladiator‟ çeĢidinde 2.70 adet saptanmıĢtır. 

Sürgün uzunluğu açısından „Nelson‟ ve „Gladiator‟ çeĢitlerinde sırasıyla 0.91 cm ve 

0.71 cm olarak gerçekleĢmiĢtir. Petri baĢına kallus sayısında „Gladiator‟ çeĢidinde 12.80 

adet ve „Nelson‟ çeĢidinde 20.70 adet kallus oluĢmuĢtur. Kök oranı „Gladiator‟ 

çeĢidinde %43.75, „Nelson‟ çeĢidinde %39.50 olarak belirlenmiĢtir (Çizelge 4.2). 
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Çizelge 4.2 „Gladiator‟ ve „Nelson‟ çeĢitlerinde gen aktarımı sonuçları 
 

Ortama 
Rejenerasyon 

(%) 

Sürgünsayısı 

(adet) 

Sürgünuzunluğu  

(cm) 

Kallus 

OluĢumu 

(%) 

Kök Oranı  

(%) 

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 

Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen ortalamalar 0.01 düzeyinde önemlidir. 

4.2.2 Kolzada farklı inokülasyon ortamlarının etkisi 

A. tumefaciens aracılığı ile gen aktarımı frekansını yükseltmek düĢüncesiyle kolzada 

farkı inokülasyon ortamları denenmiĢtir. Bu çalıĢmada inokülasyon ortamının kolzanın 

„Gladiator‟ A. tumefaciens ile gen aktarırken, rejenerasyon oranına, sürgün sayısına, 

sürgün uzunluğuna, petri baĢına kallus sayısına ve kök oluĢum oranına etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Ġki farklı inokülasyon ortamı maya ekstrası pepton YEP (yeast extract 

peptone) ve su kullanılmıĢtır. Deneme 4 tekerrürde petri baĢına 20 hipokotil eksplantı 

ile yapılmıĢtır. Sürgün ve kallus sayısı 0.01 düzeyinde önemli bulunmuĢtur. 

Çizelge 4.3 incelendiğinde, rejenerasyon oranı, sürgün sayısı, sürgün uzunluğu, petri 

baĢına sürgün sayısı, kallus oluĢumu ve kök oranına etkisinin ortalamalarına 

bakıldığında, rejenerasyon oranı, inokülasyonun su da gerçekleĢtirildiği durumda 

%15.62 ve YEP‟de ise, %14.31 olarak belirlenmiĢtir. Sürgün sayısı adet olarak en çok 

su ortamında yapılan inokulasyonda 2.50 adet sayılmıĢtır. Sürgün uzunluğu açısından 

inokülasyonun su ve YEP‟de gerçekleĢtirildiği ortamlarda sırasıyla 0.81 cm ve 0.55 cm 

olarak ölçülmüĢtür. Petri baĢına kallus sayısında inokülasyonun suda gerçekleĢtirildiği 

durumda 34.37 adet ve inokülasyonun YEP‟de gerçekleĢtirildiği durumda ortalama 7.80 

adet kallus oluĢmuĢtur. Kök oranı inokülasyonun suda gerçekleĢtirildiği Ģartlarda 

%29.68, YEP‟de gerçekleĢtirildiği durumda %33.87 ölçülmüĢtür (Çizelge 4.3). 
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Çizelge 4.3 Farklı inokulasyon ortamlarının gen aktarımı üzerine etkisi 

 

Ortama 
Rejenerasyon 

oranı”(%) 

Sürgün”sayısı 

(adet) 

Sürgün”uzunluğu 

(cm) 
Kallus”sayısı Kök”oranı (%) 

SU 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 

Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen ortalamalar 0.01 düzeyinde önemlidir. 
  

4.2.3 Kolza bitkisinde gama radyasyonunun hipokotil eksplantına gen aktarımı 

üzerine etkisi 

Bu çalıĢmada, gama radyasyonu kullanılarak kolzada doku kültürü ve gen aktarımında 

etkisi araĢtırılıp, transgenik sürgün elde edilmeye çalıĢılmıĢtır. Bu denemede Kobalt 60 

(Co
60

) gama (γ) radyasyonun dozları olarak 20, 40, 60. 80. 120, 160 ve 200 Gy 

kullanılmıĢtır. Seleksiyon ortamlarında 1 ay boyunca in vitro geliĢme sonuçları Çizelge 

4.5‟de verilmiĢtir. Rejenerasyon incelenmesi ve gen aktarımı çalıĢmasını farklı 

dozlarda, sırasıyla canlılık oranında %10.42-%49.52 arasında değiĢiklik gösterilmiĢtir.  

Rejenerasyon oranı için gama dozları etkisi, sırasıyla %0.00-%15.19 arasında değiĢiklik 

bulunmuĢtur. Sürgün sayısında gama dozlarının etkisi, sırasıyla 0.00- 1.00 adet arasında 

farklılık göstermiĢtir. Sürgün uzunlığu karakteri açısından ise 0.00 – 0.33 cm olarak 

sonuç elde edilmiĢtir. ġekil 4.4‟de 0 Gy ve 20 Gy dozlarında kolzanın Gladitor 

çeĢidinden transgenik adayı (kolza 458 bç Npt-II geni 20 Gy) bitkilerin ġekil 4.5‟de 

PCR sonuçları verilmiĢtir. Dolayısıyla 0 ve 20 Gy dozlarında Gladitor çeĢidinin 

hipokotil eksplantına gen aktarımında 60 adet eksplantın PCR (+) bitki sırasıyla 1 ve 2 

adet transgenik aday bitki tepit edilmiĢtir (ġekil 4.4 - 4.5). 
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ġekil 4.4. a. IĢınlanmıĢ olan kolzanın Gladitor çeĢidinde teransgenik aday bitkiler 0 Gy, 

b. 20 Gy  

Çizelge 4.4 Farklı gama (γ) radyasyonuna maruz bırakılan „Gladiator‟ çeĢidinin 

hipokotil eksplantına gen aktarımı  

 

Gama dozları Rejenerasyon  (%) Sürgün sayısı  (adet) Sürgün uzunluğu (cm) 

20 15,19 a 1.00 a  0.33 

40 0.00 b 0.00 b 0.00 

60 0.00 b 0.00 b 0.00 

80 0.00 b 0.00 b 0.00 

100 0.00 b 0.00 b 0.00 

120 0.00 b 0.00 b 0.00 

160 0.00 b 0.00 b 0.00 

180 0.00 b 0.00 b 0.00 

Aynı sütunlarda farklı harflarlele, gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.01 düzeyinde önemlidir. 

                 1                    2                    3                     4                    5                    6 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5 Kolzanın Gladitor çeĢidinden transgenik adayı 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-II geni) 6: Negatife kontrol (Transgenik olmayan bitki) 
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„Gladiator‟ çeĢidinin seleksiyon ortamında 1 ay yaĢadıktan sonra transgenik aday 

bitkileri seçilmiĢtir. Bitkileri dıĢ Ģartlara adapte etmek için ilk önce saksılarda toprağa 

ĢaĢırtılmıĢtır ve daha sonra nemli poĢetlerle kapatılmıĢtır. Ġklim odasında bitkilerin 

üzerindeki poĢetleri 2-3 gün ara ile delerek ortama uyumu sağlandıktan sonra poĢetleri 

kaldırıp 3 hafta boyunca sulama yapılmıĢtır. 

4.2.4 Kolzada tohuma uygulanan gama radyasyonun tohumlara gen aktarımı 

üzerine etkisi  

Bu çalıĢmada kolzanın „Gladiator‟ çeĢidinin tohumları kullanılmıĢtır. 0, 20 ve 40 Gy 

gama uygulanıp, steril edilmiĢ tohumların 24 saat inokülasyon süresine tabi tutulan 

kolza tohumları daha sonra MS ortamında 3-4 gün ko-kültivasyon ortamlarını iklim 

odasında beyaz floresan (42 µmol m
-2

 s
-1

) ıĢığın altında 16 ıĢık, 8 saat karanlık 

fotoperiyodunda 241°C sıcaklıkta bekletilip izlenmiĢtir. Daha sonra 50 mg/l kanamisin 

ve 500 mg/l duocid içeren MS ortamında 6 hafta geliĢmeye bırakılmıĢtır.  Bu çalıĢma üç 

gama dozu ve 20 tekerrürde tesadüf parseller deneme desenine göre yapılmıĢtır. Her 

uygulamada 0, 20 ve 40 Gy‟de 400 tohuma yapılan inokülasyondan sonra seleksiyon 

ortamında 6 hafta selekte edilmiĢ olan bitkiler toprağa aktarılmıĢtır (ġekil 4.6- 4.8). 

Toprakta geliĢmiĢ olan bitki sayısı 0, 20 ve 40 Gy dozlarda sırasıyla 54, 42 ve 27 adet 

olarak belirtilmiĢtir. Çizelge 4.6‟da çimlenen tohum sayısı, çimlenme yüzdesi (%), 

toprakta geliĢen bitki sayısı ve chv geni analizinden sonra PCR(+) bitki sayısı 

verilmiĢtir (ġekil 4.7- 4.11). 

Çizelge 4.5 Farklı gama (γ) radyasyon dozlarının kolzada „Gladiator‟ çeĢidinin 

tohumlarına yapılan gen aktarımı üzerine etkisi 

 

Gama 

Radyasyon 

Dozu (Gy) 

Ġnoküle 

Edilen 

Tohum Sayısı 

(Adet ) 

Çimlenen 

Tohum Sayısı  

(Adet) 

Çimlenme 

Yüzdesi              

(%) 

Toprakta 

GeliĢen Bitki 

Sayısı (adet) 

chv geni 

Analizinden 

Sonra PCR 

(+) Bitki 

Sayısı 

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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ġekil 4.6 Kolza „Gladiator‟ çeĢidinin tohumlarına uygulanan 0 Gy (kontrol) gama 

radyasyonunun A. tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı üzerine etkisi 

 
 a. Ġnokule edilen tohumların seleksiyon ortamında çimlenmesi, b. Magenta kabında seleksiyon ortamında 

geliĢen fideler, c-d. Toprakta bitki geliĢimi 

 

 

ġekil 4.7 Kolza „Gladiator‟ çeĢidinin tohumlarına uygulanan 0 Gy (kontrol) gama 

radyasyonunun Agrobacterium tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı sonucu 

geliĢen transgenik adayı bitkilerde Npt-II geni varlığının belirlenmesi 

Çizelge 4.6‟da belirtildiği inoküle edilmiĢ gibi 400 „Gladiator‟ tohumunda 0, 20 ve 40 

Gy dozlarında 6 hafta seleksiyon ortamında seçilmiĢ olan bitkilerin toprağa aktarıldıktan  

sonra PCR (+) bitki sayısı sırasıyla 0, 25 ve 11 adet transgenik aday bitki elde 

edilmiĢtir. 
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ġekil 4.8 Kolza „Gladiator‟ çeĢidinin tohumlarına uygulanan 20 Gy gama 

radyasyonunun A.tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı üzerine etkisi 

 
a. Ġnokule edilen tohumların seleksiyon ortamında çimlenmesi, b. Magenta kabında seleksiyon ortamında 

geliĢen fideler, c-d. Toprakta bitki geliĢimi 

 

 

 

 

 

A 

 

 

 

 

 

B 

 

ġekil 4.9 Kolza „Gladiator‟ çeĢidinin tohumlarına uygulanan 20 Gy gama 

radyasyonunun A. tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı sonucu 

 
A. GeliĢen transgenik adayı bitkilerde npt-II geni varlığının belirlenmesi B. PCR (+) bitkilerde chv geni 

varlığının kontrolü  
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ġekil 4.10 Kolza „Gladiator‟ çeĢidinin tohumlarına uygulanan 40 Gy gama 

radyasyonunun A. tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı üzerine etkisi 

 
a. Ġnokule edilen tohumların seleksiyon ortamında çimlenmesi, b. Magenta kabında seleksiyon ortamında 

geliĢen fideler, c-d. Toprakta itki geliĢimi 

 

 

 

 

 

A 

 

 

 

 

 

B 

 

 

ġekil 4.11 Kolza „Gladiator‟ çeĢidinin tohumlarına uygulanan 40 Gy gama 

radyasyonunun A. tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı sonucu  

 
A. GeliĢen transgenik adayı bitkilerde Npt-II geni varlığının belirlenmesi, B. PCR (+) bitkilerde chv geni 

varlığının kontrolü 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Brassica, Brassicaceae familyasındaki ekonomik olarak en önemli cinstir. Brassica‟ın 

birkaç çeĢiti, önemli yağ bitkileri, sebzeler, yem bitkileri ve hardal gibi çeĢnilerin 

üretiminde kullanılır. Brassica bitkileri arasında, yağlı tohumlar en yüksek ekonomik 

değere sahiptir. Yağlı tohumluk Brassica, Brassica juncea, Brassica carinata, Brassica 

rapa (Brassica campestris) ve Brassica napus‟ta toplamda bulunur ve genel olarak 

kolza denir. Brassica yağları, alifatik glukozinolatlar ve erusik asit açısından düĢük 

olduğunda, çeĢitleri giderek yaygınlaĢan kolzaya Kanola adı verilmiĢtir. Genellikle B. 

napus olan Kanola, dünya genelinde sıkça ilgi görmüĢtür ve yakında kültürü yapılan en 

popüler yağlı tohumlarından olacağı ön görülmektedir. ġu anda kanola kalitesinde B. 

rapa ve B. juncea gibi türler bulunmaktadır. Kanola yağı, doymuĢ yağda çok düĢük 

olduğu için piĢirmede yaygın olarak kullanılmaktadır. Brassica nigra esasen yağa ek 

olarak bir hardal çeĢnisi olarak kullanılır. Brassica bitkilerinde yapılan araĢtırmaların 

çoğu yağlı tohum ve sebze biyotipleri üzerinde yapılmasına rağmen, son yıllarda çeĢitli 

türlerden hızlı yaĢam döngüsü olan Brassica biyotipleri dikkat çekmektedir. Bu hızlı 

yaĢam döngüsüne sahip tipler, 20-60 gün arasında kısa ömürlü ve küçük boylu genetik 

seçimlerdir (Williams ve Hill 1986). Hızlı yaĢam döngüsü olan Brassica, bazı genom 

boyutları nedeniyle, bu durumlarda Arabidopsis thaliana‟nın sadece 3-4 kat daha büyük 

olması nedeniyle çekici model laboratuvar bitkileridir. Brassica‟nın doku kültürü, 

transformasyon ve moleküler yetiĢtirme alanlarında önemli araĢtırmalar yapılmıĢtır.  

5.1 Kolzada In Vitro Doku Kültürü ve Transformasyon 

In vitro kültür, bitki hücrelerinin totipotent doğasını 1958‟da kullanan, Steward ve 

diğerleri tarafından ilk defa gösterilen, bitki biyoteknolojisinin önemli bir aracı 

olmuĢtur.  In vitro kültür, üstün klonların hızla çoğaltılmasını kolaylaĢtırır ve genetik 

mühendislik tekniği ile bitkilerin geliĢtirilmesi için bir ön Ģarttır. Doku kültürü, 

haploidler, somaklonal ve gametoklonal ürün geliĢtirerek genetik değiĢkenlik yaratmak 

için kullanılmaktadır. Doku kültürü, genetik mühendislik teknikleriyle birlikte, gen 

aktarımıyla spesifik özelliklerin dahil edilmesi için baĢarıyla kullanılmıĢtır. Tohumların 

steril edilmesi ve daha sonra MS veya B5 besi ortamında bitki büyüme düzenleyicilerin 

http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/kolza%20tohumu
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farklı kombinasyonlarıyla kolzanın doku kültürü çalıĢmalarında çimlenme ve 

rejenerasyon artıĢ sağlanmaya çalıĢılmıĢtır. Burnett vd. 1994 Horizon çeĢidinin 

çimlenmesinde MS ortamında BAP veya NAA eklenmesinin sürgün rejenerasyonuna 

belirgin bir Ģekilde etkisini tespit etmiĢlerdir. Çimlenme ortamının hormon olarak BAP 

eklenildiğinde, çimlenen fidelerden izole edilen eksplantlara bakıldığında“%19.2” oran 

olarak sürgünlerde rejenerasyon görülürken, MS çimlenme ortamda ise“4.44 µM”BAP 

içerdiğinde bu oranın da %33.2 olduğu belirtilmiĢtir. Sürgün rejenerasyonu için etilen 

inhibitörüne ihtiyaç duyulmamasına (Fry vd.1987, Radke vd. 1992) rağmen, diğer 

Brassica türlerinden elde edilen sürgün rejenerasyonlarında etilen inhibitörlerinin 

önemli roller oynadığı (Sethi vd. 1990, Radke vd. 1992) belirtilmiĢtir. Eapen 

ve“George” 1997 gümüĢ tiyosülfatın ve gümüĢ nitrat kullanmıĢlardır. Bu tez 

kapsamında tohumların %10 luk Sodyum Hipoklorit (%5 NaOCl) 25 dk çalkalandıktan 

sonra 3 kez 2‟er dakika saf suda durulanması ile %98.5 çimlenme elde edilmiĢtir. 

Organogenezis doku kültürü teknikleri, bitki transformasyonu ve rejenerasyonu için 

önemli bir araçtır. Brassica türleri doku kültürü amaçları için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Brassica türlerinin çoğunda araĢtırmacılar rejenerasyon protokolleri 

geliĢtirmiĢlerdir. Eksplant seçimi için organogenez yoluyla bitkilerin rejenerasyonu için 

kotiledon eksplantını (Sharma vd. 1990; Hachey vd. 1991, Ono vd. 1994, Gaur vd 

1997), hipokotiller eksplantını (Burnett vd. 1994, Gaur vd. 1997, Darçin 2003 ve Das 

vd. 2006) ve yaprak (Radke vd. 1992), genç yaprak ve epidermal tabakası çıkartılmıĢ 

gövde (Kalabak 2004), epidermal ve alt epidermal hücrelerin (, Klimaszewska ve Keller 

1985 ve Mısra 1990) ince hücre katmanları, ezilmiĢ apikal tomurcuklar (Surya vd. 

1991), pedankül segmentleri (Eapen ve George 1997), Kökler (Xu vd. 1982) ve 

protoplastlar (Kik ve Zaal 1993, Glimelius 1984 ve Hu vd. 1999) gibi çeĢitli dokulardan 

elde edilmiĢtir. Bununla birlikte, hipokotil bölümler doku kültürü için en fazla istenen 

eksplant olmuĢ ve rejenere olma ihtimalinden dolayı çoğu Brassica türü ve kolza 

çalıĢmaları için kullanılmıĢtır. Bu tez kapsamında çalıĢmaların amacı gen aktarım gama 

stresinin etkisinden dolayı hipokotil ekspantlarından kayda değer sonuç alınmamıĢtır. 

Brassica‟da rejenerasyon, genotipe bağımlıdır ve çeĢitli türlerde değiĢmektedir. B. 

napus‟da test edilen 100 çeĢite %0 ile % 91 arasında büyük bir varyasyon görülmütür 
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(Ono vd 1994). bir baĢka çalıĢmada B. napus GSL 1, Westar‟dan (transformasyonun 

standart çeĢidi) daha iyi rejenerasyon elde edildiği belirtilmiĢtir (Phogat vd. 2000). Hint 

çeĢitlerinde, B. juncea‟daki Avustralya çeĢitlerine göre daha iyi rejenerasyon oranları 

bulunmuĢtur (Pental vd. 1990). Yadav vd. 1991‟da rejenerasyon frekanslarının 

kotiledon eksplantları kullanarak üç genotipte anlamlı olarak farklı olduğunu 

bulmuĢlardır. Brassica napus L. ssp. oleifera‟nın yazlık çeĢidi olarak  Hansen, Spok, 

Quinta, Kosa, Honk, Helios, Star, Darmor ve Bienveni ayrıca kıĢlık çeĢidi olarak Spok 

Helios Quinta Tarok Darmor ve Westar çeĢitlerini Mirici (2001) çalıĢmasında, çeĢitlerin 

arasında doku kültürü çalıĢmalarında faktörlere benzerlik ve farklılığın olduğunu 

göstermiĢtir. Bu tez çalıĢmasında Brassica napus L. ssp. oleifera‟da 2 yazlık (Sary ve 

Jura) ve 6 kıĢlık çeĢit (Gladiator, Nk petrol, Nelson, Elvis, Nk Caravel ve Tristan) 

çeĢitlerini rejenerasyon kabiliyeti olarak incelenmiĢtir daha sonra çeĢitler arasından 

Gladiator ve Nelson çeĢidi ile gen aktarımı uygulanması yapılmıĢtır. Daha sonra 

çimlenme yüzdesine bakıldığında %98.5 çimlenme oranına sahip olan „Gladiator‟ 

çeĢidinin kullanımı denemelerde tercih edilmiĢtir. 

Eksplant yaĢına bakıldığında çoğu Brassica türünde rejenerasyon eksplant yaĢına 

bağlıdır. Genç eksplantların çoğu Brassica türünde eski eksplantlardan daha iyi sonuçlar 

verdiği görülmüĢtür. Çoğu araĢtırmacı, 3-4 günlük eksplantların optimal rejenerasyon 

oranlarına sahip olduğunu bulmuĢturlar. Örneğin, B. rapa ssp oleifera‟nın 3 günlük 

fidelerin eksplantları, 4 günlükten daha iyi rejenerasyon sağlamıĢtır (Burnett vd. 1994). 

B. napus‟da, 4 günlük fidan eksplantlarının optimal olduğu kanıtlanmıĢtır ve %90 

rejenerasyon oranı sağlanmıĢtır. (Ono vd. 1994). Hızlı  yaĢam döngüsü olan B. rapa‟da 

fidelerdeki 3 günlük eksplant eskilerden daha iyi rejenerasyon göstermiĢtir. (Teo vd. 

1997). Yukarıdaki tüm vakalarda fide yaĢı 4 günden fazla yükseldiğinde rejenerasyn 

kapasitesi azaltmıĢtır. B. juncea‟da (Mısra 1990, Sharma vd. 1990) ve B. rapa‟da 

(Hachey vd. 1991), 3-5 günlük fideler optimal sürgün 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 için 

optimum 5-6 günlük fidan bulunmuĢtur. 7 günlük fidelerden, Öktem vd. (1999), 

Damgaard ve Rasmussen (1991). Bu tez çalıĢmasında eksplantlar 7 günlük fidelerden 

elde edilmiĢtir. 1 haftalık fidelerden hipokotil eksplantları incelenmiĢtir. 
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MS ortam bileĢenleri açısından incelediğinde; çeĢitli kültür ortamlarının katkıları 

Brassica‟ daki rejenerasyon verimliliğini artırabilmektedir. Spermidin biyosentezinin 

bir inhibitörü olan metilglikoksal-bis- (guanilhidrazon) (MGBG), Brassica ve diğer 

cinslerde rejenerasyon frekanslarını % 7‟den % 63‟e yükseltmiĢtir (Sethi vd. 1990) ve 

diğer araĢtırmacılar, B. napus‟un sürgün rejenerasyon üzerine MGBG‟nin olumlu bir 

etkisi olduğunu tespit etmiĢlerdir (O‟Neill vd. 1996).  

ÇeĢitli genetik mühendislik araçlarının varlığı, çeĢitli mahsullerde tarımsal önemi olan 

yeni ve yararlı genlerin tanıtılması için geniĢ fırsatlar yaratmıĢtır. Bu tür teknolojilerin 

uygulanması, yabancı DNA‟yı bitki hücrelerine sokmak için güvenilir ve tekrarlanabilir 

yöntemlerin geliĢtirilmesini ve in vitro kültürlerden normal ve verimli transgenik 

bitkilerin rejenerasyonunu gerektirir. Bitki biyoteknolojisinin önemli bir bileĢeni, yararlı 

genlerin girilmesini sağlayan genetik transformasyondur.  

5.2 Agrobacterium Aracılığıyla Gen Aktarımı 

Agrobacterium tumefaciens, taç hastalığına ve birçok agronomik ve spesifik özelliklerin 

taĢınması açısından önemli transgenik bitkiler yaratmak için bir araç olarak 

kullanılmaktadır.  

Turgut (1994) ve Hong (1997) kotiledon eksplantı ile çalıĢmıĢlardır halbuki (Burnett 

1994) kotiledon ve hipokotil eksplantları arasında en iyi sonucu hipokotil eksplantından 

elde ettiğini belirtmiĢtir. Hipokotil eksplantlarını, Damgaard ve Rasmussen (1991), 

Radke (1992) ve Mirici (2001) daha sonra Wu (2009) tarafından bildirilen 

transformasyon çalıĢmalarının büyük bir kısmı için yaygın olarak kullanılmıĢtır. (De 

Block vd. 1989, Yadav vd. 1996, Yadav vd. (1997), Wang vd. 2005, Moghaieb vd. 

2006 ve Kong vd. 2009) Kotiledonlar ve yaprak petiolleri Liu vd. (2011) gibi diğer 

eksplantların kullanımı konusunda baĢarılı raporlar olmasına rağmen, bu tez 

kapsamında tohuma gen aktarımında transgenik bitkilerin geliĢmesi için baĢarıyla 

kullanılmıĢtır.  
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Bazı araĢtırmacılar (Singh vd. 2009), eksplantların inokülasyon öncesi iki gün, Barfield 

ve Pua (1991) tarafından bir gün, oysa Das vd. (2006) kültür öncesi 3-4 gün kültür 

ortamında bekletilmesini Brassica türlerinin transformasyon frekansını arttırmasına 

olumlu etkisinin olduğunu önermiĢlerdir.  

5.2.1 Agrobacterium konsantrasyonu ve inokülasiyon süresi 

Agrobacterium konsantrasyonu genetik dönüĢüm frekansını etkileyen en önemli 

faktörlerden biridir. ÇeĢitli araĢtırmacılar eksplantların enfeksiyonu için kullanılan 

bakteri konsantrasyonunun optimizasyonu üzerinde çalıĢmıĢlardır. Brassica 

transformasyonu için, Agrobacterium konsantrasyonu genellikle OD 600 nm‟de 0.01 ve 

1.0 arasında değiĢir (De Block vd. 1989, Wang vd. 2005, , Longdou vd. 2005, Das vd. 

2006, ve Moghaieb vd. 2006 Wu vd. 2009). Eksplantların Agrobacterium ile 

inokülasyon süresinin birkaç dakika ile 30 dakika arasında değiĢtiği rapor edilmiĢtir. Li 

vd. 2009, eksplantlara sadece 1-2 dakika enfeksiyon vermiĢken, Singh vd. 2009, 

inokülasyon aĢamasını 30 dakika uzatmıĢtır. Eksplantların yapısına göre değiĢen süre bu 

tez kapsamında hipokotik eksplantında 25 dk ve kolza tohumlarında ise OD 600 nm‟de 

0.06‟ya ayarlanmıĢ baktteri ile 24 saat süresince inokülasyon yapılmıĢtır. 

5.2.2 Kolzada en etkili kanamisin dozunun belirlenmesi  

Transgenik hücre ve dokuların seçimi için kullanılan seleksiyon ortamına ilave edilecek 

kanamisin antibiyotiği dozunu belirlemek için gen aktarılacak tohumlara  0, 25, 50, 100 

ve 150 mg/L kanamisin içeren ortamda kültüre alınmıĢtır. 50 mg/L ve üzerindeki 

kanamisin dozu çimlenme ve fide büyümesini tamamen durdurmuĢtur. Dokuların 

canlılığını kaybetmesine neden olan en düĢük dozun 50 mg/L kanamisin olduğu 

görülmüĢ ve gen aktarımı çalıĢmalarında kullanılmıĢtır.  
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5.2.3 Acetosyringone’un etkisi 

Bazı fenolik bileĢikler, vir genlerinin ekspresyonunu indükleyen acetosyringone, çeĢitli 

araĢtırmacılar tarafından rapor edilmiĢ genetik transformasyon deneylerinde sıkça 

kullanılımıĢtır. Cardoza vd. (2003)‟de 0.05 mM acetosyringone kullanımını önermiĢtir 

daha sonra Moghaib vd. (2006) ve Wu vd. (2009), kolzada transformasyon için 100 μM 

kullanırken, Li vd. (2009)‟da 200 μM acetosyringone konsantrasyonunun 

transformasyon deneyleri için uygun olduğunu bildirmiĢtir. Dolayısıyla doğal olarak 

yeterli miktarda vir genini indükleyici fenolik bileĢik, acetosyringone ilavesi yapmayan 

bitkiler, ön kültür veya birlikte yetiĢtirme zamanında, bu bitkilerdeki transformasyon 

verimliliğini arttırdığı bulunmuĢtur. Bu tez kapsamında ise hipokotil eksplantı ve 

tohumlara inokülasyon sürecinde ve ko- kültivasyon ortamına 0.05 mM acetosyringone 

eklenmiĢtir. 

5.2.4 Kolzada farklı inokülasyon ortam etkisi 

A. tumefaciens aracılığı ile gen aktarımı frekansını yükseltmek düĢüncesiyle kolzada 

farkı inokülasyon ortamlar denenmiĢtir. Bu çalıĢmada inokülasyon ortamının kolzada A. 

tumefaciens ile gen aktarırken, rejenerasyon oranına, sürgün sayısına, sürgün 

uzunluğuna, Petri baĢına kallus sayısına ve Kök oluĢum oranına etkisi amaçlanıĢtır. Ġki 

farklı inokülasyon ortamı YEP (yeast extract peptone) ve su kullanılmıĢtır. rejenerasyon 

oranı, sürgün sayısı, sürgün uzunluğu,“petri baĢına sürgün”sayısı, kallus”oluĢumu ve 

kök oranına etkisinin ortalamalarına bakıldığında rejenerasyon oranı, inokülasyonun su 

da gerçekleĢtirildiği ortamında %15.62 ve YEP‟de ise, %14.31 olarak belirtilmiĢtir. 

Sürgün sayısı adet olarak en çok sürgün inokülasyonu suda ortamında 2.50 adet 

sayılmıĢtır. Sürgün uzunluğu acısından inokülasyonun su ve YEP‟ de gerçekleĢtirildiği 

ortamlarda sırasıyla 0.81 cm ve 0.55 cm olarak 30 gün içinde uzamıĢtır. Petri baĢına 

Kallus sayısında inokülasyonun su da gerçekleĢtirildiği ortamında 34.37 adet ve 

inokülasyonun YEP‟de gerçekleĢtirildiği ortamında ortalama, 7.80 adet kallus 

oluĢmuĢtur. Kök oranı inokülasyonun su da gerçekleĢtirildiği ortamında %29.68, 

inokülasyonun YEP‟de gerçekleĢtirildiği ortamında %33.87 geliĢme göstermiĢtir. 
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5.2.5 Ko-kültivasyondan sonra aĢırı bakteriyi öldürmek için antibiyotikler 

Birlikte yetiĢtirildikten sonra Agrobacterium‟un büyümesi transformasyonun 

verimliliğini düĢürür, bu nedenle Agrobacterium‟un uzaklaĢtırılması gereklidir (Jabeen 

vd. 2009). Demek ki, eksplantların Agrobacterium hücreleri ile birlikte ekiminden 

sonra, bitki doku kültürü ortamı üzerindeki çoğalmasını ve büyümelerini durdurmak 

önemlidir. Agrobacterium büyümesini engellemek için kullanılan antibiyotikler son 

derece etkili, ucuz, kararlı olmalı ve bitki rejenerasyonu üzerinde olumsuz bir etkisi 

olmamalıdır. Sharma vd. (2009) bildirdiği gibi, karbenisilin, sefotaksim ve timentin 

(100-500 mg/L) Agrobacterium büyümesini baskılamak için en sık kullanılan 

antibiyotiklerdir. Singh vd. (2009), Das vd. (2006), Wang vd. (2005), Moghaieb vd. 

(2006) ve Wu vd. (2009). Bu tez kapsamında antibiyotik 500 mg/L Ampicilin (Duocid) 

kullanılmıĢtır. 

5.2.6 Kolzada gama radyasyonu uygulaması ve bitkide gen aktarımına etkisi  

Gen aktarılmıĢ olan sürgün frekansında %1 oranı bile gerçekleĢse bu artıĢ, çok önemli 

bir baĢarı sayılmaktadır. Bitkilere Gen aktarılmıĢ sürgünlerin frekansında yükseliĢin 

görülmesi için bakterinin yoğunluğu ve ayrıca inokülasyonun süresi gibi parametrelerde 

birtakım değiĢiklikler uygulanmaktadır. Böyle yöntemlerle gen aktarılmıĢ olan hücre ile 

sürgün frekansının artıĢı hedeflenmektedir. Ġnokülasyon metodundaki değiĢik 

uygulamalar da gen transferinde ve sonuç olarak transgenik sürgün oluĢumunun 

frekansını önemli bir ölçüde artırabilmektedir. 

ĠyonlaĢtırıcı olan radyasyonun yüksek uygulanan dozları bitkilerin solunumda artıĢ, 

enzim aktivitesinin baĢlatılmasına yönelik, etilen üretimi için yükselme ve ayrıca bazı 

proteinlerin birikimi gibi fizyolojik değiĢme neden olmaktadır. Bitkide hücre duvarları 

ve membranlar ayrıca DNA gibi makromoleküller iyonlaĢtırıcı özelliğe sahip olan 

radyasyondan dolayı biyokimyasal ve fiziksel olarak önemli ölçüde etkilendiklerini 

belirtmiĢlerdir (Nagata vd. 1999). Yüksek radyasyon ile bitki hormonlarında ve 

sentezlerini olumsuz olarak etkilediğini; ıĢınlanmıĢ olan hücrelerin büyüme uyarıcısı 

maddelere karĢı duyarlılığını azalttığını bildirmiĢlerdir (Lage vd. 2002). 
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Yüksek dozların aksine düĢük γ radyasyonunun dozları hem in vivo ve hem in vitro’da 

bitki geliĢimi için teĢvik ettiğini de bildirmiĢlerdir. Radyasyonun düĢük dozları bir 

teĢvik edici olarak etkilerinde, meyveler için erken olgunlaĢma ve meyvelerin 

ağırlığında olan artıĢ ve ayrıca tohumlarda yüksek çimlenme gibi bu özellikleri 

göstermiĢtir. AraĢtırıcılar; γ radyasyonun düĢük dozları teĢvik edici bir etkisinin de doku 

kültürü için gözlendiğini, fasulyede bitkisinde doku kültürünün geliĢimin de artıĢı, tütün 

için doku kültüründe hücre değiĢikliğini teĢvik ettiğini ve havuçta rejenerasyonunda 

hızlanma ve ayrıca patates için mikroyumru oluĢumunda artıĢa neden olduğunu 

vurgulamıĢlardır (Al-Safadi vd. 2000). 

Bu tez kapsamında kolzada farklı düĢük dozlu gama (γ) radyasyonunun etkileri doku 

kültürü çalıĢmalarında farklı aĢamalarda değiĢik etkiler göstermiĢtir Yapılan çalıĢmanın 

gen aktarımından önce gama ıĢınının etkisi araĢtırılmıĢtır. 

A. tumefaciens, bir patojen olarak ele aldığında inokülasyon süresinde saldırıyı 

gerçekleĢtirdiği zaman, bitki savunma fonksiyonunu çalıĢtırarak saldırıya karĢı çıkmaya 

ve bu yapılmıĢ saldırıyı en az zararla atlatmak için bazı çalıĢmalar yapılmıĢtır. Bitkide 

savunma mekanizması sebebiyle A. tumefaciens‟inden kaynaklanan enfeksiyonundan 

sonra bitkilerde dokunun rejenerasyon yeteneği önemli ölçüde düĢmektedir. Ayrıca bu 

düĢüĢün yanı sıra birde gama radyasyonunun bitki dokusuna etkisi ile bitkinin 

rejenerasyon düĢüĢü katlanmaktadır. Bu durumda bu tez çalıĢmalarında birinci olarak 

gama ıĢının gen aktarımına etkisi incelenmiĢtir. Ġlk gama ıĢınlarına maruz kalmıĢ 

ekspantların rejenerasyonu incelenmiĢtir. Daha sonra gama radyasyon uygulanmıĢ 

eksplantlara inokülasyon iĢlem sonrası etkileri izlenmiĢtir. 

Kolzada Nelson ve Gladiator çeĢitlerinin, A. tumefaciens bakterisi ile inokülasyon 

çalıĢmasında rejenerasyon oranı, sürgün sayısı, sürgün uzunluğu,”petri baĢına kallus 

sayısı ve kök oluĢumu oranın ortalamalarına bakıldığında rejenerasyon oranı, Gladiator 

çeĢidinde %9.85 ve Nelson‟da %11.29 olarak belirtilmiĢtir. Sürgün sayısı adet olarak en 

çok sürgün Gladiator çeĢidinde 2.70 adet sayılmıĢtır. Sürgün uzunluğu acısından Nelson 

ve Gladiator çeĢitlerinde sırasıyla 0.90 cm ve 0.71 cm olarak uzamıĢtır. petri baĢına 

kallus sayısında Gladiator‟da 12.80 adet ve Nelson‟da ortalama, 20.70 adet kallus 
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oluĢmuĢtur. Kök oranı Gladiator‟da %43.75, Nelson‟da %39.50 geliĢme göstermiĢtir. 

Ayrıntılar Çizelge 4.2‟da verilmiĢtir. dolayısıyla „Gladiator‟ gen aktarım çalıĢmalarında 

tercih edilmiĢtir. 

„Gladiator‟çeĢidi hipokotil eksplantlarına 20 Gy dozu olarak Kobalt 60 (Co
60

) gama (γ) 

radyasyonu, A. tumefaciens ile gen aktarımında olumlu (%3.33) etkisine rağmen genel 

olarak uygun olmadığı sonucu belirlenmiĢtir. Halbuki „Gladiator‟ çeĢidinin tohumlarına 

uygulanan Kobalt 60 (Co
60

) gama (γ) radyasyonu 20 Gy dozunda gen aktarımında 

%6.25 olarak neredeyse 2 kat artıĢa neden olmuĢtur. Bu durum (γ) radyasyonu ıĢınının 

kolza tohumuna uygulandığında getirilen nokta (γ) radyasyonu tohumlara 

uygulamasının etkisinden dolayı gelecekte araĢtırmacıların ilgisini kazanacaktır. 

Sonuç olarak aĢağıdaki öneriler uygun görülmüĢtür; 

1. Doku kültürü çalıĢmalarında sterilizasyon çimlenmeyi doğrudan etkilemekte ve 

oldukça önemli olmaktadır. Sodyum Hipoklorit (%5 NaOCl) sterilizasyonda yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda Gladiator çeĢidi için 25 dk %10 çamaĢır 

suyu ile sterilizasyon sağlanmıĢtır.  

2. BaĢlangıç denemelerinde sürgün rejenerasyonu için kullanılan hipokotil, 

eksplantlarında çoğunlukla çok düĢük oranda sürgün rejenerasyonu sağlanmıĢtır. 

3. Tez kapsamında eksplant olarak kullanılan kolza tohumuna p35S GUS ĠNT plasmid 

içeren A. tumefaciens hattıyla gen aktarım çalıĢmalarında transgenik bitki elde etmek 

için DüĢük gama radyasyonla ıĢınlaması uygun bulunmuĢtur.  

4.  Gama radyasyon etkisiyle elde edilen transgenik aday bitkiler kolayca MS ortamında 

köklendirilmiĢtir. Daha sonra aktarıldığı toprakta köklendirilmiĢ bitkilerin iklim 

odasında veya serada adaptasyonu sağlanmıĢtır.  
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5. ÇalıĢma sonucunda optimize edilen gen aktarım sisteminin diğer Brassica türlerinde 

de uygulanması potansiyeli bulunmaktadır.  

6. Bu tez kapsamında sunulan bu yöntemle çok daha hızlı Ģekilde transgenik bitkiler 

elde edilmesinin yanısıra aynı zamanda kaçak transgenik bitkilerin tesbiti sera 

Ģartlarında büyüyen bitkilerin çok daha hızlı ve tasarruflu Ģekilde yapılmasına olanak 

sağlamaktadır. 

7. Bu tez kapsamında elde edilmiĢ, sonuçlara dayanarak transgenik bitkilerin hızı ve 

yoğun üretiminde ve bu konu ile ilgili ilerde yapılacak çalıĢmalara yardımcı olacağı ve 

dolayısıyla sektöre önemli kaykılar sağlayacağı düĢünülmektedir. 

 8. PCR ile tespit edilmiĢ transgenik bitkilere her ne kadar moleküler düzeyde genin 

aktarıldığı kanıtlanmıĢ olsa da, sera koĢullarında T1, T2 ve T3‟e kadar detaylı 

çalıĢmalar yapılmalı ve aktarılmıĢ genlerin ne derecede etkili olduğunu belirlemek için 

yeni çalıĢmaların planlanması gerekmektedir.  
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