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Ketende gen aktarimina uygun yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyon sistemi
ve Agrobacterium tumefaciens aracihfiyla etkili bir gen aktanm ydnteminin
geligtirilmesinin amaglandifn ¢aligmada 11 keten gesidine ait hipokotil, kotiledon, sap
ve yaprak eksplantlannin adventif siirgiin rejenerasyon kabiliyeti, degisik oranlarda
bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlarini igeren MS besin ortamlarmda test
edilmigtir.

Yapilan rejenerasyon ¢ahigmalan sonucunda en yiiksek indirek adventif siirgiin
rejenerasyonu yerel ve Madaras gesitlerinin  hipokotil ve sap eksplantlanndan
gergeklesmistir. Bu yiizden, 2260 p35S GUS-INT, 2260 pAoPR1-GUS-INT ve 2260
pAOPR1-NPT-II Agrobacterium tumefaciens hatlan ile yerel ve Madaras gesitlerinin
hipokotil ve sap eksplantlan inokule edilmistir. inokulasyona alinan {i¢ bakteri hatt1 da
200 mg/l kanamisin igeren rejenerasyon ortaminda hem hipokotil, hem de sap
eksplantlarindan %90 civarinda kanamisine dayanikli kallus olusumuna yol agmigtir.
Histokimyasal GUS analizi sonucunda da bu kalluslarin 6nemli bir béliimiinde GUS
aktivitesi gdzlenmis ve bdylece bu kalluslarin transgenik olduklan ispatlanmugtir.
Ancak, her ¢ bakteri hatti tarafindan iiretilen kanamisine dayanikli kalluslardan tiim
cabalara ragmen transgenik siirgiinlerin elde edilmesi miimkiin olmamgtir. Ote yandan,
AoPRI-NPT-II markér genini tagiyan bakteri hatti tarafindan yiiksek oranlarda
kanamisine dayanikli kalluslarin iiretilmesi ve 2260 pAoPR1-GUS-INT bakteri hattinin
firetmis oldugu kalluslann 6nemli bir kisminin da GUS pozitif olmasi, AoPR1
promotdriiniin Lineceae familyasindan olan ketende de aktif olarak islev yaptifini
gostermigtir.

2000, 135 sayfa
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ADVENTITIOUS SHOOT REGENERATION and
Agrobacterium tumefaciens-MEDIATED GENE TRANSFER
IN FLAX (Linum usitatissimum L.)

Mustafa YILDIZ

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

Supervisor: Prof.Dr. Celél ER

In the present study which aimed to establish a high frequency adventitious shoot
regeneration system and an efficient gene transfer technique via Agrobacterium
tumefaciens in flax, adventitious shoot regeneration capacity of 4 different explants
(hypocotyl, cotyledon, stem and leaf) from 11 cultivars was tested in MS basal medium
containing various growth regulators combinations.

The highest adventitious shoot regeneration was obtained from hypocotyl and stem
explants of native and Madaras cultivars, Therefore, hypocotyl and stem explants of
native and Madaras cultivars were inoculated with 2260 p35S GUS-INT, 2260
pAoPR1-GUS-INT and 2260 pAoPR1-NPT-II Agrobacterium strains. In regeneration
medium supplemented with 200 mg/l kanamycin, 90% hypocotyl and stem explants
produced kanamycin resistant callus. Majority of calli were found to be GUS positive
after histochemical GUS assay. However, transgenic shoots could not be obtained from
these transgenic calli after all. Since A.tumefaciens strain having AoPR1-NPT-II marker
gene produced high frequency of kanamycin resistant calli and calli produced by 2260
pAoPR1-GUS-INT strain were GUS positive, it can be said that AoPR1-NPT-II marker
gene works efficiently in flax from Linaceae family.

2000, 135 pages
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1. GIRiS

Degisen ¢evre sartlan ve hizla artan diinya niifusu bitkisel {iretimde yeni g¢esit
gelistirmenin ve dolayistyla bitki 1slah1 galigmalarinin 6nemini daha da artirmigtir, Bitki
1slahmin baglangict insanhik tarihi kadar eskidir. Insanoflu yerlesik hayata gecip,
kendisinin ve ailesinin yiyecek ihtiyacim kargilayabilmek i¢in ekimini yaptifi firiinler
arasindan yiiksek verime sahip olanlan segmekle farkinda olmadan bir tiir islah
yapmustir. Ancak, insan niifusu arttikga bitkilerden daha yiiksek verim almanm yollan
bilimsel olarak aragtirilmaya baglanmigtir. Nitekim, son 50 yilda ulagilan tarimsal verim
arti5i, modern 1slah ySntemlerinin uygun yetigtirme teknikleri ile birlikte kullanilmas
sonucu elde edilmigtir. Buna ragmen, bir yandan diinya nitfusunun her gegen giin arttigi,
ote yandan tarimda kullamlan alanlarin son smirina dayandiff diigiiniildiifiinde, verim
artiglannin gelecekte de devam etmesi gerektigi ortaya gikmaktadir. Aslinda yapilan
aragtirmalar, bugiinkii verim diizeyinin potansiyel verimin ¢ok altinda oldugunu
gostermektedir. O halde, potansiyel verim diizeyine ulagabilmek igin bitkilerin genetik
yapilanmin i{yilestirilmesi gerckmektedir. Ancak, bitkilerin genetik yapilarinin
iyilegtirilmesinde klasik bitki 1slah1 yontemlerinin kullanilarak istenilen tiim &zelliklerin
bir genotipte toplanmast ¢ok giictiir. Bugiine kadar uygulanan 1slah programlannda daha
gok {irlin kalitesi ve miktarinin artirilmasina ¢aligilmug, kiiltiir bitkilerine hastalik ve
zararlilara karsi dayanklilk kazandinimast her zaman ikinci planda birakilmigtir.
Halbuki, tarimsal iiretim artigim sinirlayan en dnemli faktorlerden biri de hastalik ve
zararhlar nedeniyle ortaya gikan iirlin kayiplandir. Kiltiir bitkileri hastalik ve zararhlara
kars1 kimyasal ilaglarla korunmaya ¢aligilmig, ancak kullamilan bu kimyasal ilaglarin
kalintilar1 gerek iiriinde, gerekse toprakta uzun siire ayrigmadan kalabildiginden; insan,
hayvan ve gevre saglifim onemli Sl¢iide tehdit eder konuma ulagmigtir, Aym zamanda,
kimyasal ilag kullanim: biiyiik parasal kayiplara da neden olmaktadir. Bu nedenle, kiiltiir
bitkilerine hastallk ve zararhlara karst dayamklilik kazandiracak yeni 1slah
yontemlerinin geligtirilmesi zorunlu hale gelmigtir. Klasik bitki 1slahinin olumsuz olan
bir diger yonii de; oldukga zaman alic1 bir ufiray olmasidir. Diger taraftan, bu gesit
1slahta dofada var olan genetik gesitlilikten yararlamlmaktadir. Ancak, giiniimiizde
ozellikle insan beslenmesinde Gnemli yeri olan iiriinlerde bu genetik gesitliligin

smirlarina yaklagilmigtir. Oysa ki, kldsik bitki 1slali yontemlerinden beklenen bagar,



fizerinde galigilan populasyondaki genetik g¢esitlilik ile dogru orantilidir. Dolayisiyla,
populasyonda var olan genetik ¢esitliliin artinlmas1 gerekmektedir. Bu ise, tiirler
arasindaki uyusmazlhifin kaldirilmasi, baghlik engelinin agilarak yalmiz istenilen genin
aktarilmasi, mutasyonlar, protoplast flizyonu, haploid hiicre ve bitkilerle miimkiindiir.
Iste, bitkilerin tarimsal zelliklerinin iyilestirilmesinde yukarida agiklamaya galistigimiz
klasik bitki 1slahinin dogasinda var olan zorluklar, bitki doku kiiltlirleri ve bitki genetik
miihendisligi teknikleri kullanilarak kolayca agilabilmektedir. Dolayistyla, bu béliimde
bitki 1slahinda uygulanan doku kiiltiirli teknikleri, bitkilere gen aktanminda kullamlan
yontemler, bitki genetik mithendisliginin uygulama alanlari, bitki genetik mithendisligi
ile ilgili problemler, keten bitkisinde adventif silrgiin rejenerasyonu ve Agrobacterium
tumefaciens ile gen aktarimi, ve doktora projesinin amaci hakkinda bilgi verilecektir.

1.1. Bitki Islahinda Kullanilan Doku Kiiltiirii Teknikleri

1.1.1. Kallus kiiltiirii

Kallus; diizensiz boliinen, organize olmamus hiicreler kiimesidir (Gamborg ve Shyluk
1981). Gen aktarum: gibi ileri biyoteknolojik galismalarin yapilabilmesi igin dnce kallus
kiiltiirlerinin olugturulmas: gerekmektedir (Groose ve Bingham 1984, Er ve Canpolat
1992). Kallus kiiltiirii, aym zamanda hiicre ve protoplast kiiltiirlerinin baglangig
materyalini de olugturmaktadr.

Kallus kiiltiirlerinin olugturulmasinda bitkilerin ¢igekleri, olgunlagmamig endosperm ve
embriyolar, yapraklan, govde parankimasi, hipokotilleri, petiol ve yaprak orta daman
gibi kisimlan kullamlmaktadir. Bitki tiirlerine gore kallusun yapisi, rengi ve biiyiime
sekli farkhilik gdsterebilmektedir.

Kallus kiiltiirii sonucu elde edilen bitkilerde goriilen kromozom sayr ve yapisindaki
farklilik bitki 1slaln igin son derece Snemlidir. Ciinki, 1slah programlanindan beklenen
sonucun almabilmesi igin iizerinde galisilan populasyonun genetik farklilik gostermesi
gerekmektedir. Uzerinde galistlan populasyonda genetik farkhlik gdsteren bireyler ne
kadar fazla ise, 1slahtan beklenen bagari o denli yiikksek olmaktadir. Giinfimiizde, kallus
olusumundan sonra yiiksek oranda bitki rejenerasyonu bitkilere gen aktariminin temel



sarti haline gelmigtir. Kallus dokusundan bitki rejenerasyonu iki gekilde gergeklesir.

Bunlar; organogenezis ve somatik embriyogenezis’tir.

Kallustan organogenezis yoluyla bitki rejenerasyonunda, kallus 6nce yliksek sitokinin
igeren ortamlarda kiltiire alinarak siirgiin olugturmasi saglamir ki, buna indirek
organogenezis ach verilmektedir. Daha sonra olugan siirgiinler koklendirilmek amaciyla
oksin kapsamu yiiksek ortamlara aktarilir. Aragtirmalar, organogenezis yoluyla rejenere
olan bitkilerin genetik olarak farkhilik gésterdigini ve bu nedenle bu yontemin vejetatif
¢ofaltma ya da genetik materyallei'in muhafazasi amaciyla kullanilamayacagim
gostermigtir (Vasil 1987). Direk organogenezis'te siirgiinler dogrudan eksplant

iizerinden gelisirler.

Somatik embriyogenezis yoluyla bitki rejenerasyonu; somatik hiicre ya da dokulardan
somatik embriyolarin olugumu ve bu embriyolardan siirgiinlerin gelisimi yoluyla
gergeklesir. Somatik embriyogenezisin iki tipi vardir. Direk somatik embriyogeneziste;
embriyo kallus olusumu ger¢eklesmeden dogrudan somatik bir hiicreden gelisir (Finer
1994, Merkle vd 1990). Indirek somatik embriyogeneziste ise; somatik embriyolar ara
bir kallus safhasindan sonra geligir (Ammirato 1983, Ammirato 1987, Pierik 1987,
Rashid 1988). Her iki sistemde de embriyolardan geligen siirgiinler koklendirilerek
bitkiler elde edilir. $ekil 1.1°de in virro bitki rejenerasyonu gematik olarak
gosterilmigtir.

1.1.2. Hizh ¢ogaltim (mikro iiretim)

Bitkilerin doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak ¢ogaltilmasina hizli gogaltim ya da mikro
iiretim adi verilmektedir. Bu teknik, tiim diinyada 6zellikle siis bitkilerinin {iretiminde
olmak iizere yaygin olarak kullamimaktadir (Chu 1992, Huetteman ve Preece 1993,
Mantell vd 1985, Pierik 1987, Er ve Canpolat 1992).

Hizl ¢ogaltim sisteminin dort agamasi vardir (Murashige 1974). Birinci agamada steril
edilen eksplantlar kiiltiire alinir. Ikinci agamada bu eksplantlardan siirgiinler elde edilir.
Ugiincti agama, siirgiinlerin koklendirilmesi ve yeni bitkilerin elde edilmesini kapsar.
Son agamada bitkiler, iklim odalan ve seralarda kontrollii sartlar altinda yetistirilerek dis
ortam sartlarina adaptasyonu saglanir.

mmmmmﬂ@mm



(6861 sauof aA Kaspur]) nuokseroualor pq o4na ur *1'1 [DPRS
uepasony YoL

a
\u ok ]
yoksuedsns
139p14 uggsnirey

= %
AN

Tll
- oo B
vnss yenp snjjey T SIZANIOO-RICH HIH|AN)

= NN

%Eoww M «—spousBokuquie v_aﬁxm
sejunBios / \ Eum
JueApY .\ﬁ_m SIZANIOORIOW HRIQ
—
suiipuopiey| St weia
AopRE n\\\loé_v%%x % M
0-\

/

Js—aumym non ugBios — W



Hizli gogaltim tekniginin faydalan s6ylece 6zetlenebilir;

% Kisir melezler, somatik melezler, kendine kisir bitkiler ve haploid
bitkiler gibi normal yollarla ¢ogaltilamayan bitkilerin gogaltiimasi
saglanir.

% Bitkilerin ¢ok kiigiik pargalarindan kisa siirede ve fazla sayida bitki
elde edilir.

% Yabanc: déllenen bitkilerde genetik yapimn muhafazasi saglanir,

% Yeni 1slah edilen cesitlerin {ireticiye kisa siirede ve fazla miktarda
ulagtinimasi saglanir.

% Tohumla ya da vejetatif yollarla gogaltilmas: zor ve gofalma oran
diigiik olan bitkilerin ¢ogaltilmasinda kullamlir.

1.1.3. Meristem kiiltiirii

Meristemler tiim bitkilerde siirgiinlerin ucunda bulunan ve bitkilerin bitylimesini
saflayan dokulardir (Kartha 1981). Meristem kiiltiiriinde, bitkilerden alinan siirgiin
uglart steril edildikten sonra 1sik mikroskobu altinda meristem dokusu gikanlarak
kiiltiire almir (Arslan 1986, Er ve -Canpolat 1992). Elde edilen siirgiinler
koklendirildikten sonra steril topraga aktarilarak geligmeleri saglamir.

Meristem kiiltiirii, zellikle patates gibi vejetatif ¢ogalan bitkilerde viriisten ari bitki
elde etmek i¢in uygulanir (Slack 1980, Bhojwani ve Razdan 1983, Hartmann vd
1990). Bitkilerde viriislerin neden oldufu enfeksiyonlarla miicadele oldukga zordur.
Bitkilerin viriislerden temizlenmesinde baslica ii¢ yontem kullamlir. Bunlar; kimyasal
madde kullanim, sicaklik muamelesi (termoterapi) ve meristem kiiltiirii yontemleridir.

Kimyasal maddeler kullamlarak viriissiiz saglikl bitki elde €dilebilmesi oldukga zordur.
Sicaklik muamelesi ise; viriislerin yok edilmesinde kullamlan etkili bir yontemdir.
Ancak, bitkinin sicaga karsi ¢ok hassas olmas: ya da viriisiin sicaktan etkilenmemesi

durumunda bu yontem bagarisiz olabilmektedir,

Viriissiiz bitki elde edilmesinde en sik kullanilan ve en yiiksek bagar1 alinan yontem;
meristem kitltiirtidiir. Limasset ve Corneut, mozaik virlsiiniin titinin koki boyunca



farkh yogunluktaki dagilimindan yola ¢ikarak, aym durumun siirgiinde de
gozlenebilecegini ve meristemin virilissiiz olabilecegi fikrini ortaya atmiglardir. 1952
yilinda Morel ve Martin, dahlia bitkisinin meristemlerini in vitro kogullarda kiiltiire
alarak ilk viriissiiz bitkileri elde etmislerdir (Hatipoglu 1995).

Bitkilerin farkli kisimlarinda viriis yogunlugunun farkli olmasin nedeni heniiz tam
olarak agiklanabilmig degildir. Bu konuda farkh goriisler meveuttur. Baz1 arastincilara
gbre meristem bodlgesindeki hiicre ¢ogalmasi virislerden daha hizh oldugundan,
buradaki viriis yogunlugu daha az olmaktadir. Bir kisim aragtiricilar meristemdeki viriis
yoguntugunun diigiikliigiinii, meristemde viriislerin ¢ogalmasini tegvik eden enzimlerin
bulunmayigina baflamaktadirlar. Kimi arastiricilar ise, meristemde bulunan bazi
maddelerin viriislerin gogalmasini engelledigini savunmaktadirlar (Hatipoglu 1995).

1.1.4, Embriyo kiiltiirii

Bu teknik; olgunlasmamis ya da olgun embriyolarin steril kogullarda izolasyonu ve
uygun ortamlarda kiiltiire alinmasim kapsamaktadir (Marks 1973, Hu ve Wang 1986).

Embriyo kiiltiiriiniin, embriyolarn olgunlasmi§ ya da olgunlasmams olmasina gore iki
tiirii vardir. Olgunlagmus embriyolar, tohum gimlenmesini dnleyen dormansi durumunu
ortadan kaldirmak igin kiiltiire alimr. Olgunlagmamis embriyolar ise, normal sartlarda
gelisimini tamamlayamayan embriyolardan bitki elde etmek amaciyla kullanilir.

Embriyo kiiltiiriiniin pratikte birgok kullanim alami vardir. Bunlar;

% Normal sartlarda gimlenmesi miimkiin olmayan bitki tohumlarinin
gimlendirilmesinde,

Qb Dormansi gdsteren Dbitkilerde, dormansinin kaldinlip, bitki
tohumlarinin hizla gimlendirilmesinde,

% Tiirler ve cinsler arasi melezlemelerde ortaya gikan uyusmazlik
nedeniyle embriyolarin  gelisemedigi durumlarda  embriyo
gelisiminin saglanmasi amaciyla,

% Haploid bitkilerin elde edilmesinde.



1.1.5. Anter kiiltiirii

Anter kiiltliriiniin esasini; belli bir geliyme sathasindaki mikrosporlar igeren anterlerin
steril sartlar altinda ¢igek tomurcuklarindan g¢ikartilarak uygun ortamlarda kiiltiire
alinmas1 ve haploid bitkilerin elde edilmesi olusturur. Daha sonra bitkiler saksilara
aktarilarak kontrollii sartlar altinda geligmeleri saglanir. En sonunda gelisen bitkilerin
kromozomlarn katlanarak homozigot diploid fertil bitkiler elde edilir (Barnabas vd 1991,
Siebel ve Pauls 1989, Collins 1977, Er ve Canpolat 1992).

ik defa 1964 yihnda Guha ve Maheshwari, anter kiiltiirli teknigini kullanarak Datura
innoxia’dan bitkiler elde etmiglerdir. Bugiine kadar 200°den fazla tiirde haploid bitki
elde edildigi bildirilmektedir (Dunwell 1986).

Anter kiiltiiriintin pratikteki kullamm alanlari agagida verilmistir
(Dunwell 1985, Kasha vd 1990);

% Kiasik 1slah yontemleriyle yeni bir gesidin gelistirilmesi yaklagik 10
yl alirken, anter kiiltiirdiniin kullanilmasiyla bu siire 3-4 yila kadar
inebilmektedir.

% Homozigot diploid bitkiler bir generasyonda elde edilebilmektedir.

1.1.6. Hiicre kiiltiirii

Bitki hiicreleri, tek bir hiicreden béliinme ve farkhilagma yoluyla tiim bitki olugturma
yetenegine sahiptir ki, buna totipotansi ad1 verilir (Liu 1981).

Hilicre kiiltiiriiniin esasim; steril sartlar altinda tek bir bitki hiicresinden tiim bitkinin elde
edilmesi olugturur. Bu Kiiltiirler, kallus pargalarinin sivi ortamlarda bireyse! hiicreler
olusuncaya kadar galkalanmas ile elde edilir. Daha sonra bu hiicreler siv1 ya da agarli
besin ortamlarinda kiiltiire alinarak hizli hiicre béliinmesi baglatilir. Bundan da kallus ve
somatik embriyogenezis yoluyla rejenerasyon saglanir (Evans ve Reed 1981, Handro

1981, Rashid 1988, Er ve Canpolat 1992).



Hiicre kiiltiiriiniin pratikte ¢esitli kullanim alanlar1 vardir. Bunlar;

% Hiicre killtiirleri mutasyon ¢aligmalarina materyal saglarlar. Burada
ya eksplant kiiltiir 6ncesi mutasyona ugratilir (Carlson ve Polacco
1975) ya da hiicre siispansiyonu elde edildikten sonra bunlann
kiiltiirii swrasinda gesitli kimyasal mutagenler kiiltlir ortamu
bilesimine eklenerek mutasyon olusturulur. Daha sonra hiicreler
segici gartlarda kiltiire alinarak aranan Gzellige sahip bitkilerin
secilmesine galigtlir, Ornegin, hastaliklara dayanikhilik igin yapilacak
segmelerde kiiltiir ortamina hastalik etmeninin toksini eklenerek
dayanikli bitkiler elde edilebilmektedir.

% Hiicre  kiiltiirlerinde goriilen kromozom say1 ve yapisindaki
degisikliklerden yararlanilarak genlerin kromozomlar izerindeki
yerleri ve kromozom iligkileri incelenmeye galigilir,

% Hiicre Kiltiirleri protoplast kiiltiirlerinin baglangig materyalini
olugturur,

Q} Hiicre kiiltiirii tekniginde bir test tiipii igerisinde milyonlarca hiicreyi
kiiltlir etmek ve seleksiyon yapmak miimkiindiir. Ancak, klasik bitki
1slahunda aym i§i yapmak igin binlerce hektar arazi, biiyiik bir iggiicii
ve paraya ihtiyag vardir.

Qb Basta tip olmak iizere, endistrinin farkli kollaninda kullanilan
alkaloidler, glikozitler, eterik yaflar, steroidler, terpenoidlier ve
fenolikler gibi sekonder bitki metabolitleri iiretilir.

% Hiicre kiiltiiriiniin en 6nemli uygulama alanlarindan bir digeri ise,
gen aktariminda kullanilmas:dar.

1.1.7. Protoplast kiiltiirii ve somatik hibridizasyon

Protoplast kiiltiirli, normal egeysel yollarla elde edilemeyen tiirler ve cinsler arasi
melezlemelerin somatik olarak gergeklestirilmesi teknigidir (Cocking 1960, Evans ve
Reed 1981, Hess 1975, Mayo 1980).



Protoplast kiiltiiriinde yaygin olarak kullanilan eksplant; yapraklarin mezofil dokusudur.
Dokunun fizyolojik durumu basarniy: etkilediginden bitkiler kontrollii iklim odalan ya da
seralarda yetigtirilir (Vasil 1976). Yaprak yiizeyi steril edildikten sonra epidermisi
uzaklagtinlarak mezofil dokusunun aynimast saglanir. Kiiglk pargalara aynlan
yapraklar sivi ortamlar igerisinde galkalayicilar iizerinde sallamr. Tek hiicreler elde
edildikten sonra, bunlar hiicre duvarlarinin pargalanmasi amaciyla 6zel enzimler igeren
ortamlara alimir. Bu ortamlar ayni zamanda protoplastlarin yap: ve canlilifim koruyacak,
osmotik basinc1 diizenleyen maddeleri de igerir. Bundan sonra 6lii hiicre ve diger

artiklan protoplastlardan ayirmak i¢in filtre edilir.

Protoplastlar, siv1 ya da agarli ortamlarda kiiltire alnabilir. Ancak, yine kiltir
ortaminda osmotik basinci diizenleyen maddelerin bulunmas: gerekir. Bdylece, kiiltiire
alinan ve fiizyonu saglanan protoplastlar, énce yeni bir hiicre duvar olugturur ve bundan
sonra da hiicre boliinmesi baglar. 1-3 hafta igerisinde hiicre yigmnlar: olugur. Olusan bu
hiicre yiginlarindan énce siirgiinler, siirgiinlerin koklendirilmesi ile yeni bitkiler elde

edilir. Bu bitkilerin saksilara aktarilarak yetistirilmesi son agamay1 olugturur.

Negatif yiizey yikiine sahip protoplastlarin biraraya gelmesi miimkiin degildir.
Protoplastlarin biraraya gelebilmeleri igin ortama pozitif yiiklii bir iyonun ilive edilmesi
gereklidir, Bu amagla en gok Ca*? kullamlir. Ancak, biraraya gelen protoplastlarda
fiizyon olaymin gergeklesebilmesi igin polyethileneglucol (PEG) kullamlir. Bu olay
srasinda iki hiicrenin muhtevalan birbiri igerisine kangir. Daha sonra gekirdekler
arasinda gekirdek filizyonlart ortaya gikar. Ancak, cekirdek fiizyonlarnn her zaman
goriilmeyebilir. Bbylece birlesen hiicreler, hiicre duvarlarini olusturarak birkag giin
igerisinde bolinmeye baglarlar. Sonugta, hiicre yiginlan olusur ve bunlann kiiltiiriiyle
somatik melez bitkiler elde edilir. Biitiin protoplast fiizyonlarindan somatik melez bitki
elde edilmesi beklenmemelidir. Nitekim, burada cereyan eden olaylar normal eseysel
melezlemeye gdre ok daha karmagiktir. Hiicreler arasindaki uyusmazliklar, kromozom
eslesmeleri ve bunlarin boliinme sirasinda hiicrelere dagiligindaki diizensizlikler gibi

nedenlerle protoplast fiizyonunundan her zaman istenen bagan alinamamaktadir.



1.2. Bitkilere Gen Aktariminda Kullamlan Ydntemler

Bitkilere gen aktariminda kullanilan tekniklerin esasini; istenilen geni tagiyan bir DNA
pargasimn doku igerisindeki hiicrelerin kromozomlarina yerlestirilmesi, daha sonra doku
kiiltiirii tekniklerinin kullamlarak bu hiicrelerden gen aktarilmis (transgenik) bitkilerin
elde edilmesi olusturur. Genelde, doku igerisinde gen aktarilmus hiicrelerin oram
oldukga diigiiktir. Bu nedenle, gen aktarimu yapilacak bitki tiirlerinde yiiksek adventif
silirgiin olusumuna paralel olarak bagar: da énemli derecede artmaktadur.

Bitkilere gen aktariminda en yaygn olarak kullanilan arag; Agrobacterium tumefaciens
bakterisidir. Bu Ozellifinden dolayt A.rumefaciens’e ‘“bitkilerin dogal genetik
mithendisi” adi verilmigtir (Ozcan ve Ozgen 1996). Giinlimiizde Agrobacterium
tumefaciens ile bugdaygillere de basariyla gen aktanm yapilabilmektedir. A.tumefaciens
aracthfiyla gen aktarimn yapilamayan tek ¢enekli bitkilere gen aktarabilmek igin
elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve partikiil bombardiman: gibi dogrudan gen aktarma
yontemleri de geligtirilmistir. A.tumefaciens ya da dogrudan gen aktarma ydntemleri
kullamlarak gen aktanmmn gergeklestirildigi bazi kiiltiir bitkileri Cizelge 1.1°de
verilmigtir.

1.2.1. Agrobacterium tumefaciens aracihfiyla gen aktarim

Agrobacterium, Rhizobiaceae familyasindan, toprakta yagayan gram (-) bir bakteri olup,
cogu cift genekli bitkiyi kok bofazinda olusan yaralardan enfekte ederek kok bogazi
uruna neden olmaktadir (Sekil 1.2). Agrobacterium’un fitopatojenik dzellikleri (Smith
ve Townsend 1907) uzun yillar dnce belirlenmesine ragmen, enfeksiyonun gergek
dogas1 son yillarda ortaya konabilmistir (Hooykaas ve Schilperoot 1984). Bu hastalik
tarimsal agidan 6nemli olup, her yil bilylik ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Yapilan aragtirmalarda tiimér dokusunun normal bitkide bulimmayan ve bakteri
tarafindan karbon ve nitrojen kaynag: olarak kullanilan bazi aminoasitler ve opin’ler
olarak bilinen seker tiirevlerini sentezledigi gorlilmistir (Messens vd 1985, Tempé ve
Goldmann 1982, Tempé ve Casse-Delbart 1989, Kado 1991). Tiimérlt dokunun
sentezledifi opinlerin tiirleri (oktopin ve napolin gibi) enfekte eden bakteri hatlar
tarafindan belirlenir (Bomhoff vd 1976, Ozcan ve Ozgen 1996).
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Cizelge 1.1. Gen aktarimimn baganli oldugu bazi Snemli kiiltiir bitkileri ve gen aktarma

ybntemleri
Latincest Tiirkgesi Yintemi | Kaynak
Beta vulgaris Sekerpancan . Gasser ve Fraley 1989
Brassica napus Kolza .0 Fry vd 1987
Glycine max Soya 0.0 Hinchee vd 1988
Gossyptum hirsitum Pamuk L Firoozabady vd 1987
Helianthus annuus Aygicegi L] Everett vd 1987
Linum usitatissimum Keten L4 Basiran vd 1987
Solanum tuberosum Patates ] De Block 1988
Nicotiana sp. Tuttn .0 Horsch vd 1985
Lotus corniculatus Gazal boynuzu L Jensen vd 1986
Medicago sativa Yonca L] Shahin vd 1986
Trifolium repens Ak tiggil L] White ve Greenwood 1987
Oryza sativa Celtik [ X-] Chan vd 1992
Triticum sp., Hordeum vulgare Bugday, Arpa 0,0 Mooney vd 1991
Zea mays Misir 0.0 Gould vd 1991
Apium graveolens Kereviz Ld Catlin vd 1988
Asparagus officinalis Kuskonmaz ® Conner vd 1988
Brassica oleracea Lahana L] Shahin ve Yashar 1986
Daucus carota Havug .0 Scott ve Draper 1987
Cucumis sativus Hiyar ] Trulson vd 1986
Lactuca sativa Marul L] Michelmore vd 1987
Solanum melongena Patlican L] Guri ve Sink 1988
Pisum sativum Bezelye L] Puonti-Kaerlas vd 1990
Cucumis melo Kavun ] Fang ve Grumet 1990
Fragrea fragrans Cilek ° Nehra vd 1990
Malus pumila Elma ] James vd 1989
Juglans regia Ceviz | 0 McGranahan vd 1988
Petunia hybrida Petunya L] Horsch vd 1985
Geranium sp. Ttr L] Butcher vd 1990

® Agrobacterium araciliy ile gen aktarimi, © Dogrudan gen aktanmi

Tiim&r olugturan (virulent) Agrobacterium hatlan ile yapilan ¢aligmalar, timér olusumu
ve opin sentezinin, bakteride bulunan 150-250 kb biiyiikligiinde, ¢ok kiigiik ve yuvarlak
bir DNA molekiilii tarafindan gergeklestirildigini gostermistir (Ozcan ve Ozgen 1996).
A.tumefaciens bakterisinde bulunan bu DNA molekiltt Ti (Tumour inducing/tiimér
olugturan) Plazmidi olarak adlandinlmaktadir (Zaenen vd 1974, Watson vd 1975).

Agrobacterium bakterisi, bitki hiicrelerine gen aktanimi igin gereken ii¢ unsuru
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Sekil 1.2, Yabani (onkogenik) Agrobacterium hattinin bitkinin
kok bogazinda tiitaér olusturmas: (Watson vd 1996)
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tagimaktadir (Zambryski 1988, Ozcan ve Ozgen 1996). Bunlar;

@ Ti plazmidi zerinde bulunan T-DNA (transfer-DNA) bolgesidir (De Greve vd

1981). T-DNA bdlgesi, bakteriden bitki hiicresine aktanlarak bitki genomuyla birlesen
kiigk bir DNA pargasidir (Chilton vd 1980, Willmitzer vd 1980). Yapilan aragtirmalar
enfekte olan hiicrelerin tiimér olugturma ve opinleri sentezlemelerine T-DNA
bdlgesinde yer alan bazi genlerin (tmsl, tms2 ve tms3) neden olduklarim géstermistir
(Bevan ve Chilton 1982, De Greve vd 1983).

Oktopin ve napolin tipi plazmidlerin T-DNA bélgeleri, sag ve soldan 25 bp
uzunlugundaki diizensiz niikleotid dizileri ile smrlandinlmg olup, timér olugturan
genleri tagirlar (Binns ve Thomashow 1988, Melchers ve Hooykaas 1987, Zambryski vd
1989, Caplan vd 1983, Yadav vd 1982). Aragtirmalar, bu iki sinir arasina yerlestirilen
herhangi bir DNA pargasmin kolayca bitki hiicresine aktarilabildigini gostermistir.
Ustelik, timdr olusturan genlerin kesici enzimler yardimiyla T-DNA bolgesinden
uzaklagtrlmasimin da bitki hiicresine gen aktarimmi higbir sekilde etkilemedigi
belirlenmigtir (Leemans vd 1982, Schell ve Van Montagu 1983, Ozcan ve Ozgen 1996).
Tiimér olugturan genleri tagimayan plazmidler, non-onkogenik Ti-plazmidler olarak
adlandinlir. Aragtirmalar, T-DNA’nin sag suur niikleotid dizisinin gen aktannminda
mutlak gerekli oldugunu ortaya koyarken (Jen ve Chilton 1986, Peralta vd 1986, Van
Haaren vd 1987, Joos vd 1983, Wang vd 1984), sol siurdaki parga eksilmelerinin
bakteriden bitki hiicresine genetik materyal aktarimim etkilemedigini gdstermistir (Joos
vd 1983).

@ Agrobacterium’dan bitki hiicresine gen aktariminda nemli rol oynayan ikinci
unsur; T-DNA’'nin disinda ve sol simra yakin olan, yaklagik 35 kb uzunlugundaki

“virulens (vir)” bolgesidir. Yapilan ¢aligmalar vir bolgesinin alti ana genden (Vira,
VirB, VirC, VirD, VirE ve VirG) olustufunu gostermistir (Stachel ve Nester 1986). Vird
geni, yaralanmuy bitki hiicrelerinin salgiladif fenolik bilesikleri taniyan ve bunlarla
baglant: kuran bir algilayiciy: sifreler ki (Stachel ve Zambryski 1986a, Zambryski 1992),
bunun sonucunda VirG geni uyarilir. Uyarilan VirG geni ise kendi ve diger vir genleri

icin transkripsiyon islemcisi gorevini istlenir. VirD geni, T-DNA iplik¢iginin
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rejenerasyonunu saglarken; VirC, bu bolgenin sinirlardan kesilmesinde (Toro vd 1989),
VirB ve VirE genleri ise T-DNA’mn bakteriden bitki hiicresine hareketinde etkili
olmaktadir (Zambryski 1992).

® Bitki hiicrelerine gen aktarimmda etkili olan iiglincii unsur, Agrobacterium
bakterisinin kendi kromozomu izerinde bulunan ti¢ adet lokus (chvA, chvB ve pscA)’ un
kodladifx iiriinler olup, bunlarin bakterinin bitki hiicresine tutunmasinda Gnemli rol
oynadiklarn belirlenmigtir (Douglas vd 1985).

1.2.1.1. T-DNA aktarimnin mekanizmasi

Yaralanan bitki fenolik bilegikler salgilar (Sekil 1.3). Fenolik bilesikieri algilayan
Agrobacterium bakterisi bitkinin yaralannms hiicrelerine tutunur. Bitkinin hiicre
duvarma tutunan bakteri hiicresine fenolik bilesikler girerek vir genlerini aktif hale
getirir (Stachel vd 1985, Leroux vd 1987, Hooykaas ve Schilperoort 1984). Vir bolgesi 7
adet operon igerir. Bunlardan VirA, VirB, VirD ve VirG gen aktarimu i¢in mutlak gerekli
olup, geri kalan VirC, VirE ve VirF operonlan yalnizca baz: tiirlere gen aktarimnda
gereklidir (Hooykaas vd 1984, Stachel ve Nester 1986).

Vir genlerinin uyanlmasimin ardindan, T-DNA’min alt sarmali, VirD! ve VirD2
genlerinin firettifi bir endoniikleaz enzimi tarafindan alt simr bolgesinden kesilir
(Stachel ve Zambryski 1986b, Zambryski 1992). VirD2 proteini, sag siumr blgesinin 5
ucuna baglanarak T-iplik¢iginin serbest kalmasim saBlar (Hooykaas ve Schilperoort
1992, Zambryski vd 1989, Ward ve Barnes 1988). Serbest kalan tek sarmal T-DNA,
VirE proteini tarafindan kaplanarak ortamda bulunan niikleaz enzimlerinin olumsuz
etkilerinden korunur (Christie vd 1988). VirD2 proteini, T-DNA’nin bitki hiicrelerine
aktarilmasinda rol oynarken (Herrera-Estrella vd 1990), VirB proteininin bakterinin
hiicre zarinda T-DNA’nin gegebilecegi biyiiklikte bir agkhk olusturdugu
diigiiniilmektedir (Nester ve Gordon 1988, Ozcan ve Ozgen 1996).

Bitki hiicresine giren T-DNA, hiicre g¢ekirdegine VirD proteinince taginmakta
(Zambryski 1992, Howard vd 1992), ¢ekirdek igine alinmasinda VirE2 proteininin rol
oynadif tahmin edilmektedir (Zambryski 1992). Béylece bitki hiicre ¢ekirdegine giren
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T-DNA, bir veya birkag kopya halinde rastgele bitki kromozomuyla birlesmektedir
(Draper vd 1988, Lemmers vd 1980, Thomashow vd 1980) (Sekil 1.4).

Gen aktarimi yapilmig bitkilerin analizleri sonucunda, T-DNA’larin %70’inde higbir
degisikligin olmadifn saptanmigtir (Ream !989). T-DNA’'nin bitki kromozomuyla
birlesme igleminin sag simrdaki belli bir noktadan bagladif, sol smirda bu islemin
degisik noktalardan olabildigi belirlenmistir (Slightom vd 1985, Yadav vd 1988). Son
agamada bitki DNA’smin onarimi ve T-iplik¢iZinin ¢ift sarmal DNA'ya déniigtimii i¢in
replikasyon olmaktadir.

1.2.1.2, Bitkilere gen aktarmmnda Ti plazmidlerinden yararlanma

Non-onkogenik (tiimér olugturmayan) plazmidler araciliftyla gen aktanm yapilmig
bitki hiicreleri, gen aktarim yapilmamig hiicreler gibi davranmaktadirlar. Yani, gen
aktartmu  yapilmig hiicrelerin ve bu hiicrelerden gelisen transgenik bitkilerin
normallerinden ayrilmasi olanaksizdir. Bu sorun, gen aktarilmig hiicrelerin ve bunlardan
geligen siirgiinlerin segimi igin isaret (markér) genlerinin gelistirilmesiyle ¢6ziilmiigtiir.
Bu markor genler, bitki hiicre ve dokularina antibiyotik ve herbisitlere kargt dayaniklihik
kazandirmaktadir. Yani, antibiyotik ya da herbisitleri igeren doku kiiltiirii ortamlarinda,
sadece markér genlerin aktarildif: bitki hiicreleri geligebilmektedir.

Giiniimiizde, birgok se¢ici markdr geni tagiyan bitki transformasyon plazmidleri
gelistirilmistir (Ozcan ve Ozgen 1996). Ornegin, bakteriyel Tn5 transposonundan elde
edilen (Bevan vd 1983) ve kanamisine dayamiklilifi saglayan ‘“neomycin
phosphotransferase (NPT-II)”; E.coli’den izole edilen (Waldron vd 1985) ve
hygromisine dayanikhlif1 saglayan “hygromycin phosphotransferase (HPT)”; farelerden
elde edilen (Eichholiz 1987) ve methotrexate dayamklilifi saglayan *dihydrofolate
reductase (DHFR)”; Streptomyces hygroscopicus’dan elde edilen (De Block vd 1987) ve
bialaphosa dayanikhilif1 saglayan “bar” geni sayilabilir.

Segici markdr genlerin baginda, bitkilere aktarilan yabanci genlerin belirtilerinin kontrol
edilmesinde kullanilan raportér markér genleri de vardir ki, bunlarin en Snemlisi “B-
glucuronidase (GUS)” genidir. Bitkilere aktarilacak gen ya da genler, T-DNA’da segici

markdr genin yanina klonlanir.
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1.2.2. Dofrudan gen aktarim

Diinya besin ihtiyactnin dnemli bir kisrum kargilayan bugdaygillere ve bazi iki genekli
bitkilere gen aktanmmnda Agrobacterium’un bagansiz olmast ya da yeterli basarinin
alinamamasi, dofrudan gen aktarma ydntemlerinin gelismesine neden olmugtur, Birgok
dogrudan gen aktarma ydntemi bulunmasina ragmen, en ¢ok kullamlanlam;
protoplastlara DNA aktarimi, mikroenjeksiyon ve hizlandinlmug partikiillerdir (Ozcan
ve Ozgen 1996).

1.2.2.1. Protoplastlara DNA aktarim

Protoplast zarlannin gegirgenlifi, belli kimyasal maddeler ya da elektroporasyon
yontemiyle artirilabilir. Bu metotla ¢ift genekli ve musir, geltik, arpa ve domuz ayrif
gibi tek ¢enekli bitkilere bagariyla gen aktarimi yapilmigtir (Rhodes vd 1988, Zhang vd
1988, Horn vd 1988).

Bugiin igin protoplastlara gen aktannminda en yaygin kullamlan kimyasal,
polyethileneglycol (PEG)’ditr (Draper vd 1988, Lorz vd 1985, Krens vd 1982). Yitksek
konsantrasyonlarda kullanilan PEG, soliisyondaki DNA'yr protoplast {izerine
¢Okertmekte ve hiicre zarinda olugturdufu gézeneklerden DNA’nm protoplast igerisine
girigini saglama.ktadli' (Freeman 1988). DNA alim gergeklestikten sonra, protoplastlar
normal biiylime ortamma almarak hiicre duvarlarinin yenilenmesi ve béliinmenin
baglamasi -saglanir. Daha sonra gen aktarimi yapilan hiicrelerin belirlenebilmesi igin

segici ortamlara aktarilir,

Protoplastlara elektroporasyon yontemiyle DNA aktariminda, yiiksek voltajli elektrik
akimi yardimiyla hiicre zarinda 30 nm capinda ve birkag dakika agik kalabilen
gozenekler olugturulur (Okada vd 1986, Fromm vd 1986, Ou-Lee vd 1986). Bu
yontemde elektrik akiminin verilme siiresi ve voltaj miktart gok onemlidir (Draper vd
1988). DNA aktanminda her bitki tiirline 6zgii bir voltaj degeri olup, bunun iizerine
gikilmas: hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir (Lindsey vd 1988). Ornegin, optimal
voltajlar soya igin 450 V/cm, musir i¢in 250 V/cm ve tiitlin igin 300-350 V/cm kadardir.
Bu y6ntemle geker pancar (Lindsey ve Jones 1987) ve misirda gok diiiikk oranda basari

saglanmigtir.
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Protoplastlara gen aktannminda PEG ve elektroporasyon yOntemlerinin birlikte
kullamilmas1 basariyr artirmaktadir (Shillito vd 1985). Elektroporasyon yontemiyle
transgenik domates (Bellini vd 1989), kolza (Guerche vd 1987), marul (Chupeau vd
1989) ve gilek (Shimamoto vd 1989) bitkilerinin elde edildigi bildirilmigtir.

1.2.2.2. Mikroenjeksiyonla gen aktarim

Mikroenjeksiyon yénteminde esas; DNA’y1 0.5-1 um ¢apindaki kilcal ignelerle
dogrudan alici hiicrenin sitoplazmast ya da ¢ekirdedi igerisine yerlestirmektir.
Mikroenjeksiyonda dnce protoplastlar, ya polylysine iizerine yapigtirilarak ya da agarose
igerisine gtmiilerek sabit hale getirilmektedir (Neuhaus ve Spangenberg 1990). Bu
yontemde ilk basari; yabani tip Ti plazmidinin yonca (Reich vd 1986) ve tiitiin
(Crossway vd 1986) protoplastlarina enjeksiyonuyla elde edilmistir. Burada DNA
dogrudan ¢ekirdek igerisine ejekte edildiginden, gen aktarim oran: difer yontemlerden
daha yiiksektir. [slemin yavag yiiriimesi (20-100 hiicre/giin) ve pahal: olmasi bu

ydntemin en bityiik dezavantajlaridir.

1.2.2.3. Hizlandinlms partikiillerle gen aktarim

Bu yontemle hemen tiim doku ve hiicrelere gen aktarmu miimkiindiir. Hizlandirilmig
partikiillerden yararlanarak tek ¢enekli bitkilere kolaylikla gen aktanlabildigi gibi,
Agrobacterium ya da diger ybntemlerle gen aktarimmin ¢ok zor oldugu bitkilere de
uygulanabilmektedir. Bu yontemin temel ilkesi; DNA tagiyan 1-2 pm g¢apindaki altin
veya tungsten pargaciklarina ¢ok yiiksek hiz kazandinp, bitki hiicrelerine girmelerinin
saglanmasidir (Sekil 1.5). Pargaciklar hiicre igerisine girdikten sonra DNA’lar bitki
genomuyla birlesmektedir (McCabe vd 1988, Klein vd 1987).

Pargacilarin hizlandinlmasinda onceleri yiikksek elektrik akimi  kullanilirken, son
yillarda sikigtirilomg helynm gazindan faydalanilmaktadir. Pargacik mizimin siirtiinme
nedeniyle azalmasinin énlenmesi igin, islem vakum altinda yapilmaktadir. Bu yéntemde
eksplant olarak yaprak, embriyo, siirgiin ucu gibi organlar, kiiltiire alinmis hiicreler,
polen ve mikrosporlar kullamlmaktadir (Klein vd 1990).

19



!
Helyum gaz -
Kiriliey !
.,
Tagim
\ﬂslﬂphnmlqmmm '
Durdurma levhas—————- ozzzn eTETn

m'n I — s80 080000

Sekil 1.5. Hizlandirnlmg partikiillerle gen aktarimt (William 1994)

20



1.3. Genetik Miihendislifinin Bitki Islahmda Kullanim Alanlan

1.3.1. Herbisitlere dayamikhlhik

Kiiltiir bitkilerine herbisitlere karg1 dayaniklihk kazandirilmasi, yabanci ot kontrolunda
kullamlan kimyasal maddelere karsi bu bitkilerin dayanikh hale getirilmesi anlamina
gelmektedir. Genetik miihendisligi teknikleri kullamilarak bitkilere herbisitlere kargi
dayaniklilik kazandinlmasinda iki yéntem kullaniimaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996).
Bunlar; dayamklilifs saglayan enzimin duyarhihifi ve diizeyinin degistirilmesi, ve
herbisitin toksik etkisini ortadan kaldiracak bir genin bitkilere aktarilmasidir. Birinci
yontemle Dbitkilere herbisitlere karst dayamkhlik kazandinilmasi igin mutant
“acetolactate synthase (ALS)” geni bitkilere aktarilmug, sonugta ALS sentezini
engelleyen “sulfonyllurea” herbisitine karsi dayamkl transgenik bitkiler iiretilmigtir
(Haughn vd 1988, Lee vd 1988).

ikinci yontemde herbisitlerin toksik etkilerini onleyen genler gesitli bitki ve
mikroorganizmalardan izole edilerek birgok kiiltiir bitkisine aktarilmigtir (Mullineaux
1992). Salmonella typhimurium’dan izole edilen “aro-A” geni tiitine aktarilarak
“glyphosate” herbisitine (Comai vd 1985); Streptomyces hygroscopius’dan izole edilen
“bar” geni tiitiin, patates, domates, yonca ve geker pancarina aktarilarak “L-
phosphinothricin” herbisitine (Murakami vd 1986, De Greef vd 1989, De Halluin vd
1990, De Halluin vd 1992, De Block vd 1987); Klebsiella ozaenae’den izole edilen
“bxn” geni domates ve kolzaya aktarilarak “bromoxynil” herbisitine (Stalker vd 1988);
Streptomyces virido-chromogenes’den izole edilen “par” geni kolzaya aktanlarak
“phosphinothricin” herbisitine (Donn vd 1990) dayamikl: transgenik bitkiler elde
edilmigtir.

Ancak, kiiltiir bitkilerine herbisitlere karsi dayamklihk kazandirlmasmmn bazi olumsuz
taraflar da vardir. Nitekim, herbisitlere dayanikli bitkilerin elde edilmesi durumunda
herbisit kullanim, artacaktir. Bu ise, insan ve hayvan saghg: ile gevre iizerindeki
olumsuz etkinin artrnasina neden olacaktir. Bundan bagka, herbisitlerin yaygin olarak
kullanim: zamanla yabanci otlara da herbisitlere dayamklilik ozelligi kazandirabilir.
Ayrica, kiiltiir bitkilerine kazandinlan dayaniklibk dogal melezleme yoluyla yabani
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akrabalanina da gegebilir. Bu gibi durumlar g6z 6niine alindifinda, yabanci ot kontrolii
tiimiiyle olanaksiz hale gelebilir.

1.3.2. Biceklere dayamklilik

Bitki genetik mithendisligi teknikleri kullanilarak kiiltiir bitkilerine bdceklere karst
dayamklihk kazandinlarak kimyasal ilag kullamminin azaltilmas: hedeflenmektedir.
Bacillus thuringiensis, Ozellikle Lepidoptera familyasindan boceklerin sindirim
sistemlerine zarar vererek dliimlerine neden olan bir protein (Bt) iretmektedir (Peferoen
1992). Bu proteinin firetimine neden olan Bt geninin B.thuringiensis’ten izole edilerek
domates, tiitiin, pamuk ve musir bitkilerine aktanlmasi sonucunda boceklere karsi
miikemmel bir dayamklihk saglanmistir (Delannay vd 1989, Kozeil vd 1993). Aym
sekilde, boriilceden izole edilen “trypsin inhibitér (CpTi)” geninin aktanldign tiitiin
bitkileri, titin stirgin kurdu (Heliothis virescens) larvalarimin saldinlanna kargt
dayanikhlik gostermistir (Hilder vd 1987).

1.3.3. Viriislere dayaniklihk

Kiiltiir bitkilerine viriisiere karg1 dayanmkhlik kazandiriimasinda viriislerden izole edilen
kilif proteinlerini kodlayan “CP” genleri bitkilere aktarilmaktadir. Bu sekilde tiitiin
mozaik viriisi (TMV) kihf protein geninin aktanldign tiitin bitkileri TMV
enfeksiyonlarina karsi dayamklihk gstermiglerdir (Abel vd 1986).

Viriislere dayanikh bitki elde edilmesinde kullanilan diger bir yontem satelit RNA’dir
(Ozcan ve Ozgen 1996). Belirli bir satelit RNA’nn ¢DNA kopyalan bitkilere
aktanildifinda, bu bitkilerin viriislerle enfeksiyonu sonucu satelit RNA replike olmakta
ve virlis simptomlaninda azalma goriilmektedir. Omegin, hiyar mozaik viriisii ve tiitiin
halkalt leke viriisti satelit RNA’lanindan elde edilen ¢cDNA kopyalarmin aktanldif
transgenik bitkiler bu viriislere karst dayamkhilik gostermislerdir (Harrison vd 1987,
Gerlach vd 1987, Baulcombe vd 1986).
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1.3.4. Bitki 1slahinda antisens RNA tekniginin kullammm

Antisens RNA teknidi kullanilarak belirli protein ya da enzimlerin {iretimlerinden
sorumlu genlerin etkileri kolayca ortadan kaldinlabilmektedir (Ozcan ve Ozgen 1996).
Cift sarmal DNA iizerinde hiicrelerin protein yapiminda kullandiklan bilgiyi tasiyan
iplikgige sens; diferine antisens iplik¢ik adi verilir. Bitkilerden izole edilen genler,
antisens iplikgik gablon olacak gekilde tekrar bitkilere aktanldifinda, antisens
mRNA’lar Uretilir. Bu antisens mRNA’lar, aym genin irettifi normal mRNA’lar ile
birbirini tamamlayici olmalarindan dolayr birleserek mini RNA ¢ift sarmallan
olugtururlar. Ribozomlar ise boyle RNA’lann kullanamadiklarindan, genin protein
iiretimi engellenmis olur (Sekil 1.6). Transgenik domateslerde etilen tiretiminin antisens
teknigi ile engellenmesi sonucu, depolama sirasinda bozulmadan uzun siire kalabilen
meyveler elde edilmigtir (Hamilton vd 1990).

1.3.5. Genetik erkek kasir bitkilerin elde edilmesi

Bitkisel firetimde melez tohum kullanimi heterosis (melez azmanlif1) nedeniyle {riin
artigi sagladigindan énemli bir yere sahiptir. Ancak melez tohum tretiminde gerekli
erkek kisir hatlar ¢ogu kiiltiir bitkisinde yoktur. Buna karsin, gelistirilen bir yontemle
erkek kisir bitkiler kolaylikla iretilmektedir (Mariani vd 1990). Bu yontemde Once
olgunlagmamu§ anterlerin tapetum hiicrelerinde belirti gosteren “TA29” geni izole
edilerek, bu genin promotdr bolgesi Bacillus amyloliquefaciens’den elde edilen “RNase
barnase” genine baglanarak tiitiin ve kolza bitkilerine aktarilmgtir. “RNase barnase”
geninin etkisiyle tapetum bolgesine 6zel RNA’mn yapim ve fonksiyonel olan gigek
tozlarinin {iretimi tamamen engellenmigtir. Ancak, melez bitkiler tohum ya da meyveleri
icin yetigtirildiginden, fertilitenin yeniden saglanmasi gerekir. Bunun i¢in “barnase”
geninin etkisini engelleyen “barstar” geni tozlayici olarak kullamlan bitkilere
aktanlmistir. “Barnase” genini tagiyan erkek kisir bitkilerin, homozigot “barstar” genini

tastyan fertil tozlayicilarla melezlenmesi sonucu fertil melezler elde edilmistir.

23



(0661 PA 10 Isifo[omis) YN SUasnuy 9’| [Pfag

|sewusjjebus ujujupaIn
ujajosd e3dnuos aA iIseuniSnjo
rewses 313 wu,yn Pl J8juswejduroy]

\m \n
220DVNN
DDJ2NVY
£ ]
r
...... VNHW susspuy —_—
£ NNVDID S £ P9dNVY S
" A
S wdxid) susspuy £ S udijid} suss £
VViODO 2)0V11L
L1V9DDD 99J14VYV
£ S £ A8
HPUIZ YNG MIoUjZ YNQ INoASW

uejuepje opuA s103 aApiig epunwousb pig

24



1.4. Bitki Doku Kiiltiirii ve Genetik Miihendisligi ile flgili Problemler

Giinilimiizde baz: tarimsal karakterleri iyilestirilmis olan transgenik musir, soya, pamuk
ve patates gesitleri yaygin olarak {iretilmeye baslanmmgtir. Diger birgok tiirde ise,
transgenik gesitler yogun tarla denemelerine alinmigtir. Bununla beraber, bitki genetik
miihendisliginde heniiz ¢6zlilmemis birgok problem vardir. Bu problemleri ii¢ baghk
altinda 6zetlemek miimkiindiir.

@ Bitkilerin in vitro rejenerasyonu ile ilgili problemler,
@ Kiiltiir sirasinda kargilagilan problemler,

® Bitki genetik mithendisligi yoluyla elde edilen iiriinlerin kullanimiyla
ilgili problemler.

1.4.1. Bitkilerin in vitro rejenerasyonu ile ilgili problemler

Bitkilerin in vitro rejenerasyonu sirasinda kargilagilan giigliikler, bagsariyr sinirlandiran
en Onemli faktordiir. Rejenerasyon, birgok bitkide bagarili olsa da tahillar, dane
baklagiller ve odunsu bitkilerin ¢gogunda istenen basan elde edilememistir. Bitkilerin in
vitro rejenerasyonunda etkili faktdrler; bitkisel ve fiziksel olarak iki ana grup altinda

toplanabilir.

1.4.1.1. In vitro rejenerasyona etki eden bitkisel faktorler

In vitro rejenerasyonu etkileyen bitkisel faktorlerin baginda; kullanilan bitkinin genotipi
gelmektedir. Genelde ¢ift genekli bitkiler tek genekli bitkilere gore daha iyi rejenere
olmaktadirlar. Solanaceae, Begoniaceae, Crassulaceae, Gesneriaceae ve Cruciferae
familyasina giren ¢ift ¢enekli bitkilerin rejenerasyonlar1 kolaydir. Ancak, rejenerasyon
kapasitesi bitkilere gore énemli farklilik gostermektedir, Oyle ki, aym tiire ait bitkiler
arasinda bile rejenerasyon kapasitesi bakimindan bilyiik farklar vardir. Kimi arastiricilar,
ayni tiir igerisindeki bitkilerin farkli rejenerasyon gdstermelerinin nedenini; bitkilerin
farkl: genotipe sahip olmalan ile agiklamaktadirlar. Bu arastiricilara gore, rejenerasyon
kapasitesi genlerin kontrolii altindadir. Bir kisim aragtinicilar ise, aym tiire ait bitkiler
arasinda rejenerasyon kapasitesi bakimindan goriilen farkliligin nedenini; bitkilerin

farkh yetistirme kosullan ve besin maddelerine ihtiyag duymalar: ile agiklamaktadiriar.
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Nedeni ne olursa olsun, aym tiire ait bitkilerin rejenerasyon kapasitesi bakimindan
farklilk gostermesi in vitro kiiltiir tekniklerinin yaygin olarak kullamlmasim
zorlagtirmaktadir,

Rejenerasyon kapasitesini etkileyen diger bir faktdr; kullamlan eksplantin yagidir. Geng
dokularda hiicre bolinmesi daha hizli oldugundan, rejenerasyon kapasitesi daha
yiiksektir.

Eksplantin alindif1 bitkilerin yetisme kogullart ve saglik durumu da rejenerasyonu
6nemli Glgiide etkilemektedir. Bu agidan eksplant kaynag olarak kullamilan bitkilerin
sicaklik, 151k ve nemi kontrol altinda tutulan iklim odalarinda yetistirilmesi, hastalik ve
zararhlardan temiz olmas1 gerekmektedir. Stres altindaki bitkilerden alinan
eksplantlardan iyi bir rejenerasyon elde edilememektedir.

Eksplantin alindifs yer de rejenerasyon kapasitesini etkileyen bir faktordiir. Nitekim,
bitkinin geng ve fizyolojik olarak iyi durumda bulunan kisimlarindan alinan
eksplantlarda rejenerasyon kapasitesi daha yiiksektir. Geng, yumusak dokular in vitro
kltir i¢in daha uygundur.

Rejenerasyon kapasitesi eksplant biiyiikliifiine gére olduk¢a degismektedir. Eksplantlar
biinyelerinde besin maddesi ve hormonlan igerirler. Bu bakimdan alinacak eksplantin
¢ok kiigiik olmamasi rejenerasyon kapasitesinin daha yiiksek olacag: anlamuna gelir.

1.4.1.2. In vitro rejenerasyona etki eden fiziksel faktirler

Hi¢ kugkusuz rejenerasyon kapasitesini etkileyen fiziksel faktorlerin basinda besin
ortamu ve igerifi gelir. Farkl cins ve tiirlere ait bitkilerin hiicre, doku ve organlarinin
gelismesini saglayacak tek bir besin ortamu yoktur. Kullamlan bitkiye ait en uygun besin
ortamn ancak aragtirmalarla belirlenebilir. In vitro kiiltiirde kullamlan temel besin
ortami; su, makro ve mikro besin elementleri, seker ve bitki biiyiime diizenleyicilerini
(oksin ve sitokinin) igerir. Bunlardan birinin eksikligi durumunda eksplant gelisemez ve
bir siire sonra 6liir. Bununla birlikte, temel besin ortaminda yer alan makro ve mikro

besin elementleri, seker ve bitki biiylime diizenleyicilerinin oram bitki tiirlerine goére
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farkhilik gdsterebilir. Bazi- bitki- tiirlerinde ise, bunlara ek olarak besin ortamina bazi

maddelerin eklenmesi gerekebilir.

Besin ortaminin pH degeri de rejenerasyon iizerinde etkili bir unsurdur. In vitro kitltilrde
bitkilere gore degismekle birlikte, 5-6.5 arasinda bir pH degeri istenmektedir. pH’nin bu
degerlerin altinda ya da istiinde olmas: eksplant gelisimini durdurmaktadir (Hatipoglu
1995).

Eksplantlarin kiiltiirden 6nce steril edilmesi rejenerasyon kabiliyetini etkileyen 6nemli
faktorlerden biridir. Bitki tiirlerine gore eksplantlanin sterilizasyonunda kullanilan
dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi farkhilik gdstermektedir. Bununla birlikte,
sterilizasyonda kullanilan dezenfektan ile eksplantin temasi, rejenerasyon kapasitesini az
ya da ¢ok diiglirmektedir. Bu nedenle, kullanilacak eksplantin steril olarak yetistirilen
fidelerden alinmas rejenerasyon kapasitesini artiracaktir (Yildiz vd 1997).

Rejenerasyon kapasitesini etkileyen difer bir faktdr de; eksplantin kiiltiirden sonra
gelismeye birakildig ortamin 151k ve sicaklik degerleridir. Aydinlanma giines 151&ina en
yakin 15181 veren floresan lambalarla saglanur. Bitki tiirlerinin ihtiyag duydugu ik
miktart ve siiresi farkli olabilmektedir. Igik miktar: 1000-10.000 liix arasinda degigirken,
igiklanma siiresi 16 saat olarak uygulanir. Sicaklik, bitkinin ihtiyag duydugu miktardan
en fazla +1°C fark edebilir. Sicakligin devamli olarak yiikselip diigmesi eksplantlan
strese soktugundan, rejenerasyon kapasitesi diigmektedir.

1.4.2, Kiiltiir sirasmda karsilagilan problemler

1.4.2.1. Somaklonal varyasyon

Bitkide somatik hiicrelerin tamam: aym: genetik yapiya sahiptir. Dolayisiyla, bu
hiicrelerden gelisen bitkilerin de aym genetik yapida olmasi beklenir. Ancak in vitro
kiiltirde kallustan rejenerasyonda durum farklidir, Kallustan rejenere olan bitkiler
genellikle farkli genetik yapiya sahip olmaktadirlar. Iste, kallustan rejenere olan
bitkilerin genetik yapisinda gozlenen bu farkhilifa somaklonal varyasyon adi verilir
(Larkin ve Scowcroft 1981).
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Somaklonal varyasyon nedeniyle polen fertilitesi, ¢iceklenme zamant, yaprak agirhis,
rengi, boyutu ve sekli ile tomurcuk sayis, tiylilik ve bitki boyunda farkliliklar
goriilebilmektedir (Mantell vd 1985, Lindsey ve Jones 1989). Ashinda in vitro kiiltirde
karsilagilan somaklonal varyasyonun nedenleri tam olarak agiklanabilmis degildir.
Bununla birlikte, baz: faktdrlerin genetik farkliha yol agtif saptanmigtir,

Rejenere olan bitkiler arasinda genetik farklihiga neden olan faktdrlerin basinda; in vitro
kiiltir yontemi gelir. Meristem, siirglin ucu ve tomurcuklardan herhangi bir kallus
safhas1 olmadan rejencre olan bitkiler genetik olarak farklilik gostermezler. Bu nedenle
genetik yapin korunarak gogaltim yapilmasi gerektigii durumlarda bu bitki kisimlarmin
kullanilmas: nerilir. Kallus olusumunu takip eden rejenerasyonda genetik farklihk daha-
cok organogenezis yoluyla rejenere olan bitkilerde goriiliir (Hatipoglu 1995).

Somaklonal varyasyonu etkileyen diger bir faktor; kullanilan eksplanttir. Eksplantin
bitkiden alindi1 yer siirgiin ucundan uzaklastik¢a rejenere olan bitkiler arasinda genetik
farkliifin arttify bildirilmistir (Miyazaki ve Tashiro 1987). Ayrica, poliploid tiirler
diploid tiirlere oranla daha fazla genetik farklilik gostermektedirler.

Besin ortaminin bilegimi de in vitro rejenerasyonda genetik yap1 degisikliklerine neden
olabilmektedir. Besin ortammnin bile§imi, 6zellikle oksin ve sitokinin igerigi genetik
farkliliklara yol agmaktadir. Ornegin, 2,4-D belli tiirlerde aneuploid hiicrelerin oranimt
artirmaktadir. Besin ortaminda bulunan yiiksek konsantrasyondaki BAP, tiitiin
bitkisinde somaklonal varyasyonu artrmustir (Pierik 1987).

1.4.2.2. Vitrifikasyon (Camsilagma, Saydamlagma)

Vitrifikasyon, hiicre ve dokularn camsilagmasi olayidir. In vitro killtiirde

vitrifikasyonun nlenmesi igin bazi sartlarin saglanmasi gerekir. Bunlar;

% Besin ortammm agar ve seker konsantrasyonunun artinlmasi,

ortamn stk stk yenilenmesi,
© Kiiltiiriin yapildig1 kaplarda gaz degisiminin saglanmast,

& Diigiik 151k yogunlugu ve yiiksek sicakliklardan kaginiimasi.
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1.4.2.3. Eksplantlarin kararmasi

In vitro Xiltirde kimi tiirlerde sikga rastlamlan cksplantlarn kararmasi ya da
kahverengilesmesi olay1; bir kisim enzimlerin fenolik bilegikleri okside etmesi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Kararan eksplantta rejenerasyon kabiliyeti diigmekte ve bir siire
sonra kararma eksplantin tamamuni kaplayarak 6liimiine neden olmaktadir (Sekil 1.7).
Seker pancari, giil, findik ve {iziim gibi bitkilerde eksplantlarin kararmas: olayina sik¢a
rastlanmaktadir. Polyphenoloxidase (PPO), fenolik bilesiklerin oksidasyonuna neden
olup, eksplantlarin kararmasina yol agan temel enzimdir. Eksplantta gériilen kararma bu
enzimin aktivitesine ve dokunun fenolik bilesikler kapsamina baglidir (Kahn 1975).
Dokularin kararmasin onlemek igin besin ortarmna aktif karbon, askorbik asit, sitrik

asit ve sodyum klorit gibi maddelerin eklenmesi 8nerilmektedir (Pizzocaro vd 1993).

Yildiz vd (1997), seker pancarmin in vitro rejenerasyon kabiliyetini Snemli &lglide
diigiiren eksplant kararmasinin ortadan kaldirtlmasi igin yaptiklar arastirmada; farkl iki
sekilde yetistirilen eker pancart fidelerinin kotiledon eksplantlanim kullanmuglardir.
Aragtrmada  kullanilan fidelerden bir kismi serada yetistirilirken, bir kismi
laboratuvarda tohumlarin steril edilip, ¢imlendirilmesi yoluyla elde edilmigtir. Aragtirma
sonucunda, steril fidelerde alinan kotiledon eksplantlarinda kararmanin olmadigi ve
rejenerasyon kabiliyetinin gok yiiksek oldugu goriilmiigtiir. Ancak, serada yetistirilen
fidelerden alinan eksplantlar kiiltiirden 6nce steril edildiiden, bir bagka ifadeyle
sterilizasyon igin sodyum hipoklorit ile temas ettiginden, kararma sodyum hipokloritin
dozundaki artisa paralel olarak artmistir. Steril edilen eksplantlarda kararma; eksplantin
dezenfektanla temas eden kesim yiizeylerinde baglamakta, zamanla yayilarak biitiin
eksplant: kaplamaktadir (Sekil 1.7). Sonuglar, sterilizasyonda kullamilan dezenfektan
eksplantlarda kararmaya neden oldugunu gostermektedir. Besin ortamunin kapsaminda
bulunup, eksplantin kendisi tarafindan iiretilebilen baz1 maddeler de kararmaya neden
olmaktadir. Yildiz vd (1997), seker pancarinda yaptiklari aragtirmalarinda; ortamda
bulunan seker konsantrasyonunun diigliriiimesinin eksplantlardaki kararmay: azalttifim
bildirmiglerdir. Aragtinicilara goére, scker =zaten eksplantin kendisi tarafindan
iiretildiginden, normal sartlarda ortamda geker fazlalifi olusmakta, bu da eksplantta
kararmaya neden olmaktadir (Nicoli vd 1991).

29

YOKSEXOGRETIM KURULY
T rrsron mEwxEzd




o

® 3

Sekil 1.7. Eksplantta kararma ve sonucunda meydana gelen 6liim

a. Steril edilen eksplantin dezenfektanla temas eden
kesim  ylzeyindeki dokularda  kararmanin
baglamasi

b. Kararmanin eksplanta yayilis:
c. llerleyen asamada eksplanttaki kararmanin artisi
d. Kararmanin neden oldugu eksplant sltimQ
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1.4.3. Bitki genetik miihendislifi yoluyla elde edilen iiriinlerin kullanimuyla ilgili
problemler

Genetik miihendislifi yoluyla iiretilen bitkiler tiiketici tarafindan tam anlamiyla
benimsenmis deildir. Gen aktarimi sirasinda bitkiye, seleksiyonun yapilabilmesi igin
istenilen genle birlikte bir de markdr gen aktanlhr (Flawell vd 1992). Segici markor
genler transgenik bitkilerin hayatlan boyunca faaliyetlerini devam ettirirler. Bu genlerin
tirettikleri proteinlerin insan ve hayvanlara toksik etkisinin bulundugu yéniinde herhangi
bir kanit olmamasina ragmen, bakteriyel orijinli olmalar ve antibiyotiklere dayanikltligt
saglamalan, bu markér genlerin giivenirliligini tarisihr hale getirmistir (Ozcan ve
Ozgen 1996). Kimi aragtincilar markér genlerin  transgenik  bitkilerden
uzaklagtinlmasm: savunmaktadirlar (Bryant ve Leather 1992). Ancak, markér genlerin
transgenik bitkilerde bulunmamasi durumunda, aktarilan genlerin varhifm ispatlayacak
dogru ve hassas bir yonteme ihtiyag vardir. Bununla birlikte, aslinda markdr genlerin
ekspresyonlarina ilk satha olan transgenik hiicre ve dokularin segimi agamasinda ihtiya¢
duyulmakta, ileri safhalarda markor gen proteinleri gereksiz olmaktadir. Markér
genlerin yetiskin bitkilerdeki protein iiriinlerini engellemenin tek yolu; sadece gen
aktariminin erken doneminde aktif olan, daha sonraki agamalarda aktivitesini yitiren
markdr genlerin olugturulmasidir. Son yillarda yaralanma ve patojen saldirilar sonucu
aktif hale gecen, ancak tam bitki organlarinda g¢ok az ya da hig belirti gbstermeyen
patojen iligkili bir gen kugkonmaz bitkisinden izole edilmigtir (Warner vd 1993).

AoPR1 promotoriiniin gen aktariminda hedef segilen bitki hiicrelerinde kuvvetli
ekspresyon gosterirken, gelisen transgenik bitkilerin yaprak, gvde ve koklerinde son
derece diisiik miktarda ya da hig ekspresyon gostermedigi ortaya konulmugtur (Ozcan vd
1993). Daha sonra AoPRI1 promotdrii NPT-II markér geninin 6niine klonlanip, elde
edilen bu markdr genle ¢ok sayida transgenik tiitiin ve patates bitkileri elde edilmigtir.
Yapilan analizler sonucunda bitkide NPT-II markér geninin proteinlerine rastlanmamig
veya ¢ok az miktarda bulunmustur. Boylece, AoPRI-NPT-II markér geninin gen
aktariminda kullamlmasiyla transgenik bitkilerde énemli bir sorun olan markér genlerin
protein iiriinleri elimine edilmigtir. Ancak, AoPRI-NPT-I markér geni sadece
Solanaceae familyasindan olan tiitiin ve patates bitkilerinde denenmis olup, diger
familyalardan olan bitkilerde gorev yapip yapmadi§: bilinmemektedir.
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1.5. Keten Bitkisinde Adventif Siirgiin Rejenerasyonu ve Agrobacterium
tumefaciens ile Gen Aktarimi

In vitro kiiltiirde bitki rejenerasyonu gen aktarmimin ilk koguludur (Jordan ve Mc
Hughen 1988b, Dong ve Mc Hughen 1993). Transgenik bitkilerin elde edilmesine bitki
rejenerasyonu, rejenerasyon yetenegine sahip eksplantlarin segimi, kiiltiir sartlan ve gen
aktanim yontemi gibi birgok faktér etkilidir. Gen aktanminda yiiksek bagan
saglanabilmesi i¢in adventif siirgiin rejenerasyonunun ve o6zellikle de eksplant bagmna
rejenere olan siirgiin sayisinin yiiksek olmasi gerekmektedir,

Ketende in vitro sartlarda hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu ve tam bitki
elde edilmesi basarilmigtir (Murray vd 1977).

Bretagne vd (1994), iki liflik ve bir yaglik keten gesidinde thidiazuron, BAP ve zeatin
sitokininlerinin hipokotil, kotiledon ve siirgiin ucu eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu
tizerine etkisini aragttrmmglardir. Bu iig sitokinin kaynaginin rejenerasyon {izerine olan
etkisi gerek yalniz, gerekse NAA, IAA ve 2,4-D ile birlikte incelenmigtir. Aragtrma
sonucunda kotiledon eksplantlan kdk olugtururken, siirgiin ucundan gen aktanmu igin
gerekli seviyede siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir. En iyi siirgiin rejenerasyonu
0.1 uM thidiazuron ve 0.01 pM NAA birlikte kullanildig1 hipokotil eksplantlarmdan
elde edilmistir. Aragtincilara gore, thidiazuron kullailarak saglanan siirgiin
rejenerasyonu daha 8nce bildirilen sonuglardan 3-4 kat fazla bulunmugtur.

Millam vd (1992), ketende bogum aras: eksplantlarinin rejenerasyonuna maltoz, sukroz
ve sellebioz karbonhidratlarmin etkisini arastmuglardir. In vitro kilttirde sukroz,
eksplantlanin karbonhidrat ihtiyacim kargilamak amaciyla en gok kullanilan karbon
kaynagidir (Hildebrandt ve Riker 1949, Galiba ve Erdei 1986, Vuke ve Mott 1987).
Bununla birlikte, maltoz (Strickland vd 1987) ve sellobioz (Galiba ve Erdei 1986)
karbonhidratlanmn da siirgiin geligmesini tesvik ettifi bildirilmistir. Aragtirma
sonucunda, yiiksek sukroz oranlarinda kdk gelisimi en yiiksek bulunmugtur. Sellobiozun
etkisi ise sukrozdan daha zayif goriilmiigtiir (Nickell ve Maretzki 1970). 58 mM sukroz
kullanildiginda en iyi siirgiin gelisimi saglanmugtir.
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Bitki 1slahinda arzulanan karakterleri igeren homozigot bitkilerin hizli bir gekilde elde
edilebilmesi igin haploid bitkilerin biiyilk Snemi vardir. Ketende, anter kiiltlirli teknigi
kullamlarak farkli genotiplerden haploid bitkiler elde edilmigtir (Nichterlein vd 1989,
Sun ve Fu 1981). Ancak, anter kiiltiiriine oranla mikrospor kiiltiirii baz: avantajlara
sahiptir. Mikrospor kiiltliril yoluyla haploid bitki elde edilmesinde, haploid hiicrelerin
izolasyonu ve kiiltiirii daha bagarilidir, Bu yntemde elde edilen bitkilerin haploid olma
olasihifx gok yiiksektir. Nichterlein ve Friedt (1993), ketende ebriyogenezis yoluyla bitki
rejenerasyonu ig¢in mikrospor kiiltiirii yontemini kullanmiglardir. Sivi ortamda iki farkh
sicaklikta kiiltiire alinan mikrosprolardan bir kismi kallus olustururken, bir kisminda
direk embriyo olugumu gézlenmistir. Kallus olugturan mikrosporlarin kalluslan 1 mg/l
zeatin igeren kat1 ortamlara aktarilarak siirgiin rejenerasyonu saglanmigtir. Daha sonra
IAA igeren ortamlarda koklendirilen siirgiinler, 6nce vermikulite, oradan da topraga
sasirtilmastir. Bitkilerin cogu serada baganlt sekilde olguniagmstir.

Gilniimiizde Agrobacterium tumefaciens kullanilarak agronomik 6nemi olan bazi genler
cesitli bitki tiirlerine aktarnilmis durumdadir (Horsch vd 1985, Hinchee vd 1988, Jordan
ve Mc Hughen 1988a, Greenplate ve Fischhoff 1990). Ancak, transgenik bitkilerin
rejenerasyonu tiitiin ve patates gibi Solanaceae familyasina ait bitkiler disinda oldukga
zordur. Baz tiirlerde transgenik bitki elde edilebilmesi i¢in eksplantta yaralanan yiizeyin
artirllmas: (Jordan ve Mc Hughen 1988a), eksplantlarin inokulasyondan once kiiltiire
alinmas1 (Mc Hughen vd 1989, Thomas vd 1989) ya da ko-kultivasyon siiresinin
uzatilmas: (Jia vd 1989) 6nerilmektedir. Her ne kadar kolza, keten, bezelye ve gilek gibi
baz: tiirlerde etkili rejenerasyon sistemi gelistirilmis ve eksplantlar Agrobacterium’a
karg1 hassas (De Cleene ve De Ley 1976) olsalar da, transgenik bitki tiretimi ¢ok zordur.
Transgenik bitki iiretiminin artirilmas: igin eksplantta gen aktarilan hiicre miktarinin ve

bu hiicrelerden rejenerasyonun artirilmas: gerekir.

Agrobacterium ile gen aktariminda, bitki hiicrelerinin gen aktarimina karsi olan yetenegi
inokulasyondan once eksplantlarin fiziksel sartlarnmin ayarlanmasiyla degistirilebilir.
Thomas vd (1989), havugta transgenik bitki elde edebilmek igin hipokotil
eksplantlanmin  bakteri ile inokulasyondan once iki giin siireyle kiiltiire alinmasi
gerektigini bildirmiglerdir. Yine, datura yaprak eksplantlarinin inokulasyondan énce
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kiiltiire alinmas1 gen aktarim frekansim artirmugtir (Sangwan vd 1991). Ko-kultivasyon
siiresinin uzamasi kavun kotiledon eksplantlarinda gen aktarimmm Snemli derecede
artirmigtir (Dong vd 1991).

Keten, Agrobacterium enfeksiyonuna kargi hassas bir bitki olup, hipokotil eksplantlari
in vitro kiiltiirde yilksek oranda siirgiin olugturmaktadir (Gamborg ve Shyluk 1976,
Barakat ve Cocking 1983, Mathews ve Narayanaswamy 1976, Murray vd 1977,
Rybezynski 1975). Ancak, hipokotiller direk olarak inokule edildiginde, 2-3 giinliik ko-
kultivasyondan sonra inokule olan eksplantlar her ne kadar gen aktanlmig hiicreleri
tagiyan kallus diretseler de, gen aktarilmug siirgiin elde edilmesi gok giigtiir (Jordan ve
Mc Hughen 1988b). Ketende hipokotil eksplantlarinda yaralanan yiizeyin artirilmasi,
inokulasyondan &nce eksplantlarin kiiltiire alinmasi ve ko-kultivasyon siiresinin
artirilmas: transgenik bitki olugumunu artirmaktadir (Mc Hughen vd 1989, Jordan ve
Mc Hughen 1988b, Dong ve Mc Hughen 1991). Hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon
epidermis hiicrelerinden olur (Murray vd 1977). Buna karsin, gen aktanlmi§ hiicreler
eksplantin kesilen uglarimin etrafinda olugur. Bu nedenle rejenere olan siirgiinlerin ¢ofu
gen aktarilmamis epidermis dokusundan geligir. Bunun igin ketende epidermis
hiicrelerinin inokulasyondan o6nce eksplanttan uzaklagtinlmas: transgenik siirgiin
olusumunu artirmaktadir. Ayrica inokulasyondan dnce eksplantlann kiiltiire alinmasiyla
hiicreler rejenerasyon siirecine girdiklerinden yine transgenik siirgiin sayis:1 artmaktadur.

Dong ve Mc Hughen (1993), ketende transgenik bitki iiretimini artirmak i¢in yaptiklar
aragtirmada, eksplantlarda epidermal hiicrelerin uzaklagtirilmas:1 ve ko-kultivasyon
sfiresinin uzatilmastyla gen aktarnlan hiicre yogunlugunun Snemli derecede arttifini
bulmuglardir. Aragtirmada S5 giinlik fidelerden alman hipokotil eksplantlan
inokulasyondan once 6 giin boyunca kiiltiire alinmig, epidermisleri uzaklagtirilan
eksplantlar 3 glin daha kuitiirde tutulduktan sonra Agrobacterium ile inokule edilmistir.
7 giin ko-kultivasyon dSneminden sonra hipokotiller seleksiyon i¢in 200 mg/l kanamisin
igeren siirglin gelisim ortamma aktarilmig, eksplantlar 3 haftada bir alt kiiltiire
alinmigtir. Rejenere olan siirgiinler, k(")klendirildikten sonra toprafa sagirtilmigtir,
Sonugta inokule edilen hipokotillerin %10’dan fazlas: transgenik siirgiin olusturmustur.
Rejenere olan siirgiinlerin %20 sinin transgenik oldugu teyit edilmigtir.
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1.6. Doktora Projesinin Amaci

Keten, hem yaglik ve hem de liflik olarak iki yonlii degerlendirilebilen bir bitkidir.
Gerek yaf ve gerekse tekstil sanayimizin hammadde agif1 dikkate alindifinda, keten
tarimina ayn bir 6nem verilmesi gerektigi ortaya ¢tkmaktadir.

Klasik bitki 1slah ile istenen tiim zelliklerin bir bitkide toplanmasi oldukg¢a giig ve
zaman alic1 bir iglemdir. Ayrica, kiiltiire alinan bitkilerinde var olan genetik gesitliligin
son derece azalmas1 klasik bitki 1slahinin basarn sansini daha da azaltmaktadir. Islah
siirecinin kisaltilmas: ve bagari gansin artirnlmasi, diinya niifusunun hizla arttifz
gliniimiizde kag¢inilmazdir. Bu yiizden insanoglu yeni 1slah yontemlerinin arayigina
girmis ve 20.yy’m son geyreginde yogun olarak kullanilan Bitki Doku Kiiltiirleri ve
Genetik Miihendisligi tekniklerini geligtirmigtir. Gercekten bu yeni tekniklerin
kullanilmasiyla 1slah siireci kisaltilmig ve klésik bitki 1slahinin olumsuz ydnleri ortadan
kaldinilmigtir. Ancak, bu tekniklerde aktarilan markor genlerin bakteriyel orijinli olup,
antibiyotiklere dayamiklilify saglamalari ve bitkinin tiim hayati boyunca faaliyet
gostermeleri transgenik bitkilerin yaygin olarak kullantmunmi smirlandirmustir. Son
yillarda, gelismis bitkilerde markor genlerin protein {riinlerini elimine eden, sadece ilk
safha olan gen aktanlmug bitkilerin segimi agamasinda faaliyet gosteren AoPRI
promotdriiniin markor genlerin oniine klonlanmasi sonucunda tiitiin ve patates gibi
Solanaceae familyasindan olan tiirlerde ¢ok sayida transgenik bitki iiretilmigtir. Ancak,

bu promotdriin diger familyalarda ¢alisip ¢aligmayacag bilinmemektedir.

Projenin temel amaglanni agagidaki sekilde 6zetlemek miimkiindiir;

@ Ketende en yiiksek siirgiin veren eksplant: belirleyerek gen aktanmina uygun yiiksek
oranda bir siirgiin rejenerasyon sistemi gelistirmek,

@ Ketene Agrobacterium tumefaciens aracihifityla yiiksek oranda bir gen aktarma
sistemini belirlemek,

(® AoPRI-NPT-I markor geninin  Linaceae familyasindan ketende ¢ahigip
caligmayacafini kontrol etmek,

@ Transgenik keten bitkilerini elde etmektir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Cahymada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Caligmada kullamian tiim kimyasal maddeler Sigma Chemical Co. ya da Merck’den
temin edilmigtir.

2.2. Doku Kiiltiirii Metotlar1

2.2.1, Biiyiime ortam ve kiiltiir kosullar1

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 2.1) ile
%3 sukroz igeren ve %0.7°’lik agar (Type A) ile katilagtirilan temel besin ortami (MS0)
kullamimigtir. Ortam hazirhginda ¢ift distile saf su kullamlmis olup, gerektiginde besin
ortamna farkl: konsantrasyonlarda bitki bilyiime diizenleyicileri ildve edilmigtir. Besin
ortamimin pH’st 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.8’¢ ayarlandiktan sonra 1.2
atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmugtir. Tiim
kiiltiirler beyaz floresan 15131 altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta
23°C’de tutulmuglardir. Her muamele, icerisinde 10 adet eksplantin bulundufu 4
tekerriirlii 100x10 mm’lik petri kutularindan olusmugtur.

Cizelge 2.1. MS (Murashige ve Skoog) ortaminda bulunan maddeler

ve konsantrasyonlart
Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/T)
Makro Elementler ~ NH,NO; 1650
KNO, 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170
Mikro Elementler K1 0.83
H,BO, 6.2
MnS0,.4H,0 223
ZnS0,.TH,0 8.6
Na,Mo0O,.2H,0 025
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeS0,.7TH,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 373
Vitaminler Inisitol 100
Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HC! 0.5
Thiamine-HC] 0.1
Glycine 2
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2.2.2. Keten bitki materyali

Kontrol olarak Tiirkiye’de en fazla iiretim alamina sahip olan yaghk keten ekotipi
kullamlmigtir. Caligmada kullanilan diger 10 keten ¢esidinin tamami A.B.D.’nin Kuzey
Dakota eyaletinde bulunan “Northern Crop Science Laboratory”den temin edilmigtir.
Denemelerde kullanilan kontrol digindaki 10 gesitten 5 tanesi liflik (Fakel, 1886 Sel.,
Ariane, Viking ve Madaras) ve geri kalan 5 tanesi de yaghik (Omega, McDuff, Clark,
McGregor ve Verne) gesitlerdir.

2.2.3. Keten tohumlarinin in vitro’da ¢imlendirilmesi

Tohumlarda ylizey sterilizasyonu igin sitire 20’ olarak sabit tutulmus, en yiiksek bagarmnin
alacaf en diigiik dezenfektan dozu belirlenmeye galigilmigtir. Yiizey sterilizasyonu
amaciyla ticari gamagir suyunun (Axion) %40, %60 ve %80°lik dozlar: tohuma 4 farkhi
sicaklikta (0°C, 10°C, 20°C ve 30°C) uygulanmis; tohumda ¢imlenme, fide geligimi,
hipokotil ve kok uzunluguna bakilmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril
saf su ile 3 kez durulanmigtir. Durulama suyu sicaklifi kullanilan dezenfektan sicaklig
ile ayni alinmigtir. Steril edilen tohumlar yine steril petri kaplar igerisinde, %3 sukroz
igeren ve %0.7’lik agar ile katilagtirilan MS0 besin ortaminda, 23°C’de 16 saat 151k ve 8

saat karanlik fotoperiyotta ¢imlendirilmistir.

Keten tohumlaninda ¢imlenme % olarak ifade edilmis, bu deger petride ¢imlenen
tohumlarin toplam tohum saymsina oranlanmasiyla bulunmustur. Cimlenme oranlari
kiiltiir baslangicindan 3 giin sonra kaydedilmigtir. Fide gelisimi, yine % olarak
belirtilmig, bu defer fide olusturan tohumlarin toplam g¢imlenmis tohum sayisina
oranlanmasiyla elde edilmistir. Fidelerde hipokotil ve kok uzunluklan ise kiiltiir

baglangicindan 7 giin sonra cm cinsinden tespit edilmisgtir.

2.2.4. Kotiledon, yaprak, sap ve hipokotil kistmlarinin in vifro’da elde edilen

keten fidelerinden izolasyonu

Kotiledon ve hipokotil kisimlan 5-6 giinliik fidelerden izole edilirken, yapraklar ve sap
kisimlar 8-10 giinliik fidelerden elde edilmistir. Kotiledon ve yaprak eksplantlarinin
petiolii (yaprak sap1) de igceren 2 mm’lik taban kismi atilarak, kalan kismi rejenerasyon

37



ortamna yerlestirilmigtir. Aym gekilde hipokotil ve sap kisimlar da 5 mm uzunlugunda
parcalara ayrilarak rejenerasyon ortamina konulmugtur. Sekil 2.1°de keten fidesi ve
kullamlan eksplantlann yerleri gdsterilmistir.

Yerli geside ait eksplantlar in vitro’da yetistirilen steril fidelerden alimirken, 10 farkl
ceside ait eksplantlar tarla sartlarinda yetistirilen steril olmayan fidelerden alinmus,
yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Daha sonra
10 farkl gegit arasindan en yiiksek rejenerasyon gésteren ii¢ gesit gegilerek bunlann
fideleri in vitro’da steril olarak yetistirilmis ve bunlardan alinan hipokotil ve sap
cksplantlar1 rejenerasyon ortamma aktanlmigtir, Boylece, steril ve steril olamayan
fidelerden alinan eksplantlarin rejenerasyon kapasiteleri kiyaslanmgtir.

Biitiin doku kiiltiirii ¢aligmalan steril kabin igerisinde yapilmigtir. Siirgiin rejencrasyon
1.00-2.00 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP), 0.02-0.20 mg/l indole-3-acetic acid (IAA)
ve 0.02-0.20 mg/1 indole-3-butyric acid (IBA) igeren MS0 ortamindan olugmugtur.

Kotiledon

Hipokotil

Sekil 2.1. In vitro gelisen keten fidesi
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2.2.5. Rejenere olmug keten siirgiinlerinin kéklendirilmesi

Rejenere olan siirgtinler 10-20 mm uzunluga geldiklerinde kesilerek steril “baby-jar”lar
icinde farkh konsantrasyonlarda oksin igeren koklendirme ortamma yerlestirilmistir.
Burada koklenen siirgiinler daha sonra iklim odasinda kiigiik saksilar igerisinde yiiksek
nemde bir siire tutularak yeni bitkicigin hem ortam gartlartna uyum saglamasi, hem de

kok sisteminin geligmesi saglanmigtir.

2.3, Agrobacterium tumefaciens Materyali

2260 p35S GUS-INT, 2260 pAoPR1 GUS-INT ve 2260 AoPR1 NPT-II Agrobacterium
tumefaciens hatlan Ingiltere’nin Leicester Universitesi Botanik Béliimii’nden Dog.Dr.
Sebahattin OZCAN’mn doktora galisma materyali olarak Tiirkiye’ye getirilmis ve ketene
gen aktariminda kullanilmigtir. p35S GUS-INT binary plazmidinde NPT-II geni NOS
promotdrii ve GUS geni CaMV 35S promotérii tarafindan kontrol edilirken, pAoPR1-
GUS-INT plazmidinde NPT-II geni yine NOS, ancak GUS geni AoPR1 promotdrit
tarafindan kontro! edilmektedir. AoPR1-NPT-II plazmidinde ise NPT-II genini AoPR1
promotdrii kontrol etmektedir. Bu plazmid GUS-INT geni igermemektedir. GUS-INT
geni, kodlama bélgesinde bitkisel intron tagidifindan dolayr bakteri igerisinde GUS

geninin eksprasyonu engellenmektedir.

2.3.1. Bakteri kiiltiirlerinin saflagtiriimasi ve biiyiitiilmesi

Siv1 bakteri kiiltiirlerinin gogaltilmasina, NA besin ortaminda bityiitiilmis olan bireysel
kolonilerden baglanmig, tek koloniler steril lup ile alindiktan sonra gerekli
antibiyotikleri igeren NB bakteri biiyiitme ortamma konulmugtur. Daha sonra bakteri
kiiltfirleri galkalayict inkiibatorde 28°C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle
bilyiitiilmiigtiir. Bu kiiltiirler daha sonra gen aktariminda kullanimstir. Yeniden bireysel
koloniler elde etmek igin gok az bir miktar bakteri kiiltiirii agarli besin ortamu {izerine
steril bir lupla yayilmis, bu kiiltiirleri igeren petri kutulan ters gevrilerek 28°C’de inkube
edilmistir. 2 giin iginde kolonilerin olustuu gézlenmistir. Herhangi bir bulagmay:
Snlemek igin biitiin bakteriyel aligmalar steril kabinde yapilmigtir.
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2.3.2. Bakterilerin uzun siireli korunmas:

Bakteri kiiltiirleri “Nescofilm” ile sarilmus, ters gevrilen petri kutularinda 4°C’de 6 hafta
korunmugtur. Daha uzun siireli muhafaza iglemi i¢in esit miktarda bakteri kultliri ve
%40 glycerol igeren' NB, 2 ml’lik cryogenic tiiplerde kangtirildiktan sonra siva
nitrojende hizli bir gekilde dondurulup, -80°C’de muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri
kiiltiirlerinin canlilifin1 10 y1l boyunca muhafaza etmek miimkiindiir.

2.3.3, Antibiyotikler

Biiyiime ortamlarina ildve edilmeden dnce her antibiyotiin mikro filtreler kullamlarak
steril edilmis stok soliisyonlart hazirlanmigtir,  Antibiyotikler, otoklavdan
(sterilizasyondan) ¢ikmis kati ortamlara, ortam sicaklign 45°C’ye diitiifii zaman ildve
edilmistir. Cizelge 2.2°de kullamlan antibiyotikler ve konsantrasyonlari verilmigtir.

Cizelge 2.2. Caligmada kullamlan antibiyotikler ve komanﬂasyonlm

Antiblyotikler Konsantrasyonlar (mg/T)

Baktert Kiiltiiril Bitki Doku Kuiltiirli
Augmentin (Aug) - 500
Kanamisin (Km) 50 200
Rifampicin (Rif) 100 -

2.4. Agrobacterium tumefaciens Araciifyla Ketene Gen Aktarim

Ketende denemeye alinan eksplantlardan en iyi rejenerasyon oramim gdsteren hipokotil
ve sap eksplantlari gen aktarma isleminde kullamlmigtir. Degisik gen aktarma
vektorlerini iceren A.tumefaciens hatlan ile bu eksplantlar inokule edilmigtir.

Degisik plazmidleri igeren A.tumefaciens hatlan, 28°C’de 50 mg/l km ve 100 mg/l rif
iceren NB ortaminda 1-2 giin siireyle bilyiitiilmii, daba sonra eksplantlar siv1
rejenerasyon ortamu ile 1/50 oraninda seyreltilen bu bakteri kiiltiirleri igerisinde 15
dakika siireyle tutularak inokulasyon saglanmigtir. Burada eksplantlar iki farkl gekilde
kullamlmigtir. Bunlardan ilkinde eksplanta herhangi bir islem uygulanmamig ve
eksplant kesildigi sekliyle inokulasyona konmugtur. Ikincisi kullanimda ise,
inokulasyondan &nce eksplantta epidermis tabakasi soyularak uzaklagtinlmigtir,
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Inokulasyondan sonra eksplantlar 2 ve 5 giinliik siirelerle rejenerasyon ortaminda
tutularak ko-kultivasyona alinmustir. Eksplantlarin etrafinda agir1 bakteri geligimi oldugu
durumlarda 1000 mg/l augmentin igeren sivi rejenerasyon ortaminda yikandiktan sonra
steril kurutma kagitlarinda kurutulmustur. Bundan sonra, eksplantlar Agrobacterium
gelisimini 6nlemek amaciyla augmentin (500 mg/1), sadece gen aktarilmus siirgiinlerin’
gelisimini saflamak i¢in de kanamisin (200 mg/l) igeren rejenerasyon ortamina
aktanilmigtir. Bu ortamda gelisen kalluslar siirekli olarak kontrol altinda tutularak
aktarilan genlerin belirtileri gézlenmistir. Eksplantlar 3 haftada bir alt kiiltiire alinmigtir,

2.5. Histokimyasal GUS Analizi

Histokimyasal GUS Analizi Jefferson (1987) ve Ozcan (1993)'m tarif ettigi gibi
yapilmugtir. Bitki dokulan 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, %o0.1
Triton X-100 ve 1 mM 5-bromo-4-cloro-3-indolyl glucuronide (X-GLUC) igeren
sollisyonda 37°C’de 4 saat ya da gece boyu inkiibe edilmigtir. Daha sonra dokular
%70’lik alkolde yikanarak mavi bélgeler belirlenmigtir.

2.6. istatistiksel Degerlendirmeler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gére kurulmug olup, her muamele
igerisinde 10 adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirlii 100x10 mm’lik petri kutularindan
olusmugtur. Elde edilen veriler “SPSS for Windows” programm yardimiyla varyans
analizine tabi tutulmus, muamele ortalamalan MSTAT-C bilgisayar programi
kullanilarak Duncan testi ile karsilagtinlmigtir. Yiizde degerler, istatistik analizinden
once “arcsin” degerlerine ¢evrilmigtir (Snedecor ve Cochran 1967).
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

3.1. Keten Tohumlarmm Yiizey Sterilizasyonu

Tohumda yiizey sterilizasyonu bitki doku kiiltliri ¢aligmalanmin ilk adimm:
olugturmaktadir. Zira, doku kiiltiirii ¢aliymalaninda kullamlacak olan eksplantlar
genellikle tohumdan geligen fidelerden elde edilir. Alinacak bagari kullanilan eksplantin
durumuna siki sikiya baglidir. Geng ve fizyolojk olarak iyi durumda bulunan eksplantin
rejenerasyon kapasitesi daha yiiksektir. Yapilan aragtirmalar tohumlann steril edilmesi
yoluyla elde edilen steril fidelerden alinan eksplantlarda rejenerasyon kapasitesinin gok
yiiksek oldugunu gdstermigtir (Yildiz vd 1997). Bununla birlikte, tohum yiizey
sterilizasyonunda kullamlan dezenfektan konsantrasyonu ve sterilizasyon siiresi,
tohumdan geligen fidelerin ve dolayisiyla eksplantin canlilifizi ve rejenerasyon
kapasitesini 8nemli derecede etkilemektedir (Allan 1991). Bu nedenle doku kiltird
¢aligmalarinda en diigiik dezenfektan dozunun, en kisa siire uygulanmasiyla en iyi
sterilizasyonun saflanmasi hedeflenmektedir Tohum yiizey sterilizasyonunda hidrojen
peroksit, civa, giimily nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse de, sodyum hipoklorit
(ticari ¢amagir suyu) en yaygin kullamma sahiptir (Ozcan vd 1996). Her bitki
tohumunun bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan temizlenebilmesi igin gerekli
dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi farklidir. Bu nedenle oncelikle doku kiiltiirii
caligmasima konu olan bitkiye ait en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin

belirlenmesi gereklidir.

3.1.1. Farkh dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten tohumlarinn ¢imlenme
orani (%) iizerine etkisi

Farkh dezenfektan doz ve sicakliklarinmn keten tohumlarinda g¢imlenme oram iizerine
etkisi 0.01 diizeyinde dnemli bulunmug ve varyans analizi sonuglan Cizelge 3.1°de,
Duncan gruplandirmas:1 Cizelge 3.2’de verilmistir. Ancak, dezenfektan doz ve
sicakliklan arasinda herhangi bir iligkiye rastlanmamuigtir.

%40’hk dezenfektan (Axion) dozunda ortalama g¢imlenme oram %86.25 olarak
gerceklesirken, dozun %80’e gikariimasiyla bu oran %47.50’ye diismiistlir. Dezenfektan
sicakhpinda ise, en yiksek cimlenme oram %82.50 ile 10°C’lik sicaklik
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uygulamasindan alinmigtir, Sicaklik 30°C’ye gikanldiginda, ¢imlenme oram %38.33’¢
gerilemigtir. Cimlenme oramt bakimindan en yiiksek degerler %40’k dezenfektan
dozunun 10°C sicaklikta kullamldigy uygulamalardan elde edilmistir (Cizelge 3.2, Sekil

3.1).

Cizelge 3.1. Farkli dezenfektan doz ve sicaklarinin keten tohumlarinin ¢imlenme orani
Uzerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyonr Kaynaklar: S.D. K.O. F
Doz 2 3816.169 54.445™
Sicaklik 3 2422.184 34.557"
Doz x Stcakhik 6 146.852 2.095
Hata 36 70.092

Toplam 47

** 0.01 dtizeyinde 6nemli

Cizelge 3.2. Farkli dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten tohumlannin ¢imlenme
orant tizerine etkisi

Dezenfektan Dezenfektan Sicaklifh (°C)
Dozu (%)
0 10 20 30
40 97.50 100.00 80.00 67.50 8625 a
60 70.00 82.50 72.50 25.50 6250 b
80 52.50 65.00 50.00 22.50 4750 ¢
7333 b 8250 a 67.50 b 3833 ¢

! Ayni stitun ve satirda farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0,05 d0zeyinde Snemlidir.

Gimlenme (%) —o—%40]  Cimlenme (%) —4—0°C
b _-weop 120 it
100 { %% 100 4 —%—30°C

80 4 80 4

60 4 60 4

49 - 40 -

20 4 20

° . . Slleakllk (°C) ° ' Doz (%)
0 10 20 30 40 60 80

Sekil 3.1. Farkli dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten tohumlarinin ¢gimlenme

oranina etkisi
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3.1.2. Farkh dezenfektan doz ve sicakhiklarinin keten fidelerinin geligimi (%)
iizerine etkisi

Farkli dezenfektan doz ve sicakliklarinin fide geligimi {izerine etkisine ait varyans
analizi sonuglan Cizelge 3.3'te verilmigtir. Fide gelisiminde farkli dezenfektan doz ve
sicakhklarinin etkisi 0.01 diizeyinde énemli bulunmustur. Doz ve sicaklik interaksiyonu
0.01 diizeyinde 6nemli ¢iktifindan, her bir faktdriin dogrudan etkisinin incelenmesi
yerine, interanksiyonun incelenmesi yoluna gidilmigtir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3. Farkhi dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin geligimi
{izerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Kaynaklan S.D. K.O. F
Doz 2 3687.771 83.121"
Sicaklik 2823.788 63.647"
Doz x Sicaklik 6 219.388 4.944™
Hata 36 44.366

Toplam 47

* 0.01 ditzeyinde dnemli

Cizelge 3.4. Farkl dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin
geligimi {izerine etkisi

Dezenfektan Dezenfektan Sicaklifin °C)
Dozu (%)
- 0 10 20 30
40 82.50 bc! 9500 a 8500 b 7000 ¢
60 4500 b 8250 a 7150 a 1250 ¢
80 2000 b 6250 a 65.00 a 1500 b

' Aym satirda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 ditzeyinde dnemlidir.

Ketende en yiksek fide gelisimi dezenfektan dozu %40 ve sicaklifi 10°C olarak
kullanildiginda alinirken, en diigiik deger %80’lik dezenfektan dozunun 30°C sicaklikta
kullanildigx uygulamadan elde edilmistir, Biitiin dezenfektan dozlarinda en yiiksek fide
geligimi dezenfektan sicaklifinin 10°C olarak kullamldifn uygulamalardan alinmigtir.
Sicakliklar bazinda ise, en yiksek deferler %40’k dezenfektan dozunun kullanildif
uygulamalardan elde edilmistir. (Cizelge 3.4, Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Farkli dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin gelisimine etkisi

Tohum yiizey sterilizasyonu amaciyla 3 farkh sicaklikta (10°C, 20°C ve 30°C) kullamilan
%40’lik dezenfektan dozunun ketende fide gelisimi {izerine etkisi $ekil 3.5°te
gosterilmigtir, Sekilden agikga goriildiigii gibi, artan dezenfektan sicaklifi fide
gelisimini olumsuz yonde etkilemigtir. 10°C’lik dezenfektan sicakhiginda oldukga
saglikhh goriinen fideler, dezenfektan sicakh@ 30°C’ye g¢ikanldifinda; geligmemis,
yeterince boylanmamug ve kotiledonlar dumura ugramgtir.

3.1.3. Farkl dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin hipokotil

uzunlugu (cm) iizerine etkisi

Farkli dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinde hipokotil uzunluBu iizerine
etkisine ait varyans amalizi Cizelge 3.5’te verilmigtir. Farklt dezenfektan doz ve
sicakliklarinin keten fidelerinin hipokotil uzunluguna etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli
¢ikmigtir. Aym1 zamanda dezenfektan doz ve sicakliklan arasinda 0.01 diizeyinde 6nemli
bir iligkiye rastlandifindan, Cizelge 3.6’da yapilan Duncan gruplandirmasinda doz ve
sicaklik interaksiyonu incelenmistir.

Cizelge 3.5. Farkl: dezenfektan doz ve sicakliklarnin keten fidelerinin hipokotil
uzunlugu iizerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Kaynaklar S.D. K.O. F
Doz 2 4.858 71.805"
Sicaklik 3 5337 78.885"
Doz x Sicaklik 6 0437 6.445"
Hata 36 0.068

Toplam 47

**0.01 duzeyinde Snemli
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Cizelge 3.6. Farkl dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin

hipokotil uzunlugu iizerine etkisi
Dezenfektan Dezenfektan Sicakhif (°C)
Dozu (%)
0 10 20 30
40 284 2 245 b 185 ¢ 093 d
60 1.86 ab 2.14 a 162 b 039 ¢
80 081 b 149 a 109 b 026 ¢

! Ayn satirda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 dtizeyinde 8nemlidir.

Ketende en yliksek hipokotil uzunlugu 2.84 cm ile %40’lik dezenfektan dozunun 0°C
sicaklikta kullamldig: uygulamadan alinmigtir. En diigiik hipokotil uzunlugu ise 0.26 cm
ile 30°C’lik sicaklifa sahip %80’lik dezenfektan dozunun kullanildifi uygulamadan
elde edilmigtir. %40’lik dezenfektan dozu hari¢ difer dozlarda en yiiksek degerler
dezenfektan sicakhifimin 10°C olarak kullamldift uygulamalardan ahnmigtir. Aym
sekilde biitiin sicaklik uygulamalarinda en yiiksek degerler dezenfektan dozunun %40
olarak kullamldifn durumlarda elde edilmistir (Cizelge 3.6, Sekil 3.3).

Hipokotil uzuniugu (cm) —— %40 Hipokotil uzuniugu (cm) ——0°C
: —s-ue| 3 it )
25 —A—%80] 2,5 —%—30°C
2+ 2
1,61 1,5 4
14 14
051 081 \ﬂm
o sl . —
0 10 20 30 40 60 80
Sekil 3.3. Farkh dezenfektan doz ve sicakhiklarimin keten fidelerinin hipokotil
uzunluguna etkisi

3 farkl sicaklikta (10°C, 20°C ve 30°C) kullanilan %40’lik dezenfektan dozunun keten
fidelerinin hipokotil uzunlugu iizerine etkisi Sekil 3.5’te gosterilmistir. Artan
dezenfektan sicakh@s hipokotil uzunlugunu Snemli derecede diigiirmiigtiir. 10°C’lik
dezenfektan sicakhfinda fide uzunlugu normal gériniirken, dezenfektan sicaklift
30°C’ye gikanldiinda; fidelerin hipokotil uzunlugunda biiyiik diigily gériilmiigtiir,



3.1.4. Farkh dezenfektan doz ve sicakliklarinm keten fidelerinin kék uzunlugu
(cm) iizerine etkisi

Farkli dezenfektan dozu ve dezenfektan sicakliklarinin keten fidelerinin kék uzuniugu

iizerine etkisi 0.01 diizeyinde onemli gikmugtir. Dezenfektan dozu ve dezenfektan

sicaklify arasinda 0.05 diizeyinde 6nemli bir iliskiye rastlanmmsur (Cizelge 3.7). Yapilan

varyans analizine ait Duncan gruplandirmas: Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Farkli dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin kok uzunlugu
lizerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Kaynaklan S.D. K.0. F
Doz 2 21.480 13.931"
Sicaklik 3 29.387 19.059"
Doz x Sicaklik 4,346 2.818"
Hata 36 1.542

Toplam 47

* 0.01 diizeyinde Snemli
* 0.05 diizeyinde Snemli

Cizelge 3.8. Farkh dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin kok

uzunlugu fizerine etkisi
Dezenfektan Dezenfektan Sicaklifx (°C)
Dozu (%)
0 10 20 30
40 730 a' 649 a 5.61 ab 407 b
60 528 a 530 a 539 a 105 b
80 270 b 546 a 452 a 173 b

' Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

Keten fidelerinde en yiiksek kdok uzunlugu 7.30 cm ile %40°’lik dezenfektan dozunun
0°C sicaklikta kullamldifs uygulamadan alinmigtir. Ancak, yapilan Duncan
gruplandirmasina gore, %40°lik dezenfektan dozunun 0°C, 10°C ve 20°C sicaklikta
kullanildig1 uygulamalardan elde edilen kok uzunluklari aym gruba girmigtir. Keten
fidelerinde en diigiik k6k uzunlugu ise 1.05 cm ile %60°hk dezenfektan dozunun 30°C
olarak kullamildif uygulamadan elde edilmistir. %40’likk dezenfektan dozu hari¢ diger
dozlarda kok uzunluguna ait en iyi degerler 10°C’lik dezenfektan sicaklifindan
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alinmustir. Aym sekilde biitiin sicakliklarda en iyi sonuglar dezenfektamin %40°lik
dozundan saglanmigtir (Cizelge 3.8, Sekil 3.4).

Kok uzunluju (cm) ——%40 | K6k uzuntugu (cm) ——0°C

8 o 8 —&—10°C

> —B—%60 7] A 20°C

6. —A— %80 . —%—30°C

5 5

44 44

34 34

2 4 24

14 it (o 14 D

] v r : (o) o ' v Doz (%)
(] 10 20 30 40 60 80

Sekil 3.4. Farkh dezenfektan doz ve sicakliklarinin keten fidelerinin kék uzunluguna

etkisi

Yiizey sterilizasyonu amaciyla 3 farkh sicaklikta (10°C, 20°C ve 30°C) kullamilan
%40’k dezenfektan dozunun keten fidelerinin k6k uzunluBu tizerine etkisi Sekil 3.5°te
verilmigtir. K6k uzunlufu artan dezenfektan sicaklifinda Gnemli diisiis gdstermigtir.
10°C’lik dezenfektan sicakhiginda fidelerin kék uzunlufu normal goriiniirken,
dezenfektan sicakhifn 30°C’ye g¢ikanldiginda; kokler yiiksek sicakliktan fazlaca

etkilenmis ve uzunluklart dnemli derecede diigmiigtiir,

Yiizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektan dozu arttikga, tiim bitkilerde eksplantin
olumsuz yonde etkilendigi 6nceden beri bilinmektedir (Allan 1991, Pierik 1987). Ik
yapilan ¢ahigmalarda ketende tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullandifimiz en
diigik doz olan %40’ta, incelenen biitiin karakterlerde en yiiksek degerler elde
edilmistir. Ancak, aragtirmanin ilerleyen safhalarinda tohumlarin ¢imlenme oram aniden
%10’un altina diigmiigtiir. %100’¢ yakin ¢imlenme oranina sahip tohumiarin 4-5 ay gibi
kisa bir siirede ¢imlenme yetenegini bu denli kaybetmesi gok ekstrem gartlar diginda
miimkiin olmadifindan, bunun nedenleri aragtirilmaya baglanmistir. Bu amagla tohum
yiizey sterilizasyonu yapilirken her adim itina ile kontrol edilmiy, ancak tohum
¢imlenme orami yine diigiik ¢ikmmgtir. Bundan sonra sorunun aragtirict hatasindan
kaynaklanmadigina hiikmedilmis, ylizey sterilizasyonu sirasindaki gevresel faktdrler
incelenmigtir. Sonugta, yilizey sterilizasyonu sirasinda tobumlarin gimlenme oranim
etkileyebilecek ¢evresel faktoriin sicaklik oldugn saptanmgstir. Gergekten tohumlarin
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¢imlenme oraminda gozlenen biiyiik farkhlifin nedeni; sterilizasyonda kullanilan
dezenfektan sicakliginim kis ve yaz mevsimlerinde farkh olmasidir.

Yapilan varyans analizlerinde ¢imlenme harig diger tiim karakterlerde dezenfektan dozu
ve sicaklif1 arasinda bir interaksiyona rastlanmigtir, Bunun anlami sudur; tohum yiizey
sterilizasyonunda kullamlan dezenfektan dozu kadar, sicaklifs da tohumdan gelisecek
fidelerin canhlifim ve rejenerasyon kapasitesini 6nemli derecede etkilemektedir.
Dezenfektan sicakhifa yiikseldikge, incelenen karakterlerde meydana gelen diigiigiin
nedeni; tohum kabufu gegirgenlifinin artmasi nedeniyle dezenfektanin tohum igine
daha kolay islemesi ve embriyoya zarar vermesi olarak tahmin edilmektedir. Schull
(1920) da yaptif1 galigmada bizim bulgularimuzi destekler nitelikte sicaklik artisinin
tohum kabugu gegirgenligini artirdigin: bildirmistir.

Yiiriitiilen bu c¢aligmada; %40’k dezenfektan dozunun 10°C’lik sicaklhikta
kullanilmasiyla yilizey sterilizasyonu baganyla saglanmig; ayni zamanda tohum
¢imlenmesi, fide gelisimi, fidelerin hipokotil ve k6k uzunluu bakimindan en yiiksek
degerler elde edilmigtir.
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Sekil 3.5. Farkli sicakliklara sahip %40°lik dezenfektanin keten

tohumlarinin gelisimi tizerine etkisi

a.10°C’lik sicakhiga sahip dezenfektan tohumda ylizey
sterilizasyonunu bagartyla saglamis, fideler olduk¢a
saglikli geligmisgtir.

b.Dezenfektan sicakhign 20°C’ye ¢ikarildiginda, fide
gelisimi sekteye ugramakta, hipokotil ve kék uzunlugu
kisalmaktadir.

¢.Dezenfektan  sicaklign  30°C  oldupunda, fidelerdeki
olumsuz etki daha bariz ortaya ¢ikmaktadir. Fidelerde
hipokotil ve k&k uzuniugu son derece azaldifr gibi,
kotiledonlar da yilksek sicakliktaki dezenfektandan
olumsuz etkilendiginden gelisememistir.
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3.2. Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

Tiim gen aktarim tekniklerinin bagansini en fazla etkileyen faktér, gen aktarilacak olan
hiicre veya dokularin adventif siirgiin rejenerasyon kabiliyetidir. Ancak, siirgiin
rejenerasyon kabiliyeti kullanilan bitkinin genotipi, eksplantin fizyolojik durumu, besin
ortaminin igerigi, kiiltiir ortammin 151k ve sicaklik gibi fiziki sartlarindan son derece
etkilenmektedir. Omegin, Solanaceae, Begoniaceae, Crassulaceae, Gesneriaceae ve
Cruciferae familyalarina giren ¢ift cenekli bitkiler daha kolay rejenere olmaktadirlar.
Herhangi bir bitkide gen aktarimindan 6nce o bitki igin en uygun adventif siirgiin
rejenerasyon sisteminin tespit edilmesi gerekir. Agrobacterium aracihfiyla yapilan gen
aktanminda, gen aktarmmina komu olan siirgiinler yaralanan doku {izerinde olugan
kallustan gelisen indirek siirgiinlerdir. Bu nedenle toplam siirgiin rejenerasyonu
igerisinde indirek siirgiin rejenerasyonunun artirilmast ayri bir 6nem tagimaktadir, Bitki
elde edilemeden yapilan gen aktanmnin higbir 6nemi yoktur. Bu nedenle, gen aktarimi
¢aliymalarina baglamadan dnce yliksek rejenerasyon kabiliyetine sahip gesit ve bitki
dokularinin  belirlenmesi gereklidir. Bundan sonra kullanilan dokulardan yiiksek

adventif silirgiin rejenerasyon sisteminin geligtirilmesi gerekir.

Ketende gen aktanmuna uygun adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilebilmesi igin
eksplant olarak, in vitro kogullarda gelisen bitkiciklerden elde edilen hipokotil ve
kotiledon kisimlan ile sap ve yaprak organlar1 kullaniimugtir.

Hipokotil ve kotiledon kisimlan 5 giinliik bitkiciklerden izole edilirken, sap ve yaprak
organlart 10 giinliik bitkiciklerden elde edilmistir. Kotiledon ve yaprak organlarinin
yaprak sapim (petiol’ii) igeren 1/3’liik taban kismu atilarak, kalan kismu rejenerasyon
ortamina yerlestirilmigtir. Aymi sekilde, hipokotil ve sap kisimlan da 0.50 cm
uzunlugunda segmentlere aynlarak rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmigtir.

Besin ortamindaki bilyiimeyi diizenleyicilerin en uygun kombinasyonu belirlenirken
yerel gesit kullanilmigtir. Uygun kombinasyonlar belirlendikten sonra da farkl: gesitlerin
rejenerasyon kabiliyetleri, belirlenen bu ortamlarda test edilmigtir.
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3.2.1. Yerel keten gesidine ait hipokotil eksplantlarindan adventif siirgiin

rejenerasyonu

Kiiltiir baglangicindan yaklagik 10 giin sonra, hipokotil eksplantlannin tamami
kullamlan biitiin ortamlarda siki yapida ve yesil renkte kailus iiretmigtir. Yaklagik 14
giin sonra kalluslar iizerinde indirek ve hipokotil kisimlan iizerinde direk adventif
siirgiin uglan gbzlenmigtir. Bu siirgiin uglarindan daha sonra adventif siirgiinler
geligmigtir.

Yapilan varyans analizi sonucunda bitki bilyilime diizenleyicilerinin farkli kombinasyon-
lanmin toplam siirgiin rejenerasyon oram iizerine etkisi 0.01 diizeyinde ve indirek
silirgiin rejenerasyon orani iizerine etkisi de 0.05 diizeyinde dnemli grkmustir. Bu etki;
eksplant bagmna toplam ve indirek siirgiin sayisinda 0.01 diizeyinde Gnemlilik
gostermigtir. Bitki bilylime diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarinin k&k veren
eksplant yiizdesi ve eksplant bagina kok sayisi fizerine etkisi 0.01 diizeyinde onemli
olmugtur (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.10 incelendiginde, en yiiksek toplam siirgiin rejenerasyon oram (%100.00)
1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA, 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IAA, 1.00 mg/l BAP+0.20
mg/l IBA ve 2.00 mg/l BAP+0.02 mg/l NAA; en diigiik toplam siirgiin rejenerasyon
oran (%55.00) ise, 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan
alinmugtir. Eksplant bagina en yiiksek toplam siirgiin sayis1 12.87 adet ile 1.00 mg/l
BAP+0.02 mg/l IAA; en diigiik toplam siirgiin sayis1 ise, 3.28 adet ile 2.00 mg/l
BAP+0.20 mg/l NAA ve 3.27 adet ile 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l IAA igeren MS
ortamindan elde edilmigtir. Petride geligen toplam siirgiin sayist bakimindan en yiiksek
deger (128.70 adet) 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IAA; en diigiik deger (18.04 adet) ise,
2.00 mg/l BAP+0.20 mg/t NAA igeren uygulamalardan saglanmistir.

Indirek sfirgiin rejenerasyon oraninda en yiiksek deger (%67.50) 1.00 mg/l BAP+0.20
mg/l NAA,; en diisiik deger (%20.00) ise, 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA igeren besin
ortamindan alinmugtir. Eksplant bagina en yiiksek indirek siirgiin sayist 7.68 adet ile
1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IAA ve 7.01 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA; en
diigiik indirek siirgiin sayis1 ise, 1.83 adet ile 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA igeren
ortamdan elde edilmigtir. Petride geligen indirek slirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek
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deger (47.32 adet) 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA; en diisiik deger (3.66 adet) ise, 2.00
mg/l BAP+0.20 mg/l NAA kullanslan uygulamadan saglanmigtir (Cizelge 3.10). Sekil
3.6’da BAP dozundaki degigime bagh olarak indirek siirgiin sayrsinda olugan degisimler
gosterilmigtir.

Eksplant Bagina Indirek 1.00
S0rgOn Sayisi (adet) s z'oo mn-mgﬂ/l x

O 4 N WL OO OO
P S O

—

0.02 NAA 0.20 NAA 0.02 IAA 0.20 1AA 0.02 IBA 0.20 IBA

Sekil 3.6. BAP dozu artigina karyin yerel keten ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda
indirek siirgiin say1sinda olugan degisimler

Agrobacterium, yaralannmg dokulardan gelisen hiicreleri enfekte ettiginden, gen
aktariminda Snemli olan indirek siirgiin rejenerasyon oramdir. Bu agidan bakildifinda,
hipokotil eksplantinda indirek siirgiin rejenerasyon orani, eksplant bagina indirek sfirgiin
sayis1 ve petride gelisen indirek siirgiin say1s1 bakimindan en yiiksek degerler 1.00 mg/1
BAP+0.20 mg/1 NAA igeren MS ortamindan alinnmgtir (Sekil 3.7). Halbuki, NAA
konsantrasyonu aym kaldir halde, BAP konsantrasyonu 2.00 mg/l'ye gikarildifinda,
incelenen karakterler bakimindan en diigiik degerler elde edilmigtir.

BAP dozu 1.00 mg/I’den 2.00 mg/I’ye ¢ikarildifiinda biitiin uygulamalarda gerek koék
veren eksplant yiizdesi ve gerekse eksplant bagina kék sayisi bakimmdan en yiiksek
degerler elde edilmistir.
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Sekil 3.7. Yerel keten gesidinin hipokotil eksplantiarindan 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/!
NAA igeren MS besin ortaminda kallus olusumu ve adventif siirgiin
rejenerasyonu

a. Petride rejenere olan hipokotil eksplantlari
b. Hipokotilde direk siirgiin rejenerasyonu

c. Hipokotil Qizerinde direk gelisen siirglinlerin erken safhasi ve hipokotilin
kesilen uglarinda kailus geligimi

d. Yaralanan yiizeyi artirilmig (epidermisi uzaklagtinlmig) hipokotilde kallus
gelisimi ve bu kallus izerinde indirek siirgiin olusumu
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3.2.2. Yerel keten gesidine ait kotiledon eksplantlarmdan adventif siirgiin

rejenerasyonu

Kotiledon eksplantlarinin bilyiik kismu kiiltiir baglangicindan 10 giin sonra yesil renkte
kallus olusturmaya baglamig, 14-16 giin sonra da bu kalluslar fizerinde ileride gelismis
sfirgiinleri olugturacak siirgiin uglar1 gdzlenmistir. Kotiledondan olusan rejenerasyonun
tamam kallustan geligmigtir.

Bitki bityiime diizenleyicilerinin farkhh kombinasyonlannin indirek siirgiin rejenerasyon
orani, eksplant bagina indirek siirgiin sayis1 ve eksplant bagina kok sayis1 iizerine
etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmugtur. Bununla birlikte, farkli kombinasyonlardaki
bitki biiylime diizenleyicilerinin kk veren eksplant yiizdesi tizerine etkisi Snemsiz
cikmugtir (Cizelge 3.11).

En yiiksek indirek siirgiin rejenerasyon oram (%52.50) 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA;
en diigiik indirek siirgiin rejenerasyon oram (%2.50) ise, 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l
NAA ve 2.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA igeren MS ortamindan elde edilmistir. Eksplant
basina en yiiksek indirek siirgiin sayis1 3.79 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l NAA ve
3.75 adet ile 2.00 mg/l BAP+0.02 mg/l NAA igeren besin ortamindan ahimmigstir. Petride
gelisen indirek siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek deger (15.59 adet) 1.00 mg/l
BAP+0.02 mg/l IBA; en diisiik deger (0.06 adet) ise, 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA ve
2.00 mg/t BAP+0.02 mg/l IBA kullanilan besin ortamindan saglanmstir (Cizelge 3.12,
Sekil 3.8).

Eksplant Bagtna Indirek £11.00 mgA BAP
Sorg0n Sayisi (adet) M2.00 mg/l BAP
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0.02 NAA 0.20 NAA 0.02 IAA 0.20 IAA 0.02 IBA 0.20 IBA

Sekil 3.8. BAP dozu artigina kargin yerel keten gesidinin kotiledon eksplantlarinda
indirek siirgiin say1sinda olugan degisimler
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1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA igeren besin ortams, indirek siirgiin rejenerasyon orani,
eksplant bagina indirek siirgiin sayis1 (2.97 adet ile ab grubuna girmigtir) ve petride
gelisen indirek siirgiin say1s1 bakimindan en yiiksek degerleri vermigtir ($ekil 3.9).

Kotiledon eksplantlannda kék gelisimine bakildiginda, en yiiksek degerlerin 2.00 mg/1
BAP+0.20 mg/l NAA igeren ortamdan alindif1 gériilmektedir. Bu ortam, aym zamanda
indirek siirgiin rejenerasyon oram bakimindan en diisik degerlerin elde edildigi
ortamdir. Hipokotil eksplantlart gibi kotiledon eksplantlarinda da, kok gelisimi BAP
dozunun 2.00 mg/l oldufu uygulamalarda daha yiiksek gikmgtir. Ancak, hipokotil
eksplantlarinin tersine BAP dozu 1.00 mg/l olarak kullamldifn uygulamalarda da
oldukea yiiksek bir kok geligimi saglanmugtir. Bir bagka deyisle, kotiledon eksplantlari
adventif kdk olusturma bakimindan yiiksek bir potansiyele sahiptir (Cizelge 3.12).

3.2.3. Yerel keten gesidine ait sap eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Eksplantlann kiiltiire almmasindan 7 giin sonra agik yesil renkte kallus olusumu
baglamigtir. Kullamilan biitiin rejenerasyon ortamlarinda sap eksplantlarmin tamaminda
kallus olugumu gozlenmigtir.

Yapilan varyans analizine gbre; bitki bilylime diizenleyicilerinin farkh
kombinasyonlarinin yerel keten gesidinin sap eksplantlarinda toplam ve indirek siirgiin
rejenerasyon orani, eksplant bagna toplam ve indirek siirgiin sayis1 ile kék veren
eksplant yiizdesi ve eksplant bagina kdk sayisi iizerine etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmugtur (Cizelge 3.13).

Toplam siirgiin rejenerasyon oraminda en yiiksek deger (%92.50) 1.00 mg/l BAP+0.02
mg/l IAA; en digiik deger (%0.00) ise, 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA igeren besin
ortamindan alinmugtir. Eksplant bagina toplam siirgiin sayisinda en yiiksek defer 9.54
adet ile 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l NAA ve 9.30 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l IBA;
en diigiik deger 0.00 adet ile 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA kullanilan ortamdan elde
edilmistir. Petride toplam siirgiin sayis1 en yiiksek 81.40 adet ile en yliksek rejenerasyon
oramnin alindif1 ortam olan 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IAA; en diigiik 0.00 adet ile yine
en diigik rejenerasyon oranmma sahip 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA
uygulamasindan saglanmstir (Cizelge 3.14).
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a-b. Petride rejenere olan kotiledon
eksplantlan

¢. Kotiledondan indirek stirglin
rejenerasyonu

d-e. Eksplanttan adventif kok geligimi

Sekil 3.9. Yerel keten gesidinin kotiledon eksplantlarindan 1.00 mg/l BAP+0.02
mg/l IBA igeren MS besin ortaminda kallus olusumu, adventif slirglin
ve kok rejenerasyonu
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Indirek siirgiin rejenerasyon oram en yiiksek (%32.50) 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA;
en diisiik (%0.00) 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA igeren ortamdan alinmmgtir.

Eksplant bagina en yiiksek indirek siirgiin sayis1 8.44 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/
IAA; en diigik indirek siirgiin says1 ise, 0.00 adet ile 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA
igeren ortamdan elde edilmigtir (Sekil 3.10). Petride gelisen indirek siirgiin sayis1 en
yitksek (24.76 adet) 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA; en diigiik (0.00 adet) 2.00 mg/l
BAP+0.20 mg/l NAA igeren ortamdan saglanmigtir (Cizelge 3.14).

Eksplant Bagina
Tindirek Sargan Sayisi (adet)

762 @1.00 mg/t BAP

N :
0.02 NAA 0.20 NAA 0.02 1AA 0.20 1AA 0.02 IBA 0.20 1BA

Sekil 3.10. BAP dozu artigina karsin yerel keten ¢esidinin sap eksplantlarinda
indirek siirgiin sayisinda olugan degigimler

1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA igeren besin ortaminda gen aktanminda dnem tagiyan
indirek siirgiin rejenerasyon orani, eksplant bagina indirek siirgiin sayisi (7.62 adet ile ab
grubuna girmigtir) ve petride gelisen indirek siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek
degerler alinmgtir (Sekil 3.11). En diisiik degerler 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA
kullanilan uygulamadan elde edilmistir (Cizelge 3.14).

Sap eksplantlarindan kok geligimine bakildifinda, kok veren eksplant orani ve eksplant
bagia kok sayis1 bakimindan en yiiksek degerlerin tiim uygulamalarda 2.00 mg/l BAP
igeren ortamlardan alindifz goriilmektedir. BAP dozu 1.00 mg/l olarak kullamldif
uygulamalarda kék gelisimi son derece azalmigtir. Bir bagka deyisle, sap eksplantlari
ayn1 hipokotil eksplantlan gibi diigitk oranda adventif kdk olugturmaktadir.



a. Petride rejenere olan sap

eksplantlan
b. Saptan gelisen siirgitnler
c. Eksplantin kesim ylizeyinde

kallus olusumu ve siirglin
geligimi

Sekil 3.11. Yerel keten gesidinin sap eksplantlarindan 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA
igeren MS besin ortaminda kallus olusumu ve adventif siirgitn
rejenerasyonu
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3.2.4. Yerel keten cesidine ait yaprak eksplantlarindan adventif siirgiin

rejenerasyonu

Yaprak eksplantlarinda kallus olugumu kiiltiirden 7 giin sonra baglamig§ olup, bundan 13
giin sonra da kalluslar {izerinden indirek adventif siirgiin uglan belirmigtir, Yaprak
eksplantlarindan olugan rejenerasyonun tamami kotiledon eksplantindada oldugu gibi
kallustan geligmistir,

Cizelge 3.15’te bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarinin yerel keten
cegidinin yaprak cksplantlarinda adventif siirgiin rejenerasyonu ve kik geligimi iizerine
etkisine ait varyans analizi sonuglan verilmistir. Bitki biiylime diizenleyicilerinin farkli
kombinasyonlarimn indirek siirgiin rejenerasyon orani, eksplant bagina indirek siirgiin
sayist, kok veren eksplant ylizdesi ve eksplant bagina kdk sayisi lizerine etkisi 0.01
diizeyinde 6nemli bulunmusgtur.

En yiiksek indirek siirgiin rejenerasyon orami (%37.50) ve eksplant bagina indirek
siirgiin sayis1 4.27 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l IAA; en diigik siirgiin
rejenerasyon orani (%0.00) ve eksplant bagina siirgiin sayis1 0.00 adet ile 1.00 mg/l
BAP+0.02 mg/l NAA; 0.20 mg/l NAA, 0.02 mg/l ve 0.20 mg/l IAA, 0.02 mg/l ve 0.20
mg/l IBA’nin 2.00 mg/l BAP ile birlikte kullanildig1 ortamlardan alinmagtir. Petride
gelisen indirek siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek deger (16.01 adet) yine 1.00 mg/l
BAP+0.20 mg/l IAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. BAP dozu 2.00 mg/l’ye
¢ikanldifinda tim uygulamalarda eksplant bagina indirek siirgiin sayisinda biiyiik
diigiigler otmusgtur (Sekil 3.12, Cizelge 3.16).

Eksplant Bagina

45 Indirek Sargn Says: (adet) 447
’ 3,75 01.00 mg/i BAP
35 1 H2.00 mg/l BAP
25 4 242
1,5
B 10 0 0
0.02 NAA 0.20 NAA 0.02 1AA 0.20 IAA 0.021BA 0.20 IBA

Sekil 3.12. BAP dozu artigina kargin yerel keten gesidinin yaprak eksplantlarinda
indirek siirgiin sayisinda olugan degisimler
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Yaprak eksplantlarinda kék gelisimine bakildifinda, kok veren eksplant yiizdesi ve
eksplant basina kok sayisinda en yiiksek degerler BAP dozunun 2.00 mg/l olarak
kullamildign uygulamalardan elde edilmigtir (Sekil 3.13). Yaprak eksplantlarinda
kotiledon eksplantlarinda oldugu gibi, BAP dozu 1.00 mg/l olarak kullanildifx zaman
olduk¢a yiiksek bir kok geligimi saglanmigtir. Yani, yaprak eksplantlan da aym
kotiledon eksplantlan gibi adventif kok olugturma bakimindan yiiksek bir potansiyele
sahiptir (Cizelge 3.16).

Ketende gen aktarimina uygun en iyi siirgiin rejenerasyonu veren eksplantin ve bitki
biiyiime diizenleyicileri kombinasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan ¢ahgmada
elde edilen sonuglarin 6zeti Cizelge 3.17°de verilmistir,

Cizelge incelendiginde, gen aktanminda &nem tagiyan indirek siirgiin rejenerasyon
orani, eksplant bagina indirek siirglin sayisi ve petride geligen indirek slirgiin sayisi
bakimindan en iyi sonuglarn hipokotil eksplantinda ve 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA
iceren besin ortaminn  kullanilmastyla alndign  gériilmektedir. Caligmamizda
buldugumuz bu sonuglar ketende daha 6énce yapilmig aragtirma sonuglariyla benzerlik
gostermektedir (Jordan ve Mc Hughen 1988a, Jordan ve Mc Hughen 1988b, Mc
Hughen vd 1989, Dong ve Mc Hughen 1991, Dong ve Mc Hughen 1993, Millam vd
1992). Xiang-can vd (1989)’nin bildirdigine gore, ketende kallus gelisimi ve adventif
slirglin olusumu 1.00 mg/!’lik BAP dozunda artmakta, daha yiiksek dozlarda ise
olumsuz etkilenmektedir. Ketende yaptifimiz ¢aliyjmada da bu y6nde sonuglar
almmugtir. Millam vd (1992), keten hipokotil eksplantlanndan siirgiin rejenerasyonu
iizerine karbonhidratlarin etkisini arastirdiklan galiymalarinda eksplant basina en yiiksek
toplam siirgiin sayisim 2.4 adet olarak bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda ise, eksplant
bagina toplam siirgiin sayis1 12.87 adet bulunmug olup, 6nceki galigmalardan alman

sonuglarin ¢ok iizerinde olmustur.
Indirek siirgiin rejenerasyon oram, eksplant bagina indirek siirgiin sayis1 ve petride

gelisen indirek siirgiin sayisinda en diigiik degerler kullanilan eksplantlarin tiimiinde
2.00 mg/! BAP+0.20 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmigtir. Bu ortamda
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a. Petride yaprak eksplantlanmn
geligimi, eksplantlann  kesim
ylizeyinde olusan kalluslar

b-c. Kallustan  gelisen  indirek
stirgiinler

$ekil 3.13. Yerel keten gesidinin yaprak eksplantlarindan 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IAA
igeren MS besin ortaminda kallus olusumu, adventif siirgin ve kok
rejenerasyonu
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eksplantlar kargilagtinldifinda, yine en yiiksek degerlerin hipokotilden alindif

goriilmektedir. Bu durum ketende gen aktannminda kullanilabilecek en uygun

eksplantin hipokotil oldugunu dogrulamaktadir. Bu sonug Dong ve Mc Hughen 1993,

Jordan ve Mc Hughen 1988a, Jordan ve Mc Hughen 1988b, Mc Hughen vd 1989 ve
* Bretagne vd 1994 tarafindan da teyit edilmektedir (Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17. Yerel keten gegidinin dort farkli eksplantina ait en yiiksek ve en diigiik
indirek siirgiin rejenerasyon orani, eksplant bagina indirek siirgiin sayis1
ve petride gelisen indirek siirgiin sayis1 ile bu sonuglarm alindi bitki
bilylime diizenleyicileri kombinasyonu

Bitki Biyiime Indirek Strgtin | Eksplant Petride Geligen
Eksplant | Diizenleyicileri Rejencrasyon Bagina Indirek Siirgiin
Kombinasyonu Oram (%) Indirek Siirgiin | Says: (adet)
Sayis1 (adet)
) 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA 67.50 7.01 4732
Hipokotil
2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA 20.00 1.83 3.66
1.00 mg/t BAP+0.02 mg/l IBA 52.50 297 15.59
Kotiledon
2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA 2.50 025 0.06
. 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA 32.50 7.62 24.76
® 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA 0.00 0.00 0.00
v 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l TAA 37.50 427 16.01
' 2.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA 0.00 0.00 0.00

Gen aktariminda $nem tagimayan adventif kok geligimi, 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l
NAA igeren besin ortaminda ve hipokotil eksplantinda en digik diizeyde
gergeklesmistir. Ancak, NAA dozu aynmi oldugu halde, BAP dozunun 2.00 mg/l'ye
¢ikarilmas1 tiim eksplantlarda en yiiksek adventif kok geligimine neden olmus, ancak
yine de en diigiik kék geligimi hipokotil eksplantindan almmugtir, Adventif kok olusumu
en fazla kotiledon ve yaprak eksplantlarinda gergeklesmistir. Ketende bu eksplantlarin
adventif kok olugturma bakimindan yiiksek bir potansiyele sahip oldugu Bretagne vd
(1994)’nin yapmig olduklan aragtirmada da belirtilmistir. Yine Xiang-can vd (1989)
ketende siirgiin rejenerasyonu {izerine yaptiklan ¢aligmada, kok geligimini
kotiledonlardan elde etmislerdir. Aym sekilde Yildiz vd (1997), seker pancarinda
yaptiklar1 ¢aligmalarinda kotiledon eksplantlarinin yiiksek oranda kok olugturdugunu

bildirmiglerdir.
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Yerel keten gegidinin dort farkli eksplantinda en yiiksek adventif siirgiin geligimini
saflayan bitki biiylime diizenleyicileri kombinasyonu belirlendikten sonra farkh
cesitlere ait dort eksplantin bu ortamlardaki tepkileri belirlenmigtir.

3.2.5. Farkh ¢egitlere ait hipokotil eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Hipokotil eksplantindan 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda
toplam ve indirek siirgiin rejenerasyon orani, eksplant bagina toplam ve indirek siirgiin
sayis1, kok veren eksplant yiizdesi ve eksplant bagina kék sayis1 bakimindan gegitler
arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmugtur (Cizelge 3.18).

En yiiksek toplam siirgiin rejencrasyon oram Omega (%97.50) ve Madaras (%95.00); en
diigiik toplam siirgiin rejencrasyon oram ise, Viking (%10.00) ¢esidinden elde
edilmistir. Eksplant bagina toplam siirgiin sayist en yiiksek 10.24 adet ile Madaras
cesidinden ahnmig, bunun 4.91 adet ile Omega ¢esidi izlemistir. En diisiik toplam siirgiin
sayisim 1.63 adet ile yine Viking ¢esidi vermistir. Petride gelisen toplam siirgiin
sayisinda, Madaras (97.28 adet) birinci siray1 alrms, bunu Omega (47.87 adet) gesidi
izlemigtir. Petride gelisen en diigiik toplam siirgiin sayis1 (1.63 adet) Viking ¢esidinden
alinmigtir (Cizelge 3.19).

Indirek stirgiin rejenerasyon oraninda en yiiksek degerleri Omega (%40.00) ve Madaras
(%37.50) gesitleri vermistir. En diigiik indirek siirgiin rejenerasyon oram (%0.00)
McGregor ¢esidinden alinmigtir. Eksplant bagmna indirek siirgiin sayisinda Madaras
cesidi 5.29 adet ile birinci sirayr almugtir. En diisiik deger 0.00 adet ile yine McGregor
gegidinden elde edilmistir. Petride gelisen indirek siirgiin sayisina bakildifinda, en
yilksek deger (19.83 adet) Madaras ¢egidinden elde edilmis, daha sonra Omega (7.96
adet) gesidi gelmigtir (Cizelge 3.19).

3.2.6. Farkh cesitlere ait kotiledon eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu
Yapilan varyans analizi sonucunda 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA igeren MS besin
ortaminda indirek siirgiin rejenerasyon oram, eksplant bagina indirek siirgiin sayisi, kok
veren eksplant yiizdesi ve eksplant bagina kok sayis1 bakimindan gesitler arasinda 0.01
diizeyinde dnemli bir fark bulunmustur (Cizelge 3.20).
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Kullamlan 10 gegit arasindan yalmzca Omega gesidinde siirgiin gelisimi olmustur. Bu
gesitte indirek siirglin rejenerasyon oram %7.50, eksplant basina indirek siirgiin
sayis1 0.63 adet ve petride gelisen indirek siirgiin sayist  0.47 adet olarak
gergeklesmistir (Cizelge 3.21).

Kotiledon eksplantlarinda kok gelisim potansiyelinin yiiksek oldugu farkhi gesitler
bazinda bir kez daha dogrulanmustir. Nitekim, kotiledon ve hipokotil eksplantlars kok
geligimi bakimindan karsilagtirildifinda, hipokotile oranla kotiledon eksplantlarindaki
kok gelisiminin gok yiiksek oldufu goriilmektedir (Cizelge 3.21).

3.2.7. Farkh cesitlere ait sap eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu

1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l1 IBA igeren MS besin ortaminda toplam ve indirek siirgiin
rejenerasyon orani, kok veren eksplant yiizdesi ve eksplant bagina kok sayisi
bakimindan gesitler arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Eksplant
bagwina toplam ve indirek siirgiin sayisinda ise, gesitler arasinda 6nemli bir farka
rastlanmamugtir (Cizelge 3.22).

En yiiksek toplam siirgiin rejenerasyon oram Madaras (%95.00) ve 1886 Sel. (%92.50);
en diigiik toplam siirgiin rejenerasyon orami ise, Viking (%25.00) ¢esidinden elde
edilmigtir. Eksplant bagina toplam siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek degerler 9.50
adet ile 1886 Sel., 8.60 adet ile Omega ve 8.00 adet ile Madaras; en diigiik deger 4.42
adet ile Viking ¢esidinden alinmistir. Petride gelisen toplam siirgiin sayist en yiiksek
1886 Sel. (87.87 adet) gesidinde gergeklesmis, bunu Madaras (76.00 adet) ve Omega
(75.25 adet) gesitleri izlemigtir. Petrideki en diigiik toplam siirgiin sayis1 Viking (11.05
adet) gesidinden saglanmigtir (Cizelge 3.23).

Indirek siirgiin rejenerasyon oram en yiiksek Madaras (%85.00) ve McGregor (%82.50);
en diigiik Viking (%7.50) gesidinden elde edilmistir. Eksplant bagina indirek siirgiin
sayisinda Madaras gesidi 8.05 adet ile en iyi sonucu vermis, Viking gesidi 3.42 adet ile
sonuncu olmugtur. Petride geligsen indirek siirgiin sayisina bakildifinda, en iyi sonug
(68.42 adet) yine Madaras ¢egidinden alinmigtir (Cizelge 3.23).
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3.2.8. Farkh.cesitlere ait yaprak eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Keten yaprak eksplantinda 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l IAA igeren MS besin ortaminda
kok veren eksplant yiizdesi ve eksplant bagina kok sayis1 bakimindan gegsitler arasindaki
fark 0.01 diizeyinde nemli bulunmugtur (Cizelge 3.24).

Kotiledon eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu bakimindan 10 farkh gegidin
karsilagtinldifs ¢aligmada, gesitlerden herhangi bir adventif siirgiin gelisimi olmamigtir
(Gizelge 3.25).

Cesitlerin tamaminda yiiksek oranda adventif kdk gelisimi gbzlenmistir (Cizelge 3.25).

Doku kiiltiirli galigmalarnnin en biiyiik zorluklanndan biri; eksplantlann alindin bitkiler
arasindaki rejenerasyon kapasitesinin gok degisken olmasidir. In vitro kiiltiirde aym tiire
giren gesitler arasinda bile rejenerasyon kapasitesi bakimindan biiyiik farklar ortaya
¢ikmaktadir. Nitekim, adventif siirgiin rejenerasyonu bakimindan dért farkl eksplantta
10 keten gesidinin karsilagtirildif1 ¢ahymamizda da gegitler arasinda biiyiik varyasyona
rastlanmigtir. Aym tiire giren gesitler arasinda gozlenen bu varyasyonun nedeni
aragtiricilar tarafindan iki sekilde agiklanmaktadir. Bir kisim aragtincilar bitkiler
arasinda rejenerasyon kapasitesi bakimindan gozlenen farklibfi bitkilerin farkli
genotipte olmalan ile agiklarken, bazi aragtinicilar bu varyasyonu bitkilerin farkh
yetistirme kosullari ve besin maddesine ihtiyag duymalan ile agiklamaktadirlar, Aslinda
bireyin fenotipinin olugymasinda genotip ve ¢evrenin rolii birbirinden bagimsiz
diisiiniilemez. Bir bagka deyisle, bireyin karakteri genotip-gevre interaksiyonu sonucu
yekillenir, Dolayistyla, bitkiler ayni tiire dahil olsalar da, farkli genotipte olmalarmdan
dolayr rejenerasyon kapasitesi bakimindan aralarinda fark olabilmektedir. Ancak, ayni
genotipe sahip olan bitkiler arasinda da rejencrasyon kapasitesi bakimindan fark
goriilebilmektedir. Burada bitkilerin aym: genotipte olmalarindan dolayi rejenerasyon
kapasitesini etkileyebilecek tek unsur gevresel faktorlerdir. Ashinda doku kiiltiirii
caligmalan laboratuvarda ve son derece kontrollii sartlar altinda yapilmaktadir. Fakat in
vitro kiiltiirde kullanilan eksplant hassasiyeti arttik¢a, cevre sartlarindan etkilenmesi de
o denli artmaktadir. Bir bagka deyigle, eksplant hassasiyeti arttik¢a, gevre sartlartmin
kontrolii giiglesmekte, eksplant en ufak ¢evresel defisimlerden bile asin derecede

80



TuIoug SpuIAZNP 10°0 ,,

6¢ wedoy
wEY 185°€5T o¢ L ¢4
829 ueLe .Is08 681 110C 6 P e
a ‘0 4 ‘0
(3ope) 1s14eS Yoy (%) ueaQ yuepdsyg ‘as uBpeuARy] nokseAres
smieq yuedsyx U134 0N

1ZITeue suedXea jie SWUIISIOF YO ePUTWIELIO UISaq SN Uaradt
VVI1/8® 0z '0+dVe 1/3W 00'] uepuLrepueldsyo yeided urauopissd uaia \peg vz ¢ 980710

81



“HpIWsuQ SPMAIZYP $(°Q Je) PEpuISere Je[Bure[z0 USLASQS SlIS[LIeY IpjFey epuMnS AY |

2 001 qQ 00°St 00°0 000 000 00001 SWIA
P 6T q 000 000 000 000 00001 1032100
Poq  88°C e 00°S6 000 000 000 007008 PR
Pq  98'C e 00SL 000 000 000 00001 HnaON
@ 988 2 0008 000 000 00'0 00001 83O
e €0°L e 0ST6 000 000 000 00001 SeIepeI
B GL'6 v 0578 000 000 000 00001 SucpA
P2 96°€ q 0§ 000 000 000 00001 sueLry
e $9'9 ® 0006 000 000 000 00°001 1S 9881
e €89 e 0SL8 000 000 000 00001 [
(%) M%.M-M 15148y EA_W._J-N (%) 1wm10
(0P mkos a0y | weaQ umdeny | UPRDS | wmig pudeyy | UORTRE ) I
nmey yuwdeyy WOA 10 uﬁﬂw =3
spuRd nuoiserausfay updips yoypuy

S8 Yoy 9A nuoAsersusfor undins JHUSAPE EPUILIRIIO UISSq S| USIST
VVI /8w 02 0+d Ve /8w 00'] wepurepueidsyo Sesded urauspisod usioy pprey “sz°¢ 98[0z1)

82



etkilenmektedir. Omegin, gevre sartlarina duyarlilik bakimindan tohum ile hipokotil ve
polen gibi eksplantlar arasinda bilyilk farklilik vardir, Sicaklik, gtk vb gevresel
faktorlerdeki dalgalanmalardan eksplant olarak kullanilan tohum fazla etkilenmezken,
hipokotil ve polen son derece duyarh olabilmektedir.

Farkli keten gesitlerinde gen aktarimima uygun en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu veren
eksplantin belirlenmesi amaciyla yapilan aragtirmada elde edilen sonuglarn ozeti
Cizelge 3.26’da verilmigtir.

Cizelge incelendiginde, tiim gesitlerde indirek siirgiin rejenerasyonu, eksplant bagmna
indirek siirgiin sayis1 ve petride gelisen indirek siirgiin say1s1 bakimindan en yiiksek
degerlerin sap eksplantlarindan elde edildigi goriilmektedir. Ancak, daha dnce slirgiin
rejenerasyonu agisindan en iyi eksplantin belirlenmesi amactyla yerli gesit ile yapilan
denemelerde en yiiksek degerler hipokotil eksplantindan alinmigti. Burada bir geliski
ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda, gergekte en iyi rejenere olan eksplant hangisidir?
Aslinda, doku kiiltiirii galigmalarinda gesitler arasinda biiyiik varyasyon gériilmesi stkga
rastlanan ve oldukg¢a normal olan bir durumdur (Hughes 1981, Tomes ve Smith 1985).
Fakat, 10 farkli ¢esidin tamaminda en iyi sonuglarn saptan alinmasi bir rastlanti
olamaz. Bu durumda yerel gesit ile 10 farkl1 gesit arasinda ortaya ¢ikan bu varyasyonun
nedenini ‘yapilan uygulamada aramak gerekir. Siirgiin rejenerasyonu sirasinda farkli
olarak uygulanan tek sey; yerel gesit fidelerinin in virro’da ¢imlendirilen tohumlardan
elde edilmesine karsin, 10 farkii geside ait fidelerin tarla sartlarinda yetistirilmesidir. Bir
bagka deyisle, yerel gesitte kullanilan hipokotil ve sap eksplantlan steril fidelerden
almmug ve direk siirgiin rejenerasyon ortamma aktarilmigtir. Buna ragmen, 10 farkh
cesitte kullamlan hipokotil ve sap eksplantlan tarla sartlarinda yetistirilen fidelerin
ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmasi sonucu elde edilmistir. Oyle ise, 10 farkh gesitte
slirgiin rejenerasyonu bakimindan en iyi sonuglarin sap eksplantindan alinmasimin
nedeni; bu fidelerin steril edilmesi sirasinda hipokotil kistmlarinin sterilizasyondan
olumsuz y6nde etkilenmesi ve rejenerasyon kabiliyetini kaybetmesi olarak agiklanabilir.
Eger bu tez dogru ise, gesitlerin in vitro’da yetigtirilen fidelerinden elde edilen hipokotil
ve sap eksplantlarinin kiiltiire alinmasi sonucu incelenen karakterler bakimindan en

yiiksek degerlerin hipokotilden alinmasi beklenir. Bu tezin dogrulanmasi amaciyla en
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yiiksek indirek siirglin rejenerasyon oranmna sahip Madaras, 1886 Sel. ve Omega
cesitlerinin in vitro’da yetigtirilen fidelerinden ahinan hipokotil ve sap eksplantlan
rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmigtir. Denemeden alinan sonuglar Cizelge 3.27°de
verilmigtir.

Cizelge 3.27.Madaras, 1886 Sel. ve Omega gesitlerinin in vitro’da yetigtirilen

fidelerinden alinan hipkotil ve sap eksplantlarma ait indirek siirgiin
rejenerasyon orani, eksplant bagina indirek siirgiin sayis1 ve petride gelisen

indirek siirgiin sayist
Indirek Strgiin Eksplant Bagina Indirek | Petride Geligen Indirek
Cegitler Rejenerasyon Orani (%) | Silrglin Sayisi (adet) Siirgiin Sayis: (adet)
Hipokotil Sap Hipokotil Sap Hipokotil Sap
Madaras 80.00 71.50 16.76 13.25 134.08 102.69
1886 Sel. 87.50 65.00 14.43 8.72 126.26 56.68
Omega 82.50 70.00 12.93 10.10 106.67 70.70

Cizelge incelendiginde, denemeye alinan ii¢ gesitte de hipokotil eksplantlarmin sap
eksplantlarindan daha iyi sonug verdigi goriilmektedir. Bu sonuglardan §dyle bir yorum
¢ikarmak miimkiindiir; herhangi bir eksplantin rejenerasyon kabiliyeti, eksplantin
alindif fidenin yetigtirilme sekline gore 6nemli derecede fark gdstermektedir. Steril
fidelerden alinan eksplantlarin rejenerasyon kabiliyeti her zaman steril olmayan
fidelerden alinan eksplantlardan daha yiiksektir. Sekil 3.14’te Madaras, 1886 Sel. ve
Omega ¢esitlerinin in vitro ve tarla sartlarinda yetistirilen fidelerinden alinan
eksplantlarinda indirek siirgiin rejenerasyon orani, eksplant bagina indirek siirgiin sayis
ve petride gelisen indirek siirgiin sayilan kargilagtirlmugtir.

Sekil 3.14 incelendiginde, her ii¢ gesitte de in vitro’da yetistirilen fidelerden alman
hipokotil ve sap eksplantlari, tarlada yetistirilen fidelerden alinan eksplantlara gore daha
yiiksek sonuglar vermigtir. Bu sonuglar ketende gergekten en iyi rejenere olan eksplantin
hipokotil oldugunu gdstermektedir. Tarladan alinan eksplantlarda hipokotilin sapa gore
daha diisiik sonuglar vermesinin tek sebebi; sterilizasyondan daha ¢ok etkilenmesidir.
Nitekim, Yildiz vd (1997) de seker pancarinda yaptiklan galigmalarinda en iyi sonuglan
in vitro’da yetigtirilen fidelerden alinan eksplantlardan elde etmislerdir.
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In Vitro

Tarla

Madaras 1886 Sel. Omega Madaras 1886 Sel. Omega

b Tarla

Madaras 1886 Sel. Omega Madaras 1886 Sel. Omega

Tarla

Madaras 18886 Sel. Omega

Hipokotil Sap

Sekil 3.14. Madaras, 1886 Sel. ve Omega gesitlerinin in vitro ve tarla sartlarinda
yetistirilen fidelerinden alinan eksplantlarinda indirek siirgiin rejenerasyon
orani (a), eksplant bagina indirek siirgiin say1is1 (b) ve petride gelisen
indirek siirgiin sayilan (c)
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3.2.9. Adventif siirgiin rejenerasyonunun artirilmas i¢in yapilan diger ¢caliymalar

Baganh bir gen aktariminin ilk garts; ¢aligmaya konu olan bitkide gen aktarimina uygun
adventif siirgiin rejenerasyonu sisteminin optimize edilmesidir (Jordan ve Mc Hughen
1988a, Dong ve Mc Hughen 1993). In vitro kiiltiirde kullanilan eksplantlar temelde iki
tiir siirgiin olugturmaktadir, Bunlardan birisi kullanilan eksplantin yaralanan kisimlar
hari¢ difer dokularindan gelisen dogrudan siirgiinlerdir. Bir difer siirgiin gesidi ise,
cksplantta yaralanan bolgeden gelisen kallus kiimesi {izerinde olusan indirek
siirgiinlerdir (Sekil 3.13c). Agrobacterium, dogasi geregi yaralanan dokular enfekte
edebildiginden, gen aktarnmina konu olan siirgiinler; kallus iizerinden geligen indirek
siirgiinlerdir. Bagarih bir gen aktarimi igin eksplantta gelisen indirek siirglin sayisiun
artinlmas: gerekir. Ancak, bu durumda gen aktarilmug siirgiinlerin elde edilme olasihif
yiikselir. Nitekim, gen aktarim olayinda heniiz tam anlamiyla agiklanamamis birgok
mekanizma rol oynamaktadir. Teoride beklenen gen aktarim bagansi 6ngériilen biitiin
sartlar (eksplant bagina yiiksek indirek siirgiin say1si, uygun bakteri hattinin kullanimi
vb) saglansa bile, pratikte alnan sonuglara uymamaktadir. Bir bagka deyisle, gen
aktarimini etkileyen mekanizmalar tam anlamiyla agiklanamadifindan alinacak sonugta

sans faktoriiniin bilyiik rolii vardir.

In vitro sartlarda keten hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu ve tam bitki
elde edilmesi basanlmistir (Murray vd 1977). Adventif siirgiin rejenerasyonunun
artinlmasinda thidiazuron gibi farkh biiyiime diizenleyicileri kullanmilmakta ve
eksplantlarin fiziksel sartlarinda (yaralanan yiizeyin artinlmasi gibi) baz1 degigiklikler
yapilmaktadir. Ketende yaptifimiz ¢alismada da adventif siirgiin ve dzellikle de indirek
slirgiin  olujumunun artinlmas: amaciyla thidiazuron sitokinini kullamlmig ve
eksplantlarda yaralanan yiizey artinlmgtir.

3.2.9.1. Thidiazuron (TDZ)’un yerel keten g¢esidinin hipokotil eksplantndan
adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Thidiazuron (TDZ), in vitro kiiltiirde sitokinin kaynag1 olarak kullanilan bir kimyasal
maddedir (Thomas ve Katterman 1986, Hosokawa vd 1996). TDZ, genellikle pamukta
yaprak ddkiicii ili¢ olarak kullanilmakla birlikte, baz1 bitki tiirlerinde organogenezis
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(Malik ve Saxena 1992) ya da somatik embriyogenezis (Zhou vd 1994) yoluyla hizl
bitki rejenerasyonu saglamaktadir.

Ketende ozellikle gen aktanmina uygun adventif siirgiin olugumunu artirmak igin
thidiazuron 4 farkli dozda yerel keten gesidinin hipokotil eksplantlarina uygulanmugtir,
Yapilan varyans analizi sonucunda farkh TDZ dozlarimin keten hipokotil
eksplantlarinda toplam ve indirek siirgiin rejenerasyonu ile eksplant bagina toplam ve
indirek siirgiin sayis1 iizerine etkisi istatistiki olarak 6nemsiz bulunmugtur (Cizelge
3.28).

0.10 mg/'lik TDZ dozunda gerek toplam ve gerckse indirek siirglin rejenerasyon
oraninda en diigiik degerler alinmigtir. TDZ dozundaki artisa paralel olarak incelenen
karakterlerin tamamindan elde edilen deferler de artmi§ ve en yiiksek sonuglar TDZ
dozunun en yiksek oldugu 0.40 mg/’den elde edilmistir (Sekil 3.15, Cizelge 3.29).
Bununla birlikte, en yiiksek TDZ dozundan alinan sonuglar ile daha once hipokotil
eksplant igin tespit edilen bitki biiylime diizenleyicileri kombinasyonundan alinan
sonuglar kiyaslandifinda, thidiazuron sitokininin adventif siirgiin rejenerasyonunu
artumada yetersiz kaldign goriilmektedir (Sekil 3.15). Bu nedenle ketende adventif
siirgiin rejenerasyonunun artinlmasinda TDZ’dan faydalanmak miimkiin olmamustir.
Feijoo ve Iglesias (1998), TDZ'u BAP ile kiyasladiklar1 ¢ahgmalarinda en iyi sonuglann
BAP igeren ortamlardan alindigim bildirmiglerdir. TDZ dozundaki artis adventif siirgiin
rejenerasyonunu belli bir stmra kadar artirmakta, bundan sonraki artiglar toksik etki
yapmaktadir (Bretagne vd 1994).

Strgn Rejenerasyonu (%) Eksplant Bagina SQrgln Sayisi (adet)
2 1{BToplam *T-@Toplam
1004 |Mindirek
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Sekil 3.15. Farkl TDZ ve BAP+NAA dozlarinin toplam ve indirek siirgtin
rejenerasyonu ile eksplant bagina toplam ve indirek siirgiin sayis1

tizerine etkisi
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3.2.9.2. Hipokotil eksplantinda epidermisin soyulmas: (yaralanan yiizeyin
’ artirilmasi) igleminin adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Hipokotil cksplantlarinda rejenerasyon epidermis hiicrelerinden gergeklesmektedir
(Murray vd 1977). Ancak, gen aktarimina uygun hiicreler eksplantin kesilen uglarinin
etrafinda olugmaktadir. Bu nedenle rejenere olan siirgiinlerin ¢ogu gen aktarimina uygun
olmayan hiicrelerin bulundufu epidermis dokusundan gelisir. Bu yiizden ketende
epidermis hiicrelerinin eksplanttan uzaklagtinlmasinin yani, eksplantta yaralanan
yiizeyin artinlmasinm gen aktanmma uygun siirgiin  rejenerasyonunu artirdif
bildirilmigtir (Mc Hughen vd 1989, Jordan ve Mc Hughen 1988a, Dong ve Mc Hughen
1991).

Yapilan varyans analizi sonucunda yerel keten gesidinin hipokotil eksplantlarinda
yaralanan yiizeyin artinlmas: indirek siirglin rejenerasyonunu Gnemli derecede
artirmugtir. Eksplantta epidermisin soyulmasi isleminin kallus agirlifs, indirek siirgiin
rejenerasyonu ve eksplant bagina indirek siirgiin sayis1 iizerine etkisi 0.05 diizeyinde
6nemli bulunmugtur (Cizelge 3.30).

Cizelge 3.30. Yerel keten gesidinin hipokotil eksplantlarinda epidermisin soyulmasi

igleminin kallus aguh@, indirek siirgiin rejenerasyonu ve eksplant
bagina indirek siirgiin say1s1 {izerine etkisine ait varyans analizi

Indirek Stirgiln f:nksplant Bagina
Kallus Agir} Rejenerasyon Orani direk Strgiin
Varyasyon S.D. o (%j) Y Sayist (tlde:)g'l
Kaynaklan
K.O0. F K.0. F K.O. F

Uygulamalar 1 0.578 6.551" | 243.041 6.630° | 30.537| 11.138°
Hata 6 8.820 36.658 2.742
Toplam 7

* 0.05 duzeyinde 6nemli

Epidermisi soyulmamig eksplantlarda kallus yalmzca yaralanan yiizeyin etrafinda
gelistiginden, kallus agirhigi 0.81 g olarak gergeklegmigtir. Buna karsin, hipokotilde
epidermis uzaklastirldiginda, eksplantin tamamindan kallus gelismis ve kallus agurlif
1.35 g’a yiikselmigtir. Indirek siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina indirek siirgiin
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says1 ve petride gelisen indirek siirglin bakimindan en yiiksek sonuglar yine epidermisi
soyulmus eksplantlarin  kullamldif uygulamadan alinmigtir. Nitekim, epidermis
soyulmadifs zaman 4.24 adet olarak gergeklegsen eksplant bagina indirek siirgiin
say1s1, epidermis soyuldugunda 8.15 adete yiikselmistir (Cizelge 3.31, Sekil 3.16).

Cizelge 3.31. Yerel keten ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda epidermisin soyulmasi
" igleminin kallus agirlif, indirek stirgiin rejenerasyonu ve eksplant basina

indirek siirgiin say1s1 {izerine etkisi
Indirek Stirgiin Rejenerasyonu
Uygulama Kallus Kallus Elolant B fetrlde Gelisen
Apri | Rotenerasyon plant Bagna | indirek Stirgiin
%) ® Indirek Stirglin | Sayis (adet)
Oram (%) Sayis (adet) ye

Epidermisi 10000 | 135 &' 5875 a 8.15 a 47.88
Soyuimug
Epidermisi
Soyu 18 100.00 081 b 4000 b 424 b 16.96

! Aym stititnda farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 duzeyinde nemlidir.

Bundan sonraki ¢ahiymalarda keten hipokotil eksplantlarinda gen aktanmina uygun
siirgiin rejenerasyonunun artirilmasinda 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l NAA bitki biiyiime
diizenleyicileri kombinasyonu kullamlmg ve eksplantta epidermis tabakas: soyularak
yaralanan yiizey ve dolayisiyla kallus miktar artinlmagtir,

3.3. Augmentin ve Kanamisin Antibiyotiklerinin Keten Hipokotil Eksplantlarinin
Adventif Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Augmentin gen aktanmindan sonra kiiltiirdeki bakteri geligimini durdurmak igin
kullamlan bir antibiyotiktir. Ancak kullamlan antibiyotiklerin eksplantin rejenerasyon
kapasitesini nasil etkilediginin bilinmesi bagarih bir gen aktanm igin gok Snemlidir.

Farkli dozlarda kullamilan augmentin’in yerel keten g¢egidinin hipokotil eksplantlarinda
adventif stirgiin rejenerasyonu Uzerine etkisine ait varyans analizi Cizelge 3.32'de
verilmigtir. Farklh dozlardaki augmentin’in eksplant bagina toplam siirgiin sayis: fizerine
etkisi 0.05 diizeyinde tnemli bulunurken, toplam ve indirek siirglin rejenerasyonu ile

eksplant bagina indirek siirgiin sayisi Gizerine etkisi 6nemsiz ¢ikmagtir.
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Sekil 3.16. Epidermisi soyulmus hipokotil eksplantlarinda kallus olusumu ve indirek
siirglin rejenerasyonu
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Cizelge 3.33 incelendiginde, eksplant basina toplam siirgiin sayisina etki bakimindan
augmentin’in 0.00 mg/l ve 600.00 mg/l'lik dozlan arasinda istatistiki olarak bir
olmadif1 goriilmektedir. Aym durum eksplant bagina indirek siirgiin rejenerasyonunda
da gozlenmektedir. Burada en yiiksek degerler augmentin’in kullamlmadifn ortamdan
elde edilmistir. Bir bagka deyigle, siirgiin rejenerasyonu {izerine augmentin dozlarnin
herhangi bir olumsuz etkisi olmamug, hatta 600.00 mg/I’lik augmentin dozunda toplam
ve indirek siirgiin say1sinda ikinci en yliksek degerler alinmigtir (Sekil 3.17).

Kanamisin ise gen aktarim ¢aligmalarinda segici antibiyotik olarak kullamlmaktadir.
Gen aktanlmig hiicreler kanamisin antibiyotifine karyt dayanikli olmakta ve bu
antibiyoti3i igeren ortamlarda yalmzca bu hiicreler geligebilmektedir. Bunun digindaki
hiicreler yani, gen aktanlmadify i¢in kanamisine dayamkli olmayan hiicreler bu
antibiyotigi iceren ortamlarda dlmektedir. Béylece yagayabilen hiicrelerin %100.00%e
yakin bir oranda gen aktarilmig oldugu sdylenebilir.

Ketende hipokotil eksplantlarinda adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine kanamisinin
farkli dozlarinin (100, 200, 300 ve 400 mg/l) etkisini belirlemek amaciyla yaptifimiz
¢alismada tiim dozlarda eksplantlardan herhangi bir siirgiin gelisimi olmamgtir.

Eksplant Bagina SGrgan Sayist (adet)

12
o]

Augmentin Dozlan (mgf)

Sekil 3.17. Farkli augmentin dozlarinin keten hipokotil eksplantlarinda
eksplant bagina toplam ve indirek siirgiin sayisi Gzerine etkisi
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Eksplant tizerinde siirgiin uglar belirginlesmigse de, kanamisinin toksik etkisinden
dolayr bu' siirgiinler gelisememis, beyazlagmis ve dlmiislerdir (Sekil 3.18b, Sekil 3.21b).
Bu etki kanamisin dozundaki artiga paralel olarak siddetlenmigtir. Bu sonug Dong ve
Mc Hughen (1993) tarafindan da dogrulanmaktadir, Hassan vd (1993), kanamisinin
baz: bitki tiirlerini oldukga fazla etkiledigini, hatta transgenik siirgiin rejenerasyonunu
diigiirdiigiinii bildirmektedirler.

3.4. Ketende Hizh Cogaltim

In vitro teknikleri birgok bitki tiirlinde hizli gogaltima imkén saglamaktadir (Oblesby
1978). Biitiin bitki ¢ogaltim tekniklerinin amacs; istenen saghkli genotiplerin kisa siirede
fazla miktarda retilmesidir. /n vitro’da kallustan rejenerasyonda somaklonal varyasyon
s6z konusu oldugu i¢in pratikte bitki gogaltiminda apikal meristemler ve yan
tomurcuklar kullanilir (George ve Sherrington 1984, Lindsey ve Jones 1989). Hizh
gogaltim teknikleri degerli siis bitkilerinin iiretiminde ve ticarete konu olan bitkilerin
genetik safiyetinin korunmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Chu 1992, Huetteman
ve Preece 1993, Mantell vd 1985, Pierik 1987).

Yapilan varyans analizi sonucu keten yerel gesidinin koltuk alti meristemlerinden
geligen siirgiin sayilan iizerine farkli ortam kombinasyonlarnin etkisi 0.01 diizeyinde

6nemli bulunmugtur (Cizelge 3.34).

Cizelge 3.34. Farkh ortam kombinasyonlarinin yerel keten ¢esidinin koltukalt: meris-
temlerinden gelisen siirgiin sayilan Gizerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Kaynaklarn S.D. K.O. F
Ortamlar 11 5.415 4261
Hata 36 1.271

Toplam 47

™ 0.01 diizeyinde tnemli

Ketende koltukalti meristemlerinden gelisen siirgiin sayilari bakimindan en yiiksek
degerler biitin BAP dozlannda 0.05 mg/l olarak kullamlan NAA uygulamalarindan
alinmigtir. Bununla birlikte, biiylime diizenleyicileri kombinasyonu dikkate alindifinda,
en yiksek siirgiin sayisimn 4.75 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.05 mg/l NAA igeren MS
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Sekil 3.18. Kanamisinin keten hipokotil eksplantlarinda adventif siirgin
rejenerasyonu {izerine etkisi
a. Kanamisin bulunmayan ortamda hipokotil eksplantianndan stirgtin
rejenerasyonu
b. Kanamisin nedeniyle gelisemeyen, beyazlagip 8len stirgiin uglan
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ortamindan alindifx goriilmektedir. BAP dozu 2.00 mg/I’ye ¢ikarildifinda, 0.05 mg/I’lik
NAA dozunda ikinci en yiiksek siirgiin sayist (4 adet) elde edilmigtir. Ancak 1.00
mg/I’lik BAP dozunda NAA dozu 0.10 mg/I’'ye ¢ikarildifinda siirgiin sayist izl bir
diiglis (2.25 adet) gdstermigtir. Bu durum ketende hizli gogaltimda belirleyici faktoriin
NAA dozu oldugunu gdstermektedir (Cizelge 3.35, Sekil 3.19).

Cizelge 3.35. Farkh bityiime diizenleyici kombinasyonlarinin yerel keten
¢esidinin koltukalt: meristemlerinden geligen siirgiin sayilart

lzerine etkisi

Biiylime Dilzenleylcileri Sitrgiin Sayis: (adet)
BAP NAA

0.50 0.05 2.75 bc
0.50 0.10 2.50 be
0.50 0.20 175 ¢
1.00 0.05 475 a
1.00 0.10 225 be
1.00 0.20 150 ¢
2.00 0.05 4.00 ab
2.00 0.10 1.50 ¢
2.00 0.20 150 ¢
4.00 0.05 175 ¢
4.00 0.10 100 ¢
4.00 0.20 1.00 ¢

! Ayn1 stitinda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir

Sorgon Sayisi (adet)

4,75

5 -

1
BAP Dozlan (mgh)

0 v T — Y

0.50 1.00 2.00 4.00

Sekil 3.19. Farkli bitki bitylime diizenleyicileri kombinasyonlarinda keten koltukaltt
meristemlerinden gelisen siirgiin sayilanndaki degisimler
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3.5. Rejenere Olan Keten Siirgiinlerinin Kéklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler 10-20 mm uzunlugunda kesilerek 2.00, 3.00, 4.00 ve 5.00 mg/l
IBA igeren MS ortaminda kdlendirilmeye alinmugtir. Farkli dozlarda kullanilan IBA’nin
siirgin bagmna kok sayis1 ve kok uzunlugu izerine etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli
bulunurken, koklenen siirgiin yiizdesi iizerine etkisi nemsiz ¢ikmagtir (Cizelge 3.36).

Cizelge 3.36. Farkli IBA dozlarinin adventif siirgiinlerin kéklenmesi tizerine
etkisine ait varyans analizi

Koklenen Siirgiin Siirgiln Bagina K6k | K6k Uzunlufu (cm)
Varyasyon SD Orani (%) Sayisi (adet)
Kaynaklar )
K.0. F K.0. F K.O. F
IBA Dozlan 3 129.169 0690 | 66290 | 73.128" | 162.469 | 17.075™
Hata 8 187,068 0.906 9.515
Toplam 11
** 0.01 ditzeyinde 6nemli

3.00 mg/MN’lik IBA dozunda siirgiin bagina kék sayisi (14.45 adet) ve kok uzunlufu
(22.11 cm) bakimindan en yiiksek degerler elde edilmigtir (Sekil 3.20). Ancak, IBA
dozu 5.00 mg/l’ye gikanldifinda, gerek siirgiin bagina kok sayisinda ve gerekse kok
uzunlugunda en diigiik degerler almmustir (Cizelge 3.37). Yiiksek IBA dozlarinda
koklerde kalinlagma ve gekil bozuklugu gozlenmigtir.

Cizelge 3.37. Farkli IBA dozlarinin adventif siirgiinlerin kdklenmesi iizerine etkisi

IBA Dozlan gﬁ“&:’gmm Stirgln Bagma Kok Kok Uzunlufu
(mg/) (%) Sayis: (adet) (cm)
2.00 100.00 13.00 a' 19.22 ab
3.00 93.33 14.45 a 22.11 a
4.00 86.67 833 b 14.10 b
5.00 100.00 411 c 533 ¢

! Aym stitiinda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde Snemlidir

Farkl: bitki tiirlerinin en iyi koklendi3i biiylime diizenleyicisi farkli olabilmektedir.
Ancak, IBA gelisen siirglinlerin koklendirilmesinde en yaygin kullanilan oksindir

(Raghava Swamy vd 1992).
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Sekil 3.20. Kéklenmis keten stirgiinii
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3.6. Agrobacterium tumefaciens Aracihfiyla Ketene Gen Aktarim

Ketende 11 farkh gegidin kullanilmasiyla yapilan galiymada en yiiksek adventif siirgiin
rejenerasyonu yerel ve Madaras gesitlerinin hipokotil eksplantlarinda 1.00 mg/l
BAP+).20 mg/l NAA ve sap eksplantlarinda 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA igeren MS
besin ortamindan elde edilmigtir.

Keten bitkisine gen aktarimi igin, 2260 p35S GUS-INT, 2260 pAoPR1-GUS-INT ve
2260 AoPR1-NPT-II Agrobacterium tumefaciens hatlan, yerel ve Madaras ¢esitlerinin
hipokotil ve sap eksplantlan ile inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra eksplantlar
ko-kultivasyona alinmig, ko-kultivasyon islemi tamamlaninca 200.00 mg/1 kanamisin ve
500.00 mg/l augmentin igeren ortamda kallus olugumu ve siirgiin rejenerasyonuna
birakilmustir,

Inokulasyondan yaklagik 15-20 giin sonra kullanilan her fig bakteri hattinda da hem
hipokotil, hem de sap eksplantlarinda kanamisine dayanikli yesil kallus yumaklarinin
gelisimi baglanmg olup, ilerleyen haftalarda gelisen bu kalluslar daha da irilesmigtir
(Sekil 3.21a). Ote yandan, bakterilerle inokule edilmeyen kontrol eksplantlan kanamisin
igeren rejenerasyon ortaminda kallus iiretememistir (Sekil 3.21b). Inokule edilmeyen ve
kanamisin igermeyen ortamda kiiltiire alinan eksplantlar iizerinde ise, yiiksek oranda
kallus ve siirgiin olugumu gézlenmigtir (Sekil 3.21¢). Kanamisine dayanikh kalluslar iki
haftada bir alt kiiltiire alinmgtir. 2260 p35S GUS-INT ve 2260 pAoPR1-GUS-INT
bakteri hatlariyla gen aktarmm yapilan eksplantlarin iirettikleri kalluslar iizerinde
histokimyasal GUS analizi yapilmig, analiz sonucunda kalluslarn biiyiik bir kisrm GUS
pozitif ¢ikmgtir (Sekil 3.21d). Kullanilan GUS geni bitkisel intron geni igerdiginden,
pozitif sonuglarin kallus dokusu igirisinde bulunan bakterilerden gelme ihtimali
bulunmamakta ve bu sonug gercekten gen aktanldifimi dofrulamaktadir. Bir bagka
deyisle, gelisen kalluslanin tamami transgeniktir. Ancak, transgenik olduklan kanitlanan
bu kalluslardan transgenik siirgiinler elde edilememigtir. Transgenik kalluslar heniiz tam
olarak bilinmeyen bir nedenle rejenere olmamgtir.

Cizelge 3.38’de 2260 p35S GUS-INT, 2260 pAoPR1-GUS-INT ve 2260 AoPR1-NPT-II
Agrobacterium hatlanyla inokule edilen yerel ve Madaras ¢esitlerinin hipokotil
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Sekil 3.21. Ketene gen aktarimi

a.Kanamisine dayanikl yesil kallus kimeleri

b.Inokule edilmeyen eksplantlarin kanamisin
iceren ortamda toksik etki nedeniyle
gelisememesi

c.Kanamisin igermeyen ortamda inokule
edilmeyen eksplantlarda kallus ve siirgiin
gelisimi

d. GUS pozitif kalluslar
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cksplantlarina ait gen aktanm sonuglan verilmistir. Kanamisine dayanikli en yiiksek
oranda kallus olusumu yerel gesitte (%97.50) 2260 AoPRI1-NPT-I hatti ile inokule
edilen eksplantlardan alinirken, Madaras gegidinde (%94.90) 2260 p35S GUS-INT hatt1
ile inokule edilen eksplantlardan elde edilmigtir. GUS pozitif kallus {iretimi bakimindan
en yiiksek degerler yerel gesitte (%92.00) 2260 pAoPR1-GUS-INT hatti ile inokule
edilen eksplantlardan alinirken, Madaras gesidinde GUS genini igeren her iki bakteri
hatt1 da aym oranda (%80.00) GUS pozitif kallus iiretimine neden olmusgtur.

Her iki gesitte de hipokotil eksplantlarindan yiiksek oranda kanamisine dayanikli kallus
elde edildigi halde, bu kalluslardan kanamisine dayanikli siirglinler gelismemisgtir.
Kiiltiir baslangicinda siirgiin geligimi olmugsa da, bunlar transgenik olmadiklarindan
ilerleyen safhalarda kanamisinin toksik etkisi nedeniyle beyazlagmus ve Slmiiglerdir.

Cizelge 3.38. Farkli Agrobacterium hatlariyla yerel ve Madaras gesitlerinin hipokotil

eksplantlarina gen aktarinm
Kanamisine GUS Poitif | Siirglin
Ceysitler Bakteri Hatlan Dayamkh Kallus | gayjug (%) | Rejenerasyonu
Olusumu (%) Oram (%)
2260 p35S GUS-INT 95.40 88.00 -
Yerel Cesit | 2260 pAoPR1-GUS-INT 94.50 92.00 -
2260 AoPR1-NPT-II 97.50 - -
2260 p35S GUS-INT 94.90 80.00 -
Madaras 2260 pAoPR1-GUS-INT 92.60 80.00 -
2260 AoPR1-NPT-II 93.40 - -

Yerel ve Madaras ¢esitlerinin sap eksplantlarindan elde edilen gen aktarnim sonuglan
Cizelge 3.39’de verilmigtir. Cizelge incelendiginde, kanamisine dayamkh kallus
olusumu bakimindan en yiiksek degerler yerel gesitte %95.00 ile 2260 pAoPR1-GUS-
INT hatt: ile inokule edilen eksplantlardan, Madaras ¢egsidinde ise %90.40 ile yine aym
bakteri hatt1 ile inokule edilen eksplantlardan alnmigtr.

En yiiksek GUS pozitif kallus iiretimi yerel (%80.00) ve Madaras (%90.00) gesitlerinin
her ikisinde de 2260 pAoPR1-GUS-INT bakteri hattindan elde edilmistir. iki cesitte de
hipokotil eksplantlarinda oldugu gibi, sap eksplantlarinda da yiiksek oranda kanamisine
dayamikl kallus iiretilmesine ragmen, transgenik siirgiin elde edilememistir.
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Cizelge 3.39. Farkli Agrobacterium hatlariyla yerel ve Madaras gegitlerinin sap

eksplantlarina gen aktarimi
Cegitler Bakteri Hatlan Dayamkh Kallus %ﬁ:‘@? lslt,ll.g:nerasyonn
Olusumu (%) Oram (%)
2260 p35S GUS-INT 93.70 70.00 -
Yerel Cesit | 2260 pAoPR1-GUS-INT 95.00 80.00 -
2260 AoPR1-NPT-II 90.00 - -
2260 p35S GUS-INT 90.00 80.00 -
Madaras 2260 pAoPR1-GUS-INT 90.40 90.00 -
2260 AoPR1-NPT-II 81.30 - ——

Giiniimiizde tanimsal agidan Onem tagiyan bazi genler Agrobacterium tumefaciens
kullanilarak gegitli bitki tiirlerine aktarilmugtir (Horsch vd 1985, Hinchee vd 1988,
Jordan ve Mc Hughen 1988a, Greenplate ve Fischhoff 1990). Ancak, transgenik
bitkilerin rejenerasyonu tiitlin ve patates gibi Solanaceae familyasina ait bitkiler diginda
olduk¢a zordur. Bu nedenle diger bitki tiirlerinde inokulasyon oOncesi eksplantlarin
fiziksel sartlaninin ayarlanmasiyla hiicrelerin gen aktarimina karg1 olan yeteneginin
artinlmasina ¢aligilir. Bu amagla gen aktarilmig bitki elde edebilmek igin eksplantta
yaralanan yiizeyin artinlmasi (Jordan ve Mc Hughen 1988a), eksplantlarin
inokulasyondan dnce kiiltiire alinmasi (Mc Hughen vd 1989, Thomas vd 1989) ya da
ko-kultivasyon siiresinin uzatilmasi (Jia vd 1989) 6nerilmektedir.

Her ne kadar kolza, keten, bezelye ve gilek gibi baz tiirlerde etkili rejenerasyon yontemi
gelistirilmis ve eksplantlar Agrobacterium’a karg1 hassas olsalar da, transgenik bitki
iiretimi gok zordur. Transgenik bitki firetiminin artirilmasi igin eksplantta gen aktarilan
hiicre miktarimn ve bu hiicrelerden bitki rejenerasyon orammnmn  artirilmasi
gerekmektedir.

Aragtirmamizda yerel ve Madaras gegitlerinin hipokotil ve sap eksplantlan ii¢ farkli
bakteri hatt1 ile inokiile edilmig, inokiilasyondan 5 hafta sonra eksplantlardan yiiksek
oranlarda kanamisine dayanikli transgenik kallus tretimi gergeklesmistir. Ancak,
yapilan yogun ¢alismalara rafmen, bu transgenik kalluslardan transgenik bitkilerin elde
edilmesi miimkiin olmamstir. Benzer sekilde, Jordan ve Mc Hughen (1988b) keten
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hipokotil eksplantlarindan her ne kadar transgenik kallus iiretilse de, bu kallustan
transgenik siirgiinlerin elde edilmesinin gok zor oldugunu bildirmiglerdir. Ancak, Dong
ve Mc Hughen (1993), p35S GUS-INT plazmidini tagiyan GV2260 A.tumefaciens
hattin kullanarak 37 adet transgenik keten bitkisi elde elde etmeyi bagarmiglardir. Bu
bitkilerin histokimyasal GUS analizleri sonucunda, gévde ve yapraklarinda yiiksek
oranlarda GUS aktivitesi gozlenmigtir. Ayrica, bu aragtiricilar hipokotil eksplantlarinda
yaralanan yiizeyin artinlmast, inokulasyondan 6nce eksplantlann kiiltiire alinmast ve ko-
kultivasyon siiresinin uzatilmasmnin transgenik bitki olusumunu artirdifini
bildirmiglerdir. Thomas vd (1989), havugta transgenik bitki elde edebilmek igin
hipokotil eksplantlarinin bakteri ile inokulasyondan &6nce iki giin siireyle kiiltiire
alinmast gerektifini bildirmiglerdir. Yine, ko-kultivasyon siiresinin uzamasi kavun
kotiledon eksplantlarinda gen aktarimini 6nemli derecede artirmigtir (Dong vd 1991).

Calismamizda, kanamisine dayanikli kallus dokularindan neden siirgiin  elde
edilemediginin agiklamasi oldukg¢a zor olmasina karsin, genotip farklihifi, kullamlan
kanamisin ve augmentin antibiyotiklerinin siirgiin gelisimini engellemis olabilecegi
tahmin edilmektedir. Degisik aragtincilar tarafindan oOnerilen eksplantta yaralanan
ylizeyin artirilmasi, inokulasyondan once eksplantlann kiiltiire alinmasi ve ko-
kultivasyon siiresinin uzatilmasi gibi islemler aragtirmamizda da uygulanmis, sonugta
transgenik kallus iiretimi ve bu kalluslardan gelisen siirgiin sayis: Snemli derecede
arttif halde, bu siirgiinler bir siire sonra beyazlagarak 6lmiig ve transgenik bitki elde
edilememigtir,

Ozcan vd (1993) ve Firek vd (1993) AoPR1 promotdriniin, bitkilere gen aktarmmnda
kullamlan segici markér genleri etkili bir sekilde kontrol edebildifini gdstermiglerdir.
AoPR1 promot6rll ilk 8nce raportér GUS geninin 6nitne klonlanarak tiititn bitkilerine
aktarilmigtir. Bu galigmada, AoPR1 promotoriiniin gen aktariminda hedef segilen bitki
hiicrelerinde kuvvetli aktivite gosterirken, gelisen transgenik bitkilerin yaprak, gévde ve
koklerinde son derece diisiik miktarlarda veya hig aktivite gostermedifi ortaya
konmustur. Daha sonra AoPR1 promotdrit NPT-II markor geninin Sniine klonlanip, elde
edilen bu markdr genle ¢ok sayida transgenik tiitiin ve patates bitkileri iiretilmigtir.
Ancak, bizim ¢ahymamizda AoPR1-NPT-II markdr geni ile ketende yiiksek oranda
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kanamisine dayanikli kallus elde edilirken, bu kalluslardan siirglin  geligimi
saglanamamigtir. Aym sonuglar NOS-NPT-II markor geni kullanildiginda da alinmegtr,
Yine, AoPR1-GUS ve 358-GUS genini tastyan kalluslarda da yiiksek oranlarda GUS
aktivitesi gbzlenmigtir. Bu sonuglar bize AoPR1 promotdriiniin Lineceae familyasindan
olan keten bitkisinde NOS ve CaMV 35S prométorleri kadar aktif oldufunu ve
galigmalarimiza devam ettifimiz taktirde AoPRI-NPT-II markdr geni kullamlarak
transgenik keten bitkileri liretebilecegimizi gostermektedir.

107




4. SONUC

Eksplantta yiizey sterilizasyonu doku kiiltliri ¢aligmalarinin ilk adimmmi olugturur.
Sterilizasyonda amag; eksplantin rejenerasyon kapasitesini diiglirmeden yiizeyinde
bulunan mikroorganizmalarin yok edilmesidir. Bunun igin baganli sonucun alindif1 en
diisiik dezenfektan dozunun tespit edilmesi gerekmektedir. Yiiksek dozlarda kullanihilan
dezenfektan eksplantin rejenerasyon kapasitesini dnemli derecede diigiirmektedir. Bu da,
ileriki caligmalarda bagarinin diigmesi anlamina gelmektedir, Keten tohumlannin yiizey
sterilizasyonu agamasinda %40’lik dezenfektan dozunun 10°C sicaklikta kullamldif
durumlarda eksplantin rejenerasyon kapasitesinde herhangi bir azalma olmamugtir.

Gen aktanmimin baganisim belirleyen en Gnemli faktdr; gen aktarilacak dokularin
adventif slirglin rejenerasyon kabiliyetidir. Projede, A.tumefaciens ile gen aktanmina
gegmeden Once degisik eksplantlar ve gok sayida gesit kullamlarak gen aktarimina
uygun yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyon sisteminin geligtirilmesine
¢aligimigtir. Caligmalarda hipokotil, kotiledon, sap ve yaprak olmak iizere 4 farkl
eksplant ile 5 tanesi liflik (Fakel, 1886 Sel., Ariane, Viking ve Madaras) ve 6 tanesi
yaglik (Yerel gesit, Omega, McDuff, Clark, McGregor ve Verne) olmak tizere toplam 11
keten cesidine ait adventif siirglin rejenerasyon kabiliyeti, degisik oranlarda bitki
bilyiime diizenleyicileri kombinasyonlarini igeren MS besin ortamlarinda test edilmistir,

Ketende in vitro’da yetistirilen fidelerden alinan eksplantlar arasinda en yiiksek siirgiin
rejenerasyonunu  hipokotil vermigtir. Ancak, tarladan alman ve yiizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra kullanilan eksplantlar arasinda en iyi sonug saptan alinnmstir. Bu
durumda eksplantin rejenerasyon kabiliyetinin, eksplantin alindifs fidenin yetigtirilme
sekline gore onemli derecede fark gosterebildigi ortaya gikmaktadwr. Steril fidelerden
alinan eksplantlarin rejenerasyon kabiliyeti her zaman steril olmayan fidelerden alinan
eksplantlardan daha yliksektir.

Yerel ¢esidin hipokotil eksplantlarinda en yiiksek indirek siirgiin rejenerasyonu
(%67.50) ve eksplant bagina indirek siirgiin sayis1 (7.01 adet) 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l
NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Ayni ortamda test edilen 10 gesidin hipokotilleri
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kiiltiire alindifinda ise en yiiksek adventif siirgiin rejenerasyon kabiliyetine sahip olan
cesitler Madaras, Omega ve 1886 Sel. olarak tespit edilmistir.

Yerel ceside ait kotiledon eksplantlanindan geligen siirgiinlerin tamam: indirek yolla
kallustan gelismis olup, en yiiksek rejenerasyon oran1 %52.50 ve eksplant bagina siirgiin
sayist 2.97 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA igeren besin ortaminda
gergeklesmistir. Ayrica, kotiledon eksplantlarindan oldukga fazla miktarda istenmeyen
kok tesekkillii de goézlenmistir. Cesitler dikkate alindifinda, sadece Omega’'nin

kotiledonlarmndan siirgiin rejenerasyonu gézlenmistir.

Sap eksplantlarinda aym hipokotil eksplantlarinda oldugu gibi kullamilan besin
ortamlarinda yiiksek oranlarda direk ve indirek siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir.
Indirek siirgiin rejenerasyon degerleri dikkate alindifinda, yerel keten ¢esidinde en iyi
sonuglar 1.00 mg/l BAP+0.02 mg/l IBA igeren ortamdan elde edilmigtir. Bu ortamda
indirek siirgiin rejenerasyon orami %32.50, eksplant bagina indirek siirgiin sayis1 da 7.62
adet olmugtur. Sap eksplantlanindan adventif siirgiin rejenerasyonu bakimindan
Madaras, Omega ve 1886 Sel. gesitleri diger gesitlerden daha {istiin bulunmustur.

Yaprak eksplantlar1 da kotiledon eksplantlarina benzer sekilde yalmiz indirek siirgiin
olugturmuglardir. Yerel gesitte en yiiksek adventif siirgiin rejenerasyon orami1 %37.50 ve
eksplant bagina slirgiin sayist 4.27 adet ile 1.00 mg/l BAP+0.20 mg/l IAA igeren
ortamdan almmugtir. Diger gesitlerin yaprak eksplantlarindan herhangi bir siirgiin

rejenerasyonu elde edilememisgtir.

Yapilan rejenerasyon ¢aligmalan neticesinde en yiiksek indirek adventif slirgin
rejenerasyonu yerel ve Madaras gegitlerinin hipokotil (1.00 mg/l BAP+0.20 NAA 'mg/l
iceren ortamda) ve sap eksplantlanindan (1.00 mg/l BAP+0.02 IBA igeren ortamda)
gergeklesmigtir. Bu yiizden, 2260 p35S GUS-INT, 2260 pAoPR1-GUS-INT ve 2260
AoPRI-NPT-Il Agrobacterium tumefaciens hatlan ile yerel ve Madaras gesitlerinin
hipokotil ve sap eksplantlan inokule edilmistir. Inokulasyona alnan ii¢ bakteri hatt: da
200.00 mg/l kanamisin igeren rejenerasyon ortamunda hem hipokotil, hem de sap
eksplantlarindan %90.00 civarinda kanamisine dayanikli kallus olusumuna yol agmustir,
Histokimyasal GUS analizi sonucunda da bu kalluslarnin 6nemli bir boliimiinde GUS
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aktivitesi gdzlenmis ve bdylece bu kalluslarin transgenik olduklan ispatlanmigtir,
Ancak, her fi¢ bakteri hattt tarafindan iiretilen kanamisine dayanikli kalluslardan tim
cabalara ragmen transgenik siirgiinlerin elde edilmesi miimkiin olmamigtir, Ote yandan,
AoPRI-NPT-II markér genini tagiyan bakteri hatti tarafindan yiiksek oranlarda
kanamisine dayamkli kalluslann iiretilmesi ve 2260 pAoPR1-GUS-INT bakteri hattinin
iiretmis oldufu kalluslarin dnemli bir kisminin da GUS pozitif olmasi, AoPR1
promotsrintin Lineceae familyasindan olan ketende de aktif olarak iglev yaptifim
gostermistir. AOPR1-NPT-II markor geni kullamlarak transgenik keten bitkilerinin
iiretilmesi igin ise daha detayli galigmalara ve zamana ihtiyag duynimaktadir,
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