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Diger bir¢ok bitki tiirliyle karsilastirildiginda pamuk bitkisinde adventif siirgiin rejenerasyonu ve gen
aktarimi olduk¢a zordur. Bu caligmada iilkemizde yaygin olarak iiretilen pamuk cesitlerinin farkli
eksplantlar1 farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinarak gen aktarimina uygun adventif siirgiin
rejenerasyonu ve Agrobacterium tumefaciens ile gen aktarim yontemi gelistirilmesi hedeflenmistir. En
yiiksek siirgiin rejenerasyonu BAP iceren besin ortamlarindan elde edilmistir. Cesitler arasinda dnemli
farkliliklar kaydedilirken, en yiiksek rejenerasyon oran1 Coker 312 ve GSN-12 cesitlerinin siirgiin ucu ve
kotiledon bogum eksplantlarindan elde edilmistir. Ilave olarak, A. tumefaciens ile gen aktarimi icin
stirglin uglar1 en iyi eksplant olarak belirlenmistir. Yine bu ¢alismada crylAc ve bar genlerinin pamuk
cesitlerine A. tumefaciens ile aktarilarak boceklere dayanikli ve herbisite toleranshi bitkilerin elde edilmesi
amacglanmigtir. Bunun igin Oncelikle pJIT61 klonlama plazmidinde AoPR1-CrylAc ve CaMV 35S-
Cryl Ac ekspresyon kasetleri olugturulmustur. Daha sonra bu kasetler restriksiyon enzimleriyle kesilerek
pTF101.1 binari transformasyon vektorlerinin bar genini de iceren T-DNA bolgesine klonlanmustir.
Klonlamadan sonra bu plazmidler elektroporasyon ile farkli Agrobacterium tumefaciens hatlarina
aktarilarak pamuk gesitlerine gen aktariminda kullanilmigtir. pTF101.1 AoPR1-CrylAc, pTF101.1 35S-
CrylAc, pk2Ac 35S-CrylAc ve pRD400 AoPR1-CrylAc vektorlerini tasiyan GV2260 ve LBA4404 A.
tumefaciens hatlartyla STN 468, Ozbek 100, Ayhan 107 ve GSN 12 gesitlerinin siirgiin ucu
eksplantlarinin inokiilasyonu sonucunda toplam 133 adet transgenik adayi bitki elde edilmis ve
bunlarinda 48 adedinin kesin transgenik oldugu PCR analizleriyle teyit edilmistir. Biyotest caligmalarinda
elde edilen bitkilerin bir kisminin Spodoptera exigua ve S. littoralis larvalarina karsi %100 oraninda

dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir.

Arahik 2014, 140 sayfa

Anahtar Kelimeler: Gossypium hirsutum, siirgiin rejenerasyonu, doku kiiltiiri, Agrobacterium
tumefaciens, gen aktarimi
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IN VITRO SHOOT REGENERATION AND Agrobacterium tumefaciens-MEDIATED GEN
TRANSFER IN DIFFERENT COTTON CULTIVARS
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Adventitious shoot regeneration and gene transfer in cotton is difficult compared to many other plant
species. The aim of this study was to develop adventitious shoot regeneration system suitable for gene
transfer using different explants and nutrient media and gene transfer methods by Agrobacterium
tumefeciens in cotton cultivars commonly produced in Turkey. The highest shoot regeneration was
achieved from shoot apex and cotyledonary node explants of cooker and GSN-12 cultivars on BAP
containing medium and shoot apex was also found to be the best explants for gene transfer by A.
tumefaciens. After optimization of regeneration and gene transfer, cylAc and bar genes were aimed to
transfer to different cotton cultivars by A. tumefaciens. Therefore, AoPR1-CrylAc and CaMV 35S-
crylAc expression cassettes were created in pJIT61 cloned plasmid. Thereafter, these cassettes were cut
off with restriction enzymes and cloned into the T-DNA region of pTF101.1 binary plant expression
vector containing bar gene. After cloning, these plasmids were transferred to Agrobacterium tumefaciens
strains by electroporation and used for gene transfer to different cotton cultivars. After inoculation of
shoot apex explants of STN 468, Ozbek 100, Ayhan 107 and GSN 12 cultivars with A. tumefaciens
GV2260 and LBA4404 strains carrying pTF101.1 AoPR1-CrylAc, pTF101.1 35S-CrylAc, pk2Ac 35S-
CrylAc and pRD400 AoPR1-CrylAc vectors, 133 putative transgenic plants were produced and 48 of
them were confirmed as transgenic plants by PCR. Bioassay studies indicated that some transgenic plants

showed 100% resistance against Spodoptera exigua and S. littoralis larvae.

December 2014, 140 pages

Key Words: Gossypium hirsutum, shoot regeneration, tissue culture, Agrobacterium tumefaciens, gene
transfer
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1. GIRIS

1.1 Pamuk Bitkisinin Genel Ozellikleri

Pamuk anavatan1 Hindistan olan bir kiiltir bitkisi olup; Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
smifi, Malvales takimi, Malvaceae (ebegiimecigiller) familyasi, Gossypium cinsi ve
Gossypium hirsutum (2n= 52), G. barbedense (2n= 52), G. herbaceum (2n= 26) ve G.
arboreum (2n= 26) olmak tizere 4 tiirden olusur (Kolsaric1 2009).G. herbaceum ve G.
arboreum Eski Diinya pamuklart olarak bilinmektedir. Bunlarin kozalari kapali,
verimleri disiik, lifleri kisa ve kalindir. Daha cok yatak ve yorgan yapiminda
kullanilirken, kaba iplik ve dokumalarda daha az kullanilmaktadir. Asya kokenli bu
pamuklarin yerini Amerika kokenli G. hirsutum ve G. barbadense tiirleri almistir.
Bunlardan G. hirsutum diger bir ifadeyle “upland” pamuklari, tekstilde ¢ok ince iplik
ve dokumalar diginda normal kaliteler i¢in uygundur. Verimleri yiiksek, vejetasyonlari
orta-uzun, ¢ir¢ir randimanlart %38-39 ve daha yukar1 degerleri verebilmektedirler.
Diinya’da yetistirilen pamuklarin %80’inden fazlasini olustururlar. Dolayisiyla {ilkemiz
pamuklarinin %99.5'1 G.hirsutum tiirii pamuklardir. Yeni Diinya “Amerika” orijinli
ikinci 6nemli tiir, G. barbadense’dir. En uzun (35-40 mm), ince ve dayanikli liflere
sahiptir. Liflerinden pahali, ince iplik ve kaliteli poplin kumaglar iiretilir. Diinya pamuk
kusaginda Ekvator’a yakin paraleller igindeki sicak ve yazlar1 uzun gegen iklimlerde
yetismektedirler. Verim ve ¢irgir lif randimanlari, G. hirsutum tiirii pamuklardan daha
diisiiktiir (Giirel vd. 2000). Pamuk c¢ali seklinde yetisen ¢ok yillik bir bitki olmasina
ragmen, kis1 soguk ve donlu gecen iilkelerde tek yillik yetistirilmeye baslanmistir.
Boylece ekim alanlar1 kislar1 serin ve yazlar sicak gegen iilkelere kaymustir (Tlimer
2010). Pamuk genellikle kendine dollenen (autogam) bir bitki oldugu gibi, %5-7
arasinda yabanci dollenme (allogam) de olabilmektedir. Pamuk bitkisinin kuvvetli bir
kazik kok ve buna bagl yan kokleri olup; govdesi dik ve saglam bir yapiya sahiptir
(Kolsarict 2009). Pamuk bitkisinin sap1 bogum ve bogum aralarindan olusur ve bu
bogumlardaki yaprak alti tomurcuklardan yan dallar ¢ikar. Sap uzunlugu ise tiire,
ceside, yetistirme teknigine ve ¢evre kosullarina gore degisir. Yapraklarin rengi, sekli,
biiylikliigii ve tiyliliigli yine tiir ve c¢esitlere gore degisiklik gosterir. Yapraklar
genellikle 3-5 pargali olup, derin veya yiizlek yirtmaghdir. Renkleri agik-koyu yesil



veya antosiyanin pigmentlerinden dolayr kirmizi renkli olabilir. G. barbedense ve G.
hebaceum tiirline ait pamuk yapraklar1 seyrek tliylii veya tiiysiizken, G. hirsutum
tiirlinde genellikle tiiyliidiir. Bir pamuk bitkisinin ¢igegi; dista li¢c adet brakte, braktelerin
iginde 5 adet asil ¢anak yaprak (kaliks-sepal), i¢te 5 adet tag yaprak (korollo-petal), 1
adet disi organ (pistil) ve erkek organlardan (stamenler) olusur. Ddllenmeden sonra
yumurtalik geliserek kozayr (meyve) olusturur. Kozalar olgunlastifinda, cenetlerin
birlesme yerlerinden ¢atlar ve liilelerden olusan beyaz kiitlii disar1 ¢ikar. Cenet agilimina
gore kozalar; agik (G. hirsutum ve G. barbedense), yar1 agik ve kapali (G. herbaceum)
olmak ftizere 3 tiptir. Cicegin dollenmesinden sonra, yumurtalik geliserek tohumu
olusturur. Her gozde 5-10 tohum bulunur. Tohum kabugunun iizerinde bulunan
epidermis hiicrelerinin disa dogru uzamasiyla, beyaz veya krem renkli, kalinlasmis uzun
lifler (lint) ve tohum kabuguna sikica sarilan, genellikle beyaz veya renkli kisa lifler
(hav veya linter) olusur. Baz1 gesitlerin tohumlarinda hav yoktur. Tohum ve lifin ikisine
birden kiitlii pamuk ad1 verilmektedir (Isler 2013). Pamuk lifinin kalitesini etkileyen en
onemli faktorler kullanilan tohum, iklim sartlar1 ve uygulanan tarimsal islemlerdir.
Pamugun lif uzunlugu arttikca, icindeki bitkisel artiklarin orani azaldik¢ca ve rengi
beyaz, goriiniimii parlak oldukg¢a iplik ve kumasin kalitesi de artmaktadir (Alkaya
2010). Pamuk lifinin dogal olusu, 1sitilip kaynatmaya kars: diger liflere gore saglamligi,
teri absorbe etmesi, statik elektrigi daha az iletmesi, hava gecirgenligi ve hijyenik
ozelliginden dolay1r diger bitkisel ve sentetik elyaflara tercih edilmesi pamugu ¢ok
degerli kilmaktadir (Anonim, 2014a). Pamuk derin siiriilmiis, stizek, nemli, aliivyon ve
tinl1 topraklarda iyi yetigir. Ekim zamani bolgelere gore farklilik gosterir ve genellikle
toprak sicakligr 13-15°C oldugunda, ilkbahar son don tehlikesinin gegtigi zamanda
yapilmas1 uygundur. Hasat, bolgelere gore degisip Agustos-Kasim aylarinda yapilir.
Hasattan sonra kiitliiler ¢ir¢ir fabrikalarina gonderilerek lif ve ¢igitlerin birbirlerinden
ayrilmasi i¢in ¢irgirlama islemi gercgeklestirilir (Kolsarici 2009). Pamugun hasadinda
iilkemizde genelde el ile toplama yontemi kullanilmakta olup, son yillarda makine ile

hasat yayginlasmaya baslamistir (Giingor vd. 2009).



1.2 Pamugun Ekonomik Onemi

Pamuk tiim diinyada tarim, sanayi ve ticaret bakimindan ¢ok 6nemli bir yere sahip olup,
50’den fazla sanayi kolunda ham madde olarak kullanilmaktadir. 70 farkli tilkede tarimi
yapilan pamuktan 180 milyon insan da geg¢imini saglamaktadir (Akcar1986). Pamuk,
gerek lifi gerekse cigidinden elde edilen yag1 ve diger yan {irtinleriyle ekonomik degeri
cok yiiksek olan bir bitkidir. Lifi ile tekstil sanayinin, linteri ile seliiloz sanayinin,
cekirdeginden elde edilen yagi ile bitkisel sanayinin, kapg¢ik ve kiispesi ile yem
sanayinin hammaddesini olusturur (Anonim 2014b). Ayrica kisa pamuk lifleri yatak,
yastik ve yorganlarin doldurulmasinda kullanilmaktadir. Yine dokuma sanayinde iplik
ve sicim yapiminda, sentetik ipek iiretiminde, hali ipliklerinde, aydinlatma lambalar1 ve
mumlarin fitillerinde, plastik {iriinlerde, dumansiz barut imalinde degerlendirilmektedir
(Kolsarict 2009). Buna ek olarak giiniimiizde {iretilen bazi roketlerde kullanilan
nitroseliiloz maddesinin igerisinde linter kullanilabilmektedir (Anonymous 2002).
Pamugun ¢igit adi verilen tohumlarinda %17-21 oraninda ham yag, bitkisel yag
sanayisinde s1v1 ve kat1 yag olarak kullanilmaktadir. ikinci derece pres yaglari ise tibbi
alanda, kozmatik sanayinde, sabun ve mum yapiminda kullanilmaktadir. Yag:
alindiktan sonra hayvan yemi olarak kullanilan pamugun; geri kalan kiispesi ise %3.5
ham yag, %43 ham protein, %20 karbonhidrat, % 7 ham kiil, % 5 ham seliiloz, %8.5 su
icermektedir (Kolsarici 2009). Hayvan yeminin disinda pamuk kiispesi farkl
bilesiklerle birlikte gilibre olarak da kullanilmaktadir. Bu sayede topragin yapisini
giiclendirdigi ve su ihtiyacini azalttigi rapor edilmistir (Anonymous 2002). Pamuk
tohumunda bulunan proteinler 6zellikle biyo-bozunur plastik {iretimi i¢in kimyasal
yontemlerle olusturulan filmlerin yapiminda kullanilabilmektedir. Bu kapsamda
Marquie vd. (1995) tarafindan yapilan bir arastirmada, ezilmis pamuk tohumlarindan
biyo-bozunur plastik {iretimi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada gossipol, formaldehit ve
glutaraldehit kimyasallarinin film mukavemetini artirdig1 ve pamuk tohumunun, biyo-
bozunur plastik iiretiminde kullanilan nisasta vb. diger hammaddelere gore daha uygun
bir hammadde oldugunu gostermislerdir. Yine Grevelec vd. (2001) tarafindan yapilan
calismada da, pamuk tohumunda bulunan proteinler gliserol maddesi ile isleme tabi
tutulmus ve biyo-bozunur plastik tlirevleri tretilmistir. 2001-2005 yillar1 arasinda

Hollanda, Fransa, Brezilya ve Arjantin’den ¢esitli {iniversiteler ve arastirma kurumlari



tarafindan yiiriitiilen ve Avrupa Birligi 5. Cer¢eve Programi tarafindan desteklenen bir
projede Latin Amerika’da tarimsal amaglhi kullanilan sentetik polimerlere alternatif
olarak pamuk tohumundan biyo-bozunur malzeme tiretimi gergeklestirilmistir. Riaz vd.
(2009) tarafindan yapilan bir arastirmada, pamuk tohumu kiispesi ile endiistriyel atik
sulardan agir metal giderimi konusu ile bu ¢alisma ilk defa uluslararasi literatiire gegmis
bulunmaktadir (Alkaya 2010). Ulkemizde, Orta Dogu Teknik Universitesi Cevre
Miihendisligi Boliimii’nde yapilan bir ¢alismada ise anaerobik biyolojik bozundurma
yontemiyle pamuk tohumu kiispesi ve kabugundan biyogaz iiretimi gergeklestirilmistir
(Is¢i ve Demirer 2007). Diinyada daha ¢ok organik bazli atik sularm, biyolojik aritma
camurlarinin ve hayvansal atiklarin aritilmasinda kullanilan bu yontem 6nemli bir yakit
olan metan gazi iiretimine olanak saglamistir (Alkaya 2010). Pamugun c¢ekirdeginden
elde edilen yag, petrole alternatif olarak giderek artan miktarda biyodizel iiretiminde de
hammadde olarak kullanilmaktadir. Pamuk bitkisi, yaygin ve zorunlu kullanim alaniyla
insanlik agisindan yarattigi katma deger ve istihdam olanaklariyla da {iretici tilkeler
acisindan biiyiik ekonomik éneme sahip bir {iriindiir. Bu sebeplerin yaninda niifus artisi
ve yasam standardinin yiikselmesi, pamuk bitkisine olan talebi de artirmaktadir (Eralp

2012).

1.3 Ulkemizde Pamuk Tariminin Sorunlar:

Tiirkiye oldukga giiclii bir pamuk iiretimi yapilanmasma karsin, bu giiclii yapiy1
olumsuz yonde etkileyebilen bir¢ok sorunla karsi karsiyadir. Bu sorunlarin baslicalar

sunlardir:

1. Tiirkiye’de pamuk iiretimi ihtiyacin oldukca altinda gerceklesmekte ve dolayisiyla
tiiketimi karsilayamamaktadir. 2006/07 doneminde iiretim ile tiiketim farki (-) 740.000
ton iken, 2009/10 doneminde tiiketimin ciddi miktarda diismesine ragmen aradaki fark
(-)840.000 tona yiikselmistir. Bu durum pamuk ithalatinda diinyada ikinci siraya kadar
yiikselmemize neden olmus ve her yil (yillara gére degismekle birlikte) 1 milyar dolar
civarinda dovizin iilke i¢inden ¢ikmasina neden olmaktadir. Lif pamuk, pamuk ipligi ve

pamuklu dokuma ithalati birlikte degerlendirildiginde bu tutar son yillarda 2 milyar



dolarn iistiinde gerceklesmektedir. Bu durum pamuk ithalatinda diinyada ikinci siraya

kadar yiikselmemize neden olmustur (Anonim 2013).

2. Ulkemiz pamuk iiretiminde diinya ortalamasinin iizerinde olmasina ragmen, girdi
fiyatlarinin artis1 iiretimi azaltmakta ve siirdiiriilebilirligini tehdit etmektedir. Girdi
fiyatlari, kiigiik igletme yapisinin getirdigi sorunlar, is¢ilik giderleri, tarima yonelik mal

ve hizmetlere uygulanan vergi oranlar1 iretici i¢in 6nemli maliyet unsurlaridir.

3. Son yillarda pamuk {iretimine elverisli alanlarda bagka iiriinlerin tercih edilmesi
tiretimdeki diisiisiin en onemli nedenleri arasindadir. Buna ek olarak, pamuk prim hak
edislerinde, ciftcilerden istenen evraklarin tamamlanmasindaki giigliikler ve son donem
haricinde prim miktarlarinin ekimden Once agiklanmamasi gibi sorunlar iireticileri

olumsuz etkilemektedir.

4. Pamuk diinyada en fazla miidahalelere maruz kalan piyasalardan biridir. Miidahaleler
hem pamuk arzina hem de pamuk talebine yapilmaktadir. Ozellikle ABD ve Cin’in
belirgin ve etkileyici bir stratejik davraniglar1 vardir. Dolayisiyla pamukta dis ticaret ve
kur politikalarindan kaynaklanan sorunlar ciddi sekilde Tiirkiye’yi etkilemektedir. ABD
ve AB iilkelerinin uyguladig: ihracat politikalar1 ve Tiirkiye’de pamugun herhangi bir

dis ticaret araci ile korunmamasi yerli iiretimi tehdit etmektedir.

5. Pamuk iiretiminin azalis1 ve istikrarsizliginin en 6nemli nedeni Tiirkiye’de {iretici
orgiitlerinin zayiflamasidir. TARIS, CUKOBIRLIK ve ANTBIRLIK gibi pamukta
uzmanlagsmis kooperatif birliklerinin etkinlikleri, finansman imkanlarinda yasanan

sorunlardan dolay1 giderek azalmaktadir.

6. Pamukta standardizasyon ve kalite kontrolii halen bir sorun olmaya devam
etmektedir. Tirk pamuk standardizasyonundaki yetersizlikler, pamuk ile ilgili
sektorlerin, lif pamuklarin tasnifi konusundaki gereksinimlerine ¢ok az ol¢iilerde cevap

verebilmesine neden olmaktadir.

7. Uretimi daha kolay olan muisir, aycicegi ve kuru iiziim gibi iiriinlerin fiyatlarinin
nispeten yliksek olmas1 ve bu iirlinler i¢in verilen destekler pamuk iiretimini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu nedenle pamuk ekilen alanlar yerini bu {riinlere birakmis ve

sonucta pamuk iiretiminde i¢ talebi karsilayacak miktarda artis saglanamamastir.



8. Pamuk disindaki maddeler, tarladan toplama, ¢ir¢irlama ve ambalaji nedeniyle pamuk
elyafinin i¢ine karigmasi sonucu ipligin bilinyesine girerek pamukta sorun olan kirlilige
sebep olur. Bu sorunun devam etmesi pamuklarimizin i¢ ve dis piyasa degerini

diisiirmekte ve ithal pamuklarin tercih edilmesine neden olmaktadir.

9. Ulkemizde pamuk alanlarinda ortalama 70 dekar kadar kiiciik, ¢ok parcali arazi
yapisi, pamuk iiretiminin ekonomik isletme yapisina doniigiimiinii ve makineli hasadin
yayginlagsmasini engellemektedir. Yiiksek verim ve kaliteye ragmen kiigiik dlgek yapisi

maliyet dezavantajina neden olmaktadir.

10. Pamugun tarla asamasinda tarim iirlini, islenmesi acisindan sanayi {iriinii olarak
degerlendirilmesi ve pazarlama yonii gibi ¢cok boyutlu yapisi, pamukla ilgili biitiinciil

politika iiretiminde sorunlara yol agmaktadir.

11. Yasaklayici diizenlemelere ragmen, bdlgeler arasinda kiitlii pamuk naklinin devam
etmesi kalite sorununu ortaya ¢ikarmakla birlikte Tiirk pamugunun imajini

zedelemektedir (Anonim 2012).

12. Pamuk iiretim ve isleme teknigi konusundaki egitim yetersizligi ve pamuk ile ilgili

kesimler arasindaki iletisim ve isbirligi yetersizligi pamuk tariminin bir diger sorunudur.

13. Ulkemizde genellikle iist iiste pamuk tarimimin (monokiiltiir) yapilmas: topraklarin
fiziksel ve kimyasal yapisini bozar ve verimin diismesine neden olmaktadir. Ayrica

hastalik, zararli ve yabanci otlarin artmasina neden olmaktadir.

14. Pamuk tariminda bilingsizce asir1 kullanilan pestisitler, giibreler, bitki gelisim

diizenleyicileri ¢evre kirliligine ve ekolojik dengenin bozulmasina yol agmaktadir.

15. Baz1 pamuk {retim bolgelerinde kurakligin goriilmesi ve su kaynaklarmin
yetersizligi, ayn1 zamanda teknige uygun yapilmayan zamansiz ve fazla sulama da

pamuk tariminda bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

16. Pamuk tarimi sirasinda diger bir sorun fide kok ciirtikligi, solgunluk ve kdoseli

yaprak lekesi hastaligidir.

17. Pamuk tarlalarinda goriilen pitrak, horozibigi, yapiskan otu, darican, hardal, tilki
kuyrugu, kopek disi ayrig1 gibi dar ve genis yaprakli yabanci otlar da miicadele edilmesi

gereken ¢ok dnemli bir sorundur.



18. Pamuk tariminda en 6nemli sorunlardan bir digeri de zararlilardir. Pamuk yaprak
biti, beyaz sinek, yesil kurt, pamuk yaprak kurdu, ¢izgili yaprak kurdu, pembe Kkurt,
kesici kurt, yaprak piresi, titiin tripsi, ¢igcek tripsi, kirmiz1 oriimcekler ve bitki tahta

kurular1 6nemli pamuk zararlilaridir (Anonim 2011).

1.4 Diinyada ve Ulkemizde Pamuk Tarimm

Pamugun diinyada ekim alani 2013/14 Uluslararas1 Pamuk Danigsma Kurulu (ICAC)
verilerine gore 32,9 milyon hektar olup, hektar basina lif verimi ise 735 kg ve toplam lif
tiretimi ise 23,1 milyon tondur. Diinya’da en fazla pamuk iiretiminde Cin, Hindistan ve
Amerika ilk ii¢ icerisinde olmaya devam ederken, en fazla pamuk tiiketen iilkeler ise

Cin, Hindistan ve Pakistan’dir (Cizelge 1.1, Anonymous 2014).

Tiirkiye ise 2013/2014 verilerine gore 500 bin hektarlik ekim alani ile diinyada sekizinci
sirada yer almaktadir. Aymi yil toplam lif iiretimi 457 bin ton olan iilkemiz, verim
bakimindan 1.229 kg/ha ile Brezilya ve Cin'den sonra diinyada {igiincii siraya
yerlesmektedir. Tiiketim miktar1 ise 1.365 bin ton ile Cin, Hindistan ve Pakistan'dan
sonra gelmektedir (Cizelge 1.1, Anonymous 2014).Y1llar itibariyla Tiirkiye’de pamuk
ekim alanlarinda azalmalar yasansa da, artan birim alan verimi nedeniyle toplam
tiretimde dnemli bir degisiklik olmamustir. Ote yandan, hizla gelisen tekstil sanayisi i¢in
iiretilen pamuk miktar1 yetersiz kalmakta ve 2013 yil1 i¢in 876.534 ton pamuk lifi ithal
edilerek, karsiliginda 1,6 milyar dolar doviz 6denmistir (Cizelge 1.2, Anonim 2014c).
Ustelik ithal edilen pamuk lifinin ¢ok énemli bir kism1 da ABD gibi transgenik pamuk
tireten ilkelerden yapilmaktadir. Pamuk tretiminde Tiirkiye’deki verimin diinya
ortalamasimin lizerinde olmasina ragmen, girdi fiyatlarinin artist ve yiiksek maliyet
tiretimin siirdiiriilebilirligini tehdit etmektedir. Girdi fiyatlari, kiigiik isletme yapisinin
getirdigi sorunlar, is¢ilik giderleri, ilag ve giibre fiyatlarindaki artig, tarima yonelik mal
ve hizmetlere uygulanan vergi oranlar1 pamuk tarimimizdaki 6énemli sorunlarin basinda
gelmektedir. Diger taraftan tamamen boceklere dayanikli transgenik pamuk {iretimine
gecen llkelerde ilag maliyetleri ve is¢ilikten 6nemli tasarruflar saglanirken verimde de
artiglar olmaktadir. Bu nedenlerden dolay: iilkemizin de bu teknoloji kullanmasi

durumunda pamuk tariminda 6nemli gelismeler yasanabilecektir.



Cizelge 1.1 Onemli pamuk iiretici iilkelerin, 2013/14 yil1 ekim alan, iiretim, verim ve

tiketimi (https://www.icac.org/ 2014a)

Ulkeler Ekim Alan Lif Uretimi Verim Tiiketim
(bin ha) (bin ton) (kg/ha) (bin ton)
Hindistan 11.878 5.570 511 4.162
Cin 4.600 6.090 1.330 8.378
ABD 3.149 2.820 869 740
Pakistan 2.914 1.950 708 2.546
Ozbekistan 1.246 869 697 345
Brezilya 1.063 1.470 1.437 906
Tiirkmenistan 550 282 565 144
Tiirkiye 500 457 1.229 1.365
Diinya 32.996 23.190 735 24.206

Cizelge 1.2 Tirkiye pamuk ekim alani, kiitli pamuk iiretim miktar1 ve verimi
(http://www.tuik.gov.tr/ 2014c)

Yillar |  Ekim Uretim (ton) Verim (kg/ha) Pamuk lifi ithalati
Alani (ha) — - - — -
Kitli Lif Lif Kitli Miktar Deger
(ton) (bin USD)
2006 | 590.700 |2.550.000|976.540 | 4.320 | 1666 761.014 974.339
2007 | 530.253 |2.275.000 | 867.716 | 4.290 | 1640 956.000 1.282.779
2008 | 495.000 |1.820.000|673.400 | 3.680 | 1360 619.000 1.005.813
2009 | 420.000 |1.725.000|638.250 | 4.110 | 1520 760.171 1.008.295
2010 | 480.650 |2.150.000|816.705 | 4.480 | 1700 895.089 1.726.419
2011 | 542.000 |2.580.000 |954.600 | 4.760 | 1760 611.924 1.864.387
2012 | 488.503 |2.320.000 | 858.400 | 4.750 | 1760 618.292 1.279.521
2013 | 450.890 |2.250.000|877.500 | 4.990 | 1950 876.534 1.689.005



https://www.icac.org/
http://www.tuik.gov.tr/

1.5 Genetigi Degistirilmis (Transgenik) Bitkilerin Uretimi ve Ekonomik Etkisi

Genetigi degistirilmis (GD) bitkilerin 1996 yilinda baslayan iiretim sertiveni 17 yillik
bir siire sonunda 2013 yilinda 175 milyon hektar gibi ¢ok biiyiik bir ekim alanina
ulasmistir (Cizelge 1.3, James 2014). Uretilen bu bitkilerin hemen hemen tamami
boceklere ve ot oldiiriiciilere dayanikli ¢esitlerden olusmaktadir. Bu bitkilerin tiretildigi
alanlarda verim artiglar1 saglandig1 gibi, kimyasal ilaglarin kullanimi ve is¢ilikten de
onemli dlgiide tasarruf edilmistir. Bu 6nemli avantajlar hem gelismis hem de gelismekte
olan iilkelerdeki iireticilerde her yil daha fazla GD gesit iiretme arzusunu uyandirmistir.
GD bitkiler gelismis iilkelerde daha fazla iiretilirken gelismekte olan iilkelerde de

yaygin olarak iiretim alani bulabilmistir.

Gilintimiizde GD bitkiler 27 iilkede tiretilirken 54 farkli iilkede de yem ve gida olarak
kullanilmaktadir (Cizelge 1.3). Uretilen bu GD bitkilerin yaklasik yariya yakini da
ABD’de iiretilmektedir. ABD’yi Brezilya, Arjantin, Hindistan, Kanada ve Cin takip
etmektedir. GD bitkiler gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki kiigiik ve biiyiik
cift¢iler tarafindan hizla benimsenmis olup; kayda deger ekonomik, gevresel, saglik ve
sosyal kazanimlar elde etmislerdir. Bu kazanimlar sonucunda GD bitkiler iireten
ciftcilerin sayisi 2013 yilinda 18 milyonu asmistir. Ayrica, birgok ililkede GD soya,

pamuk, misir ve kolza gesitlerinin {iretim oranlar1 %90’larin iizerine ¢ikmustir.

2013 yilinda transgenik bitkilerin toplam iiretimdeki paylarina bakildiginda, diinya
genelinde tretilen toplam 107 milyon hektarlik alanda yapilan soya iiretiminin %79’u
34 milyon hektarlik alanda yapilan pamuk iiretiminin %70l transgenik bitkilerden
olusmaktadir. Ilave olarak, oranlar diisiik de olsa 177 milyon hektarlik diinya musir
tiretiminin %32’si ve 34 milyon hektarlik toplam kolza iiretiminin ise %24’ transgenik
bitkilerden olusmaktadir (Cizelge 1.4). Ozellikle de en fazla pamuk iireten 4 iilke olan
Hindistan, Cin, ABD ve Pakistan’da pamuk {iretiminde tamamen bdceklere dayanikli
transgenik cesitleri kullanilir hale gelmistir. Ote yandan, pamuk iiretimde énemli bir
yere (7. sirada) sahip olan iilkemiz, yasal durumlardan dolayr transgenik pamuk
liretimine gecememistir. Ancak, diinyadaki gelismeler goz Oniine alindiginda, bu

yasalarda yeniden diizenlemelere gidilmesinin kaginilmaz olacag diisiiniilmektedir.



Cizelge 1.3 2013 yilinda GD bitkilerin tretildigi tilkeler ve ekim alanlar1 (James 2014,

https://www.ers.usda.gov/ 2014b)

Ulke Ekim Alan1 (Milyon GD Bitkiler ve Toplam Uretilme
Hektar) Oranlar1

ABD 70.1 Soya, Misir, Pamuk; S. Pancari, Kolza,
Papaya, Yonca

Brezilya 40.3 Soya, Pamuk, Misir

Arjantin 24.4 Soya, Misir, Pamuk

Hindistan 11.0 Pamuk

Kanada 10.8 Kolza, Misir, Soya, Seker Pancari

Cin 4.2 Pamuk, Domates, Kavak, Petunya,
Papaya, Biber

Paraguay 3.6 Soya, misir, pamuk

Giiney Afrika 2.9 Mistr, Soya, Pamuk

Pakistan 2.8 Pamuk

Uruguay 1.5 Soya, Misir

Bolivya 1.0 Soya

Filipinler 0.8 Misir

Avustralya 0.6 Pamuk, Kolza

Burkina Faso 0.5 Pamuk

Myanmar 0.3 Pamuk

Sudan 0.1 Pamuk

Meksika 0.1 Pamuk, Soya

Ispanya 0.1 Misir

Sili <0.1 Misir, Soya, Kolza

Kolombiya <0.1 Pamuk, misir

Honduras <0.1 Misir

Portekiz <0.1 Misir

Kiiba <0.1 Misir

Cek Cum. <0.1 Masir

Kosta Rica <0.1 Pamuk, Soya

Romanya <0.1 Misir

Slovakya <0.1 Misir

TOPLAM 175.2
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Cizelge 1.4 Diinyada 2013 yilinda transgenik bitkilerin geleneksel bitkilere orani

(James 2014)
Bitkiler Toplam Ekim Alan1 GDB Ekim Alani GD Bitkilerin
(Milyon Hektar) (Milyon Hektar) Toplam Uretime
Orani (%)
Soya 107 84.5 79
Misir 177 56.6 32
Pamuk 34 23.8 70
Kolza 34 8.2 24

Son yillarda kiiresel 1sinmanin da etkisiyle bocek yogunlugunda ve boceklerin bolgeler
arasindaki hareketliliginde Onemli artislar gozlenmektedir. Bundan dolay1 zararli
bocekler giinlimiizde bitkisel iiretimi tehdit eden en biiyiik etmen haline gelmistir.
Zararl1 boceklerle miicadele yapilmadiginda bazi bitkilerde oldukg¢a yiiksek
sayilabilecek kayiplar olusabilmektedir. Zararli boceklerle yapilan miicadelelere ragmen
diinya genelinde boceklerden kaynaklanan {iriin kayiplarinin yaklasik %15-20 civarinda
oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, bocekler bir¢ok hastalifin yayilmasinda ve

gelismesinde de 6nemli rol oynamaktadir.

Zararh boceklerle miicadelede kiiltiirel ve biyolojik savas yontemleri kullanilsa da, en
etkili ve yaygin olam1 kimyasal ila¢ (insektisit) kullanimidir. Verimli kiiltiir gesitleri
cogunlukla zararl boceklere karsi dayaniksiz olduklarindan dolayi, uzun yillardan beri
insektisitler bitkiler lizerine piiskiirtiilerek bocek miicadelesi yapilmaktadir. Giiniimiizde
bocek oldiiriicii olarak binlerce kimyasal bir¢ok iilkede ruhsatlandirilmistir. Ozellikle
bocek salginlarinin yogun oldugu yillarda pamuk iiretiminde kimyasal ilaglama sayisi
3’e cikabilmekte ve miicadeleye ragmen Onemli verim kayiplar1 yasanabilmektedir.
Ayrica bitki kok, gévde ve meyvesi igerisinde gelisme gosteren bocek larvalarina karsi
kimyasal miicadeleler cogu zaman etkisiz kalabilmektedir. Ote yandan, tarim ilaglart
icerisinde insektisitler ¢cevre, insan ve hayvan sagligini en fazla tehdit eden grup olarak
degerlendirilmektedir. Insektisitler insanlar tarafindan ilaglama sirasinda ve iiriinlerde

kalint1 seklinde alindiginda geri doniisiimii olmayan biyolojik ve genetik hasarlara
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neden olabilmektedir. Cok sayida ¢iftgi ilaghh miicadele sirasinda hayatini
kaybetmektedir. Yapilan yogun kimyasal miicadele yontemleri biiylik ekonomik
kayiplar ile basta toprak ve su olmak iizere dnemli bir ¢evre kirliligine neden oldugu
gibi dogal ekolojik dengeye de biliyiik zararlar verebilmektedir. Kimyasallarin
kullanilmastyla ekolojik denge ve bitkisel iiretim i¢in gerekli olan faydali bocekler de
zarar gormektedirler. Ayrica, insektisitlerin yaygin kullanimi sonucunda hedef bocekler
kullanilan kimyasala karsi zamanla diren¢ kazanabilmekte ve direng sonraki déllere de
aktarilmaktadir (Cakir ve Yamanel 2005). Dolayisiyla direngli béceklere karst daha

etkili kimyasallarin kullanimina gidilmektedir.

Ik olarak 1902 yilinda Japonya’da kesfedilen Bacillus thuringiensis (Bt) bakterisinin
sporiilasyon esnasinda belirli bocekler iizerine dldiiriicii etki yapan proteinler iirettikleri
belirlenmistir. Bu proteinler ileriki yillarda B. thuringiensis bakterisine iirettirilerek
Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera takimindaki boceklere karsi insektisit olarak
kullanilmistir. Halen kullanilmakta olan biyo-insektisitlerin %9011 olusturan Bt
formiilasyonlari, toplam insektisit pazarmin da %35’ini olusturmaktadir. Modern bitki
biyoteknolojisinin kullanim1 sonucunda Bacillus thuringiensis (Bt) bakterisinden
kopyalanarak verimli kiiltiir cesitlerine aktarilan tek bir gen (cry) sayesinde zararl
boceklere karst dayanikli genetigi degistirilmis (GD) bitkiler iiretilebilmistir. Boceklere
dayanikli GD pamugun ABD, Hindistan, Cin, Pakistan, Brezilya, Arjantin ve Giiney
Afrika Cumbhuriyeti gibi iilkelerde yaygin olarak iiretimi sonucunda dolayli olarak
verimde %30’lara varan verim artig1 saglanirken insektisit kullaniminda da ¢ok 6nemli
diisiisler gdzlenmistir (Cizelge 1.5, Qaim 2009, Sadashivappa ve Qaim 2009). Ozellikle
de son yillarda diinyanin 6nemli pamuk iireticisi iilkelerinden olan Hindistan’da 11
milyon hektarlik alanda boceklere dayanikli GD pamuk iiretilmeye baglanmigtir. GD
pamuk iiremiyle Hindistan pamuk ihra¢ eder hale gelmistir. Cift¢iler dayanikli ¢esitler
sayesinde insektisit ve ilaclama i¢in harcadiklar1 yakit maliyetini en az diizeye
indirmiglerdir. GD bitkilerin kullanimi verim artisiyla birlikte {iriin kalitesini de
artirmigtir. Kiitliide olusan, kaliteyi dogrudan etkileyen bocek zararlari ve buna bagh
olarak gerceklesen mikotoksin {iretimi engellenebilmistir. Ayrica, insektisit
kullanilmamas1 sonucunda ¢iftgilerin saghiginda da oOnemli iyi yonde gelismeler

saglanmistir. Son yillarda hem herbisitlere ve hem de boceklere dayaniklilik 6zelligini
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tasiyan GD pamuk ¢esitlerinin liretiminde ¢ok Onemli artiglar gozlenmektedir. Bu
bitkilerin kullanilmasiyla daha az maliyetle birim alandan daha fazla iiriin elde edilerek

daha yiiksek kazang saglanabilecegi ifade edilmektedir.

Cizelge 1.5 Boceklere dayanikli GD pamuk iiretiminin tarimsal ve ekonomik etkisi
(Qaim 2009, Sadashivappa ve Qaim 2009)

Hindistan | Cin | G. Afrika | Arjantin | Meksika | ABD | Ort.

Insektisit

kullaniminda 41 65 33 47 77 36 49.8
azalma (%)

Uriin artis1 (%) 37 24 22 33 9 10 22.5
Kar artisi

(US$/ha) 135 470 91 23 295 58 | 178.7

1.6 Ulkemizde Pamuk Zararhlar

Ulkemizde pamuk tariminin yapildigi alanlarda farkli takimlara ait birgok bdcek tiirii
biiyiikk Olciide zarar meydana getirmektedir (Cizelge 1.6). Ege Bdlgesi’nde yetisen
pamuk alanlarinda Lepidoptera takimi igerisinde zararli olan bes familyadan 14 tiiri
Bozkurt (1973) tarafindan tespit edilmistir. Goven (1995) ise GAP Bolgesindeki
pamuklarin ana zararlis1 olarak Heliothis armigera’ y1 gostermis ve zararlinin pamukta
biri koza olusturma digeri olgunlagsma doneminde olmak {izere iki dol verdigini
belirtmistir. Lepidoptera takimi pamuk bitkisinde zarar meydana getiren en genis takim
olmakla birlikte zararlar1 bolgelere ve yillara gore degisiklik gostermektedir (Goven ve
Glumiis 1998). Yapilan ¢alismalar sonucu yesilkurt (Heliothis armigera Hbn.)’un
Akdeniz Bolgesi pamuk alanlarinda ana zararli oldugu, Ege ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde ise zaman zaman miicadeleyi gerektirecek yogunluga ulastig
belirlenmistir (Mart vd. 2000). Unlii (2001) 1998-2000 yillar1 arasinda iilkemiz
pamuklarinin %20’sinin yetistirildigi Sanliurfa’da pamukta zarar yapan Lepidoptera
takimina ait sekiz tiirii tespit etmistir. Unlii ve Kornosor (2002) Harran Ovasi’nda

Yesilkurt, Dikenlikurt ve Pembekurt’un ekonomik olarak zararli tiirler oldugunu
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belirlerken, Yabas (1979) Cukurova’da; Stam ve EI-Mosa (1990) Harran Ovasi’na sinir

olan Suriye’de Yesilkurt’un pamuk alanlarinda her yil zararli olmadigini belirtmiglerdir.

Unlii ve Kornosor (2003) yapmus olduklar1 diger bir calismada Sanlurfa ili ve

cevresindeki pamuk alanlarinda Spodoptera littoralis Boisd zararinin 6nemli seviyede

oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 1.6 Ulkemizde zarar yapan pamuk bocekleri ve zarar yaptigi bitki kisimlari

Takimi Tiirkge ismi Latince ismi Zarart
. . - Yaprak, govde ve
Pamuk k Aph ’ .
amuk yaprak biti phis gossypii dallarda, Fumajin
N . . Yapraklarda,
Tiitiin beyaz sinegi Bemisia tabaci apra__ arda
Fumajin
Hemiptera -
Pamuk yaprak pireleri Emposca decipiens, Asymmerasca Yapraklarda
decedens
Bitki tahta kurulart Creontiades pallidus, I_Exolygus Tiim bitki
gemellatus, E. pratensis aksaminda
Tiitilin tripsi Thrips tabaci Yapraklarda
Thysanoptera Frankliniella intonsa, F
Cigek tripsleri occidentalis Cicek ve kozalarda
Acarina Kirmizt Sriimeekler Tet_ranychus cinnabarinus, T. Tim bitki
urticae aksaminda

Lepidoptera

Yesil kurt Helicoverpa armigera Tarak ve kozalarda
Pembe kurt Pectinophora gossypiella Cigek ve kozalarda
Dikenli kurt Earias insulana Tarak ve kozalarda

Kesici kurtlar

Agrotis segetum, A. ipsilon

Pamuk fidesini

(Bozkurtlar) keserek
Pamuk Cizgili Yaprak Spodoptera exigua Yapraklarda
kurdu

Pamuk Yaprak kurdu | Spodoptera littoralis Yapraklarda

Pamuk ekim

alanlarinda zarar meydana getiren diger bir

bocek takimi ise

Hemiptera’dir. Bu takima ait en dnemli pamuk zararlilarini ise Bemisia tabaci Genn.,

Aphis gossypii Glov., Emposca decipiens Paolive Asymmerasca decedens Paoli

gibitlirler olusturmaktadir. B. tabaci 1974 yilindan bu yana 6zellikle Cukurova
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bolgesindeki pamuk alanlarinda sorun olusturmaktadir (isler ve Ozgiir 1992). Mart vd.
(1997) ise A. gossypii’nin 1984 yilindan itibaren 6zellikle Akdeniz bolgesinde hizli bir
yayilis gosterdigini ve buna bagli olarak da yaygimn bir ilaghh miicadele gerektirdigini
belirtmislerdir. Efil ve Giiclii (2004) Diyarbakir, Sanlurfa ve Mardin illeri pamuk
alanlarinda yapmis olduklar1 caligmada 12 Cicadellidae (Yaprak piresi) tiiriiniin
bulundugunu belirlemistir. Mart ve Sunulu (2011) ise Dogu Akdeniz bdlgesinde
bulunan Kahramanmaras ili pamuk ekim alanlarinda yaprak pirelerinin 6nemli bir

zararl haline geldigini bildirmislerdir.

Thysanoptera takimina ait olan Thrips tabaci L. (Titiin tripsi), Frankliniella intonsa
Trybom ve F. occidentalis Perg. (Cigek tripsleri), pamuk ekilis alanlarinda zarar yapan
sokucu-emici agiz yapisina sahip diger tiirlerdir. Efil vd. (2010) Mardin ilinde
gerceklestirdikleri ¢alismada pamuk ekilis alanlarinda ozellikle erken donemde T.
tabaci populasyonunun yiiksek oldugunu belirlemiglerdir. Cukurova bolgesinde ise
Cigek tripsleri (F. intonsa ve F. occidentalis) pamuk tarlalarinda ge¢ déonemde 6zellikle
Agustos ayi1 ortalarinda en yiiksek popiilasyonuna ulasmakta ve biiyiik zararlara neden

olmaktadir (Atakan ve Ozgiir 2001).

Hemiptera takimina ait tiirlerden afitler, yaprak pireleri ve tiitin beyaz sinegi,
Thysanoptera takimindan tiitiin tiripsi ve ¢igek tripsleri, Acarina takimmdan kirmizi
ortimcekler, pamuk yetistiriciligi yapilan tiim bolgelerde (Ege, Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu) yayilis gostermekte ve zararlari bulunduklar1 bolgelere ve iklim sartlarina
gore degisiklik gostermektedir. Lepidopter zararlilardan pamuk ¢izgili yaprakkurdu (S.
exigua), yurdumuzdaki pamuk alanlarinda fide dénemi dahil pamugun tiim fenolojik
donemlerinde zarar meydana getirmekte iken yaprakkurdu (S. littoralis) ise, pamuk
vegetasyonunun son zamanlarinda zararli olup, 6zellikle yapraklarla beslenmektedir.
Dikenlikurt (E. insulana), tilkemizin Suriye sinir1 boyunca (Akgakale, Ceylanpinar,
Kiziltepe ve Nusaybin) yetistirilen pamuklarda zarar yapmaktadir. Yesil kurt (H.
armigera) tilkemizde pamuk yetistiriciligi yapilan tiim alanlarda bulunmakta ve bitkinin
Ozellikle generatif organlarinda zarar vermektedir. Pembe kurt (P. gossypiella) ise
tilkemizdeki tim pamuk alanlarinda zarar meydana getirmektedir. Pembekurt pamuk

bitkisinin 6zellikle koza ve igerisinde olusan cigitlerle beslenerek zarar verir. Pamuk
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yetistiriciligi yapilan Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde iireticiler
zararlilara karsi1 bocek yogunluguna gore 1-3 kez ilaglama yapmaktadir. Cok fazla
sayida zararlis1 bulunan ve miicadelesinin de nispeten zor olan pamuk tariminda,
diinyada oldugu gibi iilkemizde de transgenik ¢esitlerin kullanilmasina yonelik

adimlarin atilmasimin faydali olacag: diistintilmektedir.

1.7 Boceklere Dayamikh Transgenik Bitkilerin Elde Edilmesi

Zararli boceklere dayanikli GD bitkiler tiretmek igin farkli insektisidal proteinleri
kodlayan ¢ok sayida gen bitkilere aktarilmigtir. Bunlara 6rnek olarak Bacillus
thuringiensis (Bt) bakterisine ait cry, proteinaz inhibitor, lektin, alfa-amilaz inhibitér,
kitinaz, kolesterol oksidaz ve avidin genleri 6rnek olarak verilebilir (Oktem 2004a).
Ancak, bu genleri tasiyan GD bitkiler igerisinden yalnizca cry genlerini tagiyan cesitler
ticarileserek, yaygin olarak iiretime girebilmistir. Bunun nedeni de cry proteinlerinin
zararli bocekler iizerinde son derece toksik olmasi, ¢evre ve hedef dis1 bocekler ile

organizmalara etkisinin olmamasi veya ¢ok sinirli kalmasidir.

Bacillus thuringiensis toprakta yasayan gram-pozitif bir bakteri olup, sporulasyon
sirasinda  kristalize (cry) yapida delta-endotoksin olarak adlandirilan proteinleri
tiretmektedirler. Uretilen bu proteinler (cry-1, cry-II, cry-111, cry-1V, cryV ve cyt gibi)
farkli Bt suslarma gore degisiklik gosterebilmektedir. Cry-I toksinleri Lepidoptera
takimindaki bocekleri oldiirtirken, cry-111 toksinleri Coleoptera ve cry-I1V toksinleri ise
Diptera takimindaki bdcekler iizerinde 6liimciil etki yapmaktadir. Ote yandan, cry-I|
toksinleri ise hem Lepidoptera hem de Diptera iizerinde etkin olurken cry-V hem
Lepidoptera hem de Coleoptera iizerinde etkin oldugu belirtilmektedir (Oktem 2004a,
Sharma vd. 2004). Kristalin delta-endotoksinleri (cry) inaktif protoksinler olarak
sentezlenirken, aktif forma doniistiiklerinde hedef bocekler iizerine yliksek oranda
toksisite gosterirler. Cry proteinleri bocek sindirim sistemine ulastiginda bazik ortam
sayesinde proteazlar tarafindan kesilerek aktif toksin haline doniisiirler. Aktif hale
dontisen proteinler belirli boceklerin orta bagirsaginda bulunan epitel hiicrelerinin
reseptor bolgelerine baglanarak delikler olusmasina neden olurlar (Sekil 1.1). Delik

olusumunu takiben hiicre lizisi ve barsak biitiinliigiiniin bozulmasi sonucu bdcek
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beslenme yetersizligi ya da septisemia nedeniyle 6lmektedir (Aronson ve Shai 2001,
Oktem 2004a). Cry endotoksin proteinleri 3 farkli alt iiniteden olusmaktadir. ilk alt
tinite delik olusumundan, ikinci ve iiglincii alt tinitelerin ise spesifik bocek reseptoriiniin
taninmas1 ve baglanmadan sorumlu oldugu bildirilmektedir. (Li vd. 1991, Cannon
1996, de Maagd vd. 1996).

a /"\/'\/\/
(

4

pH12

c & d

JU

Sekil 1.1 Cry toksinlerinin etki mekanizmasi (Oktem vd. 2004’den alinmustir)

a. Cry geni tasiyan transgenik bitkinin bocek tarafindan alinmasi b. Protein yapisindaki toksinin bocek
orta bagirsaginda proteinazlar tarafindan aktif forma dondiiriilmesi c. Aktif toksinin epitel hiicreler
tizerinde bulunan ilgili reseptorlere baglanmasi d. Hiicre zarlarinda delik olusumu ve hiicrelerin 6limii

Gilintimiizde 50 alt grupta 400’den fazla cry geni karakterize edilerek siniflandirilmis ve
veri tabanima ilave edilmistir. Bu genlerin bir kismi1 da bitkilere aktarilarak zararl
bocekler tizerine etkileri arastirilmistir. Basarili olan ¢ok sayida cry geni ise pamuk
basta olmak ftizere kiiltiir ¢esidine aktarilarak ticarilestirilmistir. Tek hiicreli canlilara ait
genler yapisal olarak ¢ok hiicreli canlilara ait genlerden farklilik gosterdikleri igin
dogrudan bitkilere aktarildiklarinda islev yapamamaktadirlar. Bu genlerin bitkilerde
aktif olabilmeleri i¢cin promotdér ve terminator bolgelerinin bitkilerde aktif olanlarla
degistirilmesi gerekmektedir. ilave olarak kodon optimizasyonu da gerekmektedir.
Ancak, son yillarda yapilan laboratuvar ve arazi ¢alismalarinda bazi boceklerin cry
genlerine karst dayaniklilik kazanabilecekleri yoniinde bulgular elde edilmistir
(Tabashnik 1994, Tang vd. 2001, Ma vd. 2005, Huang vd. 2007, Anilkumar vd. 2008).

Bunun en biiyiik nedeninin ise aktarilan genlerin CaMV 35S gibi ¢ok kuvvetli ve
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konstititiif promotorler tarafindan kontrol edilmesi ve iiretilen yiiksek seviyedeki toksik
proteinlerin de boceklerde dayaniklilik mekanizmasini gelistirebilecegi seklinde ifade
edilmektedir. Bu ¢alismada ayrica cry genlerinin kontrol edilmesinde yaralanmayla aktif
olan (AoPR1) ve sadece 1sirma bdlgelerinde yiiksek seviyede protein iiretimine neden
olan AoPR1 promotoriiniin kullanilmasi hedeflenmistir. AoPR1 promotoriiniin
kullanilmastyla bdceklerin direng kazanmasimin engellenmesi hedeflenirken, ayni
zamanda bu toksik proteinlerin iiretimlerinin sadece 1sirilan bolgeyle sinirli kalmasi

planlanmaktadir.

1.8 AoPR1 Promotoriiniin Cry Genlerinin Kontrol Edilmesinde Kullanim

Asparagus officinalis fidelerinin mekanik olarak yaralanmasiyla elde edilen mezofil
hiicrelerine ait mRNA’lardan ¢ok sayida cDNA elde edilmistir. Bunlar igerisinde
yaralanmayla yiiksek oranda aktivite gdsteren bir cDNA belirlenerek buna karsilik gelen
bir promotdr (AoPR1) izole edilmistir. Yapilan arastirmalarda bu genin patojen iliskili
(PR) genlerle 6nemli oranda benzerlik gosterdigi, ancak yaralanma bolgesinde onlardan
(PAL ve CHS gibi) ¢ok daha yiiksek oranlarda ve uzun siireli bir aktivite gosterdigi
belirlenmistir. AoPR1 promotoriiniin GUS geninin 6niine klonlanarak tiitiin ve patates
gibi bitkilere aktarilmasi sonucunda yaralanma bdolgesinde 3. saatten, 4 ve 5. giine
kadar yiiksek oranlarda aktivite gdsterdigi GUS enzimiyle belirlenmistir (Ozcan 1993,
Warner vd. 1993, Mur vd. 2004). Ayrica, AoPRI1 tarafindan kontrol edilen GUS
aktivitesinin yaralanmis bolgede sinirl kaldigi belirlenirken, bu bolgedeki aktivitenin
kontrol olarak kullanilan CaMV 35S promotoriinden de ¢ok daha yiiksek oldugu
bulunmustur. ilave olarak, AoPR1-GUS ve 35S-GUS geni iceren ¢ok sayida bireysel
transgenik tiitiin ve patates bitkileri elde edilerek bu bitkilerin farkli organlarindaki gen
eksperesyonu belirlenmistir (Firek vd. 1993, Ozcan 1993, Ozcan vd. 1993, Uranbey
2005). AoPR1-GUS geni yaralanan bitki kisimlarinda 35S-GUS geninden ¢ok daha
yiiksek oranlarda aktivite gosterirken, yaralanmadig: siirece yaprak, gévde, kok, tohum
ve yumrularda ya hi¢ ya da son derece diisiik oranlarda aktivite gostermistir. AoPR1
promé&torii crylAc geninin Oniine klonlanip tiitiin bitkisine aktarildiginda da crylAc
geninin genelde bitkide sessiz kaldigi, ancak bdcekler tarafindan yaralanip,

cignendiginde toksik crylAc proteinin yiiksek oranlarda iiretilerek iizerinde galisilan
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boceklerin hizli bir sekilde %100 oraninda 6liimiine neden olmustur (Gulbitti-Onarici
vd. 2009). AoPR1 promotdrii tarafindan kontrol edilen crylAc geninin pamuk bitkisine
aktarilmasi sonucunda da ayni sonucun alinacagi beklenmektedir. Bu sistemin en
onemli avantaji zehirli cry proteinlerinin sadece 1sirilan bolgelerde iiretilmesi yaprak,
kok, govde, tohum, lif, meyve ve polen gibi organlarda iiretilmemesi olacaktir. Bu
durum ise bu bitkilerin hem tiiketiciler tarafindan kabul edilmesini kolaylastiracak, hem

de gevre ile hedef dis1 organizmalar tizerine olas1 negatif etkilerini en aza indirecektir.

1.9 Pamukta Yabanci Otlar

Yabanc otlar 1s1k, su ve besin maddelerini tiiketerek kiiltiir bitkilerine zarar verirler.
Ayrica; yabanct otlarin  hastalik ve zararlilara konukculuk etmeleri, hasadi
zorlastirmalar1 ve kaliteyi bozmalar1 gibi istenmeyen 6zellikleri de vardir (Emiroglu ve
Giirel 1997, Ozis 1997). Pamuk ekim alanlarinda hem tek yillik hem de ¢ok yillik
yabanci otlar sorun olusturmaktadir (Tursun vd. 2004). Pamugun yabanci otlarla
rekabeti bitki ¢ikisindan itibaren ilk 4-8 haftalik periyotta olmaktadir (Ozer ve ark.
2001). Pamukta verim kaybi yabanci otlardan dolay1 diinyada ortalama %5,8 iken
(Cramer 1967), baz1 yerlerde bu oran ekolojiye, yapilan kiiltiirel islemlere ve yabanci
otun tiirtine gore %21-61’e kadar ulasabilmektedir (Anonim 1995). Pamuk alanlarinda
sorun olan baglica yabanci otlar, kirmiz1 kokli horoz kuyrugu, deve dikeni, sirken,
bambul otu, tarla sarmasigi, kopek disi ayrigi, topalak, seytan elmasi, catal otu, darican,
kargi, semizotu, soda otu, yapiskan otu, kdpek liziimii, kanyas, demir dikeni, domuz
pitragidir (Demirkan 1999). Pamukta yabanci ot problemi, iilke ekonomisi ve tretici
agisindan verim ve kaliteyi etkileyecek sorunlarin basinda gelmektedir. Ozellikle pitrak
(Xanthium spp.) ve yapiskan otu (Setaria spp.) gibi yabanci otlar hem pamugun liflerine
karigip lif kalitesini diislirerek, hem de hasat1 giiclestirerek zararli olmaktadir (Uygur vd.
1984). Yine pamuk alanlarinda yabanci otlarla yapilan miicadelede milyarlarca lira

ekonomik ve biiyiik i giicli kayiplarina neden olmaktadir (Kaya ve Nemli 2001).
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1.10 Bar Geninin Transgenik Bitkilerin Seciminde ve Herbisite Tolerans Geni
Olarak Kullanilmasi

Son yillarda birden fazla tarimsal 6zelligin (bdceklere ve herbisitlere dayaniklilik gibi)
kazandirildig: bitkilerin iiretiminde 6nemli artiglar yaganmaktadir. Bu ¢alismada secici
isaret geni olarak antibiyotiklere direng genleri (nptll ve hptll gibi) yerine herbisitlere
tolerans1 saglayan Streptomyces hygroscopicus orijinli bar geni kullanilmaktadir. Bu
sayede hem gen aktarimi yapilan siirgiin ve bitkiler etkili bir sekilde segilebilmekte,
hem de elde edilen bitkiler bar geninin {iretmis oldugu PAT enzimi sayesinde glifosinat
amonyum herbisitine karsi toleransl olmakta (Oktem, 2004b) ve etkin bir yabanci ot
kontrolii de yapilabilmektedir. Ayrica, antibiyotik diren¢ genlerinden kaynaklanan
endiseler de ortadan kalkmaktadir. Yapilan arastirmalarda da bar geninin ve iiretmis
oldugu PAT (phosphinotricin-N-asetiltransferaz) enziminin hedef dis1 canlilarda allerjik

veya toksik etkisine rastlanmamaistir.

1.11 Agrobacterium tumefaciens ile Gen Aktarimi

Giintimiizde A. tumefaciens tercih edilen ve en yaygin gen aktarim aract olma 6zelligini
korumaktadir. Tercih edilmesinin en biiyiik nedeni ise sadece istenilen genleri aktarmasi
ve fazladan istenmeyen plazmid DNA pargalarinin gegisinin son derece diisiik
olmasidir. Ayrica bu bakteri ile gen aktariminin kolay olmasi ve fazla altyap:
gerektirmemesi de diger olumlu yonleridir. A. tumefaciens ile gen aktariminin en biyiik
dezavantaji ise konukgu segiciligidir. Titiin, patates ve domates gibi Solanacea
familyasindaki bitkilere bakteri ile gen aktarimi son derece kolay iken; pamuk, tahillar,
baklagiller ve meyve agaclarina gen aktarim frekansi son derece diigiiktiir. Bundan

dolay1 bu bitki gesitleri i¢in yogun bir laboratuvar ¢aligmasi yapilmasi gerekmektedir.

A. tumefaciens gram-negatif bir bakteri olup, Rhizobiacea familyasindandir. Bu bakteri
toprakta yasamakta ve bitkiyi genellikle kok bogazinda olusan yaralardan enfekte
etmektedir. Enfeksiyon sonucunda bitkinin kdk bogazi hiicrelerinde goriilen diizensiz
boliinme tiimor (ur) olusmasina neden olmaktadir. Bu hastalik tarimsal agidan oldukga

onemli olup, cogu iki ¢enekli bitkiyi etkileyerek her yil biiylik ekonomik kayiplara yol
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acmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda hastalilk nedeninin bakteriden bitki
hiicresine gegen bir DNA pargast oldugu anlasilmistir. Agrobacterium bakterisi
kromozom DNA'sindan baska, Ti plazmidi (tumour-inducing/timor olusturan) olarak
bilinen ¢ok kiiglik yuvarlak bir DNA molekiilii daha i¢ermektedir (Watson vd. 1975),
(Sekil 1.2). iste, bakteriden bitki hiicresine gecen faktdr, Ti plazmidinin iizerinde
bulunan ve T-DNA (Transferred-DNA) olarak adlandirilan kiigiik bir DNA pargasidir
(Chilton vd. 1980). T-DNA bitkinin kromozomlarina entegre olduktan sonra, tasidigi
genlerin calismaya baglamasiyla bitki hiicrelerinde yeni enzimler iiretilir ve bdylelikle
hiicrenin hormon dengesi bozulur (Bevan ve Chilton 1982, Bevan vd. 1983). Bunun
sonucunda hormon dengesi bozulan bu hiicrelerin ¢ok hizli bir sekilde ve diizensiz

olarak boliinmesiyle bitkide timér meydana gelir.

Bacillus thrungiensis

Bitki hicresi

Sekil 1.2 Agrobacterium tumefaciens’ten bitki hiicrelerine gen (T-DNA) aktarimi
(Ozcan ve Sancak 2005’ten degistirilerek, Ozcan 2009)

T-DNA bolgesinde yapilan arastirmalar, T-DNA'nin bitki hiicresine entegre olabilmesi

icin iki Onemli bolgeyi tasimasi gerektigini ortaya koymustur (Wang vd. 1984).
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Bunlardan ilki T-DNA'y1 sagdan smirlandiran "sag sinir" ikincisi ise soldan
siirlandiran "sol sinir" bolgesidir. Daha sonra yapilan aragtirmalar, bu iki sinir arasina
yerlestirilen herhangi bir DNA pargasinin kolayca bitki hiicresine aktarilabildigini
gostermistir (Leemans vd. 1982),(Sekil 1.2). Ustelik tiimdr meydana getiren genlerin, T-
DNA bolgesinden kesici enzimler ile kesilerek ¢ikarilmasinin bitki hiicresine olan gen
transferini hicbir sekilde etkilemedigi ¢aligmalar sonucunda ortaya konmustur (Schell

ve Van Montagu 1983).

A. tumefaciens transgenik bitkilerin tiretiminde kullanilan en yaygin ara¢ olma 6zelligini
halen korumaktadir. Bu bakteri araciligiyla her cesit bitki hiicresine gen aktarmak
miimkiin iken, gen aktarilan hiicre orani son derece diisiiktiir. Bu nedenle, ¢ok sayida
gen aktarimi yapilmayan hiicre icerisinden gen aktarimi yapilan hiicrelerin belirlenerek
secilmesi gerekmektedir. Gen aktariminin basarisini en fazla etkileyen faktor ise gen
aktarimi1 yapilan hiicrelerin rejenerasyon kabiliyetidir. Rejenerasyon kabiliyeti
(totipotensi) olmayan hiicrelere yapilan gen aktarimi hi¢bir anlam ifade etmemekte ve
mutlaka gen aktariminin yapildigi hiicrelerden yeni bitkilerin elde edilmesi
gerekmektedir. Ancak, bitki dokularindaki hiicrelerin son derece az bir boliimii hem gen
aktarimi1 hem de rejenerasyon yetenegine sahiptirler. Bundan dolayi, tarimsal dneme
sahip olan genleri bitkilere aktarabilmek i¢in, bitki doku ve hiicrelerinden etkili
rejenerasyon ydntemlerinin gelistirilmesi biilyiik énem tasimaktadir (Ozcan ve Ozgen

1996, Ozcan vd. 2004).

1980°1i yillarda Agrobacterium’un tiimor olusturma mekanizmasi anlagildiktan sonra
bitki genetik miihendisliginde cok dnemli gelismeler kaydedilmistir. ilk olarak, isaret
genleri Agrobacterium’un T-DNA boélgesine klonlanarak bitki hiicrelerine aktarilmistir.
Daha sonra boceklere dayaniklilik genleri basta olmak {izere tarimsal 6neme sahip ¢ok
sayirda gen farkli organizmalardan klonlanarak Agrobacterium araciligiyla bitki
hiicrelerine basarili bir sekilde bitkilere aktarilmistir (Sekil 1.2). Baslangicta, tek ¢enekli
bitkilere Agrobacterium ile gen aktarimi miimkiin olmazken, son yillarda gelistirilen
stiper-viriilent ikili vektorler aracilifiyla bu bitkilere de gen aktarimi kolaylikla
yapilabilmektedir. Giiniimiizde, Agrobacterium araciligiyla hemen hemen tiim kiiltiir

tiirlerine gen aktarimi miimkiin hale gelmistir (Ozcan vd. 2004).
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Farkli pamuk c¢esitlerine diisiik frekansta da olsa Agrobacterium tumefaciens ile gen
aktariminin yapildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu caligsmalarda genellikle hipokotil,
epikotil, slirglin ucu ve kotiledon nodlar1 farkli biiyiime diizenleyicileri igeren besin
ortamlarinda farkli bakteri irklariya inokiilasyon ve kokiiltivasyona tabi tutulmus ve
transgenik bitkiler elde edilmistir (Gould ve Magallanes-Cedeno 1998, Leelavathi vd.
2004, Guo vd. 2007, Tohidfar vd. 2008, Li vd. 2009). Ayrica; crylAc, crylAc + cry2Ab
veya crylAc + crylF, crylAb, crylAc + crylAb gibi farkli Bacillus thuringiensis genleri
de pamuk c¢esitlerine aktarilarak Lepidopter boceklerine karsi tam dayaniklilik
saglanmis ve bu gesitler genis alanlarda iiretilmeye baslanmistir (Barwale vd. 2004,
Dong vd. 2005, James 2010).

1.12 Arastirmanin Amaci

Diger bircok bitki tiiriiyle karsilastirildiginda pamuk bitkisinde adventif siirgiin
rejenerasyonu oldukga zordur. Ulkemizde yaygin olarak iiretilen pamuk gesitlerinde de
basarili rejenerasyon yontemlerinin gelistirildigi yayinlara rastlanamamistir. Bu
calismada ilk olarak farkli ¢esitlerin farkli eksplantlari, farkli besin ortamlarinda kiiltiire
alinarak gen aktarimina uygun adventif siirgiin rejenerasyon yontemleri amaclanmigtir.
Adventif siirgiin rejenerasyonunda oldugu gibi, pamuk bitkisine gen aktarim frekansi da
son derece diisiiktiir. Farkli pamuk ¢esitlerine diisiik frekansta da olsa Agrobacterium
tumefaciens ile gen aktariminin yapildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak, tilkemizde
tiretilen pamuk ¢esitlerinde A. tumefaciens ile gen aktarimmin basarili oldugu
calismalara rastlanamamistir. Bu c¢alisma ile siirgiin rejenerasyonundan sonra farkl
pamuk ¢esitlerine A. tumefaciens ile Lepidoptera takimindaki boceklere dayaniklilig
saglayan crylAc ve glufosinat amonyum herbisitine tolerensi saglayan bar genlerinin

aktarilmasi hedeflenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Pamukta Doku Kiiltiirii Calismalar:

Davidonis ve Hamilton (1983), ilk kez somatik embriyogenesis Coker 310 gesidinde,
iki yasindaki kallustan bitki rejenerasyonu tanimlamiglardir. Fakat bu prosediir uzun
kiiltir donemini icermekle birlikte, diger g¢esitlerde basarili olmamis ve

tekrarlanamamustir.

Rangan vd. (1984), Shoemaker vd. (1986) ve Gawel vd. (1986), pamukta somatik
embriyo ve rejenerasyonun basarili bir sekilde baslattiklarini rapor etmislerdir.
Arastirmalarinda yavag biiyliyen gri, opak kalluslar embriyogenik iken; soluk sari,

aciktan koyu yesile kadar hizli biiyliyen kalluslar embriyogenik olmamustir.

Trolinder ve Goodin (1987), siispansiyon kiiltiirlerden bitki rejenerasyonunu
tanimlamislardir. Coker 312 dahil 8 cesitte hipokotil eksplantindan embriyogenik kallus
olusturma kabiliyeti incelemis ve yiiksek embriyogenik kalluslar gozlemlemislerdir. Bu
islem kisa zamanda ¢ok sayida somatik embriyonun tretildigi kolay bir sistem olarak

tanimlanmaistir.

Finer (1988) ¢alismasinda, Coker 310 pamuk ¢esidinde yiiksek diizeyde embriyogenik
slispansiyon kiiltiirler elde ettigini rapor etmistir. Kallus kiiltiirleri, kotiledon dokulardan
aseptik ¢cimlendirilmis fidelerden baglatilmistir. Siispansiyon kiiltiirleri olusturmak igin,
kallus dokular1 0,5 mg/l pikloram veya 0,1 mg/l 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4 D)
iceren bir s1v1 ortama yerlestirilmistir. Embriyogenik siispansiyonun ¢ogalmasi igin, 5
mg/l 2,4-D kullanilmistir. Embriyojenik doku, embriyo gelisimi oksin icermeyen 15
mM glutamin igeren sivi ortama aktarilmistir. Sonugta ¢ok sayida embriyonun iiretildigi
erken embriyo gelisimi gézlenmis ve rejenere bitkilerin tohumdan tiretilmis bitkilerden

daha kiiciik oldugu goriilmiistiir.
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Li vd. (1989), 15 adet pamuk c¢esidine ait hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda
kalluslardan embriyo olusumu en fazla 1 mg/l kinetin iceren MS besin ortaminda
olmustur. Beyaz ve yesil kalluslardan embriyo elde edilemezken, gri ve yesilimsi gri
kalluslardan 50-60 giinde embriyo elde etmislerdir. Sonugta bu embriyoidlerin 7-10 giin

icinde ¢imlendiklerini gozlemlemislerdir.

Wu ve She (1990), Gossypium’un 40 farkli kiiltiir ve yabani tiirii ile uzak akraba
melezlerinde siirgiin uglari, yan siirgiinleri kullanarak in vitro siirgiin rejenerasyonunu
incelemisler; 0,1 mg/l ZT, 0,02 mg/l BAP, 1,9 g/l KNO3; ve %3 sukroz ile takviye
edilmis MS besin ortaminda bitki rejenerasyon oranmi %87,5 oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica siirglin rejenerasyonunda genotipin  de Onemli oldugu

vurgulanmistir.

Gould vd. (1991), baz1 G. hirsitum L. ve G. barbadense L. gesitlerinde en iyi
rejenerasyonun 3-5 giinliik fidelerin siirgiin ug¢larinin 0,1 mg/1 kinetin iceren Murashige
and Skoog (MS) besin ortaminda bir hafta bekletilmesinden sonra bitki biiyiime
diizenleyicisi icermeyen MS besin ortaminda 1-2 hafta bekletilmesi ve son olarak % 0,3
aktif karbon igeren MS ortamina aktarilmasiyla 2-3 hafta boyunca kok olusumuna

birakilmasiyla miimkiin oldugunu gézlemlemislerdir.

Firoozabady ve De Boer (1993), farkli pamuk ¢esitlerinde olgun ve olgunlasmamis
tohumlar ¢imlendirilmis ve 7-10 giinliik fidelerden kotiledon, hipokotil pargalari, 21
glinliik fidelerden ise yaprak pargalari 100 mg/l myo-inositol, 0,4 mg/l HCI, 0,1 mg/I
NAA, 5 mg/1 2IP ve 30 g/l glukoz igeren MS ortamina alinan gesitlerin cogunda yiiksek
oranda kallus olusmus, daha sonra bu kalluslar embriyogenik kallus gelisimi i¢in 5 mg/I
NAA, 1 mg/l 2IP, 5 mg/l NAA ve 0,1 mg/l 2iP ortamma aktarilmis ve bu kalluslar
globular, kalp seklinde proembriyoid yapilar olugturmustur.

Zhang vd. (1994), 7 upland pamuk ¢esidinde ilk alt kiiltiirden sonra embriyogenik
kallus elde etmislerdir. Arastiricilar baz1 embriyolarin 20 giin sonra ¢imlendigini, bazi

embriyolarin ise 70 giin i¢inde bile ¢cimlenemedigini bildirmislerdir. Sonug olarak, IAA
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ve kinetin ilavesi ile bitki sayisinin azaldigini, fakat bu hormonlarla birlikte aktif karbon
kullanildiginda ise bitki sayisimin  arttigt  kanisina varmuglardir.  Yine bitki
rejenerasyonunun cesitlere gore degistigini, sivi kiiltiirde yetistirilen bitkilerin kok
gelisiminin 1yi oldugu ve topraga aktarilan bitkilerin yasama oraninin %100’e ¢iktig

bildirilmistir.

Nandeswar (1995), G. hirsitum’un 6 g¢esidinde rejenerasyon yeteneginin g¢esitlere gore
ve eksplant yasina gore farklilik gosterdigini saptamislardir. En yiiksek rejenerasyon
oraninin Coker 417-68 ¢esidinin 14 giinliik siirglin uglarina 2 mg/l IAA ve 1 mg/l
kinetin uygulandiginda elde edildigini bildirmislerdir.

Agrawal vd. (1997), G. hirsitum’un Angali-LRK 516 ¢esidinde 5, 20 ve 35 giinliik
fidelerin apikal meristem ve kotiledon bogumlar ile yaptiklar1 ¢alismada en fazla
stirgilin sayisinin (4.7 adet siirglin/eksplant) 35 giinliik fidelerden alinan eksplantlarin 2.5
mg/l BAP ve 2.5 mg/l kinetin ilave edilmis besin ortamina alinmasi ve siirgiin
uzamasinin bilylime diizenleyici igermeyen MS sivi besin ortaminda, kéklenmenin ise

0.05-0.1 mg/l NAA igeren 2 MS besin ortaminda iyi oldugunu bildirmislerdir.

Carvalho vd. (1997), eksplant tipi, karbon kaynagi ve katilastirict maddenin siirgiin
rejenerasyonu lizerine etkilerini incelemek i¢in; eksplant tipi olarak apikal gozler ve yan
gozler, karbon kaynagi olan seker olarak sukroz ve glikoz, katilastirict olarak agar ve
gelrite kullanmislar ve siirgiin ile kok gelisiminde en iyi sonucu apikal gozler, glikoz ve

gelritin kullan1ldig1 denemeden elde etmislerdir.

Gupta vd. (1997), Hindistan pamuk cesitlerinde farkli eksplantlarin siirgiin ¢cogalimi
tizerine etkisini arastirdiklar1 c¢alismada ¢imlendirilmis bitki filizlerinden kotiledon
icermeyen, tek ve iki kotiledonlu hipokotil olmak iizere li¢ farkli eksplanti farkli
konsantrasyonlarda BA, kinetin, ve 21P ile 0.5 mg/l pyridoksin-HCI, 10 mg/I thiamine-
HCI, 0.5 mg/l nicotinic asit, 2 mg/l glycine, 100 mg/l myo-inositol ve 30 g/l glukoz
iceren MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Daha sonra siirglinler koklenmesi i¢in

NAA iceren ortama aktarilmis ve sonugta tek kotiledonlu siirgiin ug¢larinin en uygun
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eksplant, 22.2 uM BA igeren besin ortaminin siirgiin olusumunda en iyi besin ortami,
2.7 uM NAA’nin koklenme icin en uygun biiylime diizenleyici oldugu belirlenmistir.
Coklu siirgiin olusumunda BA’nin etkili oldugunu, ancak primer ve sekonder siirgiin

olusumunun genotiplere bagli oldugunu tespit etmislerdir.

Nasir vd. (1997), pamukta 19 ¢esidin siirgiin ucu eksplantin1 ¢alismislar ve en yiiksek
siirglin gelisiminin 0.46 mM kinetin ve koklenmenin ise 2.68 mM NAA iceren MS
ortaminda oldugunu tespit etmislerdir. Daha sonra gelisip koklenen siirgiin uglarini
topraga aktarmislardir. Bu metodoloji ile pamugun meristem ucu kiiltiirii i¢in basit ve

tekrarlanabilir oldugunu belirtmiglerdir.

Kumar vd. (1998), Coker 310 ¢esidinde somatik embriyogenesis yoluyla seleksiyon
yapmuslar ve lclincii generasyonda elde ettikleri saf hatta Coker 310 FR adim
vermislerdir. Bu hat rejenerasyon yetenegi zayif olan Hindistan’ da yetisen MCU 5,
MCU 7, Khandwa 2, Bikaneri Nerma, F 846 adli ¢esitlerle melezlenmis ve G.
barbadense L. x G. hirsutum L. Coker 310 FR disindaki F1’ler somatik embriyogenesis

yoluyla rejenere olmustur.

Morre vd. (1998), pamukta 2-20 giin 3 mg/l BA uygulanmig ve kontrol embriyonik
eksende siirgiin gelisimini incelemisler; hormon uygulanmig ortamda eksplant basina
3.4 adet siirgiin elde edilirken, bu konsantrasyonun {izeri ve altindaki ortamlarda ise
siirglin sayisinin diistiigiinii tespit etmislerdir. Sonuclar BA’nin birden fazla siirgiin
olusumunda embriyonik apikal meristem eksenlerini yeniden programlamada dogrudan

sorumlu oldugu gosterilmistir.

Zapata vd. (1999a) calismalarinda, G. hirsutum L. Tamcot Sphinx, elit hat Mar-
Cubghrpis ve Coker 312 gesitlerinde 3-4 giinliik fidelerinin 2-3 mm’lik siirgiin uglarini
0.1 mg/l ve 1 mg/l NAA ve BA igeren 18 farkli ve tam ve 2 MS besin ortamlarina
koymuslardir. Deneme sonunda en yliksek rejenerasyonun biiylime diizenleyici
icermeyen tam MS besin ortaminda ve 2-3 hafta sonra koklenmenin basladigini

bildirmislerdir. Siirgiin uglarinin %58’inin siirgiin olusturdugunu, 6 hafta iginde
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koklendiklerini ve rejenere olan biitiin bitkilerin fenotipik olarak normal ve tohum
olusturduklarni rapor etmislerdir. Sonu¢ olarak, siirgiin ucu eksplanti kullanilarak
rejenerasyonun hizli, basit ve genetik varyasyon riskinin diisiik olmasindan dolay1

transformasyon ¢alismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Zhang vd. (2000), Coker 201 ve CRI 12 ¢esidinde yaprak ve hipokotil eksplantlarini
kullanarak somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu igin etkili ve hizli bir
protokol gelistirmislerdir. Embriyogenik kallus ve somatik embriyolar eksplantlardan
direk elde edilmistir. Direk somatik embriyogenesis elde etmek igin 0.1 mg/l zeatin ve 2
mg/l aktif karbon igeren MS ortami kullanmislardir. 20 giin i¢inde yiiksek frekansta
somatik embriyogenesis elde edilmis ve 60-80 giinde bitkiler rejenere olmustur. Bu
yontemin pamukta doku kiiltiiri ve genetik miihendisligi uygulamalarinda kolaylik

saglayacagini tanimlanmastir.

Zhang vd. (2001)’nin yaptiklar1 ¢alismada, elit Cin pamuk ¢esidi olan Simian-3’de
hipokotil, kotiledon ve kok eksplantlar1 kullanilarak kallustan, yiiksek oranda somatik
embriyo ve rejenere bitkiler elde etmislerdir. En 1yi embriyogenik kallus olusumu 1.0
mg/l 2,4-D, 0.5 mg/I kinetin ve 0.5 mg/l zeatin igeren besin ortaminda olurken, somatik
embriyolarin farklilagsmasi ve ¢imlenmesi igin en iyi ortamin 0,1 mg/l zeatin ile 2 g/l
aktif komiir ilave edilmis MSB (MS tuzlar1 ve BS vitaminleri) olmustur. En yiiksek
embriyogenik kallus olusumu hipokotil eksplantlarindan elde edilmis, somatik embriyo
olusumuna en fazla tepkiyi ise kok eksplanti vermis ve bunu hipokotil izlemistir.
Arastiricilar bu protokolle bitkilerin hipokotil, kotiledon ve kok eksplantlardan 3-4 ay

icinde somatik embriyogenesis ile rejenere edilebildigini gézlemlemislerdir.

Tripathy ve Ready (2002a), 10 farkli Hindistan pamuk ¢esidinin kallus kiiltiirlerinden
bitki rejenerasyonu incelemislerdir. Kallus indiiksiyonu icin epikotil, hipokotil,
kotiledon, yaprak, kok gibi eksplantlar kullanmis ve en uygun eksplantin yaprak
oldugunu belirtmislerdir. Kullandiklar1 farkli bazal ortamlar ve farkli biiylimeyi
diizenleyiciler arasinda 2 mg/I BA ve 2 mg/l [AA iceren MS ortaminin rejenerasyona en

1yi cevap verdigini rapor etmislerdir.
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Tripathy ve Ready (2002b), pamukta yiiksek verime sahip 10 adet Hint kiiltiir
cesidinde farkli biiylime diizenleyici kombinasyonlar1 kullanarak ¢oklu siirgiin
olusumuna etkisini incelemisler ve eksplant basina elde edilen siirglin sayisinin
artmasinda giimiis nitratin (AgNO3) ¢ok onemli rol oynadigini, her bir eksplantta 9.6-
20.5 siirgiin sayis1 elde edildigini belirtmislerdir. Bunun yani sira siirglin sayisindaki
artista genotipin de onemli rol oynadigini vurgulamiglardir. Ayrica bu ¢alismanin kendi
tiirtinde ilk oldugunu ve transgenik pamuk iiretiminde ticari olarak kullanilabilecegini

rapor etmislerdir.

Banerjee vd. (2003), pamukta 6 adet kiiltiir ¢esidinde embriyo ekseni kullanilarak in
vitro bitki rejenerasyonunu tanimlamislardir. 0.4 uM BA ve 0.1 uM NAA ile
desteklenmis MS tuzlari ve Gamborg (B5) vitaminlerinin oldugu ortamda birden fazla
siirglin sayisinin uyarildigini rapor etmislerdir. Daha sonra uzayan siirgiinler 0.5 pM
NAA iceren yarim MS ortaminda koklenmeye alinmig ve koklenen siirglinlerin topraga

alindiktan sonra %92 oraninda hayatta kaldig1 belirtilmistir.

Ikram-ul-Hag ve Zafar (2004)’in c¢alismalarinda Coker-312 ¢esidinde Kkallus
kiiltiirinden en yiiksek embriyo olusumu KNOj iceren, fakat ortamdan NH4NOj3

elemine edildiginde elde etmislerdir.

Ouma vd. (2004), pamukta direk siirglin rejenerasyonunu optimize etmek igin
Deltapine 50 (DP50) ve Stoneville 474 (STV474) ¢esitlerini kullanmislardir. In vitro’da
kiiltiire alinmis 14 giinliik filizlerin hipokotil eksplantlarinda TDZ, NAA ve AgNO3
denemisler; en iyi sonucu DP50 ¢esidinde 0.175 mg/l TDZ, 0.01 mg/l NAA ve 5.1 mg/I
AgNOj3 uygulamasi verirken, STV474 ¢esidinde ise 0.08 mg/l TDZ, 0.01 mg/l NAA ve
10.2 mg/l AgNO3 miktarlari siirgiin olusturmustur.

Rauf vd. (2004), upland pamukta coklu siirgiin eldesine yonelik yaptiklar1 calismada
eksplant olarak kotiledon nodlarini kullanmiglardir. MS besin ortamina ilave olarak 0.1,
0.25, 0.50 ve 0.1 mg/l kinetinin dozlarin1 denemisler ve en yiiksek siirgiin sayisinin

(3.43 adet siirgiin/eksplant) 0.25 mg/l kinetin kullanildiginda tespit etmislerdir. En
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yiiksek kok gelisimi (% 93.3) ve kdk uzunlugunun (5.85 cm) ise MS ortaminda 0.5 mg/1
NAA ve 0.1 mg/l kinetin kullanildiginda olustugunu belirtmisglerdir.

Ikram-ul-Hag (2005), Coker 312 gesidinde somatik embriyogenesis olusumunu
incelemis 2.0 mg/l NAA, 0.1 mg/l zeatin ve 0.1 mg/I kinetin igeren MS ortaminin kallus
olusumu icin en uygun ortam oldugu kabul edilmistir. Kalluslar 6 haftalik oldugunda
0.1 mg/l 2, 4-D, 0.5 mg/l kinetin ortamina aktarilmigtir. NH4NOj3 kallus farklilasmasi
icin 6nemli iken fakat 2 hafta sonunda embriyolar i¢in 6ldiirlicii olmustur. Bununla
birlikte, KNO3; somatik embriyo indiiksiyonu i¢in daha az etkilidir, ancak embriyo
olgunlagmasi i¢in en uygundur. Bu yontemle % 56.51 kotiledon embriyolar1 5 hafta
iginde gelistirilmistir. 0.05 mg/l GAs iceren MS ortaminda koéklendirme igin kiiltiire
alimmistir. Bu metod ile Coker 312 somatik embriyogenesis yoluyla 4-5 ay icerisinde

rejenere olmustur.

Jin vd. (2006), YZ-1, Coker 312 ve Coker 201 ¢esitlerinde hipokotil eksplantlar1 kallus
tesvik ortaminda inokiile edilmistir. Z-1 gesidine ait eksplantlarin % 81.9’u 8-10 hafta
icinde embriyogenik kallus olusturmustur. Kalluslarin 1-3 yil alt kiiltiir stiresince, Coker
312 ve Coker 201 cesitlerinde total embriyo sayisinda kesin bir diisiis ve embriyo
¢imlenme yiizdesinde azalma olmustur. YZ-1 kalluslarinda ise tam tersine uzun zaman

alt kiiltiirden sonra yiiksek frekansl bitki rejenerasyonu meydana gelmistir.

Wang vd. (2006), iki direngli genotip olan G. hirsutum L. cv. CCRI521 ile Zhongzhi
86-6 pamuk cesitlerinde somatik embriyogenez ve bitki rejenerasyonu i¢in bir protokol
gelistirmis olup, 0.01-0.1 mg/l arasinda farkli konsantrasyonlarda kinetin ve 2,4D igceren
MS besin ortaminda yiiksek oranda kallus ve embriyogenik dokular elde etmislerdir.
Somatik embriyolar 0.5 g/l glutamine ve 0.5 g/l asparagine ilave edilmis 2 makro
element MSB siispansiyon besin ortaminda basarili bir sekilde inkiibe edilmistir.
MSB’nin makro element konsantrasyonundaki azalma karamay1 aza indirgemis ve bu
da siispansiyon hiicreleri i¢in faydali olmustur. Somatik embriyolarin bitkilere

dontistimii 0.5 g/l glutamine, 0.5 g/l asparagin, %3 sukroz ilave edilmis ve 6.0 mg/I agar
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ile katilagtirtlmis ortamda saglanmistir. Bu protokol ile bitki rejenerasyon orant

CCRI521 gesidinde % 19.6 iken, Zhongzhi 86-6’da % 18.5 olmustur.

Abdellatef ve Khalafalla (2007), yedi giinliik pamuk fidelerinden kotiledon ve apikal
meristemden yoksun kotiledon nodlar1 kullanmislardir. Siirgiin gelisimi i¢in eksplantlar
kinetin, BA tek basina veya NAA ile birlikte Bs ortami {izerinde kiiltiire alinmistir.
Kinetinin siirgiin ¢ogaliminda BA’dan daha etkili oldugu goriilmiistiir. En iyi sonug 2
mg/L Kin kullanildiginda alinmistir. BA ve Kin, NAA ile birlikte kullanildiginda ¢oklu
sirglin olusumuna negatif etki yaptigi goriilmistlir. Coklu siirgiinlerin uzamasi
hormonsuz yar1 katilastirilmis BS bazal ortaminda saglanmistir. Siirglinler % 2 sukroz,
% 0.8 agar ve 0.1 mg/l NAA iceren yart katilastirtlmis B5 bazal ortaminda

koklendirilmistir. Koklenen siirgiinlerin % 95°1 sera sartlarinda hayatta kalmistir.

Divya vd. (2008), pamugun 8-10 giinliik fidelerinin hipokotil eksplantlarini kullanarak
coklu siirgiin elde etmislerdir. MS basal ortamina ilave olarak 2 mg/l TDZ ve 0.05
mg/INAA edilen besin ortami; eksplant basina 10.6 siirgiin sayisi ve % 76 rejenerasyon
orani ile en etkili rejenerasyon ortami olmustur. Yine sitokininlerden BAP ve kinetin
kombinasyonlarinin da rejenerasyona iyi yanmit verdigini tespit etmislerdir. Ayni
zamanda etilen inhibitorii olan giimiis nitrat (AgNO3) ve aktif karbonun da etkili
oldugunu gostermislerdir. Siirgiinleri 1 mg/l IBA ve aktif karbon igceren 2 MS

ortaminda kdklendirmislerdir.

Khalafalla ve Abdellatef (2008), Sudan elit pamuk ¢esitlerinde in vitro bitki
rejenerasyonu icin gelistirdikleri bir protokole gore 7, 21 ve 35 giinliik fidelerden
kotiledon ve apikal meristemleri ¢ikarilmis eksplant olarak iki dormant yan tomurcuk
kullanilmislardir. Eksplant basina maksimum siirgiin sayis1 (2.8 siirgiin/eksplant) 35
giinliik fidelerden 0.1 mg/l BA ve 2.5 mg/I kinetin igeren Gamborg (B5) bazal ortami
kullanilarak elde edilmistir. Siirgiinlerin uzamasi biiylime diizenleyici icermeyen ' BS
ortaminda, siirglinlerin koklenmesi ise biiyiime diizenleyici kullanmadan veya farkli

konsantrasyonlarda 0.1-1.0 mg/l NAA igeren yine yar1 katilastirtlmis %2 B5 ortaminda
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saglanmistir. Bu iglem hizli, giivenilir ve yiliksek frekansli oldugu i¢in gen transferi

tekniklerini uygulamada kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Ozyigit (2008)’in ¢alismalarindaki amag, pamukta eksplantlarin toplam fenol miktarini
tespit etmek; eksplant yas ile toplam fenollerin doku kiiltiirii ve gen transfer sistemleri
arasindaki iliskiyi ortaya koymaktir. Nazilli 84S c¢esidinin 7, 14, 21 ve 28 giinliikk
¢imlenme donemlerinde total fenol miktar1 belirlenmistir. Eksplant olarak kok,
hipokotil, kotiledon ve yapraklar kullanilmistir. Eksplantlar 0.1 mg/1 kinetin iceren MS
ortam1 lizerinde ve 25°C'de floresan 15181 (7.500 lux) altinda 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik 3 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Farkli rejenerasyon oranlari eksplant yas ve
toplam fenol miktarlarina gore elde edilmistir. Rejenere filizler, 1 mg/l IBA ile takviye

edilmis odunsu bitki ortaminda (WPM) koklendirilmistir

Ozyigit ve Goziikirmizi (2008), Nazilli 84S ve Cukurova 1518 gesitlerinin yedi giinliik
filizlerinden bir parga hipokotil iceren kotiledon bogumlar1 farkli kombinasyonlarda
kinetin ve NAA igeren MS besin ortaminda kiiltiire almiglar ve 5 hafta icinde siirgiin ve
kok olusumu gozlemislerdir. En iyi rejenerasyon Nazilli 84S c¢esidinin kotiledon
bogumlarinda 0.1 mg/l KIN ve 1 g/l PVP igeren MS Kkiiltiir ortaminda %80 iken,
Cukurova 1518 ¢esidinde MS 0.1mg/l KIN, 2 mg/l NAA ve 1 g/l PVP igeren MS
ortaminda %75 olmustur. Buna gore iki genotip arasinda Onemli bir farklilik
gorilmemistir. Ayrica rejenere olmus genc bitkiler fenotipik olarak normal olup, tohum

olusturmuslardir.

Han vd. (2009)’nin ¢alismalarinda, 5 direngli pamuk ¢esidinde somatik embriyogenesis
ve bitki rejenerasyonuna olanak saglayan bir protokol gelistirmeyi amaglamislardir. En
iyi kallus olusumunun 0.1 mg/1 IBA, 0.1 mg/l KIN ve 0.1 mg/1 2,4-D destekli MSB (MS
+ B5 vitaminleri) ortaminda, embriyogenik kalluslarin ise 0.3 mg/l IBA ve 0.05 mg/l
kinetin igeren MSB ortaminda basarili oldugunu tespit etmislerdir. Somatik
embriyolarin siirgiine dontisimii %2 NH4NO3; (825 mg/l), 2 kat KNO3 (3800 mg/l),
glutamine (2.0 g/l) ve asparagin (0.5 g/l) ilave edilmis MSB ortaminda saglanmistir. Bu
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protokol kallus ¢ikisindan itibaren sera donemine kadar 4-5 ay gibi cok kisa bir

zamanda tamamlanmaistir.

Ozyigit (2009)’in arastirmasinda, Nazilli 84S cesidinde kotiledon, birinci ve ikinci
yaprak bogumlarini hipokotilleriyle birlikte 0.1 mg/l kinetin ilave edilmis MS besin
ortaminda in vitro sartlarda biiylimeye tabi tutmustur. Deneme sonunda her {i¢ eksplant
arasinda Onemli farklar gozlenmis; kotiledon bogumda maksimum siirgiin gelisimi
%74.2 iken, birinci ve ikinci yaprak bogumu alinmis parcalarda siirgiin gelisimi
sirasiyla %60.7 ve % 41.6 olmustur. Biitiin siirglinler 1 mg/l IBA igeren Woody Plant
Medium (WPM) ortaminda koklendirilmis 15-30 giin sonra topraga adapte olma

yetenegine sahip olmustur.

Ozyigit ve Goziikirnuzi (2009), pamukta Nazilli 84S ve Cukurova 1518 gesitlerinin
yedi giinlikk filizlerinden siirgiin ucu eksplantin1 kiiltiire almiglardir. En yiiksek
rejenerasyonun Nazilli 84S (%98) ¢esidinde 0.1 mg/l KI ve 1 g/l polyvinyl pyrolidone
(PVP) igeren MS besin ortaminda, Cukurova 1518 (%94) cesidinde ise 0.1 mg/1 KIN, 2
mg/l NAA ve 1 g/l PVP igeren MS ortamindan elde etmislerdir.

Farahani vd. (2010), Bakhtegan, Zeta-2 ve Bakhtegan X Zeta-2 ¢esitlerinde 7-10
giinliik filizlerin siirgiin ucu eksplantlarina zeatin, kinetin, BAP ve IAA uygulamislar ve
bu protokole gore direk silirglin rejenerasyonunu optimize etmislerdir. Hibrit cesitte
apikal meristemler 0.1 mg/l zeatin ve 2 g/l aktif komiir ilave edilmis MS ortaminda
eksplant basina 7.66 siirgilin sayisi elde edilmistir. En yliksek siirgiin uzunlugu Zeta-2
¢esidinde 2.75 cm iken, en yliksek bogum (4.5 adet) ve yaprak sayisi (3.5 adet) ise Zeta-
2 ve Bakhtegan ¢esidinde elde edilmistir. Her {i¢ genotipin tekrarlanan alt kiiltiirlerinde

sekonder siirgilinler farklilasmis organogenik kiiltiirleri olusturmustur.

Aslam vd. (2010), 5 ticari pamuk (CIM-443, CIM-446, CIM-473, NIAB-Karishma ve
FH-900) ¢esidinde meristem kiiltiirli yoluyla mikroenjeksiyon teknolojisi aracilig ile
transgenik bitki iiretimi i¢in protokol gelistirmislerdir. BS vitamini iceren MS ortaminda

biiyliyen tohumlar ¢imlendikten sonra 5-7 giinliik fidelerden apikal meristemler elde
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edilmistir. Apikal mersitemler i¢in 2 mg/l BA tek basina kullanildiginda siirgiin i¢in en
uygun ortam iken, 2 mg/l KIN ve 1.5 mg/l IAA koklenme ortami olarak kullanilmistir.
CIM-443 ¢esidinde maksimum rejenrasyon saglanirken, FH-900 rejenerasyona en az
cevap veren ¢esit olmustur. Fakat rejenere bitkilerin ¢ogu kdklenmemis ve bu nedenle

fidelere asilama yapilmustir.

Laud vd. (2010), G. arboreum PA 255 ¢esidinde 12 giinliik fidelerin siirgiin ucu ve
kotiledon bogum eksplantlarini 30 mg/1 glucose, 10 mg/1 thiamine, 100 mg/1 inositol ve
BAP, kinetin ve NAA’in bes farkli konsantrasyonunu iceren MS besin ortaminda
kiiltiire almislardir. En yiiksek rejenerasyon oranimi 2.5 mg/l BAP ve 1 mg/l kinetin
kullanarak elde etmisler, siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda sirasiyla

%89.4 ve %82.3 olarak bulmuslardir.

Bazargani vd. (2011)’nin denemelerinde, Sahel ve Varamin adli iki ticari pamuk
¢esidinde siirgiin ucu eksplantini kullanarak ¢oklu siirgiin olusumunu incelemek igin; 3-
4 ginliik filizlerden siirgliin uclarim1 izole etmislerdir. Eksplantlar farkli oranlarda
kinetin ve BAP ile NAA ve BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. 1.5 ay
sonunda her iki ¢esit de 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l BAP ile muamele edilmis
eksplantlardan 3-4’er siirgiin elde edilmistir. Siirgiinler 0.1 mg/l IBA igeren 2MS besin

ortaminda ise koklendirilmistir.

Prasad vd. (2011), Narishima ¢esidinde eksplant olarak embriyolari kullanarak etkili ve
hizli bir rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. Embriyolarin iist kismindan itibaren
dikey olarak yarik olusturulmus ve 2 mg/l BAP ilave edilmis MS ortamina alinmistir.
Stirgiinler iki haftada bir alt kiiltiire alinmis ve 1 mg/l IBA iceren MS ortamina transfer
edilerek koklendirilmistir. Bu ¢alisma ile arastiricilar basarili bir siirgiin rejenerasyonu

elde ettiklerini rapor etmislerdir.

Mushke vd. (2012), 15 adet Hindistan pamuk ¢esidinde 7-12 giinliik fidelerin kotiledon
bogum eksplantlarin1 kullanilarak doku kiiltiiriine en 1yi cevap veren ii¢ cesidi

(RAH9750,TCH1569 ve MCU11) se¢mislerdir. Bu cesitlerde en 1iyi siirgiin ¢ikis1 ve
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¢oklu siirglin olusumu MCUI11 ¢esidinde olmustur. En hizli ve ¢oklu siirgiin olusumu 4
hafta sonra, 1.5 mg/l BA ve 0.1 mg/l NAA’nin birlikte kullanildigt MS ortaminda
saglanmistir. Her eksplantin 6-8 siirgiin verdigi gozlenmistir. Fakat genotipe baglh
olarak koklenmenin yetersiz oldugu goriilmiis, bu nedenle koklenmeyen micro

stirglinler i¢in in vitro agilama yapilarak %901 kurtarilmistir.

Sangannavar vd. (2012a), G. arboreum DLSa-17 ve G. barbadense SB(YF)-425
cesitlerinde apikal dominansinin 6nlenmesiyle kotiledon yan tomurcuklarmin ¢ikist ve
rejenerasyonu iizerine bir ¢aligma yapmislardir. In vitro’da 6-8 giinliik filizlerin siirgiin
uclar1 kesilmis ve BAP ve TDZ ile BAP ve NAA nin farkli kombinasyonlarini igeren
MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bu ¢aligmada biiyiime diizenleyicilerin etkisi, temel

besin ortamindan farkli olmamuistir.

Sangannavar vd. (2012b), Coker 312 g¢esidinde somatik embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonunu arastirmak icin hipokotil ve kotiledon eksplantlarini kullanmislardir.
En erken kallus olusumu hipokotillerde %99 oraninda 0.1 mg/l 2, 4-D ve 0.5 mg/I
kinetin kullanildiginda 10 giin i¢inde olmustur. 55-60 giin sonra kalluslarin embriyo
rettigi rapor edilmistir. 0.01 mg/l 2,4-D ve 0.1 mg/l kinetin destekli MS ortami
kullanildiginda ise kallus kiimeleri iizerinde en yiiksek oranda somatik embriyogenesis
gozlemlenmistir. Embriyolarin olgunlagsmasindan sonra biiyiime diizenleyici icermeyen
MS ortaminda siirglin ve koklerin bitkiye doniisiimii beklenmistir. Daha sonra bitkiler

(1:1) oraninda toprak ve torf karigimina alinmstir.

Ezhilarasi ve Nallathambi (2013), pamukta siirgiin ucu eksplantini1 kullanarak hizli bir
in vitro bitki rejenerasyonu gelistirmislerdir. Coker 310, Coker 312, MCU5 ve SVPR2
genotiplerine ait 7 giinliik fidelerden siirglin ucu izole edilmis ve siirgiin uzamasi i¢in
farkl1 biiylime diizenleyicilerinin bulundugu MS ortami kullanilmistir. Siirglin ucu
rejenerasyonu  bitki genotipi ve Dbiiylime diizenleyicilerine gore degistigi
gbzlemlenmistir. En yiiksek ortalama deger 0.05 mg/l TDZ, 1.0 mg/l NAA iceren MS
ortaminda %98.67 iken; bunu 0.01 mg/l TDZ, 1.0 mg/l NAA igeren MS ortaminda

%95.83 degeri takip etmistir. Siirgiin uzamas1 yoniinden genotipler karsilastirildiginda
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ise SVPR2 ¢esidi en yliksek ortalama degeri verirken (%83.93), MCUS ¢esidi %81. 07
olmustur. Siirglinler 0.1 mg/l GA3 ve 1.0 mg/l NAA ilave edilmis MS ortaminda yiiksek
oranda (%92.33) koklenmistir. Koklenen bitkiler steril toprak ihtiva eden saksilara
transfer edilmistir. Bitkilerin {izerine polietilen torba geg¢irilmis ve adaptasyon i¢in iklim

odalarina alinmustir.

Pathi ve Tuteja (2013), Narashima adli elit Hindistan pamuk ¢esidinde kalite
karakteristiklerine, biotik ve abiotik stres toleransindaki ilerlemelere yardimci olacak
slirglin rejenerasyonuna ait bir calisma yapmislardir. Bu c¢alismada 2 giinliik ¢cimlenmis
tohumlarin embriyo ucu c¢ikarillarak farkli biliylime diizenleyici igeren ortamlara
koyulmus; 2 mg/l BAP ve 2 mg/l kinetin igeren MS ortaminda maksimum siirgiin
aldiklarim1 kanitlamislardir. Calisma sonunda daha onceki raporlarda rastlanmamis
sekilde maksimum siirgiin sayisinin 16 oldugunu tespit etmislerdir. Siirgiinlerin uzamasi
icin 1.0 mg/l GAs iceren ortamin en uygun oldugunu belirtmislerdir. Siirgiinlerin

koklenmesi ise 1 mg/l IBA igeren ortamda %90 diizeyinde basarilmistir.

2.2 Pamukta Gen Aktarim Calismalar:

Gould ve Magallanes-Cedeno (1998), pamuk bitkisinin 7 giinlikk fidelerinin siirgiin
uclart kullanarak bitkilerin hizli bir rejenerasyonu ve transformasyonu saglanmislardir.
Izole edilen siirgiinler A. tumefaciens’in siiper virulent hatt1 ile inokule edilerek
antibiyotik seleksiyona tabi tutulmustur. Pamuk ¢esitlerinde izolasyon ve inokiilasyona

bagli olarak koklii siirglinler 6-10 hafta i¢inde elde edilmistir.

Zapata (1999b), Texas CUBQHRPIS pamuk ¢esidinde siirgiin ucu eksplantini
kullanarak A. tumefaciens yoluyla transgenik pamuk elde etmislerdir. Eksplantlar
pBI121 plazmidi igeren A. tumefaciens LBA4404 bakteri hatt1 ile inokulasyondan sonra
primer  bitkilerin  rejenerasyonu  kanamisin (100 mg/l) iceren ortamda
gerceklestirilmistir. Transgenik adaylar1 serada gelistikten sonra, T-DNA bdlgesinde
markor gen olan neomisin fosfotransferaz II (nptll) nin ekspresyonu i¢in yapraklarin

tizerinde %2’lik kanamisin kullanarak se¢ilmistir. Yasayan bu bitkilerde DNA blot ile
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analizi yapilmigtir. Ty bitkilerinden ardigik iki generasyonda B-glucuronidase (GUS)
geninin entegrasyonu kanitlanmistir. Transgenik bitkilerde T-DNA’nin birden fazla

kopyasinin oldugu ortaya ¢ikmaistir.

Majeed vd. (2000), CIM-443 pamuk c¢esidinde Agrobacterium ve partikiil
bombardiman metodlarinin kullanilmasiyla viriise direng geni aktarilmistir. Bacillus
thringiensis bakterisinden boceklere direng geni olan crylAb elde edilmistir. Olgun
embriyolar A. tumefaciens ile inokiile edildikten sonra kokiiltivasyona ortamina
yerlestirilmis ve 100 mg/l kanamisin iceren MS ortamina aktarilmistir. Bitkilerin
%9.6’s1 bu secici ortamda geligmistir. Molekiiler ve immiinolojik (Western ve ELISA)
analizlerinde crylAb geninin varligi gosterilmistir. Ayrica bioassey denemelerinde
Lepidoptera takimi Helicoverpa armigera’ya karsi bitkilerin korundugu bildirilmistir.
Bu denemede boceklerin ikinci donem larvalart kullanilmis ve 7 giin i¢inde dldiikleri
rapor edilmistir. Bt ekspresyonu olan bu bitkilerde bu oran %44-89 iken, kontrol
bitkilerde %11 olmustur.

Sunilkumar ve Rathore (2001), pamukta Green Fluorescent Protein (GFP)
ekspresyonunun saglandigi ilk calisma olarak sdylenebilecegini ifade etmislerdir. Bu
calismada kotiledon veya hipokotil eksplantlar1 kullanilmistir. Kotiledon disklerinin
Agrobacterium ile enfeksiyonu en erken 48 saat, 4 giinde maksimum diizeye ulagsmustir.
Pamukta acetosyringone ile transformasyon frekanst arttirnllmistir. Ayrica ko-
kiiltivasyon sicaklig1 olarak 21°C ile 25°C karsilastirildiginda 21°C’de transformasyon
etkinliginin arttigi ortaya ¢ikmustir. LBA4404 bakteri hattinin EHA105°den daha iyi
oldugu kanitlanmistir. Transgen (GFP) ifade eden ve biiyiik olan kalluslarin hayatta
kalma oran1 daha yiiksek bulunmustur. Embriyolar filtre kagit {izerinde besin ortaminda
cimlendirildikten ve iyi bir kok ve yaprak olusumu tamamlandiktan sonra olusan
bitkicikler topraga transfer edilmistir. Molekiiler analizleri yapmadan once kagak
bitkileri elemine etmek igin 50 mg/l kanamisin igeren ortamda se¢im yapilmasi
onerilmistir. PCR analizi ile bitkilerde nptll genine ait zincirin varlig tespit edilmistir.
Sonuglar, 22 bitkinin hepsi 722 bp fragmentinin varligini gostermistir. Southern Blot
analizinde elde edilen sonuglar, T-DNA’nin pamuk genomunun i¢ine entegre oldugunu

ispatlamaktadir.
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Banerjee vd. (2002), NHH-44 ve DCH-32 adli iki Hindistan pamuk c¢esidinde
Agrobacterium araciligiyla veya partikiil bombardimaniyla zigotik embriyo ucunda
GUS geninin gegici ekspresyonu incelemislerdir. A. tumefaciens GV2260 p35S GUS-
INT hattt kullanilmistir. NHH-44 c¢esidinde maksimum ekspresyon orani %14.28
olarak bulunmustur. Bu metot transforme edilmis kallus hatlarinda giiclii bir GUS
aktivitesi ile sonuglanmistir. nptll geninin integresyonu Southern analizleri ile
dogrulanmistir. Partikiil bombardimaninda p35S GUS INT ve pIBGUS plazmidleri ayri
ayr1 uygulanarak gen ekspresyonu basarilmistir. Bombardiman altin mikrotasiyicilar
(1.1 um) kullanarak NHH-44 ¢esidinde %29.16 GUS ekspresyonu ile maksimum degeri

bulunmustur.

Satyavathi vd. (2002), ti¢ adet Hindistan pamuk ¢esidinde A. tumefaciens LBA4404
bakteri hatt1 kullanilarak transformasyon yapmislardir. Bu bakteri hatti raportér gen
GUS-INT ve secici markor olarak nptll tasiyan pBAL2 ikili vektoriinii tasimaktadir.
Organogenesis ile siirglinlerin etkili bir rejenerasyonu i¢in 0.1 mg/l BAP ve 0.1 mg/l
NAA igeren MS+BS5 ortaminin en uygun ortam oldugu belirtilmistir. Siirgiin sayilarinin
artmasi1 ve uzamasi GAj iceren ortamda 3-4 hafta i¢inde saglanmistir. Uzayan siirgiinler
IBA ve 75 mg/l kanamisin igeren ortamda koklendirilmistir. Transgenik bitkiler 12-16
hafta i¢inde elde edilmistir. GUS ve nptll genlerinin varligi histokimyasal GUS analizi
ve PCR ile dogrulanmistir. T-DNA’nin transgenik bitkilerin igerisine entegrasyonu
Southern Blot analizi ile de belirlenmistir. Saksilarda toplam 70-75 transgenik bitki

yetistirilmistir. Bu bitkilerin dol analizi, kalitima ait Mendel kuralin1 géstermistir.

Chaudhary vd. (2003)’nin galismalarinda, Coker 310FR pamuk c¢esidinin genetik
transformasyon i¢in pGSFR binary vektor ve NOS-nptll ve 35S GUS-INT geni igeren
Agrobacterium tumefaciens GV3101 bakteri hattin1  kullanmislardir. 7  giinliik
stirgiinlerden hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 yarim MS ortaminda Agrobacterium ile
enfekte edilmis, eksplantlar 48 saat 22°C” de ko-kiiltivasyon ortaminda bekletilmistir.
50 mg/l kanamisin iceren rejenerasyon protokoliine gore eksplantlarin %78’1 kallus
olusturmustur. Rastgele se¢ilen kalluslar B-glucuronidase (GUS) analizine tabi tutulmus
ve pozitif sonug elde edilmistir. 30 giin sonra kalluslar yine 50 mg/l kanamisin iceren

diger bir ortama alindiginda 30-40 giin sonra kalluslarin %45’1 beyaz ve sarims1 graniil
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embriyogenik kalluslara doniismiistiir. Embriyogenik kalluslar da 25 mg/l kanamisin ve
1.9 mg/l KNOj igeren ortama alindiginda %39 oraninda somatik embriyo olusmustur.
Yapilan GUS analizinde somatik embriyolarin %75’inin {iniform maviye boyandigi
tespit edilmistir. Bu embriyolar yavas bir fiziksel kurumaya tabi tutulmayi takiben taze
ortama transfer edilerek kotiledon uclarindan tek ya da g¢oklu siirgiinler rejenere
olmustur. Rejenere bitkiler Southern Blot analizi ile test edilmistir. Normal ve abnormal
gorliniislii somatik embriyolardan transgenik pamuklarin yiiksek frekansh iiretimi

saglanmustir.

Leelevathi (2004), transgenik bitkiler elde etmek icin Crylla5 genini tasiyan
Agrobacterium ile kokiiltive edilmis embriyogenik kalluslar dehidrasyon stresi ve
antibiyotik seleksiyon altinda 3-6 hafta boyunca kiiltiire almistir. Globular embriyo
kiimelerinin ortalama %75 1 secici ortamlarda goriilmiis ve embriyo olgunlasma
ortaminda bu embriyolar kotiledon embriyolarinin gelismesiyle ¢ogaltim ortaminda
kiiltiire alinmistir. Bu islem sonucunda petri basina 12 bitki elde edilmistir. Bu bitkilerin

%83 1iniin Southern Blot analizi ile transgenik bitki oldugu dogrulanmistir.

Jiang (2004), transgenik pamuk bitkilerini Agrobacterium araciligi ile siirglin apikal
eksplant1 kullanarak elde etmistir. GUS geni ihtiva eden LBA4404 bakteri hattinda
transformasyon oran1 %0.67 iken bar geni igeren EHA105 bakteri hattinda %1.01
olmustur. Aday transgenik bitkiler yaprak GUS analizi, kanamisin ya da herbisit yaprak

testi, PCR ve Southern Blot analizi ile dogrulanmistir.

Wu vd. (2005), pamukta embriyogenik kallusun kullanilmasiyla yiiksek frekansta
Agrobacterium yoluyla transformasyon igin basit bir protokol gelitirmislerdir. Iki Cin
pamuk cesidinin sadece bir ya da iki somatik embriyogenik kallus hattindan
embriyogenik kallus olusmustur. Bu cesitler diisikk embriyogenik potensiyele sahip
olup, ilk kez sentetik Bacillus thuringiensis aktif crylAc ve API-B kimerik genini
tasiyan pBin438 binary vektoriinii igeren LBA4404 A. tumefaciens susu ile inokiile
edilmistir. Embriyonik kalluslar 48 saat ko-kiiltivasyona tabi tutulmus ve 100 mg/l

kanamisin tagiyan ortamda 7-8 hafta seleksiyona tabi tutulmustur. Otuz giin sonra
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somatik embriyo olarak farklilagmasi ve ¢ogalmasi i¢in kanamisin direngli kalluslar alt
kiiltiire alinmistir. Kotiledon embriyolart 100 ml erlenmayere ¢imlenme ve rejenerasyon
igin transfer edilmistir. Aday transformantlar PCR ve Southern Blot analizi ile kontrol
edilmistir. 45 adet rejenere bitki topraga aktarilmis crylAc ve AP1-B kimerik genin aktif
oldugu kanitlanmistir. Bioassay denemesiyle insektisitlere direnglilige bakilmistir.
Transgenik bitkiler pamuk kurdu (Heliothis armigera) larvalarina karsi direngli
cikmiglar, larvalardaki 6liim orant %95.8-%100 olarak bulunmustur. Bu caligmada
Agrobacterium yoluyla pamukta hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 kullanilarak 6 ay

icinde transgenik bitkiler elde edilmistir.

Tohidfar vd. (2005), gen aktariminda chitinase (chi) ve nptll genlerini bulunduran
pBI121 rekombinant binary vektoriinii tasiyan A. tumefaciens LBA4404, EHA101 ve
C58 bakteri hatlar1 ve eksplant olarak ta 7-10 giinliik fidelerin hipokotil eksplantlari
kullanilmistir. Eksplantlar kokiiltivasyon isleminden sonra 50 mg/l kanamisin ve 200
ml/l cefotaxime igeren MS ortamina aktarilmistir. Rejenere olan bitkilerde nptll geninin
ifadesi gozlenmistir. T1 bitkilerde chi ve nptll genlerinin varligi PCR ile tespit
edilmistir. Ayrica aday transgenik bitkilerde chi geninin genoma integresyonu Southern
Blot analizi ile dogrulanmigtir. T1 ve To bitkilerinin yapraklarinda Western immunoblot
analizi ile anti-chitinase-1 polyclonal anti-serum kullanilarak transgenik pamuk
bitkilerinde yaklasik 31 kDa MW (moleculer weight) biiyiikliiglinde immunoreaktif
bandinin varlig1 ortaya ¢ikarilmistir. Transgenik yaprak dokularinda Chitinase spesifik
aktivitesi transgenik olmayanlara gore kat kat daha fazla bulunmustur. Transgenik
hatlarin ham yaprak ekstraktelerinde Verticillium dahliae’ye karsi engelleyici etki

gorilmiistiir.

Guo vd. (2007), Bacillus thuringiensis crylC, cry2A ve cry9C genleri ile bar geni dort
adet upland pamuk g¢esidine (Ekangmian 10, Emian 22, Coker 201 ve YZ1)
Agrobacterium ile transformasyon yoluyla aktarilmistir. Segilebilir bir marker olarak
bar geni ile birlikte dayanikli kalluslarin %84.8’i PCR ile pozitif olarak bulunmus ve
toplam 50 transgenik bitki rejenere olmustur. Sonuglar Southern Blot analizi ile teyit
edilmistir. Transgenik bitkilerin %80’inin herbisite ve boceklere direngli oldugu

bioassey denemeleri ile gosterilmistir.
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Keshamma vd. (2008), bu ¢alisma ile pamukta A. tumefaciens yoluyla gen aktarimi ile
transgenik pamuk bitkileri elde edilmistir. GUS ve nptll geni iceren ve pKIWI105
binary vektorii tasiyan Agrobacterium LBA4404 susu transformasyon ig¢in
kullanilmistir. Cimlenmis fidelerin farklilasmis embriyolarinin apikal meristemleri
Agrobacterium ile infekte edilmistir. Kokiiltivasyondan 5 giin sonra Ty generasyonunda
transformasyonun ilk kanit1 fidelerin GUS histokimyasal analizi ve takibinde polen ve
lintlerin analizi olmustur. T1 transformantlart PCR analizi ile tanimlanmistir ve
Southern ile dogrulanmistir. Gelecek nesillere devami igin tek kopya iceren 3 bitki (T1)
secilmistir. Ty, T, ve T3 generasyonunun molekiiler karakterizasyon ve GUS expresyon
analizleri pamukta transgenik bitkilerin {iretimi i¢in bu metodun uygulanabilirligi

gostermistir.

Tohidfar vd. (2008), boceklere direngli transgenik pamuk iretimi i¢in, hipokotil
eksplantlar1 ile CaMV 35S promotoriiniin  kontrolii altinda crylAb genini igeren
rekombinant pBI121 ikili vektoriinii tasiyan Agrobacterium tumefaciens LBA4404 susu
kullanmiglardir. Neomycin phosphotransferase (nptll) geni secici marker olarak
kullanilmistir. Transforme edilmis kalluslar MS ortaminda 50 mg/l kanamisin ve 200
mg/l cefotaxime ile secilmistir. Aday transgenik kalluslardan rejenere bitkiler elde
edilmis ve PCR ile Southern Blot analizleri ile bitki genomuna crylAb ve nptll
transgenlerinin integrasyonunu teyit etmek i¢in kullanilmistir. Transgenik bitkilerin
yapraklarindan ekstrakte edilen proteinlerin Western immunoblot analizlerinde anti-
crylAb polyclonal anti-serum kullanarak transgenik pamuk hatlarinda yaklasik 67 kDa
molekiiler bliyiikligiine sahip immunoreaktif bir bandin varlig1 gosterilmistir. CrylAc
geni igeren homozigot T2 bitkileri, kontrol bitkileri ile karsilagtirildiginda Heliothis

armigera larvalarina karsiyliksek diizeyde direng gostermistir.

Wu vd. (2008a), CaMV 35S promoter kontrolii altinda sentetik akrep Hector bocek
toksin geni (AaHIT), A. tumefaciens araciligiyla pamuga aktarilmistir. Southern Blot
analizi ile tahmini her genoma 1-3 arasinda transgenin integrasyonu gosterilmistir. PCR
ve Southern Blot analizi ile tek kopya T-DNA tasiyan 7 adet homozigot transgenik hat
secilmistir. Western blot analizi ile total ¢oziinebilir proteinin %0.02-0.43°i4 AaHIT

sentezlemistir. Homozigot olan bu transgenik hatlar pamuk kurdu (Heliothis armigera)
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larvalarint %44-98 oraninda Oldiirmiistir. AaHIT geninin pamuk kurdunun etkin
kontrolinde Bt toksini ve proteinaz inhibitorii genler icin alternatif olarak

kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Wu vd. (2008b)’nin ¢alismalarinda, A. tumefaciens araciligiyla pamuk embriyogenik
kalluslarin transformasyonunu, uygun embriyogenik kalluslarin segilmesi ve etkili bir
ko-kiiltivasyon, seleksiyon ve bitki rejenerasyonu ile gergeklestirmislerdir. 48 saat ko-
kiiltivasyondan sonra sari, gevsek ve ince taneli embriyogenik kalluslarda GUS pozitif
kalluslarin sayis1 gri, kahverengi ve iri tanelilerden daha fazla olmustur. Bu gecici
transformasyonun etkinligi 19°C’de 48 saat boyunca 50 mg/l acetosyringone’un ortama
ilavesi ile artirtlmistir. Kanamisine direngli klonlarmin GUS pozitif oran1 %81.97 olarak
bulunmustur. Normal bitkilerin ¢ogu hizli rejenere olmustur ve rejenere bitkilerin
%72.60°1 GUS pozitif sonu¢ vermistir. Yapilan PCR analizi sonucunda GUS pozitif
bitkilerin %100’ neomycin nptll ve GUS geni bakimindan pozitif sonu¢ vermistir.
Kanamsine direngli farkli kallus hatlarindan rejenere olan bitkilerin Southern Blot
analizinde diisiik kopya sayisi ile hedef genin pamuk genomuna entegre oldugunu

gosterilmistir.

Nandeshwar vd. (2009), Agrobacterium araciligiyla G. arboreum’un siirgiin uglarinin
meristematik  hiicrelerine gen aktarimi  sonucunda ¢oklu siirglin  olusumu
saglanmislardir. Bu ¢aligmada; G. arboreum RG8 ¢esidinin in vitro ¢imlendirilmis 7
glinliik siirgiin eksplantlari crylAc geni ihtiva eden vektorii tagiyan A. tumefaciens ile
bir gece inokiile edildikten sonra 30 mg/l acetosyringone, 100 mg/l myoinositol, 10
mg/l thiamine, ve 30 g/l glikoz iceren MS ortaminda {i¢ giin karanlikta kiiltiire
alinmistir. Ko-kiiltivasyonu takiben eksplantlar 20 mg/l kanamisin i¢eren ayni ortamda
10-12 giin, sonrasinda 50 mg/l kanamisin igeren ortamda bekletilmistir. Eksplantlar
daha sonra 0.1 mg/l kinetin, 100 mg/l myo-inositol, 10 mg/l thiamin ve 30 g/l glukoz
veya 2 mg/l BA, 1 mg/l kinetin, 100 mg/l myo-inositol, 10 mg/I thiamin ve 30 g/l glikoz
igeren ortama aktarilmistir. Alt1 hafta sonra 0.05-0.1 mg/l NAA ve 15 ¢/l glikoz ile
desteklenmis sivi MS koklenme ortamina transfer edilmistir. Koklenen bitkiler topraga

alindiktan sonra PCR ile crylAc geni tespit edilmistir.
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Daud vd. (2009), bu c¢alismada ¢esit olarak Coker 312 ve pCBd4binary plazmidini
tastyan A. tumefaciens LBA4404 bakteri hatti kullanmislardir. pCB4 plazmidi CaMV
35S constitutive promotdr tarafindan kontrol edilen herbisite direng geni bar
icermektedir. Denemede yumurtalik enfeksiyonu araciliiyla polen tiip yolu metodu ve
stirgiin ucu kiiltiirii kullanilarak gen aktarimi yapilmistir. PCR ve Southern Blot
analizleri hedef genlerin genoma entegrasyonunu dogrulamistir. Deneme sonucunda
stirgiin ucu kiltiir metodu yumurtalik enfeksiyon araciligiyla polen tiip yolu metoduna
gore daha yiiksek sonug¢ vermekle birlikte, toprakta gelisen bitki sayis1 hemen hemen

ayni olmustur.

Bakhsh (2010), A. tumefaciens araciligiyla NIAB-846 cesidinin olgun embriyolarinin
siirglin ucu meristemlerine CrylAc genini aktarmistir. Transformasyon igin Rbcs
promotdr ve CrylAc genini igeren pRb-Ac ve 35S promotdr ve crylAc genini iceren
pk2Ac plazmidlerini tasiyan LBA4404 bakteri hattt kullanilmigtir. Siirgiin ucu
meristemleri  ko-kiiltivasyon ortamima alindiktan sonra siirgiin olusturma ve
koklendirme ortamlarmma alimmistir. Daha sonra topraga alinan aday transgenik
bitkilerde GUS, PCR, ELISA ve Southern Blot analizleri ile transgenik bitkiler
dogrulanmistir. Sonuglar crylAc geninin bitkilerin genomuna entegre oldugunu
gostermistir. Ayrica bitki yapraklart Heliothis larvae larvalarma yedirildiginde

larvalarin %60-90 6liimiine neden olmustur.

Khan vd. (2010), tstiin bir lif kalitesine sahipve ¢esitli hibrit pamuklarda disi ebeveyn
olarak kullanilan G. hirsutum Narasimha (NM) ¢esidinde somatik embriyogenesisi
yiiksek frekansta ve tekrarlanabilir bir sistem olarak tanimlamislardir. Eksplant olarak
hipokotil ve kotiledon yapraklarinin her ikisinden de kinetin ve 2-4 D igeren MS
ortaminda embriyonik kallus elde edilmistir. Somatik embriyolar Bs vitamini iceren MS
ortaminda c¢imlendirilmis, zeatin ilavesinin normal gelisim i¢in yararli oldugu
bulunmustur. Embriyogenik kallus eksplant olarak kullanildiginda Agrobacterium
araciligiyla genetik transformasyon igin gelistirilen protokol basarili olmustur. GFP
marker geninin ifadesi ve kararli integrasyonu molekiiler analizler ile teyit edilmistir.
Bu sonuglar, elit ¢esit Narasimha ve ticari ¢esit olarak kullanilan Coker genomu igine

yabanci gen veya genlerin aktariminin kisa bir siirede miimkiin oldugunu géstermistir.
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Afollabi-Balagun vd. (2011), pamukta siirgiin ucundan rejenerasyonu optimize
edilerek Allium sativum’un insektisidal lektin genini pamuga aktarabilmistir. Denemede
3 farkli g¢esit (Samcot 9, Samcot 11 ve Samcot 13) ve farkli yaslarda siirgiin ucu
eksplant1 kullanilmistir. Bitki rejenerasyonunun 16. haftada %85 oraninda genotipten
bagimsiz oldugu gozlemlenmistir. En yiiksek koklenme %47 Samcot 9 ¢esidinde, en
diisiik koklenme ise Samcot 13 ¢esidinde olmustur. GUS geni igeren LBA4404 bakteri
hattt kullanarak transformasyon orani %1.3 olmustur. Ortamda acetosyringone
kullanildiginda GUS  pozitif oran1 %67 degerine ulagmistir. Agrobacterium
konsantrasyonu ve Ko-kiiltivasyon zamani gegici GUS ekspresyonu iizerine etkisi
onemli olmustur. En yiiksek GUS pozitif sayisi OD600’de 0.6 ve ko-kiiltivasyon
stiresinin 3 giin oldugu zaman elde edilmistir. Aday transgenik bitkiler yaprakta GUS
deneyi, kanamisin yaprak testi ve aday gen¢ yapraklarin molekiiler analizleri ile teyit

edilmistir.

Khan vd. (2011), MNH-93 adl1 yerel pamuk ¢esidine gen aktarimi igin, crylAb ve nptll
genlerini tagiyan rekombinant ikili vektor pKMAB’1 igeren A. tumefaciens C58C1
bakteri hattin1 tungsten partikiilleri ile bombardiman etmistir. Transformasyon etkinligi
%0.26 olarak bulunmustur. Primer transformantlar, PCR, Southern Blot ve Western dot
blot yoluyla transgen entegrasyonu ve ifadesi i¢in analiz edilmistir. Gen kopya sayisi
Southern Blot analizi ile tespit edilmistir. Transgenik bitkilerde iiretilen Bt proteininin
total protein igerisindeki orani %0.00 -1.35 arasinda degistigi belirlenmistir. To’dan
elde edilen pozitif tohumlar saha performansimni degerlendirmek igin sera ve tarla
kosullarinda kullanilmistir. Yaprak biotoksite deneyleri genin etkinligini belirlemek i¢in
yapilmustir. Sonuglar, T1 bireylerinde lepidopteralara karsi kayda deger direng seviyesi

(%40-60) sahip oldugunu gostermistir.

Mogali vd. (2011), Sahana ve BC-68-2 gesitlerinde A. tumefaciens pBINIa5S vektoriinii
tagtyaneden EHAL05 susu araciligr iletransgenik bitkiler elde etmek igin bir protokol
gelistirmislerdir. Eksplant olarak 5-7 giinliik fidelerin siirglin ucu tek bir kotiledonu
koparilarak kullanilmistir. Siirgiin uglarindan mikroskop altinda apikal bdolgeleri izole
edilerek agarla katilagtirilmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Transgenik bitkilerde

cryllAS5 geninin mevcudiyeti PCR analizi ile dogrulanmistir. Gen ifade caligmasi
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bioassay denemesi ile desteklenmistir. Denemede transgenik bitkiler transgenik
olmayan bitkilerle karsilastirildiginda 72 saat sonra ikinci donem Helicoverpa armigera
larvalarina kars1 kayda deger sekilde direng gostermistir. Larvalarda 6liim orani pozitif

kontrolde %75 iken, transgenik bitkilerde %76 olmustur.

Dhaka vd. (2013), Agrobacterium yoluyla diploid pamukta siirgiin ucu meristemini
kullanarak c¢oklu siirgiin rejenerasyonu ve transformasyonu takiben gen transfer
protokoliinii gelistirmislerdir. Siirglin ucu eksplanti kullanilarak pamuk bitkisinde tuza
tolerans1 saglamak i¢in Glyoxalase Il geni transfer edilmistir. Glyll geni giiglii bir
promoter olan 35S CaMV niin kontroli altinda pCAMBIA 1304 vektoriine
klonlanmistir. Bu konstrakta higromisine direng i¢in hptll, reporter gen olarak da GUS
geni bulunmaktadir. Transformasyon ic¢in higromisin konsantrasyonu optimize
edilmistir. 10 mg/l higromisin iceren MS ortaminda seleksiyondan sonra dokular
histokimyasal GUS analizi ile test edilmistir. Meristemlerinden rejenere olan siirgiinler
4-6 hafta boyunca kiiltiire alinmis ve koklendirilmis bitkiler sera sartlarina aligtirilmistir.

Gly II genini igeren aday transformantlar PCR analizi ile teyit edilmistir.

Kiani vd. (2013), pamukta T3 generasyonuna kadar kloroplast hedefli crylAc-RB
geninin ekspresyonunu saglamiglarlardir. Laboratuvar ve tarla biyotest denemeleri
Heliothis armigera, Pictinophora scutigera ve Spodoptera frugiperda bocek tiirlerine
kars1 umut veren sonuglar vermistir. Kloroplasttaki rekombinant crylAc-RB proteininin
yerlesimi konfokal lazer tarama mikroskopisiyle kanitlanirken, transgenik pamuk
hatlarinin  yapraklarindan izole edilmis kloroplast¢a zenginlestirilmis protein

orneklerinin ELISA testi ile yliksek oranda hibrit Bt-toksin seviyesini dogrulamistir.

Liu vd. (2013), Sumian 16 elit pamuk c¢esidini crylAc, Galanthus nivalisagglutinin
(GNA) ve secici marker nptll geni iceren p7RPSBK-mGNA-nptll plazmidi ile
transforme etmislerdir. Polen tiipli yolu metoduyla 2 adet fertil transgenik Bt+GNA
bitkileri elde edilmistir. Bt ve GNA genlerinin ekspresyonu molekiiler biyoloji
teknikleri ve Biyotest denemeleri ile dogrulanmistir. Bocek denemeleri, bocek

larvalarma kars1 yiiksek toksik etki ve afit popiilasyonlarinin gelisimini yavaslattigini
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gostermistir. PCR analizi ile her iki bitkide de aktarilan genlerin mendel kuralina gore

ilk dollere gegtigi belirlenmistir.

Bajwa vd. (2014), pamuk lif Kkalitesinin iyilestirilmesi i¢in Calotropis procera
bitkisinden izole edilen CpEXPAS3 geni A. tumefaciens LBA4404 hatt1 araciligiyla lokal
pamuk ¢esidi NIAB-846’ya aktarilmistir. CpEXPA3 geninin transgenik bitkilerdeki
varligi Southern Blot, real-time PCR ve seliilloz analizleriyle belirlenmistir. Ug yil
yapilan tarla ¢alismalar1 sonucunda kontrol bitkilere gore transgenik bitkilerde lif

saglamliginin 6nemli oranda arttig1 gézlenmistir.

Hussain vd. (2014), crylAc ve cry2a genlerinin aktarildigi yerel CIM-482 ¢esidinden
elde edilen Bt-14 ve Bt-17 dolleri Helicoverpa armigera bocek tiirline karsi tarla
sartlarinda test etmislerdir. PCR, ELISA ve western dot blot gibi bazi standart
tekniklerle transforme edilmis Bt geninin varligi ve ekspresyon diizeyi ve dollere gegisi
teyit edilmistir. Bt genlerinin ifadesi hedef boceklere karsi etkin koruma saglamis ve
Helicoverpa armigera larvalarda %70-100 oraninda 6liim gozlenmistir. Transgenik
hatlarin agronomik O6zellikleri transgenik olmayan CIM-482 cesidiyle karsilagtirilmis
olup, morfolojik, agronomik ve lif verimlerine yonelik istatistiksel analizleri yapilmistir.
Ozellikle Bt-17 hattimin umutvar bir hat oldugu ve ileriki boceklere dayaniklilik

1slahinda kullanilabilecegi belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Cahsmada Kullanilan Pamuk Cesitleri

Calismada iilkemizin Giiney ve Ege bdlgelerimizde yaygin olarak iiretilen Ozbek-100,
Ayhan-107, GSN-12, SG-125, BA-119 ve Stoneville 468 cesitleri ile Furkan-1 g¢esit
aday1 kullanilmistir. {lave olarak pamukta siirgiin rejenerasyonu ve gen aktarimi son
derece zor oldugundan, nispeten daha iyi sonuglar veren Coker 312 c¢esidi de
optimizasyon denemelerinde kullanilmistir. Cesitlere ait tohumlar iiretici enstitii ve
firmalardan temin edilmistir. Tohumlar temin edilirken oOzellikle saglikli ve yeni

tohumlarin temin edilmesine 6zen gosterilmistir.

3.2 Tohum Yiizey Sterilizasyonu ve in vitro Cimlendirilmesi

Pamuk siirgiin rejenerasyonu ve gen aktariminda olgun embriyolar ve in vitro ¢imlenen
tohumdan elde edilen farkli eksplantlar kullanildigindan oncelikle tohumlar yiizey
sterilizayonuna tabi tutulmustur. Ik olarak pamuk tohumlar {izerinde bulunan havlar
stilfiirik asit (HoSO4) ile muamele edilerek uzaklastirilmis ve farkli pamuk cesitlerinde

tohum sterilizasyonu i¢in agsagidaki yontemler uygulanmistir.

1. Yontem: Cesme suyunda yaklasik 2 saat bekletilen tohumlar steril kabinde %70’lik
etanolde 3 dakika ¢alkalandiktan sonra steril saf suyla 5 dakika yikanmistir. Daha sonra
tohumlar %20’lik ticari ¢amagir suyu ile 20 dakika muamele edilip 5’er dakika siireyle

steril saf suda 3 kez durulanmustir.

2. Yontem: Tohumlar %10’luk civa kloriir (HgCly) ¢ozeltisinde 10 dakika
calkalandiktan sonra 5’er dakika siireyle 3 kez steril saf suyla yikandiktan sonra %90°l1ik
etanolde 1 dakika bekletilmistir.

3. Yontem: %0.1 HgCl, ve 9%0.1 Sodium dodecyl sulfate (SDS) soliisyonunda 10

dakika calkalanan tohumlar 5’er dakika siireyle 3 kez steril saf suyla yikanmistir.
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4. Yontem: Tohumlar %2 hidrojen peroksit (H,O,) ve steril saf su iginde 10 dakika
muameleden sonra 5 dakika steril saf suda yikanmistir. Daha sonra steril saf su, %0.1
Sodium dodecyl sulfate (SDS) ve %0.1 HgCl, karisimindan olusan ¢6zeltide10 dakika

calkalandiktan sonra, steril saf suda 2’ser kere 5’er dakika siiresiyle yikanmistir.

5. Yontem: Cesme suyunda 1-2 saat beklemis tohumlar steril kabinde %35’lik ¢amasir
suyu (pH 8) ile 30 dakika galkalandiktan sonra steril saf suda 5’er dakika siireyle 4 defa
yikandi.

6. Yontem: Tohumlar %20 hidrojen peroksit (Stok %35 H,0;) ve Tween 20-25 dakika

muameleden sonra 5’er dakika siireyle 4 defa steril saf su ile yikandi.

Steril edilmis tohumlar %3, %2, %1 sukroz igeren ve sukroz igermeyen, pH 5.6-5.8
olan ve %0.8 agar ile katilastirilan MSO besi ortaminda 24°C de 16 saat 151k
fotoperiyodunda magenta kaplarinda ¢imlendirilmistir. Tohum durumuna gore her
magenta kabinda 5-12 arasinda tohum c¢imlenmeye alinmistir. Gerektiginde tohum
¢imlenme ortamina bakteriyel bulagikligi Onlemek igin 500 mg/l Amoklavin®

(Amoksisilin + Klavulanik Asit) tablet ilave edilmistir.

3.3 Gen Aktarimima Uygun Siirgiin Rejenerasyonu

A.tumefeciens ile bitki hiicrelerine gen aktarabilmek igin 6ncelikle bitki eksplantlart
tizerinde bulunan hiicrelerden yiiksek oranda adventif siirglin rejenerasyon sisteminin
gelistirilmesi gerekmektedir. Daha 6nce farkli pamuk ¢esitlerine yapilan gen aktarim
caligmalarinda eksplant olarak en fazla hipokotil, epikotil, siirgiin ucu ve kotiledon
nodlar1 kullanilmistir. Bu c¢alismada o©nceki caligsmalar dikkate alinarak siirgiin
rejenerasyon ve gen aktarim ¢alismalarinda, yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmus
cimlenen pamuk tohumlarindan gelisen siirgiinlere ait hipokotil, epikotil, siirgiin ucu ve
kotiledon bogumlar1 ile yaprak eksplantlar kiiltiire alinmigtir. Denemelerde temel
ortami1 olarak MS mineral tuzlari ile vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962), %3 sukroz

ve %0.8 agar kullamilmistir. Ayrica 500 mg/l Amoklavin, 5 mM Asparagine, etilen
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sentezini durdurmak i¢in Giimiis Nitrat (AgNO;) ve Sodyum Thiosiilfat (Na,S,0)
iceren 20 mM Giimiis Thiosulfat (STS) ve fenolik bilesik olusumu engellemek i¢in 10
mg/l askorbik asit ve 10 mg/l sitrik asit birlikte kullanilmistir. MSO besin ortamlarina
kullanilan eksplant tipine ve Onceki arastirmalarda elde edilen sonuglara gore farkli
oranlarda ve kombinasyonlarda biiylime diizenleyicileri (BAP, KIN, TDZ, picloram,
dicamba, NAA, IBA), sckerler, vitaminler ve katilastiricilar ilave edilmistir. Besin
ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer
basing altinda ve 121°C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir. Tiim kiiltiirler beyaz
floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta ve 24°C sicaklikta
tutulmustur. Elde edilen siirgiinler kesilerek 2 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda
koklendirilerek, oOncelikle igerisinde toprak bulunan kiltiir kaplarina aktarilarak
kapaklar1 kapatilmig ve zaman zaman kapaklari agilarak hava sirkiilasyonu saglanmistir.
4-5 hafta sonra da bitkiler biiyiik saksilara aktarilarak bitki biiyiitme odas1 veya serada

ciceklenerek tohum elde edilmistir.

3.4 AoPR1-CrylAc ve 35S-CrylAc Genlerinin Klonlanmasi

Bu c¢alismadan oOnceki ¢alismalarda AoPR1-crylAc-NosT ve 35S-crylAc-NosT gen
kasetleri seci¢i isaret geni olarak npt-11 geni bulunan A. transformasyon vektorlerine
klonlanmigtir. Ancak, bu calismada secici isaret geni olarak glifosinat amonyum
herbisitine kargi toleransli bar geni kullanilacagindan dolayr AoPR1-crylAc-Nos ve
35S-crylAc-NosT gen kasetleri bar geni igeren pTF101.1 plazmidine klonlanmustir.
pTF101.1 plazmidleri T-DNA bolgesinde bar geni ile birlikte coklu klonlama bdlgesini
icermektedirler. AoPR1-crylAc-NosT ve 35S-crylAc-NosT ekspresyon Kkasetleri
stirastyla pAoPR1Ac ve pRD1Ac vektorlerinden EcoR1, BamHI, EcoRI, Kpnl, EcoRV
ve Hindlll gibi enzimler ile kesilerek, pTF101.1 vektorlerinin T-DNA bolgesinde
bulunan c¢oklu klonlama bdlgesine klonlanmistir.  DNA  pargalarinin  birbirine
baglanmasinda T4 DNA ligaz enzimi kullanilmistir. Her kesim, ligasyon ve PCR
calismasi icin ayri reaksiyon karigimlari hazirlanmistir. Daha sonra vektorler E. coli

icerisinde ¢ogaltilarak, elektroporasyon yontemiyle onceden hazirlanmis kompetant
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Agrobacterium tumefaceins hatlarina aktarilmistir. Klonlama sonucunda elde edilen tim

sonuclar ayrintili olarak bulgular kisminda verilmistir.

3.5 Gen Aktariminda Kullamilacak olan A. tumefaciens Hatlarimin Biiyiitiilmesi ve
Muhafazasi

Derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edilen A. tumefaciens LBA4404, GV2260,
C58C1 ve EHAI105 bakteri hatlarindan bistiirii ucu ile Ornekler alinarak oOncelikle
icerdigi plazmitte bulunan genlerin sagladigi dirence gore 50 mg/l rifamisin, 50 mg/I
kanamisin, 100 mg/l spectinomycin ve 300 mg/l streptomycin segici antibiyotikleri
iceren s1vi NB (Nutrient Broth) besin ortaminda bir gece siiresince 28°C’lik sicaklikta
biyttiilmistir. Daha sonra gelisen bu bakteri kiiltiirlerinden steril lup ile alinan
ornekler secici antibiyotikleri iceren kati NA (Nutrient Agar) ortamina yayilarak tek
koloniler olusturulmustur. Olusan tek kolonilerden 6rnekler alinarak yukaridaki islem
iki defa daha tekrarlanarak bakteri hatlar1 saflastirilmistir. Klonlama sonucunda elde
edilen gen kasetlerini tasiyan gen aktarim vektorleri elektroporasyon yontemiyle

saflastirilan bakteri hatlarina aktarilarak pamuga gen aktariminda kullanilmistir.

3.6 Elektroporasyonla A. tumefaciens Hatlarina Plazmid Aktarim

Elektroporasyondan 6nce “competent” A. tumefaciens hatlar1 elde edilmistir. Competent
bakteri eldesi i¢in Oncelikle bakteri hatlarina gére uygun antibiyotikleri (50 mg/I
rifamisin) iceren kati LB agar besin ortamina yayilarak 28°C kiiltiirde koloniler elde
edilmistir. Daha sonra tek koloni alinarak uygun antibiyotikleri igeren 10 ml sivi LB
besin ortami igeren 50 ml’lik falkon tiipte 28°C’de bir gece biiyiitmeye alinmistir. Bu
kiltiirden 5 ml alinarak, 50 ml LB besin ortami igeren 300 ml’lik erlene aktarilarak,
uygun sicaklikta ODggo= 0.4 (~2-3 saat) olana kadar biyitiilmiistiir. Hiicreler 50 ml’lik
Falcon tiiplere aktarilarak buz iizerinde 20 dakika bakletildikten sonra 4°C 2500 rpm’de
10 dakika santrifiij edilmistir. Cokeltilen bakteri hiicreleri 10 ml 0.1 M CaCl; igerisinde
tekrar ¢oziilerek buz iizerinde 30 dakika bekletildikten sonra tekrar santrifiij edilerek 2
ml soguk 0.1M CaCl; ve %15 gliserol igerisinde tekrar ¢oziilmiistiir. Son olarak bakteri
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hiicreleri 50 ul’lik pargalar halinde 1.5 ml eppendorf tiiplerine konarak kullanilmak
lizere -80°C muhafazaya alinmistir. Elektroporasyon islemi Eppendorf cihazi ile 25 pF,
2.2 kV ve 200 ohms’da yiriitiilmiis olup, 2 ul (100 ng) plazmid DNA ile 100 pl
competant A. tumefaciens hiicreleri ayr1 ayr1 karistirilarak buz tizerine yerlestirilmistir.
Elektroporasyon isleminden sonra 1 ml SOC (2% triptofan, 0.5% yeast extract, 10 mM
NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4 ve 20 mM glikoz) ortami ilave
edilerek 28°C de 200 rpm’de 2-3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler
secici antibiyotikleri igeren kat1 LB besin ortamina yayilarak 28°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmek suretiyle tek koloniler elde edilmistir. Biiyiiyen Agrobacterium kolonilerinin
aktarilan plazmidleri tasiyip tasimadiklart PCR ile teyit edilmistir. Gen aktarim
plazmidlerini tasidigi teyit edilen A. tumefaciens hatlar1 tekrar biiyiitiilerek gen
aktariminda kullanilacak ve uzun siireli muhafaza icin gliserol stoklar1 yapilarak -

80°C'de muhafaza edilmistir.

3.7 Gen Aktariminda Kullanilacak Olan Bakteri Hatlarinin Etkinliklerinin
Tiitiinde Belirlenmesi

A. tumefaciens ile tiitiin bitkisine gen aktarim frekansi ¢ok yiiksek oldugundan dolay1,
gen aktarim c¢alismalarinda model bitki olarak kullanilmaktadir. Bundan dolay1 gen
aktarim frekans1 son derece diisiik olan pamuk bitkisine gen aktariminda kullanilacak
olan LBA4404, GV2260, C58C1 ve EHA105 bakteri hatlarinin etkinlikleri oncelikle
tiitlinde test edilmistir. Titiine gen aktariminda in vitro kiiltiirde 4-5 hafta biiyitiilen
steril Samsun tiitiin ¢esidine ait fidelerinden alinan 0.5 cm ¢apindaki yaprak eksplantlari
kullanilmigtir. A. tumefaciens bakteri hatlart 50 mg/1 rifampisin ve 50 mg/l kanamisin
iceren 10 ml NB besin ortaminda bir gece boyunca biiylitiilmiistiir. Tiitlin rejenerasyon
ortami olarak 1 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA ve 30 g/l seker iceren MS besin maddesi
kullanilmustir. Inokiilasyon igin sivi, ko-kiiltivasyon ve seleksiyon igin de Kkati
rejenerasyon ortami kullanilmistir. Seleksiyon ortamina ise 50 veya 100 mg/1 kanamisin
ve 500 mg/l Amoklavin ilave edilmistir. Amoklavin seleksiyon ortaminda A.
tumefaciens’in gelisimini engellerken, kanamisin ise gen aktarimi yapilan bitki
hiicrelerinin se¢imi i¢in kullanilmistir. In vitro’da gelisen tiitiin yapraklarindan kesilen

0.5 cm capindaki yaprak eksplantlar1 bu inokiilasyon ortamlarinda 30 dakika siireyle
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inokiile edilmistir. Inokiile edilen eksplantlar daha sonra kat1 ko-kiiltivasyon ortamia
aktarilarak 2 giin boyunca kiiltiir odasinda ko-kiiltivasyona tabi tutulmustur. ki giin
sonra eksplantlar ko-kiiltivasyon ortamindan alinarak seleksiyon ortamina aktarilmis ve
kiiltiir odasinda tutulmustur. Inokiilasyondan 4 hafta sonra da kanamisine dayanikli
stirgiin sayimi1 yapilmistir. Gelisen siirgiinlerin transgenik olduklar1 histokimyasal GUS

analizi ile teyit edilmistir.

3.8 A. tumefaciens ile Pamuga Gen Aktarimi

Onceki ve bu caligmalardan elde edilen rejenerasyon sonuglar dikkate almarak gen
aktarim ¢aligmalarinda, ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmus c¢imlenen pamuk
tohumlarindan gelisen siirgiinlere ait hipokotil, epikotil, siirgiin ucu ve kotiledon
bogumlar1 A. tumefaciens ile pamuga gen aktariminda kullanilmugtir. Oncelikle A.
tumefaciens bakteri hatlar1 i¢erdigi binari vektore gore farkli antibiyotikleri igeren 10 ml
NB besin ortaminda bir gece boyunca biiyiitiilmiistiir. Rejenerasyon ortami olarak doku
kiltirii caligmalarinda en yiiksek sonuglart veren besin ortamlar1 kullanilmistir.
Inokiilasyon igin sivi, ko-kiiltivasyon ve seleksiyon i¢in de kati rejenerasyon ortami
kullanilmistir. Seleksiyon ortamina binari vektore gore 100 mg/l kanamisin veya 2 mg/I
fosfinotrisin ve Agrobacterium gelisimini engellemek i¢in de 500 mg/l Amoklavin veya
augmentin ilave edilmistir. In vitro’da ¢imlenen pamuk tohumlarindan gelisen
fidelerden elde edilen farkli eksplantlar 6ncelikle inokiilasyon ortamlarinda 30 dakika
ile 2 saat arasmnda tutulmustur. inokiile edilen eksplantlar daha sonra kati ko-
kiiltivasyon ortamina aktarilarak 2-3 giin boyunca kiiltlir odasinda ko-kiiltivasyona tabi
tutulmustur. 2-3 giin sonra eksplantlar ko-kiiltivasyon ortamindan alinarak seleksiyon
ortamina aktarilmis ve kiiltiir odasinda tutulmustur. Inokiilasyondan 6-8 hafta sonra da
kanamisine veya fosfinotrisine dayanikli siirglin sayimi yapilmistir. Gelisen siirgiinler
kesilerek koklendirme ortaminda koklendirildikten sonra saksilara aktarilarak dis
sartlara alistirllmistir. Bu bitkilerin transgenik olduklar1 histokimyasal GUS veya PCR

analizleriyle teyit edilmistir.
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3.9 Histokimyasal GUS Analizi

Histokimyasal GUS analizi i¢in gen aktarilmis bitki dokular1 37 °C'de 4-12 saat siire ile
100 mM Sodyum fosfat (pH 7,0), 10 mM EDTA, %0,1 Triton X-100 ve 1 mM 5-Broma
4-Chlora-3-Indolyl glucoronide (X-GLUC) igeren soliisyonda inkiibe edilikten sonra, %
70’lik etanolde bekletilmistir. Dokular icerisindeki mavi renge goére GUS aktivitesi
belirlenmistir (Jafferson 1987).

3.10 Transgenik Adayi Bitkilerin PCR ile Teyit Edilmesi

Transgenik aday1 bitkilerin teyit edilmesinde bar, crylAc ve nptll genleri ile AoPR1
promoter bolgesine yonelik dizayn edilmis primerler kullanilmistir. PCR analizi
Thermo Scientific Phine Plant Direct PCR Kit (F-130)’e gore dogrudan bitkilere ait
yaprak Ornekleri kullanilarak yapilmistir. Reaksiyonlar, Biometra T-personal
thermocycler PCR cihazinda gergeklestirilmistir. PCR programi da yine kit klavuzuna
gore yapilmis olup, yalnizca primerlerin baglanma sicakligi degistirilmistir. PCR, kit
protokoliiniin tarif ettigi sekilde direk yaprak dokusu veya yaprak oziitii reaksiyona
ilave edilerek kurulmustur. Reaksiyonlar 2x Phire Plant PCR Bufferdan (1x) 10 pl, her
primerden (10 uM) 1 pl, 0.4 pl Phire Hot Start I DNA polimeraz kullanilarak toplam
20 ul hacime tamamlanarak, asagidaki dongiide oldugu gibi yiiriitilmustiir.

Dongii Basamagi Sicaklik  Zaman Dongii savisi

Baslangig denatiirasyonu 98 °C 5dk

Denatiirasyon 98°C 5sn

Primerlerin baglanmasi 58°C  5sn 40
Uzama 72°C  20sn

Final uzama 72°C  1dk

PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen iiriinler %1.5’luk agaroz jel elektroforezi ile
ayrilmistir. Bunun icin 1.5 g agaroz 100 ml 1XTAE (50X TAE Tamponu: 242 g
Trizma-base, 57.1 ml Glacial asetik asit, 100 ml EDTA pH=8) tamponunda mikrodalga
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firmda ¢ozdiiriilmiistiir. Sicakligi  50-60°C’ye diistiigii zaman DNA’nin UV’de
goriintlilenebilmesi i¢in etidyum bromit eklenmistir. Elektroforez islemi 100 Voltta 1
saatte gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonlandirildiktan sonra jel UV lambasi

tizerinde kontrol edilmis ve fotograflanmustir.

3.11 Transgenik Bitkilerde Bocek Biyotest Analizleri

Denemelerde kullanilan ¢izgili yaprak kurdu (Spodoptera exigua) larvalari, Sanliurfa
ilinde pamuk ve musir yetistiriciligi yapilan alanlardan toplanip, laboratuvar sartlarinda
kiiltiire alinirken, Spodoptera littoralis larvalar1 ise Cankir1 Karatekin Universitesi stok
kiiltiirlerinden temin edilmistir. Yumurtadan ¢ikan larvalar, ince bir firca yardimi ile
toplanarak alt kisminda kurutma kagidi bulunan 10x10x6 cm boyutlarindaki kiivetler
icerisine aktarilmig ve Spodoptera cinsine ait hazirlanan bocek besini veya pamuk
yapraklartyla beslenmislerdir. Bu sekilde her bir kiivette 10 giin beslenen yaklasik 200
civarinda larva bakteriyel enfeksiyon riskine kars1 30’arlik gruplara ayrilarak 20x15x7
boyutlarindaki temiz kiivetlere aktarilmistir. Pre-pupa donemine gelen larvalar
tabaninda talas bulunan 25x40x8 boyutlarindaki kiivetlere alinarak burada pupa
olmalar1 saglanmistir. Pupadan ¢ikan kelebekler her 2 giinde bir %15°lik bal soliisyonu
ile beslenmistir. Kiivetlerin kenar ve kdselerine zik-zak seklinde katlanan beyaz kagit
yapraklart  dizilerek  disilerin  yumurta birakmasi  saglanmistir.  Boceklerin
yetistirilmesindeki tiim asamalar, 25+2 °C sicaklik, %6045 orantili nem ve 16/8

(aydinlik/karanlik) saat 1g1klanma siiresinin saglandig1 inkiibatorde yiirtitiilmiistiir.

Calismada crylAc geni aktarilmis bitkilerin taze yapraklari kopartilarak tabaninda
kurutma kagidi bulunan 90 mm ¢apinda petri kutularia yerlestirilmislerdir. Yapragin
canliligint korumasi i¢in ise sap kismi saf su ile islatilmis pamuk ile sarilmigtir.
Yapragin iizerine ise 10 adet S. exigua 3. donem larva salinarak beslenmeleri saglanmis
ve meydana gelen Oliimler 24 saat ara ile kayit altina alinmistir. Bocek tarafindan
tamamen tiiketilen, deforme olan veya solan yapraklar yenileriyle degistirilmistir.
Kontrolde ise transgenik olmayan pamuk yapragi kullanilmistir. Denemeler 25+2 °C
sicaklikta ve 16/8 (aydinlik/karanlik) sartlarda yiiriitiilmiistiir. Denemeler 3 tekerriirli

olarak kurulmus her bir tekerriirde larva durumuna gore 5-10 adet larva kullanilmistir.
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3.12 istatistik Analizler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, her muamele
icerisinde 5-10 adet eksplant veya bocek larvasinin bulundugu, en az 3 tekerriirden
olusmustur. Denemelerde elde edilen veriler, ilk olarak % o6liim degerlerine ¢evrilmis
daha sonra arcsin transformasyonuna tabi tutulmustur (Zar 1996). Transformasyonu
takiben, degerler ile tek yonlii varyans analizi (ANOVA, P<0,05 ) yapilarak ortalamalar
ve standart hatalar hesaplanmistir. Tiim istatiksel analizler MINITAB Release 14 paket
programi yardimiyla yiiriitilmiistiir (McKenzie ve Goldman 2005).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 AoPR1-crylAc ve 35S-crylAc Gen Kasetlerinin pTF101.1 Vektoriine
Klonlanmasi

Farkli pamuk cesitlerine gen aktariminda farkli gen kasetinin kullanilmasi
amaclanmistir. Bunlardan birincisi pamuk bitkisinde siirekli gen ifadesini saglayacak
olan CaMV35S promotoriinii, crylAc genini ve markor olarak herbisit direncliligi
saglayan bar genini igerecektir. Ikincisi ise, Asparagus officinalis’den izole edilen ve
yaralanmayla uyarilan AoPR1 promotdriinii, crylAc genini ve bar genini igerecektir.
Klonlama kasetlerinin olusturulmasi i¢in ilk asamada araci plazmid olarak pJIT 61

plazmid vektori kullanilmigtir. pJIT 61 vektoriiniin haritasi sekil 4.1'de verilmistir.

Sekil 4.1 pJIT 61 araci plazmidi ve enzim kesim noktalari

pJIT 61 plazmidinde bulunan CaMV35S promotorii Kpn | ve Bam HI enzimleriyle
kesilerek yerine ayni enzim kesim noktalarini igeren AoPR1 promotorii eklenmistir. Bu
sekilde birt CaMV35S promotoriinti iceren, digeri AoPR1 promotorii iceren iki

klonlama kaseti elde edilmistir. Bu kasetlerin sematik gosterimi sekil 4.2°de verilmistir.
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Kpn | EcoRl EcoRV

Amp

l—li

CaMv3ss Camv
promotor terminator

Kpn EcoRl EcoRV

Amp

AoPR1 Camv
promotér terminator

Sekil 4.2 pJIT 61 plazmidi tizerinde yer alan ve biri CaM V35S digeri AoPR1 promotorii

iceren iki farkli kasetin sematik gosterimi

Calismada iki farkli promotdr iceren bu pJIT 61 vektorlerine crylAc geni eklenmistir.
Bu amagla her iki kaset BamHI ve EcoRI enzimleriyle kesilmistir. Ayni sekilde crylAc
genini tasiyan pRD400 plazmidi BamHI ve EcoRI enzimleriyle kesilerek crylAc

kodlama bolgesi ¢ikarilmistir. Kesim reaksiyonu asagidaki gibi hazirlanmustir.

Kesim Reaksiyonu:

DNA 1l ug
H,0 24 ul
10x Tampon S5ul
BamHI (10 U/pl) 0.5 ul
EcoRI (10 U/ul) 0.5 ul
Toplam 50 ul

AOPR1-pJIT 61 plazmidinin kesim reaksiyonundan sonra yiiklendigi agaroz jel

elektroforezi goriintiisii sekil 4.3’de verilmistir. Kesim sonucunda beklenen bant

biiyiikliigii 4135 be’dir.
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Sekil 4.3 AoPR1-pJIT 61 plazmidinin BamHI ve EcoRI enzimleriyle kesiminden sonra
agaroz jel elektroforezi goriintiisi

1. 1 kb markér DNA (Invitrogen)
2. AOPR1-pJIT 61 BamHI/EcoRI kesimi
3. Kesilmemis AoPR1-CrylAc

pRD400 plazmidinin ve CaMV35S-pJIT 61 plazmidinin BamHI ve EcoRI enzimleriyle
kesiminden sonra elde edilen fragmentlerin agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil
4.4°te verilmisgtir. CaMV35S-pJIT 61 plazmidi igin beklenen bant biiyiikligi 3720 b,
crylAc geni i¢in beklenen bant biiytikliigii 1992 bg’dir.

Sekil 4.4 pRD400 plazmidinin ve 35S-pJIT 61 plazmidinin BamHI ve EcoRI enzim
kesimi

1. 1 kb markor

2. AoPR1-CrylAc pRD400 BamHI/EcoRI kesimi

3. CaMV35S-pJIT 61 BamHI/EcoRI kesimi
4. CaMV35S-pJIT 61 kesilmemis
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Agaroz jelde ayrigtirilan BamHI ve EcoRI kesim iiriinleri QIAGEN jel izolasyon kiti
kullanilarak agaroz jelden izole edilmistir. Izolasyon sonrasinda elde edilen bantlar
tekrar agaroz jele yiiklenerek kontrol edilmistir (Sekil 4.5). CrylAc bandi agaroz jelde

cok silik goriinmesine ragmen ligasyon reaksiyonu basariyla ger¢eklesmistir.

4135 bg
3720 bg
1992 bg

Sekil 4.5 BamHI ve EcoRI kesim iiriinlerinin agaroz jelden izole edildikten sonraki
agaroz jel elektroforezi goriintiisii

1. 1 kb markor

2.A0PR1-CrylAc pRD400 BamHI/EcoRlI kesimi sonucunda elde edilen 1992 bg biiyiikliigiindeki bant
3. CaMV35S pJIT 61 BamHI/EcoRI kesimi sonucunda elde edilen 3729 bg biiyiikliigiindeki bant

4. AoPR1 pJIT 61 BamHI/EcoRI kesimi sonucunda elde edilen 4135 bg biiyiikliigiindeki bant

CaMV35S-pJIT 61, AoPR1-pJIT 61 ve crylAc BamHI/EcoRI kesim firlinlerinin
ligasyonu igin asagidaki reaksiyonlar karisimlari hazirlanmis ve reaksiyonlar 16°C’de

gece boyu inkiibe edilmistir.

35S pJIT 61 plazmidi 10 ul AOoPR1 pJIT 61 plazmidi 10 ul
CrylAc geni Sl CrylAc geni 5ul
5xT4 DNA ligaz tamponu 4l 5xT4 DNA ligaz tamponu 4 ul
T4 DNA Ligaz 1 pl T4 DNA Ligaz 1l
Toplam 20 pl Toplam 20 pl

Ligasyon isleminin gerceklesmis oldugu varsayilarak, olusturulan yeni kasetleri,
transformasyonla E. coli DH5a kompetan hiicrelerine aktarilmistir. Transformasyondan

sonra E. coli DH5a kompetan hiicreleri kontrol amaciyla 100, 200 ve 250 ul hacimlerde
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100 pug/ml ampisilin igeren LB agar plaklarina ekilerek 37 °C’de gece boyu inkiibe
edilmistir. CaMV35S-CrylAc-pJIT 61 plazmidini tasiyan 14 koloni, AoPR1-CrylAc-
pJIT 61 plazmidini tasiyan 17 koloni elde edilmistir. Ureyen bu kolonilerden birer
tanesi segilerek PCR analizleri yapilmistir. Tiim reaksiyonlar beklenildigi gibi ¢ikmustir.
PCR reaksiyonlar1 sonucunda beklenen bant biiyiikliikleri CaMV35S promotorii igin
195 bg, AoPR1 promotorii igin 900 bg ve crylAc igin 412 bg’dir (Sekil 4.6).

8 9 10 11 12 13

Sekil 4.6 CaMV35S-CrylAc-pJIT 61 ve AoPR1-CrylAc-pJIT 61 plazmidlerinin 35S,
AO0PR1 ve crylAc primerleriyle kontrolii

1. 1 kb markor

. +K, 35S-pJIT 61 plazmidi, 35S primeri kullanild1 (pozitif bant goriildii)

. —K, 358 primeri kullanild1 (pozitif bant goriilmedi)

. 35S-CrylAc-pJIT 61 plazmidi, 35S primeri kullanildi (pozitif bant goriildii)

. AOPR1-CrylAc-pJIT 61 plazmidi, 35S primeri kullanild1 (pozitif bant gériilmedi)

. +K, AoPR1-pJIT 61 plazmidi, AoPR1 primeri kullanildi (pozitif bant goriildii)

.— K, AoPR1 primeri kullanildi (pozitif bant goriilmedi)

8. 35S-CrylAc-pJIT 61 plazmid, AoPR1 primeri kullamldi (pozitif bant gériilmedi)
9. AOPR1-CrylAc-pJIT 61 plazmid, AoPR1primeri kullanildi (pozitif bant goriildii)
10. + K, AoPR1-CrylAc pRD400 plazmidi, cryl Ac primeri kullanildi (pozitif bant goriildii)
11. - K, cryl Ac primeri kullanildi (pozitif bant gériilmedi)

12. 355-Cry1Ac-pJIT 61 plazmid, cryl Ac primeri kullanildi (pozitif bant goriildii)
13. AoPR1-CrylAc-pJIT 61 plazmid, cryl Ac primeri kullanild1 (pozitif bant goriildit)

~No o owWwN
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Bu asamada olusturulan iki gen kasetinin sematik gosterimi sekil 4.7°de verilmistir.

Kpn | EcoRV
Amp CaMv3ss CrylAc Camv
promotor geni terminator
Kpn | EcoRV
Amp AoPR1 CrylAc Camv
promotor geni terminator

Sekil 4.7 CaMV35S-CrylAc-pJIT 61 ve AoPR1-CrylAc-pJIT 61 plazmidlerinin
sematik gosterimi

Hazirlanan gen kasetlerinin Agrobacterium aracigi ile pamuk cesitlerine aktarilabilmesi

icin pTF101.1binary plazmidi kullanilmistir. pTF101.1 plazmidinin haritasi sekil 4.8’de

verilmistir.
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Sekil 4.8 pTF101.1 Binary vektorii ve restriksiyon kesim bolgeleri

pTF101.1 plazmidinin T-DNA bolgesine 35S-CrylAc ve AoPR1-CrylAc ekspresyon

kasetlerininin klonlanabilmesi icin;
a. pTF101.1 plazmidi dncelikle Smal enzimi ile kesilmistir.

b. Daha sonra alkalen fosfataz ile defosforile edilerek plazmidin kendi tizerine

katlanmasi engellenmistir.

c. Son olarak kesilen plazmid agaroz jele yiiklenip jelden izolasyon kiti ile tekrar

izole edilerek saflagtirilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 pTF101.1 plazmidi ile 35S-CrylAc-plit 61ve AoPR1-CrylAc-plit 61
kasetlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve jelden izole edilmesi

1.1 kb ladder

2. uncut pTF101.1

3. pTF101.1 Smal

4. 355-CrylAc-pJIT 61 Kpnl-EcoRV

5. AoPR1-CrylAc- pJIT 61 Kpnl-EcoRV

Daha once hazirlanan ve sekil 4.7°de gosterilen 35S-CrylAc ve AoPR1-CrylAc

ekspresyon kasetlerinin pJIT 61 plazmidinden izole etmek i¢in asagidaki prosediir

uygulanmustir:

a. Ilk olarak 35S-CrylAc-pJIT 61 ve AoPR1-CrylAc-pJIT 61 plazmidleri Kpnl ve
ECoRV enzimleriyle kesilmistir.

b. Daha sonra kesilen uglari kiit hale getirmek i¢in “end fiiling” yapilmistir.

C. Son olarak agaroz jele yiiklenen kasetler jelden izolasyon Kkiti ile tekrar izole

edilmistir.

Elde edilen bantlar T4 DNA ligaz enzimi ile birbirine baglanarak, transformasyon i¢in
gerekli olan binary vektor olusturulmustur. Kiit u¢clu DNA fragmentlerinin birbirine
baglanmas1 zor oldugundan ligasyon reaksiyonu 14°C’de ve 24 saat siireyle
gerceklestirilmistir. CaMV35S-CrylAc, AoPR1-CrylAc Kkasetlerinin ve pTF101.1

plazmidinin ligasyonu i¢in asagidaki reaksiyon karisimi kullanilmustir.
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pTF101.1 plazmidi 10 pl pTF101.1 plazmidi 10 pl

CaMV35S-CrylAc kaseti 5ul A0PR1-CrylAc kaseti 5ul
5xT4 DNA ligaz tamponu 4 ul 5xT4 DNA ligaz tamponu 4 ul
T4 DNA Ligaz 1 ul T4 DNA Ligaz 1 ul
Toplam 20 ul Toplam 20 pl

Inkiibasyonun ardindan ligasyon karisimi E. coli JM109 kompetan hiicrelerine
aktarilmigtir. Transformasyondan sonra E. coli JM109 hiicreleri kontrol amaciyla 100,
200 ve 250 pl hacimlerde spectinomycin (100 mg/l) ve streptomycin (300 mg/l)
antibiyotikleri iceren LB agar plaklarina ekilerek ve 37 °C’de gece boyu inkiibe
edilmistir. Bu inkiibasyondan sonra AoPR1-CrylAc-pTF101.1 plazmid aktariminda 23
E. coli IMA109 kolonisi tiremistir. crylAc primerleri ile yapilan PCR analizinde de bu
kolonilerden sadece bir tanesinin (15. Koloni) AoPR1-CrylAc-pTF101.1 plazmidini
tasidig1 belirlenmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 AoPR1-CrylAc-pTF101.1 plazmidinin aktarilmasi sonucunda biiyiliyen 23 E.
coli JIMA109 kolonisinde crylAc primerleri ile yapilan PCR analizi.

L: 1kb ladder, PC: +Kontrol AoPR1-CrylAc-pJit 61, NC: —Kontrol, 1-23. koloniler
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35S-CrylAc-pTF101.1 plazmid aktariminda ise 4 E. coli JMA109 kolonisi iiremistir.
CrylAc primerleri ile yapilan PCR analizinde de bu kolonilerden 2 tanesinin 35S-

CrylAc-pTF101.1 plazmidini tasidig1 belirlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 35S-CrylAc-pTF101.1 plazmidinin aktarilmasi sonucunda biiyiiyen 4 E. coli
JMAZ109 kolonisinde crylAc primerleri ile yapilan PCR analizi

. 1 kb ladder

. 1. +K 35SCryl1Ac, 35S primeri
. - Kontrol

. 1. koloni (jm109), 35S primeri
. 2. koloni (jm109), 35S primeri
. 3. koloni (jm109), 35S primeri
. 4. koloni (jm109), 35S primeri

~No ok~ whNE

Pozitif E. coli JMA109 kolonilerine aktarilan AoPR1-CrylAc-pTF101.1 ve 35S-
CrylAc-pTF101.1 plazmidleri farkli primerler kullanilarak teyit edilmistir. Bu teyit

islemine ait jel goriintiileri sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12 Pozitif E. coli JMA109 kolonilerine aktarilan AoPR1-CrylAc-pTF101.1 ve
35S-CrylAc-pTF101.1 plazmidleri farkli primerler kullanilarak teyit edilmesi

1-1Kb ladder

2-(+) Kontrol 35S pJit 61, 35S primeri

3-(-) 35S Kontrol 35S primeri

4-35S crylac ptf101.1 jm109

5-A0PR1 crylAc ptf101.1 jm109

6-(+) Kontrol AoPR1 plit 61, AoPR1 primeri
7-(-) Kontrol AoPR1 primeri

8-35S crylac ptf101.1 jm109, AoPR1 primeri
9-Aoprl crylAc ptf101.1 jm109, AoPR1 primeri
10-(+) Kontrol 35S cyrlAc pjit 61, CrylAc primeri
11-(-) Kontrol, CrylAc primeri

12-35S crylac ptf101.1 jm109, CrylAc primeri
13-Aoprl crylac ptf101.1 jm109, CrylAc primeri

Bu klonlama sonucunda 35S-CrylAc ve AO0PR1-CrylAc eksperesyon Kkasetleri
pTF101.1 binari gen aktarim vektoriiniin T-DNA bolgesine klonlanarak 35S-CrylAc-
pTF101.1 ve AoPR1-CrylAc- pTF101.1 vektorleri elde edilmistir (Sekil 4.13). Bu

plazmidler daha sonra elektroporasyonla A. tumefaciens hatlarina aktarilmistir.
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I ] [ ]
L8 bar ORF TEV 2XCaMV35S CaMmV CrylAc CaMV35S RB
b
I I ] I i
LB bar ORF TEV 2XCaMV35S Camv CrylAc AoPR1 R8

Sekil 4.13 a. CaMV35S promotoriinii igeren birinci klonlama kaseti, b. AoPRI1
promotoriinil iceren ikinci klonlama kaseti

4.2 pTF101.1-35S-CrylAc ve pTF101.1-AoPR1-CrylAc vektorlerinin
Elektroporasyon ile A. tumefaciens Hatlarina Aktarilmasi

Elektroporasyon islemi Eppendorf cihazi ile 25uF, 2.2kV ve 200 ohm’da yiiriitilmistiir.
2 ul (100 ng) pTF101.1-35S-CrylAc ve pTF101.1-AoPR1-CrylAc plazmidleri ile 100
ul competant A. tumefaciens LBA4404, GV2260 ve EHA101 hiicreleri ayr1 ayri
karistirilarak buz iizerine yerlestirilmistir. Elektroparorasyon isleminden sonra 1 ml
SOC ortami ilave edilerek 28°C’de 200 rpm’de 2-3 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kiiltiirler segici antibiyotikleri igeren (100 mg/l spectinomycin ve
300 mg/l streptomycin) kati LB besin ortamina yayilarak 28°C’de 24-48’de inkiibe
edilmek suretiyle tek kolonilere elde edilmistir. Biiyiiyen Agrobacterium kolonilerinin
aktarilan pTF101.1-35S-CrylAc ve pTF101.1-AoPR1-CrylAc plazmidlerini tasiyip
tagimadiklar1 PCR ile teyit edilmistir. PCR isleminde 20 ul PCR soliisyonu igerisine 0.5
uM spesifik primerler, ANTPs 100 uM, 1X PCR tamponu (50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2
ve 10 mM Tris-HCI) ve 1 Unite Taq Polimeraz ilave edilmistir. Daha sonra buz
tizerinde tutulan PCR karisimina bir miktar bakteri kolonisi ilave edilmistir. PCR islemi
94°C’de 4 dakika, 94°C’de 45 saniye, 62°C’de 45 saniye (AoPR1 icin 62°C, crylAc i¢in
55°C ve bar geni igin 60°C) ve 72°C’de 1 dakika ve 35 defa yiiriitiilmistiir. Daha sonra
PCR soliisyonu 1% agaroz jele yiiklenerek UV 15181 altinda gozlenmistir.
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Secici antibiyotikler iceren besin ortaminda gelisen kolonilerde crylAc gen
primerlerinin kullanilmas1 sonucunda 412 bg biiyiikliigiinde bant gozlenmistir (Sekil
4.14). Daha sonra bu pozitif koloniler iizerinde bar geni ve AoPRI1 promotoriine
yonelik PCR sonucunda da sirasiyla 310 ve 900 bg biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir
(Sekil 4.15 ve 4.16). Bu sonuglarla LBA4404, GV2260 ve EHA101 A. tumefaciens
hatlarina  pTF101.1-35S-CrylAc ve pTF101.1-AoPR1-CrylAc plazmidlerinin
aktarildig1 kesin olarak teyit edilmistir. Plazmidleri tasiyan A. tumefaciens hatlar1 tekrar

bliyiitiilerek -80 gliserol stoklar1 yapilmistir.

g - 10 11 12 13 14 15
YT Y e

Sekil 4.14 pTF101.1-35S-CrylAc ve ve pTF101.1-AoPR1-CrylAc plazmidlerininin
aktarildig1 A. tumefaciens hatlarindan crylAc geninin amplifikasyonu.

DNA Ladder Mix (Fermentas)
Pozitif kontrol (plazmid DNA)
Negatif control (Sadece PCR karigimi)
LBA4404 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
LBA4404 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
GV2260 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
GV2260 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
EHA101 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
EHA101 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
10. LBA4404 pTF101.1 35S-CrylAc
11. LBA4404 pTF101.1 355-CrylAc
12. GVV2260 pTF101.1 35S-CrylAc

13. GV2260 pTF101.1 35S-CrylAc

14. EHA101 pTF101.1 35S-CrylAc

15. EHA101 pTF101.1 35S-CrylAc

©COoN>T~wWN P
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Sekil 4.15 pTF101.1-35S-CrylAc ve pTF101.1-AoPR1-CrylAc plazmidlerininin
aktarildig1 A. tumefaciens hatlarindan bar geninin amplifikasyonu

EHA101 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
GV2260 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
LBA4404 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
LBA4404 pTF101.1 35S-CrylAc
GV2260 pTF101.1 35S-CrylAc
EHA101 pTF101.1 35S-CrylAc

Pozitif kont (pTF101.1 AoPR1-CrylAc)
Pozitif kontrol (pTF101.1 35S-Cryl1Ac)
DNA Ladder Mix (Fermentas)

© o N WDNPRE

Sekil 4.16 pTF101.1-35S-CrylAc ve ve pTF101.1-AoPR1-CrylAc plazmidlerininin
aktarildigi A. tumefaciens hatlarindan AoPR1 promotdriiniin amplifikasyonu

DNA Ladder Mix (Fermentas)
LBA4404 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
GV2260 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
EHA101 pTF101.1 AoPR1-CrylAc
Pozitif kontrol (plazmid DNA)

Pozitif kontrol (plazmid DNA)
Negatif control (Sadece PCR karigimi)

NoogkrwdhE
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4.3 Tohum Yiizey Sterilizasyonu ve In Vitro Cimlendirilmesi

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinin ilk asamasi yiizey sterilizasyonu olup, farkl bitki tiirleri ve
eksplantlar1 icin yontem gelistirilmesi Onemli olmaktadir. Yiizey sterlizasyonunda
dokuya en az zarar veren ve bulasiklifi engelleyen en diisiik sterilant dozunun
kullanimas1 son derece onemlidir. Pamuk tohumlar: {izerinde bulunan havlar siilfiirik
asit (H,SO,) ile muamele edilerek uzaklastirilmis ve Materyal ve Yontem boliimiinde
verildigi iizere ylizey sterilizasyonu i¢in 6 farkli yontem denenmistir. Bu yontemlerden
%20 hidrojen peroksit ve Tween 20 igeren 6. yontemde en yiiksek ¢imlenme orani elde
edilmis ve ayn1 zamanda tohumlarin bulagiklik orani en aza indirgenmistir. Ayrica diger
yontemlere gore en saglikli fide gelisimi saglandigi gerekgesi ve civa kloriiriin insan
sagligr acisindan olumsuz etkilerine karsi tercih edilmistir. Daha sonraki tiim
denemelerde bu yontem kullanilmustir (Sekil 4.17). Yiizey sterilizasyona tabi tutulan
tohumlar daha sonra farkli oranlara sukroz igeren MSO besin ortamina aktarilmistir. Bir
hafta siireyle ¢imlendirme sonucunda sucroz igermeyen MSO besin ortaminda
¢imlenme orani % 80.5 iken, %1, %2, %3 sukroz igeren ortamlarda ¢imlenme oranlari
strastyla % 72.7, % 69.4, % 60.6 olmustur. Bu ortamlarda en yiiksek ¢imlenme ve
saglikli fide gelisimi sukroz icermeyen MSO besin ortamindan elde edilmistir (Sekil
4.18 ve Cizelge 4.1)

Sekil 4.17 Tohumlarin yiizey sterilizasyonu
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Cizelge 4.1 Farkli pamuk ¢esitlerine ait tohumlarin seker icermeyen MSO ortaminda
¢imlenme oranlart

Cesit Cimlenme orani (%)
STN-468 38.3
BA-119 39.3
Coker 312 80.5
GSN-12 80.5
Ozbek 100 58.3
Ayhan 107 52.7
Furkan-1 60.0
SG-125 66.6

Yukarida verilen ¢imlendirme ¢alismalarina ilave olarak, farkli katilastirict oranlarinin
ve vitaminlerin de in vitro ¢imlendirme tizerine etkileri test edilmistir. Bu ¢alismada MS
vitaminlerine ilave olarak Gamborg Bs vitaminleri ile katilastirici olarak agar ve
phytagelin farkli konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu denemede GSN-12 ¢esidi
kullanilmis ve en yiiksek ¢cimlenme orant MS mineral ile vitaminlerinin kullanildig1 ve
%0.4 phytagel ile katilastirilan besin ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.18 ve Cizelge
4.2). Cimlendirme ortaminda katilastirict olarak phytagel kullanildiginda g¢imlenme
oraninda 6nemli artiglar gozlenmistir. Bunun nedenin de phytagelin agara gore daha
yumusak olmast ve tohumla temasmnin daha 1iyi olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

|

Sekil 4.18 Pamuk tohumlarinin hidrojen peroksit ile sterilizasyonundan sonra sukroz
icermeyen ve 9%0.4 phytagel ile katilagtirnllmis MSO besin ortaminda
¢imlendirilmesi
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Cizelge 4.2 Farkli vitamin ve katilastiricilarin GSN-12 tohumlarinin ¢imlenme oranina

etkisi
Besin Ortamm Katilastirici Cimlenme oram (%)
MS mineral tuz ve vitaminleri %0.65 Agar 48.1
MS mineral tuz ve vitaminleri %0.8 Agar 72.9
MS mineral tuz ve Bs vitaminleri %0.65 Phytagel 73.5
MS mineral tuz ve Bs vitaminleri %0.4 Phytagel 75.5
MS mineral tuz ve vitaminleri %0.4 Phytagel 96.6

4.4 Pamukta Gen Aktarimina Uygun Siirgiin Rejenerasyonunun Optimizasyonu

Diger bir¢ok bitki tiiriiyle karsilastirildiginda pamuk bitkisinde adventif siirgilin
rejenerasyonu son derece zordur. Bazi ¢esitler diisiik rejenerasyon kapasitesine sahip
olsa da, bunlar lizerinde rejenerasyon protokolleri gelistirilmis ve ¢esitler arasinda
onemli fakliliklar bulunmustur. Ulkemizde yaygin olarak iiretilen pamuk cesitlerinde de
basarili rejenerasyon yontemlerinin gelistirildigi yayinlara rastlanamamistir. Bu ¢alisma
kapsaminda ilk olarak; denemede kullanilacak olan ¢esitlerin farkli eksplantlari, farkl
besin ortamlarinda kiiltiire alinarak gen aktarimina uygun adventif siirgiin rejenerasyon
yontemleri gelistirilmistir. Siirgiin rejenerasyonu igin in vitro’da gelisen bitkiciklere ait
farkli eksplantlar kullanilmistir. Denemeler her petriye 5’er eksplant olacak sekilde 3

tekerriirlii olarak kurulmustur.

4.4.1 Farkh biiyiime diizenleyicilerinin Coker 312 ¢esidinde rejenerasyona etkisi

IIk rejenerasyon denemesinde optimizasyonu icin yalnizca Coker 312 gesitleri
kullanilmistir. Coker 312 ¢esidinin rejenerasyon ve transformasyon orani diger ¢esitlere
gore daha yiiksek oldugundan dolay1 optimizasyon c¢alismalarinda kontrol ¢esit olarak
tercih edilmistir. Optimize edilen yontemler daha sonra diger gesitlere uygulanmstir.

Oncelikle eksplant olarak kullamlan kotiledon bogumu ve hipokotil kisimlari 6-7

72



giinlik fidelerden (Sekil 4.19) izole edilerek steril kabin icerisinde aseptik ortamda
farkl1 biiylime diizenleyicileri igeren ortamlarda kiiltiire alinmis ve bu eksplantlar
iizerinde 2 hafta sonra hipokotillerden kallus olusumu ve 4 hafta sonrada kotiledon

bogumundan siirgiin olusumu gézlenmistir.

Sekil 4.19 In vitro’da gimlenen fidelerden alinan eksplantlar

Siirglin rejenerasyonunun optimizasyonu ig¢in Coker 312 ¢eside ait in vitro ¢imlenen
fidelerden alinan kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlar1 farkli biiyiime
diizenleyiciler igeren MSO besin ortaminda kiiltiire alinmis ve kiiltiir baglangicindan 8-
10 hafta sonra rejenerasyon orani ve eksplant basina siirgiin sayisi belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde hipokotil eksplantlarindan sadece kallus olusumu
gozlenirken siirgiin rejenerasyonu elde edilmemistir (Cizelge 4.3). Diger taraftan
kotiledon bogumlarindan besin ortamina ilave edilen biiylime diizenleyicinin cinsine ve
konsantrasyonuna gore farkli oranlarda siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Tim
sonuclar birlikte degerlendirildiginde Coker 312 ¢esidinde en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu tek basma 0.1 mg/l 2,4-D kullanildignt MSO besin ortamindan elde
edilmistir (Cizelge 4.3). Bunu tek basma 0.125 ve 0.25 mg/l kinetinin kullanildigi

ortamlar takip etmistir.
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Cizelge 4.3 Farkli oranlarda biiylime diizenleyicisi iceren MSO ortaminda kiiltiire alinan
Coker 312 ¢esidinin kotiledon bogumu ve hipokotil eksplantlarindan stirgiin

rejenerasyonu
Biiylime Diizenleyiciler (mg/l) Kotiledon Bogum Hipokotil
2,4-D | KIN TDZ NAA | BAP | Regenerasyon orani | Slrgiin sayisi/ | Kallus
(%) Eksplant olusumu
(%)

0 - - - - 100.0 1 100.0
0.1 - - - - 100.0 3.83 100.0
0.25 - - - - 66.6 1 100.0
0.5 - - - - 50.0 1 16.6
0.75 - - - - 66.6 1 0

1.0 - - - - 66.6 1 0

0 0 - - - 100 1.77 61.07
0.125 0 - - - 100.0 1.11 88.87
0 0.125 - - - 100.0 2.33 55.53
0.125 | 0.125 - - - 88.9 1.36 66.63
0.250 | 0 - - - 100.0 1.11 91.67
0 0.250 - - - 100.0 2.22 23.00
0.250 | 0.250 | - - - 100.0 1.30 100.0
0.125 | 0.250 | - - - 100.0 1 100.0
0.250 | 0.125 | - - - 40.0 1 100.0
- - 0 0 - 100 1.25 62.5
- - 0.125 : 0 - 100.0 1 75.0
- - 0 0.125 - 87.5 1 87.5
- - 0.125 | 0.125 - 0 0 33.3
- - 0.250 : 0 - 0 0 100.0
- - 0 0.250 - 50.0 1 87.5
- - 0.250 | 0.250 ' - 50.0 1 0

- - 0.250 | 0.125 | - 50.0 1 0

- - 0.125 | 0.250 | - 87.5 1 0

- 0 - - 0 100 1 100

- 0 - - 0.125 | 100.0 1.86 100.0
- 0.125 - - 0 100.0 211 0

- 0.125 - - 0.125 | 100.0 1.77 61.07
- 0.25 - - 0.25 | 100.0 1.44 85.0
- 0 - - 0.25 | 100.0 1.40 100.0
- 0.25 - - 0 100.0 1.11 100.0
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4.4.2 Farkh Biiyiime diizenleyicileri ile MS ve sukroz oranlarinin GSN-12
cesidinde rejenerasyona etkisi

Yiirtitilen bu denemede GSN-12 ¢esidinin kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlar
farkli konsantrasyonlarda biiylime diizenleyicileri ile sukroz i¢eren tam ve 2 MS besin
ortaminda kdltiire alinmigtir. Kiiltlir baglangicindan 8-10 hafta sonra rejenerasyon orant
ve eksplant basina siirgiin sayis1 belirlenmistir (Sekil 4.20). Coker 312 ¢esidinde oldugu
gibi hipokotil eksplantlarindan sadece kallus olusumu gozlenmis olup, siirglin
rejenerasyonu elde edilememistir. Gen aktariminda kallus olusumu tek basina bir deger
tasimadig1 icin elde edilen kallus sonuglart verilmemistir. Coker 312 c¢esidi ile
karsilastirildiginda GSN-12 c¢esidinde siirgiin rejenerasyonu daha diisiik bulunmustur.
Cok sayida biiylime diizenleyici kombinasyonu ile farkli sukroz ve MS oranlarinin
kullanildigi bu ¢aligmada en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 0.125 mg/l BAP ve 15 g/

sukroz igeren tam MS besin ortamindan elde edilmistir (Cizelge 4.4).

Sekil 4.20 GSN-12 ¢esidinin kotiledon bogumlarindan 8 hafta sonra siirgiin
rejenerasyonu
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Pamukta in vitro ¢aligmalarda fenolik bilesiklerin fazla olusmasi sonucunda siirgiin
rejenerasyonunun engellenmesi Onemli problemlerden birisi olarak karsimiza
cikmaktadir. Deneme sonuglarina goére tam MS ve 30 g/l sukroz kullanilan besin
ortamindaki eksplantlar fazla miktarda fenolik bilesik salgilarken, 2MS ve 15 g/l
sukroz igeren besin ortamindaki eksplantlarda fenolik bilesik salinimi ¢ok az veya hig

olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.21).

Sekil 4.21 a. Tam MS ve 30 g/l sukroz ve b. 2MS ve 15 g/l sukroz igeren besin
ortaminda fenolik bilesik olusumu

Pamuk c¢esitlerinde en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu veren eksplanti belirlemek igin
GSN-12 ¢esidine ait kotildon bogum, primer yaprak bogumlari, epikotil, kotiledon
yaprak ve sekonder yaprak eksplantlari onceki denemelerde en iyi sonug veren biiylime
diizenleyici kombinasyonlarini iceren MSO besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Calisma
sonucunda kotiledon yaprak, sekonder yaprak ve epikotil eksplanlarinda yiiksek oranda
kallus olusumu gozlenirken, siirgiin rejenerasyonu gozlenmemistir. Bundan dolay1 bu
eskplantlardan elde edilen sonuglar verilmemistir. Kiiltiire alinan kotiledon bogum ve
primer yaprak bogumu eksplantlarindan ise en yiiksek rejenerasyon degerleri yine

kotiledon bogumlarindan elde edilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.4 Farklh oranlarda biiyiime diizenleyici ve sukroz igeren %2 ve tam MSO
ortaminda  kiiltire alinan GSN-12  ¢esidinin  kotiledon  bogumu
eksplantlarindan siirgilin rejenerasyonu

MS Sukroz Biiytime Diizenleyiciler (mg/l) Rej. Orani Siirgiin
(g (%) sayis/
BAP | NAA |KIN |24D |TDZ | Dic. | Pic. Eksplant
0 0 0 0 0 0 0 86.7 1
0.1 0.1 - - - - - 100.0 113
0125 - - - - - - 100.0 1
- - 0125 - - - - 80.0 1
- - - 0.1 - - - 100.0 1
Tam 30 - - 025 0125 - - - 86.7 1
- - 05 0.125 - - 100.0 1
- - - - 0125 - - 53.3 1
- - - - - 025 @ - 0 0
- - 05 - - 05 | - 73.3 1
- - - - - - 025 66 0.66
- - 05 - - - 05 0 0
0 0 0 0 0 0 0 100.0 1
0.1 0.1 - - - - - 93.33 1
0125 - - - - - - 100.0 153
- - 0125 - - - - 100.0 1.06
- - - 0.1 - - - 100.0 1
- 025 0125 - - - 933 1
Tam 15 - - 05 0.125 - - 100.0 1
- - - - 0125 - - 26.7 1
- - - - - 0.25 - 0 0
- - 0.5 - - 05 - 13.3 0.66
- - - - - - 025 6.7 0.33
- - 0.5 - - - 05 0 0
0 0 0 0 0 0 0 73.3 1
0.1 0.1 - - - - - 100.0 1
0125 - - - - - - 100.0 1
- - 0125 - - - - 933 1
- - - 0.1 - - - 100.0 1.06
: - 025 0125 - - - 86.7 1
172 30 - - 05 0.125 - - 100.0 1
- - - - 0125 - - 66.7 1.43
- - - - - 025 @ - 6.7 0.33
- - 0.5 - - 05 - 133 0.33
- - - - - - 025 0 0
- - 05 - - - 05 0 0
0 0 0 0 0 0 0 100.0 1
0.1 0.1 - - - - - 100.0 1
0125 - - - - - - 100.0 1
. - 0125 - - - - 100.0 1
- - - 0.1 - - - 100.0 1
- - 025 0125 - - - 86.7 1
12 15 - - 05 0.125 : - 100 1
- - - - 0125 - - 20.0 0.66
- - - - - 025 | - 6.7 0.33
- - 05 - - 05 - 6.7 0.33
- - - - - - 025 6.7 0.33
- - 0.5 - - - 05 0 0

Dic: Dikamba, Pic: Pikloram, Rej: Rejenerasyon
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Cizelge 4.5 Farkli bliylimeyi diizenleyici kombinasyonlarinin GSN-12 ¢esidinin degisik
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Kotiledon bogum Primer yaprak bogumu
Biiyiime Konsantrasyon
Diizenleyicileri | (mg/l) Rejenerasyon Surlglll/n Rejenerasyon | Siirgiin sayis/
orant (%) Sayls orant (%) Eksplant
Eksplant
Kontrol 0 86.7 1.53 100.0 1
BAP-NAA 0.1-0.1 80.0 1.75 93.3 1.06
KIN 0.125 86.7 1.58 66.7 1
2,4D 0.1 80.0 1.08 80.0 1
2,4 D-KIN 0.125-0.5 86.7 1.25 73.3 1
TDZ 0.125 73.3 2.00 60.0 1

4.4.3 Farkh pamuk cesitlerinin siirgiin rejenerasyon kapasitesinin belirlenmesi

Coker 312 ve GSN-12 ¢esidiyle yapilan denemeler sonucunda en yiiksek rejenerasyon

saglayan eksplantin 6-7 giinlik fidelerden alinan kotiledon bogum oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle Ayhan 107, BA 119, Ozbek 100, STN-468 ve Furkan-1

cesitlerine ait kotiledon bogum eksplantlar1 6nceki ¢aligmalarda en yiiksek sonug veren

biiylime diizenleyici kombinasyonlarini igeren temel besin ortaminda kiiltiire alinmistir.

Yapilan bu c¢alismada cesitler ve biiyiime diizenleyicileri arasinda 6nemli bir fark

gozlenmemistir (Cizelge 4.6). Tiim ¢esitlerde rejenerasyon oranit Coker 312 ve GSN-12

c¢esitlerinden daha diisiik bulunmustur.
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Cizelge 4.6 Farkli pamuk c¢esitlerinin kotiledon bogum eksplantlarindan siirgiin

rejenerasyonu
Biiyiime Diizenleyicileri Kontrol | BAP- Kin 2,4-D |2,4D- TDZ
NAA KIN

Konsantrasyon(mg/l) 0-0 0.1-0.1 |0.125 |0.1 0.125-0.5 |0.125

Rejenerasyon Orani (%) 80.0 100.0 100.0 80.0 100.0 60.0
Ayhan 107

Stirgiin say1s1/ Eksplant 1.06 1.00 1.00 1.13 1.00 1.00

Rejenerasyon Orani (%) 100.0 100.0 100.0 86.7 86.7 40.0
BA 119

Siirgiin sayisi/ Eksplant 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
) Rejenerasyon Orani (%) 46.7 100.0 100.0 100.0 $100.0 26.7
Ozbek 100

Siirgiin sayisi/ Eksplant 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Rejenerasyon Orani (%) 100.0 100.0 100.0 :100.0 :100.0 6.7
STN-468

Siirgiin sayisi/ Eksplant 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.33

Rejenerasyon Orani (%) 100.0 100.0 93.3 100.0 80.0 53.3
Furkan-1

Siirgiin sayisi/ Eksplant 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.06

Rejenerasyon Orani (%) 80.0 100.0 100.0 86.7 80.0 40.0
SG-125

Siirgiin sayisi/ Eksplant 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00

4.4.4 Siirgiinlerin koklendirilmesi ve dis sartlara ahstirilmasi

Gelisen siirgiinler kesilerek 2 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda koklendirilerek,
topraga aktarilmadan oOnce kokleri saf suda bir miiddet bekletilmis, daha sonra
igerisinde toprak bulunan kiiltlir kaplarina aktarilarak kapaklar1 kapatilmis ve zaman
zaman kapaklar1 agilarak hava sirkiilasyonu saglanmistir. 4-5 hafta sonra da bitkiler
bliylik saksilara aktarilarak bitki biiylitme odasinda veya serada ¢iceklenerek tohum

baglamiglardir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 a. siirgiinlerin koklendirilmesi b. koklerin saf suda yikanmasi c. Kdklenen
stirglinlerin dis sartlara aligtiritlmasi d. biiyiiyen bitkilerin saksilara alinmasi
ve tohum baglamasi

4.5 Gen Aktarim Cahismalar

4.5.1 Pamuga gen aktariminda kullanilacak olan bakteri hatlarimin etkinliginin
tiitiinde belirlenmesi

A. tumefaciens ile tiitiin bitkisine gen aktarim frekansi ¢ok yiiksek oldugundan dolayz,
gen aktarim caligmalarinda model bitki olarak kullanilmaktadir. Bundan dolay1 gen
aktarim frekansi son derece diisiik olan pamuk bitkisine gen aktariminda kullanilacak
olan LBA4404, GV2260, C58C1, AgL1l ve EHAI105 bakteri hatlarinin etkinlikleri
oncelikle tiitiinde test edilmistir. Test i¢in kullanilan bu bakteri hatlarinin tamami da
kanamisin antibiyotigine dayaniklilii saglayan se¢ici markor nptll genini tasiyan p35S
GUS-INT plazmidini bulundurmaktadir. GUS geni gen aktarimi yapilan hiicre ve
dokularin maviye boyanmasimi saglarken, icerdigi bitkisel intron geni sayesinde de

Agrobacterium igerisindeki ekspresyonu ortadan kaldirilmistir. Tiitiine gen aktariminda
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in vitro kiiltiirde 4-5 hafta biiyiitiilen steril Samsun tiitiin ¢esidine ait fidelerinden alinan
0.5 cm ¢apindaki yaprak eksplantlar1 kullanilmistir. Inokiilasyondan 4 hafta sonra tiitiin
yaprak eksplantlar lizerinde kanamisine dayanikli transgenik aday: siirgiinlerin sayimi
yapilmistir (Sekil 4.23). Kanamisine dayanikli siirgiinler kesilerek kanamisin iceren
besin ortaminda koklendirilmis (Sekil 4.24) ve koklenen siirgiinler saksilara aktarilarak
iklim odasinda biyiitilmistiir (Sekil 4.25). AgL1 A. tumefaciens hatti digindaki tim
bakteri hatlarinin gen aktarim yeteneklerini muhafaza ettikleri gézlenmistir (Cizelge
4.7). Ancak, bunlardan GV2260, LBA4404 ve EHA105 bakteri hatlarinin etkinliklerin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen GUS pozitif siirglinlerle ilgili GUS ve
PCR analiz sonuglari sekil 4.26-4.27°de verilmistir.

Sekil 4.23 Kanamisine dayanikli siirgiin gelisimi

Sekil 4.24 Kanamisin igeren ortamda transgenik adayi tiitiin bitkilerinin kdklendirilmesi
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Sekil 4.25 iklim odasinda gelisen transgenik tiitiin bitkisi

Cizelge 4.7 Farkli A. tumefaciens hatlariyla inokiile edilen tiitiin yaprak disklerinden
kanamisine dayanikl: siirgiin gelisimi ve GUS sonuglar1

Inokiile Kanamisine o
] . Kanamisine GUS(+)
Bakteri o . edilen dayanikli siirgiin
Binari plazmid dayanikli stirglin
Hatt1 eksplant veren eksplant
siirgiin sayis1 orani1 (%)
sayisi orani (%)
GV2260 p35GUS INT 18 100 150 44
GV2260 pAoPR1 GUS-INT 18 100 153 66.6
LBA4404 | p35S-GUS INT 18 333 200 50.0
EHA 105 | p35S-GUS INT 18 16.6 26 100
C58C1 p35S-GUS INT 18 11.1 4 100
AgL1 p35S-GUS INT 18 0 - -
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Sekil 4.26 Farkli A. tumefaciens hatlariyla tiitiin yaprak disklerinin inokiilasyonu
sonucunda elde edilen kanamisine dayanikli siirgiinlerde GUS geninin
ekspresyonu

Sekil 4.27 Kanamisine dayanikl: tiitiin bitkilerinde nptll geninin varliginin tespiti

M: 100 bp Markér, 1 ve 2 nolu kulvar: nptll geni tasiyan transgenik bitki, PC: Pozitif kontrol, NC:
Negatif kontrol
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4.5.2 A. tumefaciens GV2260 p35S GUS-INT ve GV2260 AoPR1 GUS-INT hatti ile
pamuga gen aktariminin optimizasyonu

Pamuga gen aktariminin optimizasyonunda 6n deneme olarak Coker 312 ve GSN-12
cesitleri kullanilmistir. Steril edilen tohumlar oda sicakliginda bir miktar steril su
icerisinde 1 gece birakildiktan sonra apikal meristem (siirglin ucu), embriyonik eksen,
kotiledon bogum ve yarim kotiledon bogum eksplantlar1 denemeye alinmustir.
Denemede 2 farkli yontem uygulanmistir. Eksplant sekline gore kagit arasi ve
magentada besiyerinde olmak iizere 2 ¢esit ¢imlendirme yapilmistir. Kagit arasinda
33°C’de karanlik ortamda 2-3 giin ¢imlenmeye birakilan fidelerden apikal meristem ve
embriyonik eksen olmak {izere iizere 2 ¢esit eksplant alinmistir. Magentada
¢imlendirilmis 6-7 giinliik bitkilerden ise kotiledon bogum ve yarim kotiledon bogum

eksplantlar1 alinmistir.

Birinci yontemde her iki ¢imlendirme seklinden alinan eksplantlar kullanilmistir.
Eksplantlar Nutrient Broth (NB) s1vi ortaminda 1/25 oraninda seyretilen A. tumefaciens
GV2260 p35S GUS-INT ve GV2260 AoPR1 GUS-INT bakterileri hatti ile inokiile
edildikten sonra 30 dakika yatay calkalayicida hafif¢e inokiilasyona tabi tutulmustur.
Daha sonra apikal meristem ve embriyonik eksen yaralanarak, kotiledon nod ve yarim
kotiledon nod direk inokulasyon ortamina alinmistir. Bu siire sonunda eksplantlardan
fazla suyu ve bakteriyi uzaklastirmak i¢in eksplantlar steril kurutma kagidina alindiktan
sonra ko-kiiltivasyon ortamina alinmistir. Ko-kiiltivasyon ortaminda, tam ve yarim MS
tuzlart ve vitaminleri ile %3 siikroz kullanilmis, pH 5.6-5.8’e¢ ayarlandiktan sonra
ortama katilastirict olarak %0.3 g/l phytagel ilave edilmistir. Otoklav sonrasi ise 100
mM acetosyringone stok soliisyonundan 1 ml/l, 10 mM’lik MES (Morpholinoethane
sulfanic acid analytical grade) stok soliisyonundan 1 ml/l ve 0.1 mg/l Kinetin
eklenmistir. Eksplantlar ko-kiiltivasyon ortaminda bakterinin durumuna gore kontrol

edildikten sonra yaklasik 65 saat bekledikten sonra rejenerasyon ortamina alinmaistir.

Seleksiyon ortami olan rejenerasyon ortaminda ise 0.1 mg/l kinetin, 100 mg/l
Kanamisin ve 500 mg/l Amoklavin igeren tam ve yarim MS tuzlar1 ve vitaminleri ile

%3 sukroz, katilastirict olarak % 0.3 g/l phytagel kullanilmistir. Rejenerasyon ortamina
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almadan Once kok kisimlar1 kahverengilesmis ve uzamis eksplantlar ve fazla yapraklar
kesilmis, ayrica eksplantlarin etrafinda asir1 bakteri gelisimi oldugu durumlarda,
eksplantlar Amoklavin igeren otoklavlanmis steril suda 5-6 dakika yikandiktan sonra
sadece gen aktarilmis siirgiinlerin gelisimini saglamak icin de 50 mg/l kanamisin igeren
rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Siirglinlerin bu konsantrasyona direngli oldugu
diisiniildiigi icin kanamisin miktar1 100 mg/I’ye ¢ikarilmistir. Seleksiyon ortamda
gelisen siirglinler 10 giin sonra 2.5-3 mg/l aktif karbon ilave edilmis, 250 mg/l
Amoklavin igeren ayni rejenerasyon ortamina transfer edilmistir. 3-4 hafta sonra
yapilan gozlemlerde seleksiyon ortaminda bazi bitkilerin koklendigi ve siirgiin
sayilarinin 1-3 arasinda oldugu goriilmiustir (Sekil 4.28). Daha sonra bu siirgiinler
yeterli biiyiikliige eristiklerinde, yaklagik 6-8 hafta sonra in vitro kosullarda 2 mg/l IBA

veya 0.1 mg/l NAA iceren yarim MS ortaminda denenerek koklendirmeye alinmastir.

Sekil 4.28 GV2260 35S GUS INT ile inokiile edilen GSN-12 ¢esidinde 100 mg/I
kanamisin ve 0.1 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA igeren seleksiyon ortaminda
kanamisine dayanikli siirgiin gelisimi
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Ikinci yontemde, kagit arasinda ¢imlendirilmis 2-3 giinliik bitkilerin apikal meristem
bolgelerinde 2 farkli sekilde uygulama yapilmistir. Birinci uygulamada, eksplantlar 6n-
kiiltiir ortam1 olan hormonsuz %3 glukoz ve %0.25 phytajel iceren tam ve yarim MS
ortaminda 24°C’de 151kl1 ortamda 2 giin bekletildikten sonra eksplant yaralanarak 30
dakika inokiilasyona tabi tutulmus ve 0.1 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA iceren ko-
kiiltivasyon ortaminda yaklasik 65 saat bekledikten sonra 100 mg/l Kanamisin ve 500
mg/l Augmentin iceren rejenerasyon ortamina almmustir. Ikinci uygulamada, eksplantlar
yaralanarak direk inokiilasyon ortaminda 30 dakika bekletildikten sonra ayn1 sekilde ko-
kiiltivasyon ortamina ve daha sonra rejenerasyon ortamina alinmistir. Eksplantlar1 ko-
kiiltivasyon optimizasyon ortamina alirken bazi denemelerde X-GLUC ile GUS analizi
yapilmis ve bazi eksplantlarin kok, bazi eksplantlarin gdvde, bazi eksplantlarin ise

slirgline yakin kisminda mavi renge boyanmis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29 GV2260 p35S GUS-INT hatti ile inokiilasyon yapilan eksplantlardan elde
edilen siirgiinlerde histo-Kimyasal GUS analizi

Pamuk bitkisine gen aktariminin optimizasyonu i¢in farkli yontemler, plazmidler,
cesitler ve eksplantlar kullanilmistir. Kullanilan bu yontemlerin 6zeti cizelge 4.8’de
verilmistir. Cizelgeden de gozlendigi gibi 30 g/l sukroz iceren besin ortaminda kiiltiire

alinan apikal meristem eksplantlarinin en yiiksek sonucu verdigi gozlenmistir.
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Cizelge 4.8 Coker 312 ve GSN12 cesitlerinin farkli eksplantlarina farklt GV2260 p35S
GUS-INT ve GV2260 AoPR1 GUS-INT hatlar1 ile gen aktarim

fnokiil GUS GUS()
o d?le?\e Kanamisine Koklenen | analizine | siirgiin
Cesit/Ortam Eksplant Binari Plazmid cksplant dayanikli slirgiin alinan sayist
P siirglin sayis1 | sayist eksplant
sayisi sayisi
Kotiledon p35SGUS-INT 12 10 1 2 0
Coker 312 bogum
MS+30g/l | Yarim p35SGUS-INT 14 10 - 2 0
sucroz kotiledon
e bogum
5 :
E Coker 312 tI)((j)gt:llrer?on p35SGUS-INT 12 12 0
>
= {‘;r;}}MSJr Yarm p35SGUS-INT 18 15 5 2 0
% sukroz Egglllergon
c
a8 Kotiledon p35SGUS-INT 10 10 - 3 0
< | GSN12 bogum
MS+30 9/l yanm p35SGUS-INT 14 9 - 3 0
sukroz kotiledon
bogum
Kotiledon p35SGUS-INT 10 10 - - -
GSN-12 bogum
Yarim MS+
15 g/l Yarim p35SGUS-INT 14 8 - - -
sucroz kotiledon
bogum
Apikal pAOPR1GUS-INT 16 15 1 2 0
GSN-12 meristemi
| Ms+309n
g g sukroz Embriyonik | pAoPR1GUS-INT 14 14 2 3 0
g = Eksen
A 5| asni2 Apikal PAOPRIGUS-INT 18 16 2 2 0
&N Z| yanm MS+ | Meristemi
159/l Embriyonik | pAoPRIGUS-INT 18 17 - 1 0
sucroz Eksen T
Kotiledon p35SGUS-INT 32 27 - 2 2
) GSN12 bogum
2 MS+30¢/l | Yarim p35SGUS-INT 45 27 - 2 2
£ sukroz kotiledon
= bogum
5] i - -
g GSN12 ll)(:gllﬁgon p35SGUS-INT 32 27 2 2
c
& Isarg‘/rf MS* o p35SGUS-INT 25 2 : 2 2
el sukroz kotynledon
bogum
GSN12 Apikal p35SGUS-INT 40 28 6 8 0
22| MS+30g/l | meristem
@ 2| sukroz (Onkiiltiir)
A 5| GsN12 Apikal p35SGUS-INT 50 38 10 22 9
< o | MS+30g/l | meristem
sukroz (Direk)
GSN12 apikal p35SGUS-INT 60 58 - 12 10
2 2| MS+30g/l | meristem
@ 2| sukroz (Direk)
as GSN12 Apikal pAOPR1GUS-INT 13 12 1 9 4
w6 meristem
MS+sukroz (Direk)
GSN12 Apikal pAOPR1GUS-INT 12 12 - 3 0
g’é‘ MS+sukroz | meristem
o2 (Direk)
A £ | GSN12 Apikal p35SGUS-INT 64 47 1 11 0
«© = | MS+sukroz | meristem
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4.5.3 Seleksiyonda kullanilacak olan fosfinotrisin (PPT) miktarinin belirlenmesi

Gen aktarimina baslamadan 6nce, gen aktarilmis siirgiinlerin se¢iminde kullanilan segici
antibiyotik veya herbisitlerin kullanim dozlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu
calismada kullanilan binari plazmidlerde bar geni bulundugundan ve bar geni de
aktarilan bitki hiicrelerini PPT’ye dayanikli hale getirdiginden dolayi, seleksiyon
ortamlarinda kullanilacak olan PPT miktarmin belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Bu amagla pamuk siirgiin apikal meristem eksplantlar1 0 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l ve
4 mg/l PPT igeren rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaklasik 3 hafta sonra
yapilan kontrollerde PPT icermeyen kontrol grubunda rejenerasyon orant %83.3 iken, 1
mg/l ve 2 mg/l PPT igeren ortamda sirasiyla %75 ve %25 olmustur. 3 ve 4 mg/l PPT
iceren ortamda ise rejenerasyon olmamistir (Sekil 4.30). Elde edilen bu sonuclara
dayanarak gen aktarim caligmalarinda seleksiyon ortamlarinda 2 mg/l PPT

kullanilmastir.

Sekil 4.30 Farkli PPT dozlarinin pamukta siirgiin gelisimine etkisi
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45.4 AoPR1-CrylAc ve CaMV35S-CrylAc genlerini tasiyan A. tumefacines
hatlariyla farkhh pamuk ¢esitlerine gen aktarimi

Farkli pamuk ¢esitlerinde gen aktarimina uygun siirglin rejenerasyonu ve GUS geni
iceren A. tumefaciens hatlari ile gen aktarimi optimize edildikten sonra, bar ve crylAc
genlerinin farkli pamuk ¢esitlerine aktarilmasi islemine gecilmistir. Bu amag icin farkl
pamuk cesitlerine ait farkli eksplantlar bar ve crylAc genlerini i¢eren degisik A.
tumefaciens hatlariyla inokiile edilmistir. Kullanilan A. tumefaciens hatlari ve i¢erdikleri

plazmidlerin listesi ¢izelge 4.9’da verilmistir.

Farkli gesitlere ait tohumlardan in vitro ¢imlenen fidelerden elde edilen siirgiin ucu
meristem bolgeleri ¢izelge 4.9’da verilen A. tumefaciens hatlariyla 45 dakika inokiile
edildikten sonra 0.1 mg/l Kinetin,0.1 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren MS
rejenerasyon ortaminda 48 saat ko-kiiltivasyona alinmistir. Ayrica inokiilasyon ve ko-
kiiltivasyon ortamina 100 uM asetosringon ve 10 uM MES (Morpholinoethane sulfanic
acid analytical grade) ilave edilmistir. Besin ortamlar1 %0.3 gelrite ile katilastirilmustir.
Ko-kiiltivasyondan sonra eksplantlar 2 mg/l fosfinotrisin (PPT) ve 500 mg/L
Augmentin iceren ve yukarida verilen segici seleksiyon ve rejenerasyon ortamina
aktarilmigtir. 2 hafta sonra gelisen siirgiinler 2 mg/l PPT, 500 mg/l Augmentin ve 1.5-2
g/l aktif karbon ilave edilen ayni seleksiyon ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Yaklasik 2
hafta sonra stirgiinler 2 mg/l PPT, 500 mg/l Augmentin, 1.5-2 g/l aktif karbon, 0.1 mg/I
Kinetin, 0.1 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren 1/2 MS ortamina aktarilarak
stirgtinlerde kok olusumu gozlenmistir (Sekil 4.31). 4 hafta sonra koklenen bitkicikler
kompost igeren kiiltiir kaplar1 veya saksilara aktarilarak iklim odasinda dis sartlara
alistirilmigtir. Iklim odasinda gelisen bitkiler yaklasik 1 ay sonra daha biiyiik saksilara
aktarilarak seraya alinmistir. Serada bitkiler diizenli olarak sulanmis ve giibreleme
islemleri de yapilmistir. Sera sartlarinda yaklasik 3-4 ay igerisinde bitkiler ¢iceklenerek
tohum olusturmustur (Sekil 4.32).
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Cizelge 4.9 Farkli pamuk cesitlerine gen aktariminda kullanilan A. tumefaciens hatlari
ve icerdikleri plazmidler

A. tumefaciens hatti Binari Plazmid Bulunan Genler

GV2260 pTF101.1 35S-CrylAc/Bar

GV2260 pTF101.1 AoPR1-CrylAc/Bar
LBA4404 pRD400 AoPR1-CrylAc/nptll
LBA4404 pk2Ac 35S-CrylAc-Cry2Ac/nptll

A, tumefacines ile
kotilodon bogum ve
stirgn uglarinin
inokiilasyon ve
ko-kitvasyonu

Rejerenerasyon ortami

Kéklendirme ortami

Sekil 4.31 A. tumefaciens ile farkli pamuk c¢esitlerine gen aktariminda kullanilan
prosediir
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Sekil 4.32 Cry ve bar genlerinin aktarildigi aday transgenik bitkilerin dis sartlara
alistirilmasi ve sera sartlarinda yetistirilmesi

—
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S - i -
|

R a

Cry ve bar/nptll genlerini igeren degisik vektor ve A. tumefaciens hatlariyla farkli
pamuk cesitlerine, farkli zaman dilimlerinde yapilan gen aktarim c¢aligmalarina ait
sonuglar cizelge 4.10-4.11'de verilmistir.  Cizelgelerden de gozlendigi gibi farkl
cesitlere ait siirgiin ucu eksplanti, farkli genleri igeren A. tumefaciens hatlariyla inokiile
edilerek ko-kiiltivasyona tabi tutulmustur. Bu gen aktarim calismalar1 sonucunda farkli
cesitlere ait transgenik aday1 pamuk bitkileri saksilara aktarilarak bitki biiylitme odalar1
ve sera sartlarinda biiyiitiilerek PCR ile teyit edilmistir. Seraya aktarilan bitkilere
diizenli olarak sulama ve gilibreleme yapilmistir. Bu bitkilerden 2-3 ay icerisinde tohum

elde edilmistir (Sekil 4.33).
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Cizelge 4.10 A. tumefaciens GV2260 pTF101.1 35S CrylAc ve GV2260 pTF101.1

A0PR1-CrylAc hatlariyla farkli pamuk cesitlerine yapilan gen aktarim

sonugclari
A~ Fosfinotri- .. Saksi- PCR- PCR-
Cesit | Bakteri/ | Gen Inokiile sin’e Kokle- | |arda AoPRL | Bar | PCR-
; edilen nen iy Cry (+)
Plazmid dayanikli B yasayan (+) bitki | (+) L
eksplant W stirglin | 7.7, o | bitki
stirglin bitki sayl1s1 bitki
Ssay1s1 sayi1sl sayi1sl
Sayisi Sayisi Sayisi
35S-
GSN G‘|\'1:2260 crylAc/Bar 60 30 15 14 - 3 1
12 |fop; | AoPRL 60 33 30 28 3 2 2
' crylAc/Bar
Gv2260 | 5 30 12 12 12 - 1
STN oTF crylAc/Bar
468 AoPR1-
101.1 crylAc/Bar 30 19 9 0 0 0 0
GV2260 | 35S-
Ozbek | pTF crylAc/Bar 30 9 6 5 i 1
100 101.1 AoPR1-
crylAc/Bar 30 6 2 2 0

Cizelge 4.11

A. tumefaciens LBA4404 pRD400 AoPR1 CrylAc ve LBA4404
pk2Ac35S CrylAc/Cry2Ac hatlariyla farkli pamuk cesitlerine yapilan

gen aktarim sonuglari

PCR-
inokiile Kanamisin | Kokle- | Sakstlar-da nptll PCR- PCR-
. . adaptas- AoPR1
Cesit Bakterﬂll Gen edilen dgya__nlkll nen yonu (1_-) ) (+) bitki crylAc
Plazmid eksplant | silirgin surgln saglanan bitki sayisi (+) bitki
sayisl sayisi sayisi bitki sayisi sayisl sayisl
LBA4404/ | AoPR1- 141 96 36 23 1 1 2
GSN pRD400 crylAc/nptll
12 LBA4404/ | 35S-crylAc 123 67 15 10 2 - 1
pk2Ac cry2Ac/nptll
LBA4404/ | AoPR1- 50 34 4 1 0 0 0
STN pRD400 crylAc/nptll
468 LBA4404/ | 35S-crylAc 110 75 25 21 8 - 3
pk2Ac cry2Ac/nptll
LBA4404/ | AoPR1- 94 54 3 2 0 0 0
Ozbek | pRD400 crylAc/nptll
100 LBA4404/ | 35S-crylAc 98 67 8 7 0 - 0
pk2Ac cry2Ac/nptll
LBA4404/ | AoPR1- 100 23 1 1 0 0 0
Ayhan | pRD400 crylAc/nptll
107 LBA4404/ | 35S-crylAc 102 34 7 7 1 - 1
pk2Ac cry2Ac/nptll

92




Sekil 4.33 Biiyiitme kabini ve sera sartlarinda yetistirilerek tohum elde edilen transgenik
bitkiler

4.5.5 Transgenik adayr pamuk bitkilerinin PCR ile teyit edilmesi

Gen aktarim caligmalariyla bir¢ok transgenik adayi pamuk bitkisi elde edilerek sera
sartlarinda biiyiitiilmistiir. Elde edilen bu transgenik aday: bitkilerin transgenik olup,
olmadiklart PCR analizleriyle teyit edilmistir. Transgenik adayr bitkilerin teyit
edilmesinde bar, crylAc ve nptll genleri ile AoPR1 promoter bolgesine yonelik dizayn
edilmis primerler kullanilmistir (Cizelge 4.12). PCR analizi Thermo Scientific Phine
Plant Direct PCR Kit (F-130)’e gore dogrudan bitkilere ait yaprak 6rnekleri kullanilarak
yapilmistir. Reaksiyonlar, Biometra T-personal thermocycler PCR cihazinda
gerceklestirilmistir. PCR programi da yine kit klavuzuna goére yapilmis olup, yalnizca

primerlerin baglanma sicaklig1 degistirilmistir.
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Cizelge 4.12 Aday transgenk bitkilerin teyit edilmesinde kullanilan gen bolgeleri ve
kullanilan primerler

Gen bolgesi Primer baz dizini Cogaltilan gen bdlgesi
uzunlugu (bg)
nptll F-TGG ATT GCACGC AGGTTCTC 750

R-CAA GAA GGC GAT AGA AGG CG

notll F-TTG CTC CTG CCG AGA AAG 459
P R-GAA GGC GAT AGA AGG CGA

bar F- GCACCATCGTCAACCACTA 310
R-ACAGCGACCACGCTCTTGAA

crviAc F-ATGGACAACCCAAACATC 412
y R-TCATGTCGTTGAATTGAATACG

AOPR1 bromoter F-CCG GTACCCTCAGGACTAGACC 900
P R-GGC CAT GGT TAT GTA GCA CCG ATG

Seraya aktarilan farkli ¢esitlere ait toplam 133 adet aday transgenik pamuk bitkisinin
yapilan PCR analizleri sonucunda 48 adedinin aktarilan bar, crylAc ve nptll genleri ile

AoPR1 promoter bolgesini tasidigi teyit edilmistir.

Yapilan bu PCR sonuglariyla ilgili 6rnek jel goriintiileri sekil 4.34-4.57°de verilmistir.
Transgenik olduklar1 kesin olarak teyit edilen bitkiler muhafazaya alinarak, bocek
biyotest analizleri yiirlitiilmiistiir. Transgenik olmayan bitkiler ise otoklavlandiktan

sonra imha edilmistir.

Sekil 4.34 AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan, pRD400 plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatti ile gen aktarimindan elde edilen kanamisine
dayanikli pamuk bitkilerinde AoPR1 promoter varliginin PCR ile teyit
edilmesi

M: Markér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
1-13 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi
2 nolu kulvar: AoPR1 genini tasiyan transgenik bitki (2 nolu bitki)
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Sekil 4.35 nptll ve crylAc/cry2Ac geni tasiyan pk2Ac plazmidi igeren A. tumefaciens
LBA4404 hatt1 ve AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan pRD400
plazmidi igeren A. tumefaciens LBA4404 hatti ile gen aktarimindan elde
edilen kanamisine dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geninin varliginin
PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
1-5 kulvarlar: pRD400 AoPR1 crylAc LBA4404 GSN-12 ¢esidi,

8-17 kulvarlar: pk2Ac 35S crylAc/cry2Ac STN 468 ¢esidi

3,9, 10, 11, 13, 14, 15 ve 16 nolu kulvarlar: nptll genini tagiyan transgenik bitkiler

e R —

——
.- i
e

M+K—K 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.36 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan, pk2Ac plazmidi iceren
A. tumefaciens LBA4404 hatti ile gen aktarimindan elde edilen kanamisine
dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geninin varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markoér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
1-19 kulvarlar: STN 468 ¢esidi

1 ve 2 nolu kulvarlar: nptll genini tagiyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.37 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan, pk2Ac plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen kanamisine
dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geninin varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
20-21 kulvarlar: STN 468 ¢esidi, 22-31 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi
22 nolu kulvar: nptll genini tagiyan transgenik bitki

M +K 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Sekil 4.38 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan, pk2Ac plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen kanamisine
dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geninin varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markoér, +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
17-21 kulvarlar: STN 468 ¢esidi, 22-31 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi
26 nolu kulvar: nptll genini tagiyan transgenik bitki
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Sekil 4.39 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan, pk2Ac plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen kanamisine
dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geninin varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
36-42 kulvarlar: Ayhan 107 gesidi, 35,43-48 kulvarlar: Ozbek 100 gesidi
38 nolu kulvar: nptll genini tagiyan transgenik bitki

9 10 11 12 13 14 15 16 +K

Sekil 4.40 AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen bar geni
iceren pamuk bitkilerinde AoPRI1 promoter varligmin PCR ile teyit
edilmesi

M: Markoér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
1-28 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi
3 ve 19 nolu kulvar: AoPR1 genini tasiyan transgenik bitki
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Sekil 4.41 AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi iceren
A. tumefaciens GV2260 hatti ile gen aktarimindan elde edilen bar geni
iceren herbisite dayanikli pamuk bitkilerinde bar geni varliginin PCR ile

teyit edilmesi

M: Markér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
1-28 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi, 29-30 kulvarlar: Ozbek 100 gesidi
15 nolu kulvar: Bar genini tagtyan transgenik bitki

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4.42 35S promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen bar geni
iceren herbisite dayanikli pamuk bitkilerinde bar geni varligimin PCR ile

teyit edilmesi

M: Markér,+K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA),-K: Negatif kontrol,
1- 10 kulvarlar ve 12-15 kulvarlar: GSN 12 gesidi; 11,16,17: STN 468 ¢esidi.
7, 8 ve 9 nolu kulvarlar: Bar genini tagiyan transgenik bitki
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Sekil 4.43 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan, pk2Ac plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile AOPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan
pRD400 plazmidi igeren A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen
aktarimindan elde edilen cry geni iceren boceklere dayanikli pamuk
bitkilerinde crylAc geni varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,

+B: cry pozitif bitki

pk2Ac LBA4404 35S CrylAc/Cry2Ac 1- 8. kulvarlar: STN 468 cesidi, 9-11. kulvarlar: GSN 12 ¢esidi,
12 nolu kulvar: Ayhan 107 gesidi, 13-14. kulvarlar: AoPR1 LBA4404 crylAc, GSN 12 ¢esidi

2. (2 nolu bitki) kulvar: pk2Ac LBA4404 35S CrylAc/Cry2Ac bakteri hatlarina ait crylAc genini tagiyan
transgenik bitki

9. (22 nolu bitki) kulvar: pk2Ac LBA4404 35S CrylAc/Cry2Ac bakteri hatlarina ait crylAc genini
tagiyan transgenik bitki

12. (38 nolu bitki) kulvar: pk2Ac LBA4404 35S CrylAc /Cry2 Ac bakteri hatlarma ait crylAc genini
tastyan transgenik bitki

14. (3 nolu bitki) kulvar: pRD400 LBA4404 AoPR1 CrylAc bakteri hatlarina ait crylAc genini tagtyan
transgenik bitki

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4.44 35S promoter ve crylAc geni tasiyan, pk2Ac plazmidi igeren A. tumefaciens
LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen pamuk bitkilerinde crylAc
geni varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,

1- 21 kulvarlar STN 468 ¢esidi, 22-29 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi
17 ve 20 nolu kulvarlar: CrylAc genini tastyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.45 AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatti ile gen aktarimindan elde edilen pamuk
bitkilerinde crylAc geni varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markoér (100 bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif Kkontrol,
1-28 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi, 29-30 kulvarlar: Ozbek 100
11 nolu kulvar: CrylAc genini tagiyan transgenik bitki

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4.46 35S promoter ve crylAc geni tasityan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen pamuk
bitkilerinde crylAc geni varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (100 bp),+K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,
1-10 kulvarlar ve 12-15 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi, 16-24 ,11. ve 30. kulvarlar; STN 468 c¢esidi,
25-29 kulvarlar: Ozbek 100 cesidi

14, 23 ve 27 nolu kulvarlar: CrylAc genini tagiyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.47 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan pk2Ac plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatti, AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan
pRD400 plazmidi igeren A. tumefaciens LBA4404 hatti ve AoPR1 promoter
ve crylAc geni tagsiyan PTF101.1 plazmidi iceren A. tumefaciens GV2260
hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen cry geni iceren boceklere dayanikli
pamuk bitkilerinde crylAc geni varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (100 bp),+K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol, pPRD400 LBA4404
A0PR1 CrylAc: 1-20 kulvarlar ve 22-24 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi, 21 nolu kulvar: STN 468, pK2Ac 35S
CrylAc/Cry2Ac 25-27 kulvarlar: STN 468, 28-29 kulvarlar: STN 468 ¢esidi, 30 nolu kulvar: Ayhan 107,
PTF101.1 GV2260 AoPR1 CrylAc 31 nolu kulvar: GSN 12 ¢esidi

2 ve 3. (2 ve 3 nolu bitki) kulvar, 28. (22 nolu bitki) kulvar, 30. (38 nolu bitki) kulvar ve 31. (18 nolu
bitki) kulvar: CrylAc genini tagiyan transgenik bitkiler

101



10 11 12 13 14 15 16 17 18

M +K 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 11* 18" 4B

Sekil 4.48 35S promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatt1 ve AoPR1 promoter ve CrylAc geni tasiyan,
PTF101.1 plazmidi igeren A. tumefaciens GV2260 hatti ile gen
aktarimindan elde edilen bar geni iceren herbisite dayanikli pamuk
bitkilerinde bar geni varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (1 kb bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol, +B: Pozitif Bitki
1-10 ve 12-15 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi, 11. kulvar, 16-24, 31. kulvarlar: STN 468 c¢esidi, 25-30
kulvarlar: Ozbek 100¢esidi, PTF101.1 AoPR1 Cry1Ac 11 vel18 nolu kulvarlar: GSN 12 ¢esidi

PTF101.1 35S CrylAc 4,6,13,14,15,17,21,24,25,28 nolu kulvarlar ve PTF101.1 AoPR1 CrylAc
11*vel8*. kulvarlar: Bar genini tagiyan transgenik bitkiler
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-K M +K 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 29* 9 +K M K

Sekil 4.49 AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatt1 ve 35S promoter ve CrylAc geni tasiyan,
PTF101.1 plazmidi iceren A. tumefaciens GV2260 hatti ile gen
aktarimindan elde edilen pamuk bitkilerinde bar geni varliginin PCR ile
teyit edilmesi

M: Markér (1 kb bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA),-K: Negatif kontrol,

1-28 kulvarlar: GSN 12 cesidi, 29 ve 29*nolu kulvar: Ozbek 100,

PTF101.1 35S CrylAc 9 nolu kulvar: GSN 12 gesidi,

PTF101.1 AoPR1 CrylAc 11,12,14,15,19,23 nolu kulvarlar ve PTF101.1 35S CrylAc 9 nolu kulvar: Bar
genini tagtyan transgenik bitkiler
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M + 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 3* 18"

Sekil 4.50 35S promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatt1 ve AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan,
PTF101.1 plazmidi igeren A. tumefaciens GV2260 hatti ile gen
aktarimindan elde edilen bar geni igeren herbisite dayanikli pamuk
bitkilerinde bar geni varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: Markér (1 kb bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,

1-10 ve 12-15 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi, 11. kulvar, 16-24 kulvarlar ve 31. kulvar: STN 468 ¢esidi,
25-30 kulvarlar: Ozbek 100gesidi, PTF101.1 AoPR1 CrylAc 3* vel8* nolu kulvarlar: GSN 12 ¢esidi
PTF101.1 35S CrylAc 13,16,19, 25 nolu kulvarlar: Bar genini tagiyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.51 35S promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatti ile gen aktarimindan elde edilen bar geni
iceren herbisite dayanikli pamuk bitkilerinde bar geni varliginin PCR ile
teyit edilmesi

M: Markér (1 kb bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol, B: Pozitif bitki,
1-10 ve 12-15 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi; 11., 16-24, 31. kulvarlar: STN 468 ¢esidi;

25-30 kulvarlar: Ozbek 100 cesidi

5,6,7,8,13,14, 15, 16, 17, 19, 23, 25, 28 nolu kulvarlar: Bar genini tagiyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.52 35S promoter ve crylAc geni tasiyan, PTF101.1 plazmidi igeren
A. tumefaciens GV2260 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen bar geni
igeren herbisite dayanikli pamuk bitkilerinde bar geni varliginin PCR ile
teyit edilmesi

M: Markor (1 kb bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,

1-10 ve 12-15 kulvarlar: GSN 12 ¢esidi; 11.,16-17 kulvarlar: STN 468 ¢esidi
4,8, 9, 13 nolu kulvarlar: Bar genini tagiyan transgenik bitkiler

10 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4.53 AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan, pRD400 plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen cry geni
iceren boceklere dayanikli pamuk bitkilerinde crylAc geni varliginin PCR
ile teyit edilmesi

M: Markér (1 kb bp), +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol,

1-20 ve 22-24 kulvarlar: GSN 12 c¢esidi, 21 nolu kulvar: STN 468 cesidi
pRD400 AoPR1 CrylAc 4, 5, 11, 13, 14, 22 nolu kulvarlar: CrylAc genini tagiyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.54 AoPR1 promoter ve crylAc geni tasiyan, pRD400 plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen nptll geni
iceren boceklere dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geni varliginin PCR ile

teyit edilmesi
M1: 1 kb Markor, M2: 100 bp Markér, +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif kontrol;
2,3,4,5,11, 13, 14, 22 nolu kulvarlar: GSN 12 ¢esidi
2,11,1

3, 22 nolu kulvarlar: nptll genini tasiyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.55 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan, pk2Ac plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen nptll geni
iceren boceklere dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geni varliginin PCR ile
teyit edilmesi

M: 100 bp Markor, +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif Kkontrol,
1,2,5,6,9,10,17,20 nolu kulvarlar: STN 468 c¢esidi, 22,23,26 nolu kulvarlar: GSN 12 ¢esidi, 38 nolu
kulvar: Ayhan 107 gesidi

1, 2,10, 17, 22 nolu kulvarlar: nptll genini tagiyan transgenik bitkiler

Sekil 4.56 35S promoter ve CrylAc/Cry2Ac geni tasiyan, pk2Ac plazmidi igeren
A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile gen aktarimindan elde edilen nptll geni
iceren boceklere dayanikli pamuk bitkilerinde nptll geni varliginin PCR ile
teyit edilmesi

M: 100 bp Markdér, +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif Kontrol,
1,2,5,6,9,10,17,20 nolu kulvarlar: STN 468 c¢esidi, 22,23,26 nolu kulvarlar: GSN 12 c¢esidi,
38 nolu kulvar: Ayhan 107 cesidi

1, 2,3, 10, 17, 20, 22, 23, 38 nolu kulvarlar: nptll genini tagiyan transgenik bitkiler
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Sekil 4.57 35S promoter ve GUS geni tasiyan A. tumefaciens GV2260 hatt1 ve AoPR1
promoter ve GUS geni tasiyan A. tumefaciens GV2260 hatt1 ile gen
aktarimindan elde edilen nptll geni iceren pamuk bitkilerinde nptll geni
varliginin PCR ile teyit edilmesi

M: 100 bp Markor, +K: Pozitif kontrol (Bakteri plazmid DNA), -K: Negatif Kkontrol,
32 nolu kulvar: GV2260 35S GUS INT, STN 468 ¢esidi, 33 nolu kulvar: GV2260 AoPR1 GUS INT,
Coker 312 gesidi, 34 nolu kulvar: GVV2260 35S GUS INT STN 468 ¢esidi

33 ve 34 nolu kulvarlar: nptll genini tagtyan transgenik bitkiler

4.6 Transgenik Bitkilerde Bocek Biyotest Analizleri

4.6.1 Ty bitkilerinde Spodoptera exiqua ile yapilan biyotest calismalar:

Laboratuvar sartlarinda gogaltilan Spodoptera exigua larvalari transgenik olduklar teyit
edilen ve sera sartlarinda yetistirilen To pamuk bitkilerinden kopartilan taze yapraklar
izerine yerlestirilerek beslenmeleri saglanmistir. Transgenik olmayan kontrol bitkiler
ile farkli plazmid konstraktlar1 ve gesitlerle yapilan bocek biyotest ¢alismalardan elde
edilen sonuglara ait gorseller sekil 4.58-4.59°da verilmistir. Sekiller incelendiginde
transgenik olmayan kontrol bitki yapraklariyla beslenen S. exigua bocek larvalarinin

6lmedigi ve devamli olarak beslenmeye devam ettikleri gézlenmistir (Sekil 4.58). Ote
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yandan, transgenik bitkilerin bazilarinin yapraklariyla beslenen larvalarin bir hafta

igerisinde 61diigl gozlenmistir (Sekil 4.59).

Sekil 4.58 Transgenik olmayan kontrol bitkilerinin yapraklar: ile yapilan biyotest
denemelerinde Spodoptera exiqua larvalarinin gelisme durumlar ve zarari
derecesi
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Sekil 4.59 AoPR1-crylAc ve 35S-crylAc genlerinin aktarildigi farkli transgenik Ty
pamuk bitkilerine ait yapraklarda biyotest c¢aligmalar1 sonucunda
zehirlenerek 6lmiis olan Spodoptera exiqua larvalari
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Ao0PR1-crylAc ve 35S-crylAc genlerini tasiyan farkli plazmidler kullanilarak elde
edilen degisik pamuk c¢esitlerine ait 46 adet bireysel transgenik T, bitkilerin
yapraklariyla beslenen 3. déonem S. exigua larvalarinin farkli zaman araliklarinda 6lim
oranlar1 Cizelge 4.13’da verilmistir. Cizelge 4.13 incelendiginde aktarilan gen ve ¢eside
gore degismekle birlikte Spodoptera exigua larva oliimleri ilk 12 saatte baslamis ve 7
giin sonunda en yiiksek seviyeye ulasmistir. Bir¢ok bitkide bu oran %90’1n iizerine
cikarak onemli bir basar1 elde edilmistir. Transgenik olmayan kontrol bitkide ise 7.
giiniin sonunda larvalarin tamami canli kalmistir. Bu sonuglar gerek AoPR1-crylAc ve
gerekse 35S-cryl Ac genlerinin transgenik pamuk bitkilerinde yiiksek oranlarda aktivite
gosterdiklerini ve beslenen larvalarin biiyiilk oranda Oliimlerini neden oldugunu
gostermistir. Birgok bitkide larva oliimlerinin diisiik diizeyde kalmasinin en 6nemli
nedeni ise aktarilan genin kopya sayis1 ve pozisyon etkisiyle agiklanmaktadir. Ayrica, 7.
giiniin sonunda transgenik bitkilerin dnemli bir kismindaki larva 6liimlerinin %90’1n
izerine ¢ikmasinin en Onemli nedeninin ise crylAc proteininin toksik etkisinin

Spodoptera exigua larvalar1 {izerine uzun zaman almasidir.
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Cizelge 4.13 AoPR1-crylAc ve 35S-cryl Ac genlerini tasiyan farkli plazmidler kullanilarak elde edilen degisik pamuk cesitlerine ait bireysel T transgenik bitkilerinin
yapraklariyla beslenen S. exigua larvalarinin 168 saate kadar farkli zaman araliklarinda 6liim oranlari

% Oliim + Standart Hata

B:::fln Plazmid Cesit Bitki No 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat 168 saat
Kontrol Kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

GSN-12 4 22.15+1.91 29.66+0.70 35.97+2.70 53.35+2.60 70.34+0.70 70.33+0.70 73.80+0.93

GSN-12 5 20.00+0.00 29.66+0.70 46.65+0.19 56.70+0.19 60.00+0.00 70.33+0.70 76.82+0.26

GSN-12 6 4.53+1.97 11.62+5.26 19.31+0.96 36.10+1.55 39.37+1.97 39.36+1.97 43.16+0.81

GSN-12 7 0.00+0.00 8.47+13.84 15.35+10.86 27.96+4.83 38.16+6.24 42.80+3.96 42.80+3.96

§ GSN-12 8 1.15+1.97 6.70+£3.20 11.62+5.26 29.66+0.70 36.45+0.81 39.86+0.61 39.86+0.61

S* GSN-12 9 0.00+0.00 0.00+0.00 8.76+4.73 8.76+4.73 11.62+5.26 28.5542.50 34.80+4.04

s GSN-12 13 4.53+1.97 6.70+£3.20 6.70+3.20 6.70+£3.20 25.00+3.20 29.20+1.97 36.10+1.55

& GSN-12 14 32.30+3.37 39.37+2.54 50.00+0.58 53.35+0.78 60.00:0.00 80.000.00 90.75+4.04

g GSN-12 15 0.00+0.00 13.95+6.77 27.96+12.56 53.35+2.60 56.84+3.20 60.64+4.32 67.71+3.36

: STN-468 16 13.9546.77 35.97+2.70 46.65+0.78 60.65+2.54 67.22+1.52 75.00+3.20 78.98+4.04

o = STN-468 19 13.01+0.39 26.20+0.93 22.16+1.91 32.78+1.52 36.10+1.55 43.16+1.39 50.00+2.41
§ STN-468 23 23.18+0.26 23.18+0.26 26.20+0.93 43.30+0.19 60.00+0.00 60.00+0.00 60.00+0.00
> STN 468 24 1.15€1.97 1.15+1.97 3.69+6.23 11.62+5.26 22.46+1.27 22.46+1.27 25.44+1.99
© Ozbek-100 25 0.00+0.00 0.00+0.00 6.70+3.20 13.02+0.39 16.36+0.39 20.00+0.00 26.20+0.93
Ozbek-100 27 26.5240.26 40.00+0.00 46.65+0.78 50.00+0.58 53.35+0.19 53.35+0.19 60.14+0.61

Ozbek-100 28 1.15+1.97 2.37+4.04 3.69+6.23 19.42+48.56 19.42+8.56 39.36+1.97 39.37+1.97

GSN-12 3 4.53+1.97 22.16+1.91 40.00+0.00 43.30+0.19 70.34+0.70 70.34+0.70 97.63+4.04

4 GSN-12 11 18.92+10.61 18.92+10.61 53.35+0.78 53.35+0.78 67.08+0.93 67.08+0.93 73.80+0.93

x GSN-12 12 26.20+0.93 26.20+0.93 26.20+0.93 75.00+11.58 77.84+9.92 77.84+9.92 86.05+6.77

5 2 GSN-12 14 5.1248.56 22.16+1.91 27.96+4.83 60.00+0.00 60.00£0.00 86.05+6.77 97.63+4.04

- }' GSN-12 15 39.37+2.54 53.35+0.78 86.05+6.77 86.05+6.77 94.88+8.56 94.88+8.56 94.88+8.56

§ (&) GSN-12 18 27.96+4.83 53.35+0.78 67.08+0.93 86.05+6.77 90.75+4.04 97.63+4.04 97.63+4.04

o GSN-12 19 16.36+0.39 39.37+2.54 54.01+3.36 75.00+11.58 80.58+8.56 86.05+6.77 90.75+4.04

o GSN-12 20 36.59+0.21 36.59+0.21 46.65+0.78 60.65+2.54 60.65+2.54 91.53+13.84 93.30+11.08

GSN-12 23 16.36+0.39 26.20+0.93 26.20+0.93 53.35+0.78 53.35+0.78 80.01+0.00 80.01+0.00

STN 468 1 46.65+0.78 73.80+0.93 73.80+0.94 73.80+0.94 80.01+0.00 80.01+0.00 90.75+4.04

STN 468 2 29.67+0.70 29.66+0.70 50.00+0.58 60.00=0.00 60.00£0.00 83.26+7.50 83.26+7.50

STN 468 3 2.37+4.04 13.95+6.77 22.15+1.91 28.42+43.06 32.78+1.52 35.97+2.70 39.37+2.54

o STN 468 5 26.20+0.94 53.35+5.95 72.04+4.83 75.00+3.20 80.69+0.96 80.69+0.96 91.24+4.73

< STN 468 6 22.15+1.91 26.20+0.93 53.35+0.78 56.84+1.39 71.45+2.50 74.56+1.99 74.56+1.99

S‘ STN 468 9 13.01+0.39 43.30+0.19 43.31+0.19 73.80+0.94 77.84+1.91 77.84+1.91 77.84+1.91

bs STN 468 10 53.35+5.95 86.05+6.77 86.05+6.77 88.39+5.26 90.75+4.04 90.75+4.04 93.30+3.20

3 STN 468 12 50.00+0.58 50.00+0.58 70.33+0.70 70.33+0.70 80.69+0.96 93.30+3.20 98.86+1.97

< b STN 468 17 36.10+1.55 46.49+1.40 60.14+0.61 66.74+0.21 80.01+0.00 83.65+0.39 83.65+0.39
Q N STN 468 20 26.20+0.94 39.37+2.54 60.64+2.54 63.90+1.55 83.65+8.54 90.75+4.04 90.75+4.04
2{ = GSN 12 22 36.45+0.81 60.65+2.54 70.33+0.70 77.85+1.91 88.38+5.26 88.38+5.26 88.38+5.26
a GSN 12 23 32.91+0.94 60.00+0.00 70.33+0.70 76.82+0.26 76.82+0.26 88.38+5.26 90.75+4.04
GSN 12 26 29.67+0.70 50.00+0.00 60.14+0.61 80.69+0.96 98.86+1.97 98.86+1.97 98.86£1.97

Ayhan 107 38 29.67+0.70 43.16+1.39 53.35+0.78 67.09+0.94 89.16+6.52 97.63+4.04 97.63+4.04

GSN-12 2 22.16+1.91 31.50+4.49 42.66+2.76 60.64+2.54 67.08+0.93 73.80+0.93 76.82+0.26

GSN-12 3 9.25+4.04 20.01+0.00 26.20+0.93 32.91+0.94 43.30+0.19 43.30+0.19 60.14+0.61

S & GSN-12 4 2.37+4.04 9.25+4.04 26.20+0.93 36.60+0.21 53.35+0.78 60.65+2.54 60.65+2.54

3 T ‘é‘ GSN-12 5 13.02+0.39 23.18+0.26 29.66+0.70 43.3140.19 46.65+0.78 54.01+3.36 54.01+3.36

&6 GSN-12 11 13.95+6.77 42.80+3.96 42.80+3.96 50.15+1.79 88.38+5.26 88.38+5.26 90.75+4.04

GSN-12 13 32.92+0.93 46.65+5.95 53.35+5.95 57.20+3.96 63.90+1.55 73.80+0.93 90.75+4.04

GSN-12 14 32.29+3.36 50.51+4.49 60.65+2.54 63.90+1.55 93.30+11.08 94.88+8.56 97.63+4.04




4.6.2 T, bitkilerinde Spodoptera littoralis ile yapilan biyotest calismalari

Transgenik olduklari teyit edilen Ty bitkilerinden alinan tohumlar ayri ayri 5 mg/L PPT
ve 100 mg/L kanamisin igeren besin ortamlarinda ¢imlendirildikten sonra, ¢imlenenler
saksilara aktarilarak biiyiitme kabinlerinde dis sartlara alistirilmistir (Sekil 4.60). Daha
sonra laboratuvar sartlarinda g¢ogaltilan Spodoptera littoralis larvalart T; pamuk
bitkilerinden kopartilan taze yapraklar lizerine yerlestirilerek beslenmeleri saglanmistir.
Transgenik olmayan kontrol bitki ile AoPR1-CrylAc genini igeren bitkiyle yapilan
bocek biyotest caligmalardan elde edilen sonuglara ait gorseller sekil 4.60’da verilmistir.
Sekil incelendiginde transgenik olmayan kontrol bitki yapraklariyla beslenen S.
littoralis bocek larvalarinin 6lmedigi ve devamli olarak beslenmeye devam ettikleri
gdzlenmistir. Ote yandan, transgenik bitkinin yapraklariyla beslenen larvalarmn bir hafta

icerisinde 61diigii belirlenmistir (Sekil 4.60).

A0PR1-CrylAc ve 35S-CrylAc genlerini tasiyan farkli plazmidler kullanilarak elde
edilen degisik pamuk c¢esitlerine ait 35 adet bireysel transgenik T; bitkilerin
yapraklariyla beslenen S. littoralis larvalarinin farkli zaman araliklarinda 6liim oranlari
cizelge 4.14°de verilmistir. Cizelge 4.14 incelendiginde aktarilan gen ve ceside gore
degismekle birlikte S. littoralis larva 6liimleri ilk 12 saatte baglamis ve 7 giin sonunda
en yiiksek seviyeye ulasmistir. Bitkilerin 6nemli bir kisminda 6liim orant %90°1n
tizerine ¢ikarak biiyiik bir basar1 elde edilmistir. Transgenik olmayan kontrol bitkide ise
7. glinlin sonunda larvalarin tamami1 canli kalmistir. Bu sonuglar gerek AoPR1-CrylAc
ve gerekse 35S-CrylAc genlerinin transgenik pamuk bitkilerinde yliksek oranlarda
aktivite gosterdiklerini ve beslenen larvalarin biiyiik oranda 6liimlerini neden oldugunu
gostermistir. Ozellikle AoPR1-CrylAc igeren bitkiler daha fazla larva Sliimiine neden
olmustur. Ty bitkileriyle karsilastirildiginda T bitkilerinin bocek larvalarina karsi daha

direngli oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.60 a. Ty bitkilerinden elde edilen tohumlarin PPT igeren besin ortaminda
¢imlendirilmesi, b. dis sartlara alistirilmasi, ¢. kontrol, d. Transgenik
bitkilerde S. littoralis larvalari ile yapilan biyotest sonuglari
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Cizelge 4.14 AoPR1-crylAc ve 35S-crylAc genlerini tagtyan farkli plazmidler kullanilarak elde edilen degisik pamuk gesitlerine ait bireysel T, transgenik

bitkilerinin  yapraklariyla beslenen S. littoralis larvalarinin 168 saate kadar farkli zaman araliklarinda Oliim oranlari
% Olim + Standart hata
Plazmid | Promotor Cesit Bitki no 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat 168 saat
kontrol kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
STN-468 1 68.37+16.22 75.00+16.09 81.08+10.61 81.08+10.61 81.08+10.61 81.08+10.61 90.75+4.04
STN-468 2 46.65+5.95 46.65+5.95 68.37+16.22 81.08+10.61 94.88+8.56 97.63+4.04 97.63+4.04
& STN-468 5 67.71+3.36 91.53+13.84 91.53+13.84 94.88+8.56 97.63+4.04 97.63+4.04 97.63+4.04
&(’ }‘ STN-468 10 80.58+8.56 80.58+8.56 86.05+6.77 90.75+4.04 97.63+4.04 100.00+0.00 100.00+0.00
%_ ;)-J STN-468 17 26.20+0.93 26.20+0.93 26.20+0.93 39.37+2.54 46.65+0.78 53.35+0.78 80.01+0.00
Y STN-468 20 46.65+28.99 53.35+28.99 53.35+28.99 53.35+28.99 80.58+8.56 80.58+8.56 80.58+8.56
GSN-12 22 68.97+13.84 80.58+8.56 86.0516.77 86.05+6.77 90.75+4.04 90.75+4.04 90.7514.04
GSN-12 23 68.37+16.22 68.37+16.22 86.99+20.54 86.99+20.54 86.99+20.54 86.99+20.54 100.00+0.00
Ayhan 107 38 86.05+6.77 86.05+6.77 86.05+6.77 86.05+6.77 86.05+6.77 86.05+6.77 86.05+6.77
GSN--12 3A 67.08+0.93 73.80+0.93 86.05+6.77 94.88+8.56 94.88+8.56 97.63+4.04 97.63+4.04
GSN--12 3B 90.75+4.04 97.63+4.04 97.63+4.04 97.63+4.04 97.63+4.04 97.63+4.04 97.63+4.04
GSN--12 11A 68.97+13.84 75.00£11.58 75.00£11.58 75.00+11.58 75.00+11.58 86.05+6.77 86.05+6.77
£ GSN--12 11B 67.71+3.36 67.71+3.36 73.80+0.93 73.80+0.93 73.80+0.93 80.01+0.00 90.75+4.04
o }‘ GSN--12 11C 54.72+20.54 61.98+£17.65 68.97+13.84 75.00+11.58 97.631+4.04 97.63+4.04 100.00+0.00
g 8 GSN--12 13A 18.92+10.61 61.98+£17.65 61.98+£17.65 68.37+16.22 75.00+16.09 75.00£16.09 90.75+4.04
E g GSN--12 13B 26.20+0.93 46.65+5.95 53.35+5.95 53.35+£5.95 86.05+6.77 97.63+4.04 100.00£0.00
e 2 GSN--12 13C 46.65+5.95 68.37+£16.22 75.00+£16.09 81.08+10.61 94.88+8.56 94.88+8.56 100.00£0.00
GSN--12 13D 54.72+20.54 61.98+£17.65 61.98+£17.65 61.98+17.65 91.53+13.84 94.88+8.56 94.88+8.56
GSN--12 14 A 97.63+4.04 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00
GSN--12 14B 97.63+4.04 97.63+4.04 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00
o GSN-12 14A 67.08+0.93 86.0516.77 86.0516.77 94.88+8.56 97.631+4.04 97.63+4.04 97.631+4.04
3 STN-468 16 13.95+6.77 13.95+6.77 13.95+6.77 46.65+0.78 46.65+0.78 46.65+0.78 60.65+2.54
S Ozbek100 27A 18.92+10.61 32.29+3.36 39.37+2.54 54.01+£3.36 54.01+£3.36 54.01+3.36 60.65+2.54
g' Ozbek100 27B 53.35+28.99 86.99+20.54 94.88+8.56 100.00+0.00 100.00£0.00 100.00£0.00 100.00£0.00
® Ozbek100 27C 26.20+0.93 45.99+3.36 60.65+2.54 67.08+0.93 80.01+0.00 80.01+0.00 80.01+0.00
GSN-12 15A 13.95+6.77 13.9546.77 26.20+0.93 26.20+0.93 90.75+4.04 100.00+0.00 100.00+0.00
:! GSN-12 15B 39.37+30.12 46.65+28.99 46.65+28.99 46.65+28.99 46.65+28.99 53.35+28.99 100.00+0.00
S GSN-12 15C 26.20+0.93 32.29+3.36 32.29+3.36 39.37+2.54 39.37+2.54 46.65+0.78 81.08+10.61
= § GSN-12 18A 25.00+16.09 46.65+28.99 68.97+13.84 75.00+11.58 75.00+11.58 75.00+11.58 86.05+6.77
o > GSN-12 18B 20.01+0.00 26.20+0.93 40.00+0.00 60.00+0.00 60.00+0.00 60.00+0.00 60.00+0.00
8 GSN-12 18C 5.12+8.56 32.29+3.36 32.29+3.36 80.58+8.56 94.88+8.56 94.88+8.56 100.00£0.00
E GSN-12 18D 39.37+7.61 68.97+£13.84 80.58+8.56 80.58+8.56 80.58+8.56 80.58+8.56 80.58+8.56
g GSN-12 19A 5.12+8.56 46.65+28.99 46.65+28.99 46.65+28.99 68.97+13.84 68.97+13.84 68.97+13.84
GSN-12 19B 39.37+2.54 39.37+2.54 68.37+£16.22 75.00+11.58 80.58+8.56 86.05+6.77 100.00£0.00
GSN-12 19C 68.37+16.22 75.00£11.58 75.00£11.58 80.58+8.56 80.58+8.56 86.05+6.77 100.00£0.00




5. TARTISMA ve SONUC

Boceklere dayanikli GD pamuk c¢esitleri ABD, Hindistan, Cin ve Pakistan basta olmak
lizere cok sayida iilkede 23.8 milyon hektarlik biiyiik bir alanda {iretilmektedir.
Uretildigi bu iilkelerde de insektisit kullaniminda azalmalar yasanirken, dnemli oranda
verim ve karlilik artislar1 da yasanmaktadir. Bundan dolay1 GD pamuk {iretiminde ¢ok
Onemli artiglar yasanarak, diinyada iiretilen pamuk c¢esitlerinin %70’1 transgenik
cesitlerden olusmaktadir. Ticari olarak tretilen bu GD pamuk ¢esitlerinde boceklere
dayaniklilik ise tamamen Bacillus thuringiensis (Bt) bakterisine ait cry genleri
tarafindan saglanmakta ve bitkilere aktarilan bu cry genlerinin tamami da yine kuvvetli
ve konstiititif promotorler tarafindan kontrol edilmektedir. Bundan dolayr zehirli cry
proteinleri bitkinin tiim organlarinda ve daima yiiksek oranlarda iiretilmektedir. Bu
calismada yaralanmayla aktif olan AoPR1 promotorii tarafindan kontrol edilen cry
genlerinin iilkemizde yaygin olarak iiretilen pamuk cesitlerine aktarilmasi ve bu sayede
toksik cry proteinlerinin sadece boceklerin 1sirdig1 noktalarda yiiksek oranda tiretilmesi
hedeflenmistir. Bundan dolay1r bu ¢alismada ilk olarak olarak AoPR1 promotoriiniin
crylAc geninini oniine klonlanarak binari transfromasyon vektorlerine ve daha sonra da
Agrobacterium tumefaciens’e aktarilmasi gergeklestirilmistir. Ote yandan, pamuk
bitkisine gen aktarimini sinirlandiran en 6nemli faktorler ise in vitro rejenerasyon ve
gen aktarim oraninin son derece diisiik olmasidir (Wu ve She 1990, Gupta 1997,
Benerjee 2002, Mushke vd. 2012). Bundan dolayr bu tez caligmasinda oncelikle
tizerinde galigilan gesitlerde gen aktarimina uygun in vitro siirglin rejenerasyonu da

optimize edilmistir.

5.1 AO0PR1-CrylAc Gen Kasetlerinin Olusturulmasi ve A. tumefaciens’e
Aktarilmasi

Dogru ve islevsel gen kasetlerinin olusturulmasi ¢alismanin en 6nemli kismini teskil
etmektedir. Bu asamada yapilan hatalar 6nemli zaman kayiplarina neden olmaktadir.
AoPR1 promotdriiniin crylAc geninin 6niine klonlanmasi igin biiyiik oranda klonlama
Kitleri ve rutin klonlama teknikleri kullanilmistir. Ayni sekilde kontrol i¢in de CaMV
35S-CrylAc kaseti elde edilmistir. Oncelikle AoPR1-CrylAc ve 35S-CrylAc
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ekspresyon kasetleri iki farkli klonlama adimiyla pJIT61 klonlama plazmidinde
olusturulmustur. Bu ekspresyon kasetlerinde gen ifadesi ise CaMV 35S terminator
dizileriyle sonlandirilmigtir. Olusturulan bu ekspresyon kasetleri  restriksiyon
enzimleriyle kesilerek jelden izole edildikten sonra bar genini de tasiyan pTF101.1
vektoriiniin T-DNA bdlgesine yerlestirilmistir. Klonlanan pTF101.1 AoPR1-CrylAc ve
pTF101.1 35S-CrylAc vektorleri daha sonra elektroporasyonla A. tumefaciens LBA
4404 ve GV2260 bakteri hatlarma aktarilarak PCR ile teyit edilmis ve gen aktarim

calismalarinda kullanilmastir.

5.2 Pamukta Gen Aktarimina Uygun Siirgiin Rejenerasyonunun Optimizasyonu

Pamuk in vitro kiiltiiriinde genel olarak in vitro ¢imlenen tohumdan gelisen fidelerden
elde edilen kotiledon bogum, siirglin ucu, hipokotil ve yaprak gibi eksplantlar
kullanilmaktadir. Pamuk tohumlarinmn in vitro ¢imlendirmeye almadan Once yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmasi gerekmektedir. Yiizey sterlizasyonunda dokuya en az
zarar veren ve bulasiklig1 engelleyen en diisiik sterilant dozunun kullanilmasi son derece
onemli olmaktadir. Yapilan ¢aligmada in vitro tohum sterilizasyonu i¢in 6 farkli yontem
denenmistir. Denenen bu yontemler igerisinde %20 hidrojen peroksit ve Tween 20
iceren soliisyonda ¢imlenme oraninin en yiiksek oldugu ve bulasikligin da ¢ok diisiik
seviyede kaldigi belirlenmistir. Bundan dolay1 yapilan tim in vitro ¢alismalarda bu

yontem kullanilmustir.

Yapilan calismalarda farklt pamuk cesitlerine gen aktarimini sinirlandiran en 6nemli
etmenin diisiik in vitro siirgiin rejenerasyonu oldugu belirtilmistir. Ozellikle yaprak ve
hipokotil gibi eksplantlar kullanarak kallus yoluyla siirgiin elde etmenin son derece
sinirlt oldugu ve uzun zaman aldig1 ¢ok sayida arastirici tarafindan teyit edilmistir.
Bundan dolay1 pamuk g¢esitlerine gen aktariminda yaygin olarak kotiledon bogum ve
siirglin ucu gibi eksplantlar kullanilmaktadir. Ayn1 sekilde cesitler arasinda da ¢ok
onemli farkliliklar gézlenmekte olup, Coker en yiiksek in vitro rejenerasyon kabiliyetine
sahip olan ¢esit olarak bilinmektedir. Pamukta hipokotil, yaprak ve kotiledon gibi farkli

eksplantlar, degisik biliylime diizenleyicileri ve kiiltiir sartlar1 denenerek somatik
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embriyogenesis yoluyla adventif silirglin rejenerasyonu iizerine ¢ok sayida arastirma
yapilmugtir (Price ve Smith 1979, Finer ve Smith 1984, Firoozabady vd. 1987, Kumria
vd. 2003, Sun vd. 2006, Khan vd. 2006, Ahmed vd. 2014). Bu c¢alismalarda
rejenerasyon orani diisiik kalirken, rejenerasyon siiresi de uzun olmustur. Somatik
embriyogenesis yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu yanisira, in vitro gelisen
fidelerden izole edilen kotiledon bogum, tepe ve yan meristem eksplantlar1 da
organogenesis yoluyla slirglin rejenerasyonu i¢in farkli biiylime diizenleyicileri igeren
besin ortamlarinda kiiltiire alinmis ve daha yiiksek siirgiin rejenerasyon oranlari elde
edilmistir (Agrawal vd. 1997, Hemphill vd. 1998, Hazra vd. 2000, Ozyigit 2009,
Ahmed vd. 2014). Bu ¢alismalar sonucunda pamuk gibi “recalcitrant” (rejenerasyonu
cok zor olan) bitkilerde uzun kiiltiir siiresinde olusan etilen gazinin siirgiin olusumunu
olumsuz etkiledigi ve en uygun biiylime diizenleyicilerin ise BAP ve TDZ gibi
sitokininler oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada ¢ok sayida denenen biiyiime diizenleyici
kombinasyonunda en yiiksek siirglin rejenerasyonu BAP igeren besin ortamlarindan
elde edilmistir. Cesitler arasinda Onemli farkliliklar kaydedilirken, en yiiksek
rejenerasyon orant Coker ve GSN-12 g¢esitlerinin siirgiin ucu ve kotiledon bogum
eksplantlarindan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 2 mg/LL IBA iceren ortamda
koklendirilerek, toprak iceren saksilara aktarildiktan sonra %100 oraninda dis sartlara
adapte edilmistir. Gen aktarim ¢alismalarinda da agirlikli olarak siirglin ucu ve

kotiledon bogum eksplantlar1 kullanilmigtir.

5.3 pTF101.1 AoPR1-CrylAc ve pTF101.1 35S-CrylAc Vektorlerini Tasiyan
A. tumefacines Hatlariyla Farkli Pamuk Cesitlerine Gen Aktarimi

Farkli pamuk c¢esitlerine pTF101.1 AoPR1-CrylAc ve pTF101.1 35S-CrylAc
vektorlerini tagiyan A. tumefacines hatlariyla gen aktarimina gegmeden 6nce kullanilan
pamuk cesitlerine gen aktariminin optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon i¢in de, T-
DNA bolgesinde GUS ve segici markor olarak kullanilan nptll geni tastyan GV2260
35S GUS INT bakteri hattt kullanilmistir. Kanamisin seleksiyonu ve GUS analiz
sonuglara goére pamuk ¢esitlerinde gen aktarimi i¢in en uygun eksplantin siirgiin ucu
(apikal) meristem bolgelerinin oldugu belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda da siirgiin ucu

eksplantlarmin farkli pamuk c¢esitlerine A. tumefaciens ile gen aktariminda yaygin
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olarak kullanildigi gézlenmistir (Gould ve Magallanes-Cedeno 1998, Zapata 1999b,
Jiang 2004, Keshamma vd. 2008, Nandeshwar vd. 2009, Bakhsh 2010, Afollabi-
Balagun vd. 2011, Mogali vd. 2011, Dhaka vd. 2013). Bundan dolay1 bu ¢alismasinda
da farkli pamuk gesitlerine gen aktariminda yogun olarak in vitro ¢imlenen fidelerden

elde edilen siirgiin u¢lar1 kullanilmistir.

Farkli pamuk ¢esitlerine ait tohumlarin in vitro ¢imlenen fidelerinden elde edilen siirgiin
ucu meristem bolgeleri pTF101.1 AoPR1-CrylAc ve pTF101.1 35S-CrylAc
vektorlerini igeren A. tumefaciens LBA4404 ve GV2260 bakteri hatlar1 ile inokiile ve
ko-kiiltive edildikten sonra 2 mg/l fosfinotrisin (PPT) ve 500 mg/L Augmentin igeren
secici rejenerasyon ortamina aktarilmistir. GSN 12, STN 468, Ozbek 100 ve Ayhan 107
cesitlerinde crylAc genini tasiyan transgenik bitkiler elde edilmesine ragmen, gen
aktarim frekansinda cesit ve bakteri hatti dnemli rol oynadig1 gézlenmistir. Pamuga gen
aktariminin biiyiik oranda genotipe bagli oldugu, Coker gibi bazi ¢esitlere gen aktarimin
nispeten daha kolay oldugu ve bakteri hattinin da gen aktarim frekansinda énemli rol
oynadi@1 ¢ok sayida arastirici tarafindan da bildirilmistir (Banerjee vd. 2002, Satyavathi
vd. 2002, Jiang 2004, Wu vd. 2005, Tohidfar vd. 2005, Guo vd. 2007, Afollabi-Balagun
vd. 2011, Liu vd. 2013). Yiiriitiilen bu ¢alismada farkli A. tumefaciens hatlariyla siirgiin
ucu eksplantlarinin inokiilasyonu sonucunda 133 adet bireysel transgenik adayr pamuk
bitkisi basarili olarak seraya aktarilarak tohum olusturma asamasia getirilmistir.
Yapilan PCR analizleriyle de bu bitkilerden 48 adedinin aktarilan bar, crylAc ve nptll
genleri ile AoPR1 promoter bdlgesine tagidigr teyit edilmistir. Ozellikle siirgiin ucu gibi
meristem bolgelerini igeren eksplantlara gen aktarimi sonucunda yiiksek oranda
aktarilan genleri tasimayan, ancak secici antibiyotik veya herbisitin etkisinden kurtulan
transgenik olmayan ve kagak siirglin/bitki olarak ifade edilen c¢ok sayida bitki
gelisebilmektedir (Sunilkumar ve Rathore 2001, Satyavathi vd. 2002, Leelavathin 2003,
Guo vd. 2007, Afollabi-Balagun vd. 2011). Bu kagak siirgiinlerin gelisiminde 6zellikle
yakin bolgede bulunan ve gen aktarimi sonucunda herbisite/antibiyotige dayanikli olan
dokularin etkili oldugu diistintilmektedir. Ayrica, diisiik oranda kullanilan segici herbisit

veya antibiyotiklerin de etkili oldugu bildirilmektedir.
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5.4 Elde EdilenTransgenik Bitkilerde Bocek Biyotest Analizleri

Aktarilan crylAc geninin PCR ile teyit edildigi To pamuk, T; ve kontrol bitkilerden
kopartilan taze yapraklar iizerine laboratuvar sartlarinda ¢ogaltilan Spodoptera exigua
ve S. littoralis larvalan yerlestirilerek beslenmeleri saglanmistir. Transgenik olmayan
kontrol bitki yapraklariyla beslenen S. exigua ve S. littoralis bocek larvalarinin
6lmedigi, %100 oraninda canli kaldig1 ve devamli olarak beslenmeye devam ettikleri
gozlenmistir. Ote yandan, crylAc genini tasiyan transgenik bitkilerin yapraklariyla
beslenen larvalarin 6nemli kisminin bir hafta icerisinde toksisite sonucunda kararak
oldiikleri gozlenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde bdocek Oliimlerinin 12 saat
icerisinde basladigt ve 7 giine kadar devam ettigi gozlenmistir. Biyotestlerin
sonlandirildig1 6-7 giin sonunda bireysel transgenik bitkilerden alinan yapraklardaki
larva oliimlerinin %25-100 arasinda degistigi belirlenmistir. S. exigua ile yapilan Ty
transgeniklerin biyotest sonuglarinda, AOPR1-CrylAc ve 35S-CrylAc genlerini iceren
¢ok sayida bireysel bitkinin larvalarin %90’dan fazlasinin 6liimiine neden olarak énemli
bir dayaniklilik sergilemistir. Elde edilen sonuclar birlikte degerlendirildiginde 6nceki
caligmalarda da oldugu gibi (Bakhsh 2010, Khan vd. 2011, Mogali vd. 2011, Hussain
vd. 2014), elde edilen bireysel transgenik bitkilerde T-DNA pozisyon etkisi ve kopya
sayisina bagl olarak (Ozcan vd. 2004) bocek oliimlerinde &nemli bir varyasyon
yasanmistir. Bocek Oliim oranlar1 S. Littoralis ile yapilan T; transgeniklerin biyotest
sonuglarinda ise ¢ok daha yiiksek olmustur. Bunun nedeninin ise T; bitkilerinde
homozigotluk oranin artmasi ve S. littoralis’in cry proteinlerine karsi daha hassas
olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ayrica, bu ¢alismada elde edilen bocek
Olimlerinin Onceki calismalarla karsilastirlldiginda daha fazla oldugu gozlenmistir.
Beklendigi iizere yaralanmayla aktif olan AoPR1 promotoriiniin kontroliindeki crylAc
geni, 35S promotorii tarafindan kontrol edilen crylAc geninde bocek larva 6liimlerinde
daha etkili olmustur. Boylelikle AoPRI1-CrylAc genini kullanilmasiyla bitkinin
yaralanmayan diger doku ve organlarinda toksik crylAc protein iretimi
engellenebilmistir (Ozcan 1993, Ozcan vd. 1993, Firek vd. 1993, Uranbey 2005,
Gulbitti-Onarici vd. 2009).

121



5.5 Sonuc¢

Yiriitillen bu ¢alismayla in vitro rejenerasyonun optimizasyonundan sonra, iilkemizde
yaygin olarak tretilen pamuk cesitlerine ilk defa gen aktarimi gergeklestirilebilmistir.
Gen aktarimi sonucunda AoPR1-CrylAc ve 35S-Cryl Ac genlerini tasiyan ¢ok sayida
transgenik bitki elde edilerek, bunlar iizerinde 2 farkli tiiriin bocekleriyle biyotest
caligsmalar1 yiiriitiilmiistiir. Biyotestlerde, elde edilen bitkilerin 6nemli bir kisminin
Spodoptera exigua ve S. littoralis larvalarina karst %100 oraninda dayaniklilik
gosterdigi belirlenmistir. Bilindigi lizere 35S promotori konstiititiif (daima aktif) ve
kuvvetli bir promotoér olup, GD bitkilerde cry genlerinin kontrol edilmesinde kullanilan
en yaygin olanidir. Daima aktif olmasindan dolayi da kontrolii altindaki cry genlerin
toksik protein {iretimleri bitkilerin tiim evrelerinde ve organlarinda yiiksek oranlarda
bulunmaktadir. Bu g¢aligmadan elde edilen biyotest sonuglari, ilave olarak AoPR1
promotdriiniin bocek larva oliimleri {izerine en az 35S promotorii kadar veya daha fazla
etkili oldugunu gostermistir. Bunun sonucunda da transgenik bitkilerde istenmeyen ve

gereksiz cry toksik proteinlerin tiretimi engellenebilmistir.

Elde edilen AoPR1-CrylAc ve 35S-CrylAc genlerini tasiyan ¢ok sayidaki transgenik
To ve T bitkileri ileriki ¢aligmalarla kendilenerek, sonraki generasyonlarda agilmay1
onlemek i¢in crylAc geni bakimindan homozigot bitkiler elde edilecektir. Elde edilecek
olan bu bitkilerde yine T-DNA kopya sayisinin belirlenmesi, protein ekspresyon
analizleri ve bdcek biyotest analizlerine yonelik ¢aligmalar yiiriitiilecektir. Ozellikle,
bdcek biyotestlerinde etkili ve hizli bocek Oliimiine neden olan hatlar gerekli izinler
alinarak arazi sartlarinda denenecektir. Arazi sartlarinda bu hatlarin 6zellikle hedef ve

hedef olmayan bdceklere karsi etkileri ve verim kriterlerine bakilacaktir.
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