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OZET

Bu arastirmada bazi1 6nemli kolza (Brassica napus L. ssp. oleifera) gesitlerinde
adventif silirgiin rejenerasyonu ve Agrobacterium tumefaciens ile gen
aktarimma  yonelik  g¢aligmalar  yiriitilmistir.  Adventif  siirgiin
rejenerasyonunda eksplant olarak hipokotil, 2/3 kotiledon ve petiollii tam
kotiledonlar kullanilmigtir. Degisik bitki biliyiimesini diizenleyiciler (BAP,
kinetin, 2,4-D, TDZ, NAA) ve onlarin farkli konsantrasyonlarinda yapilan
denemelerde petiollii tam kotiledonun en yiiksek siklikta adventif siirgiin
rejenerasyonu olusturan eksplant oldugu belirlenmigtir. Ayrica, en yiiksek
siklikta adventif siirgiin rejenerasyonu olusturan gesidin % 43,33 ile Spok ve
en uygun ortamin da tek basma 2,00 mg/l veya 4,00 mg/l BAP iceren MSO
oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber, Spok ve Hansen ¢esidinde adventif
slirglin rejenerasyonu i¢in olgunlagmamis embriyo eksplantlar1 BAP ve
NAA'in degisik kombinasyonlarinda denemeye alinmistir. Bu denemelerde
stirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan en yiiksek sonug, hem Hansen
(% 55,00) hem de Spok (% 66,67) gesidinde 0,50 mg/l BAP ve 2,00 mg/l
NAA igeren MSO ortamindan elde edilmistir. Her iki ¢esitte de
olgunlagmamis embriyo eksenleri (% 57,47) olgunlasmamis kotiledon
eksplantlarindan (% 25,77) daha fazla adventif siirgiin rejenerasyonu
vermistir.

Tiitin Samsun c¢esidinin yaprak diski eksplantlarinda degisik antibiyotik
(higromisin ve kanamisin) ve herbisitlerin (metotreksat ve fosfinotrisin)
seleksiyon ortaminda kullanilabilecek en uygun dozlarinin belirlenmesi igin
denemeler yiiriitiilmiistiir. Denemelerde transgenik siirglinlerin segimi igin



gerekli olan en uygun kanamisin dozunun 50 mg/l, higromisinin 40,00 mg/l ,
metotreksatin 0,05 mg/l ve fosfinotrisinin 5,00 mg/1 oldugu belirlenmistir.

Farkli non-onkogenik A. tumefaciens ve A. rhizogenesis hatlan ile Samsun
¢esidinin yaprak diski eksplantlarina gen aktarimi yapilmigtir. Kanamisin ve
higromisin antibiyotiklerine dayanikli siirgiin olusturan eksplant oram
bakimindan, % 100 ile 2260 35S GUS-INT, 15834 pRGG hpt, EHA 101
pRGG hpt ve % 95,00 ile 2260 AoPR1 NEOI en basarili hatlar olarak
belirlenmigtir.

Kolza ¢esitlerinin hipokotil ve petiollii tam kotiledon eksplantlarmimn A.
tumefaciens A281 ve C58 yabani hatlarina olan hassiyetlerinin arastirildigs
denemelerde, bakterinin tiimor olugturma yetenegi ¢esit ve eksplanta gore
farkliik gostermigtir. C58 bakteri hattt ile inokiile edilen hipokotil
eksplantlarinda tiimér olusturan eksplant yiizdesi test edilen gesitlere gore %
20,00 ile % 60,00 arasinda, petiollii tam kotiledon eksplantinda da % 20,00 ile
% 73,33 arasinda degigmistir. A281 bakteri hatti ile inokiile edilen hipokotil
eksplantlarinda ise tiimor olugturan eksplant yiizdesi test edilen gesitlere gore
% 16,67 ile % 63,33, petiolli tam kotiledon eksplantinda da % 20,00 ile %
73,33 arasinda degismistir.

Adventif siirgiin rejenerasyonu c¢aligmalarinda test edilen diger gesitlere gore
daha bagsarili olan Spok, Helios, Darmor, Quinta ve Tarok ¢esitleri ile Westar
¢esidinin petiollii tam kotiledon eksplantlarina pGV 2260 35S GUS-INT hatt1
ile gen aktarim galigmalar1 yapilmistir. Kanamisine dayanikh siirgiin olusturan
eksplant yiizdesi cesitlere gore % 3,59 ile % 19,20 arasinda degismistir.
Kanamisine dayamikli siirgiinler daha sonra kesilerek kanamisin igeren
koklenme ortaminda koklendirilmistir. Koklenen siirglinler son olarak
saksilara aktarilarak serada biyiitiilmiigtir. Bu sekilde 174 aday transgenik
bitki elde edilmis olup, bunlardan Westar ¢esidine ait sadece 2 bitki GUS
pozitif bulunmugtur. Transformasyon siklig1 % 1,15 olarak tespit edilmistir.
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ABSTRACT

In this thesis, the studies related to adventitious shoot regeneration in some
important Brassica napus L. cultivars and gene transfer via Agrobacterium
tumefaciens have been carried out. In adventitious shoot regeneration studies
hypocotyl, 2/3 cotyledons and whole cotyledons with petiol were used as
explants. As a result of the experiments with various growth regulators (BAP,
kinetin, 2/4 -D, TDZ, NAA) and their concentrations, it was observed that
whole cotyledons with petiol was the explant to have the highest frequency in
forming adventitious shoot regeneration. Besides, it was realized that Spok
cultivar had the highest frequency in shoot regeneration with 43,33 % and
MSO containing 2,00 mg/l or 4,00 mg/l BAP was the most suitable medium.
In addition, for adventitious shoot regeneration in Spok and Hansen cultivars,
immature embryo explants were treated with different combinations of BAP
and NAA. In these treatmens, the highest percentage of explant producing
adventitious shoots was obtained from MSO medium, supplemented with 0,50
mg/l BAP and 2 mg/l NAA in both Hansen (55,00 %) and Spok (66,67 %)
cultivars. In both cultivars, immature embryo axes (55,47 %) developed more
adventitious shoot regeneration than immature cotyledon explants (25,77 %).

Some experiments were carried out in leaf disk explants of Samsun tobacco
cultivar in order to define the most suitable doses of various antibiotics
(hygromycin and kanamycin) and herbisites (methotrexate and
phosphinothricin) to use in selection medium. As a result of the experiments,
to select the transgenic shoots, the most suitable kanamycin dose was found as
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50 mg/l, hygromycin was 40,00 mg/l, methotrexate was 0.05 mg/l and
phosphinothricin was 5,00 mg/1.

Gene transfer to leaf disk explants of Samsun cultivar was carried out via
various non-onkogenic A.tumefaciens and A.rhizogenesis strains. In terms of
kanamycin and hygromycin resistant shoot developing explant percentages,
2260355 GUS-INT, 15834 pRGGhpt, EHA 101 pRGGhpt were defined as the
most successful strains with 100 %, and so were 2260 AoPRINEO1 with 95
%.

The tumor production ability of the bacteria differed according to cultivars and
explants as a result of the experiments in which the sensibility of whole
cotyledon with petiol and hypokotil explants of Rapeseed cultivar to
A.tumefaciens A281 and C58 wild types.

According to the tested cultivars, in the hypokotil explants that were
inoculated with C58 strains, the tumor developing explant percentage varied
between 20,00 % and 60,00 %, and so did the whole cotyledon with petiol
explants 20,00 % and 73,00 %. In the hypokotil explants that were inoculated
with A281 strain, the tumor developing explant percentage varied between
16,67 % and 63,33 % and so did the whole cotyledon with petiol explants
20,00% and 73,33 %.

Gene transfer studies were conducted with pGV2260 35S GUS-INT strain to
whole cotyledon with petiol explants of Westar as well as to Spok, Helios,
Darmor, Quinta and Tarok cultivars, which were more successful than the
other cultivars tested in the adventitious shoot regeneration studies. The
percentage of explants producing kanamycin resistant shoots varied between
3,59% and 19,20% according to cultivars. Later on, canamycin resistant shoots
were cut and planted in root medium containing kanamycin. Finally, the
rooted shoots were grown in pots in the green house. In this way, 174 putative
transgenic plants were obtained and among them only two plants that belong
to Westar were found GUS positive. Transformation frequency was observed
as 1,15 %.
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Key Words : Brassica napus L., rapeseed, Agrobacterium tumefaciens,
adventitious shoot regeneration, gene transfer.
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1. GIRIS

Hizla ilerleyen endiistrilesme, gelismis saghk tedbirleri ve sosyo-ekonomik
diizeyin artmast ile birlikte diinya niifusu da hizla artmaya baglamistir. Oyle
ki, 2000'li yillarda diinya niifusunun 8 milyara ulagacagi tahmin edilmektedir.
Diinyada tarim yapilan alanlar diinya ylizeyinin sadece % 3'iinii
olusturmaktadir. Ayrica, bu alanlar erozyon, tuzlulagma, asitlesme, yogun
tarim ve otlatma gibi nedenlerle hizla azalmaktadir (Vasil, 1998). Halbuki,
artan niifusun beslenmesi, ancak tarimsal iiretimin kalite ve miktar yoniinden

artirilmasi ile miimkiindir.

Insan beslenmesinin temelini olusturan maddeler yaglar, proteinler ve
karbonhidratlardir. Temel enerji kaynagi olan yaglarin bir kismi hayvansal, bir
kismi da bitkisel yaglardan karsilanir. Ancak, hayvansal yaglarin saghk
sorunlarina yol agmasi1 ve pahali olmasi bitkisel yaglarin daha fazla tercih
edilmesine sebep olmaktadir (Kolsarici ve Basalma, 1988). Bitkisel yaglar,
zeytin yagl disginda kalan, yagli tohumlu bitkilerden elde edilen yaglardir.
Diinyadaki toplam yag iiretiminin yaklagik % 86'sin1, iilkemizdeki toplam yag
iiretiminin ise % 80'ini bitkisel yaglar olugturmaktadir (Kolsarict vd., 2000).

Ulkemiz her yil yaklagik bir milyon ton ham yag ithal etmektedir (Kolsarici
vd., 2000). Bu yag agiginin kapanmasi mevcut aygigegi ve pamuk liretiminin
yaninda alternatif yag bitkilerinin de iiretime girmesi ile miimkiindiir.

Alternatif yag bitkileri igerisinde kolzanin;

e Kislik ve yazlik formlarinin bulunmas:,
e Yetigme siiresinin kisa olmasi,

e Birim alandan yiiksek iiriin saglanmasi,



e Tohumlarindaki yag oraninin yiiksek olusu (% 42-50)

e Rozet olusumunu tamamlamis kiglik gesitlerin - 15 °C hatta - 20 °C'ye kadar
dayanikli olmasi,

e Vejetasyon siiresinin kisa olusu,

e Bir ¢ok yag bitkisine gére daha az ig giicii gerektirmesi ve erken donemde
yag ve yem fabrikalarina ham madde saglamasi bu bitkiyi 6n plana
¢ikarmaktadir (Onder ve Aktiimsek, 1995). Ayrica, kolza bitkisi ilkbaharda
cicek acan ilk kiiltiir bitkisi oldugundan aricilik i¢in de 6nemlidir (Kolsarici,
1986; Ozgiiven, 1995).

Kolza (Brassica napus 1.) Crucifera (Hagh g¢icekliler) familyasmna bagh, tek
yillik otsu bir bitki olup; fide, rozet, tomurcuk, ¢igek ve olgunlasma dénemleri
gecirir (Sekil 1.1). Kolza, Brassica campestris (yag salgami, 2n=20) ve
Brassica oleraceae (lahana, 2n=18)’nin amphidiploid melezi olup, kromozom
sayist 2n=38'dir (Sekil 1.2). Brassica tiirleri arasindaki bu iligkinin anlagilmasi
ile sentetik amphidiploidler olusturulmus ve tiirler aras1 melezlemelerle tiirden
tiire agronomik Gzelliklerin gegisi saglanmistir (Weiss, 1983). Ornegin, B.
campestris ile B. napus ve B. juncea arasinda yapilan tiirler arasi
melezlemelerden B. campestris'in ilk diisiik erusik asit ve glukozinolat igeren
cesitleri elde edilmistir (Downey et al.,1974). Ayni yolla B. napus'a “blacleg”
hastalifina dayamklilik 6zelligi de aktarilmigtir (Roy and Tarr, 1984). Ayrica,
B. campestris ve B. napus arasinda yapilan tiirler aras1 melezlemeler ile erken
olgunluk, sitoplazmik erkek kisirlifi, kendine uyusmazlik ve san tohum
kabugu gibi o6zellikleri B. campestris'den B. napus'a aktarma caligmalan

yapilmustur.
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Sekil 1.1. Brassica napus L.’un gelisme sathalar1 ( Weiss, 1983)

B.nigra
(Kara hardal)
n=8 (bb)
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(Lahana) (Kolza) (Yag salgam)
n=9 (cc) n=19 (aacc) n=10 (aa)

Sekil 1.2. Brassica tiirlerinin kromozom sayilan ( Weiss, 1983)



Bir ¢ok Bati ve Orta Avrupa iilkesinde ve 6zellikle de Kanada'da yaygin olarak
iiretimi yapilan ve bitkisel yag kaynagi olarak ilk siray1 alan kolza, Tiirkiye i¢in
de biiyiik bir potansiyeldir. Tiirkiye'ye II. Diinya Savag1 sonrasinda Balkan
goemenleriyle gelen kolza ile ilgili ilk arastirma A.U Ziraat Fakiiltesinde
Kamil Ilisulu tarafindan 19601 yillarda baslatilmistir. Diger iiniversite ve
aragtirma enstitiileri de 1970'li yillarin sonunda g¢aligmalar yapmislardir.
Aragtirmalar genellikle kolzanin degisik bolgelere adaptasyonu ve ekim alam
lizerine yogunlagmustir. Yapilan tiim c¢aligmalar dogru zamanda ekildigi
taktirde Tiirkiye'nin tiim bolgelerinde kolza tariminin yapilabilecegi sonucunu
ortaya koymustur. Ancak, Tiirkiye'de kolza ekim alan1 1979 yilinda 28.000
hektara gikmigken, kolza yaginda bulunan yiiksek erusik asitin insan sagligma
zarar verdigi hakli gerekgesi ile Saglik Bakanligi tarafindan ekimi iki yil
yasaklanmistir (Ipkin vd., 1990). Ardindan Bakanlik tarafindan "00 tipi
denilen 0 erusik asit ve 0 glikozinolat igeren 1slah gesitlerinin getirilmesi ile
kolza tarim1 yeniden baglamig, ancak, 1996 yilinda kolza tarimi yapilan alan 5
hektara kadar gerilemigtir. Halbuki, tahil iiretimi yapilabilen her yerde
kolzanin yetistirilebilecegi ve GAP bolgesinde yeni tarima agilan alanlar
degerlendirildiginde iiretim alaninin 220 bin hektara g¢ikabilecegi

hesaplanmaktadir (Kolsaric1 vd., 2000).

Kolza bitkisi iizerine yapilan g¢aligmalar 6zellikle Kanada'da yogunlagsmis ve
hem erusik asit (% 35'den % S'e, % 1'e ve hatta O diizeyine diisiiriilmiis) hem
de glukozinolat bakimindan diisiik igerikli gesitler gelistirilmigtir. Ornegin,
Erglu 1slah ¢esidi ¢ift sifir adi altinda anilmakta olup, bu gesitte hem erusik
asit hem de glukozinat g¢ok diigiikk diizeyde bulunmaktadir (Banfield, 1974).
Brassica tiirlerinin igerdikleri glukozinatlar yiiziinden, 1sitildiginda kotii koku
vermeleri onlarin kiispe olarak kullanilmasini engellemektedir. Ancak, yapilan

1slah ¢aligmalan ile glukozinatlar % 2 diizeylerine indirilmistir (Downey et al.,



1974a). Canola terimi, tohumlarinda % 2'den az erusik asit ve kiispesinde 30
pm/g'dan daha az glukozinolat iceren cesitler i¢in kullanilmaktadir. Canola,
B.napus ve B. campestristen gelistirilmistir. Canola gesitlerinin kiispeleri
diistik glukozinolat, yiiksek protein igerigi (% 35-38) ve aminoasit profili gibi
Ozellikleriyle soya kiispesine alternatif olusturacak yapidadir (Leeson, et al.,

1987).

Diinyada yaklagik 22 milyon ha ekim alan1 ve 30.5 milyon ton tohum iiretimi
(Sekil 1.3) olan kolza bitkisinin 1slahinda amaglanan hedefleri su sekilde
siralamak miimkiindiir ( Slinger, 1977 );

e Yag oraninin en az % 44'e ¢ikarilmasi,

o Kiispedeki glukozinat oraninin 0,2 mg/g altina diisiiriilmesi,

e Koyu renkli kabuga sahip tohumlar fenolik bilesiklerce zengin oldugundan
kabugu sar1 renkli ¢esitlerin gelistirilmesi,

e Kiispede yag oraninin en az % 48'e gikariimast,

e Tohumda linoleik asit oraninin % 40'a g¢ikarilmasi, erusik asidin % 1'in
altina diigiiriilmesi,

¢ Ekolojiye uyum ve yatmaya kars1 dayaniklilik saglanmasi,

e Kapsiilleri ¢atlamayan cesitlerin elde edilmesi,

e Hastaliklara dayanikhi cegitlerin gelistirilmesi,

o Kiglik gesitlerde soguga dayaniklilik, yazlik gesitlerde erkencilik 6zelliginin
saglanmasi,

e Herbisitlere dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi,

e Erkek kisir hatlarin elde edilmesi.
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Sekil 1.3. Kolza bitkisinin diinya yagli tohum iiretimi igerisindeki yeri

Klasik 1slah yontemleri kullanilarak kiiltiir bitkilerinin verim ve kalitelerinin
artirttmasmma g¢aligilmaktadir. Bu konuda oldukga bagarili sonuglar alinmasina
ragmen bazi sorunlarla karsilagilmistir. Bunlarin baginda 1slah edilmis kiiltiir
bitkilerinin, mantar, bakteri, viriis hastaliklarina ve zararlilara kars1 dayaniksiz
olmalar1 gelmektedir. Bunun nedeni islahi yapilan bitkinin seleksiyonunda
{iriiniin kalitesinin ve miktarinin dncelikli olmasi, buna karsilik hastaliklara ve
zararhlara dayaniklihgin geri planda tutulmasidir (Ozcan ve Ozgen, 1996).
Bitkileri bu zararlardan korumak icin herbisit, insektisit ve pestisit gibi
kimyasal ilaglar kullanilmaktadir. Ancak, bu ilaglarin tiimii karbon, hidrojen ve
klor igerdiginden toprakta uzun siire (2-16 yil) pargalanmadan kalmaktadirlar.
Giiniimiizde, ¢evre saglif1 agisindan oldukga zararlt etkilere sahip bu ilaglara

alternatif yontemlerin bulunmasi bir zorunluluk haline gelmistir.

Klasik 1slah metodlarinin kargilagtig: bir bagka sorun da kisirlik ve uyusmazhk
nedeniyle, tiirler arasinda melezlemenin smirlt olmas: ve istenilen karekterin
bir bagka bitki tiiriine aktarilirken, bagli genler nedeniyle istenmeyen
Ozelliklerin de yeni bitkiye gecisinin 6nlenememesidir. Ayrica, klasik bitki

islah yoOntemlerinden melezleme ve seleksiyon ile sonuca ulagmak yillarca
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siirebilmektedir. Halbuki, genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak bu
sorunlarla karsilasilmadan, bir ¢esidin istenen ozellikleri muhafaza edilerek
ona yeni Ozellikler kazandiran bir ya da bitkag gen kolaylikla

aktarilabilmektedir (Ozcan ve Ozgen, 1996).

Giiniimiizde bitki genetik miihendisligi yontemleri kullamlarak herbisitlere,
boceklere ve viriislere karsi dayanikli bitkilerin elde edilmesi, erkek kisir
bitkilerin iiretilmesi, "Antisens RNA" teknigi ile bazi1 genlerin protein
{iretimlerinin engellenmesi, sicaga, soguga, kuraga ve tuza dayanikl bitkilerin
elde edilmesi, tane baklagillerde aminoasit yapismin degistirilmesi,
bugdaygillerde azot fiksasyonu ve ikincil bitkisel metabolitlerin firetimi gibi
konularda yogun aragtirmalar yapilmaktadir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Ornegin,
Salmonella typhimurium dan izole edilen "aro A" ve Streptomyces
hygroscopicus'dan izole edilen "bar" genlerinin degisik bitki ftiirlerine
aktarilmasiyla herbisitlere dayanikli tiitiin, patates ve yonca ¢esitleri
geligtirilmigtir. (Murakkami et al., 1986; De Greef et al., 1989; D'Halluin et
al., 1990).

Ayrica, baz1 boceklerin sindirim sistemlerine zarar vererek 6liimlerine neden
olan toksik proteinleri kodlayan genlerin Bacillus thuringiensis (bt)' den izole
edilerek bitkilere aktarilmasiyla boceklere dayanikli transgenik domates, tiitiin,
pamuk, musir bitkileri yetistirilmistir (Delennay et al., 1989; Kozeil et al,,
1993). Yine tiitiin, patates, domates ve yonca gibi bitkilere viriis kilif protein
genlerinin aktarilmasiyla bu bitkilerde degisik viriis wrklarmna dayamklilik
saglanmugtir (Abel 1986; Reavy and Mayo 1992). Son yillarda gelistirilen
Antisens RNA teknigi ile de hasat edilen domateslerde etilen iiretimi

engellenerek depolama siireleri uzatilabilmistir (Hamilton et al., 1990).



Bitki hiicre ya da dokularina yukarida bahsedilen tarimsal oneme sahip
genlerin aktariminda bir ¢ok biyoteknolojik yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden A. tumefaciens araciliftyla bitkilere gen aktarimi en yaygimn
kullanilanidir. Ancak, bu yontemde de gen aktarim orami bitkilerin tiirlerine
gore degigsmekle birlikte oldukc¢a diigiiktiir. Gen aktarimi yapilacak bitki
tiirlerinde yiiksek oranda adventif siirgiin olusumu gen aktarim ¢aligmalarinin
bagarisin1  O6nemli Olgiide etkilemektedir. Bu nedenle, gen aktarimina
baslamadan Once her tiir i¢in hatta her gesit i¢in A. tumefaciens ile gen
aktarimina uygun bir adventif siirgiin rejenerasyon yonteminin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Bu ¢alismanin amaci da; diinya bitkisel yag iiretiminde soya ve ¢igitten sonra
ficiincii sirada yer alan kolza (Brassica napus L. ssp. Oleifera)’nin yaygin
olarak ekimi yapilan ¢esitlerinde adventif siirglin rejenerasyonu ve

A.tumefaciens araciliftyla etkili gen aktarim y6nteminin gelistirilmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kuramsal Temeller

2.1.1. Gen aktariminda kullanilan yontemler

Gen aktarmm hangi yontem kullanilarak yapilirsa yapilsin amag; totipotent
hiicrelerin (yeni bir bitki olusturabilecek yetenege sahip hiicre)
kromozomlarina istenilen genleri tagiyan bir DNA parcasmnin kalici olarak
yerlestirilmesidir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Gen aktarimu yapilan hiicreden de
mutlaka gen aktarilmug bitki (transgenik) elde edilmesi gerekmektedir. Aksi
takdirde, gen aktariminin hi¢ bir 6nemi olmamaktadir. Bitkilere gen aktarim
icin A. tumefaciens aracilifiyla ve dogrudan gen aktariom y6ntemleri
gelistirilmistir. Yaygin olarak kullanilan A. tumefaciens sayesinde bir ¢ok
kiiltiir gesidinden transgenik bitkiler elde edilmistir (Cizelge 2.1. ve 2.2). Bu
ozelliginden dolayr A. tumefaciens bakterisine bitkilerin dogal genetik
miihendisi adi verilmistir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Bu teknikle iki ¢enekli
bitkilerde bagariyla gen aktarimi yapilirken, baglangigta tek ¢enekli bitkilerde
hedeflenen basariya ulagilamamigtir (Schell, 1982; Potrykus, 1990).
Monokotiledon bitkilere gen aktarimi igin elektroporasyon, mikroenjeksiyon
ve partikiil tabancas1 gibi dogrudan gen aktarim yOntemleri gelistirilerek
basarili sonuglar elde edilmistir. Dogrudan gen aktarim teknikleriyle arpa
(Tingay et al., 1997), geltik (Zhang and Wu, 1988) ve musir (Ishida et al.,
1996) gibi ekonomik Onemi yiiksek olan bugdaygillerde transgenik bitkiler
kolaylikla iiretilebilmistir.
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Cizelge 2.1. A. tumefaciens araciligiyla gen aktarilmig bazi dnemli bitki tiirlert

Bitkiler Referans
Sebzeler
Lahana Shahin and Yashar, 1986
Patates De Block, 1988
Domates McCormick et al., 1986
Salatalik Trulson et al., 1986
Havug Scott and Draper,1987
Bezelye Puonti-Kaerlas et al., 1990
Brokoli Christey and Earle, 1989
Karnibahar De Bloc et al., 1988
Kuskonmaz Conner et al., 1988
Patlican Guri and Sink, 1988
Marul Michelmore et al., 1987
Endiistri Bitkileri
Aygicegi Everett et al., 1987
Seker pancan Gasser and Fraley , 1989
Kolza Fry et al., 1987
Soya Hinchee et al., 1988
Pamuk Firoozabady et al., 1987
Keten Basiran et al., 1987
Hardal Mathews et al., 1990
Siis ve Tibbi Bitkiler
Petunya Horsch et al.,1985
Tiitiin Horsch et al., 1985
Krisentum Ledger et al., 1991
Geranium Butcher et al., 1990
Meyve ve Agaclar
Elma James et al., 1989
Kavak Fillatti et al.,1987
Cilek Nehra et al., 1990
Kavun Fang and Grumet, 1990
Yem Bitkileri
Yonca Shahin et al., 1986
Gazal Boynuzu Jensen et al., 1986
Akiicgiil White and Greenwood, 1987

TC YUKSEKOGRETIM KURU L
DOKUMANIASYON MERKEZI
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Cizelge 2.2. A. tumefaciens araciliftyla tarimsal Oneme sahip genlerin

aktarildigr ve tarla testlerine kadar gelen Oonemli bitki tiirleri
(OECD 1998)

Transgenik Ozellikler Bitkiler

Herbisitlere Dayamklh

Fosfonitrisin Tiitlin, domates, patates, sekerpancari

Glifosit Tiitiin, domates, kolza, keten,

sekerpancari, pamuk, soya

Bromoksinil Tiitlin, domates, pamuk

Atrazin Tiitiin

Boceklere Dayamkh

Bt Proteinleri Tiitiin, domates, patates, pamuk, misir

Proteinaz Inhibit6rleri Tiitiin

Viriislere Dayamikh

Alfalfa Mozaik Viriisii Tiitlin

Tiitin Mozaik Viriisii Domates

Domates Mozaik Viriisii Domates

Patates Viriis X Patates

Patates Viriis Y Patates

Patates Yaprak Viriisii Patates

Rhizomania Viriisii Sekerpancan

Salatalik Mozaik Viriisii Salatalik

Diger Ozellikler

Agir Metallere Dayaniklilik | Tiitiin

Depolama Omrii Uzatilmis | Domates

Meyve

Tohum Depo Proteinleri Kolza

Degistirilmis Bitkiler
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2.1.1.1. Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarim

Toprakta yasayan, gram negatif bir bakteri olan A. tumefaciens, Rhizobiacea
familyasindandir. Aym1 familyaya dahil olan A. rhizogenes, bitkilerde sagak
kok olusumuna neden olurken, A. tumefaciens k6k bogazi uruna neden
olmaktadir (Ozcan ve Ozgen, 1996). A. tumefaciens bitkiyi k6k bogazinda
olusan yaralardan enfekte etmektedir. Enfekte olan kék bogazi hiicreleri
diizensiz boliinmeler gegirerek tiimor (ur) olugturmaktadirlar. A. tumefaciens
dikotiledon bitkilerin bir g¢ogunda tiim6ér olusumuna neden olurken,
monokotiledon bitkilerin ancak bazilarinda tiimér olugumuna neden
olmaktadir. Bu nedenle, monokotiledon bitkilerde A. tumefaciens aracilifiyla
gen aktarimi yerine partikiil tabancasi, elektroporasyon ve mikroenjeksiyon
yontemlerinin kullanimi daha yaygin olarak kullamilmaktadir. Ancak, son
yillarda super virulent vektorleri igeren A. tumefaciens hatlar1 monokotiledon

bitkilere gen aktariminda da kullanilmaktadir.

Yapilan aragtirmalar sonunda bakteriden bitki hiicresine gecen ve Ti-plazmidi
izerinde bulunan bir DNA pargasinin (T-DNA) (tumour-inducing/timér
olusturan) bitkide tiimdr olusumuna sebep oldugu belirlenmistir (Watson et al.,
1975). T-DNA bitki kromozomlarina entegre olduktan sonra tagidigi genler
etkisiyle bitki hiicresi i¢inde yeni enzimler iiretilmeye baglanmaktadir. Hormon
dengesi bozulan hiicreler hizla ve diizensiz bir sekilde boliinmeye baglayarak
tiimbér meydana getirirler (Ozcan ve Ozgen, 1996). Tiimor dokusunun farkli
amino asitler ve opinler disinda seker tiirevlerini de sentezledikleri
belirlenmistir (Tempe and Goldmann, 1982; Kado, 1991). Sentezlenen bu
bilesikler bakterinin ihtiyact1 olan karbon ve nitrojen kaynagi olarak
kullamilmaktadir (Messens et al., 1985; Ozcan, 1993).
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Agrobacterium hattma gore tiimorli dokunun sentezledigi opinler baglica
oktopin ve nopalin olmak iizere ikiye ayrilir (Bomhoff et al., 1976). Oktopin
tipi plazmidler, TL ve TR olarak adlandirilan T-DNA bolgelerine, nopalin tipi
plazmidler ise tek bir T-DNA bolgesine sahiptir (Thomashow et al., 1980).
Oktopin ve nopalin tipi plazmidlerin her ikisi de 23 kb biiyiikliigiinde olup her
ikisinin de T-DNA' larinda 13 adet gen bulunmaktadir (Fraley et al., 1980). T-
DNA'nin bitki hiicresine entegre olabilmesi i¢in T-DNA'yi sagdan
siirlandiran RB (sag sinir), soldan smiurlandiran LB (sol sinir) bolgelerine
sahip olmasi gereckmektedir (Thomashow et al., 1980; Wang et al., 1984).
Yapilan aragtirmalarda her iki sinir arasma yerlegtirilen bir DNA pargasinin
kolayca bitki hiicresine aktarilabildigi goriilmiistiir (Leemans et al., 1982).
Aynica, T-DNA bolgesinden tiim6r olusturan genler (onkogenler) kesici
enzimler kullanilarak ¢ikanildiginda, gen aktarnmmnin etkilenmedigi
gozlenmistir (Schell and Van Montagu, 1983). Boyle onkogenleri ¢ikarilmig
Ti-plazmidlerine nononkogenik Ti-plazmidi ad1 verilmektedir (Ozcan ve

Ozgen, 1996).

Yapilan aragtirmalarda gen aktariminda, T-DNA iizerinde bulunan RB ve LB
disinda bir de virulens (vir) bolgesinin gok onemli rol oynadigi goriilmiistiir
(De Greve et al., 1981; Holster et al., 1980; Sekil 2.1). Oktopin tipi plazmid
iizerinde yapilan aragtirmalarda vir bélgesinin alt1 ana operon olan VirA, VirB,
VirC, VirD, VirE ve VirG bolgelerini tasidig1 tespit edilmigtir (Stachel and
Nester, 1986; Sekil 2.2). Vir genleri; yaralanmus hiicrelerin salgiladig: fenolik
bilesikleri tanima, T-DNA iplikciginin rejenerasyonu ve T-DNA'nm
bakteriden bitki hiicresine gegigini saglamaktadirlar (Stachel and Zambryski,
1986; Zambryski, 1992; Toro et al. 1989).
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Gen aktariminda T-DNA iizerinde bulunan RB, LB ve virulens bolgelerinin
disinda Agrobacterium' un kendi kromozomu tiizerinde yer alan 6nemli bir
bdlge daha vardir. Bu bolgede ii¢ adet lokus (chvA, chvB, pscA) bulunur. Bu
lokuslar bakterinin bitki hiicresine tutunmasinda onemli rol oynamaktadir
(Douglas et al., 1985). Agrobacterium, yaralanan bitki hiicresinin hiicre
duvarina bitki tarafindan salgilanan fenolik bilesiklerin sinyalleri sayesinde
tutunur (Nester and Gordon, 1988). Tutunma isleminden sonra T-DNA'nin,
bitki hiicresine aktarilmasinda bir dizi molekiiler olaylar gerceklesmektedir.
Bitki hiicresine giren T-DNA bir veya bir ka¢ kopya halinde rastgele bitkinin
kromozomuyla birlesir (Draper et al., 1988; Ozcan, 1993).

2.1.1.1.1. Bitkilere gen aktarimimnda markér genlerin kullaniimasi

Onkogenleri c¢ikarilmamis T-DNA'y1 tasiyan A. fumefaciens hatlari ile gen
aktarimi yapildiginda, gen aktarimi yapilan bitki dokularinda fitohormonlar
sentezlenir. Bu durumda gen aktanilan materyal in vitro kosullarda
fitohormonlara ihtiyag duymadan gelisebilir. Boylece, transgenik materyalin
taninmas1 miimkiin olur. Ancak, bdyle A. tumefaciens hatlar1 ile gen aktarim
yapildiginda anormal bitkiler gelistiginden tercih edilmemektedir (Klee and
Rogers, 1989). Diger taraftan onkogenleri ¢ikarilmis A. tumefaciens hatlarn ile
gen aktarilmig hiicreler, diger hiicrelerden farkli davranmadigindan segilmeleri
miimkiin degildir. Transgenik materyali ayirt etmek i¢in markor (isaret) genler
kullaniimasi bu sorunu ortadan kaldirmugtir. Markor genler aktarildigi bitki
hiicre ve dokularinin antibiyotik veya herbisite karsi dayanikli olmasini
saglamaktadir. Boylece, antibiyotik veya herbisit ilave edilen segici ortamlarda
¢ogalan hiicrelerden transgenik bitki elde etmek miimkiin olmaktadir. Bu

markdr genlerden bazilan Cizelge 2.3'de verilmigtir.

T.C YUKSEKGCRET G KuitL.
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Cizelge 2.3. Gen aktariminda yaygin olarak kullanilan bazi markér genler
(Ozcan, 1993)

Markér Genin | Dayamklih@
Elde Edildigi Saglanan Markér Genin Adx Referans
Organizma Antibyotik
veya Herbisit
1 E.coli Kanamisin Neomisin Bevan et al., 1983;
Neomisin fosfotransferaz II Herrera-Estrella et
G418 (NPT II) al., 1983;
Guerche et al., 1987a
Okada et al., 1986
E. Coli Higromisin B Higromisin Vanden Elzen et al.,
fosfotransferaz 1985
(Hpt) Waldron et al., 1985
Fare Metathotreksat Mouse dihidrafolat | Herrera-Estrella et
reduktaz al., 1983;
(DHFR) Eichollz et al., 1987
S. hyroscopicus | Bialafus fosfonitrisin Spencer et al., 1990
. asetiltransferaz
Bar geni
(PAT)
E.coli Bleomisin Bleomisin Hille et al., 1986
Mutant Sulphonylurea Asetolaktat sentez | Haughn et al., 1988
Arabidopsis (ALS)
ALS geni

Segici markor genlerin disinda, gen aktarimi yapilan hiicre ve dokularin
belirlenmesinde raportér genler de kullanilmaktadir. Ornegin, B-glucoronidase
(GUS) markér genini tagiyan transgenik bitki dokular1 X- Gluc igerisinde GUS
aktivitesinin histokimyasal lokalizasyonu ile belirlenebilmektedir (Ozcan ve
Ozgen, 1996).
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2.1.1.1.2. T-DNA bélgesine istenen genlerin klonlanmasi

Ti plazmidinde bulunan T-DNA boélgesine markdr veya tarimsal 6neme sahip
genlerin dogrudan aktarilmasi, Ti plazmidinin bilyiik hacimli olmasindan
dolay1 pratik olmamaktadir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Bu yiizden, bitkilere
aktarilacak genler 6nce araci plazmidlere klonlanir. Daha sonra bu plazmidler
ko-entegratif vektor iceren A. tumefaciens'e aktarilir. Ko-entegratif vektor T-
DNA bélgesinin biiyiikk bir bolimii ¢ikarilmig onun yerine araci plazmide
homolog olan bir DNA pargast yerlestirilmis vektorlerdir. Bdylece, ko-
entegratif vektdr iceren Agrobacterium'a istenen genleri tasiyan plazmidler
aktarildiginda homolog rekombinasyon ile Ti plazmidinin T-DNA'sina
baglanmis olur (Ozcan ve Ozgen, 1996). Ancak, ko-entegratif vektorler
kullanildidinda bitkilere istenmeyen DNA pargasi da aktarilabilmektedir
(Ozcan, 1993).

Hoekema et. al., (1983), tarafindan gelistirilen binary (¢ift) vektdrler hem
replikasyon hem de konjugasyon faktorlerini iceren kiiciik plazmidlerdir. Bu
plazmidlerde T-DNA bolgesi tamamen ¢ikanlmustir. Ti plazmidi sadece vir
bolgesini tagir. Binary vektorler, segici bitki markér genlerinin, bakteriyel
seleksiyon markorlerinin, hacimlerinin ve 25 bp niikleotid dizilerin
kokenlerinin farkli olmasi nedeniyle birbirlerinden farklidirlar (Ozcan ve
Ozgen, 1996). Bu plazmidler gen aktarimmnda oldukg¢a yaygn
kullanilmaktadir. Hatta super binary vektdrlerin gelistirilmesi ile tek genekli
bitkilere de A. tumefaciens aracilifiyla gen aktarimi yapilabilmistir (Tingay et

al., 1997; Ishida et al., 1996; Hiei et al., 1997).
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2.1.1.1.3. Agrobacterium ile gen aktariminda kullanilan eksplantlar

Basanh bir gen aktarimi yapilabilmesi, yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu
olugturan eksplantin belirlenmesine baghdir. Transgenik bitki iiretebilmek,
ancak gen aktarilan hiicrelerin siirgiin olusturma kabiliyetinde olmasi ile
miimkiindiir. Bitkilere gen aktarimi igin; bitkinin yaprak, gdvde, hipokotil,
olgunlagmig ve olgunlagsmamig embriyo, kok, ¢icek dokulan gibi kistmlarinin
yaninda protoplastlar, hiicre siispansiyonlar1 ve kallus dokular1 da eksplant
olarak kullanilmaktadir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Segilen eksplantlarin
fizyolojik yas1, biiyiikliigii, ana bitkinin kalitesi yiiksek oranda siirgiin
rejenerasyonu (Goniilsen, 1987) ve dolayis1 ile gen aktariminin bagarisi i¢in
son derece onemlidir. Eksplantlar bir gece once biiyiitillen Agrobacterium
kiiltiirii ile inokiile edilirler. Bitkinin yarali yiizeyine tutunan bakteriler T-DNA
larim bitki hiicresinin kromozomuna aktarabilmesi igin, igerisinde bitki
biiyiime diizenleyicilerinin bulundugu kati ortamda 2-3 giin siireyle
bekletilirler (ko-kiiltivasyon). Ardindan eksplantlar, Agrobacterium'un daha
fazla gelisip eksplantin Gliimiine neden olmamasi igin igerisinde antibiyotik
olan bir bagka agarli ortama alinirlar. Bu ortam, aym1 zamanda yalnizca gen
aktarilmug hiicrelerin geligmesini saglayan segcici antibiyotik ve bu hiicrelerin
kallus olusturmasi veya siirgiin olusturmasi igin gerekli hormonlan da igerir

(Ozcan, 1993).
2.1.1.2. Dogrudan gen aktarimm
Transgenik bitki elde edebilmek i¢in bir ¢ok dogrudan gen aktarim ydntemi

gelismis olmakla birlikte, partikiil tabancas1 ve protoplastlara gen aktarimi en

fazla kullanilanlardar.

£C. YOKSEKOCRETIM KUROLY
DOKUMANTASYON MERKEZI
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2.1.1.2.1. Partikiil tabancasi ile gen aktarim

Bu yontemde, DNA ile kaplanmig, 1-2 um ¢aph agir metal partikiillerinin
(altin veya tunsten) bitki hiicre ve dokularina niifuz etmesi saglanir. Metal
pargaciklarinin bitki hiicresine girebilmesi i¢in hidrojen ya da helyum gazi ile
pargaciklara hiz kazandirilir. Bu yolla hiicre igerisine giren pargaciklardan,
DNA'lar ayrilarak bitki genomuyla birlesir (Klein et al., 1987; Mccabe et al.,
1988). Gen aktarim oranini partikiillerin sayis1 ve hizi ile partikiillere DNA'nin
yapigmasini saglayan spermidin ve Ca konsantrasyonlar1 6nemli dl¢iide etkiler
(Ozcan, 1993). Partikiil tabancasiyla yaprak, embriyo, siirgiin ucu, kiiltiire
alinmug hiicreler, polen ve mikrosporlar gibi tiim doku ve hiicre tiplerine gen
aktarilabilmektedir. Ayrica Agrobacterium aracilifiyla gen aktarilamayan
o6nemli monokotiledonlara ve bazi Agrobacterium enfeksiyonuna dayanikli
dikotiledonlara da bu teknik ile gen aktarlabilmistir. Ornegin, pamuk (Finner
and Mc Mullan, 1990), soya (Mc Mullen and Finner, 1990; Mccabe et al.,
1988), musir (Gordon-Kamm et al., 1990) , bugday (Weeks et al., 1993) ve
celtik (Christou et al.,1991) bu yontemle elde edilmis transgenik bitkilerden

bazilaridir.
2.1.1.2.2. Protoplastlara gen aktarim

Bu yontemde, yabanci genleri tagiyan DNA pargasmin elektrik akimi ya da
kimyasallar kullanilarak bitki hiicre zarindan iceriye girmesi saglanir (Ozcan,
1993). Protoplastlara DNA aktariminda, en ¢ok kullamilan kimyasal madde
(PEG) polietilen glikol'diir (Draper et al., 1988). DNA igeren soliisyona % 15-
25 oraninda PEG ilave edildiginde, hem bitki hiicre zarinda gézenekler olusur
hem de DNA protoplast iizerine ¢okelir. Boylece DNA'nin bitki hiicresine
gecisi tegvik edilir (Freeman, 1988). Elektrik akimmin kullanilmasi
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kimyasallara gore daha kolay bir tekniktir. Bu teknikte bitki hiicre zarinda
DNA'nin gegebilecegi kiigiik gozenekler (30 nm) olusturmak igin elektrik
akim verilir (Okado et al.,, 1986). Acilan gozenekler kisa siireli olur ve
elektrik akiminin verilme siiresi ile miktar1 ¢ok énemlidir (Draper et al., 1988;
Lindsey et al., 1988). Bu yiizden elektroporasyon ile protoplastlara gen
aktariminda ya kisa siireli yiiksek voltaj (1,5 kV, 10 p sec) veya uzun stireli
diisiik voltaj (350 V, 54 m sec) uygulamasi yapilir (Draper et al., 1988; Ozcan
ve Ozgen, 1996). Elektroporasyon yontemiyle transgenik domates (Bellini et
al.,, 1989), kolza (Guerche et al.,, 1987b) ve marul (Chupeau et al., 1989)
bitkileri elde edilmigtir.

Daha onceki bolimlerde de belirtildigi gibi bitki hiicrelerine DNA'nin
aktarilmasi yeterli olmamaktadir. Gen aktarilan hiicrelerden etkili bir adventif
siirglin rejenerasyon yontemi ile transgenik bitkilerin elde edilmesi

gerekmektedir (Ozcan vd., 1997).

2.1.2. Adventif siirgiin rejenerasyonu

Bitkiler; izole edilmig bir siirgiin, kok, yaprak, ci¢ekler ve hatta organize
olmamig kallus gibi dokulardan biitiin bir organizmay1 rejenerasyon edebilme
kapasitesine sahiptirler (Goniilsen, 1987). In vitro' da hiicre ve dokulardan
slirgiin rejenerasyonunu bagarabilmek i¢in uygun eksplantin segilmesi,
bilyiimede aktif maddeleri igeren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel ¢evre
kosullarinin uygun olmasi gerekmektedir (Murassige, 1974; Evans et al., 1981;
Ammirato, 1983a).

Doku Kkiiltiiriinde en ¢ok kullanilan temel ortam Murassige ve Skoog (1962)'
un gelistirdigi besin ortamidir. Bitki rejenerasyonunda kullanilan besin

ortamlar1 bitki biiyiimesi i¢in gerekli olan makro ve mikro elementler ile enerji
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kaynag: olan sekeri igerir. Bu ortamlar agar ilave edilerek katilagtirilir. Besin
ortamina eklenen bitki bilyiimesini diizenleyiciler de bitki rejenerasyonunda en
Onemli faktorlerdir. Genelde, yiiksek oranda oksin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D)
bulunan ortamlar kallus ve kok gelisimini tegvik ederler (Miller and Skoog,
1953; Paulet, 1965; Nitsch, 1968). Sitokininlerin (BA, 2 IP, Zeatin , Kinetin)

bulundugu ortamlarda ise adventif siirgiin rejenerasyonu tesvik edilir.

Bitki hiicre ve dokulardan in vitro adventif slirgiin rejenerasyonu

organogenezis ve embriyogenezis olmak iizere iki yolla gergeklesmektedir.
2.1.2.1. Organogenezis

Normalde bir bitkinin tohumunu olusturan hiicreler, bilyiime ve farklilagma
donemi gegirerek bitkinin kék, gévde ve yapraklar gibi farkli organlarini
olustururlar. Farkl hiicre tiplerinin ortaya ¢ikmasina yol agan bu degisiklikler
bitkinin normal hayat déngiisiinde yasaminin sonuna kadar aym gekilde kalir.
Ancak, yapilan aragtirmalar, tamamen farklilagan hiicrelerin eger bozulmamig
bir hiicre membran sistemi ve canli bir ¢ekirdegi mevcut ise tekrar
meristematik bir 6zellik kazanarak mitotik boliinme gosterebilecegini ortaya
koymustur. Iste bu boliinmeler sonunda ya dogrudan adventif siirgiin veya kék
(direkt organogenezis) ya da hiicreler yigin1 olan kallus ve bu kallustan siirgiin
ya da kék meydana gelir (indirekt organogenezis) (Giirel, 1997). Indirekt
organogenezisde eksplant belirli bir form ve polaritesi olmayan hiicre
yiginlarinin  (kallus) olugmas: igin uyarilir. Daha sonra bu kallus iizerinde
meristematik bir merkez ve ardindan siirgiin ya da kok olusumu goézlenir.
Direkt organogenezisde ise hi¢ kallus gelisimi olmadan siirgiin geligimi

gozlenir.

LC. YUKSEXOGRETIM Kunyy,
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Organogenezis hiicre ve dokulardan yeni bir bitki olugsmasimni sagladig1 igin,
generatif yollardan g¢ogaltilmasi zor olan bitki tiirlerinin iiretilmesini de saglar.
Ayrica, bitkilere gen aktariminda bagar1 saglanmasi ancak, optimize edilmis bir
rejenerasyon yontemi ile miimkiindiir. Bu nedenle biitiin bitki tiirleri hatta her
tlirlin gesitleri i¢in 6zel bir sistemi optimize etmek ve bdylece organogenezisi

bagarmak gerekir.

Besin ortamina ilave edilen hormonlardan oksin ve sitokinin oranina gére kok
veya siirgiin olugabilir, ya da kallus gelismeye devam eder. Bir ¢ok bitkide
sitokinin adventif siirgiin olusumunu tesvik eder, oksin ise genellikle engeller

(Miller and Skoog, 1953; Paulet, 1965; Nitsch, 1968) .

2.1.2.2. Embriyogenezis

Somatik hiicrelerden elde edilen embriyolara somatik embriyo, adventif
embriyo veya vejetatif embriyo adi verilir . Somatik embriyolarin gelisimi de
zigotik embriyolarin gelisimine benzer. Somatik embriyogenezis i¢in gok
degisik bitki kisimlar1 kullanilir. Ozellikle olgunlagmarmg zigotik embriyolar
olmak iizere, ¢igek kisimlari, anterler, polen ve endosperm dokularinin somatik
embriyogenezis i¢in iyi bir baglangi¢ oldugu bildirilmigtir (Pierik, 1987; Sharp
et al., 1982; Er ve Canpolat, 1992).

Somatik embriyogenezis'i etkileyen faktorlerin baginda bitkinin genotipi gelir.
Soya (Parnott et al., 1988), musir (Green and Phillips, 1975; Beckert and Qing,
1984), arpa (Hanzel et al., 1984), bugday (Sears and Deckard et al., 1982) ve
pamuk (Trolinder and Xhixion, 1989) gibi bir ¢ok kiiltiir bitkisinde bireysel
genotiplerin somatik embriyo olusumunu etkiledigi belirlenmistir. Bagaril bir

embriyogenezis igin besin ortaminin optimize edilmesi gereklidir (Gamborg
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and Shyluk, 1981). Somatik embriyogenezis, besin ortamina oksin ilave
edilerek tesvik edilir (Sharp et al., 1982). En fazla kullanilan oksin 2,4-D'dir
(Ammirato, 1983b; Button et al., 1974). Embriyoidler olugmaya bagladiktan
sonra eksplantlar ya az oranda biiylimeyi diizenleyici iceren ya da biiylimeyi
diizenleyici i¢ermeyen ortama aktarilarak embriyolarin gelismesi ve

¢imlenmesi saglanir.

Somatik embriyogenezis de direkt ve indirekt olmak fiizere iki tipte olusur
(Sharp et al., 1982). Direkt somatik embriyogenezis'de, somatik embriyolar
hiicre ya da dokudan ara bir kallus olismadan geligirler. Bu gekilde
embriyogenezis genellikle bitkilerin govde ve epidermal hiicreleri eksplant |
olarak  kullanildiginda  goriiliir ~ (Pierik, 1987). Indirek somatik
embriyogenezis'de ise kiiltiire alinan protoplast ya da eksplantlardan 6nce
kallus olusumu goézlenir, ardindan kalluslar iizerinde embriyoidler olugur.
Embriyo ve embriyoidler tek hiicreden gelisebildigi gibi hiicre gruplarindan da
geligebilir. Aslinda eksplantlar iizerindeki hiicrelerin ¢ok az bir kismu kallus
olusturma egilimindedirler. Kallus olugturan hiicreler eksplantin yiizeyine

yakin ve besin ortamui ile temas halinde olan hiicrelerdir (Evans et al., 1981).

Indirekt somatik embriyogenezis yonteminde somatik embriyolarm elde
edilmesinden Once ara bir kallus safhas1 oldugundan A. tumefaciens ile gen
aktariminda kullanilabilmektedir. Gen aktarimi yapilan hiicrelerden 6nce
embriyogenik kallus tiretilmekte ve bu kallustan 6nce embriyolar, sonrada
transgenik bitkiler elde edilmektedir. A. tumefaciens ile gen aktarimi ve
somatik embriyogenezis sisteminin beraber kullanilmasiyla transgenik bitkiler
elde edilmigtir (D' Halluin et al., 1990; Umbeck et al., 1987; Thomas et al.,
1989; Everett et al., 1987).
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2.2. Kaynak Arastirmasi

2.2.1. Brassica tiirlerinde adventif siirgiin rejenerasyonu

Dunwell (1981), B. oleraceae, B. napus, B. campestris tiirlerinde yaprak
disklerini, BAP ve NAA'nin degisik kombinasyonlarini i¢eren besin ortaminda
kiiltiire aldiklarinda her tiir igin gerekli olan optimum biiyiimeyi diizenleyici
oranim farkli bulmuglardir. Bunlar; B. oleracea igin 10 mg/l BAP ve 1mg/l
NAA, B. napus i¢in 10 mg/l BAP ve 10 mg/l NAA, B.campestris igin ise 1
mg/l BAP ve 10 mg/l NAA'dir.

Lazzeri and Dunwell (1984), B. oleracea italica cv. Green Comet ¢egidinin
kok segmentlerinin siirgiin rejenerasyon kapasitesini aragtirmiglardir. Siirgiin
rejenerasyonunun fidenin yasmna bagh olarak hipokotille baglantili koék
pargalarinda yiiksek, kok uglar ile baglantili pargalarinda ise diigiik oldugunu
tespit etmiglerdir. Nitrojen kaynaginin diigtiriildiigii ortamda ve sivi ortama
gore agarli ortamda rejenerasyonun arttigini bildirmislerdir. Ayrica, kinetin'in
en iyl sitokinin, IAA ile picloram'm ise siirgiin rejenerasyonu igin en iyi
oksinler oldugunu tesbit etmislerdir. Optimize ettikleri ortamda B. napus ve B.
campestris'in baz1 gesitlerinin k6k parcalarini denemeye almiglardir. B.napus
ve B. oleracea gesitlerinde siirgiin elde edebildiklerini ancak, B. campestris'in

cesitlerinde siirgiin elde edemediklerini bildirmiglerdir.

Klimaszewska and Keller (1985), Kolzanin Westar c¢esidinde ince hiicre
katmanlarim1 (epidermis ve 4-9 kat subepidermal hiicreler) eksplant olarak
kullanmigtir. Siirgiin rejenerasyonu ortamina (0,5 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP
iceren) demir kaynag: olarak 40 mg/l Fe-330 eklenmistir. Ortami optimize
etmek i¢in BAP (5 mg/l) sabit tutularak NAA, 2-4 D, IAA, IBA, 2,44,5-T ve
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picloram gibi oksinler 0,5-2 mg/l oraninda besin ortamina ilave edilmistir.
Siirgiin olusumunun sadece NAA igeren ortamda gozlendigi, diger oksinlerin
bulundugu ortamlarda ise eksplantlar lizerinde yalmizca kallus olusumunun
gbzlendigi bildirilmigtir. Ayrica, NAA (0,5 mg/l) sabit tutularak BAP, BA-
riboside, kinetin, N6 ve zeatin gibi sitokininlerin 1-5 mg/l oraninda kullanildig:
besin ortamlarinda biitiin sitokininlerin siirgiin olusumunda etkili oldugu,
ancak BAP'1in (10-15 mg/l) en iyi sonucu verdigi belirlenmistir. Oksinler ya da
sitokininler tek bagma kullanildiginda ise siirgiin rejenerasyonunun
gbzlenmedigi bildirilmigtir. Besin ortaminda bulunan nitrojen igeriginin
Organogenezisi etkiledigi belirtilmis ve en iyi nitrojen kaynaginin NO’; oldugu
tespit edilmistir.

Narasimhulu and Chopra (1987), Brassicamin ii¢ temel diploid tiirii olan B.
campestris, B. nigra, B. oleracea ve bunlarin amfidiploidleri olan B. juncea ile
B. napus'un bazi ¢esitlerinde kotiledon eksplant1 kullanarak etkili bir adventif
slirgiin rejenerasyon yontemi bulmaya ¢aligmuiglardir. Siirgiin rejenerasyonuna
olan tepkiyi degisik biiylimeyi diizenleyicilerin kombinasyonlarinda
karsilagtirdiklarinda; B. campestris'in en diigik (ortalama % 6,6), B. nigra
(ortalama % 17,3) ile B. juncea (ortalama % 26,8)' nin da en yiiksek siirgiin
rejenerasyon Kkabiliyetine sahip olduklarini bildirmislerdir. Ayrica, siirgiin
rejenerasyon frekansinin B. oleracea'da ortalama % 14,8 ve B. napus'da

ortalama % 10,0 oldugunu tespit etmiglerdir.

O’Neill et al., (1996), Westar ve Cobra gesitlerinde govde bogum arasi
eksplantin1 kullanarak rejenerasyon ortamimna prolin, tyo-prolin ve MGBG
(methylglyoxal-bis-guanylhydrazone) ilave edilmesinin siirgiin rejenerasyonu
lizerine etkisini incelemislerdir. Uygulamada, 10-20 mM prolin ve 0,5-1 mM

tyo-prolin dozlan kullanarak bir hafta sonra kallus olugumu, ii¢ hafta sonrada

TC. YUKSEKOCRETIM KURULY
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slirglin rejenerasyonu elde ettiklerini bildirmislerdir. Hem prolin hem de tyo-
prolin'in siirglin rejenerasyonunu 2-5 kat azalttigimi gozlemiglerdir. Bu
beklenmeyen engelleyici etkiden literatiirlerde hi¢ bahsedilmedigi, aksine diger
tirlerin rejenerasyon ve embriyo Kkiiltiirlerinde prolin'in olumlu etkisinden
bahsedildigini belirtmiglerdir. MGBG'nin siirgiin rejenerasyonuna etkisinin ise
genotipe baglh oldugunu; kislik Cobra gesidinde rejenerasyonu azaltici bir etki
gostermesine ragmen, yazlik Westar ¢esidinde rejenere olan eksplant sayisini
% 50 oraninda artirarak, % 92' ye ¢ikardigim tespit etmislerdir. Aragtiricilar,
daha once litaratiirlerde belirtilen gévde eksplantlarinda % 80-100 oraninda
siirgiin rejenerasyonunu elde edemediklerini, ancak % 50-60 diizeylerinde

stirglin rejenerasyonu elde edebildiklerini belirtmiglerdir.

Yang et al., (1991), B. carinata'nin hipokotil eksplantlarinin 2,00 mg/l BAP ve
0,01 mg/l NAA veya 4,00 mg/] kinetin ve 0,01 mg/l 2,4-D kombinasyonlarinda
% 100 adventif siirgiin rejenerasyonu verdigini belirlemiglerdir. Yiiksek
siirgiin rejenerasyonunun 6-7 giinliikk eksplantlardan elde edildigini ve distal
olanlarin proksimal olanlardan, ayrica {st hipokotiller segmentlerinin

alttakilerden daha fazla rejeneratif oldugunu tesbit etmiglerdir.

Khehra and Mathias (1992), kolzanin Westar, Ariana, Cobra, Libravo
cesitlerinde kotiledon, hipokotil ve govde segmentlerini ii¢ farkli BAP ve
NAA kombinasyonu igeren ortamlarda kiltiire aldiklar1 aragtirmalarinda
adventif siirgiin rejenerasyonu sikliginin belirlenmesinde eksplant tipi, genotip
ve bilyiime diizenleyicilerinin 6nemini degerlendirmislerdir. Sonugta, siirgiin
rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktoriin eksplant tipi ve genotip oldugunu
belirtmiglerdir. Govde eksplantinin kotiledon ve hipokotil eksplantina gore 2-3
kat daha fazla siirgiin rejenerasyonu olugturdugu belirtilmislerdir.

LC YUKSEKOGRETIM Kiige e,
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Turgut vd., (1994a), kolzanin Topaz ¢esidinde 2/3 kotiledon ve petiolii de
iceren tam kotiledon eksplantlarrmi  kullanarak g¢esitli  biiylimeyi
diizenleyicilerinin  morfogenezis  {izerine  etkilerini  aragtirmislardir.
Arastirmada, 2/3 kotiledon eksplant1 kullanildiginda en yiiksek adventif siirgiin
rejenerasyonunu (% 80) 2,00 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA iceren besin
ortamindan, petiolii de igeren tam kotiledon eksplant1 kullanildiginda ise (%
90) 4.00 mg/l BAP; 2.00 mg/l kinetin ve 0,10 mg/l NAA iceren besin
ortamindan elde edildigini bildirmislerdir. Ayrica, olgunlagmamis embriyo
eksplantinda BAP ve NAA’in degisik konsantrasyonlarmin morfogenezis
iizerinde etkisi aragtirilmugtir. En yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonunun ve
somatik embriyogenezisin 10,00 mg/l1 NAA ve 0,25 mg/l BAP iceren besin

ortamindan elde edildigi belirtilmistir.

Burnett et al., (1994), Brassica campestristin Horizon ¢esidinde tohum
¢imlenme ortamimnda NAA veya BAP'in bulunmasinin siirgiin rejenerasyonunu
belirgin sekilde etkiledigini tespit etmislerdir. Eksplant (kotiledon) yasmnin
slirgiin rejenerasyon oranini etkiledigini, en iyi sonucun 3-4 giinliik fidelerden
alinan eksplantlardan elde edildigini belirtmislerdir. Rejenerasyon ortamina
etilen inhibitérii olan AVG (aminoethoxyvinylglycine)in 1,0 uM ilave
edilmesiyle siirgiin rejenerasyonunun 3 kat arttigini tesbit etmiglerdir. AVG'nin
kullanilan diger etilen inhibitérlerinden de (AgNO; ve MGBG: methylglyoxal-
bis-guanylhydrazone) daha iyi sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Ancak, tohum
¢imlenme ortamma etilen inhibitérlerinin ilave edilmesinin, kotiledon
eksplantlarinin  rejenerasyon basarisint artirmadigmi  tespit etmislerdir.
Cimlenme ortamina BAP ilave edilmediginde, ¢imlenen fidelerden alinan
eksplantlardan % 19,2 oraninda siirgiin rejenerasyonu elde edilirken,
¢imlenme ortamina 4,44 uM BAP ilave edildiginde bu oranin % 33,2 oldugu
belirtilmigtir. B. napus'da siirglin rejenerasyonu i¢in etilen inhibittriine ihtiyac
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duyulmamasina (Fry et al,1987, Radke et al, 1988; Moloney et al, 1989)
ragmen, dier Brassica tiirlerinden elde edilen siirgiin rejenerasyonlarinda
etilen inhibitérlerinin 6nemli roller oynadig1 (Facciotti et al,1990; Chi et al,,

1990; Sethi et al, 1990) belirtilmistir.

Ono et al.,, (1994), 100 kolza g¢esidinde, kotiledon eksplantinin ve eksplant
yasinin adventif siirgiin rejenerasyonu {izerine etkisini aragtirmuglardir. Bu
calismada, en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 4 giinlitk fidelerden elde edilen
kotiledonlarin 4,00 mg/l BAP iceren besin ortaminda kiiltiire alindifinda elde
edilmigtir. Ayrica, siirgiin rejenerasyon oranina yazhk ve kislik kolza
gesitlerinin bir etkisinin olmadigim belirtmislerdir. Rejenere edilen bitkiler

2,00 mg/1 IBA igeren ortamda kéklendirilmistir.

Zhao et al., (1996), kolzamin Topaz gesidinde kolkisin muamelesi yapilan
mikrosporlardan mikrospor embriyogenezisi ile yilkksek oranda genom
dublikasyonu elde etmiglerdir. Elde edilen bitkilerin ¢ogunun (% 90) normal

bilyiime ve gelisme gosterdigini bildirmislerdir.

Eapen and George (1997), B. jucea, B. campestris, B. napus, B. craniata ve
B.nigra tirlerinde ¢igek sap1 eksplantin1 kullanarak giimiis nitrat ve giimiis
tiyosiilfatin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisini aragtirmiglardir. Siirgiin
rejenerasyon ortami olarak 10 uM BAP, 0,5 pM NAA ve % 0,9 agar igeren
MS besin ortami kullanilmugtir. Bu ortama 30 pM gilimiis nitrat veya giimiig
tiyosiilfat eklediklerinde elde ettikleri siirgiin tomurcuk sayisinin genotipe
bagh olarak arttifim tespit etmiglerdir. Giimiis iyonlarmin etilenin fizyolojik
aktivitesinin inhibitérii olarak gorev yaptigini, bu nedenle rejenerasyon

potansiyelini artirdigini bildirmiglerdir.
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2.2.2. Brassica tiirlerine gen aktarim

Ooms et al., (1985), kolzanin Rafal, Willi, Jet Neuf, Brutor g¢esitlerinin A.
tumefaciens T37 ve A. rhizogenes LBA 9402 hatlarmma karsi enfeksiyon
tepkisini ve genetik olarak transforme olan kolza bitkisinin rejenere olma
ihtimalini incelemislerdir. Agrobacterium'un sebeb oldugu tiimér veya sacak
kok sikligini gesitlere bagh olarak % 10-70 arasinda bulmuslardir. Tiitlinde,
T37 hattinin sebeb oldugu tiimérlerin giiglii siirgiinler olugturdugu bilinirken,
kolzada ¢ok sayida kokler olusturdugu nadiren siirgiin meydana geldigini
bildirmislerdir. Olusan az sayidaki siirgiinlerden bazilarinin da nopalin tiimér
hiicreleri Ttirettigini tesbit etmislerdir. Bu durumu, farkli olmayan tiimér
dokularindan farkli transforme edilmis siirgiinler elde edilebilecegi seklinde
izah etmiglerdir. T37 kullanarak transforme edilmis bitkiler elde
edemediklerini, ancak Ri T-DNA aktarilmig bitkileri rejenere edebildiklerini

bildirmislerdir.

Fry et al., (1987), Westar ¢esidinin govde segmentlerini pMON200 ve
pMON120 plazmidlerini tagiyan A.tumefaciens hatlari ile 5 d inokiile ederek,
ko-kiiltivasyondan sonra 100 mg/l km igeren séiéksiyon ortamina almislardir.
Transformasyon igin pMON200 kullanildiginda 50 mg/l kanamisinli ortamda
% 19,4 ve 100 mg/l kanamisinli ortamda ise % 12,7 oraninda siirgiin
rejenerasyonu elde etmislerdir. Transformasyon i¢in pMON120 (Kanamisine
dayaniklilik geni igermeyen) hatti kullanildiginda ise hi¢ siirgiin elde
edememislerdir. Seleksiyon ortaminda 100 mg/l km bulundugunda
transformasyon sikligini %7 olarak bulmusglardir. Seleksiyon ortaminda 100-
200 mg/l km bulunmasinin siirgliin sayisin1 diigiirdigiini, 50 mg/l km
bulundugunda ise siirgiin sayisinmn yiikseldigini ancak, kagak sayisinin
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arttigim bildirmislerdir. Transformasyonu opin iiretimi, km-direnci ve ilk

transgenik bitkilerde DNA blot hybridizasyonu dogrulamugtir.

Radke et al., (1988), kolzanin Westar ¢esidinde hipokotil eksplantindan % 26
oraninda siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. Siirglin rejenerasyonu ortami
olarak Bs tuzlari, 1,00 mg/l 2,4-D, 1,00 mg/1 kinetin, % 6 agar kullanmislardur.
A.tumefaciens pTiBo542 onkogenik plazmidini iceren A 281 ve pCGN767
binary vektoriinii iceren EHA 101 hatlarmi bir gece bilyiittiikkten sonra
hipokotil eksplantlarini 1x10°® bakteri/ml seyreltilmis bakteri kiiltiiriinde
inokiile ettiklerini ve 24, 48, 72 saat ko-kiiltivasyon islemi yaptiklarini
bildirmislerdir. Transformasyon sikhigmin ko-kiiltivasyon siiresinin uzamasiyla
azaldigini, ancak ¢ok sayida kanamisine direngli kallus ve NPT II pozitif
siirgiinlerin 48 saatlik uygulamadan elde edildigini bildirmislerdir. Ug farkh
dozda uygulanan km dozlarindan (10, 25, 50) en fazla transgenik siirgiiniin (%
2,5 oraninda) 25 mg/l km'in ilave edildigi ortamdan alindig belirtilmigtir.

Neuhaus et al, (1987), kolza mikrosporlarindan gelisen embriyoidlere
mikroenjeksiyon yontemi kullanarak gen aktarimi metodu gelistirmeye
calismiglardir. Embriyoidlere NPT-II genini mikroenjekte ederek, 8 hafta
icerisinde embriyogenezis yoluyla ¢ok sayida haploid bitki rejenerasyonu elde
etmislerdir. Transformasyon oranmin % 27-51 arasmda oldugunu
bildirmislerdir. Transgenik bitkilerin tesbitini primer rejenerantlarda DNA dot
blot analizi ile belirlemislerdir. Yine, bu bitkilerde NPT-II aktivitesini enzim
analizi ile belirlemislerdir. Bu ¢alismada kolza embriyoidlerinin daha ileriki
gelisme safhalarinda da (kalp seklindeki embriyolara kadar) basarili bir sekilde
enjekte  edilebilecegini ve ayni teknigin  zigotik  embriyolarin

transformasyonlari i¢in de basarili olacagini bildirmislerdir.

TC. yymmc BETUM KURULY
DOKUMANTASYON MERKEZ]
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Charest et al., (1988), Westar ¢esidinde A.tumefaciens hatlan kullanarak ince
hiicre katmanlarmma gen aktarimi yapmuglardir. pGV3850 pLGV1103neo ile
inokiile edilen 600 eksplanttan elde edilen siirgiinlerin 12 tanesinin nopalin
sentezi gosterdigini bildirmislerdir. Nicotiana tabaccum iizerinde kanamisinin
yiiksek dozlarmna dayaniklilig: saglayan secici marker genlerinin B. napus’un

transgenik siirgiinlerinin seleksiyonunu saglamadiklarini tespit etmislerdir.

De Block et al., (1989), kolzanin Westar ve R8494 ¢esidi ile B. oleracea’nin
Walcheria ve Andersen cesitlerinde A. fumefaciens CS58CIRif (pMP90)
pGSFR780A hatt1 kullanarak kanamisin veya bar secici markor genlerine
dayali bir metod gelistirmislerdir. Hipokotil eksplantindan basarili siirgiin
rejenerasyonu igin  giimils nitrat kullanilmasimin  gerekli oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica, vitrifikasyonu onlemek i¢in ortamdaki su potansiyelini
ve sitokinin konsantrasyonunu azaltmislardir. Transforme edilmis siirgiinlerin
9-12 hafta arasinda elde edildigini ve oraninin % 30 oldugunu bildirmislerdir.
Transformantlar1 Southern blott analizi ile belirleyerek 1-3 arasmda kimerik
gen kopyalar igerdiklerini bildirmiglerdir. Transforme edilen bitkilerin % 25’
inde fosfinotrisin asetiltransferaz veya NPT-II aktivitesinin goriilmedigini
halbuki, Southern blott analizi ile bu bitkilerin transgenik olduklarinin
dogrulandigini bildirmislerdir.

Moloney et al., (1989), kolzanin Westar g¢esidinde petiollii kotiledon
eksplantlarini, pCGN783 binary vektoriinii igeren EHA101 A. tumafaciens
hatt1 ile ii¢ giin inokiile ettiklerini, daha sonra siirgiin rejenerasyon ortamina
(MS, 20 uM BA, % 7 agar, 500 mg/l karbenisilin ve 15 mg/l kanamisin)
aldiklarini bildirmiglerdir. Bu segici ortamda rejenerasyon sikligim % 60 dan

fazla bulmuslardir. Transformasyon g¢aligmalarinda segici ortamda az sayida
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kacak bitkilere de rastlandigini, bu bitkileri alt yapraklarinda goriilen antosiyan

renklenmesiyle teshis ettiklerini bildirmiglerdir.

Misra (1990), Westar ¢esidinin gévde epidermal eksplantim1 kullanarak, A.
tumefaciens (oktopin tipi tiimér olusturan pTi B653-SE plazmidi igeren)
araciligiyla fertil transgenik bitkiler elde etmistir. Bir ile {i¢ giinliik kiiltiire
alinmig eksplantlar1 (kallus olusumu bagladiginda) 1/10 oraninda seyreltilmis
bakteri kiiltiirii ile 5 d inokiile etmigtir. Ko-kiiltivasyonda 48 saat beklettigi
eksplantlar1 10,00 mg/l BAP ve 0,50 m/l NAA , 500 mg/1 karbenisilin ve 100
mg/l kanamisin iceren seleksiyon ortamina aktarmustir. Transformasyon

basarisinin % 2 oldugunu belirtmistir.

Damgaard and Rasmussen (1991), kolzanin line ve 1046 ¢esitlerine 7 giinlitk
hipokotil eksplantlarinin A. rhizogenes hatlan ile inokiilasyonu sonucunda
sacak kok olusum yetenegine sahip transgenik bitkiler elde etmislerdir.
Inokiilasyondan sonra eksplantlan ya isikta yada karanlikta bekletmiglerdir.
Sagak kok olusum yeteneginin hipokotildeki enfekte olan bolgenin yerine ¢ok
bagli oldugunu belirtmislerdir. Transforme edilmis kok ve siirgiin klonlarina
opin analizi yapmuglar ve % 7-31 arasinda pozitif siirgiin belirlemislerdir.
Daha sonraki seleksiyonun ise km bulunan ortamda yapildigin1 ve opin-pozitif

olan kok klonlarinin NPT II aktivitesi gosterdigini gézlemislerdir.

Radke et al., (1992), B. campestris ssp. oleifera Tobin ve Emma ¢esitlerinde
hipokotil eksplantlar1 kullanarak rejenerasyon ve transformasyon denemeleri
yapmuglar ve AgNO; ve 2,4-D'nin siirgiin rejenerasyonunu artirdigimi tespit
etmiglerdir. A. tumefaciens'in NPTII ve GUS genlerini tagiyan binary
plazmidlerini iceren EHA 101 hattin1 transformasyonda kullanarak ii¢ haftada
transgenik sirgiin elde etmiglerdir. Tobin ve Emma g¢egitlerinde

T.C. YOKSEKOGRETIM KUROLY
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transformasyon frekansim1 % 1-9 olarak tespit etmiglerdir. En yiiksek
transformasyon frekansini (% 9) diisiik kanamycin igeren (10 mg/l) ortamdan
elde etmislerdir. Transformasyonu NPT-II dot blot, GUS, Southern blot ve

kanamycin'e dayaniklilik testleri ile tespit etmiglerdir.

Turgut vd., (1994b), kolzanin Cobra ve Topaz c¢esitlerinde petiollii kotiledon
eksplant1 kullanarak gen aktariminda etkili bir yontem bulmaya ¢aligmistir.
Seleksiyon ortaminda 10, 15, 20, 25 ve 30 mg/l kanamisin dozlarim
kullandiginda 10 mg/l km dozunun yetersiz oldugunu, 20 mg/l km iizerindeki
dozlarin ise rejenerasyonu tamamen durdurdugunu, en iyi oraninin ise 15-20
mg/l oldugunu tespit etmistir. Onkogenik yabani tip A. tumefaciens hatlar
(C58, T37, A281, ACHS, A6 ve A136NC) gen aktarimi i¢in kullanilmaigtir.
Bunlardan yalnizca C58 yabani tip hattinin yiiksek oranda (% 20 eksplant)
timor olusturdugunu belirtmigtir. Onkogenik olmayan C58C1 (pGV3850)
pBI121 hatt1 ile gen aktarimi c¢alismalarinda ise istenilen basariya

ulagilamadig: bildirilmigtir.

Berthomieu et al., (1994), hem non-onkogenik hem de yabani tip A.
tumefaciens hatlar kullanilarak B. oleracea var. capitata' da transformasyon
yontemi gelistirmeye calismiglardir. Metodu, Yabani tip A. tumefaciens
hattinin bu bitkide siirgiin timori olﬁsturmas1 temeline dayandirmiglardir.
Transformantlari, GUS aktivitesinin histokimyasal analizi ile belirlemiglerdir.
GUS pozitif olan bitkileri Southern analizi yaparak bu bitkilerin, T-DNA
tasidigmi belirlemislerdir. Inokiile ettikleri eksplantlardan olusan 25 siirgiinden

bir tane transgenik bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.

Hong et al., (1997), kolza Westar gesidinin polen spesifik "polygalacturonase”
klonlarindan Sta44G'ye ait A647-bp 5'-flanking fragmentini, GUS marker
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geninin 6niine klonlamiglardir. Daha sonra, A647-GUS genini A. tumefaciens
araciligtyla kolza bitkisine aktarmiglardir. Kotiledon eksplantlarini bir gece
biiyiitiilen Agrobacterium kiiltiiriine degdirip, ko-kiiltivasyon ortaminda iig
giin, daha sonra 500 mg/l karbenisilin ilave edilen ortamda yedi giin
bekletmiglerdir. Ardindan eksplantlar 20 mg/l kanamisin ilave edilen ortama
aktarilmugtir. Sta44/GUS ile kolzaya transformasyon bagarisim1 % 12 olarak
bulmuglardir. Transgenik aday bitkilerinin anterlerini farkli geligim
devrelerinde iken histokimyasal GUS analizine tabi tutmuslardir. GUS
aktivitesinin sporogenezis safhasinda goriilmedigini, ilk olarak, tomurcuk 2

mm iken gozlendigini ve anter gelismesiyle arttigini bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Aragtirmada 11 kolza ¢esidi kullamilmigtir. Kullanilan c¢esitlerin adlar,

orijinleri ve gelisme formu ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Aragtirmada kullanilan kolza gesitlerine ait bilgiler

Kolza cegsitleri Orijini Formu
Spok Danimarka Yazlik
Star Danimarka Yazlik
Helious Danimarka Yazlik
Kosa Almanya Yazhk
Westar* Kanada Yazlik
Tarok Danimarka Kislik
Honk Danimarka Kislik
Darmor Fransiz Kislik
Bienvenii Fransiz Kislik
Quinta Almanya Kishk
Cobra Almanya Kishk

* Bu gesit yalnizca gen aktarim ¢ahigmalarinda kullanilmigtir,

Cimlendirme ve siirgiin rejenerasyonu ortamlarmi optimize etmek igin
baglangigta Tarok g¢esidi kullanmilmigtir. Daha sonra tiim g¢esitler denenmis ve

en iyi sonug veren ¢esitler ile gen aktarimi denemelerine devam edilmigtir.

3.1.2. Bakteri materyali

Caligmada, onkogenik A 281 pTiBo 542 (Hood et al., 1986) ve C58 pTiC58
(Depicker et al., 1982) A. tumefaciens hatlan ile Cizelge 3.2'de verilen non-
onkogenik bakteri hatlar1 kullanilmigtir.
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Cizelge 3.2. Bakteri hatlar ve dzellikleri (Becker et al., 1992; Ozcan, 1993)

Bakteri Hatti Yardime: Plazmid Vektor Bitki Seleksiyonu
(Segici Antibiyotik) | oo ;; Antibiyotik)
2260 (100 mg/1 rif) pGV 2260 (50 mg/l cb) | p35S GUS-INT(50 mg/l km (50-100 mg/l)
km)

C58C1(100 mg/1 rif) pGV 2260 (50 mg/l cb) | pRGG neo5 (25 mg/l km) | km (50-200 mg/l)
C58C1(100 mg/1 rif) PGV 2260 (50 mg/l cb) | pRGG hpt (25 mg/l km) hyg (20-50 mg/l)
C58C1(100 mg/l rif) | pGV 2260 (50 mg/l cb) | pRGG dhfr 25 mg/lkm) | mt (0,02-0,5 mg/l)
C58C1(100 mg/l rif) | pGV 2260 (50 mg/l cb) | pRGG bar (25 mg/l km) bas/fos (0,5-10 mg/l)
LBA4404 (100 mg/l rif) | pAL 4404 pRGG htp (25 mg/l km) hyg (20-50 mg/l)
LBA4404 (100 mg/1rif) | pAL 4404 pRGG bar (25 mg/l km) bas/fos (0,5-10 mg/l)
A 281 pTiB0542 pRGG hpt (25 mg/l km) hyg (20-50 mg/l)
A 281 pTiBo542 pRGG bar (25 mg/l km) bas/fos (0,5-10 mg/l)
EHA 101 pEHA 101 pRGG hpt (25 mg/l km) hyg (20-50 mg/l)
EHA 101 pEHA 101 pRGG bar (25 mg/l km) bas/fos (0,5-10 mg/l)
15834 (100 mg/1 rif) pRI 15834 pRGG bar#2 (25 mg/l km) | bas/fos (0,5-10 mg/1)
15834 (100 mg/1 rif) pRI 15834 pRGG htp (25 mg/l km) hyg (20-50 mg/l)
DisC58pB1 121-23 p C58 pB1 121-23(25 mg/l km) | km (50-200 mg/l)
EHA pMOG 131 p EHA 101 pMOG 131 (strep 100 mg/l) | km (100 mg/l)
EHA 101 pBI 121 p EHA 101 pB1 121 (25 mg/l km) km (100 mg/1)

rif: rifampisin, cb: karbenisilin, km: kanamisin, hyg: higromisin, mt: metotreksat, fos: fosfinotrisin,
strep: streptomisin , bas: basta
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Tiim doku kiiltiirii ¢aligmalan steril kabin igerisinde yapilmis olup, kullanilan

alet ve ekipman 6nceden steril edilmistir. % 3 sukroz igeren ve % 7'lik agar

(Sigma Tip A) ile katilagtirilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamu temel

besin ortamu olarak kullamilmustir (Cizelge 3.3). Ortamlarin hazirliginda

saf su kullanilmistir. Ayrica, gerekli durumlarda besin ortamma farkh

konsantrasyonlarda bitki biiylimesini diizenleyiciler ilave edilmistir. Ortamin

Cizelge 3.3. MS (Murashige ve Skoog) ortaminda bulunan besin maddeleri ve

konsantrasyonlari
ORTAMDA BULUNAN MADDELER |KONSANTRASYONU (mg/l)
Makro Elementler
NH,NO; 1650,000
KNO3 1900,000
CACI2H,0 440,000
MgS0O, 7H,0 370,000
KH,PO, 170,000
Mikro Elementler
K1 0,830
H;BO; 6,200
MnSO,4H,0 22,300
ZnSO,7H,0 8,600
Na2M004.2H20 0,250
CuS0,5H,0 0,025
CoClL, 6H,0 0,025
FeSO,7H,0 27,850
Na,EDTA.2H,0 37,250
Vitaminler
Myo-Inositol 100,000
Nicotinic Acid 0,500
Pyrotinic Acid 0,500
Thiamine-HCI 0,100
Glicine 2,000
TC. YOXSEXOGRETIM KURU)
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pH’s1 IN NaOH ya da 1IN HCI kullanarak 5,8’e ayarlanmigtir. Besin ortaminin
sterilizasyonu 1.2 atmosfer basing altinda, 121°C de 20 dakika otoklavda
yapilmugtir. Her deneme, 3 ya da 4 tekerriirlii kurulmug ve her petriye (100 x
10 mm’lik) 10 eksplant yerlegtirilmigtir. Tiim kiiltiirler 25 °C de 16 saat 151k/8
saat karanlik fotoperiyotta 351 Em?s™ florasan 1sigmnda, kiiltiir odasmnda
biiylitiilmiigtiir.

3.2.1.2. Bitki biiyiimesini diizenleyiciler

Arastirmada kullanilan tiim bilylimeyi diizenleyiciler Sigma Chemical Co. ya
da Merck’den temin edilmistir. Bilyiimeyi diizenleyiciler uygun ¢éziiciilerde
coziildiikten sonra saf su ile istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlar:
hazirlanmistir (Cizelge 3.4). Biiylimeyi diizenleyiciler, ortamlar otoklavda
steril edilmeden Once ilave edilmigtir. Hazirlanan biiyliimeyi diizenleyicilerin

stok soliisyonlar1 +4 °C'de bir-iki ay saklanmugtir.

Cizelge 3.4. Kullanilan biiylimeyi diizenleyiciler ve ¢oziiciileri

Biiytimeyi Cozici Saklamzz
Diizenleyiciler Kosullart °C

Oksinler

24-D 1N NaOH veya % 100’liik +4

etanol

NAA IN NaOH +4
IBA IN NaOH veya su +4
Sitokininler

TDZ DMSO +4
Kinetin 1 N NaOH +4
BAP 1 N NaOH +4
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3.2.1.3. Tohumlarin yiizey-sterilizasyonu ve ¢imlendirilmesi

Kolzanin tizerinde galigilan ¢esitlerine ait tohumlar1t % 20'ik ticari ¢amagir
suyunda (Axion) 20 dakika manyetik karistirictda  gevrilerek yiizey
sterilizasyonu yapilmigtir. Daha sonra, 3 defa 5'er dakika steril saf su ile
durulama islemi yapilmigtir. Bu gekilde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan
tohumlar MSO besin ortami igeren magenta ya da kiiciik cam kavanozlarda
¢imlendirmeye alinmiglardir. Her magenta kabma 25 adet tohum konmustur.
Kolza tohumlarinda ¢imlenme % olarak ifade edilmis, bu deger magentada

¢imlenen tohumlarin toplam tohum sayisina oranlanmasiyla bulunmustur.

3.2.1.4. In vitro'da yetistirilen fidelerden eksplant izolasyonu

Kolzaya ait tam kotiledon, 2/3 kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 5-6 giinliik
fidelerden izole edilmigtir. 2/3 distal kotiledon eksplantinda kotiledonun
petiole baglandigi 1/3'lik kisim kesilip atilarak kalan 2/3'lik kisim rejenerasyon
ortamina yerlestirilmigtir. Tam kotiledon eksplanti ise 2-3 mm petiol ile
birlikte kesilip rejenerasyon ortamina yerlestirilmigtir (Sekil 3.1). Hipokotil
eksplanti da 5 mm uzunlugunda pargalara ayrilarak rejenerasyon ortamina

konmusur.

a) 2/3 kotiledon b) Petiollii tam kotiledon eksplant1

Sekil 3.1. Kolzada adventif siirgiin rejenerasyonu igin kiiltiire alinan farkl
kotiledon eksplantlar
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3.2.1.4.1. Olgunlagsmamis embriyo ve kotiledon eksplantlarmin izolasyonu

Tarlada yetistirilen kolza g¢esitlerinden, koyu yesil renkte ve orta irilikte
tohumlar1 i¢eren harnuplar (tozlagsmadan 18-20 giin sonra) hasat edilmistir.
Harnuplar % 80'lik ticari camasir suyunda (axion) 20 dakika yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra 3 kez S'er dakika steril saf su ile
durulanmigtir. Harnuptan ¢ikarilan tohumlar pens ve bistiiri yardimiyla
olgunlagmamig embriyo ekseni (1,5-2 mm) ve kotiledon (yaklagik 2 mm)
eksplantlarina aynlmistir. Degisik oranlarda bilylimeyi diizenleyiciler, % 3
sukroz ve % 8 agar iceren MS besin ortaminin (pH; 5,8) bulundugu petrilerde
10'ar eksplant kiiltiire alinmistir. Olgunlagmamis embriyo ekseninin
kotiledondan koparildigt kisim besin ortamma temas edecek sekilde

eksplantlar kiiltiire alinmigtir.

3.2.1.5. Rejenere olan kolza siirgiinlerinin koklendirilmesi ve serada

biiytitiilmesi

Rejenere olan siirgiinler 10-20 mm uzunluga geldiginde kesilerek farkh
konsantrasyonlarda oksin (IBA) igeren MSO besin ortaminin bulundugu
magenta kaplarinda koklendirmeye alimmistir. Her magentaya 5 adet siirgiin
yerlestirilmistir. Burada koklenen siirgiinler daha sonra iklim odasinda
kompost igeren kii¢iik saksilara alinmustir. Birkag giin yiiksek nemde (% 90)
tutularak fidenin hem dis sartlara uyumu hem de kok sisteminin gelismesi
saglanmugtir. Daha sonra, nem oran1 kademeli olarak azaltilmig ve giin asir
sulanmigtir. 3-4 hafta sonra yaklagik 20-25 cm olan fideler seraya alinarak,

fidelerin ¢igeklenmesi ve tohum olugturmasi saglanmagtir.
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3.2.2. Bakteri kiiltiirleri

3.2.2.1. Bakteri kiiltiirlerinin biiyiitiilmesi

Siv1 bakteri kiiltiirlerinin biiyiitiilmesine, -80 °C'de depolanmis olan gliserol
stoktan steril bir lup yardimiyla bir parga alinarak veya +4 °C'de NA (Nutrient
Agar; Lab-Lemco' Powder 1,0 g/l; Yeast extract 2,0 g/l; Peptona 5,0 g/l;
Sodium chloride 5,0 g/l; Agar 15,0 g/l) ve segici antibiyotikler i¢eren (Cizelge
3.5) 9 cm’lik petrilerde saklanan bakterilerden tek koloni alinarak baglanmustir.
Bakteri kiiltiirleri 10 ml NB (Lab-Lemco' Powder 1,0 g/1; Yeast extract 2,0 g/l;
Peptona 5,0 g/l; Sodium chloride 5,0 g/l) ve secici antibiyotikler iceren
(Cizelge 3.5 ) 50 ml'lik steril tiiplerle kiiltiire alinmuglardir. Bakteriler bir gece
ya da istenilen biiyiime elde edilinceye kadar 28 °C, 150 devir/d'da inkiibattrde
biiyiitiilmiigtiir.

Yeniden bireysel koloniler elde etmek i¢in; biiyliyen sivi bakteri kiiltiiriinden,
steril bir lup yardimiyla alinan bakteriler NA ve gerekli antibiyotikler igeren
(Cizelge 3.5) agarli besin ortam iizerine yayillmistir. Bu bakteri kiiltiirlerini
iceren petri kutular1 ters gevrilerek 28 °C'de inkiibe edilmistir. Iki giin
icerisinde kolonilerin olugumu gdézlenmistir. Tiim ¢aligmalar kontaminasyonu

Onlemek i¢in steril kabin icerisinde yapilmigtir.

3.2.2.2. Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi

S1v1 bakteri kiiltiirii ve % 40 gliserol igeren NB ortamu egit miktarlarda alinarak
2 .ml’lik kryogenic tiiplerde karistirildiktan sonra -80 °C'de muhafaza
edilmigtir. Bu gekilde bakterileri 10 y1l muhafaza etmek miimkiin olmaktadir.
Kisa siireli muhafaza i¢in kat1 besin ortaminda, biiyiitillen bakteri kiiltiirleri
ters gevrilmis halde +4°C'de buzdolabinda 4-6 hafta saklanabilmistir.
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3.2.2.3. Antibiyotiklerin kullanim

Antibiyotiklerin stok soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra sterilizasyon igin
mikrofiltrelerden (0,22 um) gegirilmigtir. Sivi ortamlara antibiyotikler direk
olarak eklenmis, agarli ortamlara ise otoklavdan sonra ortam 1sis1 45°C'ye
distiikten sonra ilave edilmigtir. Ayrica, tiitiin bitkisinde bitki seleksiyon
ortamina degisik oranlarda antibiyotikler ilave edilerek en uygun antibiyotik
dozu belirlenmistir. Kullanilan antibiyotikler, kullanim oranlan, ¢dziiciileri ve

saklama kosullar Cizelge 3.5 ve 3.6 'da verilmigtir.

Cizelge 3.5. Agrobacterium tumefaciens hatlarmin  biyiitiilmesinde
kullanilan antibiyotikler ¢6ziiciileri ve saklama kosullari
Antibiyotikler Kullanim Stok Corziiciileri | Saklama
Oranlan (mg/ml ) Kosullar °C
Kanamisin 25, 50,100 mg/1 50 Su +4
Streptomisin 100 mg/1 50 Su -20
Rifampisin 100 mg/1 25 Methanol -20

Cizelge 3.6. Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan
antibiyotikler, ¢oziiciileri ve saklama kosullar

Stok Seleksiyon icin

Autibiyofikler | mgf) | Konsanteasyon | 02Gndi | Saklama

Tiitiin | Kolza °C
Kanamisin 50 100 25 su +4
Higromisin 12,5 40 - su +4
Fosfinotrisin 2,5 2,5 - su -20
Metotreksat 0,05 - DMSO -20
Augmentin * 100 500 500 su -20

*Ko-kiiltivasyondan sonra A.tumefaciens'in gelismesini engellemek igin kullanilmigtur.

TC v@xsm@(:amm KURS L
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3.3. A. tumefaciens ile gen aktarim

3.3.1. Onkogenik A. tumefaciens hatlar ile kolzaya gen aktarim

Kullanilan kolza ¢esitlerinin A. tumefaciens'e kars1 duyarliliklarini belirlemek
icin onkogenik bakteri hatlar1 kullanilmistir. Bunlar; A 281 (pTi Bo 542) ve
C 58 (pTi C58)'dir. Bu bakteri hatlar1t NB ortaminda bir gece biiyiitiilmiigtiir.
Petiollii tam kotelidon, hipokotil ve 2/3 kotiledon eksplantlar1 1/50 oraninda
seyreltilmis bakteri kiiltiirlerinde 30 d inokiile edilmistir. Inokiile edilen
eksplantlar ko-kiiltivasyon icin 2 giin siireyle MSO ortaminda kiiltiire
almmistir. Daha sonra eksplantlar 500 mg/l augmentin ilave edilen MSO
ortamina aktarilmiglardir. Yaklagik 3 hafta sonra tiimor olugturan eksplant
say1s1, eksplant bagina tiimor sayis1 ve tiimor biiyiikliigii incelenmigtir. Tiimor
olusturan eksplant ylizdesi; her petrideki eksplantlardan tiimér olusturanlar
"adet" olarak sayillmig ve % degerlere ¢evrilmistir. Timoér biiyiikligii; olusan
tiimorler kumpas ile dlgiilerek her tekerriiriin ortalamasi1 bulunmustur. Eksplant
bagina tlimor sayisy; tiitlin yaprak disklerinde olusan tiimorler adet olarak

sayilmig ve tekerriir bagina ortalamalar bulunmustur.

3.3.2. Non-onkogenik A. tumefaciens hatlarimin tiitiin iizerinde test

edilmesi

Non-onkogenik A. tumefaciens hatlarinin test edilmesinde in vitro bilyiitiilen
titiin bitkilerinden elde edilen yaprak diskleri kullamilmustir. Yaklasik 4-6
haftalik fidelerden elde edilen yapraklar 0.5 cm g¢apinda pargalara ayrilarak
1/50 oraninda seyreltilmis bakteri kiiltiirti igeren sivi MSD4X2 (MS + 0,1 mg/l
NAA + 1 mg/l BAP + 30 g/l sukroz) ortaminda 30 d inokiile edilmistir.
Eksplantlar steril kurutma kagitlarina degdirilerek fazla bakteri kiiltiiriinden
kurtarilmig ve kat1 tiitiin rejenerasyon ortaminda (MSD4X2) ko-kiiltivasyon
icin 2 giin bekletilmigtir. Daha sonra eksplantlar, MSD4X2 + 500 mg/l
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augmentin ve bakteri hattina goére (Cizelge 3.2) gerekli antibiyotikler ilave
edilen ortama aktarilmistir. Meydana gelen siirgiinler 1-2 cm olunca kesilerek
koklendirme ortamma (MSO + 500 mg/l agumentin + gerekli antibiyotik)
aktarilmigtir. Koklenen bitkilerin sayimi yapilarak iklim odasinda saksilara
aktarilmigtir. Daha sonra bu bitkilere gen aktarilip aktariimadig: histokimyasal

GUS analizi yontemiyle belirlenmistir.

3.3.3. Non-onkogenik A.tumefaciens aracihigiyla kolzaya gen aktarim

Rejenerasyon galigmalar1 sonucunda 2-3 mm petiolii de iceren tam kotiledon
eksplantinin rejenerasyon kabiliyeti en yiiksek bulunmustur. Bu nedenle
petiollii tam kotiledon eksplant1 ile ¢ok sayida gen aktarimi denemesi
yapilmugtir. Ayrica, olgunlagmamus embriyo ve olgunlagmamis kotiledon
eksplantlartyla da gen aktarim caligmalari yapilmistir. Denemelerde tiitiin
izerinde en iyi sonucu veren GV2260 p35S GUS-INT bakteri hatti
kullamilmigtir. Yapilan denemelerde siirgiin olugturan eksplant sayis1 ve

eksplant basina siirgiin sayis1 tespit edilmigtir.

Gerekli antibiyotikleri iceren NB ortaminda bir gece biiyiitillen GV2260 p35S
GUS-INT bakteri hatt1 ile kotiledon eksplant1 iki gekilde inokiile edilmisgtir.
Birinci yontemde; petiollii tam kotiledonlar 1/50 oraninda seyreltilmis bakteri
kiiltiirtinde 15 d inokiile edilmistir. Daha sonra da eksplantlar steril kurutma
kagidina degdirilerek ya da silkelenerek fazla bakteri kiiltiirii uzaklagtirilmig ve
kolza siirgiin rejeneresyon ortaminda 2 giin ko-kiiltivasyona birakilmigtir. Bu
siire sonunda eksplantlarin etrafinda asir1 bakteri gelisimi gdzlenmis ise,
cksplantlar 1000 mg/l augmentin ilave edilen s1v1 rejenerasyon ortaminda 10 d
yikandiktan sonra steril kurutma kagitlarinda kurutulmugtur. Ardindan

eksplantlar Agrobacterium’un geligimini Onlemek i¢in 500 mg/l augmentin
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iceren ve sadece gen aktarim yapilmig siirgiinlerin gelismesini saglamak i¢in
25 mg/l kanamisin igeren siirgiin rejenerasyonu ortamina aktarilmugtir. Bu
ortamda eksplantlar 3 haftada bir alt kiiltire alinmgtir. Burada gelisen
siirgiinler daha sonra koklendirme ortamma ahnmustir. Olgunlagmamig

embriyo eksenleri ve kotiledonlara da ayn1 sekilde gen aktarimi yapilmugtir.

Ikinci yontemde; kotiledonun kesik ucu olan petiol, birkag saniye
seyreltilmeyen bakteri kiiltiiriine degdirilerek inokiile edilmis ve siirgiin
rejenerasyonu ortaminda 3 giin siireyle ko-kiiltivasyon i¢in bekletilmistir. Daha
sonra eksplantlar 7 giin i¢cin 500 mg/l augmentin igeren siirgiin rejenerasyon
ortamma aktarilmistir. Bu ortamda kallus olusumunun baglamasi tesvik
edilmistir. 7 giin sonra eksplantlar, 500 mg/l augmentin ve 25 mg/l kanamisin
iceren rejenerasyon ortamina aktarilmigtir. Gelisen siirgiinler 1-2 cm olunca
kesilerek koklendirme ortamina (MSO + 0,1 mg/l NAA + 500 mg/l augmentin
+ 50 mg/l kanamicin) alinmistir. Daha sonra koklenen bitkilerin sayimi
yapilmis ve iklim odasinda saksilara aktarilmustir. Bitkilere gen aktarilip

aktarilmadigt histokimyasal GUS analizi yontemiyle belirlenmisgtir.

3.4. Histokimyasal GUS Analizi

Baz1 degisikliklerle birlikte Histokimyasal Gus Analizi Jefferson, (1987) ve
Scott, (1988)’un tarif ettii gibi yapilmistir. Gen aktarilmis bitki dokulan
37 °C'de 4-12 saat siire ile 100 mM Sodyum fosfat (pH 7,0), 10 mM EDTA,
%0,1 Triton X-100 ve 1 mM 5-Broma 4-Chlora-3-Indolyl glucoronide (X-
GLUC) igeren soliisyonda inkiibe edilikten sonra, % 70’lik etanolde
bekletilmigtir. Dokular igerisindeki mavi renge gére GUS aktivitesi

belirlenmigtir.
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3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Caligmalar tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, her
uygulama icerisinde 10 adet eksplantmn bulundugu 3 ya da 4 tekerriirlii petri
kutularindan olusmustur. Elde edilen verilerin “SPSS for Windows” bilgisayar
programiyla varyans analizi yapilmistir. Ortalama degerler yine bilgisayarda
MSTAT-C programu kullanilarak “Duncan Coklu Karsilagtirma Testi” ile
karsilagtirilmugtir. Yiizde degerleri normal dagilima g¢evirmek igin istatistik
analizinden oOnce “arcsin” doniistiirme islemi yapilmistir (Snedecor ve

Cochran, 1967).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kolza Tohumlarinn /» vitro Cimlendirilmesi

Kolza tohumlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in, tohumlar dort farkli dozda (%
20, % 60, % 80 ve % 100) ticari camagir suyu (Axion) ile 20 dakika muamele
edilmigtir. Cimlendirmeye konan tohumlardan 6-7 giin sonra 7-8 cm
uzunlugunda fideler gelismigtir. En iyi ¢imlenme sonucu (% 100) % 20°lik
dozdan elde edilirken, bu dozda % 100 oraninda sterilizasyon da saglanmugtir
(Sekil 4.1a). Yiizde 80 ve % 100’Lik Axion dozlarinda tohumlarin higbiri
cimlenememistir (Sekil 4.1b). Bu oranlarda kullanilan ticari ¢amagir suyunun
embriyoya zarar verdigi agikca gozlenmistir. Yiizde 60°lik dozda ise
tohumlarin yarisinin ¢imlenerek fide olusturdugu belirlenmistir. En iyi tohum
cimlenmesi % 20’lik Axion dozundan elde edildiginden dolay: biitiin
¢alismalarda bu doz kullanilmugtir.

Degisik aragtiricilar tarafindan ticari ¢amagir suyunun (sodyum hipoklorit)
yiizey sterilizasyonu igin en uygun dezenfektan oldugu, ancak vyiiksek
konsantrasyonlarda kullanildig1 zaman bitkisel materyalin canliligim etkiledigi
belirtilmistir (Allan, 1991). Bu nedenle doku kiiltiirii ¢aligmalarinda en diigiik
dezenfektan dozunun, en kisa siire uygulamasiyla en iyi sterilizasyonun

saglanmasi hedeflenmektedir.

4.2. Adventif Siirgiin Rejenerasyonu ile lgili Bulgular

4.2.1. Tarok cesidinde BAP ve NAA’in adventif siirgiin rejenerasyonuna
etkisi

Kolzanin Tarok ¢esidi ile yapilan in vitro adventif siirgiin rejenerasyon

caligmalarinda hipokotil, 2/3 kotiledon ve petiolii de tagiyan tam kotiledon

eksplantlan in vitro gelisen bitkiciklerden izole edilerek degisik oranlarda
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Sekil 4.1. Kolza tohumlarinin % 20 (a), % 100 (b), % 80 (c¢) ve % 60’1k
camagir suyu ile yiizey sterilizasyonu sonrasinda in vitro
cimlendirilmesi
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BAP (0,50-2,00 mg/l) ve NAA (0,25-2,00 mg/l) igeren MSO ortamlarinda
kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan 3 hafta sonra eksplantlar iizerinde
kallus olusumu baslamis, 4 hafta sonra da gelisen bu kalluslar tizerinde
adventif siirgiin uglari gozlenmistir. Olusan siirgiin uglarindan 6 hafta sonra
gelismis siirgiinler elde edilmigstir (Sekil 4.2). Kiiltiir baglangicindan 6 hafta
sonra BAP ve NAA’in farkh dozlannm Tarok cesidinde siirgiin olusturan
eksplant yiizdesi ve eksplant bagma siirgiin sayisina ait varyans analizi

sonuglari Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1'den de gorilldigii gibi, siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan  farkli oranlarda kullamlan BAP ve NAA ile eksplant tipi
arasindaki fark 0,01 dizeyinde onemli goriildiigii gibi; eksplant x ortam
interaksiyonunda da 0,01 diizeyinde farklihk olusmustur. Eksplant bagina
sirgiin  sayist bakimindan ise kullamlan eksplantlar arasinda fark
bulunmazken, ortamlar arasindaki fark 0,05 duzeyinde 6nemli olmustur.
Ayrica, cksplant x ortam interaksiyonu 0,01 diizeyinde dénemli bulunmustur.
Bu farkhliklanin énem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi
sonuglan Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkh BAP ve NAA dozlarinin Tarok gesidinin petiollii tam
kotiledon, 2/3 kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan adventif
siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Ekspl Eksplant Bagina Siirgiin
Varyasyon S.D. Yiizdesi (%) Sayisi (adet)
Kaynaklan K.O. F K.O. F
Eksplant 2 417,185 5.110" 1,187 2,261
Ortam 14 730,541 89497 2339 4457
Eksplant x Ortam 28 434,573 53237 2518 4,800
Hata 90 81,637 0,525
Toplam 135

" 0.01 diizeyinde énemli.
" 0.05 diizeyinde dnemli.

T.C. YUKSEKOGRETIM KURULY
DOKUMANTASYON MERKEL!
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Sckil 4.2. Tarok gegidinin hipokotil eksplantlarmdan kallus olusumu ve
adventif siirgiin rejenerasyonu. (a) Kiiltiir baglangicindan 3 hafta
sonra kallus olusumu. (b) 4 hafta sonra siirgiin uglarinin gelisimi.
(c) 6 hafta sonra gelismis siirgtinlerin goriiniisi
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Cizelge 4.2 den de goriildiigii gibi, petiollii tam kotiledon eksplantinda stirgiin
olusturan cksplant yiizdesi bakimindan en yiiksek deger % 37,14 ile 0,50 mg/l
BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Ancak, bu ortam ile
0,50 mg/l BAP’in 0,25 ve 1,00 mg/l NAA ile birlikte kullamildigi ve 1 mg/l
BAP’in 0,25 ve 0,50 NAA ile birlikte kullanildigi ortamlardan elde edilen
sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak énemsiz olup, ayni gruba girmistir.
2/3 kotiledon eksplanti, siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan
incelendiginde, en iyi sonucun % 30,29 ile 1.00 mg/l BAP ve 1,00 mg/l NAA
iceren besin ortamindan alndifn tespit edilmigtir (Cizelge 4.2). Kullanilan
diger ortamlar arasindaki farkhhik istatistiksel olarak Gnemsiz gikmugtir.
Hipokotil eksplanti ele alindiginda ise, siirgiin olugturan eksplant yiizdesi
yoniinden en yiiksek deger % 43,08 ile 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA
ieren ortamdan elde edilmigtir. Ote yandan, bu ortam ile sadece 2,00 mg/l
BAP veya 0,50 mg/l BAP ve 1,00 mg/l NAA igeren ortamlar arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2).

Petiollii tam kotiledon eksplanti, eksplant bagma siirgiin sayis1 ydniinden
incelendiginde, en fazla siirgiin sayisi (3.42 adet) 0,50 mg/I BAP ve 0,25 mg/l
NAA iceren besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica, 1,00 mg /1 BAP ve 0.25
mg/l NAA bulunan besin ortamindan elde edilen eksplant bagina siirgiin sayisi
(2,80 adet) da istatistiki olarak ayni gruba girmistir (Cizelge 4.2). 2/3 kotiledon
eksplantinda ise eksplant bagma en fazla siirgiin sayis1 2,11 adet ile 2,00 mg/l
BAP ve 0,25 mg/l NAA igeren besin ortamindan clde edilmigtir. Bununla
birlikte,1,00 mg/l BAP ve 1,00 mg/l NAA veya 1,00 mg/l BAP ve 2,00 mg/l
NAA veya 1,00 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA veya 2,00 mg/l BAP ve 1,00
mg/l NAA igeren ortamlardan elde edilen eksplant bagina siirgiin sayisi da
istatistiksel olarak  aym grupta yeralmustir (Cizelge 4.2). Hipokotil
eksplantindan,
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eksplant basina en yiiksek siirgiin sayis1 2.67 adet ile sadece 2,00 mg/l BAP
igeren ortamdan elde edilmistir. Ancak, bu ortam ile igerisinde 0,50 mg/l BAP
ve 0,50 mg/l NAA bulunan ortamdan elde edilen ek.spiant bagina siirgiin sayisi
arasindaki fark istatistiki agidan énemli olmayip, aym gruba girmistir (Cizelge

4.2).

Adventif siirgiin rejenerasyonunun basarisim belirlemede siirgiin olusturan
eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisinn birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bunun igin, petri bagina siirgiin sayisi degerleri hesaplanarak
Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelgeden de gériildiigii gibi en fazla petri kutusu
bagina toplam siirgiin sayist 10,36 adet ile petiollii tam kotiledonlardan 0,50
mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA, 2/3 kotiledon eksplantlarindan 6,30 adet ile 1,00
mg/l BAP ve 1,00 mg/l NAA ve hipokotil eksplantlarindan ise 10,88 adet ile
sadece 2,00 mg/l BAP igeren besin ortamlarmdan elde edilmistir. Eksplantlar
kendi aralarinda degerlendirildiginde ise petiolli tam kotiledon ve hipokotil
cksplantlannin  2/3 kotiledon eksplantlarindan daha yiiksek rejenerasyon

verdigi gozlenmistir.

In vitro galigmalarda bitki biiylimesini diizenleyicilerin adventif siirgiin
rejenerasyonunun basarisini en fazla etkileyen etmenlerin baginda geldigi ve
besin ortamindaki oksin-sitokinin dengesinin iyi ayarlanmas: neticesinde in
vitro rejenerasyon Kabiliyeti son derece digiik olan bitkilerden de yiiksek
oranlarda adventif siirgiin rejenerasyonunun elde edilebilecegi degisik
aragtincilar tarafindan bildirilmistir (Dunwel, 1981; Lazzeri and Dunwel,
1984; Narasimhulu and Chopra, 1987; Khehra and Mathias, 1992; Ozcan vd.,
1993; Ozcan vd., 1996). Aym arastincilar, en uygun oksin-sitokinin dengesinin
cksplantin yapisina gore de degistigini belirtmislerdir. Benzer sonuglar bu
galismada da elde edilmistir. Besin ortamina ilave edilen BAP ve NAA

miktarlarina gore stirgiin rejenerasyonunda onemli degisiklikler gozlenmigtir.



54

Ayrica, siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun BAP ve NAA miktarlan da
petiollii tam kotiledon, 2/3 kotiledon ve hipokotil eksplantlarina gore farklilik
gostermistir. Khehra and Mathias’da (1992) kolzada BAP ve NAA
kombinasyonlan ile yaptiklart ¢aligmada adventif siirgiin rejenerasyonu
sikh@m  eksplant tipinin  ve genotipin  etkiledigini  bildirmislerdir.
Klimaszewska and Keller (1985) kolzada en iyl organogenezis olusumunun
oksinlerden NAA'den, sitokininlerden de BAP'den elde ettiklerini
bildirmislerdir. Ayrica, bu arastirmada siirgiin rejenerasyonu ortanmnda yiiksek
oranda (0,50 mg/l, 1,00 mg/l, 2,00 mg/l) NAA in kullaniimas: kiiltiirde asir1
koklenmeye neden olmustur (Sekil 4.3).

Bu denemede siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basma siirgiin
sayist birlikte gdz oniine alindiginda petiollii tam kotiledon eksplantlarinda en
yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonu 0,50 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA
igeren besin ortamindan elde edilirken, 2/3 kotiledon eksplantinda ise BAP ve
NAA’in her birinden 1,00 mg/l oraminda igeren besin ortamindan elde
edilmistir. Ote yandan, hipokotil eksplantinda ise en iyi sonug sadece 2,00 mg/1
BAP’in ilave edildigi ortamdan clde edilmistir. Ayrica, kullanilan eksplantlar
birbirleriyle kargilastinldiginda petiolli tam kotiledonlar ve hipokotil
eksplantlarinin - 2/3  kotiledon eksplantlarindan daha yitksek oranlarda
rejenerasyon kabilivetine sahip olduklan agik olarak gozlenmistir. Benzer
sonuglar Narasimhulu and Chopra (1987) ve Turgut (1993)’un kolza iizerine
yapmug oldugu aragtirmalardan da elde edilmistir. Arastiricilar, petiollii tam
kotiledon eksplantlarmdan daha yitkseck oranlarda adventif siirgiin

rejenerasyonu elde etmislerdir.
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Sekil 4.3. 2/3 kotiledon (a) ve petiollii tam kotiledon (b) eksplantlarindan
yilksek oranlarda NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda asin
adventif kok geligimi
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4.2.2. Tarok ¢esidinde 2,4-D ve kinetinin adventif siirgiin rejenerasyonuna
etkisi

Degisik oranlarda BAP ve NAA iceren ortamlarda en yiiksek sonuglar
hipokotil ve petiollii tam kotiledon eksplantlarindan elde edildiginden dolay:
bu denemede sadece bu eksplantlar kullanilmugtir. Tarok ¢esidinin hipokotil ve
petiollii tam kotiledon eksplantlar1 degisik oranlarda 2,4-D (0,01-0,10 mg/l) ve
kinetin (1,00-8,00 mg/l) iceren MSO ortamlarinda kiiltiire alinmstir. Kiiltiire
alman eksplantlar 6 hafta sonra siirgiin olugturan eksplant yiizdesi ve eksplant
basmna siirgiin sayis1 yoniinden incelenmistir. 2,4-D ve kinetinin farkli
dozlarinin Tarok ¢esidinde siirgiin olugturan eksplant yiizdesine ve eksplant

basina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli 2,4-D ve kinetin dozlarinin Tarok gesidinin hipokotil ve petiollii
tam kotiledon eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonuna
etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Eksplant Bagina Siirgiin
Varyasyon S.D. Yiizdesi (%) Sayis: (adet)
Kaynaklan
K.O. F K.O. F

Eksplant 1 152,381 4,876" 1,358 3,780
Ortam 7 833,333 26,667 3,741 10,409™
Eksplant x Ortam 7 100,000 3,200 0,558 1,554
Hata 32 31,250 0,359
Toplam 48

**0.01 diizeyinde Snemli.
*0.05 diizeyinde onemli.

Cizelge 4.3’den de goriildiigli gibi, siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan farkli oranlarda kullanilan 2,4-D ve kinetin ile eksplant tipleri
arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Ayn1 zamanda, eksplant x
ortam interaksiyonunda da 0,05 diizeyinde farklilik tespit edilmigstir. Yine,
Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi, eksplant bagina siirgiin sayisi iizerine eksplant

T.C. YOKSEKOGRETIM KURU LY
DOKUMANTASYON MERKEZ!
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tipinin ve ortamlarin etkisi 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Eksplant x ortam
grubunda ise istatistiksel bir fark gézlenmemigtir. Ele almnan 6zelliklerde
goriilen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi

sonuclan Cizelge 4.4°de verilmigtir.

Cizelge 4.4’den de goriildiigii gibi, hipokotil eksplantinda siirgiin olusturan
eksplant yiizdesi bakimindan en yiiksek deger % 20,00 ile 0,01 mg/1 2,4 D ve
4,00 mg/l kinetin igeren ortamdan elde edilmistir. Ayrica, 0,01 mg/l2,4 D’nin
1,00, 2,00 ve 8 mg/l kinetin ile birlikte kullanildig1 ortamlardan elde edilen
sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak Gnemsiz olup, ayn1 gruba girmigtir.
2,4-D’nin 10 kat artirnldig1 ortamlarda ise hi¢ adventif siirgiin rejenerasyonu
olusmamustir. Petiollii tam kotiledon eksplanti, siirgiin olusturan eksplant
ylizdesi bakimindan incelendiginde, % 3,30 ile 0,00 arasinda degerler elde
edilmistir. Bu degerlerin elde edildigi ortamlar arasinda istatistiksel bir fark

olmadigindan hepsi aym1 gruba girmistir.

Eksplant basina siirgiin sayisinda eksplant x ortam interksiyonu Onemsiz
¢iktifindan dolayr her iki eksplant birlikte degerlendirilmistir. Ancak,
hipokotil eksplant: i¢in en iyi ortam 1,60 adet ile 0,01 mg/1 2,4 D ve 4,00 mg/1
kinetin, petiollii tam kotiledon eksplanti i¢in ise en iyi ortam 1,00 adet ile 0,01
mg/l 2,4 D ve 8,00 mg/l kinetin igeren ortamdan elde edilmigtir. Her iki
eksplant i¢in en iyi ortam eksplant bagma 1,18 adet siirgiin elde edilen 0,01
mg/l 2,4 D ve 8,00 mg/l kinetin iceren ortam olarak belirlenirken, 0,01 mg/l
2,4-D’nin 1,00 mg/l, 2,00 mg/l ve 4,00 mg/l kinetin ile birlikte kullanildig:
ortamlardan elde edilen sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz

olup, ayn1 gruba girmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4’de de goriildiigii gibi, petri bagina siirgiin sayis1 incelendiginde,
hipokotil eksplant: i¢in 3,20 adet ile 0,01 mg/l 2,4 D ve 4,00 mg/1 kinetin
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iceren ortamin, petiollii tam kotiledon eksplanti i¢in ise 0,33 adet ile 0,01 mg/!
2,4 D ve 8,00 mg/l kinetin igeren ortamin en iyi ortam oldugu goriilmiigtiir.
Tarok g¢esidinde, denemeye alinan ortamlarda eksplantlar, siirgiin olusturan
eksplant ylizdesi, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve petri kutusu bagmna toplam
slirglin sayis1 bakimindan kargilastinldifinda, hipokotil eksplantinin petiollii
tam kotiledon eksplantindan daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir.

Tarok g¢esidinde BAP ve NAA ile yapilan adventif siirgiin rejenerasyonu
caligmalarinda % 43,08 oraninda rejenerasyon elde edilirken, kinetin ve 2,4-D
kullanilan ortamlarda daha diisik (% 20) rejencrasyon elde edilmistir.
Klimaszewska and Keller, (1985), kolza Westar c¢esidinde ince hiicre
katmanlan eksplantlarin1 BAP ile birlikte 2,4-D igeren rejenerasyon ortaminda
kiiltiire aldiklarinda sadece kallus elde etmiglerdir. Ancak, Yang et al., (1991)
B. craniata’nin hipokotil eksplantlarinda 4,00 mg/1 kinetin ve 0,01 mg/l 2,4-D
kombinasyonlarinda % 100 adventif siirgiin elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
durum, tiirler arasinda in vitro kogullarda kullanilan bitki bilyiimesini
diizenleyicileri ve dozlarinin siirgiin rejenerasyonu kapasitesini farkli

etkilemesinden kaynaklanmaktadir.

4.2.3. Tarok cesidinde BAP, NAA ve Kkinetinin birlikte kullanilmasinin

adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Tarok ¢esidinde en iyi eksplant olarak belirlenen hipokotil ve petiollii tam
kotiledon eksplantlarinda adventif siirgiin rejenerasyonu oranini arttirmak igin
BAP, NAA ve kinetin’in birlikte kullanildig: farkli ortamlar denenmistir. Bu
ortamlarin siirgiin olugturan eksplant yiizdesi ve eksplant bagina siirgiin

sayisina ait varyans analizi sonuglan Cizelge 4.5’de verilmigtir.
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Cizelge 4.5 incelendiginde, siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant
bagina siirgiin sayis1 iizerine ortamlarin ve eksplant tipinin etkisi 0,01
seviyesinde Onemli ¢ikmugtir. Ayrica, eksplant x ortam interaksiyonunda da
0,01 diizeyinde farklilik belirlenmistir. Gozlenen farklilifin 6nem diizeyini
belirlemek icin yapilan Duncan Testi sonuclan Cizelge 4.6’da verilmigtir.

Cizelge 4.5. Farkli BAP, NAA ve kinetin dozlarinin Tarok ¢esidinin hipokotil
ve petiolli tam kotiledon eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant | Eksplant Basina Siirglin Sayisi

Varyasyon S.D. Yiizdesi (%) (adet)y

Kaynaklari K.O. F K.O. F
Eksplant 1 656,829 20,159™ 5,631 13,581
Ortam 17 110,540 3,393 0,941 2,270"
Eksplant x Ortam 17 149,295 4,582" 1,122 2,706"
Hata 72 32,583 0,415
Toplam 108

**0.01 diizeyinde tnemli.

Cizelge 4.6’dan da goriildiigu gibi, hipokotil eksplant:1 ele alindiginda, siirgiin
veren eksplant yiizdesi en fazla % 6,67 ile 0,50 mg/1 BAP, 0,10 mg/l NAA ve
6,00 mg/1 kinetinin birlikte kullamidig1 ortamdan elde edilmigtir. Ote yandan,
2,00 mg/l BAP, 0,50 mg/l NAA ve 2,00 mg/l kinetin iceren ortamdan elde
edilen % 3,33 siirgiin veren eksplant yiizdesi de istatistiksel olarak aym1 gruba
girmistir. Petiollii tam kotiledon eksplanti, siirgiin veren eksplant yiizdesi
bakimindan incelendiginde ise, en iyi ortamin % 20,00 ile 2,00 mg/l BAP, 0,10
mg/l NAA ve 4,00 mg/1 kinetinin birlikte kullanildig1 ortamdan elde edilmigtir.
Ancak, bu ortam ile 4,00 mg/l BAP, 0,10 mg/l NAA ve 2,00 mg/l kinetin
ile 2,00 mg/l BAP, 0,10 mg/l1 NAA ve 2,00 mg/l kinefinin kullanildig1
ortamlar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz olup, ayn1 gruba girmistir.
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Cizelge 4.6. Farkl1 BAP, NAA ve kinetin dozlarinin Tarok g¢egidinin hipokotil
ve petiollii tam kotiledon eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait Duncan sonuglar

Ortamlar (mg/l) Siirgiin Olusturzzx; E)lksplant Yizdesi Eksplant Bagina Sﬁrgﬁn Say1s11 (adet)
\7 ' :

BAP |NAA |Kin | Hipokotil | " | Ortamlanm | Hipokotil P?lf;‘:fﬁ Ortamla

Kotiledon Ort. Kotiledon rm Ort.
2,00 | O,10 1,60 | 0,00 bzl 333 cod 1,66 0,00 a 0.67 cde 0,33
200 | 0,10 | 2,00 |0,00 b | 13,33 ab 6,67 0,00 a 1,33 bed 0,67
2,00 0,10 | 400 (0,00 b 20,00 a 10,00 0,00 a 2,17 ab 1,08
400 | 0,10 | 1,00 |0,00 b 333 «cd 1,67 0,00 a 0,33 de 0,17
400 | 0,10 | 2,00 |0,00 b | 16,67 ab 8,33 0,00 a 1,55 abc 0,77
4,00 0,10 | 400 (0,00 b 10,00 bc 5,00 0,00 a 2,50 a 1,25
2,00 | 0,50 | 1,00 |0,00 b 0,00 d 0,00 0,00 a 000 e 0,00
2,00 | 0,50 | 2,00 |3,33 ab 0,00 d 1,67 033 a 0,00 e 0,17
2,00 | 0,50 | 4,00 |0,00 Db 000 d 0,00 0,00 a 0,00 e 0,00
400 [ 0,50 | 1,00 |0,00 b 0,00 d 0,00 0,00 a 0,00 e 0,00
400 | 0,50 | 2,00 |0,00 b 000 d 0,00 0,00 a 0,00 e 0,00
4,00 | 050 | 400 000 b 333 cod 1,67 0,00 a 0,33 de 0,17
0,50 | 0,10 | 2,00 0,00 b 0,00 d 0,00 0,00 a 0,00 e 0,00
050 | 0,10 | 400 {000 b 333 cd 1,67 000 a 0,33 de 0,17
1,00 { 0,10 | 2,00 {000 b 0,00 d 0,00 0,00 a 0,00 e 0,00
1,00 | 0,10 { 4,00 |000 b 0,00 d 0,00 0,00 a 000 e 0,00
0,50 | 0,10 | 6,00 | 6,67 a 0,00 d 3,33 0,67 a 0,00 e 0,33
0,50 0,10 | 12,00 | 0,00 b 0,00 d 0,00 0,00 a 0,00 e 0,00

Eksplantlara Ait Ort. 0,56 4,07 0,05 0,51

! Siirgiin veren eksplant bagmna siirgiin sayis1
2 Aym stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasimdaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

LSD 9,291 (Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi)

LSD 1,049 (Eksplant Bagma Siirglin Sayis1)
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Hipokotil eksplantinda, eksplant bagina siirgiin sayis1 ya 0,00 ya da onunla ayn1
gruba girecek kadar az oldugundan, ortamlar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamigtir (Cizelge 4.6). Petiollii tam kotiledon eksplanti, eksplant bagina

siirgiin sayis1 bakimmdan degerlendirildiginde ise en fazla siirgiin 2,50 adet ile
4,00 mg/l BAP, 0,10 mg/l NAA ve 4,00 mg/] kinetin iceren ortamdan elde
edilmistir. Bu ortamdan elde edilen sonug ile 2,00 mg/l BAP, 0,10 mg/l NAA
ve 4,00 mg/1 kinetin ile 4,00 mg/l BAP, 0,10 mg/l NAA ve 2,00 mg/l kinetin
iceren ortamlardan elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel agidan bir fark

bulunmamugtir (Cizelge 4.6).

Siirgiin veren eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayis1 yoniinden
eksplantlara ait ortalamalar karsilastirildiginda, petiollii tam kotiledon
eksplantinin hipokotil eksplantindan daha iyi sonug¢ verdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.6). Bu denemede kullanilan ortamlarda siirgiin veren eksplant
yiizdesi gok diisiik oldugundan, petride toplam siirgiin sayis1 hesaplanmamigtir.

Yapilan bu aragtirmada kinetinin kolzamin hipokotil ve kotiledon
eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonunu arttirmadigi goézlenmistir.
Benzer sonuglar Lazzeri and Dunwell, (1984) ile Klimaszewska and Keller,
(1985) tarafindan yapilan g¢aligmalarda da elde edilmistir. Bunun yaninda,
Turgut vd., (1994a), BAP, kinetin ve NAA iceren ortamda petiollii tam
kotiledon ekspiantlnda % 90 rejenerasyon elde ettigini bildirmistir. Bu durum
aym tiire ait gesitlerin farkli biiylime diizenleyicilerine ve onlarin dozlarina

farkl tepki gostermeleri ile agiklanabilir.

TC. YOKSEKOCGRETIM KURULY
DOKTIMANTASYON MERKEZL
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4.2.4. Test edilen farkh c¢esitlerde BAP ve NAA’in adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisi

Tarok c¢esidinde adventif siirgiin rejenerasyonunu artirmak i¢in degisik
eksplantlarin ve farkli biiylimeyi diizenleyicilerin kullanilmasi1 sonucunda; en
yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonu hipokotil ve petiollii tam kotiledon
eksplantlarmdan BAP ve NAA’in birlikte kullamldigi ortamlardan elde
edilmigtir ( Cizelge 4.2). Aragtirma materyali olarak segilen diger 9 geside ait
hipokotil ve petiollii tam kotiledon eksplantlar1 Tarok g¢esidinde iyi sonug
veren 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA ile yalmizca 2 mg/l BAP’in
kullamldig1 ortamlarda denemeye alinmistir. Ayrica, daha 6nce denenmeyen
yalmizca 4,00 mg/l BAP igeren ortamda da adventif siirgiin rejenerasyonunun
etkisi aragtinlmigtir. Bu ortamlarda ¢esitlerin siirgiin olusturan eksplant
yizdesine ve eksplant bagina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglar

Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7°de de goériildiigii gibi kullanilan ortamlarin, gegitlerin ve
eksplantlarin siirgiin olusturan eksplant ylizdesi ve eksplant basina siirgiin
sayisina etkisi 0,01 diizeyinde onemli ¢ikmugtir. Siirgiin olusturan eksplant
yiizdesi bakimindan ortam x ¢esit grubunda interaksiyon gozlenmezken, ortam
x eksplant ve gesit x eksplant gruplarinda interaksiyon 0,01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Bu farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan
Testi sonuglar1 Cizelge 4.8 ve 4.9°da verilmistir. Ortam x ¢egit x eksplant
grubunda ise istatistiksel bir fark gézlenmemistir. Cizelge 4.7 eksplant bagina
siirgiin sayist bakimindan incelendiginde, yine ortam x g¢esit grubunda
interaksiyon gozlenmezken ortam x eksplant ve gesit x eksplant gruplarinda
interaksiyon 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmigtir. Ayrica, ortam x gesit x eksplant
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grubunda interaksiyon 0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu farkliligin
Oonem diizeyini belirlemek igin yapilan Duncan Testi sonuglar1 ise Cizelge

4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli BAP ve NAA dozlarinin kolzanin degisik cegitlerine ait
hipokotil ve petiollii tam kotiledon eksplantlarindan adventif
slirglin rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Siirglin Olusturan Eksplant Eksplant Bagina Siirgiin

Varyasyon S.D. Yiizdesi (%) ‘ Sayist (adet)

Kaynaklari K.O. F KO. F
Ortam 2 532,275 4,984 52,780 10,045
Cesit 8 987,215 9,243™ 54,676 10,406™
Eksplant 1 8407,715 78,719 329,988 62,805
OrtamxCesit 16 71,276 0,667 8,984 1,710
OrtamxEksplant 2 531,927 4,980™ 34,792 6,622™
CesitxEksplant 8 515,263 4,824 37,043 7,050
OrtamxCesitxEksplant 16 166,575 1,560 11,094 2,111°
Hata 108 106,806 5254
Toplam 162

**0.01 diizeyinde nemli.
* 0.05 diizeyinde Snemli.

Cizelge 4.8 incelendiginde siirgiin olugturan eksplant yiizdesi bakimindan
hipokotil eksplant1 test edilen tiim gesitlerin ortalamasi alindiginda en yiiksek
adventif siirgiin rejenerasyonunu % 4,44 ile sadece 2,00 mg/l BAP igeren
ortamda vermistir. Bununla birlikte, 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren
ortamdan elde edilen sonug (% 2,59) ile 2,00 mg/l BAP iceren ortamdan elde
edilen sonu¢ arasinda istatistiksel bir fark goézlenmemistir. Petiollii tam
kotiledon eksplantindan ise en yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonu % 23,70
ile 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir ancak,
kiltiir ortamlarnda asirn koklenme goriilmiistiir. Eksplant ortalamalarna
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Cizelge 4.8. Farkli gesitlerde ve BAP ve NAA’in degisik dozlarinda siirgiin
olugturan eksplant yiizdesi bakimindan ortam x eksplant
arasindaki interaksiyona ait Duncan sonuglar

Ortamlar (mg/1) Siirgiin Olugtaran Eksplant Yiizdesi (%)
we | o | s | e
0,50 0,50 2,59 ab' 23,70 a
2,00 0,00 444 a 1259 b
4,00 0,00 037 b 1407 b

Eksplant Ortalamalar 247 16,76

! Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 8nemlidir
LSD 5,575

Cizelge 4.9. Farkli gesitlerde ve BAP ile NAA’in degisik dozlarinda siirgiin
olugturan eksplant yiizdesi bakimindan gesit x eksplant arasmndaki
interaksiyona ait Duncan sonuglari

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi %
Sl Hipokotil Petiollii Tam Kotiledon
Hansen 000 a'A’ 0,00 aE
Spok 556 bA 43,33 aA
Quinta 556 bA 20,00 aBC
Kosa 556 bA 15,56 aBC
Honk LL11 aA 5,56 aDE
Helios 1,11 bA 26,67 aB
Star 222 aA 444 aDE
Darmor 000 bA 21,11 aBC
Bienvenii LLI11 bA 1444 aCD
Eksplant Ortalamalar 2,47 16,76

' Aym satlrda‘ farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
onemlidir.

2 Aym sittiinda farkl: bityiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
Onemlidir.
LSD 3,708
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bakildiginda, petiollii tam kotiledon eksplantinin (% 16,76) hipokotil
eksplantindan (% 2,47) ¢ok daha iyi sonug verdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.9’da da goriildiigii gibi, tim cesitler hipokotil eksplantinda siirgiin
olugturan eksplant yiizdesi bakimindan istatistiksel bir fark géstermediginden
ayn1 gruba girmigtir. Petiollii tam kotiledon eksplantinda ise en yiiksek
adventif siirgiin rejenerasyonunu % 43,33 ile Spok ¢esidi vermistir (Sekil 4.4).
Ayrica, gesitler kendi iginde eksplant tipine goére degerlendirildiginde, biitiin
¢esitlerde petiollii kotiledon eksplanti hipokotil eksplantindan daha yiiksek
oranda siirgiin olusturan eksplant yiizdesine sahip olmustur. Bununla birlikte
Hansen, Honk ve Star cesitlerinin hipokotil ve petiollii tam kotiledon
eksplantlar1 arasinda istatistiksel bir fark gozlenmediginden ayni gruba

girmislerdir.

Cizelge 4.10 incelendiginde, eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan Hansen
¢esidinde iic ortamda da adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir.
Spok ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda kullanilan ortamlar istatistiksel bir
farka neden olmamugtir. Petiollii tam kotiledon eksplantinda ise yalmzca 2,00
mg/l BAP iceren ve 4,00 mg/l BAP iceren ortamlar 14,78 adet ve 14,33 adet
ile en fazla eksplant bagina siirgiin veren ortamlar olmugtur. Quinta gesidinin
hipokotil eksplantinda, en fazla siirgiin 5,00 adet ile 2,00 mg/l BAP igeren
ortamdan saglanmigtir. Bu gegitte petiollii tam kotiledon eksplantinda 2,27 adet
ile 3,31 adet arasinda eksplant basina siirgiin sayisi elde edilmis ve bunlarin
istatistiksel olarak farkli olmadig1 gézlenmistir. Kosa ¢esidinde eksplant bagina
siirgiin sayis1 bakimindan hipokotil eksplantinda ortamlarin etkisi farkli
cikmigtir. Bu eksplantta en fazla eksplant bagmna siirgiin sayisi sirasiyla 1,67
adet ve 1,50 adet ile 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA ile yalnizca 2,00 mg/1
BAP igeren ortamdan elde edilmistir. Petiollii tam kotiledon eksplantinda ise

LC. v@mmé{ium‘am WUERU L
DOKIMANTASY QR MELY:




67

Sekil 4.4. Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 2 mg/l BAP igeren MSO besin
ortammda Spok ¢esidinin petiollii tam kotiledon eksplantindan
adventif siirgiin rejenerasyonu
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en fazla siirgiin sayis1 8,00 adet ile 2,00 mg/l BAP ve 4,65 adet ile 4,00
mg/l BAP igeren ortamiarda bulunmustur. Honk, Helios ve Star gesitlerinde
kullanilan ortamlarin, eksplantlardaki eksplant basina siirgiin sayisina etkisi
istatistiksel bir fark gostermediginden ortamlarin hepsi ayni gruba girmistir.
Darmor ¢esidinde ise hipokotil eksplant1 kullanilan ortamlarin tiimiinde stirgiin
olusturmamustir. Petiollii tam kotiledon eksplantinda ise en fazla eksplant
basina siirgiin sayist 2,00 mg/l BAP (5,50 adet) ile 0,50 mg/l BAP ve 0,50
mg/l NAA (2,15 adet) igeren ortamdan elde edilmistir. Bienvenii ¢esidinde
hipokotil eksplanti kullanilan tim ortamlarda 0 - 1,67 adet arasinda siirgiin
vermistir. Bu sonuglar arasinda istatistiksel bir fark olmadigindan hepsi aym
gruba girmistir. Petiollii tam kotiledon eksplanti en fazla siirglin sayismi 6,67
adet ile 4,00 mg/l BAP ve 3,30 adet ile 2,00 mg/l BAP iceren ortamlarda
vermistir. Cesitlerin ortalamalarina bakildiginda, en fazla eksplant bagina
siirgiin sayisim petiollii tam kotiledon eksplantindan Spok ¢esidi vermistir.
Ortamlarin ortalamalarma bakildiginda ise en iyi ortamm 4,77 adet ile 2,00

mg/l BAP ya da 4,01 adet ile 4,00 mg/l BAP igeren ortam oldugu gdzlenmistir.

Ayni tiire ait gesitler arasinda adventif siirglin rejenerasyonu bakimindan
biiyiik farklar oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan belirtilmistir (Hughes, 1981;
Tomes and Smith, 1985; Yildiz, 2000). Cesitler arasimdaki bu farklilik genotip
ve cevrenin birlikte etkisi ile acgiklanmaktadir. Doku kiiltiiri ¢aligmalarinda
birebir her adimin kontrollii sartlar altinda tekrarlanmasi, ¢esitler arasinda
adventif surgiin rejenerasyonu kabiliyetinde gorillen farkiiigm daha ¢ok
genotipten kaynaklandig: fikrini desteklemektedir. Buna ragmen, ayni gesitte
ayn1 petri icerisinde ayni tip eksplantlarin gostermis olduklart adventif siirgiin
rejenerasyonu kabiliyetleri dahi ¢ok farkl olabilmektedir. Bu durum, eksplant

hassasiyeti ile agiklanabilir. Oyleki, Yang et al, (1991), B. carinata’nin
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hipokotil  eksplantlariyla yaptiklari g¢alismada  hipokotillerin  iistteki
segmentlerinin alttaki segmentlerden daha rejeneratif oldugunu bildirmislerdir.
Ono et al., (1994), kolzanin 100 farkli ¢esidinde ayni ortam ve ayni eksplant
tipi kullandiklarinda adventif siirgiin rejenerasyonunun sifir ile % 97 arasinda
degistigini  bildirmislerdir. Khehra and Mathias (1992), siirgiin
rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktoriin eksplant tipi ve genotip oldugunu
belirtmiglerdir. Bu arastirmada da denemeye alinan kolza cesitlerinin ayni
ortam kosullarinda farklr adventif siirgiin rejenerasyon kabiliyeti gosterdikleri
ve ¢esitlerin farkli dozlarda biliylimeyi diizenleyici i¢ceren besin ortamlarinda da

farkli davrandiklar gézlenmistir.

4.2.5. Spok, Quinta ve Star cesitlerinde TDZ’un adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisi

Test edilen biitiin ¢esitlerde BAP ve NAA ile yapilan adventif siirgiin
rejenerasyonu denemesinde istatistiksel gruplandirmada en iyi g¢esit olarak
belirlenen Spok, orta seviyede bulunan Quinta ve en son grupta yer alan Star
cesidinde Thidiazuronun (TDZ) degisik dozlarmin adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisi arastirilmistir. TDZ nun, in vitro Kkiiltiirlerde sitokinin
kaynagi olarak kullanilan ve siirgiin rejenerasyonunu tesvik eden bir biiyiimeyi
diizenleyici oldugu degisik arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Thomas and
Katterman, 1986; Hosokow et al., 1996; Zhou et al., 1994; Malik and Saxena,
1992).

TDZun 0,01 mg/l ile 0,80 mg/l arasindaki dozlar1 Spok, Quinta ve Star
cesitlerinin petiollii tam kotiledon ve hipokotil eksplaﬁtlarmdan sirgiin veren
eksplant yiizdesine ve eksplant bagina siirgiin sayisina ait varyans analizi

sonuclari Cizelge 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.11°de de goriildiigii gibi, ortamlarin tek basina siirgiin veren eksplant
yiizdesine etkisi istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmamistir. Cesitlerin tek bagina
etkisi 0,05 diizeyinde 6nemli, eksplantlarin tek basina etkisi ise 0,01 diizeyinde
Onemli ¢ikmigtir. Ayrica, ortam X gesit ve ¢esit x eksplant interaksiyonu 0,05
diizeyinde 6nemli ¢ikarken, ortam x eksplant grubu istatistiksel olarak oneml:
cikmamugtir. Siirglin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ortam x ¢esit x
eksplant interaksiyonunda da 0,01 diizeyinde farkliik bulunmustur. Tespit
edilen farkliliklarin 6nem diizeyi Duncan Testi ile arastirilmis ve sonuglari
Cizelge 4.12°de verilmistir. Cizelge 4.11 eksplant basina siirgiin sayist
bakimindan incelendiginde, ¢esitler ve eksplantlar arasindaki fark 0,01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Yine, ¢esit x eksplant grubu arasindaki
interaksiyon 0.05 diizeyinde O6nemli bulunurken, ortam x ¢esit, ortam x

eksplant ve ortam x gesit x eksplant gruplarinin interaksiyonu istatistiki olarak

Cizelge 4.11. Farkli TDZ dozlarinin Spok, Quinta ve Star gesitlerinin petiollii
tam kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan adventif stirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Eksplant Basina Siirgiin

Varyasyon S.D. Yiizdesi (%) Sayis: (adet)

Kaynaklar: K.O. F K.O. F
Ortam 4 132,539 1,895 7,565 1,604
Cesit 2 249,954 3,573 24,145 5,120
Eksplant 1 2734,939 39,0957 95,481 20,247
OrtamxCesit 8 156,263 2,234° 4,683 0,993
Ortameksp[ant 4 156,805 2,241 7,418 1,573
CesitxEksplant 2 244,339 3,493" 22,612 4,795"
OrtamxCesit<Eksplant 8 280,816 4,014™ 7,933 1,682
Hata 60 69,957 4,716
Toplam 90

™0.01 diizeyinde 6nemli.
" 0.05 diizeyinde 6nemli.
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Oonemsiz bulunmustur. Cesit x cksplant arasindaki interaksiyona ait Duncan

Testi Cizelge 4.13°de verilmistir.

Cizelge 4.12°de gorildigi gibi, Spok cesidinde en yiiksek siirglin veren
cksplant yiizdesi petiollii tam kotiledon eksplantinda % 43,30 ile 0,20 mg/l
TDZ iceren ortamdan elde edilmistir. Hipokotil eksplantinda ise stirgiin veren
eksplant ylizdesi ya oldukga diisiik ya da hig siirglin olusmadigindan, ortamlar
arasinda istatistiksel bir fark gozlenmemis ve hepsi ayni gruba girmistir.
Quinta g¢esidinin, petiollii kotiledon eksplantinda en fazla siirgiin veren
eksplant yiizdesi % 10,00 ile 0,05, 0,40 ve 0,80 mg/l ayrica, % 6,70 ile 0,20
mg/l TDZ igeren besin ortamlarindan elde edilmistir. Hipokotil eksplantin da,
kullanilan ortamlarda slirgiin yiizdesi bakimindan 0,80 mg/l doz harig
digerlerinde siirglin olusmadigindan fark onemsiz ¢ikmus olup, tiim ortamlar
ayn1 gruba girmistir. Star ¢esidinde ise, petiollii kotiledon eksplantinda sﬁfgiin
olusturan eksplant ylizdesi bakimindan en 1yi sonug % 20,00 ile 0,05 mg/l TDZ
iceren ortamdan elde edilmistir. Ayrica, 0,40 mg/l TDZ igeren ortamdan elde
edilen eksplant yiizdesi (% 10,00) de istatistiksel olarak ayni gruba girmistir.

Hipokotil eksplanti ise, higbir ortamda siirgiin olusturmamustir.

Spok ¢esidinin petiollit tam kotiledon eksplantindan BAP ve NAA’in
kullanildig1 besin ortaminda en fazla siirgiin veren eksplant yilizdesi % 43,33
olarak bulunmus olup, TDZ’un 0,20 mg/1 kullanildig1 besin ortaminda da bu
degere ¢ok yakin (% 43,30) siirgiin veren eksplant yiizdesi ¢l
Quinta gesidinde, daha 6nce BAP ve NAA igeren ortamdan elde edilen %
20,00 siirgiin olugturan eksplant yilizdesi bu denemede % 10,00 diizeyine
inmistir. BAP ve NAA igeren ortamda siirgiin olusturan eksplant yiizdesi en
fazla % 4,44 olan Star c¢esidinde ise, 0,05 mg/l TDZ ilave edilen ortamda %

20,00 diizeyine ¢ikmustir. Denemeye alinan ii¢ ¢eside ait hipokotil eksplanti

O VUKSERKOGRETIM KURU L
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Cizelge 4.12. Farkli TDZ dozlarinin Spok, Quinta ve Star gesitlerinin petiollii
tam kotiledon ve hipokotillerinden siirgiin veren eksplant
ylizdesine etkisine ait Duncan sonug¢lari

Siirgiin Veren Eksplant Yiizdesi (%) Petri Bagma Siirgiin
Cesitler TDZ Sayisi (Adet)
(mg/1) Petiollii Ortamlara Petiollii
Tam Hipokotil Ait Tam Hipokotil
Kotiledon Ortalamalar | Kotiledon
0,01 6,70 be 0,00 a 3,30 1,79 0,00
0,05 0,00 ¢ 330 a 1,70 0,00 0,44
Spok 0,20 43,30 a 0,00 a 21,70 30,87 0,00
0,40 10,00 b 0,00 a 5,00 4,50 0,00
0,80 16,70 b 0,00 a 8,30 11,69 0,00
Eksplant Ortalamalari 15,30 0,67
0,01 0,00 b 0,00 a 0,00 0,00 0,00
0,05 10,00 a 0,00 a 5,00 1,00 0,00
Quinta 0,20 6,70 a 0,00 a 3,30 0,56 0,00
0,40 10,00 a 0,00 a 5,00 1,17 0,00
0,80 10,00 a 6,70 a 3,30 1,83 1,12
Eksplant Ortalamalart 5,30 1,30
0,01 0,00 c¢ 0,00 a 0,00 0,00 0,00,
0,05 20,00 a 0,00 a 10,00 35,40 0,00
Star 0,20 3,30 be 0,00 a 1,70 1,09 0,00
0,40 10,00 ab 0,00 a 5,00 4,33 0,00
0,80 3,30 be 0,00 a 1,70 0,44 0,00
Eksplant Ortalamalari 7,30 0,00

! Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir
LSD 13,66

stirglin veren eksplant yiizdesi bakimmdan incelendiginde ise kullanilan tiim
TDZ dozlarinda oldukga diisik sonuglarn (% 3,30, % 6,70) elde edildigi

gorilmugtiir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak aymi gruba girmistir.
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Biitiin bu sonuglar agik¢a gostermektedir ki, diger biiyimeyi diizenleyicilerde
oldugu gibi TDZ’da bitkinin genotipine bagli olarak ¢ok farkli sonuglar

verebilmektedir.

Kullanilan tim TDZ dozlann dikkate alindiginda, Spok g¢esidinde petiollii
kotiledon eksplanti hipokotil eksplantindan daha fazla eksplant basina siirgiin
sayist (4,26 adet) tretmistir (Cizelge 4.13). Quinta ve Star ¢esitlerinde ise
hipokotil ve petiollii tam kotiledon eksplant1 arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli ¢ikmamustir. Ayrica, ¢esit ortalamalarina bakildiginda, ortalama 2,26

ile en iyi ¢esit Spok olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.13. Spok, Quinta ve Star cesitlerinin petiollii tam kotiledon ve
hipokotil eksplantlarinda TDZ’un eksplant basma siirgiin
sayisina etkisine ait Duncan sonuglari

. Eksplant Bale(;l;)urgun Sayist Cesitlere Ait
Cegsitler Ortalamalar
Petiollii Tam Hipokotil
Kotiledon
Spok 426 a 027 b 2,26
Quinta 0,97 a 0,33 a 0,65
Star 1,55 a 0,00 a 0,77
Eksplant Ort. 2,26 0,20

! Ayni satirda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05
dizeyinde 6nemlidir. LSD 1,586

Bu arastirmada, cesitlerin ve eksplant tiplerinin TDZ’a kars1 adventif siirgiin
rejenerasyon tepkilerinin farklt oldugu goriilmektedir. Ornegin, Spok gesidinde
BAP ve NAA iceren ortamdan elde edilen rejenerasyona cok yakin siirgiin
yiizdesi elde edilirken, Quinta ¢esidinde % 50 azalma, Star ¢esidinde ise 4-5
kati artig gozlenmistir. Kolzada TDZ sitokinini ile ilgili daha 6nce yapilmis bir
aragtirmaya  rastlanmadigindan  kolza  bitkisinde = TDZ’nin  etkisi

karsilastirilamamistir. Ancak, baska bitkilerde yapilan arastirmalarda farkli
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sonuglar bildirilmistir. Ornegin, Boéhmer et al., (1995) bezelyede TDZ’un
siirgiin rejenerasyonunu 8-10 kat arttirdigin1 Feijoo and Iglesias (1998), ise
TDZ’un BAP sitokinini kadar yiiksek adventif siirglin rejenerasyonu
gostermedigini ve Bretagne at el., (1994), TDZ un yiiksek dozlarmin toksik
etki yaptigin1 bildirmislerdir.

4.2.6. Hansen ve Spok ¢esitlerinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda
farklh BAP ve NAA dozlarimin adventif siirgiin rejenerasyonuna

etkisi

Farkli ¢esitlerde BAP ve NAA ile vyapilan adventif slirgiin rejenerasyonu
denemesinde, denemeye alinan tim ortamlarda ve eksplant tiplerinde hig
slirgiin vermeyen Hansen cesidi ile siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve
cksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan en iyi ¢esit olarak tesbit edilen Spok
cesidinin olgunlasmamus embriyo eksenleri ve kotiledon eksplantlar1 BAP
(0,50 mg/l — 4,00 mg/l) ve NAA (0,50 mg/l — 4,00 mg/l)’in degisik oranlarini
iceren MSO ortamlarinda kiltiire almmustir. Kiiltiirler 6 hafta sonra siirgiin
olusturan eksplant ylizdesi ve eksplant basina siirglin sayist yoniinden
incelenmistir. Her iki 6zellige ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.14°de

verilmistir.

Cizelge 4.14 incelendiginde gesitler arasindaki fark 6nemli olmazken, siirgiin

arasinda 0,01 diizeyinde farklhilik gorilldigi gibi; ¢esit x ortam, ¢esit x eksplant
ve ortam x eksplant arasinda 0,01 diizeyinde fark olugmustur. Bu farkliligin
onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi sonuglart Cizelge
4.15, 4.16, ve 4.17’de verilmistir. Cesit x ortam x cksplant grubunda ise

istatistiksel olarak 6nemli bir fark ¢ikmamistir. Cizelge 4.14 eksplant basina
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stirgiin sayis1 bakimimdan incelendiginde, ¢esitler arasinda 0,05 ve eksplantlar
arasinda 0,01 diizeyinde farklilik olustugu gibi; ¢esit x ortam ve ortam X
eksplant grubunda 0,05 diizeyinde , ayrica ¢esit x ortam x eksplant grubunda
da 0,01 diizeyinde farklilik olugsmustur. Bu farkliligin 6nem diizeyi Duncan

testi ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.14. Farkli BAP ve NAA dozlarinin Hansen ve Spok ¢esitlerinin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi sonuglari

Siirgiin Olusturan Eksplant | Eksplant Bagma Siirgiin

Varyasyon Kaynaklari S.D. Yiizdesi (%) Sayisi (adet)
K.O. F K.O. F

Cesit 1 14,881 0,098 4,811 5,483
Ortam 7 344,882 2,261" 1,141 1,300
Eksplant 1 24118,759 | 158,116~ 30,657 34,940
Cesit x Ortam 7 520,624 34137 2,087 2,378"
CesitxEksplant 1 1356,956 8,896 3,319 3,783
Ortam x Eksplant 7 882,315 5,784 1,908 2,175°
Cesitx Ortam x Eksplant 7 224,515 1,472 2,819 3,213
Hata 64 152,539 0,877
Toplam 96

"0.01 diizeyinde Gnemli.
" 0.05 diizeyinde 6nemli.

Cizelge 4.15°de gorildigi gibi, ¢esit x ortam interaksiyonunda, Hansen

cesidinde siirglin olusturan eksplant yiizdesi, kullanilan 2,00 mg/l BAP ve
1,00 mg/l NAA igeren ortam hari¢ diger ortamlarda istatistiksel olarak bir fark
gézlenmemis olup, en yiiksek siirglin veren eksplant yiizdesi (% 55,00) 0,50
mg/l BAP ve 2,00 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Spok ¢esidinde
ise en yiiksek degerler yine % 66,67 ile 0,50 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA igeren
besin ortamindan elde edilmesine ragmen, % 55,00 ile 2,00 mg/l BAP ve 1,00

mg/l NAA, % 53,33 ile 2,00 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA ve % 55,00 ile 0,50
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mg/l BAP ve 4,00 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilen sonuglar

arasinda istatistiksel bir fark gézlenmediginden ayni gruba girmislerdir.

Cizelge 4.15. Farkli BAP ve NAA dozlarinda Hansen ve Spok cesitlerinin
olgunlasmamis embriyo ekseni ve kotiledon eksplantlarindan
stirgiin olusturan eksplant ylizdesi bakimindan ¢esit x ortam
interaksiyonuna ait Duncan sonuglart

Ortamlar (mg/l) Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi (%)
BAP NAA Hansen Spok
1,00 0,50 4333 a' 31,67 b
1,00 1,00 51,67 a 29,17 b
2,00 0,50 5333 a 53,33 ab
2,00 1,00 21,67 b 55,00 ab
4,00 0,50 48,33 a 43,33
4,00 1,00 50,00 a 38,33
0,50 2,00 55,00 a 66,67 a
0,50 4,00 40,00 ab 55,00 ab
' Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
Onemlidir.
LSD 14,25

Cizelge 4.16°da ¢esit x eksplant interaksiyonu siirgiin olusturan eksplant
ylizdesi bakimindan incelendiginde; Hansen ¢esidinde % 60,84 ile
olgunlagsmamis embriyo eksenlerinin olgunlagsmamis kotiledon eksplantindan
istatistiksel olarak daha iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir (Sekil 4.5). Spok
¢esidinde de benzer sonuglar alinmis olup, % 54,10 ile olgunlasmamis embriyo
ekseninin olgunlagmamis kotiledon eksplantindan siirgiin olusturan eksplant
yiizdesi bakimindan daha iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir (Sekil 4.6). Sonug
olarak, olgunlagmamis embriyo eksplantt olgunlagmamis kotiledon
eksplantindan siirgiin - olusturan eksplant yiizdesi bakimindan eksplant

ortalamalarinda da daha basarili bulunmustur (Cizelge 4.16).

TC. YUKSEKOGRETIM KURUE
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Cizelge 4.16. Hansen ve Spok cesitlerinin olgunlagsmamis embriyo ve
kotiledon eksplantlarindan siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan ¢esit x eksplant interaksiyonuna ait Duncan

sonuclar
. o
Cesitler Siirgiin Olusturan Eksplant (%) Cesitlere Ait
Olgunlagsmamis Olgunlagsmamis Ortalamalar
Kotiledon Embriyo Ekseni
Hansen 21,62 b’ 60,84 a 41,23
Spok 2992 b 54,10 a 42,01
Eksplant 25,77 57,47
Ort.

' Aym satirda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
onemlidir. LSD 14,25

Cizelge 4.17 incelendiginde ortam x eksplant interaksiyonunda olgunlagsmamis
kotiledon eksplantinda % 41,58 ile 0,50 mg/l BAP ve 2,00 mg/l NAA iceren

besin ortaminda en fazla siirgiin olusturan eksplant ytizdesi elde edilmis olup,

Cizelge 4.17. Hansen ve Spok cesitlerinin olgunlasmamis embriyo ve
kotiledon eksplantlarindan siirgiin olusturan eksplant yiizdesinde
ortam x eksplant interaksiyonuna ait Duncan sonuglari

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi (%)
Ortamlar (mg/l) Eksplantlar
Olgulagsmanns Olgunlagsmamis
BAP NAA Kotiledon Embriyo
1,00 0,50 33,00 ab' 41,93 ¢
1,00 1,00 22,61 be 55,92 be
2,00 0,50 20,68 bc 73,64 a
2,00 1,00 24,96  bc 45,57 ¢
4,00 0,50 1229 ¢ 67,50 ab
4,00 1,00 18,57 be 61,53 ab
0,50 2,00 41,58 a 61,82 ab
0,50 4,00 32,46 ab 51,86 be
Eksplant Ortalamalar: 23,85 68,12

' Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
onemlidir. LSD 14,25



Sekil

4.5
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Hansen ¢esidinin olgunlagmamig embriyo ekseni (a) ve
olgunlagmamis kotiledon (b) eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonu
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Sekil 4.6. Spok ¢esidinin olgunlagsmamis embriyo ekseni (a) ve olgunlasmamis
kotiledon (b) eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu
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bununla birlikte 0,50 mg/l BAP ve 4,00 mg/l NAA ile 1,00 mg/l BAP ve 0,50
mg/l NAA igeren besin ortamlarindan elde edilen siirgtin olusturan  eksplant
ylzdesi de istatistiksel olarak Onemli bir fark gostermediginden
aynt gruba girmistir. Olgunlasmamis embriyo eksenlerinde ise en fazla siirgiin
olusturan ortamin % 73,64 ile 2,00 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren besin
ortami oldugu belirlenmistir. Ayrica, 4,00 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA, 4,00
mg/l BAP ve 1,00 mg/l NAA ile 0,50 BAP ve 2,00 mg/l NAA iceren besin
ortamlarindan elde edilen siirgiin olusturan eksplant yiizdeleri de istatistiksel

olarak ayn1 gruba girmistir.

Cizelge 4.18°de goriildigii gibi eksplant basina siirgiin sayist Hansen ¢esidinin
olgunlasmamis kotiledon eksplantinda en fazla 3 adet ile 4,00 mg/l BAP ve
0,50 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica, 1,00 mg/l
BAP ve 0,50 mg/l NAA ile 0,50 mg/l BAP ve 2,00 mg/l NAA igeren besin
ortamlarindan elde edilen eksplant basina siirglin sayisi da istatistiksel olarak
bir fark gostermediginden ayni gruba girmistir. Olgunlagsmamis embriyo
ekseninde ise en fazla eksplant basia siirgiin sayist 3,83 adet ile 2,00 mg/l
BAP ve 0,50 mg/l NAA, 3,606 adet ile 1,00 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA iceren

besin ortamindan elde edilmistir.

Spok ¢esidinin olgunlagsmamis kotiledon eksplantinda kullanilan ortamlar

A T Il

ni gruba girmistir. Ancak,

arasinda istatistiksel bir fark ¢ikmadigindan hepsi ay
ayni ¢esidin olgunlasmamis embriyo eksenlerinde en fazla eksplant basina
stirglin sayist 0,50 mg/l BAP ve 2,00 mg/l NAA igeren ortam disinda
denemeye alinan tiim ortamlarda 2,30 ile 3,93 adet arasinda siirgiin elde

edilmis ve bunlar arasinda istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir.
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Cizelge 4.18. Hansen ve Spok c¢esitlerinin olgunlasmamis embriyo ve
kotiledon eksplantlarinda eksplant basina siirgiin = sayisi
bakimindan gesit x ortam x eksplant interaksiyonuna ait Duncan

sonuclari
Ortamlar (mg/1) Eksplant Basina Siirgiin Sayisi (Adet)
BAP NAA Hansen Spok
Olgunlasmams Olgunlasmamis Olgunlagsmams Olgunlasmamis
Kotiledon Embriyo Ekseni Kotiledon Embriyo Ekseni
1,00 0,50 1,99 ab 3,66 a 1,25 a 358 a
1,00 1,00 1,17 b 1,83 b 1,33 a 2,50 ab
2,00 0,50 0,75 b 383 a 1,23 a 2,85 ab
2,00 1,00 043 b 1,73 b 2,23 a 3,87 a
4,00 0,50 3,00 a 1,63 b 0,67 a 393 a
4,00 1,00 133 b 1,08 b 143 a 357 a
0,50 2,00 1,90 ab 2,07 b 2,10 a 1,60 b
0,50 4,00 1,00 b 1,80 b 1,93 a 2,30 ab
gfgﬁ?};lm 145 2,20 152 3.02

" Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde Snemlidir.
LSD 1,528

Farkli bitki tirlerinin olgunlasmamis embriyo eksenleri ve kotiledonlarinin
yiikksek adventif slirglin rejenerasyon kabiliyetine sahip olduklart degisik
arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Ozias- Akins, 1989; Natali and Cavallini,
1987; Ozcan vd., 1993; Ozcan vd., 1996). Bu arastirmada da kolzanin Hansen
ve Spok ¢esitlerinin olgunlasmams embriyo eksplantlari yliksek oranda

adventif siirglin tiretmislerdir.

4.3. Rejenere olan Adventif Siirgiinlerin Koklendirilmesi ve Saksilarda

Biiyiitiilmesi

Spok ¢esidinde, rejenere olan stirgiinler 1-2 em uzunluguna geldiklerinde
kesilerek IBA icermeyen MSO ile 0,50, 1,00, 2,00 ve 4,00 mg/l IBA iceren

MSO ortamlarinda koklendirmeye alinmistir. Farkli dozlarda kullanilan
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IBA’in 2 hafta sonra koklenen siirgiin orani, siirgiin basina kok sayis: ve kok
uzunluguna ait varyans analizi Cizelge 4.19°da verilmistir.

Cizelge 4.19. Farkli IBA dozlarinin Spok c¢esidinden elde edilen adventif
siirgiinlerin koklenmesi iizerine etkisine ait varyans analizi

Kéklenen Siirgiin Siirgiin Basina Kok Kok Uzunlugu
Varyasyon S.D Orani (%) Sayis1 (Adet) (cm)
kaynaklan
K.O F K.O F K.O F
IBA Dozlar 4 362,993 0,780 1,270 0,655 1,697 12,435
Hata 10 465,206
Toplam 14

“0.01 diizeyinde énemli.

Cizelge 4.19 incelendiginde, koklenen siirglin orant ve silirgiin basina kok
sayisinda kullanilan ortamlar arasinda istatistiksel bir fark gézlenmemistir.
Ancak, kok uzunluguna ortamlarin etkisi 0,01 diizeyinde énemli bulunmustur.
Bu etkinin onem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan Testi sonuglari

Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20°de de gorildugi gibi kullanilan IBA dozlarinin kdklenen siirgiin
oranina ve sirgiin basina kok sayisia etkisi istatistiksel olarak ©nemsiz
cikmakla birlikte en yiiksek koklenme orani (% 93,33) ile ve en fazla siirglin
basma kok sayisi (5,50) adet 0,50 mg/l IBA iceren ortamdan elde edilmistir.
En uzun kok olusumu da IBA igermeyen veya 0,50 mg/l IBA i¢eren MSO
ortamindan elde edilmistir. IBA dozu arttik¢a kok uzunlugunda belirgin bir
azalma kaydedilmistir (Sekil 4.7). Koklenen stirgiinler daha sonra saksilara
aktarilarak iklim odasinda yiiksek nem altinda (% 80-90) biyiitiilmiislerdir
(Sekil 4.8). iklim odasmnda 20 giin tutulan bitkiler son olarak seraya
aktarildiklarinda g¢igeklenerek tohum baglamiglardir (Sekil 4.9). Adventif

TC. YOKSEKOGRETIM KURGLY
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strgiin rejenerasyonu sonrasinda elde edilen bu bitkilerin morfolojik olarak
normal olduklari gézlenmistir. Diger ¢esitlere ait adventif strgiinlerde 0,50
mg/l  IBA igeren ortamda aym Dbasanyla koklendirilerek serada

biiyiitiilebilmislerdir.

Cizelge 4.20. Farkli IBA dozlarimin Spok ¢esidinden elde edilen adventif
stirgiinlerin koklenmesi lizerine etkisine ait Duncan sonuglart

IBA Dozlar1 | Kiklenen Siirgiin | Siirgiin Basma Kok | Kok Uzunlugu (cm)
(mg/) Orami (%) Sayisi (Adet)
0,00 80,00 4,53 2,42 a
0,50 93,33 5,50 1,83 ab
1,00 86,07 4,53 1,41 bc
2,00 64,44 3,73 0,78 «cd
4,00 86,67 5,00 0,59 d

" Aynu siitunda farklt harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

Degisik arastiricilar tarafindan Brassica napus ve diger Brassica tiirlerinde
yapilan ¢esitli ¢alismalar sonucunda elde edilen siirgiinler, herhangi bir
biiyiimeyi diizenleyici igermeyen MSO ortaminda da koklendirilebilmigtir
(Klimaszewska and Keller, 1985; Yang et al., 1991; Burnett et al., 1994;
Khehra et al., 1992). Baz arastiricilar da yaptiklart ¢alismalarda strgiinleri
2,00 mg/l IBA dozunda koklendirmislerdir (Radke et al., 1988; Ono et al.,,
1994). Bu ¢alismada ise en iyi kdklenme biiyiime diizenleyici igermeyen veya

0,50 mg/l IBA igeren ortamdan elde ediimistir.
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Sekil 4.7. Kiiltiir baslangicindan 15 giin sonra Spok gegidinden elde edilen
adventif siirgiinlerin farkh TBA igeren MSO ortanunda
koklendirilmesi. Siirgiinler, soldan saga sirasiyla 0; 0,50; 1,00; 2,00
ve 4,00 mg/l IBA igeren ortamlarda koklendirilmistir

=32

Sekil 4.8. Farkli IBA dozlarinda (sirasiyla 0; 0,50; 1,00; 2,00 ve 4,00 mg/)
kéklendirilen siirgiinlerin iklim odasinda 20 giin sonraki gelismeleri
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Sekil 4.9. Spok gesidinden elde edilen adventif siirgiinlerden geligen bitkilerin
2,5 ay sonraki goriiniisleri
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4.4. Non-Onkogenik A. tumefaciens Hatlarinin Tiitiinde Test Edilmesi

4.4.1. Tiitiin yaprak disklerinden adventif siirgiin rejenerasyonuna segici
antibiyotik ve herbisitlerin etkisi

Gen aktarmmu ¢alismalarinda yalmzca gen aktanlmig hiicrelerin yasamasini
saflamak ve dolayisiyla bu hiicrelerden gelisecek siirgiinlerin transgenik
siirgiinler olmasi ihtimalini kuvvetlendirmek igin; seleksiyon ortamlarmm
kullanilmasi gerckmektedir, Transgenik materyali ayirt etmek igin kullanilan
seleksiyon ortamina ilave edilecek antibiyotik veya herbisit dozunu belirlemek
igin fosfinotrisin ve metotreksat herbisitleri ile hygromisin ve kanamisin
antibiyotikleri gesitli oranlarda rejenerasyon ortamina ilave edilmigtir. Amag,
transgenik olmayan siirgiin rejenerasyonunu engelleyecek, ayni zamanda gen
aktarilmis eksplantlarm kallus olusumunu ve siirgiin rejenerasyonuna izin
verecek en uygun dozu belirlemektir. /n vitro yetistirilen 4-6 haftalik tiitiiniin
Samsun gesidine (Sekil 4,10) ait yaprak diskleri antibiyotik ve herbisitlerin en

uygun dozunu belirlemek igin kullanilmgtir.

Farkli oranlarda fosfinonitrisin, higromisin, metotreksat ve kanamisin igeren
MSD4x2 ortaminda Samsun ¢esidinin yaprak disklerinin kesik uglarinda
olusan kalluslar iizerinde gelisen siirgiinler 4 hafta sonra siirgiin olugturan
cksplant yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve eksplant agirligi bakimindan
incelenmistir. Bu ozelliklere ait varyans analizi Cizelge 4.21, 4.22 ve 4. 23'de

verilmistir.

Cizelge 4.21, 422 ve 4.23 incelendifinde, tiitiin yaprak diski eksplantlarina
uygulanan tiim antibiyotik ve herbisit gesitleri ile onlarin farkli dozlarinda

siirgiin  olugturan eksplant yiizdesi, eksplant bagma siirgiin sayisi ve

TC YUKSEKOGRETUA KURULY
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Sekil 4.10. Yaprak disklerinin eldesinde kullamilan 6 haftabk in vitro
yetistirilmig tiitiin bitkisi
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eksplantlarin agirhklan bakimindan 0,01 diizeyinde farkhilik olusmugtur. Bu
farklihgin nem diizeyi Duncan testi ile belirlenerek Cizelge 4.24'de

verilmigtir.

Cizelge 4.24°de de goriildugi gibi, fosfinotrisin herbisitinde 0,00, 0,50, 5,00,
10,00 ve 20,00 mg/l dozlari denenmistir. 0.00 ve 0,50 mg/l dozlarda siirgiin
rejenerasyonu elde edilirken, 5,00, 10,00 ve 20,00 mg/l dozlarda higbir sekilde
stirgiin elde edilmemistir (Sekil 4.11). Siirgiin geligimini engelleyen en diigiik
doz 5,00 mg/l olarak tespit edilmistir. Ancak, eksplant agirhiginin gok diisiik
olmasi ve cksplantlarin 6lmesi nedeniyle 2,5 mg/l doz uygulamasinin uygun

olduguna karar verilmistir.

Hygromisin antibiyotiginin 0,00, 10,00, 20,00, 40,00 ve 80,00 mg/l dozlar
kullanilmistir.  Bunlardan 0,00, 10,00 ve 20,00 mg/l dozlarda siirgiin
rejenerasyonu gozlenmigtir. Hygromisinin 40,00 ve 80,00 mg/l dozlarinda ise
siirgiin rejenerasyonu engellenmistir ($ekil 4.12). Siirgiin rejenerasyonunun

olusmadigi en diisiik doz 40,00 mg/1 olarak belirlenmigtir.

Metotreksat herbisitinde ise 0,00, 0,10, 0,20, 0,40 ve 0,80 mg/l dozlan
denemeye alinmistir. Bu dozlardan sadece 0,00 mg/l olanda bir baska degisle,
herbisit eklenmeyen ortamda siirgiin rejenerasyonu olusmustur (Sekil 4.13).
Kullanilan tiim dozlar eksplantlar1 6ldiirmiistiir. Bu nedenle denemelerde 0,05

mg/l metotreksat dozu kullanlmistir.

Kanamisin antibiyotiginde de 0,00, 25,00, 50,00, 100,00 ve 200,00 mg/l dozlar
kullamlmustir. Bunlardan 0,00 ve 25,00 mg/l dozlarda siirgiin rejenerasyonu

goriilmiigtiir (Sekil 14.14). 50,00, 100,00 ve 200,00 mg/l dozlarda siirgiin
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rejenerasyonuna rastlanmamistir. Bu dozlardan en diigiik olan 50,00 mg/l ve

kagak bitkileri 6nlemek igin 100,00 mg/l dozlari tercih edilmigtir.

Cizelge 4.24. Farkli antibiyotik ve herbisit dozlarimn tiitiin yaprak disklerinden

siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait Duncan sonuglan

sntiyutir | Do | St O | Bl T | Bt i
(%) (Adet)
Fosfinotrisin
0,00 100 a 16,30 a 899 a
0,50 66,70 a 840 b 426 b
5,00 000 b 0,00 ¢ 015,
10,00 0.00 b 000 ¢ 012 e
20,00 0,00 b 0,00 ¢ 0,12 ¢
Higromisin
0,00 100,00 a 2577 a 8.99
10,00 100,00 a 16,30 a 4,32
20,00 100,00 a 1497 b 202 ¢
40,00 0,00 b 0,00 ¢ 054 ¢
80,00 0,00 b 0,00 ¢ 0,20 c
Metotreksat
0,00 100.00 a 16,30 a 899 a
0,10 0,00 b 0,00 b 021 b
0,20 0,00 b 0,00 b 0,19 b
0,40 0,00 b 0,00 b 0,15 b
0,80 0,00 b 000 b 026 b
Kanamisin
0,00 6830 a 16,30 a §99 a
25,00 3333 ab 332 b 075 b
50,00 0,00 b 0,00 b 0,60 b
100,00 0,00 0,00 b 0,66 b
200,00 0,00 b 0,00 b 0,18 b
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Sekil 4.11. Farkl fosfinotrisin dozlarmm (sirasiyla 0,00; 0,50; 5,00; 10,00 ve
20,00 mg/l) Samsun gesidinin yaprak disklerinden adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Sekil 4.12. Farkh higromisin dozlarimn (sirasiyla 0,00; 10,00; 20,00 ve 40,00
mg/l) Samsun gesidinin yaprak disklerinden adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisi
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Sekil 4.13. Farkli metotreksat dozlarmin (sirasiyla 0,00; 0,10; 0,20; 0,40 ve
0,80 mg/l) Samsun gesidinin yaprak disklerinden adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Sekil 4.14. Farkli kanamisin dozlarinin (sirasiyla 0,00; 25,00; 50,00; 100,00 ve
200,00 mg/l) Samsun g¢esidinin yaprak disklerinden adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisi
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Bu aragtirma sonucunda, fosfinotrisinin seleksiyon ortami igin belirlenen en
uygun dozununun 5,00 mg/l oldugu belirlenirken, hygromisin antibiyotigi i¢in
belirlenen en uygun doz 40,00 mg/l olmustur. Metotreksat herbisiti kullanilan
dozlarn tamaminda eksplantlan oldiirdiigiinden dolay:r 0,10 mg/l’den daha
diisiik dozlarin kullanilmasi gerektigi belirlenmistir. Kanamisin antibiyotiginde

ise en uygun doz 50,00 - 100,00 mg/1 olarak tespit edilmigtir.

Transgenik doku ve siirgiinlerin elde edilmesinde kullanilan fosfinotrisin,
hygromisin, metotreksat ve kanamisinin en uygun dozlarmmin belirlenmesi
lizerine farkli arastiricilar tarafindan ¢ahismalar yiritilmiis olup, bu
aragtirmadan elde edilen sonuglara benzer sonuclar elde edilmigtir (Fry, et al.,

1987; Ozcan, 1993; Becker et al., 1992).

4.4.2. Farkli non-onkogenik A. tumefaciens ve A. rhizogenesis hatlarimin

tiitiinde test edilmesi

Samsun ¢esidinin yaprak diskleri farkli bakteri hatlan ile inokiile edildikten ve
siirgiin rejenerasyonu ortamma (MSD4x2) alindiktan 3 hafta sonra kallus
olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant bagina kallus sayis1 tespit edilmisgtir.
Eksplantlar rejenerasyon ortamina alindiktan 5 hafta sonra da siirgiin olugturan
eksplant yiizdesi ve eksplant bagmna siirgiin sayis1 belirlenmistir. Incelenen

konularin varyans analizi Cizelge 4.25’de verilmistir.

Cizelge 4.25 incelendiginde, farkh bakteri hatlarinda kallus olusturan eksplant
yiizdesi, eksplant basina kallus sayisi, siirglin veren eksplant yiizdesi, eksplant
basina siirgiin sayis1 ve koklenen siirgiinlerin yiizdesinde goriilen farkliliklar
0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmugstir. Bu farkliligin 6nem diizeyi Duncan Testi ile
belirlenmis olup, sonuglar1 Cizelge 4.26’da verilmistir.
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Cizelge 4.26’da da goriildiigli gibi herbisitlere ve antibiyotiklere dayanikli
kallus olusturan eksplant yiizdesi en fazla % 100 ile 2260 35S GUS-INT, LBA
4404 pRGG bar, 15834 pRGG hpt, C58C1 2260 pRGG hpt, 2260 AoPRI
NEO1, EHA101 PMOG 131 ve EHA101 PRGG hpt # 23 hatlarindan elde
edilmistir. En az kallus olusturan eksplant yiizdesi ise Dis C58 pB1121-23
hattindan elde edilmigtir. Eksplant bagina kallus sayis1 incelendiginde en fazla
kallus sayis1 13,32 adet ile 2260 35S GUS-INT hattindan elde edilirken,
eksplant bagmma en az kallus sayisi ise 4,45 adet ile Dis C58 pB1121-23

hattindan elde edilmistir.

Siirgiin veren eksplant yilizdesi ele alindiinda en fazla siirgiin veren eksplant
% 100 ile 2260 35S GUS-INT, 15834 pRGG hpt, EHA101 pRGG hpt # 23 ve
% 95 ile 2260 AoPRI NEOI1 hatlarindan elde edilirken en diigiik siirgiin veren
eksplant yiizdesi ise % 42,50 ile 2260 AoPRI NEO2 hattindan gbzlenmistir.
Bununla beraber % 60 ile LBA 4404 pRGG bar ve % 62,50 ile C58 C1 2260
pRGG hpt hatlar1 da 2260 AoPRI NEO2 hatt1 ile istatistiksel olarak aym
gruba girmigtir. Eksplant bagina siirglin sayis1 degerlendirildiginde, 18,57 adet
ile 2260 AoPRI NEO2 hatt1 en fazla eksplant bagina siirgiin veren hat olarak
.belirlenmis olup, 15,45 adet ile 15834 PRGG hpt ve 15,30 adet ile 2260 35S
GUS-INT hatlan da istatistiksel olarak ayni gruba girmistir. En az eksplant
basina siirgiin sayis1 ise 4,31 adet ile C58C1 2260 pRGG hpt ve bu hat ile
istatistiksel olarak aynm1 gruba giren LBA 4404 pRGG bar ile EHA101
pMOGI131 hatlarindan elde edilmistir. Petri bagmna siirgiin  sayisi
incelendiginde, 154,50 adet ile 15834 pRGG hpt, 153,00 adet ile 2260 35S
GUS-INT ve 126,62 adet ile EHA 101 pRGG hpt #23 hatlarinin en fazla
sirgiin veren hatlar oldugu tespt edilmigstir. Tiitin yaprak diskleriyle
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inokiilasyondan 4 hafta sonra test edilen tiim bakteri hatlariin segici
ortamlarda iiretmis olduklar1 dayanikli kallus ve siirgiinlerin geligimi Sekil
4.15 ve 4.16’da goriintiilenmistir.

Elde edilen siirgiinlerin kéklenme yiizdesine bakildiginda en fazla koklenen
stirgiin % 65 ile 2260 AoPRI NEO2 ve istatistiksel olarak onunla ayn1 gruba
giren 2260 35S GUS-INT, C58C1 2260 pRGG hpt, 15834 pRGG hpt, 2260
AoPRI NEOI, 2260 pR1a GUS, LBA 4404 pRGG bar ve EHA101 pRGG hpt
#23 hatlarindan elde edilmistir. En az koklenen siirgiin yiizdesi EHA101
pMOG 131 hattindan elde edilmigtir. K6klenen aday transgenik bitkicikler
saksilara aktarilarak iklim dolaplarinda ve iklim odasinda dis sartlara

aligtirilarak bityiitiilmiiglerdir (Sekil 4.17).

Elde edilen aday transgenik tiitiin bitkilerinin histokimyasal GUS analizine tabi
tutulmas: sonucunda Dbitkilerin Onemli bir kisminda GUS aktivitesi
gozlenmistir. En fazla GUS pozitif bitkilerin oran1 C58C1 2260 pRGG hpt,
15834 pRGG hpt, DisC58 pBl 121-23 ve 2260 35S GUS-INT bakteri
hatlarindan elde edilmistir (Cizelge 4.26; Sekil 4. 18; Sekil 4.19).

Bitkilere gen aktariminda A. rhizogenesis kullanildiginda gen aktarilan
bitkilerde genetik sapmalar goriildiigiinden, Agrobacterium tumefaciens’e gore
daha az kullanima sahiptir. Bu c¢aligmada kullanilan 15834 pRGG hpt A.
rhizogensis tiirline ait bir hat olup, A. tumefaciens 2260 35S GUS-INT ve
EHA101 pRGG hpt #23 hatlar1 kadar yiiksek oranda gen aktarim bagarisi
gostermistir. Ancak, kolza bitkisi igin gen aktariminda kullamilacak bakteri
hattinin yukarida agiklanan sebebten dolayr A. tumefaciens kokenli hat
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Sekil 4.15. Farkli A. tumefaciens hatlaryla inokiilasyondan 4 hafta sonra tiitiin
yaprak disklerinden segici antibiyotik ile herbisitlere dayanikh
kallus ve siirgiin geligimi. a: Kontrol, b: 2260 35S GUS-INT, ¢:
2260 AoPR1 GUS-INT, d: 2260 pRla GUS, e: 2260 AoPRI
NEO2, f: A281 GUS



Sekil 4.16. Farkli A. rhizogenes ve A. tumefaciens hatlariyla inokiilasyondan 4
hafta sonra tiitiin yaprak disklerinden secici antibiyotik ile
herbisitlere dayanikli kallus ve siirgiin gelisimi a: 15834 pRGG
hpt, b: EHA101 pMOG 131, c: A281 pRGG barl, d: LBA 4404
pRGQG bar, e: A281 pRGG hpt, f: DiscC58 pBl 121-23
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Sekil 4.17. Saksilara aktanilan aday transgenik tittiin bitkilerinin kiiltiir dolabs
ve iklim odasinda gelisimleri



Sekil 4.18. Gen aktarinm yapilan tiitiin siirgiinlerinde histokimyasal GUS
ekspresyonu
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Sckil 4. 19. Gen aktarim yapilan (ilk ii¢ resim) ve yapimayan (son resim)
tiitiin bitkilerinden alinan yaprak disklerindeki histokimyasal
GUS eksprasyonu



olmas: tercih edilmistir. Bu nedenle, kolzaya gen aktariminda en uygun A.
tumefaciens hatumn 2260 35S GUS-INT oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde, bir gok arastrict kolzaya gen aktanmunda A. tumefaciens'i tercih
etmistir (Fry et al., 1987; Radke et al., 1988; Charest et al., 1988; Misra, 1990;
Turgut, 1994; Hong et al., 1997). Aynca, 2260 358 GUS-INT bakteri hattinin
tasidign GUS geninin kodlama bélgesinde bitkisel intron bulundugundan
dolayr GUS geni bakteri hiicrelerinde inaktif haldedir (Wilmitzer, 1980). Bu
ise gen aktarnmi yapilan hiicre ve dokularm histokimyasal lokalizasyonunuda

onemli bir avantaj olarak ortaya ¢ikmaktadr.

4.5. A. tumefaciens Aracilifiyla Kolzaya Gen Aktarimi

4.5.1. Onkogenik A. tumefaciens hatlariyla farkh kolza cegitlerine gen

aktarinm

Bitki tiirlerinin A. tumefaciens enfeksiyonlarina kars1 gosterdikleri dayaniklilik
oldukga farklilik gbstermekiedir. Ayrica, bu dayamkhihigin derecesi cksplant
tipine gore de degismektedir (Delzer et al., 1990; Ozcan, 1995). Bu nedenle
gen aktarnimina gegmeden once eksplantlarm A. tumefaciens infeksiyonlarma
duyarhliklarinin belirlenmesi biiyiik 6nem kazanmaktadir, Timér olugturma
yetencgine sahip yabani A. tumefaciens hatlari kullanilarak bu duyarlilik
belirlenebilmektedir (Charest et al., 1989; Turgut, 1993; Yilmazlar, 1999).
Farkli kolza cesitlerinin hipokotil ve petiolli tam kotiledon eksplantlar1 A.
tumefaciens A281 ve C58 yabani hatlani ile inokiile edilmig olup,
inokiilasyondan 3 hafta sonra tiimér olusturan eksplant yiizdesini, eksplant
bagina timor sayisim ve timor biyiikligiinii belirlemek igin &lglimler

yapilmistir. Bu konulara ait varyans analizi Cizelge 4.27"de verilmistir.

T.C YUKSEXOGRET UM KURU Lt
ON MERKEZ}



Cizelge 4.27"de de gorildigi gibi, denemeye alinan 10 gesitte A. tumefaciens
C58 ve A 281 hatlarina duyarlihklarn tiimér olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan gesit x eksplant x bakteri interaksiyonunda 0,01 diizeyinde
farklilik tespit edilmistic. Eksplant bagmma timor sayisi bakimindan
incelendiginde eksplant tiplerinin olusan timér sayisim 0,01 diizeyinde
etkiledigi belirlenmistir. Timaor iriliginde ise gesit x eksplant x bakteri
interaksiyonu 0,05 diizeyinde Gnemlilik gostermistir.  Ortaya  ¢ikan
farkhiliklarin Gnem diizeyi Duncan Testi ile arastinlmis ve sonuglan Cizelge
4.28,4.29, 4 30 ve 4.31 de verilmistir.

Cizelge 4.27. Farkli kolza gesitlerinin hipokotil ve petiolli tam kotiledon

eksplantlan tizerinde C58 ve A281 bakteri hatlan tarafindan
tiimor iiretimine ail varyans analizi

Varyasyon | S.D Timiir Olusturan Eksplant Basina Tiimér Iriligi (mm)
Kaynaklari Eksplant Yiizdesi (%) | Tiimér Sayisi (Adet)
K.O. F K.O. F K.0O. F
Gesit g 225851 2,617 0,027 0,577 5941 3.614"
Eksplant 1 436,526 5,059 0,768 16,042 28470 17.321™
Bakteri 1 158,778 1,840 0,007 0,016 63,992 38932
Cegit x 9 208,394 2415 0.051 1.076 2,780 1,691
Eksplant
Cesit x 9 213,470 2,474 0,063 1,321 4,804 2923
Bakteri
Eksplantx | 1 70,358 0,815 0,030 0,628 6,362 3,870
Bakteri
Cesit x 9 450971 5226 0,046 0,959 3,551 2,161
Eksplant x
Bakten
Hata 80 86,294 0,048 1,644
Toplam 120

" 0.01 duzeyinde dnemli,
* 0.05 diizeyinde tnemli.

Cizelge 4.28 de hipokotil eksplantimin C58 hatti ile inoliilasyonu sonucu elde

edilen tiimér olusturan eksplant yiizdesi incelendiginde, en yiiksek % 60,00 ile
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Tarok cesidi bulunmakla birlikte Quinta, Helios, Star, Bienvenii, Spok,
Darmor ve Hansen gesitlerinden elde edilen sonuglar da istatistiksel olarak bir
fark gdstermemistir. En diisiik tiimér olusturan gesitler ise % 20,00 ile Cobra
ve % 30,00 ile Honk gesitleri olmustur. Hipokotil eksplanti A281 hatti ile
inokiile edildiginde, en fazla timér olusturan eksplant yiizdesi % 63,33 ile Star
¢esidinden clde edilmigtir. Ayrica, Tarok, Helios, Spok, Darmor ve Honk
gesitlerinden clde edilen tiimér olusturan eksplant yiizdeleri de istatistiksel

olarak aym gruba girmistir.

Cizelge 4.28. Farkli kolza gesitlerinde C58 ve A281 hatlarnmn hipokotil ve
petiollii tam kotiledon eksplantlarinda tiimér olusturan cksplant
yiizdesine etkisine ait Ducan sonuglarr

Tiimér Olusturan Eksplant Yiizdesi (%)
Cegitler Hipokotil Petiollii Tam Kotiledon
C58 A281 Cs8 A281
Hansen 36,67 4 1667 ¢ 2000 d 50,00 abed
Helios 46,67 a 40,00 ab 40,00  bed 4333 bede
Darmor 4000 a 4333 ab 63,33 ab 2000 e
Quinta 5000 a 26,67 be 36,67 bed 56,67 ab
Tarok 60,00 a 43,33 ab 7333 a 40,00 bede
Spok 40,00 a 36,67 ab 43,33 bed 2333 de
Star 4333 a 63,33 a 5333 abe 26,67 cde
Cobra 2000 b 2333 b 3333 od 7333 a
Honk 3000 b 36,67 ab 56,67 abc 43,33 bede
Bienvent 4333 a 2000 be 2333 d 53,33 abe

' Aym siitiinda farkh harflerle gisterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.
LSD 15.09

Petiollii tam kotiledon eksplanti C58 hatti ile inokiile edildiginde en fazla
ttimor olugturan eksplant yiizdesi % 73,33 ile Tarok ¢esidinden elde edilmistir.
Bununla birlikte, Darmor, Star ve Honk cesitlerinden elde edilen tiimér

olusturan eksplant yiizdeleri ile Tarok cesidinden elde edilen degerler arasinda
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istatistiksel bir fark bulunmadigindan bu gesitlerde Tarok gesidi ile ayni gruba
girmigtir. Petiollii tam kotiledon eksplanti A281 bakteri hatti ile inokiile
edildiginde ise en fazla timor olusturan eksplant yiizdesini % 73,33 ile Cobra
¢esidi vermigtir. Ayrica, Quinta, Bienvenii ve Hansen ¢esitleri Cobra gesidi ile
tiimdr olusturan cksplant yiizdesi bakimindan istatistiksel olarak bir fark
gostermediginden ayni gruba girmistir. En diisiik tiimér olusturan cksplant
yilzdesi % 20,00 ile Darmor gesidinden clde edilmistir.

Cizelge 4.29'da cksplant bagma tiimér sayisi incelendiginde 1,16 adet ile
petiollii tam kotiledon eksplantinin hipokotil eksplantindan daha fazla sayida

timor olugturdugu goriilmektedir.

Cizelge 4.29. Farkh kolza gesitlerinin hipokotil ve petiollii tam kotiledon
eksplantlarinin C58 ve A281 hatlar1 ile inokiilasyonu sonucunda
olusan tiimor sayisina ait Duncan sonuglari

Eksplantlar Eksplant Bagina Tiimir Sayisi (Adet)
Hipaokotil 1.00 b
Petiolli Tam Kotiledon 1,LI6 a

! Ay sittiinda farkl harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05
diizeyinde tinemlidir.

Hipokotil eksplantinin C58 hattr ile inokiilasyonu sonucunda olugan tiimérlerin
iriligi Cizelge 4.30°da da goriildiigii gibi cesitler arasinda istatistiksel bir fark
gostermemigtir. Olusan timérlerin iriligi 1,35 mm ile 2,78 mm arasinda
degigmistir. Petiollii tam kotiledon eksplantinin C58 hatu ile inokiilasyonunda
da olusan tiimérlerin iriligi 2,17 mm ile 3,36 mm arasinda olup, yine gegitler

arasinda istatistiksel bir fark gozlenmemistir.

Hipokotil eksplantiin  A281 hatt ile inokiilasyonu sonucunda olusan

5,27 mm ile Cobra gegidinden elde edilmistir. Ayrica, Tarok, Quinta, Helios ve
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Darmor cesitlerinde olugan timorlerin irilikleri de Cobra gesidinden elde
edilen tiimér iriligi ile istatistiksel bir fark gdstermemistir. Petiollii tam
kotiledon cksplantinin A281 hatt ile inokiilasyonunda yine gesitler arasinda
farkhhik gozlenmistir. Hansen gesidi 7,73 mm ile en iri timor olusturan gesit
olarak belirlenmekle birlikte Quinta, Cobra ve Bienvenii cesitlerinden elde
edilen tiimér iriligi de istatistiksel olarak ayni gruba girmistir.

Cizelge 4.30. Farkh kolza gesitlerinde C58 ve A281 hatlarmin hipokotil ve
petiollii tam kotiledon cksplantlarinda tiimér iriligine etkisine ait
Ducan sonuglan

Tiimiir iriligi (mm)

Cesitler Hipokotil Petiollii Tam Kotiledon

C58 A281 Cs8 A281
[ansen 257 & 253 bed 300 a 773 a
Helios 1,35 a 37T abe 247 a 358 bed
Darmor 222 & 317 abed 312 -a 343 bed
Quinta 2,78 a 383 abe 275 a 722 =
Tarok 223 a 4,70 ab 312 a 3,50 bed
Spok 1,77 a Lo0 d 275 a 283 od
Star 248 a 205 od 1575 a 200 d
Cobra 1,58 a 537 & 2,17 a 570 ab
Honk 2,10 a 2,33 bed 336 a 437 be
Bienvenii _2,4'.-' a 290 bed 220 a 5,53 ab

' Aym siitiinda farkly harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 ditzeyinde dnemlidir,
LSD 2,083

Bu aragtirmada kullanilan kolza gesitlerinin hipokotil ve petiollii tam kotiledon
cksplantlarmin A. tumefaciens C58 hatti ile inokiilasyonu sonucunda tiimér
iriligi bakimindan eksplantlar kendi iglerinde istatistiksel bir fark
gostermemigtir. Halbuki, A. tumefaciens A281 hattt ile aym eksplantlar inokiile
edildiginde gegitler arasinda tiimdr iriligi bakimindan istatistiksel olarak

oldukca 6nemli farklar ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 4.31"de goriildiigii gibi, petri bagina tiimér sayis1 bakimmdan hipokotil
cksplanti C58 hatti ile inokiile edildiginde en fazla tiimér 6,42 adet ile Tarok
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cesidinden elde edilmistir. Petiollii tam kotiledon eksplanti C58 hatt ile
inokiile edildiginde ise en fazla tiimér 7,84 adet ile yine Tarok gesidinden elde
edilmistir. Petri bagma tiimdr sayist hipokotil eksplanti A281 hatty ile inokiile
edildiginde en fazla timor sayisi 6,33 adet ile Star cesidinden elde edilmistir.
inokiilasyon islemi A281 hatti ile petioli tam kotiledon eksplant ile
yapildiginda ise en fazla tiimér sayis1 7,00 adet ile Hansen gesidinden elde

edilmigtir.

Cizelge 4.31. Farkli kolza gesitlerinde C58 ve A281 hatlarinin hipokotil ve
petiollii tam kotiledon eksplantlarinda petri bagina timér sayisina
etkisine ait Ducan sonuglari

Petri Bagina Tiimiir Sayis: (Adet)
Cesitler Hipokotil Petiollii Tam Kotiledon
Cs8 A281 C58 A281
Hansen 3.67 138 2,00 7,00
Helios 4.67 4,68 4,00 4,89
Darmor 4,00 433 1.79 2,00
Quinta 5,00 2,67 4,29 6,69
Tarok 6,42 476 7,84 4,00
Spok 4,00 3.67 507 2,33
Star 433 6,33 T.73 293
Cobra 1,34 233 333 6,61
Honk 3,00 3,67 6.52 4,77
Bienvenil 433 2,00 3.31 6,40

Sonug olarak, C58 hatti ile inokiilasyondan sonra timér olusturan eksplant
yiizdesi bakimindan hipokotil eksplanti kullamldiginda gesitlerin gofu arasinda
fark olmamasina ragmen petri bagina en fazla tiimor sayisi Tarok ¢esidinden
elde edilmistir (Cizelge 4.31; Sekil 4.20). Petiollii tam kotiledon eksplanti C58
ile inokiile edildiginde ise petri bagina en fazla tiimér says1 yine Tarok,

Darmor, Star ve Honk gesitlerinden elde edilmistir.
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Sekil 4.20. Inokiilasyondan 3 hafta sonra Tarok gesidinin hipokotil (iistte) ve
petiolli tam kotiledon (altta) cksplantlari iizerinde C58 A.
tumefaciens hatti tarafindan timér tiretimi
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A281 hatt ile hipokotil eksplanti inokiile edildiginde Star, Tarok, Spok,
Darmor, Helios ve Honk cesitleri en fazla tiimor olugturan gesitler olmustur.
Tiimér iriligi bakimndan Cobra, Tarok, Quinta, Darmor, Helios gesitleri en iri
tiimérleri vermistir. Petri bagina tiimér sayist bakimindan ise Star gesidi en
fazla tiimdr sayisii veren gesit olarak tespit edilmigtir. A281 hatti, timor
olusturan eksplant yiizdesi bakimindan petiolli tam kotiledon eksplant
kullanildifinda Cobra, Bienvenii, Quinta, Hansen gesitleri ve tiimér iriligi
bakimindan Hansen, Quinta, Cobra ve Bienvenii ¢esitleri en iyi sonug veren
gesitler olarak tespit edilmistir. Petri basina tiimér sayis1 ise Hansen, Quinta ve

Bienvenii gesitlerinde en fazla gikmgtir.

Adventif siirgiin rejenerasyonu galismalarinda en fazla siirgiin veren gesit
olarak belirlenen Spok gesidi en yiiksek tiimér olugturan eksplant yiizdesini
€58 hattindan ve petiollii tam kotiledon eksplantinda (% 43,33) vermistir.

Farkli bitki tiirlerinde onkogenik bakteri hatlanyla yapilan gen aktarim
calismalannda da tiimér olusumunun bitki tiriine, gesidine, kullamlan
eksplanta ve bakteri hattina gore Onemli degisiklikler gosterdifi bir gok
arastiric) tarafindan belirtilmistir. Omegin, Ozcan, (1995) bezelye bitkisinde
A281 hattinin C58 hattindan daha viriilent oldugunu ve gegitlere gore % 44-90
arasinda tiimér elde edildigini bildirmigdir. Delzer et al.,, (1990), soyanin A.
tumefaciens'e duyarhhgmm belirlenmesinde kullanilan bakteri hatlar ile bitki
gesitleri arasinda siki bir baglanti oldufunu tesbit etmiglerdir. Yilmazlar,
(1999), korunga, gayir ve iskenderiye tiggilii bitkilerinde A281 hattmin A136
NC'den daha virulent oldugunu tesbit etmistir. Kolza ve kirmmzi hardal
bitkilerinde de A. tumefaciens hatlarindan nopalin tipi suglarin octopin tipi

suglara gire daha etkili oldugu belirtilmigtir (Charest et al., 1988). Yine,
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bitkilerinde de A. tumefaciens hatlarindan nopalin tipi suslarin octopin tipi
suglara gore daha etkili oldugu belirtilmistir (Charest et al., 1988). Yine,
kolzada petiollii tam kotiledon eksplanti C58, T37, A281, ACHS, A6,
A136NC yabani hatlan ile inokiile edildiginde yalmzca C58 hattinin yiiksek
oranda (% 20) timér olusturdugunu bildirilmistir (Turgut, 1993). Bu tez
calismasinda da, gesit, bakteri ve eksplantlar arasinda interaksiyon giktigindan
konular birlikte incelenmistir. Dolayisiyla C58 ve A281 hatlan farkli gesitlerde
ve eksplantlarda farkll sonuglar gostermistir. Yapilan diger arastirmalarda
genellikle tek eksplantta gahsildigindan iiglii interaksiyon sonuglarin
karsilastirmak miimkiin olmamugtir. Ancak, Turgut, (1993) kolzanin Cobra ve
Topaz gesitlerinin petiollii tam kotiledon eksplanti ile yaptigi ¢ahiymada, C58
bakteri hattimin en viriilent hat oldugunu belirlemis olup, bu tez galismasindan
elde edilen sonug da aragtirmacinin sonuglarina benzerlik géstermistir. Ayrica,
Turgut'un (1993) arastirmasinda timér olusum orami % 20,00 olarak
bildirilirken, bu arastirmada C58 ve A281 hatlan ile Tarok gesidinin petiollit

tam kotiledon eksplantinda % 73,33 oraninda tiimér olugumu gzlenmistir.

4.5.2. Non-onkogenik A. fumefaciens pGV2260 355 GUS-INT hatti

aracihfiyla kolzaya gen aktarim

Yapilan literatiir aragtirmasinda gen aktariminda iizerinde en gok galisilan ve
basartya ulagilan Westar gesidi temin edilerek metot kisminda belirtilen iki
farkli gen aktarim yontemi ilk olarak bu gesitte denenmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4. 32"de verilmistir.

Cizelge 4. 32 incelendiginde, siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant
basmna siirgiin sayist bakimindan 1. yontemden elde edilen veriler IL

yontemden daha yiiksek olmustur. Ancak, 1. yontemde yesil siirgiin oram (%)
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siirgiinlerin segici antibiyotige dayamkhlik gostererek yesil olacagl, beyaz
siirgiinlerin ise gen aktanlmadigi halde geligebilen ancak, ortamdaki segici
antibiyotigin etkisiyle beyazlasan kagak siirgiinler oldugu bilinmektedir (Sekil
4.22). Bu nedenle bundan sonraki gen aktanm galigmalarinda Il ybntem

kullanilmigtir.

Cizelge 4. 32. Westar gegidine ait petiollii tam kotiledon eksplantimin iki farkli
yontem ile 2260 35S GUS-INT bakteri hatti ile inokiilasyonu
sonucunda kanamisine dayanikli siirgiin gelisimi

Siirgiin Olusturan Eksplant Basina Yesil Siirgiin | Beyaz Siirgiin
Yiintemler Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sayis1 Yiizdesi (%) Yiizdesi (%)
(%) (Adet)
L Yintem 15,00 5,63 10,00 90,00
=
1L Yéntem 12,00 3,88 91,43 8,57

Diger gesitlere gore adventif siirgiin rejenerasyonu bakimindan daha bagarih
bulunan Spok, Helios, Darmor, Quinta ve Tarok gegitleri ile Westar gesidine
non- onkogenik A, fumefaciens hatlarmdan tiitiin bitkisine en fazla gen aktanim
kabiliyetine sahip oldugu belirlenen 2260 35S GUS-INT hatti ile gen aktarim
ahismalart yapilmistir. Siirgiin veren eksplant yiizdesi, eksplant bagina siirgiin
sayist ayrica, olugan yesil ve beyaz siirgiinlerin yiizdelerine ait varyans analizi

Cizelge 4. 33’de verilmigtir.

Cizelge 4.33’deki varyans analizi siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve
eksplant bagmna siirgiin sayis1 bakinundan incelendiginde, gesitler arasindaki
fark 0,05 diizeyinde nemli gikmugtir. Olusan yesil siirgiin yiizdesi 0,05, beyaz
siirgiin yiizdesi ise 0,01 diizeyinde gegitler arasinda farklilik grkmugtir. Duncan

testi ile bu farkliligin dnem diizeyi Cizelge 4.34’de verilmistir.
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Sekil 4.21. 2260 358 GUS-INT A. rumefaciens hatti ile inokiilasyondan 6-7
hafta sonra kanamisin igeren besin ortaminda kanamisine
dayanikl yesil siirgiinlerin geligimi
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Sekil 4.22. 2260 35S GUS-INT A. tumefaciens hatti ile inokiilasyondan 6-7
hafta sonra kanamisin igeren besin ortaminda kanamisine
dayaniksiz beyaz siirgiinlerin gelisimi



120

Cizelge 4.33. Spok, Helios, Darmor, Quinta, Tarok ve Westar gesitlerinin

petiollii tam kotiledon eksplantina 2260 35S GUS-INT hatti ile

vapilan gen aktannnu sonucunda kanamisine dayanikh
siirgiinlerin geligimine ait varyans analizi
Siirgiin Olusturan Eksplant Yesil Silrgiin Beyaz Siirgiin
Eksplant Yiizdesi | Basina Siirgin Yiizdesi (%) Yiizdesi (%)
Varyasyon
S.D (%) Sayist (Adet)
Kaynaklar
K.0 F K.O F K.0 F K.O F
Cegitler 5 156,146 | 3460% | 4250 | 1.028% | 4276.744 | 3.485% | 4735745 | 6,094%+
Hata I8 | 45.126 4,136 1227,108 777.070
Toplam 23

" 0.01 dizeyinde dnemli.
* 0.05 diizeyinde dnemli,

Cizelge 34’de de gorildiigii gibi, en fazla siirgiin olusturan eksplant yiizdesi

719,20 ile Westar gegidinden elde edilmistir. Bununla birlikte Spok, Helios ve

Darmor ¢egitleri de istatistiksel olarak ayni gruba girmigtir. Eksplant bagina

stirgiin sayis1 incelendiginde yine 5,63 adet ile Westar ¢esidinden elde

edilmigtir. Aynica, Spok, Helios, Tarok ve Darmor gesitlerinden elde edilen

eksplant bagma siirgiin sayist da istatistiksel olarak Westar cesidi ile aym

gruba girmistir, Yesil siirgiin yiizdesi incelendiginde ise en fazla yesil siirgiin

veren % 100 ile Helios gesidi ve % 78,57 ile Westar, %50,00 ile Quinta, %

46,67 ile Spok gesidi istatistiksel olarak aym gruba girmigtir. Darmor

gegidinden olusan siirgiinlerin hepsi belirli bir siire sonra beyazlagtigindan hig

yesil siirgiin elde edilememistir.
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Cizelge 4.34. Spok, Helios, Quinta, Darmor, Tarok ve Weslar gesitlerinin
petiollii tam kotiledon cksplantina 2260 358 GUS-INT hatt ile

yapilan

gen aktarinu

sonucunda

sirgtinlerin gelisimine ait Duncan testi

kanamisine

dayamkh

Siirgiin Olusturan | Eksplant Basma Olusan Yesil Olusan Beyaz
T Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sayisi Siirgiin Yiizdesi | Siirgiin Yiizdesi
(%) (Adet) (%) (%)
Spak 1294 a' 363 ab 46,67 abe 5333 b
Helios 1025 ab 3,50 ab 100,00 a 000 ¢
Quinta 359 b 100 b 50,00 abe 000 ¢
Tarok 456 b 300 ab 2500 be 2500 be
Darmor 10,00 ab 225 ab 0,00 ¢ 100,00 a
Westar 1920 a 563 a 78,57 ab 2143 be

! Ayni stitunda farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde onemlidir.

2260 3558 GUS-INT bakteri hatt1 ile inokiilasyondan sonra kanamisin igeren

besin ortaminda gelisen ve kiiltiir siiresi boyunca yesil kalan siirgiinler daha

sonra kanamisin igeren koklendirme ortamina aktanilmislardir. Kéklendirme

ortaminda bu siirgiinlerin bityitk ¢ogunlugu kiklenme gostermistir. Koklenen

bu siirgiinler son olarak saksilara aktanlarak iklim odasinda ve serada

bityiitiilmiistiir. Bu sekilde gen aktariminda kullamilan gesitlerden gok sayida

aday transgenik bitki elde edilmistir. Bu bitkilerden elde edilen yaprak

orneklen iizerinde X-GLUC histokimyasal GUS analizleri yapilmistir. GUS

analizine tabi tutulan degisik ¢esitlere ait 174 bitkiden yalnizea Westar

cesidine ait 2 tanesinin ( % 1,15) GUS pozitil oldugu belirlenmistir (Sekil

4.23).



Sekil 4.23. Aday transgenik bitkilerin yapraklarinda yapilan GUS analizi
sonucunda Westar cesidine ait iki bitkinin GUS pozitif yaprak
ornekleri
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4.5.2.1. Hansen, Tarok ve Spok c¢esitlerinin olgunlasmamis embriyo

eksenlerine A. tumefaciens pGV 2260 35S GUS-INT hatt1 ile gen

aktarim

Adventif siirgiin rejenerasyonunda en bagarili gesit olan Spok ve en az
rejenerasyon kabiliyetine sahip Hansen ile onkogenik A. tumefaciens hatlarina
en duyarli ¢esit olarak belirlenen Tarok g¢esidinin olgunlagsmamig embriyo
eksplantlarma pGV 2260 35S GUS-INT ile gen aktarimm yapilmistir.
Kanamisine dayanikl siirgiin veren eksplant yiizdesi ve eksplant bagina siirgiin

sayisina ait varyans analizi ¢izelge 4.35°de verilmigtir.

Ele alinan konulara ait varyans analizi ¢izelgesi incelendiginde, siirgiin veren
eksplant yiizdesi bakimindan gesitler arasindaki fark 0,05 diizeyinde Onemli
¢ikmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan ise gesitler arasindaki fark
istatistiksel olarak Onemsiz ¢ikmustir. Elde edilen verilere ait Duncan testi

Cizelge 4.36’da verilmistir.

Cizelge 4.35. Hansen, Tarok ve Spok g¢esitlerinin olgunlagmamis embriyo
eksenlerine A. tumefaciens 2260 35S GUS-INT hatt1 ile gen
aktarimmdan elde edilen siirgiin rejenerasyonuna ait varyans

analizi
Siirgiin Veren Eksplant Eksplant Basina Siirgiin
Varyasyon S.D Yiizdesi (%) Sayisi (Adet)
Kaynaklari KO F K.O F
Cesitler 2 411,026 5,110* 0,111 0,200
Hata 6 80,429 0,556
Toplam 7

" 0.05 diizeyinde 6nemli.
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Cizelge 4.36. Hansen, Tarok ve Spok gesitlerinin olgunlagmamis embriyo
eksplantlarina A. tumefaciens 2260 35S GUS-INT hatt1 ile gen

aktarimi1  sonucunda kanamisine dayamikli  siirgilinlerin
geligimine ait Duncan Testi
. Siirgiin Eksplant Basina Yesil Siirgiin ileyaz Siirgiin
Cegitler Olusturan Siirgiin Sayis1 Yiizdesi (%) Yiizdesi (%)
Eksplant (Adet)
Yiizdesi (%)
Hansen 3,33 b 0,66 50,00 50,00
Tarok 23,33 a 1,00 100,00 0,00
Spok 6,66 ab 1,00 100,00 0,00

17Aym siitiinda farkh harflerle gsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
LSD 17,92

Cizelge 4. 36 incelendiginde, en fazla kanamisine dayanikli siirgiin olugturan
eksplant oran1 % 23,33 ile Tarok ve % 6,66 ile Spok g¢esitlerinden elde
edilmigtir. Ayni1 ¢izelgede olusan siirgiinlerin yesil ve beyaz siirgiin yiizdeleri
de verilmistir. Hansen ¢esidinde % 50,00 beyaz siirgiin olusurken Tarok ve

Spok cesitlerinde % 100 yesil siirgiin elde edilmistir.

Elde edilen siirgiinlerden koklenenler saksilara aktarilmistir. Bu sekilde
saksilarda gelisen 65 bitki iizerinde yapilan GUS analizi sonucunda GUS

pozitif bitkiye rastlanmamigtur.

Fry et al., (1987), Westar ¢esidinde govde segmentlerini kullanarak A.
tumefaciens pMON200 ve pMONI120 plazmidlerini tasiyan hatlari ile
inokiilasyon sonunda transformasyon sikligmin seleksiyon ortaminda bulunan
km dozuna bagli olarak degistigini ve 100 mg/l km bulundugunda % 7
oldugunu bildirmislerdir. Radke et al, (1988), kolza Westar c¢esidinde
hipokotil eksplantinda A. tumefaciens pTiBo542 EHA 101 hatt1 ile

inokiilasyon sonunda transformasyon sikliginin ko-kiiltivasyon siiresine ve km

2.C. YOKSEXOGRETIM KURULY
DOKDMANTASTON



125

dozuna bagli olarak degistigini en uygun ko-kiiltivasyon siiresinin 48 saatlik ve
25 mg/l km igeren seleksiyon ortamindan (% 2,5) elde -edildigini
bildirmiglerdir. Charest et al., (1988), yine Westar gesidinde A. tumefaciens
pGV3850 pLGV1103neo hatti ile ince hiicre katmanlan eksplantina % 2
oraninda gen aktarilmis siirgiin elde etmiglerdir. Moloney et al., (1989), Westar
¢esidinde petiollii tam kotiledon eksplantlarin1t EHA101 pCGN783 hatt1 ile
inokiile ettiklerinde % 55’den fazla rejenerasyon elde etmislerdir. Ayrica az
sayida kagak siirgiin gozlemislerdir. Misra, (1990), Westar ¢esidinin gévde
epidermal eksplantim1 A. fumefaciens pTiB653-SE hatt1 ile inokiile ettiginde
transformasyon basarisinin % 2 oldugunu bildirmistir. Hong et al., (1997),
Westar g¢esidinin transformasyon bagarisim1 % 12 bulmustur. Turgut 1993,
Cobra ve Topaz cesitlerinin petiollii tam kotiledon eksplantin1 kullanarak
C58C1 pGV3850 pBI 121 hatt1 ile gen aktarimi denemelerinde basariya
ulagsamadigini bildirmistir. Biitiin bu ¢aligmalardan kolzada ¢ok ¢esitli eksplant
tipleri ve A. tumefaciens hatlar1 kullanarak gen aktarim denemeleri yapilmisg
oldugu ayn1 zamanda gen aktarim frekansmnin oldukg¢a diisiik oldugu sonucu
¢ikmaktadir. Ayrica, gen aktarim frekansinin % 20°nin tizerinde bildirildigi bir
iki raporun bagka aragtiricilar tarafidan rutin olarak tekrarlanamadigi

bildirilmistir (Khehra and Mathias, 1992; Turgut, 1993).

Bu aragtirmada da, kolza bitkisine gen aktarim orami % 1,15 olarak elde
edilmigtir. Bu oranin diigiikliigli muhtemelen gen aktariminda kullanilan A.
tumefaciens hattindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, seleksiyon ortaminda
kullanilan km antibiyotiginin oranini diisiirerek (kagak bitki oraninin artmasi
ihtimalini gbze alarak) ve degisik ko-kiiltivasyon siirelerinin denenmesi ile gen

aktarim frekansinin artirilabilecegi diisiiniilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Kolzada Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

Doku kiiltiirii galsmalarinda ilk asama eksplantin sterilizasyonudur. In vitro'da
kolza fidelerinin steril olarak yetistirilebilmesi i¢in tohumlarin % 20’lik
oraninda ¢amasir suyu ile 20 d siireyle muameleye tabi tutulmasi tohumlarin

hem sterilizasyonunu saglamig, hem de canliliklarini etkilememistir.

Kolzada etkili gen aktarim sisteminin gelistirilebilmesi i¢in 6ncelikle adventif
slirgiin rejenerasyonu kapasitesinin arttirilmasi yoniinde ¢aligmalar yapilmustir.
Besin ortaminda ¢esitli bitki bilyiimesini diizenleyiciler ve onlarin degisik

kombinasyonlari, 6nce Tarok ¢esidinde denenmistir.

Tarok g¢esidinde BAP ve NAA’in degisik kombinasyonlari ile yapilan adventif
slirgiin rejenerasyonu denemesinde eksplant olarak petiollii tam kotiledon, 2/3
kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 kullaniimistir. Bu deneme sonucunda, en
yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonunu petiollii tam kotiledon ve hipokotil
eksplantlan vermigtir. Petiollii tam kotiledon eksplantindan en yiiksek siirgiin
olusturan eksplant orant % 37,14 ile 0,50 mg/l ve 0,50 mg/l NAA iceren
ortamdan elde edilmis olmakla birlikte, 0,50 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA,
0,50 mg/l BAP ve 1,00 mg/l NAA, 1,00 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA, 1,00
mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA iceren ortamlar arasinda istatistiksel bir fark
gozlenmemigtir. Hipokotil eksplantinda ise en yiiksek siirglin olusturan
eksplant oran1 % 43,08 ile 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren ortamdan
elde edilmis ancak, 0,50 mg/l BAP ve 1,00 mg/l NAA ile 2,00 mg/l BAP
iceren ortamlardan elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel bir fark

gozlenmemistir. Ayrica, siirgiin olugturan eksplant yiizdesi ve eksplant bagina
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siirgiin sayis1 birlikte (petri bagina siirgiin sayis1) incelendiginde petiollii tam
kotiledon eksplanti en yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonunu 10,36 adet ile
0,50 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA igeren besin ortaminda iiretmigtir.
Hipokotil eksplant1 ise 10,88 adet ile yalnizca 2 mg/l BAP igeren besin

ortaminda en yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonunu vermistir.

Adventif siirglin rejenerasyonu oranii yilkseltmek igin farkli sitokinin
(kinetin) ve oksinler (2,4-D) denenmistir. Bu denemede 0,01 mg/l 2,4-D ve
4,00 mg/l kinetin igeren ortamda hipokotil eksplantindan en yiiksek adventif
siirgiin yiizdesi (% 20) elde edilmis olup, petiollii tam kotiledon eksplantinda
ise ya hig veya onunla istatistiksel olarak ayni gruba giren oranlarda adventif
siirgiin elde edilmistir. Hipokotil eksplantindan elde edilen % 20,00 oranindaki
adventif siirgiin rejenerasyonu BAP ve NAA kombinasyonundan elde edilen
(% 43,08) adventif siirgiin rejenerasyonu oranmndan olduk¢a diisiik

bulunmustur.

Adventif siirgiin rejenerasyonunu artirmak i¢in yapilan denemelerden bir
baskas1 da BAP, NAA ve kinetinin birlikte kullanildig1 ¢aligmalardir. Bu
ortamlarda da en yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonu % 20,00 ile 2,00 mg/l
BAP, 0,10 mg/l NAA ve 4,00 mg/l kinetin igeren besin ortamindan elde
edilmistir ki, bu oran da BAP ve NAA ile yapilan deneme sonug¢larmnn altinda

kalmagtir.

Hansen, Spok, Quinta, Kosa, Honk, Helios, Star, Darmor, Bienvenii
cesitlerinin daha Once Tarok ¢esidinde en yiiksek adventif siirgiin
rejenerasyonunu veren 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA ve yalmzca 2,00
mg/l ile 4,00 mg/t BAP iceren besin ortamlarinda adventif siirgiin rejenerasyon

yetenekleri aragtirilmustir. Biitiin gegitlerde petiollii tam kotiledon eksplanti
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hipokotil eksplantindan daha bagarili bulunmugtur. En yiiksek adventif siirgiin
rejenerasyonu olusturan cesit % 43,33 ile Spok, orta seviyede Helios, Darmor,
Quinta, Kosa ve Bienvenii, en az adventif siirgiin rejenerasyonu olugturan
cesitler ise Honk, Star ve Hansen olarak tespit edilmistir. Kullanilan g
ortamin da gesitlere gore siirgiin olusturan eksplant ve eksplant bagina siirgiin
sayist1 bakimindan bir fark gostermedigi, ancak eksplanta gore farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan
petiollii tam kotiledon eksplantinda tiim- gesitlerin ortalamasi % 23,70 olarak
0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmisgtir.
Eksplant basina siirgiin sayis1 ise en fazla tek basina 2,00 mg/l (14,78 adet)
veya 4,00 mg/l BAP (14,33 adet) igeren besin ortamindan elde edilmistir.
Ayrica, 0,50 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren ortamda goriilen agin
koklenme tek bagma 2,00 veya 4,00 mg/l BAP igeren ortamda gézlenmemistir.
Genel olarak biitiin ¢esitler ele alindiginda eksplant basina siirgiin sayaisi,
dolayisiyla petri bagina siirgiin sayist tek bagmna 2,00 veya 4,00 mg/l BAP
igeren besin ortamlarinda en fazla olmustur. Bu nedenle, ¢aligilan kolza
cesitlerinde adventif siirgiin rejenerasyonu icin en uygun eksplantin petiollii
tam kotiledon eksplant1 ve en uygun ortamin da 2,00 mg/1 veya 4,00 mg/l BAP

iceren besin ortamunin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Adventif siirgiin rejenerasyonu denemesinde istatistiksel gruplandirmada en iyi
cesit olarak belirlenen Spok, orta seviyede bulunan Quinta ve son grupta yer
alan Star c¢esidinde TDZ sitokininin adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi
aragtirilmistir. Cesitlerin ve eksplant tiplerinin TDZ’na karsi adventif siirgiin
rejenerasyonu bakimindan verdikleri tepkilerin farkh oldugu goriilmiigtiir.
Ornegin, Spok gesidinde daha once elde edilen en yiiksek adventif siirgiin
rejenerasyonuna ¢ok yakin siirgiin yiizdesi elde edilirken, Quinta ¢esidinde %

50 azalma Star ¢esidinde ise 4-5 kat artig gbzlenmistir.
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Daha onceki adventif siirgiin rejenerasyonu denemelerinde hi¢ siirgiin
vermeyen Hansen gegidi ve petiollii tam kotiledon eksplantinda % 43,33
adventif siirgiin veren Spok ¢esitlerinin olgunlagsmanmis embriyo eksplantlar
degisik kombinasyonlarda BAP ve NAA igeren ortamlarda denemeye
alinmuglardrr. Siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan en yiiksek sonug
hem Hansen (% 55,00) hem de Spok (% 66,67) ¢esidinde 0,50 mg/l BAP ve
2,00 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmigtir. Her iki c¢esitte de
olgunlagmamig embriyo ekseni (% 57,47) olgunlagsmams kotiledon
eksplantindan (% 25,77) daha yiiksek adventif siirgiin rejenerasyonu vermistir.
Olgunlagsmamig embriyo eksplantlarinin diger eksplantlarin aksine sitokininin
az oksinin daha fazla kullanildig1 ortamlarda yiiksek rejenerasyon gosterdigi
belirlenmigtir. Ayrica, hipokotil, petiolli tam kotiledon ve 2/3 kotiledon
eksplantlarinda sonu¢ alinamayan Hansen g¢esidinde olgunlagmamis embriyo

eksplantlan kullanildiginda oldukga yiiksek sonuglar (% 60,84) elde edilmistir.

Rejenere olan adventif siirgiinlerin kéklendirilmesi i¢in IBA’in degisik dozlan
(0,50-4,00 mg/1) kullanilmigtir. Kontrol ve tiim dozlarda kdklenen siirgiin orani
ve siirgiin basina kok sayisinda istatistiksel bir fark olmamasina ragmen en
yiiksek koklenme oram1 % 93,33 ve en fazla siirgiin basina kok sayist 5,50 adet
ile 0,50 mg/l IBA igeren ortamdan elde edilmistir. Kok uzunlugu bakimindan
en iyi ortam IBA igermeyen ya da 0,50 mg/l IBA iceren ortam bulunmustur.
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5.2. Non-Onkogenik Agrobacterium Hatlarimin Tiitiinde Test Edilmesi

Transgenik materyali ayirt etmek i¢in kullanilan seleksiyon ortamina ilave
edilecek antibiyotik veya herbisit dozunu belirlemek igin fosfinotrisin ve
metotreksat herbisitleri ile higromisin ve kanamisin antibiyotikleri c¢esitli

oranlarda rejenerasyon ortamina ilave edilmistir.

Bu deneme tiitiiniin Samsun ¢esidinin yaprak diski eksplantinda yapilmistir.
Fosfinotrisinin seleksiyon ortami ig¢in en uygun dozunun 5,00 mg/l oldugu
belirlenirken, higromisin antibiyotigi i¢in belirlenen en uygun doz 40,00 mg/1
olmustur. Metotreksat herbisitinin 0,10 mg/I’den daha diisiik dozlarda
kullanilmast gerektigi ve kanamisin antibiyotiginin 50,00 mg/l —100 mg/l

dozlarda kullanilmasinin uygun olacag tespit edilmigtir.

Farkli non-onkogenik A. tumefaciens ve A. rhizogenesis hatlarmin tiitliniin
Samsun ¢esidi yaprak diski eksplantlarinda gen aktarim basarilan
karsilagtirilmistir. Siirgiin olusturan eksplant yiizdesi % 100 ile 2260 35S
GUS-INT, 15834 pRGG hpt ve EHA 101 pRGG hpt # 23, % 95,00 ile 2260
AoPR1 NEOI, en bagaril1 hatlar olarak belirlenmistir. Eksplant bagina siirgiin
sayis1 ise 18,57 adet ile 2260 AoPR1 NEQ2, 15,45 adet ile 15834 pRGG hpt,
12,62 adet ile EHA101 pRGG hpt # 23 hatlari en fazla siirgiin olusturan hatlar
olarak tespit edilmigstir. Petri bagina siirgiin sayis1 karsilastirildiginda ise
153,00 adet ile 2260 35S GUS-INT ve 154,50 adet ile 15834 pRGG hpt
hatlarinin en fazla siirgiin veren hatlar oldugu belirlenmistir. Bunlardan 2260
35S GUS-INT hatt1 A. tumefaciens tiiriine 15834 pRGG hpt ise A. rhizogenesis
tiiriine aittir. A. rhizogenesis kullanildiginda gen aktarilan bitkilerde genetik
sapmalar goriildigiinden ayrica A. tumefaciens 2260 35S GUS-INT hattinin
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tasidigi GUS geninin kodlama bélgesinde bitkisel intron bulundugundan gen
aktariminda saglayacagi avantaj diigliniilerek kolzaya gen aktariminda 2260

35S GUS-INT bakteri hattt tercih edilmistir.

5. 3. Kolzaya Gen Aktarimi

5.3.1. Onkogenik A. tumefaciens hatlari ile gen aktarim

Farkl kolza gesitlerinin hipokotil ve petiollii tam kotiledon eksplantlarinin A.
tumefaciens A281 ve C58 yabani hatlarina karg1 hassasiyetleri belirlenmistir.
Hansen, Helios, Darmor, Quinta, Tarok, Spok, Star, Cobra, Honk ve Bienvenii
cesitlerinin C58 ve A281 hatlarina duyarhliklan tiimér olusturan eksplant
yiizdesi ve eksplant basma tiimor sayis1 bakimindan gesit x eksplant x bakteri

interaksiyonu gézlenmisgtir.

C58 hattinin tiimo6r olusturan eksplant ylizdesi hipokotil eksplantinda gegitlere
gore % 20,00 ile % 60,00 arasinda petiollii tam kotiledon eksplantinda da %
20,00 ile % 73,33 arasinda bulunmustur. Hipokotil eksplantinda en yiiksek
timoOr olusturan eksplant orani Tarok (% 60,00), Quinta , Helios, Star,
Bienvenii, Hansen, Spok ve Hansen ¢esitleri vermigtir. Petiollii tam kotiledon
eksplantinda ise en yiiksek tiimér olusturan eksplant orami Tarok (73,33),

Bienvenii, Darmor, Star ve Honk ¢esitlerinden elde edilmigtir.

A281 hattinin tiimor olusturan eksplant oram hipokotil eksplantinda gegitlere
goére % 16,67 ile % 63,33 , petiollii tam kotiledon eksplantinda ise % 20,00 ile
% 73,33 arasinda degismigtir. Hipokotil eksplantinda en yiiksek tiimor
olusturan eksplant oranini Star (% 63,33), Tarok, Darmor, Helios, Spok ve
Honk g¢egsitleri vermistir. Petiollii tam kotiledonda ise en yilksek tiimor
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olusturan eksplant oram1 Cobra (% 73,33), Quinta, Bienvenii ve Hansen
cesitlerinden elde edilmistir. Ayrica, tiim gesitlerde petiollii tam kotiledon
eksplant1 hipokotil eksplantindan daha yiiksek eksplant bagina tiimdr sayisi

vermisgtir.

Hipokotil ve petiollii tam kotiledon eksplantlarinin A. tumefaciens C58 hatti
ile inokiilasyonu sonucunda tiimdr iriligi bakimindan eksplantlar istatistiksel
olarak bir fark gostermemis olup, hipokotil eksplantinda 1,35 mm ile 2,78 mm
arasinda petiollii tam kotiledon eksplantinda ise 1,75 mm ile 3,36 mm arasinda
degismistir. Ancak, A. tumefaciens A281 hatt1 ile aym: eksplantlar inokiile
edildiginde ¢esitler arasinda tiimér irilii bakimindan istatistiksel olarak
oldukca 6nemli farklar ortaya ¢ikmugtir. Tiimdr irili§i hipokotil eksplantinda
1,00 mm ile 5,27 mm arasinda deg§ismistir. En iri tiimorler Cobra (5,27 mm),
Tarok, Quinta, Helios ve Darmor gesitlerinden elde edilmistir. Petiollii tam
kotiledon eksplantinda da tliimér iriligi 2,83 mm ile 7,73 mm arasinda
degismistir. En iri tiimorler Hansen (7,73 mm), Quinta, Cobra ve Bienveni

¢esitlerinden elde edilmistir.

Adventif siirgiin rejenerasyonu g¢aligmalarinda en fazla siirgiin veren gesit
olarak belirlenen Spok ¢esidinde en yiiksek tiimor olusturan eksplant oram
petiollii tam kotiledon eksplantinin (% 43,33) ve C58 hatti ile
inokiilasyonundan elde edilmistir (Cizelge 4.28).
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5.3.2.Non-onkogenik pGV 2260 35S GUS-INT A. tumefaciens hatt1 ile gen

aktarimi

Kolzaya gen aktariminda, iizerinde en gok galigilan gesit olan Westar ¢esidine
farkli iki gen aktarim yontemi denenmistir. I. Yontemde petiollii tam kotiledon
eksplantlart 1/50 oraninda seyreltilmis bakteri kiiltiiriinde 15 d inokiile
edilmigtir. II. yontemde ise petioliin ucu seyreltilmemis bakteri kiiltliriine bir
kag saniye degdirilerek inokiile edilmistir. II. yontemde ayrica, eksplantlar ko-
kiiltivasyondan sonra segici antibiyotik icermeyen ortamda 7 giin

bekletilmistir.

I. yontemde siirgiin veren eksplant yilizdesi % 15,00 eksplant bagina siirgiin
sayist 5,63 adet, yesil siirgiin yiizdesi % 10,00 ve beyaz siirgiin yiizdesi %
90,00 olarak tespit edilmistir. II. yontemde ise siirgiin olusturan eksplant
yiizdesi % 12,00, eksplant bagina siirgiin sayis1 3,88 adet, yesil siirgiin yiizdesi
% 91,43 ve beyaz siirgiin yiizdesi % 8,57 olarak bulunmustur. I. yontemin
siirgiin olugturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayis1 daha fazla
olmasina ragmen II. yontemden elde edilen siirgiinlerin % 91,43’{iniin yesil

olmas1 gen aktarim ¢aligmalarinda II. yontemin tercih edilmesini saglamstir.

Adventif siirgiin rejenerasyonu galigmalarinda diger gesitlere goére daha bagarilt
olan Spok, Helios, Darmor, Quinta ve Tarok cesitleri ile Westar ¢esidinin
petiollii tam kotiledon eksplantlarina 2260 35S GUS-INT hatt1 ile gen aktarim
caligmalar1 yapilmigstir. Siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ¢esitlere gore %
3,59 ile % 19,20 arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusturan eksplant
yiizdesi Westar (% 19,20), Spok (% 12,94), Helios (10,25) ve Darmor (%
10,00) gesitlerinden elde edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 da gesitlere
bagli olarak 1,00 adet ile 5,63 adet arasinda degismistir. En fazla eksplant
basna siirgiin sayis1 Westar (5,63 adet), Spok (3,63 adet), Helios (3,50 adet),
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Tarok (3,00 adet) ve Darmor (2,25 adet) cesitlerinden elde edilirken, yesil
stirglin orani ise en fazla % 100 ile Helios, % 78,57 ile Westar, % 50,00 ile
Quinta ve % 46,67 ile Spok ¢esitlerinden alinmigtir. Darmor ¢esidinden ise hig
yesil siirgiin elde edilememistir. Elde edilen yesil siirgiinler km igeren
koklendirme ortamina alindiklarinda biiyiik ¢ogunlugunun kéklendigi ancak,
bu bitkilerin yaprak ornekleri tizerinde X-GLUC histokimyasal GUS analizi
yapildiginda 174 aday transgenik bitkiden yalnizca Westar cesidine ait iki
bitkinin GUS pozitif oldugu belirlenmistir. Yani, Westar ¢esidinin petiollii tam
kotiledon eksplantinin A. tumefaciens 2260 35S GUS-INT hatti ile
transformasyon siklig1 % 1,15 olarak tespit edilmisgtir.

Adventif siirgiin rejenerasyonunda en basarili gesit olan Spok ve en az
rejenerasyon kabiliyetine sahip Hansen ile onkogenik A. tumefaciens hatlarina
en duyarh gesit olarak belirlenen Tarok ¢esidinin olgunlagmamig embriyo
eksplantlarma pGV 2260 35S GUS-INT ile gen aktarimi yapilmugtir. En fazla
stirgiin olusturan eksplant yiizdesi % 23,33 ile Tarok, % 6,66 ile Spok
¢esidinden elde edilmistir. Ayrica, elde edilen siirgiinlerin tamammin yesil
stirgiin oldugu gozlenmistir. Ancak, bu siirgiinlerden gelisen 65 bitki iizerinde

yapilan GUS analizleri sonucunda GUS pozitif bitkiye rastlanmamuigtir.

Bu tez caligmasi neticesinde kolzanin farkli gesitlerinde adventif siirgiin
rejenerasyonu onemli 6lgiide artirilirken, Agrobacterium enfeksiyonlarina kars:
en duyarlhl olan gesitler de belirlenmistir. Ancak, Spok, Helios, Dormor,
Quinta, Tarok, Westar ve Hansen ¢esitlerine yapilan gen aktarim ¢aligmalar
neticesinde sadece Westar g¢esidinde diisiikk oranlarda da olsa transgenik
bitkiler elde edilebilmistir. Degisik arastiricilar da Westar ¢egidinde transgenik
bitkilerin iretilmesinin difer c¢esitlere gore ¢ok daha kolay oldugunu
belirtmiglerdir. Yine, onceki ¢aligmalarin bazilarinda kolzaya yiiksek oranda
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gen aktarimi yapilmasmna ragmen, bu basarili sonuglar daha sonra
tekrarlanamamugtir. Elde edilen bu farkli sonuglar kullanilan c¢egide,
Agrobacterium hattina, ortamdaki kanamisin oranina, gen aktarimini yapan
aragtiriclya ve laboratuvar sartlarina baglanabilir. Dolayisiyla, yiiksek oranda
transgenik kolza bitkilerinin tiretilebilmesi i¢in farkli bitki genotiplerinin ve
degisik markor genleri tasiyan Agrobacterium hatlarmin kullanilmast gen
aktarim sikligini artirabilir. Yine, yiiksek oranda transgenik kolza bitkilerinin
tiretilebilmesi igin farkli inokiilasyon ve ko-kiiltivasyon siireleri ile degisik
bakteri yogunluklar1 denenmelidir. Ayrica, besin ortamina ilave edilen

antibiyotik ve herbisitlerin oranlarinin da iyi ayarlanmasi gerekmektedir.
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