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OZET

Doktora Tezi

ACI KAVUN (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) MEYVE OZSUYUNUN
AYCICEGINDE (Helianthus annuus L.) ADVENTIF SURGUN REJENERASYONU
ve Agrobacterium tumefaciens ARACILIGIYLA GEN AKTARIMI UZERINE ETKISI

Samah MAHGOUB HASSAN MOHAMMED SAAD

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu ¢alisma, act kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 06zsuyunun
ayciceginde (Helianthus annuus L.) adventif siirgiin rejenerasyonu ve Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla gen aktarim frekansinin artirilmasi tizerine etkilerini belirlemek
amaciyla yirttiilmiistiir. Bitki materyali olarak, ‘64A14°, ‘64A71’ ve ‘Meri¢’ ay¢igegi
(Helianthus annus L.) genotipleri kullanilmigtir. Siirgiin rejenerasyonu ve gen aktarim
frekansinin artirilmasi igin farkli hormon kombinasyonlar1 ve aci kavun (Ecballium
elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyu kullanilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon
ortalamasi kotiledon bogum eksplantindan 64A71 genotipinde (% 76) 1.00 mg / | BAP
ve 1.00 mg / I NAA, (% 96) 1.00 mg / | BAP ve 1.00 mg / | NAA ile 400 ul/l ac1 kavun
meyve Ozsuyu iceren MS ortamlarindan elde edilmistir. Besin ortamima aci kavun
(Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyu ilavesi, siirgiin rejenerasyon oranin,
eksplant basina siirgiin sayisint ve koklenmeyr olumlu sekilde etkilemistir. Elde edilen
stirgiinler act kavun meyve 06z suyunun uygun dozlarmi igeren MS ortaminda
koklendirilerek serada dis kosullarda alistirilip tohum elde edilmistir. Caligmanin ikinci
asamasinda, p35S GUS-INT plazmidini tasiyan Agrobacterium tumefaciens’in GV2260
hatt1 kullanarak transgenik bitkiler seleksiyon ortaminda secilmistir. Transgenik aday
stirgiinler 400 ve 800 ml/l ac1 kavun meyve 6zsuyu, 100mg/l kanamisin ve 500 mg/l
Duocid igeren MS ortaminda gelistirilmistir. Transgenik aday siirgiinler koklendirilmek
icin ac1 kavun 6zsuyu kullanilmistir. Koklendirilen bitkiler serada dis sartlarda alistirilip
tohum elde edilmistir. PCR analizi ile transgenik bitkiler teyit edilmistir.

Ocak 2017, 69 sayfa

Anahtar Kelimeler: Helianthus annuus L., aygicegi, doku kiiltlirli, siirgiin
rejenerasyonu, transgenik, hormonlar, aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE EFFECT OF SQUIRTING CUCUMBER (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.)
FRUIT JUICE ON ADVENTITIOUS SHOOT REGENERATION AND
Agrobacterium tumefaciens-MEDIATED GENE TRANSFER IN SUNFLOWER
(Helianthus annuus L.)

Samah MAHGOUB HASSAN MOHAMMED SAAD

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

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

This study was carried out to determine the effects of fruit juice of the squirting
cucumber (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) in increasing adventive shoot
regeneration and the frequency of gene transfer using Agrobacterium tumefaciens in
sunflower (Helianthus annuus L.). ‘64A14°, ‘64A71’ and ‘Meri¢’ genotypes were used
as plant material. Different growth regulaters combinations and squirting cucumber
Fruit juice were used to increase shoot regeneration and gene transfer frequency. The
highest shoot regeneration averages %76 and %96 were recorded on MS medium
containing 1.00 mg / | BAP plus 1.00 mg / I NAA and 400 ul /1 of squirting cucumber
fruit juice from cotyledon node of 64A71. The addition of fruit juice of squirting
cucumber to the nutrient medium positively affected the rate of shoot regeneration,
number of shoots per explant and rooting. The obtained shoots were rooted in MS
medium containing appropriate doses of squirting cucumber fruit juice and were placed
in green house to obtain seeds. In the second phase of this study, Agrobacterium
tumefaciens strain GV2260 carrying the plasmid p35S GUS-INT were used for plant
transformation. Posative transgenic shoots regenerated on the best media which were
identified in the first stage of this study plus 100mg/l kanamisin ve 500 mg/l Duocid
from cotyledon node were rooted on MS medium containing only the best dose of fruit
juice of squirting cucumber. Rooted plants were placed in the greenhouse and seeds
were obtained. Positive transgenic plants were confirmed by PCR analysis.

January 2017, 69 pages

Key Words: Helianthus annuus L., sunflower, in vitro, shoot rejeneration,
transformation, growth regulaters, squirting cucumber (Ecballium elaterium (L.)
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1. GIRIS

Insanlar ihtiyaclarinin biiyiik bir boliimiinii dogrudan dogruya bitkilerden veya
yetistirdikleri ~ bitkilerle  beslenen  hayvanlardan elde ettikleri  {iriinlerden
karsilamaktadirlar. Bu bakimdan tarim, yeryiiziinde canliligin ve insan hayatinin devami
icin mutlak gereklidir (Yildirirm 2005). Degisen c¢evre sartlar1 ve hizla artan diinya
niifusu bitkisel iiretimde yeni ¢esit gelistirmenin ve dolayisiyla bitki 1slah ¢alismalarinin
onemini daha da artirmistir (Yildiz 2000). Insanhigin gelecegi agisindan dogadaki
kirlenmeye bagli olarak bir takim dengesizlik ve yok oluslarin sebep oldugu etki giinden
giine kendisini daha agir bir sekilde hissettirmektedir (Ergiil 1989). Bunlarin sonucunda
bitki biiylimesi, verim ve kalitesi olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu durumda kirlilik
kaynaklarinin zararh etkilerinin gelecekte de artarak devam etmesi beklenmektedir.
Gilintimiizde bitki verimlerinin ¢esitli sebeplerden dolay1 potansiyel verim degerlerinin
cok altinda oldugu goriilmektedir. Bitkileri verimini potansiyelinin {izerine ¢ikarabilmek

icin genetik yapilarini iyilestirmek gerekmektedir (Aycan 2015).

Bitkilerin verimliliklerini artirmaya iliskin geleneksel metotlarin ylizlerce yildir
kullanildig1 bilinmektedir. Tohumlar arasindan gelisme orami en yiiksek olan giiglii
tohumlarin segilerek ekilmesi, geleneksel 1slah metotlarindandir (Betz vd. 2000). Klasik
yontemler kullanilarak ¢ok uzun zaman alan 1slahin basarisini, fenotipik anaclardan
gelen genetik faktorler ile i¢inde bulunduklar1 ortamin kosullari belirlemektedir (Mohan
vd. 1997, Allard 1999). Bitki 1slahinda kantitatif karakterleri etkileyen genlerin klasik
1slah metotlariyla yeni bireylere aktarilmasinda 6zellikle baglant1 (linkage) gibi birgok
problemle karsilagilmaktadir. Klasik 1slah yOnteminde melezleme ile aktarilan
genin/genlerin  Ozelliklerinin ~ bitkiler iizerinde fenotipik karakterler olarak
gozlenebilmesi icin, ¢cok sayida bitki populasyonuna ve bu bitkilerin yetistirilebilecegi
cok biiyiik alanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkilerde istenmeyen 6zelliklerin ortadan
kaldirilmasi, uzun yillar geri melezlemeleri zorunlu kilmaktadir. Bunun gibi bazi
sorunlar klasik bitki 1slahinin  6nemli olumsuzluklaridir (Ozgen vd. 2005).
Biyoteknolojik  yontemlerin  kullanima girdigi zamana kadar yapilan 1slah

caligmalarinda daha c¢ok iirlin kalitesi ve miktarinin artirilmasina ¢alisilmis, kiltiir



bitkilerinde hastalik ve zararlilara karsi dayaniklilik kazandirilmasi her zaman ikinci

plana birakilmistir (Y1ldiz 2010).

Bitkilerde verim ve kalitenin artirilmasmin yaninda bitki verimliligine olumsuz etkisi
bulunan hastaliklar, zararlilar ve stress faktorlerinin engellenmesini, azaltilmasi ya da
ortadan kaldirilmasi hedeflenen bitki biyoteknolojisi siirecinde molekiiler, hiicre ve
doku kiiltiiriine dayali teknolojiler kullanilmaktadir. Bitki biyoteknolojisine yonelik ilk
caligmalar 1900’1  yillarin  baslarinda  gergeklestirilmesine ragmen, modern
biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesi ve kullanilmast 1980°1i yillara dayanir. Bu
yillarda Agrobacterium tumefaciens bakterisinin bitkilerde timoér olusturma
mekanizmasinin molekiiler diizeyde belirlenmesi sonucunda bitkilere disaridan gen
aktarilabilecegi fikri ortaya atilmistir. Bitkilere ilk gen aktarimi 1983 yilinda tiitiine

markor gen aktarimlariyla gergeklestirilmistir (Ozcan ve Ozgen 1996).

Bitkilere gen aktarimi ig¢in A. tumefaciens disinda partikiil tabancasi, protoplastlara gen
aktarimi ve mikroenjeksiyon gibi ¢ok sayida gen aktarim yontemi kullanilmasina karsin,
A. tumefacines ile gen aktarimmin ¢ok Onemli Ustiinlikkleri bulunmaktadir. A.
tumefaciens ile gen aktariminin en onemli istiinliigii sadece istenilen genlerin bitkilere
diisiik kopya sayisiyla aktarilmasidir. Gen aktariminda amag, aktarilan genin tek bir
kopyasiyla yiiksek oranda protein iiretiminin gergeklesmesidir. Ayrica, A. tumefacines
ile bitkilere gen aktarimi olduk¢a ucuz ve kolay bir yontemdir. Biitiin bu olumlu
yonlerinden dolayr A. tumefaciens "bitkilerin dogal genetik miihendisi" olarak
adlandiriimaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996).

Diger gen aktarim yontemleriyle karsilastirildiginda A. tumefacines ile bitkilere gen
aktariminin 6nemli stiinliikleri bulunurken, bazi sinirlamalarla da karsilasilmaktadir.
Bunlardan en onemlisi ise konukgu smirlamasidir. Tiitlin, patates ve patlican gibi
Solanaceae familyasina ait tiirlere ¢ok kolaylikla gen aktarimi yapilirken; bugdaygiller,
baklagiller ve agag tiirlerine gen aktarimi olduk¢a zordur. Bu bitkilere A. tumefaciens ile
gen aktarimi son derece diisiik frekanslarda gerceklesirken, gen aktarimi yapilan

hiicrelerden bitki rejenerasyonu da oldukca diisiik oranlarda olmaktadir. Bundan dolay1



cok sayida bitki tilirlinde transgenik bitkilerin elde edilmesi i¢in yogun emek ve zaman
harcanmaktadir. Bu nedenle, bitkilerde gen aktarim frekansin1 artiracak yeni
yontemlerin bulunmasi, izole edilen genlerin bitkilere kolaylikla aktarilarak transgenik

bitki elde edilmesini kolaylastiracaktir (Aycan 2015).

Biyoteknolojik yontemler verim artigi saglamak icin klasik bitki 1slah1 programlaria
destek ve ayn1 zamanda klasik 1slaha alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Biyoteknolojik
yontemlerin kullanilmasi ile izole edilmis bir genin dogrudan aktarilabilmesi, farkli
tirler ve cinsler aras1 gen aktariminda melezleme zorlugunu ortadan kaldirmaktadir
(Ozgen ve Tiiret 1995). Bitki biyoteknlojisi, bitkilerin verim kalitesini artirmak, bitki
verimliligini sinirlayan hastalik, zararl ve stres faktorlerini engellemek, azaltmak veya
ortadan kaldirmak icin molekiiler, hiicre ve doku kiiltiirii temelli teknolojilerin

kullanildigy bir siirectir (Onay vd. 2012).

Genetigi degistirilmis bitkiler, aktarilmis olan ozelliklere gére boceklerden gelecek
zararlara kars1 bitkilere koruma saglarlar. Bu iirtinler, Bacillus thuringiensis (Bt)’nin
icerdigi secilmis genlere sahiptir. Bu bakteri genomunun, bitkide yer alan genetik
bilgiyi kullanarak irettigi protein bitki zararlilarinin larvalarina toksik etkirken, insan
saglig1 bakimindan zararsizdir. Boylelikle zararlilardan etkilenmyen bitkilerde pestisit
kullanimina gerek kalmadig gibi verimliliklerinde de artis saglanmaktadir. Bitki
biyoteknolojisinin sagladigi bu metota ilk defa ticari amagla kullanarak 1989 yilinda
Calgene adli firma, Flavr Savr adli domatesi iiretmistir. Uriiniin, bitki biyoteknolojisi
kullanilarak raf émrii uzatilmisir (Redenbaugh vd. 1994). Bitki biyoteknolojisinin bu
uygulamasimi pek ¢ok gelisme takip etmis ve bitkilerde pek ¢ok 6zellikte iyilestirme
yapilmistir. Giinlimiizde insektisit, herbisit ve diger pestisitlerden etkilenmeyen bitkiler
ticari olarak raflarda bulunmaktadir. Ornegin; salatalik, kabak, patates ve karpuz gibi
pek c¢ok iriin, virus kaynakli hastaliklara karsi genetik degisim uygulanmis
bitkilerdendir. Viriislere kars1i dayamklilik gosteren bu bitkilerin “capraz koruma”
seklinde ifade edilen ve bagisiklik benzeri bir mekanizmalar1 bulunmaktadir. Soya,
misir, kanola ve diger tane bitkileri herbisitlere kars1 dayaniklilik gosterecek sekilde
genetigi degistirilmistir. Bu bitkilerin herbisitlere karsi dayanikli olmasi, giftcilere

yabani ot kontroliinde daha fazla secenek sunmaktadir. Ornegin; bitkilerin ekilmesinden



Once topraga herbisit uygulama zorunlulugu ortadan kalkmis olup, istendigi takdirde
bitkinin gelisim silirecinde uygulanabilmektedir. Sayilanlarin  yan1 sira  bitki
biyoteknolojisinde raflara ve giinliik yasama yansiyan pek c¢ok gelisme daha yer
almaktadir. Bunlari; iyilestirilmis tirlinler, besin degerinin artirilmasi, tibbi 6zelliklerin
kazandirilmasi, pisirme yaglarinin daha saglikli olmasi, raf Omiirlerinin uzatilmasi,
yenilenebilir kaynaklar, endiistriyel besin maddelerinin gelistirilmesi ve istenilen diger
Ozelliklerin bitkilere kazandirilmasi seklinde siralamak miimkiindiir (Davey ve Antony
2010).

Bu tez ¢aligsmasinda, ac1 kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun
kullanilarak, ayg¢iceginde (Helianthus annuus L.) adventif siirgiin rejenerasyonunu ve
Agrobacterium tumefaciens aracihigiyla gen aktarim frekansinin  artirilmasi

amagclanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Aygcicegi (Helianthus annuus L.)

Alem: Plantae
Boliim: Magnoliphyta
Takim: Asterales
Familya: Asteraceae
Cins: Helianthus

Tur: Helianthus annuus L.

Tiirkiye de giinebakan, gongordii ve semsaner adlariyla da anilan aygigegi (Helianthus
annuuus L.), onemli bir yag bitkisi olmakla birlikte, yem ve siis bitkisi olarak da
kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Uzunlugu iki metreyi bulan aygigeginin nispeten biiyiik
olan ¢icekleri saridir. Sert govdeli bitkinin yapraklari pargasiz, liggen formunda, tiiyli,
yesil, sert, kisa tiiylii ve bliyliktiir. Ay¢icegi, bir yillik otsu bitkilerdendir (Eken 2004).
C3 bitki grubunun en verimlisi olup, sulanarak verimliliginin %100 artmasi ile C4
grubundaki bitkilerden daha avantajlidir. Yapilan arastirmalar, aygiceginin yabani
tirlinlin  Kuzey Amerika menseili oldugunu ve Kanada’nin ortalarindan Kuzey
Meksika’ya dogru yayildigimi gostermektedir (Duke 1983). Diinya genelinde yag
bitkileri arasinda 3. sirada bulunan ve dolayisi ile biiylik oneme sahip olan aygicegi,
yiiksek hacimli ekonomiye sahip yagli tohumlu bitkilerden birisidir. Bu durumun temel
nedenleri Tirkiye’deki yagli tohumlu bitkiler arasinda ekim alanlar1 ve {iretim
miktarlar1 agisindan degerlendirildiginde ilk sirada yer almasi gosterilebilir. Aycicegini
onemli kilan bir diger 6zelligi de %40 ila %50 oraninda yag tutabilme 6zelligine sahip
olmasidir. Yiizde kirk ile yiizde kirk bes araliginda kiispe elde edilmekte olup, bu
kiispenin %30 ila %40’ min protein igermesi, ayg¢igeginin degerli bir yem bitkisi
olmasmi saglamaktadir. Tohumlar1 ¢erezlik olarak tiiketilen aycicegi; yagi sabun ve
boya iretiminde ¢esitli asamalarda kullanilirken, saplar1 ise yakit olarak da
kullanilabilmektedir. Findik ve benzeri kabuklu meyveli bitkilerle kiyaslandiginda daha
yiiksek proteine sahip olan aygigegi ayrica saglikli bir bitkidir. Potasyum ve E vitamini

bakimindan da zengin olmasinin yaninda linoneik asit kaynagi oldugu da bilinmektedir



(Duke 1983).

Sekil 2.1 Aygicegi (Helianthus annuus L.) (http://upload.wikipedia.org 2016)
a. Ayciceginin tarladaki goriiniimi, b. Ayg¢iceginin tohumu, c. Aygigeginin yapragi, d. Aygigeginin tablasi

Derin ve kazik kok sistemine sahip olan aygigeginin kurakliga karsi yiiksek dayanimi
bulunmakla birlikte kara iklimi ve 1liman iklime sahip yagisli bolgelerde yetistirilmesi
miimkiindiir. Tiim toprak tiirlerinde yetistirilebilen aygigegi, yetismesi i¢in en uygun
kosullara sahip olan topragin 6zellikleri su sekilde olmasi gerekir; PH degeri notr olan,
derin ve rutubetli, nem tutma yetenegi yiiksek olan humuslu ve organik madde
bakimindan zengindir. Bu kosullardan en 6nemlisi olan nem, bitkinin ¢imlenmesi igin
gereklidir (Eken 2004). Giinesi seven bir bitki olan aygicegi, kapali havalardan olumsuz
etkilenmektedir. Arastirmalar, bir aylik zaman diliminde kapali havada bulunan

aycigceginin verimliliginde %30 azalma oldugunu gostermektedir. En diisiik 8-10 °C


http://upload.wikipedia.org/

araligindaki toprakta ¢imlenebilen aycicegi soguk hava kosullarina dayanikli olmasina
karsin -4 °C altinda olumsuz etkilenmektedir. Ay¢iceginin en biiyiik zararlisi, Orabang
adli parazittir. Bu parazit, ay¢igeginin koklerinin gelisimi sirasinda, koklere tutunarak
beslenmektedir. Orbansin topraktan yiiksek miktarda potasyum kaldirmasi nedeniyle
ayni bolgeye arka arkaya aygicegi ekilmemesi gerekir. Orabansin yani sira aygicegi
mildiyosii ve clriikler gibi hastaliklar da aygicegini olumsuz etkileyen diger

hastaliklardir (Eken 2004).

2.2 Ac1 Kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.)

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta

Takim: Cucurbitales

Familya: Cucurbitaceae

Cins: Ecballium

Tiir: Ecballium elaterium (L.) A. Rich. (Se¢men vd. 2008)

Ecballium elaterium (L.) A. Rich., yatik govdeli, ¢ok yillik, otsu bir bitki olup, gévde ve
yapraklar1 sert tliylerle kaplidir ve cicekleri agik sar1 renklidir (Sekil 2.2). Meyveler;
oval, sapl ve olgunlastikca asag1 sarkik durusludur (Sekil 2.2). Olgunlukta meyvenin
icerisinde meydana gelen basing nedeni ile meyve sapa bagli oldugu yerden koparak

Ozsuyu ile birlikte tohumlarini disariya dogru kuvvetle birakmaktadir (Ekici vd. 1998).

Acit kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) Cucurbitaceae familyasindan olup, otsu
ve ruderal bir bitkidir (Sekil 2.2). Yoresel olarak; aci diilek, esek hiyari, cirtatan, seytan
kelegi, yabani hiyar gibi isimlerle de bilinir. Bitkinin idrar artirict ve miishil etkisi
bulunmaktadir. Dahilen yiiksek miktarda alindiginda, 6zellikle kalin bagirsag: tahris
ederek kanli ishale neden olur. Halen tedavide, meyve dzutiinden elde edilen Ecballium
mishil olarak kullanilmaktadir. Koklerinden hazirlanan lapa ve merhemler, haricen
timorlere ve ekzama gibi kronik cilt yaralarina, romatizma agrilarmma karsi

kullanilmaktadir. Meyvelerin sikilmasi ile elde edilen taze 6ziitiin, buruna g¢ekilmek



suretiyle siniizite karst kullanimi Anadolu’da olduk¢a yaygin goriilmektedir (Baytop
1984).

Sekil 2.2 Aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) (Aycan 2015)
a. Genel goriintimii, b. Meyvesi (uzaktan), c. Cigegi, d. Meyvesi (yakindan)

2.3 Bitki Doku Kiiltiirii

Bitkiler, tek bir hiicreden biitiin organlar1 tam tiim bir organizmanin gelisebilmesi
anlamina gelen ‘Totipotensi’ (Haberlandt 1902) adi verilen 6zellikleri nedeniyle petri
kaplar1 icerisinde steril sartlar altinda herhangi bir kisimlarindan yetistirilebilmektedir.
Bitkilerin bu 6zelligi sayesinde, in vitro sartlar altinda herbisitlere, agir metallere, tuza
ve dislik sicakliklara tolerans veya hastaliklara direng gibi karakterler bakimindan
seleksiyon yapmak miimkiin olmaktadir. Bir baska ifade ile, binlerce dekarlik alanlarda,
bliyiik bir maliyet ve is giicli kullanarak yapilabilecek 1slah ¢aligmasi laboratuvarda ¢ok

daha kolay bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Klasik 1slah, istenen karekterleri



belirleyen genlerin bir genotipte toplanabilmesi i¢in oldukca uzun bir siireye gereksinim
duymakta, biiyiikk bir is gilicii ve masrafi da beraberinde getirmektedir. Klasik 1slah
yontemleri ile aralarinda melezleme yapilabilen tiirlerin sayisinin az olmasi, basariyi
kisitlayan onemli bir etmendir. Halbuki, 1slahtaki basar1 populasyondaki genetik

cesitlilikle dogru orantilidir.

Genetik mithendisligi ise, dogada var olan genetik kaynaklari herhangi bir simir
olmaksizin kullanabilmektedir. Bu tekniklerin kullanilmasiyla, bir organizmaya
herhangi bir canlidan (insan, hayvan, bitki, mikroorganizmalar) klonlanan bir gen
kolaylikla aktarilabilmektedir. Ornegin, bakteriden klonlanan bir gen, boceklere direng
kazandirmak i¢in bitki hiicresine yerlestirilebilmekte ve bu aktarim genetigi
degistirilmis veta transgenik olarak ifade edilen organizmalarin {iretimine imkan
saglamaktadir. Aktarilan bu genler, organizmaya yerlestrildikten sonra dogal bitki
genleri ile birlikte replike olmakta ve protein iiretmektedirler. Genetik miihendisligi
teknikleri kullanilarak bugiline kadar yapilan calismalar, ot ilaglar1 ve bdceklere
dayaniklilik saglayan genlerin bitkilere aktarilmasi iizerinde yogunlagmistir. Ancak, son
yillarda kuraklik, sicaklik, soguk, tuz gibi abiyotik stres faktorlerinden en az etkilenen
dayanikli yeni bitki ¢esitlerinin gelistirilmesi {lizerine yapilan calismalar yogunluk

kazanmustir.

Bitki doku kiiltiirti, bitkilerden izole edilen doku parcasini yapay besin ortaminda
stiresiz yagatma teknigi olarak tanimlanir. Hiicreler boliinerek ilgili biiylime diizenleyici
hormonlar kullanilarak kok, yaprak, siirgiin, embriyo veya tam bitki olusturabilir. Bazen
kiiltiirdeki hiicrelerden ve dokulardan istenilen durumlarda kallus olarak tanimlanan
farklilasmamis hiicre toplulugu gelistirilebilmektedir. Bu teknikler yardimiyla
ekonomik dnemi olan veya nesli tilkenmekte olan bitkiler klonlanarak gogaltilmasinda
basarili bir sekilde kullanilabilmektedir. Bitki doku kiiltlirii ayrica bitkilerin yogun
tiretimine ilave olarak laboratuvarda sentezlenemeyen sekonder metabolitlerin ve dogal
kaynaklardan tibbi bilesenlerin iiretiminde de kullanilabilmektedir (Winkelmann vd.

2006).



2.4 Gen Aktarimi

Gegtigimiz son 20 yilda gelisen teknolojiler arasinda en ¢ok tartisilan konulardan biri de
genetik miihendisligi ve genetigi degistirilmis organizmalardir (Ziilal 2000). Bitkilerin
insan ve hayvan beslenmesinde kullanimi amaciyla iyilestirilmesi ¢alismalarinda iki
onemli donem bulunmaktadir. Bunlarin ilki son 60 yilda gergeklestirilen ve ‘Yesil
Devrim’ olarak adlandirilan, geleneksel bitki 1slah1 ve ticari giibreler ile diger
argonomik yontemlerin etkili oldugu doénemdir. Ikinci donem ise ‘Biyoteknoloji
Devrimi’dir. Biyoteknoloji devriminde gelistirilen ¢ok etkili ve yeni teknikler sayesinde
verimi ve kalitesi yiiksek bitki cesitlerine bir ya da birka¢c gen, yeni Ozellikler
kazandirmak amaciyla aktarilabilmektedir (Ozcan 2009). Bin dokuzyiizli yillarin
ortalarinda DNA molekiil yapisinin tanimlanmasi, gen teknolojisinin miladi olmustur.
Bulundugu organizmanin tiim o&zelliklerini aminoasitler ile sifreleyen DNA’nin
kesfedilmesi tiir i¢i ve tiirler arasi gen aktarimint miimkiin kilmistir (Cirakoglu 2005).
Gen aktarimi1 yontemiyle, gesitli ¢evresel stres faktorlerine, bakteri virlis ve mantar
kokenli hastaliklara, herbisitler (Ot oldiiriicii) gibi cesitli kimyasal bilesiklere direng

0zelligi kazandirilmasi saglanabilmektedir (Bajrovig 2002).

Bitkilere gen aktariminda kullanilan tekniklerin temelini; istenilen geni tasiyan bir DNA
parcasinin doku icerisindeki hiicrelerin kromozomlarina yerlestirilmesi, daha sonra
doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak bu hiicrelerden gen aktarilmis (transgenik)
bitkilerin elde edilmesi olusturur. Genel olarak doku icerisinde gen aktarilmis hiicrelerin
orani oldukg¢a diigiiktiir. Bu nedenle, gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde yliksek
adventif siirgiin olusumuna paralel olarak basar1 da 6nemli derecede artmaktadir (Yildiz

2000).

Gen aktarim basarisin1 en fazla etkileyen faktorlerden birisi de gen aktarimi yapilan
hiicrenin rejenerasyon kabiliyetidir. Rejenerasyon kabiliyeti olmayan hiicrelere yapilan
gen aktarimi hi¢bir anlam ifade etmemekte ve ayrica gen aktarilan hiicrelerden yeni

bitkilerin olusmasi gerekmektedir. Bu sebepten dolay1 tarimsal 6neme sahip genleri
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bitkilere aktarabilmek i¢in bitki doku ve hiicrelerinden etkili bir rejenerasyon

saglanmasi oldukca énemlidir (Ozcan ve Ozgen 1996).

2.5 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens, Rhizobiaceae familyasina ait gram (-) bir bakteridir.
Genellikle cift ¢cenekli bitkilerin kok bogazinda olusan yaralanmalardan bitkiyi enfekte
ederek kok bogazi uru hastaligina yol agmaktadir (Smith ve Townsend 1907). Timor
meydana getiren Agrobacterium hatlar ile yapilan galismlar, timér olusumu ve opin
sentezinin, bakteride bulunan 150-250 kb biiyiikligiinde bir DNA molekiilii tarafindan
gerceklestirildigini gostermistir (Ozcan ve Ozgen 1996). Agrobacterium tumefaciens
bakterisinde bulunan bu DNA molekiilii Ti (Tumor icluding/Tiimdr olusturan) Plazmidi
olarak tanimlanmaktadir (Zaenen vd. 1974, Watson vd. 1975). Leesman ve arkadaslar
Ti Plazmidinin igrisine yerlestirilen herhangi bir genin kolaylikla bitki hiicresine
aktarilabildigini kesfetmistir (Leesmans vd. 1990).

2.6 Kaynak Ozetleri

Arda (2004), Tiirkiye Trakya bolgesinde cesitli hibrit aygigegi (Helianthus annuus
L.)’nin in vitro kosullarinda gelisimi ve kallus verimi iizerine yapilan g¢alismada,
Trakya’da yetistirilen 16 farkli hibrit aygicegi kullanilarak Ug farkli yontem
uygulanmistir. Birinci metodta testa ayrilmadan, ikinci metodta ise testa birakarak
yiizey sterilizasyonu yapilmis ve ¢imlenme yiiriitiilmiistiir. Ugiincii yontem ¢imlenme,
testa ¢ikarilmadan nemli pamuk medyuminda gercgeklestirilmistir. Kiiltiir ¢aligmalari,
farkli hormon konsantrasyonlarindaki farklt medyumlarda mevcut &rneklerden elde
edilen eksplantlar kullanilarak yapilmistir. Istenilen sonuglar kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 kullanilarak yapilan kiiltiirlerden elde edilmistir. Bu eksplantlardaki
boliimlerden rejenerasyon ve kallus tliretiminin yerli ve melez tiplerde incelendiginde

farkli sonuclar elde edilmistir.

Charriere ve Hahne (1998), ayg¢igeginin in vitro kiiltirde olgunlasmamis zigotik
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embriyolarinin kallus olusumuna karst embriyogenez olusturmasini, bununla birlikte
BBD’lerin etkisinin incelenmesini konu alan arastirmalarinda, embriyolardan in vitro
kosullarda somatik embriyolar ile siirgiinlerin olusmasmin besiyerindeki sukroz
konsantrasyonuyla ilgili oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmada iki ¢esit sukroz
konsantrasyonunun éneminden bahsedilmistir. Besiyerinin %3 siikroz i¢ermesi durumuda
siirglinlerin olustugu faka tembriyo olusumu gerceklesmedigi gozlemlenirken, %12
sukroz igermesi durumunda somatik embriyonun olusumu gézlemlenmistir. Arastirmada,
farkliliklarin BBD’lerin konsantrosyonuyla ilgisinin bulunmadigi, besiyerine eklenen
hormonlarin tiirlerinden kaynaklandigi anlasilmistir. Bu arastirmada gergeklestirilen
denemelerde farkli oranlarda BAP ve NAA ilave edilmis olan MS medyumu kullanilarak
Aycicek bitkisi tiirlerinden alinan kotiledon bogum eksplantt kiiltlirlenmistir.
Denemelerde elde edilen sonuglar baglaminda besiyerinin kiiltiirdeki etkileri ve dnemi

tizerinde durulmustur.

Charriere vd. (1999), aygiceginin zigotik embriyolarmna iliskin diger bir ¢alisgmada bu
embriyolarin in vitro kosullarda siirgiin ve somatik embriyo olusumu denenmistir.
Aragtirmacilar, olgunlagsmamis zigotik embriyolardaki ayni tip hiicrelerden siirgiin
olusumlar1 ve somatik embriyolarin gelisimlerinin, medyuma ilave edilen sekerin

konsantrasyonuyla ilgili oldugunu goriilmiislerdir.

Freyssinet ve Freyssinet (1988), aygicek bitkisinin olgunlasmamis embriyolarindan
yeni fertil bitkiler olusturulmasi igin ¢alisilan diger bir arastirmada, olgunlagsmamig
embriyolardan alinan hipokotillerinden fertil bitki olusturulmustur. Bitkiden alinan
eksplanltarin uygun medyumda kiiltiire alindig1 aragtirmada siirgiin ve kok olusumuna
iliskin veriler degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda gelisen bitkicikler dis ortama

aktarilmistir.

Gustavo vd. (1998), denemeye alinan {ig tiir bitkilerde gen transferinde farkli sonuglarin
ortaya ¢ikmasinin nedenlerinden birisinin de genotipe bagli farkliliklar oldugu
diistintilmektedir. Bitki genotiplerinin Agrobacterium hattiyla etkilesim iginde oldugu
diistintildiiginde bakteri enfeksiyonunun farkli genotiplerde etkilerinin farkli olmasi

normaldir. Transgenik bitki elde edilmesi amaciyla yapilan ¢aligmanin ilk asamasinda

12



bakteri enfeksiyonunun ardindan plazmidin bitki genomuna entegrasyonu oOnem
tasimaktadir. Ayrica gen ekspresyonunda entegre genin yeri de onemlidir. Bakteri
kolonizasyonu, bakteri virlilans sistemin gelismesi, T-DNA transfer kompleksinin
generasyonu, T-DNA aktarim ve T-DNA’nin bitki genomu ile entegrasyonu transgenik
bitki elde edilmesinde nem tasiyan islem basamaklaridir. Agrobacterium hatt1 ya da
plazmid konstrakt, Ti-plazmidin bitki genomuna entegrasyon kabiliyeti transformasyon
sonuglarinda etkili olmaktadir. Yiiksek oranda degismekte olan hiicreler igeren

bitkipargalarinda yiiksek transformasyon kabiliyeti oldugu diisiiniilmektedir.

Mirzai vd. (2015), ayciceginde (Helianthus annuus L.) etkili ve giivenilir bir
organogenez protokoluna ulagmak i¢in, etilen inhibitérleri olarak AgNO3 ve CoCl2’nin
etkisi arastirilmistir. CMS19 ve Progress cesitlerinden elde edilen kotiledon eksplantlari
2.0 mg/L BAP ve 1.0 mg/L TAA igeren MS ortamina farkli konsantrasyonlarda AgNO3
(0, 1.5 ve 3 mg/L) ve CoCl2(3 ve 6 mg/L) ilave edilerek kiiltiire alinmistir. Yapilan
istatistik analizine gore; eksplant basina siirgiin sayis1 ve slirgiin rejenerasyonunu igeren
organogenez parametrelerinde etilen inhibitorlerinin konsantrasyonu ve ¢esitler arasinda
istatistiksel olarak Onemli farkliliklar bulunmustur. Kiltiir ortamina etilen
inhibitdrlerinin eklenmesi, eksplant bagina siirgiin sayisini ve rejenerasyon frekansini
artirmigtir. Siirgiin rejenerasyonu CoCl2 konsantrasyonunartigiyla artmis, ancak AgNO3
konsantrasyonunun artisina bagli olarak azalmistir. Diisiik konsantrasyonda (1.5 mg/L)
AgNO3 uygulamasi aygiceginde (Helianthus annuus) organogenez artirmistir. En
yiiksek slirgiin rejenerasyonu ortama 6 mg/l CoCl2 (R/E=% 63 ve S/RE= 3) ve 1.5
mg/L AgNO3 (R/E=% 73 ve S/RE= 2) eklendiginde elde edilmistir. Bu arastirmada
etilen inhibitorlerinin, 6zellikle CoCl2 nin ayg¢igceginde bitki transformasyon protokolu
ve in vitro siirgiin rejenerasyon etkinliginin iyilestirilmesinde kullanilabilecegi

Onerilmistir.

Arda vd. (2012) c¢alismada, Helianthus annuus L. (aygigegi) bitkisinden embriyo
kiltiiriic yontemi kullanilarak elde edilmis olan bitkilerin sogukta muhafaza edilerek
korunmasma ve bu bitkilerde olusan anatomik ve karyolojik degisimlerin
belirlenmesine calisilmigtir. Kontrol grubu bitkileri kum ortaminda ¢imlendirilerek elde

edilmistir. Deney grubu ise, 0,5 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda
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embriyo kiiltirii yontemiyle yetistirilmistir. Bu bitkilerin yaris1 25 °C de 16/8 saat
fotoperyotta bekletilirken diger yarisi 4 °C’de karanlikta bekletilmistir. Yapilan
anatomik degerlendirmede, deney grubu bitkilerinin epiderma, korteks parankimasi, 6z
parankimasi, iletim demetleri gibi yapilarimin kontrol grubuna gore farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir. Mitotik indeks degerleri kontrol grubunda %?22.9, deney grubu
kiiltiir ortaminda yetisen bitkilerde %60, sogukta muhafaza edilmis bitkilerde ise %10.1
olarak belirlenmistir. Tiim bu anomaliler normal kiiltiir sartlarinda ortadan kalkmis ve
bitkiler saglikli gelisim gostermistir. Sonu¢ olarak ayciceginin sogukta muhafazasi

yararlanilabilir bir yontem olarak onerilmektedir.

Natalini ve Cavallini (1987), bezelyeler lizerinde gergeklestirilen bir diger arastirmada
siirglin rejenerasyonunda en fazla etkisi bulunan faktérlerin bitki parcasi, genotip ve

ortamin igerdigi hormonlar oldugu belirlenmistir.

Goldy vd. (1989), V. vinifera kalitesinde meyva ve V. rotundifolia seviyesinde
hastaliklara ve zararlilara dayanikli bitkilerin elde edilmesi amaciyla gergeklestirilen
melezleme calismalarinda, embriyo aborsiyonuna bagli olarak yetersiz gelisen iiretimin

artirtlmasinda embriyo kiiltiiriiniin miimkiin oldugunu tespit edilmistir.

Gu vd. (1990) tarafindan yapilan bir arastirmada, arpadaki olgunlasmamis embriyoyu
etkileyen etkenler incelenmis ve MS (Murashige ve Skoog) besin ortaminda en verimli

sonucun alindigini tespit etmislerdir.

Ozgen vd. (1997), BAP (6- benzylaminopurine) ve NAA (Naftalen asetik asit) iceren
medyumlardan yonca bitkisyle ilgili olarak yapilmis olanarastirmada en yiiksek

miktarda siirgiiniin elde edildigi gozlemlenmistir.

Caglayan vd. (1998), Dogu Akdenizde sik goriilen salep orkidesi tiirlerinden Ocrhis
anatolica Boiss, Orchis coriophora L., Ophrys bornmuelleri Schulz, Ophyrs phrigra
Fleischm, et Borm, Serapias vomeraceae ve Himantoglossum afine’de embriyolari

kiiltiire alinmis ve in vitro ¢alisilmistir. Embriyolarimin kiiltiiriinde 14 degisik besiortami
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kullanilirken, ortalama ¢imlenmede ve protokormdan bitki olusumunda en iyi degerlerin
%2,39 ve %1,86 seklinde Vaes Debergh + Domates Ekstrati 4 Aktif Karbon
medyumindan elde edildigi goriilmiistiir. Arastirmada, salep orkidelerinin in vitro
cogaltilmas1 ve yumru olusumu i¢in gerekli degerlerin tespit edilerek, dogal ortamda
cogalmasinda smirliliklar olan bu tiirlin dretilebilmesinde yeni yOntemlerin

gelistirilmesi tizerinde ¢alisilmistir.

Tangolar vd. (1998), Cekirdeksiz iiziimiin 1slahini saglamak i¢in embriyo kiiltliriinii
kullanan diger bir aragtirmada, bu yontemin ¢ekirdeksiz x ¢gekirdeksiz {iziim melezinden
bitki rejenerasyonu denenmistir. Cesitli ¢ekirdeksiz {iziim tiirlerinin kullanildig1
calismanin 1. yilinda tiirlerin ¢igek tozu ve kaliteleri ile iiretim miktarlarinin
belirlenmesi, 2. yilinda melezlerden bitki rejenerasyonu calisiimigtir. Uzerinde
calisilmig olan tiirlerin tozlayici olmasi gerektigi gibi ¢igek tozu canlilik ve ¢imlenme
yetenegine de sahiptir. Arastirmada sonucunda, melezlerden embriyo kiiltiirliyle bitki
elde etmis olup ¢imlenme siiresi 2,5 ila 9 giin aras1 ve ¢gimlenme orani %77,1’den
yiiksek tespit edilmistir. Cimlenmis embriyolarin bitkiye doniisme orani ise %78.,9

olarak belirlenmistir.

Sancak (1999), korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) bitkisinin in vitro hizli
¢ogalimma yonelik bir yontem gelistirilmesini konu alan arastirmada, BBD’nin
optimizasyonu ile, farkli oranlardaki (BAP), IBA ve NAA igeren MS medyumunda, tek
embriyodan, sekiz haftalik siiredegcok yiiksek oranda siirgiin olusumu saglanmistir.
Stirglin miktarinda en yiliksek degerlerin 2mg/LL. BAP ve IBA’nin 0,05 ve 0,1mg/L’lik
besiyerinden ve 2mg/L BAP ve NAA’nimn 0,05, 0,1 ve 0,5mg/L’lik besiyerinden ya da
8mg/L BAP ve 0,05mg/L NAA besiyerinden elde edildigi belirtilmistir. Siirgiin
boyunda ise sadece 2mg/L BAP iceren medyumda en yliksek degere ulasilabilmistir.
Olusan siirgiinlerin Img/L IBA igeren MS medyumunda dort haftalik stirede %60’ 1nin
koklendirildigi belirtilmektedir.

Erdag ve Yirekli (2000), Thymus sipyleus’un in vitro c¢ogaltilmasini konu alan

arastirmada sterilize tohumlarin modifiye edilmis MS ve Heller besiyerinde
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¢imlendirilmeleri gergeklestirilmistir. Cimlenmede en iyi sonuglarin MS ortaminda elde
edilmesine karsin bitki gelisiminin sonraki asamalarinda Heller medyumundan daha iyi
sonu¢ almmistir. Thymus sipleus’un sekonder metabolit i¢cermesinden ve biiylimesi
sirasinda ortama salgilamasindan dolay1 toksik etkiye neden olmasi, Heller besi yeri
kullanim1 ise onlenmeye calisilmistir. NAA ve BA eklenmis MS besi yerine alinan
bitkicigin medyumla temas ettigi bolgelerde kallus olusumu gerceklesmistir. Ayni
medyumda rejenerasyonu gerceklesen bitkicikler 14 giin sonra ¢oklu siirgiin haline

gelmis, 4. alt kiiltliriin bitiminde ise koklenmistir.

Birsin vd. (2001) yaptiklar1 arastirmada, olgun arpa embriyolarindan kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonu arastirilmis, kallusun olusturulmasinda bitkinin olgun embriyolar
kullanilmistir. Yulafta, embriyolarin kiiltiire alinmasindan 72 saat sonra kallus olusmaya

baslamis olup, genotipin kallus olusumunu belirledigi anlagiimistir.

Ucler ve Mollamehmetoglu (2001), Tilia platyphyllos’un (biiyiik yaprakli thlamur) in
vitro embriyo kiiltiiri yontemi ile bitki rejenerasyonunu konu alan ¢alismada Tilia
platyphyllos’tan alinan olgun tohumlardan izole edilmis embriyolar kullanilmistir.
Embriyolarin seker, BAP ve Kinetinin farkli oranlarda eklenmis oldugu MS
medyumunda kiiltiirlenmis ve bunlarin in vitro embriyo biiylimesiyle bitkicik ve
tomurcuk olusumlarina etkileri gozlemlenmistir. Yapilan denemelere bagli olarak, bitki
hormonlar: bulunmazken seker igeren besin ortamlarinda embriyolarin epikotil ve kok
farklilasmasiyla fide olusturduklar belirtilmistir. Arastirmada, en iyi sonug alinan seker
dozunun 30 g/l oldugu tespit edilmis olup, epikotil eksplantlarinda tomurcuk
olusumunun ise 1.0 mg/L BAP dozda etkili oldugu anlagilmistir. BAP dozlarinin
tamami, denemelerde kinetin dozlarina oranla daha etkili sonu¢ vermislerdir.
Embriyolara 30g/L seker eklenerek kiiltiirlendiginde hipokotil ve kok uzunlugunun en
1yi 6l¢iimlerine tohumlarin toplanmasindan bir ay sonra rastlanmistir. Calismada, sekerli
ortamlarda c¢imlendirilen embriyolardan bitki olusumunun ve gergeklesen bitki
epikotillerinin  kiiltiirlenmesiyle tomurcuklarin ¢ogaltilmasinin - miimkiin  oldugu

anlasilmustir.
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Zaman vd. (2001), patatesten meristem kiiltiirii metoduyla viriissiiz bitki elde edilmesi
hedeflenen arastirmada farkli oranlarda NAA (Naftalen astek asit), IAA (indol asetik
asit) ve IBA (Indol biitirik asit) oksinlerinden yararlanilmistir. Bitki yiiksekliginin
maksimum degeri olan 8,3cm ve yaprak miktarinin maksimum degeri olan 8,9’a 0,5mg
NAA ve Img IBA kullaniminda ulagilmistir. Kok uzunlugunun en yiiksek degeri olan
4,2cm ise Img IAA kullaniminda elde edilmistir. Arastirmada elde edilen bulgular,
iiretilen tiim bitkilerde PVX virlisiiniin disinda hicbir viriis tiirline rastlanmadigini

ortaya koymustur.

Biiriin ve Poyrazoglu (2002), embriyo kiiltiiriinii konu alan bagka bir aragtirma, kiiltiirde
besiyeri bilesimiyle sterilizsayon yoOnetiminin olgun arpa embriyolarina etkisini
incelenmistir. Embriyo kiiltiiriinii konu alan bagka bir arastirma, kiiltiirde besi yeri
bilesimiyle sterilizsayon yonetiminin olgun arpa embriyolarina etkisini incelenmistir.
Embriyodan bitkicigin gelisiminde en yiiksek degerlere ulasilan besin ortaminin oldugu,
MS, “%“MS, B5 besi ortamlarinin ise Randolph-Cox’u takip ettikleri anlasilmistir.
Uzerinde ¢alisilan sterilizasyon ydntemlerinde sodyum hipoklorit, antibiyotik soliiyonu
uygulama ve HgCI, sterilizasyonunun daha etkili olduklar1 anlasilmistir. Alanda
gerceklestirilen diger arastirmalarda ise embriyo gelisiminde farkli konsantrasyonlarin
etkisi calistirilmig, sonu¢ olarak MS ve BS besin ortamlarinin arpa embriyo kiiltiiriine

siklikla uygulandig1 gosterilmistir.

Haliloglu (2002), bugday embriyolarinin kiiltiirlenerek embriyonik kallus {iretiminin
incelendigi arastirmada olgunlagsmamis embriyolar kullanilmigtir. Embriyo gelisiminin
3 asamasindaki 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik asit) konsantrasyonunun bugday
embriyosu kiiltiirliniin morfogenezi iizerindeki etkileri incelenmistir. Morfogenezde en
uygun oranin 2mg/L 2,4-D oldugu goriilmiis ve kallusun birinci ve ikinci gelisim
asamalarinin bu konsantrasyonda gerceklestigi tespit edilmistir. MS+BS5 besiortaminda
ise yiiksek embriyogenik kallus iiretimini saglayan arastirmaci, bugday bitkisinde
embriyogenik kallus iiretiminin ilk iki gelisim asamasinda 2mg/LL 2,4-D

konsantrasyonunun optimum oran oldugunu belirtmistir.
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Goleniowski vd. (2003), nanegillerden keklik otu Oregano (Origanum vulgare x applii)
bitkisinin meristem uglarinin mikrogogaltilmasin1 konu alan arastirmada sterilizasyon
siireci bouynca siirgiin uglariin gorecegi zararin azaltilmasini saglayan bir metot
gelistirilmistir. Basit siirgiin  kisimlarinin  nispeten hassas bulundugu bitkilerin
meristemleri kiiltiirde oldugu siirece yaptiklari oksidasyonun dis ortamda yetismekte
olan bitkilere gore daha az oldugu gozlemlenmisti. BA ve NAA bitki besin
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarinin bitkinin mikrogogaltilmas1 iizerindeki

etkileri incelenmistir.

Li vd. (2002), ¢imlendirilen musir (Zea mays L.) tohumunun siirglin apikal
meristemlerinden bitki iiretimini etkileyen etmenleri konu alan arastirmada bitkinin
tohumunun apikal eksplantinin ¢oklu siirgiin kiiltiire alinmasi1 metodu uygulanmustir.
Bitkinin rejenerasyonunda kiiltiir ortami, ¢evresel faktorler ve genotipe bagli faktorlerin
etkileri incelenmis olup, siirgiin gelisimlerinin en yiiksek araligi 4 ila 5 cm olarak tespit

edilmistir.

Mondal vd (2002), proliferasyon filiz tomurcuklarinin 4 °C’de saklanan aksiller c¢ay
(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) g¢alismasi ‘mikropreperasyon ve yapay tohum
teknolojisi germplazma ile, liretilecek amaglanmistir de etkili degisiklikler yapilabilir ve
ozellikle basarili oldugu gosterilmistir iilkelerde uygulanan koruma yontemleri cay
yetistirilen. Cay embriyolar diigiik depolama kapasitesine sahiptir. Bir sonar hormonsuz
MS ortamina transfer edilmistir MS1 diisiik sicaklikta (4 °C) 15, 30, 45 ve 60 giin de
laboratuar kosullarinda kiiltirlenmis diigiim eksplantlar. 4 © C’de depolanan ragmen
tomurcuklar1 olusumunu etkiler gozlenmistir. konut diisiik sicaklik 15 giin gelistirme
stiresini azaltmak i¢in endikedir. 4°C, bu kisa bir siire iginde (15 giin) ile
karsilastirildiginda 254 °C tomurcuklara muhafaza gelistirmek i¢in gozlenmistir. Siirgiin

olusumu i¢in diger alt kiiltiirler goriildiiglini bildirmistir.

Yildiz ve Er (2002), keten (Linum usitatissimum L.) bitkisinin hipokotilinden alinan
eksplantlarda yaralanan ylizeylerin artirilmasi, kallusdan gelisen siirgliin miktarini
artirmigtir. Hipokotilden alinan eksplantlarda epidermisin soyulmasi suretiyle yaralanan

yiizeyin genisletilmesini konu alan ¢aligmada, boylece Agrobacterium inokiilasyonunun
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ardindan gen aktarimma uygun silirgiin miktarinin artirtlmasi1 hedeflenmektedir.
Soyulmamis hipokotil eksplantlarinda kallus agirligi, siirgiin olusturan hipokotil orani,
eksplant basina siirgiin sayis1 ve petrideki siirgiin sayisi sirasiyla 0,8 g, %40, 4,24 adet
ve 16,96 adet seklinde tespit edilmistir. Eepidermisin soyulmasi ile aynmi degerler
strastyla 1,35 g, %58,75, 8,15 adet ve 47,88 adet olarak gozlemlenmistir.

Gomes vd. (2003), yok olma tehlikesi altinda olan maclura otu (Maclura tinctoria)
bitkisinden kallus Kkiiltiiriiyle bitki rejenerasyonunu konu alan aragtirmada, baz1 dogal
tiirlerinden dormansi déneminde diisiik frekanshi ¢imlenme 6zelligine sahip tohumlarin
tiretildigi belirtilmistir. Bu ¢cimlenme 6zelligi, bitkide seksiiel ¢cogaltmaya bagli yeni
fenotiplerin olusumunda engelleyici etki gostermistir. Odunlarinin yaygin kullanimina
ve ¢imlenmesindeki diisiik frekansa bagli olarak bu bitki tiirii tehlike altindaki tiirler
arasina girmistir. Arastirmada nod segmentlerinden kallusun olusturulmasinda
kullanilan odunsu bitki medyumu 10,74uM NAA + 4,43uM BA icermektedir. Yiiksek
frekansli siirgiinlerin olusumuna olanak saglayan besiyerinin 4,03uM NAA + 4,43 BA
icerdigi tespit edilirken, kok olusumunun IBA ve aktif komiirden etkilendigi

anlasilmstir.

Nagip vd. (2003), viriissiiz patates elde etmeye yonelik bir bagka aragtirma ise Tropikal
Asya’da gergeklestirilmis olup, yumru koklii patates iizerinde meristem kiiltiirii
metoduyla c¢alisilmugtir. In vitro bitki rejenerasyonu igin apikal meristem kullanilmis
olup farkl tir ve yogunluklarda hormonlar eklenmis olan MS ve MS  besi ortamlarinda
kiltirlenmistir. Cesitli BBD’ler denenmis olup, mersitemin ilk asamasinda en iyi
sonucu veren BBD’nin 0,5 mg/L GA3 + 0.04 mg/L KIN oldugu tespit edilmistir.
Meristemleriden ilk gelisen MS; ve BA ile IBA igeren MS besin ortamlarinda alt
kiiltiire alinmistir. IBA besiyerinin siirglin ve kok gelisimini olumlu etkiledigi

gorilurken, sirgiin olusumunda en etkili besiyerinin GA, oldugu gorilmistir.

Aragtirmada, kok olusumunun arkasindan bitkiler dis ortama aktarilmig ve virlissiiz

olarak gelisimleri saglanmistir.
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Prasertsongskun (2003), bugdaygillerden vetiver (Vetiveria zizanioide Nash) bitkisinin
konu alindig1 aragtirmada kallus kiltiirliyle bitki {iretimi c¢alisilmis olup, germ-
plazmadan hiicre silispansiyon kiltiiriiniin ve kallus Kkiiltiirlerinden etkin bitki
rejenerasyonunun saglanmasi amacglanmaktadir. Hgcre ¢ogalmasinda en uygun
besiyerinin 10uM 2,4-D ve 10uM prolin barindiran Ng oldugu tespit edilmistir.
Stispansiyonun  katt MS medyumuna aktarilmasi sonrasinda koloni olusumu

goriilmistiir. Besiyerinde bitki olusum orani ise %65 olarak gézlemlenmistir.

Piring vd. (2003), diploid Diyarbakir karpuzu (Citrullus lanatus cv. ‘Siirme’)’nun
kotiledonlarindan adventif siirglin organogenezi ve bitki rejenerasyonunun incelendigi
calismada Diploid Diyarbakir karpuzu bitkisinin kotiledonlarindan ¢ haftalik
kiiltiirleme siireci sonunda adventif siirgiinler elde edilmistir. Iki tiir sitokinin BA nin ve
kinetinin siirgiin organogenezi iizerindeki etkileri ele alinmistir. Siirgiin olusumunda en
iyi degerlerin elde edildigi medyum 0,5mg/l BA icermekte olup, kinetinle
kiyaslandiginda %50 oranda daha verimli oldugu gozlemlenmistir. Olusan siirgiinlerin
in vitro koklenmesinde NAA destekli MS besiyeri kullanilmigtir. Rejenerasyon
uygulanan bitkilerin %50’sinden fazlasinin basarili olarak dig ortama aktarilmasin
gerceklestirilmistir. Arastirma snucunda, yiiksek kaliteli diploid Diyarbakir karpuzu
bitkisinin in vitro g¢ogaltilmasinin miimkiin oldugu ve gelistirilen yontemle, karpuz

tiirlerinin 1slahiin saglanabilecegi kanitlanmstir.

Vookova ve Kormutak (2003), toros goknari (Abies cilicica Carr.) ve hibrid Abies
cilicica * Abies nordmanniana’nin somatik embriyogenez metoduyla bitki
rejenerasyonunu inceleyen arastirmada, somatik embriyogenez Abies cilicica Carr ve A.
cilicica X A. nordmanniana hibritinin olgunlasmamis zigotik embriyolarinda S5pM
benzilaminopiirin kullanilip, hazirlanmis olan Schenk ve Hilderbrant (SH) besi
ortaminda olusturulmustur. Somatik embriyonun olgunlagmasi amaciyla MS ve SH besi
ortamina %4 maltoz ile %10 polietilen glikol-4000 kullanilmistir. 80 uM absisik asit,
embriyonun olgunlagsmasini saglamistir. Olgunlasmasi i¢in 3 hafta gecen embriyolar %1
siikroz ile %1 aktif komiir barindiran SH besi ortaminda ¢imlenmis, bitkicikle birlikte

kotiledon, hipokotil ve radikulalar olusmaya baglamistir. Arastirma sonucunda A.

20



cilicica ve hibritlerinin somatik embriyogenez metoduyla somatik embriyolarinin

olgunlagmasi ve bitki rejenerasyonu incelenmistir.

Rahman vd. (2004), Kaempferia galanga L. bitkisine yonelik yapilan arastirmada
yaprak tabani eksplantlarmin kallus kiltiiriiyle somatik embriyogenez ve bitki
rejenerasyonunun gerceklestirilmesinde yaprak kininin parcalanarak agar-gel ortamina
alinmasi ve MS medyumunda kiiltiirlenmesi yontemi benimsenmistir. MS medyumunda
kallus tiretiminde yliksek miktar elde edilmis olup, en iyi seviyenin 7 haftanin sonunda
goriildiigli belirtilmistir. Aym1 ortamda alt kiiltiirlerle gelisen bitkiler topraga

aktartlmistir.

Mamun vd. (2004), banglades’te gergeklestirilen baska bir arastirmada, bolge igin 6nem
tastyan seker kamigi tiirlerinden bazilarinin in vitro gogaltilmasi incelenmistir. Besi
ortamina aliman BBD’lerin kallus iiretimini, siirglinlerin farklilagsmasini ve kok
olusumunu etkiledigi gozlemlenmistir. Arastirma, kok olusumlarinda modifiye MS

medyumuna oksin eklenmesi ile en etkili sonucun alindigini ortaya koymustur.

Myers (2004), baklagillerden Ates agaci (Delonix regia) bitkisinde somatik embriyo
iiretimini konu alan arastirmada olgunlagsmamis, tohumlar kiiltiire alinarak somatik
embriyogenez gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan iki medyum 2,4-D ile 6- BA
icermekte olup, olgunlagmamis, zigotik embriyolarla tiim tohumlar ve yaris1 kesilmis,
olgunlagsmamis, tohumlar seklinde ii¢ eksplant tiiri lizerinde calisilmistir. Embriyo
kiiltiiriiniin  bagarili sonuglandig1 belirtilirken kullanilan medyumun igerigine ve

eksplantin tiirline gore farkli olusum siirecleri gergeklestigi tespit edilmistir.

Vargas vd. (2004), antoryum (Anthurium andreanum)’un rejenerasyonunu konu alan
arastirmada, tohumlarin c¢imlendirilmesi amaciyla 2,2uM BA iceren medyumun
kullanildig: belirtilmistir. iki haftalik ¢imlenme siireci sonrasinda ¢imlenme orani %74
olarak belirlenmistir. Dort haftanin sonunda bitkicikten kii¢iik parcalarin alinarak
4,4uM BA ve 0,05uM NAA barindiran besiyerinde alinmasi ile eksplantlarda siirgiin

olusumlar1 goriilmiistiir. In vitro olusturulan bitkiyle birlikte kiiciik parcalardan
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meydana gelen bitkiciklerde kallus olusumu gézlenmistir. Olusan dokular 8,9uM BA ve
2,7uM NAA iceren medyumda kiiltiirlenmistir. Alt1 haftalik siirenin ardindan kallus
gelisimi gozlemlenmis ve gelisen kalluslardan dis ortama aktarilanlarin %80 oraninda

gelisme gosterdigi kaydedilmistir.

Barbara (2005), doku kiiltirii ve bitkisel madde dagilimi ve c¢ok sayida iiretim,
depolama ve doku kiiltiirii i¢cinde tutulan tohum genetik materyalinin etkisi incelendi,
depolama ve yaymak icin etkili bir yontem oldugu gosterilmistir. kazang sagladi bitki
bliylimesi veya yayilmasi, zaman, mekan ve laboratuvar gereksinimleri agisindan
bitkilerin ¢imlenme benzersiz tohum genetik materyalini, korurken. in vitro bitki ortiisii
altinda tutulan yillarca, aylarca tutulur. Bitkiler, yeni bir ortama transfer edilmeden ay,
44 °C kalabilir. Daha az soguk toleransli bitkiler, oda sicakliginda saklandi az. Bu
germplazm depolama nitro konut kullanilan ve bitki genotipini arttirma kabiliyetini
iceren edildi. Apikal meristem in vitro ¢ogalmasi, bu saglikli germplazm stoklar1 igin

viriissiiz bitkiler elde etmek i¢cin 6nemli oldugunu belirtilmistir.

Erdogan vd. (2005), burcaktan alinan olgunlasmamig embriyo eksplantlarindan adventif
siirglin rejenerasyonunun ve hizli ¢ogaltilmasinin hedeflendigi arastirmada, 6 farkl
burgak 6 farkli burgak hattina ait olgunlagmamis, kotiledon ve embriyo eksenleri, yine
farkli oranlarda Thidiazuron (TDZ) ilaveli MS besiyerinde kiiltiirlenmistir. TDZ
konsantrasyonlari, hatlar ve kullanilan bitkipar¢alarinin %90 oraninda oldugu, bitki
parcasi basina en yiiksek silirglin adetinin ise 22 adet oldugu goriilmiistiir. Bitki parcasi
basina en yiiksek siirgiin adetinin benzilaminopurin (BAP) ve naftalenasetik asit (NAA)
iceren MS medyumlarindan elde edildigi belirlenmistir. Elde edilen siirgiinler, indol-3-

biitiirik asit (IBA) ilaveli MS medyumunda koklendirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Calismada bitki materyali olarak, ‘Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii’ ve ‘Pioneer
Tohumculuk® dan temin edilen ‘Meri¢’, ‘64A71° ve ‘64Al14° Aygigegi (Helianthus

annuus L.) genotipleri kullanilmistir.

3.1.2 Ac1 Kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) Meyve Ozsuyu Materyali

Arastirmada kullamlan ac1 kavun meyveleri Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Su
Uriinleri Boliimii’niin arkasinda yer alan dogal yetisme bolgesinden elde edilmistir.
Eyliil aymnin son haftasinda olgunlasan meyvelerden 6zsuyu bir beher icerisine alinmis,
sonrasinda tiilbentten siiziilerek tohum ve iri meyve kisimlarindan ayrilan 6zsuyu iki
defa 0.45 um ¢apinda steril filtrelerden gecirilerek steril edilmistir. Steril edilen 6zsuyu

kullanilana kadar -20 °C’de korunmustur.

3.1.3 Bakteri Materyali

Caligmada bakteri materyali olarak, p35S GUS-INT plazmitini tasiyan Agrobacterium
tumefaciens’in GV2260 hatt1 kullanilmistir. Plazmidin T-DNA boélgesinde karnabahar
mozaik viriisiine ait 35S promotoriince kontrol edilen ve gen transferi yapilan bitki
hiicrelerinin kanamisin igeren besin ortaminda segilebilmesini saglayan neomisin
fosfotransferaz 1l (nptll) geni vardir. B-glukuronidaz (GUS) geni, plazmitte 35S

promotorii tarafindan kontrol edilmektedir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Besin ortamlarinin hazirlanmasi

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog, 1962) (Cizelge 3.1)
ile %3 sukroz igeren ve %0.7°lik agar (Type A, Sigma) ile katilastirilan temel besin
ortami1  kullanilmigtir.  Ortamlarin  hazirhiginda  distile su  kullanilmigtir.  Besin
ortamlarinin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’e ayarlandiktan sonra
1.2 atmosfer basing altinda ve 120 °C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir. Steril
edilen ortamlar 40°C’ye sogutularak icirisine gerekli biiyiime diizenleyici hormon ve
antibiyotikler eklenerek steril perti veya steril magenta kaplarina dokiilerek

kullanilmistir.

Cizelge 3.1 MS ortaminin igerdigi maddeler ve konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
Makro NH4NO; 1650
Elementler KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0O,4.7H,0 370
KH,PO, 170
Mikro Kl 0.83
Elementler H3BO3 6.2
MnS0O,.4H,0 22.3
ZnS0,4.7H,0 8.6
NazMOO4.2H20 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0O 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Vitaminler Inisitol 100
Nicotinic Acid 05
Pyridoxine-HCI 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2
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3.2.2 Ac1 kavun meyve 6zsuyu dozlari

Ac1 kavun meyve 6zsuyu dozlar1 (0 (kontrol), 200, 400, 800 ve 1600 pl/l) rejenerasyon
calismalarinda dogrudan rejenrasyon ortamina. Agrobacterium tumefaciens ile gen
aktarim ¢aligmalarinda ise bakteri biiyiitme ve inokulasyon ortamlaria eklenmistir. Act
kavun meyve 6zsuyu materyali kullanilmadan 6nce 0.45 pum capli porlar1 bulunan steril

filtrelerden iki kez gecirilerek steril edilmistir.

3.2.3 Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda, ¢alisilan laboratuvarin ve kullanilan biitiin malzemelerin
steril olmas1 kontaminasyona ugramadan basarili neticeler elde etme acisindan son
derece Onemlidir. Dolayisiyla arastirmanin her asamasinda gergeklestirilecek
caligmalarda Oncelikle ekipmanlarin uygun sekilde steril edilmeleri gereklidir.
Arastirma siirecinde ¢esitli amaglarla kullanilmis olan kavanozlarin ve Petri kaplarinin
steril edilmeleri igin yiiksek 1sida kullanilabilen kagitlara sarilmig ve 200°C’de 2 saat
bekletilmislerdir. Steril kaplarin i¢inde kullanilacak olan pens ve bistiiri benzeri metal
aletlerin sterilizasyonu i¢in %70’lik (v/v) etil alkol ve dogal gaz alevi kullanilmistir.
Bitki parcalarinin kesilmesinde kullanilacak olan bistiiri uclari ise gerekli goriildiigiinde

muhafazasi igerisindeki yeni steril uglarin takilmasi suretiyle yenilenmistir.

3.2.4 Tohum yiizey sterilizasyonu

Tohumla yiizey sterilizasyonu i¢in steril sartlar altinda manyetik karistirict iizerinde %5
sodyum hipoklorid (NaClO) iceren %50°lik ticari camasir suyu igerisinde 15 dakika

calkalandiktan sonra, steril saf su ile 3 — 4 kez durulanmak suretiyle steril edilmistir.

3.2.5 Aycicegi tohumlarimin ¢cimlenme ve fide olusumu

Aygigegi tohumlarinin ¢gimlendirilmesinde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve

Skoog 1962, Cizelge 3.1) ile %3 sukroz igeren ve %0.7’lik agar (Type A, Sigma) ile
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katilastirilan temel besin ortami kullanilmigtir. Ortamlarin hazirliginda distile su
kullanilmistir. Besin ortamlarinin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’e
ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak steril

edilmistir.

Steril edilen ortamlar steril magentalara dokiilerek dondurulmustur. Steril edilmis
aycicek tohumlar1 asagidaki sekildeki gibi bir magentaya 15 adet tohum olacak Sekil
3.1 deki gibi ‘5 x 3’ ekim diizeninde her magenta kabina 24+1°C’de, %45-46 oraninda

nemde ve 16 saat 151k - 8 saat karanlik fotoperiyotunda ¢imlendirilmistir

Sekil 3.1 Magenta kaplarina yerlestirilen aygicegi tohumlari

3.2.6 Eksplant izolasyonu ve siirgiin rejenerasyonu

Arastirmada 8 ila 12 giinliik steril fidelerden alinan kotiledon bogumlar, meristemler,
hipokotiller ve kotiledon eksplantlarinin izole edilerek, MS besiyerine alinan dokular
24°C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 4 hafta siireyle kiiltlirlenmistir
(Sekil 3.2). Kiiltiirde kullanilan MS besiyerinde yer alan BAP kontrol amagli 0 mg/I,
0,50 mg/l, 1,0 mg/l ve 2,0 mg/l dozlarinda, NAA ise kontrol amagli 0 mg/l, 0,50 mg/I,

1,0 mg/l ve 2,0 mg/l dozlarinda kullanilmistir. Denemelerde 3 genotiplerden alinan
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eksplantlara uygulanan BBD (bitki biitiime diizenleyici)’lerin siirglin rejenerasyonuna

en iyi etkileyen dozlar1 belinerek uygulanmastir.

Meristem
kotiledon

Kotiledon bogum

Hipokaotil

Sekil 3.2 Kullanilan ayg¢igegin eksplantlari

3.2.7 Gen aktariminda kullanilan bakterilerin hazirlanmasi

Gen aktarim c¢alismalarinda kullanilan p35S  GUS-INT plazmitini tasiyan
Agrobacterium tumefaciens’in (GV2260) hattit -80°C’de muhafaza edilen gliserol
stoklardan alinarak 50 ml’lik steril tiiplerde Kanamisin siilfat monohidrat ve rifampisin
secici antibiyotikleri igeren sivi LB (Lourent broth) besin ortaminda 28°C’de
calkalamali inkiibatérde bir gece boyunca biyiitiilmistir. Biliyliyen bakteri
kiiltiirlerinden ornekler lup ile alinarak petri kaplart igerisinde segici antibiyotikleri
iceren kati LA (Lourent agar) besin ortamma yayilmis, 2 giin siireyle 28°C’de
gelismeye birakilmistir. Kat1 besin ortamlarinda gelisen bakteri kiiltiirleri 1 ay boyunca

+4°C’de muhafaza altina alinarak, ihtiya¢ durumunda kullanilmistir.
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3.2.8 Sivi besiyerinde bakterinin ¢ogaltilmasi

Steril falkon tiip icerisine daha 6nceden hazirlanmis olan steril LB (Lourent broth) dan
10 ml konulmustur. Steril Lourent broth siv1 besiyerinin {izerine 10 pl Kanamisin ve 10
ul Rifampisin eklenilmistir. Igerisine +4°C’de muahfaza edilen LA (Lourent agar)
besiortamindan alinan Agrobacterium tumefaciens tek kolonisi, bakteri sivi ortamin

igerisinde koyularak 180 rpm, 28°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

3.2.9 Agrobacterium tumefaciens’in GV2260 p35S GUS-INT hatti ile ay¢icegine
gen aktarimi

Gen transferinde kullanilan kat1 besiyerinde biiyliyen bakteri kiiltlirlerinden alinmis olan
orneklerin gen aktariminda kullanilmalari i¢in 50ml steril tiiplerde NB besiyerine
konulmuslardir. Segici antibiyotikleri iceren NB besiyerinde aynit zamanda 0 pl/l, 200
ul/l, 400 pl/l, 800 pl/l ve 1600ul/l miktarlarinda aci kavun meyve 6zsuyu
bulunmaktadir. Tiipler, calkalamali inkubatorde 28°C sicaklikta 24 saatlik siireyle
inkiibe edilmistir. Otoklavla strerilizasyon isleminin ardindan bakteri biiyiime ortamina
ortama sterilize ac1 kavun meyve 6zsuyu ile segici antibiyotikler eklenmistir. Stoklanan
steril soliisyonlardan alinan segici antibiyotiklerin igerisine 50 mg/l kanamisinle ve
50mg/l rifampisin ilave edilmistir. Kotiledon bogum eksplanti %2’lik seyreltilmis
bakteri barindiran likit rejenerasyon ortaminda 20 dakikalik siire ile inokulasyonu
gerceklestirilerek 48 saat boyunca ko-kiiltivasyona alinmistir. Ko-kiiltivasyonun
ardindan igerisine 500 mg/l duocid ve 100 mg/l kanamisin eklenen segici rejenerasyon
medyumuna alinan eksplantlardan olusturulan dayanikli siirgiinler, oksin, duocid ve

kanamisin barindiran MS ortaminda koklendirilmis v sonrasinda dis ortama alinmustir.

3.2.10 Antibiyotikler

Biiyiime ortamma ilavesinden Once antibiyotiklerin her birinin, mikrofiltrelerle
sterilizasyonu gercgeklestirilmis olan stok solusyonlari hazirlanmistir. Antibiyotikler,

otoklavla sterilize edilen kati ortamlara, sicakligin 45°C’ye diismesinden sonra
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eklenmislerdir. Cizelge 3.2’de, ¢alismada kullanilmis olan antibiyotiklere iliskin bilgiler

verilmektedir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari

o Stok konsantrasyonu Saklama kosullar
Antibiyotik | Coziicii
(mgll) (°C)
Duocid dSu 500/1 -20
Kanamisin dSu 100/1 -20
Rifampmisin | Metanol 100/1 -20

3.2.11 Polimeraz zincir reaksiyonu

DNA kit protokoliine uygun olarak orneklerden dogrudan bitki dokusu alinmig ve
reaksiyona dahil edilmistir. Reaksiyonlarin pozitif kontrolii amaciyla Agrobacterium
tumefaciens bakterisinden yararlanilmigtir. 10pl 2x Phire Plant PCR Buffer, her
primerden 1pl, 0,4pl Phire Hot Start II DNA polymerase ve 7,6 dH,O kullanilmis ve
toplam reaksiyon 20ul hazirlanmistir. Kullanilan PCR dongiileri ¢izelge 3.3°de
belirtilmistir.

Cizelge 3.3 PCR dongiileri

Sicakhik Siire Dongii
98 °C 5 dakika -
98 °C 1 dakika
58 °C 45 saniye 40
72 °C 1 dakika
72°C |5 dakika -

3.2.12 Primer dizileri

Transgenik bitkilerin belirlenmesi i¢in npt-1l geninin PCR cihazinda ¢ogaltilmasi

isleminde su primer dizileri kullanilmistir:
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npt Il R: 5 GAA GGC GAT AGA AGG 3

npt Il F: 5 TTG CTC CTG CCG AGA AAG 3

Bu primer yardimi ile iiretilen amplifikasyon {riiniiniin biiyiikliigii yaklagik 458 bg
olmalidir. Agrobacterium tumefaciens kontaminasyonunu kontrol etmek amaciyla
kromozomal viruans geninden (chv) tasarlanan primer yardimiyla kontrol PCR’1

yapilmustir.

chvF: 5 CGAACCGCT GTTCGG CCTGTG G 3
chvR: 5 GTT CAG CAG GCC GGC ATCCTG G ¥

Bu primer yardimu ile iiretilen amplifikasyon iriiniinin biyiikligii yaklasik 850 bg

olmalidir.

3.2.13 Agaroz jel elektroforezi

%1’lik agaroz jel elektroforezi hazirlanmigtir. DNA’nin UV’de goriintiilenmesi
amaciyla etidyum bromit (5ul) ilave edilmistir. 120 Volt gerilimde 45 dakikada
tamamlanan elektroferez isleminin ardindan, PCR reaksiyonlar1 neticesinde elde edilen

tiriinler jel UV lambasinda kontrol edilerek fotograflar ¢cekilmistir.

3.2.14 istatistiksel degerlendirmeler

Tesadiif parselleri deneme desenini temel alan denemelerde, muamelelerin i¢inde 25°er
adet eksplant bulunan 5 tekrarlamali 100x10mm’lik Petri kaplarindan olusmaktadir.
Giivenirlilik diizeyinin artirilmast i¢in kurulan deneme sayis1 yliksek tutulmustur.
Toplanan verilere SPSS yaziliminda varyans analizi uygulanmis, muamele ortalamalari

Duncan testi kullanilarak kiyaslanmistir. Elde edilen yiizdelik degerler, istatistik analizi

oncesinde arcsin (v X ) transformasyonuna tabi tutulmustur (Snedecor ve Cochran

1967).
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4. BULGULAR

4.1 Ayciceginde Tohum Yiizey Sterilizasyonu ve In Vitro Siirgiin Rejenerasyonu

Aragtirmaya konu olan doku kiiltiirii uygulamalarinda, bitki kisimlarindaki bakteri ve
mantar gibi organizmalarin yiizeyden temizlenmesi amaciyla birtakim dezenfektanlar
kullanilmaktadir. Bunlar, konsantrasyon, etkinlik siireleri ve benzeri ozellikleri ile
farklilasmaktadirlar.  Dolayis1  ile  sterilizasyon  uygulamalarinda  oncelikle,
kullanilabilecek dezenfektan tiirii i¢in en diisiik miktarda ve en etkili dozun belirlenmesi
gerekmektedir (Bhatti 2001). Yiizeysel sterilizasyonda siklikla kullanilan dezenfektanlar
arasinda biositler, civa, giimiis nitrat, hidrojen peroksit, antibiyotikler, sodyum
hipoklorit (ticari camasir suyu) bulunmaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996). Bu
arastirmada, aycicegi bitkisi tohumlarinin sterilizasyonu i¢in 15 dakikalik siireyle

%50’lik ¢amasir suyu uygulanmistir.

Tohumlarda yiizey sterilizasyonu, in vitro bitki calismalarinda ilk asamayi1 teskil
etmektedir. Bu baglamda, in vitro rejenerasyon arastirmalarina konu olan bitki pargalari
cogunlukla tohumdan biiyiiyen steril bitkiciklerden elde edilir. Yapilan ¢aligmalarda
tohumlarin steril edilmesi yoluyla elde edilen steril filizlerden alinan eksplantlarda
rejenerasyon kapasitesinin ¢ok fazla oldugunu bildirilmistir (Y1ldiz vd. 2002). Bununla
birlikte, tohum ylizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektan miktari1 ve sterilizasyon
sliresi, tohumdan biiyiiyen filizlerin ve yiiziinden bitki pargasi canliligini ve
rejenerasyon kapasitesini 6nemli derecede etkilemektedir (Allan 1991, Yildiz ve Er
2002b). Bu yiizden in vitro arastirmalarinda en az dezenfektan miktarinin, en kisa siire

uygulanmasiyla en iyi sterilizasyonun saglanmasi amag¢lanmaktadir.

Ayciceginin ‘MERIC’, ‘64A71° ve °‘64A14° genotipleri tohumlarmin yiizey
sterilizasyonu amaciyla kirik, ¢izik ya da renk degisimine ugramamis olan {iniform
tohumlardan secilmis ve steril edilmis cam beher icerisinde sterilizasyona tabi
tutulmustur. Dezenfektan olarak kullanilan ¢camasir suyunun miktari ile uygulama siiresi
(10, 15, ve 20 dk) arasinda anlamli bir iligki tespit edilemis olup, bu nedenle miktar ve

uygulama siiresi faktorlerinin tohum ¢imlenme ve fide biiyiime yiizdeleri, filiz ve kok
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uzunluklar1 gosterilmektedir.

Tohumlar, 1/4, 2/4, 3/4 miktarlarindaki ticari ¢amagir suyunda 10 dk, 15 dk ve 20 dk
siirelerle sterilize edilmelerinin ardindan, her biri 5 dakika olmak kosulu ile 3 defa steril
saf suyla yikanmigtir. Sterilize edilmis tohumlar, yine steril Magenta kaplarnda, %3
sukrozlu ve %0,7°lik agarla katilagtirilan MS medyumunda, 24+1°C sicaklik altinda,
%45-46 nemde ve 16 saat 151k / 8 saat karanlik fotoperiyodunda ¢imlendirilmis ve
boylelikle steril bitkicikler olusturulmustur. Magenta kaplarinin her birisine 15’er adet
tohum konulmus ve kiiltlire alinarak 8 ila 12 giin sonra bulagiklik ve ¢imlenme oranlari

kontrol edilmistir (Sekil 4.1). Kontrol edilen hi¢bir ortamda bulasikliga rastlanmamustir.

Sekil 4.1 Aygigegi ¢esidinin in vitro sartlarda ¢imlenen tohumlari

4.1.1 Cesitli dezenfektan miktar ve uygulama zamanlarinin tohum ¢cimlenmesi ve
filiz ve kok boylar iizerine etkisi

Yiizey sterilizasyonu i¢in kullanilmis olan dezenfektanlarin miktarlar1 ile uygulanma
stirelerinin, in vitro tohum ¢imlenmesine ve bitkicik biliylimesine etkisinin bulunduguna

ilisgkin ilk bulgular, Yildiz ve Er (2002)’in gerceklestirdigi arasgtirmada ortaya
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konmustur. Dolayist ile bu calismada oncelikle kullanilan dezenfektan miktarlart ve
uygulama siirelerinin ¢imlenmede ve filizlerin gelisimindeki etkilerinin belirlenmesi
amaciyla, camasir suyu kullanilmistir. 1/4, 2/4 ve 3/4 oranlarinda ve 10dk, 15dk ve
20dk siirelerle kullanilan ¢amasir suyunun bu iki faktorii arasinda anlamli bir iliski
tespit edilememistir. Aygicegi bitkisi tohumlarinin dezenfektasyonu i¢in kullanilan
camagsir suyu dozlari ile uygulama siirelerinin, tohumlarin ¢imlenme oranlari ile gelisen

fidelerin ve koklerin boylarini belirgin sekilde etkiledigi goriilmiistiir.

Tohumlarin sterilize edilmesinde dezenfektan olarak kullanilmis olan ¢amasir suyunun
%25 oranindaki dozunda ¢imlenme oranmin ortalama en yiiksek degerine ve fide
boyuna 15 dakikalik uygulama siiresinde ulasilmistir. Kok boyunun en yiiksek degerine
ise aym1 orandaki camasir suyunun 10 dakikalik siireyle kullaniminda ulasilmistir.
%25’lik ¢amasir suyu kullaniminda uygulama siirelerinin ¢imlenme orani, fide boyu ve

kok boyuna etkisi, ¢izelge 4.1’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 Helianthus annuus.L. tohumuna yiizey sterilizasyonunda kullanilmig
camagir suyu miktar1 ve uygulama siiresinin in vitro tohum ¢imlenmesi,
fide ve kok boylar iizerine etkisi

Doz | Magenta | Siire Cimlenme | Fide Boyu | Kok Boyu
% sayist | (dakika) (%) (Cm) (Cm)
Ortalamasi | Ortalamasi1 | Ortalamasi
16 10 50.81 3.93 3.92
25 16 15 65.06 3.99 3.73
16 20 50.88 3.19 3.27
16 10 51.25 3.34 3.61
50 16 15 74.31 3.95 3.80
16 20 40.94 2.69 3.46
16 10 58.88 3.17 3.18
& 16 15 44.19 3.17 2.86
16 20 38.00 2.23 2.81
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Camasir suyunun %50 oraninda kullanildig1 denemelerde en yiiksek tohum ¢imlenmesi
oranina 15 dakikalik uygulama siiresinde ulasilmistir. Benzer sekilde fide boyu ile kok
boyunun ortalama en yiiksek degerlerine de dezenfektanin 15 dakikalik siireyle
uygulanmasinda ulasilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde %50 dozda uygulanan ¢amasir
suyunda en yliksek ortalama degerlere 15 dakikalik uygulama siiresinde ulasildigi

goriilmektedir.

Dezenfektan olarak kullanilan c¢amasir suyu miktarinin %75 olarak alindigi
denemelerde tohumlarin ¢imlenme oraninin en yiiksek tesspit edildigi uygulama siiresi
10 dakika olarak belirlenmistir. Fide boyunun ortalama en yiiksek degeri 10 dakika ve
15 dakikalik uygulama siirelerinde goriiliirken, kdk boyunun ortalama en yiiksek
degerine yine 10 dakikalik uygulama siiresinde ulasildig: tespit edilmistir. %75 dozda
uygulanan camasir suyunda en yiiksek ortalama degerlere 10 dakikalik uygulama
stiresinde ulagildig1 goriilmektedir. Bunun yaninda sterilizasyon siiresinin 20 dakikaya
uzatilmast durumunda ise tim faktorleri en kotii degerleri verdigi goriilmektedir.
Dolayis1 ile %75 oranindaki camasir suyu kullaniminda, denenmis olan siirelerin elde

edilen degerlerin yiiksekligi ile ters orantili oldugu kabul edilebilir.

Yapilan denemelerin tamami genel olarak incelendiginde, fide gelisiminin ortalama en
yiiksek degerine dezenfektanin %50 oraninda ve 15 dakika siireyle uygulanmasinda
ulagildignr  goriilmektedir. Diger bir ifade ile bu degerlerle gergeklestirilen
dezenfektasyona tabi tutulan tohumlarin fide gelisimlerinin diger uygulama siirelerine

oranla daha hizli oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.2).

Arastirmada, tohumlarin yiizey sterilizasyonunda dezenfektan olarak kullanilan ¢amasir
suyunun miktar1 ile uygulama stiresinin, bu tohumlardan gelisen fidelerde ve dolayist ile
eksplantlarda canlilik ile rejenerasyon kapasiteleri belirgin etkileri oldugu goriilmiistiir
(Allan 1991, Yildiz ve Er 2002). Dolayist ile in vitro arastirmalarinda dezenfektan
miktarinin en diisilk ve uygulama siiresinin en az oldugu degerlerle sterilizasyon

isleminin gergeklestirilmesi hedeflenmistir.
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Sekil 4.2 Helianthus annuus L. %50’lik ¢amasir suyu ile 15 dakika steril edilen
tohumlarindan in vitro sartlarda biiyliyen fideler

412 Cesit ‘64A14’

4.12.1 64Al14 genotipi iizerine farkh biiyiime diizenleyicilerin in vitro siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi

Siirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla 12 giin siireyle gelisen bitkiciklerden izole
edilen kotiledon bogum, meristem, hipokotil ve kotiledon exkpalntlar1 kullanilmustir.
Biiylime diizenleyiciler NAA kontrol i¢in 0 mg/l, 0.50 mg/l, 1.0 mg/l ve 2.0 mg/l) ve
BAP (kontrol i¢in 0 mg/l, 0.50 mg/l, 1.0 mg/l ve 2.0 mg/l) iceren MS besiyerinde
biyiitiilmuslerdir. Sonuglar gizelge 4.2-4.5’de goriilmektedir.

Cizelge 4.2 64A14 genotipine ait kotiledon bogum eksplanti rejenerasyon degerleri

. . En uzun Petride gelisen
64A14 ORTAM Rejenerasiyon El(.gpl:}‘nt basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) siirgiin sayisi 2
uzunlugu (cm) sayisl
0 BAP + 0 NAA 0+0b 0+0b 0+0c¢ 0+0b
1 BAP + 0.5 NAA 20+9.09b 0.20+0.08 b 0.7+0.28b 1+0.44Db
KOTiI:EDON 1 BAP + 1 NAA 32+2591b 0.32+0.29b 0.5+0.44 bc 1.6+145b
BOGUM 1BAP+2NAA | 20£1256b 0.20+0.12 b 0.4+ 0.26 be 1+0.63 b
2 BAP + 1 NAA 72+19.98 a 0.72+0.24 a 1.38+024 a 36+1.23a
2 BAP + 2 NAA 12+9.20b 0.12+0.06 b 0.5+0.31 bc 0.6+£0.34b

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir
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64A14 genotipinde kullanilan kotiledon bogum eksplanti ve farkli biiyiime
diizenleyicilerin etkisi ¢izelge 4.2°de gorilmektedir. Genotipde kullanilan kotiledon
bogum eksplantinin rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi, en uzun slirglin
uzunlugu ve petride gelisen siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek sonuglar 2 mg/l BAP +
1 mg/l NAA igeren MS ortamindan alinmistir. Sirasiyla diger yiikksek sonuglar 1mg/1
BAP + 1 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 2 mg/l NAA ve 2
mg/l BAP + 2 mg/l NAA vermistir. Kontrol olarak kullanilan 0 mg/l BAP + 0 mg/l

NAA ortaminda ise hi¢bir sonu¢ alinamamastir.

Siirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan diger bir eksplant olan meristem
farkli BAP ve NAA kombinasyonlari iceren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar
cizelge 4.3’de goriilmektedir.

Cizelge 4.3 64A14 genotipine ait meristem eksplanti rejenerasyon degerleri

ORTAM Rejenerasiyon EReplagt E? uzun Petride gfhsf n
64A14 basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) . 5
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1BAP + 0.5 NAA 0 0 0 0
. 1 BAP + 1 NAA 4 0.04 0.1 0.2
MERISTEM
1 BAP + 2 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Aynut stitunda farkl harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6énemlidir.

64A14 genotipinde kullanilan meristem eksplanti ve farkli biiyiime diizenleyicilerin
etkisi cizelge 4.3’de goriilmektedir. Genotipde kullanilan meritem eksplantinin
rejenerasyon ylizdesi, eksplant bagina siirgilin sayisi, en uzun siirgiin uzunlugu ve petride
gelisen siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek sonuglar 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA iceren
MS ortamindan alinmistir. 0 mg/l BAP + 0 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, 1
BAP + 2 mg/l NAA, 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP + 2 mg/l NAA hormon

kombinasyonlarindan hi¢bir sonu¢ alinamamustir.

Stirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan hipokotil eksplant1 farkli BAP ve
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NAA kombinasyonlari igeren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar ¢izelge

4.4’de goriilmektedir.

Cizelge 4.4 64A14 genotipine ait hipokotil eksplanti rejenerasyon degerleri

. . Eksplant En uzun Petride gelisen
64A14 ORTAM Rejenerasiyon basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) . >
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1BAP + 0.5 NAA 0 0 0 0
. . 1BAP + 1 NAA 0 0 0 0
HIPOKOTIL
1 BAP + 2 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Aynut stitunda farkl harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.4’de goriildigii gibi hipokotil eksplantinin kullanilarak, farkli hormon

kombinasyonu denenen aygicegi 64A 14 cesidinden hicbir sonug alinamamustir.

Siirglin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan kotiledon eksplant: farkli BAP

ve NAA kombinasyonlari igeren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar ¢izelge

4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5 64A14 genotipine ait kotiledon eksplanti rejenerasyon degerleri

ORTAM Rejenerasiyon Eksplant E? uzun Petride gf'hsfn
64A14 basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/1) (%) L 2
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1 BAP + 0.5 NAA 0 0 0 0
. 1 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
KOTILEDON
1BAP + 2 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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64A14 genotipinde kullanilan kotiledon eksplanti ve farkli biiyiime diizenleyicilerin

etkisi c¢izelge 4.5’de goriilmektedir. Cesitte kullanilan kotiledon eksplantinin
rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi, en uzun silirglin uzunlugu ve petride
gelisen siirgiin sayist bakimindan, kullanilan tiim (1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA igeren MS
ortamindan alinmigtir. 0 mg/l BAP + 0 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA, 1 BAP
+ 2 mg/l NAA, 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP + 2 mg/l NAA) hormon

kombinasyonlarindan hi¢bir sonu¢ alinamamustir.

4.12.2 64Al1l4 genotipi iizerine ac1 kavun meyve o6zsuyunun in Vitro siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi

Act kavun meyve 6zsuyunun farkli dozlarinin (0 (kontrol), 200, 400, 800 ve 1600 pul/L)
aycicegi 64A14 genotipinde kotiledon bogum eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

tizerine etkisinin belirlenmesi i¢in kurulan deneme sonuglari ¢izelge 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.6 64A14 genotipinde ac1 kavun meyve dzsuyunu rejenerasyona etkisi

ORTAM Rejenerasiyon | Eksplant basina | En uzun siirgiin Petride gflls'e' n
64A14 . < toplam siirgiin
() (%) siirgiin sayisi uzunlugu (cm)
sayisl
0 72+19.98 a 0.72+0.24 a 1.38 £0.24 be 36+123a
200 24+14.50 b 024+0.16b 0.8+047c¢ 1.2+0.82b
ACI KAVUN
2 BAP + 1 NAA 400 52 +8.79 ab 0.52+0.14 ab 1.5+0.31 be 2.6 +0.72 ab
800 84+751a 0.84+0.05a 3+0.38a 42+028a
1600 64+14.60 a 0.64+0.18a 2.1+034b 32+093a

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Aygicegi 64A14 genotipi in vitro kiiltiiriinde rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina
stirgiin sayisi, eksplantta en uzun siirgiin boyu ve petride gelisen toplam siirgiin sayisi
bakimindan en yiiksek degerler sirasiyla %84, 0.84 adet, 3 cm ve 4 adet ile 800 pl/L aci
kavun meyve 6zsuyunun kullanildigr uygulamadan alinmistir (Sekil 4.3). Act kavun
meyve Ozsuyunun kullanilmadigi kontrol uygulamasinda ise rejenerasyon ylizdesi,
eksplant bagina siirgilin sayisi, eksplantta en uzun siirgiin boyu ve petride gelisen toplam

slirgiin sayisi sirasiyla degerler sirastyla %72, 0.72 adet, 1.38 cm ve 3.6 adettir.
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Bitki biiyiitme hormonlartyla eklenen aci kavun meyve 6zsuyu dozlar arttikga tiim
karakterlerde degerler artmaktadir. En yiiksek deger 800 pl/L act kavun meyve
Ozsuyunda goriilmekte iken, kontrol ve 1600 pl/L aci kavun meyve 6zsuyu eklenen

ortam 800 pl/L’den daha diisiik bir sonug¢ gostermistir.

Aygiceginde 64A14 genotipinde denen tiim eksplant tiirii, kormon kombinasyonu ve act
kavun meyve Ozsuyu dozlarina bakilacak olursa en iyi sonucun kotiledon bogum
eksplantinin kullanildigi, 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 800 ul/L ac1 kavun meyve
0zsuyu igeren ortamdan alindig1 goriilmektedir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA + 800ul/l Aci Kavun mayves 0zsuyu igeren
ortamda 64Al14 genotipinin kotelidon bogum eksplantindan gelistirilen
siirgiinler ve gelisen siirgiinlerden bitki olusumu
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4.1.3 Genotip ‘64A71’

4.1.3.164A71 genotipi iizerine farkh biiyiime diizenleyicilerin in vitro siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi

Stirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla 12 giin siireyle gelisen bitkiciklerden izole
edilen kotiledon exkpalntlar1 kullanilmistir. Biiylime diizenleyiciler NAA (kontrol i¢in
0 mg/l, 0.50 mg/l, 1,0 mg/l ve 2,0 mg/l) ve BAP (kontrol i¢in 0 mg/l, 0,50 mg/l, 1,0
mg/l ve 2,0 mg/1) igeren MS besiyerinde biiyiitiilmiislerdir. Sonuglar ¢izelge 4.7-4.10’de

goriilmektedir.

Cizelge 4.7 64A71 gesidine ait kotiledon bogum eksplant1 rejenerasyon degerleri

: . En uzun Petride gelisen
64AT1 ORTAM Rejenerasiyon Ekfplz.l‘nt basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) siirgiin sayisi o
uzunlugu (cm) sayisl
0 BAP + 0 NAA 0£0b 0+0b 0+0c 0£0b
1 BAP + 0.5 NAA 56 £16.63 ab 0.56 = 0.20 ab 22+0.82a 2.8+1.03ab
KOTILEDON 1 BAP + 1 NAA 76 £14.50 a 0.76 £0.16 a 2.1£034a 3.8+£0.82a
BOGUM 1BAP+2NAA | 60+1095ab | 0.60+0.17 ab 1.6 £0.34 ab 3+0.89 ab
2 BAP + 1 NAA 56 +10.08 ab 0.56 £0.16 ab 1.3+0.36 ab 2.8+0.82 ab
2 BAP + 2 NAA 32+£1227b 0.32+0.14 be 0.8 £ 0.36 bc 1.6 £0.72 bc

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir

64A71 genotipinde kullanilan kotiledon bogum eksplanti ve farkli biiyiime
diizenleyicilerin etkisi ¢izelge 4.7°de goriilmektedir. Genotipde kullanilan kotiledon
bogum eksplantinin rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgilin sayisi, en uzun siirgiin
uzunlugu ve petride gelisen siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek sonuglar 1 mg/l BAP +
1 mg/l NAA iceren MS ortamindan alinmigtir. Sirasiyla diger yiiksek sonuglar 1 mg/l
BAP + 2 mg/l NAA, 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA ve 2
mg/l BAP + 2 mg/l NAA vermistir. Kontrol olarak kullanilan 0 mg/l BAP + 0 mg/l
NAA ortaminda ise higbir sonug alinamamistir (Sekil 4.4).

Siirgilin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan diger bir eksplant olan meristem

farkli BAP ve NAA kombinasyonlari iceren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar
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cizelge 4.8’de goriilmektedir.

Cizelge 4.8 64AT71 genotipine ait meristem eksplanti rejenerasyon degerleri

. . Eksplant En uzun Petride gelisen
64A71 ORTAM Rejenerasiyon basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) . >
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1BAP + 0.5 NAA 8 0.08 0.4 0.4
. 1BAP +1 NAA 4 0.04 0.1 0.2
MERISTEM
1 BAP +2 NAA 4 0.04 0.1 0.2
2 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Aymni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

64A71 genotipinde kullanilan meristem eksplanti ve farkli biliyiime diizenleyicilerin

etkisi cizelge 4.8’de goriilmektedir. Genotipde kullanilan meritem eksplantinin

rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi, en uzun siirgiin uzunlugu ve petride

gelisen siirgiin sayisi bakimindan en yiiksek sonuglar 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA

iceren MS ortamindan alinmistir. 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP + 2 mg/l

NAA hormon kombinasyonlarinda ayn1 sonuglar gozlenmekteyken, 0 mg/l BAP + 0
mg/l NAA, 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP + 2 mg/l NAA hormon

kombinasyonlarindan sonug¢ alinamamaistir.

Siirglin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan hipokotil eksplant: farkli BAP ve

NAA kombinasyonlari igeren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar ¢izelge

4.9’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.9 64A71 genotipine ait hipokotil eksplanti rejenerasyon degerleri

ORTAM Rejenerasiyon Eksplant EE‘ uzu n Petride gfhsf n
64A71 basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) I >
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1BAP + 0.5 NAA 0 0 0 0
. 1BAP + 1 NAA 0 0 0 0
HIPOKOTIL
1 BAP + 2 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Aynut stitunda farkl harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.9’de goriildiigii gibi hipokotil eksplantinin kullanilarak, farkli hormon
kombinasyonu denenen aygicegi 64A71 genotipinden hicbir sonu¢ aliamamistir.
Siirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan kotiledon eksplant1 farklt BAP
ve NAA kombinasyonlari igeren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar ¢izelge
4.10°da goriilmektedir.

Cizelge 4.10 64A71 genotipine ait kotiledon eksplanti rejenerasyon degerleri

ORTAM Rejenerasiyon Eksplant ET uzun Petride g..ehsfn
64A14 basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/1) (%) L 2
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1 BAP + 0.5 NAA 0 0 0 0
. 1 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
KOTILEDON
1BAP + 2 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

64A71 genotipinde kullanilan kotiledon eksplanti ve farkli biiyiime diizenleyicilerin
etkisi Cizelge 4.9’de goriilmektedir. Genotipde kullanilan kotiledon eksplantinin
rejenerasyon ylizdesi, eksplant bagina siirgilin sayisi, en uzun siirgiin uzunlugu ve petride
gelisen siirgiin sayist bakimindan, kullanilan tiim hormon kombinasyonlarindan higbir

sonug alinamamastir.
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Sekil 4.4 Farkli rejenerasyon ortamlarinda aygiceginden olusan kallus
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4.1.3.2 64A71 genotipi iizerine ac1 kavun meyve oOzsuyunun in Vitro siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi

Act kavun meyve 6zsuyunun farkli dozlarinin (0 (kontrol), 200, 400, 800 ve 1600 pul/L)
aycicegi 64A71 genotipinde kotiledon bogum eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

tizerine etkisinin belirlenmesi i¢in kurulan deneme sonuglari ¢izelge 4.11°da verilmistir.

Cizelge 4.11 64A71 genotipinde ac1 kavun meyve 6zsuyunu rejenerasyona etkisi

ORTAM Rejenerasiyon | Eksplant basina | En uzun siirgiin Petride gflls't.‘, n
64AT71 e 9 toplam siirgiin
() (%) siirgiin sayisi uzunlugu (cm)
sayisl
0 76 £14.50 a 0.76 £0.16 a 2.1+£034a 3.8+0.82a
200 96+751a 0.96 +£0.05 a 25+022a 48+028a
ACI KAVUN
1BAP + 1 NAA 400 96+751a 0.96 £0.05 a 27+27a 48+028a
800 36 + 6.44b 0.36 £0.10b 1.9+0.26b 1.8+0.52b
1600 52 +8.79b 0.52+0.14b 25+022a 2.6+ 0.72b

Aymni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Aygicegi 64A71 genotipi in vitro kiiltiiriinde kurulan farkli ac1 kavun meyve 6zsuyu
denemelerinde en yiiksek sonucun 200 ul/L ve 400 pl/L’den elde edildigi gizelge
4.11°da goriilmektedir. Aci kavun meyve Ozsuyunun kullanilmadigi kontrol
uygulamasinda ise rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi, eksplantta en
uzun siirgiin boyu ve petride gelisen toplam siirgiin sayist 200 ve 400 pl/L ac1 kavun

meyve 0zsuyuigeren ortamlardan diisiik gozlemlenmistir.

Aycigeginde 64A71 genotipinde denen tiim eksplant tiirii, hormon kombinasyonu ve act
kavun meyve Ozsuyu dozlarina bakilacak olursa en iyi sonucun kotiledon bogum
eksplantinin kullanildigi, 1 mg/l BAP, 1 mg/l NAA, 200 ul/L ve 400 ul/L aci kavun

meyve 6zsuyu igeren ortamlardan alindigi goriilmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 1 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 800ul/l Act Kavun mayves 6zsuyu igeren
ortamda 64A71 genotipinin kotelidon bogum eksplantindan gelistirilen
stirglinler ve gelisen siirgiinlerden bitki olusumu

414 Genotip ‘Meri¢’

4.1.4.1 Meri¢ genotipi iizerine farkh biiyiime diizenleyicilerin in vitro siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi

Siirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla 12 giin siireyle gelisen bitkiciklerden izole
edilen kotiledon bogum, meristem, hipokotil ve kotiledon exkpalntlar1 kullanilmustir.
Biiytime diizenleyiciler NAA (kontrol igin 0 mg/l, 0,50 mg/l, 1,0 mg/l ve 2,0 mg/l) ve
BAP (kontrol i¢in 0 mg/l, 0,50 mg/l, 1,0 mg/l ve 2,0 mg/l) iceren MS besiyerinde
biiytitiilmiislerdir. Sonuglar gizelge 4.12-4.15’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.12 Merig genotipine ait kotiledon bogum eksplanti rejenerasyon degerleri

- . En uzun Petride gelisen
MERIC ORTAM Rejenerasiyon Ekfplz.u'nt basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) siirgiin sayisi >
uzunlugu (cm) sayisl
0 BAP + 0 NAA 0+0d 0+0c 0+0c¢ 0+0c¢
1 BAP + 0.5 NAA 28 £17.11 be 0.28 +£0.21 be 0.8+0.47 ab 1.4+ 1.05bc
KOTi]:EDON 1 BAP + 1 NAA 44751 cd 0.04+£0.05¢ 0.3+0.42bc 0.2+0.28¢c
BOGUM 1BAP+2NAA | 48+1542ab | 048+0.19ab 1+0.38 ab 24+095ab
2 BAP + 1 NAA 68+438a 0.68 £0.06 a 14+£026a 34+034a
2 BAP + 2 NAA 36 +6.44 ab 0.36+0.10b 1+0.22 ab 1.8+£0.52b

Aymni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Meri¢ genotipinde kullanilan kotiledon bogum eksplanti ve farkli biiylime
diizenleyicilerin etkisi ¢izelge 4.12°de goriilmektedir. Genotipde kullanilan kotiledon
bogum eksplantinin rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi, en uzun siirgiin
uzunlugu ve petride gelisen siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek sonuglar 2 mg/l BAP +
1 mg/l NAA igeren MS ortamindan alinmistir. Sirasiyla diger yiiksek sonuglari 1 mg/I
BAP + 2 mg/l NAA, 2 mg/l BAP + 2 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA ve 1
mg/l BAP + 1 mg/l NAA hormon kombinasyonlar1 vermistir. Kontrol olarak kullanilan

0 mg/l BAP + 0 mg/l NAA ortaminda ise hi¢bir sonug alinamamustir.

Stirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan diger bir eksplant olan meristem
farkl1 BAP ve NAA kombinasyonlar1 igeren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar
cizelge 4.13’de goriilmektedir.

Cizelge 4.13 Merig¢ genotipine ait meristem eksplanti rejenerasyon degerleri

. ORTAM Rejenerasiyon Eksplant E? uzun Petride gf’hsfn
MERIC basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/1) (%) L 2
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0+0b 0+£0b 0+0b 0+£0b
1 BAP + 0.5 NAA 24+1135a 024+0.13a 1+0.38a 1.2+£0.69 a
. 1 BAP + 1 NAA 12+ 11.74 ab 0.12+0.11ab 0.50+0.44 ab 0.6 £0.56 ab
MERISTEM
1BAP + 2 NAA 8+£9.20 ab 0.08 £ 0.06ab 0.50 £ 0.44 ab 0.4+0.34 ab
2 BAP + 1 NAA 8+£9.20 ab 0.08 £ 0.06ab 0.50 £ 0.44 ab 0.4+0.34 ab
2 BAP + 2 NAA 8+9.20 ab 0.08 + 0.06ab 0.28 £0.27 ab 0.4+0.34 ab

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Genotipde kullanilan meritem eksplantinin rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin
sayisi, en uzun silirgiin uzunlugu ve petride gelisen siirgiin sayist bakimindan en yiiksek
sonuglar sirasiyla 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA igeren
MS ortamindan alinmistir. 1 mg/l BAP + 2 mg/l NAA, 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 2
mg/l BAP + 2 mg/l NAA hormon kombinasyonlarinda ayni sonuglar gozlenmekteyken,
0 mg/l BAP + 0 mg/l NAA hormon kombinasyonundan higbir sonug¢ alinamamustir.

Siirgiin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan hipokotil eksplanti farkli BAP ve
NAA kombinasyonlari igeren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar ¢izelge

4.14°de goriilmektedir.

Cizelge 4.14 Merig genotipine ait hipokotil eksplanti rejenerasyon degerleri

. ORTAM Rejenerasiyon kel ET uzun Petride gfllsfn
MERIC basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) E - <
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayisi
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1 BAP + 0.5 NAA 4 0.04 0.2 0.2
. . 1 BAP + 1 NAA 0 0
HIPOKOTIL
1 BAP + 2 NAA 0 0
2BAP + 1 NAA 4 0.04 0.2 0.2
2BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Aymni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.14°de goriildiigii gibi hipokotil eksplantinin kullanilarak, farkli hormon
kombinasyonu denenen aygicegi Meri¢ genotipinden en yiiksek sonuglar 1 mg/l BAP +
0,5 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA igeren ortamlardan alinmistir. 0 mg/l BAP
+ 0 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 2 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP

+ 2 mg/l NAA hormon kombinasyonlari igeren ortamlardan higbir sonug alinamamastir.

Siirglin rejenerasyonunu saglamak amaciyla kullanilan kotiledon eksplanti farkli BAP
ve NAA kombinasyonlar1 igeren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Sonuglar ¢izelge

4.15°da goriilmektedir.
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Cizelge 4.15 Merig genotipine ait kotiledon eksplanti rejenerasyon degerleri

. . Eksplant En uzun Petride gelisen
64A14 ORTAM Rejenerasiyon basina siirgiin toplam siirgiin
(mg/l) (%) I >
siirgiin sayisi uzunlugu (cm) sayis1
0 BAP + 0 NAA 0 0 0 0
1 BAP + 0.5 NAA 0 0 0 0
. 1BAP + 1 NAA 0 0 0 0
KOTILEDON
1 BAP + 2 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 1 NAA 0 0 0 0
2 BAP + 2 NAA 0 0 0 0

Aynut stitunda farkl harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.15°de goriildiigi gibi kotiledon eksplantinin kullanilarak, farkli hormon

kombinasyonu denenen ay¢icegi Meri¢ ¢esidinden higbir sonug¢ alinamamastir.

4.1.4.2 Meri¢ genotipi iizerine ac1 kavun meyve Ozsuyunun in Vitro siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi

Act kavun meyve 6zsuyunun farkli dozlarinin (0 (kontrol), 200, 400, 800 ve 1600 pul/L)

aycicegi Meri¢ genotipinde kotiledon bogum eksplantlarindan siirglin rejenerasyonu

tizerine etkisinin belirlenmesi i¢in kurulan deneme sonuglari ¢izelge 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.16 Merig genotipinde ac1 kavun meyve 6zsuyunu rejenerasyona etkisi

. ORTAM Rejenerasiyon | Eksplant bagina | En uzun siirgiin Petride gftllsf "
MERIC . < toplam siirgiin
(nlrmy (%) siirgiin sayisi uzunlugu (cm)
sayisi
0 68+438a 0.68+£0.06 a 1.40+0.26 b 34+034a
200 72+ 1521 a 0.72+0.16 a 2.15+0.30a 3.6+0.84a
ACI KAVUN
2 BAP + 1 NAA 400 72+ 1521 a 0.72+0.16 a 220+0.17a 3.6+0.84a
800 84+ 1444 a 0.84+0.16a 225+0.35a 42+082a
1600 76 +£17.58 a 0.76 £0.20 a 230+0.17 a 38+1.03a

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Aygigegi Meri¢ genotipi in vitro kiiltiirinde kurulan farkli aci kavun meyve 6zsuyu
denemelerinde en yliksek sonucun 800 ul/L’den elde edildigi goriilmektedir. Aci kavun

meyve Ozsuyunun kullanilmadigi kontrol uygulamasinda ise rejenerasyon ylizdesi,
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eksplant basina siirgiin sayisi, eksplantta en uzun siirgiin boyu ve petride gelisen toplam

slirgiin sayisi tiim act kavun meyve 6zsuyu dozlarindan diisiik 6lgiilmiistiir (Sekil 4.6).

Aygigeginde Meri¢ genotipinde denen tiim eksplant tiirii, hormon kombinasyonu ve aci
kavun meyve Ozsuyu dozlarina bakilacak olursa en iyi sonucun kotiledon bogum
eksplantinin kullanildigi, 2 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 800 pl/L ac1 kavun meyve

0zsuyu igeren ortamlardan alindig1 goriilmektedir.

Sekil 4.6 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA + 800ul/l Act Kavun mayves 6zsuyu igeren
ortamda Meri¢ genotipinin kotelidon bogum eksplantindan gelistirilen
stirgiinler ve gelisen siirgiinlerden bitki olusumu
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4.2 Aci Kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) Meyve f)zsuyunun Ayciceginde
Agrobacterium tumefaciens Aracihigiyla Gen Aktarimi Uzerine Etkisi

4.2.1 Aa kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun 64A14
aycicegi genotipinde Agrobacterium tumefaciens aracihigiyla gen aktarimina
etkisi

64A14 aygicegi genotipinde kotiledon bogum eksplanti kullanilarak p35GUS-INT
igeren Agrobacterium tumefaciens GV2260 hatt1 20 dakika siireyle inokiilasyona tabi
tutulmustur. Inokiilasyon sonrasinda genotip icin en iyi rejenerasyonu saglayan 2 mg/l
BAP + 1 mg/l NAA ve 800 pl/l act kavun meyve 6zsuyu igeren ortamda 2 giin siireyle
ko-kiiltiivasyona tabi tutulmustur. Devaminda 2 mg/l BAP, 1 mg/l NAA, 100 mg/l
kanamisin mono siilfat, 500 mg/l Duocid ve 800 pl/l ac1 kavun meyve 6zsuyu iceren
MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir sonrast transgenik siirgtinler koklendirilerek
topraga aktarilmis olup, aday transgenik siirgiinler PCR ile analiz edilerek transgenik

bitkiler teyit edilmistir. Sonuglar ¢izelge 4.17°de goriilmektedir.

Cizelge 4.17 Aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun 64A14
aycicegi genotipinde Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen
aktarimina etkisi

inokiile Tr;‘.r.‘sg?”'k Toplam | Topraga | Toprakta | PCR | CHV Trg.r.'sg?”'k
Edilen \l/lrgun Gelisen | Aktarilan Yasayan Pozitif | Negatif S ureun
Eksplant eren Siirgiin Bitki Bitki Bitki Bitki ayisive
Sayisi Eksplant Sayisi Sayis1 Sayist Sayist Sayisi Yiizdesi
Sayisi
100 65 7 7 7 2 2 2 - %2

64A14 aygicegi genotipinde 100 adet kotiledon bogum eksplanti inokiilasyona tabi
tutulmus, 65 tanesinde transgenik siirgiin elde edilmistir. Transgenik siirgiin veren 65
eksplanttan 7 adet transgenik siirgliin elde edilmis, gelisen siirgiinler topraga
aktarilmigtir. Toprakta gelisen 7 adet bitkiden 2 tanesi aday transgenik olarak tespit
edilmistir. Agrobacterium tumefaciens kontaminasyonunun tespitine yonelik yapilan
chv PCR’1 sonucu 2 adet transgenik bitki elde edilmistir (Sekil 4.7- 4.9)
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Sekil 4.7 64Al14 aygcicegi genotipine Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen
aktarimi

Sekil 4.8 64A14 aygigegi genotipine ait npt Il geninin varligina yonelik olan PCR
sonucu

51



800bg

Sekil 4.9 64A14 aycicegi genotipine ait chv geninin varligina yonelik olan PCR sonucu

4.2.2 Acikavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun 64A71
aycicegi genotipinde Agrobacterium tumefaciens aracihgiyla gen aktarimina
etkisi

64A71 aygicegi genotipinde kotiledon bogum eksplanti kullanilarak p35GUS-INT
iceren Agrobacterium tumefaciens GV2260 hatt1 20 dakika siireyle inokiilasyona tabi
tutulmustur. Inokiilasyon sonrasinda genotip icin en iyi rejenerasyonu saglayan 1 mg/l
BAP + 1 mg/l NAA ve 400 pl/l act kavun meyve 6zsuyu igeren ortamda 2 giin siireyle
ko-kiiltiivasyona tabi tutulmustur. Devaminda 1 mg/l BAP, 1 mg/l NAA, 100 mg/l
kanamisin mono stilfat, 500 mg/l Duocid ve 400 pl/l ac1 kavun meyve 6zsuyu i¢eren
MS ortaminda kiiltiire almmustir. Inokiile edilen eksplnatlardan gelisen siirgiinler
klorofil kaybi goézlenmis ve transgenik bitki elde edilememistir. Sonuglar ¢izelge
4.18’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.18 Aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun 64A71

aycigegi genotipinde Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen
aktarimina etkisi
inokiile Trggfggﬂ'k Toplam | Topraga | Toprakta | PCR | CHV Trggfggg'k
Edilen Ve?en Gelisen | Aktarilan Yasayan | Pozitif | Negatif Sa 1§1 ve
Eksplant kspl Stirgiin Bitki Bitki Bitki Bitki YISt Ve
Sayisi Eksplant Sayisi Sayist Sayisi Sayisi Sayisi Yiizdesi
Sayisi
100 83 0 0 0 0 0 0-%0

4.2.3 Aa kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun Meri¢
aycicegi genotipinde Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimina
etkisi

Merig¢ aygigegi genotipinde kotiledon bogum eksplanti kullanilarak p35GUS-INT igeren
Agrobacterium tumefaciens GV2260 hatt1 20 dakika siireyle inokiilasyona tabi
tutulmustur. inokiilasyon sonrasinda genotip icin en iyi rejenerasyonu saglayan 2 mg/l
BAP, 1 mg/l NAA ve 800 pl/l act kavun meyve 6zsuyu iceren ortamda 2 giin siireyle
ko-kiiltiivasyona tabi tutulmustur. Devaminda 2 mg/l BAP, 1 mg/l NAA, 100 mg/l
kanamisin mono siilfat, 500 mg/l Duocid ve 800 pl/l ac1 kavun meyve 6zsuyu igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir sonras1 transgenik stirgiinler koklendirilerek
topraga aktarilmis olup, aday transgenik siirglinler PCR ile analiz edilerek transgenik

bitkiler teyit edilmistir. Sonuglar ¢izelge 4.19°da goériilmektedir.

Cizelge 4.19 Aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun Merig

aycicegi genotipinde Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen
aktarimina etkisi
Inokiile Transgenik Toplam | Topraga | Toprakta PCR CHV .
. Siirgiin . o . Transgenik
Edilen \Veren Geligen | Aktarilan Yasayan | Pozitif | Negatif Siireii
Eksplant Siirgiin Bitki Bitki Bitki Bitki ureun
Sayisi Eksplant Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayist ve
Sayisi Yiizdesi
100 76 16 16 5 4 4 4 -%4
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Meri¢ aygigegi genotipinde 100 adet kotiledon bogum eksplanti inokiilasyona tabi
tutulmus, 76 tanesinde transgenik siirglin elde edilmistir. Transgenik siirgiin veren 76
eksplanttan 16 adet transgenik siirgiin elde edilmis, gelisen siirgiinler topraga
aktarilmigtir. Toprakta gelisen 5 adet bitkiden 4 tanesi aday transgenik olarak tespit
edilmistir. Agrobacterium tumefaciens kontaminasyonunun tespitine yonelik yapilan
chv PCR’1 sonucu 4 adet transgenik bitki elde edilmistir (Sekil 4.10-4.12)

Sekil 4.10 Meri¢ aygicegi genotipine Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen
aktarimi
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400bc¢

Sekil 4.11 Meri¢ aycicegi genotipine ait npt Il geninin varligina yonelik olan PCR
sonucu

800bg

Sekil 4.12 Merig aycicegi genotipine ait chv geninin varligina yonelik olan PCR sonucu
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki doku kiiltiirii caligmalarinda hem yesil materyal hem de tohum sterilizasyonu in
Vitro rejenerasyonun saglanmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Kullanilan dezenfektanlarin
yogunlugu, uygulama siiresi ve kimyasalin sicaklifi gibi etkenler, materyalin
sterilizasyonun saglanmasi icin Olgiilmesi gerekli olan parametrelerdir. Dolayist ile
sterilizasyon uygulamalarinda 6ncelikle, kullanilabilecek dezenfektan tiirii igin en diigiik
miktarda ve en etkili dozun belirlenmesi gerekmektedir (Bhatti 2001). Yiizeysel
sterilizasyonda siklikla kullanilan dezenfektanlar arasinda biositler, civa, glimiis nitrat,
hidrojen peroksit, antibiyotikler, sodyum hipoklorit (ticari gamasir suyu) bulunmaktadir
(Ozcan ve Ozgen 1996). Kullanilan aygigegi tohumlarinin sterilizasyonu igin dncelikle
kullanilacak olan ticari ¢amasir suyunun yiizdesini belirlemek amaciyla denemeler
kurulmus sonug olarak %50 ticari ¢amasir suyunun 15 dakika siireyle uygulandiginda
en yiiksek canlilik degerlerinin alindig1 tespit edilmistir. Arastirmada, tohumlarin yiizey
sterilizasyonunda dezenfektan olarak kullanilan ¢amasir suyunun miktar1 ile uygulama
siiresinin, tohumlardan gelisen fidelerde ve dolayisi ile eksplantlarda canlilik ile
rejenerasyon kapasiteleri belirgin etkileri oldugu goriilmiistiir (Allan 1991, Yildiz ve Er
2002).

Calismada kullanilan ‘64A14°, ‘64A71° ve ‘Meri¢’ genotiplerinin farkli hormon
kombinasyonlarinda ve farkli eksplant tiirlerinde, en yiiksek in vitro siirgiin
rejenerasyon degerleri alinmaya ¢alisilmistir. ‘64Al14’° aycicegi genotipinde denenen
tim hormon kombinasyonlari igerisinde 2 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 800 pl/L aci
kavun meyve Ozsuyu iceren rejenerasyon ortminda kullanilan kotiledon bogum
eksplantinin, %84’liik bir rejenerasyon yiizdesi ile en yiiksek sonucu verdigi tespit
edilmistir. Gen aktarim ¢aligmalarinda ‘64A14° aycicegi genotipi igin 2 mg/l BAP, 1
mg/l NAA ve 800 ul/L act kavun meyve 6zsuyu igeren rejenerasyon ortami ve kotiledon

bogum eksplantinin kullanilmasina karar verilmistir.
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‘64AT71’ aygigegi genotipinde denenen tiim hormon kombinasyonlar1 igerisinde 1 mg/1
BAP, 1 mg/l NAA ve 800 pl/L ac1 kavun meyve 6zsuyu i¢eren rejenerasyon ortminda
kullanilan kotiledon bogum eksplantinin, %96’lik bir rejenerasyon ylizdesi ile en
yiiksek sonucu verdigi tespit edilmistir. Gen aktarim calismalarinda ‘64A71° aycicegi
genotipi i¢cin 1 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 400 ul/L act kavun meyve 6zsuyu iceren

rejenerasyon ortami ve kotiledon bogum eksplantinin kullanilmasina karar verilmistir.

‘Meri¢’ aygicegi genotipinde denenen tiim hormon kombinasyonlari igerisinde 2 mg/I
BAP, 1 mg/l NAA ve 800 pul/L act kavun meyve 6zsuyu igeren rejenerasyon ortminda
kullanilan kotiledon bogum eksplantinin, %84’liik bir rejenerasyon yiizdesi ile en
yiiksek sonucu verdigi tespit edilmistir. Gen aktarim ¢alismalarinda ‘Meri¢’ aygigegi
genotipi igin 2 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 800 ul/L ac1 kavun meyve 6zsuyu igeren

rejenerasyon ortami ve kotiledon bogum eksplantinin kullanilmasina karar verilmistir.

Aygicegi bitkisinin in vitro rejenerasyonunu saglamak amaciyla yapilmis bir¢ok ¢aligma
bulunmaktadir. Giirel ve Kazan (1998), ay¢igeginde (Helianthus annuus L.) etkin bir
bitki rejenerasyon sisteminin gelistirilmesini amaglamiglardir. Aygigegi hiicre veya
dokularindan etkin bir bitki rejenerasyon sistemi gelistirmek amaciyla, farkli eksplant
tipleri ve hormon kombinasyonlarin kullanildig1 degisik rejenerasyon protokollerini
karsilastirmislardir.  Ozellikle alt (bazal) kisimlardan olmak iizere, kotiledon
eksplantlarindan somatik embriyogenesis elde etmisler, fakat genotipik varyasyonun
hem somatik embriyo hem de kok {retimi icin en kritik faktér oldugu
gozlemlemislerdir. Siirgiin-ucu eksplantlarindan siirgiin liretimi bakimindan 10 farkli
aycicegi cesidini karsilagtirdiklarinda, s6z konusu varyasyonun ¢ok daha belirgin olarak
ortaya c¢iktigin1 gérmiiglerdir. Somatik embriyo iiretimini arttirmak amaciyla kiiltiir
sartlarinin gelistirilmesinin gerekli oldugu sonucuna varmislardir. Bu ¢alismada, bitki
gelisimi in vitro kiiltiir sartlarinda daha ¢abuk gergeklestirilmis olup, embriyo kiiltiir

yontemiyle kok, gévde ve yaprak olusumu saglanmistir.
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Chraibi vd. (1992), Aygigegi (Helianthus annuus L.)’ nin kotiledon eksplantlarindan
rejenerasyonu  ve hizli ¢ogaltim arastirilmistir.  Yiiksek frekansta  siirgilin
organogenesisini igeren rejenerasyon, ayciceginin 30 genotipinde olgun Kotiledon
dokularindan belirlenmistir. 3 giin sivi MS ortaminda Kotiledon eksplantlar1 inkiibasyon
birakilmis sonra, ayni besiyerinde alt kiiltiire alinmigtir. 28 giin sonra siirgiinler kok
olusumu icin ortama aktarilmistir. Koklenen bitkilerin dis kosullarin da basariyla
aktarilmasiyla fertil bitki olusumunun goriildiigli ve siirgiin gelisiminin etilenle arttigi

tanimlanmustir.

Nestares vd. (2002), Aygigek bitkisi tiirlerinden alinan kotiledon bogum eksplantlarinin
in vitro kosullarda kiiltire alinmasi1 denemelerinde, kullanilan MS medyumunun bitki
gelisimini etkiledigi ortaya konmustur. Aygiceginin in vitro kosullarda bitki olusturma
kabiliyetini konu alan bir arastirmada, 20 degisik bdlgeden alinan kotiledonun MS
medyumunda kiiltiire alinmasi denenmistir. 4 haftalik kiiltirleme sonunda bitki
olusumlar1 goézlenmis olup, MS medyumunun arastirmada denenen her tiirde etkili
oldugu belirtilmistir. MS medyumunun ayni zamanda rejenerasyon kapasitesinde etkili
oldugu da arastirmada ortaya konmustur. Bulmus oldugumuz sonuglar daha once

yapilmis olan bu ¢aligmalarla benzerlik gostermektedir.

Greco vd. (1985) Aygigegi (Helianthus annuus L.) kallus gerceklestigi ve siirgiin
rejenerasyonunun c¢alismalarda, aygigegi yapragi ve kotiledon pargalari, meristem ve
hipokotil kesimleri ¢esitli dozlarda oksin 2,4-D veya sitokin 6- BAP igine alan MS
ortaminda gelistirilmistir. Hormonal davranisi gosterilmistir.6-BAP nin bagli olarak
farkliliklarin olabildigi gosterilmistir. Eksplant tipi ve eksplantlardan kallus olusumunda
etkili oldugu ve 2,4 D de ‘yavas ilerleme belirtilmektedir.6 -BAP saglayarak ¢ok kallus
gelisimi ile, in vitro olarak siirgiin meydana gosterilmistir. Arastirmamiz aygigegin
siirglin rejenerasyonunda act kavun meyve 6z suyu ve BAP ile NAA daha etkili

oldugunu géstermektedir.
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Tim genotiplerde normal hormon kombinasyonlarinin yaninda kullanilan farkli
dozlarda ac1 kavun meyve 6zsuyunun aygicegi genotiplerinin siirgiin rejenerasyonlarini
onemli derecede artirdigi goriilmektedir. Gen aktariminda aci kavun meyve 6zsuyunun
transgenik siirgiin sayisini artirmak amaciyla yapilmis olan bu calismada aygicek
bitkisinin rejenerasyon ve gen aktarimi lizerinde etkisini aragtirmak amaciyla ac1 kavun
meyve O0zsuyu bitki besin, bakteri biiylitme ve inokiilasyon ortamlarina konulmustur.
Adwan vd. (2011), Oskay ve Sar1 (2007), ve Koca vd. (2010), yapmis olduklar1
caligmalarda ac1 kavun bitkisinden ethanol ekstrasksiyonu ile elde edilmis 6ziitiin bazi
bakterilerinin gelisimleri iizerine etkilerini arastirmislar, act kavun ekstraktinin bakteri
gelisimini  6nemli oranda engelledigi ve antimikrobiyal etkisinin oldugu
bildirilmiglerdir. Fakat, Amil ve Pala (2009) yapmis olduklar1 bir ¢alismada bakteri
besin ortamlarina farkli oranlarda aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) olgun
meyve Ozsuyu katarak bakteri gelisimini incelemislerdir. Bu ¢aligmada bakteri besin
ortaminda ac1 kavun meyve 6zsuyunun artisiyla birlikte Klebsiella sp, Escherichia coli
ve Staphylococcus aureus bakteri tiirlerinin iiremesinde de 6nemli artis olusumu
bildirmislerdir. Yapilan bu calismalar dogrultusunda bizim kullanmis oldugumuz O
(kontrol), 200, 400, 800 ve 1600 ul/L aci kavun meyve 6zsuyu dozlar1 bitki besin
ortamlarma koyularak denenmistir. Oramlara koyulan act kavun meyve 6zsuyunun
olgiilen tiim karakterlerde 6nemli derecede artis sagladigi tesbit edilmistir. Ozcan vd.
(2015) yapmis oldugu arastirmada farkli dozlarda ac1 kavun meyve 6zsuyunun tiitiin
bitkisinde rejenerasyon yilizdesini artirdigini bildirmistir. Bulmus oldugumuz sonuglar

daha 6nce yapilmis olan bu calismalyla benzerlik géstermektedir.

‘64A14°, ‘64AT71’ ve ‘Meri¢’ aycicegi genotiplerine Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla yapilan gen aktarim c¢aligmalarinda ‘64Al14° ve ‘Meri¢’ genotiplerine
basarili bir sekilde gen aktarimi yapilmitir. ‘64A71° aygicegi genotipine yapilan gen
aktarimi ¢alismasindan sonu¢ alinamamistir. Yapmis oldugumuz caligmalarda
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla yapilan gen aktariminin &nemli 6lgiide gen
aktarimi yapilacak olan bitki genotipine bagl oldugunu gostermektedir. Giirel ve Kazan
(1998) yapmis olduklari ¢aligmada 10 aygigek genotipinin, raportér bir gen olan
GUS’un ekspresyonuna dayanan Agrobacterium tumefaciens bakterisi araciligiyla gen

aktarimma uygunlugu incelenmistir. Siirglin-ucu eksplanti, bakteri susu/binary iKili
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vektor kombinasyonu bdliinmemis siirglin ucu eksplantinin partikiil bombardimaniyla
yaralanmas1 ve etkenler géz oniine alindiginda, genotipler, % GUS pozitif bitki parga
oraninin ortalama degeri %0.0 ila % 82.7 arasinda bulunmus, énemli farkliliklar oldugu
goriilmiistiir. Inbred hatlarina gore hibrid genotipleri, Agrobacterium enfeksiyonuna
karsi ¢ok duyarli oldugu bulunmustur. Béliinmemis (intact) eksplantlara gére ayrilmis
stirgiin ucu bitki pargalarinin kullanimi AGL-1 / pKIWI sus/vektor kombinasyon
saglamigslar transformasyon veriminde bir artig, bir arada daha LBA4404 / ptok233 daha
etkili oldugu bulunmuslardir. Kullanilan eksplantlarin, 6nce Agrobacterium bakterilerle
asilamadan yaralanmasi partikiil bombardimani transformasyonu pozitif bir etkiye
neden olmadigi tespit edilmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucu elde edilen bu
calisgma ile calismamiz temelde benzer goriinmesine ragmen, Onemli derecede
farkliliklar gostermektedir. Caligsmalar kiyaslandiginda calismamiz sonucu elde edilen

transgenik bitkiler, yapmis oldugumuz ¢alismanin basarili oldugunu gostermektedir.

Ozcan vd. (2012) yapmis olduklar1 arastirmada, ac1 kavun (Ecballium elaterium (L.) A.
Rich.) meyve Ozsuyunun tiitlin bitkisinde gen aktarim frekansin1 onemli derecede
artirdigin1  bildirmistir. Calismamizda yapmis oldugumuz, gen aktarimi sonucunda
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktariminin aygicegi (Helianthus annuus
L.) bitkisinde basarili oldugu ve aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve
Ozsuyunun hem rejenerasyon hemde gen akraim frekansimi artirdigi benzer sekilde

goriilmektedir.

Sonug olarak agagidaki dneriler uygun goriilmiistiir;

1. Doku Kkiiltiirii ¢alismalarinda sterilizasyon c¢imlenmeyi dogrudan etkilemekte ve
oldukca Onemli olmaktadir. Ticari camasir suyu sterilizasyonda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda Ay ¢icegi genotipleri i¢in 15 dk % 50 camasir
suyu ile sterilizasyon saglanmistir.

2. Baslangic. denemelerinde siirgiin rejenerasyonu igin kullanilan eksplantlar dan:
hipokotil ve kotiledon tiim ortamlarda ¢ok yiiksek oranda kallus saglanmuistir.

3. Tez kapsaminda kullanilan eksplantlardan kotiledon bogum. meristem. hipokotil ve

kotiledon eksplantlarindan yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu kotiledon bogum dan
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elde edilmistir. Sadece kotiledon bogum plasmid i¢eren A grobakteruim tumefaciens
hatiyla gen aktarim ¢alismalarinda transgenik bitki elde etmek i¢in uygun bulunmustur.
4. Calisma sonucunda optimize edilen siirglin rejenerasyonu ve gen aktarim sisteminin
sonug olarak. ayciceginde klasik 1slah metotlarinda. biyoteknolojinin tiim yontemlerini
tam anlamiyla kullanmak bugiin i¢in heniiz erken olmasina ragmen. gelecekteki 1slah
calismalarinda biyoteknolojinin en 6nemli ara¢ olacagi agikca goriilmektedir.

5. Ayn1 zamanda bu tez kapsaminda elde edilmis. sonuglara dayanarak transgenik ay
cigek bitkilerinin hizli ve yogun iiretimine ve bu konu ile ilgili ilerde yapilacak
calismalara yardimci olacagi ve dolayisiyla sektore Onemli katkilar saglayacagi
distiniilmektedir.

6. Elde edilen transgenik ve transgenik olmayan siirgiinler kolayca 400 veya 800 pl/l
Act kavun (genotipe gore) iceren ortamda koklendirilmistir. Kdklendirilmis. bitkilerin
iklim odasinda veya serada adaptasyonu saglanmistir.iklim odasinda GUS gen tasiyan
transgenik aday1 bitkiler basariyla 3 aya kadar gelistirilmis. ve ciceklenerek tohum

baglamislardir.

61



KAYNAKLAR

Adwan G., Salameh Y. and Adwan K. 2011. Effect of ethanolic extract of Ecballium
elaterium against Staphylococcus aureus and Candida albicans. Asian Pacific
Journal of Tropical Biomedicine 456-460.

Amil R. ve Pala M. 2009. Ecballium elaterium (Aci Kavun)’'un 6zsuyunun insan
lenfosit hiicreleri ve bakteri gelisimi tizerine etkisi. Tiibitak Liselerarast Proje
Yarigmasi.

Anonymous. 2016. http://upload.wikipedia.org Erisim Tarihi: 12.09.2016 .
Allard, R. W. 1999. History of plant production genetics. Annu. Rev. Genetic. 33:1-27

Allan, A. 1991. In: Plant Cell Culture; Stafford, A.; Warren, G., Eds.; Open University
Press, Milton Keynes, 1-24.

Arda, H. 2004. “In vitro Regeneration and Callus Formation of Different Hybrid of the
(Sunflower) Helianthus annuus L. Yielding in Turkish Trakya Region” Asian
Journal of Plant Sciences, 3(6):747-751.

Arda, H., Dayan, S. and Akpnar, G. 2012. Diisiik Sicaklikta Muhafaza Edilmis in vitro
Aygicegi (Helianthus annuus L.) Bitkilerinde Anatomik ve Karyolojik
Incelemeler. Trakya University Journal of Natural Sciences, 1(2).

Aycan, M. 2015. Aci kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) meyve 6zsuyunun
ketende (Linum usitatissimum L.) siirgiin rejenerasyonu ve Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla gen aktarimina etkisi. Yiiksek Lisans Tezi, Ankara
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri Anabilim Dali, 74,
Ankara.

Barbara, R. 2005, “Tissue culture for germplasm conservation and distribution”
Hortscience, 40:981.

Bajrovig, K. 2002. Bitkilere gen aktarimi. Bilim ve Teknink Dergisi, Mayis;14

Baytop, T. 1984. Tiirkiye’de Bitkiler ile Tedavi, Istanbul Universitesi yaymi no: 3255,
[stanbul

Betz, F. Hammond, B. and Fuchs, R. 2000 . Safety and advantages of Bacillus
thuringiensis-protected plants to control insect pests. Regulatory Toxicology
and Pharmacology, 32(2), 156-173.

Bhatti, K.M.K. 2001. Mercimek (Lens culinaris Medik.)’te Doku Kiiltiirii Calismalar1
ve Agrobacterium tumefaciens Aracihigiyla Gen Aktarimi. Ankara
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri Anabilim Dal1, Doktora
Tezi, YOK Tez No: 120164, 147. Ankara.

Birsin, M., Onde, S. and Ozgen, M. 2001, “Callus Induction and Regeneration from
Mature Embryos of Oat (Avena sativa L.)” Turkish Journal of Biological,
25:427-434.

62


http://upload.wikipedia.org/

Biiriin, B. and PoyrazogLu, E. 2002, “Embryo Culture in Barley (Hordeum vulgare.
L.)” Turkish Journal of Biological, 26:175-180

Charriere, F. and Hahne, G. 1998, “Induction of embryogenesis versus caulogenesis on
in vitro cultured sunflower (Helianthus annuus L.) immature zygotic
embryos: role of plant growth regulators” Plant Science, 137:63-71.

Charriere, F., Sotta, B., Miginiac, E. and Hahne, G. 1999, “Induction of adventitious
shoots or somatic embryos on in vitro cultured zygotic embryos of Helianthus

annuus: Variation of endogenous hormone levels” Plant Physiol. Biochem.,
37(10):751-757.

Chraibi, K.M.B. Castelle, J-C. Latche, A. Roustan, J-P. and Fallot, J. 1992b.
Enhancement of shoot regeneration potential by liquid medium culture from
mature cotyledons of sunflower (Helianthus annuus L.). Plant Cell Rep.,
10:617-620.

Caglayan, K., Ozavci, A. ve Eskalen, A. 1998, “Dogu Akdeniz Bolgesinde Yaygin
Olarak Yetisen Baz1 Salep Orkidelerinin Embriyo Kiiltiirii Kullanilarak In
Vitro Kosullarda Cogaltilmalar1” Turkish Journal of Agriculture and Forestry,
22:187-191.

Cirakoglu, B. 2005. Gen Teknolojisi: Bugiin ve Yarin. 1. Tibbi Biyolojik Bilimler
Kongresi 04-07 Ocak 2005 Istanbul

Davey, M. and Anthony, P. 2010. Plant Cell Culture Essential Methods, 319-324.
Wiley-Blackwell.

Duke, J.A. 1983, “Helianthus annuus L.” Handbook of Energy Crops.

Eken, H. 2004, “Ayci¢egi” Tarimsal Ekonomi Arastirma Enstitiisti, T.E.A.E.— Bakais,
Niisha:11, Say1:5.

Erdag, B. and Yiirekli, K. 2000, “Thymus sipyleus Boiss. (Lamiaceae)’un In Vitro
Cogaltilmas1” Turkish Journal of Biological, 24:Ek say181-86.

Erdogan, Y., Cogii, S., Parmaksiz, C., Sancak, C. ve Arslan, O. 2005, “Burgak (Vicia
ervilia L.) Bitkisinin Olgunlasmamis Embriyo Eksplantlarindan Adventif
Siirgiin Rejenerasyonu ve Hizli Cogaltim” Tarim Bilimleri Dergisi, 11(1) 60-
64.

Ergiil, M. 1989. "Hayvansal Uretim ve Cevre Kirliligi", Cift¢i ve K8y Diinyas1 Dergisi,
Cilt:5, Say1: 57, Eylil.

Ekici, M., Satilmis, A., Ay, Y. D., Diilger, B. and Malyer, H. 1998. Ecballium elaterium
(L.) meyvelerinin siniizite kars1 kullanimi. Ekoloji ¢evre dergisi. Cilt 7 say1
27 sf 24-25

FreyssiNet, M. and Freyssinet, G. 1988, “Fertile plant regeneration from sunflower
(Helianthus annuus L.) immature embryos, France. 177-181.

63



Goldy, R.G., Ramming, D.W., Emershad, R. L., and Chaprro, J.X. 1989, “Increasing
production of V. vinifera x V. rotundifolia hybrids through embryo rescue”
Hortscience, 24 (5):820-822.

Goleniowski, M.E., Flamarique, C. and Bima, P. 2003, “Micropropagation of Oregano
(Origanum vulgare x Applii) from Meristem Tips” In vitro Celluler and
Development Biology- Plant, Cabi Publishing, 39(2):125-128.

Gomes, G.A.C., Paiva, R., Duarte De Oliverira Paiva, P., Jose Artiaga de Santiago, E.
and 2003. “Plant Regeneration from Callus Cultures of Maclura tinctoria, an
Endangered Woody Species” In vitro Cellular and Development Biology-
Plant, Cabi Publishing, 39(3):293-295.

Greco, B., Tanzarella, O.A., Carrozzo, G. and Blanco, A. 1985, “Callus induction and
shoot rejeneration in sunflower (Helianthus annuus L.) Plant Breeding
Institute, Italy. 36:73-77.

Gu, D.F., Wu, X.K. and Zhang, W.Q. 1990, “Factors effecting callus induction and
plantlet regeneration in in vitro culture of immature barley embryos” Journal
of Jilin Agricultural University, 12 (2):1-6.

Gustavo, A., Gonzalez, C.J., Vazquez P.R. and Ayra, P.C. 1998. Agrobacterium
tumefaciens: Antural tool for plant transformation. Plant Biotechnol, 1:0717-
3458.

Giirel, E. and Kazan, K. 1998, “Development of an Efficient Plant Regeneration System
in Sunflower (Helianthus annuus L.) Turkish Journal of Botany, 22:381-387.

Haberlandt, G. 1902. Culturversuche mit isolierten Pflanzenzellen. Sitzungber. Maht.
Naturwiss. KI. Kais. Akad. Wiss. Wien, 111:69-92

Haliloglu, K. 2002, “Wheat Immature Embryo Culture for Embryogenic Callus
Induction” Online Journal of Biological Sciences, 2(8):520-521.

Koca, U., Ozcelik, B. and Ozgen, S. 2010. Comparative in vitro activity of medicinal
plants Arnebia densiflora and Ecballium elaterium against isolated strains of
Klebsiella pneumoniae. Turkish J. Pharm. Sci. 7, 197-204.

Leesmans, J., Langenakkens, J., De Greve, H., Deblaere, R. and Vanloy, J.B. 1990.
Hull-less seeded pumpkins: a new edible snackseed crop, In:JanickAnd J.E.
Simon (eds.), Advances in new crops. Timber Pres, Portland, OR:403-407.

Li, W., Masilamany, P., Kasha, K.J. and Pauls, K. 2002, “Factors Affecting Plant
Regeneration from Shoot Apical Meristems of Germinated Zea mays L.
Seedlings” In vitro Cellular and Development Biology-Plant, Cabi
Publishing, 38(3):285-292.

Mamun, M.A., Sikdar, M.B.H., Paul, D.K., Rahman, M.M. and Islam, M.R. 2004, “In
vitro Micropropagation of Some Important Sugarcane Varieties of
Bangladesh” Asian Journal of Plant Sciences, 3(6):666-669.

64



Mirzai, F., Uliaie, E.D. and Hagh, A.B. (2015). Aygigegi (Helianthus annuus L.)’nin in
vitro Organogenezi Uzerine Etilen Inhibitérleri Olarak AgNO3 ve CoCI2’nin
Uyaric1 Etkisi. Yiiziincii Yil Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi, 25(2), 113-
118.

Mohan, M., Nair, S. Bhagwat, A. Krishna, T.G. Yano, M. Bhatia, C.R. and Sasaki T.
1997. Genome mapping, molecular markers and marker-assisted selection in
crop plants. Molecular Breeding, 3: 87-103.

Mondal, T.K., Bhattacharya, A., Sood, A. and Ahuja, P.S. 2002, “Propagation of tea
(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) by shoot proliferation of alginate-
encapsulated axillary buds stored at 4°C” Current Science, 83(8):941-944.

Myers, A., 2004, “Somatic Embryogenesis Induction in Delonix regia (Boger.) Raf
(Royal Poinciana)” Journal of Undergraduate Research, 5-6 .

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15: 473-497.

Nagip, A., Hossain, S.A., Alam, M.F., Hossain, M.M., Islam, R. and Sultane, R.S. 2003,
“Virus Free Potato Tuber Sees Production Trough Meristem Culture In
Tropical Asia” Asian Journal of Plant Sciences, 2(8): 616-622.

Natalini, L. and Cavallini, A. 1987, “Regeneration of pea (Pisum sativum L.) plantles by
in vitro culture of immature embryos” Plant Breed, 99: 172-176.

Nestares ,G., Zorzoli, R., Mroginski, L. and Picardi, L. 2002, “Heritability of in vitro
plant regeneration capacity in sunflower” Plant Breeding,121:366-368.

Oskay, M. ve Sari, D. 2007. Antimicrobial screenig of some Turkish medicinal plants.
Pharmaceutical Biology, 45, 176-181

Onay, A., Yildirim, H., Piring, V., Tilkat, E., Ozden, Y., Akdemir, H., Siizer, V., Calar,
N., binici, M., Akdemir, O.F. ve Kiling, F.M. 2012. Bitkilerin Biyoteknolojik
Yontemlerle Ticari Cogaltimi; Meveut ve Gelecekteki Durum. Batman
Universitesi Yasam Bilimleri Dergisi. Cilt 1 Say1 2. 11-28

Ozcan, S.ve Ozgen, M. 1996. Bitki Genetik Miihendisligi. Kiikem Dergisi, 1, 69-95.

Ozcan, S. 2009. Modern diinyanin vazgegilmez bitkisi misir: Genetigi degistirilmis
(trasngenik) misirin tarimsal liretime katkisi.Derleme dergisi 2(2):01-34.

Ozcan F. 2012. Tibbi bitki ac1 kavun (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.) Oziitiiniin
Agrobacterium tumefaciens ile farkli bitki tiirlerine gen aktarimi iizerine
etkisi. Yiiksek Lisans Tezi. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Tarla Bitkileri Anabilim Dali, Ankara.

Ozcan, S.F., Yildiz M. ,Ahmed, H.A. and Aasim, M. (2015). Effects of squirting
cucumber (Ecballium elaterium) fruit juice on Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation of plants. Turkish Journal of Biology, 39: 790-799 .

65



Ozgen, M., Altinok, S., Ozcan, S., Sevimay, C.S. and Cafer, S. 1997, “In vitro
micropropogation of Afalfa (Medicago sativa L.) cultivars Turkish Journal Of
Botany, 21: 275-278.

Ozgen, M., Ertung, F., Kmac1, G., Yildiz M., Birsin, M., Ulukan, H., Emiroglu, H.,
Koyuncu, N. ve Sancak, C. 2005. Tarim Teknolojilerinde Yeni Yaklasimlar
ve Uygulamalar: Bitki Biyoteknolojisi, Tiirkiye Ziraat Miihendisligi VI.
Teknik Kongresi, Ankara; 315-346.

Ozgen, M. ve Tiiret, M. 1995. Bitki Islah1 ve Gen Aktarma Teknolojisi. Workshop
”Biyoteknoloji ve Bitki Islah1”. 17-19 Nisan 1995, Gebze/Kocaeli, Bildiriler,
227-236

Piring, V., Onay, A., Yildirim, H., Adiyaman, F., Isikalan, C. and Basaran, D. 2003,
“Aventitious Shoot Organogenesis and Plant Regeneration from Cotyledons
of Diploid Diyarbakir Watermelon (Citrullus lanatus cv. Siirme)” Turkish
Journal of Biology, 27:101-105.

Prasertsongskun, S. 2003, “Plant regeneration from callus cultured of vetiver (Vetiveria
zizanioides Nash)” Songklanakarin Journal of Science Technology,
25(5):637-642.

Rahman, M. M., Amin, M.N., Ahamed, T., Ali, M. R. and HabiB, A. 2004, “Efficient
Plant Regeneration Through Somatic Embryogenesis from Leaf Base-derived
Callus of Kaempferia galanga L.” Asian Journal of Plant Sciences, 3 (6):675-
678.

Redenbaugh K, Hiatt W., Martineau B. and Emlay D. 1994. Regulatory assessment of
the FLAVRSAVR tomato, Trends in Food Science & Technology, 5 (4),
105-110

Sancak, C. 1999, “In vitro Micropropagation of Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.)
Turkish Journal of Botany, 23: 133-136.

Secmen, O., Gemici, Y., GQk, G., Bekat, L. ve Leblebici, E. 2008.Tohumlu Bitkiler
Sistematigi, Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Kitaplar Serisi, No: 116, 286.
[zmir.

Snedecor G.W. and Cochran W.G. 1967. Statistical Methods. The lowa State
University Press, lowa, USA. 158-160.

Smith, E.F. and Townsend, C.O. 1907. Statistical Methods. The loxa State Universty
Press, lowa, USA.

Tangolar, S., Gok, S., ErgenogLu, F. ve Cetiner, S. 1998, “Baz1 Cekirdeksiz Uziim
Cesitlerinin  Embriyo Kiiltiiriinden Yararlanilarak Cogaltilmasi” Turkish
Journal of Agriculture and Forestry, 22:87-92.

Ucler, O. and Mollamehmetoglu, N. 2001, “In vitro Plantlet Regeneration from Mature
Embryos of Linden (Tilia platyphyllos Scop.) and Multiplication of its
Buds”Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 25:181-186.

66



Vargas, T.E., Mejias, A., Oropeza, M. and Garcia, E. 2004, “Plant regeneration of
Anthurium andreanum cv Rubrun” Electronic Journal of Biotechnology,
7(3)282- 286.

Vookova, B. and Kormutak, A. 2003, “Plantlet Regeneration in Abies cilicica Carr. and
Abies cilicica x Abies nordmanniana Hybrid via Somatic Embryogenesis”
Turkish Journal of Botany, 27: 71-76.

Watson, J.D., Currier, T.C., Gordon, M.P., Chilton, M.D. and Nester, E.W. 1975.
Plasmid required for virulance of Agrobacterium tumefaciens. J. Bacteriol.
123: 255-264.

Winkelmann T., Geier T. and Preil, W. 2006. Commercial in vitro plant production in
Germany in 1985-2004, Plant Cell Tissue and Organ Culture, 86:319-327.

Yildirim, A. 2005. Molecular marker facilitated pyramiding of resistance genes for
fungal diseases of wheat. Workshop on Genomics and Marker Assisted
Selection (MAS) in Plant Breeding. 3-7 Ekim 2005 (Sunulu Bildiri), Izmir.

Yildiz, M. 2000. Keten (Linum usitatissimum L.) bitkisinde adventif siirgiin
rejenerasyonu ve Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimu.
Doktora Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri
Anabilim Dal1,135, Ankara.

Yildiz, M. and Er, C. 2002b. The effect of sodium hypochlorite solutions on in vitro
seedling growth and shoot regeneration of flax (Linum usitatissimum).
Naturwissenschaften Vol. 89: 259-261.

Yildiz, M. 2010. Evaluation of the effect of in vitro stress and competition on tissue
culture response of flax (Linum usitatissimum L.). Biologia Plantarum 55(3):
541-544.

Yildiz, M. and Er, C. 2002a, “Increasing the Injured Area on Hypocotyl Explants of
Flax (Linum usitatissimum L.) Leads to High Frequency Callus-Based Shooot
Regeneration” Turkish Journal of Biology, 26:95-98.

Zaenen, l., Van Larebeke, N., Teuchy, H., Van Montagu, M. and Schell, J. 1974.
Supercoiled circular DNA in crown gall-inducing Agrobacterium strains. J.
Mol. Biol. 86: 109-127.

Zaman, M.S., Quraishi, A. and Hassan, G. 2001, “Meristem Culture of Potato (Solanum
tuberosum L.) for Production of Virus-Free Plantlets” OnLine Journal of
Biological Scientific Information, 1(10):898-899.

Zilal, A. 2000. Gen Aktariml1 Bitkilerin Gelecegi, Bilim ve Teknik, 388, 92-94.

67



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Samah SAAD
Dogum Yeri : SANDI -SUDAN
Dogum Tarihi :21.8.1978
Medeni Hali  : Evli

Yabanc1 Dili  : Turkce Ingilizce (IELTS 6.0)

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)
Lise : Omdurman High Model School —Sudan. (1998)

Lisans : Bachelor of Science (Honours) First Class . (2003)
Khartoum Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Biyoteknolojisi

Yiiksek Lisans : Khartoum Universitesi Endemik Disease Enstitiisii Molekular
Biyolojisi (2007)

Cahstigi Kurum/Kurumlar ve Yil

National Research Center-SUDAN-KHARTOUM 2006

Odiiller

Alzubair’s Prize For Innovation and Scientific Excellence In The Field of Agricultural
science

Ulusal Kongreler

1-Training Course Theoretical and Practical in the Field of Bacterial Root Ganglia and
Uses 2002 Sudan- Khartoum

Uluslararasi1 Kongreler

1-“DNA MOLECULAR MARKER TECHNIQES FOR CROP
IMPROVEMENT”’Kursu 2003 at (ICARDA) Aleppo , Syria

68



2- European Biotechnology Congress 2011 Istanbul, Turkey,

Yayinlar :

1- Saad, S., Mukhtar, M., Warag, E., Elamin, H. and Yildiz, M. 2011. Molecular
characterization of Sudanese gum arabic tree (Acacia senegal var. senegal) using
random amplification of polymorphic DNA (RAPD). European Biotechnology
Congress, Current Opinion in Biotechnology 22: 139, istanbul, Turkey

2- Saad, S., Mukhtar, M., Warag, E., Elamin, H. and Yildiz, M. 2016 Characterization
of Phenotypic Variability of Sudanese Gum Arabic Tree Acacia Senegal var. senegal
Using Multiprimer Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) International
Journal of Genetics and Genomics Volume 4, Issue 3, June 2016, Pages: 20-23

69





