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OZET

Oryza Sativa Tiirlerinden, Tropik Indica Donor Bitki
Tiiriinden, Illman Kosullara Uygun Japonica Bitki

Tiiriine Herbisit Direncli Alel Introgresyonu
Selin UZUNOGLU

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Burcin PISKIN

Pirin¢ (Oryza sativa L.), farkli cevresel kosullara uyum gosterebilmesi sebebiyle diinya
capinda onemli bir temel besin maddesidir. Piring¢ sahip oldugu ekonomik ve sosyal
oneme sahip olmasi sebebiyle, farkli biyotik ve abiyotik streslere tolerans, daha yiiksek
verim, daha iyi organoleptik, yiiksek besin degeri ve gelismis tarimsal 6zelliklere sahip
yeni piring tiirleri icin siirekli bir gereksinim bulunmaktadir. Yabani otlar, ekinlerde
biiyiik bir biyotik strestir ve verimi arttirmak ve tiretim maliyetlerini azaltmak icin
herbisite dayanikl iiriinler gelistirilmistir. Cycloxydim, filizlenme sonrasi yabanci ot
kontroliinde kullanilan otlara 6zgii bir ACCase inhibitorii herbisittir. Calli mutagenezi
yoluyla daha Once OsACCase2 geninde bir nokta mutasyonu sunan bir mutant

Cycloxydim’e dayanikl pirin¢ hatt1 elde edilmistir.

Bu calismanin amaci, ticari amaglar icin tropikal bir japonika OsACCase2 mutantindan

geleneksel iki 1liman japonica piring ¢esidine bir herbisit direnci alelini aktarmaktir.

Embriyo kurtarma teknigi yardimi, tohum olgunlastirma adimimi atlayarak geri
caprazlamayi calismada verimi arttirmistir. Embriyodan kurtarmadan sonra elde
edilen embriyolar i¢in herbisit secimi, direngsiz embriyolarin ayrilmasini kolaylastirdi.
Yapilan introgresyonlar sonucu tiirler arasinda arasinda giicli bir cinsel uyumsuzluk
tespit edildi ve fakat bu durumun iistesinden gelindi. Calismanin heniiz
tamamlanmamis olmasina ragmen, erken embriyo kurtarma yontemi ile provoke
edilen S5 japonica x indica uyusmazlik alellerini belirlemek icin multipleks PCR

yapilmis ve kismen yeterli sonuclar alinmistir.
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ABSTRACT

Herbicide Resistance Allele Introgression from a
Tropical Indica Rice Donor Plant to Temperate
Japonica rice (Oryza Sativa) Varieties

Selin UZUNOGLU

Department of Biongineering

Master of Science Thesis

Advisor: Prof. Dr. Mehmet Burcin PISKIN

Rice (Oryza sativa L.) is an important staple food crop worldwide due to its
adaptability to different environmental conditions. Because of its great economic and
social importance, there is a constant requirement for new varieties with improved
agronomic characteristics, such as tolerance to different biotic and abiotic stresses,
higher yield and better organoleptic and nutritional value. Weeds are major biotic
stress in crops and herbicide-resistant crops have been developed to improve yields
and reduce production costs. Cycloxydim is a grass-specific ACCase inhibitor herbicide
used in postemergence weed control. A mutant Cycloxydim-resistant rice line has
been previously obtained through calli mutagenesis, presenting a point mutation in
OsACCase2 gene.

The main aim of this study is to introgress an herbicide resistance allele from a tropical
japonica OsACCase2 mutant into traditional two temperate japonica rice varieties for

commercial purposes.

Embryo rescue technique assistance boosted the backcrossing bypassing the seed
maturation step. Herbicide selection of embryo rescued plantlets eased discarding
non-resistant offspring. A strong sexual incompatibility between one of the recurrent
parents and the donor variety has been detected and overcome. Multiplexed PCR has
been performed in order to determine the S5 japonica x indica sexual incompatibility
alleles that provokes premature embryo sac abortion, although results are not yet
finished.
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

1960’11 ve 1990’11 yillar boyunca, yabani ot yogunlugunun ve mahsiiliin ortaya cikis
zamaninin mahsuliin gelir ({iriin basina verim) kayb1 {izerindeki etkisinin belirlenmesi
konusunda bir¢ok arastirma yapilmistir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda, herbisit
uygulamasi icin modeller veya karar destek sistemleri gelistirmek icin kullanilmistir.
Bir mahsul mevsimine odaklanan ilk yabanci ot ekonomik esik modelleri, daha uzun
zaman dilimleri ve yabani ot tohum etkileri, yani ekonomik optimum esikler veya
yaralanma seviyeleri dikkate alinarak daha sofistike hale geldi. Bugiin, esik kavrami,
hala entomoloji ve patolojide kullanilmasina ragmen, yabanci ot, bilim adamlar1 veya

uygulayicilari tarafindan artik 6nerilmemektedir [1].

olasilikla bir ya da daha fazla herbisit etki alanina direncli olmasidir. Sifir tolerans
politikas1 giiniimiizde savunulmaktadir. Bununla birlikte, tiim yabani ot tiirleri ve
tim kiiresel kurtulma sistemlerinde bu amaca ulasmak icin agronomik ve ekonomik

olarak uygun veya gerekli olmayabilir [2].

1.2 EKkili Piring

Pirin¢ (Oryza sativa L.) bu denli 6nemli olmasinin sebebi, diinya niifusunun yiizde
ellisinden fazlasinin giinliik diyetlerinin pirince bagli olmasidir. Boylelikle oryza
sativa yani bilinen ismiyle piring, tiim diinya populasyonunun tiikettigi temel gidalar
maddeleri icerisinde en 6nemlilerinden biri haline gelmistir. Oryza L. cinsi, Poaceae
(Gramineae) familyasindaki Oryzoideae alt familyasinin alt kirilimi olan Oryzeae
ailesinin altinda bulunmaktadir. Oryzeae ailesi toplamda 4 tiir kompleksine ayrilabilir:

(1) Oryza granulata, (2) Oryza officialis, (3) Oryza sativa ve (4) Oryza ridelyi [3].

Oryza sativa yada bildigimiz ismi ile pirin¢ ekilebilir (domestike edilmis) tiirlere ve

yabani tiirlere olmak iizere iki baslikta incelenebilir: Oryza sativa ve Oryza glaberrima



ekililebilir ya da (domestike edilmis) tiirler olarak sayabilirken, buna karsilik Oryza
rufipogon, Oryza nivara, Oryza barthii, Oryza longistaminata, Oryza meridionalis ve
Oryza glumaepatula yabani tiirler basligi1 altinda inceleyebiliriz. Oryza sativa’nin hem
yabani tiirleri hem de ekili tiirler diploid kromozoma sahiptirler ve AA genomunu
tasirlar (2n=24) [2].

Ekilebilen pirin¢ Oryza glaberrima Steud. Bati Afrika iilkelerinde yogun olarak
yetistirildigi gozlemlenmektedir.  Basit dizi tekrarlari (SSR) ve tek nitkleotid
polimorfizmi (SNP) verileri, Afrika pirinci Oryza glaberrima’un altinda bulunan Oryza
barthii’yi, izozim c¢alismalar1 sayesinde, ekilebilir bir hale getirdi. Son zamanlarda,
NERIKA (Afrika Yeni Pirinci), bir Oryza sativa ve Oryza glaberrima caprazlamasindan

yeni bir gesitlilik olan, Bat1 Afrika ciftcileri arasinda yaygin kullanilan bir duruma geldi.

Ekili pirin¢ olarak Oryza sativa, yogun olarak Asya’da yetistirilmektedir. Glintimiize
gelinceye kadar, Oryza sativa cesitleri arasinda alt1 tiir, grup veya alt populasyon
tanimlanmistir: (1) indica, (2) japonica, (3) aus, (4) aromatik, (5) rayada ve (6)
ashina. Giiniimiizde, yalnizca indica ve japonica alt tiirleri, kisitlama parcasi uzunluk
polimorfizmi (RFLP) calismalari ile dogrulandigi gibi ayirt edilmektedir. Indica
ve japonica alt tiirleri arasindaki genetik farkliliklarin yabani tiir tiirlerinden ayri

domestike edilebilir {iriinleri oldugu gosterilmistir [2]

1.3 Piring Yetistiriciligi

Oryza Rufipogon Griff. ve Oryza nivara, Oryza sativa kompleksi altinda iki farkl
yabani tlirdiir. Oryza rufipogon, fotoperyoda duyarl, biiyiik 6l¢iide capraz dollenmis
ve siirekli sulak alan ortamlarina adapte edilmis cok yillik bir tiirdir. Bununla
birlikte, Oryza nivara yillik bir tiirdiir, fotoperiyoda duyarsizdir, cogunlukla kendi
kendine dollenir ve mevsimsel kuru yasam alanlarina adapte olur. Oryza nivara
taninmadan Once, Oryza rufipogon, Oryza’'nin yabani atasi olarak tanimlandi. Oryza
sativa ve yabani Asya A genomu taksonomik grubunu barindirmak icin yaygin
olarak kullanilmaktadir. ~ Oryza nivara tanindiktan sonra, Oryza rufipogon ile
karsilastirildiginda Oryza sativa'nin en yakin iliskili atagini temsil edebilir. Bunun
nedeni, Oryza nivara ve Oryza sativa’nin yillik bir tiir olamlarina ragren, Oryza
rufipogon’un ¢ok yillik bir tiir olmasidir [3].



0. sativa

progeny
O. glaberrima

Sekil 1.1 Oryza Sativa ve Oryza Glaberrima

Oryza sativa ssp. indica ve Oryza sativa ssp. japonica iki ana tiir Asya’da
bulunmaktadir. Oryza sativa ssp. indica genellikle tropik Asyanin ovalarinda
bulunur; oysa Oryza sativa ssp. japonica tipik olarak giiney Cin, Glineydogu Asya ve
Endonezya’nin yayla tepelerinde ve ayrica Asya’nin disinda bulunur. Pirin¢ domestike
edilmeden 9000 yil 6nce Dogu Hindistan, Cinhindi ve Oryza rufipogon’un bu bolgede
yetisen giliney Cin bolgelerinde basladig ileri siiriilmektedir. Simdiye kadar, piring
ekimini aciklamak ic¢in iki ana hipotez Onerildi, bu da tek veya ¢ok sayida ekili
pirinci kokenini ve yabani atalarindan cografi olarak bagimsiz ya da bagimli olmayan
pirin¢ ekimini ortaya koydu. Oryza sativanin ekilmesi konusundaki hipotezlerin

desteklenmesini saglayacak bir ¢alismalarin devamliligina ihtiyac¢ vardir [2,3].

1.4 Pirin¢ Genomu Siralama Projeleri

Piring, bir model monokotiledon bitki olarak se¢ilmistir bunun sebebi 389 Mb’deki
en kiiciik tahil genomuna, engin germplazm toplanmasina, molekiiler genetik
kaynaklarin muazzam bir repertuarina ve verimli bir doniisim sistemine sahip
olmasidir. Kalite bakimindan yiiksek denilebilecek Oryza sativa alt tiirii Japonica
Nipponbare ve Oryza sativa’nin diger alt tiirii Indica Pekin Genomik Enstitiisi,
Syngenta, Uluslararas: Pirin¢ Genomu Siralama Projesi (IRGSP) ve Monsanto’daki

dort bagimsiz arastirma ekibi tarafindan 93-11 cesit genom dizilerinin tamamlandigin

3



gosterir.  Piring genomu diziliminin tamamlanmasindan sonra, Michigan Eyalet
Universitesi Rice Genom Annotation Project, Rice Information System, Rice
Annotation Project Database (RAP-DB) ve Piring Genom Genomik Arastirma
Enstitiisi’niin (TIGR) Ek Aciklama Projesi, piring biyolojisi arastirmalarini destekleyen

baslica pirin¢ genomu ek aciklama kaynaklaridir [5].

Oryza sativa ssp. indica ve japonica tam pirin¢ genom dizilimi i¢in secilmistir; bunlar
biiylik Asya ekili cesitler ancak farkli dizi degisimlerinden fenotipik degisikliklere
sapmaktadir. ~ Bu iki alt tiir arasindaki karsilastirmali genomik, aralarindaki
polimorfizmi tespit eden ve mensei, domestike etmeyi, genetik haritayi, isaretleyiciyi
ve niceliksel 6zellik lokusunun anlasilmasina yardimci olan Gramene ¢im veri tabani
tizerinden gerceklestirilmistir. Oryza cinsindeki karsilastirmali genomik analizin
yani sira, Oryza’nin genom sekanslari, énemli korunmus fonksiyonel birimleri ve
diizenleyici unsurlar1 tamimlamak amaciyla, sorgum ve misir dahil diger yakin iligkili

cim tiirleriyle karsilastirmak icin kullanilabilir [7].

Genlerin fonksiyonlarinin tanimlanmasi ve aralarindaki etkilesimlerin anlasilmasi, iki
biiyiik Asya kiiltiirtinde ekili tiiriin tam genom dizilimini tamamladiktan sonra bir
baska biiyiik zorluk haline gelmistir. Biiyiik bir mutant kiitiiphanesinin olusturulmasi
ve tam uzunluktaki cDNAlarin izolasyonu, pirinci fonksiyonel genominin incelenmesi
icin kullanilan yontemlerdir [6]. Kimyasal ve fiziksel mutagenez ve bu yontemlere ek
olarak yerlestirme mutasyonu, gen fonksiyonunu incelemek i¢in yapilabilecek biiyiik
capli mutasyon analiz teknikleridir. Bu tekniklerin hepsi mutant kiitiiphanelerin

olusturulmasi icin de kullanilmistir [7].

Tos17 ve ekleme mutagenezi tekniklerini bozulma sistemi iki ana ekleme
mutasyon yontemi olarak sayabiliriz. Ekleme mutagenezi yonteminde, T-DNA, gen
fonksiyonlarinin bozulmasini saglamak i¢in kullanilmaktadir. Yaklasik 13.804 adet
T-DNA sinirlayicit sekans belirleme dizisi blirlenmistir. Bu 13.804 dizi bir T-DNA
yerlestirme kiitiphanelerinden izole edilmistir. Bunlara ek olarak, T-DNA parcalarinin
her bir kromozomda rastgele dagilmadig1 gozlenmistir. Ayrica T-DNA entegrasyon
siklig1, kromozom uzunluk boyutuyla dogru orantili olarak sinirlandirilmistir. Bunlarin
yani sira, Tos17 bozulma sistemi, 50.000’den fazla Japonica bozulma gen parcalarinin
tanimlanmasinin ardindan daha verimli bir yontem haline gelmistir. Son zamanlarda
yapilan arastirmalarda ise, pirin¢ genlerinin fonksiyonel analizini arttirmak icin piring
T-DNA mutant kiitiiphanesinde Tos17 yerlestirme yontemlerinin birlikte kullanilmaya

baslanmustir [3].

Kimyasal ve fiziksel mutagenez, gen fonksiyonunu incelemek i¢in bagka bir mutasyon

analiz metoduydu. Genel olarak, metil nitrosoiire, etil metansiilfonat (EMS), ve



diepoksibiitan gibi kimyasal maddeler yiiksek yogunluklu mutasyonlara sebep olurlar.
Bu yiiksek yogunluklu mutasyonlara sebep olarak hizli nétronlar, gama 1s1n1 ve iyon
1s1n1 1s1n1mu gibi fiziksel yontemlerde sayilabilir. Genomlarda hedefleme ile indiiklenen
lokal lezyonlar (TILLING) yonteminde, mutasyon gecirmis popiilasyonlarini nokta
mutasyonlarla taramak i¢in kullanilirken, biiyiik silmeleri tespit etmek icin polimeraz
zincir reaksiyonu gibi tabanli tarama yontemleri kullanilmistir. Toplam 66.891 mutant
hatti, M4’tin IR64 mutant kiitiiphaneleri yardimiyla kimyasal ve fiziksel mutagenez ile
tiretilmistir [8]. Pirincteki her geni etiketlemek i¢in tahmin edilen sekans etiketlerini
cevreleyen 180.698 ila 460.000 eklemeye ihtiya¢ duyulmustur. Bununla birlikte, farkli
mutasyon analizleri kullanilarak sadece yaklasik 200.000 ekleme kenar1 sekans etiketi
bildirilmistir. Bu nedenle, daha fazla ekleme kenarlik dizisi etiketi tiretmek icin daha
uygun maliyetli yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir [7].

Spesifik olarak, transkripsiyonel seviyede ve tam uzunlukta cDNAlar, genlerin kontrol
ettikleri fonksiyonlarini anlamak i¢in 6nemli bilgiler saglar [10]. Oryza sativada
bulunan tam uzunlukta cDNAlar1 bulunan 32.000’den fazlasi Oryza sativanin alt tiiri
olan japonica 6zelinde izole edilmis ve literatiirde tanimlanmistir. Bunun yaninda,
20.000’den fazla tam uzunlukta Oryza sativa’nin cDNA ve 40.000 5’lik EST iki farkli
Oryza sativanin alt tiirii olan indica cDNA kiitiiphanesinden izole edilmistir. Asya’da
yetistirilen iki cesit cesidinin yani sira, 1.888 tam boy c¢DNA yabani piring Oryza
rufipogon toplanmistir. Oryza cinsinin tam uzunlukta cDNAlar1 yalnizca piring gesitleri
arasinda karsilastirmali analizler i¢in 6nemli kaynaklar saglamistir. Ek olarak bu iki
farkli tiir monokotiledon ve dikotiledon tiirleri, Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa
arasinda karsilastirma i¢in kullanilmistir. Oryza sativa ve Arabidopsis thaliana’nin tam
uzunlukta cDNAlarn arasindaki karsilastirmalar, 6nemli rol oynayan transkripsiyon

baslangic alanlarinin molekiiler evrimini incelemek icin kullanilmistir [8].

1.5 Kantitatif Ozellik Lokusu (QTLs)

Kantitatif 6zellik lokusu (QTL), verim, kalite ve baz1 hastaliklara karsi direng formlari
dahil, belirli bir niceliksel 6zellik ile iliskili genleri iceren bir genom icindeki bir
bolgedir. Kantitatif 6zellik lokuslarinin tanimlanmasi gerektiginde konvansiyonel bir
fenotipik degerlendirme karmagsiktir. Bu nedenle, 1980’lerde QTL bolgelerini analiz
etmek icin Kisitlama Parcasi Uzunlugu Polimorfizmleri gibi molekiiler markorlerin

gelistirilmesi uygulanmstir [9].

Tarimda DNA belirtecleri de diyebilecegimiz DNA markerlari, baglanti haritalarinin
olusturulmasi 6nemli roller oynamaktadir. Basit 6zellikleri ve niceliksel ozellikleri

kontrol eden genlerin tanimlanmasinda ve kromozomal boélgelerin incelenmesi



baglant: haritalarinin oldukca verimli oldugu sdyenebilmektedir. Markor destekli
secimin (MAS) gelisimi, bitkilerin 1slah edilmesi ve calisma alanlarinin gelismesi
icin molekiiler bir ara¢ olarak kullanilmistir. Bunun sebeni MAS yoluyla, fenotipik
secime yardimci olmak icin her tiirdeki agronomik agidan arzu edilen ve istenmeyen
lokuslar1 tanimlamak icin ve istenen QTLler tanimlandiktan sonra, MAS izojenik
hatlar gelistirmede kullanilmasi ama¢mlanmistir [10]. Bu, QTL alellerinin her bir
tiir tizerindeki spesifik etkilerinin acik bir sekilde gbzlemlenmesine olanak saglamistir.
DNA marker teknolojisi, bugday, arpa, misir, fasulye, kirmizi biber ve soya fasulyesinde

mahsuliin iyilestirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [11].

1.6 Pirincte Verim ile ilgili QTL

Genel olarak yabani tiirler daha kiicilk meyvelere sahiptir, daha az tohum iiretir
ve cesitlere kiyasla daha fazla istenmeyen 6zelliklere sahiptir. Temel olarak yabani
tlirler, tiirler aras1 melezleri elde etmek icin bircok zorlukla karsi karsiya kalir ve
bu nedenle, faydali 6zelliklerin bircok iiriine girmesi icin daha uzun zaman alabilir.
Bununla birlikte, geleneksel verim gelistirme programlarinda verimi arttirmak icin
gilinlimiizde hala donor olarak yabani tiirler secilmektedir. Bu secilimin yapilmasinin
temel sebebi, modern pirin¢ ¢esitlerinde 6nemli bir sorun olan gen havuzu daralmasi
sorununu gidermek amaciyla, yabani tiirlerin biiyiik miktarda genetik varyasyonlara
sahip olmasidir. Bunun yani sira, molekiiler haritalama calismalar1 yabani tiirlerin
verim arttirict QTL bolgelerinde verimi arttirmada genlere katkida bulunabilecegini

gOstermistir [11].

Pirin¢ verimini incelemek istedigimizde karmasik bir o6zellik oldugunu acikca
gormekteyiz ve QTL tarafindan yonetilen siirekli bir fenotipik varyasyonlar gosterdigi
asikardir. Belirli bir toprak alanmi1 basina verim, panicle basina verim, bitki basina
verim, bitki basina taneler, bitki basina yeke, bitki basina salkim, bitki basina spikelet,
salkim basina tanecikler, salkim basina spikelet ve benzeri gibi 6zelliklerin birlikte
hesaplanmasiya belirlenmektedir. Giiniimiizde ii¢ yabani tiirii bulunan Oryza’da verim

ile ilgili dokuz 6zellik tanimlanarak kabul gérmiistiir [12].

Oryza rufipogon, geleneksel verim gelistirme programlarinda verimi arttirmak
icin sikca donor olarak kullanilan yabani tiirlerden biridir. ~Agronomik olarak
fenotipleri yetistiriciligi tercih edilmemektedir. Fakat bununla birlikte modern piring
kiiltiirlerinde 6nemli bir sorun olan, gen havuzlarinin daralmasi sorununa ¢6ziim
olusturabilmesi amaciyla kullanilabilecek Oryza cinsi icin biiyiik miktarda genetik
varyasyona sahiptir. Giinlimiizde, Oryza rufipogon’da yirmi bir verim arttirict QTL

ve yirmi dokuz verim QTL tanimlanmasi ve eglestirilmesi tamamlanmistir. Yabani



tlirlerin, trin verimi icin tek bir alel veya birden fazla alel ile kontrol edildigi
ongoriilmektedir. Bu nedenle, verim arttirici QTL yolu ile iligskili RM5 lokusu
etrafindaki yabani piring Oryza rufipogon'un 172 kb genomik DNA bolgesinde
sekanslanmig ve Oryza sativa ssp sekansi ile karsilastirilmistir. Tahmini 14 genin 12
tanesi, Oryza sativa alt tiirti olan Indica ve Oryza sativa alt tiirii olan japonica sekansi
ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Her ne kadar Oryza rufipogon’un ongoriilen
genlerinin fonksiyonu heniiz belirlenmemis olsa da, RM5 boélgesinin evrim se¢iminde
onemli bir rol oynadigina inanilmaktadir, ¢linkii Oryza sativa ssp ile karsilastirildiginda
kodlama, intronik ve intergenik bolgede yiiksek oranda korunmaktadir. japonica ve

Oryza sativa ssp. dizileri gosterir [13].

1.7 Gelismis QTL Caprazlamasi

istenmeyen 6zelliklerin yabani tiirlerden elit arkaplanlara girmesi probleminin
istesinden gelmek icin geri doniis (AB) QTL stratejisi gelistirilmistir. Bu strateji, elit
yetistirme materyallerine giris yapmak icin verim ile ilgili QTLleri haritalamaktadur.
Bu stratejinin, 6zellikle piringte, yabani tiirlerden elit tiir cesitlerine pozitif katki
saglayan alellere pozitif katki saglayan aktarma 6rnekleriyle ilgili bircok basarili 6rnegi
vardir [13].

1.8 Pirincte Verim ile ilgili Genler QTL

Verim karmasik bir ozelliktir ve cok sayida gen tarafindan kontrol edilir. Pirincte,
verim bilesenlerini diizenlemekten sorumlu cok sayida QTL tanimlanmistir. Fakat
buna ragmen, pirincte verim ile ilgili genlerin sadece birkacin islevi gliniimiizde
kadar bilinmektedir. Sekiz 16sin bakimindan zengin tekrar reseptor benzeri kinaz
(LRK) geni, tane verimini %16 arttirdig1 tespit edilen Dongxiang yabani pirinci (Oryza
rufipogon Griff.) QTL qGY2-1’den tanimlanmistir. LRK1 geni, hiicresel proliferasyonu
artirarak pirin¢ dal sayisim1 diizenleyen sekiz LRK geninden biridir. Bu gen, donor
ebeveynde (Dongxiang yabani pirin¢) bulunur, ancak tekrarlayan ebeveyn genomunda
bulunmamaktadir. Oryza sativa alt tiirlerinden Indica’nin altinda bulunan LRK1’in
asir1 ekspresyonu ile 9311 cesidinin bitki basina toplam tahil veriminde %27,09 artisla

sonuglandigini gostermektedir.

Tahil sayis1 1a (Gnla) geni klonlanmis ve bir pirinci ¢esidi olan Habataki ve bir
Japonica ¢esidi olan Koshihikari’den tahil verimine dogrudan katkida bulunan verim
ile iligkili QTL'den elde edilmistir. Gnla geni, fitohormon sitokininini parcalayan
ve bununla birlikte hiicre boliinmesini destekleyen bir enzim olan sitokinin oksidaz

veya dehidrojenaz 2’yi (OsCKX2) kodlamasi ile tiretilmektedir. Pirincte tane verimini



artmasi, OsCKX2'nin azaltilmis ekspresyonu ile dogrudan baglantiidir. ~ Bunun
sebebi, ciceklenme doneminde biriken daha fazla sitokinin meristemlerinin sayisinin

arttirilmasina yardimer olmasidir [14].

Tane agirlig1 2 (GW2) geni klonlanmais ve piring tanecik genisligini ve agirligini kontrol
eden bir indica piring cesidi, Fengaizhan-1 ve bir japonika cesidi olan WY3’ten verim
ile iligkili bir QTL'den karakterize edilmistir. Gen, E3 ubiquitin ligaz aktivitesine sahip
bir RING tipi proteini kodlar. Bu protein, ubikuitin-proteozom yolunda énemli bir
rol oynar ve pirinc¢te hiicre boliinmesinin negatif bir diizenleyicisidir. Tane agirlig1
2 (GW2) geninin fonksiyonunun kaybi, daha biiyiik tane verimi ve agirligina sebep
oldugu gozlemlenmistir Bunun nedeni, spikelet govdesinin daha da genislemis
olmasi ve tahil siitii doldurma hizinin artmasidir. Gelecekteki tahil mahsulii 1slah
programlarindaki tarimsal 6zelliklerin gelistirilmesi icin, tahil mahsulii veriminde yer
alan bu verim ile ilgili genlerin mekanizmalarini anlamak ve bu alandaki arastirmalara

devam etmenin gerekliligi oldukca aciktir [15].

1.9 Tezin Amaci

Tezin genel amac, ticari amaclar icin bir herbisit direnci alelini geleneksel italyan piring

cesitlerine sokmaktir.

Bununla birlikte:

F1 ve backcross nesiller elde edilmesi (BC1),

Embriyo kurtarma teknigini uygulayarak nesiller arasindaki siireyi kisaltilmasi,

Herbisit in vitro secim olsa da herbisit toleransinin dogrulanmasi,

In vitro secilen bitkilerde ACC2 mutant aleli heterozigozda dogrulanmast,

LIH ve RP0O1 arasindaki uyumsuzlugunun iistesinden gelmesi

amaclanmistir.

1.10 Hipotez

Pirin¢ caglar boyunca insanoglu tarafindan ekimi yapilarak yetistirilmis ve en 6nemli
besin kaynagi olmustur. Son yillarda, tarim alanlarinin daralmas: ve ekime uygun

sartlarin olusmamasi, bilim insanlarini verimi yiiksek tarim triinleri gelistirmesine



yol acmistir. Ancak verimi yiliksek tarim iriinleri sayesinde az iscik ve kisitli alan

problemlerinin 6niine gegilebilecektir.

Pirinc, halen insanoglunun en cok tiiketmis oldugu ikinci tahil grubudur. Ozellikle
Asya’da temel gida maddesi olarak kabul goérmektedir. Arastirma, tiikketim, en
cok yapilan ve Oryza Sativa'nin iki ayri tiiri olan Indica ve Japonica tiirlerinin
caprazlanarak, herbisit direncini saglayan gen dizisini gelecek tiirlere aktarmaktadir.
Bu sekilde, Indica tiiriinde var olan herbisit direnci Japonica’ya da aktarilmis olacaktir.
Fakat, bu calismalar sirasinda, Japonica ve Indica arasinda farkli bir gen uyumsuzlugu
tespit edilmistir. Calisma, bu gen uyumsuzlugunun giderilmesi iizerine yapilmistir ve

kismen pozitif sonu¢ alinmaktadir.



2

Genel Bilgiler

Piring, kiiresel gida sisteminde {istiin bir 6neme sahiptir. Diinya niifusunun tgte
birinden fazlasinin, 6zellikle de Asya’da, birincil gida kaynagi piringtir. ~ Niifus
yogunlugunun yiiksek oldugu bu cografyada yasayan insanlar, gelirlerinin iigte biri
veya daha fazlasini pirin¢ harcamakta, milyonlarca kisi kendi pirincini yetistirmekte

ve piring yoluyla gelir elde etmektedir [2].

Uretim miktar1 bakimindan pirin¢ miktarini sadece bugday asmaktadir. Bugday ve
piring, diinya {izerindeki ekilebilir alanin %25’ini kaplamaktadir. Buna ragmen, bu iki

tahilin iiretim kosullar birbirlerinden oldukga farklidir [2].

Bugday, iliman bolgelerde genis bir cografi alanda, genellikle de biyiik 6lcekli
ciftliklerde yetistirilmektedir. Uriiniin yiizde 24’iine yakin1 dért biiyiik ihracatci
iilke ABD, Kanada, Avustralya ve Arjantin tarafindan uluslararas: ticari iiriin olarak
kullanilmaktadir. Buna karsilik, diinya tizerinde tiretimi yapilan pirin¢ toplaminin
ylizde 90’1 Asya’da iretilmekte ve tiiketilmektedir. Sadece Hindistan ve Cin diinya
tiretiminin yaklasik yarisini olusturmaktadir. Asya’daki pirin¢ ekim alanlarinin ¢ogu,
bati1 standartlarina gore kiiciiktiir (3 hektar veya daha az) ve iiretim sirasinda,
mekanizasyon yerine yogun isgilicii kullanilir. ~Pirincin sadece yarisi ticari {irlin
olarak islem gormektedir ve mahsuliin ylizde 5’inden az uluslararas: olarak islem

gormektedir [7].

Asya pirinci yetistirme bolgesi doguda Japonya, batida Pakistan ile sinirlidir. Kuzeyde
Cin’deki 50 derece kuzey enleminden, 10 derece giiney enleminde uzanan Endonezya
bolgelerine uzanir. Pratik olarak bu bélgedeki tiim boélge yagislar maksimum yaz
aylarinda ve minimum kis aylarinda olacak sekilde karakterize edilir; riizgar yonii, yaz
aylarinda okyanustan Asya yaylalarina dogru eserken (yaz musonu) ve kis aylarinda
bu durumu tersine cevirir. Tropiklerde yagis, iklimsel baskin degiskendir ve sulama
suyu mevcut olmadig: siirece piring mahsulii normal olarak yagmur mevsimi ile
sinirlidir. Iliman bolgede, sicaklik etkisi yiiksektir ve bu sebeple piring bir yaz aylarinda

tiretimi yapilan bir tirtintidir.
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Bolge iic jeopolitik alt bolgeden olusmaktadir: Dogu Asya, Glineydogu Asya ve Giiney
Asya olarak basliklandirilabilir. (1) Dogu Asya, ¢ogunlukla Yengec DoOnencesi'nin
kuzeyindeki iliman boélgede yer almaktadir. Cin, Japonya ve Kore’nin bulundugu
tic biiyiik piring iireticisi iilkeyi kapsamaktadir. Cin’in bazi bolgeleri (Tayvan dahil)
Yengec Donencesi'nin altina diismekte (yaklasik %50’si) ve bu bolgede bulunmaktadir.
(2) Gilineydogu Asya’da sekiz biiyiik piring yetistirme tiilkesi bulunmaktadir: Burma,
Endonezya, Laos, Kampuchea, Malezya, Filipinler, Tayland ve Vietnam. (3) Giiney
Asya’da bes biiyliik piring yetistirme tilkesi var; Banglades, Sri Lanka, Hindistan, Nepal
ve Pakistan.

Pirin¢ (Oryza sativa L.), farkli cevresel kosullara uyum gosterebilmesi nedeniyle
diinya capinda 6nemli bir temel besin maddesidir. Biiyiik ekonomik ve sosyal 6nemi
nedeniyle, farkli biyotik ve abiyotik streslere tolerans, daha yiiksek verim ve daha iyi
organoleptik ve besin degeri gibi, gelismis tarimsal 6zelliklere sahip yeni cesitler icin
siirekli bir gereksinim vardir [12]. Yabani otlar, ekinlerde biiyiik bir biyotik stresdir
ve verimi arttirmak ve iiretim maliyetlerini azaltmak i¢in herbisite dayanikli tiriinler
gelistirilmistir. Cycloxydim, filizlenme sonrasi yabanci ot kontroliinde kullanilan
otlara 0zgii bir ACCase herbisit inhibitortidiir. Calli mutagenezi yoluyla daha 6nce
OsACCase2 geninde bir nokta mutasyonu sunan bir mutant Cycloxydim’e dayanikli

piring¢ hatt1 elde edilmistir. [12].

Bu calismanin amaci, ticari amaglar i¢in tropikal bir japonika OsACCase2 mutantindan

geleneksel iki 1liman japonika piring cesidine bir herbisit direnci alelini sokmaktir [13].

Embriyo kurtarma teknigi yardimi, tohum olgunlastirma adimimi atlayarak geri
caprazlamayi arttirdi. Embriyodan kurtarilan bitkiciklerin herbisit secimi, direncsiz
yavrularin atilmasini kolaylastirdi. Tekrarlayan ebeveynlerden biri ile donor cesitliligi
arasinda giiclii bir cinsel uyumsuzluk tespit edildi ve {istesinden gelindi. S5 japonica
x’in saptanmasi icin multipleks PCR yapilmistir, sonuclar hentiiz bitmediyse erken

embriyo kesesi kurtarma islemini tetikleyen cinsel uyumsuzluk allellerini gosterir [9].

Pirin¢ 7.000 yildan uzun bir siiredir insanlar tarafindan ekilmekte ve tiiketilmekte
olup, su anda diinya niifusunun %50’sinden fazlasi tarafindan tiiketilen en 6nemli
mahsullerden biri haline gelmistir. Ekilebilir piring iki tiirden olusan monokotiledon
bir bitkidir - Oryza sativa ve Oryza glaberrima. Bu iki diploid (2n = 24) tiir, farkh
cevresel kosullar altinda ekilmeye baslandi. Oryza sativa Giiney ve Giineydogu
Asya’da ekilerek ve diinya genelinde yaygin olarak yetistirilirken, Oryza glaberrima
ekilmeye baslandi ve yalnizca Bati1 Afrika’da artik yetistirildi. Oryza sativa cesitleri
Oryza sativa ssp olarak bilinen iki ana alt kategoride siniflandirilir. Indica (uzun

taneli olmasi ile ayirt edilir) ve Oryza sativa ssp. japonica (¢ogunlukla kisa taneli).
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Her bir alt tiirden cesitler farkli gruplarda siniflandirilabilir. Bir yandan, alt tiirlerin
indica (Giiney Dogu Asya’dan) ve aus (Banglades’ten) gruplarina ayrilabilecegini
belirtir. Ote yandan, japonica 1liman (Cin, Kore, Japonya ve Avrupa’dan), tropikal
(Malezya, Endonezya ve Filipinler’den) ve aromatik (Pakistan, Hindistan ve diger baz1

tilkelerden) gruplara ayrilabilir [9].

Oryza Common Ancestor

Oryra

Orvea Rulio .
ryra Rufipogon
i Vipog Longistaminata

Oryra

Oryra Nivara .
¥ Brewiliguluta

Oryro Sativa Oryra Glaberrima
339, indica $5p. japonica

ndica Aus Temperate Tropica Asomatic

Sekil 2.1 Piring Tiirleri

2.1 Pirin¢ Ekimi ve Gida Giivenligi

Pirin¢, diinyanin toplam ekilebilir arazisinin %11’ini kaplayan ve toplam insanlik
kalorisi arzinin %21’ini temsil eden 2.808 kalori / kisi / giin saglayan diinyanin en
onemli gida iirtiniidiir. Ayrica, diinya genelinde 100 milyondan fazla ev sahibinin gelir
kaynagidir (Ticari Béliim Madrid 2018). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'ne
gore, diinya celtik pirinci 2018’de 769.9 milyon ton idi [10].

Tablo 2.1 Tahmini Yillik Pirinc Uretimi (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii

2018).
2013-2015 Ort. | 2016 | 2017 | 2018
743,2* 755,1* | 756,6* | 769,9*
*Milyon Ton

Ote yandan, pirin¢ pazarinin Tahmini Yillik Biiyiime Hizi (CAGR) ’nin tahmini
donemde %0,88 (2019-2024) [6] kaydetmesi beklenmektedir.
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Yine de, “Yesil Devrim” olarak adlandirildigindan beri, 1950 ve 1960’larin sonlarinda
gerceklesen bir dizi arastirma teknolojisi transfer girisimi, 6zellikle gelismekte olan
diinyada, 1960’1arin sonlarinda en belirgin sekilde baslayan tarimsal iiretimi arttirdi.
Sonug olarak, bugday ve piring tiretimi, yeni bugday ve piring cesitlerine ekilen alanin
bir fonksiyonu ve arazi birimi basina verim artisi olarak carpici bir sekilde artmistir.
Artan verim, pirin¢ ve bugday ciftciler icin diger iiriinlerden daha karli hale getirmistir.
Boylece, geleneksel bugday ve piring tarlasindaki artisa ek olarak, bu iki iirlintin
ekimine daha fazla toprak getirildi. Yesil Devrim, bircok iilkede sulamanin ve ¢oklu
mahsuliin 6nemli 6lciide genislemesini saglayarak, bu mahsullerin toplam alanini da
arttirdi. Daha kisa biiyiime siireleri ve azaltilmis fotoperyodiklik, coklu kirpmanin

artmasini saglayan yeni ¢esitlerin 6nemli 6zellikleridir.

Yesil Devrimden Sonra, Gida Giivenligi “Gida giivenligi, tiim insanlarin, her zaman,
diyet ihtiyaclarini ve aktif beslenme icin gida tercihlerini karsilayan yeterli, giivenli
ve besleyici gidaya fiziksel, sosyal ve ekonomik erisime sahip olmalar1i durumunda
ortaya c¢ikan bir durumdur. ve saglikli yasam ”[17], tim diinyada aglig1 azaltarak,
diinya niifusunun artmasina ragmen, toprak ve su kaynaklar1 azalmaya baslamasina
ragmen, onemli Olciide iyilestirildi. Arastirmalar sicaklik artisi, deniz yiikselmesi ve
Yagis diizenlerindeki degisiklikler ve kiiresel iklim degisiklikleri altindaki dagilimi,
diinyanin farkli bolgelerinde yetisen pirin¢ bitkilerinin {iretkenliginin yani sira,
pirin¢ iretiminde toprak ve su kaynaklarinda onemli degisikliklere yol acabilir.
Ova celtik tiretiminden metan ve azot oksit gazlarinin salinimi ve kesik-ve-yanici
kayma yetistiriciligi altindaki yayla piring {iretiminde ormansizlasma da kiiresel iklim
degisikligine katkida bulunmaktadir [17].

Gida giivenligine yonelik piring iiretiminin siirdiiriilebilir bir sekilde artmasi,
piring iiretim sistemlerinin kiiresel iklim degisikligine uyum saglama kapasitesinin
arttirllmast ve pirin¢ iretiminin kiiresel 1sinma tizerindeki etkilerini hafifletme
cabalarini gerektirecektir. Adaptasyon ve azaltma icin teknik secenekler mevcuttur ve
daha da gelistirilebilir. Bununla birlikte, uygun ve verimli teknolojilerin gelistirilmesi
ve aktarilmasi icin pirin¢ arastirma ve gelistirmeye yonelik politika destegi, ancak
siirdiirtilebilir pirin¢ iiretimi icin bu tiir 6nlemlerin gerceklestirilmesinde kilit rol

oynayacaktir [16].

Pirin¢ arz ve talep dengesini analiz etmek icin, arzin azalmasi durumunda fiyatin
artacag1 ekonominin temel kuralin1 g6z 6niine alarak diinya piring piyasasi fiyatlarini
kullanabiliriz. ABD Tarim Bakanligi'na gore son 30 yilda piring pazari fiyatlari; Diinya
Bankas: istatistikleri, piring¢ talebinin pirin¢ tiretim artisinin Otesinde arttig1 agiktir
[10].
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2.2 Herbisit, Herbisit Direnci ve Piring

Herbisit direnci, tek bir bitkinin ayni tiirden normal bir popiilasyonu 6ldiirecek olan bir
herbisit uygulamasinda hayatta kalma genetik yetenegidir. Herbisit direnci her bitki
icin ayn1 degildir. Beklentilerin aksine, direncli yabani otlar herbisit uygulamasindan
beklenen orandan ¢ok daha yiiksek oranlarda hayatta kalabilir. Burada, herbisit
direnci ve herbisit toleransi olarak iki farkli kavram ortaya ¢ikmistir. Herbisit direnci,
tek bir bitkinin ayni tiirden normal bir popiilasyonu o6ldiirecek olan bir herbisit
uygulamasinda hayatta kalma genetik yetenegidir. Bununla birlikte, herbisit toleransi,
normal bir kullanim hizinda herbisit muamelesinden sonra hayatta kalmak ve tiremek

icin bir tiiriin genetik avantajidir [12].

Ekin zararim1 azaltmak icin, yabani ot kontrol spektrumunu genisletmek, herbisit
seciciligini arttirmak amaciyla herbisite dayanikl: iirtinler (HRC’ler) gelistirilmistir ve
hala gelistirilmeye devam edilmektedir. HRC’ler genetik miihendisligi yoluyla GMO
teknolojisi kullanilarak gelistirilen transgenik veya mutasyon islahi veya geleneksel
1slah teknikleri kullanilarak gelistirilen transgenik olmayan olarak siniflandirilabilir
[15].

En fazla pirin¢ ekiminin, deltaik tuzlu bolgelerde su kosullarinda gerceklestirildigi
ve iriin rotasyonlarini da icerme sansinin olmadig1 goz oniine alindiginda, bu su
kosullarinda sorunlu olabilecek yabanci otlarin biyolojik cesitlilik araliginin azaltilmasi

zorunludur. Herbisite dayanikl piring cesitleri, piring tarlalarinda tekrarlayan zararh
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yabani otlar1 6nlemek icin miikemmel bir aractir Buna ragmen, Echinochloa,
Leptochloa, Cyperus veya Scirpus gibi bu sartlara iyi adapte edilmis bitki cinsleri
hala piring tarlalarinda bulunmaktadir. Diger bir 6nemli sorun, yabani pirin¢ veya
yabani pirin¢ olarak bilinen yabani pirincten kaynaklanan zararli yabani otlardan
kaynaklanmaktadir. Kirmizi piring, pilavin ekildigi tim diinya bolgelerinde piring
tarlalarinda bulunur ve herbisitleri dogru kullanmakla bile baskin olabilir [11].
Cogunlukla kendi kendine tozlasmasina ragmen, kirmizi piring, temel olarak baslica
piring bitkileriyle yiiksek hibridizasyon egilimi nedeniyle, herbisitlere karsi direng gibi
elit cesitlerde mevcut olan sorunlu 6zellikleri devralabilecek verimli hibritler {ireten

ciftciler i¢in bir yonetim sorunu olmustur [14].

Giinlimiizde Clearfield pirinci, yeni imidazolinon herbisite dayanikli cesitlerin
olusturulmasiyla piringte IMI herbisitleri kullanarak bu yabanci otlari secici bir sekilde
kontrol etme imkani sunmaktadir. Amino asit biyosentezi ile ilgili olan asetolaktat
sentaz (ALS) enziminde bulunan spesifik bir mutasyon, IMI herbisitlerine direnc
gosterir ve Clearfield pirinci olarak bilinen herbisitlere dayanikli pirin¢ cesitlerinin
olusumuna yol acar [14]. Bununla birlikte, IMI herbisitlerinin hasere kontroliinde
birincil yontem olarak mahsullere kalici olarak uygulanmasi, direncli yabani otlarin
olas1 goriiniimiini artirabilir. Bu nedenle, imazetapir, imazamoks veya imazapik gibi
IMI herbisitleri, genis bir yabani ot otu ve genis yaprakli yabani ot spektrumunu
kontrol etmek i¢in kullanilir [15]. Ne yazik ki, Clearfield teknolojisi IMI herbisitlerine

karsi bu yabanci ot direnci nedeniyle 6niimiizdeki yillarda kot bir potansiyel var [15].

Herbisitleri iiretmek icin baska farkli hedef enzimler kullanilmistir: Asetolaktat sentaz
(ALS, AHAS), Glutamin sintetaz (GS), fotosentez {iretimini engellemek i¢in fotosistem
I ve II ve Asetil-CoA karboksilaz1 (ACCase) [8].

ACCase, bitkilerin gelismesinde kilit bir enzimdir. ACCase, yag asidi sentezinin ilk
katalitik reaksiyonunda rol oynar. Bitkilerde, yag asitlerinin biyosentezine iki enzim
ACCase ve yag asidi sentezi (FAS) aracilik eder. ilk enzim, malonil-CoA iiretmek icin
asetil-CoAnin karboksilasyonunu katalize eder, bu reaksiyon iiriinii, ¢cok uzun zincirli
yag asitleri tiretmek icin isleme miidahale eder. Bu reaksiyon hem plastidlerde hem de
sitozolde meydana gelebilir ve iki enzim formu vardir, bunlar genellikle prokaryotlarda
bulunan dort alt birimden olusan heteromerik ACCase ve 6karyotlarda bulunan tek
bir biiyiik polipeptitten olusan homomerik ACCase bulunur [20]. Cogu bitki, hem
sitosol hem de plastidlerde homomerik forma sahip olan bugday ve piring (OsACC2
olarak bilinir) dahil olmak iizere, ¢im ailesi haric, plastidlerde heteromerik formda ve

sitosolde homomerik formda her iki formda bulunur [18].

Her iki ACCase izoformu 3 katalitik alt iiniteyi paylasir; biyotin karboksil tasiyici
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(BCCQ), biyotin karboksilaz (BC) ve karboksil transferaz (CT) alanlari. Homomerik
izoform, kloroplastlarda, sitozole translokasyonda kisitlanan ilave bir transit peptid
(TP) sunar. Cogu bitkide, heteromerik izoform, ikinci bir CT alt {initesinin varliginda
ve 4 farkli peptid alt tinitesinin mevcut olmasi durumunda homomerik formdan
farklidir. Her katalitik alan icin, homomerik izoformda, katalitik alanlar aymi
polipeptitte bulunur [12].

[P BC BCC CI BC BOC CTa CTP
Ll J i L L/ L

BC BOC C1
L / "I'
-l [0

d bl I H_L ||

{ witwsanl iy tasol

Poceae | grasses) Most other plants

Sekil 2.3 ACCase Izoformlar1 (A) Diger Bitkiler (B), ACC Izoformlar1 (C).

Yabani otlarda (A) ve diger bircok bitkide (B) bulunan Asetil-CoA karboksilaz
(ACCase) izoformlarinin detayi, hiicresel bolmelerdeki her iki ACC izoformu katalitik

alanlarini gosterir. C. Délye’ten uyarlanan veriler gosterilmektedir [20].

ACCase, yabani ot segici herbisitlerin gelisimi icin 6nemli bir hedef enzim haline
gelmistir. ACCase’yi hedef alan herbisitler, genis bir yabani ot kontrolii spektrumunun,
esnek uygulama siiresinin ve diger herbisitler ile iyi uyumlulugun avantajlarina
sahiptir. ACCase Inhibitorleri, ariloksifenoksipropiyonat (FOP), sikloheksandion
(CHD) ve fenilpirazolin (DEN) kimyasal familyalarina siniflandirilir. Ticari ACCase
inhibitorlerinin ¢cogu, Cethodim, Sethoxydim veya Cycloxydim gibi herbisitleri iceren
CHD familyasindandir. Cycloxydim, oncelikle genis yaprakl bitkilerde ortaya ¢ikma
sonrasi yabani ot kontrolii icin kullanilir. Bu herbisit, yesil bolgelerde emilim gosterir

ve floemde ACCase aktivitesini inhibe eden bir biiyiime noktasina aktarilir [23].
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2.3 Piring Yetistiriciligi

Piring, yiiksek sicakliga ve yiiksek neme sahip ortamlarda yetisen yillik, 1lik, kisa
giinliikk bir iriindiir. Geleneksel olarak, kendiliginden tozlasmadan kaynaklanan
tohumlar1 kullanilarak bir pirin¢ gesidi cogaltilabilir. Bu, cift¢ilerin mevsimden
mevsime kadar cesitli kendi tohumlarini yetistirmelerini saglar. Geleneksel piring
yetistirme prosediirleri, istenen tarimsal 6zellikleri birlestirmek ve stabilize etmek icin
iki ebeveyn cesidi arasinda birkac gecis ve geri caprazlama neslini icerir. Ilk gecisten
son duragan bitki hatlarina ulasana kadar tescil edilip ticarilestirilmek i¢in yedi ila
sekiz kusak gereklidir ve uzak hibridizasyon icin daha fazla kusak gereklidir. Bu uzun
tireme donemi, arastirma cesitliligini ve yeni cesitlerin gelistirilmesini biiyiik olciide
azaltir [25].

2.4 Backcross Yetistiriciligi

Ilk olarak 1922’de Harlan ve Papa tarafindan énerilen geri caprazlama programlari, bir
donor cesidinden elit cesitlere 6zelliklerin girilmesine izin verir. Cogu durumda, ters
caprazlama icin kullanilan elit ¢esitliligi cok sayida arzu edilen 6zniteliklere sahiptir,
ancak sadece birkac ozellikte eksiktir. Dondr ebeveyn (DP) genellikle elit cesitliligi
lizerinde olmayan bir veya birka¢ gen 6zelligine sahiptir. Geriye doniik programlarin
temel amaci miimkiin oldugunca elit cesit genom elde etmek, ancak neredeyse sadece
DP’nin istenen Ozelliklere girmesini saglamaktir. Boylece, DP ve tekrarlayan ebeveyn
(RP) arasindaki bir zorunlu hibridizasyon, sirayla tekrar RP ile capraz ¢apraz bir F1
hibrid iiretir. Daha sonra, donor 6zelligi varliginin taranmasi, bir sonraki geri doniis
icin bu geri capraz iiretim tesislerini (BC1F1) secer. Istatistiksel olarak, %96’dan fazla
rekiirren ebeveyn genomu elde etmek icin dort geri caprazlama gerekir, buna ragmen,
girilen oOzellik seciminde tekrarlayan ana genom geri kazanimina karsi etki etme
egiliminde oldugundan, 6 geri caprazlama genellikle yeterince yiiksek tekrarlayan ana

genom geri kazanimi ve homojenligi elde etmek icin gerekli olur [26].

2.5 Ekilebilir Pirin¢ Evrimi Sirasinda Genetik introgression

Ekilebilir Asya pirinci (Oryza sativa L.), diinyadaki en eski ve en Onemli temel
mahsullerden biridir. Ekilebilir pirin¢ progenitorleri olan Oryza rufipogon Griff’den
gelen Oryza sativa’nin, ekilebilirlestirme siireci, tiir sayisi ve modern mahsulii ortaya
cikaran evrimsel siireclerin niteligi halen tartisiimaktadir. Ekoloji, genetik 6zelliklerine
ve mutfak kiiltiiriine dayanarak, Oryza sativa beg gruba ayrilabilir: japonica ((1)tropik
ve (2) iliman japonicaya ayrilmis), (3) indica, (4) aus ve (5) aromatik piring.

Japonicanin alt tiirlerinde, tipik olarak pisirildikten sonra yapiskan pirin¢ veren iliman
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ve tropik gruplar, farkli iklim kosullarina uyum saglamistir. Indica ve aus pirinci uzun
tanelidir, ikincisi kurakliga dayanikli, erken olgunlasan cesitlerden olusur. Aromatik
piring, Pakistan ve kuzey Hindistan (basmati) ve Iran’da (sadri) popiiler olan belirli

ozellikleri olan cesitler icerir [20].

Indica ve japonica kiiltiir bitkileri arasinda cesitli iireme bariyerleri tanimlanmustir,
ancak hibritlerin verimliligi bir caprazlamadan digerine farklilik gosterir. Diisiik hibrid
verimliligi ayrica aus ve aromatik pirinci ile indica veya japonica ¢aprazlamalarinda
da rapor edilmistir. Ekilebilir ve yabani pirin¢ gruplar1 arasindaki verimlilik ayrimi,
Oryza sativa’dan Oryza rufipogon’ya olacak sekilde dokiimante edilen interopiilasyon

gen akisina izin verir [25].

Geleneksel olarak, ekilebilir pirin¢ calismalari, modern zamanlarda yetistirilen
en biiyiik iki grup olan indica ve japonica’nin ortak veya bagimsiz kokenlere
sahip olup olmadigim sormustur. Indica ve japonica genomlarinin evrimsel
farkliliginin, domestikelesmeleri, tek bir domestikeden kaynaklanan iki tiire karsi
cikan 200.000-400.000 yil ile 6nceden tarihlendirdigi gosterilmistir. Ayrica, indica,
japonica ve aus popiilasyonlarini farklilastiran genetik yapi, mikrosatellitler, gen
haplotipleri ve genom capinda tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP’ler) analizi
ile tespit edilmistir Bununla birlikte, ekili gruplarin bagimsiz kokenlere sahip
oldugu iddiasi, Oryza sativa’da allelik uniformlarinin 6nemli oldugunu ortaya ¢ikaran
pirin¢ domestike edilebilme 6zelliklerini kontrol eden genlerin bircogunun analizi ile
celismektedir. Bu tiir gozlemler, piring gruplarinin kékeni hakkinda yeni hipotezleri
ortaya cikarmis, bazi1 énemli domestike genlerinin, Oryza sativa’da sadece bir kez
ortaya ciktigin1i ve daha sonra introgressif hibridizasyon yoluyla diger 6nceden
evcillestirilmis popiilasyonlara aktarildigini 6ne siiriilmiistiir. Niikleotid varyasyon
paternlerinin modellenmesi benzer sekilde, ya pirin¢ akisi icin gen akis1 ya da giicli

yapay secilimin 6nemli demografik akis oldugu sonucuna yol acmistir [20].

Ayr1 japonica ve indica kokenlerini ve ardindan gruplar arasi gen akisini
destekleyen domestike modelleri ayrica, genom ve japonica genomlarinin ana
fraksiyonlarinin belirgin yabani bolgelere benzer olmasina ragmen, iki genom ¢apinda
yapilan calismalarla desteklenmistir ve genotipler, diisiik bir cesitlilik ve diisiik
genomik fraksiyon gruplari birlikte indica ve japonica tiirlerinde gozlemlenmistir.
Domestikasyon stireci tarafindan agik¢a hedeflenen piring genlerinin daha sonraki
analizleri, alel tekdiizeligini, gen akis1 hipotezi icin bir baska kanit olarak
yorumlanmistir.  Yakin zamanda, ayn1 domestike edilme modeli (coklu koékenler
art1i gen akis1), birka¢ Oryza bireyinden genom genelinde verilerin birlestirici
modellemesi ile aus’a genisletilmistir. Bununla birlikte, 6nceki calismalarin higbiri,

gen akisina dahil oldugu varsayillan genomik segmentlerin, orya sativa atalarinin
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yabani popiilasyonlarindan dikey olarak diisemedigini gostermemistir. Bunun nedeni,
incelenen yabani 6rneklerin progenitorlerin ayakta degisimini hesaba katmak i¢in cok
kiiciik olmasindan kaynaklanmaktadir veya indica ve aus’un atalarinin yabani gen

havuzlan literatiirce kabul edilebilir bir sekilde tanimlanmamistir [22].

Onceki bir calismalarda, {ic grubun her birinde secilmekte olan genomik bélgelerin
incelenmesine dayanarak, indica, japonica ve aus pirincininin bagimsiz domestike
edildikleri kanitlanmistir. Bu es merkezli diisiik cesitlilik bolgelerinin (CLDGR’ler)
biiyiik cogunlugunda farkli dizi tiirlerinin secildigini bulunmustur. Indica, japonica
ve aus gruplarinin ortak bir domestike gecmisine sahip olmalar1 durumunda
beklenebilecek olanin tam tersidir, ciinkii ikincisi monofetik goriinmekte olan
cogu CLDGR ile sonug¢lanmalidir. Ayrica introgressif hibridizasyon yoluyla oryza
sativa gruplarina yayildig1 diisliniilen bazi1 6énemli evcillestirme alellerinin, oryza
rufipogon’da yaygin olarak yaygin oldugu ve bu alellerin olmadig1 gosterilmistir.
Bu tiir gozlemler, aymi ekilebilirligi saglayan allellerinin, bagimsiz domestike
olaylarindaki durmadan yapilan degisikliklerden defalarca secilebilme ihtimalini
arttirir. Boyle bir durumda, gruplar arasi gen akisinin, farkli piring tiirlerinde aym

domestike alellerinin varlig1 i¢in bir agiklama gerekmez [23].

Dolayisiyla, indica, japonica ve aus’un evrimsel tarihi boyunca gen akisinin
kapsamini ve yoniinii anlamak, ekili pirinci kokeni ve domestike tarihini anlamanin
anahtarlarindan biridir. Gen akisinin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi icin genis
capta yabani cesitlilik 6rneklemeli bir popiilasyon yaklasiminin gerekli olduguna ve
boyle bir analizin piring i¢in eksik oldugu goriisii vardir. Progenitor gen havuzlarn
hakkinda onceden bilgi sahibi olmak da gereklidir, ¢linkii ekili gruplar arasinda
herhangi bir genomik bolgenin paylasilmasi, yalnizca o genomik bolgenin en az
bir progenitor popiilasyonundan yoklugunda gen akisi anlamina gelir. Bu nokta,
domestikenin yakinsak etkilere sahip oldugu bilinen (6rnegin, biitiin tahil bitkilerinin
tohum uyum eksikligi ve cekirdegin agirliginin artmasiyla karakterize edilir) ve ekim
icin faydali ve aym cesitlilikte olan varyantlarin arastirilmasinda ozellikle 6nemlidir
[24]. Yabani tiirlerde birden fazla kez se¢ilmesi muhtemeldir. Bu nedenle gen akisinin
daha once yayinlanmis genom ¢apinda ve populasyon 6lgekli polimorfizm verilerinin
analiziyle roliinii degerlendirilmistir. Paylasilmamis atalara ait varyantlarin analizi
ile indica, japonica ve aus'un progenitor gen havuzlarini tespit eder ve sonuclari
filocografik bir yaklasim kullanarak dogrulanmistir. Daha sonra, ekili gruplar arasinda
paylasilan, ancak en az bir progenitor popiilasyonundan yoksun olan varyasyonu
ozetlenmektedir ve sonra sonuglarimizi, Oryza sativa gruplari arasinda gen akisiyla
aktarilmas1 muhtemel genomik bloklar1 tanimlayan kapsamli bir genetik soy semasi
planina dahil edilebilir [25].
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2.6 Embriyo Kurtarma

Embriyo kurtarma, ilk olarak 18. yiizyilda Phaseolus ve Fagopyrum’da Charles
Bonnet tarafindan gelistirilen ve aseptik kosullarda bitki embriyolarinin ilk basarili
sistematik kiltiirii 19. yiizyiin baslarinda yapilmistir. 1904 yilinda Hannig, iki
caprazlama kullanarak, raphanus ve koklearia [25] iizerinde embriyo kurtarma
islemini basar ile gerceklestirmistir. Bu teknik baslangicta melezin uygun oldugu
ancak ¢imlenemedigi ilgili tiirler arasinda intra-spesifik melezlerin {iretilmesine
yardimci olmak icin kullanilmistir. Daha sonra, bu teknik zarar gormiis veya uzun

siire depolanmig tohumlar1 geri kazanmak i¢in kullanilmistir [26].

Daha yakin zamanlarda, bu teknik, tohum olgunlasma asamasini gecerek
olgunlasmamis embriyolar1 c¢imlemek ve boylece bitkilerin dongiisiinii azaltmak
icin hizl 1slahta kullanmildi. Ayrintili olarak, bu teknik olgunlasmamis tohumlarin
toplanmasindan ve embriyolarin erken cimlenmesini zorlamak icin daha sonra in
vitro olarak besleyici ortama ekilmesi i¢cin endospermden ayirmasindan olusur.
Bu protokoller nesiller arasindaki siireyi kisaltmak ve dolayisiyla caprazlamalar
arasindaki siireyi azaltmak ve boOylece yilda daha fazla dongii elde etmek igin
kullanilabilir [27].

2.7 Japonica ve Indica Arasindaki Uyumsuzluklar

Hibridizasyon-farklilasma-se¢cim dongiilerini iceren Oryza sativa’daki ekolojik
cesitlilik, kiiltenin atalarinin bicimleri ciftciler ve tiiccarlar tarafindan daha yiiksek
enlemlere, daha yiiksek kotlara, kuraklik alanlarina, mevsimsel derin su alanlarina
ve gelgit batakliklarina tasindiginda artmistir. Genis cografi bolgelerde, iki ana
ekocografik stres, izolasyon ve secim sonucunda farklilastirilmistir: (1) tropiklere

uyarlanan indica; ve (2) iliman bolgelere ve tropik yaylalara adapte olmus japonica
[28].

S5 lokusunda ti¢ allel vardir: bir indica alel (S5-i), japonica alel (S5-j) ve ayrica genis
uyumluluk geni olarak adlandirilan nétr bir alel (S5-n). T ile bir gesitlilik ve o notr
gen, genis uyumluluk cesitliligi olarak adlandirilir [29]. S5 lokusunun klonlanmasi
indica (S5-i) ve japonica (S5-j) alellerinin iki niikleotitle farklilik gosterdigini ortaya
koyulmustur. S5-n geni, S5 lokusunda 136 bp DNA sekansi silinmesine sahiptir. Belirli
bir dizinin silinmesi, proteinin hiicre alti miskalizasyonuna neden olur ve boylece geni
islevsiz hale getirir. Bu yiizden, S5-n / S5-n iceren genotip, indica (S5-i / S5-i) veya
japonica (S5-j / S5-j) ile caprazlanirsa, hibrit verimli olur [30]. Molekiiler belirtecler

vasitasiyla bircok yeni germplazmanin S5-n genini barindirdigi bulunmustur [31].

20



2.8 Embriyo Kurtarma Teknigi

Bitkilerin cimlenmesi durumunda, embriyo; yeni bir bitki kurma potansiyeli ile
donatilmis cok hiicreli bir yapidir. Yeni bir sporofitik neslin baslangicin1 temsil
eder. Embriyo, Ozel bir hiicreden, yani zigottan veya somatik bir hiicreden ortaya
cikabilir. 1lki bir zigotik embriyo olarak bilinir, ikincisi ise somatik, aseksiiel bir
embriyo olarak adlandirilir. Bir embriyo esasen kok ve siirglin primordial yapilar ile
bir bipolar yapidir. Normalde embriyolar, minyatiir yapilari olmasina ragmen, biitiin
organizmalarda gelisir, yabani otlarin boyutlar1 kadar kiiciin olacagi gibi sequoia tiirti
kadar biiytikliikte olduklar: da gézlenmektedir. Bir embriyonun bu biiyiik potansiyeli
onu ¢ok Ozel bir yap1 yapar. Her ne kadar normal ve dogustan sartlar altinda, genc

embriyolar olgunluga ulasir ve ortaya cikar [33].

Potansiyelleri, sonraki gelisimlerinin erken bir asamada tutuklandig: belirli durumlar
vardir. Embriyolar arzu edilen genotiplerde oldugunda, bu bir diistince noktas1 haline
gelir. Bu gibi durumlarda, embriyolar (veya olabilecegi gibi proembryos) uygun

kosullar altinda kiiltiirlenerek iptal edilmeleri kurtarilabilir [33].

Muhtemelen embriyo kiiltiiriiniin en eski kayitlari, Phaseolus ve Fagopyrum’un
embriyolarin1 eksize eden ve onlarn topraga yerlestiren 18. yiizyilda Charles
Bonnet'in calismalarina dayanmaktadir. Bu embriyolar ciice bitkilerin olusumuyla
sonuclandi. Yetistirme embriyolar1 icin besin cozeltileri 1890’1arda Brown Morris
tarafindan kullanilmistir. Bununla birlikte, embriyo kiiltiiriinde daha sistematik
adimlar, Hannig’in (1904) Raphanus spp. ve aseptik kosullar altinda mineral tuzlar
ve seker iceren bir ortamda Chochlearia damica ve bitki elde etmede basarili oldu. Bu
calisma embriyolojide temel arastirmalar i¢in bir alan a¢mistir. Ana vurgu, biiyiime
maddelerinin fizyolojik ve gelisimsel yonlerini ve etkilerini anlama {izerine yapildi.
Brown, cesitli organik azot bilesiklerinin, mineral tuzlar ve seker iceren bir ortamda
kiltirlenmis ekstriizyona tabi tutulmus arpa embriyolarinin biiyiimesi ve gelisimi
tizerindeki goreceli etkinligini arastirmistir. Bu calismalar, daha sonraki gelismeleri
icin temel olarak farkli embriyonal kisimlarin roli ile ilgili ileri arastirmalar icin bir
dosya olusturdu. Bu sekilde toplanan bilgin, simbiyotik mantar yoklugunda besinsel
agar ortami {izerinde biitiin bitkilere orkide embriyolar: yetistirmeyi basardi. Seker
yoklugunda, embriyolarin protokol asamasinin Otesinde gelisemedigi goriilmiistiir.
Sekerin bu 6zel roliinin tanimlanmasi, simbiyotik mantarlarin nisastayr sekere
dontstiirdigii varsayimina yol acti. Bugiiniin ticari orkidelerin yayillmasinin basarisi,
bu esnada, temelde ¢ok temel arastirmalarin dogrudan uygulanmasinin miikemmel

bir 6rnegini olusturan bu caligmaya atfedilebilir [34].

Dieterich, calismasindan itibaren embriyolarin in vitro cimlenmeye dinlenmeden

21



kolayca cimlenebilecegini ve olgun ve olgunlasmamis embriyolarin beslenme
gereksinimlerinin, gezegenlerin olusumu icin daha zengin bir ortam gerektirecek
sekilde farkli oldugu sonucuna varmistir ~ Olgunlagsmamis embriyolarin olgun
biiyiikliigiiniin {icte birinden daha azinin normal bitkiler olusturmadigini belirtirken,
ortada 0,5 mm’nin altinda bir gelisim gosteremedi, aksi halde birkac bitki ailesinin

olgun embriyolarinin biiylimesini desteklemek icin yeterliydi [35].

Raghavan, embriyo kiiltlirii {izerine yaptigi incelemelerde, embriyo gelisiminde
heterotrofik ve ototrofik asamalarin oldugunu belirtmektedir. Gelisimin heterotrofik
asamasinda embriyo, ototrofik asamada oldugundan daha kiiciiktiir (proembryo
olarak adlandirilir) ve genellikle gelisimine izin vermek i¢in biiylime diizenleyicilerinin
varligin1 gerektirir. Ototrofik asamada, bir embriyonun gelisimi eksojen biiyiime

diizenleyici kaynaklarina bagh degildir [36].

Embriyolar genellikle dogal beslenme yetersizligi gosterdiklerinde veya uzak
hibridizasyonun bir sonucu olduklarinda, iptal edilmek zorunda kalirlar. icinde Bu gibi
durumlar embriyolar genellikle ¢cimlenme olmadan iptal eder, ancak ¢cogu durumda

uygun bir in vitro prosediir izlenerek kurtarilabilir [36].

Laibach, belirli melezlerin embriyolarinin kurtarilmasinin 6nemini vurguladi.
Embriyolar genellikle kurtarilmalidir, aksi halde embriyo kurtarma ve / veya
endosperm dejenerasyonu nedeniyle basarisiz olurlar. Bu gozlemler daha sonra birkac
isci tarafindan iyi bir sekilde dogrulanmistir. Tukey’nin kiraz embriyo kiiltiirii tizerine
yapilan deneyleri, meyve bitkilerinin embriyo kiiltiiriinde bir doniim noktasi olmustur.
Ortami ve prosediirii, kabakgiller gibi diger mahsullere yaygin olarak kabul edilir ve
basariyla uygulanir. Tukey’in prosediiriinii seftali yetistiriciliginde ilk kullanan kisi
oldu [37].

Bitki  embriyolari, yumurtaliklardan veya  yumurtaliklardan  cikarilarak
uzaklastirllmadan kurtarilir. ~ Bununla birlikte, bazi durumlarda, embriyolarin
oviillerden c¢ikarilmasi teknik olarak miimkiin degildir. Bu embriyolar1 kurtarmak
icin biitiin oviiller ve hatta onlar: iceren yumurtaliklar kiiltiirlenir. Boyle bir durum
tlitinde embriyo kurtarma ile orneklenmistir. Impatiens, Brassica spp., Brassica
x Raphanus, Lilium’da yumurtalik dilimi kiiltliri, cekirdeksiz sofralik {izimler.
Raphanus, Pelargonium, Ornithogalum, Lilium’da kiltiir ortaminda anterlerin
varliginda yumurtalik kiiltiirii ve Helianthus’taki ovule kiiltiirii ve Cuphea paucipetala
ssp. greenwood x C.laminuligera.En doéllenmis oviillerin hibritik sektorleri, kati
fazda aktif komiir iceren kat1 / siv1 ¢ift katmanli bir kiiltiir ortami {izerinde in vitro
olarak yetistirilmistir. ~Hibrit bitkiler, gelismekte olan embriyolarin kati ortama

aktarilmasindan sonra elde edilir. Bu teknik diger taksalar i¢in de gecerli olabilir.
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Sekil 2.4 Embriyo Kurtarma
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Son zamanlarda, oviil perforasyonu ve vermikiilit destek sistemlerinin erken
olgunlasan seftali cesitlerinin olgunlagsmamis embriyolarinin (<10 mm uzunlugunda)
olgunlasmamis embriyolarinin (<10 mm uzunlugunda) in vitro biiylimesini tesvik

etmede medya formiilasyonlarindan daha etkili oldugu bulunmustur [38].

Genellikle, bagka tiirlii iptal edebilecek olan embriyolarin kurtarilmas: icin asagidaki

yontemler kullanilmistir:

2.8.1 in Vivo Transplantasyon

Bircok Poaceae tiiriiniin embriyolarinin, birbirlerinin endospermine nakledildiklerinde
basarili bir sekilde biiyiitiilebildigini gozlemledi. Arastirmacilar oldukca genc (1
haftalik) Hordeum embriyolarinin kulakta cimlenmeye ve polenlesmeden sadece
15 giin sonra normal bitkilerde gelismeye basladigini gostermistir. ~ Boylece
olgunlagsmamis bir endosperm, yeterli besin saglayabilir ve ani embriyo ¢imlenmesine

neden olabilir. Ancak, bu teknik fazla bir uygulama bulunamamistir [39].

2.8.2 In Vivo / In Vitro Kiiltiir

In vivo teknik daha sonra modifiye edildi ve hibrit embriyolar, bir in vivo / in vitro
transplantasyon teknigi kullanilarak yetistirildi. Bu teknige Kruse onciiliik etmistir
[29]. Hordeum x Triticum, Hordeum x Secale ve Hordeum x Agropyron gibi cesitli
uzak caprazlamlardan melez bitkiler elde etmeyi basardi. Hibrit embriyolar, in
vitro kosullar altinda arpa endosperminde biiyiitiildii. Endospermler, endospermleri
sitkmak ve ekli embriyolar1 atmak suretiyle 14-18 giinliik arpa kararyoplarindan elde
edildi. Bu endospermler, orijinal embriyolarin yerine kendilerine ekilen orta ve hibrit
embriyolarda kiiltiirlenmistir. Genel olarak, hibrit embriyolar polenlemeden 9-12
gilin sonra cikarilmistir. Bununla birlikte, olgun endospermlerin iizerine cok geng
embriyolar ekilirse, tek bir endosperm tizerine en fazla 10 embriyo yerlestirilebilir.
Kruse, birden fazla embriyo yerlestirmenin hibrit bitkilerin geri kazanilmasi i¢in tek
tek embriyolarin nakledilmesinden daha iyi oldugunu gostermistir. Kullanilan ortam
basit ve bilesimi, hibrit bitki elde etmenin basarisi icin kritik olmadig: tespit edilmistir.
Bu teknik yapay ortamda yetisemeyen cok genc embriyolarin kurtarilmasini saglar
[39].

2.8.3 In Vitro Kiiltiir

Mikroteknikte, en yaygin olarak olgunlasmamis veya endosperm olmasa bile
embriyolar1 kurtarmak icin gii¢lii bir arag¢ olarak kullanilir. Zayif ve olgunlagsmamis

embriyolardan bitki yetistirme basarisi, biiyiik oOlciide olgunluk evrelerine ve
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besiyerinin kompozisyonuna baglidir.  Gelisim asamasi s6z konusu oldugunda,
olgunlasmamis embriyolar bile karmasik serum veya besiyeri kullanilarak basarili bir
sekilde kurtarildigi gozlemlenmistir. Biiyliyen embriyo, biiylimesi ve gelisimi sirasinda
degisen talepleri gosteren dinamik bir sistemdir. Embriyo ne kadar kii¢iikse, gereken
ortam o kadar karmasiktir [40].

White, Portulaca Oleaceae’nin kalp seklinde gen¢ embriyolarini, mineral tuzlar,
glukoz ve fibrin iceren bir besiyerinde kok primordia ve kotiledonlarla olgunluga
yakin onlarda biiylimekte ve biiyiimektedir. ~La Rue, birka¢ anjiyopermin ve
cimnastik bitkilerinin izole edilmis gen¢ embriyolarindan bitki elde etmeyi basardi ve
transplantable fideleri aldi. Bununla birlikte, 200-300 um arasindaki kalp seklindeki
embriyolar, karmasik ortamlarda bile kiiltiirlenememistir. Maheshwari ve Baldeyv,
Cuscuta’nin gen¢ embriyolarinin, IAA ve kazein hidrolizatim1 iceren bir ortama
yansimasini saglamiglardir [40].

Embriyolar bircok embriyo olusturmak icin cogaldi ve taze ortama transfer
edildiklerinde, her embriyo normal siirgiinler olusturdu. Dendrophthoefalcata’nin

kiiltiirli proembriyolari ile benzer gozlemler yapilmistir [40].

2.8.4 Kiiltiir Gereksinimleri
2.8.4.1 Kiiltiir Ortami

Temel bilesenler olan mineral tuzlarin yani sira, kiiltiir ortaminda birka¢ biiytimeyi
tesvik eden maddeye ihtiyac¢ vardir. Bazilar1 asagidaki gibidir:

2.8.4.2 Siikroz

Literatlirden siikrozun bir karbon kaynagi ve ozmotik stabilizator olarak hizmet
etmek icin en yaygin kullanilan seker oldugu anlasilmaktadir. Calismalarin ¢ogunda,
siikroz diger sekerlerden daha iyi sonuglar vermistir Bununla birlikte, birkag
karsilastirmali calismada, diger sekerler de iyi sonuclar vermistir. Ornegin, Datura
stramonium embriyolar yiizde 4 sukrozda iyi bir sekilde biiyiidii, fakat D. metaloidler
sakarozun yani sira glikoz, mannoz veya gliserolde de biiylidiigii gozlemlenmistir
[41]. Genel olarak, olgunlasmamis embriyolarin kiiltiirlenmesi i¢in daha yiiksek
sitkroz konsantrasyonu kullanilmaktadi. Bu konsantrasyon, besiyerinin ozmolaritesi
icin beslenme saglamaktan daha 6nemlidir; Raghavan ve Torrey’in gézlemlerinden de
anlasildig1 gibi, ylizde 12 sukroz gerektiren Capsella embriyolarinin, yiizde 2 sukroz
art1 birkac biiylime diizenleyicisi iceren bir ortamda esit derecede iyi yetisebildigi
goriilmiistii. Embriyo kiltiirti i¢in kullanilan sukroz konsantrasyonu, yiizde 0,5

ila ytizde 18 gibi yiiksek bir oranda genis bir aralik gostermektedir. Saflastirilmis
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sukrozun fiyat1 goz oniine alindiginda, diger biiylimeyi tesvik edici maddeler ile
birlikte daha diisiik konsantrasyon tercih edilmeli veya nispeten daha az saf sukroz

markalar1 denenmelidir [41].

Olgunlagsmamis embriyolarin, nispeten olgun olanlara kiyasla, ortamin daha yiiksek
ozmotik kuvveti gerektirdigi bilinmektedir. = Bu gercek birka¢ arastirmacinin
calismasiyla kanitlanmis gibi gortinmektedir. Bu, genc embriyolarin beslendigi amorf
siv1 endospermin yiiksek molariteye sahip olmasi beklenir [41].

Ortamin yiiksek ozmotik konsantrasyonu genc¢ embriyolarin erken doénemde
c¢imlenmesini 6nler ve normal embriyonik biiylimeyi destekler. Bu etki sukroz,
kazein hidrolizat, mannitol veya gliserol, vb. tarafindan {iretilebilir. = Yapilan
calismalar besiyeri, klorofil birikimini destekledi ve kotiledonlarin embriyolarin ¢cok
erken gelisim evresinde kotiledonlarin genislemesini destekledi. Ote yandan, bu
glikoz konsantrasyonu daha gelismis embriyolarin biiytimesini inhibe etti. Bununla
birlikte, cesitli gelisim asamalarindaki embriyolar icin glukozun yiizde 0,5’i idealdi.
Gen¢ embriyolarin kiiltiir siiresi ilerledikce, osmotik gereksinimlerinin azaldig1
belirtilmelidir [41].

2.8.4.3 Dogal Adjuvanlar

Embriyolarin in vitro kiiltiiriinde in vitro kiiltiirii endosperm faktorlerinin embriyo
biiylimesini destekleyici oldugunu gostermistir, uzun zaman once datura’nin olgun
embriyolarinin glikoz ile desteklenmis basit bir besiyerinde yetistirilebildigi, ancak
torpido ve kalp seklindeki embriyolarin giiclendirilmis besiyerinde hayatta kaldig:
gosterilmistir. Glisin, tiamin, piridoksin, askorbik asit, adenin, nikotinik asit, siiksinik
asit ve pantotenik asit ile birliktedir. Yine de daha kiiciik embriyolar bu karmagsik
ortamda bile cimlenmeye baslamamis ancak otoklavlanmamis hindistancevizi
suyunun kullanimi ile basarilabilir. Bu durum kabul gérdiigiinden beri, hindistancevizi
suyu her zaman olumlu etkilere sahip olmasa da, embriyo kiiltiiriinde yaygin olarak
kullanilmistir. Ornegin, Uttaman, kiiltiirlenmis misir embriyolarinda hindistan cevizi

suyu ile biiylime inhibisyonunu gézlemlemistir [42].

Swvi endosperm olan hindistan cevizi suyu gibi, embriyo kiltiir ortamindaki
adjuvanlarin cogu endosperm kokenlidir. Endosperm o6ziitlerinin, cesitli tiirlerin
kiltiirlenmis embriyolari izerindeki yararh etkileri bildirilmistir. Farkli bitki tiirlerinin
endospermlerinin kimyasal bilesimi degismekle birlikte, genellikle miyoinositol,

sorbitol, oksinler, sitokininler, azotlu bilesikler, vs. icerirler [42].

Hindistan cevizi suyunun yani sira, embriyo kiiltiir ortamlarinda kazein hidrolizat ve
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malt 6zl de yaygin olarak kullanilmaktadir. Soguk sterilize malt 6ziitlinlin zeatin
ve zeatin ribosid fraksiyonlari icerdigi bilinmektedir. Kazein hidrolizati, amino asit

saglarken, maya ekstraktinin oldugu bulunmustur [42].

Vitaminlerdeki zenginliginden dolay1 faydalidir. GA3, oksinler, sitokininler, vb. gibi
biiytime diizenleyicilerinin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, etkilerinin oldukca
degiskenlik gosteren ve zaman zaman celiskili oldugu bulunmustur. Etkilerinden
biri bu maddeler besleyici degildir, ozmotik konsantrasyonun ve bu maddelerin
etkisinin bir sekilde hiicre gecirgenligi ve iyon alimi ile baglantili olmasi muhtemeldir.
Genel olarak, diisiik oksin konsantrasyonlar1i normal biiylimeyi desteklerken, yiiksek
konsantrasyonlari da kiiltiirlenmis embriyolardan inhibe edici veya organize olmayan
kallus biiytimesini kanitladi. GA3’iin etkileri embriyolarin genislemesinde az c¢ok
tutarlidir, oysa sitokininler genellikle biiyiime inhibisyonu ile sonuclanmistir. Tobart
ise kiiltiir embriyo kurtarma sonrasinda kinetin tarafindan biiyiime uyarimi elde
etmistir [43].

Zdrujkovskaja-Richter tarafindan yapilan calismalar, kiiltiir ortamina eklenen
bliylimeyi tesvik edici maddeler ve bitki 6zleri ile visne kiiltiirlerinde embriyo
kalitesinin artirilmasinin fizibilitesine dikkat cekti. 0,5 mg / 1 kinetin kotiledonlarin
biliytimesini uyardi ve 0,1 mg / I'de kiraz embriyolarindan kok ve siirgiin olusumunu
uyardi. Bu maddelerin etkisi daha diisiik sicakliklarda (8 ila 10°C) daha belirgindi. 2
mg / 1 GA3 ile benzer kosullar altinda kotiledonlarin ve filizlerin biiyltimesi uyarildi.
Zdrujkovskaja, 2 hafta icinde, 400 mg / 1 kazein hidrolizat, 200 mg / 1 maya 6ziitii ve
2 mg / 1 GA3 veya 0,1 iceren MS ortaminda kalp seklinde asamada kiiltiirlenmis
erken olgunlasma kirazlarinin melez embriyolarinin on kata kadar verimli sekilde

kiiltiirlenmesini saglamistir [43].
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3

Deneysel Calisma

3.1 Bitki Malzemesi ve Biiyiime Kosullari

Ribe (RPO01), Balilla (L03) ve bir herbisite dayanikli mutant tropik indica piring
tlirli (LIH) LIHO3283, herbisite toleransli introgresyon hizmeti talep eden 6zel sirket
tarafindan tedarik edildi. RPO1, tropik indica piring tiirleri cesitleri ile bilinen cinsel
uyumsuzluga sahip eski bir japonica pirinci cesidi olarak bilinmektedir. LO3 ise spesifik

bir cinsel uyumsuzlugu olmayan bir japonica pirinci gesididir.

Bitkiler, kontrollii kosullarda, Barcelona Universitesi'ndeki (UB) Servei de Camps
Experimentals’in serasinda yetistirildi. Bitkiler, turba yosunu (Floratorf Vertriebs,
Oldenburg, Deutschland): vermikiilit (2:1 v/v), Osmocote Exact Standard (1
gesubstrate L™)’den olusan piring substrati ile doldurulmus 4 litre saks:1 ekilmistir.
15-9-12 (N-P-K) + 2MgO + micronutrients (Scotts Company, Washington, ABD) ve
kalsiyum karbonat (1 geturba yosunu L!) icerir. Bu yiiksek miktarda kalsiyum
karbonat, substrat pH’sini 6 civarinda ayarlamak icin kullanilir. Ek olarak, biiyiime
sulama giibresi (Tablo Ek 1), otomatik sulama sistemi ile haftada bir kez kullanilmis

olup, sicaklik, 18-45°C arasinda kontrollii bir aralikta tutulmustur.
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Sekil 3.1 Yetistirme Serasi

3.2 Backcross Yetistiriciligi

Tekrarlayan geri caprazlama (introgesyon), bir veya daha fazla lokustaki alelleri bir
donorden alinip diger bir ceside aktarmak icin yaygin olarak kullanilan geleneksel
bir iireme yontemidir. Beklenen tekrarlayan ana genom geri kazanimi, alt1 geri
caprazlama ile %99.2 olmasi beklenmektedir. Bu nedenle, ortaya ¢ikan introgesyonun
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tekrarlanarak olusan hatlarin ebeveynlere cok benzer olmas: beklenmektedir.

Donor parent (DP)  x  Recurrent parent (RP)

!

shuRPgmore F1 2 RP
!
holBfpeore  BC1 x RP
s el eeme  BG2 ¥ RP
!

BIMd P gesne B x RP

wandprenome BC4 x RP

BCAF2 == BC4F3 seed

W
EauoAFpeeme BCS x RP

L
IS [~100%) siRP gereme  BCH

b Bt g o |
v

Homaorygous ines for the tarpet rat BCE

L BC6F2 —— BCGF3 seed

Sekil 3.2 Geri Caprazlama Siireci

Polen reseptorii panikiilleri giinliik olarak secildi, antezi sadece st kisimda
kalan (apikal) ciceklerin bir kacinda meydana gozlenmis olup, basagin kalan
kisitmda (A) gozlenmemistir. Basaklarin antez olusturan st kisimlari1 kesilerek ve
mikro vakumlama ile bitkiden ayrilmistir. Bunun sebebi, otopolinizasyonu oniine
gecmektir. Basaklarin olgunlasmamis ciceklerinde bulunan bu anterleri ¢ikarma
islemi sabah 08:00 ile 10:00 gerceklestirilmistir. Otopolinizasyon genellikle 12:00
ile 15:00 arasinda gerceklestigi icin erken saatlerde bu c¢ikarma islemi (emasculation)
gerceklestirilmistir.

Glumler, cerrahi makas kullanilarak anterlerin oldugu yere kadar kesilerek acilmistur.
Bu sekilde anterlerin ve yumurtaliklarin oldugu hazne acikta birakilmistir Daha
sonra, her bir cicegin anterleri, polen donorti alacak olan poseillere zarar vermeyecek
sekilde, bir mikro-pipet ucuna (B) baglanmis bir vakum pompas1 yardimu ile dikkatlice

vakumlanmastir.

Yanliglikla kontrolsiiz tozlasmay: 6nlemek icin salkimlari bir kagit zarfla 6rtmeden
once, artik anter kalmadigindan emin olmak icin cicekler tekrar kontrol edilmistir.
Donor bitkiler antezi baslattiklarinda (yaklasik 6glen), farkli tozlasmayi 6nlemek

amaciyla kapatilan zarflar kesilerek, donér bitkisi polenlerinin hedef bitkinin
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ciceklerinin ovaryumlarina ulasmasi saglandi ve dollenmenin verimini arttirabilmek
icin zarf nazik bir sekilde sallandi. Son olarak, polen reseptorii panikiillerin bulundugu
zarf tekrar kapatilarak ve capraz ve tozlasma giinii kaydedildi. Sonraki giinlerde,
uygulanan polen tohum iiretecek embriyojenik siireci baslatan yumurtaliklar: fecunda
edecektir.

Sekil 3.3 Emaskiilasyon Prosesi

(A) Emaskiilasyon icin secilen olgunlasmamis panikiil goriintiisii, (B) Bir vakum
pompast kullanarak kesilmis panikiilde emaskiilasyon islemi (C) Zorunlu yanma islemi

nedeniyle elde edilen olgunlasmamis tohum

3.3 Embriyo Kurtarma Islemi ve Herbisit Secimi

Olgunlagsmamis tohumlar polenlemeden 10-12 giin sonra toplanmistir. Blumlarin
embriyoya zarar vermemek icin forseps kullanilarak dikkatlice ¢ikarilmistir. Tohumlar,
1 dakika boyunca % 70 etanolde tutularak sterilize edilmistir. Akabinde manyetik
karistiric1 sayesinde, siirekli ¢alkalama altinda 8 damla L™ Tween 20 igeren bir % 2.5
sodyum hipoklorit ¢ozeltisine maruz birakilmistir. Laminer akis kabini ve kesinlikle
aseptik kosullar altinda, tohumlar, her durulama icin ticer dakika boyunca steril distile
su ile 5 kez durulanda.

Tohumlar steril bir filtre kagidina alinarak ve perikarp, nester yardimiyla ve cimbizla
tutularak keseden temizlenmistir Kalann parcada bulunan ve renk bakimindan
farklilik gosteren sarimsi embriyo daha sonra endospermden ayrilarak ve 9 ml MS
yar1 kuvvetli bir embriyo kurtarma ortamiyla doldurulmus in vitro cam tiiplere kondu
(Tablo Ek 2). Embriyolar, bliylime odasinda ii¢ ila dort hafta boyunca kiiltiirlenmistir.

Gelistirilen bitkiler 6rneklendi ve 6zel olarak tasarlanmis turba vermikiilit substrati
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(Tablo Ek 3) ile doldurulmus 96 oyuklu 35 cm?® coklu icinde sera kosullarina alisild.

BC1F1 {ireme adiminda, donor 6zellik secimini optimize etmek icin ek bir vitro se¢im
protokolii gelistirilmistir. Herbisit direncinin analizi icin MS besleyici besiyerinde 3

uM sikloksidim herbisit ilave edilmistir.

Sekil 3.4 Embriyo Kurtama Prosesi

(A) Laminer akis kabinde malzeme hazirligi, in vitro embriyo kurtarma islemi. (B)
In vitro tiiplerdeki yetistirilen bitkilerinin goriintiisii. (C) Seracilikta seramaya hazir
bitkiler.

3.4 DNA Ekstraksiyonu

RPO1xLIH F1 hibritleri, LIH ebeveynleri ve RPO1 ebeveynleri, genc¢ yapraklar
toplanarak 6rneklendi. Piring icin uyarlanmis bir CTAB protokolii [32] asagidaki gibi
kullanilmistir: 6rnekler, her birinde bir cam top bulunan mikro kaplara konulmustur.
Akabinde, tiim mikro kaplar plastik tipalarla kaplanmis ve ekstraksiyon kutularinda
diizenlenen -80°C’de bir dondurucuda bekletilmistir. Numune ekstraksiyon kutulari,
-196°C’de siv1 azot iceren bir kaba konulmus ve 48 saniye boyunca 25 Hz’de 400
MM’lik bir TissueLyser’da (Retsch, Mettmann, Almanya) 6giitiilmiistiir (Sekil 7B).
Her bir mikropota, 300 ul MATAB ekstraksiyon Tamponu (Tablo Ek 4) eklenmis
ve elde edilen siispansiyon birka¢ kez dikkatlice yukar1 ve asagi pipetlenerek
homojenlestirilmistir (Sekil 7C). Ekstraksiyon kutulari, her 10 ’da elle ¢alkalama ile
72 °C’de 30 dakika boyunca kuluckada birakilmistir. Daha sonra, bir duman bashgi
altinda her numuneye 300 ul kloroform ve izoamil alkol 24: 1 ¢ozeltisi ilave edilmis ve
daha sonra numuneler, 10°C 3.500 rpm ve 10°C bir Digicen 21 R Orto Alresa santrifij
kullanilarak santrifiijlendi. Daha sonra, her numunenin 200 ul siipernatani pipetlendi
ve yeni bir mikro kap kutusuna aktarilmis ve topak atilmistir. Bu yeni kutuda her bir
mikro pota 160 1 izopropanol eklenmistir. Ornekler vorteks kullanilarak karistirilmis
ve 1 saat 4°C’de birakilmistir. Numuneler daha sonra 3.500 rpm’de ve 4°C’de 30°C’de
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santrifiije edilmistir. Tiim siipernatanlar atilmistir.

DNAYy1 temizlemek i¢in, her bir numuneye 200 ul % 70 etanol pipetlendi ve 4.000
rpm’de ve 15°C’de 4°C’de santrifiijleme yapilmistir. Son olarak, tiipler gece boyunca
emici kagit iizerine yerlestirilmistir 50 ul MiliQ su ilave edilerek DNA yeniden

siispanse edilerek ve 2 saat boyunca bir orbital ¢alkalayicida birakilmistir.

TIr iz o

i

LA

Sekil 3.5 DNA Ekstrasyon Prosesi

(A) Seradan toplanan bitki 6rneklerinin iizerinde bir ekstraksiyon topu bulunan mikro
kaplar (B) Ornekleri ezmek icin kullanilan TissueLyser (Retsch, Mettmann, Almanya)
resmi (C) Cok kanall1 bir pipet kullanarak ekstraksiyon kutusuna MATAB ekstraksiyon

tamponunun eklenmesi

3.5 S5 Allellerinin PCR ile Tespiti

S5 alelleri, asagidaki primer ve PCR kosullar1 kullanilarak onerildigi gibi RPO1, LIH ve
RPO1XLIH F1 hibritlerinde analiz edilmistir [33].

Asagidaki bilesenler, her PCR reaksiyonu icin 10 ul bir hacme dahil edildi. Her
primer 0,25 uM, 1,5 mM MgCl,, 2,5 mM dNTB 1 ul Tag DNA polimeraz (DreamTaq)
ve yaklasik 25-30 ng sablon DNA iceren 10x PCR tamponu. PCR profili baslangic
denatiirasyon profiliydi, baslangi¢ denatiirasyonu, 5 dakika boyunca 95°C idi,
ardindan 95°C’de 30 saniye boyunca 10 denatiirasyon dongiisii, 66-57°C’de tavlama
30 saniye, (dongt basina 1°C diisiis), 1 dakika 72°C’de uzatma ve 25°C’de 30 saniyelik
denatiirasyon dongiisii, 57°C’de 30 saniye tavlama, 72°C’de 1 dakika uzatma, son
uzatma 72°C’de 7 dakika. Amplifiye edilmis PCR iiriinleri % 1,5’lik agaroz jeli tizerinde
ayrilmis, RedSafe ile lekelenmis ve bir UV transilliiminator altinda gorsellestirilmistir.
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Tablo 3.1 Kullanilan Primer Ciftlerin Listesi ve Beklenen Boyutlar

Primer Ad1 Hedef Sequence (5’ - 3) Sizﬁlegl Beklenen Uzunluk (bp)
Indica Japonica | Neutral

S5-InDel F | Neutral alel-spesifik delesyonu CCTACGTTTGACTGCCTGCCTG 61 417 417 281

S5-InDel R CTACACGCGGCTTCGGGAAAGC 63,4

S5-ELSP F Indica-spesifik SNP GACAGCAGCATCAACGACTTCC 59,1 527 Amp. yok 527

S5-TASP 2 TCGTCAGTGGGCAAGCAGTAGCTG 63,3

S5-JASP 1 Japonica-spesifik SNP ACCCTGATATTCTGAGTTACAAGGCATTA 57,4 | Amp. yok 325 Amp. yok

S5-ELSP R GCTCTTGATGTCCGGTGATACC 58,1




4

Sonuclar ve Tartisma

4.1 Backcross Yetistiriciligi

F1 melezleri {iretim asamasinda 49 LO3 ve 45 RP0O1 hatt1 sirasiyla 101 ve 30 herbisite
toleransh heterozigot ACC2 bitkileri veren 134 ve 329 embriyo iiretti.
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Sekil 4.1 F1 Embriyolarinin Herbisite Direnci

Birinci LO3 x LIH03283 ve RP01 x LIH03283 F1 iiremesine atifta bulunulan salgilanmais
ebeveyn bitkilerin (mavi ¢ubuklar), kurtarilmis F1 embriyolarinin (turuncu ¢cubuklar)

ve herbisite toleransli ACC2 mutant heterozigot bitkilerin (gri cubuklar) 6zeti

RPO1, LO3’e kiyasla yiiksek derecede bir kendi kendine tozlasma veya LIH ile bir ¢esit
cinsel uyumsuzluk gostermistir. Bu, heterozigot mutant bitkilerin zayif bir verimiyle
sonucland1. Ilgin¢ sekilde, LO3 x LIH F1 melezleri tamamen verimli iken RPO1 x
LIH F1 melezleri oldukca steril sonuclandi. Bu F1 melezleri ilk geri ¢aprazlamada
polen vericisi olarak davrandi, ancak geri doniis LO3 ve RP01’i gectiginde dogurganlik
farkliliklar1 ortaya cikti. Daha sonra, 218 L03 ve 103 RPO1 hatlar1 elemine edildi
ve ilgili F1 hibritleri ile tozlandi, sirasiyla 788 ve 178 BC1 embriyolari elde edildi.

35



Kurtarilan embriyolar 182 L03 ve 20 RPO1 BC1 bitkisi vermistir.

200
EOD
700
600
500
400
300 218

o .

100
B Emaiculated panental  pikes HRescued BCL embryos B Mutant plantlets

TEE

1832 178

103
B ml -

Lo3 P31

0

Sekil 4.2 Emaskiilasyon Verimliligi

Emaskiilasyona maruz birakilmis ebeveyn bitkiler (mavi ¢ubuklar), kurtarilmig BC1
embriyolar1 LO3 ve RPO1’in (turuncu cubuklar) ve mutant bitkilerin (gri cubuklar)

Ozeti

Yine, polen donorleri olarak RPO1 x LIH F1 hibritleri kullanildiginda yiiksek derecede
bir sterilite gozlenmistir. Ek olarak, RPO1 x LIH F1 melezleri, kendiliginden kendi
kendine doéllenen olgun sivri uclar1 gozlemlerken yiiksek derecede steril sonuc verdi.
Boylece, yayilmis basakla elde edilen ortalama olgunlasmamis tohum sayisi 30 RPO1
x LIH F1 hibritlerinin 22’sinde tespit edilmistir.

110

L

10 11 12 13 14 15 16 17 1B 19 20 21 22
WﬂlquFlh'.'tmd plants

Sterllity percentage
[ e R e R e R N e R e R o e |

=]

Sekil 4.3 RPO1 X LIH F1 Miktarlar

RPO1 X LIH F1 bitkilerinde basak basina standart sapma basina elde edilen toplam
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tohum sayisinin ortalamasi

Uc bitki hatt1 (3, 16 ve 21) hicbir basakta hic tohum vermedi, diger 19 satirda en az
bir adet 6z tohumlama goriildi.

4.2 Embriyo Kurtarma

F1 embriyo kurtarma basaris1 L03’te %60,55 ve RPO1’de %51,6’dir. Kurtarmadaki
basarisizlik ¢ok fazla olgunlasmamis veya cok fazla olgun tohum kullanilmasina
baglanabilir. Cok olgunlasmamis tohumlar siitlii asamadadir ve embriyoyu bulmak
zorlasir, olgunlagmis tohumlar ise sert hamur asamasinda embriyoyu endospermden
ayirmak zor olur [44]. Tohum manipiilasyonunda insan hatalar1 da meydana gelebilir
ve bu da toplam uygulanabilir tohumlar azaltir. Farkli geri doniis asamalar: arasinda
karsilastirma yaparken, BC1’de gerceklestirilen embriyo kurtarma basarisi yilizdesi LO3
daha yiiksekken, RP0O1’de daha diisiik olmustur.

250
200

150

100
Eﬂ .

L3 - 63,55 ¥ RPO1 - 51 46 3%

B paasculated Spike M Spike with Embrya

Sekil 4.4 F1 Embriyolarinin Verimliligi

F1 embriyolar1 (turuncu ¢ubuklar) elde edilen emaskiile edilmis ebeveyn bitkiler (mavi
cubuklar), basak miktarinin 6zeti

BC1 tohumu kullanilirken daha yiiksek BC1 embriyo kurtarma basari oranlari
gozlendi. Bu daha iyi sonuglar embriyo kurtarma yonteminin gelistirilmesine
ve olgunlasmamis tohumlarin kaybedilmesini biiyiik 6l¢tide kurtarabilecek tohum

manipiilasyonunda daha fazla deneyime atfedilebilir. Ayrica, farkl cesitler genotipler
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arasinda farklilik gosteren optimal siitli hamur asamasina daha hizli veya daha
yavas ulasir [27]. Ayrica, diisiik sicakliklar ve bulutlu giinler olgunlagsma siirecini
geciktirir. BoOylece, F1 1slahi sirasinda, ilk olgunlasmamis tohumlar bazen cok
hamurlu veya cok siitlii toplanmis, kurtarilabilecek embriyolarin potansiyel olarak
kaybedilmesine neden olmustur. Ek olarak, olgunlasmamis RPO1 x LIH F1 hibrit
tohumlarinin bazilari, daha fazla zaman beklemekte olsa bile malformasyonlar ve az
gelismislik gostermistir. Bu gercek, toplanan tohumlarda endospermden embriyolarin
bulunmasini zorlastirdi ve toplam kurtarilan embriyo sayisi daha diistiktii. Boylece, bir

sonraki BC1 asamasinda, 6nceki deneyimlerimiz sayesinde tohum toplama gelistirildi.

4.3 Herbisit Secimi
Herbisite desteklenmis tiiplerde toplam 190 RPO1 X LIH F1 embriyolar1 basariyla

kurtarildi ve kurtarilan embriyolarin %15’ini temsil eden 29 herbisite dayanikli bitki
elde edildi. Aksine, 788 kurtarilmis LO3 X LIH F1 melezinden, %25’ temsil eden 190
herbisite dayanikli bitki topragi elde edildi.
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I

Las AP0l

B Tolal ™ hlive Plantel
Sekil 4.5 3 uM Herbisit Verimliligi
3 uM herbisit isleminden sonra toplam embriyolarin ve canli bitkilerin 6zeti

RPO1 x LIH caprazinda spesifikler aras1 melez kisirligin varligi, kurtarilan embriyolarin
herbisit icermeyen besleyici ortam tiiplerine ekildiginde yiiksek Oliim orani

gosterdiginde ortaya cikarildi. Bazi yazarlar interspesifik hibritlerde anormal bir
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embriyo gelisimi gosterirler ve embriyo kesesi olusumu stirecinde dejenerasyon veya
gecikmeden dolay1 normal kosullarda ¢cimlenme kabiliyetine neden olmazlar. Pirincte
hibrit dogurganlik ile ilgili bircok lokasyon, 6zellikle F1 ’in kendine 6zgii hibritlerinde
disi kisirlikla iligkili olan S5 major lokumu kesfedilmistir [45]. Diger yazarlar, kendi
RPO1 cesitlerimizi kullanan bir arastirma calismasinda, S5 lokusunun embriyo kesesi
olusumunu diizenleyen 3 ORF geninde bulundugunu gosteren bu S5 lokusunun
indica-japonica hibritleri arasindaki kisirliktaki roliinii ortaya ¢ikardi. Bu genlerden
birinde, 6zellikle ORF3 geninde, allel uyumsuzlugu, disi sporogenezi, embriyonun
diismesine neden olabilecek anormal bir embriyo-kese gelisimi ile sonuclanan hiicre

stresi seviyelerinde bir artisa yol agmaktadir [46].

iki farkl alt tiir cesitleri arasindaki allel etkilesiminin neden oldugu embriyogenez
siirecinde bir sorun RPO1 x LIH sonuclarinda gosterilen diisiik embriyo cimlenme
oranini aciklayabilir ~ F1’de bitki sagkalimi ile ilgili elde edilen sonuclarda,
uyumsuzlugu tartisilan RPO1 cesidi haric, tiim cesitlerde sagkalimin %80’inin tizerinde
degerler elde edilen biiyiik bir 6liim gozlenmedi. Aksine, RP01’de, sonuclar %20 nin
altinda ortalama sagkalim degerleri elde eden tiim cesitlerde 6nemli 6liim gostermistir.
Kirlenmeler birka¢ embriyonun ¢imlenmesini engellemeye katkida bulunabilmistir,

ancak Oliimlerin cogu besleyici ortamda herbisit varligindan dolay1 gerceklesmistir.

Ote yandan, bazi yazarlar Indica X Japonica caprazlamalarinin verimliligi ile dogrudan
iligkili S5 alelleri oldugunu savunulmaktadir. Bu modele gore, S5 lokusunda ti¢ allel
vardir: notr bir allel (genis uyumlu allel), S5n; bir indica aleli, S5i; ve bir japonica
aleli, S5j. S5n / S5i ve S5n / S5j genotipleri dogurgan olurken, S5i / S5j S5j aleli

tasiyan gametin kismi embriyo kurtarmasi nedeniyle yar1 steril olacaktir [47].

4.4 S5 Alellerinin PCR ile Tespiti

Bu tiir subspesifik melezlerin gelistirilmesindeki ana zorluklardan biri, ¢cogu indica ve
japonica caprazmalarinin ¢cogunlukla izlenen kismi melez kisirliktir. Japonica x indica
hibrit sterilitesinin asilmasinda genis uyumlu cesitlerin 6neminin farkina varilarak,
piringte bu genis uyumlulugun genetik temelini ortaya cikarmak igin calismalar
ylrttilmistiir. Hibrid steriliteyi kontrol ettigi icin 28’den fazla genin rapor edildigi ve
S5 lokusunun, onu kontrol eden major lokus oldugu kabul edildi. Bu modele gore, S5
lokusunda {ic allel vardir: notr bir allel (genis uyumlu allel), S5n; bir indica aleli, S5i;
ve bir japonicas alleli, S5j. Bu calismada S5n / S5i ve S5n / S5j genotipleri dogurgan
olurken, S5i / S5j S5j aleli tasiyan gametin kismi embriyo kurmarmasi nedeniyle yari
steril olacaktir [48]. Ebeveyn hatlarinda ve hibrid RPO1 x LIH ters ¢aprazlama hatlari
bulunan S5 lokusu alellerini belirlemek icin dort PCR yapilmistir
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Sekil 4.6 RPO1xLIH Geri Caprazlamasi

Coklu bir PCR sonucunun bir 6rnegi, sadece bir alelin hibrid RPO1xLIH geri
caprazlama hatlarinin iiciinde basariyla cogaltildigi durum

Ne yazik ki, multiplekslestirilmis PCR’nin, hicbir gecerli sonu¢ alinmadigi icin daha da
gelistirilmesi gerekmektedir. Sadece yiikseltilmis bant, nétr olmayan alellerin 417bp
ylikseltilmesine karsilik gelir. Bu alel, indica x japonica melezlerinin erken embriyo
kurtarma sorunlarindan biridir. Ebeveynlerin herhangi bir band: biiyiitmedigine
dikkat edin, bu nedenle ¢ogullastirilmis PCR kosullarini daha da ayarlamak icin yeni
ebeveyn DNA ekstraksiyonlar1 gerceklestirilir, beklenen alel bantlar1 biiyiitiiliir.
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Sekil 4.12 Agaroz Jel Goriintiist 5

Yapilan PCR performanslarinda, ne yazik ki primerlerden kaynakli net sonuclarin
alimamadigi, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12’de
goziikmektedir. Bununla birlikte Sekil 4.6’da elde edilen pozitif sonugclar, deneylerin

devam etmesi gerektigini acikca gostermektedir.
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4.5

Sonuclar
LO3 x LIH F1 hibritlerine kiyasla daha yiiksek RPO1 X LIH F1 hibrit embriyo

miktarlar1 elde etmesine ragmen, bir indica-japonica uyumsuzlugu oldugunu
ortaya koyan diistik miktarda herbisite dayanikli RPO1 X LIH F1 hibrid bitki elde

edilmistir.

RPO1 X LIH F1 hibritleri, %89 ile %100 arasinda degisen yiiksek bir sterilite

gosterir, bu da giliclii bir tiirler arasi sterilitenin varligini gostermistir.

RPO1 X LIH biri capraz (BC1) giiclii bir cinsel uyumsuzluk nedeniyle LO3 x LIH
ters ¢aprazlardan 6nemli Ol¢lide daha az bitki vermistir.

Eski yabani japonica cesidi RPO1’de S5 olarak adlandirilmis bir indica x japonica

tlirler arast uyumsuzluk merkezi tanimlanmstir.

Onerilen multipleks S5 allelleri PCR ayarlama problemlerinin daha iyi allel
kombinasyonlar1 gosteren backcross hatlarini se¢mek icin daha fazla multiplex

polimeraz zincir reaksiyonunun yapilmasi gerekmektedir.
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Ekler

Tablo 1
NH,H,PO, 15,5 gr
K,SO, 12,5 gr
NO;NH, 2,8 gr
(NH,),SO, 108,4 gr
Urea 4,2 gr
EDTA-Fe 3,1gr
Microelements | 3 gr
Distile Su 51t
Tablo 2
MS Salts ve Vitamin | 2,2 gr
Stikroz 20 gr
MES 250 mg
Gelrite 2,5¢gr
Distile Su 1000 ml
pH 5,8
Tablo 3
Floratorf peat moss, (Floragard Vertriebs, Oldenburg) | 2251
1 vermiculite sack (3 mm) 1001
CaCO3 (1 g/ L peat) 225 gr
Osmocote Exact [15-9-12 + 2MgO +micronutrients] | 325 gr
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