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OZET

Fasulye, Leguminaseae (Fabaceae) familyasindan onemli bir yemeklik tane
baklagil cinsidir. Fasulye yetistiriciliginde kullanilan herbisitler, kirmiz1 kokli tilki
kuyrugu, sirken, yabani hardal gibi yabanci otlarin miicadelesinde etkili olmaktadir. Bu
herbisitler bitkiler tizerinde kalinti meydana getirebilmekte, bitkiye zarar verebilmekte,
bitki iizerinden beslenen tiim canlilar1 olumsuz etkilemekte ve ayrica topragi da
kirletmektedir. Bu tezin amaci, Tiirkiye'de yaygin olarak yetistirilen Yunus-90, Goyniik-
98 ve Onceler-98 fasulye ¢esitlerinde bu sorunun ¢oziimiine yonelik olarak
stirdiiriilebilir bir rejenerasyon sistemi gelistirmek ve Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla herbisitlere dayanikli transgenik bitkilerin elde edilmesi olmustur. Farkli
oranda BAP, BAP-NAA ve TAA igeren MS ortamlarinda her {i¢ fasulye gesidine ait
tohum ve olgunlagmis embriyo eksplantlarindan farkli oranda siirgiin rejenerasyonu elde
edilirken, apikal meristem eksplantindan herhangi rejenerasyon gozlenmemistir. On
muamele olarak 10 mg/l IAA igceren MS ortamda 5 giin bekletilen olgunlagmis embriyo
eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin kok rejenerasyonu igin 2.0 mg/l IBA kullanilmis
olup, kok olusumu gozlenmistir. Gen aktarim g¢alismalarinda, in vitro ve in planta
kosullarda Agrobacterium tumefaciens'in LBA4404::pRGG bar ve GV2260::p 35S Gus
INT hatlartyla inokulasyon yapilmustir. In vitro kosullarda yalnizca Yunus 90 ve Onceler
98 gesitlerinde ve in planta kosullarda ise her ii¢ ¢esitte de PCR analizi sonucunda
transgenlerin varligi teyid edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, bar geni, Fasulye, in vitro ve in
planta transformasyon, rejenerasyon
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(Master of Science Thesis)

Ozlem UNER
Ahi Evran University, Institute of Science
May 2018

ABSTRACT

Common Beans are important edible grain legumes from the family Leguminaseae
(Fabaceae). Herbicides used in bean cultures are effective in the weeding of red-rooted
fox tail, sirken, wild mustard etc. These herbicides accumulate on plants and can show
residual effects on fruits, that can adversely damage the plants and all the organisms
feding from these plants along with polluting of the soil. The aim of this thesis, was to
optimize the regeneration system of widely grown bean cultivars in Turkey namely
Yunus-90, Goyniik-98 and Onceler-98 that could facilitate development of herbicides
resistant plants through Agrobacterium mediated transformation. Shoot regeneration was
noted on MS medium containing BAP, BAP-NAA and IAA treated seeds and mature
embryo explants of all three bean cultivars; when, no regeneration was observed on the
apical meristem explants when different shoot regeneration systems were evaluated.
Rooting was observed using 2.0 mg / | IBA in MS medium on shoots developed from
mature embryo explants that were pretreated for 5 days in MS medium containing 10 mg
/1 1AA. Gene transfer studies were performed both under in vitro and in planta
conditions using LBA4404::pRGG bar and GV2260 :: p 35S Gus INT lines of
Agrobacterium tumefaciens. Genetic transformation was confirmed in Yunus 90 and
Onceler 98 cultivars under in vitro conditions and for all three cultivars under in planta
conditions through PCR analysis.

Key Word: Agrobacterium tumefaciens, bar gene, Common bean, in vitro and in planta
transformation, regeneration,
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¢ikmasinda her tiirlii destek ve katkilarini hi¢bir zaman esirgemeyen danigman hocam
sayin Dog. Dr. Sevil SAGLAM YILMAZ (Ahi Evran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Kirsehir)’a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Fasulye
tohumlarinin temini konusunda katkilarindan dolayr Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal
Arastirma Enstitiisii’ne tesekkiir ederim. Molekiiler analizler agamasinda her zaman
yamimda olan yardimlarini esirgemeyen saym Ogr. Gor. Nuri ERCAN (Ahi Evran
Universitesi, Kaman Meslek Yiiksekokulu, Gida Isleme Boliimii/ Gida Teknolojisi Ana
Bilim Dali, Kirsehir)’a hocama tesekkiir ediyorum. Fasulye bitkilerini dis ortama
alistirma asamasinda her tiirlii yardim ve katkilarini esirgemeyen hocam Yrd. Dog. Dr.
Bahadir ALTUN (Ahi Evran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Bolimii,
Kirsehir)’a tesekkiir ederim. Yrd. Dog. Dr. Atilla TASKIN (Ahi Evran Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii, Kirsehir) ve Veteriner Hekim Demirel ERGUN (Ahi
Evran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Kirsehir)’e de yardimlarindan dolay1 ayrica
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yardimlarindan dolayr sayin hocam Aras. Gor. Asli AKILLI (Ahi Evran Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii/Biyometri ve Genetik Ana Bilim Dali, Kirsehir)’ya
sonsuz tesekkiirler. Ziraat Miihendisi Zekeriya DOGAN, Ziraat Miihendisi Zeliha
SAHIN, Ziraat Yiiksek Miihendisi Kiibra SOGANCI ve isimlerini tek tek yazamadigim
emegi gecen biitiin arkadaglarima ¢ok tesekkiir ediyorum. Ayrica ¢iktigim bu yolda bana
her zaman 1sik tutan, en giizel heycanima; Burak ORNEK’e sonsuz tesekkiir ve

sevgilerimi sunuyorum.

Son olarak; sevgili aileme, bu yasima kadar bana vermis olduklar1 maddi ve

manevi destekleri i¢in Sonsuz sevgi ve siikranlarimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Fasulye, Leguminaseae (Fabaceae) familyasindan olup, Tiirkiye’de g¢ok eski
yillardan beri bilinen, tarim1 yapilan, insan ve hayvan beslenmesinde ve toprak islahinda
kullanilan bir yemeklik baklagil bitkisidir. Kiiltiirii yapilan fasulyeler Phaseolus vulgaris
L. olup, insanlarin beslenmesinde ve protein a¢iginin giderilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Baklagiller icerisinde taze, konserve ve kurutulmus olarak en c¢ok
tiikketilen bitkilerden birisi olup, tohumdan yetistirilmektedir. Baklagillerin beslenmedeki
Ooneminin yani sira topragin biyolojik ve fiziksel yapisinin iyilestirilmesinde sagladig:
katki da dikkate alindiginda fasulye iyi bir 6n ekim bitkisidir. Baklagiller arasinda
dretimi ilk sirada gerceklestirilen fasulye; ortalama % 18-22 oraninda protein
icermektedir. Fasulye proteininde 100 g kuru maddede 1340 mg Isoleucine, 1830 mg
Leucine, 1520 mg Lysine, 600 mg Methionine, 1230 mg Phenylalanine, 1060 mg
Threonine, 1210 mg Valin, 223 mg Tryptophan bulunmaktadir (Petry ve ark., 2015).
Fasulye tanelerinin ayn1 zamanda A, B ve C vitaminlerince zengin oldugu bilinmektedir.

Tablo 1.1. Fasulye tanelerinin besin igeriginin (kuru agirlik %) diger tahillarla
karsilastirmasi (Anonim,2016)

Bitki Protein Yag Karbonhidrat Nem Kiil Enerji
% % % % % Kcal/100g

Fasulye 21,44 1,40 62,49 11,18 3,49 340
K. Mercimek 2750 1,00 62,12 7,14 2,24 357
Y. Mercimek 26,50 0,73 60,62 9,80 2,35 345
Nohut 20,75 5,550 61,47 9,67 2,61 368
Barbunya 22,19 1,30 61,54 11,23 3,74 338
Bulgur 10,26 1,30 78,65 7,71 2,08 345
A. Bugday 10,32 1,80 73,80 12,66 1,42 354
Ic Bakla 27,32 1,20 57,91 10,58 2,99 341

Tiirkiye, kisi basma diisen yillik hububat tiiketimi yoniinden 230 kg ile diinyada
birinci sirada yer alirken, 20 kg et tiiketimi ile son siralarda yer almaktadir. ABD’de ise
bu oran 95 kg et ve 66 kg tahil seklindedir (Petry, 2015). Tiirkiye’de halkin rahatca satin
alabilecegi zengin bir protein kaynagi olmasi yaninda fosfor, demir ve Bl vitamini

bakimindan ¢ok zengin ve {istiin beslenme kabiliyetine sahip olan kuru fasulye protein



aciginin kapatilmasinda iimitvar gorlinen elzem bir gida maddesi olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Petry, 2015). Ancak, igerdikleri bazi anti besinsel maddeler nedeniyle
sindirimleri biraz zordur (GTHB, 2014). Tiirkiye’de niifusun %10’unda beslenmede
protein yetersizligi, % 22,5’inde ise protein yoniinden dengesiz beslenme oldugu
saptanmistir. Fasulye, gelismis kok sistemleri vasitasiyla topragin alt tabakalarinda
bulunan besin maddelerini toprak yiizeyine c¢ikarmak suretiyle topragi besin
maddelerince zenginlestirmektedir. Fasulye, koklerinde ortak yasama Ozelligine sahip
bakteri tiiri Rhizobium phaseoli araciligiyla havanin serbest azotundan istifade ederek
kendi azot ihtiyacinin biiyiik bir kismini toprak havasindan karsiladigi gibi, yetistigi
topraklar1 da azotca nispeten zenginlestirmektedir. Bu yolla ortalama olarak yillik 5
kg/da azot fiske edebilmektedir. Topraga baglanan azotun kaybi, azotlu giibrelerden
saglanan azota gore daha az olmakta, igme sulariin kirlenmesine yol agmamakta ve
suni giibreleme sonucu ortaya ¢ikan kalite bozukluklarina neden olmamaktadir (Akgin,
1988). Bahsedilen bu 6zelliklerinden dolay1 fasulye bitkisi gerek kullanim alan1 gerekse

besinsel degeri goz Oniine alindiginda 1slah ¢alismalari icin dnemli bir baklagil bitkisidir.

Phaseolus wvulgaris L. kiiltirii yapilmakta olan fasulyelerin % 90’11
olusturmakta olup Phaseolus cinsinin en Onemli {iyesidir. Fasulyenin ilk kez
giintimiizden 7000 y1l 6nce Orta Amerika yerlileri olan Aztek ve Maya’lar tarafindan
kiiltiire alindig1 bilinmektedir (Ozdemir, 2002). Diinya iizerinde yayilis kokeni Orta
Amerika olarak bilinen fasulyenin iki gen havuzu bulunmaktadir. Bunlar Orta Amerika
(Mesoamerica) ve Giliney Amerika (Andean) bolgeleridir (Gepts, 2008). Kokenini sicak
bolgelerden alan fasulye, zamanla yeni ¢esitlerin ortaya ¢ikmasiyla subtropik ve iliman
kusaklarda da genis yetisme alanlarina adapte olmustur. Yemeklik tane baklagillerin
kiiltiirli yapilan tiirlerinin ata genlerinin yani progenitdrleri ile ilgili ¢cok ¢esitli goriisler
vardir. Phaseolus vulgaris Avrupa’ya 16. yy. i¢inde, Ingiltere’ye 1594 yilinda ulagsmustir.
17. yy. ‘da fasulye tarim Italya, Yunanistan, Tiirkiye ve Iran’da yaygin hale gelmistir.
Kuzey Amerika’da fasulye once Kaliforniya ve Bati Eyaletlerinde yayilmis, Dogu
kisimlara ise 19. yy. ’1n sonlarinda Avrupa’dan gelerek yayilmistir (Sepetoglu, 2002).



Diinyada hayvansal kaynakli proteinlerin bitkisel kdkenli proteinlere gore daha
pahali olmasi sebebi ile ihtiya¢ duyulan proteinin bitkisel kaynaklardan ve ozellikle
baklagillerden saglandigi bilinmektedir. Tiirkiye’de bitkisel kaynakli proteinlerin biiyiik
boliimii fasulye, nohut ve mercimek gibi yemeklik tane baklagillerden saglanmaktadir
(GTHB, 2014). Yemeklik tane baklagiller insan beslenmesinde tahillardan sonra ikinci
sirada yer almaktadir. Bitkisel proteinlerin % 66’sin1 tahillar, % 18,5’ini baklagiller ve
geri kalan % 15,5’1ik kismini ise diger bitkisel kaynaklar saglamaktadir (Kahraman,
2008). ABD Tarim Bakanligi, Tarim Arastirma Servisi’nin Bitki Taksonomisi
Boliimii’niin 1971-1974 yillart arasinda yaptigi calismalar; diinyada ekonomik Oneme
sahip 1000 bitki tiirii bulundugunu, bunlardan 150 tanesinin baklagillere ait tiir oldugunu
belirtmektedir. Yemeklik tane baklagiller arasinda ekonomik Oneme sahip 6 tiir

bulunmaktadir, bunlarin en basinda ise fasulye bitkisi gelmektedir.

Fasulyenin Diinyada ekim alani1 30 139 041 ha, iiretimi 25 093 616 ton, verimi
ise 83.2 kg/da, Tiirkiye’de ekim alan1 91 110 ha, tiretim 215 000 ton, verimi ise 235
kg/da’dir (FAO, 2017).

Ulkelere gore fasulye iiretimine bakildiginda ilk sirada Hindistan 4 110 000 ton,
Myanmar 3 737 320 ton, Brezilya 3 294 586 ton ve Cin 1 046 000 ton; ekim alam
yoniinden ise Hindistan 10 000 000 ha, Brezilya 3 185 745 ha, Myanmar 2 633 520 ha
ve Cin 936 000 ha oldugu goriilmektedir (FAO, 2017).

Iklim, toprak, topografya zellikleri bakimindan birbirine benzer olan, {ilkenin
idari yapilanmasima uygun, yonetilebilir biiyiikliikte, tarim {riinlerinin ekolojik ve
ekonomik olarak en uygun yetistirilebildigi bolgeler tarim havzasi olarak kabul edilmis,
2009 yilinda iilke genelinde 30 adet tarim havzasi belirlenmistir. Ulkemiz igin énemli
stratejik ve arz agig1 olan tarim tiiriinlerini 6ncelikle kendi kaynaklarimizdan karsilamak,
desteklemelerin daha saglikli ve rasyonel dagilimini saglamak amaciyla havza bazl
destekleme modeli olusturulmus, 2017 yilindan itibaren uygulanacak modelde tarimsal
faaliyet yapilan her ilge bir tarim havzasi olarak kabul edilerek ve 941 tarim havzasi

belirlenmistir. Model kapsamida TUIK’in 2017 yili listesinde; Tiirkiye’de arz agig1



bulunan, stratejik ve bolgesel onemi olan, insan beslenmesi ve sagligl agisindan 6nemli
ve hayvansal iiretimin ana girdisi olan yem ihtiyacini1 karsilayacak 21 iiriin destekleme

kapsamina alinarak agiklanmistir (BUGEM, 2017).

Bitkilerin genetik yapilarindaki ve dogal yayilislarindaki varyasyonlardan
yararlanilarak kalittim yoluyla istenilen Ozelliklere sahip yeni bitkiler elde edilmesine
bitki 1slah1 denilmektedir. Gelisen diinya niifusu, islenebilir tarim arazilerinin azalmasi
ve ekolojik sartlarda meydana gelen olumsuzluklar, seleksiyon ve melezleme
islemlerinde yasanilan sorunlar klasik 1slah yOntemlerinin yetersiz kaldigimi
gostermektedir. Giinlimiizde tarimla ugrasan ¢iftcinin zor ve olumsuz kosullarda daha
fazla iirlin almasina yardimci olacak tohumlarin iiretimi konusunda arastirmalar
yapilmaya baslanmistir. Son yillarda, biyoteknoloji ve genetik miihendisligindeki
tekniklerde 6nemli gelismelerin olmasi, farkli canlilar arasinda da gen aktarimina olanak
saglamistir (Vardar Kanlitepe ve ark., 2010). Boylece insanoglu tarimda, gida
teknolojisinde ve ekolojide yasami tehdit eden pek ¢ok sorunun ¢oziilmesini
saglayabilecek anahtarlara gelisen biyoteknolojik yontemlerle bitkilere gen aktarimi
yaparak sahip olabileceklerdir. P. vulgaris, kendine doéllenmesi, basit diploid yapiya
(2n=22) ve nispeten kii¢iik genoma sahip olmasi ve iyi gelistirilmis molekiiler haritasi
bulunmasi gibi 6zellikleri nedeniyle genomik ¢alismalar i¢in oldukga cazip bir tiirdiir ve
genetik transformasyon c¢alismalarinin hedef bitkisi durumundadir (Ulukap:r ve Onus,
2012). Bu yonii sayesinde fasulye; istenilen karakteristik 6zelliklere sahip biyoteknolojik
kokenli 1slah ¢aligmalarinda uygulanabilirligi s6z konusu olan 6nemli bir bitkidir. Klasik
1slahta halledilemeyen tiim sorunlarin yaratmis oldugu boslugu giiniimiizde modern 1slah
teknolojileri biyoteknolojik yontemlerle doldurmaktadir. Fasulye islahinda kullanilan
doku kiiltiirii ve gen transformasyonu yontemleri ile istenilen Ozelliklere sahip bitki

gelistirmek miimkiin olabilmektedir.

Bitki doku kiiltiiri; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitlin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (cesitli bitki

kisimlar1: eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni



doku, bitki veya bitkisel {irlinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir (Babaoglu ve ark.,
2002).

Tarimsal biyoteknolojinin kullanilmasiyla diinyada ticari olarak {iiretilen viriis
hastaligina dayanikli kabak (Freedom II); raf 6mrii uzatilmis domates (Flavr Savr); genis
spektrumlu herbisite (Glyphosate) dayanikli soya fasulyesi, misir ve pamuk; yliksek
oranda laurik asit igeren kanola (Brassica napus); besin icerigi (lipid ve protein)
gelistirilmis soya fasulyesi, yerfistig1 ve kakao; yesil kurda dayanikli pamuk (BollGard)
ve musir (san/kogan) kurduna dayanikli misir (YieldGard) gesitleri gelistirilmistir.
Ayrica, son 10 yilda elde edilen tecriibeler 15181nda, birden fazla istenen &zelligin (Or:
herbisit ve bdceklere karsi dayaniklilik) bir cesitte kombine edilme c¢aligmalari

baglamistir (Serge, 2003).

Klasik bitki 1slah1 yontemlerini iceren seleksiyon, melezleme, poliploidi, suni
mutasyonlar ve erkek kisirligini kapsayan konularda bir hayli yol alinmis olmasina
karsin sitoplazma ile taginan plazmotipler arasinda transferler miimkiin olmamustir. Bitki
1slahinda  kaydedilen ilerlemelerin son halkalarindan birisi olan doku kiiltiirii
uygulamalari ile bu tip calismalar yapilabilmistir. Fasulye bitkisinin 1slahinda klasik
1slaha destek olacak biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi giinlimiizde kacinilmazdir.
Fasulye 1slahinda embriyo kurtarma teknigi, haploidi teknigi, somaklonal varyasyon, in
vitro seleksiyon, in vitro germplazm muhafaza, somatik hiicre melezlemesi ve gen
transferine yonelik doku kiiltiirii teknikleri ¢alisilmistir. Bu calismalar heniiz yeterli
diizeyde olmayip lizerinde daha fazla g¢alisilmasi gerekmektedir. Fasulye iiretiminde
karsilagilan sorunlara bu ydntemlerin gelistirilmesi katki saglayacaktir. Ozellikle bitki
tiretimi i¢in besin ortamlarinin belirlenmesinden sonra, doku kiiltiirii uygulamalari
biiyiik bir hiz kazanmis ve bir¢ok bitkide yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bitki
1slah1 programlarinda potansiyel kullanim alanina sahip, doku kiiltiirii yontemleri

asagidaki gibi siralanabilir (Akgiin ve ark., 1996).

Gen transformasyonu g¢aligsmalar1 yapabilmek igin iyi bir genetik bilgiye sahip

olmak gerekmektedir. Genetik miihendisligi ¢alismalar1 ile bitkilere gen aktarimu,



herbisitlere dayanikli transgenik bitkiler, boceklere dayanikli transgenik bitkiler,
viriislere dayanikli transgenik bitkiler, hastaliga dayanikliligin artirilmasi, bitkilerde
strese dayaniklilik fizyolojisi, erkek kisir bitkilerin iiretimi, genetik markdrler ve analiz
metodlari, protein ve protein miihendisligi, antisens RNA teknolojisi ve teknoloji

koruma sistemini gelistirebilmektedir.

Dogrudan gen transfer metotlarina gore Agrobacterium tumefaciens ile gen
transfer yonteminin daha kolay ve ekonomik olmasi ve basart sansinin daha yiiksek
olmasi, bu yontemi daha popiiler kilmistir. Giiniimiizde, bitkilere gen transferinde en
yaygin olarak kullanilan ara¢ Agrobacterium tumefaciens gram (-) bakterisidir. Bu
bakteri araciligiyla tiitlin, patates, kolza ve domates gibi bir¢ok kiiltiir bitkisine basariyla

ve devamli gen transferinin yapildigi bilinmektedir.

Yabanci otlar, tarim alanlarinda bulunan ve yarardan ¢ok zarar veren biitiin
bitkiler tanimlanabilir. Kiiltiir bitkilerinde ¢esitli etmenlerin (hastalik, hayvansal zararlar
vb.) meydana getirdigi liriin kayb1 ele alindiginda, 6zellikle kurak gecen yillarda yabanci
otlarin etkisinin en yiiksek seviyede oldugu gozlenmektedir. Fasulye yetistiriciliginde
ekimden Once ve ¢ikistan sonra uygulanan herbisitler fasulyede verim ve Kkalite
kayiplarina sebep olan kirmizi koklii tilkikuyrugu, sirken, yabani hardal, semizotu,
kusotu, yabani turp, fare kulagi, ballibaba, yavsanotu, yer feslegeni, domuz pitragi,
horoz ibigi gibi yabanci otlarin miicadelesinde etkili olmaktadir. Bu yabanci otlarla
miicadelede kullanilan kimyasal maddeler bitkiler {izerinde kalinti meydana
getirebilmekte, nihai hedefi olan bitkiye zarar verebilmekte, bitki ilizerinden beslenen

tiim canlilar1 olumsuz etkilemekte ve ayrica topragi da kirletmektedir.

Mekanik, fiziksel ve biyolojik savas yontemleri gerek uygulama alaninin yaygin
olmamasi, gerekse de genis alanlarda ekonomik olmamalar1 nedeniyle yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Bu nedenle o6zellikle ikinci diinya savasi yillarinda yabanci ot
oldiiriicti olarak kullanilabilecek kimyasallarin gelistirilmesi ile birlikte 6zellikle genis
tarim alanlarinda etkin bir yabanci ot miicadelesi yapilabilir duruma gelinmistir.

Gilinlimiizde ise bu yontem gerek etkinligi gerekse de ekonomik olmasi nedeni ile en



yaygin kullanilan yabanci ot miicadele yontemidir (Babaoglu ve ark., 2002). Fasulye
tanelerine besin igerigi yoniinden bakildiginda ise protein, yag ve karbonhitrat

bakimindan olduk¢a zengindir.

Fasulye bitkisi ¢iceklenme ve meyve baglama doneminde 18-25 °C arasindaki
sicakliklar istemekte ve bu sicaklik optimum meyve tutumuna sebep olmaktadir. Kumlu
topraklardan, orta agir topraklara kadar bir¢ok toprak tipinde yetisebilir. Bununla birlikte
derin, gecirgen, su tutma kapasitesi iyi, organik maddece zengin, humus¢a zengin ve
fazla asit olmayan topraklari ¢ok sever. Diinya bazinda yabanci ot ve hastalik
etmenlerinin olusturdugu kayiplar her yil artis gdstermektedir. Baslica amag bu kayiplari
ekonomik agidan en aza indirmektir. Kiiltiir bitkilerinde hastalik ve zararlilar gibi ¢esitli
etmenlerin meydana getirdigi irlin kayiplart ele alindiginda yabanci otlarin etkisinin en
yiiksek seviyede oldugu gozlenmektedir. Kullanilan herbisitin yabanci otlara maksimum

zarar1 verirken, kiiltilir bitkisini ise minimum seviyede etkilemesi istenmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde transgenik bitkilerin yaygin olarak
yetistirilmesiyle tarimsal verimlilik ve kalitede belirgin bir artis goriilmektedir. Bununla
beraber toprak ve suda kontaminasyona yol agabilen herbisit ya da pestisit gibi kimyasal
ilaclarin kullanimindaki azalma dogal ekolojik ¢evrenin korunmasinda olumlu bir
gelisim olarak degerlendirilebilir (Olger, 2001). Segici olarak etki eden herbisitler
(Bromoksinil, Sulfonylharnstoffe), belli morfolojik ve fizyolojik 0zelliklere sahip
yabanc1 otlar1 Oldiirmektedirler. Bazi secici herbisitler uzun silire toprakta
kalabildiklerinden taban suyuna karigsmakta ve dayanikli yabanci otlarin ortaya ¢ikmasi
tehlikesini dogurmaktadir. Total herbisitler ise toprakta cabucak ¢oziinmektedirler. Fakat
bunlar hem yabanci otlar hem de kiiltiir bitkileri i¢in ayni derecede toksiktirler
(Kempken ve Kempken, 2004). Herbisitlere dayanikli transgenik bitkiler, herbisitlerdeki
etkin maddeyi inaktif hale getiren ve herbisitin hiicum ettigi alan1 herbisit zarar meydana
getirmeyecek sekilde degistiren proteinleri kodlayan dayaniklilik genlerine sahiptirler.
Bu o6zellige sahip bitkilerin gelistirilmesi amaciyla ilk once fasulyede doku kiiltiirii
tekniklerinin gelistirilmesi ve sonra da bunlar1 gen aktariminda kullanarak, herbisitlere

kars1 dayanikli bitkilerin elde edilmesi gerekmektedir. Kullanilan bu yontemler



sayesinde klasik 1slahta kaybedilen zaman geri kazanilmakta ve istenilen 6zellikler
bitkilere daha kolay aktarilabilmektedir. Bu g¢aligmanin amaci fasulye bitkisinin 3
¢esidinde bar geninin ifade analizi ve herbisitlere dayanikli transgenik fasulye
bitkilerinin elde edilmesidir.

Bu amagla, baz1 fasulye gesitlerinde bar genlerinin kontrolii ve gen aktarimina
uygun yliksek oranda bir siirgiin rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi ve daha sonra A.
tumefaciens araciligiyla herbisitlere karsi direngli transgenik fasulye bitkilerinin elde

edilmesi olmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Fasulye; yemeklik tane baklagiller igerisinde rejenerasyon kabiliyeti en yiiksek
olan cinstir. Hastalik, zararlilar ve yabanci otlar fasulye yetistiriciliginde biiyliik verim
kayiplarina neden olmaktadir. Yabanci otlar; kiiltiir bitkisinin besin ve suyuna ortak
olarak, 1s1gm1 vegikardiklar1 salgilarla gelismesini engelleyerek zarar vermektedirler.
Ayn1 zamanda kiiltiir bitkisinin uniform gelismesini ve olgunlagsmasini 6nleyerek {irliniin
kalitesini de diisiirmekte, ayrica hastalik ve zararlilara da yataklik etmektedirler.
Yabanci otlarin sebep oldugu ekonomik zararlari azaltmak ve kaliteli tiriin saglamak i¢in
herbistlere direngli bitkilerin 1slah edilmesi gerekmektedir. Ancak fasulyede herbisitlere
dayanikli 1slah g¢alismalari hemen hemen bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile fasulye
bitkisine; Agrobacterium araciligiyla bar geni aktarilarak, herbisitlere karst dayanikli
bitkiler elde edilmeye c¢alisilmigtir. Bu kapsamda daha dnceden yapilmis doku kiiltiirii ve

gen aktarim ¢alismalar1 6zetlenerek asagida verilmistir.

2.1. FASULYEDE YAPILMIS DOKU KULTURU CALISMALARI

Mustafa ve ark. (2017); giimiis ve bakir nanopartikiillerin Phaseolus vulgaris
L.'nin in vitro ve in vivo fizyolojik Ozelliklerine etkisini incelemislerdir. Fasulye
tohumlar1 % 90 etanolde 5 dakika tutulduktan sonra tohumlarsteril saf su igerisinde 60
dk bekletilmistir. Daha sonra 15 ve 30 dk boyunca 25, 50 ve 100
mg/mlkonsantrasyonlarda bakir ve giimils nanopartikiillere batirarak yiizey
sterilizasyonu yapmislardir. Muamele edilmis ve muamele edilmemis embriyolardan
olusan kalluslari 2.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L BAP iceren MS besin ortamina
aktarmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucuna gore; nanopargaciklarin kallus olusum orant,
kallus yas ve kuru agirliklar tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Etkili konsantrasyonun

30 dakikada 50 mg/ml giimiis nanopartikiiller oldugu gozlemlenmistir.

Gatica Arias ve ark. (2010); Fasulye bitkisinin (Phaseolus vulgaris) in vitro
bitki rejenerasyon sistemi: N6-benzilaminopurin ve adenin siilfatin etkisi ¢alismalarinda;
N6-benzilaminopurin (BAP) ve adenin siilfat (AS) kullanilarak ticari a¢idan onemli

fasulyenin (Phaseolus vulgaris) yenilenmesi i¢in bir yontem olusturmuslardir. Kosta



Rika fasulye gesitlerinden Bribri, Brunca, Guaymi, Huetar ve Telire'nin embriyojenik
eksenlerleri, 100 mgl-1 miyo-inositol, 1 mgl-1 tiamin, 30 gl-1 sukroz, BAP (0, 5 ve 10
mgl-1), AS (0,20 ve 40 mgl-1) ve 8 gl-1 agar. Indiiksiyon ortaminda BAP ve AS
konsantrasyonuna bakilmaksizin, siirgiin ve yaprakl sayisi degerlendirilen fasulye
cesitleri arasinda 6nemli derecede farklilik gdsterdigini gézlemlemislerdir. Siirglinlerin
ortalamas1 Brunca> Telire> Bribri> Guaymi> Huetar i¢in daha yiiksek oldugunu analiz
etmislerdir. Dahasi, ¢esidinden bagimsiz olarak, 5 mgl-1 BAP ve 20 veya 40 mgl-1 AS
ile takviye edilmis indiiksiyon ortamu, siirgiin formasyonunun daha yiiksek ortalama ile
sonuclandigint  gérmiislerdir. Bu Onemli bitki i¢in bu arastirmada gelistirilen
rejenerasyon sistemi, mutajenez veya genetik transformasyon yoluyla genetik

modifikasyon igin yararl bir arag olabilecegi sonucuna varmislardir.

Saglam ve ark. (2009); In vitro kosullarda fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’nin
apikal meristem, petiol, kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonu ¢alismasinda; fasulyenin Aras, Eskisehir-855 ve Sehirali-90 gesitlerini in
vitro kosullarda 9-10 giinliik bitkiciklerden aldiklar1 apikal meristem, petiol, kotiledon
bogum ve hipokotil eksplantlar1 kinetin ve 2,4-D’nin farkli dozlarini iceren MS
rejenerasyon ortamlarinda kiiltiire almislardir. Sekiz hafta sonunda her {i¢ ¢esidin biitiin
eksplantlarinda degisik oranlarda kallus olusumu gézlemlemislerdir. Petiol ve hipokotil
eksplantlarindan siirgiin gozlememisler ve apikal meristemlerden 0.18, kotiledon
bogumlardan ise 0.23 adet siirglin gézlemlemislerdir. Elde edilen bitkicikler 2mg/l IBA
koklendirme ortaminda koklendirilerek, iklim odasinda dis sartlara alistirmislardir.
Sonug olarak bu caligmada elde edilen fasulyede yapilacak biyoteknolojik ¢aligmalara

katki saglayacagini diistinmiislerdir.

Dang ve Wei (2009); Fasulye kotiledon bogumlarindan yiiksek frekansli bitki
rejenerasyonu c¢aligmalarinda; Phaseolus vulgaris igin verimli bir rejenerasyon sistemi,
boyunca thidiazuron veya N6-benzilaminopurin (BA) ile desteklenmis oldugunu ayni
zaman da Murashige ve Skoog (MS) ortaminda ¢imlendirilmis olgun tohumlardan
gelistirmistir. Kotiledon bogumlarini kullanarak ve 4 haftalik kiiltiire alma isleminden

sonra indiiksiyon frekansi % 71.9 ile 5.0 mg dm-3 BA ile takviye edilen MS ortaminda

10



birden fazla siirglin olustugunu gozlemlemislerdir. Siirgin olugumu i¢in 1.0 mg dm-3
BA, 0.1 mg dm-3 giberellik asit ve 2.0 mg dm-3 giimiis nitrat igceren siirgiin olusturma
ortami {izerine aktarmislardir. AgNOj ilavesi, siirgiin olusumunu frekansin1 % 61.3'ten
% 87.6'ya arttirmiglardir. Kok indiiksiyon ortami, 0.75 mg dm-3 indol biitirik asit ve
0.02 mg dm-3 BA ile yar1 dayaniklt MS ortam1 kullanmiglardir. Ortalama kok sikligi %
84.3'tiir. Saglikli kokleri olan yenilenen bitkiler, topraga aktarildiginda basarili bir
sekilde biiyiime gozlemlemislerdir. Sonug olarak; bu sistemi kullanarak bir eksplanttan

10 rejenere olmus bitki elde etmislerdir.

Arellano ve ark. (2009); Dolayli organogenesis yontemi ile fasulye (Phaseolus
vulgaris L.)’de rejenerasyon ¢aligsmalarinda; Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa i¢in
in vitro rejenerasyon bir protokol kurmuslardir. Kullandiklari eksplantlar; apikal
meristemler ve ¢imlenen tohumlarin embriyonik eksenlerinden kotiledonlari
ayirmiglardir. Birka¢ oksin / sitokinin kombinasyonunu, kallus indiiksiyonu i¢in test
etmislerdir. En iyi kallus tiretimi, 1.5 1M 2,4-diklorofenoksiasetik asit igeren ortam ile
elde etmislerdir. 2 haftalik biiyiime kallusundan sonra, 22.2 1 M 6-benzilaminopurin, her
kallus basina yaklasik 0,5 siirgilin arzettigi sekilde yeniden olusturmuslar ve {izerine bu
stirglinlerin koklenme ortamina aktarilmasi ile % 100 verimlilikle kok tiretmislerdir.
Rejenerasyon siirecinin histolojik analizlerinden, dolayli organogenesis modelini
dogrulamiglardir. Serada yetistirilen yenilenmis bitkiler normal gelisme gosterdiklerini
ve verimli oldugunu gozlemlemislerdir. Protokol, test edilen diger dokuz P. vulgaris
cesidi icin sirdirtlebilir; bir genotip bagimsiz prosediirii olabilecegi sonucuna

varmiglardir.

Geerts ve ark. (2008); Phaseolus vulgaris i¢in protoplast fiizyonu teknolojisinin
somatik hibridizasyonu ile Phaseolus vulgaris dondr iki tiirii iizerinde yapilan bir
caligma yiiriitmiisler ve sonug¢ olarak heterokaryon tiirevi mikrokaluslar olusumu

gozlemlemisglerdir.

Saglam ve ark. (2007); fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinde olgunlagmis

embriyolardan adventif siirglin rejenerasyonu calismasinda; bitki materyali olarak
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kullanilan Karacasehir 90 ve Akman 98 fasulye cesitleri Eskisehir Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitlisii’nden temin etmislerdir. Fasulye tohumlar1 ¢amagir suyunun (Ace)
% 20’lik dozu ile 5dk yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra steril saf su ile 5’er
dk. 3 kez durulamislardir. Embriyolar1 ¢ikarmak i¢in steril tohumlar ilk 6nce steril saf
suda 24 saat bekletmislerdir. Saf suda beklettikleri tohumlardan elde edilen embriyolar
20 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda 1 hafta 6n muameleye tabi tutmuslardir.
Sonrasinda gelisen eksplantlar 0.05 mg/l, 0.10 mg/l, 0.15 mg/l, 0.20 mg/l, 0.25 mg/l,
0.30 mg/l, 0.35 mg/l, 0.45 mg/l, 0.45 mg/l TDZ ile 0.2 mg/l NAA igeren MS besin
ortammna alinarak adventif silirgiin rejenerasyonu gozlemlemislerdir. Kullanilan
ortamlardan en iyi sonug ise; 0.10 mg/l, 0.15 mg/l, 0.20 mg/l TDZ’li MS rejenerasyonu
ortamlarindan elde etmislerdir. Bitki biinyesinden salgilanan fenolik bilesiklerin
etkisiyle kararma gozlemlemisler ve kararmayr onlemek amaciyla ortamlara 0.2 mg/l
askorbik asit eklemislerdir. Elde edilen siirglinler 5-10 cm uzunluga geldiklerinde
kesilerek steril magenta kutular icindeki 2 mg/l IBA koklendirmislerdir. Sonug olarak

elde edilen koklenmis bitkiler dis sartlara alistirmak icin seraya almislardir.

Mohamed ve ark. (2006); Phaseolus angularis L'nin Organogenezi: N6-
benzylaminopurine ve thidiazuron varliginda etiyole tabi tutulan fidelerden gelen
adventif siirgiin yenilenmesinin yiiksek etkinligi calismalarinda; Phaseolus angularis
L.'nin organogenez yoluyla fertil bitkilerin yenilenmesi i¢in asamali bir prosediir ve
ekonomik agidan 6nemli olan kiiltiirel ¢esitleri: KS-6, KS-7 ve KS-8 etiylii fideler
kullanilarak kurmuglardir. 5 giinliik fidan eksplantlarnin MS (Murashige ve Skoog
(1962) Physiol Plant 15: 473-493) + BS5 vitaminleri igerisinde karanlik kosullar altinda
50 LM TDZ veya 5.0 LM BAP igeren sivi ortamimin 6n kiiltiir uygulamasinin
organogenez i¢in Onemli oldugunu belirtmislerdir. Siirglin biiylimesi ve silirglin
cogalmasi, BAP konsantrasyonlarinin, 3 hafta sonra 5.0 ila 2.5 It/M'ye diisiirerek
uyarmislardir. Cek indiiksiyonunun maksimum frekansi, ¢esit KS-8'de % 65.2 (33.8 +
2.54 siirgiin / eksplant), bunu takiben KS-7 % 34.6 (23.4 + 1.91 siirgiin / eksplant) ve
KS-6 ise % 30.6 (21.2 + 2.28 siirgiin / eksplant ) oldugu sonucuna varmislardir. Katt MS
ve B5 ortamina aktarildiktan sonra ¢ogaltilan tomurcuklar uzatilmis 4.0 IM GA3, 12.5
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IM AgNO3 ve 0.4 IM IBA eklemislerdir. Siirgiinler, 4.5 1t/M igeren sivi ortam ile
muamele edildiginde, % 98'e kadar koklenme etkinligi elde etmislerdir. Etkili siirgiin
indiiksiyon kabiliyetine, cesitin bagimli oldugu bulunmustur. Test edilen {i¢ ¢esidin
hepsi birden fazla silirgin olusturdugunu gozlemlemislerdir. Bu verimli ve hizh
rejenerasyon yoteminin, onemli baklagil bitkisi i¢in Agrobacterium araciligiyla partikiil

tabancasi transformasyonu i¢in de yararli olabilecegini bildirmislerdir.

Sanchez ve ark. (2006); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) i¢in organojenik bitki
rejenerasyon sistemi ¢alismasinda; (Phaseolus vulgaris L.) fasulye ticari gesitlerinden
Flor de Junio Marcela (FIM) ve Flor de Mayo Anita (FMA) tohumlarindan elde edilen
embriyo-eksenleri kullanarak bir organojenik rejenerasyon protokolii bulmuslardir.
Embriyonik eksen yiizeyi sterilize edilmis tohumlar ¢ikarmiglar ve farkl
benzilaminopurin (BAP) ve adenin (A) konsantrasyonlari igeren MS ortami igine
aktarmiglardir. Ortamlara 5 ve 10 mg/1’lik BAP ilavesi yapmislar ve farklilagmig hiicre
topluluklarmin olustugunu goézlemlemislerdir. FMJ i¢in embriyonun internodal
segmentte ve FMA’nin ise embriyonik eksenlerinin apikal kisimlarinda bu duruma
rastlamiglardir. Sonug¢ olarak; FMA’nin tomurcuk kiime olusumu % 18 oraninda
gostermelerine karsin, FJM yiiksek tomurcuk kiime olusumunun % 90 ve tam bitki
rejenerasyonu olusumunun ise % 83 gosterdigini bulmuslardir. Ayrica giiclendirilmis
parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP) ile genetik varyans analizi rejenere bitkiler

arasinda degisim gosterdigini de belirtmisglerdir.

Veltcheva ve ark. (2005); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’de gen
transformasyonu ile in vitro rejenerasyonundaki sorunlar ve gelismeler derlemesinde;
potansiyel ve mevcut literatiir verilerine dayali Phaseolus vulgaris L. in vitro yetistirme
sinirlamalar1 ayrica somatik rejenerasyon gibi farkli doku kiiltlirii yontemleri ve gen

transferi ile in vitro fasulye modifikasyonu degerlendirmislerdir.
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Baudoin ve ark. (2004);Phaseolus vulgaris’de tiirleraras1 melezlemelerde
embriyo gelisimi ve genetik isimli ¢alismada ise P. vulgaris ve 2 donor tiir olan P.
coccineus ile P. polyanthus aras1 melezlemede Phaseolus vulgaris disi ebeveyn olarak

kullanilmis ve yararh tarimsal 6zellikleri diger tiirlere aktarmak i¢in uygulanmastir.

Fischer ve ark. (2004); Biyofarmasotiklerle bitki bazli iiretim ¢alismalarinda;
rekombinant proteinlerin biiyiik 6l¢ekli iiretimi i¢in giiniimiizde yaygin olarak bitkilerin
kabul gordiigii bir platform oldugunu belirtmislerdir. Ilk bitki tiirevinin rekombinant
farmasotik protein hattinda oldugunu, klinik degerlendirmenin ise son agamasina ulagsan
ve daha pek ¢ok sey gelistirmenin miimkiin oldugunu vurgulamislardir. Son iki yilda bu
konuda bazi 6nemli teknolojik ilerlemelerin gerceklestigini bildirmislerdir. ifade
platformlarinda gdsterilen biyoteknolojinin gelisen alani, yeni bitki temelli ticari
gelisimin devam ettirilmesine de olanak sagladigini belirtmislerdir. Ayrica bitki
biyoreaktorlerinin bazi sinirlamalarina karst miicadele etmek, drnegin diisiik verimlilik
ve tutarsiz iriin kalitesi, bitki kokenli farmasdtiklerin onaylanmasi konularinda 6nemli

basarilar elde edildigini vurgulamislardir.

Saglam (2004); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) de doku kiltiri ve
Agrobacterium araciligi ile gen aktarimi ¢alismasinda; Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
Aras, Eskigehir-855 ve Sehirali-90 ¢esitlerinin jenerasyon, koklendirme, in planta ve in
vitro kosullarda Agrobacterium’ un A. tumefaciens ve A. rhizogenesis’ in degisik
suslarin1 kullanarak gen aktarimi kabiliyetini incelemek amaci ile yliriitmiistiir. Adventif
stirglin rejenerasyonu amaciyla s6z konusu {i¢ fasulye ¢esidinden alinan apikal meristem,
petiol, kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlart 2,4-D ve Kkinetin igeren MS besin
ortamlarinda kiiltiire almig fakat petiol ve hipoktilden hi¢ slirgiin rejenerasyonu
gbzlenmemisken, apikal meristem ve kotiledon bogum eksplanlarindan az sayida siirgiin
gozlemlemistir. Siirgiin gelisimini hizlandirmak amaciyla 0.1 mg/l GAj3 iceren MS
ortamina alt kiiltiire almis fakat gelisme kaydedememistir. Siirglin rejenerasyonu igin
olgunlasmamis embriyolar 0.05-0.15 mg/l TDZ ve 0.2 mg/l NAA igeren MS besi

ortaminda kiiltiire alirken, koklenmeyi saglamak igin rejenere olan siirgiinleri 0.00, 0.25,
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0.50, 1.00 2.00 mg/l IBA igeren MS besi ortamina almis ve IBA oranin artigiyla paralel

olarak koklenmenin de artigin1 gézlemlemistir.

Ahmed ve ark. (2002); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) fidesi eksplantlarindan
bitki rejenerasyonu ¢alismalarinda; fasulyede siirgiin indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu
icin MS ortamina ek olarak BA ve NAA cklemislerdir. P.vulgaris cv'sinde multiple
stirglin indiiksiyonu Fonix ve Maxidor’daelde etmislerdir. Saglam c¢ekirdek (IS) ve
kotiledon bogumlarinda (CN) eksplantlarindan rejenerasyonun etkinliklerini
karsilagtirmiglardir. Coklu siirgiin olusumunun indiiksiyonu i¢in en uygun yontemin,
cekirdek kiiltiirtinde (IS) MS tabanli ortama BA ve NAA ilavesi ile oldugunu
bulmuslardir. Tam MS ortami1 + Img /1 BA ve 0.1mg /1 NAA {izerinde kiiltiirlenen kuru
fasulyede kotiledon bogumlarinda (CN) c¢ok sayida siirglin indiiksiyonu yapilabilecegi
sonucuna varmiglardir. Koklenme kabiliyeti ve kok gelisimi i¢in 2 cm uzunlugunda veya
daha uzun siiren ve 2 yaprakli yaprak siirgiinler elde edilebilecegini ve yontemin

transformasyon deneylerinde uygulanabilir oldugu sonucun varmislardir.

Zambre ve ark. (2003); Phaseolus acutifolius A. Gray i¢in optimize edilmis bir
Agrobacterium aracilikli transformasyon prosediirii gelistirme ¢alismalarinda; Phaseolus
acutifolius'un Agrobacterium tumefaciens aracili transformasyonunu iyilestirmek igin
intron igeren bir B-glukuronidaz geninin gegici ekspresyon diizeylerini 6lgerek farkli
faktorlerin - T-DNA  transferi {izerindeki etkisini incelemisledir.  Gelistirilmis
transformasyon frekanslar1 sayesinde, nopaline tipi viriilans genleri tasiyan bir A.
tumefaciens susuyla ve baslangigtaki biiyiime evresinde hiicreye Agrobacterium
hiicreleri enfekte ederek elde etmislerdir. Optimize edilmis ko-kiiltivasyon, 200 uM
asetosiringon varliginda, asidik bir ortamda (pH 5.5) 16 © C / 8 saat (giin / gece) 1s1k
periyodu altinda, 22 ° C'de gergeklestirmislerdir. En iyi uygulama yontemlerini
birlestirerekP. acutifolius genotipi NI576 i¢in etkin ve tekrarlanabilir bir doniistiirme
prosediirii olusturmuslardir. Southern ve immiinoblot analizleri, birincil transgenik
bitkilerde ve yavrularinda transgenlerin kararli bir sekilde olusmasini ve ekspresyonunu

dogrulamis oldugu sonucuna varmislardir.
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Encina ve ark. (2001); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) hiicre duvari
karakterizasyonunun kallus kiiltiiriinde dichlobenile toleransi ¢aligmalarinda; fasulyede
kallus kiiltiirlerinin kiiltlirii sirasinda kuru agirliktaki artis, herbisit dichlobenil (2,6-
diklororobenzonitril) ile 0.5 mM'lik bir I50 ile engellemislerdir. Bununla birlikte,
fasulye, her alt-kiiltiirde de inhibitor konsantrasyonunda kademeli bir artis ile 12 mM'lik
bir konsantrasyona toleransl hale getirmislerdir. Devaminda ise fasulye galilarindaki
cikintilarda hiicre gruplari, diizensiz hiicre duvarlari, pullu bir yapiya sahip ve ayirt
edilmemis orta lameller olmaksizin daha kalin bir hiicre duvan ile ¢evrelemislerdir.
Toleransli hiicre duvarlarinin FTIR spektrumlanrinda esterlestirilmis ve esterlesmemis
pektinler ile hiicre duvar1 fraksiyonasyonuna, toleransli hiicre duvarlarinda, toleransiz
hiicre duvarlarinin ksiloglukan-seliiloz aginin kismen, biiylik oranda homogalakturonan
iceren capraz bagli polilioridlerden olusan bir pektin agisindan zengin bir ag ile
degistirildigini gostermislerdir. Bu degisiklikler, her iki herbisit i¢in de toleransa iliskin
ilgili bir mekanizma olduguna isaret ederek isoksabene toleransli fasulye hatti i¢in tarif

edilenlerle karsilagtirilabilir olacagi sonucuna varmislardir.

Brown ve ark. (1996); Fasulye tohumlarinda embriyo kurtarma teknigi ile % 10
altinda ¢imlenme diizeyine sahip tohumluk fasulye tiirlerini temsil eden bitki
popiilasyonun ¢imlenme diizeyini arttirmak i¢in embriyo kurtarma protokolii
gelistirilmistir. Bu caligmada asil amag¢ bitki genetiginin bozulmasii engellemek ve
depolama siiresinin arttirmaktir. Bu calisma ile uygun teknikler gelistirilmis ve embriyo

kurtarma yontemi ile 4 rejenerasyonun verimliligi ispatlanmistir.

Sonnante ve ark. (1994); Fasulye (Phaseolus vulgaris) islahinda genetik
cesitliligin evrimi ¢aligmasi ile Phaseolus vulgaris ABD c¢esitlerin de meydana gelen
evrimsel degisimleri belirlemek icin M13 DNA parmak izi evcillestirme sirasinda
kullanmislar ve gelismis ¢esitler arasindaki evrimi yayilan soy markerlarin tek tipleri ile

ilk iirtin oldugu belirtmislerdir.

Mohamed ve ark. (1993); Fasulyenin pedisel eksplantindan kallus kiiltiirii

yoluyla siirglin organogenesisi yontemini kullanmislardir. Bu yontem ile bitki
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rejenerasyonlarmin birbirini izledigi alt kiiltiirlerin eksplanttan ayrilmis ve muhafaza
edilmis ¢icek saplart olusmus ve 2’li fasulye hatlar1 elde edilmistir. Bu materyaller % 2
sukroz 0.5 thidiaznron 1.0 mg indolasetik asit ve 0.07-0.14 g askorbik asit ile
zenginlestirilerek MS ortamina aktarilmistir. 4 haftalik kiiltiirlerde yapilan goézlemler
sonucu filiz tablalarinda 0.1 mg BA / litre ortam tiizerinde iki ila bes kat siirgiin (> 0.5

cm) gelisimi gozlemlemislerdir.

Malik ve Saxena (1992); Phaseolus vulgaris L. Rejenerasyonu: N-6
benzilaminopiirin ve thidiazuron ile fidelerde direkt siirgiin olusumunun yiiksek
frekansli indiiksiyonun etkisi ¢alismalarinda; Phaseolus vulyaris L. cv. 'deki verimli fide
olusumunun indiiksiyonu ile olgun tohumlar1 ¢imlendirerek ve biiyiiyen fideleri, 10 ppm
tidiazuron (TDZ), ilave edilmis bir feniliire veya 80 uM N-6 benzilaminopurin (BAP) ile
desteklenmis bir ortamdan elde etmislerdir. 10 ppm TDZ varliginda 7 giin boyunca
kiiltiir ortaminda bekletmisler ve siirgiin gelisimi i¢in siirekli bir BAP varlig1 gerektigi
sonucuna varmislardir. Yabanci tomurcuklarin farklilagsmasi tohum kiiltiirtiniin doérdiincii
haftasinda, kotiledon bogum {iizerinde aksiller tomurcuk boélgelerindeki dokulardan ve
aynt zamanda bozulmamis fide dikenlerini cevreleyen alanlarda meydana geldigini
sonucuna varmiglardir. Saglam fidelerden rejenere olan siirgiinlerin sayisi eksplantlarla
elde edilenlerden 6nemli derecede yiiksek oldugunu ayni zamanda yenilenmis siirgiinler
cicekli bitkilerde gelistigini gozlemlemislerdir. Diger fasulye ¢esitlerinde de benzer

sonuglar elde etmislerdir.

Toubart ve ark. (1992); P. vulgaris DNA'st ile PGIP kodlayan genin
klonlanmas1 ve karakterizasyonunda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) primerlerinin
gereksiz oligoniikleotidleri dizaynetmek icin kullanmiglardir. PCR ile iiretilen DNA
kullanilarak klonlanmis yapraklar, hipokotiller ve cigek, slispansiyon kiiltiir hiicreleri

icinde tespit etmislerdir.

Leon ve ark. (1991); Phaseolus vulgaris’in Gegici Gen ekspresyonunun
Protoplast i¢cinde Hiicre Siispansiyon kiiltiirii ile iki farkli 6zelligi aragtirmiglar ve tiitiin

mozaik viriisiine kars1 yaklagik 10 kat giiclendirilen tiirler gelistirilmislerdir.
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Andradf-Aguilar ve ark. (1988); Phaseolus vulgaris L. ve P. acutifolius A.
Gray arasinda Melezleme girisimleri i¢in embriyo kurtarma c¢alismalarinda;Phaseolus
vulgaris ve P. acutifolius arasinda yapilmis bir melezleme calismasi yapmuslardir. P.
vulgaris disi ebeveyn olarak kullanilmasi durumunda yiiksek hibridizasyon etkinligi elde
edilmis ve biiyiimede erken asamada oldiigiinii belirtmislerdir. Bu kisa siireli biiylime
esnasinda disi ebeveyn, P. vulgaris belirleyici ama yaprak morfolojisinde erkek

ebeveyn, P. acutifolius belirleyici oldugu sonucuna varmislardir.

Parker ve ark. (1986); Phaseolus vulgaris L. ve P. acutifolius Arasinda Basit
Caprazlama Ile Tiirler Arast1 Melezleme Bitki Gelisimi ve Genetik Kontrolii
caligmalarinda 2 tiir arasinda in vitro embriyo kurtarma teknikleri ile tiirler arasi
melezlemeler yapmislardir. Calismada tiirler arast uyumsuzlugun S. vulgaris alleline

bagli oldugu ortaya ¢ikarmiglardir.
2.2. FASULYEDE YAPILMIS GEN AKTARIMI CALISMALARI

Erding ve ark. (2017); Tirkiye’de farkli bolgelerden toplanan 123 fasulye ¢esidi
ile yabanci kokenli 7 fasulye genotipinin antraknoza direngliligini arastirmiglardir.
Fungal patojen Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. Ve Magn.) Lambs'in sebep
oldugu antraknoz hastaligina direngleri agisindan degerlendirmislerdir. Analiz yapay
asilama ve direng baglantili molekiiler belirtegler kullanilarak
gerceklestirmiglerdir. Race 55 yapay asilama yontemini kullanilarak biiyiime odasinda
tutmuslardir. Molekiiler belirtegler, SCAR ve direngli genlerle iliskili RAPD yontemiyle
primerler kullanarak gerceklestirmislerdir. Suni asilama sonuglari, 7 yabanci ¢esidin
yani sira, 21 Tiirk fasulye genotipine antraknoza direngli oldugunu goézlemlerken, geriye

kalan 102 Tiirk genotipi ¢esitininise dayanikli olmadig1 sonucuna varmisladir.

Rossi ve ark. (2017); dort farkli brezilyali fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
cesitlerinin tane proteom profillerinin karsilagtirilmasi1 ¢alismalarinda Brezilya'da
Embrapa, ciftcilere yiiksek verim ve tiiketicilere miikemmel kaliteyi sunmak igin "BRS
Sublime”, "BRS Vereda", "BRS Esteio” ve "BRS Estilo" ¢esitlerini gelistirmislerdir.

Yaygin fasulye ¢esitlerinin tane proteomlar1 iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ve
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tandem kiitle spektrometresi (MS / MS) temel alinarak karsilagtirmiglardir. Otuz iki
farkli gekilde biriken proteinleri MS ile tanimlamislardir. Fazolinler, leguminler ve
lektinler gibi saklama proteinleri en bol proteinlerin oldugu ve yeni proteinler de tespit
edildigini bildirmisler. Calisma sonucunda; diger fasulye ¢esitlerini ve fasulye

genotiplerini analiz etmek i¢in kullanilabilecek yararli bir platform olusturmuslardir.

Hiz (2015); Tuz stresi altinda taze fasulye bitkisinin transkriptom analizi ve tuza
cevap veren genlerin iglevsel analizleri calismasinda; Tuza dayaniklilik agisindan zit
ozellikler tagiyan iki taze fasulye g¢esidinin su kiiltiirii ortaminda ve tuz stresi altinda,
yaprak ve kok dokularindan kapsamli yiiksek-¢iktili transkriptom analizi yapmislardir.
Transkriptom analizinden once fizyolojik dlgiimler yapilarak dayanikli Ispir ve duyarl
TR43477 genotiplerinin strese giris zamani 125 mM tuz uygulamasimin 3. giliniinden
sonrast olarak belirlemislerdir. Transkriptom analizi sonucunda elde edilen 255 milyon
yiiksek kalite okuma, ortalama uzunluklar1 930 baz cifti uzunlugunda 73762 transkriptte
birlestirmislerdir. Bu transkriptlerin % 75'1 (55433) Nr protein veri bankasindaki
proteinler ile eslestirmisler ve toplamda, anlatimi degisen 12001 gen tespit etmislerdir.
Transkriptomdan elde edilen gen anlatim diizeyleri, qRT-PZR analizi ile
dogrulamiglardir. Sonug¢ olarak bulgular;; DREB2A ve MYB2 transkripsiyon
faktorlerinin ve regiile ettikleri PSCS1 ve RD29B genlerinin ABA-bagimli ve ABA-
bagimsiz anlatimlarininin tuza dayaniklilikta diizenleyici roller olabilecegini isaret

etmekte oldugunu kanisina varmislardir.

Mukeshimana ark. (2013); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) rejenerasyonu
etkileyen faktorler ve yaygin doniisiimii calismasinda 4 (Phaseolus vulgaris L.) fasulye
¢esidinde Agrobacterium tumefaciens aracili ile Red Hawk, Matterhorn, Merlot ve
Zorro, tzerinde sistematik yenilenmesi ve transformasyon c¢alisilmistir. Ayrica
sistematik transformant eksplantlarin embriyo ekseni iizerinde kismen GUS boyamasi

yapmuglardir.

Nguyen ve ark. (2012); Gus Renk Isaretleyici ve bar Herbisit Direnci ile Arpa

(Hordeum vulgare) HVAI1 Kuraklik Tolerans Genlerinin (Phaseolus vulgaris L.)
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Fasulye’de genetik Transformasyonu ¢aligmalarinda; "Condor", "Matterhorn", "Sedona",
"Kansas," ve "Montcalm" olmak iizere bes fasulye (Phaseolus vulgaris L.) gesitlerinin
genetik olarak apikal siirgiin meristem primordium'un biyolistik bombardimani yoluyla
gen aktarimi yapilmistir. Transgenler GUS renk isaretleyicisini gorsel transjenik olaylari
teyit markorii olarak, Liberty herbisid direngli bitkiler, in vitro teyit transgenik kiiltiir
secimi ve kullanilan ¢ubuk herbisit direnci secilebilir marker ve diisiik kuraklik arpa
(Hordeum vulgare) ge¢ embriyojenez bol miktarda protein (HVAL dahil) transjenik
bitkilerin kok uzunlugu karsilik gelen bir artisla tolerans sagladigini bildirmislerdir.
Arastirmada daha iyi germplazminda iiretiminde P. vulgaris yardimci olabilecegini

belirtmislerdir.

Amugune ve ark. (2011); Fasulyenin Agrobacterium Araciligr ile
Transformasyonu ¢alismalarinda; iki fasulye ¢esidinin Mwitemania ve Rose coco'nun in
vitro Agrobacterium tumefaciens aracili transformasyon potansiyelini degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Nemli filtre kagidinda 1-2 giin ¢imlendirilen olgun tohum embriyolari,
B-glukuronidaz (GUS) barindiran A. tumefaciens suslar1 olan LBA 4404 (pBI 121), EHA
105 (pCAMBIA 1201) ve EHA 105 (pCAMBIA 1301) ile inokiile etmislerdir. Intron
plazmidleri enfekte olmus embriyolar 3-4 giin boyunca bazal Murashige ve Skoog'da
ortaminda yetistirmisler, B5 vitaminleri (MSB5) veya 10 uM BAP ve 50 mg L-I
kanamisin ile higromisinden olusan rejenerasyon ortami tizerinde kiiltiire alinmistir.
GUS aktivitesi i¢in histokimyasal boyama ile teyit edilen transforme siirgiinler ve
kokler, A. tumefaciens LBA 4404 (pBI 121) ile enfekte edilmis eksplantlardan alinan 40
haftalik Mwitemania bitkileri elde etmislerdir. EHA 105 (p)CAMBIA 1201) veya EHA
105 (pCAMBIA 1301) ile enfekte edilmis eksplantlardaki Rose coco ve Mwitemania

stirglinlerinde hi¢gbir GUS ifadesi gézlemleyememislerdir.

Saglam (2009); Tohum boceklerine (bruchidae: coleoptera) dayanikli transgenik
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkilerinin elde edilmesine yonelik yapmis oldugu
aragtirmada; fasulye tanelerinin gida kalitesini, ¢imlenme giiciinii ve dolayisiyla
ekonomik degerini diisiiren boceklerle miicadelede kullanilan kimyasal maddelerin

bitkiler tlizerinde biraktig1 kalintilarin, bitki tizerinden beslenen tiim canlilar1 olumsuz
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etkiledigini belirtmistir. Transformasyon ¢alismalarinda kullanilan Bacillus thuringiensis
(Bt) genlerinin ise insanlar ve diger canlilar {izerinde olumsuz etkilerine rastlanmadigina
iliskin kaynaklarin mevcut oldugunu vurgulamistir. Caligmalarinda, fasulye bitkisine
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla LBA 4404 ve GV2260 p35S GUS-INT
genlerini aktararak herbisitlere dayanikli bitkiler elde etmek amaglanmistir. Fasulye
bitkisinin tohum, olgunlasmis embriyo ve plumula eksplantlarindan yiiksek oranda
rejenerasyon saglamistir. Akman—98 c¢esidinin apikal meristem eksplantlarindan
GV2260 p35S GUS-INT bakteri hattin1 kullanilarak 3 adet GUS pozitif bitkisi elde
etmis ve A. tumefaciens’in GNA, genlerini tagiyan bakteri hatlar1 kullanilarak yapilan

gen aktarimi ¢alismalarindan bitki elde etmistir.

Saglam ve ark. (2009); In vitro kosullarda Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
bitkisine yiiksek BAP ©6n muamelesi ve sonikasyon metodu ile gen aktarimi
caligmasinda; Karacasehir-90 ve Akman-98 fasulye cesitlerinin tohumlar1 in vitro
kosullarda steril edildikten sonra embriyolar1 ¢ikartilmis ve 10 mg/l BAP igeren MS
besin ortaminda 10 giin bekletmislerdir. Embriyolardan gelisen plumula eksplantalari
0.25, 0.50, 0.75 ve 1.00 mg/l BAP iceren besin ortamlarina aktarilarak 1 ay sonra
stirgiin rejenerasyonu gozlemlemislerdir. Siirglin ylizdesi ve eksplant bagina siirgiin
sayis1 bakimindan en iyi sonuglar 1mg/l BAP ortaminda Karacasehir-90 ¢esidinden elde
etmislerdir. Eksplantlar 40, 60, 80, 100, 120 sn siire ve 6000 rpm hiz ile soniksyona tabi
tutmuglardir. Optimizasyonu saglanmis eksplantlar Agrobacterium tumefaciens’in
Pmh66: SN 19 (crylBa/crylla) hibrid geni tasiyan g10 bakteri hatti ile muamele etmisler
ve 50 mg/l kanamisin ile 1,0 mg/l BAP seleksiyon ortamina almislardir. Sonug olarak;
elde edilen bitkicikler 2mg/l IBA koklendirme ortaminda koklendirilerek, transgenik
aday1 bitkiler iklim dolabinda dis sartlara alistirilarak tam olgunluga gelenlerden tohum

elde etmislerdir.

Cevrim (2007); Fasulye bitkisinde (Phaseolus vulgaris L.) partikiil
bombardimani (Biyolistik) yontemiyle gen aktariminin optimizasyonu ¢alismasinda;
rejenerasyon sartlarinin optimizasyonu bitkilerde genetik transformasyonun basarisi igin

gerekli oldugunu vurgulamiglardir. Baklagillerde bitki rejenerasyonu zor olmasi ve
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Ozellikle dane baklagillerin inat¢1 oldugu diisiinmektedirler. Rejenerasyona en iyi cevap
veren genotipi tespit etmek amaciyla doku kiiltiirii caligmalarinda, 9 farkli Tiirk fasulye
cesidi kullanmiglardir. Doku kiltlirii ¢alismalarinda standart MS-Gamborg ortami
kullanmislardir. Kazein, glutamin ve STS-AgNO3’lin doku kiiltiirii ortamina eklenmesi
rejenerasyon sartlarini onemli derecede iyilestirmiglerdir. Cesitli sitokninlerin farkli
konsantrasyonlarini ve onlarin ¢esitli kombinasyonlar1 embriyonik uglardan ¢oklu
siirglin uyarimi i¢in kullanmislardir. Test edilen sitokininler arasinda Smg/L BAP,
0.5mg/L TDZ, 1 mg/L Kinetin, 0.5 mg/L zeatin ribosid kombinasyonu ¢oklu siirgiin
uyarimi i¢in ideal miktar olarak bulmuslardir. Partikiil bombardimani fasulyede gen
aktarim1 metotlar1 arasinda yegane basari saglamis yontem oldugunu vurgulamislardir.
Tiirkiye’de yaygin tarimi yapilan fasulyede; transformasyon etkinligini optimize etmek
icin li¢ farkli basing atisi, li¢ farkli negatif ¢gember basinci, iki farkli mikroprojektil ugus
mesafesi, iki farkli transfeksiyon ve DNA sarici ajan, iki farkli mikroprojektil ve iki
farkli DNA konsantrasyonu denemislerdir. Akman kiiltiivar1 rejenerasyona en iyi cevabi
verdiginden dolay1 transformasyon caligmalari boyunca kullanmiglardir. Denemeler

arasindaki 6nemli farklar1 belirlemek icin ANOVA uygulamislardir.

Estrada-Navarrete ve ark. (2006); Fonksiyonel Genomik igin bir Aract olan:
Phaseolus  spp.’nin  Agrobacterium  rhizogenes  Doniistimii  c¢alismalarinda;
Agrobacterium rhizogenes'i kullanan hizli, tekrarlanabilir ve etkili bir doniistiirme
prosediirii Phaseolusvulgaris L. yabani katilimlari, yerel ¢esitleri ve g¢esitler igin
gelistirilen, cins Phaseolus ait diger ii¢ tiirler i¢in: P. coccineus, P. lunatus ve P.
acutifolius. Normal belirli nodiiller Rhizobium tropici ile inokiile oldugu zaman
transgenik kokleri azot verimli olarak asilanmis ve standart kokleri diizeltmesine neden
oldugunu bulmuslardir. Islevsel genomik programlar icin Phaseolus cinsi A. rhizogenes
kaynakli sagak kok transformasyonu, kok fizyolojisi ve kdk metabolizmas: etkilesimleri

tizerinde durmuslardir.

Faria ve ark. (2006); Transgenik fasulye (Phaseolus vulgaris L.) hattinin
mutasyona ugramis bir rep geni ifadesinin fasulye altin mozaik viriisiine kismi direnci

caligmasinda; fasulye altin mozaik virtisi (BGMV) rep geni viriis replikasyonu igin
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gerekli oldugunu ve niikleosit trifosfat amino asit kodon degisikligi olan bir mutasyon
gecirmis, rep geni (NTP) baglanma motifi D262R olusturmuslardir. Phaseolus vulgaris
mutasyona ugramis ve bar genleri iceren bir vektor elde etmislerdir. Sekiz kusak
genomik DNA ile Southern blot analizi ayni sekilde entegre temsilcisi geninin iki
kopyasini bulundurdugunu gozlemlemislerdir. RT-PCR analizi ile bar ve temsilcisi
genleri transkript varligimi ortaya g¢ikarmiglardir. Mutasyona ugramis Rep proteini,
transgenik bitkilerde Western blot analizi ile tespit edilebilir miktarlarda mevcut oldugu

sonucuna varmislardir.

Giirlek  (2006);  Agrobacterium  tumefaciens  Araciligtyla ~ Nohut
Geveni(Astragalus cicer L.)ne Gen Aktarimi c¢alismalarinda; nohut gevenine
Agrobacterium tumefaciens araciligt ile dayaniklilik saglamayr amaglamislardir.
Oncelikle adventif siirgiin rejenerasyon oranmi yiikseltmek icin in vitro’da hipokotil ve
kotiledon eksplantlar1 degisik oranlarda bitki biiylime diizenleyicileri (BAP, Kinetin,
TDZ ve IBA) igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire almistir. Calisma sonucunda; en
yiiksek indirek adventif siirglin rejenerasyonu orani (% 53,3) ve eksplant basina diisen
siirglin sayisinin (3.3) , 1.0-2.0 mg/l IBA igceren MS besin ortaminda ve hipokatil
ekplantlarindan elde etmistir. Gen aktarim calismast kisminda; pAoPR GUS-INT,
pPR1la GUS ve p35S GUS-INT vektorlerini igeren GV2260 A. tumefaciens hatlar ile
hipokotil eksplantlar1 degisik inokulasyon ve ko-kiiltivasyon metodlart ile inokiile ve ko-
kiltive etmistir. Arastirma sonuglarina gore; tim bakteri hatlar1 i¢in en uygun
inokiilasyon siiresinin 30 dk, ko- kiiltivasyon siiresinin ise 48 saat ve en uygun ko-
kiiltivasyon ortam fazinin ise sivi rejenerasyon ortami oldugunu belirtmigtir. Segici
ortamlarda gelisen kalluslardan elde edilen siirgiinler secici koklendirme ortaminda (1/2
MS +0.2 mg/l TAA) koklendirmistir. Yapilan histokimyasal GUS analizi sonucunda

koklenen bitkiciklerin tamaminin GUS negatif oldugunu gézlemlemistir.

Mrabet ve ark. (2006); Fasulyede Agrobacterium suslari tarafindan kok
nodiilleri izole edilerek o&zellikle Rhizobium gallicum yumrulanmasini azaltma
caligmalarinda; daha Onceki c¢alismalarinda Non-nodiillerin Agrobacterium suslari

fasulye kok nodiillerinin kolonizelerinin miimkiin oldugunu gostermislerdir. Hem azot
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tutucu bakteriler ve hmede enfekte nodiilleri Agrobacterium ile birarada oldugunu
gozlemlemislerdir. Caligmalarinda Tunus'ta farkli cografi ve agronomik bdlgelerden
menseli toprak 6rnegi fasulye kok nodiilleri ile daha 6nce izole edilmis Agrobacterium
suslarin karisimai ile agilamislardir. Fasulye nodiilleri ve bitkisel biiylime tizerinde 6nemli

bir etki gdzlemlememislerdir.

Liu ve ark. (2005); Barbunya fasulyesinin (Phaseolus wvulgaris L.)
Agrobacterium araciligiyla lea geni ile transformasyonunda sonikasyon ve vakum
infiltrasyonu kombinasyonunun kullanilmasi ¢alismalarinda; barbunyada doku kiiltiirii
yontemleri olmadan etkili bir gen aktarim sistemi yapabilmek i¢in sonikasyon ve vakum
infiltrasyonunu kullanarak, Agrobacterium-aracili tansformasyonu gelistirmislerdir. Bu
yaklasimla Brassica napus'tan bir grup 3 lea (ge¢ embriyogenesis) protein geni igeren
transgenik barbunya fasulyesi liretmislerdir. Transformasyon yontemleri sonucunda 18
kombinasyonun arasindan Agrobacterium aracilikli 5 dakikalik sonikasyon ve 5
dakikalik vakum infiltrasyonu ile kombinasyonda en uygun protokol olmustur.
Transgenik barbunya fasulyesi bitkileri, tuz ve su eksikligi stres kosullar1 altinda
bliylime yetenegi sergiledigini goézlemlemislerdir. Artan tolerans ile birlikte kuraklik
stresinin neden oldugu hasar belirtilerinin gecikmeli olarak gelisimini gormiislerdir.
Yiiksek lea gen ekspresyon seviyesine sahip transgenik ¢izgiler, diisiik ekspresyon
seviyesine sahip olanlardan daha yiiksek stres toleransi gosterdigini gormiislerdir.
Transgenik barbunya fasulyesinin stres toleransi lea gen ekspresyon seviyeleri ile gen
entegrasyon sonuglarina gore daha iyi korele oldugunu bildirmislerdir. Hem ultrasonik
hem de vakum infiltrasyon yardimli, Agrobacterium aracili transformasyon kullanilarak
transgenik barbunya fasulyesi iiretimi hakkinda daha oOnce yapilmis herhangi bir

sonucun bulunamadigini belirtmislerdir.

Saglam ve ark. (2005); Fasulye bitkisine In planta kosullarda gen aktarimi
caligmasinda in planta gen aktarimi yonteminde in vitro gen aktarimi yontemi kadar
yaygin kullanilmakta fakat miidahale edilemedigi bazi g¢evresel faktorlerin olumsuz
etkilerinden dolayr c¢alisma sonuglarinin beklenilen kadar basarili  olmadigim

belirtmislerdir. Fasulyenin Aras, Eskisehir-855, Sehirali-90 c¢esitlerinin tohumlari
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tesadiif bloklar1 deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii olarak ekmigler ve aksam giines
batmadan yarim saat dnce her ii¢ ¢esidin agilmamis ve agilmak iizere olan ¢igeklerini el
ile agip Agrobacterium tumefaciens’in nononkogenik GV2260, EHA105, LBA4404,
WIP(AOPRI1) bakteri hatlar1 ile asilamiglar ve asilanan her bir ¢igek Aydinger kagitlar
ile digsaridan tozlagsmayr engellemek amaci ile muhafaza alima almislar ve
etiketlemislerdir. Bakla olusumuna kadar bitkiye gerekli bakimi yapmislar ve hasat
zamani olgun baklalar1 hasat ederek baklalar igerisindeki tohumlar iklim odasinda
saksilara ekmisler ve gelisen bitkiler ile GUS testi yapmislar ve GUS testi sonucunda in
planta polen yoluyla Agrobacterium’un nononkogenik hatlariyla transformasyon
gerceklestiremedigini  gormiislerdir. A. Tumefaciens’in A281 ve A. rhizogenesis’in
15834 onkogenik hatlar1 seyreltilmeden tarladaki bitkilerin {ist kisimlarmin koltukalti
bolgelerine enjektor yardimiyla enjekte etmisler ve bu kisimlarda iizerine hangi bakteri
hatt1 ile enjekte edildigi yazilmis olan etiketler ile etiketlemislerdir. A. Tumefaciens’in
A281 hattt ile govdelerin alt kismina yaptiklari asilamada hi¢ transformasyon
gézlenmemis fakat azda olsa timor olusumu tespit etmislerdir. Ayni sekilde A.
rhizogenesis’in 15834 hatt1 ile yapilan asilamada sonug¢ gozlenmezken iist kisimlarda

yaklasik % 20 oraninda kok yerine tiimor olusumu gozlemlemislerdir.

Saglam ve ark. (2005); In vitro kosularda fasulye bitkisine dort yaprakli
asamada transformasyon calismalarinda; Fasulyenin Aras ve Eskisehir-855 cesitleri
laboratuvar kosullarinda ¢imlendirilmis ve dort yaprakli doneme geldiklerinde gévdeleri
Agrobacterium tumefaciens’in onkogenik A281 hatti ve non-onkogenik GV2260,
EHA105 hatlar1 ile agilamislardir. Asilama sonucunda A281 ile muamele edilmis Aras
ve Eskisehir-855 cesitlerinde tiimorler olusumu gormiislerdir. Kokler tizerinde herhangi
bir olumsuz etkisine rastlamamislar ve koklerin normal gelisimine devam ettigini
gormiiglerdir. Ayni sekilde her iki ¢esidin A. tumefaciens’in non-onkogenik GV2260 ve
EHA105 hatlar1 ile agilanmasi sonucunda bitkilerin yapraklarinda mozaiklik ve sararma
goriilmiis ve bunlari GUS testine tabi tutmuslar fakat GUS pozitif sonuglar elde
edilememistir. Bitkiler dort yaprakli asamada iken A. rhizogenes’in 15834 hatti ile de

asilamiglar ve bitkilerin govdelerinde kokler gozlemlemislerdir. Bakteri agilanmamis
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kontrol bitkilerinde kdklenme gérmemislerdir. A. tumefaciens’in onkogenik hatlart ile
bitkilerde tiimér ve kok olusumu in planta kosullarda gen aktarilabilecegini
gostermektedirler. Bu ¢alismanin sonucunda; fasulye bitkisinde genetik miihendisligi
icin gerekli alt yapiy1 olusturmakta oldugunu, onkogenik ve isaret genlerinin aktarilmasi
sirasinda kullanilan yontem ilerde tarimsal ilaglara, soguga, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik genlerinin fasulye bitkisine aktarilmasi yolunda da izlenebilir bir yontem

olusturacagi sonucuna varmiglardir.

Saglam (2004); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) de doku kiiltiri ve
Agrobacterium araciligi ile gen aktarimi ¢alismasinda; Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
Aras, Eskisehir-855 ve Sehirali-90 ¢esitlerinin jenerasyon, koklendirme, in planta ve in
vitro kosullarda Agrobacterium’ un A. tumefaciens ve A. rhizogenesis’ in degisik
suslarin1 kullanarak gen aktarimi kabiliyetini incelemek amaci ile yiiritmiistiir. Adventif
slirgiin rejenerasyonu amaciyla s6z konusu ii¢ fasulye ¢esidinden alinan apikal meristem,
petiol, kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlar1 2,4-D ve kinetin iceren MS besin
ortamlarinda kiiltiire almis fakat petiol ve hipoktilden hi¢ siirgiin rejenerasyonu
gbzlenmemisken, apikal meristem ve kotiledon bogum eksplanlarindan az sayida siirgiin
gozlemlemistir. Siirgiin gelisimini hizlandirmak amaciyla 0.1 mg/l GAgs igeren MS
ortamina alt kiiltiire almis fakat gelisme kaydedememistir. Siirglin rejenerasyonu igin
olgunlagmamis embriyolar 0.05-0.15 mg/l TDZ ve 0.2 mg/l NAA iceren MS besi
ortaminda kiiltiire alirken, koklenmeyi saglamak i¢in rejenere olan stirgiinleri 0.00, 0.25,
0.50, 1.00 2.00 mg/1 IBA igeren MS besi ortamina almig ve IBA oranin artisiyla paralel

olarak koklenmenin de artigin1 gézlemlemistir.

Aragao ve ark. (2002); Herbisit Glufosinat Amonyuma Toleransli Transgenik
Fasulye calismalarinda; herbisit glufosinat amonyum karsi tolerans saglayan
Streptomyces hygroscopicus'’dan (Jansen) Labeda & Lyons kodlar fosfinotrisin
asetiltransferaz (PAT), gelen bar geni ile Brezilya'da, Phaseolus vulgaris L. (kuru
fasulye) verimliliginde baz1 bolgelerde diisiis oldugunu belirtmislerdir. En sinirlayici
faktorlerden birisinin yabanci ot ile miicadele oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma, yaz

sezonu boyunca yabanci ot kontrolii kolaylastiracak glufosinat amonyum direngli
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transgenik fasulye bitkileri, elde etme olasiligin1 degerlendirmek amaciyla yapmiglardir.
Biyolistik iglemi, kuru fasulye i¢ine bu genin eklenmesi i¢in kullanmiglar ve entegrasyon
southern blot analizi ile teyit edilmistir. Iki transgenik olaylar, PHV119 ve PHV122

bitkiler tolere oldugunu gostermislerdir.

De Carvalho ve ark. (2000); Ince Hiicre Katmani Testi ve Giimiis Nitrat
Kullanilarak Fasulyede (Phaseolus vulgaris L.) Tam Verimli Bitki Rejenerasyonu
caligmalarinda; Phaseolus vulgaris L. enine ince hiicre tabakasi (tTCL) ydntemini
kullanarak, ticari dneme sahip fasulye (ara kallus olmadan) bitkisinde hizli ve yiiksek
frekansli bir yontem olan dogrudan siirglin rejenerasyonu optimize etmek igin
tasarlanmugtir. Siirglin gelisimi % 100 1yi gelismis siirglinler giden 10 uM BAP ve 10
uM AgNO; tarafindan gelistirilmistir. Rejenere bitkiler adeta fertil tipi bitkiler haline
geldigini bildirmislerdir.

Aragio ve ark. (1996); Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ko-transgenik yabanci
genlerin kalitim pargacik bombardimani ile degistirilmesi ¢aligmasini gergeklestirmisler
ve bu calismada partikiil bombardimanimin yami swra PCR ve Southern Blot

hibridizasyonu entegresyonu saglamislardir.

Brasileiro ve ark. (1996); Fasulye ve Tepary Fasulye suslarinin Agrobacterium
spp. Aracihigy ile Duyarlilik ve lyilestirilmesinde Mikroprojektil bombardimani ile
Agrobacterium transformasyonu ¢alismalarinda; Agrobacterium araciligi ile fasulye ve
tepary fasulye transformasyonu igin etkili bir protokol gelistirmek amaciyla, sekiz
Agrobacterium tumefaciens, alti A. rhizogenes suslari genotipleri duyarliligini test
etmislerdir. Agrobacterium irklarinin hastalik olusturma etkisi genotipe bagli oldugu
gosterilmistir. Genel olarak, fasulye c¢esidinde goriilen tiimorler tepary fasulye
cesitlerinin gozlenenden daha biiyiilk oldugunu bildirmislerdir. Polimeraz = zincir
reaksiyonu (PCR) analizi, A. tumefaciens ile asilamadan kaynaklanan tiimor T-DNA'nin
varligini ti¢ fasulyede dogrulamislardir. P. vulgaris cv. apikal meristemler Jalo tungsten
mikroprojektiller ile bombardiman1 ve A. tumefaciens (AchS) dogal tip susu ile daha

sonra astlamiglardir. Bir ay sonra, eksplantlar tiimor olusumu (% 70, % 50) yiiksek
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siklikta oldugunu gostermislerdir. Benzer bir sekilde, bombardiman meristemler, bir A.
tumefaciens (LBA4404 / p35SGUSINT) ile asilandiginda partikiilsiiz susu, bunlarin %
441, katilan genin ekspresyonunu gosterdigini ve GUS aktivitesinin énemli kesimleri
gostermekte oldugunu belirtmistir. Kullanilan yontemin Agrobacterium sistemini stabil
dogrudan doniistliriilmiis apikal meristem bitkilerinin rejenerasyonu ile fasulyeye gen

aktarimi ic¢in umut verici bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Ishimoto ve ark. (1996); Fasulyede a-amilaz inhibitériiniin Bruchidae direngli
transgenik azuki fasulyesi tohumu dretimi hedeflemiglerdir. Bu c¢alisma ile
Callosobruchus chinensis, C. maculatus ve azuki fasulye tohumlarinda hasat sonrasi
onemli hasar olusturan Bruchidae boceklerinin fasulye tohumlari i¢inde mevcut -
amilaz inhibitorii (aAl) kullanilarak yeni ¢esitler gelistirmek in vitro kiltiirii olusturmak,

gen transformasyonu, gen haritalama ve genom analizi ¢alismalar1 hedeflemislerdir.

Dillen ve ark. (1995); Phaseolus vulgaris tohum dokular1 elektroporasyon
araciligi ile DNA analizi c¢aligmalarinda; DNA elektroporasyon ile fasulyenin
bozulmamis embriyonik eksenlerini analiz etmislerdir. SS-glukuronidaz raportdr geninin
sentezlenmesi  spot benzeri bir sekilde hipokotil ve epikotil dokusunda
gozlemlemislerdir. Plazmid DNA dogrusallastirilmasi biiyiik gecici ekspresyon
seviyelerini arttirmis oldugu sonucuna varmiglardir. Tim P. vulgaris dokular igin de
oldugu gibi ¢ok sayida biiylik tohumlu baklagil tiiriiniin i¢indeki eksplantlar icin, kiiltiir
bitkileri  S.vulgaris test prosediirii embriyonik akslarinda basarili  oldugunu

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Bitki Materyali

Bitki materyali olarak kullanilan Yunus-90, G&yniik-98 ve Onceler-98 fasulye

cesitlerine  ait  tohumlar  Geg¢it Kusagi  Tarimsal  Arastirma  Enstitiisii

Midiirligii/Eskisehir’den temin edilmistir.

Yunus-90; Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 1990 yilinda
seleksiyon yontemi kullanilarak 1slah edilmis bir fasulye ¢esididir. Gelisme sekli bodur-
dik, bitki boyu 55-60 cm, yaprak rengi yesil, ¢icek rengi beyaz, baklada tane sayisi 4-5
adet, tane tipi horoz, tane rengi beyaz, kil¢ikli, siililk olusumu yok, tanede protein orani
% 23-26 ve 100 tane agirligi 53-55 gr’dir.
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YUNUS 90

Tescil Yili: 1990

TARIMSAL ARASTIRMA
ENSTITUSU
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Morfolojik Ozellikleri:
~-Gelisme Sekli:Bodur-Dik

Orta Anadolu Bélgesi
sonrast Mayis basidir.

icin Nisan
Eger bakim

-Bitki Boyu: 55-60 cm

~Suluk clusumu: Yok

~Yaprak rengi: Yesil

-Cicek rengi: Beyaz

-Baklada tane sayisi:4-5 adet
-Tane Tipi: Horoz

-Tane rengi: Beyaz
~-Kilgiklilik: Kaloiklidar

-100 tane ag.: 53-55 g.

Tarmsal Ozellikleri:

-Hasat olum siresi: 115-120 gundur.
Diger gesitlere gére biraz geggidir.
-Bakla acilma: Yokwur.

—-Harman Olma Kabiliyeti: Cok iyidir
~Verim: 220-260 kg/da arasmnda
degismektedir. En uygun ekim zamam

istemlen traktorle cekilen makinelerle
vapilacaksa sira arasi mesafe 45 om.
sira uzeri mesafe 8-10 cm. birim alana
atilacak tohum miktan ise 10-12 kg/da
olmalidir.

Kalite Ozellikleri:

-Tanede Protein orani:% 23-246 dir.
-Pisme durumu: Islatarak 35 dakikadir.
Pistikten sonra fazla dagilma yoktur.
Hastalik ve Zararlilarn:

~-Cesidin en onemli ézelligi ise bakteriyel
ve virus hastaliklarnina kars: toleransh
olmasidir.

Onerildigi Alanlar:
— Genis alanda kuru fasulye tarmm
yapilan tom bolgelere cnerilmektedir.

_A
Sekil 3.1. Yunus-90 fasulye cesidine ait 6zelliklikler
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GoOyniik-98; Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisli tarafindan 1998 yilinda
seleksiyon yontemi kullanilarak islah edilmistir. Gelisme sekli bodur-dik, bitki boyu 45-
55 cm, yaprak rengi yesil, ¢icek rengi beyaz, baklada tane sayisi 3-5 adet, tane tipi
horoz, tane rengi beyaz, kil¢ikl, siilik olusumu yok, tanede protein orant % 23-26 ve

100 tane agirlig 53,5-55 gr’dur.
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TARIMSAL ARASTIRMA 4847
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ENSTITUSU

GOYN U K—98

Tescil Yiu: 1998

Morfolojik Ozellikleri:
-Gelisme Sekli:Bodur-Dik
-Bitki Boyu: 45-55 cm

~Suluk clusumu: Yoktur.
-Cicek rengi: Beyaz

-Yaprak rengi: Yesil

-Baklada tane sayrsi:3-5 adet.
~Tane Tipi: Horoz

tohum miktarn ise 10-12 kg/da olmalidir.
Cikis wve ciceklenme donemlerinde
1-2 sulama, ciceklenme doneminden
sonra ise 10-15 gun arayla kok bolgesi
islatlacak kadar fazla su verilmelidir.
Yapilan denemeler sonunda en yuksek
tane verimi drenaji iyi tarlalarda yapilan
kartk usultu sulamadan elde edilmistir.

-Tane rengi: Beyaz

-100 tane ad.: 53.5-55.0 g.

Tarnmsal Ozellikleri:

-Hasat olum suresi: 110-120 gun olup,
biraz geccidir.

-Tane Dokme: Yoktur.

-Harman Olma Kabiliyeti: lyidir.

~Verim: 220-250 kg/da  arasmnda
degismektedir. En uygun ekim zamam
Orta Anadcelu Bolgesi igin Nisan sonrasi
Mawyis basidir. Eger bakim islemlen
traktorie cekilen makinelerle yapilacaksa
sira arast mesafe 45 om, sira uzeri

Kalite Ozellikleri:

~Tanede Protein crani:% 23-24 dir.
-Pisme  durumu: Islatarak
dakikadir.

Hastalik ve Zararlilar:
-Viras ve bakteri
toleranshidir.

34-37

hastalklanna

Onerildigi Alanlar:

-Cesidin kademeli tohumluk Gretimi
yapilmakta olup, genis alanlarda tarla
tarnim:  seklinde kuru fasulye dretimi
yapilan tim bolgelere Gnerilmektedir.

mesafe 8-10 cm, birim alana aulacak

|
Sekil 3.2. Goyniik-98 fasulye ¢esidine ait 6zelliklikler

Onceler-98; Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 1998 yilinda
seleksiyon yontemi kullanilarak 1slah edilmistir. Gelisme sekli bodur-dik, bitki boyu 40-
50 cm, yaprak rengi yesil, ¢igek rengi agik leylak, baklada tane sayisi1 3-5 adet, tane tipi
barbunya, tane rengi bej zemin tiizeri alacali, bakla sekli diiz ucu kivrik, siiliikk olusumu

yok ve tanede protein oran1 % 23-26 ve 100 tane agirligi 40,5- 41 gr’dir.
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Tescil Yili: 1998

Morfolojik Ozellikleri: mesafe 8-10 cm, birim alana atilacak
-Gelisme Sekli: Bodur-Dik tohum miktan ise 8-10 kg/da olmalidir.
-Bitki Boyu: 40-50 cm Cikis doneminde kultur bitkisinin
~Saluk olusumu: Yoktur. yabanai otlar tarafindan bogulmasm:
~Cicek rengi: Agk Leylak onlemek amaciyla kimyasal ot miicade-
-Baklada tane sayisi:3-5 lesi yapilmalidir.
~Tane Tipi: Barbunya Kalite Ozellikleri:
-Tane rengi: Bej zemin Gzeri alacalidir. -Tanede Protein orani:% 23-26
-100 tane ag.: 40.5-41 g. -Pisme durumu: Islatarak 35-40 dakika.
-Bakla Sekli: Duz ucu hafif kevriktr. Pistikten sonra fazla dagilma yok.
Tarimsal Ozellikleri: Hastalik ve Zararlilare:
~Hasat olum sdresi: 105-110 gunddir. ~Viral hastalsklara toleranshi olup, bak-
~-Bakla acilma: Yoktur. teriyel hastaliklara orta toleranshidir.
-Harman Olma Kabiliyeti: Cok iyidir.
-Verim: 280-300 kg/da arasinda Onerildigi Alanlar:
degismektedir. En uygun ekim zamam -Cesidin kademeli tochumiuk tretimi
Orta Anadolu Bolgesi icin Nisan sonrast  yapilmakta olup, genis alanlarda tarla
Mayis basidir. EGer bakim islemleri tarnimi seklinde kuru fasulye dretimi
traktorie cekilen makinelerle yapilacak—- yapilan tum bolgelere tavsiye edilmek-
sa syra arasi mesafe 45 cm, sira Gzeri tedir.

=

Sekil 3.3. Onceler-98 fasulye ¢esidine ait 6zelliklikler

3.1.2. Besin Ortami, Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Kiiltiir Kosullari, Sterilizasyon

Denemelerde 30 gr/l sukroz (Duchefa), 5 gr/lt agar (Duchefa) ile katilastirilmig
MS (Murashige and Skoog, 1962 / Duchefa) besin ortami kullanilmistir (Tablo 3.4.,
Sekil 3.4.). Ortamlar distile saf su ile hazirlanmustir.
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Tablo 3.1. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan maddeler ve
konsantrasyonlari (Saglam, 2009)

Ortamda
Bulunan Makro Kons. Ortamdz_;l Kons. Ortamda Kons.
Elementler (mg 1) Bulunan Mikro (mg IY) Bulunan (mg I
g Elementler g Vitaminler 9
NH;NO; 1650 Kl 0.83 Myo-Inositol 100
KNO3; 1900 H3;BO; 6.2 Nicotinic Acid 0.5
CaCl, 2H,0 440 MnSQO,4H,0 22.3 Pyrotinic Acid 0.5
MgSQO, 7H,0 370 ZnS0O, 7H,0O 8.6 Thiamine-HCI 0.1
KH,PO, 170 Na,MoQO, 2H,0 0.25 Glycine 2

CuS0O45H,0 0.025
CoCl,6H,0 0.025
FeSO,47H,0 27.85
Na,EDTA.2H,O  37.25

Denemelerde MS ortamina farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda bitki
bliylime diizenleyicileri (BAP, NAA, IAA) ilave edilmistir. Tiim denemelerde besin
ortamlarimin pH’st 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’e ayarlanmistir.
Otoklavda 104 kPa basing altinda 121 °C’de 20 dk tutularak besin ortamlarinin
sterilizasyonu saglanmistir. Biiylime diizenleyicilerin stok soliisyonlar iiretici firmanin
tarif ettigi gibi gerekli ¢oziiciilerle ¢oziildiikten sonra saf su ile istenilen miktarda ve

oranda hazirlanarak 4 °C’de 3 ay saklanmistir.

T

Sekil 3.4. MS besin ortaminda kullanilan kimyasallér
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Tim kiiltiirler beyaz floresan 1s18inda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24+1 °C’de
iklim odasinda tutulmustur. Tklim odas1 sartlar1 ise; % 50 nem de ve 18 000 watt 151k
siddetindedir.

Sterilizasyon asamalar1 ve biitin doku kiiltiiri islemleri laminar flow
biyogiivenlik kabini i¢inde gergeklestirilmistir. Her muamele i¢in i¢inde 5 adet
eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii magenta kaplari (GA-7) kullanilmistir. Calismada
kullanilan cam petri kutulari 160 °C’de 1.5 saat etiiv icerisinde steril edilmistir.
Kullanilan plastik magenta kaplart ve beherler, agizlar1 kapatilarak otoklav igerisine

yerlestirilip 121 °C’de 20 dk steril edilmistir (Sekil 3.5.).

Tablo 3.2. Denemelerde kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklama
kosullar1 (Khawar vd, 2004)

Stok Otoklav
Toz halde soliisyon (O)- Filtre

. .. .. Seyreltme  Stok saklama  saklama (F) ile
BBD  Coziici sivist  miktarlar sicakh@ (°C) sicakhg sterilizasyo Kaynak
(°C) n
Oksinler
IN
NAA NaOH Su 1 mg/ml 0S y 0 Duchefa
IN
IAA NaOH Su 1 mg/ml -0 O/F Duchefa
Sitokininler
AN
BAP NaOH Su 1 mg/ml 0S +4 0 Duchefa

Denemelerde kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok soliisyonu olarak
hazirlandiktan sonra, yukarida bahsedilen saklama kosullarinda 3-5 ay muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.5. Calismada kullanilan cihaz ve malzemelerin goriintiileri (a: cam petri kabi, b:
otoklav, c: magenta kabi, d: etiiv, e: laminar flow biyogiivenlik kabini)

3.1.3. Bakteri Materyali

Gen aktarimi1 denemelerinde bakteri materyali olarak 1 adet markdr geni, 1 adet
bar geni ve 11 adet farkli herbisitlere dayaniklilik genleri tasiyan toplam 13 farkli A.
tumefaciens bakteri hatt1 kullanilmistir. Kullanilan biitiin bu bakteri hatlar1 bitkisel
seleksiyon amagli kanamisine dayanikliligi saglayan NPT-1I ve GNA lektin genini
tagtyan LBA 4404°i tasimaktadir.

1 adet markor geni: A. tumefaciens GV2260 (p35S GUS-INT): NPT-I1 geni NOS
promotor ve terminatdr, GUS intron geni ise 35S promotor ve terminatdr dizileri

tarafindan kontrol edilmektedir (Saglam, 2009).

3.1.4. Antibiyotikler

Bakteri biiylitme ortamlarina ilave edilmeden 6nce her antibiyotik mikro filtreler
(0.44 p) kullanilarak steril edilmis ve otoklavdan g¢iktiktan sonra 1sis1 40-45 °C’ye
diismiis olan ortamlara ilave edilmistir. Bu amagla kullanilan antibiyotikler ve

konsantrasyonlar1 Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Agrobacterium hatlarinin biiyiitiilmesinde kullanilan antibiyotikler, ¢oziiciiler
ve saklama kosullar

Antibivotikler Kullanim Stok Coziiciiler Saklama
y Oranlari(mg/l) (mg/ml) Kosullari (°C)
Rifampisin 100 25 metanol -20
Kanamisin 100 50 Su -20

monostlfat

LBA4404 bakteri hatlar1 blyiitiiliirken ortama 50 mg/l Rifampisin, 50 mg/l
Kanamisin monosiilfat ve GUS genini tasiyan GV2260 hatlar biyiitiiliirken ise ortama
25 mg/l Rifampisin ve 50 mg/l Kanamisin monosiilfat eklenmistir. Rifampisin metanol,
Kanamisin monosiilfat ise su ile ¢oziildiikkten ve filtre sterilizasyonundan sonra stok

¢ozeltiler -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.4. Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan antibiyotikler,
coziicliler ve saklama kosullari

Stok Fasulyede Saklama
Antibiyotikler Soliisyon Kullanilan Coziicii Kosullary
(mg/l) Konsantrasyon (O
Kanamisin 50 50 Su -20
monosiilfat
Augmentin* 100 500 Su -20

* Ko kiiltiivasyondan sonra A. tumefaciens’in gelisimini engellemek i¢in kullanilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Tohum Canlilik Testi

Bitki tohumlarinin canlilik tespiti icin 2,3,5 trifeniltetrazolium klorit (TTC)
yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada fasulyenin Yunus-90, Gyniik-98 ve Onceler-
98 ¢esidinde tohumlar 24 saat su i¢inde ve oda sicakliginda (24+1 °C) bekletilmistir.
Tohumlar % 10 NaOCI konsantrasyonunda 10 dk steril ettikten sonra 3x5 dk
durulanmis; tohum kabuklar: ¢ikarilarak, 1pg/pl oranda hazirlanmis trifeniltetrazolium
Klorit soliisyonu igine daldirilarak 24 saat sonra tohumlarin canliliklart kontrol

edilmistir.
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3.2.2. Fasulye Tohumlarinin In vitro Kosullarda Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi

Yunus-90, Goyniik-98, Onceler-98 fasulye gesitlerine ait tohumlar, sterilizasyon
asamasindan Once itina ile secilerek saglikli tohumlar kullanilmistir. Calismada higbir
sekilde zedelenmis, ¢iirlik veya hasta olan tohumlara yer verilmemistir. Her li¢ fasulye
¢esidinin tohumlarina, yiizey sterilizasyonu amaci ile ticari ¢gamasir suyunun (Aktif klor
icerigi % 5’lik Ace®) farkli dozlari (% 5, % 10, % 25, % 50) ve farkl siireler (5, 10, 20
dk.) kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3’er kez 5
dk durulanmistir. Steril edilen tohumlar steril magenta kaplar igerisinde % 3 sukroz
iceren ve % 0.5 agar ile katilagtirilan MS besin ortaminda 24+1 °C’de 16 saat 151k, 8 saat

karanlik fotoperiyodunda iklim dolabinda ¢imlendirilmistir.

3.2.3. Filtre Kagitlarinin Fasulye Tohumlarinin Cimlenmesine Etkisi

Fasulye tohumlarinin ¢imlenmesine filtre kagidinin etkisi 2 sekilde incelenmistir.
[Iki filtre kagitlarmin MS besin ortami iizerine yerlestirilmesi, digeri ise filtre
kagitlarinin MS besin ortami olmaksizin magenta kab1 igerisine yerlestirilmesi seklinde
olmustur. Filtre kagitlar1 yaklasik 5 tohumun ¢imlenmesine izin verecek biiyiikliikte
kareler halinde kesilerek etiivde 160 °C 2 saat steril edilmistir. Uygulama basamaklarina
gore laminar flow biyogiivenlik kabini igerisinde fasulyenin ii¢ ¢esidine ait tohumlar

steril edilerek, ekimleri gergeklestirilmistir.
3.2.4. Fasulyede Rejenerasyon Caligmalari
3.2.4.1. Olgunlagmis embriyo kiiltiirii

Steril edilen tohumlar streril saf su ic¢inde 24 saat bekletildikten sonra
tohumlardan embriyolar izole edilmistir. Elde edilecek olan olgunlasmis embriyolarin
BAP (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) ve NAA (0.00 ve 0.25 mg/l)’in farkli dozlarinda siirgiin

rejenerasyonuna tepkisi incelenmistir.
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3.2.4.2. Apikal meristem eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

Steril edilen tohumlar in vitro kosullarda ¢imlendirilmis ve 7-10 giinlik
bitkiciklerin apikal meristemleri izole edilmistir. Elde edilen apikal meristem
eksplantlarinin BAP (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) ve NAA (0.00 ve 0.25 mg/l)’in farkli

dozlarinda siirgiin rejenerasyonuna tepkisi incelenistir.
3.2.4.3. Olgunlagsmis embriyo kiiltiiriine 6n muamele uygulamasinin etkisi

Steril edilen tohumlar streril saf su iginde 24 saat bekletildikten sonra
tohumlardan olgunlagmis embriyolar izole edilmistir. Embriyolar yiiksek dozda (10 mg/1
IAA) oksin igeren bir ortamda 5 giin bekletilmis ve elde edilen plumula eksplantlarinin
BAP’mn farkli konsantrasyonlarinda (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) siirgiin rejenerasyonuna

tepkisi incelenmistir.

3.24.4. Apikal meristem eksplantlarindan siirglin rejenerasyonuna o6n muamele

uygulamasinin etkisi

Steril edilen tohumlardan elde edilen 7-10 giinlik bitkiciklerin apikal
meristemleri yliksek dozda (10 mg/l IAA) oksin igeren bir ortamda 5 giin bekletilmis ve
elde edilen plumula eksplantlarinin BAP’in farkli konsantrasyonlarinda (0.5, 1.0, 1.5,
2.0 mg/1) siirgiin rejenerasyonuna tepkisi incelenmistir.

3.2.5. In vitro Kosullarda Siirgiinlerin Koklendirilmesi

In vitro kosullarda gelisen fasulye siirgiinleri 2-3 cm uzunluga geldiginde dip
kisimlarindan kesilerek steril magenta kutular1 iginde 2.0 mg/l IBA i¢eren MS ortaminda
koklendirmeye alinmistir (Saglam, 2005). Bar geni tasiyan transgenik adayi bitkilerin
koklendirilme ortamina ilave olarak 500 mg/l Agumentin ve 50 mg/l kanamisin

monosiilfat eklenmistir.

3.2.6. Koklenmis Fasulye Bitkiciklerinin Dis Sartlara Alistirilmasi (Aklimatizasyon)
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Doku kiiltiirii ile elde edilen koklenmis bitkiler, dis ortama alistirmak amaciyla
steril torf iceren 15 cm’lik saksilara aktarilmis ve iizerleri yaklasik 1 hafta seffaf poset
ile kapatilarak, iklim odasinda biiyiimeye birakilmistir. Iklim odasinda 24 + 1 °C, 3000
liiks 151k, 16 saat 151k fotoperiyodu ve % 50 nem saglanmistir. Burada gelisen bitkilerden

tohum elde edilmistir.

3.2.7. Bakteri Kiiltiirlerinin Saflastirilmasi, Biiyiitiilmesi, Kisa ve Uzun Siireli

Korunmasi

S1vi bakteri kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasina, NA besin ortaminda bilyiitiilmiis olan
bireysel kolonilerden baglanmis, tek koloniler steril lup ile alindiktan sonra gerekli
antibiyotikleri iceren NB (Sigma Chemical Co St Lo, Mo) bakteri biiyiitme ortamina
konulmustur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri ¢calkalamali inkiibatérde 28 °C’lik sicaklikta
1 ya da 2 giin siireyle biyiitiilmiistir. Bu kiiltiirler daha sonra gen aktariminda
kullanilmistir. Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek i¢in ¢ok az miktarda bakteri
kiiltiirii agarli besin ortami iizerine steril bir lupla yayilmis, bu kiiltiirleri iceren petri
kutular ters gevrilerek 28 °C’de inkiibe edilmistir. 2 giin i¢inde kolonilerin olustugu
gbzlenmistir. Herhangi bir bulagsmay1 dnlemek icin biitiin bakteriyel ¢aligmalar laminar
flow kabin igerisinde yapilmigtir. A. tumefaciens kiiltiirleri, seg¢ici antibiyotikler igeren
5-10 ml NB (Lab-Lemco Powder 1.0 g/l;Yeast extract 2.0 g/l; Pepton 5.0 g/I; Sodyum
Klorit 5.0 g¢/l) ortaminda bir gece 28 °C’de 150 devir/d (rpm)’da inkiibatorde
biiyiitiilmiistiir. Kisa siire i¢in kullanilmak amaciyla NA (Nutrient Agar) i¢eren ortamda
cizilerek 28 °C’de biiyiitiilmiis ve daha sonra elde edilen bakteri kiiltiirleri stre¢ film ile
sarilmis, ters gevrilen petri kutularinda +4 °C’de 6 hafta korunmustur. Daha uzun siireli
muhafaza islemi esit miktarda bakteri kiiltiirii 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 canliigin1 10 yi1l boyunca

muhafaza etmek mimkiindiir.

3.2.8. Agrobacterium tumefaciens’in bar Geni Tasiyan LBA 4404 pRGG bar Hatti ile In

vitro Kosullarda Fasulyeye Gen Aktarim Calismalari
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Bu c¢alismada gen aktarimi amaciyla fasulyenin 3 ¢esidine ait tohumlar ve
Agrobacterium tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatti
kullanilmistir. Steril edilen tohumlar i¢inde 1 mg/30 ml bakteri olan sivi MS ortaminda
30 dk. bakteri ile inokiilasyona tabi tutulmustur. Inokiilasyon isleminden sonra ko-
kiiltivasyon amaciyla icinde eksplantlar olan petri kaplar1 72 saat boyunca iklim
dolabinda 24 °C’de bekletilmistir. Daha sonra bakteri gelisimini 6nlemek icin
eksplantlar, steril saf su ile yikanmis ve ardindan 500 mg/l Augmentin igeren sivi
rejenerasyon ortaminda birkag dk bekletilmistir. Sadece gen aktarimi gergeklesmis olan
eksplantlarda siirgiin ve kok gelisimini saglamak icin seleksiyon ortamina 500 mg/l
Augmentin ile birlikte 50 mg/It kanamisin monosiilfat ilave edilmistir. Elde dilecek olan
transgenik aday1r bitkicikler dis kosullara aligtirildiktan sonra, bar geninin bitki
genomuna  aktarthp  aktarilmadigimi  anlasilabilmesi  i¢in; PCR  Analizi

degerlendirilmistir.

3.2.8.1. Agrobacterium fumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatt1 ve
GV2260 geni ile in vitro kosullarda fasulyenin olgunlagmis embriyolarina gen aktarim

calismalari

Bu calismada gen aktarimi amaciyla fasulyenin 3 ¢esidi ve Agrobacterium
tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatti ve GV2260 geni
kullanilmustir. Steril edilen tohumlar 24 saat steril safsu i¢erisinde bekletilmis daha sonra
laminar flow biyogiivenlik kabini igerisinde olgunlagsmis embriyolar1 alinarak 1 ml
bakteri i¢eren sivi MS ortaminda seyreltilmis ¢ozelti igerisinde 30 dk. bakteri ile
inokiilasyona tabi tutulmustur. Inokiilasyon isleminden sonra ko-kiiltivasyon amaciyla
iginde eksplantlar olan petri kaplar1 72 saat boyunca iklim dolabinda 24 °C’de
bekletilmistir. Daha sonra varsa bakteri gelisimini 6nlemek igin eksplantlar, steril saf su
ile yikanmis ve ardindan 500 mg/l Augmentin igeren sivi rejenerasyon ortaminda birkag
dakika bekletilmistir. Sadece gen aktarimi gergeklesmis olan eksplantlarda siirgiin ve
kok gelisimini saglamak i¢in seleksiyon ortamina 500 mg/l Augmentin ile birlikte 50

mg/It kanamisin monosiilfat ilave edilmistir. Elde edilen transgenik aday1 bitkicikler dis
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kosullara alistirildiktan sonra, bar geninin bitki genomuna aktarilip aktarilmadigini

anlayabilmek i¢in; PCR analizi yapilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.8.2. Agrobacterium tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatt1 ve
GV2260 geni ile in vitro kosullarda apikal meristem eksplantlarina gen aktarim

calismalari

Bu calismada gen aktarimi amaciyla fasulyenin 3 ¢esidi ve Agrobacterium
tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatti ve GV2260 geni
kullanilmistir. Steril edilmis tohumlar in vitro kosullarda ¢imlendirilmis ve 7-10 giinliik
bitkiciklerden elde edilen apikal meristem eksplantlari i¢inde 1 mg/30 ml bakteri olan
stvi MS ortaminda 30 dk. bakteri ile inokiilasyona tabi tutulmustur. Inokiilasyon
isleminden sonra ko-kiiltivasyon amaciyla i¢inde eksplantlar olan petri kaplar1 72 saat
boyunca iklim dolabinda 24 °C’de bekletilmistir. Daha sonra bakteri gelisimini onlemek
icin eksplantlar, steril saf su ile yikanmig ve ardindan 500 mg/l Augmentin igeren sivi
rejenerasyon ortaminda birkag dk bekletilmistir. Sadece gen aktarimi gergeklesmis olan
eksplantlarda siirglin ve kok gelisimini saglamak i¢in seleksiyon ortamina 500 mg/l
Augmentin ile birlikte 50 mg/l kanamisin monosiilfat ilave edilmistir. Elde edilen
transgenik aday1 bitkicikler dis kosullara alistirildiktan sonra, bar geninin bitki
genomuna aktarilip aktarimadigimi anlayabilmek ic¢in; PCR analizleri yapilmis ve

sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.8.3. Agrobacterium tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatt1 ve
GV2260 geni ile In planta kosullarda makroenjeksiyon yontemi ile gen aktarim

calismalari

Bu c¢alismada gen aktarimi amaciyla fasulyenin 3 c¢esidine ait tohumlar iklim
odasinda % 50’si torf, % 20’si toprak ve % 30’u perlitten olusan karisim igeren saksilara
almarak ekilmistir. Her saksida 5’er tohum olacak sekilde denemeler 3 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Ayrica her bir ¢esit i¢in kontrol olacak mok saksilarda da ekim yapilmustir.
Agrobacterium tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar ve GV2260 gen

hatt1 kullanilmistir. Her birisi ayr1 kaplar igerisine alinan fasulye bitkiciklerinin gen
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aktarim c¢aligmasinda 1 ml bakteri: 30 ml sivi MS ortaminda seyreltilmis bakteri
stispansiyon  ortami steril bir pamuk yardimi ile 7-10 giinlik bitkilerin apikal
meristemlerine uygulanmistir. Uygulama islemi sonrasinda ise bitkilere yiiksek bir nemli
ortam saglamak i¢in seffaf posetler icerisinde saksi kaplarinin iizerine gecirilerek gen
aktarimi islemi tamamlanmustir. Iklim odasinda 24 °C’de 2 hafta sonrasinda etiketlenmis
bolgelerin istiinde gelisen bitkilerden yaprak ornekleri alinmis ve bar geninin bitki
genomuna aktarilip aktarilmadigini anlayabilmek i¢in DNA izolasyonu yapilarak;

sonuglar PCR analizi yardimi ile teyid edilmistir.

3.2.9. Gen Aktarilmis Bitkilerin Belirlenmesi

Secici rejenerasyon ortaminda gelistirilerek koklendirilen transgenik adayi
bitkilerin transgenik olup, olmadiklari aktarilan genlere gére PCR analizleri ile teyit

edilmistir.
3.2.9.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

a) DNA Izolasyonu: izolasyon icin GeneAll marka DNA izolasyon Kiti seti
kullanilmistir. DNA izolasyonu markanin belirttigi ekstraksiyon protokoliine gore
yapilmistir. Genomik DNA izolasyonu, taze yaprak dokulart 1.5 pl’lik kriyogenik
tiiplerde -20 °C’de muhafaza edilmistir. -20 °C’den alinan bitki &rnekleri sivi azotla
muamele edilerek, steril cubuk yardimi ile hizli bir sekilde ezilerek toz haline
getirilmistir. Daha sonra 350 pl Liziz Buffer A’dan her bir 6rnege ilave edilerek 10-20
sn elle calkalanmistir. 50 pl Liziz Buffer B’den ve 20 pul RNAse A ilave edilerek 1 dk
vortekslenmistir. Her bir &rnek standa yerlestirilerek 10 dk boyunca 65 °C’de su
banyosunda inkiibe edilmistir. 130 pl Precipitasyon soliisyonu eklendikten sonra 5 dk
toz haline getirilen buz igerisinde bekletilmistir. Ardindan 15.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiijden alinan ependorf tiiptindeki 6rnekler egimli bir sekilde sallamadan
cikartilarak 500 pl’lik ornekleri mikropipet yardimi ile bitki partikiilleri alinmadan
sadece s1v1 soliisyon kismi alinarak yeni ependorf tiiplerine alinmistir. Daha sonra 400
ul Plant gDNA Birding soliisyon ve 400 ul’lik % 96’lik Ethanol eklenerek hafifce

calkalanmistir. Daha sonra ependorflardan alinan 600 ul’liksoliisyon spin column
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tiiplere aktarilarak 8.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Ayni iglem tekrarlanarak
ependorflarda kalan son soliisyonda alinarak santrifiijlenmistir. Wash Buffer-I 500 ul
ilave edilip, 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Wash Buffer-II’den de 500 pl
eklenerek 15.000 rpm’de 3 dk santrifiijlenmistir. Santrifiijleme isleminden sonra tiiplerin
alt kisimlar1 bosaltilmis ve 100 pl Elution Buffer ilave edilerek, 10.000 rpm’de 1dk
santrifiijlenmigstir. Siire sonunda tiipler ¢ikartilmis ve ayni islem tekrarlanmistir. Bu
islem basamagindan sonra DNA saf bir sekilde elde edilmistir. DNA ornekleri ana ve
ara olarak ayrildiktan sonra -20 °C’de muhafaza edilmistir. Elde edilen DNA &rnekleri
PCR c¢alismalarinda kullanilmustir.

b) Primer dizileri: Gen dizilimleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii Tarimsal Biyoteknoloji biriminden; Prof. Dr. Khalid Mahmood
KHAWAR tarafindan temin edilmistir. Transgenik bitkileri belirlemek amaciyla NPT-II,
GUS genleri ile 35S promotor ve NOS terminator dizileri PCR ile ¢ogaltilmistir. Tablo
3.5.”de transgenik bitkileri belirlemek amaciyla NPT-Il, GUS ve SN19 genleri ile 35S
promotor ve NOS terminatdr bdlgelerinin ¢ogaltiminda kullanilan primer dizileri
goriilmektedir. Bunun nedeni siirekli ¢ozdiirme ve dondurma esnasinda olusabilecek
deformasyonu Onlemek ig¢indir. Primerler ¢alismaya baslamadan once 15.000 rpm’de
1.30 dk santrifiijlenmistir. Ara stok hazirlanirken primerlerin ana stoklarina bakilarak
sollisyonlar hazirlanmistir. Primerlerin seyreltme orani 1’e — 9 oraninda ( 1 pl primer ve

9 ul distile su ) yapilmustir.

Tablo 3.5. PCR isleminde kullanilan primer dizileri

. Hedef
Hedef Baz dizilisi biiyiikliigii
. F-TTG CTC CTG CCG AGA AAG
NPT-11 geni R- GAA GGC GAT AGA AGG CGA 459 bp
. E- CTC GAC GGC CTG TGG GAC TTC
GUS geni R-CTT TCG GCT TGT TGC CCG C 1400 bp
gar ceni - CCATCG TCA ACC ACT ACATC 280 b
9 R- AGA AAC CCA CGT CAT GC P
355 oromotor E-GCT CCT ACA AAT GCC ATC A 195 b
P R- GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA P
NOS terminator F-GAATCCTGT TGCCGG TCT TG 180 bp
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R-TTATCCTAGTTT GCG CGC TA

¢) PCR reaksiyon kosullart:

PCR reaksivon kosullari

10 pl mix,

1 ul bar-F,

1 ul bar-R,

2 ul DNA,

6 ul dH20 kullanilarak 20 pl toplam hacimde yapilmistir. Reaksiyonlar, Multigene-
GTCI6S cihazinda asagidaki dongii kosullart altinda gergeklestirilmistir.

PCR Programi

95°C 10 dk

94 °C 1dk
58°C1dk

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 c¢ozdiiriilmiis ve sicakhigit 50-60 °C’ye
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diistiigtinde DNA’nin UV’de goriintiilenebilmesi ig¢in 10 pl etiidyumbromit eklenmistir.
Elektroforez isglemi 110 voltta 1,5-2 saatte gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi

sonlandirildiktan sonra jel UV lambasi tizerinde kontrol edilmistir.

Tek bir ornek icin mix orani

MgCl; 1.5 ul

10x 2,5 ul

dNTP 0,5 pl

Taq 0,125 pl

Primer F 0,5 pl

Primer R 0,5 pl

DNA 8 0,5 ul

dH,0 11,2 0,5 ul olmak tizere 25 pul olarak hazirlanmstir.

3.2.10. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Deneme kapsaminda, hormon konsantrasyonlari ve eksplantlarin siirglin olusum
orani (%), eksplant basina siirgiin sayisi1 (adet), siirgiin uzunlugu (cm), kék olusum orani
(%), eksplant basina kok sayist (adet), kok uzunlugu (cm) vb. gibi parametreler 6l¢iilmiis
ve degerlendirilmistir. Bu parametrelerden siirglin olusum orani (%) ve eksplant basina

siirgiin sayis1 (adet) analizlere tabi tutulmusur.

Rejenerasyon denemeleri: Her muamele igerisinde en az t¢ tekerriir igerecek
sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Her tekeriir i¢inde 5 ile 10
adet eksplant1 bulundugu Petri kutular1 ve Magenta kuturlarindanolusmustur. Deneme
sonuglarinin analizi i¢in IBM SPSS 18 for Windows Oneway Anova veya Univariate
analiz programi yardimi ile yapilmigtir. Ortalamalar arasindaki farkliligi belirmek amaci

ile Duncan Analizi yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. DOKU KULTURU CALISMALARI

4.1.1. Fasulye Cesitlerinin Yiizey Sterilizasyonu

Doku kiltiirii ¢alismalarinda, kullanilan bitki kisimlarimin yiizeysel olarak
bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan tamamen arindirilmas1 gerekmektedir. Bitki
eksplantlarinin  sterilizasyonu esnasinda optimum dezenfektan ¢esitlerinin farkl
konsantrasyonlar: ve uygulama siireleri denenmistir. Sterilizasyon ¢aligmasindaki amag
en etkili siirenin ve dezenfektan dozunun belirlenmesidir. Yiizey sterilizasyonunda
hidrojen peroksit, civa, giimiis nitrat, antibiyotikler, biositler, sodyum hipoklorit (% 5°lik
ticari ¢amasir suyu) yaygin olarak kullanilmaktadir (Saglam, 2005). Bu calismada,
eksplant kaynagi olarak tohum ve apikal meristem kullanilmitir. Fasulye bitkisinin
Yunus-90, Goyniik-98 ve Onceler-98 cesitlerinin tohum sterilizasyonunda herhangi bir
kirik, ¢izik, renk degisimi olmamis {liniform tohumlar segilerek steril edilmis cam

beherler i¢inde sterilizasyona tabi tutulmustur (Sekil 4.1.).

. ‘ X Vi a

Sekil 4.1: h\funus-90, Goyniik-98 ve Onceler-98 fasulyeesitlerine ait tohumlarinin
laminar flow biyogiivenlik kabini igerisinde sterilizasyonu

Tohumlar ticari ¢amasir suyunun (Aktif klor igerigi % 5°lik Ace®) % 5, 10, 25
ve 50’lik dozlar ile 5,10 ve 20 dk.’lik siirelerde sterilizasyona tabi tutulduktan sonra
5’er dk ii¢ kez steril saf su ile durulanmistir. Bu ¢alismada kullanilan siire ve dozlarin

hi¢ birinde bulagiklik goézlenmedigi i¢in bulasiklik ile ilgili varyans analizi
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yapilmamistir. Cimlenme orani (%) ve kontaminasyon oraninin (%) ile ilgili verilerin
varyans analizi ile Duncan Analizi sonuglar1 her bir gesit i¢in ayri ayri olmak iizere
Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3., Tablo 4.4., Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.’da verilmistir.

4.1.1.1. Yunus-90 Fasulye Cesidinde Yiizey Sterilizasyonu

Yunus-90 fasulye g¢esidine ait tohumlar ticari ¢amasir suyunun (Aktif karbon
icerigi % 5’lik Ace®) % 5, 10, 25 ve 50’lik dozlar ile 5,10 ve 20 dk.’lik siirelerde
sterilizasyona tabi tutulduktan sonra 5’er dk {i¢ kez steril saf su ile durulanmistir. Daha
sonra MS besin ortamlarina ekimi yapildiktan sonra bir aylik gelisimlerinin rakamsal
verileri alinmigtir. Cimlenme orani (%) ve kontaminasyon oraninin (%) Varyans Analizi
ile Duncan Analizi sonuglar1 asagidaki tablolarda verilmistir ( Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.).

Tablo 4.1. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siirelerinin Yunus-90 ¢esidinin
¢imlenme orani (%) iizerine etkilesimlerini gosteren varyans analizi sonuglari

Tohum Cimlenme Oram (%)

V.K. S.D.
K.O. F
Camasir Suyunun Dozlari 3 4,26 4,04**
Siire 2 1,22 1,17*
Camasir Suyunu Dozlar1xSiire 6 2,19 2,07**
Hata 24 1,05
Genel Toplam 35

*p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir.

Tablo 4.1°de ¢camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siirelerinin Yunus-90
cesidinin ¢imlenme orani (%) iizerine varyans analizi sonuglar1 yer almaktadir. Analiz
sonuglar1, doz faktoriinlin seviyelerine iliskin ortalamalar arasinda istatistiksel ag¢idan
onemli (p<0.05) bir farklilik oldugunu gostermektedir. Buna karsilik, siire faktoriiniin
seviyelerine iligkin ortalamalar arasinda (p<0.05) ve DozxSiire interaksiyonunda
istatistiksel ag¢idan onemli (p>0.01) bir farklilik oldugu sonucuna varilmistir. Duncan
coklu karsilagtirma sonuglar1 incelendiginde, doz faktoriintin bir ve ikinci seviyelerinin
ayni grupta yer aldigi, benzer sekilde li¢ ve dordiincii seviyelerinin de ayn1 grupta yer
aldigr goriilmektedir. Bir ve ikinci seviyenin yer aldigi grup ile ii¢ ve dordiincii

seviyenin yer aldig1 grup ortalamalar1 arasinda istatistiksel ag¢idan bir farklilik tespit
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edilmistir (p<0.05). Doz seviyesinin % 5 oldugu ve % 10 oldugu durumda ortalamalarin
diger gruba gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yunus-90 c¢esidinin ¢imlenme
oraninda ¢amagir suyunun tek basina doz uygulamasi etkili olurken; siire ve DozxSiire

uygulamasi etkili olmustur.

Tablo 4.2. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siireleri sonucunda Yunus-90
¢esidinin tohumlarinin ¢gimlenme orani (%) tizerine etkileri

Tohum Cimlenme Oram (%)

Camagir Sterilizasyon siireleri
suyunun
Dozlar1 (%) 5 (dk.)** 10 (dk.)* 20 (dk.)**
5 93,33a 93,33a 73,33a
10 93,33a 100,00a 56,66b
25 73,33b 60,00b 26,66¢
50 13,33c 33,33c 53,33b

*[statistiksel agidan ayn1 siitunda yer alan farkli harfleri olan ortalamalr arasinda Duncan
yestine gore 0.05 diizeyinde farklilik 6nemlidir.

** [statistiksel agidan aymi siitunda yer alan farkli harfleri olan ortalamalr arasinda
Duncan yestine gore 0.01 diizeyinde farklilik 6nemlidir.

Sterilizasyon siiresi 5(dk) oldugu durumda, 93.33 bulunurken % 50 ¢amasir suyu
muamelesiyle 13.33 bulunmustur (p<0.01). Ortalamalar arasinda olgiilen farkli bir
biiyiikliik gortilmistiir. Bu farkliligin goriilme nedeni; tohumlarin yiiksek doz ve uzun
siirede sterilizasyondan kaynakli morfolojik yapilarinda bozulmalar yasanmasidir.
Yapisal deformasyon kayiplari; tohumda zigotik embiyonun gelisimini engelleyerek ya
da doku oOliimlerine neden olarak gelisimi 6nlemekte ve olasi kontaminasyonlara sebep
olmaktadir. Fakat g¢esit bazinda bakildiginda ise Yunus-90 cesidinde hem kullanilan
tohum sayist hem de kimyasal malzeme miktarindan olusan kayiplar minimum diizeyde
olmustur. Cimlenme ve gelisen kontaminasyon oranlarina bakildiginda ise % 10 ¢amasir
suyu muamelesi ve 10 dk sterilizasyonunda % 100 basar1 elde edilerek herhangi bir

kontaminasyona rastlanmamugtir.
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4.1.1.2. GOyniik-98 Fasulye Cesidinde Ylizey Sterilizasyonu

Goyniik-98 fasulye ¢esidine ait tohumlar ticari ¢amasir suyunun (Aktif karbon
icerigi % 5’lik Ace®) % 5, 10, 25 ve 50’lik dozlar ile 5,10 ve 20 dk.’lik siirelerde
sterilizasyona tabi tutulduktan sonra 5’er dk ii¢ kez steril saf su ile durulanmigtir. Daha
sonra MS besin ortamlarinda kiiltiiriie alindiktan sonra bir aylik gelisimlerinin rakamsal
verileri alinmistir. Tohum ¢imlenme orani (%) ve kontaminasyon oraninin (%) varyans
analizi ile her muamelenin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaciyla
yapilan Duncan testi analizi sonuglar1 asagidaki tablolarda verilmistir ( Tablo 4.3. ve
Tablo4.4.).

Tablo 4.3. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siirelerinin Goyniik-98 ¢esidinin
¢imlenme orani (%) iizerine Varyans Analizi

VK. sD. Tohum Cimlenme Orani (%)

K.O. F
Camasir Suyunun Dozlari 3 6,09 0,64
Siire 2 6,78 1,07*
Camagsir Suyunun Dozlari x Siire 6 7,83 0,41
Hata 24 75,93
Genel Toplam 35 96,64

*p<0.05 diizeyinde farkli gruplar gostermektedir.

Camagsir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siireleri ile ilgili verilerinin varyans
analiz sonuglari incelendiginde Goyniik-98 ¢esidinin tohum ¢imlenme orani iizerinde
camasir suyunun dozlar1 ve DozxSiire interaksiyonun istatistiksel agidan Onemli
olmadigi sonucuna varilmigtir. Ayrica muamele siireleri arasinda 6nemli (p<0.05)

diizeyinde 6nemli farklilik goriilmiistiir.
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Tablo 4.4. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siireleri sonucunda Goyniik-98
¢esidinin tohumlarinin ¢gimlenme orani (%) tizerine etkileri

Tohum Cimlenme Orani (%)

Camasir suyu Sterilizasyon siireleri (dk.)
Dozlart (%) 5 (dk.) 10 (dk.) 20 (dk.)
5 13,33 26,66 33,33
10 40,00 46,66 33,33
25 13,33 20,00 33,33
50 46,66 40,00 40,00

Farkli ¢amasir suyu dozlar1 (%) sterilizasyon siiresi 5, 10 ve 20 ( dk ) oldugu
durumda, ¢imlenme orani sirasiyla % 13.3-46.66, % 20-46.66 ve % 33,33-40 arasinda
dgismistir.

4.1.1.3. Onceler-98 Fasulye Cesidinde Yiizey Sterilizasyonu

Onceler-98 fasulye ¢esidine ait tohumlar ticari ¢amasir suyunun (Aktif karbon
icerigi % 5’lik Ace®) % 5, 10, 25 ve 50’lik dozlar ile 5,10 ve 20 dk.’lik siirelerde
sterilizasyona tabi tutulduktan sonra 5’er dK ti¢ kez steril saf su ile durulanmistir ( Sekil
4.2.). Daha sonra MS besin ortamlarinda kiiltiire alindiktan sonra bir aylik gelisimlerinin
rakamsal verileri alinmistir. Tohum ¢imlenme orani (%) ve kontaminasyon oraninin (%)
ile ilgili varyans analizi ile elde edilen ortalamalari arasindaki farkliligi kiyaslamak i¢in
Duncan testi analiz sonuglar1 asagidaki tablolarda verilmistir ( Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.).

Tablo 4.5. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siirelerinin Onceler-98 cesidinin
¢imlenme orani (%) lizerine Varyans Analizi

Tohum Cimlenme Orani (%)

V.K. S.D. KO. =
Camasir Suyunun Dozlan 3 0,82 0,24
Siire 2 5,92 1,75*
Camasir Suyunun Dozlar1xSiire 6 2,26 0,67
Hata 24 3,37
Genel Toplam 35

*p<0.05 diizeyinde farkl gruplar1 gostermektedir.
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Tablo 4.5’de ¢amasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siirelerinin Onceler-98
¢esidinin ¢imlenme orani (%) lizerine varyans analizi sonucglar1 yer almaktadir. Analiz
sonuclari, Camasir Suyunun Dozlar1 faktoriiniin seviyelerine iligkin ortalamalar arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik olmadigini gdstermektedir. Buna karsilik, Siire
faktoriiniin seviyelerine iliskin ortalamalar arasinda p<0.05 diizeyinde ve Camasir
Suyunun DozlarixSiire interaksiyonunda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik olmadigi
sonucuna varilmistir.

Farkli camasir suyu dozlart (%) ile sterilizsyon siiresi5, 10, 20 dk oldugu
durumlarda, tohum ¢imlenme oani sirasiyla % 26.66-46.66, % 20.00- 53.33 ve % 3.33-
66.66 arasinda degismistir.

Sekil 4.2. Onceler-98 cesitinin sterilizasyonu ve kontaminasyon olusumu

Tablo 4.6. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siireleri sonucunda Onceler-98
cesidinin tohumlarinin ¢imlenme orani (%) lizerine Duncan Analizi

Tohum Cimlenme Orani (%)

Camagsir suyu

Dozlar1 (%) Sterilizasyon siireleri
5 (dk.) 10 (dk.) 20 (dk.)
5 46,66 26,66 66,66
10 26,66 20,00 53,33
25 40,00 46,66 33,33
50 46,66 53,33 40,00

Farkli ¢amasir suyu dozlari (%) sterilizasyon siiresi 5, 10 ve 20 ( dk ) oldugu
durumda, ¢imlenme orami sirasiyla % 26.66.3-46.66, % 20-53.33 ve % 33,33-66.66
arasinda dgismistir
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Sekil 4.3. Fasulye tohumlarinin in vitro kosullarda ¢gimlenmesi

4.1.2. Filtre Kagitlarinin Fasulye Tohumlarinin Cimlenmesine Etkisi

Fasulye tohumlarinin ¢imlenmesine filtre kagidinin etkisi 2 sekilde incelenmistir.
fIki filtre kagitlarnin MS besin ortami iizerine yerlestirilmesi, digeri ise filtre
kagitlarinin MS besin ortam1 olmaksizin magenta kabi igerisine yerlestirilmesi seklinde
olmustur.

Filtre kagitlar1 yaklagik 5 tohumun ¢imlenmesine izin verecek biiyiikliikte kareler
halinde kesilerek etiivde 160 °C’de 2 saat steril edilmistir. Tohum sterilizasyonunda
manyetik karistirict kullanilmig ve her bir ¢esit i¢in ideal olan siire ( Yunus-90, Goyniik-
98 ve Onceler-98 icin 10 dk) ve dozda (Yunus-90 % 10, Géyniik-98 % 50 ve Onceler-98
% 25 ) steril edilen tohumlar steril saf suda 24 saat bekletilmistir. Daha sonrabir beher
igerisine konulan steril saf su ile filtre kagitlar1 1slatilmistir. Yaklagik olarak 15 ml MS
ortamimnin bulundugu magenta kaplar1 igerisine yerlestirilen filtre kagitlar1 iizerine
tohumlar konularak kapaklari stre¢ film kullanilarak kapatilmistir (Sekil 4.4.). Tohumlar
iklim odasmna ¢imlendirilmek tizere konulmustur. Tohumlarin bu yOntemle
¢imlendirilmesi sonucunda Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerinde % 100, Goyniik-98
¢esidinde % 50 oraninda ¢imlenme gozlenmistir.

Sadece filtre kagidi kullanilarak magentalarda yapilan tohum ekimlerinde ise

tohumlarda ¢imlenme orani her bir ¢esit i¢in % 100 olmustur. Fakat filtre kagitlarinin 2
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ile 3 giin sonunda kurumasi sonucunda ¢imlenme hizi1 durmus ve gelisimleri MS+filtre
kagidi olan uygulamaya daha gore yavas oldugu gozlemlenmistir. Laminar flow
biyogiivenlik kabini icerisinde, sadece filtre kagidi uygulamasi olan denemeye 3.
giinlerinde steril mikropipet yardimiyla 1000 pl steril saf su ilave edilerek yavaglayan

tohum gelismesine etkisi olup olmayacagi denenmistir. Ancak bu uygulama tohum

kiiltiirleinde kontaminasyon olusumuna sebep olmustur.

Sekii .4. MS+filtre kagidi uygﬁlamas1 ile fasulye tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelisimi

4.1.3. Tohum Canlilik Testi Bulgular1

Tetrazolium (TTC) testi, tohumlarin canliliklarini belirlemenin yani sira tohumun
giiclinli (vigor) belirlemeye de yardimci olan biyokimyasal bir testtir. Bu testin esasi
canli ve cansiz dokularin tetrazoliumklorid ile olusturdugu renk farkliligina
dayanmaktadir. Renksiz olan tetrazolium sollisyonu, canli bitki dokularindaki oksidaz
enzimleri tarafindan indirgenerek, kirmizi renkli formazan adli maddenin olusumuna
neden olur. Boylece canli hiicreler kirmizi renge boyanir. Buna karsilik 6lii hiicrelerde
higbir reaksiyon olusmadigir i¢in kirmiziya boyanma olmaz ve cansiz dokular renksiz

kalir (Kantar ve ark., 1995).

Bu test ilk kez Almanya’da Lakon (1942) tarafindan ortaya atilmis ve yine ayni
aragtirict (1950) tohumlarin boyanmasini degerlendirmenin tahillarda tohum giiciinii

belirlemede kullanimina iliskin caligmalar1 bagslatmistir. Daha sonra Avrupa ve
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Amerikada’da bu testin, diger tohum tiirlerinde de tohumlarin giiclinii belirlemede
kullanimina yonelik yontem gelistirme calismalari devam etmistir. Bu testin canlt
tohumlarin giiciinii belirlemede c¢ok hizli bir yontem olmasmin yani sira tohumlarin
hasadi, islemesi, depolanmasi ve dagitimlar1 sirasinda tohumlarda olusabilecek kalite
kayiplariin belirlenmesinde de ¢ok etkin bir sekilde kullanilabilecegi belirtilmektedir
(ISTA, 1995).

Bitki tohumlarinin canlilik tespiti i¢in 2,3,5 trifeniltetrazolium klorit (TTC)
yontemi kullamlarak fasulyenin Yunus-90, Goyniik-98 ve Onceler-98 cesitlerine ait
tohumlar 3x20 olarak hazirlanmis ve magenta kaplarina 150 ml TTC soliisyon ilave
edilmistir. 24 saat 1pug/ul oranda hazirlanmis trifeniltetrazolium klorit soliisyonu i¢inde
bekletilen tohumlar1 kirmizi renge boyandigi gortilmustiir (Sekil 4.5.). Asagidaki sekilde
de goriildiigi gibi GOyniik-98 cesidinde tam anlami ile boyanma gozlemlenememistir.
Tohum iizerinde bazi bolgeler kirmizi ile baglarkan; o kirmiziliklar1 pembeye yakin
acikliklar takip etmistir. Diger iki ¢esidimizde ise boyle bir sorunla karsilagiimamis ve

canli tohumlar1 ile embiyo yilizeyleri formazan olusmu ile tamamen kirmizi renge

boyanmustir.

' \ ¢ ' 1 A .7. :

Sekil 4.5. Fasulye cesitlerine (a;, a,.Yunus-90, b. Goyniik-98 ve c¢. Onceler-98) ait
tohum canlilik testi uygulamasi sonras1 boyanan tohumlar
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4.1.4. Yunus-90 Fasulye Cesidinin Olgunlasmis Embriyolarina Farkli Oranlarda
BAP+NAA Konsantrasyonlarinin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Yunus-90 cesidine ait tohumlar steril saf su i¢inde 24 saat bekletilmistir. Daha

sonra tohumlar sterilizasyon protokoliine gore laminar flow biyogiivenlik kabini

igerisine steril edilip olgunlagsmis embriyolar1 tohumlardan ¢ikartilmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Laminar flow biyogiivenlik kabini igerisinde steril edilmis tohumlar ve
olgunlagmig embriyolarin ¢ikartilmast

Elde edilen olgunlasmis embriyolarin BAP (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/1) ve NAA (0.00

ve 0.25 mg/l)’in farkli dozlarinda siirgiin rejenerasyonuna tepkisi incelenmek amaciyla

besin ortamlarinda kiiltiire alinmigtir (Sekil 4.7.).

4

Sekil 4.7. Fasulye cesitlerine ait olgunlagsmig embriyolarin MS besin ortamina ekilmesi
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Dort haftalik zaman diliminin sonunda olgunlasmis embriyolarin, eksplant basina
diisen silirglin sayisi ve slirgin olusum orani (%) sayimlart yapilmistir (Sekil 4.8.).
Yunus-90 fasulye gesidi i¢invaryans analiz tablosu ve ortalamalar arasindaki farkliligi

kiyaslamak i¢in Duncan testi analizi tablosu sirasiyla Tablo 4.7 ve Tablo 4.8°de

verilmistir.

Sekil 4.8. MS besin ortar;mdaYunus-90 fasulye ¢esidinin olgunlagmis embriyolarin
gelisimesi

Tablo 4.7. Yunus-90 fasulye ¢esidinin eksplant bagina diigen siirgiin sayisi (adet) ve
stirgiin olusum orani (%) rejenerasyonu tizerine farkli dozlarda BAP ve NAA etkisine ait
Varyans Analizi sonuglari

Eksplant basina I~
V.K S.D. sﬁrgﬁlr)l sayisi zadet) Sirgiin Olusum Orant (%)
K.O. F K.O. F
BAP 3 0.13 5.42** 577.77 1.12*
NAA 1 0.16 6.66** 0.00 0
BAPxNAA 3 0.23 9.33** 933.33 1.80*
Hata 16 0.02 516.66

Genel Toplam 23

*p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir.

Analizler tesadiif parselleri deneme tertibinde faktoriyel analizine gore yailmstir.
BAP uygulamasinin dort ve NAA uygulamasinin iki seviyesi olacak sekilde deneme
kurulmustur. Tablo 4.7°de BAP ve NAA fakorlerinin eksplant bagina diisen siirgiin
sayis1 lizerine etkilerini degerlendirmek iizere elde edilen varyans analiz tablosu yer

almaktadir. Analiz sonuglar, BAP uygulamasun dort seviyesine iligkin ortalamalar
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arasinda (p<0.01) ve NAA faktoriiniin iki seviyesinin ortalamalari arasinda istatistiksel
acidan Onemli bir farklilik oldugunu gostermektedir. Aym1 zamanda BAPxNAA
interaksiyon etkisinin de istatistiksel ac¢idan Onemli oldugu sonucuna varilmistir

(p<0.01).

Ayrica, siirgiin olusum orani bakimindan BAP uygulamalari arasinda 0.05
diizeyinde ve BAPxXNAA interaksiyon bakimindan 0.05 diizeyinde interaksiyon
bulunmustur. Duncan ¢oklu karsilastirma sonuclari incelendiginde, BAP uygulamasinin
iki, i¢ ve dordiincii seviyelerinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel agidan énemli bir
farklilik bulunmadig: , bahsigegen 1. ve 4. seviyenin sirasiyla dnemlilik derecelerinin
diisiik ve yiiksek farkliliklar oldugu belirlenmistir. Bir baska ifade ile iki ve {igiincii
seviyedeki etkilerin 6nemli derecede farkli oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 4.8. Yunus—90 fasulye ¢esidinin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda BAP ve
NAA’nin Eksplant Bagina Diisen Siirgiin Sayisi (adet) ait Duncan Analizi sonuglari

BAP (mg/l) NAA (mg/l)
0 0,25
0,50 0.13c 0.20c
1,00 0.46b 0.33b
1,50 0.40b 0.53a
2,00 0.86a 0.13d

Ayni siitunda farkli kii¢iik harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik nemlidir (p<0.05)

Tablo 4.8’de analizler tesadiif parselleri deneme tertibinde faktoriyel diizeninde
BAP uygulamasinin dort ve NAA uygulamasinin iki seviyesi olacak sekilde
yirlitiilmistiir. Tabloda BAP ve NAA faktorlerinin Duncan c¢oklu karsilastirma
sonuglart incelendiginde, BAP uygulamasinin iki, {i¢ ve ddordiincli seviyelerinin
ortalamalar1 arasinda istatistiksel agidan Onemli bir farklilik bulunmustur. Farkh
oranlarda (1,2,3,4 mg/l) BAP iceren ortam {izerinde explant basina siirgiin olusum sayisi
0.13 ile 0.86 adet ve farkli oranlarda BAP + 1 mg/l NAA iceren ortamda 0.13-0.53 adet

arasinda degismistir.

Bunun yani sira ¢alisma esnasinda yapilan gézlemlerde; kok ve siirgiin olusumu
ile birlikte birkag tane albino bitki olusumu gorilmistir. Bu da tamamen farkli

alemlerde bile ortak olarak bulunan genlerden &tiirii benzer sonuglarin dogabilecegini
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gostermektedir. Albino Dbitkilerde, hi¢ klorofil bulunmaz. Bu da fotosentez
yapamamalarina neden olmaktadir. Tarih bilimci Sandy Lyndon; albinizmin, hiicrelere
renk veren pigmentlerin olusumuna engel olan genetik bir mutasyondan kaynaklandigini
belirtmistir. Hayvanlarda, dolayisiyla insanlarda, albinizm o kadar da ciddi bir sorun
olmadigin1 dile getirirken; bitkilerde ¢ok ciddi sorunlar dogurdugunu sdylemistir. Cilinkii
bir bitkiyi bitki yapan etmenin yani klorofilin yoksunlugunda bitkinin fotosentez
yapamayacagini ve dolayisiyla glines 1sinlarindan besin iiretemeyecegini sOylemistir.
Albino bitkilerin yasayabilmelerinin tek sebebinin ise koklerinin ortak oldugu ebeveyn
konumundaki bir bitkiden gerekli besinleri emiyor olmasi olarak agiklamistir (Welsh,
2010). Yapmis oldugumuz bu g¢alismada 1 aylik gozlem diliminin sonucunda albino

bitkilerin gelisim siiregleri de incelenmistir (Sekil 4.9.).

Sekil 4.9. Yunus-90?esridininr ziigjdtiki éfﬁbr&olarmm yapraklarinda goriilen kismi albino
olusumlari

Fakat diger saglikli bitkiler gibi fiziksel ve morfolojik gelisim siireglerine
bakildiginda farklilik gdstermistir. Yaprak, govde ve kok yapilar: pargali ve piitiirli bir

yiizeye sahip olup ayni zamanda en hassas bir temasta bile dagilma gostermistir.

4.1.5. Goyniik-98 Fasulye Cesidinin Olgunlagsmis Embriyolarma Farkli Oranlarda

BAP+NAA Konsantrasyonlarinin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi
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GoOyniik-98 cesidine ait tohumlar streril saf su i¢inde 24 saat bekletilmistir. Daha
sonra tohumlar sterilizasyon protokoliine gore laminar flow biyogiivenlik kabini
igerisine steril edilip olgunlagsmis embriyolar1 tohumlardan ¢ikartilmistir. Elde edilen
olgunlagmis embriyolarin BAP (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) ve NAA (0.00 ve 0.25 mg/l)’in
farkl1 dozlarinda siirglin rejenerasyonuna tepkisi incelenmistir. Yapilan c¢alisma
sonucunda; her ii¢ ¢esitte de BAP’in (1.00 ve 1.50 mg/l) tek basina olgunlagmis
embriyolarin gelisimi i¢in yeterli oldugu gozlemlenmistir. Fakat ¢esit bazinda
bakildiginda Goyniik-98 c¢esidinde sterilizasyon esnasinda fazlasiyla tohum kaybi
olmustur. Ciinkii sterilizasyon esnasinda tohum kabugunun yirtilmasi ve endospermde
pargalanmalar gozlemlenmistir. Bu durum ise olgunlagsmis embriyonun plumula kismi
ile embriyonik gdvdesinin birbirinden ayrilmasima sebep olmustur. Sonug¢ olarak;
Goyniik-98 cesidinde zamandan, kimyasal malzemelerden ve tohum materyalinden ii¢
kata kadar kayip gozlemlenmistir. Kayiplara ragmen kurulan denemede ise sonuglara
bakildiginda kontaminasyon hala istenilen seviyede asilmamistir. Elde edilen verilerin
Goyniik-98 fasulye ¢esidi i¢in Varyans ve Duncan Analizi sonuglar1 Tablo 4.9. ve Tablo
4.10.’de verilmistir.

Tablo 4.9. Goyniik-98 fasulye cesidinin eksplant bagina diigen siirgiin sayis1 (adet) ve

stirgiin olusum orani (%) lizerine farkli dozlarda BAP ve NAA etkisine ait Varyans
Analizi sonuglari

Eksplant basina siirgiin Siirgiin Olusum Oram (%)

V.K S.D. sayisi (adet)
K.O. F K.O. F
BAP 3 0.14 1.40* 1133.33 4.85**
NAA 1 0.10 3.20** 1666.66 7.14**
BAPXNAA 3 0.05 1.73* 777.77 3.33**
Hata 16 0.03 233.33
Genel Toplam 23

*p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir.

Analizler tesadiif parselleri deneme tertibinde faktoriyel diizende BAP
uygulamasinin dort ve NAA faktoriiniin iki seviyesi olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Tablo
4.9°da BAP ve NAA faktorlerinin eksplant bagina siirgiin sayis1 ve siirgiin olusum orani

tizerine etkilerini degerlendirmek {izere elde edilen varyans analizi tablosu yer
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almaktadir. Analiz sonuglari, siirgiin olusum oraninda BAP uygulamasimin dort
seviyesine iligkin ortalamalar arasinda (p<0.05) ve NAA uygulamasinin iki seviyesinin
ortalamalar1 arasinda (p<0.01) istatistiksel ac¢idan Onemli bir farkliik oldugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda BAPXNAA interaksiyon etkisinin de istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) oldugu sonucuna varilmistir. BAP uygulamasini siirgiin olusum orani
tizerine olan etkisi, BAP ve NAA faktoriiniin arasinda p<0.01 diizeyinde farklilik
gostermektedir ve BAPXNAA arasinda p<0.01 diizeyinde bir etkilesim gostermektedir.

Tablo 4.10. Goyniik-98 fasulye ¢esidinin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda BAP ve
NAA’nm Eksplant Bagina Diigen Siirglin Sayisi (adet) ait Duncan Analizi sonuglari

BAP NAA (mg/l)

(mg/1) 0 0,25
0,50 0.60a 0.46b
1,00 0.33b 0.73a
1,50 0.20c 0.33c
2,00 0.20c 0.46b

Ayni siitunda farkli kiiciik harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 4.10’da BAP ve NAA faktorlerinin Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglari
yer almaktadir. Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglar1 incelendiginde, farkli oranlarda
(1,2,3,4 mg/l) BAP igeren ortam iizerinde eksplant bagina siirgiin olusum sayist % 20 ile
% 60 ve farkli oranda BAP +1 mg/l NAA igeren MS ortaminda 0.20-0.73 arasinda
degismistir.

4.1.6. Onceler-98 Fasulye Cesidinin Olgunlasmis Embriyolarma Farkli Oranlarda

BAP+NAA Konsantrasyonlarinin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Onceler-98 ¢esidine ait tohumlar streril saf su i¢inde 24 saat bekletilmistir. Daha
sonra tohumlar sterilizasyon protokoliine gore laminar flow biyogiivenlik kabini
icerisine steril edilip tohumlardan ¢ikartilmistir. Elde edilen olgunlasmis embriyolarin
BAP (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) ve NAA (0.00 ve 0.25 mg/l)’in farkli dozlarinda siirgiin
rejenerasyonuna tepkisi incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda; her ti¢ gesitte de
BAP’mn (1.00 ve 1.50 mg/l) tek basina olgunlasmis embriyolarin gelisimi i¢in yeterli
oldugu gozlemlenmistir. Olgunlagmis embriyoya rahatlikla erisilip tahrip edilmeden en

rahat ¢ikarilan gesit Onceler-98 cesidi olup gelisim agisinda ikinci sirada yer almaktadir.
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Calismanin her asamasinda orta derece bir gelisim seyredip negatif ya da pozitif yonde
hem rakamsal hem de gozle goriilir derecede pik yapmamustir. Elde edilen verilerin
Onceler-98 fasulye ¢esidi icin Varyans ve Duncan Analizi sonuglar1 Tablo 4.11 ve Tablo
4.12’de verilmistir.

Tablo 4.11. Onceler-98 fasulye cesidinin eksplant basina diisen siirgiin sayis1 (adet) ve

stirglin olusum orant (%) rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda BAP ve NAA etkisine ait
Varyans Analizi sonuglari

Eksplant basina A o
K <o siirgiilr)l sayist ?a det) Siirgiin Olusum Oram (%)
' e K.O. F K.O. F

BAP 3 0.09 3.339** 105.55 0.27
NAA 1 0.13 5.06** 416.66 1.08*

BAPxNAA 3 0.11 4.39* 505.55 1.31*
Hata 16 0.02 383.33

Genel Toplam 23

*p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde farkli gruplar1 géstermektedir.

Tablo 4.11°de BAP ve NAA faktorlerinin eksplant bagina diigen siirgiin sayisi ile
stirglin olusum oram iizerine etkilerini degerlendirmek {izere elde edilen varyans analiz
tablosu yer almaktadir. Analiz sonuglari, slirglin olusum oraninda BAP uygulamasinin
dort ve NAA uygulamasinin seviyesine iliskin ortalamalar arasinda (p<0.01) ve bir

farklilik oldugu gozlemlenmistir.

Ayrica siirglin olusum orant bakimindan, BAP dozlar1 arasinda istatistiksel
olarak her hangi farklilik yokken NAA dozlar arasinda 0.05 diizeyinde ve BAPXNAA

arasinda p<0.05 diizeyinde etkilesim goriilmektedir.

Tablo 4.12. Onceler-98 fasulye gesidinin rejenerasyonu iizerine farkli dozlarda BAP ve
NAA’nin Eksplant Bagina Diigsen Siirgiin Sayisi (adet) ait Duncan analizi sonuglari

BAP NAA (mg/l)

(mg/l) 0 0,25
0,50 0.60d 0.86a
1,00 0.73c 0.40d
1,50 0.86b 0.60c
2,00 1.00a 0.73b

Ayni siitunda farkli kii¢iik harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik dnemlidir (p<0.05)
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Analizler tesadiif parselleri deneme tertibinde faktoriyel diizeninde BAP
uygulamasinin dort ve NAA faktoriiniin iki seviyesi olacak sekilde yliriitiilmiistiir.
Tabloda BAP ve NAA faktorlerinin Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglari
incelendiginde, yalniz BAP muameleleriyle eksplant basina siirgiin sayis1 0.60-1.0 adet
ve farkli oranda BAP + 1 mg/l NAA uygulamasi agisindan 0.40-0.86 adet arasinda
degismistir.

4.1.7. Fasulye Cesitlerinde Apikal Meristemlere Degisik Oranlarda BAP+NAA

Konsantrasyonlarinin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Steril edilen tohumlar in vitro kosullarda MS besi ortaminda ¢imlendirilerek, 5-7
glinliik bitkiciklerin apikal meristemleri izole edilmistir. Elde edilen apikal meristem

eksplantlarinin siirgiin rejenerasyonu bakimindan BAP (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) ve NAA

(0.00 ve 0.25 mg/l)’in farkli dozlarinda siirgiin rejenerasyonuna tepkisi incelenmistir
(Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. Fasulye Cesitlerinde Apikal Meristem eksplantlar1 eldesi i¢in ¢imlendirilmis
7-10 gilinliik bitkicikler

Uygulama esnasinda; MS Dbesi ortaminda magenta Kkaplarina kiiltiirii
gergeklestirilen tohumlarin, ¢imlendirilmesinde karsilasilan kontaminasyondan dolayi,
sorunu ¢dzmek amaciyla farkli ydntemler denenmistir. ilk olarak in vivo sartlarda
hazirlanan toprak (3/1) ve torf (3/2) karisiminda; viyollere ekilen tohumlar
cimlendirilerek, 5-7 giinliik bitkiciklerin apikal meristemleri alinmistir (Sekil 4.11.). Her
bir ¢esit icin NaOCl’nin % 5, 10, 25 ve 50’lik dozda, 5 dk’lik sabit siire ile kabin
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igerisinde sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Fakat yapilan uygulama sonucunda olumlu

bir sonug elde edilememistir.

Sekil 4.11. Fasulye cesitleri

Ikinci bir uygulama olarak ¢imlenmede yasanan sorunu ¢ézmek igin; MS besi
ortami iizerine steril saf suda islatilan filtre kagidi magenta kaplarina serilerek arasina
tohumlar yerlestirilip tizeri kapatilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda kontaminasyon
kirllmis ve Yunus-90 ve Onceler-98 cesitleri icin ¢imlenme oram1 %100 olmustur.
Goyniik-98 cesidinde ¢cimlenmede zorluk yasansa da diger yontemlere gore MS + kagit
arast uygulamas: ile ¢imlenme orant % 60’lara kadar ylikselmistir. Bu yontem
kullanilarak elde edilen apikal meristemler BAP+NAA’ll besi ortamlarmma ekimi
gerceklestirilmigtir. DOrt haftalik zaman diliminin sonunda apikal meristemlerin,
eksplant basina diisen siirgiin sayisi (adet) ve siirgiin olusum oOranmi (%) sayimlari
yaptlamamistir. Besin ortamma konulan apikal meristemlerin; ikinci ve {giincii
giinlerden itibaren kontaminasyon olusumlar1 baglamistir. Cesit bazinda kontaminasyon
gelisim siireclerine bakildiginda; Goyiik-98 cesitinin 2. giinde, Onceler-98’in 2.- 3.
giinlerde ve son olarak calismanin her asamasinda olumlu sonug¢ veren Yunus-90

gesitinin ise 5. giin itibari ile kontaminasyon olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.12.).

Calisma sonucunda her hangi bir kontaminasyon goriilmedigi igin bununla ilgili

varyans ve Duncan analizi yapilamamustir.
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Sekil 4.12. Fasulye cesitlerinde apikal meristemlere degisik oranlarda BAP+NAA
muamelesi ve kontaminasyon sunucu magenta kaplarindan elde edilen goriintiiler

4.1.8. Fasulye Cesitlerinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarina Priming Uygulamasinin

BAP’1n Farkli Konsantrasyonlarinda Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Steril edilen tohumlar streril saf su icinde 24 saat bekletildikten sonra
tohumlardan olgunlasmis embriyolar izole edilmistir. Embriyolar yiiksek dozda (10 mg/1
IAA) oksin igeren bir ortamda 5 giin bekletilmis ve elde edilen plumula eksplantlarinin
BAP’in farkli konsantrasyonlarinda (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) siirglin rejenerasyonuna
tepkisi incelenmistir (Sekil 4.13.). Oksin 6n muamelesi uygulanmis ve uygulanmamig
deneme arasinda gozle goriiliir farkliliklar mevcuttur. On muamelesi olgunlagmis
embriyolarin 5 giinliikk bekleme siirecinde gelisim seklini ve siirecini fizyolojik olarak

giiclendirmistir.

Sekil 4.13. Fasulye c¢esitlerinde olgunlasmis embriyo eksplantlarina 6n muamelesi
uygulamasi
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On muamelesi uygulamasi yapilmayan olgunlasmis embriyolarda; plumula
kisimlart olduk¢a narin ve cansiz durmakta bu durumun ise gelisim siirecinin
Otelenmesine sebep olmaktadir. Hem zamandan kazanmak hemde saglikli bir zigotik
embriyo gelisimi i¢in 6n muamele uygulamasinin etkisi biiyliktiir. Dort haftalik zaman
diliminin sonunda olgunlagmis embriyolarin, eksplant basina diisen siirgiin sayis1 (adet)
ve silirgiin olusum orani (%) gelisimlerinin sayimlart yapilmistir (Sekil 4.14.). Elde

edilen verilerin her bir ¢esit igin varyans ve Duncan analizi sonuglar1 asagida verilmistir.

Sekil 4.14. Olnlasmls embriyolara 6n muamlesi uygulamasi yapilmus fasulye ( a.
Yunus-90, b. Goyniik-98, c. Onceler-98 ) gesitlerinin gelisimi

4.1.8.1. Yunus-90 Fasulye Cesidinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarma On
Muamelesi ~ Uygulamasinin ~ BAP’mn Farkli  Konsantrasyonlarinda  Siirgiin

Rejenerasyonuna Etkisi

Steril edilen tohumlar streril saf su icinde 24 saat bekletildikten sonra
tohumlardan olgunlagmis embriyolar izole edilmistir. Embriyolar yiiksek dozda (10 mg/1
IAA) oksin igeren bir ortamda 5 giin bekletilmis ve elde edilen plumula eksplantlarinin
BAP’mm farkli konsantrasyonlarinda (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) siirgiin rejenerasyonuna
tepkisi incelenmistir. On muamelesi uygulanmayan deneme ile &n muamelesi
uygulanmis deneme arasinda gozle goriiliir farkliliklar mevcuttur. On muamelesi
olgunlagmis embriyolarin 5 giinlilk bekleme siirecinde gelisim seklini ve siirecini

fizyolojik olarak giiglendirmistir.

On muamelesi uygulamas1 yapilmayan olgunlasmis embriyolarda; plumula
kisimlart olduk¢a narin ve cansiz durmakta bu durumun ise gelisim siirecinin

Otelenmesine sebep olmaktadir. Hem zamandan kazanmak hemde saglikli bir zigotik
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embriyo gelisimi i¢in 6n muamelesi uygulamasinin etkisi biiyliktiir. Dort haftalik zaman
diliminin sonunda olgunlagmis embriyolarin, eksplant basina diisen siirgiin sayis1 (adet)
ve siirgiin olusum orani1 (%) gelisimlerinin sayimlari yapilmistir (Tablo 4.13.).

Tablo 4.13. Yunus-90 fasulye Cesitlerinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarina On

Muamelesi Uygulamasinin BAP’1in Farkli Konsantrasyonlarinda eksplant basina diisen
slirgiin sayisinin (adet) ve siirgiin olusum oran1 (%) Varyans Analizi

Eksplant bagina Siirgiin Olusum Oram
VK SD. siirgiin sayis1 (adet) (%)
K.O. F K.O. F
BAP-On Muamelesi 3 0.02 0.38 193.44 193.44
Hata 20 0.06 650 650
Genel Toplam 23 193.44 193.44

BAP 6n muamelesi ile ilgili gergeklestirilen istatistiksel analizlerde tek yonlii
varyans analizi kullanilmistir. Analizler alt1 tekerriir olacak sekilde ytiriitiilmiistiir. Tablo
4.13°de BAP 6n muamelesinin eksplant basina diisen siirgiin sayis1 (adet) ve siirgiin
olusum orani (%) lzerine etkilerini degerlendirmek iizere elde edilen varyans analiz
tablosu yer almaktadir. Analiz sonuglari, BAP 6n muamlesi faktoriiniin dort seviyesine
iliskin ortalamalar arasinda istatistiksel agidan Onemli bir farklilik bulunmadigini
gostermektedir (p>0.05). Bunun yani sira Yunus-90 cesidine ait bitkilerde yaprak
sayilarinin 2°1i ve 5’li yapilarda gelisim gosterdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.15.).

Sekil 4.15. Yunus-90 ¢esidinde 6n muamelesi uygulamasi ile dig ortamlara aligtirilan
olgunlagmis embriyolarda morfolojik olarak farklilik gosteren 2°1i ve 5’11 yaprak yapilari
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4.1.8.2. Goyniik-98 Fasulye Cesidinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarina On
Muamelesi ~ Uygulamasinin  BAP’m  Farkli  Konsantrasyonlarinda  Siirgiin

Rejenerasyonuna Etkisi

Steril edilen tohumlar streril saf su iginde 24 saat bekletildikten sonra
tohumlardan olgunlagmis embriyolar izole edilmistir. Embriyolar yiiksek dozda (10 mg/1
IAA) oksin igeren bir ortamda 5 giin bekletilmis ve elde edilen plumula eksplantlarinin
BAP’in farkli konsantrasyonlarinda (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) siirglin rejenerasyonuna
tepkisi incelenmistir. On muamelesi uygulanmayan deneme ile 6n muamelesi
uygulanmis deneme arasinda gozle goriiliir farkliliklar mevcuttur. On muamelesi
olgunlagmis embriyolarin 5 giinliik bekleme siirecinde gelisim seklini ve siirecini

fizyolojik olarak gili¢lendirmistir.

On muamelesi uygulamasi yapilmayan olgunlasmis embriyolarda; plumula
kisimlart olduk¢a narin ve cansiz durmakta bu durumun ise gelisim siirecinin
otelenmesine sebep olmaktadir. Hem zamandan kazanmak hemde saglikli bir zigotik
embriyo gelisimi i¢in 6n muamelesi uygulamasinin etkisi bitytiktiir. Dort haftalik zaman
diliminin sonunda olgunlagsmis embriyolarin, eksplant basina diigen siirgiin sayisi (adet)

ve siirgiin olusum orani1 (%) gelisimlerinin sayimlari yapilmistir ( Tablo 4.14.).

Tablo 4.14. Goyniik-98 fasulye Cesitlerinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarina On
Muamelesi Uygulamasinin BAP i Farkli Konsantrasyonlarinda eksplant basina diisen
stirglin sayisinin (adet) ve siirgiin olusum orani1 (%) Varyans Analizi

Eksplant basina Siirgiin Olusum
siirgiin sayisi1 (adet) Oram (%)
VK SD. K.O. F K.O. F
BAP- On muamelesi 3 0.08 0.29 861.11 0.29
Hata 20 0.06 650
Genel Toplam 23 861.11 0.29

BAP 6n muamelesi ile ilgili gergeklestirilen istatistiksel analizlerde tek yonlii
varyans analizi kullanilmistir. Analizler alt1 tekerriir olacak sekilde yiiriitiilmistiir. Tablo
4.14’de BAP 6n muamelesinin Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ve Siirgiin Olusum Oran

(%) Tlzerine etkilerini degerlendirmek {iizere elde edilen varyans analiz tablosu yer
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almaktadir. Analiz sonuglari, BAP 6n muamelesi faktoriiniin dort seviyesine iligkin
ortalamalar arasinda istatistiksel acidan onemli bir farklilik olmadigimni gostermektedir

(p>0.05).

4.1.8.3. Onceler-98 Fasulye Cesidinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarma On
Muamelesi ~ Uygulamasinin  BAP’m Farkli  Konsantrasyonlarinda  Siirgiin

Rejenerasyonuna Etkisi

Steril edilen tohumlar streril saf su icinde 24 saat bekletildikten sonra
tohumlardan olgunlagmis embriyolar izole edilmistir. Embriyolar yiiksek dozda (10 mg/1
IAA) oksin igeren bir ortamda 5 giin bekletilmis ve elde edilen plumula eksplantlarinin
BAP’in farkli konsantrasyonlarinda (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) siirglin rejenerasyonuna
tepkisi incelenmisti. On muamelesi uygulanmayan deneme ile &n muamelesi
uygulanmis deneme arasinda gozle goriiliir farkliliklar mevcuttur. On muamelesi
olgunlagmis embriyolarin 5 giinlilk bekleme siirecinde gelisim seklini ve siirecini

fizyolojik olarak gili¢lendirmistir.

On muamelesi uygulamas1 yapilmayan olgunlasmis embriyolarda; plumula
kisimlar1 olduk¢a narin ve cansiz durmakta bu durumun ise gelisim siirecinin
Otelenmesine sebep olmaktadir. Hem zamandan kazanmak hemde saglikli bir zigotik
embriyo gelisimi i¢in 6n muamelesi uygulamasinin etkisi biiyiiktiir. Dort haftalik zaman
diliminin sonunda olgunlagmis embriyolarin, eksplant basina diisen siirgiin sayis1 (adet)

ve siirgiin olusum orani (%) gelisimlerinin sayimlari yapilmistir ( Tablo 4.15.).

Tablo 4.15. Onceler-98 fasulye Cesitlerinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarina On
Muamelesi Uygulamasinin BAP’in Farkli Konsantrasyonlarinda eksplant basina diisen
slirglin sayisinin (adet) ve siirgiin olusum orani (%) Varyans Analizi

Eksplant basina N~
vk <o siirgiill)l sayisi ?a det) Siirgiin Olusum Oram (%)
' " K.O. F K.O. F
BAP On muamelesi 3 0.13 1.82 1394.44 1.82
Hata 20 0.07 763.33
Genel Toplam 23 1394.44 1.82
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BAP 6n muamelesi ile ilgili gergeklestirilen istatistiksel analizlerde tek yonlii
varyans analizi kullanilmistir. Analizler alt1 tekerriir olacak sekilde yiiriitiilmustiir. Tablo
4.15’de BAP 6n muamelesi Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ve Siirgiin Olusum Orani (%)
tizerine etkilerini degerlendirmek {iizere elde edilen varyans analiz tablosu yer
almaktadir. Analiz sonuglari, BAP 6n muamelesi faktoriiniin dort seviyesine iliskin
ortalamalar arasinda istatistiksel acidan onemli bir farklilik olmadigimni gostermektedir
(p>0.05).

Tablo 4.16. Fasulyenin 3 Cesidinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarna On Muamele
Uygulamasinda BAP’in Farkli Konsantrasyonlarinda Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi
Uzerine Varyans Analizi

V.K. S.D.

Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)

K.O. F
CESIT 2 0.52 7.62%*
BAP On muamelesi 3 0.12 1.87
CESIT X BAP- On muamelesi 6 0.06 0.89
Hata 60 0.06
Genel Toplam 71

**p<0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir.

BAP 6n muamelesi ile ilgili gerceklestirilen istatistiksel analizlerde tek yonli
varyans analizi kullanilmistir. Analizler alt1 tekerriir olacak sekilde yiirtitiilmistiir. Tablo
4.16’da fasulyenin 3 cesidinde olgunlagsmis embriyo eksplantlarina 6n muamelesi
uygulamasinda BAP’1n farkli konsantrasyonlarinda eksplant basina siirgiin sayist (adet)
lizerine varyans analizi verilmistir. Cesitler igerisinde en iyi sonu¢ Yunus-90 ¢esidinde
elde edilirken bunu Onceler-98 cesdi takip etmektedir. GoOyniik-98 ¢esidinde
kontaminasyon kaynakli ileriye doniik sonuclar elde edilemezken bir aylik gézlemlerde
minimum sevide de olsa veri alinacak gelisimi gdstermistir. Analiz sonuglari, ii¢ ¢eside
ait BAP 6n muamelesi faktoriiniin dort seviyesine iligkin ortalamalar arasinda
istatistiksel agidan onemli bir farklilik olmadigini gostermektedir (p>0.05). Gelisimde

goriilen etkinin 10 mg/l IAA ile 6n muamelesinden kaynakli oldugu diisiniilmektedir.
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Tablo 4.17. Fasulyenin 3 Cesidinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarima On Muamelesi
Uygulamasinda BAP’1n Farkli Konsantrasyonlarinda eksplant basina siirgiin saysi (adet)
tizerine Duncan Analizi

BAP ON MUAMELESI

CESIT 0,50 1,00 150 2.00 Genel Ortalama
mg/I| mg/I| mg/l mg/l
Yunus-90 0.23 0.23 0.36 0.30 0.28b
Goyniik-98 0.33 0.36 0.30 0.56 0.39b
Onceler-98 0.66 0.40 0.50 0.73 0.57a

Ayni stitunda farkl: kii¢iik harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 4.17°da BAP 6n muamelesinin farkli seviyeleri ve ii¢ farkli fasiilye
¢esidinin eksplant basina siirgiin saysi (adet) iizerine etkisini arastirmak tizere elde
edilen varyans analizi sonuglar1 yer almaktadir. Analiz sonuglari, gesit faktoriiniin
seviyelerine iliskin ortalamalar arasinda istatistiksel agidan dnemli bir farklilik oldugunu
gostermektedir (p<0.05). Buna karsilik, bapriming faktoriiniin seviyelerine iligkin
ortalamalar arasinda ve CesitxBAP 6n muamelesinin interaksiyonunda istatistiksel
acidan O6nemli bir farklilik olmadigi sonucuna varilmistir (p>0.05). Duncan c¢oklu
karsilastirma sonuglart incelendiginde, {i¢iincli ¢esidin grup ortalamasi ile diger iki
cesidin grup ortalamalar1 arasinda istatistiksel agidan onemli bir farklilik oldugu, bir

baska ifade ile farkliligin ticiincii ¢esitten kaynaklandigr goriilmektedir.

Tablo 4.18. Fasulyenin 3 Cesidinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarina On
Muamelesi Uygulamasinda BAP’in Farkli Konsantrasyonlarinda Siirgiin Olusum Oran
(%) tizerine Varyans Analizi

Siirgiin olusum orani (%)

V.K. S.D.
K.O. F
CESIT 2 4955.55 7.20%*
BAP On Muamelesi 3 1175.92 1.71*
CesitxBAP On Muamelesi 6 637.03 0.92
Hata 60 687.77
Genel Toplam 71

*p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir.
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BAP 6n muamelesi ile ilgili gergeklestirilen istatistiksel analizlerde univariate
varyans analizi kullanilmistir. Analizler alt1 tekerriir olacak sekilde yiiriitiilmistiir. Tablo
4.18’de fasulyenin 3 ¢esidinde olgunlagsmis embriyo eksplantlarina 6n muamelesi
uygulamasinda BAP’1n farkli konsantrasyonlarinda siirgiin olusum orani iizerine varyans
analizi verilmistir. Cesitler bazinda farklilik Yunus-90 ‘da gortilmiistiir. Diger ¢esitler de
herhangi bir farlilik etkisi gézlemlenememistir. Analiz sonuglari, iki ¢eside ait BAP 6n
muamelesi faktoriiniin dort seviyesine iliskin ortalamalar arasinda istatistiksel agidan

onemli bir farklilik oldugunu gostermektedir (p>0.05).

Tablo 4.19. Fasulyenin 3 Cesidinde Olgunlasmis Embriyo Eksplantlarina On Muamele
Uygulamasinda BAP’1n Farkli Konsantrasyonlarinda Siirgiin Olusum Orani (%) {lizerine
Duncan Analizi

BAP ON MUAMELESI

CESIT 0,50 1,00 1,50 2,00 Genel Ortalama
mg/Il mg/I mg/l mg/Il
Yunus-90 23.33 26.66 36.66 30.00 29.16b
Goyniik-98 33.33 36.66 30.00 56.66 39.16b
Onceler-98 66.66 40.00 50.00 73.33 57.50a

Ayni siitunda farkli kiigiik harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik onemlidir (p<0.05)

Tablo 4.19°da BAP 6n muamelesi farkli seviyeleri ve ti¢ farkli fasiilye ¢esidinin
Siirgiin olusum orani {izerine etkisini arastirmak tizere elde edilen duncan analizi
sonuclart yer almaktadir. Analiz sonuglari, cesit faktoriiniin seviyelerine iliskin
ortalamalar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik oldugunu goéstermektedir.
Siirglin olusum oranina benzer sekilde, BAP 6n muamelesi faktoriiniin seviyelerine
iliskin ortalamalar arasinda interaksiyonunda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik
olmadigr sonucuna varilmistir (p>0.05). Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglari
incelendiginde, iicilincii ¢esidin grup ortalamasi ile diger iki ¢esidin grup ortalamalari

arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik oldugu belirlenmistir.

4.1.9. In Vitro Kosullarda Gelistirilen Bitkiciklerin Dig Sartlara Alistirilmasi

Doku kiiltiirii ile elde edilen bitkiler, dis ortama alistirmak amaciyla steril torf

iceren 15 cm’lik saksilara aktarilmis ve {lizerleri yaklasik 1 hafta seffaf poset ile
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kapatilarak, iklim odasinda biiylimeye birakilmigtir (Sekil 4.16.). Giin asir1 bitki
yapraklart sprey su ile nemlendirilerek dis ortama olan adaptasyonuna hiz
kazandirilmistir. Iklim odasinda 24 + 1 °C, 3000 liiks 151k 16 saat 151k fotoperiyodu ve %

50 nem saglanmustir. Iki aylik bir siirecin sonucunda saglikli tohumlar1 elde edilmistir.

Sekil 4.16. In vitro kosullarda gelistirilen bitkiciklerin dis sartlara (aklimatizasyon)
aligtirilmasi

4.2. GEN AKTARIM CALISMALARI

Baklagil bitkilerinde secilebilir markirlar olarak herbisit tolerans genleriyle
birlikte antibiyotik direng geninin yerlestirilmesi, transformasyonun etkinligini biiyiik
Olclide arttirmaktadir. Bar geni herbisitler i¢in gii¢lii bir seleksiyon ajanidir (Tagyapan,
2010). En yaygin kullanilan herbisitler ise gluphosinate veya phosphinotricin’dir (Sekil
4.17.).
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Sekil 4.17. Gluphosinate ve phosphinotricin kimyasal formiilii

A. tumefaciens araciligr ile gen aktarimi ¢aligmasinda, bakteri materyali olarak
LBA 4404 ve GV2260 bakteri hatlar1 kullanilmistir. Bu yolla fasulyenin Yunus-90,
Goyniik-98, Onceler-98 cesitlerine herbisitlere dayaniklilk geni aktarilmaya
calisilmistir. Bar geni, Streptomyces hygroscopicus’dan izole edilen ve glufosinat
amonyuma tolerans saglayan bir gendir. Ayrica bar geninin, herbisit glufosinat
amonyuma kars1 tolerans kazandiran fosfinotrisin asetiltransferaz1 (PAT)’da kodladigi

bilinmektedir (Ermolli, 2006).

Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 hatt1 herbisit tolerans geni (bar) ve f-
glucuronidase kodlayan uida (GUS) geni ile birlikte 35S promotorunu tasiyan binari
vektor tasimakta (PRGG)’dur.

Agrobacterium tumefaciens’in non-onkogenik GV2260 p35S GUS-INT hatti ise
p35S GUS-INT plazmidi T-DNA bolgesinde segici NPT-II ve gozlenebilen GUS markor

genlerini tagimaktadir.

4.2.1. Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 PRGG bar Hatt1 ile In vitro Kosullarda

Fasulyenin Tohum Eksplantlarina Gen Aktarim Calismasi

In vitro kosullarda yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohum eksplantlar1 A.
tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatti ile 30 dk muamele edildikten sonra steril
filtre kagitlarinda, tohum yiizeyinde kalan su emdirilerek,

a. 25°C’de 1 giin ayarlanmis iklim odasinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.
b. 25°C’de 2 giin ayarlanmis iklim odasinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.
c. 28°C'de 1 giin ayarlanmis iklim dolabinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.

d. 28°C'de 2 giin ayarlanmus iklim dolabinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.
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Bu sekilde dort farkli uygulama denenmistir. Daha sonra, eksplantlar 50 mg/l kanamisin
monosiilfat, 2.5 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l Augmentin igeren MS seleksiyon
ortaminda kiiltiire alinmistir. Daha sonra, transgenik aday: bitkiler 160 °C sicaklikta ve
1.5 saat siire ile etiivde steril edilmis torf ve perlit (1:1) igeren saksilara aktarilmis olup,
25 °C sicakliginda ve poset igerisinde iklim dolabinda gelismeleri takip edilmistir.
Bitkilerde belirgin gelismeler gozlendiginde posetler uzaklastirilmis olup, % 45 nemde
adaptasyona birakilmistir (Sekil 4.18.).

Sekil 4.18. LBA4404 pRGG bar hatti ile inokiile edilmis fasulye bitkilerinin dis
kosullara alistirilmast

Adaptasyon sonunda elde edilen transgenik aday1 bitkiciklerin sayisi Tablo
4.20’de verilmistir. Buna gére Yunus-90 gesidinde toplam 80 adet tohumdan 76 adet
transgenik aday1 bitki, Onceler-98 cesidinde 80 adet tohumdan 40 adet transgenik aday1
bitki elde edilirken, Goyniik-98 ¢esidinde toplam 80 adet tohumdan bakteriyel
kontaminasyon sebebi ile transgenik aday1 bitki elde edilememistir. Transgenik adayi

bitkilerin her biri dis kosullara uyum saglamstir.
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Tablo 4.20. Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatt1 ile in vitro kosullarda
tohum eksplantina gen aktarim uygulamasi

Yunus-90 Goyniik-98 Onceler-98

Kullanilan ~ Transgenik

Uygulamalar  tohum aday1 bitki Kullanilan  Transgenik Kullanilan Transgenik

tohum aday1 bitki tohum aday1 bitki

sayis1 sayis1
(adet) (adet) sayis1 say1sl say1sl sayis1

25 °C/ 1 Giin 20 18 20 0 20 11

25 °C/ 2 Giin 20 19 20 0 20 13

28 °C/1 Giin 20 20 20 0 20

28 °C/2 Giin 20 19 20 0 20 7

DNA izolasyonu yapilan orneklerin, LBA 4404 pRGG bar A. tumefaciens
hattiyla elde edilen transgenik aday1 bitkiler bar primerleri ile PCR analizi
gergeklestirilmistir. PCR analizi yapilan bitki sayis1; Yunus-90 gesidinde 25 °C’de 1. ve
2. giinlerden birer adet, Onceler-98 ¢esidinde ise 28 °C’de 2. giinde bir adet olup analiz
sonuclart PCR + olarak c¢cikmistir. GOyniik-98 cesidinde kontaminasyondan kaynakli
ornek elde edilemedigi igin analiz gerceklestirilememistir. PCR analizinde; NPT-11 ve
bar geni spesifik primerler kullanilmig ve aktarilan genleri tasiyan transgenik bitkiler
teyit edilmistir. Yunus-90 ve Onceler-98 ¢esitlerine ait PCR analizi sonuglar1 Sekil

4.19’da gosterilmistir.

| —
| ———
EE———
e —
B
e

Sekil 4.19. Fasulyede transgenik adayr bitkilerde bar geni varliginin PCR ile teyit
edilmesi, 1. (25 °C — 1 giin) ve 2. (25 °C — 2 giin) kulvarlar Yunus 90 PCR+; 3. (28 °C —
2 giin ve 4. (28 °C — 1 giin) kulvarlar Onceler 98 PCR+; M: Markér.
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Agrobacterium tumefaciens 'in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatti ile in
vitro kosullarda tohum eksplantina gen aktarim c¢alismalarinda; her bir ¢esittin
uygulamalarindan 20 adet tohum kullanilarak transgenik aday: bitkiler elde edilmistir.
Muamele sonucunda; Elde edilen bu bitkilerden yaprak oOrnekleri alinarak DNA
izolasyonu yapilmis daha sonrasinda ise PCR analizine tabi tutulmustur. PCR analizi
sonucunda Yunus-90 (25 °C — 1 giin - 25 °C — 2 giin) ve Onceler-98 (28 °C — 2 giin - 28
°C — 1 giin) ¢esitlerinden alman 6rneklerde bant olusumlar1 gézlemlenerek PCR+ elde
edilmistir.

4.2.2. Agrobacterium tumefaciens’in bar Geni Tasiyan GV2260 Geni ile In Vitro

Kosullarda Fasulyenin Tohum Eksplantlarina Gen Aktarim Calismalari

Bakteriler ile 1 mg / 30 ml bakteri olan s1vi MS ortamu igerisine 30 dk GV2260
geni ile inokiile edilmistir. Muamele siirecinin bitmesi ile 3 adet steril cam petri kutulari
igerisine distile su dokiilerek tohumlar asir1 bakteri muamelesinden uzaklastirilmistir.
Daha sonra steril edilmis filtre kagitlarinda, tohum yiizeyinde kalan su emdirilerek MS
(0) besin ortmanima ekim islemlemi gercgeklestirilmistir. Bu denemede bakteri ko-
kiiltivasyonunun giinii (1/2 giin) ve iklim odasinin derecelerinin (25/28 °C) dért farkh
uygulamasi denemis olup bunlar Tablo 4.20.’de verilmistir. Bu denemede hem iklim
odas1 hemde iklimlendirme dolab1 kullanilmistir. Her bir ¢esit i¢in, magenta kaplarina
5’er adet tohum konulacak sekilde 3 tekeriirlii deneme kurulmustur. GV2260 hatti
genleri ile inokiilasyonu yapildiktan sonra ekimi gergeklestirildikten bitkileriklim
odasina saksilara alinarak, dis kosullara alistirilmistir (Sekil 4.20.). Gen aktarimi
yapilarak tohumdan elde edilen bitkilerden de tohum (Tp) olusumu saglanmistir.

Uygulama her ¢esit i¢in 20 eksplant kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.21.).

a. 25°C’de 1 giin ayarlanmis iklim odasinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.
b. 25°C’de 2 giin ayarlanmis iklim odasinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.

c. 28°C'de 1 giin ayarlanmus iklim dolabinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.

o

28 °C'de 2 giin ayarlanmus iklim dolabinda kokiiltivasyona tabi tutulmustur.
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Tablo 4.21. Agrobacterium tumefaciens’in bar Geni Tasiyan GV2260 Geni ile In vitro
Kosullarda Tohum Eksplantlarina Gen Aktarim Uygulamast
Cesitler Yunus-90 Goyniik-98 Onceler-98
Kullanilan Transgenik Kullanilan Transgenik Kullanilan Transgenik
Tohum  Adayi Bitki Tohum  Adayi Bitki Tohum  Adayi Bitki

Uygulamalar Sayist Sayis1 Sayisi Sayisi Sayist Sayist
25 °C — 1 Giin 20 20 20 0 20 15
25 °C — 2 Giin 20 19 20 0 20 13
28 °C — 1 Giin 20 20 20 0 20 11
28 °C — 2 Giiin 20 19 20 0 20 8

DNA izolasyonu yapilan drneklerin, GV2260 A. tumefaciens hattiyla elde edilen
transgenik adayr bitkilerin PCR analizi gergeklestirilmistir. PCR analizi yapilan bitki
sayist; Yunus-90 cesidinde 28 °C’de 2. giinden bir adet, Onceler-98 ¢esidinde ise 25
°C’de 2. giinde bir adet olup analiz sonuglart PCR + olarak c¢ikmustir. Goyniik-98
cesidinde kontaminasyondan kaynakli Ornek elde edilemedigi i¢in analiz
gergeklestirilememistir. PCR analizinde; NPT-I1 ve GV2260 p35 GUS INT geni spesifik
primerler kullanilmis ve aktarilan genleri tasiyan transgenik bitkiler teyit edilmistir.
Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerine ait PCR analizi sonuglart Sekil 4.20’da

gosterilmistir.

Sekil 4.20. Fasulyede transgenik adayr bitkilerde bar geni varliginin PCR ile teyit
edilmesi, 1. (28 °C — 2 giin) kulvar Yunus 90 PCR+; 2. (28 °C — 2 giin) kulvar Onceler
98 PCR+; M: Markor.
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In vitro kosullarda gelisen 5 haftalik fasulye bitkiciklerden alinan tohum
eksplantlart A. tumefaciens’in GV2260 p35 GUS INT hatti ile 30 dk muamele edildikten
sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra, eksplantlar 50 mg/I
kanamisin monosiilfat ile 500 mg/l Augmentin iceren MS seleksiyon ortamina kiiltiire
alinmistir. Sekiz hafta sonra, elde edilen siirgiinler 1.25 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin
monosiilfat ve 500 mg/l Augmentin igeren MS ortaminda koklendirilmistir. Dort hafta
sonra transgenik aday1 siirgiinlerde koklenme goriilmiistiir. Bu denemede toplam her bir
g¢esit i¢in ayr1 ayr1, 3 magenta ve her magentada 5 eksplant kullanilmis olup, elde edilen
45 bitki ortalama siirgiin olusum orani ve eksplant basina diisen siirglin sayisina
bakilmistir. Daha sonra, kdklenen transgenik aday bitkiler 160 °C’de sicaklikta ve 1,30
saat siire ile steril edilmis torf, toprak ve perlit karistmim igeren saksilara aktarilmig
olup, oda sicakliginda ve poset icerisinde gelismeleri takip edilmistir. Bitkilerde belirgin
gelismeler gozlendiginde posetler uzaklastirilmis olup, % 45 nem ve oda sicakliginda
adaptasyonuna birakilmistir. Adaptasyon sonucunda, 45 adet transgenik aday bitkilerden
yalniz 37 adet bitki gelismis olup, iklim odasinda 10 1t’lik saksilara alinmistir. Daha
sonra bu bitkilerde bakla baglama ve tohum olusumu gozlemlenmistir. Tohumlar

caligmanin bir sonraki agsamasinda kullanilmak tizere muhafaza edilmistir.

4.2.3. Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatti ile in vitro kosullarda

gelistirilen fasulyenin plumula eksplantlarina gen aktarim ¢aligsmasi

Fasulye ¢esitlerine ait olgunlasmig embriyolar 10 mg/l TAA’da 5 gin
bekletilmistir. Olgunlagmis embriyolardan gelisen 2-3 cm uzunlugundaki plumula
eksplantlar1 A. tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatt1 ile (I mg bakteri/30 ml sivi
MS) 30 dk inokiilasyona tabi tutulmustur. 25 °C’de 1 giin kokiiltiivasyonun ardindan
eksplantlar steril saf suda yikanarak, igine 2.0 mg/l IBA, 500 mg/l Agumentin ve 50
mg/l kanamisin monosiilfat ilave edilmis seleksiyon ortamlarinda koklendirmeye
almmistir. 'Yunus-90 fasulye ¢esidinde 4 hafta sonunda 1.2 cm uzunlugunda kok
olusumu meydana gelmis ancak bes adet koklenmis bitkiden higbirinin dis kosullara

adaptasyonu saglanamamistir (Sekil 4.21.; Tablo 4.22.). Calisma sonunda her {i¢ fasulye
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cesidinde de koklenmeye baslamis bitkicikler dis kosullara adaptasyonu

saglanamamugtir.

Sekil 4.21. Yunus-90 fasulye ¢esidinde 4 hafta sonundaki koék olusumu

Tablo 4.22. Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatt1 ile in vitro
kosullarda gelistirilen fasulyenin plumula eksplantlarina gen aktarim uygulamasi

Cesitler Kullamilan plumula Koklenmis transgenik
sayisl aday1 bitki sayis1
Yunus-90 15 5
Goyniik-98 15 0
Onceler-98 15 1

Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatti ile in vitro kosullarda
gelistirilen fasulyenin plumula eksplantlarina gen aktarim ¢alismasinda; her bir ¢esit i¢in
3 magenta ve her magentaya 5 adet eksplant konularak deneme kurulmustur. Calisma
sonucunda diger uygulamalarda da oldugu gibi Yunus-90 ¢esidinde 5 adet transgenik
aday1 bitki eldesi saglanmis, fakat yalnizca bir adet eksplantta 1 ayin sonucunda gozlem
almabilmistir. Diger iki cesitte silirdiiriilebilir bir rejenerasyon saglanamamistir. Bu
noktada ileriye doniik ¢calismalarda plumula eksplanti kullanmak hem riskli hemde uzun
zaman alirken, olgunlagsmis embriyo kullanim1 hem zamandan kazang saglamakta hemde
daha fazla bitki olusumu saglamaktadir. Siirdiiriilebilir bir bitki eldesi edilemedigi i¢in

PCR analizi yapilamistir.
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4.2.4. Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar Hatt1 ile In Planta Gen

Aktarim Calismasi

Etiivde 160 °C’de 1.5 saat steril edilen toprak, torf ve perlit bire bir oraninda
karistirlarak fasulye tohumlar1 viyollerde kiiltiire alinmistir. Iklim odasinda 25 °C’de %
50 nemde ve 3000 lix 1sikta 7-10 giin boyunca biiyiimiistiir. Her bir bitki 15 cm
derinligindeki kagit saksilara kiiltiire alinmistir. Fasulye bitkiciklerinin siirgiin uclari
dikkatli bir sekilde acilarak, steril pamuk yardimi ile bakteriyle inokiilasyonu
saglanmistir (Sekil 4.22.). Uygulama her ¢esit i¢in 20 eksplant kullanilarak yapilmistir
(Tablo 4.23.).

< N =
Sekil 4.22. Agrobacterium tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatti
ile in planta kosullarda makroenjeksiyon yontemi ile gen aktarim galigmalari

Tablo 4.23. Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatt1 ile in planta
kosullarda gen aktarim uygulamasi

Cesitler Kullanilan tohum sayisi Trangenik adayi bitki sayisi
Yunus-90 20 20
Goyniik-98 20 12
Onceler-98 20 18
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DNA izolasyonu yapilan orneklerin, LBA 4404 pRGG bar A. tumefaciens
hattiyla elde edilen transgenik adayi bitkilerin PCR analizi gergeklestirilmistir. PCR
analizi yapilan bitki sayis1; Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerinden birer adet uygulama
yapilmis olup, analiz sonuglart PCR + olarak ¢ikmistir. PCR analizinde; NPT-11 ve LBA
4404 pRGG spesifik bar geni primerler kullanilmig ve aktarilan genleri tasiyan
transgenik bitkiler teyit edilmistir. Yunus-90 ve Onceler-98 ¢esitlerine ait PCR analizi
sonuglar1 Sekil 4.23’de gosterilmistir.

e
| en——
———
e d
B

Sekil 4.23. Fasulyede in planta kosullarda transgenik aday: bitkilerde bar geni
varligmm PCR ile teyit edilmesi, 1. (25 °C ) kulvar Yunus 90 PCR+; 2. (25 °C) kulvar
Onceler 98 PCR+; M: Markor.

Agrobacterium tumefaciens’in bar geni tasiyan LBA 4404 pRGG bar hatt1 ile in
planta kosullarda makroenjeksiyon yontemi ile gen aktarim g¢alismalarinda; her bir
cesitten 20 adet tohum kullanilarak bitkiler elde edilmis ve bu bitkilere 7-10 giinliikken
makroenjeksiyon yontemi ile muamele edilmistir. Muamele sonucunda; Yunus-90
cesidinden 20 adet, Goyniik-98 ¢esidinden 12 adet ve son olarak Onceler-98 ¢esidinden
18 adet transgenik aday1 bitki elde edilmistir. Elde edilen bu bitkilerden yaprak 6rnekleri

alinarak DNA izolasyonu yapilmis daha sonrasinda ise PCR analizine tabi tutulmustur.
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PCR analizi sonucunda Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerinden alman 6rneklerde bant

olusumlar1 gozlemlenerek PCR+ elde edilmistir.

4.2.5. Agrobacterium tumefaciens’in GV2260 Hatt1 ile In Planta Kosullarda Gen

Aktarim Calismasi

Etiivde 160 °C’de 1.5 saat steril edilen toprak, torf ve perlit bire bir oraninda
karistirlarak fasulye tohumlari viyollerde kiiltiire alinmistir. Iklim odasinda 25 °C’de %
50 nemde ve 3000 liix 1sikta 7-10 giin boyunca biiylimiistiir. Her bir bitki 15 cm
derinligindeki kagit saksilara kiiltiire alinmistir. Fasulye bitkiciklerinin siirgiin uglari
dikkatli bir sekilde acilarak, steril pamuk yardimi ile bakteriyle inokiilasyonu
saglanmigtir. Uygulama her gesit igin 20 eksplant kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.24.).

Tablo 4.24. Agrobacterium tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile in planta kosullarda gen
aktarim uygulamast

Cesitler
Uygulama Yunus-90 Goyniik-98 Onceler-98
Kullamlan  Transgenik  Kullanilan  Transgenik Kullamlan Transgenik
tohum aday1 bitki tohum aday1 bitki tohum aday1 bitki
sayisl sayisl sayisl sayisl sayisl sayisl
GV2260
In planta 20 19 20 11 20 16
Tohum

DNA izolasyonu yapilan drneklerin, GV2260 A. tumefaciens hattiyla elde edilen
transgenik aday: bitkilerin PCR analizi gerceklestirilmistir. PCR analizi yapilan bitki
sayist; Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerinden birer adet uygulama yapilmis olup, analiz
sonuglart PCR + olarak ¢ikmistir. PCR analizinde; Yunus-90, G6yniik-98 ve Onceler-98

cesitlerine ait PCR analizi sonuglar1 Sekil 4.24°da gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Fasulyede in planta kosullarda transgenik aday1 bitkilerde GV2260 geni
varliginin PCR analizi ile teyit edilmesi, 1. (25 °C ) kulvar Yunus-90 PCR+; 2. (25 °C)
kulvar Goyniik-98 PCR+; 3. (25 °C) kulvar Onceler 98 PCR+ ; 4. (25 'C ) kulvar
GoOyniik-98 PCR+; M: Markor.

PCR sonuglarina bakildiginda; Yunus-90, Goyniik-98 ve Onceler-98 cesitlerine
ait orneklerde bant olusumlar1 gézlemlenerek, PCR+ elde edilmistir. Genel olarak gen
aktarim kismindaki tiim uygulamalara Tablo 4.25 ‘de yer verilmistir.

Tablo 4.25. Fasulyenin Yunus-90, Goyniik-98, Onceler-98 cesitlerine Agrobacterium

tumefaciens’in LBA4404 pRGG bar ve GV2260 hatlar1 ile gen aktarimi sonucunda elde
edilen transgenik aday1 bitki sayis1 (adet)

CESITLER
UYGULAMALAR Yunus-90 Goyniik-98 Onceler-98
Kiiltiire ahinan Transgenik Transgenik Transgenik

eksplant sayis1  aday1 bitki sayis1  adayi bitki sayis1  adayi bitki sayisi

LBA 4404 pRGG bar
In vitro 80 76 0 40
Tohum
GV2260
In vitro 80 78 0 47
Tohum
LBA 4404 pRGG bar
In vitro 15 5 0 1
Plumula
LBA 4404 pRGG bar
In planta 20 20 12 18
Tiim bitki
GV2260
In planta 20 19 11 16
Tiim bitki
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5. SONUC VE ONERILER

Tohumlar ticari ¢amasir suyunun (% 5’lik Ace®, NaOCI) % 5, 10, 25 ve 50’lik
dozlari ile 5, 10 ve 20 dk.’lik stirelerde sterilizasyona tabi tutulmustur ve kullanilan stire
ve dozlarin hi¢ birinde bulasiklik gozlenmemistir. Yunus-90 fasulye cesidine ait
tohumlarda MS besin ortamlarina ekimi yapildiktan bir ay sonra en fazla ¢cimlenme orani
(%) ve kontaminasyon orani (%) sirasiyla % 100 ve % 0 olarak % 10 NaOCl'de 10 dk
uygulamasinda elde edilmistir. Goyniik-98 fasulye ¢esidinde yine ayn1 doz ve siirede en
fazla ¢imlenme % 46.66 olarak gerceklesmistir. Onceler-98’de maksimum ¢imlenme %
5 NaOCl'de 20 dk da % 66.66 oraninda gergeklesmistir. Duncan testine bakildiginda ise
Yunus-90 ¢esidi i¢in elde edilen ¢imlenme, % 13-100 arasinda olurken bu durum
Goyniik-98’de % 13-46 iken Onceler-98 cesidinde ise % 20-66 arasinda degismistir.

Cimlenme oranlarinda artig saglamak amaciyla yapilan tohumlarin filtre kagidi
ile c¢imlendirilmesi c¢alismasinda; filtre kagitlarinin MS besin ortami iizerine
yerlestirilerek yapilan ¢alismada steril edilen tohumlar steril saf suda 24 saat
bekletilmistir. Daha sonra bir beher igerisine konulan steril saf su ile filtre kagitlar
islatilmistir. Yaklagik olarak 15 ml MS ortaminin bulundugu magenta kaplari igerisine
yerlestirilen filtre kagitlar1 lizerine tohumlar konularak kapaklari stre¢ film kullanilarak
kapatilmigtir. Bu yontemle Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerinde % 100, Goyniik-98
¢esidinde % 50 oraninda ¢imlenme gozlenmistir. Filtre kagitlarinin MS besin ortami
olmaksizin magenta kabi icerisine yerlestirilmesi seklinde uygulanan diger calismada ise

her ii¢ ¢esidin ¢imlenme oran1 % 100 olmustur.

Bitki tohumlarinin canlilik tespiti i¢in yapilan 2,3,5 trifeniltetrazolium klorit
(TTC) yontemi sonuglarina gore fasulyenin Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerine ait
tohumlarin hepsinde 24 saat sonunda tam kirmiziya boyanma goézlemlenmis ancak
Goyniik-98 fasulye tohumlarinin bir kismi1 pembeye yakin boyanmis olup, canliliklarinin

diger iki ¢eside gore daha diislik kaldig1 gozlemlenmistir.

Fasulyenin olgunlagsmis embriyolarindan siirglin rejenerasyonu iizerine On

muamelesi uygulamasinin etkisi ¢alismasinda yapilan goézlemlerde; kok ve siirgiin
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olusumu goriilmemistir. Dért hafta sonunda; Yunus-90 ve Onceler-98 cesitlerinde
olgunlagmis embriyolardan herhangi bir gelisme olmadigi gozlemlenmistir. Her ii¢
cesidin MS kontrol ortamlarinda gelisme gosterdigi gozlemlenirken; Yunus-90 ve
Onceler-98 cesitlerinde siirgiin ve kdk olusumu, Goyniik-98 ¢esidine gore daha fazla
oldugu gozlemlenmistir. Goyniik 98 ¢esidinin her iki denemede de kontaminasyon
olusumunun gelisimi engelledigi goriilmiistiir. Genel olarak bakildiginda ise
sterilizasyon protokoliiniin belirlenmesi kismindan son goézlemlere kadar kullanilan
cesitler icerisinde GOyniik-98 cesidi her asamada olumsuz sonuglar verirken Yunus-90
ve Onceler-98 cesitleri ise tam tersi yonde olumlu bir gelisim gostermistir. Fakat her 3
¢esit iginde 6n muamele (10 mg/l IAA) ve BAP oranli ortamlar siirgiin olusumu igin
ideal bir zemin olusturamamistir. Buradan elde edilen sonu¢ dogrultusunda; fasulyede
embriyogenesis tek bir asamada etkili bir yontem olabilmistir. Siirdiiriilebilir bir yontem
olabilmesi i¢in daha detayli bir ¢alisma yapilmasi gerektigi sonucuna varilmis fakat su

anki sonuclar gelecek agsamalar i¢in iimitvaridir.

Cesitler arasindaki morfolojik farkliliklar ¢aligma seyrini de olumlu ve olumsuz
yonde etkilemistir. Tiim bu asamalar g6z oniine alindiginda 3 ¢esit i¢erisinden Yunus-90
cesidi her anlamda daha direngli ¢ikmistir. GOyniik-90 cesidinin embriyo c¢ikartma
asamasinda tohum yapisinin genel olarak dagilmasi ve embriyolarinin ¢ok hassas
olmasi, diger cesitlerden iki kat fazla tohum kullanilmasina neden olmustur.
Kontaminasyon etkisini yogun olarak bu ¢esitte goriilmesi yapisal olarak hassas olmasi
kaynakl1 olabilecegini diisiindiirmiistiir. Diger ¢esitlerde boyle bir soruna rastlanmazken,
Goyniik-90 c¢esidinin bekleme siiresinin 24 saatten 10 saate diisliriilmesi embriyo ve

tohum kaybini azalttigr gézlemlenmistir.

On muamele uygulamasi; tam anlamiyla in vivo sartlardaki gibi bir gelisimi bize
in vitro sartlarda saglarken zamandan ve alandan risksiz kazang saglamaktadir. Yunus-
90 ¢esidinde MS’da % 100 siirgiin rejenerasyonu gozlemlenirken, kontaminasyon hig
goriilmemistir. On muamele + MS uygulamasinda yapilan ekimlere kiyasla; siirgiin, kok,
govde ve yaprak olusumlarinin, BAP’in dort farkli oran1 ve MS kontrol besi ortamina

yapilan ekimlerden daha iyi sonug¢ verdigi gézlemlenmistir. Calismada kullanilan TAA
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orani iki ¢esidin kontroliinde ¢ikis olmasini saglamis fakat doz degismesinin gelisim
tizerine de etkili olup olamayacagi sorularini da akla getirmistir. Bir sonraki ¢alisma ile

bu farklilik tizerine 151k tutabilecegi diisiiniilmektedir.

Fasulyenin ti¢ ¢esidinde apikal meristemlere farkli oranlarda BAP+NAA
konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu olusumu {izerine etkisine bakildiginda; in
vitro kosullarda ¢imlendirme asamasinda bile GOyniik-98 ¢esidinde ¢ikiglarda sorun
yasanmis ve diger iki ¢eside gore iki kati tohum kayb1 gézlemlenmistir. Bu kaybi en aza
indirgemek i¢in farkli yontemler denenmis ve en az kaybin filtre kagidi + MS ortaminda
elde edilmistir. Elde edilen bitkiciklerden alinan apikal meristemler, BAP’1n dort farkl
dozu ile NAA’nin varhiginda (0,25 mg/l) ve NAA kullanilmadan denemeler
kurulmugtur. Cesit bazli kiyaslama bu calismada sadece ¢imlenmedeki basari ile
kiyaslanabilmistir. Ciinkii yaygin bir kontaminasyon goézlemlenmis ve analiz
edilebilecek bir sonu¢ rakamsal olarak alinamamustir. Ikinci giin itibari ile Goyniik-98,
liciincii ve dordiincii giin itibari ile ise Onceler-98 ve Yunus-90 cesitlerinde
kontaminasyon tiim apikal meristemlere yayilmigtir. Apikal meristemlerden siirgiin elde
edebilmek i¢in filtre kagidi yontemi denenmis fakat bakteriyel kdkenli kontaminasyon
burada da goriilmiistiir. Ayn1 uygulamanin 6n muameleme yontemi kullanilarak da
denemesi kurulmus fakat 5 gilinlik 6n muamele ortamindan sonra BAP ve NAA’ll
ortamlara konuldugunda kontaminasyon go6zlemlenmistir. 10 mg/l IAA ortaminda
kontaminasyonun 5 giin boyunca yok denecek kadar az goriilmesi farkli besin
ortamlarmin kullanilmasi ile elde edilecek sonucun seyrini degistirebilecegi diisiincesini
dogurmaktadir. Bu asamada ileriye doniik farkli yontem ve uygulamalar ile olumlu bir

sonug elde edilebilecegi amaglanmistir.

In vitro kosullarda gelistirilen bitkiciklerin dig sartlara alistirilmasinda ise
oncelikle toprak istekleri bitki gelisimini destekleyen yonde ve bitkilerin in vivo
sartlardaki hassasiyetleri goz 6niinde bulundurularak kolay adaptasyon saglayabilmeleri
icin otoklavda steril edilmistir. Magentalardan alinan bitkilerin koklerine zarar
verilmeden besin ortamlar1 uzaklastirilmig, kokleri saf suyla temizlenerek ekimleri

gerceklestirilmistir. Saksilar sulandiktan sonra {izerlerine 1 hafta duracak steril seffaf
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posetler gecirilmistir. Iklim odasinda 24 + 1 °C, 3000 liiks 151k 16 saat 151k fotoperiyodu
ve % 50 nem saglanmustir. Bu siirecte Yunus-90 ve Onceler-98 cesidine ait bitkilerden
adaptasyon sorunundan kaynakli kayiplar gorilmistir. Fakat iki aylik gozlemler
sonucunda bakla olusumu ve ardindan tohum olusumu gézlemlenmistir. Elde edilen
tohumlarda fiziksel deformasyon gozlemlenmemistir. Calismanin bu basamagi iki cesit
icin gézlemlenebilir ve analiz edilebilir olumlu sonuglar elde etmemizi saglamistir. Ayni
zamanda gen transformasyonu i¢in iyi bir zemin ve yontem oldugu sonucuna

varilmasinda 1s1k tutmustur.

Gen aktarim ¢aligmalar1 kisminda amag en basindan da belirtildigi tizre herbisit
toleransl bitkiler elde etmektir. A. tumefaciens araciligi ile gen aktarimi ¢alismasinda,
bakteri materyali olarak LBA 4404 pRGG ve GV2260 bakteri hatlar1 kullanilarak
herbisitlere dayaniklilik geni olan bar geni fasulye cesitlerine aktarilmistir. In vitro
kosullarda yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohum eksplantlar1 A. tumefaciens’in LBA
4404 pRGG bar hatti ile 30 dk muamele edildikten sonra steril filtre kagitlarinda, tohum
ylizeyinde kalan su emdirilerek; iki farkli kokdiltivasyon siiresi (24-48 saat) ile sicaklik
(25-28 °C) denenmistir. Uygulama siireci boyunca eksplantlar, iklim odasi ve iklim
dolabinda muhafaza edilmistir. Eksplantlar 50 mg/l kanamisin monosiilfat, 2.5 mg/l
fosfinotrisin ile 500 mg/l Augmentin bakteriostatik igceren MS seleksiyon ortamina
kiiltiire alinmistir. Daha sonra, transgenik aday: bitkiler 160 °C sicaklikta ve 1.5 saat
siire ile steril edilmis torf ve perlit (1:1) iceren saksilara aktarilmis olup, 25 °C
sicakliginda ve tizerleri poset ile kapatilarak gelismeleri takip edilmistir. Adaptasyon
sonunda elde edilen transgenik adayi bitkicikler ¢esitlere gore bakildiginda; Yunus-90
cesidinde kayip yok denecek kadar azken, Onceler-98 cesidinde ortalama olarak % 53
kayip ile transgenik aday1 bitkiler goriilmektedir. GOyniik-98 ¢esinde ise kurulan dort
farki deneme sonucunda herhangi bir transgenik adayi bitki elde edilememistir.
Uygulamalara bakildiginda LBA 4404 pRGG bar hatt1 i¢in; Yunus-90 ¢esidinde 1.
giinde 28 °C’de % 100 basar1 elde edilirken, ayn1 uygulamada Onceler -98 cesidinde 9
adet transgenik aday: bitki elde edilmistir. Onceler-98 ¢esidinin en iyi sonucu ise 2.

giinde 25 °C’de 13 adet transgenik aday bitki elde edilerek olmustur. Ayni uygulamanin
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GV2260 gen aktarilmis oranlarinda bakildiginda; Yunus-90 gesinde 1. giin 25 °C’de ve
1. giin 28 °C’de % 100 basar1 saglanirken, Onceler-98 ¢esidinde ise 1. giin 25 °C’de
uygulama ile % 65’lik basar1 ile en az kayip saglanmistir.  Gen aktarim hatlarina
bakildiginda ise LBA 4404 pRGG bar hatt1 ile Yunus-90 ¢esidinden 76 adet, Onceler-98
cesidinden ise 40 adet transgenik aday1 bitki elde edilmistir. GV2260 bakteri hatt1 ile
Yunus-90 cesidinden 78 adet, Onceler-98 ¢esidinden ise 47 adet transgenik aday1 bitki
elde edilmistir. Elde edilen rakamsal veriler sonucunda her iki bakteri hattini
kiyaslayacak olursak; GV2260 bakteri hattinin, LBA 4404 pRGG bar hattindan daha
fazla transgenik aday1 bitki elde edilgi sonucuna varilmigtir. Bu farkliliga bakteriler arasi
adaptasyonun sebep olabilecegi diislintilirken uygulamar arasi farklilik da g6z oniinde
bulundurulmustur. Fakat bakteri hatlar1 disinda kalan tiim muameleler her iki bakteri
icinde stabil olarak uygulanmistir. Bu ¢alismada iki ayr1 bakteri ile dort farkli uygulama
yapitlmis ve her iki cesitten elde edilen transgenik adayr bitkiler dig kosullara

alistirildiktan sonra bakla ve tohum olusumu gézlemlenmistir.

Gen aktariminda farkli bir deneme ise 6n muamele uygulamasi ile 5 giin 10 mg/1
IAA ortaminda bekletilen olgunlagmis embriyolardan alinan plumula eksplantlari LBA
4404 pRGG bar geni hattt ile muamele edilerek koklenme olusumunun
gozlemlenebilecegine bakilmistir. Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar
hatt1 ile in vitro kosullarda gelistirilen fasulyenin plumula eksplantlarina gen aktarim
caligmasinda; Yunus-90 ¢esidinde kullanilan 15 6rnekten 5 adet trangenik aday: bitki
elde edilmis ve yalnizca bir tane drnekte kok olusumu gdzlemlenmistir. Onceler-98
cesidinde 15 oOrnekten 1 adet aday bitki elde edilirken herhangi bir kok olusumuna
rastlanmamistir. Goyniik-98 ¢esidinde ise hicbir sekilde transgenik adayr bitki eldesi

olmamistir. Bu yiizden PCR analizi bu ¢alismada yapilamistir.

Agrobacterium tumefaciens’in LBA 4404 pRGG bar hatt1 ve GV2260 geni ile in
planta kosullarda makroenjeksiyon yontemi ile gen aktarim ¢aligmalarinda; steril edilen
toprak, torf ve perlit karisima {i¢ ceside ait tohumlar kiiltiire alinmistir. Iklim odasinda
25 °C’de % 50 nemde ve 3000 liix 1s1kta 7-10 giin boyunca biiyiiyen bitkilerin siirgiin
uglarina steril pamuk yardimi ile bakteriyle inokiilasyon saglanmistir. LBA 4404 pRGG
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bar hatt1 ile yapilan 1n planta yonteminde sirasiyla; Yunus-90 ¢esidinde 20 adet (% 100),
Goyniik-98 ¢esidinde 12 adet ve son olarak Onceler-98 cesidinde ise 18 adet transgenik
aday1 bitki elde edilmistir. Ayn1 uygulamanin GV2260 gen hatt1 aktarilmis halinde ise
Yunus-90 gesidinde 19 adet, GOyniik-98 cesidinde 11 adet ve son olarak Onceler-98
cesidinde ise 16 adet transgenik adayr bitki gozlemlenmistir. Bu uygulamada dis
kosullara adaptasyonda hi¢ bir zorluga rastlanmazken, transgenik aday: bitki eldesinin
yani sira bu bitkilerden saglikli tohumlar da elde edilmistir. Cesitlerden alinan tohumlar
etiketlenerek calismanin devamu nitelikte olacak olan bir sonraki adimda kullanilmak

lizere muhafaza edilmistir.

Giliniimiizde, kiiresel anlamda, modern biyoteknoloji ¢alismalarinin en yaygin
kullanim1 bitkisel biyoteknoloji alanindadir. Biyoteknoloji ile ilgili ekonomik
gostergeler, bu bilim dalindan yararlanma olanaklarinin 6niimiizdeki donemlerde daha
da artacagim gostermektedir. Ulkemizin biyoteknolojiden minimum risk ve maksimum
fayda ile yararlanabilmesi i¢in teknoloji transfer eden iilke konumundan, teknolojiyi

gelistirebilen iilke konumuna gelmesi gerekmektedir.
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