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OZET

Doktora Tezi

KURAKLIKLA ILISKILI MiR408 GENININ NOHUT (Cicer arietinum L.)
BITKISINE Agrobacterium tumefaciens ARACILIGIYLA AKTARILMASI

Mortaza HAJYZADEH

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Nohut (Cicer arietinum L.) protein, vitamin ve mineral maddelerce zengin 6nemli bir
yemeklik tane baklagil bitkisidir. Nohut bitkisi baklagil iiretiminin {igte birini
olusturmakta ve yetersiz beslenme sorunlarinin giderilmesinde Onemli rol
oynamaktadir. Yasam siireleri boyunca nohut bitkisi kuraklik stresinden olumsuz
yonde etkilenmektedir. Bu stresi torele edebilmeleri i¢in bitkiler nohut dahil olmak
tizere karmasik bir gen regulasyon kompleksi igermektedirler. MikroRNA’lar
kodlanmayan kiigiik RNA ailesinde olup, hedef genlerinin ifadelerini trankripsiyon
sonras1 diizeyde regiile etmektedirler. Bu ailenin {iyesi olan miR408 abiyotik stres
calismalar1 sonucunda kuraklik stresine karsi ifade seviyesinin arttig tespit edilmistir.
Fakat miR408’in giiniimiize kadar biyolojik islevi ve fonksiyonu bilinmemektedir;
ancak, kuraklik stresinde mir408 ekspresiyon seviyesinde artris izlenmektedir. Bu
calismada, ilk asamada BAP, GA3 ve BAP + GA3 6n muamelesiyle ve daha sonra
farkli oranda BAP + NAA iceren MS ortaminda yliksek oranda Gokge, Yasa, Er99 ve
Akgin nohut ¢esidlerinde plumula ve embriyonik eksen eksplantlarindan yiiksek oranda
bitki rejenerasyonu elde edilmistir. Calismanin 2. asamasinda ise nohut bitkisinin
Gokege ¢esidine ait embriyo eksplantlari kullanarak Agrobacterium tumefaciens’nin
LBA4404 susunun miR408 pEARLYGATEI103 igeren hattiyla kurakliga daynikli
transgenik bitkiler elde edilmistir. Calismada, transgenik miR408 iceren bitkileri, 17
giin kuraklik kosullar1 altinda tutulmustur. Transgenik bitkileri, kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda her hangi bir kuraklik belirtegi gostermeden hayatta kalmayi
basardiklar1 izlenmistir.qRT PCR analizi sonucunda transgenik bitkilerinde yliksek
seviyede miR408 ekpresiyonu iznemis olup, buna karsin hedefi olan plantacyanin
genin ekspresiyon seviyesinde azalma tespit edilmistir.

Ekim 2014, 137 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nohut, cicer arietinum L., biki rejenerasyonu, Agrobacterium
tumefaciens, gen aktarimi, miR408, gelisme, bakir birikimi, plantacyanin qRT-PCR



ABSTRACT
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TRANSFORMATION OF CHICKPEA (Cicer arietinum L.)WITH DROUGHT GENE
RELATED MIR408 GENE USING Agrobacterium tumefaciens AS VECTOR

Mortaza HAJYZADEH
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Chickpea plants from drought stress during life is affected negatively.Chickpea (Cicer
arietinum L.); is an important edible grain legume plant rich in protein, vitamins and mineral
elements. Chickpea constitute one third of all legumes grown all over the world and play an
important role in eliminating the problem of malnutrition. Chickpea plants are negatively
affected by drought stress throughout life time. Like so many plants, this stress is regulated by a
complex gene regulation mechanism in chickpea plants. microRNAs belong to small non coding
RNA families and regulate transcription of target gene expression levels. In this study, BAP in
the first stage, GA3 and BAP + GA3 pretreatment with and then containing different BAP +
NAA high proportion of chickpea Gokce on MS medium, live, plumule in Er99 and Reserves of
the chickpea cultivar and obtained plant regeneration from embryonic axes explants.mir408
belonging to this family shows increased level of expression during drought stress. However,
mir408 biological functions are not known until today. However, increased level of exspression
is monitired in drought stress. The first stage of this study, constituted pretreatments with BAP,
GA;z and BAP + GAzand thereafter the explants were regenerated on MS medium containing
different concentrations of BAP + NAA using chickpea cv. Gokce, Yasa, Er99 and Akgin
plumule and embryonic axis explants. 2nd staage of the study constituted treatment of embryo
explants with cv Gokge wusing Agrobacterium tumefaciens LBA4404 with mir408
pearlygate103 line to obtain drought tolerant plants. Transgenic plants containing mir408, were
left to drought stress for 17 days in this study. Transgenic plants were compared with control
plants and they showed survival without showing any symptom of stress. When transgenic
plants were compared with control plants they survived drought stress with out showing any
sign of stress. qRT-PCR analysis revealed high level of mir408 expression in transgenic plants;
whereas, decrease in the level of target plantacyanin gene expression was detected.

October 2014, 137 pages

Key Words: Chickpea, drought stress, plant egeneration, Agrobacterium tumefaciens, genetic
transformation, miR408, Copper accumulation, plantacyanin gRT-PCR
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1. GIRIS

Leguminosae (baklagiller) familyasi, nohut bitkisi dahil olmak tizere 650 cins ve 18000
tirden olusmaktadir (Varshney vd. 2009). Anavatani, Kuzey Pakistan ve Giliney
Afganistan’daki Himalaya etekleri ile Tiirkiye’nin Mezopotamya bolgesi olan (Duke
1981, Muehlbauer ve Tullu 1997, Popelka ve Higgins 2007) nohut bitkisi Meksika,
Arjantin, Sili, Peru, Amerika ve Avustralya’da olduk¢a onemli besin kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Nohut diinyadaki baklagil iiretiminin {icte birini karsilamaktadir. Insan
ve hayvanlarin tiikettigi onemli besin kaynagi olan nohut, yiiksek miktarda protein
(ortalama % 23), lif, ve karbonhidrat (% 64) icermektedir. Proteinler, hazmolma
dereceleri oldukca yiiksek ve icerdigi aminoasitler yoniinden hayvansal kaynakli
proteinlere yakin olmalarindan dolayr insan beslenmesinde biiyilk 6neme sahipdir
(Thudi vd. 2011). Ayrica, kalsiyum, magnezyum, potasyum, fosfor, demir, ¢inko ve
manganez gibi zengin mineral icerigine sahip olmasindan dolay1 besleyici bitki olarak
yetersiz beslenme sorunlarinin giderilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Thudi vd.
2011). Nohut ayrica bir baklagil bitkisi olasi nedeniyle tarimsal agidan son derece
degerli bir tirtindiir. EKim zaman ve ¢evre kosullarina bagli olarak azot ihtiyacinin % 42
- 70’ini simbiyotik yolla saglayabilmektedir (Beck 1988). Nohut koklerinde simbiyotik
yasayan Rhizobium spp. bakterileri, havanin serbest azotunu topraga baglayarak hem
kendisi i¢in hem de kendisinden sonra ekilecek bitkiler i¢in azotga zengin toprak
olusturmaktadir. Nohut bitkisinde simbiyotik yolla topraga baglanan azot miktari, bir

yilda 8 kg/da olarak hesaplanmistir (Sepetoglu 1992).

Giliniimiizde diinyada tiretimi gerceklestirilen baklagiller arasinda fasulye ilk sirada yer
almakta, Fasulyeyi, nohut izlemekte olup, genis bir iiretim alanina sahip olan nohut pek
cok tilkede yetistirilmekte ve diinyada 10.7 milyon ha alanda  nohut tarimu
yaptlmaktadir. Ekim alanlarinin 8 milyon ha ile %74.7’sine sahip olan Hindistan,
Pakistan, Iran iilkelerini sirasi ile Asya, Orta Dogu ve Kanada takip etmektedir
(Anonymous 2010, Anonymous 2011, Varshney vd. 2011). Tirkiye, 455 bin hektar
nohut ekim alan1 ve yillik 487 - 562 bin ton nohut iiretimi ile Hindistan’dan sonra ikinci
sirada yer almasina ragmen 1990 - 2010 yillar1 arasinda ekim alani ve tiretiminde %31

diisiis tespit edilmistir. Bununla birlikte, 1980 yilindan sonra ihracat olanaklarinin



gelismesi, artan i¢ pazar talebi ve bilhassa nadas alanlarinin daraltilmasina paralel
olarak ekim alani artig gostermistir. Ancak, 1992 yilindan itibaren ihracatin diisiis
gostermesiyle birlikte ekim alanlarinda 1990 6ncesine gore azalma gdézlenmistir. Nohut
bitkisinin tarimi 1990 yilinda ekim alanm1 890.000 hektar iken (Anonim, 2011), 2013
Tiirkiye’deki toplam ekim alan1 446218 hektar, iiretimi 530634 ton ve verimi ise 1189
kg/da’dir (Anonymous 2011).

Onemli bir tarmmsal sanayi iiriinii olan nohut, yemeklik, leblebilik ve bazi iilkelerde
hayvansal gida olarak da kullanilmaktadir (Ak¢in 1988, Devos 1988 ve Giil vd. 2006).
Kiiltiir nohutlari, kahverenkli Desi tipi ve beyaz veya krem renkli Kabuli tipi olmak
tizere iki tipten olusmaktadir (Varshney vd. 2011). Diinyadaki nohut iiretiminin yaklasik
% 80’ini olusturan Desi tipi nohut cesitleri Afganistan, Iran, Pakistan, Hindistan,
Etiyopya, Avustralya ve Tirkiye’nin Giiney Dogu Anadolu Boélgesi’nde genis ekim
alanina sahiptir. Desi tipi nohut ¢esitleri, soguga daha fazla dayaniklilik géstermesine
karsin Kabuli tipi soguga az dayaniklilik gostermektedir (Kaur vd. 2005, Leport vd.
2006).

Nohut diinyanin pek ¢ok iilkesinde ve farkli ekolojilerde kolaylikla yetistirilebilmesine
ragmen, Ozelikle baz1 abiyotik ve biyotik stres faktorleri nohut tarimini
siirlandirmakta, ya da 6zellkile kuraklik gibi abiyotik stres faktorleri nohut verimini
onemli olgiide olumsuz etkilemektedir. Blindigi lizere, bitkiler yasam siireleri boyunca
cesitli abiyotik ve biyotik stres faktorlerine maruz kalmaktadirlar. Bitkinin farkl
gelisme donemlerinde goriilen stres faktorleri, biiylime ve gelismenin olumsuz yonde
etkilenmesi sonucunda biiylik oranda verim kaybina yol agmaktadir. Stresle beraber
ortaya c¢ikan hasarlar, bitkinin ¢evreye olan genetik adaptasyon derecesine bagli olarak
degismektedir. Abiyotik stresler (kuraklik, tuzluluk, sicaklik, oksidatif stresler vb.),
bitkisel tiretiminin biiyiik oranda verim kaybina neden olmaktadir (Mahajan ve Tuteja
2005). Biyotik stresler (yabanci otlar, patojenler ve 6zellikle bocek zararlilari) ise direk
verim kaybina ve farkli bitki hastaliklarina neden olmaktadir. Tiim kiiltiirii yapilan bitki
tirlerinde dogal stres faktorii olan kurakligin, ortalama % 26, mineral eksikliginden
kaynaklanan stres faktoriiniin % 20, soguk stresinin ise % 15°lik iirlin kaybina neden

olmaktadir (Blum 1986). Nohut iiretiminde de biyotik stres faktorlerinin neden oldugu



verim kaybinin yaklasik % 58°, abiyotik stres faktorlerinin neden oldugu verim
kaybinin ise % 42’lik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Singh vd. 1994). En 6nemli
abiyotik stres faktorlerinden biri olan kuraklik, 6zellikle topraktaki ve havadaki nem
miktarinin azaltmaktadir (Kalefetoglu 2006). Kuraklik sonucu meydana gelen nem
azalmas1 ¢ogu zaman bitkinin solmasina, hatta bitkinin ¢liimiine neden olabilmektedir.
Kuraklik stresi, su eksikligine bagli olarak bitkinin genetik potansiyelinin ortaya
¢ikmasini tamamen veya kismen engellemektedir. Kuraklik stresine maruz kalan
bitkilerin hiicresel fonksiyonlarinda meydana gelen olumsuz degisiklikler, meyve/iiriin
olusumunda azalmaya neden olmaktadir. Bitkiler, kuraklik stresine karsi ti¢ farkli
direnclilik mekanizmast gostermektedirler. Bunlar sirasiyla kurakliktan kagmak,
kurakliktan kaginma ve kurakliga dayaniklilik olmak tizere tolerans bitkilerin
gosterdikleri diren¢ kazanimlaridir. Bitkiler, kuraklik stresine maruz kaldiklarinda bu
diren¢ mekanizmalar1 sayesinde yasamlarini siirdiirmektedirler. Bitkilerde, bu direng
mekanizmalarinin etkisiyle bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisimler
sonucunda kok sisteminin gelismesi, stomalarin kii¢clilmesi ve sayilarinin azalmasi,
yaprak yiizeylerinin daralmasi, bitki boyunun kisalmasi, fotosentezin sabitlenmesi gibi
farkhiliklar meydana gelmektedir. Bazen tek gen ya da bir kag¢ gen tarafindan kontrol
edilen ve islenmis olan bu mekanizmalar, bitkilerde kuraklik stresine karst kismen veya
tamamen bir direnclilik kazandirmaktadir. Ayrica bu genlere ait ifade seviyelerinin
artmas: veya azalmasi ile bitkilerde direnclilik saglanmaktadir. Su eksikligi, bitkiler
tarafindan hizla algilanmakta ve molekiiler degisimler sonucu strese karsin direnglik
genlerinin ifadeleri erkenden kaydedilmektedir. Kuraklik stresinde, s6zkonusu genlerin
aktivlesmesi sonucunda stomalarin belli dereceye kadar acgik kalabilmesini, bitki stres
hormonlarindan absisik asit sentezini, 151k ve karbondioksit absorbansi gibi metabolik
olaylarin aktivlenmesi, sinyal iletim ve yanit mekanizmalarini harekete gegirmesine

sebep olmaktadir (Schroeder vd. 2001).

Kuraklik stersine dayaniklilik gibi gesitli 6zellekleri bitkilere kazandirmak ve streslere
kars1 yiiksek toleransli bitkiler elde etmek amaciyla farkli biyoteknolojik yontemleri
uygulanmaktadir. Geleneksel 1slah yontemleriyle kurakliga dayanikli cesitlerin
gelistirilmesi  uyusmazlik, genetik baghlik, istenen Ozelliklerin se¢iminin ve

stabilizasyonunun uzun zaman almasi gibi sorunlardan dolay1 olduk¢a zor olup, uzun



zaman gerektirir. Bir bakima, klasik bitki 1slah1 yontemleri ile istenilen birden fazla
Ozelligin bir bitkide bir araya getirilebilmesi olduk¢a giic ve zaman alic1 bir iglem olup,
son yillarda kullanilan genetik miihendisligi yaklasimlari, bu giicliiklerin {istesinden
gelebilecek alternatif yollar sunmaktadir. Bilindigi tizere son yillarda farkli
organizmalardan izole edilen, zararlilara, herbisitlere dayaniklilig1 kodlayan genler A.
tumefaciens ve dogrudan gen aktarma yontemleri ile kiiltiir bitkilerine aktarilmis, genis
tarim alanlarinda bu dirtinler iiretilmeye baslanmistir. Bunun yaninda molekiiler
teknikler klasik bitki 1slahina entegre edilerek molekiiler isaretleiciler bitki 1slah

stirecleri kisaltilarak yeni genotipler gelistirilmeye baslanmistir.

Son yillarda molekiiler hiicre biyolojisindeki devrim yaratict kesifler, organizmalarin
cesitli stres faktorlerine karsi dayaniklilik mekanizmalarinda baska faktorlerin rol
oynadigin1 ortaya koymustur. 2003 yilinda mikroRNA (miRNA)’larin kesfiyle,
bitkilerde g¢esitli streslere karsi direnclilik mekanizmalarinin nasil ¢alistigr agiga
kavugmustur. miRNA’lar, bu streslere yanit olarak gen ifadelerini diizenleyerek yeni
fonksiyonlarin gelismesini saglamaktadirlar. Bilim diinyasinda miRNA sistemi ile
iligkili yeni abiyotik stres g¢alismalari sonucunda miRNA’lar, bitkilerin genomik
fonksiyonlarini etkiledigi ve degistirmektedir. (Zhang vd. 2005). miRNA’larin son
yularda bu 6zelliklerinden dolayr molekiiler bitki 1slahinda kullanilabilme potansiyeli

ortaya ¢ikmistir.

miRNA, Okaryotlarda transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan yaklagik 20 - 24 niikleotit uzunlugunda olan kodlanmayan kii¢iik endojen RNA
dizileridir (Bartel, 2004, Kurihara ve Watanabe, 2004, Chen ve Rajewsky 2007,
Voinnet, 2009). Primer (Pri) - miRNA’lar, Dicer adli endoniikleaz ile etkileserek once
pre-miRNA’lara, sonra olgun miRNA’lara (fonksiyonel miRNA) donistiiriilmektedir.
Fonksiyonel miRNA’ya dontistilkten sonra RNA- indiiklenmis susturma kompleksi
RISC (RNA inducing gene silencing) ile biitiinlesip, bir veya daha ¢ok hedefledikleri
mRNA ile kismi komplementer yap1 olusturup ve parcalarlar (Sekil 1.1). Hedeflenen
MRNA’lar, parcalanma veya translasyonel baskilama yoluyla regiile edilmektedir
(Llave vd. 2002a). Gen ifadelerin diizenlenmesinde bazen tek bir miRNA, birden fazla

hedef geni etkiler ya da birden fazla miRNA ortak bir hedef genin diizenlenmesinde bir



arada hareket edebilmektedir (Chen ve Rajewsky 2007). miRNA’larin farkli fonksiyona
sahip birgok genin ifadesinin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 bitkilerin farkli
dokularinda tespit edilmistir (Kurihara ve Watanabe 2004, Chen ve Rajewsky 2007,
Voinnet 2009, Zhang ve Li 2013). Ozellikle strese yanit vb. mekanizmalarda gérev alan
cesitli miRNA’lara iliskin birgok ¢aligma bulunmaktadir. (Jones-Rhoades vd. 2006,
Garcia ve Frampton 2008, Voinnet 2009, Ozhuner vd. 2013).

Mesajci RNA

~

ALA

111~ AAMAAARAAAAA 3 ) Proteine Doniismeyen

’ |
RISCL ) wikrorna

R l S (‘ = indiiklenmis RNA Susturma Kompleksi

Sekil 1.1 MikroRNA RISC kompleksine baglanarak hedef rehber RNA’ya baglanip ve
pargalar

Yapilan ¢aligmalar sonucunda farkli organizmalarda bulunan miRNA’larin korunmus
oldugu gosterilmistir. Bugiine kadar birgok farklit miRNA ailesi tespit edilmistir ve
MirBase veri bankasinda (http://www.mirbase.org/) yaklasik olarak 28645 miRNA
ailesinin dizileri bulunmaktadir. Birgok miRNA ailesi (miR156, mirl72, miR396,
miR408 gibi) bitkilerde yiiksek seviyede korunmustur ve stres cevabinda da ¢ok dnemli
roller iistlenmektedir (Ozhuner vd. 2013). Bu korunmus miRNA ailesinden olan
miR408 ise giiniimiize kadar 20 den fazla bitkide saptanmustir (Axtell ve Bowman 2008,
Kozomara ve Griffiths-Jones 2011, Cuperus vd. 2011).
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Sekil 1.2 Streslerden etkilenen miRNA’lar

a. Abiyotik ve biyotik stres’lere karsin artan miRNA’larin ekspresiyonlar1 b. Farkli stres faktorlerinde
gorev alan miRNA’larin dagilimi (Zhang vd. 2005)

Simdiye degin yapilan ¢alismalarda, miR408’in bitkilerde kuraklik stresine karsi ifade
seviyesini arttirdig1 tespit edilmistir. Ornegin, susuzluk stresinde seftali (Prunuspersica
L.), Adi yonca (M. truncatula), arpa (H. vulgare) ve ¢eltikte (O. Sativa) bitkilerinde
miR408’in ifade seviyesinin artmis oldugu goriilmiistiir (Trindade vd. 2010, Kantar vd.
2010, Zhou vd. 2010, ve Eldem vd. 2012). Ayrica yiiksek verimli dizileme teknigi ile
miR408’in farkli streslerde ifade seviyesinde belirgin degisikler meydana gelmesi
goriilmiistiir. Ornegin bitki biiyiimesinde 6nemli olan besin minerallerinin eksikligi
sonucunda, miR408’in ifade seviyesinde onemli derecede degisiklikler izlenmistir.
Keten bitkisinde yapilan ¢alismada, inorganik fosfat eksikliginde miR408’in asir1 ifade
oldugu ve fosfat eksikliginde artisi izlenmistir (Nataliya vd. 2014). Celtikte kuraklik
stresinde, [Ca®"]e,x seviyesine bagh olarak miR408’in ifadesinde artis belirlenmistir
(Mutum vd. 2013). Buna ilaveten, metal komplekslesmesi, oksidatif stres ya da sinyal
iletiminde bilinen bir fonksiyonu belirli olmayan korunmus miRNA’lar arasinda yer
alan miR408’in metal stresi tarafindan regiile edildigi bulunmustur (Valdes-Lopezet vd.
2010, Limavd. 2011, Zhou vd. 2012, Burklew vd. 2012).

Bakar, bitkilerin normal biiylime ve yasam dongiilerini saglayabilmeleri i¢in gerekli olan
en Oonemli 14 mineralden birisidir. Bakir ile birlesen proteinlerin, dogrudan miR408

tarafindan diizenlenen pek ¢ok hedefi oldugu bilinmektedir. Bakir eksikliginin sonucu



olarak sentezlenen miR408, bakir seviyesinin korunmasinda &nemli rol lstlenmistir
Ayrica fotosentez yapan dokularda, koklere gore daha fazla ifade edildigi bilinmektedir.
(Abdel-Ghany ve Pilon 2008). Bakir miRNA’larin ailesinden olan miR408, bakiri
kofaktor olarak kullanan proteinlerin olusumunda gorev almaktadir. Bakir proteinlerinin
Oonemine gore siralandirilip veya Oncelendirilip bakir miktarlarina gore proteinlerin
olusumuna sirast ile izin vermektedir (Trindade 2011). Susuzluk kosullarinda ise
bakirin, kok hiicrelerine girdikten sonra koklerden ¢ikist ve siirgiinlere kadar tasinmasi
gerekmektedir. Bitkilerin besin maddelerini, transpirasyon vasitasiyla koklerden
yapraklara tasima giiciinii olusturduklar1 bilinmektedir (Trindade vd. 2010). Ancak,
bitkiler, kuraklik stresine maruz kaldiklarinda, hayatta kalmak i¢in az su tiiketerek
stomalarim1  yliksek oranda kapali tutmaktadirlar (Nunes vd. 2008). Bdylece,
transpirasyon esnasinda bitki daha az su kaybina maruz kalmamakla birlikte
dehidrasyon orani azaltmakta ve buna bagl olarak stres gerginligini de azaltmaktadir.
Ancak su ve bakir ve diger minerallerin, ksilemlerden yapraklara tasinmasi igin
transpirasyonun c¢ekim giiciine ihtiyag duyulmaktadir. Su eksikligi ve stomalarin
kapanmasi sonucunda minerallerin, yapraklara ve fotosentez islemi yapilan organlara
kadar taginimi zorlagmaktadir. Bu durumda, bitkilerde diger mineraller ile birlikte bakir
eksikliginde ortaya c¢ikmaktadir. Bakir miRNA’lari, bakirin azalmasi ile bu stresi
algilayip yanit vermektedirler (Abdel-Ghany ve Pilon 2008). Bakir eksikligi neticesinde
bakir miRNA’lar1 sentezlenip ve bazi bakir ile iligkili mRNA’lar1 hedefleyip ve
parcalarlar. Bu merkezi diizenleyici sistemin sonucunda bakir igeren proteinler, dnem

sirasina gore sentezlenmektedirler (Yamasaki vd. 2009).

miR408, bakir iceren plantacyanin ve lakkaz gibi proteinlerin (plantacyanin, LAC3,
LAC12, LAC13 ve P1B-ATPaz ) transkripsiyon sonrasi diizeyinde ifadelerini kontrol
etmektedir. (Abdel-Ghany ve Pilon 2008, Trindade vd. 2010, Feng 2010, Ravet vd.
2011). Fakat bakir ile iliskili olan plastosiyanin genleri, mikroRNA’lar tarafindan
par¢alanmaz aksine desteklenmektedirler (Ravet vd. 2011). Fitosiyanin familyasina ait
olan plastosiyanin (PC) proteinleri, tek bir bakir iyonu i¢ermektedirler (Dong vd. 2005).
Bakirin serbest elektronu, sitokrom b6f kompleksi ile fotosistem I arasinda elektron
tastyicist olarak kullanarak (Weigel vd. 2003), ototrof mekanizmasinda gorev

almaktadirlar (Dongve vd. 2005). Bitkiler bakir eksikliginde, plastosiyanin proteinin



olusturabilmesi icin diger bakir i¢eren proteinlerin olusumlarini miR408 vasitasi ile
engellenmektedir (Yamasaki vd. 2007, Abdel-Ghany ve Pilon 2008). Bu diizenlemede
sinirlt bakir kosullarinda bakirin, fotosentezin temelini olusturan plastosiyanin enzimine
(Weigel vd. 2003) baglanmasina izin vermektedir (Burkhead vd. 2009). Boylece bakiri
sadece fotosentezde kullanmakta olup, kuraklik stresi sonucunda meydana gelen bakir
eksikliginde bitkinin fotosentez yapmasma ve hayatta kalmasini saglamaktadir
(Burkhead vd. 2009).

Tarimda artan su sikintisindan dolay gelisen kuraklik stresi (Seckler vd. 1999, Turner
2001) kiiltiir bitkilerin verimini olumsuz yonde etkilenmetedir. Bircok bitki gibi nohut
bitkisinde de kurak sartlara bagli olarak biiyiime ve gelismesini yavaslatan, verimliligini
diisiiren terminal kurakliktan etkilenmektedir (Keskin 2012). Nispeten kurakliga
dayanikli olan nohut bitkisi, ¢esitlerine bagl olarak farkli oranlarda verimde azalma
gostermektedir (Khodadadi 2013). Kurakligin bitki iizerindeki etkileri, stresin siddetine,
stiresine ve diger stres faktorlerine bagl olarak degisiklik gostermektedir (Arora vd.
2002). Bu baglamda, bu ¢alismanin amact; nohut bitkisinde su stresine maruz kalan
bitkilerde belirli mikroRNA’larin fonksiyonlarinin belirlenmesi ve kuraklikla iliskili
oldugu diisiiniillen mir408 geni aktarilarak kurakliga karsi toleransl bitkilerin

gelistirilmesidir. Ayrica ¢alisma kapsaminda, mir408 geni ile birlikte glyphosate ve L-
phosphinothricin herbisitine dayaniklig1 kodlayan BAR geni bitkilere aktarilarak hem

adi1 gecen herbisitlere direncli hemde kuraklik stresine karsi dayanikli bitkilerin

tiretilmesi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Yemeklik Tane Baklagillerde Doku Kiiltiirii Calismalar:

Nohut bitkisinde, in vitro kosullarda birgok bitki rejenerasyonu c¢alismalari
bulunmaktadir. Giinlimiizde kullanilan rejenerasyon yoOntemlerinde, kallus fazi
olmaksizin organogenez (Surya vd. 1992, Batra vd. 2002, Singh vd. 2002), kallustan
elde edilen organogenez (Barna vd. 1994, Amuniddin ve Singh 1995, Srivastava vd.
2001), kallus faz1 olmaksizin somatik embriyogenez (Murthy vd. 1996, Kiran vd. 2005)
ve kallustan elde edilen somatik embriyogenez (Barna ve Wakhlu 1993, Yousefiara vd.
2008) olmak {izere toplam dort ¢esit protokol bulunmaktadir. Ancak giliniimiize kadar
yapilan calismalarin incelenmesi sonucunda, oOzellikle de kok rejenerasyonunda,
tekrarlanabilir ve etkili ~ metodlar bulunmamaktadir. Nohut bitkisinde, in vitro
rejenerasyon calismalarinda olusan siirgiinlerle ilgili kok uyarimi ve bitkiciklerin dig
ortamlara adaptasyonunun basar1 oran1 olduke¢a diisiiktiir (Barna vd. 1994). Bu yiizden,
giivenli bir in vitro bitki rejenerasyonu ve mikrogogaltim protokoliiniin gelistirilmesine
ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica, bu tez kapsaminda yapilan c¢aligmada, kallus fazi
olmaksizin organogenez kullanimi ile ¢oklu siirgiin rejenerasyonu, koklendirme ve dis
sartlara adaptasyon ile ilgili sorunlarin ¢o6ziimiinde daha etkili protokollerin
gelistirilmesi s6z konusu olmustur. Bu konuda, daha 6nce yapilmis ¢alismalarin 6zetleri

asagida verilmistir.

Anil vd. (1986), nohut bitkisinde farkli oranlarda IAA kullanilmasi sonucunda hipokotil

eksplantlarinin siirglin uglarindan ¢oklu siirgiin olusumunu not etmislerdir.

Islam ve Riazuddin (1993), farkli konsantrasyonlarda BAP ve IAA kullanarak nohutun
hipokotil eksplantlarindan kallus olusumunu, daha sonra siirgiin rejenerasyonunu

gergeklestirmislerdir.

Barna ve Wakhlu (1993), nohut bitkisinin kotiledon eksplantlarindan herhangi bir

slirgiin rejenerasyonu elde edememislerdir.



Barna ve Wakhlu (1994), nohut (Cicer arietinum) bitkisinde olgunlasmamis yaprak
eksplantlar1 tizerinde, kallus olusumunu ve adventif siirgiin rejenerasyonunu elde
etmiglerdir. Kalluslarin olusumunda, 10 uM NAA ve 5 uM BAP igeren besin ortamlari
kullanilmistir. Ayrica, ¢caligmalarinda kullandiklar1 eksplantlar arasinda en fazla siirgiin
rejenerasyonunu, 10 uM BAP ve 0.1 pM IBA igeren MS besin ortaminda epikotil
eksplantindan elde etmislerdir. Kok olusumunda, 1 uM IBA igeren besin ortami

kullanilmustir.

Singh vd. (2002), nohut bitkisinde C235, ICC12269, ICC4951, ICC11531, BG256 ve
bir yerel cesitlerinde, embriyonik eksen eksplant1 kullanarak, farkli konsantrasyonlarda
Thidiazuron (TDZ) (0,1-10 mg/l), BAP (0,5 ve 1 mg/l), Kn (0,5 ve 1 mg/l) ya da Zeatin
(2,0-4,0 mg/l) iceren MS ortaminda en fazla siirgiin rejenerasyonunu 0,2 mg dm™ TDZ
iceren besin ortamindan elde etmislerdir. Elde edilen siirgilinleri, biiyiime diizenleyicileri
bulunmayan % x MS ortaminda 12 - 15 giin siiresi boyunca aklimatize edilmislerdir.
Daha sonra toprak igeren saksilara sasirtmiglardir. Bu islemde, yasayanlarin % 70’ten
fazla oldugu, bitkilerin normal olarak gelistigi, fertil ciceklerin ve tohumlarin

tiretildigini rapor edilmistir.

Huda vd. (2003), nohut bitkisinde organogenez ve kallus indiiksiyonu yoluyla kotiledon
eksplantlarindan ¢oklu siirglin rejenerasyonunu basarmiglardir. Kallus indiiksiyonu ve
farkli sikliklarda siirglin rejenerasyonununu, kullandiklari biiylime diizenleyicilerin
farkl1 konsantrasyonlarinda ve kombinasyonlarinda gozlemislerdir. En yiiksek kallus
olusumu, % 95 oraninda 3 mg/L 2,4-D + 3 mg/L BAP + MS iizerinde gozlenmistir. 2
mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA bulunan MS ortaminin katilastirilmasiyla kallus basina
siirsiin sayist 2,50 olup, stlirglinlerin maksimum tomurcuk olusum yiizdesi % 40
olmustur. Rejenere olan siirglinlerin % 77’si, 1 mg/L IBA igeren /2 X MS ortaminda en
yiksek oranda kok gelistirmistir. Rejenere olan bitkiler, aklimatizasyondan sonra

basaril1 bir bigimde topraga yerlestirilmistir.

Sarker vd. (2005), BCh-2, BCh-4 ve BCh-5 nohut g¢esitlerinde, kotiledon nod
eksplantindan 3.0 mg/l BAP ve 0.04 mg/l NAA igeren 4 X MS mikro-tuzlar ve MSB5

besin ortami kullanarak en fazla siirglin rejenerasyonunu elde etmislerdir. Ayrica
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kesilmis olgun embriyo akses eksplantlarinin BCh-4 ve BCh-5 ¢esitlerinde, 0.5 mg/1
BAP, 0.5 mg/l Kn, 0.2 mg/l NAA, 4 mg/l tyrosine, 880 mg/l CaCl2 ve 3800 mg/l KNO3
iceren MS ortaminda, siirgiin rejenerasyonu olusturmuslardi. Ayrica, 1.0 mg/l Kn igeren
besin ortaminda elde edilen siirgiinlerde, 0.2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS

ortamindan elde edilen siirgiinlerde en iyi kok rejenerasyonunu izlemislerdir.

Shagufta vd. (2007), in vitro kosullarda elde edilen nohut siirgiinlerinin kéklendirilmesi
icin degisik konsantrasyonlarda NAA ve IBA iceren MS besin ortamlar
kullanmiglardir. Daha sonra, siirglinleri 2 x MS besin ortamina aktararak
koklendirmislerdir. En iyi kok olusumunu, 1.0 uM NAA igeren besin ortami olarak
belirtmislerdir.

Yousefiara vd. (2008), nohut bitkisinin MCC252, MCC505 ve MCC283 gesitlerinde,
embriyo eksen eksplanti kullanarak bitki rejenerasyonu ve coklu siirglin uyariminda
BAP kullanimini uygun gormiislerdir. Elde edilen siirgiinleri, 0,4 mg/L IBA igeren Y4 x
MMS tuzlarindan ve B5 vitamininden olusan besin ortaminda koklendirmislerdir. En
yiiksek kok rejenerasyonunu, 0,4 mg/L IBA igeren besin ortaminda izlemislerdir.
MMC252 ve MMC505 genotiplerinin 2 mg/L BAP, MCC283 genotipinin ise 2 mg/L
zeatin igeren besin ortaminda rejenere olan siirgiinlerinin, koklenme ortamlarinda kalin
yayilan kokler seklinde koklenmeyi olumlu yonde etkiledigini izlemislerdir.
Kullandiklar1 yontemde, bitkicikleri ilk olarak sivi %4 x MMS tuzlar1 ve BS vitaminleri,
% 3 sukroz ve 0,4 mg/L IBA igeren ortamda kiiltiire almislardir. 7 - 14 giin sonra, 1:1
oraninda kokopit ve perlit igeren saksilara sasirtilan bitkilerin % 70’inde,

aklimatizasyonu saglayabilmislerdir.

Rekha ve Thiruvengadam (2009), nohut bitkisinde kotiledon bogum ve koltuk alti
meristem uglar1 eksplantlarindan, in vitro kosullarda hizli siirgiin rejenerasyonunu elde
etmeyi bagsarmislardir. Fakat kotiledon bogum eksplantinda en fazla siirgiinleri 1.0 mg/I
BAP igceren MS ortaminda ve koltuk alti meristem uclar1 eksplantinda en uzun
stirgiinleri 1.5 mg/l BAP igeren MS ortaminda elde etmislerdir. Elde edilen siirgiinleri,
0.5 — 2.0 mg/l IBA, TAA veya NAA iceren MS ortaminda kdklendirmislerdir. En iyi
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koklenmeyi, 1.5 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda izlemislerdir. Daha sonra topraga

aktarilan bitkilerin, % 99 oraninda adaptasyonu gerceklesmistir.

Saleem vd. (2010), ¢alismalarinda, KK - 1 ve Hassan - 2K yerli nohut ¢esitlerinde, 3.0
ve 5.0 uM BAP ig¢eren MS ortaminda iyi bir silirglin rejenerasyonu elde ettiklerini
belirtmislerdir. sonuclarina gore yiiksek oranda BAP iceren MS ortamlarinda siirgiin
olusumunda gecikmeye sebep olduguna, fakat diisik oranda BAP igeren besin

ortamlarinda her iki ¢esitte de % 88-89 oraninda siirgiin olusumuna rastlamiglardir.

Ghanti vd. (2010), ICCV-10 ve Annigeri nohut ¢esidinde, olgunlasmamis kotiledon
eksplant1 kullanarak 2.0 mg/l BA + 0.5 mg/l abscisic acid (ABA) iceren MS ortaminda
% 36.6 kadar embriyolarin olusumu ile basarilt sonuglar elde etmislerdir. Ancak, ICCV

- 10 gesidinde, Annigeri ¢esidine gore daha fazla oranda siirgiin olusumu gérmiislerdir.

Banu vd. (2011), nohutun Barichhola-4, Hyprochhola, Binachhola-3 ve Binachhola-
cesitlerinde, in vitro kosullarda da embriyo eksplanti kullanarak en fazla siirgiin
olusumunu 0.5 mg/l BAP, 0.5 mg/l Kn, 0.2 mg/l NAA, 2 x CaCl, ve NH4NO;3
konsantrasyonlar1 iceren MS ortaminda elde etmiglerdir. Ayrica, 1.0 mg/l kn iceren

ortamdan gelismis siirgiinleri, 0.2 mg/l IBA iceren ortamda koklendirmislerdir.

Yadav vd. (2012), hedefe yonelik SRC-1 ve JGK nohut genotiplerinin de embriyonik
eksen eksplantin1 kullanmislardir. Siirglin rejenerasyonunda, 8.0 mM benzyl amino
purine (BAP), 0.5 mM naphthalene acetic acid (NAA) ve 0.1 M sucrose iceren BS
vitamince zengin MS ortammi en uygun siirglin rejenerasyonu ortami olarak
belirtmislerdir. 4 mM NAA, 3 mM IAA veya 4 mM [AA ,% 2 sucrose iceren 2 x MS

ortamini da en iyi kdklendirme rejenerasyonu ortami olarak tanitmiglardir.

Shaheena vd. (2012), nohut bitkisinde, siirgiin ucu ekpsplantindan in vitro kosullarda
¢oklu siirgiin ve bitki rejenerasyonu iizerinde ¢alismiglardir. Coklu siirgiin iiretiminde,
3.0 mg/l TDZ igeren MS ortaminda, 3 haftalik bir siirede iyi bir rejenerasyon elde

ettiklerini belirtmislerdir.
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Aasim vd. (2012), nohut bitkisinde embriyonik eksen eksplantina, 10 mg/l
benzylaminopurine (BAP) igeren MS otaminda 10 giin boyunca 6n muamele
yapmislardir. Daha sonra 6n muamele edilen eksplantlari, 0.25-2.00 mg/l BAP ve 0.25
mg/l naphthalene acetic acid (NAA) igceren MS rejenerasyon ortaminda kiiltiire
almiglardir. Elde edilen sonuglarina gore, 6n muamele yapilmis eksplantlarda 2-5 kat
daha fazla siirgiin rejenerasyonu izlemislerdir. Ayrica rejenerasyon ortamindaki, NAA
esliginde diisiik konsantrasyonda BAP igeren ortamlarda, siirgiin sayisini pozitif
etkiledigi halde aksine NAA esliginde farklit BAP konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda,
stirglin sayisint onemli sekilde inhibe ettigini izlemislerdir. Ayrica 45 ve 60 g/L (R1)
sucrose + 1.00 mg/1 indole-3 butyric acid ortaminda, siirgiinlerin kék olusum oraninin
% 50 arttigin1 belirtmislerdir. 45—60 g/l sucrose (R2) igeren MS ortaminda, koklenme
frekansin1 % 60 — 100 arasinda arttirdigini belirtmislerdir.

2.2 Agrobacterium tumefaciens ile Nohut Bitkisinde Gen Aktarim Calismalar:

Nohut bitkisinin iiretimi, ¢esitli biyotik ve abiyotik faktorlerden olumsuz sekilde
etkilenmektedir. Tarimda artan kuraklik stresi (Seckler vd. 1999, Turner 2001), nohut
verimini olumsuz yonde etkilemektedir. Geleneksel 1slah yontemleriyle bu streslere
karst dayamikli c¢esitlerin gelistirilmesi olduk¢a zordur. Nohut bitkisi i¢in Ozellikle
kurakliga karst dayanikli bitkilerin 1slahi/gelistirmesi biiyiilk onem tagimaktadir.
Bugiinlerde, genetik miihendisligi yaklasimlari, ile bu zorluklarin basina ¢ikmak
miimkiindiir. Bu y6ne Agrobacterium araciligiyla gen aktarim yontemi en fazla ve
tercih edilen yontem olarak bilinmektedir. Fakat, nohut bitkisinde Onceki ¢aligmalari

g6z Oniine alarak cok fazla transformasyon calismalart bulunmamaktadir (Anwar vd.

2010).

Gen aktarim yOnteminde, totipotensi 6zelligine sahip olan hiicrelerin kromozomlarina
istenilen genlerin entegrasyonu ve ayni hiicrelerden yeni bitkilerin elde edilmesi
miimkiin olmaktadir. Bitkilere, hem dogrudan (elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve
biyolistik vb), hem de dolayli olarak Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen
aktarim caligmalar1 yapilmaktadir (Ar1 vd. 2001). A. tumefaciens, ile inokiile edildigi

dokularda tiimdr olusumuna sebep olmakta ve plasmidin T-DNA bolgesindeki genlerin,
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bitki hiicrelerine ge¢mesini takiben bitki genomuna entegre olmasini saglamaktadir

(Chilton vd. 1980).

Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarim yontemi Onemli avantajlara
sahiptir; Bitki genomuna bireylerin bir veya birka¢ kopyasinin girdirilmesini, girdirilen
genlerin fazla ifade edilmesini, aktarilan genlerin daha az fragmentasyonunu yani daha
uzun DNA dizilerinin aktarilmasini saglamaktadir (Hadi vd. 1996, Tinland vd. 1995).
Buna ilaveten, Agrobacterium partikiil bombardiman1 protokoliiyle karsilastirildiginda

uygun bitki tiirlerinde ¢ok daha etkili bir transformasyon aracidir (Bidney vd. 1992).

En 6nemli dezavantaji ise Agrobacterium’un konak¢i spesifik olmasidir. Belli bitki
tirlerinde diisiik transformasyon etkinligiyle sinirlanir (Finer vd. 2000). Konak doku
spesifik Agrobacterium’la birlesen diisikk transformasyon etkinligi gibi ¢esitli
problemlerin {istesinden gelinmistir. Bunlar Agrobacterium tumefaciens irklarinin
virtilensinin degistirilmesi (Hood vd. 1993, Torisky vd. 1997) enfeksiyon alanlarinin
sayisinin arttirilmasi i¢in eksplant dokularin yaralanmasi (Trick vd. 1998, Santarem vd.
1998) ve ko-kiiltiir ortamina thiol bilesiklerinin eklenmesini (Olhoft vd. 2001, Olhoft ve
Somers 2001) kapsamaktadir.Bu hususlarda nohut bitkisinde, A. tumefaciens ile gen
aktarim caligsmalari, 6nemli bulgular ile birlikte yaymmlanma sirasina gore asagida

verilmektedir.

Fontana vd. (1993), nohut bitkisinde ilk kez transformasyon yapmislardir.
Calismalarinda, apikal meristem eksplantina gen aktarimimi  basarmislardir.
Inokiilasyonda, LBA4404 (NPT-Il ve GUS genleri igeren) bakteri hatt1 kullanmis olup,
inokiilasyondan 3 hafta sonra siirgiinleri 50 mg/l kanamisin igeren seleksiyon ortamina
aktararak transgenik adayi siirgiinleri elde etmislerdir. Kanamisin igeren ortamda, kok
rejenerasyonu elde edemediklerinden dolay1 kok rejenerasyonunu, kanamisin igermeyen

ortamda gergeklestirmislerdir.

Chowrira vd. (1995), DNA elektroporasyon yontemini kullanarak soya, boriilce,
fasulye, nohut ve mercimek bitkilerinin bogum meristemlerine gen aktarimim

gerceklestirmislerdir.
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Kar vd. (1997), Heliothis armigera’ya kars1 dayanikli transgenik nohut bitkiler elde
etmislerdir. Hedefe yonelik CaM V35S promotor ve NOS terminator dizileri tarafindan
kontrol edilen crylAc geni ve seleksiyon amaciyla NPT-Il genini iceren plasmidler
kullanilarak bitkilere gen bombardimani yapmislardir. Elde edilen eksplantlara, 3 hafta
boyunca 25 mg/l kanamisin i¢eren besin ortaminda seleksiyon yapildiktan sonra canli
kalan siirglinler, 50 mg/l kanamisin iceren ortama aktarilmistir. Elde edilen aday
transgenik siirgiinlere yapilan molekiiler analizler sonucunda, fonksiyonel cry 1Ac
genini igeren bitkilerin elde edildigini belirtmislerdir. CrylAc geninin ifade edildigi
transgenik nohut bitkilerinde, H. armigera larvalarinin gelisiminin engellendigini
izlemiglerdir. NPT-1l geninin, transgenik siirgiinlerin seleksiyonunda etkili bir markor

oldugunu belirtmislerdir.

Husnain vd. (1997), nohutta partikiill bombardimani yontemi ile zigotik embriyo
eksplantlarinda gen dagilimimi etkileyen faktorleri, siirgiin ve koklerden elde ettikleri

embriyo eksen eksplantini kullanarak Nptll ve uidA genlerini ¢alismislardir.

Akbulut vd. (2003), nohut bitkisinde kotiledon bogum ve embriyo eksen eksplantlari,
cesitli biliylime diizenleyicileri BAP, TDZ igeren ortamlar kullanilarak yeni ve
tekrarlanabilir  rejenerasyon ve transformasyon yoOntemleri  gelistirmislerdir.
Rejenerasyon calismalarinda, 3 mg/l BAP iceren MS ortaminda 3.7 adet siirgiin
olusumunu izlemislerdir. Stirglinlerin koklendirilmesinde, 0.1 mg/l IBA igeren besin
ortam1 kullanmislardir. Ayrica transformasyon ¢aligmalarinda, A. tumefaciens (KYRT1,
C58C1, EHA105) hatlar1 kullanmiglardir. En yiiksek aktarma frekansini, gecici GUS
aktivitesi sonucunda pTJK136 tasiyan KYRT] hattiyla 24 saat inkiibasyon neticesinde

1zlemislerdir.

Polowick vd. (2004), nohut bitkisinde olgunlagmis embriyo eksen eksplantlarini,
EHA105 (35S promotor ve NOS terminator tarafindan kontrol edilen GUS ve NPT-1I
genleri) bakteri hatt1 ile inokiile etmislerdir. Inokiilasyondan sonra bitkilerin
seleksiyonunda iki farkli seleksiyon yontemi kullanmiglardir. Birincisinde; eksplantlar,
bakteri ile muamele edildikten sonra, dncelikle 50 mg/l daha sonra 150 mg/l kanamisin

igeren ortama aktarilmistir. Ikincisinde ise; eksplantlar, éncelikle 50 mg/1 sonrasinda iki
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kere 75 mg/l kanamisin iceren ortamda daha sonrasinda 150 mg/l kanamisin i¢eren
ortamda kiiltiire almiglardir. Birinci seleksiyon yonteminde, gen aktarim oranini % 1.3,
ikinci yontemde ise bu orani % 3.1 olarak belirtmislerdir. Ayrica kanamisinin,
koklendirme oranint olumsuz yonde etkiledigini fakat kacgak siirgiinlerin hayatta
kalabilme oranin1 en az seviyeye diislirdiigiinii belirtmislerdir. Ayrica eksplant
dokularinin yaralanmasini, asetosringon kullanilmasini ve 4 giinliik ko-kiiltiivasyon
uygulanmasini basarili bir gen aktariminda 6n goérmiislerdir. Calisma sonucunda, F1

bitkilerinde 3:1 Mendel agilimini gozlemlemislerdir.

Sarmah vd. (2004), Agrobacterium araciligi ile fasulyenin aAll genini, nohut bitkisinin
desi tipine aktarmay1 basarmiglardir. Elde ettikleri transgenik tohumlarda, fazla oranda
aAll geni ifade edildiginden dolayr Callosobruchus maculatus ve C. chinensis’ in
gelisiminin engellendigini ve gii¢lii bir diren¢ sisteminin saglandigini1 belirtmislerdir.
Bitkilerin = seleksiyonunda, kanamisin kullandiklarin1 ifade etmislerdir. Ayrica
transgenik oAIl nohut tohumlarinda, % 90 oraninda C. maculatus’un yumurta

veriminin azaldigini belirtmislerdir.

Singh vd. (2004), fosfinotrisin - acetyltransferase (pat) ve aspartat kinaz (AK) gibi
degisik seleksiyon markor genlerini kullanarak s6z konusu olan genlerin, transgenik

nohut seleksiyonunda etkili ve giivenilir antibiyotik olmadiklarini belirtmislerdir.

Sanyal vd. (2005), nohut bitkisinde Agrobacterium araciligiyla boceklere dayanikli
transgenik bitkileri elde etmek i¢in 35S promotor basligi ile crylAc genini
aktarmiglardir. Southern analizi sonucunda aktarilan genlerin, T, ve T; transgenik
bitkilerinde genomik DNA'’larina entegre oldugunu teyit etmiglerdir. To ve T;
bitkilerinde Cry1Ac proteininin birikimini, 14.5 - 23.5 ng mg™* olarak belirlemislerdir.
Yaptiklar1 bioassay ¢aligmalarinda, Cryl Ac proteinin 10 ng/mg’den daha fazla oranda
Helicoverpa armigera’ya karsi etkili oldugunu ve yiiksek seviyede koruma sagladigini

belirtmislerdir.

Ignacimuthu vd. (2006), Phaseolus vulgaris tohumlarindan izole ettikleri alpha-amylase

inhibitor geninin, Agrobacterium araciligiyla nohut bitkisinin K850 ¢esidine
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transformasyonunu gergeklestirmislerdir. Fakat 288 adet kanamisine direng gosteren
bitkilerde, sadece % 0.3 oraninda transformasyonun gerc¢ek oldugunu teyid etmislerdir.
Analizlerde PCR ve Southern hybridizizasyonu kullanmiglardi ve protein diizeyinde
Western blot analizi ile alpha-amylase inhibitor proteinin varligini ispatlamislardir.
Ayrica, biyogiivenlik testleri sonucunda transgenik nohut tohumlar {izerinde yetistirilen
bruchid C. maculatus boceginin hayatta kalma oraninda 6nemli derecede azalma

izlemislerdir. Tiim transgenik bitkilerde, 03:01 oraninda segregasyon izlenmistir.

Akbulut vd. (2008), nohut fidelerinde in planta transformasyon tekniklerinin etkinligini
arastirmay1 amaglamiglardir. Sivi indiiksiyon ortamindaki kokiiltivasyon periyodu (2, 8,
16, 24 h), ptJK136 plazmidini igeren Agrobacterium irklar1 (C58C1, EHA 105 ve
KYRT), gelisimsel donem (16 saat su alip sismis ve 40 saat ¢imlenmis), mikroyaralama
ve 5 farkli genotipi iceren Agrobacterium aracili transformasyonun erken donemleri
sirasinda nohut fidelerinde B- Glukuronidaz (gus) geninin transferiyle ilgili olarak

bir¢ok faktorii arastirmislardir.

Singh vd. (2009), nohut bitkisinde farkli Agrobacterium hatlar1 kullanarak, GUS ve PPT
genlerini tastyan pCGP125 ile aktarimini gerceklestirmislerdir. 2 mm’lik siirgiin uglari,
inokiilasyon kokiiltivasyondan sonra 2 mg/l PPT ile muamele edildikten sonra PPT
icermeyen besin ortamina aktarilmistir. Siirgiin olusumundan sonra siirgiinler, 10 mg/1
PPT igeren besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Yasayan siirgiinler, her iki haftada bir 20
mg/l PPT iceren ortamda alt kiiltiire alinmistir. Her kiiltiirden sonra canli kalan
bitkilerin sayisinda azalmalar izlenmistir. Calisma sonucunda, transformasyonun, %

1.22-3.33 arasinda gerceklestigi kaydedilmistir.

Oz vd. (2009), nohut bitkisinde Agrobacterium  araciifiyla kotiledon bogum
eksplantlarinda seleksiyon ajanlarin ve antibiyotiklerin etkisini ¢oklu siirgiin ve kok
rejenerasyonunda incelemiglerdir.Ayrica mekanik yaralanma ve vakum infiltrasyonun
etkilerini transformasyonda incelemislerdi. Bir ay boyunca ¢esitli konsantrasyonlardaki
selektif ajan ve antibiyotiklerde bekletilen eksplantlardan elde edilen siirgiin ve kok
sayilarin1 kaydetmislerdir. Nohut bitkisinde, en uygun seleksiyon ortamini bulmak icin

100 mg/l kanamycin, 20 mg/l hygromycin, 3 mg/l fosfinotricin ve 5 mg/l glifosat
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kullanmiglardir. Sonug¢ olarak, selektif ajanlarin en diisiik dozlarinda bile (50 mg/l
kanamycin, 10 mg/l hygromycin, 3 mg/l phosphinotricin, 1 mg/l glifosat) siirgiinlerin
kok rejenerasyonlarini inhibe ettiklerini izlemislerdir. Aday transgenik bitkilerin, 4 ve
16 giin transformasyondan sonra yapilmis GUS histokimyasal analizi sonucunda
mekanik yaralanma ve 200 mm Hg’de 40 dk. vakum infiltrasyon yOnteminin

transformasyonda daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Sharmila vd. (2010), nohut bitkisinde Agrobacterium aracihigiyla gen
transformasyonunun daha fazla tercih edildigini ve embriyonik eksen eksplantlarindan

elde edilen transgenik bitkilerin iiretiminde bir protokol gelistirilmesini belirtmislerdir.

Temizgil vd. (2011), nohut bitkisinde farkli ¢esitlerin, farkli eksplantlarin (kotiledon
bogumlar1 ve embriyo eksenleri) ve c¢esitli biiylime diizenleyicilerin degisik
konsantrasyonlarin1  kullanarak rejenerasyon ve transformasyonda etkilerini
arastirmiglardir. Farkli eksplantlarda, Agrovakum infiltrasyonu, Agroinokiilasyonu,
Agroenjeksiyonu ve imbibisyon (sisirme, emdirme) gibi farkli transformasyon
yontemlerini kullanmislardir. Analizlerde, gegici GUS aktivitesini ve seleksiyon
ortaminda yasayan eksplantlarin sayisim  incelemiglerdir. Kullanilan  farkhi
Agrobacterium tumefaciens suslar1 (KYRT1, C58C1 ve EHA 101) arasinda en basarili
transformasyon EHA 101 susundan,seleksiyon ortaminda yasayan en fazla eksplantlari

ise Er ¢esidinden elde etmislerdir.

Sharmin vd. (2012), Barichhola-4 (Bch-4) ve Barichhola-5 (Bch-5) nohut gesitlerine
Agrobacterium araciligiyla gen aktarimini gergeklestirmiglerdir. Eksplant olarak tek
cenekli embriyo kotiledon, kesilmis embriyo (decapitated embryo (DE) ve siirgiiniin son
kismindan kesilmis tek c¢enekli embriyo kotiledon kullanmiglardir. Denemede
Agrobacterium LBA4404 hatti ve GUS, Nptll genlerini igeren binary pBI121
plasmidini kullanmislardir. En yiiksek transformasyon sonucu, Barichhola-5 (Bch-5)
cesidinin kesilmis embriyo (decapitated embryo (DE) eksplantindan elde edilmistir. En
yiiksek rejenerasyonu 0.5 mg/l BAP, 0.5 mg/l Kn ve 0.2 mg/l NAA ile CaCl; ve KNO:s.
iceren MS ortaminda izlemislerdir. Aday transgenik siirgiinlerin se¢iminde 150 mg/l

kadar yiiksek oranda kanamycin kullanmiglardir ve gus geninin ifadesini, GUS
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histokimyasal analizi sonucunda siirgiinlerin ¢esitli dokularinda mavi renk seklinde
izlemislerdir. Ayrica, Nptll geninin, genomik DNA’ya entegrasyonunu PCR analizi ile

tespit etmislerdir.

Mehrotra vd. (2013), nohut bitkisinde etkili bir transformasyon sistemini gelistirerek, P-
362 ¢esidinin olgun embriyonik eksen eksplantlarinda kallus elde etmislerdir. Bar
geninin aktarilabilmesi ve kanamisin ortamda bitki seleksiyonu i¢in transformasyonda
Nptll genini igeren p35SGUS-INT plasmidi kullanilmistir. Transformasyonu, 10 giinliik
MEA yaralanmis kallus eksplantlarina yapilmistir. Transformasyonda bakteri
yogunlugu OD (600) 0.3 olarak belirlenmis ve bununla birlikte 200 uM asetosiringon
(acetosyringone) ilavesi, 4s sonikasyon, ve 6 dakika vakum infiltrasyonu yapilmstir.
GUS histokimyasal analizi sonucunda, artan eksplant sayisinda 1.0’den 38.6’a kadar
artis izlemislerdir. Ayrica optimizasyon denemelerinde, binary vektér pRD400-crylA
kullanmis ve transformasyon frekansini Ty bitkilerinde % 3.6 olarak belirtmislerdir.
Transgenik bitkilere yapilan, PCR, RT-PCR ve Southern hybridizasyonu analizleri
sonucunda, T(0) ve T(1) bitkilerinde stabil trans Formasyon yapabildiklerini rapor

etmislerdir.

2.3 miR408’in Kurakhga Kars: Etkisi

Giiniimiize kadar mirbase veritabaninda bulunan 30424 miRNA ailelelerinden birisi
olan miR408, en fazla korunmus miRNA’lar arasinda yer almaktadir (Kozomara ve
Griffiths-Jones 2011). miR408’in 107 homolog dizisi, yirmiden fazla bitkide goriilmiis
ve dizilerin sentezlenmesinin ¢evresel stresler ile iligkili oldugu belirlenmistir (Zhang ve
Li 2013). Birgok arastirmaci tarafindan miR408’in, ¢evresel faktorler arasinda en fazla
kuraklik stresinden etkilendigi rapor edilmistir (Kantar vd. 2010, Trindade vd. 2010).
Bunu yanisira, bagka stres faktorlerin de rol oynadigi, mekanik stresi (Lu vd. 2005) ve
reaktif oksijen tiirlerinde (Li vd. 2011) rapor edilmistir. Glinlimiize kadar kuraklik stresi
ile ilgili yapilan g¢alismalarda, 6zellikle hububat ailelerinden Medicago truncatula
(Trindade vd. 2010) ve Hordeum vulgare (Kantar vd. 2010)’de, miR408’in ifade
seviyelerinde artig izlendigi belirlenmistir. Bununla birlikte, Prunus persica (Eldem vd.
2012) ve Oryza sativa (Zhou vd. 2010) bitkilerinde, miR408’in ifadesinin kuraklik
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stresinde azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, miR408’in ifade seviyesindeki degisiklikler,
,baz1 metallerin (Valdés-Lopez vd. 2010, Lima vd. 2011, Gielen vd. 2012, Zhou vd.
2012), fosfat (Melnikova vd. 2014), kalsiyum (Mutum vd. 2013) ve bakir minerallerinin
eksikligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir. Fakat giinlimiize kadar yapilan
fonksiyonel c¢alismalar dogrultusunda miR408’in, bakir igeren enzimlerin
reglilasyonunda da rol oynadigi belirlenmistir. Boylece bakir eksikliginde miR408,
bakir iceren transkriptlerin bir kismini hedefleyip yok ederek bakirin, fotosentezle
iliskili olan plastosiyanin geni tarafindan tiiketilmesine ve fotosentezin devam etmesine
izin vermektedir. Bu mekanizmanin sonucunda,bitkinin stres kosullarinda fotosentez
yapmasina ve hayatta kalabilmesine neden olmaktadir (Abdel-Ghany ve Pilon 2008,
Burkhead vd. 2009).

Trindade vd. (2010), Medicago truncatula bitkisinde, bazi korunmus miRNA’larin
kurakliga kars1 ifade seviyelerindeki degisimleri izlemislerdir. Bunlarin arasinda
miR169’1n ifade seviyesinde sadece kok dokusunda azalma izlenirken, miR398a/b ve
miR408’in hem kok hem de yapraktaki ifade seviyelerinde asirt derecede artis
gosterdigini kayidetmislerdir. Ayrica miR169’un, koklerde azalmasi ile hedef geninin
MtHAP2-1 transkriptlerinin birikiminin uyumlu olmadigini belirtmis ve aralarindaki
regiilasyonun mRNA seviyesinde olmadigin1 veya baska bir mekanizma tarafindan
kontrol edildigini ya da s6z konusu olan miRNA’larin su eksikliginden sorumlu
olmadigimi aciklamiglardir. Fakat, miR398a/b ve miR408’in ifadelerinin artmasi ile
hedefledikleri transkriptlerin (sirast ile COX5b ve plantacaynin) azalmasi sonucunda bu

MiRNA’larin kuraklik stresiyle dogrudan iliskili oldugunu belirlemislerdir.

Mutum vd. (2013), piring bitkisinde mir408’in etkisini, kuraklik stresi altinda kurakliga
hassas (Pusa Basmati 1 ve IR64) ve dayanikli (Nagina 22 ve Vandana) 4 farkli gesitte
incelemislerdir. mir408’in ifade seviyesinde, hassas c¢esitlerde azalma, dayanikli
cesitlerde ise artig tespit edilmistir. Ayrica, dayanikli ¢esitlerde plastocayanin benzeri
proteinin, mir408 tarafindan hedeflendigini ve azaldigim1 fakat hassas ¢esitlerde buna
ters sonu¢ izlemislerdir. Her dort ¢esitte de miR408’e ait herhangi bir dizi varyasyon

izlenmemistir. Ayrica mir408’in, squamosa promoter binding-like 9 tarafindan kontrol
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edildigini belirtmislerdir. Bununla birlikte c¢eside bagli olarak dayaniklilik gosteren
bitkilerde miR408’in, [Ca’*] tarafindan regiile oldugunu gostermislerdir.

Ozhuner vd. (2013), arpa bitkisinde, bor stresine karst miRNA’larin biiyiime ve gelisme
asamalarinda etkili oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, farkli kok ve yaprak gibi
dokularda miRNA’lar1 birbirleri ile kiyaslayarak .siniflandirmislardir. Toplamda 31
bilinen ve 3 yeni mMiRNA’ya rastladiklarini belirtmis ve bunlardan 25’inin bor stresinde
uyarildiklarini tespit etmislerdir. miR156d, miR171a, miR397 ve miR444 sadece
yapraklarda ifade edilmesinden dolay1 ¢esitli miRNA ’larin, dokuya spesifik oldugunu
belirtmislerdir. Buna ilaveten, arpada toplam 934 transkriptin miRNA’lar tarafindan
kontrol edildigini ve pargalandigini belirtmislerdir. Bilgisayara dayali analizler
sonucunda, bircok miRNA’nin korunmus transkriptom faktorlerin, 6rnegin Squamosa
promoter-binding, MYB, Auxin response factor (ARF) gibi hedeflediklerini ve
parcaladiklarint izlemislerdi ve bunlarin bir ¢ogu bitkinin gelisim donemlerinde ve
strese karst rol aldiklarini belirtmiglerdi. Sonug olarak bor stresine maruz kalan arpa

bitkilerinde, miR408’in 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir.

Nataliya vd. (2014), fosfat eksikligini, verim sinirlayict 6nemli major faktorlerden biri
olarak tanimlamiglardir. Keten bitkisinde, yiliksek verimli dizileme teknigini kullanarak
inorganik fosfat eksikliginde korunmus miRNA ailelerinin arasinda yer alan miR398,
miR399 ve miR408’in ifade seviyelerindeki degisiklikleri kaydetmislerdir. Fosfat
eksikliginde, miR399 ve miR408’in arttigin1 fakat miR398’in ifade seviyesinin farkl
oldugunu belirlemislerdir. Keten bitkisinde, korunmus miRNA’lar arasinda yer alan
miR399 ve miR408 hakkinda domates gibi baska bitki tiirlerinden sadece miR398’in

ekspresiyonunda benzerlik izlemislerdir.

Macovei vd. (2012), transgenik piring bitkisinde, osa-miR414, osa-miR408 ve osa-
miR164e ifade profillerini tuzluluk stresinde kontrol PDH45 (Pea DNA Helicase)
incelemislerdir. S6z konusu olan miRNA’larin tahmini hedef genlerini, bilgisayar
ortaminda incelemislerdir. Sonug¢ olarak, DEAD-box helicase familyasina ait olan
OsABP (ATP-Binding Protein), OsDSHCT (DOB1/SK12/helY-like DEAD-box
Helicase) ve OsDBH (DEAD-Box Helicase) genlerinitahmin etmislerdir. Elde edilen
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sonuglari, 5 RLM-RACE teknigi kullanarak teyid etmislerdir. Transgenik bitkilerde
gRT-PCR analizi sonucunda da 100 ve 200 mM NaCl uygulamalarinda OsABP,
OsDBH ve OsDSHCT genlerinin ifade seviyelerinde artig izlemislerdir. Buna karsin,
0sa-miR414, osa-miR164e ve 0sa-miR408’in ifadelerinde 6nemli derecede azalma

tespit etmislerdir.

Feng vd. (2010), tiitiin bitkisinde, miR408’in  birikiminin bakir eksikligini pozitif
etkiledigini ve bitkilerde besin eksikligi durumlarina kars1 6nemli rol oynadigimi
belirtmislerdir. Tiitinde miR408 fonksiyonlarini incelemek amaciyla, Arabidopsis
bitkisine ait AtmiR408’ini tiitiin bitkisine aktarmislardir. miR408’in fonksiyonel
karakterizasyonu analizinde, segilen iki transgenik bitkide SOD, POD ve CAT gibi
antioksidant enzimlerin aktivitelerinde azalma tespit etmislerdir. Transgenik hatlarda,
ozellikle de yiiksek bakir kosullarinda, klorofil miktarlarinda degisimler ve koklerin
biiyiimesi izlenmistir. Boylece bakir eksikliginde miR408’in antioksidant enzimlerini

regiile ederek, bitki biiyiimesinde etkili oldugunu belirtmislerdir.

Zhang vd. (2013), Squamosa promoter binding protein - like7 (spl7) transkripsiyon
faktoriiniin, bakir eksikliginde mir408’in promotorunda yer alan GTAC motiflerine
baglandigini belirlemislerdir. Boylece mir408’in, mutant bitkilerde biiylime kusurlarini
izlemislerdi. Ayrica mird408’i, vejetatif biiyimede en gicli  modiilator
olaraktanimlamislardir. mir408’in ifade seviyesinin, gevresel faktorlerden etkilendigini
ve bu hususda heniiz biyolojik fonksiyonunun tam olarak belli olmadigim
belirtmislerdir. Ayrica Arabidopsis bitkisinde, mir408°1 asir1 ifadesini ve yapay miRNA
teknigi ile susturularakT - DNA insort hatlar olusturmasiyla tamamen yok edilmesinin

etkisini bitki biiylimesinde incelemislerdir.

Ren ve Tang. (2012), sukrozdan etkilenen miRNA’larin belirlenmesinde microarray
teknigini, aday miRNA’larin tespitinde ise northern blot teknigini kullanmislardir.
Analizler sonucunda, miR398, miR408, miR319 ve miR160 ailelerinin sukrozdan
etkilendigini tespit etmislerdir. Ayrica, sukrozla uyarilan miR398 ve miR408’in, SPL7
transkripsiyon faktorii ile iliskili oldugunu da belirtmislerdir. Fakat, sukroz ile

etkilenmesi sonucunda ifade seviyesinde artig gosteren miR398 ve miR408’in, bakir
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fazlaliginda ise ifade seviyelerinin azaldigini ve yiliksek dozlarda sukroz muamelesinde
bakir birikiminin bastirildigini aciga c¢ikarmislardir. SPL7’nin yoklugunda ve sukroz
eksikliginde, bakirin birikiminde azalma izlemislerdir. Sonu¢ olarak, SPL7’nin
varhiginda ve yoklugunda, bakirin birikiminin sukroz tarafindan kontrol edildigini

belirtmislerdir.

Kantar vd. (2010), arpa bitkisinde, korunmus ve kuraklikla iligkili olan mikroRNA ’lar1
tanimlamaya caligmiglardir. Toplam 18 farkli aileden olusan 28 yeni miRNA tespit
etmislerdir. Niikleotid analizler sonucunda, pre-miRNA’larin yaklasik 46 — 114
niikleotid uzunluklarinda olup ortalama 77.14 niikleotid igerdiklerini ve 28 yeni
miRNA’da tahminen 445 mRNA’y1 hedefleme potansiyeline sahip olduklarini
belirtmislerdir. Kuraklik stresinde, bunlarin degisik seviyede ifade edildiklerini; ayrica,
bazilarinda kok ve yaprak dokularinda ifade davranislarinin benzerligini izlemislerdir.
Sonu¢ olarak Hvu-miR156, Hvu-mil66, Hvu-miR171, ve Hvu-MIR408 ailelerinin,
dehidrasyon stresine karsi etkili olduklarini belirlemislerdir. S6zkonusu miRNA ’larin
kuraklik stresi sonucunda hedefledikleri transkriptlerinin belirlenmesi i¢in 5° RLM-
RACE yontemini kullanarak, yaprak dokularinda 7 adet farkli pargalanmis transkriptlere
rastlamiglardir. In  situ analizleri sonucunda, ayni miRNA’lar tarafindan
parcalanabilecek 15 adet farkli EST bulduklarini belirtmislerdir. Ayrica, miRNA’larin
ve hedef transkriptlerin ifade seviyelerini Olgcerek aralarinda pozitif kolerasyon
oldugunu yani miRNA’nin ifade seviyesi artarken hedef genin seviyesinin azaldigini

belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de yetistirilen Gokge, Er 99, Yasa05 ve Ak¢in 91 nohut ¢esitleri
kullanilmistir. Bu gesitlere ait tohumlar, T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanlig1 ve Ankara

Yenimahalle Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir.

3.1.2 Biiyiime diizenleyicileri ve saklama kosullar:

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, Merck KGaA (Damstadt, Almanya),Sigma
Aldrich Chemical Co. (St Lo. MO, ABD) ve Duchefa Biochemie (Harlem, Hollanda)
firmalarindan temin edilmistir. NAA, TAA, BAP ve GAj; stok ¢ozeltileri, 1 mg/ml
derisimde 1N NaOH veya etanol ile ¢oziildiikten sonra 10 ml su ile tamamlanarak 4

°C’de saklanmstir.

3.1.3 Rejenerasyon icin kullanilan eksplantlar

Rejenerasyon igin plumula, embriyonik eksen ve radikula olmak tizere ti¢ farkli eksplant
kullanilmigtir (Sekil 3.1). Eksplantlart elde etmek icin oncelikle embriyolar, in vitro
kosullarda 25 mg/l BAP, 25 mg/l GAs, 25 mg/l BAP + 25 mg/l GAs igeren MS besin
ortaminda 48 saat boyunca bekletilmistir. Bu 6n muamelelerden sonra embriyolardan
izole edilen plumula, embriyonik eksen ve radikula eksplantlari, istenilen ortamlarda
kiiltiire alinmistir. Biitiin besin ortamlarimin kiiltiir kaplar1 ve saf su sterilizasyonu,
Hirayama firmasina ait otoklavda 118 kPa basing altinda, 121°C’de, 20 dk bekletilerek
yapilmustir. Petri kutulari, Memmert firmasina ait etiivde 160°C’de, 2 saat bekletilerek

steril edilmistir.
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3.1.4 In vitro’da yiizey sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu, doku kiiltlirii ¢aligmalarinda dikkate alinmasi gereken onemli
asamalardan biridir. Yiizey sterilizasyonu i¢in eksplantlara uygulanacak olan
kimyasallarin, bitkiye zarar verme olasilig1 cok yiiksektir. Bu nedenle kullanilacak

kimyasallarin, en az miktarda ve en kisa siirede muamele edilmesi gerekmektedir.

Baklagil bitkilerinin sterilizasyonu ile ilgili Tiirkiye’de, Bhatti (2001), Saglam (2010)
ve Aasim (2010)’in yapmis olduklar1 ¢alismalar 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica, Nur (2010),
Temizgiil ve Akbulut (2010) tarafindan yapilan calismalarda, nohut bitkisinde yiizey

sterilizasyonu esnasinda karsilasilan sorunlarin ¢éziimlerine agik¢a deginilmistir.

Her bitkinin, yiizeysel olarak bakteri, mantar vb. organizmalardan temizlenebilmesi igin
gerekli olan dezenfektan dozu ve uygulama siiresi farkli olmaktadir. Bu ylizden
sterilizasyon islemlerinde, her ¢eside ait tohumlarin optimizasyonu i¢in ayr1 ayri uygun
dezenfektan dozu ve uygulama siiresinin belirlenmesi ¢ok énemlidir. Bu hususta nohut
tohumlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basariyr saglayacak en diisiik
dezenfektan dozunun (50 adet tohum i¢in) belirlenmesi i¢in 20 dk siire ile % 75, % 60,
% 45, % 30 ve % 15 oranlarinda ticari ¢amasir suyu (Ace-Tiirkiye, % 5 NaOCI)
kullanilmistir. Daha sonra steril saf su ile 3 x 5 dk boyunca durulama islemi yapilmaistir.
Embriyolar1 elde etmek amaciyla tohumlar, kotiledonlarin kolay acilabilmesi ve tohum
kabuklarinin yumusamasi igin bir giin boyunca steril saf su igeren kaplarda

bekletilmistir.

3.1.5 Eksplant izolasyonu ve kiiltiirii

Steril edilen tohumlar, 24 saat steril saf suda bekletilen tohumlardan ¢ikartilan embriyo
eksplantlari, oncelikle steril petri kaplarinda 25 mg/l BAP, 25 mg/l BAP + 25 mg/l
GA3, 25 mg/l GA3, % 3 (w/v) sukroz ve % 0.65 (w/v) agar ile katilagtirilarak
hazirlanan MS besin ortaminda (Murashige ve Skoog 1962) 2 giin boyunca &n

muameleye tabi tutulmustur.
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Daha sonra embriyolardan elde edilen plumula, embriyonik eksen ve radikula
eksplantlari, stirglin olusumu i¢in degisik BAP ve NAA iceren MS ortamlarinda kiiltiire

alinmistir. 25 giin sonra, eksplantlar tizerinde gelisen siirgiinler incelenmistir.

Tiim kiiltiirler, iklim dolabinda (Sanyo Versatile Growth Chamber) 24 + 1° C’de, 16 saat
151tk (6000 luks) ve 8 saat karanlik fotoperiyodu ayarlanarakkiiltiire alinmustir.
Denemenin her muamelesinde, 4 tekerriir ve her tekerriirde 5’er eksplant olmak tizere
kullanilmistir. Bu muamelede, 25 giin sonra hizli gelisme gosteren eksplantlar

degerlendirmeye alinmistir.

Rejenere olan siirgiinler kesildikten sonra, gesitli NAA ve siirgiinler lizerinde nekrozu
ve fenolik bilesiklerin aktivasyonunu Onlemek amaciyla aktif komiir iceren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Baska bir calismada, in vitro kosullarda gelisen
stirgiinler, 45 g/l sukroz, farkli oranlarda GA3 ve IBA igeren 2 x MS besin ortamlarinda
kiiltire  almmustir.  Alti hafta sonra  koklenen  siirglinlere ait  verileri
degerlendirilmislerdir. Denemenin her muamelesinde, her tekerriirde 5’er eksplant

olmak tlizere 3 tekerriir kullanilmistir.

Mikrogogaltim sonucu elde edilen veriler, “SPSS for Windows’’ programi araciligiyla
one way ANOVA yapilmig, muamele ortamlarini karsilastirmak i¢in IBM SPSS ver. 21

bilgisayar programi kullanilarak Duncan testi uygulanmaistir.

3.1.6 Bitkilerin in vitro kosullarda dis ortam sartlarina adaptasyonu

Koklendirilmis bitkiler, koklerine yapismis agar iceren ortami uzaklastirmak icin
koklerine zarar verilmeyecek sekilde cesme suyu ile yikandiktan sonra ve 3 litre cesme
suyu igeren kaplarda 30 dk bekletilmistir (Aasim vd. 2008). Bitkilerin, dis ortam
kosullarina adaptasyonunu saglamak ic¢in kum, kum + torf (1:1) ve sadece torf iceren
saksilarda denemeler yapilmistir. Kum ve torf karigiminin sterilizasyonu, aktarma
yapilmadan &nce 160°C sicaklikta, 2 saat siire ile gerceklestirilmistir. Daha sonra

koklendirilmis bitkiler, yukarida belirtilen 0.5 litre karisimlari igeren 10 x 8 x 9 cm
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saksilara sasirtilmistir. Her saksinin alt kisminda, drenaj i¢in birkag delik agilmustir.
Tarla kapasitesine kadar sulanan bitkiler, sera kosullarinda 16 saat 151k fotoperiyodunda

tutulmustur.

Bitkiler aktarilmadan once kullanmis olan torf, kum ve torf + kum karisimini iceren
saksilara 300 ml kadar su verilmistir. Bitkilerin, aligma siirecinde nem dengelerini
koruyabilmelerini ve kiiltiir kaplarinda oldugu gibi kapali ortam sartlarini saglayabilmek
icin saksilarin lizerine seffaf, agik mavi ve beyaz posetler gegirilmistir. Seraya aktarilan
bitkilerin posetleri, 1 hafta sonra c¢ikartilmistir. Bitkiler dis ortam kosullarina

adaptasyon sagladigindan dolay1 serada yagamaya devam edebilmislerdir.

3.2 istatistiki Analizler

Denemeler, faktoriyel deneme desenine gore kurulmustur. Her muamele, igerisinde 5
adet eksplantin bulundugu, 4 tekerriirlii olacak sekilde 100 x 10 mm’lik petri
kutularinda  yapilmigtir. Elde edilen veriler, IBM SPSS 21 bilgisayar programi
aracilifiyla Oneway Anova veya Univariate varyans analizine tabi tutulmustur.
Ortalamalarin kullanilmasiyla uygulanan Duncan testi sonucunda en iyi besin ortami ve

kiltlir kosullar1 belirlenmistir.

3.3 Ath Pre-miRNA408’in klonlanmasi

Pre-mir408 geninin ¢ogaltiminda, A. thaliana bitkisinin genomik DNA’s1 iizerinden
tarama yapilmistir. Bu nedenle oncelikle Arabidopsis thaliana bitkisinin  mirbase

veritabaninda yer alan pre-mir408 gen dizisi elde edilmistir:

S’AAGGTTAGATTGGTATTGCAATGAAAGAAGACAAAGCGGTAATGAGAGA
GAGACAGGGAACAAGCAGAGCATGGATTGAGTTTACTAAAACATTAAACG
ACTCTGTTTTGTCTCTACCCATGCACTGCCTCTTCCCTGGCTCCCTCTTTTTTT
CTCTATATTTCTCTCTCTCCTTTCATTTCACAGCTTTCAATGGAATTTTATTGC
TACTGCTAACG 3
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Daha sonra dizinin hem 5’ hem de 3’ tarafindan ilk 20 baz ¢ifti kullanilarak, ileri ve geri
primerler manuel olarak tasarlanmistir. Gateway sisteminden yararlanabilmek i¢in 5’ ve

3’ primerlerin sonuna AttB uglar ilave edilmistir.

Athpre-
mMiR408F5’gaaadACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAAGGTTAGATTGGTATTGCAA
3’

Ath pre-
miR408R5’°ggggACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTTAGCAGTAGCAATAAAAT
37

Sentezletilen Ozgiin ileri ve geri primerleri, A. thaliana Col-5-(yabani tip) genomik
DNA’s1 kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir. Jel elektroforezi sonucunda, 276
baz cifti i¢eren istenilen bolge goriintillenmistir (Sekil 3.1). PCR islemi, 2 mM MgCl2,
0.5 mM dNTP, 0.5 uM 06zgiin ileri ve geri primerler, 100 ng genomik DNA ve 1 U Taq

polimeraz igeren toplam 25 pL hacmindeki karisimda gerceklesmistir.

PCR kosullari, 6n 1sitma 94°C’de 6 dk, toplam 35 dongii boyunca 45’er sn olmak {izere
pargalanma 94°C’de,baglanma 52°C’de, uzama 72°C’de ve son uzama 72°C’de 10 dk

olarak ayarlanmustir.

Sekil 3.1 pre-miR408 geninin jel elektroforezi goriintiisii
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3.3.1 Gateway klonlama

Jel elektroforezinde goriintiilenen miR408 genine ait bantlarin, jelden kesildikten sonra
saflagtirilmasiyla jelden geri kazanimi saglanmistir. Jel saflastirilmasi islemi, Qiagen
firmasima ait kit protokoliinde yazildigr gibi uygulanmistir. Saflastirma isleminden
sonra elde edilen PCR iiriinii, Gateway klonlama sistemi ile ifade vektoriine
aktartlmistir. Bu klonlama yonteminde, dncelikle saflastirilan PCR f{iriinii, attB bolgeleri
(attB1, attB2), pDONOR vektorii ise attP bolgeleri (attP1, attP2) tarafindan cift tarafh
kusatilir. attB bolgeleri tarafindan cift tarafli kusatilan PCR iirliniiniin, attP bdlgeleri
tarafindan ¢ift tarafli kusatilan pDONOR vektoriine ligasyonu igin Gateway® BP
Clonase™ II enzim karigimi kullanilmistir. BP klonaz tarafindan katalizlenen ligasyon
isleminde, attL.1 bolgesini tiretmek i¢in attB1 bolgesi sadece attP1 bolgesiyle rekombine
olurken, attL.2 bolgesini iiretmek i¢in attB2 bolgesi sadece attP2 bolgesiyle rekombine
olur. Boylece attlL1 ve attL.2 bolgeleri ile ¢ift tarafli kusatilmig segilen DNA pargalari
giris klonlar1 igerisinde olusturulur. Ligasyon islemi igin 7 ul attB-PCR tiriinii (150 ng),
1 ul pDONR/Zeo vektorii (150 ng) ve 2 uL. BP enziminden olusan karisim, ependorf
tipline alinarak 25°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra ligasyon

tirtinlerinin E. coli’ye transformasyonu yapilmistir.

3.3.2 Ligasyon iiriinlerinin transformasyonu

Ligasyon iirlinlinlin transformasyonu i¢in oncelikle E.coli Dh5-a hiicreleri, kompetant
hale getirilmistir. E.coli Dh5-a stogundan secilen tek bir koloni, herhangi bir antibiyotik
icermeyen 2 ml LB ortamma inokiile edilmistir. Hiicreler 37° C, 200 rpm’de gece
boyunca ¢ogaltilmistir. Daha sonra, 1 ml gece boyunca ¢ogaltilan kiiltiirden alinip, 100
mL LB ortamu iizerine ilave edilerek 37° C, 200 rpm’de ODAS590 nm 0.375 degerine
ulasana kadar steril beherde biiyiitiilmiistiir.Beherin i¢indeki kiiltiir, 50 mL’lik tiiplere
dagitilip, 10 dk buzda bekletilmistir. Tiip i¢indeki kiiltiir, 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildikten sonra tstteki sivi faz atilmistir. Pellet, 5 mL soguk steril CaCI2 (4
mM)’de¢oziilip 2500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra iistteki sivi faz atilmistir.
Her pellet, tekrar 2 mL soguk CaCl2 (4 mM)’de ¢oziiliip santrifiij edilmistir.
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Bu asama tekrarlanmistir. E.coli Dh5-a kompetant hiicreleri, yeni hazirlanan 4 mM, 2
mLCaCl2’da ¢oziiliip, 4°C’de bir gece boyunca bekletildikten sonra ligasyon
tirlinlerinin transformasyon islemi ig¢in kullanilmaya hazir hale gelmistir. Ependorf
tiipiin i¢ine alman 5 pL ligasyon iirliniiniin lizerine 50 pL E.coli Dh5-a kompetant hiicre
ilave edilmistir. 30 dk buzda bekletildikten sonra 42°C’de 45 saniye inkiibe edilerek
sicaklik soku verilmigstir. Daha sonra hizlica 2 dk buza alinip sogutulmustur. Cozeltinin
icine 200 ul LB siv1 ortamu ilave edilerek, 37°C’de 45 dk inkiibe edilmistir. Dogru
kolonilerin segilebilmesi igin bakteri, seleksiyon ortaminda 37°C’de bir gece boyunca

inkiibe edilmistir.

Bakteri seleksiyon ortaminin hazirlanmasinda otoklavlanmis, 40° C’ye kadar
sogutulmus 50 mL LB agar igerisine, 50 pL amfisilin (50 pg/mL) mavi beyaz
kolonilerden mavi kolonilerin seg¢ilmesini saglayan 100 pL 5-bromo-4-chloro-indolyl-p-
D-galactopyranoside (X-gal 80 pg/mL) ve hiicrelerin biiylimesinin indiiklenmesi
yanisira [-galactosidase geninin uyarilabilmesi i¢in 50 pL isopropylthiogalactoside

(IPTG 100 pg/mL) ilave edilmistir.

Transformasyon sonucunda elde edilen bakteri {irlindi, steril bir 6ze ile ortam {izerine
yayildiktan sonra 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon asamasindan
sonra biiyliyen kolonilerin arasindan beyaz koloniler secilmistir. Secilen beyaz
kolonilerden her biri, 200 pL. LB ortamin igerisinde 37°C’de 3 saat boyunca
calkalanarak ¢ogaltilmistir. M13 primerleri kullanilarak yapilan koloni per analizi
sonucunda, klonlamanin dogrulugu teyit edilmistir (Sekil 3.2). Elde edilen pozitif
kolonilerden plazmit izolasyonu yapildiktan sonra sekanslama analizi ile dizi tespit
edilmistir. Pozitif ornekler, % 40 gliserol ilave edilerek son hacmi tamamlandiktan

sonra -85°C’de stoklanmustir.
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Spesifik primer

Sekil 3.2 pre-miR408 geninin M 13 primerler esliginde koloni PCR sonucu

LR klonaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda, attL.1 ve attL2 bolgeleri tarafindan
kusatilan DNA pargalarinin, ikinci bir rekombinasyon reaksiyonu tarafindan attR1 ve
attR2 bolgelerini igeren pDEST vektorlere transfer edilmesiyle ifade klonu olusur.
Olusan rekombinant DNA vyapilar1 ifade klonu olarak bilinmektedir. pENTRY
klonlarinin iiretiminden sonra giris klonu olusturabilmek i¢in pEarlyGate103 uyumlu
vektor secilmistir. Bu vektor, miR408’in asir1 ifade edilmesi i¢in kullanilmigtir. Sag
siir (RB) ve sol sinir (LB) bolgeleri arasinda 35S-Bar-Gateway-GFP-His tag-OCS 3’
bulunmaktadir. LR reaksiyonu sonucunda Gateway bdlgesine, pre-miR408 geni
ligasyonu yapilmistir (Sekil 3.3 a,b). LR reaksiyonunda, 1 pL. LR Clonase™ enzim
karigimi (katalog no.11791-019), 1 pL hedefvektor, 1 pL giris vektor, 2 pL 5X LR
klonaz reaksiyon tamponuve TE tamponu ilave edilerek reaksiyonun son hacmi 10
pL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan karisim, 25°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Ligasyonun sonucunda elde edilen 35s :: pre-mir408 iceren pEARLYGATE103
plazmidinin, A. tumefaciens LBA 4404 hattina elektroporator cihazi kullanilarak (3.3.4
boliimiinebakiniz) daha dnce hazirlanan elektro kompetant hiicrelerine transformasyonu
yaptlmistir (3.3.3 boliimiine bakiniz). Elde edilen transformasyon iirlinii, 50 mg/l
kanamisin iceren LuriaAgar ortaminda kiiltiire alindiktan sonra 28°C’de 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Biiyliyen kolonilerden, 35s primerleri kullanarak yapilan

koloni PCR analizi sonucunda, transformasyonun dogrulugu teyit edilmistir.
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Kanitlanmigs koloniler, son hacmi % 40 gliserol ilave edilerek son hacme

tamamlandiktan sonra -85°C’de stoklanmustir.

Boylece pEARLYGATEI103 plazmidine, Ath pre-mir408 geni klonlanmustir. Ayrica
kontrol bitkilerinin {iretiminde, Bar geni iceren pEARLYGATE101 (bos plazmit)

plazmidi kullanilmigtir. Konstrakt haritalari, Sekil 3.3’de verilmistir.

a
BAR 355 a1 CmR coodB a2 GFP 6xHis OCS
103 LBy o - —wm-RB
b CBMIV35$ pre-miR408
T S Gt 1 * s | >—;‘:_ RSB
arsn ary
c BAR 35S atR1 CmR ocdB atR2 YFP HA OCS

Sekil 3.3 Vektorlerin hazirlanmasi

a. Hazirlanan pEALYGATEZ103, b. attrl ve attr2 bolgeleri arasinda klonlanmis olan pre-miR408 geni, c.
pEARLYGATEI101 plazmidi (vektor kontrol)

3.3.3 Elektro kompetant hiicre hazirlanmasi

Gece boyunca cogaltilan bakteri kiiltiiriinden 1 ml alinip {izerine 40 ml LB ilave
edilerek 28°C’de 200 rpm’de 4 saat boyunca bekletilmistir. Bakteri kiiltiiriiniin, daha
onceden steril edilmis ve sogutulmus falkon tiiplere dagitilmasinin hemen ardindan
4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet, 40 ml soguk suda
¢Ozdiiriilmistiir. Daha sonra 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Son asama
2 kere tekrarlandiktan sonra pellet, 4 ml soguk steril % 10’luk gliserolda
¢Ozdiriilmistiir. Ardindan 4°C’de 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
bakteripelletinin iizerine 500 ul % 10’luk gliserol ilave edilerek pelletin ¢dziinmesi

saglanmstir.
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3.3.4 Plazmitlerin elektroporasyon ile transformasyonu

Elektroporasyon tiipiine, 10 pl bakteri, 1 ul plazmit ve 3 mL elektrolit tamponundan
hazirlanan karigimin iizerine 11 pl resturasyon tamponu ilave edilmistir. Daha sonra
Neon pipet ucu ile ¢ozeltiden 10 pl alindiktan sonra Neon pipetii elektroporasyon
cihazina yerlestirilmistir. Cihaz, 1800 wata ayarlanip c¢alistirilmistir. Bdylece

plazmitlerin, elektro kompetant hiicrelere transformasyonu gergeklestirilmistir.

3.4 Gen Aktarim Cahismalari

3.4.1 Bakteri materyali

Bakteri materyali olarak, A. tumefaciens GV2260 (p35S GUS-INT), LBA4404
(pPEALRLYGATE103) ve LBA4404 (pEARLYGATE101) bakteri hatlar1 kullanilmistir.
Nohut bitkisinde yapilan gen aktarim ¢aligmalarinin optimizasyonunda, oOncelikle
hazirda bulunan Agrobacterium tumefaciens’in  GV2260::p35 gus int hatti
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildikten sonra en iyi bitki transformasyon
protokolii optimize edilmistir. LBA 4404::pEARLYGATE103 (35s::Bar + pre-miR408)
hatt1, transgenik miR408 bitkilerinin ve LBA 4404::pEARLYGATEI101 (35s::Bar) hatt1
ise kontrol bitkilerinin elde edilmesi i¢in optimize edilen protokola tabi tutulmustur.
Bakteri materyalinin ¢ogaltilmasinda, LB ortami (Luria ve Bertani, 1951) kullanilmistir.
Bakteri seleksiyon amacli her ii¢ plazmidin tasidigi Nptll geninden dolayr 50 mg/l
kanamisin monosiilfat kullanilmistir. Cogalan bakteriler, % 40 gliserol ilavesiyle son

hacme tamamlanarak -85°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2 Bakteri kiiltiirlerinin saflastirilmasi ve biiyiitiilmesi

Siv1 bakteri kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasi i¢in -85°C’de stoklanan bakterilerden, 100 ul
aliip NA besin ortami lizerine steril bir 6ze araciligiyla yayilmistir. Kiiltiir iceren petri
kutulari, ters cevrilerek 28°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. A. tumefaciens
kolonilerinin olustugu gozlemlendikten sonra biiyiitiilmiis olan bireysel kolonilerden,

steril bir 6ze ile alinan tek koloniler, gerekli antibiyotikleri igeren NB (1.0 g/l Yeast
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extract, 2.0 g/l Pepton, 5.0 g/l NaCl, Sigma Chemical Co St Lo, Mo) ortamina
konulmugtur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri, 28°C’de 190 rpm’de  ¢alkalamali
inkiibatordel giin slireyle cogaltilmistir. Bakteri ¢ozeltisi, 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildikten sonra elde edilen iist sivi faz uzaklastirllmistir. Bakterilerin inokiilasyon
ortamina alistirilmast igin {izerine ayn1 hacimde, daha 6nce hazirlanan ve steril edilen
MES,asetosiringon igeren 1x MS veya 1/2 x MS ortami ilave edilmistir. Bakteri
coOzeltisi, cok hassas bir sekilde (birka¢ kere alt iist yapilarak) karistirilarakpelletin,
inokiilasyon tamponu igerisinde ¢oziinmesi saglanmistir. 28°C’de 200 rpm’de 1 saat
boyunca c¢alkalayicida tekrar calkalanmast sonucunda transformasyon islemi
tamamlanmistir. Calismalar, kontaminasyon riskini onlemek amaciyla laminar flow

kabin icerisinde yapilmustir.

3.4.3 Antibiyotikler ve kullanim kosullar

Bakteri ve bitki seleksiyonu igin Duocid, kanamisin monosiilfat, fosfinotrisin ve
amfisilin antibiyotikleri kullanilmistir. Antibiyotikler, bakteri ve bitki biiylitme ortamina
ilave edilmeden once mikro filtrelerden (Millipore, MA, ABD) gegirilerek steril
edilmistir. Otoklavdan ¢ikan ortamlar,40 — 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra
antibiyotik ilavesi yapilmustir. Filtre sterilizasyonundan sonra stok ¢ozeltiler -20°C’de
muhafaza edilmistir. Inokiilasyonu yapilmis dokularin, bakterilerden kurtulmasi i¢in
genis spektrumlu Duocid antibiyotigi, transgenik GUS bitkilerinin seleksiyonunda
kanamisin monosiilfat, transgenik miR408 ve bar bitkilerinin seleksiyonunda
fosfinotrisin, bakteri seleksiyonunda ise kanamisin monosiilfat ve amfisilin

kullanilmistir.

3.4.4 A. tumefaciens Gv2260 hattiyla gen aktarim ¢alismalarimin optimizasyonu

Gen aktariminda Oncelikle embriyo eksplantt kullanilmistir. Gen aktariminda
indiiksiyon tamponu olarak 1/2 sivi MS kullanilmigtir. Ortam pH’sinin sabit hale
getirilmesi (10 mM) MES [2(N-Morpholino) ethanesulfonic acid] ve bakterilerin
saldirma giiclinlin, viriilensliginin arttirabilmesi i¢in (100 mM) asetosiringon ilave

edilmistir (Koc vd. 1997). Nohut bitkinde, en yiiksek transformasyon frekansini
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gerceklestirebilmek icin bakteri yogunlugunun optimizasyonu yapilmistir. Bu hususta,
bakteri yogunluklar1 OD gp9 degerinde 6lgiiliip 0.5, 0.8 ve 1.5 konsantrasyonlarinda
denenmistir. Transformasyon ¢alismalarinin optimizasyonundan 6nce Agrobacterium
tumefaciens’in  GV2260 (p35S GUS-INT) hatt1 kullanilmistir. Transformasyonun
gerceklestirilmesinde, embriyo eksplant1 kullanilmadan 6nce bistiiri ile yaralanmig ve
vakum infiltrasyon amagl steril filtre kagidinin iizerinde bir siire laminar flow kabin
igerisinde bekletildikten sonra bakteri igeren inokiilasyon tamponu i¢inde 25 - 30 dk
bekletilmistir. Inokiilasyondan sonra eksplantlar, (100 mM) asetosiringon ve (10 mM)
MES igeren MS ortaminda 2 giin boyunca ko-kiiltivasyona alinmistir. Daha sonra
bakteri gelisimini dnlemek i¢in eksplantlar, steril saf su ile yikandiktan sonra 500 mg/1
Duocid igeren sivi rejenerasyon ortaminda birka¢ dk bekletilmistir. sadece gen
aktarilmis eksplantlardan siirgiin gelisimini saglamak i¢in plazmitin tasidigi Nptll
geninden dolayr 50 mg/l kanamisin monosiilfat ve bakteri biiylimesini engellemek i¢in
500 mg/l Duocid igeren siirgiin ve kok rejenerasyon ortaminda eksplantlar kiiltiire
alimmistir.Daha sonra elde edilen sonuglar degerlendirilerek, en iyi bakteri yogunlugu
ODgoo degerinde segilmistir. Ikinci denemede, en iyi bakteri yogunlugu esas alinarak tek
kotiledon (flamingo eksplanti) ve ¢ift kotiledon tagiyan embriyo, embriyonik eksen ve
embriyonik plumula eksplantlarinda transformasyon islemi uygulanmistir. Elde edilen
verilerin degerlendirilmesi sonucunda transformasyon igin secilen en uygun eksplant,

transgenik miR408 ve Bar bitkilerinin (kontrol olarak) elde edilmesi i¢in kullanilmistir.

3.4.5 A. tumefaciens LBA4404 (b EARLYGATE103) ve LBA4404
(PEARLYGATE101) bakteri hatlar: ile Gen Aktarim Calismalari

A. tumefaciens LBA4404 (pEARLYGATEL03) ve LBA4404 (pEARLYGATE101)
bakteri hatlari, bitki seleksiyonu igin bar geni tasimaktadir. Transformasyon
caligmalarinda, dnce bar genine kars1 kullanilan ppt (phosphinothricin) antibiyotiginin
optimizasyonu yapilmistir. Bu hususta, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 ve 5.0 mg/l
iceren MS besin ortaminda, transgenik olmayan embriyo eksplantlar1 kiiltiire alinarak
LDjgo degerinde ayarlanmistir. 3 hafta sonra verilerin degerlendirilmesi sonucunda, en
oldiiriicti ppt oran1 belirlenmistir. Transgenik miR408 ve bar (kontrol bitki) bitkilerinin
elde edilmesinde yukarida belirtilen en uygun eksplant ve en etkili inokiilasyon yontemi

kullanilmustir. inokiilasyondan sonra eksplantlar, ko-kiiltivasyon tamponu ortaminda 2
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giin boyunca ko-kiiltiire alinmistir. Daha sonra eksplantlar, seleksiyon siirgiin ve kok
rejenerasyonu ortamlarinda kiiltiire alinarak aday transgenik bitkiler elde edilmistir.
Daha once yapilan doku kiiltiirii ¢caligmalar1 sonuglarina gore segilen siirglin ve kok
rejenerasyonu ortamlarina, bitki seleksiyonunda en Oldiiriici ppt dozu olan ve
Agrobacterium gelisiminin 6nlenmesini saglayan 500 mg/l Duocid ilave edilmistir.

Gelisen bitkiler, serada adaptasyon saglamiglardir.

3.5 Gen Aktarimi Yapilan Bitkilerin Belirlenmesi

Optimizasyon denemelerinde kullanilmig olan GV2260 Agrobacterium tumefaciens
susunun hatlarinda ve Gus geni tagiyan transgenik aday bitkilerinin belirlenmesinde,
oncelikle Histokimyasal GUS analizi (Jefferson 1987)sayesinde transformasyonun
gerceklesip gerceklesmedigi belirlenmistir. Bitki dokulari, 100 mM sodyum fosfat
(pH=7.0), 10 mM EDTA, % 0.1 Triton X —100 ve 1 mM 5 bromo — 4 chloro -3- indolyl
glucoronide (X-GLUC) igeren ¢ozeltide, 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
ornekler, % 95’lik etanolde yikanmis, transgenik dokularda mavi renk bolgeleri
gbzlenmistir. GUS analizi sonucunda pozitif sonu¢ veren Ornekler, 35s promotor

primerleri kullanilarak PCR analizine tabi tutulmustur.

3.5.1 DNA izolasyonu

Aday transgenik bitkilerin DNA izolasyonlari, hem kit kullanilarak hem de manuel
olarak yapilmistir. Kullanilan it yontemi, Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Valencia, CA)
protokoliinde yazildig: gibi uygulanmistir. Manuel olarak kullanilan CTAB ydnteminde
ise ekstraksiyon tamponu ve TE (Tris Elution) tamponlarinin hazirlanmasinda, 1M Tris
HCL (pH 8.0), 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 5 M NaCl stok ¢ozeltisi kullanilmistir.
Transgenik adayi bitkilerin DNA izolasyonlarinda, daha onceden -80°C derin

dondurucuda stoklanan yaprak drnekleri kullanilmigtir.
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3.5.2 CTAB tamponun hazirlanmasi

CTAB tamponu (¢izelge 3.1)’de verildigi gibi hazirlanip stoklanmistir. Stok ¢ozeltisi

kullanilmadan once filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Cizelge 3.1 CTAB tamponu hazirlanmasinda gerekli olan kimyasallar

Kimyasallar Hacim (1 6rnek igin) 1%
CTAB 12.5 mg

ddH20 360 uL

1M Tris 62.5 uL

5M NaCl 175 uL

0.5M EDTA 25 uL
B-mercaptoethanol 1.25 uL

Toplam 125 mL

3.5.3 CTAB yontemine gore DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda, 500 mg yaprak doku pargas1 kullanilmistir.

1. Yaprak Ornekleri,

azot kullanilarak havanlarda ezilmistir. Havanlar,

kullanilmadan 6nce 2 saat boyunca 200°C sicaklikta etiiv cihazinda steril edilmistir.

2. Toz haline getirilen yaprak dokulari, 2 mL’lik ependorf tiiplerine alindiktan sonra

tizerine 500 ml CTAB ekstraksiyon tamponu ilave edilmistir. 65 °C’de 40-60 dk

inkiibe edildikten sonra her 10-15 dk araliinda tiipler alt iist edilmistir.

3. Daha sonra 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
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4. Pellete dokunmadan, olusan {ist faz, yeni bir tiipe aktarildiktan sonra tizerine 550-
750 ul hacminde, 24:1 oraninda soguk kloroform/izoamil alkol ilave edilmistir.
13000 rpm’de 15-30 dk santrifiij edilmistir.

5. Yeni bir tiipe aktarilan iist fazin lizerine 750 pl soguk isopropanol ilave edildikten
sonra -20 °C’de 2-3 saat bekletilmistir. 13000 rpm’de 15-20 dk santrifiij edilen

orneklerin, ¢oktiirme islemi yapilmistir.

6. Elde edilen pellet, 1 mL % 70’lik EtOH’da yiizdiirilip yikandiktan sonra 10000
rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir..

7. Pelletler, etanolii uzaklastirmak i¢in oda sicakliginda kurutulduktan sonra 50 pl TE
(pH 7.5) tamponu iginde ¢ozliinmiistiir.

8. RNA’lart ortamdan uzaklastirmak i¢in 50 mg/ml RNase (sigma) ilave edilen
ornekler, 37 °C’ de 30 dk inkiibe edilmistir.

3.5.4 Primer dizileri

Transgenik bitkileri belirlemek amaciyla PCR ile ¢ogaltilan 35s promotor, BAR ve pre-

miR408 genlerinin primer dizileri ¢izelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 PCR isleminde kullanilan primer dizileri

Primer Diziler

pre-miR408-F 099gACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTaaggttagattggta ttgcaa
pre-miR408-R 099gACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT cgt tag cag tag caa taa aat
Bar geni-F CATCGAGACAAGCACGGTCAA

Bar geni-R ATATCCGAGCGCCTCGTGCAT

35s promotor-F AAGGAAGGTGGCTCCTACAAA

35s promotor-R GGGTCTTGCGAAGGATAGTG
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3.6 PCR Analizleri

Nohut bitkisinden izole edilen DNA ornekleri, 35s promotor, Bar geni ve pre-miR408
bolgelerinin transfer olduklar1 ve bitki genomuna entegre edilmesi acisindan PCR
analizleri yapilmistir.. Bu genlere 0zgii tasarlanan primerler, oligoniikleotid sentezi
yapan bio basic firmasi tarafindan hazirlanmistir (gizelge 3.2). PCR isleminde 35s
promotor, Bar, pre-miR408 genleri i¢in sag ve sol sinir olmak {izere ileri ve geri
primerler kullanilmistir. PCR analizi, 2.5 mM MgCI2 (15 mM), 0.5 mM dNTP (10
mM), 0.4 uM 6zgiin ileri ve geri primerler, 1.4 x Taq DNA polimeraz tamponu (+KCl, -
MgCI2), 100 ng genomik DNA, 1 U Taq polimeraz (Fermentas) ve 2x steril destile su
iceren toplam 25 pL. hacmindeki karisimda gergeklesmistir. Ayrica her reaksiyon igin
bitki negatif kontrol (transgenik olmayan bitki), pozitif kontrol (plazmit) ve negatif
kontrol (6rnek yerine su, NTC) kullanilmistir. PCR dongiisii tamamlandiktan sonra PCR
triinleri ve molekidl agirligt bilinen markdr, agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenmistir.

3.6.1 PCR programm

Reaksiyonlar, primerlerin baglanma sicakliklarma gore Biometra T-personal
thermocycler cihazinda gergeklestirilmistir.

94 °C 5 dk (6n 1s1tma)

95 °C 40s dk (parcalanma)

52-54-60 °C 40s dk (3 farkli primerin baglanmasi)

72 °C 40s dk (uzama) 40 dongl

72 °C 10 dk

4°C o
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3.6.2 Agaroz jel elektroforezi

PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen tiriinler, % 1’lik agaroz jel elektroforezinde
100 volt, 100 Amperde yiiriitiiliip ayrilmistir. % 1°lik agaroz jelin hazirlanmasinda 1 g
agaroz, 100 ml 1xTBE (10.8 g/l Trizma - base, 5.5¢/ borik asit, 4 ml 0.5 M EDTA
pH=8) tampon icinde  mikrodalgada eritilmistir. Sicaklign 50-60 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra DNA’nin UV 111 altinda goriintiilenebilmesi i¢in 0.8 pl Etidyum
bromiir ilave edilmistir. Jel, tarakli kalibina dokiildiikten sonra sogumaya birakilmistir.
Agaroz jel katilasip taraklar ¢ikartildiktan sonra jel, 1XxTBE tamponunu igeren
elektroforez tankina yerlestirilmistir. PCR sonucunda elde edilen DNA 6rnekleri,
icerisine DNA yiikleme boyasi (fermantase) ilave edilerekpipet yardimi ile kuyucuklara
yiiklenmistir. 100 voltta 1 saat elektroforez cihazinda yiiriitiilen jelin, 260 nm dalga

boyunda UV transillimiinator tizerinde goriintilisti alinmistir.

3.6.3 Verilerin degerlendirilmesi

PCR analizi sonucunda, kontrol bitkilerinde 35s promotor, bar bolgeleri ve transgenik
pre-miR408 bitkilerinde ise 35s promotor, bar ,pre-miR408 in yer aldig1 ayr1 ayri tespit
edilmistir. Kontrol bitkilerinde, her iki bdlgenin bulundugu ve transgenik miR408

bitkilerinde ise her 3 bolgenin bulundugu bitkiler secilerek devam edilmistir.

3.7 Transgenik Bitkilerin Kuraklik Stresi ile Test Edilmesi

Kuraklik stresi, bitkilerin seraya aktarilmasindan 10 giin sonra baslatilmistir. Bu siirecte,
bitkilerin dig ortam kosullarina adaptasyonusaglanmigtir. Kuraklik stresi, 17 giin
boyunca devam etmistir. Bitkilerin stresten dnce ve sonrasinda gosterdikleri morfolojik
degisiklikler izlenmistir. Sonuglarin veri analizi,, IBM - SPSS v.20 Oneway ANOVA
programi araciligiyla yapilmistir. Kontrol ve transgenik bitkilerde onemli bulunan

degerler, Student’s t—test programina tabi tutulmustur.
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3.8 RNA Izolasyonu ve Saflastirllmasi

Bitkilerin RNA izolasyonu, yaprak Ornekleri kullanilarak Trizol® (Invitrogen, CA,
USA) yéntemi ile yapilmistir. Oncelikle rnek sayis1 kadar steril ependorf tiiplere, 1 ml
Trizol reaktifi konulmustur. Daha 6nceden - 85°C’de stoklanan her bitkinin yaprak
ornekleri, 100 — 150 mg alinip, s1v1 azot igeren havanlarda toz haline getirildikten sonra
Trizol igeren ependorf tiiplere aktarilmigtir. Oda sicakliginda 5 dk bekletilen tiiplerin
icine 0,2 ml kloroform ilave edilmistir. Daha sonra tiipler, 15 saniye boyunca sert bir
sekilde elle kanistirilip, 3 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 4°C’de 15000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Ust faz yeni tiipe aktarilmis ve {izerine 500 ul soguk
izopropil alkol ilave edildikten sonra 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra
4°C’de 15000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip tist faz uzaklastirilmistir. Pelletin tizerine 1
ml % 75’lik etanol ilave edildikten sonra hafif vuruslarla pelletin, etanol igerisinde
yiizmesi saglanmistir. Ornekler, 4°C’de 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra {ist
faz atilmistir. Pellet, oda sicakliginda 10 - 15 dk kurutulup 30 ul steril ddH,O ilavesinin
ardindan, RNA’larin ¢oziinmesi icin 57°C’de 10 dk 1s1 blogunda inkiibe edilmistir.
RNA’larin saflastirilmasinda ise QIAGEN Rneasy kiti kullanilmistir.Her asama kit
protokoliinde yazildigi gibi yapilmistir. Izole edilen RNA’lar, -85°C’de muhafaza
edilmistir (Unver 2008).

3.9 cDNA Sentezi

Saflagtirllmis RNA’lardan, cDNA sentezi gerceklestirmek i¢indncelikle Nanodrop
cihazinda (Thermo Scientific NANODROP 2000c Spectrophotometer), RNA’larin
kalite ve miktar tayini yapilmistir. Daha sonra izole edilen RNA’larin biitiinligi, %

2’lik agaroz jelde 100 voltta 1 saat yiiriitiildiikten sonra goriintiilenmistir.

Tek zincir cDNA sentezinde, SuperScript TM IlI- RNase H- Reverse Transcriptase
(Invitrogen CA, USA) kullanilmigtir. Bu hususta, RNA’lardan 1.5 pg olacak sekilde
alinip tizerine 0.1 mM dNTPs, 30 pmol oligo (dT),o ve steril ddH20O ilave edildikten
sonra 13 puL’ye tamamlanmustir. 65 °C’de5 dk inkiibe edilen tiipler, hemen buza almip 2

- 3 dk bekletilmistir. Sonra her tiipiin toplam hacmi 20 pL olacak sekilde, 1x First
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Strand Buffer, 5 uM DTT, 200 U SuperScriptTMIII- RNase H- Reverse Transcriptase
ve 40 U RNase inhibitor (Invitrogen CA, USA) ilaveleri yapilmistir. 50 °C’ de 90 dk
inkiibe edilmesinin hemen ardindan 70 °C’de 15 dk inkiibe edilerek reaksiyon

durdurulmustur.

3.9.1 cDNA optimizasyonu

Elde edilen cDNA’lar, 1/5, 1/10 ve 1/20 oranlarinda seyreltilmistir. PCR isleminde, 18S
tRNA primerleri (Ileri: 5-TTTGACTCAACACGGGGAAA-3* ve Geri: 5-
CAGACAA ATCGCTCCACCAA-3’) kullanilarak cDNA olusumunda bolgenin varligi
teyid edilmistir. PCR analizi, 2.5 mM MgCl2, 0.5 mM dNTP, 0.4 uM 18S rRNA ileri
ve geri primerleri, 1.4 x Tag DNA polimeraz tamponu (+KCIl, -MgClI2), 2’ser puL
seyretilen cDNA, 1 U Taq polimeraz (Fermentas) ve 2 x steril destile su igeren toplam
25 pL hacmindeki karisimda gergeklesmistir. Daha sonra drnekler, PCR cihazinda
asagidaki dongii kosullarina tabi tutulmustur. On 1s1itma 94°C’de 7 dk, toplam 35 dongii
boyunca 94°C’de 1 dk, 60°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve uzama 72°C’de 15 dk olarak
ayarlanmistir. PCR dongiisii tamamlandiktan sonra PCR f{irlinleri, agaroz jelde molekiil

agirliklar bilinen markérler kullanilarak yliriitilmiistiir.

3.10 Real Time (Es zamanh) qRT-PCR Uygulamalar:

gRT-PCR metodu, transgenik bitkilere aktarilan genlerin, bitki genomuna
entegrasyonunun teyidi yapildiktan sonra ilgili genlerin transkriptom diizeyinde ifade
edilip edilmediklerini ve miR408’in hedefledigi transkriptlerin ifade seviyelerinde
degisikligin s6z konusu olup olmadigini belirtmek amaciyla uygulanmistir. qRT-PCR
analizlerinde, bar geni ve miR408’in hedef geni olan plantacyanin geninin ifade
seviyeleri belirlenmistir. Bu amaca yonelik bar ve plantacyanin genlerine 6zgi
tasarlanan ileri ve geri primer dizileri (bar ileri: ATATCCGAGCGCCTCGTGCAT ve
geri: CATCGAGACAAGCACGGTCAA plantacyanin ileri:
AAGGCAAACACTTTAGAGCCGG ve gerii  TTGCCCCTGTCGGTGTTTT)
kullanilmistir. Deneyler, SYBR Green 1 Master karigimi kiti (Roche kat. No:
04707516001) kullanilarak, Roche Light Cycler 480 cihazinda gergeklestirilmistir.
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gRT-PCR deneyleri, ii¢ tekerriirlii olarak yapilmustir. Oncelikle her bir érnekteki RNA
miktar;, 18S rRNA primerleri (X16077.1) kullanilarak normalize edilmistir. ifade

seviyesi analizleri, ’threshold’ (Cp) degeri iizerinden hesaplanmistir. qRT-PCR’da

kullanilan malzemeler, 1X igin gizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3 qRT-PCR’da bir 6rnek i¢in (1X) kullanilan malzemeler

Icerik 1% (Hacim)
SYBR Master (2X) 10 ul
fleri primer (100 pmol) 0,1 pl
Geri primer (100 pmol) 0,1 ul
Su (PCR Grade) 7,8 ul

Deney planina gore, hazirlanan seyreltme tiiplerinden 2’ser ul, master karisimindan

18’er ul konulmustur. Optikal Plate’ in {izeri kapatilarak Light Cycler 480 (Roche)

cihazina yerlestirilmistir.

gRT- PCR reaksiyon kosulu;

On 1s1tma =-=--======nmmmmmmmmmmmee- 1 dongii ------------ 95°C None 5 dk. ------- 4.4
Cogaltma-----------=--=-=-==mmnmmmmme- 55 dongii----------- kuantifikasyon

95°C None 10s. -------- 4.4

55°C None 20s. -------- 2.2

72 °C Single 10 s. -------- 4.4

Erime egirisi --- mmemmmememeeeeeeae 1 dongii------------ Erime egirisi

95 °C None 5s.---------- 4.4

55°C None 1 dk. -------- 2.2

97 °C Continuous ------- 0.1

Sogutma =---=-==-==msemmmmmmemee oo e 1 dongii




40°C  30s. --------- 2.2
3.11 miRNA’lara Ozgii cDNA Sentezi

Transgenik bitkilerde miR408’in ifade seviyesinin dl¢iilmesi i¢in yaprak orneklerinden
izole edilen RNA’lar kullanilarak miRNA cDNA sentezi yapilmistir. Ardindan
miR408’in ifade diizeylerini tespit etmek i¢in qRT-PCR metodu uygulanmstir.
mMiRNA’lara 6zgii cDNA sentezlenmesinde “sap-ilmik™ denilen yapiyi i¢inde barindiran
ve MiIRNA’nin 3’ ucundaki son 6 niikleotide eslenik olan diziye sahip primerler

tasarlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 miRNA cDNA sentezi icin tasarlanan RT ve ileri primerler

miR408-F (ileri) | ATGCACTGCCTCTTCCCTGGC

miR408-RT GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC
GCCAGG

miRNA’ya 6zgii cDNA sentezlemek i¢in oncelikle izole edilen toplam RNA’larin, 1,5
pg’da esitlenerek baslamasi saglanmistir. Sonra 1 upl oligodT primeri ilave
edilmistir.PCR cihazinda, 65 °C’de 5 dk bekletildikten hemen sonra buza alinmistir.
miRNA c¢DNA sentezinin ikinci asamasinda her bir tiipe; 4 ul 5X First strand tampon
¢ozeltisi, 2 ul 0,1 M DTT, 0,1 ul RNase out (40 U/ul), 0,25 nl SSIIT (200 U/ul) karigimi
ilave edilmistir. Ayrica kontrol amagli i¢inde sadece SSIII enzimi yerine, enzimin
miktar1 kadar su bulunan (0,25 ul SSIII yerine 0,25 ul ddH,0), iginde RT primeri yerine
RT primeri miktar1 kadar su bulunan ve iginde RNA yerine RNA miktar1 kadar su
bulunan tiipler hazirlanmigtir. Tiim tiipler, tekrar PCR cihazina yerlestirilip 16°C’de
3dk, 50 dongii boyunca 30°C’de 30 sn, 42°C’de 30sn, 50°C’de 1 sn ve son asama olarak
85°C’de 5 dk bekletilmistir. miRNA cDNA sentezi ve qRT-PCR islemlerinde, Varkonyi
- Gasic vd. (2007) tarafindan gelistirilen protokoller esas alinmistir. miRNA cDNA
sentezinin ilk asamasi i¢in Oncelikle farkli RNA orneklerinden, 1,5 pg aliarak tiim
orneklerin reaksiyona giren RNA miktarlar1 esitlenmistir. Daha sonra 1 pmol RT
primer ve 0.25 mM dNTP (10 mM) ilave edildikten sonra toplam hacim ddH,0 ile
13.65 pl’ye tamamlanmigtir. Tiipler, 65°C’de 5 dk inkiibe edildikten hemen sonra buza
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alinmugtir. Ikinci asamada her bir tiipe; 4 pl 5x First strand tampon ¢ozeltisi, 2 pl 0,1 M
DTT, 0,1 ul RNase out (40 U/ul), 0,25 ul SSIII (200 U/ul) karisimi ilave edilmistir.
miRNA cDNA sentezi ve gRT - PCR deneylerinde ayrica kontrol amagli NoRT,
NoRNA ve NoSSIIl reaksiyonlart gergeklestirilmistir.  NoRNA kalip RNA’nin
bulunmadig1,NoSSIII reverse transkriptaz enziminin bulunmadigr ve NoRT 6zgiin RT
primerinin bulunmadig1 kontrol cDNA reaksiyonlaridir. Bdylece bu agsamada NoSSIII
reaksiyonunda 0,25 ul SSIII yerine 0,25 ul ddH20O, primeri olmayan bunun yerine RT
primeri miktar1 kadar su bulunan bir tiip ve iginde RNA olmayan bunun yerine RNA
miktar1 kadar su bulunan bir tiip ilave edilmistir. Ardindan 16°C’de 30 dk, 60 dongii
boyunca 30°C’de 30 sn, 42°C’de 30 sn, 50°C’de 1 sn ve reaksiyonun durdurulmasi igin
85°C’de 5 dk inkiibe edilmistir.

3.11.1 MiR408’in gRT-PCR ile miktar ol¢iimii

Bu caligmada, miR408’in ifade seviyesinin belirlenmesinde, hassasiyeti yiiksek,
goreceli ve sayisal olarak 6l¢iim saglayan qRT-PCR metodu kullanilmistir. miR408’in
ifade seviyesini dlgmek icin uygulanan metod temelde iki asamadan olusur. ilk
asamada, tasarlanan sap-ilmik RT primerinin, Olgiilmesi amaglanan miRNA’ya
yapisarak onun iizerinden cDNA sentezini gergeklestirmesi saglanir.ikinci asamada ise
0zel olarak miR408 i¢in tasarlanan ileri primeri ve sap-ilmige uygun olan evrensel geri

primeri ile 6zel bir qRT-PCR reaksiyonu yapilmistir (Cheen vd. 2005).

gRT-PCR islemleri, Roche SYBER Green Master karisimi kullanilarak Light Cycler
480 (Roche, Almanya) Real-Time PCR cihazinda gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar,
qRT cihazina 6zgii optikal platete yapilmistir. Toplam 20 pl hacminde, 2 x Master
karisimi, 100°er pmol ileri (5°-GTGCAGGGTCCGAGGT 3’) ve evrensel geri primeri
(5’-GTGCAGGGTCCGAGGT 3’), 2 ul miRNA cDNA’s1 (RT stem-loop cDNA) 3
farkl kiitiiphanenin ii¢ farkli cDNA seyreltmesi (1/2, 1/4 ve 1/8) ile ii¢ tekrarli 6l¢iim
yapilmistir. Hazirlanmis olan kontrol cDNA’larinin (NoRT, NoSSIII, NoRNA) sadece
tek seyreltmesi (1/10) kullanilmistir. qRT - PCR’1n kontrolii i¢in negatif kontrol (NTC)
hazirlanmistir. QRT-PCR islemi i¢in qRT-PCR cihazinda reaksiyon agamalari, 6n 1sitma

(parcalama) 95°C’de 5 dk, 50 dongili boyunca gogaltma 95 °C’de 5 sn, 56°C’de 10 sn,
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72°C’de 1 sn ve 1 dongili boyunca erisme sicakligi 95 °C’de 1 sn, 40°C’de 120 sn,
95°Colarak ayarlanmigtir. Her reaksiyon 3 tekerriirlii olarak kurulmustur (Unver ve
Budak 2009). Sonuglar, Light Cycler ®480 Software yazilimi araciligiyla analiz
edilmistir. fade degerleri 2" olarak hesaplanmistir (Varkonyi-Gasic vd. 2007, Unver
vd. 2009). gRT-PCR analizleri sonucunda, transkriptom diizeyinde bar geninin ve
miR408’in ifade seviyeleri, kontrol ve miR408 transgenik bitkilerinde Ol¢iilmiistiir.
Yapilan hesaplamalar grafik haline doniistiiriildiikten sonra verilerin karsilastirilmalar

yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Nohut Bitkisinin Yiizey Sterilizasyonu

Gokee, Yasa, Er99 ve Ak¢in tohumlarinin yiizey sterilizasyonu, oda sicakliginda 20 dk
stire ile % 75, 60, 45, 30 ve 15 oranlarda ticari ¢amasir suyu (Ace-Tirkiye, % 5
NaClO) kullanilarak yapilmigtir. Daha sonra steril saf su ile 5 x 3 dk durulama
yapilmistir. Steril edilen tohumlar, steril petri kaplar igerisinde % 3 (w/v) sukroz
iceren, % 0.65 (agirlik/hacim) agar ile katilastirilan MS besin ortaminda, 24 + 2°C’de
16 saat 151k fotoperiyodunda 1 hafta kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan eksplantlarda,
fungus ve bakteriden dolayr gelisen bulagiklik, ayrica ¢imlenme orani ve olusan
stirglinlerin uzunluklar1 Ol¢iildiikten sonra elde edilen verilerin istatistiki analizi
yapilmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen ANOVA sonuglarina gore, ¢esitler arasindaki
bulasiklik yiizdesinde, tohum ¢imlenme ylizdesinde (%) ve gelisen fidelerin siirgiin
uzunlugu (cm) bakimindan herhangi bir farklilik goriilmemistir. Ancak uygulanmig
farkli ¢amasir suyu oranlart arasindaki bulasiklik yiizdesinde, tohum c¢imlenme
yiizdesinde (%) ve gelisen fidelerin siirgiin uzunlugu (cm), bakimindan 0.01 diizeyinde
farklilik tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Ayrica cesitler ve uygulanmis ¢amasir suyu
oranlar1 arasinda herhangi bir etkilesim bulunmamistir. Uygulanmis c¢amasir suyu
oranlar1 arasindaki farklilig1 belirlemek amaciyla Duncan testi yapilmis ve sonuglari

cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi Gokge, Yasa91l, Er99 ve Akgin cesitlerinde, 5 farkl
oranda camasir suyu ile muamelesi sonucunda bulasiklik oran1 0 — 40.00 arasinda
degismis olup, % 15’lik doz uygulamasinda bulasiklik oran1 % 40 iken, geri kalan
muamelelerde bulasiklik goriilmemigstir. Tohumlarda ¢imlenme yiizdesi, 0 - 100
arasinda degismis olup, % 15’lik doz uygulamasinda en fazla tohum ¢imlenme orani %
100.00 olarak ve %30’luk doz uygulanmasinda ¢imlenme oran1 % 86.66 olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.1a). Fakat her artan doz uygulamasi, tohumlardaki ¢gimlenme oranini
olumsuz yonde etkilemistir. Bundan dolayi, en fazla orandaki % 75’lik ¢amasir suyu
uygulamasinda tohum ¢imlenme oram1 % 0.00 olarak en az oranda tespit edilmistir

(Sekil 4.1b).
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Cimlenmis tohumlarin siirgiin uzunlugu, 0.05 - 2.08 cm arasinda degisiklik

gostermistir. En uzun siirgiin, % 15’lik ¢amasir suyu dozu uygulanan tohumlardan elde

edilmistir. Camasir suyu konsantrasyonlar1 arttik¢ca, ¢imlenen tohumlarin sayisinda

belirgin azalmalar kaydedilmistir. % 30’luk camasir suyu muamelesi sonucunda

stirglin uzunlugu 1,25 cm iken, yiiksek dozlarda (% 45, 60 ve 75) ¢amasir suyu ile

steril edilmis tohumlarda siirgiin uzunlugu sirasiyla 0.32, 0.36 ve 0.05 cm olarak tespit

edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, en fazla ¢imlenme ve en diisiik bulasiklik orani

ve en uzun siirgiinler % 30°luk camasir suyu uygulamasinda elde edilmistir.

Cizelge 4.1 Nohudun 4 c¢esidinde 20 dk siire ile farkli oranlarda uygulanmis ticari
¢amasir suyunun bulasiklik orani, tohum ¢imlenmesi ve gelisen fidelerin
stirglin uzunlugu ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglar1

VK sd | Bulagiklik yiizdesi (%) | Tohum ¢imlenme Gelisen fidelerin siirgiin
yiizdesi (%) uzunlugu (cm)
KO F KO F KO F

Cesit 1 |3853,33 13,13 120,00 0,23 2,29 55,11
Uygulanmis camasir 4 (201333 |6,86**  |781333 |[1542** [143 34,52%*
suyu oranlart
Cositler x  Uygulanmis | )| jg55 353|631 92000  |181 1,34 32,19
¢amasir suyu oranlari
Hata 20 | 293,33 506,67 0,04
Genel Toplam 29

**p<0.01

Elde edilen verilerin analiz sonuglarina gore, bu tez kapsaminda tohumlarin yiizey

sterilizasyonu igin % 30’luk ¢amasir suyu tercih edilmistir.

Cizelge 4.2 Nohudun Gokege, Yasa, Er99 ve Akgin cesitlerinin 20 dk siire ile farkli
oranda uygulanmis ticari c¢amasir suyunun bulasiklik orani, tohum
¢imlenmesi ve gelisen fidelerin siirgiin uzunlugu ile ilgili Duncan testi

sonuglari

Camagir suyu Bulasiklik yiizdesi (%) Tohum ¢imlenme yiizdesi | Geligen fidelerin siirgiin
oranlari (%) (%) uzunlugu (cm)*

15,00 40,00a 100,00a 2,08a

30,00 0,00c 86,66ab 1,25b

45,00 0,00c 66,67b 0,32c

60,00 0,00c 60,00b 0,32c

75,00 0,00c 0,00c 0,050d

48




Ayni siitunda farkli harflerle verilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gore 0.01

diizeyinde farklilik bulunmustur.

(a) (b)

Sekil 4.1 Nohut tohumlarinin yiizey sterilizasyonu

a. Gokee cesidinin % 30’luk ¢amasir suyu ile steril edilen MS ortaminda ¢imlenen tohumlar1 ve gelisen
stirgiinleri, b. Gokge ¢esidinin % 75°1ik ¢amasir suyu ile steril edilen tohumlar1 tizerindeki siirgiin gelisimi

4.2 Nohut Bitkisinin Doku Kiiltiirii Calismalarinda Gokce, Yasa, Er99 ve Ak¢in
Cesitlerinde BAP, GA3; ve BAP +GA; ile On Muamelesi ve Mikrog¢ogaltim
Uzerindeki Etkileri

Nohut bitkisinin Gokge, Yasa, Er99 ve Akgin ¢esitlerinin steril edilen tohumlari, bir
giinliik steril saf su iceren kaplarda bekletilerek tohum kabuklarmin yumusatiimasi
saglanmigtir. Kabuklar uzaklastirildiktan sonra kotiledonlar, bistiiri ve pens yardimiyla
acilip embriyolar izole edilmistir. Calismanin devaminda ¢oklu siirglin elde etmek
amaciyla aday embriyo eksplantlari, 6ncelikle 25 mg/l BAP, 25 mg/l GAs ve 25 mg/I
BAP + 25 mg/l GA3; % 3 (w/v) sukroz igeren ve % 0.65 agar (w/v) ile katilastirilan MS
besin ortaminda kiiltiire alinarak 2 giin 6n muamele yapilmistir (Sekil 4.2). Daha sonra
plumula, embriyonik eksen ve radikula eksplantlar1 izole edilip, farkli oranda BAP -
NAA iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. 25 giin sonra elde edilen sonuglar
kaydedilmistir. Siirglin rejenerasyonuna ait varyans analizi ve Duncan testi sonuglari

ayr1 ayr1 asagida sunulmustur.
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Sekil 4.2 Coklu siirgiin elde etmek amaciyla Akg¢in ¢esidine ait 2 giinliik aday nohut
embriyo eksplantlar

a. 25 mg/l BAP b. 25 mg/l GA; c. 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA; ile 6n muamele yapilmis eksplantlarin
sematik goriintiisii

4.2.1 Gokge cesidine ait plumula eksplantinin mikrocogaltimi

Yukarida belirtildigi gibi nohut bitkisinin Gokge ¢esidine ait embriyolar, 25 mg/l BAP,
25 mg/l GA3 ve 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA; igceren MS ortamlarinda-ayri ayri 2 giin 6n
muamele yapildiktan sonra plumula eksplanti izole edilmistir. Plumula eksplanti, MS
(kontrol) ile 0.50 mg/l BAP ve 0.00, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/I
NAA (10 adet son muamele) iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. 25 giin
sonra elde edilen sonuglar, varyans analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi sonuglari

cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Gokee gesidinde degisik on muamele yapilmis embriyolardan elde edilen
plumula eksplantinin farkli oranlarda BAP veya NAA igeren MS
ortaminda siirgiin rejenerasyonu ve etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Bagina Siirgiin Uzunlugu (cm)
V. K. s.D. | Eksplant Orani (%) Siirgiin Sayisi1 (adet)
K. O. F K. O. F K. O. F
On muameleler 2 30,01 0,11 5,582 7,29** 1,19 6,18**
Son muameleler | 9 257,02 0,97 4,306 5,63** 2,73 14,22**
On muameleler x| ;g 243,36 0,92 2,200 | 2,87 0,35 1,85%
son muameleler
Hata 60 262,65 0,76 0,192
Genel toplam 89

**P< 0.01 diizeyinde 6nemli, * P< 0.05 diizeyinde 6nemli
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Varyans analizi sonucunda siirgiin olusturan eksplant oran1 (%) bakimindan 6n ve son
muamelelerde herhangi bir farklilik ve ayrica 6n muamele x son muamele arasinda
herhangi bir etkilesim bulunmamistir. Eksplant basina siirgiin sayisi (adet) bakimindan
Oon muamele ve son muameleler sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik ve 6n muamele x
son muamele arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Siirglin uzunlugu (cm)
bakimindan 6n muamele ve son muamele sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik ve 6n
muamele x son muamele arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu
etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge

4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.4 Gokge cesidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen plumula
eksplantinin farklt BAP + NAA dozlari igeren besin ortamlarinda siirgiin
rejenerasyonu

Ortam Siirgiin olusum yiizdesi (%) | Eksplant basina siirglinsayisi1 | Siirgiin uzunlugu (cm)*
(adet)**

BAP | NAA | 25mg/l | 25 mg/l | BAP NAA 25mg/l | 25 mg/l | BAP NAA | 25mg/l
(mg/l) | (mg/l | BAP GA; (mg/l) | (mg/l) BAP GA; (mg/l) | (mg/l | BAP
) )

0.00 0.00 | 83,33 91,66 0.00 0.00 83,33 91,66 0.00 0.00 | 83,33

0.50 0.00 | 83,33 100,00 | 0.50 0.00 83,33 100,00 | 0.50 0.00 | 83,33

0.50 0.01 | 91,66 91,66 0.50 0.01 91,66 91,66 0.50 0.01 | 91,66

0.50 0.03 | 91,66 100,00 | 0.50 0.03 91,66 100,00 | 0.50 0.03 | 91,66

0.50 0.05 | 91,66 100,00 | 0.50 0.05 91,66 100,00 | 0.50 0.05 | 91,66

0.50 0.07 | 100,00 | 100,00 | 0.50 0.07 100,00 | 100,00 | 0.50 0.07 | 100,00

0.50 0.09 | 100,00 | 100,00 | 0.50 0.09 100,00 | 100,00 | 0.50 0.09 | 100,00

0.50 0.11 | 91,66 100,00 | 0.50 0.11 91,66 100,00 | 0.50 0.11 | 91,66

0.50 0.13 | 100,00 | 67,91 0.50 0.13 100,00 | 67,91 0.50 0.13 | 100,00

0.50 0.15 | 91,66 91,66 0.50 0.15 91,66 91,66 0.50 0.15 | 91,66

**Aynit situnda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Tukeys testine gore 0.01 diizeyinde
farklilik bulunmustur, *Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Tukeys testine gore
0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur.

Stirgiin olusum yiizdesi

Cizelge 4.4’te goriildiigi gibi 25 mg/l BAP 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP
+ NAA son muamelesi sonucunda siirgiin olusum yiizdesi % 83.33 - 100 arasinda ve 25
mg/l GA; ile 6n muamelede ise % 67,91 - 100.00 arasinda ve 25 mg/l BAP + 25 GAj
mg/l 6n muamelesinde % 66,66 - 100.00 arasinda degismistir.

Eksplant basina siirgtin sayist
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Bu denemede 25 mg/l BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP + NAA
iceren ortamlarda yapilan son muamele sonucunda, eksplant basina siirgiin sayist 1.00
ile 5,00 adet arasinda degisim gostermis olup, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP +
0.09 NAA mg/l igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l GA3 ile 6n muamelede ise
eksplant basina siirgiin sayis1 0.91 ve 3.16 adet arasinda degisim gdstermis ve en fazla
stirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.05 NAA mg/l igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/1
BAP + 25 GA3; mg/l ile 6n muamele sonucunda, eksplant basina siirgiin sayis1 1.33 ile
3.41 adet arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.01

NAA mg/l igeren MS ortamindan elde edilmistir.

Stirgiin uzunlugu

BAP-NAA igeren ortamlarda eksplantlar {izerinde gelisen siirgiinlerde uzunluk
bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamele sonucunda elde edilen siirgiin uzunlugu 0.40 ve
1.53 (cm) arasinda degisim gostermistir. En uzun siirgiinler, 0.5 mg/l BAP igeren MS
ortamindan (kontrol) elde edilmistir. 25 mg/l GAs ile 6n muamele sonucunda, siirgiin
uzunlugu 0.57 ile 3.35 cm arasinda degisim gostererek, en uzun siirgiinler MS
ortamindan (kontrol) elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA3z 6n muamele
sonucunda, siirgiin uzunlugu 0.21 - 1.95 (cm) arasinda degisim gdstermis olup, en uzun
stirgiiler MS ortamindan (kontrol) elde edilmistir (Sekil 4.4). Muameleler arasindaki
kiyaslama sonucunda, en uzun ve kisa siirgiinler 25 mg/l GAs ile 25 mg/l BAP + 25

GA; 6n muamele sonucunda elde edilmistir.
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(a) (b)

Sekil 4.4 Gokee ¢esidinde a. 25 mg/l BAP 6n muameleden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.03
mg/l NAA igeren ortamda siirgiin rejenerasyonu b. 25 mg/l GA; o6n
muameleden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.03 mg/l NAA igeren ortamda siirgiin
rejenerasyonu

4.2.2 Yasa cesidine ait plumula eksplantinin mikrocogaltinm

Nohut bitkisinin Yasa ¢esidine ait embriyolar, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GAs, 25 mg/l BAP
+ 25 mg/l GA; igeren ortamda ayri ayri 2 giin 6n muamele yapildiktan sonra plumula
eksplanti izole edilmistir. Plumula eksplanti, 0.00, 0.50 mg/l BAP + 0.00, 0.01, 0.03,
0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire
alinmis olup, 25 giin sonra elde edilen veriler, varyans analizine tabi tutulmustur.

Varyans analizi sonuglari, ¢izelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Yasa cesidinde degisik 6n muamele yapilan embriyolardan elde edilen

plumula eksplantinin farkli BAP veya NAA dozlarinda siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi
Siirgiin Olusturan Eksplant Bagina Siirgiin | Siirgiin Uzunlugu
V. K. S D. Eksplant Orani (%) Sayisi (adet) (cm)
K.O. F K. O. F K.O. F
On muameleler | 2 20,83 150 | 276,08 125 64** 581 | 29,43**
Son muameleler | 9 31,63 2,27 7,18 3,26%* 1,20 | 6,11%*
On muameleler x
son muameleler | 18 36,26 2,61 4,32 1,96 048 | 244*
Hata 60 13,88 2,19 0,19
Genel toplam 89

**P< (.01 diizeyinde 6nemli, * P< 0.05 diizeyinde dnemli
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Varyans analizi sonucunda siirgliin olusturan eksplant orani (%) bakimindan 6n
muameleler ve son muamelelerde herhangi bir farklilik bulunmamistir. Benzer sekilde
stirgiin 6n muamele x son muamele arasinda herhangi bir etkilesim bulunamamustir.
Eksplant basina silirglin sayis1 bakimindan 6n ve son muamelerde, 0.01 diizeyinde
farklilik ve 6n ve son muameler arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim bulunmustur.
Siirgiin uzunlugu bakimindan 6n muameler ve son muameler arasinda hem 0.01
diizeyinde farklilik hem de 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimin 6nem

diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Yasa ¢esidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen plumula
eksplant1 ve farkli BAP ve NAA dozlar igeren besin ortamlarinda siirgiin

rejenerasyonu
Ortam Siirgiin olusum yiizdesi (%) | Eksplant bagina siirgiin Siirgiin uzunlugu (cm)**
sayisi (adet)*
BAP | NAA | 25mg/l 25mg/l | 25mg/l | 25mg/l 25mg/l | 25 mg/l | 25mg/I 25 mg/l 25 mg/l
(mg/ | (mg/l) | BAP GA; BAP + | BAP GA; Bap + BAP GA; BAP +
) 25 mg/l 25 mgl/l 25 mgl/l
GA; GA; GA;

0.00 | 0.00 | 83.33 100,00 | 100,00 | 3.50b 1.16¢ 1.07c 0,90b 2.92a 2.39%
0.50 | 0.00 | 100.00 | 100,00 | 100,00 | 5.56ab | 1.91abc | 3.08ab | 0,87b 2.10b 1.32b
0.50 [ 0.01 | 100.00 | 100,00 | 100,00 |8.00ab | 2.44ab | 4.00a 0,96b 1.76bcd | 0.96b
0.50 [ 0.03 | 100.00 | 100,00 | 100,00 | 8.95a 1.83abc | 3.16ab | 0,85b 1.63bcde | 0.75b
0.50 | 0.05 | 100.00 | 100,00 | 100,00 | 8.33a 2.38ab | 3.66ab | 1 18a 1.30cde | 0.70b
0.50 | 0.07 | 100.00 | 100,00 | 100,00 |5.76ab | 2.58a 3.08ab | 1,08a 1.65bcde | 0.45b
0.50 { 0.09 | 100.00 | 100,00 | 100,00 | 7.13ab | 1.90abc | 2.58ab | 1,26a 1.99bc 0.75b
0.50 | 0.11 | 100.00 | 100,00 | 100,00 | 8.00ab | 1.58¢c 2.83ab | 1,34a 1.08de 0.73b
0.50 | 0.13 | 100.00 | 100,00 | 100,00 | 10.16a | 1.66bc | 2.25bc | 0,96b 1.57bcde | 0.33b
0.50 [ 0.15 | 100.00 | 100,00 | 91,66 10.00a | 1.25c 2.61ab | 0,86b 0.97e 0.30b

** Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir. * Ayni

stitunda kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

Stirgiin olusum yiizdesi

Cizelge 4.6’da goriildiigt gibi 25 mg/l BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA igeren ortamlarda siirgiin olusum yiizdesi, % 83.33 - 100 arasinda, 25
mg/l GAjz ile 6n muamelede ise % 100.00 ve 25 mg/l BAP + 25 GA3 mg/l 6n muamelesi
sonucunda % 91,66 - 100.00 arasinda degismistir.
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Eksplant basina stirgiin sayisi

Bu denemede 25 mg/l BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP ve NAA
iceren ortamlarda son muamele sonuglarina gore, eksplant basina siirglin sayisi 3.50 ve
10.16 adet arasinda degisim gostermis olup, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.13
NAA mg/l igeren MS ortamindan elde edilmistir. Ayn1 denemede, 25 mg/l GA3 ile 6n
muameleden sonra eksplantlarin farkli oranlarda BAP ve NAA igeren ortamlarda son
muamele sonuglarina gére eksplant basina siirgiin sayisi1 1.16 ve 2.58 adet arasinda
degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.07 NAA mg/l igeren MS
ortamindan elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 mg/l GAj3 ile 6n muameleden sonra
eksplantlarin farkli oranlarda BAP ve NAA igeren ortamlarda son muamele sonuglarina
gore, eksplant basina siirgiin sayis1 1.07 ve 4.00 adet arasinda degisim gostermis olup,
en fazla siirgiin sayist 0.5 mg/l BAP + 0.01 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde

edilmistir.

Stirgiin uzunlugu

Bu deneme kapsaminda 25 mg/l BAP 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP-NAA
iceren MS ortaminda eksplantlar {lizerinde gelisen siirglinlerin uzunlugu 0.860 ile 1.34
(cm) arasinda degigim gostermis olup, en uzun siirgiinler 0.5 mg/l BAP + 0.11 NAA
mg/l iceren MS ortamindan elde edilmistir. 25 mg/l GA3 ile 6n muameleden sonra farkli
oranlarda BAP ve NAA igeren ortamlarda eksplantlarin son muamele sonuglarina gore
stirgiin uzunlugu 0.97 ve 2.92 cm arasinda degisim gostermis olup, en uzun siirgiinler
MS ortamindan (kontrol) elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA; ile 6n
muameleden sonra farkli oranlarda BAP ve NAA igeren ortamlarda eksplantlarin son
muamele sonuglarina gore, siirgiin uzunlugu 0.30 - 2.39 cm arasinda degisim

gostermistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Yasa ¢esidinde a. 25 mg/l BAP 6n muameleden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.09
mg/l NAA igeren ortamda siirgiin rejenerasyonu b. 25 mg/l GAs; 6n
muameleden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.09 mg/l NAA igeren ortamda siirgiin
rejenerasyonu

4.2.3 Er99 cesidine ait plumula eksplantinin mikrocogaltim

Nohut bitkisinin Er 99 ¢esidine ait embriyolar1, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GA3 ve 25 mg/l
BAP + 25 mg/l GAs igeren ortamda 2 giin 6n muamele yapildiktan sonra plumula
eksplant1 izole edilmistir. Daha sonra 6n muamele yapilmis plumula eksplantlari, 0.00,
0.50 mg/l BAP ve 0.00, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA igeren
MS besin ortamlarinda 25 giinliik kiiltiire alinmig olup, elde edilen sonuglar, varyans

analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi sonuglari gizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 Er 99 gesidinin farkli oranlarda BAP ve GAj3 ile 6n muamelesi ve elde
edilen plumula ekspantinin farkli oranlarda BAP veya NAA dozlar igeren
MS ortaminda siirgiin rejenerasyonu Ve etkisine ait varyans analizi sonuglari

Stirgiin olusturan Eksplant basina siirglin | Siirgiin uzunlugu
V. K. S.D. | cksplant orani (%) say1st (adet) (cm)
K. O. F K. O. F K. O. F

On muameleler 2 6,94 0,50 146,14 88,27** 4,67 24,12**
Son muameleler 9 12,34 0,88 10,20 6,16** 4,84 24,99**
On muameleler x 18 14,66 1,056 3,58 2,16%* 1,05 5,43%*
son muameleler
Hata 60 13,88 1,65 0,19
Genel toplam 89

**P< 0.01 diizeyinde 6nemli

56




Elde edilen varyans analizi sonuglarina gore, siirgiin olusturan eksplant orani (%)

bakimindan 6n muamele ve son muamelelerde herhangi bir farklilik ve 6n muamele x

son muamele arasinda herhangi bir etkilesim bulunmamustir.

Eksplant basina silirglin sayis1 (adet) ve siirgiin uzunlugu (cm) bakimindan o©n

muameleler ve son muameleler sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik, 6n X son

muameleler arasinda da 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 Er99 c¢esidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen plumula
eksplantinin farklt BAP + NAA dozlar iceren besin ortamlarinda siirgiin

rejenerasyonu
Ortam Siirgiin olusum yiizdesi (%) Eksplant basina siirgiin sayis1 Siirgiin uzunlugu (cm)**
(adet)**
BAP NAA | 25mg/l 25mg/l | 25 mg/l | 25mg/l 25mg/l | 25 mg/l | 25mg/I 25 25 mg/l
(mg/l) | (mg/l) | BAP GA; BAP + BAP GA; BAP + BAP mg/I BAP +
25 mg/l 25 mg/l GA; 25 mg/l
GA3 GA3 GA3
0.00 0.00 100,00 100,00 100,00 | 3.21cd 1,00c 1.20c 1.79ab 3,80a | 2.03a
0.50 0.00 100,00 100,00 100,00 | 4.99bcd | 1,00c 2.76ab 2.37a 430a | 1.23b
0.50 0.01 100,00 100,00 100,00 | 10.13a 2,36a 3.63a 1.11bcd | 1,57b | 0.91bc
0.50 0.03 100,00 100,00 100,00 | 8.03ab 1,95ab 3.03ab 1.73ab 1.43bc | 0.70bc
0.50 0.05 100,00 100,00 100,00 | 7.19abc | 1,58bc 2.67ab 1.74ab 0.98bc | 0.68bc
0.50 0.07 100,00 100,00 100,00 | 4.75bcd | 1,50bc 2.31bc 1.15bc 1.16bc | 0.58bc
0.50 0.09 100,00 100,00 100,00 | 5.09bcd | 1,44bc 2.23bc 1.27b 1.17bc | 0.81bc
0.50 0.11 100,00 91,667 100,00 | 5.53bcd | 1,36bc 2.80ab 1.45b 0.62c | 0.75bc
0.50 0.13 100,00 100,00 100,00 | 2.33d 1,33bc 2.21bc 0.47cd 0.73bc | 0.56bc
0.50 0.15 100,00 100,00 91,667 | 5.75bcd | 1,25bc 1.96bc 0.40d 0.65bc | 0.35c

** (.01 diizeyinde 6nemli

Stirgiin olusum yiizdesi

Cizelge 4.8’de goriildiigti gibi 25 mg/l BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda

BAP ve NAA igeren ortamlarda son muamele sonuglarina gore siirgiin olusum yiizdesi
% 100.00 ve 25 mg/l GAjs ile 6n muamelede ise % 91,66 - 100.00 arasinda ve 25 mg/l
BAP + 25 GA; mg/l 6n muamelesinde % 91,66 - 100.00 degismistir.

Eksplant basina siirgtin sayist
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Eksplant bagina siirglin sayis1 25 mg/l BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA iceren ortamlarda son muamele sonuclarina gére 2.33 ve 10.13 adet
arasinda degisim gostermis olup, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.01 NAA mg/I
iceren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l GA3 ile 6n muamelede 1.00 ve 2.36 adet
arasinda degisim gostermis ve en fazla siirglin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.01 NAA mg/l
iceren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 GAj3 ile 6n muamelede 1.20 ve 3.63
adet arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayist 0.5 mg/l BAP + 0.01 NAA

mg/l igeren ortamdan elde edilmistir.

Stirgtin uzunlugu

BAP-NAA iceren ortamlarda eksplantlar tiizerinde gelisen siirgiinlerde uzunluk
bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 0.40 ve 2.37 (cm) arasinda degisim
gbstermis olup, en uzun siirglinler 0.5 mg/l BAP iceren ortamdan elde edilmistir. 25
mg/l GA; ile 6n muamelede 0.62 ve 4.30 arasinda degisim gdstermis olup, en uzun
stirgiinler 0.5 mg/l BAP iceren ortamdan (kontrol) elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25
GA; mg/l 6n muamelesinde 0.35 - 2.03 (cm) arasinda degisim gostermis olup, MS

ortamindan (kontrol) elde edilmistir. (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 Er99 ¢esidinde a. 25 BAP mg/l 6n muamelesinden sonra 0.50 mg/l BAP —0.03
mg/l NAA iceren ortamda siirgiin rejenerasyonu b. 25 mg/l GA; on
muamelesinden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.03 mg/l NAA igeren ortamda
slirgilin rejenerasyonu
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4.2.4 Akgin ¢esidine ait plumula eksplantinin mikrocogaltim

Nohut bitkisinin Akgin ¢esidine ait embriyolar1, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GA3, 25 mg/I
BAP + 25 GA3 igeren ortamlarda ayri ayri 2 giin 6n muamele yapildiktan sonra plumula
eksplanti izole edilmistir. Plumula eksplanti, MS (kontrol) ile 0.50 mg/l BAP ve 0.00,
0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA (10 adet son muamele) iceren
MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. 25 giin sonra elde edilen sonuglar, varyans

analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 Akgin ¢esidinde degisik on muamele yapilmis embriyolardan elde edilen
plumula ekspantinin farkih BAP veya NAA dozlarinda siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Stirgiin Olusturan | Eksplant Bagina Siirgiin Uzunlugu
Eksplant Orani Siirgiin Sayist (cm)
V. K. S.D. | (%) (adet)
K. O. F K. O. F K. O. F

On muameleler 2 21527 | 516 | 358,15 | 108,63** | 2,44 7,36%*
Son muameleler | 9 10879 | 261 | 16515 | 501** 2,61 7,88%*
On muameleler x 18
son muameleler 7638 | 183 | 9,49 288 | 122 3,70%*
Hata 60 41,66 3,29 0,33
Genel toplam 89

**P<0.01 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucunda siirgiin olusturan eksplant orani (%) bakimindan, 6n ve son
muamelelerde herhangi bir farklilik ve 6n muamele x son muamele arasinda herhangi

bir etkilesim bulunmamustir.

Eksplant basina siirglin sayis1 (adet) bakimindan 6n muamele ve son muameleler
sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik ve 6n muamele x son muameleler arasinda 0.01

diizeyinde etkilesim bulunmustur.

Siirgiin uzunlugu (cm) bakimindan 6n muamele ve son muamele sonucunda 0.01

diizeyinde farklilk ve 6n x son muamele arasinda 0.01 diizeyinde -etkilesim
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bulunmustur. Bu etkilesimin énem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuglari ¢izelge 4.10’da verilmistir

Cizelge 4.10 Akgin gesidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen plumula
eksplantinin farkli BAP + NAA dozlar igeren besin ortamlarinda siirglin

rejenerasyonu
Ortam Siirgiin olusum yiizdesi (%) Eksplant basina siirgiin sayis1 Siirgiin uzunlugu (cm)**
(adet)**

BAP NA | 25mg/l 25mg/l | 25 mg/l 25 mg/l 25mg/l | 25 mg/l 25 25 25 mg/l
(mgll) A BAP GA3 BAP + BAP GA; BAP + mg/l mg/l BAP +
(ma/ 25 mg/l 25 mg/l BAP GA; 25 mg/l

) GA; GA; GA;

0.00 | 0.00 | 100,00 100,00 100,00 2,41d 1.0000c | 1.0000c | 1.77ab | 3,41a 1.80a
0.50 | 0.00 1,8333b | 2.4333a | 0.97b | 1,24b 1.23b

100,00 100,00 100,00 8,91abc c

0.50 | 0.01 | 100,00 100,00 100,00 8,50abc 2,66b 2.50a 0.81b | 0,53d 0.60c

0.50 | 0.03 | 100,00 100,00 91,66 7,08bcd 1,86bc 1.33bc | 0.82b | 0,73cd 0.50c

0.50 | 0.05 | 100,00 100,00 100,00 13,16a 1,16¢ 1.91abc | 0.92b | 0,40d 0.46¢

0.50 | 0.07 | 100,00 100,00 100,00 10,83ab 2,40b 1.91abc | 0.86b | 0,73cd 0.46¢

0.50 | 0.09 | 100,00 100,00 100,00 10,41ab 3,58a 2.00ab 0.83b | 1,13bc | 0.46c

0.50 | 0.11 | 100,00 100,00 100,00 5,91bcd 1,00c 2.33a 0.91b | 0,39d 0.60c

0.50 | 0.13 | 100,00 91,66 83,33 7,41abcd 1,00c 2.50a 1.37b | 0,37d 0.46¢

0.50 | 0.15 | 100,00 100,00 75,00 3,66cd 1,38c 1.16bc 3.32a | 0,38d 0.33c

**Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Tukeys testine gore 0.01 diizeyinde farklilik
bulunmustur.

Stirgiin Olusum Yiizdesi

Cizelge 4.10°da gortldigii gibi 25 mg/l BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA son muamelesi sonucunda siirgiin olusum yiizdesi % 100.00, 25 mg/I
GA; ile 6n muamelesinde % 75,00 - 100.00 arasinda ve 25 mg/l BAP + 25 GA3; mg/l 6n

muamelesinde ise % 91,66 - 100.00 arasinda degismistir.

Eksplant Basina Stirgiin Sayist

Eksplant basina siirgiin sayis1 25 mg/l BAP ile 6n muamele ve farkli oranlarda BAP +
NAA igeren ortamlarda yapilan son muamele sonuglarina gore 13,16 ve 2.41 adet
arasinda degisim gostermis olup, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.05 NAA mg/l
igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l GAz ile 6n muamelesinde 1.00 ve 3.58 adet
arasinda degisim gostermis ve en fazla siirglin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.09 NAA mg/l
igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 GAjile 6n muamelede 1.00 ve 2.50
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adet arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayist 0.5 mg/l BAP + 0.01 NAA
mg/l ve 0.5 mg/l BAP + 0.13 NAA mg/l igeren ortamdan elde edilmistir.

Stirgiin uzunlugu

BAP-NAA iceren ortamlarda eksplantlar {izerinde gelisen siirglinlerde uzunluk
bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamele sonucunda 0.81 ve 3.32 (cm) arasinda degisim
gostermis olup, en uzun siirgiinler 0.5 mg/l BAP + 0.15 NAA igeren ortamdan elde
edilmistir. 25 mg/l GA3 ile 6n muamelesinde 0.37 ve 3.41 arasinda degisim gostermis
Olup, en uzun siirgiinler MS ortamdan (kontrol) elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 GA3
mg/l 6n muamelesinde 0.33 - 1.80 (cm) arasinda degisim gostermis olup, MS

ortamindan (kontrol) elde edilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 Er99 ¢esidinde plumula eksplantindan a. 25 BAP mg/l 6n muamelesinden
sonra 0.50 mg/l BAP — 0.07 mg/l NAA igeren ortamda siirgiin rejenerasyonu
b. 25 mg/l GA3; 6n muamelesinden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.07 mg/l NAA
iceren ortamda siirgiin rejenerasyonu

4.2.5 Gokee cesidine ait embriyonik eksen eksplantimin mikrogogaltin

Nohut bitkisinin Gokge ¢esidine ait embriyolari, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GAs, 25 mg/I
BAP + 25 mg/l GAjs igeren ortamda ayri ayr1 2 giin 6n muamele yapildiktan sonra
embriyonik eksen eksplant1 izole edilmistir. Embriyonik eksen eksplanti, 0.00, 0.50
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mg/l BAP + 0.00, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA igeren MS
besin ortamlarinda kiiltiire alinmis olup, 25 giin sonra elde edilen sonuglar varyans

analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11 Gokge ¢esidinde degisik 6n muamele yapilmis embriyolardan elde edilen
embriyonik eksen eksplantinin farkli BAP veya NAA dozlarinda siirgiin
rejenerasyonu etkisine ait varyans analizi

Stirgiin Olugturan Eksplant Basina Stirgiin Uzunlugu
Eksplant Orani Siirgiin Sayisi (cm)
V. K S.D. | %) (adet)
K. O. F K. O. F K. O. F
On muameleler | 2 416,94 2,03 18,54 10,65** 0,38 1,99
Son muameleler | 9 313,24 1,53 3,39 1,95 423 | 21,73**
On muameleler
X son 18 222,50 1,08 2,37 1,36 161 0,82
muameleler
Hata 60 204,44 1,73 0,19
Genel toplam 89

**P< (.01 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucunda siirgiin olusturan eksplant orani (%) bakimindan 6n ve son
muamelelerde herhangi bir farklilik ve 6n muamele x son muamele arasinda herhangi

bir etkilesim bulunmamustir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) bakimindan 6n muamelede istatistiki olarak 0.01
diizeyinde farklilik bulunmustur. Son muamele sonucunda herhangi bir farklilik ve 6n

muamele x son muameleler arasinda herhangi bir etkilesim bulunmamustir.

Siirglin uzunlugu (cm) bakimindan 6n muamele sonucunda herhangi bir farklilik
bulunmamis iken son muamele sonucunda istatistiki olarak 0.01 diizeyinde farklilik
bulunmustur. Ayrica 6n X son muameleler arasinda istatistiki olarak etkilesim
bulunmamaistir. Bu farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuglari ¢izelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12 Gokee ¢esidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen embriyonik

eksen eksplantinin, farkli BAP ve NAA dozlarim

ortamlarinda siirgilin rejenerasyonu

iceren besin

Ortam Siirgiin olusturan eksplant oran1 (%)
BAP NAA (mg/l) | 26mg/l BAP 25 mg/l GA3 25 mg/l BAP +
(mg/l) 25 mg/l GA;
0.00 0.00 100,00 83,33 91,66
0.50 0.00 100,00 100,00 100,00
0.50 0.01 90,00 100,00 75,00
0.50 0.03 100,00 100,00 91,66
0.50 0.05 91,66 83,33 75,00
0.50 0.07 100,00 75,00 100,00
0.50 0.09 91,66 75,00 100,00
0.50 0.11 91,667 75,00 75,00
0.50 0.13 91,66 91,66 91,66
0.50 0.15 83,33 83,33 91,66
Eksplant basina siirgiin sayisi**

25mg/l bap 25 mg/l GA; 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA;
3,45a 2,59b 1,88b
Ortam Stirglin uzunlugu (cm)**
BAP (mg/l) NAA (mg/l)
0.00 0.00 2.84a

0.50 0.00 1,10b

0.50 0.01 0.79b

0.50 0.03 0.78b

0.50 0.05 0.88b

0.50 0.07 091b

0.50 0.09 0.74b

0.50 0.11 0.55b

0.50 0.13 0.57b

0.50 0.15 0.49b

** Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore 0.01 diizeyinde farkliligi

Siirgiin olusum yiizdesi

Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi 25 mg/l BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda

BAP ve NAA igeren ortamlarda siirgiin olusum yiizdesi % 83.33 - 100.00 araliginda, 25
mg/l GAs ile 6n muamelesinde % 75,00 - 100.00 araliginda ve 25 mg/l BAP + 25 GA;

mg/l 6n muamelesinde ise % 75.00 - 100.00 araliginda degismistir.
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Eksplant basina stirgiin sayisi

Eksplant basina siirgiin sayisi (adet) sadece 6n muameleler arasinda 0.01 diizeyinde
onemli bulunmus olup, 1.88 -3.45 adet arasinda degisim gdstermis ve en fazla siirgiin

sayist 25 mg/l BAP 6n muamelesi sonucunda elde edilmistir.

Stirgiin uzunlugu

Siirglin uzunlugu ise sadece son muamele sonucunda 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmus
olup, 2.84 ve 0.49 arasinda degisim gostermistir. En uzun siirgiinler, MS ortamindan
(kontrol) elde edilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 Gokge ¢esidinde embriyonik eksen eksplantindan a. 25 BAP mg/l 6n
muamelesinden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.07 mg/l NAA igeren ortamda
slirglin rejenerasyonu b. 25 mg/l GA3 6n muamelesinden sonra 0.50 mg/I
BAP — 0.07 mg/l NAA igeren ortamda siirgiin rejenerasyonu

4.2.7 Yasa cesidine ait embriyonik eksen eksplantinin mikrocogaltimi

Nohut bitkisinin Yasa gesidine ait embriyolari, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GAs, 25 mg/I
BAP + 25 mg/l GA; igeren ortamlarda ayri ayr1 2 giin 6n muamele yapildiktan sonra
embriyonik eksen eksplanti izole edilmistir. Embriyonik eksen eksplanti, 0.00, 0.50
mg/l BAP ve 0.00, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA igeren MS
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besin ortamlarinda kiiltiire alinmis olup, 25 giin sonra elde edilen sonuglar varyans

analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13 Yasa ¢esidinde degisik 6n muamele yapilmis embriyolardan elde edilen
embriyonik eksen ekspantinin farkli BAP veya NAA dozlarinda siirgiin
rejenerasyonu etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V. K. S. D. | Eksplant Orani (%) | Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)
K. O. F K. O. F K. O. F

On muameleler 117361 | 1536 | 563,48 | 284,90** | 12,30 | 58,65**
Son muameleler 9 185,95 243 12,58 6,36%* 091 | 4,38*
On muameleler X 18

son muameleler 185,95 2,43 8,63 4,36%* 0,30 1,46*
Hata 60 76,38 1,97 0,21

Genel toplam 89

**P< 0.01 diizeyinde dnemli

Varyans analizi sonucunda, siirgiin olusturan eksplant orani (%) bakimindan 6n ve son

muamelelerinde herhangi bir farklilik ve 6n muamele x son muamele arasinda herhangi

bir etkilesim bulunmamustir.

Eksplant basina siirglin sayist (adet) bakimindan 6n muamele ve son muameleler

sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik ve 6n muamele x son muamele arasinda 0.01

diizeyinde etkilesim bulunmustur.

Siirgiin uzunlugu (cm) bakimindan 6n muamele ve son muameleler sonucunda 0.01

diizeyinde farklilik ve 6n muamele x son muamele arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim

bulunmustur. Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuglari ¢izelge 4.14°de verilmistir.
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Cizelge 4.14 Farkli 6n muamelelerde BAP ve NAA dozlarini igeren besin ortamlarinin
Yasa ¢esidinin embriyonik eksen eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna

etkisi
Ortam Siirgiin olusum yiizdesi (%) | Eksplant basina siirgiin sayis1 | Siirgiin uzunlugu (cm)*
(adet)**
BA | NA | 25MG/ | 25G/ | 25 mg/l | 25 mg/l 25mg/l | 25 mg/l | 25 mg/l | 25 mg/l | 25 mg/l
P A L bap GA3 BAP + | BAP GA; BAP + | BAP GA; BAP +
(mg/ | (mg 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l
)] 1)) GA; GA; GA;

0.00 | 0.00 | 100,00 | 100,00 | 91,66 4.33d 1.50b 1,75d 1.44a 3.41a 1,32a

0.50 | 0.00 | 100,00 | 100,00 | 91,66 5.63cd 1.56b 2,33c 0.98c 2.24abc | 1,11ab

0.50 | 0.01 | 90,00 100,00 | 100,00 | 11.00b 2.13ab | 2,91a 1.24b 2.52abc | 1,03ab

0.50 | 0.03 | 100,00 | 100,00 | 75,00 15.20a 1.91ab | 2,41bc | 1.24b 1.83bc | 0,59bc

0.50 | 0.05 | 91,66 100,00 | 58,33 8.50bc 2.00ab | 1,25e 1.26b 2.13bc | 0,62bc

0.50 | 0.07 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 9.91bc 2.50a 2,25¢ 1.03c 2.35ab | 0,75bc

0.50 | 0.09 | 91,66 100,00 | 83,33 9.06bc 2.66a 1,25e 1.17bc | 1.69bc | 0,79abc

0.50 | 0.11 | 91,66 100,00 | 100,00 | 12.06ab | 2.50a 2,66b 1.28b 1.88bc | 0,87abc

0.50 | 0.13 | 91,66 100,00 | 91,66 10.16b 2.08ab | 2,33c 1.27b 1.63bc | 0,60bc

0.50 | 0.15 | 83,33 100,00 | 100,00 | 9.83bc 1.91ab | 1,35e 1.04c 0.97c 0,46¢

**0.01 diizeyinde 6nemli, ** 0.01 diizeyinde 6nemli

Stirgiin olusum yiizdesi

Cizelge 4.14’de goriildiigi gibi 25 mg/l BAP ile 6n muamelesinden sonra farkli
oranlarda BAP + NAA son muamelesi sonucunda siirgiin olusum yiizdesi % 83.33 -
100.00 arasinda, 25 mg/l GA3 ile 6n muamelesinde % 100.00 ve 25 mg/l BAP + 25 mg/l
GA; 6n muamelesinde ise % 58.33 - 100.00 arasinda degismistir.

Eksplant basina siirgiin sayisi

Eksplant bagina siirgiin sayist 25 mg/l BAP ile 6n muamelesinden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA igeren ortamlarda son muamele sonuglarina gore 15,20 ve 4.33 adet
arasinda degisim gostermis olup, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.03 NAA mg/l
igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l GAs ile 6n muamelesinde 1.50 ve 2.66 adet
arasinda degisim gostermis ve en fazla siirglin sayisi, 0.5 mg/l BAP + 0.09 NAA mg/l
igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 GAj ile 6n muamelesinde 1.25 ve
2.91 adet arasinda degisim gostermis ve en fazla siirglin sayist, 0.5 mg/l BAP + 0.01
mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP + 0.13 NAA mg/l i¢eren ortamdan elde edilmistir.
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Stirgiin uzunlugu

BAP-NAA igeren ortamlarda eksplantlar tiizerinde gelisen siirglinlerin uzunluk
bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 0.98-1.44 (cm), 25 mg/l GAs ile 6n
muamelesinde 0.97-3.41 araliginda ve 25 mg/l BAP + 25 GA3; mg/l 6n muamelesinde
ise 0.46 - 1.32 (cm) araliginda degisim gostermistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Yasa cesidinde embriyonik eksen eksplantindan a. 25 BAP mg/l 6n
muamelesinden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.05 mg/l NAA igeren ortamda
siirgiin rejenerasyonu b. 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA3 6n muamelesinden
sonra 0.50 mg/l BAP — 0.05 mg/l NAA igeren ortamda siirgiin
rejenerasyonu

4.2.8 Er99 cesidine ait embriyonik eksen eksplantinin mikrogogaltimi

Nohut bitkisinin Er99 cesidine ait embriyolari, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GAs, 25 mg/l
BAP + 25 mg/l GAs igeren ortamlarda ayr1 ayr1 2 giin 6n muamele yapildiktan sonra
embriyonik eksen eksplanti izole edilmistir. Embriyonik eksen eksplanti, 0.00, 0.50
mg/l BAP ve 0.00, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA igeren MS
besin ortamlarinda kiiltire alinmig olup, 25 giin sonra elde edilen sonuglar varyans

analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi sonuglari gizelge 4.15’de verilmistir.
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Cizelge 4.15 Er99 gesidinde degisik on muamele yapilan embriyolardan elde edilen
embriyonik eksen eksplantinin farkli BAP veya NAA dozlarinda siirgiin
rejenerasyonu etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Basina Siirglin Uzunlugu
V. K. S. D. | Eksplant Oran1 (%) | Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)
K. O. F K. O. F K.O. F
On muameleler | 2 43750 | 3,15% | 319,13 | 18341** | 5817 | 28,79%*
Son muameleler | 9 58,64 42 10,67 6,13** 2,088 | 10,33**
On muameleler x 18
* % *k
son muameleler 167,43 | 1,20 10,25 5,89 1,24 6,15
Hata 60 138,88 1,74 0,20
Genel toplam 89

** .01 diizeyinde 6nemli

Elde edilen varyans analizi sonuglarina gore, siirgiin olusturan eksplant orani (%)
bakimindan 6n muameleler sonucunda 0.05 diizeyinde farklilik izlenmis, ayrica son
muameleler arasinda herhangi bir farklilik ve 6n ve son muameleler arasinda herhangi

bir etkilesim bulunmamustir.

Eksplant basina siirgiin sayisi (adet) bakimindan hem 6n muameleler ve son muameleler
sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik hem de on x son muameleler arasinda 0.01

diizeyinde etkilesim bulunmustur.

Siirglin uzunlugu (cm) bakimindan hem ©6n muameleler hem de son muameleler
sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur. Ayrica 6n x son muameleler arasinda
0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek

amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.16°da verilmistir.
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Cizelge 4.16 Er99 ¢esidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen embriyo eksen
eksplantinin farklt BAP + NAA dozlari iceren besin ortamlarinda siirgiin
rejenerasyonu

Ortam Siirgiin olusum yiizdesi (%) Eksplant basina siirgiin Siirgilin uzunlugu (cm)**
sayist (adet)**

BAP NAA 25mg/I 25mg/l | 25mg/l | 25mg/ 25 25 mg/l 25mg/l 25 mg/l 25 mg/l

(mg/l) | (mg/) BAP GA; BAP+ | IBAP | mg/l | BAP+ BAP GA; BAP + 25
25 mg/l GA; 25 mg/l mg/l GAz
GA; GA;

0.00 0.00 100,00 91,66 91,66 | 4.50bc | 0,91b | 2,00abc | 1.15abc | 2,33abc 1,31a

0.50 0.00 100,00 91,66 83,33 8.22ab | ,91b 2,51ab 1.53a 3,75a 1,16abc

0.50 0.01 91,66 100,00 100,00 | 8.14ab | 2,66a 2,66a 1.36ab 2,73ab 1,20ab

0.50 0.03 100,00 100,00 75,00 11.17a | 2,11ab | 2,21labc 1.64a 1,49bc 0,52d

0.50 0.05 100,00 100,00 91,66 11.70a | 2,50ab 1,26¢ 1.77a 1,50bc 0,66¢d

0.50 0.07 100,00 83,33 100,00 | 4.58bc | 2,66a | 2,33abc 1.84a 1,23bc 0,85abcd

0.50 0.09 100,00 91,66 91,66 11.20a | 2,37ab | 0,53bc 1.76a 1,22bc 0,82abcd

0.50 0.11 100,00 83,333 100,00 | 8.4la | 1,50ab | 1,66abc | 1.21ab 0,69¢c 0,89abcd

0.50 0.13 100,00 100,00 100,00 | 4.58bc | 2,50ab | 2,18abc | 0.69bc 0,91c 0,93abcd

0.50 0.15 100,00 100,00 83,33 3.73c | 1,78ab 1,33c 0.53c 0,85c 0,73bcd

** (.01 diizeyinde 6nemli

Stirgiin olusum yiizdesi

Cizelge 4.16’da goriildiigii gibi 25 mg/l BAP ile 6n muamelesinden sonra farkli
oranlarda BAP ve NAA iceren ortamlarda son muamele sonuglarina gore, slirgiin
olusum yiizdesi % 91.66 - 100.00, 25 mg/l GA3 ile 6n muamelesinde % 83.33 - 100.00
ve 25 mg/l BAP + 25 GA; mg/l 6n muamelesinde ise % 75.00 - 100.00 araliginda
degismistir.

Eksplant basina siirgtin sayist

Eksplant basina siirgiin sayisi 25 mg/l BAP ile 6n muamelesinden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA igeren ortamlarda son muamele sonuglarma gore, 3.73 ve 11.70 adet
arasinda degisim gostermis olup, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.05 NAA mg/l
igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l GA3 ile 6n muamelesinde 0.91 ve 2.66 adet
arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayist 0.5 mg/l BAP + 0.01 NAA mg/l
iceren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 mg/l GAj ile 6n muamelesinde 0.53
ve 2.66 adet arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.01
NAA mg/l igeren ortamdan elde edilmistir.
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Stirgiin uzunlugu

BAP-NAA iceren ortamlarda eksplantlar iizerinde gelisen siirgiinlerde uzunluk
bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde siirgiin uzunlugu (cm) 0.53 ve 1.84 (cm)
arasinda degismis olup, en uzun stirgiinler 0.5 mg/l BAP + 0.07 mg/l NAA igeren MS
ortamindan elde edilmistir. 25 mg/l GA;3; ile 6n muamelesinde siirgiin uzunlugu
bakimindan 0.69 - 3.75 adet arasinda degismis olup, en uzun siirglinler 0.5 mg/l BAP
iceren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 GA3z mg/l 6n muamelesinde 0.52 -
1.31 (cm) arasinda degisim géstermis olup, en uzun siirgiinler MS ortamindan (kontrol)
elde edilmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Er99 cesidinde embriyonik eksen eksplantindan 25 mg/l BAP 6n muamelesi
sonucunda elde edilen siirgiin rejenerasyonu

4.2.9 AKkcin cesidine ait embriyonik eksen eksplantinin mikroc¢ogaltimi

Nohut bitkisinin Er99 ¢esidine ait embriyolari, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GA3, 25 mg/I
BAP + 25 mg/l GA; igeren ortamlarda ayri ayri 2 giin 6n muamele yapildiktan sonra
embriyonik eksen eksplanti izole edilmistir. Embriyonik eksen eksplanti, 0.00, 0.50
mg/l BAP ve 0.00, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA igeren MS
besin ortamlarinda kiiltiire alinmis olup, 25 giin sonra elde edilen sonuglar varyans

analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4.17 Akgin gesidinde degisik 6n muamele yapilan embriyolardan elde edilen
embriyonik eksen ekspantinin farkli BAP veya NAA dozlarinda siirgiin
rejenerasyonu etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Bagima Siirglin | Siirgiin Uzunlugu
V. K. S. D. | Eksplant Orani (%) | Sayist (adet) (cm)
K. O. F K. O. F K. O. F

On muameleler 1020,83 13,36 417,45 55,24** 2,67 | 15,78**
Son muameleler | 9 219,13 2,86 23,24 3,07** 1,96 | 11,58**
On muameleler x 18

son muameleler 202,93 2,65 17,74 2,34** 0,55 3,27**
Hata 60 76,38 7,55 0,16

Genel toplam 89

** (.01 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucunda siirgiin olusturan eksplant orani (%) bakimindan 6n ve son
muamelelerde herhangi bir farklilik ayrica 6n muamele x son muamele arasinda
herhangi bir etkilesim bulunmamistir. Eksplant basina siirgiin sayisi (adet) bakimindan
6n muamele ve son muameleler sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik ve 6n muamele x
son muamele arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Siirglin uzunlugu (cm)
bakimindan 6n muamele ve son muamele sonucunda 0.01 diizeyinde farklilik ve 6n
muamele x son muamele arasinda 0.01 etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimin 6nem
diizeyini Dbelirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari Cizelge 4.18°de

verilmistir.

Cizelge 4.18 Akgin ¢esidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen embriyonik
cksen eksplantinin farklt BAP + NAA dozlari igeren besin ortamlarinda
slirgilin rejenerasyonu

Ortam Siirgiin olusum yiizdesi (%) Eksplant basina siirgiin sayis1 Siirgiin uzunlugu (cm)**
(adet)**
BAP | NAA | 25mg/l | 25 25 mg/l | 25mg/I 25 25 mg/l | 25mg/l 25 25 mg/l
(mg/l | (mg/l | BAP mg/I BAP + BAP mg/l BAP + BAP mg/l BAP +
) ) GA; 25 mg/l GA; 25 mg/l GA; 25 mg/l
GA; GA; GA;

0.00 | 0.00 | 100,00 | 91,66 91,66 2,50c 1,16b | 1,83b 2,37ab 2,32a | 2,25a
0.50 | 0.00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 8,50abc 2,33ab | 1,83b 1,41c 1,71b | 1,15b
0.50 | 0.01 | 100,00 | 100,00 | 75,00 9,00abc 3,16a | 1,75b 1,25¢ 1,69b | 0,74b
0.50 | 0.03 | 100,00 | 100,00 | 91,66 10,91abc 3,25a | 2,00ab 1,04c 1,49b | 0,53b
0.50 | 0.05 | 100,00 | 100,00 | 75,00 14,27ab 3,16a | 1,33c 1,20c 1,44b | 0,66b
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Cizelge 4.18 Akgin gesidinde farkli 6n muameleler sonucunda elde edilen embriyonik
cksen eksplantinin farklt BAP + NAA dozlari igeren besin ortamlarinda
stirgilin rejenerasyonu (Devami).

0.50 | 0.07 | 100,00 | 91,66 | 100,00 16,00a 2,50ab 1,75b 1,01c 0,51c | 1,00b
0.50 | 0.09 | 100,00 | 91,66 | 100,00 7,61abc 2,58ab 2,25a 1,06¢ 0,78c | 0,43b

0.50 | 0.11 | 100,00 | 75,00 | 75,00 2,91c 2,08ab 1,50c 1,57bc 0,48c | 0,56b
0.50 | 0.13 | 100,00 | 75,00 | 91,66 7,50abc 1,44b 2,00ab 1,10c 0,51c | 0,60b
050 | 0.5 | 100,00 | 83,33 | 91,66 6,08bc 1,65ab 2,08ab 2,51a 0,58c | 0,64b

** (.01 diizeyinde 6nemli

Stirgiin olusum yiizdesi

Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi 25 mg/l BAP ile 6n muamelesinden sonra farkli
oranlarda BAP ve NAA iceren ortamlarda son muamele sonuglarina gore, siirgiin
olusum yiizdesi % 100.00, 25 mg/l GA; ile 6n muamelesinde % 75.00 - 100.00 ve 25
mg/l BAP + 25 GA3; mg/l 6n muamelesinde ise % 75.00 - 100.00 araliginda degismistir.

Eksplant basina siirgiin sayist

Eksplant basina siirgiin sayis1 25 mg/l BAP ile 6n muamelesinden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA igeren ortamlarda son muamele sonuglarina gére 2.50 ve 10.91 adet
arasinda degisim gostermis olup, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BAP + 0.03 NAA mg/l
igeren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l GA3 ile 6n muamelesinde 1.16 ve 3.25 adet
arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayist 0.5 mg/l BAP + 0.03 NAA mg/I
iceren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 GAj3 ile 6n muamelesinde 1.33 ve
2.25 adet arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayist 0.5 mg/l BAP + 0.09
NAA mg/l igeren ortamdan elde edilmistir.

Stirgiin uzunlugu

BAP-NAA igeren ortamlarda eksplantlar {izerinde gelisen siirgiinlerde uzunluk
bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde siirgiin uzunlugu bakimindan 2.51 ve 1.04
adet arasinda degisim gostermis olup, en uzun siirglinler 0.5 mg/l BAP + 0.15 NAA

mg/l iceren ortamdan elde edilmistir. 25 mg/l GA3 ile 6n muamelesinde 2.32 ve 0.48
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(cm) arasinda degisim gostermis ve en fazla siirgiin sayis1 1Xx MS ortamimndan elde
edilmistir. 25 mg/l BAP + 25 GAj ile 6n muamelesinde 0.43 ve 2.25 (cm) arasinda
degisim gostermis ve en uzun siirglinler MS ortamindan (kontrol) elde edilmistir (Sekil

4.11).

(b)

Sekil 4.11 Akg¢in ¢esidinde embriyonik eksen eksplantindan a. 25 BAP mg/l 6n
muamelesinden sonra 0.50 mg/l BAP — 0.05 mg/l NAA igeren ortamda
slirglin rejenerasyonu b. 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA3; 6n muamelesinden
sonra 0.50 mg/l BAP — 0.05 mg/l NAA igeren ortamda siirgiin
rejenerasyonu

4.2.10 Gokce, Yasa, Er99 ve Akcin cesitlerine ait radikula eksplantinin
mikrocogaltim

Gokge, Yasa, Er99 ve Akgin gesitlerine ait embriyolari, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GA3, 25
mg/l BAP + 25 mg/l GA; iceren ortamlarda ayri ayri1 2 giin 6n muamele yapildiktan
sonra radikula eksplanti izole edilmistir. Radikula eksplanti, 0.00, 0.50 mg/l BAP ve
0.00, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11, 0.13 ve 0.15 mg/l NAA iceren MS besin
ortamlarinda kdiltire alinmistir. Fakat 25 mg/l BAP 06n muamelesi yapilmig
eksplantlarda 12-15 kat uzama (Sekil 4.12), 25 mg/l GAz 6n muamelesi yapilmis
eksplantlarda 8-10 kat uzama ile sisme ve 25 mg/l BAP + 25 mg/l GA3; 6n muamelesi
yapilmis eksplantlarda 1 -2 kat uzama goriiliirken higbir eksplantta siirgiin olusumu

gozlenmemistir.
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L.

Sekil 4.12 Gokee ¢esidinde 25 mg/l BAP 6n muamelesi sonucunda radikula
eksplantinda elde edilen siirgiin rejenerasyonu

4.3 Gokee, Yasa, Akcin ve Er99 Cesitlerinde Elde Edilen Siirgiinlerin Kok
Rejenerasyonu

Siirgiin rejenerasyonu ¢alismalarinin sonucunda, 25 mg/l BAP, 25 mg/l GA3 ve 25 mg/l
BAP + 25 mg/l GA; elde edilen siirgiinlerin kiyaslama neticesinde 25 mg/l BAP, 25
mg/l GA; 6n muamelesinde daha hizli siirgiin gelisimi izlenmistir. Bundan dolayi
calismanin devaminda ve kok rejenerasyonunda 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA; 6n
muamelesi sonucunda izole edilen plumula ve embriyonik eksen eksplantlarmnin siirgiin

rejenerasyonu ortamindan elde edilen siirgilinler ile devam edilmistir.

fIk denemede Gokge, Yasa, Er99 ve Akcin cesitlerinin plumula ve embriyonik eksen
eksplantlarindan elde edilen siirgiinler, koklendirilmeleri igin farkli oranlarda (0.00,
0.10, 0.30, 0.50, 0.70, 1,00 mg/l) NAA iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Siirgiinlerdeki fenolik bilesikleri 6nlemek amaciyla rejenerasyon ortamlarina aktif
komir ilave edilmistir. Sekiz hafta sonra herhangi bir kok rejenerasyonu elde
edilmemistir. Nitekim eksplantlarin, yiiksek oranda fenolik bilesiklerin salgilanmasi

sonucunda once karardigi daha sonra da 61digii gézlenmistir.
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Ikinci denemede elde edilen siirgiinler, 6 mg/l GAsz ve (0.1, 0.3, 0.5 mg/l) IBA iceren
MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Dort hafta sonra her 2 6n muamele sonucunda elde
edilen siirgiinlerde kok rejenerasyonu goriilmiistiir. Sonuglar degerlendirilip, elde edilen

verilerin varyans analizleri asagidaki gibi her ¢eside ait ayr1 ayr1 verilmistir.

4.3.1 Gokege cesidinde plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Yukarida belirtildigi gibi Gokge ¢esidinin embriyolarindan oncelikle 2 giinliik 25 mg/I
BAP ve 25 mg/l GA3 6n muamelesi sonucunda izole edilen plumula eksplantinin, farkli
oranlarda BAP ve NAA iceren MS ortamlarinda elde edilen siirgiinlerinin
koklendirilmesi amaciyla 6 mg/l GA; + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkh
kombinasyonda) iceren MS ortamlarinda kiiltire alinmigtir. Sekiz hafta sonra elde

edilen verilerin varyans analizi sonuglar ¢izelge 4.19°da verilmistir.

Cizelge 4.19 Gokee gesidinde plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin 6 mg/I
GAg;ile farkli oranlarda IBA dozlarinda kok rejenerasyonu etkisine ait
varyans analizi sonuglari

Vk Sd kok olugum orani (%) Stirgiin bagina kok Kok uzunlugu
sayisi (adet) (cm)
KO F KO F KO F
On muameleler 1 66,66 0,05 2,07 0,95 61,60 4,.37*
Kklendirme 3 3802,77 | 2,85 5,86 2,68 76,32 | 541%
ortamlari
On muameleler 3
x Koklendirme 1163,88 0,87 0,72 0,33 18,90 1,34
ortamlari
Hata 16 1332,29 2,18 14,09
Genel toplam 23

*0.05 diizeyinde 6nemli, ** 0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.19°da goriildigi gibi kok olusum orani (%) ve siirgiin basina kok sayisi (adet)
bakimindan 6n muameleler ve koklendirme ortamlarinda herhangi bir farklilik
goriilmemistir. Ayrica, n muameleler ve koklendirme ortamlar1 arasinda herhangi bir

etkilesim de bulunmamustir.
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Kok uzunlugu bakimindan 6n muameleler ve kdklendirme ortamlarinda sirasiyla 0.05
ve 0.01 diizeyinde onemli farklilik izlenmistir. Ancak her ikKisi arasinda herhangi bir
etkilesim izlenmemistir. Bu farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.20, 4.21 ve 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.20 Gokge cesidinin plumula eksplantindan 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n
muamelesinden elde edilen siirgiinlerin farkli oranlarda GA3 ve IBA igeren
besin ortamlarinda kok rejenerasyon sonuglari

) ) K&k olusum orant (%) Siirgiin basina kok sayisi (adet)
Koklendirme 25mg/I BAPon | 25mg/lGAson | 25mgIBAPon | 25mg/l GA;on
ortamlari . . . .
muamelesinden muamelesinden muamelesinden muamelesinden
GA BA elde edilen elde edilen elde edilen elde edilen
: stirglinlerin kok stirgtinlerin kok stirglinlerin kok stirgtinlerin kok
(mg/l) | (mg/l) ; : : :
rejenerasyonu rejenerasyonu rejenerasyonu rejenerasyonu
6 00 33,33 58,33 0,66 2,16
6 0.1 100,00 100,00 3,06 3,82
6 0.3 100,00 58,33 2,66 2,66
6 0.5 50,00 53,33 1,40 1,50

Cizelge 4.20°de goriildiigii gibi 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3; 6n muamele ve farkli
BAP - NAA oranlarindan elde edilen siirgiinlerin 6 mg/l GAz + farkli oranlarda IBA
iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi sonucunda, kok olusum orani (%) LSD
testine gore istatistiki olarak 6nemsiz olmasina ragmen 25 mg/l BAP 6n muamelesinde

33.33 - 100.00 ve 25 mg/l GA3 6n muamelesinde 53.33 - 100.00 araliginda degismistir.

Benzer sekilde, siirgiin basina kok sayisi (adet) bakimindan istatistiki olarak dnemsiz
oldugu halde BAP 6n muamelesinde 0,66 ve 3,06 adet ve GA3 6n muamelesinde ise 1.5

ve 3.82 arasinda sayisal bir farklilik izlenmistir.
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Cizelge 4.21 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muamelesi sonucunda elde edilen Gokge
¢esidinin plumula eksplantindan gelisen siirgiinlerin 6 mg/l GAgs ile farkli
oranlarda IBA iceren MS ortaminda kok uzunluguna 6n muamelelerin

etkileri
On muameleler Kok uzunlugu (cm) *
25 mg/l BAP 6n muamelesi 3,88
25 mg/l GA; 6n muamelesi 7,09

*Ayni siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda t testine gore 0.05 diizeyinde farklilig:
onemlidir.

Ancak 25 mg/l BAP 6n muamelesinde elde edilen koklerin uzunluk ortalamasi 3.88
(cm) ve 25 mg/l GA3 6n muamelesinden elde edilen koklerin uzunluk ortalamasi 7.09

(cm) olarak izlenmistir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.22 Gokge ¢esidinde 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muamelesi sonucunda
elde edilen plumula eksplantindan gelisen siirgiinlerin farkli oranlarda GA3
ve IBA igeren besin ortamlarinda olugan kdklerin uzunluguna etkileri

Koklendirme ortamlari Kok uzunlugu (cm)**
GA; (mg/l) IBA (mg/l)
6 00 4,78b
6 0.1 10,67a
6 0.3 3,83b
6 0.5 2,65b

** Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore 0.01, diizeyinde
farkliligt dnemlidir.

Ayrica koklendirme ortamlar1 kiyaslandiginda kok uzunlugu 2.65 ve 10.67 (cm)
arasinda degisim gostermis (Cizelge 4.21) olup, en uzun kokler 6 mg/l GAz + 0.1 mg/I
IBA igeren MS koklendirme ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Gokce cesidinde 25 mg/l BAP 6n muamelesi ve farkli BAP-NAA
oranlarinda elde edilen siirgiinlerin kok rejenerasyonu

432 Yasa cesidinde plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Yasa ¢esidinde daha once 2 giinlik 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3z 6n muamele
sonucunda elde edilen plumula eksplantinin daha sonra farkli oranlarda BAP ve NAA
iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmasi ile elde edilen siirgiinler, koklendirilmeleri
amaciyla 6 mg/l GA3 + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkli kombinasyon) igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerin varyans analizi

sonuglari ¢izelge 4.23’de verilmistir.
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Cizelge 4.23 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muamelesi sonucunda elde edilen Yasa
¢esidinin plumula eksplantindan gelisen siirgiinler ve daha sonra 6 mg/l
GAs ile 6n muamele yapip, farkli oranda IBA igeren MS ortaminda kok
olusumu ile ilgili sonuglar

Vk SD Kok Olusum Orani Siirgiin Bagina Kok | Kok Uzunlugu
(%) Sayisi (adet) (cm)
KO F KO F KO F

On muameleler 1 234,37 1,28 0,02 0,13** 53,07 2,47

Koklendirme ortamlar: 3 1484,37 8,14** 3,61 17,89** 22,19 1,03
On muameleler 3

« Kéklendirme ortamlart 998,26 5,47%* 7,22 35,78** 70,88 | 3,31*

Hata 16 182,29 0,20 21,41

Genel toplam 23

**0.01 diizeyinde 6nemli, * 0.05 diizeyinde dnemli

Cizelge 4.23°de goriildiigii gibi kok olusum orani bakimindan (%) 6n muameleler
sonucunda herhangi bir farklilik bulunmazken, koklendirme ortamlar1 arasinda 0.01
diizeyinde farklilik goriilmiistiir. Benzer sekilde 6n muameleler ve koklendirme

ortamlari arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur.

Siirgiin bagina kok sayis1 bakimindan 6n muameleler ve koklendirme ortamlarinda 0.01
diizeyinde farklilik goriilmiistiir. Benzer sekilde 6n muameleler x koklendirme ortamlari

arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur.

Kok uzunlugu bakimindan 6n muamelelerin ve koklendirme ortamlarmin etkileri
bulunmazken, 6n muameleler ve koklendirme ortamlari arasinda 0.05 diizeyinde
etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimlerin énem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.24 Yasa ¢esidinin plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin farkl
oranlarda GAs ve IBA igeren besin ortamlarinda kok rejenerasyonu

Kél;ﬁ;l;lr:fme Kok olusum orani (%)** | Siirglinbaginakoksayisi(adet)** Siirgiin uzunlugu*
GA; IBA 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/1 Bap 25 mg/l GA; 25 mg/l 25 mg/l
(mg/l) | (mall) Bap 6n GA; 6n 6n muamele 6n muamele Bap 6n GA; 6n
muamele muamele muamele | muamele
6 00 50,00b 58,33c 1,25 1,483 6,61 7,10
6 0.1 91,66a 75,00b 3,93 1,553 8,85 7,60
6 0.3 58,33b 100,00a 1,08 4,00 2,27 15,50
6 0.5 58,33b 50,00c 1,50 1,00 4,81 4,25

** Ayni siitunda kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde onemlidir.
* Aymi siitunda kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge4.24’de goriildigi gibi 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA; 6n muamelesi ve farkl
BAP - NAA oranlarindan elde edilen siirgiinlerin farkli oranlarda GA3-IBA igeren besin
ortamlarinda kiiltiire alinmas1 sonucunda, kdk olusum orani1 bakimindan 25 mg/l BAP
6n muamelesinde % 50.00 - 91.66 arasinda ve 25 mg/l GA; 6n muamelesi sonucunda
ise % 50.00 - 100.00 arasinda gozlenmis ve sirasi ile en fazla kok olusumu oran1 6 mg/I
GA;z; + 0.1 mg/l IBA ve 6 mg/l GA; + 0.3 mg/l IBA iceren MS ortamindan elde

edilmistir.

Siirgilin basina kok sayis1 bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 1.08 ile 3.09 adet
arasinda ve 25 mg/l GA3; 6n muamelesinde 1.00 ve 4.00 arasinda degismis ve en fazla
kok sayist sirasi ile 6 mg/l GAz + 0.1 mg/l IBA ve 6 mg/l GA; + 0.3 mg/l IBA igeren

MS ortaminda gortilmiistiir.

6 mg/l GA; + farkli oranlarda IBA igeren MS ortamlarinda siirgiinler tizerinde gelisen
kok uzunluklar1 bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 2,27 ve 8.85 c¢cm arasinda
ve 25 mg/l GA3 6n muamelesinde 4.25 ile 15.50 cm arasinda degismis olup, en uzun
kokler sirasi ile 6 mg/l GAz+ 0.1 mg/l IBA ve 6 mg/l GAz;+ 0.3 mg/l IBA igeren MS

ortamlarinda goriilmistiir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14 Yasa cesidinde 25 mg/l BAP 6n muamelesi sonucunda elde edilen kok
rejenerasyonu
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433 Er99 c¢esidinde plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Er 99 ¢esidinde daha 6nce 2 giinliik 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA; 6n muamele ve daha
sonra elde edilen plumula eksplanti farkli oranlarda BAP ve NAA igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmasi sonucunda elde edilen siirgiinlerin koklendirilmeleri
amaciyla 6 mg/l GA3 + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkli kombinasyon) igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerin varyans analizi

sonuglari ¢izelge 4.25’de verilmistir.

Cizelge 4.25 Er 99 ¢esidinde plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin, farkli
oranlarda GAz ve IBA igeren ortamlarda koklendirilmesinin etkilerine ait
varyans analizi sonuglari

Vk Sd | Kok Olugum Orani1 | Siirglin Bagina Kok | Kok Uzunlugu
(%) Sayis1 (adet) (cm)
Ko F Ko f Ko f
On muameleler | 1 2604,16 5,00* 0,38 0,35 12,47 8,76**
Koklendimme 131 515577 1 413% | 12,84 | 11,79%% 2225 | 1563**
ortamlari
On muameleler | 3
xkoklendirme 729,16 1,40 0,25 0,23 0,01 0,01
ortamlari
Hata 16 | 520,83 1,08 1,42
Toplam 23

**0.05 diizeyinde 6nemli * 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.25’de goriildiigii gibi kok olusum orami ve kok uzunlugu bakimindan 6n
muameleler ve koklendirme ortamlarinda sirasiyla 0.05 ve 0.01 diizeyinde farklilik
goriilmistiir. Siirglin basma kok sayisi bakimindan koéklendirme ortamlarinda 0.01
diizeyinde farkhilik gorilmistiir. Bu farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla

yapilan Duncan sonuglari ¢izelge 4.26 - 4.27°de verilmistir.
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Cizelge 4.26 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muameleleri sonucunda elde edilen Er99
¢esidinin plumula eksplantindan gelisen siirglinlerin 6 mg/l GA3 ile farkli
oranlarda IBA igeren MS ortamlarinda kok uzunlugunda 6n muamelelerine

etkileri
On muamele Kok Olusum Orani (%)* Kok uzunlugu (cm)**
25 mg/l BAP 6n muamelesi 60,41b 2,83b
25 mg/l GA3 6n muamelesi 81,25a 4.27a

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda t testine gore 0.01 diizeyinde onemli
bulunmustur, * Aym siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore 0.05
diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.26’da goriildiigii gibi 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muamelesi ve farkli
BAP - NAA oranlarinda elde edilen siirgiinlerin, 6 mg/l GAsz + farkli oranlarda IBA
iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinmalar1 sonucunda ortalamalar arasinda t testine
gore on muamele bakimindan kdk olusum oraninda 25 mg/l BAP 6n muamelesinde %
60,417 ve 25 mg/l GA3; 6n muamelesinde % 81,25 oraninda farklilik ve kok uzunlugu
bakimindan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 2,83 cm ve 25 mg/l GAz 6n muamelesinde
4,27 cm olarak kok uzunlugu izlenmistir. Boylece en fazla kok olusum orani (%) ve en

uzun kokler 25 mg/l GAz 6n muamelesi sonucunda elde edilmistir.

Cizelge 4.27 Er99 ¢esidinde 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muameleleri sonucunda
elde edilen plumula eksplantindan gelisen siirgiinlerin 6 mg/l GAj ile farkli
oranlarda IBA iceren MS ortaminda olusan koklerin, koklendirme
ortamlarina etkileri

Ortam Kok Olusum Orani Siirgiin Basina Kok | Kok uzunlugu
04)* *k *x
AL BA (%) Sayisi (adet) (cm)
6 00 75,00ab 2,80b 3,73b
6 0.1 58,33b 1,45¢c 2,17¢
6 0.3 95,83a 4,56a 6,20a
6 0.5 54,16b 1,50c 2,09c

** Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore 0.01 diizeyinde

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda LSD testine gore 0.05 diizeyinde

LSD testine gore kok olusumu orani (%) bakimindan ortamalar, 54.16 ve 75.00 arasinda
degismis ve en fazla kok olusum yiizdesi 6 mg/l GAjz iceren MS ortaminda goriilmiistiir.
Siirgilin bagina kok sayist (adet) bakimidan 1.45 ve 4.56 arasinda degisim gostermis ve

en fazla kok sayis1 6 mg/l GAsz + 0.3 mg/l igeren MS ortaminda goriilmiistiir. Kok

82



uzunlugu bakimindan (cm) 2.09 ve 6.20 arasinda degisim gostermis ve en uzun kokler 6

GAz;mg/l + 0.3 mg/l igeren MS ortaminda goriilmiistiir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15 Er 99 cesidinde 25 mg/l BAP 6n muamelesi sonucunda plumula
eksplantindan elde edilen siirglinlerin kdok rejenerasyonu

434 Akcin c¢esidinde plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Akg¢in ¢esidinde daha once 2 giinliik 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muamelesi
sonucunda elde edilen plumula eksplantinin, farkli oranlarda BAP ve NAA igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmasi sonucunda elde edilen siirgiinler, koklendirilmeleri
amactyla 6 mg/l GA; + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkli kombinasyon) igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerin varyans analizi

sonuclar1 Cizelge 4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.28 Akgin ¢esidinde plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin farkli
oranlarda GA;3; ve IBA iceren ortamlarda koklendirilme etkisine ait
varyans analiz sonuglari

Vk Sd. | Kok olusum orani (%) | Strgiin ~ basma  kok | Kok uzunlugu (cm)
sayisi (adet)

Ko F Ko f Ko f
On muameleler 1 2109,37 40,50 42,26 58,26** 190,49 | 120,15**
Koklendirme ortamlart | 3 303,81 5,83 7,90 10,89** 76,49 48,25**
On muameleler 3 30881 583 | 396 | 546% 104,08 | 65,65%*
xkoklendirme ortamlart
Hata 16 | 52,08 72 1,58
Toplam 23

** 0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.26’de goriildiigii gibi kok olusum orani (%) bakimindan 6n muameleler ve
koklendirme ortamlarinda herhangi bir farkliik ve 6n muameler x koklendirme
ortamlar1 arasinda herhangi bir etkilesim bulunmamustir. Siirgiin basina kok sayisi ve
kok uzunlugu bakimimdan 6n muameleler ve koklendirme ortamlarinda 0.01 diizeyinde
farklilik ve 6n muameleler ile koklendirme ortamlart arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim
bulunmustur. Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan

sonuglari ¢izelge 4.29°de verilmistir.

Cizelge 4.29 Akgin ¢esidinin plumula eksplantindan elde edilen siirgiinlerin farkl
oranlarda GAs ve IBA igeren besin ortamlarinda kok rejenerasyonu

Ortam Kok olusum orani Siirgiin bagina kok Ortam
(mg/l) (%) sayisi (adet)** (mg/)**
GA; | IBA 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l Bap 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l GA;
(mg/l) (mg/l Bap 6n GA; 6n 6n muamele GA; 6n Bap 6n 6n muamele
) muamele | muamele muamele muamele
6 00 75,00 100,00 2,33¢ 6,87a 8,50c 5,06ba
6 | 01 ' 100,00 100,00 6,332 6,93a 21,662 4,76b
6 | 03 83,33 100,00 3,40b 5,87b 9,00b 3,70c
6 | 05 66,66 100,00 2,50¢ 5,50b 3,83d 6,93a

** Ayni siitunda kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.29’de goriildiigii gibi 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA; 6n muameleleri ve farkli
BAP - NAA oranlarinda elde edilen siirgiinlerin, 6 mg/l GA3z + farkli oranlarda IBA
iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi sonucunda kok olusum oranmi 25 mg/l BAP
6n muamelesinde % 66.66 - 100.00 arasinda ve 25 mg/l GA3z 6n muamelesinde ise %

100.00 olarak gozlenmistir.

Stirgilin basina kok sayist (adet) bakimindan BAP 6n muamelesinde 2,33 ve 6,33 adet
arasinda olup, en fazla siirgiin sayis1 6 mg/l GA3 + 0.1 mg/l iceren MS ortaminda ve 25
mg/l GA3; 6n muamelesinde 5.50 ve 6.93 adet arasinda degismis olup, en fazla siirgiin

sayist 6 mg/l GAz+ 0.1 mg/l IBA ve 6 mg/l GA; MS ortaminda goriilmiistiir.

6 mg/l GAs- farkli IBA iceren MS ortamlarinda siirgiinler iizerinde gelisen kok
uzunluklar1 bakimimdan 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 3.83 ile 21,66 cm arasinda

degismis olup, en uzun kokler 6 mg/l GAz + 0.1 mg/l IBA iceren MS ortamindan ve
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GA; 6n muamelesinde 3.70 ve 6.93 arasinda degismis olup, en uzun kokler sirasi ile 6
mg/l GA; + 0.1 mg/l IBA ve 6 mg/l GAz + 0.5 mg/l IBA igeren MS ortaminda
goriilmistiir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16 Akgin ¢esidinde 25 mg/l GAz 6n muamelesi sonucunda elde edilen kok
rejenerasyonu

4.3.5 Gokee cesidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Gokee cesidinde daha once 2 giinliikk 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GAz 6n muamelesi
sonucunda embriyonik eksen eksplanti elde edilmistir. Daha sonra eksplantlardan farkli
oranlarda BAP ve NAA igeren MS ortamlarinda elde edilen siirgiinler, kéklendirilmeleri
amaciyla 6 mg/l GA3 + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkli kombinasyon) igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerin varyans analizi

sonuglari ¢izelge 4.30°da verilmistir.
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Cizelge 4.30 Gokee gesidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
farkli oranlarda GA3 ve IBA igeren ortamlarda koklendirilmesi etkisine ait
varyans analiz sonuglari

VK SD | K&k Olusum Siirgiin Bagima Kok Kok Uzunlugu
Orani (%) Sayisi (adet) (cm)
KO F KO F KO F
On muameleler 1 1276,04 | 1,46 | 1,35 1,49 23,80 2,77
koklendirme ortamlari 3 302326 | 3,46 | 3,83 4,24 65,98 7,69
On muameleler 3
« kéklendirme ortamlart 912,15 1,04 | 0,79 0,87 33,32 3,88*
Hata 16 | 872,91 0,90 8,57
Toplam 23

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.30°da goriildiigii gibi 6n muamele ve koklendirme ortamlart bakimindan kok
olusum oran1 (%), siirglin basmma kok sayisi (adet) ve kok uzunlugu (cm)
ortalamalarinda herhangi bir farklihlk bulunmamistir. Ancak 6n muameleler X
koklendirme ortamlart bakimindan kok uzunlugunda 0.05 diizeyinde etkilesim
bulunmustur. Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan

analizi sonuglari ¢izelge 4.31’de verilmistir.

Cizelge 4.31 Gokee cesidinin embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
farkli oranlarda GA3 ve IBA igeren besin ortamlarinda kok rejenerasyonu

Koklendirme K&k Olusum Oran Siirglin Bagima Kok Kok uzunlugu (cm)*
ortalamalar (%) Sayisi (adet)
(mg/l)

GA; IBA 25 mg/l Bap 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l

(mgl) (mg/1) 6n muamele GA; 6n Bap 6n GA; 6n Bap 6n GA; 6n
muamele muamele muamele muamele muamele
6 00 100,00 71,66 3,70 3,08 10,01a 5,61b
6 0.1 100,00 100,00 2,66 3,53 7,57ba 14,53a
6 0.3 91,66 50,00 2,75 3,58 3,55b 6,03b
6 0.5 41,66 53,33 1,23 2,04 2,20b 5,12b

** Aymi stitunda kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.31°de goriildiigi gibi kok olusum orani, 25 mg/l BAP 6n muamelesinde %
41.66 - 100.00 arasinda ve 25 mg/l GA3 6n muamelesinde ise % 50.00 - 100.00 arasinda

izlenmistir.

Siirgiin basina kok sayisi, 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 1.23 - 3,70 adet arasinda ve

GA; 6n muamelesinde ise 2.04 - 3.58 arasinda degismistir.
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Farkli GA3-IBA iceren MS ortamlarinda siirgiinler iizerinde gelisen kdk uzunluklari, 25
mg/l BAP 6n muamelesinde 10.01 - 2.20 cm arasinda degismis olup, en uzun kokler 6
mg/l GAsiceren MS ortaminda elde edilmistir. 25 mg/l GA3 6n muamelesinde 5.12 -
14.53 (cm) arasinda degismis olup, en uzun kokler 6 GAz mg/l + 0.1 mg/l IBA igeren
MS ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17 Gokege cesidinde 25 mg/l BAP 6n muamelesi sonucunda elde edilen
embriyonik eksen eksplantindan kok rejenerasyonu

4.3.6 Yasa cesidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Yasa ¢esidinde daha once 2 giinlik 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3z 6n muamelesi

sonucunda embriyonik eksen eksplanti elde edilmistir. Daha sonra eksplantlardan farkli
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oranlarda BAP ve NAA igeren MS ortamlarinda elde edilen siirgiinler, koklendirilmeleri
amaciyla 6 mg/l GAz + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkli kombinasyon) igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerin varyans analizi

sonuglari ¢izelge 4.32°de verilmistir.

Cizelge 4.32 Yasa ¢esidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
farkli oranlarda GAs ve IBA igeren ortamlarda koklendirilme etkisine ait
varyans analizi sonuglari

Kok Olusum Orani (%) Stirgiin Basina Kok Kok Uzunlugu
VK sSD Sayisi (adet) (cm)
KO F KO F KO F
On 1
1666,66 8,00** 9,18 8,95** 12,39 2,25
muameleler
koklendirme 3| 336805 16.16%* 2309 | 22,50%* 256,35 46,70
ortamlari
On 3
muameleler 486,11 2,33 6,17 6,02%* 54,21 0,87**
x koklendirme
ortamlari
Hata 16 208,33 1,02 5,48
Toplam 23

** (.01 diizeyinde 6nemli, * 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.32°de goriildiigii gibi kok olusum orani (%) ve siirgiin basina kok sayist (cm)
bakimindan 6n muameleler ve koklendirme ortamlarinda 0.01 diizeyinde farklilik
izlenmistir. Ancak 6n muameleler x koklendirme ortamlari arasinda herhangi bir
etkilesim bulunmamistir. Kok uzunlugu (cm) bakimindan ise 6n muameleler ve
koklendirme ortamlarinda herhangi bir farklilik izlenmemisken, 6n muameleler X
koklendirme ortamlar1 arasinda 0.01 diizeyinde bir etkilesim bulunmustur. Bu
etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge

4.33’de verilmistir.
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Cizelge 4.33 Yasa ¢esidinin embriyonik eksen eksplantindan edilen siirgiinlerin farkli
oranlarda GA; ve IBA igeren besin ortamlarinda kok rejenerasyonu

Koklendirme K6k Olusum Orani Siirgiin Bagina Kok Sayist Kok uzunlugu (cm)
ortami (adet)**
(mg/l)
GA; IBA 25 mg/I 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/I 25 mg/l
(mg/l) | (mg/l) | Bap én GA; 6n Bap 6n GA; 6n Bap 6n GA; 6n
muamele | muamele muamele muamele muamele muamele
6 00 58,33 58,33 2,83 1,83 12,57ab 6,36b
6 0.1 91,66 100,00 3,58 4,20 12,37ab 20,66a
6 0.3 58,33 100,00 0,91 3,00 13,33a 16,33ab
6 0.5 33,33 50,00 0,66 0,91 1,66b 2,33c
** Aymi siitunda kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde

Onemlidir.

Cizelge 33’de goriildigii gibi 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3 6n muameleleri ve farkli
BAP - NAA oranlarinda elde edilen siirgiinlerin, 6 mg/l GAs- farkli oranlarda IBA
iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinmalar1 sonucunda 25 mg/l BAP 6n muamelesinde
kok olusum orant % 33.33 - 91.66 arasinda ve 25 mg/l GAz 6n muamelesinde ise %

50.00 - 100.00 arasinda gozlenmistir.

Siirgiin basina kok sayist ise 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 0,66 - 3,58 adet arasinda ve
25 mg/l GA; 6n muamelesinde 0.91 - 4,20 adet arasinda degismis ve her iki 6n
muamelede en fazla siirglin sayis1 6 mg/l GAz + 0.1 mg/l IBA igeren MS ortaminda

goriilmiistiir.

6 mg/l GAs + farkli oranlarda IBA igeren MS ortaminda siirgiinler {izerinde gelisen kok
uzunluklari incelediginde 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 1.66 - 13,33 cm arasinda ve
25 mg/l GA3; 6n muamelesinde ve 2.33 - 20.66 arasinda degismis olup, en uzun kokler
sirast ile 6 mg/l GAz + 0.3 mg/l IBA ve 6 mg/l GA; + 0.1 mg/l IBA igeren MS
ortaminda goriilmistiir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Yasa c¢esidinde 25 mg/l GAz 6n muamelesi sonucunda elde edilen kok
rejenerasyonu

4.3.7 Er 99 cesidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Er 99 c¢esidinde daha 6nce embriyolarin 2 giinliik 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3z 6n
muamelesinden sonra elde edilen embriyonik eksen eksplantlardan, farkli oranlarda
BAP ve NAA iceren MS ortamlarindan elde edilen siirgiinler, koklendirilmeleri
amaciyla 6 mg/l GAz + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkli kombinasyon) i¢ceren MS
ortamlarinda kiiltiire alimmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerin varyans analizi

sonuglar1 Cizelge 4.34°de verilmistir.
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Cizelge 4.34 Er 99 c¢esidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
farkli oranlarda GAs ve IBA igeren ortamlarda koklendirilme etkisine ait
varyans analizi sonuglari

VK SD | Kok Olusum Orani Siirgiin Basina Kok Kok Uzunlugu
(%) Sayis1 (adet) (cm)
KO F KO F KO F

On muameleler 1 1666,66 2,13 0,12 0,14 | 2,03 0,52
kbklendirme 3 59027 | 075 | 166 191 | 066 | 017
ortamlari
On muameleler 3
x koklendirme 486,11 0,62 0,95 1,09 | 2,06 0,53
ortamlari
Hata 16 781,25 0,87 3,87
Toplam 23

Cizelge 4.34°de gorildigi gibi kok olusum orani (%), silirgiin basina kok sayisi (adet)

ve kok uzunlugu (cm) bakimindan 6n muameleler, kdklendirme ortamlart ve kok

uzunlugu (cm) ortalamalarinda herhangi bir farklilik bulunmamistir. Ayrica 6n

muameleler x koklendirme ortamlar1 arasinda etkilesim bulunmamakla birlikte kok

olusum oran1t (%), siirgiin basina kok sayisi (adet) ve kok uzunluguna (cm) ait

ortalamalar ¢izelge 4.35’de verilmistir.

Cizelge 4.35 Er99 ¢esidinin embriyonik eksen eksplantindan edilen siirgiinlerin farkl
oranlarda GAsz ve IBA igeren besin ortamlarinda kok rejenerasyonu

Koklendirme Kok Olusum Orani Siirgiin Bagina Kok Sayisi Kok uzunlugu (cm)
ortami (%) (adet)
(mg/l)
GA; IBA 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l 25 mg/l
(mg/l) | (mgll) Bap 6n GA; 6n Bap 6n GA; 6n Bap 6n GA; 6n
muamele | muamele | muamele muamele muamele | muamele
6 00 66,66 66,66 1,72 1,91 3,51 3,33
6 0.1 58,33 75,00 2,00 3,25 3,05 4,55
6 0.3 75,00 58,33 2,83 2,30 4,40 3,75
6 0.5 58,33 66,66 1,75 1,41 3,33 5,00

25 mg/l BAP ve 25 mg/l GA3; 6n muamelelerinde istatiki olarak ortalamalar arasinda

herhangi bir farklilik bulunmamakla birlikte kok olusum oran, siirgiin basina kok sayisi

ve kok uzunlugu olarak sirastyla % 58.33 - 75.00, 1.41 - 3.25 adet ve 3.05 - 5.00 cm

arasinda degisim gostermistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Er 99 cesidinde 25 mg/l BAP 6n muamelesi sonucunda elde edilen
embriyonik eksen eksplantinin kok rejenerasyonu

4.3.8 Ake¢in cesidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi

Akgin ¢esidinde daha once 2 giinlik 25 mg/l BAP ve 25 mg/l GAz 6n muameleleri
sonucunda elde edilen embriyonik eksen eksplantlarin daha sonra farkli oranlarda BAP
ve NAA iceren MS ortamlarinda elde edilen siirgiinleri, koklendirilmeleri amaciyla 6
mg/l GA; + 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l IBA (4 farkli kombinasyon) igeren MS ortamlarinda
kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerin varyans analizi sonuglari

cizelge 4.36°da verilmistir.

Cizelge 4.36 Akgin ¢esidinde embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
farkli oranlarda GA3z ve IBA igeren ortamlarda koklendirilme etkisine ait
varyans analizi sonuglari

VK SD | Kok Olusum Orani (%) | StirgiinBaginaKok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu(cm)
Ko F Ko f Ko f
On muameleler 1 2109,37 40,50 83,90 382,16** 156,39 84,14**
koklendirme |3 5434 5,83 224 10,24%* 4957 | 2667+
ortamlart
On muameleler 3
x koklendirme 303,81 5,83 4,36 19,86** 57,36 30,86**
ortamlari
Hata 16 52,08 0,220 1,85
Toplam 23

** .05 diizeyinde 6nemli * 0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.36’da gorildigi gibi kok olusum orani bakimindan 6n muameleler ve
koklendirme ortamlarinda herhangi bir farklilik ve 6n muameleler x koklendirme
ortamlar1 arasinda herhangi bir etkilesim bulunmamustir. Siirgiin basina kok sayis1 (adet)
ve kok uzunlugu bakimindan 6n muameleler ve koklendirme ortamlarinda 0.01
diizeyinde farklilik izlenmistir. Kok uzunlugu bakimindan, 6n muameleler x
koklendirme ortamlar1 arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimin
onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan sonuglar1 ¢izelge 4.37°de

verilmistir.

Cizelge 4.37 Akgin ¢esidinin embriyonik eksen eksplantindan elde edilen siirgiinlerinin
farkli oranlarda GA3 ve IBA igeren besin ortamlarinda kok rejenerasyonu

Koklendirme Kok Olusum Orani Siirgiin Bagina Kok Sayist Kok uzunlugu (cm)**
ortamlar1 (%) (adet)**
(mg/l)

GA; IBA BAP 6n GA; 6n BAP 6n GA; 6n BAP 6n GA; 6n
(mg/l) | (mg/l) | muamelesi | muamelesi | muamelesi | muamelesi | muamelesi | muamelesi
6 00 75,00 100,00 1,917 7,700 | 10,50ab 5,25a
6 0.1 100,00 100,00 5,083 6,700 18,00a 4,95ab
6 0.3 83,333 100,00 3,333 6,975 8,91b 4,77ab
6 0.5 66,667 100,00 2,500 6,417 3,56¢ 5,58b

** Aymi siitunda kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01, diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.37°de goriildiigi gibi kok olusum orani, 25 mg/l BAP 6n muamelesinde %
66.66 - 100.00 arasinda ve 25 mg/l GA; 6n muamelesinde ise % 100.00 olarak

1zlenmistir.

Siirgiin basina kok sayisi, 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 1.91 - 3.33 adet arasinda olup,
en fazla siirgiin sayis1 6 mg/l GAz+ 0.1 mg/l IBA igeren MS ortaminda ve 25 mg/l GA3
o6n muamelesinde 6.41 - 7.70 adet arasinda degismis olup, en fazla siirgiin sayis1 6 mg/l

GA; igeren MS ortaminda gorilmiistiir.

6 mg/l GA3;+ IBA igeren MS ortamlarda siirgiinler iizerinde gelisen kok uzunluklarina
bakildiginda, 25 mg/l BAP 6n muamelesinde 3.56 - 18,00 cm arasinda degismis olup,
en uzun kokler 6 mg/l GAz+ 0.1 mg/l IBA igeren MS ortamindan ve 25 mg/l GA3 6n
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muamelesinde 4.77 - 5.58 cm arasinda degismis olup, en uzun kokler 6 mg/l GAz+ 0.3
mg/l IBA igeren MS ortaminda izlenmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20 Akgin ¢esidinde 25 mg/l BAP 6n muamelesi sonucunda elde edilen kok
rejenerasyonu

4.3.9 Elde edilen bitkilerin dis ortam kosullarina adaptasyonu

Koklendirilmis bitkiler, 8 hafta sonra magentalardan ¢ikartilip koklerindeki agar ve
diger kalintilar1 uzaklastirmak amaciyla ¢esme suyu ile koklere zarar vermeden
yikanmugtir. Bitkiler, kiiltiir kaplarinda yiiksek nemli ortam igerisinde yasamaktadirlar.
Kiiltir kaplarindan dis ortam kosullarina adaptasyonlarmin saglanmasi i¢in g¢ikartilan
bitkiler, dis ortam sartlarinda nem oranmin diisiik olmasi nedeni ile strese girerek
O0lmektedirler. Bu asamada transpirasyon yoluyla bitkilerin su kayiplarin1 6nlemek ve
dis ortam kosullarina daha kolay adaptasyon saglayabilmeleri i¢in doku kiiltiirii ile elde
edilen bitkiler, gesme suyu iginde 10 - 15 dk bekletilmistir (Sekil 4.21a).
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In vitro kosullarda gelistirilen bitkilerin, dis sartlara alistirilmalari igin saksilarda
oncelikle % 80-85 kum, 0.15 - 0.20 mm partikiil hacminde steril dere kumu
kullanilmistir. Bitkiler, saksilara sasirtildiktan sonra nem dengesini korumak amaciyla
saksilarin iizerine agik mavi ve beyaz posetler gecirilmistir. Fakat sasirtilan bitkilerin
hepsi 6lmiistiir. Bitkilerin, dere kumunun su tutma kapasitesinin az olmasi ve sulama

esnasinda besin maddelerinin yikanmasi sonucunda 6ldiigli diisiintilmiistiir.

Daha sonra adaptasyon amagh ikinci denemede steril edilen kum + torf 1:1 oraninda
kullanilmistir. Bitkiler, saksilara sasirtildiktan sonra nem dengesini korumak amaciyla
saksilarin iizerine agik mavi ve beyaz posetler gecirilmistir. Fakat bu karigimda, bitkiler
sadece 10 - 15 giin yasayabilmislerdir. Daha sonra Ciiriime sonucunda hepsi
Olmiislerdir. Nohut bitkisi suyu geciren, giibrelenmis, kuvvetli, orta agir ve yeteri kadar
topragin nemini ihtiva edebilen ayrica pH=7,0-8,0 araliginda fazla asitli olmayan
topraklardan hoslanan bir bitkidir. Bu denemenin basarisizliginin en biiyiik sebebi
olarak kum-torf karisiminin diisiik pH degerinde olmasi ve topragin asit oraninin yiiksek

olmasi diigliniilmiistiir.

Uciincii denemede sadece steril edilen torf kullanilmistir. Torf, kullaniimadan énce 160
°C’de 2 saat boyunca steril edilmistir. Ayrica bitkiler saksilara sasirtildiktan sonra nem
dengesini korumak igin saksilarin iizerine a¢ik mavi ve beyaz posetler gegirilmistir
(Sekil 4.21b). Bu deneme sonucunda, bitkilerin saglikli sekilde biiyiiyiip gelismeleri
sonucunda dis ortam kosullarina adapte olduklar1 gorilmiistir. Bitkilerin oda
sicakliginda, poset icerisindeki gelismeleri takip edilmistir. 4. giinden itibaren posetlerin
oncelikle agizlar1 agilmis (Sekil 4.22) ve bir hafta sonra tamamen bitkiler posetlerden

cikartirilip, sera kosullarinda bliylimeye birakilmistir (Sekil 4.23).

Sonug olarak nohut bitkisinin dis kosullara adaptasyonunda en uygun substrat olarak

6.65 pH ve yiiksek oranda mikro ve makro elementler igeren torf belirlenmistir.
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Sekil 4.21.a. Koklendirilmis bitkilerin saksiya aktarilmadan 6nce suda bekletilmesi, b.
Saksilara sasirtilmis bitkilerin {izerinin agik mavi ve seffaf posetler ile
kapatilmasi

Sekil 4.22 Elde edilen bitkilerin saksilara aktarilmasi

a. Bitkilerin torfta sasirtilmasi b: Bitkilerin dis kosullara aligtirtlmasi esnasinda posetlerin agizlarmin
acilmasi
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Sekil 4.23 Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu

4.4 Plazmit Transformasyonunun Dogrulanmasi

Nohut bitkisinde, pre-miR408’in dizisine ait herhangi bir veri bulunmadigindan dolay1
pre-miR408 geninin ¢ogaltilmasinda mirbase veri bankasinda mevcut olan A. thaliana

bitkisine ait dizi, ileri ve geri primerlerinin tasarlanmasi i¢in kullanilmustir.

Daha sonra A. thaliana Col5 ¢esidinin genomik DNA’s1 ile s6z konusu olan primerlerin
esliginde yapilan PCR analizi sonucunda 276 baz ¢ifti igeren pre-miR408 geni
cogaltilmistir. Dizileme analizi sonucunda elde edilen dizinin, A. thaliana pre-miR408
dizisine tam homoloji gosterdigi teyid edilmistir. Sonra elde edilen bant,
PEARLYGATE 103 plazmidine klonlandiktan sonra elektroporator ile A. tumefaciens
LBA 4404 hattina aktarilmistir. Daha sonra transformasyon {iriinii, kanamisin igeren LA
(Luria agar) ortaminda g¢izilmis ve elde edilen bakteriyel kolonilerden 35S primeri

esliginde koloni PCR yapilmistir. Kolonilerin dogrulugu teyid edilmistir (Sekil 4.24).

Elde edilen koloniler, daha sonraki gen aktarim g¢alismalarinda kullanilmak tizere -85

°C’de stoklanmistr.
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Sekil 4.24 35s primerler ile yapilmis koloni PCR sonucu, 1, 2, 3, 4, 5 numara A.
tumefaciens LBA 4404 pEARLYGATE103 Ath pre-mir408 kolonileri, 6, 7,
8, 9, numara A. tumefaciens LBA 4404 pEARLYGATE101 BAR (vektor
kontrol) kolonileri, 10 numara pozitif kontrol ve NTC: negatif kontrol

4.5 Gen Aktarim Calismalari

Fonksiyonu belli veya belirlenmemis, dogal veya sentetik olarak elde edilmis niikleik
asit dizilerinin, bitki hiicrelerine aktarilmasinda c¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Bu

calismada A. tumefaciens teknigi kullanilmstir.

45.1 A. tumefaciens’in GV2260 p35 GUS INT bakteri hattina gen aktarim
calismalarinin optimizasyonu

Gen aktarim ¢alismalarinin optimizasyonunda, en uygun bakteri ve eksplanti
secebilmek i¢in ODggo = 0.5, 0.8, 1.5 ve embriyo, plumula, embriyonik eksen, tek

kotiledon embriyo ve cift kotiledon embriyo eksplantlar: kullanilmastir.

Bu kapsamda, oncelikle bakteri yogunlugunun ODgy oOptimizasyon ¢alismasi
yapilmistir. /n vitro kosullarda Gokge gesidinden alinan embriyo eksplantlari, bistiiri
araciligiyla yaralandiktan sonra vakum yaratabilmek i¢in oda sicakliginda 15 dk
kabinde bekletilmistir. Daha sonra A. tumefaciens’in GV2260 p35GUSINT hatt ile 25 -
30 dk ve 0.5, 0.8 ve 1.5 ODgyp bakteri yogunluklari ile muamele edilmistir.
Inokiilasyondan sonra 48 saat kokiiltivasyon tamponu ortaminda bekletilmistir.
Ardindan eksplantlar, 50 mg/l kanamisin monosiilfat ile 500 mg/l Duocid igeren siirgiin
ve kok seleksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Dort hafta sonra, kanamisinde yasayan

ve gelisen bitkilerden doku ornekleri alinarak histokimyasal GUS analizi yapilmistir.
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Deneme sonucunda, transformant dokularin tamaminda ya da biiylik kisminda mavi
renkten olusan hiicre kiimeleri tespit edilmistir. Ayrica histokimyasal GUS pozitif adayi
stirgiinlerin, 35s promotor primerleri ile PCR analizi yapilmistir. Transgenik bitkilerde
bolgenin varligr teyid edilmistir. Testlerine ait sonuglarin ozeti, kanamisine dayanikli
aday transgenik bitki sayis1 (adet), GUS histokimyasal analizi sonucunda elde edilen
pozitif sonug (adet) ve histokimyasal GUS pozitif aday: siirgiinlerden 35s primerleri ile
PCR analizi sonucunda elde edilen pozitif bitki sayisi (adet) olmak {iizere ¢izelge

4.38’de verilmistir.

Cizelge 4.38 Gokee gesidinde T, GUS transgenik bitkilerin analiz sonuglari

Embriyo Kanamisine GUS histokimyasal GUS pozitif 6rneklerinin
Eksplanti dayanikli aday analizinden alinan PCR analizi sonucunda
N transgenik bitki pozitif sonug (adet) 35s primer ile elde edilen
izerinde T
uygulanan sayist (adet) pozitif bitki sayis1
bakteriyel (adet)
slispansiyon

ODs0o

yogunlugu

ODs00=05 40/100 12 7

ODs0o=08 21/100 11 3

ODsgpo=15 0/100 0 0

Cizelge 4.38’de goriildiigii gibi birinci denemede p35S GUS-INT plazmidini tagiyan A.
tumefaciens bakteri hattiyla Gokge ¢esidinin embriyo eksplantindan ODgop=0.5 bakteri
yogunlugunda inokiilasyonu yapilmistir. Kanamisin igeren siirgiin ve kok seleksiyon

ortaminda, 100 embriyodan 40 adet bitki elde edilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 OD600=0.5 bakteri yogunlugunda inokiile edilen embriyolarin a. siirgiin
seleksiyon ortaminda elde edilen siirgiinler, b. elde edilen siirgiinlerin kok
seleksiyon ortaminda koklendirilmeleri

Seleksiyon ortaminda elde edilen 40 bitkiden 12 bitkinin dokularinda histokimyasal
GUS analizi sonucunda mavi renk izlenmistir. GUS histokimyasal analizinde pozitif
sonug¢ veren 12 bitkinin DNA izolasyonu gerceklestirilip, 355 promotor primerleri
kullanilarak PCR islemlerinin yapilmasi sonucunda 7 bitkide 35s bdlgesinin varligi

teyid edilmistir (Sekil 4.26. a, b).

(b)

Sekil 4.26.a. 35s primerleri ile yapilmis PCR sonucu, NTC: negatif kontrol, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9: bitki 6rnekleri, PC: pozitif kontrol, 11: bitki 6rnegi b. A. tumefaciens
GV2260 p35 GUS INT bakteri hatt1 ile elde edilen OD600=0.5 transgenik
bitkilerin histokimyasal GUS analizi sonucu
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Ikinci denemede p35S GUS-INT plazmidini tasryan A. tumefaciens bakteri hattiyla
Gokee c¢esidinin embriyo eksplantindan ODggo=0.8 bakteri yogunlugunda inokiilasyon
yapilmistir. Kanamisin ile siirgiin ve kok seleksiyon ortaminda, 100 embriyodan 21 adet
bitki elde edilmistir (Sekil 4.27).

Sekil 4.27 OD600=0.8 bakteri yogunlugunda inokiile edilen embriyolar a. siirgiin
seleksiyon ortaminda elde edilen siirgiinler, b. siirglin seleksiyon ortaminda
elde edilen siirgilinlerin, kok seleksiyon ortaminda koklendirilmeleri

Elde edilen bitkilerden histokimyasal GUS analizi sonucunda, 11 bitkinin dokularinda
mavi renk izlenmistir. GUS histokimyasal analizinde pozitiv sonu¢ veren 7 adet
bitkinin, 35s promotor primerleri kullanilarak PCR islemleri gergeklestirilmis olup, 3
adet bitkide 35s bolgesinin varligi teyid edilmistir (Sekil 4.28. a,b).

100bp NTC 1

(b)

Sekil 4.28.a.0D600=0.8 ile inokiile edilen embriyolarin 35s primerleri ile yapilmis PCR
sonucu, 1, 2, 3, 4, 5, bitki ornekleri, PC: pozitif kontrol ve NTC: negatif
kontrol b. A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatt1 ile elde edilen
OD600=0.8 transgenik bitkilerin histokimyasal GUS analizi sonucu
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Uciincii denemede p35S GUS-INT plazmidini tasiyan A. tumefaciens GV2260 bakteri
hattiyla Gokge cesidinin embriyo eksplantinda OD600=1.5 bakteri yogunlugunda
inokiilasyon yapilmistir. Siirgiin ve kok seleksiyon ortamlarinda, 100 embriyodan higbir
bitki elde edilememistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29 OD600=1.5 bakteri yogunlugunda inokiile edilen embriyolar

a. Kokiiltivasyon ortamindaki embriyolar, b. seleksiyon ortamindaki embriyolar

Elde edilen sonuglara gore, en iyi bakteri siispansiyon yogunluk oran1 ODgpp=0.5 ve en
iyi transformasyon muamelesi 25 - 30 dk, 100 mM asetosiringon ve 10 mM MES

esliginde kayit edilmistir.

Daha sonra Gokge ¢esidinde, plumula, embriyonik eksen, tek kotiledon igeren embriyo
ve ¢ift kotiledon iceren embriyo eksplantlarinda GV2260 p35S GUS-INT A.
tumefaciens hattiyla yukarida belirtilen protokole tabi tutularak inokiilasyonlar
yapilmistir. Elde edilen aday transgenik bitkilerin, 6ncelikle GUS histokimyasal analizi
yapilmustir. GUS analiz sonucu pozitif olan bitkiler, ilaveten 35s primerleri kullanilarak
PCR ile teyid edilmistir. Ozet olarak transgenik aday bitkilerine ait sonuglar, seleksiyon
ortamindan elde edilen bitkiler (adet), GUS histokimyasal analizinden alinan pozitif
sonug (adet), PCR analiz sonucunda 35s primer ile elde edilen pozitif bitki sayisi (adet)

olmak tizere Cizelge 4.39°da verilmistir.
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Cizelge 4.39 Gokee gesidinde T, GUS transgenik bitkilerin analiz sonuglari

Eksplant Aday GUS PCR analizi sonucunda 35s
transgenik | histokimyasal primeri ile elde edilen pozitif
bitki sayis1 | analizinden bitki say1s1

(adet) alinan pozitif (adet)
sonug (adet)
Embriyonik eksen 15 7 2

Plumula 8 0 0

Tek ¢enekli 19 12 5
embriyo

Cift genekli 30 5 1
embriyo

Cizelge 4.39°da goriildiigii gibi birinci denemede p35S GUS-INT plazmidini tasiyan A.
tumefaciens bakteri hatt1 araciligiyla Gokee c¢esidinin 100 adet embriyonik eksen
eksplantinin inokiilasyonu yapilmistir. Kanamisin igeren siirgiin ve kok seleksiyon
ortaminda 15 bitki elde edilmistir (Sekil 4.30).

Sekil 4.30 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile elde edilen
embriyonik eksen eksplantindan aday transgenik bitkiler
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Seleksiyon ortamlarindan elde edilen bitkilerin histokimyasal GUS analizi sonucunda, 7
bitkinin dokularinda mavi renk izlenmistir. Elde edilen 7 adet histokimyasal GUS
pozitif ~slirgiinlerinin, 35s promotor primerleri kullanilarak PCR iglemleri
gerceklestirilmistir. PCR analizi sonucunda, 2 adet bitkide 35s promotor bdlgesinin

varligi teyid edilmistir (Sekil 4.31.a,b)

(a) (b)

Sekil 4.31.a. 35s primerleri ile yapilan PCR sonucu, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 bitki drnekleri,
NTC: negatif kontrol ve PC: pozitif kontrol b. embriyonik eksen A.
tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile elde edilen aday
transgenik bitkilerin histokimyasal GUS analizi sonucu

Ikinci denemede gokce cesidinin 100 adet plumula eksplanti, p35S GUS-INT
plazmidini tastyan A. tumefaciens bakteri hattiyla inokiile edilmistir. Kanamisin igeren
seleksiyon ortamlarinda 8 bitki elde edilmistir (Sekil 4.32).

(a) (b)

Sekil 4.32 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatt1 ile elde edilen plumula
eksplantindan aday transgenik bitkiler

a. slirglin seleksiyon ortaminda elde edilen siirgiinler b. elde edilen siirgiinlerin seleksiyon ortaminda
koklendirilmesi
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Seleksiyon ortamlarindan elde edilen bitkilerin histokimyasal GUS analizi sonucunda

herhangi bir sonug elde edilmemistir.

Ucgiincii denemede p35S GUS-INT plazmidini tasiyan A. tumefaciens bakteri hatti
aracilifiyla Gokge cesidinin tek ¢enekli embriyo kotiledon eksplantinda inokiilasyonu
yapilmistir. Kanamisin igeren siirgiin ve kok seleksiyon ortaminda, 100 eksplantdan 19
adet bitki elde edilmistir (Sekil 4.33).

Sekil 4.33 Tek kotiledon embriyo eksplantindan A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT
bakteri hatt1 ile elde edilen aday transgenik bitkiler

a. seleksiyon ortamimndan elde edilen siirgiinler b. yasayan siirglinlerin seleksiyon ortaminda
koklendirilmesi

Elde edilen bitkilerden histokimyasal GUS analizi sonucunda, 12 adet bitkinin
dokularinda mavi renk izlenmistir. Embriyonik eksen eksplantindan elde edilen 12 adet
histokimyasal GUS pozitif adayi siirgitinlerin, 35s promotor primerleri kullanilarak PCR
islemleri gergeklestirilmistir. PCR analizi sonucunda, 5 adet bitkide 35s bdlgesinin
varligi teyid edilmistir (Sekil 4.34.a,b).

105



(a) (b)

Sekil 4.34.a. 35s primerleri ile yapilmig PCR sonucu, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12
bitki drnekleri, NTC: negatif kontrol ve PC: pozitif kontrol b. tek ¢enekli
embriyo kotiledon eksplantinda A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT
bakteri hatt1 ile inokiilasyon sonucunda elde edilen aday transgenik
bitkilerin histokimyasal GUS analizi sonucu b. GUS histokimyasal pozitif
bitki dokusu

Dordiincti denemede p35S GUS-INT plazmidini tagiyan A. tumefaciens bakteri hatti
araciligiyla Gokge ¢esidinin ¢ift ¢cenekli embriyo kotiledon eksplantinda inokiilasyon
yapilmigtir. Kanamisin igeren siirgiin ve kok seleksiyon ortaminda, 100 adet

eksplantdan 30 adet bitki elde edilmistir (Sekil 4.35).

Sekil 4.35 Cift kotiledon embriyo eksplantindan A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT
bakteri hatt1 ile elde edilen aday transgenik bitkiler

Seleksiyon ortaminda elde edilen bitkilerin histokimyasal GUS analizi yapilmistir.
Analiz sonucunda, 5 bitkinin dokularinda mavi renk izlenmistir. Daha sonra elde edilen

5 adet histokimyasal GUS pozitif siirgiinlerinin, 35s promotor primerleri kullanilarak
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PCR islemleri gergeklestirilmis ve 1 adet bitkide 35s bolgesinin varligr teyid edilmistir
(Sekil 4.36).

Sekil 4.36.a. 35s primerleri ile yapilan PCR sonucu, 1, 2, 3, 4, 5, bitki 6rnekleri, PC:
pozitif kontrol NTC: negatif kontrol ve b. ¢ift ¢enekli embriyo kotiledon
eksplantinda A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatt1 ile
inokiilasyon sonucunda elde edilen aday transgenik bitkilerin histokimyasal
GUS analizi sonucu B: GUS histokimyasal pozitif bitki dokusu

45.2 A. tumefaciens’in LBA 4404 pEARLYGATE miR408 ve LBA 4404
PEARLYGATE 101 bakteri hatlar1 ile gen aktarim

Transformasyon ve bitki seleksiyonu ¢alismalarinda 6ncelikle bar geni ig¢erdiklerinden
dolayt plazmidlerin, PPT dozu oraninin optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon
caligmalarinda, en uygun PPT dozunu belirlemek igin transgenik olmayan embriyo
eksplantlari, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 ve 5.0 mg/l iceren MS besin ortaminda
her tekerriirde 5’er eksplant olmak {iizere toplam 3 tekerriirde 15 adet eksplant
kullanilarak kiiltiire alinmistir. Bir hafta sonra elde edilen sonuglara gére 1.0, 1.5, 2.0,
2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 ve 5.0 mg/l dozlarda higbir embriyo canli kalmamistir (Sekil 37a).
Ancak 1.0, 1.5 mg/l ppt igeren MS besin ortaminda embriyolarin 2 giin yasadiktan sonra
oldiikleri izlenmistir. Diger dozlarda, embriyolarda herhangi bir gelisim s6z konusu
olamamistir. Boylece ¢alismalarin devaminda 2.5 mg/l, en uygun doz olarak tanimlanip
sonraki denemelerde aday transgenik bitkilerin se¢iminde kullanilmistir (Sekil 4.37c).
Ayrica elde edilen sonuglara gore PPT, nohut bitkisinde en gii¢clii ve en uygun

seleksiyon antibiyotigi olarak tespit edilmistir.
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@) (b) (0
Sekil 4.37 Embriyo eksplantlarinin farkli dozlarda PPT iceren MS ortaminda
optimizasyonu

a. 9 farkli PPT dozunda kiiltiire alinan bir haftalik embriyolar b. 1 mg/l PPT igeren MS ortaminda kiiltiire
alian bir haftalik embriyolar ¢. 2.5 mg/l PPT igeren MS ortaminda kiiltiire alinan bir haftalik embriyolar

A. tumefaciens’in LBA 4404 pEARLYGATE miR408 ve A. tumefaciens’in LBA 4404
PEARLYGATE 101 hatt1 ile (kontrol) gen aktarim g¢alismalariin gergeklesmesinde
optimizasyon ¢alismalarinin sonucunda belirtilen protokol kullanilmistir. Bu hususta
gokce cesidinin yaralanmig embriyo eksplanti kullanilmistir. Eksplantlar, 100 mm
asetosiringon ve 10 mm MES bakteri yogunlugu OD600 = 0.5 igeren s1ivi MS ortaminda
25 dk inokiilasyondan sonra 48 saat kokiiltivasyon ortaminda bekletilmistir. Daha sonra
eksplantlar, 2.5 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l Duocid igeren MS siirgiin seleksiyon
ortaminda kiiltiire alinmistir. Dort hafta sonra, fosfinotrisin igeren ortamlarda yasayan
ve siirgiin olusturan transgenik aday1 siirgiinler (sekil 4.38.a), 6 mg/l GA; ve 0.3 mg/I
IBA, 2.5 mg/l fosfinotrisin ve 500 mg/l Duocid igeren MS ortaminda koklendirme
amactyla kiiltiire alinmigtir. Alt1 hafta sonra transgenik adayi siirglinlerde, koklenme
goriilmistiir (Sekil 4.38.b). Daha sonra, koklenen transgenik adayi bitkiler, daha 6nce
dis kosullara adaptasyon ¢aligmalarinda anlatildigt gibi torf igeren saksilara
aktarilmistir. Bitkiler, 10 giin boyunca sera kosullarina aligtirllmistir. Adaptasyonu
saglanan aday transgenik bitkilerden, sonraki PCR analizleri i¢in yaprak Ornekleri

almmus ve -80 °C’de stoklanmistir.
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Sekil 4.38 Transgenik miR408 ve kontrol bitkilerin elde edilmesi

a. A. tumefaciens LBA 4404 pEARLYGATE miR408 hatti ile seleksiyon ortaminda elde edilen siirgiinler
b. elde edilen siirgiinlerin kok seleksiyon ortaminda koklendirilmeleri ve aday transgenik bitkilerin elde
edilmesi

4.5.3 Aday transgenik bitkilerin pcr analizi

Transgenik bitkilerin se¢iminde, 6ncelikle nohut bitkisinin genomik DNA’s1 ve Ath pre-
miR408 primerleri esliginde yapilan PCR analizi sonucunda, herhangi bir sonug elde
edilememistir. Sonug olarak Arabidopsis ve nohut bitkisinde pre-miR408 dizilerinin
farkl1 oldugu ve nohutta ayn1 dizinin mevcut olmadig: diisliniilmiistiir. Bu nedenle,
miR408 transgenik bitkilerin belirtilmesinde ayni primerler kullanilmistir. Boylece
miR408 aday1 bitkilerde 35s promotor, Bar, Ath pre-miR408 primerleri ve kontrol aday
bitkilerde ise 35s promotor ve Bar primerleri kullanilarak PCR islemleri
gerceklestirilmistir. miR408 transgenik bitkilerinde kullanilan her 3 primerde ve kontrol
bitkilerde kullanilan her iki primerde, istenilen bolgelerin varligr tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, plazmidlerin tasidigi gen dizileri ile taratilan transgenik
bitkilerdeki diziler arasinda homoloji goriilmiistiir (Sekil 4.39). Sonug olarak elde edilen
miR408 transgenik Ty bitkilerinde, transformasyon frekansi % 0.012 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.39 Transgenik miR408 bitkilerin PCR analiz sonuglari

a. transgenik miR408 bitkilerinde bar geninin dogrulanmasi- sirastyla 1: 1.bitki, 2: 2.bitki, 3: negatif
kontrol (bitki), 4: pozitif kontrol (plazmid), 5: negatif kontrol b. transgenik miR408 bitkilerinde 35s
promotor bolgesinin dogrulanmasi-sirasiyla 1: 1.bitki, 2: 2.bitki, 3: negatif kontrol (bitki), 4: pozitif
kontrol (plazmid), 5: negatif kontrol. c. transgenik miR408 bitkilerinde pre-miR408 geninin
dogrulanmasi- sirasiyla 1: 1.bitki, 2: 2.bitki, 3: negatif kontrol (bitki), 4: pozitif kontrol (plazmid), 5:
negatif kontrol. d. kontrol bitkilerinde bar geninin dogrulanmasi- sirastyla 1: 1.bitki, 2: 2.bitki, 3: negatif
kontrol (bitki), 4: pozitif kontrol (plazmid), 5: negatif kontrol. e. kontrol bitkilerinde 35s promotor
bolgesinin dogrulanmasi sirasiyla 1: 1.bitki, 2: 2.bitki, 3: negatif kontrol (bitki), 4: pozitif kontrol

(plazmid), 5: negatif kontrol.

4.5.4 Transgenik bitkilerin kuraklik stresine karsi verdigi tepkiler

Transgenik miR408 bitkilerinin, kuraklik stresi altinda biiylime, gelisme, tireme ve
genetik potansiyel ifadesinin, olumlu veya olumsuz etkilesimlerini anlayabilmek ve
bitkilerin strese karsi verdikleri yaniti tanimlamak amaciyla transgenik ve kontrol
bitkileri kuraklik stresine tabi tutulmustur. Dis kosullara adaptasyondan 10 giin sonra
bitkiler bol miktarda sulandiktan sonra tamamen kurak kosullara birakilarak biiyiime ve
gelismeleri izlenmistir. Kuraklik testleri, miR408 transgenik ve kontrol bitkilerinde ayni
kosullar altinda ve ayn1 zamanda baslatilmistir. Kuraklik stresi esnasinda, bitkilerin
farkli yasam dongiileri ve davraniglar1 farkli zamanlarda kaydedilmistir. Kuraklik stresi,
kontrol bitkilerinde solma ve kloroz semptomu belirgin bir sekilde izlenene kadar
devam edilmistir. Kuraklik stresinden 17 giin sonra, kontrol bitkilerinin solmasiyla

birlikte fenotipik degisimler kaydedilmis ve fotograf ¢ekimleri yapilmistir (Sekil 4.40).
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35s::miR408 35s::miR408 : kontrol

Sekil 4.40 Transgenik ve kontrol miR408 bitkilerinin kuraklik testleri

a. transgenik miR408, kontrol ve mock bitkileri- kuraklik stresinden dnce

b. transgenik miR408 ve kontrol bitkileri- kuraklik stresinden 8 giin sonra

c. transgenik miR408 ve kontrol bitkileri kuraklik stresinden 17 giin sonra ve normal kosullarda biiyiiyen
mock bitkisi

Sonug olarak, kuraklik stresinden 8 giin sonra kontrol bitkilerin alt yapraklarinda,

kloroz, solma ve kuruma basglamistir. 17 giin muameleden sonra, kloroz, solma tiim
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kontrol bitkilerde belirgin sekilde izlenmistir. Ancak transgenik miR408 bitkilerinin,

strese kars1 yiiksek tolerans gosterdigi izlenmistir.

Ayrica, istatistik analizlerin sonucunda miR408 transgenik bitkilerinde, bitki
uzunlugunda belirgin bir sekilde kisalma izlenmistir. Ancak bitkilerin kisa boylu
kalmasina, kuraklik neden olmamistir ¢iinkii kuraklik stresinden once de kontrol
bitkilerine gore boylar1 kisa kalmistir. Ayrica kurakliga maruz kalan transgenik miR408
bitkilerinde kontrol bitkilerine gore, yaprak sayisi artmistir (Sekil 4.41 AB). Transgenik
bitkiler, kurakliga karsi direng gosterdiklerinden dolay1 bu bitkilerin yapraklarinda
herhangi solma ve dokiilme goriillmemistir. Bununla birlikte yeni yapraklarin gelismesi

sonucunda yaprak sayilarinda artis tespit edilmistir.
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Sekil 4.41 Transgenik ve kontrol bitkilerinde 17 giin kuraklik stresinden sonra yapilan
istatistik verilerin analizi a. yaprak sayis1 b. bitki boyu

4.5.5 Transgenik miR408 ve kontrol bitkilerinin gPCR analizleri

Transgenik bitkilerin transkriptom diizeyinde analizi sonucunda, Bar ve miR408’in
hedefi olan plantacyanin geninin ifade seviyeleri belirlenmistir. Bu hususta transgenik

olmayan bitki, kuraklik stresi ile muamele edilen kontrol (35s::bar) ve kuraklik stresine
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tabi tutulan transgenik miR408 (35s::bar+miR408) bitkilerinden birer tane secilmistir.
Oncelikle her ii¢ bitkiden total RNA izolasyonu yapilmstir. Elde edilen RNA’lar,
Nanodrop 2000c cihazinda 6rneklerin kalitatif ve kantitatif 6l¢timleri yapildiktan sonra
% 2’lik jelde (1:1 oraninda 2’ser pL numune ve yiikleme boyas1 yiiklenerek)
yiriitillmiistiir. Daha sonra Bar ve plantacyanin genlerinin ifade seviyelerini 6l¢ebilmek
i¢in bitkilerin total RNA 6rneklerinin temizleme ve saflastirma islemi yapilmistir (Sekil
4.42).

Sekil 4.42 Temizlenmis RNA’lara ait % 2’lik agaroz jel goriintiisii. 1: 35s::miR408, 2:
kuraklik stresi ile muamele edilen 35s::bar (kontrol), 3: transgenik olmayan
ve kuraklik stresine tabi tutulmayan (mock) bitkisi

Elde edilen RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi yapilmistir. Nanodrop 2000c cihazinda
saflik ve konsantrasyon tayinleri yapildiktan sonra CODNA sentezinin de ger¢eklesmesi
dogrultusunda 18s optimizasyonu yapilmistir. 18s optimizasyonunda, 3 kiitiiphane
arasindaki cDNA miktarlarini eslestirmek i¢in CDNA’larin 1/5, 1/10 ve 1/20 oranlarinda
seyreltmeleri kullanilmistir (Sekil 4.43).

Sekil 4.43 18s optimizasyonunun % 1’lik agaroz jelde goriinimii 1, 2, 3 : 35s::miR408
1/5, 1/10, 1/20 seyreltmeleri, 4, 5, 6: kuraklik stresi ile muamele edilen
35s::bar (kontrol) 1/5, 1/10 ve 1/20 seyreltmeleri, 7, 8, 9: transgenik
olmayan ve kuraklik stresine tabi tutulmayan (mock) bitkisi 1/5, 1/10 ve
1/20 seyreltmeleri NTC: negatif kontrol
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Elde edilen sonuglara gore ve Sekil 4.43’de goriildiigii gibi analizlerin devami igin

kiitiiphanenin 1/10 seyreltmesi uygun gorilmiistiir.

Bar geninin qRT-PCR analizlerinde, transgenik miR408, kontrol ve transgenik olmayan
bitki orneklerinde plantacyanin geninin ifade seviyesinin olgiilmesinde, transgenik
miR408 ve kontrol bitkilerinin cDNA’lar1 esit yogunlukta reaksiyona baglatilmigtir. 18S
rRNA geni internal kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen analiz sonuglarina gore,
bar geninin transgenik miR408 (35s::miR408) ve kontrol bitkilerinde (35s::bar) ifade
edildigi gorulmistir. Ancak transgenik olamayan bitkide herhangi bir ifadesi s6z
konusu olmamustir. Boylece transgenik bitkilerde, bar geninin ifade oldugu teyid
edilmistir (Sekil 4.44.a). Elde edilen analiz sonuglarina gore, plantacayanin geninin
transgenik miR408 bitkisinde (35s::miR408) kontrol bitkisine (35s::bar) gore daha az
ifade edildigi tespit edilmistir. Boylece transgenik miR408 bitkisinde, miR408’in asir1
ifade edilmesi sonucunda hedefi olan plantacyanin’in transkriptlerini elimine ederek

ifade seviyesinde azalma meydana getirdigi diisiiniilmistiir ( Sekil 4.44.b).

(@) (b)
Bar Gene Plantacyanin
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0.8 1 16
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kontrol non transgenik 35s::miR408 kontrol 35s::miR408

Sekil 4.44.a,b gRT analizi sonuglar a: bar ve b: plantacyanin genlerinin ifade seviyeleri

Transgenik miR408, kurakliga tabi tutulan ve tutulmayan kontrol bitkilerinde,
miR408’in ifade seviyesini belirlemek icin total RNA’lardan gRT PCR analizleri
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yapilmistir. Elde edilen analiz sonuglarina gore, kurakliga tabi tutulan kontrol
bitkisinde, kurakliga tabi tutulmayan kontrol bitkisine gére miR408’in ifade seviyesinin
arttigr izlenmistir. BOylece kuraklik stresinin, nohut bitkisinde miR408’in ifade
seviyesinin artmasina neden oldugu disinilmistir. Diger taraftan transgenik
miR408’in ifade seviyesinin her iki kontrolden daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.45).

miR408
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uygulama uygulama uygulama yapilan
yaptlmayan yapilan 35s::miR408
kontrol kontrol

Sekil 4.45 qRT analizi sonucunda elde edilen miR408’in ifade seviyesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Nohut yetistiriciliginde tarimi yapilan diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi yiiksek
verim ve kaliteye sahip iirlin yetistirmek esas amactir. Bitkilerde, {iriinlin kalitatif ve
kantitatif belirlenmesinde, genetik materyal ve c¢evresel faktérler Onemli rol
oynamaktadir. Bundan dolay1 son yillarda yapilan seleksiyon ¢alismalarinda, genetik
faktorlerin etkisinin belirlenmesi 6nem kazanmistir. Nohut ekim alani1 ve iiretiminin
azalmasinin yani sira verim kaybmin da oldugu bilinmektedir. Bitkinin biliylime ve
gelismesi sirasinda, biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmasindan dolayr 6nemli
derecede verim kaybi ortaya ¢ikmaktadir. Diinya tariminda, ¢evresel stres faktorleri
arasinda kuraklik, hastaliktan sonra nohut verimini ¢eside bagli olarak etkileyen ikinci
biiyilik etkendir (Farshadfar vd. 2008, Khodadadi vd. 2013). Kuraklik stresinden dolay1
nohut bitkisinde, % 50 oraninda verim kaybinin goriildiigii bilinmektedir (Croser vd.
2003; Singh vd. 1994). Kuraklik stresine karsi dayaniklilik mekanizmalarinin
tanimlanmas1 ve yiikksek verimli ¢esitlerin gelistirilmesi, kurak bolgelerde {irlin artigini

saglamak i¢in 6nemlidir (Fischer ve Maurer 1978).

Kuraklik stresine maruz kalan nohut bitkisi ile ilgili ¢ok az sayida arastirma
bulunmaktadir. Bu sebeple, bu tez ¢alismasinda, kuraklik stresine kars1 dayanikli nohut
¢esidinin Uretimi lizerine arastirma yapilmistir. Ayrica kurakliga dayanikli bitki elde
edilmesinin, Diinya ve Tiirkiye ekonomisi i¢in ¢ok biiyiik bir katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada, Oncelikle nohut bitkisinin degisik eksplantlar
kullanilarak in vitro sartlarda rejenerasyon sistemi optimize edilmis olup, bitkinin hizli
bir sekilde ¢ogaltimi saglanmis ve daha sonra buradan yola ¢ikarak kuraklik stresine
kars1 toleranshi bitki elde etmesinde pEARLYGATE408 plasmidini tasiyan A.

tumefaciens hatti ile gen aktarim galigmalari yapilmustir.

5.1 Streilizasyon Calismalari

Doku kiltiirii  ¢alismalarinda  kullanilan  tohumlarin, bakteri, mantar vb.
organizmalardan armdirilmasi i¢in yiizey sterilizasyonu calismalari gerekmektedir.

Sterilizasyon ¢alismalarinda, en diisik ve en etkili dezenfektan konsantrasyonunun
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belirlenmesi  olduk¢a Onemlidir (Bhatti 2001). Ayrica Yiizey sterilizasyon
calismalarinda hidrojen peroksit, glimiis nitrat, civa, ve diger kimyasallar arasindan
sodyum hipoklorit (ticari ¢amasir suyu), en yaygin olarak kullanilmaktadir (Oztiirk
2002). Ancak, yapilan ¢esitli doku kiltiiri ¢alismalarinda sterilizasyon amaclh
kullanilan NaOCl, ¢imlenmeyi dogrudan etkiledigi ve engelledigini belirtilmistir
(Saglam 2005). Bu nedenle, yiizey sterilizasyonu ¢alisma kapsaminda ilk dnce en uygun

dezenfektan dozu ve uygulama siiresi belirlenmeye ¢alisilmistir.

sterilizasyon calisma kapsaminda en uygun dezenfektan konsantrasyonunun
belirlenmeside Gokge, Yasa, Er99 ve Akgin ¢esitlerinin tohumlar yilizey sterilizasyonu,
%75, %60, %45, %30, %15’lik ticari ¢amasir suyununda 20 dk, oda sicakliginda
uygulanmistir. Yapilan calisma sonucunda c¢amasir suyu muameleler arasinda
bulasiksiz ve en fazla tohum ¢imlenmesi %30’liikk camasir suyunda 20 dakika siirede
elde edilmistir. Kullanilan ¢amasir suyunun diisiik dozlar1 tohumlarin sterilizasyonu igin
yeterli olmadigr ve yiiksek dozlarda ise eksplantlara zarar verdikleri izlenmistir.
Dolayisiyla, ¢aligma boyunca %30 g¢amasir suyu tohum sterilizasyonu ig¢in tercih

edilmistir.

5.2 Nohut Bitkisinde Yiiriitiilen Bitki Rejenerasyon Calismalar:

Nohut bitkisinde, sinirli sayida doku kiiltiiri ¢alismalart rapor edilmektedir. Rapor
edilmis calismalar ise tekrarlanabilirligi diisiik oldugundan verimli sonuclar elde
edilememektedir. Nohut bitkisinde bulunan fenolik bilesiklerden dolay1 in vitro ortamda
bitki rejenerasyonu ¢alismalar1 oldukca giictiir (Bajaj ve Gosal 1987, Barna ve Wakhlu
1994, Chauhan vd. 2003).

Fenolik bilesiklerin salgilanmasi sonucunda, gelisen hiicreler zarar gorerek, nekroz
olusumuna ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bundan dolayi, nohut bitkisinde doku
kiiltiirii ile rejenerasyona ugramis siirglinlerin kok rejenerasyonunun zor oldugu rapor
edilmistir. Benzer sekilde daha Once tulipa bitkisinde yapilmis bir ¢alismada, tulipa

bitkisinin rejenerasyon yeteneginde, oksidatif stresten dolayr azalma goriilmiistiir.
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(Rossum ve PLas 1997).Oksidatif stresi, serbest radikallerin iiretilmesine yol agmakta

olup, hiicrelerde nekroz olusumuna sebep olmaktadir.

Bu durumda, birgok arastirmaci tarafindan, oksidatif stresin olumsuz etkilerini ortadan

kadirabilmek i¢in farkli hormon ve kimyasallarin kullanilmasi 6nerilmektedir (Taeb ve

Alderson 1990).

Bu tez kapsaminda, GAj3’lin, nohut bitki rejenerasyonu ve hiicre ¢ogaltiminda 6nemli
rol oynadig1 gorilmistiir. Calismanin onuglari, Bostrack ve Struckmeyer (1967)’nin
arastirma sonuclaria benzerlik gostermektedir. Arastiricilar,
calismalarinda Antirrhinum maju bitkisinde apikal meristem eksplantinda 50 mg/l GA3
muamelesi ile yiliksek oranda hiicrelerin gogaltimi ile internode araliklarinda uzama

gormiislerdir.

Bitki rejenerasyon c¢alismalari, Gokge, Yasa, Er99 ve Akcin nohut c¢esitlerinde
gerceklestirilmigtir. Calisma kapsaminda 25 mg/l BAP, 25 mg/l GA3 ve 25 mg/l BAP+
GA; olmak iizere 3 farkli 6n muamele sonucunda pulumula, embriyonik eksen ve
radikula eksplantlar1 ve daha sonra farkli BAP -NAA igeren siirgiin rejenerasyonu elde
edilmistir. En fazla siirgiin olusumu ve eksplant basina diisen siirgiin sayisi, BAP 6n
muamelesi ile elde edilmistir. Sonuglar, Aasim (2012)’in bulgulari ile benzerlik

gostermektedir.

Elde edilen siirgilinlerin koklendirilmesinde, tek basina oksin kullaniminda herhangi bir
sonu¢ elde edilememistir. Ancak, GA3 + IBA’nin, kdk olusumunda pozitif etkiler
biraktig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, Thakare vd. (2011) GA3’i, slirglin olusumunda
ve kok uzunlugunda istiinliik gosteren bir hormon olarak tespit etmistir. Arastirmaci
bunun sebebini GA3; muamelesinin, nispeten niikleik asitin fazla tretilmesinde ve
tohum ¢imlenmesinde siirgiin ve kok uzunlugunun hizini arttirmasinda yararli bir

hormon olarak bildirmistir.

Ayrica, BAP+GA3 etkileri hakkinda bir literatiir ¢alismas1 bulunmamaktadir.
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Nohut bitkisinde kok rejenerasyonu caligmalarinda, bitkiden
salgilanan fenolik bilesiklerin etkisinden dolay: siirgiinlerin kok rejenerasyonlarinda
oldukc¢a yiiksek oranda kararma goézlenmistir. Kararmanin, NAA igeren ortamlarda
kok rejenerasyonunun kabiliyetini asir1 derecede azalttigr goriilmiustiir. Fakat farkl
eksplantlarin kullanimi, kok rejenerasyonuna olumsuz etkisini degistirmemistir. Ancak
GA; iceren ortamlarda eksplantlarin kok rejenerasyon

kabiliyetinin yiiksek oldugu gozlenmistir.

5.3 Gen Aktarim Cahsmalari

Tez kapsaminda yapilan Agrobacterium aracili  gen aktarim ¢alismalarin
optimizasyonunda transformasyon iizerine etkieden bazi parametreler ve farkl
eksplantlar denenmistir. Bunlardan bakterinin optik yogunlugu, inokiilasyon ve
kokdiltivasyon ortamina eklenen maddeler ¢esitli embriyo, embriyonik eksen, plumula,
tek cenekli embriyo ve cift cenekli embriyo eksplantlr1 degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore diisilk bakteri yogunlugu embriyo eksplantlarin yaralanmasi ve bazi
kimyasallarin eklenmesi sonucunda, hem GUS ifadesini ve hem transformasyon
etkinliginin arttirdigina sebep olmustur. Onceki c¢alismalarda Yaralama fenolik
bilesiklerinin {iretilmesini ve ayrica bakterilerin hiicre duvarina tutulmasini dolaylis1 gen
girisinin arttirdigin1 ve yaralamadan sonra asetosiringon eklenmesiyle GUS gen

ifadesinde artiglar izlediklerini rapor etmislerdi (Santarem vd. 1998).

5.4 Transgenik mir408 Bitkilerinde Kuraklik Stresine Karsi Tolerans

Kuraklik stresine karsi gelismis bitkiler cok karmasik ve programlanmis mekanizmaya
sahip olduklar1 ve bunlarin arasindan gen ifadelerini transkript sonrasi degismeleri ile
birlikte hiicre yapilarinin ve metabolizmalarini stresden kaynaklanan zararlardan
koruma altina alabilmektedirler (Zhu 2002). Bdylece bir¢cok genin ifade seviyesi,
birbirleri ile baglantili olarak kompleks bir ag icerisinde stresden etkilenip degisim
gostermektedir (Seki vd. 2002). Gen ifadelerinin degisimi, zamansal ve mekansal olarak
transkripsiyon, transkripsiyon sonrast ve translasyon diizeyinde gerceklesmektedir.

Giliniimiize kadar kuraklik stresi ile iliskin tanimlanan birgok miRNA’nin, bitkilerde

119



transkripsiyon sonras1 gen ifadesini regiile ettigi bilinmektedir. Giiniimiize kadar
kuraklik stresine karst miRNA’larin tanimlanmasi, yiiksek verimli dizileme teknigi ile
ortaya konulmustur. Bu teknik sayesindemiRNA'’larin, molekiiler fonksiyonlarinin
incelenmesi sonucunda miRNA’lar, diizenleyici ag sisteminin en énemli tiyeleri olarak
tanimlanmiglardir (Shalgi vd. 2007, Hobert 2008, Yu vd. 2008, Zhang ve Li 2013). Bu
sistemin iiyelerinden birisi olan miR408, bilgisayar ortamindaki programlar sonucunda
kuraklik stresine karsi yliksek potansiyel tasimaktadir (Kantar vd. 2010, Trindade vd.
2010, Zhou vd. 2010, Eldem vd. 2012). Fakat bu hipotezin dogrulanmasinda, giiniimiize
kadar herhangi bir fonksiyonel ¢aligma bulunmamaktadir. S6z konusu olan miRNA "nin,
bugiine kadar yapilan fonksiyonel c¢aligsmalarinda agirlikli olarak bakir ile iligki olan
genlerde yapilmistir. Ayrica miR408 ile kuraklik stresi arasinda ¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak sadece model organizma olan Arabidopsis bitkisinde incelenmis
(Sunkar vd. 2006, Li vd. 2008, Gou vd. 2011) ve simdiye kadar herhangi bir kiiltiir
bitkisinde rapor edilmemistir. Bu tez ¢calismasinda, miR408 geni fonksiyonunun, nohut

bitkisinde ve kuraklik stresinde belirlenmesi amaclanmustir.

miR408’in ifade seviyesinin, H. Vulgare, M. truncatula ve Arabidopsis bitkilerinde
kuraklik stresi kosullarinda arttigi bilinmektedir (Liu vd. 2008, Kantar vd. 2010,
Trindade vd. 2010). Ayrica miR408’in ifade seviyesinin, celtik bitkisinin kurakliga
dayanikli genotiplerinde 6nemli derecede arttig1 ve hassas genotiplerde azaldigi rapor
edilmistir (Mutum vd. 2013). Bu calismada, kuraklik stresi ile muamele edilen ve
edilmeyen kontrol bitkilerinin kiyaslanmasi sonucunda, mir408’in ifade seviyesinin
arttig1 izlenmistir. Diger sonuglara gore, transgenik miR408 bitkiler susuzluk kosullart
altinda normal biiylimeye devam ederken, kontrol bitkilerde belirgin kuraklik belirtileri
izlenmistir. BOylece transgenik bitkiler, artan miR408 seviyesinden dolayr kuraklik

stresine kars1 tolerans gosterebilmislerdir.

Onceki ¢alismalara gdre miR408, bakir iceren proteinleri regiile etmekte ve susuzluk
stresine karst bakir ile iligkili transkriptlerin pargalaylp bakir homeostazisinin
koordinasyonunda rol almaktadir (Abdel-Ghany ve Pilon 2008, Trindade vd. 2010).
Kuraklik kosullar1 altinda bitkiler, su kayiplarin1 engelleyebilmek ic¢in stomalarini

yiiksek oranda kapali tutmakta ve diisiik oranlarda su tiiketerek hayatta kalma

120



miicadelesi vermektedirler (Nunes vd. 2008). Bu strateji nedeniyle terlemeden kaynakli
su kayiplarin1 azaltip daha uzun siire hayatta kalma sansina sahip olmaktadirlar. Boylece
kuraklik stresi esnasinda, ksilemlerden daha az miktarda su tasinir ve terleme inhibe
edilir. Fakat bu strateji sonucunda, bakir iyonlar1 dahil olmak iizere mikro ve makro
elementlerin de daha az miktarda tasinabilmesi, fotosentez oraninin azalmasi ile
sonuglanir. Bununla birlikte bakir eksikligi, bitki fotosentez oraninin azalmasina izin
vermemektedir. miR408 basta olmak {izere bakir miRNA’lari, bakir ile iliskili
plantosiyanin gibi transkriptlerin ifade seviyelerini diizenlemektedir (Abdel-Ghany ve
Pilon 2008, Trindade vd. 2010). Boylece az miktardaki bakir mineralinin, plastosiyanin
tarafindan kullanilmasina izin verir (Abdel-Ghany ve Pilon 2008, Yamasaki vd. 2009,
Trindade vd. 2010). Sonu¢ olarak nohut bitkisi basta olmak iizere birgcok bitkide
korunmus olan plantasiyanin geninin transkriptleri, miR408’in artis1 ile azalmakta olup,
(Sunkar ve Zhu 2004, Abdel-Ghany ve Pilon 2008) elde edilen transgenik miR408 ve

kontrol bitkilerin sonuglartyla benzerlik géstermektedir.

Sonug olarak asagidaki dneriler uygun goriilmiistiir;

1. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda sterilizasyon ¢imlenmeyi dogrudan etkilemekte ve
oldukca onemli olmaktadir. Ticari camasir suyu (<%5 NaOCl) sterilizasyonda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda kulanilan her 4 ¢eside 20 dk,

% 30 camasir suyu ile sterilizasyon saglanmuistir.

2. Tez kapsaminda kullanilan eksplantlardan plumula ve embriyonik eksen
eksplantlar1 ilk 6nce 25 mg/l BAP ile 6n muamelesi ve daha sonra farkli oranlarda
BAP arti NAA son mumamele sonucunda yiiksek oranda siirglin rejenerasyonu
elde edilmistir. Boylece kullanilan eksplantlar arasinda eniyi eksplantin plumula ve
embriyonik ekseni oldugu belirlenmistir. plumula eksplantindan en fazla 10.83 adet
ve Embriyonik eksen eksplantindan 16 adet siirgiin 25 mg/l BAP 6n muamelesinde
ve daha sonra 0.5 mg/l BAP art1 0.07 mg/l NAA igeren besin ortamindan ve Akc¢in
¢esidinde elde edilmistir.
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3. Siirglinlerin kdklendirme c¢aligmalarinda, siirglinlerin kesildigi yerden salgilanan
fenolik  bilesiklerin etkisinden dolayr  kararma gozlenmis ve dolaylisiyla
koklendirmeleri zor olmustur. Fakat fenolik bilesiklerin olusumunu engellemek
amaciyla GA3 ve IBA  kullamilmustir. Nekrozitden dolayr Kararmanin
engelleyebilme ve bdylece kok rejenerasyon kabiliyetini arttirdigt  izlenmistir.
Nohut bitkisinin dis kosularinda adaptasyonu i¢in torfiin en iyi substrat oldugu tespit

edilmistir.

4. Nohut bitkisinin Agrobacterium ile transformasyonun optimizasyon g¢alismalarinda
yaralanmig embriyo eksplantinda ve ODggy = 0.5 bakteri yogunlugunda basarili bir

transformasyon gergeklestirilmistir.

5. Kontrol bitkiler kiyaslama sonucunda transgenik miR408 noht bitkisinde Kuraklik

stresine karsin direnclik gostermistir.

6. Bu calismanin devaminda kesin bir yargiya varabilmek i¢in, elde edilm,i bitkileri
yeniden ekilerek ¢ogaltilmasi istenilen genlerin aktarilmasi ile Mendel agiliminin
olup olmadiginin da ayni zamanda belirlenmesi gerekmektedir. Bu amaglarla
calismaya devam edilmesi daha kapsamli ve kararli sonuglarin ortaya konulmasina
yardime1 olacaktir. Kurakliga dayanikli ¢esit iiretiminde yapilacak olan ¢alismalarda

katkida bulunacagi umulmaktadir.

Sonug olarak bu tez calismasinda diinya ve lilkemiz i¢in ekonomik 6neme sahip olan
nohut bitkisinde doku kiiltirii ve gen aktarim calismalart yapilmistir. NOhut bitkis
ile ilgili bu ¢aligmalarin devam etmesi biiyiik onem tagimakta ve bu alanda 6nemli bir
acigin  kapatilacagit ve dolayisiyla sektore Onemli katkilar saglayacagi

distiniilmektedir.
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