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OZET
Doktora Tezi

TURKIYE'DE BAZI ONEMLI CELTIK CESITLERINDE HERBISITLERE KARSI
DIRENCLILIK GEN AKTARIMI CALISMALARI

Mahsa POURALI KAHRIZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Turkiye’de celtik tarimi Tarakya ve Anadolu’nun 32 ilde yapilmaktadir. Fideler
doneminde itibaren celtik bitkiler yasam siirece her asamada farkli tip yabani otlar ve
boceklerden zarar gérmektedirler. Celtik bitkisinde her iki sebepden gelen ekonomik
zararlar1 azaltmak ve kaliteli {iriin elde etmek i¢in her ikisine kars1 direngli bitkilerin
1slah edilmesi Onem arz etmektedir. Tiirkiye’nin hizli nufus artig ihtiyaglarim
karsilamak amaciyla gleneksel yontemlerle biyoteknolojik yontemlerin entegrasyon ile
bu yondeki calismalarina hiz kazandirilmasi miimkiin olabilmektedir. Bu tez kapsamda
Agrobacterium araciliiyla Tiirkiye’de yaygin olarak yetistiricilik yapilan Hamzadere
ve Osmancik ¢eltik gesitlerine herbisitlere ve boceklerine karst direngli  genleri
aktararak, transgenik bitkilerin iiretim sistemin gelistirilmesi olmustur. Calismalarinda
Celtik Osmancik 97 ve Hamzadere c¢esitlerinin tohumlarmin sivi olarak hazirlanmig
BAP, NAA ve 2iP ile farkli slirede muamele edilip, diisik oran ve farkli
kombinasyonda sitkinin- oksin i¢ceren MS ortamda rjenerasyon yapilmistir. Eksplant
olarak  kolriza, endosperm, embriyo, mezokotil ve kotiledon diigiimii kullanilmustir.
En iyi sonu¢ mezokotil eksplantindan eldedilmisken endosperm, ve kolriza
eksplantindan her hangi rejenerasyon saglanamamistir. Gen aktarim ¢alismalarinda ise
Agrobacterium tumefaciens’nin GV2260::p35 GUS INT hattiyla Samsun Canik 2421
Titin  Cesidinin  yaprak cksplantlar1 ve A281:: P35 Gus INT, Agrobacterium
rhizogenes’nin 15834 PRGbar, GV2260 (pGV2260)::p35SGUS-INT, LBA 4404::
pRGG bar ve crylAc genini iceren pTF101AoPR1AcBar streyn ile ¢eltige basarili
sekilde gen aktarim ¢alismalar1 yapilmistir.

Subat 2016, 120 sayfa

Anahtar Kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, in vitro,
rejenerasyon, celtik, transformasyon, yiizey sterilizasyon.



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

GENETIC TRANSFORMATION STUDIES WITH HERBICIDE RESISTANT
GENES ON SOME IMPORTANT TURKISH RICE CULTIVARS

Mahsa POURALI KAHRIZ

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

Supervisor: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Paddy cultivation in Turkey is carried out in 32 provinces of Thrace and Anatolia.
Different types of stress are faced by rice plants at all stages of life from seedlings stage
until harvest including weeds and insects. This results in reduction in yield of rice and
makes it necessarry to breed rice cultivars resistant to these types of stresses, for
obtaining quality products. Integration of biotechnological techniques with traditional
methods can help to facilitate in rapid breeding to meet the needs of rapid population
growth in population of Turkey and accelerated efforts towards this direction is
possible. In this context, the thesis presents studies related to Agrobacterium-mediated
transformation of widely cultured Turkish rice cv. Hamzadere and Osmancik 97 by
creating resistance against herbicides and insect resistance. Both cultivars were
regenerated from cholerhiza, endosperm, embriyo, mesocotyl and cotyledon nodeafter
priming of seeds with high concentrations of BAP, NAA and 2ip plant growth
regulators. The best regeneration was noted on mesocotyl explant and no regenration
was noted on cholerhiza and endosperm explants.In gene transfer studies
Agrobacterium tumefaciens strain - GV2260 :: p35 GUS INT was studied on cv
Samsun Canik 2421 of tobacco. Rice transformation of two cultivars was also made
with Agrobacterium strains A281 :: P35 Gus INT Agrobacterium rhizogenes' 15834
pRGGbar, GV2260 (pGV2260) :: p35sgus-INT , and LB 4404 :.: pRGGbar and
pTF101AoPR1AcBar containing CrylAc gene. Successful genetic transformation
results were obtained for both rice cultivars.

February 2016, 120 pages

Key Words: Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, in vitro,
regeneration, paddy, surface sterilization, transformation.



ONSOZ ve TESEKKUR

Tiirkiye’de bugiine kadar celtik bitkisinde ¢cok az sayida doku kiiltiirii ve gen aktarim
caligmalar1 yapilmis olup, ¢ok sinirli miktarda literatiir bulunmaktadir. Bu ¢alismanin
amaci baglica celtiginin Hamzadere ve Osmancik 97 cesidinde bir adventif siirgiin
rejenerasyonu sistemi gelistirilmeye yonelik Agrobacterium araciligiyla transgenik
celtik bitkileri elde etmeye yoneliktir. Bu ¢aligmasiyla elde edilen bu sonuglarin
gelecekte temel bilgi kaynagi olarak kullanilacagimi ve bilime katki saglayacagini
diistinmekteyim.

Calismalarimi yonlendiren, arastirmalarimin her asamasinda bilgi, 6neri ve yardimlarini
esirgemeyerek akademik ortamda oldugu kadar beseri iliskilerde de engin fikirleriyle
yetisme ve gelismeme katkida bulunan, bilim sevgisi ve bilimsel yaklasimi kendisinden
O0grenmeye calistigim, bilimsel calismalarin yaninda her asamada pratik ¢ozlimleriyle
bir hoca bir arkadas olarak destek olan, ¢alismalarim sirasinda 6nemli katkilarda
bulunan ve ¢aligmalarim siiresince desteklerini esirgemeyen danigman hocam ile

bolimiimiiziin ders aldigim tom hocalarima tesekkiir ederim.

Ayrica, tez calismalarim boyunca, c¢alismalarim siiresince bir¢ok fedakarliklar
gostererek beni destekleyen ve gosterdikleri anlayistan dolay1 ve ¢alismalarim siiresince
maddi manevi desteklerini esirgemeyen degerli babam, anneme, ve aziz kardeslerime

hiirmet, sayg1 ve tesekkiirler sunarim.

Mahsa Pourali Kahriz

Ankara, Subat 2016
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

g Gram

mg mili gram

ug mikro gram

°C Derece santigrad

I Litre

ml, mili litre

pl mikro litre

M Molar

mm mili metre
Kisaltmalar

BAP 6 Benzylaminopurine
Bas Basta

bp baz ¢ift1

Be/bp baz ¢ift1

2,4-D 2,4-Diklorofenoksi asetik asit
Fosf Fosfinotrisin

F F testi

GA3 Giberellik asit
MSD4X2 1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA igeren MS bazal besin ortami1
IBA Indol 3 butirik asit
IAA Indol 3 asetik asit

Kb kilo baz

Km Kanamisin monostilfat
K.O. Kareler ortalamasi

I Litre

ml, mili litre

pl mikro litre

M molar

mm mili metre

1xMS Murashige ve Skoog bazal besin ortami
NAA aNaftalen asetik asit
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1. GIRIS

Tahillar icerisinde iiretim miktarlarina gére musir, ¢eltik ve bugday ilk ii¢ sirayi
paylasmaktadir (FAO 2015). Uretim alanlaria gére bu siralama bugday, misir ve geltik
olarak degismektedir. Dolayisiyla, bu bitkileri glinimuzde sosyal, ¢cevresel, stratejik ve

ekonomik boyutlariyla 6nemi ¢ok biiyiiktiir (Gegit vd. 2011).

Diinya niifusunun hizli artigi, tarim alanlarinin son sinirlarina ulagmasi, toplumlara ya
da bolgelere 6zgli bircok nedenden dolayr diinyanin pek ¢ok yerinde yetersiz ve
dengesiz beslenme sorunu ortaya c¢ikmustir (Eser ve Gegit 2010).  Uzmanlar
ontimiizdeki 25 yil i¢cinde gida talebinin tiim diinyada yaklasik %64 ve gelismekte olan
iilkelerde neredeyse % 100 oranlarinda artacagini tahmin etmektedirler (Anonim

2015a).

Niifus artisina baglh olarak artan gida talebi, tarimsal iiretimin yilikselmesi yoniinde
baski olusturmaktadir. Yeryiizii kara alanlar i¢inde tarim alanlarinin oran1 % 11,7 dir
(Anonim 2015b). Diinya ¢apinda tarimsal arazinin siirekli olarak azalmasi tarimsal

Uretim tizerindeki yiikiinii agirlastirmaktadir.

Beslenme ihtiyacinin kargilanmasinda tarima dayali endiistrinin hammadde kaynaginin
saglanmasi a¢isindan giderek 6nem kazanan ¢eltik, su icinde ¢imlenebilen ve kokleri

suda erimis oksijenden yararlanabilen tek tahil cinsidir (Tsunoda and Takahashi 1984).

Celtik, bugdaygiller (Gramineae) familyasindan, Oryza sativa L. cinsinden otsu bir bitki
tiraddr (Anonim 2015c¢). Celtik neredeyse 5000 yildir insanlar tarafindan tiiketilen ve

beslenmede 6nemli yeri olan tahillardan biridir.

Celtik, M. O. 3000 yillar1 civarinda Giiney Hindistan’dan Cin’e, M. O. 1000 yillar1
civarinda Java’ya dogru yayilmis, Biiyiik Iskender’in Asya seferleri sonunda M.O 300
yillarinda da Avrupa’da taninmustir (Kurt 2013). Celtik yeryiiziiniin her kitasinda
yetistirilmekte olup (Sekil 1.1), Cin, Hindistan, Endonezya, Banglades, Vietnam,



Tayland, Filipin, Brezilya, Japonya Pakistan, A.B.D., Kambogya, Giiney Kore, Nepal,
Nijerya, Sri Lanka, Peru, Kolombiya, Malezya, Gine, Ekvator, Uruguay, Mali, Arjantin
ve Turkiye celtik Gretiminde en dénemli Glkelerdir ve dinya toplam celtik Gretiminin
%80den fazlasini karsilamaktadirlar (FAO 2015).

Sekil 1.1 Celtik bitkisinin bir sematik goriintiisii (Kaynak Anonim 2015¢)

Celtik tiretiminin biiylik boliimiiniin gelismekte olan iilkelerden saglanmasina karsin, bu

tilkelerde verimlilik gelismis iilkelere oranla oldukga diistiktiir.

Turkiye celtikte kendine yeterli olmayip, net ithalatg1 konumundadir. Celtik Uretimi
Diinyada yaklasik 1.5 milyar hektar alanda yapilmakta ve geltik diinya tahil ekiminin
ortalama %?22’sini karsilayarak tretimde %28’lik payr karsilamaktadir (Anonim,
2015d). Tarkiye’nin bircok bolgesi ekolojik yonden celtik Uretimine uygun olup
Tiirkiye’de ¢eltik {iretiminin bolgelere gore dagilimi incelendiginde Bati ve Dogu
Marmara, Bat1 Karadeniz, Giineydogu Anadolu en énemli ekim ve {iretim bolgeleridir
(Sekil 1.2, Anonim 2015e). Marmara Bolgesi % 67 ekim ve % 72 {iretim pay1 ile ekilis
ve iiretim bolgesi olarak ilk siray1 alirken bunu % 20 ekim ve iiretim payi ile Karadeniz
bolgesi takip etmekte ve bu iki bolge iilke toplam iiretiminin % 90’ indan fazlasini
karsilamaktadir (Sade vd. 2011). Tirkiye’de ¢eltik iireticisi iller arasinda en onemli
siray1 Tekirdag, Edirne, Kirklareli, Balikesir ve Canakkale illeri almaktadir (Anonim.
2015f, Anonim. 2015). En fazla ekim alanina sahip olan Marmara Bolgesi’nde Edirne
ilinde Meri¢ ve Ergene Cay1 vadisi basta Enez olmak iizere Ipsala, Kesan, Uzunkoprii;
Tekirdag - Hayrabolu ve Malkara; Istanbul — Catalca’da; Canakkale’de Biga ve



Gelibolu; Balikesir ili Génen Cay1 vadisi boyunca basta Gonen ve Manyas ilgelerinde;
Bursa — Orhangazi ve Karacabey ilgelerinde yogunluk kazanir. Karadeniz Bolgesi’nin
ise Orta ve Bat1 kesimleri ile Kizilirmak ve Yesilirmak vadilerinde yayilir. Samsun’un
Bafra ve Terme’de; Sinop ilinde Gokirmak vadisinde Boyabat ve Sarayduzi’nde;
Kastamonu Devrez vadisinde Ortalica (sekil 1.2 Sekil 1.3 a,b,c,d,ef); Corum’da
Kizilirmak ve Yesilirmak vadileri (Sekil 1.2c) yurdumuzda en yogun geltik tariminin
yapildig1 yerlerdendir (Anonim 2008, 2014, Tashgil ve Sahin 2011a,b,c).GAP
bolgesinde ise sekil 1.3’te gorildigi gibi Diyarbakir ve Sanlurfa celtik

yetistiriciliginde en 6nemli illerden sayilmaktadir.

Tirkive'de geltik ekimi vapan iller

Sekil 1.2 Turkiye’de Celtik c¢eltik ekimi yapan iller Tiirkiye’de seker pancariin ekim
yapan iller (Kaynak Tasligil ve Sahin 2011a,b, ¢ degistererek, Anonim 2015k
degistirerek)



Sekil 1.3 Tiirkiyede ¢eltik tarimi, a. Kastamonu Devrez vadisinde Tosya’daki celtik
ekimin hazirlanmast (Anonim 2015g), b. Turkiye Kastamonu ili Devrez
vadisinde Tosya’daki ¢eltik tarlalarinda serpme yontemiyle ekimi (Anonim
20159g), c. Turkiye Sinop ili Gokirmak ilgesi, Hanonii’deki celtik tarlalarinda
traktor ile celtik ekimi (Anonim 2015h), d. E. Celtik tarlasinin bir sematik
gorintust  (Kaynak Anonim 2015i), f. Turkiye Corum ilinin Kizilirmak ve
Yesilirmak’daki ¢eltik tarlalar1 (Anonim 2015j).

1994 yilinda 32 ilde celtik ekimi yapilirken 2008 yilina geldigimizde 36 ilin iiretime
katildig1 gozlenmektedir (Tashgil ve Sahin 2011a).



Cizelge 1.1 Tirkiye geltik ekilis tiretim tiketim ve verimi

YILLAR E(EE;S U(l;g‘ﬂ;n Pirin((,; ;?li)lislllgl T[(Jtlf)er'][;m (\Iigll’(ijr;l)
2003 65.000 372.000 223.000 300.000 572
2004 70.000 490.000 294.000 565.000 681
2005 85.000 600.000 360.000 535.000 706
2006 99.100 696.000 418.000 555.000 702
2007 93.900 648.000 390.000 613.000 690
2008 99.500 753.325 452.000 557.000 757
2009 96.754 750.000 450.000 703.000 775
2010 99.000 860.000 516.000 527.000 869
2011 99.400 900.000 540.000 697.000 906
2012 119.725 880.000 528.000 570.000 735
2013 110.592 900.000 540.000 600.000 814

(*) Celtigin pirince islenmesinde elde edilen saglam piring oran1 %60 olarak dikkate alinmigtir. (Kaynak

Anonim 2015I)

TUIK 2003-13 verilerine gore; 2003 yilinda 65.000 ha ve 2013 yilinda 110592 ha
tizerinde ¢eltik ekim ypilmistir. 2003 yilinda 372.000 ton dretim (223.00 ton piring
karghigl) ve 2013 yilinda ise 900.000 ton {iiretim (540.000 ton piring karsligl) elde
edilmistir (Cizelge 1.1). Buna kars1, her zaman tiiketim verim den fazla olmustur. 2003
yilinda 300.000 ton ve 2013 yilinda ise 600.000 ton olmustur. Tiirkiye son yillarda
celtik verimi ve iiretiminde dnemli artiglar saglamis olsa da heniiz kendi i¢ tliketimini
karsilayamamaktadir. 2012/13 donemi piring yeterlilik orant  %86,9 olarak
gerceklesmistir. Bu nedenle ihtiya¢ duyulan pirincin bir kismu ithal edilmektedir.



Cizelge 1.2 Bolgelere gore celtik uretimi (2013)

) Ekim Alam Uretim

BOLGELER
Hektar Pay1 (%) Ton Pay1 (%)

Marmara 75.870 68,6 627.678 69,7
Karadeniz 27.644 25,0 232.158 25,8
Ic Anadolu | 2.985 2,7 20.179 2,2
Giineydogu | 3.489 3,2 17.038 1,9
Akdeniz 465 0,4 2.408 0,3
pogu |13 0.1 539 01
TOPLAM 110.592 100,0 900.000 100,0

Tiirkiye’de Marmara bolgesinde %69.7, Karadeniz bolgesinde %25,8; I¢ Anadolu
bolgesinde %2,2; Giiney dogu Anadolu bolgesinde % 1,9; Akdeniz bolgesinde 9%0,3,

ve %Dogu Anadolu bolgesinde ise

Cizelge 1.2 ve 1.3).

%0.1 celtik tretimi yapilmaktadir (Sekil 1.4,

B Marmara

B Glneydogu

W Karadeniz

W Akdeniz

0,1

mic Anadolu
W Dogu Anadolu

Sekil 1.4 Tirkiye’de

celtik iiretimin yapan Marmara, Karadeniz, I¢ Anadolu,

Gilineydogu Anadolu, Akdeniz ve Dogu Anadolu bdlgelerine ait sema



Turkiye’deki 10 ilin ekim alanlari, iiretim ve verim gizelge 1.4’de verilmistir. Cizelgede
verilmig bilgilerine gére Edirne ili 43030 hektar ekim alan1 (%38,9 pay1), 361.918 ton
tretim (%40.2 pay1) ve 841 kg/da verim ile birinci sira da ve Cankiri ili ise 2470
hektar ekim alan1 (%2,2 pay1), 14.760 ton iiretim (%1,7 pay1) ve 602 kg/da verim ile 10.
sira da yer almaktadir. Celtik liretiminde il diizeyinde de yogunlasma vardir. Toplam 5
ilin dretimleri toplam {iiretimin %82'sini olusturmaktadir. Edirne toplam iiretimin
%40 1na sahipken Samsun %14, Balikesir %11, Canakkale %10, Corum %7 lik bir

tretime sahiptir.

Cizelge 1.3 Bolge ve illere gore celtik Gretimi (2013) (Anonim 2015m)

BOLGE iL Elgaf)is UI?E)E)IM
Edirne 430.301 361.918
Balikesir 129.714 99.467
Marmara (%69.7) | Canakkale 113.477 90.295
Diger 85.205 75.998
TOPLAM 758.697 627.678
Samsun 144.128 122.710
Corum 77.263 65.523
Karadeniz (%025.8)
Diger 55.053 43.925
TOPLAM 276.444 232.158
Cankirt 24.700 14.760
Ic Anadolu (%2,2) | Diger 5.155 5.419
TOPLAM 29.855 20.179
Diger Bolgeler (%?2,3) 40.928 19.985




Cizelge 1.4 illere gore geltik ekim, iiretim, verim (2013) Anonim 2015m

. EKIM ALANI URETIM VERIM
iLLER

Hektar | Payi (%) Ton Pay1 (%) | (ko/da)
Edirne 43.040 38,9 | 361.918 40,2 841
Samsun 14.413 130 | 122.710 13,6 851
Balikesir 12.971 11,7 | 99.467 11,1 767
Canakkale 11.348 10,3 | 90.295 10,0 796
Corum 7.726 7,0 65.523 7,3 848
Sinop 3.960 36 | 34.434 38 870
Tekirdag 3.100 28 | 28.899 3.2 932
Kirklareli 2.611 24 | 25769 2,9 987
Bursa 2.500 23 | 18.993 2.1 760
Cankari 2.470 2,2 14.860 1,7 602
10 i1 Toplamu 104.139 94,2 | 862.868 95,9 829
S 110.592 100,0 | 900.000 100,0 814




Cizelge 1.5 Tiirkiye'nin geltik ithalat ve ihracat miktarlari (Anonim 2015m)

ITHALAT THRACAT
YILLAR Miktar Deger Miktar Deger
(Ton) (Bin ABD $) (Ton) (Bin ABD $)
2002 292.024 48.803 187.000 173
2003 247.724 55.538 398.000 375
2004 35.432 15.254 298.000 334
2005 102.197 26.231 298.000 351
2006 105.005 28.786 238.000 292
2007 6.016 2.101 157.000 258
2008 45.307 19.823 235.000 269
2009 63.203 26.188 199.000 316
2010 409.199 172.977 307.000 371
2011 277.083 112.349 834.000 564
2012 227.539 88.819 363.000 349
2013 164.537 70.535 108.000 166

2002-2013 yillar1 arasinda Tiirkiye celtik ithalat-ihracat miktar ve degerlerine iliskin
veriler yukaridaki cizelgelerde goriilmektedir. 2010 yilinda ¢eltik ithalat1 409.199 ton
(172.977 ABD dolar1 degeri) ile son dénemin en yiiksek seviyesindedir (Cizelge 1.5).
Celtik ithalatinin biiyik c¢ogunlugu ABD, Rusya Federasyonu,
Yunanistan'dan yapilmaktadir. 2002-2013 yillar1 arasinda Tirkiye ¢eltik-ihracat miktari
2011 yilinda geltik ihracat1 834000 ton (564000 ABD dolar1 degeri) ile son donemin

en yiksek seviyesindedir.

Bulgaristan ve




Cizelge 1.6 Turkiye nin piring ithalat ve ihracat miktarlart (Anonim 2015m)

ITHALAT IHRACAT

YILLAR Miktar Deger Miktar Deger

(Ton) (Bin $) (Ton) (Bin $)

2002 131.431 37.031 222 222
2003 213.528 65.453 337 287
2004 103.887 39.496 475 760
2005 158.423 60.149 421 539
2006 113.175 43.267 465 590
2007 184.911 108.576 729 1.010
2008 179.603 144.310 4.058 4.986
2009 158.335 105.770 18.662 19.529
2010 125.643 91.340 50.825 46.549
2011 41.011 28.591 85.126 74.786
2012 25.111 17.688 86.335 68.960
2013 118.563 79.625 6.597 6.281

Celtik, pisirilmemis haslanmis pirincin bilesiminde (100) gr mineral ve vitaminler,
Sodyum (5) mg, Potasyum (115) mg, Kalsiyum (28) mg, Magnezyum (259) mg, Demir
(0,8) mg, Fosfor (115) mg, E vitamini (0,11) mg, B1 vitamini (Tiyamin) 0,07 mg, B2
vitamini (Riboflavin) 0,049 mg icermesi nedeniyle insan beslenmesinde biylik 6nem

tasimaktadir.

maddelerde bulunur. Celtik tanesinin yapisina bakildiginda %1-2 perikarp, %4-6
aleuron ve tohum niivesi, % 2-3 embriyo, %89-94 nisastali endosperm igermektedir
(Zhou vd. 2002). Nisasta, pirincin temel bileseni olup kuru agirligin yaklasik %90 1
olusturmaktadir (Juliano,1972). Nisasta D-glukoz birimlerinin polimerlesmesinden

olusan bir polisakkarit olup kimyasal yapisinda lineer bir polimer olan amiloz ile
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dallanmis bir polimer olan amilopektin bulunmaktadir (Hoseney 1994). Pirin¢te amiloz/
amilopektin oran1 ¢esit, cinse goOre farklilik gosterse de genel anlamda piring
nisastasindaki amiloz oran1 % 16.5-23.4 arasinda, amilopektin orani ise % 83.5-76.6
arasinda degismektedir (Zhou vd. 2002). Piringte nisastadan sonra en ¢ok bulunan
bilesen proteindir (Juliano 1972). Hububatlar iyi ve ucuz protein kaynagidir ve bir¢cok
ulkede beslenmedeki toplam protein hububattan saglanmaktadir. Protein igerigi, pirincin
besin kalitesi bakimindan 6nem tagimaktadir (Osbornel1992). Piringte ham protein
oraninin ¢esitlere ve cevre sartlarina goére % 7-8 arasinda degisiklik gdosterdigi
bildirilmistir (Koca ve Anil 2001). Pirin¢ diisiik miktarda protein igermesine ragmen
beslenme i¢in 6nemli olan amino asitlerce zengin olmasi sebebiyle bugday ve misirdan
sonra ekim olmasina sahip olan  ve dilinya niifusunun yarisindan ¢ogunun
beslenmesinde ilk sirada yer alan bir triindiir (Gul 2003, Tashigil ve Sahin 2011).
Sicaklik kosullarinin  ve su gereksinmesinin yeterince karsilanabildigi uygun
ekolojilerde tarimi yapilan bu bitkinin, Oncelikle subtropikal iklim kosullarinda
yetistirildigi; anavatanmnin Giineydogu Cin oldugu (Sehirali ve Ozgen 1987) ayni
zamanda Dogu, Giineydogu ve Giiney Asya’da uygulanan degisik yetistirme teknikleri

ve ekolojik etmenler ile ¢ok sayida tiplerinin ortaya ¢iktigi anlasilmistir (Sauer 1993).

Tiirkiye’de geltik tizerinde klasik 1slah yontemleriyle uzun zamandan beri arastirmalar
yapilmaktadir. Son 100 y1l icerisinde, klasik bitki 1slah1 yontemleri sayesinde, 6zellikle
melez ¢esitlerden yararlanarak birim alandan elde edilen iiriiniin miktar ve kalitesinde
onemli artiglar saglanmistir. Hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik ve bitkinin diger
bir¢ok tarimsal ozelliklerini iyilestirmede dnemli engellerle karsilasilmistir (Kumlay ve
Dursun 2003). Ornegin kisirlik ve uyusmazlik nedeniyle tiirler aras1 melezleme ¢ok
zordur. Basar1 orami diisiik oldugu i¢in elde edilmis bitki sayisinin ve istenilen
karakterlerin yeni bitkilerine aktarilmasi da azalmaktadir. S6z konusu karakterler
degisik bitki tiirlerine aktarilabilseler dahi, istenmeyen Ozelliklerin melez dollere
gecisini Onlemek neredeyse olanaksiz hale gelmekte, geri melezleme yontemiyle bu
olumsuzluklarin ortadan kaldirilmasi ise olduk¢a uzun zaman almaktadir (Sleper and
Poehlman 2006). Ayrica, klasik bitki 1slah yontemlerinden olan melezleme ve
seleksiyon teknikleriyle sonuca ulasmak oldukg¢a yavastir (Ylceer 2011). Oysaki
kullanim alan1 giderek yayginlagan bitki genetik miihendisligi teknikleriyle, bu
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olumsuzluklar kolayca asilabilmekte, orijinal bitkinin arzu edilen karakterlerini
degistirmeksizin bir ya da bir ka¢ gen, yeni 6zellikler kazandirmak amaciyla bitkilere
kolayca aktarilabilmektedir. Bir baska deyisle, bitki genetik miihendisligi tekniklerinin
kullanilmasiyla, 1slah siiresinin kisaltilmasi ile melezlemede karsilasilan engeller,
genetige bagli olan sorunlar1 ve gen havuzlarindan yararlanmadaki sinirlamalar kolayca
ortadan kaldirilabilmektedir (Ozcan ve Ozgen 1996). Ancak, arzu edilen tarimsal
0zelligi belirleyen bir genin ilizerinde ¢alisilan kiiltiir bitkisine aktarilabilmesi, dncelikle

etkin bir gen aktarma sisteminin gelisterilerek uygulamaya konulmasina baglhdir.

Celtik ekilis alanlarmi siirlayan sulama suyu yetersizligine ragmen celtik, yaklasik
olarak diinya tahil ekilis alanlarinin 1/5 1idi Kayplioyi stiretihorditadir
(Sade wvd. 2011). Islah edilmis Kkiltir Dbitkilerinin  yabani formlariyla
karsilastirildiklarinda birgok mantar, bakteri ve viriis hastaliklar1 ile zararlilara karsi
daha duyarl oldugu, bu durumun genelde uygulanan 1slah yontemlerinin eksikliginden

kaynaklandig1 goriilmiistiir (Gnanamanickam 2009).

Gerek Ulkemizde ve gerekse de dunya genelinde celtik ekim alanlarinda sorun olan
yabanci ot tiirlerine bakildiginda Echinochloa spp., Cyperus spp., Scirpus spp., Alisma
plantago-aquatica, Paspalum spp. ve Juncus spp. cinsine ait tiirlerin 6nemli oldugu
gorilmektedir (Korkut ve Kasa 1981,Graham vd. 1996, Isik ve Mennan 2001,Isik vd.
2000,0suna vd. 2002, Kuk vd. 2004, Damalas vd. 2006,Ak¢am vd. 2006, Galon vd.
2008, Norsworthy vd. 2013). Cyperus cinsi tarim alanlarinda onemli sorun olan
Cyperus difformis L. (Kiz otu), Cyperus esculentus L. (Sar1 topalak) ve Cyperus
rotundus L. (Topalak) olmak iizere ii¢ 6nemli tiiri barindirmaktadir (Okoli vd., 1997;
Price vd. 2010, Juraimi vd. 2012).

Islah programlarinda, seleksiyon ¢alismalarinda {iriin kalitesi ve miktar1 gibi 6zellikler
on planda tutuldugundan, hastalik, zararlilara kars1 dayaniklilik (Ozcan ve Ozgen 1996)
ve herbisitlere karsi direngli bitkilerin eldesi her zaman ikinci planda kalmistir.
Yillardan beri geltik bitkisi, ¢esitli biyotik ve abiyotik strelere karsi kimyasal ilaglarla
korunmus; ancak, kullanilan bu ilaglarin ayrismadan uzun siire kalabilmeleri insan,

hayvan ve cevre sagligi acisindan giderek artan bir endise kaynagi haline gelmistir.
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Celtik yetistiriciliginin yapildig1 birgok iilkede (Moody vd. 1985, 1989, 1991, Moorthy
ve Manna 1993, Najib vd 2006, Pacanoski ve Glatkova 2009, Anwar vd 2012)oldugu
gibi iilkemizde de bu iiriinde yabanci ot miicadelesi dogrudan herbisitlere bagimli olarak

surdirilmektedir.

Toplam dayanikli populasyonlar icerisinde tespit edilen tiirlerin 124’1 genis yaprakli
87’si ise dar yaprakli tiirleri kapsamaktadir (Anonim 2015n) ). Bu sorunun zamanla
katlanarak daha da biiyiiylip tarimsal iiretimde herbisit kullaniminmi biiytik Olglide
kisitlayacagi ve liretimde biiyiik azalmalarin meydana gelebilecegi tiim aragtirmacilarin
ortak kanisi haline gelmistir. Yirmibir farkli herbisit grubuna 393 dayanikli yabanci ot
biyotipin bulundugu giiniimiizde ALS inhibitorii herbisitler 127 dayanikli biyotip
sayistyla ilk sirada yer almaktadir (Adamczewski ve Matysiak 2012).

Gerek dinyada gerekse de tlkemizde herbisit kullanimindaki artisa bagli olarak tarimsal
acidan cesitli sorunlarin ortaya ¢iktigi bu sorunlar icerisinde onemli bir yer tutan

dayaniklilik olgusunun ise tarimsal iiretimi tehdit edecek boyutlara ulagtig1 bir gercektir.

Diinyada oldugu gibi Ulkemizde de ¢eltik ekim alanlarinda verim ve kaliteyi olumsuz
etkileyen hastalik, zararli ve yabanci otlar bulunmaktadir. Kimyasal ilaglar genelde
yabanci otlara ve mantarlara kars1 etkili olmakla birlikte, viriis, viroid ve bakterilere
kars1 yetersiz kalmaktadir. Bu durum, ¢eltik bitkisinde alternatif 1slah yontemlerinin

gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (Khawar 2001).

Celtik Tiirkiye i¢in 6nemli bir kiiltiir bitkisi olmasina ragmen toplam tahil ekim alani
icinde ancak % 0,31, iiretimde ise % 0,74 pay almaktadir. Ekilis alan1 ve iiretim i¢
tilketimi karsilayacak nitelikte olmayip her yil 100-150 bin ton civarinda piring ithal
edilmektedir (Anonim 2014). Celtik tiretiminde iiriin kaybina neden olan faktorlerin
basinda yabanci otlar gelmekte olup bu oran yetistiricilik sistemlerine, ¢eltik ¢esidine,
yabanci ot tiirline ve yogunluguna bagli olarak % 30-100 arasinda degisim
gOstermektedir (Smith 1988, Anonim. 2015f). Celtikte karsilagilan en onemli sorun
yabanci ot kontroliidiir. Iyi hazirlanmis, yabanci otlardan temizlenmis bir tohum

yatagina ekim yapilirsa ¢eltigin fazla bir bakima ihtiyaci yoktur. Yabanci ot kontrolii
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genellikle elle yapilmaktadir (Rice 1995). Biitiin kosullar iyi olsa dahi ¢eltik bir defa
elle yabanci ot kontrollii yapilmasi faydalidir (Pedroso vd. 2009). En etkili micadele
yontemi elle yapilan olmasina ragmen is giiciiniin pahali olmasi nedeniyle herbisitler
tercih edilmektedir. Ancak bilingsiz kullanilan herbisitlerin ¢eltigin ¢imlenmesinden
baslayarak bitkinin biitliin gelisme donemlerinde olumsuz etkilerin bulundugu
belirlenmistir. Bu sorunlar1 ortadan kaldirmak igin herbisitlere dayanikli ¢esitleri
gelistirmek zorunlu hale gelmistir. Klasik 1slah yontemleriyle bu hedefe ulagmak
oldukca zordur. Bu sorunu ¢ozebilmek icin ilk 6nce celtikte doku kultirh tekniklerini
gelistirmek ve sonra da bunlari gen aktariminda kullanarak herbisitlere karsi1 dayanikli

bitkiler elde etmek gerekmektedir (Ozcan ve Ozgen 1996, Khawar 2001).

Uzun yillardan beri geltik ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere karsi kimyasal ilaglarla
korunmaktadir. Bilingsiz kullanilan herbisitlerin ¢eltigin ¢imlenmesinden salkim
vermesine kadar hem verimini olumsuz etkilemekte hem de cevre kirliligine sebep
olmaktadir., Dolayisiyla c¢eltik bitkilerinde bu sorunlara kars1 kimyasal ilaglarin
kullanilmamasi i¢in alternatif 1slah yontemlerin kullanilamasi ¢ok énemlidir. Bilinen en
etkili miicadele yontemi elle yapilan olmasina ragmen is giicliniin pahali olmasi
nedeniyle herbisitler tercih edilmektedir. Bu sorunlart ortadan kaldirmak ig¢in
herbisitlere dayanikli c¢esitleri gelistirmek zorunlu hale gelmistir. Klasik 1slah
yontemleriyle bu hedefe ulasmak zordur. Bugiine kadar Tiirkiye kosullarinda celtik
bitkisinde yapilan doku kiiltiirii c¢alismalarinda basari orani1 olduk¢a disiiktiir ve
Agrobacterium araciligiyla transgenik ¢eltik bitkisi elde edilememistir. Bu tezin amaci;
oncelikle Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan 3 celtik ¢esidinde degisik eksplantlar
kullanarak  gen aktarimina uygun yiiksek oranda bir siirglin rejenerasyon sistemi
gelistirip, daha sonra A. tumefaciens araciligiyla herbisitlere ve boceklere karst direngli

genlere sahip transgenik bitkileri Gretmektir.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

Tiirkiye’de celtik tarim1 hem Trakya hemde Anadolu’da toplam 32 ilde yapilmaktadir.
Yasamu suresi boyunca celtik bitkisi yabanci otlar ve farkli tip boceklerden zarar
gormektedir. Celtik  tarlalar1 tohumlardan gelisen fideler doneminde ve yasam
stirecinde her asamada biyotik ve abiyotik streslerin sebep olan tiim faktorlerin
Onlenmesi ¢ok Onem tagimaktadir. Celtik bitkisinde boceklerin ve yabanci otlardan
gelen bitkilere ekonomik zararlar1 azaltmak ve kaliteli iirin elde etmek i¢in hem
herbisitlere ve hemde bdceklere direngli bitkilerin 1slah edilmesi 6nem arz etmektedir.
Hizli nifus artis ve nifus ihtiyaclarimi karsilamak amaciyla geleneksel metodlarla
biyoteknolojik yontemlerin entegrasyon ile bu yondeki ¢alismalarin hiz kazandirilmasi
blylk 6nem arz etmektedir. Bu tez kapsaminda Agrobacterium araciligiyla Tiirkiye’de
yaygin olarak yetistiricilik yapilan Hamzadere ve Osmancik c¢eltik c¢esitlerine
herbisitlere ve bdceklere karsi direngli  genleri aktararak, transgenik bitkiler elde
edilmeye ¢alisilmistir. Bu konuyla ilgili, daha dnce yapilmis olan bazi doku kiiltiirii ve

gen aktarim ¢alismalarinin 6zetleri asagida verilmistir.

2.1 Bitki Materyalinin Yizey Sterilizasyonu

Rubluo vd. (1984), olgunlasmis ve olgunlagsmamis bezelye yaprakg¢iklarindan farkli
oranda BAP, NAA, IBA ve [AA igeren MS besin ortaminda 0.9-1.8 mm uzunlugunda
siirglinler ve daha sonra onlar1 koklendirerek tam bitkiler elde etmislerdir. Olusan
stirgun ylzdesi, ortalama %26-38 arasinda degismistir. BAP ve NAA igeren ortaminda,
olgunlagmis yapraklardan gelisen siirglinlerin oran1 % 7ye kadar diismiistiir. GA3in
slirglin olusumunda etkili olmadigi, pikloram ve 2,4-D nin ise olumsuz etki gosterdigi

tespit edilmistir.

Natalini ve Cavallini (1987) Bezelye ile yapilan bir ¢alismada, siirgiin rejenerasyonunu
en fazla etkileyen faktérin eksplant tipi, genotip ve ortamda bulunan biylmeyi

diizenleyicileri oldugu belirtilmistir.
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Khawar (2001) Tohumlarda yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin alinacagi en
diisiik dezenfektan dozunu (50 adet tohum igin) belirlemeye c¢alismistir. Yiizey
sterilizasyonu amaciyla ticari ¢amasir suyunun (Axion) %50, %75, %100 lik dozlar
tohumlara oda sicakliginda herbiri 4 farkli siirede (15 dakika, 20 dakika, 25 dakika, 30
dakika) uygulanmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 5 kez
durulanmustir. Steril edilen tohumlar yine steril Petri kaplar igerisinde %3 sukroz igeren
ve %0.8 agar ile katilastirilan MSO besin ortaminda 23° C’de 16 saat 151k ve 8 saat

karanlik fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir.

Erdag ve Yiirekli (2000) Diger bir ¢aligmada, Tiirkiye’de ekonomik 6neme sahip Bati
Anadolu endemiklerinden olan Thymus sipyleus Boiss’in (baharat) in vitro ¢ogaltilmasi
arastirtlmistir. Sterilize edilmis bitki tohumlar1 modifiye edilmis MS besi ortami ve

Heller besi ortamlarinda ¢imlendirilmistir.

Biiriin ve Poyrazoglu (2002). Embriyo kiiltiirii ile ilgili diger bir ¢alismada, arpa
(Hordeum vulgare L.)’nin olgun embriyolariin kiiltiiriinde besi ortami bilesimi ve
sterilizasyon yonteminin etkisi {lizerinde durulmustur. Kullanilan besin ortamlari
icerisinde embriyodan bitkicik gelisiminin en yiiksek Randolph-Cox ortaminda elde
edildigi ve bunu sirastyla MS, 2 MS ve B5 ortamlarinin izledigi belirtilmistir.
Arastirilan sterilizasyon yontemlerinden sodyum hipoklorit ile sterilizasyonu antibiyotik

solusyonu ile muamele etme ve HgCI2 ile yapilan sterilizasyon daha etkili bulunmustur.

Goleniowski vd. (2003) Oregano (Origanum vulgare % applii)’ nun meristem uglarinin
mikrogogaltimi ile ilgili ¢calismada, mikrogogaltim icin sterilizasyon siiresince siirgiin
uclarina zararin azaltilmasiyla ilgili bir yontem gelistirilmistir. Yesil tipine oranla basit
siirgiin kisimlar1 daha hassas bulunmustur. /n vitro ortamda gelisen geng bitkilerden
alman meristemler kiiltiir siiresince dis ortamda yetigenlere oranla az oksidasyon
yapmiglardir.  Biiylime  diizenleyicilerinden BAP ve NAA®* nm  ¢esithi
konsantrasyonlarmin O. vulgare x applii’ nin mikrogogaltimi {izerine etkileri

arastirilmistir
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Akpinar (2006). Deney grubu bitkilerini elde etmek i¢in tohumlardan g¢ikartilan olgun
embriyolar kullanilmigtir. Bu amagla tohumlara yiizey sterilizasyonu (2 dakika %70
alkolde, 2 dakika steril destile suda, 2 dakika %210’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde,
ikiser defa 2 dakika siireyle steril destile suda bekletilmistir) islemi uygulanmistir. Daha
sonra steril kabin i¢ersinde embriyolar ¢ikartilarak tekrar yiizey sterilizasyon islemi (1
dakika stre ile %70 alkolde, 1 dakika stre ile steril destile suda, 1 dakika sure ile %
10’luk sodyum hipoklorit ¢ézeltisinde, ikiser defa 1’er dakika siire ile steril destile suda

bekletilmistir) yapilmistir.

Capan (2006) Deney grubu olarak kullanilacak Cucurbita pepo bitkilerinin elde
edilmesi i¢in tohumlara yiizey sterilizasyonu yapilmistir (Kabuklu tohumlar %70 alkol
icerisinde 10 dakika bekletilerek, steril destile suda 10 dakika sire ile 3 defa
degistirilerek yikanmistir. Daha sonra %5 lik sodyum hipoklorit igerisinde 20 dakika
bekletilmistir. Sonra yine steril edilmis destile suda 10 dakika siire ile 3 defa
degistirilerek yikanmistir). Tohumlarin kabuklart ¢ikartilarak ayni sterilizasyon islemi
tekrar uygulanmistir. Tohumlardan, steril kabin igerisinde steril aletler kullanilarak

embriyolar ¢ikarilmistir.

Alkus (2007)Yiizey sterilizasyonu i¢in Beysehir-98, Karatay-94, Kiral-97 ve Konevi-98
arpa ¢esitlerine ait tohumlar ilk olarak %70 etanolde 1 dakika bekletildikten sonra
sirastyla steril distile suda 1 dakika, %10 sodyum hipoklorit (NaOCI)’te 5 dakika
tutulmustur. Tohumlar son olarak steril distile su ile 10 kez 1’er dakika yikanmistir. En
son yikamada tohumlar 20 dakika steril distile suda bekletilerek, sular1 siiziilmiistiir.
Tohumlarin sularmin tam olarak siiziilmesi i¢in filtre kagidina yayilarak bir siire

bekletilmistir.

Akturk (2009) In vitro kiltiirlerde baslangi¢ Prunus avium eksplant1 olarak kullanilan
materyalin yizey sterilizasyonunda; musluk suyu, %70’lik etil alkol, %53 NaOCI iceren
ticari ¢amagsir suyu, Tween 20 ve steril saf su kullanilmigtir. Materyalin miktarina gore
100, 250, 500 veya 1000 ml’lik erlenmayer icerisinde steril saf su ile hazirlanan NaOCl
soliisyonuna, yayici-yapistirici olarak her 100 ml i¢in 2 damla Tween 20 ilave edilerek

agz1 aliminyum folyo ile kapatilmistir. Musluk suyunda yikama disinda, sterilizasyonun
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biitiin agamalar1 transfer odasinda yapilmistir. Kiiltiirlerde, 20 veya 24 mm ¢apli deney
tipleri kullanilmistir. Her tiipe, MS besi ortamindan 7-8 ml birakilmis ve eksplant
ekiminden sonra agizlar1 parafilm ile kapatilarak tiipliikkler icerisinde kiiltiir odasina
birakilmigtir. Tomurcuk ve tohum ile yapilan deneylerde, baslangic eksplantlarinin
yiizey sterilizasyonuna, soliisyonlarin konsantrasyon ve uygulama siirelerinin etkileri
incelenmistir. Kiiltlirlin 14. giiniinde sonuglar alinmis ve her iki materyal i¢in “Temiz
Kiiltiir Oranm1” ile, tomurcuklar i¢in “Yasayan Kiltir Oran1” ve tohumlar ig¢in
“Cimlenme Oran1” belirlenmistir. Temiz Kiiltiir Oranm1 (%): Deney sonunda, bakteriyel
veya mantar bulagsmasi gorulmeyen Kkiltiirlerin ilk eksplant sayisina oranini ifade
etmektedir. Yasayan Kiiltiir Oranm1 (%): Lateral tomurcuklarla yapilan deney sonunda,
bakteriyel veya mantar bulagsmasi goriilmeyen ve canliligini devam ettiren, alt kiiltiire
almabilir haldeki kiiltiirlerin ilk eksplant sayisina oranini ifade etmektedir. Cimlenme
Orant (%): Tohumlarla yapilan deney sonunda, ¢imlenen tohum sayisinin, ekilen tohum

sayisina oranini ifade etmektedir.

Baktemur (2009) Kavunda (Cucumis melo var. inodorus) Tozlanmadan 21-25 gin
sonra olgunlasmamis meyveler hasat edilmistir. Hasat edilen meyveler Doku Kiiltiirii
Laboratuvari’na getirilmis  Once ¢esme suyuyla yikanip kurulandiktan sonra steril

kabin igerisinde % 96’ lik etil alkolle kuru yakma yontemi ile dezenfekte edilmistir.

Lotfi ve Salehi (2008) yilinda yaptiklar1 bir diger ¢alismada da sivi ortama alinan
salatalik (hiyar) tohumlarin % 22’sinin enfeksiyon kaptigim1 bildirmislerdir.
Enfeksiyondan meydana gelen kayiplarin Chlorox (kloroks) ile dezenfekte edilen
tohumlarda % 7.8’den az iken, meyve dezenfeksiyonunda %35 oraninda oldugunu
belirtmislerdir. Sivi1 kiiltiirde enfeksiyon ¢ok biiyiik bir problem olusturmaktadir. Ciinkii
tek bir tohumda meydana gelen bir enfeksiyon bile kisa siirede tiim ortama

bulagmaktadir.

Tohumlara yiizey sterilizasyonu uygulanmistir. Bu islem icin bir behere 2/3 oraninda
klorak, 1/3 oraninda saf su koyup, bu karisim iginde tohumlar 10-15 dakika

calkalanmak suretiyle bekletilmistir. Daha sonra steril saf su ile iyice durulanan
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tohumlar, %96’lik etil alkol icinde 5 dakika bekletilmis ve son olarak alkolii gidermek

icin distile su ile yikanmistir. Bu islemler her ekimden 6nce tohumlara uygulanmastir.

2.2 Doku Kiiltiirii ile Tlgili Baz1 Cahsmalar

Aalders (1958) Celtik bitkisi doku kiiltiirtinde rejenere edildiginde degisik ozellikler
yonunden mutasyonlar meydana gelmektedir. In vitro da ortaya ¢ikan somaklonal
varyasyondan yararlanilarak, ¢eltik yanikligi (Pyricularia oryzae )'na, yatmaya ve tane
dokmeye dayanakli, harmanlamasi kolay ve pisme kalitesi ¢ok iyi olan "Dama" isimli

bir celtik ¢esidi gelistirilmistir.

Sun vd.(1983). Celtik bitkisi doku kiiltiiriinde rejenere edildiginde degisik 6zellikler

yonunden mutasyonlar meydana gelmektedir.

Stober ve Hess (1997), bugdayda embriyoid indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu igin
anterlere soguk uygulamasinin sicak uygulamasi veya on uygulama yapmamaya gore
daha iyi sonug¢ verdigini, ayrica sicaklik on uygulamasinin kontrole gore daha diisiik

sonug verdigini bildirmislerdir.

Hezsky ve Simon-Kiss (1992). In vitro da ortaya ¢ikan somaklonal varyasyondan
yararlanilarak, ¢eltik yanikligi (Pyricularia oryzae )'na, yatmaya ve tane dokmeye
dayanakli, harmanlamas1 kolay ve pisme kalitesi ¢ok iyi olan "Dama" isimli bir ¢eltik

cesidi gelistirilmistir.

Khan, vd. (1999), Hint pirincinde, olgun embriyolardan kallus olusumunu baslatarak
bitkiyi rejenere edebilmek icin 2,4 D’nin tek basina farkli miktarlarda kullanilmasi veya
buna benziladeninin farkli miktarlarda eklenerek kullanilmasi1  gerektigini
aciklamiglardir. Calismamizda embriyo kiiltiir ortam1 olarak MS besiyerine 0.5 mg/l
BAP ve 0.1 mg/l NAA katilmigtir.
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Gonzalez vd. (2001), Triticum turgidum Desf. kiiltiirlerinin olgun embriyolarinda, sert
bir kallus oldugu takdirde, gelisim oranmin %54-100 arasinda oldugunu ve kallus
olusumunda genotip ve besiyeri igeriginin énemli oldugunu bulmuslardir. Sert kallus
olusumu veren ve bitki rejenerasyonun en iyi oldugu besiyerlerinin MS (30 g/l maltoz)
ve MS40 (30 g/l sukroz ve 40 mM NaCl) oldugunu acgiklamislardir. Bizim

calismamizda, direkt embriyolar kullanilmis kallus olugturulmamastir.

Babaoglu vd. (2002) Somatik embriyogenesisin belki de en 6nemli kullanim alan
bitkilere gen aktarimidir. Bitkilere gen aktariminda degisik yontemler gelistirilmis
olmakla birlikte, en yaygin olarak kullanilan1 bitkilerin dogal genetik miihendisi olarak
adlandirilan Agrobacterium tumefaciens bakterisidir. Bu bakteri araciligiyla tarimsal
Ooneme sahip bir¢ok gen, iki ¢enekli bitkilere kolaylikla aktarilabilmistir. Son yillarda
stiper binary vektorlerin kullanilmasiyla A. tumefaciens’in tek ¢enekli bitkilere de gen
aktarim yetenegine sahip oldugu anlasilmis olup, bu bakteri araciligiyla transgenik arpa,
misir ve ¢eltik bitkileri elde edilmistir. Gliniimiizde, bitkilere gen aktariminda en yaygin
olarak kullanilan arag Agrobacterium tumafaciens bakterisidir. Bu bakteri sayesinde
hemen hemen tiim kiiltiir bitki tlirlerinde transgenik bitkiler elde edile bilmistir.
Baslangigta, bugdaygilleri de igeren tek cenekli bitkilere Agrobacterium araciligiyla
yapilan gen aktarim ¢aligmalarinda istenilen basariya ulagilamamis, bu engelleri
asabilmek icin elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve partikiil bombardimani gibi
dogrudan gen aktarim teknikleri gelistirilerek, olduk¢a basarili sonucglar alinmistir.
Ancak, son yillarda gelistirilen siiper “binari” Agrobacterium vektorleri sayesinde misir,
celtik, arpa ve bugday gibi tek cenekli bugdaygillere de basarili gen aktarimi
yapilabilmistir

Gomez ve Kalamani (2002), yesil noktali olma ve koklerinin fibrilli olmasi gibi
Ozelliklerin, pirincte (Oryza sativa L.) kallus gelisimi ve plantlet rejenerasyonu ile
iligkili karakterler arasinda oldugunu belirtmiglerdir. Pirincin (Oryza sativa L.)
kurakliga dayanikli yabani irklarinda, kallus gelisimi ve bitki rejenerasyonu ile ilgili
ozelliklerin degiskenlik analizi yapilmistir. Kallus gelisimi ve plantlet rejenerasyonu ile

iliskili olarak bitkinin yesil noktali olmasi ve koklerinin fibrilli olmas1 bulunmustur.

20



Farooq vd. (2004), ii¢ bugday genotipinin (Bakhtawar-92, Punjab-96 ve Ingilab-91)
kallus olusturma potansiyellerini test etmislerdir. Bakhtawar-92’nin  kallus
indiiksiyonuna en ¢ok karsilik veren genotip oldugu, bunu Ingilab-91 ve Punjab-96’nin
izledigini  bildirmislerdir. Ayrica  Bakhtawar-92’nin diger  genotiplerle

karsilastirildiginda fazla miktarda kallus olusturdugunu gérmiislerdir.

Ahsan vd. (2000) Misirin (Zea mays L.) doku kiiltiirii ve kiiltiirde yetistirilmesi
konusunda da arastirmalar yapilmistir. Misirin zayif hiicre siralariin gelistirilmesi,
daha etkili bir bi¢imde c¢ogaltilmasi ve fazla miktarda iirlin veren hibritlerin
yetistirilmesi, doku kiiltiirii ile basarilmistir. Biiylik hibritlerde genetik materyalin
degistirilmesi i¢in somaklonal varyasyonlarin daha kullanigli oldugu, doku kiiltiirii
caligmalari ile bilinen biitiin infeksiy6z ajanlara kars1 kullanilabilecek olan, hastaliklara

dayanikli siiper klonlarin elde edildigi bildirilmistir.

Rashid vd. (2004), yine piring bitkisinde kallus olusumunun 2 mg/l 2,4 D iceren N6
besiyerinde basarildigini, kallus indiiksiyonunun N6 besiyerinde 9%83.3 ve MS
besiyerinde %75.05 oldugunu agiklamislardir. Arastiricilara gore, kallus rejenerasyonu
en iyl 1 mg/l NAA iceren besiyerinde ve 5 mg/l BAP iceren besiyerinde (6rnegin;
%81.6) olmaktadir. Bu ¢alismada da NAA ve BAP ilave edilmis besiyeri kullanilmistir

ve mitotik aktivitenin yiiksek oldugu hesaplanmistir.

Serhantova vd. (2004), ii¢ farkli oksin (dikamba, pikloram, 2.4-D) tipinin, kallus tesviki
ve sonrasinda rejenerasyon kapasitesine etkisini arastirmiglardir. Yiiksek rejenerasyon
yetenegi ile bilinen Golden promise ¢esidi ve Cek Cumbhuriyetine ait 12 yazlik arpa
cesidinde calismislardir. Genotip ve oksin tipi, kallus olusum oranini ve elde edilen
yesil rejenerant bitki sayisini biiylik oranda etkilemistir. Calisilan ¢esitlerin ¢ogunda,
2.4-D iceren ortamlar dikamba ve pikloram igeren ortamlarla kiyaslandiginda, en
yuksek ortalamada kallus tesviki ve sonrasinda yesil rejenerant bitki elde edilmistir.
Genotipler arasinda ise, en yiiksek yesil rejenerant bitki sayisi (ii¢ oksin tipinde), doku
kiiltiiri kapasitesi yiliksek model bitki Golden promise ¢esidinde elde edilmistir. Cek
Cumhuriyetine ait ¢esitlerden ise {iglinlin rejenerasyon yeteneginin yiiksek oldugu

belirlenmis ve genetik transformasyon caligmalari i¢in uygun bulunmustur.
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Sharma vd. (2005), yaptiklari ¢alismada Avrupa orijinli arpa cesitlerinin olgun
embriyolarini, MS  tuz ve vitaminlerine ilaveten 1 g/l kazein hidrozilat, 0.5 mg/l
proline, 0.2 mg/l myo-inositol, 1 mg/l thiamine ve 1.25 mg/l CuSO,4.5H,0 iceren
modifiye edilmis besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Kallus olusumu i¢in 2.4-D ve
maltozun farkli konsantrasyonlarda kombinasyonlarini denerken, siirgiin olusumu iginse
ayni ortamda 2.4-D ile diisiik oranlarda BAP ve TDZ biiyiime diizenleyicilerinin farkli
kombinasyonlarini denemislerdir. Kallus olusum oranlarina bakildiginda, 6 mg/l 2.4-D
ile %6 (a/h) maltoz iceren ortam en iyi sonucu vermistir. Siirgiin olusum oranlarina
bakildiginda ise, diisiikk orandaki BAP oldukca etkili bulunmustur. Bu protokol, bitki
rejenerasyonunun (olgun embriyolarin izolasyonundan, topraga transfer edilecek
bitkilerin elde edilmesine kadar tiim asamalar) 16-20 hafta i¢erisinde tamamlanmasini
saglamistir. Tiim ¢esitlerde %25 ile %55 arasinda embriyogenik kalluslar elde edilmis
ve embriyogenik kallus basina elde edilen ortalama yesil bitki sayis1 genotipe bagl
olarak %1.5 ile %7.5 arasindadir.

Ganeshan vd., (2003) tarafindan, TDZ ve/veya BAP biiyiime diizenleyicilerini igeren
modifiye edilmis (MS tuzlari+ B5 vitaminleri+%3 maltoz+1 g/l kazein hidrozilat +0.7
g/l proline+5 puM bakir siilfat) besin ortamlarinda, direk ¢oklu siirgiin iiretimi i¢in farkl
arpa genotiplerinin olgun embriyolar kiiltiire alinmistir. Explant basina 5-6 surgun ile,
iki sirali arpa genotipinde, 1 mg/l TDZ+1 mg/l BAP iceren ortamda, alt1 sirali arpa
genotipinde 1 mg/l TDZ+2 mg/l BAP iceren ortamda en iyi sonug¢ elde edilmistir.
Calisilan tim genotiplerde, sadece BAP iceren ortamlar sadece TDZ igeren ortamlara

oranla ¢ok daha diisiik oranlarda siirgiin gelismistir.

Bouamama vd. (2011) yaptiklart ¢alismada, orijini Kerkena adasi olan bir Tunus
arpasinin rejenerasyon yetenegini somatik embriyogenesis ve organogenesis araciligiyla
arastirmiglardir. Cimlenmeyi azaltmak veya engellemek amaciyla yaralanmis ya da
uzunlamasina ikiye ayrilmis olgun karyopsisleri, biiylime diizenleyicileri ile
zenginlestirilmis modifiye CP (Chee ve Pool 1987) besin ortaminda kiiltiire almislardir.
En iyl embriyogenesis sonucu, yaralanmis karyopsislerin 2 mg/l CPA+2.5 mg/l Kinetin
iceren CP besin ortaminda kiiltiire alinmasiyla elde edilmistir (%75.85). Embriyogenik

kalluslar, biiylime diizenleyicisiz MS besin ortaminda somatik embriyolarin farklilagsma
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asamalarinin (globular, torpido, kalp) tamamini geg¢irmislerdir. Kdklenen bitkiler
basarili bir sekilde topraga transfer edilmis olgun haline gelinceye kadar serada
yetistirilmis ve fertil tohumlar 3 ay ic¢inde iiretilmistir. Organogenesis ise, 2 mg/l 2.4-
D+2.5 mg/l Kin igeren CP besin ortaminda basariyla tamamlanmistir. Calisilan arpa
cesidindeki bu etkili rejenerasyon sistemi transgenik bitkilerin elde edilmesini ve

germplazm korunmasina olanak saglamaktadir.

Ucar ve Turgut (2009) Bazi Dag Cayir tohum cimlendirme denemeleri icin, MS
ortamina miliporfilitreden gecirilen GA3’iin farkli konsantrasyonlari ilave edilerek MSO
(0 hormon seviyesi), MS1 (5mg/l GA3), MS2 (10mg/l GA3) ve MS3 (15mg/l GA3)
olmak iizere 4 farkli ortam olusturulmustur. Daha sonra ortam iyice karistirilip 9 cm
capinda olan Petrilere dokiilmiistiir. Ekimi yapilacak tiirlerin tohumlari1 1 hafta boyunca
4 °C’ de bekletildikten sonra, 1siticili karistiricida saf su icinde 1 saat boyunca
karistirtlip ardindan steril kabin icerisinde %20’lik sodyum hipokloritte (Domestos®)
yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonra, 4 farkli ortama her Petriye 10’ar tohum
gelecek sekilde 3 tekerriirlii olarak ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra Petrilerin

etrafi parafilm ile sarilmistir.

Aydin vd. (2011) Bu calisma bugdayda olgun embriyo kiiltiiriinii etkileyen faktorleri
belirlemek amaciyla yapilmistir. Kallus, embriyogenik kallus, somatik embriyo
olusumu ve rejenerasyon kapasitesine genotipin, jel yapici maddenin, oksin tipleri ve
dozlarinin etkisi ¢ok 6nemli olmustur. Bugday olgun embriyo Kkiiltiiriinde oksin tipi
olarak dikambanin, 2,4-D ve pikloramdan, yine jel yapici madde olarak phytagelin,
agardan daha etkiligi oldugu saptanmistir. En yiiksek kallus, embriyogenik kallus ve
somatik olusumu ve de bitki rejenerasyon kapasitesi phytagel ortamindaki dikambanin 4
mg/l dozunda elde edilmistir. Rejenerasyon ortaminin rejenerasyon kapasitesine etkisi
¢ok onemli olmustur. En yiiksek rejenerasyon kapasitesi R1 (0.1 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/I
BAP) iceren ortamda meydana gelmistir.
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2.3 Gen Aktarim ile Tlgili Baz1 Cahsmalar

Christou vd. (1991) Bir ¢alismasinda transgenik piring tretimi (Oryza sativa L) igin
olgunlagsmamis zigotik embriyolar1 digsal DNA elektrik desarj parcacigi hizlandirarak
agronomik olarak dnemli indica ve japonica tip ¢eltik ¢esitlerine gen aktarim protokolii

gelistirmislerdir.

Gatehouse vd. (1997), GNA lektin genini kullanarak elde ettikleri transgenik
patateslerde ekspresyon seviyesini %2 olarak belirlemislerdir. Lacanobia oleracea (L.)
yaptiklar1 deneylerde GNA geni bulunan bitkilerde yapraklardaki zararin %50

azaldigini, bocek popiilasyonunun %45-65 oraninda azaldigini bildirmislerdir

Cheng vd. (1998), 9 farkli geltik genotipinde A. tumefaciens ile Chilo supressalis ve
Scirpophaga incertulas'a dayanikli transgenik bitkiler elde etmislerdir. Bu amagla misir
ubiquitin, CaMV35S ve BplO (polen spesifik) promotorlart ve NOS terminatorleri
tarafindan kontrol edilen crylAb ve crylAc genleri ile iki farkli Agrobacterium hatti
(LBA4404 ve EHA105) kullanmislardir. Celtikte LBA4404 bakteri hatt1 siiperviriilent
EHA105 bakteri hattindan daha etkili bulunmustur. 35S promotoru bulunan bitkilerde
toplam c¢oziinebilir protein igerisinde toksin miktar1 %0.01-0.15 arasinda degisim
gosterirken bu oran ubiquitin promotoru ile elde edilenlerden 10 kat daha diisiik
bulunmustur. Polen spesifik Bp10 promotoru bulunan bitkilerde ise yaprak dokularinda
beklendigi gibi hi¢ ekspresyon seviyesi goriillmemistir. R1 transgenik bitkilerinde her iki

bdcek ile yapilan analizlerde 5 giin igerisinde %97 -100 6liim oran1 belirlemislerdir.

De Maagd vd. (2000), crylAb, Ac, Ba, Da, E ve Fa genlerinin 1. ve Il. Domanlerini
crylCa geninin III. domaini ile hibritlemisler ve hibrid ve ebeveyn genlerin Spodoptera
exiqua'ya karsi etkilerini incelemislerdir. CrylDa-crylCa hibridi disindaki biitiin
hibridlerin S. exiqua'ya kars1 toksititesi artmistir. Ayrica crylBa-crylCa hibrid geninin

Manduca sexta bocege karsi oldukea etkil oldugunu bulmuslardir.
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Naimov vd. (2001), Cryl delta endotoksinlerinin genellikle Lepidopterler Uzerinde etki
oldugunu bildirmislerdir. Ancak crylBa ve Crylla'min diisiik diizeylerde de olsa
Leptinotarsa decemlineata gibi Coleopterler iizerinde etkili oldugunu ve bunlarin
domainleri arasinda yapilacak hibritlemelerle elde edilen yeni genlerde Coleopterlere
kars1 daha fazla dayaniklilik elde edilebilecegini bildirmislerdir. Bu amagla yaptiklar
hibritler sonucunda elde edilen 3 yeni gen SNI5(la/la/Ba), SNI6 (Ba/Ba/la) ve SNI9
(Ba/la/Ba) L. decemlineata kars1 Crylla ve crylBa'dan daha toksik bulunmustur.

Thi Loc vd. (2002) Elit piring (Oryza sativa) gesitlerine CrylAc Bt toksini (Bacillus
thuringiensis &-endotoksini) ve kardelen lektin kodlayan genler (GNA Galanthus
nivalis agglutinin) bir transformasyon calismasi yapismistir. Biyolistik transformasyon
bocek oOldiirticli proteinler tatbik etmek i¢in kullanilmistir. Bitki transformasyon igin
ayni zamanda uygun bir gen yapisi i¢eren tim plazmidler veya plazmidlerden kesilmis
vektor dizileri eksik lineer DNA fragmanlar paralel deneyler olarak yiiriitilmiistiir. Her
iki transformasyon yoOntemleri ile bir birinden bagimsiz olarak benzer sayida
transformasyon olaylar1 olusturur. Secilen R, klonal bitki hatlarinda daha transgenlerin
varligi ve ifadesi igin karakterize edildi. Piring bitkisinin ©6nemli zararlilarin bocek
biyo-GNA eksprese eden transjenik bitkiler, kahverengi bitki zararlisina (Nilaparvata
lugens) kars1 direngliligi gostermistir ve CrylAc eksprese eden bitkiler seritli sap1
kurduna (Chilo suppressalis) karsi direngliligi gostermistir. Her iki transgen ifadesi, her
iki zararlilara kars1 koruma saglanmis, ancak bu direnclilig1 ile tek gen tasiyan bitkiler

ile kiyaslama sonucu goze carpan koruma goriillmemistir.

Marfa vd. (2002). Bir derlemede dah Once yapilmis ¢alismalarinda piring bitkisinin
O6nemli zararlilarin bocek biyo assay ile -GNA eksprese eden transjenik bitkiler elde
ederek kahverengi bitki zararlisina (Nilaparvata lugens), karsi direngliligi gelistirilmis
oldugunu gostermistir ve CrylAc eksprese eden bitkiler serit sapt kurduna (Chilo
suppressalis) kars1 korumustur. Her iki transgen ifadesi, her iki zararlilara karst koruma
saglamig, ancak tek bir insektisid transgeni ihtiva eden bitkilerde gozlenen seviyeleri
lizerinde belirgin bir zararli ya da karst koruma artmamisini goriildiigiinu rapor

etmislerdir.
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Espinoza, vd. (2003) tarafindan piring hoja blanca virlsinin molekiler
karakterizasyonu baglatilmistir Calismada yerli indica tipi gesitlerin genom analizi
yapilmustir, bitki rejenerasyon sistemi gelistirilmistir ve virilise kars1 direngli transjenik
bitkilerin iiretimi amaciyla yerel Kosta Rika indica pirinci c¢esitlerini kullanilmistir
Asagidaki aragtirmanin ilk asamasinda bar genini ifade ederek, viriis ve herbisit PPT
direng¢ vermek amaciyla, RHBV sekanslar1 ile Kosta Rika cesitlerinin genetik
miihendisligi ile dayanikli piring hatlarinin gelistirilmesi {izerine odaklanmustir. Uretilen
transjenik hatlarin RHBV’ viruse, ve PPT’e karsi direngliligi kontrol edilmistir ve
yerel alan kosullart  altinda  bitkileri agronomik performans acisindan
dadegerlendirilmistir. ileri asamalarda transgenik bitkiler ciftcilere dagitilarak
tarlalarina  gotirtilmustir.Bu amacla, RBP-CIBCM gida ve ¢evre giivenlik
degerlendirmesi yapilacaktir ve iceren ¢ok adimli bir yaklasim izleyerek  fikri

miilkiyet haklar1 (FMH) sorunlar1 ¢6zmeye yonelik calismalar yapilacaktir.

Datta (2003) Kok kurdu Asya'da piring 6nemli verim kayiplarina neden olan ciddi bir
haseredir . Pestisitler, bu zararliy1 kontrol etmek i¢in genel olarak kullanilmaktadir.
Yetistirme kosullar1 genis bir yelpazede i¢in transgenik Bt piring gelistirilen ve daha
once lizerinde bildirilmistir. Bu ¢alismada , 'Shanyou 63',¢esidinde crylB / CrylAb
geni kullanarak Bt piring bitkis elde edilmistir ve boceklere karsi davranislart Tq
nesiline kadar incelenmistir. Bt-piring sleksiyon i¢in hat hph serbest genleri kullanilmig
ve degerlendirilmistir. Bt genleri, tek basina ya da bitki koruma ig¢in diger genler ile
kombinasyon halinde pyramiding Transgen piringte gelistirilmistir. Asya'da Bt piring
pestisit kullanimin1 engelleme ve istilasindan verim kayiplarini azaltirken, bitki koruma
saglamak i¢in bir potansiyele sahiptir. Bir genin Piramid stratejisi kullanilarak boceklere
karst1 koruma genlerin dagitim bitki koruma st diizeye c¢ikartilmasi ve direncli

boceklerin gelismesini miicadele i¢in ¢ok dnemli bir strateji olarak sunulmustur.

Chen vd. (2004) bu calisgmada Cre/lox enzim aracilifiyla gen keserek ticari geltik
bitkilerine aktarimigtir. Recombinat reporter gen sistemi de gelistirilmistir. Bunlarda
selksiyon icin 2 adet lox boélgeleri icerisinde rice actin 1 promoter ve promotdrsuz gus
Agen kullanilmistir. Bu sistemde site spesifik recombinasyon i¢in gusA ativasyon dan

sonra GUS ekspresiyon goranalir.  Melezleme yaparak ore geni lox bitkilere
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aktarilmistur 30 adet hibrid To actinl promoter lox hpt-lox —hpt-lox gus A ile 4 adet
melezleme gergeklestirilmistir. 12 adet bitkide gus ve 9 adet bitkide higromisine kari
direngli bitkiler bulundurulmustur. Ayrica, Cre/lox’in hpt gen ile eilit indica tipi celtik
restorer Minghui -86 nin transformasyonu i¢in modifiye edilmis cowpea trypsin
inhibitor gene sck ve Bacillus thuringiensis endotoxin gene crylAc le beraber
kullanilmistir. Elde edilen 77 adet transgenik bitkide adet bitkide 9 adet T,
homozygous lox-hpt-lox-sck-crylAc ile T, homozygous cre melezlerden elde edilen
56 adet bitkide higromisin hassasieyeti goriilmiistiir. Molekiiler analiz sonucunda

transgenik aday bitkilerinde higromisin hasasiyeti teyid edilmistir.

Breitler vd. (2004), Espanya Delta de I'Ebre bdlgesinde 2001 ve 2002 yilinda Ariete
(A) ve Senia (S), ticari geltik gesitlerinden elde edilen 7 adet homozigot hatlar crylB
ve crylAa Bt &-endotoxin genleri akatararak striped stem borer (SSB) (Chilo
suppressalis) zararlar1 incelenmistir.  Elde edilen sonuglarina gore codon-optimized
toxin geni constitutive ubil genin promotor veya misirden elde edilmis wound-
inducible mpi geni kontrol altinda konulmustur. Elde edilen sonuglara goére crylB
(A64.1, A33.1, A3.4 and S98.9 hatlarinda) veya cryl Aa (S05.1 and A19.14 hatlarinda)
ubil promotdr tarafindan kontrol edilen genlerin varligt ve kok, yaprak ve tohum
dokularinda kalic1 bocek oldiiriicii proteinin olusturulmasi tespit edilmistir. Buna kars1
yarali olmayan dokularda mpi promotor tarafindan kontrol edilen CrylB geni igeren
bitkilerde her hangi toksin bulunmamistir. Elde edilen sonuglara gore dogal streslerinde
wound inducible (yara uyarimli) promotér faaliyetleri hizlandirmamaktadirlar. Ancak,
A9unda 0.2% toksin ¢oziilebilen proteininin varlig1 tespit edilmistir. Cry 1 Aa geni ile
transformasyon yapilmis iki adet hat dis1 Ebeveyen ve transgenik bitkilerin agronomic
Ozellikleri arasinda belirgin farklilik goériilmemistir.  Transgenik bitkilerde farkli
seviyede bocekler karsit direngliligi  goriilmiistiir. Elde edilen sonuclar sera
denemelerinden elde edilen sonuglara benzerlik gostermistir. CrylB ve CrylAa geni ile
transformasyona ugramis A3.4 ve SO05 ¢eltik hattinda SSB zaralarina karst %100
direnclilik tespit edilmistir. Benzer sekilde, A9.1 ¢eltik hattinda boceklere karsi tatmin
edici direnclilik tespit edilmistir.
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Ramesh vd. (2004a) Agrobacterium araciligiyla hibrid pirince kdk kurduna karst
direncli bitkiler elde edilmistir. Bu calismada Karnibahar mozaik virtisi 35S
promoteri tarafindan kontrol edilen ve dar1 ubikutin promotorii tarafindan kontrol
edilen CrylAb / crylAc genleri ve herbisid diren¢ geni bar ihtiva eden iki pSB111
stiper ikili vektorleri kullanilmistir. Agrobacterium ile ko-kultivasyonu takiben
embriyojenik kalluslar fosfinotrisin igeren ortamda segilmistir. Kalici transformasyon ve
CrylAb ve crylAc kodlayan dizileri kapsayan genlerin genomuna entegrasyonu
Southern blot analizleri ile tespit edilmistir. Transgen ayriligi molekiiler analizlerle
teyit edildigi tizere: T bitkileri monojenik desen (3:1) ile transgen segregasyonu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglarina gore T, projenilerinde (nesillerinde) Bar ve cry
genlerinin birlikte aktarilmasi piringte transgenlerin tek bir bolgede entegre oldugunu
ileri stirmektedir. Transformasyona ugramis bitkilerde 0.03 -0.13 arasinda degisen
coziiner Cry proteinlerin varligi goriilmiistiir. Insektisidal proteinleri eksprese eden bu
transgenik hatlari, kok delici kurtlara karst onemli bir seviye de direngliligi
bulundurmustur. Bu melez piring gelistirilmesinde 6nemli rol oynayan elit ebeveyn
hatlarimin igine Bacillus thuringiensis (Bt) crygenlerin transformasyon ile ilgili ilk

rapordur.

Ramesh vd. (2004b) yaptigi calismada Indica ¢eltik ¢esitlierin Agrobacterium
aracilifiyla transformasyonun c¢ok zor oldugu vurgulamiglardir. Bu c¢alismada
karnabahar mozaik viriisii 35S tarafindan kontrol edilen herbisid diren¢ geni bar ile
birlikte piring sakroz sentaz promoteri tarafindan kontrol edilen Bacillus thuringiensis
d-endotoksin sentetik CrylAb ve dar1 ubikutin promotdrii tarafindan tahrik edilen
crylAc genleri ve kardelen Lektin geni GNA iceren pSB111 siper ikili vektorler
kullanarak bdcek =zararlilarina, duyarli c¢esitli indica piring hatlar1 gelistirmeye
¢shismiglardir.Bu transformasyon protokolinde  Agrobacterium ile ko-kiltivasyon
esnasinda piring eksplantlarinda kallus hiicreleri, T-DNA transferi sikligin1 artirmak
icin optimize edilmistir. GusA igeren pTOK233 vektorii ile transformasyon
calismalarinda kalluslarin kiiltivasyondan 6nce 100 mM asetosiringon ile muamele
edilmistir. Elde edilen kalluslarda gegici GUS ekspresyonunu gosteren eksplantlarin
sayisinda onemli bir artis (61,54-133,33%) tespit edilmistir. Agrobacterium ile ko-

kiiltivasyondan sonra embriyogenik kalluslarin ortaminda fosfinotrisin konularak
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seleksiyon yapilmistir. PCR sonucu elde edilen bitkilerde GNA stabil entegrasyonu
ortaya ¢ikmis olup baskin bir tek kopya entegrasyon ve T-DNA'min herhangi bir
yeniden dizenlenmesi olmayan piring genomuna kodlama cry genle ilgili dizilerinin
entegrasyonu Southern blot analizleri. Northern blot analizleri ile tespit edilmistir.
Ayrica, Celtigin T, hatinda bar geni ve bar-TBMM es segregasyon bar ve bar-gna
genlerin piring genomunda tek bir yerde entegre oldugunu teyit edilmistir. Daha sonar
elde edilen sonuclara gore 3 adet bitki transgenik bitkide 6z suyu emici kok kurduna

kars1 direngliligi tespit edilmistir. .

Chen vd. (2005), celtige cry2A genini Agrobacterium araciligiyla aktarmiglardir.
Yapilan PCR analizinde 102 adet bitkiden 71 tanesinin cry2A genini igerdigini
belirlemisler. Transgenik bitkilerde Cry2A protein miktar1 9.65 - 12.11 ug/g arasinda
degisim gostermistir. Transgenik bitkilerin Lepidoptera takimina ait ¢eltik zararlilarina

kars1 6nemli 6l¢iide koruma sagladigini gozlemislerdir

Bashir vd. (2005) Bu denemede crylAc ave cry2A Bt geni tasiyan transgenik Indica
tipi basmati celtigin tarla denemeleri hakkinda bilgi vermistir. 2001 ve 2002 yilinda
farkli transgenik hatlari tarlalarinda ekmistir. Bu denemede suni olarak yellow stem
borer (YSB, Scirpophaga incertulas) ve dogal olarak bulunan rice leaf folder (RLF,
Cnaphalochrocus medinalis)’nin etkileri incelenmistir. Transgenik bitkilerde kontrol
bitkilere gore sirasiyla vejetatif ve ciceklenme asamada YSB’e karst %100 ve %98
direncliligi ve RLF’e kars1 %98 direngli oldugu goriilmiistiir.Ortalama basak sayisi,
bitki boyu ve olgunlasma siiresinde varyasyon goriilmiistiir. Transgenik bitkilerde suni
kosullarda kontrol bitkilerine gore %59 ve dogal kosullarda ise %8 daha fazla tohum
olusumu goézlenmistir. Ticari olarak bulundurulan Bt pamuk, misir ve patatese gore Cry
protein expresiyon seviyesi daha da yiiksek olmustur. Boceklere karsi etkili; ancak,
artan yas ile bitkilerde toksisiti seviyesinde diisiis gézlenmistir. Transgenik bitkileri Bt
toksini kokler vasitasiyla MS ortami, hidroponik kiiltiirleri ve topraga kirletmesini

ispatlanmasinda ELISA testi kullanilmistir ve pozitif sonug elde edilmistir.

Deng vd. (2014) Gelecekte Herbisit direnci ile fotoperiyot duyarli genetik erkek steril

(PGM) piring hatlar1 hibrit tohum Gretimi ve ot kontrollii mekanizasyonu icin uygun
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olacaktir. Cift herbisid toleranshi transjenik PGMS piring gelistirmek i¢in, optimize
edilmis EPSPS geni ve bar geni tasiyan Agrobacterium aracili transformasyon yoluyla,
7001S bir japonica PGMS piring ¢esidine transformasyon yapilmistir. EPSPS geni
kodlama sekans1 PCR analizi, EPSPS proteini enzim bagli immiinosorbent deneyi ve
herbisite dayanikli analizi ile dogrulanmistir.  Yapraklarda en fazla EPSPS proteini
nispi nem ekspresiyon  seviyesi, toplam ¢oziinilir proteinlerin %9,02e ulasmustir.
Transformantlar optimize EPSPS genini barindiran Bar geni de es zamanli olarak
filizlenme asamasinda glifosat ve glufosinata karsi direngli olan; dayanikli dozajlar

0.375 g glufosinat/ m? ve 0,833 g glifosat m/2 olarak tespit edilmistir.

Weng vd. (2014) bu caligmada, yeni fiizyon geni Cry2Aa # sirasiyla optimize edilmis
Cry2Aa geninin ucuna 3 'ucunda ve endoplazmik retikulum tutma sinyal peptit KDEL 5'
PR1a sinyal peptidini kodlama dizisinin eklenmesi ile tasarlanmistir. Cry2Aa # Bar
genlerin Agrobacterium aktarma yontemi kullanarak, 4008S, pirin¢ bir fotoperiyot
duyarli gen erkek steril (PGM) dogrultusunda transform edilmistir.PCR ile teyit 65
rejenere bitkiciklerin toplam Southern blot analizi ile teyit edildigi gibi, sekiz
transgenik tek kopyali eklemeleri olan bitkilerde oldugu gibi {iretilmistir. Cry2Aa # gen
ekspresyonunun yiiksek degiskenlik tek kopya sokma bagimsiz transgenik kusaklar
arasinda gozlenmistir.ve Cry2Aa protein ekspresyonunun uzaysal fark, her bir
transgenik hatdan kesfedilmistir. Sonuglar transgenik hatlar sadece Cry2Aa geninin
etkili optimizasyonu dogrulamiglardir, glufosinate, piring yapragi rulo ve ¢izgili kok
kurduna kars1 son derece dayanikli goriilmiistiir; ancak, ayn1 zamanda bocek dayanikli
ve herbisit toleransli hibrit cesitlerin 1slah i¢in tohum {iretilerek yararli bir piring

genetik materyalini lirettigini gosterilmistir.

Takaiwa vd. (2007) yaptig1 bir ¢alismada 7Crp peptid ekspresiyon gosteren transgenik
celtik bitkileri elde etmislerdir. 7Crp peptid Japon cedar polen alergan Cryjl ve Cryj2
orijinli 7 adet, insan T-hiicreden elde edilen epitop hibridlerden olusmaktadir (7Crp
peptid 7 adet insan T- hiicre epitoplarin hybridizasyon sonucu elde edilmistir ve Japon
cam polen alerjenlerden elde edilmistir) Yllsek miktarda RNA transkriptlerin yaprak,
gobvde ve tohum embriyosunda gorilmesine ragmen; transgenik bitkilerde 7Crp geni

celtik AGPase large subunit veya misir ubiquitin-1 promoterlern kontrol altinda tohum
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endosperm bolgelerde goriilmiistiir. konfokal ve ekektron mikroskop incelenme sonucu
7Crp peptidin endoplasmic reticulum esasli 1 (PB-1). protein igeren cismlerinde
bulunmasini teyid edilmistir. Yabanci rekombinant proteinlerin eldesinde bagka

dokulara gore endosperm dokularin daha avantajli oldugunu ait bilgiler tespit edilmistir.

Yarasi vd. (2008) Pirin¢ (Oryza sativa) verimlilik sayisiz olumsuz biyotik ve abiyotik
faktorler tarafindan etkilenmektedir. Her yil piring biyiikk miktar1 biotik streslerden
dolay1 kayip olmaktadir ve bunun ~%21% bdcek =zararlilarinin saldirilarindan
kaynaklanan faktorlere bagl olarak kaybolmaktadir. Bu yazida Allium sativum yaprak
aglutinin (asal) geni ve Agrobacterium aracili genetik transformasyon yoOntemi
kullanilarak elit indica piring ¢esitlerinde bu genin kendisinin ifadesi beyan ederken
izolasyonu, klonlama ve karakterizasyonu rapor edilmektedir. Transgenik bitkilerde
0zsuyu emici zararlilara karsi kalic1 Asal gen ifadesi ekspresiyon gostererek direngliligi
kazandirilmigtir. Sonuglar1 Northern ve Western blot analizi ile transformasyon tespit

edilmistir.

Li vd. (2009) Phytophthora ricotianae ve Verticillium solgunluk karsi direncini
arttirmak i¢in McCHIT1 kitinaz (DQ407723) geni pirincin restorer hatina aktarilmais,
olup, piring bitkisinde piring patlama ve Rhizoctonia solani (kilif yanikligi)’na karsi
gelismis direng gostermistir. McCCHIT1 geninin agir1 ekspresyonu, transgenik piring Bu

iki onemli patojenlere karsi kismi bir hastaligin azalmasina neden olabilir.

Xiao (2009) bu galismada herbisite dayanikli transgenik ¢eltigi gelistirmek amaciyla
restorer hatlarina ek olarak, ot dldiiriicii ila¢ dayaniklilig1 genleri artirmak ve hibrid
tohum safligin1 belirlemek ve melez tohum iiretim mekanizasyonunu gergeklestirmek
icin Minghui 63, R752, T461, R402, nin, D68 ve E32 olarak elit restorator hatlari, iki
satir sisteminin restorator hatlar1 olan D68 ve E32 olarak, herbisit direnci genleri ile
dogrudan doniistliriilmiis ve digerleri li¢ satir sistemi kullanmiglardir. Hemen hemen
tim Onemli restorator hatlarinin indica gesitleri ve birgok herbisit direngli yakin izojenik
restorator hatlar1 indica ve japonica cesitleri geleneksel yontemiyle melezleme yaparak

gelistirilmistir.
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Taniguchi  vd. 2010. Bispiribak, sodyum (L), bir pirimidinil karboksi herbisit,
asetolaktat sintaz (ALS) aktivitesini gosteren iyi bilinen bir inhibitoriidiir. ALS dall
zincirli amino asitler i¢in biyosentetik bir yolda bulunan bir enzimdir. Piring ALS nin
bir mutant formu (OsmALS [W548L / S6271]) BS direncg veren, bitki transformasyonu
IGin bir in vitro secim marker geni olarak kullanilabilir. Indica ve indica kokenli
cesitlerde japonica tipi piringe gore daha diisilk oranda BS hassasiyeti, indica tipi
cesitlerinde genetik transformasyon caligmalarinda seleksiyon markoér olarak
kullanilabilir. Bu ¢alismada, kallus ve sekiz farkli piring ¢esitlerinde (bes indica
tiiretilmis cesitlerin, iki indica ¢esitlerin ve bir japonica ¢esidi) ve fide BS duyarliligi
igin test edilmistir. Calismamiz kallus indica ve indica kaynakli gesitlerin fidan daha BS
yiiksek hassasiyet gostermis olup, ilk kez belirtilmistir. Sadumpati vd. (2013) bu
calismada  patojen bagli 1 (BjNPR1) Brassica Juncea Nonexpressor genleri
Agrobacterium aracili ticari indica pirinci gesitleri ig¢ine genetik transformasyon
amaciyla aktarilmistir. Transjenik piring bitkileri Ti plasmid i¢eren Agrobacterium LBA
4404 Ti plasmid pSB111-. Bar BjNPR1- barindiran bakteri siisleri kullanilmustir.
Molekiiler ¢caligmalarla BjNPR1 entegrasyon tespit edilmistir.Transgenleri NPR1 ve
bar stabil kalitsal ve Mendel usullarina goére sonraki nesillerde co-ayrimi gostermistir.
BjNPR1 proteini ifade eden homozigot transjenik piring hatlar1 Piring yanigi, kilif
yanikligt ~ ve  bakteriyel yaprak  yanikligi  hastaliklarina  karst  direng
gelistirilmiglerdir. Transgenik  bitkilerde gbze c¢arpan seviyede bitki boyu, salkim
uzunlugu, bayrak yapragi uzunlugu, tohum / salkim ve tane verimi / bitki sayisinda
onemli artiglar gostermislerdir. Genel sonuglar fazlasiyla piring baslica patojenlere
kars1 direncinin kazandirilmasinda BjNPR1 geni derin etkisini gostermektedir. Elde
edilen sonuglarina gore multipotent BjNPR1 geni cesitli patogenlere karsi piring

bitkisine direng saglayarak umut verici bir geni olarak gérinmektedir.

Wang vd. (2014). bu calismada bitkileri ve yabani otlarin arasindaki evrimsel
etkilesimleri anlamak etkili ot yonetimini kolaylastirabilir. Ornegin, yabani veya ¢iroz
yakinlarina bitkileri gen akisi alici toplumlarda hizli bir evrim yol agabilir. Piring
(Oryza sativa) 'de, transjenik bir bitki 6ldiiriicti rezistans: hibridizasyon ile conspecific
otlu piring (Oryza sativa, F. spontanea) yaymak icgin beklenilmektedir. Bu g¢alismada

pirincte glifosat direncini kazandiran gelistirilmis spor transgenik etkisini asir1
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ekspresyonu gosteren, bir yerel 5-enolpyruvoylshikimate-3-fosfat sentaz (EPSPS) geni
incelenmistir. Fiziyolojik bitki 6zellikleri incelenmis olup tarla calismalarinda epsps
genin  segregasyon incelenmistir. Sasirtici bir sekilde,transgenik F2 mahsul-ot
melezleri ile glifosat uygulanmaksizin monoculture- ve karisik ekim tasarimlarda
nontransgen kontrollere goOre bitki basina 48-125% daha fazla tohum iirettigi
goriilmistiir. Transgenik bitkiler de nontransgen kontroller ile karsilagtirildiginda yiizde
tohum c¢imlenme basina daha fazla EPSPS protein dlzeyleri, triptofan

konsantrasyonlar1 ve fotosentez oranlar1 bulunmustur.

Zhao vd. (2014) Bacillus thuringiensis (Bt) kristal proteine karsi bocek direnci
transgenik Bt iirlinlerin uzun siireli kullanim1 i¢in biiyiik bir tehdittir. Gen istifleme
bocek direnci gelisimini geciktirmek igin kolayca konuslandirilabilir bir stratejidir.Bu
calismada self-cleaving peptides polycistronic viral geni kullanarak tek bir kasetinde
CrylAb ve Cry2Abgeni insertlerle g¢eltikte gen aktarimi yapilmigtir. ve transgenik
piringte yiiksek seviyelerde ayr1 bir kismi Cry 1Ab 've Cry2Ab genlerin ifadesi not
edilmistir . Bocek biyo-deneyler transgenik bitkilerin lepidopteran haserelerine karsi
oldukca direnc¢li oldugunu gostermistir. Bu c¢alisma, 2A peptid transgen kiiltiirlerde
yuksek seviyelerde c¢oklu Bt genlerini ifade etmek igin kullanilabilir oldugunu

onerilmektedir.

Chandrasekhar vd. (2014). Bu ¢alismada kiiresel olarak, yabani ot ve sap-emici bocekler
piring tretiminde onemli kisitlamalar bulunmaktadir. Bu c¢alismada IR-64 piring
¢esidine mutasyona ugramis piring 5-enolpyruvylshikimate3-fosfat sentaz (Os-
mEPSPS) geni ve sarimsak yapragi lektin (Allium sativum yaprag: aglutinin, ASAL),
geni aktarilmistir. Elde edilen bitkiler PCR, Southern blot analizi, genom ve genom
walking analizi ile transformasyonlarin kalici entegrasyonu ile tespit edilmistir.
Transgenik hatlarinda  molekiiler analizi sonucu her iki Os-mEPSPS ve ASAL
transkript ve bunlarin ilgili proteinleri etkin ekspresyonu saptandi ve glifosat ve
kahverengi bitki zararlisina karsi direnci kazandigi tespit edilmistir. bu g¢alismada
tiretilen transgenik piring cesitleri glifosat ve 6zsuyu emici bocek zararlilarina karsi
dayanikli direnis amagli piring 1slahinda yeni bir genetik kaynak olarak hizmet

vermektedir.
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Chhapekar vd. (2015) bu ¢alismada dogrudan ekilen piring tariminda (DSR) ot istilasi
celtik verim kaybina sebep olan biyotik stres faktorlerinden biridir. Herbisite direncli
piring ekilisi Dogrudan Ekilen Piring Tariminda ot yonetiminin verimliligini artirmak
potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, popiiler Indica tipi piring ¢esidi IR64’lin genetic
transformasyon icin  Agrobacterium aracili Petunia hybrida’dan gelen gelen N-
terminal kloroplast hedefleme peptitle bir kodon optimize edilmis CP4 EPSPS-(5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfat sentaz) geni ile transformasyon calismalari yapilmistir.
Secilen piring bitkilerinin transgenlerin entegrasyonu Northern blot analizi ile
yapilmustir ve herbisit dayaniklilig: tahlilleri ile ilgili bilgileri teyid edilmistir. Kontrol
bitkilerine gore, transgenik bitkilerde EPSPS enzim aktivitesinin daha yuksek miktarda
olusumu gozlenmistir. T,, T1 ve T, hatlarinda yapilan herbisit biyoassay sonucunda
elde edilen bitkilerde %1 Roundup herbisit kullanim ile bes kat daha fazla tolere
edildigi goriilmistiir. Ayrica, bu ¢alismada gelistirilmis transgenik bitkileri yabanci ot
tehdit tstesinden gelmek igin etkili bir sekilde kullanilabilir.
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3 MATERYAL ve YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Calismada kullanilmis olan-Hamzadere ve Osmancik-97 ¢eltik gesitleri Trakya

Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Edirne’den temin edilmistir.

3.1.2 Hamzadere cesidi

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan Demir X 83013-TR631-4-1-2
melezinden gelistirilen ve 2011 yilinda tescil edilen bir ¢esittir. Cesidin Morfolojik
Ozellikleri olarak bitki boyu 95 cm’dir. Ya8raklar yar1 dik ve yesil renktedir. Saglam
sapli ve yatmaya dayaniklidir. Salkimlar yar1 dik yapidadir. Celtik taneleri sar1 renkli ve
uzundur. Celtik 1000 tane agirhig 37-38 gr’dir. Hamzadere cesidin Tarimsal Ozellikleri
olarak 130 giinde olgunlasan, yiiksek verim potansiyeline sahip bir gesittir. Hamzadere
cesidi  ¢eltik yamiklik hastaligina orta derecede toleranshidir. Kok bogaz ¢iirtikliigii
hastaligma dayamklidir. Kalite Ozellikleri bakimindan yiizde 60-65 arasinda piring
randiman1 verir. Pirin¢ tane uzunlugu 6.6 mm ve genisligi ise 2.9 mm’dir. Tane

gOriiniisii cams1 ve mattir. Piring bin tane agirlig1 27-28 gr arasindadir (Anonim 2015h).

3.1.3 Osmancik cesidi

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Rocca X% Europa melezinden
gelistirilen ve 1997 yilinda tescil edilen bir g¢esittir.Osmancik-97 ¢esidinin Morfolojik
olarak 95-100 cm boyunda, saglam sapli ve yatmaya dayanikli,Celtik bin dane agirlig:
33-34 gr, Orta erkenci ve olgunlagsma siiresi 130-135 giin, Kiriksiz piring randimani
%065 in tlizerinde, Piring bin dane agirhigr 25-26 gr arasinda degismekte, piring tanesi
camsi ve malt goriinimdedir. Tarimsal 6zellikleri olarak Osmancik-97 ¢esidi dekara
800-1000 kg arasinda bir verim potansiyeline sahip ve bazi ¢ift¢ilerimiz, 1000 kg n
uzerinde verim alabilmektedirler. Patolojik bakimindan salkim yaniklik hastaligina orta

derecede toleransli ve kok bogaz ciiriikliigline ise dayaniklidir. Serin hava ve soguk
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sulama suyu kosullarindan fazla etkilenmez. Ulkemizde celtik ekimi yapilan, Marmara-
Trakya, Karadeniz, Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde ekilmesi tavsiye
edilebilir. Ekonomik olarak Osmancik-97 Cesidi , diger ¢esitlerden en az dekara 150 kg,
bir diger ifade ile daha once ekilen cesitlerden % 20 daha yiiksek verim vermektedir.
2006 yilinda, iilkemizde celtik ekili alanlarinin %75 inde Osmancik-97 c¢esidinin
ekilmis olmasi 80 milyon YTLveya 60 milyon Amerikan Dolar ekonomiye katki
saglamistir.Osmancik-97 ¢esidi, 10 yi1l dnce, yerli tiretim i¢ tlketimin ancak %35-40

ni1 karsilarken bugiin %75 inden fazlasini karsilar duruma gelmistir. (Anonim. 2015i)

3.2 Besin Ortam ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige and Skoog 1962) ile % 3
sukroz ve % 0.65’lik agar (Duchefa) ile katilastirilan temel besin ortami kullanilmistir.
Ortamlarin hazirlandiginda bidistile su kullanilmis olup, MS besin ortamlarina deneme
ihtiyaclarmma gore farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda bitki biiyiime
diizenleyicileri (BAP, NAA, ve IBA) ilave edilmistir. Ortam hazirliginda cift distile saf

su kullanilmistir.

Besin ortaminin pH’s1 1IN NaOH ya da IN HCI kullanilarak 5.7+0.1°¢ ayarlandiktan
sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dk. tutularak sterilizasyon
saglanmistir. Tiim kiiltlirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k fotoperiyodunda

24+1°C sicaklikta tutulmistir.

Biiylimeyi diizenleyicilerin stok soliisyonlar: iiretici firma tarafindan tarif edildigi gibi
(Cizelge 3.1) gerekli ¢ozlcilerle ¢ozildikten sonra saf su ile istenen miktarlarda ve

oranlarda (Genel de 1mg/ml sekilinde) hazirlanmis olup, 4°C de saklanmustir.
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3.3 Bitki Buyume Duzenleyiciler ve Kiiltiir Kosullar:

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Duchefa, Merck. ve Sigma Aldrich Chemical
Co. ve diger firmalardan temin edilmistir. Hormon dozlarn iireticinin tarif ettigi
cozlculer ile c¢oOzildikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlar
hazirlanmistir (Cizelge 3.1). Hormon dozlari, ortamlar otoklavda steril edilmeden 6nce
ilave edilmistir. Hazirlanan Hormon dozlarinin stok soliisyonlar: istenilen miktarda ve
oranda stok solusyonlar1 hazirlayarak 4°C’de siire olarak alt1 ay kadar saklanmistir.

Hormon dozlari, ortamlar otoklavda steril edilmeden 6nce ilave edilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklama kosullart

Buyume Duzenleyicileri Cozuci Saklama Kosullar1 (°C)

Sitokininler

BAP (6-Benzylaminopurine (BAP) 1 N NaOH +4

2iP (6-(gamma,gamma- | 1N NaOH +4

Dimethylallylamino) purine (2iP))

Tdz (1-Phenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5- | ethanol +4

ylurea)

Oksinler

IBA (Indole-3-butyric acid (IBA)) Etanol/1 N|+4
NaOH

KNA (Naphthalene acetic acid | ethanol/su +4

potassium salt)

NAA (o-Naphthaleneacetic acid) 1 N NaOH +4

Tiim kiiltiirler beyaz floresan 1s1ginda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24 °C'de tutulmustur.
Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii islemleri steril kabin i¢inde yapilmistir. Her muamele
icerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirlii Petri kutulart (100 x 10 mm) ya da

kaltar kaplart (12 x 12 cm) kullanilmistir. Ortamlarin, kiiltiir kaplarinin ve saf suyun
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sterilizasyonunda 104 kPa basing, 121 °C sicaklikta 20 dk ayarli Hirayama markali
Japonya’da iiretilmis otoklav kullanilmistir. Calismada kullanilan cam Petri kutular1 160
°C'de 2 saat etiivde steril edilmistir. Calisma ihtiyaglarina gore bazen tek kullaniml

steril polystyrene Petri kutular1 (100 x 10 mm) da kullanilmastir.

3.4 Celtik tohumlarmn in vitro’da ¢imlendirilmesi

Hamzadere ve Osmancik cgeltik ¢esitlerinin (50 adet tohum igin) ayiklanmis bitki
tohumunun yizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi icgin ilk dnce tohumlar: 2 dk etanol ile muamele edip, gerekli ¢camasir
suyu konsantrasyon dozlarmin (%10, 15, 20, 25, 30, 50, 75, ve 100 liik dozlar1) ve 15
dk. sterilizasyon siiresi farkli etki olup, olmadigini belirlemek amaciyla bu c¢aligma

yapilmistir ve ¢eltik ¢esitleri i¢in en uygun ¢camasir suyu dozu belirlenmistir.

Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez durulanmistir. Steril
edilen tohumlar yine steril Petri kaplar1 igerisinde %3 sukroz igeren ve %0.8 agar ile
katilagtirllan  MS besin ortaminda (MS ortaminda) 23°#1°C’de 16 saat 151k

fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir.

Hamzadere ve Osmancik geltik ¢esitlerinin (50 adet tohum igin) ayiklanmis bitki
tohumunun  yizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi igin ilk 6nce tohumlari 2 dk etanol ile muamele edilip, gerekli camasir
suyu (%5 hacim/hacim NaOCI iceren etken madde) konsantrasyon dozlarinin (%10,
15, 20, 25, 30, 50, 75, ve 100 liikk dozlar1) ve 15 dk. sterilizasyon siiresi farkli etki olup,
olmadigini belirlemek amaciyla bu galisma yapilmistir. Y{zey sterilizasyonundan sonra
tohumlar steril saf su ile 3x5 (3 kere 5 dk siire ile) durulanmistir ve geltik ¢esitleri igin

en uygun ¢camasir suyu dozu belirlenmistir.

Steril edilen tohumlar yine steril Petri kaplar1 icerisinde %3 (agirlik/hacim) sakkaroz
iceren ve %0.8 (agirlik/hacim) agar ile katilastiritlan MS (Murashige ve Skoog 1962)
ortaminda 23°C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir. Celtik tohumlarinda

38



kiiltire alindiktan 3-5 gun sonra ¢imlenme yiizdesi ve bulasikliginin orani belirlenmistir
(Khawar 2001).

Daha sonra 2 geltik ¢esidine ait bir iki ginlik ¢gimlenmis tohumlardan farkli eksplantlari
(ayiklanmus celtik/ priring tohumu (tohum), kotiledon diigiimi (nod), mezokotil, kolriza
(sekil 3.1) kullanarak gen aktarimina uygun yiiksek oranda siirgiin rejenerasyon sistemi
gelistirip, ardindan A. tumefaciens araciligiyla herbisitlere/b0ceklere karsi direngli

transgenik bitkileri elde etmek amaciyla ¢alismalar yapilmistir.

kolriza/colerhiza

| /

mezokotig/
mezocotyl

/endosperm

Kabugu ayiklanmig tohum

----- -u

kotiledon dugumii
cotyledonary node

.
e

o ,/‘

Sekil 3.1 Bu tez kapsamda kullanilan ¢eltik bitki eksplantlarin sematik goriintiileri

3.5 Tez Kapsaminda Yapilan Rejenerasyon Calismalari

Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 ¢esitlerinin tohumlarinin 4giin MS ortami, 4 giin
100 mg/l NAA ve 6 giin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir gin MS
ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip igeren MS ortaminda rejenerasyon

caligmalar

Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 gesitlerinin tohumlarinin 4giin MS ortami, 4 giin 20
mg/l 2iP, 6 gin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir giin MS ortaminda

beklettikten sonra farkli oranda 2ip igceren MS ortaminda rejenerasyon ¢alismalari
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Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 cesitlerinin tohumlarinin 24 saat 20 mg/I 2iP iceren
MS ortami, daha sonra ¢imlenmis bitkiciklerinden kotiledon diigiimii , mezokotil ve
kok ug eksplantlar1 24 saaat boyunca MS ortaminda bekletilip, farkli oranda 2ip igeren

MS ortamda rejenerasyon caligsmalari

Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 g¢esitlerinin tohumlarinin 4 giin MS ortaminda
¢imlendirilmis olup, ler giin 100 mg/l NAA iceren MS ortamma ve 1 giin MS
ortamina bekletildikten sonra ¢imlenmis bitkiciklerinden kotiledon diigiimii
mezokotil ve kok u¢ eksplantlar1 24 saaat boyunca MS ortaminda bekletilip, farkli

oranda 2ip iceren MS ortaminda rejenerasyon ¢alismalari

Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 gesitlerinin tohumlarinin 1 giin MS ortainmda, 4
gin 20 mg/l 2iP iceren MS ortaminda, Ve daha sonra 1giin tekrar MS ortaminda
bekletildikten sonra  ¢imlenmis bitkiciklerinden  kotiledon diigiimii ve mezokotil
eksplantlar1 24 saaat boyunca MS ortaminda bekletilip, farkli oranda 2ip iceren MS

ortaminda rejenerasyon ¢alismalari

3.6 Bakteri Kultart

3.6.1 Bakteri Materyali

Gen aktarimi denemelerinde bakteri materyali olarak 1 adet markor geni, ve 1 adet hem
boceklere hemde herbisitilere karst direnglilik geni tasiyan toplam 2 farkli A.
tumefaciens bakteri hattt kullanilmigtir. Kullanilan bakteri hatlar1 bitkisel seleksiyon
amacli kanamisine dayaniklilig1 saglayan NPT-II geni veya herbisitlere karsi direncli

bar geni tasimaktadir.

Calismada Agrobacterium tumefaciencs’'in  A281:: P35 Gus INT, GV2260
(pGV2260)::p35SGUS-INT, LBA 4404:: pRGG bar ve crylAc genini igeren
pTF101A0PR1AcBar ile A. rhizogenes’'in 15834 PRGGbar streynleri/ hatlari

kullanilmustir.
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3.6.2 Bakteri kultirinin saflastirilmasi ve buyuattlmesi

S1v1 bakteri kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasi, nutrient agar (NA) besin ortaminda biiyiitiilmiis
olan bireysel kolonilerden baslanmis, tek koloniler steril lup ile alindiktan sonra gerekli
antibiyotikleri iceren nutrient broth (NB) (Sigma Aldrich Chemical Co,St Lo. Mo)
bakteri biiyiitme ortamina konulmustur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri ¢alkalamali
inkibatérde 28'C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle biiyiitiilerek bu kiiltirler daha
sonra gen aktariminda kullanilmistir. Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek icin
¢ok az miktarda bakteri kiiltiirii agarli besin ortamu tizerine steril bir lupla yayilarak, bu
kilttrleri iceren Petri kutular: ters cevrilerek 28°C*“de inkiibe edilmistir. Herhangi bir

bulagmay1 6nlemek icin biitiin bakteriyel ¢aligmalar steril kabin igerisinde yapilmistir.

3.6.3 Bakteri kiiltiirlerinin kisa ve uzun siireli korunmasi

A. tumefaciens kultlrleri, secici antibiyotikler iceren 5-10 ml NB (Lab-Lemco Powder
1.0 g/l; Yeast extract 2.0 g/I; Pepton 5.0 g/l; Sodyum klorit 5.0 g/l) ortaminda bir gece
28 °C'de 150 devir/d (rpm)'da inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Kisa siire i¢in kullanilmak
amaciyla NA (Nutrient Agar) iceren ortamda ¢izilerek 28°C'de biiyiitiilmiistiir ve daha
sonra elde edilen bakteri kiltdrleri stre¢ film ile sarilmus, ters ¢evrilen Petri kutularinda

4 °C'de 6 hafta korunmustur.

Daha uzun siireli muhafaza islemi esit miktarda bakteri kiiltlirii ve %40 gliserol iceren
NB, 2 ml'lik kriyogenik tiiplerde karigtirildiktan sonra sivi azotla hizli bir sekilde
dondurulup, -85 °C'de muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri kiiltlirlerinin canliligini 10

y1l boyunca muhafaza etmek miimkiindiir (Draper vd. 1988).

3.6.4 Antibiyotikler

Bakteriler biiyiitme ortamlarina ilave edilmeden once her antibiyotik mikro filtreler
(0.22u) kullanilarak steril edilmis ve otoklavdan ¢iktiktan sonra 1sis1 40-45 °C'ye

diismiis olan ortamlara ilave edilmistir. Bu amagcla kullanilan antibiyotikler ve
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konsantrasyonlari gizelge 3.3 ve 3.4'de verilmistir. GV2260 p35GUS-INT bakteri hatti
bayatulirken ortama 50 mg/l rifamisin, 50 mg/l kanamisinmonosiilfat eklenmistir.
CrylAc buyatdlirken ise ortama 50 mg/l rifamisin ve 300 mg/l streptomycin ve 100
mg/l spectinomycin eklenmistir. Rifamisin metanol, kanamisinmonosiilfat ise su ile
cozildikten ve filtre sterilizasyonundan sonra stok cozeltiler -20 C'de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 3.2 Gen  aktarimi  yapilan  dokularin  seleksiyonunda  kullanilan
antibiyotikler/kimyasal maddeler, ¢oziiciiler ve saklama kosullari

Secici Kullanim Kullanim Stok Cozuculer Saklama

antibiyotikler/ oranlari amaci .

kimyasal madde (mg/l) (mg/ml) sicaklik ( C)

Rifampisin 50 Bakteri 25/50 Metanol/ -20
seleksiyon DMSO

Kanamisin 50 Bakteri/bitki | 50 su -20

monosdilfat seleksiyon

Fosfinotrisin 2 Bitki 1 su -20
seleksiyon

Cizelge 3.3 Gen aktarim c¢alismasinda bakteriostatik (bakteri oOldlriicti)  olarak
kullanilan antibiyotigi c¢oziiciiler ve saklama kosullari

Antibiyotikler | Kullanim Kullanim amaci Stok |Coziculer| Saklama
oranlari (mg/ml) kosullar:
(mg/l) (°C)
Doucid Pfizer 500 Ko kiiltivasyondan sonra | 100 Su -20
(Duocid pfizer) A. tumefaciens'in
gelisimini engellenmesi
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3.6.5 Agrobacterium rhizogenestn 15834 PRGGbar hattiyla Hamzadere ve

Osmancik cesitlerine gen aktarim

Hamzadere ve Osmancik celtik ¢esitlerine ait 100’er adet tohum ¢imlendirildikten 2 giin
sonra A. rhizogenes in 15834 pRGGbar hattina ait siispansiyonuyla 45 dk muamele
edilmistir. Daha sonra eksplantlari 1 giin boyunca MS ortaminda ko kiltlivasyon igin
birakilmistir. Ko kiltiivasyon yapilmis eksplantlarda kok olusumi gozlenmek igin tim
eksplantlar1 400 mg/l Duocid igceren MS ortamina kiiltiire alinmis olup, 15 giin 16 saat
151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 151k altinda 24 +1°C’de numaralandirarak
kiiltiire alinmistir.Daha sonra yaprak ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler
icerisinde  1’er adet yaprak Ornegi iizerinde gus histokimyasal analizi i¢in gereken
cozeltileri eklenerek 24 saat 38'C’de bekletilmistir. Yaprak orneklerinin klorofillerini
parcalamak ve gus genin ekspresiyonu icin ornekleri %96 etanol icerisinde 48 saat
bekletilmis olup, alinan Orneklerin maviye boyanmasi ile GUS pozitif bitkiler

aranmistir.

3.6.6 Agrobacterium tumefaciens’in A281 hattiyla Hamzadere ve Osmancik

cesitlerine gen aktarim

A. tumefaciensin  onkogenik A281 hattina ait siispansiyonuyla 45 dk muamele
edilmistir. Daha sonra eksplantlar1 1 giin boyunca kanamisin icermeyen MS
ortaminda ko kultlvasyon igin birakilmistir. Ko kiltivasyon yapilmis eksplantlarda kok
olusumiinii gozlemek igin tim eksplantlar1 200 mg/l Duocid pfizer iceren MS
ortaminda kiiltiire alinmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s
151k altinda 24 +1°C’de kiiltiire alinarak numaralandirilmistir. Denemedeki bitkilden
yaprak ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde 1’er adet yaprak
Ornegi tlizerinde gus histokimyasal analizi icin gereken ¢0zeltisi eklenerek 24 saat
38°C’de bekletilmistir.

Yapilan denemelerde A. tumefaciens ile muamele edilmemis bitkileri ile kiyaslama
sonucu muamele edilmis bitkilerde daha fazla ve kalabalik kok olusumii gozlenirken her

hangi bir timor olusumu g6zlenmemistir.  Yaprak orneklerinin Klorofillerini
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parcalamak ve gus geninin ekspresiyonu igin ornekler %96 etanol icerisinde 48 saat
bekletilmistir. Daha sonra, alinan Orneklerin  maviye boyanmasi ile GUS pozitif

bitkiler aranmustr.

3.6.7 Agrobacterium tumefaciensn GV2260:: p35 gus INT hattiyla Celtik

Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine gen aktarim

Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine ait tohumlar ¢imlendirildikten 2 gun sonra
tohum, kotiledon diigiimli ve endosperm eksplantlariyla A. tumefaciens in GV2260::
p35 gus INT hattina ait siispansiyonuyla 45 dk inokulasyona tabii tutulmustur. Daha
sonra Hamzadere ¢esidine ait 1600 adet ve Osmancik ¢esidine ait 1000 adet tohum
eksplantlar1 1 giin boyunca MS ortaminda ko kiltlivasyon icin birakilmistir. Ko
kiltivasyon yapilmis eksplantlardan Hamzadere gesidine ait eksplantlart 350 mg/1
kanamisin + 400 mg/l Duocid pfizer ve Osmancik ¢esidine ait eksplantlar1 250 mg/1
kanamisin + 400 mg/l Duocid pfizer igeren MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Tim
eksplantlari, numaralandirilmig olup, 15 giin 16 saat 1sik fotoperiyotta 35 p mol
fotons/m?/s 151k altinda 24 +£1°C’de kiiltiire alimnmistir. Seleksiyon ortamda Hamzadere
ve Osmancik ¢esitlerine materiyel yontemde belirtildigi gibi histokimyasal gus analizi

yapilmustir..

3.6.8 Agrobacterium tumefaciens’in  LBA 4404::pRGG bar  hattiyla Celtik

Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine gen aktarim

Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 ¢esitlerine ait tohumlar ¢imlendirildikten 2 gin
sonra tohum, kotiledon diigtimii ve endosperm eksplantlariyla A. tumefaciens in LBA
4404::pRGG bar hattina ait siispansiyonuyla 45 dk inokulasyonuna tabii tutulmustur.
Daha sonra Hamzadere gesidine ait 8000 adet ve Osmancik g¢esidine ait 6000 adet
eksplantlar 1 giin boyunca ~ MS ortaminda ko kultlivasyon igin birakilmistir. Ko
kiltivasyon yapilmis eksplantlardan Hamzadere ¢esidine ait 4000 adet 2.5 mg/I
fosfinotrisin + 350 mg/l kanamisin + 400 mg/l Duocid pfizer ve 4000 adet 2 mg/l
fosfinotrisin + 250 mg/l kanamisin + 400 mg/l Duocid pfizer iceren MS ortamina

kiiltiire alimmustir. Benzer sekilde ko kiltlivasyon yapilmis eksplantlarindan Osmancik
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¢esidine ait 3000 adet 2.5 mg/I fosfinotrisin + 400 mg/l Duocid pfizer ve 3000 adet 2
mg/l fosfinotrisin + 400 mg/l Duocid pfizer igeren MS ortamina kiiltiire alinmigtir.
Tim eksplantlar, numaralandirilmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol
fotons/m?/s 151k altinda 24 +1°C’de kiiltiire alinmistir. Denemedeki bitkilerden yaprak
ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde  1’er adet yaprak Ornegi
lizerinde gus histokimyasal analizi icin gereken cozelti eklenerek 24 saat 38 C’de

bekletilmistir.

3.6.9 Agrobacterium tumefaciens’in Yara uyarimh (AoPR1) promotoriin kontroli
altinda crylAc genini iceren pTF101AoPR1AcBar hattiyla Celtik Hamzadere

ve Osmancik ¢esitlerine gen aktarimi

Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine ait tohumlar ¢imlendirildikten 2 gin sonra
tohum, kotiledon diigiimii ve endosperm eksplantlariyla A. tumefaciens’in  yara
uyarimlt  (AoPR1) promotdriin  kontrolii altinda crylAc genini igeren
pTF101A0PR1AcBar (Sekil 3.2) hattina ait slispansiyonuyla 45 dk inokulasyona tabii
tutulmustur. Daha sonra Hamzadere ¢esidine ait 2600 adet ve Osmancik ¢esidine ait
2200 adet eksplantlar1 1 giin  MS ortaminda ko kiltlvasyon igin birakilmistir. Ko
kiltuvasyon yapilmis eksplantlarindan Hamzadere ve Osmancik 97 ¢esitlerine ait
eksplantlar1 350 mg/l kanamisin + 400 mg/l Duocid pfizer ve 250 mg/l kanamisin +
400 mg/l Duocid pfizer igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Tiim eksplantlari,
numaralandirilmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 131k
altinda 24 +1°C’de kiiltiire alinmistir. Denemedeki bitkilerden yaprak 6rnekleri alinarak
etiketlenmis ependorf tiipler igerisinde I’er adet yaprak Ornegi iizerinde gus

histokimyasal analizi igin gereken cozelti eklenerek 24 saat 38°C’de bekletilmistir.
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Sekil 3.2 Yara uyarimli (AoPR1) promotoriin kontrolii altinda crylAc genini iceren
pTF101A0PR1AcBar bitki ekspresyon vektorin sematik temsili. Plazmid
pTF101.1 bitki se¢imi i¢in kullanilan, bir bar genini igermektedir.

3.7 Gen Aktarilmis Bitkilerin Belirlenmesi

Segici rejenerasyon ortaminda gelisen aday transgenik siirginler, kanamisinmonosilfat
iceren besin ortaminda koklendirildikten sonra bitkilerin transgenik olup, olmadiklar

aktarilan genlere gore histokimyasal GUS ve PCR analizi ile teyit edilmistir.

3.7.1 Histokimyasal gus analizi

Histokimyasal GUS analizi Jefferson (1987)'in tarif ettigi sekilde yapilmistir. Bitki
dokulart 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, %0.1 Triton X -100 ve 1
mM 5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide (X-GLUC) iceren solusyonda 38 °C'de
gece boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra dokular %100'lik alkolde yikanarak mavi

bolge belirlenmistir.
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3.7.2 Polmeraze zincir resaksiyonu (PCR)

DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, taze yaprak dokular1 kullanilarak CTAB  DNA
ekstraksiyon protokoliine gore yapilmistir. Transgenik adayi bitkilerden alinan yaprak
ornekleri -85 °C'de 15-20 dk bekletildikten sonra dondurularak ezilmistir (Sekil 3.3).
Yaprak orneklerinin bulundugu 1.5 ml'lik her bir tiip i¢ine 50 ul buffer (1M Tris pH=S;
0.5M EDTA; 5M NaCl; ddH2O/Easy pure ) eklenerek karistirilmis ve tizerine 550 pL
buffer daha ilave edip yaprak 6rneklerinin tam olarak ezilmesi saglanmistir. 65 °C'de su
banyosunda tiipler yerlestirilerek 40-60 dakika inkiibe edilmistir. 13000 rpm'de 7 dakika
santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe alinarak i{izerine esit hacimde kloroform
eklenmistir. Herhangi bir katt kismin alinmamasina dikkat edilmistir. DNA'lar
toplandiktan sonra 6rnekler 15000 rpm'de 13 dakika santrifiij edilmis ve list faz yeni
tiipe alindiktan sonra iizerine 750 pl soguk isopropanol eklenmistir. Ornekler 1 saat 20
oC'de bekletildikten sonra 30 dakika 13000 rpm'de santrifiij edilmistir. Supernatant
dokiildiikten sonra soguk %70'lik etil alkolden 200 pl eklenmis ve 5 dakika 7000 rpm'de
yeniden santrifiij edilmistir. I¢cindeki alkol dokiilerek DNA peleti iyice kurutulmus ve
50 ul TE eklenerek ¢oziilmiistiir. Elde edilen DNA'lar PCR c¢aligmalarinda
kullanilmistir (Sekil 3.3).

a.  DNA ektraksiyon i¢in vortex den dnce Celtik Hamzadere ve Osmancik 97

b.  gesitlerinin disk 6rnekleri ezmek amaciyla 1 demir bilye/ependorf tlip

sekilde eklenmesi
c.  Ezilmis 6rnekler iizerinde DNA ekstraksiyon ¢ozeltilerin eklenmesi
d. DNA ekstraksiyon amactyla santrifiij yapilmasi
e.  Mikro santrifijj tiipler igerisinde izole edilmis DNA

(e, ) Aktarilmis geni ile ilgili primer eklenerek trans DNA amplifikayonu
(¢ogaltilmasi)
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Primer dizileri
Transgenik bitkileri belirlemek amaciyla NPT-1I. Cizelge 3.5'de transgenik bitkileri
belirlemek amaciyla NPT-II  bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilan primer dizileri

gorulmektedir.

Cizelge 3.4 PCR isleminde kullanilan primer dizileri

Hedef
Hedef Baz Dizilisi
Biiyiikligii
NPT-Il geni |F- TGG ATT GCA CGC AGG TTC 750 bp
TC R-CAA GAA GGC GAT AGA
AGG CG
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Sekil 3.3  Celtiginin Hamzadere ve Osmancik 97 Transgenik Aday bitkilerin
transformasyonunu tespit etmek amaciyla PCR reaksiyonun yurutilmesi
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Cizelge 3.5 PCR reaksiyon kosullari

Ingredients 1X (20ul) 16X
Forward Primer (10uM) 1.0 16.0
Reverse Primer (10uM) 1.0 16.0
10X PCR Buffer (10X) 2.0 32.0

dNTPs (10mM) 0.2 3.2
Taqg Polymerase (5u/ul) 0.1 1.6
H,0 14.7 235.2
Template DNA (50 ng/ul) 1.0

PCR program

1 95°C 4 min
2 94°C 0 Sec Denatiirasyon sicakligi
3 72°C 30Sec (34 dongl) Primerlerin uzatilmasi1 (2. Dongiden 34.

Dongusune kadar)
4 72°C 7 min

5 25°C Pause

50




Orneklerin agaroz jel elektroforezi

PCR reaksiyonlar1 %1'lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmistir. Bunun i¢in 1 g agaroz
100 ml 1XTBE (10.8 g/l Trizma-base, 5.5 g/l Borik asit, 4 ml 0.5 M EDTA pH=8)
tamponunda mikrodalga firinda ¢ozdiriilmiis ve sicakligi 50-60 °C'ye diistiigiinde
DNA'nin UV'de goriintiilenebilmesi igin 5 pl etiidyumbromit eklenmistir. Elektroforez
islemi 70 Voltta 1 saatte gergeklestirilmistir. Elektroforez islemi sonlandirildiktan sonra

jel UV lambasi iizerinde kontrol edilmistir.

3.8 Istatistiksel Degerlendirmeler

Deneme kapsaminda, hormon konsantrasyonlarinin ve eksplantlarin siirgiin olusum
orani (%), eksplant bagina siirgiin sayis1 (adet), slirgiin uzunlugu, kék olusumu orani
(%), eksplant basina kok sayisi, kok uzunlugu vb gibi parametreleri belirlenecek ve
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler “IBM SPSS 20 for Windows’’veya uygun
programi yardimiyla varyans analizi, one way anova veya univariate analizine tabi
tutulmustur. Muamele ortamlarini karsilastirmak amaciyla t test, LSD testi, Duncan
veya Tukeys b testi kullanarak post hoc testi uygulamalar1 yapilmistir (Snedecor ve
Cocharan 1967). Denemenin her muamele, icerisinde en az (¢ tekerriir ve her
tekerriirde 5 ile 10 adet eksplantin bulundugu Petri kutulari, cam kavanozlari, Magenta

kutular1 vb kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Yuzey sterilizasyon

Bir eksplantin yiizey sterilizasyonu igin en etkili ancak en diisiik dezenfektan dozunun
belirlenmesi gerekmektedir (Kyte 1987). Tohum yuzey sterilizasyonunda hidrojen
peroksit, civa, glimiis nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse de ticari sodyum hipoklorit

(camas1r suyu) en yaygin kullanima sahiptir (Ozcan ve Ozgen 1996).

Hamzadere ve Osmancik geltik ¢esitlerinin (50 adet tohum icin) ayiklanmis bitki
tohumunun ylzeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi icin ilk 6nce tohumlara 2 dk etanol ile muamele edip, gerekli camasir
suyu konsantrasyon dozlarmin (%10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 75, ve 100’lik dozlar1) ve
15 dk. sterilizasyon suresinin farkli etkide olup, olmadigini belirlemek amaciyla bu
calisma yapilmistir ve geltik gesitlerin yuzey sterilizasyonu i¢in en uygun ¢amasir suyu

dozu belirlenmistir.

Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez durulanmistir. Steril
edilen tohumlar yine steril Petri kaplar igerisinde %3 sukroz iceren ve %0.8 agar ile
katilastirilan ~ MS besin ortammda 23°+1°C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda
¢imlendirilmistir. ~ Cimlendirmeye konan tohumlardan 10 gin icinde 5-6 cm
uzunlugunda fideler gelismistir. Celtik tohumlarinda ¢imlenme yiizde olarak ifade
edilmis, bu deger Petride ¢imlenen tohumlarin toplam tohum sayisina oranlanmasiyla
bulunmustur. Fide gelisimi yine % olarak belirtilmis, bu deger fide olusturan
tohumlarin toplam ¢imlenmis tohum sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir. Cimlenme
baslangicindan 4 giin sonra, farkli siirelerde uygulanan farkli ¢amasir suyu dozlarinin
cimlenme ve bulagiklik ortalamalarina ait  sonuglar1 Cizelge 4.1’de verilmistir. Elde
edilen sonuglarina gore kullanildigi % 10 - 100luk ¢amasir suyu dozlar1 ve 15 dk.
sterilizasyon suresi ile fakli oranda bulasiklilig1 ile beraber (sekil 4.1 a,b) Hamzadere ve
Osmancik 97 ¢esitlerinde sirasiyla ¢imlenme oran1 %80-100 ve %60 — 100 arasinda

degismistir. Ancak, Hamzadere ¢esidinde %25, 30, 40, 75 ve 100 camasir dozu
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muamelesiyle ve Osmancik ¢esidinde ise %30, 40, 75 ve 100 g¢amasir suyu 15 dk

muamelesi ile tohumlarda %100 ¢imlenme tespit edilmistir (Sekil 4.1c).

Bulasiklilig1 oran1 bakimindan Hamzadere ve Osmancik ¢esidinde % 10, 15, 20, 25, 30,
40 oranlar1 hari¢ tim muamlelerde hi¢ bulasilik goriilmemistir. Kullanilan tim ¢amasir
suyu dozlarinda bulasiklik olmayan en diisilk dozu %50 ¢amasir suyu 15 dk olarak
belirlenmistir. Dolayisiyla bu tez kapsamda yapilan tiim calismalarinda c¢amagir

suyunun bu orani tercih edilmistir.

Ayrica, ayiklanmamis tohumlarindan yiizey sterilizasyon saglanamamustir.

Sekil 4.1 Hamzadere ve Osmancik geltik g¢esitlerin farkli oranda ¢amasirsuyu iceren
ortami ile yiizey sterilizasyonu. a. Hamzadere , b Osmancik 97 ¢esitlerinde 15
dk ylzey sterilzasyon sonucu elde edilen fungal ve bakteriyel bulasiklilik
C%50 c¢amasir suyu ile 15 dk olarak tohum sterilizasyon sonucu gelisen
fidecikler
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Cizelge 4.1 Hamzadere ve Osmancik ¢eltik gesitlerin farkli oranda ¢amasir suyu iceren
ortami ile muamele sonucunda elde edilen ¢imlenme ve bulasiklig1 oranlarin
ortalamalari ile ilgili sonuclar

Camagir suyu Hamzadere ¢esidi Osmancik 97 ¢esidi
konsantrasyonlari ) H _ v
taemacm) | STETE B |
10 80.00 100.00 60.00 100.00
15 80.00 100.00 80.00 100.00
20 93.33 100.00 93.33 80.00
25 100.00 80.00 86.67 80.00
30 100.00 60.00 100.00 60.00
40 100.00 40.00 100.00 60.00
50 100.00 0.00 100.00 0.00
75 100.00 0.00 100.00 0.00
100 100.00 0.00 100.00 0.00

4.2 Rejenerasyon Calismalari

4.2.1 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 cesitlerinin tohumlarinin 4giin MS
ortami, 4 giin 100 mg/l NAA ve 6 gin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan
sonra bir gin MS ortaminda beklettikten sonra farkh oranda 2ip iceren MS

ortaminda rejenerasyon calismalari

Bu c¢alismada Hamzadere ve Osmancik cesitlerine ait 90’er adet tohum yiizey
sterilizasyonundan sonra ilk 6nce MS ortaminda 4 glin ¢cimlenmeye birakilmistir. Daha
sonra ¢imlenmis tohumlar1 4 gin boyunca 100 mg/l NAA iceren MS ortaminda
bekletilmistir. NAA iceren ortamda bekletilmis tohumlar1 tekrar 6 gin boyunca MS

ortaminda bekletilmistir. Pes pese 3 defa priming yapilmis tohumlarin Kotiledon
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diigimu leri ve mezokotil kisimlari kesilip ayr1 ayr1 0.1 mg/l ,02 mg/l,ve 0.3 mg/l 2ip
3gr/l aktif komdr iceren MS ortamina 40 gun boyunca rejenerasyona birakilmistir. Bu
calisma 3 tekerriirden olusup her tekerriirde 10 adet kotiledon diigiimii ve mezokotil
kisimlar1 kullanilmistir. Bu denemede kardeslenme yiizdesi (adet), kardeslenme sayisi
(adet), yaprak sayist (adet), yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm), yaprak capi
(cm), kok olusumu yiizdesi (%), kok sayist (adet), kOk uzunlugu (cm) parametereleri

degelendirilmistir.

Hamzadere ¢esidi

Elde edilen sonuclar cizelge 2’de verilmistir. Siirgiin olusum yiizdesi, Eksplant basina
stirgiin sayist  (adet), yaprak uzunlugu, ve kok uzunlugu bakiminda ortamlar arasinda
farklilik bulunmamistir. Bitki basina kok sayisi ve kok olusum yiizdesi bakimindan

ortamlar arasinda 0.05 diizeyinde farklilik goriilmiistir.

Siirglin olusum yiizdesi (%),Kok olusum yiizdesi (%), Kok sayisi (adet) ve kok
uzunlugu (cm) bakimindan eksplantlar arasinda 0.01 diizeyinde farklilik goriilmiistir.
eksplant basina siirgiin sayis1  (adet), Bitki basina Yaprak sayisi (adet), Yaprak
uzunlugu (cm), Yaprak genisligi (cm) bakimindan eksplantlar arasinda farklilik

goriilmemistir.

Siirgilin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Bitki basina Yaprak
sayist (adet), Yaprak uzunlugu (cm), Yaprak genisligi (cm), Kok olusum yiizdesi (%),
bakimindan ortamlar ve eksplantlartlar arasinda 0.01 diizeyinde ve kok sayisi (adet),

kok uzunlugu (cm) bakimidan 0.05 diizeyinde bir etkilesim bulunmustur.

Degerlendirilmis parameterlerin ortalamalar1 arasinda farkliligin1 belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglari gizelge 4.3’de verilmistir.
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Kotiledon diigiim eksplantlarinda siirgiin olusum yiizdesi %3.00- 11.30 ve mezokotil
eksplantinda ise %10 — 63.00 arasinda degismistir. Enfazla siirgiin olusumu 0.1 mg/l 2iP

iceren MS ortamda mezokotil eksplantindan elde edilmistir.

Embryo eksplantinda eksplant basma siirgiin sayisi 0.20 - 2.00 arasinda degismistir.
Mezokotil eksplantinda eksplant basina siirgiin sayist 1.00 — 1.97 arasinda degismistir.

Kotiledon diigiim eksplantinda bitki bagina yaprak sayist 1.33 — 8.17 adet arasinda
degismistir. Mezokotil eksplantinda bitki basina yaprak sayisi 2.73 -7.63 adet arsinda
degismistir. En fazla yaprak olusum 0.3 mg/l 2iP iceren MS ortamda mezokotil

eksplantindan elde edilmistir.

Kotiledon diigiim eksplantinda bitki basina yaprak uzunlugu 4.33 - 12.50 mm arasinda
degismistir. Mezokotil eksplantinda yaprak uzunlugu 6.38 -13.67 mm arasinda
degismistir. En uzun yaprak 0.3 mg/1 2iP igeren MS ortamda mezokotil eksplantindan

elde edilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda bitki bagina yaprak genisligi 0.06 — 0.21 cm arasinda
ve mezokotil eksplantinda is 0.10 -0.32 c¢cm arasinda degismistir. En genis yaprak 0.3

mg/l 2iP iceren MS ortamda mezokotil eksplantindan elde edilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda kok olusum % 6.00 — 21.00 arasinda ve mezokotil
eksplantinda is %13.00 — 67.00 arasinda degismistir. En fazla kok olusumu 0.1 mg/1 2iP
iceren MS ortamda mezokotil eksplantindan elde edilmistir.

Kotildon diigtimii eksplantinda bitki basina kok sayis1 2.50 — 7.25 adet arasinda ve
mezokotil eksplantinda is 6.40- 12.50 arasinda degismistir. En fazla kok sayis1 0.1 mg/I
2iP iceren MS ortamda mezokotil eksplantindan elde edilmistir.
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Kotiledon diigimii eksplantinda

kok uzunlugu 2.67 — 8.25 adet

arasinda ve

mezokotil eksplantinda is 4.50 — 10.06 arasinda degismistir. En fazla kok sayisi 0.1

mg/l 2iP iceren MS ortamda mezokotil eksplantindan elde edilmistir.

Cizelge 4.2 Celtik Hamzadere ¢esidinin tohumlarinin 4 giin MS ortami, 4 giin 100 mg/1

NAA ve 6 giin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir giin MS
ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip
rejenerasyon c¢aligmalari ile ilgili parametrelerinin varyans analiz sonuglari

iceren MS ortaminda

VK sd Stirgiin -~ olusum | Eksplant basina | Bitki basina Yaprak | Yaprak uzunlugu
yuzdesi (% slirgiin sayist | sayisi (adet) (cm)
(adet)
KO F KO F KO F KO F
ortamlar 2 0,10 | 3,31 0,48 0,69 15,63 1,65* 16,55 | 0,48
eksplant 1 0,29 | 9,28* 2,06 2,94** 1,74 0,18 6,90 0,20
ortamlar 2 0,12 | 3,80** | 3,47 4,94** 39,42 4,16** 73,90 | 2,18**
xeksplant
Hata 12 0,03 0,70 9,46 33,85
Genel 17
toplam
VK sd | Yaprak genisligi | Kok olusum | Kok sayisi (adet) Kok uzunlugu
(cm) yuzdesi (%) (cm)
KO F KO F KO F KO F
ortamlar 2 {0,005 0,34 0,12 3,42* 5,22 0,24 15,51 0,63
eksplant 1 10,008 0,56 0,21 6,11** 70,21 3,20%* 17,90 0,73
ortamlar 2 10,0563 |3,52** | 0,12 3,61** 41,37 1,89* 37,68 1,53*
xeksplant
Hata 12 (0,015 0,03 21,92 24,65
Genel 17
toplam
*P<0.05,**p<0.01
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Cizelge 4.3 Celtik Hamzadere ¢esidinin tohumlarinin 4giin MS ortami1, 4 giin 100 mg/|
NAA ve 6 gin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir giin MS

ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip

iceren MS ortaminda

rejenerasyon ¢aligmalari ile ilgili parametrelerin ortalamalrin Duncan testi

sonugclari
Slrgun olusum Kardeslenme sayis1 Yaprak sayist Yaprak uzunlugu
yuzdesi (%)** (adet)** (adet)** (mm)**
2ip
mo/l) | = S = S = S =
=] o =] o =] o =] o
3 E S 3 E S BE| < 3 E S
g Sy s ey R g = o
¥ 5 = ¥ 8 = Y3 | = VA =
0.1 10.00a 63.00a 0.50b 1.56b 3.50b 2.73c 8.83b 6.38c
0.2 11.30a 10.00c 2.00a 1.00c 8.17a 4.50b 12,50a 9.33b
0.3 3.00b 30.00b 0.20c 1.97a 1.33c 7.63a 4.33c 13.67a
Yaprak genisligi Kok olusum yiizdesi | Kok sayisi (adet)™ Kok uzunlugu
(cm)** (%)** (cm)*
2ip =
S5 | 3 Sz | 3 5| B Ss | B
mo 1 g2 | 2 BE | 2 BE| 2 | BE | 2
G o g o SR 2 G o
VA p VA= p ¥E | = ¥ 5 s
0.1 0.18b 0.10c 21.00a 67.00a 5,83b 6,40c 7.00b 4,50b
0.2 0.21a 0.16b 23,00a 13.00c 7,25a 8,53b 8.25a 9.33a
0.3 0.06¢ 0.32a 6.00b 36.00b 2,50c 12.50a | 2.67c 10.06a

* Ayni siitiinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik
bulunmustur

**Ayn siitiinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.01diizeyinde farklilik

bulunmustur

Osmancik cesidi

Elde edilen varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Siirgiin olusum yiizdesi (%), Eksplant basina siirgiin sayisi (adet), Kok olusum yiizdesi

(%), Bitki basina kok sayisi (adet) bakimindan ortamlar arasinda 0.05 diizeyinde
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farklilik bulunurken, yaprak uzunlugu, yaprak genisligi ve kdk uzunlugu bakimindan

ortamlar arasinda her hangi bir farklilik bulunmamastir.

Siirglin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayisi (adet), bitki basina yaprak
sayis1 (adet),yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm), kok olusum yiizdesi (%),ve
kok uzunlugu (cm) bakimindan eksplantlar arasinda 0.05 diizeyinde farklilik
izlenmisken bitki basina kOk sayisi (adet) bakimindan eksplantlar arasinda 0.01

diizeyinde 6nemli farklilik 6l¢tilmiistiir.

Siirgiin olusum ytizdesi (%),bitki basina yaprak sayisi (adet), yaprak genisligi (cm), kok
olusum yiizdesi (%),ve bitki bagina kok sayisi (adet), yaprak genisligi bakimindan 0.05
diizeyinde ve kok olusum yiizdesi bakimindan 0.01 diizeyinde ortamlar ve eksplantlar
arasinda bir etkilesim izlenmistir. Diger parametreler bakimindan her hangi etkilesim

1zlenmemistir.

Degerlendirilmis parameterlerin ortalamalar arasinda farklilikni belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglar1 gizelge 4.5 de verilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantindan yok denilecek kadar siirgiin olusumu gozlenmistir.
0.1 ve 0.3 mg/l 2iP iceren MS ortaminda %3 ve 0.2 mg/l 2iP iceren ortaminda her hangi
stirgiin olusumu gozlenmemistir. Mezokotil eksplantindan ise %20 — 53.00 arasinda
stirgiin olusumgozlenmistir. En fazla siirgiin olusum 0.2 mg/l 2iP iceren ortamindan ve

en az siirglin olusum 0.3 mg/1 2iP igeren ortamindan elde edilmistir.

Embriyo eksplantinda eksplant basina siirglin sayis1 0.00 - 1.00 arasinda degismistir.

Mezokotil eksplantinda eksplant basina siirgiin sayis1 1.26 — 2.02 arasinda degismistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda bitki bagina yaprak sayis1 1.67 — 4.00 adet arasinda
degisirken 0.2 mg/l 2iP igeren ortaminda yaprak olusumu izlenmemistir. Mezokotil

eksplantinda bitki basina yaprak sayis1 5.75 -7.7.95 adet arasinda degismistir. En fazla
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yaprak olusumu 0.1 mg/l 2iP iceren MS ortaminda yaprak kilifi eksplantindan elde

edilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda bitki basina yaprak uzunlugu 0.00 - 6.00 arasinda
degismistir. Mezokotil eksplantinda yaprak uzunlugu 13.55 -17.20 mm arasinda
degismistir En uzun yaprak 0.3 mg/l 2iP iceren MS ortaminda Yyaprak kilifi

eksplantindan elde edilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda bitki basina yaprak genisligi 0.00 — 0.10 cm arasinda
ve Mezokotil eksplantinda ise 0.13 -0.23 cm arasinda degismistir. En genis yaprak 0.1
mg/l 2iP igceren MS ortaminda yaprak kilifi eksplantindan elde edilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda kdk olusumu % 30.00 — 47.00 arasinda ve Mezokotil
eksplantinda is %30.00 — 57.00 arasinda degismistir. En fazla kok olusumu 0.2 mg/l 2iP
iceren MS ortaminda yaprak kilifi eksplantindan elde edilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda bitki basina kok sayis1 4.61 — 7.15 adet arasinda ve
Mezokotil eksplantinda is 11.18 — 15.28 arasinda degismistir. En fazla kok sayisi 0.1
mg/l 2iP iceren MS ortaminda yaprak kilifi eksplantindan elde edilmistir.

Kotiledon diigiimii eksplantinda  kok uzunlugu 5.90 — 6.88 adet arasinda ve
Mezokotil eksplantinda is 6.83 — 9.03 arasinda degismistir. En fazla kok sayis1 0.3 mg/I
2iP iceren MS ortaminda mezokotil eksplantindan elde edilmistir.

Elde edilen bitkileri sera ortamda alistirilmistir (Sekil 4.2)
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Cizelge 4.4 Celtik Osmancik 97 ¢esidinin tohumlarinin 4giin MS ortami, 4 giin 100
mg/l NAA ve 6 gin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir giin
MS ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip igeren MS ortaminda
rejenerasyon ¢aligmalari ile ilgili parametrelerin varyans analiz sonuglari

VK sd Siirgiin olusum Eksplant bagina siirgiin | Bitki basina yaprak
yuzdesi (%) say1si (adet) sayis1 (adet)
KO F KO F KO F
ortamlar 210,03 2,62* 0,91 1,56* 15,16 | 1,43*
eksplant 110,56 42,66* 6,95 11,98* 97,62 | 9,21*
ortamlar  *| 210,05 3,79* 0,31 0,543 1,39 0,13*
eksplant
Hata 12 1 0,01 0,58 10,59
Genel 17
Toplam
VK sd | Yaprak uzunlugu (cm) | Yaprak genisligi (cm) Kok olusum
yizdesi (%)
KO F KO F KO F
ortamlar 2 | 26,17 0,69 0,007 0,83 0,03 1,86*
eksplant 1| 565,04 14,98* 0,09 10,72* 0,09 | 4,69*
ortamlar ~ *| 2| 20,07 0,53 0,009 1,08* 0,11 5,86**
eksplant
Hata 12 | 37,71 0,009 0,02
Genel 17
Toplam
VK sd | Bitki bagina kok sayisi K&k uzunlugu (cm)
(adet)
KO F KO F
ortamlar 2 | 26,49 2,01* 8,08 0,58
eksplant 1] 35591 26,97** 22,84 1,65*
ortamlar  *| 2| 11,63 0,88 2,98 0,21
eksplant
Hata 12 | 13,19 13,82
Genel 17
Toplam
*P<0.05,**p<0.01
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Cizelge 4.5 Celtik Osmancik 97 ¢esidinin tohumlarinin 4giin MS ortami, 4 giin 100

mg/l NAA ve 6 gin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir giin
MS ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip igeren MS ortaminda
rejenerasyon caligmalari ile ilgili parametrelerin ortalamalarinin Duncan
testi sonuglari

2iP Stirgilin olusum Eksplant basina Bitki bagina yaprak | Yaprak uzunlugu
(mg/l) yuzdesi (%)* stirgilin sayisi (adet) sayis1 (adet)* (mm)
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil
digiimii diigiimii digiimii diigiimii
0.1 | 3.00a 40.00b 1.00 2.02 4.00a 7.95a 6.00 13.55
0.2 | 0.00b 53.00a 0.00 177 0.00c 5.75b 0.00 14.87
0.3 | 3.00a 20.00c 0.33 1.26 1.67b 5.93b 6.00 17.20
2iP Yaprakgenisligi Kok olusum Kok sayisi K06k uzunlugu (mm)
(mg/l) (mm)* Yuzdesi (%)** (adet)
Koatiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil
diigiimii diigiimii diigiimii diigiimii
0.1 |0.10a 0.23a 47.00a | 43b 7.15 15.28 6.88 7.50
0.2 | 0.00c 0.22a 0.00c 57a 0.00 13.31 0.00 6.83
0.3 | 0.06b 0.13b 30.00b | 30c 4.61 11.18 5.90 9.03

* Ayni siitiinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik
bulunmustur

**Ayni siitiinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gére 0.01 diizeyinde farklilik
bulunmustur
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Sekil 4.2 Celtik Hamzadere ve Osmancik gesitlerine ait bitkilerinin sera ortamlarda
alistirilmasi

4.2.2 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 cesitlerinin tohumlarimin 4giin MS
ortami, 4 gin 20 mg/l 2iP, 6 gin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan
sonra bir giin MS ortaminda beklettikten sonra farkh oranda 2ip iceren MS

ortaminda rejenerasyon ¢alismalari

Bu ¢alismada 90 adet tohum Hamzadere ve 90 adet tohum Osmancik ¢esitlerinden alip,
yiizey strelizasiyonu yapilmistir.  Once tohumlar MS ortaminda  4gin gimlenmeyi
birakilmis; 4 giin boyunca 20 mg/1 2ip igeren MS ortaminda ve daha sonra tekrar 6 gln
MS ortamina kiiltiire alinmisir. Elde edilen bitkiciklerden kotiledon diigimii ve
Mezokaotil, ayr1 ayr1 0.1 mg/l ,02 mg/l,ve 0.3 mg/l 2ip ve 3gr/l aktif komiir iceren MS
ortamlarinda 40 giin boyunca rejenerasiyon igin birakilmistir.  Yani ¢alisma 54 giinde
bitirilmistir. Bu ¢alisma 3 tekerriirden olusup her tekerriirde 10 bitki olmak iizere iki
eksplant yani kotiledon diigiimii ve Mezokotil kullanilmistir. Siirgiin olusum yiizdesi
(%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), bitki basina yaprak sayisi (adet). yaprak
uzunlugu (mm), yaprakgenisligi (mm), kOk olusum yuzdesi(%)kdk sayis1 (adet) ve kok
uzunlugu ile ilgili parametrelere ait veriler degerlendirilerek varyans analizi yapilmigtir

Osmancik ve Hamzadere ¢esitlerinin tohumlarinin 4giin MS ortami, 4 giin 20 mg/1 2iP,
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6 gun MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir giin MS ortaminda beklettikten

sonra farkli oranda 2ip igeren MS ortaminda rejenerasyon ¢aligmalar1 yapilmigtir.

Siirglin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), bitki basina yaprak
sayist (adet). yaprak uzunlugu (mm), yaprakgenisligi (mm), kok olusum yuzdesi
(%)kok sayisi  (adet) ve kok uzunlugu ile ilgili parametrelere ait veriler
degerlendirilerek varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.6).

2 IP iceren tim ortamlarda koklerde beyaz tlyler gozlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 2ip ve aktif komir iceren MS ortaminda gelisen koklerde beyaz tuylerin
olusmasi

Yaprakgenisligi (mm), k0k olusum yuzdesi(%) ve kok sayisi (adet) bakimindan cesitler
arasinda 0.05 diizyinde farklilik goriilmiistiir. Siirglin olusum ylizdesi (%), eksplant
basina siirgilin sayis1 (adet), bitki bagina yaprak sayisi (adet). yaprak uzunlugu (mm) ve
kok uzunlugu bakimindan g¢esitler arasinda farklilik bulunmamustir. 2ip ve aktif kokmur
iceren MS ortaminda gelisen koklerde beyaz tuyleri olusmustur  (Cizelge 4.7)

Siirgiin olusum yiizdesi (%), eksplant basina surgin sayisi (adet) bakimindan ortamlar
arasinda 0.05 ve kok olusum ylzdesi(%) bakimindan ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde
onemli farklilik izleken bitki basina yaprak sayisi (adet). yaprak uzunlugu (mm),
yaprakgenisligi (mm), kok sayisi (adet) ve k6k uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda

her hangi farklilik goérilmemmmistir.
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Siirglin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayisi (adet), bitki basina yaprak
sayisi (adet). yaprak uzunlugu (mm), yaprakgenisligi (mm), kok olusum yuzdesi(%) ve
kok sayisi (adet) bakimindan eksplantlar arasinda 0.01 ve kok uzunlugu bakimindan

0.05 diizeyinde 6nemli farklilik izlenmistir.

Siirglin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), bitki basina yaprak
sayist (adet). yaprak uzunlugu (mm), yaprakgenisligi (mm) ve kok sayis1 (adet) ve kok
olusum ytiizdesi (%) bakimindan 0.05 ve diizeyinde ¢esitler ve ortamlar arasinda 6nemli

bir etkilesim bulunmustur.

Siirglin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayisi (adet), bitki basina yaprak
sayist (adet). yaprak uzunlugu (mm), yaprakgenisligi (mm) ve kok uzunlugu
bakimindan 0.05 ve diizeyinde ve koOk olusum ylizdesi(%) ve kok sayist (adet)

bakimindan ortamlar ve eksplantlar arasinda énemli bir etkilesim bulunmamustir.

Siirglin olusum yiizdesi (%), eksplant basina slirgin sayisi (adet), bitki basina yaprak
sayist (adet), yaprak genisligiv ve kok olusum yiizdesi bakimindan 0.01 diizeyinde,
yaprak uzunlugu kok sayis1 bakimindan 0.01 diizeyinde ve kok uzunlugu bakimindan

cesitler, ortamlar ve eksplantlar arasinda 6nemli bir etkilesim bulunmamustir.
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Cizelge 4.6 Celtik Hamzadere ve Osmancik gesitlerinin tohumlarinin 4giin MS ortami,
4 gin 20 mg/l 2iP, 6 gun MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir

guin MS ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip

iceren MS

ortaminda rejenerasyon calismalari ile ilgili parametrelerin varyans analiz

sonugclari
VK sd Siirgiin olusum yiizdesi Eksplant bagina siirgiin Bitki bagina yaprak sayisi
(%) sayl1s1 (adet) (adet)

KO F KO F KO F

Cesit 1 0,003 0,11 0,10 0,15 1,63 0,16

Ortamlar 2 0,070 3,11* 0,48 0,75* 0,76 0,07

Eksplant 1 0,840 37,34** 8,30 12,94** 62,72 6,25**

gesit X 2 0,070 3,11* 0,91 1,42* 30,04 2,99*

ortamlar

cesit X 1 0,023 1,00* 0,71 1,12* 36,64 3,65*

eksplant

ortamlar  x 2 0,048 2,12* 0,86 1,35% 15,94 1,59*

eksplant

gesit X 2 0,123 5,48* 2,91 4,55* 24,87 2,48*

ortamlar  x

eksplant

Hata 24 0,023 0,64 10,02

Genel 35

toplam

VK sd Yaprak uzunlugu Yaprak genisligi Kok olusum Yuzdesi

(mm) (mm) %)

KO F KO F KO F

Cesit 1 1,64 0,04 0,02 1,90* 0,05 2,14*

Ortamlar 2 8,17 0,22 0,00 0,01 0,14 5,15

Eksplant 1 348,44 9,73** 0,07 6,61** 0,29 10,75**

cesit X 2 34,55 0,96* 0,01 1,03* 0,01 0,55

ortamlar

gesit X 1 223,50 6,24* 0,02 1,90* 0,01 0,43

eksplant

ortamlar  x 2 44,97 1,25* 0,01 1,21* 0,003 0,09

eksplant

gesitxortaml 2 49,01 1,36* 0,04 4,05%* 0,23 8,64**

ar x eksplant

Hata 24 35,78 0,01 0,02

Genel 35

Toplam

VK sd Kok sayisi (adet) K&k uzunlugu (cm)
KO F KO F

Cesit 1 24,32 1,38* 0,83 0,04

Ortamlar 2 4,13 0,23 1,13 0,05

Eksplant 1 371,14 21,13** 40,59 2,11*

cesit X 2 27,57 1,57* 22,46 1,16*

ortamlar

gesit X 1 54,98 3,13* 0,15 0,01

eksplant

ortamlar  x 2 11,70 0,66 28,87 1,50*

eksplant

gesitxortaml 2 41,30 2,35% 11,79 0,61

ar x eksplant

Hata 24 17,55 19,23

Genel 35

Toplam

*P<0.05,**p<0.01
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Degerlendirilmis parameterelerin ortalamalar arasindaki farklilik belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.7 de verilmistir.

Hamzadere ¢esidi kotiledon diigiimii eksplantindan  siirgiin olusum %210.10 -13.33
arasinda ve Mezokotil eksplantindan ise %10.0- 63.03 arasinda degismistir. Osmancik
cesidinde ise kotiledon diigiimii eksplantindan yok denilecek kadar az siirgiiun olusumu
izlenirken Mezokotil eksplantindan ise %20 - 53.33 arasinda degismistir. En fazla
stirgiin olusum 0.2 mg/l 2iP iceren ortamindan ve en az siirgiin olusum 0.3 mg/l

ortamindan elde edilmistir.

Hamzadere Cesidi kotiledon diigimii eksplantinda eksplant basina siirgiin sayis1 0.33 —
2.00 adet ve Mezokotil eksplantindan ise 1.00 -1.96 adet arasinda degismistir.
Osmancik ¢esidi kotiledon diigiimii eksplantindan 0.2 ve 0.3 mg/l 2iP iceren ortaminda
0.033 adet ve 0.3 mg/l 2iP iceren ortaminda 1 adet siirgiin elde edilmistir. mezokotil
eksplant basina siirgiin sayisi ise 1.26 — 2.02 adet arasinda degismis olup, en fazla
stirgun sayist 0.1 mg/l 2iP iceren MS ortamindan elde edilmistir.

Hamzadere ¢esidi bitki basina yaprak sayisi bakimindan  kotiledon diigimii
eksplantindan 0.1 mg/l 2iP iceren ortaminda ortalama 3.50 ve 0.2 mg/l 2iP iceren MS
ortaminda 8.16 ve 0.3 mg/l 2iP iceren MS ortamindan 1.33 yaprak elde edilmistir. Bitki
basina Mezokotil eksplantindan 2.73 —7.63 adet yaprak izlenmistir ve en fazla yaprak
olusumu 0.3 mg/l 2iP igeren ortamindan elde edilmistir. Osmancik ¢esidinde bitki
basina yaprak sayisi bakimindan kotiledon diigtimii eksplantindan 0.1 mg/l 2iP igeren
ortaminda ortalama 4.00 ve 0.2 mg/l 2iP iceren MS ortaminda 0.33 ve 0.3 mg/l 2iP
iceren MS ortamindan 1.66 yaprak elde edilmistir. Bitki bagina Mezokotil
eksplantindan 5.75 — 7.95 adet yaprak izlenmistir ve en fazla yaprak olusumu 0.1 mg/I

2iP iceren ortamindan elde edilmistir.

Hamzadere ¢esidinde bitki basina yaprak uzunlugu bakimindan kotiledon diigiimii
eksplantinda  4.33-12.50 mm uzun yaprak elde edilmistir. Bitki bagina Mezokotil
eksplantindan 6.38 — 13.66 mm uzun yaprak izlenmistir ve en uzun yapraklar 0.3 mg/l

2iP iceren ortamindan elde edilmistir. Osmancik ¢esidinde bitki basina yaprak
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uzunlugu bakimindan  Kotiledon diigiimii  eksplantinda 0.2 mg/l 2iP iceren MS
ortaminda 0.33 cm ken 0.1 ve 0.3 mg/l 2iP igeren ortaminda 6sar mm uzun yaprak
izlenmistir.. Bitki basina Mezokotil eksplantindan 13.55 -17.20 mm uzun yaprak

izlenmistir ve en uzun yapraklar 0.3 mg/l 2iP iceren ortamindan elde edilmistir.

Hamzadere ¢esidinde bitki basmna yaprak genisligi bakimindan kotiledon diigiimii
eksplantindan 0.1 ve 0.3 mg/l 2iP igeren ortaminda ortalama 0.06 ve 0.21 cm genis
yapraklar elde edilmistir. Bitki basina Mezokotil eksplantindan 0.10 — 0.32 cm genis
yaprak izlenmistir ve en genis  yapraklar 0.3 mg/l 2iP iceren ortamindan elde
edilmistir. Osmancik ¢esidinde kotiledon diigiimii eksplantinda yaprak genisligi 0.03
- 0.10 cm ve yaprak Mezokotil eksplantinda 0.13 - 0. 23 cm genis yaprak izlenmistir

ve en genis yapraklar 0.1 mg/l 2iP iceren ortamindan elde edilmistir.

Hamzadere ¢esidi kok olusum yiizdesi %6.70 -23.30 arasinda degismistir. Mezokotil
eksplantindan kok olusumu %13.30 — 66.70  arasinda degismistir ve en fazla kok
olusumu 0.1mg/l 2iP igeren ortamindan elde edilmistir. Osmancik ¢esidi kok olusumu
%10.0- 46.70 arasinda degismistir. Mezokotil eksplantindan kok olusumu %30.00 —
56.70 arasinda degismistir ve en fazla kok olusumu 0.2 mg/l 2iP igeren ortamindan

elde edilmistir.

Kotiledon diigiimii, eksplantindan gelisen bitki basma kok sayis1 2.50 — 7.25 adet
arasinda degismistir. En fazla kok sayist 0.2 mg/l 2iP iceren ortamindan elde edilmistir.
Mezokotil eksplantindan gelisen bitki basina kok sayis1 6.40 — 12.50 adet arasinda
degismis olup, en fazla kok saysi ise 0.3 mg/l 2iP iceren ortamdan clde edilmistir.
Osmancik ¢esidi Kotiledon diigiimiinden gelisen bitki basina kok sayist 1.33 — 7.15
adet arasinda degismistir. En fazla kok olusumu 0.1 mg/l 2iP igeren ortamindan elde
edilmistir. Mezokotil eksplantindan 11.18 — 15.28 adet arasinda degismis olup, en

fazla kok saysis ise 0.1 mg/l 21P i¢eren ortamindan elde edilmistir.

Hamzader ¢esidi  Kotiledon diigiimiinden gelisen bitkilerdeki siirgiin uzunlugu 2.66 -
8.25 mm arasinda degigmistir . Ayn1 ¢esidin yaparak kilifi eksplantinda n gelisen
bitkilerde k6k uzunlugu 4.50 -10.06 cm arasinda degismistir. En uzun kék 0.3 mg/l 2iP
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iceren ortamdan elde edilmistir.

Mezokotil

eksplantindan gelisen bitkilerdeki kok

uzunlugu 6.83 - 9.03 mm arasinda degismis olup, en uzun kok ise 0.3 mg/l 2iP igeren

ortamdan elde edilmistir.

Cizelge 4.7 Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerinin tohumlarinin 4giin MS ortami,
4 gin 20 mg/l 2iP, 6 giin MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir giin MS

ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip

calismalari ile ilgili parametrelerin ortalamarinin Duncan testi sonuglari

iceren MS ortaminda rejenerasyon

2iP Siirgiin olusum ytizdesi Eksplant basina siirgiin sayisi
(mg/1) (%)* (adet)*
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
digimii digimii digimii digimii
0.1 10,10b 63.03a 3.33b 40,40b 0,50b 1,56b 1,00a 2,02a
0.2 13,33a 10.00c 0.00c 53.33 a 2,00a 1,00c 0.33b 1,77b
0.3 13,33a 30.00b 33,33a 20.00c 0.33b 1,96a 0,33b 1,26¢
2iP Bitki bagina yaprak sayist Yaprak uzunlugu*
(mg/1) (adet)* (mm)*
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
digimii digimii digimii digimii
0.1 3,50b 2,73c 4,00a 7,90a 8,833 6,383 6,00 13,55
0.2 8,16a 4,50b 0.33c 5,75b 12,500 9,333 0.33 14,86
0.3 1,33c 7,63a 1,66b 5,93b 4,333 13,667 6,00 17,20
2iP Yaprak genisligil Kok olusum yuzdesi
(mg/1) (cm)** (%)**
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
digimi digimii digimi digimii
0.1 0,18b 0,10c 0,10a 0,23a(21.7 66.70 46.70 43.30
0.2 0,21a 0,16b 0,06b 0,15b|23.3 13.30 10.00 56.70
0.3 0,06¢ 0,32a 0,03c 0,13¢|06.70a 36.70 30.00 30.00
2iP Kok sayist K&k uzunlugu
(mg/1) (adet)* (cm)*
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
digimi digimii digimi digimii
0.1 5,83b 6,40c 7,15a 15,28a 7,00a 4,50c 6,88a 7,50b
0.2 7,25a 8,53b 1,33¢c 13,31b 8,25a 9,33b 3,83c 6,83c
0.3 2,50c 12,50a 4,61b 11,18b 2,66b 10,06a 5,90b 9,03a
2iP Siirgilin olusum yiizdesi Eksplant bagina siirgiin sayis1
(mg/1) (%)* (adet)*
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
digimii digimii digimii digimii
0.1 10,10b 63.03a 3.33b 40,400 0,50b 1,56b 1,00 2,02
0.2 13,33a 10.00c 0.00c 53.33 a 2,00a 1,00c 0.33 1,77
0.3 13,33a 30.00b 33,33a 20.00c 0.33b 1,96a 0,33 1,26

Aym siitiinde fakli

diizeyinde farklilik bulunmugtur
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Cizelge 4.7 Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerinin tohumlarinin 4giin MS ortami,
4 gin 20 mg/l 2iP, 6 gun MS ortaminda 6n uygulama yaptiktan sonra bir
giin MS ortaminda beklettikten sonra farkli oranda 2ip igeren MS
ortaminda rejenerasyon caligmalari ile ilgili parametrelerin ortalamarinin
Duncan testi sonuglar1 (Devam)

2iP Yaprak uzunlugu Yaprak genisligil
(mg/1) (mm)* (cm)*
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
diigiimii diiglimii diigimii diiglimii
0.1 8,833 6,383 6,00 13,55 0,18b 0,10c 0,10a 0,23a
0.2 12,500 9,333 0.33 14,86 0,21a 0,16b 0,06b 0,15b
0.3 4,333 13,667 6,00 17,20 0,06¢ 0,32a 0,03c 0,13c
2iP Kok sayist Kok uzunlugu
(mg/1) (adet)* (cm)*
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
diigiimii diigiimii diigiimii diigiimii
0.1 5,83b 6,40c 7,15a 15,28a 7,00a 4,50c 6,88a 7,50b
0.2 7,25a 8,53b 1,33c 13,31b 8,25a 9,33b 3,83c 6,83c
0.3 2,50c 12,50a 4,61b 11,18b 2,66b 10,06a 5,90b 9,03a

*Ayni siitinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde farklilil
bulunmustur

4.2.3 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 cesitlerinin tohumlarinin 24 saat 20 mg/1

2iP iceren MS ortam, kotiledon

daha sonra cimlenmis bitkicklerinden
diigiimii, Mezokotil ve kok u¢ eksplantlar1 24 saaat boyunca MS ortamina

bekletilip, farkh oranda 2ip iceren MS ortaminda rejenerasyon calismalari

Bu calismada Hamzadere ve  Osmancik c¢esitlerin tohumlar1 ylizey sterilizasyonu
yapuldiktan sonra eksplantlari24 saat boyunca 20 mg/l 2ip igeren MS ortaminda
bekletilmistir. Daha sonra ¢imlenen tohumlardan izole edilmis  kotiledon diigiimii,
Mezokotil ve kolriza eksplantlar1 1 giin boyunca MS ortaminda kiiltiire alinmis, olup,
her 3 eksplant ayri ayr1 0.1 ,02,ve 0.3 mg/1 2ip ile 2gr/1 aktif komiir iceren MS ortamina
alimmistir. Her 3 eksplantindan siiriigiin olusum yiizdesi, explant basina kardeslenme,
yaprak sayisi (adet),ortalama yaprak uzunlugu , ortalama yaprak genisligi (cm), kdk
olusum ylizdesi, kok sayis1 ve ortalama kok uzunlugu ile ilgili verilere ait degerler

varyans analizine tabi tutulmustur. Elde edilen sonugclarsi ¢izelge 4.8 de verilmistir.

Kolriza eksplantindan her hangi bir siirgiin olusumu elde edilmemistir.
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Sirgin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayist (adet), bitki basina yaprak
sayist (adet), yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm), (%), bitki basina kok sayisi
(adet) ve kok olusum yuzdesi bakimindan c¢esitler arasinda farklilik goriilmemistir ve

Kok uzunlugu (cm) bakimindan gesitler arasinda 0.05 diizeyinde farklilik gortilmustdr.

Siirgiin olusum yiizdesi (%), Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Bitki bagina Yaprak
sayist (adet), yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm), bitki bagina kok sayist
(adet), Kok uzunlugu (cm) bakimindan ortamlar arasinda her hangi bir farklilik
izlenmemistir ve  kok olusum yiizdesi (%) bakimindan ortamlar arasinda 0.05

diizeyinde farklilik goriilmustiir.

Siirgiin olusum yiizdesi (%), bakimindan eksplantlar arasinda farklilik goériilmemistir.
Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), bitki basina Yaprak sayisi (adet), yaprak uzunlugu
(cm), yaprak genisligi (cm), kok olusum yuzdesi (%), bitki basina kok sayist (adet),
kok uzunlugu (cm) bakimindan eksplantlar arasinda 0.05 dizeyinde faklilik
izlenmistir. Siirgiin olusum yiizdesi (%),yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm),
kok olusum yuzdesi (%), bitki basina kok sayisi (adet), kok uzunlugu (cm)
bakimindan ¢esit ve ortamlar arasinda her hangi bir etkilesim bulunmamustir ve eksplant
basina siirgiin sayis1 (adet) ve bitki bagina yaprak sayisi (adet) bakimindan ¢esitler ve
ortamlar arasindaki farklilik 0.05 duzeyinde o6nemli oldugu goriilmiistiir. Sirgin
olusum yiizdesi (%),yaprak genisligi (cm) ve kok olusum ylzdesi (%), bakimindan
cesit ve eksplant arasinda her hangi etkilesim bulunmamustir. Eksplant basina slrgin
sayis1 (adet), Bitki basina Yaprak sayisi (adet), yaprak uzunlugu (cm), bitki basina kok
sayist (adet), Kok uzunlugu (cm) bakimindan gesitler ve ortamlar arasinda farklilik

0.05 diizeyinde 6nemli oldugu gozlenmistir.

Siirglin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Bitki basina yaprak
sayis1 (adet), yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm), kok olusum yiizdesi (%),
bitki basia kok sayisi (adet), kok uzunlugu (cm) bakimindan ortamlar ve eksplantlar

arasinda her hangi bir etkilesim bulunmamastir.
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Siirgiin olusum yiizdesi (%), eksplant bagina siirgiin sayist (adet), bitki basina yaprak
sayisi (adet), kok olusum yuzdesi (%), bitki basina kok sayisi (adet), kok uzunlugu
(cm) bakimindan gesitler, ortamlar ve cksplantlar arasinda 6nemli bir farklilik
gorilmemistir. Yaprak uzunlugu ve yaprak genisligi (cm), (cm) bakimindan cesitler,

ortamlar ve eksplantlar arasinda farklilikn 0.05 diizeyinde énemli oldugu goriilmiistiir.

Ortalamalar arasinda 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari

Cizelge 4.9 da verilmistir.

Elde edilen etkilesim sonuglariyla ilgili Duncan testi sonuglar1 Cizelge de verilmistir.
Elde edilen sonuglarina gore Hamzadere ¢esidinde kotiledon diigiimii  Uzerinde

stirgiin olusum yiizdesi %6.67 ve 26.67 arasinda ve Mezokotil (zerinde ise % 16.67
ve 36.67 arasinda degismistir. Osmancik g¢esidinde kotiledon diigiimii eksplantinda
stirglin olusumu  %16.67 ve 30 arasinda ve  Mezokotil tizerinde gelisen siirgiin

olusumu %13.33 ile 23.33 arasinda degismistir.

Elde edilen sonuglara gore Hamzadere ¢esidinde kotiledon diigiimii zerinde eksplant
basina iirgilin sayist 0.06 ile 1.76 adet arasinda degismistir. Mezokotil iizerinde gelisen
eksplant basina siirgiin sayis1 ise 0.36 ve 0.67 arasinda degismistir. Osmancik ¢esidinde
kotiledon diigiimii Uzerinde gelisen eksplant basina siirgiin sayist1 0.67 ve 1.00 adet
arasinda ve Mezokotil {izerinde gelisen tiim ortamlar Uzerinde gelisen eksplant bagina

stirgiin sayist ise 0.67 olarak belirlenmistir.

Bitki basina yaprak sayisi bakimindan Hamzadere c¢esidinde  kotiledon digiimii
Uzerinde 2.67 ile 8.33 adet yaprak olusum izlenmistir. Mezokotil eksplant (zerinde
gelisen yaprak sayist ise 2.47 ve 3.00 adet yaprak arasinda degigmistir. Osmancik
cesidinde kotiledon diigiimii tizerinde yaprak sayisi 3.50 ve 4.47 adet arasinda ve

Mezokotil tizerinde gelisen yaprak sayist ise 2.86-3.11 adet arsinda degismistir.

Hamzadere ¢esidinde kotiledon diigiimii Uzerinde yaprak uzunlugu 10.33 ile 29.47

cm ve Mezokotil Gzerinde 8.33 ve 15.38 cm arasinda izlenmistir. Osmancik ¢esidinde
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kotiledon diigiimii Uzerinde 13.50 ve 25.33 cm arasinda ve Mezokotil (zerinde

yaprak uzunlugu 16.11 ile 19.16 cm arasinda degismistir.

Hamzadere gesidinde kotiledon diigiimii Uzerinde yaprak genisligi 0.05-0.24 cm
arasinda ve Mezokotil eksplantinda ise yaprak genisligi  0.0.06 -0.11 cm arasinda ve
Osmancik ¢esidinde  Kkotiledon diigiimii Gzerinde 0.12 ve 0.21 cm arasinda ve
Mezokaotil tizerinde gelisen tiim ortamlar Uzerinde yaprak genisligi 0.07 -0.15 arasinda

degismistir.

Hamzadere gesidinde kotiledon diigimti Gzerinde %23.33 - 40.00 ve Mezokotil
tzerinde %16.67-36.66 arasinda degismistir. Osmancik ¢esidinde  kotiledon diigiimii
uzerinde %23.33 ve 40.00 ve Mezokotil lzerinde gelisen tiim ortamlar tizerinde 13.33
ve 33.33 arasinda degismistir. Hamzadere ¢esidinde kotiledon diigiimii tzerinde 9.47-
16.53 adet ve Mezokotil Uzerinde 3.13-4.11 adet kok izlenmistir. Osmancik ¢esidinde
kotiledon digiimii Gzerinde 6.67 - 9.91 ve mezokotil (zerinde tum ortamlarda 3.87

ve 8.00 adet kok olusumu izlenmistir.

Hamzadere ¢esidinde kotiledon diigiimii zerinde 8.37 -10.47 cm uzun ve Mezokotil
Uzerinde 2.97 -5.17 cm ve Osmancik ¢esidinde kotiledon diigiimii Uzerinde 9.47 -
11.01 cm uzun ve Mezokotil {izerinde gelisen ortamlar Uzerinde 7.43 - 9.52 cm uzun

kokler elde edilmistir.
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Cizelge 4.8 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 ¢esitlerinin tohumlarinin 24 saat 20 mg/1
2iP igeren MS ortami, daha sonra ¢imlenmis bitkiciklerinden kotiledon
diiglimii, Mezokotil ve kok u¢ eksplantlar1 24 saaat boyunca MS ortamina
bekletilip, farkli oranda 2ip igeren MS ortaminda rejenerasyon ¢alismalari
ili 1lgili parametre ortalamalarinin varians analizi sonuglari

VK Sd Siirglin olusum Eksplant bagina Bitki bagma Yaprak
yuzdesi (%) stirgiin sayis1 (adet) say1s1 (adet)
Ko F Ko F Ko F
Cesit 1 69,44 0,18 0,16 0,36 2,07 0,21
Ortamlar 2 36,11 0,09 0,29 0,66 5,09 0,53
Eksplant 1 69,44 0,18 1,44 3,26* 22,40 2,35*
cesit x ortamlar 2 186,11 0,48 0,49 1,11* 10,48 1,10*
gesit x eksplant 1 469,44 1,23 0,49 1,11* 4,74 0,49*
ortamlar x eksplant 2 52,77 0,13 0,12 0,28 4,47 0,47
gesit X ortamlar X 2 602,77 1,58 0,17 0,39 6,67 0,70
eksplant
Hata 24 | 380,55* 0,44 9,49
Genel toplam 35
VK Sd Yaprak uzunlugu Yaprak genisligi Kok olusum yuzdesi
(cm) (cm) (%)
Ko F KO F KO F
Cesit 1 61,72 0,36 0,001 0,07 177,77 0,53
Ortamlar 2 19,75 0,11 0,005 0,41 719,44 2,15*
Eksplant 1 235,00 1,37* 0,049 4,05* 711,11 2,13*
¢esit x ortamlar 2 71,87 0,42 0,008 0,64 19,44 0,05
gesit x eksplant 1 101,20 0,59* 0 0,00 44 44 0,13
ortamlar x eksplant 2 89,78 0,52 0,007 0,61 352,77 1,05*
gesit x ortamlar x | 2 251,23 1,46* 0,026 2,18* 52,77 0,15
eksplant
Hata 24 | 171,31 0,012 333,333
Genel toplam 35
VK Sd Bitki bsina kdk sayist Kok uzunlugu
(adet) (cm)
KO F KO F
Cesit 1 5,81 0,19 59,650 | 2,93*
Ortamlar 2 1,65 0,05 1,151 0,05
Eksplant 1 262,60 8,92* 110,11 | 5,40*
0
¢esit x ortamlar 2 22,96 0,78 2,964 0,14
gesit x eksplant 1 91,68 3,11* 17,389 | 0,85*
ortamlar x eksplant 2 26,85 0,91* 7,983 0,39
cesit X ortamlar X 2 14,32 0,48 1,487 0,07
eksplant
Hata 24 | 29,43 20,362
Genel toplam 35
*p<0.05**p<0.01
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Cizelge 4.9 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 gesitlerinin tohumlarinin 24 saat 20 mg/|

2iP iceren MS ortami,

daha sonra ¢imlenmis bitkiciklerden

kotiledon

diiglimu , Mezokotil ve kok ug eksplantlari 24 saaat boyunca MS ortaminda
bekletilip, farkli oranda 2ip igeren MS ortaminda rejenerasyon ¢alismalari

ili ilgili parametre ortalamalarinin Duncan testi sonuglari

2ip Siirgiin olusum yiizdesi Eksplant basina siirgiin sayisi
(mg/l) (%)* (adet)

Hamzadere | Osmancik | Hamzadere | Osmancik Hamzadere Osmancik
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon |Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
diigiimu diigiimu diigiimu diigiimu

0.1 |26.67 26.67 16.67 13.33 1,76 0,66 0,83 0,67
0.2 |6.67 36.67 30.00 13.33 0,66 0,36 1,00 0,67
0.3 |16.67 16.67 16.67 23.33 1,16 0,66 0,67 0,67
2ip Bitki basina Yaprak sayisi Yaprak uzunlugu
(mg/l) (adet) (cm)
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik

Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon |Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil

digimu digimu digiimu digimu
0.1 |8,33 3,00 3,50 2,87 29,47a 8,33b 17,93b 16,22b
0.2 |2,67 2,47 4,47 3,11 10,33c 15,38a 25,33a 16,11b
0.3 |4,25 2,87 3,67 3,10 19,167b |9,86b 13,50c 19,16a
2ip Yaprak genisligi Kok olugum yuzdesi
(mg/1) (cm)* (%)
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik

Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon |Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil

diigiimu diigiimu diigiimu diigiimu
0.1 |0,24a 0,10a 0,19b 0,07b 40,00 26,67 40,00 13,33
0.2 |0,05b 0,11a 0,21a 0,07b 36,67 36,67 30,00 33,33
0.3 |0,20a 0,06b 0,12¢c 0,15a 23,33 16,67 23,33 13,33
2ip Bitki bsina kok sayist Kok uzunlugu
(mg/l) (adet) (cm)
Hamzadere Osmancik Hamzadere Osmancik

Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon |Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
diigiimu diigiimu diigiimu diigiimu

0.1 |16,53 3,13 7,85 3,86 10,46 2,96 11,01 7,77
0.2 |9,46 4,11 9,91 5,93 8,66 5,16 9,46 7,43
0.3 |10,41 3,38 6,66 8,00 8,37 471 10,58 9,52

** Ayni siitiinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde farklilik
bulunmustur
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4.2.4 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 cesitlerinin tohumlarn 4 giin MS
ortaminda ¢cimlendirilmis olup, ler giin 100 mg/l NAA iceren MS ortaminda
ve 1 giin MS ortaminda bekletildikten sonra  ¢imlenmis bitkicklerden
kotiledon diigiimii, Mezokotil ve kok u¢ eksplantlar1 24 saaat boyunca MS
ortaminda bekletilip, farkh oranda 2ip iceren MS ortaminda rejenerasyon

calismalan

Bu calismada Hamzadere ve Osmancik cesitlerin  steril edilmis tohumlar 4 giin
boyunca MS ortaminda ¢imlendirilmistir. Daha sonra ¢imlenmis tohumlar1 ler gin
boyunca 100 mg/l NAA igeren MS ortamina 6n muamele yapmak i¢in bekletilmistir.
Gelisen tohumlardan kotiledon digimii 1 cm lik mezokotil ve 1 cm uzun kolriza
eksplantlar1 ayr1 ayr1 0.1, 02 ,ve 0.3 mg/1 2ip ile 2gr/l aktif komiir iceren MS ortaminda
27 gun rejenerasyona birakilmistir. Bu ¢alisma 3 tekerriirden olusup, her tekerriirde 10

bitki olmak Uzere her muamelede 30 eksplant kullanilmistir.

Kolriza eksplantindan her bir hangi rejenerasyon elde edilememistir. kotiledon
digimii ve Mezokotil eksplant Uizerinde uygulamalarin etkileri Siirgiin olusum yiizdesi
(%), Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Bitki basina Yaprak sayis1 (adet), , Yaprak
uzunlugu (cm), Yaprak genisligi (cm), Kok olusum yuzdesine (%)ait veriler varyans

analizine tabii tutulmustur ve sonuglar1 Cizelge 4.10 de verilmistir.

Elde edilen sonuglarina gore Siirgiin olusum yiizdesi (%), eksplant basina stirgiin sayisi
(adet), Bitki basina Yaprak sayis1 (adet), yaprak uzunlugu, yaprak genisligi, kok olusum
yuzdesi, bitki basina kok sayisi ve kok uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda énemli

bir farklilik izlenmemistir.

Siirgiin olusum yiizdesi (%), Eksplant basina siirgiin sayist (adet), kok olusum yiizdesi
ve bitki basina kok sayis1 bakimindan ortamlar arasinda farklilik goriillmemistir. Bitki
basina Yaprak sayist (adet), yaprak uzunlugu, yaprak genisligi, ve kok uzunlugu

bakimindan ortamlar arasinda farklilikn 0.05 diizeyinde 6nemli oldugu gOriilmiistiir.
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Siirgilin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayist (adet), yaprak uzunlugu, kok
olusum yiizdesi, bakimindan explantlar arasinda farklilikn 0.01 dizeyinde Onemli
oldugu izlenmistir. Bitki basina Yaprak sayisi (adet), bitki bagina kok sayisi ve kok
uzunlugu bakimindan explantlar arasindaki farklilikn 0.05 dizeyinde 6nemli oldugu
izlenmistir. Yaprak genisligi bakimindan explantlar arasinda her hangi bir farklilik

izlenmemistir.

Siirgiin olusum yiizdesi (%), Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Bitki basina yaprak
sayis1 (adet), yaprak genisligi, kok olusum yiizdesi, bitki basina kok sayist ve kok
uzunlugu bakimindan g¢esit ve ortamlar arasindaki farklilikn 0.05 dizeyinde 6nemli
oldugu izlenmemisken, yaprak uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda herhangi bir

farklilik izlenmemistir.

Siirgiin olusum yiizdesi (%), Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), Bitki bagina Yaprak
sayist (adet), yaprak genisligi, bitki basina kok sayist ve kok uzunlugu bakimindan
cesit ve eksplantlar arasindaki farklilikn 0.05 diizeyinde 6nemli olmadigi goriilmiistiir.
Yaprak uzunlugu ve kok olusum yiizdesi bakimindan ¢esit ve eksplantlar arasinda her

hangi bir etkilesim izlenmemistir.

Siirgilin olusum yiizdesi (%), Eksplant basina sirgiin sayis1 (adet), Bitki basina Yaprak
sayist (adet), kok olusum yiizdesi, bakimindan ortamlar ve eksplantlar arasinda
herhangi bir farklilik izlenmemistir. Yaprak uzunlugu, yaprak genisligi, bitki bagina kok
sayist ve kok uzunlugu bakimindan ortamlar ve eksplantlar arasindaki farklilik 0.05

dizeyinde 6nemli oldugu izlenmistir.

Siirglin olusum yiizdesi (%),yaprak genisligi, kok olusum yiizdesi, bitki basma kok
sayist ve kok uzunlugu bakimindan gesitler, ortamlar ve eksplant arasinda her hangi
etkilesim izlenmistir. EKsplant basina siirgiin sayis1 (adet), Bitki basina Yaprak sayisi
(adet) ve yaprak uzunlugu bakimindan gesitler, ortamlar ve e¢ksplantlar arasinda 0.05

diizeyinde etkilesim bulunmustur.
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Hamzadere kotiledon diigiimii eksplantinda siirgiin olusumu (%6.67) sadece 0.1 mg/I
2iP iceren MS ortamindan elde edilmistir. Mezokotil eksplantinda ise siirglin olusumu
%63.33 — 93.33 arasinda degismistir (cizelge 4.11). En fazla siirgiin olusumu 0.3mg/1
2ip iceren ortmindan elde edilmistir. Osmancik ¢esidinde siirgiin olusum %3.33 -
10.00 arasinda degismis olup, 2 mg/l 2ip igeren MS ortamindan siirgiin olusumu elde
edilememistir. Buna kars1 mezokotil eksplantindan ise siirgiin olusum yiizdesi %40 —
76.67 arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusum 0.1 mg/1 2ip igeren MS ortamindan

elde edilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayist Hamzadere ¢esidi  kotiledon diigiimii eksplant, 0.1 mg/I
2 ip iceren MS ortaminda gelisen bitkiler lizerinde gelisen siirgiinlerin sayisi 1.33 olarak
belirlenmistir. Mezokotil eksplant tizerinde gelisen eksplantlarda Eksplant basina
stirgiin sayis1 ise 1.00 olarak tepit edilmistir Osmancik ¢esidinde kotiledon diigiimii
eksplant basina siirgiin sayist 0.33 ile 0.76 arasinda degismistir. Osmancik g¢esidinde
Mezokotil eksplant basina siirgiin sayis1 1.00 ile 1.04 arasinda degismistir.

Hamzadere ¢esidi kotiledon diigimii eksplant, 0.1 mg/l 2 ip iceren MS ortaminda
gelisen bitkiler tizerinde gelisen Bitki basina 1.33 adet yaprak sayilmistir. Mezokotil
eksplant lizerinde gelisen eksplantlarda Bitki basina yaprak sayisi ise 3.67 -3.94
arasinda degismistir. Osmancik g¢esidinde kotiledon diigiimii Bitki basina Yaprak
sayist 1.33 ile 2.67 arasinda degismistir. Osmancik ¢esidinde Mezokotil bitki basina
yaprak sayisi 13.52 — 14.41 arasinda degismistir.

0.1mg/l 2ip igeren MS ortami hamzadere gesidi kotiledon diigiimii eksplanti tizerinde
gelisen bitkilerde yaprak uzunlugu 8.67 olarak ispat edilmistir. Mezokotil tzerinde
gelisen eksplantlarin yaprak uzunlugu 15.67 ile 19.27 cm arasinda degismistir. En
uzun yapraklar1 0.3 mg/l 2ip iceren MS ortamindan elde edilmistir. Osmancik gesidi
yaprak uzunlugu 8.77 -9.33 cm arasinda degismistir. Mezokotil eksplantindan gelisen
bitkilerin yaprak uzunlugu 18.13 — 23.29 cm arasinda degismistir ve en uzun yapraklari

0.3 mg/l 2iP iceren MS ortamindan elde edilmistir.
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Hamzadere c¢esidi kotiledon digimi 0.1 mg/l 2ip iceren MS ortaminda gelisen
yapraklarin genisligi 0.83 olarak belirlenmistir. Mezokotil eksplant lizerinde gelisen
bitkilerin yaprak genisligi 0.123 ile 0. 213 c¢m arasinda degismistir. En genis yapraklar
0. 2 mg/l 2ip iceren MS ortamindan elde edilmistir. Osmancik ¢esidinde ise kotiledon
diigiimii {lizerinde geligsen bitkilerin yaprak genisligi 0.06 ve 0.10 arasinda degismistir.
Yaprak kilifi eksplant iizerinde gelisen bitkilerin yaprak genisligi 0.13 ile 0.14 cm

arasinda degistigi gozlenmistir.

Hamzadere kotiledon diigiimii iizerinde kok olusumu %36.67 olarak not edilmistir.
Mezokotil eksplant iizerinde gelisen bitkilerde kdk olusumu %63.33 — 93.33 arasinda
degismistir.  Osmancik c¢esidinde Kkotiledon diigiimii  eksplanti {izerinde gelisen
bitkilerde kok olusum yiizdesi 30.00 - 36.67 arasinda degismistir. 0.2 mg/l 2ip iceren
ortaminda gelisen bitkilerde hi¢ kok olusumu gozlenmemistir. Osmancik c¢esidi
Mezokotil eksplant Gzerinde gelisen bitkilerde kok olusumu yuzdesi 50.00 — 76.67
arasinda degismistir. En fazla ve en az kok olusum sirasiyla 0.1 ve 0.3 mg/l 2ip iceren

MS ortam iizerinde gelisen bitkilerde izlenmistir.

Hamzadere ¢esidi kotiledon diigiimii eksplant iizerinde gelisen bitkilerde bitki basina
kok sayist 10.36 adet olarak belirlenmistir. Hamzadere Mezokotil eksplant izerinde
gelisen bitkilerde kok sayist 5. 88 ve 7.03 adet arasinda degismistir. Osmancik gesidi
kotiledon diigiimii eksplanti kok sayis1 0.10 - 4.00 arasinda degismistir. Mezokaotil
eksplant tizerinde gelisen bitkilerde kok sayis1 5.29 - 7.59 adet arasinda degismistir.

Hamzadere ¢esidi kotiledon diigiimii tizerinde gelisen bitkilerin k6k uzunlugu 9.67 cm
olarak oOlglilmiistir. Hamzadere ¢esidi Mezokotil (zerinde gelisen  bitkilerin kok
uzunlugu 4.10 - 8.13 cm arasinda degismistir. Osmancik ¢esidi kotiledon diigiimii
eksplant1 lizerinde gelisen eksplantlar iizerinde gelisen bitkilerin kok uzunlugu 5.25 -
8.33 cm arasinda degismistir. Osmancik ¢esidi Mezokotil iizerinde gelisen eksplantlar

tizerinde gelisen bitkilerin kdk uzunlugu 6.62 —9.24 cm arasinda degismistir.
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Cizelge 4.10 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 gesitlerinin tohumlarinin 4 giin MS
ortaminda ¢imlendirilmis olup, ler giin 100 mg/l NAA igeren MS
ortamma ve 1 giin MS ortamina bekletildikten sonra ¢imlenmis
bitkiciklerinden kotiledon diiglimu , mezokotil ve kdk u¢ eksplantlar1 24
saaat boyunca MS ortaminda bekletilip, farkli oranda 2ip iceren MS
ortamda rejenerasyon calismalari ile ilgili parametre verilerinin varyans
analizi sonuglari

VK sd | Siirgiin olusum yiizdesi Eksplant basina Bitki bagma Yaprak
(%) stirgilin say1si say1st
(adet) (adet)
KO F KO F KO F
Cesit 1 625,00 1,92* 0,16 0,81* 80,28 2,49*
Ortamlar 2 33,33 0,10 0,14 0,69 24,00 0,74*
Eksplant 1 42025,00 | 129,30** | 5,32 26,20** 266,77 8,30*
¢esit * ortamlar 2 533,33 1,64* 0,16 0,81* 35,86 1,11*
gesit * eksplant 1 1002,77 3,08* 0,13 0,63* 39,60 1,23*
ortamlar * eksplant | 2 233,33 0,71 0,12 0,59 22,73 0,70
gesit * ortamlar * | 2 1211,11 3,72* 0,13 0,63 13,59 0,42
eksplant
Hata 24 | 325,00 0,203 32,138
Genel Toplam 35
VK sd Yaprak uzunlugu Yaprak genisligi Kok olusum yuzdesi
(cm) (cm) (%)
KO F KO F KO F
Cesit 1 99,02 1,56* 0,138 0,77* 3802,77 | 5,92*
Ortamlar 2 64,29 1,01* 0,170 0,95* 8,33 0,01
Eksplant 1 1845,64 29,11** 0,003 0,01 14002,7 | 21,82**
7
¢esit * ortamlar 2 22,08 0,34 0,164 0,92* 1769,44 | 2,75*
gesit * eksplant 1 0,25 0,00 0,087 0,48* 136,11 0,21
ortamlar * eksplant | 2 86,15 1,35* 0,199 1,11* 252,77 0,39
gesit * ortamlar * | 2 16,46 0,26 0,176 0,99* 936,11 1,45*
eksplant
Hata 24 | 63,388 0,178 641,67
Genel Toplam 35
VK sd Bitki bsina kok sayisi Kok uzunlugu
(adet) (cm)
KO F KO F
Cesit 1 35,46 3,12* 0,37 0,05
Ortamlar 2 5,89 0,52 12,56 1,87*
Eksplant 1 7,99 0,70* 25,62 3,81*
¢esit * ortamlar 2 10,58 0,93* 13,60 2,02*
gesit * eksplant 1 41,88 3,69* 39,25 5,84*
ortamlar * eksplant | 2 19,17 1,69* 53,97 8,04*
cesit * ortamlar * | 2 19,27 1,70* 11,71 1,74*
eksplant
Hata 24 | 11,33 6,711
Genel Toplam 35

*P<0.05,**p<0.01
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Cizelge 4.11 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 gesitlerinin tohumlarinin 4 giin MS
ortaminda ¢imlendirilmis olup, ler giin 100 mg/l NAA igeren MS
ortaminda ve 1 giin MS ortaminda bekletildikten sonra c¢imlenmis
bitkiciklerden kotiledon diigiim , Mezokotil ve kok u¢ eksplantlar1 24 saaat
boyunca MS ortaminda bekletilip, farkli oranda 2ip igeren MS ortaminda
rejenerasyon ¢alismalart ile ilgili parametre verilerinin Duncan testi

sonugclari
2iP Siirgiin olusum yiizdesi
(mg/l) (%)
Hamzadere Osmancik
Kotiledon Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil
digiimii
0.1 6.67a 63.33c 3.33b 76.67a
0.2 0.00b 86.67b 0.00c 70.00a
0.3 0.00b 93.33a 10.00a 40.00b
2iP Eksplant bagina siirgiin sayisi
(mg/l) (adet)
Hamzadere Osmancik
Kotiledon Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil
diigiimii
0.1 1.33 1,000 0,333 1,00
0.2 0.00 1,000 0.00 1,00
0.3 0.00 1,000 0,767 1,04
2iP Bitki bagina Yaprak sayisi
(mg/l) (adet)
Hamzadere Osmancik
Kotiledon Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil
digiimii
0.1 1,333 3,94 1,333 3,52
0.2 0.00 3,67 0.00 8,68
0.3 0.00 3,77 2,67 14,41
2iP Yaprak uzunlugu
(mg/l) (cm)
Hamzadere Osmancik
Kotiledon Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil
diigiimii
0.1 8,67 16,187 9,333 18,133
0.2 00 15,667 0 20,149
0.3 0 19,267 8,777 23,297
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Cizelge 4.11

Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 cesitlerinin tohumlarinin 4 giin MS
ortaminda ¢imlendirilmis olup, ler giin 100 mg/l NAA igeren MS
ortaminda ve 1 gin MS ortaminda bekletildikten sonra  ¢imlenmis
bitkiciklerden kotiledon diigiim , Mezokotil ve kok u¢ eksplantlar1 24
saaat boyunca MS ortaminda bekletilip, farkli oranda 2ip iceren MS
ortaminda rejenerasyon caligmalari ile ilgili parametre verilerinin Duncan
testi sonuglar1 (Devam)

2iP Yaprak genisligi
(mg/l) (cm)
Hamzadere Osmancik
Kotiledon Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil
digimi
0.1 0,83a 0,14b 0,06a 0,13a
0.2 0.00b 0,21a 0.00b 0,13a
0.3 0.00b 0,12b 0,10a 0,14a
2iP Kok olusum yuzdesi (%)
(mg/l)
Hamzadere Osmancik
Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil Kotiledon
diigiimii
0.1 0,13a 36,67a 63,33b 36,67a
0.2 0,13a 0,00b 90,00a 0.00b
0.3 0,14a 0.00b 93.33a 30,00b
Bitki bagina kok sayisi (adet)
2iP Hamzadere Osmancik
(mg/l) Kotiledon Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil
diigiimii
1 10,36a 5,96b 4,00b 6,50b
0.1 0,00 7,03a 0.00c 7,59a
0.2 0,00 5,88b 6,10a 5,29c
0.3 Kok uzunlugu (cm)
2iP Hamzadere Osmancik
(mg/l) Kotiledon Mezokotil Kotiledon diigiimii Mezokotil
diigiimii
1 9,667a 4,100c 5,253b 6,62b
0.1 4,833c 8,133a 0.00c 9,24a
0.2 5,960b 7,023b 8,333a 9,04a
0.3

** Aynu siitiinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik

bulunmustur
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425 Hamzadere ve Osmancik celtik cesitlerinde kotiledon diigiim ve
mezokotil eksplantlar1 1 giin MS de 4 giin 20mg/l 2ip ve sonra 1gun
tekrar MS ortaminda daha sonra 0.025 mg/l, 0.05 mg/l , 0.1 mg/l ,ve 0.2

mg/l 2ip iceren MS ortamina alinmasi

Bu calismada Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerinden 120 tohum kullanilmis eksplant
olarak kotiledon digiimii ve yaprak kullanilmis.3 tekerriir her tekerriirde10 bitki den
olusmustur. bu ¢alismada tohumlar steril edildikten sonra 1 giin MS de 4 gun 20mg/I
2ip ve sonra 1gun tekrar MS ortamlarina konulup ve sonra kotiledon diigiimii zigot ve
Mezokotil olarak kesilmis ve 4 farkli ortama yani 0.025 mg/l , 0.05 mg/l , 0.1 mg/l ,ve
0.2 mg/l 2ip iceren 4 farrkliMS ortamlarina alinmistir .bu ¢aligma 2014.02.05 baslatildi
ve 2014 .04.18 son verilmiitir.ortaminda 2g/1 aktif komiir kullanmis bu ¢alismada iki
eksplant yani  kotiledon diigiimii ve yaprak kullanilmistir. Tekerrtr, eksplant basina
sirgiin sayisi, kardeslenme,yaprak sayisi(adet),en uzun yaprak uzunlugu, yaprak
genisligi(cm), kok olusum yiizdesi, kok sayisi, en uzun kok uzunlugu degerleri

alinmastir..

Kolriza eksplantindan her hangi bir rejenerasyon elde edilememistir. kotiledon
digiimii ve Mezokotil eksplant: izerinde uygulamalarin etkileri Siirgiin olusum yiizdesi
(%), eksplant basma siirgiin sayisi, kardeslenme,yaprak sayisi(adet),en uzun yaprak
uzunlugu ,yaprak genisligi(cm), ylizdesi,kok sayisi,en uzun kok uzunlugu ,degerlerde
alimmustir,3 tekerrir olarak her tekerriir 10 bitkiden olusmustur. Her parametreye ait

verilerin varyans analizi yapilmistir ve sonuglar1 Cizelge 4.12 de verilmistir.

Kok olusum ylzdesi, disi tiim parametreler bakimindan gesit, ortamlar ve eksplantlar
arasinda 0.05 diizeyinde Onemli etkilesim izlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.12°de

verilmistir.

Hamzadere Kkotiledon diigiimii eksplant basina siirgiin olusum yiizdesi %30.00-46.67
arasinda degismistir (Gizelge 4.13). Mezokotil eksplantindan ise sirgin olusum
%10.13.33 arasinda degismistir. Kotiledon diigiimii eksplantindan siirgiin olusum
%16.00 43.33 arasinda degismis olup, en fazla siirgiin olusum 0.025 mg/I 2ip iceren MS
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ortamindan siirgiin olusumu elde edilmistir. Buna karst Mezokotil eksplantindan ise
surglin olusum yiizdesi %10.00 -36.66 arasinda degsmistir. En fazla siirglin olusum
0.02 mg/l 2ip iceren MS ortamindan elde edilmistir.

Hamzadere gesidinde kotiledon diigiimii eksplant basina siirgiin sayis1 1.28 ve 1.56
arasinda degismistir. Mezokotil eksplanti {izerinde gelisen eksplant basina siirgiin sayisi
ise 0.66-1.66 arasinda degismistir. Osmancik ¢esidinde kotiledon diigiimii eksplant
basina siirgiin sayis1 3.38-18.21 arasinda degismistir. Osmancik ¢esidinde Mezokotil

eksplant basina siirgiin sayis1 2.23 -10.22 arasinda degismistir.

Hamzadere ¢esidi  kotiledon diigiimii eksplantinda yaprak uzunlugu 11.00-25.38cm
arasinda degismistir. Mezokotil eksplant iizerinde gelisen eksplantlarda Bitki basina
Yaprak uzunlugu ise 3.58-17.66 cm arasinda degismistir. Osmancik g¢esidinde
kotiledon diigiimii Bitki basina Yaprak uzunlugu 16.61-21.77 cm arasinda degismistir.
Osmancik g¢esidinde Mezokotil Bitki basina Yaprak uzunlugu 10.22-16.76 cm arasinda
degismistir.

Hamzadere ¢esidi  kotiledon diigiimii farkli oranda 2ip iceren MS ortaminda gelisen
yapraklarin genisligi 0.16 -0.30 cm olarak belirlenmistir. Mezokotil eksplant tizerinde
geligen bitkilerin yaprak genisligi 0.04 -0.21 cm arasinda degismistir. Osmancik
cesidinde ise kotiledon diiglimii iizerinde gelisen bitkilerin yaprak genisligi 0.13-0.25
cm arasinda degismistir. Mezokotil eksplant {izerinde gelisen bitkilerin yaprak genisligi

10.00 -36.67 cm arasinda degistigini gézlenmistir.

Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerin Kotiledon diigiimii  ve Mezokotil eksplant tizerinde

gelisen bitkilerde kok olusumu %100.00 olarak tepit edilmistir.

Hamzadere kotiledon diigiimii iizerinde kok sayis1 6.07-9.53 adet olarak not edilmistir.
Mezokotil eksplant iizerinde gelisen bitkilerde kok sayisi 1.25-6.37 adet arasinda
degismistir.Osmancik ¢esidinde kotiledon diigiimii eksplanti {izerinde gelisen bitkilerde

kok sayis 5.18- 11.96 adet arasinda degismistir. Osmancik 97 ¢esidi Mezokotil
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eksplant tizerinde gelisen bitkilerde kok olusum sayis 2.34- 5.72 adet arasinda
degismistir.

Hamzadere kotiledon diigiimii iizerinde kok uzunlugu 6.07-9.53 cm olarak not
edilmistir. mezokotil eksplant tizerinde gelisen bitkilerde kok uzunlugu 1.25 -6.37 cm
arasinda degismistir. Osmancik ¢esidinde kotiledon diiglimii eksplanti lizerinde gelisen
bitkilerde kok uzunlugu 5.18 -11.96 cm arasinda degismistir. Osmancik ¢esidi
Mezokotil eksplant {izerinde gelisen bitkilerde kok uzunlugu 1.99 - 12.00 cm arasinda
degismistir.

Cizelge 4.12 Celtigin Hamzadere ve Osmancik c¢esitlerinden kotiledon digimi ve
mezokotil kullanilmis.eksplantlar1 1 giin tekrar MS ortamindA 4 giin
20mg/1 2ip ve sonra lgun tekrar MS ortaminda ve daha sonra 0.025
mg/l , 0.05 mg/l, 0.1 mg/l ve 0.2 mg/l 2ip iceren MS ortaminda alinip
farkli rejenerasyon parametrelerine ait verilerin varyans analizi

VK sd Siirgln olusum | Eksplant basina siirglin | Yaprak uzunlugu
yizdesi sayisi (adet)
KO F KO F KO F
Cesit 1 533,33 1,35% 2,04 1,618* | 102,399 | 1,341*
Ortamlar 3 261,11 0,66 ,513 0,40 | 102,399 | 1,34*
Ek 1 | 4033,33 10,24 5,62 4,44* | 552,842 | 7,23*
splant -
cesit * ortamlar 3 427,77 1,08* 1,73 1,37* | 157,602 | 2,06*
ok 1 | 4033,33 10,24 0,02 0,02 | 10,416 0,13
cesit * eksplant -
ortamlar * eksplant 3 605,55 1,53* 1,40 1,11* | 15,665 0,20
cesit * ortamlar * 3 405,55 1,03* 0,69 0,55 | 13,390 0,17
eksplant
Hata 32 393,75 1,26 76,382
Genel Toplam 47
VK sd yaprak genisligi Bitki basina kok sayis1 | Kok uzunlugu
KO F KO F KO F
Cesit 1 0,00 0,01 300,00 ,689* | 128,491 | 3,832*
Ortamlar 3 0,01 0,52 247,22 ,568 61,639 | 1,838*
1 0,06 5,62* 7008,33 | 16,096* | 112,015 | 3,340*
Eksplant -
cesit * ortamlar 3 0,03 2,41* 483,33 1,110* | 119,987 | 3,578*
cesit * eksplant 1 0,004 0,36 3333,33 7,656* ,038 ,001
ortamlar * eksplant 3 0,01 0,40 1413,88 3,247* 40,117 | 1,196*
cesit * ortamlar * 3 0,01 0,67 794,44 1,825* 53,755 | 1,603*
eksplant
Hata 32 0,012 435,41** 33,534
Genel Toplam 47
*p<0.05
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Cizelge 4. 13 Celtiginim Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerinden kotiledon diigiimii ve
mezokotil kullanilmis.eksplantlar1 1 giin MS de 4 giin 20mg/1 2ip ve
sonra 1gun tekrar MS ortaminda ve daha sonra 0.025 mg/l , 0.05 mg/I ,
0.1 mg/l,ve 0.2 mg/l 2ip igeren MS ortaminda alinip farkli rejenerasyon
parametrelerine ait ortalamalarin Duncan testi sonuglari

2iP Siirgiin olusum ytizdesi Eksplant bagoina siirgiin sayist
(mg/1) (%) (adet)
Hamzadere Osmancik 97 Hamzadere
Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokaotil
diigiimu diigiimu diiglimu diiglimu
0.025 46,67c 10,00b 43,33a 16,66¢ 1,49 0,66 2,52 10,22
0.050 66,67a 13,33b 20,00b 33,33b 1,76 0,88 2,75 2,23
0.1 53,33b 13,33a 16,66¢ 10,00d 1,28 1,66 0,83 6,50
0.2 30,00d 13,33a 16,66¢ 36,6a 1,56 0,33 1,83 15,30
2iP Yaprak uzunlugu Yaprak genisligi (cm)
(mg/1) Hamzadere Osmancik 97 Hamzadere
Kotiledon |Mezoko | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil
diigiimu til diigiimu digiimu digiimu
0.025 16,94 8,83 18,247 10,22 0,22 0,13 0,23 16,67
0.050 23,05 15,41 21,277 11,14 0,25 0,19 0,25 33,33
0.1 25,38 17,66 16,610 11,33 0,30 0,21 0,13 10,00
0.2 11,00 3,58 16,750 16,76 0,16 0,04 0,24 36,67
2iP Kok sayis1 (adet) K&k uzunlugu
(mg/1) Hamzadere Osmancik 97 Hamzadere Osmancik 97
Kotiledon |Mezoko | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil | Kotiledon | Mezokotil
diigiimu til diigiimu digiimu digiimu
0.025 9,53a 3,33b 11,96a 5,72 9,53a 3,33b 11,96a 12.00a
0.050 6,07c 6,37a 11,71a 2,34 6,07d 6,37a 11,71a 10.22b
0.1 8,63b 6,33a 5,18bc 4,16 8,63b 6,33a 5,18b 5,03c
0.2 6,68¢c 1,25¢ 6,75b 5,17 6,68¢c 1,25¢ 6,75b 1.99d

*Ayni siitiinde fakli harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik
bulunmustur
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4.3 Gen Aktarim Calismalar

4.3.1 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 Cesitleri icin Farklh Dozda Kanamacin
Iceren Ortaminda Yasayan Bitkilerinin Oran1 Gozlenerek LDigy (6ldiriici

dozuygp /Letal Dozuig0) Dozunun Belirlenmesi

Bitki  transformasyon c¢alismalarinda  seleksiyon i¢in  kanamisin  dozunun
ayarlanmasiGV2260 (pGV2260)::p35SGUS-INT yalniz kanamisine karsi karsi direng
tasimaktadir. Calismada gen aktarim igin kullanilan hatt1 kullanarak seleksiyon
yapabilmesi icgin celtigin her iki ¢esidine ait tohum eksplantlarindan rejenerasyon
yaparak ayr1 ayr1 kanamisine karsi letal dozu  belirlenerek transformasyon

caligmalarinda kolaylik saglanmustir.

Farkli oranda kanamisin iceren MS ortaminda her iki celtik c¢esitlerine ait 100’er adet
tohum 4 tekerrirle bollinerek seleksiyon i¢in ¢imlendirilmis olup, 15 giin sonra
yasayan bitkilerin sayisi belirlenmistir. Her Petri (tekerriir)’de 5’er adet tohum
kullanarak 20’ser Petri ile ve 100 adet tohumu ile ¢alismaya devam edilmistir. Elde
edilen sonuglar ¢izelge 4.14’de verilmistir. Sonuglaria géore Hamzadere ¢esidinde 350
ve 400 mg/l kanamisin iceren ortaminda ve Osmancik ¢esidinde ise 250, 300, 350 ve
400 mg/l kanamisin ile 15 giin igerisinde ¢imlenmis tohumlarda %100 albinolasma
goriilmiistiir. Dolayisiyla daha sonra ki transformasyon c¢alismalarinda Hamzadere
cesidinde 350 mg/l ve Osmancik ¢esidinde 250 mg/l kanamisin dozunu seleksiyon

amaciyla kullanilmistir (Sekil 4.3 a, b).
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Sekil 4. 4 Seleksiyon amaciyla Hamzadere ve Osmancik c¢esitlerinde kanamisin
dozunu optimize ederek Letal dozun (LD 100) belirlenmesi 300 mg/I
Kanamisin iceren MS ortaminda Hamzadere ¢esidi ve 250 mg/l Kanamisin
iceren ortaminda Osmancik 97 ¢esidinden albino bitkilerin elde edilmesi

Cizelge 4.14 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 Cesitleri igin Farkli Dozda Kanamacin
Iceren Ortaminda &len Bitkilerinin Oranmnm  Gozlenerek

(6ldiricu dozul00 /Letal Dozul00) Dozunu Belirlenmesi

LD100

Kanamisin (mg/l)

50

100

150

200

250

300

350

400

Hamzadere

cesidi

13.39

20.00

16.66

23.33

40.00

90.00

100.00

100.00

Osmancik ¢esidi

46.66

46.66

56.66

60.00

100.00

100.00

100.00

100.00

Bitkilerde ilk genetik transformasyon ¢aligmasi

1983 yilinda

Agrobacterium

tumefaciens vektorii ile gerceklestirilmistir. (Caplan vd 1983, Zambryski vd 1983).

Transformasyon caligmalarinda gen aktarim yontemleri ile beraber gen aktarilmig

hiicrelerden yeni transgenik bitkilerin elde edilmesi ¢ok dnemlidir. Diinya ¢apinda gen

aktarilan bitkilerin sayisi siirekli olarak artmaktadir; ancak, Tiirkiye’de geltik bitkisinde

gen aktarimi konusunda c¢aligsmalar bulunmamaktadir.
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4.3.2 Agrobacterium  tumefaciens’in  A281:: P35 Gus INT hattiyla Celtik

Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine gen aktarim

Celtik Hamzadere ve Osmancik cesitlerine ait 200’er adet tohum ¢imlendirildikten 2
gun sonra tohum, kotiledon diigiimii ve endosperm eksplantlariyla A. tumefaciens 'in
onkogenik A281 hattina ait siispansiyonuyla 45 dk muamele edilmistir. Daha sonra
eksplantlar1 1 giin boyunca kanamisin icermeyen MS ortaminda ko kultlivasyon igin
birakilmistir. Ko kultlivasyon yapilmis eksplantlarda kok olusumunu g6zlemek igin tim
eksplantlara 200 mg/l Duocid pfizer igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis olup, 15
giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 151k altinda 24 +1°C’de kiiltiire
alinarak numaralandirilmistir. Denemedeki bitkilerden yaprak oOrnekleri alinarak
etiketlenmis ependorf tiipler igerisinde I’er adet yaprak Ornegi iizerinde gus

histokimyasal analizi icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38°C’de bekletilmistir.

Yapilan denmelerde A. tumefaciens ile muamele edilmemis bitkiler ile kiyaslama
sonucu muamele edilmis bitkilerde daha fazla ve kalabalik kok olusumu gozlenirken her
hangi bir timor olusumu gozlenmemistir.  Yaprak Orneklerinin klorofillerini
parcalamak ve gus geninin ekspresiyonu icin drnekleri %96 etanol igerisinde 48 saat
bekletilmistir. Daha sonra, alinan Orneklerin maviye boyanmasi ile GUS pozitif

bitkiler aranmistir.

Her iki ¢eside ait tohum ve Kkotiledon diigiimii eksplantindan gelisen transgenik aday
bitkilerinin yaprak érnekleri incelenince %100 gus pozitif bitki elde edilmistir (¢izelge
4.15). Muamele edilmis bitkilerde her hangi bir oranda timor olusumu gézlenmemistir;
ancak, normal orandan fazla kok olusum gozlenmistir (Sekil 4.5) .Her iki bitkiye ait

endosperm eksplantindan her hangi bir rejenerasyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.5 Agrobacterium tumefaciens’in A281:: P35 Gus INT hattiyla Celtik
Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerinin kotiledon diigiimii eksplanti vasitasiyla
gen aktarimi

(a, b) Hamzadere gesidinde ve (b) Osmancik ¢esidinde bitkilerde yogun kok olusumu

(c) Yaprak orneklerinde histokimyasal gus analizi yontemi ile gus ekspresiyonu

Cizelge 4.15 Agrobacterium tumefaciens’'in  A281:: P35 Gus INT hattiyla celtik

Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine gen aktarimi

Cesit | Bakteri Eksplant Canli kalan bitki Tiimor olusum | Gus pozitive bitki
sayisi orani orani
(adet) (%) (%)
A281 Tohum 200.00 0.00 100.00
A281 Kotiledon 200.00 0.00 100.00
L digiimi
3
N
% A281 Endosperm 0.00 0.00 0.00
T
A281 Tohum 200.00 0.00 100.00
A281 Kotiledon 200.00 0.00 100.00
~ digiimi
Q
5
g A281 Endosperm 0.00 0.00 0.00
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4.3.3 Agrobacterium rhizogenes’in 15834 PRGGbar  hattiyla Hamzadere ve

Osmancik cesitlerine gen aktarim

Celtik Hamzadere ve Osmancik cesitlerine ait 100’er adet tohum ¢imlendirildikten 2
gin sonra A. rhizogenesin 15834 PRGGbar hattina ait siispansiyonuyla 45 dk
muamele edilmistir. Daha sonra eksplantlar 2 giin boyunca MS ortaminda ko
kiltuvasyon igin birakilmigtir. Ko kultivasyon yapilmis eksplantlarinda kok olusumunu
gozlemek icin tim eksplantlar 400 mg/l Duocid pfizer iceren MS ortaminda Kultire
alinmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 u mol fotons/m?/s 151k altinda 24

+1°C’de kiiltiire alinmistir. Calismada %100 siirgiin olusum elde edilmistir.

Dolayisiyla, varyans aanalizi yapilmamistir. Geri kalan parametrelere ait varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.16’de verilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore kardeslenme,
yaprak sayisi ve yaprak genisligi bakimindan cesitler arasinda 0.01 diizeyinde ve kuru
agirhgr bakimindan cesitler arasinda 0.05 diizeyinde farklilik goriilmiistiir. Sirgiin
olusum ylizdesi, yaprak uzunlugu, kok olusum yiizdesi ve yas agirligi bakimindan
cesitlerde her hangi bir farklilik goriillmemistir. Ortalamar arasinda faklilig1 belirlemek
amaciyla yapilan t testi sonuglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore
Osmancik ¢esidi Hamzadere ¢esidine gore yaprak genisligi hari¢ her bakimindan {istiin
olarak belirgin farklilik gostermistir. Bu denemede Test edilmis her iki ¢eside ait
transgenik aday bitkilerinin yaprak érnekleri incelenince %100 gus pozitif bitki elde
edilmistir. Elde edilen sonuclara gore her iki ¢esidinde siirgiin olusum yiizdesi (%100)
ve kok olusum yiizdesi (%100) bakimindan her iki ¢esit arasi her hangi bir farklilik
goriilmemistir. Yapilan denmelerde A. rhizogenes ile muamele edilmemis bitkileri ile
kiyaslama sonucu muamele edilmis bitkilerde daha fazla ve kalabalik kok olusumu

gozlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 A. rhizogenesin 15834 PRGGbar hattiyla, a. arastiric1 ¢alismasonuglari
imcelerken, b. Hamzadere ve c. Osmancik gesitlerine gen aktarimi sonucu
yogun kok olusumu

Cizelge 4.16 Agrobacterium rhizogenes’in 15834 PRGGbar hattiyla Hamzadere ve
Osmancik ¢esitlerine gen aktarimi ile ilgili parametrelerie ait varyans
analizi sonuglar1

VK sd Siirgiin olusum yiizdesi Kardeslenme (adet) Yaprak sayis1 (adet)
(%)
KO F KO F KO F
Cesit 1 0.00 0.00 0,27 4,15%* 25,06 10,03**
hata 6 0.00 0,06 2,49
Genel
7
toplam
VK sd | Yaprak uzunlugu (cm) Yaprak giinesligi (cm) Kok olusum yiizdesi
(%)
KO F KO F KO F
Cesit 1 1,14 0,56 0,04 4,19%* 0.00 0.00
hata 6 2,00 0,01 0.00
Genel 7
toplam
VK sd Yas agirhigr (g) Kuru agirligi (Q)
KO F KO F
Cesit 1 3,36 0,29 0,12 1,08*
hata 6 11,38 0,11
Genel
7
toplam
*P<0.05,** p<0.01
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Cizelge 4.17 Agrobacterium rhizogenes’in 15834 PRGGbar hattiyla Hamzadere ve
Osmancik c¢esitlerine gen aktarimu ile ilgili parametrelere ait ortalmalarin t

testi analiz sonuglari

Cesitler Sirgin  |Kardeslenme |Yaprak sayisi|  Yaprak Yaprak
olusum (adet)** (adet)** uzunlugu giinesligi
YUZdeSi (%) (cm) (Cm)**
Hamzadere 100,00 1,742*%* 11,82** 26,58 0,48**
Osmancik 100,00 2,11 15,36 27,34 0,33
Cesitler KOk olusum | Yas agirhigr | Kuru agirlign| Gus pozitiv
yuzdesi (%) (9) (9)* bitki orani
Hamzadere 100,00 30,86 1,85 100.00
Osmancik 100,00 32,16 2,09 100.00

*Ayni siitiinde  ortalamalar arasindaki farkliklar t testine gore 0.05 diizeyinde 6nemli ¢ikmuistir.

** Ayni siitiinde  ortalamalar arasindaki farkliklar t testine gore 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir.

4.3.4 Agrobacterium tumefaciens’in GV2260:: p35 gus INT hattiyla Celtik

Hamzadere ve Osmancik 97 c¢esitlerine gen aktarim

Daha sonra, GV2260 (pGV2260)::p35SGUS-INT A. tumefaciens hattiyla yapilan
calismalarda Hamzadere c¢esidinin seleksiyonu i¢in 300 mg/l kanamisin ve Osmancik

¢esidinin seleksiyonu igin 250 mg/l kanamisin dozun kullanilmustir.

Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine ait tohumlar ¢imlendirdikten 2 giin sonra
tohum, kotiledon diigiimii ve endosperm eksplantlariyla A. tumefaciens’'in GV2260::
p35 gus INT hattina ait siispansiyonuyla 45 dk inokulasyona tabii tutulmustur. Daha
sonra Hamzadere gesidine ait 1600 adet ve Osmancik ¢esidine ait 1000 adet tohum
ortaminda ko Kiltivasyon i¢in birakilmistir. Ko
350 mg/l
Duocid pfizer ve Osmancik ¢esidine ait eksplantlar 250 mg/I

eksplantlar1 1 giin boyunca MS
kiltivasyon yapilmis eksplantlardan Hamzadere ¢esidine ait eksplantlari
kanamisin + 400 mg/I
kanamisin + 400 mg/l Duocid pfizer iceren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Tim

eksplantlari numaralandirilmis olup, 15 giin 16 saat 1s1k fotoperiyotta 35 p mol
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fotons/m?/s 151k altinda 24 +1°C’de kiiltiire alinmustir. Seleksiyon ortaminda Hamzadere
¢esidinden 25 adet ve Osmancik ¢esidine ait 18 adet bitki canli kalmist1 (gizelge 4.18).
Canli kalan bitkilerden 1’er adet yaprak 6rnegi alinarak etiketlenmis ependorf tiipler
icerisinde konularak, Uzerinde gus histokimyasal analizi icin gereken c¢ozeltisi
eklenerek 24 saat 38°C’de bekletilmistir. Elde edilen sonuglara gore tim canli kalan

bitkilerde gus pozitif sonuglar izlenmistir ve mavi boyama goriilmiistiir (sekil 4.7)..

n— -

Sekil 4.7  Agrobacterium tumefaciens’in GV2260 (pGV2260)::p35SGUS-INT hatt1
muamele sonucu ¢eltik ¢esitlerinde gus ekspresiyonu. a. Hamzadere ¢esidi
ve b. Osmancik 97 gesidinde gus pozitif ve ¢ Hamzadere ¢esidinde gus
negatif ekspresiyonu
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Cizelge 4.18 Agrobacterium tumefaciens’'in GV2260 (pGV2260)::p35SGUS-INT hatti
muamele sonucu celtik ¢esitlerindetohum eksplant kullanarak elde edilen
bitkilerde gus ekspresiyonu

Tohum Bakteri ile | Kokultivasiyon Kanamisin | Duocid | Canli1 kalan
= sayl1st moamile ortami Ve suresi | muktari pfizer bitki sayisi

= £ (adet) stiresi-(dk) (dk) (mg/l) miktar1 (adet)
S| & (mg/l)
2 ’g 1600 45 dk MS ortaminda 24 | 350 400 25/1600
= N saat
N >
£ 0]
I Se

=
o %\ 1000 45 dk MS ortaminda 24 | 250 400 18/1000
2 § Q saat
E | 98
3 >3
o o

435 A. tumefaciens’in LBA 4404::pRGG bar hattiyla Celtik Hamzadere ve

Osmancik cesitlerine gen aktarim

Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine ait tohumlar ¢imlendirildikten 2 gun sonra
tohum, kotiledon diigiimii ve endosperm eksplantlariyla A. tumefaciens’in LBA
4404::pRGG bar hattina ait siispansiyonuyla 45 dk inokulasyonuna tabii tutulmustur.
Daha sonra Hamzadere ¢esidine ait 8000 adet ve Osmancik ¢esidine ait 6000 adet
eksplantlar 1 gin boyunca MS ortaminda ko kiltivasyon i¢in birakilmistir. Ko
kiltivasyon yapilmis eksplantlardan Hamzadere c¢esidine ait 4000 adet 2.5 mg/I
fosfinotrisin + 400 mg/l Duocid ve 4000 adet 2 mg/l fosfinotrisin + 400 mg/l Duocid
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Benzer sekilde ko kultlivasyon yapilmis
eksplantlarindan Osmancik ¢esidine ait 3000 adet 2.5 mg/l fosfinotrisin + 400 mg/l
Duocid ve 3000 adet 2 mg/l fosfinotrisin + 400 mg/l Duocid igeren MS ortaminda
kiiltiire alinmistir.  Tim eksplantlar, numaralandirilmis olup, 15 giin 16 saat 151k
fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?%s 1sik altinda 24 +1°C’de kiiltiire alinmustur.
Denemedeki bitkilerden yaprak ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler
icerisinde 1’er adet yaprak orne8i iizerinde gus histokimyasal analizi i¢in gereken

cozeltisi eklenerek 24 saat 38 C’de bekletilmistir (Sekil 4.8).
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Elde edilen sonuclara gore her hangi bir canli bitki elde edilmemistir ve denemeye
devam edilmemistir (Cizelge 4.19).

Hamzaciere g3 - Agrobactesium
tumefaciens LBA 4404 pRGGbar hattyla
muameleden sonra 2.5 mg/l ppt igerisinde
selskaiyon

Sekil 4.8  A. tumefaciens’'in LBA 4404::pRGG bar hattiyla Celtik Hamzadere ve
Osmancik ¢esitlerine gen aktarimi. (a). A. tumefaciens in LBA 4404::pRGG
bar hattiyla Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine inokulasyonu
Hamzadere ve Osmancik cesitlerinin bitkilerinin 2.5 mg/l fosfonotrisin
iceren MS ortaminda seleksiyonu (e)Hamzadere ve (f) Osmancik gesitlerinin
bitkilerinin yaprak érneklerinde gus ekspresiyonu
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Cizelge 4.19 Agrobacterium tumefaciens in LBA4404:

pRGGbar hattiyla celtik

Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine tohum eksplanti kullanarak elde
edilen bitkilerde gen aktarimi

= ‘B = = = =
k> . & 2z j_é 2 = R =
= 2 | £ Z 2 o 23 8| & E
. E o 8 E| = & g 5 | & § 2 = 3
z s 3 < S = < S 2 = %] £ ERS
S S & & | & 5 & A E 2 | 3 S 8
4000 45 MS ortami / | 400 2.5 15 0
24 saat
o
§ 4000 45 MS ortamui / | 400 2.0 15 0
N
£ 24 saat
T
3000 60 MS ortami / | 400 2,5 15 0
24 saat
=
2 3000 60 MS ortanu / | 400 2.0 15 0
<
g 24 saat
(@)
Tohum | Bakteri Kokultuvasy | Bakteriosta | Seleksiyon Siire Canli
miktar1 | ile on ortami ve | tik Duocid | igin (giin) kalan
(adet) muamile | suresi (mg/1) kullanilan bitkisayis
suresi fosfinotrisin 1
% (dk) (mg/l)
o
4000 45 MS ortami / | 400 2.5 15 0
24 saat
oL
§ 4000 45 MS ortamui / | 400 2.0 15 0
N
% 24 saat
T
3000 60 MS ortamui / | 400 2,5 15 0
24 saat
=
2 3000 60 MS ortanmu / | 400 2.0 15 0
<
g 24 saat
o
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43.6 A0PR1 promotoriin kontrolii altinda crylAc genini iceren
pTF101AoPR1AcBar  Agrobacterium  tumefaciens  hattiyla  Celtik

Hamzadere ve Osmancik cesitlerine gen aktarim

Celtik Hamzadere ve Osmancik ¢esitlerine ait tohumlar ¢imlendirildikten 2 gin sonra
tohum, kotiledon diigiim ve endosperm eksplantlara sirasiyla A. tumefaciens in
CrylAc hattina ait siispansiyonuyla 45 ve 60 dk inokulasyona tabii tutulmustur. Daha
sonra Hamzadere ¢esidine ait 2600 adet ve Osmancik ¢esidine ait 3000 adet eksplanti
1 giin boyunca MS ortaminda ko kiltlivasyon igin brrakilmistir. Ko Kdltiivasyon
yapilmis eksplantlardan Hamzadere c¢esidinin eksplantlari 350 mg/l kanamisin + 400
mg/l Duocid ve Osmancik ¢esidine ait eksplantlarin 400 mg/l Duocid+250 mg/I
kanamisin igeren MS ortaminda kiiltiire almmustir. Tim eksplantlari,
numaralandirilmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 131k
altinda 24 +1°C’de kiiltiire alimmistir. Elde edilen sonuglara gore seleksiyon ortaminda
Hamzadere ¢esidinden 92 adet ve Osmancik ¢esidinden 32 adet canli bitki elde
edilmistir (Sekil 4.8-4.9, Cizelge 4.20).

o
@

Sekil 4.9 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 c¢esitlerinde gus ekspresiyonu, a.
Hamzadere, b. Osmancik 97 cesitlerinin yaprak orneklerinin histokimyasal
gus analizi icin yaprak &rneklerinin ependorf tlplerie konulmasi, ¢, d.
Hamzadere cesidinin, e. Osmancik 97 ¢esidinin yaprak orneklerinde gus
ekspresiyonu
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Hamzadere ve Osmancik c¢esitlerine ait aday transgenik bitkileri  plastik bardaklarina

aktarilmis olup, seraya sasirtilmigtir (Sekil 4.10) ve daha sonra bitki genomlarinda npt

Il genin varhigi pcr ile teyid edilmistir (4.11).

Sekil 4.10 Arastiric1 deneme bitkileri incelerken a, b,c,d,e, f, g, h, i. elde edilmis
transgenik bitkileri

1234 567 8 9101 121314
b " .

—

L]

720 bp

'.---- PO o= -

L]

Sekil 4.11 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 gesitlerinde Npt II genin (720 bp)
amplifikasyonu sonuglari; a. Kulvar 1 1 kb Marker (Fermentas), Kulvar 2:
Pozitif Kontrol (Plasmid) , Kulvar 3, 4, 5, 6, 8 = Hamzadere ¢esidine ait
transformantlar1 Kulvar 7 Hamzadere ¢esidine ait transgenik negatif bitkisi,
Kulvar 9 -13 Osmancik ¢esidine ait ana transformantlari, kulvar 14: negatif
kontrol (transgenik olmayan celtik bitkileri)
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Cizelge 4.20 Celtik Hamzadere ve Osmancik 97 gesitlerinde
kontrolii altinda crylAc genini i¢ceren pTF101AoPRI1AcBar
hattiyla tohum  muamelesiyle

amplifikasyonu

A0PR1) promotdriin

bakteri

elde edilen bitkilerinde Npt Il genin

Tohu | Bakteri Kokultivasi | Kanamisin | Duocid | Canli
m ile yon ortami | miktari pfizer | kalan
sayisit | muamele | ve suresi miktar1 | bitki
(adet) | stresi (mg/l) say1s1
— dk adet
5 (dk) (mg/1) | (adet)
™
¢ |3
(@)
2600 |45 MS-24 saat | 350 500 92
5
©
A
P s
o 2200 |60 MS 250 500 32
(@)
<
3|3
= —
S | W
E | E
o o
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1 Degerlendirme

Tirkiye’de geltik tarimi 32 ilde yapilmaktadir. Yasami sliresince geltik bitkisi yabanci
otlar ve farkli tip boceklerden zarar gérmektedir ve ekonomik zararlar1 azaltmak ve
kaliteli iiriin elde etmek i¢in geleneksel 1slah yontemleriyle beraber biyoteknolojik 1slah
yontemlerinin kullanilmas1 biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bu tez kapsamimnda 0On
uygulamalarin bitki rejenerasyonundaki etkileri ve Agrobacterium araciligiyla
Hamzadere ve Osmancik c¢eltik ¢esitlerine markor ile herbisitlere ve boceklere karsi
direngli genleri aktararak, transgenik bitkiler elde edilmeye ¢alisilmistir. Elde edilen

sonuglari farkli bagliklar altinda tartigilmustir.

Bitki Materyalinin YUzey Sterilizasyonu

Bir eksplantin yiizey sterilizasyonu igin en etkili ancak en diisiik dezenfektan dozunun
belirlenmesi gerekmektedir (Kyte 1987). Tohum yuzey sterilizasyonunda hidrojen
peroksit, civa, glimiis nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse de ticari sodyum hipoklorit

(camasir suyu) en yaygin kullanima sahiptir (Ozcan ve Ozgen 1996).

Hamzadere ve Osmancik geltik ¢esitlerinin (50 adet tohum igin) ayiklanmis bitki
tohumunun yizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi i¢in  ilk 6nce tohumlar1 2 dk etanol ile muamele edip, gerekli camagir
suyu konsantrasyon dozlarmin (%10, 15, 20, 25, 30, 50, 75, ve 100’liik dozlar1) ve 15
dk. sterilizasyon suresinin farkli etki olup, olmadigini belirlemek amaciyla bu ¢alisma
yapilmistir ve ¢eltik gesitlerin yiizey sterilizasyonu igin en uygun ¢amasir suyu dozu

belirlenmistir.

Bulasiklik orani bakimindan Hamzadere ve Osmancik ¢esidinde % 10, 15, 20, 25, 30,
40 oranlar1 hari¢ tiim muamlelerde hig bulasiklik gorilmemistir. Kullanilan tim ¢amasir

suyu dozlarinda bulasiklik olmayan en diisiik doz %50 ¢amasir suyunda 15 dk olarak
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belirlenmistir. Dolayisiyla bu tez kapsaminda yapilan tiim calismalarda ¢amasir

suyunun bu orani tercih edilmistir.

Ayrica, bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda ayiklanmamis geltik tohumlarindan
yuzey sterilizasyonu saglanamamistir. Khawar (2001) mercimek tohumlarin yiizey
sterilizasyonu i¢in en yliksek basarinin alinacagi en diisiik dezenfektan dozu (50 adet
tohum igin) belirlemeye calisilmistir. Yiizey sterilizasyonu amaciyla ticari g¢amasir
suyunun (Axion) %50, %75, %100 lik dozlar1 tohumlara oda sicakliginda herbiri 4
farkli siirede (15 dakika, 20 dakika, 25 dakika, 30 dakika) uygulanmistir. Yiizey

sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 5 kez durulanmustir.

Akpinar (2006). Deney grubu bitkilerini elde etmek i¢in tohumlardan ¢ikartilan olgun
embriyolar kullanilmistir. Bu amacgla tohumlara yiizey sterilizasyonu (2 dakika %70
alkolde, 2 dakika steril destile suda, 2 dakika %210’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde,
ikiser defa 2 dakika siireyle steril destile suda bekletilmistir) islemi uygulanmistir.
Alkus (2007)Yiizey sterilizasyonu i¢in Beysehir-98, Karatay-94, Kiral-97 ve Konevi-98
arpa cesitlerine ait tohumlar ilk olarak %70 etanolde 1 dakika bekletikten sonra sirasiyla
steril distile suda 1 dakika, %10 sodyum hipoklorit (NaOCI)’te 5 dakika tutulmustur.

Tohumlar son olarak steril distile su ile 10 kez 1’er dakika yikanmistir.

Doku Kiiltiirii Calismalar

Doku kiiltiirii galismalarinda 6n muameleler ile eksplant tipinin rejenerasyona buyik
oranda etkileri izlenmistir. RejenerasSyon agisindan tohum ve mezokotil en iyi eksplant
olarak tespit edilmistir. Kolriza ve kotiledon diigiimii rejenerasyon agisindan ¢ok olumlu
sonu¢ vermeyerek yetersiz kalmiglardir.  Natalini ve Cavallini (1987) Bezelye ile
yapilan bir ¢aligmada, siirgiin rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktoriin eksplant tipi,
genotip ve ortaminda bulunan biiyiimeyi diizenleyicileri oldugu belirtilmistir. Elde
edilen sonuglara gore farkli siire ve farkli hormonlarla yapilan on muamele ve
rejenerasyon c¢alismalarinda eksplant tipi, hormon muamelesinin etkilerine rastlanmistir.
Elde edilen sonuglara daha 6nce yapilmis ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Tyagi

vd. (1999), Khan, vd. (1999), Hint pirincinde, olgun embriyolardan kallus olusumunu
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baslatarak bitkiyi rejenere edebilmek icin 2,4 D’nin tek basina farkli miktarlarda
kullanilmast veya buna benziladeninin farkli miktarlarda eklenerek kullanilmasi
gerektigini agiklamiglardir. Calismada embriyo kiiltiiri ortami olarak MS besiyerine 0.5
mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA katilmistir. Ahsan vd. (2004) Misirin (Zea mays L.) doku
kiiltiirti ve kiiltiirde yetistirilmesi konusunda da aragtirmalar yapmislar. Misirin zayif
hiicre siralariin gelistirilmesi, daha etkili bir bicimde ¢ogaltilmasi1 ve fazla miktarda

irlin veren hibritlerin yetistirilmesi, doku kiiltiirii caligmalar1 gerceklestirilmistir.

Rashid vd., (2004), yine pirin¢ bitkisinde kallus olusumunun 2 mg/l 2,4 D iceren N6
besiyerinde basarildigini, kallus indiksiyonunun N6 besiyerinde %83.3 ve MS
besiyerinde %75.05 oldugunu aciklamislardir.

Ugar ve Turgut (2009) Bazi Dag Cayr tohum ¢imlendirme denemeleri i¢in, MS
ortamina miliporfilitreden gegirilen GA3’iin farkli konsantrasyonlari ilave edilerek MSO
(0 hormon seviyesi), MS1 (5mg/l GA3), MS2 (10mg/l GA3) ve MS3 (15mg/l GA3)

olmak tizere 4 farkli ortam olusturulmustur.

Khan vd. (1999), Hint pirincinde, olgun embriyolardan kallus olusumunu baslatarak
bitkiyi rejenere edebilmek icin 2,4 D’nin tek basina farkli miktarlarda kullanilmasi veya
buna benziladeninin farkli miktarlarda eklenerek kullanilmasi  gerektigini
aciklamiglardir. Calismada embriyo kiiltiirii ortam1 olarak MS besiyerine 0.5 mg/l BAP
ve 0.1 mg/l NAA katilmistir. Ahsan vd. (2000) Misirin (Zea mays L.) doku kalturt ve
kiiltiirde yetistirilmesi konusunda da aragtirmalar yapmislardir. Misirin zayif hiicre
siralariin gelistirilmesi, daha etkili bir bigimde ¢ogaltilmas1 ve fazla miktarda {iriin

veren hibritlerin yetistirilmesi, doku kiiltiirii ile basarilmistir.

Rashid vd. (2004), yine piring bitkisinde kallus olusumunun 2 mg/l 2,4 D iceren N6
besiyerinde basarildigini, kallus indiiksiyonunun N6 besiyerinde %383.3 ve MS
besiyerinde %75.05 oldugunu aciklamislardir. Ucar ve Turgut (2009) Baz1 Dag Cay1
tohum c¢imlendirme denemeleri igin, MS ortamina miliporfilitreden gegirilen GA3’Un
farkl1 konsantrasyonlari ilave edilerek MSO (0 hormon seviyesi), MS1 (5mg/l GA3),
MS2 (10mg/l GA3) ve MS3 (156mg/l GA3) olmak iizere 4 farkli ortam olusturulmustur.
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Gen Aktarim Calismalart

Celtik bitkisinin Hamzadere ve Osmancik 97 gesitleriyle yapilan ¢alismada farkli
Agrobacterium streylerini transformasyon frekans tizerinde farkli sekilde etkiledigi
gorilmustir. Hem rejenerasyon hemde genetike transformasyonu en fazla etkileyen
faktorun eksplant tipi, genotip ve kullanilan Agrobacterium hattt oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde daha 6nce yapilmis ¢calismalarda Thi Loc vd. (2002) Elit
piring (Oryza sativa) gesitlerine CrylAc Bt toksini (Bacillus thuringiensis o-
endotoksini) ve kardelen lektin kodlayan genler ile (GNA Galanthus nivalis agglutinin)
bir transformasyon c¢aligmasi yapilmistir ve zararlilara karsi koruma saglanmis, ancak
bu direnclilik tek gen tasiyan bitkiler ile kiyaslandiginda gbze carpan koruma
goriilmemistir. Chen vd. (2004) bir ¢alismada Cre/lox enzim aracilifiyla gen keserek
ticari celtik bitkilerine aktarmistir. Rekombinat reporter gen sistemi de gelistirilmistir.
Bunlarda selksiyon icin 2 adet lox bolgelerinin igerisinde rice actin 1 promoter ve
promotorsuz gus Agen kullanilmistir.  Breitler vd. (2004), striped stem borer (SSB)
(Chilo suppressalis) zararlar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore crylB (A64.1,
A33.1, A3.4 and S98.9 hatlarinda) veya crylAa (S05.1 and A19.14 hatlarinda) ubil
promotor tarafindan kontrol edilen genlerin varlign ile kok, yaprak ve tohum
dokularinda kalict  bocek oldiiriicii proteinin olusturdugunu tespit edilmiglerdir.
Ramesh vd. (2004b) yaptig1 bir ¢alismasinda Indica ¢eltik ¢esitlierinin Agrobacterium
araciligiyla transformasyonun ¢ok zor oldugunu vurgulamiglardir. Bir ¢alismada
karnabahar mozaik viriisii 35S tarafindan kontrol edilen herbisid direng geni bar ile
birlikte piring sakroz sentaz promoteri tarafindan kontrol edilen Bacillus thuringiensis
d-endotoksin sentetik CrylAb ve dar1 ubikutin promotorii tarafindan tahrik edilen
crylAc genleri ve kardelen Lektin geni GNA iceren pSB111 siper ikili vektorler
kullanarak bocek zararlilarina, duyarl gesitli indica piring hatlar1 gelistirmistir. Daha
sonra elde edilen sonuglara gore 3 adet bitki transgenik bitkide 6z suyu emici kok

kurduna kars1 direnglilik tespit edilmistir.
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Bashir vd. (2005) bir denemede crylAc ave cry2A Bt geni tasiyan transgenik Indica
tipi basmati celtigin tarla denemeleri hakkinda bilgi vermistir. Bu ¢alismada piringte
glifosat direncini kazandiran gelistirilmis spor transgenik etkisini asir1 ekspresyonu
gostren, bir yerel 5-enolpyruvoylshikimate-3-fosfat sentaz (EPSPS) geni incelenmistir.
Chandrasekhar vd. (2014) calismalarinda kuresel olarak, yabani ot ve sap-emici
boceklere  karst IR-64 piring ¢esidine mutasyona ugramis piring  5-
enolpyruvylshikimate3-fosfat sentaz (Os-mEPSPS) geni ve sarimsak yapragi lektin
(Allium sativum yapragi aglutinin, ASAL) geni aktarilmistir. Elde edilen bitkileri PCR,
Southern blot analizi, genom ve genom walking analizi ile transformasyonlar kalict
entegrasyonu ile tespit edilmistir. Transgenik hatlarda molekiiler analizi glifosat ve
kahverengi bitki zararlisina kars1 direng kazandig1 tespit edilmistir. Bu senaryoda, bu
caligmada tiretilen transgenik piring ¢esitleri glifosat ve 6zsuyu emici bocek zararlilarina

kars1 dayanikli piring gelistirilmis ve yeni bir genetik kaynak olarak kullanilmaktadir.

Chhapekar vd. (2015) bir c¢alismada Indica tipi piring ¢esidi IR64’lin genetic
transformasyon icin Agrobacterium aracili Petunia hybrida’dan gelen  N-terminal
Kloroplast hedefleme peptitle bir kodon optimize edilmis CP4 EPSPS-(5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfat sentaz) geni ile transformasyon caligmalar1 yapilmistir.
Kontrol bitkilerine gore, transgenik bitkilerde EPSPS enzim aktivitenin daha yiksek
miktarda olusumu goézlenmistir. Ayrica, bu ¢alismada gelistirilmis transgenik bitkiler

yabanci ot tehlikesinin tistesinden gelmek igin etkili bir sekilde kullanilmaktadir.

5.2 Oneriler

I.  Turkiye’de celtik bitkisi tizerinde doku kiiltiirii ve gen aktarim g¢aligmalari
hemen hemen bulunmamaktadir. Bu ¢alismada c¢eltik bitkisine ait iki tescilli

¢esit Hamzadere ve Osmancik 97 kullanilmustir.

ii. Tohum steril etmeden once ¢eltik tohumlarinin ayiklanmasi1 yuzey
sterilizasyonuna olumlu etkiler  gostermistir. ~ Ayiklanmamig tohumlarin

sterilizasyonunda sorunlargOrilmiistir.
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Bu tez kapsaminda kullanilan ¢esitlere ait tohumlarin 6n muamele sonucu g¢eltik

bitki ¢esitlerinde rejenerasyon tizerinde olumlu sonuclar elde edilmistir.

Genel anlamda, mezokaotil, kolriza, kotiledon diigiimii ve tohum eksplant olarak
kullanilmistir. Rejenerasyon agisindan en basarili sonuglar tohum ve mezokotil
eksplantlarindan elde edilmistir. Kotiledon diiglimiindan az sayida ve kolriza
eksplantindan hi¢ rejenerasyon gozlenmemistir ve kotiledon diigiimiinden elde

edilen sonuglar yetersiz kalmistir.

Elde edilen sonuglar1 16 saat Isik ve 8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda
yapilan denemlerinde elde edilmistir. Fotoperiyot kosullar1 degistirilince bitki

rejenerasyonu tizerinde olumlu veya olumsuz etkilerinin olacagi beklenmektedir.

Celtik bitkisinin iki ¢esidinde yapilan g¢alismalar sonucu NAA, 2iP 6n
muamelleri bitki rejenerasyonuna olumlu katkilar sagladigi belirlenmistir.
Ancak, rejenerasyon calismalarinda her iki ¢eside ait eksplantlardan farkli
rejenerasyon sonuglart olusmustur. Yapilan tim calismalarla srgin
rejenerasyonu agisindan ortamlar arasinda belirgin farklilar gériilmiistiir. Celtik
bitkisinde rejenerasyon zordur ve hormon 6n uygulmalart bitki reseptorl ile

koordine olarak bitki morfolojisi ve bitki kompozisyonunu etkilemektedir.

Olduriicii dozuyge — letal dozusge (LD1go) Kanamisin dozunu belirlenmistir.

Kanamisine karsi LDjgo dozu 15 giin sonra canli kalmayan/ albinolagmis
bitkileri sayarak ¢alisma baslamadan 6nce ortaminda kiiltiire alinmis tohumlarin
sayisi ile kiyaslayarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuclara gore, Hamzadere
cesidine ait tohumlar1 350 mg/l kanamisin ve Osmancik ¢esidine ait bitkilerin

seleksiyonu icin 250 mg/l kanamisin mikar1 seleksiyon igin uygun goriilmiistiir.

Seleksiyon ortaminda gelisen A281, pRGG 15834, LBA4404 ve AoPR1

hatlarina ait bitkilerin histo kimyasal analizi ve pcr yapilmistir. PCR analizi
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sonucunda  rastgele se¢ilmis Orneklerde 8 adet bitkide olumlu sonug

gozlenmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasi sonucunda 2 adet celtik g¢esidinde, tohum eksplanti
kullanarak transgenik bitki elde edilmistir. Bundan sonra, Tirkiye’de yapilan
celtik ile ilgili biyoteknolojik ¢aligmalarda elde edilen sonucglara bagli olarak
bagka hormonlarla rejenerasyon calismalarinin yapilmasi ile  yeni boyutlar
kazanacaktir. Transgenik ¢alismalarinda farkli biyotik ve abiyotik streslere karsi

direngliligin kazandirilmasi biiyiik bir 6Gnem arz etmektedir.

Bu uygulamalarin (doku kulturi ve genetik transformasyon) celtik bitki
gelismelerinde Onemli etkileri/katkilar1  oldugu tespit edimistir. Mevcut
g6zlemler hem ilk ve yenidir hem de geltik siirgiin rejenerasyon davraniglari ve
celtigin genetik transformasyonu Uzerinde ©Onemli etkiler gdstermektedir.
Tiirkiye’de c¢eltik biyoteknolojisi acisindan doku kiiltiirii  ve genetik

transformasyon calismalari bulunmamaktadir.
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