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OZET

HIYARDA (CUCUMIS SATIVUS L.) ELONGATION FACTOR elF(iso) 4E
GENININ TRANSFORMASYONU VE BiTKi REJENERASYONU

Yasemin OZ
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Esin ARI
Temmuz 2021; 97 sayfa

Hiyar (Cucumis sativus L.) domatesten sonra iilkemizde en ¢ok iiretimi yapilan
sebzelerden biridir. Ancak biyotik ve abiyotik stresler hiyarin yasam dongiisiinii olumsuz
yonde etkileyerek verim ve kalitenin diigmesine neden olmaktadir. Viral bitki
patojenlerinin dkaryotik ¢eviri baglatma faktdrlerinden biri olan elF (iso) 4E ile etkilesim
mekanizmalar1 C. sativus dahil baz: tiirlerde yapilan ¢aligmalar ile aydinlatilmigtir. Ancak
elde edilen transgenik bitkilerin rejenerasyon frekanslart diisliktiir. Yiiksek
transformasyon verimi bitki rejenerasyon kapasitesi ile yakindan ilgili olmakla beraber,
calisilacak farkli genotiplerde etkili bir transformasyon verimi i¢in hem bitki
rejenerasyonu hem de transformasyon i¢in optimizasyonlar gereklidir.

Bu calismada, CRISPR/Cas9 gen diizenleme teknolojisi kullanarak iki hiyar
genotipinde (G27 ve G247) elF (iso) 4E’nin susturulmasi planlanmistir. Bunun igin
oncelikle transformasyon Oncesi genotiplerde bitki rejenerasyon optimizasyonu
yapilarak, adventif siirgiin organogenesisi i¢in en uygun eksplant (3 eksplant arasindan)
ve kiiltiir ortami (kontrol dahil 50 ortam arasindan) igerigi tespit edilmistir. Daha sonra
transformasyonu etkileyebilecek dnemli faktorler (genotip, bakteri irki, fide yasi, eksplant
tipi, pre-inkiibasyon, antibiyotik tipi ve markasi) optimize edilmeye ¢aligilarak, tasarlanan
rehber RNA (sgRNA1 ve sgRNA2)’lar ve Cas9 Agrobacterium tumefaciens araciligi ile
her iki genotipin eksplantlarina aktarilmistir. Hem bitki rejenerasyonu hem de
transformasyon i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmalarimin ardindan, esit kosullarda
gerceklestirilen 8 transformasyonda elde edilen siirgiin sayisi / 100 eksplant ortalamas1 G27
ve G247 i¢in sirasiyla 13.6 ve 18 olarak tespit edilmistir. Elde edilen ex vitro aday transgenik
bitkilerden (TO) rastgele secilen bazi hiyar hatlari, aktarilan genleri tasimalart bakimindan
PCR analizi ile test edilmistir. TAGEM/18 /AR-GE/03 nolu proje kapsaminda yiiritiilen bu
calismada, test sonucu pozitif ¢ikan bitkilerde sera kosullarinda devam eden yetistiricilik ve
melezleme calismalar: ile elde edilecek olan T1 bitkilerinde daha sonra sekans analizleri
yapilacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Bitki biyoteknolojisi, CRISPR/Cas9, elF (iso) 4E, Gen
diizenleme, Islah, Hiyar, Rejenerasyon
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ABSTRACT

TRANSFORMATION OF THE ELONGATION FACTOR elF(iso) 4E GENE
AND PLANT REGENERATION IN CUCUMBER (CUCUMIS SATIVUS L.)

Yasemin OZ
MScThesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esin ARI
July 2021; 97 pages

Cucumber (Cucumis sativus L.) is one of the most produced vegetables in Turkey
after tomato. However, biotic and abiotic stresses affect the life cycle of the cucumber
negatively and cause a decrease in yield and quality. The interaction mechanisms with
elF (iso) 4E, one of the eukaryotic translation initiation factors of viral plant pathogens,
have been elucidated by studies in some species, including C. sativus. However, the
regeneration frequencies of the obtained transgenic plants are low. Although high
transformation efficiency is closely related to plant regeneration capacity, optimizations
for both plant regeneration and transformation are required for an effective transformation
efficiency in different genotypes to be studied.

In this study, silencing of elF (iso) 4E in two cucumber genotypes (G27 and G247)
was planned using CRISPR/Cas9 gene editing technology. For this, first of all, plant
regeneration optimization was performed in genotypes before transformation, and the
most suitable explant (out of 3 explants) and culture medium (out of 50 media including
control) content were determined for adventitious shoot organogenesis.Then, by trying to
optimize the important factors (genotype, bacterial strain, seedling age, explant type, pre-
incubation, and antibiotic type and brand) that may affect the transformation efficiency,
the designed guide RNAs (sgRNA1 and sgRNA2) and Cas9 were transferred to the
explants of both genotypes through Agrobacterium tumefaciens. After the optimization
studies for both plant regeneration and transformation, the average number of shoots /
100 explants obtained in 8 transformations under equal conditions was determined as 13.6
and 18 for G27 and G247, respectively. Some randomly selected cucumber lines from the
obtained ex vitro candidate transgenic plants (TO) were tested by PCR analysis in terms
of carrying the transferred genes. In this study carried out within the scope of the project
numbered TAGEM/18/AR-GE/03, sequence analyzes will be performed on the T1 plants
that will be obtained by the ongoing cultivation and hybridization studies in greenhouse
conditions in the plants with positive PCR test results.

KEYWORDS: Breeding, CRISPR/Cas9, elF (iso) 4E, Cucumber, Gene editing, Plant
biotechnology, Regeneration

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Esin ARI
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ONSOZ

Kiiresel niifusta meydana gelen hizli artis beraberinde gida liretimine olan talebi
de arttirmistir. Ancak ongoriilemeyen iklim kosullari, abiyotik ve biyotik stres etmenleri
gibi faktorler iirlin ve kalite kayiplarina neden olmaktadir. Gliniimiizde genomun yeniden
diizenlenmesi iirlinlerin biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda yiiksek verimde
iretilmesine olanak saglamistir. Yeni nesil bitki 1slah yontemlerinden biri olan
CRISPR/Cas9 teknolojisi, hedef genlerin mutasyona ugratilarak ya da genomdan
kesilerek gen ifadesinin susturulmasini, arttirilmasini ve genlerde istenilen niikleotidlerin
degistirilmesini miimkiin kilmistir. Klasik 1slah yontemlerinin tek basina yeterli olmadig:
ve yeni nesil bitki 1slah yontemleri ile bir arada kullanilmasi ile istenilen iirlinde ve
verimde tyilestirmeler saglayacagi yoniindeki ¢alismalar son zamanda 6nemli bir ivme
kazanmistir. Bu tez calismasinda hiyarda, viriis dayaniminda etkili olan elongation faktor
4 ailesinin bir tiyesi olan elF (iso) 4E geninde hedeflenmis mutasyon olusturulmasi ve bu
bitki dokularindan ¢esitli optimizasyon calismalar1 ile rejenere bitkilerin iiretilmesi
amaglanmaistir.

Tezimin planlanmasindan tamamlanmasina kadar, bilgi birikimi ve tecriibeleriyle
bana dnderlik eden, gerekli her tiirlii imkan1 saglayan ve her sorumu biiyiik bir sabir ve
Ozveri ile yanitlayan ¢ok degerli danigman hocam Dog¢. Dr. Esin ARI’ ya saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez jiirimde yer alarak degerli yorum ve tavsiyelerini paylasan Prof. Dr. Nedim
MUTLU ve Dog. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY hocalarima tesekkiir ederim. Ayrica
TAGEM ve AD-ROSSEN Tarim A.S. tarafindan desteklenen TAGEM/ 18 / AR-GE / 03
nolu proje kapsaminda gergeklestirilen tezime verdikleri destekler i¢in proje yiiriitliciisii
Dog¢. Dr. Hakan FIDAN ve proje ekibinden Dog. Dr. Ozer CALIS ile Dr. Aydmn
ATASAYAR’a tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢alismalarimda yardim ve desteklerini esirgemeyen Tarimsal
Biyoteknoloji Béliimii doktora dgrencisi Ahmet IZMIRLI ve Bitki Koruma Béliimii
doktora Ogrencisi Pelin SARIKAYA’ya tesekkiir ederim. Yiiksek lisans egitimim
boyunca bana yol arkadaslig1 yapan ve ihtiya¢ duydugum her an 6zveri ile yanimda olan
boliim arkadaglarim Tugce YAYLA, Seval SENCOPUR ve Gizem HAVUTCU’ya
sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca, aldigim her kararda varliklarini her an yanimda hissettigim,
gosterdikleri sevgi ve verdikleri emekle beni her kosulda destekleyen ¢ok sevgili annem
Zehra KOYU, babam Nuri KOYU’ya sonsuz sevgi ve siikranlarimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimine baslamamda beni tesvik eden, her tiirli fedakarligi
gdsteren, bana olan inancini daima hissettiren sevgili esim Fatih OZ’e her zaman yanimda
oldugu i¢in tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yizde

°C : Santigrat derece

uM : Mikromolar

ul : Mikrolitre

AgNOs : Glimiis nitrat

cm : Santimetre

g : Gram

ha : Hektar

kb : Kilobaz

1 : Litre

mg : Miligram

mg/l : Miligram/Litre

ml : Mililitre

mm : Milimetre

pH :Asitlik veya bazlik derecesini nitelendiren 6l¢ii birimi (Power of
Hydrogen)

Kisaltmalar

2iP : Izopentil adenin

ABA : Absisik Asit

BAP : 6-Benzyl amino piirin

BGD : Bitki gelisim diizenleyicisi

CRISPR : Diizenli araliklarla tekrarlanmis kisa palandromik tekrarlar

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit
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FAO

GA;

HR

IAA

IBA

MS ortami
NHEJ

NN ortam1
PCR

RNA
TALEN
TDZ
TUIK

ZFN

: Food and Agriculture Organization

: Giberellik asit

: Homolog rekombinasyon

: Indol-3-asetik asit

: Indol biitirik asit

: Murashige ve Skoog (1962) ortami

: Homolog olmayan uglarin birlesimi

: Nitsch ve Nitsch (1969) ortami

: Poliemeraz zincir reaksiyonu (polimeraz chain reaction)
: Ribontikleik Asit

: Transkripsiyon aktivatdr-benzeri efektor niikleazlar
: Thidiazuron

: Tiirkiye Istatistik Kurumu

: Cinko parmak niikleazlari
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1. GIRIS

Cucurbitacea familyasi tiirlerinden olan hiyar (Cucumis sativus L.), hem tropikal
hem de subtropikal bolgelerde yetisen 6nemli bir sebzedir. Besin olarak, nispeten yliksek
mineral igerigine sahip olmasinin yam sira, gelistirilmis ilag detoksifikasyon etkisi ve
antioksidan aktivitesi nedeniyle fonksiyonel bir gida olarak bilinmektedir (Milner 2000;

Chu vd. 2002). Bu ¢ok yonlii kullanim olanaklar1 nedeniyle diinya ¢apinda hiyara karsi
artan bir ilgi mevcuttur.

Diinyada hiyar iiretim alan1 2.231.402 ha olup, bu alanda 87.805.086 ton {iretim
yapilmaktadir. Cin 70.338.971 ton ile en biiyiik hiyar iireticisi konumundadir (FAO
2019). Ulkemiz ortii alti sebze iiretiminde ise hiyar (1.886.239 ton) domatesten
(13.204.015 ton) sonra ikinci sirada yer almaktadir (TUIK, 2020). Ulkemizdeki hiyar
tiretimi ve iiretim alan1 yillara gére dalgalanmalar gostermektedir.

FAQO’dan alinan 2019 verileri dahilinde Sekil 1.1. ve Sekil 1.2.’de son 10 yilin
tiretim miktarlari (ton) ile liretim alanlar1 (ha) olarak verilmistir.

Uretim Miktari (Ton)

1950000

1900000

1850000

1800000

1750000

1700000

1650000
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Sekil 1.1. Tiirkiye’de 2010-2019 yillar1 aras1 hiyar iiretim miktarlar1 (FAO 2019)
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de 2010-2019 yillar1 aras1 hiyar iiretim alanlar1 (FAO 2019)

C. sativus ortalama {irlin verimini sinirlayan ¢esitli viral ve bakteriyel hastaliklara
oldukg¢a duyarli bir iirlindiir. Diinyada kabakgillerde (Cucurbitaceae) bir¢ok viriis ve viriis
benzeri hastalik etmeni tanimlanmistir. Bunlar arasinda, Hiyar mozaik viriisii (Cucumber
mosaic viriis, CMV), Karpuz mozaik potyviriis II (Watermelon mosaic virus I, WMV II)
Papaya halkali leke virlisii (Papaya ringspot virus, PRS-W), Kabak mozaik viriisii
(Squash mosaic virus, SqMV), Kavun nekrotik spot karmoviriis (MNSV) en yaygin
olanlardir (Lovisolo 1979).

Viral bitki patojenlerinin bilinen en genis familyasi olan Potyviridae ailesi bitki
viriislerinin %30’unu igerdigi ve yaklagik 100 farkli iiyesi oldugu tanimlanmistir.
Potyviriis, 91 tiir ve tam olarak kimligi belirlenemeyen 88 tiir ile potyviridae familyasinin
en onemli cinsidir (Matthews ve Hull 2002). Kimyasal miicadelesi olmayan hastaliklar
grubunda yer alan potyviriisler, bitki gelisimi ve elde edilen iiriinde nitelik ve nicelik
bakimindan olumsuz etkiler yapmakta ve iiriin kayiplarinda artisa neden olmaktadir.
Verimi yiiksek, hastalik ve zararlilara dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde genellikle
klasik 1slah yontemlerinden yararlanilmaktadir. Fakat bitkiler arasindaki melezleme
uyusmazliklari, istenmeyen 6zelliklerin de bitkiye aktarilma riski ve 1slahin uzun zaman
almasi gibi nedenlerden dolay1 istenilen bitkinin elde edilmesinde sinirlayici faktorlerdir.
Bu nedenle, somaklonal varyantlarin, somatik hibritlerin ve transgenik hatlarin gelisimi,
hiyar mahsuliiniin iyilestirilmesi i¢in kullanish bitki doku kiiltiirii uygulamalar1 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Joyia ve Khan 2013; Grozeva ve Velkov 2014). Ancak transgenik
teknikler kullanilarak organizmaya aktarilan transgenin konak genoma girisi rastgeledir
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ve elde edilen GDO (Genetigi Degistirilmis Organizma) ¢esitli riskleri nedeniyle dogaya
salinimi ve tiiketiminde diinyada pek ¢ok diizenleme mevcuttur.

Son zamanlarda, genom diizenlenmesinde sik kullanilan giincel teknikler olan
ZFN (Cinko parmak niikleazlar1), TALEN (Transkripsiyon aktivatdr-benzeri efektor
niikleazlar) ve CRISPR (Diizenli araliklarla boéliinmiis kisa palindromik tekrarlar)
yontemleri ile genlerin DNA (Deoksiriboniikleik asit)’da hedef bolgeye baglanilabilme
avantaji sayesinde, hedef genlerin mutasyona ugratilarak ya da genomdan cikartilarak
susturulabilmesine ya da genlerde hedeflenen niikleotidlerin degistirilmesine olanak
saglanmistir. Bu teknolojiler, biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda iirtinlerin yiiksek
verimde lretilmesine yardimci olma potansiyeline sahiptir. Yeni nesil bu bitki 1slahi
yontemlerinin bir bdliimiiniin temel hedefleri, istenilen o6zellikleri transformasyon
yoluyla aktarmak, fakat kendisi transgenik olmayan hat veya cesitler gelistirmektir. Bu
baglamda karsimiza oncelikle CRISPR/Cas9 (CRISPR ile birlesmis niikleaz 9 proteini)
teknolojisi ¢ikmaktadir. Cas9 ve sgRNA’nin hiicre igerisine gonderiminin protein ve
RNA (Riboniikleik asit) seklinde olmasi sayesinde genoma entegre olabilecek
rekombinant bir DNA kullanilmadigi i¢in elde edilen bitkiler genetik olarak degistirilmis
tirtinlere iliskin mevcut diizenlemelerden muaf tutulabilir (Jones 2015). CRISPR/Cas9
sistemi bitki genomunda hassas modifikasyonlar meydana getirebilmekte ve stabil olarak
miras kalan transgen bolgesi hedef gen diizenlenmesinden hemen sonra uzaklastirilarak
irtin ~ ¢esitliliginin  iyilestirilmesi sirasinda transgen igermeyen bitkiler elde
edilebilmektedir (Mahfouz vd. 2014; Gao ve Zhao 2014; Kanchiswamy vd. 2015; Xu vd.
2015) (Sekil 1.3.).



GIRIS Y. 07

Y Hedef genom diizenlemesi ile cas9/sgRNA
sistemini eksprese eden transgenik bitki

Kendileme

O S

Hedeflenmis homozigot genom
diizenlemesi ile klonlarin

PCR/RE genotiplenmesi ve DNA
dizilimi mm Yesil: Yabani tip

mm Kirmuz: Transgenik

Sar: Genetik olarak
diizenlenmis (GE)

Transgen icermeyen bitkilerin

negatif seleksiyonu Transgen icermeyen genetik
olarak diizenlenmis homozigot
bitki

Cas9 ile transgen icermeyen genetik olarak diizenlenmis bitkilerin iiretimi

Sekil 1.3. Transgen icermeyen genetik olarak diizenlenmis (GE = Gene Edited) bitkilerin
tiretimi (Khatodia vd. 2016)

Bu c¢alismada hiyarda meydana gelen {iriin kayiplar1 ve kalitesinin Oniine
gecilebilmesi icin bitki viriis direnci ile iligkili oldugu bilinen 6karyotik ¢eviri baslatma
faktorlerinden biri olan elF (iso) 4E, CRISPR/Cas9 yontemi kullanilarak susturulmaya
calisilmigtir. Konuya iligkin genel bilgiler, B6lim 1.1. ve 1.2. de ayrintili olarak
aciklanmistir.
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1.1. Bitki Genom Diizenleme I¢in Cas9 / sgRNA Sistemi

CRISPR sistemi, bakterilerin bakteriyofaj gibi yabanc1t DNA'ya kars1 korunmasi
icin gelistirdigi kazanilmis bagisiklik sistemidir. Bu sistem, genomdaki CRISPR lokuslar1
Cas9 proteinini kodlayan bir operon ve tekrarlanan diziler dizisinden olusmaktadir.
CRISPR lokuslari, Cas9 proteinine rehberlik eden; CRISPR RNA (crRNA) ve trans-
aktive edici RNA (tracrRNA) olmak iizere iki CRISPR RNA kombinasyonunu igerir.
CRISPR tabanli genom diizenleme sisteminde ise crRNA’nin 3' bolgesi ile tractrRNA’ nin
5' ucunun birlestirilmesiyle meydana getirilen sgRNA (single guide RNA) olarak
adlandirilan tek bir RNA s6z konusudur (Bortesi ve Fischer 2015). CRISPR/Cas9
sisteminden yararlanmak i¢in, genomda hangi bdlge hedeflenecekse ona gore dizayn
edilen 20 niikleotidlik bir RNA dizisinin varligi (sgRNA), Cas9 olarak adlandirilan DNA
endoniikleaz ve Cas9/sgRNA kompleksinin DNA iizerinde kesim yapabilmesi i¢in hedef
bolgenin 3' ucunda PAM (Protospacer Adjacent Motif,) dizileri gereklidir. Cas9/sgRNA
kompleksi, hedef bolgeye baglanarak ¢ift zincir kiriklar1 (DSB) meydana getirir (Fichtner
vd. 2014; Schaeffer ve Nakata 2015).

Olusan c¢ift zincir kiriklari, homoloji destekli onarim (HDR) veya homolog
olmayan ug birlestirme (NHEJ) ile onarilir (Sekil 1.4.). HDR, kusurlu genin saglam alleli
ile degistirilebilmesi ya da yeni bir genin genoma eklenebilmesi i¢in tercih edilmektedir
(Puchta 2005). Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ise genellikle hataya egilimli bir
onarim mekanizmasi oldugundan delesyonlara veya insersiyonlara yol agmaktadir. Bitki
genomundaki Cas9 ile indiiklenen ¢ift zincir kiriklar1 esas olarak homolog olmayan ug
birlestirme ile onarilir (Li vd. 2013; Nekrasov vd. 2013). Sonug olarak hedef bolgede ¢ift
zincir kiriklar olusturulduktan sonra, hiicrenin dogal DNA onarim mekanizmalarindan
faydalanarak, genomda istenilen degisiklik yapilabilmektedir.

Cas9 Niikleaz

Insersivon I Delesvon _
 ENIEE ENEEEE
Knockout Knock-in

Drug Discovery Today

Sekil 1.4. CRISPR/Cas9 sistemi (Liu vd. 2019).
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Cas9/sgRNA diizenlemesi, ilk olarak 2013 yilinda bildirildiginden bu yana (Li vd.
2013; Nekrasov vd. 2013) Cruciferae, Solanaceae, Poaceae ve Fabaceae gibi bitki
familyalarinin gesitli tiirlerinde bagarili calismalar yapilmistir (Belhaj vd. 2013; Bortesi
ve Fischer 2015; Jacobs vd. 2015; Xie vd. 2014).

1.2. eIF4 Ceviri Baslatma Faktorlerinin Viriis Direnci ile Tliskisi

Viriisler, smirli sayida proteini kodlayan kiigiik genomlara sahiptir. Tarimsal
acidan onemli bir¢ok viriisii i¢ceren en biiylik bitki virlisii grubu olan potyvirtsler, viral
proteaz tarafindan parcalanan ve yaklagik 10 kb'lik (3’ poliA kuyruguna sahip) tek
sarmalli bir RNA genomuna sahiptir (Revers ve Garcia 2015). Bu nedenle, viriislerin
enfeksiyon dongiilerini tamamlamasi i¢in konak faktdrlerine bagli olmasi gerekmektedir.
Viriisiin gerektirdigi dnemli bir konak faktdriiniin kayb1 veya mutasyonu, bu viriise karsi
resesif direng indiikleyebilir (Diaz-Pendon vd. 2004).

Son zamanlarda, farkli bitki tiirlerinden resesif direng genlerinin klonlanmasi ve
karakterizasyonu, bircok farkli virlisiin ¢ogalmasi icin gerekli faktorler olarak 4E
ailesinin Okaryotik ceviri baslatma faktorlerine (elF) isaret etmistir. Viriislere direng
kazandiran, 6karyotik ¢eviri baglatma faktorleri e/F4E ve elF (iso) 4E dahil (Lellis vd.
2002; Nicaise vd. 2003; Ruffel vd. 2006) bir¢cok gen resesiftir (Kang vd. 2005; Truniger
ve Aranda 2009). elF4F kompleksi [elF4E ve elFF4G (veya bunlarin izoformlar1) ve
elF4A4] ve poliA-baglayici protein (PABP) gibi diger konakg1 faktorler, potiviral 5 'm’G
kep yapisina ve 3’ poliA mRNA kuyruguna translasyon i¢in baglanir (Sekil 1.5.).

Potiyviriisler, genomik RNA'nin 5’ucuna kovalent olarak baglanan genom
baglantili bir viral proteini (VPg) kodlamaktadir (Murphy vd. 1996). VPg, poliprotein
cevirisinde, virlis yagam dongiisiinde ve diger fonksiyonlarda rol oynar. VPg genindeki
mutasyonlarin, bir dizi virilis tarafindan dogal direncin kirilmasi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Ayme vd. 2006; Hebrard vd. 2006; Moury vd. 2004). elF4E ve elF (iso)
4E, farkli konakgilarda (Jiang ve Laliberte 2011; Leonard vd. 2000; Sanfacon, 2015) VPg
ile etkilesime girdigi ve mutajenez veya susturma ile bu baglantinin bozulmasi viriis
infektivitesini Onledigi belirtilmistir (Duprat vd. 2002; Lellis vd. 2002; Rodriguez-
Hernandez vd. 2012; Sato vd. 2005).

Cas9/sgRNA'min, viriis direnci gelistirmek i¢in bitki DNA virislerini
hedefleyebildigi gosterilmistir (Ali vd. 2015; Baltes vd. 2015). Genis bir iirlin
yelpazesinde 6nemli kayiplara neden olan potyviriislerin, elF4E ve elF (iso) 4E
genlerindeki dogal mutasyonlarin potyvirlis direnci ile iligkisi, ¢esitli mahsullerde
gbzlenmistir (Gomez vd. 2009). Chandrasekaran vd. (2016) tarafindan yapilan bir
calismada, hiyar da ilk kez hedeflenen gen susturulmasi ile, mutasyona ugramis e/F4E ve
sonugta ortaya cikan hatlarin, potyviriisler Zucchini sar1 mozaik viriisii ve Papaya
ringspot potyviriis-W'e kars1 direng, Hiyar sari damar viriisiine karsi da bagisiklik
gosterdigi rapor edilmistir. Benzer bir bulgu, Arabidopsiste elF (iso) 4E susturuldugunda
Turnip mozaik viriis (TuMV)’e yiiksek direng gosterdigi bildirilmistir (Pyott vd. 2016).
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Macovei vd. (2018) tarafindan Piring tungro kiiresel viriis (RTSV)’e direngli piring
elF4G'yi hedefleyerek liretilmistir. Ayrica cassava (Manihot esculenta Crantz) tlirlinde
nCBP-1 ve nCBP-2 genlerinin es zamanli mutasyonu, Cassava kahverengi ¢izgi virlisiine
(CBSV) karsi toleransa yol agtig1 rapor edilmistir (Gomez vd. 2019).
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Sekil 1.5. Potiyviriis enfeksiyonu sirasinda okaryotik ¢eviri baglatma faktorii 4E'nin
(elF4E) rolleri (Wang ve Krishnaswamy 2012).

Bu ornekler, CRISPR diizenlemesi ile duyarlilik genlerinin devre dist
birakilmasinin, bitki RNA viriislerine karsi giiclii ve genis spektrumlu antiviral bagisiklik
i¢cin oldukc¢a verimli bir yaklasim oldugunu agik¢a gostermektedir.

Islah c¢alismalar1 ig¢in transforme hiicreler iretildikten sonra, bu hiicrelerin
bitkilere doniistiiriilmesi zorunludur. Kiiltiire alinmis hiicrelerden veya dokulardan
ylksek bitki rejenerasyon sikligi, doku kiiltiirii teknolojisinin bitki 1slahina bagarili bir
sekilde uygulanmasi i¢in 6nemlidir. CRISPR/Cas9 teknolojisi ile modifiye edilen
bitkilerin rejenerasyonunda, yaygin olarak siirgiin rejenerasyonu kullanilmaktadir.
Stirglin elde edilmesi yoluyla rejenere edilen transgenik bitkiler arasinda Solanum
lycopersicum (Nekrasov vd. 2017; Brooks vd. 2014; Wang vd. 2017), Solanum
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tuberosum (Wang vd. 2015), Cucumis sativus (Chandrasekaran vd. 2016), Malus
prunifolia x Malus pumila (Nishitani vd. 2016), Petunya hybrida (Zhang vd. 2016),
Brassica napus (Braatz vd. 2017) ve Citrus sinensis (Peng vd. 2017) sayilabilir.

Bitkilerde totipotensi 0Ozelliginden faydalanarak protoplastlarin, hiicrelerin,
dokularin ve organlarin kiiltiirleri yapilmakta ve in vitro bitki rejenerasyonu
gerceklestirilmektedir. Bu yontemlerden en yaygin olarak kullanilan adventif siirgiin
rejenerasyonu organogenesis kapsaminda gerceklestirilirken, diger bir rejenerasyon tipi
somatik embriyogenesisdir. Gen transformasyonu sonrasi rejenere bitkiler elde
edebilmek i¢in her iki sistemde de eksplant kaynagi olarak bitkilerin farkli dokularindan
yararlanilmakta ve her bitki tiirii i¢in kullanilacak eksplant tiirii ve bunlarin kiiltiire
alinacaklar1 besin ortamlar1 farklilik gosterebilmektedir. Trulson ve Shahin (1986)’nin
hiyarda somatik embriyo olusumunu bildirmesinden sonra bu tiirde somatik
embriyogenesis ile ¢ok sayida rejenerasyon calismasi yapilmistir. Usman vd. (2011)
kotiledon eksplantindan, Avas (2013) hipokotil eksplantindan, Ugandhar vd. (2013) ise
hem kotiledon hem de hipokotil eksplantindan somatik embriyogenesis ile bitki elde
etmeye ¢alismislardir.

Organogenesisde ise eksplantlardaki hiicrelerin boliinmeleri sonucunda ya
dogrudan adventif siirgiin veya kok (direkt organogenesis) ya da hiicreler yigim1 olan
kallus olusumu ve bu kallustan ise siirglin veya kok meydana gelmektedir (indirekt
organogenesis). Novak (1982) kotiledon eksplantindan, Selveraj vd. (2006) hipokotil
eksplantindan, Grozeva ve Velkov (2014) ise hem kotiledon hem de hipokotil
eksplantindan organogenik kalluslar elde etmisler ve bu kalluslardan siirgiin ¢ogaltimi1
meydana geldigini bildirmislerdir.

Rejenerasyon kapasitesi; genotip, besin ortami, bitki gelisim diizenleyicisi ve
kiiltlir kosullar1 gibi faktorlerden 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir. Ayni1 zamanda, eksplant
olarak kullanilacak fidenin gelisim asamasi, kullanilan eksplant tipi, eksplantin ortamdaki
konumu, yine rejenerasyon kapasitesi bakimindan 6nemlidir. Kim vd. (2000) ile Kdse ve
Kog¢ (2003) tarafindan hiyarda yapilan ¢alismalarda en yiiksek siirgiin rejenerasyonun
2mg/1 zeatin iceren ortamda gergeklestigi, ancak elde edilen siirgiin sayilarinda farklilik
oldugu, ve bunun genetik materyal farkliligindan olabilecegi bildirilmistir. Bitki
rejenerasyonu, ayni tiir icinde bir diger ¢esitten farkli olabilmektedir (Selvaraj vd. 2007).
Bu nedenle, her ¢esit i¢in verimli bitki rejenerasyon protokolii gelistirilmesi gerekli
olabilmektedir (Walden ve Wingender 1995).

Farki arastirmacilar, hiyar bitkisinde ¢esitli eksplantlardan rejenerasyon elde
etmek amaciyla farkli oksinler (IAA ve NAA), sitokininler (BAP, Zeatin, 2iP, TDZ) ve
yardimc1 maddelerin etkinligini test etmislerdir. Venkatachalam vd. (2018) 1.5 mg/l BAP
ve 4.5 mg/l AgNO:s ile takviye edilen MS ortaminin maksimum siirgiin olusumuyla
sonuc¢landigini rapor etmislerdir. Ahmad ve Anis (2005) ise 1 mg/l BAP ile 200 mg/I
kazein hidrozilat iceren MS ortaminda siirgiin sayisinin arttigini bildirmislerdir. Ayrica,
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hem genotip etkisinin hem de kullanilan hormon konsantrasyonlar1 ve ortama eklenen
yardimc1t maddelerin siirgiin rejenerasyon frekansini etkileyen ana faktorlerden biri
oldugu ve farkli genotiplerden bitki gelisimi igin ¢esitli biliylime diizenleyici
kombinasyonlarina gerek oldugu ifade edilmistir.

Glinlimiizdeki transformasyon ¢alismalarinda, Agrobacterium tumefaciens
aracilifiyla gen aktarimi c¢ok kullanilan bir yontem olup, dogrudan gen aktarim
yontemlerine gore daha kolay, ekonomik ve basar1 sansinin yiiksek olmasi nedeniyle daha
avantajhidir. Rhizobiaceae familyasinin bir tiirii olan A4. fumefaciens bakterisi; gram
negatif (-) bir bakteridir. Bu bakteri bitkilerin kok bogazinda olusan yaralardan bitkiyi
enfekte ederek kok bogazi uruna neden olmaktadir. Ti (Tumor inducing) plazmidi
tizerinde bulunan, hareketli bir DNA pargasi olan T-DNA (Transfer DNA) ve viriilens
(vir) bolgeleri tiimor olusumunda rol oynamaktadirlar (De la Riva vd. 1998; Zaenen vd.
1974). Yapilan caligmalarda, T-DNA sinirlar1 igerisine yerlestirilen herhangi bir DNA
parcasinin kolaylikla bitki hiicresine aktarilabilecegi gosterilmistir (Leemans vd. 1982;
Schell ve Montagu 1983).

Iki asamali bu calismada, CRISPR/Cas9 yapilarni iceren A. tumefaciens
araciligiyla hiyar bitkisinde elF(iso)4E geninde mutasyonlar olusturulmasi hedeflenerek,
potyviriislere karsi dayaniklilik yanitinin ortaya konulmasi amacglanmistir. Bu amagla
calismanin birinci agamasinda kurulan rejenerasyon optimizasyon denemelerinde; iki
genotipin kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 kullanilarak transformasyon i¢in en uygun
ekplant kaynagi ile farkli konsantrasyonda bitki gelisim diizenleyicileri (BGD) igeren 50
adet (kontrol dahil) MS besin ortami arasindan en uygun besin ortami belirlenerek, siirgiin
olusum kapasitesinin arttirllmasina yonelik etkili bir rejenerasyon protokolii
olusturulmaya ¢alisilmistir. Calismanin ikinci asamasinda hedef geni igeren A.
tumefaciens araciligi ile her iki genotipin eksplantlarina yapilan gen transformasyon ve
onu takip eden seleksiyon caligmalar1 ile once saglikli stirgiinler elde edilmeye, daha
sonra da bu stirgiinlerin bitkicige doniistiiriilmesine ¢alisilmistir.

Hentiz olduk¢a yeni bir teknoloji olmasina ragmen, klasik 1slah yontemleri ve
glinlimiizde kullanilan biyoteknolojik yontemlere gore daha hizli, ucuz ve giivenli bir
secenek sunmasi nedeniyle bugiine kadar farkli tiirlerin genomu CRISPR teknolojisi
kullanilarak modifiye edilmistir. TAGEM/18 /AR-GE/03 nolu proje kapsaminda
yiriitiilen bu ¢aligmada, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak elde edilecek bitkiler direkt
olarak bir 1slah programinda kullanilacaktir. Bu ¢alismada elde edilen transgenik hiyar
hatlarinda daha sonra yapilacak ¢esitli melezleme, testleme ve transgenik mutantlarin
eliminasyonu ile transgenik olmayan hiyar hatlarindan rekabet giicii yiiksek ticari
cesitlerin gelistirilmesi miimkiindiir. Béylece, hiyar iireticilerinin tiretimde karsilastiklar
Oonemli sorun olan viral etmenlerin genetik olarak kontrol edilmesi sonucu, daha saglikli
ve verimli Uriin elde edilebilecektir. Ayrica rejenerasyon optimizasyonu c¢aligmalari
sirasinda elde edilen adventif koklenme bulgularinin 6zellikle hiyarda yapilabilecek
sekonder metabolit liretim ¢alismalarina da katki saglayabilecegi diigiiniilmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Hyar Bitkisinde (Cucumis sativus L.) Yapilan Bitki Rejenerasyon Calismalar:

Hiyar rejenerasyonu ile ilgili ilk caligmalardan biri Wehner ve Locy (1981)
tarafindan yapilmis ve in vitro adventif siirgiin ve kok olusumu arastirilmistir. 85 ¢eside
ait 7 giinliik fidelerin kotiledon ve hipokotil dokusu eksplant olarak kullanilmig, 1 mg/L
BA, 1 mg/L NAA ve %3 sukroz iceren MS ortaminda 45 giin kiiltiire alinmistir. Hipokotil
dokusundan siirgiin olusumunun gézlenmedigi, kotiledon dokusundan ise %33 oraninda
stirglin gelisimi gozlendigi bildirilmistir. En yiiksek siirgiin olusumu %53’1iik oranla PI
279463 ve %40’k oranla PI 401732 hatlarinin kotiledonlarindan elde edildigi
kaydedilmistir.

Trulson ve Shain (1986) tarafindan yapilan calismada hiyar bitkisinde in vitro
rejenerasyon arastirilmistir. Straight Eight cesidine ait 5 gilinliik fidelerin kotiledonlar1 ve
kokleri eksplant kaynagi olarak kullanilmis ve kotiledon diskleri ve kok pargalar: embriyo
gelisimini uyarmak amaci ile 1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L NAA ve 0.5 mg/L BAP iceren yar1
kati MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Kotiledon eksplantlarinda sarims: yesil
embriyolarin olustugu ve kok dokusunda embriyo uyartiminin ise 3-4 hafta sonra
belirlendigi bildirilmistir. Hem kotiledon hem de kdkten elde edilen embriyolarin 1mg/1
NAA ve 0,5 mg/l BAP igeren MS ortamina aktarildiginda genisledigi, yesile dondiigii ve
goriilebilen yaprak yapilarini olusturdugu belirlenmistir. Ayrica embriyolarin hormonsuz
MS ortamina aktarildiginda bitki rejenerasyonunun gergeklestigi bildirilmistir.

Gambley ve Dodd (1990) tarafindan Crystal Salad hiyar ¢esidinde kotiledon
eksplantlarindan ¢oklu siirglin rejenerasyonu {izerine yapilan c¢alismada, tiim
sitokininlerden (BAP, kinetin, izopentil adenin ) siirgiin elde edilmesine ragmen en uygun
sitokininin Kinetin (2 mg/l) oldugu belirlenmis ve eksplant biiyiikliigii denemesinde de
bu hormon kullanilmistir. Oksin varliinda, kallus olusumunun gézlendigi ancak siirgiin
gelisimi meydana gelmemistir. Eksplantlar kiigiik pargalara kesilerek kiiltiire alindiginda,
eksplant tlizerinde gelisen siirgiin sayisinin arttig1 (kotiledon bagina 23 siirgiinden 50
stirgline) belirlenmistir.

Msikita vd. (1990) rejenerasyon ve ¢igeklenme {iizerine yaptiklari ¢alismada
Burbless hybrid hiyar tohumlarmmin kabuklar1 soyularak steril edildikten sonra
kotiledonlar1 2 parcaya ayrilarak, BAP (2, 3, 4 ve 5 mg/L) ve NAA (0.0, 0.1, 0.2, 0.3
mg/1)’in 16 farkli kombinasyonunda kiiltiire almiglardir. 8 hafta sonunda NAA ve BAP
arasinda siirgiin rejenerasyonu bakimindan 6nemli bir iliski gozlenmedigi ve en iyi
stirgiin gelisiminin ve disi ¢icek olusumunun 2 mg/LL BA ve 0,3 mg/LL NAA igeren
ortamdan elde edildigi rapor edilmistir. Siirgiin gelisiminin BAP konsantrasyonunun
arttirllmasi ile (2°den 5 mg/L’ye) onemli bir sekilde azaldig1 gozlenmistir.

Cade vd. (1990) Sumter ve Straight 8 adl1 2 hiyar ¢esidinde yaptiklar1 ¢alismada,
ortamdaki biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarini manipiile ederek ve rejenerasyon igin
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optimum kotiledon yasii belirleyerek kotiledon eksplantlardan siirgiin iiretiminin
verimliligini arttirmay1 amaglamistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, %1 Bacto
agar igeren petri kaplarinda 30 °C’de ¢imlendirme amaci ile 2, 4, 6, 8 veya 10 giin
stiresince kiiltiire alinmigtir. Daha sonra kotiledon yapraklar kesilerek 10 farkli
kombinasyonda BAP ve NAA i¢eren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Sumter ¢esidinin
4 giinliik; Straight 8 ¢esidinin ise 5 giinliik fidelerinden alinan eksplantlarda 3-4 hafta
sonunda siirgiin olusumu gozlenmis, 8 ve 10 gilinliik ¢imlendirme siiresi uygulamasinda
ise siirgiin gelisim oranmin diistiigii bildirilmistir. En yiiksek oranin (%60) 6 giinliik
fidelerin kotiledonlarindan alindig1 rapor edilmistir.

Ali vd. (1991a)’nin 6 ¢eside ait hiyar tohumlar1 kullanilarak yapilan ¢alismada
kotiledonlar BAP ve NAA’in farkli kombinasyonlarini1 iceren MS ortaminda kiiltiire
almmistir. Calisma sonucunda ayni konsantrasyon ve kombinasyonlarda biiylime
diizenleyicilerine karsi; Marketer, Marketmore, Wisconsin SMR-18, Tablegreen,
Spotfree ve China cesitlerinin farkli tepkiler verdigi, bir kisminin hi¢ siirgiin
olusturmadig1 bazi ¢esitlerin ise yiiksek oranda siirgiin olusturdugu bildirilmistir. Siirgiin
olusumu {izerine genotip farkliliginin etkisi oldugu rapor edilmistir.

Ali vd. (1991b)’nin Burbless Hibridi hiyar ¢esidi ile yapmis olduklar1 ¢aligmada,
tohumlar %70’lik etanolde 1 dk. bekletilip ardindan %0.5 sodyum hipoklorit ¢ézeltisinde
10 dk. bekletildikten sonra 3 kez steril distile su ile durulanmistir. Yiizey sterilizasyonunu
takiben kotiledon eksplantlari, 4 mg/L BA ve 0.2 mg/L NAA iceren modifiye edilmis MS
ortami tlizerinde kiiltire alinmistir. Gelisen siirgiinler, 1.5 mg/L NAA iceren MS
ortaminda kiiltiire alarak koklendirilmistir. Kotiledonunun sapa baglanan (proksimal)
kisimlart ile u¢ kisimlarindan (distal) rejenere olan bitki sayis1 arasinda énemli bir fark
oldugunu tespit etmislerdir. Eksplant biiytlikliiglinlin rejenerasyon kapasitesi iizerine
etkisinin de incelendigi ¢aligmada, kotiledonlar 24 pargaya ayrildiginda 2 siirgiin gelistigi,
6 parcaya ayrildiginda %47 oraninda bir artis ile 54 siirgiiniin rejenere oldugu; 4 pargaya
ayrildiginda 17 bitki, 2 pargaya ayrildiginda ise 28 bitki elde edildigi belirlenmis ve
kotiledonlar tiim olarak kiiltiire alindiginda ise ¢ok az sayida siirgiin gelisiminin oldugu
rapor edilmistir.

Hooymans vd. (1994)’nin Hokus, Salty, Sporu ve IBPGR c¢esitlerine ait hiyar
kotiledonlarinin rejenerasyonunun belirli gelisim asamalarinda sinirli oldugunu, 7 giin
veya daha yash kotiledonlarda siirgiin olusumunun azaldigi tespit edilmistir. Kotiledon
eksplantlarindan bitki rejenerasyonu i¢in, tomurcuklarin uyarilmasindan bitkilere
doniislimiinli igeren optimum siirenin 6 hafta oldugunu belirtmislerdir. 3-5 giinliik
fidelerinin kotiledonlarindan olusan siirglin sayisinin diger uygulamalara oranla %100
arttig1 bildirilmistir. Rejenere olan bitkilerin normal goriintislii ve saglikli ¢igek olusumu
gostererek tohum olusturdugu rapor edilmistir.

Lou ve Kako (1994) tarafindan yapilan ¢alismada, yedi hiyar (Cucumis sativus L.)
cesidinin somatik embriyogenesis kapasitesi kotiledon, geng¢ yaprak, ilk yaprak ve
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internod olmak tizere farkl tipte eksplantlar kullanilarak in vitro ortamda incelenmistir.
Test edilen cesitler arasinda somatik embriyo gelisimi onemli farkliliklar gostermis ve
Fushinarimidori ¢esidinde hem kotiledondan hem de ilk yapraklardan yiiksek oranda
embriyo {retildigi bildirilmistir. Aonaya F1 ¢esidinin internodlarindan somatik
embriyolarin gelistigi, fakat kotiledon ve ilk yapraklardan internodlara kiyasla daha ¢ok
embriyogenik kallus olusturdugu belirtilmistir. Siirglin gelistirme ortamindaki sukroz
oraninin nispeten yliksek seviyeleri (%6 ve %9) ile, Fushinarimidori kotiledon
eksplantlarindan embriyojenik kallus olusum sikliginin %90 oraninda arttigi, kiiltiir
ortaminda sukroz oraninin %12 oldugu durumda ise kallus olusumu ve gelisiminin
engellendigi belirtilmistir. Somatik embriyolar %0.5 aktif komiir, %1.5 sukroz ve %]1.5
glikoz ile takviye edilmis bazal sivi MS ortaminda kiiltiire alinmis ve 1-2 hafta sonra
kotiledon asamasindaki embriyolarin iyi sekilli ve saglikli bitkiciklere doniistiigii rapor
edilmistir.

Burza ve Malepszy (1995), Borszczagowski, SH 15, Skierniewicki hiyar cesitleri
ile C. anguria tiiriiniin yaprak eksplantlarim1 kullanarak, hizli ve verimli bir bitki
rejenerasyonu i¢in yeni bir slirglin gelistirme protokolii hazirlamislardir. Bu protokolde,
bitki indiiksiyon ortamindaki NO3: NH4 oraninin geng yapraklardaki bitki rejenerasyon
kapasitesine etkisi, eksplant boyutu, biiylime diizenleyicilerin kombinasyonu ve
oranlarinin etkisi incelenmistir. En yiiksek bitki rejenerasyonu, 1.7x NH4NOs iceren fakat
KNOs; igcermeyen geng yaprak eksplantlarindan elde edilmistir (%46). 1.7x NH4NO;
iceren fakat KNOjs igermeyen olgun yaprak eksplantlarindan ise diisiik rejenerasyon orani
(%2) meydana gelmistir. Optimal biiylime kosullari altinda yaklasik 4 haftalik kiiltiirden
sonra eksplantlarda, %10-100 arasinda rejenerasyon meydana geldigi bildirmistir. Kokl
bitkiler elde etmek icin 6-7 haftanin gerekli oldugu ve koklii bitkilerin topraga
aktarildiktan sonra hayatta kaldiklar1 rapor edilmistir. C. sativus cv. Borszczagowski
cesidine ait tek yapraktan 135 bitki rejenere oldugu belirtilmistir. Seraya aktarilan tiim
bitkilerin normal gelisim gosterdigi, ¢icek actigi ve meyve verdigi gozlenmistir. Analiz
edilen RO bitkilerinde hicbir genetik varyasyon goriilmezken, R1'de iki yeni fenotip
gbzlendigi ancak bu varyasyonun R2 de goriilmedigi rapor edilmistir.

Mohiuddin vd. (1997) yapmis olduklar1 caligmada, giimiis nitrat (etilen
inhibitoriiniin), ilavesinin 5 farkli hiyar ¢esidinde kotiledon (proksimal ve distal) ve
hipokotil eksplantlarinin organogenesisi iizerindeki etkisi arastirilmigtir. Ortama farkli
konsantrasyonlarda AgNOs (10, 30 ve 50 um) ilavesinin, Suyo Long cesidi hari¢ distal
kotiledonlarda siirgiin gelisimini arttirdi§1 ve biitiin ¢esitlerde proximal kotiledon ve
hipokotil bitki doku parcalarinda eksplant basina siirgiin sayisini arttirdiglr rapor
edilmistir.

Kim vd. (2000) yapmis olduklar1 ¢alismada Chongjang hiyar cesidine ait 3-5
giinliik fidelerden kotiledonumsu hipokotil olarak adlandirilan eksplantlar 2 mg/L Zeatin
iceren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire alindiginda hipokotil parcalar
lizerinden en fazla sayida adventif siirgiin gelisimi meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica
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kotiledon biiytikliigii ve hipokotil uzunlugunun siirgilin organogenezi lizerindeki etkilerini
de incelemek amaciyla ‘1 kotiledon + 2 mm hipokotil’ ve ‘yarim kotiledon + 2 mm
hipokotil ’eksplantlarindan %80-90 orani ile en yiiksek rejenerasyon orani elde edilmistir.
Hipokotili 2 mm’den uzun veya 2 kotiledonlu eksplantlarda rejenerasyon orani
diismiistiir. Bitki rejenerasyonun, kotiledon yapraklarinin sapa baglanan kisimlarindan
daha fazla oldugu, yapragin u¢ kisimlarindan ise daha az sayida bitki olusumu
gergeklestigi rapor edilmistir. Elde edilen siirgiinler, 1 mg/L TAA igeren MS ortaminda
koklenmeye alinmis ve koklenen bitkiler normal bitkilere doniistiigii rapor edilmistir.

Seo vd. (2000) tarafindan Shinhukjinju ve Chungjang c¢esidinin yaprak
eksplantlari, yiiksek frekansli siirgiin rejenerasyonu icin ¢esitli konsatrasyonlardaki BAP
ve NAA iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir. En yiiksek siirglin olusumu sikligr %80,
NAA/BAP (5 uM/ 2.5uM) ile takviye edilmis MS ortaminda meydana gelmis ve
eksplantlar 3-7 siirgiin olusturmustur. Siirglin olusumu 3 ila 4 hafta i¢cinde meydana
gelmistir. Shinhukjinju i¢in elde edilen en yiiksek rejenerasyon orani %77 oldugu ve 3-7
stirgiin elde edildigi, Chungjang icin ise %43 oldugu ve 1-3 siirgiin elde edildigi rapor
edilmistir. Elde edilen sonuglarin siirgiin rejenerasyonundaki bagarinin genotip bagimli
oldugunu gosteren dnceki bulgularla tutarli oldugu rapor edilmistir (Wehner ve Locy,
1981; Kim ve ark., 1988). Her iki genotip i¢inde, 4-5 haftalik kiiltiirden sonra 1yi gelismis
stirgiinler, biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamina transfer edilerek normal yaprak
ve kok gelisimi gostermislerdir.

Vasudevan vd. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, Poinsett 76 c¢esidinin 5-7
glinliik fidelerinin siirglin uglart eksplant olarak kullanilanarak siirgiin ucu
eksplantlarindan ¢oklu siirgiin indiiksiyonu aragtirilmistir. 5 mm uzunlugundaki siirgiin
uclari, farkli oksin (2,4-D, NAA ve IAA) ve sitokinin (BAP ve Kinetin) kombinasyonu
ve konsantrasyonlari ile %3 sukroz igeren MS ortami iizerine kiiltiire alinmistir. Uzayan
stirgiinler daha sonra ayni ortam tiizerinde alt kiiltlire alinmigtir. Siirglin tomurcuklari, 10
giinliik kiiltiirden sonra BAP (0.5-1 mg/L) veya Kinetin (1-2 mg/L) iceren ortamda
eksplantlarin meristematik bolgelerinden uyarilmistir. 1 mg/L BAP ile desteklenmis
besiyerinde 4 haftalik kiiltiirden sonra, siirgiin tomurcuklarindan maksimum siirgiin elde
edilmistir. Bununla birlikte, diisiik BAP ve Kinetin konsantrasyonlar1 (0.5 mg/L'nin
altinda), tomurcuk/siirgiin indiiksiyonunu desteklememistir. Eksplantlarin, daha yiiksek
konsantrasyonlardaki BAP, 2,4-D, NAA veya [AA ile desteklenmis ortamlarda kallus
tiretme egiliminde oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alisma, BAP veya Kinetinin bireysel
uygulamalarinin siirgiin ucu eksplantlarindan siirgiinler {irettigini, ancak eksplant bagina
stirgiin sayisinin diisiik oldugunu ortaya koymustur. Optimum BAP (1 mg/L) ile diisiik
bir NAA (0.1 mg/L) konsantrasyonu, slirglin tomurcuklarin uyarilmasinda ve daha sonra
stirgiin ucu eksplantlarindan ¢oklu siirgiinlerin liretilmesinde temel bulunmustur. BAP (1
mg/L) ve NAA (0.2 mg /L) igeren ortamlarda tek bir siirgiin ucu eksplantindan 22 kadar
bitki tiretildigi ve eksplant basina maksimum siirgiin liretmek i¢in en az 3 alt kiiltiiriin
gerekli oldugu bildirilmistir.
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Mendi (2003) tarafindan, kotiledon yas1 (6, 15, 21 saat ve 3 giin), kotiledon
pozisyonu (proksimal ve distal) ve biiytime diizenleyicileri (BAP ve Zeatin) nin Cucumis
Sativus'un rejenerasyonu lizerine etkisi arastirilmistir.  Suda bekletme zamanlarinin
sigkinlesme iizerine etkisinin olmadig1 belirlenmistir. 6-15 ve 21 saatlik kotiledonlarin
proksimal bolgelerinden benzer sonuglar almirken (2-2.7 siirgiin/eksplant), distal
kisimlardan daha az sayida siirgiin elde edilmistir (0.75-1.5 siirgiin/eksplant). Ayrica 3
giinliik kotiledonlarin proksimal kisimlar1 (0.75 siirgiin / eksplant), distal kisimlara gore
(0.25 siirgiin/ eksplant) daha fazla siirgiin iiretmistir. BA veya Zeatin kullaniminin siirgiin
olusumu {iizerine etkisinin istatiksel agidan Onemsiz oldugu da bu calismada rapor
edilmistir.

Ahmad ve Anis (2005) tarafindan Cucumis sativus L.'nin in vitro ¢ogaltimi i¢in
etkili ve tekrarlanabilir bir protokol nodal eksplantlardan gelistirilmistir. Yapilan ilk
denemede 1 uM BA ve 200 mg/l kazein hidrozilat iceren Murashige ve Skoog (MS)
ortaminda optimum say1ida siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. 1 pM NAA igeren 1/2 MS
ortaminda ise koklenme kolayca saglanmistir. 4-5 hafta sonra, rejenere bitkiler sera
kosullarinda topraga aktarilmis ve morfolojik olarak bir degisiklik gézlenmedigi rapor
edilmistir.

Selveraj vd. (2006) Cucumis sativus L.'nin Poinsett 76 ¢esidinde, in vitro
organogenesis olusumunu incelemis ve hipokotil eksplantindan organogenesis
basarilmistir. 7 giinliik hipokotil eksplantlari, 87.64 uM sukroz, %0.8 agar, 2,4-D (3.62
uM) ve BAP (2.22 uM) igeren MS ortaminda kallus olusumu basarilmistir. Kallustan
gelen siirgiin tomurcuklarin rejenerasyonu, 30 giin araliklarla, ayni besi ortaminda iki alt
kiiltiirden sonra 8.88 uM BA, 2.5 uM Zeatin ve %10 hindistan cevizi suyu ile takviye
edilmis MS ortaminda gerceklestirilmistir. Gibberellik asit (1.75 uM) igeren ortamda
kiiltiire alindiginda rejenere filizlerin (1.5 cm uzunlugunda) ii¢ hafta i¢cinde uzadig: (5.3
cm) ve (7.36 uM) IBA ile takviye edilmis MS ortamina aktarildiginda kokler iirettigi
bildirilmistir. Olusturulan bu protokoliin, dort aylik bir siire boyunca hipokotil
eksplantindan, eksplant basina yaklasik 25 bitki verdigi rapor edilmistir.

Selvaraj vd. (2007) tarafindan, organojenik kallus indiiksiyonu ve yiiksek
frekansl siirgiin rejenerasyonu hiyar kotiledon eksplantlarindan elde edilmistir. 5 giinliik
in vitro yetistirilmis fidelerden elde edilen kotiledon eksplantlarinin yaklasik %86.2's1, 20
giinliik araliklarla iki ardisik transferden sonra NAA (2.69 uM) ve BA (4.44 uM) iceren
MS ortaminda yesil, kompakt nodiiler organojenik kalluslar elde edilmistir. Adventif
stirglin olusumu i¢in organojenik kalluslar NAA (1.34 uM), BAP (8.88 uM), Zeatin (0.91
uM) ve L-glutamin ile takviye edilmig MS ortaminda 20 giin araliklarla transfer edilmis
ve %75.6 oraninda siirgiin ¢gogaltimi1 meydana geldigi rapor edilmistir. Kallustan ayrilan
stirglinler (1cm), GAs (1.44 uM) ve BA (4.44 uM) ile takviye edilmis MS ortaminda
uzatilmis ve bu siirgiinler, IBA (3.42 uM) ve BA (4.44 uM) ile takviye edilmis MS
ortaminda koklendirilmistir. Koklii bitkiler serada aklimatize edildikten sonra %80
hayatta kalma oran1 gostermistir.
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Mohammadi ve Sivritepe (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada giivenilir bir klonal
cogaltim protokolil gelistirmek amaciyla, farkli oksin ve sitokinin konsantrasyonlarinin
ve kombinasyonlarinin, siirgiin ucu eksplantlarindan hiyarin in vitro morfogenesisi
tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Telegraph 314, Pepinex 69 ve Rebella ¢esitlerinin in
vitro yetistirilen 13 giinliik fidelerinden siirgiin ucu eksplantlar1 (3 ila 5 mm uzunluk),
farkli BA ve NAA konsantrasyonlar1 (0.0, 0.3, 0.4 ve 0.6 uM) ve bunlarin
kombinasyonlar1 ile takviye edilmis Murashige ve Skoog (MS) ortaminda 32 giin
boyunca kiiltiirlenmistir. Proliferasyon orani, siirgiin kalitesi ve incelenen diger
parametreler, optimal ortamin 0.4 uM BA oldugunu ve BGD i¢ermeyen MS ortaminda
en iyi koklenme saglanmasina ragmen, diger uygulamalarda da (%45-100) koklenme
meydana geldigi bildirilmistir.

Usman vd. (2011), farkli oksin ve sitokininler kullanarak c¢esitli somatik
dokulardan, somatik embriyogenez ve slirglin rejenerasyonu baslatmislardir. MS
ortamina sirasiyla 2,4-D (2 mg/L) ve her biri 1.5 mg/L olan NAA ve BAP eklenerek
yaprak disklerinde maksimum kallus baslangic1 sirasiyla %94.16 ve %76 oraninda
gbzlemlenmistir. Kotiledon eksplantinda maksimum kallus, %77 oraninda 4 mg/L BAP
+0.75 mg/L NAA ilavesi ile bagarilmistir. Smg/L 2,4-D yaprak disklerinden elde edilen
en yiiksek embriyo olusumunu (%23) verirken, BAP ile indiiklenen kalluslar (%14) ve
BAP + NAA (5 mg/L+ 1 mg/L) ile indiiklenen kalluslar ise (%]12) siirgiin rejenerasyonu
meydana getirmistir.

Avas (2013), hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinin somatik embriyogenesis ve
organogenesis yontemleri ile iiretimi konulu c¢alismasinda, NAA ve 2,4-D ile
desteklenmis MS ortaminda hipokotil eksplantindan embriyogenik kallus elde edilmistir.
BAP, TAA ve NAA ile desteklenmis ortamlarda yaprak, hipokotil ve kotiledondan
oncelikle organogenik kallus elde edilmistir. Somatik embriyogenez ¢alismalari i¢in en
iyi sonuglar, 1-2 mg/L NAA ile desteklenmis MS ortaminda hipokotil eksplantindan elde
edilirken, organogenez i¢in ise en iyi sonuglar 0.5 mg/L BAP ve [IAA ile desteklenmis
MS ortaminda kotiledon eksplantindan elde edilmistir. Embryogenik kalluslar sivi
ortamlara transfer edilerek proembriyo, globular, kalp ve torpedo sekillerindeki embriyo
onciilleri ve daha sonra olgun embriyolar elde edilmistir. 1mg/L BAP ve NAA'de
hipokotil eksplantinda %100 oraninda kallus gelisimi gozlenmistir. Siirgiin gelisimi igin
en iyi sonucu Img/L BAP ile desteklenmis ortam verirken, kok gelisimi i¢in en iyi sonucu
ise Img/L TAA ile desteklenmis ortamin verdigi bildirilmistir.

Grozeva ve Velkov (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, 15B ve Gergana hiyar
genotiplerinde kiiltiir ortaminin ve kullanilan eksplant tipinin in vitro kallogenesis ve
organogenesis tizerindeki etkisi aragtirilmigtir. Bitki rejenerasyon hizinin genotip,
eksplant tipi ve kiiltiir ortamina bagli oldugu tespit edilmistir. Hipokotillerin
organogenesisde kotiledonlardan daha duyarli oldugu bulunmustur. En yiiksek
rejenerasyon, Gergana cesidinde 1 mg/L BA (%73.3) iceren ortamda hipokotil
eksplantinda ve 3.0 mg/L BA+0.5 mg/L IAA (% 61.7) iceren kotiledonlarda gozlenmistir.
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Ayrica 15B ve Gergana genotipinin, kotiledon eksplantlarinda, 3 mg/L BA ile
desteklenmis kiiltlir ortaminda sirastyla (% 41.7 ve % 76.7) en yiiksek frekansa sahip
organogenesis gozlendigi rapor edilmistir.

Ugandhar vd. (2013) Cucumis sativus L. yaprak eksplantlarindan kallus
indiiksiyonu ve somatik embriyogenesis iizerine yaptiklar1 ¢aligmada yapraklar, %0.8
bacto agar iceren MS ortaminda 26°C de karanlik kosullarda inkiibe edilmis ve 6 cm lik
bir yiikseklige ulastiktan sonra steril kosullarda 6-8 mm olacak sekilde kesitlere
ayrilmigtir.  Yaprak eksplantlar1 daha sonra kallus indiiksiyonu igin g¢esitli
konsantrasyonlarda 2,4-D (0.75 mg/L) ve %3 sukroz igeren MS ortaminda kiiltiire
almmistir. Iki haftalik kallus kiiltiirii, ¢esitli konsantrasyon ve kombinasyonlarda 2,4-D
(1-2mg/L) ve TDZ (0.25-1 mg/L) ile takviye edilmis MS ortaminda alt kiiltiire alinmstir.
Verimli somatik embriyogenesis, ii¢ hafta icinde TDZ (0.25mg/L) ile birlikte 2,4-D (1
mg/L) ile takviye edilmig MS ortaminda gézlenmistir. Kallus tomurcuklarinin, sekiz giin
icinde kiiresel embriyoidlere daha sonraki on giinliik inkiibasyonda ise kalp seklindeki
embriyoidlere doniistiigli rapor edilmistir.

Alam vd. (2015), Cucumis sativus L. 'nin nodal eksplantlarini kullanarak hizli ve
etkili bir in vitro g¢ogaltma ve rejenerasyon sistemi gerceklestirmislerdir. Nodal
eksplantlar, proksimal bolge yukar1 bakacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki BAP
(0.5-3 mg/L) ve Kinetin (0.5-3 mg/L)’in bireysel uygulamalarinda ayrica IAA (0.5 mg/L)
+ BAP (1-5.0 mg/L) ve TAA (0.5 mg/L) + KN (1-5 mg/L) kombinasyonlarini igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. 3 hafta sonra toplam siirgiin sayist belirlenmis ve izole
edilen siirgiinler (5 cm’lik) koklendirme i¢cin NAA (0.1-1 mg/L) ile takviye edilmis MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Siirgiin rejenerasyonu iizerine yapilan c¢alismada, 1.5 mg/L
konsantrasyonda BAP (%87), Kinetinden (%53) daha fazla sayida siirgiin rejenerasyon
frekansin1 gostermistir. Ayrica kombinasyon uygulamalarinda, IAA (0.5 mg /L) + BAP
(3 mg /L) 'de frekans (% 70) iken, KN (3 mg/L) + IAA (0.5 mg/L)' de frekans (%67)
bulunmustur. Maksimum kok olusumu siklig1 (%83) ise, in vitro siirglinlerin 0.5 mg/L
NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alindiginda rapor edilmistir.

Jesmin ve Mian (2016) yaptiklar1 ¢aligmada, sterilize edilmis hiyar tohumlarini
MS ortamui iizerinde 7 giin siire ile inkiibe etmisler ve ¢cimlenen fidelerin yaprak, kotiledon
ve kok gibi kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Eksplantlar, farkli
konsantrasyonlarinda 2,4-D (2, 3, 5 mg/L) ve BAP (0.5, 1, 1.5 mg/L) iceren MS ortami
tizerinde tek tek ve NAA ve BAP kombinasyonlari ile takviye edilmis MS ortami iizerinde
kiiltiirlenmistir. 4 hafta sonunda kok, yaprak ve kotiledon eksplantlarindan kallus
baslangic1 gozlenmistir. Kallus indiiksiyonu i¢in optimum ortam kok (89 £% 0.75) ve
kotiledon (74.43 + 1.30) eksplantlarinin, 1 mg /L NAA ve 0.5 mg /L BAP ile desteklenmis
MS ortami oldugu bildirilmistir. Kok eksplantlarinin siirgiin indiiksiyonu i¢in daha
rejeneratif oldugu ve 2,4-D igeren ortamda indiiklenen kallusun gevrek ve sar1 renkte
oldugu bildirilmistir. Yapilan bu ¢alisma ile, Cucumis sativusun mikrogogaltimi ve kallus
indiiksiyonu i¢in olusturulan protokoliin, eksplant se¢imi, yiizey sterilizasyonu, biiyiime
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diizenleyicileri ve bunlarin farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlar1 gibi gesitli
anahtar faktorlere bagl oldugunu gostermistir.

Venkatachalam vd. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, sitokininlerin, giimiis
nitratin (AgNOs) ve oksinlerin hiyarda bitki rejenerasyonuna etkisi aragtirilmistir.
Kotiledon nod eksplantlari, siirgiin  tomurcugu indiiksiyonu i¢in  ¢esitli
konsantrasyonlarda BAP (0.5-2.5 mg/L) ve Kinetin (0.5-2.5 mg/L) takviye edilmig MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. 1.5 mg/LL. BAP, coklu siirgiinlerin (% 98.4) yiiksek
frekansinin indiiksiyonu icin en iyi konsantrasyon olarak bulunmustur. Ayrica, BAP ile
birlikte AgNOs eklenmesinin, hiyarda siirgiin tomurcugunun uzamasinin yani sira ¢oklu
siirglin tomurcugu (%100) gelisimini biiylik Olciide destekledigi one siiriilmiistiir.
Koklenmenin en yiiksek yiizdesi (%96.2), IBA (1.5 mg/L) ve Kinetin (0.5 mg/L)
kombinasyonunu igeren bir ortamda ger¢eklesmistir. Ayrica aklimatize bitkilerin, hayatta
kalma oraninin %72 oldugu goézlenmistir. Glimiis nitratin, sadece ¢oklu filiz tomurcuk
rejenerasyonunun arttirilmasi i¢in degil, aynt zamanda filiz tomurcugunun uzamasini
tesvik etmesi iizerinde de olumlu etki gdsterdigi kanitlanmustir. In vitro rejenere bitkilerin
RAPD analizi sonucu ana bitki ile olduk¢ca monomorfik ve 6zdes bantlama paterni
gosterdigi bulunmustur. Bu nedenle, kotiledon nod eksplantlarinin gelecekte transgenik
hiyar bitkilerinin iiretimi i¢in basariyla kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Joyia vd. (2019)’nin yaptiklar1 calismada, Cucumis sativus L. in vitro
rejenerasyonu i¢in siirgiin ucu eksplantlarini kullanmistir. 7, 8 ve 9 giinliik fideler
kullanilarak, rejenerasyon hizinin fide gelisim asamasindaki 6nemi arastirilmis ve 7
glinliik c¢imlenmeden sonra kullanilan hiyar fidelerinden alinan siirgiin uclarinin,
rejenerasyon i¢in en uygun oldugu bildirilmistir. Bu siirgiin uglar, farkh
konsantrasyonlarda BAP (0.5-2.5 mg/L) ve Zeatin (2 mg/L) ile takviye edilmis MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. 1.5 mg/L BAP ve 2 mg/L Zeatin ile takviye MS ortaminin,
maksimum siirgiin olusumu ile sonuglandig1 gozlenmistir. BAP konsantrasyonunun 1.5
mg/L’nin {izerine ¢ikarilmasi sonucunda ise siirgiin olusumunun azaldig1 bildirilmistir.
Koklendirme amaciyla IBA (0.5-2.5mg / L) kullanilmis ve en iyi kok gelisimi 1mg/L
IBA'ya sahip MS ortaminda meydana geldigi bildirilmistir.

Hiyarda yapilan rejenerasyon calismalarmin ayrintilar1 Cizelge 2.1.’de, hiyar
dahil farkl tiirlerde viriis direnci i¢in yapilan ¢alismalarin ayrintilari ise Cizelge 2.2.’de
verilmistir.
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Cizelge 2.1. Hiyarda yapilan rejenerasyon caligmalari ve ayrintilar:
Kiiltiir Sonucu
(SOO: Siirgiin
olusum orani
KOO: Kallus
. Bitki Gelisim . olusum orani
Sira No Genotip Eksplant Tiirii Fide Yas1 Temel Besily Diizenleyicisi Diger Katlfl ROO: Kok Referans
Ortam Maddeleri
(BGD) olusum orani
SS: Siirgiin
say1sv/ eksplant
EOO: Embriyo
olusum orani)
PI1279463: %53
. Kotiledon . BA (1 mg/l) + SO0 Wehner ve Locy
1 85 farkh esit Hipokotil 7 giin MS NAA (1 mg/l) PI 401732: %40 (1981)
SO0
Choungyongsam
chok Chungang .
.S . . . Hukchinju: 45
Hukchinju Thia- mine HCI: SS. %100 ROO
Karak Manchoonchoun
2 Karak-banbaek Kotileon 10 giin MS 2,4-D (0.5 uM) + | Nicotinic acid: gjang: 276 SS, Kim vd. (1988)
Manchoonchoun BAP (5 uM)
jang Pungmi Pyridoxine HC1: 7100 ROO
& gayupg ypreoxine =1 1 Seoul: 12 S8,
0,
Seoul Bacto-agar : (0.8 70100 ROO
Yorum-samchok
Crystal Salad Kotiledon 5-7 giin Kinetin (2 mg/1) Agar: %0,8 50 SS Gamb(lggx:)e) Dodd
MS
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Y.07
Cizelge 2.1.’in devami
Staba vitamin o
4 Burbless Hibrit Kotiledon 5-7 giin Mod MS - BAP@mg/l) + | 1969). (10 mi) %50 SOO Msikita vd.
NAA (0.3 mg/l) ! (1990)
Bacto-agar: %7
Sumter: %20
Sumter . Sumter: 4 giin o NAA (1 mg/l) + | Agar: %1 Bacto SO0
S Straight 8 Kotiledon Straight 8: 5giin MS Sukroz: %3 BA (1 mg/l) agar Straight 8: %60 | C2de vd- (1990)
SO0
Marketer: 0
KOO, 3 SS
Marketmore: 0
Marketer KOO. 0 SS
Marketmore i i
. . Wisconsin SMR-
Wisconsin SMR- .0
18 . . BAP (4 mg/l) 18: %10 KOO, 0 .
6 Tablegreen Kotiledon 10 giin MS - NAA (0.2 mg/l) Agar:8 g/l SS B Alivd. (1991a)
Spotfree Tablegreen: %0
China KOO, 0 SS
Spotfree: %40
KOO, 1 SS
China: %77
KOO, 19 SS
. . BAP (4 mg/l) % 47 SO0, 54 .
7 Burbless Hibrit Kotiledon - Mod MS - INAA (0.2 mg/l) - ss Ali vd. (1991b)
Hokus Tryptone L42
Salty . s . Kinetin (50 pM) | (Oxoid 500 mg/1) | IBPGR: %3.1 Hooymans vd.
8 Sporu Kotiledon 3-5 giin MS Sukroz: 40 g/l | " YA A (0.1uM) | Imperial agar: 6 SO0 (1994)
IBPGR g/l
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Cizelge 2.1.’in devami

Shimoshirazu
Fushinarimidori
Aonaga F1 s T 2,4-D (9.0 um) + | Gelrite: % 0.25 S
9 Aonagajibai Kotiledon 6-7 giin Nf;;\/i:g}ﬁgis S“kﬁ%‘ 0//0%2%6’ NAA (2.7 uM) + | Aktif kdmiir: % Fus(]l/n;lgr]larglgorn Lotzlvgeglj)ako
Chikanarishiyou N BAP (2.2 uM) 0.5 0
Yoshinari
Hokushin
Borszczagowski:
. P 4. 0
10 BOTSZSCI?%;) " Yaprak 3-4 hafta 12 MS Sukroz: %3 (O'Zéij '28’1“1;/ D D]iifggniigr?erf 357()% Sk{ggrjisv(‘?igki: Burza ve
Skierniewicki P e 2iP: NAA m /l' %10 SOO Malepszy (1995)
C. anguria (0.4/0.8 mg/1) & C. anguria: %35
SO0
SS Proksimal
Kotiledon: 79 SS
Spring Swallow TG Proksimal
(SS) Hipokotil Kotiledon: 75 SS
Tasty Green(TG) Kotiledon - o BA (1.0 mg/1 Phytagel: 2 g/l SL Proksimal Mohiuddin vd.
1 Suyo Long (SL) (Proximal, 8 giin MS Sukroz: %3 BA (2.0mg/l) | AgNOs: 30 uM | Kotiledon: 69 SS (1997)
Suyo Cross (SC) Distal) SC Proksimal
Tasty Glory (TL) Kotiledon: 75 SS
TL Proksimal
Kotiledon: 81 SS
Myo-inositol: 0/801;17nl§l(1)k(])1n]31}7
12 Shinhukjinju Yaprak 4 giin MS Sukroz: 30 g/l | VAA (5-0uM) 100 mg/l SS Seo vd. (2000)
Chungjang +BAP (2.5uM) Bacto-agar: 0.8 S
1 Chungjang: %43
& SO0, 1-3 S
13 Chongjang Kotiledonumsu 3-5 giin MS - Zeatin (2 mg/l) - %80-90 SOO Kim vd. (2000)

hipokotil
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BAP (1.0 mg /1)

Vasudevan vd.

14 Poinsett 76 Siirgiin uglar 5-7 glin MS Sukroz: %3 +NAA (0.1 - 22 SS (2001)
mg/l)
Kotiledon: %20.6
i Kotiledon . o . o SO0 Kose ve Kog
15 Cengelkoy Hipokotil 3,5,10 giin MS Sukroz: %30 Zeatin 2 mg /L) | Phytagel: %0.2 Hipokotil: %0.6 (2002)
SO0
6, 15, 21 saat:
Proximal
Kotiledon: 2-2.7
SS
i‘ggz(? I(;li:g)/l-; Distal Kotiledon:
16 STR-8 Kotiledon | &3 ve 21 saat,3 MS Sukroz: 30g/l | Zeatin (2.0 mg/ly | Trvtagel:2.5 0.75- 1588 |y rendi (2003)
giin + ABA (1.0 mg/l 3 giin:
mg/l) : Proximal
& Kotiledon: 0.75
SS
Distal Kotiledon:
0.25 SS
Kazein
hidrolizat: 200 |
17 Barsati Nodal segment 15 giin MS Sukroz: %3 BA (1.0 uM) mg/1 7100 SOO, 8.80 | Ahmad ve Anis
: . +0.27 SS (2005)
Bakteriyolojik
agar: % 0.8
Kotiledon: %84
. Kotiledon . o BAP (2 mg/l) Agar: %0.8 SO0
18 Beit Alfa Flamingo bill 4 gin MS Sakkaroz:%3 |\ 1AA(1mgl) | Phytagel:%3 | Flamingobill: | obaner(2006)

%17 SOO
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2,4-D (3.62 uM) Agar: %0.8
. . 4 . Sukroz: 87.64 | + BAP (2.22 uM) e 25 S8, %90.3 Selvaraj vd.
19 Poinsett 76 Hipokotil 7 glin MS uM BA (8.88 um) + Hngilstéré/cle(\)/ml KOO (2006)
Zeatin (2.5 pM) yu 7o
NAA (2.69u M)
+ BA (4.44p M)
NAA (1.34 pM)
. . .. o + BA (8.88 uM) o 36.2 SS, %75.6 Selvaraj vd.
20 Poinsett 76 Kotiledon 5 giin MS Sukroz: %3 + Zeatin (0.91 Agar: %0.8 SO0 (2007)
uM) + L-
glutamine
(136.85 uM)
Telegraph 314:
%96 KOO, %90
ROO
Telegraph 314 Pepinex 69: %93 Mohammadi v
21 Pepinex 69 Siirgiin uglar 13 giin MS Sukroz: %3 BA (0,4 uM) Agar: %0.7 KOO, %100 Si ° it (20076)
Rebella ROO tviepe
Rebella: %100
KOO, %100
ROO
Kotiledon 2,4-D (2 mg/l) 0
22 h?:i‘:tlgie Yaprak 12-15 giin MS - NAA (1.5 mg/l) - “(?/42';6]5%%0’ Us(glgfl‘)’d'
Yaprak diski +BAP (1.5 mg/l) °
2,4-D (0.75 mg/)
Cucumis sativus. Kotiledon . . . TDZ (0.25 mg/1l) o o Ugandhar vd.
23 L Hipokotil Belirtilmemis MS Sukroz: 30 g/l +2,4-D (1.0 Agar: %0.8 %90 EOO (2013)
mg/Il)
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Hipokotil: %100
SO0, %100
ROO, %100
KOO
. Yaprak: %47
Rotledon MS S00., %70 ROO,
24 F.18345 Y[; K Belirtilmemis SH Sukroz: % 3 BAP (1.0 mg/l) Agar: % 0.6 %53 KOO Avas (2013)
pra BS Yaprak sap1:
Yaprak sap1 P P
%12 SO0, %76
ROO, %28 KOO
Kotiledon: %23
SO0, %68 ROO,
%44 KOO
15 B: %100
KOO, %13.3
. BA (1.0 mg/l) y
15B Kotiledon . Lo o SO0, 0.13 SS Grozeva ve
5 Gergana Hipokotil 3-7 glin MS Sukroz: % 3 ?AAAG((? ;n r{rgl/g?l-)# Agar: % 0.7 Gergana: %100 Velkov (2014)
’ COO, %73 SO0,
0.90 SS
H . 0, 0,
26 C“C”’”’i‘“’”vus' Nodal segment 21-28 giin MS Sukroz: %3 | BAP(15mgl) | Agar:%08 | %7 SR%% 83| Alam vd. (2015)
27 Hatiyakira Yli%rﬁk 7 giin MS Sukroz:30 g/l | BAPO@SmeDHi g %89.020.75 | Jesmin ve Mian
Y Kotiledon & U E NAA (1.0 mg/l) gar: KOO (2016)
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Cizelge 2.2. Viriis direnci i¢in yapilan CRISPR / Cas9 uygulamalari (Borrelli vd. 2018)
Bitki tiirii Viriis Hedef gen Gen fonksiyonu Strateji Referans
Cas9 / gRNA
. Nicotiana ekspresyon plazmid
benthgmm{uz ve . BSCTV CPRep ve IR RCA Fnekgmzmam (Rolling Circle vektorleri ile . Jivd. 2015
Arabidopsis Amplification) yapraklarin
thaliana Agrobacterium aracil
transformasyonu
Cas9 / gRNA
ekspresyon plazmid
e Nicotiana e BeYDV LIR ve RCA mekanizmasi vektorleri ile * 123(';1}?5 vd.
benthamiana Rep/RepA yapraklarin
Agrobacterium aracili
transformasyonu
Cas9 ekspresyon TRV
Nicoti . TYLCV vektori ile yapraklarmn Ali vd. 2015
* belrcz?hfrZ?ana e BCTV CP,Rep ve IR RCA mekanizmasi Agrobacterium aracili * 1ve.
. MeMV transformasyonu
¢ CLCuK Cas9 ekspresyon TRV
e Nicotiana oV . vektori ile yapraklarin e  Alivd. 2016
benthamiana e MeMV CP.Rep ve IR RCA mekanizmast Agrobacterium aracili
. TYLCV transformasyonu
Casl3a ekspresyon
. Nicoti GFP1 TRV vektorii ile . Aman vd.
bel;?htfr;l?ana . TuMV GFP2 Replikasyon mekanizmasi yapraklarim 2018
HC-Pro ve CP Agrobacterium aracili

transformasyonu
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ORF1,2,3

FnCas9 / gRNA ekspresyon ikili

konak faktorii

e Nicotiana benthamiana ve CMV Replikasyon vektorleri ile yapraklarin Zhang vd. 2018
p ; . CP . .
Arabidopsis thaliana ™™V mekanizmasi Agrobacterium aracili
3'UTR .
transformasyonu (¢icek daldirma)
cvVYV RNA viriislerinin Kotiledonlarin (embriyo olmadan) Chandrasekeran
. . . Cas9 / gRNA ikili vektorleri ile
. Cucumis sativus XYMV elF4E translasyonu igin . vd. 2016
o Agrobacterium aracil
PRSV-W konak faktorii
transformasyon
RNA virdslerinin Clzsz;/iglizlfﬂ?\;eellzt%ﬁ:;?;? P d. 2016
e Arabidopsis thaliana TuMV elF(iso)4E translasyonu igin p . yott vd.
o Agrobakterium aracili
konak faktorii .
transformasyon (gigek daldirma)
e Oryza sativa L. japonica RTSV elF4G translasyonu igin & PISSYOn p 2018

vektorleri ile Agrobakterium
aracili transformasyonu
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2.2. Hiyar Bitkisinde (Cucumis sativus L.) Agrobacterium Aracihigiyla Yapilan Gen
Transformasyon Calismalari

Trulson vd. (1986), C. sativus cv. Straight Eight ¢esidinin hipokotil eksplantlarini
Agrobacterium rhizogenesis’in pARCS8 plazmidini tagityan A4 irki ile ko-kiiltlire almis ve
elde ettikleri transgenik hatlarda kok gelisimini gézlemistir. Bitkiye aktarilan neomycin
phosphotranferase geni aracililifiyla ile southern blot analizi yapilmis ve kanamisinli
ortamda saglikli silirglin olusturan bitkilerin npt II agisindan pozitif sonug¢ verdigi, bu
sebeple bunlarin transgenik oldugu diisiiniilmiis ancak transgenik bitkilerin ¢ogunun
vektor DNA’smi tasidigi fakat bazilarinin Ri plazmid DNA’sin1 tasimadiklar
gozlenmistir.

Chee (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Poinsett 76 ¢esidinin kotiledonlar
A. tumefaciens’in npt Il genini igeren C58Z707 susu ile gen trasnformasyonu yapilmaistir.
Bakterinin kotiledonlarla muamelesinden sonra 2 mg/L 2,4- D ve 0.5 mg/L Kinetin i¢eren
MS ortaminda kiiltiire alinanarak, eksplantlardan gelisen transgenik bitkilerin 100 mg/L
Kanamisin igeren ortamda se¢imi yapilmistir. Somatik embriyogenesis yoluyla yliksek
saylida normal morfolojiye sahip transgenik bitki elde edilmistir. Transgenik oldugu
diistiniilen bitkilerden genomik DNA izole edilerek, npt II gen bolgesini igeren 2.0 kb’lik
bolgenin hibridizasyon verdigi rapor edilmistir.

Sarmento vd. (1992)’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 2 tursuluk genotipin
yaprak ve petiyol segmentleri, pBIN ve pCGN binari plazmidlerini tasiyan
Agrobacterium tumefaciens’in oktopin tipi olan LBA4404 ile transforme edilmistir.
Secici markor olarak fosfotransferaz (npt II) kullanilmistir. 75 mg/L Kanamisin igeren
ortamda kallus olusum frekansinin; eksplant biiytlikliigii, bakteri yogunlugu, bakteri ile
muamele edilme, kokiiltivasyon siiresi, asetosiringon varlig gibi faktorlerden etkilendigi
belirtilmistir. 20 uM asetosiringon iceren 10® hiicre/ml yogunluktaki bakteri
stispansiyonu ile 5 dk muamele edilen 4-6 mm biiytikliiglinde petiyol segmentleri veya
0,5 cm? biyiikliigiinde yaprak segmentlerinin 48 saat kokiiltivasyon siiresini takiben bu
eksplantlar 500 mg/L karbenisilin, 75 mg/L kanamisin, NAA/BA (5 /2.5 uM) veya 2,4
D /BA (5 /5 uM) igeren ortamda kiiltiire alinmistir. Transforme olmus kallus oraninin
%20-50, transforme olmus kallustan gelisen bitkicik rejenerasyon oraninin ise % 8-15
oldugu rapor edilmistir.

Raharjo vd. (1996) yapmis olduklar1 bir ¢calismada, petunya, tiitlin ve soyadan
izole edilen kitinase genlerini iceren Agrobacterium tumefaciens’in EHA 105 (16kopin
tipi), MOG 101 (oktopin tipi) ve MOG 301 (nopalin tipi) olmak iizere 3 susu ile Endavour
cesidi tursuluk hiyar kullanarak transforme bitki elde etmislerdir. Tiim vektorlerin npt 11
markdr geni ile CAMV 35S promotorunu tasidigi bildirilmektedir. 10-21 giinliik
fidelerden alinan petiyol eksplantlari, bakteri slispansiyonu (10® hiicre/ml) ile 5 dk
bekletilmis ve 2,4-D (5SuM), BA (5uM) iceren Murashige ve Skoog (MS) kokiiltivasyon
ortaminda 2-4 giin karanlikta 27 C°de inkiibe edilmistir. Ardindan eksplantlar, 500 mg/L
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amfisilin iceren MS ortaminda 3 kez durulanmis ve steril kagit tizerinde kurutularak 50
mg/L kanamisin ve 500 mg/L karbenisilin i¢eren ortamda 4-5 hafta 24-26 C"’de kiiltiire
alinmistir. Kokiiltivasyondan 8 hafta sonra embriyogenik kallus olusumunun kullanilan
suslara, vektorlere ve kokiiltivasyon siiresinin uzunluguna bagli olarak degismekte
oldugu bildirilmistir. En yliksek frekansin %12 ile EHA 105 (16kopin tipi) kullanildiginda
elde edildigi belirlenmistir. Bitki rejenerasyon frekansini arttirmak igin, bir veya iki alt
kiiltiirden sonra g¢ogalan embriyojenik kalluslar, 2,4-D/BA (1/1 uM) ve 50 mg/L
kanamisin igeren s1v1 siispansiyon kiiltiiriine aktarilmis ve 120 rpm de 24-28 °C de siirekli
calkalanmistir.Siispansiyon kiiltlirlindeki ¢esitli boyutlardaki embriyonik kalluslar 2,4-
D/BA (1/1 uM) veya NAA/BA (1/1 uM) ve 50 mg/L kanamisin i¢eren kat1 MS ortamina
aktarilmigtir. Southern blot ve PCR analizleri ile npt II geninin bitkilere aktarildig1 ve
Western analizi ile de aktarilmis olan asidik kitinase geninin varlig1 rapor esilmistir.

Nisbiyashi vd. (1996) transgenik hiyar bitkisi elde etmek i¢in 7-10 giinliik
hipokotil eksplantlar1 Agrobacterium tumefaciens’in NOS-nptll, CaMV 35S-I-gus ve
CaMV 35S-hph genlerini iceren 1rki ile inokiile edildikten sonra IAA (4 mg/L), 2iP (1
mg/L) ve 50 veya 100 uM asetosiringon iceren ortamda 5 giin boyunca kiiltiire alinmistir.
Daha sonra kokiiltive hipokotil eksplantlar1 2,4-D (1.1 mg/L), BAP (0.23 mg/L), %]l
kazein hidrolizat, 500 mg/L karbenisilin, 50 ve 100 mg/L kanamisin veya 20, 25 ve 30
mg/I higromisin B ile desteklenmis MS rejenerasyon ortamina aktarilmis ve 4-6 hafta
stireyle kiiltiire alinmistir. Asetosiringon ilavesi yapilan ortamlar tizerindeki hipokotil
eksplantlarinin  kesilmis yiizey hiicrelerinde, GUS ekspresyonlarinin goézlendigi ve
transformasyon sikligint arttirdigr bildirilmistir. Ayrica kanamisin ve higromisin B
kullanilarak yapilan se¢imde ise transgenik doku pargalarimin 50-100 mg/L kanamisin
igeren ortamdan, 20-30 mg/L higromisin B iceren ortamda daha etkili bir sekilde se¢im
gergeklestirildigi bildirilmistir.

Tabei vd. (1998) tarafindan yapilan bir calismada, Botrytis cinerea (Gri kiif) ya
kars1 dayaniklilig1 artirict bir gen olan ¢eltik bitkisinden izole edilen kitinase geni
(RCC2), Agrobacterium tumefaciens vasitasi ile hiyar bitkisine aktarilmistir. 200°den
fazla transgenik oldugu varsayillan hiyar siirgiinlerinin 100 mg/L kanamisinle
desteklenmis MS ortaminda rejenere oldugu bildirilmistir. 60 gelismis siirgiin, RCC2
geninin varlig1 agisindan incelenmis ve bu genin varlig1 dogrulanmistir. Bu siirgiinlerden
20 tanesi Botrytis cinerea (Gri kiif) ile enfekte edildiginde 15 tane siirgliniin kontrole yani
transgenik olmayana gore daha yiiksek diren¢ gosterdigi bildirilmistir. CR29, CR32 ve
CR33 transgenik hiyar hatlarinin B. cinere’ya kars1 en yiiksek diren¢ gosterdigi ve bu
hatlarda hastalik yayilmasinin tamamen inhibe edildigi belirlenmistir. Gen aktarimi
yapilan yliksek direngli (CR32 ve CR33) hatlar, kontrol bitkilerle karsilastirildiginda
hastalik direncine ait farkl tepkiler alindigi, CR33 de patojenin hiflerin penetrasyonunu
engelledigi, CR32 de ise hiflerin penetrasyonuna izin verirken hastaligin gelismesini
engelledigini bildirmislerdir. CR32’nin ebeveynlerinin 3:1 (dayanikli:duyarli) oraninda
bir ayrim gosterdigi ve gri kiife dayanikliligin kalitilabilir oldugu tespit edilmistir.
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Ganapathi ve Perl-Treves (2000) yapmis olduklari bir galigmada Poinsett 76 hiyar
cesidinde Agrobacterium tumefaciens araciligt ile gen aktarilarak kotiledon
eksplantlarindan direk organegenesis olanaklarini aragtirmislardir. Kotiledon pargalari,
neomisin fosfotransferaz II (npt II), B-glukuronidaz (uidA) ve bar genlerini iceren
Agrobacterium’un pME 524 (pGA 492 Gr-Bar (-)) plazmidini tasiyan EHA105 1rki ile
kokiiltiire alinmistir. Transforme stirglinlerin 6 mg/L PPT ile etkili olarak se¢ildigi ve 4
haftada siirgiin rejenerasyonunun meydana geldigi bildirilmistir.

Kose ve Kog¢ (2003)’un yapmis olduklar1 bir calismada, in vitro yetistirilen
fidelerin kotiledon ve hipokotil eksplantlari, optimum siirgiin rejenerasyon kosullarini
belirlemek ic¢in farklt hormon kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlar1 igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu, 2 mg/L zeatin igeren MS
ortaminda ortadan enine ikiye kesilen kotiledon yapraklarinin proksimal bolgesinden elde
edilmistir. Transformasyon icin doku parcalari, 100 uM asetosiringon iceren bakteri
siispansiyonunda 15-20 dk bekletilmis ve Zeatin (2 mg/L) +MES (0.5 g/L) iceren MS
ortaminda karanlikta 2 giin siire ile ko-kiiltliire alinmistir. 50 mg/L kanamisin iceren MS
ortaminda secilen doku pargalar1 histokimyasal GUS analizi ile test edilmis ve dokularda
meydana gelen mavi renk degisimleri gozlenmistir. Transgenik dokulardan gelisen
sirgiinler kok gelisimi i¢in bazal MS ortaminda 4 ila 6 hafta boyunca kiiltiire alinmistir.
10 cm yiiksekligindeki koklii bitkiler, dogal kosullara adaptasyonlar1 icin topraga
aktarilmis ve bu bitkilerin normal ¢icek ve meyve olusturduklar: gozlenmistir. Aktarilan
npt II ve GUS genlerini belirlemek i¢in, transgenik bitkilerden DNA izolasyonu
yapilarak, PCR ile test edilmis ve bitkilerin transgenik oldugu rapor edilmistir.

Vengadesan vd. (2005) yaptiklar1 bir caligmada eksplant kaynagi olarak,
Greenlong cesidinin karanlikta 2 giin ¢imlendirilmis tohumlarin kotiledon eksplantlarini
kullanmiglardir. Embriyonik bolgeleri kesilen kotiledonlar BA (4.4 uM) + ABA (3.8 uM)
+ Adenin siilfat (108.5 uM) igeren MS ortaminda 10 giin kiiltiire alinmistir. 10 giinliik 6n
kiiltiirden sonra kotiledon eksplantlarinin proksimal bolgesi steril igne ile yaklasik 10
defa delinerek 10 dakika boyunca 50 um asetosiringon i¢eren bakteri siispansiyonunda
bekletilmistir. Rejenerasyon ortaminda karanlikta 3 giin bekletilen eksplantlar 2 mg/L
PPT veya 100 mg/L kanamisin ve 300 mg/L sefotaksim igeren seleksiyon ortaminda
kiiltiire alinmistir. Bar geninin varlii, basta herbisidi ile yaprak boyama testi ile tespit
edilirken, kokiiltive 431 eksplanttan %7.2’si siirgiin olusturarak PPT {izerinde biiylidiigii
ve 5 farkli bitkinin (%1.1) sothern hibridizasyonu ile transgenik oldugu belirtilmistir.

Gal-On vd. (2005) tarafindan yapilan c¢aligmada, CFMMV’nin varsayilan
pCAMSVS54-kDa geni Agrobacterium tumefaciens ikili vektoriine klonlanmig ve bir
partenokarpik  hiyar  ¢esidinin  kotiledon  eksplantlarinda  transformasyon
gerceklestirilmistir. Ilan ¢esidinin tohumlar1 1-2 giin karanlikta ¢imlendirildikten sonra
kotiledon eksplantlart BAP (2 mg/l) + ABA (1 mg/l) + %3 sukroz, %0.8 oxoid agar ve
200 puM asetosiringon igeren MS ortaminda 1-2 giin kiiltiire alinmistir. Daha sonra
kotiledon pargalar1 Agrobacterium siispansiyonu ile 5 dk muamele edilmistir. 2 giinliik
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ko-kiiltivasyonu takiben eksplantlar, 500 mg/l sefotaksim ve 100 mg/l kanamisin igeren
seleksiyon ortaminda iki haftalik alt kiiltiirlere alinmistir. R1 fideleri CFMMYV direncine
kars1 ELISA ile taranmis ve toplamda 14 replikaz geni iceren R1 hattindan 8§ tanesi
direngli hat olarak belirlenmistir. Toprak kaynakli viral bir patojen olan tobamoviruse
karst duyarli 144 c¢esidi, bu transgenik anag¢ iizerine asilandiginda enfeksiyondan
korundugu rapor edilmistir.

Kobaner (2006) tarafindan yapilan calismada, 4 giinliik fidelerin kotiledon
eksplantlarina, Agrobacterium tumefaciens’in, CaMV 35S promotorii kontroliinde npt 11
(secici markdr geni) ve yesil floresan proteinini kodlayan mGFPSER genlerini tasiyan
pBin-mGFP5-ER binari vektor plazmidi iceren AGL-1 1rki kullanilarak, rejenerasyon ve
gen aktarimi arastirilmistir. 4 giinliik fidelerden hazirlanan kotiledon eksplantlar1 0.5 g/l
MES, %3 sakkaroz, 1 mg/l BA, Img/l IAA, 200 uM asetosiringon ve %3’liik phytagel
iceren ortamda 2 giin 25-26 °C de 6n kiiltiire alinmigtir. 2. glinlin sonunda eksplantlar
Agrobacterium soliisyonunda 10 dk bekletilmis ve ayni icerikli ortamda 2 giin karanlikta
25-26°C de ko-kiiltiire alinmistir. Eksplantlar, kanamisin ve karbenesilin iceren
seleksiyon ortami {izerinde 16 saatlik fotoperyodda 25-26 °C’de 4 haftada bir yenilenmek
tizere 8 haftalik kiiltiire alinmistir. Gen transformasyon caligmalarinda 100 mg/l
kanamisin konsantrasyonunun en uygun se¢ici ajan oldugu ancak tomurcuktan stirgiin
olusumunun tesvik edilmesi i¢in eksplantlarin seleksiyon ortaminda iki hafta kiiltiire
alinmasi takiben kanamisin konsantrasyonunun azaltilmasinin uygun olacagi rapor
edilmistir.

Vasudevan vd. (2007) tarafindan yapilan ¢calismada, Poinset 76 hiyar ¢esidine ait
5 glinliik kotiledon eksplantlari, transformasyon i¢in kullanilmistir. Embriyonik eksenleri
uzaklastirilmis kotiledon eksplantlari, Agrobacterium tumafaciens'in npt 11, bar ve gus
genlerini tagtyan EHA105 rki ile 10 dk boyunca muamele edilmis ve enfekte olmus
eksplantlar BA (1 mg/l) + ABA (0.5 mg/l) iceren MS ortaminda kokiiltivasyon i¢in 2 giin
inkiibe edilmistir. 300 mg/l sefotaksim ve 2 mg/l PPT igceren MS ortaminda se¢ilen doku
parcalar1 histokimyasal GUS analizi ile tespit edilmistir. Ayrica transgenik oldugu
diisiiniilen bitkiler PCR ile test edilmis ve bitkilerin transgenik oldugu bildirilmistir.
Agrobacterium yogunlugunu, asetosiringon konsantrasyonunu ve ko-kiiltivasyon stiresini
optimize etmek i¢in yapilan transformasyon deneylerinde en etkili yogunlugun O.D:1
optimal oldugu, 20 pM asetosiringon kullaniminin ko-kiiltivasyon sirasinda infeksiyon
verimliligini artirdigr ve 2 giinliik ko-kiiltivasyon siiresinin yiiksek oranda GUS
ekpresyonu ile sonuclandigi rapor edilmistir.

Selvaraj vd. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada eksplant kaynagi olarak, Poinset 76 hiyar
cesidinin karanlikta 2 gilin ¢imlendirilmis tohumlarinin kotiledon segmenti kullanilmis ve
embriyonik bolgeleri kesilip uzaklastirilarak olusturulmus eksplantlar onkiiltiir icin BA
(1 mg/L) + L-glutamine (20 mg/L) igeren MS ortaminda 5 giin siire ile kiiltiire alinmustir.
Onkiiltiirden sonra genisleyen kotiledonlarin proksimal bdlgesi steril igne ile (0.56x25
mm, eksplant basina yaklasik 10 delik) delinerek 50 uM asetosiringon igeren
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Agrobacterium siispansiyonunda 10 dakika boyunca bekletilmistir. Rejenerasyon
ortaminda karanlikta 2-5 giin bekletilen eksplantlar 1-4 mg/L. PPT veya 50-100 mg/L
kanamisin ve 300 mg/L sefotaksim igeren seleksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir.
Rejenere edilmis siirgiinler, GFP ekspresyonu i¢in elde tutulan uzun dalga UV lambasi
kullanilarak in vivo olarak incelenmis ve kotiledon eksplantlarinda transforme
siirgiinlerin biiylimesini arttirmak ic¢in diizenli araliklarla kagislarin ve kimerik
stirgiinlerin belirlenmesine yardimci oldugu oldugu rapor edilmistir. Ayrica 2 mg/L
PPT’nin se¢im ajami1 olarak kullanilmasi ile, PPT’nin transforme olmayan tiim
tomurcuklar1 6ldiirdiigli ve sadece transforme siirglin tomurcuklarinin eksplantlardan
daha fazla biiylimesine izin verdigi bildirilmistir.

Nanasato vd. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada, Shinhokusei No. 1 hiyar ¢esidinin
kotiledonlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmis ve A. Tumefaciens'in plG121-Hm, plG-
sGFP ve pGFP-S65C binari vektoriinii tastyan EHA 105 1rki ile 10 dk muamele edilmistir.
Agrobacterium siispansiyonu ile vakum infiltrasyonu uygulanmasi, eksplantlarin
proksimal  bdlgelerinde  Agrobacterium  enfeksiyonunun etkinligini  arttirdig1
bildirilmistir. Ayrica filtre kagidi ile ko-kiiltivasyon, eksplantlarin nekrozunu
baskilayarak rejenerasyon verimliliginin artmasma neden olmustur. Varsayilan
transgenik bitkiler kanamisin direnci ve yesil floresan protein (GFP) ile taranmis ve
transgenin hiyar genomuna entegrasyonu genomik PCR ve southern blot ile teyit
edilmistir. Bu transgenik bitkilerin normal olarak biiyiidiigii ve T1 tohumlarinin 7 hattan
elde edildigi rapor edilmistir. Hiyar iiretimi i¢in ortalama transgenik etkinligin %11.9+3.5
oldugu ve kanamisinin segici bir ajan olarak kullanildiginda bildirilen en yiiksek degerler
arasinda oldugu rapor edilmistir.

Li vd. (2017) hiyar kotiledon eksplantlarinin Agrobacterium aracili
transformasyonu i¢in vakum infiltrasyonu yontemini kullanmislardir. Kabuklari
soyularak sterilize edilen tohumlar, 2 giin karanlik kosullarda ¢imlenmeye birakilmistir.
Distal kisimlar1 uzaklastirilan kotiledonlar, transformasyon i¢in 6n hazirlik agsamasinda
MS sivi ortaminda biriktirilmistir. 5 dakika silireyle 2 seans vakum infiltrasyonu
uygulandiktan sonra, eksplantlar Agrobacterium'da 5 dakika daha birakilmis ve 30 g/L
sukroz, 2 mg/ml BAP (750 ul) ve 2 mg/ml ABA (500 pl) ile desteklenmis MS bazal
ortaminda 2 gilin karanlik kosullarda ko-kiiltivasyona birakilmigtir. Kanamisin ve
karbenisilin iceren seleksiyon ortaminda kiiltiire alinan rejenere bitkilerin transformasyon
verimliligi %54 ve pozitif bitkicik transformasyon verimliligi ise enfekte olmus
eksplantlarin toplam sayisinin yaklasik %26's1 olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma, 2018-2021 yillar1 arasinda ¢ogunlukla Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Bolimii Doku Kiiltiiri ve Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarlar1 ile bunun yaninda Bitki Koruma Viroloji ve Bakteriyoloji
Laboratuvarlar1 olanaklar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada kullamlan bitki materyalleri ve doku Kkiiltiirii ortamlarinin
hazirlanmasi

Bitki materyalleri olarak; 27 ve 247 nolu iki htyar (Cucumis sativus L.) saf hattina
ait tohumlarin in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi ile elde edilen fideciklerin kotiledon,
hipokotil ve kotiledon + hipokotil (filamingo-bill) eksplantlar1 rejenerasyon
optimizasyonu c¢aligmalarinda, transformasyon ¢alismalarinda ise kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 kullanilmistr.

3.1.2. Transformasyonda kullanilan bakteri suslar (izolatlar1) ve plazmidler

Calismada Agrobacterium tumefaciens bakterisinin LBA4404 ve EHA105 suslari
(irklart) kullanilmistir. Klavuz RNA larin (sgRNA1 + sgRNA2+ 52256) aktarilmasi igin
“pFGC-pcoCas9” plazmiti (AddGene Plasmid #52256) kullanilmigtir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. pFGC-pcoCas9 plazmid haritasi
3.1.3. Tez calismasinda kullanilan kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasallar ve amaglar1 Cizelge 3.1°de siralanmustir.
Cizelge 3.1. Tez caligmasinda kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglari
Adr Marka Kullanim Amaci
Kanamisin Goldbio Bakteriyel seleksiyon (antibiyotik)
Sefotaksim Duchefa Bakteriyel gelisimi  baskilama
(antibiyotik)
Timentin Duchefa / Goldbio Bakteriyel gelisimi  baskilama
(antibiyotik)
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Cizelge 3.1.’in devami

Fosfinotrisin (PPT) Goldbio Bitki seleksiyonu

Asetosiringon Sigma Vir geni uyaricisi

MS ortami Duchefa Makro, mikro vitamin ve mineral
kaynag1 bazal besin ortami

NN ortami vitamini Duchefa Vitamin kaynagi

Agar Duchefa Katilagtiric1 ajan

Sukroz Duchefa Karbonhidrat kaynag1

MES Duchefa pH sabitleyici

BAP Duchefa Sitokinin (BGD)

Zeatin Duchefa Sitokinin (BGD)

2P Duchefa Sitokinin (BGD)

TDZ Duchefa Sitokinin (BGD)

NAA Duchefa Oksin (BGD)

IAA Duchefa Oksin (BGD)

IBA Duchefa Oksin (BGD)

ABA Duchefa Dormant (BGD)

GAs Duchefa Govde uzatma (BGD)

LB Broth Merck Bakteri biiyiitme

Etanol (%96) Isolab Sterilizasyon

Sodyum Hidroksit Duchefa pH ayarlama

HCI Duchefa pH ayarlama

DNA Ladder 100bp

Thermo Scientific

Jel goriintiiliime

Ethidium bromide

Merck

Jel goriintiilime

EDTA

Merck

Total niikleik asit izolasyonu
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Cizelge 3.1.’in devami

SDS Merck Total niikleik asit izolasyonu
Tris Merck Total niikleik asit izolasyonu
Potasyum Asetat Merck Total niikleik asit izolasyonu
TAE Merck Jel elektroforezi
Sodyum Kloriir Duchefa Mikrobiyolojik  ve  molekiiler
calismalar
3.2. Metot

3.2.1. In vitro rejenerasyon optimizasyon denemeleri

Bitki rejenerasyon ortami optimizasyonu denemelerinde 27 ve 247 genotiplerine
ait tohumlarin in vitro kiiltriir sartlarinda gelistirilen 5 giinliik in vitro fideciklerden elde
edilen kotiledon, hipokotil ve kotiledon + hipokotli eksplantlari kullanilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. 5 giinliik in vitro fideciklerin goriintiisii

Rejenerasyon optimizasyonu denemeleri i¢in dncelikle in vitro stok fidecikler elde
edilmistir. Bu amagla, 27 ve 247 nolu 2 hryar saf hattina ait tohumlar yiizey sterilizasyonu
i¢in steril kabin icinde %70 lik etil alkol de 1 dk bekletilerek ardindan 1 kez durulama
yapilmistir. Ardindan, %15 lik hipo ¢ozeltisinde 20 dk bekletildikten sonra steril saf su
ile 3 kez ardisik durulamalar yapilarak sterilizasyon islemi tamamlanmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Tohum sterilizasyonu ve sterilizasyonu tamamlanmis tohumlar

Tohumlar ylizey sterilizasyonundan sonra, BGD igermeyen MS (Murashige and
Skoog 1962) besin ortami tuzlari ve NN (Nitsch ve Nitsch 1969) besin ortami vitaminleri
ile %3 sukroz ve %0.7 agar iceren pH’s1 5.8’e ayarlanmis ve otoklavlanarak sterilize
edilmis ¢cimlendirme ortamina ekilerek, ilk 2 giin 25-26 °C’de karanlikta, ardindan 3 giin
16/8 saatlik fotoperyot kosullarina sahip iklim odasinda kiiltiire alinmistir.

Steril kosullarin saglanmasi i¢in rejenerasyon ve transformasyonda kullanilan tiim
malzemeler (pens, bistiiri, kurutma kagitlari, saf su, pipet uclar1) 1.2 atmosfer basing
altinda, 121°C sicaklikta 20 dakika siire ile otoklavda sterilizasyona tabi tutulmustur.
Steril kabin igerisinde kullanilan pens ve bistiiriler kesim islemleri sirasinda ise %9611k
etil alkole daldirildiktan sonra cam boncuklu sterilizatérde sterilize edilmistir. BGD
icermeyen MS bazal besin ortamlarinin sterilizasyonu da otoklavda gergeklestirilmis,
gerektiginde ise 0.2 um lik filtre ile sterilize edilmis BGD ve antibiyotikler steril kabin
i¢cerisinde bazal besin ortamlarina ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan besin ortamlari
daha sonra farkli kullanim amaglar i¢in 90x15 mm lik steril petri, 100 ml lik steril cam
kavanoz veya 25x100 mm lik steril kiiltiir tliplerinin her birisine steril kabin icerisinde
sirastyla 20 ml, 30 ml ve 10 ml olacak sekilde dagitim yapilmistir. MS bazal ortaminin
iceriginde yer alan mineral tuz ve vitamin bilesikleri ile bunlarin konsantrasyonlar
Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. MS bazal besin ortaminin yapisinda bulunan bilesikler ve konsantrasyonlari

(Murashige ve Skoog, 1962).

Bilesikler mg/L
Makro Elementler
CaClz 332.02
KH>PO4 170
KNOs 1900
MgSO4 180.54
NH4«NO; 1650
Mikro Elementler
CoClz.6H-0 0.025
CuS0..5H20 0.025
FeNaEDTA 36.70
HsBO:s 6.20
KI 0.83
MnSO4.H-0 16.90
Na:Mo04.2H20 0.25
ZnS04.7H20 8.60
Vitaminler

Glycine 2.0
Myo-inostol 100
Nicotinic acid 0.50
Pyridoxine HCI 0.50
Thiamine HCI 0.10
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Eksplantlar (Sekil 3.4.), tohum ¢imlendirme ortami ile ayn1 igerige sahip bazal
besin ortamina Cizelge 3.3’de konsantrasyonlar1 ve ortam numaralar1 belirtilen ¢esitli
oksin (IAA ve NAA), sitokinin (BA, Zeatin, 2-IP ve TDZ) ve ABA kombinasyonlarindan
olusan kontrol dahil toplam 50 farkli kiiltiir ortami iceren petrilerde kiiltiire alinmastir.
Ortam denemelerinin her bir uygulamasinda 6 cm ¢apli 10’ar ml besin ortami igeren 4
petri, her petri icerisinde 4’er adet eksplant kullanilmstir.

(@) (b)

Sekil 3.4. Bitki rejenerasyon ortami optimizasyonu denemelerinde kullanilan 27 ve 247
nolu genotiplerin 5 giinliik (a) kotiledon ve (b) hipokotil eksplantlari

Cizelge 3.3. 27. ve 247. genotiplere ait kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin kiiltiire
alindig1 rejenerasyon ortamlarinin numaralari ve BGD igerikleri

) SITOKININ OKSIN
Or]::;::l No | BA | Zeatin | 2iP TDZ | NAA IAA ABA
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) [ (mg/L) | (mg/L)
Kontrol - - - - - - -

1 0.75

2 1.50

3 0.75

4 1.50

5 0.75

6 0.75 0.75

7 0.75 15

8 0.75 0.75
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Cizelge 3.3.’lin devami

9 0.75 1.5

10 1.5

11 1.5 0.75

12 1.5 1.5

13 1.5 0.75

14 1.5 1.5

15 0.75

16 0.75 0.75

17 0.75 1.50

18 0.75 0.75

19 0.75 1.50

20 1.5

21 1.5 0.75

22 1.5 1.50

23 1.5 0.75

24 1.5 1.50

25 0.75

26 0.75 0.75

27 0.75 1.50

28 0.75 0.75

29 0.75 1.50

30 1.5

31 1.5 0.75

32 1.5 1.50

33 1.5 0.75

34 1.5 1.50

35 0.75

36 0.75 0.75

37 0.75 1.50

38 0.75 0.75

39 0.75 1.50

40 1.5

41 1.5 0.75

42 1.5 1.50

43 1.5 0.75

44 1.5 1.50

45 1

46 2
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Cizelge 3.3.’lin devami

47 1 1
48 1.5 1.5
49 2 1

Boylece, bitki rejenerasyon ortami optimizasyon denemelerinde gercgeklestirilen
her bir ortam uygulamasinda, her 2 genotipin kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 toplam
50 ortamim her birisinde Kkiiltiire alinarak ayr1 ayri test edilmistir. Rejenerasyon
denemelerinde eksplantlar kiiltiire alindiktan sonra ilk 2 hafta 25 °C lik karanlik ortamda,
daha sonra yine 25 °C lik, ancak bu kez 16/8 sa fotoperyot kosullarinda inkiibe edilmistir.

3.2.2. Transformasyon calismalari
3.2.2.1. Transformasyon optimizasyon denemeleri

Calismada toplam 30 transformasyon yapilmistir. En basarili transformasyon
etkinligini saglayincaya kadar transformasyon etkinligi i¢in son derece onemli olan
genotip, bakteri irki, fide yasi, eksplant tipi, Onkiiltiir, antibiyotik tipi ve markasindan
olusan faktorler optimize edilmeye ¢alisilmistir. Bu nedenle baslangigtan itibaren farkl
transformasyonlarda farkli faktorlerin etkisi aragtirilmaya baslanmistir.

Optimize edilen faktorler agagida belirtilmistir.

Genotip: Transformasyonda 27 ve 247 nolu genotiplerin etkisi incelenmistir. Toplam 30
transformasyonun hepsinde her iki genotip kullanilmistir.

Bakteri wrki: Transformasyonda LBA4404 ve EHA105 wrklarmin etkisi incelenmistir.
LBA4404 ki ilk 5 transformasyonda, EHA105 ki ise daha sonraki toplam 25
transformasyonda kullanilmistir.

Fide yasi: Transformasyonda 5 ve 1 giinliik fidelere ait eksplantlarin etkisi arastirilmistir.
5 giinliik fideler ilk 22 transformasyonda, 1 giinliik fideler ise daha sonraki toplam 8
transformasyonda kullanilmistir.

Eksplant tipi: Transformasyonda kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin etkileri
incelenmistir. Kotiledon eksplantlar1 30 transformasyonun hepsinde, hipokotil
eksplantalar ise ilk 19 transformasyonda kullanilmis olup, son 11 transformasyonda
kullanilmamustir.

Onkiiltiir: Kotiledon ve hipokotillere, 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l ABA + 200 uM/L
asetosiringon igeren sivi MS ortaminda 150 devir/dk’da calisan g¢alkalayicida 1 gece
Onkiltiir uygulamasinin, transformasyondaki etkisi arastirilmistir. Bu uygulama ilk 11
transformasyonda kullanilmis, bundan sonraki transformasyonlarda bu uygulamaya yer

verilmemistir.
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Antibiyotik tipi: Transformasyonda bakteri gelisimini baskilama amaciyla seleksiyon
ajant olarak kullanilan antibiyotigin etkisi sefotaksim ve timentin antibiyotikleri
kullanilarak arastirilmistir. Sefotaksim sadece ilk 7 transformasyonda, timentin ise
bundan sonraki toplam 23 transformasyonda kullanilmistir.

Antibiyotik markasi: Transformasyonda timentin antibiyotiginin tesadiifen fark edilen
marka farklilik etkisi, Duchefa ve Goldbio markalarinin {riinleri kullanilarak
arastiritlmistir. Duchefa markasina ait timentin antibiyotigi 8.transformasyondan itibaren
toplam 12 transformasyonda, Goldbio markasina ait timentin ise bundan sonraki son 11
transformasyonda kullanilmistir.

3.2.2.2. Optimize kosullarda Agrobacterium tumafaciens aracihigiyla gen transferi ve
doku Kkiiltiirii calismalari

A. tumafaciens’in pFGC-pcoCas9 plazmidini tasiyan LBA4404 ve EHA105 irkina
ait bakteri koloni kiiltiirlerini olusturmak icin bakteriler 1 mg/l kanamisin, 10 g/l NaCl, 5
g/l yeast ekstrakt, 10 g/l triptofan ve 10 g/l agar iceren kat1 LB ortami {izerine 6ze ile
cizilerek 28 °C’de 1 gece kiiltiire alinmistir.

Siv1 bakteri kiiltiiriinii cogaltmak icin gelistirilen bakteri kiiltliriinden bir koloni
0ze ile alinarak, tiip icerisinde 50 mg/l kanamisin i¢eren 50 ml s1vi LB ortami karisimina
aktarilmistir. Hazirlanan bu s1vi bakteri kiiltiirii ¢cogaltilmak i¢in 200 devir/dk’da ¢alisan
calkalayicida bir gece 28 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibe edilmis bakteri soliisyonunun
yogunlugu spektrofotometrede okunarak, transformasyon i¢in gerekli olan bakteri miktari
550-600 nm’de optik yogunluk (OD = optical density) 0.5’e ayarlanmistir. Daha sonra
LB ortami igerisindeki bakteri soliisyonuna 200 uM/L asetosiringon (Sigma Aldrich,
ABD) ilave edilerek 200 rpm’de 3-4 saat kiiltlire alinmistir.

Transformasyonlara gelince, transformasyon optimizasyon denemeleri sonucu
etkisi daha yiiksek bulunan faktorlerin dikkate alindig1 optimize edilmis esit kosullarda
gerceklestirilen son 8 transformasyonda takip edilen asamalar agagida belirtilmistir:

[lk 22 transformasyonda 5 giinlik eksplantlar kullanilirken, son 8
transformasyonda ise 1 giinliik eksplantlar kullanilmistir. Bes giinliik eksplantlar1 elde
edebilmek i¢in yapilan tohum ekiminde tohum kabugu soyulmazken, bir giinliik
eksplantlar1 elde edebilmek i¢in tohumlarin dig kabuklarinin soyulmasi gerekmistir.
Kabuklar1 soyulan tohumlar steril kabin icine alinarak %70 lik etil alkolde 45 sn, %15 lik
hipoda ise 15 dk bekletildikten sonra steril saf su ile ardisik durulamalar yapilarak
sterilizasyon islemleri tamamlanmistir.

Sterilize edilen tohumlar; MS tuzlari, NN vitaminleri, %3 sukroz ve %0.7 agar
iceren pH’s1 5.8’e ayarlanmis ve otoklavlanarak sterilize edilmis ¢cimlendirme ortaminda,
28 °C’de 1 giin karanlikta kiiltiire alimmustir (Sekil 3.5a.).
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Sekil 3.5. Transformasyon ¢aligsmalarinda kullanilan tohumlarin 1 giinliik fide goriintiisii

Transformasyon denemelerinde ¢imlendirme ortaminda gelistirilen 27. ve 247.
hiyar genotiplerine ait in vitro fideciklerin kotiledonlar1 tohum ekiminden sonraki 1.
giinde kullanilmigtir (Sekil 3.5b.). Fideciklerin kotiledonlar1 ikiye ayrilarak, yara dokusu
olusturmak i¢in kenarlarindan kesilmistir. Parcalarin proksimal kismi V seklinde
kesilerek (apikal meristemi uzaklagtirlmig kisim) transformasyon asamasinda
kullanilacak eksplantlar elde edilmistir.

In vitro kosullarda ¢imlendirilmis 1 giinliik fidelerden eksplantlar hazirlanirken
eksplantlar sivi MS rejenerasyon ortami i¢inde kesilmis ve transformasyona kadar burada
bekletilmistir. Boylece eksplantlarin kurumasi engellenmistir. Transformasyon ig¢in 1
giinliik fidelerin kotiledon eksplantlari (proksimal kisimlari) yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan bakteri soliisyonunda 9 cm lik petri kaplar1 iginde 20 dakika bekletilmistir
(Sekil 3.6a.). Siire sonunda eksplantlar, pens yardimi ile alinmig ve iizerindeki fazla
bakteri soliisyonunun uzaklastirilmasi amaciyla steril filtre kagitlart {izerinde
bekletilmistir. Eksplantlar daha sonra, 30 g/l sukroz, 1g/l MES, 1.5 mg/l BA, 1.5 mg/l
ABA, 200 uM asetosiringon ve 7 g/l plant agar igeren MS ortami (ko-kiiltiir ortami)
tizerinde karanlik ortamda 28 °C’de 3 giin kiiltiire alinmistir (Sekil 3.6b.). Bu siire
icerisinde eksplantlarda agilan yara dokularindan bakteri girisinin saglanmasi
amaglanmstir.

41



MATERYAL VE METOT Y. 07

(@) (b)

Sekil 3.6. Eksplantlarin transformasyonu ve ko-kiiltiir ortamina alinmast

Ug giinliik ko-kiiltiiriin sonunda eksplantlar bulunduklar1 besin ortamindan
almarak steril saf su ve antibiyotik soliisyonu ile yikanarak, bakteri artiklar1 ve
soliisyonun fazlasi filtre kagidi ile uzaklastirilmaya calisilmistir. Eksplantlar bundan
sonra 4.4 g/l MS, 1.5 mg/l BA, 1.5 mg/l ABA, 300 mg/I timentin (Goldbio, ABD), 1 mg/I
PPT, 30 g/l sukroz ve 7 g/l agardan olusan seleksiyon ortami iceren 90x15 mm lik
petrilere aktarilmis ve 25-26 °C de 16/8 saatlik fotoperyot kosullarinda kiiltiire alinarak
stirglin gelisimleri diizenli olarak takip edilmistir.

3.2.2.3. Bitki rejenerasyonu ve aklimatizasyon ¢alismalari

Seleksiyon ortaminda olusan siirglinler daha sonra biiyiimeleri i¢in bagh
bulunduklar1 eksplantlarindan ayrilarak, 4.4 g/l MS, 1 mg/l GAsz, 100 mg/l timentin
(Goldbio, ABD), 0.25 mg/1 PPT, 30 g/l sukroz ve 7 g/l agardan olusan siirgiin gelistirme
ortami igeren tiip veya kavanozlara aktarilarak 25-26 °C de 16/8 saatlik fotoperyot
kosullarinda kiiltiire alinmis ve gelisimleri diizenli olarak takip edilmistir.

Elde edilen siirgiinler koklenmeleri i¢in 0.5 mg/l NN vitamini, 5 ml FeNAEDTA,
1 mg/l IBA, 50 mg/l timentin, 30 g/l sukroz ve 7 g/l plant agar igeren 2 MS ortaminda
kiltiire alinmistir.

Yaklasik bir ay sonra siirgiin ve kok olusumu tamamlanan in vitro bitkicikleri dig
kosullara aligtirmak i¢in aklimatizasyon islemi uygulanmistir. Bu amagla bitkicikler,
koklerine zarar vermeden besin ortamindan dikkatlice ¢ikarilmis, agarli ortam
bitkiciklerden uzaklastirildiktan sonra 2:1:1 oraninda torf, perlit ve vermikulit igeren
plastik saksilara aktarilmis ve lizerleri plastik bardaklarla kapatilmistir. Bu bitkicikler
baslangicta daha fazla ve giderek daha az oranda olmak iizere su spreylemesi ile
nemlendirilerek disarisinin nem kosullarina alistirilmis ve yaklasik 1 hafta sonunda
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sonunda iizerlerindeki bardaklar tamamen kaldirilmistir. Bitkiler bu siire boyunca 25°C
sicakliga sahip 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperyot kosullarinda bitki biiyiitme
odasinda tutulmuslardir.

3.2.2.4. Transgenik mutant adayi (T0) hiyar bitkilerinin molekiiler analizi

Tasarlanan rehber RNA (sgRNA1 ve sgRNA2)’larin hiyarda viriis direnci ile
iliskisi oldugu bilinen elongation factor (iso) 4e genini hedeflediklerinin dogrulanmasi
icin aday transgenik hiyar bitkilerine molekiiler analiz yapilmustir.

3.2.2.5. TO hiyar bitkilerinden total niikleik asit izolasyonu

Aday TO hiyar bitkilerinde elongation factor (iso) 4e geninin mutasyona
ugradigini dogrulamak amaciyla yapilacak PCR analizinde kullanmak {izere total niikleik
asit izolasyonu i¢in Presting vd. (1995)’in 6nerdigi orijinal Dellaporta mini nucleic acid
extraction yontemi asagidaki gibi modifiye edilerek kullanilmistir (Fidan 2010). Bu
protokoliin asamalar1 agsagida siralanmaistir:

e 100 mg yaprak 6rnegi 600 pl extraction buffer (100 mM Tris, pH 8.0, 50 mM
EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol) da ezilmistir.

e 600 pl ezilmis drnekten almip 1.5 ml lik ependorf tiipe aktariimigtir. Uzerine %10
luk SDS den 70 pl eklenip calkalayicili kuru blok cihazinda 65 °C de 15 dk
bekletilmistir.

e Daha sonra tiipe 200 pl 5SM potasyum asetat eklenerek buzda 30 dakika
bekletilmistir. Buzdan alinan 6rnek 10 dk 14.000 rpm de santrifiij edilmis, sivi
kisimdan 600 pl alinarak 1.5 ml lik yeni bir tlipe aktarilmigtir.

e -20°C de muhafaza edilen soguk %70’lik etanol den 600 pl pellete eklenip hafifce
karistirilarak, bir gece -20 °C’de dondurucuda bekletilmistir.

e Ertesi giin dondurucudan alinan 6rnege 5 dk 10.000 rpm santrifiij uygulanmastir.

e Siipernatant tiipden dikkatlice uzaklagtirilmis ve 15 sn lik kisa bir santrifiij daha
yapildiktan sonra alkol pipetle ¢ekilmistir.

e Pellet 10 dk kurutulmus ve tizerine 200 pl steril distile su eklenerek karistirildiktan
sonra 37 °C de 15 dk inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda bir iki kez hafifce
karigtirilmistir.

e FElde edilen total niikleik asitten 5-10 pl alinarak elektroforezde sonu¢ kontrolii
yapildiktan sonra -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction)

Doku kiiltiirii ¢alismalar1 sonucu elde edilen aklimatizasyonu tamamlanmis aday
transgenik hiyar bitkilerinden yaprak ornekleri alinarak yukarida belirtildigi gibi total
niikleik asit izolasyonu yapilmis ve daha sonra bunlarla PCR gergeklestirilmistir. PCR
calismalar sirasinda hedef niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi amaciyla DreamTaq Green PCR
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Mastermix (2x) (Thermo Fisher Scientific, ABD) hazir kiti ve spesifik tasarlanan
primerler kullanilmistir. PCR igin kullanilan kimyasallar (Cizelge 3. 4.) ve PCR dongii
programi (Cizelge 3. 5.) asagida belirtilmistir.

Cizelge 3. 4. PCR yapiminda kullanilan malzemeler

Icerik Miktar
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 25 uL

Forward primer 0.1-1.0 uyM
Reverse primer 0.1-1.0 uyM
Kalip DNA 10 pg- 1 pg
Distile su 50 uL’ye kadar
Toplam Hacim 50 nLL

Cizelge 3. 5. PCR dongii programi

Islem Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 3dk 1 déngii
Denatiirasyon (Ayrilma) 95°C 30sn

Annealing (Baglanma) 58°C 1dk 39 dongii
Extension (Uzama) 72°C 1dk

Final Uzama 72°C 10dk 1 dongii

3.2.2.7. Elektroforez kosullari

PCR c¢aligmalarinin sonuglarinin degerlendirilmesi ve elde edilen DNA
parcalariin goriintiilenmesi i¢in agaroz jel elektroforez ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. PCR
tirtinleri %1.5 luk agaroz TAE jelde 100V elektrik ortaminda 1.5- 2 saat yiiriitiilmiistir.
Islem tamamlandiktan sonra jel oda sicakligindaki 0.5 pg/ml konsantrasyona sahip
Ethidium bromide ile boyanarak, elde edilen bantlar UV-transilluminatorde
goriintiilenmis ve sonuglar buna gore degerlendirilmistir.

3.2.3. incelenen deneme verileri

Transformasyon i¢in en uygun bitki rejenerasyon ortaminin belirlenmesi amaciyla
27. ve 247. genotiplerin in vitro sartlarda ¢imlendirilen 5 giinliik fidelerinden elde edilen
kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 rejenerasyon ortam optimizasyonu denemelerinde
kiiltiire alindiktan sonra eksplantlarin tepki ve gelisimleri stereo mikroskop altinda
haftalik olarak g6zlenmis, deneme sonuglar1 6.hafta sonunda degerlendirilmistir. Yapilan
gbzlemler; kallus olusumu (%), kallus yogunlugu, tomurcuk olusumu (%), siirgiin
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olusumu (%), siirgiin sayisi, kok olusumu (%), kisa ve uzun koklerin her birisine ait ince
ve normal kok sayisindan olusmustur. Bu gozlemlerin nasil alindigina ait detayli bilgiler
asagida verilmistir.

Kallus olusturma (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan kallus
olusturanlarin, petrideki toplam eksplant sayisina gore ylizdesi alinarak ifade edilmistir.

Kallus yogunlugu: Her bir eksplantdaki kallus gelisimi i¢in; az, orta ve ¢ok seklinde bir
gorsel degerlendirme skalasi (0-3) kullanilmistir.

e Kallusyok :0

e Kallus az : 1(0.1-0.75 cm caplh kalluslar)
e Kallusorta :2(0.75-1.5 cm ¢apli kalluslar)
e Kallusgok :3 (1.5 cm <c¢aph kalluslar)

Tomurcuk olusumu (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan tomurcuk
olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina gore ylizdesi alinarak ifade edilmistir.

Siirgiin olusumu (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan siirgiin
olusturanlarin, petrideki toplam eksplant sayisina gore yiizdesi alinarak ifade edilmistir.

Siirgiin sayisi: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan olusan siirgiinlerin sayisi
olarak ifade edilmistir.

Kok olusumu (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan kdk olusturanlarin,
petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi alinarak ifade edilmistir.

Kisa-ince kok sayisi: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan kisa ince kok
olusturanlarin sayis1 olarak ifade edilmistir.

Kisa-normal kok sayisi: Her bir petride kiiltlire alinan eksplantlardan kisa normal kdk
olusturanlarin sayis1 olarak ifade edilmistir.

Uzun-ince kok sayisi: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan uzun ince kok
olusturanlarin sayis1 olarak ifade edilmistir.

Uzun-normal kok sayisi: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan uzun normal kok
olusturanlarin sayis1 olarak ifade edilmistir.

Gozlem verilerine dayali olarak elde edilen deneme desenine gore her bir eksplant
tipi i¢in her bir uygulama dort tekerrtirlii olacak sekilde kurulmus ve her tekerriirde dort
eksplant kullanilmisir. Elde edilen verilerinin istatistiksel analizleri JMP (v8.00, SAS
Institute Inc., USA) programi ile yapilmistir. Eksplant ve rejenerasyon ortamlari
arasindaki farkliliklarin tespiti i¢in LSD testi ve %5 onem seviyesi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. In Vitro Rejenerasyon Optimizasyonu Bulgulari

27. ve 247. genotiplerde yapilan tohum ¢imlendirmelerinde, tohum g¢imlenme
yiizdesi ve ¢imlenme siiresi yoniinden genotipler arasinda farkliliklar belirlenmistir. Buna
gbore Genotip 247°nin ¢imlenme oraninin daha yiiksek (%91.1) oldugu ve daha kisa
stirede ¢imlendikleri tespit edilmistir. 27. ve 247. genotiplerde farkli zamanlarda yapilan
tohum ekimleri sonucu gerceklesen ¢imlenme oranlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. 27. ve 247. genotiplere ait tohumlarin ¢cimlenme oranlari

Genotip 27
Tohum Ekim | Tohum Ekim Tohum Cimlenen Cimlenme Oram

Sira No Tarihi Sayisi Tohum Sayisi (%)

1. 25.12.2018 100 93 93
2. 31.12.2018 59 56 94.90
3. 08.02.2019 66 35 53.03
4. 21.02.2019 13 10 76.90

5. 27.02.2019 24 24 100
6. 25.03.2019 48 41 85.40
Toplamlar ve Ortalama 310 259 83.87

Genotip 247
Tohum Ekim | Tohum Ekim Tohum Cimlenen Cimlenme
Sira No Tarihi Sayisi Tohum Sayisi Oram (%)

1. 25.12.2018 100 86 86
2. 31.12.2018 57 56 98.25
3. 08.02.2019 54 44 81.48

4. 21.02.2019 18 18 100
5. 27.02.2019 18 16 88.80
6. 25.03.2019 49 45 91.84
Toplamlar ve Ortalama 296 265 91.06

Rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde tohumdan ¢imlenen fidelerin
kotiledon, hipokotil ve kotiledon+hipokotil eksplantlar1  kullanilmig, ancak
kotiledon+hipokotil eksplantlarindan beklenen tomurcuk gelisimi gozlenmemistir. Daha
dogrusu bu eksplantlardaki gelisim; kotiledon yapraklar1 arasindan siiren siirgiinlerin ve
ayrica koklerin hizl sekilde geliserek, bulunduklari petrileri gozlem yapilmayacak kadar
kaplamalar1 (Sekil 4.1.) yoniinde oldugu i¢in siirgiinlerin varligt net olarak
gozlemlenememistir. Bu nedenle her iki genotipte de rejenerasyon optimizasyonu
denemelerine sadece kotiledon ve hipokotil eksplantlari ile devam edilmistir.
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Sekil 4.1. Kotiledon+hipokotil eksplantlarinin gelisimi

4.1.1. Genotip 27 (G27) rejenerasyon optimizasyonu deneme bulgulari
4.1.1.1. G27°de kallus bulgular

Rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde baslangicta 2 hafta karanlik, daha
sonra fotoperiyot kosullarinda kontrol dahil 50 farkli besin ortaminda kiiltiire alinan
27.genotipe ait kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 kallus olusturma ve kallus yogunlugu
acisindan degerlendirilmis, bunlara ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2°ye gore rejenerasyon ortamlarinin etkisine bakilmaksizin G27 ye ait
kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 arasinda kallus olusumu yoniinden herhangi bir fark
olmadig1 ve her iki eksplantin da %100 kallus olusturdugu belirlenmistir. Kallus
yogunlugu yoniinden ise ortamlardan bagimsiz olarak p < 0.001 diizeyinde istatiksel fark
bulunmustur. Hipokotil ekplantlarinin (1.67), kotiledon eksplantlarindan (1.49) daha
fazla miktarda kallus olusturdugu tespit edilmistir.

Eksplantin etkisi géz oniine alinmadiginda, besin ortamlarinin kallus olusumu
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 ve kontrol dahil tiim ortamlarda %100 oraninda
kallus olustugu belirlenmistir. Kallus yogunlugu yoniinden ise ortamlar p < 0.001
seviyesinde dnemli fark olusturmus ve 27. ortamin (MS + 1.5 mg/l NAA +0.75 mg/1 2iP)
en fazla kallus miktarini (2.41) olusturdugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2°ye gore eksplant x ortam interaksiyonlar1 incelendiginde ise kallus
yogunlugu p < 0.001 seviyesinde farkliliklar ortaya koymustur.

G27°de yapilan rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde elde edilen bazi
kallus gortintiileri Sekil 4.2.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. G27 rejenerasyon optimizasyon denemelerinde kotiledon ve hipokotillerde
meydana gelen kallus olusumu ve kallus yogunluklarina ait varyans analiz sonuglari

incelenen Ozellikler

Faktérler Kallus Olusumu Kallus Yogunlugu
(%) (0/1/2/3) (Yok/Az/Orta/Cok)
Ortalama SH* Ortalama SH*
Eksplant
(E)
Kotiledon 100.00 + 0.00 1.49 + 0.04 b
Hipokotil 100.00 + 0.00 1.67 + 0.04 a
LSD (%5) 0 0.06
; - o
Besin
Ortamlari
(BO)
(Kor?trol) 100.00 + 0.00 1.69 + 0.09 h-m
1 100.00 + 0.00 1.59 + 0.27 k-p
2 100.00 + 0.00 2.22 + 0.17 a-c
3 100.00 = 0.00 1.00 + 0.00 t
4 100.00 + 0.00 1.06 + 1.06 s-t
5 100.00 + 0.00 1.25 + 0.16 g-t
6 100.00 = 0.00 2.22 + 0.30 a-c
7 100.00 + 0.00 2.00 + 0.16 b-g
8 100.00 + 0.00 1.69 + 0.16 h-m
9 100.00 + 0.00 2.13 + 0.35 a-d
10 100.00 + 0.00 1.50 + 0.25 m-q
11 100.00 + 0.00 1.66 + 0.12 1-n
12 100.00 + 0.00 1.81 + 0.13 e-1
13 100.00 + 0.00 1.72 + 0.16 g-m
14 100.00 + 0.00 1.63 + 0.18 j-o
15 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 T
16 100.00 + 0.00 2.00 + 0.24 b-g
17 100.00 + 0.00 1.72 + 0.14 g-m
18 100.00 + 0.00 1.75 + 0.13 g-m
19 100.00 + 0.00 2.00 + 0.17 b-g
20 100.00 + 0.00 1.31 + 0.13 p-s
21 100.00 + 0.00 1.72 + 0.07 g-m
22 100.00 + 0.00 1.53 + 0.11 I-q
23 100.00 + 0.00 1.97 + 0.03 b-h
24 100.00 + 0.00 2.06 + 0.06 b-f
25 100.00 + 0.00 1.16 + 0.12 -t
26 100,00 + 0.00 1.91 + 0.07 d-j
27 100.00 + 0.00 2.41 + 0.26 a
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Cizelge 4.2.°nin devami

28 100.00 + 0.00 1.78 + 0.28 f-m
29 100.00 + 0.00 1.81 + 0.13 e-l
30 100.00 + 0.00 1.53 + 0.21 I-q
31 100.00 + 0.00 1.13 + 0.09 -t
32 100.00 + 0.00 1.94 + 0.06 c-1
33 100.00 + 0.00 1.88 + 0.13 d-k
34 100.00 + 0.00 2.25 + 0.13 ab
35 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 t
36 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 t
37 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 t
38 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 t
39 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 t
40 100.00 + 0.00 1.00 == 0.00 t
41 100.00 s 0.00 1.38 + 0.18 n-r
42 100.00 45 0.00 1.38 + 0.18 n-r
43 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 t
44 100.00 + 0.00 1.00 + 0.00 t
45 100.00 4 0.00 1.63 + 0.13 j-o
46 100.00 + 0.00 1.34 4 0.16 0-8
47 100.00 + 0.00 1.53 + 0.13 I-q
48 100.00 = 0.00 1.72 + 0.10 g-m
49 100.00 + 0.00 2.09 + 0.19 b-e

LSD (%5) 0 0.28

i P - <0.0001 ***
Interaksiyon

(E x BO)

LSD (%5) 0 0.40
P - <0.0001 ***

* SH: Standart hata

4.1.1.2. G27°de tomurcuk ve siirgiin olusum bulgulari

Genotip 27 eksplantlariin kiiltiire alindigir 50 besin ortamindan elde edilen
tomurcuk olugumu, siirgiin olusumu ve olusan siirgiin miktarlari iizerine eksplant ve besin
ortamlarinin bagimsiz tekli degisken olarak etkileri ve interaksiyonlar1 Cizelge 4.3’de
verilmigtir.
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(a) (b)

Sekil 4.2. G27 ye ait hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan olusan kallus goriintiileri; a)
5 nolu rejenerasyon ortaminda hipokotil eksplantindan gelisen kallus goriintiisii; b) 25
nolu rejenerasyon ortaminda kotiledon eksplantindan gelisen kallus goriintiisii

Cizelge 4.3’e gore, besin ortamlarinin etkisinden bagimsiz olarak, kiiltiire alinan
G27 eksplantlarinin tomurcuk olusumu {izerine olan etkisi incelendiginde p < 0.01
seviyesinde farklilik olustugu goriilmektedir. Hipokotil eksplanti ortalama %12.63
oraninda tomurcuk olustururken, kotiledon eksplanti %9.38 oraninda tomurcuk
olusturmustur. Eksplantlardan bagimsiz olarak ortamlarin etkisi incelendiginde,
tomurcuk olusumu bakimindan p < 0.001 seviyesinde farkliliklar olusmustur. En fazla
tomurcuk olusumu %59.38 oran ile 48. (MS + 1.5 mg/l BA + 1.5 mg/l ABA) ve 49. (MS
+2 mg/l BA + 1 mg/l ABA) ortamlarda ger¢eklesmistir. Bu ortamlarin ortak 6zelligi, her
ikisinde de BA ve ABA kullanilmis olmasidir (Cizelge 3.2). Ote yandan eksplant x ortam
interaksiyonu goz Oniine alindiginda, tomurcuk olusturma kapasitesi iizerinde p < 0.001
seviyesinde istatistiksel fark bulunmustur.

Cizelge 4.3. G27 rejenerasyon denemelerinde kotiledon ve hipokotillerde meydana gelen
tomurcuk olusumu, siirgiin olusumu ve siirgilin sayisina ait varyans analiz sonuglari

incelenen Ozellikler

Faktorler Tomurcuk Olusumu (%) Siirgiin Olusumu % Siirgiin Sayisi/Petri
Ortalama SH* Ort. SH* Ort. SH*
Eksplant (E)
Kotiledon 9,38 + 1,69 b 0,88 + 088 a 0,08 + 0,03 a
Hipokotil 12,63 + 1,80 a 0,00 £ 0,00 b 0,00 £ 0,00 b
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Cizelge 4.3’lin devami

LSD (%5) 1.95 0.45 0.05

P 0.0016 ** <0.0001 *** 0.0019 **
Besin Ortamlan
(BO)

0 (Kontrol) | 25.00 + 9.45 £h 000 = 000 ¢ 0.00 + 0.00 c
1 0.00 =+ 0.00 1 0.00 + 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
2 0.00 £ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
3 000 = 000 | 000 = 000 4 0.00 + 0.00 c
4 0.00 =+ 0.00 1 0.00 + 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
5 2813 + 1199 gp 000 = 000 ¢ 0.00 + 0.00 c
6 313 + 3.3 k-1 0.00 + 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
7 938 + 457 [k 000 = 000 ¢ 0.00 + 0.00 c
8 000 = 000 | 000 = 000 4 000 + 0.00 c
9 0.00 =+ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
10 3125 £ 13.15 e-g 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 c
11 1875 =+ 6.25 g1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
12 3125 £ 625  of 000 = 000 ¢ 0.00 + 0.00 c
13 0.00 =+ 0.00 1 0.00 + 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
14 0.00 £+ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
15 2188 & 1288 o 313 = 313 0.50 + 0.50 b
16 0.00 =+ 0.00 1 0.00 + 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
17 0.00 =+ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 c
18 313 + 3.3 ki 0.00 + 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
19 0.00 =+ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 c
20 938 + 457 [k 000 = 000 4 0.00 + 0.00 c
21 0.00 £ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
22 0.00 £ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 c
23 0.00 =+ 0.00 1 0.00 + 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
24 0.00 £ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 c
25 5313 = 995 L. 000 = 000 4 0.00 + 0.00 c
26 0.00 £ 0.00 1 0.00 =+ 0.00 d 0.00 =+ 0.00 ¢
27 000 = 000 | 000 = 000 4 0.00 + 0.00 c
28 4063 + 1764 o 000 = 000 4 0.00 + 0.00 c
29 5000 + 1890 pg 000 = 000 ¢ 0.00 + 0.00 c
30 938 + 457  ,x 000 = 000 4 000 + 0.00 c
31 000 = 000 | 000 = 000 ¢ 0.00 + 0.00 c
32 000 = 000 | 000 = 000 4 0.00 + 0.00 c
33 000 = 000 | 000 = 000 4 0.00 + 0.00 c
34 938 + 457 .k 000 = 000 ¢ 0.00 + 0.00 c
35 625 + 409 i 000 = 000 4 000 + 0.00 c
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Cizelge 4.3.’lin devami
16 000 + 000 000 + 000 4 000 + 000 .
37 000 + 000 000 + 000 g 000 + 000
18 000 = 000 | 000 + 000 g 000 = 000 .
39 000 = 000 | 000 + 000 4 000 + 000
40 1250 & 472 000 + 000 g 000 = 000 .
al 000 = 000 | 000 + 000 4 000 + 000
0 000 = 000 000 + 000 g 000 + 000
0 313+ 313 i 000 + 000 4 000 + 000 .
44 33 £ 313 g 000 + 000 4 000 + 000 .
45 3750 = 945 4o 000 + 000 g 000 = 000 .
46 1875 = 783 4, 000 + 000 4 000 + 000
47 625 = 409 000 + 000 g 000 = 000 .
48 5938 = 1563 , 1250 + 472 088 + 035 ,
49 5938 + 1632 g 625 + 409 063 + 042 o

LSD (%5) 9.76 2.25 0.25

P <0.0001 *** <0.0001 *** <0.001 ***

Interaksiyon (E x BO)

LSD (%5) 13.80 3.19 0.35

P <0.0001 *** <0.0001 *** <0.001 ***

Siirgiin olusumu yoniinden eksplantin bagimsiz etkisi degerlendirildiginde p <
0.001 diizeyinde o6nemli farklilik bulunmustur. Kotiledon eksplanti ortalama %0.88
oraninda siirgiin olusturmustur. Sekil 4.3’de G27 eksplantlarinin olusturdugu tomurcuk
ve siirglinler goriilmektedir. Eksplantlarin etkisinden bagimsiz sekilde ortamlarin siirgiin
olusumu tizerine etkisi incelendiginde p < 0.001 diizeyinde istatiksel fark bulunmustur.
En yiiksek siirgiin olusumu (%12.50) 48. (MS + 1.5 mg/l BA + 1.5 mg/l ABA) ortamda
olugmus, bunu yaklasik 72 oraninda daha az siirgiin (%6.25) olusturan 49. (MS + 2 mg/l
BA + 1 mg/l ABA) ortam takip etmistir. Gal-On vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada
da BAP (2 mg/l) + ABA (1 mg/l) birlikte kullanildiginda siirgiin olusumu gerceklestigi
bildirilmistir.
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(© (d)

Sekil 4.3. G27 eksplantlarinda olusan tomurcuk ve siirgiinlere ait goriintiiler; a) kotiledon
eksplantindan olusan tomurcuk goriintiisii b) ve ¢) kotiledon eksplantindan olusan siirgiin
goriintilisli d) hipokotil eksplantindan olusan siirgiin goriintiisii

Yine Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi eksplant x ortam interaksiyonunun siirgiin
olusumu tizerindeki etkisi p < 0.001 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.

G27 de siirgilin sayis1 bakimindan eksplantin bagimsiz etkisi incelendiginde p <
0.01 seviyesinde istatiksel farklilik bulunmus ve eksplantlardan sadece kotiledon
eksplanti (0.08) siirgiin olusturmustur. Eksplantin etkisinden bagimsiz olarak, ortamlarin
siirgiin sayis1 iizerine etkisi incelendiginde p < 0.001 seviyesinde farkliliklar tespit
edilmistir. Ayrica, eksplant x ortam interaksiyonun da siirglin sayist lizerine etkisi p
<0.001 degerinde farkli bulunmustur.
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4.1.1.3. G27°de kok olusum bulgular

Kok olusumu (%), kisa-ince, kisa-normal, uzun-ince ve uzun-normal kok
sayilarinin incelendigi G27’°de kotiledon ve hipokotil eksplantlariyla 50 besin ortaminda
kurulan denemelerde eksplant ve besin ortamindan olusan tekli bagimsiz degiskenlerin
ve bunlarin interaksiyonlarinin etkileri Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelge 4.4’°¢ gore eksplant tipinin, besin ortamlarinin etkisinden bagimsiz olarak,
kotiledon ve hipokotil eksplantlari arasinda kok olusum yiizdesi, kisa-ince ve kisa-normal
kok sayis1 yoniinden dnemli bir fark olusturmazken, uzun-ince kok olusumu p < 0.001
seviyesinde, uzun-normal kok olusumu ise p < 0.01 seviyesinde farkliliklar ortaya
koydugu belirlenmistir. Calismada hipokotil eksplantlart (%29.3) az farkla da olsa
kotiledon eksplantlarindan (%26.9) daha fazla kok olusturmustur. Olusan koklerin sayisi
ise incelenen tiim kok tipleri yoniinden, 6zellikle de uzun kéklenme agisindan, kotiledon
eksplantlarinda daha fazla bulunmustur. Wehner (1981) tarafindan hiyarda yapilan
rejenerasyon calismasinda da kok olusumlart agisindan kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 arasinda istatiksel bir fark olmadigi belirtilmistir. Sekil 4.4 de kotiledon
eksplantlarindan olusan koklere ait goriintiiler gériilmektedir.

Sekil 4.4. G27 de kotiledon eksplantlarindan olusan uzun-normal kdklere ait goriintiiler

Besin ortamlar1 (BO) eksplantlarin etkisinden bagimsiz olarak; kok olusumu
bakimindan p < 0.001 seviyesinde 6nemli farklilik olusturmustur. En fazla kdk olusumu
%93.75 ile 2. ortamda (MS + 1.5 mg/l NAA) gerceklesmis ve bunu 4.ortam (MS + 1.5
mg/l TAA) (%87.50) takip etmistir. Kok olusumunun en yiiksek oranda gergeklestigi
ortamlarin sitokinin igermeyen sadece oksinli ortamlar oldugu belirlenmistir. Kisa-ince
kok sayis1 yoniinden besin ortamlart p < 0.05 seviyesinde farklilik olusturmus ve en
ylksek kisa-ince kok sayisi (2.63) 26. ortamda (MS + 0.75 mg/l 2IP +0.75 mg/l NAA)
meydana gelmistir. Kisa-normal kdk yoniinden ise p <0.001 seviyesinde farkliliklar
olusturmus ve en yiiksek kisa-normal kok sayisi (4.38) 2. ortamda (MS + 1.5 mg/l NAA)
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meydana gelmistir. Uzun-ince kok olusumu incelendiginde, besin ortamlari p < 0.001
seviyesinde dnemli farklilik ortaya koyarken en yiiksek uzun-ince kok sayisi (5.00) 4.
ortamda (MS + 1.5 mg/l IAA) olugmustur. Besin ortamlarinin uzun-normal kok sayisi
tizerine etkisi ise p < 0.01 seviyesinde farklilik olusturmus ve en yiiksek uzun-normal kok
sayist (5.00) 16. ortamda ( MS + 0.75 mg/l Zeatin + 0.75 mg/l NAA) gerceklesmistir.
Eksplant ve besin ortaminin ikili interaksiyonlari incelendiginde ise; bu interaksiyonun
kok olusumu ve tiim kok tiplerinin sayist lizerine dnemli farklilik olusturdugu tespit
edilmistir. Normal, saglikli kokler olarak kabul edilebilecek uzun-normal koklerin
sayisinin en fazla olustugu ortamlar 16. (ort. 5/petri) (MS + 0.75 mg/l NAA + 0.75 mg/1
Zeatin) ve 17. (ort. 4.5/petri) ortamlar (MS + 1.5 mg/l NAA + 0.75 mg/l Zeatin) olarak
tespit edilmistir.

Cucurbitaceae familyasi tibbi acidan degerli sekonder metabolitleri i¢eren biiyiik
bir bitki grubunu icermektedir (Dhiman vd. 2012). Bitkiler, biyotik ve abiyotik faktorlere
kars1 bir savunma mekanizmasi olusturmak i¢in sekonder metabolit olarak adlandirilan
organik bilesikleri iiretirler. Uretilen organik bilesiklerin bircogu gida ve ilag sanayinde
kullanilmaktadir. Siirgiin, kallus, hiicre ve silispansiyon kiiltlirleri ile de sekonder
metabolitler in vitro kosullar altinda iiretilebildigi gibi, son zamanlarda hizli ve fazla
miktarda tiretime olanak vermesi nedeniyle kok kiiltiirleri ile sekonder metabolit iiretimi
daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu amagla Rhizobiaceae familyasindan gram negatif bir
bakteri olan Agrobacterium rhizogenes’in transforme edildigi bitki eksplantlarinda,
bliyiime ve gelisimin etkilenerek sagakli koklerin olustugu ve bu koklerde transkripsiyon
savunma genlerinin etkinlestirilmesi sonucu sekonder metabolit sentezininin daha fazla
indiiklendigi diistiniilmektedir (Shkryl vd. 2008). Literatiirde C. sativus da 4. rhizogenes
ile yapilan transformasyon ¢aligsmalart mevcuttur (Mclnnes vd. 1991; Anuar vd. 2001).
Ormegin oksin biyosentezinde gdérev aldigi bilinen auxl ve aux2 ORF (ag¢ik okuma
cercevisi) bolgesi bulunan TR-DNA ve TL-DNA’lara sahip Ri plazmidi tasiyan A.
rhizogenes suslari ile transforme edilen hiyar kotiledon eksplantlarinin sags1 kok olusumu
sergiledigi bildirilmistir (Mclnnes vd. 1991).

Bu nedenle, calismada elde edilen ayrintili kdklenme bulgularimin hiyarda

yapilabilecek hem mikrogogaltim, hem de in vitro sekonder metabolit iiretim ¢alismalari
icin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.4. G27 rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde eksplant ve besin ortamindan olusan tekli bagimsiz degiskenlerin ve bunlarin

interaksiyonunun kok olusumu (%) ve cesitli kok tiplerinin miktari iizerine etkileri

incelenen Ozellikler

Faktorler Kok Olusumu (%) Kisa-ince Kisa-Normal Uzun-ince Uzun-Normal
Kok Sayisi / Petri Kok Sayis1 / Petri Kok Sayisi / Petri Kok Sayis1 / Petri
Ort. =+ SH Ort. + SH Ort. + SH Ort. £+ SH Ort. £+ SH
Eksplant (E)
Kotiledon 26.88 + 285 046 + 0.13 076 + 0.17 090 + 019 a 081 + 020 a
Hipokotil 2925 + 3.10 040 + 0.10 0.73 + 0.15 064 + 017 b 029 + 0.08 b
LSD (%5) O.D. O.D. O.D. 0.06 035
P 0.3391 0.7191 0.8620 <0.0001 *** 0.0035 **
Besin
Ortamlar1
(BO)
0 (Kontrol) 0.00 + 0.00 n 0.00 + 0.00 e 0.00 = 0.00 f 0.00 £ 0.00 a 0.00 + 0.00 d
1 3438 = 1489 d- 0.00 £ 0.00 e 1.50 + 1.50 c-f 238 + 1.18 b 0.00 + 0.00 d
2 93.75 + 4.09 a 1.00 + 0.63 b-e 438 + 243 a 263 + 145 b 0.00 + 0.00 d
3 5625 + 17.52 b-e 1.25 £ 0.90 a-¢ 0.63 £ 0.32 d-f 338 = 1.95 c 0.00 = 0.00 d
4 87.50 + 8.18 a 1.25 + [1.11 a-e 3.63 £ 1.40 ab 500 + 244 d 0.00 + 0.00 d
5 40.63 £+ 17.64 ©b-h 0.50 £ 0.50 de 025 £ 0.16 f 4.13 £ 2.19 e 0.00 = 0.00 d
6 1563 + 1244 jn 1.13 £ 1.13 a-¢ 125 £ 1.25 c-f 0.00 = 0.00 f 2.00 = 1.86 be
7 50.00 + 1890 b-f 0.63 + 042 c-¢ 225 + 1.29 b-e 0.00 £+ 0.00 g 0.63 + 0.63 c-d
8 1250 + 1250 1-n 0.00 + 0.00 e 038 + 0.38 ef 0.00 £ 0.00 g 0.00 + 0.00
9 1250 + 1250 1-n 0.00 + 0.00 e 0.13 + 0.13 f 0.00 £ 0.00 h 0.00 + 0.00 d
10 3125 + 1549 1] 1.50 + 1.50 a-e 0.00 + 0.00 f 2.50 + 1.60 h 0.00 + 0.00 d
11 25.00 + 8.18 g-m 0.63 + 042 c-e 1.50 + 0.89 c-f 0.00 £ 0.00 1 0.50 + 0.50 c-d
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Cizelge 4.4.’iin devami1
12 1875 + 7.83 h-n 038 + 026 de 113 + 058 cf 0.00 + 0.00 1 0.00 = 0.00 d
13 1250 + 1250  In 000 + 000 e 013 = 013 f 0.00 + 0.00 1 0.00 = 0.00 d
14 0.00 = 0.00 n 000 + 000 e 000 = 0.00 f 0.00 + 0.00 j 0.00 = 0.00 d
15 1563 + 6.58 1-n 013 + 0.3 de 000 + 000 f 075 + 031 i 0.00 + 0.00 d
16 4375 + 1752 bg 000 + 000 e 050 + 050 of 0.00 + 0.00 i 500 + 250 a
17 5000 + 1890  bf 000 + 000 e 250 + 164 ad 0.00 + 0.00 i 450 + 204 a
18 5000 + 1890  b-f 075 + 053 ce 138 + 078 cf 0.00 + 0.00 k 125 + 1.00 b-d
19 5000 + 1890  b-f 013 + 0.3 de 175 + 0.86 b-f 025 + 0.16 k 0.00 + 0.00 d
20 2188 + 1451  hn 000 + 000 e 000 + 000 f 1.88 = 1.32 k 0.00 + 0.00 d
21 5000 = 1890  b-f 000 + 000 e 000 + 000 f 3.63 + 1.87 1 0.00 + 0.00 d
22 5000 = 1890  b-f 213 £ 142 ac 163 + 1.63 cf 138 = 138 1 1.00 = 0.65 b-d
23 5000 = 1890  b-f 075 + 0.62 ce 038 = 038 of 0.00 + 0.00 1 113 = 058 b-d
24 0.00 £ 0.00 n 000 + 000 e 000 = 0.00 f 0.00 + 0.00 1 0.00 = 0.00 d
25 3438 £ 1331 ek 050 + 038 de 000 = 0.00 f 113 £ 0.67 m 125 + 0.90 b-d
26 4375 + 1687  bh 263 + 1.78 000 = 0.00 f 1.63 = 1.10 m 0.00 = 0.00 d
27 5000 + 1890  b-f 0.00 % 0.00 263 + 129  ac 3.00 £ 1.70 m 0.00 £ 0.00 d
28 5000 + 1890  b-f 000 + 000 e 125 + 100 cf 063 + 0.63 n 1.00 + 0.76 b-d
29 5625 + 1687  bd 013 + 0.3 de 000 + 000 f 063 + 042 n 175 = 098 be
30 3750 + 1494 o 238 + 115 ab 175 + 128  bef 0.00 + 0.00 n 250 + 1.80 b
31 6250 + 1637 b 013 + 0.3 de 138 + 094 cf 1.63 = 0.82 n 0.50 + 0.50 c-d
32 5000 + 1890  b-f 163 = 1.10 ad 063 + 0.63 df 0.00 + 0.00 n 263 + 140 b
33 5938 £ 1632 be 063 + 063 ce 088 + 052 of 0.63 + 0.42 n 038 + 0.38 c-d
34 1563 + 1244  jn 000 + 000 e 038 = 038 of 0.00 + 0.00 n 125 = 125 b-d
35 0.00 £ 0.00 n 000 + 000 e 000 = 0.00 f 0.00 + 0.00 n 0.00 = 0.00 d
36 0.00 £ 0.00 n 000 + 000 e 000 = 0.00 f 0.00 + 0.00 n 0.00 = 0.00 d
37 0.00 £ 0.00 n 000 + 000 e 000 = 0.00 f 0.00 + 0.00 n 0.00 = 0.00 d
38 0.00 £ 0.00 n 000 + 000 e 000 = 0.00 f 0.00 + 0.00 n 0.00 = 0.00 d
39 0.00 £ 0.00 n 000 + 000 e 000 + 000 f 0.00 + 0.00 n 0.00 + 0.00 d
40 3750 + 1830  dij 000 + 000 e 1.88 + 093  bf 0.00 + 0.00 n 0.00 + 0.00 d
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Cizelge 4.4.’iin devami1
41 000 £ 0.00 n 0.00 + 0.00 ¢ 0.00 + 0.00 f 0.00 £ 0.00 n 0.00 £ 000 d
42 000 £ 0.00 n 0.00 + 0.00 ¢ 0.00 + 0.00 f 0.00 £ 0.00 n 0.00 £ 000 d
43 313 + 3113 n 0.00 + 0.00 ¢ 0.13 + 0.13 f 0.00 £ 0.00 n 0.00 £ 000 d
44 0.00 = 0.00 n 0.00 £ 0.00 e 0.00 = 0.00 f 0.00 £ 000 n 0.00 £ 000 d
45 6.25 + 4.09 mn 038 + 026 de 025 + 025 f 038 + 038 n 0.00 £ 000 d
46 938 + 6.58 mn 025 £ 025 de 0.00 + 0.00 f 050 £ 050 n 0.00 £ 000 d
47 1563 + 10.50 k-n 063 + 042 c-e 075 + 049 cf 025 £ 025 n 0.00 £ 000 d
48 0.00 = 0.00 n 0.00 £ 0.00 e 0.00 = 0.00 f 0.00 £ 000 n 0.00 £ 000 d
49 0.00 + 0.00 n 0.00 £ 0.00 e 0.00 + 0.00 f 0.00 £ 000 n 0.00 £ 000 d
LSD (%5) 19.27 1.50 1.98 0.29 1.74
P <0.0001 *** 0.0191* 0.0002 *** <0.0001 *** <0.001 **
Interaksiyon
(ExBO)
LSD (%5) 27.25 2.13 2.80 0.41 2.46
P <0.001 ** 0.0060** <0.0001 *** <0.0001 *** <0.001 **




BULGULAR VE TARTISMA Y.O0Z

4.1.2. Genotip 247 (G247) rejenerasyon optimizasyonu deneme bulgular:
4.1.2.1. G247’de kallus bulgulan

Rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde baslangicta 2 hafta karanlik, daha
sonra fotoperiyot kosullarinda kontrol dahil toplam 50 farkli besin ortaminda kiiltiire
alinan 247.genotipe ait kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 kallus olusturma ve kallus
yogunlugu acisindan degerlendirilmis, bunlara ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.5.
de verilmistir.

Cizelge 4.5. G247 rejenerasyon optimizasyon denemelerinde kotiledon ve hipokotillerde
meydana gelen kallus olusumu ve kallus yogunluklarina ait varyans analiz sonuglari

incelenen Ozellikler

Faktorler Kallus OlusumyCeo) Kallus Yogunlugu
Ortalama + SH Ortalama + SH
Eksplant
(E)
Kotiledon 98.88 =+ 0.51 b 1.61 £+ 0.04 b
Hipokotil 100.00 + 0.00 a 1.89 + 0.04 a
LSD (%5) 0.85 0.07
P 0.0095 ** <0.0001 ***
Besin
Ortamlar
(BO)
0 (Kontrol) 100.00 = 0.00 a 1.31 £ 0.11
1 100.00 = 0.00 a 253 + 0.22
2 100.00 + 0.00 a 256 £ 0.23
3 100.00 + 0.00 a 1.47 £ 0.15
4 100.00 = 0.00 a 2.19 + 0.08
5 96.88 + 3.13 a 1.34 £ 0.16
6 100.00 + 0.00 a 1.94 £ 0.12
7 100.00 + 0.00 a 1.97 £ 0.14
8 100.00 = 0.00 a 234 + 0.27
9 100.00 = 0.00 a 2.00 = 0.21
10 100.00 + 0.00 a 2.16 £ 031
11 100.00 + 0.00 a 1.78 £ 0.17
12 100.00 = 0.00 a 1.97 £ 0.17
13 100.00 = 0.00 a 1.97 £ 0.24
14 100.00 = 0.00 a 2.00 + 0.18
15 96.88 + 3.13 a 122 £ 0.15
16 100.00 + 0.00 a 1.84 £ 0.13
17 100.00 = 0.00 a 1.94 = 0.14
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Cizelge 4.5.” in devami

18 100.00 + 0.00 a 206 + 0.20
19 100.00 + 0.00 a 244 + 0.32
20 96.88 =+ 3.13 a 147 + 0.18
21 100.00 + 0.00 a 1.84 + 0.12
2 100.00 + 0.00 a 1.81 + 0.14
23 100.00 + 0.00 a 222 + 026
24 100.00 + 0.00 222 + 0.19
25 8438 + 10.50 b 1.06 + 0.20
26 100.00 + 0.00 a 1.63 + 0.16
27 100.00 + 0.00 a 1.63 + 0.13
28 100.00 + 0.00 a 1.50 + 0.19
29 100.00 + 0.00 a 206 + 0.22
30 96.88 + 3.13 a 122 + 0.15
31 100.00 + 0.00 a 1.66 + 022
- 100.00 + 0.00 a 153 + 0.14
33 100.00 + 0.00 a 1.66 + 0.10
14 100.00 + 0.00 a 191 + 026
35 100.00 + 0.00 a 159 + 0.16
36 100.00 + 0.00 a 128 + 0.14
37 100.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00
18 100.00 + 0.00 a 1.88 + 0.26
39 100.00 + 0.00 a 1.78 + 027
10 100.00 + 0.00 a 1.50 + 0.19
41 100.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00
4 100.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00
5 100.00 + 0.00 a 191 + 029
14 100.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00
45 100.00 + 0.00 a 1.63 + 0.13
46 100.00 + 0.00 a 2.00 + 0.16
47 100.00 + 0.00 a 1.94 + 0.13
48 100.00 + 0.00 a 159 + 0.12
19 100.00 + 0.00 a 1.88 + 0.15

LSD (%5) 4.24 0.D.

P 0.0009%** 1.000

Interaksiyon (E x BO)

LSD (%5) 0.D. O.D.

P 1.000 1.000
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Cizelge 4.5’e gore besin ortamlarmin etkisinden bagimsiz olarak eksplantlar
kallus olusumu fizerinde p < 0.01 seviyesinde farklilik olusturmus ve hipokotil
eksplantlarinin (%100) kotiledon eksplantlarindan (98.88) daha fazla kallus olusturdugu
tespit edilmistir. Kallus yogunlugu yoniinden ise hipokotil eksplantlarinin (1.89) az da
olsa kotiledon eksplantlarindan (1.61) daha fazla miktarda kallus olusturdugu
belirlenmistir.

Eksplantin etkisine bakilmaksizin besin ortamlarinin kallus olusumunda p <0.001
seviyesinde istatiksel fark olusturdugu belirlenmistir. Kallus yogunlugu yoniinden ise
ortamlarin istatistiksel olarak dnemli bir etkisi bulunmamakla birlikte, 2. ortamin (MS +
1.5 mg/l NAA) en fazla kallus miktarini (2.56) olusturdugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.5’e gore eksplant x ortam interaksiyonlari incelendiginde ise kallus
olusumu ve yogunlugu yoniinden 6nemli bir fark belirlenmemistir. G247°de yapilan
rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde elde edilen bazi kallus goriintiileri Sekil
4.5°de verilmistir.

@ (b)

Sekil 4.5. G247 ye ait kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan olusan kallus goriintiileri;
a) 5 nolu rejenerasyon ortaminda kotiledon eksplantindan gelisen kallus goriintiisii; b) 25
nolu rejenerasyon ortaminda hipokotil eksplantindan gelisen kallus goriintiisii

4.1.2.2. G247’de tomurcuk ve siirgiin olusum bulgulari

Genotip 247 ye ait eksplantlarin kiiltiire alindig1 50 besin ortamindan elde edilen
tomurcuk olusumu, siirgiin olusumu ve olusan siirgiin miktarlari lizerine eksplant ve besin
ortamlarinin bagimsiz tekli degisken olarak etkileri ve interaksiyonlar1 Cizelge 4.6’da
verilmistir.

Cizelge 4.6’ya gore besin ortamlarinin etkisine bakilmaksizin kiiltiire alinan G247
eksplantlarinin tomurcuk olusumu {izerine olan etkisi incelendiginde istatiksel olarak p <
0.001 diizeyinde fark olusturmustur. Hipokotil eksplantlariin (%33.63), kotiledon
eksplantlarindan (%26.88) daha fazla oranda tomurcuk olusturdugu goriilmektedir.
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Eksplantlardan bagimsiz olarak ortamlarin etkisi incelendiginde tomurcuk
olusumu bakimindan p < 0.001 seviyesinde farklilik olustugu goriilmektedir. En fazla
tomurcuk olusumu %93.75 ile 19. (MS+ 0.75 mg/l Zeatin + 1.5 mg/l IAA) ortam da
gergeklesmis ve bu olusumu 23. (MS+ 1.5 mg/l Zeatin+ 0.75 mg/l IAA) ve 24. (MS+ 1.5
mg/l Zeatin+ 1.5 mg/l TAA) ortamlar (%87.50) takip etmistir. Bu ortamlarin ortak
ozelligine bakildiginda (Cizelge 3.2.) Zeatin ve IAA’min farkli kombinasyonlarinin
kullanildig1 ortamlar oldugu goriilmektedir. Eksplant x ortam interaksiyonu
incelendiginde; bu interaksiyonun tomurcuk olusturma kapasitesi iizerinde p<0.001
seviyesinde istatiksel fark olusturdugu belirlenmistir.

Stirglin olusumu {izerine eksplantin bagimsiz etkisi incelendiginde istatiksel
olarak 6nemli bir etki bulunmazken, kotiledon eksplant1 (%0.63) hipokotil ekplantindan
(%0.13) daha fazla siirgiin olusturmustur. Eksplantlardan bagimsiz olarak ortamin siirgiin
olusumu {iizerindeki etkisi incelendiginde p < 0.05 seviyesinde farklilik bulunmakla
birlikte, en fazla siirgiin olusumunu (%6.25) 15. (MS+ 0.75 mg/l Zeatin) ve 47. (MS+1
mg/l BA + 1 mg/l ABA) ortamlarin verdigi goriilmektedir.

Eksplant x ortam interaksiyonunun siirglin olusumu iizerinde etkisi p < 0.05
seviyesinde istatiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Siirglin sayis1 bakimindan eksplantin bagimsiz etkisi incelendiginde her iki
eksplantin da aymi miktarda siirgiin olusturdugu belirlenmistir. Eksplantin etkisine
bakilmaksizin ortamlarin siirgiin sayis1 lizerinde etkisi incelendiginde istatiksel olarak
onemli bir etkisi bulunmazken, 20. (MS+1.5 mg/l Zeatin) ortam en fazla siirgiin sayisin
(0.88) vermistir. Yine Cizelge 4.6.’da goriildiigii gibi eksplant x ortam interaksiyonunun
slirglin sayisi lizerinde istatiksel olarak bir etkisi bulunmamustir.

Cizelge 4.6. G247 rejenerasyon denemelerinde kotiledon ve hipokotillerde meydana
gelen tomurcuk olugumu, siirglin olusumu ve siirglin sayisina ait varyans analiz sonuglari

incelenen Ozellikler
Faktorler Tomurcuk Olusumu (%) Siirgiin Olusumu % Siirgiin Sayisy/Petri
Ort. + SH Ort. =+ SH Ort. £+ SH
Eksplant
(E)
Kotiledon 2688 + 247 0.63 + 0.33 0.04 = 0.02
Hipokotil 33.63 + 2.88 0.13 = 0.13 0.04 =+ 0.04
LSD (%5) 2.94 OD 0D
P <0.0001 *** 0.1396 0.9001
Besin
Ortamlar1
BO)
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Cizelge 4.6.” nin devami
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Cizelge 4.6.” nin devami

38 0.00 = 0.00 r 0.00 = 0.00 c 0.00 £+ 0.00
39 313 £ 313 qr 0.00 + 0.00 c 0.00 £+ 0.00
40 6250 + 472 e 0.00 + 0.00 c 0.00 £+ 0.00
41 0.00 = 0.00 r 0.00 = 0.00 c 0.00 £+ 0.00
4 0.00 = 0.00 r 0.00 = 0.00 c 0.00 £+ 0.00
3 0.00 = 0.00 r 0.00 = 0.00 c 0.00 £+ 0.00
44 000 = 000 r 0.00 £+ 0.00 c 0.00 £+ 0.00
45 3438 £+ 658 j-m 0.00 £+ 0.00 c 0.00 = 0.00
46 50.00 + 6.68 f-k 0.00 = 0.00 c 0.00 £+ 0.00
47 5938 + 1632 d-h 6.25 + 4.09 a 0.63 + 042
48 5938 + 1563 c-g 0.00 £+ 0.00 c 0.00 = 0.00
49 4688 + 1526 hk 3.13 + 3.13 b 0.13 + 0.13
LSD (%5) 14.72 3.49 O.D
. P <0.0001 *** 0.0499 * 0.1757
Interaksiyon
(Ex BO)
LSD (%5) 20.81 4.93 0D
P <0.0001 *** 0.0304 * 0.1125

4.1.2.3. G247’de kok olusum bulgular:

G247°de kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin her birisinde 50 besin ortaminda
kurulan rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde, eksplant ve besin ortamindan olusan
tekli bagimsiz degiskenlerin ve bunlarin interaksiyonlarinin kdk olusumu (%), kisa-ince,
kisa-normal, uzun-ince ve uzun-normal kdk sayilari tizerindeki etkileri Cizelge 4.7°de
verilmistir.

Cizelge 4.7’ye gore eksplant tipinin, besin ortamlarinin etkisine bakilmaksizin
kok olusumu ve uzun ince kok sayisi yoniinden énemli bir fark olusturmadigi, kisa-ince
kok sayis1 tizerinde p < 0.001, kisa-normal sayis1 iizerinde p < 0.01 ve uzun-normal kdk
sayis1 iizerinde ise p < 0.05 seviyesinde farkliliklar ortaya koydugu belirlenmistir.
Hipokotil eksplantlariin (%30.63), kotiledon eksplantlar1 (%29.88) ile hemen hemen
aymi oranda kok olusturdugu tespit edilmistir. Olusan koklerin sayist bakimindan
eksplantlar incelendiginde, hipokotil eksplanti kdk olusumu, uzun-ince ve uzun-normal
kok olusumu yoniinden daha fazla miktarda kok olustururken, kotiledon eksplanti ise
daha fazla miktarda kisa-ince ve kisa-normal kok olusturmustur. Sekil 4.6’da G247
eksplantlarinda gelisen kok olusumlart gériilmektedir.
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(@ (b)

Sekil 4.6. G247°de kok olusumuna ait goriintiiler; a) Kotiledon eksplantindan gelisen
uzun ince kok olusumlari; b) Hipokotil eksplantindan gelisen uzun ince ve uzun normal
kok olusumlari

Cizelge 4.7’ye gore eksplantlarin etkisinden bagimsiz olarak besin ortamlarinin
etkisi incelendiginde, tiim koklenme parametreleri agisindan p < 0.001 seviyesinde
onemli farkliliklar bulunmustur. En fazla kok olusumu %100 ile 1. (MS + 0.75 mg/I
NAA) ve 4. (MS + 1.5 mg/l IAA) ortamda gerceklesmistir. En yliksek kisa-ince kok sayisi
(8.75) 1. ortamda meydana gelirken, en yiiksek kisa-normal kok sayisini (10.25) 27.
(MS+ 0.75 mg/l 2iP + 1.5 mg/l NAA) ortam olusturmustur. En yiiksek uzun-ince kok
sayist (7.75) 3. (MS + 0.75 mg/l IAA) ortamda, en yiiksek uzun-normal kok sayisini
(2.13) ise 28. ( MS+ 0.75 mg/l 2iP+ 0.75 mg/l IAA) ve 32. ( MS+ 1.5 mg/l 2iP+ 1.5 mg/I
NAA) ortamlar vermistir. Normal, saglikli kdkler olarak kabul edilebilecek uzun-normal
koklerin sayisinin en fazla olustugu (ortalama 2.13/petri) ortamlar 28. (MS + 0.75 mg/I
IAA + 0.75 mg/l 2IP) ve 32. MS + 1.5 mg/l NAA + 1.5 mg/l 2IP) ortamlar olarak
belirlenmistir.

Eksplant x ortam ikili interaksiyonu incelendiginde bu interaksiyonun kok olusum
ylizdesi ile kisa-normal ve uzun-ince kok sayilarn lizerine etkisi p < 0.001, kisa-ince ve
uzun-normal kok sayilari iizerinde ise p < 0.01 seviyesinde farklilik olusturdugu
goriilmektedir (Cizelge 4.7).

Ayrintil1 sekilde incelenen koklenme bulgularinin, ileride yapilabilecek sekonder
metabolit liretim ¢alismalarina katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.7. G247 rejenerasyon optimizasyonu denemelerinde eksplant ve besin ortamindan olusan tekli bagimsiz degiskenlerin ve bunlarin
interaksiyonunun kok olusumu (%) ve cesitli kok tiplerinin miktari iizerine etkileri

incelenen Ozellikler
Faktorler Kisa-ince Kisa-Normal Uzun-ince Uzun-Normal
Kok Olusumu (%) Kok Sayis1 / Petri Kok Sayis1 / Petri Kok Sayis1 / Petri Kok Sayis1 / Petri
Ort. £ SH Ort. £ SH Ort. + SH Ort. £ SH Ort. + SH
Eksplant (E)

Kotiledon 2988 =+ 2.92 1.11 £ 0.21 141 £ 0.30 0.77 + 0.15 0.22 + 0.07

Hipokotil 30.63 + 3.20 042 + 0.12 0.80 + 0.17 093 + 0.20 0.49 + 0.11

LSD (%5) O0.D 0.35 0.41 0.D 0.23
P 0.8054 6d 0.0002 *** 0.0038 ** 0.3207 0.0187 *

Besin
Ortamlan
(BO)

0 (Kontrol) 50.00 £+ 18.90 be 1.13 £ 0.61 ef 1.13 + 0.58 d-h 0.00 = 0.00 1 0.00 = 0.00 d
1 100.00 = 0.00 a 875 =+ 1.79 a 2.63 + 1.38 de 338 £+ 1.56 b-d 1.00 £ 1.00 d
2 5625 £ 17.52 be 500 £ 2.06 b 125 £ 1.25 d-h 0.63 + 042 gl 0.13 + 0.13 c-d
3 87.50 £ 12.50 a 313 £ 1.55 cd 0.00 = 0.00 h 775 £ 2.62 a 1.13 + 1.13 a-d
4 100.00 = 0.00 a 350 £ 1.31 be 0.75 £ 0.75 e-h 7.00 + 1.45 a 1.88 + 1.32 ab
5 40.63 + 1244 c-d 1.00 £ 027 ef 0.25 + 0.16 g-h 1.00 = 0.57 f-1 0.13 + 0.13 c-d
6 18.75 + 10.30 e-h 0.00 = 0.00 f 125 + 0.84 d-h 025 + 0.25 1 0.00 = 0.00 d
7 3750 =+ 15.67 c-¢ 0.00 = 0.00 f 0.50 + 0.50 f-h 363 + 2.00 be 0.00 + 0.00 d
8 313 + 3.13 g¢-h 0.13 = 0.13 ef 0.00 = 0.00 h 0.00 + 0.00 1 0.00 = 0.00 d
9 50.00 £+ 18.90 be 0.00 = 0.00 f 2.50 + 1.09 d-f 0.00 + 0.00 1 0.50 + 0.33 c-d
10 50.00 £ 15.67 be 0.63 = 0.63 ef 0.75 £ 0.75 e-h 250 + 1.25 b-f 0.63 + 0.42 c-d
11 21.88 =+ 8.76 d-g 0.75 = 031 ef 0.75 + 0.49 e-h 025 + 0.25 1 0.00 = 0.00 d
12 40.63 + 14.89 c-d 038 = 0.26 ef 1.75 £ 0.86 d-h 0.50 + 0.50 hi 0.00 = 0.00 d
13 0.00 = 0.00 h 0.00 = 0.00 f 0.00 = 0.00 h 0.00 = 0.00 1 0.00 = 0.00 d
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Cizelge 4.7.’nin devami
14 1250 + 12.50 fh 000 = 000 f 038 £ 038  gh 1.00 £ 1.00 063 + 063  cd
15 1250 + 6.68 f-h 000 + 000 f 013 + 013  gh 025 + 016 1 013 + 013 cd
16 2188 + 12.88 d-g 050 = 050 ef 063 + 050  eh 088 + 0.88 g 038 + 038  cd
17 5000 + 1890 bc 188 =+ 132 ce 663 + 273 b 000 + 000 1 000 + 000 d
18 2500 + 1637 d-f 000 + 000 f 000 + 000 h 000 + 000 1 025 + 016  cd
19 000 = 000 h 000 + 000 f 000 + 000 h 000 + 000 1 000 + 000 d
20 625 + 409 fh 000 = 000 f 000 + 000 h 038 + 038 1 013 + 013  cd
71 3750 + 1567 c-e 050 = 050 ef 213 + 141 dg 000 + 000 1 050 + 050  c-d
20 5000 + 1890 bc 1.63 = 091 d-f 313 + 132 cd 000 + 000 1 000 + 000 d
23 000 = 000 h 000 + 000 f 000 + 000 h 000 + 000 1 000 + 000 d
24 5000 + 1890 bc 025 + 025 ef 513 + 214  be 000 + 000 1 000 + 000 d
25 53.13 + 1795 bc 013 = 0.3 ef 050 + 050  fh 213 + 088  c-g 1.00 + 0.68  ad
26 90.63 + 938 a 125 = 1.00 ef 1.63 + 149  d-h 200 + 080  d-h 000 + 000 d
27 6250 + 1830 b 000 + 000 f 1025 + 451 a 288 + 143 bee 0.88 + 088  b-d
78 53.13 + 1795 bc 000 + 000 f 213 + 142 dg 138 £ 091  en 213 + 077 a
29 53.13 + 1795 bc 038 = 026 ef 050 + 033  fh 075 + 053 g 1.00 + 050  ad
30 6563 + 1489 b 175 = 105 cof 013 + 013  gh 375 + 108 b 125 + 125  ac
3] 53.13 + 16.66 bc 350 + 222 be 088 + 088  e-h L13 = 079 fa 063 + 050 cd
3 6563 + 1489 b 1.63 + 125 d-f 500 + 205  be 000 + 000 1 213 £ 079 a
33 6563 + 15.63 038 = 038 ef 213 + 139 dg 000 + 000 1 125 + 056  a<
34 2500 + 1637 d-f 000 = 000 f 0.00 + 0.00 000 + 000 1 1.00 + 0.65  ad
35 000 = 000 h 000 + 000 f 0.00 £ 0.00 000 + 000 1 000 + 000 d
36 000 = 000 h 000 + 000 f 0.00 £ 0.00 000 + 000 1 000 + 000 d
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Cizelge 4.7.’nin devami

37 313 £ 313 gh 0.00 = 000 f 025 + 025 gh 0.00 = 0.00 000 = 000 d
38 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 000 h 0.00 = 0.00 0.00 = 000 d
39 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 0.00 h 0.00 + 0.00 0.00 + 000 d
40 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 0.00 h 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 d
41 0.00 = 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 000 h 0.00 = 0.00 0.00 = 000 d
4 0.00 = 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 000 h 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 d
3 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 0.00 h 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 d
44 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 0.00 h 0.00 + 0.00 0.00 + 000 d
45 0.00 = 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 000 h 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 d
46 0.00 = 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 000 h 0.00 = 0.00 0.00 = 000 d
47 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 0.00 h 0.00 + 0.00 0.00 + 000 d
48 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 0.00 h 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 d
49 0.00 £ 000 h 0.00 = 000 f 0.00 + 0.00 h 0.00 + 0.00 0.00 + 000 d

LSD (%5) 17.96 1.77 2.06 1.53 1.14

P <0.0001 *** <0.0001 *** <0.0001 *** <0.0001 *** 0.0003 ***

Interaksiyon

(E x BO)

LSD (%5) 25.40 2.50 2.91 2.17 1.62
P <0.0001 *** 0.0013 ** <0.0001 *** <0.0001 *** 0.0042 **




BULGULAR VE TARTISMA Y.0Z

4.2. Transformasyon ¢alismalar: bulgular
4.2.1. Transformasyon optimizasyon denemeleri bulgulari

Calismada toplam 30 transformasyon yapilmistir. Baglangictan itibaren en uygun
transformasyon kosullarini ve en yiiksek transformasyon etkinligini saglayincaya kadar
transformasyon iizerinde son derece 6nemli etkiye sahip olan genotip, bakteri irki, fide
yasi, eksplant tipi, Onkiiltiir (pre-inkiibasyon) ile antibiyotik tipi ve markasindan olusan
faktorler optimize edilmeye calisilmistir. Transformasyon denemelerinin ayrintilar1 ve
sonuglar1 once toplu halde Cizelge 4.8. de, daha sonra da optimize edilen faktorlere ait
detaylar ayr1 ayr1 asagida verilmistir.
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Cizelge 4.8. Transformasyon denemelerinin ayrintilar1 ve sonuglari

Ekilen Rsmilan Elgiggt Kullanlan Seleksiyon Ajanlar: Elde Edilen Siirgiin Elde Edilen Siirgiin /
Trans- Tohum Fide Sayisi o Kullanilan i 100 Eksplant
fo(;rlnla\li- Sayisi (Yf:fll) G27 G247 Kiiltiir Bz;:;t(;eri Bakteri Dayanimi I¢in o Bitki G27 G247 G27 G247
ibi i ayanimil

y G27 G247 | "™ | k* |H* | K | H fl:‘tll'sl‘;‘;’t‘l‘l‘( Al'\‘,[t:;‘g;’::k ign*** K| H|K|H|K|H| K| H
T1 40 | 40 | 5 | 120 | 40 [ 140 | 40 | + | LBA4404 | Sefotaksim | Duchefa PPT o 1 | o] o [000]250]0.00]0.00
T2 | 27 | 290 | 5 | 81 | 27 | 87 | 290 | + | LBA4404 | Sefotaksim | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]0.00]0.00]0.00
T3 29 [ 29 | 5 [ 85 | 29 | 8 | 29 | + | LBA4404 | Sefotaksim | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]0.00]0.00]0.00
T4 |30 [ 30 [ 5 |9 [ 30 [ 95| 30 | + | LBA4404 | Sefotaksim | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]000]000]0.00
TS 39 | 40 | 5 | 117 | 39 | 120 | 40 | + | LBA4404 | Sefotaksim | Duchefa PPT s o [ 2] o [427]000]1.67]0.00
T6 39 [ 38 | 5 11539 [120] 38 | + EHA105 | Sefotaksim | Duchefa PPT o] o | o] o [000]0.00]0.00]0.00
T7 50 | 50 | 5 [150] 50 [160] 50 | + EHA105 | Sefotaksim | Duchefa PPT o o | 4] 1 [000]000]250]200
T8 50 | 50 | 5 140 50 [155] 50 | + EHA105 | Timentin | Duchefa PPT ol o [ 3] o [000]000]1.94]0.00
T9 70 | 70 [ 5 [200] 70 [210] 70 | + EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o 1 [ o] o [000]143]000]0.00
TiIo | 75 | 75 | 5 | 220 75 | 225 75 | + EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]0.00]000]0.00
Tit | 70 | 70 | 5 |200] 70 [ 220 | 70 | + EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o o [ o] o [000]000]000]0.00
TI2 | 75 | 75 | 5 | 322 75 | 276 | 75 ; EHA105 | Timentin | Duchefa PPT 2> 2 | 1] 7 Joe62]267]036]0933
T3 | 70 | 70 | 5 | 180 ] 70 | 154 | 70 ] EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o o | 1] 5 [o000]000]o065]7.14
Ti4 | 68 | 70 | 5 | 191 | 68 | 160 | 70 ; EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]0.00]0.00]0.00
TIS | 70 | 69 | 5 | 169 | 70 | 178 | 69 ; EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]0.00]0.00]0.00
Ti6 | 70 | 60 | 5 | 211 | 70 | 220 | 60 ] EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]000]000]0.00
TI7 | 58 | 59 | 5 | 179 | 58 | 191 | 59 ; EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]0.00]0.00]0.00
TIS | 55 | 60 | 5 | 169 | 55 | 219 | 60 ; EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]0.00]0.00]0.00
TI9 | 60 | 60 | 5 | 103] 60 | 167 | 60 - EHA105 | Timentin | Duchefa PPT o] o [ o] o [000]000]000]0.00
20 | 72 | 72 | 5 | 258 | - [ 230 - ; EHA105 | Timentin | Goldbio PPT s | - [ 19] - [310] - [826] -
T21 | 80 | 80 | 5 | 193] - [ 201 | - ; EHA105 | Timentin | Goldbio PPT o | - 23] - [ooo]| - [790] -
™2 | 50 |55 | 5 |1a] - [1e2] - - EHA105 | Timentin | Goldbio PPT o - 20] - Jooo] - [1235] -
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Cizelge 4.8.’in devami

T23 50 50 1 102 F 107 - EHA105 Timentin Goldbio PPT 6 - 21 - 5.88 - 19.63 | -
T24 50 50 1 92 - 130 - EHA105 Timentin Goldbio PPT 20 - 14 - |21.74| - 10.77| -
T25 50 50 1 83 - 97 3 EHA105 Timentin Goldbio PPT 5 - 16 - 6.02 - 1649 | -
T26 75 75 1 134 - 141 - EHA105 Timentin Goldbio PPT 10 - 16 - 7.46 - 1135 -
T27 60 54 1 105 - 148 - EHA105 Timentin Goldbio PPT 5 - 22 - 4.76 - 14.86 | -
T28 100 | 100 1 178 - 196 - EHA105 Timentin Goldbio PPT 8 - 43 - 4.49 - 12194 -
T29 50 50 1 103 - 95 - EHA105 Timentin Goldbio PPT 34 - 32 - 133.01 - [33.68] -
T30 150 50 1 267 - 97 - EHA105 Timentin Goldbio PPT 68 - 15 - 2547 - 1546 | -
Toplam | 1.832 | 1.730 4.731 | 1.045 | 4.877 | 1.044 171 4 252 | 13
(121::21- 61.1 | 57.7 157.7| 55.0 | 162.6 | 54.9 57|02 |84 07 | 39 | 03 | 60 | 1.0

* Kotiledon

** Hipokotil

**% PPT = Fosfinotrisin (Glufosinate ammonium) (Basta herbisitinin etken maddesi)
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4.2.1.1. Genotipin etkisi

Genotipin transformasyon iizerindeki etkisi 27 ve 247 nolu genotipler ile
incelenmistir. Gergeklestirilen toplam 30 transformasyon farkli kosullarda yapilmis olsa
da, hepsinde G27 ve G247 i¢in tiim transformasyon kosullar1 aynidir. Bu ¢calismada ortaya
konulan genotipin transformasyon iizerindeki etkisi Cizelge 4.9°da sunulmustur.

Cizelge 4.9. Genotipin transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayis1 iizerine etkisi

Genotip Kullanildig1 | Eksplant Sayisi Elde Edilen Elde Edilen
Transfor- Ortalamasi*/ Siirgiin Sayisi Siirgiin Sayisi
masyon Sayisi1 | Transformasyon Ortalamasi / /100 Eksplant
Transformasyon
G27 30 (T1-T30) 157.7 5.6 3.55
G247 30 (T1-T30) 162.6 8.5 5.23

* Sadece kotiledon eksplantlar1 dikkate alinmistir.

Cizelge 4.9 incelendiginde G247°den elde edilen siirgiin sayis1 / 100 eksplant
ortalamasinin (5.23), G27’den elde edilen orandan (3.55) yaklasik 1.5 kat fazla oldugu
goriilmektedir. Genotipin transformasyon verimi lizerindeki etkisi farkl tiirlerde yapilan

bircok calismada oldugu gibi, hiyarda (Sarmento vd. 1992) da daha once ortaya
konulmustur.

4.2.1.2. Bakteri irkinin etkisi

Transformasyonda LBA4404 ve EHAI105 irklarinin etkisi incelenmistir.
LBA4404 ki ilk 5 transformasyonda, EHA105 irki ise daha sonraki toplam 25
transformasyonda kullanilmistir. Bunun nedeni ise LBA4404 bakteri irkinin besi
ortaminda iy1 gelismemesi ve eksplantlar1 iyi enfekte edememesidir. Bakteri irkinin her
iki genotipin kotiledon (Cizelge 4.10) ve hipokotil eksplantlarinda (Cizelge 4.11) yapilan
transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayis1 lizerindeki etkisi asagida verilmistir.
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Cizelge 4.10. Kullanilan bakteri 1rkinin kotiledon eksplantlarinda  yapilan
transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayisi lizerine etkisi
Bakteri Irki | Kullamildi@1i | Eksplant Sayis1 | Elde Edilen | Elde Edilen
Transfor- Ortalamasi*/ Siirgiin ~ Sayis1 | Siirgiin
masyon Transformasyon | Ortalamasi /| Saywst / 100
Sayis1 Transformasyon | Eksplant
G27 G247 | G27 G247 G27 | G247
LBA4404 5 (T1-T5) 98.6 105.6 |04 1 0.41 |0.95
EHA105 2 (T6-T7) 132.5 140.0 |0.0 2 0.00 | 1.43
* Sadece kotiledon eksplantlar1 dikkate alinmustir.
Cizelge 4.11. Kullanilan bakteri 1rkinin  hipokotil eksplantlarinda  yapilan
transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayisi iizerine etkisi
Bakteri Irki | Kullamildig1i | Eksplant Sayis1 | Elde Edilen | Elde Edilen
Transfor- Ortalamasi1*/ Siirgiin ~ Sayis1 | Siirgiin
masyon Transformasyon | Ortalamasi /| Sayis1 / 100
Sayisi Transformasyon | Eksplant
G27 G247 G27 G247 G27 | G247
LBA4404 5 (T1-TS) 33.0 33.6 0.0 0.2 0.00 | 0.60
EHA105 2 (T6-T7) 44.5 44.0 0.0 0.5 0.00 |1.14

Cizelge 4.10. ve Cizelge 4.11°de belirtilen transformasyonlarin hepsi i¢in ortak
ozellikler; fide yas1t 5 giinlik fidelerin, eksplant olarak kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinin, bakteriye dayaniklilik antibiyotigi olarak sefotaksimin kullanilmasi ve
onkiiltlir uygulamasinin yapilmis olmasidir.

Cizelgelere gore LBA4404 1rki Genotip 27 i¢in kotiledon eksplantinda ortalama
%0.41 oraninda siirgiin olusumu meydana getirirken, hipokotillerde siirgiin olusumu
gerceklesmemistir. Yine LBA4404 1irki Genotip 247°de kotiledon eksplantinda 9%0.95,
hipokotil eksplantinda ise %0.60 oraninda siirgiin olusumu meydana getirmistir. EHA105
rki1 incelendiginde ise G27°de hem kotiledon hem de hipokotil eksplantinda herhangi bir
siirglin olusumuna rastlanmamistir. Genotip 247’de ise kotiledon eksplanti %1.43,
hipokotil eksplanti %]1.14 oraninda siirglin olusturmustur. Bu sonuglara gore hiyar
transformasyon c¢aligmalarinda EHA105 1rkinin daha basarili oldugu sonucuna
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vartlmistir. Bakteri irkinin transformasyon tizerindeki etkisi hiyarda daha 6nce Raharjo
vd. (1996) tarafindan da ortaya konulmustur. En yiiksek transformasyon frekansinin %12
ile EHA105 ki kullanildiginda elde edildigini belirlemislerdir.

4.2.1.3. Fide yasinmin etkisi

Transformasyonlarda 5 ve 1 giinliik fidelere ait eksplantlarin etkisi arastirilmistir.
Calismanin ilk etabinda 5 gilinlilk fidelerin kotiledon ve hipokotil kisimlar
kullanildiginda tomurcuk olusumunun gergeklestigi ancak siirgiin olusumunun ¢ok az
oldugu tespit edilmistir. Hem 5 giinliik fidelere ait eksplantlardan yeterince iyi tepki
alinanamasi, hem de literatiirdeki hiyar transformasyon g¢aligmalarinda genel olarak 1
giinliik fidelerin eksplantlarinin daha yaygin kullanilmasi nedeniyle T23 den itibaren son
8 transformasyon denemesinde sadece 1 giinliik fidelerin eksplantlar1 kullanilmistir. Fide
yasinin her iki genotipte yapilan transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayisi lizerine
etkisi Cizelge 4.12°de belirtilmistir.

Cizelge 4.12. Fide yasinin transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayis1 iizerine etkisi

Fide Yas1 Kullamldig1 | Eksplant Sayis1 | Elde Edilen | Elde Edilen

Transfor- Ortalamasi1*/ Siirgiin ~ Sayis1 | Siirgiin Sayisi
masyon Transformasyon | Ortalamasi I/ 100
Sayis1 Transformasyon | Eksplant

G27 G247 | G27 G247 G27 | G247

5 giinliik 3 (T20-T22) 208.3 227.7 2.7 207 | 130| 9.10

1 giinliik 8 (T23-T30) 133.0 126.4 19.5 224 | 14.66 | 17.72

* Sadece kotiledon eksplantlar1 dikkate alinmustir.

Cizelge 4.12°de belirtilen transformasyonlarin hepsi i¢in ortak ozellikler; 1rk
olarak A. tumafaciens’im EHAI105 1wrkinin, eksplant olarak sadece kotiledon
eksplantlarinin, bakteriye dayaniklilik antibiyotigi olarak timentinin ve timentin markasi
olarak Goldbio markasinin kullanilmig olmasi ve hicbirisinde Onkiiltiir uygulamasinin
yapilmamis olmasidir.

Cizelge 4.12 incelendiginde 5 giinlik fidelerin eksplantlart kullanildiginda
ortalama siirgiin olusumu; G27°de %1.30 ve G247°de %9.10 oraninda, 1 giinliik fidelerin
eksplantlar1 kullanildiginda ise ortalama siirgiin olusumu G27°de %14.66 ve G247 de ise
%17.72 oraninda gerceklesmistir. Bu sonuclara gore 1 giinliik fide kullanimi1 5 giinliik
fide kullanimina gére G27°de 11 ve G247 de ise 2 kat artis saglamstir.
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Literatiir incelendiginde rejenerasyon c¢alismalarinda 3-5 giinlik in vitro
cimlendirilmis fideler kullanildiginda rejenerasyon kapasitesinin yiliksek oldugu
calismalar mevcuttur (Trulson ve Shain 1986; Hooymans vd. 1994; Kim vd. 2000;
Selvaraj vd. 2007; Vasudevan vd. 2007). Ancak daha yasli fideler kullanildiginda ise
rejenerasyon kapasitesinin diistiigli cesitli ¢alismalarda bildirilmistir (Hooymans vd.
1994; Kim vd. 2000). Literatiir taramalar1 sonucu 1-2 giinliik karanlikta ¢imlendirilen
fideler kullanildiginda yiiksek rejenerasyon kapasitesi ile sonuglandigini bildiren
caligmalar mevcuttur (Gal-On vd. 2005; Vengadesan vd. 2005; Selvaraj vd. 2010; Li vd.
2017). Literatiirde bulunan pek c¢ok caligma ile de desteklenmesi sebebi ile hiyar
transformasyon ¢alismalarinda 1 giinliik fidelerin kotiledonlarinin 6zellikle proksimal
kisminin kullanilmasi 6nerilebilir.

4.2.1.4. Eksplant tipinin etkisi

Rejenerasyon optimizasyonu ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular dogrultusunda
transformasyon denemesinde hem hipokotil hem de kotiledon eksplantlari kullanilmistir.
Kotiledon eksplantlar1 tiim denemelerde hipokotil eksplanlari ise ilk 19 transformasyonda
kiiltiire alinmigtir. Hem hipokotil eksplantindan yeterince iyi tepki alinanamasi, hem de
literatiirdeki hiyar transformasyon calismalarinda genel olarak kotiledon eksplantinin
daha yaygin kullanilmasi nedeniyle T20 den itibaren transformasyon denemelerine
sadece kotiledon eksplantiyla devam edilmistir. Cizelge 4.13’de kullanilan eksplant
tipinin transformasyonlardaki siirgiin olusumuna etkisi gosterilmistir.

Cizelge 4.13. Eksplant tipinin transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayisi iizerine
etkisi

Kullanilan Kullanildig1 | Eksplant Sayisi | Elde Edilen | Elde Edilen
Eksplant Transfor- Ortalamasi /| Suirgiin ~ Sayis1 | Siirgiin
masyon Transformasyon | Ortalamasi /| Saywst / 100
Sayis1 Transformasyon | Eksplant
G27 G247 | G27 G247 G27 | G247
Hipokotil 19 (T1-T19) | 55.0 54.9 0.2 0.7 0.36 |1.28
Kotiledon 30 (T1-T30) | 157.7 162.6 5.6 8.5 3.56 |5.28

Cizelge 4.13 incelendiginde G27 de hipokotil eksplanti %0.36, kotiledon
eksplanti ise %3.56 oraninda siirgiin olusumu meydana getirmistir. G247 ye baktigimizda
hipokotil eksplant1 9%1.28, kotiledon eksplanti ise %5.28 oraninda siirgiin olusturmustur.
Bu sonuglara gore kotiledon eksplantlar1t G27 ve G247°de hipokotil eksplantlarina gére
sirastyla yaklagik 10 ve 4 kat daha fazla silirgiin olusumu saglamistir. Hiyar
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transformasyonunda kotiledonun hipokotile gore iistiinliigli daha 6nce Wehner ve Locy
1981, Gambley ve Dodd 1990 ile Kose ve Kog (2003) tarafindan da ortaya konulmustur.

Yine kotiledon eksplantinin kullanildig1 ¢calismalarda kotiledonun sapa baglanan
kisimlari (proksimal) ile ug kisimlarin (distal) rejenere olan bitki sayis1 arasinda 6nemli
bir fark oldugu tespit edilmistir (Yalcin-Mendi 2003; Ali vd. 1991b). Hem
calismamizdaki bulgular hem de literatiire dayanarak, hiyar gen transformasyonunda
eksplant kaynag1 olarak kotiledonlarin proksimal kisimlarinin (Sekil 4.7.) kullanilmas1
onerilmektedir.

Sekil 4.7. Kotiledon eksplantinin proksimal kisimlarindan elde edilen siirgiinler

4.2.1.5. Onkiiltiir uygulamasinin etkisi

Onkiiltiir (pre-inkiibasyon) uygulamasinin transformasyondaki etkisi ilk 10
transformasyonda arastirilmis, sonraki transformasyonlarda bu uygulamaya yer
verilmemistir. Onkiiltiir uygulamasinin kotildeon ve hipokotil eksplantlarinda yapilan
transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayisi lizerine etkisi Cizelge 4.14 ve Cizelge
4.15’de verilmistir.
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Cizelge 4.14. Onkiiltiir uygulamasinin kotildeon eksplantlarindaki transformasyonlarda
elde edilen siirglin say1s1 iizerine etkisi

Onkiiltiir Kullamldig1 | Eksplant Sayis1 | Elde Edilen | Elde Edilen
Transfor- Ortalamasi*/ Siirgiin ~ Sayis1 | Siirgiin
masyon Transformasyon | Ortalamasi /| Sayis1 / 100
Say1 ve Transformasyon | Eksplant
Numarasi

G27 G247 | G27 G247 G27 | G247

Var 4 (T8-T11) | 190 202.5 0.0 0.8 0.00 | 0.40

Yok 4 (T12-T15) | 2155 192.0 0.5 0.5 0.23 10.26

* Sadece kotiledon eksplantlar1 dikkate alinmustir.

Cizelge 4.15. Onkiiltiir uygulamasimin hipokotil eksplantlarindaki transformasyonlarda
elde edilen siirgiin say1s1 tizerine etkisi

Onkiiltiir Kullanildig1 | Eksplant Sayis1 | Elde Edilen | Elde Edilen

Transfor- Ortalamasi*/ Siirgiin ~ Sayis1 | Siirgiin
masyon Transformasyon | Ortalamasi /| Sayis1 / 100
Sayisi Transformasyon | Eksplant

G27 G247 G27 G247 | G27 | G247

Var 4 (T8-T11) | 66.3 66.3 0.3 0.0 0.45 |0.00

Yok 4 (T12-T15) | 70.8 71 0.5 3.0 0.71 0.42

* Sadece hipokotil eksplantlar1 dikkate alinmistir.

Cizelge 4.14. ve Cizelge 4.15.’de belirtilen transformasyonlarin hepsi i¢in ortak
ozellikler; bakteri irki olarak A. tumafaciens’in EHA105 wrkinin, fide yas1 5 giinliik
fidelerin, eksplant olarak kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin, bakteriye dayaniklilik
antibiyotigi olarak timentinin ve timentin markasi olarak Duchefa iirliniiniin kullanilmig
olmasidir.

Cizelge 4.14. incelendiginde Onkiiltiir uygulamasinin G27°de kotiledon
eksplantlarinda siirglin olusturmadigi, G247 kotiledon eksplantlarinda ise 9%0.40
oraninda siirgiin olusturdugu belirlenmistir. Onkiiltiir uygulanmayan G27 kotiledon
eksplantlar1  %0.23, G247 kotiledon eksplantlar1 ise %0.26 oraninda siirgiin
olusturmustur.
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Cizelge 4.15. incelendiginde, Onkiiltiir uygulamasinin hipokotil eksplant1 izerinde
G27°de %0.45 oraninda siirglin olusturdugu, G247’de ise siirglin olusturmadigi
belirlenmistir. Onkiiltiir uygulanmasinin yapilmadigit G27 eksplantlarinda  %0.71,
G247°de ise %0.42 oraninda siirgiin olusumu gerceklesmistir. Onkiiltiir uygulamasimin
olmadig1r hipokotil eksplantlar1 her iki genotipte de artan siirgiin olusumu ile
sonuglanmistir. Dolayisiyla, onkiiltiir uygulamasinin her iki eksplant tipi i¢in de
transformansyon basarisi lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

4.2.1.6. Antibiyotigin etkisi

Transformasyonda bakteri gelisimini baskilama amagl seleksiyon ajani olarak
kullanilan antibiyotigin etkisi, sefotaksim ve timentin kullanilarak aragtirilmistir.
Sefotaksim ilk 7 timentin ise daha sonraki toplam 24
transformasyonda kullanilmistir. Antibiyotik farkliliginin kotiledeon ve hipokotil

transformasyonda,

eksplantlarinda esit kosullarda gerceklestirilen transformasyonlarda elde edilen siirgiin
sayis1 iizerine etkisi Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.16. Antibiyotik farkliliginin kotildeon eksplantlarindaki transformasyonlarda
elde edilen siirgiin say1s1 iizerine etkisi

Kullanilan | Kullamildigr | Eksplant Sayis1 Elde Edilen Elde Edilen
Antibiyotik | Transfor- Ortalamasi / Siirgiin Sayis1 | Siirgiin Sayisi
Tipi masyon Transformasyon Ortalamasi / /100 Eksplant
Sayisi Transformasyon
G27 G247 G27 G247 G27 | G247
Sefotaksim 2 (T6-T7) 132.5 140.0 0 2 0.00 1.43
Timentin 2 (T12-T13) | 251.0 215.0 1 1 0.40 0.47

Cizelge 4.17. Antibiyotik farkliliginin hipokotil eksplantlarindaki transformasyonlarda
elde edilen siirglin say1s1 iizerine etkisi

Kullanilan | Kullamildig@r | Eksplant Sayis1 Elde Edilen Elde Edilen
Antibiyotik | Transfor- Ortalamasi / Siirgiin Sayis1 | Siirgiin Sayisi
Tipi masyon Transformasyon Ortalamasi / /100 Eksplant
Sayisi Transformasyon
G27 G247 G27 G247 G27 | G247
Sefotaksim 2 (T6-T7) 44.5 44.0 0 0.5 0.00 1.14
Timentin 2 (T12-T13) | 72.5 72.5 1 6 1.38 8.28
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Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17°de belirtilen transformasyonlarin hepsi igin ortak
ozellikler; bakteri irki olarak A. tumafaciens’in EHA105 wrkinin, fide yas1 5 giinliik
fidelerin, eksplant olarak kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin ve her iki antibiyotigin de
Duchefa markasi olarak kullanilmis olmasidir.

Cizelge 4.16’ya gore, sefotaksim antibiyotiginin G27°de kotiledon eksplantinda
stirglin olusturmadigi, G247°de ise %1.43 oraninda siirgiin olusturdugu belirlenmistir.
Timentin antibiyotigi kullanimi ise G27°de siirglin olusumunu arttirmis (%0.40) ve
G247°de %0.47 siirglin olusumu ile sonu¢lanmustir.

Cizelge 4.17°de sefotaksim antibiyotigi kullaniminin hipokotil eksplantinda G27
de siirgilin olusturmadigi, G247 de ise %1.14 oraninda siirgiin olusturdugu goriilmektedir.
Timentin antibiyotiginin hipokotil eksplantlarinda kullaniminin G27°de %1.38 oraninda,
G247°de ise %8.28 oraninda siirgiin olusturdugu goriilmektedir.

Bu sonuglara gore, hipokotil eksplantlarinda sefotaksim antibiyotigi yerine
timentin kullanim1 sonucu siirgiin sayisindaki artis dikkat gekmektedir. Yine sefotaksim
antibiyotiginin ortamdaki bakteriyi kontrol altinda tutamamasi sonucu Agrobacterium’un
petrinin tiim yiizeyini kapladig1 ve nihayetinde eksplantlarin canliligini yitirmesine neden
oldugu belirlenmistir. Timentin (Duchefa) kullaniminin ise genel olarak siirgiin sayisinda
artisa neden oldugu, ancak seleksiyon ortamina alinan bazi eksplantlarin beyazlasarak
canliligini yitirmesine, ayrica petride olugan asir1 bakteri yogunlugunu baskilayamadigi
belirlenmistir. Sekil 4.8.’de eksplantlardaki beyazlagsmalar goriilmektedir.

(@ (b)

Sekil 4.8. Seleksiyon ortamindaki bazi eksplantlarin goriintiisii; a) kotiledon
eksplantlarindaki beyazlagmalar b) siirgiinlerdeki beyazlagmalar
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4.2.1.7. Antibiyotik (Timentin) markasinin etkisi

Transformasyonda sefotaksime gore daha basarili  bulunan timentin
antibiyotiginin marka farklilik etkisi, Duchefa ve Goldbio markalarinin {iriinleri
kullanilarak  aragtirilmistir.  Duchefa  markasina ait timentin  antibiyotigi
8.transformasyondan itibaren toplam 13 transformasyonda, Goldbio markasina ait
timentin ise son 11 transformasyonda kullanilmistir. Timentin marka farkliliginin esit
kosullarda gerceklestirilen transformasyonlarda elde edilen siirgiin sayisi iizerine etkisi
Cizelge 4.18°de verilmistir.

Cizelge 4.18. Kullanilan timentin antibiyotigi markasinin transformasyonlarda elde
edilen siirgiin say1s1 iizerine etkisi

Kullanilan | Kullanildig1 | Eksplant Sayisi Elde Edilen Elde Edilen
Timentin | Transfor- Ortalamasi*/ Siirgiin Sayis1 | Siirgiin Sayisi /
Markasi masyon Transformasyon Ortalamasi / 100 Eksplant

Sayisi Transformasyon

G27 G247 G27 G247 G27 | G247

Duchefa 8 (T12-T19) 190.5 195.6 0.3 0.3 0.16 0.15

Goldbio 3 (T20-T22) 208.3 227.7 2.7 20.7 1.30 9.10

* Sadece kotiledon eksplantlar1 dikkate alinmustir.

Duchefa marka timentinin bitmesi {izerine yeni siparis verilmesi gerektiginde,
daha 6nceden deneme amagh kullanilan GoldBio marka timentin sayesinde tesadiifen
fark edilen olumlu bir farklilik iizerine, antibiyotik markasinda degisiklige gidilmis ve
GoldBio marka iirlin satin alinarak 20. transformasyondan itibaren yapilan denemelerde
bu marka timentin kullanilmistir. Bu uygulama sonucu, Boliim 4.2.1.6. da bahsedilen
eksplantlardaki ve siirgiinlerdeki beyazlagmalar 20. transformasyondan itibaren ortadan
kalkmis ve nihayet saglikli siirgiin olusumlar gergceklesmistir.

Cizelge 4.18°de belirtilen transformasyonlarin hepsi icin ortak 6zellikler; bakteri
irki olarak 4. tumafaciens’in EHA 105 irkinin, fide yas1 5 giinliik fidelerin, eksplant olarak
sadece kotiledon eksplantlarinin, bakteriye dayaniklilik antibiyotigi olarak timentinin
kullanilmis olmas1 ve higbirisinde onkiiltiir uygulamasinin yapilmamis olmasidir.

Cizelge 4.18 incelendiginde Duchefa markasina ait timentin kullanimi1 G27°de
%0.16 oraninda, G247’de ise %0.15 oraninda siirgiin olusumu vermistir. Goldbio
markasina ait timentin kullanim1 G27°de %1.30, G247°de ise %9.10 oraninda siirgiin
olusumu gergeklestirmistir.
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A. tumafaciens ile gen aktarimi sonrasinda, 1-3 giinliik kokiiltivasyon agamasinda
eksplantlarin bakteri ile enfeksiyonu saglanmaktadir. Kokiiltivasyon asamasindan sonra
A. tumefaciens enfeksiyonunu, transforme olmus bitki hiicrelerinin biiyiime ve gelisimini
baskilamamasi i¢in sonlandirmak gerekmektedir. Karbenisilin ve sefotaksim bu amacla
en sik kullanilanilan antibiyotiklerdir (Cheng vd. 1998). Bununla birlikte, bakteriyel
baskilamay1 siirdiirmek ic¢in eksplantlarin antibiyotik igeren ortamda en az 2-3 kez alt
kiltirlenmesi gerekmektedir ve genellikle Agrobacterium’u baz tiirlerin dokularindan
tamamen ortadan kaldirmak ¢ok zordur (Hammerschlag vd.1995; Shackelford ve Chlan
1996). Timentinin, sefotaksim ve karbenisilinin rejenerasyon potansiyelini olumsuz
etkiledigi tiirler i¢in alternatif bir antibiyotik olabilecegi belirlenmistir (Cheng vd. 1998).

Sonug olarak, ¢calismamizda da sefotaksim antibiyotiginin bakteriyel baskilamay1
saglayamadigi ve rejenerasyon kapasitesini olumsuz etkiledigi, ancak timentin
antibiyotiginin de etkisinin markalara gore degistigi ve GoldBio marka timentinin
kullanilmasi ile daha 6nce yasanan sorunlarin iistesinden gelindigi belirlenmistir.

4.2.2. Optimize edilmis kosullardaki transformasyon sonuclari

Transformasyon optimizasyon ¢aligmalar1 sonucu transformasyon i¢in optimum
bulunan kosullara gore gergeklestirilen toplam 8 transformasyon sonucu elde edilen
stirgiin ve buna bagli olarak 100 eksplant basina elde edilen siirgiin sayilarina ait bulgular
Cizelge 4.19.” da verilmistir.

Cizelge 4.19 incelendiginde, 1.064 adet eksplantin kulldigt G27’deki
transformasyonlar sonucu toplam 156 adet siirgiin olustugu ve %13.6 oraninda siirgiin
elde edildigi goriilmektedir. 1.011 eksplantin kullanildig1 G247 deki transformasyonlar
sonucu ise 179 adet siirglin olusumunun gerceklestigi ve %18 oraninda siirgiin meydana
geldigi tespit edilmistir. Vangadesan vd. (2005) benzer bitki gelisim diizenleyicisi (BA
ve ABA) kullanilarak yaptiklart c¢alismada 431 eksplanttan %7.2 sinin siirglin
olusturdugunu bildirmislerdir.

4.2.3. Bitki rejenerasyonu ve aklimatizasyon bulgulari

Genotip 27’nin gelisimi tohum ¢imlendirme asamasindan itibaren diger
asamalarda da daha zayif olarak gdzlenmistir. ilk seleksiyon ortaminda iyi bir sekilde
gelismeye baslayan bu genotipe ait siirglinler, siirgiin gelistirme ortamina aktarildiktan
sonra, kiiltiiriin ilerleyen gilinlerinde genellikle daha erken sararmaya baglamaktadir.
Dayanikliligi daha zayif olan bu genotipte olusan siirgiinler seleksiyonun ilerleyen
asamalarindaki baskiya karst daha hassas olmasindan dolay1 canliliklarin1 daha erken
kaybetmislerdir. Bu genotipteki s6z konusu sararmalar Sekil 4.9.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.19. Optimize edilmis kosullarda gerceklestirilen transformasyonlarda elde
edilen toplam siirgiin ve 100 eksplant basina elde edilen siirgiin sayilari

Transfor- Ekilen Tohum Kullanilan Elde Edilen Elde Edilen
masyon No Sayis1 Eksplant Siirgiin Siirgiin Sayis1 /
Sayist* Sayisi** 100 Eksplant
G27 | G247 G27 | G247 G27 | G247 G27 | G247
T23 50 50 102 107 6 21 5.88 | 19.63
T24 50 50 92 130 20 14| 21.74 | 10.77
T25 50 50 83 97 5 16 6.02 | 16.49
T26 75 75 134 141 10 16 746 | 11.35
T27 60 54 105 148 5 22 476 | 14.86
T28 100 100 178 196 8 43 4.49 | 2194
T29 50 50 103 95 34 32| 33.01| 33.68
T30 150 50 267 97 68 15| 2547 | 1546
Ortalama 73.1 599 | 133.0| 1264 19.5 224 13.6 18.0
Toplam 585 479 1064 | 1011 156 179 - -

* Eksplant olarak kotiledonlarmn proksimal kisimlar1 kullanilmistir.

** Elde edilen siirgiin sayisi ile aktarilan siirgiin sayis1 esittir.
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Sekil 4.9. G27 ye ait siirgiin gelisiminin ilerleyen asamasinda olusan sararmalar

Ote yandan diger genotip olan Genotip 247 baslangigtan itibaren Genotip 27°den
daha iyi ¢imlenmis, siirgiin olusturma yoniinden daha iyi tepki ve daha yiiksek oranda
stirgiin olusturmus ve nihayet olusan siirglinlerinin gelisimi de daha giiglii olmustur. Sekil
4.10’da goriildiigii gibi daha giiclii kok olusturabilir hale gelmislerdir.

Sekil 4.10. G247’ ye ait kok olusumu gerceklesen siirglinler
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Koklendirme ortamlarinda saglikli siirglin ve kok olusumu gozlenen bitkiciklerde
aklimatizasyon islemleri yapilmistir. Calismada elde edilen siirgiinlerin aklimatizasyon
islemi devam ettigi icin aklimatizasyon sonuglar1 verilmemistir. Sekil 4.11 ve 4.12°de
aklimatizasyonu yapilan bitkilere ait baz1 goriintiiler verilmistir.

Sekil 4.12. G247 de aklimatizasyonu yapilan bitkilere ait goriintiiler

84



BULGULAR VE TARTISMA Y.0Z

4.2.4. Transgenik mutant adayi (T0) hiyar bitkilerinin molekiiler analiz bulgular

Rastgele secilmis 7 farkli aklimatize edilmis aday transgenik bitki Agrobacterium,
plazmit ve rehber RNA’lar1 (sgRNAT ve sgRNA2) tagimalar1 bakimindan PCR ile test
edilmistir. Bu teste iligkin elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.13’de verilmistir.

1 2 3 4 5 6 /7 Mg S 2usEi

(@) (b)
TSI 12 300400506007

(c) (d)
Sekil 4.13. 7 potansiyel transgenik hiyar bitkisinin jel elektroforez goriintiisii; a)

Agrobacterium b) plazmit ¢) sgRNA1 d) sgRNA2 (M: 100bp DNA Ladder Thermo
Scientific)
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Elde edilen PCR fiiriinlerinin jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucu test edilen
Agrobacterium, plazmit ve rehber RNA’lar bakimindan pozitif olduklar1 gérilmiistiir.

pFGC-pcoCas9 plazmidinin Agrobacterium tumafaciens EHAI105 susu
aracililigiyla basarili bir sekilde 7 farkli aday transgenik hiyar bitkilerine aktarildigi
goriilmektedir. Ayn1 sekilde rehber RNA olan sgRNA1 ve sgRNA2’ninde basarilt bir
sekilde aktarildig1 belirlenmistir.
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda oncelikle iki adet hiyar genotipinde (G27 ve G247) etkili bir
in vitro rejenerasyon ve gen transformasyonu protokoliiniin olusturulmasi, daha sonra da
optimize edilmis kosullarda CRISPR/Cas9 gen diizenleme teknolojisi kullanarak G27 ve
G247 hiyar genotiplerinde elF (is0) 4E’nin susturulmasi amaglanmistir.

Elde edilen sonuglar agsagida 6zetlenmistir:

Rejenerasyon ve transformasyon c¢alismalarinda kullanilacak olan en uygun BGD
kombinasyonu ve konsantrasyonundan olusan kiiltiir ortamini (kontrol dahil 50 ortam
arasindan) ve en uygun eksplant tipini belirlemek amaci ile yapilan rejenerasyon
optimizasyonu ¢alismalarinda baslangicta her iki genotip icin kotiledon, hipokotil ve
kotiledon + hipokotil olmak {izere ii¢ farkli eksplant tipi denenmistir. Ancak kotiledon +
hipokotil eksplantlar1 ¢ok hizli sekilde siirgiin ve kok olusturmus ve bulunduklar1 petri
kabim1 gozlem yapilayamayacak sekilde kaplamalari rejenerasyon calismalarinda
kullanimindan vazgeg¢ilmistir. Rejenerasyon optimizasyonu ¢aligmalarinin sonucuna gore
kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin transformasyon optimizasyon ¢aligmalarinda da
kullanilmasina karar verilmistir. Yapilan transformasyon optimizasyonu ¢alismalarinda
ise hipokotil eksplantindan beklenen sayida siirglin olusumu elde edilememistir. Bu
ylizden daha rejeneratif oldugu i¢in daha sonra yapilan optimize edilmis kosullardaki
transformasyon c¢aligmalarinda sadece kotiledon eksplant1 kullanilmistir.

Rejenerasyon optimizasyonu c¢alismalarinda, G27 ve G247’ye ait kotiledon ve
hipokotil eksplantlarinin kontrol grubu dahil toplam 50 besin ortaminin tiimiinde kallus
olusturdugu belirlenmistir. Kalluslardan meydana gelen tomurcuk olusumu yoniinden her
iki genotipte de hipokotil eksplantlar1 kotiledon eksplantlarina gére daha fazla tomurcuk
olusturmustur. En yiiksek stirgiin olusumu G27°de (9%59.4) 48. (MS + 1.5 mg/l BA + 1.5
mg/l ABA) ve 49. (MS + 2 mg/l BA + 1 mg/l ABA) ortamlarda, G247°de (%93.7) ise 19.
(MS + 0.75 mg/l Zeatin + 1.5 mg/l IAA) ortamda gerceklesmistir. Ancak olusan
tomurcuklarin siirgiine dontisme potansiyeli genel olarak diisiik bulunmustur.

En yiiksek siirgiin olusumu G27°de (%12.5) 48. ortamda (MS + 1.5 mg/l BA +
1.5 mg/l ABA), G247°de (%6.25) ise 15. (MS + 0.75 mg/l Zeatin) ve 47. (MS + 1 mg/l
BA+ 1 mg/l ABA) ortamlarda meydana gelmistir. Genel olarak BA ve ABA
kombinasyonlarinin birlikte kullanildig1 ortamlarda G27°de siirglin olusum tepkisi daha
yiiksek bulunmugtur. Ancak, Genotip 27°nin Genotip 247’ye gore daha ge¢ gelisim
gostermesi iizerine, yapilacak olan transformasyon c¢alismalarinin tamaminda G27°nin
maksimum siirglin olusturdugu 48. (MS + 1.5 mg/l BA + 1.5 mg/l ABA) ortamin
kullanilmasina karar verilmistir.

Kiiltiire alinan eksplantlarin kok olusturma kapasitesi degerlendirildiginde
G27°de en fazla kok olusumu %93.75 ile 2. ortamda (MS + 1.5 mg/l NAA)
gerceklesmistir. G247°de ise en fazla kok olusumu %100 ile 1. (MS + 0.75 mg/l NAA)
ve 4. (MS + 1.5 mg/l IAA) ortamda meydana gelmistir. Kokler 4 farkl tipte (kisa-ince,
kisa-normal, uzun-ince, uzun-normal) olusmustur. Normal, saglikli kdkler olarak kabul
edilebilecek uzun-normal koklerin sayisinin en fazla olustugu ortamlar G27°de (ort.
S/petri) 16. (MS + 0.75 mg/l NAA + 0.75 mg/l Zeatin) ve 17. ortamlar (MS + 1.5 mg/I
NAA + 0.75 mg/l1 Zeatin), G247°de (ortalama 2.13/petri) ise 28. (MS + 0.75 mg/l [AA +
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0.75 mg/l 2IP) ve 32. MS + 1.5 mg/l NAA + 1.5 mg/l 2IP) ortamlar olarak tespit
edilmistir. Ayrintili sekilde incelenen koklenme bulgularinin, ileride yapilabilecek
sekonder metabolit {iretimi ve mikrogogaltim caligmalarina katki saglamasi
umulmaktadir.

Transformasyon calismalarina gelince, toplam 30 transformasyon yapilmistir. Bu
transformasyonlarda baslangigtan itibaren, en basarili transformasyon etkinligi
saglanincaya kadar transformasyon basarisi iizerinde son derece onemli etkileri olan
genotip, bakteri 1rki, fide yasi, eksplant tipi, Onkiiltiir (pre-inkiibasyon), antibiyotik tipi
ve markasindan olusan faktorler optimize edilmeye ¢alisilmistir.

Transformasyon optimizasyonu c¢alismalar1 sonucu; bakteri irki olarak A.
tumafaciens’in EHA105 wrkinin, fide yasi1 olarak 1 giinliik fidelerin, eksplant olarak
kotiledon eksplantlarinin proksimal bolgelerinin, Onkiiltiir olarak herhangi bir onkdiltiir
uygulamasinin yapilmadigi, bakteri gelisimini baskilama amacli kullanilan antibiyotik
olarak timentinin ve timentin markasi olarak da Goldbio markasinin kullanildig
transformasyon kosullar1 hiyar transformasyonu i¢in en optimum kosullar olarak tespit
edilmistir. Ayrica, hiyar transformasyonunda genotip etkisinin siirgiin olusum frekansi
tizerinde ¢ok oOnemli etkisi oldugu hem yaptigimiz g¢alismada hem de literatiir
calismalariyla desteklenmistir. Nitekim bu ¢alismada, Genotip 247 nin transformasyon
etkinligi Genotip 27°den daha yiiksek bulunmustur. Bu nedenle, ¢alisilacak her yeni hiyar
genotipi i¢in rejenerasyon ve transformasyon optimizasyon ¢aligmalar1 yapildiktan sonra
gen transformasyonu c¢alismalarina baslanilmasi tavsiye edilmektedir.

Hem bitki rejenerasyonu hem de transformasyon i¢in yapilan optimizasyon
caligmalarinin ardindan, esit kosullarda gergeklestirilen 8 transformasyonda elde edilen
ortalama stirgiin sayis1 G27 ve G247 i¢in sirasiyla 13.6 siirgiin / 100 eksplant ve 18 siirgiin /
100 eksplant olarak tespit edilmistir.

Elde edilen ex vitro aday transgenik bitkilerden (TO) rastgele secilen bazi hiyar hatlari,
aktarilan genleri tagimalar1 bakimindan PCR analizi ile test edilmistir. TAGEM/18 /AR-
GE/03 nolu proje kapsaminda yiiriitiilen bu ¢aligmada, test sonucu pozitif ¢ikan bitkilerde
sera kosullarinda devam eden yetistiricilik ve melezleme calismalari ile elde edilecek olan T'1
bitkilerinde daha sonra sekans analizleri yapilacaktir.

Hiyarda viriis direnci ile iliskisi oldugu bilinen Okaryotik c¢eviri baslatma
faktorlerinden olan elF (iso) 4E geninin 6nemi her gegen giin daha da iyi anlagilmaktadir.
Calismamizin, elF (iso) 4E geninin devre dis1 birakilmasi i¢in ileride yapilabilecek
caligmalara katki saglamast umulmaktadir.
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