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Bu tezde, hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinde etkili bir rejenerasyon ve
Agrobacterium araciligiyla gen transformasyonu yontemi gelistirilmistir. Cesitli
rejenerasyon ve transformasyon yontemleri test edilmistir. Dort gunlik fidelerin
kotiledon eksplantlarimin 2 mg/l BAP+1 mg/l IAA ile desteklenmis MS ortaminda
kilture alinmasi ile en yiksek rejenerasyon frekansi (% 82) elde edilmistir.
rejenerasyon protokolti Agrobacterium tumefaciensin, CaMV 35S promotori
kontroltinde npt Il (segici markor geni) ve yesil floresan proteinini kodlayan mGFP5-
ER genlerini tasiyan pBin-mGFP5-ER binari vektoér plazmidi iceren, AGL-1 1rki
kullanmlarak gen aktarilmus bitkilerin eldesinde basar1 ile uygulanmistir. Bakteri
slispansiyonu ile enfekte edilen kotiledon eksplantlari, 2 mg/l BAP, 1 mg/l IAA, 200
uM asetosiringon, 0.5 g/l MES ve phytagel iceren MS ortaminda birlikte kaltire
alinmigtir. Transform olmus dokular ¢ok erken bir donemde el UV’ si ile 254/365 nm
emisyon araliginda tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Hiyar, rejenerasyon, mGFP5-ER, transformasyon, Agrobacterium
tumefaciens
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An efficient method for shoot regeneration and Agrobacterium mediated gene

transformation of Cucumber (Cucumis sativus L.) has been developed in this study.
The optimum regeneration and transformation protocol were tested. The use of
cotyledon explants excised from 4 day-old seedlings cultured in Murashige and
Skoog's medium, supplemented with 1mg/l BAP and 1 mg/l IAA, resulted in a high
regeneration frequency (% 82). Regeneration protocol has been successfully applied
to obtain transformed plants, using Agrobacterium tumefaciens strain AL-1 which is
harboring a binary vector pBin m-GFP5-ER carrying npt Il (selectable marker gene)
and mGFP5-ER (Haseloff, 1995) (reporter gene), encoding green fluorescent protein,
driven by cauliflower mosaic virus 35S promoter. Cotyledon explants, infected by
Agrobacterium suspansion, cocultivated in the MS medium supplemented with 2
mg/l BAP, 1 mg/l IAA, 200 uM acetosyringon, 0.5 g/l MES and phytagel.
Transformed tissues were detected at a very earyl stage at 254/365nm.emmition by
hand UV.
Keywords: Cucumber, regeneration, mGFP5-ER, transformation, Agrobacterium
tumefaciens
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SIMGE VE KISALTMALAR

ABA : Absisik Asit

BAP : 6-Benzyl amino purin

CaMV 35S : Karnabahar mozaik virtisii 35 S promot6r

2,4-D : 2,4-Diklorofenoksi asetik asit

g : Gram

GA; -Giberellik asit

GFP : Green fluorescent protein geni(Y esil floresan protein geni)
gus : 3~ glucoronidase

HCI : Hidroklorik Asit

IAA : Indol-3-asetik asit

2IP : 1zopentil adenin

LB (siv1) : %5 Yead extract + %1 tyrptone + % 1 NaCl (pH=7)
LB (kat1) : %5 Yead extract + %1 tyrptone + % 1 NaCl +8 g/l Agar (pH=7)
MS : Murashige and Skoog ortami (1962)

KOH . Potasyum Hidroksit

NAA : Naftalen asetik asit

I . Litre

mg : Miligram

mg/| : Miligramy/Litre

mi : Mililitre

npt 11 : Neomycin phosphotransferase 1

ug : Mikrogram

uM : Mikromol

ZEA : Zedtin
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1.GiRIiS Sinem SERBEST-K OBANER

1. GIRiS

Cucurbitacea familyasi turlerinden hiyar (Cucumis sativus L.), ginimiizde en
cok tuketilen sebzelerin biridir. Hiyarda agik tozlanan cesitlerin yam sira, hibrit
cesitler de gelistirilmistir. Ortii alt1 yetistiriciliginin neredeyse tamamina yakin bu
hibrit ve partenokarpik olarak meyve baglayan cesitlerle yapilmaktadir. Gelistirilen
bu verimli ve erkenci c¢esitler sonucunda tlkemiz 1,7 milyon tonluk Uretimiyle
Dunya tretiminde Cin’ den sonra ikinci siray1 almaktadir (Anonim, 2005).

Cizelge 1.1. 2005 FAO Verilerine Gore Hiyar Uretiminde i1k 5 Ulke Siralamas

Hiyar Yil

Uretim (Mt) 2005
1 Cin 26,559,600
2 Tirkiye 1,725,000
3 iran 1,400,000
4 Rusya 1,300,000
5 Endonezya 423,333

Bu kdltur bitkisinde, abiyotik stres faktorleri ile birlikte gesitli hastalik ve
zararlilar gibi biyotik faktorler de 6nemli Griin ve kalite kayiplarina, birim alandan
alinan verimin azalmasina, bazi cesitlerimizin kaybolma tehlikesiyle kars1 karsiya
kalmasina neden olmaktadir (Schulze ve ark., 1995). Bunlarin icinde de dogrudan
muicadelesi olmadigi igin Zucchini Sarilik Mozaik Virtsi (ZYMV) ve Hiyar Mozaik
Virisi (CMV) gibi Ulkemizde yaygin olarak gorulen virts hastaliklari ozellikle
tehlike olusturmaktadir. Uriin kayiplarini azaltmada, viriis hastaliklar: disinda
hastalik ve zararhilarla micadelede en yaygin olarak kimyasal uygulamalardan
yararlanilmaktadir. Hastalik etmenlerinin kimyasal maddelere dayarikli rklar
gelistirmeleri yeni ve farkli kimyasallarin kullanimint gerekli kilmaktadir. Kullamilan
kimyasallar dogal denge ve insan saglhigim tehdit ederek dnemli gevre sorunlari
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olusturmaktadir. Ozellikle son yillarda gevre bilincinin artmas ile birlikte hastalik ve
zararhlara toleransli veya dayanikli ¢esit gelistirme yoninde calismalar yogunluk
kazanmigtir (Cetiner, 1993). Yuksek verimli, hastalik ve zararlhilara dayanikli
bitkilerin gelistirilmesinde genellikle klasik 1slah yontemlerinden faydalamlmaktadir.
Ancak bitkiler arasindaki seksiiel uyusmazliklar, istenmeyen ¢zelliklerin de bitkiye
aktarilma riski ve 1slahin uzun zaman almasi gibi nedenler, genetik transformasyon
yontemlerinin kullammini gerekli kilmaktadir.

Basarili bir genetik transformasyon yapabilmek icin oncelikle etkili bir
rejenerasyon protokoltintn olusturulmas: gerekmektedir. Bitkiyi meydana getiren ve
son farklilasmasini tamamlamis olan canli hicrelerden herhangi birisinin tekrar
bolunerek ve farklilasarak yeni bir bitki meydana getirebilme kapasitesi olan
totipotensi 6zelligi kullanilarak protoplastlarin, hticrelerin, dokularin ve organlarin
kiulturleri  yapilarak in  vitro bitki rejenerasyonu  gerceklestirilmektedir.
Organogenesis ise hiicrelere ve dokulara baski uygulanarak bazi degisikliklere sebep
olunarak stirgiin veya kok primordiyumu (taslagi) diye isimlendirilen tek kutuplu ve
vaskuler sistemi kokenini aldigi dokuya bagli olan bir yapinin meydana gelmesine
yol acan bir islemdir. In vitro organogenesis tUzerine yapilan arastirmalarin biyudk bir
kisminda, etkin bir organ olusumunun yerine getirilebilmesi igin gerekli olan
sartlardan en dnemli olanlar1 arasinda; 1) Uygun eksplantin segilmesi, 2) Biylumede
aktif maddeleri iceren uygun bir besin ortaminin segilmesi ve 3) Fiziksel gevre
kosullariin  kontrolti  sayilabilmektedir (Gurel ve Wren, 1995). Hiyar kultir
bitkisinin organogenesisi Uzerine ilk rapor, Maciejewska-Potapczykowa ve ark.,
(1972) tarafindan yapilmis olmakla birlikte giinimiize kadar bu kultir ¢alismasinda
yapilmis pek ¢ok organogenesis ve gen transformasyonu ¢alismasi bulunmaktadir.

Ancak yayimlanmis bu calismalar sonucunda gerek genotip etkisi gerek
ekspant kaynag gibi cesitli faktorler sebebi ile bu kiltlr bitkisinde, siirekli ve tatmin
edici bir organogenesis ve gen transformasyon protokolt olusturulamamistir. Bu
calismada yukarida bahsedilen sebeplerden dolayr bitki  biyoteknolojisi
yontemlerinden, in vitro organogenesis ve genetik transformasyon teknikleri
Uzerinde durulacaktir. Genetik transformasyon yontemleri bitkiler arasindaki uyuma
bakmaksizin farkli iki organizma arasindaki gen aktarimina olanak saglamakta ve
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klasik 1slah yontemlerine destek olmaktadir. Genetik transformasyon, yabanci
nikleik asit molektlinin hicreye girisi  (insersiyon), genoma baglanmasi
(entegrasyon), genin anlatiminin yapilmasi (eksprasyon, ifade) ve yavru dollere
aktarim asamalarindan olusmaktadir. Bitkilere gen aktarimi; elektroporasyon,
biyolistik partikil bombardimani, mikro-injeksiyon, sonikasyon ve desikasyon gibi
dogrudan gen aktarim yontemleri ile yapilabildigi gibi Agrobacterium ve bitki viris
DNA’sinin vektoér olarak kullamlmas: ile de yapilabilmektedir (Akgelik, 2001,
Genetik Miihendisligi Ders Notlari, Ankara Universitesi)

Rhizobiaceae familyasinin bir tiri ve aym zamanda doganin genetik
muihendisi olan Agrobacterium, bitkinin kok bogazinda olusan yaralardan bitkiyi
enfekte ederek kok bogazi uruna neden olan Gram (-) bir bakteridir. Agrobacterium
enfeksiyonu sonucunda bitki hiicresinde bulunan Ti (Tumor inducing) plazmidi
Uzerinde yer alan hareketli bir DNA parcasi olan T-DNA (Transfer DNA) bitki
hiicrelerine aktarilmakta ve kromozomlarla sabit olarak buttnlesmektedir ( De la
Riva ve ark., 1998; Zaenen ve ark., 1974). Arastirmacilar T-DNA sinirlar: icerisine
yerlestirilen herhangi bir DNA pargasinin kolaylikla bitki hiicresine aktarilabildigini
kesfetmiglerdir (Leesman ve ark., 1982; Schell ve Montagu, 1983).

Transfer edilmek istenen genlerle birlikte, transgenik hiicrelerin ve bunlardan
gelisen surgunlerin seleksiyonu igin kanamisine dayanikliligi saglayan neomisin
fosfotransferaz  (npt 1), higromisine dayanikliligi  saglayan  higromisin
fosfotransferaz (hpt) v.b. gibi markdr yani segici isaret genleri ile genin bitkide
ifadesini saglayacak uygun bir promotor ve transfer edilen genin izledigi yollar: takip
etmemizi saglayan raportor genler de aktarilacak gen bolgesine eklenmelidir.

Bitkilere aktarilan belli genlerin aktarilmis olduklar: dokularda ifade edilip
edilmedikleri ¢cogu zaman kolayca anlasilamamaktadir. Pek ¢ok Ornekte, aktarilan
genin Urdint olan protein belirli kosullarda ve belirli hticre tiplerinde sentezlenmekte
ve bu genlerin Urinleri her zaman kolaylikla saptanabilecek bir enzimatik aktivite
veya diger fonksiyonel aktiviteler ile iligkili olmayabilmektedir. Bu nedenle, gen
aktarim icin kullanilan vektorlere Grinuniin kolaylikla ayirt edilebilecegi raportor
genlerin yerlestirilmesi gerekebilmektedir (Ari, 2001). Arastirmacilar tarafindan
kullanmlmakta olan ¢esitli raportdr genler bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak
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kullanmilan: E.coli bakterisinden izole edilmis olan, B-glukuronidaz enzimini kodlayan
gus (uidA) genidir. gus geninin ifadesi sonucu Urinler spektrofotometrik ve
histokimyasal yontemlerle (Jefferson ve ark.,1987) belirlenebilmektedir. Ancak bu
yontem canli hiicre ve dokular igin toksik ve tahrip edici oldugundan in vivo
kosullarinda gen Urdndnun fonksiyonlarim izlemede kullanilamamaktadir. Gozle
gozlenilebilir ve siklikla kullanilan bir diger raportdr gen de Lusiferaz enzimini
kodlayan, ates boceginden izole edilip klonlanan luc genidir. Lusiferin etkin
maddesi, nakledilen organizmada fosforlu sar1 1s1k yansitmaktadir. Fakat bu yontem
disaridan bir substrata (Lusiferin) ihtiyag gostermektedir ve pahali bir yontemdir.
Ayricasig1 yalmz ¢ok disuk seviyelerde yaydigi icin transgenik bitkilerin segciminde
yaygin olarak kullanilmamaktadir (Molinier J. ve ark.;1999, Ow ve ark., 1986)

Son yillarda 509 nm dalga boyunda yesil parlak 151k veren yesil floresan
proteinini kodlayan (GFP) adli raportdr geni, gen transformasyonu c¢alismalarinda
onemli bir yer kazanmstir. GFP geni Pasifik sahillerinde yasayan ve mavi 151k yayan
Aequoria victoria denizanasindan izole edilip klonlanmistir.  Aequoria victoria
Uzerindeki ilk arastirmalar Shimomura ve ark. tarafindan 1960’ 11 yillarda baslamstir.
Rekombinant DNA teknolojisinde GFP geninin markodr gen olarak kullaniimaya
baslanmasi ilk olarak model organizmalar olan E. Coli bakterisi ve Caenorhabditis
elegans nematodunda gosterilmistir (Chalfie ve ark, 1994). Bu tarihten sonra GFP
geni cesitli organizmalarda (bakteri, maya, sinek, ¢esitli memeliler... v.b.) raportor
gen olarak kullanilmaya baslamistir. Bitkilerde ilk calismalar ise model bitki olan
Arabidopsis (Sheen ve ark.1995), portakal (Niedz ve ark, 1995), ve titiinde (Reichel
ve ark.) yapilmstir. GFP tarafindan sentezlenen yesil floresan proteini, 238
aminoasit molekilinden meydana gelmektedir. Bu 238 molekiltiin meydana getirdigi
U¢ boyutlu yapr silindire benzemektedir. Molekulin 151k vermesini saglayan yapi
sarmalin ortasinda yer almaktadir. Genelde 151k verme 6zelligi gosteren proteinler tek
baslarina calisamayip, yardimci bir molekil veya protein varhigina ihtiyag
duymaktadirlar. Yesil floresan proteinin ise baska bir proteine, molekile veya
kimyasal reaksiyona ihtiyag duymadan etrafina floresan yesil 151k vermesi, kesfinden
hemen sonra biyolog ve biyoteknoloji uzmanlarimn ilgisini gekmistir. Bu protein
Uzerinde pek cok calismalar yapilmis ve sadece yesil degil kirmizi veya mavi gibi
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diger renklerde de 151k verebilen proteinler bulunmus, ayrica yalmizca mavi 1sikla
degil, morttes gibi degisik 1siklarla da aktif hale gelen, uyarilan floresan proteinleri
yapilmistir. Bitkilerde daha etkili bir eksprasyon elde edebilmek amac: ile gesitli
arastrmacilar tarafindan yabani tip GFP'nin farkli varyeteleri yani mutantlar
gelistirilmistir (Stewart, 2001). GFP nin toksik etkilerinin oldugu dustnildiginden
Haseloff ve ark., 1997 tarafindan tarafindan yiksek protein ifadesi gosteren mGFP5-
ER ve mGFP4-ER varyantlar1 gelistirilmistir. Bu iki varyant hiicrede itoplazma
icinde degil de endoplazmik retikulum organeli icinde ifade (eksprese) olmaktadir
(Elliot ve ark., 1999)

Canl1 hiicre ve organizmalardaki dinamik degisimleri aninda gozleme olanagi
saglamasi, disaridan bir substrata ihtiyag gostermemesi, gus ve diger birgok raportor
gen gibi hiicre ve dokuyu tahrip edici olmamasi ve in vivo ortamda gozlemin sirekli
ve kolay olmasi gibi nedenlerden dolayr GFP raportdr geni son yillarda diger
raportor genlere tercih edilmektedir (Stewart , 2001).

Bu tez calismasinda amag, hiyar kiltdr bitkisinde (Cucumis sativus L.) etkili
bir rejenerasyon protokolu olusturmak ve Agrobacterium tumefaciens vasitasiyla
hiyar bitkisine GFP geninin basarili transformasyonunu gercgeklestirmek olmustur.

GFP
chromophore

Sekil 1.1. GFP (yesil floresan protein) nin Molekdler Y apist
(http://www.mekentos.com)
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Sekil 1.2. GFP (yesil floresan protein) Geninin Elde Edildigi Aequoria victoria Adli
Deniz Anasi (http://www.steve.gb.convimages/science/aequoria.jpg)
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hyar Bitkisnde (CucumissativusL.) Yapilmis Doku K tlttri Calismalar:

Wehner ve Locy (1981) tarafindan hiyarin rejenerasyonu ile ilgili ilk
calismalardan birisi yapilmstir. 85 ¢eside ait 7 gunluk fidelerden kotiledon ve
hipokotil eksplantlar: alinarak 1 mg/l BA ve 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda 45
gun kultdre alinmistir. Her bir kallus par¢asindan gozlenebilen siirgiin ve kok sayist
kaydedilmistir. Hipokotil dokusundan siirgiin olusumu gbzlenmezken, kotiledon
dokusundan % 33 oraninda sirgin gelisimi  gozlenmistir. Genellikle her bir
eksplantin birden fazla sirgiin olusturmachg: ve kok olusumu bakimindan hipokotil
ve kotiledon eksplantlar: arasinda istatiksel agidan fark olmadig: bildirilmistir. En
yuksek slrgin olusturma kapasitesinin % 53’10k oranla Pl 279463 ve % 40'lik
oranla Pl 401732 hatlarinin kotiledonlarindan elde edildigi kaydedilmistir.

Novak ve Dolezelova (1982), hiyarin in vitro doku kiltirinde biyime ve
farklilasma Uzerinde hormon kontrolinin etkisini 5 farkli ¢esit Uzerinde
arastirmiglardir. 8 gunluk fidelerin kotiledonlarindan kallus dokusu olusturmak tzere
IAA, BAP, NAA, Kinetin ve 2,4-D hormonlarimin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlar1 ile karanlik ve aydinlik denemesi uygulanmstir. 1AA
uygulamasinin gerek karanlik gerekse aydinlik ortamda yalniz kok olusturdugu, uzun
sireli kallus olusumunda en uygun NAA ve BAP kombinasyonunun oldugu, distk
NAA ve BAP konsantrasyonlarinda (3 puM’a kadar) kok ve sirgin olusumunun
meydana geldigi bildirilmistir.

Trulson ve Shahin (1986) tarafindan hiyar bitkisinde yapilmis olan in vitro
rejenerasyon calismasinda, ‘Straight Eight'cesidine ait 5 gunlik fidelerin
kotiledonlar: ve kokleri eksplant kaynag: olarak kullanilirken; kotiledon diskleri ve
kok parcaari embriyo gelisimini uyarmak amaci ile 1 mg/l 24-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 1 mg/l o —naphtaleneacetic acid (NAA) ve 0,5
mg/l 6-benzylaminopurine (BAP) iceren yar: kati MS ortaminda kulttre alinmustur.
Kotiledon eksplantlarinin kesim yerlerinde 2—3 hafta sonunda 1-2 mm buyukltginde
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sarimsi yesil embriyolarin olustugu goézlenirken kok dokusunda ise embriyo uyartimi
3-4 hafta sonra belirlenmistir. Hem kotiledon hem de kokten elde edilmis
embriyolarin Img/l NAA ve 0,5 mg/l BAP igeren ortama aktarildiginda genisledigi,
yesile dondigt ve gorulebilen yaprak yapilarim  olusturdugu,  bitkicik
rejenerasyonunun ise bu embriyolarin hormonsuz MS ortamina aktarilmast ile elde
edildigi bildirilmistir. Arastirmacilar aym c¢alismada protoplastlar1 kullanarak hiyar
rejenerasyonunu denemisler ve mini kallus olusum frekansinin normal, bipolar
embriyo olusum frekansinin ise distik oldugunu bildirmislerdir.

Gambley ve Dodd (1990), kotiledon eksplantlarindan rejenerasyon elde
etmek amaciyla, farkl: sitokininler (BAP, kinetin, 2iP) ve oksinler (IAA ve NAA )
denemislerdir. Tum sitokininlerden sirgiin elde edilmeisne ragmen en uygun
sitokininin 2 mg/l Kinetin oldugu tespit edilmis ve eksplant blyUkligi denemesinde
yine bu hormon kullamlmstir. Oksin varliginda, kallus olusumu gozlenirken, stirgiin
gelisimi saptanamamustir. Eksplantlar kiicik parcalara kesilerek kultire alindiginda,
eksplant Uzerinde gelisen slirgtin sayisinin arttigi bildirilmistir.

Mskita ve ark. (1990), ‘Burbless hybrid' hiyar tohumlarinin kabuklarin
soyup steril ettikten sonra kotiledonlar1 keserek BAP ve NAA’in 16 farkl
kombinasyonunda kulttre almislardir. 8 hafta sonunda NAA ve BAP arasinda siirgiin
rejenerasyonu bakimindan onemli bir iliski gozlenmedigi ve en iyi sirgin
gelisiminin 2 mg/l BAP dan elde edildigi oldugu rapor edilmistir. Strgiin gelisiminin
BAP konsantrasyonunun arttirilmasi ile (2'den 5 mg/lI'ye gbzlenmistir) 6nemli bir
sekilde dustigl gbzlenmistir.

‘Sumter’ ve ‘Straight 8 adli iki hiyar gesidinde Cade ve ark. (1990) inin
yapmis olduklari bir rejenerasyon calismasinda tohumlar yizeysel olarak steril
edildikten sonra, % 50’ lik kloroks ¢ozeltisinde 30 dk. bekletilmis ve 5 defa steril saf
su ile yikanmustir. Tohumlar, her birine 10 tane gelecek sekilde % 1 Bactoagar iceren
petri kaplarinda 30 °C’de ¢imlendirme amact ile 2, 4, 6, 8 veya 10 giin siresince
kilture alinmistir. Bu stirelerin sonunda ¢imlenmis fidelerin kotiledonlar1 kesilerek
alinan eksplantlar 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren Murashige-Skoog (MS) iceren
besin ortamlarinda kuilture alinmistir. ‘Sumter’ ¢esidinin 4 gunluk; ‘Straight
8 cesidinin ise 5 gunlik fidelerinden alinan eksplantlarda 3-4 hafta sonunda siirgiin
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olusumu gozlenirken, 8 ve 10 gunlik ¢imlendirme siiresi uygulamasinda sirgiin
gelisim oramnin distigu, en yuksek oranin 6 gunluk fidelerin kotiledonlarindan
alinchg: rapor edilmistir.

Ayni arastirmacilar tarafindan bu ¢alismaya paralel olarak, Gy14A hattina ait,
in vitro ortamda c¢imlendirilmis, 5 gunlik fidelerin kotiledonlar1 NAA ve BA
blytime diizenleyicilerinin 16 farkli kombinasyonunu (NAA ve BA’in her biri igin O,
0.1, 03 ve 1 ppm) iceren MS ortamlarinda koltire alinmistir. NAA
konsantrasyonunun, olusan sirgin sayisint oldukga etkiledigi, ortamda NAA
olmadiginda, BA’in 3 mg/l konsantrasyonu hari¢ tim konsantrasyonlarinda stirgiin
gelisiminin gozlendigi ancak en yiksek sirgin olusumunun 0.3 mg/l BA iceren ve
NAA icermeyen MS ortaminda gozlendigi bildirilmistir.

Ali ve ark. (1991) nin yapmis olduklart bir ¢alismada, 6 ceside ait hiyar
tohumlar:1  kullanilmustir.  Kotiledonlar  kesilerek BAP ve NAA’in  farkh
kombinasyonlarini iceren MS ortaminda kultire alinmustir. Rejenerasyon calismasi
sonucunda ayni konsantrasyon ve kombinasyonlarda biyime dizenleyicilerine karst;
‘Marketer’, ‘Marketmore', ‘Wisconsin SMR-18', ‘ Tablegreen’, ‘ Spotfree’ ve ‘China
cesitlerinin farkli tepkiler verdigi ve kiminin hi¢ sirgin olusturmazken, bazi
cesitlerin ise yiksek oranda sirgiin olusturdugu rapor edilmistir. Srgin olusumu
Uzerine genotip farkliliginin etkisi oldugu bildirilmistir.

Nawab ve ark. (1991)'mn ‘Burbless Hibridi’ ¢esidi ile yapmis olduklari
rejenerasyon calismasinda eksplantlar, 4 mg/l BA ve 0.2 mg/l NAA igeren modifiye
edilmis MS ortamu Uzerinde kultire alinmis, slrgin rejenerasyonu ile gelismis
sirgunler, 1.5 mg/l NAA iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Arastirmacilar
kotiledonunun sapa baglanan (proksimal) kisimlari ile u¢ kisimlarindan (distal)
rejenere olan bitki sayisi arasinda 6nemli bir fark oldugunu belirlemiglerdir. Eksplant
blyUklGglnin de incelendigi calismada, kotiledonlar 24 parcaya ayrildiginda sadece
2 surglin gelistigi, 6 parcaya ayrildiginda % 47 oraninda bir artis ile 54 strginin
rejenere oldugu; 4 parcaya ayrildiginda 17 bitki, 2 parcaya ayrildiginda ise 28 bitki
elde edildigi, bunun yaminda kotiledonlar tim olarak kiltire alindiginda ¢ok az
sayida siirgiin gelisiminin oldugu tespit edilmistir.
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Hooymans ve ark. (1994)'imin kotiledon eksplantlarindan 6 hafta icinde
yiksek oranda rejenerasyon elde ettikleri calismada, 3-5 gunlik fideler
kullanmldiginda, stirgiin olusumunun, % 100 arttigim bildirmislerdir. Rejenere olmus
bitkilerin normal gorunislt ve saglikli cicek olusumu gostererek tohum olusturdugu
rapor edilmistir. 7 gunlik veya daha yasli kotiledonlarda sirgin olusumunun
dramatik olarak dusttgu ve olusan strgunlerin ise poliploidy/mitoploidy 6zelligi ile
anormal morfoloji gosterdigi tespit edilmistir. Fide gelisim slrecinde (3-13 gun)
kotiledon hiicre DNA'’ larinda degisiklik oldugu ve bu degisikligin bitki rejenerasyon
kapasitesini etkiledigi belirtilmistir.

In vitro'da c¢imlendirilmis yedi hiyar gesidine ait fidelerden, farkli doku
teknikleri uygulanmasi amaci ile kotiledon, gen¢ yaprak, ilk yaprak ve internod
olmak Uzere farkl: tipte eksplantlar alinmistir. Bu eksplantlardan embriyo gelisim
diizeyleri belirgin farklilik gosterirken, en yiksek embriyo gelisimi * Fushinarimidari’
¢esidinin hem kotiledon hem de ilk yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. ‘ Aonaya
F1' cesidinde internodlardan da somatik embriyolarin gelistigi ancak kotiledon ve ilk
yapraklardan internodlara gore daha cok embriyogenik kallus olustugu bildirilmistir.
‘Fushinarimidari’ ¢esidine ait kotiledon eksplantlarindan % 6-9 oraminda sakkaroz
icerikli ortamda embriyogenik kallus olusumunun % 90 oraminda arttigi kultir
ortaminda sakaroz seviyesinin % 12 oldugu durumda, kallus olusumu ve gelisiminin
engellendigi tespit edilmistir (Lou ve Kako, 1994).

Burza ve Malepszy (1995), C.sativus a ait 2 hattin ve C.anguria’ mn yaprak
eksplantlarint kullanarak, hizli ve genetik varyasyon olmaksizin sirgin gelisim
protokoli olusturmuslardir. Bu protokolde, c¢imlendirme ortami igerigindeki
NO3:NH, oran ile ilgili 2 degisik uygulama yapilmis; birinci uygulamada KNOs
iceren fakat NH4sNO; icermeyen %2 MS makro kullarilirken, ikinci uygulamada
NH4NO; iceren fakat KNOs icermeyen %2 MS makro tuzlart kullamlmistir. Ayrica
BA, Kinetin, Zeatin, 2iP sitokininlerin ve 1AA, NAA oksinlerinin farkl
kombinasyonlar1 ile kotiledon yasi1 denenmistir. En yiksek rejenerasyon 1.7x
NH4NOs iceren fakat KNOgs icermeyen geng yaprak eksplantlarindan saglanmustir (%
46). 1.7x NH4NOgs iceren fakat KNOjs icermeyen olgun yaprak eksplantlarindan duistik
rejenerasyon orant elde edilmistir (% 2). B hattinda en yiksek rejenerasyonu,

10
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2iP:2,4-D (0.8/0.8 mg/l) kombinasyonu verirken, S hattinda, 2iP:NAA (0.4/0.8);
C.anguria’da 2iP:NAA (0.4/0.8 mg/l) kombinasyonlarinin verdigi bildirilmistir.

Kim ve ark. (2000), tarafindan 3-5 gunluk fidelerden elde edilen
‘kotiledonumsu hipokotil’ olarak adlandirilan eksplantlar, 2 mg/l Zeatin iceren MS
ortaminda kultdre alinmustir. *1 kotiledon + 2 mm hipokotil’ ve ‘yarim kotiledon + 2
mm hipokotil’ eksplantlarindan %80-90 oram ile en yiksek rejenerasyon oram elde
edilmistir. 2 kotiledonlu veya hipokotili 2 mm’den uzun eksplantlarda rejenerasyon
oram dusmistir. Elde edilen surginler, 1 mg/l 1AA ortaminda koklenmeye
alinmiglardur.

Mendi (2003), tarafindan farkl: kotiledon yas1 (6, 15, 21 saat ve 3 gun);
kotiledon pozisyonu (distal ve proksimal bolge) ve bluyume dizenleyicileri (BAP ve
Zeatin) karsilastirilarak, hiyar bitkisinde, rejenerasyonu etkileyen faktorler
arastirilmigtir. Slrgin olusumu 20. ginde tespit edilmistir. 6-15 ve 21 saatlik
kotiledonlarin  proksimal  bolgelerinden benzer sonuglar alimirken  (2-2.7
sirgin/eksplant), distal kissmlardan daha az sayida sirgin elde edilmistir (0.75-1.5
sirgun/eksplant). 3 gunlik  kotiledonlarin ~ proksimal  bdlgelerinden  0.75
sirgin/eksplant elde edilirken, distal kissmdan 0.25 strgin/eksplant elde edilmistir.
BA veya Zeatin kullantmimin stirgiin olusumu Uzerine etkisinin istatiksel agidan

Onemsiz oldugu tespit edilmistir.

2.2. Hyar Bitkisinde (Cucumis sativus |.) Agrobacterium Aracihgiyla Yapilms
Gen Transformasyonu Calismalari

Trulson ve ark. (1986) yapmus olduklart bir calismada hiyar bitkilerinin
(Cucumis Sativus L.cv. “Straight Eight”) hipokotil doku parcalarim Agrobacterium
rhizogenesis'in pARC8 ve buna ek olarak, Ri plazmidini tasiyan irki ile ko-kdltire
amislar, transgenik bitkilerin seleksiyonunda npt 11 markér geni ve Southern blot
analizi yapmiglardir. Seleksiyon amagli Kanamisinli ortamda saglikli  sirgiin
olusturan bitkilerin npt Il agisindan pozitif sonug verdigi bu ylzden bunlarin
transgenik oldugu dusuntlmis fakat southern blot analizi sonucu transgenik
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bitkilerin cogunun vektor DNA’sini tasichgr fakat bazilarinin Ri plazmid DNA’ sini
tasimadiklar: gozlenmistir.

Chee (1990)' nin yapmus oldugu ¢alismada hiyar bitkisinin (Cucumis Sativus
L.) Poinsett 76 gesidinin 3-5 gunltk kotiledonlarina A. Tumefaciens in npt 11 genini
iceren C58Z707 susu ile gen transformasyonu yapilarak, somatik embriyogenesis
yoluyla yiksek sayida normal morfolojiye sahip transgenik bitki elde edilmistir.
Bakterinin kotiledonlarla muamelesinden sonra 2 mg/l 2,4- D ve 0.5 mg/l Kinetin
iceren basal MS ortaminda kilttre alinan eksplantlardan gelisen transgenik bitkiler
100 mg/l Kanamisin iceren ortamda secgilmislerdir. Elde edilen transgenik oldugu
dustinulen bitkilerden genomik DNA izole edilerek, npt 11 gen bblgesini igeren 2.0
kb (BamHI’den Hind I11" e kadar)' lik bolgenin hibridizasyon verdigi tespit edilmistir.

Chee ve Slightom (1991), tarafindan yine Poinsett 76 ¢esidi ile yapilmis olan
bir calismada, kotiledon eksplantlari, Agrobacterium'un pGA 482GGlcp CMV19
binari plazmidini tasiyan susu ile kiltire alinmistir. Bu binari 5 vektérin T-DNA
bdlgesi, bitkide ifade olabilen npt 11, [3-glukoronidaz (gus) ve C(CMV-C) hiyar
mozaik virtsi kilif proteini genlerini tasimakta oldugu bildirilmistir. Enfeksiyondan
sonra, kotiledonlar 100 mg/l kanamisin iceren MS ortaminda kaltire alinmustir.
Transforme olmus embriyonik kallus olusumunu takiben olgun embriyolarin gelisimi
ve bunlarin bitkilere donisimi gozlenmistir. TUm transforme olmus Ry hiyar
bitkilerinin morfolojik olarak normal oldugu ve npt Il bakimindan pozitif test
verdigi, southern blot analizleri ile segilmis hiyar DNA’larimin npt I, gus ve CMV-C
kilif protein genlerinin genomlara entegre oldugu tespit edilmistir. Progeny
bitkilerinin protein ekstraktlarinda (6zitlerinde) CMV-C kilif proteinin varligi enzim
bagli imminsorbent test ve western blot analizleri ile kanitlanmistir. Cucurbitacae
familyas: bitkilerinde transgenik bitki Uretiminde Agrobacteriuntla gen transferi ve
somatik embriyogenesis ile rejenerasyonunun  etkili  bir yontem oldugu
vurgulanmustir.

Sarmento ve ark. (1992), yapmis olduklari bir calismada, 2 tursuluk
genotipin petiyol ve yaprak segmentlerini, pBIN ve pCGN binari plazmidlerini
tasiyan Agrobacterium tumefaciens’in oktopin tipi olan LB 4404 ile transforme
etmislerdir. Aminoglikozid kanamisin  dayanikliligint  kodlayan neomycin
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fosfotransferaz (npt 11), secici markdr olarak kullanilmustir. 75 mg/l Kanamisin
iceren ortam Uzerinde kallus olusum frekansinin; eksplant biydkIGgl, bakteri
yogunlugu, bakteri ile muamele edilme uzunlugu, kokdiltivasyon siresi ve
asetosiringon varhgi gibi faktorlerden etkilendigi belirlenmistir. 10°® hiicre/ml
yogunlukta bakteri ve 20 uM asetosiringon iceren bakteri slispansiyonunda 5 dk
tutulan 4-6 mm biiyikligiinde petiyol segmentleri veya 0,5 cm? bilyikligiinde
yaprak segmentlerinin 48 saat kokultivasyon siresinde bekletilmesini takiben bu
eksplantlar 500 mg/I karbenisilin, 75 mg/l kanamisin, NAA/BA (5,0/ 2,5 uM ) veya
24D/ BA (50/ 5,0 uM) iceren ortama yerlestirilmistir. Tum transforme olmus
kallus orammin % 20-50, transforme olmus kallustan gelisen bitkicik rejenerasyon
oraninin ise % 8-15 oldugu bildirilmistir.

Raharjo ve ark. (1996)'nin Endavour cesidi tursuluk hiyar ile yapmus
olduklar1 bir galismada Agrobacterium tumefaciens' in EHA 105 (I6kopin tipi), MOG
101 (oktopin tipi) ve MOG 301 (nopalin tipi) olmak Uzere 3 susu kullanilmistir. 2
binari vektorden birinin petunya asidik kitinaz genini ve titin temel kitinaz genini
icerdigi, bu 3. vektorin her 3 susa da transfer edildigi ve tim vektorlerin npt 11
markor geni ile CAMV 35S promotorunu tasidigi bildirilmektedir. %2 M S ortaminda
2 gin 29 C°’de karanlikta, daha sonra 25-28 C° de aydinlikta ¢imlendirilen 10-21
gunlik fidelerin ilk ve ikinci gercek yapraklarindan alinan petiyol eksplantlari 5
dakika siiresince bakteri stispansiyonunda bekletildikten sonra 5puM 2,4-D + 5uM
BA iceren MS ortaminda 2-4 gun karanhkta 27 C°’de kdltire alinmistir. 50 mg/I
kanamisin ve 500 mg/l karbenisilin iceren ortamda 4-5 hafta 24-26 C*’de kulture
alinmigtir.  Kokdltivasyondan 8 hafta sonra embriyogenik kallus olusumunun
kullanilan suglara, vektorlere ve kokiltivasyon siresinin uzunluguna bagli olarak
degismekte oldugu bildirilirken en yiksek frekansin % 12 ile EHA 105 I6kopin tipi
kullanildiginda elde edildigi gozlenmistir. Kokiltivasyon siresinin (2-4 gun)
istatiksel agidan Onemli olmadigi 3 aylhik peryodda embriyogenesis veya
organogenesis yoluyla stirgiin olusumu elde edilemedigi bildirilmistir.

Nisbiyashi ve ark. (1996)' nin yapmis olduklar: bir arastirmada, CMV'ye
dayaniklilik olusturmak amaci ile 7 gunlik hipokotil eksplantlari CMV-O kilif
protein genini tastyan Agrobacterium tumefaciens ile inokule edildikten sonra 4 mg/|
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IAA, 1 mg/l Ne-(2-isopentyl) adenin (2 IP) ve 100 uM asetosiringon da denilen
3,5 dimethoxy-4’ -hydroxyacetofenon iceren ortamda 5 gin slresince kilttre
alinmistir. Kokultive edilen hipokotil eksplantlari daha sonra 1,1 mg/l 2,4-D, 0,23
mg/l BAP, % 1 kazein hidrolizat, 500 mg/l karbenisilin ve 20 mg/l higromisin B
iceren MS ortaminda 4-6 hafta slresince kilttre alinmistir. Ro transgenik hiyar
bitkisi yapraklarinda ve transgenik bitkilerin 2 kotiledon tasiyan epikotillerinde
CaMV 35s-cp geninin RNA transkriptleri Northern blot analizleri ile saptanirken,
kilif proteini Western blot analizleri ile tespit edilememistir. ‘Sharp 1'ile transgenik
bitkilerin melezlenmesi sonucu olusan doller, CMV-Y susu ile inokule edildiginde
guclt bir dayaniklilik gosterirken, ‘Sharp 1" kontrol ¢esidi ve kilif proteini tasimayan
(cp) bitkilerin yapraklarinda inokulasyondan 5-6 gin sonra hastalik semptomlar:
gbzlenmistir. Transgenik hiyar bitkilerinin ZYMV dayaniklilik geni tasimalarina
ragmen ZYMV'ye dayaniklilik gostermedigi, CMV ve ZYMV’'nin ikili
inokulasyonunda hastalik semptomlarini nispeten daha az gosterdigi bildirilmistir.

Szwacka ve ark. (1996), thaumatin mRNA’sindan elde edilmis cDNA’y1
iceren binari vektori tasiyan Agrobacterium tumefaciens araciligiyla hiyar bitkisine
ait genc yapraklara gen transformasyonu yapmuslardir. En iyi sonucun /1 mg/l 2iP
ve 2,4-D igeren induksiyon ortamindan ve iki kademeli seleksiyon ortamindan (100-
150 mg/l kanamisin igeren) elde edildigi bildirilmistir.

Tabel ve ark. (1998) tarafindan Botrytis cinerea (Gri kif)’ya dayaniklilik
arttirict gen olan celtik Kitinaz geni Agrobacterium tumefaciens vasitast ile hiyar
bitkisine aktarilmistir. 100 mg/l kanamisinle desteklenmis MS ortaminda 200’ den
fazla transgenik stirglin rejenerasyonu gozlenmistir. RCC2 geninin varligi 60 adet
gelismis stirgiinde tespit edilmis, bunlardan 20 tanesi Botrytis cinerea (Gri kuif)’ya
kars1 test edilerek 15 bagimsiz slrginin kontrole yani transgenik olmayana gore
daha yuksek direng gosterdigi bildirilmistir. B. cinerea’ya karsi en yuksek
dayaniklilig1 CR29,CR32 ve CR33 transgenik hiyar hatlarimin gosterdigi ve hastalik
yayilmasinin bu hatlarda tamamen durdugu rapor edilmistir. Cok dayanikli hatlarda
hastalik direncine ait farkli cevaplar alinmis, CR33'te tallus olusumu ve hif
yayilmasinimin engellendigi gozlenmis ve gri kife dayankliligimn kalitilabilir
oldugu rapor edilmistir.
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Ganapathi ve ark. (2000)'nin yapmis olduklar: bir galismada Poinsett 76
hiyar cesidinin  kotiledon parcalari, neomisin fosfotransferaz 1l (npt 11), B-
glukuronidaz (uidA) ve bar genlerini iceren Agrobacterium’un pME 524 (pGA 492
Gr-Bar(-)) plazmidini tasiyan EHA 105 rki ile ko-kUltire ainmis ve asetosringon
kullaniminin,  transformasyon  sikhigim  arttircigi  gozlenmistir. Dusuk  BAP
konsantrasyonu igeren ortamda kuiltire alinan kotiledonlarin sapa baglanan kisminda
siirgiin ve kok gelisiminin oldugu tespit edilmistir.

Polonya Devlet Bilimsel Arastirma Komitesi tarafindan yapilmis olan bu
arastirmada, Pseudoperonospora cubensisin  neden oldugu yalanci mildiyo
hastaligina karst dayaniklilik sagladigi  dusunilen Bati  African  fundasi
Thaumatococcus daniellii Benth.in meyvelerinden izole edilen 22 kD’luk tatl
proteini kodlayan Thaumatin |1 geni hiyar bitkisine aktarilmistir. Gen, 35S-thaumatin
Il kimerik geni olarak transfer edilmistir. Immunoblot analizleriyle bitkinin farkl
bolgelerinde farkli seviyelerde protein tespit edilmistir. Transgenik protein dretimi en
yogun kok bolgesinde saptanmstir. immunositokimyasal olarak Thaumatin proteini
ve mRNA’s yapragin epidermal tabakalarinda ve ¢igek organlarinda tespit
edilmistir. Transgenik bitkilerden bir kismi degisik seviyelerde Pseudoperonospora
cubensis e koruma gostermistir. Transgenik hiyar bitkilerinin epidermisinde yer alan
Thaumatin’in bu bitkileri patojen etkisine karsi korumakta oldugu gdzlenmistir
(Szwacka ve ark.,2002).

Vengadesan ve ark. (2005)'mn, tarafindan yapilmis olan bir calismada,
Greenlong ¢esidininin tohumlar: 2 giin karanlikta gimlendirildikten sonra embriyonik
bolgeleri kesilen kotiledon parcalari, 4.4 uM BA+3.8 uM ABA+108.5 uM Adenin
silfat iceren MS ortaminda 10 gin kdlttre alinmustir. 10 ginden sonra kotiledon
eksplantlarinin  proksimal  bolgeleri steril igne ile 10 defa delinerek 50 pM
asetosiringon iceren bakteri slspansiyonunda 10 dakika bekletilmistir. 3 gin
karanlikta rejenerasyon ortaminda bekletilen eksplantlar, 2 mg/l PPT veya 100 mg/I
kanamisin ve 300 mg/l sefatoksin iceren seleksiyon ortaminda kiltire alinmigstir. Bar
geninin varligi, basta herbisidi ile yaprak boyama testi ile tespit edilirken, 431 tane
kokdltive edilmis eksplanttan % 7.2’ si slirguin olusturarak PPT Uzerinde blyudugi ve
5 farkl1 bitkinin (% 1.1) sothern hibridizasyonu ile transgenik oldugu gosterilmistir.
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2.3. Diger Cucurbitacea Familyas Turlerinde Yapilmis Doku Kalturd ve Gen
Transformasyonu Calismalari

Moreno ve ark. (1985), Ispanyol kavun cesitlerinden Amarillo Oro’ya ait
11-13 gunlik fidelerin kotiledon ve hipokotil eksplantlarini, IAA ve kinetinin farkli
konsantrasyonlarint iceren BM3 (MS tuzlari+100 mg/l myo-inositol+1 mg/I
Thiamine-HCI+%3 sakkaroz+8 g/l Agar) ortamlarinda, 27 + 2 °C sicaklikta karanlik
kosullarda  kultire aldiklarimt  ve rejenerasyon  yetenegini  incelediklerini
bildirmektedirler. Arastirmacilara gore; eksplant kaynag: ve kilttr ortami kosullarina
bagli olarak, kavun dokulari hem organogenesis hem de embriyogenesis yoluyla
morfogenesise ugrayabilmektedirler. Denenen ortamlardan 1K1560 (1.5 mg/l IAA ve
6 mg/l kinetin iceren BM3) ortaminda kotiledonlardan elde edilen kalluslarin %
90" inin tamamyla gelismis stirgtinler Grettigi, kotiledon eksplantlarinin oksin igeren
ortamda genellikle bol miktarda sirgin ve nadiren embriyo meydana getirdigi,
hipokotil eksplantlarinin ise sirgin olusturmadigi ancak somatik embriyo
Uretebildigi bildirilmektedir. Bu ¢alisma sonunda hem kotiledondan meydana gelen
kalluslardan, hem de organogenik hicre hatlarindan olusturulan adventif
stirgiinlerden bitkilerin elde edilebildigi bildirilmistir.

‘Hale’s Best Jumbo’ kavun cesidinin in vitro kosullarda yetistirilen 4 gtinltk
fidelerinden alinan kotiledon eksplantlari, en yuksek slirgiin tomurcugu olusturma
frekansint 5 uM IAA, 5 uM BA ve 1 uM ABA igeren MS ortaminda, 25-29 °C 5-30
umol/m2sn 151k yogunlugu kosullarina sahip biyitme odasinda kilttre
alindiklarinda gostermiglerdir. Bu sirgin tomurcuklarinin 3 uM BA iceren MS
ortaminda alt kiiltire alinmasi ile bu gdzlerin %30’ unun slirgtine dénmesi saglanarak
eksplant bagina ortaama 4.67 sirgin elde edilmistir. Absisik asidin farkl
konsantrasyonlar: (1, 10 ve 30 uM) ortama eklendiginde, siirgin tomurcugu Ureten
eksplant sayisinda 6nemli bir artis gbzlenirken, arastirmacilar; genotip, fide yasi, 151k
yogunlugu ve sicaklik gibi faktorlerin  tomurcuk olusumunu  etkiledigini;
rejenerasyon ortamina giberellik asit, thidiazuron veya gimus nitrat ilavesinin
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tomurcuk ya da sirgin olusumu Uzerine etkisinin olmadigim rapor etmislerdir
(Niedz ve ark., 1989).

L eshem (1989)’in kavun kotiledon yapraklarinda organ uyartim zamanin ve
organogenesisin olustugu bolgeyi arastirdigi calismada kallus, kok veya slrgin
rejenerasyonu olusumunun kotiledonlarin yalmz basal kismindan meydana geldigini
bildirmistir. Organ uyartimu igin; koklerde 1-3 giin (en az 1, en ¢ok 3), surgunlerde
ise 3-5 gin (en az 3, en ¢ok 5) gerektigi, besin ortamina IAA’in tasinmasini
engelleyen TIBA'nin 2 mg/l konsantrasyonunda eklendiginde kotiledonlardaki
organogenesisin tamamu ile durdugu gozlenmistir. Organogenik tepkinin kesim
isleminden sonra endojenik blytme faktord IAA’in polar olarak tasinmast ve
eksplantin basal kisminda birikmesiyle meydana geldigi ve eksojenik hormonlarin
organ olusumunu uyardig: belirtilmistir. Ekzojenik oksin/sitokonin oramnin yeni bir
rejeneratif bolge olusturmacdigi, sadece organogenesis oraninin artmasin tesvik ettigi
rapor edilmistir.

Fang ve Grumet (1990), adli arastrmacilar tarafindan Agrobacterium
tumefaciens'in npt 11, kanamisin dayaniklilik, genini tasiyan LBA 4404 susunu
iceren sivi bakteri kdltdrd icinde 4-5 gunlik kavun fidelerine ait kotiledonlar
kesilmis, aym sivi icinde 10-60 dk. bekletilerek kokiltivasyon siresinin etkisi
denenmistir. 10 dakikalik kokdltivasyon stresinin transformasyon igin uygun oldugu
tespit edilmistir. Eksplantlar, seleksiyon ortamina koyulmadan once, 5 uM 1AA, 5
MM BAP, 1 uM ABA iceren MS ortaminda 3 guin kultire alinmustir. Seleksiyon igin
0-200 mg/l arasinda kanamisin dozlari denenirken, en etkili kanamisin
konsantrasyonu 75 mg/ olarak saptanmustir. 3-5 hafta iginde slirglin rejenerasyonu
gbzlenirken, southern blot analizleri ile bu sirgunlerin % 80'inin npt 11 genini
tasichg: tespit edilmistir.

Kavun bitkisinde morfogenetik tepkinin arastirildig: bir ¢alismada, Topmark
ve Perlita gesitlerinin 9-10 gunlik fidelerinden elde edilmis kotiledonlar, eksplant
kaynag1 olarak alinirken, bunlarin 1 mg/l BA iceren MS ortaminda kiiltiire alinmast
ile en iyi morfogenetik tepki gozlenmistir. Bu sekilde elde edilen organogenik
kalluslar 0,05 mg/l BA iceren MS ortamina aktarildiginda vejetatif tomurcuk
olusumu gozlenmistir (Chee, 1991b).
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Sekiz adet farkli karpuz cesidi ile yapilmis bir rejenerasyon calismasinda,
sirgiin organogenesisi Uzerine kotiledon yas1 ve hormon kombinasyonunun etkisi
arastirilmustir. En yuksek strgin organogenesisinin 5 mg/l BA ve 0,5 mg/l I1AA
iceren M S ortaminda 5 guin gimlendikten sonra kesilmis kotiledon eksplantlarinin 0,2
mg/l Kinetin iceren M S ortaminda kuiltlire alinmasi ile elde edildigi bildirilirken; elde
edilen siirgunler 0,1 mg/l NAA iceren M S ortaminda koklendirilmistir (Dong ve Jia,
1991).

Roustan ve ark. (1992) tarafindan, 0.54 uM NAA ve 2.2 uM BA iceren MS
ortaminda distk rejenerasyon oram (%17-35) gostermis 5 ayri1 kavun hattina ait
kotiledon yapraklarinda rejenerasyon oramm arttirmak amaci ile ortama bir etilen
inhibitord olan AgNOs “1n 60-120 puM’lik konsantrasyonlar: eklenmistir. TC hattinda
g6zlenen siirglin rejenerasyonu 2 kat artarken, diger 4 genotipte de benzer etkilerin
gbzlendigi, besin ortamina, etilen Ureten ‘Ethephon’ ilaves ile AQNOs; ‘in neden
oldugu yuksek siirgiin olusumunun gerilemedigi rapor edilmistir. Kaltir kabr iginde
biriken etilenin kavundaki organogenesisi azalttigi, etilenin bu olumsuz etkisinin
ortama etilen inhibitori ilavesi ile ortadan kaldirilabilecegi bildirilmistir.

Molina ve Nuez (1995) adli arastirmacilarin farkli arastiricilarin goruslerine
dayanarak yazdiklari derlemede, kavunda kotiledon (Moreno ve ark., 1985;
Bouabdhallah ve Branchard, 1986; Trulson ve Shahin, 1986; Niedz ve ark., 1989;
Gray ve ark.,1993), hipokotil (Kathal ve ark., 1986), gercek yaprak (Kathal ve
ark.,1988; Dirks ve Van Buggenum, 1989; Punja ve ark., 1990), yaprak sap: (Punja
ve ark.,1990) ve protoplast (Moreno ve ark., 1986; Li ve ark., 1990; Debeaujon ve
Branchard, 1992) eksplantlart kullamlarak rejenerasyon saglanmaktadir. Bu
calisgmalar kavunda genetik, fizyolojik ve cevre faktorleri tarafindan etkilenen
morfogenetik tepki acisindan oldukga yuksek varyasyonun var oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, bu faktorlerden hangisinin oransal olarak daha
onemli oldugu bilinmemektedir. Ayrica, kotiledon (Orts ve ark., 1987; Niedz ve ark.,
1989; Gray ve ark., 1993), tohum (Oridate ve ark., 1992) ve protoplastlardan (Li ve
ark., 1990; Debeaujon ve Branchard, 1992) meydana gelen rejenerasyon tzerinde
genotipin etkisi gozlenmistir. Eksplant tipinin de bu islemde oldukga etkili oldugu
g6zlenmektedir. Moreno ve ark. (1985) ile Bouabdhallah ve Branchard (1986), kallus
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elde etmek icin kullandiklar1 kotiledon ve hipokotil arasindaki tepki farkliligin
tammlamiglardir. Kotiledon ve gergcek yapraklardan farkli rejenerasyon oram
gbzlenmistir (Dirks ve Van Buggenum, 1989). Punja ve ark. (1990) gergek yaprak ve
yaprak sapindan sirgun elde ettiklerini ancak kotiledonlardan hi¢ rejenerasyon
saglayamadiklarini bildirmiglerdir. Bununla birlikte, Niedz ve ark. (1989) 18 gunl ik
bitkilerden alinan yaprak sapi, gergek yaprak, hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan
elde edilen ylzde surguin olusturma oranlarindaki farkliligin dnemli olmadigin: rapor
etmislerdir.

Toppi ve ark. (1997), tarafindan kabak (Cucurbita pepo L.) bitkisine,
Agrobacterium rhizogenes in NCPPB 1855 susu ile gen transformasyonu yapilmis,
bu amagla, Lungo Fiorentino ve Diamant hibrid cesitlerinin tohumlar:1 steril
kosullarda in vitro cimlendirildikten sonra, 2, 6 ve 8 haftalik bitkiciklerin kok ve
kotiledonlari, delinerek bakteri stspansiyonuna batirilmistir.  Southern  Blot
hibridizasyonu ile gen aktarilmis olan kabak bitkileri tespit edilmistir.

Gaba ve ark. (1999), in vitro kosullarda direkt organogenesis ile sirgin
olusturan ‘Galia kavun c¢esidinde tomurcuk rejenerasyonun anatomisi ve
morfolojisini arastirmiglardir. 3 gunlik fidelerin kotiledon eksplantlari 1 mg/l BA
iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda 3 gun kdltire alindiginda
eksplantin proksimal kismindaki kesim (yaralanma) bolgesi ile adaksiyal tarafindaki
epidermal tabakasinda hiicre bdlinmesinin basladigi ve meristematik bolgeye
epidermisteki hiicre bdlunmesiyle hicre tabakalarimin yigildigi bildirilmektedir.
Aktif alanlarda, epidermisin inaktif hale gectigi bolgelerin bulunmasi ile birlikte, alt
epidermal tabakalarda hiicre bolinmesi devam etmektedir. Bu asamadaki eksplantin
enine kesitine bakildiginda adaksiyal yizeyde cikintilar oldugu gézlenmistir. Kultir
ortamindaki 10. guintin sonunda adaksiyal ylizeyde ve proksimal kesim yiizeyinde ilk
gelisim isaretleri gozlenirken, bu asamada gorilen yaprak taslaklarimin hentiz
gelismedigi  gozlenmistir. ilk silirgin gozu, eksplantlarin sitokinin iceren MS
ortaminda kultlire alinmasindan 15 gun sonra histolojik olarak tespit edilmistir. Bu
asamada rejenerasyon yizeyinde ¢cok sayida cikinti, kiiclk yaprak ve yaprak taslag:
gbzlenmistir. ilk sirguiniin 22. giinde olustugu, bu evrede rejenerasyon bolgesinin
ylzeyi, koltugunda tomurcuk bulunmayan ¢ok sayida yapraklarla kaplandig: tespit
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edilmistir. Bu arastirma sonucunda, kavun kotiledon yapraklarindan elde edilen
direkt rejenerasyonun epidermis tabakasindaki hticre bolinmesi sonucu olustugu
bildirilmektedir. Ayrica, bu bilginin rejenerasyonla ilgili biyolojik olaylarin
derinligine anlasilmasinda oldugu gibi genetik mihendisliginde kullamlacak bitki
transformasyonu yontemlerinin  dizenlemesinde de oldukga ©nemli oldugu
vurgulanmaktadr.

Compton (1999), bitki dokusuna karanlik uygulamasimin sirgin
organogenesisi Uzerine etkisini 4 farkli karpuz cesidinde arastirmustir. Embriyo
cimlenmesi amaciyla steril edilen karpuz tohumlari, kabuklar: ¢ikartildiktan sonra
MS cimlendirme ortam: iceren maenta kaplarinda, yarisi karanlikta yarisi ise
aydinlikta olmak Uzere, 5 gun sure ile ¢imlendirilmistir. Kotiledonlarin proksimal
kisimlar1 5 uM BA iceren MS rejenerasyon ortaminda yiizeyi ortama gelecek sekilde
(adaksiyal) kultire alindiktan 3 hafta sonra taze besin ortamina aktarilmis ve 6 hafta
sire ile kilturde bekletilmistir. Karanlikta c¢imlenen embriyolarin, 16 saatlik
fotoperyodda cimlenenlere gére 6nemli oranda strgin olusturdugu gozlenmistir.
Ancak bu artisin ‘Crimson Sweet’ ¢esidinde 2 kat oraminda iken ‘Sweet Gem’' ve
‘Yellow Doll’ ¢esitlerinde 1,5 kat oraninda oldugu, ‘Minilee’ ¢esidinde ise karanlik

uygulamasinin istatiksel agidan 6énemli bir etkisinin olmadig: bildirilmistir.
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2.4. Cssitli Bitki Turlerinde GFP Geni ile Yapilmis Calismalar

Ponappa ve ark. (1999)’ larinin Soya Fasiilyesinin transformasyonunda GFP
kullaniminin etkinligini arastirdiklar: bir calismada GFP'yi kodlayan 5 farkli gen,
partikil bombardiman: yoluyla embriyogenik soya fasiilyesi (Glycine max L.Merrill)
stispansiyon kuiltirtne aktarilmistir. Ttm genler mavi 151k altinda yesil floresan rengi
verirken, smRS-GFP (¢Ozunebilir modifiye edilmis kirmizi-degistirilmis GFP)
geninin en yuksek eksprasyonu verdigi gozlenmistir.  Floresan 151810
bombardimandan en erken 1,5 saat sonra gorunir hale geldigi fakat 6,5 saat sonra
eksprasyonunun maksimuma ¢iktigi, 48 saat sonra ise genin ifade edildigi bolgelerin
genis parcalar halinde tespit edilir duruma geldigi bildirilmistir.

Harper ve ark., (2000) lar1 tarafindan transgenik bitkilerde yesil floresan
proteininin seyrini gbzlemek amaciyla yapl bir arastirmada, tdtin bitkisine
(Nicotiana tabacum, Xanthi) Karnabahar Mozaik Virisi 35 S promotorina (CaMV
35S) baglanan mMmGFP5-ER (Haseloff, 1995) geni Agrobacterium araciligiyla
aktarilmistir. GFP ifadesinin, 35 S promotor kullamlan geng yapraklar, gbvde, gigek
ve 35 S promotorin en aktif oldugu organlarda yuksek seviyede gozlendigi ve
degistirilmis GFP’ nin raportor gen olarak gus'in yerine gegebilecegi rapor edilmistir.

Aktarilmig genlerin transgenik bitkilerden onlarin yabani akrabalarina gegip
gecmedigini gormek icin yapilmis bir ¢calismada model sistem olarak bocek direng
(Bt, Bacillus thuringiensis) genini tasiyan kanola ve onun yabani akrabalar
kullanilmugtir. Transfer edilmis genlerin yani transgenlerin hareketi onlarin yesil
floresan proteini geni (GFP) ile etiketlenmesi ile ortaya konmustur. Transgen akisini
calismak amaciyla gelistirilen modelde, canola bitkisine (Brassica napus un Westar
cesidi) iki GFP konstrakt: (dizayn edilmis gen bolgesi yapisi) transforme edilmistir.
Bu gen yapilarinin, sadece GFP’ den olusan mGFP5-ER (Haseloff, 1995) ve cryl Ac
endotoksini Ureten sentetik Bt geni baglanmis GFP' den olusan pSAM 12 DNA
yapilarinin oldugu bildirilirken yesil fluoresan rengi veren transforme olmus
kalluslar, doku kiltiri asamasinda segilmislerdir. 4 bagimsiz GFP canola bitkisi ve
12 GFP/Bt canola bitkisi doku kulttri yoluyla rejenere olmuslar ve bunlarin yesil
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floresan protein ifadesi sayesinde canola bitkisinin tim hayat dongtisi makroskobik
olarak asama asama tespit edilmistir. GFP/Bt’li kanola bitkileri Helicoverpa zea’ nin
larvalarina karsi insektisidal tepki gostermis ve bitkisel zarardan korunmustur.
Floresan duyarliligi transforme olmus bagimsiz bitkicikler arasinda 508 nm'de
7.6x105 ile 13.8x105 cps (count per second) arasinda degisiklik gostermistir. Fakat
yabani formlarinda bunun tersi olarak, 5.3x105 cps oldugu tespit edilmistir. Brassica
napa nn 3 yabani tipi ile 9 GFP/Bt ve 3 GFP geni tasiyan kanola bitkileri
melezlendiginde olusan F1 hibritlerinin floresan yesil 151k verdigi ve neonate misir
basak kurdu larvalarina transgenik kanola ebeveynleri ile aym derecede dayaniklilik
gogterdigi gozlenmistir. Fakat bunlarin floresan duyarliliklarinin ebeveynlerine gére
azalmis olduklar1 gozlenmistir. Bu bilgilerin 1s1ginda GFP raportdr geninin gen
akislarimin belirlenmesinde iyi bir arag oldugu bildirilmistir. (Halfhill ve ark., 2001).

Hudson ve ark. (2001)’ larinin transgenik bitkilerden polen akisini gozlemek
amaciyla yapmis olduklar1 bir calismada, Nicotiana tobacum polenlerinde GFP
geninin ifadesini saglamak icin 6zellikle polen ve anterlerde aktif olan, domatesten
izole edilmis LATS59 promotor: kullamlmis ve GFP ile etiketlenmis polenler, polenin
cevredeki hareketini gbzlemlemek icin gelistirilmis bir arag gorevi gormustir. NPTI|
(kanamisin diren¢ geni) ve mGFP5-ER (Haseloff, 1995) genleri Agrobacterium
vasitasiyla tittin yaprak disklerine aktarilmis ve olusan transgenik bitkiler topraga
gecirilmistir. Bitkiler gelistikten sonra el UV’s ile polenlerin GFP ifadesi
gbzlenmistir. Daha sonra GFP igeren gigekli bitkiler 7 giin siire ile 24 tane ar1 igeren
kapal: bir ortamda tutulmus ve bu siire sonunda arilar petri kaplarinda -20° C'de
dondurulmustur. Daha sonra epifloresan mikroskop altinda arilar lam Uzerine
yerlestirilmis ve kanat, bas ve bacak bolgelerinde GFP li polen varligina bakil mustir.
Arilarin bas ve bacak bolgelerinde GFP kolaylikla tespit edilmistir.

Li ve ark. (2002)'mn yapmis olduklari bir ¢aligmada Uzim ve sarap
endustrisi icin son derece yikici, bdcekle bulasan, etkeni Xylella fastidiosa olan bir
hastalik olan Pierce's hastaligina (PD) dayanikli asma yetistiriciliginde
antimikrobiyal litik bir peptid gen olan Shival geninin ifadesinin tespiti igin
EGFP/npt 11 raportor genleri kullamilmigtir.  Thompson Seedless c¢esidine ait
transgenik bitkiler Gretilmis, GFP ifadesi ve eksprasyon yollar1 ¢esitli dokularda
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mikroskobik olarak goruntlenmistir. Sonu¢ olarak; iki yonla ikili promotor iceren
bagimsiz transgenik bitkilerin % 92'sinde, GFP nin iletim dokularinda daha yogun
oldugu gozlenmistir. Fakat tek yonll promotor iceren transgenik bitkilerin % 78’ inde
GFP eksprasyonunun epidermal hticrelerde ve iletim dokusu disindaki dokularda
yogun oldugu gozlenmistir. Buna ilaveten, tek yonli promotor dizayninin
kullaniminin  eksprasyonu arttirdigi gozlenmistir. Shiva-1 proteininin yaprak ve
ksilem o6zsuyundaki Uretimi, yeni gelistirilmis bir ELISA yontemi ile tespit
edilmistir.

Golis ve ark. (2002), tarafindan seftali ve erik bitkilerinde gus ve GFP
ifadelerinin  karsilastirilmast amaciyla yapilmis bir calismada, erik bitkisinin
hipokotil parcalarinda ve seftalinin cesitli doku parcalarimin rejenerasyon ve
transformasyonunda gus ve GFP ifadeleri karsilastirilmistir. gus ifadesi, ‘ Bluebyrd’
eriginin hipokotil pargalarinda % 45 oramnda bulunmustur. GFP ifadesi Doku
parcalarinin % 25’inde ¢ok yiuksek oranda gozlenirken, % 20'sinde doku basina
ortalama 4.6 mavi nokta seklinde gdzlenmistir. GFP ifadesi ‘Bluebyrd’ eriginin
hipokotil parcalarinda % 82 oramnda bulunmustur. 'Bailey’ seftali hipokotil
parcalarinda gus, doku parcalarinin sadece % 7’sinde ifade edilirken (2 nokta/doku),
GFP hichir dokuda ifade edilmemistir. Yine ‘Bailey’ seftali c¢esidinin
internodlarindan alinan doku parcalarinin % 3'tGnde gus ifadesi gozlenirken (1,2
nokta/doku), doku pargalarinin % 10’ unda GFP ifadesi gozlenmistir (2,3 nokta/doku)
seftali yapraklarinda ise % 2 gus (2 nokta/doku) ve % 4 GFP (3,5 nokta/doku) ifadesi
gbzlenmistir. 9 seftali ¢esidi ve 3 farkli doku kaynagi denenen calismada, higbir
¢esidin hipokotil dokularinda herhangi bir ifade gbzlenmemistir. Ceside gore
degismekle birlikte kotiledonlarda % 0-35 (0-26 nokta/doku) ve internodlarda % O-
28 (0-5 nokta/doku) oraminda ifade gozlenmistir. Sonug olarak; erik hipokotil
parcalarinda hem gus hem de GFP nin yogun olarak ifade edildigi, seftalinin ttim
doku parcalarinda her iki genin de dusUk ifade edildigi, seftalideki distk ifadenin
blylk olasilikla transformasyon oranimin  disik olmasindan kaynaklandigi
belirlenmistir. Bu durum gergevesi iginde daha hizli, pratik olmasi ve dokuya zarari
olmamasindan dolay: seftali ve erikte raportér sstem olarak GFP' nin, gusa goére
daha faydal1 olacag: rapor edilmistir.
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Turuncgil bitkisiyle yapilmig bir ¢alismada protoplast flizyonunun bastan
sona tum slrecinin ve rejenerasyonunun izlenmesinde yesil floresan proteininin
etkinligi arastirllmistir.  Someatik flizyon denemesinde yesil floresan proteinini
sentezleyen transgenik turuncg bitkisi ebeveyn olarak kullanilmustir. Transgenik
turung protoplastlarinda, hibrid kallus, embriyo ve bitkilerde yuksek seviyede yesil
floresan protein sentezi tespit edilmistir. GFP nin flizyon sirecinin strekli takibinde,
hibrit kolonilerin ve kallus olusumunun gézlenmesinde ve somatik hibrit embriyolar
ile bitkilerin seleksiyonunda kullanisli oldugu saptanmistir (Fuster ve ark., 2002).

Bastar ve ark. (2002)' min yapmis olduklar: bir arastirmada sogan bitkisinin
(Allium cepa L.) ovaryumlarindan gelismis olan organogenik yapilarina
Agrobacterium’'un LBA4404 ile EHA105 rklart ile gus ve GFP genleri aktarilmis ve
raportdr gen olarak GFP’ nin gus tan daha kullamsl1 oldugu rapor edilmistir.

Li ve ark. (2002)'nmin yapmis olduklari bir calismada asma bitkisinin
Agrobacterium’la transformasyonunu etkileyen faktorler, raportor gen olan GFP ile
belirlenmistir. Farkli asma c¢esitlerinin embriyonik kaltirleri GFP genini igeren
Agrobacterium'un binari vektori ile inokile edilmistir. Test edilen 18 genotip
icerisinde hem GFP ifadesi hem de kalici transformasyonu agisindan en yuksek
frekans sirasiyla, V. rupestris, V. vinifera, Thompson seedless ve V. vinifera hibrit
cesitlerinden Seyval Blanc'da gozlenmis ve V. rupestris doku parcalarinin %901
gegici GFP ifadesi gosterirken, dokularin % 70'inin kalici transformasyon gosteren
kallus drettigi rapor edilmistir.  Thompson c¢ekirdeksiz c¢esidinin transgenik
embriyolarinda, Agrobacterium ile inokulasyondan 2 ay sonra hem kanamisin
dayaniklilig1 hem de GFP geninin ifadesi tespit edilmistir.

Galperin ve ark., (2003)’ lar1 tarafindan yeni tanimlanan bir kavun hatti olan
BU-21/3'Un transformasyon ve rejenerasyon tepkisinin arastirilmasi amaciyla
yapilmis olan bir ¢calismada modifiye edilmis bir GFP olan mGFP5-ER (Haseloff,
1995) ve gus genleri Agrobacterium tumefaciens'in EHA105 ve LBA4404 wrklar:
kullanilarak kavun kotiledonlarina aktarilmustir. Arastirmacilar eksplant basina 0.4-
1.5 transgenik sirgunle basarili bir transformasyon gerceklestigini  belirtirken
transgenik bitkilerdeki gen ifadesini gus analizi ve 480 nm‘de mavi 1s1k altinda
stereomikroskop ile tespit etmislerdir. Olusan transgenik bitkilerin morfolojik olarak
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normal gelistikleri, bitkilerin transformasyondan en az 8 hafta sonra seraya
aktarildig1 ve GFP iceren bitkilerin yesil parlak renk yaydig: rapor edilmistir.

Turkiye'de turuncgillerde stabil GFP eksprasyonunu saglamak amaci ile
yapilmis bir calismada U¢ farkli GFP geni (EGFPl1, GFPC3 ve mGFP5-ER)
Agrobacterium tumefaciens araciligi ile Carrizo citrange'in uzunlamasina kesilmis
epikotil segmentlerine aktarilmustir. Y apilan ¢alismalar sonucunda mGFP5-ER ile en
fazla sayida transgenik bitki rejenerasyonunun saglandigi ve sera kosullarindaki
transgenik bitkilerde bu varyant GFP’ nin daha stabil oldugu bildirilmistir. (Kayim ve
ark., 2004)

Bu calismalardan baska, ortakal (Guo ve ark.,2004; Olivares-Fuster ve ark.,
2002; Guo ve ark., 2004), elma (Maximova ve ark., 1998), muz (Dugdale ve ark.,
1998), patates, havug, biber (Hibberd ve ark., 1998), sogan (Eady ve ark., 2003),
1panak (Zhang ve Zee-Vaart, 1999) ve tath patates (Lawton ve ark.,2000)
bitkilerinde gerek partikil bombardimam gerekse Agrobacterium vasitasi ile gesitli
GFP varyantlar1 aktarilarak yesil floresan proteinin ifadesi erken bir donemde gorsel
olarak tespit edilebilmistir (Mendi ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VEMETOD

Calisma 2004-2006 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahce Bitkileri Bolumi Doku Kdltirti ve Biyoteknoloji Laboratuvarinda

yarGtdlmostar.

3.1. Materyal

3.1.1.Reg enerasyon ve Transfor masyonda K ullamlan Bitki M ateryalleri

Beit Alfatipi hiyar ¢esidi (Cucumis sativus L.) ne ait tohumlar kullanilmistir.

3.1.2. Transformasyonda Kullanilan Plazmid ve Bakteri Irklar:

npt |1 (Kanamisine dayaniklilik), mGFP5-ER genlerini igceren pBin m-GFP5-
ER binari plazmidini tasiyan ve transformasyon calismasinda kullamlan A.
tumafaciensin AGL—1 1rki Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma

Bolumii Ogretim Uyelerinden. Dog.Dr. Mukaddes Kayim' dan temin edilmistir.
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Sekil 3.1. pBIN m-GFP-5-ER Dogrusal Plazmid Haritasi
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3.2. Metod

3.21. Regenerasyon Calismasnda Uygulanan Denemeler

3.2.1.1. Hiyar Tohumlarimn Sterilizasyonu

Steril kabinde kabuklar1 pens yardimiyla soyulan tohumlar, 1-2 damla
Tween-20 iceren % 15'lik sodyum hipoklorid ¢Ozeltisi igerisinde 15 dk.
bekletildikten sonra 3 defa steril saf su ile yikanmustr.

3.2.1.2. Tohumlarin In vitro Ortamda Cimlendirilmes

Tohumlar steril edildikten sonra bitki buylime dizenleyicisi icermeyen MS
tuzlar1 (Murashige ve Skoog, 1962) + MS vitaminleri + 0.1 mg/l myo-inositol + %3
sakkaroz + 8 g/l Agar iceren besi ortaminda 16 saatlik fotoperyodda 25- 26 °C'de

kultdre amnmustir.

3.2.1.3. Genel Doku K ltura Sartlari ve Besin Ortamlarinin Hazirlanmas

Doku kdltart uygulamalarinin timi aseptik kosullar altinda yapilmis, bunun
icin steril kabin kullanilmistir. Kullamlan bistiri bigagi ve pensler dnceden steril
edilmis ve kesim islemi sirasinda da % 96'lik etil alkole batirilip elektrikli
sterilizatorde tutularak steril kosullarin devami  saglanmustir. Besin ortamlart
kullanim amacina gore yatiplere 40 ml olacak sekilde doldurularak otoklav edilmis,
ya da erlenler icerisinde otoklav edildikten sonra steril petri kutularina steril kabin
icerisinde 20-25 ml olacak sekilde dagitilmistir. Ortamlarin otoklavda sterilizasyonu,
1.2 atmosfer basing altinda, 121°C sicaklikta 17 dakika sirede gerceklestirilmistir.
Besin ortamm olarak MS (Murashige ve Skoog 1962) temel ortam bilesimi
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kullanilmigtir. Tohum c¢imlendirme asamasinda hormonsuz MS ortamina % 3
sakkaroz ve %0.8 agar ilave edilmis ve pH 5.7 ye ayarlanmustir. Caligmanin degisik
asamalarinda besin ortamlarina gerek biyume dizenleyicileri gerekse antibiyotik
ilavelerinde bulunulmustur. Hazirlanan ortamlara antibiyotik ilavesi yapilacagi
durumlarda, antibiyotiklerin otoklav sartlarinda kimyasal yapilar1 bozulacagindan
bunlarin sterilizasyonu 0.2 p c¢apta por genisligine sahip filtreler kullanilarak
yapilmistir. Bu yapilan iglemler, ilgili konu bagsliklarinda verilmistir. MS ortam
regetesine goére mineral tuzlarin ve vitaminlerin isim ve konsantrasyonlar1 Cizelge
3.1'de oldugu gibidir.

Cizelge 3.1. MS Temel Besin Ortaminda Bulunan Besin Maddeleri ve
Konsantrasyonlar: (Murashige ve Skoog 1962).

Ortam bilesenleri Miktar1 (mg/litre)
(NH4)NOs 1.650
KNOs 1.900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH2PO, 170
FeSO,.7H,0 27,8
NaEDTA 37,3
MnSO,4.4H,0 22,3
ZnS0,.7H,0 8,6
H3BO3 6,2
Kl 0,83
NaM00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0O 0,025
CuSQO4.5H,0 0,025
Myo-inositol 100
Glisin 2,0
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3.2.1.4. Arastirmada Kullamlacak Olan Eksplant Kaynaginin Belirlenmesi

Bu tez ¢calismasinda 2 ayr1 eksplant kaynagi: denenmistir.

3.21.4.1 Kotiledon Yapraklarimn Eksplant Kaynagi Olarak Hazirlanmas

Kotiledon yapraklarimn kesilmesi ile elde edilen eksplantlar, fidelerin
kesilmesi ile elde edilmistir. Kotiledonlarin biytime uglar1 (Apeks) ve yaprak sapina
uzak olan distal bolgesi kesilip atilarak uzaklastirildiktan sonra arada kalan kismin,
proksimal bolgenin 4 tarafi kesilerek yara dokusu olusturulmaktadir ve geriye kalan
parca 3'e kesilmektedir. Bu parcalarin her biri sonraki denemelerde bir eksplant
olarak kabul edilecektir.

3.21.4.2 Hipokotil Ucu + Yaprak Sam (Flamingo Bill) Eksplantinin

Haarlanmas

‘Flamingo bill’ de denilen bu eksplant tipinde in vitro kosullarda yetistirilen 4
gunlik fidelerin hipokotilleri, kotiledon yapraklarina mimkin oldugu kadar yakin
bir yerden, kotiledonlar ise proksimal kismimin yaklasik ortasindan kesilmistir.
Bistirl bigagimin ucu, iki kotiledon yapraginin arasina yerlestirilmis ve eksplantta
geriye kalan hipokotil yaklasik olarak ortadan kesilmeye calisilmistir. Bu sekilde
elde edilmis eksplant icin, Curtk (1999), ‘Hipokotil Ucu + Yaprak Sapr’ adinm

kullanmustur.
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Sekil 3.2. *Flamingo Bill’ Tipi Eksplantlarin Hazirlanmasi

3.2.15. Regenerasyon Ortamina Eklenecek  Uygun  Bitki  Buylime
Duzenleyicilerinin ve Uygun K onsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Etkili bir rejenerasyon protokoll olusturarak adventif srgin gelisimini
saglamak amaci ile standart MS ortamu icerisine Cizelge 3.2."de belirtilen ¢esitli
hormonlarin farkli konsantrasyonlarinin, farkli kombinasyonlari eklenmistir. Her
denemede 5 petri kullanilirken, bir petride 12 eksplant kdiltire alinmistir. Deneme
hem kotiledon hem de ‘flamingo bill’ eksplant tipi icin denenmistir. Blyltme
odasinda 16 saatlik fotoperyodda 25- 26 °C’de kdlttre alinan eksplantlar 4 haftada
bir alt kdltire alinmak Uzere 8 hafta siiresince gozlemlenmistir. Gézlem yaparken
eksplantlar Gzerinde tomurcuk ve stirglin olusma oranlarina bakil mustir.
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Cizelge 3.2. Rejenerasyon Denemesinde Kullanilan Bitki Buyume Dizenleyicileri,
Konsantrasyonlar: ve Kombinasyonlari

Kullanilan Bitki Buyume Dizenleyicileri | Konsantrasyonlari
BAP 0 mg/l

BAP 1 mg/l

BAP 2mg/l
ZEATIN 0 mg/l
ZEATIN 1 mg/l
ZEATIN 2mg/l

IAA 0 mg/l

IAA 1 mg/l

IAA 2 mg/l
BAP+IAA 1 mg/l + 1 mg/l
BAP+IAA 1 mg/l + 2mg/l
BAP+IAA 2mg/l + 1 mg/l
BAP+IAA 2mg/l + 2 mg/l

3.2.1.6. Regenerasyon ve Gen Transformasyonu Calismalarinda Kullanilan En
Uygun Fide Yasimin Belirlenmesi

Rejenerasyon kapasitesi agisindan en uygun fide yasim tespit etmek amaci
ile, 24 saatlik, 1, 2 ve 4 gunlik fideler kullamlmistir. 1, 2 ve 4 gunluk fideleri elde
etmek igin, tohumlar 3.2.1.1'de belirtildigi gibi steril edildikten sonra 3.2.1.2'de
bahsedilen hormon icermeyen MS ortamu iceren tuplerde 25-26 C'de 16 saatlik
fotoperyodite gosteren biyitme odasinda kultire alinmistir. Kontrold, 0 gunlik;
yani, steril edildikten sonra kotiledonlar: kesilen tohumlar olustururken, 24 saatlik
fideler ise, tohumlarin steril edildikten sonra karanlikta, steril saf su iginde 24 saat
bekletilmesi ile elde edilmistir.

3.2.1.7. Regenerasyon Ortamina ilave edilecek Uygun Katilastirict Maddenin
Belirlenmes

Ortamda kullanilan katilastirici tipi, rejenerasyon calismasindaki sonucu
degistirebilmektedir. Bu amacla denemede katilastirici olarak kabakgil tlrlerinde
yaygin olarak kullamlan Sigma Agar ile Sigma Phytagel (Gelrite)’in tomurcuk ve
siirguin olusturma kapasiteleri ile vitrifikasyon (camlasma) oranlarina bakilmistir. Bu
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denemede, kotiledon eksplantlarinin proksimal kisimlari eksplant kaynagi olarak

kullanlmstur.

3.2.1.8. Gen Transformasyonu Calismalarinda Kullamilan Etkili Kanamisin
K onsantrasyonunun Belirlenmes

Etkili dozu tespit etmek icin yuritilen calismada kanamisinin 50, 100, 200
mg/I ve bir de kontrol olmak tizere 3 farkli konsantrasyonu denenmistir. Kanamisinin
farkli konsantrasyonlari, Cizelge 3.2."de belirtilen bitki blytme dizenleyicilerinin
denendigi rejenerasyon denemesi sonucunda tespit edilen en iyi ortam igerigine
eklenmistir. Eksplant kaynagi olarak 4 gunlik fidelerin kotiledon yapraklarinin
proksmal kisimlar1  kullanilirken, blyitme odast kosullari, rejenerasyon
uygulamalar: ile aymdir. Rejenerasyon ortaminda 8 hafta bekletilen ve 4 haftada bir
yeni ortama alinan eksplantlarda tomurcuk ve sirgin olusturma oranlarina
bakil migtir.

3.2.2. Gen Transformasyonu Calismasinda Uygulanan Denemeler

3.2.2.1. Agrobacterium tumefaciens ve inokulasyon Soliisyonunun Hazirlanmasi

A. tumafaciens'in pBin m-GFP5-ER binari plazmidini tasiyan AGL-1 irki 50
mg/l kanamisin ve 30 mg/l gentamisin, 5 g/l NaCl, 5 g/l Yeast Ekstrakt, 10 g/l
Triptofan, 8 g/l agar (Sigma) iceren kat1 LB ortarmu Uizerine 6ze ile cizilerek 28 °C'de
kultdre amnmustir.

Sivi bakteri kaltortni hazirlamak icin gelismis bakteri kilttriinden 6ze ile bir
koloni alarak tip icerisinde 50 mg/l kanamisin ve 30 mg/l gentamisin bulunan sivi
LB ortamina asilanmustur.

Bu sekilde asilanan bakteri kultirt 200 devir/dk.’ da ¢alisan calkaliyicida 28
°C’ de bir gece inkibe edilmistir.
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Inkiibe edilmis bakteri soliisyonundan 500-600 pl alinarak igerisinde 50 mg/I
kanamisin ve 30 mg/l Gentamisin iceren taze sivi LB ortamina asilanmis ve 200
devir/dk.’da 4 saat kilttre alinmustr.

Bu sekilde hazirlanan taze bakteri slispansiyonu transformasyonda
kullamlmadan 6nce 2000 devirde 20 dakika santrifllj edilerek, tlp dibinde bakteri
cokeltisi elde edilmis ve bu ¢okeltinin Uzerindeki faz alinmustir.

Faza 20 mg/l asetosringon iceren sivi MS ortami ilave edilerek
transformasyon icin gerekli olan bakteri yogunlugu spektrofotometride okunarak,
550-600 nm'’ de optik yogunluk 0.5’ e ayarlanmustir.

3.2.2.2. Eksplantlarin Agrobacterium tumefaciensile inokulasyonu

Eksplantlarin Agrobacterium tumefaciens ile transformasyonunda iki farkl:
deneme uygulanmustir. Her iki uygulamada da kullanilan transformasyon yontemi
Tabei ve ark. (1998)’ ndan gelistirilmistir.

3.2.2.2.1 Eksplantlarin Bakteri Kiiltiri ile Inokulasyonundan Once
Reenerasyon Ortaminda K tiltiire Ahinmas

In vitro’'da gimlendirilmis 4 gunluk fidelerin 3.2.1.4.1 béluminde agiklanan
sekilde kesilmesi ile hazirlanan kotiledon eksplantlari antibiyotik icermeyen
rejenerasyon ortam (0,5 g/l MES, % 3 sakkaroz, 1 mg/l BA, 1mg/l 1AA, 200 uM
asetosiringon ve % 31Uk phytagel iceren), Uzerinde karanlik ortamda 25-26 °C'de 2
gun suresince kdltire alinmustir. 2. ginin sonunda eksplantlar rejenerasyon
ortamindan alinarak 3.2.2.1'de belirtildigi gibi hazirlanmis olan Agrobacterium
tumefaciens'in  inokulasyon solisyonunda 10 dakika bekletildikten sonra
eksplantlarin whatman no:1 filtre kagidi Gzerine yayilmasi ile solisyonun fazlast
ainmis ve aynmi igerikli ortamda 2 gun karanhikta 25 - 26° C' de kdlttrde
birakilmiglardir. Eksplantlar daha sonra MSO ¢ozeltisi (M S tuzlar1 + % 3 sakkaroz +
200 uM Asetosiringon) ile 3 defa yikandiktan ve ¢ozeltinin fazlas: filtre kagidi ile
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elimine edildikten sonra, eksplantlar, kanamisin ve karbenenisilin iceren seleksiyon
ortam Uzerinde 16 saatlik fotoperyodda 25-26 °C’ de 4 haftada bir yenilenmek tzere
8 haftalik kultire alinmistir. Tomurcuk ve sirgin olusturan eksplantlarda GFP
ifadesi (eksprasyonu) el UV'si ile karanlik ortamda 365nm 1sikta tespit edilmistir.

3.2.2.2.2 Eksplantlarin Bakteri Kiiltiri ile Inokulasyonundan Sonra
Reenerasyon Ortaminda K tiltiire Ahinmas

In vitro'da cimlendirilmis 4 gunlik fideler 3.2.2.1'de belirtildigi gibi
hazirlanmis olan Agrobacterium tumefaciens inokulasyon soltisyonunu igeren petri
kabi icinde kesilerek hazirlanmis eksplantlar aym solisyon icinde 10 dakika
bekletildikten sonra soltisyonun fazlasi, whatman no:1 filtre kagidi ile alinmistir. Bu
sekilde dokunun vyaralandigi anda bakterinin dokuya girmesi hedeflenmistir.
Eksplantlar, 0,5 g/l MES, % 3 sakkaroz, 1 mg/l BA, 1mg/l IAA, 200 uM
asetosiringon ve % 3'lUk phytagel iceren, antibiyotik icermeyen rejenerasyon ortami
Uzerinde karanlik ortamda 25-26 °C’de 2 gun kiltire alinmustir. 2. glinin sonunda
eksplantlar rejenerasyon ortamindan alinarak MSO c¢ozeltiss (MS tuzlari + % 3
sakkaroz + 200 uM Asetosiringon) ile 3 defa yikanarak, ¢ozeltinin fazlasi filtre
kagidi ile uzaklastirilmis 2025 ml kanamisin ve karbenisilin eklenmis seleksiyon
ortamu iceren 9 x 15 cm ebatlarindaki petrilerde 16 saatlik fotoperyodda 25-26 °C’ de
4 haftada bir yenilenmek Gzere 8 haftalik kiltire alinmustir. Tomurcuk ve slirgin
olusturan eksplantlarda GFP ifadesi (eksprasyonu), € UV’si ile karanlhik ortamda
254/365nm 151k yogunlugunda tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Kotiledon Eksplantlarinin Antibiyotiksiz Rejenerasyon Ortami Uzerine
Y erlestirilmesi
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Sekil 3.5. Gen Aktarilmis Eksplantlarin Seleksiyon Ortamina Y erlestirilmesi

3.3. igatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS for Windows paket programinin 14.0
versiyonu kullanilmistir. Analizlerde olusum oranlarimi karsilastirmak amaciyla ki
kare test istatistigine bagvurulmustur. 2x2 tablo karsilastirmalarinda SPSS paket
program tarafindan hesaplanan Fisher’s Exact test sonucu dikkate alinmistir. TUm
testlerde 6nem diizeyi 0.05 alinmustr.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.  Tohumlarin sterilizasyonu

Tohumlarin sterilizasyonunda Kontaminasyon sorunu ile karsilasiimadigi icin
ylzey sterilizasyonu yeterli olmustur. Bunun icin sterilizasyonda farkli yontemlere
bagvurulmamustir.

4.2.  Uygun Bitki Regenerasyon Ortaminin Belirlenmes

Hiyar bitkisi ile yapilmigs pek ¢ok rejenerasyon calismasinda, 4 gunlik
fidelerden ainan eksplantlarin  kullanilmast  sebebiyle, uygun  hormon
kombinasyonun tespiti amaci ile yapilmis bu uygulamada da, 4 gunlik fidelerden
elde edilmis olan kotiledon ve hipokotil eksplantlart kullamlmistir. Kotiledon ve
‘flamingo bill" eksplantlari, BAP, IAA ve Zeatin hormonlarimin farkli konsantrasyon
ve kombinasyonlarin (Cizelge 3.2) igeren MS rejenerasyon ortamu Uzerinde, 8 hafta
kiltdre alinarak, olusan tomurcuk ve slirgiin sayilarina ait veriler, cizelge 4.1'de
verilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli Hormon Konsantrasyon ve Kombinasyonlarinda Kotiledon ve
Flamingo-Bill Eksplantlarindan Elde Edilen Tomurcuk Ve Siirgiin Olusum Sayilari

) Flamingo-hill
Kotiledon eksplanti
eksplant:

Kullanilan Kullanilan o o
o Tomurcuk  Sirgin - Tomurcuk  Slirgiin
bitki blyime  Konsantrasyonlari  eksplant

olusumu  olusumu  olusumu  olusumu

duzenleyicileri sayisi*
BAP 0 mg/l 60 2 0 0 0
BAP 1 mg/l 60 28 3 30 3
BAP 2mg/l 60 32 24 34 6
ZEATIN 0 mg/l 60 0 0 0
ZEATIN 1 mg/l 60 26 9 8 1
ZEATIN 2mg/l 60 29 12 9 3
IAA 0 mg/l 60 0 0
IAA 1 mg/l 60 0 0
IAA 2 mg/l 60 0 0
BAP+IAA 1mg/l + 1 mg/l 60 45 36 32 7
BAP+IAA 1 mg/l +2mgl/l 60 22 5 12 2
BAP+IAA 2mg/l + 1 mg/l 60 58 49 29 9
BAP+IAA 2mg/l + 2 mg/l 60 15 2 5 0

Uygulama sonucunda hem kotiledon hem de ‘flamingo bill’ eksplantlari
bakimindan O ve 1 mg/l BAP igeren MS rejenerasyon ortaminda kiltire alinan
toplam eksplant sayisinin yart oraninda tomurcuk olusumu gozlenirken sirgin
olusumunun yok denecek kadar az oldugu tespit edilmistir. Gambley ve Dodd (1990)
tarafindan yapilan rejenerasyon calismasinda, 0,5 ve 1 mg/l BAP iceren MS
ortamindan %100 oramnda surgin; 2 mg/l BAP ortamindan ise % 50 oraminda
sirgiin elde edilmistir. iki arastrma arasindaki farkin, bilimsel calismalarla
rejenerasyon kapasitesi Uzerine 6énemli etkisi oldugu ispatlanmis genotip farkindan
kaynaklandigi distinilmektedir (Molina ve Nuez, 1995a).

Yine yalmz 2 mg/l BAP igeren MS ortaminda kultire alinmis olan kotiledon
eksplantlart GUzerinde % 53 oraminda tomurcuk olusumu gozlenirken, bu

tomurcuklarin % 75’inin sirgine dondstigl gozlenmistir. Ayni ortam Uzerinde
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‘flamingo bill” eksplantlar1 kiltire alindiginda tomurcuk olusumunun yiksek (%57)
oldugu fakat stirgtin olusum oraninin % 17’ ye disttigt gozlenmistir.

BAP konsantrasyonlarina gore tomurcuk olusumu, hem kotiledonda hem de
flamingo-bill eksplantinda degismektedir. Ortama BAP 1n eklenmesi ile olusumun
arttig1 istatistiksel olarak gosterilmistir (Her iki durum icin de p<0.001). Ancak BAP
konsantrasyonun 1 veya 2 mg/l olmasi, her iki eksplantta da tomurcuk olusumunu
istatistiksel dizeyde 6nemli olacak sekilde arttiramamustir (p=0.584 ve p=0.583).
Burada dikkat gekici bir durum, kotiledonda 2 mg/l BAP kullamminin tomurcuktan
sirguin olusumunu istatistiksel olarak dnemli olacak sekilde arttirdigidir (p<0.001).
Ancak bu durum ‘flamingo-bill” eksplantinda saptanmamuistir (p=0.483). Elde edilen
bulgularin grafiksel degerleri Sekil 4-1'de verilmistir.

Zeatin hormonunun 1 mg/l kullamldig: uygulamada, kotiledon eksplantlarinin
% 43 oraninda tomurcuk ve bu tomurcuklarin % 35 oraninda stirgiin olusturdugu;
2mg/| kullanildig1 uygulamada ise % 48 oraninda tomurcuk olusumu ve % 41 sirgiin
olusumu go6zlenmistir. ‘Flamingo bill’ eksplantlar1 Zeatin iceren ortamda kilttire
alindiginda 1mg/I’lik dozunda % 13 oramnda tomurcuk olusumu ve % 12.5 sirgiin
olusumu gozlenirken; 2 mg/l Zestin iceren MS ortaminda % 15 tomurcuk olusumu
ve % 33 slirgtin olusumu gozlenmistir (stirgin olusum oranlar: tomurcuktan gelismis

siirgiin sayi1sim vermektedir).
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40—
B Kotiledon Tomurcuk
@ Kotiledon Sirgiin
O Flamingo-Bill Tomurcuk —
B Flamingo-Bill Stirglin
30— —
<
0 20
10
oL ] l

I I I
0 mgl/l 1 mg/l 2 mg/l

BAP Konsantrasyonlari

Sekil 4.1. Kotiledon ve ‘ Flamingo bill" Eksplantlarindan BAP in Farkl
Konsantrasyonlarindan Gelisen Tomurcuk Ve Bunlardan Gelisen Strgin Olusum
Sayilar

Zeatin'in 1 veya 2 mg/l dozlar1 kullanmldiginda, BAP a benzer sekilde sonug
verdigi, tomurcuk olusumunun iki eksplant tirinde de arttig: istatistiksel olarak
gogerilmistir (p<0.001 ve p=0.005). Ancak konsantrasyonun 1 veya 2 mg/l
olmasinin olusacak tomurcuk sayisim degistirmedigi tespit edilmistir (p=0.714 ve
p=0.999). Kotiledon eksplantlar1 kullanildiginda 1 ve 2 mg/l Zeatin iceren MS
ortamindan yiksek oranda tomurcuk elde edilmis fakat bu tomurcuklarin bir kismi
surgine dontsmustdr. *Flamingo-bill’ eksplantindan ise elde edilen siirgiin olusum
orant yok denecek kadar dustktir (1Img/l Zeatin igin % 1.7 strgin; 2 mg/l Zeatin
icin, % 5 siirgiin). 0 mg/l Zeatin iceren ortamlarda tomurcuk olusmadigindan siirgtin
de gozlenememistir. Dolayisiyla kontrol degeri olan 0 mg/l ile 1 ve 2 mg/l Zeatin
konsantrasyonlarim siirgiin olusumu yoniinden karsilastirmak mutmkin olamamustir.

Zeatinin 1 ve 2 mg/l'lik konsantrasyonlar: karsilastirildiginda ise olusan strgin

40



4. BULGULAR VE TARTISMA Sinem SERBEST-KOBANER

sayilar: istatistiksel olarak benzer bulunmustur (p=0.782 ve p=0.576). Sekil 4-2'de
elde edilen sonuclar gosterilmistir.

30— [ Kotiledon Tomurcuk

[ Kotiledon Siirgiin

O Flamingo-Bill Tomurcuk
25— [l Flamingo-Bill Stirgtin

20—

Sayi

10+

N - B

I I
0 mgl/l 1 mgll 2 mg/l

ZEATIN Konsantrasyonlari

Sekil 4.2. Kotiledon ve ‘ Flamingo bill" Eksplantlarindan Zeatin’in Farkli
Konsantrasyonlarindan Gelisen Tomurcuk ve Bunlardan Gelisen Stirgiin Olusum
Sayilar

Kotiledon eksplantlari kullamldiginda, BAP ve Zeatin hormonlarinin tiim
konsantrasyonlarinda benzer sayida tomurcuk olusumu gézlenirken (p>0.05), secilen
hormon ve bunun konsantrasyonu, kotiledon eksplantlarinda, tomurcuktan siirgiin
olusumuna etki etmistir. Buna gore kotiledon eksplant: i¢in 32 tomurcugun 24’ inde
(%75) sirgin olusumu ile 2 mg/l BAP, Zeatin'e gore daha Ustiin bulunmustur
(p<0.001). 1 mg/l BAP uygulamas: ile 2 mg/l BAP uygulamas: kotiledonda
tomurcuk olusumu yontinden benzer bulunurken, siirgiin olusumu yoéntnden 2 mg/|
BAP uygulamasi, 1 mg/l BAP uygulamasindan daha Ustin bulunmustur. (p<0.001)
Flamingo-bill eksplantinda ise durum biraz farklidir. Burada tomurcuk olusumu,
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BAP ve Zeatin'in farkli konsantrasyonlarina gore degisim gostermektedir (p<0.001).
Kotiledona benzer olarak 2 mg/l BAP, Zeatin’in tim konsantrasyonlarina gore 6n
plandadir. Sirgin olusumu ise tim uygulamalarda benzer bulunmustur. BAP ve
Zeatin'in farkli konsantrasyonlardaki tomurcuk ve siirgiin olusum sayilar: kotiledon
eksplanti icin Sekil 4-3'te, flamingo-hill eksplanti icin ise Sekil 4-4'te verilmistir.

40— Kotiledonda Olusum
B Tomurcuk
& siirgiin

30—
8 20-
10—

0 |

BAP 1 Mg/l ZEATIN1 Mg/l BAP 2 Mg/l  ZEATIN 2 Mg/l
Duzenleyiciler

Sekil 4.3. BAP ve Zeatin'in Farkli Konsantrasyonlarimin Kotiledon Eksplantinda
Tomurcuk Olusumu ve Bunlardan Gelisen Siirgiin Sayisi Uzerine Etkisinin
Karsilastirilmasi
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404 Flamingo-billde Olusum
O Primordium M Surgun
30 — N
& 2-
10
[] H I H i
0 T o T T

BAP 1 Mg/l ZEATIN1 Mg/l BAP 2 Mg/l ZEATIN 2 Mg/l
Duzenleyiciler

Sekil 4.4. BAP ve Zeatin'in Farkl: Konsantrasyonlarinin Flamingo-Bill Eksplantinda
Tomurcuk Olusumu ve Bunlardan Gelisen Stirgiin Sayisi Uzerine Etkisinin
Karsilastirilmasi

IAA’In 0, 1, 2 mg/l dozlarin igeren M S ortaminda kultire alinan kotiledon ve
‘flamingo bill" eksplantlarinda tomurcuk ve sirgin olusumu gozlenmezken,
eksplantlarin proksimal kesim bdlgelerinden 1AA’in artan dozlari ile birlikte artan
kok olusumu gozlenmistir. BAP+IAA’in farkli kombinasyonlar1 denendiginde
tomurcuk ve sirgun olusum orammin arttigr (Img/l BAP+1mg/l 1AA; 2mg/l
BAP+1mg/l IAA) saptanmustir. Tabel ve ark. (1998), C.metuliferus kotiledonlarindan
en yuksek rejenerasyon frekansint (% 92.5) 1 mg/l BAP+0,2 mg/l 1AA igceren MS
ortamindan elde ettiklerini bildirirken, Novak ve Dolezelova (1982)'min hiyar
kotiledonlar: ile yaptiklari galismada; 1AA’in yalmz kullammminda kok olusumunu;
fakat Kinetin veya BAP sitokininleri ile birlikte kullamildiginda, kallus olusumunu
tesvik ettigini rapor etmislerdir. Abrie ve Staden (2001), tarafindan c¢esitli Cucurbit
turlerinde yapilmis rejenerasyon calismasinda ‘Ashley’ hiyar gesidine ait kotiledon
parcalari, 5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l IAA iceren MS ortaminda kilttre alindiginda
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adventif slirgiin olusumunun saglandig: bildirmistir. Gambley ve Dodd (1990), oksin
varliginda organogenesisin tamamen durdugunu rapor etmislerdir. Tabei ve ark.
(1998); Novak ve Dolezelova (1982); Abrie ve Staden (2001)'nin bulgular,
arastirma bulgularimizi destekleklerken, Gambley ve Dodd (1990)’un ¢alismasi bu
calisma ile ters dismektedir.

BAP ve IAA kombinasyonlarindaki farkli konsantrasyonlar sonucu,
flamingo-bill  eksplantinda sirgiin  olusumu  disindaki  tim  olusumlarda
konsantrasyonlardaki degisim, sonucu etkilemistir. Buna gore kotiledonda tomurcuk
olusumu BAP 1 mg/l + IAA 2 mg/l ve BAP 2 mg/l + IAA 2 mg/l konsantrasyonlari
benzer (p=0.235) diger tim Kkarsilastrmalar ise istatistiksel olarak farkli
bulunmustur. Kotiledonda tomurcuk olusumuna gore bir siralama yapmak gerekirse,

1. BAP 2 mg/l + IAA 1 mg/l

2. BAP 1 mg/l + IAA 1 mg/l

3. BAP 1 mg/l + 1AA 2 mg/l veyaBAP 2 mg/l + 1AA 2
sirast dogru siralama olur. Kotiledonda tomurcuktan stirgiin olusumuna bakilacak
olursa, benzer siralama su sekilde olurdu.

1. BAP 2 mg/l + 1AA 1 mg/l veyaBAP 1 mg/l +1AA 1

2. BAP 1 mg/l + 1AA 2 mg/l veyaBAP 2 mg/l + 1AA 2
Buradan da anlasilacag: gibi sirgin olusumundaki 1. siradaki iki konsantrasyon
benzer ve 2. siradaki iki konsantrasyon da benzer bulunmustur.

Flamingo-bill eksplantinda ise tomurcuk olusumu Kkotiledonda sirgiin
olusumuna benzer bulunmustur. Buna gore siralama kotiledon slrgin ile ayni
olacaktir. Yani,

1. BAP 2 mg/l + 1AA 1 mg/l veyaBAP 1 mg/l +1AA 1

2. BAP 1 mg/l + 1AA 2 mg/l veyaBAP 2 mg/l + 1AA 2

Flamingo-billde tomurcuktan sirgiin olusumu higbir konsantrasyonda farkl
bulunmamistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4-5'te verilmistir.
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60—
B Kotiledon Tomurcuk
[ Kotiledon Siirgiin
50 O Flamingo-bill Tomurcuk
B Flamingo-bill Strgiin
40—
%\ —
) 30— —
20
- I-
L HN N - M Kp
BAP 1 mg/l + IAA 1 mg/l BAP 2 mg/l + IAA 1 mg/l |

BAP 1 mg/l + IAA 2 mg/l BAP 2 mg/l + IAA 2 mg/l
Konsantrasyonlar

Sekil 4.5. BAP ve lAA’in Dort Kombinasyonunun Her Iki._EkspIant Tipinde
Tomurcuk Olusumu ve Bunlardan Gelisen Stirgiin Sayisi Uzerine Etkisinin
Karsilastirilmasi

Sekilden de gorilebilecegi gibi ortam icerisine BAP ile birlikte eklendiginde
IAA’in 2 mg/l dozunun hem kotiledon hem de ‘flamingo bill’ eksplantlarinda, siirgiin
olusumunu engelledigi tespit edilmistir. (Yesil ve bordo situnlardaki dusts dikkat
gekicidir.)

BAP ve IAA kombinasyonu ile tekli sitokinin uygulamalari arasinda da
farkliliklar saptanmistir. Buna gére kotiledonda tomurcuk olusumu, 1 mg/l BAP
verilmesi ile 1 mg/l BAP ve 2 mg/l IAA verilmesi durumunda benzer bulunmus
(p=0.355), diger durumlarda ise farkliliklar saptanmustir. Buna gore kotiledon
eksplantlarinda, tomurcuk olusumu agisindan 1 mg/l BAP + 1 mg/l 1AA ve 2 mg/I
BAP + 1mg/l IAA uygulamasinin yalmz 1 mg/l BAP uygulamasindan daha iyi
oldugu gozlenmistir (p=0.003 ve p<0.001). Ancak 2 mg/l BAP + 2 mg/l IAA
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verilmesi 1 mg/l BAP verilmesinden tomurcuk olusumu yoninden daha kotl
bulunmustur (p=0.022).

Kotiledon eksplantlarinda siirgtin olusumuna bakildiginda, 1 mg/l BAP yerine
1 mg/l BAP + 1 mg/l IAA veya 1 mg/l BAP + 2 mg/l IAA yada?2 mg/l BAP + 1
mg/l IAA verilmesinin slirgiin olusumunu arttirdig1 saptanmustir. (U¢ durum icin de
p<0.01) Ancak burada da 2 mg/l BAP ve 2 mg/l 1AA verilmesi ile 1 mg/l BAP
verilmesi arasinda fark bulunamamistir (p=0.116). Sonug olarak, 1 mg/l BAP yerine
2 mg/l BAP ve 1 mg/l 1AA verilmesi kotiledonda tomurcuk ve siirgiin olusumunu
arttirchigindan, uygulamada bunun secilmesi dogru olacaktir.

Flamingo-bill eksplantinda ise, tomurcuk olusumunda, 1 mg/l BAP verilmesi,
1 mg/l BAP + 2 mg/l IAA veya 2 mg/l BAP + 2 mg/l IAA verilmesinden daha iyi
bulunmustur. (p<0.001) 1 mg/l BAP + 1 mg/l IAA yada2 mg/l BAP + 1 mg/l IAA
verilmesi ile 1 mg/l BAP verilmesi arasinda ise fark saptanamamistir (p>0.05).
SUrgin olusumunda ise istatistiksel olarak onemli bir farklilik saptanamamustir.
Flamingo-bill eksplantinda tomurcuk olusumunda, yalmz 1 mg/l BAP
uygulamasinin, 1 mg/l BAP ile birlikte IAA verilmesinden daha iyi oldugu tespit
edilmistir. 1 mg/l BAP ile BAP + | AA kombinasyonlar: sonucu elde edilen tomurcuk

ve siirgun olusum sayilar Sekil 4-6'da gosterilmistir.
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60— Olusum

[l Kotiledonda Primordium
[ Kotiledonda Sirgiin
50— [ Flamingo-billde Primordium
[l Flamingo-billde Stirgtin

40—
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BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 2 Mg/l BAP 2 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 2 Mg/l BAP 2 Mgl
IAA 1 Mg/l 1AA2 Mg/l IAAL Mg/l IAA 2 Mg/l IAA1 Mg/l 1AA2 Mg/l IAA 1 Mg/l IAA 2 Mg/l

Duzenleyiciler

Sayi

Sekil 4.6. 1 mg/l BAP ve BAP ile |AA’in Farkli Konsantrasyon
Kombinasyonlarinda, Iki Eksplant Tipinde Tomurcuk Olusumu Ve Bunlardan
Gelisen Surgin Sayisinin Karsilastirilmasi

2 mg/l BAP uygulamas: ile BAP + IAA kombinasyonlar1 incelendiginde,
kotiledon eksplantlarindan tomurcuk olusumu yoninden, 2 mg/l BAP uygulamasi ile
1 mg/l BAP + 2mg/l IAA kullanimi benzer sonuclar vermistir (p=0.098). 2 mg/| BAP
kullamim yerine 1 mg/l BAP + 1mg/l IAA ve 2 mg/l BAP + 1mg/l IAA kullaniminin
daha avantajli oldugu gozlenmistir (p=0.022 ve p<0.001). Ancak 2 mg/l BAP + 2
mg/l IAA uygulamast 2 mg/l BAP'tan daha disuk oranda tomurcuk olusumuna
neden olmustur (p=0.003). Surgln olusumu incelenecek olursa tomurcuktan olusan
sirgin sayist agisindan 2 mg/l BAP ortamindan yiksek oranda sirgin elde
edilmistir.  Ancak, 1 mg/l 1AA valiginda reenerasyon kapasitesinin
(tomurcuk+stirgiin) arttigi gbzlenmistir. ‘Flamingo bill’ icin ise en uygun ortamin 2
mg/l BAP oldugu gbzlenmistir. Sekil 4.7’ de sonuclar gosterilmistir.

47



4. BULGULAR VE TARTISMA Sinem SERBEST-KOBANER

60— Olusum
[l Kotiledonda Primordium O Flamingo-billde Primordium
[ Kotiledonda Surguin [ Flamingo-billde Siirgiin

Sayi
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BAP 2 Mg/IBAP 1 Mg/IBAP 1 Mg/IBAP 2 Mg/IBAP 2 Mg/IBAP 2 Mg/IBAP 1 Mg/IBAP 1 Mg/IBAP 2 Mg/IBAP 2 Mg/l
IAA 1 Mg/l 1AA 2 Mg/l IAA 1 Mg/l 1AA 2 Mgl IAA 1 Mg/l 1AA 2 Mg/l IAA 1 Mg/l 1AA 2 Mg/l

Duzenleyiciler

Sekil 4.7. 2mg/l BAP ve BAP ile |AA’in Farkli Konsantrasyon
Kombinasyonlarinda, Iki Eksplant Tipinde Tomurcuk Olusumu Ve Bunlardan
Gelisen Surgin Sayisinin Karsilastirilmasi

Zeatin konsantrasyonlar: ile BAP + |AA kombinasyonlar: karsilastirildiginda
dal mg/l BAP + 1 mg/l IAA ile 2 mg/l BAP + 1 mg/l IAA kombinasyonlarimin her
iki eksplanta da Zeatin'in tim konsantrasyonlarindan dsttin oldugu gorulmastr (tim
karsilastirmalarda p<0.001). Bu durum kotiledon eksplantinda tomurcuktan sirgtin
olusumunda da devam etmektedir (p<0.001). Ancak flamingo-bill eksplantinda
Zeatin ve BAP + IAA kombinasyonlar: benzer sonuglart almistir. 1 ve 2 mg/l Zeatin
ile BAP + |AA kombinasyonlarini sonuglar: Sekil 4-8 ve 4-9'da verilmistir.
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60—

Olusum
[ Kotiledonda Tomurcuk O Flamingo-billde Tomurcuk
[H Kotiledonda Siirgiin [l Flamingo-billde Siirgiin
50—

40
c% 30—
20
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ZEATIN1 BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 2 Mg/l BAP 2 Mg/l ZEATIN1 BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 2 Mg/l BAP 2 Mg/l
Mg/l IAA1Mg/ll IAA2Mg/l IAA1Mg/l IAA2Mgll Mgl IAA1Mgl IAA2 Mg/l IAAL Mgl IAA 2 Mg/l

Duizenleyiciler

Sekil 4.8. 1 mg/l Zeatin ve BAP ile IAA’in Farkli Konsantrasyon
Kombinasyonlarinda, Iki Eksplant Tipinde Tomurcuk Olusumu ve Bunlardan
Gelisen Surgin Sayisinin Karsilastirilmasi
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60— Olusum

[l Kotiledonda Tomurcuk O Flamingo-billde Tomurcuk
[ Kotiledonda Surgin B Flamingo-billde Surgin
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ZEATIN 2 BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 2 Mg/l BAP 2 Mg/l ZEATIN 2 BAP 1 Mg/l BAP 1 Mg/l BAP 2 Mg/l BAP 2 Mg/l
Mg/l IAAL1Mg/l IAA2Mg/l IAALI Mgl IAA2Mg/l Mg/l IAA1Mg/l IAA 2 Mg/l 1AA 1 Mg/l IAA 2 Mg/l

Duzenleyiciler

o
|

Sekil 4.9. 2 mg/l Zeatin ve BAP ile IAA’in Farkli Konsantrasyon
Kombinasyonlarinda, Iki Eksplant Tipinde Tomurcuk Olusumu ve Bunlardan
Gelisen Surgin Sayisinin Karsilastirilmasi

50



4. BULGULAR VE TARTISMA Sinem SERBEST-KOBANER

Sekil 4.10. Yalmz IAA iceren MS Ortaminda K lltiire Alinmis Eksplantlardan Kok
Olusumu

Sekil 4.11. Rgjenerasyon Ortaminda Kiltire Alinmis Eksplantlardan Tomurcuk
Olusumu
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Sekil 4.12. Rglenerasyon Ortaminda Kiltire Alinmis Eksplantlardan Siirgiin
Olusumu

Sonug olarak konsantrasyon segiminde yiksek oranda tomurcuk olusumunun
yaninda bu tomurcuklardan yine yiksek oranda sirgin olusumu dikkate
alinacagindan 2 mg/l BAP ile 1 mg/l IAA kombinasyonu tercih edilmesi gereken
diizenleyici kombinasyonudur. Calismada 5 petride tekrarlanan denemeler sonucu
elde edilen bulgularin genele uyarlanmasi amaciyla Sekil 4-13'te tim sonuclara ait
ortalama olusum ylzdesi ve bu ytzdenin % 95 guiven araligi verilmistir. Bu grafikte
ilgili  dizenleyicilerin srrasiyla 0, 1 ve 2 mg/l konsantrasyonlarimin ve
kombinasyonlaraait 1 + 1, 1 + 2, 2 + 1 ve 2 + 2 mg/l konsantrasyonlarinin sonuglari
her iki eksplantta ve olusumda ayr1 ayr1 verilmistir. Grafikte gorilen kirmizi noktalar
ortalama yUzdeyi ve o ortalamamn Uzerinden gecen kirmizi gizgi ise ortalamaya ait
at ve Ust sinirlar1 vermektedir. Sekilden gortlebilecegi gibi 2 mg/l BAP ve 1 mg/I
IAA uygulamas: kotiledon eksplantinda en yiksek ortalama ylzdeye ve dar bir
guven araligina sahiptir.
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4.3.  Arastirmada Kullanilacak Olan Eksplant Kaynaginin Belirlenmes

Kim ve ak. (2000) tarafindan hiyar bitkisinde, ‘cotyledonary
hypocotil’ olarak adlandirdiklar: eksplant tipi ile yapmis olduklar: ¢alismada 1 veya 2
yarim kotiledon tastyan 2 mm uzunlugundaki hipokotil eksplantlarint 2 mg/l Zeatin
iceren M S oratmunda kilttire alarak % 80-90 oraninda rejenerasyon elde etmislerdir.
Kim ve ark.(2000)'nin anlattiklari eksplant tipi ‘flamingo bill’ eksplant tipi ile
oldukca biyuk benzerlik gostermekle birlikte, bu calismada Zeatinin farkl
konsantrasyonlart (0, 1, 2 mg/l), ‘flamingo bill’ eksplant: i¢in denendiginde dusuk
rejenerasyon tepkisi gozlenmistir. Curik (1999) tarafindan kavunda yapilmis tez
calismasinda ‘flamingo bill’ eksplant tipi, ‘Hipokotil Ucu + Yaprak Sapr’ olarak
adlandirilirken 1 mg/l BAP iceren MS ortamindan yiksek oranda rejenerasyon elde
edilmistir. Bu ¢alismada ise ‘flamingo bill’ eksplantlari, BAP 1n farkli dozlarin (0O, 1,
2 mg/l) iceren MS ortaminda kdiltire alindiginda 1 mg/l BAP konsantrasyonunda,
kiltire alinmis toplam eksplant sayisimin yari oramnda tomurcuk olusumu
gozlenirken stirgiin olusumunun yok denecek kadar az oldugu tespit edilmistir. 2
mg/l BAP igceren MS ortamindan % 57 oraminda tomurcuk olusumu ve % 17
oraninda sirgin olusumu gézlenmesi ile ‘Flamingo bill’eksplant: icin en yiksek
rejenerasyon frekansi; 2 mg/l BAP igeren MS ortamindan elde edilmistir.

En uygun eksplant tipinin segilmesi amaci ile yapilmis uygulamada denenen
bir diger eksplant tipi de Kabakgil turlerinde yaygin olarak kullamlan kotiledon
eksplantidir. 4 gunlik fidelerden elde edilmis kotiledonlarin yalmz proksimal
kisimlar: kullamlmistir. Kotiledonlarin distal kisimlarimin alinmamasinin - sebebi,
rejenerasyon Uzerine proksimal kisimlarin olumlu etkisini gosteren pek ¢ok arastirma
bulunmasidir (Ali ve ark., 1991; Mohiuddin ve ark., 1995; Gambley ve Dodd, 1990;
Hooymans ve ark., 1994; Mendi, 2003). Kotiledon eksplantlarindan % 97 oraminda
tomurcuk olusumu ve bu olusan tomurcuklarin % 84’ intin stirgtin olusturmast ile en
yuksek rejenerasyon kapasitesi, 2mg/l BAP + 1mg/l IAA iceren MS ortamindan
saglanmistir. Oysa ‘flamingo-bill’ eksplant tipinden elde edilmis olan en yiksek
rejenerasyon, 2 mg/l BAP iceren MS ortamindan saglanan % 57 oramnda tomurcuk

olusumu ve % 17 oramnda siirgiin olusumu ile elde edilmistir. Ayrica4.3 de verilmis
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olan deneme bulgularina gore rejenerasyon ortamimin  icerdigi  hormon
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarina gore su istatiksel veriler elde edilmistir; 1
mg/l BAP ortaminda kotiledon ile flamingo-bill eksplantlarinda tomurcuk ve siirgtin
olusumu yontinden fark bulunamamistir (p=0.855 ve p=0.999).

2 mg/l BAP ortaminda kotiledon ile flamingo-bill eksplantlarinda tomurcuk
olusumu yontinden fark bulunamamustir (p=0.855). Ancak slirgiin olusumu yoniinden
kotiledon daha Ustiin oldugu gozlenmistir (p<0.001).

1 mg/l Zeatin ortaminda kotiledon ile flamingo-bill eksplantlarinda tomurcuk
olusumu yoninden kotiledon lehine fark bulunmustur (p<0.001). Ancak sirgin
olusumu yontinden iki eksplant arasinda fark saptanamamustir (p=0.385).

2 mg/l Zeatin ortaminda kotiledon ile flamingo-bill eksplantlarinda tomurcuk
olusumu yoninden kotiledon lehine fark bulunmustur (p<0.001). Ancak sirgin
olusumu yontinden iki eksplant arasinda fark saptanamamustir (p=0.999).

1 mg/l BAP ve 1 mg/l IAA ortaminda kotiledon ile flamingo-hill
eksplantlarinda tomurcuk ve slrgin olusumu yoninden kotiledon lehine fark
bulunmustur (p=0.022 ve p<0.001).

1 mg/l BAP ve 2 mg/l IAA ortaminda kotiledon ile flamingo-hill
eksplantlarinda tomurcuk ve slrgin olusumu yoninden fark bulunamamistir
(p=0.067 ve p=0.999).

2 mg/l BAP ve 1 mg/l 1AA ortaminda kotiledon ile flamingo-bill
eksplantlarinda tomurcuk ve slrgin olusumu yoninden kotiledon lehine fark
bulunmustur (p<0.001 ve p<0.001).

2 mg/l BAP ve 1 mg/l 1AA ortaminda kotiledon ile flamingo-bill
eksplantlarinda tomurcuk olusumu yoninden kotiledon lehine fark bulunmustur
(p=0.026). Ancak siirgin olusumu yonunden iki eksplantin benzer sonuca sahip
olduklar1 belirlenmistir (p=0.999).

2 mg/l BAP ortaminda stirgin olusumu yoninden; 1 ve 2 mg/l ZEATIN
ortamlarinda tomurcuk olusumu yoniinden; 1 mg/l BAP+1 mg/l IAA, 2 mg/l| BAP+1
mg/l |AA ve ayrica 2 mg/l BAP+1 mg/l IAA ortamlarinda hem tomurcuk hem de
siirgiin olusumu yonuinden kotiledon eksplantimin flamingo-bill eksplantindan Gsttin
oldugu istatiksel olarak tespit edilmistir. Bu bulgularin 1s1iginda, % 84 oramnda
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surgin gelisimi ile kotiledon eksplantlarinin ‘flamingo bill” eksplant tipine gore daha
avantgjli oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple sonraki uygulamalarda ve gen
transformasyonu uygulamalarinda kotiledonlarin proksimal kisimlarr eksplant tipi
olarak kullanilmustir.

Sekil 4.14. “Flamingo Bill” Tipi Elde Edilmis Eksplanttan Strgin Gelisimi
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Sekil 4.15. Kotiledonlarin Proksimal Bélgelerinden Alinan Eksplantlardan Stirgiin
Geligimi

Sekil 4.16. 2mg/l BAP + 1 mg/l IAA Igeren Rejenerasyon Ortaminda Kotiledon
Eksplantindan Strgtin Gelisimi
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4.4. Reenerasyon ve Gen Transformasyonunda Kullanllan En Uygun Fide
Y asinin Belirlenmes

4.2 ve 4.3'te verilmis olan bulgularin 1siginda fide yasinin belirlenmesi
uygulamasinda, siirgiin gelistirme ortami olarak; 2mg/l BAP+1mg/l IAA iceren MS
ortami kullanilirken eksplant tipi olarak kotiledonlarin proksimal bolgeleri
kullanilmusgtir. In vitro ortamda cimlendirilmis farkli yastaki fidelerden alinan
kotiledon eksplantlarindan alinan rejenerasyon sonuglart  Cizelge 4.1'de
gosterilmistir.

Cizelge 4.2. In vitro Ortamda Cimlendirilmis Farkl: Y astaki Fidelerden Alinan
Kotiledon Eksplantlarindan Alinan Rejenerasyon Sonuglari

Cimlendirme  Kullamlan stirgiin gelistirme  Kullanllan ~ Tomurcuk  Sirgin

siiresi (Guin)®  ortami® ve Konsantrasyonu  eksplant olusumu olusumu
say1s”
0 BAP 2 mg/l + IAAL mg/l 48 2
o° BAP 2 mg/l + IAA1 mg/l 48 7
1 BAP 2 mg/l + IAAL1 mg/l 48 12 7
BAP 2 mg/l + IAAL1 mg/l 48 23 14
4 BAP 2 mg/l + IAAL1 mg/l 48 36 33

a

Cimlendirme ortamu olarak bitki blyltme dizenleyicisi icermeyen bazal MS ortam
ile katilastirict olarak AGAR (Sigma) kullanilmustir.

P On denemeler is1ginda en yiksek siirgiin olusum frekansini gosteren siirgiin
gelistirme ortami ve konsantrasyonlar: segilmistir.
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 Bu gruptaki eksplantlar, steril edildikten sonra 24 saat siire ile steril didistile su
icerisinde karanlikta bekletilen hiyar bitkilerinin tohumlarinin  kotiledonlarimin
kesilmesi ile elde edilmistir.

9 Eksplantlar her petriye 12 tane gelecek sekilde 4 petride kiltiire alinmislardir.

Cizelge 4.3. In vitro ortamda ¢imlendirilmis farkl: yastaki fidelerden alinan kotiledon
eksplantlarindan alinan rejenearsyon kapasitelerine ait p degerleri

Gunler Tomurcuk olusumu Slrguin olugumu
0. giin - 0. gin* 0.159 > 0.999
0. gin—1. gin 0.007 0.462
0. gun—2. glin <0.001 0.183
0. gin—4. gin <0.001 0.014
0. gin* — 1. giin 0.306 0.350
0. gin* — 2. giin 0.001 0.204
0. gin* — 4. gin <0.001 0.001
1. gin—2. gin 0.033 > 0.999
1. giin—4. gun <0.001 0.017
2.gin—4. gin 0.011 0.007

0. gun* : Bu gruptaki eksplantlar, steril edildikten sonra 24 saat sire ile steril
didestile su igerisinde karanlikta bekletilen hiyar bitkilerinin - tohumlarinin
kotiledonlarimin kesilmesi ile elde edilmistir.

Cizelge 4.2°den de gorulebildigi gibi, tomurcuk ve sirgin olusumu ile
kotiledon eksplantlarinin elde edildigi fidelerin cimlendirme ortaminda kaldiklari
gun arasinda dogrudan fark bulunmustur. Tomurcuklardan olusan sirginlere
bakacak olursak, 0.glin, 0.gin* (24 saat), 1.gun ve 2.gun slrgin olusumu istatistik
olarak aym iken 4.gin bu 6lciimlerden farkl: bulunmustur. En yiksek tomurcuk ve
siirguin olusumunun, ¢gimlendirme ortaminda 4 giin kalan fidelerden saglandig: tespit
edilmistir (Sekil 4.15). Hooymans ve ark. (1994), 3-5 gunlik hiyar fidelerinden %
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100; Kim ve ark. (2000), yine 3-5 gunlik fidelerden % 80-90 rejenerasyon elde
ederken her iki arastirmaci grubu da, daha geng ve yasli fideler kullarildiginda
rejenerasyon kapasitesinin distuguni bildirmislerdir. Arastirmacilarin bulgulari, bu
arastirma sonuclari ile uyum gostermektedir. Sonraki rejenerasyon ve gen

transformasyonu ¢alismalar1 bu bulgu siginda yarttalmastor.

40 Olusum
B Primordium
[ Siirgiin

Sayi

0. gun 0. gun*** 1. gln 2.gun 4. gun
Gunler

Sekil 4.17. In vitro Ortamda Cimlendirilmis Farkl1 Y astaki Fidelerden Alinan
Kotiledon Eksplantlarininin Rejenerasyon Kapasiteleri
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45. Regenerasyon Ortaminda Kullamlacak  Katilastirica ~ Maddenin

Bdirlenmes

Rejenerasyon ve gen calismalarinda kullamlacak rejenerasyon ortamlar: icin
uygun katilastirict maddeyi saptamak amaci ile kullanilan iki farkli jel yapici madde
(Agar ve Phytagel) ile ilgili olarak elde edilen veriler, istatiksel olarak

degerlendirilmis ve buna ait ylzde ve p degerleri asagida verilmistir.

Cizelge 4.4. Agar veya Phytagel iceren ortam Uzerindeki eksplantlarin olusumlara ait

ylzde degerleri
Kullarilan Kullarilan Tomurcuk Vitrifikasyon
o Surgln olusumu
katilastirici tipi - eksplant sayist  olusumu (Camlasma)
AGAR 48 19 (%39.6) 12 (%63.2) 0 (%0.0)
PHYTAGEL 48 34 (%70.8) 32 (%94.1) 7 (% 14.6)

Cizelge 4.5. Agar veya Phytagel igeren ortam Uzerindeki eksplantlarin rejenerasyon
kapasitelerine ait p degerleri

Tomurcuk olusumu | Slrgun olusumu igin p degeri
icin p degeri

AGAR - PHYTAGEL ‘ 0.004 ‘ 0.007

Katilastirict

Cizelge 4.4'te verilen tabloya ve cizelge 4.5'te verilen p degerine goére
phytagel kullanimi ile tomurcuk olusumu daha yiksek olmus ve bu fark istatistiksel
olarak dnemli bulunmustur. Benzer durum sirgiin olusumu igin de saptanmustir.
Bunaait veriler Cizelge 4.4'te verilmistir.

Verilere ait grafik, sekil 4.18 de verilmistir. Grafikten de anlasilacag: gibi
phytagel kullammu ile elde edilen tomurcuk orami, ortam igeriginde agar
kullanildiginda olusan tomurcuk oranindan yuksektir. Ayrica, phytagel kullamminda
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olusmus tomurcuklarin sirgin olusturma kapasiteleri agar kullanmmmindan daha
yuksek bulunmustur. Phytagel kullammminda vitrifikasyon (camlasma) oram artmis
olsa da genel rejenerasyon kapasitesine bakildiginda phytagel kullamminin agar
kullanimindan daha tstiin oldugu saptanmustir.

40— Olusum
B Tomurcuk
[ Surgin
O Vitrifikasyon
30
£y
) 20—
10

AGAR PHYTAGEL
Katilastirici

Sekil 4.18. Agar ve Phytagel (Gelrite) Kullamminin Rejenerasyon ve Vitrifikasyon
Uzerine Etkisi
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Sekil 4.19. Phytagel (Gelrite) iceren Rejenerasyon Ortami Uzerinde Siirgiin
Olusumu

4.6. Gen Transformasyonu Cahsmalarinda Kullanllan Etkili Kanamisin

K onsantrasyonunun Belirlenmes

Etkili kanamisin konsantrasyonunu saptamak amaci ile kullanilan 4 farkl1 doz
(0, 50, 100 ve 200 mg/l) ile ilgili olarak elde edilen veriler, istatiksel olarak
degerlendirilmistir. Buna ait veriler ve p degerleri asagida verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkl: kanamisin konsantrasyonlarinda olusan tomurcuk-surgiin ve
beyazlasan sirgiin sayilarina ait degerler

Kullanilan Kullanilan
o Tomurcuk Sirgin
Kanamisin eksplant Beyazlagma®
olusumu olusumu
Konsantrasyonu sayisi®
0 mg/l 48 39 32
50 mgl 48 34 28°
100 mg/| 48 23 11° 19
200 mg/| 48 9 2 35
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@ Eksplantlar her petriye 12 tane gelecek sekilde 4 petride kulttire alinmuslardir.

P Stirgtinlerin normal olarak tomurcuk olusumunu takiben olusumundan sonra
bazilarinin renkleri agilmstur.

¢ Kimi eksplantta beyazlasma, eksplantin biitiiniinde gdzlenirken baz: eksplantlarda
ise kismen gozlenmistir.

Cizelge 4.7. Kanamisinin Farkl: Konsantrasyonlarin iceren Ortamlarda
Eksplantlarin Rejenerasyon Kapasitelerine Ait p Degerleri

Kanamisin Tomurcuk olusumu | Sirgin olusumu | Sararmaigin p
Konsantrasyonu icin p degeri icin p degeri degeri

0 mg/l — 50 mg/I 0.339 > 0.999 0.495

0 mg/l — 100 mg/I 0.015 0.007 < 0.001

0 mg/l — 200 mg/I < 0.001 0.001 < 0.001

50 mg/l — 100 mg/I 0.034 0.006 <0.001

50 mg/I — 200 mg/I < 0.001 0.001 < 0.001
100 mg/l — 200 mg/I < 0.001 0.252 0.002

Verilen p degerlerine gore rejenerasyon kapasitesi agisindan yani tomurcuk
olusturma yontnden 0 ve 50 mg/l ile 50 ve 100 mg/l arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunmazken, bunun disindaki konsantrasyon Kkarsilastirmalari
tomurcuk olusturma bakimindan istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Sekil
4.18.'deki grafikten de anlasilacag: gibi rejenerasyon ortamina eklenen kanamisin
konsantrasyonu arttirildik¢a olusan tomurcuk sayisi azalmaktadir. Strgin olusum
oranina baktigimizda, 0 ve 50 mg/l ile 100 ve 200 mg/l arasinda surgiin olusumu
yonunden igtatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamamistir. Yine kanamisin
konsantrasyonun ortamda arttirilmasi, stirgiin sayisinin diismesine sebep olmustur.

Eksplantlardaki beyazlasma ile ilgili verilere bakildiginda, durumun daha
farkli oldugu gozlenmektedir. Kanamisinin O ve 50 mg/l konsantrasyonlar
uygulandiginda beyazlasma miktarimn ayni oldugu gozlenirken, konsantrasyon
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arttirildikga beyazlasma miktarinin istatistiksel olarak 6nemli olacak sekilde arttigi
tespit edilmistir. Bu durum sekil 4.21’ de gosterilmistir.

40— Olusum
B Tomurcuk
[ sargin

0 mg/l 50 mg/l 100 mg/l 200 mg/l
Kanamisin Konsantrasyonu

Sekil 4.20. Rglenerasyon Ortaminda Bulunan Kanamisin Konsantrasyonun
Tomurcuk ve Strgiin Olusumuna Ait Etkisi
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Kanamisin Konsantrasyonu

Sekil 4.21. Rejenerasyon Ortaminda Bulunan Kanamisin Konsantrasyonun
Tomurcuk ve Sirgin Olusumu ile Beyazlasma Uzerine Etkisi

Sekil 4.22. Kanamisin Varliginda Beyazlasan Tomurcuk ve Siirgiin Olusumu
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4.7. Eksplantlarin Agrobacterium tumefaciens ile inokulasyonu ve Gen
Transformasyonu

Agrobacterium tumefaciens ile gen transformasyonunda, rejenerasyon
denemelerine ait bulgu ve sonuglarin 1s1ginda; 4 gunlik fidelerin kotiledonlarinin
proksmal bdlgelerinin alinmas: ile elde edilmis bitki pargalari, eksplant kaynagi
olarak kullanlirken, kotiledon eksplantlari icin en yiksek organogenesis oranmi
saglayan rejenerasyon ortam kullanilmistir. Gen transformasyonunda MS tuzlari ve
MS vitaminleri ile 2 mg/l BAP, 1 mg/l IAA, 20 mg/l asetosiringon, 0,5 g/l MES, %3
Sakkaroz ve %0,3 Phytagel iceren rejenerasyon ortami kullanmilmstir.

Agrobacterium tumefaciens ile gen transformasyonunda iki yodntem
denenmistir. Kesim sirasindaki inokulasyon ile kesimden sonra rejenerasyon
ortaminda kiltire alinan ve 2 giin sonunda bakteri soltisyonu ile inokule edilmesi
elde edilen transformant olusumu ile kesimden iki giin sonraki inokulasyon ile elde
edilen transformant olusumu istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p=0.011). Buna
gore kesim sirasindaki inokulasyon ile daha cok transformant olusmustur. Elde
edilen bulgular ve p degeri Cizelge 4.8 *de verilmistir.

Cizelge 4.8. Kesim Sirasinda ve Sonrasinda Inokule Edilen Eksplantlardan Elde
Edilmis Transformant Sayisina Ait p Degerleri

Kullanilan eksplant

Inokulasyon Transformant Olusumu  p degeri
say1st
Kesim sirasinda 100 56
0.011
Kesimden iki giin sonra 100 37
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100

B Tranformant olusumu

60—

Sayi

40—

20—

Kesim sirasinda Kesimden iki gliin sonra
Inokulasyon

Sekil 4.23. Kesim Sirasinda ve Sonrasinda Inokule Edilen Eksplantlardan Elde
Edilmis Transformant Olusumu

Trangenik eksplant elde etmek amaciyla 4 gunltk fidelerden elde edilmis
kotiledon eksplantlarinin 3.2.2.1'de anlatildig: gibi hazirlanan bakteri inokulasyon
solisyonu igerisinde kesilerek bu sollsyon icinde 10 dakika bekletildiginde,
transformant olusumu agisindan kesilmeden Once 2 gin karanlikta, rejenerasyon
ortaminda kulttire alinmig eksplantlarin inokulasyon soltisyonunda bekletilmesinden
daha avantajli oldugu gozlenmistir. Gafni ve ark.(1995); Creasap ve ark. (2005)' min
yapmis olduklar1 arastirmalar sonucunda, rejenerasyon ortamu igerisinde oksin
hormonu varliginin Agrobacterium tumefaciens ile gerceklestirilen transformasyon
(gen aktarimi) calismalarinda avantaj sagladig bildirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
rejenerasyon ortam iceriginde oksin olarak IAA kullamlmistir. Ortamda 1AA
varlhigimin  rejenerasyon  kapasitesini arttrdigi tespit  edilirken,  gen
transformasyonunda da Ustinlik sagladigi distnulmektedir. Seleksiyon ortam
Uzerinde gelisen tomurcuk ve sirgiinlerde mGFP5-ER gen ifadesi (eksprasyon), yesil
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floresan proteininin 254/365 nm UV altinda fosforlu yesil renk vermesi ile oldukca
erken zamanda, dokuya zarar vermeden tespit edilebilmistir. Transgenik dokular,
eksplantlarin seleksiyon ortamina alinmasindan 2-3 hafta sonra el uv’si ile gorsel
olarak tespit edilmistir. Elde edilmis olan transgenik tomurcuk ve kallus yapilarinin
surgine donusmedigi gozlenmistir.

Sekil 4.24. GFP Geninin ifade Oldugu Kotiledon Eksplantlar:
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Sekil 4.25. El UV’si Altinda Eksplantin Kesilmesi ile Elde Edilen Parcalarda GFP
Gen ifadesi

Sekil 4.26. Parcalara Bolunmis Kotiledon Eksplantinda GFP geninin ifadesi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Hiyar bitkisinde etkili bir rejenerasyon ve gen transformasyonu yontemi
olusturmak amaci ile yapilmis olan ¢alismadan elde edilen sonuclar ve bu sonuglara
karsilik getirilen oneriler asagida siralanmustir.

Rejenerasyon ve transformasyon calismalarinda kullamlacak en uygun
hormon konsantrasyonu ve kombinasyonunu belirlemek amaci ile yapilmis
rejenerasyon uygulamast iki farkli eksplant tipi icin denenmistir. Kotiledon eksplanti
icin en yuksek tomurcuk olusum frekansi (% 97), 2 mg/l BAP ve 1 mg/l IAA iceren
MS ortamindan saglanmistir. Eksplantlar Gzerinde olusmus tomurcuklardan gelisen
sirgiin olusumu ise % 84 oraninda yine 2 mg/l BAP ve 1 mg/l IAA igceren MS
ortamindan saglanmustir. *Flamingo-bill® eksplant tipinde ise en yiksek tomurcuk
olusumu, 2 mg/l BAP igeren MS ortamindan, en yuksek siirgtin ise 2 mg/l BAP ve 1
mg/l IAA iceren M S ortamundan elde edilmistir.

Arastirmada kullanilacak olan eksplant kaynaginin belirlenmesi amaci ile
yapilmis olan uygulamada; 2 mg/l BAP ortaminda siirgiin olusumu; 1 ve 2 mg/I
Zeatin ortamlarinda tomurcuk olusumu; 1 mg/l BAP+1 mg/l IAA, 2 mg/l BAP+1
mg/l |AA ortamlarinda hem tomurcuk hem de slirgtin olusumu bakimindan kotiledon
eksplantimin  flamingo-bill eksplantindan Gstiin  oldugu istatiksel olarak tespit
edilmistir. Kotiledonlarin proksimal bdlgelerinin, ¢alismada denenen tim bitki
bliytime dizenleyicileri bakimindan ‘flamingo-bill’ eksplant tipinden daha yuksek
rejenerasyon kapasitesi (tomurcuk+sirgiin olusumu) gosterdigi belirlenmistir. Hiyar
bitkisi ile yapilacak transformasyon calismalarinda yiuksek oranda organogenesis
kapasitesi gostermesi sebebi ile kotiledon eksplantlarimin proksimal bolgelerinin
kullamlmas: Onerilmistir. Sonraki arastirmalarda ‘flamingo-bill’ eksplantlarinda
rejenerasyon oranmint arttirabilmek amact ile farkl: sitokininlerin ve bunlarin farkl
konsantrasyonlarimn uygulanmasi 6nerilmektedir.

Rejenerasyon ve gen transformasyonunda kullamlan en uygun fide yasinin
belirlenmesi amaci ile yapilmis uygulamada, en yiksek tomurcuk ve strgiin olusumu
(%75-tomurcuk); (%92-stirgiin) oranlart ile hormonsuz MS ortaminda in vitro
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cimlendirilmis 4 gunltk fidelerin kesilmesi ile elde edilmis kotiledonlarin proksimal
bolgelerinden saglanmustir. Literatlirde yer alan pek ¢ok calisma ile de desteklenmesi
sebebi ile gerek rejenerasyon gerekse transformasyon calismalarinda 4 gunlik
fidelerin kotiledonlarinin kullanilmast 6nerilmektedir.

Rejenerasyon ve gen transformasyonu ¢alismasinda kullanmilacak besi ortami
katilastiricisi olarak agar ve phytagel (gelrite) denenmistir. Agar kullamminda kallus
olusumunun phytagel kullammina gore arttigi, tomurcuk olusum yiizdesinin %39.6,
slrgiin olusumunun ise %63.2 oldugu belirlenmistir. Phytagel kullamminda ise
rejenerasyon kapasitesinin artarak, %70.8 oramnda tomurcuk, %94.1 sirgin
olusumu goézlenmistir. phytagel kullamminda gelisen sirginlerde distuk oranda
(%14.6) vitrifikasyon (camlasma) gobzlense de sonraki rejenerasyon ve
transformasyon c¢alismalarinda ortam katilastiricisi olarak phytagel kullamlmustir.

Gen transformasyonu calismalarinda seleksiyon ortamina eklenecek
kanamisin konsantrasyonunu tespit etmek amaci ile yapilmis uygulamada,
kanamisinin artan konsantrasyonlarinda stirgiin olusumunun azaldig istatiksel olarak
saptanirken, olusan stirgunlerin bazilarinin beyazlastigi gézlenmistir. Sonraki tim
gen transformasyonu calismalarinda kullamilan seleksiyon ortaminda 100 mg/I
kanamisin konsantrasyonu sabit tutulmustur. Ancak tomurcuktan stirgiin olusumunu
tesvik edebilmek amaci ile eksplantlarin seleksiyon ortaminda iki hafta kdltire
alinmasindan sonra kanamisin konsantrasyonun azaltilmas: 6nerilmektedir.

Gen transformasyonu calismasinda gen aktarilmasi frekansim arttirabilmek
amaci ile eksplantlarin bakteri ile inokulasyonunda iki ayri1 uygulama denenmistir.
Bu iki uygulamadan ilkinde, kotiledon ekplantlari bakteri inokulasyon soliisyonu
icinde kesilerek 2 gin birlikte kltire alindigi ortama alimirken, ikinci uygulamada
ise kotiledonlar kesildikten sonra eksplantlar bakteri ile inokule edilmeden 6nce 2
gin karanlikta rejenerasyon ortaminda kiltire alinmustir. Iki giiniin sonunda bu
eksplantlar inokulasyon soltisyonu ile muamele edilerek iki gin karanlikta birlikte
kilture ammustir. Bu iki uygulama sonucu en yiksek transformant (gen aktarilms)
doku olusumu (% 56) ilk uygulamadan elde edilmistir.

Rejenerasyon calismalarinda elde edilen bulgularin 1siginda 4 gunlik in
vitro’da ¢imlendirilmis fidelerden elde edilmis kotiledonlarin proksimal bélgeleri
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Agrobacterium tumefaciens inokulasyon sollsyonu icinde kesilerek yara dokusu
olusturulmus ve ayni soltisyon icinde 10 dakika bekletildikten sonra eksplantlar, 2
mg/l BAP ve 1 mg/l IAA igeren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda 2 giin
karanlikta birlikte kiltire alinmustir. Ayrica bu ortam icine pH’1 sabit tutmak amaci
ile 0,5 g/l MES ve transformasyon etkinligini arttrmak igin 20 mg/l (200 puM)
asetosringon eklenirken ortam katilastiricisi  olarak phytagel  kullanidmistir.
Seleksiyon ortamu Uzerinde gelisen tomurcuk ve slrginlerde GFP gen ifadesi
(eksprasyon) yesil floresan proteininin 365 nm UV altinda fosforlu yesil renk
vermesi ile oldukca erken zamanda, dokuya zarar vermeden tespit edilebilmistir. Gen
ifadesi yalmiz tomurcuk olusumlarinda goézlenirken, bunlardan gelisen sirgin ve
ortam icinde olusan diger hicbir siirgiinde gen ifadesi gozlenememistir. Ancak gen
ifadesi yalniz gorsel olarak saptanmisti. mMGFP5-ER (Haseloff, 1995) geninin
hiicrede lokalizasyonu ve genin transgenik doku genomundaki varligin ispatlamak
icin PCR ve Southern blot ile genin protein ifadesi icin Western blot gibi molekuler
ve serolojik teknikler kllamlimamistir. Calismanin gelistirilmesi bakimindan sonraki
arastirmalarda bu tekniklerin de uygulanmasi tavsiye edilmektedir. Hiyar bitkisinde
siirglin rejenerasyonu konusunda genotip etkisinin ¢cok belirgin oldugu tezin énceki
bélimlerinde literatiirlerle desteklenmistir. Uzerinde calisilacek her yeni hiyar
genotipi icin stirglin rejenerasyonu denemelerinin tamamlanmasi, bunun ardindan
gen transformasyonu calismalarina baslanmasi tavsiye edilmektedir.

Hiyar bitkisine farkli genlerin transferi yapilmis olmakla birlikte, literatiirde
GFP geninin transfer edilmesi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu galisma bu
baglamda bir 6nct niteligi tasimaktadir. Gen transformasyonunda genotip kadar
aktarilan genin niteligi de buyuk onem tasimaktadir. Bu nedenle konu ile ilgili
calisma yapmak isteyen arastirmacilara sSmRS-GFP, smGFP (Davis and Vierstra,
1998), mGFP4-ER (Haseloff, 1997) v.b. gibi farkli GFP modifikasyonlar ile farkli
hiyar genotiplerinde deneme yapmalar1 6nerilmektedir.

Son olarak, bu tez caligmasinda yesil floresan proteininin gorsel tespiti
254/365 nm emisyon araligina sahip el UV’si ile yapilmistir. Oysa tezde kullanilan
MGFP5-ER varyantinin uyariima/emisyon araligi 395, 475/509 nm'dir (Stewart,
2001). Bazi dokularda zayif gen ifadesinin gdzlenmis olmasindaki sebeplerden
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birinin de GFP' nin bu varyantinin uyarilma araligimin el UV’sinin sahip oldugu
degerden yiksek olmasindan kaynaklandigi distintlmektedir. Gen ifadesinin daha
etkin olarak gdzlenebilmesi igin 395, 475/509 nm aktivasyon/emisyon araligina sahip
stereomikroskoplar kullaniimasi dnerilmektedir.
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