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OZET

PATATES (Solanum tuberosum L.) DOKU KULTURUNDE SOMATIK
MUTASYONLARIN GAMA RADYASYONU iLE TESVIKi

Diinya niifusunun hizla artmasina karsin, ekilebilir tarim alanlarinin giin gectikge
azalmasi, bitki 1slahgilarini abiyotik stres faktorlerine ve hastaliklara toleranshi yada
dayanikli yeni varyetelerin eldesine veya mevcut varyetelerin 1slah edilmesi
caligmalarina yonlendirmektedir.

Tuz stresi, yiiksek ekonomik ve besinsel degere sahip tarimsal {iriinlerin verimliligini
olumsuz yonde etkileyen Onemli bir faktordiir. Giinlimiizde in vitro teknikler ile
mutagenlerin kombinasyonu kullanilarak tuz stresine dayanikli veya toleransh bitki
tiirlerinin elde edilmesi miimkiin olmaktadir.

Bu c¢alismada diinyanin en Onemli tarimsal {iriinlerinden biri olan patates
(Solanum tuberosum L. cv. Marfona) bitkisinin in vitro doku kiiltiiri kurulmus ve farkl
dozlarda gama radyasyonu uygulanarak patates doku kiiltiiriinde somatik mutasyonlar
tesvik edilmistir.

Gama radyasyonu ile tesvik edilen somatik mutasyonlarin saptanmasi amaciyla
Marfona patates ¢esidine ait M;Vs generasyonu nod eksplantlari, farkl
konsantrasyonlarda NaCl iceren selektif besiyerlerine ekilmis ve tuza toleranslt mutant
bitkiler tespit edilmistir.

Calismamizda elde edilen kontrol ve mutant bitkiler arasindaki molekiiler diizeydeki
farkliliklar, RAPD-PCR yontemiyle ortaya konmus ve kullanilan primerlere gore
polimorfizm oran1 % 89.66 olarak saptanmistir. Ayrica, Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) cesidine ait kontrol ve mutant bitkilerin birbirlerine olan
genetik uzakliklari, SPSS istatistik programi kiimeleme analiz yontemi kullanilarak
hesaplanmis ve dendrogramlar1 c¢izilmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda mutant
bitkilerin, kontrol grubundan ortalama % 27.5 oraninda genetik farkliliga sahip oldugu
ve kontrol grubu ile en fazla genetik farkliliga ise % 47 oramyla 100 mM tuz
konsantrasyonu iceren selektif besiyerinde rejenere olan 20 ve 30 Gy’lik gama
radyasyonu uygulanmis mutant bitkilerin sahip oldugu tespit edilmistir.

1X



SUMMARY

INDUCED SOMATIC MUTATION WITH GAMMA RADIATION IN POTATO
( Solanum tuberosum L.) TISSUE CULTURE

The fact that agricultural areas can not meet the expectations of increasing world
population guides, plant breeders to improve exciting varieties or to obtain more abiotic
stress factors and decrease tolerant or resistant varieties.

Salinity is an important factor which has negative effects on productivity of agricultural
crops that have economical and nutritional importance. Today it is possible to combine
in vitro techniques and mutagens to obtain salt stress tolerant or resistant plant varieties.

In this study in vitro culture of potato (Solanum tuberosum L. cv. Marfona) which is one
of the most important agricultural products of the world was established and different
doses of gamma radiation were applied to stimulate somatic mutations.

To determine somatic mutations which had been stimulated by gamma radiation, node
explants of M, V3 generation of Marfona potato variety placed into the selective culture
media including different concentrations of NaCl and salt tolerant mutant plants had
been determined.

In our study, molecular basis differences between obtained control and mutant plants
presented by RAPD-PCR method and according to used primers, polimorphism ratio
was 89.66%. Also genetic distance between control and mutant plants of Marfona
(Solanum tuberosum L.) potato variety calculated by using cluster analysis method of
SPSS statistic program and dendograms had been drawn. According to this calculations
mutant plants have genetic difference from control plants by the ratio of 27.5% and the
largest genetic difference by the ratio of 47% had been observed for the mutant plant
which was irradiated with 20 and 30 Gy gamma radiation and regenerated in 100 mM
salt concentration containing selective culture media.



1. GIRIS

Giliniimiizde insanlarin gida ihtiyaglari, diinya niifusuna paralel olarak artmakta fakat
mevcut gida iiretimi ihtiyaglar1 karsilayacak diizeyde artis gostermemektedir. Tim
diinyay1 ilgilendiren gida iiretimi ve tliketimi arasindaki denge sorunu ancak tarimsal
iretimin iyilestirilmesi ve / veya arttirilmasi ile miimkiin olacaktir. Tarimsal tiretimin
iyilestirilmesi ve arttirilmasi i¢in ise, Oncelikle degisen cevre sartlarina uyumlu ve
adaptasyon yetenegi yiiksek bitkilerin iiretilmesi gerekmektedir. Cevresel sartlarda
meydana gelen her tiirlii olumsuz degismeler, bitkilerde strese neden olarak, iiriin
verimini ve kalitesini diisiirmektedir (Kanber ve Unlii, 2008; Uygan ve dig., 2006).
Cevresel stres faktorlerinden biri olan tuzluluk, diinya tarim topraklarinda bitki
{iretimine biiyiik zarar veren dnemli bir sorundur. Ozellikle kurak ve yar1 kurak iklim
bolgelerinde yetersiz yagis ve yilksek buharlasma tuzlulugun basta gelen
nedenlerindendir. Ayrica, yanlis sulama uygulamalar1 6zellikle drenaj kosullarinin kotii
oldugu yerlerde tuzluluga sebep olabilmektedir (Aghaei ve dig., 2008; Narita ve dig.,
2004; Foolad ve Chen, 1998; Zhang ve Donnelly, 1997). Ulkemizin sahip oldugu sicak
ve kurak iklim kosullar1, tuzluluk ve ¢orakligin olusumu i¢in ¢ok uygundur. Ulkemizde
yapilan arazi etiitlerine gore sulanabilir 6zellikte 12.5 milyon hektar arazinin yaklasik
1.5 milyon hektarlik boliimiinde tuzlu topraklar mevcuttur. Diigiik yagis miktar: ile
eriyen tuzlar, fazla sicagin etkisi ile toprak ylizeyinde birikerek tuz tabakalari
olusturmaktadir. Ulkemizde tuz tabakalarinin oldugu alanlar, dzellikle yiikseklerden
gelen sel sularinin toplandigi diiz ovalarda goriilmekte ve bu bdlgeler tuzluluk
sorunundan dolay1 kullanilamaz hale gelmektedir (Kanber ve Unlii, 2008; Colak ve dig.,
2008; Sen, 2005; Oztirk, 2004). Diinyada toprak tuz igeriginin her yil
% 10 oraninda artig egiliminde olmasi ve buna bagl olarak yaklagik 10 milyon hektar
arazinin tuzluluk etkisiyle kullanilamaz hale gelmesi, sorunun boyutunu anlamak i¢in
yeterlidir. Diinya topraklarinda tuz problemi ile kars1 karsiya kalan alanlarin miktar1
kesin bilinmemekle birlikte yaklasik olarak sulanan alanlarin dortte birini olusturdugu
tahmin edilmektedir. Tuzluluk probleminin ciddi boyutlarda oldugu {ilkeler arasinda

Avustralya, Cin, Misir, Hindistan, Irak, Meksika, Pakistan, Suriye, Tiirkiye ve A.B.D.



oncelikle sayilabilir (Kanber ve Unli, 2008; Shaterian ve dig., 2005; Oztiirk, 2004;

Ponnamieruma, 1984).

Son yillarda iilkemiz ve diinya topraklarinda artan tuzluluk probleminin ciddi boyutlara
ulagsmas1 nedeniyle bitki 1slah¢ilari, tuz stresinin sebep oldugu ekonomik kayiplarin
azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi ve bu topraklarda yetistirilebilecek tuza direngli
veya toleransli bitki varyetelerinin elde edilmesi amacina yonelik ¢alismalara hiz

vermisglerdir.

Bitki 1slahinda mutasyonlarin tesvik edilmesi ile tuzluluk gibi ¢evresel stres faktorlerine
direngli veya toleranshi bitki varyeteleri gelistirilebilmektedir. Mutasyon, canlinin
genetik yapisinda meydana gelen kalic1 degisiklikler olup hem esey hem de somatik
hiicrelerde meydana gelebilir. Ozellikle vegetatif yolla ¢ogalan bitkilerde mutant
bireylerin elde edilmesinde somatik mutasyonlar olduk¢a 6nemlidir. Ciinkli somatik
hiicrelerin mutasyona ugramasiyla buradan gelisen organlar mutant 6zellik kazanirlar.
Bitkilerde c¢esitli mutagenlerle somatik mutasyonlarin tesvik edildigi ve istenilen
ozelliklerin saglandig1 bir¢ok calisma yapilmistir (Collet ve dig., 2005; Franks ve dig.,
2002; Griftiths ve dig., 1996 ).

Bitkilerde istenilen 6zellikteki mutasyonlarin kendiliginden meydana gelme olasiligi
cok diisiiktiir. Bu nedenle fiziksel veya kimyasal mutagenler, mutasyon frekansini
artirmak amaciyla bir¢cok bitki 1slah ¢alismasinda kullanilmaktadir (Saleem ve dig.,
2005; Atak ve dig., 2004; Hewawasam ve dig., 2004; Ahloowalia ve dig., 2004).
Fiziksel mutagenler, kimyasal mutagenlere gore bir¢ok yonden daha avantajhidir
(Predieri ve Di Virgilio, 2007). Fiziksel bir mutagen olan gama radyasyonu basta
vejetatif bitkiler olmak iizere bircok bitkide tercih edilmis ve istenilen 6zelliklerde
mutant bireyler elde edilerek yeni varyeteler olusturulmustur (Patade ve dig., 2008; Fu
ve dig., 2008; Muthusamy ve dig., 2007; Mohamed ve Haggag, 2006; Saleem ve dig.,
2005; Das ve dig., 2000).

Biyoteknolojinin hizla ilerlemesi, in vitro bitki hiicre ve doku kiiltiirii tekniklerinin 1slah
calismalarinda kullanimmi oldukg¢a yayginlastirmistir. n vitro tekniklerin, tek basina

veya mutagenlerle kombine halde kullanimi, biiyiik populasyonlar igerisinde istenilen



genotipin secilmesi ve ¢ogaltilmasi i¢in bitki 1slah¢ilarina yeni ve genis imkanlar saglar.
Vejetatif olarak iiretilen bitkilerin 1slah calismalarinda, in vitro tekniklerle beraber
mutagenezin kombinasyonu etkili bir yontem olup bu bitkilerde ¢esitliligin artmasina,
istenilen genotipin klasik metodlardan daha kisa bir siirede ve kiigiik bir alanda
cogaltilmasina ve bu agamay1 takiben seleksiyonuna imkan verir (Lu ve dig., 2007,
Szarejko ve Forster, 2007; El-Sayed ve dig., 2007; Saleem ve dig., 2005; Hewawasam
ve dig., 2004; Lee ve dig., 2003; Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001; Ahloowalia ve
Maluszynski, 2001; Das ve dig., 2000, Alikamanoglu, 1999).

In vitro Kiiltiir ortaminda vejetatif bitkilerde yapilan mutasyon 1slahi galismalarinda,
genetik bir agilim olmadan ¢ok kisa bir siirede istenilen 6zelliklere sahip ¢ok sayida
mutant bireylerin elde edilmesi i¢in  bitki kisimlarinin klonal ¢ogaltilmas1 yani
MV, M|V,, M| Vs ... generasyonlarinin olusturulmasi énemlidir (Hewawasam ve dig.,
2004; Ahloowalia ve Maluszynski, 2001). [zole edilen mutantlar, M;V, ve
M, V; generasyonlarinda, stabilite testleri yapilmak suretiyle istenilen 6zelliklere sahip
somatik mutantlar olarak degerlendirilebilirler (Gulsen ve dig., 2007; Zhen, 2001;
Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001). Ozellikle vejetatif gogalan bitkilerde elde edilen
bireyler, kisa siirede doku kiiltiiri sistemleri igerisinde klonal olarak cogaltilip
M, V; generasyonundan itibaren tuza direngli veya toleransli mutant olup olmadiklari,
tarla denemelerinden Once belirlenebilir. Belirlenen 1slah hatlar, in vitro vejetatif
cogaltma yontemi ile saklanabilir ve bodylece islah¢inin elinde tarla denemelerinde
kullanilacak bir gen havuzu olusturulabilir (Lokko ve Amoatey, 2001; Majid ve dig.,
2001; Zhen, 2001; Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001; Alikamanoglu, 1999).

Solanum cinsine ait vejetatif bir bitki olan patates (Solanum tuberosum L.), nisasta
tiiberleri icin yetistirilen ve 6zellikle karbonhidrat kaynaklari arasinda ilk sirada yer alan
en 6nemli bitkisel besinlerden biridir. Anayurdu Giliney Amerika’daki And Daglar1 olup
16.ylizyi1lda Avrupa’ya getirilmistir. Patates bitkisi, diinya gida iiretiminde en 6nemli
dordiincii iriin olmasina ragmen cesitli abiyotik stres sartlarina ve hastaliklarina olan
hassasiyetinden dolayi iiretimi kismen de olsa sinirlandirilmistir (Aghaei ve dig., 2008;

Byun ve dig., 2007; Nyende ve dig., 2005; Arican, 2001).



Calismamizda, vejetatif yolla iireyen patates bitkisinde somatik mutasyonlarin gama
radyasyonu ile tesvik edilerek mutant bireylerin elde edilmesi ve elde edilen bu mutant
bireyler arasindaki farkliliklarin  molekiiler diizeyde belirlenmesi amaglanmistir.
In vitro ortamda patates doku kiiltiirii kurularak, belli bir doz araliginda gama
radyasyonu uygulanmasi sonucu kiiltiirlerde somatik mutasyonlarin tesvik edilerek, tuz
stresine kars1 toleransli mutant bitkilerin elde edilmesi, patates bitkisinde 6nemli stres
faktorlerinden biri olan tuzlulugun neden oldugu kayiplarin giderilmesi igin biiylik
avantajlar saglayacak ve bu konuda yapilacak mutasyon islahi ¢alismalara 1s1k

tutacaktir.



2. GENEL KISIMLAR
2.1. PATATES (Solanum tuberosum L.)

Solanum cinsine ait vejetatif bir bitki olan patates (Solanum tuberosum L.), yliksek
karbonhidrat igerigine sahip nisastal tiiberleri icin yetistirilen ve yaklasik 300 milyon
ton yillik tiretimi ile piring, bugday ve misirdan sonra diinyanin dordiincli en 6nemli
tarim Uriintdiir. Tiiberli bitkilerin en Onemlisi olan patates, birim alanda sagladig:
ylksek {iretim kapasitesinden dolay1r 18 milyon hektarlik ekim alani ile diinyada
sekizinci siradadir ve giiniimiizde giin gectik¢e artan gida ihtiyacini karsilayacak onemli
besin kaynaklarimin baginda gelmektedir (Nadolska-Orczyk ve dig., 2007; Byun ve dig.,
2007; Nhut ve dig., 2006; Nyende ve dig., 2005; Mohanty ve dig., 2004; Arican, 2001;
Manrique, 2000).

Patates (Solanum tuberosum L.), 90 cins ve 2500 tiirden olusan Solanaceae familyasina
ait 2n=4x=48 kromozomlu bir bitkidir. Patates’in bir¢ok cesidinin anayurdu Giiney
Amerika’daki And Daglar1 olup bazi c¢esitlerinin de kokeni A.B.D’ye kadar
uzanmaktadir (Nadolska-Orczyk ve dig., 2007; Byun ve dig., 2007; Mohanty ve dig.,
2004; Hooker, 1981). Tarimima 3500 ile 4000 yil once baslanan patates bitkisinin
Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’ya getirilisi 16. yy’in sonlarina ve 17. yy’in baslarina
dayanmaktadir. Patates bitkisinin iiretiminde basi ¢ceken iilkeler siralamasinda % 22 pay
ile Cin ilk sirada yer alirken daha sonra % 12 ile Rusya, % 7 ile A.B.D. ve Hindistan
gelmektedir. Patates iiretiminde verimin hektar basina en yiiksek oldugu iilkeler ise
sirastyla A.B.D., Almanya, Tiirkiye, Hindistan, Polonya, Cin ve Rusya’dir (Byun ve
dig., 2007; Kim, 2005; Giil ve Tan, 2003).

Patates (Solanum tuberosum L.), yiiksek kalitede protein, mineral, C vitamini, besinsel
lif, B grubu vitaminlerin bir kismi1 ve eser elementlerin ¢ogunu icermektedir. Bunlara ek
olarak nisasta miktar1 bakimindan tahillarla karsilastirildiginda birim {inite basina
3—4 kat daha fazla kalori igerdiginden gida endiistrisinde olduk¢a Onemli bir yere
sahiptir (Nyende ve dig., 2005; Mohanty ve dig., 2004; Khan, 1993). Ozellikle geri

kalmis tlkelerde, igerdigi degerli besin maddeleri nedeniyle halkin temel gida



gereksinimini karsilayan patates, gida sanayinde degisik sekillerde islenerek cips,
kizartma ve piire seklinde de tiiketilmektedir. Ayrica, ekmek ununa belirli oranda
patates unu karistirildiginda, ekmeklerde bayatlamay1 geciktirmektedir. Gida sanayinde
kullanilmayan ve yemeklik olarak tiiketilemeyen patates tiiberleri ise hayvan yemi
olarak degerlendirilebilmektedir. Bunlarin disinda patates nisastasi 6zellikle sekercilik,
alkol fretimi, dokuma, kagit ve tutkal endiistrisinde de yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Nhut ve dig., 2006; Yildirim ve dig., 2005; Mohanty ve dig., 2004;
Vermerris ve dig., 2001; Arican, 2001; Arioglu, 1997).

Tiirkiye'de son yillarda kaliteli ve verim orani yiiksek tohumluk kullaniminin
yayginlagmasi sonucu patates iiretiminde onemli gelismeler kaydedilmistir. Tiirkiye'de
toplam patatesin ekim alan1 200 000 hektar, tiretimi 5 milyon ton ve verimi ise yaklasik
hektar basma 25 ton’dur. Tiirkiye bugiin diinyada, patates iiretim alani1 bakimindan
10., {iretim miktar1 agisindan ise 11. sirada yer almaktadir. Ulkemizde {iretilen patatesin
bliyiik bir ¢ogunlugu yurt i¢inde tiiketilmektedir. Tiirkiye'nin biitiin bolgelerinde patates
tiretimi yapilmakla birlikte, baslica patates iiretim bolgeleri Orta Anadolu, Karadeniz,
Ege ve Kuzey Dogu Anadolu boélgeleridir. En fazla iiretim yapilan iller ise sirasiyla
Nigde, Nevsehir, [zmir, Bolu, Afyon, Trabzon, Konya, Erzurum ve Ordu’dur. Bu illerin
ekim alani bakimindan toplami, Tiirkiye’nin toplam patates ekim alaninin % 59,5’inin
olustururken, bu illerin toplam iiretimi ise Tiirkiye’nin toplam patates {iretiminin
% 68,8’ini olusturmaktadir (Birinci ve Kiiciik, 2006; Yildirim ve dig., 2005; Giil ve
Tan, 2003).

Ulkemiz ve diinyada 6nemli bir yere sahip olmasma ragmen patates bitkisi, ¢esitli
abiyotik stres kosullarina ve hastaliklara kars1 hassas oldugundan iiretim alani gilin
gectikce daralmaktadir. Bu nedenle abiyotik stres kosullarina dayanikli, hastaliklara

kars1 direngli veya toleranshi patates ¢esitlerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.



2.2. DOKU KULTURU

Giliniimiizde tarimsal bolge topraklarimin giin gectikce azalmasi ve buna bagli olarak
elde edilen tarim {iriinlerinin, artan niifusun beslenme ihtiyaclarini karsilamaya yeterli
olmamasi, bitki 1slah¢ilarini birim alandan elde edilen {iiriin verimini arttirma

caligmalarina yonlendirmistir.

Bitki doku kiiltiirti, totipotensi yetenegine sahip bitki hiicre, doku ve organlarinin ana
bitkiden izole edilerek mikroorganizmalardan arindirilmis uygun yapay besiyeri iceren
bir ortamda yetistirilmesidir. Bitkiden alinarak biiylimesi i¢in yapay ortama tasinan
hiicre, doku ve organ kisimlarina eksplant denir. Eksplantlardan amaca uygun sekilde
organogenez, embriyogenez veya kallus dokusu tesvik edilerek in vitro sartlarda bitki
olusumu saglanabilir. Bitki doku kiiltliri teknikleri ile embriyo kiiltiirleri, meristem
kiltiirleri, kallus kiiltiirleri, haploid Kkiiltiirler, siispansiyon kiiltiirleri, protoplast
kiltlirleri kurulabilir (George, 2008; Thorpe ve dig., 2006; Babaoglu ve dig., 2001;
Alikamanoglu, 1999).

Bitki 1slah programlarinda doku kiiltiirii tekniklerinin kullanilmasi, klasik yontemlerle
15-20 yil kadar uzun siirelerde gelistirilen bitkilerin ¢ok daha kisa stireler igerisinde
elde edilmesine imkan saglamistir. Ayrica doku kiiltlirii ¢aligmalari, generatif ve
vejetatif olarak ¢ogaltilmasinda zorluk ¢ekilen bitkilerin iiretilmesinde meydana gelen
sorunlar1 da ortadan kaldirmistir (Sagel ve dig., 2002; Alikamanoglu, 1999; Rasol ve
dig., 1999).

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarimin temelini  bitki rejenerasyonu olusturmaktadir.
Yapilacak doku kiiltiirii ¢calismalarinin amaci dogrultusunda bitki rejenerasyonu, tim
bitki kisimlarindan elde edilebilecegi gibi meristematik hiicreleri igeren somatik
dokulardan da saglanabilir. Meristem, siirekli olarak boliinebilme yetenegine sahip
hiicrelerin olusturdugu dokulardir. Bitki doku kiiltiiriinde aksiler tomurcuk, lateral
tomurcuk, siirgiin ucu gibi meristematik dokulardan meristem kiiltiirleri kurulabilir.
Meristematik hiicrelerden rejenere olan bitkilerin ¢ogaltimina klonal ¢ogaltim denir.
Kiiltiir ortaminda meristematik dokulardan rejenere olan bitkilerin genetik yapisinda

herhangi bir degisim meydana gelmez ve bu dokulardan g¢ogaltilan bitkilerin tiimii



genetik bakimdan donér bitkinin aynist olur. Ayrica bitkinin apikal siirgiin ve kdk
meristemi hiicrelerinin, mikroorganizma igerme ihtimalinin ¢ok diigiik olmasi, kurulan
meristem kiiltiirlerinde olusabilecek kontaminasyon riskini olduk¢a azaltmaktadir
(Babaoglu ve dig., 2001). Ozellikle vejetatif bitkiler ile yapilan bitki 1slahi
caligmalarinda, klonal c¢ogaltim yapilarak meristem kiiltiirleri kurulmus ve
mikroorganizmalardan ari, genetik stabilitesi korunmus bitkiler elde edilmistir (Sarkar

ve dig., 2004; Sagel ve dig., 2002; Bergmann ve Moon, 1997; Rao ve dig., 1996).

Yapilan bir¢ok in vitro ¢alismada, vejetatif olarak iiretilen patates bitkisinin meristem
kiiltiirii kurulmus ve uygun kosullarda nod eksplantlarindan tam bitki veya mikro tiiber
eldesi saglanmistir (Sarkar ve dig., 2004; Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001; Vermerris ve
dig., 2001; Zobayed ve dig., 2001; Veramendi ve dig., 1999; Gopal ve dig., 1998;
Anjum ve Villiers, 1997; Ranalli ve dig., 1994; Roca ve dig., 1979). In vitro ortamda,
mikro tiiberlerin kisa silirede iiretilmesi, iiretiminin mevsimlere bagli olmadan
gerceklestirilmesi ve maliyetinin fidelige gore daha diisiik olmasi, tohumluk patates

eldesinde mikro tiiberlerin iiretimine deger kazandirmistir (Yildirim ve Tugay, 2002).

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda en iyi rejenerasyonu elde edebilmek i¢in uygulanacak
doku kiiltiirii yonteminin belirlenmesinin yani sira, kullanilacak eksplant, besi ortami1 ve

bitki biiylime diizenleyicilerinin se¢imini yapmakta olduk¢a 6nemlidir.

Meristem kiiltiiriinde basariy1 etkileyen etmenlerin basinda, ¢calismada kullanilacak bitki
materyalinin se¢imi gelmektedir. Donor bitkinin yetistirildigi c¢evre kosullar1 ile
eksplantin alindig1 bolge, rejenerasyonu etkileyen diger 6nemli faktorlerdir. Yapilan bir
caligmada, patates bitkisinde in vitro ortamda yetistirilen bitkilerden alinan
eksplantlarin, topraktaki tiiber siirgiinlerinden alinan eksplantlara gore daha yiiksek
rejenerasyon gosterdigi belirtilmistir (Babaoglu ve dig., 2001). Patates doku kiiltiiriinde
tilber ve yaprak eksplantlarinin kullaniminin yanisira en iyi siirgiin rejenerasyonunun,
meristem hiicrelerinin bulundugu nod eksplantlarindan saglandigr yapilan birgok
calisma ile gosterilmistir (Sarkar ve dig., 2004; Pompe-Novak ve dig., 2002; Chang ve
dig., 2002; Yildirim ve Tugay, 2002; Vermerris ve dig., 2001; Zobayed ve dig., 2001;
Dufty ve Cassells, 2000; Gopal ve dig., 1998; Anjum ve Villiers, 1997).



Doku kiiltiiriinde bagariy1 etkileyecek bir diger onemli faktor ise kullanilacak besi
ortam1 ve igerdigi bitki biiylime diizenleyicileridir. Meristem kiiltiiriiniin ilk uygulandig:
yillarda bitki rejenerasyonunun saglanmasinda White ortami kullanilmis fakat daha
sonra Murashige ve Skoog (MS) ortaminin rejenerasyon i¢in daha uygun oldugu
saptanmigtir. Meristem kiiltiirlerinde en fazla kullanilan ve basar1 saglanan ortam olan
MS besi ortami, in vitro patates siirglin ve mikrotiiber iiretiminin yapildig1 bir¢ok doku
kiltlirii caligmasinda da basariyla kullanilmaktadir (Graskova ve dig., 2004; Sarkar ve
dig., 2004; Pompe-Novak ve dig., 2002; Babaoglu ve dig., 2001; Zobayed ve dig., 2001;
Duffy ve Cassells, 2000).

Meristem kiiltiirleri i¢in gerekli bitki biiylime diizenleyicileri, bitkinin tiiriine ve doku
kiltlirii amacina bagh olarak belirlenmektedir. Baz1 bitki tilirlerinde, doku Kkiiltiiriiniin
ilk asamasinda bitki biiylime diizenleyicilerine gereksinim duyulmazken c¢ogu tiirlerde,
doku kiiltlirinlin baslangi¢c asamasinda, biiylimeyi ve meristemin gelisimini destekleyen
diisiik konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri mutlaka gerekmektedir.
In vitro ortamda yapilan patates doku kiiltiirii ¢alismalarinda, MS besi ortamina amaca
gbre bitki biiylime diizenleyicilerinden oksin olarak, 2,4-Diklorofenoksi asetik asit
(2,4-D) ve Indol-3-Asetik Asit (IAA), sitokinin olarak ise 6-Benzil amino piirin (BAP),
Zeatin Ribosid (ZR) ve Kinetin (K) eklenerek, mikrotiiber ve siirgiin rejenerasyonu
basari ile tesvik edilmistir (Graskova ve dig., 2004; Chang ve dig., 2002; Yildirim ve
Tugay, 2002; Arican, 2001; Duffy ve Cassells, 2000; Gopal ve dig., 1998; Anjum ve
Villiers, 1997).

2.3. SOMATIK MUTASYON

Kalitim materyalinin fiziksel veya kimyasal yapisinin i¢ veya dis etkenlerle degismesi
sonucunda canli organizmada meydana gelen kalic1 degisikliklere mutasyon denir.
Mutasyon terimi kromozomlardaki yapi, say1 ve genlerdeki degisiklikleri ifade eder.
Mutasyonlar hem esey hiicrelerinde hem de somatik hiicrelerde meydana gelebilir. Esey
hiicresi disinda diger biitlin hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar somatik
mutasyonlardir. Vejetatif cogalan bitkilere istenilen 0Ozelliklerin kazandirilmasinda
somatik mutasyonlarin rolii biiyiiktiir. Biiylime noktasindaki tek bir hiicrenin mutasyona

ugramastyla bu hiicreden gelisen bitki mutant 6zellik tasir. Bitkilerde ¢esitli mutagenler
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kullanilarak = somatik mutasyonlarin tesvik edildigi ve istenilen ozelliklerin

kazandirildig1 bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Collet ve dig., 2005).

Fiziksel veya kimyasal mutagenler, mutasyonlarin tesvik edilmesinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Saleem ve dig., 2005; Atak ve dig., 2004; Hewawasam ve dig., 2004;
Sagel ve dig., 2002; Das ve dig., 2000). Fiziksel mutagenler, kimyasal mutagenlere gore
toksik kalintilariin ve zararli maddelerinin ¢evreye karisma riskinin olmamasi, kolay
uygulanabilirligi ve uygulanan dozun net olarak belirlenebilmesi gibi 6nemli avantajlara
sahiptirler (Predieri ve Di Virgilio, 2007). Fiziksel bir mutagen olan gama radyasyonu
kullanilarak hastaliklara direng, tuzluluga direng, soguga ve sicakliga kars1 mukavemet,
ylksek yag, protein ve verim kalitesi gibi agronomik 6zellikleri tagiyan mutant bireyler
elde edilmis ve bunlarin ¢ogaltilmasiyla yeni varyeteler olusturulmustur (Patade ve
dig., 2008; Fu ve dig., 2008; Muthusamy ve dig., 2007; Mohamed ve Haggag, 2006;
Saleem ve dig., 2005; Lee ve dig., 2003; Lage ve dig., 2002; Das ve dig., 2000) .

In vitro tekniklerle beraber mutagenezin kombinasyonu, vejetatif olarak iiretilen
bitkileri gelistirmek i¢in etkili bir yontemdir. Bu teknikler varyasyonun artmasina,
istenilen genotipin klasik metodlardan daha kisa bir siirede ve kiiclik bir alanda
cogaltilmasina ve bu agsamay1 takiben seleksiyonuna imkan verir (Lu ve dig., 2007;
Szarejko ve Forster, 2007; Saleem ve dig., 2005; Hewawasam ve dig., 2004; Lee ve
dig., 2003; Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001; Ahloowalia ve Maluszynski, 2001).
Gilintimiize kadar bitkilerde direkt ve indirekt olmak iizere toplam 2570 mutant varyete
elde edilmis bunlarin 1023’tinde gama radyasyonu, 19’unda ise in vitro teknikler ile
birlikte gama radyasyonu kombine edilerek kullanilmistir. Patates ile yapilan mutasyon
caligmalar1 sonucunda ise patatese ait 6 mutant varyete elde edilmis ve

bu ¢aligmalarin birinde gama radyasyonu kullanilmistir ( FAO/TAEA veritabani, 2009).

Mutasyon c¢alismalarinda uygulanacak radyasyon dozunun saptanmasi 6nemlidir.
Radyasyon dozunun artmasiyla mutasyon orani artmakta ancak, bitkilerde morfolojik ve
fizyolojik zararlanma olugmakta ve sonu¢ olarak bitki yasamini siirdiirememekte,
stirdiirse bile steril olmaktadir. Bu nedenle mutasyon 1slah1 ¢aligmalarinda uygulanacak
dozlarin c¢ok iyi belirlenmesi gerekmektedir. Yapilan bir¢ok mutasyon 1slahi

calismasinda EDj; (Etkin doz, biiyiime parametresini kontrole goére % 30 azaltan doz)



11

dozunun % 15-20 alt ve {ist sinirlari, istenilen 6zelliklere sahip mutant bitkilerin elde
edilmesi i¢in tercih edilmektedir (Predieri ve Di Virgilio, 2007; Mba ve dig., 2007;
Toker ve dig., 2007; Sagel ve dig., 2002).

Somatik mutasyonlarin tesvik edilmesinde ve saptanmasinda mutasyona ugrayan
hiicrelerin, meristematik doku tabakalarindaki konumu c¢ok Onemlidir. Mutant
hiicrelerin meristematik doku tabakasindaki konumlarina goére meriklinal, sektoriyel ve
periklinal olmak iizere ii¢ farkli sekilde kimera olusumu mevcuttur. Mutasyon
uygulamalar1 sonucu olusan periklinal kimera stabil olup bu yapilarda olusturulan
somatik mutasyonlar, klonal ¢ogaltim yapilarak saptanabilirler. Fakat, meriklinal ve
sektoriyel kimeralar stabil olmadiklarindan bu yapidaki mutant hiicreler, normal
hiicreler ile girdikleri gelisim rekabetini  ¢ogunlukla kaybederler ve bdylelikle
olusturulan somatik mutasyonlar saptanamazlar. Bu olaya diplontik seleksiyon adi
verilir. Fakat, in vitro teknikler kullanilarak meriklinal ve sektoriyel kimeralarda
olusturulan somatik mutasyonlar belirlenebilir. Cilinkii in vitro doku kiiltiirleri,
in vivo tekniklere goére biiylimenin yavas gelistigi sistemlerdir ve bu yavas gelisim,
uygulanan radyasyon sonucu hiicre aktivitesi yavaglayan, kromozomlarinda zararlanma
ve mitoz bolinmesinde gecikmeler meydana gelen mutant hiicrelere gelisim firsati
saglayabilir. Yeniden hiicresel faaliyetlerine baglayan mutant hiicreler, normal hiicreler
ile girdikleri rekabeti kazanip, somatik mutantlar olarak saptanabilirler (Coban, 2003;

Sagel ve dig., 2002; Babaoglu ve dig., 2001; Alikamanoglu, 1999).

Tesvik edilen somatik mutasyonlarin tespit edilmesi ile ayrilmasinda ortaya cikan
problemlerin giderilmesi icin in vitro klonal ¢ogaltim uygulamasi tercih edilen bir
yontemdir. Kiiltiir ortaminda M;V; (Mutasyon bir, Vegetasyon bir) govdelerinden
aksilar tomurcuklarin gelismesini saglamak klonal ¢ogaltimin esasini olusturur. In vitro
ortamda radyasyona maruz birakilmis ilk vejetatif siirglinlere MV, ad1 verilir. Benzer
olarak uygulamay1 takip eden ikinci ve daha sonraki vejetatif generasyonlar ise M;V, ve
M, V; olarak isimlendirilir. Istenilen 6zelliklere sahip mutant bireylerin elde edilmesi
icin genis populasyonlarin olusturulmasi gerekmektedir. Genetik bir agilim olmadan ¢ok
kisa bir siirede in vitro klonal c¢ogaltim ile olusturulan M;Vs; M;Vs M;Vs
generasyonlari, istenilen karakterlerin bitkide ortaya cikartilmasina olanak saglayabilir

(Hewawasam ve dig., 2004; Ahloowalia ve Maluszynski, 2001) . Mutasyon 1slahi1 ile
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in vitro kiiltiir ortaminda siirgiin uglari, adventif filizler, nod boélgeleri ve aksiler
tomurcuklardan gelisen kisimlarin mikro iiretim ile ¢ogaltilmasi yani M;V;, M;V,,
M;V; generasyonlarinin olusturulmasi, somatik mutasyonlarin izolasyonlar1 igin
onemlidir. Yapilan birgok mutasyon calismasinda, M;V3 generasyonundan itibaren
uygulanan stabilite testleri sonucu istenilen 6zelliklere sahip mutant bitkilerin tespit
edilmesi saglanmigtir (Gulsen ve dig., 2007; Lokko ve Amoatey, 2001; Majid ve dig.,
2001; Zhen, 2001; Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001; Sharabash, 2001; Gosal ve dig.,
2001; Das ve dig., 2000; Alikamanoglu, 1999).

2.4. TUZ STRESI

Cevresel stres faktorleri bitkilerin iirlin verimi ve kalitesi lizerinde oldukga etkilidir.
Bitkinin yetistirildigi ortamda biyotik veya abiyotik kokenli, bir veya daha fazla stres
faktoriinlin etkisiyle bitki biiyiime ve gelismesinde meydana gelen her tiirlii olumsuz
degismeler bitkisel iiretimde azalmaya neden olur. Bitkilerde stres, 6nemli fizyolojik ve
metabolik degisimlere yol agarak biiyiime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, iirtin
kalitesinin ve miktarinin azalmasina, bitki kisimlarinin veya bitkinin tamaminin kaybina
yol acabilmektedir. Ozellikle diinyada kurak ve yar1 kurak topraklarda bitki iiretiminin
onemli derecede azalmasina neden olan en Onemli stres faktdrlerinden biri olan
tuzluluk, ¢6ziinebilir tuz bilesiklerinin yikanarak yer alti suyuna karigmasi ve tekrar
yliksek taban suyu ile birlikte kapilarite yoluyla toprak yilizeyine ¢ikmasi ve sonra suyun
buharlagsmas1 ile toprak yiizeyinde birikmesi olayidir. Toprak ylizeyinde biriken
bilesiklere ornek, kloriir olarak NaCl, CaCl,, MgCl,, siilfat olarak Na,SO4, MgSOy,
nitrat olarak NaNQOj;, KNOs, karbonatlar ve bikarbonatlar olarak ise Na,CO;, NaHCOs3
verilebilir. Ancak genelde toprak tuzlulugu ve tuz stresi denildiginde NaCl’nin
varligindan s6z edilmektedir. Ciinkii, NaCl ¢oziiniirliigii ¢cok yiiksektir ve bu nedenle
toksik etkisi en fazla olan ve rastlanilan tuz bilesigidir. Tuzlanmanin baslica nedenleri
arasinda yetersiz yagis, yuksek buharlasma, yiiksek taban suyu, kotii drenaj, yanlis
giibreleme, yanlis toprak isleme ve yanlis sulama teknikleri sayilabilir (Pareek ve dig.,
2007; Sonmez ve Sonmez, 2007; Pan ve dig., 2006; Sen, 2005; Narita ve dig., 2004;
Foolad ve Chen, 1998).
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Gliniimiizde sulanabilir topraklarin % 25’inin iizerinde tuzluluk etkilidir ve 6zellikle
Akdeniz Havzasi, California ve Giiney Dogu Asya gibi diinyanin en ¢ok iiretim
potansiyeline sahip bolgelerinde 6nemli bir sorun olmaya baglamistir. Yapilan
calismalar 2050 yilina kadar tarima uygun topraklarin %50’sinin ciddi bir bi¢cimde
tuzluluk sorunu ile kars1 karsiya kalacagimi gostermektedir (Pareek ve dig., 2007,

Shaterian ve dig., 2005).

Tuzluluk, bitkilerin biitiin metabolizmasinda etkili olan bir faktordiir. Bitkilerde goriilen
en onemli tuz zarar1 bliylime ve gelismenin engellenmesidir. Tuz stresi toleransa bagh
olarak biiyiimeyi engellemekte, verim ve kaliteyi azaltarak ani bitki 6liimlerine neden
olabilmektedir. Topraklarda bulunan veya sulama sonucu olusan tuzlarin neden oldugu
toprak tuzlulugu, bitkiler lizerinde iki sekilde etkili olmaktadir. Birincisi, bitkilerin
toprak ¢ozeltisinden su alimin1 engelleyen ozmotik etki, ikincisi ise bitkilerdeki bazi
fizyolojik olaylar1 etkileyen toksik iyon etkisidir (Munns ve Richards, 2007; Mba ve
dig., 2007; Miiftiioglu ve dig., 2006; Sen, 2005; Sairam ve Tyagi, 2004).

Toprak igerisinde yeterli miktarda su bulunmasina ragmen, bazi kosullar altinda
bitkilerin solmaya basladiklar1 goriilir ve bu durum genellikle yiiksek toprak
tuzlulugunun yarattig1 fizyolojik kurakliktan kaynaklanmaktadir. Fizyolojik kuraklik,
yliksek ozmotik basing nedeniyle bitki koklerinin topraktaki mevcut suyu alamamasi
durumudur (Miiftiioglu ve dig., 2006; Bandeoglu ve dig., 2004; Davenport ve dig.,
2003). Tuzlu kosullarda bitkilerde meydana gelen degisiklikler, hormonal
dengesizliklere, stoma acilimi ve CO, aliminin azalmasina, transpirasyon kaybina ve
neticede bitkilerde biiylimenin azalmasina neden olmaktadir (Miiftiioglu ve dig., 2006;

Pan ve dig., 2006; Narita ve dig., 2004).

Tuz stresine bagli olarak bitki hiicrelerinde, suyun azalmasi ve iyonlarin artmasiyla
enzim aktivitesi azalirken, protein sentezi geriler, zar gecirgenligi azalir, kloroplastlar
ve diger hiicresel yapilar 6nemli olgiide zarar goriir. Iyonlar arasindaki denge
bozuldugundan tuzu olusturan iyonlarla bitki i¢in gerekli besin mineralleri arasinda
rekabet goriiliir ve bitkiler kendileri icin gerekli elementleri yeterli miktarda alamazlar.
Bitki protoplazmasinda Na“ ve Cl” konsantrasyonlarinin artisi, iyon dengesizligine

neden olmakta ve 6zellikle Na* birikimi, K", Mg™ ve Ca™ alimim engellemektedir.
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Ayrica tuz stresi bitkilerde hidrojen peroksit (H2O,), superoksit (O, 7) ve hidroksil
(OH) radikallerini igeren reaktif oksijen tiirevlerinin {retimini arttirir. Bu reaktif

oksijen tlirevleri sitotoksiktir ve lipid, protein ve nukleik asitlerin normal
metabolizmasinda ciddi hasarlar meydana getirirler. Ozellikle hidroksil radikalleri,
klorofil, protein, DNA, lipid ve diger énemli makro molekiillere hasar vererek bitkiyi
Olime gotiirebilir (Byun ve dig., 2007; Uddin ve dig., 2007; Eryilmaz, 2006; Aoki ve
dig., 2005)

Tuza olan tolerans bakimindan bitkilerde familya, cins ve tiirler arasinda farkliliklar
bulundugu gibi, ayni tiire ait cesitler arasinda da ayrimlarin bulundugu bilinmektedir
(Miiftioglu ve dig., 2006; Silva ve dig., 2001). Bitkiler, yiiksek konsantrasyonda tuz
iceren topraklarda gosterdikleri diren¢ bakimindan halofitler ve glikofitler olarak iki
bliyiik gruba ayrilirlar. Halofitler, topraktaki yiiksek tuz konsantrasyonunda yasam
dongiilerini siirdiiren bitkilerdir. Glikofitler ise tuzlu ortamlara halofitler kadar dayanikli
olmayan tuza duyarli bitkilerdir. Pek ¢ok bitki c¢esidi glikofit olup, yliksek
konsantrasyondaki tuz stresini tolere edemezler. Glikofitler i¢in topraktaki tuz
konsantrasyon esiginin geg¢ilmesi, bitki biiylimesinde duraklamaya ve bitkinin 6liimiine

neden olur.

Bitkilerde tuz konsantrasyon esiginin incelenerek tuza dayaniklilik siirlarinin ortaya
konmasi, Ozellikle toprak tuzlulugunun belirli bir diizeyin altina disiiriilemedigi
alanlarda ekonomik degere sahip bitkilerin secilerek yetistirilmesi amaciyla 6nemlidir.
Topragin elektrik akimini tagima kabiliyetinden yararlanilarak tarim alanlarinin tuzluluk
miktar1 Olgiilebilir ve bu topraklarda yetistirilen bitkilerin tuza tolerans durumlari
saptanabilir. Bu 0Ozellige elektriksel iletkenlik (EC) adi verilir ve milimhos birim
santimetre (mmhos/cm) veya desiSimens birim metre (dS/m) olarak ifade edilir.
NaCl ¢ozeltisinin 25°C’de, 1 dS/m birimindeki elektriksel iletkenliginin ppm
(milyonda bir birim) cinsinden degeri: 1 dS/m X 500 = mg / 1t’dir. Elektriksel iletkenligi
1,5- 3 dS/m (15-30 mM, NaCl konsantrasyonu igeren) olan topraklarda yasayabilen
bitkiler tuza duyarh bitkiler olarak ifade edilir (mercimek, bezelye, patates, vs...).
Elektriksel iletkenligi 3 - 5 dS/m (30-50 mM, NaCl konsantrasyonu igeren) olan
topraklarda yasayabilen bitkiler ise orta derecede tuza toleransh bitkilerdir (domates,

soya fasiilyesi, ay¢icegi, vs.). Elektriksel iletkenligi 5 - 10 dS/m (50-100 mM, NaCl
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konsantrasyonu iceren) olan topraklarda yasayabilen bitkiler ise tuza toleransh
bitkilerdir (arpa, pamuk, bugday, vs.) (Byun ve dig., 2007; Mba ve dig., 2007; Lee ve
dig., 2007; Sen, 2005; Sairam ve Tyagi, 2004).

Diinya gida ve nisasta endiistrisinde Onemli bir tarim iirini olan patates
(Solanum tuberosum L.) gesitlerinin ¢ogu, seyrek ve kisa kok sistemi nedeniyle sicaklik
degisiklikleri, kuraklik, yiiksek tuzluluk gibi c¢evresel stres faktorlerine karsi oldukca
hassastirlar (Byun ve dig., 2007; Lee ve dig., 2007; Silva ve dig., 2001). Tuz stresi,
patates bitkisinin iiretim alanini biiyiik 6l¢lide kisitlayan bir etkendir ve bu sebeple
patates, tuz stresine karsi hassas bitkiler arasinda gosterilmektedir (1,7 dS/m, EC).
Elektriksel iletkenligi 1,7 - 3,0 dS/m olan tuzlu ortamda yetistirilen patates bitkisinin
bliylimesinde azalma ve iriin veriminde ciddi kayiplar meydana gelmektedir. Diger
tarim iriinleri ile karsilastirildiginda patates bitkisi tuz stresine karsi biber ve misira
gore daha dayanikli fakat domates, piring, soya fasulyesi ve arpaya gore daha hassastir

(Byun ve dig., 2007).

2.5. RAPD-PCR YONTEMI

Genetik markorler, baglantili bir lokustaki allelleri tanimlamak i¢in kullanilan
saptanabilir gen yada DNA parcast olup, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
markdrler olmak {lizere {i¢ gruba ayrilirlar. Genetik haritalamada markdrlerin
kullanilabilmesi i¢in polimorfik olmalari zorunludur. Polimorfizm, kullanilan bir
markdriin farkli genotipleri ayirt edebilme yetenegi olup DNA’da yer degistirmeler, ters
donmeler ve parca eksilmeler ile meydana gelir ve genlerin diizenini dolayistyla canli
gelisimini, morfolojisini ve davranigini etkiler. Markorlerin farklilik gosterme oranlar
markdr tipine ve bitki tiiriine gore biiylik dl¢iide degismektedir (Babaoglu ve dig., 2004;
Yildirim ve Kandemir, 2001).

Yaprak sapi, tlly yapisi ve ¢icek rengi gibi karakterlerin olusturdugu morfolojik
markdrler, heterozigot bireylerin, homozigot dominant bireylerden ayirt edilmesinde
kullanilamazlar. Sadece dominant fenotipi resesif fenotipten ayirabilirler. Bunun
yaninda cevresel faktorlerden etkilenirler. Pleotropik veya epistatik etkilere maruz

kalirlar. Bu morfolojik karakterlerin analizlerinin kolay olmasi bir avantaj olsa bile
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yakin genotipler arasinda sinirli sayida polimorfizm gdstermesi nedeniyle morfolojik
markorler, genetik tan1 calismalarinda fazlaca kullanilmamaktadir (Yildirim ve

Kandemir, 2001; Kleinhofs ve dig., 1993).

Biyokimyasal markdrler ise morfolojik karakterlerin ¢evreden etkilenmelerini ortadan
kaldirmak i¢in gelistirilmis enzim veya protein markorleridir. Enzim ve protein
markdrler, ¢evresel faktorlerden ve diger lokuslardan etkilenmeyen ve genlerin ara
irtinli olan biyokimyasal sistemlerdir. Cesitli biyokimyasal sistemler kullanilarak
populasyon igerisinde bulunan mevcut varyasyonlarin saptanabilmesine ragmen bazi
enzimlerin ancak 06zel dokularda ve belli bir gelisme periyodunda gozlenmesi ve
molekiiler markdrlere gore diisiik polimorfizm gdstermesi, biyokimyasal markorlerin

kullanimini sinirlandirmistir (Yildirim ve Kandemir, 2001; Alikamanoglu, 1999).

Molekiiler markorler tanim olarak aym tiire ait bireyler arasindaki farkliligi gosteren,
kaliimi kolaylikla belirlenebilen bir DNA dizilimidir. Glinlimiizde bitki tiirlerinin
tanimlanmasinda ve genetik varyasyonun arastirilmasinda, 1slah programinda
kullanilacak ebeveynlerin saptanmasinda, evrimsel gelismeler ve kromozomlarda olusan
yapisal degismelerin belirlenmesinde, genetik haritalamada, transgenik bitkilerin
saptanmasinda ve mutasyonlarin belirlenmesinde molekiiler markdrler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu markorler, cevresel faktorlerden etkilenmeyen ve yiiksek
polimorfizm gosteren genetik markdrlerdir. Ayn1 zamanda pleotropik ve epistatik etki
gostermeyip son derece stabildirler (Yildirnm ve Kandemir, 2001; Williams ve dig.,
1990). Hibridizasyona dayali DNA melezleme (RFLP) markoérleri ve polimeraz zincir
reaksiyonu kullanimina dayali DNA ¢ogaltim (PCR) markorleri olmak tizere iki grup

altinda incelenirler (Yildirim ve Kandemir, 2001).

DNA zincirinin komplementer yapis1 nedeniyle DNA/DNA veya DNA/RNA arasinda
melez molekiiller olugturmasi temeline dayanan RFLP (kesilmis parcalarin uzunluk
polimorfizmi) yontemi istenilen DNA parcgalarinin genomdaki yerlerinin belirlenmesini
sagladig1 gibi bu pargalarin niikleotid dizilerinin arastirilmasinda da kullanilmaktadir.
RFLP analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman ve isgilici gerektirmesi, ¢ok miktarda

(10-20 pg) ve yiiksek kalitede DNA’ya gereksinim duymasi ve ¢ogu durumlarda
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radyoaktif etiketleme yontemi kullanilmasi bu markériin en 6nemli dezavantajlaridir

(Yildirim ve Kandemir, 2001; Walton, 1993).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ise, dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro olarak
cogaltilmasina ve DNA molekiiliiniin ¢ok sayida kopyasini kisa zamanda yapmasina
olanak saglayan, uygulanabilirligi basit bir tekniktir (Birben, 2006; Ozaydimn, 2004;
Yildirim ve Kandemir, 2001).

PCR’a dayali 6nemli metodlardan birisi olan RAPD-PCR metodu, tesadiifi bir dizilime
sahip 10 bazlik primerleri kullanarak in vitro sartlarda enzimatik yollarla DNA’nin
cogaltilmasi esasina dayanir. RAPD tekniginin avantajlar1 arasinda uygulanmasinin
kolaylig1, ucuz olmasi, az is giici gerektirmesi ve ¢abuk sonu¢ vermesi sayilabilir.
Ayrica, RFLP yonteminin tersine nanogram diizeyinde DNA' ya gereksinim duyulmasi
ve polimorfizm oraninin yiiksek olmasi bu yontemin bir diger avantajidir (Yildirim ve

Kandemir, 2001; McGregor ve dig., 2000).

RAPD markorlerinde herhangi bir spesifik DNA dizin bilgisine ya da spesifik
primerlerin sentezine ihtiya¢ yoktur. Fragmentler, PCR yonteminde primer olarak
kullanilan rastgele ve cok kisa DNA parcaciklarindan c¢ogaltilmaktadirlar. Boylece
cogaltilan DNA’lar kullanilarak, organizmalarda DNA diizeyindeki farkliliklar
belirlenebilmektedir. RAPD markérleri genetik haritalamada, bitki ve hayvan 1slahi
uygulamalarinda, populasyon genetigi calismalarinda ve genetik farkliligi belirlemede
kullanilmaktadir (Abbas ve dig., 2008; Newbury ve Ford-Lloyd, 1993; Williams ve
dig., 1990).

RAPD teknigi, basit olmasinin yaninda ¢ok sayida bitki tiiriinde uygulanabilmesi nedeni
ile aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir. Ornegin; bugday, soya,
misir, domates, seker kamisi, muz ve patates, RAPD tekniginin basar1 ile kullanildigi
tiirlerden bazilaridir (Abbas ve dig., 2008; Khan, 2007; Yasmin ve dig., 2006;
Trabelsi ve dig., 2005; Atak ve dig., 2004; Isenegger ve dig., 2003;
Glibbiik ve Pekmezci, 2001; McGregor ve dig., 2000; Ochatt ve dig., 1999;
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Doldi ve dig., 1997; Dweikat ve dig., 1997; McDonald ve dig., 1994; Deragon ve
Landry, 1992).
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1. DENEY MATERYALININ ELDESI

Calismamizda kullanilan patates (Solanum tuberosum L. cv. Marfona) tiiberleri, Tarim
ve Koy Isleri Bakanhign Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii Menemen,

[zmir’den temin edildi.

3.1.1. Patates Siirgiinlerinin Eldesi ve Yiizey Sterilizasyonu

Marfona patates (Solanum tuberosum L.) g¢esidine ait tiiberler, oda sicakligina sahip
karanlik ortamda iki hafta bekletilerek tiiber gézeneklerinden siirgiinlerin ¢ikmasi ve
gelismesi saglandi. Ikinci haftanin sonunda tiiberlerden ¢ikan siirgiinlere steril ortamda
ylizey sterilizasyonu uygulandi. Bunun igin siirgiinler, 2 dakika %70 etanolde
bekletildikten sonra 10 dakika %35’lik sodyum hipoklorit solusyonuna birakildi ve
ardindan 3 kez steril distile su serisinden gegirilerek steril kurutma kagidinda kurutuldu.
Yiizey sterilizasyonu uygulanan siirgiinler, icerisinde 30 gr/l sakaroz iceren
MS besiyerine (Tablo 3.1) ekildi ve 26°C’ de, 16 saat 151k / 8 saat karanlik giin
periyoduna sahip biiyiime kabinine yerlestirildi. /n vitro ortamda 10. giiniin sonunda MS
besiyerinde gelisen siirglinlerden, ¢alismamizda kullanacagimiz nod eksplantlar1 elde

edildi (Sharabash, 2001).

3.2. PATATES DOKU KULTURLERININ KURULMASI

3.2.1. Rejenerasyon Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Patates (Solanum tuberosum L. cv. Marfona) doku kiiltiiriinde rejenerasyonu tesvik
etmek i¢in ¢esitli bliylime hormonlar1 degisik konsantrasyonlarda MS besiyerine ilave
edilerek ti¢ farkli igerikte besiyeri hazirlandi (Tablo 3.2). Bunun i¢in MS besiyerine
karbon kaynagi olarak farkli konsantrasyonlarda sakkaroz eklenerek ¢ozelti eritildi.

Daha sonra eritilen besiyerine 10 g/l agar ilave edilerek, 1 atmosfer basing,
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121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Steril edilen besiyeri soguduktan sonra
aseptik kosullar altinda farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime hormonlar1 eklendi
(Chang ve dig., 2002; Yildirim ve Tugay, 2002; Zobayed ve dig., 2001; Arican, 2001;
Anjum ve Villiers, 1997).

Tablo 3.1: Doku kiiltiirleri i¢in hazirlanan MS besiyerinin igerigi

Inorganik Tuzlar mg/l
Ammonium nitrate 1650,0
Borik acid 6,2
Calcium chloride anhydrous 332,2
Cobalt chloride 6H,O 0,025
Cubric sulfate 5SH,O 0,025
Sodium EDTA 37,26
Ferrous sulfate 7H,O 27,8
Magnesium sulfate 180,7
Manganase sulfate H,O 16,9
Molydic acid 0,25
Potassium iodide 0,83
Potassium nitrate 1900,0
Potassium phosphate monobasic 170,0

Zinc sulfate 7H,O 8,6
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Tablo 3.2: Patates doku kiiltiiriinde rejenerasyonu tesvik etmek i¢in hazirlanan
besiyerlerinde kullanilan biiyiime hormonlar1 ve seker konsantrasyonlari

Bilyiime Hormonlar1 (mg /1)
Besiyeri No Besiyeri 7R IAA BAP 24D Seker

(g/1)
1 MS 0,5 L5 30
2 MS 5 0,5 80
MS 30

3.2.2. Nod Eksplantlarimin Eldesi ve Kiiltiir Ortamina Ekimi

In vitro ortamda yetistirilen Marfona patates (Solanum tuberosum L.) siirgiinlerinin nod
bolgeleri aseptik kosullar altinda steril pens ve bistiiri yardimiyla 2-3 mm uzunlugunda
kesilerek igerisinde daha dnceden hazirlanmig farkli igerikteki MS besiyerleri bulunan
kiltiir siselerine ekildi ve 26°C’ de, 16 saat 151k / 8 saat karanlik giin periyoduna sahip
bliylime kabinine yerlestirilerek 28 giin boyunca goézlemleri yapildi ve bu siirenin
sonunda rejenerasyon yiizdesi en yiiksek olan besiyeri, patates doku kiiltiiriinde

kullanilacak rejenerasyon besiyeri olarak belirlendi.

33. IN VITRO DOKU KULTURU CALISMALARI iCiN OPTIMUM
RADYASYON DOZUNUN BELIiRLENMESI

3.3.1. Doku Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Gama radyasyonunun patates doku kiiltiirleri iizerindeki etkisinin belirlenmesi ve doku
kiiltiirinde somatik mutasyonlarin tesviki i¢in uygulanacak optimum radyasyon
dozlarinin saptanmast amaci ile Marfona patates c¢esidine ait nod eksplantlar
3.1.1 boliimiinde anlatildigi gibi elde edildi ve elde edilen nod eksplantlari,

rejenerasyon besiyerine 3.2.2°de anlatildig1 sekilde ekilerek nod kiiltiirleri kuruldu.
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3.3.2. Eksplantlarin Isinlanmasi ve M;V; Generasyonunun Olusturulmasi

Rejenerasyon besiyerine ekilen Marfona patates c¢esidine ait nod eksplantlarindan
kurulan kiiltiirlere, MV, generasyonunu olusturmak icin 1.U. Capa Tip Fakiiltesi,
Losemili Cocuklar Vakfi Kan Isinlama Unitesinde bulunan, aktivitesi 6.5 Gy / dk olan
Sezyum—137 (Cs"") radyasyon kaynaginda 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 50 Gray (Gy) gama
radyasyon dozlar1 uygulandi (Gosal ve dig., 2001; Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001;
Sharabash, 2001).

3.3.3. Isinlanms Eksplantlarin Taze Besiyerine Aktarilmasi

M,V generasyonuna ait nod eksplantlari, isinlamadan hemen sonra steril ortamda
icerisinde taze rejenerasyon besiyeri bulunan kiiltlir siselerine aktarilarak 26 °C’deki
16 saat 151k / 8 saat karanlik periyoduna sahip biiyime kabinine yerlestirildi ve 28 giin
boyunca gelisimleri gdzlendi. Ayrica ¢alismamizda kullanilan kontrol gruplar1 da aym
kosullar altinda ve ayni zamanda taze besiyerine aktarilarak biiylime kabinine

yerlestirildi.

3.3.4. Kiiltiir Ortaminda Rejenere Olan Bitkilerin Boy Uzunluklarimin, Yaprak

Sayilarinin ve Kok Olusum Yiizdelerinin Saptanmasi

Kontrol ve farkli dozlarda gama radyasyonu ile 1sinlanarak olusturulan
M,V generasyonuna ait nod eksplantlarindan rejenere olan bitkilerin 28. giinde yaprak
sayilar1 ve kok olusum ylizdeleri belirlendi. Ayn1 zamanda kiiltliir ortaminda rejenere
olan bu bitkilerin steril ortamda boylar tek tek dlciilerek ortalama bitki boy uzunluklar

hesaplandi.
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3.3.5. Isinlanmis Bitkilerin Vejetatif Uretimi ile MV, ve M;V; Generasyonlarinin

Olusturulmasi

Marfona patates ¢esidi M; V| generasyonuna ait bitkilerden, 28.giiniin sonunda aseptik
kosullarda nod eksplantlar1 elde edilerek M;V, generasyonu, yine aym sekilde
28 giinlilk M;V, generasyonuna ait bitkilerden de M,;V; generasyonu olusturularak
rejenerasyon besiyerine ekildi ve biliylime kabininde 28 giin boyunca gelisimleri
gozlendi. Bu siirelerin sonunda M;V, ve M;V3 generasyonlarinda rejenere olan

bitkilerin yaprak sayilari, kok olusum ytiizdeleri ve boy uzunluklar tespit edildi.

3.4. TUZ UYGULANMASI

3.4.1. Kullamlacak Tuz Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Marfona patates ¢esidine ait nod eksplantlari, 0, 50, 100, 125, 150, 175 ve 200 mM
NaCl iceren rejenerasyon besiyerine ekildi ve biiyiime kabinine yerlestirildi.
Kiiltiirlerin, farkli konsantrasyonlarda tuz igerigine sahip besiyerlerindeki
rejenerasyonlart 28 giin boyunca gozlendi. Bu siirenin sonunda kiiltiir ortaminda bitki
rejenerasyon yiizdeleri dikkate alinarak, yapacagimiz stres denemesinde kullanacagimiz

selektif besiyerleri belirlendi.

3.4.2. Selektif Besiyerinin Hazirlanmasi ve Kiiltiirlerin EKimi

Marfona Patates cesidine ait nod eksplantlarmin farkli tuz igerikli besiyerlerindeki
rejenerasyon ylizdeleri g6z Oniinde bulundurularak 50, 100, 125 mM tuz
konsantrasyonu iceren selektif besiyerlerine, Marfona patates c¢esidine ait M;V3
generasyonu nod eksplantlari ekilerek biiylime kabinine yerlestirildi ve 28.giin sonunda

rejenerasyon ve kok olusum ytizdeleri saptandi.
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3.5. MOLEKULER ANALIZLER

Calismamizda Marfona patates (Solanum tuberosum L.) g¢esidine ait kontrol ve tuza
toleransli mutant bitkiler arasinda olusan DNA diizeyindeki farkliliklar, polimeraz zincir
reaksiyonuna (PCR) dayanan RAPD (Rastgele Cogaltilmis DNA farklilig1) teknigi

kullanilarak gdsterildi.

3.5.1. Deney Materyalinin Eldesi

Bitki biiylime kabininde yetistirilen Marfona patates (Solanum tuberosum L.) cesidi
M, V3 generasyonuna ait 28 giinliik kontrol ve mutant bitkilerin yaprak érnekleri tek tek
alinarak tartildt ve genomik DNA izolasyonunun yapilmast i¢in -70 °C’deki

deep-freeze’de muhataza edildi.

3.5.2. Genomik DNA izolasyonu

Bitkisel materyalden genomik DNA izolasyonu i¢in Walbot (1988)’nin yoOntemi,
CTAB (cetil three metil amonyum bromid) Sangwan ve dig. (2000) yontemi ve
Fujifilm’e ait bitki DNA izolasyon kiti kullanildi ve yapilan 6n denemelerde en iyi
sonucu veren QG - mini 80 (Fujifilm) marka genomik DNA izolasyon cihazi ve bu
cihaza Ozel bitkisel DNA izolasyon kiti (QuickGene DNA tissue kit S) calismamizda
genomik DNA izolasyonu i¢in kullanildi. Calismamizda, kontrol ve mutant bitkilere
ait 100’er mg yaprak ornekleri soguk havanda sivi azot igerisinde ezilerek toz haline
getirildi ve lizerine DNA izolasyon kitine ait 360ult ezme tamponu ilave edilerek
mikrotiiplere aktarildi. Tiiplerin igerisine RNA’y1 uzaklastirmak i¢in 10 mg/ml RNaz
eklendi ve 55 °C’deki su banyosunda 1 saat bekletildi. Daha sonra tiiplerin igerisine
proteinleri ¢oktiirmek icin yine DNA izolasyon kitine ait 40 plt soliisyon ilave edildi ve
55 °C’deki su banyosunda 1 saat bekletildi. Bu islemi takiben oda sicakliginda
10 dakika 15000 devir/dakika’da santrifiijleme yapildi ve karigimlarin {ist sivilarindan
200 plt almarak yeni tiiplere aktarildi. Uzerilerine 180 plt DNA izolasyon kitine ait
lizis tamponu eklendi ve 15 sn vortekste karistirilarak 70 °C’deki su banyosunda

10 dakika birakildi. Daha sonra 240 plt, % 99’luk etanol ilave edilerek tiipler tekrar
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15 sn vortekste karistirildi. Karisimlarin bulundugu tiipler genomik DNA izolasyon
cihazina yerlestirilerek filtre edildi. Daha sonra DNA izolasyon kitine ait yikama
tamponundan ii¢ kez gecirildi. Son agama olarak tiiplere yine DNA izolasyon kitine ait
200 plt ¢ozme tamponu ilave edilerek filtre edildi. Elde edilen soliisyon yeni

mikrotiiplere aktarilarak genomik DNA izolasyonu tamamlandi.

3.5.3. Genomik DNA Analizi

3.5.3.1. Spektral Analiz

Izole edilen genomik DNA nin miktar tayinlerinin yapilmasi igin Tris-EDTA tamponu
kullanilarak 1/200’liikk sulandirimlarin UV spektrofotometresinde (Biophotometer)
260 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerlerine bakildi ve c¢ift zincirli DNA
molekiillerinin konsantrasyonu asagidaki formiil (Maniatis ve dig., 1989) kullanilarak

hesaplandi.

DNA miktart (pg / ml) = OD60x50x seyreltme katsayisi.

3.5.3.2. Elektroforetik Analiz

Izole edilen genomik DNA’lar % 0.8 Agaroz jel kullamilarak elektroforez yontemi ile
analiz edildi. 0.8 gr agaroz tartilip 100 ml 1xTris-Borat tamponunda (Tablo 3.3) eritildi.
5 ul Etidium bromid (10 mg/ml) ilave edilerek jel elektroforez tankina dokiildii. izole
edilen genomik DNA oOrneklerinden 20’ser ul, yiikleme tamponundan (6x) 2’ser pl
(Tablo 3.3) ile karistirilarak jeldeki ceplere yiiklendi. Ornekler jelde 1 saat siiresince
sabit 80 woltta yiiriitildi. Daha sonra UV transliiminatér ile DNA Ornekleri

goriintiilenerek fotografi ¢ekildi.
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Tablo 3.3: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar.

Tamponun Ismi Icerdigi Maddeler Konsantrasyon
Tris-Borat Tamponu (5x) Tris Bazi 90 mM

Borik Asit 90 mM

EDTA, pH 8.2 2mM
Elektroforez Yiikleme Tamponu Bromofenol mavisi % 0.25
(6x) Sukroz % 40(w/v)

3.5.4. RAPD Analizinde Kullamlan Primerler ve Ozellikleri

Calismamizda, % 60 GC oranina sahip, 10 baz uzunlugundaki Operon marka
oligoniikleotid primerler kullanilmistir (Tablo 3.4). RAPD-PCR analizi i¢cin OPH

serisine ait 10 primer, 0,4 uM konsantrasyonlarda reaksiyon karigimlarina eklenmistir.

Tablo 3.4: RAPD analizinde kullanilan primerler, baz dizilisleri ve GC (%) oranlar1

Primer Kod Primer ismi  Primer Dizimi (5’...... 3) % GC Oram
P11 OPH-11 CTTCCGCAGT 60
P12 OPH-12 ACGCGCATGT 60
P13 OPH-13 GACGCCACAC 60
P14 OPH-14 ACCAGGTTGG 60
P15 OPH-15 AATGGCGCAG 60
P16 OPH-16 TCTCAGCTGG 60
P17 OPH-17 CACTCTCCTC 60
P18 OPH-18 GAATCGGCCA 60
P19 OPH-19 CTGACCAGCC 60
P20 OPH-20 GTGATCGCAG 60

3.5.5. PCR Optimizasyonu ve Uygulanmasi

Genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra DNA’ya uygun ¢ogaltma ve PCR dongii
kosullarin1 belirlemek i¢in 6n denemeler yapildi ve optimum reaksiyon kosullar1 tespit
edildi (Tablo 3.5 ve 3.6). Biitiin denemelerde reaksiyon karigimimnin toplam hacmi

50 pl olarak hazirlandi.
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Tablo 3.5: PCR Karisimi

PCR Test Edilen Elde Edilen Optimum
Karisimi Reaksiyon Kosullari Reaksiyon Kosullar:
PCR Tamponu (10x) (ul) 5 5
DNA Konsantrasyonu (ng) 10, 25, 50, 75 50
MgCl, (mM) 1,1.5,2,25,3 2.5
dNTP Karisimi (mM) 0.1,0.15,0.2 0.1
Primer Konsantrasyonu (uM) 0.4 0.4
Taq DNA Polimeraz (U) 0.5,0.75, 1 0.5
Tablo 3.6: PCR Dongii Kosullari
PCR Test Edilen Elde Edilen Optimum
Dongii Kosullari Dongii Kosullari Dongii Kosullari
On Denatiirasyon 94°C — 10 dk, 94°C -2 dk, 94°C -2 dk
94°C- 1,5 dk, 94°C- 1 dk
Denatiirasyon 94°C -1 dk, 94°C- 1,5 dk, 94°C-2 94°C -1.5 dk
dk
Primer Baglanma 36°C-1 dk, 36°C-1.5 dk, 36°C-1 dk,
37°C-1.5 dk, 37°C-1 dk
Primer Uzama 72°C- 3dk, 72°C- 2dk, 72°C- 3 dk,
Son Uzama 72°C- 10 dk, 72°C- 7 dk, 72°C- 7 dk,
72°C- 5 dk,
Dongii Sayisi 35,40 40
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3.5.6. Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflama

Calismamizda  RAPD-PCR  sonuglarinin ~ jel  elektroforezinde — gosterilip
fotograflanabilmesi amaciyla 100 ml 1x TBE tamponuna, 1.7 gr agaroz ilave edildi ve
kaynatilarak eritildi. Daha sonra oda sicakliginda sogutulan 100 ml’lik agaroz jele, 6 pl
etidyum bromiid eklenerek karistirildi ve jel tankina dokiildii. PCR iiriinlerini jelde
yuriitmek i¢in 10 pl 6rnek ile 5 pl yiikkleme tamponu karistirilarak jeldeki ceplere
yiiklendi. PCR f{irtinleri % 1.7°lik agaroz jel elektroforezinde 90 Volt akim verilerek
2 saat yiritildii. Yiritme tamamlandiktan sonra DNA bantlar1 UV translimiinatorii

altinda gozlenerek RAPD profilleri fotograflandi.

RAPD bantlarinin  biiyiikliiklerini  belirlemek i¢in  100-1500 baz ¢ifti iceren
11 fragmentten olusan ‘Directload Wide Range’ DNA markori kullanilmigtir
(Sekil 3.1). Amplifikasyon sonucu olusan RAPD bantlarinin biiyiiklikleri DNA

markdrlerindeki bantlarin biiytikliikleri ile kiyaslanarak yapildi.
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Sekil 3.1: RAPD bant profillerini belirlemede kullanilan DNA markérii
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3.5.7. RAPD Polimorfizmin Belirlenmesi

Calismamizda elde ettigimiz kontrol ve mutant bitkilerin RAPD-PCR analizinde
amplifike olan primerlerdeki RAPD bantlarma ‘“1°°, olmayanlara *‘0’’ sayisal degeri

verildi ve bantlarin varlig1 ve yoklugu géz 6niinde bulundurularak polimorfizm orani

belirlendi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol ve farkli dozlarda gama
radyasyonu uygulanmis M,;V;, M;V, ve M;V3 generasyonuna ait Kkiiltlirlerde
28. giindeki biiylime parametrelerinden bitki boy uzunlugu ve yaprak sayisinin
istatistiksel degerlendirilmesi GraphPad Prism 4 istatistiksel programindaki tek yonlii
ANOVA analizine gore yapildi. Istatistiksel olarak anlamli bulunan bitkilerin
karsilastirilmasinda Student — Newman Keuls testi uygulandi ( Zar, 1984 ).

Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol ve tuza toleransli mutant
bitkilerin birbirlerine olan genetik mesafelerinin hesaplanmasi i¢in bitkiler arasindaki
genetik benzerlik ‘S’ olarak adlandirildi ve S =2 x Njg / Nao + Ng (Nag: A ve B
bireylerinin ortak bant sayisi, Na: A bireyinin toplam bant sayisi, Ng: B bireyinin
toplam bant sayis1) formiiliinde yerine konuldu. Bitkilerin birbirlerine olan genetik
uzakliklar1 ise D olarak adlandirilip D = 1-S formiiliinde yerine konarak hesaplandi

(Atak ve dig., 2004; Babaoglu ve dig., 2004; Wolf ve Rijini, 1993).

Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol ve tuza toleransli mutant
bitkilerin birbirlerine olan genetik mesafelerine gore dendrogramlari, SPSS bilgisayar
istatistik programindaki hiyerarsik kiimeleme analiz yontemi kullanilarak ¢izildi (Abbas

ve dig., 2008; Atak ve dig., 2004; Babaoglu ve dig., 2004; Wolf ve Rijini, 1993).
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4. BULGULAR

41. DOKU KULTURUNDE REJENERASYON UZERINE BESIYERI
ICERIGININ ETKISi

Patates doku kiiltiiriinde kullanilacak uygun rejenerasyon besiyerinin belirlenmesi amact
ile Marfona patates cesidine ait nod eksplantlari hazirlanan farkli icerikli MS
besiyerlerine ekildi ve biliyiime kabinine yerlestirildi. Eksplantlarin 28 giin boyunca
kiiltiirdeki gelisimleri gozlendi ve 28.giiniin sonunda bu bitkilere ait rejenerasyon

yiizdeleri saptanarak Tablo 4.1’de gosterildi.

Tablo 4.1: Marfona patates ( Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait nod eksplantlarindan
farkl1 igerikli MS besiyerlerinde kurulan 28 giinliik kiiltiirlerdeki eksplant sayisi,
rejenere olan bitki sayist ve yiizdesi.

MS Eksplant Rejenere olan bitki
Besiyeri No Sayisi
Sayisi %
1 40 37 93
2 40 26 65
3 40 19 48

Tablo 4.1°de gorildiigii gibi patates (Solanum tuberosum L. cv. Marfona) doku kiiltiirii
icin en 1yi rejenerasyon % 93 ile 1 nolu MS besiyerinde elde edilmistir. Calismamizda
elde edilen rejenerasyon sonuclarina gore 0.5 mg/l Zeatin Ribosid ve
1.5 mg/l Indol Asetik Asit igerikli MS besiyeri (1 nolu MS), patates doku kiiltiirii i¢in en

uygun rejenerasyon besiyeri olarak tespit edilmistir.
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4.2. DOKU KULTURLERINE GAMA RADYASYONUNUN ETKIiSI

Calismamizda farkli radyasyon dozlarmin patates doku kiiltiirii {izerine etkisini ortaya
koymak, EDsy dozunu belirlemek ve patates doku kiiltiirlerinde mutant bitkilerin
eldesinin tesvik edilmesi amaciyla Marfona patates cesidine ait nod eksplantlar
rejenerasyon besiyerine ekilerek, Sezyum—137 ( Cs"") kaynaginda 0, 5, 10, 15, 20, 25,
30 ve 50 Gy gama radyasyonu ile 1sinlandi ve MV, generasyonu elde edildi. Biiyiime
kabinine yerlestirilen M;V, generasyonu nod eksplantlarinin 28 giin boyunca gelisimleri
gozlendi (Sekil 4.1). Bu siirenin sonunda rejenerasyon ylizdesi, ortalama bitki boyu,

ortalama yaprak sayisi ve kok olusum yiizdesi degerlendirilerek Tablo 4.2°de gosterildi.

Kontrol|

Sekil 4.1: Marfona Patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol ve 1sinlanmig
M,V generasyonu nod eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler
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Tablo 4.2: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M; V| generasyonu nod
eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirlerdeki eksplant sayisi, rejenerasyon yiizdesi,
ortalama bitki boyu, ortalama yaprak sayis1 ve kok olusum ytizdesi.

MV, Eksplant Rejenerasyon  Ortalama Ortalama Kok
Deney sayisi (%) Bitki Boyu Yaprak Olusumu
Gruplar (cm) Sayisi (%)
Kontrol 40 93 4,61+0,27 a* 4,840,26 a 60
5Gy 40 90 3,91+0,26 ab 5,3+0,35 a 53
10 Gy 40 83 3,43+0,28 b 4,740,38 a 47
15 Gy 40 73 3,05+0,32bc  4,6+0,48 a 47
20 Gy 40 60 2,2740,33 cd  2,6+0,35Db 37
25 Gy 50 50 1,95+0,3d  2,53+0,38 bc 23
30 Gy 60 30 1,83+0,37d 1,6+0,33 ¢ 13
50 Gy 50 6,5 0,21+0,12e¢  0,234+0,13 d 0

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve 1sinlanmis deney gruplarinin ortalama bitki
boyu ve ortalama yaprak sayisi bakimindan aralarindaki farklarin, Student-Newman-
Keuls Metodu testine gore en az 0.05 dnemli oldugunu ifade etmektedir.

+ Standart Hata

Tablo 4.2’de goriildiigii gibi Marfona patates ¢esidine ait M;V,; generasyonu nod
eksplantlarindan  kurulan  kiiltiirlerin ~ 28.  giindeki  rejenerasyon  yiizdesi
degerlendirildiginde uygulanan radyasyon dozunun artmasiyla rejenerasyon yiizdesinde
belirgin bir diislis meydana geldigi saptanmistir. Calismamizin kontrol grubunda
% 93 oraninda bir rejenerasyon gercgeklestigi gozlenirken, 20 Gy gama radyasyonu
uygulanan grupta % 60, 50 Gy gama radyasyonu uygulanan grupta ise % 6.5 oraninda

rejenerasyon gergeklestigi gézlenmistir.

Yine Tablo 4.2°de goriildiigii gibi 28. gilinde kontrol grubunda ortalama bitki boyu
4,61 cm iken, 15 Gy gama radyasyonu uygulanan deney grubunda ortalama bitki boyu
3,05 cm’dir. Ortalama bitki boyu degerlendirilerek yapilan istatistiksel analiz sonucu

kontrol grubu ile 5 Gy’lik gama radyasyon dozu uygulanan deney grubu arasinda olusan
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fark onemsiz (P> 0.05), ancak, kontrol ile diger deney gruplar1 arasinda olusan farklarin
o6nemli (P< 0.05) oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismamizda en yiiksek doz olan
50 Gy gama radyasyonu uyguladigimiz deney grubu ile diger deney gruplar1 arasindaki

farklarin 6nemli oldugu saptanmistir (P< 0.05).

Bir bagka biiyiime parametresi olan ortalama yaprak sayisi, rejenere olan kiiltiirlerde
degerlendirildiginde kontrol grubunda ortalama 4,8 yaprak saptanirken 5 Gy gama
radyasyonu uygulanan deney grubunda ortalama 5,3 yaprak, 30 Gy gama radyasyonu
uygulanan deney grubunda ise ortalama 1,6 yaprak saptanmistir. Ortalama yaprak
sayis1 degerlendirilerek yapilan istatistiksel analiz sonucu kontrol grubu ile 5 Gy, 10 Gy
ve 15 Gy gama radyasyon dozu uygulanan deney gruplar arasinda olusan farklarin
onemsiz (P> 0.05), kontrol grubu ile 20 Gy, 25 Gy, 30 Gy ve 50 Gy gama radyasyon
dozu uygulanan deney gruplar1 arasinda olusan farklarin ise 6nemli oldugu bulunmustur
(P< 0.05). Yine ortalama bitki boyu dikkate alinarak yapilan istatistiksel
degerlendirmede oldugu gibi 50 Gy gama radyasyonu uyguladigimiz deney grubunun,

diger deney gruplari ile arasinda olusan farklarin 6nemli oldugu saptanmistir (P< 0.05).

Gama radyasyonu ile 1smlanmis olan 28 giinliik kiiltiirlerde kdklenme yetenegi tespit
edilmistir. Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol grubu
bitkilerinde kok olusum yiizdesi, % 60 degerine sahip iken 30 Gy gama radyasyonu
uygulanan deney grubundaki bitkilerde kok olusumunun % 13 degerine diiserek gama
radyasyonunun artan dozlarindan etkilendigi goriilmektedir. Calismamizda en yiiksek
doz olan 50 Gy gama radyasyonu uygulanan deney grubunda ise kok olusumunun

gerceklesmedigi saptanmistir.

Patates (Solanum tuberosum L.) doku kiiltiirinde mutant bitkilerin elde edilmesi igin
uygulanacak radyasyon dozlarini belirlemek amact ile gama radyasyonunun etkinligini
ortaya koymak icin incelenen biiylime parametreleri degerlendirilerek gelisimi kontrole
gore % 30 (EDsp) ve % 50 (EDsp) azaltan gama radyasyon dozlari tespit edilmistir
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2°de goriildiigli gibi rejenerasyon ylizdesini kontrole gore %30 azaltan doz
18 Gy, %50 azaltan doz 26 Gy olarak saptanirken, ortalama bitki boyunu kontrole gore
%30 azaltan doz 15 Gy, %50 azaltan doz ise 20 Gy olarak saptanmistir. Diger biiylime
parametrelerinden ortalama yaprak sayisi degerlendirildiginde kontrole gore yaprak
sayisint %30 azaltan doz 18 Gy, %50 azaltan doz 26 Gy, kok olusum yiizdesi
degerlendirildiginde ise kontrole gore kok olusumunun %30 azaltan doz 18 Gy,
%50 azaltan doz ise 23 Gy olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu sonuclar Marfona

patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidi i¢in optimum doz olarak kabul edilmistir.



1240 -

111} -

1 B
o H)
&
w1
2
E‘- E (L]

(-]

w o SO
o
5 40
="
& 3N

20

10

U T T T T T e
Kontrol s 10 15 20 25 k11 S0
Lygulanan Doz
(Gy)
=T eI sy 4 == COrtaliana Bitka Eoyvu = Clrtadinma Y aprak Snyist e B CHousunzou
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4.3. ISINLANMIS BITKILERIN VEJETATIF URETiMi

4.3.1. M;V, Generasyonu

Marfona patates cesidine ait M;V; generasyonlarindaki kiiltiirlerden elde edilen

M,V, generasyonunda 28. giinde (Sekil 4.3) rejenerasyon ylizdesi, ortalama bitki boyu,

ortalama yaprak sayis1 ve kok olusum ytiizdesi saptanarak Tablo 4.3’de gosterildi.

Sekil 4.3: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait MV, generasyonu nod
eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler
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Tablo 4.3: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M;V, generasyonu nod
eksplantlarindan kurulan 28 giinliikkiiltiirlerdeki eksplant sayisi, rejenerasyon yiizdesi,
ortalama bitki boyu, ortalama yaprak sayis1 ve kok olusum yiizdesi.

MV, Eksplant Rejenerasyon Ortalama Ortalama Kok

Deney sayisi (%) Bitki Boyu Yaprak Olusumu
Gruplan (cm) Sayisi (%)
Kontrol 40 100 5,7740,17 ab"  6,4+0,26 ab 100

5Gy 40 100 5,1540,17ac  5,8+0,35 a 90

10 Gy 30 86 3,64+0,31d 4,3+40,38 ¢ 77

15 Gy 30 100 7,27+0,27e  5,94+0,48 ad 100

20 Gy 30 90 4,55+0,34cd  7,3+0,35b 90

25 Gy 40 83 4,24+0,27d  6,2+0,38 ab 73

30 Gy 40 93 6,1840,24b  5,3+0,33 ac 90

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve 1sinlanmis deney gruplarinin ortalama bitki
boyu ve ortalama yaprak sayisi bakimindan aralarindaki farklarin, Student-Newman-
Keuls Metodu testine gore en az 0.05 dnemli oldugunu ifade etmektedir.

+ Standart Hata

Yapilan gozlemler sonucu, uygulanan gama radyasyon dozlarinin etkisiyle Marfona
patates ¢esidine ait M;V; generasyonu deney gruplarinda meydana gelen fizyolojik
zararlanmalarm  M;V, generasyonunda ortadan kalktig1 saptanmistir. Ayrica,
MV, generasyonu ile karsilastirildiginda MV, generasyonu deney gruplarina ait

bliylime parametrelerinin hepsinde olumlu yonde bir artis oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.3°de gortldiigii gibi kontrol, 5 Gy ve 15 Gy gama radyasyonu uygulanmis
MV, generasyonu deney gruplarindaki eksplantlarin tamami rejenere olurken, 10 Gy,
20 Gy, 25 Gy ve 30 Gy gama radyasyonu uygulanmig M;V, generasyonu deney

gruplarinda ise rejenerasyon ylizdesi sirasiyla 86, 90, 83 ve 93 degerlerine ulagsmistir.

Kiiltiir ortamindaki bitkilerin boy uzunluklar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda
ortalama bitki boyu 5,77 cm.’ye yiikselirken 15 Gy gama radyasyonu uygulanan
M;V; deney grubunda ortalama bitki boyu 7,27 cm.’ye ylikseldigi ve olusan bu farkin
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istatistiksel olarakta 6nemli oldugu (P< 0.05) ortaya konmustur. Yine kontrol grubu
ile 10 Gy, 20 Gy ve 25 Gy gama radyasyon dozu uygulanan deney gruplar1 arasinda
olusan farkin 6nemli oldugu (P< 0.05) fakat 10 Gy ile 20 Gy ve 25 Gy gama radyasyon
dozu uygulanan deney gruplar1 arasinda olusan farklarin 6nemsiz oldugu saptanmistir
(P> 0.05). Ayrica, 15 Gy gama radyasyonu uyguladigimiz deney grubunun, diger tiim

deney gruplari ile arasinda olusan farklarin 6nemli oldugu tespit edilmistir (P< 0.05).

M;V; generasyonuna ait en fazla ortalama yaprak sayismin 7,3 ile 20 Gy’lik gama
radyasyon dozu uygulanan deney grubunda oldugu goriilmektedir. Fakat bu grup ile
kontrol grubu ve 25 Gy gama radyasyonu uygulanan grup arasinda ortalama yaprak
sayis1 bakimindan olusan farklarin 6nemsiz oldugu (P> 0.05), diger tiim deney gruplari
ile arasinda olusan farklarin ise 6nemli oldugu tespit edilmistir (P< 0.05). Yine
ortalama yaprak sayisi degerlendirildiginde 10 Gy gama radyasyon dozu uygulanan
deney grubu hari¢ diger tiim deney gruplari ile kontrol grubu arasinda olusan farklarin

istatistiksel agidan 6nemsiz oldugu saptanmistir (P> 0.05).

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi kontrol ve 15 Gy gama radyasyonu uygulanmis
MV, generasyonu deney gruplarindaki bitkilerin tamaminin koklenme yetenegi
gosterdigi saptanirken, 5 Gy, 20 Gy ve 30 Gy gama radyasyonu uygulanmis
MV, generasyonu deney grubundaki bitkilerde ise koklenme yetene§inin

% 90 degerine ulastig1 belirlenmistir.

4.3.2. M;V3; Generasyonu

Patates (Solanum tuberosum L.) doku kiiltiirlinde 28 giinlik MV, generasyonuna ait
rejenerantlardan M,V generasyonu olusturuldu ve biiylime kabinine yerlestirilerek
28 gilin boyunca gelisimleri gozlendi (Sekil 4.4). Kiiltiir siiresinin sonunda,
M, V3 generasyonuna ait bitkilerin rejenerasyon ytizdesi, ortalama bitki boyu, ortalama

yaprak sayis1 ve kok olusum yiizdesi saptanarak Tablo 4.4’de gosterildi.



Sekil 4.4: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M; V3 generasyonu nod
eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler

Tablo 4.4: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M; V3 generasyonu nod
eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirlerdeki eksplant sayisi, rejenerasyon yiizdesi,

ortalama bitki boyu, ortalama yaprak sayisi ve kok olusum ytizdesi.

M, V3 Eksplant Rejenerasyon Ortalama Ortalama Kok

Deney sayisi (%) Bitki Boyu Yaprak Olusumu
Gruplan (cm) Sayisi (%)
Kontrol 40 100 4,66+0,1 a" 6,1+0,2 a 100

5 Gy 40 100 3,73+0,12 b 7,840,2 b 100

10 Gy 30 100 5,2840,15a 9,3+0,37 b 100

15 Gy 40 100 5,240,1 a 12,840,43 ¢ 100

20 Gy 40 100 4,93+0,13 a 8,6+0,32b 100

25 Gy 30 63 3,11+0,45 ¢ 6,2+0,91 a 50

30 Gy 40 98 4,7240,16 a 8,3+0,24 b 93

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve 1sinlanmis deney gruplarinin ortalama bitki
boyu ve ortalama yaprak sayisi bakimindan aralarindaki farklarin, Student-Newman-
Keuls Metodu testine gore en az 0.05 6nemli oldugunu ifade etmektedir.

+ Standart Hata
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Tablo 4.4° de goriildiigii gibi Marfona patates ¢esidine ait M;V3 generasyonu nod
eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde kontrol, 5 Gy, 10 Gy, 15 Gy ve 20 Gy gama
radyasyonu uygulanmis deney gruplarindaki eksplantlarin tamaminda rejenerasyon
gbzlenirken, 30 Gy gama radyasyonu uygulanmis deney grubunda % 98 oraninda,
25 Gy gama radyasyonu uygulanmis deney grubunda ise % 63 oraninda rejenerasyon

saglanmustir.

Marfona patates ¢esidine ait 28 giinlik M;V3 deney gruplarinda bulunan bitkilerin
ortalama boylar1 degerlendirilerek yapilan istatistik analizde kontrol grubu ile 10 Gy,
15 Gy, 20 Gy ve 30 Gy gama radyasyonu uygulanan deney gruplar1 arasinda olusan
farklarin 6nemsiz oldugu (P> 0.05), 5 Gy ve 25 Gy gama radyasyon dozu uygulanan

deney gruplari ile arasinda olusan farklarin ise 6nemli oldugu saptanmistir (P< 0.05).

M, V3 generasyonuna ait en fazla ortalama yaprak sayisimin 12,8 ile 15 Gy gama
radyasyon dozu uygulanan deney grubunda oldugu saptanmis ve bu grup ile diger biitiin
deney gruplar1 arasinda olusan farkin 6nemli oldugu yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucu belirlenmistir (P< 0.05). Kontrol grubu ile 5 Gy, 10 Gy, 20 Gy ve 30 Gy gama
radyasyon dozu uygulanan deney gruplarit arasinda olusan farklarin 6nemli oldugu
(P< 0.05) fakat 25 Gy gama radyasyonu uygulanan deney grubu ile kontrol grubu

arasinda olusan farkin ise 6nemsiz oldugu (P> 0.05) saptanmustir.

Kontrol, 5 Gy, 10 Gy, 15 Gy ve 20 Gy gama radyasyonu uygulanmis
M, V; generasyonu deney gruplarinin tamaminda kék olusumu gozlenirken 30 Gy gama
radyasyonu uygulanmis deney grubunda % 93 oraninda, 25 Gy gama radyasyonu
uygulanmus deney grubunda ise % 50 oraninda kék olusumu tespit edilmistir. Ozellikle
15 ve 20 Gy gama radyasyonu uygulanmis deney gruplarinda kdklenme yeteneginin

diger gruplara gore ¢ok daha iyi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4).
4.4. DOKU KULTURUNE TUZ STRESININ ETKIiSI
Patates doku kiiltiiriinde gelisen bitkilerin tuza duyarliliklarini ortaya koymak amaciyla

Marfona patates ¢esidine ait nod eksplantlari, 0, 50, 100, 125, 150, 175 ve 200 mM

NaCl ilave edilerek hazirlanan rejenerasyon besiyerine ekildi. Kiiltiirler, 26 °C’deki
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16 saat 151k / 8 saat karanlik giin periyoduna sahip biiyiime kabinine yerlestirilerek
28 giin boyunca gelisimleri gozlendi (Sekil 4.5) ve 28.glin sonunda rejenerasyon

ylizdeleri saptanarak Tablo 4.5’de gosterildi.

Sekil 4.5: Marfona patates ¢esidine ait nod eksplantlarinin 28. giinde degisik
konsantrasyonlarda tuz iceren selektif besiyerindeki goriiniimleri

Tablo 4.5: Marfona patates ¢esidine ait nod eksplantlarinin 28. giinde farkli
konsantrasyonlarda tuz iceren selektif besiyerindeki rejenerasyon yiizdeleri.

Deney Gruplar Eksplant %
(mM) Sayis1 Rejenerasyon

Kontrol 40 93

50 40 63

100 40 33

125 40 20

150 40 10

175 40 0

200 40 0
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Kiiltiirlerde, tuz konsantrasyonuna bagli olarak rejenerasyon yiizdelerinde bir azalis
meydana geldigi ve 28. giinde kontrol grubu eksplantlarinda % 93 oraninda
rejenerasyon gozlenirken, 125 mM tuz konsantrasyonuna sahip deney grubundaki
eksplantlarda bu oranin % 20’lere diistiigi ve 150 mM’den yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip kiiltiirlerde ise rejenerasyonun gerceklesmedigi goriilmektedir.
Bu sonuglara gore calismamizin amacina uygun olarak yiiksek tuz konsantrasyonunda
rejenere olan bitkileri tespit edebilmek i¢in 50, 100 ve 125 mM tuz konsantrasyonu

iceren ortamlar, selektif besiyeri olarak belirlenmistir.

4.4.1. Selektif Besiyerinde Somatik Mutantlarin Eldesi

Tuza toleransli mutant bitkilerin tespiti amaciyla M;V; generasyonu nod eksplantlari,
50, 100, 125 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerine ekildi. Kiiltiirlerin

28. giinde rejenerasyon ve kok olusum yiizdeleri saptanarak Tablo 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.6: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M| V3 generasyonu
nod eksplantlarmin 50, 100, 125 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerinde
28.glin sonunda rejenerasyon ylizdesi ve kok olusum ytizdesi

Deney Eksplant sayis1 Rejenerasyon ( % ) Kok olusumu ( % )
Gruplart

50mM  100mM 125mM 50mM 100mM 125mM 50mM 100mM 125mM

Kontrol 40 40 40 55 38 23 20 13 0
5Gy 40 40 40 50 33 20 15 7 0
10 Gy 30 30 30 53 35 20 18 10 0

15 Gy 40 40 40 75 63 43 75 33 30
20 Gy 40 40 40 60 58 48 50 44 39
25 Gy 30 30 30 42 30 17 10 0 0

30 Gy 40 40 40 58 43 38 42 17 17
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Tablo 4.6’da goriildiigii gibi M;V; generasyonuna ait kontrol bitkisinin 50 mM tuz
iceren selektif besiyerindeki rejenerasyon yiizdesi 55 iken, 15 Gy, 20 Gy ve 30 Gy
gama radyasyonu uygulanan gruplarda bu degerler sirasiyla % 75, % 60 ve
% 58’ e yiikselmistir. Deney gruplarinin, 100 mM tuz iceren selektif besiyerindeki
rejenerasyon ylizdeleri degerlendirildiginde kontrol grubunda % 38 oraninda
rejenerasyon tespit edilirken, bu oran 15 Gy, 20 Gy ve 30 Gy gama radyasyonu
uygulanan gruplarda sirasiyla % 63, % 58 ve % 43 degerinde tespit edilmistir.
Calismamizda uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 125 mM tuz
konsantrasyonuna sahip selektif besiyerinde kontrol grubu eksplantlarinin rejenerasyonu
% 23 oraninda saptanirken, 20 Gy gama radyasyonu uygulanan grupta % 48 degerine
ulagsmistir. 15 Gy ve 30 Gy gama radyasyonu uygulanan gruplarda ise sirasiyla
% 43 ve % 38 oranlarinda saptanmistir. Ayrica tiim selektif besiyerlerinde, 5 Gy, 10 Gy
ve 25 Gy gama radyasyonu uygulanan gruplarindaki rejenerasyon yiizdelerinin, kontrol
grubunda olusan rejenerasyon yiizdesinden daha diisiik ylizdeye sahip oldugu

belirlenmistir.

Diger  biliyime  parametresi kok  olusum  yilizdesi  degerlendirildiginde
M, V; generasyonuna ait kontrol bitkilerinin, 50 mM tuz iceren selektif besiyerindeki
kok olusumu % 20 degerlerine sahip iken, 15 Gy, 20 Gy ve 30 Gy gama radyasyon
uygulanan gruplardaki bitkilerde bu degerin belirgin bir sekilde artarak sirasiyla
% 75, % 50 ve % 42 degerlerine ulastig1 saptanmistir. Ayrica, diger deney gruplarindaki
kok olusum yiizdelerinin, kontrol grubundaki kok olusum ylizdesinden daha diisiik
degerlere sahip oldugu tespit edilmistir. Kiiltiirlerin, 100 mM tuz igeren selektif
besiyerindeki koklenme yetenegi degerlendirildiginde ise kontrol grubunda
% 13 oraninda kok olusumu goézlenirken, 20 Gy gama radyasyonu uygulanan grupta
% 44 oraninda, 15 Gy ve 30 Gy gama radyasyonu uygulanan gruplarda ise sirasiyla
% 33 ve % 17 oranlarinda kok olusumu gdzlenmistir. 5 Gy ve 10 Gy gama radyasyonu
uygulanan gruplarda ise sirastyla % 7 ve % 10 oranlarinda kok olusumu goézlenirken,
25 Gy gama radyasyonu uygulanan grupta kok olusumu gézlenmemistir. 125 mM tuz
iceren selektif besiyerinde rejenere olan kontrol grubu ile 5 Gy, 10 Gy ve 25 Gy gama
radyasyonu uygulanan gruplarda kok olusumu gozlenmezken, 15 Gy, 20 Gy ve 30 Gy
gama radyasyonu uygulanan gruplarda sirasiyla % 30, % 39 ve % 17 oraninda kok

olusumu gergeklesmistir.
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Calismamizda 50, 100 ve 125 mM tuz konsantrasyonu iceren selektif besiyerinde
kontrol grubuna gore daha iyi gelisme gosteren, 15 Gy, 20 Gy ve 30 Gy gama

radyasyonu uygulanan bitkiler saptanarak, tuza toleransli mutant bitkiler olarak kabul

edilmistir ( Sekil 4.6-10).

Sekil 4.6: Kontrol ve 15 Gy gama radyasyon dozuna maruz birakilmis Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M; V3 generasyonu nod eksplantlarinin 28.giin
sonunda 50 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerindeki goriinimi

Sekil 4.7: Kontrol ve 20 Gy gama radyasyon dozuna maruz birakilmis Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M; V3 generasyonu nod eksplantlarinin 28.giin
sonunda 50 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerindeki goriinimi
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Sekil 4.8: Kontrol ve 30 Gy gama radyasyon dozuna maruz birakilmig Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) gesidine ait M; V3 generasyonu nod eksplantlarinin 28.giin
sonunda 50 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerindeki goriiniimii

Sekil 4.9: Kontrol ve 20 Gy gama radyasyon dozuna maruz birakilmig Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) gesidine ait M; V3 generasyonu nod eksplantlarinin 28.giin
sonunda 100 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerindeki gériiniimii
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Kontrol

Sekil4.10: Kontrol ve 15 Gy gama radyasyon dozuna maruz birakilmis Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait M; V3 generasyonu nod eksplantlarinin 28.giin
sonunda 125 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerindeki goriintimii

4.4.2. Tuz Stresine Toleransh Bitki Yiizdesinin Belirlenmesi

Calismamizda 50, 100 ve 125 mM tuz konsantrasyonlar1 iceren selektif besiyerlerine
ekilen M;V; generasyonundaki Marfona patates cesitlerine ait kontrol ve 1sinlanmis
eksplant sayilarinin deney gruplarina goére dagilimi géz 6nilinde bulundurularak secilen

tuza toleransl bitki yiizdesi belirlenerek Tablo 4.7°de gosterildi.
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Tablo 4.7: Selektif besiyerine ekilen M, V3 generasyonundaki Marfona patates ¢esidine
ait kontrol ve 1simnlanmis eksplantlarin sayisinin deney gruplarina gore dagilimi ve elde
edilen tuza toleransli bitki yiizdesi

M,V;

Deney

Gruplar Uygulanan Tuz Konsantrasyonu Tuza toleransh
50 mM 100 mM 125 mM bitki (%)

Kontrol 40 40 40 0

5 Gy 40 40 40 0

10 Gy 30 30 30 0

15 Gy 40 40 40 17

20 Gy 40 40 40 14

25 Gy 30 30 30 0

30 Gy 40 40 40 12

Tablo 4.7°de goriildiigii gibi Marfona patates cesidine ait 15 Gy gama radyasyonu
uygulanan M;V; generasyonu deney grubunda % 17 oraninda tuza toleransh bitki
gelisirken, 20 ve 30 Gy gama radyasyonu uygulanan gruplarda sirasiyla % 14 ve

% 12 oraninda tuza toleransl bitki saptanmustir.

Calismamizda  selektif  besiyerinde  gelisim  gOsteren = Marfona  patates
(Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait mutant bitkiler ile kontrol grubu arasinda olusan
genetik farkliliklarin  belirlenmesi amaciyla 50 mM tuz konsantrasyonu igeren
besiyerinde gelisen en iyi 6 bitki, 100 mM tuz konsantrasyonu iceren besiyerinde
gelisen en iyi 8 bitki ve 125mM tuz konsantrasyonu iceren besiyerinde gelisen en iyi
5 bitki olmak tiizere toplam 19 mutant bitki (Tablo 4.8) se¢ilmis ve kontrol ile beraber
toplam 20 bitki arasindaki farkliliklar molekiiler diizeyde ortaya konmustur.



48

Tablo 4.8: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait segilen 19 tuza
toleransli mutant bitki ve bu bitkilere uygulanan gama radyasyon dozlari
ile tuz (NaCl) konsantrasyonlari.

Mutant Uygulanan Gama Uygulanan Tuz
Bitki No Radyasyon Dozu (Gy) Konsantrasyonu (mM)
1 15 125
2 15 125
3 20 125
4 20 125
5 30 125
6 15 100
7 15 100
8 15 100
9 20 100
10 20 100
11 30 100
12 15 50
13 15 50
14 15 50
15 20 50
16 20 50
17 30 50
18 15 100
19 30 100
4.5. RAPD-PCR YONTEMIYLE GENETIK FARKLILIKLARIN
BELIRLENMESI

Gama radyasyonunun etkisiyle Marfona patates (Solanum tuberosum L.) c¢esidine ait
kontrol ve tuza toleransli mutant bitkiler arasinda olusan farkliliklarin DNA diizeyinde
belirlenmesi amaciyla polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayanan molekiiler markor

tekniklerinden biri olan RAPD (Rastgele Cogaltilmigs DNA farklilig1) teknigi kullanildi.
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4.5.1. Genomik DNA izolasyonu ve Analizi

Calismamizda, Boliim 3.5.2°de anlatilan ve en iyi sonug¢ aldigimiz yontem kullanilarak
genomik DNA izolasyonu yapild1 ve Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine
ait kontrol ve tuza toleranshi bitkilerin genomik DNA analizleri spektral ve

elektroforetik yontemler kullanilarak ortaya konuldu.

4.5.1.1. Spektral Analiz

Izole edilen genomik DNA’nin miktar tayinleri Tris-EDTA tamponu kullanilarak
1/200’lik sulandirimlarin UV spektrofotometresinde 260 nm dalga boyundaki
absorbsiyon degerlerine bakilarak belirlendi ve ¢ift zincirli DNA molekiillerinin
konsantrasyonu, DNA miktari= OD,4x50x seyreltme katsayisi, formiilii kullanilarak
hesaplandi. Yapilan hesaplama sonucunda Marfona patates (Solanum tuberosum L.)
cesidine ait kontrol ve tuza toleransh bitkilerden izole edilen genomik DNA miktarlari

ul ‘de 40-70 ng arasinda tespit edildi.

4.5.1.2. Elektroforetik Analiz

Izole edilen genomik DNA’lar % 0.8 Agaroz jel kullanilarak elektroforez yontemi ile
analiz edildi. UV 1181 altinda Ethidium Bromide (EtBr) boyasinin kullanimi ile DNA
molekiiliiniin jel lizerinde yiiriitiilmesi saglandi. Kontrol ve tuza toleranslh bitkilere ait

genomik DNA’lar, UV trasliiminator ile goriintiilenerek fotograflandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol ve tuza
toleransli mutant (1-19) bitkilerin UV translimiilatérde goriiniimii
(M: Markor K: Kontrol 1-19: Numaralandirilmis tuza toleranslt mutant bitkiler)

4.5.2. Genomik DNA Amplifikasyonu

Boliim 3.5.5°de anlatildig1 gibi elde edilen optimum PCR karisimi ve dongii kosullari,
RAPD-PCR analiz yonteminde uygulanarak kontrol ve tuza toleransli mutant bitkilerin

genomik DNA amplifikasyonlar1 gerceklestirildi.

4.5.3. Amplifiye Olmus Uriinlerin Saptanmasi

RAPD-PCR analizinde kullandigimiz primerlere ait ¢ogaltma triinleri % 1.7' lik agaroz
jel elektroforezinde 1x TBE tampon c¢ozeltisi igerisinde 90 V’da yaklagik 2 saat
yiriitiilerek etidium bromid (10 mg/ml) ile UV 1s18inda goriiniir hale getirilerek

fotograflandi (Sekil 4.12-17).
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Sekil 4.12: OPH-12 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel
elektroforezindeki goriiniimii
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Sekil 4.13: OPH-13 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel
elektroforezindeki goriiniimii
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Sekil 4.14: OPH-14 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel
elektroforezindeki goriiniimii
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Sekil 4.15: OPH-16 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel
elektroforezindeki goriiniimii
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Sekil 4.16: OPH-17 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel
elektroforezindeki goriiniimii
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Sekil 4.17: OPH-19 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel
elektroforezindeki goriiniimii
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4.5.4. Primerlere ait Amplifikasyon Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Calismamizda RAPD bantlarinin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in 100 ile 1500 baz cifti
arasinda 11 fragment iceren DNA markorii kullanilmigtir. Primerlere ait amplifikasyon
sonuclari, olusan RAPD bantlarinin biiyiikliiklerinin, DNA markoriindeki bantlarin

bliytikliikleri ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Calismamizdaki primerlere ait amplifikasyon sonuglart RAPD bantlarinin agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmesi ile elde edildi. Bu sonuglara goére RAPD-PCR
analizinde kullandigimiz OPH-11, OPH-15, OPH-18 ve OPH-20 primerlerinde herhangi
bir amplifikasyon gozlenmezken, OPH-12, OPH-13, OPH-14, OPH-16, OPH-17 ve
OPH-19 primerlerinde = amplifikasyon gozlenerek, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10’da

gosterilmistir.



Tablo 4.9: Calismamizda kullanilan OPH-12, OPH-13 ve OPH-14 primerlerine ait amplifikasyon sonuglari.

Amplifike
Olan
Primerler

(kbe)

Deney Gruplar: ( Kontrol ve Mutant Bitkiler)

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

Mi11

M12

M13

M14

M15

M16

M17

M18

M19

P121.5|j*

+

+

+

+

P12, 5

P12,4

P12,,

P12,5

+| +| +| +

+| +| +| +

+| +| +| +

P12,5

P13,55

P13,5

+| +

P13,;

P13,,

+| +| +

P13,

P13,5

P14, ,

P14,

+| o+ +| +

+| +| +

+| +| +

* Amplifike olan primerlerde olusan bantlarin biiyiikliigii ( kilobaz ¢ifti ( k.b.¢.)) ifade edilmektedir.
(RAPD bantlar1 + ve — olarak ifade edildi ve *“+’” bandin varligin1 ‘*-> bandin yoklugunu ifade etmektedir)

9



Tablo 4.10: Calismamizda kullanilan OPH-16, OPH-17 ve OPH-19 primerlerine ait amplifikasyon sonuglar1

Amplifike
Olan
Primerler

(kbe )

Deney Gruplar ( Kontrol ve Mutant Bitkiler)

+ R
=
[y
=
N
2
W
2
N
2
(0]

M6
+

=2
o

Mi12

Mi4

M15

P16,.si

+

+

P16, 5

P16,.4

P16,s

+| +| +| +

P17,

P17,

P17:,

+| +| +| +

P174,

P17¢¢

P170.4

P19;,

P19,,

P19,

P19,s

1
+| +| +

1

1

1
+| +| +
+| +| +

+| +| +

+| +| +

+| +| +| +

P19¢6

+| 4+ | | +] |+

* Amplifike olan primerlerde olusan bantlarin biiyiikligii ( kilobaz ¢ifti ( k.b.¢.)) ifade edilmektedir.
(RAPD bantlar1 + ve — olarak ifade edildi ve ‘“+’” bandin varligin1 ‘‘->” bandin yoklugunu ifade etmektedir)

9¢
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RAPD analizinde test edilen 10 primerden 6 tanesi Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) cesidine ait deney Orneklerinde c¢alismistir. Tablo 4.9 ve
Tablo 4.10°da goriildiigi gibi bu 6 primerin 4’ kontrol bitkisinde amplifikasyon
gosterirken, OPH-14 ve OPH-17 primerleri kontrol bitkisinde amplifike olmamaistir.
Kullanilan tiim primerler, 5 ve 19 numarali mutant bitkilerde amplifikasyon gosterirken,
sadece OPH 12 primeri kontrol ve mutant bitkilerin tiimiinde amplifikasyon
gostermistir. Tiim primerler goz 6niinde bulunduruldugunda toplam 238 DNA bandi
kontrol ve mutant bitkilerde amplifike olmustur. Deney gruplari icerisinde en fazla
amplifikasyon 20 DNA band1 ile 15 numarali mutant bitkisinde olusurken, kontrol
bitkisinde 11 DNA band1 olugsmustur. Calismamizda kullanilan 6 primerin ortalama
polimorfizm orani, polimorfik bant sayisinin toplam bant sayisina oranlanmasi ile

saptanarak Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.11: RAPD sonucu olusan bantlar ve polimorfizm oranlari

Primer Toplam Bant Polimorfik Bant Polimorfizm oram
Ad1 Sayisi Sayis1 %

OPH-12 6 3 50
OPH-13 6 6 100
OPH-14 2 2 100
OPH-16 4 4 100
OPH-17 6 6 100
OPH-19 5 5 100
Toplam 29 26 89.66

Tablo 4.11°de gorildiigli gibi c¢alismamizda kullandigimiz 6 primerden sadece
OPH-12 primerinde polimorfizm orant %50 iken diger 5 primerin tamaminda
polimorfizm meydana gelmistir. Calismada kullanilan tim primerlerin toplam

polimorfizm orani ise yliksek seviyede olup, % 89.66 olarak hesaplanmastir.
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4.5.5. Genetik Mesafenin Hesaplanmasi

Marfona patates (Solanum tuberosum L.) cesidine ait kontrol ve mutant bitkilerin
birbirlerine olan genetik uzakliklarini belirlemek i¢cin RAPD-PCR analizinde amplifike
olan primerlerdeki RAPD bantlarina ““1’°, olmayanlara ‘‘0’’ sayisal degeri verildi ve bu
degerler, SPSS istatistik programindaki kiimeleme analiz yonteminde kullanilarak
mutant bitkilerinin birbirlerine ve kontrole olan genetik uzakliklar1 hesaplandi. Tuza
direng veya tolerans gosteren Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait
kontrol ve mutant bitkilerin birbirlerine olan genetik uzakliklar1 Tablo 4.12° de ve bu

bitkilere ait dendogram ise Sekil 4.18 de sunulmustur.



Tablo 4.12: Calismamizda kullanilan primerlere gére Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol ve mutant bitkilerin birbirlerine

olan genetik uzakliklari

RAPD
Deney K | MI | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 | M8 | M9 | M10 | M11 | M12 | M13 | M14 | M15 | M16 | M17 | M18 | M19
Gruplari
K 0
M1 025 | 0
M2 013 | 0,12 | ©
M3 0,05 | 0,22 | 0,18 0
M4 0,13 | 028 | 025 | 0,090 [ 0
M5 0,46 | 0,21 | 0,33 | 0,44 | 0,33 0
M6 0,26 0,1 0,21 | 0,23 | 0,29 | 0,23 0
M7 0,18 | 0,17 | 0,13 | 0,14 | 0,22 | 0,39 | 0,19 0
M8 0,31 | 0,04 | 0,19 | 0,28 | 0,33 | 0,27 0,1 0,23 0
M9 0,37 | 0,24 0,4 0,33 0,4 0,3 0,33 | 0,47 0,3 0
M10 0,47 | 0,53 0,5 0,43 0,5 0,58 0,6 0,6 0,58 | 0,33 0
Ml11 0,47 | 0,33 0,3 0,44 0,5 0,3 0,42 | 0,26 | 0,39 0,5 0,5 0
M12 0,27 | 0,17 | 0,13 | 0,24 0,3 0,3 0,26 | 0,18 | 0,23 | 0,37 | 0,47 | 0,26 0
M13 0,27 | 0,33 0,3 0,24 | 0,22 | 0,39 | 0,33 | 0,27 | 0,39 | 0,58 | 0,47 | 0,37 | 0,27 0
M14 0,12 { 0,19 | 0,23 | 0,17 | 0,23 | 0,38 | 0,27 | 0,28 | 0,24 | 0,27 | 0,56 | 0,55 | 0,36 | 0,36 0
M15 0,29 | 0,33 | 0,38 | 0,33 | 0,38 | 0,49 | 0,33 | 0,42 | 0,37 | 043 | 0,67 | 0,64 | 048 | 0,48 | 0,18 0
M16 0,09 | 0,25 | 0,22 | 0,05 | 0,04 | 0,39 | 0,26 | 0,18 | 0,31 | 0,37 | 0,47 | 0,47 | 0,27 | 0,18 0,2 0,36 0
M17 0,33 | 0,22 | 0,18 0,3 0,36 | 0,28 | 0,31 | 0,24 | 0,32 | 0,33 | 0,43 | 0,22 | 0,24 | 0,43 | 042 | 0,53 | 0,33 0
MI18 0,46 | 0,25 0,3 0,43 | 0,48 | 0,35 | 0,26 | 0,36 | 0,31 | 0,47 | 047 | 037 | 0,18 | 0,27 | 0,44 | 0,55 | 0,46 | 0,43 0
M19 0,31 | 0,21 | 0,19 | 0,28 | 0,19 | 0,13 | 0,23 | 0,23 | 0,27 | 0,48 | 0,58 0,3 0,15 | 0,23 | 0,38 | 0,49 | 0,23 | 0,28 | 0,23 0

6S
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M16

M3
M14
M13
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Ms — |

M6 ——
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M12
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M10 |

M5
M19 |

M18
M15

Sekil 4.18: Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait kontrol
ve mutant bitkilerin, kullanilan primerlerin RAPD-PCR sonuglaria gore
dendrogramlari ( M: Mutant; K: Kontrol )

Tablo 4.12°de goriildiigii gibi ¢alismamizda kullandigimiz tiim primerlerin RAPD
sonuglar1 bir arada degerlendirildiginde 10 ve 11 numarali mutant bitkilerin kontrole
olan genetik uzakliklart % 47 olarak hesaplanitken, 5 ve 18 numarali mutant
bitkilerin kontrole olan genetik uzakliklar1 % 46 olarak hesaplanmistir. Ayni sekilde
9 numarali mutant bitkinin, kontrolden uzakligt % 37 bulunurken, 17 numaral
mutant bitkinin kontrolden uzakligi % 33, 8 ve 19 numarali mutant bitkilerin
kontrole olan genetik uzakliklar1 ise % 31 olarak bulunmustur. Calismamizda
3 numarali mutant bitkinin kontrole olan uzaklig1 % 5 olarak saptanirken 16 numarali
mutant bitkinin kontrole uzakligi % 9 olarak saptanmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda 14 numarali mutant bitkinin kontrole olan genetik uzakliginin
% 12 oldugu belirlenirken, 2 ve 4 numarali mutant bitkilerin kontrole olan genetik

uzakliklarinin % 13 oldugu belirlenmistir.
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Tiim deney gruplar1 gbz onlinde bulunduruldugunda kullanilan primerlere gore en
fazla genetik farkliligin % 67 oramiyla 10 ile 15 numarali mutant bitkiler arasinda
oldugu hesaplanirken, 11 ve 15 numarali mutant bitkiler arasindaki genetik
farkliligin ise % 64 oldugu hesaplanmistir. Yine 10 numaralt mutant bitkinin, 7 ve
6 numarali mutant bitkilere gére % 60 oraninda genetik farkliliga sahip oldugu
yapilan hesaplamalarla belirlenmistir. En az genetik agilimin ise % 4 farklilikla 1 ile
8 ve 4 ile 16 numarali mutant bitkiler arasinda oldugu saptanirken, 3 ile 16 numarali

mutant bitkiler arasindaki genetik farklilik % 5 olarak saptanmustir.

Sekil 4.18°deki genetik mesafelere gore cikarilan dendrogram degerlendirildiginde,
Marfona patates (Solanum tuberosum L.) g¢esidine ait 3, 4, 16 numarali mutant
bitkilerin kontrole ¢ok yakin, 5, 9, 10, 11, 17, 18 ve 19 numarali mutant bitkilerin ise

kontrole ¢ok uzak oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismamizda diinyanin en O©nemli tarim irlinlerinden biri olan patates
(Solanum tuberosum L. cv. Marfona) bitkisinin nod eksplantlarindan doku kiiltiirti
kurulmustur. Patates bitkisinde, in vitro mutasyon c¢alismalari i¢in optimum 1sinlama
dozlar1 tespit edilmistir. Kurulan kiiltiirlere belli dozlarda gama radyasyonu
uygulanmast sonucu somatik mutasyonlar tesvik edilerek in vitro ortamda tuza
toleransli mutant bitkiler elde edilmistir. Ayrica, elde edilen tuza toleransli mutant

bitkiler ile kontrol bitkileri arasindaki farkliliklar, molekiiler diizeyde saptanmustir.

Calismamizda patates (Solanum tuberosum L. cv. Marfona) nod eksplantlarindan
kurulan kiiltiirlerde en yiiksek rejenerasyon, nod eksplantlarinin 0.5 mg/l ZR ve
1.5 mg/l IAA icerikli MS besiyerine ekilmesiyle elde edilmistir. /n vitro ortamda,
bitki dokularindan ytiiksek seviyede rejenerasyon elde edebilmek icin kullanilacak en
uygun besiyeri igeriginin tespit edilmesi gerekmektedir. Patates cesitlerine ait doku
kiiltiirii calismalarinda birgok arastirict tarafindan MS besiyeri, rejenerasyonu tesvik
etmek i¢cin kullanilmaktadir (George, 2008; Aghaei ve dig., 2008; Torabi ve dig.,
2008; Sarkar ve dig., 2004; Graskova ve dig., 2004; Chang ve dig., 2002;
Pompe-Novak ve dig., 2002; Yildirim ve Tugay, 2002; Arican, 2001; Zobayed ve
dig., 2001; Duffy ve Cassells, 2000; Veramendi ve dig., 1999; Gopal ve dig., 1998;
Anjum ve Villiers, 1997). Patates (Solanum tuberosum L.) bitkisiyle yapilan doku
kiltlirii caligmalarinda, 6zellikle siirgiin rejenerasyonunun tesvik edilmesi i¢in bitki
biiylime diizenleyicilerinden ZR ile IAA hormonlarinin kombine edilerek kullanildig1

bildirilmistir (Chang ve dig., 2002; Arican, 2001).

Calismamizda patates bitkisine ait Marfona ¢esidinin radyasyona olan hassasiyetinin
belirlenmesi i¢in Marfona ¢esidine ait nod eksplantlarindan doku kiiltiirleri kurulmus
ve kurulan kiiltiirlere ¢esitli dozlarda gama radyasyonu uygulanmistir. Bitkilerin
sahip olduklar1 genotipik farkliliklar nedeni ile radyasyon dozlarina kars1 verdikleri
cevap degisken oldugundan mutasyon caligmalarinda kullanilacak etkin dozun

(EDsp) saptanmasi biiyiik onem tasimaktadir (Sagel ve dig., 2002; Alikamanoglu,
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1999). Bu nedenle ¢alismamizda kontrol ve 1sinlanan deney gruplarinin 28. giindeki
rejenerasyon ylizdesi, ortalama bitki boyu, ortalama yaprak sayist ve kok olusum
ylzdesine gore EDsy dozu belirlenerek patates bitkisine ait Marfona g¢esidinin

radyasyona olan hassasiyeti ortaya konmustur.

Calismamizin 28.giintlinde, kiiltiir ortamindaki 1sinlanmis deney gruplarinin biiyiime
parametrelerinde kontrole goére meydana gelen zararlanma, uygulanan radyasyon
dozuna bagl olarak artmistir. Kontrol ve 1sinlanmig kiiltiirlerin tiim dozlarinda
rejenerasyon goriilmektedir. Kontrol ve diisilk radyasyon dozu uygulanan deney
gruplar1 arasinda belirgin bir fark olmamakla birlikte, 25 Gy gama radyasyonu
uygulanan deney grubunda bitki rejenerasyonu % 50 olarak gergeklesirken,
calismamizdaki en yiiksek doz olan 50 Gy gama radyasyon dozunun kullanildigi
deney grubunda ise rejenerasyonun % 6,5 olarak gerceklestigi gdzlenmistir. Marfona
cesidine ait bitki rejenerasyon yiizdesinin, uygulanan radyasyon dozunun artigina
bagl olarak azaldig1 belirlenmistir. Radyasyon uygulanan bitkilerin meristematik
hiicrelerinde meydana gelen kromozom zararlanmalari, hiicre dongiisiiniin
yavaslamas1 ve mitoz boliinmenin gecikmesi gibi radyasyonun olumsuz etkileri
yiiksek dozlarda bitki rejenerasyonunu ve gelisimini oldukc¢a azaltmaktadir.
Uygulanan radyasyon dozunun artigi, mutasyon frekansini artirmasina ragmen ayni
zamanda bitkideki zararlanmay1r da arttirmaktadir (Toker ve dig., 2007;
Gulsen ve dig., 2007; Hewawasam ve dig., 2004; Zhen, 2001; Sharabash, 2001;
Alikamanoglu, 1999).

Cin narcissus bitkisinin doku kiiltiirii {izerine gama radyasyonunun etkisini ortaya
koymak i¢in yapilan bir c¢aligmada, siirgin ucu eksplantlarina 0-100 Gy gama
radyasyonu uygulanmig ve 28. giiniin sonunda, kontrol grubunun tamami rejenere
olurken, 15 Gy gama radyasyonu uygulanan grupta rejenerasyonun % 66 oranina
diistligii ve uygulanan radyasyon dozuna bagli olarak bitki rejenerasyonunda azalma

meydana geldigi bildirilmistir (Lu ve dig., 2007).

Calismamizda Marfona c¢esidine ait 1sinlanmis nod eksplantlarindan kurulan
kiiltiirlerde gama radyasyonunun bitki gelismesi {izerine etkisini belirlemek amaciyla

bitki boyu, yaprak sayis1 ve kok olusum yiizdesi saptanmigtir. Kiiltiir ortaminda her
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tic gelisim parametresininde gama radyasyonunun artan dozlarindan etkilendigi
goriilmektedir. Deney gruplar1 arasinda ortalama bitki boyu degerlendirildiginde
uygulanan radyasyon dozuna bagli olarak bitki boyunda bir gerileme oldugu ve bu
gerilemenin 20 Gy gama radyasyonu uygulanmis deney grubundan itibaren bariz bir

sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.

Gulsen ve ark. limon bitkisiyle yaptiklar1 ¢alismada, bitkileri 0, 30, 50, 70 ve 90 Gy
gama radyasyonu ile 1sinlamiglar ve uygulanan radyasyon dozuna bagl olarak bitki
boyunda azalis meydana geldigini bildirmislerdir. Yapilan bu calismada, kontrol
bitkisinde ortalama bitki boyu 57 cm olarak belirlenirken, 90 Gy gama radyasyonu
uygulanmis deney grubunda ise ortalama bitki boyunun 4 cm’e geriledigi

belirlenmistir (Gulsen ve dig., 2007).

Crossandra bitkisinde yapilan in vitro mutasyon c¢aligmasinda siirgiin ucu
eksplantlari, 0-90 Gy gama radyasyonuna maruz birakilmis ve artan radyasyon
dozuna bagli olarak siirglin boylarinda anlamli bir azalis meydana geldigi

bildirilmistir (Hewawasam ve dig., 2004).

Calismamizda, ortalama yaprak sayis1 bakimindan incelendiginde, kontrol ve 20 Gy
gama radyasyonu uygulanmis deney gruplarina kadar hemen hemen ortalama yaprak
sayilarimin ayn1 oldugu fakat 20 Gy’den itibaren yaprak olusumunun, artan
radyasyon dozlarindan etkilenerek yaprak boyutunda ve sayisinda azalmanin
meydana geldigi gozlenmistir. Radyasyon uygulanmasiyla yapraklarda, apikal
meristem ve yaprak primordiasinin radyasyon dozlarindan etkilenmesi sonucu
biiyiimede yavaslama ve morfolojik bozukluklar meydana geldigi arastiricilar

tarafindan bildirilmektedir (De Guzman ve dig., 1982).

Hewawasam ve ark. Crossandra bitkisinde yaptiklari in vitro mutasyon ¢alismasinda
gama radyasyon dozunun artmasi ile kiiltiirlerde bulunan bitki yapraklarinda
zararlanmanin arttigini  bildirilmiglerdir. 30 Gy gama radyasyonu uygulanan
gruplarda bulunan yapraklardaki ortalama zararlanma % 25 iken bu oranin 60 Gy
gama radyasyonu uygulanan gruplarda % 45° e ¢iktig1 bildirilmistir (Hewawasam ve

dig., 2004). Yapilan bir baska doku kiiltiirii caligmasinda muz siirgiin ucu
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eksplantlarina, 10 ve 25 Gy gama radyasyonu uygulanmis ve uygulanan gama
radyasyon dozlariin silirglin olusumu ve yaprak sayisini azalttigi gosterilmistir (De

Guzman ve dig., 1982) .

Calismamizda bir baska biliylime parametresi olan kok olusum yiizdesi
degerlendirildiginde kontrol grubunda kok olusumu % 63 iken, bu oran 15 Gy gama
radyasyonu uygulanan grupta % 45’e diismiis ve 50 Gy gama radyasyonu uygulanan

grupta ise kok olusumu gézlenmemistir.

Crossandra bitkisi ile yapilan in vitro mutasyon ¢alismasinda gama radyasyonunun,
kok olusumuna etkisi degerlendirildiginde kontrol bitkisinde kok olusumunun
% 94 oldugu saptanirken, 30 Gy gama radyasyon dozu uygulandiginda kok
olusumunun % 55’¢, 60 Gy gama radyasyon dozu uygulandiginda ise kok

olusumunun % 20’ye diistiigii bildirilmektedir (Hewawasam ve dig., 2004).

Calismamizda yaptigimiz istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, ortalama bitki
boyu ve ortalama yaprak sayisinin uygulanan gama radyasyonunun artan dozlarindan
etkilendigi ve bu etkilesimin 6énemli oldugu goriilmektedir (P< 0.05). Ancak her iki
bliylime parametresi degerlendirildiginde, kontrol grubu ile 5 Gy gama radyasyonu

uygulanan grup arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptanmaistir.

Yapilan radyobiyolojik ¢alismalarda bitki gelisiminin belirlenebilmesi ve bitkiye
uygulanacak mutasyon dozlarinin saptanabilmesi i¢in EDsy dozunun tespit edilmesi
onemlidir. Calismamizda dort bitki gelisim parametresi de degerlendirilerek ED3g ve

EDs( dozlar tespit edilmistir.

Narcissus bitkisinde yapilan in vitro mutasyon calismasinda siirgiin ucundan elde
edilen eksplantlara uygulanan tiim dozlarin bitki rejenerasyonu iizerine etkili oldugu
ve Ozellikle 20 Gy’den yiiksek uygulanan dozlarda rejenerasyonun hizla diistigi ve
100 Gy gama radyasyonu uygulanan grupta ise bitki rejenerasyonunun
gerceklesmedigi ve yapilan hesaplamalar sonucunda EDsy dozunun 28 Gy olarak

saptandig1 bildirilmistir (Lu ve dig., 2007).
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Patade ve ark. 2008 yilinda yaptiklar in vitro mutasyon ¢alismasinda seker kamisi
(Saccharum  officinarum L.) Dbitkisinde embriyogenik kallus kiiltiirlerini,
0-50 Gy’lik gama radyasyon dozu ile i1sinlayarak LDsy dozunu 20 Gy olarak
saptamiglardir (Patade ve dig., 2008)

Rasheed ve ark. in vitro ortamda seker kamisi ve patates bitkisinde mutant bitkilerin
eldesi i¢in 0, 20, 40 ve 60 Gy gama radyasyonu kullanmislar ve LDsy dozunu 20 Gy
olarak saptamiglardir. Ayrica, patates bitkisine LDsy dozunun iizerinde uygulanan
radyasyonun, bitkide lethal etkiye neden oldugunu bildirmislerdir (Saif-Ur-Rasheed
ve dig., 2001)

Vejetatif lireyen bitkilerde yapilan radyasyon ¢aligmalarinda EDsy dozu genellikle tist
sinir  olarak  tercih edilirken, Ozellikle mutasyon 1slah1  ¢alismalarinda
EDj3p civarindaki dozlar tercih edilmektedir (Preidieri ve Di Virgilio,2007;
Alikamanoglu,1999). Nitekim ¢alismamizda tuza toleransli bireylerin eldesi,

15-30 Gy arasindaki radyasyon dozuna maruz birakilan kiiltiirlerde gergeklesmistir.

Sharabash ve ark. yaptiklari in vitro mutasyon ¢alismasinda patates doku kiiltiiriinde
tuza toleransli mutantlarin eldesi i¢in 0, 20 ve 40 Gy gama radyasyonu

uyguladiklarint ve mutasyon dozunu 20 Gy olarak saptadiklarini bildirmislerdir

(Sharabash,2001).

Bitkiler arasinda genetik farkliliklar olsada, in vitro doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
somatik mutasyonlarin tesvik edilmesinde bitki hiicre ve dokularina uygulanacak
dozlarin yaklagik 20 Gy civarinda olmast gerektigi yapilan c¢alismalarda

gosterilmistir (Donini ve Sanino, 1998).

Somatik mutasyon ¢alismalarinda, doku kiiltiiri ortaminda mikrocogaltim
tekniklerinin  kullanim1 ile kisa siirede M;Vs; M;Vs M;Vs generasyonlar
olusturularak istenilen Ozelliklere sahip mutant bitkilerin in vitro seleksiyonu
basariyla yapilabilmektedir (Hewawasam ve dig., 2004; Ahloowalia ve Maluszynski,
2001; Alikamanoglu,1999). Calismamizda patates doku kiiltiiriinde somatik
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mutasyonlart tesvik etmek icin, nod eksplantlarindan doku kiiltiirleri kurulmus ve
kurulan kiiltiirlere gama radyasyonu uygulanmistir. Arastirmamizda, kontrol ve
1sinlanmis MV, generasyonuna ait 360 eksplanttan MV, generasyonuna ait
650 eksplant ve MV, generasyonundan da M, V3 generasyonuna ait 1024 eksplant
elde edilmistir. Elde edilen M;V3 generasyonuna ait eksplantlar, tuza toleransh
bitkilerin tespit edilmesi amaciyla 0, 50, 100 ve 125 mM NaCl konsantrasyon igerikli

selektif besiyerine ekilmistir.

Sharabash ve ark. yaptiklar1 ¢alismada patates doku kiiltliriinde tuza toleranslh
mikrotiiber iretimi i¢in gama radyasyonu kullanildigi ve stabilite testlerinin
M, V3 generasyonundaki bitkilerde yapildigin1 bildirmislerdir (Sharabash, 2001).
Patates bitkisi ile in vitro ortamda yapilan bir baska caligmada, sicaga karsi toleranslh
mutantlarin stabilite testleri yine M;V; generasyonuna ait bitkilerde yapilmistir

(Das ve dig., 2000).

Gulsen ve ark. gama radyasyonu kullanarak Mal Secco’ya toleransh ve ¢ekirdeksiz
limon mutantlar1 elde etmisler ve stabilite testlerini M; V3 bitkilerinde yaptiklarini

bildirmislerdir (Gulsen ve dig., 2007).

Calismamizda patates doku kiiltiirlerinde c¢evresel stres faktorlerinden biri olan tuz
stresinin etkisini belirlemek amaci ile Marfona ¢esidine ait nod eksplantlar1 ¢esitli
konsantrasyonlarda NaCl i¢eren selektif besiyerine ekilmis ve kiiltiirlerin tuz stresine
olan hassasiyeti tespit edilmistir. Uygulanan tuz konsantrasyon artigana bagli olarak
eksplantlarin rejenerasyon yiizdesi azalmis ve 150 mM’den yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip selektif besiortaminda rejenerasyon gozlenmemistir. Bitki
metabolizmasinin tiimiinde etkili olan tuz stresinin en 6nemli etkisinin biiylime ve
gelismenin engellenmesi oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmektedir (Uddin ve

dig., 2007; Miiftiioglu ve dig., 2006; Baek ve dig, 2005; Nguyen ve dig., 2004).

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinin piring tohumlarmin ¢imlenme yiizdelerini
diistirdiigii, seker kamisi bitkisinde nod, dal ve koklenmede gerilemeye neden oldugu

ve Solanum tiirlerinde ise mikrotiiber iiretimini tamamen inhibe ettigi yapilan
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calismalarda gosterilmistir (Aghaei ve dig., 2008; Baek ve dig., 2005;
Saif-Ur-Rasheed ve dig., 2001; Silva ve dig., 2001).

Ayrica, Aghaei ve ark. 2008 yilinda yaptiklari in vitro ¢calismada, uygulanan yiiksek
tuz konsantrasyonlarinin patates (Solanum tuberosum L.) doku kiiltiiriinde gelisimi
olumsuz etkiledigini belirterek 6zellikle 60 mM ve lizerindeki konsantrasyonlarda
uygulanan tuzun, yapraklarda zararlanmaya yol agtigin1 ve biiylimeyi inhibe ettigini

bildirmislerdir (Aghaei ve dig., 2008).

Yiiksek konsantrasyonlarda NaCl stresine maruz birakilan bitkilerde, hiicre igine su
alimmnin azalmasi sonucunda, kloroplastlardaki elektron transfer zincirinin
etkilenmesi ve fotosentetik aktivitenin azalmasi gibi etkilerin meydana geldigi
yapilan calismalarla gosterilmistir (Sen, 2005; El-Baky ve dig., 2003). Tuz stresinin
bitkilerde 6nemli zararlar meydana getirdigi ve bir¢ok bitki tiiriiniin de tuz stresine
kars1 hassas oldugu disiiniildiigiinde, yiiksek tuz konsantrasyonlarina toleransh

bitkileri elde etmek biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Calismamizda yiiksek tuz konsantrasyonuna toleransh patates Marfona cesidine ait
bitkilerin tespit edilmesi amaciyla 50, 100, 125 mM tuz konsantrasyonuna sahip
selektif besiyerlerine ekilen nod eksplantlarinin rejenerasyon yiizdeleri ve kok
olusum yiizdeleri hesaplanarak degerlendirilmistir. 50 mM tuz igeren selektif
besiyerinde M;V3 generasyonuna ait kontrol grubu rejenerasyonu % 55 degerine
gerilerken bu oran 15 Gy gama radyasyon uygulanan grupta % 75 olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubunun 125 mM tuz igeren selektif besiyerinde rejenerasyonu
% 23 degerine kadar diiserken bu oran 20 Gy gama radyasyon uygulanan grupta
% 48 degerine, 30 Gy gama radyasyon uygulanan grupta ise % 38 degerine ulastig1
belirlenmistir. Bir bagka biiyiime parametresi olan kdk olusumu degerlendirildiginde,
50 mM tuz igeren selektif besiyerinde rejenere olan kontrol grubunun kék olusumu
% 20 degerine gerilerken bu oran 15 Gy gama radyasyon uygulanan grupta
% 75 olarak saptanmistir. Kontrol grubunun 125 mM tuz iceren selektif besiyerinde

kok olusumu gozlenmezken 20 Gy gama radyasyon uygulanan grupta
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% 39 oraninda, 30 Gy gama radyasyon uygulanan grupta ise % 17 oraninda kok

olusumu gézlenmistir.

Gama radyasyonunun mutagen olarak kullanildigi bir mutasyon ¢alismasinda piring
tohumlarinin 100 mM tuz konsantrasyonu iceren ortamda ¢imlenme orani ortalama
% 6.1 degerine diiserken, 8 Gy gama radyasyonu uygulanmis tohumlarin ¢imlenme

orani ise ortalama % 13.8 degerine ylikseldigi bildirilmistir ( Baek ve dig., 2005 ).

Das ve ark. sicaklik stresine maruz biraktiklari patates (Solanum tuberosum L.)
bitkisinin kontrol grubunda ortalama 4.89 tiiber gelistigini bildirirken, 20 Gy gama
radyasyonu uygulanan grupta ortalama tiiber sayisinin 10.18’e yiikseldigini ve 40 Gy
gama radyasyonu uygulanan grupta ise ortalama tiiber sayisinin daha da artarak

20.18 tiibere ulastigini bildirmislerdir (Das ve dig., 2000).

Sharabash ve ark. in vitro ortamda yaptiklar1 ¢alismada, 2000 ppm tuz
konsantrasyonuna sahip besiyerinde rejenere olan patates (Solanum tuberosum L.)
nod eksplantlarinin ortalama boyunun 5.3 cm olarak Olgerken, 20 Gy gama
radyasyonu uygulanan eksplantlarin ortalama boyunun 8.2 cm olarak 6l¢iildiigiinii ve
uygulanan radyasyon dozunun tuz stresinin meydana getirdigi zararlanmayi
azalttigini bildirilmislerdir. Yine aynm1 c¢alismada bir baska biiylime parametresi olan
bitki taze agirlig1 degerlendirildiginde, tuz stresi etkisiyle kontrol grubunda ortalama
bitki taze agirligmin 1.18 g’a diistiigli, 20 Gy gama radyasyonu uygulanmasiyla
ortalama bitki taze agirhiginin 4.1g’a yiikseldigi saptanmis ve taze agirlik iizerine
tuz stresinin meydana getirdigi zararlanmanin, 20 Gy gama radyasyonunun

uygulanmasi ile yaklasik 4 kat azaltildig1 belirtilmistir (Sharabash, 2001).

Yaptigimiz ¢alismada 15, 20, 30 Gy gama radyasyonu uygulanan deney gruplarinin,
selektif besiyerinde rejenerasyon ve kok olusum yiizdelerinde gézlenen stimiilasyona
karsin 25 Gy gama radyasyonu uygulanan deney grubunun selektif besiyerinde
rejenerasyon ve kok olusum yiizdesinin kontrol grubunundan daha diisiik olmasinin
sebepleri arasinda, bu deney grubunda bulunan bitkilerde meydana gelen

mutasyonun, gen anlatiminin diizenlenmesinde gorev alan regiilator bolgelerde, gen
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riinlerinin  kaybin1 ve/veya farkli dirinlerin olusumunu tetikleyerek bitki

rejenerasyonu ve kok olusumunu baskilamis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Nitekim, uygulanan radyasyon sonucunda organizmada meydana gelen mutasyonlar,
genlerde regiilator bolgede transkripsiyonu ve/veya translasyonu engelleyerek
fonksiyon kaybina yol agabilecegi gibi ilgili gen ifadesinin artmasina neden olarak
biyokimyasal fenotipi degistirebilir ve ilgili gen iirliniiniin yeni fonksiyonlar

kazanmasini da saglayabilir (Liileyap, 2008).

Aragtirmamizda gama radyasyonu uygulayarak tuz toleransina karsi yaptigimiz bu
mutasyon calismasinda kontrole gore daha iyi gelistigi tespit edilen, 15 Gy
radyasyon uygulanan grupta 20 bitki, 20 Gy radyasyon uygulanan grupta 17 bitki ve
30 Gy radyasyon uygulanan grupta ise 14 bitki olmak iizere toplam 51 bitkinin,
50, 100 ve 125 mM tuz konsantrasyonuna sahip selektif besiyerinde gelistigi

saptanmistir.

Hewawasam ve ark. yaptiklar1 mutasyon ¢alismasinda Crossandra bitkisinde yaprak
sekli ve rengi degistirilmis mutant bitkileri gama radyasyonu ve kolsisin kullanarak
elde ettiklerini, kontrol grubunda 920 bitkiden hi¢ mutant elde edilemezken, 30 Gy
gama radyasyonu uygulanan grupta 960 bitkiden 1 mutant bitki, % 0.03’liik kolsisin
uygulanan grupta 585 bitkiden 5 mutant bitki ve % 0.05’lik kolsisin uygulanan
grupta ise 370 bitkiden 2 mutant bitki elde ettiklerini bildirmislerdir (Hewawasam
ve dig., 2004).

Caligmamizda gama radyasyonu uygulayarak elde etti§imiz Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) ¢esidine ait tuza toleranslt mutant bitkiler ile kontrol bitkisi
arasinda olusan DNA diizeyindeki farkliliklar, polimeraz zincir reaksiyonuna
dayanan molekiiler markor tekniklerinden biri olan RAPD teknigi kullanilarak
saptanmigtir. RAPD, genellikle bireyler arasinda polimorfizmin bandin
varligi/yoklugu sekilde ifade edildigi bir dominant markordiir (Staub ve dig., 1996).
Patates cesitleri arasindaki polimorfizmi belirlemede RAPD markorlerinin kullanima,
diger yontemlere gore ucuz ve uygulanabilirliginin kolay olmasi nedeniyle tercih

edilmektedir (Abbas ve dig., 2008; Yasmin ve dig., 2006; Ghislain ve dig., 2006;
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Trabelsi ve dig., 2005; Collares ve dig., 2004; Sadia ve dig., 2003; McGregor ve dig.,
2000; Ochatt ve dig., 1999).

Arastirmamizda bitki DNA izolasyon kiti kullanilarak Marfona patates
(Solanum tuberosum L.) gesidine ait kontrol ve tuza toleransli mutant bitkilerin DNA
izolasyonlar1 yapilmis ve pl ‘de 40-70 ng DNA elde edilmistir. Patates ile yapilan
bircok molekiiler calismada genomik DNA izolasyonu icin klasik izolasyon
yontemleri yerine bitki DNA izolasyon kitleri kullanilmaktadir (Ghislain ve dig.,
2006; Trabelsi ve dig., 2005; Sadia ve dig., 2003; Trindade ve dig., 2003).

Calismamizda Marfona patates ¢esidinde kontrol ve tuza toleransli mutant bitkilere
ait DNA’lara uygun c¢ogaltim yapilabilmesi ve c¢ogaltilan iirlinlerin
amplifikasyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in PCR reaksiyon karisiminin ve uygulanan
PCR dongii sayis1 ve siiresinin optimizasyonu yapilmigtir. PCR ile istenilen DNA
dizilerinin hizli bir sekilde cogaltilabilmesi i¢in PCR karigimini olusturan temel
bilesenlerin optimizasyonu 6nemlidir. Ayrica, genomik DNA'nin kisa oligoniikleotid
primerler ile amplifikasyonunun gerceklesmesi i¢in PCR dongii  kosullarinin da
optimizasyonu gereklidir (Ozaydin, 2004; Shoyama ve dig., 1998). Yapilan 6n
denemeler sonucunda PCR tamponu (10X), 2,5 mM MgCl,, 0,1 mM dNTP karigima,
0,4 uM primer konsantrasyonu, 50 ng DNA konsantrasyonu ve 0,5 U tag DNA
polimeraz igerikli toplam hacmi 50 pl olan karigtm, PCR  karigimi olarak
kullanilmistir.  Yapilan 6n denemeler sonucunda PCR dongiisii ve siiresinin
optimizasyonu saglanmistir. Buna gore, thermalcycler cihazinda optimizasyon
programi ayarlanarak PCR iiriinlerine, 94 °C’de, 2 dakika 6n denatiirasyondan sonra,
40 dongli 94 °C’de, 1,5 dakika, 36 °C’de, 1 dakika ve 72 °C’de, 3 dakika islem
yapilmistir. 40 dongiiniin ardindan 72 °C’de, 7 dakika uygulanarak sentezi
tamamlanamayan amplifikasyon iirlinlerinin sentezi tamamlamasi amacglanmistir.
Programimn son asamasinda bekleme sicaklipi 4 'C  olarak tercih edilmistir.
Uygulanan bu parametreler sonucunda etkili bir amplifikasyon elde edilmistir.
Gelistirdigimiz PCR karisimi ve uygulanan dongii kosullari patates bitkisiyle yapilan
bircok calismada kullanilan PCR karisimi ve dongii kosullar1 ile benzerlik

gostermektedir (Abbas ve dig., 2008; Yasmin ve dig., 2006; Ghislain ve dig., 2006;
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Boltowicz ve dig., 2005; Trabelsi ve dig., 2005; Collares ve dig., 2004;
Mc Gregor ve dig., 2000).

Calismamizin RAPD-PCR analizi kisminda 10 bazlik 10 farkli primer kullanilmis ve
test edilen 10 primerden 6 tanesi Marfona patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidine
ait deney orneklerinde ¢alismistir. Arastirmamizda kullanilan OPH-12 primerinde
6 DNA bandi amplifike olurken bunlarin 3 tanesi polimorfik diger 3 tanesi ise
kontrol ve mutant gruplarin hepsinde gézlendiginden polimorfik olmayan bant olarak
adlandirilmigtir. Diger 5 primerde olusan DNA bantlarinin tiimiiniin polimorfik
oldugu saptanmis ve bdylelikle tim  primerlerin ortalama polimorfizm orani

% 89.66 olarak tespit edilmistir.

Bir¢ok arastirict fizyolojik parametreler ile birlikte RAPD markdrlerini kullanarak
bitki tiirleri ve c¢esitleri arasinda olusan polimorfizmi  belirlemislerdir
(Aghaei ve dig., 2008). Ayrica, bitki gruplar arasinda belirlenen polimorfizm yiliksek
seviyede ise az sayida kullanilan primerlerin polimorfizmi belirlemede yeterli
olabilecegi yapilan ¢esitli caligmalarda gosterilmistir (Rajaseger ve dig.,1997; Schontz
ve Rether, 1999; Li ve Midmore, 1999).

Mc Gregor ve ark. 39 patates ¢esidi arasindaki polimorfizmi belirlemek amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada RAPD markdrleri kullanarak, igerisinde bizimde c¢alismamizda
kullandigimiz primerlerin bulundugu 20 farkli primer ile % 73.7 oraninda
polimorfizm elde ettiklerini bildirmislerdir (McGregor ve dig., 2000). Ayn1 sekilde
Patade ve dig. seker kamisi bitkisine ait embriyonik kallus kiiltiirlerinde elde ettikleri
tuza ve kurakliga toleransli mutant bitkilerin kendi ve kontrol bitkisiyle aralarindaki
polimorfizmi belirlemek amaciyla igerisinde yine bizimde c¢alismamizda
kullandigimiz  OPH-12 ve OPH-19 primerlerinin de bulundugu 9 primer
kullandiklarini bildirmislerdir (Patade ve dig., 2005)

Caligmamizda, gama radyasyonunun etkisiyle Marfona patates c¢esidinde elde edilen
tuza toleransli mutant bitkilerin kontrol bitkisiyle ve kendi aralarinda olusan genetik
uzakliklar degerlendirildiginde 10 ve 11 numarali mutant bitkilerin kontrole olan

genetik uzakliklar1 % 47; 5 ve 18 numarali mutant bitkilerin kontrole olan genetik
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uzakliklarimin  ise % 46 gibi yiiksek seviyede oldugu tespit edilirken,
3 numarali mutant bitkinin kontrole olan genetik uzakliginin % 5 gibi diisiik seviyede
kaldigi saptanmistir. Calismamizda gama radyasyonu uygulayarak somatik
mutasyonlarin tesvik edilmesi sonucunda elde edilen tuza toleransl bitkilerin kontrol
bitkisinden ortalama % 27.5 oraminda genetik farklilifa sahip oldugu yapilan
istatistiksel hesaplamalar ile tespit edilmistir. Tim deney gruplar1 goz Oniinde
bulunduruldugunda kullanilan primerlere goére en fazla genetik farkliligin
% 67 orantyla 10 numarali mutant bitki ile 15 numarali mutant bitki arasinda oldugu
hesaplanirken, en az genetik farkliligin ise 1 numarali mutant bitki ile 8 numarali
mutant bitki ve 4 numarali mutant bitki ile 16 numarali mutant bitki arasinda

% 4 oraninda olustugu saptanmistir.

Uygulanan radyasyon dozuna bagli olarak canlilarda meydana gelen fiziksel
zararlanmalar, M;V; generasyonunda fizyolojik parametreler degerlendirilerek
saptanabilirken, uygulanan radyasyonun canli sistemlerde olusturdugu genetik etkiler
ancak ileri generasyonlarda saptanabilir ve meydana gelen kalitsal degisimler ortaya
konulabilir. Radyasyona maruz birakilmis canli organizmanin genetik yapisinda
medyana gelen bu kalitsal degisimler hiicreden hiicreye farklilik gosterebilir. Bu
farkliliklar, radyasyonun rastgele etkisi sonucu hiicrelerde meydana gelen hasarin
giderilmesinde, DNA onarim mekanizmalarindaki farkliliklar (Replikasyon oncesi
veya Replikasyon esnasindaki onarimlar) olabilecegi gibi gen ekspresyonunun
diizenlenmesindeki (Transkripsiyonel, Post-Transkripsiyonel veya Translasyonel)
olusan degisikliklerde olabilir (Liileyap, 2008). Buna bagh olarak ayni radyasyon
dozuna maruz birakilmis bitki gruplarinda farkli genotipik ve fenotipik degisimlerin

saptanmast s6z konusu olabilir.

Elde ettigimiz tuza toleransli mutant bitkiler arasinda da aynmi radyasyon dozuna
maruz birakilmig bitkilerin genotipik farkliliklar igerdigi kullandigimiz primerlere

gore cizilen dendrogramlarda ortaya konmustur.

Khan ve dig. sekerkamisinda somatik mutasyonlar1 tesvik etmek amaciyla klonlara
0, 10, 20, 30 ve 40 Gy gama radyasyonu uyguladiklarin1 ve mutasyon dozunu 20 Gy
olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar, elde ettikleri RAPD
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amplifikasyon sonuglarmma gore mutant bitkilerin, kontrol bitkisiyle ve kendi
aralarindaki genetik uzakliklar1 hesaplamiglar ve kontrol bitkisine en uzak genetik
mesafeye % 62 ile 20 Gy gama radyasyonu uygulanmis L3 mutant bitkisinin sahip
oldugunu, en az genetik uzakligin ise % 54 ile 20 Gy gama radyasyonu uygulanmis
L4 mutant bitkisinin sahip oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda tiim deney
gruplar1 degerlendirildiginde en fazla genetik farkliligin % 67 oraniyla 10 Gy gama
radyasyonu uygulanmig L1 ile L2 mutant bitkiler arasinda oldugu hesaplanirken, en
az genetik farkliligin % 7 oraniyla 40 Gy gama radyasyonu uygulanmig L2 ile
L3 mutant bitkiler arasinda oldugu bildirilmistir (Khan ve dig., 2007).

Patade ve dig. ¢evresel stres faktorlerinden tuz ve kurakliga toleransli mutant bireyler
elde etmek amaciyla seker kamisi embriyonik kallus kiiltiirlerine farkli dozlarda
gama radyasyonu uyguladiklarini = bildirmislerdir. Caligmalarindaki RAPD
amplifikasyon sonuglarina gore elde ettikleri mutant bitkiler ile kontrol bitkileri
arasinda olusan ortalama genetik farkliigin % 37 olarak saptandigini ve kontrol
bitkisiyle en fazla genetik farkliliga % 69 ile 20 Gy gama radyasyonu ile 1sinlanmis
% 0.625 PEG (Polyethylene glycol) uygulanmis mutant bitkisinin sahip oldugunu
bildirmislerdir (Patade ve dig., 2005)

Calismamizda genetik mesafelere gore cizilen dendrogram degerlendirildiginde,
Marfona ¢esidine ait 3, 4, 16 numarali mutant bitkilerinin kontrole ¢ok yakin,
5,9,10, 11, 17, 18 ve 19 numarali mutant bitkilerinin ise kontrole ¢ok uzak oldugu
belirlenmistir. Ozellikle 30 Gy gama radyasyonu uygulayarak elde ettigimiz mutant

bitkilerin tiimii genetik acilim bakimindan kontrol bitkisinin ¢ok uzaginda kalmistir.

Sonug olarak;

Calismamizda in vitro ortamda patates (Solanum tuberosum L.) Marfona ¢esidine ait
eksplantlardan doku kiiltiirleri kurulmustur. Kurulan patates doku kiiltiirleri {izerine
farkli dozlarda gama radyasyonunun etkisi ortaya konularak EDsy dozu

belirlenmistir.



75

Gama radyasyon dozlar ile 1sinlanan eksplantlarda, somatik mutasyonlar tesvik
edilmis  ve tuz stresine karsi toleransh bitkilerin saptanabilmesi amaciyla
mikrogogaltim teknikleri  kullamilarak M,;V,, MV, ve M;V; generasyonlari

olusturulmustur.

Marfona gesidine ait nod eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren selektif
besiyerlerine ekilmistir. Ekilen eksplantlarin  in vitro ortamda rejenerasyonlari

gdzlenmis ve tuz stresine olan hassasiyetleri ortaya konmustur.

Marfona ¢esidine ait M; V3 generasyonu nod eksplantlari, 50, 100 ve 125 mM tuz
igerikli selektif besiyerlerine ekilmis ve gelisimleri gozlenerek, tuza toleransli mutant

bitkiler tespit edilmistir.

Caligmamizda, gama radyasyonunun etkisiyle patates (Solanum tuberosum L.) bitkisi
Marfona c¢esidine ait kontrol ve tuza toleransli mutant bitkiler arasinda olusan DNA
diizeyindeki farkliliklar, RAPD-PCR yontemi kullanilarak saptanmistir. RAPD-PCR
yonteminde kullandigimiz 6 primere gore polimorfizm orani ise % 89.66 olarak

hesaplanmustir.

Patates (Solanum tuberosum L.) bitkisi Marfona cesidine ait kontrol ve tuza
toleransh bitkilerin birbirlerine olan genetik uzakliklari, SPSS istatistik programi
kiimeleme analiz yontemi kullanilarak hesaplanmis ve dendrogramlari c¢izilmistir.
Yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen tuza toleransli bitkilerin kontrol
bitkisinden ortalama % 27.5 oraninda genetik farkliliga sahip oldugu ve kontrol
bitkisiyle en fazla genetik acilima sahip mutant bitkilerin ise % 47 oram ile 10 ve

11 numarali mutant bitkiler oldugu saptanmigtir.

Kiiresel 1sinma ve beraberinde gelen iklim degisiklikleri nedeniyle tarimsal
topraklarda giin gectikce tuzluluk hizla artmakta ve bu sebeple tuzlu topraklarda
yetisebilecek bitkilerin elde edilmesi 6nem kazanmaktadir. Calismamizda, iilkemizde
iiretimi yapilan ve beslenme zincirinde énemli bir yeri bulunan patates bitkisinin
Marfona cesidinde, gama radyasyonu uygulayarak cevresel stres faktorlerinden biri

olan tuzluluga kars1 toleranshi bitkiler gelistirilmistir. Bu doktora tezi ile
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radyobiyolojik yonden degerlendirilerek somatik mutasyon ¢alismalari i¢in optimum
radyasyon dozlar1 belirlenen patates bitkisi Marfona c¢esidine uygun DNA
izolasyonunun ve PCR kosullarinin optimizasyonunun yapilmis olmasi ayrica,
polimorfizm gdsteren primerlerin belirlenmesi, bundan sonra bu bitki cesidi ile
yapilacak olan seleksiyon, mutasyon 1slah1 ve gen kaynaklarinin karakterize edilmesi

calismalarina 1s1k tutacaktir.
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