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OZET
Doktora Tezi

SEKER PANCARI (Beta vulgaris L.) BITKISINDE Agrobacterium ARACILIGIYLA
HERBISITLERE KARSI DIRENCLILIK GEN AKTARIM CALISMALARI

Parisa POURALI KAHRIZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Turkiye’de Seker pancari (Beta vulgaris var. saccharifera) iki yillik bir endiistri
bitkisidir. Seker pancar1 iliretiminde basta yabanci otlarla beraber bocek zararlari
tarafindan elde edilmektedir. Bu tezin amaci Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen
sekerpancar EMU 8, SG3 poligerm hatlart ve Diamenta monogerm g¢esidine bu
sorunlarina karsit  bir ¢6zim bulabilmesi icin rejenerasyon ve Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla transgenik bitkileri iiretim sistemin gelistirilmesi olmustur.
Farkli oranda BAP-IBA, BAP-NAA ve TDZ igeren MS ortamda her 3 seker pancari
genotiplerin yaprak sapi eksplantindan farkli oranda adventif siirgiin rejenerasyon elde
edilirken yaprak eksplanttan adventif siirglin rejenrasyon elde edilmemistir. BAP-IBA,
BAP-NAA ve TDZ iceren MS ortamda gelisen siirgiinlerin kok rejenerasyon icin 0.5 ve
1.00 mg/l NAA iceren MS ortamda kok oliisim g0zlenmistir. Gen aktarim
calismalarinda Agrobacterium tumefaciens’nin onkogenik A281 hattiyla inokulasyon
sonucunda bitkilerde beklenen tiimor olusum goézlenmezken gus pozitif bitkiler elde
edilmistir. Benzer bir sekilde A. rhizogenes ile inokulsayon yapilmis eksplantlarindan
gelisen bitkilerde de sacak kok olusum gozlenmezken gus pozitif bitkiler elde
edilmistir. A. tumefaciens’nin GV2260::p 35 Gus INT (uidA veya gus marker geni
tagiyan) hattiyla yapilan caligmalarinda farkli oranda gus pozitive bitki elde edilmistir.
Bunun gibi, A. tumefaciens’nin LBA 4004:: pRGGbar (herbistler karsi1 direngli geni
tasiyan) hattiyla inokulasyon sonucunda hem 2.0 ile 2.5 mg/l fosfinotrisin direncli
bitkiler hemde gus positive bitkiler elde edilmistir. Aksine, LBA 4404::cry 1 Ac ile
inokulasyon sonucunda fosfinotrisin dayamkli bitkiler elde edilememistir. Iklim
dolabinda gelisen bu bitkiciklerden yaprak ornekleri alinarak PCR analizi yapilmistir.
PCR analizine gore seker pancarinin her 3 genotipte farkli bakteri ile yapilmis
calismalrinda bir kag bitkinin transgenik oldugu belirlenmistir.

Subat 2016, 120 sayfa

Anahtar Kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes,
ebeveyen, in vitro, rejenerasyon, Seker pancari, transformasyon, ylizey sterilizasyon.



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

Agrobacterium MEDIATED GENETIC TRANSFORMATION OF SUGAR BEET
(Beta vulgaris L.) AGAINST HERBICIDE RESISTANCE GENES

Parisa POURALI KAHRIZ

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

Supervisor: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Sugar beet (Beta vulgaris var. Saccharifera L. Chenopodiaceae (chenopodiaceae)
family, genus Beta) s grown as two years winter and summer industrial crop in Turkey.
Sugar beet face Irge damages through weeds and insect pests. The objective of this
thesis was to solve these problems by using monogerm Diamenta cultivar and poligerm
EMUS and SG3 lines for adventitous shoot regeneration and gentic transformation. In
vitro regeneration of leaf and petiole explants on MS medium containing different
concentrations of BAP-IBA, BAP-NAA and TDZ, showed varible regeneration on
petiole explant only. Rooting could be induced on shoots regenerated on MS medium
containing BAP-1BA, BAP-NAA and TDZ. Inoculation with oncogenic Line A281 of
Agrobacterium tumefaciens did not yield tumor induction but had variable number of
gus positive plants. Similarly, inoculation with line 15834 of A. rhizogenes did not yield
any hairy root but the plants expressed gus positive. Plants induced on explants
transformed with line GV2260::p35 gus INT of A. tumefaciens (that carried uidA or
gus marker gene) induced variable number of gus positive plants. Likewise, variable
number of regenerated shoots on line LB 4004 :: pRGGbar of A. tumefaciens (that
carried gene providing resistance against Phosphinothricin) inoculated explants showed
resistance against 2.0 and 2.5 mg / | Phosphinothricin in the selection medium and
were also GUS positive. Contrarily, explants inoculated with line LB 4404 :: cry 1 Ac
did not Show resistance aginst Phosphinothricin. PCR results from leaf samples of
kanamycine and Phosphinothricin selected plants growing in growth chamber showed
positive results for transgenicity for all three genotypes variably.

February 2016, 120 pages

Key Words: Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, in vitro, parent
lines, regeneration, sugarbeet, surface sterilization, transformation.
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ONSOZ ve TESEKKUR

Tiirkiye’de bugiine kadar seker pancari bitkisinde ¢ok az sayida doku kulturt ve gen
aktarma calismalar1 yapilmis olup, ¢ok siirli miktarda literatiir bulunmaktadir. Bu
caligmanin amaci baslica seker pancariin  monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm
EMU 8 (baba hatt1), SG3 (anne hatt1) seker pancari hatlarina bir adventif siirgin
rejenerasyonu sistemi gelistirilmeye yoOnelik Agrobacterium araciligiyla transgenik
seker pancar1 bitkileri elde etmeye yoneliktir. Seker pancari bitkisinde elde edilen bu
sonuglarin gelecekte temel bilgi kaynagi olarak kullanilacagini ve bilime katki

saglayacagini diistinmekteyim.

Bu calismasiyla elde edilen bu sonuglarin gelecekte temel bilgi kaynagi olarak

kullanilacagin1 ve bilime katki saglayacagini diisiinmekteyim.

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 yaklasim1 kendisinden
O0grenmeye calistigim, bilimsel calismalarin yaninda her asamada pratik ¢ozlimleriyle
bir hoca bir arkadas olarak destek olan, ¢alismalarim sirasinda 6nemli katkilarda
bulunan ve caligmalarim siiresince manevi ve fikiri desteklerini esirgemeyen danisman
hocam ile bolimiimiizin ders aldigim yiiksek lisans ve Dotora hocalarima tesekkiir

ederim.

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

hiirmet, saygi1 ve tesekkiirler sunarim.

Parisa POURALI KAHRIZ
Ankara, Subat 2016
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

g Gram

mg mili gram

Mg 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

Bc/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

vii



Km Kanamisin monosilfat

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

N Normal

NA Nutrient agar

NB Nutrient broth

NPTII Neomisin fosfotransferaz 11

Nptll Neomisin fosfotransferaz 11 geni

Onc Onkogenik

Rif Rifampisin

Strep Streptomisin

S.D. Serbestlik derecesi

TDZ Thidazuron (1 Phenyl 3-(1,2,3-thidiazol 5yL) urea)

T- DNA Transfer edilmis DNA
Ti Tiimor olusturan
V.K. Varyasyon kaynaklari

X-gluc 5 bromo-4 kloro-3 indolil glukoronid
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1. GIRIS

Seker pancar1 (Beta vulgaris var. saccharifera L. Chenopodiaceae (Kazayagigiller)
familyasi, Beta cinsi) iki yillik yazlik bir endiistri bitkisidir (Sekil 1.1). Yaklasik 1747
yilinda yapilan ¢aligmalarinda hayvan pancardaki seker oran1 % 1 olarak belirlenmistir.
Dolayisiyla Avusturya ile Purusya = Almanya’nin Silezya bolgesinde hayvan yemi olan
pancart 1slah c¢laigsmalar1 basglatilmistir.  Glinlimiizde, yapilan 1slah ve gesit gelistirme
calismalari ile bazi 1slah edilmis seker pancari (ZZ) cesitlerinde seker oran1 % 24 — 28

arasinda bulunmaktadir (Er 2012).

Sekil 1.1. Seker pancar1 bitkisinin bir sematik goriintlisii (Hubbard 2012 degistirerek).

Son zamanlarda seker pancarindan elde edilen seker; “Nisasta Bazli Seker” (NBS)
olarak bilinmektedir (Anonim 2015a). Sekerin insan beslenmesindeki 6nemi, degeri ve
yeri ¢ok genis kapsamlidir. Seker pancari, seker iiretimi yaninda, yan Uriinlerle pancar

kiispesi ve melas gibi hayvancilik sektoriiniin girdi kaynagi ve ispirto alkol, kozmetik,
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sekerleme, maya, biyolojik yakit ve cikolata {iretimiyle de i¢ki ve maya sanayiinin

hammaddesi oldugu icin Tiirkiye’de 6nemli bir yere sahiptir (Draycott AP 1988).

Seker pancari tariminda diinyada farkli ekim zamanlar1 uygulanmaktadir. Seker pancari
ilkbahar ekimleri “yazlik pancar” veya “yazlik ekim”, sonbahar ekimleri ise “kislik
pancar” veya “kislik ekim” olarak adlandirilmaktadir (Killi ve  Altunbay 2012).
Tiirkiyede seker pancari tarimi 1925 yilinda Usak'ta baslamis olup, seker sanayi ile
geliserek yayilmistir (ilk fabrika Usak'ta 1926 yilinda kurulmustur — sekil 1.2). Bugin
fabrikalarin kuruldugu her yerde tarimi yapilmaktadir. Belirli iklim ve toprak istegi
yoktur (Karbuz vd. 2008). Tiirkiye’de ise Sanli Urfa illi hari¢ sadece yazlik olarak
iretim yapilmaktadir. Tiirkiye'de seker pancari tarimi  yapan 59 illde yapilmaktadir
(Sekil 1.2, Anonim 2015d).

Sekil 1.2 Usak seker fabrikas1 (1926) ve yukarida sol tarafta sergilenmis fabrikasinin
acilig tabelasinin bir goriintiisii (Anonim. d)
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Bu tanimlar kapsaminda seker pancari diinyada kuzey yarim kiirenin 30 — 60° enlemleri
arasinda 1liman ve soguk iklime meyilli bolgelerde yazlik olarak, iliman iklim
bolgesinin altbolimii ile yar1 sicak iklim bolgelerinde (35 - 60° kuzey enlemleri
arasinda) Italya, Ispanya, Suriye, Tiirkiye, eski Rusya Federasyonu, Orta Asya Ulkeleri,
Avrupa kitast 6zellikle Avrupa Birligi iilkelerinde ve Iran) gibi iilkelerde degisik iklim
kusaklart ve bolgelerde (Gencer 1988, Morillo-Velarde 1993). kislik olarak da
yetistirilmektedir (Caliandro ve ark., 1997).

Bu 6zellikleri yaninda miinavebe ve c¢apa bitkisi olan seker pancari, diizenli bir toprak
islemeyi zorunlu kilip, bitki koruma, sulama, giibreleme ve mekanizasyon girdileriyle
bu sektorlerin gelismesine de 6nemli katkilar1 bulunmaktadir (Morillo-Velarde 1993).
Sekerpancar1 ¢ok hassas bitki olup, yetistiriciligi i¢in yiliksek tarim kiiltiirii bilgisi
gerekmektedir (Er 2012).

Tiirkiye, Kuzey yarimkiirede 36-42° Kuzey enlemleri arasinda ve subtropikal iklim
kusaginda yer alan bir iilkedir. Iklim ve toprak sartlarimin uygunlugu nedeniyle
Tirkiye'de iiretilen sekerin tamami, seker pancarindan elde edilmektedir (Anonim,
2015b). Tirkiye’de de sekerpancarin kalitenin ylkselmesi ve verimin artrilmasi

yonelik ¢abalar devam etmektedir (Er 2012).

Seker pancari Tiirkiye'de seker sanayinin hammaddesi olarak yetistirilmektedir. Ayrica,
kiymetli yan iirlinleri olan bas, yaprak, kiispe ve melasin tarimsal kalkinmadaki katkilar
nedeniyle ililke ekonomisi yOniinden biiylik 6nem arz etmektedir. Tirkiye’de seker
pancar1 tariminda seker iiretiminin yani sira, melas, kiispe yaprak ve bas artiklar1 gibi
yan iriinlerinden de hayvan yemi elde edildigi ayn1 zamanda melas, alkol ve ispirto

sanayiinde kullanildig1 bildirilmistir (Siray 1990).

Tirkiye’de seker pancari tarimi, seker pancari iiretimiyle ge¢imini temin eden yaklasik
500 bin ¢ift¢inin, diger bir ifadeyle 3 milyon insanin yan sira tarim, hayvancilik, yem,
ilag, et, siit, nakliye ve hizmet sektorleriyle de i¢ ice gecmis durumdadir (Anonim

2015b).



Avrupa Birligi Ulkeleri’nin tamamina yakiminda % 95 oraninda pancar sekeri iiretimi
yapilmaktadir. Bu iilkeler daha ucuza kamis sekeri temin edebilecekleri halde pancar
sekeri liretiminden vazgegmemektedirler. Bunun nedeni pancar tariminin ve sanayisinin
iireticilere sagladigi katma degerdir. Avrupa Birligi tlilkelerinden Almanya ve Fransa

dahil olmak iizere tiiketiminin 2 kati seker tiretmektedir (Anonim 2015b).

Diinya seker iiretimi, pancar sekeri ve kamis sekerinden olmak iizere toplam 147 228
000 ton olarak goriilmektedir. Avrupa Ulkeleri arasinda seker pancari iiretimi
bakimindan ilk bes siray1 Rusya, Fransa, Almanya, Ukaryna ve Tiirkiye almaktadir (Tan
ve Okten 2008).

Tiirkiye’de seker fabrikalarina ait seker pancart ekilis alan1 2013 yilinda 291000 ha dir.
Bu ekim alaniyla diinya siralamasinda seker pancari ekilis alanlar1 bakimindan Rusya,
ABD, Fransa, Ukrayna ve Almanya'nin ardindan Tiirkiye besinci sirada ve iiretiminde
2012-2013 doneminde Rusya, ABD, Almanya, Fransa ve Ukrayna’nin ardindan 6.
sirada yer almistir (FAO 2013). Tiirkiye’de seker pancari iiretimi 2013 yili verilerine
gore 566426 hg/ ha, 16483000 ton verim elde edilmektedir (FAO 2015).

Cizelge 1.1 Tirkiye'de seker pancarinin ekim yapan 59 il, ekim yapan koy sayisi,
pancar ekilen alan (dekar), pancar verim (ton/dekar) ile ilgili bilgileri
(Anonim 2015d degistirerek).

Pancar1 ekim yapan | Ekim Yapan F_’ancar Pang:ar P.ancar .

Say1 iller Koy Sayisi Ekilen Alan verim ekim sekli
(Dekar) (ton/dekar)

1 Adana 10 3.700 6,15 Kiglik
2 Adiyaman 5 967 4,53 Kiglik
3 Afyonkarahisar 215 128.369 5,24 Kislik
4 Agri 66 35.020 2,57 Kislik
5 Aksaray 53 48.818 5,91 Kislik
6 Amasya 24 5.920 4,48 Kislik
7 Ankara 147 82.239 5,93 Kislik
8 Antalya 38 17.079 4,98 Kislik
9 Balikesir 42 6.314 5,09 Kiglik
10 Bayburt 32 9.980 4,33 Kislik
11 Bilecik 2 1.160 4,55 Kislik
12 Bingol 7 2.600 5,45 Kislik
13 Bitlis 20 40.928 3,27 Kiglik
14 Burdur 93 40.379 5,02 Kiglik
15 Bursa 92 36.081 6,46 Kiglik
16 Canakkale 9 1.005 4,75 Kislik




Cizelge 1.1 Tirkiye'de seker pancarinin ekim yapan 59 il, ekim yapan koy sayisi,
pancar ekilen alan (dekar), pancar verim (ton/dekar) ile ilgili bilgileri
(Anonim 2015d degistirerek) (Devam)

Pancar1 ekim yapan | Ekim Yapan Pancar Pan?ar P.ancar .

Say1 iller Koy Sayst Ekilen Alan verim ekim sekli
(Dekar) (ton/dekar)

17 Cankiri 21 6.414 4,62 Kishik
18 Corum 143 45.889 5,34 Kishk
18 Denizli 95 35.095 491 Kishk
20 Edirne 76 11.044 4,99 Kishk
21 Elaz1g 73 21.453 5,09 Kishk
22 Erzincan 93 65.760 4,69 Kishk
23 Erzurum 80 29.400 3,69 Kishk
24 Eskischir 192 146.788 5,56 Kislik
25 Gaziantep 17 7.696 6,75 Kishk
26 Gilimiighane 43 6.550 4,53 Kishk
27 Igdir 48 19.160 3,35 Kishk
28 Isparta 17 10.493 5,57 Kishk
29 Istanbul 1 307 2,36 Kishik
32 [zmir 5 729 4,15 Kishik
33 Kahramanmarag 101 68.079 6,26 Kishik
34 Karaman 46 91.964 6,27 Kishik
35 Kars 17 11.210 3,91 Kishk
36 Kastamonu 210 80.327 4,09 Kishik
37 Kayseri 1 1.080 3,88 Kishk
38 Kirikkale 34 11.268 5,87 Kishk
39 Kirklareli 46 7.190 3,88 Kishk
40 Kirsehir 78 50.253 5,81 Kishk
41 Konya 196 287.316 5,46 Kighk
42 Kitahya 31 4.554 4,46 Kighk
43 Mus 89 99.522 3,70 Kighk
44 Malatya 53 14.662 4,20 Kighk
45 Manisa 2 150 4,49 Kislik
46 Mugla 4 817 5,00 Kishk
47 Nevsehir 51 34.479 6,29 Kighk
48 Nigde 26 25.910 4,81 Kighk
49 Samsun 61 7.800 4,18 Kishk
50 Sinop 17 1.893 4,91 Kighk
51 Sivas 75 36.936 4,42 Kighk
52 Sanliurfa 3 10.058 4,44 Yazlik
53 Tekirdag 51 6.257 4,22 Kishik
54 Tokat 258 130.910 5,14 Kishk
55 Tunceli 1 165 4,15 Kislik
56 Usak 38 10.520 4,91 Kishk
57 Van 62 16.550 4,12 Kishk
58 Yozgat 233 96.060 5,76 Kishk
59 Diyarbakir 1 60 0,02 Kishik
Toplam 3.544 1.973.327
Ortalam 5,15

Kaynak:  Anonim 2015d. http://www.bilgizenginleri.org/her-telden/12527-seker-
pancari-hangi-illerde-yetisir.html (Erisim 18.04.2015 degistirerek)
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Tiirkiye'de seker pancarinin ekim yapan

......

Sekil 1.3 Tiirkiye’de seker pancarmin ekim yapan iller (Kaynak Anonim 2015e
degistirerek)

Tiirkiye’de TUIK (2013)’dan alinan verilerine gore 2013 yilinda Tiirkiye'de toplam
tarim alani igerisinde yillik seker pancari ekim alam 1973.327 dekar, verim 5,5
ton/dekar olarak belirlenmistir (FAO 2013, Sekil 1.3).

Sekil 1.4 Seker pancari tarlasinin bir goriintiisii (Anonim 2015¢.)

Bu baglamda 2013 yilinda Trakya Bolgesi’nin Edirne ilinde 9888 da’lik alandan

51507 ton, Kurklareli ilinde 2052 da’lik alandan 9609 ton, Tekirdag ilinde ise 1526

da’lik alandan 10760 ton iiriin elde edilmistir (Anonim 2015d). Cizelge 1.1°de

goriildiigii gibi en fazla koyde seker pancart ekilen iller Tokat, Yozgat ve

Afyonkarahisar olup, en fazla ekim Konya da yapilmaktadir. Ton/dekar olarak en

fazla verim Gaziantep’ten elde edilmektedir. Istanbul, Kayseri, Tunceli, ve Diyarbakir
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illerinde yalniz birer kdyde seker pancart ekimi yapilmaktadir. Verim olarak da en
diisik verim 0.02 ton/da Diyarbakir’dan elde edilmektedir. Tiirkiye'de toplam 3544
koyde, 1973327 da seker pancar1 ekim yapilmaktadir ve ortalama verim 515 ton/da
olarak hesaplanmaktadir. Seker pancari ekim yapan illerden sadece Sanliurfa ilinde
yazlik olarak tiretimi kisitli bir alanda (3 adet kdyde 10058 dekar iizerinde ile 4,44
ton/da verim ile) yapilmaktadir (Anonim 2015d).

Seker pancan iiretiminde basta yabanci otlarla beraber ¢ok sayida bocek, fungal,
bakteriyel ve viral hastaliklar buyik sorun olusturmaktadir. Bunlarin arasinda bir ¢ok
sorunlarin ana kaynagi yabani otlardan olusan zararlarin 6nemi ¢ok biiyiiktiir. Yukarda
belirtilmis tiim sorunlar pancardaki seker miktarini ve kalitesinde olumsuz sekilde
etkilemektedir. . Yabanci otlar1 6ldirmek icin uzun zamandan beri  kimyasal ilaglar
kullanilmaktadir.. Yaygin olarak kullanildigi bu ilaglar1  sekerpancari tohum
cimlenmesinden pancar hasadina kadar olan siirede kullanilmasi cevreye zarar

vermektedir (Merrington, et al.,2002).

Diinyada yabanci otlar nedeniyle olusan iiriin kayiplar bir ¢ok kiiltiir bitkisinde hastalik
ve zararlilarin toplamindan fazla olmaktadir. Geligmis iilkelerde yabanci otlar nedeniyle
urtniin kalite ve veriminde %10-15 arasinda zarar olusurken, bazi Asya iilkelerinde bu
oran %45’e ulasabilmekte ve her yil 1-1.5 milyon ton arasinda sekerpancari yabanci ot
rekabeti nedeniyle kaybolmaktadir (Giirsoy, 1982). Tiirkiye’de bu oran %2 - 100
arasinda degismekte ve ortalama zarar %40 - 50 arasinda degismektedir (Glirsoy,
1991, 2002). Yabanci otlarla miicadele de bilinen en etkili yontem elle yapilan
capalama iglemi olmasina ragmen is giicliniin pahali olmasi nedeniyle giiniimiizde ¢ogu
zaman herbisitler tercih edilmektedir (Onen 1995). Dogal diismanlarindan bitkilerin
korunmasi ve etkinliklerinin artirilmast i¢in miimkiin oldugu kadar kimyasal
miicadeleden kaginarak entegre miicadele anlayis1 cercevesinde dogal dengenin
korunmas1 ve tarimda stirdiiriilebilirligin saglanmasi kaginilmaz bir zorunluluktur
(Metcalf 1975). Ancak, Bilingsiz kullanilan herbisitlerin seker pancari ¢cimlenmesinden
baslayarak biitiin asamalarinda olumsuz etkilerde bulundugu ve bu olumsuzluklarin
verimi etkiledigi, beklenilen fayda yerine zararlarin ortaya c¢iktig1 yapilan ¢alismalarla

belirlenmistir (Ascard 1988, Benbrook 1996, Benvenuti 2004, Fowler et al. 2000).
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En etkili miicadele yontemi elle yapilan miicadele olmasina ragmen is giiciiniin pahali
olmasi1 nedeniyle cogu kez isi kolaylastirmak i¢in bdcekleri ve herbisitlere karsi
kimaysal ilaglarin kullanilmasi gittik¢e artmakta ve tercih edilmektedir (Delen, vd.
2005. Durmusoglu 2007, Giingor, vd 2002). Bu sorunlar ortadan kaldirmak igin
herbisitlere ve bdoceklere dayanikli cesitleri gelistirilmesi tarimsal agsindan ¢ok
onemlidir. Klasik bitki 1slah1 yOntemleri sayesinde, oOzellikle melez c¢esitlerden
yararlanarak elde edilen Grinin miktar ve kalitesinde 6nemli artiglar saglanmistir
(Ulukan 2007). Hastalik ve zararlilara karsi dayamiklilik ve bitkinin diger bir¢ok
tarimsal Ozelliklerini iyilestirmede 6nemli engellerle le beraber istenilen karakterlerin
yeni bitkilerine aktarilmasi ¢ok yavas ve zordur (Acquaah 2012). S0z konusu
karakterler degisik bitki tiirlerine aktarilabilseler dahi, istenmeyen 6zelliklerin melez
dollere gecisini 6nlemek neredeyse olanaksiz hale gelmekte, geri melezleme yontemiyle
bu olumsuzlugun ortadan kaldirilmasi ise olduk¢a uzun zaman almaktadir. Ayrica,
klasik bitki 1slah yontemlerinden olan melezleme ve seleksiyon teknikleriyle sonuca
ulagmak oldukca yavas olmaktadir. Klasik 1slah yontemleriyle bu hedefe ulasmak ¢ok
zordur (Fischhoff et al 1987, Franck-Oberspach, Keller. 1996. Gould, 1997. James
1996).. Bugune kadar, Agrobacterium araciligiyla Tiirkiye kosullarinda hem herbisitlere

dayanikli hemde bocekler kars1 dayanilkli seker pancari bitkisi elde edilememistir.

Bitki genetik miihendisligi tekniklerinin kullanilmastyla, 1slah siiresinin kisaltilmas ile
melezlemede karsilagilan engeller, genetik baglilik sorunlar1 ve gen havuzlarindan
yararlanmadaki sinirlamalar kolayca ortadan kaldirabilmektedir (Ozcan ve Ozgen
1996). Genetigi degistirilmis (GD) seker pancar yetistiricileri, gida sanayi, tliketiciler
icin ve cesitli avantajlar sunmaktadir. Tarimsal ¢evre. Toplam herbisit (THT) tartisilmis
ve bunlarin avantajlari hosgoriiliidiir (Jassem 2000). Bu tezde sekerpancar Diamenta
monogerm ¢esidi, poligerm EMU 8 (baba hatt1) ve poligerm SG3 (anne hatti)
hatlarina slrgun rejenerasyon ve Agrobacterium tumefaciens araciligiyla transgenik

bitkilerin Uretim sisteminin gelistirilmesi amaglanmuistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Tiirkiye’de  seker pancar1 tarimi orta Anadolu’nun her dort etrafta yapilmaktadir.
Yasam silirece seker pancari  bitkisi yabanci otlar ve farkli tip zaralilar negatif
etkilenmektedirler goérmektedir. Seker pancari tarlalarda her asamada farkli tip
boceklerden zarar gormektedir. Toprakta tohumlardan gelisen fideler doneminde ve
yasam slirecinde her asamada seker pancari biyotik ve abiyotik streslerin sebep olan tim
faktorlerin onlenmesi ¢ok Oonem tasimaktadir. Seker pancar1 tohum zararlilar1 ve
yabanci otlardan gelen bitkilere ekonomik zararlar1 azaltmak ve kaliteli irtin elde
etmek igin hem herbisitlere ve boceklere direngli bitkilerin  1slah edilmesi 6nem arz
etmektedir. Hizli nifus artis ve nifus ihtiyaglarini karsilamak amaciyla geleneksel
metodlarla biyoteknolojik yontemlerin entegrasyon ile bu yondeki calismalarin  hiz
kazandirilmas1 miimkiin olabilmektedir. Bu tez kapsamda Agrobacterium araciligiyla
seker pancar1 bitkisine herbisitlere ve Lepidoptera takimina ait bdceklere kars
direencli genler aktararak, direng kazandirilmaya c¢alisilmistir. Bu konyula ilgili, daha
once yapilmis olan bazi doku kiiltiiri ve gen aktarim c¢alismalarinin 6zetleri asagida

verilmistir.

2.1 Ylzey Sterilizasyon

Rubluo vd (1984), olgunlasmis ve olgunlasmamis bezelye yaprakeiklardan  farkli
oranda BAP, NAA, IBA ve IAA igeren MS besin ortaminda 0.9-1.8 mm uzunlugunda
stirglinler ve daha sonra onlar1 koklendireerek tam bitkiler elde etmislerdir. Olusan
stirgun ylzdesi, ortalama %26-38 arasinda degismistir. BAP ve NAA igeren ortamda,
olgunlagmis yapraklardan gelisen siirglinlerin orant % 7'ye kadar diismiistiir. GA3'in
stirgiin olusumunda etkili olmadigi, pikloram ve 2,4-D'nin ise olumsuz etki gosterdigi

tespit edilmistir.

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

diizenleyicileri oldugu belirtilmistir.



Cook vd (1989), su bitkisi Kosteletzkya virginica’ nin tohumlarinin yiizey
sterilizasyonunda sulfirik asit ve etanol kullanmiglardir. Bir saat H,SO, ile muamele
edilen tohumlar, ¢esme suyunda durulanmis ve %95°lik etanolde 10 dk. bekletilmistir.
Tohumlar gece boyunca steril saf suda bekletildikten sonra yine %95’lik etanolde 5

saniye bekletilmis ve kurutulmustur.

Straub vd (1989), su bitkisi Distichlis sipicata’ nin olgun tohumlarin yiizey
sterilizasyonunda ¢amasir suyu veya etanol kullanilmistir. Tohumlar 15 dk. ¢amasir
suyunda bekletildikten sonra 3 defa steril saf su ile durulanmistir. Diger bir yontemde

ise, %95’ lik etanolde 15 dk. bekletme ve durulamadan sonra kurutma uygulanmistir.

Pancholi (1995), degisik muz klonlar1 {izerinde yaptig1 c¢alismada, sterilizasyonu
Domestos ile yapmustir. eksplantlar steril kabin igerisinde 3 defa steril saf sudan
gecirilerek meristem izolasyonuna hazir hale getirilmislerdir. Meristem izolasyonundan
sonra kontaminasyonla karsilastirllmasi durumunda, eksplantlar tekrar % 2-3* luk

Domestos’da 2-3 dakida bekletilmistir.

Khawar (2001) Tohumlarda yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin alinacagi en
distik dezenfektan dozu (50 adet tohum igin) belirlenmeye calisilmistir. Yiizey
sterilizasyonu amaciyla ticari camasir suyunun (Axion) %50, %75, %100 lik dozlar
tohumlara oda sicakliginda her biri 4 farkli siirede (15 dk., 20 dk., 25 dk., 30 dk.)
uygulanmistir. Ylzey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 5 kez
durulanmustir. Steril edilen tohumlar yine steril petri kaplar1 igerisinde %3 sukroz iceren
ve %0.8 agar ile katilagtirilan MS besin ortaminda 230 C’de 16 saat 151k ve 8 saat

karanlik fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir.

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

Heller besi ortamlarinda ¢imlendirilmistir.
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Biiriin ve Poyrazoglu, (2002). Emriyo kiiltiirii ile ilgili diger bir c¢alismada, arpa
(Hordeum vulgare L.)’nin olgun embriyolariin kiiltiiriinde besi ortami bilesimi ve
sterilizasyon yoOnteminin etkisi tizerinde durulmustur. Kullanilan besin ortamlar
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
mikrogogaltim ile ilgili ¢alismada, mikrogogaltim igin sterilizasyon siiresince siirgiin
uglarina zararin azaltilmasiyla ilgili bir yontemi gelistirilmistir. Yesil tipine oranla basit
siirgiin kisimlar1 daha hassas bulunmustur. In vitro ortamda gelisen geng bitkilerden
aliman meristemler kiiltiir siiresince dis ortamda yetisenlere oranla az oksidasyon
yapmiglardir. Biiyiime diizenleyicilerinden BA ve NAA® in ¢esitli konsantrasyonlarinin

O. vulgare x applii’ nin mikrogogaltimi {lizerine etkileri arastirilmigtir

Kishchenko vd. (2005) bu ¢alismada vakum infiltrasyon  kullanarak seker pancari
(Beta vulgaris L.), bitkisinde Agrobacterium-araciligiyla genetik transformasyonu i¢in
bir yontem gelistirilmistir. Iki diploid O-tipi seker pancari soylarmm (KS3 ve KS7)
aseptik 3-haftalik soluk fidelikler genetik transformasyonu i¢in kullanilmistir. Muhabir
b- glukuronidaz geni tasiyan transgenik seker pancari bitkileri glufosinat amonyum
herbisite dayaniklili§i nedeniyle secilmistir. Seker pancar1 genomu igine transgenlerin

entegrasyonu, Gus ve bar genleri i¢in primerler kullanilarak pcr ile teyit edilmistir.

Akpmar 2006. Deney grubu bitkilerini elde etmek i¢in tohumlardan ¢ikartilan olgun
embriyolar kullanilmigtir. Bu amagla tohumlara yuzey sterilizasyonu (2 dk. %70
alkolde, 2 dk. steril destile suda, 2 dk. %10’luk sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde, ikiser
defa 2 dk. siireyle steril destile suda bekletilmistir) islemi uygulanmigtir. Daha sonra
steril kabin icerisinde embriyolar ¢ikartilarak tekrar yiizey sterilizasyon iglemi (1 dk.
stre ile %70 alkolde, 1 dk. sure ile steril destile suda, 1 dk. sire ile % 10’luk sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde, ikiser defa 1’er dk. siire ile steril destile suda bekletilmistir)

yapilmustir.
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Capan S. (2006 ) Deney grubu olarak kullanilacak bitkilerin elde edilmesi igin
tohumlara yiizey sterilizasyonu yapilmistir (Kabuklu tohumlar %70 alkol igerisinde 10
dk. bekletilerek, steril destile suda 10 dKk. siire ile 3 defa degistirilerek yikanmistir. Daha
sonra %5 lik sodyum hipoklorit icerisinde 20 dk. bekletilmistir. Sonra, yine steril
edilmis destile suda 10 dk. siire ile 3 defa degistirilerek yikanmistir). Tohumlarin
kabuklari ¢ikartilarak ayni sterilizasyon islemi tekrar uygulanmistir. Tohumlardan, steril

kabin igerisinde steril aletler kullanilarak embriyolar ¢ikarilmistir.

Alkus (2007)Yizey sterilizasyonu i¢in Beysehir-98, Karatay-94, Kiral-97 ve Konevi-98
arpa gesitlerine ait tohumlar ilk olarak %70 etanolde 1 dk. bekletildikten sonra sirasiyla
steril distile suda 1 dk., %10 sodyum hipoklorit (NaOCIl)’te 5 dk. tutulmustur. Tohumlar
son olarak steril distile su ile 10 kez 1’er dk. yikanmistir. En son yikamada tohumlar 20
dk. steril distile suda bekletilerek, sular siiziilmiistiir. Tohumlarin sularinin tam olarak

suziilmesi i¢in filtre kagidina yayilarak bir stire bekletilmistir.

Akturk (2009) In vitro kiiltiirlerde baslangi¢ eksplanti olarak kullanilan materyalin
yuzey sterilizasyonunda; musluk suyu, %70’lik etil alkol, %53 NaOCI iceren ticari
camagsir suyu, Tween 20 ve steril saf su kullanilmistir. Materyalin miktarina gore 100,
250, 500 veya 1000 ml’lik erlenmayer icerisinde steril saf su ile hazirlanan NaOCl
sollisyonuna, yayici-yapistirict olarak her 100 ml i¢in 2 damla Tween 20 ilave edilerek
agz1 aliminyum folyo ile kapatilmistir. Musluk suyunda yikama disinda, sterilizasyonun
biitlin asamalar transfer odasinda yapilmistir. Kiiltiirlerde, 20 veya 24 mm c¢apli deney
tiipleri kullanilmistir. Her tiipe, MS besi ortamindan 7-8 ml birakilmis ve eksplant
ekiminden sonra agizlar1 parafilm ile kapatilarak tiipliikler igerisinde kiiltiir odasina
birakilmigtir. Tomurcuk ve tohum ile yapilan deneylerde, baglangi¢ eksplantlarinin
ylizey sterilizasyonuna, soliisyonlarin konsantrasyon ve uygulama siirelerinin etkileri
incelenmistir. Kiiltiiriin 14. gliniinde sonuclar alinmis ve her iki materyal i¢in “Temiz
Kiiltiir Oran1” ile, tomurcuklar i¢in “Yasayan Kiiltiir Oram1” ve tohumlar igin
“Cimlenme Oran1” belirlenmistir. Temiz Kiiltiir Oran1 (%): Deney sonunda, bakteriyel
veya mantari bulagma goriilmeyen Kkiiltiirlerin ilk eksplant sayisina oraninmi ifade
etmektedir. Yasayan Kiiltiir Oranm1 (%): Lateral tomurcuklarla yapilan deney sonunda,

bakteriyel veya mantari bulasma goriilmeyen ve canliligin1 devam ettiren, alt kiiltlire
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alinabilir haldeki kiiltiirlerin ilk eksplant sayisina oranini ifade etmektedir. Cimlenme
Orani (%): Tohumlarla yapilan deney sonunda, ¢imlenen tohum sayisinin, ekilen tohum

sayisina oranini ifade etmektedir.

Baktemur (2009). Kavunda (Cucumis melo var. inodorus) Tozlamadan 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
tohumlarin % 22’sinin enfeksiyon kaptigini1 bildirmislerdir. Enfeksiyondan meydana
gelen kayiplarin Chlorox ile dezenfekte edilen tohumlarda % 7.8’den az iken, meyve
dezenfeksiyonunda %35 oraninda oldugunu belirtmislerdir. Sivi kiiltiirde enfeksiyon
cok 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 i¢inde tohumlar 10-15 dk. calkalanmak
suretiyle bekletilmistir. Daha sonra steril saf su ile iyice durulanan tohumlar, %96’lik
etil alkol icinde 5 dk. bekletilmis ve son olarak alkolu gidermek icgin distile su ile

yikanmistir. Bu islemler her ekimden 6nce tohumlara uygulanmastir.

2.2 Doku Kiiltiirii ile Tlgili Bazi Calismalan

Gamborg vd (1974), bezelye (Pisum sativum L)'de apikal hicrelerden sirgin
olusturmay1 basarmislardir. Apikal hiicreleri agar ile katilagtirilmis 0.2-5 uM BAP ve 1
MM NAA iceren 1 x MS ortaminda 4-6 hafta i¢inde kallus ve siirgiin olusumunu

gozlenmeislerdir; ancak, siirgiinlerin koklendirilmesinde olumsuz sonuglar almiglardir.

De greef ve Jacobs (1979) seker pancari bitkisinin yaprak eksplantlar1 farkli ortamlarina

aktararak inlenmistir. Arastiricilar ilk olusan kalluslarin farkli hormon kombinasyonlari
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iceren ortamlara kiltire alrak 3-9 haftalik soguk muamele yaptilar.  Normal
sicakliginda bir adet kallus Gzerinde strgiin ve bitki olusum gozlenmistir. Elde edilen
kallus 12 alt kiiltiirii ile bitki rejenerasyon yapmaktadir. Elde edilen kallustan tekrat
kallus ve siispansiyon Kkiiltiirii yapilmistir. Elde edilen bitkilerin yaprak eksplantlari

hormonsuz ortamda kallus olusturmuglar

Mroginskin ve Kartha (1981), bezelye (Pisum sativum) bitkisinde primordial yapraklari
belirli araliklarla, degisik oranlarda BAP ve NAA iceren 1 x MS vitaminler iceren B5
besin ortaminda kiiltiire almislardir. En fazla siirgiin olusumunu 0.1 uM NAA ve 10

uM BAP igeren 1 x MS vitaminler iceren BS5 besin ortamindan elde edilmistir.

Harms vd. (1983). Bu ¢alismada siirgiin tiglar1 kullanarak kirmiz1 pancar (Beta vulgaris)
bitkisinde etkili bir klonal ¢ogaltim prosediir gelistirilmistir. Calismada ¢oklu siirgiin
iiclarin olusum ile cogaltim gerceklestirilmistir. Histological calismalariyla siirgiin

uclarin iist epidermis tabaka oldugunu tespit edilmistir.

Rubluo vd (1984), olgunlasmis ve olgunlasmamis bezelye yaprak¢iklardan — farkl
oranda BAP, NAA, IBA ve IAA iceren 1 x MS besin ortaminda 0.9-1.8 mm
uzunlugunda siirgiinler ve daha sonra onlar1 koklendirekerek tam bitkiler elde
etmislerdir.  Olusan siirgiin yiizdesi, ortalama %?26-38 arasinda degismistir. BAP ve
NAA iceren ortamda, olgunlagsmis yapraklardan gelisen siirgiinlerin oran1 % 7'ye kadar
diismiistiir. GA3'in siirgiin olusumunda etkili olmadigi, pikloram ve 2,4-D'nin ise

olumsuz etki gosterdigi tespit edilmistir.

Freytag vd. (1988) Alt1 seker pancar1 (Beta vulgaris L.), hatlar (GWI-248, SPB-11,
MonoHy 55, SMS-1, EL45 ve FC607)2nin rejenerasyon igin ¢alismalart yapilmustir. In
vitro siirgiin  kiiltiirleri  olgunlasmis tohumdan elde edilen sterilize edilmis
embriyolardan yapilmistir. Kiiltiirlenmis siirgiinlerden kesilen sap1 igeren Gamborg B5
ortami1 ve dort adet modifiye edilmis Murashige ve Skoog (MS) ortamina alinmistir.
Ayrica, 0,4 mg / 1 N6-benziladenin ile takviye MS inorganik tuzlar iceren bir ortam, 0,1
mg / 1 indol-3-butirik asit, on alt1 amino vitaminler ve asitler igeren RV adlandiran

ortami kallus ve dogrudan siirgiin rejenerasyonu i¢in uygun goriilmiistiir. Rejenere
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olmus siirgiinleri koklendirerek bitki elde edilmistir. Siirgiinleri kdklendirmek amaciyla
5 mg / I indol-3-biitirik asit iceren Gamborg B5 ortami kullanilmistir. Adventif siirgiin
uretim yoluyla bitki elde etmek icin 4-6 hafta ¢alismalar1 yapilmistir. Ortamlarda

siirgiin rejenerasyon ile beraber az da olsa somatik embriyojenez de izlenmistir.

Polanco vd (1988), Uc Ispanyol mercimek ¢esidi ile yaptig1 bir ¢alismasinda kallus ve
stirgiin olusumunda besin ortami1 ve farkli eksplantlarin (siirgiin ucu, birinci bogum ve
ilk yaprak cifti) etkilerini incelemek amaciyla farkli oranda 2,4-D, BAP, NAA ve
IAA iceren 1 x MS  ve B5 besin ortamlar1 kullanilmistir.. 2,4-D igeren besin
ortaminda tiim eksplantlar lizerinde yalmiz kallus olusumu goézlenmistir.Ancak, 2.25
mg/l BAP-0.186 mg/l NAA ve 2.25 mg/l IBA igeren 1 x MS besinortamindan ¢ok
sayida siirgiin elde edilmistir. BAP igeren ortamda en fazla siirgiin olusum
gbzlenmesine ragmen koklenme {izerinde belirin azalmagoriilmistiir. Sirgunlerin
koklendirmek icin yalniz NAA veya IAA igeren besin ortamlart uygun oldugu tespit
edilmistir. En fazla siirgiin olusumu koltuk alt1 meristemden ve en az siirgiin olusumu

yaprak eksplantdan elde edildigi bildirilmistir.

Doley ve Saunders (1989) bir ¢alismada On dort (14) bitki accession den alinmis
bitkilerden alinan eksplantlarin yaprak eksplanttan kallus olusumu elde etmek i¢in 1 x
MS ortami kullanmilmigtir. Elde edilen sonuglarina gore ortalama 96.7 giinde %49.2
eksplantta sisme ile kallus olusumu gozlenmistir. 1mg/l BA igeren ortamda kallus
olusumunda 4-6 hafta gecikme goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarina gore 8/14 pancar
cesidi silirglin olusumuna almistir ve 3/14 cesidinde kallus olusum gdzlenmistir.
Gartons White ve L53 ¢esidinde somatik embriyogenesis ve kok olusum olusumu ile
gozlenmistir. Kok olusum bakimindan gesitler arasinda 6nemli farkliligi goriilmiistiir.
Her c¢esidinde 5 parametre incelenmistir ve 4 parametere de Onemli derecede

variasyonlar1 bulunmustur.

Ritchie ve ark. (1989), In vitro’da yaprak diplerinden, kalluslardan ve petiollerden
stirgiin rejenerasyonu ile ilgili calisma yapmislardir. Yapilan ¢calismada % 3 sukroz, 0,8
agar, vitaminler ile indikator olarak NAA ve BAP eklenen MS ortamindan yararlanilmig

olup; 6 tane pancar hattina ait tohumlar steril edilmis, ancak yiizey sterilizasyonundaki
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gelismeler siipheli bulunmustur. 0,1 mmol BAP eklenen MS ortaminda 25°C sicaklikta
sadece 4 haftada belirgin olarak daha fazla yaprak olusumu gozlenmistir. Sadece 3 ay
stre ile 5 mmol BAP ilave edilen MS ortaminda ise in vitro’da sirgun kaltarinde

petiollerden siirgiin olusumu gézlenmistir.

Leuba ve Tourneau (1990), 25-50 pM Phenoxy acetic acid (PAA) iceren besin
ortaminda mercimek eksplantlarindan kallus olusturmuslar, 5 uM ve daha fazla PAA

konsantrasyonlarin mercimek dokularina toksik etki yaptigini bildirmislerdir.

Abe vd (1991) Beta macrocarpa ve seker pancarinda adventif siirgiin rejenerasyonu

gerceklestirmek i¢in yaprak sap1 eksplantlarini kiiltiire almislarda.

Jacq F ve ark. (1992), 21 giinliik seker pancari fidelerinin hipokotil eksplantlarindan.
0,3 mg/1 BAP, 0,1 mg/1 NAA, % 0,5 adenin, % 0,5 fruktoz, % 0,5 sukroz ve % 0,5
glikoz iceren MS ortaminda basit ve tekrarlanabilen bir rejenerasyon sistemi

gelistirmisler ve elde edilen siirgilinler koklendirilerek seralarda biiyiitiilmiislerdir.

Goska ve Szota (1992) bir ¢alismada 9 adet trisomik ve diploid pancar cesitlerin
vejetatif caogaltim yapilarak her 2si arasinda bir kiyaslama yapilmistir. Eksplant olarak
apikal meristem kullanilmistir. Eksplantlar1 1luM BAP+0.1 uM NAA (rejenerasyon
ortami) 1 uM BAP + 5 uM NAA (¢ogaltim ortami) ve 0.1 uM 2iP + 15 uM IBA ile
100 mg/l inositol, 0.4 mg/l thiamin, %39 sucrose, %0.8 agar iceren ortamda kultlire
alinmistir. Trisomik bitkilerde 6nemli derecede rejenerasyon bakimindan farklilig
goriilmiisiitr.  Diploid  bitklerde  rejenerasyon  agisindan  Onemli  farkliligi
goriilmemistir. TRS ve TR6 trisomik bitkilerinde ¢ok sayida, ancak zayif bitki elde

edilmisgtir.

Haque ve Khanom (1993), farkli mercimek eksplantlarini (meristematik ug, epikotil,
kotiledon bogumu, kotiledon ve olgunlasmamis embriyo) kullanarak direkt veya kallus
yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu iizerinde ¢alismislar yapmislatdirArastiric1 farkl

temel besin ortamlar1 ile BAP, Kinetin ve NAA hormonlarin farkli konsantrasyonlarin
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epikotil, kotiledon bogumu ve kotiledon eksplantlar1 iizerinde siirglin rejenerasyon
etkileri arastirmiglar. Elde edilen sonuglarina gore 1.0 mg/1 2,4-D, 0.5 mg/l BAP, 0.5
mg/l Kinetin ve 0.25 mg/l NAA iceren 1 x MS besin ortaminda kalluslar iizerinde
diisiik oranda meristematik u¢ ve olgunlasmamis embriyodan cok sayida adventif
stirglin elde edilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon oran1 %, 0.5 mg/l BAP, 0.5 mg/I
Kinetin ve 0.2 mg/l NAA iceren 1 x MS ortaminda meristamatik uglardan elde

edilmistir.

Burke (1993), monogerm seker pancarlarinin in vitro’da ¢ogaltimlari ile ilgili caligmalar
yapmiglardir. MS ortamina eklenen IAA, NAA, BAP, 2.4-D ve TIBA ile elde edilen 2
haftalik fidelerden alinan siirgilinler kotiledonlarin tizerinden kesilip ¢ikartilmis ve 0,3
mg/l igeren ortama yerlestirilmistir. Yiiksek oranda kallus verimi 2,4-D ile elde
edilmistir. Bu seviyeye 1mg/I kinetin veya BAP ile kombinasyon olusturan NAA ile de

ulagilabilirken daha sonra yapilan ¢alismalarda kok olusumu da gozlenmistir.

Zhong ve ark. (1993), seker pancarinda adventif siirgiin rejenerasyonu gerceklestirmek
i¢cin yaprak sap1 eksplantlarini kiiltiire almiglardir. Yapilan bu calismada 6 ¢esit tizerinde
BAP, NAA ve farkli dozlarda sukroz denenerek en iyi sonug arastirilmistir. Neticede; %
3 sukroz ile 1 mg/1 BAP igeren MS ortamindan en yiiksek siirgiin rejenerasyonu elde
edilirken, % 3 sukroz ve 1 mg/1 NAA iceren yar1t MS ortaminin kullanilmasiyla en

yiiksek koklenmenin elde edildigi bildirilmistir.

Barna ve Wakhlu (1994), olgunlasmamis nohut (Cicer arietinum L.) yapraklarindan
olusan kalluslardan organogenesis yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu elde
etmiglerdir. En iyi kallus olusumunu, 10 uM NAA ve 5 uM BAP iceren besin
ortamindan elde etmislerdir. Epikotil eksplantlar igin en iyi sirglin rejenerasyonu
ortaminin ise 10 uM BAP ve 0.1 uM IBA iceren 1 x MS  besin ortami oldugu

bildirilmistir. En iyi kok olusumunu ise, 1 uM IBA igeren ortamdan elde etmislerdir.

Koksoy (1995), kallus Kkiiltiirlerinin - diger organ Kkiiltlirlerinden farkli olarak

parankimatik dokularin hormon kapasitelerine sahip olmamalari nedeniyle hormona

ihtiya¢ duyduklarini bildirmislerdir. Bu amagla, bitki biiylimeyi diizenleyicilerinden 2,4-
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D, NAA ve IAA kullanilmistir. Bu hormonlarin kallus gelisiminin ve hiicre
boliinmesinin tesvik edilmesinde esas rol oynayan faktorler oldugu bu galisma

sonucunda ifade edilmistir.

Ghanem (1995), yaptig1 c¢alismada, kallus ve siirgiin olusumu bakimindan en iyi

sonuclar, 0.5 mg/l 2,4-D ve 2 mg/1 Kinetin igeren 1 x MS ortamindan elde etmistir.

Krens vd. (1996) bu ¢aligmada 1atc1 seker pancari bitkisinde hiicresel rejenerasyon ve
genetik transformasyon yetkinligi incelenmistir. Agrobucterium asilama igin eksplantlar
olarak kotiledon ve hipokotil sap1 arasindaki gegis bolgesinden secilmistir. Adventif
strgunlerin de novo rejenerasyon orani %60-70 olarak izlenmistir. Fazla sitokinin
kullanarak rejenerasyon orani artilamamistir. Eksplantlar {izerinde direkt siirgiin
rejenewrasyon gozlenmistir. 2,4-D muamele sonucu transformasyon frekans da artis
gozlenmistir. Bununla birlikte, eksplantlar NAA ile 6n-muamele (zerine kendi
rejeneratif kapasitesinin korumuslardir. Burada tarif edilen prosediir kullanilarak, seker
pancart bitkilerinde %1  frekans ile 250 mg/l kanamisin {izerinden seleksiyon

yapilmaistir.

Polanco ve Ruiz (1997), olgunlagsmis ve olgunlasmamis mercimek tohum eksplantlarini,
30 g/l sukroz ve farkli BAP, Kinetin, GA3, IAA ve NAA igeren 1 x MS besin
ortaminda 25° C ve 16 saatlik fotoperiyotta ¢imlendirmeye birakmislardir. Tohum
eksplantlar, 4, 8 ve 4+4 (4 hafta 1 x MS ve 4 hafta 1 x MS + BAP, Kinetin, GA3, IAA
ve NAA) hafta ¢esitli BAP, Kinetin, GA3, IAA ve NAA konsantrasyonlar1 igeren 1 %
MS besin ortaminda ¢imlendirilmistir. Yaklasik 4 hafta sonra, 2.25 mg/l BAP iceren 1
X MS Dbesin ortaminda % 25 oraninda kallus olusumu gozlenmis olup, 0.25 ve 2.25
mg/l BAP igeren besin ortaminda ¢ok sayida siirgiin uclar1 elde edilmistir. Elde edilen
sonuglarima gore 0.225 mg/l BAP veya 1 x MS ortaminda koklendirilmistir.
Aragtiricilar BAP'!n in vitro kosullarda koklenmeyi olumsuz yonde etkiledigini

vurgulamislardir.

Gurel ve Wren (1995a) Seker pancar bitkisinin Primo ¢esidinin yaprak ve yaprak sap1
eksplantindan NAA igeren ortamda siirgiin rejenerayon ve daha sonra kok olusum elde
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edilmistir. Siirglin rejenerasyon ve kok olusumunu scanning elektron mikroskopi ve
151k mikroskopi ile incelenmistir. Incelenme sonucunda rejenerasyonunun iletigim
borularina yakin meristematik primoordiyum hiicrelerden oldugunu ve daha sonra
cogaltilan intrafascicular cambium boélgelerinden devam getirdini  izlenmistir.
Primordiyumlarin olusum eksplantlarin kiiltiire alindiktan 4 giin ve kok olusum 6 giin
sonra izlenmistir. Kok olusum i¢in en az 24 saat NAA muamelesi uygun goriilmiistiir.
Koklendirme ortamda 4 giinlik bekletme olumlu ve 5 - 10 bekletmesi olumsuz etkileri

birakmustir.

Gurel ve Wren (1995b) yaptigi bir ¢alismada seker pancanndan (Beta vulgaris L.)
alman kucuk yaprak disklerinde (8 mm), polifenol oksidaz (PPO) aktivitesini 6lgmek
icin guvenilir bir metot gelistirildi. Fenolik bir adsorbant olan PVPP (polyvinyl
polyprolidone)'nin kullamlmasiyla PPO aktivitesinde 6nemli artislar saglandi ve
PVPP'nin etkinligi de uygulandigi asamaya bagli olarak degisti. Enzim, 20-35 °C
arasindaki sicakliklara duyarsiz goziiktii ve en yuksek reaksiyon orani pH 7.0 de elde

edildi. Gelistirilen metodun tekrarlanabilirligi yapilan bir 6n denemeyle teyit edildi.

Gurel (1996) bir ¢alismada  pancar (Beta vulgaris L.) yaprak ornekleri in vitro
kiiltiirtinde daha 6nceki denemelerinden materyallar arasinda gozlenen varyasyonlar
incelenmistir. Bu arastirmada ¢esit, bitki, organ olarak farkli seviylerde 10 adet ticari
pancar ¢esidine ait yaprak eksplantlarin kok olusumunu kapistesei bakimindan
karsilastirldiginda biiylik farklililklar ortaya c¢ikmistir. Ayni c¢esidin farkli bitkiler
igerisinde bitkiler aras1 ve birki i¢i yapraklari icerisinde dnemli farklililgir goriilmiistiir.
Fakat, yapraknin farkli bolgelrinden alinan 6rnekler benzer sonu¢ vermislerdir. Primo
seker pancari gesdine ait bir populasyon da polifenol oksdaz aktivetesi yoninden iki kat
daha fazla varyasyon gozlenmis. Fakat enzim c¢alismasi i¢in kullanilan ayni
yapraklardan alinan 6rneklerin kiiltiire alinmasi ile yapilan karsilastirmada her ne kadar
siyahlasma oranm1 ile kok olusturma kapaistesi arasinda zayif bir negatif iliski
belirlendigi se de enzim aktivetesi ile kok oliisim veya eksplant dokusunun

siyahlagsmasi arasinda bir iligki gézlenmedi.
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Toldi ve dig. (1996) in vitro bir kosullarda sekerpancar1 (Beta vulgaris L.), ince uzun
epicotyls ince tabakay1 eksplanti olarak kullanilmistir ve hizili gogaltim igin bir yontem
gelistirmislerdir. Arastirilcilar seker pancarmin karanlikta ve 0,2 mg/1 BAP, 2 mg/1
GA3 ve 0.1 mg/1 TAA igeren besin ortaminda kiiltiir sonucu uzayan epikotillerini 5-8
mm uzunlukta, 2-3 mm genislikte ve 0,8-1 mm kalinliginda keserek, 1 mg/1 BAP ve 1
mg/1 TIBA igeren ortamlarda kiiltiire almislar ve bu pargalardan eksplant basina 6,3

adet adventif siirgiin elde edilmistir.

Aragtiricilar,  14-giinliik  fidelerin  bozulmamis epicotyls kotiledon (zerinde
hipokotillerinden eksplantlart 0.2 mg/l 6-benzyladenine, 0.2 mg/l gibberellic acid and
0.1 mg/l indole-3-acetic acid iceren De Greef ve Jacobs ortamina karanlikta kiiltiire
alimiglardir. Daha sonra, 5-8 mm uzunlugunda 2-3 mm genisliginde ve 0,8-1,0 mm
kalinhiginda teget kesitler yariya epicotyls dis kisimlarindan uzunlamasina
hazirlanmistir. Bu ince tabaka eksplantlar ¢esitli biiylime diizenleyiciler ihtiva eden hizli
cogaltim ortami iizerinde inkiibe edilmistir. En fazla siirglin olusumu 1,0 mg/l BAP ve
ve 2,1 mg/l TIBA igeren ortamina hizli gogaltim amaciyla alinmistir. En fazla 6,3 + 0,2

mikro surgiin 1.0 mg/l Tiba igeren ortamdan elde edilmistir.

Roussy et al. (1996). bu calismada eksplantlar1 sera kosullarda 3 mg/l TIBA ile 6n
muamele ederek kallustan siirglin rejenerasyon elde etmislerdir. Kontrol bitkilerde
siirglin olusum gozlenmemistir. Protkol kullanarak 100lerce bitki olusturuldu. Ekplant
basina siirglin sayis1 incelediginde her alt Kkiiltiirde siirgiin olusumda azalma
goziilmistiir.  En iy sirgiln rejenerasyon 0.1 mg/1 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
and 1 mg/1 N-6 benzylaminopurine veya 2.2 mg/1 thidiazuron igeren ortamdan elde
edilmigtir. Ancak, TIBA ile muamele edilmis eksplantlarin TDZ ile muamele sonucu
cok sayida siirgiin elde edilmistir. TIBA ile muamele edilmis ve edilmemis bitkiler
arasinda bir kiyaslama sonucu TIBA ile muamele edilmis bitkilerde fazla miktarda

peroksidaz aktivitesi bulunmustur.

Grieve vd. (1997) yaptig1 bir ¢alismada c¢alismada 6 elit pancar (Beta vulgaris L.)

cesitlerin petiol eksplantindan rejenerasyon elde edip bitki elde edilmistir. Calismada
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genotip, BAP konsantrasyonlar1 ve yiiksek sicakligt muamelesinin pancar bitkisinin

rejenerasyonunda onemli sekilde etki yaptigini izlenmistir.

Yildiz ve ark. (1997), seker pancarmin in vitro rejenerasyon kabiliyetini énemli 6lclde
diisiiren eksplant kararmasinin ortadan kaldirilmasi i¢in yaptiklar1 arastirmada, farkl
sekillerde yetistirilen seker pancart fidelerinin kotiledon eksplantlarini kullanmiglardir.
Arastirma sonucunda; steril fidelerden alinan eksplantlar kiiltiirden once steril
edildiginden kararmanin kullanilan dezenfektan ile baglantili oldugu tespit edilmistir.
Yine aynmi calismada, ortamda bulunan seker konsantrasyonunun diisiiriilmesinin

eksplantlardaki kararmayi azalttig1 ifade edilmistir.

Colak ve Tokur (1999) Bu ¢aligmada Beta vulgaris L.cv. KWSTR-239 (seker pancari)
tohumlarinin in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi sonucu elde edilen hipokotil
eksplantlarinin  Murashige-Skoog temel besi ortamlarinda, baz1 bitki biiyiime
diizenleyicilerinin organogenetik etkilerine bagli olarak adventif tomurcuk verme ve
siirglin rejenere etme imkanlart aragtirildi. Caligmada oksin olarak Naftalenasetik asit
(NAA) ve 2,4- Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), sitokinin olarak Kinetin (K) ve 6-
Benzilaminopurinin (BAP) 8 farkli kombinasyon ve konsantrasyonu kullanildi.
Neticede Beta vulgaris L.cv.KWSTR-239 (seker pancari) hipokotil eksplantlarinin
adventif tomurcuk verimi ve surgln rejenerasyonunda en etkin oksin-sitokinin
kombinasyonu NAA-BAP olarak belirlendi. Bunu NAA-K kombinasyonu ile elde
edilen sonuglar izledi. Ancak 2,4-D-K kombinasyonu igeren besi ortamlarinda kiiltiire
alian hipokotil eksplantlarinda, birbirini takip eden {i¢ alt kiiltiir gergeklestirilmesine

ragmen hicbir zaman organogen faaliyetlere tanik olunamadi.

Altunok (2002) Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji
laboratuvarlarinda 1999-2001 yilinda yiiriitiilmiistiir. Calismada farkli dozlarda BAP,
NAA ve IBA kullanilarak ELK345, CBM 315 ve M114 hatlarina ait petiol ve yaprak
eksplantlarinda adventif siirglin rejenerasyon belirlenmistir. ELK 345 hattina ait petiol
eksplantlarinda en yiiksek slrgun rejenerasyonu kapasitesi (%15.00) 2mg/l BAP, 0.2
mg/l NAA ve 10 g/l sukroz igeren MS ortaminda elde edilmistir. En yiiksek siirgiin
rejenerasyonu CBM 315 hattina ait petiol eksplantindan (%9.66) 1 mg/l BAP ve 0.2
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mg/l NAA iceren MS ortamina yerlestirilen M114 hattina ait petiool (%96.17)
eksplantlarindan elde edilmistir. M114 hattina ait yaprak eksplantlarinda ise yliksek
oranda (91.81%) nekroz goriilmistir. Bunula birlikte kahvernegilesme petiol

eksplantlarinda daha fazla olmustur.

Khawar vd. (2004), mercimekte (Lens culinaris Medik.) mercimek ¢esitlerinden Ali
Day1 ve Kayi-91 c¢esitlerine ait yaprak, govde, govde bogumu ve kotiledon bogum
eksplantlar1 farkli oranlarda TDZ igeren 1 x MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Kotiledon ve gévde bogumlarindan, baslangi¢ kallus gelisimini takiben organogenesis
aracihigiyla adventif surglin rejenerasyonu elde edilmistir. Yaprak ve govde
eksplantlarinda ise kallus ve siirgiin gelisimi gozlenmemistir. Her iki ¢esitte de en
yiiksek stirglin rejenerasyonu 0.25 mg/l TDZ iceren 1 X MS besin ortamlarinda
kotiledon bogumlarindan elde edilmistir. Elde edilen 10-20 mm uzunlukta sdrgtnler
0.25 mg/l IBA igeren 1 x MS ortaminda koklendirilmis ve kdklenen siirgiinler son

olarak kum igeren saksilara aktarilmistir.

Altunok ve Er. 2013. Bu ¢alismada; farkli dozlarda benzil amino piirin (BAP), naftalen
asetik asit (NAA) ve indol-3-bitirik asi t(IBA) kullanilarak seker pancari (ELK 345,
CBM 315 ve M 114) hatlarina ait petiol ve yaprak eksplantlarinda adventif siirgiin
rejenerasyonu ve kararma kapasiteleri belirlenmistir. Petiol eksplantlarinda en yiliksek
surgln rejenerasyon kapasitesi (% 15,00) 2 mg/1 BAP; 0,2 mg/1 NAA ve 10 g/l sukroz
iceren MS ortamina yerlestirilen ELK 345 hattina ait eksplantlarda elde edilmistir. En
yiiksek siirgiin rejenerasyonu 0,5 mg/1 BAP ve 0,2 mg/1 NAA iceren MS ortamina
yerlestirlen CBM 315 hattina ait petiol eksplantlarinda (% 9,66) tespit edilmistir.
Maksimum kararma 2 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA iceren rejenerasyon ortamina
yerlestirilen M 114 hattina ait petiol (% 96,17) eksplantlarindan elde edilmistir. M 114
hattina ait yaprak eksplantlarinda da yiiksek oranda (ort. % 91,81) kararma goriilmiistiir.

Bununla birlikte kararma petiol eksplantlarinda daha fazla olmustur.

Chun-Lai vd (2004) bir seker pancart germplazm gelistirmek amaciyla ileri doku
kiiltiir teknolojisinin uygulanmasi gerekmektedir. Bu calismada SDM 3, 5, 8, 9, 10,
11, HB 526, ve CMS 22003ile = Roberta ve Gala ticari seker pancari ¢esitlerin
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kotiledon, hipokotil, kok/hipokotil/siirgiin gegit bolgesinin dokulari, ve yaprak lamina
ve petiol dan olusan kallus eksplantlarin adventif siirgiin rejenerasyon  olusum
yetenegini incelenmistir. Elde edilen sonuglarina gore genotip ve kullanilmis
hormonlar1 oranlar1 kallus indiiksiyon ve adventif siirglin rejenerasyonuna oOnemli
etkilenmistir.  SDM 11, 5, ve 9hattina SDM 3 ve 10 hattinin kotiledon ve hipokotil
explantlardan BA ile 2,3,5-triiodobenzoic acid ve 2,3,5-triiodobenzoic acid ve ya 1-

naphthaleneacetic acid (NAA) iceren ortamda daha fazla sayida siirgiin elde edilmistir.

Elde edilen sonuglarina gére SDM 9, 10 ve HB 526 hatlarin hipokotil-kok veya
hipokotil-siirgiin gegis bolgesi dokusundan BAP igeren 1 x MS ortamdan %25
oranda siirgilin rejenerasyonu elde edilmistir. SDM3 ve 9 hattinin yaprak explantindan
da BAP ve NAA iceren ortamda da kallus ve daha sonra adventif stirgiin rejenerayon
elde edilmistir. SDM10 ve CMS 2003 hatlarinda yalniz BA igeren ortamlarda slrgin

rejenerasyonu elde edilmistir.

Nourouzi vd (2005)’nin yaptigr calismalarina gore seker pancart bitkisinde
tekralanabilir transforasyon protokol yoktur. Arastiricilar farkli eksplantlariyla
transformasyon yapmaya calismiglardir. Arastirma sonucunda yapragin ana damara

yakin hiicreleri genetik transformasyon i¢in en uygun hiicre olarak degerlendirilmistir.

2.3 Gen Aktarim ile Tlgili Baz1 Calismalar

Hussey vd (1989), bezelye dokularinin meristem uglarin1 Agrobacterium tumefaciens
(C58 ve Ach 5) ve A. rhizogenes (9402)'in yabani hatlar1 ile inokule etmis olup,
timor ve sagak kok olusturdugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, meristematik dokularin

A.. rhizogenes ile mumle sonucunda ¢ok sayida sagak kok elde etmislerdir.

Genga vd (1990), fasulye bitkisinin Phaseolus vulgaris ve Phaseolus coccineus
tirlerinde onkogenik A. tumefaciens hatlariyla transformasyon c¢alismasi ile iki

genotipte tiimor olusumu gozlenmistir. Ancak tiimor olusma frekansi, tlimor cap1 ve
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bitki tiirlerine bagl olarak degismislerdir. Bitkilerde NPTII transformasyonu PCR ile
teyid edilmistir.

Pounti-Kaerlas vd (1990), bezelye bitkisine A. tumefaciens araciligiyla bazi markor
genleri (NPTII, HPT-II) aktararak higromsin ve kanamisin antibiyotigine dayanikli
transgenik bitkiler elde etmislerdir. Caligmada sap ve epikotil eksplantlar: kullanilmistir.
Transgenik kalluslar 15 mg/l higromsin ve 75 mg/l kanamisin igeren besin ortaminda
se¢ilmistir. Higromisin iceren besin ortaminda ¢ok az sayida siirgiin elde edilmistir.
Ancak, kanamisin iceren besin ortaminda ise hi¢ siirgiin elde edilememistir. Rejenere
olan siirgiinler koklendirilerek gelisen bitkicikler seraya aktarilmistir. PCR analizi ile

kalluslarin ve bitkiciklerin transgenik oldugu ispat edilmistir.

Ehlers vd (1991) yaptig1 bir calismada transgenik pancar koklerde  pancar necrotik
sar1 damar virus (BNYVYV) coat protein viriis aracalifila gen aktarak pancar necrotik
sar1 damar virus (BNYVV) coat protein‘a karsit direng kazandirilmistir. CP genin igin
cDNA ve 5 terminal untranslated lider sekans BNYVV RNA 2 adet oligodeoxynu-
cleotides den olusturulmus her iki strand nin primer sentesis yapilmistir. cDNA 2.
Strand sentez ve amplifikasyon Taq DNA polimeraz ile yapilmistir. Elde edilen
immunoaktif CP den klonlanmig cDNA sekans transkripsiyon elde edilen immunoaktif
CP translasyon edilmistir. CP geni Lahana mozaik virlis ve 35 S promotor ile kontrol
edilen virlis konulmustur ve Agrobacterium rhizogenes vasitasyla pancar dokularin
transformasyon yapilmistir. Pancar sagak koklerde dokularinda kalici ekspresiyon ve
entegrasyon icin Northern ve Western blot anlizi yaparak transformasyonunu teyid

edilmistir.

Liilsdorf vd (1991), yaptiklar1 ¢alismada, baz1 A. tumefaciens hatlariyla (EHA 101 ve
LBA 4404) bezelye (Pisum sativum L.) u¢ meristemlerini inokule ederek, 2, 3 ve 4 giin
streyle ko-kiiltivasyona birakmiglardir. A. tumefaciens EHA 101 (pB 11042) hatt1 ile
inokule edilen eksplantlar, en yiiksek oranda kallus olusturmustur. Bu hatla inokule
edilen eksplantlarin % 76's1 kanamisin (50 mg/l), % 77'si ise higromisin (25 mg/l)
igeren besin ortaminda kallus olsturmustur. Buna karsilik, LBA 4004 hatt1 ile inokule

24



edilen eksplantlarin %63'ti higromisin, % 17'si kanamisine dayanikli kallus olusum

gorilmiistdr.

Warkentin and Mc Hughen (1992), mercimek sap ucu, epikotil ve kok eksplantlarini
GV 2260 p35S GUS-INT A. tumefaciens hatti ile inokiile etmislerdir. inokiile edilen
epikotil ve kok eksplantlarinda yaklagik 9 giin, sap uclarinda ise 17 giin sonra GUS

ekspresyonu gozlenmistir.

Fontana et al. (1993), nohut apikal meristemlerini LBA4404 (NPTII ve GUS geni
iceren) bakteri hatti ile inokiile etmislerdir. Ko-kiiltiivasyondan sonra eksplantlar
kanamisin icermeyen ortamda 3 hafta tuttuktan sonra 50 mg/l kanamisin iceren ortama
alarak transgenik aday1 stirgiinleri belirlemislerdir. Kanamisin igceren ortamda koklenme
olmadig1 i¢in koklendirme islemini kanamisin igermeyen ortamda gergeklestirmislerdir.

Tranformasyon frekansini %4 olarak belirlemislerdir.

Schroeder vd (1993), pMCP3 plazmid vektorinii tasiyan A. tumefaciens araciligiyla
boriilceden izole edilen Al geni bezelyeye aktarilarak bezelyede alfa amilaz sentezi
engellenmistir. A1 geni, T5 jenerasyonuna kadar gosterilmis ve kullanilan bu yontemle

mercimek bitkisine gen aktarabilecegi ortaya konmustur.

Stewart vd. (1996), kolza (Brassica napus)'da crylAc (35S promotoru tarafindan kontrol
edilen) geni iceren A. tumefaciens ile gen aktarimi yapmislardir. 57 adet transgenik
aday1r bitkide Southern analizi sonucunda transgen kopya sayisini 1-12 arasinda
belirlemislerdir. Toplam ¢6ziinebilir protein icerisinde ekspresyon seviyesini % 0-0.4
arasinda oldugunu gozlemisler. Bu bitkilerin Plutella xylostella ve Trichoplusiani'ye

kars1 tamamen dayanikli oldugunu bildirmiglerdir.

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 popilasyonunun %45-65 oraninda azaldigini bildirmislerdir
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Grant vd. (1995), olgunlasmamis kotiledonlar1 kullanarak A. tumefaciens araciligiyla
bezelyeye gen aktarmiglardir. Bolero, Trounce, Bohatyr ve Huka bezelye ¢esitlerinden
transgenik bitkiler elde etmislerdir. Kullanilan A. tumefaciens hattinin plazmidinde,
fosfinotrisin ve kanamisine dayaniklilig1 kodlayan NPTII ve bar genler bulundugundan,
transgenik bezelye bitkilerinin seleksiyonu, 10 mg/I fosfinotrisin i¢eren besin ortaminda
yapilmistir. Ayrica, transgenik bitkilerde fosfinotrisin asetil transferaz enzim testi

yapilarak BAR geni tespit edilmistir.

Hall vd. (1996) bu c¢alismada seker pancar1 bitkisinin stomatal guard cell
protoplastalrina PEG kullanarak bialopfos (pat geni) direngli DNA transformasyon
teknigi gelistirmislerdir. Transgenik bitkilerin ¢ogunu 8-9 haftada elde edilmistir.
Genom karakterizasyon ile transgen entegrasyonunu teyid edilmistir ve projeni analizi

ile mendelian segregasyon izlenmistir.

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 ¢Ozunebilir protein igerisinde toksin miktar1 %0.01-0.15 arasinda degisim
gOsterirken bu oran ubiquitin promotoru ile elde edilenlerden 10 kat daha disiik
bulunmustur. Polen spesifik Bp10 promotoru bulunan bitkilerde ise yaprak dokularinda
beklendigi gibi hi¢ ekspresyon seviyesi goriilmemistir. R1 transgenik bitkilerinde her iki

bocek ile yapilan analizlerde 5 giin igerisinde %97 -100 6liim orani belirlemislerdir.

Cho et al. (1998), yaptiklar1 ¢alismada Agrobacterium rhizogenes ile Cin gevenine
(Astragalus sinicus) gen aktarimini basarmislardir. Calismada kullanilan pB121 binari
vektorlini tastyan DC-AR2 A. rhizogenes 1rki, plazmidinde GUS aktivitesini kodlayan
uidA genini icermektedir. Gen aktarimi, mikimopin ve histokimyasal GUS analizi ile
belirlenmistir. In vitro da ¢imlendirilen bitkiciklerin olusan kokleri, DC-AR2 A.

rhizogenes 1irki ile inokiile edilmistir. Enfeksiyondan 15 giin sonra test edilen koklerin
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%46's1 GUS pozitif bitkileri bulunmustur. Daha sonra GUS aktivitesi gosteren bitkiler
Southern Blot analizi ile teyit edilmistir.

Datta vd. (1998), celtikte degisik promotorlarin crylAb geni ekspresyon seviyesi tlizerine
etkisini incelemislerdir. Bu amagla 35SCaMV ve Actin -1 ile doku spesifik PEPC
(pepcarboxylase) promotor kullanilmistir. Arastirma sonuglarina gére 35S promotoru
Actin-1'den daha etkili bulunmustur. PEPC promotoru kullanilarak elde edilen
bitkilerde crylAb proteini seviyesi konstitlitif promotorlarla karsilagtirildiginda oldukga
etkili sonug¢ elde etmislerdir. Elde edilen 800 adet bitkiden 81 adet bitkisinde

Scirpophaga incertulas larvalarina karsi direngli oldugunu tespit edilmistir.

Gurel ve Gurel (1998) bu calismada, ankara seker enstitiisiinde gelistirilen diploid
erkek kisir bir seker pancar1 (Beta vulgaris L.) i1slah hattindan alinan déllenmemis
yumurtaliklardan elde edilen bitki rejenerasyonuna ait yontem tanmimlanmistir.
Yumurtalik eksplantlari, 2.0 mg/l benzilaminpiirin (BAP) iceren Murashige & Skoog (1
x MS ) ortaminda kiiltiire alinmigtir. Iki farkli muamele denenmis olup; eksplantalarin
tamami 15 giin karanlikta tutulduktan sonra, yarisi normal (i) 11k ortamina aktarilirkan,
diger yaris1 da biitiin kiiltiir boyunca (i1) karanlik ortamda birakilmistir. Her iki ortamda
kiiltiire alinan eksplantlarda asagi yukart ayni oranlarda kallus olugmustur. Ancak,
muameleler arasinda eksplantalarin siirgiin-olusturma kapasiteleri bakimindan 6nemli
farklar meydana gelmis olup; karanliktaki 6n inkiibasyon ddneminden sonra 1s18a
aktarilanlar, siirekli karanlikta tutulanlara gére daha fazla sayida siirgiin olusturmustur
(% 14.6’ya karsin % 4.2). Ayrica, eksplantlarin kallus ve siirgiin-olusturma kapasiteleri
arasinda ters orantili bir ikili gdzlenmistir. Siirglinler 2.0 mg/1 naftelenasetik asit (NAA)
ve 2.0 mg/l glimiis nitrat (AgNO3) iceren 1 x MS ortamina aktarildiklarinda, iki hafta
igerisinde koklenme baglanmistir. Elde edilen bitkilerin ploidi seviyeleri rejenerantlarin
yaprak Orneklerinde yapilan kromozom sayimlari ile belirlenerek, elde edilen biitiin

bitkilerin diploid oldugu gézlenmistir.

Gebhard ve Smalla (1999) bir ¢alismada Rizomania’ya daynikli pancar (Beta vulgaris)
bitkilerin den bakterilere yatay gen aktarim incelemek amaciyla bu c¢alismalari

yuriitilmistir. Transgenik bitkilerde kanamisine dayanikli nptll geni ve glufosinat
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ammoniym’a karst direngli genleri bulunmustur. Her genin toprak ve bakterilere
transferi kontrol edebilmesi icin spesifik ve hassass primerler kullanilmigtir. Toprak
ornekleri anliz yapmak amaciyla bakterileri selektif ve selektif olmayan ortamlarda
kiiltiire alinmistir. Toplanmis transgenik DNA analiz etmek amaciyla elde edilen DNA
ekstraksiyon dan sonra spesifik primerler kullanarak analizi yapilmistir. Deneme
sonucunda 2 yilina kadar hem g¢evredeki toprak hemde bitkilerde bakteri genin varligini

tespit edilmistir. Konstrukt spesifik sekans dot blot anlizi ile tespit edilememistir.

Giirel ve Kazan (1999) bir ¢alismada , 10 aycicegi ( Helianthus annuus L.) genotipinin,
reporter bir genin (GUS) ekspresyonunun belirlenmesine dayanan Agrobacterium
tumefaciens araciligi ile gen transferine uygunlugu degerlendirilmistir. Siirglin-ucu
eksplant tipi (bolinmiis/split ve boliinmemis/intact), bakteri susu/binary vektor
kombinasyonu ve bdliinmemis siirgiin-ucu eksplantlarinin partikiilbombardimani ile
yaralanmas1 gibi faktorler incelenmistir. Transformasyon etkinligi bakimindan
genotipler arasinda onemli farkliliklar gbzlenmis, ortalama %GUS pozitif eksplant
oranlar1 %0.0 ile %82.7 arasinda degismistir. Hibrit genotipler, kendilenmis hatlara gore
Agrobacterium enfeksiyonuna karsi daha duyarli olmuslardir. Boliinmemis (intact)
eksplantlarla  karsilastirildiginda, boliinmiis  (split) siirgiin-ucu  explantlarinin
kullanilmasi, transformasyon etkinligini artirmazken AGL-1/pKIWI sus/vektor
kombinasyonunun, LBA4404/pTOK233 kombinasyonuna gore daha etkili oldugu
gozlenmistir. Eksplantlarin, Agrobacterium ile inokiile edilmeden &nce partikil
bombardimani ile yaralanmasinin ise transformasyon iizerine herhangi bir olumlu etkisi

goriilmemistir.

Seker pancar bitkisinin primo ¢esidinde 30 mg/l-naphthalene acetic acid iceren ortamda
lamina ve prtiol nodu eksplantindan koék olusumu scanning elektron mikroskopi ve 1s1k
mikroskopi ile incelenmistir. Primordilar iletisim borularina yakin yerde meristematik
hiicre ¢ogaltilan intrafascicular cambium bdlgelerinde izlenmistir. Primordial olusum
kiiltiire alindiktan 4 giin ve kok olusum 6 giin sonra izlenmistir. Kok olusum i¢in en az
24 saat NAA muamelesi uygun goriilmiistiir. Koklendirme ortamda 4 giinliik bekletme

olumlu ve 5-10 bekletmesi olumsuz etkileri birakmustir.
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Yilmazlar (1999), korunga, cayir ii¢giilii ve Iskenderiye ii¢giiliiniin kotiledon, hipokotil,
kok, govde ve yaprak eksplantlarini in vitro gelisen bitkiciklerden izole ederek A281 ve
A136 NC Agrobacterium tumefaciens hatlariyla inokiile etmistir. Inokiilasyondan 6
hafta sonra c¢ayir tiggiilii eksplantlarinin higbirinde tiimor olusumu goézlenmemesine
kars1 kullanilan korunga ve Iskenderiye {icgiilii eksplantlarinda yiiksek oranda tiimor
olusumu gozlenmistir. Her iki bitkide de en yiiksek tiimér olusumu A281 hatti ile

inokiile edilen hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir.

Hashimoto ve Shimamoto (1999). bir ¢alismada bitki transformasyonda antibiyotik
veya herbisitlere karsit direngli genler igieren selektif markerler kullanilmaktadir.
Ancak, selektif markerlerde de bazi sorunlar var. (1) Seleksiyon i¢in ortama eklenmis
antibiyotikler bitki gelismelerinde olumsuz etkiler birakmaktadirlar (2) selektif marker
genler ile  ¢evreye olumsuz sekilde zarlar vermektedirler. Bu calismada, sukroz
enzimleri biyosentez ile sorumlu geni sucrose-phosphate synthase (SPS) (selektive gen
iceremeyen genleri) ile transformasyon calismalart yapilmigtir. Misirdan elde edilen
SPS geni ¢eltik Cab promotor etki altinda seker pancar1 yaprak eksplantlar1 vasitasiyla
bitkilere aktarilmistir. Sonug olarak, sucroz sentez aktivtesinde fazlaligi goriilmistiir.
Selektif marker siz  pBSPS vektor partikll tabancacsiyla sekerpancari bitkisine
aktarilmistir.  Elde edilen sonuglart PCR ve southern blot analizi ile teyid edilimistir.
24 adet transformasyonuna ugramis bitkilerden 12 adet bitkisinde SPS genin varligi

ispat edilmistir.

Ivic ve smigocki (2001) Bir patatin gen promotoriine kaynasik bakteriyel sitokinin
biyosentez geninin transformasyon ile seker pancari (Beta vulgaris L.) bitkisi
incelenmistir. Sonugta iki bagimsiz tip transformatérleri Karincalar, 1 Pat-IPT ve 2
yaygin sitokininlerin tarafindan uyarilan ayirt morfolojik degisiklikler, yani daha az kok
bliylimesi, azaltilmig yaprak ylizey alani, ve artan aksiller slirglin gelisiminin bir dizi
sergilenmistir. Sitokininlerin zeatin ve zeatin ribosidden konsantrasyonlar1 ana
koklerinde de iki kat artarak 7- yaprakli asamada 18 kat daha fazla olarak
nitelendirilmistir. Yaprak sukroz ve glukoz konsantrasyonlar1 glukoz diizeyleri dokuz

kat yiiksek bulunmustur Pat-ut 2'de disinda kontrol bitkilerinde olanlardan anlamli bir
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farklilik izlenmemistir. Normal kazik kok gelisimesinde ciddi inhibasyon goriildigii

icin ana koklerinde sakaroz konsantrasyonu azalmistir.

Kimoto ve  Shimamoto (2001) bir calismada seker pancari bitkisinde Karnibahr
armyworm (Mamestra brassicae)a karsi, iki adet Kristal protein (ICP)e sorumlu cry | A
(b) veya cry I C ile beraber kanamisine karst direngli NPT II geni (selektif marker
olarak) Agrobacterium tumefaciens araciligila seker pancari bitkisine aktarilmistir.
Transformasyonuna ugramis bitkiler ICP genin varligt PCR-Southern hybridization ile
teyid edilmistir. 14 adet cry I A ve 10 adet cry I C geni tasiyan transgenik ve transgenik
olamyan bitkisine ait bitkilerin second-instar karnibahar armyworm kurtlarina
yedirilmistir. Transgenik bitkilerinde yapraklari yedirilmis kurtlar tarafindan 6nemli

seviyede O0liim goriilmiistiir.

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

Manduca sexta' bocege karsi oldukea etkili oldugunu bulmuslardir.

Krishnamurthy vd (2000) tarafindan 4 farkli nohut ¢esidinin embriyo eksenleri GV
2260 p35GUS-INT ve EHA 101 Pib-GUS A. tumefaciens hatlariyla inokiile
edilmislerdir. A. tumefaciens p353S GUS-INT hatti ile inokule edilen eksplantlar, 0.5
mg/l BAP ve 100 mg/l kanamisin iceren 1 x MS besin ortamina, EHA101 A.
tumefaciens hatt1 ile inokule edilenler ise 10 mg/I fosfinotrisin igeren 1 x MS ortamina
aktarilmigtir. Bu ortamlarda rejenere olan transgenic aday siirgiinlerde GUS geninin
varlig1 teyit edilmistir. Transgenik aday siirglinlerin bes giin karanlikta gelistirilen
fideler iizerine as1 yapilarak olgunlasmis bitkiler elde edilmistir. Gen aktarimi1 Southern

blot analizi ile teyid edilmistir.

Hashimoto ve Shimamoto, (2001) bir ¢alismada R. solani [Thanatephorus cucumeris]
hastaligindan gelisen fidecilik blight ve root rot infeksiyonuna karst pumpkin chitinase
gene seker pancari bitkisine aktarilarak transgenik bitki gelistirilmistir. PCR ve
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Southren hibridizasyon sonucglardan elde edilen sonuglarina goére bazi bitkilerde
chitinaz genin varhigi Kayid edilmistir. Biyo assay sonuglarinda da transgenik

bitkilerinde R. solani hastalgina kars1 direngligi goriilmistiir.

Snezana ve Ivic-Haymes - ( 2005) bir ¢clhismada serada seker pancar1 (Beta vulgaris
L.) bitkisinde partikle tabancasiyla transformasyon calismalar1 yapilmistir. Caligmada
osmotin or proteinase inhibitor II gene promoter ile kaynatilmis uidA geni partikil
tabancast kullanarak aktarilmistir.  Transformasyon olmus kalluslardan %0.3 — 3.7
oranda gus pozitif bitkiler ele edilmistir. Southern analizi ile transformasyon teyid

edilmistir.

Naimov vd. (2001), Cryl delta endotoksinlerinin genellikle Lepidopterler Gizerinde etki
oldugunu bildirmislerdir. Ancak crylBa ve crylla'nin 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. SNI9
geni crylla'dan 7 defa, crylBa'dan 21 defa daha toksik bulunmustur ve bu genin
Coleopterlerle miicadelede cry3A'ya alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Giirel Vd. (2001) yaptig1 bir calismada kallus Uretimi icin, farkl seker pancar (Beta
vulgaris L.) islah hatlarnn fidelerinden alnan hipokotil, kotiledon, yaprak sap ve yaprak
eksplantlar, BAP veya KIN ile NAA veya 2,4-Dnin 0.0, 0.5 veya 1.0 mg/l duzeyindeki
kombinasyonlarn iceren 1 x MS ortamnda kultre almislardir. Her iki oksinin de 0.5
mg/l BAP veya 0.5 mg/l KIN ile kombinasyonlar, bittin eksplant tiplerinde daha fazla
miktarda kallus olusturmu fakat, butiin hatlarin ortalamalar dikkate aldiginda hipokaotil
ve kotiledon eksplantlar yaprak sap ve yaprak eksplantlarndan daha fazla kallus
oluturmutur. Genellikle, iki tip kallus elde edilmitir; blyik hiicrelerden beyaz ve gevek
kallus (Tip 1) ve kiicuk hcrelerden oluan yesil ve yapili kallus (Tip Il) elde etmislerdir.
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Baloglu, 2005. Kotiledon, hipokotil, yaprak sapi, yaprak ve siirgiin ucu dokularinin
transformasyonu ve indirekt ve direkt organogenesis yolu ile rejenerasyonu
incelenmistir. Seker pancart ¢esidi ELK 345'in indirekt rejenerasyonu ig¢in iki farkl
¢imlendirme, {i¢ farkli kallus olusturma ve siirgiin olusturma besiyerleri kullanilmistir.
Kotiledon disinda diger eksplantlar (hipokotil, yaprak sapi1 ve yaprak) kallus
olusturmustur. Fakat bu ekplantlarin kalliglarindan siirglin gelisimi gdzlenmemistir.
Direkt organogenesis icin seker pancart c¢esidi 1195' in siirgiin ucu dokusu
kullanilmigtir. 0.1 mg/l IBA ve 0.25 mg/l BA kullanilarak direkt organogenesis yolu ile
stirgiin gelisimi basarilmistir. Siirgiin ucu dokusundan kok gelisimi ve yuksek oranda
iklimlendirme basariyla sonuglandirilmistir. Transformantlarin se¢imi igin gereken
ideal dozu bulmak i¢in tiim yaprak eksplantlarina farkli konsantrasyonda kanamisin ve
PPT uygulanmistir. 150 mg/l kanamisin ve 3 mg/l PPT tiim yapraktan siirgiin gelisimini
tamamen durdurmustur. Ayrica ELK 345 yaprak eksplantlar1 igin Agrobacterium'a
dayali transformasyon prosediirii, transformasyonu takip eden 3. giinde uidA geni gegici
ifadesi izlenerek optimize edilmistir. Transformasyon prosediiriinii gelistirmek igin,
farkli parametrelerin (vakum infiltrasyonu, bakteri biiylitme besiyerleri, bakteri ile
birlikte inokiilasyon zamani, Agrobacterium hatlar1 ve ko-kultivasyon besiyeri igine L-
sistein uygulanmasi) etkileri incelenmistir. Vakum infiltrasyonu ve Agrobacterium ile
transformasyon prosediiriinii 6nemli bir sekilde gelistirmistir. Calismanin basindan

itibaren, yaprak iizerindeki GUS ifade eden bolgelerinde ii¢ kat arttiris izlenmustir.

Kishchenko vd. (2005) bu ¢alismada vakum infiltrasyon  kullanarak seker pancari
(Beta vulgaris L.), bitkisinde Agrobacterium araciligiyla genetik transformasyonu igin
bir yontem gelistirilmistir. Iki diploid O-tipi seker pancari soylarmin (KS3 ve KS7)
aseptik 3-haftalik soluk fidelikler genetik transformasyonu i¢in kullanilmistir. Muhabir
b- glukuronidaz geni tasiyan transgenik seker pancari bitkileri glufosinat amonyum
herbisite dayaniklili§i nedeniyle se¢ilmistir. Seker pancari genomu igine transgenlerin
entegrasyonu, GUS deneyi ve PCR bar ve gus a genleri i¢in primerler kullanilarak teyit

edilmistir.

Barik vd. (2005), Lathyrus sativus bitkisinde A. tumefaciens ile gen aktarimini etkileyen

faktorleri (eksplant tipi, biiyiime devresi, hiicre yogunlugu, inokllasyon zamani, ko-
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kiiltiivasyon zamani, bakteri hatt1 ve 0n inkiibasyon) arastirmislardir. Bu amagla p35S
GUS-INT Dbinary vektorini iceren LBA4404 ve EHA 105 bakteri hatlarini
kullanmislardir. En yiiksek transformasyon frekansin1 4 guin 6n inkibasyona suresi, 10
dk. 109 hiicre/ml bakteri yogunlugu ile inokiilasyon, 4 gun ko-kiltivasyon siresinden
elde etmiglerdir. Bakteri hatlar1 arasinda transformasyon etkinligi bakimindan bir
farklilik bulamamislardir. Transgenik bitkilerin seleksiyonu i¢in en uygun kanamisin
dozunu 100 mg/l, olarak belirlemislerdir. T1 bitkilerinde 3:1 Mendel agilimi

saptamislardir.

Chen vd. (2005), celtige cry2A genini Agrobacterium araciligiyla gren aktarmiglardir.
Yapilan PCR analizinde 102 adet tek 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

Kumar and Rajam (2005), poliamin varligimin vir genleri ve T-DNA transferi Gizerine
etkilerini incelemislerdir. Bu amagla diamin putrescine (PUT) ve triamin spermidine
(SPD) kullanmisglardir. Bakteriler inokilasyondan iki saat énce SPD ve PUT ile inkube
edilmistir. Bakteri olarak GV2260 bakteri hatti kullanilmigtir. 100 mg/l kanamisin
iceren ortamda 7 gilin siireyle kiiltiire alinan eksplantlarda histokimyasal GUS analizi
yapilmustir. Kontrol bitkilerinde GUS pozitif bitki oran1 %70 bulunurken 1 mM PUT ile
muamele edilenlerde %89.5, 1 mM SPD ile muamele edilenlerde ise %94 bulunmustur.
SPD'nin PUT'tan daha etkili oldugu bildirilmistir.

Sanyal vd. (2005), nohutta crylAc genini kullanarak A. tumefaciens ile boceklere
dayanikli transgenik bitkiler elde etmlerdir. Transformasyon frekansini %1.12 olarak
belirlemisler. T, ve T bitkilerinde CrylAc protein miktar1 14.5-23.5 ng/mg olarak
belirlemisler. Nohut bitkisinde 10 ng/mg'dan daha yiiksek ekspresiyon seviyelerinde

Helicoverpa armigera'ya karsi yiiksek oranda koruma saglamiglardir.

Zaidi vd. (2005), tutunde ST-LS1 (sap ve yaprak spesifik) promotorunun cry2Aa2
geninin degisik dokulardaki ekspresyon seviyesi ile Heliothis virescens larvalarina karsi
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etkisini aragtirmislardir. Toplamda 30 adet kanamisine dayanikli bitki elde etmisler,
bunun 27 tanesinin PCR sonuglari pozitif bulunmustur. Southern hibridizasyonu
sonucunda 2AST(A), 2AST(E), 2AST(F) ve 2AST(G) bitkilerinde sirasiyla cry2Aa2
geni kopya sayist 7, 2, 4, ve 1 olarak gozlenmistir. Protein analizleri sonucunda
yaprakta toplam c¢oOzinebilir protein igindeki toksin miktarni sirasiyla % 0.16, 0.21,
0.12 ve 0.03 iken, sapta sirasiyla %0.01, 0.012, 0.009 ve 0.004 olarak belirlemislerdir.
Biyoassay sonuglarinda ise, yaprakla beslenen larvalarda 6lim oranmi % 100, sapla
beslenenlerde sirasiyla %41, 44, 35 ve 22, kokte ise %1-5 olmustur. Yesil dokularda
belirlenen bu degisik protein oranlarinin, bitkiye zarar veren bdceklerin devamli toksine
maruz kalma durumunda kazanacaklari dayanikliliga karsi engel olusturabilecegi

arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Dita vd. (2006), baklagil bitkilerinin birka¢ zararliya karsi hassas oldugunu, verimde
biiyiik kayiplara yol actiklarini ve bundan dolay1 zararlilara dayanikliligi basarmada, -
amilaz inhibitor genleri, proteaz inhibitor genleri, Cry genleri ve lektin genlerinin

baklagillere transfer edilecek genler oldugunu bildirmislerdir.

Samac (2006), A. tumefaciens kullanarak 9 ticari Medicago sativa g¢esidinde
transformasyon ¢alismast yapmistir. Arastirict GUS ve NPTII genini tasiyan ikili
vektorleri iceren 3 hat ile A208, A348, A281, A136 yabani bakteri irklarini
kullanmistir. 2 haftalik kok ve kotiledon eksplantlarini bakteriler ile inokiile etmistir.
Elde ettigi sonuglara gore doku Kkiiltiirlinde bitki ¢esidinin, bitki transformasyonunda

bakteri irkinin yiiksek oranda etkili oldugunu belirtmistir.

Dang ve Wei (2007), soya fasulyesinde siirgiin uglarin1 1 glin streyle KRYT1 (yardimci
plasmidinde crylAc, pta, BAR genleri bulunan) Agrobacterium hatt1 ile inokiile ettikten
sonra 5 giin stireyle 22 ‘C'de pH'st 5.4 olan ko-kiiltiivasyon ortaminda birakmislardur.
Transformasyon fekansin1 %4.29 - %18 arasinda belirlemisler ve Ty bitkilerinin bir

kisminin Helicoverpa armigeraya karsi dayaniklilik gosterdigini bildirmislerdir.

Tirk-seker (2015) Degisik insektisitlerin pancar giivesi (Scrobipalpa Ocellatella
Boyd.) tizerine etkililiklerinin arastirtlmasi nematoda dayaniklilik geninin (hs 1 prol)
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Agrobacterium tumefaciens araciligiyla seker pancarina (Beta vulgaris L.) aktarilmasi
hastalikli ve hastaliksiz alanlarda Rhizomania’ya dayanikli ve normal seker pancari
cesitlerinin kalite diizeyleri, seker pancarinda cercospora yaprak lekesi hastaliginin
entegre savasimi alternatif toprak isleme aletlerinin seker pancari verim ve kalitesine
etkisi ve seker pancarinda ot miicadelesinde herbisit miktarin1 azaltma imkanlari

konulu aragtirmalara 2006 yilinda da devam edilmistir.

Anonim 2015 “Hububatta Yabanci ot kontroliinde kullanilan bazi sulfonylurea grubu
herbisitlerin kalinti seviyeleri ile miiteakip seker pancarina etkileri” ve “nematoda
dayaniklilik geninin (hslprol) Agrobacterium tumefaciens araciligiyla seker pancarina
(Beta vulgaris L.) aktarilmasi” konulu arastirmalara 2009 yilinda da devam edilmistir.
“Nematoda Dayaniklilik Geninin (hsprol) Agrobacterium tiimefaciens araciligiyla seker
pancarina (Beta vulgaris L.) Aktarilmas1” konularinda Abant izzet Baysal Universitesi,
Orta Dogu Teknik Universitesi ve Cukurova Universitesi ile, “Seker Pancarinda
cercospora yaprak lekesi hastaliginin entegre savasimi” konusunda A.U. ziraat fakiiltesi,

bitki koruma boliimii ile ortaklasa calisilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Calismada kullanilmis monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 (baba hatt1),
SG3 (anne hatti) seker pancar1 hatlar Ankara Etimesgut’da bulunan Seker
Enstitlisi’nden temin edilmistir. Ayrica, ¢alismada kullanilan tutiin Maden 2421 tiitin

cesidine ait tohumlar1 Ege tarimsal arastirma merkezi Izmir’den temin edilmistir.

Diamenta c¢esidi Rhizomania (kok sakallanmasi) ve kiilleme hastaliklarina karsi
direnglidir. Seker orani Yyuksektir, kok verimi ¢ok yiksek ve makinali hasat igin
uygundur, Tiirkseker Enstitiisii 2011 yili resmi deneme sonuclarina gore ortalama

olarak; kok verimi 9,1 Ton/da ve seker oran1 %18,1'dir.

EMU 8 seker pancari baba hatti, poligerm/multigerm, Rhizomania hastaligina

dayanikli, kok verimi yiiksek ve seker varligi normaldir.

SG 3 seker pancar1 anne hatti monogerm, Rhizomania hastaligina dayanikli, kok verimi

yiiksek ve seker varligi yiiksektir.

3.2 Doku Kiiltiirii Metotlar:

3.2.1 Besin ortamm ve kUltUr kosullar:

Denemelerde 1 x MS makro, mikro elementler ve vitaminleri (Murashige and Skoog
1962) ile % 3 sukroz ve % 0.65’lik agar (Duchefa) ile katilastirilan temel besin ortami
kullanilmigtir.  Ortamlarin hazirliginda bidistile su kullanilmig olup, 1 X MS besin
ortamlarina denemeler ihtiyaclarina gore farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda
bitki biytme dizenleyicileri (Kinetin, TDZ, BAP ve NAA) ilave edilmistir. Ortam
hazirhiginda g¢ift distile saf su kullanilmistir. Besin ortaminin pH’s1 IN NaOH ya da 1N
HCI kullanilarak 5.8+0.1°¢e ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 120°C’de
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20 dk. tutularak sterilizasyon saglanmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (3000

luks) altinda 16 saat 151k fotoperiyodunda 2441°C sicaklikta tutulmistir (sekil 3.1).

Sekil 3.1 Beyaz floresan 15181 (3000 luks) altinda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24+1°C
sicaklikta kiiltiirlerin alinmasi

3.2.2 Bitki buiyume dizenleyiciler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Duchefa, Merck. ve Sigma Aldrich Chemical
Co. ve diger firmalardan temin edilmistir. Hormon dozlari {ireticinin tarif ettigi
coziicliler ile c¢oziildiikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlari
hazirlanmistir ~ (gizelge 3.1) . Hormon dozlari, ortamlar otoklavda steril edilmeden
once ilave edilmistir. Hazirlanan Hormon dozlarinin stok soliisyonlar1 istenilen
miktarda ve oranda stok solusyonlar1 hazirlayarak +4°C’de alt1 ay kadar saklanmistir.

Hormon dozlar1, ortamlar otoklavda steril edilmeden Once ilave edilmistir.
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Cizelge 3.1 Kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢6ziiciileri ve saklama kosullar

Buyume Diizenleyicileri Cozuci Saklama sicaklig1 (°C)
Sitokininler

BAP 1 N NaOH +4

Kinetin 1 N NaOH +4

TDZ %396 etanol +4

Oksinler

NAA etanol +4

IBA etanol +4

Tum kaltarler beyaz floresans isiginda 16 saat 1s1k (3000 luks) fotoperiyodunda 24
°C'de tutulmustur. Sterilizasyon ve tiim doku kiltiirii islemleri steril kabin iginde

yapilmistir.

Her muamele igerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirlii Petri kutulart (100 x
10 mm) ya da kiltir kablar1 kullanilmigtir. Ortamlarin, kiiltiir kablarinin ve saf suyun
sterilizasyonunda 104 kPa basing, 121 °C sicaklikta 20 dk ayarli Hirayama markali
Japonya’da tiretilmis otoklavi kullanilmistir. Calismada kullnilan cam Petri kutular1 160
°C'de 2 saat etiivde steril edilmistir. Calisma ihtiyaglarina gore bazen tek kullanimlh

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

3.2.3 Tohumlarin In vitro kosullarda sterilizasyonu

Seker pancar1 tohumlar1 dlizensiz ve tirtikli bigimine sahip  kapali sert kabuklu,

perikarp (sekil 3.2) ve embriyo meyve/tohum kavitesi i¢inde bulunmaktadr.
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Sekil 3.2 Seker pancar1 tohumlarin sematik goriintiisiic  (Anonim 2015f. degistirerek)

Tohumlarin sert tirtikli yapi dan dolayr hem  ¢imlendirilmesi  hemde yizey
sterilizasyon buyuk gucdur. Seker pancari’nin EMU 8 poligerm, SG3 monogerm hatlari
ve Diamenta monogerm c¢esidine ait tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in {ic deneme

yapilmustir.

Birinci denemede, pancarinin  monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8
(baba hatt1), SG3 (anne hatt1) seker pancari hatlarma  ait tohumlar sulfurik asit ile 80
dk muamele edilerek 3 x 3 dk saf su ile durulama yapilmistir. Daha sonra, steril edilmis
tohumlar1, agar ile katilastinlmig 1 X MS  ortamma hem bulasikligi hemde
cimlenmesine etki belirlemek igin steril Petri kaplar1 igerisinde 24°C’de 16 saat 151k
fotoperiyodunda kiiltiire alinmistir. Seker pancar1 tohumlar kiiltiire alidiktan bir hafta
sonra ¢imlenme yiizdesi ve bulasikliginin oran1 belirlenmistir. Seker pancar1 tohomlari 1
x MS besi ortamda 6 giin icerisinde hem karanlik hemde 151k altinda ¢imlendirmeye

birakilip, her giin ka¢ adet tohumun ¢imlenmesi gézlenmistir.

Ikinci denemede, Seker pancari’nin EMU 8 poligerm, SG3 monogermhatlari  ve
Diamenta monogerm ¢esidine  tohumlar1 ilk 6nce sulfurik asit ile 80 dk muamele
edilip, 3 x 3 dk saf su ile durulama yapilarak, 60 dk %100’konsantrasyonda ticari
camagir suyu (Sodyum hipoklorit - %5 NaClO igeren etken madde) ile belirtilmis
cesitlerin tohumlar1  steril edilmistir. Steril edilmis tohumlar1 ¢amasir suyunun etkileri
uzaklagtirmak amaciyla 3 x 3 dk saf su ile durulanmistir. Steril edilmis tohumlar
camagir suyunun etkileri uzaklagtirmak amaciyla 3 x 3 dk saf su ile durulanmistir ve

steril Petri kaplar1 i¢erisinde 24°Cde 16 saat 151k fotoperiyodunda kiiltiire alinmistir.
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Uclinci denemede Seker pancari’nin EMU 8 poligerm, SG3 monogerm ve Diamenta
monogerm ¢esidine tohumlari ilk 6nce sulfurik asit ile 80 dk muamele edilip, 3 x 3 dk
saf su ile durulama yapilarak, 60 dk siire ile ticari ¢amasir suyunun %2100
konsantrasyonla yiizey steril edilmistir. Steril edilmis tohumlari ¢amasir suyunun
etkileri uzaklagtirmak amaciyla 3 x 3 dk saf su ile durulanmistir. Siilfiirik asit ve
camagir suyu ile muamele edilmis tohumlar1 daha sonra %3 BKK/PPM (Plant
Preservation Mixture) iceren su icerisinde 12 saat bekletilmistir. 12 saat bekletilmis
tohumlar1 %3 sakkaroz igeren ve %0.65 agar ile katilastirilmig 1 x MS ortamina
bulasik oranlari ve ¢imlenme orani belirlemek i¢in steril Petri kaplari igerisinde 24°C’de

16 saat 151k fotoperiyodunda kiiltiire alinmistir.

3.2.4 Tohum canhilik testi

Degisik bitki tohumlarinin canlilik tespiti i¢cin Anonymous (1999)’un onerdigi 2,3,5
trifeniltetrazolium klorit (TTC) yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada seker pancari
tohumlarin kabuklarin1 materiyel yontemde yukarida belitilmis gibi sulfuric asit ile
muamele yaptiktan sonra bistiiri ile keserek ¢ikartilmis olup, 24 saat 1mg/ml oranda
hazirlanmis trifeniltetrazolium klorit soliisyonu i¢inde oda sicakliginda (24+1°C)

karanlik ortam saglayarak tohumlarin canlilik test edilmistir.

3.2.5 Seker pancari tohumlarinin In vitro’da ¢imlendirilmesi

Seker pancari’nin EMU 8 poligerm, SG3 monogerm hatlari ve Diamenta monogerm
cesidine ait tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin alinacagi en diisiik
dezenfektan dozu belirlenmeye calisilmistir. Tohumlar ilk 6nce sulfurik asit ile 80 dk
muamele edilip, 3 x 3 adet safsu ile durulama yapilarak, ticari ¢camasir suyunun (%5
NaClO - Sodyum hipoklorit igeren etken madde) %100 lik dozlari ile belirtilmis
cesitlerin tohumlar1 60 dk siire uygulamasiyla yiizey sterilizasyonu saglanmustir.
Yizey sterilizasyonundan sonra, tohumlar steril saf su ile 3 x 5 dk durulanmistir. Daha
sonra tohumlar1 %3 BKK/PPM (Plant Preservation Mixtire) igeren su igerisinde 12 saat

bekletilmistir.
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Steril edilen tohumlar yine steril Petri kaplari igerisinde %3 sakkaroz igeren ve %0.65
agar ile katilagtirllan 1 x MS besin ortaminda 24°C’de 16 saat 1s1k fotoperiyodunda
cimlendirilmistir. Seker pancar1 tohumlar1 kiiltiire alindiktan bir hafta sonra ¢imlenme

yiizdesi ve bulagikliliginin orani belirlenmistir (Khawar 2001).

Daha sonra, monogerm Diamenta ¢esidi ile EMU 8 poligermbaba hatti ve SG3
monogerm anne  seker pancari hatina ait 9-10 gunlik sekerpancari fideciklerden elde

edilen sap ve kotiledon yaprak eksplantlari

(1) Farkli oranda Kinetin + IBA igeren 1 x MS ortamina (5 adet konsantrasyon),

(2) Farkli oranda BAP + 0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamma (5 adet

konsantrasyon)

(3) Farkli ortannda 0.25 mg/l BAP + farkli oranda IBA igceren 1 x MS ortamina (5

adet konsantrasyon)

(4) Farkli oranda TDZ igeren 1 x MS ortamina (5 adet konsantrasyon)

stirguin rejenerasyonuna alinmaistir.

3.2.6 Koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler uygun boyu aldiktan sonra kesilerek steril Magenta veya Petri
kutulart iginde 0.5 mg/l NAA ve 1.00 mg/l NAA iceren 1 x MS ortaminda

koklendirilmistir.

Koklenen bitkiler daha sonra iklim odasinda torf iceren saksilarda (sekil 3.3) yuksek

nemde bir silire dis sartlarina uyum saglanmasi i¢in tutulmstir.
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Sekil 3.3 Koklenen bitkilerin iklim odasinda tOrf igeren saksilara aktarilmasindan once
arastirici tarafindan on hazirlik yaparak saksilarin torf ile doldurulmasi

3.3 Genetik Transformasyon Calismalari

3.3.1 Bakteri kiiltiiriiniin saflastirilmasi ve biiyiitiilmesi

Istenilen A. tumefaciens suslarinin bireysel koloniler steril lup ile alindiktan sonra
gerekli antibiyotikleri iceren nutrient broth (NB) (Sigma Aldrich Chemical Co, St Lo.
Mo) bakteri blyiutme ortaminda 12 saat 28 °C'de 150 devirde/ (rpm)'da inkiibatorde.
1 ya da 2 gun sureyle cogaltilmistir. Bu kiltiirler daha sonra gen aktariminda
kullanilmigtir. Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek igin 0.10 ml miktarda bakteri
kiiltiiri agarli besin ortami iizerine steril bir lupla yayilmis, bu kiiltiirleri igeren Petri

kutular ters ¢evrilerek 28°C*de inkiibe edilmistir.
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Kisa Stireli Korunmasi

Kisa siire i¢in kullanilmak amaciyla istenilen A. tumefaciens suslarmin bireysel
koloniler secici antibiyotikler iceren 5-10 ml NB (Sigma Aldrich Chemical Co, St Lo.
Mo) ortaminda 12 saat 28 °C'de 150 devirde/ (rpm)'da inkiibatérde ¢ogaltilmistir. ve
daha sonra, herhangi bir bulasmay1 6nlemek i¢in ¢ogaltilmis kultlrleri stre¢ film ile
sarilmis, ters ¢evrilen Petri kutularinda 4 °C'de 6 hafta korunmustur. Butiin bakteriyel

caligmalar steril kabin igerisinde yapilmistir.

Uzun Siireli Korunmasti

Daha uzun siireli muhafaza islemin yapabilmesi i¢in yukarda belirtilmis ve ¢ogaltilmis
bakteri kolonilerden esit miktarda bakteri kiiltiirii ve %40 gliserol iceren NB, 2 ml'lik
kriyogenik tliplerde karistirildiktan sonra sivi azotla hizli bir sekilde dondurulup, -85
°C'de muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri kiiltiirlerinin canlilig1 en az 10 yi1l boyunca

muhafaza etmek mimkdindur (Draper vd. 1988).

3.3.2 Agrobacterium tumefaciens araciigiyla seker pancarina gen aktarim

Denemeye alinan eksplantlardan en iyi rejenerasyon yiizdesini gosteren eksplant gen
aktarma isleminde kullanilmistir. Agrobacterium tumefaciens’in A281 pTiBo 542 non
onkogenik GV2260::p35 GUS INT, 15834 PRGGbar, LBA 4404::pRGGbar, AoPR1
promotoriin kontrolii altinda cryl Ac genini igeren pTF101 AoPR1AcBar hatlar1 ile gen

aktarimi iglemleri gerceklestirilmistir.

Gen aktarimi denemelerinde bakteri materyali olarak kullanilan AoPR1 promotorin
kontrolii altinda cryl Ac genini igeren pTF101 AoPR1AcBar hem bdceklere hemde
herbisitilere kars1 direngli geni tagimis olup, seleksiyon amaglh kanamisine dayaniklilig

saglayan NPT-II geni ve herbisitlere kars1 direngli bar geni tagimaktadir.
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Bu ortamda gelisen kalluslar veya rejenre olan siirgiinleri siirekli olarak kontrol altinda
tutularak aktarilan genlerin ekspresiyonu (belirtileri) gozlenmistir. Daha sonra
gerekirse bitkilerin transgenik olup olmadigini belirtmek amaciyla Grant et al.

(1995)’n1n tarif ettigi gibi gus testi ve pcr testi yapilmistir.

3.3.3 Antibiyotikler

Bakteri biiylitme ortamlarina ilave edilmeden once her antibiyotik mikro filtreler
(0.22p) kullanilarak steril edilmis ve otoklavdan ¢iktiktan sonra 1sis1 40-45 °C'ye
diismiis olan ortamlara ilave edilmistir. Bu amagla kullanilan antibiyotikler ve
konsantrasyonlari Cizelge 3.2 ve 3.3'de verilmistir. GV2260 p35GUS-INT bakteri hath
buyatilurken ortama 50 mg/l rifampisin, 50 mg/l kanamisin monosiilfat eklenmistir.
CrylAc buyattlurken ise ortama 50 mg/l rifamisin ve 300 mg/l streptomycin ve 100

mg/1l spectinomycin eklenmistir.

Rifapmisin metanol, kanamisin monosilfat ise su ile c¢ozuldukten ve filtre

sterilizasyonundan sonra stok ¢ozeltiler -20 °C'de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2 Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan antibiyotikler,
cozlculer ve saklama sicakliklari

Antibiyotikler/kimyasal | Kullanim Stok Cozucdler Saklama
maddeleri oranlari (mg/ml) sicakliklar
(mg/l) (°C)
Rifampisin 50 25 Metanol/DMSO -20
Kanamisin monosulfat 50 50 su -20
Fosfinotrisin 2,25 1 su -20
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Cizelge 3.3 Ko kiltiivasyondan sonra A. tumefaciens'in gelisimini engellemek igin
kullanilan genis spectrumlu antibiyotigi, kullanim orani, stok miktar1 ve
saklama sicakliklar1

Bakteriostatik Kullanim oran1 | Stok (mg/ml) COzuci Saklama

antibiyotik (mg/l) sicakliklar
(°C)

Doucid Pfizer* 500 100 Su -20

3.3.4 Gen aktarilmus bitkilerin belirlenmesi

Segici rejenerasyon ortaminda gelisen aday transgenik siirgiinler, kanamisin monosulfat
iceren besin ortaminda koklendirildikten sonra bitkilerin transgenik olup, olmadiklarin

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

3.3.5 Histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal GUS analizi Jefferson (1987)'in tarif ettigi sekilde yapilmistir. Bitki
dokular1 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, %0.1 Triton % -100 ve 1 mM
5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide (X-GLUC) iceren soliisyonda 38 °C'de gece
boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra, dokular %9611k etanolda yikanarak mavi bolge/leri

belirlenmistir.

3.4 Polimeraze Zincir Resaksiyonu (PCR)

3.4.1 DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, taze yaprak dokular1 kullanilarak CTAB  DNA
ekstraksiyon protokoliine gore yapilmistir. Transgenik aday: bitkilerden alinan yaprak
ornekleri -85°C'de 15-20 dk bekletildikten sonra dondurularak ezilmistir. Yaprak
orneklerinin bulundugu 1.5 ml'lik her bir tiip i¢ine 50 ul buffer (IM Tris pH=8; 0.5M
EDTA; 5M NaCl; ddH20/Easy pure) eklenerek karistirilmis ve tizerine 550 uL buffer

daha ilave edip yaprak oOrneklerinin tam olarak ezilmesi saglanmistir. 65 °C'de su
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banyosuna tiipler yerlestirilerek 40-60 dk. inkiibe edilmistir. 13000 rpm'de 7 dk.
santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe alinarak iizerine esit hacimde kloroform
eklenmistir. Herhangi bir katt kismin alinmamasina dikkat edilmistir. DNA'lar
toplandiktan sonra 6rnekler 15000 rpm'de 13 dk. santrifiij edilmis ve {ist faz yeni tiipe
alindiktan sonra iizerine 750 pl soguk isopropanol eklenmistir. Ornekler 1 saat 20 °C'de
bekletildikten sonra 30 dk. 13000 rpm'de santrifiij edilmistir. Supernatant dokiildiikten
sonra soguk %70'lik etil alkolden 200 pl eklenmis ve 5 dk. 7000 rpm'de yeniden
santrifiij edilmistir. Icindeki etanol dokiilerek DNA peleti iyice kurutulmus ve 50 pl TE
eklenerek ¢oziilmiistiir. Elde edilen DNA'lar PCR c¢alismalarinda kullanilmistir (sekil
3.4).
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Sekil 3.4 Seker pancari’nin EMU 8, SG3 poligerm hatlar1 ve Diamenta monogerm
cesidine ait Transgenik Aday bitkilerin transformasyon tespit etmek amaciyla
PCR reaksiyonun ydrattlmesi

(8) Seker pancari bitkisinin DNA ektraksiyon igin vortex den 6nce EMU 8, (b) SG3 poligerm hatlar1 ve
(c) Diamenta monogerm ¢esidine ait gesitlerinin (d) disk ornekleri ezmek amaciyla her ependorf tip
icerisinde 1’er demir bileynin eklenmesi (e) ezilmis ornekler lizerinde DNA ekstraksiyon ¢ozeltilerin
eklenmesi ekstraksiyondan ¢ozeltiler ve ezilmis Orneklerinin ¢alkalanmast (f) santrifiij yapilmast (Q)
Mikro santrifuj tipler igerisinde izole edilmis DNA (h) Aktarilmug geni ile ilgili primer eklenerek trans

DNA amplifikayonu (¢ogaltilmasi)
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3.4.2 Primer dizileri

Transgenik bitkileri belirlemek amaciyla NPT-1I, GUS genleri ile 35S promotor ve
NOS terminator dizileri PCR ile ¢ogaltilmistir. Cizelge 3.4'de transgenik bitkileri
belirlemek amaciyla NPT-1I, bar GUS genleri bélgelerinin gogaltiminda kullanilan

primer dizileri gorulmektedir.

Cizelge 3.4 PCR isleminde kullanilan primer dizileri

Hedef Baz Dizilisi Hedef BlyUkligi

NPT-11 geni |[F- TGG ATT GCA CGC AGG 750 bp
TTC TC R-CAA GAA GGC
GAT AGA AGG CG

NPT-1l geni [F- TTG CTC CTG CCG 459 bp
AGA AAG R- GAA GGC
GAT AGA AGG CGA

GUS geni |F- CTC GAC GGC CTG TGG 1400 bp
GAC TTC R- CTT TCG GCT
TGTTGC CCGC

bar F: 5’-TGCACCATCGTCAACCACTA -3’ 310 bp
R: 5’-ACAGCGACCACGCTCTTGAA -3’

3.4.3 PCR reaksiyon kosullari

3 ul DNA,

2.5 ul 10X PCR tamponu,

3 ul MgCI2 (25 mM), 2 pl dNTP (10mM),
P12 ul, P22l

0.2 ul Tag DNA polymerase
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10.3 pl dH20 kullanilarak 25 pl toplam hacimde yapilmistir. Reaksiyonlar, Biometra T-

personal thermocycler aletinde asagidaki dongii kosullar1 altinda gergeklestirilmistir.

PCR Programi

A. Cry genler icin
95 °C 5dk

94 °C 30 sec

58 °C 30 sec

72 °C 30 sec
72°C 7dk

4 °C pause

B. BAR genler igin
95 °C 5dk

94 °C 30 sec

60 °C 30 sec

72 °C 30 sec
72°C 7dk

4°C pause

3.4.4 Orneklerin agaroz jel elektroforezi

PCR reaksiyonlar1 %1'lik agaroz gel 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 i¢in 5 pl etidyum bromit eklenmistir. Elektroforez
islemi 70 Voltta 1 saatte gergeklestirilmistir. Elektroforez islemi sonlandirildiktan sonra

jel UV lambasi iizerinde kontrol edilmistir.
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3. 5 Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Deneme kapsamada, hormon konsantrasyonlarin ve eksplantlarin siirgiin olusum orani
(%), eksplant basina siirglin sayis1 (adet), siirgiin uzunlugu, kok olusum orani (%),
eksplant basina kok sayisi, kok uzunlugu vb gibi parametreleri vb Ol¢Ulmistiir ve
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler “IBM SPSS 20 for Windows’’veya uygun
programi yardimiyla One Way Anova veya Univariate Analizine tabi tutulmustur.
Yizde degerleri istatistik analizi yapilmadan Once arcsin degerlerine ¢evrilmistir
(Snedecor ve Cochran 1967). Muamele ortamlarini karsilastirmak amaciyla post hoc
testleri icin t testi, LSD testi, Duncan veya Tukeys b testi yapilmistir. Denemelerinin
her muamele, icerisinde en az Ug tekerrlr ve her tekerriirde en az 5 adet veya metin
icerisinde belirtilmis sayisila tekerriirlerin  bulundugu Petri kutulari, cam kavanozlari,

Magenta kutular1 kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Tohumlarin Canlihig: Testi

Seker pancari’nin monogerm Diamenta ¢esidi  ile poligerm EMU 8 baba hatt,
mongerm SG3 anne hattina ait seker pancar1 tohumlarin tetrazolium testi ile canlilig

testi sonucu tohumlarda %100 canlilig1 tespit edilmistir.

4.2 Yuzey Sterilizasyon

Seker pancari’’nin monogerm Diamenta c¢esidi ile poligerm EMU 8 baba hatti,
mongerm SG3 anne hattina ait seker pancar1 tohumlarin yiizey sterilizasyonu igin {i¢

deneme yapilmistir.

Birinci denemede, seker pancari’nin monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU
8 baba hatt1 ve monogerm SG3 anne hattina ait tohumlar sulfurik asit ile 80 dk
muamele edilerek 3 X 3 dk saf su ile durulama yapilmistir. Daha sonra, steril edilmis
tohumlari, agar ile katilastirilmis 1 X MS  ortamma hem bulasikligt hemde
cimlenmesine etki belirlemek igin steril Petri kaplar icerisinde 24°Cde 16 saat 151k
fotoperiyodunda kiiltiire alinmistir. Seker pancari tohumlar kiiltiire alindiktan bir hafta
sonra ¢imlenme yiizdesi ve bulasikliginin oranlari belirlenmistir. Seker pancari
tohomlar1 1 X MS besi ortamda 6 giin icerisinde hem karanlik hemde 1s1k altinda
cimlendirmeye birakilip, her giin ka¢ adet tohumun ¢imlenmesi gozlenmistir. Elde
edilen sonuglarina gore yiizey sterilizasyonu saglanamamistir ve bu yontem ile steril
edilmis tohumlar1 igeren kiiltiir kablarinda yaygin olarak fungal (Fusarium oxysporum
ile digerleri) ve farkli tip bakterileri iceren bulasikliligi tespit edilmistir (Sekil 4.1).
Dolayistyla, bu yontemin seker pancari tohumlarin sterilizasyon i¢in uygun olmadigini

karar verilmistir.
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Sekil 4.1 Seker pancari bitkisinde bulsiklilig

Seker pancari’nin  monogerm (a) Diamenta ¢esidi ile (b) poligerm EMU 8 (baba hatti), (c) SG3 (anne
hatt1) seker pancari hatlarin ait tohumlari sulfurik asit ile 80 dk muamele edilerek 3 x 3 dk saf su ile
durulama yaptiktan sonra 6 giin sonra agar ile katilagtirilmig 1 x MS ortamda fungal (Fusarium

oxysporum ile digerleri) ve farkli tip bakterileri igeren bulagikliligin goriintiileri

Ikinci denemede, seker pancari’nin monogerm Diamenta cesidi ile poligerm EMU
8 baba hatti, ve monogerm SG3 anne hattinin tohumlar ilk 6nce sulfurik asit ile
calkalamali cthaz1 yardimiyla duran siseleri i¢erisinde 80 dk muamele edilip, (sekil
4.2), 3 x 3 dk saf su ile durulama yapilarak, 60 dk %2100’konsantrasyonda ticari
camagir suyu (Sodyum hipoklorit-%5 NaClO iceren etken madde) ile yuakrida
belirtilmis ¢esitlerin tohumlar1 ~ steril edilmistir. Steril edilmis tohumlarindan ¢amasir
suyunun etkileri uzaklastirmak amaciyla 3 x 3 dk saf su ile durulanmistir ve steril

kultar kaplar igerisinde 24°Cde 16 saat 151k fotoperiyodunda kiiltiire alinmistir.
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Sekil 4.2 Seker pancart hatlarin/¢esidin tohumlarin sulfurik asit ile 80 dk muamele
edilmesi

Seker pancart tohumlar1 kiltiire alindiktan bir hafta sonra cimlenme ylzdesi ve
bulagikliginin oran1 belirlenmistir. Seker pancari tohumlart 1 X MS besi ortamda 6 giin
icerisinde hem karanlik hemde 151k altinda ¢imlendirmeye birakilip, her giin kac adet
tohumun ¢imlenmesi gozlenmistir. Elde edilen sonuglarina gore yiizey sterilizasyonu
saglanamamistir ve ortamda farkli tip fungal ve bakteriyel bulasikliligi goze carpan
sekilde goriilmiistiir. Dolayisiyla, ¢imlenme orani belirlenmeden deneme kapatilmistir.
Ayrica, denemenin, seker pancari tohumlarin sterilizasyon igin hi¢ uygun

gorilmemistir.

Uclincii denemede seker pancar’nin monogerm Diamenta cesidi ile poligerm EMU 8
baba hatti, ve monogerm SG3 anne hattina ait tohumlar ilk 6nce sulfurik asit ile 80 dk
muamele edilip, 3 x 3 dk saf su ile durulama yapilarak, 60 dk sire ile ticari camasir
suyunun %100 konsantrasyonla yiizey steril edilmistir. Steril edilmis tohumlar1 camasgir
suyunun etkileri uzaklagtirmak amaciyla 3 x 3 dk saf su ile durulanmistir. Siilfiirik asit
ve ¢amasir suyu ile muamele edilmis tohumlar1 daha sonra %3 BKK/PPM™ (Bitki
Koruyucu Karigimi /Plant Preservative Mixture - Caisson Labs ABD) igeren su
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icerisinde 12 saat bekletilmistir (sekil 4.3). 12 saat bekletilmis tohumlart %3 sakkaroz
iceren ve %0.65 agar ile katilagtirilmig 1 x MS ortamima bulagik oranlar1 ve ¢imlenme
orani belirlemek igin steril Petri kaplari igerisinde 24°C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda

kiiltiire alinmustr.

oy

Plant Bravirvative
Mbctura [FEM]

I

Sekil 4.3 BKK/PPM - Bitki Koruyucu Karisimi /Plant Preservative Mixture (Caisson
Labs ABD)

Elde edilen verileri One way variyans analizine tabii tutulmustur. Varyans analizi
sonuglarina gore 151k ve karanlik ortamda yiizey steril edilmis her ¢esidine ait tohumlar
arasinda ¢imlenme oraninda 0.01 diizeyinde 6nemli farkliligi goriilmiis olup (Cizelge
4.1), farkliligi belirlemek amaciyla  Duncan testi yapilmistir ve sonuglar1 Cizelge
4.2’de verilmistir. Elde edilen sonuglarina gore, seker pancari’nin monogerm Diamenta
cesidi ile poligerm EMU 8 baba hatti, ve monogerm SG3 anne hattinda 151kl ortamda
sirastyla %68.33, %33.33 ile %40.00 ve karanlik ortamda ise %61.67, %50.00, %45,
cimlenme elde edilmistir. Ayrica, her 3 ¢esit/hattina ait ¢cimlenmis tohumlarin hipoktil
bolgelerinde asirt uzamasi ve kirmizilesmesi de izlenmistir (sekil 4.4 a, b, ¢). Elde
edilen sonuglarina gore kilturlerinde her hangi fungal ve bakteiryel bulasiklilig:
rastlanmamistir.  Bir hafta sonra deneme kapsamda kullanimis g¢esidi ve hatlarindan 2-3

cm’lik, bitkicikler elde edilmistir.
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Sekil 4.4 Seker pancari tohumlarin bir haftadan sonra ¢cimlenmesi a. EMU 8 poligerm
baba hattina b. SG3 poligerm anne hattina ve ¢c. Diamenta mono germ
gesdine ait tohumlarinin  karanlikta cimlendirilmesi ve bir hafta sonra
¢imlenmis tohumlarin hipokotil bdlgelirinde kirmizilesmesi ve asr1 uzamasi
ile ilgili gorinima

Cizelge 4.1: Seker pancarinin - monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 baba
hatt1, monogerm SG3 anne hattina ayr1 ayr1 16 saat 151k fotoperiyodunda
ve karanlikta bir hafta strece ¢imlendirilmesi ile ilgili verilerin variyans
analizi sonuglari

VK sd 16 saat 151k ortamda yiizey | Karanlik ortamda yiizey
steril edilmis tohumlarda | steril edilmis tohumlarda
¢imlenme oran1 (%) ¢cimlenme orant (%)

Cesitleri 2 1036,03 1036,03** 216,34 192,10**

Hata 6 1,00 1,12

Genel Toplam 8

**p<0.01
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Cizelge 4.2 Seker pancari’nin poligerm EMU 8, monogerm SG3 hattinda ve Diamenta
mono germ ¢esidinde 16 saat 151k fotoperiyodunda ve karanlikta bir hafta
sonra ¢imlenme oranlari ile ilgili  sonuglari

Seker pancar1 | 16 saat Isik ortamda ylizey | Karanlik ortamda ylzey steril

cesit/hatlar steril edilmis tohumlarda | edilmis tohumlarda ¢imlenme orani
cimlenme orant (%) (%)

Monogerm SG3 | 68.33a 61.67a

anne hatti

Poligerm EMU 8 | 33.33c 50.00b

baba hatti

Monogerm 40.00b 45.00c

Diamenta ¢esidi

**Ayni siitiin de farkli harflerle gostirlen ortalmalar arasinda 0.01 diizeyinde farklilig

gorilmistiir

Tez kapsamda ilk dnce seker pancari’nin poligerm EMU 8, monogerm SG3 hatlar1 ve
Diamenta monogerm c¢esidine ait  tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek
basarinin alinacagi en diisiik dezenfektan dozu belirlenmek amaciyla yapilan ilk 3
denemeden 2sinden elde edilen sonuglarina goreseker pancari tohumlarinda hem igsel
hemde yuzeysel enfeksiyon/bulasikliligi bulunmustur. Ayrica, tohumlari ¢ok sert olup,
kabuk etkisi ile ¢cimlenemekte zorlanmislardir. Seker pancari tohumlari, sekil olarak
yuvarlak ve mozaik/piiriizlii girintili ¢ikintili yapiya sahip oldugu i¢in fungus ve
bakteriyel sporlarin saklanmasina ¢ok musaittir. Dolayisiyla, seker pancart tohumlarin
sterilizasyon icin daha etkili dezenfektan ve yontemin kullanilmasimin ihtiyag
duyulmustur.Elde edilen sonuglarina goére sulfurik asit ve ¢amasir suyu muamelesi,
tohum kabuklarin1 pargalayarak yumsatir. Ancak, kabuk igerisinde bulunan tohumunu
steril etmemektedir. Bu sebepden dolayr 2. Denemede de olumsuz sonuglari
rastlanmistir.  Ugiincii denemede camasir suyu ve sllfiik asit ile beraber doku
kiltirinde yaygin olarak kullanilan BKK/PPM etkili bir biyosit kullanilma sonucu
icsel bulagiklarini (mikroorganizmalarini) yok edeilmesi  ve canli tohumlarin

ozelliklerini bozmadan tohumlarmi steril edilmesini rastlanmistir. Elde edilen
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sonuclariKneifel ve Leonhardt (1992), Lata vd. (2009); Greer ve, Rinehart (2010), ,
Miyazaki ve Tan . (2010); CoOlgecen vd. (2011), Miyazaki vd. (2011), ve
Botsheleng vd. (2014)’un yaptig1 calismalarina onaylarak elde ettigi sonuglarina
benzerlik gostermektedir. Joshee vd . (2007) tohumlarinin %2 BKK/PPM c¢ozeltisinin
icinde 60 dk batirarak ve daha sonra 2ml/l BKK/PPM Kiltlr ortamina ekleyerek C.
asiatica bitkisinin tohumlarina fungal ve bakteriyel bulasikligindan arindirilmistir.
Bunun yani sira bitki tiirlerine bagli farkli miktarda BKK/PPM kullanilmaktadir.
Simdiye kadar yapilan ¢alismalarinda %10 BKK/PPM’nim bile bitki biylmelerine her
hangi olumsuz etki rastlanmamistir. Bazi arastirict BKK/PPM ile tohum sterilizasyon
bile dnermektedirler (Jain et al. 2005, Nail ve Roberts 2005, Jiménez et al. 2006). Buna
kars1 Paul et al. (2001). ve. Rowntree (2006).ise BKK/PPM’nin tek basina degil

diger sterilizasyon yontemleri ile birlestirerek kullanmislardir.

4.3 Rejenerasyon Calismalari

4.3.1 Seker pancarmin  monogerm Diamenta cesidi ile poligerm EMU 8 (baba
hatt1), SG3 (anne hatt1) seker pancari hatlarina ait sap ve kotiledon yaprak
eksplantlarindan farkh oranda Kkinetin + IBA iceren 1 x MS ortamda

siirguin rejenerasyonu

Seker pancarmin ~ monogerm Diamenta ¢esidi  ile poligerm EMU 8 baba hatti,
monogerm SG3 anne hattina ait sap eksplantindan siirgiin rejenerasyonu igin 1.00, 1.5,
2.00, 2.50 3.00 mg/l Kinetin, 1.00, 1.5, 2.00, 2.50 3.00 mg/l Kinetin + 0.2 mg/l IBA

iceren 1 x MS ortami kullanilmustir.

Ayrica, seker pancari’nin  monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 baba
hatti, monogerm SG3 anne hattina ait kotiledon yaprak eksplanttan slrgin
rejenerasyonu icin  1.00, 1.5, 2.00, 2.50 3.00 mg/l Kinetin +0.5 mg/l IBA iceren 1 x
MS ortami da kullanilmustr.
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Elde edilen sonuglarina gore her iki eksplantdan ve denemeden slrgin
rejenerasyonunda olumlu gelismeleri kayid edilememistir. ~ Ancak, eksplantlarda
biiyiime sisme ve karama izlenmistir. Buna karst Gurel (1996) bir ¢alismada 10 adet
ticari pancar (B. vulgaris) c¢esidine ait yaprak eksplantlarin kok olusumunu kapistesei
bakimindan karsilagtirldiginda goze carpan farklililklar ortaya ¢ikmistir. Grieve vd.
(1997) yaptig1 bir ¢aligmada 6 elit pancar gesitlerin petiol eksplantindan rejenerasyon
elde edip bitki elde edilmistir. Bu ¢alisma ve daha 6nceden rapor edilmis sonuglar
arasindaki farkliligi kullandigi hormonlar ve ¢esitlerden kaynaklanmis olabilir

diistiniilmektedir.

4.3.2 Seker Pancarimin monogerm Diamenta Cesidi ile Poligerm EMU 8 baba
hatti, SG3 anne hattina Ait yaprak sapr Ve yaprak eksplantlarindan farkh

oranda BAP + 0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamda siirglin rejenerasyonu

Seker pancarinin  monogerm Diamenta ¢esidi  ile poligerm EMU 8 baba hatti,
monogerm SG3 anne hattuna ait sap eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu igin  1.00,
1.5, 2.00, 2.50 3.00 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA igeren 1 x MS ortami kullanilmustir.
Sap eksplanttan farkli oranda rejenerasyon izlenmisken, yaprak eksplanttan

rejenerasyon izlenmemistir.

Elde edilen sonuglarina gore sap eksplantindan siirgiin olusum oran1 (%) ve yaprak
olusum orani1 (%) bakimindan ¢esitler arasinda istatistiksel olarak 0.05 diizeyinde
onemli farklilg: ispat edilmistir. Eksplant basina yaprak sayisi bakimindan gesitler

arasinda her hangi farklilig1 izlenmemistir (Cizelge 4.3).

Sdrgin olusum oranmi (%), yaprak olusum orani (%) ve eksplant basina yaprak sayisi
(adet) bakimindan hormonlar arasinda istatistiksel olarak 0.01 dizeyinde 6nemli

farklilg1 izlenmistir.

Surgln olusum orant (%) bakimindan 0.05 diizeyinde ve yaprak olusum orani (%) ile

eksplant basina yaprak sayisi (adet) bakimindan 0.01 diizeyinde ¢esitler ve hormonlar
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arasinda bir etkilesim izlenmistir. Etkilesim seviyleri belirlemek amaciyla ortalamalarin
Ortalamalar arasinda farklilifi belirlemek amaciyla Duncan testi yapilmigtir ve

sonuglari ¢izelge 4.4 de verilmistir.

Cizelge 4.3 Seker pancarinin monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 baba
hatti, SG3 anne hattt1  seker pancari hatlarina ait sap eksplantlarindan

slirglin rejenerasyonuna ait varyans anailizi sonuglari

V.K. S.D. | Siirgiin olusum oran1 (%) Yaprak olusum orani (%)
KO F KO F
Cesitler 2 82,22 1,60* 0,30 1,24*
Hormonlar 4 1436,67 28,10** 2,19 8,86**
Gesitler x 1 9| 4000 1,17 1,32 5,33+
Hormonlar
Hata 30 51,11 0,24
Genel 44
toplam
V.K. S.D. | Eksplant basina yaprak sayisi
(adet)
Cesitler 2 0,69 0,40
Hormonlar 4 95,22 55,94**
Gegitler 1 g | 1565 10,95%*
Hormonlar
Hata 30 1,702
Genel 44
toplam
**pP<0.01

Elde edilen sonuclarina gore seker pancarinin monogerm Diamenta ¢esidi  ile
poligerm EMU 8 baba hatti, monogerm SG3 anne hattinda siirgiin olusum yiizdesi (%)
sirastyla %26,67 — 50.00, %16.67-50.00 ve %23.33- 56.67, arasinda degismistir. Her
genotiptte en fazla siirgiin olusumu 1 mg/l BAP+ 0.10 mg/l NAA igeren 1 x MS

ortamindan elde edilmistir.
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Ancak, Diamenta ¢esidinde 2 ve 2.50 mg/l BAP+ 0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS
ortamdan (2 kombinasyon) , poligerm EMU 8 baba hattindan en diisiik siirgiin olusum
2.50 mg/l BAP+0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamda ve monogerm SG3 poligerm
hattinda 2.50 mg/l BAP+ 0.10 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP+0.10 mg/l NAA iceren 1 x
MS ortamdan elde edilmistir.

Elde edilen sonuglarina gore Diamenta monogerm, poligerm EMUS8 ve monogerm SG3
hattinda yaprak olusum yiizdesi (%) sirasiyla 10.50-22.55 adet, 12.99 — 16.66 adet ve
10.41 — 21.55 adet arasinda degismistir. Diamenta monogerm ¢esidinde ve SG3
poligerm hattinda en fazla yaprak olusum yiizdesi (%) 3 mg/l BAP + 0.10 mg/l NAA
iceren 1 x MS ortamda ve EMUS poligerm hattinda en fazla yaprak olusum yiizdesi
(%) 2 mg/l BAP+ 0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamdan elde edilmistir. Ancak,
Diamenta ¢esidinde 1.50 mg/l BAP + 0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamda, EMU
8 poligerm hattinda 1.50 ve 2 mg/l BAP+ 0.10 mg/l NAA igeren 1 x MS ortamda ve
SG3 poligerm hattinda 1.50 mg/l BAP+ 0.10 mg/l NAA  igeren 1 x MS ortamda en
diisiik Yaprak olusum yiizdesi (%) izlenmistir.

Elde edilen sonuglarina gore Diamenta monogerm ¢esidinde, EMUS8 ve SG3 hattlarinda
eksplant basina yaprak sayis1 sirasiyla 0.55-3.03 adet, 1.66 — 2.68 adet ve 1.22 — 3.06

adet arasinda degismistir.

EMUBS poligerm hattinda en fazla Yaprak sayist 3 mg/l BAP- 0.10 mg/l NAA igeren 1
x MS ortamda, SG3 poligerm ve Diamenta monogerm hattinda en fazla yaprak sayisi
1 mg/l BAP-0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamdan elde edilmistir.

Ancak, Diamenta ¢esidinde en diisiik Yaprak olusum orani 3 mg/l BAP- 0.10 mg/I
NAA iceren 1 x MS ortamda, EMU 8 poligerm hattinda en diisiik yaprak olusum orani
(%) 2 mg/l BAP- 0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamda ve SG3 poligerm hattinda
2.50 mg/l BAP-0.10 mg/l NAA iceren 1 x MS ortamda 1 x MS izlenmistir.
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Cizelge 4.4 Scker pancarinin monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 baba
hatti, SG3 anne hattt  seker pancari hatlarina ait sap eksplantlarindan
stirguin rejenerasyonuna ait ortalamlarin Duncan testi sonuglari

Muameleleri Siirgiin olusum orani (%)* Yaprak olusum orani (%)**
BAP NAA | Diamenta | EMU 8 | SG3 Diamenta | EMU 8 | SG3
(mg/l) (mg/l)
1.00 0.10 50,00a 50,00a | 56,67a | 11,96d 14,82b | 13,34c
1.50 0.10 50,00a 43,33b | 40,00b | 10,50d 12,99c | 10,41le
2.00 0.10 26,67¢ 26,67c | 33,33c | 12,59c 13,82c | 12,77d
2.50 0.10 26,67¢ 16,67d | 23,33d | 17,13b 16,66a | 15,95b
3.00 0.10 33,33b 26,67c | 23,33d | 22,55a 14,33b | 21,55a
aMuameleleri Eksplant bagina yaprak sayisi

(adet)

(%)**
BAP NAA | Diamenta | EMU 8 | SG3
(mg/l) (mg/l)
1.00 0.10 3,03a 2,50b 3,06a
1.50 0.10 2,06¢ 2,00c 1,80c
2.00 0.10 2,75b 1,66d 2,15b
2.50 0.10 1,66d 2,33d 1,22¢
3.00 0.10 0,55e 2,68a 1,61c

* Ayni siitiinde farkli haflerle gosterilen harflar ortalamalar arasinda Duncan testin 0.05 diizeyindi onemli
farklilik gostermektedir

** Ayni siitiinde farkli haflerle gosterilen harflar ortalamalar arasinda Duncan testin 0.01 diizeyindi
onemli farklilik gostermektedir

Yalniz 1.00 mg/l BAP - 0.10 mg/l NAA (siirgiin rejenerasyon ortami - SRO 1) ve 1.50
mg/l BAP +0.10 mg/l NAA (SRO 2) igeren MS ortam daki siirgiinlerinde kék olusum
gozlenmistir. Gerikalan hormon muamelerinden rejenerasyon olmus siirgiinlerinden kok
olusum gozlenmemistir. Dolayisiyla asagida yalniz SRO1 ve SRO2 ile ilgili siirgiinlerin
koklendiririlmesi ile ilgili sonuglart anlatilmistir (Gizelge 4.5).

Her iki rejenerasyon ortami (SRO1 ve SRO2) arasinda kiyaslama yapilir ise 0.5 mg/I
NAA iceren ortamda (SRO 2) kok olusum orani, bitki basina kok sayist ve kok

uzunlugu bakimindan daha olumlu sonuglari izlenmistir. .

Seker pancarmin  monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 baba hatt1 ve

monogerm SG3 anne hattina ait  surglnleri 0.5 mg/l NAA igeren ortamda
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koklendirilmis olup, bitkileri saksilara aktarilmistir ve dis kosullarina aktararak
alistirilmigtir (sekil 4.5). Benzer bir sekilde, Gurel (1996) bir ¢alismada pancar (B.
vulgaris) 10 adet ticari pancar ¢esidine ait yaprak eksplantlarin kok olusumunu
kapistesei bakimindan karsilastirldiginda goze carpan  farklililklar gormiislerdir.
Benzer sekilde, Grieve vd. (1997) yaptigi bir ¢alismada 6 elit pancar (B. vulgaris)
cesitlerin petiol eksplantindan rejenerasyon elde edilmistir.  Giirel (1995) seker pancar
bitkisinin Primo ¢esidinde 30 mg/l NAA iceren ortamda lamina ve petiol nodu
eksplantindan  kok olusumu scanning elektron mikroskopi ve 1sik mikroskopi ile
incelenmistir. Primordilarin orijini iletisim borularina yakin yerde meristematik hiicre
cogaltilan intrafascicular cambium bdlgelerinde izlenmistir. Primordial olusum kiilttre
alindiktan 4 giin ve kok olusum 6 giin sonra izlenmistir. Kok olusum icin en az 24 saat
NAA muamelesini uygun gorillmiistiir. Koklendirme ortamda 4 giinliikk bekletmede

olumlu ve 5- 10 giin bekletmesinde olumsuz etkileri birakmiglardir.

Sekil 4.5 Seker pancarinin  monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 baba
hattt ve monogerm SG3 (anne hattina ait surgtnleri 0.5 mg/l NAA igeren
ortamda koklendirilmesi (a) arastirict tarafindan alistirilacak bitkilerin
incelemesi ve verilerin alinmas1 (b) bitkilerin saksilara aktarilmasi ve dis
kosullarina aktararak alistirilmasi

Giirel Vd. (2001) yaptig1 bir calismada kallus iiretimi icin, farkl seker pancar (B.
vulgaris) 1slah hatlarnn fidelerinden alnan hipokotil, kotiledon, yaprak sap1 ve yaprak
eksplantlari, BAP veya KIN ile NAA veya 0.0 (kontrol), 0.5 veya 1.0 mg/l 2,4-D iceren
1 x MS ortamina kiltlre almislardir. Her iki oksininde 0.5 mg/l BAP veya 0.5 mg/I
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KIN igeren kombinasyonlar: ile kullanilmis her tip eksplantda daha fazla miktarda

kallus olusumu gézlenmistir.

2, 2.5 ve 3.00 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA uygulamalar1 seker pancarinin her 3 gesit ve
hattina ait rejenerantlarina inhibe edici bir etkiye sahip olmustur ve sonuglar
Werbrouck vb (1995) tarfindan Spathiphyllum floribundum bitkisinden elde edilmis

sonuglarma benzerliligi gostermektedirler.

Cizelge 4.5 1.00 mg/l BAP- 0.10 mg/l NAA (SRO 1) ve 1.50 mg/l BAP +0.10 mg/I
NAA (SRO 2) igeren MS ortam daki siirglinlerinde kok olusumu ile
ilgili verilerin ortlamasi

Diamenta EMU 8
Surgun Surgun Surgun Sirgun
rejenerasyon rejenerasyon rejenerasyon ortami | rejenerasyon ortami
Agiklama ortami 1 (1.00 | ortamu 2 (1.5 mg/l | 1 (1.00 mg/l BAP | 2 (1.5 mg/l BAP
mg/l BAP +0.10 | BAP +0.01 mg/l | +0.10 mg/l NAA | +0.01 mg/l NAA
mg/l NAA iceren | NAA iceren MS | iceren MS ortami) | igeren MS ortami)
MS ortami) SROI1 | ortami) SRO2 SRO1 SRO2
05 mg/l |1l 05 mg/l |1 05 mgl |1l 0.5 mg/l |1 mgll
NAA mg/l | NAA mg/l | NAA mg/l | NAA NAA
NAA NAA NAA
Kok olusum | 20.00 10.00 | 40.00 20.00 | 18.31 2.26 | 39.40 16.12
orani
Bitki bagina | 3.00 1.00 | 28.50 1.00 | 3.17 247 | 14.27 3.57
kok  sayisi
(adet)
Kok 3.30 1,67 |3.25 2.00 | 352 233 | 14.79 5.39
uzunlugu
(cm)
SG3
Surgun  rejenerasyon | Sirglin rejenerasyon ortami
ortami 1 (1.00 mg/l | 2 (1.5 mg/l BAP +0.01 mg/I
Aciklama BAP +0.10 mg/l NAA | NAA igeren MS ortami)
iceren MS  ortami) | SRO2
SRO1
05 mg/l |1 mg/l | 0.5 mg/l | 1 mg/l NAA
NAA NAA NAA
Kok olusum | 13.42 1.39 56.27 14.57
orani
Bitki basina | 23.39 1.27 1.29 0.91
kok  sayisi
(adet)
Kok 23.91 3.95 1.95 0.39
uzunlugu
(cm)
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4.3.3 Seker pancarimin yaprak sapi ve yaprak eksplantlarindan farkh oranda BAP

+ IBA iiceren 1 x MS ortamda siirgiin rejenerasyonu

Bu calismada seker pancarinin  SG3 poligerm anne hattina ait yaprak sap1 ve yaprak
eksplant 0.25 mg/l BAP + 1.00, 1.5, 2.00, 2.50 3.00 mg/l IBA iceren 1 x MS ortamina
kiiltiire alinarak caligma baslatilmistir. Yaprak eksplantinda sararma (kloresis) ve
kararma (klorosis) ile beraber, siirglin olusum goézlenmemis ken, yaprak sapindan farkl

oranda siirglin olusum izlenmistir.

Elde edilen sonuglarina gore yaprak sapi eksplantinda surgun olusum orani (%) -
bakimindan hormon muameleleri arasinda istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde 6nemli
farklilg1 izlenmistir (Cizelge 4.6). Eksplant basina yaprak sayist (adet) bakimindan
hormonlarin etkileri arasinda hi¢ farkliligi goriilmemistir. Her 3 parameterelere ait
sonuglarin 6nem seviyesi belirlemek i¢in Duncan testi yapilmistir ve sonuglar1 ¢izelge

4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.6. Seker pancarmin SG3 poligerm hattina ait sap eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans anailizi sonuglari

Muamele sd Rejenerasyon Siirgiin bagina | Slrgun
Yizdesi (%) yaprak sayis1 * uzunlugu (cm)®
Hormon )
14 1161,61 3,85** | 7,06 9,05* 0,44 0,50
muameleleri
Hata 10 301,60 0,78 0,86
Toplam 14

*P<0.05,%6nemsiz

Elde edilen sonuglarina gore Siirgiin olusum oranm1  %40.00 - 86.67 arasinda
degismistir. En fazla siirgiin olusum 0.25 mg/l BAP-2.5 ile 3.0 mg/l NAA iceren 1 x
MS ortamdan elde edilmistir.
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Siirglin uzunlugu 1.18 ile 2.09 cm arasinda degismistir.

Cizelge 4.7 Seker pancarinin  SG3 poligerm hattina ait sap eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonuna ait Duncan testi sonuglari

BAP IBA (mg/l) | Rejenerasyon Siirgiin ~ basina | Siirgiin  uzunlugu
(mg/1) Yiizdesi (%)** yaprak sayisi * | (cm)®

0.25 1.0 60,00ab 10,43a 2,09

0.25 1.5 65,99ab 10,46a 1,55

0.25 2.0 40,00b 10,22a 1,18

0.25 2.5 86,67a 7,72b 2,07

0.25 3.0 86,67a 7,43b 1,65

** Aym siitiinde farkli haflerle gosterilen harflar ortalamalar arasinda Duncan testin 0.05 diizeyindi
onemli farklilik gostermektedir

0s 6nemsiz

Koklendirilmesi

Bu ¢aligmada rejenerasyon gostermis her ortamina bagli olarak elde edilen siirgiinleri 15
mg/l sucrose iceren 1 X MS ortaminda 10 giin bkletilmistir. Daha sonra, elde edilen

strgunleri 0.5ve 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda koklendirilmistir.

Elde edilen verilerin variyans analizi yapilmistir. Variyans analizi sonuglarma gore
siirglin rejenerant muamelelerin kok olusum iizerinde 0.05 ve kok sayisi (adet) ile kok

uzunlugu (cm) tizerinde 0.01 diizeyinde 6nemli farkli etkileri izlenmistir (cizelge 4.8).

Koklendirme hormon oranlarinin kok olusum iizerinde 0.05 ve kok sayis1 (adet) ile kok

uzunlugu (cm) lizerinde 0.01 diizeyinde dnemli farkli etkileri izlenmistir.

kok olusum orani (%), kok sayisi (adet) ile kok uzunlugu (cm) bakimindan Sirgin
Rejenerant muameleleri x Koklendirme hormon oranlari arasinda 0.01 diizeyinde

onemli etkilesim izlenmistir.
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Cizelge 4.8 Seker pancarinin  SG3 poligerm hattina ait sap eksplantlarindan farkli
kombinasyonda BAP-IBA iceren MS ortam (zerinde rejenerasyon
gosteren sdrginlerinin - 0.5 ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamda
koklendirilmesi ile ilgili verilerinin variyans analizi sonuglar1

VK sd | Kok olusum oran1 | Kok sayisi (adet)
Surgin ~ Rejenerant | 4 | 15460 | 133% | 3415 | 26.91%
muameleleri
Koklendirme hormon
oranlari

Slrgin Rejenerant
muameleleri x
Koklendirme hormon

4 | 120,00 1,33* 26,21 20,66**

4 | 720,00 8,00** 10,36 8,16**

oranlari

Hata 20 90,00 1,26
Genel Toplam 29

VK sd | Kok uzunlugu (cm)
Strgin  Rejenerant 1 777 60.87%*
muameleleri

Koklendirme hormon 4 1.95 15 30%*
oranlari

Slrgin Rejenerant

muameleleri X ox
Koklendirme hormon 4 3,58 28,08
oranlari

Hata 20 0,12

Genel Toplam 29

*P<0.05, **P<0.01

Yukarida belirtilmis etkilesimlerinin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan Duncan
testi sonuglar1 Cizelge 4.9’ De verilmistir Elde edilen sonuglarina gore 0.5 ve 1.0 mg/1
NAA iceren MS ortamnda tim rejenerantlarda gelisen siirgiinleri farkli etkileri

gbstermis olup, sirasiyla %60 - 100 ve %60 -80 oraninda koklenmislerdir.

Bitki basina kok sayis1 bakimindan 0.5 ve 1.0 mg/l NAA iceren MS ortamnda tiim
rejenerantlarda gelisen siirglinleri farkli etkileri gostermis olup, sirasiyla 8.33 -11.50

adet ve 4.25 - 12.00 adet kok olusturmuslardir.
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Bitki bagina kok uzunlugu bakimindan 0.5 ve 1.0 mg/l NAA igeren MS ortamnda tlim
rejenerantlarda gelisen siirglinleri, sirastyla 6.16 -7.50 cm ve 4.12 — 7.42 cm uzun kok

olusturmuslardir.

Bu calisma da yukarida belirtilmis iki ¢alismalrina destek vermektedir. Bu calismada
BAP orani 0.25 mg/1 e kadar indirilmistir. Rejenerasyon ¢aligmalarinda diisiik miktarda
kullanilmig BAP + degisen miktarda IBA siirgilinlerin koklendirilmesine inhibe edici
etkileri biraknmamiglardir ve her rejenerant ile olusmus siirgiinlerinde kék olusum

gozlenmistir.

Rejenerasyon ortamda 0.25 mg/l BAP ile her artan IBA konsantrasyonunda kok

sayisinda azalma ve kok uzunlugunda artis izlenmistir.

SG3 poligerm hatina ait siirgiinleri koklendirilmis  olup, seker pancari bitkileri
saksilara aktarilarak dis kosullarina alistirilmistir. Aksine Gurel (1996)  yaptigi
calismalarinda farkli pancar gesitlerinin yaprak eksplantlarindan bitki olusumu elde
edilmistir. Benzer sekilde Grieve vd. (1997) petiol eksplantindan rejenerasyon elde
edip bitki elde edilmistir. Giirel Vd. (2001) yaptig1 bir calismada kallus iiretimi i¢in,
farkl seker pancar ( Beta vulgaris L.) islah hatlarnn fidelerinden alnan hipokotil,
kotiledon, yaprak sap ve yaprak eksplantlar, BAP veya KIN ile NAA veya 2,4-Dnin 0.0,
0.5 veya 1.0 mg/l dzeyindeki kombinasyonlarn iceren 1 x MS ortamnda kiiltre almislar

olup, tiim eksplant tiplerden kallus olusumu gézlenmislerdir.

Rejenerasyon ortamda belli esigi gectikten sonra sitokininler zeatin, kinetin ve
benzilaminopurin (BAP) bazi bitkicik gelismelerinde olumsuz etkileri birakmaktadirlar
(Kulka 2006, Werbrouck vb 1995). Bu ¢alismada BAP orani1 diisiik ve sabit tutulmustur.
Buna kars1 IBA orani asama asama yikseltilmistir. BAP uygulamalar1 bir dereceye
kadar bitkilein kdklendirilmesine inhibe edici bir etkiye sahip olmaktadirlar (Cary vd.
1995, Bertell vd199 ). Sonucta diisiik miktarda ¢alismalrinda kullanilmis BAPIla
fazladan etilin Uretim yapan hiicrelerin, uzamisina engellenme olmaktadir ve IBA
faaliyetleri olumlu sekilde degistirmektedir (Ruiz” vd. 2007, 2009). Bu calismada
diisiik miktarda BAP kullanildig1 i¢in kok olusumuna olumlu etkileri izlenmistir.
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Rejenerasyon ortamonda az miktarda BAP +ve fazla miktarda IBA’nin kullanilmasi

kok olusumuna olumlu etkileri birakmaktadir.

Cizelge 4.9 Seker pancarinin  SG3 poligerm hattina ait sap eksplantlarindan farkli
kombinasyonda BAP-IBA iceren MS ortam (zerinde rejenerasyon
gosteren sdrginlerinin - 0.5 ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamda
koklendirilmesi ile ilgili verilerinin Duncan testi sonuglari

Sargin Kok olugum orani Kok sayisi (adet) Kok uzunlugu

Rejenerant (cm)

muameleleri

BAP | IBA 05 mg/ll|1 mg/l | 0.5 1 mg/l|05 1 mgll

(mg/l) | (mg/l) | NAA NAA mg/l NAA mg/l NAA
NAA NAA

025 |1.0 80.00b 80.00a 10,25b | 12,00a 6,50 4,12

025 |15 80.00b 80.00a 11,50a | 9,50b 6,16 7,42

0.25 |20 80.00b 80.00a 9.59c 8.20b 6.45 6.65

025 |25 60.00c 80.00a 8,19d 4,25d 7,12 6,10

025 |3.0 100.00a 60.00b 9,75¢ 4.66d 7,50 5.00

Ayni siitiinde farkli haflerle gosterilen harflar ortalamalar arasinda Duncan testin 0.01 diizeyindi 6nemli

farklilik gostermektedir

4.3.4 Seker pancarmin yaprak sap: ve yaprak eksplantlarindan farkh oranda TDZ

iceren 1 x MS ortamda slirgiin rejenerasyonu

Seker pancarinin monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8§ baba hatti,
monogerm SG3 anne hattuna ait yaprak sapt ve yaprak eksplantlari, strgin
rejenerasyonu icin 0.05, 0.15, 0,25, 0.35 mg/l TDZ iceren 1 x MS ortamina kiltire
alimmustir. Yaprak eksplantindan klorosis ve nekrosisden sonra dokularin 6éliminden
dolay1 her hangi slirgiin rejenerasyonu izlenmemistir. Yaprak sap1 eksplantindan farkli

oranda siirglin olusum izlenmistir.

Elde edilen verilerinin variyans analizi yapilmistir. Sonuglarina gore Siirgiin olusum
oran1 (%), eksplant basina yaprak sayisi (adet) ve Siirgiin uzunlugu (cm) bakimindan

cesitler arasinda 0.01 diizeyinde 6nemli farklilig1 izlenmistir (¢izelge 4.10).

68




Elde edilen sonuglarina gore silirgiin olusum orant (%)ve siirgiin uzunlugu (cm)
bakimindan TDZ oranlar1 arasinda 0.01 diizeyinde ve eksplant basina yaprak sayisi
bakimindan TDZ oranlar1 arasinda 0.05 diizeyinde énemli farklilig1 izlenmistir. Siirgiin
olusum orani (%) bakimindan cesitler x TDZ oranlar1 arasinda 0.05 06nemli etkilesim

izlenmistir.

Cizelge 4.10 Seker pancarinin  EMUS, SG3 poligrm hattinda ve Diamenta monogerm
hattinda sap eksplantlarindan TDZ igeren 1 x MS ortamda surgln
rejenerasyonuna ait variyans analizi sonuglari

VK sd Stirgiin olugum oran1 (%) Eksplant basma yaprak sayisi
(adet)
KO F KO F
Cesitler 2 1206,67 10,86** 552,49 84,18**
TDZ oranlari 3 2283,33 20,55** 26,71 4,07*
Cesitler x o -
TDZ oranlart 6 565,00 5,08 26,02 3,96
Hata 30 111,11 6,56
Genel toplam 44
VK sd Siirgiin uzunlugu (cm)
KO F
Cesitler 2 179,11 217,04**
TDZ oranlari 3 21,91 26,55**
Cesitler x -
TDZ oranlar1 6 2,40 2,91
Hata 30 0,82
Genel toplam 44

**p<0.01 *p<0.05

Her parametresine ait ortalmalarin 6nem seviyesi belirlemek amaciyla Duncan testi

yapilmistir ve sonuglar ¢izelge 4.11° de verilmistir.

Seker pancarinin  monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 baba hatti, ve
SG3 anne hattinda siirgiin rejenrasyon sirasiyla 16.67 -56.67, %33.33 — 76.66 ve
%36.67 — 70.00 arasinda degismistir. Diamenta ¢esidinde en fazla siirglin olusumu
0.05 ile 0, 15 mg/l TDZ iceren 1 x MS ortamda, EMUS8 poligerm ve SG3 monogerm
hatinda en fazla sirgiin rejenerasyon 0.25 mg/l TDZ iceren 1 x MS ortamdan elde
edilmistir. Diamenta monogerm ¢esidinde 0,25 ve 0.35 mg/l TDZ igeren ortamda ve
EMUS poligerm ile SG3 monogerm hatlarinda 0.35 mg/l TDZ igeren 1 x MS ortamda

dikkate deger slirgun olusum oraninda diisiis izlenmistir.
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Elde edilen sonuglarina gore Diamenta monogerm ¢esidinde 0.66 — 2.33 adet ve
EMUS poligerm ile SG3 monogerm hatlarinda eksplant bagina yaprak sayist 1.06 —
2.36, 1.24 — 1.70 (adet) arasinda degismistir. Monogerm Diamenta ¢esidinde en fazla
eksplant basina yaprak sayis1 0.35 mg/ 1 TDZ igeren 1 x MS ortamdan ve EMUS8
poligerm ile SG3 monogerm hatlarinda en fazla eksplant basina yaprak sayist 0.05
mg/l iceren TDZ iceren 1 x MS ortamdan elde edilmistir.

Elde edilen siirgiin uzunlugu ile ilgili sonuglarma gére Diamenta monogerm
¢esidinde 1.16 — 2.03 cm ve EMUS poligerm ile SG3 monogerm hatlarinda eksplant
basma yaprak sayis1 6.90 — 11.14 cm ve 4.33 — 9.00 cm arasinda degismistir.
Monogerm Diamenta ¢esidinde en uzun sirginler 0.25 mg/ | TDZ iceren 1 x MS
ortamdan ve EMUS poligerm ile SG3 monogerm hatlarinda sirasiyla en uzun
strginler 0.05 mg/l iceren TDZ igeren 1 x MS ortamdan elde edilmistir. Ancak, her 3
arasinda kiyaslama sonucunda belirgin farklili1 izlenmistir ve en uzun siirgiinler

EMUBS poligerm baba hattindan elde edilmistir.

Cizelge 4.11 Seker pancarinin Diamenta monogerm ¢esidinin, EMUS8 ve SG3 poligrm
hattinda sap eksplantlarindan TDZ igeren 1 x MS ortamda slrgun
rejenerasyonuna ait Duncan testi  sonuglari

TDZ Stirgiin olusum orani1 (%) ** Eksplant basina yaprak sayisi
(mg/l) (adet)*

Diamenta EMU8 | SG3 Diamenta | EMUS8 | SG3
0.05 56,67a 63,33b | 50,00c 1,33b 2,36a | 1,70a
0.15 56,67a 66,67b | 63,33b 0,66C 1,85b | 1,34b
0,25 20,00c 76,67a | 70,00a 0,66¢ 1,06c | 1,24c
0.35 16,67c 33,33c | 36,67d 2,33a 2,02ab | 1,25c
TDZ Stirglin uzunlugu (cm)*

(mg/l) Diamenta | EMUS8 | SG3
0.05 2,03b 11,14a | 9,00a

0.15 1,70c 9,15b | 7,00b
0,25 2,65a 8,40c | 7,00b
0.35 1,16d 6,90d | 4,33c

** Ayni siitiinde farkli haflerle gosterilen harflar ortalamalar arasinda Duncan testin 0.01 duzeyindi
onemli farklilik gostermektedir

* Aym siitinde farkli haflerle gosterilen harflar ortalamalar arasinda Duncan testin 0.05 diizeyindi
onemli farklilik gostermektedir
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Koklendirilmesi

Bu calismada rejenerasyon gostermis her ortamina bagl olarak elde edilen siirgiinleri 15
mg/l sucrose iceren 1 X MS ortaminda 10 giin bkletilmistir. Daha sonra, elde edilen
siirgtinleri 0.5 ve 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Elde edilen

verilerin variyans analizi sonuglari Cizelge 4.12° de gosterilmistir.

Elde edilen verilerin variyans analizi yapilmistir. Variyans analizi sonuglarma gore
siirglin rejenerant muamelelerin kok olusum ve kok sayisi iizerinde her hangi etki
bulunmazken kok uzunlugu bakimindan 0.05 diizeyinde 6nemli farkliligi izlenmistir

(cizelge 4.13).

Koklendirme hormon oranlarinin kok olusum, kok sayist (adet) ile kok uzunlugu (cm)

tizerinde 0.01 diizeyinde onemli farkh etkileri izlenmistir.

kok olusum (%), kok sayist (adet) bakimindan surgin rejenerant muameleleri  x
koklendirme hormon oranlari arasinda her hangi etkilesim izlenmemistir. Ancak, kok

uzunlugii bakimindan aralarinda 0.01 diizeyinde 6nemli etkilesim bulunmugtur.

Cizelge 4.12 Seker pancarin SG3 poligerm hattina ait sap eksplantlarindan farkli
oranda TDZ iceren MS ortam Uzerinde rejenerasyon gosteren
strgunlerinin 0.5 ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamda koklendirilmesi ile
ilgili verilerinin variyansa analizi sonuglari

VK sd Kok olusum orani (%) Kok sayisi (adet)
Siirglin Rejenerant muameleleri 1 150,00 0,75 0,37 | 0,59
Koklendirme hormon oranlari 3 1750,00 8,75** 573 | 9,11**
St{rgun _ Rejenerant muameleleri x| 3 950,00 4,75 037 | 0,59
Koklendirme hormon oranlari
Hata 16 200,000 ,629
Genel Toplam 23
VK sd K6k uzunlugu (cm)
Siirgiin Rejenerant muameleleri 1 3,51 | 4,46*
Koklendirme hormon oranlari 3 4,62 5,88**
Surgun Rejenerant muameleleri x o
Koklendirme hormon oranlari 3 7,23 1919
Hata 16 0,78
Genel Toplam 23
*P<0.05**p<0.01
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Etkilesim diizeyi belirlemek amaciyla yapilan sonuglari ¢izelge 4.15°te verilmistir.

Elde edilen sonuglarma gore 0.5 ve 1.0 mg/l NAA iceren MS ortamnda tiim
rejenerantlarda gelisen stirgiinleri farkli etkileri gdstermis olup, sirastyla %60 - 100 ve

%60 -80 oraninda koklenmislerdir.

Bitki bagina kok sayis1 bakimindan 0.5 ve 1.0 mg/l NAA igeren MS ortamnda tiim
rejenerantlarda gelisen siirgiinleri farkli etkileri gdstermis olup, sirasiyla 6.60-14.20

adet ve 3.10 —5.10 adet kok olusturmuslardir.

Bitki basina kok uzunlugu bakimindan 0.5 ve 1.0 mg/l NAA iceren MS ortamnda tiim
rejenerantlarda gelisen siirgiinleri  farkli etkileri gdstermis olup, sirastyla 3.05 -7.50

cm ve 4.00-5.50 cm uzun kok olusturmuslardir.

Debnath (2006) bir ¢alismada c¢alismada Zeatin uygulamasi ile silirglin uzamasinin
tidiazuron kaynakli engellenmesini ortadan kaldirmaktadir ve in vitro cilek kultlr(
koklenmesine tesvik etmektedir. Bu caligmada rejenere olan bitkilerinin
koklendirilmesinde her hangi olumsuz inhibe edici gorilmemektedir. Ancak 0.5 ve 1.0
mg/l NAA iceren koklendirme MS ortami diisiiniiler ise, aralarinda etkilerini
kiyaslanirsa 1.0 mg/l NAA igeren ortami, diger koklendirme ortamina gore

koklenmeside inhibasyon saglanmuistir.
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Cizelge 4.13 Seker pancarmmin SG3 poligerm hattina ait sap eksplantlarindan farkli
oranda TDZ igceren MS ortam Uzerinde rejenerasyon gosteren
strginlerinin 0.5 ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamda koklendirilmesi ile

ilgili Duncan testi sonuglari

Sirgin Kok olusum oran1 (%) Bitki basma kok sayisi

Rejenerant (adet)™

TDZ (mg/l) | 0.5  mg/l | 1 mg/l NAA 0.5 mg/l | 1 mg/l NAA
NAA NAA

0.05 100,00 60,00 9,75 4,66

0.15 100,00 100,00 14,20 4,06

0,25 80,00 100,00 13,25 5,10

0.35 60,00 60,00 6,60 3,10

Strgin Kok uzunlugu (cm)**

Rejenerant | 0.5 mg/l NAA | 1 mg/l NAA

TDZ (mg/l)

0.05 7,50a 5,00a

0.15 6,33ab 4,72b

0,25 5,40b 4,00b

0.35 3,05¢ 5,50a

** Ayn sitiinde farkli haflerle gosterilen harflar ortalamalar arasinda Duncan testin 0.01 duzeyindi
onemli farklilik gostermektedir

0s dnemsiz

4.6 Transgenik Calismalari

4.6.1 Onkogenik A. tumefaciens A281 pTiBo 542 ile Samsun Maden 2421 tiutin
cesidine tUmoOr olusturmak amaciyla gen aktarmmm ile ilgili bilgilerin

arastirillmasi

Bu calismada ilk 6nce Samsun Maden 2421 tiitiin ¢esidine ait tohumlar1 ¢imlendirerek
bitkiler gelistirilmistir. Calismada kullanmak amaciyla 28 giinliikk gelisen bitkilerin
yapraklarindan 5 mm? yaprak diski eksplantlari hazirlanmis olup, steril Petri kutular:
igerisinde saklanan 35 ml steril saf suda bekletilmistir. Daha sonra elde edilen diskleri
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A. tumefaciens’nin onkogenik A281’hattin suspansiyon ile 30 dk inokiilasyona tabii
tutularak 24 saat kokiitiivasyonuna birakilmigtir. Kokiitiivasyonu i¢in karanlik ortami ve
iklim odanin sicakligi 24 °C olarak ayarlanmistir. Daha sonra, eksplantlart 500 mg/1
Duocid iceren 1 x MS ortama aktararak timor olusumuna birakilmistir. Eksplantlar
tizerinde timor olusumu bakteri inokilasyondan 11-13 giin sonra baslamistir. Timor
olusumu baslangicindan 8 hafta sonra Agrobacterium tumefaciens’nin A281 hattinin
tiimor olusturma ylizdesi, tiimor ¢ap1 ve eksplant basina timor agirhigina ait  sonuglari

Cizelge 4.14 de verilmistir.

Cizelge 4.14  A. tumefaciens’in onkogenik A281 hattinin tiitiin Samsun Maden 2421
¢esidinin yaprak diski eksplantinda tiimor olusumu lizerine etkisine ait

sonugclari
Incelenmis faktorleri Ol¢uimleri
Tiimor olusturma yiizdesi (%) 91.50
Timor gapt (mm) 02.20
Timor agirligl (mg) 13.00

Cizelge 4.14 de goriildiigi gibi, ortalama tiimor olusturma orant (91.50%), timor ¢api
( 0220 mm, ve timor agirlign 13.00 mg olarak hesaplanmistir.Her yaprak diski
kenarlarinda 1 den fazla minicik timor olusumu rastlanmistir. Kontrol bitkilerinde her

hangi tiimor olusumu gézlenmemistir.

Daha 6nce yapilmis ¢alismalarina gére bazen konakei bitkinin kabul etmemesi gibi
problemlerle de karsilasilmaktadir (Khawar 2001). Bu ¢alismada Samsun Maden 2421
cesitinde onkogenik A.tumefaciens A281 pTiBo 542 hatt1 ile, gelecekte transgenik bitki

elde edebilmek i¢in bu hattin tiimor olusturma kabiliyeti arastirilmistir.

Nourouzi vd (2005)’nin yaptig1 c¢alismalarina gore seker pancart bitkisinde
tekralanabilir transforasyon protokol yoktur. Arastiricilar farkli eksplantlariyla
transformasyon yapmaya calismislardir. Arastirma sonucunda yapragin ana damara

yakin hiicrelerinde en fazla transformasyon izlenmistir.
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Elde edilen sonuglar1 misir bitkisi (Grimsley et al.1987), nohut (Husnain vd 1997) ve
mercimek (Warkentin ve McHughen 1991,

Karakaya ve Ozcan 1998, Khawar 2001)’ten elde edilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Bu sonuclar A. tumefaciens’in Samsun Maden 2421 ¢esidin yaprak
eksplant tiizerinde olumlu sekilde etkilesim yapip, timorolusturulmas: ile ilgili
kabileyetini gostermektedir. Bu c¢aligma sonucunda elde ettigimiz veriler gelecekte
yaprak ve govde eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonuyla transgenik titin

bitkisi ve baska bitkilere gen aktariminda yol gosterici olacaktir.

4.6.2 Agrobacterium tumefaciens’min Non onkogenik GV2260::p35 GUS INT
hattnin bakteriyel stspansiyon kullanarak Samsun Maden 2421 tatun

Cesidine gen aktarim

Bu c¢alismada ilk 6nce Samsun Maden 2421 tiitiin ¢esidine ait tohumlar1 ¢imlendirerek
bitkiler gelistirilmistir. Calismada kullanmak amaciyla 28 giinlilk gelisen bitkilerin
yapraklarindan 5 mm? yaprak diski eksplantlari hazirlanmis olup, steril Petri kutular:
icerisinde saklanan 35 ml steril saf suda bekletilmistir. Daha sonra elde edilen diskleri
A. tumefaciens’nin non onkogenik GV2260::35 GUS INT ’hattin bakteriyel stispansiyon
ile 30 dk inokulasyona tabi tutularak 24 saat kokiltivasyonuna birakilmistir.

Kokultivasyon yapilmig yaprak diskleri 50, 100, 150 ve 200 mg/l kanamisin ve 500
mg/l Duocid igeren 1 x MSD4x2 ortamina (1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA igeren 1 x MS
ortami)  aktararak transgenik aday bitkilerde gus pozitif drneklerin tespiti ve farkli

kanamisin konsantrasyonlarin etkilerini belirlenmistir.

Elde edilen sonuglarina gore (gizelge 4.15) 50.00 — 200 mg/l kanamisin iceren

seleksiyon ortamda siirgiin olusum %100.00 olarak not edilmistir.
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Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan her artan kanamisin konsantrayonunla sirgun
olusumunda belirgin diisiis gozlenmistir. Sirasiyla explant basina en fazla ve az siirgiin

50.00 mg/l ve 200 mg/l1 kanamisin igeren ortamdan elde edilmistir.

Cizelge 4.15 Agrobacterium tumefaciens’nin Non Onkogenik GV2260::p35 GUS INT
Hattnin Bakteriyel Siispansiyon Kullanarak Samsun Maden 2421 Ttiln
cesidine gen aktarimina ait ortalamalari

Kanamisin Antibiyotige dayamikh | Eksplant basina siirgiin
konsantrasyonlari siirgiin olusturan | sayis1 (adet)

(mg/l) eksplantlarin oram (%)

50.00 100.00 22.34

100.00 100.00 16.56

150.00 100.00 9.84

200.00 100.00 3.72

Kanamisin Koklenen strginlerin | GUS pozitif bitkilerin
konsantrasyonlari orani (%) orani (%)

(mg/l)

50.00 47.25 62.35

100.00 21.95 59.47

150.00 6.73 60.33

200.00 3.43 58.73

Her eksplantta degisen sayila kok olusum gozlenmistir. Kok olusum orani %3.43 -47.25
arasinda degismistir. Kok olusumunda da her artan kanamisin konsantrasyonun
durdurucu etki oldugunu gozlenmis olup, her artan kanamisin oranla eksplant basina

stirgiin sayis1 bakimindan dikkat gekici azalma izlenmistir.

Gelisen bitkilerin yaprak ornekleri alinip, histokimyasal gus analizi yapilmistir. Elde
edilen sonuclarina gére gus pozitif bitki oran1 %58.73 — 62.35 arasinda degismis olup
(Sekil 4.6), oransal olarak kanmaisin konsantrasyonlar arasinda istatistiki olarak goze

carpan farklilig1 izlenmemistir.
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Sekil 4.6 Samsun maden tiitiin ¢esidine ait bitki yapraklarinda histokimaysal gus
ekspresiyonu

4.6.3 Seker pancarmmin monogerm Diamenta Cesidi ile poligerm EMU 8 (baba
hattr), SG3 (anne hatti) i¢in farkh dozda Kanamacin i¢eren ortamda yasayan
bitkilerinin oramin gozlenerek LDjg (6ldUrict dozuig /Letal Dozuigo)

dozunu belirlenmesi

Bitkilerde genetik miihendisligi ¢aligmalarinin en 6nemli gerekliliklerinden bir digeri
ise, istenilen Ozellige ait karakterleri sifreleyen genlerin bitki genomuna aktarilmasi ve
gen aktarilmis hiicrelerden yeni transgenik bitkilerin rejenerasyonudur. Bitkilerde ilk
gen transferi 1983 yilinda Agrobacterium tumefaciens vektorii ile gergeklestirilmistir.
(Caplan vd 1983, Zambryski vd 1983). Bitki genetik miihendisligi ¢aligmalarinda, gen
aktarim yontemlerinin yanisira gen aktarilmis hiicrelerden yeni transgenik bitkilerin
rejenerasyonu da dnemli bir etkendir. Ozellikle, seker pancari bitkisinde gen aktarilmis
hiicre ve dokulardan yeni bitkilerin elde edilmesi onemli bir sorun olusturmaktadir.
Diinya c¢apinda gen aktarilan bitkilerin sayis1 siirekli olarak artmaktadir; ancak,
Tiirkiye’de seker pancari bitkisinde gen aktarimi konuda c¢ok az sayida caligsmalari

bulunmaktadir (TUrk-seker 2015, Anonim 2015).

Calismada Diamenta ¢esidi monogerm ile EMU 8 (baba hatti), SG3 (anne hatti)
poligerm seker pancar1 hatlar1  kullanilmistir. Calismada genetik transformasyon
caligmalari i¢in A. tumefaciens’nin GV2260 (pGV2260)::p35SGUS-INT, LBA 4404::
pRGG bar ve LBA 4404 cry 1 AC  hatlann kullamilmistir. GV2260

77



(pGV2260)::p35SGUS-INT yalniz kanamisine karsti LBA 4404 cry 1 AC hem
kanamisin hemde fosfinotrisine karsi ve LBA 4404:: pRGGbar ise fosfinotrisine karsi
diren¢ tasimaktadirlar. Calismada gen aktarim igin kullanilan hatlarin  seleksiyon
yapabilmesi i¢in seker pancarinin her 3 ¢esit ve anne baba hatlarina ait eksplantlarindan
rejenerasyon yaparak ayri ayrt kanamisine karsi letal dozu  belirlenerek

transformasyon ¢aligmalarinda kolaylik saglanmistir.

Farkli oranda kanamisin i¢eren ve fosfinotrisin iceren 1 X MS ortaminda  Diamenta
cesidi monogerm ile EMU 8 (baba hatt1), SG3 (anne hatt1) poligerm seker pancari
hatlarina  ait seker pancart tohumlart seleksiyon i¢cin ¢imlendirilmis olup, 15 gin
sonra yasayan bitkilerin sayis1 belirlenmistir. Her kultlr kab (tekerriir)’de 50’ser adet
tohum kullanarak 4’er kiltiir kab ile ve 400 adet tohumu ile ¢alisma devam edilmisitir.
Elde edilen sonuglar gizelge 4.16° da verilmistir. Calismada kullanilmis olan Diamenta
cesidi monogerm. ile EMU 8 (baba hatti), SG3 (anne hatti) poligerm seker pancari
hatlar1 Sonuglarina gére 350 mg/l kanamisin iceren ortamda ¢imlenmis tohumlarda
%100 kararma ile kisa siirede (5-7 glin i¢erisinde) 6liim goriilmistiir. Daha sonra -A.
tumefaciens’nin- GV2260 (pGV2260)::p35SGUS-INT ile yapilan tiim c¢alismalarinda

350 mg/1 kanamisin, seleksiyon ortamlarinda bulundurulmustur.

Cizelge 4.16 Scker pancarinin monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 (baba
hatt1), SG3 (anne hatti) icin farkli dozda kanamisin igeren ortamda
yasayan bitkilerinin oranin gézlenerek LDjoo dozunu belirlenmesi

Seker Farkli konsantrasyonda kanamisin igeren 1 x MS ortamda yasayan

pancari bitkilerinin oranin gozlenerek LDjoo dozunu belirlenmesi

cesidi/hatt1 | 50 100 150 250 300 350
(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) | (mg/l) | (mg/l)

Diamenta 100.00 95.63 63.41 35.26 | 10.37 0.00

EMUS 100.00 90.73 60.51 30.28 |9.11 0.00

SG3 100.00 82.68 51.46 49.34 | 5.67 0.00
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4.6.4 Seker pancarinin monogerm Diamenta cesidi ile poligerm EMU 8 (baba
hatt1), SG3 (anne hatti) icin farkh dozda fosfinotrisin iceren ortamda

yasayan bitkilerinin oramin gozlenerek LDy dozunu belirlenmesi

Bu tez kapsamda yapilmis calismada kullanilmis seker pncari genotiplerinin
phosphonitrisin (PPT)e karst direng sevisini belirlemek amaciyla tohumlar1 0.50, 1,
1.50, 2.00 ve 2.50 mg/l ppt iceren 1 x MS ortamina kiiltiire alinmistir. Caligmanin
amaci bu genotiplerine ait tohumlardan gelisen bitkilerin gen aktarim ¢alismalarinda

seleksiyon i¢in basarinin alinacagi en diisilk LD 190 ppt dozunu belirlenmesi olmustur.

Dolayisiyla etkili bir bitki seleksiyon yontemi gelistirmek i¢in ilk 6nce calismada seker
pancarinin  EMU 8, SG3 poligerm hatlar1 ve Diamenta monogerm cesidine ait
tohumlar1 . farkli oranda PPT igeren 1 x MS ortamina kiiltiire alinmistir. PPT’e kars1
LDigp dozu 20 giin sonra canli kalan bitkileri sayarak g¢imlenmemis bitkilerle
kiyaslaryarak hesplanmistir (gizelge 4.17). Calismanin amaci arastirmada kullanilmig
hatlar ve c¢esidine ait  tohumlardan gelisen bitkilerin gen aktarim caligmalarinda
seleksiyon i¢in basarinin alinacagi en disiik LDig9 PPT dozununu belirlenmesi

olmustur .

Cizelge 4.17 Seker pancarinin monogerm Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 (baba
hatt1), SG3 (anne hatt1) igin farkli dozda fosfinotrisin igeren ortamda
6len bitkilerinin oranin (%) gozlenerek LD;qo dozunu belirlenmesi

Genotipler PPT PPT PPT

(0.5 mg/l) (1.00 mg/l) (1.50 mg/l)
Diamenta monogerm g¢esidi 1.00 4.00 28.00
EMU 8 poligerm hat1 5.00 9.00 20.00
SG3 poligerm hati 2.00 7.00 21.00
Genotipler PPT PPT PPT

(2.00 mg/l) (2.50 mg/l) (3.00 mg/l)
Diamenta monogerm ¢esidi 85.00 100.00 100.00
EMU 8 poligerm hat1 63.00 100.00 100.00
SG3 poligerm hati 79.00 100.00 100.00
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Elde edilen sonuglarma gore 0.50, 1.00, 1.50 ve 2.00 mg/l phosphonitrisin igeren
ortamda bitkilerin 6liim ylizdesi orani sirastyla %1.00-5.00 arasi, 4.00 -9.00 arasi, 20-
28 arasi, %63 — 85.00 arasi, degisir ken 2.50 ve 3.00 mg/l phosphonitrisin igeren
ortamda bitki 6liim %100.00 olarak belirlenmistir (sekil 4.7).

Bu sonuglara bagli olarak dah sonra yapilan calismalarinda seleksiyon i¢in hem 2

hemde 2.5 mg/I fosfinotrisin kullanilmigtir.

Sekil 4.7 Seker pancarinin EMU 8, SG3poligerm hatlar1 ve Diamenta monogerm
cesidine ait bitkilerin 2.50 mg/l phosphonitrisin igeren ortamda LDjgo
belirlenmesi

4.6.5 Agrobacterium tumefaciens araciligiyla sekerpancarma gen aktarim

Denemede yar1 kat1 1 x MS ortamda hidropriminga maruz kalmis olan sekerpancari
tohumlarindan gelisen gelisen 2-3 giinliik fidecikleri gen aktarim icin eksplant olarak
kullanilmigtir. Agrobacterium tumefaciens’nin non onkogenik GV2260:: p35Gus INT,

hatti ile gen aktarimi islemleri gergeklestirilmistir.

Seleksiyon ortamda gelisen kalluslar veya rejenre olan siirgiinleri siirekli olarak kontrol
altinda tutularak canli kalan bitkilerinde kullanilan genlerin ekspresiyonu (belirtileri)
Icin gus ve per testi yapilmistir (Bechtold et al. 1993, Clough and Bent A 1998, Chung
et al. 2000, Desfeux et al. 2000).
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4.6.6 Agrobacterium tumefaciens’min A281 pTiBo 542  hattiyla mono germ
Diamenta cesidi ile poligerm EMU 8 (baba hatti) ve SG3 (anne hatt1) seker

pancar1 hatlarina gen aktarimi

Monogerm Diamenta ¢esidi: Tohumlar ¢imlendikten 5 giin sonra A281 pTiBo 542 olan
bakteri ile muamele edildikten sonra 2 gun ko kultuvasyon icin 1 x MS ortamda
bekletilmistir, daha sonra tiimor olusturmak amaciyla 400 mg/l Duocid iceren 1 X MS
ortamina kiiltiire alinmis olup 15 giin sonra yaprak disk 6rnekleri lizerinde hem tiimor
olusumu hem de histo kimyasal gus analizi yaparak incelemeler yapilmistir. Sonuglar

cizelge 4.18’da verilmistir.

Daha sonra Duocid iceren ortamdaki yasayan ornekleri numaralandirilmistir ve
onlardan parcalar1 alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde  gus histokimyasal
analizi icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38°C’de bekletilmistir. Alti (6) adet
bitkide tiimdr olusumu goézlenmistir (sekil 4.8 a, d). Yaprak orneklerin  klorofil
parcalanmak ve gus genin ekspresiyon igin  drnekleri %96 etanol igerisinde 48 saat
bekletilmistir. Daha sonra, alinan 6rneklerinde maviye boyanmasi ile GUS pozitif

ornekleri taranmustir.

Bu denemede 80 adet bitkiden 35 adet Ornek canli kalmis olup, %43.75 0Ornek
yasamislar. Elde edilen Orneklerden 6 adet 06rnek Uzrinde (%7.5) gus pozitif

ekspresiyon gézlenmigtir

Cizelge 4.18 Agrobacterium tumefaciens’nin A281 pTiBo 542 hattiyla monogerm
Diamenta  seker pancari ¢esidine ait gus ekspresiyon ve tiimiir olusumu
ile ilgili sonuclar

Aciklamalar Elde edilen/kullanilan | Elde edilen bitki
Bitki sayis1 (adet) orani (%)

Denemede  kullanilan  bakteri ile 80.00

muamele edilmis fidecik/eksplant sayist

15 glin sonra seleksiyon ortamda yasiyan 35.00 43.75

bitki sayisi(adet)

Toplam Gus pozitif bitki sayis1 (adet) 6.00 7.5

Tlmor olusturan eksplant sayisi 6.00 6.00
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EMUS poligerm seker pancart hatti: Tohumlar ¢imlendikten 5 giin sonra A281 pTiBo
542 olan bakteri ile muamele edildikten sonra 2 giin ko kultuvasyon igin 1 x MS
ortamda bekletilmistir, daha sonra tlimor olusturmak amaciyla 400 mg/l Duocid iceren
1 x MS ortamina kiiltiire alinmigolup 15 giin sonra yaprak disk ornekleri lizerinde
hem tiimdr olusumu hem de gus analizi yaparak incelemeler yapilmistir. Sonuglar

cizelge 4.19°de verilmistir.

Daha sonra Duocid iceren ortamdaki yasayan Ornekleri numaralandirilmistir ve
onlardan parcalar alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde  gus histokimyasal
analizi icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38°C’de bekletilmistir. Yetmis bir (71)
adet bitkide timor olusumu gozlenmistir. Yaprak orneklerin  klorofil parcalanmak ve
gus genin ekspresiyon i¢in  drnekleri %96 etanol icerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha

sonra, alinan 6rneklerinde maviye boyanmasi ile GUS pozitif 6rnekleri taranmistir.

Cizelge 4.19 Agrobacterium tumefaciens’nin A281 pTiBo 542 hattiyla EMUS8
poligerm seker pancari hattina ait gus ekspresiyon ve tiimiir olusumu
ile ilgili sonuclar

Aciklamalar Elde edilen/kullanilan | Elde edilen bitki
Bitki sayis1 (adet) orani (%)

Denemede kullanilan bakteri ile | 300
muamele edilmis fidecik/eksplant

sayi1sl

15 gin sonra seleksiyon ortamda | 94.00 31.33
yasiyan bitki sayisi(adet)

Gus pozitif bitki sayis1 (adet 71.00 23.66
Tiimdr olugum yiizdesi 71.00 23.66

Daha sonra Duocid iceren ortamdaki yasayan oOrnekleri numaralandirilmistir ve
onlardan parcalar alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde  gus histokimyasal
analizi icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38'C’de bekletilmistir. Bu denemede
300 adet bitkiden 94 adet 6rnek canli kalmis olup, %31.33 6rnek yasamiglar. Elde
edilen Orneklerden 71 adet (%23.66) Ornek iizrinde hem tiimor olusumu hemde

yapraklarda gus pozitif ekspresiyon gozlenmistir (sekil 4.8b,e).
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SG3 poligerm  seker pancar: anne hatti: Bu denemede 200 adet bitkiden 107 adet
ornek canli kalmis olup, %53.5 6rnek yasamislar. Elde edilen 6rneklerden 45 adet

tzrinde (%2.7) gus pozitif ekspresiyon ile timor olusumu (Sekil 4.8c, f) gézlenmistir.

Cizelge 4.20 Agrobacterium tumefaciens’nin A281 PTIBO 542  hattiyla SG3
poligerm seker pancar1 hattina ait gus ekspresiyon ve tiimiir olusumu
ile ilgili sonuglar

Aciklamalar Elde edilen/ kullanilan | Elde edilen
Bitki sayisi (adet) bitki oran1 (%)

Denemede kullanilan bakteri ile muamele | 200 -

edilmis fidecik/eksplant sayis1

15 gin sonra Duocid igeren ortamda | 107 535
yasayan eksplant sayisi(adet)

Toplam gus pozitif 6rnek sayisi (adet) 45 2.7
Toplam timo6r olusturan 6rnek sayisi | 45 2.7
(adet)

Sekil 4.8 Agrobacteriuma. tumefaciens’nin A281 hattiyla gen aktarimi

(a8, d) mono germ Diamenta ¢esidi ile (b,e) poligerm EMU 8 (baba hatt1) ve(c, f) SG3 (anne hattr)

seker pancari hatlarina tiimor olusturukmasi ve gus pozitif yaprak rneklerin goruntileri
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4.6.7 Agrobacterium rhizogenes’nin 15834 PRGGbar hattiyla ~mono germ
Diamenta cesidi ile poligerm EMU 8 (baba hatti) ve SG3 (anne hatt1) seker

pancari hatlarina gen aktarimi

Diamenta monogerm c¢esidi: Seker pancart Diamenta monogerm ¢esidine ait 400 adet
tohum c¢imlendirdikten 5 gun sonra A. rhizogenes’min 15834 PRGGbar hattina ait
siispansiyonuyla 45 dk muamele edilmistir. Daha sonra eksplantlar1 2 giin boyunca 1 x
MS ortamina ko kultuvasyon i¢in birakilmistir. Ko kultuvasyon yapilmis eksplantlarda
kok olusum gozlenmek i¢in tiim eksplantlar1 400 mg/l Duocid igeren 1 X MS ortamina
kiiltiire alinmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 151k altinda
24 £1°C’de kiiltiire alinmustir.

Daha sonra Duocid igeren ortamdaki yasayan Dbitkileri numaralandirilmistir ve
onlardan yaprak ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler igerisinde 4’er adet
yaprak Ornegi iizerinde gus histokimyasal analizi i¢in gereken c¢ozeltisi eklenerek 24
saat 38°'C’de bekletilmistir. Her hangi 6érnek iizerinde kok olusum gdzlenmemistir.
Yaprak 6rneklerin klorofil parcalanmak ve gus genin ekspresiyon icin  6rnekleri %96
etanol icerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan orneklerinde maviye

boyanmasi ile GUS pozitif bitkileri aranmistir.

Bu denemede 400 adet bitkiden 136 adet bitki canli kalmis olup, %34 bitki yasamislar.
Elde edilen bitkilerden sadece 1 adet bitkisinde (%2.5) gus pozitif ekspresiyon
gbzlenmistir. Test edilmis transgenik aday bitkilerinin yaprak drnekleri inceleyince 1
adet (%0.25) bitkisinden alinan yaprak Orneklerinin orta kissmda  gus pozitif

ekspresiyon gozlenerek mavilik izlenmistir (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.21 Agrobacterium rhizogenes’nin 15834::pRGGbar hattiyla Diamenta
monogerm seker pancari gesidine ait gus ekspresiyon ve kok olusum ile

ilgili sonuclar
Agiklamalar Elde edilen/kullanilan | Elde edilen bitki
Bitki sayis1 (adet) orani (%)

Denemede kullanilan bakteri ile | 400

muamele edilmis fidecik/eksplant

sayist

15 gun sonra Duocid iceren | 136 34

ortamda yasiyan bitki sayisi(adet)

Toplam gus pozitif Bitki/ornek | 1 0.25

sayist (adet)

Expresyon Bas 0 0

Gus pozitif (Mavi | orta 1 0.25

noktanin)

ekspresiyon/ifade yeri | Sap 0 0
tamam 0 0

PCR testi: Elde edilen transgenik aday bitkilerinden rastgele 20 adet bitki secilmis
olup, bar ve npt Il genin varligin tespit etmek amaciyla PCR reaksiyonu
yiriitilmistir. PCR sonucu oOrneklerinde bar genin varligin1 teyid edilememistir.

Ancak, 2 adet drnekte nptii genin varligin tespit edilmistir (sekil 4.9)

EMUS poligerm baba hatti:Seker pancart EMUS poligerm anne hattina ait 800 adet
tohum cimlendirdikten 5 gin sonra A. rhizogenes’nin 15834 PRGGbar hattina ait
siispansiyonuyla 45 dk muamele edilmistir. Daha sonra eksplantlar1 2 giin boyunca 1 x
MS ortamina ko kultuvasyon i¢in birakilmistir. Ko kultivasyon yapilmis eksplantlarda
kok olusum gozlenmek i¢in tiim eksplantlar1 400 mg/l Duocid igeren 1 X MS ortamina
kiiltiire alinmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/ m?/s 151k altinda

24 +1°C’de kiiltiire alinmuastir.

Daha sonra Duocid igeren ortamdaki yasayan bitkileri numaralandirilmistir ve onlardan
yaprak Ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde 4’er adet yaprak
ornegi tlizerinde gus histokimyasal analizi icin gereken c¢0zeltisi eklenerek 24 saat
38°C’de bekletilmistir. Her hangi 6rnek iizerinde kok olusum goézlenmemistir. Yaprak

orneklerin  klorofil parcalanmak ve gus genin ekspresiyon icin  6rnekleri %96 etanol
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icerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan 6rneklerinde maviye boyanmasi ile

GUS pozitif bitkileri aranmistir.

Bu denemede 800 adet bitkiden 326 adet bitki canli kalmis olup, %40.75 bitki
yasamiglar. Elde edilen bitkilerden sadece 175 adet bitkisinde (%21.87) gus pozitif
ekspresiyon gozlenmistir. Test edilmis transgenik aday bitkilerinin yaprak ornekleri
inceleyince 16 adet (%2) bitkisinden alinan yaprak orneklerinin yaprak ucunda, 75 adet
(%9.37) bitkisinden alinan yaprak orneklerinin yapraklarin orta kisimda, 50 adet
(%6.25) bitkide yaprak sapinda ve 34 adet (% 4.25) yaprakinda tamamen gus pozitif

ekspresiyon gozlenerek mavilik izlenmistir (Gizelge 4.22).

12 34567891 213141516 1718 19 20

bar

310 bp/bg

Sekil 4.9 Gus pozitif bitkilerin teyidi, 1.ve 20. veya M kulvar markdr 1000 bp, + veya
2. Kulvar transgenik samsun — maden 22/41 titiin ¢esidine ait bitkisi, - veya
19. Kulvar transgenik olmayan samsun — maden 22/41 tiitiin ¢esidi, 4., 5., 6.,
7., 8., 9. kulvar EMUS8 poligerm baba hattina ait bitkilerinde bar genin
varlginin per ile teyidi
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Cizelge 4.22 Agrobacterium rhizogenes’nin 15834::pRGGbar  hattiyla EMUS8
poligerm seker pancari hattina gus ekspresiyon ve kok olusum ile ilgili

sonuclar
Aciklamalar Elde edilen/kullanilan Elde edilen bitki
Bitki sayis1 (adet) orani (%)

Denemede kullanilan bakteri ile 800
muamele edilmis  fidecik/eksplant
sayist
15 giin sonra Duocid iceren ortamda 326 40.75
yagayan bitki sayisi(adet)
Kok olusturan eksplant sayisi
Toplam gus pozitif  Bitki/ornek 175 21.87
sayis1 (adet)
Expresyon Bas 16 2
Gus pozitif (Mavi | orta 75 9.37
noktanin)
ekspresiyon/ifade yeri Sap 50 6.25

tamam 34 4.25

PCR testi: Elde edilen transgenik aday bitkilerinden rastgele 20 adet bitki se¢ilmis
olup, bar ve npt Il genin varligin tespit etmek amaciyla PCR reaksiyonu
yurutilmustiir. PCR sonucu 6 adet 6rnekde bar geni ile transformasyon teyid edilmistir.

Ancak, 4 adet 6rnekte nptii genin varligin tespit edilmistir (sekil 4.10)

SG3 poligerm ana hatti: Seker pancart SG poligerm anahattina ait 900 adet tohum
cimlendirdikten 5 gin sonra A. rhizogenes’nin 15834 PRGGbar hattina ait
siispansiyonuyla 45 dk muamele edilmistir. Daha sonra eksplantlar1 2 giin boyunca 1 X
MS ortamina ko kultuvasyon i¢in birakilmistir. Ko kultuvasyon yapilmig eksplantlarda
kok olusum gozlenmek i¢in tiim eksplantlar1 400 mg/l Duocid igeren 1 X MS ortamina
kiiltiire alinmis olup, 15 giin 16 saat 151k fotoperiyotta 35 u mol fotons/m2/s 1s1k altinda
24 £1°C’de kiiltiire alinmustir.

Daha sonra seleksiyon ortamdaki yasayan bitkileri numaralandirilmistir ve onlardan
yaprak ornekleri almmarak etiketlenmis ependorf tilipler icerisinde 4’er adet yaprak
Oornegi tizerinde gus histokimyasal analizi icin gereken ¢o6zeltisi eklenerek 24 saat
38°C’de bekletilmistir. Her hangi 6rnek iizerinde kok olusum gdézlenmemistir. Yaprak

orneklerin  klorofil parcalanmak ve gus genin ekspresiyon icin  drnekleri %96 etanol
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icerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan 6rneklerinde maviye boyanmasi ile

GUS pozitif bitkileri aranmistir.

Bu denemede 900 adet bitkiden 315 adet bitki canli kalmis olup, %35 bitki yasamuislar.
Elde edilen bitkilerde sadece 44 adet bitkisinde (%4.89) gus pozitif ekspresiyon
gozlenmistir. Test edilmis transgenik aday bitkilerinin yaprak 6rnekleri inceleyince 12
adet (%1.33) bitkisinden alinan yaprak Orneklerinin yaprak ucunda, 8 adet (%0.88)
bitkisinden alinan yaprak Orneklerinin yapraklarin orta kisimda, 11 adet (%1.22)
bitkide yaprak sapinda ve 13 adet (%1.44) yaprakinda tamamen gus pozitif

ekspresiyon gozlenerek mavilik izlenmistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23 Agrobacterium rhizogenes 'min 15834::pRGGbar hattiyla SG3 poligerm
seker pancari hattina gus ekspresiyon ve kok olusum ile ilgili sonuglar

Aciklamalar Elde edilen/kullanilan | Elde edilen bitki
Bitki sayis1 (adet) orani (%)
Denemede kullanilan bakteri ile muamele | 900
edilmis fidecik/eksplant sayisi
15 giin sonra seleksiyon ortamda yasiyan | 315 35
bitki sayisi(adet)
Kok olusturan eksplant sayisi 0.00 0.00
Toplam gus pozitif Bitki/ornek  sayis1 | 44 4.89
(adet)
Yaprak tzerinde Yaprak ucu 12 1.33
Gus pozitif ekspresiyon | grta 8 0.88
/ifade yeri
Sap 11 1.22
tamam 13 1.44

PCR testi: Elde edilen transgenik aday bitkilerinden rastgele 20 adet bitki segilmis
olup, bar ve npt Il genin varligin tespit etmek amaciyla PCR reaksiyonu
yiiriitiilmiistiir. PCR sonucu 6rneklerde bar geni ile transformasyon teyid edilememistir.

Ancak, 4 adet 6rnekte npt ii genin varligin tespit edilmistir (sekil 4.10).
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M

Sekil 4.10 1. 19. veya M kulvar markor 1000 bp, + veya 2. Kulvar transgenik samsun —
maden 22/41 tiitiin ¢esidine ait bitkisi, - veya 4. Kulvar transgenik olmayan
samsun — maden 22/41 tiitiin ¢esidine ait bitkisi, 3., 6, Diamenta mono
germ ¢esidi, 7., 8., 10. ve 11. kulvar transgenik EMU 8 seker pancari
poligerm baba hatt1, 12., 13., 14., 18. Kulvar SG3 scker panacar1 poligerm
anne hattina ait transgenik bitkilerinde  npt Il genin varlginin pcr ile teyidi

4.6.8 Agrobacterium tumefaciens’min LBA 4404::pRGGbar hattiyla mono germ
Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 (baba hatti) ve SG3 (anne hatt1) seker

pancar1 hatlarina gen aktarim

Diamenta monogerm ¢esidi ne ait transgenik aday bitkilerin 2 mg/I fosfinotrisin iceren
ortamda seleksiyon: Bu denemede 2-3 giinliik 1000 adet seker pancari Diamenta
monogerm c¢esidine ait bitkicik eksplant olarak LBA 444::pRGGbar A. tumefaciens
hattinin siispansiyonuyla 45 dk muamele ettikten sonra, eksplantlar1 30 g sukroz
iceren 1 x MS ortamina 48 saat boyunuca ko kiiltiivasyonuna birakilmistir. Daha
sonra, explantlar1 numaralandirarak 15 giin boyunca 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/l GA3, 30
g sakaroz, 2.0 mg/l fosfinotrisin (seleksiyon amaciyla), 200 mg/l Duocid  (genis
spektrumlu bakteriostik antibiyotigi) iceren ve 6.5 g agar (katilastirmak i¢in), pH 5.8
iceren 1 x MS ortamma  aktarilimis olup, seleksiyon amaciyla bekletilmistir.
Kokiiltiivasyon ve seleksiyon 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 151k altinda

24 +1°C’de yapilmistir.
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Bu denemede 15 giin sonra, Diamenta seker pancart hattina ait 1000 adet bitkiden
130 bitki canli kalmis olup, %13.00 bitki 2.0 mg/l fosfinotrisin iceren ortamda
yasamiglar. Daha 6nceden numaralandirilmis yasayan bitkilerinden yaprak 6rnekleri
almarak etiketlenmis ependorf tiipler igerisinde 1’er adet yaprak ornegi iizerinde gus
histokimyasal analizi icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38'C’de bekletilmistir.
Yaprak orneklerin klorofil parcalanmak ve gus genin ekspresiyon icin  drnekleri %96
etanol icerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan orneklerinde maviye
boyanmasi ile GUS pozitif Dbitkileri aranmistir. Elde edilen bitkilerde sadece 20
bitkisinde (%2.00) gus pozitif ekspresiyon gozlenmistir (sekil 4.11 a,d). Test edilmis
transgenik aday bitkilerinin yaprak ornekleri inceleyince 1 adet (%0.01) bitkisinden
alian yaprak oOrneklerinin yaprak ucunda, 5 adet (%0.05) bitkisinden alinan yaprak
orneklerinin yapraklarin orta kisiminda, 5 adet (%0.05) bitkide yaprak tamamen ve 9
adet (%0.09) yaprak sapinda gus pozitif ekspresiyongdzlenerek mavilik izlenmistir

(Cizelge 4.24).

PCR testi: Elde edilen transgenik aday bitkilerinden rastgele 20 adet bitki segilmis
olup, bar ve npt Il genin varligin tespit etmek amaciyla PCR reaksiyonu

yiirtitiilmiistiir. PCR sonucu4 adet ornekte bar geni ile transformasyon teyid edilmistir

(sekil 4.12).

Cizelge 4.24 Agrobacterium tumefaciens’nin LBA 444::pRGGbar hattiyla Diamenta
monogerm seker pancari ¢esidine 2.0 mg/l fosfinotrisin iceren ortamda
seleksiyon ile ilgili sonuglar1

Aciklamalar Elde edilen/ kullanilan | Elde edilen
Bitki sayis1 (adet) bitki orani (%)
Denemede kullanilan bakteri ile muamele | 1000
edilmis fidecik/eksplant sayisi
15 giin sonra seleksiyon ortamda yasiyan | 130 13.00
bitki sayisi(adet)
Toplam gus pozitif Bitki/6rnek  sayist | 20 2.00
(adet)
Yaprak tzerinde Yaprak ucu 1 0.01
Gus pozitif ekspresiyon | orta 5 0.05
/ifade yeri
tamam 5 0.05
Sap 9 0.09
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Sekil 4.11 Agrobacterium tumefaciens’nin LBA 444::pRGGbar hattiyla; a, d,. mono
germ Diamenta ¢esidi ile, b. e. poligerm EMU 8 (baba hatt1) ve c.f. SG3
(anne hatt1) seker pancari hatlarmma ait bitkilerinde gus pozitif
ekspresiyonlari

Diamenta monogerm c¢esidi ne ait transgenik aday bitkilerin 2.5 mg/l fosfinotrisin
iceren ortamda seleksiyon : Bu denemede 2-3 giinliik 900 adet seker pancart Diamenta
monogerm ¢esidine ait bitkicik eksplant olarak LBA 444::pRGGbar A. tumefaciens
hattinin siispansiyonuyla 45 dk muamele ettikten sonra, eksplantlar1 30 g sukroz
iceren 1 x MS ortamina 48 saat boyunuca ko kiiltiivasyonuna birakilmistir. Daha
sonra, explantlari numaralandirarak 15 giin boyunca 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/l GA3, 30
g sakaroz, 2.5 mg/l fosfinotrisin (seleksiyon amaciyla), 200 mg/l Duocid  (genis
spektrumlu bakteriostik antibiyotig1) igeren ve 6.5 g agar (katilastirmak i¢in), pH 5.8
olan 1 x MS ortamina  aktaritlimis olup,  seleksiyon amaciyla bekletilmistir.
Kokiiltiivasyon ve seleksiyon 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 151k altinda
24 £1°C’de yapilmistir.

Bu denemede 15 gun sonra, Diamenta seker pancari hattina ait 900 adet bitkiden
164 bitki canli kalmis olup, %18.22 bitki 2.5 mg/l fosfinotrisin igeren ortamda

yasamiglar. Daha 6nceden numaralandirilmis yasayan bitkilerinden yaprak 6rnekleri
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alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde 1’er adet yaprak o6rnegi iizerinde gus
histokimyasal analizi icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38'C’de bekletilmistir.
Yaprak orneklerin  klorofil parcalanmak ve gus genin ekspresiyon icin %96 etanol
icerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan 6rneklerinde maviye boyanmasi ile
GUS pozitif bitkileri aranmistir. Elde edilen bitkilerde Diamenta seker pancar1 hattina
ait 900 adet bitkiden 164 bitki canli kalmis olup, %18.22 bitki 2.5 mg/1 fosfinotrisin
iceren ortamda yasamislar. Elde edilen bitkilerde sadece 69 bitkisinde (%7.66) gus
pozitif ekspresiyon gozlenmistir. Test edilmis transgenik aday bitkilerinin yaprak
ornekleri inceleyince 1 adet (%0.11) bitkisinden alinan yaprak Orneklerinin yaprak
ucunda, 17 adet (%1.89) bitkisinden alinan yaprak oOrneklerinin yapraklarin orta
kisimda, 40 adet (%4.44) bitkide yaprak sapinda ve 9 adet (% 1.00) yaprakinda

tamamen gus pozitif ekspresiyon gozlenerek mavilik izlenmistir (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25 Agrobacterium tumefaciens’nin LBA 444::.pRGGbar hattiyla Diamenta
monogerm  seker pancari ¢esidine 2.5 mg/l fosfinotrisin igeren ortamda
seleksiyon ile ilgili sonuclar

Aciklamalar Elde edilen/kullanilan | Elde edilen bitki
Bitki sayis1 (adet) orani (%)

Denemede kullanilan  bakteri ile 900

muamele edilmis fidecik/eksplant

sayist

15 gin sonra seleksiyon ortamda 164 18.22

yasiyan bitki sayisi(adet) Diamenta
cesidinin  LBA 4404  bakteride

2.5mg/L

Bitki uzerinde Gus pozitif sayisi 69 7.66
Expresyon Bas 1 0.11
Gus  pozitif  (Mavi | orta 17 1.89
noktanm)  ekspresiyon | Sap 40 4.44
/ifade yeri tamam 9 1

EMUS poligerm ana hattina ait transgenik aday bitkilerin 2 mg/l fosfinotrisin iceren
ortamda seleksiyon: Bu denemede 2-3 giinliikk 1000 adet seker pancart EMUS poligerm
hattina  ait bitkicik eksplant olarak LBA 444::.pRGGbar A. tumefaciens hattinin
siispansiyonuyla 45 dk muamele ettikten sonra, eksplantlar1 30 g sukroz igeren 1 X

MS ortamina 48 saat boyunuca ko kiiltiivasyonuna birakilmigtir. Daha sonra,
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explantlari numaralandirarak 15 giin boyunca 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/l GAs, 30 g
sakaroz, 2.0 mg/l fosfinotrisin (seleksiyon amaciyla), 200 mg/l Duocid  (genis
spektrumlu bakteriostik antibiyotigi) iceren ve 6.5 g agar (katilastirmak i¢in), pH 5.8
iceren 1 x MS ortamma  aktarilimis olup, seleksiyon amaciyla bekletilmistir.
Kokiiltiivasyon ve seleksiyon 16 saat 151k fotoperiyotta 35 u mol fotons/m?/s 151k altinda

24 +1°C’de yapilmistr.

Bu deneme kapsamada 15 giin sonra, EMUS8 seker pancar1 hattina ait 1800 adet
bitkiden 415 bitki canli kalmis olup, %4.27 bitki 2.0 mg/l fosfinotrisin igeren ortamda
yasamislar. Daha dnceden numaralandirilmis yasayan bitkilerinden yaprak drnekleri
alarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde 1’er adet yaprak 6rnegi {izerinde gus
histokimyasal analizi icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38°C’de bekletilmistir.
Yaprak orneklerin klorofil parcalanmak ve gus genin ekspresiyon icin  drnekleri %96
etanol icerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan Orneklerinde maviye

boyanmasi ile GUS pozitif bitkileri aranmistir.

Bu denemede 15 gun sonra, EMUS seker pancar1 hattina ait 1800 bitkiden 415 bitki
canl1 kalmis olup, %23.05 bitki 2.5 mg/1 fosfinotrisin i¢eren ortamda yasamislar. Elde
edilen bitkilerde sadece 77 bitkisinde (%4.27) gus pozitif ekspresiyon gozlenmistir
(sekil 4.11 b,f).. Test edilmis transgenik aday bitkilerinin yaprak ornekleri inceleyince
3 adet (%0.17) bitkisinden alinan yaprak o6rneklerinin yaprak ucunda, 29 adet (%1.61)
bitkisinden alinan yaprak oOrneklerinin yapraklarin orta kisimda, 29 adet (%1.61)
bitkide yaprak petiollarda ve 15 adet (%0.83) yaprakin tamaminda gus pozitif

ekspresiyongozlenerek mavilik izlenmistir (Cizelge 4.26).

PCR testi: Elde edilen transgenik aday bitkilerinden rastgele 20 adet bitki secilmis
olup, bar ve npt Il genin varligin tespit etmek amaciyla PCR reaksiyonu
yiiriitilmistir. PCR sonucu 5 adet Ornekte bar geni ile transformasyon teyid edilmistir

(sekil 4.12).
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Cizelge 4.26 Agrobacterium tumefaciens’nin LBA 444::pRGGbar hattiyla ~EMUS8
(baba hatt1) seker pancart hatina 2.0 mg/l fosfinotrisin iceren ortamda
seleksiyon ile ilgili sonuglar1

Aciklamalar Elde edilen/kullanilan | Elde edilen
Bitki sayis1 (adet) bitki orani (%)
Denemede kullanilan bakteri ile muamele | 1800
edilmis fidecik/eksplant sayisi
15 gun 2 mg/I fosfinotrisin iceren seleksion | 415 23,05
ortamda EMUS8 poligerm hatina ait
bitkilerin sayis1 (adet)

Toplam gus pozitif Bitki/6rnek  sayist | 77 4.27
(adet)
Yaprak tzerinde Yaprak ucu 3 0.17
Gus pozitif ekspresiyon | orta 29 1.61
/ifade yeri
Sap 29 1.61
tamam 15 0.83

EMUS poligerm ana hattina ait transgenik aday bitkilerin 2.5 mg/I fosfinotrisin iceren
ortamda seleksiyon: Bu denemede 2-3 giinliikk 1200 seker pancart EMUS8 poligerm ana
hatina ait bitkicik eksplant olarak LBA 444::.pRGGbar A. tumefaciens hattinin
siispansiyonuyla 45 dk muamele ettikten sonra, eksplantlar1 30 g sukroz igeren 1 x
MS ortamina 48 saat boyunuca ko kiiltiivasyonuna birakilmigtir. Daha sonra,
explantlari numaralandirarak 15 giin boyunca 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/l GA3, 30 g
sakaroz, 2.5 mg/l fosfinotrisin (seleksiyon amaciyla), 200 mg/l Duocid  (genis
spektrumlu bakteriostik antibiyotigi) iceren ve 6.5 g agar (katilastirmak i¢in), pH 5.8
olan 1 x MS ortammna  aktarilimis olup,  seleksiyon amaciyla bekletilmistir.
Kokiiltiivasyon ve seleksiyon 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m*/s 151k altinda

24 +£1°C’de yapilmistir.

Emu8 seker pancar1 hattina ait 1200 bitkiden 77 bitki canli kalmis olup, %6.41 bitki
2.5 mg/l fosfinotrisin igeren ortamda yasamislar. Seleksiyon ortamdaki daha dnceden
numaralandirilmis yasayan bitkilerinden yaprak ornekleri alinarak  etiketlenmis
ependorf tlpler icerisinde 1’er adet yaprak ornegi iizerinde gus histokimyasal analizi
icin gereken cozeltisi eklenerek 24 saat 38'C’de bekletilmistir. Yaprak orneklerin

klorofil parcalanmak ve gus genin ekspresiyon icin  6rnekleri %96 etanol icerisinde
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48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan O6rneklerinde maviye boyanmasi ile GUS
pozitif bitkileri aranmistir. Elde edilen bitkilerde sadece 8 adet bitkisinde (%0.66) gus
pozitif ekspresiyon gozlenmistir. Test edilmis transgenik aday bitkilerinin yaprak
ornekleri inceleyince 1 adet (%0.08) bitkisinden alinan yaprak orneklerinin yapraklarin
orta kisimda ve 7 adet (%0.58) bitkide yaprak petiollarda gus pozitif ekspresiyon
gozlenerek mavilik izlenmistir (Cizelge 4.27).

izelge 4.27  Agrobacterium tumefaciens’nin LBA 4404::pRGGbar hattiyla EMUS
p y
(baba hatt1) seker pancar1 hatina 2.5 mg/l fosfinotrisin iceren ortamda
seleksiyon ile ilgili sonuglari

Aciklamalar Elde edilen/ kullanilan | Elde edilen
Bitki sayis1 (adet) bitki oran1 (%)
Denemede kullanilan bakteri ile muamele | 1200 100
edilmis fidecik/eksplant sayisi
15 gln sonra 2.5 mg/l fosfinotrisin iceren | 77 6.41
seleksion ortamda EMUS8 poligerm
hatina ait bitkilerin sayis1 (adet)
Toplam gus pozitif Bitki/ornek  sayisi | 8 0.66
(adet)
Expresyon Bag 0 0
Gus pozitif (Mavi noktanin) | orta 1 0.08
ekspresiyon/ifade yeri Sap 7 0.58
tamam 0 0

SG3 poligerm ana hattina ait transgenik aday bitkilerin 2 mg/l fosfinotrisin igeren
ortamda seleksiyon:Bu denemede 2-3 giinliik 1200 seker pancari SG3 poligerm ana
hatina ait bitkicik eksplant olarak LBA 444::pRGGbar A. tumefaciens hattinin
slispansiyonuyla 45 dk muamele ettikten sonra eksplantlar1 30 g sukroz igeren 1 X
MS ortamina 48 saat boyunuca ko kiiltiivasyonuna alinmistir. Daha sonra, explantlari
numaralandirarak 15 giin boyunca 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/l GA3, 30 g sakaroz, 2.5 mg/I
fosfinotrisin (seleksiyon amaciyla), 200 mg/l Duocid (genis spektrumlu bakteriostik
antibiyotig1) iceren ve 6.5 g agar (katilastirmak i¢in), pH 5.8 olan 1 x MS ortamina
aktarilimis olup, seleksiyon amaciyla bekletilmistir. Ko kiiltiivasyon ve seleksiyon 16

saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 1sik altinda 24 +1°C’de yapilmustir.
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Daha 6nceden numaralandirilmis SG3 seker pancart hattina ait 1200 bitkiden 72 bitki
canli kalmis olup, %6 bitki 2 mg/l fosfinotrisin iceren ortamda yasamiglar. Bunlardan
yaprak Ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler igerisinde 1’er adet yaprak
ornegi lzerinde gus histokimyasal analizi i¢in gereken ¢ozeltisi eklenerek 24 saat
38°C’de bekletilmistir. Yaprak 6rneklerin klorofil ¢oktererek gus geni ekspresiyon igin
Ornekleri %96 etanol igerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra, alinan 6rneklerinde
maviye boyanmasi ile GUS pozitif bitkileri aranmistir. Elde edilen bitkilerde sadece 2
bitkisinde gus pozitif ekspresiyon gbzlenmistir (sekil 4.11 c,e).. Test edilmis transgenik
aday bitkilerinin yaprak ornekleri inceleyince birinde yaprak ucunda ve ikincisinde ise
yalniz petiole iizerinde gus pozirtif ekspresiyonu gozlenerek mavilik izlenmistir

(Cizelge 4.28)

PCR testi:Elde edilen transgenik aday bitkilerinden rastgele 20 adet bitki se¢ilmis olup,
bar ve npt Il genin varligin tespit etmek amaciyla PCR reaksiyonu yiiriitiilmiistiir. PCR
sonucu 5 adet Ornekte bar geni ile transformasyon teyid edilmistir (sekil 4.12).

Cizelge 4.28 Agrobacterium tumefaciens’nin LBA 444::pRGGbar hattiyla SG3 (anne
hatt1) seker pancari hatina hatina 2 mg/l fosfinotrisin iceren ortamda
seleksiyon ile ilgili sonuglari

Aciklamalar Elde edilen/ kullanilan | Elde edilen
Bitki sayis1 (adet) bitki orani (%)
Denemede kullanilan bakteri ile muamele | 1200 100
edilmis fidecik/eksplant sayisi
15 gin sonra 2 mg/l fosfinotrisin iceren | 72 6
seleksion ortamda 15 giin sonra yasiyan
bitki sayisi(adet)
Toplam gus pozitif Bitki/ornek sayisi | 2.00 0.17
(adet)
Yaprak tzerinde Yaprak ucu 1.00 0.08
Gus pozitif  ekspresiyon | Orta 0.00 0.00
/ifade yeri Petiole 1.00 0.08
Tamam 0.00 0.00

SG3 poligerm ana hattina ait transgenik aday bitkilerin 2.5 mg/l fosfinotrisin iceren

ortamda seleksiyon: Bu denemede 2-3 giinliikk 1200 seker pancart SG3 poligerm ana

hatina ait bitkicik eksplant olarak LBA 444::pRGGbar A. tumefaciens hattinin
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stispansiyonuyla 45 dk muamele ettikten sonra eksplantlar1 30 g sukroz igeren 1 x
MS ortamina 48 saat boyunuca ko kiiltlivasyonuna birakilmistir. Daha sonra,
explantlar1 numaralandirarak 15 giin boyunca 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/l GAs3, 30 g
sakaroz, 2.5 mg/l fosfinotrisin (seleksiyon amaciyla), 200 mg/l Duocid  (genis
spektrumlu bakteriostik antibiyotig1) igeren ve 6.5 g agar (katilagtirmak i¢in), pH 5.8
olan 1 x MS  ortamina aktarilimig olup, seleksiyon amaciyla bekletilmistir.
Kokiiltiivasyon ve seleksiyon 16 saat 151k fotoperiyotta 35 p mol fotons/m?/s 151k altinda

24 +£1°C’de yapilmistir.

Daha sonra seleksiyon ortamdaki yasayan bitkileri numaralandirilmistir ve onlardan
yaprak Ornekleri alinarak etiketlenmis ependorf tiipler icerisinde 1’er adet yaprak
Oornegi tizerinde gus histokimyasal analizi icin gereken ¢o6zeltisi eklenerek 24 saat
38'C’de bekletilmistir. Yaprak orneklerin klorofil parcalanmak ve gus genin
ekspresiyon igin  ornekleri %96 etanol igerisinde 48 saat bekletilmistir. Daha sonra,
alinan 6rneklerinde maviye boyanmasi ile GUS pozitif bitkileri aranmistir. Gus pozitif
bitkilerinden daha sonra PCR testi ile transformsyonunun pozitive oldugunu

ispatlanmistir.

Bu denemede 15 giin sonra,  SG3 seker pancari hattina ait 1200 bitkiden 23 bitki
canli kalmig olup, %1.91 bitki 2.5 mg/1 fosfinotrisin igeren ortamda yasamislar. Elde
edilen bitkilerde sadece 17 bitkisinde (%1.41) gus pozitif ekspresiyon gozlenmistir.
Test edilmis transgenik aday bitkilerinin yaprak ornekleri inceleyince 2 adet (9%0.16)
bitkisinden alinan yaprak Orneklerinin yaprak ucunda, 5 adet (%0.0.41) bitkisinden
alinan yaprak Orneklerinin yapraklarin orta kisimda, 4 adet (%0.33) bitkide yaprak
petiollarda ve 6 adet (%0.5) yaprakin tamaminda gus pozitif ekspresiyongozlenerek

mavilik izlenmistir (Cizelge 4.29).
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Cizelge 4.29 Agrobacterium tumefaciens’nin LBA 444::.pRGGbar hattiyla SG3
(anne hatt1) seker pancart hattina 2.5 mg/l fosfinotrisin iceren ortamda
seleksiyon ile ilgili sonuglar1

Agiklamalar Elde edilen/ | Elde edilen
kullanilan Bitki | bitki orani (%)
sayist (adet)
Denemede kullanilan bakteri ile muamele | 1200
edilmis fidecik/eksplant sayisi
15 gin sonra 2.5 mg/l fosfinotrisin iceren | 23 1.91
seleksion ortamda 15 gun sonra yasiyan bitki
sayisi (adet)

Toplam gus pozitif Bitki/ornek sayisi (adet) 17 141
Yaprak tzerinde Yaprak ucu 2 0.16
Gus pozitif ekspresiyon | orta 5 0.41
/ifade yeri tamam 6 0.5
Sap 4 0.33

M + - M

12 3 45 678910111213 141516 1718 1920
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SV o)/l ———————— v
hvd

P
Diamenta EMUS8

Sekil 4.12 1. veya M kulvar = markor 1000 bp, 2. Kulvar pozitif kontrol (transgenik
Samsun — Maden 22/41 tiitiin ¢esidine ait bitkisi), - veya 19. kulvar -
negatif kontrol.  (transgenik olmayan Samsun — Maden 22/41 tltin
¢esidine ait bitkisi), 3., 4., 5., 6., monogerm Diamenta ¢esidi, 7., 8., 9.,
10., 11., seker pancart EMUS poligerm baba hattina ait ve 12., 13., 14.,
15., 16. ve 18. kulvar SG3 poligerm anne hattina ait transgenik
bitkilerinde bar genin varlginin pcr ile teyidi.
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4.6.9 Agrobacterium tumefaciens’nin pTF101 AoPR1 AcBar hattiyla mono germ
Diamenta cesidi ile poligerm EMU 8 (baba hatti) ve SG3 (anne hatt1) seker

pancar1 hatlarina gen aktarim

Agrobacterium tumefaciens’nin PTF101AoPR1AcBar hattiyla mono germ Diamenta
cesidi ile poligerm EMU 8 (baba hatt1) ve SG3 (anne hatt1) seker pancari hatlarina
gen aktarimi caligmalarinda tohumlar ¢imlendikten 2 gun sonra gus ve cry 1 geni
tastyan PTF101AoPR1AcBar’ nin siispansiyon ile muamele edildikten sonra 2 giin 1 x
MS ortamina ko kiiltiivasyonuna alinmistir. Daha sonra bitkileri 200 mg/l Duocid +
350 mg/l kanamisin iceren ortama seleksiyon i¢in aktarilmistir. SG3 Poligerm ana hatti,
EMUS poligerm baba hatt1 ve Diamenta monogerm ¢esidi’nin sirasiyla 600, 600 ve 400
adet tohum kullanilmis olup 15 giin sonra seleksiyon ortamda 21, 22 ve 16 adet bitki
elde edilmistir (¢izelge 4.30). Seleksiyon ortamda yasayan bitkilerden 6rnek alinarak
GUS testine tabi tutulmustur ve calismada her hangi 6rnekten gus pozitif sonug

allnamamastir.

Cizelge 4.30 Agrobacterium tumefaciens’nin PTF101AoPR1AcBar hattiyla mono
germ Diamenta ¢esidi ile poligerm EMU 8 (baba hatt1) ve SG3 (anne
hatt1) seker pancari hatlarina gen aktarim ile ilgili sonuglari

Sekerpancari ¢esidi/hatti Diamenta SG3 EMUS

Agrobacterium tumefaciens’nin 400 600 600
PTF101A0PR1AcBar hattiyla muamele edilmis
bitkilerin sayis1 (adet)

15 giin sonra yasiyan bitkilerin sayis1 (adet) 16 21 22
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5. TARTISMA ve SONUGC

5.1 Degerlendirme

Tiirkiye’de seker pancar1 tarimida hem monogerm hemde poligerm ¢esitleri
kullanilmaktadir. Genel anlamda yetistirilen seker pancari tohumlar1 tirtikli ve
diken koseli  oldugu igin  sterilizasyon islemler ¢ok zordur. Yiizey
sterilizasyonunda  pancari’’nin EMU 8, SG3 poligerm hatlar1 ve Diamenta

monogerm ¢esidine ait tohumlar1 kullanilmastir.

Birinci denemede, her 3 ¢esidine ait tohumlar1 sulfurik asit ile 80 dk muamele
edilerek 3 x 3 dk saf su ile durulama yapilmis olup, 1 x MS ortamina kiiltiire
alinmistir.  Ikinci denemede, her 3 genotipine ait  tohumlari ilk nce sulfurik
asit ile 80 dk muamele edilip, 3 x 3 dk saf su ile durulama yapilarak, 60 dk
%100’konsantrasyonda ticari ¢amasir suyu (Sodyum hipoklorit-%5 NaClO
iceren etken madde) ile belirtilmis c¢esitlerin tohumlart  steril edilmistir.
Ucgiincii denemede her 3 genotipine ait tohumlarina yukarda belirtilmis
muameler yaptiktan sonra %3 BKK/PPM (Plant Preservation Mixture) igeren
su icerisinde 12 saat bekletilmistir. 12 saat bekletilmis tohumlar1 %3 sakkaroz
iceren ve %0.65 agar ile katilastirilmig 1 X MS ortamina bulasik oranlart ve
¢imlenme orani belirlemek i¢in steril Petri kaplari igerisinde 24°C’de 16 saat 151k
fotoperiyodunda kiiltiire alinmistir. Uglincii denemede %100 sterilizasyon elde

etmesine ragmen her hangi genotipte %100 ¢imlenme goriilmemistir.

Bu tez kapsamda kullanilan SG3 poligerm ¢esidinde 151kl ortamda ve EMUS
poligerm hat ve Diamenth mongerm c¢esidinde karanlik ortamda en fazla
cimlenme rastlanmistir. Kullanilan 16 saat Isik ve karanlik ortamin farkli
frekansda ¢imlenmeye etkiledigi goriilmiis olup, SG3 i¢in 16 saat Isik ortami ve
EMU8 ve Diamentha icgin karanlik ortaminda ¢imlendirilmesi daha uygun

gorilmiistir.
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Vi.

Vii.

viii.

Seker pancarinin yaprak sapi ve yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyon
elde etmek amaciyla calisgilmistir. Ancak, yaprak sapi (petiol)’dan siirgiin
rejenerasyon elde ederken yaprak eksplantindan siirgiin rejenerasyon

goriilmemistir ve elde edilen sonuglar yetersiz kalmistir.

Bu c¢aligmada rejenerasyon igin farkli oranda BAP-NAA (0.10 mg/l NAA
oranlar1 ayrica sabit tutarak), ve farkli oranda TDZ igeren 1 x MS ortamlari
kullanilmistir.  Yapilan tiim ¢alismalrinda silirglin rejenerasyon agisindan
ortamlar arasinda belirgin farkliligi goriilmistiir. Benzer sekilde, elde edilen
strginlerin  koklendirilmesinde de farkliligi gozlenmistir. TDZ igeren

ortamlarda gelisen bitkilerde kok oliisiim gozlenmistir.

LD190 Kanamisin dozunu belirlenmistir.

Kanamisine karsi LDigpp dozu 20 giin sonra canli kalan bitkileri sayarak
c¢imlenmemis bitkilerle kiyaslaryarak hesplanmistir. Elde edilen sonuglarina
gore seker pancarinin EMU 8, SG3 poligerm hatlar1 ve Diamenta monogerm
¢esidine  ait tohumlar1 350 mg/l kanamisin ve 2 -2.5 mg/l fosfinotrisin

sleksiyon i¢in uygun goriilmiistiir.

Seleksiyon ortamda gelisen gus pozitif bitkilerin PCR analizi sonucunda
GV2260:: p35Gus INT, LBA4404 hatlariyla yapilana ¢alismalarinda transgenik
bitkiler elde edilirken pTF101AoPR1AcBar ile yapilan ¢alismalarinda her

hangi transgenik bitki elde edilmemistir.

5.2 Oneriler

Yapilan bu tez ¢alismasi sonucunda 3 adet seker pancari genotiplerinde, tohum
eksplanti kullanarak transgenik bitk elde etmislerdir. Bundan Turkiye’de

yapilan seker pancari ile ilgili transgenik caligsmalarinda farkli biyotik ve
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abiyotik streslerine karsi direngliliginin kazandirilmas1 buyiuk bir 6nem

tagimaktadir.
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