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Danisman: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN

Bu c¢alismanin amaci, nohut gevenine (Astragaus cicer L.) A. tumefaciens araciligiyla gen
aktarimi  yonteminin gelistirilmesidir. Oncelikle adventif siirgiin rejenerasyon oranimi
yiikseltmek i¢in, in vitro’da hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 degisik oranlarda bitki biiyiime
diizenleyicileri (BAP, kinetin, TDZ ve IBA) igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmugtir.
Aragtirma sonuglarina gore, en yiiksek indirek adventif siirgiin rejenerasyon orani (%53.3) ve
eksplant bagma siirgiin sayist (3.3), 1.0-2.0 mg/l BAP ve 0.2 mg/l IBA iceren MS besin

ortaminda ve hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir.

Gen aktarimi ¢aligmalarinda, pAoPR1 GUS-INT, pPR1a GUS ve p35S GUS-INT vektorlerini
iceren 2260 A. tumefaciens hatlan ile hipokotil eksplantlar1 degisik inokulasyon ve ko-
kiiltivasyon metotlariyla inokiile ve ko-kiiltive edilmistir. Arastirma sonuglarina gore, tiim
bakteri hatlar1 i¢in, en uygun inokulasyon siiresinin 30 dk, ko-kiiltivasyon siiresinin 48 saat ve
en uygun ko-kiiltivasyon ortam fazinin ise sivi rejenerasyon ortami oldugu belirlenmistir.
Secici ortamda gelisen kalluslardan elde edilen siirgiinler secici koklendirme ortaminda (1/2 MS
+ 0.25 mg/l NAA) koklendirilmistir. Yapilan histo-kimyasal GUS analizi sonucunda kdklenen

bitkiciklerin tamaminin GUS negatif oldugu gorilmistiir.

2006, 56 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nohut geveni, Astragalus cicer L., biki rejenerasyonu,
Agrobacterium tumefaciens, gen aktarimi



ABSTRACT

Master Thesis

GENETIC TRANSFORMATION OF CICER MILKVETCH (A4stragalus cicer L.)
via Agrobacterium tumefaciens

Derya GURLEK

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

Supervisor: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN

The objective of the study was to improve a Agrobacterium-mediated transformation method
for cicer milkvetch (Astragalus cicer L.). Firstly, in order to develop a high frequency of
regeneration system, hypocotyls and cotyledon explants were cultured on MS basal medium
containing various growth regulators combinations (BAP, kinetin, TDZ and IBA). According to
results of the study, the highest adventitious shoot regeneration ratio (53.3%) and number of
shoots per explant (3.3) were obtained from hypocotyls on MS media supplemented with 1.0 or

2.0 mg/l BAP and 0.2 mg/1 IBA.

In the genetic transformation studies, hypocotyl explants were inoculated with 2260
Agrobacterium strains harboring pAoPR1 GUS-INT, pPR1a GUS and p35S GUS-INT
plasmids using various inoculation and co-cultivation methods. According to the results
of the study; the most suitable inoculation time, co-cultivation time and phase of co-
cultivation were determined as '2 hour, 48 hours and liquid regeneration medium,
respectively. The shoots developed from calli on selection medium (1/2 MS + 0.25 mg/I
NAA) rooted in the rooting medium. It was observed that the rooted plants did not show

GUS gene expression according to histochemical GUS assay carried out.

2006, 56 pages

Key Words: Cicer milkvetch, Astragalus cicer L., plant regeneration, Agrobacterium
tumefaciens, gene transfer
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1. GIRIS

Ulkemizde mevcut bulunan yem agiginin kapatilmasinda alinacak tedbirlerden birisi de
halen birkag yem bitkisi tiirii ile simirli olan yem bitkileri tarimimiza, alternatif
olabilecek yeni yem bitkisi tiirlerini ilave etmektir. Onemli bir iklim ve toprak
cesitliligine sahip olan iilkemiz birgok yem bitkisi tiirlerinin yetistirilmesine ¢ok
elveriglidir. Ancak tarla tarimi igerisinde yem bitkileri ekim alani, bugiin kiiglimsenecek
bir nitelik tagimaktadir. Ciinkii tarimda ileri tlilkelerde yem bitkileri ekim alani tarla
tarimi igerisinde ortalama %25 oraninda yer alirken {ilkemizde bu oran maalesef %3
civarinda kalmaktadir. Bugiin ¢iftlik hayvanlarimizin kaba yem ihtiyaglar1 ¢cayir-meralar
basta olmak {iizere, yem bitkileri ile saman, seker pancar1 posasi ve diger kaynaklardan
saglanmaktadir. Yem bitkisi olarak ise, 6zellikle yonca, korunga, fig, sudan otu, hayvan

pancar1 ve misir hasili kullanilmaktadir (Avcioglu vd. 2000).

Ulkemizde tarimi yapilmayan ancak mevcut yem bitkilerine ilave edilebilecek nohut
geveni (Astragalus cicer L.) degisik iklim ve toprak sartlarina genis bir uyum saglama
Ozelligine sahip olup, iilkemizin kuzeydogu bolgelerinde kendiliginden yetismektedir.
Tiirtin bagh bulundugu Geven (Astragalus L.) cinsi Tiirkiye florasini olusturan
baklagillerde en biiylik cinstir. Diinyada 370'den fazla tiirii tespit edilmis olup bunlardan
26's1 Tirkiye'de bulunmus ve yeni tir olarak kaydedilmistir (Chamberlain and

Matthews 1969).

Rizomlu olmasiyla otlatmaya dayanikli bir mera bitkisi niteligi yaninda erozyonu da
onleyebilen nohut geveni yurdumuzun hemen her yerinde hem kira¢ hem sulu sartlarda
yetistirilebilmekte, yesil yem, kuru ot veya silo yemi olarak degerlendirilebilmektedir.
Yilda 2-7 kez bigilebilen nohut geveninin ortalama kuru madde verimi 0.8-1.1
ton/da’dir. Sulanabilir kosullarda ise ve farkli bi¢cim sikliginda kuru madde verimi 0.9-
1.0 ton/da arasinda degisebilmektedir (Townsend et al. 1978). Loeppky et al. (1996)
yaptiklar1 ¢alismada, 6. yildan sonra kuru madde veriminin yoncaya esdeger oldugunu

bildirmislerdir.



Ayrica besleme degeri bakimindan da ¢ok degerli bir yem bitkisi olan nohut geveni
15.4-18.1 arasinda ham protein igermektedir (Loeppky et al. 1996). Nohut geveninin
cesitli biiyiime donemlerinde igerdigi mineral madde miktarlar1 Cizelge 1.1°de

verilmistir (Gervais 2000).

Cizelge 1.1 Farkli biiylime donemlerinde nohut geveninin igerdigi mineral madde

miktarlari
Biiyiime donemi
Mineral maddeler (g/kg) Cicek % 10 ciceklenme | Tam ciceklenme
tomurcugu
Ca 14.2 15.0 15.9
P 03.2 3.0 2.8
K 33.0 30.0 27.0
Mg 1.6 1.7 1.8
Na 0.19 0.18 0.18
S 1.8 1.8 1.6
Mn 44 50 67
/n 27 24 24
Cu 9.2 9.2 10.2
Fe 258 300 -

Kaynak : (Gervais 2000).

Verimsiz topraklarda da yetisebilmesi, hayvanlarda sisme yapmamasi ve bir¢ok {istiin
Ozellikleri nedeniyle nohut geveni hayvanciligimizin biiyiik bir ¢ikmazi olan kaba yem
ithtiyacinin karsilanmasinda diisliniilebilecek ve klasik diyebilecegimiz mevcut yem
bitkilerine ilave edilebilecek bir yem bitkisidir. Bir baklagil olan nohut geveninin ¢ok

sayida hastalik ve zararlis1 mevcuttur.

Kara ¢ekirge (Melanoplus spp.) (Hewitt et al. 1982) patates yaprak piresi, bezelye
yaprak biti (Acyrthosiphon pisum) ve yonca hortumlu bocegi (Hypera postica) (Kephart
et al. 1990) nohut gevenin gelisimini ve biiylimesini olumsuz yonde etkileyen 6nemli
zararlilardir. Bunun yaninda nohut geveninde bakteriyel kokenli kok, kok tact ve govde
hastaliklar1 biiyilk ekonomik kayba neden olabilmektedir (Townsend 1993). Nohut
geveninde hastalik ve zararlilarla ilagli miicadelesi ekonomik olmamaktadir. Ayrica,
kullanilan bu kimyasal maddeler besin zincirinde ayrilmadan uzun siire kalabilmekte,

cogu kez hayvan ve dolayisiyla insan sagligi i¢in tehlikeli olabilmektedir. Bu durum ise




cevre sagligl acisindan endise kaynagi olmaktadir. Ileride iilkemiz kosullarina uygun
nohut geveni cesitleri gelistirilmesi durumunda Ozellikle boceklere ve hastaliklara
dayaniklilik genlerinin aktarilmasi 6niimiizdeki yillarda 6nem arz edebilecektir. Ayrica,
Astragalus tiirlerinin erkencilik, yiiksek ot ve tohum verimi, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik gibi 6zelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla 1slah ¢aligmalarina hiz verilmesi

gerekmektedir.

Giliniimiizde oOzellikle son 15 yildan beri bitki 1slahinda uygulanmakta olan
biyoteknolojik yontemler hem zaman, hem de kesinlik acgisindan ¢ok iyi sonug vermeye
baglamistir. Gelismis genetik miihendisligi tekniklerinin bagariyla uygulanmasi
sonucunda herbisitlere, boceklere ve viriislere karsi dayanikliliklart artirilmis olup,
misir, bugday, soya, kolza ve pamuk gibi ekonomik oneme sahip kiiltiir bitkilerinde
transgenik ¢esitlerin iiretimine gecilmistir. Halen sinirli sayida bitkide uygulamaya
yonelik sonuglarin alindig1 ¢aligmalarin, rekombinant DNA teknolojisinin hizla ilerleme
gostermesi nedeniyle, kisa siirede yaygin olarak tiim bitkilerde kullanilabilir duruma
gelecegi goz Oniinde bulundurulmalidir.  Genetik miihendisligi  tekniklerinin
kullanilmastyla, 1slah siiresinin kisaltilmasinin yaninda; melezlemede karsilasilan
engeller, genetik baghlik sorunlari ve gen havuzlarindan yararlanmadaki sinirlamalar
kolayca ortadan kaldirilabilmektedir. Ancak, arzu edilen tarimsal 6zelligi belirleyen bir
genin, tizerinde calisilan kiiltiir bitkisine aktarilabilmesi, 6zellikle etkin bir gen aktarma

sisteminin gelistirilerek uygulamaya konmasina baghdir.

Genetik miihendisligi caligsmalarinda olumlu gelismelerin yaninda bir¢ok sorun soz
konusudur. Agrobacterium tumefaciens aracilifiyla gen aktariminda, gen aktarim orani
son derece diisiik oldugundan, gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde yliksek oranda
adventif siirgiin olusumu da gen aktarma calismalarinin basarisinda 6nemli rol
oynamaktadir. Ancak, bitkilerde in vitro bitki rejenerasyonu 6nemli bir sorundur. Bu
baz1 bitki tiirlerinde biiyiik Olgiide optimize edilirken, bazi bitki tilirlerinde ise hala
bliylik sorunlarla karsilagilmaktadir. Bu problemin ¢oziilmesi i¢in bu Kkiiltiirlerin
morfogenetik kapasitelerini etkileyen fizyolojik, ekolojik ve genetik faktdrlerin net
olarak bilinmesi gerekmektedir. Rejenerasyon kapasitesinin arttirilabilmesi igin

kullanilan genotip, besin maddeleri, kiiltiir kosullari, hormonlar, eksplantin fizyolojik



yas1 ve tipi gibi faktorlerin ve bu faktorler arasindaki etkilesimlerin ¢ok iyi bilinmesi
gerekmektedir. Gen aktarimina baslamadan 6nce mutlaka {izerinde ¢alisilacak bitki tiirii
i¢cin gen aktarimina uygun yiiksek frekansta bir adventif slirglin rejenerasyon sisteminin
gelistirilmesi gerekmektedir. Gen aktarimi yapilacak bitki tlirlerinde yiiksek oranda
adventif siirgiin olusumu gen aktariminin basarisinda onemli rol oynamaktadir. Bu
calismanin amaci da nohut geveni (Astragalus cicer L.) bitkisinde uygulanan gen
aktarma sistemine uygun bir adventif siirgiin olusumu ve yiiksek oranda gen aktarilmig
(transgenik) bitki elde edilmesidir. Bu calismalar ileride herbisitlere, boceklere ve
hastaliklara dayanikli genlerin geven tiirelerine aktarilmasinda temel teskil

edebilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde son yillarda Astragalus cinsine ait bazi tiirler ile 6nemli yemlik ve
yemeklik baklagil tiirlerindeki doku kiiltiirii, hizli ¢ogaltim ve gen aktarimi ¢aligmalari

Ozetlenmistir.

2.1 Astragalus Cinsine Ait Baz1 Tiirlerde Doku Kiiltiirii, Hizhh Cogaltim ve Gen
Aktarimi Cahismalar

Cho et al. (1998), yaptiklar1 calismada Agrobacterium rhizogenes ile Cin gevenine
(4stragalus sinicus) gen aktarimini basarmiglardir. Calismada kullanilan pB121 binari
vektoriinii tagstyan DC-AR2 A. rhizogenes 1rki, plazmidinde GUS aktivitesini kodlayan
uidA genini igermektedir. Gen aktarimi, mikimopin ve histokimyasal GUS analizi ile
belirlenmistir. /n vitro da c¢imlendirilen bitkiciklerin olusan kokleri, DC-AR2 A.
rhizogenes 1rki ile inokiile edilmistir. Enfeksiyondan 15 giin sonra test edilen koklerin
%46°s1 GUS pozitif bulunmustur. Daha sonra GUS aktivitesi gdsterenler Southern Blot

analizi ile teyit edilmistir.

Luo and Jia (1998), Astragalus adsurgens tiriinde hipokotil eksplantlarindan yiiksek
oranda adventif siirgiin rejenerasyonunu basarmuslardir. Iki haftalik hipokotil
eksplantlar1 9 uM 2,4-D ve 2.2 uM BAP igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmig
daha sonra 0.5 uM NAA ve 8.9 uM BAP igeren rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Bu

ortamda %75 oraninda rejenerasyon frekansina ulagilmistir.

Luo et al. (1999), yaptiklar1 calismada, Astragalus adsurgens tiiriinde kallus kiiltiirii ile
yiiksek oranda somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu elde etmislerdir.
Calismada en yiiksek embriyonik kalllus (%62) hipokotil eksplantindan 2 mg/1 2,4-D ve
0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortmindan elde edilmistir. Bu elde edilen kalluslar daha
sonra 1-2 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA iceren somatik embriyo tesvik ortamina

aktarilmis ve yliksek oranda (%63-74) embriyogenesis goriilmiistiir.

Cho and Widholm (2002a), yaptiklar1 ¢alismada Agrobacterium rhizogenes ile gen

aktarilmis Astragalus sinicus’un sacak koklerinden siirglin rejenerasyon protokolu



gelistirmislerdir. pB121 binari vektoriinii tastyan DC-AR2 4. rhizogenes 1rki ile
trasforme edilen hipokotil uclarindan gelisen sacak koklerden 7.5-10 mg/l 2,4-D iceren

MS besin ortaminda somatik embriyolar gelismistir.

Cho and Widholm (2002b), yaptiklar1 calismada Agrobacterium tumefaciens ile
Astragalus sinicus’e gen aktarim protokolu gelistirmislerdir. pBINm-gfp5-ER binari
vektoriinii tasiyan EHA 105 1rki plazmidinde npt II ve GFP genlerini tasimaktadir. Bu
ik ile enfekte eksplantlar 1 mg/l NAA ve 1 mg/l TDZ igeren SR besi ortaminda kiiltiire
alinmis 75 mg/l kanamisin ve 200 mg/l Timentin i¢eren ortamda transgenik aday1
stirgiinler secilmistir. Koklendirilen siirgiinlerden elde edilen transgenik bitkiler

Southern Blot ve Western Blot analizi ile teyit edilmistir.

Uranbey et al. (2003), nohut geveninde (A4stragalus cicer L.) hipokotil, gdvde,
kotiledon ve petiol eksplantlarini ¢esitli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igceren MS
besin ortaminda kiiltiire almiglardir. En yiiksek adventif slirglin rejenerasyonu hipokotil
eksplantlarindan 10 uM BAP and 0.1 uM NAA iceren MS besin ortamindan elde

edilmistir.

Hou and Jia (2004a), Astragalus melilotoides tiirinde somatik embriyogenesis ve
organogenesis yoluyla hipokotil ve govde eksplantlarindan yiiksek frekansta bitki
rejenerasyonu basarmiglardir. 2.69 uM NAA ve 444 uM BA igeren MS besin
ortaminda hipokotil eksplantlarindan %98.3 oraninda somatik embriyo olusumu elde

edilmistir.

Hou and Jia (2004b), Astragalus melilotoides tiriinde embriyogenik kalluslardan izole
edilen protoplastlardan bitki rejenerasyonunu basarmislardir. Hipokotil eksplantlarindan
gelisen embiyonik kalluslardan izole edilen protoplastlar, 1 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l BAP
0.2 mg/l kinetin, 0.2 M glikoz ve 0.5 mg/l manitol, 500 mg/l kazein igeren KMPS iceren
kat1 ve s1vi besin ortamininda kiiltiire alinmis daha sonra 0.5 mg/l NAA ve 1-2 mg/l
BAP iceren MS besin ortamina aktarilmistir. %56.3 somatik embriyonesis ve %21.6

organogenesis basarilmistir.



2.2 Baz1 Onemli Yemlik ve Yemeklik Baklagil Tiirlerindeki Doku Kiiltiirii, Hizh
Cogaltim ve Gen Aktarimi Calismalari

Mroginskin and Kartha (1981), bezelye (Pisum sativum) bitkisinde promordial
yapraklar1 belirli araliklarla, degisik oranlarda BAP ve NAA igeren MS vitaminli Bs
besin ortaminda kiiltiire almiglardir. En yiiksek oranda siirgiin olusumunu 0.1 pum NAA
ve 10 uM BAP igeren besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica, orneklerin yasinin

stirgiin olusumunu etkiledigini gézlemislerdir.

Hussey and Gunn (1984), ¢cimlendirilen bezelye tohumlarindan aldiklar1 eksplantlari, 1
mg/l BAP ve 4-8 mg/l IBA igeren MSO besin ortamina alarak kallus ve siirgiin
olusumunu tesvik etmislerdir. 2-4 hafta sonra ayni ortamlara 0.25 mg/l IBA daha ilave
edilmistir. Bu ortamlarda rejenere olan siirgiinler, 2 MS mineralleri, %15 seker ve 2

mg/l IAA iceren ortamda koklendirilmistir.

Rubluo et al. (1984), yaptiklar1 calismada, farkli konstrasyonlardaki bazi sitokinin ve
oksin kombinasyonlarim1  kullanarak, olgunlasmis ve olgunlasmamis bezelye
yaprakgiklardan oOncelikle siirgiinler daha sonra da tam bitkiler elde etmislerdir. BAP,
NAA, IBA ve TAA igeren MS besin ortaminda olgunlasmamis yaprakc¢iklar ortalama
0.9-1.8 mm uzunlugunda siirgiinler olusturmustur. Olusan siirglin yiizdesi, ortalama
%26-38 arasinda degismistir. BAP ve NAA iceren ortamda, olgunlagmis yapraklardan
gelisen siirglinlerin orant %7’ye kadar diismiistiir. GAs’in siirgiin olusumunda etkili
olmadigi, pikloram ve 2,4-D’nin ise olumsuz etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica,
adventif siirglin rejenerasyonunun biiylik oOlciide sicaklik ve genotipten etkilendigi

belirtilmistir.

Mathews (1987), Vigna radiata bitkisinde siirgiin ucu, kotiledon, kotiledon bogum,
promordial yapraklar ve kokleri farkli BAP dozlarinda kiiltiire almigtir. Siirgiin ucu,
kotiledon ve kotiledon bogumlardan direkt siirgiin olusumu elde etmistir. Farkli

eksplantlardan farkli hormon diizeylerinde farkli gelisme gézlemistir.

Natali and Cavallini (1987), bezelye (Pisum sativum) bitkisinde 5 farkli cesitte



olgunlasmamis kotiledon ve embriyo ekseni 6rneklerini degisik oranlarda BAP ve NAA
iceren MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. 2 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA igeren MSO
ortaminda tiim c¢esitlerin olgunlasmamis embriyo ekseni drneklerinde siirgiin olusumu
gozlenirken, 3 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MSO ortaminda ise sadece Dolce
Provenza, 5075 ve Espresso Generoso ¢esitlerinden siirgiin olusumu goézlenmis, 0.5
mg/l BAP ve 3 mg/l NAA igeren MS ortamindan ise higbir g¢esitte siirgiin olusumu
gozlenmemistir. Elde edilen siirglinler 2 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda elde

edilmistir.

Hussey et al. (1989), bezelye dokularinin meristem uglarin1  A. tumefaciens (C58 ve
Ach 5) ve A. rhizogenes (9402)’in yabani hatlar1 ile inokule etmisler, her iki irkin da
timor ve sagak kok olusturdugunu bildirmislerdir. Ug¢ meristemler yaslhi meristem
uclarina gore tiimor olusumu bakimindan daha iyi sonug vermistir. A. rhizogenes en ¢ok
sap ucundaki meristematik dokularda sagak kok olusturmustur. Yapilan histolojik
(dokusal) incelemede, enfekte olan hiicrelerin ilk 6nce ¢ok sayida vakuol igerdigi, daha

sonra ise hiicrelerden timor olustugu tespit edilmistir.

Hobbs et al. (1989), A. tumefaciens’in baz1 yabani (A281, C58 ve Ach5) hatlar1 ile bazi
bezelye (Pisum sativum L.) genotiplerini inokule etmislerdir. Caligma sonunda, A281’in
en virulent hat oldugu goriilmiistiir. Olusturduklar1 tiimdr sayis1 ve boyutuna gore hatlar
bliyiikten kiiciige A281, C58 ve AchS seklinde siralanmistir. Her bir genotip, timor
olusumu bakimindan farkli tepkiler gostermis, bu bakimdan genotip X hat
interaksiyonu o6nemli bulunmustur. In vivo ve in vitro kosullarinda yapilan
inokulasyonlarda degisik sonuglar elde edilmistir. Tiimdrlerden alinan kalluslarin bitki
bliylime diizenleyici iceren ortamlarda gelismesi T-DNA’nin aktarildigin1 gostermistir.

Yapilan Southern blot analizi ile de T-DNAnin aktarildig1 ispat edilmistir.

Warkentin and McHughen (1990), yaptiklar1 calismada, A. tumefaciens araciligiyla
mercimege gen aktarmiglardir. Serada yetistirilen mercimek bitkilerinin sap uglar1 4.
tumefaciens (C58, GV 3111, A281, ve Ach5)’in 4 yabani hatt1 ile inokule edilmistir.

Inokulasyon sonunda sap ve sap uclarinda tiimdr olusumu saglanmistir. A.



tumefaciens’in GV 3111 hatt1 ile muamele edilen embriyolardan alinan trasgenik
stirglinler kanamisin igeren ortamdan se¢ilmistir. Daha sonra gen aktarimini dogrulamak

amaciyla sonuglar flourometrik ve histokimyasal GUS analizine tabii tutulmustur.

Jackson and Hobbs (1990), bezelye (Pisum sativum L.)’nin kotiledon bogumlarindan, 1
mg/l BAP iceren MS besin ortaminda ¢ok sayida adventif siirgiin elde etmislerdir.
Sitokinin konsantrasyonu arttikca siirgiin ucu sayisinin da arttig1 gériilmiistiir. Ancak, 5
mg/l BAP iceren besin ortaminda olusan siirgiinler camsilagsma gostermisler ve
koklenememislerdir. Kullanilan biitiin ¢esitlerin bogumlar1 5 giin sonra siirglin
olusturmus ve bu siirglinlerden 21 giin sonra eksplant alinmigtir. Yapilan histolojik
caligmalar, bogum ve siirgiinlerin yiizeysel doku tabakalarindan gelistigini gostermistir.

Bu sistemin transgenik bitkiler elde etmek i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.

Puonti-Kaerlas ef al. (1990), bezelye bitkisine A.tumefaciens araciligiyla bazi markor
genleri (NPT-II, HPT-II) aktararak higromisin ve kanamisin antibiyotigine dayanikli
transgenik bitkiler elde etmislerdir. Calismada sap ve epikotil eksplantlar1 kullanilmistir.
Transgenik kalluslar 15 mg/l higromisin ve 75 mg/l kanamisin igeren besin ortaminda
secilmistir. Higromisin iceren besin ortaminda ¢ok az sayida siirgiin elde edilmistir.
Kanamisin i¢eren besin ortaminda ise hig siirgiin olusmamistir. Rejenere olan siirgiinler
koklendirilerek gelisen bitkicikler seraya aktarilmistir. DNA analizi ile kalluslarin ve

bitkiciklerin transgenik oldugu ispat edilmistir.

Genga et al. (1990), fasulye bitkisinin Phaseolus vulgaris ve Phaseolus coccineus
tirlerinde onkogenik A. tumefaciens hatlariyla transformasyon ¢aligmast ile iki
genotipte tiimor olusumu gozlenmistir. Ancak tiimor olusma frekansi, timdr cap1 ve

bitki tiirleri 6zel gorilmiistiir. NPT II transformasyonu PCR ile tespit edilmistir.

Thomas et al. (1991), Medicago truncatula ile kanamisine dayaniklilik genlerini tagiyan
ikili ve nononkogenik Ti plazmidi igeren A. tumefaciens hatlarin1 kullanarak gen
aktarim g¢aligmalarinda fertil transgenik bitkiler elde ettiklerini bildirmislerdir. sonuca

ulagsmada rejenerasyon protokolii ve kullanilan eksplantin rejenerasyon yeteneginin



etkili oldugunu, fakat Ri plazmidin T-DNA'st {izerindeki genlerin somatik
embriyogenesisi olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. bu nedenle sadece T-DNA bolgesi
bulunmayan disarmed Ti plazmidi veya rol A geni inaktif edilmis Ri plazmidi igeren
hatlarla muamele edilen dokularda transgenik bitki rejenerasyonu gozlediklerini
belirtmiglerdir. Fertil transgenik bitkileri sadece nononkogenik A. tumefaciens ile
yaptiklar1 denemelerden elde ettiklerini ve NPT-II genini R1 doliine aktardiklarinm
kaydetmislerdir.

Lulsdorf et al. (1991), yaptiklar1 ¢aligmada, baz1 4. tumefaciens hatlartyla (EHA 101 ve
LBA 4404) bezelye (Pisum sativum L.) u¢ meristemlerini inokule ederek, 2,3 ve 4 giin
siireyle ko-kiiltivasyona birakmuglardir. 4. tumefaciens EHA 101 (pB 11042) hatt1 ile
inokiile edilen eksplantlar yiiksek oranda kallus olusturmustur. Bu hatla inokiile
eksplantlarin %76's1 kanamisin (50mg/1), %77'si ise higromisin (25 mg/l) iceren besin
ortaminda kallus olusturmustur. Buna karsilik, LBA 4404 hatt1 ile inokiile edilen

eksplantlarin %63'i higromisin, %17'si kanamisine dayanikli kallus olusturmustur.

Golds et al. (1991), yaptiklar1 ¢aligmada, 3 yonca ve 1 korunga kiiltiir ¢cesidi A4T
(pRiA4b) Agrobacterium rhizogenes hatti ile inokiile etmislerdir.yoncada ¢eside bagl
tepkiyi incelemislerdir. Vertus, Regen-s Rangelander ¢esitlerinin enfekte olmus govde
eksplantlarinin %94, %25 ve %4'linden transgenik kok elde edilmistir. Korungada;
Hampshiere Giant c¢esidinde c¢eside bagli tepki incelenmistir. Fidelerin kotiledon
eksplantlarindan %78, hipokotillerinden %50 oraninda cevap alinmistir. Yaprak

eksplantlarindan transgenik kok elde edilememistir.

Warkentin and Mc Hughen (1992), mercimek sap ucu, epikotil ve kok eksplantlarini
GV 2260 p35S GUS-INT A. tumefaciens hatt1 ile inokiile etmislerdir. inokiile edilen
epikotil ve kok eksplantlarinda yaklasik 9 giin, sap uglarinda ise 17 giin somra GUS
ekspresyonu gozlenmistir. Kontrol olarak kullanilan keten bitkisine gbére mercimekte
GUS geni ekspresyon seviyesinin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Arastirma
sonunda, epikotil ve kok eksplantlari, sap ucu ve kotiledon bogumlarmin transgenik

bitki elde etmek i¢in uygun eksplantlar oldugu bildirilmistir.
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Ozcan et al. (1992), bezelyede olgunlasmamis kotiledonlardan siirgiin rejenerasyon
protokolii gelistirmislerdir. Calisma sonunda, 0.5 mg/l BAP ve 4 mg/l NAA iceren MS
besin ortaminda coklu stirglinler elde edilmistir. Siirgiin rejenerasyonu embriyolarin
kotiledondan koparildig1 bolgede gergeklesmistir. Ancak eksplantlarda embriyolarin
varlig1, siirgiin olusumuna engel olmustur. Besin ortamina AgNO; ilave edildiginde
rejenere olan siirgiin sayisinin degismedigi, fakat iyi gelismis yapraklara sahip siirgiinler
elde edilmesine ragmen, koklenme kapasitesinin diisiik oldugu gozlenmistir. Rejenere
olan siirgiinler, 1 mg/l IBA igeren ortamda koklendirilip, daha sonra komposta

aktarilarak biytitiilmiistiir.

Franklin et al. (1993), fasulye bitkisinin 4. tumefaciens’in pKYLX71GUS igeren
EHA101 hatt1 ile muamelesi sonucunda elde edilen yapraklar1 ve hipokotillerinden
gelisen transgenik siirglinleri 50 mg/l  kanamisin igeren ortamdan secilmistir.

Transformasyon GUS, florometrik analiz ve Southern Analizi ile tespit edilmistir.

Barna and Wakhlu (1994), olgunlasmamis nohut (Cicer arietinum) yapraklarindan
olusan kalluslardan organogenesis yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu elde
etmislerdir. En iyi kallus olusumu, 10 uM NAA ve 5 uM BAP igeren besin ortamindan
alinmistir. Gévde dokularinin en alt kisimlarindan alinan eksplantlar i¢in en iyi slirgiin
rejenerasyonu ortaminin ise 10 uM BAP ve 0.1 uM IBA igeren MSO besin ortami

oldugu goriilmistiir. En 1yi kok olusumu ise 1 uM IBA igeren ortamdan elde edilmistir.

White and Voisey (1994), ak iicgiil (Trifolium repens) bitkisinde yiiksek oranda
adventif siirgiin olusumu elde etmek i¢in, 3 giinliik fidelerden elde ettikleri kotiledonlar1
degisik oranlarda BAP ve NAA iceren MSO besin ortaminda kiiltiire almislardir. En
yiiksek oranda siirglin, 1 mg/l BAP ve 0.05 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde

edilmistir.

Lewiss and Bliss (1994), fasulye bitkisinin 10 ¢esidini 4. tumefaciens’in C58 onkogenik
hatt1 ile muamele etmislerdir. Cesitler arasinda tiimoér olusumu ve ¢apt bakimindan
farkliliklar goriilmiistiir. En fazla UW325 yabani fasulye ¢esidinde tliimor olusumu

gozlenmistir. Bunun yani sira en az tiimor olusumu kiiltiir ¢esidi olan Olathe’de
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gozlenmistir. GUS testi sonucunda da en az GUS aktivitesi yabani fasulye cesidi
UW325’te gozlenmistir. Monthcalm c¢esidinde tiimdr olusumu fazla fakat GUS
aktivitesi az kaydedilmistir. Ortamda Asetosrygone kullanimi ile virulansda bir
degisiklik gozlenmemistir. UW325 cesidinin meristematik uclarinda yapilan GUS

testinde %60’dan fazla transformasyon gozlenmistir.

Desgagnes et al. (1995), Medicago sativa'min rejenerasyon yetenegi yliksek ii¢
genotipten elde edilen 11 1slah hatti ile gen aktarim c¢aligmas1t yapmislardir.
Calismalarinda C58, A281, LBA 4404 Agrobacterium hatlarim1 kullanmiglardir.
Deneme sonucunda PCR ve southern hibridizasyon yontemleri ile yaptiklari analizlerde
lic genotipten de transgenik kallus ve transgenik bitki elde ettiklerini belirtmislerdir.
Genetiplein kullanilan bakteri irklar ile vektorlere farkli cevaplar verdigini bu nedenle
iyl bir transformasyon icin genotip-bakteri irki-vektér kombinasyonunun Onemli
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica kanamisinin transgenik olmayan materyalin ayirt

edilmesinde oldukea etkili oldugunu bildirmislerdir.

Damiani et al. (1995), baklagil yem bitkilerinin ¢esitli tiirlerine kanamisin ve higromisin
antibiyotiklerine dayaniklilik genlerini tasiyan vektorleri igeren A. rhizogenes ve A.
tumefaciens aracilifiyla gen aktarimi yapmustir. M. sativa'dan kanamisine dayanikli
transgenik bitkiler elde edilmesine ragmen M. arborea, Lotus corniculatus, L. tenuis,
Onobrychis viciifolia tirlerinden transgenik bitki eldesi miimkiin olmamuistir.
Transformasyon etkinliginin Agrobacterium hattindan etkilenmedigini

gozlemlemislerdir.

Samac (1995), A. tumefaciens kullanarak 9 ticari M. sativa g¢esidinde transformasyon
calismasi yapmistir. Aragtirict GUS ve NPT-II genini tastyan ikili vektorleri iceren 3 hat
ile A208, A348, A281, A136 yabani bakteri irklarin1 kullanmistir. 2 haftalik kék ve
kotiledon eksplantlarin1 bakteriler ile inokiile etmistir. Elde ettigi sonuglara goére doku
kiiltiiriinde bitki ¢esidinin, bitki transformasyonunda bakteri irkinin yliksek oranda etkili

oldugunu belirtmistir.

Schroeder et al. (1995), pMCP3 plazmid vektoriinli tasiyan A. tumefaciens araciligiyla
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boriilceden izole edilen Al genini bezelyeye aktararak, bezelyede alfa amilaz sentezini
engellemislerdir. A1 geni, TS generasyonuna kadar gosterilmis ve kullanilan bu
yontemle mercimek bitkisine gen aktarabilecegi ortaya konmustur. Fasulye bitkisinin
Phaseolus vulgaris ve Phaseolus coccineus tiirlerinde onkogenik A. tumefaciens
hatlariyla transformasyon calismast yapilmistir. Her iki genotipte de tiimor olusumu
gbzlenmis, fakat tiimor olusma frekansi ve timor capr bitki tiirlerine gore farklilik

gostermistir. NPT-11 transformasyonu PCR ile tespit edilmistir.

Ozcan et al. (1996a), gen aktarrmina uygun adventif siirgiin olusumu saglamak igin, in
vitro kosullarda gelisen korunga (Onobrychis viciifolia) fidelerinden elde ettikleri
kotiledon ve hipokotil 6rneklerini degisik besin ortamlarinda kiiltiire almislardir. En
yiiksek oranda siirgiin, 0.5 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA igeren MSO ortaminda kiiltiire
alinan hipokotil 6rneklerinden elde edilmistir. Gelisen siirgiinler daha sonra, 1 mg/l IBA

ya da 1 mg/l NAA igeren MSO ortamlarinda koklendirilmistir.

Ozcan et al. (1996b), korunga (Onobrychis viciifolia) bitkisinde olgunlasmamis
kotiledon ve embriyo ekseni Orneklerini degisik oranlarda BAP ve NAA igeren MSO
besin ortaminda kiiltiire almislardir. Genel olarak, olgunlasmamis embriyo eksenlerinin
siirglin olusturma kapasitesi olgunlagsmamis kotiledonlardan daha yiliksek bulunmustur.
En yiiksek oranda siirgiin, 0.5 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA igeren MS0 ortaminda kiiltiire
alinan orneklerden elde edilmistir. Gelisen siirglinler daha sonra, 1 mg/l IBA ve 1 mg/l

NAA igeren MSO ortamlarinda kdklendirilmistir.

Ozgen et al. (1998), gen aktarimma uygun adventif siirgiin olusumu saglamak igin,
tarlada yetistirilen korunga (Onobrychis viciifolia) tfidelerinden elde ettikleri yaprakcik,
yaprak sapt ve sap Orneklerini, degisik oranlarda BAP ve NAA igeren besin
ortamlarinda kiiltiire almislardir. En yiiksek oranda siirgiin, 20 uM BAP ve 0.5 uM
NAA ig¢eren MSO ortaminda kiiltiire alinan sap Orneklerinden elde edilmistir. Gelisen

stirgtinler daha sonra 5 uM IBA igeren 1/2 MS ortaminda koklendirilmistir.

Yilmazlar (1999), korunga, cayir iicgiilii ve Iskenderiye iicgiiliiniin kotiledon, hipokotil,

kok, govde ve yaprak eksplantlarini in vitro gelisen bitkiciklerden izole ederek A281 ve
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A136 NC Agrobacterium tumefaciens hatlarryla inokiile etmistir. Inokiilasyondan 6
hafta sonra cayir iicgiilii eksplantlarinin higbirinde tiimér olusumu goézlenmemesine
kars1 kullanilan korunga ve Iskenderiye ii¢giilii eksplantlarinda yiiksek oranda tiimor
olusumu gozlenmistir. Her iki bitkide de en yiiksek timor olusumu A281 hatti ile

inokiile edilen hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir.

Sancak et al. (2000), yiiksek oranda adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek icin
Macar figinin (Vicia pannonica) olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini
degisik oranlarda BAP ve NAA iceren MSO besin ortaminda kiiltiire almislardir.
Olgunlagsmamis embriyo eksenlerinin siirglin rejenerasyon kapasitesi olgunlagmamis
kotiledon  eksplantlarindan  yiiksek  bulunmustur.  Olgunlasmamis  kotiledon
eksplantlarinda en yiiksek siirglin rejenerasyonu 20 uM BAP ve 2.5 uM NAA iceren
ortamdan elde edilirken, olgunlasmamis embriyo eksenlerinde ise 5 uM BAP ve 5 uM
NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 1/2 MS ve 5 uM IBA

iceren ortamda kdklendirilip basaril bir sekilde seraya aktarilmigtir.

Khawar and Ozcan (2002), tarafindan MS besin ortaminda gelisen Ali Day1 mercimek
cesidine ait 10 giinliik stirglinler kesilerek, koklendirme i¢in 0.25, 0.5, 1.0, ve 2.0 mg/I
IBA igeren MSO besin ortamina aktarilmistir. Dort hafta sonra en yiiksek koklendirme
orani (%25), siirgiin basina ortalama kok sayis1 (7.87 adet) ve ortalama kok uzunlugu
(7.18 cm) 0.25 mg/l IBA iceren MSO besin ortamindan elde edilmistir. Ancak, diger

IBA uygulamalarinda kok olusumu uyarilamamaistir.

Havas et al. (2004), fasulye bitkisine glusfosanate ammonium’a dayaniklilik genlerini
A. tumefaciens yoluyla cicek saplarina asilamiglardir. Calisma sonucunda gelisen
baklalarin birinci ve ikinci tohumlarinda transformasyon gozlenmistir ve PCR ile tespit

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Arastirma Yeri

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji

Laboratuvarinda ytriitilmistiir.

3.2 Bitki Materyali

Calismada kullanilan nohut geveni populasyon olup, A.U. Ziraat Fak. Tarla Bitkileri

Boliimii 6gretim iiyelerinden Dog.Dr. Cafer Sirr1 Sevimay’dan temin edilmistir.

3.3 Doku Kiiltiirii Calismalar:

3.3.1 Besin ortamm ve Kkiiltiir kosullar

Tiim doku kiiltiirii caligmalari steril kabin icerisinde yapilmis olup, % 3 sukroz igeren ve
% 0.7'lik agar (Sigma Type A) ile katilagtirllan MS (Murashige and Skoog 1962)
ortami, temel besin ortami olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1). Tiim ortamlarin
hazirliginda saf su kullanilmistir. Ayrica, gerekli durumlarda besin ortamina farkli
konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir. Ortamin pH’st 1N
NaOH ya da 1N HCI kullanarak 5.8’e ayarlanmistir. Besin ortaminin sterilizasyonu, 1.2
atmosfer basing altinda, 121°C’de 20 dakika otoklavda yapilmistir. Petri kutulari

yanmaz kagitlara sarilarak 160 °C’de 2 saat etiivde sterilize edilmistir.

Her deneme 3 tekerriirlii olarak kurulmus ve her petriye (100 x 10 mm’lik) adventif
siirglin rejenerasyonu c¢alismalarinda 10, hizli cogaltimda ise 5 eksplant yerlestirilmistir.
Tiim kiiltirler 25 °C’de 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiotta 35 pM Em™s™ florasan
1s1g1inda, kiiltiir odasinda biiylitiilmiistiir. Bliylimeyi diizenleyiciler uygun ¢oziiclilerde
coziildiikten sonra saf su ile istenen miktarlarda ve oranlarda stok soliisyonlar
hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Bitki bliyiime diizenleyicileri, otoklavlama isleminden 6nce

ortama katilmistir.
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Cizelge 3.1 MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlari
(Murashige and Skoog 1962)

Besin Maddeleri Konsantrasyonu
(mg/1)
NH4NO; 1650.000
Makro KNO; 1900.000
Elementler CaCl,.2H,0 440.000
MgS0,4.7H,0 370.000
KH,PO, 170.000
Kl 0.830
H;BO;s 6.200
MnS0O,4.4H,O 22.300
Elelfrrl‘; o Na;Mo00,.2H,0 0.250
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0O 0.025
FeS0O,4.7H,0 27.850
Na,EDTA. 37.250
Myo-Inositol 100.000
Nikotinik Asid 0.500
Vitaminler Pyrotinik Asid 0.500
Thiamin-HCI 0.100
Glysin 2.000

Cizelge 3.2 Kullanilan biiyiimeyi diizenleyiciler ve ¢dziinme ortamlar ile saklanma

kosullar1
Hormonlar Coziicii Saklama
sicakhigi( °C)

Oksinler

NAA IN NaOH +4

IBA IN NaOH +4
Sitokininler

Kinetin 1 N NaOH +4

BAP 1 N NaOH +4
TDZ DMSO +4
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3.4 Doku Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Materyalin Elde Edilmesi

3.4.1 Tohumlarin yiizey sterilizasyonu ve ¢cimlendirilmesi

Nohut gevenine ait tohumlar, steril kabin igerisinde %50’lik H,SO, igerisinde 2 dk
bekletildikten sonra %70’lik ethanolde 2 dk Onsterilizasyona tabi tutulmustur. Daha
sonra %50’lik camasir suyunda (Ace) 30 dk siireyle manyetik karistiricilarda
sterilizasyona maruz birakilmistir. Son olarak tohumlar 3 defa 5 dk siireyle steril saf su

ile durulanmistir. Bu sekilde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan tohumlar,

I. Yotem: % 3 sukroz iceren % 0.7 agar ile katilagtirilan MSO besin ortaminda

II.Yontem: 7.5 ml steril su igeren petri kabi icerisinde fitre kagitlar1 arasinda olmak
tizere iki farkli sekilde ¢imlendirmeye alinmislardir. Her petri kabina 25 adet tohum
konmustur. Nohut geveni tohumlarinda ¢imlenme % olarak ifade edilmis, bu deger petri

kabinda ¢imlenen tohumlarin toplam tohum sayisina oranlanmasiyla bulunmustur.

3.4.2 Siirgiin rejenerasyonu

Bu tez caligmasinda nohut geveninde yapilan daha 6nceden doku kiiltiirii ¢aligmalari
g6z oniine alindiginda Uranbey et al. (2003) tarafindan en iyi rejenerasyon kapasitisine
sahip oldugu bildirilen hipokotil eksplanti iizerinde o6zellikle durulmustur. Bununla
birlikte kotiledon eksplantlar1 da calismada kullanilmistir. Bu amagcla, eksplantlar in
vitro kosullarda ¢imlendirilmis tohumlardan elde edilen 10-12 giinliik fidelerden izole

edilmistir.

Kotiledon eksplanti, kotiledonun petiole baglandig: kismu kesilip atilarak rejenerasyon
ortamina yerlestirilmistir. Hipokotil eksplanti da 5 mm uzunlugunda pargalara ayrilarak
rejenerasyon ortamma konmustur. Izole edilen bu eksplantlar, farkli oranlarda
biiylimeyi diizenleyiciler (BAP, TDZ, Kinetin ve IBA), %3 sukroz ve %0.7 agar iceren
MS rejenerasyon ortaminda her petri kabinda 10 eksplant olacak sekilde 3 tekerriirlii

olarak kiiltlire alinmustir.
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3.4.3 Elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler 10-20 mm uzunluga geldiginde kesilerek farkl
konsantrasyonlarda NAA (0.25, 0.5 ve 1.0 mg/l) iceren farkli kuvvetlerdeki (1/1, %, "2
ve Y4a) MS besin ortaminda magenta kaplarinda koklendirilmeye alinmistir. Her

magentaya 5 adet siirgilin yerlestirilmistir.

3.5 Gen Aktarim Calismalar

3.5.1 A. tumefaciens materyali

pAoPR1 GUS-INT, pPR1la GUS ve p35S GUS-INT vektorlerini iceren GV 2260 A.
tumefaciens hatlar1 nohut gevenine gen aktariminda kullanilmistir. pAoPR1 GUS
plazmidinde GUS geni AoPR1 promotorii, PR1a-GUS plazmidinde PR1a promotorii ve
p35S GUS-INT plazmidinde ise CaM V35S promotorii tarafindan kontrol edilmektedir.
Bakteri hatlarinin plazmidinde, T-DNA bolgesinde NPT-II ve GUS markor genleri
bulunmaktadir. Ayrica, GV 2260 kromozomlar1 iizerinde bakteriyel rifampisine
dayaniklilik genleri bulunmaktadir. AoPR1 promotdrii kuskonmaz bitkisinden
(Asparagus officinalis) izole edilmistir. Kullanilan p35S GUS-INT plazmidi pBin 19
cift vektoriinden gelistirilmistir. GUS geninin kodlama bolgesine bitkisel bir intron geni
klonlanarak GUS-INT geni elde edilmistir. Bu sekilde GUS geninin A.tumefaciens
icerisindeki ekspresyonu engellenmistir. Arastirmada kullanilan bir diger bakteri hatti
LBA pRGG bar 4404’iin plazmidinde ise fosfinotrisine dayanikliligi kodlayan bar ve
GUS geni bulunmaktadir.

3.5.2 A. tumefaciens ile gen aktarimi

Gen aktariminda kullanilacak olan A. tumefaciens hatlari, 28°C’de seg¢ici antibiyotikleri
iceren sivi NB ortaminda 24-48 saat siireyle biiylitiilmiislerdir. Bu bakteri kiiltiirleri
1/10, 1/25 ya da 1/50 oraninda seyreltilmis, en iyi rejenerasyon kapasitesine sahip olan
yaprak eksplanti, bu siispansiyon igerisinde 15, 30 ve 45 dk siireyle inokiile edilmistir.

Eksplantlar 24, 48 ve 96 saat silireyle kati rejenerasyon ya da sivi rejenerasyon
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ortaminda c¢alkalayicida ko-kiiltivasyona tabi tutulmustur. Daha sonra eksplantlar secici
antibiyotik iceren rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Bu ortam, Agrobacterium’un
gelisimini durdurmak icin bir antibiyotik (augmentin) ve sadece gen aktarimi yapilan
stirglinlerin gelismesi i¢in kanamisin igerecek sekilde hazirlanmistir. Ko-kiiltivasyon
asamasinda asir1 bakteri gelisimi oldugu durumlarda, eksplantlar, 1000 mg/l augmentin
iceren sivi rejenerasyon ortaminda yikandiktan sonra steril kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Daha sonra eksplantlar, augmentin (500 mg/l) ve sadece gen aktarilmis
siirglinlerin gelisimini saglamak i¢in de farkli konsantrasyonlarda kanamisin igeren
rejenerasyon ortamina aktarilmistir. LBA pRGG bar 4404 A. tumefaciens hattinda ise
secici antibiyotik olarak 2-10 mg/l fosfinotrisin kullanilmistir. Bu ortamda gelisen
kallus ve siirgiinler siirekli olarak kontrol altinda tutularak, 15 giinde bir alt kiiltiire

alinmstir.

3.5.3 Bakteri kiiltiiriiniin saflastirilmasi ve biiyiitiilmesi

Sivi  bakteri kiiltiirlerinin  ¢ogaltilmasina, nutrient agar (NA) besin ortaminda
biiyiitiilmiis olan bireysel kolonilerden baslanmis, tek koloniler steril lup ile alindiktan
sonra gerekli antibiyotikleri i¢eren nutrient broth (NB) (Sigma Chemical Co) bakteri
biiylitme ortamina konulmustur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri ¢alkalamali inkiibatérde
28 °C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle biiyiitiilmiistiir. Bu kiiltiirler daha sonra gen
aktariminda kullanilmistir. Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek icin ¢ok az
miktarda bakteri kiiltlirii agarli besin ortami iizerine steril bir lupla yayilmis, bu
kiiltiirleri igeren petri kutulari ters gevrilerek 28 °C’de inkiibe edilmistir. 2 gilin iginde
kolonilerin olustugu go6zlenmistir. Herhangi bir bulagsmayr Onlemek ig¢in biitiin

bakteriyel ¢alismalar steril kabin igerisinde yapilmistir.
3.5.4 Bakterinin uzun siireli korunmasi
Bakteri kiiltiirleri “ Strech film” ile sarilmis, ters ¢evrilen petri kutularinda 4 °C’de 6

hafta korunmustur. Daha uzun siireli muhafaza islemi esit miktarda bakteri kiiltiirii ve %

40 glycerol iceren NB 2 mI’lik cryogenik tiiplerde karistirildiktan sonra sivi azotla hizl
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bir sekilde dondurulup, -80 °C’de muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri kiiltiirlerinin

canliligint 10 y1l boyunca muhafaza etmek miimkiindiir (Armitage et al. 1988).

3.5.5 Gen aktarilms (transgenik) bitkilerin belirlenmesi

Yaklasik 6 hafta sonra se¢ici rejenerasyon ortaminda gelisen aday transgenik siirgiinler,
kanamisin i¢eren besin ortamlarinda koklendirildikten sonra saksilara aktarilmistir. Bu
bitkilere gen aktarilip aktarilmadigr histokimyasal GUS analizi yontemi ile

belirlenmistir.

3.5.6 Bitki dokularinda GUS aktivitesinin histokimyasal lokalizasyonu

Bu islem bazi degisikliklerle birlikte Jefferson (1987) ve Ozcan (1993)’a gore
yapilmistir. GUS geni aktarilmis bitki dokular1 37 °C’de 4-12 saat siireyle, 100 mM
Sodyum fosfat (pH 7.0), 10 mM EDTA, %1 Triton X-100 ve 1 mM X-GLUC igerisinde
inkiibe edildikten sonra %70'lik etanol igerisinde sabitlenmistir. Dokular icerisindeki

mavi renge gore GUS geninin ekspresyonu belirlenmistir.

3.6 Antibiyotikler

Biiylime ortamlarina ilave edilmeden Once her antibiyotik mikro filtreler (0.44p)
kullanilarak steril edilmis ve otoklavdan ¢iktiktan sonra 1s1s1 40-45 °C’ye diismiis olan
kat1 ortamlara ilave edilmistir. Cizelge 3.3 ve 3.4’de kullanilan antibiyotikler ve

konsantrasyonlar1 verilmistir.

Cizelge 3.3 Agrobacterium  hatlarinin biiyiitiilmesinde kullanilan  antibiyotikler,
coziiciiler ve saklama kosullar1

Antibiyotikle | Kullanim oranlari Stok Coziiciile Saklama
r (mg/1) (mg/ml) r kosullar: (°C)
Rifampisin 100 25 methanol -20
Kanamisin 100 50 su -20
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Cizelge 3.4 Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan antibiyotikler,
coziicliler ve saklama kosullar1

Antibiyotikler Coziicii Saklama sicakhigi( °C)
Kanamisin Su +4
Fosfonitrisin Su +4
Augmentin* Su +4

*Ko kiiltivasyondan sonra Agrobacterium tumefaciens in gelisimini engellemek i¢in kullanilmisgtir.

3.7 Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, her muamele

icerisinde 10 adet eksplantin bulundugu 3 ya da 4 tekerriirlii olarak 100x10 mm’lik petri

kutularindan olusmustur. Elde edilen verilere, Diizgiines vd. (1983) tarafindan

bildirildigi sekilde varyans analizi ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmaistir.

[statistiki analizler, MSTAT-C bilgisayar programinda yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1 Nohut Geveni Tohumlarinin In Vitro Cimlenme Oranlari

Calismada in vitro kosullarda nohut geveni tohumlariin ¢imlendirilmesinde kullanilan
I. Yontem (% 3 sukroz igeren % 0.7 agar ile katilagtirllan MSO besin ortaminda) ve II.
Yontem (7.5 ml steril su igeren petri kabi icerisinde fitre kagitlar1 arasinda) arasindaki
farklilik 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmus, varyans analizi sonuglar1 ve Duncan Testi

sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli in vitro ¢imlendirme yoOntemlerinin nohut geveni tohumlarinin
¢imlenme oranina etkileri

I. Yontem II. Yontem

Cimlenme oram (%) 5b 85a

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi 1. Yontemden ortalama %35 ¢imlenme orani saptanirken,
bu oran II. Yontemde ortalama %85’e ¢ikmistir. Cimlenme oranlar1 da dikkate
alindiginda, nohut geveni icin en uygun in vitro ¢imlendirme yonteminin II. Yontem
olduguna karar verilmistir. Bundan sonraki adventif siirgiin rejenerasyonu ve gen
aktarim ¢aligmalarina materyal temin etmek i¢in tiim kiiltiirler kiiltiir odasinda florasan
15181 altinda 16 saat 151k 8 saat karanlik ve 23 °C’de II. Yontemdeki gibi ¢imlenmeye

birakilmistir.

4.2 Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

4.2.1 Farkhh BAP konsantrasyonlarimin hipokotil eksplantinda adventif siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkileri

In vitro adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro’da gelisen
bitkiciklerden alinan hipokotil eksplantlart (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l dozlarinda
BAP ve 0.2 mg/ll IBA igeren MSO ortamlarinda kiiltiire almmistir. Kiiltiir
baslangicindan 4 hafta sonra biitiin eksplantlar tizerinde kallus olusumu baslamis ve bu
kalluslar tlizerinde adventif siirgiin uglar1 gozlenmistir. Kiiltiir baslangicindan 6-7 hafta

sonra siirglinler 1-2 cm biiylikliige ulagmistir, 10 hafta sonra ise 3-4 cm’lik uzunluga
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ulasarak koklendirme ortamina aktarilmaya uygun hale gelmistir (Sekil 4.1). Farkl
BAP ve IBA konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantlarindaki adventif siirglin
rejenerasyonu lizerine etkileri belirlemek amaciyla IBA miktar1 (0.2 mg/l) sabit
tutularak farkli BAP konsantrasyonlarini (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/1) iceren MS besin
ortami kullanilmigtir. Farkli BAP konsantrasyonlarinin adventif siirglin rejenerasyonu
tizerine etkilerine iliskin varyans analizi sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge
4.2’de de gorildiigii gibi farkli BAP konsantrasyonlarinin, siirgiin olusturan eksplant
orani, eksplant basina siirgiin sayisi iizerine etkileri 0.01 diizeyinde istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Farkliliklarin 6nem diizeyini belirleyebilmek amaciyla Duncan

testi yapilmis ve sonuclar Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkl1 BAP konsantrasyonlarinin kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani, eksplant bagina

siirgiin sayisi lizerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyon SD Kallus (%) Siirgiin olusturan eksplant oram Eksplant basina siirgiin sayisi
Kaynaklari

KT KO F KT KO F KT KO F
Tekerriirler 2 625.537 312.769 1.7021 400.801 200.401 3.1238 1.596 0.798 1.7424
Ortamlar 4 272.731 68.183 0.3711 1439.503 359.876 5.6096** 15.604 3.901 8.5175%*
Hata 8 1470.029 183.754 513.225 64.153 3.664 0.458
Toplam 14 2368.297 2353.529 20.864

**) 0.01diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.3 Farklt BAP konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantinda adventif siirgiin

rejenerasyonu lizerine etkisi

Hormonlar (mg/l) Kallus (%) Siirgiin olusturan Eksplant basina siirgiin
eksplant oram (%) sayis1 (adet)
BAP IBA

0.1 0.2 66.6 13.3 b* 0.53 b*
0.5 0.2 73.3 16.6 ab 0.53b
1.0 0.2 83.3 533a 2.4 ab
2.0 0.2 83.3 40.0 ab 33a

4.0 0.2 70 40.0 ab 1.7 ab

*) Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar 0.01 diizeyinde istatistiki olarak farklidir.

Cizelge 4.3’de de goriildiigii gibi, hipokotil eksplantlarina ait kallus olusturan eksplant
orani, %66.6-83.3 arasinda degismistir. Uygulamalar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamistir. En yiiksek kallus olusturan eksplant orani (%83.3) 1mg/1
BAP ve 2.0 mg/l BAP, en diisiik kallus olusturan eksplant oran1 (%66.6) 0.1 mg/l BAP

iceren MS besin ortamindan alinmistir.

Siirgiin rejenerasyon orani (siirgiin olusturan eksplant orani), %13.3-53.3 arasinda
degismistir. En yiiksek slirgiin rejenerasyon orani (%53.3) 1 mg/l BAP, en diisiik siirgiin
rejenerasyon orani ise (%13.3) 0.1 mg/l BAP igeren MS besin ortamindan alinmistir.
Besin ortamlari, siirgiin rejenerasyonu bakimindan, 0.01 diizeyinde 2 grup icerisinde yer

almislardir.

Hipokotil eksplantlarinda, farkli besin ortamlarina ait ortalama eksplant basina siirgiin
sayist, 0.53-3.3 adet arasinda degismistir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi 3.3
adet ile 2 mg/l BAP, en diisiik eksplant basina siirgiin sayis1 ise 0.53 adet ile 0.1 mg/l
BAP ve 0.5 mg/l BAP iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Kullanilan besin
ortamlar1 eksplant basina siirgiin sayist1 bakimindan 0.01 diizeyinde 2 farkli grup

igerisinde yer almislardir.
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Sekil 4.1 Nohut geveni hipokotil eksplantlar iizerinde kallus ve siirgiin olusumu

a. Kiiltiir baglangicindan 4 hafta sonra kallus olusumu, b. Kiiltiir baglangicindan 6-7 hafta
sonra slirgiin olusumu, c. Kiiltlir baglangicindan 7 hafta sonra 2.0 mg/l BAP ve 0.2 mg/l IBA
igeren MS besin ortaminda siirgiin olusumu, d. Kiiltiir baglangicindan 10 hafta sonra 2.0 mg/I
BAP ve 0.2 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda gelisen siirgiinler.

4.2.2 Farkh Kkinetin konsantrasyonlarimmin hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda
adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine etkileri

Farklt kinetin konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantlarindaki adventif siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkileri belirlemek amaciyla 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/1 kinetin
dozlar1 esas alimmistir. Farkli kinetin konsantrasyonlarinin adventif siirgiin
rejenerasyonu lizerine etkileri Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4’de de gorildiigi
gibi farkli kinetin konsantrasyonlari, kallus olusturan eksplant orani {izerine etkili

olurken, gelisen kalluslarda siirgiin olusumu ger¢eklesmemistir (Sekil 4.2)
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Cizelge 4.4 Farkli kinetin konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantlarinda adventif
siirglin rejenerasyonu lizerine etkileri

Hormonlar (mg/1) Kallus (%) Siirgiin olusturan Eksplant basina
eksplant orani (%) siirgiin sayis1 (adet)
Kinetin
0.1 63.3 - -
0.5 26.6 - -
1.0 433 - -
2.0 53.3 - -
4.0 40.0 - -

Cizelge 4.4’de de goriildiigii gibi, hipokotil eksplantlarina ait kallus olusturan eksplant

orani, %?26.6-63.3 arasinda degismistir. En yiiksek kallus olusturan eksplant orani

(%63.3) 0.1 mg/l kinetin, en diisiik kallus olusturan eksplant orani (%26.6) 0.5 mg/l

Kinetin iceren MS besin ortamindan alinmistir. Uygulamalar arasindaki farklilik

istatistiksel olarak dnemli bulunmamastir.

Sekil 4.2 Farkh

kinetin konsantrasyonlarinda hipokotil eksplantinda  kiiltiir
baslangicindan 8-10 hafta sonra kallus olusumu

Farklt kinetin konsantrasyonlarinin kotiledon eksplantlarindaki adventif siirglin

rejenerasyonu iizerine etkileri belirlemek amaciyla 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/1 kinetin
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dozlar1 esas almmugtir. Farkli kinetin konsantrasyonlarimin adventif slirgiin
rejenerasyonu iizerine etkileri Cizelge 4.5’de verilmistir. Cizelge 4.5°de de gorildiigi
gibi aymi hipokotil eksplantlarinda oldugu gibi farkli kinetin konsantrasyonlarinin,
kallus olusturan eksplant orani lizerine etkili olurken, gelisen kalluslarda siirgiin
olusumu gerceklesmemistir (Sekil 4.3). Bu eksplant kaynaginda da uygulamalar

arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Farkli kinetin konsantrasyonlarmin kotiledon eksplantlarinda adventif
slirgiin rejenerasyonu iizerine etkileri

Hormonlar (mg/l) Kallus (%) Siirgiin olusturan Eksplant basina
eksplant orani (%) siirgiin sayis1 (adet)
Kinetin
0.1 16.6 - -
0.5 33 - -
1.0 13.3 - -
2.0 30.0 - -
4.0 23.3 - -

Cizelge 4.5°de de goriildiigii gibi, kotiledon eksplantlarina ait kallus olusturan eksplant
orani, %?3.3-30.0 arasinda degismistir. Uygulamalar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak dnemli bulunmamistir. En yiiksek kallus olusturan eksplant orani (%30.0) 2 mg/1
kinetin, en diisiik kallus olusturan eksplant orani (%3.3) 0.5 mg/l kinetin iceren MS

besin ortamindan alinmistir.

Goriildiigii gibi degisik kinetin konsantrasyonlarinda hem hipokotil hem de kotiledon
eksplantlarinda makul bir diizeyde kallus olusumu gozlenirken, direk ya da indirek yolla
adventif siirglin olusumu meydana gelmemistir. Ancak Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’in
incelenmesinden  goriilecegi  gibi  hipokotil  eksplantlarinda, aym1  kinetin

konsantrasyonlarinda daha fazla kallus olusumu saptanmastir.
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Sekil 4.3 Farkli kinetin konsantrasyonlarinda kotiledon eksplantinda  kiiltiir
baslangicindan 8-10 hafta sonra kallus olusumu

4.2.3 Farkhh BAP ve TDZ kombinasyonlarmmin hipokotil eksplantinda adventif
siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Farkli BAP konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantinda adventif siirgiin rejenerasyonu
tizerine etkisi incelendiginde (Cizelge 4.3), en yiiksek siirgiin rejenerasyon orani 1.0
mg/l BAPx0.2 mg/l IBA kombinasyonunda %53.3 olarak saptanmistir. Ancak, in vitro
adventif siirgiin rejenerasyonu frekansinmi daha da artirmak amaciyla hipokotil
eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda BAP (1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l) ve TDZ (0.25, 0.5,
1.0 ve 2.0 mg/l) kombinasyonlarini igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir
baslangicindan 4-5 hafta sonra biitiin eksplantlar {izerinde kallus olusumu baslamis, 8-
10 hafta sonra bazi ortamlarda siirglin olusumu goézlenmistir. Farkli BAP ve TDZ
kombinasyonlarin adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine etkilerine iliskin varyans
analizi sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Cizelge 4.6’da da goriildiigi gibi farkli BAP
konsantrasyonlarinin, kallus olusturan eksplant orani iizerine etkileri 0.01, siirglin
olusturan eksplant oran1 iizerine ise 0.05 diizeyinde istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur. Farkliliklarin 6nem diizeyini belirleyebilmek amaciyla Duncan testi

yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.6 Farkl1 BAP ve TDZ kombinasyonlarinin hipokotil eksplantinda kallus olusturan eksplant orani, siirgilin olusturan eksplant
oran1 ve eksplant basina siirgiin sayis1 lizerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyon SD Kallus (%) Siirgiin olusturan eksplant Eksplant basina siirgiin sayisi
Kaynaklan orani
KT KO F KT KO F KT KO F
Tekerriirler 2 2695.842 | 1347.842 | 10.9446 | 653.591 | 326.795 | 3.7722 0.884 0.442 1.3110
Ortamlar 11 4452.197 | 4452.197 | 3.2864** | 2004.683 | 182.244 | 2.1036* 2.856 0.260 0.7703
Hata 22 | 2709.491 | 123.159 1905.916 | 86.633 7.416 0.337
Toplam 35 9857.530 4564.190 11.156

*, *%) Sirasiyla 0.05 ve 0.01diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.7 Farkli BAP ve TDZ kombinasyonlarinin hipokotil eksplantinda adventif siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi

Hormonlar (mg/I) Kallus (%) Siirgiin olusturan Eksplant basina
eksplant orani (%) | siirgiin sayisi (adet)

BAP TDZ % 1 %5

1.0 0.25 6.6 ab* 3.3 ab* 0.20

1.0 0.5 233 ab 6.6 ab 0.53

1.0 1.0 10.0 ab 6.6 ab 0.46

1.0 2.0 13.3 ab 33 ab 0.0

2.0 0.25 33b 00b _

2.0 0.5 33b 0.0b _

2.0 1.0 6.6 ab 0.0b _

2.0 2.0 233 ab 0.0b _

4.0 0.25 13.3 ab 0.0b _

4.0 0.5 30.0 ab 10.0 ab 0.83

4.0 1.0 333a 133 a 0.46

4.0 2.0 26.6 ab 6.6 ab 0.50

*) Ayn siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar istatistiki olarak farklidir.

Cizelge 4.7°de de goriildiigii gibi, hipokotil eksplantlarina ait kallus olusturan eksplant
orani, %3.3- 33.3 arasinda degismistir. En yiiksek kallus olusturan eksplant orani
(%33.3) 4 mg/l BAP + 1 mg/l TDZ, en diisiik kallus olusturan eksplant oran1 (%3.3) 2
mg/l BAP + 0.25 mg/l TDZ ve 2 mg/l BAP + 0.50 mg/l TDZ igeren MS besin
ortamindan alinmistir. Besin ortamlari, kallus olusturan eksplant orani, 0.01 diizeyinde

ise 2 grup icerisinde yer almiglardir.

Siirgiin rejenerasyon orani, %0.0-13.3 arasinda degismistir. En yiiksek siirgiin
rejenerasyon orani (%13.3) kallus olusturma oraninda oldugu gibi 4 mg/l BAP + 1 mg/l
TDZ, en diisiik siirgiin rejenerasyon orani ise (%0.0) 2 mg/l BAP’in tiim TDZ dozlar
(0.25, 0.5 ve 1.0 mg/l) ve 4 mg/l BAP’in 0.25 mg/l TDZ ile yaptig1 kombinasyonlarda
saptanmigstir. Besin ortamlari, siirgiin rejenerasyonu bakimindan, 0.05 diizeyinde 2 grup

icerisinde yer almislardir.
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Hipokotil eksplantlarinda, farkli besin ortamlarina ait ortalama eksplant basina siirgiin
sayisi, 0.0-0.83 adet arasinda degismistir. Ortamlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak onemli bulunmamistir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 0.83 adet ile 4
mg/l BAP + 1.0 + mg/l TDZ kombinasyonundan elde edilmistir. 1 mg/l BAP + 2 mg/I
TDZ, 2 mg/l BAP + 0.25 mg/l TDZ, 2 mg/l BAP + 0.50 mg/l TDZ, 2 mg/l BAP + 1.0
mg/l TDZ, 2 mg/l BAP + 2.0 mg/l TDZ ve 4 mg/l BAP + 0.25 mg/l TDZ iceren

ortamlarda ise siirgiin meydana gelmemistir.

4.2.4 Farkhh BAP ve TDZ kombinasyonlarinin kotiledon yaprak eksplantinda
adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine etkileri

In vitro adventif silirgiin rejenerasyonu frekansini belirlemek amaciyla kotiledon
eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda BAP (1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l) ve TDZ (0.25, 0.5,
1.0 ve 2.0 mg/l) kombinasyonlarini iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir
baslangicindan 6-7 hafta sonra bazi eksplantlar {izerinde kallus olusumu baslamig 8-10
hafta sonra bazi ortamlarda ¢ok diisiik diizeyde slirglin olusumu gozlenmistir. Farkli
BAP ve TDZ kombinasyonlarinin adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine etkilerine
iliskin varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Cizelge 4.8’de de goriildigi
gibi farkli BAP konsantrasyonlarinin, kallus olusturan eksplant orani iizerine etkisi 0.01
diizeyinde istatistiki olarak 6énemli bulunurken, siirglin olusturan eksplant orani iizerinde
ise istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur. Farkliliklarin 6nem diizeyini belirleyebilmek

amactyla Duncan testi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.8 Farkli BAP ve TDZ kombinasyonlarinin kotiledon eksplantinda kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan

eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayis1 lizerine etkisine ait varyans analizi

Varyasyon SD Kallus (%) Siirgiin olusturan eksplant oram Eksplant basina siirgiin sayisi
Kaynaklari

KT KO F KT KO F KT KO F
Tekerriirler 2 958.757 479.379 4.2410 61.595 30.797 0.5228 0.035 0.017 0.3806
Ortamlar 11 4488.977 408.089 3.6103** 403.280 36.662 0.6223 0.321 0.029 0.6343
Hata 12 2486.783 113.036 1296.085 58.913 1.012 0.046
Toplam 35 7934.517 1760.960 1.367

*%) 0.01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.9 Farkli BAP ve TDZ kombinasyonlarmin kotiledon eksplantinda adventif
siirglin rejenerasyonu lizerine etkileri

Hormonlar (mg/l) Kallus (%) Siirgiin olusturan Eksplant basina siirgiin
eksplant orani (%) sayisi (adet)
BAP TDZ
1.0 0.25 26.6 a 0.0 0.0
1.0 0.5 13.3b 33 0.2
1.0 1.0 333a 33 0.0
1.0 2.0 13.3b 0.0 0.0
2.0 0.25 13.3b 0.0 0.3
2.0 0.5 16.6b 0.0 0.0
2.0 1.0 10.0b 0.0 0.0
2.0 2.0 0.0b 0.0 0.0
4.0 0.25 6.6 b 0.0 0.0
4.0 0.5 0.0b 0.0 0.0
4.0 1.0 0.0b 0.0 0.0
4.0 2.0 20.0 ab 6.6 0.1

*) Aym siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar 0.01 diizeyinde istatistiki olarak farklidir.

Cizelge 4.9°da da goriildiigii gibi, kotiledon eksplantlarina ait kallus olusturan eksplant
orani, %0.0-33.3 arasinda degismistir. En yiiksek kallus olusturan eksplant oram
(%33.3) 1 mg/l BAP + 1 mg/l TDZ, en diisiik kallus olusturan eksplant oran1 (%0.0) 2
mg/l BAP + 2 mg/l TDZ, 4 mg/l BAP + 0.50 mg/l TDZ ve 4 mg/l BAP + 1.0 mg/l TDZ
iceren ortamdan alinmistir. Besin ortamlari, kallus olusturan eksplant oran1 bakimindan,
0.01 diizeyinde ise 2 grup icerisinde yer almiglardir. Siirgiin rejenerasyon orani, %0.0-
6.6 arasinda degismistir. Besin ortamlar1 arasindaki fark, siirgiin rejenerasyonu
bakimindan 6nemsiz ¢ikmistir. Eksplant bagina siirglin sayisi, 0.0-0.3 adet arasinda

degisirken benzer olarak besin ortamlar1 arasinda istatistiki farklilik goériilmemistir.
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4.2.5 indirgenmis MS besin ortamn ve NAA Konsantrasyonlarinin nohut geveninin
in vitro koklenmesi iizerine etkileri

Doku kiiltiirii galigmalarinda elde edilen siirgiinlerde, yiliksek oranda koklenmeyi tesvik
etmek amaciyla 1.5-2 cm uzunluga ulasan siirgiinler kesilerek, farkli konsantrasyonlarda
MS ve NAA igeren ve %7 agar ile katilagtirilmis ortamda koklendirilmeye alinmaistir.
Kiiltiir baslangicindan 2 hafta sonra koklenme baslamis 4 hafta sonra cok sayida
geligkin kok olusumu meydana gelmistir. Daha sonra bitkicikler yikaranarak vermikulit
toprak karisiminda kiiltiir dolaplarinda aklimatize edilerek seraya aktarilmistir (Sekil
4.4). Farkli kuvvetlerdeki MS ortamlarinda NAA dozlarinin kdklenme orani ve siirgiin

basina kok sayisi iizerine etkileri Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10’da da goriildiigii gibi kok olusturan siirgiin orani1 ve siirgiin basina
(ortalama) kok sayisi etkileri 0.01 diizeyinde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.
Ayrica uygulanan MS kuvveti x NAA dozu interaksiyonu 0.01 diizeyinde Onemli

cikmustir.

Cizelge 4.10 Farkli kuvvetlerdeki MS besin ortami ve NAA dozlarinin koklenme
lizerine etkileri

Ko6klendirme ortami | Koklenme (%) Siirgiin bagina
kok say1s1

MS NAA

(mg/1)
1/1 0.25 46.6 d* 8.6 gh*
1/1 0.50 40.0d 5.161
1/1 1.00 70.0 ¢ 10.66 fg
3/4 0.25 76.6 ¢ 8.33 gh
3/4 0.50 80.0 be 7.33 hi
3/4 1.00 90.0 ab 14.46 de
1/2 0.25 100.0 a 2120 a
1/2 0.50 100.0 a 19.63 ab
1/2 1.00 93.3 ab 16.56 cd
1/4 0.25 80.0 be 12.13 ef
1/4 0.50 100.0 a 17.33 be
1/4 1.00 76.6 ¢ 16.00 cd

*) Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar 0.01 diizeyinde istatistiki olarak farklidir.

Cizelge 4.10°da da goriildiigii gibi, kok olusturan siirglin orani, %40.0-100.0 arasinda
degismistir. En yiiksek kok olusturan siirgiin orani (%100) Y2 MS + 0.25 mg/l NAA, 2
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MS + 0.50 mg/l NAA ve 4 MS + 0.50 mg/l NAA iceren koklenme ortamlarinda
bulunmustur. En diisiikk kok olusturan siirgiin oranlart (%40 ve 46.6) ise 1/1
kuvvetindeki MS ortaminin 0.25 ve 0.50 mg/l NAA ile olusturdugu kombinasyonlarda

saptanmistir.

Farklt MS kuvveti x NAA kombinasyonlarinin, siirgiin basina ortalama kok sayis1 5.16-
21.20 adet arasinda degismistir. En fazla kok sayis1 21.20 adet ile kdklenme oraninda
oldugu gibi /2 MS + 0.25 mg/l NAA kombinasyonunda saptanirken, en az kok sayis1 ise
5.16 adet ile 1/1 MS + 0.50 mg/l NAA kombinasyonunda elde edilmistir.

Hem koklenme oran1 hem de siirgiin basina kok sayisi géz 6niinde bulunduruldugunda

72 MS + 0.25 mg/l NAA, 2 MS + 0.50 mg/l NAA kombinasyonlar1 en iyi sonucu
vermistir (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.4 Nohut geveninde in vitro kdklendirme ve koklenen bitkilerin aklimatizasyonu

a. 2 MS ve 0.50 mg/l NAA igeren besin ortaminda siirgiinlerin koklendirilmesi, b. Kiiltiir
baslangicindan 4 hafta sonra siirglinlerden kok olusumu, c. Koklendirilen bitkiciklerin saksiya
alinarak iklim odalarinda aklimatizasyonu.
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4.3 Gen Aktarimi

Daha oOnceki doku kiiltiirii ¢alismalarinda, en yiiksek rejenerasyon frekansinin, in
vitro 'da yetistirilen hipokotil eksplanti ile 1-2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l IBA igeren MS

besin ortaminda elde edildigi belirlenmistir.

Nohut gevenine gen aktarimi amaciyla, pAoPR1 GUS-INT, pPR1a GUS ve p35S GUS-
INT vektorlerini igeren GV 2260 Agrobacterium tumefaciens hatlan ile 2 haftalik 0.5

cm uzunlugundaki hipkotil eksplantlari ile inokiile edilmistir.

4.3.1 Farkh bakteri konsantrasyonlarinin gen aktarimi iizerine etkileri

pAoPR1 GUS-INT, pPRla GUS ve 2260 p35S GUS-INT vektorlerini igeren A.
tumefaciens hatlari, 28°C’de 10 mI’lik NB biiyiitme ortaminda biiyiitiilmiis, 25 ml’lik
stv1 rejenerasyon ortamina 0.5, 1 ve 2.5 ml konarak, inokulum 1/10, 1/25 ve 1/50
oraninda seyreltilmistir. Eksplantlar 2 giin siireyle 22-24°C’lik ko-kiiltivasyona tabi
tutulmuslardir. Kullanilan her 1ii¢ bakteri hattinda da, 1/10 ve 1/25’lik
konsantrasyonlarla inokule edilen hipokotil eksplantlarinin tamaminin {izerinde 5-7 giin
icinde asir1 sekilde 4. tumefaciens gelisimi goriilmiig, ko-kiiltivasyondan sonra
eksplantlar 500-1000 mg/l augmentin ile yikanmasina ragmen, A. tumefaciens’in
gelisimi Oonlenememistir. 1/25 ve 1/50’lik konsantrasyonda ise ortalama %10 civarinda
eksplantta Agrobacterium’un asir1 bliyiidiigli gézlenmis olup, ko-kiiltivasyondan sonra
1000 mg/I’'lik augmentin ile eksplantlarin yikanmasinin uygun olacaglr sonucuna
vartlmistir. Her {i¢ bakteri hattinda 1/25 ya da 1/50 oraninda seyreltilmis bakteri

inokulumunun en uygun olduguna karar verilmistir.

4.3.2 Inokulasyon siiresinin gen aktarimi iizerine etkisi

Hipokotil eksplantlari, 15, 30 ve 45 dakika siireyle 1/50 oraninda seyreltilmis ii¢ bakteri
hatlar1 ile 1/50’lik inokulumda inokiile edilmis, daha sonra rejenerasyon ortamina
aktarilmistir. 2 giin siireyle 22-24°C’lik ko-kiiltivasyondan sonra 1000 mg/l augmentin
ile yikanan eksplantlar, secici rejenerasyon ortamina (2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l IBA, 50
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mg/l kanamisin ve 500 mg/l augmentin iceren MS besin ortami) aktarilmis,
eksplantlarin etrafinda yaklasik 1 hafta icerisinde A. tumefaciens gelisimi goriilmiistiir.
6 hafta sonra A. tumefaciens ile bulasik eksplant oram1 ve kanamisin antibiyotigine

dayanikli kallus oran1 hesaplanmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 Farkli inokulasyon siiresinin kanamisine dayanikli kallus gelistiren
eksplant oran1 ile Agrobacterium tumefaciens bulagikligi lizerine etkisi

Bulagik eksplant Kanamisine dayamkl Kanamisine dayamkl
Bakteri Hatlari orami (%) kallus olusturan siirgiin olusturan
eksplant orani (%) eksplant orani (%)
15dk | 30dk | 45dk | 15dk | 30dk | 45dk | 15dk | 30dk | 45dk
p35S GUS-INT - - - - 10 - - - -
pAoPR1 GUS-INT - - 40 - - - - - -
pPR1a GUS - - 20 - - - - - -

Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi, her iic bakteri hattinda da 15 ve 30 dakikalik
inokulasyon siiresinde eksplantlarin tamaminda Agrobacterium tumefaciens bulasiklig
gorilmemis, buna karsilik 45 dakikalik inokulasyon siiresinde sadece p35S GUS-INT
hattinda A. tumefaciens bulasikligina rastlanmazken pAoPR1 GUS-INT ve pPR1a GUS
hatlarinda sirastyla %40 ve %20’lik bulasiklik goriilmistiir. Denemede her ii¢
inokulasyon siiresinde ve her ii¢ bakteri hattinda kanamisine dayanikli kallus olusumu
(%10) sadece p35S GUS-INT ile inokiile edildiginde saptanmistir. Bu sonuglara gére 30

dakikalik inokulasyon siiresinin en uygun siire oldugu goriilmiistiir.

4.3.3 Ko-kiiltivasyon siiresinin gen aktarimi iizerine etkisi

Hipokotil eksplantlari, 30 dakika her ii¢ bakteri hatti ile 1/50’lik bakteri
konsantrasyonunda inokule edilerek, 24, 48 ve 96 saat siireyle antibiyotik i¢cermeyen
rejenerasyon ortaminda 2 giin siireyle 22-24°C’de ko-kiiltivasyona birakilmistir. Daha
sonra secici antibiyotik igeren rejenerasyon ortamina aktarilmislardir. Buradaki
eksplantlarin etrafinda 3 ya da 4 hafta icinde 4. tumefaciens gelisimi goriilmiis, ko-
kiiltivasyondan sonra eksplantlar 1000 mg/I’lik augmentin ile yikanmasina ragmen A.

tumefaciens’in gelisimi Onlenememistir. Kiiltiir baglangicindan 8 hafta sonra A.
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tumefaciens ile bulasik eksplant oran1 ve kanamisine dayanikli kallus olusturan eksplant

orani Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12 Farkli ko-kiiltivasyon siiresinin kanamisine dayanikli eksplant oran1 ve 4.
tumefaciens bulagikligi iizerine etkileri

Bulasik eksplant Kanamisine dayamkh Kanamisine dayamkh
Bakteri Hatlari orani (%) kallus olusturan siirgiin olusturan

eksplant oram (%) eksplant oram (%)

24 48 96 24 48 96 24 48 96

saat saat saat saat saat saat saat saat saat
p35S GUS-INT - - 100 - - - - - -
pAOPR1-GUS-INT - - 100 - 10 - - - -
pPR1a-GUS - 20 | 50 - - - - - -

Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi her ii¢ bakteri hattinda da A. tumefaciens bulasiklig1 24
saatlik ko-kiiltivasyon siiresi sonunda olmamistir. Her bakteri hattinda da, ko-
kiiltivasyon siiresi 96 saate ¢iktikca onemli miktarda A. tumefaciens kontaminasyonu
olmus ve bu bulagiklik sonucu eksplantlarin 6ldiigi goriilmiistiir. 48 saatlik ko-
kiiltivasyon siiresinde sadece pPRla GUS hattinda %20 oraninda bulagikliga
rastlanmistir. En yliksek kanamisine dayanikli kallus olusturan eksplant orani (%10)
sadece pAoPR1 GUS-INT hatt1 ile 48 saat ko-kiiltive edilen eksplantlarda goriilmiistiir.
Ancak olusan bu kallustan siirgiin gelisimi meydana gelmemistir. Ayrica diger bakteri
hatlar ile farkl siirelerde ko-kiiltive edilen eksplantlarin higbirinde direkt ya da kallus
lizerinde siirgiin olusumu olmamis eksplantlar kiiltiir baslangicindan yaklagik 20-25
giinliik siirede kanamisinin toksik etkisi nedeniyle canliliklarim1 kaybetmistir. 4.
tumefaciens bulagikliginin en az, ko-kiiltivasyon siiresinin ise en uzun oldugu uygulama
gen aktariminda en uygun siire oldugu goriilmektedir. Bu sonugclar her ii¢ bakteri hatti

i¢cin en uygun ko-kiiltivasyon siiresinin 48 saat oldugunu gostermektedir.
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4.3.4 Ko-kiiltivasyonda kullamilan farkh ortam fazlarimin gen aktarim iizerine
etkisi

Hipokotil eksplantlari, 30 dk siireyle her ii¢ bakteri hatt1 tarafindan 1/50
konsantrasyonundaki bakteri inokolumu ile inokule edildikten sonra, eksplantlar kat1 ve
stv1 rejenerasyon ortaminda 48 saat siireyle 24 °C’de ko-kiiltivasyona tabi tutulmustur.
Siv1 ortamda eksplantlar 120 devir/dak. ¢alkalanmistir. Son olarak eksplantlar segici
antibiyotik igeren rejenerasyon ortammna aktarilmistir. Inokulasyondan yaklasik 5-6
hafta sonra kullanilan her {i¢ bakteri hatt1 ile inokule edilen bazi hipokotil
eksplantlarinda kanamisine dayanikli kalluslar olusmaya baslamis olup, bazilarinda ise
direk siirgiin olusumu gériilmeye baslanmistir. Ote yandan, bakterilerle inokule
edilmeyen kontrol eksplantlar1 kanamisin igceren rejenerasyon ortaminda kallus
olusturamadan kanamisinin toksik etkisiyle 6ldiigli goriilmiistiir. Kanamisine dayanikli
kalluslar dort haftada bir alt kiiltiire alinarak ortamlar1 yenilenmistir. Canliligin1 devam
ettiren bazi kalluslar iizerinde 2-3 hafta sonra siirgiin olusumu goriilmiis, bu stirglinler
koklendirme ortamina alinmistir. Burada koklenip gelisimine devam eden bitkiciklerde
histokimyasal GUS analizi yapilmis, analiz sonucunda bitkilerin tamami1 GUS negatif

cikmustir.

Cizelge 4.13 Farkli bakteri hatlar1 ile ko-kiiltivasyon ortam fazinin, kanamisine
dayanikli kallus olusturma orani, siirgiin olusturan eksplant orani,
eksplant basina siirgiin sayisi, koklenen siirgiin orani iizerine etkisi

Bakteri Fazlar Kallus Siirgiin Eksplant Kdoklenen GUS
hatlar: olusturan olusturan basina siirgiin siirgiin pozitif
eksplant eksplant sayisi (adet) orani bitki oram
oranmi (%) | oram (%) (%) (%)
p35S GUS- | Sivi 30 12.5 0.47 100 -
INT
Kati - - - - -
pAoPR1- Sivi 10 - - - -
GUS-INT
Kati - - - - -
pPRla Sivi - - - - -
GUS
Kati - - - - -
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Cizelge 4.13’de de goriildiigii gibi, kanamisine dayanikli en yiiksek oranda kallus
olusturan eksplant oran1 siv1 ko-kiiltivasyon ortaminda (%30.0) p35S GUS-INT hatti ile
inokule edilen eksplantlardan alinmistir. Bu orani, %10.00 ile sivi ko-kiiltivasyon
ortaminda pAoPR1 GUS-INT hatt1 ile inokule edilen eksplantlar izlemistir. Her iki hatta
da kallus olusturma oram1 bakimindan, sivi ko-kiiltivasyon ortamimin kati ko-

kiiltivasyon ortamina gdre daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.13°de de goriildiigii gibi, farkli bakteri hatlarinda ve ko-kiiltivasyon ortaminda
siirglin olusuran eksplant orant %0.0-12.50 arasinda degismistir. En yiiksek siirgiin
olusuran eksplant orani (%12.50) s1v1 ko-kiiltivasyon ortaminda p35S GUS-INT hatt1 ile
inokule edilen eksplantlardan alinmistir. pAoPR1 GUS-INT hatt1 ile inokule edilen
eksplantlar %10 oraninda kallus olusturmasina ragmen, olusan kalluslarda siirgiin
gelisimi goriilmemistir. PR1a GUS hatti ile inokule edilen eksplantlarin hi¢ biri siv1 ve
kat1 ko-kiiltivasyon ortaminda kallus olusturmamis, dolayisiyla siirgiin meydana

getirmeyerek en diisiik degeri almistir.

Farkl1 bakteri hatlar ile ko-kiiltivasyon ortaminda eksplant basina siirgiin sayisi, 0.0-
0.47 adet arasinda degismistir. En yiiksek eksplant bagina siirglin sayis1 (0.47 adet)
rejenerasyon oraninda oldugu gibi sivi ko-kiiltivasyon ortaminda p35S GUS-INT
bakteri hattindan elde edilmistir. p35S GUS-INT ve pAoPR1 GUS-INT hatlar1 i¢in en

1yi ko-kiiltivasyon ortaminin s1v1 ko-kiiltivasyon ortami oldugu sdylenebilir.

p35S GUS-INT bakteri hatt1 ile s1v1 ko-kiiltivasyon ortamindan elde siirgiinler 75 mg/1
kanamisin ve 250 mg/l augmentin iceren koklendirme ortaminda (2 MS + 0.25 mg/l
NAA) koklendirmeye alinmais, siirglinlerin tamami koklenmistir. Koklenen bitkiciklerde
Jefferson (1987) tarafindan bildirilen histokimyasal GUS analizi yapilmistir. Ancak
hepsinin GUS negatif oldugu goriilmiistiir. Cesitli nedenlerle besin ortaminda bulunan
kanamisin antibiyotiginin toksik etkisi kaybolmakta, segici rejenerasyon ortaminda
kalluslar gelisebilmektedir. Bu kalluslardan daha sonra da geliskin siirglinler meydana
gelebilmektedir. Bu siirgilinlere kagak siirglinler denmektedir (Sekil 4.5). Kagak siirgiin

olusumunu 6nlemek amaciyla segici besin ortamlar1 15 giinde bir yenilenmistir.
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Sekil 4.5 p35S GUS-INT ile inokule edilen hipokotil eksplantinda kagak siirgiin olusumu
a. Secici rejenerasyon ortaminda kiiltlir baglangicindan 4 hafta sonra kallus olusumu, b. 6 hafta
sonra kacak silirgiin olusumu, c. 10 hafta sonra secici rejenerasyon ortaminda gelisen GUS

negatif kagak siirgiinler.

4.3.5 A. tumefaciens araciligiyla nohut gevenine bar geni aktarim calismalari

Tez gerekgesinde ad1 gegen diger Agrobacterium tumefaciens hatt1 olan LBA pRGG bar
4404 ise plazmidinde fosfinotrisin herbisitine dayanikliligi kodlayan bar geni

tagimaktadir.

Hipokotil segmentleri, daha 6nceden optimize edilen bakteri konsantrasyonu (1/50),
inokulasyon stiresi (30 dk) ve 24 °C’de 48 saat siireyle siv1 rejenerasyon ortaminda ko-
kiiltive edilmistir. Daha sonra eksplantlar 10 tekrarlamali olarak fosfinotrisin ve
augmentin igeren rejenerasyon ortamina aktarilmiglardir. Yaklasik 6 hafta sonra
kullanilan her {i¢ bakteri hattinda da bazi eksplantlarda ¢ok diisiik frekansta (%1.25)
kanamisine dayanikli kalluslar olusmaya baslamis olup, kanamisine dayanikli kalluslar
ic haftada bir alt kiiltiire alinarak ortamlar1 yenilenmistir. Canligin1 devam ettiren bu

kalluslar tizerinde siirgiin olusumu goriilmemistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14 Agrobacterium tumefaciens LBA pRGG bar 4404 hatt1 ile gen aktarimi

sonugclari
Bakteri hatt1 Fosfinotrisine Siirgiin Eksplant basina Koklenen
dayanikh kallus olusturan siirgiin sayisi siirgiin orani
olusturan eksplant orani (adet) (%)
eksplant oram (%)
(%)
LBA pRGG bar 4404 1.25 - - -
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitki genetik miihendisliginin basarili uygulamalar1 sonucunda elde edilen herbisitlere,
boceklere ve virlislere dayanikli bitkiler bugiin bir¢ok iilkede yaygin olarak tiretilmeye
baslanmistir. Bitki genetik miihendisliginin kullanima sokulmasiyla, bitki 1slahinda
kullanilan gen kaynaklarimin sinirlart genisletilmistir. Artik, bitkilere diger bitkiler
disinda, hayvanlardan, bakteri ve viriislerden izole edilen genlerin aktarilmasi
caligmalar1 devam etmektedir (Uranbey 2002). Biyoteknolojik yontemlerle gen aktarma
sistemlerinde Once istenilen gen tek hiicrelere veya bir doku parcasi igerisindeki
hiicrelere yerlestirilmekte, daha sonra bu hiicrelerden doku kiiltiiri teknikleri ile
transgenik bitkiler elde edilmektedir. Herhangi bir gen aktarma sisteminin esasini, tam
bir bitki olusturma yetenegine sahip olan hiicrelerin kromozomlarina istenilen genleri
tastyan bir DNA par¢asinin kalici olarak yerlestirilmesi olusturur. Ote yandan, bitki elde
edilemeden gergeklestirilecek bir gen aktarim tekniginin 6nemi olmamakta ve mutlaka
gen aktarilmig yeni bitkilerin elde edilmesi gerekmektedir. Genelde doku igerisinde gen
aktarilmis hiicrelerin oran1 oldukea diisiiktiir (Ozcan and Ozgen 1996). Bu nedenle gen
aktarimi yapilan hiicrelerden transgenik bitkilerin elde edilebilmesi i¢in, gen aktarimina
baslamadan Once mutlaka iizerinde c¢alisilacak bitki tiirii i¢in gen aktarimina uygun
yiksek frekansta bir adventif siirglin rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi
gerekmektedir. Gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde yiliksek oranda adventif siirgiin

olusumu gen aktarimi ¢alismalarinin bagsarisinda 6nemli rol oynamaktadir.

Bu caligmalarda ekspantlar genel olarak in vitro bitkiciklerden saglanmaktadir. Bircok
tiirde oldugu gibi nohut geveninde de bu bitkicikler in vitro kosullarda ¢imlendirilmis
tohumlardan saglanmaktadir. Bu c¢alismada, ¢imlendirme i¢in tohumlar iki farkl
yonteme tabi tutulmustur. I. Yontem’de, tohumlar, %3 sukroz iceren %0.7 agar ile
katilagtirilan MSO besin ortaminda, II. Yontem’de ise 7.5 ml steril su i¢eren petri kabi
icerisinde fitre kagitlar1 arasinda olmak iizere iki farkli sekilde c¢imlendirmeye
alimnmiglardir. Elde edilen sonuglara gore, en yiiksek c¢imlenme orani (%85) II.
Yontem’de saptanmustir. [. Yontemde kullanilan MS besin ortaminin tohumlarin

osmatik basincini olumsuz yonde etkileyerek ¢imlenmeyi azaltabilecegi diistiniilm{istiir.
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Bu sonuglar, Uranbey et al. (2003), tarafindan nohut geveninde yapilan ¢alisma ile tam

bir benzerlik gostermektedir.

Adventif siirglin rejenerasyonu c¢alismalarinda oncelikle, rejenerasyon kapasitesi
Uranbey et al. (2003) tarafindan yiiksek oldugu bildirilen hipokotil eksplantlar tizerinde
durulmustur. Hipokotil eksplantlar1 farkli BAP ve kinetin konsantrasyonlarini iceren
MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Daha sonra BAP ve TDZ kombinasyonlarinin
hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda adventif siirglin rejenerasyonu iizerine ekileri

incelenmistir.

Farkli BAP konsantrasyonlari igerisinde siirgiin rejenerasyon orani (%53.3) ve eksplant
basina siirgiin sayisi (3.3 adet) bakimindan sirasiyla 1.0 ve 2.0 mg/l BAP’1n 0.2 mg/l
IBA ile olusturdugu kombinasyonlar1 iceren MS besin ortaminda elde edilmistir. Bu
sonu¢ daha dnceden Uranbey et al. (2003), tarafindan nohut geveninde yapilan ¢alisma
ile benzerlik gostermektedir. Daha sonra hem hipokotil ve hem de kotiledon eksplantlari
farkli kinetin konsantrasyonlar1 igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmis, ancak
kinetinin her iki eksplant tipinde de adventif siirgiin olusumunu uyarmadigi
belirlenmistir. Benzer olarak, Ozcan et al. (1995) tarafindan baska bir baklagil tiirii olan
bezelyede yapilan caligmada, besin ortaminda bulunan BAP ile kinetinin siirgiin
tretimini artirmadigin1 bildirmislerdir. Nohut geveninde hipokotilin kotiledona gore
daha iyi adventif siirgiin rejenerasyon kapasatisine sahip oldugu sdylenebilir. Bagka
aragtiricilar tarafindan yliiriitiilen calismalarda, diger Onemli baklagil tiirleri olan
korunga (Gu 1987; Ozgen et al. 1988) ve baklada da (Fakhrai et al. 1989) hipokotilin en
uygun eksplant tipi oldugu bildirilmistir.

Tez calismasinda amag Oncelikle gen aktarimina uygun yiiksek oranda adventif siirgiin
rejenerasyonunu  gelistirmektir. Gen aktarim frekansini yiikseltebilmek icin bu
kacinilmazdir. Bu amagla hipokotil eksplantlari, ¢esitli konsantrasyonlarda BAP ve
TDZ igeren MS besin ortamlarina alinmis, kullanilan BAP ve TDZ kombinasyonlarinin
siirglin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi goriilmiistiir. Bazi1 arastiricilar, farkl
tiirlerde yiirtittiikkleri ¢calismada BAP ve TDZ kombinasyonlarinin, Vigna subterranea

(Lacroix et al. 2003), soya (Franklin et al. 2004) ve papaya (Bhattacharya et al. 2003)
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gibi tiirlerde silirglin olusturma kapasitesi {izerine olumlu etkileri oldugunu
bildirmislerdir. Buna karsilik Wilhelm 1999, Acer pseudoplatanus’ta yaptig1 ¢alismada,
BAP ve TDZ’nin tek basina kullanildiginda adventif siirglin rejenerasyonunu olumlu
yonde etkiledigini, ancak birlikte kullandiklarinda siirglin olusumunu geriletici yonde
bir etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Bu ¢alisma, bizim bulgularimiza benzerlik

gostermektedir.

Gelisen siirgiinler, yiiksek oranda kdoklenmeyi tesvik etmek farkli konsantrasyonlarda
MS ve NAA igeren ve % 7 agar ile katilastirilmig ortamda koklendirilmeye alinmistir.
Farkl1 bitki tiirlerinin en iyi koklendigi biiylime diizenleyicisi tipi ve konsantrasyonu
farkli olabilmektedir. Farkli baklagil tiirlerinde yapilan ¢alismalarda; mercimegin 0.25
mg/l IBA (Khawar and Ozcan 2002), Macar figin 5 uM IBA, (Sancak et al. 2000),
korunganin 1 mg/l IBA veya 1 mg/l NAA, (Ozcan et al. 1996), ¢ilek ii¢giiliiniin 1-4
mg/l IAA, (Singha et al. 1988), nohutun 1 uM IBA ve bezelyenin 2 mg/l IAA igeren
besin ortaminda (Hussey and Gunn 1984) iyi koklenebildigi bildirilmistir. Bu ¢calismada
da % 100’e varan, ayn1 zamanda saglikli kok olusumlar 6zellikle /2 MS + 0.25 mg/I
NAA ve 2 MS + 0.50 mg/l NAA kombinasyonlarinda elde edilmistir. 2 kuvvetindeki
indirgenmis MS’in koklenmeyi olumlu tesvik ettigi goriilmiistiir. Benzer olarak,
Komalavalli and Rao (2000) tarafindan Gymnema sylvestre’de yapilan bir ¢alismada, 72

kuvvetindeki MS besin ortaminin kdklenmeyi dnemli derecede artirdigi bildirilmistir.

A. tumefaciens ile gen transferinde gen aktarimi frekansini artirmak amaciyla bazi in
vitro manipulasyonlar yapilabilmektedir. 4. tumefaciens ile gen aktariminda, kullanilan
bakteri konsantrasyonlari, inokulasyon ve ko-kiiltivasyon siiresinin tranformasyon
mekanizmasini lizerine etkileri 6nemli olabilmektedir. Yapilan denemelerde, p35S
GUS-INT, pAoPR1 GUS-INT ve pPRla GUS bakteri hatlarinda 1/25 ya da 1/50
oraninda seyreltilmis bakteri inokulumunun en uygun olduguna karar verilmistir.
Denemede 15, 30 ve 45 dk inokulasyon siiresi kullanilmis ve sonuglara goére 30
dakikalik inokulasyon siiresinin en uygun siire olduguna karar verilmistir. Eksplantlar,
her ii¢c bakteri hatt1 ile 24, 48 ve 96 saat siireyle antibiyotik igermeyen rejenerasyon

ortaminda 2 giin slireyle 22-24°C’de ko-kiiltive edilmistir. Her bakteri hattinda da, ko-
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kiiltivasyon siiresi 96 saate ¢iktikca onemli miktarda A. tumefaciens kontaminasyonu
goriilmistiir. En yliksek kanamisine dayanikli kallus olusturan eksplant orani (%10)
sadece pAoPR1 GUS-INT hatt1 ile 48 saat ko-kiiltive edilen eksplantlarda goriilmiistiir.
A. tumefaciens bulasikliginin en az, ko-kiiltivasyon siiresinin ise en uzun oldugu
uygulama gen aktariminda en uygun siire oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore her
tic bakteri hatt1 i¢cin en uygun ko-kiiltivasyon siiresi 48 saattir. Ay¢igegi, keten ve tiitliin
gibi bitkilerde gen aktarilmis bitki elde edebilmek icin eksplantta yaralanan ylizeyin
artirilmasi eksplantlarin inokulasyondan once kiiltiire alinmasi ya da ko-kultivasyon
sliresinin uzatilmasi bazi aragtiricilar tarafindan 6nerilmektedir. (Jordan and Mc Hughen
1988, Mc Hughen et al. 1989). Ayrica calismada, A. tumefaciens’in etkinligi
artirabilmek amaciyla kati ve calkalayicidaki sivi ko-kiiltivasyon ortaminin etkileri
incelenmistir. Sivi ko-kiiltivasyon ortaminda ¢ok diisiik diizeyde (%12.5) siirgiin
meydana gelirken, bu siirglinlerin kagak oldugu yapilan histokimyasal GUS analizi
sonucu goriilmiistiir. p35S GUS-INT, pAoPR1 GUS-INT ve pPR1a GUS vektorlerini
tastyan GV 2260 A. tumefaciens hatlar1 ile yapilan gen aktarim calismalarinda hig
transgenik bitki elde edilememistir. Ayrica, LBA pRGG 4404 bar plazmidini tasiyan
A.tumefaciens hatti ile yapilan gen aktarim caligmalari neticesinde fosfinonitrisine

dayanikli transgenik bitkiler elde edilememistir.

Sonug olarak tarimsal agidan degerli bir yem bitkisi olan nohut geveninde yapilan bu
caligmada, gen aktarma sistemine uygun bir adventif siirgiin olusumu ve gen aktarilmis
(transgenik) bitki elde edilmeye ¢alisilmistir. Arastirma sonuglarina gore yiiksek oranda
cimlenme ve uygun oranlarda adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilirken, gen
aktarimi ¢alismalarinda transgenik bitki elde edilememistir. Transgenik nohut geveni
elde edebilmek icin farkli bakteri irklar1 kullanilarak daha detayli ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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