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OZET
Doktora Tezi

TOHUM BOCEKLERINE (Bruchidae: Coleoptera) DAY ANIKLI TRANSGENIK
FASULYE (Phaseolus vulgaris L.) BITKILERININ ELDE EDILMESINE YONELIK
ARASTIRMALAR

Sevil SAGLAM
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Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Damigman: Prof. Dr. Cemalettin Y. CIFTCI

Fasulye; protein, vitaminler ve mineral maddelerce zengin onemli bir yemeklik tane baklagil
bitkisidir. Tohum bocekleri (Coleoptera: Bruchidae); fasulye tanelerinin gida kalitesini,
cimlenme giiciinii ve dolayisiyla ekonomik degerini diisirmektedir. Bu bdoceklerle
miicadelede kullanilan kimyasal maddelerin bitkiler iizerinde biraktig1 kalintilar bitki
izerinden beslenen tiim canlilar1 olumsuz etkilemektedir. Transformasyon caligmalarinda
kullanilan Bacillus thuringiensis (Bt) genlerinin ise insanlar ve diger canlilar iizerinde
olumsuz etkilerine rastlanmadigina iligkin kaynaklar mevcuttur. Bu calismada, fasulye
bitkisine Agrobacterium tumefaciens araciligiyla Bt d-endotoksin proteinlerinin sentezinden
sorumlu olan Cry genlerini aktararak boceklere dayanikli bitkiler elde etmek amac¢lanmustir.
Fasulye bitkisinin olgunlasmamis kotiledon, plumula ve embriyo ile iki kotiledon
eksplantlarindan yiiksek oranda rejenerasyon saglanmistir. Akman-98 c¢esidinin apikal
meristem eksplantlarndan GV2260 p35S GUS-INT bakteri hatti1 kullanilarak 3 adet GUS
pozitif bitki elde edilmistir. A. tumefaciens’in GNA, OCI1, SKTI, Cryl/Ac, CrylC (p1C PRD
ve plCST PRD), Cry2A (p2A PRD ve p2AST PRD), CrylAb ve SN19 (pMH65, pMH606)
genlerini tagiyan hatlar1 kullanilmistir. Yalmizca GNA, CrylAc, CrylAb, Cry2A (p2A PRD ve
p2AST PRD), CrylC (p1CST PRD), SN19 (pMHG65, pMH66) genlerini tasiyan bakteri hatlar:
kullanilarak yapilan gen aktarimi ¢caligmalarindan bitki elde edilmistir.

Arahk 2009, 101 sayfa

Anahtar Kelimeler: Fasulye, Agrobacterium tumefaciens, Bruchus spp., Cry genleri



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

RESEARCHES ON DEVELOPMENT OF TRANSGENIC
COMMON BEANS (Phaseolus vulgaris L.) RESISTANT TO SEED INSECTS
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Common bean is an important food legume rich in protein, vitamins and mineral elements.
Seed insects (Coleoptera: Bruchidae); harm common bean, food quality, germination power
and therefore reduces the economic value. Residues that are left on plants by the insecticides
used to combat these insects affect all the creatures which feed on them negatively. There is
no report of negative effects of Bacillus thuringiensis (Bt) upon human beings and other
living organisms. The objective of the study was to transfer cry genes synthesised by Bt -
endotoksin proteins and obtain insect resistant plants. Maximum shoot regeneration in
common bean was obtained using immature cotyledon, plumules and embryo with two
cotyledons. Three GUS positive plants were obtained from apical meristem eksplants of cv.
Akman—98 using GV2260 p35S GUS-INT strain of bacteria. A. tumefaciens strains containing
GNA, OCI1, SKTI, CrylAc, CrylC (plC PRD and plCST PRD), Cry2A (p2A PRD and
p2AST PRD), CrylAb and SN19 (pMH65, pMH66) were used. Transgenic plants were only
obtained with GNA, CrylAc, CrylAb, Cry2A (p2A PRD ve p2AST PRD), Cry/C (p1CST
PRD), SN19 (pMH65, pMH66) genes.

December 2009, 101 pages

Key Words: Common bean, Agrobacterium tumefaciens, Bruchus spp., Cry genes
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SIMGELER DIiZiNi

AUG Augmentin

BAP 6-Benzilaminopurin

bp baz c¢ifti

Bt Bacillus thuringiensis

DMSO Dimetilsulfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiriboniikleotit trifosfat
EDTA Etilendiamin tetra asetik asit

F F testi

g, mg, ug gram, miligram, mikrogram
GUS P-glukuronidaz

HC1 Hidroklorik Asit

ICP Insektisidal Cry Protein

IBA Indol butirik asit

ISTA International seed testing association (Uluslararasi tohum test orgiitii)
kDA Kilodalton

Km Kanamisinmonosiilfat

K.O. Kareler ortalamasi

kPa Kilopaskal

1, ml, pl Litre, mililitre, mikrolitre

mm Milimetre

MS Murashige ve Skoog besin ortami
NAA Naftalenasetik asit

NA Nutrient agar

NaOH Sodyum Hidroksit

Nos Nopalin sentaz

NB Nutrient broth

NPTIIL Neomisin fosfotransferaz 11
Nptll Neomisin fosfotransferaz II geni
OCI Oryzasistein-I

PCR Polymerase chain reaction (polimeraz zincir reaksiyonu)
Ppt Fosfonitricin

Rif Rifampisin

S.D. Serbestlik derecesi

SKTI Soya kunitz trypsin inhibitor
TBE Tris- Borik asit-EDTA

T-DNA Transfer DNA

Tn Transposon

TDZ Thidiazuron (1 Phenyl 3-(1,2,3-thidiazol S5yL) urea)
Vir Virulens geni

V.K. Varyasyon kaynaklari

X-gluc 5 Bromo - 4 kloro - 3 indolil glukoronid
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Akman-98 fasulye c¢esidinin apikal meristem eksplantlarinin
GV2260 p35GUSINT bakteri hatti muamelesi sonucunda edilen
SUFGUNIET ... e
Akman-98 fasulye cesidinde GV2260 p35GUSINT bakteri hatt1
kullanilarak yapilmis olan gen aktarim caligmasinda kanamisine
dayaniklilik gdsteremeyen bitkiciklerde tespit edilen beyazlik........

Akman-98 fasulye cesidinin apikal meristem eksplantlar1 ile
GV2260 p35GUSINT bakteri hattinin inokiilasyonu sonucunda elde
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Akman-98 fasulye cesidinin gen aktarimi sonucu elde edilmis olan
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Akman-98 fasulye cesidinde GV2260 p35SGUSINT bakteri hatt1 ile
yapilan gen aktariminda GUS testi sonucunda maviye boyanmis
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BAP seleksiyon ortaminda olusan siirgtinler ............................

Iklim dolabinda Akman-98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin
plumula eksplantindan 0.50 mg/l BAP seleksiyon ortaminda elde
edilen bitkiciKIer ........ ..o

Bt genleri iceren bakteri hatti ile gen aktarimindan elde edilen
kanamisine dayanikli Akman-98 fasulye cesidine ait bitkilerde
NPT-1I geninin varligiin PCR ile teyit edilmesi M) markor, K)
Akman-98 fasulye cesidi - negatif kontrol, 1.-5. kulvarlar
transgenik fasulye bitkileri-SN19 geni (pMH66), 6. Kkulvar
transgenik aday1 negatif fasulye bitkisi-SN19 geni (pMH60) .........

Bt genleri iceren bakteri hatti ile gen aktarimindan elde edilen
kanamisine dayanikli Akman-98 fasulye cesidine ait bitkilerde
NPT-1I geninin varligmin PCR ile teyit edilmesi M) markor, K)
Akman-98 fasulye cesidi - negatif kontrol, 1. ve 2. kulvarlar
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Akman-98 fasulye ¢cesidinde OCII-7 ve GNA 105 genlerini iceren
A. tumefaciens hatlar1 ile gen aktarimi ...

GNA lektin geninin aktarildigi Akman-98 fasulye cesidine ait
bitkilerde NPT-II geninin varhiginin PCR ile teyit edilmesi M)
markor, K) Akman-98 fasulye cesidi - negatif kontrol, 10. ve 12.
kulvarlar transgenik adayr negatif fasulye bitkileri, diger kulvarlar
transgenik fasulye bitkileri ...

Serada gelisen Akman-98 fasulye cesidine ait bitkilerde NPT-II
geninin varliginin PCR ile teyit edilmesi M) markor, K) Akman-98
fasulye cesidi - negatif kontrol, 1.-6. kulvarlar cry2A (p2AST PRD)
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1. GIRIS

Yemeklik tane baklagiller i¢inde fasulye (Phaseolus vulgaris L.) FAO kaynaklar1 2007 yili
verilerine gore diinyada 26.918.000 ha ekim alani ile ilk sirada, Tiirkiye’de ise 116.000 ha ile
3. swrada yer almaktadir. Diinya genelinde 2006 yili verilerine gore, 2.830.863 ton ve
1.647.929 000 $ degerinde bir dissatim; 2.842.407 ton ve 1.831.764 000 $ degerinde disalim
s0z konusudur. Tiirkiye’de ise 6.174 ton ve 6.099.000 $ digsatim, 31.149 ton ve 19 565 000 $
degerinde digalim mevcuttur (Anonymous 2009a). Yemeklik tane baklagiller yararlanma ve
kullanma sekillerine gore ozellikle proteince, A, B ve C vitaminlerince, fosfor, demir,
kalsiyum ve potasyumca zengin bitkilerdir. Baklagil koklerinde yasayan Rhizobium tiirii
bakterileri havada serbest halde bulunan ancak canlhilar tarafindan direkt olarak
yararlanilamayan azotu, yasadiklar1 ortama baglarlar. Atmosferden alinarak bitki koklerinde
bakteriler tarafindan olusturulan yumrular igerisinde biriktirilen azot, fasulye bitkisinin
hasadindan sonra mikroorganizmalar tarafindan parcalanarak elementer hale doniistiiriiliir. Bu
sekilde fasulye, koklerinin yayildigi toprak katlarini organik azotca zenginlestirir ve daha
sonra ekilen bitkiler de bu azottan faydalanir. Ayrica ekim nobetine uygun bitkiler olmalar1
nedeniyle siirdiiriilebilir tarimda da oldukca Onemli bir yere sahiplerdir (Kouas vd. 2009).
Biitiin bu avantajlarindan otiirii, aclik ve yetersiz beslenme sorunu ile karsi karsiya olan diinya
icin yemeklik baklagiller insan beslenmesinde Onemli besin maddeleridir (Rehm ve Espig

1991, Guzman-Maldonado vd. 2004).

Hastalik ve zararhilar fasulyede biiylik verim kayiplarina sebep olmaktadir. Tarlada bitki kok,
govde ve yapraklarinda, depodaki iiriin taneleri icerisinde yasayan ve zarar veren ¢ok cesitli
bocekler bulunmaktadir. Baklagil tohum bocekleri larvalari, konukgular: olan baklagil taneleri
icinde beslenmeleri siiresince oyuklar meydana getirerek tanelerin ekonomik ve besin
degerini diisiirmekte, diski ve viicut artiklari ile taneyi kirletmekte, iiriinle birlikte tarladan
ambara taginmakta ve ambarda da iiremesine devam ederek verdigi zarar1 biiyiitmektedir
(Rehm ve Espig 1991). Bu sekilde tanelerin gida kalitesi diismekte ve ayni zamanda
cimlenme kabiliyetlerinde yaklasikk %70 oraninda azalmalar s6z konusu olmaktadir
(Dortbudak vd. 1999). Fasulye tohum bocekleri (Acanthoscelides obtectus Say.), (Col.:
Bruchidae) ¢ok dol vererek devamli iiremelerini siirdiirmektedirler (Sekil 1.1). Bu sekilde
stirekli bir zarar s6z konusu olmakta ve delinmis, icinin biiyiikk kism1 yenilmis, besin degeri

tamamen kaybolmus fasulye taneleri hayvan yemi ve giibre olarak dahi kullanilamaz hale



gelmekte, ayn1 zamanda i¢ ve dis piyasada tanelerin pazar degeri de diismektedir (Sekil 1.2).
Fasulye tohum bocekleri Tiirkiye ve diinyada fasulye ekimi yapilan tiim bolgelerde yaygin
olarak bulunmakta ve ciddi sekilde iiriin kalitesi ve verim kaybina neden olmaktadir. Verim
ve kalitede meydana gelen zarar, zaman zaman %100’e kadar ulasabilmektedir. Bocekler ile
bulagmanin seviyesi ne olursa olsun, iiriiniin dis satimda baz1 alic1 iilkeler tarafindan, iiriiniin
hi¢ delikli olmamasi ve Olii bocek parcalarinin dahi bulunmamasi gerekgesi ile tercih
edilmemesine sebep olmaktadir. Baklagil tohum bocekleri iilkemizde ve diinyada baklagil
ekimi yapilan tiim bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir (Ozer ve Yiicel 1989, Abate ve
Ampofo 1996, Anonim 2007). Diinyada zararli boceklerle miicadele yapilmadiginda bazi
bitkilerde olduk¢a yiiksek sayilabilecek kayiplar olusabilmektedir. Yemeklik tane
baklagillerde zararli boceklerin miicadelesinde kimyasal ilag, ekimin ge¢ yapilmasi, iiriiniin,
temizligi Onceden yapilmis ambara cuvallar i¢inde alinmasi, hasat sonrasi tarlada kalan
artiklarm pullukla derine gomiilmesi veya yakilmasi, temiz tohumluk kullanilmasi gibi

kiiltiirel yontemler uygulanmaktadir (Sehirali 1988).

Sekil 1.1 Fasulye tohum bocegi [ Acanthoscelides obtectus (Say)] nin yasam dongiisii



Sekil 1.2 Fasulye tohum bocegi [ Acanthoscelides obtectus (Say)] nin fasulye
tohumlarma verdigi zarar

Gilinlimiizde tarimsal tiretimde Onemli iiriin kayiplarina neden olan zararlilarla miicadelede
genetik miihendisligi teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amacla insektisidal etki
gosteren proteinleri kodlayan bazi genler (cesitli Bacillus thuringiensis endotoksinleri,
proteinaz inhibitorleri, lektinler, alfa-amilaz inhibitorleri, kitinaz gibi) bitkilere aktarilarak
degisik bocek gruplarina karsi dayaniklilik saglanabilmektedir. insektisidal protein iiretebilen
ilk Bt geninin 1981 yilinda izole edilmesi ve klonlanmasindan sonra bu ve benzeri genlerin

bitkilere aktarilmasina yonelik arastirmalar yogunluk kazanmistir.

Boceklere dayaniklilik transformasyon calismalarmin esasi; bocekler iizerinde toksik etki
yapan insektisidal proteinlerin sentezinden sorumlu genlerin bitkilere aktarilarak transgenik
bitkilerin gelistirilmesine dayanmaktadir. Bu teknolojide en yaygin kullanilan genler dogal ve
sentetik Bt 0-endotoksin proteinlerinin sentezinden sorumlu olan Cry genleridir. Bt o-
endotoksin genlerine ek olarak boceklere dayanikli transgenik bitkilerin gelistirilmesinde;
proteinaz inhibitorleri, a-amilaz inhibitorleri, lektinler, kitinaz, kolesterol oksidaz enzimi,
avidin ve VIP (vegetative insectisidal proteins) gibi insektisidal etki gosteren proteinler de
kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar o-amilaz inhibitor—1 (aAl-1) geninin 6zellikle
Bruchidae familyasina ait boceklerle miicadele icin transgenik bitkilerin gelistirilmesinde
kullanildigin1 gostermektedir (Crispeels 1997, Sonia vd. 2007). oAl-1 genini tasiyan
transgenik bitkilerin Bruchuslara dayaniklilik gosterebildigine dair ilk ¢alisma 1994 yilinda



yapilmistir (Shade vd. 1994). Bu calismada fasulyeden izole edilen a Al-1 geni tohuma 6zgii
ifade saglayan bir promotor bolgesinin kontrolii altinda bezelyeye aktarilmis ve elde edilen
transgenik tohumlarin Callasobrucus maculatus (F.) (Col.: Bruchidae)’a dayanikli oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde aAl-1 geni Adzuki fasulyesine aktarimis ve elde edilen
transgenik bitkilerin Adzuki fasulyesinin bir zararlisi olan Callasobrucus chinensis (L.) (Col.:
Bruchidae)’den etkilenmedigi gosterilmistir (Ishimoto vd. 1996). aAl-1 geninin insan ve
hayvan saghgi iizerine etkileri hakkinda yapilan bir calisma; 300 g/kg’a esdeger aAl-1
proteini ile beslenen farelerde gelisme, metabolizma ve saglik acisindan higbir yan etkisinin
olmadigin1 gostermistir (Pusztai vd. 1999). aAl-1 kullanilarak bu sonuclar elde edilmis de
olsa heniiz genin kullanim1 yaygmlasmamustir. Boceklere dayanikli transgenik bitkilerin elde
edilmesinde 130’un iizerinde Bt endotoksin geni izole edilmis ve niikleotid dizileri
belirlenmistir. Bt endotoksin proteinleri yapisal dzellikleri ve konukgu profillerine gore Cry—
I, II, III, IV olmak tizere dort farkli grupta toplanmaktadir. Bunlardan Cry-I toksinleri
Lepidoptera iizerinde etki goOsterirken, Cry-III toksinleri Coleoptera, Cry-IV ise Diptera
tizerinde etkili olabilmektedir. Cry-II toksinlerinin ise hem Lepidoptera hem de Diptera
tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Kristalin proteinler veya protoksinler yiiksek pH
derecelerinde bocek orta bagirsaginda ¢oziindiigii zaman protoksinler parcalamr ve 65-70 kDa
biiyiikliigiindeki aktif toksin formlarina doniisiir ( 130 kDa biiyiikliigiindeki protoksininin C-
terminalinden yaklasik 600 amino asit, N-terminalinden 30-50 aminoasit ayrilir boylece 65-70
kDa’luk toksin bolge aciga c¢ikar). Toksinin etki mekanizmasi, aktif haldeki toksinlerin
bagirsak epitel hiicrelerinde bulunan reseptor bolgelerine baglanmasini takiben hiicre zari
iizerinde delikler meydana getirmesi sonucu, bu hiicrelerin patlamasi ile olusmaktadir (Ozcan

vd. 2001).

Klasik bitki 1slahi ile istenen tiim 6zelliklerin bir bitkide toplanmasi olduk¢a giic ve zaman
alict bir islemdir. Baklagillerde bitki rejenerasyonu ve gen aktarimi genotip ve eksplantdan
etkilenmekte olup, gen aktarim orani oldukca diisiiktiir (Saglam 2005, Somers vd. 2006).
Rejenerasyon yeteneginin diisiik olmasia ragmen degisik arastiricilar gen aktarilmis fasulye
bitkileri elde etmislerdir (De Clarq vd. 2002, Cevirmen ve Akbulut 2003, Liu vd. 2005,
Saglam 2005a,b, Zambre vd. 2005, Estrada—Navarrette vd. 2006). Fasulye iizerinde yapilan
bircok in vitro ve in planta rejenerasyon ve gen aktarimi ¢aligmalarinda basarili sonuglar
goriilmemektedir. Gen aktariminda basarili sonuglar elde edilmesinde tekrarlanabilecek
slirglin rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi cok onemlidir. Giiniimiizde A. tumefaciens

ile yemeklik tane baklagillere olduk¢a diisiik oranlarda gen aktarimi yapilabilmektedir. Bu



calismanin amaci; yemeklik tane baklagiller icerisinde diinya ve Tiirkiye’de onemli bir cins
olan fasulye bitkisinde yiiksek oranda siirgiin rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi ve
buradan yola ¢ikarak A. tumefaciens araciligiyla fasulye tohum boceklerine dayanikli bitkiler

elde etmektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Hastalik ve zararllar, fasulyede biiyiik verim kayiplarina neden olmaktadir. Bitki kok, gdvde
ve yapraklarinda, depodaki iiriin taneleri icerisinde yasayan ve zarar veren tohum bdcekleri
larvalar1 fasulye tanelerinin kalitesini diisiirmekte ve ekonomik olarak biiyiik kayiplar
meydana getirmektedir. Bu zarardan dolay1, i¢ ve dig piyasada onemli yeri olan fasulyenin
pazar degeri diismektedir. Baklagil tohum bdoceklerinin sebep oldugu ekonomik zararlari
azaltmak ve Kkaliteli iriin saglamak icin boceklere direncli bitkilerin 1slah edilmesi
gerekmektedir. Fakat, biitiin baklagillerde oldugu gibi fasulyede de boceklere dayaniklilik
1slah c¢alismalar1 hemen hemen bulunmamaktadir. Bu c¢alisma ile fasulye bitkisine
Agrobacterium araciligiyla tohum boceklerine karsi gen aktararak, boceklere dayanikli

bitkiler elde edilmeye calisilmistir.

Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

In vitro kosullarda bitkilerden izole edilen siirgiin, kok, yaprak, cicekler ve hatta organize
olmamis kallus gibi dokulardan besin maddeleri, hormonlar ve vitaminler gibi kimyasal; 1s1,
151k ve nem gibi fiziksel gereksinimleri karsilandigi takdirde yeni bitkicikler elde
edilebilmektedir. Bitki hiicre ve dokulardan in vitro adventif siirgiin rejenerasyonu
organogenesis ve embriyogenesis olarak iki yolla gerceklesmektedir. Normal sartlarda,
herhangi bir bitki pargasi1 organogenesis caligmalarinda eksplant olarak kullanilabilmektedir.
Yaygin olarak kullanilan eksplantlar ise daha cok, govde, kok, yaprak, cicek durumu,
yumurtalik veya yumurta hiicresi, kotiledon ve hipokotil gibi fide organlari, tohum embriyosu
olup, bu tiir eksplantlar direkt olarak veya kallus iizerinden indirekt olarak organ ve embriyo
olusturmaktadirlar. Kallustan organ rejenerasyonunda, kok ve siirgiin tamamiyla birbirinden
bagimsiz meydana gelmektedir. Kallustan kok gelisimi yiiksek oksin ve diisiik sitokinin
iceren besi ortaminda olusurken, siirgiin olusumu diisiik oksin ve yiiksek sitokinin i¢eren besi
ortaminda gerceklesmektedir. Kallustan organogenesis yoluyla bitki rejenerasyonunda, kallus
once adventif siirgiin olusumunu tesvik eden, yani sitokinin iceren besi ortaminda kiiltiire
alinir. Daha sonra olusan siirgiinler koklendirilmek iizere oksin igeren besi ortamia aktarilir.
Somatik hiicre veya dokulardan embriyo olusumu somatik embriyogenezis olarak adlandirilir.
Somatik embriyolar; embriyo benzeri yapilar, adventif veya vejetatif embriyo ya da
embriyoid olarak da adlandirilir. Somatik embriyogenezisin iki tipi mevcuttur. Direkt somatik

embriyogensisde; embriyo kallus olusumu olmadan direkt olarak somatik bir hiicreden olusur.



Bu tip embriyogenezis icin ¢ok genc bitki doku ve hiicreleri kullanilir. Indirekt
embriyogeneziste; once kallus daha sonra bu kallustan somatik embriyolar olugmaktadir

(Hatipoglu 1999) .

Agrobacterium tumefaciens ile Bitkilere Gen Aktarim

Gen aktarimi; tam bir bitki olusturabilme yetenegine sahip olan hiicrelerin kromozomlarma
istenilen genleri tagiyan bir DNA parcasmin yerlestirilmesi ve gen aktarilmig hiicrelerden yeni
bitkilerin elde edilmesidir. Bitkilere gen aktarimi, dogrudan (en yaygin kullanilanlar:
elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve biyolistik) ve dolayli (A. tumefaciens ile gen aktarimi)
olmak iizere iki grup altinda toplanabilmektedir (Ar1 2001). A. tumefaciens, toprakta yasayan
bir bakteri olup, bitkiyi genellikle kok bogazinda olusan yaralardan enfekte etmektedir.
Enfeksiyon sonucunda bitkinin kok bogazi hiicrelerinde ortaya ¢ikan diizensiz boliinmeler
kanser gibi tiimor olusumuna neden olmaktadir. Yapilan yogun arastirmalar sonucunda bu
timor olusumuna bakteriden bitki hiicrelerine gecen bazi genlerin neden oldugu ortaya
konulmustur. A. tumefaciens kromozom DNA’sina ilave olarak ¢ok kiiciik yuvarlak bir DNA
molekiilii (Ti plazmidi) daha icermektedir. A. tumefaciens yaralanmis bitki hiicrelerine
tutundugu zaman fenolik bilesiklerin uyarici etkisi ile Ti plazmidinin T-DNA bdolgesi sag ve
sol sinirlarindan kesilerek bitki hiicrelerine gonderilmekte ve bitki kromozomlariyla
birlesmektedir (Chilton vd. 1980). Bu birlesmeden sonra, T-DNA bdélgesinde bulunan tiimér
genleri aktif hale gelmekte ve iiretmis olduklar1 oksin ve sitokininler bitki hiicrelerinin
hormon dengesini bozarak hizli ve kontrolsiiz boliinen tiimor doku olugsmaktadir (Bevan vd.
1983). A. rhizogenes, A. tumefaciens’in bitkilerde neden oldugu tiimor olusumuna benzer
sekilde, sacak kok hastaligi meydana getirmektedir (Huffman vd. 1984). A. rumefaciens
izerine yapilan yogun neticeler sonucunda T-DNA bdlgesindeki tiimor olusumuna neden olan
genler kesici enzimler araciligiyla c¢ikartilarak yerlerine degisik kaynaklardan izole edilen
tarimsal oneme sahip genler yerlestirildiginde ve in vitro gelisen bitki doku ve hiicreleri bu
Agrobacterium hatlartyla enfekte edildiklerinde, istenilen Ozellikleri tasiyan genler bitki
hiicrelerine aktarilmis olur. Sonugta, bu hiicrelerden daha Once anlatilan in vitro kiiltiirti
yontemleriyle bazi oOzellikleri iyilestirilmis transgenik bitkiler rejenere edilebilmektedir

(Ozcan vd. 2001).



Boceklere Dayanikh Transgenik Bitkilerin Gelistirilmesi

Molekiiler biyoloji 6nemli ¢aligma alanlarindan biri de, zararlhilarla miicadeledir. Bu miicadele
yonteminde, bocekler iizerinde toksik etki yapan proteinlerin sentezinden sorumlu genler
bitkilere aktarilmaktadir. Bu amacla en yaygin kullanilan genler dogal ve sentetik Bacillus
thuringiensis (Bt) d-endotoksin proteinlerinin sentezinden sorumlu olan crystalline (cry)
genleridir. Bunun yaninda insektisidal etki gosteren proteinler icerisinde ¢esitli proteinaz
inhibitorleri, a-amilaz inhibitorleri, lektinler, kitinaz, kolestrol oksidaz enzimi ve avidinleri de
saymak miimkiindiir. Bacillus thuringiensis (Bt) gram pozitif bir bakteridir ve ilk olarak 1901
yilinda Ishiwata tarafindan ipek bocegi (Bombyx mori) larvalarinda kesfedilmis ve Bacillus
sotto olarak adlandirilmistir. Daha sonra 1911°de bir un giivesi (Ephetia kuhniella)
popiilasyonundan Berlier tarafindan yeniden izole edilerek karakterize edilmistir. Bu
bakteriler sporiilasyon esnasinda insektisidal etki gosteren sinirli konukcu profiline sahip,
delta-endotoksin, Cry toksin veya insektisidal Cry proteinleri (ICP) olarak adlandirilan bazi
kristalize yapilar olusturmaktadir. Cry proteini iiretebilen ilk Bt geni 1981 yilinda Schnepf and
Whiteley tarafindan klonlandiktan sonra Bt geni tasiyan ilk trasgenik bitkiler tiitiin ve
domateste 1987 yilinda bildirilmistir. ik Bf geni tasiyan transgenik iiriinler 1995 yilinda
piyasaya cikmistir. Bu iiriinler, swasiyla crylAb, crylAc ve cry3A genlerini iceren misir,
pamuk ve patates bitkileridir. Bugiin ticari olarak crylAb, crylAc, crylFa, cry3Bb, cry34Ab,
cry35Ab genlerini iceren mustr, crylAc ve cry2Ab genlerini iceren pamuk ile cry3Aa genlerine
sahip patates ticari ¢esitleri piyasada bulunmaktadir. Proteinaz inhibitorleri (PI), bir¢ok bitki
tirlinde dogal olarak bulunan, protein yapisinda olan ve bitkilerin dogal savunma
mekanizmalarinda yer alan molekiillerdir (Ryan 1990). Bocekler serin, cysteine, aspartik gibi
farkli proteinaz enzimleri igermekte olup, bu enzimler gida olarak alinan proteinlerin
sindirilmesinde ve boceklerin normal biiyime ve gelismesinde hayati rolii olan aminositlerin
salinmasinda gorev almakta ve Coloepterlerde ozellikle cystein proteazlari dominanttir.
Boceklere dayanikli transgenik bitkiler elde etmek igin farkli orijinlere sahip proteinaz
inhibitorlerinin kullanildig1 degisik arastiricilar tarafindan bildirilmektedir. Lektinler cogu
bitkide bulunan ve glikoprotein, glikolipid ve polisakkaritlere baglanma 6zelligi gosteren
proteinlerdir. Lektinler kardelen, bezelye, bugday, soya, sarimsak, tath patates, nohut ve
yerfistig1 gibi bir¢ok bitkinin tohum ve depo organlarinda bulunmaktadir. Lektinlerin bocekler
tizerinde toksik etki yaptigi gozlenmis ancak bu etkinin mekanizmasi tam olarak

aciklanamamakla birlikte, lektinlerin bdcek orta bagirsagindaki epitel hiicreler iizerinde



bulunan bazi karbonhidrat molekiillerine baglanarak etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Degisik
organizmalardan izole edilen bazi lektinlerin Homoptera, Coleoptera, ve Lepidoptera
familyasina dahil boceklere dayamklilik saglamaktadir. Lektin genleri aktarilmis transgenik
bitkiler iizerinde gerceklestirilen caligmalarda en yaygin kullanilan lektinin Galanthus
nivalis’ten izole edilen GNA oldugu gozlenmektedir. Alfa-amilaz enzimi, boceklerin sindirim
sisteminde 6nemli islevi olan bir enzimdir. Enzimin sentezlenmemesi durumunda boceklerde
baz1 sindirim bozukluklar1 gézlenmekte ve besin yetersizliginden bdcekler Slebilmektedir.
Glikoprotein yapisinda olan bu inhibitorler (aAl) baz1 baklagil tohumlarinda bol miktarda
bulunmaktadir. Ilk aAI dizisi Moreno ve Chrispeels (1989) tarafindan fasulyeden elde
edilmistir. Elde edilen dizinin fonksiyonel bir aAl iiretebildigi, ayni arastirici tarafindan genin
tiitiine aktarilmasi ile gosterilmistir. Yiiriitillen bu arastirmalar, aAl’nin 6zellikle Bruchidae
familyasina ait boceklerde etkili oldugu sonucuna varilmistir (Chrispeels 1997). Fasulyeden
izole edilen oAl geni tohuma 6zgii ifade saglayan bir promotor bolgesinin kontrolii altinda
bezelyeye aktarilmis ve elde edilen transgenik tohumlarin Callasobrucus maculatus’a karsi
dayanikli oldugu belirlenmistir (Shade vd. 1994). Genin kullaniminin artmasi 6zellikle
baklagil tohumlarinda biiyiik sorun olan Bruchus cinsine bagli boceklerin miicadelesinde
onem arz etmektedir. Dogrusal bir homopolimer olan kitin 6nemli bir yapisal molekiil
olmanin yani sira, boceklerde peritrofik zarlarin yapisinda da bulunmaktadir. Bir¢ok farkl
organizmada yapisal islevi olan kitin dogada en yaygin rastlanan biyopolimerlerdir. Kitinazlar
kitin homopolimerleri iizerinde hidrolitik aktivite gosteren enzimlerdir. Kolesterol oksidaz,
farkli mikroorganizmalar tarafindan iretilebilen bir enzim olup, hidroksiteroidlerin
ketosteroidlere ve hidrojen ve hidrojen perokside oksitlenmesini katalizlemektedir. Kolesterol
oksidazi insektisidal etkisi ilk defa Purcell vd. (1993) tarafindan bildirilmis ve ayni enzimin
Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Orthoptera ve Homoptera {iizerinde etkin oldugunu
gostermislerdir. Enzimin o©liimciil etki mekanizmasi iizerinde yiiriitillen arastirmalar ise,
Olimciil etkinin bdcek orta bagirsagindaki epitel hiicrelerinin zarlarinda kolesteroliin
oksidasyonu sonucunda olusan zarar sonrast epitel hiicrelerinin patlamasindan
kaynaklandigint  gostermistir. Gergeklestirilen bu arastrmalar sonucunda, enzimin
sentezinden sorumlu genin izole edilerek boceklere dayanikli transgenik bitkilerin eldesin de
kullanilabilecegi ortaya konmustur. Avidin, tavuk yumurta beyazinda bulunan bir
glikoproteindir. Biyotin tiim yasam formlar1 i¢in gerekli olan bir koenzimdir. Bocekler avidin
veya streptavidin ile beslendiginde bu proteinler biyotinle baglanmakta ve boceklerde biyotin

eksikliginden kaynaklanan biiyiime eksikligi ve 6liime neden olmaktadir (Oktem 2001). Bu



genlere ilave olarak, yaygin olmamakla birlikte, boceklere karsi dayaniklilik kazandirilmasi
yoniinde alternatif caligmalarda yapilmaktadir. Ornegin Bacillus suslarindan izole edilen VIP
olarak adlandirilan insektisidal proteinler, oriimcek ve akrep gibi boceklerden elde edilen
genler, alkaloid, terpenoid, saponin gibi sekonder metobolitleri kodlayan genlerin elde edilip
gen aktariminda kullanilmasma yonelik c¢alismalar devam etmektedir (Hidler ve Boulter

1999).

Diinya ve Tiirkiye’de fasulye ve bazi bitkilerde yapilmis olan in vitro bitki rejenerasyon,
Agrobacterium tumefaciens ile gen aktarimi ve bdceklere dayanikli transgenik bitkilerin

gelistirilmesine yonelik kaynak Ozetleri agagida verilmistir.

Fontana vd. (1993), nohut apikal meristemlerini LBA4404 (NPT-II ve GUS geni iceren)
bakteri hatt1 ile inokiile etmislerdir. Ko-kiiltiivasyondan sonra eksplantlar1 kanamisin
icermeyen ortamda 3 hafta tuttuktan sonra 50 mg/l kanamisin igeren ortama alarak transgenik
aday1 siirgiinleri belirlemislerdir. Kanamisin igeren ortamda koklenme olmadigi icin
koklendirme islemini kanamisin icermeyen ortamda gergeklestirmislerdir. Tranformasyon

frekansin1 %4 olarak belirlemislerdir.

Barna ve Wakhlu (1994), olgunlasmamis nohut (Cicer arietinum L.) yapraklarindan olusan
kalluslardan organogenesis yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. En iyi
kallus olusumunu, 10 uM NAA ve 5 uM BAP iceren besin ortamindan kaydetmislerdir.
Govde dokularmin en alt kisimlarindan alinan eksplantlar i¢in en iyi siirgiin rejenerasyonu
ortaminin ise 10 puM BAP ve 0.1 uM IBA iceren MSO besin ortami oldugu bildirilmistir. En

1yi kok olusumunu ise, 1 uM IBA iceren ortamdan elde etmislerdir.

Chowrira (1995), nohut, fasulye, mercimek ve boriilce bogum meristemlerinin DNA
elektroporasyonu sonucu bu bitkilerin doku ve dollerinde GUS markor geninin goriiniisiinii
izlemigler ve transgenik dokular tespit ederek in vitro doku kiiltiirii metotlar1 uygulamadan

yeni transgenik bitkiler elde etmislerdir.

Leple vd. (1995), Chrysomela tremulae’a (C.) larvalarinda ana sindirim proteazini cysteine
proteaz olarak belirlemisler ve oryzacystein-I (OCI)’in in vitro da cystein proteazlarinin

aktivitesini Onemli derecede azalttigini bildirmislerdir. OCI geni akrarilmis transgenik



kavaklarda bu bocege karsi toksisite elde etmislerdir.

Stewart vd. (1996), kolza (Brassica napus)’da crylAc (35S promotoru tarafindan kontrol
edilen) geni igeren A. fumefaciens ile gen aktarimi yapmuslardir. 57 adet trasgenik adayi
bitkide Southern analizi sonucunda transgen kopya sayisini 1-12 arasinda belirlemislerdir.
Toplam ¢06ziinebilir protein icgerisinde ekspresyon seviyesini % 0-0.4 arasinda oldugunu
gozlemisler. Bu bitkilerin Plutella xylostella ve Trichoplusia ni’ye Kkars1 tamamen

dayaniklioldugunu bildirmislerdir.

Kar vd. (1997), nohutta Heliothis armigera’ya dayanikli transgenik bitkiler elde etmek
amaciyla CaMV35S promotor ve NOS terminator dizileri tarafindan kontrol edilen cry 1Ac
geni ve seleksiyon amaciyla NPT-II genini igeren plasmidler ile bitkilere gen bombardimani
yapmiglardir. Eksplantlar kanamisin iceren ortamda Kkiiltiire alinmustir. 3 hafta 25 mg/l
kanamisin iceren ortamda tutulan siirgiinlerden yesil kalanlar daha sonra 50 mg/l kanamisin
iceren ortama alinmistir. Kanamisine dayanikli siirgiinlerde molekiiler analizler yapilmus,
yapilan analizler sonucunda fonksiyonel cry IAc geni igceren bitkiler ortaya konmustur.
CrylAc geni ekspre olan nohut bitkisinde Heliothis armigera larvalarinin gelisiminin
engellendigi bildirilmistir. NPT-II geninin transgenik siirgiinlerin se¢imi i¢in etkili bir markor

oldugu belirtilmistir.

Gatehouse vd. (1997), GNA lektin genini kullanarak elde ettikleri transgenik patateslerde
ekspresyon seviyesini %2 olarak belirlemislerdir. Lacanobia oleracea (L.) yaptiklari
deneylerde GNA geni bulunan bitkilerde yapraklardaki zararin %50 azaldigmi, bdcek

popiilasyonunun %45-65 oraninda azaldigini bildirmislerdir

Dattla vd. (1998), celtikte degisik promotorlarin crylAb geni ekspresyon seviyesi iizerine
etkisini incelemislerdir. Bu amacla konstitiitif 35SCaMV, Aktin -1 spesifik siingerimsi doku
ve PEPC (pepcarboxylse) promotorlar1 kullamilmistir. Arastirma sonuglarmma gore 35S
promotoru Aktin-1’den daha etkili bulunmustur. PEPC promotoru kullanilarak elde edilen
bitkilerde crylAb proteini seviyesi konstitiitif promotorlarla karsilastirildiginda oldukca etkili
bulunmugstur. Fakat siingerimsi doku promotoru ile elde edilen bitkilerde sapta crylAb
proteini seviyesinin diisiik bulundugunu bildirmislerdir. Elde edilen 800 bitkiden 81 tanesi

Scirpophaga incertulas larvalarina karsi etkili oldugunu belirlemislerdir.



Christov vd. (1999), tiitiinde yaptiklar1 calismalarda yesil doku spesifik (rbcS) promotorla
kontrol edilen yabani tip ve sentetik cry/C (LBA 4404 bakterisi hatt1 kullanilmig) genleri ile
transgenik bitkiler elde etmis ve bu bitkilerin Spodoptera litura’ya dayamkliligmi
belirlemislerdir. Sentetik cry/C geni yabani tipten daha etkili bulunmustur. Ayrica elde edilen
23 tek bitkide 3 giin icerisinde % 80—100 arasinda 6liim oram1 gézlenmistir. %100 6liim orani
elde edilen RSC23 bitkisinde yaprakta toplam ¢6ziinebilir protein igerisinde cryl/C orant %
0.01 bulunmugstur. Kokte hi¢ cry/C proteinine rastlanmazken saptaki protein miktari

yapraktan daha az bulunmustur.

Yan vd. (2000), soya fasulyesinde gen aktarimi frekansi iizerine olgunlagsmamis zigotik
kotiledon biiyiikligli, Agrobacterium yogunlugu, ko-kiiltiivasyon siiresi ve seleksiyon
rejiminin etkilerini incelemislerdir. Bu amagla, EHA 105 (ST-LS1 intron iceren GUS geni ve
higromisin fosfotransferaz geni) bakteri hattin1 kullanmislardir. Aragtirma sonuglarina gore, 5
mm’den kiigiik zigotik kotiledonlar ko-kiiltiivasyondan sonra hemen Olmiistiir. Bakteri
yogunlugu arasinda bir farklilik gézlemlememislerdir. 4 giin ve iizerindeki ko-kiiltiivasyon
siiresi kotiledonlarin canlilik oranin1 ve embriyogenik potansiyelini azaltmigstir. Direk yiiksek
dozda (25 mg/l1) seleksiyon ortami yerine oncelikle diisiik dozda (10 mg/1) sonra yiiksek dozda
higromisin uygulamas1 daha etkili bulmuslardir. Bu caliyjma sonucunda transformasyon

frekans1 %0.03 olarak belirlemisler ve dollerde 3:1 Mendel acilimini gdzlemlemislerdir.

Karakaya ve Ozcan (2001), degisik dogrudan gen aktarim teknikleri gelistirilmesine ragmen,
Agrobacterium tumefaciens’in bir¢ok bitki tiiriine yabanci genlerin aktariminda tercih
edildigini ve A. tumefaciens’in en biiyiik dezavantajinin konuk¢usunun smirlt olmasi olarak
bildirmislerdir. Yaptiklar1 caligmada farkli fasulye cesitlerinin dogal tip A. tumefaciens’in
A281 hattina kars1 duyarhiliklarimi belirlemislerdir. 4F-2409, Karacasehir—90, Akman—98 ve
Eskisehir- 855 cesitleri test edilen diger cesitlere oranla daha yiiksek oranda ur olusumu,
Afyon-3, IVD-10, Goyniik—98, Yunus-90 ve Sehirali-90 cesitlerinde ise hi¢ ur olusumu
gozlenmediklerini bildirmislerdir. Bitkilerin hipokotil ve epikotil kisimlarinda ur olusumu

tespit etmislerdir.

Naimov vd. (2001), Cryl delta endotoksinlerinin genellikle Lepidopterler iizerinde etkilidir.
Ancak crylBa ve crylla’nin diisiik diizeylerde de olsa Leptinotarsa decemlineata gibi

Coleopterler iizerinde etkili oldugunu ve bunlarin niifus sahasi arasmnda yapilacak



hibritlemelerle elde edilen yeni genlerde Coleopterlere karsi daha fazla dayaniklilik elde
edilebilecegini bildirmislerdir. Bu amagla yaptiklar: hibritlemeler sonucunda elde edilen 3
yeni gen SN15(la/la/Ba), SN16 (Ba/Ba/la) ve SN19 (Ba/la/Ba) L. decemlineata kars1 crylla
ve crylBa’dan daha toksik bulunmustur. SN19 geni crylla’dan 7 defa, cryl/Ba’dan 21 defa
daha toksik bulunmustur ve bu genin Coleopterlerle miicadelede cry3A’ya alternatif

olabilecegi bildirilmistir.

Khawar ve Ozcan (2002), MS besin ortaminda gelisen Ali Dayr mercimek gesidine ait 10
giinliik siirgiinleri keserek, koklendirme i¢in 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l IBA iceren MSO besin
ortamma aktarmuglardir. Dort hafta sonra en yiiksek koklendirme oranmi (%?25), siirgiin
basina ortalama kok sayisini (7.87 adet) ve ortalama kok uzunlugunu (7.18 cm) 0.25 mg/l IBA
iceren MSO besin ortamindan elde etmislerdir. Ancak, diger IBA uygulamalarmmda kok

olusumunu uyaramamislardir.

Naimov vd. (2003), hibrid SN19 genini kullanarak patatese gen aktarimi yaparak ve
Leptinotarsa decemlineata (C.) larva ve erginleri ile Ostrinia nubilalis ve Phthorimaea
operculella (L.) larvalarina kars1 dayanikli transgenik bitkiler elde etmislerdir. SN19, crylBa
(domain I ve domain III, Coleoptera takimi iizerinde etkili) ve crylla (domain III,
Lepidoptera takimi iizerinde etkili) hibrididir. Hibrid SN19 geni aktarilmis bitkilerde toplam
¢Oziinebilir protein ¢erisinde toksin miktar1 %0.025 olarak bulunmustur. Domain II’de 28 adet
tek niikleotte modifikasyon yapildig1 zaman toksin oramt %0.25’e ¢ikmustir. Leptinotarsa
decemlineata (C.) larva ve erginleri ile Ostrinia nubilalis ve Phthorimaea operculella (L.)

larvalar ile yapilan bioasslerde %100 6liim orani elde etmislerdir.

Cevirmen ve Akbulut (2003), bu calismada fasulye bitkisinde (Phaseolus. vulgaris L.)
partikiil bombardiman1 metoduyla transformasyon ve rejenerasyon sartlarini optimize etmeye
calismislardir. Rejenerasyon kosullarmin optimizasyonu, bitkilerde genetik transformasyonun
basarist icin gereklidir. Bununla birlikte tane baklagillerin rejenerasyonu oldukca zordur.
Rejenerasyona en iyi cevap veren genotipi tespit etmek amaciyla doku kiiltiirii calismalarinda
dokuz farkli fasulye c¢esidi (Eskisehir—855, Sahin—90, Yunus—90, Onceler-98, Aras, Akdag,
GoOyniik—98, Ziilbiye ve Akman-98) ve standart MS-Gamborg ortami kullanmilmistir. Kazein,
glutamin ve STS-AgNO;’1n doku kiiltiiri ortamina eklenmesi rejenerasyon kosullarin1 6nemli
derecede 1iyilestirmistir. Farkli konsantrasyonlarda farkli sitokininler (Benzylaminopurine,

thidiazuron, kinetin ve zeatin ribozid) ve onlarin ¢esitli kombinasyonlar1 embriyonik u¢lardan



coklu siirgiin uyarimi i¢in kullanilmistir. Test edilen sitokininler arasinda coklu siirgiin
rejenerasyonu i¢in (eksplant basina en iyi 12 siirgiin) en iyi ortamin 5 mg/l BAP, 0.5 mg/I
TDZ, 1.0 mg/l kinetin, 0.5 mg/l zeatin ribosid kombinasyonu oldugunu bildirmislerdir.
Tiirkiye’de yaygin tarimi yapilan fasulye cesitlerinde transformasyon etkinligini optimize
etmek amaciyla ii¢ farkl basingla atig (30, 35, 40 bar), ii¢ farkli negatif cember basinci (-720,
760, 800 mmHg), iki farkli mikroprojektil ucus mesafesi (9 ve 12 cm), iki farkli transfeksiyon
ve DNA saric1 ajan (spermidine ve lipofektamin), iki farkli mikroprojektil (altin, tungsten) ve
iki farkli DNA konsantrasyonu (1 ve 2 mg/ml) denenmistir. Akman—98 cesidi, rejenerasyona
en 1iyi cevabi vermesi nedeniyle transformasyon c¢aligmalart boyunca kullanilmstir.
Transformasyonun etkinligi gecici GUS aktivitesine bakilarak belirlenmistir. GUS ifadesinin
odaklar1 her muamele i¢in 10 embriyoda sayilmistir. Denemeler arasindaki Onemlilik
farklarmni belirlemek icin ANOV A metodu uygulanmustir. Siirgiin uglari, 30 g 1-1 sukroz, 5.45
g 1-1 agar (w/v), BA ve IBA in farkli kombinasyonlarinin bulundugu MS besi ortaminda
cogaltilarak ideal kiiltiir ortamu tespit edilmistir. Calismada, olgun tohumlarindan in vitro
ortamda ¢imlendirilen 3 haftalik fideler, ana¢ olarak kullanilmis ve anac kiiltiirii i¢cin ideal
besi ortamu belirlenmistir. Asilamada, steril kabin icerisinde keskin bir bisturi yardimu ile
anacin tepesi diiz bir sekilde kesilmis ve tam ortasindan dikey bir yarik yapilmistir. As1
kalemi olarak kullanilan mikro ¢eliklerin uglar1 (‘V’) seklinde sivriltilerek, anagta acilan
yarigin i¢ine dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir. Asilanan eksplantlar, BA ve IBA in farkli
kombinasyonlarmin bulundugu MS besi ortaminda kiiltiire alinarak 25 + 2 °C ve 12 saat
fotoperiyodun saglandigr biiyiime odasinda gelismeye birakilmistir. Kiiltiire alinan
eksplantlarin biiyiik cogunlugunda, yiiksek oranda as1 kaynasmasi ve yeni siirgiin olusumu
elde edilerek sonuglar rapor edilmistir. Mikro asili fideler kdklendirilerek topraga basarili bir

sekilde adaptasyonu saglanmaistir.

Cocii vd. (2003), yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek i¢in 8 ayr1 fig
cesidinde olgunlagsmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini degisik oranlarda biiyiime
diizenleyiciler iceren MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Olgunlasmamis embriyo
eksenlerinden en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %95 ile Kubilay cesidinden 4 mg/l BAP ve
0.25 mg/l NAA iceren besin ortamindan; eksplant basina en fazla siirgiin 9.47 adet ile Sarielci
cesidinden 2 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA iceren besin ortamindan elde edildigini
bildirmislerdir. Olgunlasmamis kotiledon eksplantlarinda ise hic siirgiin rejenerasyonu elde
edememislerdir. Gelisen bu siirgiinleri daha sonra, keserek 2.5 mg/l IBA iceren MSO besin

ortaminda koklendirmislerdir. Son olarak kdklenen siirgiinler saksilara aktarmiglardir.



Khawar vd. (2004), mercimekte (Lens culinaris Medik.) gen aktarimmna uygun hizli ve etkili
bir siirgiin rejenerasyon sistemi gelistirmek icin yiiriittiikkleri bu ¢calismada TDZ’ nin en aktif
sitokinin benzeri bilesiklerden oldugunu ve bir¢ok bitki tiirtinde sitokininlerden daha yiiksek
oranlarda siirgiin rejenerasyonu sagladigini bildirmektedirler. Yaygin olarak iiretimi yapilan
mercimek c¢esitlerinden Ali Day1 ve Kay1-91 cesitlerine ait yaprak, govde, govde bogumu ve
kotiledon bogum eksplantlar1 farkli oranlarda TDZ iceren Murashige ve Skoog (MS) besin
ortamlarinda Kkiiltiire alinmistir. Kotiledon ve govde bogumlarindan, baslangic kallus
gelisimini takiben organogenesis araciligiyla prolifik adventif siirgiin rejenerasyonu elde
edilmistir. Yaprak ve govde eksplantlarinda ise kallus ve siirgiin gelisimi gozlenmemistir.
DMSO, TDZ c¢oziiciisii olarak kullamildiginda bitki dokularmna oOlimciil etki yapmis ve
calismalarda TDZ %50 etanolde ¢oziilmiistiir. Kotiledon bogumlar1 govde bogumlarindan
daha yiiksek siirgiin rejenerasyon kabiliyetine sahip olmustur. Her iki cesitte de en yiiksek
slirglin rejenerasyonu 0.25 mg/1 TDZ iceren MS besin ortamlarinda kotiledon bogumlarindan
elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler (10-20 mm uzunlukta) 0.25 mg/l IBA iceren MS

ortaminda koklendirilmis ve koklenen siirgiinler son olarak kum iceren saksilara aktarilmigtir.

Barik vd. (2005), Lathyrus sativus bitkisinde A. tumefaciens ile gen aktarimmi etkileyen
faktorleri (eksplant tipi, biiylime devresi, hiicre yogunlugu, inokulasyon zamani, ko-
kiiltiivasyon zamani, bakteri hatti1 ve On inkiibasyon) aragtirmislardir. Bu amagla p35S GUS-
INT binary vektoriinii iceren LBA4404 ve EHA 105 bakteri hatlarmi kullanmiglardir. En
yilksek transformasyon frekansin1 4 giin 6n inkiibasyona siiresi, 10 dakika 10° hiicre/ml
bakteri yogunlugu ile inokiilasyon, 4 giin ko-kiiltiivasyon siiresinden elde etmislerdir. Bakteri
hatlar1 arasinda transformasyon etkinligi bakimindan bir farklilik bulamamiglardir. Transgenik
bitkilerin seleksiyonu i¢in en uygun kanamisin dozunu 100 mg/1, bakteri eliminasyonu i¢in ise
en uygun antibiyotik dozuni ise 500 mg/l sefotaksim olarak belirlemislerdir. T1 bitkilerinde

3:1 Mendel a¢ilimi saptamislardir.

Han vd. (2005), Artemisia annua’da A. tumefaciens ile gen aktarimim etkileyen faktorleri
(Agrobacterium hatti, eksplant tipi, Onkiiltiir, ko-kiiltiivasyon yontemi ve periyodu)
incelemislerdir. Agrobacterium hatti1 olarak LBA4404 ve EHAI105’1 kullanmiglardir.
EHA105’in bakteriyel kromozomlar1 ve vir yardimci plasmidi farkli oldugundan daha etkili
bulunmustur. Yaprak eksplantinin Agrobacterium enfeksiyonuna karsi sap, hipokotil,

kotiledon ve kokten daha duyarli oldugunu belirlemislerdir. On kiiltiiriin trasformasyon



frekansina etkisi olmazken kokiiltiivasyonun gen transferine etkisi 6nemli bulunmustur. 16
saatten diisiik kokiiltiivasyon siirelerinde transgenik bitkiler elde edilememis, ¢cok uzun siireli
kokiiltiivasyon siireleri ise asir1 bakteri biiylimesi oldugundan bitki hiicreleri i¢in
zararholmustur. A. annua i¢in uygun ko-kiiltiivasyon siiresini 3 giin olarak belirlemislerdir.
Asetosringon vir genlerinin transkripsiyonunu arttirdigindan gen transferinde etkili oldugu
belirtilmis ancak A annua’da boyle bir etki goriilmemistir. 10 mg/l kanamisin
konsantrasyonunun transgenik bitkilerin se¢ciminde etkili oldugu bildirilmistir. Gen aktarim

frekansini1 %20 olarak belirtmislerdir.

Uranbey vd. (2005), tiitiinde gen aktarmm iizerine ko-kiiltiivasyon sicakliginin (18-20 °C),
periyodunun (24-96 saat) ve ortaminin (kati-sivi) etkisini belirlemek amaciyla yaprak
disklerini GV2260 p35S GUS-INT bakteri hatt1 ile inokiile etmislerdir. Kiiltiir baglangicindan
4 hafta sonra kanamisine dayanikli siirgiinler kesilerek 100 mg/l kanamisin ve 250 mg/l
augmentin iceren ortamda koklendirilmistir. Transgenik adayi bitkiler GUS ve PCR analizi ile
belirlenmistir. Arastirma sonuglarina gore en yiiksek transformasyon frekansinin 22-24 °C’de

48 saat s1v1 ortamda ko-kiiltiivasyona birakilan yaprak disklerinde elde edildigi bildirilmistir.

Mutasim vd. (2005), A. tumefaciens araciligiyla Adzuki fasulyesine [Vigna angularis (Willd.)
Ohwi & Ohashi] higromisin fosfotransferaz (hpt), yesil floresan protein (sgfp) ve posfonitrisin
asetiltransferaz (bar) genlerini akatararak transgenik bitkiler elde etmislerdir. Caligmada A.
tumefaciens’in pZHBG iceren EHAI10S hatti ve 210 adet epikotil eksplanti kullanilmigtir.
Kokiiltiivasyon ortamma 100 mM asetosringon ve 10 mg/l of BA ilave edilmistir. 15 mg/l
higromisin iceren ortamdan secilen siirgiinler koklenme ortamina aktarilmistir. Tespit edilen
31 adet transgenik bitki toplam bitki sayismin %14’°diir. Transgenik bitkiler PCR ve southern
blot analizleri ile tespit edilmistir. RT-PCR ( reverse transcription polymerase chain reaction)
analizi ile de bar ve hpt genleri tespit edilmistir. Ayrica, sgfp- pozitif transgenik bitkilerinde

de bar geni tespit edilmistir.

Saglam (2005), fasulyenin (Pliaseolus vulgaris L.) Aras, Eskisehir—855 ve Sehirali-90
cesitlerinin rejenerasyon, koklendirme, in planta ve in vitro kosullarda Agrobacterium' un A.
tumefaciens ve A. rhizogenes'in degisik hatlarin1 kullanarak gen aktarimi kabiliyetini
incelemistir. Adventif siirgiin rejenerasyonu amaciyla apikal meristem, petiol, kotiledon

bogum ve hipokotil eksplantlart 2,4-D ve kinetin iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire



alimmustir. Petiol ve hipokotilden hig siirgiin rejenerasyonu gézlenmezken, apikal meristem ve
kotiledon bogum eksplantlarindan az sayida siirgiin gozlenmistir. Siirgiin  gelisimini
hizlandirmak amaciyla 0.1 mg/l GAj; iceren MS ortamina alt kiiltiire alimmis, ancak bunlardan
gelismeler kaydedilmemistir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in olgunlasmamis embriyolar 0.05-0.15
mg/l TDZ ve 0.25 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Koklenme
saglamak icin, rejenere olan siirgiinler 0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 mg/I IBA iceren MS besin
ortamia aktarilmigtir. IBA oraninin artigina paralel olarak koklenmenin arttig1 gézlenmistir.
A. tumefaciens'in A281 hatt1 ile ¢calisma sonucunda incelenen ¢esitler gen aktarimina uygun
goriilmiistiir. Ancak onkogenik olmayan hatlarla yapilan c¢alismalarda bitkilerin

kanamisinmonosiilfata dayanikli oldugu halde GUS pozitif olmadig: tespit edilmistir.

Saglam vd. (2005a), gen aktarim calismalarinda in vitro gen aktarim yontemleri kadar in
planta gen aktarim yontemlerinin de yaygin olarak kullanildigini fakat miidahale edilemeyen
bir takim g¢evresel faktorlerin olumsuz etkilerinden dolay1 ¢alisma sonuglarmin her zaman
beklenilen kadar basarili olamadigini bildirmektedirler. Fasulyenin Aras, Eskisehir—855,
Sehirali-90 cesitlerinin tohumlar: tesadiif bloklar1 deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii olarak
ekilmis ve aksam giines batmadan yarim saat once her ii¢ ¢esidin acilmamis ve agilmak iizere
olan c¢igekleri el ile acilip A. fumefaciens'in nononkogenik GV2260, EHA105, LBA4404
bakteri hatlar1 ile asilanmis ve asilanan her bir cicek aydinger kagitlar1 ile disaridan
tozlasmay1 engellemek amaciyla muhafaza altina alinarak etiketlenmistir. Hasat zamani olgun
baklalar hasat edilerek baklalar icerisindeki tohumlar iklim odasinda saksilar icerisine ekilmis
ve gelisen bitkiler ile GUS testi yapilmistir. GUS testi sonucunda in planta polen yoluyla
Agrobacterium'un nononkogenik hatlariyla transformasyon gergeklestirilemedigi goriilmiistiir.
A. tumefaciens’in A281 ve A. rhizogenes'in 15834 onkogenik hatlar1 seyreltilmeden tarladaki
bitkilerin tist kisimlarinin koltukaltr bolgelerine enjektdr yardimiyla enjekte edilmistir ve bu
kisimlarda, iizerine hangi bakteri hatti ile enjekte edildigi yazilmis olan etiketler ile
etiketlenmistir. A. fumefaciens'in A281 hatt1 ile gdovdelerin alt kisimlarina yapilan asilamada
hi¢ transformasyon gozlenmemis fakat az da olsa timor olusumu tespit edilmistir. Ayni
sekilde A. rhizogenes'in 15834 hatt1 ile bitkilerin alt kisimlarina yapilan asilamadan sonug
gozlenmezken iist kisimlarda yaklasik %20 oraninda kok yerine kiiciik tiimorlerin olustugu

gozlenmistir.



Saglam vd. (2005b), fasulyenin Aras ve Eskisehir—855 cesitleri laboratuvar kosullarinda
cimlendirmisler ve dort yaprakli doneme geldiklerinde govdelerini A. tumefaciens'in
onkogenik A281 hatt1 ve nononkogenik GV2260, EHA105 hatlar1 ile agilamislardir. Asilama
sonucunda A. tumefaciens'in A281 hatt1i ile muamele edilmis Aras ve Eskisehir—855
cesitlerinde tiimorler goriilmiistiir. Kokler {izerinde herhangi bir olumsuz etkisine
rastlanmamis ve koklerin normal gelisimine devam ettigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde her iki
cesidin A. tumefaciens'in non-onkogenik GV2260 ve EHAI105 hatlar1 ile asilanmasi
sonucunda bitkilerin yapraklarinda mozaiklik ve sararma goriilmiistiir. Bunlar GUS testine
tabi tutulmus fakat GUS pozitif sonuclar elde edilememistir. Bitkiler dort yaprakli asamada
iken A. rhizogenes’in 15834 hatt1 ile de asilanmis ve bitkilerin govdelerinde kokler
goriilmiistiir. Bakteri asilanmamis kontrol bitkilerinde koklenme goriilmemistir. A.
tumefaciens'in onkogenik hatlari ile bitkilerde tiimor ve kok olusumu in planta kosullarda gen
aktarilabilecegini gostermektedir. Bu calismanin sonuglar1 fasulye bitkisinde genetik
mithendisligi i¢cin gerekli alt yapiyr olusturmaktadir. Onkogenik ve isaret genlerinin
aktarilmasi sirasinda kullanilan yontem ilerde tarimsal ilaclara, soguga, hastalik ve zararlilara

dayaniklilik genlerinin fasulye bitkisine aktarilmasi yolunda da izlenebilecektir.

Chen vd. (2005), celtige cry2A genini Agrobacterium aracilifiyla aktarmiglardir. Yapilan PCR
analizinde 102 adet tek bitkiden 71 tanesinin cry2A genini igerdigini belirlemisler. Transgenik
bitkilerde Cry2A protein miktar1 9.65 — 12.11 pg/g arasinda degisim gostermistir. Transgenik
bitkilerin Lepidoptera takimina ait ¢eltik zararhilarina karsi onemli 6lciide koruma sagladigini

gozlemislerdir.

Zaidi vd. (2005), tiitiinde ST-LS1 (sap ve yaprak spesifik) promotorunun cry2Aa2 geninin
degisik dokulardaki ekspresyon seviyesi ile Heliothis virescens larvalarina karsi etkisini
arastirmislardir. Toplamda 30 adet kanamisine dayanikli bitki elde etmisler bunun 27
tanesinin PCR sonuglar1 pozitif bulunmustur. Southern hibridizasyonu sonucunda 2AST(A),
2AST(E), 2AST(F), 2AST(G) bitkilerinde swrasiyla cry2Aa2 geni kopya sayist 7, 2, 4 ve 1
olarak gozlenmistir. Protein analizleri sonucunda yaprakta toplam ¢oziinebilir protein i¢indeki
toksin miktari sirasiyla % 0.16, 0.21, 0.12 ve 0.03 iken sapta sirasiyla %0.01, 0.012, 0.009
ve 0.004 olarak belirlemislerdir. Bioassay sonuglarinda ise yaprakla beslenen larvalarda 6liim
oranm1 % 100, sapla beslenenlerde sirasiyla %41, 44, 35 ve 22, kokte ise %1-5 olmustur. Yesil

dokularda belirlenen bu degisik protein oranlarinin bitkiye zarar veren bdceklerin devaml



toksine mahzur kalma durumunda kazanacaklar1 dayanikliliga karsi engel olusturabilecegi

arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Wang vd. (2005), musir bitkisinde bir Lepidopter olan Ostrinia furnacalis’e dayanikli bitkiler
elde etmek amaciyla GNA lektin geninin kullanmislardir. Coziiniibilir protein igerisinde
9%0.24 GNA ekspresyonu gosteren bitkilerin Ostrinia’ya karst dayanikli oldugunu

belirlemislerdir.

Dita vd. (2006), baklagil bitkilerinin birkac¢ zararliya karsi hassas oldugunu, verimde biiyiik
kayiplara yol actiklarin1 ve bundan dolay1 zararhlara dayanikliligi basarmada, a-amilaz
inhibitor genleri, proteaz inhibitdr genleri, Cry genleri ve lektin genlerinin baklagillere

transfer edilecek genler oldugunu bildirmislerdir.

Estrada-Navarrete vd. (2006), fasulye bitkisi ve onun yabani akrabalarindan olan P.
coccineus, P. lunatus ve P. acutifolius’da gen aktarimi ¢alismalar1 yapmislar ve  %75-90
arasinda transformasyon gormiislerdir. Marker gen olarak 35S promotor, yesil floresans
protein ve B-glukuronidaz kullanmislardir. Rhizobium ile muamele sonucunda transgenik ve
normal bitkilerin koklerinde meydana gelen azot fiksasyon oraninda degisiklik goriilmedigi

bildirmislerdir.

Naimov vd. (2006), patateste SN19 hibrid geninin ekspresyon seviyelerini dlgmiisler ve
bitkilerde SNI19 ekspresyon seviyesinin %0.06-%0.15 arasinda degisim gosterdigi
bulunmugstur. Boylelikle onemli patates zararhlari ile etkin bir miicadele yapilabilecegini

belirtmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Bitki materyali olarak kullanilan Karacasehir—-90 ve Akman-98 fasulye cesitleri tohumlar1

Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii/Eskisehir’den temin edilmistir.

3.2 Besin Ortanmu ve Kiiltiir Kosullar

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 3.1) ile %3
sukroz ve %0.7°lik agar (Type A, Sigma) ile katilastirilan temel besin ortami kullanilmistir.
Ortamlarmm hazirhigmda bidistile su kullanilmis olup, deneme ihtiyacina gore besin
ortamlarmna farkli konsantrasyonlarda bitki biiytime diizenleyicileri (BAP, TDZ, NAA, IBA
ve Picloram) ilave edilmistir. Besin ortamlarinin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCl kullanilarak
5.6-5.8’¢ ayarlanmustir. 118 kPa basing altinda ve 121 °C’de 20 dakika tutularak steril
edilmistir. Biiylimeyi diizenleyicilerin stok soliisyonlar1 uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra

saf su ile istenen miktarlarda ve oranlarda hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1 MS (Murashige and Skoog 1962) ortaminda bulunan mineral maddeler ve

konsantrasyonlar1

Ortamda bulunan Kons. Ortamda bulunan Kons. | Ortamda bulunan Kons.
Makro Elementler (mg ™) Mikro Elementler (mg I™") | Vitaminler (mg ™
NH,NO; 1650 KI 0.83 Myo-Inositol 100.000
KNO; 1900 H;BO; 6.20 Nicotinic Acid 0.500
CaCl,.2H,0 440 MnS0O.,.4H,O 22.300 | Pyrotinic Acid 0.500
MgS0,.7H,0 370 ZnS0,.7H,O 8.600 | Thiamine-HCI 0.100
KH,PO, 170 Na,Mo04.2H,O 0.250 | Glycine 2.000

CuS0,4.5H,0 0.025

CoCl,.6H,0O 0.025

FeSO,.7H,0 27.850

Na,EDTA.2H,0 37.250




Cizelge 3.2 Kullanilan biiytime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklama kosullar1

Biiyiime Diizenleyicileri Coziicii Saklama Kosullar (°C)
BAP 1 N NaOH +4
TDZ Etanol +4
NAA 1 N NaOH +4
IBA 1 N NaOH +4
Picloram Metanol/DMSO +4

Tiim Kkiiltiirler beyaz floresan 1s13inda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24 °C’de tutulmustur.
Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii iglemleri steril kabin i¢inde yiiriitiilmiistiir. Her muamele
icin, igerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirlii petri kutular: (100 x 10 mm) ya da
magentalar (GA7) kullanilmigtir. Ortamlarin, magenta kaplarinin ve saf suyun
sterilizasyonunda 118 kPa basing, 121 °C ve 20 dakikaya ayarh otoklav kullanilmustir. Petri
kutular1 160 °C’de 2 saat etiivde steril edilmistir.

3.3 Tohumlarin In vitro Kosullarda Sterilizasyonu

Karacasehir-90 ve Akman-98 fasulye cesitlerin tohumlar1 yiizey sterilizasyonu amaciyla
ticari camasir suyunun (Ace) %20’lik dozu, tohumlara oda sicakliginda her biri 3 farkl siirede
(5, 10, 20 dk.) uygulanmustir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 5’er
dk. 3 kez durulanmustir. Steril edilen 200’er adet tohum yine steril petri kaplar1 icerisinde %3
sukroz iceren ve %0.7 agar ile katilastirilan MS besin ortamuinda 2442 °C’de 16 saat 151k
fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir. Karacasehir—90 cesidinin ¢imlenmesinde camasir suyunun
olumsuz etkisi oldugu i¢in bu sorunu asmak amaciyla farkli denemeler kurulmustur. Camasir
suyunun asil pH’s1 yaklasik 12 degerindedir. Birinci denemede pH’lar 12, 10, 8, 6 olarak
ayarlanmus ve tohumlar %35°lik camasir suyu (Ace®)’nda 5 dk. bekletildikten sonra 5’er dk. 3
kez durulama yapilarak sterilizyon saglanmistir. Su sicakliginin ¢imlenme iizerindeki etkisine
bakmak amaciyla oda sicakligi (25-26 °C) ve 4 °C olmak iizere iki farkli su sicakligi test
edilmistir. Camasir suyunun dozu %35, 10 ve 20’ye ayarlanmistir. Ikinci denemede hidrojen
peroksit ( H O, )’in %10, 20, 30, 40, 50 ve 60 oranlar1 kullanilarak yine siire 5 dakika
tutulmustur. Uciincii denemede ise filtre kagitlar1 kareler halinde kesilerek etiivde 160 °C 2
saat steril edilmistir. Daha sonra %20 camasir suyunda 5 dakika steril edilen tohumlar steril
saf su ile nemlendirilmis olan bu kagitlar arasma sarilarak cimlendirmeye birakilmistir.
Camasir suyu ve hidrojen peroksit ile tohum sterilizasyonunda manyetik karistirici

kullanilmamis ancak beher sterilizasyon siiresince el ile karistirilmastir.



3.4 Tohum Canlilik Testi

Degisik bitki tohumlarmin canhlik tespiti icin Anonymous (1999)’un Onerdigi 2,3,5
trifeniltetrazolium klorit yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada fasulye tohumlar1 24 saat su
icinde bekletilerek kabuklar1 soyulmus ve 1 g/1 2, 3, 5 trifeniltetrazolium klorit soliisyonu

icine konularak 24 saat sonra canlilik kontrolii yapilmustir.

3.5 Eksplant Se¢imi

Steril edilen tohumlardan elde edilen 7-10 giinliik bitkiciklerin apikal meristem, yaprak,
petiol, apikal meristem alt1 govde, primer yaprak, kotiledon, kotiledon bogum eksplantlari,
olgunlagsmis embriyolardan alman embriyonik eksen, plumula, radikula eksplantlari,
olgunlagsmis ve olgunlagsmamis embriyolar ve kabuklar1 uzaklastirilmis olgunlagmis iki

kotiledon ile birlikte embriyo eksplantlar1 kullanilmigtir.

3.6 Siirgiinlerin Koklendirilmesi

In vitro kosullarda gelisen fasulye siirgiinleri 5-10 cm uzunluga geldiklerinde kesilerek steril
Magenta® kutular: i¢inde 2.00 mg I"' IBA iceren MS ortamda koklendirilmistir (Saglam,
2005). Transgenik adayi bitkilerin koklendirilmesinde ise ortama ilave olarak 50 mg/l

kanamisinmonosiilfat ve 500 mg/l1 Augmentin eklenmistir.

3.7 Elde Edilen Koklenmis Bitkilerin Dis Sartlara Ahstirilmasi

Elde edilen koklenmis bitkilerin dis sartlara alistirilmasit amaciyla iklim odasinda ve iklim
dolaplarinda 24 + 2 °C, 3000 liiks 151k 16 saat 151k fotoperiyodu ve %70 nem saglanmustir.
Yaklasik 1 hafta sonra nem seviyesi %40’a diisiiriilmiistiir. Burada gelisen bitkiler normal
tarla topragmmn bulundugu saksilara aktarilarak serada gelistirilmis ve transgenik adayi

bitkilerden tohum elde edilmistir.



3.8 Bakteri Materyali

Gen aktarimi denemelerinde bakteri materyali olarak 1 adet markor geni, 1 adet bar geni ve

11 adet farkli boceklere dayanikhilik genleri tasiyan toplam 13 farkli A. fumefaciens bakteri

hatt1 kullanilmistir. Kullanilan biitiin bu bakteri hatlar1 bitkisel seleksiyon amacli kanamisine

dayaniklilig1 saglayan NPT-II genini tagimaktadir.

1 adet markor geni: A. tumefaciens GV2260 (p35S GUS-INT): NPT-II geni NOS promotor ve

terminator, GUS intron geni ise 35S promotor ve terminatdr dizileri tarafindan kontrol

edilmektedir.

1 adet bar geni: A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar: GUS ve bar geni tasimaktadir.

11 adet farkli boceklere dayaniklilik genleri tasiyan: A. fumefaciens LBA 4404 bakteri hatti;

plAc PRD (pRD400 icerisinde 35S promotor-NOS terminator dizileri tarafindan
kontrol edilen cry Ac geni),

plC PRD (pRD400 igerisinde 35S promotor-NOS terminator dizileri tarafindan
kontrol edilen crylC geni),

pICST PRD (pRD400 icerisinde STLS-1 promotor-NOS terminator dizileri tarafindan
kontrol edilen cry/ C geni),

p2A PRD (pRD400 icerisinde 35S promotor-NOS terminator dizileri tarafindan
kontrol edilen cry2Aa2 geni),

p2AST PRD (pRD400 igerisinde STLS-1 promotor-NOS terminator dizileri tarafindan
kontrol edilen cry 2Aa2 geni),

cry IAb geni 35S promotor ve NOS terminator dizileri tarafindan kontrol edilmektedir.
PBIN19:SKTi

pROK2: OC1

pBI121:GNA

A. tumefaciens AglO bakteri hatti;
pMH65: SN19 (crylBa/crylla hibrid geni, Naimov vd. 2003 - Naimov vd. 2006,

Chrysanthemum rubisco small subunit promotor and terminator, Outchkouruv vd. 2003),



pMH66: SN19 (crylBa/crylla hibrid geni, Naimov vd. 2003 - Naimov vd. 2006, kloroplast
hedefli peptid iceren chrysanthemum rubisco small subunit promotor and terminator,

Outchkouruv vd. 2003).

CrylAc, CrylC, Cry2A genlerini iceren Agrobacterium hatlar1 Dr. [llimar Altosaar (Ottowa
Universitesi, Kanada) tarafindan, SN19 ve CrylAb genlerini iceren bakteri hatlar1 Dr. Samir
Naimov (Plovdiv Universitesi, Bulgaristan) tarafindan, SKTI, OCI ve GNA genlerini i¢eren
bakteri hatlar1 ise Dr. Martin Edwards (Newcastle Universitesi, UK) tarafindan saglanmistir.

3.9 Bakteri Kiiltiirlerinin Saflastirilmasi ve Biiyiitiilmesi

Siv1 bakteri kiiltiirlerinin cogaltilmasma, NA besin ortaminda biiyiitiilmiis olan bireysel
kolonilerden baslanmis, tek koloniler steril lup ile alindiktan sonra gerekli antibiyotikleri
iceren NB (Sigma Chemical Co St Lo, Mo) bakteri biiylitme ortamina konulmustur. Daha
sonra bakteri kiiltiirleri ¢alkalamali inkiibatérde 28 °C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle
biiyiitiilmiigtiir. Bu kiiltiirler daha sonra gen aktariminda kullanilmistir. Yeniden bireysel
koloniler elde edebilmek icin ¢ok az miktarda bakteri kiiltiirii agarl besin ortamu lizerine steril
bir lupla yayilmus, bu kiiltiirleri iceren petri kutulari ters cevrilerek 28 °C’de inkiibe edilmistir.
2 giin i¢inde kolonilerin olustugu gozlenmistir. Herhangi bir bulagsmay1 onlemek i¢in biitiin

bakteriyel ¢caligmalar laminar flow kabin icerisinde yapilmaistir.

3.10 Antibiyotikler

Bakteri biiyiitme ortamlarina ilave edilmeden once her antibiyotik mikro filtreler (0.44p)
kullanilarak steril edilmis ve otoklavdan ¢iktiktan sonra 1sis1 4045 °C’ye diigsmiis olan
ortamlara ilave edilmistir. Bu amacla kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Cizelge
3.3 ve 3.4’de verilmistir. GV2260 p35GUS-INT, proteinaz inhibitér ve GNA lektin genlerini
tastyan LBA4404 bakteri hatlar1 biiyiitiilirken ortama 50 mg/l rifamisin, 50 mg/l
kanamisinmonosiilfat eklenmistir. Cry/Ac, CrylAb, CrylIC ve Cry2A genlerini iceren
LBA4404 bakteri hatlar1 biiyiitiilirken 50 mg/l kanamisinmonosiilfat, SN19 genini tasiyan
AglO0 bakteri hatlar1 biyiitiilirken ise ortama 25 mg/l rifamisin ve 50 mg/l
kanamisinmonosiilfat eklenmistir. Rifamisin metanol, kanamisinmonosiilfat ise su ile

coziildiikten ve filtre sterilizasyonundan sonra stok ¢ozeltiler -20 C’de muhafaza edilmistir.



Cizelge 3.3 Agrobacterium hatlarmin biiytitiilmesinde kullanilan antibiyotikler, ¢oziiciiler ve
saklama kosullar1

Antibiyotikler Kullamm Stok Coziiciiler Saklama
oranlar (mg/l) (mg/ml) kosullan (°C)
Rifampisin 100 25 metanol -20
Kanamisinmonosiilfat 100 50 su -20

Cizelge 3.4 Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan antibiyotikler,
¢oOziiciiler ve saklama kosullar1

Antibiyotikler Stok Fasulyede Coziicii Saklama
soliisyon kullanilan kosullan (°C)
(mg/l) konsantrasyon
Kanamisinmonosiilfat 50 50 Su -20
Augmentin* 100 500 Su -20

* Ko kiiltiivasyondan sonra A. fumefaciens’in gelisimini engellemek icin kullanilmigtir

3.11 Bakteri Kiiltiirlerinin Kisa ve Uzun Siireli Korunmasi

A. tumefaciens Kiiltiirleri, secici antibiyotikler iceren 5—10 ml NB (Lab-Lemco Powder 1.0 g/l;
Yeast extract 2.0 g/l; Pepton 5.0 g/l; Sodyum klorit 5.0 g/l) ortaminda bir gece 28 °C’de 150
devir/d (rpm)’da inkiibatdrde biiyiitiilmistiir. Kisa siire icin kullanilmak amaciyla NA
(Nutrient Agar) iceren ortamda c¢izilerek 28°C’de biiyiitiilmiistiir ve daha sonra elde edilen
bakteri kiiltiirleri stre¢ film ile sarilmig, ters ¢evrilen petri kutularinda 4 °C’de 6 hafta

korunmustur.

Daha uzun siireli muhafaza iglemi esit miktarda bakteri kiiltiirti ve %40 gliserol iceren NB, 2
ml’lik kriyogenik tiiplerde karistirildiktan sonra sivi azotla hizli bir sekilde dondurulup, -80
°C’de muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri kiiltiirlerinin canliligini1 10 y1l boyunca muhafaza

etmek miumkiindiir.

3.12 Gen Aktarilmis Bitkilerin Belirlenmesi

Secici rejenerasyon ortaminda gelisen aday transgenik siirgiinler, kanamisinmonosiilfat iceren
besin ortaminda koklendirildikten sonra saksilara aktarilmistir. Bu bitkilerin transgenik olup,

olmadiklar1 aktarilan genlere gore histokimyasal GUS ve PCR analizi ile teyit edilmistir.



3.12.1 Histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal GUS analizi Jefferson (1987) ve Ozcan (1993)’m tarif ettigi sekilde
yapilmistir. Bitki dokular1 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, %0.1 Triton X —
100 ve 1 mM 5 bromo—4 chloro 3 indolyl glucoronide (X-GLUC) igeren soliisyonda 38 °C’de
gece boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra dokular %100’liikk alkolde yikanarak mavi bolge

belirlenmistir.

3.12.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, taze yaprak dokular1 kullanilarak CTAB DNA ekstraksiyon
protokoliine gore yapilmigtir. Transgenik aday1 bitkilerden alian yaprak érnekleri -80 °C’de
15-20 dk bekletildikten sonra dondurularak ezilmistir. Yaprak orneklerinin bulundugu 1.5
ml’lik her bir tiip i¢cine 50 pl buffer (1M Tris pH=8; 0.5M EDTA; 5M NaCl; ddH,O/Easy
pure ) eklenerek karistirilmis ve iizerine 550 uL buffer daha ilave edip yaprak orneklerinin
tam olarak ezilmesi saglanmustir. 65 °C’de su banyosuna tiipler yerlestirilerek 40-60 dakika
inkiibe edilmistir. 13000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe alarak
tizerine esit hacimde kloroform eklenmistir. Herhangi bir kat1 kismin alinmamasma dikkat
edilmistir. DNA’lar toplandiktan sonra 6rnekler 15000 rpm’de 13 dakika santrifiij edilmis ve
list faz yeni tiipe alindiktan sonra iizerine 750 pl soguk isopropanol eklenmistir. Ornekler 1
saat 20 °C’de bekletildikten sonra 30 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Supernatant
dokiildiikten sonra soguk %70’lik etil alkolden 200 pl eklenmis ve 5 dakika 7000 rpm’de
yeniden santrifiij edilmistir. I¢indeki alkol dokiilerek DNA peleti iyice kurutulmus ve 50 pl
TE eklenerek ¢oziilmiistiir. Elde edilen DNA’lar PCR calismalarinda kullanilmistir.

Primer dizileri

Transgenik bitkileri belirlemek amaciyla NPT-II, GUS genleri ile 35S promotor ve NOS
terminator dizileri PCR ile cogaltilmistir. Cizelge 3.5°de transgenik bitkileri belirlemek
amactyla NPT-II, GUS ve SN19 genleri ile 35S promotor ve NOS terminator bolgelerinin

cogaltiminda kullanilan primer dizileri goriilmektedir.



Cizelge 3.5 PCR isleminde kullanilan primer dizileri

Hedef Baz dizilisi Hedef
biiyiikliigii

NPT-II geni F- TGG ATT GCA CGC AGG TTC TC 750 bp
R-CAA GAA GGC GAT AGA AGG CG

NPT-II geni F- TTG CTC CTG CCG AGA AAG 459 bp
R- GAA GGC GAT AGA AGG CGA

GUS geni F- CTC GAC GGC CTG TGG GAC TTC 1400 bp
R- CTT TCG GCT TGT TGC CCG C

35S promotor F-GCT CCT ACA AAT GCC ATC A 195 bp
R- GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA

NOS terminatér | F-GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG 180 bp
R- TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA

SN19 geni F- CCATGGCATCTAATAGGAAGAACG 890 bp
R- GTTATCGTAGTCATATGTGAAGAGATCAG

PCR reaksiyon kosullari

3 ul DNA,

2.5 ul 10X PCR tamponu,

3 ul MgCl12 (25 mM),

2 Wl dNTP (10mM),

Py 2ul, Py 2,

0.2 pl Tag DNA polymerase

10.3 pul dH,O kullanilarak 25 pl toplam hacimde yapilmistir. Reaksiyonlar, Biometra T-

personal thermocycler aletinde asagidaki dongii kosullar1 altinda gerceklestirilmistir.

PCR Programi

95 °C 10 dk

94 °C1dk

58 °C 1dk

72 °C 2 dk (2- 39)
72 °C 10 dk

4 °C pause




Orneklerin agaroz jel elektroforezi

PCR reaksiyonlar1 %1°lik agaroz gel elektroforezi ile ayrilmistir. Bunun i¢in 1 g agaroz 100
ml 1XTBE (10.8 g/l Trizma-base, 5.5 g/l Borik asit, 4 ml 0.5 M EDTA pH=8) tamponunda
mikrodalga firinda ¢ozdiiriilmiis ve sicakh@i 50-60 °C’ye diistiigiinde DNA’nin UV’de
goriintiilenebilmesi i¢cin 5 pl etiidyumbromit eklenmistir. Elektroforez islemi 70 Voltta 1
saatte gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonlandirildiktan sonra jel UV lambasi iizerinde

kontrol edilmistir.

3.13 Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerriirlii olarak Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore
kurulmus ve elde edilen veriler “SPSS for Windows 177 bilgisayar programu ile analiz
edilmistir. Uygulama ortalamalar1 gerektiginde MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak
Duncan testi ile karsilagtirilmistir. Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan Once arcsin

degerlerine cevrilmistir (Snedecor ve Cochran 1967).



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Fasulyede Yiizey Sterilizasyonu

Doku kiiltiirii caligmalarinda, kullanilan bitki kisimlarinin yiizeysel olarak bakteri, mantar ve
benzeri organizmalardan temizlenebilmesi i¢in gerekli olan uygun dezenfektan tiirleri,
konsantrasyonlar1 ve kullanim siireleri birbirinden farklilik gdstermektedir. Bu nedenle, bir
sterilizasyon calismasinda amac¢ en etkili ve en diisiik seviyede dezenfektan dozunun
belirlenmesidir (Bhatti, 2001). Yiizey sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, giimiis nitrat,
antibiyotikler, biositler, sodyum hipoklorit (ticari c¢amasir suyu) yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996). Bu cahismada, yiizey sterilizasyonunda en uygun
eksplant kaynagi olarak tarladan toplanan baklalar ve tohumlar tercih edilmistir. Tarladan
toplanan fasulye baklalart %350’lik ¢amasir suyunda 20 dakika ylizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra baklalar i¢inden ¢ikarilan tohumlar kullanilmistir.

Fasulye bitkisinin Karacasehir—-90 ve Akman-98 cesitlerinin tohumlar: yiizey sterilizasyonu
icin herhangi bir kirik, ¢izik, renk degisimi olmamis tiniform tohumlar1 secilerek steril cam
beher icinde sterilizasyon islemi yapilmistir. Tohumlar %20 ticari camasir suyunda (Ace®,
%5 NaOCl) 5, 10, 20 ve 30 dakika yiizey sterilizasyonundan sonra 5’er dakika ii¢ kez steril
saf su ile durulanmistir. Steril edilmis tohumlar agar ile jellestirilmis MS ortamda kiiltiire
almarak 5 giin sonra bulasiklik ve ¢imlenme oraninm varyans analizi yapilmistir (Cizelge
4.1). Tuim ortamlarda, bulasiklik bulunamamistir ancak cesitler arasinda ve c¢imlenme
oranlarinda sirasiyla 0.05 ve 0.01 diizeyinde farklhilik saptanmustir. Yapilan varyans analizi
sonucunda cesitler ve sterilizasyon siiresi arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim oldugu tespit
edilmis ve etkilesimin derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge
4.2°de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi dort sterilizasyon siiresinde elde edilen ¢imlenme
oram1 Karacasehir—90 cesidinde %0.00-20.00 arasinda degismistir. Tohumlarda ¢imlenme
olmasina ragmen ¢imlenen bitkilerin belirgin sekilde hasar gordiigii tespit edilmistir. Hasarin
sebebini  belirlemek amaciyla sterilizasyondan ©Once ve sonra tohumlara 2,3,5
trifeniltetrazolium klorit testi uygulanmistir. Test sonucuna gore sterilizasyondan ©nce
tohumlar %100 canli iken, sterilizasyondan sonra tohumlarda belirgin hasar tespit edilmistir
(Sekil 4.1). Akman-98 cesidinde ise ¢imlenme %50.00-96.66 arasinda degismistir. En fazla
(%96.66) cimlenme 5 dakika sterilizasyon siiresinde elde edilmistir (Cizelge 4.2).



Karacasehir-90 cesidinde meydana gelen zarar1 azaltmak ve ¢imlenmeyi saglamak icin farkh

dezenfektan, siire, pH, materyal ve ¢cimlenme suyu sicakliklar1 denenmistir.

Cizelge 4.1 Farkl sterilizasyon siirelerinde uygulanan %20’lik ¢camasir suyunun tohumlarin
bulasiklik ve ¢cimlenmesi iizerine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S. D. Cimlenme oram (%)
K. O. F
Cesit 1 150.00 1.12%*
Sterilizasyon siiresi 3 2594.44 19.45%%
Cesit x sterilizasyon siiresi 3 105.55 0.79%*
Hata 16 133.33
Genel toplam 23

*% (.01 diizeyinde 6nemlidir
*0.05 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.2 Farkl sterilizasyon siirelerinde uygulanan %20’lik ¢camasir suyunun tohumlarin
cimlenmesi iizerine etkisine ait Duncan analizi

Sterilizasyon siiresi (dk.)

Cimlenme oram (%)

Akman-98 Karacasehir-90
5 96.66a 20.00a
10 73.33b 20.00a
20 56.66¢ 0.00b
30 50.00c 0.00b

* Harfler 0.05 diizeyinde farkl gruplar1 gostermektedir




Sekil 4.1 Karacasehir-90 fasulye cesidinde sterilizasyondan kaynaklanan ¢imlenme

problemi

a.b. MS ortaminda ¢amasir suyunun etkisi ile zarar gormiis tohumlarda ¢imlenmenin azalmasi, c.
sterilizasyondan onceki, d.e.f. sterilizasyondan sonraki tohumlara uygulanmis tohum canlilik testi
ve tespiti

4.1.1 Camasir suyu pH’sinin etkisi

Camasir suyunun asil pH’s1 yaklasik 12 degerinde olup, pH’lar 12, 10, 8, 6 olarak ayarlanmig
ve tohumlar %35’lik ticari camasir suyunda 5’er dakika tutulmustur. Daha sonra tohumlar ii¢
kez steril saf su ile durulanmis ve agar ile jellestirilmis MS ortamda kiiltiire alinarak 5 giin
sonra bulagiklik ve ¢imlenme oraninin varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.3). Yapilan
varyans analizi sonucunda ¢amasir suyunun pH’sinin ¢imlenmeyi 0.05 diizeyinde etkiledigi

goriilmiistiir. Yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelgede goriildiigii gibi camasir suyunun dort farkli pH diizeyinde elde edilen ¢imlenme
%6.66—66.66 arasimnda degismistir. En fazla ¢cimlenme camasir suyunun pH’simin 8 oldugunda

ve en az ¢cimlenme ise pH’ nin 12 oldugu diizeyde elde edilmistir.



Cizelge 4.3 Camasir suyunun %5’lik dozunda farkli pH degerlerinin Karacasehir—90 fasulye
cesidinin tohumlarmin ¢imlenmesi iizerine etkisine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S. D. K. O. F
pH 3 2077.77 4.45%
Hata 8 466.66
Toplam 11

*0.05 diizeyinde onemlidir

Cizelge 4.4 Camasir suyunun %5 ‘lik dozunda farkli pH degerlerinin Karacasehir—90 fasulye
cesidinin tohumlarm ¢imlenmesi iizerine etkisine ait Duncan analizi

Camasir suyu pH’s1 Cimlenme orani (%)
6.00 20.00b
8.00 66.66a
10.00 20.00b
12.00 6.66b

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

4.1.2 Su sicakh@imin etkisi

Yiizey sterilizasyonunda camasir suyu sicakliginin ¢imlenme {izerine etkisini belirlemek
amaciyla iki sicaklik derecesi; 25+1 °C (oda sicakligl) ve 4 °C kullamilmustir. Camasir
suyunun dozu %35, 10 ve 20’ye ayarlanarak 5 dk.’lik muameleden sonra 5 dk’lik ii¢ durulama
yapilmistir. Bir hafta sonunda elde edilen verilerle yapilan varyans analizi sonucunda ¢amasir
suyu dozu ve ¢amasir suyu sicakligi arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim goriilmiistiir (Cizelge
4.5). Farklilik diizeylerinin belirlenmesi amaciyla yapilan Duncan ve t testi sonucu Cizelge
4.6’da verilmistir. Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi camasir suyunun %35, 10, 20 dozlari
kullamldiginda oda sicakhiginda %6.66-46.66 ve 4 °C’de ise %?20.00-66.66 arasinda
cimlenme meydana gelmistir. Camasir suyu sicakligi ¢imlenme iizerinde belirgin farkliliklar
meydana getirmis olup, en iyi sonuclar %5’lik camasir suyunda sicakligi 4 °C iken %66.66
olarak gozlenmistir. Camagir suyunun artan dozlari, 4 °C ¢amasir suyu sicakliginda ¢imlenme
oranlarinda belirgin sekilde azalis meydana getirmistir. 25 °C’lik ¢amasir suyu sicakliginda ise
camaswr suyunun farkli dozlarinda ¢imlenme oraninda belirgin farklilik olmasina ragmen

farkliligin diizgiin bir sekilde artis ya da azalis gostermedigi gozlenmistir.



Cizelge 4.5 Camasir suyunun farkli dozlar1 ve farkli su sicakliklarmin Karacasehir—90
fasulye ¢esidinin tohumlarimin ¢imlenmesi iizerine varyans analizi sonuglari

V. K. S. D. Cimlenme oram (%)
K. O. F
Camasir suyu dozu 2 2466.66 3.17%%*
Camasir suyu sicakligi 1 1800.00 2.31%%*
Camasir suyu dozu x ¢camagir suyu sicakligi 2 466.66 0.60*
Hata 12 777.77
Genel toplam 17

*%(.01 diizeyinde 6nemlidir
*0.05 diizeyinde onemlidir

Cizelge 4.6 Camasir suyunun farkli dozlar1 ve sicaklik degerlerinin Karacasehir—90 fasulye
cesidinin tohumlarmin ¢imlenmesi iizerine t testi ve Duncan analizi

Camagsir suyu dozlar (%) Cimlenme oram (%)
25°C 4°C
5.00 26.66b'B” 66.66aA
10.00 46.66aB 53.33bA
20.00 6.66cB 20.00cA

"Aym siitunlardaki farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05
diizeyinde 6nemlidir

2Ayni satirdaki farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
onemlidir

4.1.3 Hidrojen peroksit (H>O;)’in etKisi

Tohumlar hidrojen peroksit (H,0,)’in %10, 20, 30, 40, 50 ve 60 oranlarinda 5 dk. tutularak
S’er dk. ili¢ durulama yapilmistir. Deneme sonunda elde edilen verilerle yapilan varyans
analizi sonucu Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelgeye gore, H,O, dozlarinmn bulasiklik ve
cimlenme orani iizerinde 0.01 diizeyinde farklihk meydana getirdigi tespit edilmistir.
Farkliligin diizeyini belirlemek amaciyla Duncan testi yapilmis sonuglar Cizelge 4.8’de

verilmistir.

Cizelgede goriildiigii gibi H,O,’in kullanilan alt1 dozunda elde edilen bulasiklik orant %0.00—
86.66 ve cimlenme orani ise %6.66—66.66 arasinda degismistir. H,O, ’in diisiik dozlarinda
( %10, 20, 30, 40) olduk¢a fazla bulasiklik gozlenmis olmasina ragmen %50 ve 60 dozlarinda
hi¢ bulagikliga rastlanmamis olup, en fazla ¢cimlenme %66.66 ile %50 H,O, dozunda tespit

edilmistir.



Cizelge 4.7 HO7’in  farkli dozlarimin Karacasehir—90 fasulye c¢esidinin tohumlarinin

cimlenmesi ilizerindeki etkisine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S. D. Bulasikhk oranmi (%) Cimlenme oram (%)
K. O. F K. O. F
H,0, dozlar1 5 3506.66 3.43%%* 1155.55 2.60**
Hata 12 1022.22 444.44
Toplam 17

**(.01 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.8 HO;’in  farkli dozlarinin  Karacasehir—90 fasulye c¢esidinin tohumlarinin

bulasiklik ve ¢cimlenme oram lizerindeki etkisine ait Duncan analizi sonuglari

H,0; dozlan (%) Bulasikhk oram (%) Cimlenme oram (%)
10 86.66a 6.66b
20 26.66ab 33.33ab
30 53.33ab 33.33ab
40 53.33ab 46.66ab
50 0.00b 66.66a
60 0.00b 40.00ab

*% Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

4.1.4 Filtre kagitlarimin etkisi

Filtre kagitlar1 yaklagik 5 tohumun ¢imlenmesine izin verecek biiyiikliikte kareler halinde
kesilerek etiivde 160 °C 2 saat steril edilmistir. Tohum sterilizasyonunda manyetik karistirict
kullanilmamustir ve %20’lik ¢amasir suyunda 5 dk. steril edilen tohumlar steril saf su ile
islatilarak filtre kagitlar1 i¢cine konularak sarilmistir. Magentalar igine filtre kagitlarina
sartlarak konulmus tohumlar iklim odasinda ¢imlendirilmistir (Sekil 4.2). Tohumlarin bu

yontemle ¢cimlendirilmesi sonucunda %100 oraninda ¢imlenme gozlenmistir.



Sekil 4.2 Karacasehir—90 fasulye cesidinin filtre kagitlar1 arasinda ¢imlenen tohumlar1

Yapilan farkli sterilizasyon denemelerinde, %100 ile en fazla ¢imlenme filtre kagitlar:

kullanildiginda elde edilmistir.

4.2 Fasulyenin In Vitro Kosullarda Siirgiin Rejenerasyonu

4.2.1 Karacasehir-90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine 5 g/l aktif komiir ve
farkh dozlarda TDZ’nin etkisi

Yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro gelisen
bitkiciklerden elde edilen apikal meristem, yaprak ve petiol eksplantlar1 0.05, 0.10, 0.15, 0.20,
0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45 mg/1 TDZ iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmis, elde edilen
verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuclart Cizelge 4.9°da verilmistir. Cizelgeye gore
ortam ve eksplantlar arasinda kallus ve siirgiin olusum orani bakimindan 0.01 diizeyine
etkilesim gozlenmistir. Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmis olup,

elde edilen sonuglar Cizelge 4.10’da verilmistir.



Cizelge 4.9 Karacasehir-90 fasulye ¢esidinin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda TDZ ve

eksplantlarin etkisine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S.D. | Kallus olusum oram (%) Siirgiin olusum orani ( %)
K. O. F K. O. F
Ortam 8 16656.79 337.30%* 9619.75 45.30%*
Eksplant 2 10923.45 221.20%* 14938.27 70.34%%*
Ortam x eksplant 16 2440.12 49.41%* 2377.16 11.19%*
Hata 54 49.38 212.34
Genel toplam 80

*%(0.01 diizeyinde onemlidir.

Cizelge 4.10 Karacasehir—90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda TDZ
ve eksplantlarm etkisine ait Duncan analizi sonuglari

Kallus olusum oram (%) Siirgiin olusum orani ( %)
TDZ apikal yaprak petiol apikal yaprak petiol
(mg/l) | meristem meristem
0.05 100.00a 100.00a 93.33a 100.00a 86.66ab 60.00bc
0.10 100.00a 0.00c 0.00b 100,00a 0.00e 0.00d
0.15 100.00a 0.00c 0.00b 86.66bc 0.00e 0.00d
0.20 100.00a 80.00b 100.00a 80.00bc 20.00d 93.33a
0.25 0.00b 0.00c 0.00b 0.00d 0.00e 0.00d
0.30 0.00b 0.00c 0.00b 0.00d 0.00e 0.00d
0.35 100.00a 0.00c 0.00b 93.33b 0.00e 0.00d
0.40 100.00a 100.00a 100.00a 93.33b 93.33a 53.33¢
0.45 100.00a 100.00a 100.00a 86.66bc 73.33¢ 66.66b

Ayni siitundaki harfler 0.01 diizeyinde onemlidir.

Cizelgeye gore en fazla kallus olusum oran1 %100 ile 0.40 ve 0.45 mg/l TDZ iceren MS besin

ortamlarindan, elde edilmistir. Apikal meristem eksplantlarinin, yaprak ve petiol
eksplantlarina oranla daha fazla kallus ve siirgiin olusturdugu gozlenmistir. Degisik oranlarda
slirgiin olusumu gozlenmis olmasma ragmen 0.40 mg/l TDZ igeren MS besin ortaminda %20
bitki olusumu disinda diger hi¢bir ortamda siirgiin olusumlarindan bitki olusumu

gozlenmemistir. Elde edilen bitkiler dis sartlara alistirilip seraya aktarilmistir.

4.2.2 Karacasehir-90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine 0.25 mg/l salisilik asit
iceren farkh dozlarda TDZ ve eksplantlarin etkisi

Karacasehir—90 fasulye c¢esitlerinin apikal meristem, yaprak ve petiol eksplantlar1 0.05, 0.10,
0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45 mg/l TDZ iceren MS besin ortami1 ve 0.25 mg/l1 salisilik

asit iceren MS besin ortamlarda kiiltiire alinmustir. Sekiz hafta sonunda elde edilen verilerle




varyans analizi yapilmis olup, sonuclar Cizelge 4.11°de verilmistir. Cizelge 4.11°e gore ortam

ve eksplantlar arasinda siirgiin olusum ve bitki elde etme orani bakimindan 0.01 diizeyinde

etkilesim gozlenmistir. Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmis olup,

elde edilen sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir. Cizelgeye gore degisen TDZ dozlarinda

%100’e kadar siirgiin olusumu ve %73.33’e varan oranlarda da bitki elde edilmistir.

Gozlemlenen her iki parametre bakimindan en 1yi sonucglar 0.40 mg/l TDZ iceren MS besin

ortamindan elde edilmistir. 0.40 mg/l TDZ iceren MS besin ortaminda apikal meristem

eksplantlarindan elde edilen siirgiinler Sekil 4.3’de goriilmektedir.

Cizelge 4.11 Karacasehir-90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine 0.25 mg/l salisilik asit

ve farkli dozlarda TDZ nin etkisine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S. D. Siirgiin olusumu (%) Bitki elde etme oram (%)
K. O. F K. O. F
Ortam 8 13797.53 71.64%% 1011.11 5.11%*
Eksplant 2 14167.90 73.56%* 6414.81 32.47%%*
Ortam x eksplant 16 2184.56 11.34%%* 831.48 4.20%*
Hata 54 192.59 197.53
Genel toplam 80

**(.01 diizeyinde onemlidir.

Cizelge 4.12 Karacasehir-90 fasulye c¢esidinin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda TDZ
ve eksplantlarm etkisine ait Duncan analizi
Siirgiin olusum orani (%) Bitki elde etme oram (%)
TDZ apikal yaprak petiol apikal yaprak petiol
(mg/l) meristem meristem
0.05 100.00a 93.33b 66.66d 33.33d 13.33a 6.66a
0.10 93.33ab 0.00d 0.00e 53.33c 0.00c 0.00b
0.15 100.00a 0.00d 0.00e 60.00b 0.00c 0.00b
0.20 100.00a 100.00a 73.33¢ 0.00e 0.00c 0.00b
0.25 0.00c 0.00d 0.00e 0.00e 0.00c 0.00b
0.30 0.00c 0.00d 0.00e 0.00e 0.00c 0.00b
0.35 100.00a 0.00d 0.00e 0.00e 0.00c 0.00b
0.40 100.00a 93.33b 100.00a 73.33a 6.66b 0.00b
0.45 100.00a 60.00c 86.66b 33.33d 0.00c 0.00b

Ayn siitundaki harfler 0.01 diizeyinde onemlidir




Sekil 4.3 Fasulyenin apikal meristem eksplantlarindan 0.40 mg/l TDZ iceren MS besin
ortaminda elde edilen siirgiinler

4.2.3 Karacasehir-90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine 5 g/l aktif komiir ve 0.25
mg/l salisilik asit iceren farkh dozlarda TDZ ve eksplantlarin etkisi

Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin apikal meristem, yaprak ve petiol eksplantlar1 5 g/l aktif
komiir ile 0.25 mg/1 salisilik asit ilave edilmis; 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40,
0.45 mg/l TDZ iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonunda elde
edilen verilerle varyans analizi yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.13’de verilmistir. Cizelge
4.13’e gore ortam ve eksplantlar arasinda kallus ve siirgiin olusum oram1 bakimindan 0.01
diizeyine etkilesim gozlenmistir. Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi

yapilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge 4.14’de verilmistir.

Cizelge 4.13 Karacasehir-90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine 5 g/1 aktif komiir ve
0.25 mg/1 salisilik asit iceren farkli dozlarda TDZ ve eksplantlarin etkisine ait
varyans analizi sonuglari

V.K. S.D. Kallus olusum oram (%) Siirgiin olusum orani (%)
K.O. F K.O. F
Ortam 8 13979.01 101.09%3* 7622.22 53.22%%*
Eksplant 2 15204.93 109.96%** 19733.33 137.79%*
Ortam x eksplant 16 2499.38 18.07%* 1944.44 13.57%*
Hata 54 138.27 143.21
Genel toplam 80

*%(.01 diizeyinde onemlidir.




Cizelge 4.14 Karacasehir-90 fasulye

cesidinin

rejenerasyonunda

eksplantlarin etkisine ait Duncan analizi sonuglari

TDZ dozlar1 ve

TDZ Kallus olusum oram (%) Siirgiin olusum orani (%)

(mg/l) | apikal meristem | yaprak petiol | apikal meristem | yaprak petiol
0.05 100.00a 100.00a | 100.00a 93.33b 80.00a | 40.00c
0.10 100.00a 0.00d 0.00c 33.33b 0.00d 0.00d
0.15 100.00a 0.00d 0.00c 100.00a 0.00d 0.00d
0.20 100.00a 46.66b 86.66b 100.00a 0.00d 73.33a
0.25 0.00c 0.00d 0.00c 0.00e 0.00d 0.00d
0.30 0.00c 0.00d 0.00c 0.00e 0.00d 0.00d
0.35 86.66b 0.00d 0.00c 86.66¢ 0.00d 0.00d
0.40 100.00a 26.66c | 100.00a 100.00a 26.66c 53.33b
0.45 100.00a 100.00a | 100.00a 100.00a 66.66b | 46.66bc

Ayn siitundaki harfler 0.01 diizeyinde onemlidir

Cizelgeye gore degisen TDZ dozlarinda meydana gelen kallus ve siirgiin olusum orani

9%0.00-100.00 arasinda degismistir.

4.2.4 Karacasehir-90 ve Akman-98 fasulye cesitlerinin kotiledon eksplantlarindan
siirgiin rejenerasyonu iizerine farkh dozlarda picloramin etkisi

Karacasehir-90 ve Akman-98 fasulye cesitlerinin kotiledon eksplantlar1 2, 4, 6, 8, 10 mg/l
picloram igeren MS besin ortaminda Kkiiltiire alimmustir. Sekiz hafta sonunda elde edilen
verilerle varyans analizi yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.15°de verilmistir. Cizelge 4.15°e
gore cesit ve ortam arasinda kallus orani bakimimdan 0.05 ve siirgiin olusumu olusum orani
bakimmdan ise 0.01 diizeyinde etkilesim gozlenmistir. Etkilesim diizeyini tespit etmek
amaciyla Duncan testi yapilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge 4.16’da verilmistir.
Cizelgeye gore degisen picloram dozlarinda meydana gelen kallus ve siirgiin olusumu olusum
orani ¢esitlere gore degismekle beraber sirastyla %26.66—100.00 ve %20.00-100.00 arasinda
degismistir. Embriyo gelisimini tesvik ettigi bilinen picloramin etkisiyle kotiledonlardan
embriyo olusumu olmasina ragmen yine kararmanin olumsuz etkisi ile embriyolarin 6ldiigii

gozlenmistir.



Cizelge 4.15 Karacasehir-90 ve Akman-98 fasulye cesitlerinin kotiledon eksplantlarindan
siirgiin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda picloramin etkisine ait varyans
analizi sonuclar1

V. K. S. D. Kallus olusum oram (%) Siirgiin olusum orani (%)
K. O. F K. O. F
Cesit 1 19253.33 49.79%*%* 6453.33 17.92%%*
Ortam 4 33.33 0.08 1546.66 4.29%%*
Cesit x ortam 4 486.66 1.25% 986.66 2.74%*
Hata 20 386.66 360.00
Genel toplam 29

*0.05 diizeyinde onemlidir
*%(.01 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.16 Karacasehir—90 ve Akman-98 fasulye cesitlerinin siirgiin rejenerasyonu
tizerine farkli dozlarda picloramin etkisine ait Duncan analizi

Picloram (mg/l) Kallus olusum oram (%)* Siirgiin olusum orani (%)**
Karacasehir-90| Akman-98 |Karacasehir-90| Akman-98
2 46.66b 86.66b 46.66a 80.00b
4 26.66¢ 100.00a 26.66b 33.33d
6 40.00b 93.33a 20.00b 66.66¢
8 40.00b 100.00a 40.00a 100.00a
10 53.33a 80.00b 46.66a 46.66¢

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
** Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

4.2.5 Bir hafta-20 mg/l NAA 6n muamelesinden sonra degisik oranlarda TDZ ve
NAA’in siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Akman—-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin tohumlari steril edildikten sonra 24 saat saf
suda bekletilerek embriyolar: ¢ikartimistir. 20 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda 1 hafta
bekletilen eksplantlar 0.05-0.45 mg/l TDZ ve 0.2 mg/l NAA iceren MS rejenerasyon
ortamlarinda kiiltiire almmustir (Sekil 4.4.a). Toksik maddelerin meydana getirdigi kararmayi
Onlemek ve rejenerasyonu artirmak amaciyla ortama 0.2 mg/l askorbik asit ilave edilmistir.
Sekiz hafta sonunda elde edilen verilerle varyans analizi yapilmis olup, sonuclar Cizelge
4.17°de verilmigtir. Cizelge 4.17°ye gore ortam x cesit x eksplant etkilesimi kallus olusum
orant bakimmdan 0.01; siirgiin oran1 ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ise 0.05

diizeyinde etkilesim goriilmektedir.




Cizelge 4.17

dozlarda TDZ ve NAA’in etkisine ait varyans analizi sonuglari

Akman-98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonu lizerine farkl

V.K. S.D. Kallus olusum oram Siirgiin olusum oram Eksplant basina
(%) (%) siirgiin sayisi (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 8 1859.08 3.96%* 768.22 1.77* 0.73 2.10%
Cesit 1 54450.23 116.16%* 1481.48 3.41% 0.01 0.23
Eksplant 1 41811.34 89.19%* 55578.70 128.05%* 24.03 69.15%*
Ortam X gesit 8 609.08 1.29% 687.21 1.58%* 0.45 1.30%*
Ortam x eksplant 8 1251.44 2.67* 565.68 1.30* 0.23 0.66
Cesit x eksplant 1 18802.08 40.11%* 1481.48 3.41% 0.003 0.11
Ortam x gesit x eksplant 8 2929.68 6.25%* 947.62 2.18%* 0.82 2.36*
Hata 72 468.75 434.02 827.54 0.34
Genel toplam 107

*0.05 diizeyinde onemlidir
*#%(0.01 diizeyinde 6nemlidir

Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmis olup, elde edilen sonuclar
Cizelge 4.18de verilmistir. Cizelgeye gore degisen TDZ ve NAA dozlarinda meydana gelen
kallus olusum, siirgiin olusum oran1 ve eksplant basina siirgiin sayis1 ¢esitler ve eksplantlara
gore degismistir. Kallus olusum oranit bakimindan Akman-98 cesidinin kallus eksplantinda
9%0.00-100 arasinda degisirken sekonder eksplantta %0.00-66.66 arasinda; Karacasehir—90
cesidinde ise kallus eksplantinda %83.33—100.00 arasinda, sekonder eksplantta ise %350.00—
100.00 arasinda degismistir. Siirgiin olusum oran1 bakimindan Akman-98 cesidinin kallus
eksplantinda %0.00-16.66 arasinda degisirken sekonder eksplantta %41.66—83.33 arasinda;
Karacasehir—90 c¢esidinde ise kallus eksplantinda %0.00-16.66 arasinda, sekonder eksplantta
ise %8.33-91.66 arasinda degismistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimmdan Akman—98
cesidinin kallus eksplantinda 0.00-1.00 adet arasinda degisirken sekonder eksplantta 0.50—
1.66 adet arasinda; Karacasehir—90 cesidinde ise kallus eksplantinda 0.00-0.41 adet, sekonder
eksplantta ise 0.00-2.25 adet arasinda degismistir (Sekil 4.4.b). Ede edilen siirgiinler 2 mg/1
IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.5).




Cizelge 4.18 Fasulyenin Akman-98 ve Karacasehir—90 c¢esitlerinde kallus ve siirgiin olusum
orant ile eksplant basina siirgiin sayist lizerine NAA ve farkli dozlarda
TDZ’ nin etkisine ait Duncan analizi

Ortamlar Kallus olusum oram (%) Siirgiin olusum oram (%) Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
gl Akman-98 Karacasehir-90 Akman-98 Karacasehir-90 Akman-98 Karacasehir-90
kallus Sekonder kallus Sekonder kallus | Sekonder | Kkallus Sekonder | kallus | Sekonder | kallus | Sekonder
TDZ | NAA eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant
0.05 0.2 100.0a | 0.00d 100.0a | 100.0a 0.00b 50.00bc 0.00b 91.66a 0.00c 0.50c 0.00c 1.58b
0.10 0.2 83.33b | 33.33b 100.0a | 83.33b 0.00b 58.33b 0.00b 8.33¢ 0.00c 1.48a 0.00c 0.00d
0.15 0.2 33.33¢c | 66.66a 100.0a | 83.33b 16.66a | 41.66¢ 0.00b 66.66b 1.00a 1.33ab 0.00c 2.25a
0.20 0.2 100.0a | 0.00d 83.33b | 75.00bc 0.00b 58.33b 16.66a | 16.66e 0.00c 0.91b 0.41a 0.75¢
0.25 0.2 100.0a | 0.00d 100.0a | 100.0a 0.00b 66.66b 0.00b 33.33d 0.00c 1.66a 0.00c 1.00b
0.30 0.2 100.0a | 0.00d 100.0a | 100.0a 16.66a | 83.33a 0.00b 50.00bc 0.41b 0.91b 0.00c 1.16b
0.35 0.2 100.0a | 0.00d 100.0a | 91.66a 0.00b 58.33b 16.66a | 50.00bc 0.00c 0.83bc 0.16b 1.58b
0.40 0.2 100.0a | 25.00bc 100.0a | 83.33b 0.00b 41.66¢ 0.00b 16.66¢ 0.00c 0.75bc 0.00c 0.33c
0.45 0.2 0.00d 0.00d 100.0a | 50.00c 0.00b 50.00bc 0.00b 41.66¢ 0.00c 1.16b 0.00c 0.66¢

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
** Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplari gostermektedir

Sekil 4.4 Akman—98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin: a. 1 hafta 20 mg/l NAA’li MS
besin ortaminda bekletilmis embriyolari, b. embriyolardan meydana gelen
sekonder eksplantlarin meydana getirdigi siirgiinler

Sekil 4.5 Rejenerasyon ortamlarindan alinan siirgiinlerin koklendirilmesi




4.2.6 Olgunlasmamis embriyo ve kotiledon eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Deneme tarlasinda yapilmis olan
ekimden (Sekil 4.6.a.b) elde edilen Akman-98 ve Karacasehir-90 fasulye c¢esitlerinin
olgunlagsmamis embriyo ve kotiledon eksplantlar1 kullanilarak rejenerasyon elde edilmeye
calislmigtir. Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin olgunlasmamis embriyo ve
kotiledon eksplantlar1 1.00 mg/l1 BAP ve 0.25 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda kiiltiire
alimmustir. Sekiz hafta sonunda elde edilen verilerle varyans analizi yapilmis olup, sonuglar
Cizelge 4.19°da verilmistir. Cizelge 4.19’a gore c¢esit x eksplant etkilesimi Onemli
bulunmazken, siirgiin ve kok olusum orani bakimindan eksplantlar arasinda 0.01; eksplant

basina siirgiin sayis1 bakimindan ise 0.05 diizeyinde farklilik gbzlenmistir.

Cizelge 4.19 Akman—98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonu iizerine 1
mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA’in etkisine ait varyans analizi sonuglari

V.K. S.D. | Siirgiin olusum orami1 | Eksplant basina | Kok olusum oram
(%) siirgiin sayisi (adet) (%)
K.O. F K.O. F K.O. F

Cesit 1 33.33 0.05 0.00 0.14 1200.00 | 4.00*
Eksplant 1 9633.33 | 15.21** 1.14 4.16* |13333.33 | 44.44%*%*
Cesit x eksplant 1 33.33 0.05 0.00 0.02 133.33 0.44
Hata 8 633.33 0.27 300.00
Toplam 11

* (.05 diizeyinde 6nemlidir
*%0.01 diizeyinde 6nemlidir

Farklilik diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmis olup, elde edilen sonuclar
Cizelge 4.20°de verilmistir. Cizelgeye gore siirgiin olusum orani olgunlasmamis embriyo
eksplantinda %66.66, olgunlasmamis kotiledon eksplantinda ise %10.00 olarak tespit
edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 ise olgunlagmamis embriyo eksplantinda 1.03 adet,
olgunlagsmamis kotiledon eksplantinda 0.41 adet ve kok olusum oram ise olgunlagsmamis
embriyo eksplantinda ise %86.66, olgunlasmamis kotiledon eksplantinda ise %20.00 olarak
gozlenmistir. 1 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA iceren ortamda NAA’nin etkisi ile koklerde
sisme (Sekil 4.7) ve Karacasehir-90 fasulye c¢esidinin olgunlasmamis kotiledon

eksplantlarindan ayni ortamda siirgiinler gdzlenmistir (Sekil 4.8).



Cizelge 4.20 Akman—98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonu iizerine 1
mg/1 BAP ve 0.25 mg/l NAA’in etkisine ait t testi sonuglari

Eksplant Siirgiin olusum | Eksplant basina siirgiin Kok olusum

oram (%)** sayisi (adet)* oram (%)**
Olgunlagmamig embriyo 66.66a 1.03a 86.66a
Olgunlagmamis kotiledon 10.00b 0.41b 20.00b

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
** Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.6 A.U. Ziraat Fakiiltesi Deneme tarlasinda: a. Akman-98, b. Karacasehir—90 fasulye
cesitlerinin gelisimi

Sekil 4.7 Akman-98 fasulye ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan 1.00 mg/l BAP ve
0.25 mg/l NAA iceren besin ortaminda siirgiin rejenerasyonu ile NAA’in etkisiyle
koklerde meydana gelen siskinlik



Sekil 4.8 Karacasehir—90 fasulye cesidinin olgunlasmamis kotiledon eksplantlarindan 1.00
mg/1 BAP ve 0.25 mg/l NAA iceren rejenerasyon ortaminda olusan siirgiinler

4.2.7 Akman-98 cesidinde TDZ-NAA’in kotiledon bogum ve apikal meristem
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

Akman-98 fasulye ¢esitinin tohumlar1 in vitro kosullarda ¢imlendirildikten sonra elde edilen
7-10 giinliik bitkiciklerden apikal meristem ve kotiledon bogum eksplantlar1 0.10—0.30 mg/1
TDZ ve 0.00-0.05 mg/l NAA iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinarak siirgiin rejenerasyonu
saglanmistir. Eksplantlarda fenolik bilesiklerin sebep oldugu kararmayi onlemek amaciyla
ortama 5 mg/l aktif komiir eklenmistir. Sekiz hafta sonunda elde edilen verilerle varyans

analizi yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.21’°de verilmistir.

Cizelge 4.21°e gore siirgiin olusum orani ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimidan ortam x
eksplant interaksiyonu 0.05 diizeyinde 6nemli bulunurken, kallus olusum orani bakimindan
ise 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan
testi yapilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge 4.22°de verilmistir. Cizelgeye gore siirgiin
olusum orani apikal meristem eksplantinda %66.66—100.00 arasinda, kotiledon bogum
eksplantinda ise %20.00-93.33 arasinda degismistir. Eksplant basina apikal meristem
eksplantindan en fazla 4.70 adet (Sekil 4.9 - 4.10), kotiledon bogum eksplantindan ise 1.86
adet siirgiin elde edilmistir. Kallus olusum orani ise apikal meristem eksplantinda %0.00—
66.66 arasinda degisirken kotiledon bogum eksplantinda ise %0.00-20.00 arasinda
degismistir.



Cizelge 4.21 Akman-98 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine farkli TDZ ve NAA’in

etkisine ait varyans analizi sonuglari

V.K. S.D. [Kallus olusum oram| Siirgiin olusum oran1| Eksplant basina
(%) (%) siirgiin sayisi (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F

Ortam 5 735.64 | 2.28**%| 1817.75 3.49%* 1.03 1.02*
Eksplant 1 6269.38 [19.45%*| 12768.02 |24.51** | 29.81 29.39%*
Ortam x eksplant | 5 1166.41 |3.62**| 741.85 1.42* 0.95 0.94*
Hata 24 322.22 520.83 1.01
Toplam 35

*(0.05 diizeyinde 6nemlidir
*%0.01 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.22 Akman-98 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine farkli TDZ ve NAA’in

etkisine ait Duncan test sonuclari

Ortamlar |Kallus olusum oranmi (%), Siirgiin olusum orani Siirgiin sayis1 (adet)
(mg/) (%)
Apikal Kotiledon Apikal Kotiledon Apikal Kotiledon

TDZ | NAA | meristem bogum meristem bogum meristem bogum
0.10 | 0.00 0.00e 0.00b 100.00a 93.33a 3.06bc 1.80b
0.10 | 0.05 26.66¢ 0.00b 73.33bc 20.00c 3.70b 1.66¢
0.20 | 0.00 26.66¢ 0.00b 66.66c 46.66bc 2.93c 1.86b
0.20 | 0.05 66.66a 0.00b 80.00bc 33.33¢ 2.93c 1.83b
0.30 | 0.00 46.66b 0.00b 100.00a 30.00c 4.26ab 1.25¢
0.30 | 0.05 13.33d 20.00a 86.66b 55.00b 4.70a 2.15a

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
** Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.9 Akman-98 fasulye cesidinin 0.30 mg/l TDZ’li rejenerasyon ortaminda apikal
meristem eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu




Sekil 4.10 Karacasehir—90 fasulye cesidinin apikal meristem ve kotiledon bogum
eksplantlarindan 0.30 mg/l TDZ iceren ortamda siirgiin rejenerasyonu

4.2.8 Farkh oranlarda TDZ ve IBA’min apikal meristem ve kotiledon bogum
eksplantlarinin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Akman-98 ve Karacasehir—-90 fasulye c¢esitlerinin tohumlar1 in vitro kosullarda
cimlendirildikten sonra elde edilen 7-10 giinliik bitkiciklerden apikal meristem ve kotiledon
bogum eksplantlar1 0.10-0.30 mg/l TDZ ve 0.00-0.05 mg/l IBA iceren MS ortamlarda kiiltiire
almarak siirgiin rejenerasyonu saglanmustir. Sekiz hafta sonunda elde edilen verilerle varyans

analizi yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.23’de verilmistir.

Cizelge 4.23’e gore siirgiin olusum oranm1 bakimindan ortam x c¢esit arasinda 0.01 diizeyinde,
eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan ise ortam x cesit x eksplant arasinda 0.05 diizeyinde
etkilesim bulunmustur. Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmis olup,

elde edilen sonuglar Cizelge 4.24’de verilmistir.



Cizelge 4.23 Akman—98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonu iizerine farkli
dozlarda TDZ ve IBA dozlarinin etkisine ait varyans analizi sonuglari

V.K. S.D. | Siirgiin olusum oram (%) | Eksplant basina siirgiin
sayisi (adet)
K.O. F K.O. F
Ortam 5 293.33 0.44 1.18 1.32%
Cesit 1 1800.00 2.72% 1.30 1.46*
Eksplant 1 21355.55 32.30%%* 19.53 21.83%%*
Ortam x gesit 5 3960.00 5.99%* 2.76 3.08%*
Ortam x eksplant 5 795.55 1.20%* 1.34 1.49%
Cesit x eksplant 1 88.88 0.13 9.31 10.41%%*
Ortam x cesit x eksplant 5 275.55 0.41 1.53 1.71*
Hata 48 661.11 0.89
Toplam 71

*0.05 diizeyinde onemlidir
*%(.01 diizeyinde 6nemlidir

Siirgiin olusum oram1 Akman-98 cesidinin apikal meristem eksplantinda %66.66—100.00,
kotiledon bogum eksplantinda ise %?26.66—73.33 arasinda degismistir. Karacasehir—90
cesidinin apikal meristem eksplantinda ise %40.00-100.00 arasinda, kotiledon bogum
eksplantinda ise %20.00-80.00 arasinda degismistir. Eksplant basina siirgiin sayis1t Akman—
98 cesidinin apikal meristem eksplantinda 3.06—4.20 adet arasinda degisirken, kotiledon
bogum eksplantinda 0.50-3.40 adet arasinda; Karacasehir—-90 cesidinin apikal meristem
eksplantinda 1.90-3.50 adet arasinda, kotiledon bogum eksplantinda ise 1.16 — 3.50 adet

arasinda degismistir.



Cizelge 4.24 Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye ¢esitlerinin rejenerasyonu iizerine farkl
TDZ ve IBA dozlarinim etkisine ait Duncan test sonuglari

Siirgiin olusum orani (%)
Akman-98 Karacasehir-90
Ortam (mg/1) Apikal Kotiledon Apikal Kotiledon

meristem bogum meristem bogum
0.10 TDZ 66.66c 26.66c 100.00a 80.00a
0.10 TDZ+0.05 IBA 80.00b 66.66b 40.00d 40.00c
0.20 TDZ 100.00a 73.33a 73.33b 26.66d
0.20 TDZ+0.05 IBA 100.00a 33.33¢ 73.33b 26.66d
0.30 TDZ 73.33bc 26.66¢ 93.33ab 60.00b
0.30 TDZ+0.05 IBA 100.00a 73.33a 66.66c 20.00d

Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
Akman-98 Karacasehir-90
Ortam (mg/l) Apikal Kotiledon Apikal Kotiledon

meristem bogum meristem bogum
0.10 TDZ 3.23ab 1.10c 2.13d 2.50b
0.10 TDZ+0.05 IBA 3.06ab 2.33b 2.50c 2.33b
0.20 TDZ 4.20a 3.40a 1.90d 2.33b
0.20 TDZ+0.05 IBA 3.66ab 1.16¢ 2.33¢ 1.16¢
0.30 TDZ 3.43ab 0.50c 2.90ab 3.50a
0.30 TDZ+0.05 IBA 3.60ab 2.13b 3.50a 1.50c

* Harfler 0.05 diizeyinde farkl gruplar1 gostermektedir
*% Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

4.2.9 10 giin—10 mg/l BAP 6n muamelesinden sonra degisik oranlarda BAP’1n siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Akman-98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin tohumlar:1 steril edildikten sonra
embriyolar: ¢ikartilarak 10 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda 10 giin bekletilmistir (Sekil
4.11). Embriyolardan alinan embriyonik eksen ve plumula eksplantlar1 0.25, 0.50, 0.75 ve
1.00 mg/l BAP iceren MS besin ortamlarma alinmistir. Dort hafta sonunda elde edilen
verilerle varyans analizi yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.25°de verilmistir. Cizelge 4.25’e
gore siirgiin olusum orani bakimimdan BAP dozlar1 x ¢esit, BAP dozlar1 x eksplant arasinda
0.01 diizeyinde; ¢esit x eksplant arasinda ise 0.05 diizeyinde etkilesim goriilmiistiir. Eksplant
basina siirgiin sayis1 bakimindan ise BAP dozlar1 x ¢esit ve BAP dozlar1 x eksplant arasinda
sirastyla 0.05 ve 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Etkilesim diizeyini tespit etmek

amactyla Duncan testi yapilmuis olup, elde edilen sonuclar Cizelge 4.26- 4.28’de verilmistir.



Cizelge 4.25 Akman—98 ve Karacasehir—90 fasulye c¢esitlerinin rejenerasyonu iizerine BAP
on muamelesi ve farkli BAP dozlarmin etkisine ait varyans analizi sonuglari

V.K. S.D.| Siirgiin olusum oran1 | Eksplant basina siirgiin
(%) sayisi (adet)
K.O. F K.O. F
BAP dozlar1 4 882.91 1.29* 0.73 0.95%
Cesit 1 2870.41 4.20%* 5.40 7.02%*
Eksplant 1 14570.41 | 21.33*%* 6.40 8.32%%*
BAP dozlar1 x cesit 4 2526.66 3.70%* 1.20 1.57*
BAP dozlar1 x eksplant 4 2382.91 3.48%* 1.92 2.50%*
Cesit x eksplant 1 2870.41 4.20%* 0.15 0.19
BAP dozlar1 x ¢esit x eksplant 4 255.83 0.37 0.59 0.76
Hata 40 682.91 0.76
Genel toplam 59

*0.05 diizeyinde onemlidir
*%(.01 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.26’ya gore, siirgiin olusum orani bakimindan degisen BAP dozlarinda Karacasehir—
90 cesidinde %?29.16-50.00 oraninda, Akman-98 c¢esidinde ise %19.16-70.83 oraninda
farklilik gozlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ise Karacasehir—90 c¢esidinde 0.63-1.40
adet ve Akman-98 cesidinde ise 1.28-2.35 adet (Sekil 4.12) arasinda degigmistir.

Cizelge 4.27°ye gore, siirgiin olusum orani bakimindan degisen BAP dozlarinda plumula
eksplantinda %?25.00-79.16 oraninda, embriyonik eksen eksplantinda ise %12.50-37.50
oraninda farklilik gozlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayist ise plumula eksplantinda 0.96—

2.13 adet ve embriyonik eksen eksplantinda ise 0.66—1.66 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.28’e gore, siirgiin olusum orant bakimindan Karacasehir-90 ve Akman-98
cesitlerinin plumula eksplantlarinda %58.33 oraninda, Karacasehir—90 ¢esidinin embriyonik
eksen eksplantinda %13.33 ve Akman-98 cesidinde ise %41.00 oraninda farklilik
gozlenmistir.  Eksplant basina siirgiin sayist ise Karacasehir—-90 cesidinin plumula
eksplantinda 1.44 adet, Akman-98 cesidinde ise 1.94 adet; Karacasehir—90 cesidinin

embriyonik eksen eksplantinda 0.68 adet ve Akman-98 ¢esidinde ise 1.38 adet gdzlenmistir.



Cizelge 4.26 Akman—98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonunda degisen
BAP dozlar ile cesitlerin etkilesimine ait Duncan analizi sonuglari

Siirgiin olusum orani (%) Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
BAP (mg/l) Karacasehir-90 | Akman-98 Karacasehir-90 Akman-98
0.25 29.16¢ 70.83a 0.63b 1.80b
0.50 29.16¢ 70.83a 1.21a 2.35a
0.75 29.16¢ 45.83b 0.71b 1.58b
1.00 41.66b 19.16¢ 1.35a 1.28b
1.25 50.00a 41.66b 1.40a 1.30bc

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
*% Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

Cizelge 4.27 Akman—98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonunda farkli
BAP dozlar ile eksplantlarin etkilesimine ait Duncan analizi sonuglari

Siirgiin olusum orani (%) Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)

BAP (mg/l) | Plumula | Embriyonik eksen Plumula Embriyonik eksen
0.25 70.83b 29.16ab 1.76b 0.66b
0.50 62.50c 37.50a 2.13a 1.43a
0.75 54.16¢d 20.83¢ 1.55b 0.75b
1.00 25.00d 35.83a 0.96¢ 1.66a
1.25 79.16a 12.50c 2.03a 0.66b

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
*% Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

Cizelge 4.28 Akman—98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonunda cesit ile
eksplantlarin etkilesimine ait Duncan analizi sonuglari

Siirgiin olusum orani (%) |Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)

Cesitler Plumula | Embriyonik eksen Plumula Embriyonik eksen
Karacagehir-90 | 58.33a 13.33b 1.44b 0.68b
Akman-98 58.33a 41.00a 1.94a 1.38a

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
*% Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil4.11 Akman-98 fasulye cesidinin olgunlagsmis embriyolarinin 10 mg/l BAP iceren
MS ortaminda 1 giinliik goriintiisii



Sekil 4.12 1.00 mg/l1 BAP ortaminda Akman-98 ¢esidinin plumula eksplantindan elde edilen
stirgiinler

4.2.10 BAP ve NAA’in olgunlasmis embriyo, radikula, yaprak ve kotiledon bogum
eksplantlarmin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Fasulyenin Akman-98 ve Karacasehir—90 cesitlerinin tohumlar: sterilizasyondan sonra 24
saat saf suda bekletilmistir. Olgunlagsmis embriyo, radikula, bir-iki giinliik yaprak ve kotiledon
bogum eksplantlar1 0.25-1.00 mg/l BAP ve 1.004.00 mg/l NAA iceren MS besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonunda elde edilen verilerle varyans analizi

yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.29’a gore siirgiin olusum oran1 bakimindan ortam x cesit x eksplant arasinda 0.01
diizeyinde etkilesim bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ise her iki cesitte
de siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Ancak gelisen siirgiinler kisa siire sonra dlmiislerdir.
Bundan dolay1 istatistiksel analiz yapilmamistir. Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla

Duncan testi yapilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge 4.30’da verilmistir.

Cizelge 4.29 Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonu iizerine BAP
O0n muamelesi ve farkli BAP dozlarmin etkisine ait varyans analizi sonuglari

V.K. S.D. Siirgiin olusum oram (%)
K.O. F

Ortam 8 195.31 2.93%*
Cesit 1 26.04 0.39
[Eksplant 3 326.96 4.91%*
Ortam X cesit 8 234.37 3.52%%*
Ortam x eksplant 24 235.82 3.54 %%
Cesit x eksplant 3 867.09 13.02%*
Ortam x cesit x eksplant 24 207.36 3.11%*
Hata 144 66.55
Toplam 216

*%0.01 diizeyinde 6nemlidir



Cizelge 4.30’a gore, siirgiin olusum oran1 bakimindan Akman-98 cesidinin embriyo, radikula,
plumula ve kotiledon bogum eksplantlarinda %0.00-41.66 arasinda, Karacasehir—90
cesidinde ise %0.00-25.00 arasinda degisim gozlenmistir.

Cizelge 4.30 Akman-98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin rejenerasyonunda farkli
BAP dozlar ile ¢esitlerin etkilesimine ait Duncan analizi sonuglari

BAP+NAA Siirgiin olusum oram (%)
(mg/1) Akman-98 Karacasehir—90
Embriyo | Radikula | Plumula | K.bogum | Embriyo | Radikula | Plumula | K.bogum

0.25+1.00 0.00b 0.00 41.66a 0.00 0.00c 0.00 0.00 0.00c
0.25+2.00 0.00b 0.00 41.66a 0.00 0.00c 0.00 0.00 25.00a
0.25+4.00 0.00b 0.00 0.00c 0.00 0.00c 0.00 0.00 16.66b
0.50+1.00 0.00b 0.00 0.00c 0.00 0.00c 0.00 0.00 0.00c
0.50+2.00 0.00b 0.00 0.00c 0.00 0.00c 0.00 0.00 0.00c
0.50+4.00 0.00b 0.00 0.00c 0.00 8.33b 0.00 0.00 0.00c
1.00+1.00 0.00b 0.00 8.33b 0.00 0.00c 0.00 0.00 0.00c
1.00+2.00 0.00b 0.00 0.00c 0.00 0.00c 0.00 0.00 0.00c
1.00+4.00 8.33 0.00 0.00c 0.00 16.66a 0.00 0.00 0.00c

** Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

4.3 In vitro’da Gelistirilen Bitkiciklerin Dis Sartlara Ahstirilmasi

In vitro’da elde edilen koklenmis bitkiciklerin dis sartlara alistirilmasi amaciyla iklim
odasinda ve iklim dolaplarmda 24+ 2 °C, 3000 liiks 151k 16 saat 151k fotoperiyodu ve %70 nem
saglanmustir (Sekil 4.13). Yaklasik 1 hafta sonra nem seviyesi %40’a diisiiriilmiistiir. Burada
gelisen bitkiler normal tarla topraginin bulundugu saksilara aktarilarak serada gelistirilmis ve
bu bitkilerden tohum elde edilmistir (Sekil 4.14). Laboratuvar denemeleri tesadiif parselleri

deneme desenine gore kurulmustur.




Sekil 4.13 Fasulye bitkisinde adventif siirgiin rejenerasyonu ile elde edilen bitkilerin iklim
dolabindaki goriintiisii

Sekil 4.14 Transgenik fasulye baklalar1 ve tohumlar

4.4 Fasulyede Gen Aktarim Calismalar

4.4.1 A. tumefaciens GV2260 p35GUSINT bakteri hatti ile gen aktarimm

Her iki ¢esidin apikal meristem eksplantlar1 A. tumefaciens’in GV2260 :: p3SGUSINT hatti
ile muamele edildikten sonra 0.20 ve 0.30 mg/l TDZ ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat ile 500
mg/l Agumentin iceren MS seleksiyon ortamina Kkiiltiire almmustir. Fakat Akman-98
cesidinde 0.30 mg/l TDZ ve 50 mg/1 kanamisinmonosiilfat ile 500 mg/l Augmentin iceren MS
seleksiyon ortamindan, Karacasehir—90 ¢esidinde her iki ortamdan da siirgiin rejenerasyonu

gozlenmemistir. Akman—-98 c¢esidinde 0.20 mg/l TDZ ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat ile



500 mg/l Augmentin iceren MS seleksiyon ortamdaki 48 adet apikal meristem eksplanttan 8
tanesinde 3’er adet siirgiin elde edilmistir (Sekil 4.15). Ancak bu siirgiinlerin cogu
kanamisinmonosiilfata dayanikli olmadig1 icin beyazlastiklar1 gozlenmistir (Sekil 4.16).
Beyazlasmayan 3 adet transgenik adayi siirgiin 2 mg/l IBA iceren MS ortaminda
koklendirdikten sonra ilk olarak plastik bardaklara aktarilmistir (Sekil 4.17). Daha sonra bu
bitkicikler saksilara alinarak seraya ¢ikartilmis ve bu bitkilerden yaprak ornekleri alinmistir
(Sekil 4.18). Yapilan GUS analizi sonucunda yaprak oOrneklerinde mavi bolgeler tespit
edilmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.15 Akman—98 fasulye cesidinin apikal meristem eksplantlarinm GV2260
p35GUSINT bakteri hattinin inokiilasyonu sonucunda edilen siirgiinler

Sekil 4.16 Akman-98 fasulye cesidinde GV2260 p35SGUSINT bakteri hatt1 kullanilarak
yapilmis olan gen aktarim caligmasinda kanamisine dayaniklilik gosteremeyen
bitkiciklerde tespit edilen beyazlik



Sekil 4.17 Akman-98 fasulye c¢esidinin apikal meristem eksplantlar1 ile GV2260
P
p35GUSINT bakteri hattinin inokiilasyonu sonucunda elde edilen bitkiciklerin
bardaklarda dis sartlara alistirilmasi

Sekil 4.18 Akman-98 fasulye cesidinin gen aktarimi sonucu elde edilmis olan
bitkiciklerinin iklim odas1 ve serada dis sartlara alistirilmasi



Sekil 4.19 Akman-98 fasulye ¢esidinde GV2260 p35GUSINT bakteri hatt1 ile yapilan gen
aktariminda GUS testi sonucunda maviye boyanmis yaprak ornekleri

4.4.2 LBA 4404 pRGGhbar bakteri hatti ile gen aktarim

Karacasehir—90 ve Akman-98 cesitlerinin olgunlasmis embriyolart steril edilmis tohumlardan
izole edilerek 5 mg/l TDZ ile 5 giin 6n muamele yapildiktan sonra LBA 4404 pRGGbar
bakteri hatti ile plumula eksplantlar1 kullanilarak gen aktarimi yapilmis ve eksplantlar
TDZ’nin 0.10, 0.20, 0.30 ve 0.40 mg/l dozlar1 iceren MS besin ortamlaria alinmistir. Dort
hafta sonunda yapilan gozlemlere gore varyans analizi yapilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.31°de verilmistir. Cizelgeye gore siirgiin olusum orani bakimindan ortam x gesit
arasinda 0.01, eksplant basina siirgiin sayis1 ve kararma oran1 bakimindan ise 0.05 diizeyinde
etkilesim gozlenmistir. Etkilesim diizeyinin belirlenmesi amaciyla Duncan analizi yapilmis ve
elde edilen sonuglar Cizelge 4.32°de gosterilmistir. Cizelgeye gore, siirgiin olusum orani
Karacasehir-90 cesidinde %0.00-6.66, Akman-98 c¢esidinde ise %13.33—66.66 arasinda
degismistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ise Karacasehir—90 cesidinde 0.00—
0.66 adet ve Akman—-98 cesidinde ise 1.36-3.10 adet siirgiin elde edilmistir (Sekil 4.20).
Kararma orani ise Karacasehir—90 ¢esidinde %93.33—100.00 arasinda degisirken, Akman—98
cesidinde ise %13.33—-60.00 arasinda degismistir. Fazla miktarda kararma ve bakteri
kontaminasyonu sebebiyle elde edilen siirgiinler gelismemis ve bu siirgiinlerden bitki elde

edilememistir.



Cizelge 4.31 LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti ile Karacasehir—-90 ve Akman-98 fasulye
cesitlerine gen aktarimina ait varyans analizi sonuglari

V.K. S.D.|Siirgiin olusum orani (%)| Eksplant basina Kararma orani
siirgiin sayisi (adet) (%)
K.O. F K.O. F K.O. F

Ortam 3 772.22 2.72%* 0.32 0.19 505.55 | 1.08*
Cesit 1 | 12150.00 42 .88** 25.21 14.99%*  22816.66 48.89**
Ortam x ¢esit 3 994.44 3.51%* 1.76 1.05* 816.66 | 1.75%
Hata 16 283.33 1.68 466.66
Toplam 23

* (.05 diizeyinde onemlidir
*%0.01 diizeyinde onemlidir

Cizelge 4.32 LBA 4404 pRGGbar bakteri hatt1 ile Karacasehir-90 ve Akman-98 fasulye
cesitlerine gen aktarimina ait t test sonuclari

Siirgiin olusum orani (%)

Eksplant basina siirgiin

Kararma oram (%)

TDZ sayisi (adet)

(mg/l) | Karacasehir-90| Akman-98 | Karacasehir-90 | Akman-98 | Karacasehir-90 | Akman-98
0.10 0.00b 53.33ab 0.00c 3.10a 100.00a 26.66¢
0.20 6.66a 66.66a 0.66a 1.36d 100.00a 46.66b
0.30 0.00b 60.00a 0.01c 2.73b 100.00a 13.33d
0.40 6.66a 13.33c 0.33ab 2.00c 93.33b 60.00a

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
*% Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.20 Akman—98 cesidinin plumula eksplantinda LBA 4404 pRGGbar bakteri hatt1 ile
gen aktariminda elde edilen siirgiinler ve beyazlasma




4.4.3 Cry 1Ab geni tasiyan A. tumefaciens bakteri hatt1 ile gen aktarim

Akman—-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin olgunlasmis embriyolar1 A. tumefaciens’in
35S promotor ve NOS terminator dizileri tarafindan kontrol edilen Cry 1Ab geni tasiyan hatti
ile ¥2 saat muamele edilmis ve 24 °C’de bir giin kokiiltiivasyon yapilmisgtir. Muamele edilmis
eksplantlardan bakteriyi uzaklastirmak amaciyla eksplantlar, 600 mg/l Agumentin iceren sivi
Nutrient broth’da yikanmustir. Daha sonra 5, 10, 15 mg/l BAP, 500 mg/l Augmentin ve 50
mg/l kanamisinmonosiilfat igeren seleksiyon ortaminda eksplantlar 4, 8 giin bekletilerek 6n
muamele edilmistir. On muamele edilmis embriyolardan alman embriyonik eksen ve plumula
eksplantlar1 0,5 mg/l BAP, 500 mg/l Augmentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren
ikinci bir seleksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Alt1 hafta sonunda elde edilen siirgiin
olusum oram ve eksplant basma siirgiin sayisi ile ilgili verilerin varyans analizi yapilmustir.
Varyans analizi sonuclar1 Cizelge 4.33’de verilmistir. Cizelge 4.33’e gore siirgiin olusum
orant bakimmdan ortam x c¢esit x siire x eksplant arasinda 0.01 ve eksplant basina siirgiin
say1s1 bakimindan ise 0.05 diizeyinde etkilesim goriilmiistiir. Etkilesim diizeyini tespit etmek

amaciyla Duncan testi yapilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge 4.34’de verilmistir.

Cizelge 4.34’e gore, siirgiin olusum oran1 bakimindan Karacasehir—90 ¢esidinin embriyonik
eksen eksplantinda dort giinlik 6n muamelede ve plumula eksplantinda ise sekiz giinliik 6n
muamele uygulamasi sonucunda hig siirgiin gézlenmemistir. Akman—98 cesidinin ise plumula
eksplantinda da sekiz giinlik 6n muamelede aym sekilde hi¢ siirgiin gdzlenmemistir.
Karacasehir-90 cesidinde %0.00—66.66 oraninda, Akman-98 cesidinde ise %0.00—40.00
oraninda siirgiin elde edilmistir (Sekil 4.21). En fazla siirgiin Karacasehir—90 cesidinin
plumula eksplantinda dort giin on muamelede 1.40 adet elde edilmistir. Eksplant basina
stirglin say1s1 Karacasehir—90 cesidinde 0.00-1.40 arasinda ve Akman-98 cesidinde ise 0.00—
1.13 adet arasinda degismistir. Akman-98 cesidinde ise en fazla siirgiin 1.13 adet ile sekiz
giin on muamelede embriyonik eksen eksplantindan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 2
mg/l IBA iceren MS ortamda koklendirildikten sonra saksilara alinarak once iklim dolabinda

dis sartlara alistirilmis, daha sonra seraya aktarilarak gelisen bitkilerden tohum elde edilmistir.



Cizelge 4.33 Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye ¢esitlerinin rejenerasyonu iizerine farkl
dozlarda BAP 6n muamelesi ve siirenin etkisine ait varyans analizi sonuglari

Siirgiin olusum orani (%) | Eksplant basina siirgiin
V.K. S.D. sayisi (adet)
K.O. F K.O. F
Ortam 2 1172.22 2.70%* 0.63 2.62%%*
Cesit 1 22.22 0.05 0.17 0.70%*
Siire 1 1800.00 4.15%* 0.31 1.27*
Eksplant 1 800.00 1.84* 0.01 0.02
Ortam x gesit 2 405.55 0.93%* 0.01 0.01
Ortam X siire 2 1116.66 2.57** 0.20 0.86*
Cesit x siire 1 800.00 1.84* 0.25 1.06*
Ortam X ¢esit X siire 2 216.66 0.05 0.47 1.98%*
Ortam x eksplant 2 616.66 1.42% 0.25 1.07*
Cesit x eksplant 1 1800.00 4.15%* 0.95 3.96**
Ortam x ¢esit x eksplant 2 316.66 0.73%* 0.46 1.91%*
Siire x eksplant 1 8022.22 18.51%* 4.75 19.70**
Ortam x siire x eksplant 2 938.88 2.16%* 0.50 2.09%*
Cesit x siire x eksplant 1 88.88 0.20 0.01 0.01
Ortam X ¢esit x siire x eksplant| 2 1172.22 2.70%* 0.25 1.05%*
Hata 48 433.33 0.24
Toplam 71

*0.05 diizeyinde onemlidir
*#%(0.01 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.34 Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye ¢esitlerinin rejenerasyonu iizerine farkls
dozlarda BAP 6n muamelesi ve siirenin etkisine ait Duncan analizi sonuglari

Siirgiin olusum oram (% )**

BAP Karacasehir—90 Akman-98
(mg/l) 4 giin 8 giin 4 giin 8 giin
Embriyonik | Plumula | Embriyonik | Plumula | Embriyonik | Plumula | Embriyonik | Plumula
eksen eksen eksen eksen
5 0.00 0.00c 6.66b 0.00 0.00b 6.66C 20.00b 0.00
10 0.00 53.33b 0.00c 0.00 0.00b 40.0a 40.00a 0.00
15 0.00 66.66a 13.33a 0.00 20.00a 20.00b 6.66c 0.00
Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)*
BAP Karacagehir-90 Akman-98
(mg/l) 4 giin 8 giin 4 giin 8 giin
Embriyonik | Plumula | Embriyonik | Plumula | Embriyonik | Plumula | Embriyonik | Plumula
eksen eksen eksen eksen
5 0.00 0.00c 0.33b 0.00 0.00b 0.33c 0.66b 0.00
10 0.00 1.40a 0.00c 0.00 0.00b 0.76a 1.13a 0.00
15 0.00 0.93b 0.50a 0.00 0.66a 0.43b 0.66b 0.00

* Harfler 0.05 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir
*% Harfler 0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir




Sekil 4.21 Akman-98 fasulye cesidinin plumula eksplantlarindan 0.5 mg/l BAP seleksiyon
ortaminda olusan siirgiinler

Siirgiin olusum orani ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan en iyi sonuclarin elde
edildigi dort gin - 10 mg/l BAP 06n muamelesinin tekrarlanmasi sonucunda
kanamisinmonosiilfata dayanikli 500 bitki elde edilmistir. Elde edilen bitkilerden ancak 17
tanesi dig sartlara uyum saglamistir. Bu bitkilerden alinan yaprak ornekleri ile DNA
izolasyonu ve PCR analizi yapilarak bar geni primerleri ile aktarilan genleri tasiyan

transgenik adayi bitkiler teyit edilmistir.

4.4.4 A.tumefaciens’in pMH65:SN19 (CrylBa/Crylla) ve pMH66:SN19 (CrylBa/Crylla)
hibrid geni tasiyan Agl0 bakteri hatlar ile fasulyeye gen aktarim

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin olgunlagsmis embriyolar1 10 mg/l BAP
iceren MS besin ortaminda dort giin bekletilmistir. Bu ortamdaki embriyolardan alinan 100’er
adet plumula eksplanti ile A. tumefaciens’in kloroplast hedefli peptid iceren Chrysanthemum
rubisco small subunit promotor ve terminator dizileri tarafindan kontrol edilen pMH65:SN19

ve pMH66:SN19 hibrid geni tasiyan AglO hatlar1 kullanilarak gen aktarimi yapilmistir.

Eksplantlar 0.50 mg/l BAP, 500 mg/l Augmentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren
seleksiyon ortamma alnarak siirgiin gelisimi saglanmistir. iki ay sonunda elde edilen

siirgiinler 2 mg/l IBA iceren koklendirme ortamina almarak koklendirilmis ve sonra iklim



dolabinda dis sartlara alistirilmistir. Sonuclar Cizelge 4.35’de verilmistir. Cizelgeye gore
pMH65:SN19 ve pMH66:SN19 hatt1 kullanilarak yapilan gen aktariminda Akman-98

cesidinde swrasiyla kanamisinmonosiilfata dayanikli oldugu tespit edilen 24 ve 11 adet

sirgiinden hepsi koklenmistir. Karacasehir—90 cesidinde ise pMH65:SN19 hatt1 kullanilarak

yapilan gen aktariminda kanamisinmonosiilfata dayanikli 19 adet siirgiinden 15 tanesi,

pMH66:SN19 hatt1 kullanilarak yapilan gen aktariminda ise kanamisinmonosiilfata dayanikli

35 adet siirgiinden hepsi koklenmis ve iklim dolabinda dis kosullara alistiridmistir (Sekil 4.

22).

Akman-98 cesidinde kanamisinmonosiilfata dayanikli toplam 35 adet bitkiden 25 tanesi,

Karacasehir—90 cesidinde ise 54 adet bitkiden 24 tanesi dis sartlara uyum saglamistir.

Cizelge 4.35 Fasulyenin Akman-98 ve Karacasehir-90 cesitlerine pMH65:SN19 ve
pPMHG66:SN19 iceren A. tumefaciens hatlari ile gen aktarimi sonuglari
Kiiltiire Akman-98 Karacasehir-90
Boceklere alinan Kanamisine Koklenen Kanamisine Koklenen
Dayamkhhk eksplant dayamkh surgiin dayamkh surgiin
geni sayisli siirgiin sayis1 | sayisi (Adet) | siirgiin sayisi sayisi
(Adet) (Adet) (Adet) (Adet)
pMH65:SN19 100 24 24 19 15
pMH66:SN19 100 11 11 35 35
D1s sartlara uyum saglayan
bitki sayis1 (adet) 25 24

Sekil 4.22 iklim dolabinda Akman-98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin plumula

eksplantindan 0.50 mg/l BAP seleksiyon ortaminda elde edilen bitkicikler




PCR analizi sonucunda NPT-II ve SN19 genine ait spesifik primerler (SO1, 2, 3 ve 4)
kullanilmis ve aktarilan genleri tasiyan transgenik bitkiler teyit edilmistir. Akman—98 cesidine

ait PCR analiz sonuglar1 Sekil 4.23 ve 4.24°de gosterilmistir.

Sekil 4.23 Bt genleri igeren Dbakteri hatti ile gen aktarimindan elde edilen
kanamisinmonosiilfata dayanikli Akman—98 fasulye ¢esidine ait bitkilerde SO1 ve
2 primerleri kullanilarak NPT-1I geninin varhiginin PCR ile teyit edilmesi
M) markor, K) Akman—98 fasulye cesidi - negatif kontrol, 3.,4. ve 5. kulvarlar transgenik fasulye

bitkileri-SN19 geni (pMH66), 1., 2. ve 6. kulvarlar transgenik adayr negatif fasulye bitkisi-SN19
geni (pMH66)

Sekil 4.24 Bt genleri igeren Dbakteri hatti ile gen aktarimindan elde edilen
kanamisinmonosiilfata dayanikli Akman—98 fasulye c¢esidine ait bitkilerde SO3 ve
4 primerleri kullanilarak NPT-1I geninin varliginin PCR ile teyit edilmesi
M) markor, K) Akman-98 fasulye cesidi - negatif kontrol, 1. ve 2. kulvarlar transgenik aday1

negatif fasulye bitkileri-SN19 geni (pMH65), 3.-12. kulvarlar transgenik fasulye bitkileri-SN19
geni (pMH65)



4.4.5 OCII-7 ve GNA Lektin Genlerinin A. fumefaciens Aracihigiyla Aktarim

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin olgunlagsmis embriyolar1 10 mg/l BAP
iceren MS besin ortaminda 20 giin bekletilmistir. Bu embriyolardan aliman 100’er adet
plumula eksplanti ile A. fumefaciens’in boceklere dayaniklilik amach celtik bitkisinden izole
edilen oryzocyctein I (OCII-7) ve kardelen bitkisinden izole edilen lektin (GNA 105)
genlerini tastyyan LBA 4404 bakteri hatlar1 kullanilarak gen aktarimi yapilmistir. OCI1-7 ve
GNA 105 genlerini tasiyan bakteri hatlar1 bitkisel seleksiyon amacli kanamisinmonosiilfata

dayaniklilig1 saglayan NPT-1I genini tasimaktadir.

Eksplantlar 1.00 mg/l BAP, 500 mg/l Agumentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren
seleksiyon ortamma almarak siirgiin gelisimi saglanmistir. iki ay sonunda elde edilen
stirgiinler 2 mg/l IBA iceren koklendirme ortamina alinarak koklendirilmis ve sonra iklim
dolabinda dis sartlara alistirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.36’da verilmistir.
Cizelgeye gore OCII-7 ve GNA 105 hatlar1 kullanilarak yapilan gen aktariminda Akman-98
cesidinde swrasiyla kanamisinmonosiilfata dayanikli oldugu tespit edilen 54 ve 34 adet
stirgiinden 25 ve 21 adet bitki koklenmistir (Sekil 4.25). Karacasehir—90 cesidinde ise OCI1-7
hatti ile yapilan gen aktarimindan kanamisinmonosiilfata dayanikli siirgiin elde edilememistir.
GNA 105 hatt1 kullanilarak yapilan gen aktariminda ise kanamisinmonosiilfata dayanikli 10
adet siirgiinden yalnizca 3 tanesi koklenmis ve dis sartlara uyum saglamistir. Bu bitkilerden
alman yaprak ornekleri ile DNA izolasyonu yapilmis ve PCR analizi ile transgenik bitkiler

teyit edilmistir. PCR analiz sonuglar1 Sekil 4.26’da verilmistir.

Cizelge 4.36 Fasulyenin Akman-98 ve Karacasehir-90 cesitleri OCI1-7 ve GNA 105
A. tumefaciens hatlar1 ile gen aktarimi

Akman-98
Boceklere dayamklilik geni Kiiltiire alinan Kanamisinmonosiilfata Koklenen siirgiin
eksplant sayisi dayanikl siirgiin sayisi sayisi (Adet)
(Adet) (Adet)
oCIl1-7 100 54 25
GNA 105 100 34 21
Karacagehir-90
Boceklere dayamklilik geni Kiiltiire alinan Kanamisinmonosiilfata Koklenen siirgiin
eksplant sayisi dayanikl siirgiin sayisi sayisi (Adet)
(Adet) (Adet)
ocCl1-7 100 0 0
GNA 105 100 10 3




Sekil 4.25 Akman—-98 fasulye cesidinde OCII-7 ve GNA 105 genlerini igeren A.
tumefaciens hatlari ile gen aktarimi

Sekil 4.26 GNA lektin geninin aktarildigi Akman—-98 fasulye c¢esidine ait bitkilerde NPT-11

geninin varligimin PCR ile teyit edilmesi
M) markér, K) Akman—98 fasulye cesidi - negatif kontrol, 10. ve 12. kulvarlar transgenik aday1
negatif fasulye bitkileri, diger kulvarlar transgenik fasulye bitkileri

4.4.6 A. tumefaciens’in boceklere dayamkhhk genleri tasiyan Cry IAc, Cry 1C, Cry
I1CST, Cry 2A, Cry 2AST, Cry 1Ab, PMHG65:SN19 ve PMHG66:SN19 hatlan ile

fasulyeye gen aktarim

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin tohumlar1 sterilizasyondan sonra 24 saat
siiresince 4 °C’de bekletilmis ve tohum kabuklari ¢ikarilarak tohumlar MS besin ortaminda 1
giin bekletilmistir. Bu tohumlar A. fumefaciens’in Cry 1Ac, Cry 1C, Cry 1CST genleri iceren



hatlar1 ile 4000 u1/30 ml NB i¢inde %2 saat inokiile edildikten sonra ko-kiiltiivasyon ortamina
alinmis ve bu ortamda iki giin bekletilmistir. Daha sonra tohumlar 0.50 mg/l BAP, 500 mg/1
Agumentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren seleksiyon ortamina almarak siirgiin
gelisimi saglanmistir. Seleksiyon ortaminda tohumlarda kararma, cimlenme ve siirgiin
vermeksizin koklenmeler gozlenmistir. ki giin siiren kokiiltiivasyon siiresinin ve 4000 ul/30

ml NB bakteri konsantrasyonunun fazlalig1 tohumlarin gelisimini engellemistir.

Benzer sekilde Akman—98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin tohumlar1 sterilizasyondan
sonra 24 saat siiresince 4 °C’de bekletilmis ve tohum kabuklari ¢ikarilarak tohumlar MS besin
ortaminda 1 giin bekletilmistir. Bu tohumlar A. tumefaciens’in Cry 2A, Cry 2AST, Cry 1Ab,
PMHG65:SN19 ve PMH66:SN19 genlerini iceren hatlar1 ile 2000 pul/30 ml NB i¢inde %2 saat
inokiile edildikten sonra ko-kiiltiivasyon ortamma almmig ve bu ortamda iki giin
bekletilmistir. Tohumlar 0.50 mg/l BAP, 500 mg/l Agumentin ve 50 mg/l
kanamisinmonosiilfat iceren seleksiyon ortamimna alinarak siirgiin gelisimi saglanmistir.
Gelisen siirgiinler 2 mg/l IBA koklendirme ortaminda koklendirildikten sonra iklim odasinda

ve serada dis sartlara alistirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.37°de verilmistir.



Cizelge 4.37 Fasulyenin Akman-98 ve Karacasehir-90 cesitlerine Cry IAc, Cry IC, Cry
I1CST, Cry 2A, Cry 2AST, Cry 1Ab, PMH65:SN19 ve PMH66:SN19 genlerini
iceren A. tumefaciens hatlar1 ile gen aktarimi sonuglari

Karacasehir-90
Boceklere Kiiltiire alinan Kanamisinmonosiilfata Koklenen siirgiin
Dayanikhihk | eksplant sayisi (Adet) | dayamkh siirgiin sayisi sayisi (Adet)
geni (Adet)

Cry 1Ac 100 0 0
Cry IC 50 3 0
Cry ICST 50 1 1
Cry 2A 100 12 2
Cry 2AST 100 0 0

Cry 1AD 100 3 1
PMHG65:SN19 100 59 0
PMH66:SN19 100 81 0
Toplam 700 159 4

Akman-98
Boceklere Kiiltiire alinan Kanamisinmonosiilfata Koklenen siirgiin
Dayamkhhk eksplant sayisi dayamkh siirgiin sayisi sayisi (Adet)
geni (Adet) (Adet)

Cry I1Ac 100 0 1
Cry IC 50 3 1
Cry 1CST 50 3 1
Cry 2A 100 6 1
Cry 2AST 100 53 53

Cry 1AD 100 2 2
PMH65:SN19 100 86 0
PMH66:SN19 100 39 0
Toplam 700 192 59

Cizelgeye gore Cry 2A, Cry 2AST, Cry 1Ab, PMHG65:SN19 ve PMHG66:SNI19 hatlari
kullanilarak yapilan gen aktariminda Karacasehir-90 cesidinde 3 adet bitki, Akman-98
cesidinde ise 56 adet bitki koklendirilmistir. Karacasehir—90 cesidinde Cry IAc, Cry IC,
Cry 2AST, PMHG65:SN19, PMH66:SN19 bakteri hatlar1 ile yapilan gen aktariminda; Akman—
98 cesidinde ise PMH65:SN19 ve PMH66:SN19 bakteri hatlar: ile yapilan gen aktariminda
hi¢ bitki elde edilememistir. Karacasehir—90 ¢esidinde ise Cry 1CST hatt1 kullanilarak yapilan
gen aktariminda kanamisinmonosiilfata dayanikli 1 adet bitki ayn1 zamanda koklenmistir. Cry
2A hatt1 kullanilarak yapilan gen aktarimmda kanamisinmonosiilfata dayanikli 12 adet
sirgiinden 2 tanesi, Cry [Ab hattt kullanilarak yapilan gen aktariminda ise
kanamisinmonosiilfata dayanikli 3 adet siirgiinden yalnizca 1 tanesi koklenmistir. Akman-98
cesidinde kanamisinmonosiilfata dayanikh toplam 192 adet siirgiinden 59 tanesi koklenmis ve

dis sartlara uyum saglamistir. Karacasehir—90 cesidinde ise kanamisinmonosiilfata dayanikli




159 adet siirgiinden ancak 4 tanesi koklendirilerek dis sartlara adaptasyonu saglanabilmistir.
Bu bitkilerden alinan yaprak ornekleri ile DNA izolasyonu ve PCR analizi yapilmigtir. NPT-II
primerleri ile aktarilan genleri tasiyan transgenik aday: bitkiler teyit edilmistir (Sekil 4.27).

Sekil 4.27 Serada gelisen Akman-98 fasulye cesidine ait bitkilerde NPT-1I geninin varliginin
PCR ile teyit edilmesi
M) markor, K) Akman-98 fasulye ¢esidi - negatif kontrol, 1.-6. kulvarlar cry2A (p2AST PRD)
geni negatif fasulye bitkileri, 7.-8. kulvarlar cry2A (p2AST PRD) genini tasiyan transgenik fasulye

bitkileri



S. TARTISMA VE SONUC

Fasulye bitkisi proteince ve mineral maddelerce olduk¢a zengin bir bitkidir ve Tiirkiye’nin
her kosesinde sevilerek degisik sekillerde beslenmede kullanilmaktadir. Bu bitkinin gelisimi
sliresince fungus, bakteri ve bocekler gibi hastalik ve zararlilar yiiziinden hem tarlada hem de
depoda oldukga fazla miktarda iiriin kaybr meydana gelmektedir. Uriin kaybin1 azaltabilmek
icin Tiirkiye’de degisik tarimsal arastirma enstitiilerinde ve tiniversitelerde geleneksel 1slah
yontemleri kullanilarak hem bakteri, fungus ve hem de boceklere karsi dayanikl cesitler elde
etmek icin caligmalar devam etmektedir. Ancak geleneksel 1slah caligmalariyla istenilen
ozelliklere sahip yeni bitkiler elde edilmesi ¢ok uzun zaman almakta ve ayni zamanda
istenilen nihai hedefe ulasmak miimkiin olamayabilmektedir. Bitkilere istenilen 6zelliklerin

kisa zamanda kazandirilabilmesi i¢in kullanilan biyoteknolojik yontemler olduk¢a dnemlidir.

Baklagil bitkilerinden o6zellikle fasulyede genel olarak fazla sayida in vitro rejenerasyon ve
gen aktarimi caligmalar1 bulunmamaktadir. Bitkilerin fenolik bilesikleri ve eksplantlarin
rekalsitrant Ozelliklerinden dolay1 caligmalar oldukca giictiir. Rejenerasyon sisteminin ve
dolayisiyla teknolojik sistemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu caligma
kapsaminda fasulyenin 6nemli bir sorunu olan tohum bdcekleri zararinin Onlenmesine
yonelik, A. tumefaciens ile gen aktarilarak boceklere dayaniklilik sistemi gelistirilmeye
calislmigtir. Yerel olarak boceklere dayamikli bitki eldesi diinya ve ozellikle Tiirkiye
ekonomisi i¢in ¢ok biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Bu ¢calismada ilk 6nce fasulye bitkisinin
degisik eksplantlar1 kullanilarak in vitro sartlarda rejenerasyon sistemi optimize edilmis,
bitkinin hizli bir sekilde ¢ogaltimi1 saglanmis ve daha sonra buradan yola ¢ikarak bdceklere

dayaniklilik genleri tasiyan A. tumefaciens’in farkl hatlar1 ile gen aktarimi yapilmastir.

In vitro caligmalarda bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan temizlenmis, steril bitki ve
daha sonra eksplant elde etmek amaciyla gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin
belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. En uygun dezenfektan cesidi, dozu ve siiresi daha sonra
yapilacak calismalar1 olumlu sekilde etkilemektedir. Bitki doku Kkiiltiirii calismalarinda
NaOCl, CaOCl, H,O,, HgCl, AgNOs;, PPM ve degisik antibiyotikler ile benzeri maddeler
kullanilabiliyorsa da en yaygin olarak kullanilan1t NaOCI (ticari camasir suyu)’diir (Saglam
2005).



Doku kiiltiirii ¢caligmalarinda sterilizasyon ¢imlenmeyi dogrudan etkilemektedir ve oldukca
onemlidir. NaOCl1 sterilizasyonda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan caligmalarda
NaOCl’iin tohumlara zarar verdigi ve tohumlarin ¢imlenmesini engelledigi goriilmiistiir.
Ozellikle Karacasehir-90 fasulye cesidinin ¢imlenmesini tamamen durdurdugu tespit
edilmistir. B sebeple pH, su sicakligi, H>O, gibi farkli yontemler denenmis ve bu yontemlerin
cimlenme oranlarini belli bir miktarda etkiledigi ve artirdig1 gézlenmistir. Cimlenmeyi %100
artirdigr belirlenen en iyi yontem, tohumlarn MS besi ortamindan temasinin kesilmesi
seklindeki uygulama olan filtre kagitlar1 olmustur. Bu yontemin in vitro sartlarda ¢cimlenme
problemi yasanan diger fasulye c¢esitlerinde de kullanilabilecegi diisiiniilmekte ve

Onerilmektedir.

Bu calismada Karacasehir—-90 ve Akman-98 fasulye cesitlerinin tohumlarinin yiizey
sterilizasyonu i¢in en uygun dezenfektan dozu ve siiresi belirlenmeye caligilmis ve bu amagla
camagsir suyunun %?20’lik dozu ile 5, 10, 20 ve 30 dakika siireleri uygulanmistir. Akman—98
cesidinde bulasiksiz en fazla ¢imlenme %20’lik camasir suyunda 5 dakika siirede elde
edilmistir. Karacasehir—90 c¢esidinde ise ayni doz ve siirelerin tohumlarin gelisimini olumsuz
yonde etkiledigi ve tohumlarin bir kismmin hi¢ ¢cimlenmedigi bir kismmin ise ¢imlendigi
fakat gelisimlerini tamamlayamadiklar1 gdzlenmistir. Bunun iizerine belirgin sekilde meydana
gelen bu zarar1 azaltmak ve yeterli miktarda ¢imlenmeyi saglamak icin farkli dezenfektan,

stire, pH, filtre kagid1 ve camasir suyu sicakliklar1 denenmistir.

NaOCl, su ile karistirildigi zaman kolayca bozulmakta ve bozulma esnasinda Na* ve OCI
iyonlarina, bu iyonlar ise daha sonra NaOH ve HOCI’e doniismektedir. NaOCl, eksplantlarla
muamele edildiginde organoklorin olusturmakta ve organoklorin bitki sterilizasyonunda etkili
olmasma ragmen ayni zamanda bitki ve klorofil hiicrelerine zarar da vermektedir. Bitki
hiicrelerinin klorofil pigmentleri kromofor hiicreler tasimaktadir. NaOCl ile reaksiyon
sonucunda kromofor hiicrelerdeki kimyasal baglar kaybolmaktadir. Bunun sonucunda
hiicrelerde bir degisim meydana gelmekte ve hiicreler fotosenteze devam etmemektedir. Bu
sebeple bu calisma kapsaminda kullanilan cesitlerin tohumlar1 da camasir suyu ile steril

edildikten sonra bu tohumlardan gelisen bitkiciklerin 6lmesine sebep olmustur.

Yiizey sterilizasyonunda kullanilan NaOCl’iin bakteri oldiiriicii etkisi, bakteri hiicre

duvarindan  gecebilmesi ve dolayisiyla bakterinin  Oliimiine sebep olmasindan



kaynaklanmaktadir. ClO;’deki klorin iyonu bakteri hiicrelerinden gectikten sonra sekiz kat
daha fazla oksidasyona maruz kalmaktadir. Benzer sekilde ClO, klorofil hiicrelerine girip
hiicrelerin yikimina sebep olmakta bu da protoplazmadaki suyun kaybolmasindan ileri
gelmektedir. Klorofilin yikimi sonucunda hiicrelerde beyazlasma meydana gelmekte ve
eksplantlar fotosentez yapamadigi i¢in 6lmektedir. Bunun disinda bagka stabil olmayan klorin
maddeler veya ClO, hiicredeki enzimleri inaktif hale getirebilmekte ve sonucunda

oksidizasyon ile hiicre oliimii gerceklesebilmektedir.

Yukarda belirtildigi gibi NaOCl’iin su ile reaksiyonu sonucunda ortaya cikan NaOH’in
etkisinden dolay1r pH genelde 12 ve iizerinde bir degerde olmaktadir. HOCI cok etkili bir
madde olup, sterilizasyonda onemli rol oynamaktadir. NaOCI’tin pH’s1, icerisinde bulunan
HOCI ve OCI iyonlarmin konsantrasyonuna baghdir. NaOCl bakteri, viriis ve fungusa karsi
cok etkili bir dezenfektan olup, yiiksek sicaklik NaOCI i¢inde klorat iyonu olusturmaktadir.
44 °C’den az sicaklikta az miktarda klorat olusmaktadir.

Diisik pH’da NaOCl’de bulunan HOCI oraninin yiikselmesiyle beraber oksidasyon ve
redaksiyonun potansiyeli de yiikselmektedir. Bunun yamiswra HOCI'nin stabilitesi de
diismektedir. NaOCl’deki etkili antimikrobiyal 6zelligin sebebi yiiksek pH (OH iyonlarinin
fazlahigl)’dir. Sonucta kimyasal sitoplazma membran1 etkilenmektedir ve yeniden
doniistiiriilemez enzim aktivitesi ile hiicrelerin metabolizmalarinda biyosentetik degisim ve
fosfolipit bozulmas1 meydana gelmektedir. Bu yiizden NaOCI bakteri ve mikroorganizmalara
kars1 etkili olmaktadir.

NaOCl'nin stabilitesinde kimyasalin konsantrasyonu, sicaklik, alkalinite, pH, 151k 6nemli
faktorlerdendir. Konsantrasyonu yiiksek olan NaOCI stabil olamamakta ve konsantrasyon
diistiikce daha fazla stabil olabilmektedir. 30 °C’den fazla sicaklikta depolanmis kimyasalda
klorat orani sicaklikla beraber oransal olarak yiikselmektedir. Bu sterilizasyon ¢aliymasinda
diisiik su sicaklig1 ve pH bitki hiicrelerine oldukca az zarar vermis olup, ayn1 zamanda bakteri
ve funguslarin Oliimiine sebep olarak bitki sterilizasyonuna olumlu etki yapmustir. Camasir
suyu sicakliginin ¢cimlenme iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla iki farkli sicaklik degerti;
25+1 °C (oda sicakhigr) ve 4 °C kullanilmustir. Camasir suyunun %5, 10, 20 dozlari ile 5 dk.
yapilan sterilizasyon sonucunda en fazla ¢imlenme %35’lik ¢camasir suyu dozu ve 4 °C ¢amasir

suyu sicakliginda %66.66 olarak tespit edilmistir. 30 °C’den fazla sicaklikta depolanmis



kimyasalda klorat orani sicaklikla beraber oransal olarak ylikselmektedir (Ponzano vd. 2007).
Klorat yiiksekligi tehlike olusturmakta ve bitki hiicrelerine zarar vermektedir. Oda
sicakliginda camasir suyunda klorat orani fazla oldugundan tohum hiicreleri daha fazla zarar
gormektedir. 4 °C’de kimyasaldaki klorat oram sicakliga bagli olarak diismekte olup, tohum
hiicrelerine daha az zarar verip tohumlarin c¢imlenmesine olumlu etki sagladig:

diistiniilmektedir.

Hidrojen peroksit renksiz kokusuz bir kimyasal madde olup genel olarak dezenfeksiyon
(mikrop Oldiiriicii- oksijenli su) amaglh olarak %3 oraninda kullanilmaktadir. Tohumlar
hidrojen peroksit (H>O,)’in %10, 20, 30, 40, 50 ve 60 oranlarinda 5 dk. sterilizasyona tabi
tutulmustur. H,O,’in %10, 20, 30, 40 dozlarinda oldukca fazla bulasiklik gozlenmis olmasina
ragmen, %50 ve 60 dozlarinda hi¢ bulasikliga rastlanmamis ve %66.66 ile en fazla ¢cimlenme
%50 H,0, dozunda tespit edilmistir. H,O, su ile karistirildigi zaman yiiksek oranda H' ve ~
OH iyon tasimaktadir. H" ve ~ OH iyonlarmn oram: sterilizasyonda dnemli rol oynamaktadir.
Su ile karistirildiginda her ikisinin konsantrasyonu diismektedir. Ancak bitki hiicreleri ile
reaksiyon sonucunda herhangi zehirli bir madde olusturmamaktadir. Diisiik oranda H,O,
icinde fazla miktarda su bulundugu icin = OH iyonlarmin miktar1 az ve kimyasalin
sterilizasyonda az etkili oldugu diisiiniilmektedir. %60 H,O,’de ise ~ OH iyonlarinin miktari
daha fazla olup, tohum hiicrelerine zarar verdigi diisiiniilmektedir. NaOCl’iin pH’s1, icerisinde
bulunan HOCI ve OCI iyonlarinin konsantrasyonuna baglidir. HOCI ¢ok etkili bir madde
olup, sterilizasyonda ©Onemli rol oynamaktadir. NaOCl'nin stabilitesinde kimyasalin
konsantrasyonu, sicaklik, alkalinite, pH, 151k onemli faktorlerdendir. Konsantrasyonu yiiksek
olan NaOClI stabil olamamakta ve konsantrasyon diistiikce daha fazla stabil olabilmektedir.
Diisilk pH’da NaOCl’de bulunan HOCI orani yiikselmektedir. Dolayisiyla oksidasyon ve
redaksiyonun potansiyeli yiikselmektedir. Bunun yanmisira HOCl'nin stabilitesi de
diismektedir. NaOCl’deki etkili antimikrobiyal 6zelligin sebebi yiiksek pH (OH iyonlarinin
fazlaligr)’dir. Simon ve Helliwel (1998), saf su ile klorofil a’nin olusturdugu diizeyde pH:8
den diisiik oldugunda klorofil a’nin hizli bir sekilde fiofitin a’ya doniistiigli buna karsin pH:8
den biiyiikk oldugu durumda ise hidrolize ugrayarak fitol grubundan ayrildigi saptanmustir.
Arastiricilar bitkilerdeki klorofilin bozulmasimin fioforbitten sonrada devam ederek renksiz
riilnlere kadar siirdiirdiigiinii gostermektedir. Sonucta kimyasal sitoplazma membrani
etkilenmektedir ve  yeniden dOniistiiriilemez enzim  aktivitesi ile  hiicrelerin
metabolizmalarinda biyosentetik degisim ve fosfolipit bozulmast meydana gelmektedir. Bu

yiizden NaOCI bakteri ve mikroorganizmalara kars1 etkili olmaktadir. Camasir suyunun pH



degerleri 12 (oda sicakliginda), 10, 8, 6 olarak ayarlanarak tohumlar %35’lik ticari ¢camasir
suyunda (Ace®, %5-6 NaOCl) 5 dk. tutulmustur. Calisma sonucunda en iyi ¢cimlenme %70
ile camasir suyunun pH’s1 8 iken alinmistir. Bu tez kapsamindaki ¢caligmanin sonucu yukarda

belirtilmis arastirma ile uyum gostermektedir.

Filtre kagitlar1 ile yapilan sterilizasyon caligmasi sonuglarinda herhangi bir kontaminasyon
gozlenmemistir. Yapilan coklu denemeler sonucunda tohumlardan %100 oraninda saglikl,
cimlenmis bitkicikler elde edilmistir. Steril edilmis tohumlarin hiicre zarlari1 NaOCl ile
muamele sonucunda az da olsa belli oranda zarar gormektedir. Ortamda sukroz ve MS makro
ve mikro elementlerin bulunmasi hiicrelerin disinda yiiksek basinghh bir gradient
olusturmaktadir. Osmozisde kimyasal maddeler ¢cok yogun ortamdan az yogun ortama gecis
yaparak her iki taraf bir denge saglamaya calismaktadir. Yukarda belirtilmis olan sterilizasyon
caligmalarinda steril edilmis tohumlar sukroz igceren MS ortamda ¢imlenmesi i¢in kiiltiire
alimmistir. Osmozis sonucunda tohum hiicrelerinin sitoplazma ve disaridaki sukroz ile MS
ortamdaki makro ve mikro elementler arasinda bir denge saglanmasi sonucunda hiicrelerin
yapis1 bozulmaktadir. Dolayisiyla ¢cimlenmesinde olumsuz sonug¢ goriilmektedir. Fakat en son
yapilan ¢alismada filtre kagitlar1 kullanildig: i¢in yukarda belirtildigi gibi osmozis Onemli
sekilde etkilemedigi i¢in hiicreler hidrolize olmamakta ve Karacasehir—-90 cesidinin

tohumlarmin ¢imlenmesindeki olumsuz etki kaldirilmis olmaktadir.

Fasulye bitkisinin rejenerasyon calismalarinda bitkiden salgilanan fenolik bilesiklerin etkisi
ile eksplantlarda oldukca yiiksek oranda kararma gozlenmistir. Kararmanin rejenerasyon
kabiliyetini azalttigi goriilmiistiir. Siirgiin rejenerasyonuna NAA’nin fazla miktar1 olumsuz
etki meydana getirmektedir. Olgunlasmamis kotiledon, plumula ve embriyo ile iki kotiledon
eksplantlarinin rejenerasyon kabiliyetinin yiiksek oldugu gozlenmistir. Fasulye bitkisi ile
yapilacak diger rejenerasyon ¢aligmalarinda oncelikli olarak bu eksplantlarin tercih edilebilir

oldugu diisiiniilmektedir.

Karacasehir-90 ve Akman-98 fasulye cesitlerinin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda
picloramin etkisine bakilmistir. Siirgiin olusum orami Karacasehir-90 cesidinin kotiledon
eksplantlarinda ve en fazla %46.00 ile 2 ve 10 mg/l picloram igceren ortamlarda, Akman—98
cesidinde ise %100.00 ile 8 mg/l picloram iceren ortamda tespit edilmistir. Ancak kararmanin

olumsuz etkisi ile embriyolarin gelisemeyerek oldiigii gozlenmistir. Vidoz vd. (2006), yabani



yerfistiginin rejenerasyon calismalarinda 1.41 uM picloram ile 0.044 uM BAP kullanmislar
ve siirglin olusumundan %?24 oraninda bitki elde etmislerdir. Arastiricilar eksplant
kaynaklarmin ve eksplant yasinin somatik embrigenesis lizerinde belirgin etkiye sahip

oldugunu gormiislerdir.

Bitkilerde nekrozu ve fenolik bilesikleri dnlemek amaciyla rejenerasyon ortamlarma aktif
komiir ve salisilik asit tek basina veya beraber ilave edilmistir. Karacasehir—90 fasulye
cesidinin rejenerasyonu lizerine farkli dozlarda TDZ ve 5 g/l aktif komiiriin etkisine bakilmig
%100.00 ile en fazla siirgiin olusum oram 0.05 mg/l ve 0.10 mg/l TDZ iceren MS besin
ortamlarinda, apikal meristem eksplantindan elde edilmistir. Ancak, 0.40 mg/l TDZ iceren
MS besin ortaminda %20 bitki olusumu disinda diger hicbir ortamda siirgiin olusumundan
bitki elde edilememistir. Karacasehir—90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine farkli
dozlarda TDZ ve 0.25 mg/] salisilik asitin etkisine bakilmistir. Apikal meristem, yaprak ve
petiol eksplantlarinda kallus, siirgiin olusumu ve bitki olusum orant bakimindan en iyi
sonuclar %73.33 ile apikal meristem eksplantlarindan 0.40 mg/l TDZ iceren MS besin
ortamindan elde edilmistir. Karacasehir—90 fasulye cesidinin rejenerasyonu iizerine farkl
dozlarda TDZ ve 5 g/l aktif komiir ile 0.25 mg/l salisilik asitin etkisi bakilmistir. Apikal
meristem, yaprak ve petiol eksplantlarinda siirgiin olusumu oran1 %100 ile en fazla apikal
meristem eksplantinda 0.15, 0.20, 0.40 ve 0.45 mg/l TDZ dozlarinda gozlenmistir. 0.20 ve
0.45 mg/l (%20) TDZ iceren MS besin ortamlar1 disinda hi¢cbir ortamda bitki olusumu
gozlenmemistir.  Doku  kiiltiiri  ¢aligmalarinda  fenolik  oksidasyon  sonucunda
kahverengilesmeyi Onlemek i¢in aktif komiir yaygin olarak kullanilmaktadir (Carlberg vd.
1983, Teixeria vd. 1994). Horner vd. (1977) ile Ebert ve Taylor (1990), aktif komiir iceren
MS besin ortaminda yiiksek rejenerasyonun degisik sebeplerinden biri olarak aktif komiiriin
fenolik bilesikleri emmesinden kaynaklandigim bildirmislerdir. Bayrac (2004), mercimegin in
vitro rejenerasyon ¢aligmalarinda 200 uM salisilik asidin kotiledon yaprak sapindan embriyo
olusum oranini %25 artirdigini ve nekrozu ise %24 azalttigin1 gérmiistiir. Bu tez kapsaminda

yapilmis olan ¢aligmalar yukarda belirtilmis calismalarla uyum saglamaktadir.

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin embriyolarinda, bir hafta—20 mg/l NAA 6n
muamelesinin ve farkli dozlarda TDZ’nin siirgiin rejenerasyonuna etkisine bakilmistir.
Embriyolar 20 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda 1 hafta bekletilen eksplantlar 0.05-0.45
mg/l TDZ ve 0.2 mg/l NAA ile 0.2 mg/l askorbik asit iceren MS rejenerasyon ortamlarinda



kiiltiire alimmistir. Degisen TDZ dozlarinda en fazla %91.66 oraninda siirgiin ve eksplant
basma 2.75 adet siirgiin belirlenmistir. Akman-98 cesidinde en fazla siirgiin sekonder
eksplantta %83.33 iken, Karacasehir—90 ¢esidinde ise %91.66 olarak gozlenmistir. Akman—98
cesidinin sekonder eksplantinda eksplant basina en fazla 1.66 adet siirgiin, Karacasehir—90
cesidinde ise 2.25 adet siirgiin gozlenmistir. Das vd. (1999), Litchi chinensis bitkisinin
tohumlarmi 20 mg/l BAP iceren MS ortamda kagit kopriiler ilizerinde ¢imlendirmislerdir.
Kotiledon bogumdan 4 hafta icinde 28 adet siirgiin elde etmislerdir. Ayrica bitkinin koltuk alt1
meristemlerinin her iki giinde bir, 100 pgram BAP ile muamele ederek her koltuk alt1
meristeminden 8 hafta i¢inde 8 siirgiin elde etmislerdir. Andersone ve Levinish (2004),
sitokinin etkisini artirmak icin ilk once Pinus sylvestris bitkisinin tomurcuk eksplantlarinda
soguk muamelesinden sonra yiiksek oranda BAP muamelesinin etkili oldugunu
belirtmislerdir. Madhulatha vd. (2004), in vitro muz ¢ogaltimmni 50 mg/l BAP ve 50 mg/ |
kinetin iceren ortamda 60 dk bekleterek elde etmislerdir. Andrade vd. (2006), Eucalyptus
grandis bitkisinde in vitro cagaltim icin yiiksek oranda bitki biiyiime diizenleyicisi
uygulamasini denemislerdir. BAP’1n 0, 200, 400 ve 600 mg/1 oranlarim 1, 2 ve 3 saat siireyle
uygulamiglardir. 21 giinliik kiiltiirden sonra en etkili sonu¢lart BAP’1in 200 mg/l oranin 1 ve 2

saat muamelesinden elde etmislerdir.

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin olgunlagsmamis embriyo ve kotiledon
eksplantlart 1.00 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmig
eksplant bagma 1.03 adet siirgiin gézlenmistir. Daha 6nce yapilmis olan siirgiin rejenerasyonu
caligmalarinda 0.05, 0.10, 0.15 mg/1 TDZ ile 0.25 mg/l NAA ve 0.50, 1.00 ve 1.50 mg/l BAP
ile 0.25 mg/l NAA ortamlari ile fasulyenin olgunlagsmamis embriyo ve kotiledon eksplantlar:
kullanilmustrr. iki ¢aligmanin neticesinde TDZ ile NAA etkilesimine gore BAP ile NAA
etkilesiminden daha iyi sonuglar ortaya ¢iktig1 ve kullanilan ortamlardan en uygun ortamin da
1.00 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA oldugu belirlenmistir. Akman-98 ve Karacasehir—90
cesitlerinin her ikisinde olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan %67 siirgiin elde edilmistir.
Olgunlasmamis kotiledon eksplantlarindan Akman-98 cesidinde %7, Karacasehir—90
cesidinde ise %13 oraninda siirgiin elde edilmistir. Fiziksel olarak yapilan gozlemlerden ve
elde edilen sayisal verilerden NAA’in kullanilan oraninin koklenmeyi tesvik ettigi ve siirgiin
gelisimini olumsuz yonde etkiledigi gozlenmistir. Fasulye ile yapilacak rejenerasyon
caligmalarinda NAA oraninin ilk kiiltiire alma asamasinda 0.25 mg/l oranindan daha diisiik

miktarlarda tutulmasinin siirgiin sayisini1 ve kalitesini artirabilecegi diisiiniilmektedir.



Akman-98 cesidinin kotiledon bogum ve apikal meristem eksplantlar1 tizerine 0.10-0.30 mg/1
TDZ ile 0.00-0.05 mg/l NAA’nin etkisine bakilmistir. Kararmay1 6nlemek amacglh ortamlara 5
mg/l aktif komiir eklenmistir. 0.10 ve 0.30 mg/l TDZ iceren ortamlarda apikal meristem
eksplantlarinin hepsi siirgiin meydana getirmis olup, eksplant basma en fazla 4.70 adet siirgiin
gozlenmistir. Kotiledon bogum eksplantinda ise %93.33 ile en fazla siirgiin 0.10 mg/l TDZ
iceren MS besin ortaminda elde edilirken, eksplant bagina en fazla siirgiin 1.86 adet ile 0.20
mg/l TDZ iceren ortamdan elde edilmistir. Siirgiin gelisimi ve sayistna NAA’in herhangi bir
etkisi olmamistir. Cevirmen ve Akbulut (2003), siirgiin rejenerasyonu ic¢in kullandiklari
degisik BAP dozlarmmdan 5 mg/l BAP ve 0.5 mg/l TDZ iceren MS ortamda yiiksek oranda

stirglin elde etmislerdir.

Akman-98 ve Karacasehir-90 fasulye cesitlerinin kotiledon bogum ve apikal meristem
eksplantlar1 tizerine 0.10-0.30 mg/l TDZ ile 0.00-0.05 mg/l IBA’nin etkisine bakilmustir.
Akman-98 cesidinde, 0.20 TDZ ile 0.05 IBA ve 0.30 TDZ ile 0.05 IBA iceren ortamlarda
apikal meristem eksplantlarinin hepsi siirgiin meydana getirmis olup, eksplant basina en fazla
4.20 adet siirgiin gozlenmistir. Kotiledon bogum eksplantinda ise %73.33 ile en fazla siirgiin
0.20 TDZ ve 0.30 TDZ+0.05 IBA igceren MS besin ortamlarindan elde edilirken, eksplant
basina en fazla siirgiin 3.40 adet ile apikal meristem eksplantina benzer sekilde 0.20 mg/I
TDZ iceren ortamdan elde edilmistir. Karacasehir—90 ¢esidinde ise, 0.10 mg/l TDZ igeren
ortamda apikal meristem eksplantlarinin hepsi siirgiin meydana getirmis olup, eksplant bagina
en fazla 3.50 adet siirgiin gozlenmistir. Kotiledon bogum eksplantinda ise apikal mertsem
eksplantina benzer sekilde %80.00 ile en fazla siirgiin 0.10 mg/l TDZ iceren ortamda elde
edilirken, eksplant basina en fazla siirgiin ise yine 3.50 adet olarak 0.30 mg/l TDZ igeren
ortamdan elde edilmistir. Hossain vd. (2007), Chrysanthemum morifolium bitkisinde 5 mg/l
TDZ ile 0.25 mg/l NAA ve 0.5 mg/l GAs; kullanarak kallus eksplantlarinin siirgiin
rejenerasyonu icin uygun oldugunu tespit etmislerdir. Anthony vd. (2004), Leucopocon
verticillatus bitkisinin somatik embrigenesis ¢aligmasinda en iyi sonucu 10 uM TDZ, 5 uM

TIAA, %4 maltoz ve %0.7 agar iceren GamborgB5 ortamindan elde etmislerdir.

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin embriyolari, 10 mg/l BAP iceren MS
ortamda 10 giin bekletildikten sonra embriyonik eksen ve plumula kisimlar1 alinarak BAP’1n
degisik oranlarmda kiiltiire alinmigtir. Siirgiin oran1 ve eksplant basma siirgiin sayisi

Karacasehir-90 ¢esidinde sirasiyla en fazla %50.00 ve 1.40 adet olarak 1.25 mg/l BAP iceren



MS ortamda gozlenmistir. Akman—98 c¢esidinde ise yine sirasiyla %70.83 ve 2.35 adet olarak
0.50 mg/l1 BAP iceren MS besin ortamlarinda gézlenmistir. Plumula eksplantinda %79.16 ile
en fazla siirgiin 1.25 mg/l BAP iceren ortamdan elde edilirken, embriyonik eksen eksplantinda
ise %37.50 ile 0.50 mg/l BAP iceren ortamda gozlenmistir. Plumula eksplantinda eksplant
basina en fazla siirgiin 2.13 adet ile 0.50 mg/l BAP ortamindan elde edilirken, embriyonik
eksen eksplantinda ise 1.66 adet olarak gozlenmistir. Siirgiin oram1 plumula eksplantinda
%358.33 ile her iki ¢esitte de aymi ¢ikmis olmasina ragmen, embriyonik eksen eksplantinda
Karacasehir-90 cesidinde %1.33, Akman—98 cesidinde %41.00 olarak gozlenmistir. Eksplant
basina siirgiin sayis1 plumula eksplantinda her iki cesit icin embriyonik eksen eksplantina
oranla daha fazla oldugu gozlenmistir. Senthil vd. (2004) nohut bitkisinin embriyonik eksen
eksplantim  TDZ iceren besin ortamlarinda kullanmislar ve yiiksek oranda siirgiin
rejenerasyonu elde etmislerdir. Daha 6nce Malik ve Saxena (1992) ile Jayanand vd. (2003),
baklagillerin siirgiin rejenerasyonunda TDZ’nin BAP ile kinetine gore daha etkili oldugunu
belirtmislerdir. Surekha vd. (2007) cajanus cajan (giivencin fasulyesi) bitkisinin plumula,
embriyonik eksen, kotiledon ve 10—12 giinliik tohumlarindan elde edilen koltuk alt1 meristem
eksplantlarmi1 GUS geni igeren A. fumefaciens’in LBA 4404 hatt1 ile muamele etmisler ve
caligma sonucunda yiiksek oranda siirgiin elde etmislerdir. Embriyonik eksen ve plumula
eksplantlar1 dogrudan siirgiin olusturmustur. 10-12 giinliik bitkiciklerden alinan embriyonik
eksen eksplantlar1 boliinmiis hiicrelerden daha fazla farklilasmis hiicrelere sahiplerdir.
Kotiledonlarin baglanma kisimlarindaki koltuk alt1 meristemleri ve embriyo gen
entegrasyonunda kullanigh olabilmektedir. Elde edilen sonuglar Potrykus (1991)’un ¢alismasi
ile dokularin Agrobacterium ile farkli asamalardaki hiicreler tarafindan sekillendiriliyor
olmas1 bakimindan benzemektedir. 10-12 giinliik tohumdan elde edilen koltuk alt1 meristem
eksplantlar1 ve kotiledonlar transformasyon frekans1 bakimindan nerdeyse benzer sonuglar
vermektedirler. Ozellikle farklilasmis hiicrelerdeki kromatin asamasinda bu eksplantlardaki
farklilik diizeyi buna sebep oldugu diisiiniilmiistiir. Bu sonuclara dayanarak cajanus

varyeteleri arasinda Ti plasmidlerin kaynagsmasinda genotipik varyasyon mevcuttur.

Fasulyenin Akman-98 ve Karacasehir—90 cesitlerinin olgunlasmis embriyo, radikula, yaprak
ve kotiledon bogum eksplantlar1t BAP ve NAA’li ortamlarda kiiltiire almmugtir. Akman-98
cesidinin kotiledon bogum eksplantlarindan ve Karacasehir—90 cesidinin ise plumula
eksplantlarindan ve her iki ¢esidin radikula eksplantlarindan hi¢ siirgiin gozlenmemistir.
Akman-98 cesidinin embriyo eksplantinda yalnizca 1.00 mg/l BAP- 4.00 mg/l NAA iceren

ortamda %38.33 oraninda siirgiin orant gdzlenmistir. Plumula eksplantinda ise %41.66 ile en



fazla 0.25 mg/l BAP ile 1.00 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 2.00 mg/l NAA iceren
ortamlarda siirgiin gézlenmistir. Karacasehir—90 cesidinde ise embriyonik eksen eksplantinda
en fazla siirgiin %16.66 ile 1.00 mg/l BAP ve 4.00 mg/l NAA iceren ortamda elde edilmistir.
Karacasehir-90 cesidinin kotiledon bogum eksplantlarinda ise 0.25 mg/l BAP ve 2.00 mg/l
NAA iceren ortamda %25 olarak gozlenmistir.

Calismada elde edilen biitiin sonuglar incelendigi zaman eksplantlar ve rejenerasyon
ortamimin bitki rejenerasyonu ve adaptasyonu iizerinde onemli etki yaptig1 goriilmiistiir. Bu
caligmalardan yola c¢ikarak daha sonra yapilan gen aktarim c¢aligmalari i¢in yol haritasi
cizilmistir. Benzer sekilde Cevirmen ve Akbulut (2003) kiiltiire aldiklar1 eksplantlarm biiyiik
cogunlugunda, yiiksek oranda as1 kaynasmasi ve yeni siirgiin olusumu elde etmisler ve mikro
asili fideleri koklendirilerek basarili bir sekilde topraga aktararak adaptasyon saglamiglardir.
Khawar vd. (2004), mercimekte 0.25 mg/l TDZ iceren MS besin ortamlarinda kotiledon
bogumlarindan siirgiin rejenerasyonu elde etmis ve elde edilen siirgiinleri 0.25 mg/l IBA

iceren MS ortaminda koklendirerek kum igeren saksilara aktarmiglardir.

Biitiin rejenerasyon ve gen aktarimi ¢aligmalarinda elde edilmis olan siirgiinler 2 mg/l IBA
koklendirme ortaminda koklendirildikten sonra 24 + 2 °C, 3000 liikks ve 16 saat 1s1k
fotoperiyodunda ve %70 neme ayarhi iklim odasi1 ve iklim dolaplarinda dis sartlara
alistirilmaya calisilmistir. Ancak dis sartlara alistirilmaya c¢alisilan bitkilerden bazilari
hastaliklar gibi bazen i¢sel ve bazen de digsal sebeplerle yasamamistir. Dis sartlara alismig
olan bitkilerin zaman i¢inde saksilar1 degistirilmis su ihtiyaglar1 giderilmis ve baslangigtaki
yilksek nem degeri kademeli olarak %40’lara disiiriilmiistiir. Bu sekilde biiylime ve

gelisimini tamamlamis bitkilerden tohum elde edilmistir.

A. tumefaciens’in GV2260 p35GUSINT hatti kullanilarak yapilan gen aktariminda
Karacasehir—-90 cesidinde bitki elde edilememistir. Akman—98 c¢esidinde ise 0.20 mg/l1 TDZ’1i
ortamda apikal meristem eksplantlarindan elde edilen bitkiciklerden dis sartlara aktarilan 8
tanesinden ancak 3 tanesi yasamis ve bu bitkilerle yapilan GUS testi sonucunda
kanamisinmonosiilfata dayaniklilik geni olan NPT-II ve GUS geninin bitkilere aktarildig:

tespit edilmistir.



Karacasehir-90 ve Akman-98 cesitlerinin olgunlasmis embriyolarinin TDZ ile 6n
muamelesinden elde edilen plumula eksplantlar1 ile LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti
kullanilarak gen aktarimi yapilmis ancak asir1 derecede kararma sonucunda eksplantlar

gelisememis ve bitki elde edilememistir.

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin olgunlagmis embriyolar1 6n muameleye
tabi tutulmustur. Buradan elde edilmis olan embriyonik eksen ve plumula eksplantlar1 A.
tumefaciens’in Cry 1Ab geni tasiyan hatt1 ile muamele edilmis ve sonra 0.5 mg/l BAP, 500
mg/l Augmentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren seleksiyon ortaminda kiiltiire
alimmistir. Karacasehir-90 cesidinde en fazla siirgiin dort giin on muamelesinde plumula
eksplantinda elde edilirken, Akman-98 cesidinde ise en fazla siirgiin hem dort giin 6n
muamelesinde plumula eksplantinda hem de sekiz giin 6n muamelesinde embriyonik eksen
eksplantinda elde edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 Karacasehir—90 ¢esidinde en fazla
1.40 adet, Akman-98 c¢esidinde ise 1.13 adet olarak Olciilmiistiir. En fazla siirgiin elde edilen
10 mg/l BAP 0n muamelesinde 4 giin uygulamasinin tekrarlanmasi sonucunda
kanamisinmonosiilfata dayanikli 500 bitkiden ancak 17 tanesi yasamistir. Bu bitkilerden
alman yaprak ornekleri ile DNA izolasyonu ve PCR analizi yapilarak NPT-II primerlerinin

varlig1 teyit edilmistir.

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye c¢esitlerinin olgunlagsmis embriyolar:1 10 mg/l BAP’da
dort giin bekletilmis ve bu embriyolardan alman 100’er adet plumula eksplanti1 ile A.
tumefaciens’in pMH65:SN19 ve pMH66:SN19 hibrid geni tasiyan AglO hatlar1 ile gen
aktarimi yapilmistir. Eksplantlar 0.50 mg/l BAP, 500 mg/l Augmentin ve 50 mg/l
kanamisinmonosiilfat igeren seleksiyon ortamma almarak siirgiin gelisimi saglanmustir.
Akman-98 ¢esidinde pMH65:SN19 hatt1 ile yapilan gen aktarimmda kanamisinmonosiilfata
dayanikl: siirgiinlerden 24 tanesi, pMH66:SN19 hatt1 ile yapilan gen aktariminda ise 11 tanesi
koklenmistir. Karacasehir—90 cesidinde ise pMH65:SN19 hatt1 ile yapilan gen aktariminda
kanamisinmonosiilfata dayanikli 19 adet siirgiinden 24 tanesi, pMH66:SN19 hatti ile yapilan
gen aktariminda ise 35 adet siirgiinden hepsi koklenmis ve dis sartlara alismistir. Benzer
sekilde bu bitkilerden alman yaprak ornekleri ile DNA izolasyonu ve PCR analizi yapilarak

NPT-II primerlerinin varligi teyit edilmistir.



Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin olgunlagsmis embriyolar1 10 mg/l BAP
iceren MS besin ortaminda 20 giin bekletilmis ve bu embriyolardan alinan 100’er adet
plumula eksplantlari ile A. tumefaciens’in OCI1-7 ve GNA 105 genlerini tasiyan LBA 4404
bakteri hatlar1 kullanilarak gen aktarimi yapilmistir. Eksplantlar 1.00 mg/l1 BAP, 500 mg/I
Augmentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren seleksiyon ortamina almarak siirgiin
gelisimi saglanmistir. Akman-98 cesidinde OCII—7 bakteri hatt1 ile yapilan gen aktariminda
kanamisinmonosiilfata dayanikli 54 adet siirgiinden 25 tanesi koklenmistir. GNA 105 hatti
kullanilarak yapilan gen aktariminda kanamisinmonosiilfata dayanikli 10 adet siirgiinden
yalnizca 3 tanesi koklenmis ve dis sartlara uyum saglamistir. Bu bitkilerden alman yaprak

ornekleri ile DNA izolasyonu ve PCR analizi yapilarak transgenik bitkiler teyit edilmistir.

Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye cesitlerinin tohumlar1 A. tumefaciens’in Cry 1Ac, Cry
1C, Cry I1CST hatlar1 ile 4000 pul/ 30 ml NB icinde %2 yarim saat inokule edilmis ve 0.50 mg/1
BAP, 500 mg/l Augmentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren seleksiyon ortamina
almmustir. Seleksiyon ortaminda tohumlarda kararma c¢imlenme ve siirgiin vermeksizin
koklenmeler gozlenmistir. Ko-kiiltiivasyon siiresinin ve bakteri konsantrasyonunun fazlalig:
tohumlarin gelisimini engellemistir. Benzer sekilde Akman-98 ve Karacasehir—90 fasulye
cesitlerinin tohumlar1 A. tumefaciens’in Cry 2A, Cry 2AST, Cry 1Ab, PMHG65:SN19 ve
PMH66:SN19 hatlar1 2000 pl / 30 ml NB i¢inde Y2 saat inokule edilmistir. Tohumlar 0.50
mg/l BAP, 500 mg/l Augmentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren seleksiyon ortamina
almarak siirgiin gelisimi saglanmistir. Akman—-98 cesidinde toplam 4 adet bitki, Karacasehir—
90 cesidinde ise 59 adet bitki kdklendirilmistir. Cry 1Ac, Cry I1C, Cry 2AST, PMH65:SN19
ve PMHG66:SN19 bakteri hatlar1 ile yapilan gen aktariminda Karacasehir—90 cesidinde hig
bitki elde edilememistir. Akman—98 cesidinde ise PMH65:SN19 ve PMH66:SN19 bakteri
hatlar1 ile yapilan gen aktariminda hi¢ bitki elde edilememistir. Karacasehir—90 cesidinde ise
Cry 1CST hatti kullamilarak yapilan gen aktariminda kanamisinmonosiilfata dayanikli
yalnizca 1 adet bitki ayn1 zamanda koklenmistir. Cry 2A hatti kullanilarak yapilan gen
aktariminda kanamisinmonosiilfata dayanikli 12 adet siirgiinden 2 tanesi, Cry [Ab hatti
kullanilarak yapilan gen aktariminda ise kanamisinmonosiilfata dayanikli 3 adet siirgiinden
yalnizca 1 tanesi koklenmistir. Akman-98 cesidinde kanamisinmonosiilfata dayanikli toplam
67 adet siirgiinden 59 tanesi koklenmis ve dis sartlara uyum saglamistir. Bu bitkilerden alinan
yaprak Ornekleri ile DNA izolasyonu ve PCR analizi yapilarak transgenik bitkiler tespit

edilmistir.



Fasulye 6nemli bir yemeklik tane baklagil bitkisi oldugundan dolay:1 bu bitkinin sorunlarini
gidermek amaciyla 1slah ¢aligmalarmin yapilmas: cok Onemlidir. Ancak geleneksel 1slah
caligmalar1 ¢ok uzun zaman aldig1 icin bu bitkide biyoteknolojik yollarla bitki islah ve
tyilestirme ¢alismalar1 ¢cok Onem tagimaktadir. Biyoteknolojik yollarla kisa siirede bir strese
dayanikl1 bitki elde etmek icin basarili in vitro rejenerasyon c¢alismalarinin yapilmasi 6nemli
olmaktadir. Fasulyede cok sayida in vitro rejenerasyon g¢alismalart bulunmamaktadir. Benzer
sekilde yemeklik tane baklagillerde transgenik bitki elde etmek amaciyla yapilan ¢caligmalar
da smirli kalmaktadir. Bunlarin bir¢ogunda transgenik bitki elde edilmesine ragmen bitkiler
dis kosullara alistirnllamamustir. Genotip, Agrobacterium hatlari, eksplantlar, bakteri
inokulasyon yontemleri, sicaklik, pH vb. bitki transformasyonuna direkt etki yapan
faktorlerdir. Bu tez kapsaminda yapilan calismalarda fasulyenin her iki c¢esidinde
Agrobacterium’un degisik hatlar1 ve eksplantlardan degisik oranda transgenik bitki elde
edilmistir.  Arastiricilar basarili sonuclar elde etmek amaciyla farkli eksplantlar, bitki
biiylime diizenleyici maddeleri, degisik plazmid iceren Agrobacterium hatlar1 ve yontemleri
kullanmiglardir. Surekha vd. (2007), eksplant tipinin bitki transformasyon calismalarinda
etkili rol oynadig1 bildirmisledir. Genel anlamda Karacasehir-90 ve Akman-98 cesitleri
kiyaslandiginda Akman—98 cesidinin gere rejenerasyona, gerekse transformasyona daha
pozitif tepki verdigi gozlenmistir. Eksplantlardan ise plumula ve embriyo ile iki kotiledon
eksplantlarindan en fazla sonu¢ elde edilmistir. Bunun sebebinin ise bu eksplantlardaki
meristem hiicrelerinin yogunlugu, hiicrelerin totipotensi 0zelligi, dokularin bakteriye karsi
hassasiyetleri ve bu hiicrelerdeki organellerin metabolizma Ozellikleri ve hiicrelerin yasi
oldugu disiiniilmektedir. Plumula ve embriyo ile iki kotiledon eksplantlar1 kallus
olusturmadan siirgiin rejenerasyonu yapmakta ve gelismekte olan eksplantlar ¢cok sayida
degismekte olan hiicre icermektedir. Ancak kullanilan diger eksplantlarda degismekte olan
hiicrelerin oram1 daha az olmasindan dolayr rejenerasyon ve transformasyonun olumsuz
sekilde etkilendigi goriilmiistiir. Sonuglar Surekha vd. (2007)’nin giivercin fasulyesinde elde
ettikleri sonuclarla uyum saglamaktadir. Transformasyona maruz kalacak dokulardaki
hiicrelerin transformasyon kabiliyeti birbirinden farklhidir (Potrykus 1991). Gen aktariminda
kullanilan eksplantlarin tipi, fizyolojik yas1 ve kullanilan yOntemlerin belirgin sekilde
oncelikle adaptasyona ve dolayisiyla elde edilen sonuglara etkisi gozlenmistir. Ayni sekilde
in vitro sartlarda elde dilen bitkiciklerin olduk¢a narin ve hassas olmalarindan dolay1 bu
bitkiciklerin gerek rejenerasyon gerekse gen aktarimi sonucunda dis sartlara aligtirilmasinda
zaman zaman sikintilar yasanmustir. Pek cok sayida bitkicik bu sebeple gelisip

biiyliyememistir. Diger bir sikint1 ise elde edilen bitkiciklerin dis sartlara alistirilmasinda



diizenli kontrollerin yapilamamis olmasidir. Bundan dolay1 kimi zaman iklim odas1 ve seranin
nem diizeyi ve sicaklik sartlarindan vb. sebeplerden kaynaklanan sikintilar bitkilerin 6liimiine

sebep olmustur.

Her iki cesitte gen aktarim calismalarinda farkli sonuglar elde edilmesinin diger bir sebebi
olarak da genotipik farkliliklar oldugu diisiiniilmektedir. Sonucta bitki genotipleri ve
Agrobacterium hatlar1 arasinda bir etkilesim oldugu diisiiniiliirse bakteri enfeksiyonunun
farkli genotiplerde farkli etki gostermesi normal goziikmektedir. Transgenik bitki elde etmek
icin ilk asamada bakteri enfeksiyonundan sonra plazmidin bitki genomuna entegrasyonu
onemlidir. Bunun yam sira gen ekspresyonu i¢in entegre olmus genin yeri de Onem
tasimaktadir. Bakteri kolonizasyonu, bakteri viriilans sistemin gelismesi, T-DNA transfer
kompleksinin generasyonu, T-DNA aktarim ve T-DNA’nm bitki genomu ile entegrasyonu
transgenik bitki elde etmek i¢in Onemli asamalardir (Gustavo vd. 1998). Yemeklik
baklagillerden olan giivercin fasulyesi (Surekha vd. 2007), fasulye (Saglam 2005a,b), nohut (
Islam vd. 1994), bezelye (Hobbs vd. 1989), yerfistig1 (Lacorte vd. 1991), soya fasulyesi
(Byrne vd. 1987, Delzer vd. 1990) ve mercimek (Khawar vd. 2004) bitkilerinin gen aktarim
caligmalarinda bakteri hatlarina gore degisen oranlarda transgenik bitkiler elde edilmistir. Bu
farkliligin sebebinin bitkinin genomik DNA’s1 ve bakteri DNA’s1 arasinda mikrohomolojideki
degisiklikten kaynaklandig1 diisiiniilmektedir ( Surekha vd. 2007). Agrobacterium hatt1 veya
plazmid konstrakt, Ti-plazmidin bitki genomuna entegrasyon kabiliyeti transformasyon
sonuclarmi etkilemektedir. Yiiksek oranda degismekte olan hiicreler iceren eksplantlarda
yiiksek transformasyon kabiliyeti oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda elde
edilen PCR sonuglar1 yukarda belirtilmis olan sonuglara destek vermektedir. Bu tez
kapsaminda kullanilmis Karacasehir-90 ve Akman-98 cesitleri kiyaslandiginda Akman—98

cesidinin gen aktarimina daha uyumlu oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Farkli genleri tasiyan Agrobacterium hatlar1 kullanilmis ve bunlardan transgenik bitkiler elde
edilmistir. Etkin bir gen aktarimi yontemi belirlemek amaciyla GV2260 p35S GUS-INT
bakteri hatti kullanilarak Akman-98 cesidinin apikal meristem eksplantinda 3 adet GUS
pozitif bitki elde edilmistir. Bu ¢calismada transgenik adayi bitkiler dis kosullara alistirilmastir.
GNA lektin, OC1, SKTI, CrylAc, CrylC (p1C PRD ve pICST PRD), Cry2A (p2A PRD ve
p2AST PRD), CrylAb ve SNI19 (pMH65, pMH66) genlerini tasiyan bakteri hatlari

kullanilmigtir. PCR analizi sonucunda 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren ortamda



koklendirilmis bitkilerden OCI, SKTI ve CryIC geni iceren bakteri hatlar1 kullanilarak
yapilan gen aktarimindan hi¢ bitki elde edilememistir. GNA lektin geni iceren bakteri
hattindan 7, Cry/Ac geni iceren bakteri ile inokule edilen eksplantlardan 2, Cry/Ab’den 2,
Cry2A’dan 3, Cry2A (p2AST PRD)’dan 53, Cry/C (pICST PRD)’den 2, SN19 (pMH65)’dan
14 ve SN19 (pMHG66)’dan 6 adet transgenik bitki elde edilmistir.

Proteinaz inhibitér (OCI1-7) ve GNA lektin genleri tasiyan Agrobacterium hatlar1 ile
fasulyeye gen aktarimi sonucunda kanamisinmonosiilfata dayanikl siirgiin oran1t GNA105’de
Akman-98 cesidinde %34, Karacasehir-90 cesidinde %10; OCI1-7°de ise Akman-98
cesidinde %54 iken Karacasehir—90 cesidinde 0’dwr. Koklenen bitkicikler dis kosullara
alistirilmis ve bu bitkilerden tohum elde edilerek PCR analizi yapilmistir.

CrylAc, CrylC (p1C PRD ve plCST PRD), Cry2A (p2A PRD ve p2AST PRD), CrylAb ve
SN19 (pMH65, pMHG66) genlerini tasiyan bakteri hatlar1 ile yapilan gen aktarmm
caligmalarinda iki farkli yontem uygulanmistir. Birinci yontemde, eksplantlar MS besin
ortaminda 1 giin bekletilmistir. 4000 ul / 30 ml NB i¢inde 5 farkli bakteri hatt1 (Cry 2A, Cry
2AST, Cry 1Ab, PMH65:SN19 ve PMH66:SN19) ile %2 yarim saat inokule edildikten sonra ko-
kiiltiivasyon ortamina alinmis ve bu ortamda iki giin bekletilmistir. Daha sonra tohumlar 0.50
mg/l BAP, 500 mg/l Augmentin ve 50 mg/l kanamisinmonosiilfat iceren seleksiyon ortamina
almarak siirgiin gelisimi saglanmistir. Seleksiyon ortaminda tohumlarda kararma ¢imlenme ve
siirgiin vermeksizin koklenmeler gozlenmistir. Ko-kiiltiivasyon siiresinin ve bakteri
konsantrasyonunun fazlaligi tohumlarin gelisimini engelledigi diisiiniilmiistiir. Ikinci
yontemde eksplantlar ayn1 sekilde MS besin ortaminda 1 giin bekletilmis fakat daha sonra A.
tumefaciens’in ayn1 5 hatt ile 2000 pul / 30 ml NB i¢inde %100 seyreltilerek %2 saat inokule
edildikten sonra ko-kiiltiivasyon ortamina alinmis ve bu ortamda iki giin bekletilmistir.
Koklenen bitkiler iklim dolaplarinda biiyiitiilerek transgenik adayi bitkiler PCR ile teyit
edilmistir. NPT-II primerleri ile yapilan PCR islemi sonucunda 69 adet, SN19 hibrid geni ile
yapilan PCR analizinde ise hem NPT-II hem de SNI9 genine ait spesifik primerler
kullanilmigtir. pMH65 plazmidini iceren bakteri hattina ait 14, pMH66 plazmidini iceren
bakteri hattindan ise 6 adet bitkide istenen gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. Sonug olarak, farkli
Cry genlerinin aktarilmasiyla 89 adet transgenik fasulye bitkisi elde edilmistir.



Elde edilen transgenik bitkiler, diger fasulye bitkilerine gen kagisini engellemek amaciyla sera
sartlarinda kontrollii ortamda dis sartlara alistirilmistir. Ancak serada degisik zamanlarda
ozellikle yaz aylarinda sicaklik ve nem kontrol sisteminin bozulmasi sebepleri ile bitkilerin
dis sartlara aligmasinda zaman zaman sorunlar yasanmustir. Farkli zamanlarda ve farkli
yontemler kullanilarak elde edilen 89 adet transgenik bitkinin 44 tanesinden T; tohum elde
edilmistir. Diger bitkilerden ise yaz aylarina denk gelen calismalarda seradaki sicakligin 35
°C’den fazla olmasi ve bu yiiksek sicakligm kontrol edilememis olmasindan dolayr tohum
almamamis. Bu yiiksek sicaklik fasulye bitkisinin tozlanip dollenmesini engelleyerek tohum
baglayamamasina sebep olmustur. Bu calismanin devaminda kesin bir yargiya varabilmek
icin, elde edilen T; tohumlarinin sera sartlarinda yeniden ekilerek ¢ogaltilmasi ve To, T3, T4 ve
sonraki tohumlarin elde edilmesi ve istenilen genlerin aktarilmis oldugu teyit edilmelidir. T,
ve sonraki jenerasyonlarda Mendel agilimmin olup olmadiginin da ayn1 zamanda belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amaclarla calismaya devam edilmesi daha kapsamli ve kararli sonuglarin
ortaya konulmasina yardimci olacaktir. Ayni zamanda elde edilen T, bitkileri ve tohumlarinin
tohum bocekleri ile muamele edilerek bocekler iizerinde ne derecede etkili olacagmin da

gozlenmesi gerekmektedir.

Diinyada transgenik bitkilerin ekim alam1 2008 yili itibariyle 125 milyon hektardir
(Anonymous 2009b). Fasulyede yapilan bu calisma transgenik bitki teknolojisinin tohum
bocekleri (bruchus) ile miicadelede kullanilabilirligine yonelik ilk caligma olup, ileride
yapilacak daha kapsamli c¢aligmalara hem materyal hem de temel saglayabilecektir. Bu
nedenle Tiirkiye’nin gelecekte transgenik bitkilerden minimum risk ve maksimum fayda ile
yararlanabilmesi i¢in gen aktarnmma ve gen aktarilmis bitkilerin izlenmesine yonelik

arastirmalarin disiplinlerarasi yardimlagsma ile gerceklestirilmesi 6nem tasimaktadir.

Sonug olarak bu tez caliymasinda diinya ve tilkemiz i¢in ekonomik 6neme sahip olan fasulye
bitkisinde doku kiiltiirii ve gen aktarrm calismalar1 yapilmistir. Ozellikle gen aktarim
caligmalari icin kisa siirede ¢ok sayida transgenik bitki elde etmeye yonelik uygun eksplantlar
belirlenmigstir. Fasulye bitkisi ile ilgili bu caligmalarm devam etmesi biiyiik onem tasimakta ve
bu alanda Onemli bir agigin kapatilacagi diisiiniilmektedir. Bu sekilde yakin gelecekte
Tiirkiye’de yasalarin izin vermesi kosulu ile boceklere dayaniklilik genleri aktarilarak
istenilen Ozelliklerin kazandirilmis oldugu bu bitkilerin ticari boyutlarda iiretimi de soz

konusu olabilecektir. Ayn1 zamanda bu tez kapsaminda elde edilmis sonuglara dayanarak



transgenik fasulye bitkilerinin hizli ve yogun iiretimine ve bu konu ile ilgili ilerde yapilacak
caligmalara yardimci olacagi ve dolayisiyla sektore ©Onemli katkilar saglayacagi

diistiniilmektedir.
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