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OZET
CrylAc ve Bar GENLERININ Agrobacterium tumefaciens ARACILIGIYLA
YEM BEZELYESINE (Pisum arvense L.) AKTARILMASI

Bu c¢alismada, yem bezelyesinde Agrobacterium tumefaciens aracihigiyla genetik
transformasyon protokoliiniin gelistirilmesi amacglanmistir. Bu kapsamda, adventif siirgiin
rejenerasyonu, gen aktarimimnin optimizasyonu ve bdceklere karsi direngli transgenik aday
bitkilerin PCR ile gen dogrulanmasina yonelik deneysel caligmalar gerceklestirilmistir.
Calismanin ilk asamasinda, yem bezelyesinin Ates genotipine ait kotiledon ve kdk bogum
eksplantlarinin adventif siirgiin rejenerasyon kapasiteleri, ¢esitli oranlarda bitki biiyiime
diizenleyicileri iceren Murashige ve Skoog (MS) besin ortamlarinda degerlendirilmistir.
Calismada, 6-Benzil Amino Piirin (BAP) ve Naftalin Asetik Asit (NAA) hormonlariyla
desteklenmis alt1 farkli kombinasyon kullanilmistir. Uygulanan hormon konsantrasyonlari
sirastyla su sekildedir: ( 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00 ve 6.00 ) mg 1" BAP + 0.2 mg I'" NAA.
Elde edilen rejenerasyon sonuglarina gore hem kotiledon bogum hem de kék bogum
eksplantlar1 i¢in en iyi dogrudan siirgiin rejenerasyonu i¢cin 3 mg I'' BAP + 0.2 mg I'' NAA
iceren ortam tespit edilmistir. Calismada rejenerasyonu basariyla tamamlayan siirgiinlerin
koklenmesini saglamak amaciyla, 1.00 mg I indol Asetik Asit (IAA) iceren besin ortami
kullanilmis ve bu ortamda kok olusumunun etkili bir sekilde gerceklestigi belirlenmistir.
Bakteri ile muamele gormiis eksplantlarin se¢iminde kullanilan herbisitlerin dozlarinin
belirlenmesi amaciyla ¢alismada 4 farkli konsantrasyonda 2.00, 4.00, 6.00 ve 8.00 mg I
fosfinotrisin iceren MS ortamu kullanilmistir. Sonug olarak; 2.00 mg 1! PPT dozu, seleksiyon
ortaminda basarili transformantlarin se¢ilmesini miimkiin kilmistir. Genetik transformasyonun
optimizasyonu icin, 35S-crylAc-NosT gen kaseti ile birlikte A. transformasyon vektorlerine
klonlanmis segici isaret geni olarak npt-1l geni ve Bar geni i¢cin LBA-PGG-Bar kaseti
kullanilmistir. Transformasyon ¢aligmalar1 sonucunda, toplam 175 adet CrylAc ve Bar
genlerini tasiyan transgenik aday bitki elde edilmistir. Aday bitkilerde yapilan PCR
sonuglarma gore CrylAc ve Bar genlerinde sirasiyla % 36.66 ve % 17.65 oranlar tespit
edilmistir. Bu ¢alisma, yem bezelyesi ve benzer bitkilerde zararli boceklere karsi direng
gelistirme agisindan etkili bir genetik transformasyon sistemi kurulabilecegini ortaya

koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, CrylAc, Bar, PCR



ABSTRACT
TRANSFORMATION OF THE CrylAc AND Bar GENES TO
FORAGE PEA (Pisum arvense L.) VIA Agrobacterium tumefaciens

The objective of this study was to develop a genetic transformation protocol for forage pea
(Pisum arvense L.) using the bacterium Agrobacterium tumefaciens. The scope of this study
included experiments on three main areas: the regeneration of adventitious shoots, the
optimisation of gene transfer, and the PCR-based confirmation of transgenic candidate plants
that are resistant to insect pests. In the first stage of the study, the adventitious shoot
regeneration capacities of cotyledonary node and root node explants of the Ates genotype of
forage pea were assessed on Murashige and Skoog (MS) media, with the explants being
supplemented with various concentrations of plant growth regulators. Six different
combinations were tested, supported by 6-Benzyl Amino Purine (BAP) and Naphthalene
Acetic Acid (NAA) hormones. The following concentrations of hormones were applied: 1.00,
2.00, 3.00, 4.00, 5.00, and 6.00 mg I'* BAP + 0.2 mg I'' NAA. Based on the regeneration
results, the highest direct shoot regeneration for both cotyledonary node and root node
explants was achieved using the medium with 3 mg I BAP + 0.2 mg I'* NAA. To induce
rooting of shoots that successfully completed regeneration, MS medium supplemented with
1.00 mg I'! Indole-3-Acetic Acid (IAA) was used, and effective root formation was observed
in this medium. The appropriate herbicide doses for the selection of explants treated with
Agrobacterium were determined by testing MS media containing four different concentrations
(2.00, 4.00, 6.00, and 8.00 mg 1Y) of phosphinothricin. Consequently, a concentration of 2.00
mg It PPT was determined to be the optimal setting for the effective selection of
transformants in the designated selection medium. To optimise genetic transformation, the
35S-crylAc-NosT gene cassette was used alongside the NPT-II selectable marker gene,
which was cloned into Agrobacterium for transformation. vectors, while the Bar gene was
introduced using the LBA-PGG-Bar cassette. A total of 175 transgenic candidate plants
carrying the CrylAc and Bar genes were obtained at the end of the transformation studies.
PCR analysis revealed transformation frequencies of 36.66% and 17.65%, respectively, for
the CrylAc and Bar genes. This study demonstrates that an effective genetic transformation
system can be established in forage peas and similar crops to develop resistance against insect

pests.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, CrylAc, Bar, PCR
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1. GIRIS

Dinya nufusunun artigiyla birlikte, tarimsal verimliligin ve kalitenin artirilmasina
yonelik talep de hizla artmaktadir. Kiiresel dlcekte gida giivenligi ve beslenme yetersizligi,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde dnemli bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin (FAO) en giincel verilerine gore, bu iilkelerde
yasayan niifusun yaklasik % 9’u yetersiz beslenme ile karsi karsiyadir. Bu durum, hem
bireysel saglik hem de sosyoekonomik kalkinma acisindan ciddi riskler olusturmaktadir
(FAOSTAT, 2023). Ozellikle, hayvansal protein ve hayvansal iriinlere yonelik talep de bir
artiy yasanmistir. Asya'da, Ozellikle yiiksek gelirli demografik gruplar arasinda giinlik
hayvansal protein alimi son elli yilda ii¢ kattan fazla artmistir. Bu artan talep, modern tarimi
tekniklerini zorunlu olarak degistirmistir (Zhang vd., 2024). Bunun yaninda, mevcut
hayvanlarin yeterli ve dengeli beslenebilmeleri i¢in meralarm dogru yonetimi ve i1slah
calismalar1 ile yem bitkileri ekim alanlarinin artirilmasina yeterli 6nem verilmemistir. Oysa
hayvancilik, iilkelerin kalkinmasinda, ihra¢ potansiyelinin artirilmasinda, sanayiye hammadde
tedarikinde, kirsal bolgelerde issizligin dnlenmesinde, yeni istihdam saglamasi agisindan da

son derece énemlidir (Oztiirk vd., 2019).

2023 yilinda kiiresel olarak yem bitkileri ticareti 3.65 milyar dolara ulasmustir,
ticaretin 4.36 milyar dolar oldugu 2022 yilina gore % 16.1'lik bir diisiis gdstermistir. Son bes
yillik donemde, bu iiriin kategorisindeki ticaret hacmi yillik ortalama % 3.95 oraninda artis
gostermistir. 2023 yili itibariyla uluslararasi ticarete konu olan 1.217 {iriin arasinda yem
bitkileri, kiiresel ticaretin yalnizca % 0.016’sm1 olusturarak ticaret degeri acisindan 622.
sirada yer almustir. Uriin Karmasiklik Endeksi (Product Complexity Index, PCI) dikkate
alindiginda ise, -0.63’liikk PCI degeriyle 1.044 iirlin arasinda 755. swrada yer almis ve bu
yoniiyle diisiik karmasikliga sahip bir iiriin olarak smiflandirilmistir (OEC, 2023).

Yem bitkileri, gelismekte olan iilkelerde gevis getiren hayvanlarin baslica besin
kaynagmi olusturmaktadir. Bu bitkiler, et ve siit gibi besin agisindan yogun gidalarin yani
sira, deri ve yiin gibi hayvansal yan iirlinlerin iiretimine de dolayl olarak katki saglamaktadir.
Hayvan yetistirmede meralarin yan1 sira yem bitkileri de kullanilmaktadir. Son yillarda, bitki
1islahgilar1 biyotik ve abiyotik streslere karsi dayanikli, yiliksek verimli yem bitkisi cesitleri
gelistirmek suretiyle hayvancilik sektoriiniin  verimliligine kayda deger katkilarda

bulunmustur (Fuglie vd., 2021).



Hayvancilik sektoriiniin gelismis oldugu iilkelerde, yem bitkilerinin ekilis alanlar1
toplam tarmm arazisinin énemli bir boliimiinii teskil etmektedir. Ornegin, Ingiltere’de % 25,
Italya’da % 30, Hollanda’da % 31 ve Almanya’da % 36 oraninda yem bitkisi
yetistirilmektedir (Ozkan, 2020). Tiirkiye’de ise % 14’iinii olusturmaktadir ve iilkedeki kaba
yem ac1gmi kapatmak icin bu oranm artirilmasma ihtiyag vardir (Demirkol vd., 2019; Ozkan,
2020). Bu nedenle beslenme degeri yoniinden yiiksek ve hayvanlar tarafindan tiikketimi tercih
edilen yem bezelyesi (Pisum arvense L.) bu a¢igm kapatilmasi noktasinda onemli bir yem
bitkisidir. Yem bezelyesi (Pisum arvense L.), diinya ¢apinda yetistirilen en 6nemli bakliyat
urunlerinden biridir. Yem bezelyesi, evcil hayvanlar ve ¢iftlik hayvanlar i¢in iyi bir bitkisel
protein kaynagidir (Sangjan vd., 2023). Protein igeriginden dolay1 siit veriminde de oldukga
onemlidir (Sharma ve Sharma, 2022). Bunun yani sira, yem bitkileri yiiksek oranda
karbonhidrat ve sindirilebilir madde icerigine (% 86-87) sahip olmasi nedeniyle ¢iftlik
hayvanlarmin beslenmesinde ideal bir yem kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Ouafi vd.,
2016). Bezelye tanesi % 20-27 ham protein (CP) icermektedir ve bunun % 78-94'U rumende
parcalanabilir proteini olusturmaktadir. Bunun yaninda arpa, bugday ve yulaf gibi tahil
tanelerine kiyasla yem bezelyesinin nisastasinin par¢alanma orani diisiiktiir. Bu durum yem

bezelyesinin lif kaynagi olarak kullanilmasina olanak tanimaktadir (Sangjan vd., 2023).

Yem bezelyesi azot fiksasyonu ile toprakta organik karbon ve azot seviyelerini
artirmaktadir. Bunun sonucunda ekilebilir alanlarda giibre ve enerji kullanimini azaltarak sera
gaz1 (karbondioksit/CO; ve azot oksit/N20) emisyonlarininazaltilmasina katki saglamaktadir
(Sangjan vd., 2023).

Fakat yem bitkileri yetistiriciliginde, kaliteyi olumsuz etkileyen yabanci ot ve zararl
organizmalarla miicadele gerekmektedir. Yabanci ot ve zararlilara karsi farkli miicadele
yontemlerinden biri olan ve aktif olarak kullanilmakta olan kimyasal mucadele % 95’lik paya
sahiptir. Bu amagla kullanilan kimyasallarin ekim alanina uygulanmadigi durumlarda
mahsulde % 60 oranlarinda kalite ve verim kayb1 meydana geldigi belirlenmistir. Bu nedenle,
tirlin kaybinin kontroli amactyla tiim diinyada oldugu gibi Glkemizde de bitki koruma urtinleri
kullanilmaktadir (Tiryaki, 2018). Kullanilan iriinler yabani otlarin gelisimini 6nlemenin
yaninda bitki gelisimini de desteklemektedir. Bu nedenle, yabanci otlarin yoneltilmesinin yani
sira, mahsul verimini artirabilecek ve herbisit direncini gelistirecek uygulamalara ihtiyag
duyulmaktadir. Bitkilerde bu diren¢ dogal olarak olusabilmekte veya genetik miithendisligi
veya doku kulttrl teknikleriyle farkli bigimlerde gelistirilebilmektedir (Hussain vd., 2021).

Islah i¢cin CRISPR/Cas9 gen diizenlemesinden verimi artirmak igin mikrobiyomdan



yararlanmaya kadar tarim teknolojilerinde kaydedilen 6nemli ilerlemeler de modern tarimda

devrim yaratmustir.

Gen c¢alismalariyla, genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak ilgili genlerin
bulunmasi, karakterize edilmesi, izolasyonu ve hedef hiicreye aktarilmasi saglanmakta ve
ilgili geni tasiyan bir DNA parcasinin doku icindeki hiicrelerin kromozomlarina
yerlestirilmesi, daha sonra bu hiicrelerden transgenik bitki elde edilmesi saglanmaktadir
(Daneshvar Rouyandezagh, 2011; Hussain vd., 2021). Buradaki amag¢ bitki tiirlerinde dogal
olarak bulunmayan yeni bir 6zellik kazandirmaktir. Kazandirilan bu yeni 6zellikle birlikte
hedef, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere karsi raf Omriiniin iyilestirilmesi, daha yiiksek Urln
verimi, iyilestirilmis Urtin Kkalitesi, hasereye kars1 direng, yiiksek sicaklik derecelerine karsi
tolerans, soguga ve kurakliga dayaniklilik gibi avantajlar saglayarak bitkiyi daha faydali ve
verimli hale getirmektir (Jhansi Rani ve Usha, 2013). Bu baglamda, genetik modifikasyon
(GM) teknolojisi, zararlilara, hastaliklara ve ¢evresel stres faktorlerine karsi direngli bitki
tiirlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir arag olarak one ¢ikmaktadir. 2023 yili verilerine gore,
genetik modifiye organizma (GDO) teknolojisi, dinya genelinde 76 (lke ve bdlgede
uygulanmakta olup, bunlarin 27’sinde toplam 206.3 milyon hektarlik alanda transgenik bitki
yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu alan, bir dnceki yila gére % 1.9 oraninda artis gostermistir.
GM bitkilerin ekim alani, 1996 yilindan bu yana 121 kat artarak dikkat cekici bir yayilim
gbstermis ve diinya tarim alanlarmin yaklasik % 13.38’ini olusturan bir diizeye ulagsmistir. Bu
siregte toplam ekim alam1 3.4 milyar hektar1 asmis durumdadir. Bu veriler, genetik
miihendisligi uygulamalarinin modern tarimda ne denli yayginlastigii ve gelecekte bu alana

yonelik caligmalarin artarak devam edecegini gostermektedir (Cheng vd., 2024).

Bu ¢alismanin temel amaci, CrylAc ve Bar genlerinin Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla yem bezelyesi (Pisum arvense L.) bitkisine aktarimmi saglamak ve s6z konusu
genlerin bitki genomuna basarili bir sekilde entegre edilip edilmedigini PCR analizi ile
molekiiler diizeyde dogrulamaktir. Bu kapsamda ¢alisma; yem bezelyesinin kotiledon ve kok
bogum eksplantlarindan Agrobacterium-aracili transformasyon protokoliiniin uygulanmasi,
transformantlarin  se¢giminde herbisit (fosfinotrisin) dayamikliligina dayali seleksiyon
yonteminin kullanilmasi, transformant bitkilerde CrylAc ve Bar genlerinin varhigmm PCR
(Polimeraz  Zincir Reaksiyonu) ile dogrulanmasi, elde edilen verilerin, genetik
transformasyonun yem bezelyesi {izerine uygulanabilirligini ortaya koyacak sekilde

degerlendirilmesi hedeflerini icermektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yem Bezelyesi (Pisum arvense L.)

Yem bezelyesi Pisum arvense L., baklagiller (Fabaceae) familyasmin Papilionoideae
alt familyasinda yer alan, tek yillik, diploid (2n = 14) ve kendine ddllenen (kleistogamik) bir
bitki tiiriidiir. Tarimsal tiretimde 6zellikle kaba yem kaynagi ve yesil giibre bitkisi olarak
onemli bir yere sahiptir. Yiksek protein igerigi ve atmosferdeki azotu biyolojik olarak
baglama yetenegi sayesinde siirdiiriilebilir tarim sistemlerinde degerli bir bilesen olarak kabul

edilmektedir (Ratnayake vd., 2002; Ambrose vd., 2023).

Yem bezelyesinin haploid genom biiyiikligii (1C) yaklasik 4.28-4.5 Gb (yaklagik 4.4-
4.8 pg DNA) arasinda degismektedir (Coyne vd., 2020; Ludvikova ve Griga, 2022). Liu vd.
(2023) tarafindan Cin menseli ‘ZW6’ ¢esidinde yapilan akis sitometrisi analizlerinde bu deger
4.28 Gb olarak belirlenmistir.

Pisum arvense L. tiirli Birlesik Krallik ve Kuzey Amerika'da bezelye, kuru bezelye ve
yem bezelyesi, Hindistan'da “Batani”, Almanya'da “Erbse”, Etiyopya'da “Ater”, Fransa'da
‘Pois’, Macaristan'da “Takarmany borso” ve Italya'da “Pisello” olarak bilinmektedir

(Ratnayake vd., 2002).

Yem bezelyesi; tane, yesil ot, kuru ot veya silaj iiretiminde kullanilabildigi gibi, mera
ve yesil giibre bitkisi olarak da degerlendirilmektedir. Igerigindeki ham seliiloz, fosfor,
kalsiyum, potasyum ve magnezyum gibi elementler, tim ciftlik hayvanlarinin beslenmesi

acisindan 6nemli katkilar saglamaktadir (Agikgoz, 2001; Keskin vd., 2021).

Rhizobium cinsi simbiyotik bakteriler araciligiyla atmosferik azotu baglayabilen yem
bezelyesi, topragin fiziksel Ozelliklerini iyilestirerek verimliligini artwmaktadir. Ayrica,
makro ve mikro besin elementlerini toprakta tutma kapasitesi ile bitki beslenmesine katki
saglamaktadir (Ludvikova ve Griga, 2022; Kara ve Sirmen, 2023). Bu yoniyle hem azot
kaynagi hem de bol yesil aksam tiretmesi sayesinde yesil glbre bitkisi olarak kullanilmaktadir
(Sayar, 2021; Ozeroglu, 2021).

Kisa vejetasyon siiresi sayesinde hem kislik hem yazlik olarak yetistirilebilen yem
bezelyesi, tahil tiirleriyle karisik ekime de uygundur. Tohumlarinda dormansi goriilmemesi
nedeniyle ¢imlenmesi kolay ve ¢ikist tniformdur. Ayrica, hassas tohum yatag:
gerektirmemesi ve devlet desteklerinden faydalanmasi, tireticiler igin tercih sebebidir (Sayar,
2021).



2.2. Yem Bezelyesinin Besin ve Kimyasal Bilesimi

Yem bezelyesi (Pisum arvense L.), besin 6geleri ve fonksiyonel bilesenler agisindan
zengin icerigiyle dikkat c¢eken bir baklagil tiiriidiir. Kuru agirhigmin yaklasik % 59.32-
69.59’unu karbonhidratlar olusturmakta olup, nisasta orant % 39.44-46.23, toplam diyet lifi
ise % 23.23-30.72 arasinda degismektedir. Liflerin % 3.91-8.01’1 ¢dzliniir, % 19.32-23.1’1 ise
¢ozlinmez formdadir (Wu vd., 2023). Tablo 2.1.’de goriildiigii gibi yem bezelyesinin protein
icerigi % 22.5-26.5 araliginda olup, bezelye proteini baslica globulin, albiimin, prolamin ve
glutenin fraksiyonlarmdan olusmaktadir. Ozellikle globulin fraksiyonu toplam proteinin %
55-65’ini olusturmakta, bezelye proteini lizin agisindan zengin olmasiyla dikkat cekmektedir.
Ayrica metiyonin ve sistein gibi siilfiir iceren amino asitleri de igermektedir (Wu vd., 2023).
Ham yag igerigi % 1.7-3.3, ham seliiloz igerigi % 7.3-21.8 ve azot icermeyen madde igerigi
ise % 39.3-59.8’dir (Tablo 2.1.).

Bezelye proteinleri, soya fasulyesi ile benzer izoelektrik noktaya (pH 4-5) sahiptir.
Koplrme stabilitesi yaklasik % 89.74, jellesme konsantrasyonu % 14 ve su adsorpsiyon
kapasitesi 3.389 g g olarak rapor edilmistir (Wu vd., 2023). Bezelye tanelerinde % 20-30,
kuru otunda ise % 20 civarinda ham protein bulunmakta ve bu nedenle Avrupa’da soya
fasulyesine alternatif bir kesif yem kaynagi olarak onerilmektedir (A¢ikgoz, 2001; Keskin vd.,
2021).

Tablo 2. 1.Yem bezelyesi kuru ot ve tanesindeki kimyasal kompozisyon (%)

Ham protein Ham yag Ham Seliloz N-siz Oz Madde
Kuru ot 22.5 3.3 218 39.3
Tane 26.5 17 73 50.8

Kaynak: (A¢ikgoz, 2001)

Nisasta igerigi % 35-40 arasinda degismekte olup, amiloz oran1 % 17.2-42.6 araliginda
bulunmustur. Yiiksek amiloz igerigi nedeniyle bezelye nisastasi, diigiik glisemik indeksli
(69.8-70.7) ve sindirime direngli bir karbonhidrat kaynagidir (Wu vd., 2023; Ratnayake vd.,
2002). Alfa-amilaz enzimine karsi dogal direng gosterdigi i¢in saglik agisindan islevsel

nisastalar arasinda yer almaktadir (Soral-Smietana vd., 2003; Shi vd., 2018).

Diyet lifi agisindan zengin olan bezelye, 6zellikle ¢oziinmeyen lif bakimindan 6nemli

bir potansiyele sahiptir. Bu lifler baslica seliiloz, hemiseliiloz, pektin ve ligninden olugmakta,



bagirsak sagligini destekleyen ve glikoz metabolizmasini diizenleyen etkiler gostermektedir
(Li vd., 2024; Kumari ve Deka, 2021). Bezelye tohumlarinda % 3.91-8.01 oraninda ¢6ziiniir,
% 19.32-23.1 oraninda ¢ozlinmez lif bulunmakta ve bu lifler antioksidan aktivite ile kan
sekeri diisiiriicti 6zellik gostermektedir (Wu vd., 2023). Hayvan sagligi agisindan giivenilirdir,
proteinlerin ve basta fosfor olmak {izere bazi minerallerin sindirilebilirligini smirlayan tripsin
inhibitorleri ve fitik asit gibi antinutrisyonel maddelerin azaltilmasini saglamaktadir

(Ludvikova ve Griga, 2022).

Lipid igerigi diisiik olan yem bezelyesi, diisiik yagli bir besin alternatifi sunar.
Lipidlerin % 42.01-60.68’i ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusurken, doymus yag asidi
oran1 % 17.46- 24.95'tir. Igeriginde bulunan en yaygmn yag asitleri; palmitik asit (% 12.39-
19.24), linoleik asit (% 34.56-47.74) ve linolenik asit (% 7.37-12.55) tir (Wu vd., 2023).

Mineral igerigi yoniinden de zengin olan yem bezelyesi, azot, fosfor ve potasyum gibi
makro besin elementlerinin yani sira demir, ¢inko, bakir ve manganez gibi mikroelementleri
de yulksek diizeyde igermektedir. Bu minerallerin diizeyleri genotipe gore degiskenlik
gostermekte olup, tohumlarinda ayrica az miktarda selenyum da tespit edilmistir (Wu vd.,

2023).

Vitamin igerigi bakimindan, 6zellikle tokoferoller (vitamin E) agisindan zengin olan
bezelye, o-tokoferol icerigi bakimmdan 46.14-54.17 g g araliginda deger gdstermektedir. Bu
degerler, bezelye genotipleri arasinda farklilik gostermektedir (Wu vd., 2023).

Bezelye ayni zamanda flavonoidler, polifenoller ve tanenler gibi biyoaktif bilesenler
yoniinden de zengin bir kaynaktir. Baslica fenolik bilesikler arasinda hidroksisinnamik asitler
(kumarik, ferulik, vanilik), benzoik asit tiirevleri ve protokatesuik asit gibi maddeler yer

almaktadir (Kumari ve Deka, 2021).

Toplam fenolik igerik (TPC), 12.6— 128.6 mg GAE 100 g* arasinda degismekte olup,
koyu renkli kabuklara sahip tohumlarda daha yiiksek diizeyler gézlenmistir (Wu vd., 2023).
Flavonoid igerikleri de genotip ve kabuk rengine bagli olarak farklilik gdstermekte, koyu
renkli tohumlarda daha yiiksek bulunmaktadir. Daidzein, genistein, apigenin, kaempferol,
quercetin, myricetin gibi flavonoidlerin yani sira antosiyaninler de bezelye tohumlarinda
belirlenmistir (Kumari ve Deka, 2021; Wu vd., 2023). Bu bilesikler, bezelyenin fonksiyonel

gida olarak kullanim potansiyelini gii¢lendirmektedir.



2.3. Yem Bezelyesinin Morfolojik Ozellikleri ve Ekim Alanlar

Yem bezelyesi (Pisum arvense L.), M.O. 7000-6000 yillarma kadar uzanan tarihsel
kokeniyle, Giineybati Asya’dan baslayarak diinya genelinde yayilmistir. Iliman iklim
kosullarma uyum saglayan yem bezelyesi, 6zellikle yillik ortalama 7-24°C sicaklik ve 800—
1000 mm yagis alan bolgelerde yetistirilmektedir. Ekvatoral bolgelerde 1000 m, Etiyopya’da
ise 3000 m yiikseklige kadar ekilebilmektedir. Toprak pH’s1 5.5-6.5 arasinda olan kumlu
tmlidan killiye kadar ¢esitli toprak tiplerinde yetistirilmektedir (Heuze vd., 2015; Ludvikova
ve Griga, 2022).

Morfolojik olarak yem bezelyesi, 1-1.5 m’ye kadar uzayan ince, mumsu ortiilii saplara
sahiptir. Yapraklar 1-4 ¢ift oval yaprakgiktan olugsmakta ve siiliikle sonlanmaktadir. Cigekler
1-3’1i gruplar halinde yaprak koltuklarinda yer alir ve ¢ogunlukla beyaz renklidir. Meyveler
fasulye sekilli olup 3-10 tohum igermektedir. Tohum renkleri sari, yesil ve kahverengi
arasinda degismektedir. Avrupa’da yetistirilen yem bezelyesi cesitleri genellikle beyaz cigekli
ve sar1 veya yesil tohumludur. 1000 tane agirhigi 100-300 g arasindadir (Ag¢ikgéz, 2001;
Karayel ve Bozoglu, 2012).

Yem bezelyesi verimi, kira¢ kosullarda dekara 250-300 kg kuru ot iken, sulanan veya
kiy1 bolgelerde 2-4 ton yesil ot verimine ulasabilmektedir. Tiirkiye’de tohum verimi kirag

alanlarda 100-150 kg, iyi kosullarda ise 150-300 kg arasinda degismektedir (A¢ikgdz, 2001).

Tiirkiye’de yem bezelyesi ekim alan1 2008’de 1365 ha iken, 2020 TUIK verilerine
gore 243.191 da’ya yiikselmis ve toplam tarim alani i¢cindeki payr % 0.10’a ulasmustir. Bu
durum, yem bezelyesi ekim alanlarmin arttigin1 gostermektedir (Karayel ve Bozoglu, 2012;

Keskin vd., 2021).

2023 yil1 verilerine gore, diinya genelinde toplam kuru bezelye iiretimi yaklagik 10.5
milyon ton olarak belirlenmistir. Bu alanda en biiyiik iiretici iilke, yaklasik 2.6 milyon tonluk
iiretimiyle Kanada olmustur. Kanada’y1 sirasiyla Rusya Federasyonu (yaklasik 2.05 milyon ve
Cin (yaklasik 1.1 milyon ton) takip etmektedir. Diger 6nemli iiretici lilkeler arasinda Ukrayna,
Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri ve Fransa yer almaktadir. Kuru bezelye, 6zellikle
hayvan yemi ve endiistriyel kullanim acgisindan Onemli bir tarimsal iiriin olarak One
cikmaktadir. Bu veriler, yem bezelyesi liretiminde Kanada ve Rusya’nin lider konumlarini

stirdiirdiigiini gostermektedir (FAO, 2023; Our World in Data, 2024).



2.4. Bitki Islahi ve Gen Aktarimi Yontemleri

Hayvancilikta kullanilan yem bitkilerinin verim ve kalitesi, bitki 1slaht yoluyla
gelistirilebilmektedir (Bradshaw, 2017). Bitki 1slahi, verim artisi, hastaliklara ve abiyotik
streslere dayaniklilik ile eszamanli olgunluk gibi iistiin fenotiplerin gelistirilmesi siireci olarak
tanimlanmaktadir (Anand vd., 2023). Yem bezelyesi, yiiksek kendi kendine tozlasma orani
nedeniyle diger kendine tozlasan mahsullerle benzer slah stratejileriyle gelistirilmektedir
(Smykal vd., 2018). Bu stratejiler arasinda melezleme, soyagaci analizi, toplu ve geri

caprazlama ile tek tohum soyu se¢imi gibi yontemlerin kombinasyonlar1 yer almaktadir.

Yem bezelyesinde 1slah calismalari, oncelikle ebeveyn genotiplerin ¢aprazlanmasi
yoluyla baglamis; 1950’lerden itibaren ise mutagenez teknikleri (kemomutagenez,
radyomutagenez) ve seleksiyon siiregleri uygulanmistir. Islahin hedefi, vejetasyon déneminde
(bitki mimarisi, ¢igeklenme, tohum O6zellikleri, erkencilik, stres toleransi) ve hasat sonrasi
(tohum bilesenleri) ortaya ¢ikan fenotipler olarak belirlenmektedir. Bu 6zelliklerin
kalitimhilig1 ve genetik kararliligi, kendileme ve gerektiginde geri melezleme ile test
edilmektedir. Geri melezleme, istenmeyen ebeveyn 6zelliklerinin eliminasyonu igin
kullanilmaktadir. Yem bezelyesi 1slah silireci uzun ve zahmetlidir; yeni cesit gelistirme ve

tescil igslemi genellikle 10-15 yil siirmektedir (Ludvikova ve Griga, 2022).

DNA’nin genetik materyal oldugunun kesfi ile bitki 1slah1 alaninda molekiiler biyoloji
teknikleri kullanilmaya baslanmistir. Bu gelismeler, Mendel yasalari ile birleserek bitki
islahint hizlandirmis ve genom dizilimi ile dizenleme gibi yontemlerle daha etkin hale
getirmistir (Anand vd., 2023).

1960’lardan itibaren in vitro biyoteknoloji ve doku kulttr( teknikleri gelistirilmis;
bunlar 0zellikle baklagillerin islahinda uygulanmistir. Amag, 1slah siirecinin laboratuvar
ortaminda hizlandirilmasidir. Mikrogogaltim, kallus kultirleri, in vitro stres tolerans secimi,
protoplast flizyonu, double-haploid ve somaklonal varyasyon gibi teknikler kullanilmistir. Bu
tekniklerin temelinde, bitkinin ¢esitli dokularindan tiim bitkilerin yeniden iiretilebilmesi yer

almaktadir.

Genetik transformasyon yontemleri, 6zellikle Agrobacterium araciligiyla gen aktarimi
ve parcacik bombardimani, bitki biyoteknolojisinde dnemli bir doniim noktasi olusturmus;
yem bezelyesi de dahil olmak (izere bir¢ok baklagilde basariyla uygulanmistir (Ludvikova ve
Griga, 2022).



2.5. Rekombinant DNA Teknolojisi ve Tarimsal Uygulamalari

Rekombinant DNA teknolojisi, farkli biyolojik kaynaklardan elde edilen DNA
parcalarinin laboratuvar ortaminda birlestirilerek hedef organizmaya aktarilmasi yontemidir.
Bu teknoloji, belirli genlerin kesilip yapistirilmasi igin restriksiyon enzimleri ve DNA ligaz
gibi molekiiler araglar kullanilarak, genetik materyalin kontrollii sekilde modifiye edilmesini
saglamaktadir (Begna ve Okonkwo, 2020; Purkait ve Yousuf, 2024).

Sekil 2.1.’deki gibi, rekombinant DNA teknolojisi siireci, DNA'y1 ilgilenilen ¢esitli
pargalara enzimatik olarak ayirmak i¢in restriksiyon endoniikleazlar1 icermektedir (Purkait ve
Yousuf, 2024). Bu pargalar daha sonra DNA ligaz enzimleri kullanilarak birlestirilmekte ve
istenen gen vektdre eklenmektedir. Konak organizma daha sonra ilgilenilen geni igeren
vektorle muamele edilir ve entegre DNA parcasi, spesifik DNA segmentini barindiran klonlar
olusturmak igin kiiltiir boyunca yayilmaktadir (Purkait ve Yousuf, 2024). Rekombinant DNA
teknolojisi, farkli biyolojik kaynaklardan gelen DNA dizilerinin bir araya getirilmesiyle
laboratuvarda olusturulabilmektedir. Bu tiir rekombinant DNA molekiilleri laboratuvar

sartlarinda olusturulmakta ve dogada bulunmamaktadir (Begna ve Okonkwo, 2020).

Rekombinant DNA teknolojisi, modern tarimda genetik kaynaklarin etkin kullanimi1 ve
irlinlerin  6zelliklerinin  hedeflenmis sekilde gelistirilmesinde kritik bir ara¢ olarak
benimsenmistir. Bu teknoloji tarimda 6zellikle verim artis1 ve zararlilara karsi dayaniklilik
gibi avantajlar saglamak amaciyla yaygm sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, 1994’te
gelistirilen ‘FlavrSavr’ domatesi, raf dmriiniin uzatilmasi hedefiyle gelistirilen ve ticari olarak
piyasaya siiriilen genetik mithendislik iirlinli olmustur. Giiniimiizde ABD’de soya fasulyesinin
% 93’1 ve musirin % 88’1 genetik modifikasyona sahiptir (Verma vd., 2022). Ayrica Bacillus
thuringiensis (Bt) genleri igeren pamuk, misir ve patlican gibi {irlinler, hasere direnci igin

genetik olarak gelistirilmistir.

Genetik modifikasyon c¢alismalari, 6zellikle fosfor eksikligine dayanikli piring gibi
onemli tarim iiriinlerinde yeni genlerin kesfiyle {iriin verimliligini artwrmustir. Ornegin,
PSTOL1 geni, kok gelisimini tesvik ederek fosfor alimini iyilestirmektedir (Purkait ve
Yousuf, 2024). Kloroplast genomundan ¢ekirdege aktarilan genlerin fonksiyonlar1 ve transgen

kloroplast genomuna entegrasyonu, genetik mithendisligin etkinligini daha da artirmaktadir.

Gen ekspresyonu ve transkriptom analizleri, bitkilerin streslere verdigi tepkileri
anlamada etkilidir. Bu sayede rekombinant DNA teknolojisi tarimda yeni ¢oziimler

sunmaktadir.



- Ligaz enzimi
ektor DNA Vektor ve yabanci DNA ’ \
pargasi birbirine yapistinr
f » rDNA
Restriksiyon enzimi ori
Ikisini de ayn1 anda keser y
\ S— Y abanci DNA Pargast
/’ Transformasyon
Plazmidi ilgili bakteri
hiicrelerine yerlestinir

H_/

Tigili Gen Pargast

Bakteri kolonileri

Konak Hiicre

Genetigi Degistirilmis Organizma
Rekombinant Bakten
Bakteriyel Kiiltir
Kromotografik | o

N

3
qO

Protein Ekstraksiyonu

saflagtirma
—

%00’

O,
o

L((

SafProtein | g

. Tlgili Protein
Elisyonu o)
O Safsizlik maddelen =)
O Kolon Matrisi

Sekil 2. 1. Rekombinant DNA teknolojisi uygulamasi

Kaynak:(Bose ve Bose, 2022)
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2.6. Gen Transferi Teknikleri

Gen transferi teknikleri, genetik materyalin bir organizmadan digerine aktarilmasi
stirecinde kullanilan g¢esitli yontemleri kapsamaktadir. Gen aktarim ydntemleri, vektor aracili
gen transferi (dolayli yontem) ile vektorsiiz gen transferi (dogrudan yontem) olarak iki grupta

toplanmaktadir.
2.6.1. Vektor Aracih Gen Transferi: Agrobacterium tumefaciens

Vektor aracili gen transferi, genellikle Agrobacterium tumefaciens bakterisi veya bitki
viriisleri gibi vektorler kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu yontemde, hedef gen uygun bir
vektor araciligiyla bitki hiicrelerine aktarilmaktadir. Bitki gen vektorleri, genetik materyalin
bitkilere tasinmasinda kritik rol oynamakta ve genellikle bitkinin rejenerasyon kapasitesi ile
dogrudan iliskilendirilmektedir (Rahangdale vd., 2020).

Agrobacterium aracili gen transferi, bitki genetik miihendisliginde ilk basarili yontem
olarak 1983’te kullanilmaya baslanmis ve halen yaygin sekilde tercih edilmektedir (Bradshaw
vd., 2017). Agrobacterium, dogada bir¢ok bitki tiiriinde bulunan gram-negatif toprak bakterisi
olarak bilinmektedir. En yaygin tiirleri A. tumefaciens ve A. rhizogenes, dogal gen aktarim
yetenekleri nedeniyle “dogal gen miihendisleri” olarak nitelendirilmektedir. A. tumefaciens,
bitkilerde ta¢ timori (ur), A. rhizogenes ise tiiylii kok hastaligmma neden olmaktadir. Bu
bakteriler, tumdr indlkleyici (Ti) ve kok indukleyici (Ri) plazmidlere sahiptirler (Rahangdale
vd., 2020).

Agrobacterium tumefaciens bakterisinin Ti plazmidi Sekil 2.2.’de goriildiigt gibi, iKi
temel genetik bolgeden olusmaktadir: T-DNA bdlgesi ve virtlans (vir) genleri bolgesi. T-
DNA, Agrobacterium tarafindan bitki hiicresine aktarilan ve bitki niikleer genomuna entegre
edilen kisimdir. Viriilans genleri ise bu transfer siirecini yoneten genlerdir. Ti plazmidinde
ayrica plazmid replikasyonu, konjugatif transfer, opin kullanimi ve sinyal algilama gibi

islevleri kodlayan genler yer almaktadir (Hwang vd., 2017).

Ti plazmidinde yer alan T-DNA bolgesi, sag ve sol sinir dizileri (border sequences) ile
cevrelenmis olup, bu smirlar T-DNA'nin bitki genomuna aktarilacak kismini belirlemektedir.
Transfer strecinde virA, virB, virC, virD, VirE, virF ve virG gibi virtlans genleri protein
sentezinden sorumlu olarak T-DNA'nin bitki hiicresine islenmesi, aktarim ve

entegrasyonunda gorev almaktadir (Hwang vd., 2017).

Ti plazmidine baglh olarak bitki hiicrelerinde opin sentezi i¢in genler tasmmakta ve bu

opinler bakterinin besin kaynagi olarak kullanilmast i¢in katabolize edilmektedir. Boylece
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Agrobacterium, bitki hiicresinde hem kendi beslenmesini saglamakta hem de gen transferini

gerceklestirmektedir.

_ Sitokinin

’ T-DNA Bolgesi
Sol Siniz

Ti Plazmit \

Opin
Katabolizmasy

2 Replikasyon
 Orijini (ORI),

Viriilang

Bﬁ]gck N 4

Sekil 2. 2. Agrobacterium bakterisinin Ti plazmid yapis1
Kaynak: (Alkuddsi vd., 2014)

Agrobacterium tumefaciens, Ti plazmidindeki T-DNA’y1 viriilans proteinleri
yardimiyla bitki hiicrelerine aktarmakta ve bu DNA bitki niikleer genomuna entegre
olmaktadir (Yan vd., 2022). Ti plazmidinde T-DNA bdlgesi, bitkiye aktarilan ve entegre
edilen genetik materyali icerirken; viriilans (vir) genleri bu aktarimi saglamaktadir. Genetik
miihendisliginde kullanilan modifiye Ti plazmidlerinde, dogal plazmidde bulunan hastalikla

iligkili genler ¢ikarilip yerine hedef genler eklenerek kullanilmaktadir.

Agrobacterium  aracili  transformasyon siirecinde;  Agrobacterium  susunun
hazirlanmasi, uygun eksplantlarin se¢imi, bakteriyel muamele, antibiyotik ile Agrobacterium
eliminasyonu, se¢ilim ve rejenerasyon asamalar1 uygulanmaktadir. Basarili transformasyon
icin genotip, eksplant tiri ve Agrobacterium susunun optimizasyonu biiylik Gnem
tagimaktadir (Ludvikova ve Griga, 2022).

Agrobacterium aracili transformasyon, genellikle dikotiledon bitkilerde basariyla
uygulanmakta olup, monokotiledonlarda ise sinirli basar1 saglanmaktadir (Rahangdale vd.,
2020). Bu yontemin, disiik transgen kopya sayisi, minimal DNA yeniden diizenlemesi,
yiiksek gen stabilitesi ve nispeten diisiik maliyet gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Hwang vd.,
2017).

Agrobacterium aracili gen transferi, dinya genelinde transgenik bitki Uretiminde

yaygm sekilde kullanilmakta olup, 6zellikle dikotiledonlarda % 85’e varan oranlarda tercih

edilmektedir (YYan vd., 2022).
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2.6.2. Vektorsiiz Yontemler (Elektroporasyon, Bombardiman, vb.)

Vektorsiiz gen transferi, DNA’nin Agrobacterium gibi biyolojik vektorler
kullanilmaksizin bitki hiicrelerine dogrudan aktarilmasidir. Bu yontemler, ¢iplak DNA’nin
fiziksel veya kimyasal yollarla hiicre i¢ine almmasina dayanmakta olup, Ozellikle
monokotiller ve Agrobacterium-aracili transformasyona direngli tiirlerde etkili alternatifler
sunmaktadir (Rahangdale vd., 2020).

Bu kapsamda, elektroporasyon, parcacik bombardimani, mikroenjeksiyon, lipozom
fiizyonu ve PEG (polietilen glikol) aracili yontemler gibi cesitli dogrudan DNA aktarim

teknikleri gelistirilmistir ve farkl bitki tiirlerinde basariyla uygulanmaktadir.

Elektroporasyon, hiicre zarinda gecici gézenekler olusturarak DNA’nin hiicre i¢ine
girisini saglamaktadir. Genellikle protoplastlarla uygulanmakta ve uygun kiiltiir kosullarinda
bu hiicrelerden rejenerasyon yoluyla transgenik bitkiler elde edilmektedir. Hizli ve diisiik
maliyetli bir yontem olmasma ragmen, DNA hasari, diisiik transformasyon verimi ve sinirl
bitki tiirlerinde uygulanabilirlik gibi sinirlamalar1 bulunmaktadir (Yan vd., 2022; Rahangdale
vd., 2020).

Pargacik bombardimani (biyolistik yontem), DNA ile kaplanmis mikropartikiillerin
yliksek basingla bitki hiicrelerine firlatilmas1 esasina dayanmaktadir. Kallus, embriyo,
siispansiyon hiicresi gibi farkli doku tiirlerinde uygulanabilmektedir. Ozellikle musir, bugday
ve piring gibi tahillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak pahali ekipman ihtiyaci, doku
hasar1 ve DNA entegrasyonundaki diizensizlik gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Rahangdale
vd., 2020; Yan vd., 2022; Ludvikova ve Griga, 2022).

Mikroenjeksiyon, DNA’nin mikropipet yardimiyla dogrudan hiicre i¢ine verilmesini
icermektedir. Genellikle protoplastlar tercih edilmekte, ¢linkii hiicre duvari enjeksiyonu
zorlagtirmaktadir. Teknik olarak zahmetli, zaman alic1 ve diisiik verimli bir yontem olmas1

nedeniyle kullanim alan1 sinirl kalmaktadir (Rahangdale vd., 2020).

Lipozom aracilt gen transferinde, fosfolipid zar yapisina sahip vezikiiller i¢inde
tasinan DNA, protoplastlarla fiizyon yoluyla hiicreye alinmaktadir. Polietilen glikol (PEG) ile
birlikte uygulandiginda transformasyon verimliligi artmaktadir. Ancak lipozom iiretimindeki
zorluklar ve protoplast rejenerasyonundaki smirlamalar nedeniyle yaygin kullanimda degildir

(Rahangdale vd., 2020).

PEG aracili gen aktarimi ise, DNA’nin protoplastlara PEG yardimiyla alimmasini

saglamaktadir. Zar gecirgenligi gecici olarak artirilmakta ve DNA hiicreye alinmaktadir.
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Yontem yliksek verim saglamakla beraber, birgok bitki tiiriinde protoplastlardan

rejenerasyonun zor olmasi nedeniyle uygulama alani sinirh kalmaktadir (Yan vd., 2022).
2.7. Baklagillerde ve Yem Bezelyesinde Genetik Transformasyon Calismalar

1980’lerde yem bezelyesinde rejenerasyon ve transformasyon verimliligini artirmaya
yonelik deneysel ¢alismalar yapilmaktadir. Yem bezelyesi dokusunun rejenerasyon kapasitesi
doku ve genotipe bagl olup, farkli genetik formlarin kallus olusturma, siirgiin ve kok gelisimi
bakimmdan farklilik gosterdigi tespit edilmektedir. Yem bezelyesinde organogenez ve
somatik embriyogenezle rejenerantlar elde edilmektedir. Agrobacterium tumefaciens ve A.
rhizogenes ile yem bezelyesinde genetik transformasyon ¢alismalar1 1990’11 yillarda baglamis

ve diisiik verimle de olsa basarili sonuglar alinmaktadir (Ludvikové ve Griga, 2022).

Baklagiller genelinde genetik transformasyon alaninda Onemli ilerlemeler
saglanmaktadir. Ornegin, soya fasulyesinde Agrobacterium aracili transformasyon
protokolleri optimize edilerek, herbisit direnci (glifosat ve glufosinata karsi) saglayan EPSPS,
Bar ve Pat genleri aktarilmaktadir. Bu sayede yabanci ot kontrolii kolaylasmaktadir (Li vd.,
2017). Misirda ise ¢oklu transgenik yapilar gelistirilmis, hem farkli herbisitlere hem de bocek

zararhlara kars1 direncli genler birlestirilmektedir (Bradshaw, 2017).

Diger baklagillerde, fasulye, bakla, nohut, guivercin bezelyesi ve bérilce gibi tirlerde
de transformasyon c¢aligmalar1 yapilmakta olup, bunlarda 6zellikle dayaniklilik ve verim artisi
hedeflenmektedir (Ludvikova ve Griga, 2022). Bu iiriinlerde herbisit toleranst ve Bt tiirevi
bocek direnci ayri ayri veya kombinasyon halinde kullanilmustir (Bradshaw, 2017).Yem
bezelyesinde genetik transformasyon halen zorluklar icermekle birlikte, pargacik

bombardimani gibi alternatif yontemlerle ¢éziimler aragtirilmaktadir.
2.8. Bar Genleriyle Herbisit Direnci

Fosfinotrisin, Streptomyces toprak bakterisi tiirleri tarafindan {iretilen tripeptid
antibiyotik bialafos'tan tiiretilen dogal bir herbisittir. Glutamatin yapisal bir analogu olan
fosfinotrisin, bitkilerde glutamin sentezi ve amonyak detoksifikasyonu icin gerekli enzim
glutamin sentetazi inhibitor etkisi gdstererek herbisidal aktivite gdstermektedir. 1980’lerde,
bialafos direng geni (Bar) ve yakin homologu fosfinotrisin asetiltransferaz (Pat) geni sirasiyla
Streptomyces hygroscopicus ve Streptomyces viridochromogenes’ten izole edilmistir. Bu
genler, misir, soya fasulyesi, kanola ve pamuk gibi genetigi degistirilmis onemli bitkilerde
herbisit direnci saglamak amaciyla transgen olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ayrica

Bar ve Pat genleri, transgenik bitki liretiminde se¢im belirteci olarak temel arastirmalarda da

14



onemli katkilar saglamaktadir. Bu nedenle Bar ve Pat genleri, herbisite direncli transgenik
bitkilerin gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Christ vd., 2017).

Sekil 2.3’te goruldigi gibi, p35S-int-nptll  plazmidi, konstititif CaMV 35S
promotoriiniin transkripsiyonel kontrolii altinda bulunan segilebilir markér geni nptll’yi,
HSP70 intronu ve CaMV 35S 3’ UTR ile tagimaktadir. pJFbar plazmidi ise, konstitiitif misir
ubikitin promotorii, ilk intron ve CaMV 35S 3’ UTR kontrolii altinda fosfinotrisin
asetiltransferazi kodlayan Bar genini icermektedir (Sandhu vd., 2007).

ubi-1 promoter BAR

ubi-1 infron CaMV 355-poly A

Isce I BglII

Sekil 2. 3. Bar geninin ekspresyon kaseti
Kaynak:(Sandhu vd., 2007).
2.9. Cry Genleriyle Bocek Direnci

Bacillus thuringiensis (Bt), toprakta yaygin olarak bulunan gram-pozitif bir bakteridir
(Wang vd., 2018). Spor olusturma siirecinde ¢ok sayida parasporal kristal protein
uretmektedir. Bu kristaller, yiiksek 6zgiilliige sahip bocek oldiiriicii proteinlerden olusmakta
olup, bocek oldiriicii kristal proteinler (ICP) olarak adlandirilmaktadir (Li vd., 2023). Bt’den
elde edilen Cry genleri, boceklere karsi direngli bitkilerin gelistirilmesinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Bakhsh vd., 2015).

1989 yilinda yapilan bir ¢alismada, Bt proteinlerinin yapisal 6zellikleri ve bocek
oldiiriicii 6zgiilliiklerine gore bes gruba ayrildigi 6ne siiriilmiistiir: Cry | (Lepidoptera
turlerine 6zgl toksisite), Cry 1l (Lepidoptera ve Diptera tirlerine toksisite), Cry Il
(Coleoptera tirlerine toksisite), Cry IV (Diptera tirlerine toksisite) ve sitolitik dzellikteki Cyt
proteinleri (Li vd., 2023). Bt genlerinin sniflandirilmasi, ilk olarak proteinlerin amino asit
dizilimlerine dayanmakta olup, 1981 yilinda kesfedilen ilk Bt geninden sonra yeni genler
kesfedilmeye devam etmektedir. Eyliil 2016 itibariyla, klonlanmis toplam 825 Bt geni (787
Cry ve 38 Cyt geni) 77 kategoriye ayrilmigtir. Bt proteinlerinin sadece Lepidoptera, Diptera
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ve Coleoptera gibi bocek gruplarina degil, ayn1 zamanda nematodlara karsi da etkili oldugu
disiiniilmektedir (Li vd., 2023).

Sekil 2.4’e¢ gore, Lepidoptera zararhilari geltik bitkisinin farkli organlarma zarar
vermekte; sar1 ¢eltik kurdu (YSB) ve seker kamisi kurdu (SSB) saplari, yaprak bitleri (RLR)
yapraklari, ¢eltik kok kurdu (RWW) ise kokleri hedef almaktadir. Bu zararhilar bitkinin
fizyolojik gelisimini olumsuz etkilemektedir (Li vd., 2023).

T e
5 E;-;-_--f’*:f‘s\ A

e Yaprakta hasere /Cry3 A
RLE Cry3B
N /
Kikte hasere :
RWW

Sekil 2. 4. Cry toksinlerinin etkisi

Givdede hagere:
YSB, SSB

Kaynak: (Li vd., 2023)

Cry toksinlerinin bdcek iizerindeki etkisi, toksinin bocegin bagirsaginda ¢dziinmesi ile
baglamaktadir. Cozlinen toksin, bagirsak proteazlari tarafindan aktif forma doniismekte olup,
bu aktivasyon toksinin biyolojik etkinligini artirmaktadir. Aktif toksin, primer reseptor olan
kadherinle spesifik olarak baglanmaktadir. Bu baglanma toksinin heliks a-1 bdlgesinde
yapisal degisikliklere yol agmakta ve toksinin oligomerlesmesini baglatmaktadir.
Oligomerlesen toksinler, ikinci reseptdrler olan glikozilfosfatidilinositol (GPI) baglh
proteinler, 6zellikle GPl-ankorlanmis aminopeptidazlar veya alkalin fosfatazlarla etkilesime
girmektedir. Bu etkilesim toksinin hiicre zarma girisini saglamakta ve zar Uzerinde delikler
olusturarak hedef hiicreleri 6ldtrmektedir (Li vd., 2023).
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Cry genleri bazen kombinasyon halinde de kullamlmaktadir. Ornegin, Bt genleri
proteinaz inhibitorii genleri ile birlikte kavakta zararlilara karst dayaniklilik saglamak
amaciyla aktarilmistir. CrylAc ve proteinaz inhibitort (API) genlerinin kombinasyonu kavak

tiirlerine basartyla aktarimistir (Wang vd., 2018).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu ¢alismada; materyal olarak Ates ¢esidi yem bezelyesi kullanilmistir. Bu gesit
Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiinden temin
edilmistir. Tohumlar temin edilirken 6zellikle saglikli ve yeni tohumlarin temin edilmesine
ozen gosterilmistir. Calisma, Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla

Bitkileri ve Bahge Bitkileri laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
3.1.1. Ortam Hazirhg:

Calismada; petri, magenta, pens, bistliri, beher, saf su ve besin ortamlarinin
sterilizasyonunda otoklav kullanilmistir. Otoklavda sterilizasyon islemi 1.2 atmosfer basing
altinda 121°C’de 20 dakika siireyle gerceklestirilmistir. Tiim doku kiiltiiri caligsmalar1 steril
kabin igerisinde yapilmistir. Arastrmada temel besin ortami MS (Murashige ve Skoog
ortami) (Tablo 3.1.) ve slikrozdan elde edilmistir. Besi ortaminin pH’s1 IN NaOH ve 1 N HCI
kullanilarak 5.6 ile 5.8 arasinda ayarlanmig ve ortamu katilastirmak i¢in agar ilave edilmistir.
Stirgiin olusumu i¢in BAP (Benzil Amino Pirin), kéklenmeyi tesvik etmek amaciyla ise NAA
(Naftalen Asetik Asit), IAA (Indol-3-Asetik Asit) ve IBA (Indol-3-Butirik Asit) bitki
hormonlar1 kullanilmigtir. Tim kiiltiirler 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta,

22+2°C’de ve 3000 liiks 151k yogunlugundaki iklim odasi1 igerisinde bekletilmistir.
3.1.2. Bakteri Susu

Gen aktariminda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliminden

temin edilen Agrobacterium tumefaciens LBA4404 susu kullanilmustir.
3.2. Metot

Calisma doku  Kkiiltiirii  protokoliiniin  gelistirilmesi ve uygulanmasi, gen
transformasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) olmak (zere 3 asamadan

olusmaktadir.
3.2.1. Doku Kiltur Protokoltnin Gelistirilmesi

Doku kiiltiirii optimizasyonu, basarili bir bitki rejenerasyonu i¢in kritik olan gesitli
asamalar1 kapsamaktadir. Bu asamalar; uygun eksplant se¢imi, sterilizasyon islemlerinin
gerceklestirilmesi, rejenerasyon ve koklenme protokollerinin uygulanmasi ile besi ortami

iceriklerinin ve hormon uygulamalarmin titizlikle diizenlenmesini igermektedir.
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Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan eksplantlarin se¢imi, rejenerasyon basarisini
dogrudan etkileyen 6nemli bir faktordiir. Bu arastirmada, tohumlar yiizey sterilizasyonu
isleminden sonra hormon igermeyen MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir. Bir hafta ¢imlenen
tohumlardan, steril kabin altinda bistiiri ve pens yardimiyla eksplant ayrimi
gerceklestirilmistir. Eksplant kaynagi olarak yem bezelyesi tohumlarindan elde edilen
kotiledon bogum ve kok bogumlar: tercih edilmistir (Sekil 3.1). Eksplantlarin geng, saglikli
ve kontaminasyondan arindirilmig olmasi, kiiltiirlerde yiiksek verim saglamak agisindan kritik

oneme sahiptir. Bu nedenle sterilizasyon asamasi olduk¢a 6nemlidir.

Sekil 3. 1. Cimlenmis tohumlarin 7 giin sonraki goriintiisii

Sterilizasyon, doku kiiltiirii silireclerinde kontaminasyonun dnlenmesi ve saglikli bitki
gelisiminin saglanmasi i¢in kritik bir adimdir. Bu ¢alismada, tohumlar Sekil 3.2°de
gosterildigi lizere steril kabin altinda % 5°lik ticari ¢amagir suyu ¢ozeltisi ile 15 dakika
muamele edilmistir. Ardindan, tohumlar steril saf suda ii¢ kez, her seferinde bes dakika

stireyle yikanmaigtir.

Yiizey sterilizasyonu islemlerinin etkinligini degerlendirmek amaciyla Ates ¢esidi yem
bezelyesi tohumlarinda bir dizi 6n degerlendirme yapilmistir. Sterilizasyonun g¢imlenme
tizerindeki etkileri, tohumlarin ¢imlenme hiz1 ve giicii ile birlikte, gelisen fidelerin kok ve fide
uzunlugu, kok yas ve kuru agirhgi, fide yas ve kuru agirhgi gibi morfolojik ve fizyolojik
parametreler {izerinden analiz edilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda, hem
kontaminasyonu en aza indiren hem de tohumlarin fizyolojik gelisimini olumsuz yonde

etkilemeyen optimal sterilizasyon protokolii belirlenmis ve sonraki asamalarda kullanilmistir.
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Sekil 3. 2. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Sterilizasyon igleminin etkinligini ve ¢imlenme tlizerindeki etkilerini degerlendirmek
amaciyla Ates ¢esidi yem bezelyesi tohumlarinin ¢imlenme hizi (5. glin sonunda) ve
¢cimlenme gucl (8. gln sonunda) hesaplanmistir. Ortalama ¢imlenme hizi ve giicii asagida

belirtilen Ellis ve Roberts (1980) tarafindan onerilen formiile gore hesaplanmustir.
[Cimlenme Hizv/Giicii (%) = (Cimlenen tohum sayis1 / Toplam tohum sayis1) % 100]

Sekizinci gunun sonunda ¢imlenen tohumlardan elde edilen kok ve fideler steril bisturi
yardimiyla kesilmis ve kok ile fide uzunluklar1 kumpas kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Ayni
zamanda her bir kok ve fide taze olarak hassas terazide tartilmis, ardindan 65 °C’de 48 saat

boyunca etiivde kurutulmus ve kuru agirliklar1 da ayni terazide dlciilerek kaydedilmistir.

Sterilizasyon optimizasyonu asamasinin ardindan, kontaminasyon riski minimize
edilmis tohumlardan eksplant hazirligi yapilmistir. Yiizey sterilizasyonu tamamlanan
tohumlar, uygun besi ortaminda 1 hafta ¢imlendikten sonra, steril kabin altinda bistiiri ve pens
yardimiyla kotiledon bogum ve kdk bogumlart eksplant olarak ayrilmistir (Sekil 3.1).
Eksplantlarin boyutlar1 yaklagik 0.5-1 cm arasinda olacak sekilde kesilerek dogrudan uygun
besi ortamlarina transfer edilmistir. Bu siiregte, kontaminasyon riskinin dnlenmesi amaciyla
kullanilan tiim aletler ve ¢alisma alam titizlikle sterilize edilmis, kiiltiir ortamina aktarilan

eksplantlarin saglikli gelisimi i¢in kosullar sik1 bir sekilde kontrol edilmistir.

Tohumlarm in vitro ¢imlendirilmesinde, % 0.44 MS mineral tuzlar1 ve vitaminleri
(Tablo 3.1), % 3 siikroz ve % 0.8 agar igeren temel besi ortami kullanilmistir. Ortamin pH’S1
1 N NaOH ve 1 N HCl ile 5.6-5.8 arasinda ayarlanmustir.
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Tablo 3. 1. MS ortamimin igerdigi maddeler ve konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg I'%)

Makro Elementler NH4NOs 1650
KNO3 1900

CaCl2.2H:0 440

MgS04.7H20 370

KH2PO4 170

Mikro Elementler Kl 0.83
H3BO3 6.2

MnSO;.4H,0 22.3

ZnS04.7H0 8.6

Na:Mo004.2H,0 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H2.0 0.025

FeS04.7H20 27.8

Na2:EDTA.2H20 37.3

Vitaminler Inositol 100
Nikotinik Asit 0.5

Piridoksin Hidroklortr 0.5

Tiamin Hidroklorur 0.1

Glisin 2.0

Steril edilen tohumlar, ekim sonrasi1 Sekil 3.3’de gosterildigi gibi kavanozlara
yerlestirilmis ve 25 °C sicaklik ile 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyoda sahip

iklimlendirme odasinda kiiltlire alinmastir.
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Sekil 3. 3. In vitro olarak ekilen tohumlarm goriintiisii

Rejenerasyon protokolii kapsaminda, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00 ve 6.00 mg I* BAP
ile 0.20 mg I NAA igeren MS temel besi ortamlar1 kullanilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3. 2. Arastirmada kullanilan besi ortamina ilave edilen BAP ve NAA konsantrasyonlari

BAP (mg I} NAA (mg I')
1.00 0.20
2.00 0.20
3.00 0.20
4.00 0.20
5.00 0.20
6.00 0.20

Besi ortamlar1 % 0.8 agar ile katilastirilmis ve 121 °C’de, 1.2 atmosfer basing altinda
20 dakika sterilize edilmistir. Kotiledon bogum ve kok bogum eksplantlari, belirtilen farkl
hormon konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmis, her kavanozda 15 eksplant olacak sekilde
diizenlenmis ve 25 °C’de, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyoda sahip iklimlendirme
odasimnda gelisime brrakilmistir. Deneyde, her ortam ve eksplant i¢in {i¢ tekerriir yapilmus;
toplamda 90 eksplant degerlendirilmistir. Gelisim siireci, 4 haftalik kiiltiir donemi sonunda

degerlendirilmistir.
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Gelisen eksplantlar, koklenme siirecini desteklemek amaciyla 1 mg 17 Indol-3-asetik
asit (IAA) igceren besi ortamma aktarilmistir. Geligen siirglinler, yaprak alti meristem
dokusundan steril sekilde kesilerek koklendirme ortamlarma aktarilmis ve yaklasik 4 hafta

boyunca geligimleri gézlenmistir.
3.2.2. Gen Transformasyonu Protokoll

Bu ¢alismada, yem bezelyesi (Pisum arvense L.) bitkisine CrylAc ve Bar genlerinin
aktarimi1 amaciyla gelistirilen gen transformasyonu protokolii, bir dizi optimize edilmis
asamadan olugmaktadir. Transformasyon siireci, Oncelikle uygun vektorlerin ve genetik
yapilarin belirlenmesiyle baslamis; ardindan Agrobacterium tumefaciens bakterisinin uygun
kiiltiir kosullarinda cogaltilmasi ile siirdiiriilmiistiir. Gen aktarimmin basarilt bir sekilde
gerceklesebilmesi i¢in, kullanilacak seleksiyon ajani olan fosfinotrisinin (PPT) doz
optimizasyonu gergeklestirilmis ve non-transgenik bitkiler Gzerindeki 6ldurici etkisi dikkate
almarak uygun konsantrasyon belirlenmistir. Daha sonra, secilen yem bezelyesi eksplantlar
Agrobacterium siispansiyonlar1 ile enfekte edilmis sonra segici ortamlarda kiiltiire alinarak
transformasyonun ilk adimi tamamlanmistir. Segici ortamda gelisim gosteren bitkiler, alt
kiiltlir ortamlarma aktarilmis ve burada saglikli siirgiinler ayrilarak koklendirme asamasina
hazirlanmigtir. Koklendirme ortamlarinda gelisim gosteren bitkiler molekiiler analizlere tabi
tutulmus; gen aktariminin basarili olup olmadig1 PCR ile dogrulanmistir. Bu asamalarin her

biri asagida ayrmtili olarak sunulmustur.

Genetik transformasyon caligmalar1 kapsaminda, yem bezelyesi bitkisine hedef
genlerin aktarilmasinda Agrobacterium tumefaciens aracili vektor sistemleri kullanilmustir.
Calismada kullanilan vektorler, 35S-CrylAc-NosT gen kasetini tasiyan yapi ile birlikte, segici
isaret geni olarak nptll (neomisin fosfotransferaz) ve ayrica Bar geni iceren LBA-PGG-Bar
binari plazmidlerini icermektedir. Her iki plazmidin T-DNA bdlgesinde Bar geninin
bulunmasi, fosfinotrisin (PPT) herbisidine kars1 bitkisel diren¢ kazandirmayir miimkiin

kilmustir.

Hedef gen olarak kullanilan CrylAc, bakteriyel kokenli bir endotoksin geni olup,
bitkilerde lepidopteran zararlilara karsi direng saglamaktadwr. Bu gen, gucli ve surekli
ekspresyon saglamak amaciyla, bitki genlerinde yaygm olarak kullanilan CaMV 35S
promotori altinda diizenlenmistir. Genetik ifadenin dogru bir sekilde sonlandirilmasi i¢in Nos
terminator dizisi (NosT) kullanilmistir. Ayrica ¢oklu klonlama bdlgesi (MCS) sayesinde, hem

CrylAc hem de Bar genlerinin aynt T-DNA segmentinde bitki genomuna aktarimi
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saglanmistir. Bu yapi, transgenik bitkilerde hem hedef genin hem de segici isaret geninin ayni

anda ve etkin bigimde ifade edilmesine olanak tanimistir.

Agrobacterium tumefaciens aracili vektor sistemleri basarili transformasyonu icin
Agrobacterium tumefaciens kilturlerinin uygun sartlarda hazirlanmasi ve c¢ogaltilmasi
gerekmektedir. Asagida, bu kiiltiirlerin hazirlanmasi1 ve muhafazas1 ile ilgili prosediir

detaylandirilmigtir.

Derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen Agrobacterium tumefaciens LBA4404
bakterisinden pipet yardimiyla 6rnekler alinarak oncelikle igcerdigi plazmitte bulunan genlerin
sagladigi dirence gore 50 mg 17 rifamisin, 50 mg I kanamisin ve 100 mg I spektinomisin ile
birlikte LBAPGGBar igin 50 mg I* rifamisin, 50 mg I* kanamisin segici antibiyotikleri iceren
stvi NB (Nutrient Broth) besin ortaminda bir gece siiresince 23-25°C sicaklikta orbital
calkalayiciya bakterilerin blylUmesi igin birakilmis ve hazir hale getirilmistir. Bu asama,
bakterilerin saglikli ve aktif biiyiime fazinda olmalarmi saglayarak transformasyon

verimliliginin artirilmasinda kritik bir rol oynamaktadir.

Gen transformasyonu siirecinde, sadece gen aktarimia ugrayan hiicrelerin segilmesi
amaciyla seleksiyon ajani olarak fosfinotrisin (PPT) kullanmilmustir. Etkili bir seleksiyon
saglanabilmesi i¢in fosfinotrisin konsantrasyonunun, transgenik hiicrelere zarar vermeyecek
fakat non-transgenik hicreleri elimine edecek dlizeyde optimize edilmesi gerekmektedir. Bu
amagla, farkli dozlarda (2.00, 4.00, 6.00 ve 8.00 mg 1) fosfinotrisin iceren temel besi
ortamlar1 hazirlanmis ve yiizey sterilizasyonu yapilmis yem bezelyesi tohumlar1 bu ortamlara
ekilmistir. Her bir deney grubu, 25 °C sicaklikta, 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyot
kosullarinda 10 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Tohumlarin giinliik olarak goézlenmesiyle, 2 mm koke¢ik uzunluguna ulasanlar
gelismis olarak kabul edilmistir. Deney sonuglarina gore, secici ortamda kullanilacak en
uygun PPT dozu belirlenmis ve bu konsantrasyon, transformasyon sonrasi seleksiyon

asamasinda uygulanmstir.

On calismalardan elde edilen rejenerasyon sonuglart dogrultusunda, yiizey
sterilizasyonu uygulanmig ve in vitro ¢imlendirilmis yem bezelyesi tohumlarindan gelisen
siirgiinlere ait kotiledon ve kok bogum eksplantlari, Agrobacterium tumefaciens araciligiyla
gen transferinde kullanilmistir. A. tumefaciens bakteri hatlari, igerdikleri binari vektorlere
bagli olarak uygun antibiyotikler iceren 10 ml NB (Nutrient Broth) besi ortaminda bir gece

boyunca ¢ogaltilmistir. Rejenerasyon ortami olarak, daha dnce doku kiiltiirii calismalarinda en
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yiiksek verim elde edilen besi ortamlar1 tercih edilmistir. Inokiilasyon asamasinda sivi,
seleksiyon asamasinda ise kati rejenerasyon ortamlar1 kullanilmis olup, seleksiyon
ortamlarina binari vektorlere baglh olarak 400 mg I'' ampisilin ve 2.00 mg I'' fosfinotrisin

ilave edilmistir.

Sekil 3.4’te gosterildigi gibi, in vitro ¢imlenmis yem bezelyesi fidelerinden elde edilen
kotiledon ve kok bogum eksplantlari, 30 dakika siireyle bakteriyel inokiilasyona tabi
tutulmustur. Inokiile edilen eksplantlar, seleksiyon ortamma aktarilmis ve kiiltiir odasinda
muhafaza edilmistir. Dort hafta sonra, fosfinotrisine dayanikli siirgiin sayimi yapilmis ve

gelisen bitkiler alt kiiltiire alimustur.

Alt kiltir isleminden Once, gelisen siirglinler gbézle muayene edilerek
degerlendirilmis; nekrotik, kahverengilesmis ya da deformasyona ugramis bolgeler bistiiri
yardimiyla dikkatlice uzaklastirilmistir. Bu temizlik islemi ile yalnizca saglikli dokuya sahip
stirglinlerin alt kiiltlir ortamina aktarilmasi saglanmistir. Temizlenen siirgiinler, 200 mg L™
ampisilin igeren hormonsuz MS ortamina transfer edilmis ve dort hafta silireyle kiiltiire
almmastir. Alt kiiltlir siireci, segilen transgenik adaylarin saglikli gelisimini tesvik etmek,
kontaminasyon riskini azaltmak ve siirdiiriilebilir silirgiin olusumunu saglamak amaciyla
uygulanmistir. Bu siiregte gelisen stirgiinlerin sagliksiz kisimlar1 da diizenli olarak kontrol
edilmis; gerek goriildiigiinde, yeni olusan nekrotik veya bozulmus dokular tekrar bistiiri ile

uzaklastirilmig, ardindan saglikli siirgiinler koklendirme ortamia alinmastir.

Koklendirme asamasinda, Tablo 3.3’te belirtilen on farkli ortam formiilasyonu
kullanilmigtir. Transgenik aday olarak segilen siirgiinler, yaprak alti meristem dokusundan
steril kosullarda uygun uzunlukta kesilerek bu koklendirme ortamlarina aktarilmistir. Bitkiler,
25 + 2°C sicaklikta ve 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyot altinda dort hafta boyunca
inkiibe edilerek gelisimleri yakindan takip edilmistir. Bu siirecte, kok olusumu ve siirgiin
saghigl diizenli olarak degerlendirilmis, basarili koklenen bitkiler deneysel materyal olarak
secilmistir. Koklenme doneminin sonunda, koklii bitkilerden alinan yaprak veya siirgiin
dokular1 kullanilarak DNA izolasyonu yapilmis ve transgenik yapilarm varligt PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile dogrulanmistir. Bu molekiiler analiz, gen
aktarimmin etkinligini ve genlerin bitki genomuna bagarili entegrasyonunu degerlendirmek

amaciyla gerceklestirilmistir.
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Sekil 3. 4. Gen transferi asamalar1. (A) Cimlenen tohumlardan eksplant kesimi. (B) Kotiledon
ve kok bogum eksplantlarin eldesi. (C) Eksplantlarin gen ile muamelesi. (D) Besi ortaminda
transgenik aday bitkilerin secimi. (E) Transgenik aday bitkiler. (F) Aday bitkilerin alt kltlre

almmasi.
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Tablo 3. 3. Gelisen siirgiinlerin kok gelisimini saglamak amaciyla kullanilan farkli

koklendirme ortamlari.

Ortamlar*  MS (g) Sikroz (g) Ampisilin  1AA NAA IAA
(mg 1Y) (mgl?) (mgl?) (mgl?)

1. 4.4 30 200 1 - -
2. 4.4 30 200 - 1 -
3. 4.4 30 200 - 1 -
4. 4.4 30 200 - 1 -
5. 2.2 15 200 - 1 -
6. 2.2 15 200 1 - -
7. 2.2 15 200 - - 1
8. 2.2 15 25 1 - -
9. 2.2 15 20 1 - -
10. 2.2 15 5 1 - -

*Her bir koklendirme ortamu i¢in 4 g agar, 1g aktif karbon kullanilmistir ve pH 5,8’¢

ayarlanmistir.
3.2.3. Molekiiler Dogrulama: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Koklendirme siirecinde fenotipik olarak fosfinotrisine dayaniklilik gosteren gelismis
stirglinlerden transgenik aday bitkiler belirlenmistir. Bu bitkilerde CrylAc ve Bar genlerinin
basariyla aktarilip aktarilmadigmi molekiiler diizeyde dogrulamak amaciyla genomik DNA

izolasyonu gerceklestirilmis ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) uygulanmistur.

Bitki materyallerinden genomik DNA izolasyonu protokolii olarak elde edilen
transgenik aday bitkilerden DNA izolasyonu i¢in GeneAll Biotechnology iiretici firmasindan

temin edilen Exgene™ Plant SV mini DNA izolasyon kiti kullanilmastur.
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DNA izolasyonu i¢in 100 mg yas agirliginda bitki dokusu sivi azot ile sogutulmus
havan ve tokmak kullanilarak tamamen toz haline getirilmistir. Daha sonra ¢giitiilmiis doku
uzerine lizis tamponu eklendikten sonra 65°C’de 10-15 dakika su banyosunda inkibe

edilmistir. Bu siire zarfinda 2-3 kez ters cevrilerek veya vortex ile karistirilmistir.

PD (protein denatiirasyonu) tamponu eklenmesi agsamasinda; lizata 140 pl Buffer PD

eklenmis ve vortex ile karigtirilmistir. Sonrasinda 5 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir.

Transgenik aday: bitkilerin PCR ile teyit edilmesi asamasinda ise, Bar ve CrylAc
genlerine yonelik Tablo 3.4.’deki DNA diziliminde dizayn edilmis primerler kullanilmistir.

Tablo 3. 4. Hedef genlerin baz dizilisleri ve biiyiikliikleri

Hedef Baz dizilisi Hedefbuyilkligu

Bar geni Fw-TGCACCATCGTCAACCACTA 310 bp

Rv- ACAGCGACACGCTCTTGAA

CrylAcgeni Fw- ATGGACAACCCAAACATC 412 bp

Rv- TCATGTCGTTGAATTGAATACG

PCR analizleri i¢in A.B.T.™ 2X PCR MasterMix {liretici firmanin tavsiye ettigi
protokol uygulanmistir (Tablo 3.5.). Bu yontemde reaksiyon karisimi buz iizerinde
hazirlanmistir ardindan 95°C’de onceden 1sitilmig PCR cihazina yerlestirilerek PCR

reaksiyonlar1 tamamlanmistir (Tablo 3.6.).

PCR dongiisti tamamlandiktan sonra PCR f{iriinleri agaroz jelde molekiil agirliklarina
gore elektroforeze yliklenmistir. PCR {riinleri 6X yiikleme tamponu 71 (Ficoll 400 ve
Bromofenol blue) ile karstirildiktan sonra 5 pl 1"'Etidium Bromid (EtBr) igeren % 1.5’lik 100
ml 1X TBE (10.8 g I"* Trizma-base, 5.5g I Borik asit, 4 ml 0.5 M EDTA pH 8) agaroz jele
yiklenmistir. 1X TAE elektroforez tamponu kullanilarak hazirlanan elektroforez ortaminda

DNA amplifikasyon iiriinleri 100 V altinda 30 dakika yiirtitiilmiistiir.

Yiikleme tamponundaki isaret boyasi olan bromofenol mavi boya, agoroz jelin
tabanina 2 cm yaklastiginda elektroforez islemi tamamlanmis ve EtBr ile boyanan DNA
ornekleri 260 nm dalga boyunda bir UV transillimiinatdr altinda incelenerek poloroid ve

dijital fotograflar1 ¢ekilmistir.
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Tablo 3. 5. PCR reaksiyon karigimi tablosu (20 pl)

Bilesen Hacim (pl) Son Konsantrasyon
A.B.T.™ 2X PCR MasterMix 10 pl 1X
Ileri Primer (10 uM) 0.2-2.0ul 0.1-1.0uM
Ters Primer (10 uM) 0.2-2.0ul 0.1-1.0uM
DNA Sablonu (template) 1.0-5.0pl < 250 ng toplam DNA
RNazsiz Saf Su (dH20) 20 pl -

Tablo 3. 6. Bar ve CrylAc genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in uygulanacak PCR kosullar1

(Anayol, 2014)

Gen Asama Sicakhk Sure Dongu
(°C)

Bar geni DNA'nin Denatlirasyonu 98 5 dk 40
DNA'nin Denatlirasyonu 98 5sn
Primerlerin yapismasi 60 15sn
Uzama 72 30 sn
Son uzama 72 3dk

CrylAc geni DNA'nin denatiirasyonu 98 5 dk 40
DNA'nin denatiirasyonu 98 Ssn
Primerlerin yapigmasi 58 15sn
Uzama 72 30 sn
Son uzama 72 3 dk
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3.3. istatistik Analizler

Calismada elde edilen veriler tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii
olarak mstat-c istatistik paket programina gore analiz edilmistir (Diizglines vd., 1987). Doku
kiiltiirti ¢alismalarinda her tekerriirde 30 adet eksplant kullanilarak, toplam 90 adet eksplant

incelenmistir. Transgenik ve PCR c¢alismalarinda ise (%) orant hesaplanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Doku Kiiltiirii Calismalar

Doku kiiltiirii calismalarinda ilk asama olarak ylizey sterilizasyonu uygulanmaktadir.
Farkli bitki tohumlar1 ve eksplantlar1 igin sterilizasyonun optimize edilmesi Onem
tagimaktadir. Yiizey sterilizasyonu asamasinda bitki dokusuna en az zarar veren ve
kontaminasyonu engelleyen en diisiik sterilizasyon ajaninin dozunun belirlenmesi 6nemlidir.
Tohum ylzey sterilizasyonunda % 5 lik ticari ¢amasir suyu (% 5-15 oraninda sodyum
hipoklorit igeren) ¢ozeltisinde 15 dakika muamele edilip 5’er dakika stireyle steril saf suda 3
kez durulanmistir. Yiizey sterilizasyona tabi tutulan tohumlar Metot kisimda Tablo 3.1°de

belirtilen besin ortamina aktarilmis ve 7 giin siire ile ¢imlenmeye birakilmistir.

Calismada kullanilan Ates cesidinin % 5 lik ticari camasir suyu ile birlikte
sterilizasyona tabi tutulduktan sonra ¢imlenme hizi, giicii, kdk ve fide uzunlugu, kok yas ve

kuru agirligy, fide yas ve kuru agirhgi degerlendirilmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4. 1. Ates gesidine ait tohum ¢imlenmesi ve fide gelisim parametreleri.

Parametreler Degerler
Cimlenme hiz1 (%) 100.0
Cimlenme giicti (%) 100.0
Kok uzunlugu (cm) 5.833
Fide uzunlugu (cm) 5.233
Kok yas agirhg (g) 0.07667
Kok kuru agirhgi (g) 0.01000
Fide yas agirhgi (g) 0.08667
Fide kuru agirhgi (g) 0.01000

Yem bezelyesi bitkisinin, bitki tiirliyle karsilastirildiginda, adventif siirgiin

rejenerasyonu son derece zordur. Literatiirde bazi bezelye genotipleri ile protokoller
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gelistirilmis olsa da yapilan calismalar yetersizdir. Bu calisma kapsaminda ilk olarak;
denemede kullanilacak olan gesitlerin farkli eksplantlari, farkli besin ortamlarmda kiiltiire
alinarak gen aktarirmina uygun adventif siirglin rejenerasyon yontemleri gelistirilmistir.

Slrgun rejenerasyonu igin in vitro’da gelisen bitkilere ait farkli eksplantlar kullanilmistir.

Rejenerasyon optimizasyonu i¢in yalnizca Ates yem bezelyesi ¢esidi kullanilmustir.
Oncelikle eksplant olarak kullanilan Sekil 4.1’te goriilen kotiledon bogumu ve kdk bogumlari
6-7 gunluk fidelerden izole edilerek steril kabin igerisinde aseptik ortamda farkli biiylime
diizenleyicileri iceren ortamlarda kiiltiire alinmis ve bu eksplantlar {izerinde 4 hafta sonrada

kotiledon ve kok bogumundan siirgiin olusumu gozlenmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4. 1. Kotiledon bogum, kok bogum ve ¢imlendirilmis tohumlar1 goriintiisii

Sekil 4. 2. Ates cesidine ait eksplantlarin 4 hafta sonrasindaki silirglin olusumu goriintiist;
(A) Kok bogum eksplanti, (B) Kotiledon bogum eksplant1

Siirglin rejenerasyonunun optimizasyonu igin Ates yem bezelyesi ¢esidine ait in vitro

cimlenen fidelerden alman kotiledon bogum ve kok bogum eksplantlar1 Tablo 3.1.’de
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belirtildigi gibi farkli biiyiime diizenleyiciler igeren besin ortaminda kiiltiire alinmis ve kiiltiir
baslangicindan 8-10 hafta sonra rejenerasyon orant ve eksplant basina siirglin sayist

belirlenmistir.

Ates yem bezelyesi ¢esidinden elde edilen rejenerasyon sonuglari Tablo 4.2.°de
verilmistir. Koklendirme ortami olarak 1.00 mg I"! IAA kullanilmustir. Elde edilen gorintiler
Sekil 4.3.’te gosterilmektedir.

Sekil 4. 3. Eksplantlardan elde edilen kok olusumu

Tablo 4.2 incelendiginde eksplant basma diisen ortalama siirgiin uzunlugu kotiledon
bogum eksplant1 igin, en uzun siirgiin 2.13 mm olarak 3.00 mg 1 BAP + 0.20 mg I NAA ve
en kisa siirgiin ise 1.65 mm olarak 1.00 mg 1! BAP + 0.20 mg I NAA konsantrasyonunda
goriilmiistiir. Kok bogum eksplanti agisindan ise en uzun siirgiin 3.26 mm 3.00 mg 1 BAP +
0.20 mg I NAA konsantrasyonunda gériiniirken en kisa siirgiin uzunlugu 1.78 mm olarak
2.00 mg I BAP + 0.20 mg I NAA konsantrasyonunda elde edilmistir.

Eksplant bagma diisen ortalama siirgiin sayis1 Tablo 4.2 verilerine gore, en fazla
siirgiin say1s1 kotiledon bogum eksplant1 i¢in 3.30 adet 3.00 mg I'* BAP + 0.20 mg It NAA
konsantrasiyonunda gdzlemlenmistir. En diisiik siirgiin sayis1 ise 1.50 adet olarak 2.00 mg 1*
BAP + 0.20 mg I NAA karisiminda elde edilmistir. K6k bogum eksplantindan elde edilen
verilere gore en fazla siirgiin sayis1 séz konusu eksplant icin 5.50 adet olarak 3.00 mg I* BAP
+ 0.20 mg I NAA konsantrastyonunda ve en az siirgiin sayis1 2.00 adet olarak 2.00 mg I
BAP + 0.20 mg I NAA hormonlarinda rastlanmistr.
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Tablo 4. 2.Kiiltiire alinan kotiledon ve kok bogum eksplantlarindan elde edilen direkt rejenerasyon gosteren eksplant sayilari, basari oranlari (%),

eksplant basina diisen ortalama siirglin uzunlugu (mm), eksplant bagina diisen ortalama siirgiin sayis1 (adet)

BlUyume Duzenleyicisi  Eksplant Direkt Basar1 Oram Eksplant Basina Eksplant Basina
(mg I Sayisi Rejenerasyon Gosteren (%) Diisen Ortalama Diisen Ortalama
(Adet) Eksplant Siirgiin Uzunlugu Siirgiin Sayisi
Sayisi (mm) (Adet)

Kotiledon Kok Kotiledon Kok  Kotiledon Kok  Kotiledon Kok

Bogum Bogum Bogum Bogum Bogum Bogum  Bogum Bogum

BAP(1) + NAA (0.2) 30 24 24 80 80 1.65 b* 2.26b 16¢ 2.0cd
BAP(2) + NAA (0.2) 30 27 24 90 80 2.06 a 1.78 c 15c 3.3c
BAP(3) + NAA (0.2) 30 30 30 100 100 2.13 a 3.26 a 3.3a 55a
BAP(4) + NAA (0.2) 30 24 27 90 90 195D 2.73b 2.1b 42D
BAP(5) + NAA (0.2) 30 27 27 90 90 2.09 a 2.84 b 2.7 ab 41D
BAP(6) + NAA (0.2) 30 24 24 80 80 1.76 b 2.43 b 2.8ab 29c¢

* Her siitunda ve her satirda ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda 0.01 diizeyinde fark yoktur.



Genel olarak her iki eksplant i¢in farkli konsantrasyonlar1 incelemeye alindiginda en
uygun doz 3.00 mg I BAP + 0.20 mg I NAA olarak gdzlemlenmistir. Dolayistyla her iki

eksplant i¢in benzer etkiler gostermistir.
4.2. Gen Aktarim Cahsmalari
4.2.1. Fosfinotrisin (PPT) Miktarinin Belirlenmesi

Bakteri ile muamele edilen eksplantlarin se¢imi amaciyla kullanmilan seleksiyon
ortaminda fosfinotrisin, 2.00, 4.00, 6.00 ve 8.00 mg I konsantrasyonlarinda uygulanmustir. /n
vitro ortamda fosfinotrisin diizeyleri ile bitki bliyiime parametreleri arasindaki iliskiye ait
varyans analiz sonuclar1 Tablo 4.3’te sunulmustur. Elde edilen bulgulara gore, incelenen tiim
ozellikler bakimindan fosfinotrisin dozlarinin etkisi istatistiksel olarak % 1 diizeyinde anlaml1

bulunmustur (P <0.01).

Tablo 4. 3. Farkli dozlardaki fosfinotrisin miktarmin gesitli bitki biiyiime parametreleri

Uzerindeki etkisini inceleyen istatistiksel verileri

Gozlem degerleri Varyasyon Serbestlik Kareler

kaynaklar1 Derecesi Ortalamasi F
Cimlenme orani Dozlar 3 2041,667 98.000**
Hata 12 20.833
Genel 15
Kok uzunlugu Dozlar 3 21.075 76.986**
Hata 12 0.274
Genel 15
Siirgiin uzunlugu Dozlar 3 24.038 613.507**
Hata 12 0.039
Genel 15
Kok yas agirlhig Dozlar 3 0.002 54.608**
Hata 12 0,000
Genel 15
Siirgiin yas agirlign ~ Dozlar 3 0.006 462.251**
Hata 12 0.000
Genel 15

** P<0.01 seviyesinde dnemli, * P<0.05 seviyesinde 6nemli oldugunu gdstermektedir.

Farkli fosfinotrisin dozlarinin (1.00, 2.00, 3.00 ve 4.00 mg 1) ¢esitli bitki biiyiime
parametreleri iizerindeki etkilerine ait ortalama degerler Tablo 4.4’te verilmistir. Yapilan
Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore, tiim parametreler bakimindan dozlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (P < 0.01).
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Tablo 4.4 incelendiginde, en yiiksek ¢imlenme oram1 % 100.00 ile 1.00 mg I
fosfinotrisin dozunda gézlemlenmis olup bu deger “a” harfi ile istatistiksel olarak en iistiin
grup icerisinde yer almistir. En diisiik ¢imlenme orani ise % 47.50 ile 4.00 mg I dozunda

belirlenmistir.

Kok uzunlugu bakimindan da benzer bir egilim gozlenmis olup, en yiiksek deger 6.80
mm ile 1.00 mg I dozunda elde edilirken, bu degeri sirastyla 5.15 mm (2.00 mg 17) ve 4.62
mm (3.00 mg I'*) takip etmistir. En diisiik kok uzunlugu ise 1.32 mm ile 4.00 mg 1" dozuna ait

olup, istatistiksel olarak en diisiik grup igerisinde yer almistir.

Siirgiin uzunlugu parametresi acisindan da 1.00 mg 1 dozunun etkisi belirgin sekilde
yiiksek olmus ve ortalama 5.65 mm siirgiin uzunlugu saglanmistir. Artan fosfinotrisin dozlar1
ile birlikte siirglin uzunluklarinda belirgin bir azalma g6zlenmis, en diisiik deger 0.35 mm ile

4.00 mg I'* dozunda Sl¢iilmiistiir.

Bitkilerin kok yas agirhigi agisindan da 1.00 mg 1t dozu, 0.0673 g ile en yiiksek degeri
saglamistir. Bu degeri sirastyla 0.0455 g (2.00 mg 1) ve 0.0363 g (3.00 mg I?) takip ederken,
4.00 mg It dozunda kék yas agirhg 0.0150 g olarak dlgiilmiistiir.

Benzer sekilde, siirgiin yas agirligi da 1.00 mg 1 dozunda en yiiksek seviyeye ulasmis
(0.1063 g), fosfinotrisin dozu arttik¢a bu degerlerde anlamli azalmalar goriilmiistiir. En diistik

siirgiin yas agirlig1 ise 0.0170 g ile 4.00 mg I*dozunda kaydedilmistir.

Tim bu sonuglar, artan fosfinotrisin dozlarinin bitki gelisimi iizerinde baskilayici bir
etkiye sahip oldugunu ortaya koymakta olup, in vitro kosullarda en uygun segici dozun

belirlenmesinde bu parametrelerin dikkate alinmasinin gerekliligini géstermektedir.

Tablo 4. 4. Farkli dozlardaki fosfinotrisin miktarmin gesitli bitki biiyiime parametreleri

uzerindeki etkilerine ait ortalama degerler ve Duncan gruplari

Fosfinotrisin ~ Cimlenme Kok Surgln Kok yas Siirgilin yas
dozlarmnin orant uzunlugu uzunlugu agirhig agirhig
(mg ') (%) (mm) (mm) (9) (9)
1.00 100.00 a* 6.80a 5.6500 a 0.0673 a 0.1063 a
2.00 82.50 b 5.15b 2.6750 b 0.0455 b 0.0600 b
3.00 65.00 ¢ 462 b 0.6075¢c 0.0363 b 0.0323c
4.00 47.50d 132¢c 0.3500c 0.0150c 0.170 d

* Her siitunda ve her satirda ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda 0.01 diizeyinde fark

yoktur.
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4.2.2. Gen Transfer Asamasi

Ates yem bezelyesi ¢esidinde siirgiin rejenerasyonunun ardindan Bar ve CrylAc
genlerinin transfer asamasina gegilmistir. Bu amagla, in vitro kosullarda ¢imlendirilen Ates
yem bezelyesi fidelerinden elde edilen kotiledon ve kok bogum eksplantlari, Agrobacterium
tumefaciens suslari ile 30 dakika inokiile edilmistir. inokiilasyon sonras eksplantlar, 3 mg I!
BAP, 0.2 mg 1" NAA, 2 mg I'" PPT ve 500 mg I'' ampisilin iceren, % 0.8 agarla
katilagtirilmis Murashige ve Skoog (MS) rejenerasyon ortamina aktarilmis ve 4 hafta boyunca
secici rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmigtir. Dort haftalik inkiibasyonun ardindan gelisen
siirglinler, hormon igermeyen MS ortamina ve 200 mg I'' ampisilin i¢eren besi ortamina
aktarilmistir. Yaklasik dort hafta sonra, gelisen siirglinler yaprak alti meristem dokusu
bolgesinden kesilerek, 1 mg I"' indol Asetik Asit (IAA), 5 mg I'! ampisilin, 2.2 g MS igerigi,
15 g siikroz ve % 0.8 agar igeren, pH 5.8 olarak ayarlanmis koklenme ortamina alinmistir. Bu

ortamda siirgiinlerde etkili kok olusumu gézlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4. 5. Transgenik aday bitki siirgiinlerinin kok gelisimi goriintiileri

Tablo 4.5’te farkli Agrobacterium tumefaciens suslar1 ile tasman CrylAc ve Bar
genlerinin, farkli eksplant tiplerinde (kotiledon bogumu ve kok bogumu) olusturdugu
transformasyon verimlilikleri karsilastirilmistir. Transformasyon basarilari, yesil fide olusumu

tizerinden degerlendirilmis ve yesil fide oranlar1 % 0.42 ile % 17.50 arasinda degismistir.

CrylAc geninin aktariminda, kok bogumu eksplantlarindan elde edilen yesil fide orani
% 8.00-17.50 arasinda gerceklesirken, kotiledon bogumu eksplantlarinda bu oran % 1.00-2.00
ile smirli kalmistir. Bar genininaktariminda ise kdk bogumu eksplantlarinda % 2.00-3.13
oraninda yesil fide olusumu saglanirken; kotiledon bogumu eksplantlarinda bu oran % 0.42-

1.09 arasinda degismistir. Bu  bulgular, genetik transformasyon basarisinin
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Tablo 4. 5. Farkli Agrobacterium suslarinm, farkli eksplantlarinin genetik transformasyon verimliliginin karsilastiriimast.

Agrobacterium  Vektdr  Antibiyotik  Gen Eksplant Eksplant MS Uzerindeki Fide Oram
tumefaciens sayisi Fide sayisi (%)
(adet) (adet)
LBA4404 pTF101.1 Ampisilin -~ CrylAc Kotiledon bogum  4000-5000 50-80 1.00-2.00
Ampisilin -~ CrylAc Kok bogum 2000-2500  200-350 8.00-17.50
LBA4404 PGGBar Ampisilin  Bar Kotiledon bogum  3200-4800 20-35 0.42-1.09
Ampisilin ~ Bar K6k bogum 1600-2000  40-50 2.00-3.13




hem kullanilan gene hem de eksplant tipine baglh olarak degistigini gostermektedir.
Genel olarak, kok bogumu eksplantlariher iki gen icin de daha yiliksek transformasyon
verimliligi gostermistir. Ayrica, CrylAc geninin aktarimi, Bar genine kiyasla daha yiiksek

basar1 oranlariyla sonuglanmistir.

4.2.3. Transgenik Aday Bitkilerin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile

Dogrulanmasi

Gen aktarim ¢alismalariyla birgok transgenik adayr yem bezelyesi bitkisi elde
edilmistir. Elde edilen bu transgenik aday: bitkilerin transgenik olup olmadiklart PCR
analizleriyle teyit edilmistir. Transgenik aday1 bitkilerin teyit edilmesinde Bar ve CrylAc
genleri ile dizayn edilmis primerler kullanilmistir (Tablo 3.4.). PCR analizi igin DNA
izolasyon kiti ve PCR Kiti ile dogrudan bitkilere ait yaprak drnekleri kullanilarak yapilmistir.

Transformasyon uygulamasi sonrasinda elde edilen yesil fidelerden segilen 6rnekler
uzerinde, CrylAc ve Bar genlerinin varhgmi dogrulamak amaciyla PCR analizleri
gerceklestirilmistir. CrylAc genine yonelik yapilan PCR analizinde, Sekil 4.6-4.9’da
goriildiigii lizere, test edilen 44 bitki 6rneginden 33’linde hedef gene ait 412 bp uzunlugunda
spesifik amplifikasyon bantlar1 tespit edilmistir. Bu bantlar, beklenen 400-500 bp araliginda
yer almakta olup CrylAc geninin bitki genomuna basarili sekilde entegre edildigini

gostermektedir.

Bar genine yonelik PCR analizinde ise, Sekil 4.10-4.12°de sunuldugu iizere, analiz
edilen 33 ornekten 15’inde yaklasik 310 bp uzunlugunda ve beklenen 300-400 bp araliginda
spesifik bant olusumu goézlemlenmistir. Bu sonuglar, transformasyon isleminin Bar geni

acisindan daha smirl basar1 sagladigini gostermektedir.

Her iki analizde de pozitif kontrollerde hedef bantlar basarili sekilde elde edilmis,
negatif kontrollerde ise herhangi bir bant olusumu goézlenmemistir. Bu durum, PCR
kosullarinin giivenilirligini ve elde edilen amplifikasyon iriinlerinin spesifikligini teyit

etmektedir.

Elde edilen veriler, transformasyon sonrasi elde edilen bitkilerin dnemli bir kisminin
transgenik nitelik tasidigini ve genetik dogrulamanin PCR ile basariyla gerceklestirildigini
ortaya koymaktadir.
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Sekil 4. 6. Transgenik aday yem bezelyesinin, CrylAc genine 6zgii primerlerle yapilan PCR

sonucunda elde edilen 412 bp uzunlugundaki bantlarinin gériintiisii

Sekil 4. 7. Transgenik aday yem bezelyesinin, CrylAc genine 6zgii primerlerle yapilan PCR

sonucunda elde edilen 412 bp uzunlugundaki bantlarinin goriintiisii
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Sekil 4. 8. Transgenik aday yem bezelyesinin, CrylAc genine 6zgii primerlerle yapilan PCR

sonucunda elde edilen 412 bp uzunlugundaki bantlarinin goriintdsu

Sekil 4. 9. Transgenik aday yem bezelyesinin, CrylAc genine 6zgii primerlerle yapilan PCR

sonucunda elde edilen 412 bp uzunlugundaki bantlarinin gériintiisii
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Sekil 4. 10. Transgenik aday yem bezelyesinin, Bar genine 6zgii primerlerle yapilan PCR

sonucunda elde edilen 310 bp uzunlugundaki bantlarinin gériintiisii
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Sekil 4. 11. Transgenik aday yem bezelyesinin, Bar genine 6zgii primerlerle yapilan PCR

sonucunda elde edilen 310 bp uzunlugundaki bantlarinin gériintiisii
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Sekil 4. 12. Transgenik aday yem bezelyesinin, Bar genine 6zgii primerlerle yapilan PCR

sonucunda elde edilen 310 bp uzunlugundaki bantlarinin gériintiisii
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5.  TARTISMA

Yem bezelyesi (Pisum arvense L.) in vitro ¢alismalarinda uygulanan sterilizasyon
protokolii, basar1 orani ve tohum canliligimi koruma agisindan kritik bir adimdir. Bu
calismada, % 5 oraninda ticari ¢amasir suyu ¢oOzeltisinin 15 dakika siireyle uygulanmasi
sonucunda yuksek bir sterilizasyon basarisi elde edilmistir. Literatiirde bildirilen daha kisa
stireli ve diigiik konsantrasyonlu uygulamalarla karsilastirildiginda, bu protokol daha uzun bir
temas siiresi igermekle birlikte, etkili bir sterilizasyon saglamistir. Ornegin, Kiani vd. (2017)
% 2.5 sodyum hipokloriti 3 dakika sureyle dnermekte, Younesikelahi vd. (2016) % 4’lik
cozeltinin 5 dakikalik uygulamasmin yeterli oldugunu belirtmektedir. Benzer sekilde,
Ramandi vd. (2019) % 3’liik sodyum hipokloritin 5 dakikalik uygulamasini optimum olarak
raporlamigtir. Bu calismada kullanilan 15 dakikalik siire, s6z konusu uygulamalardan daha
uzun olmakla birlikte, tohum yiizeyindeki mikroorganizmalarin etkin bicimde elimine

edilmesini saglamis ve kontaminasyon riskini minimuma indirmistir.

Ayrica, elde edilen ¢cimlenme ve fide gelisim verileri de bu protokoliin tohum canlilig1
tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigin1 desteklemektedir. "Ates" yem bezelyesi ¢esidine ait
tohumlarda % 100 ¢imlenme hiz1 ve ¢imlenme giicii kaydedilmistir. Bu yiiksek performansa
ek olarak, fide uzunlugu 5.233 cm, kok uzunlugu ise 5.833 c¢m olarak Ol¢iilmiis; fide yas ve
kuru agirliklar1 sirasiyla 0.08667 g ve 0.01000 g bulunmustur. Bu bulgular, sterilizasyon
uygulamasinin yalnizca kontaminasyonu Onlemede degil, aym1 zamanda fide gelisimini
desteklemede de basarili oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, kullanilan protokol hem
yiiksek sterilizasyon etkinligi hem de saglikli fide gelisimi agisindan in vitro kultir ve genetik

transformasyon ¢alismalar1 i¢in uygun ve giivenilir bir baslangi¢ noktasi sunmaktadir.

Tohum kalitesi, bitki biyoteknolojisi uygulamalarinda genetik transformasyonun
basarisni etkileyen kritik bir faktordiir. Ozellikle Agrobacterium tumefaciens araciligiyla
yapilan transformasyon ¢aligmalarinda, giiclii fizyolojik yapiya sahip tohumlarin kullanilmast;
enfeksiyon sonrasi bitkisel dokularin stresle basa ¢ikma yetenegini artirmakta ve rejenerasyon
slirecinin basarisint olumlu yonde etkilemektedir. Nitekim literatiirde, diisiik kaliteli
tohumlardan elde edilen eksplantlarin transformasyon sonrasi nekroz, biiylime durmasi ve
diisiik rejenerasyon orani gibi sorunlara daha yatkin oldugu bildirilmektedir (Sandhya vd.,
2022).

Tohum ¢imlenmesi ve fide gelisiminde Ates ¢esidi yem bezelyesinden elde edilen
olumlu sonuglar, yalnizca tarimsal performans agisindan degil, ayn1 zamanda in vitro doku

kiiltiiri ve genetik transformasyon uygulamalari i¢in de dnemli avantajlar sunmustur. Genetik
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transformasyon siirecinde basari, biiyiik 6l¢iide kullanilan eksplantin fizyolojik durumu ve
rejenerasyon kapasitesine baghdir. Bu dogrultuda, Ates ¢esidinden elde edilen fidelerin
kotiledon bogumu ve kok bogumu gibi meristematik bolgeleri eksplant olarak
degerlendirilmis ve bu dokularm dogrudan rejenerasyon yetenekleri farkli BAP + NAA

kombinasyonlar1 altinda incelenmistir.

Calismada, her iki eksplant tipi de ¢esitli hormon kombinasyonlar1 altinda
rejenerasyon gostermis, ancak 3.00 mg I BAP + 0.20 mg I NAA iceren ortamda % 100
basar1 oran1 ve yiiksek siirgiin verimi elde edilmistir. Ozellikle kok bogumu eksplantlari, bu
kombinasyonda eksplant bagina ortalama 5.5 siirgiin ve 3.26 mm siirgiin uzunlugu ile en
yiiksek performansi sergilemistir. Bu sonuglar, literatiirde bildirilen bulgularla biylk 6lctide
tutarhdir. Ornegin, Das vd. (2014) bezelye bitkisinde 2.0 mg I BAP + 0.4 mg I1 NAA ile
kotiledon bogumundan % 85 rejenerasyon orani bildirmistir. Bu calismadaki % 100
rejenerasyon basarisi, hem kullanilan eksplant tipinin uygunlugu hem de daha yiiksek BAP

konsantrasyonunun etkisini ortaya koymaktadir.

Benzer sekilde, Yildiz ve Ekiz (2014), korunga bitkisi hipokotil eksplantlarinda en
yiiksek siirgiin rejenerasyonunu, Murashige ve Skoog (MS) ortamma 0.5 mg 1
Benzilaminopurin (BAP) ve 0.2 mg I* Naftalen asetik asit (NAA) ekleyerek elde etmislerdir.
Minaei Cheanar vd., (2019) yaptiklar1 ¢alismada; baklagiller familyasindan olan Cicer
arietinum bitkisinden elde edilen kotiledon, hipokotil ve nod eksplantlar1 i¢cin 0.5 mg I
BAP+0.5 mg I NAA iceren MS ortamimin en iyi yanit1 verdigini belirtmislerdir. Ancak bu
diisiik hormon dozlarmmin, yem bezelyesi gibi daha diisiik rejenerasyon kapasitesine sahip
tiirlerde yetersiz kalabilecegi diisiiniilmektedir. Calismada, 1.00 mg I ve 2.00 mg It BAP
iceren ortamlarda da rejenerasyon gerceklesmis olmakla birlikte, siirglin sayis1 ve uzunlugu
bakimindan 3.00 mg I BAP seviyesine kiyasla daha diisiik degerler kaydedilmistir. 6.00 mg I
1 BAP gibi yiiksek konsantrasyonlarda ise hormonal dengenin bozuldugu ve siirgiin basmna
diisen sayt ve uzunlukta diislis yasandigi goézlemlenmistir. Bu durum, asir1 sitokinin
uygulamasinin fizyolojik strese neden olabilecegi ve siirglin olusumunu baskilayabilecegi

ihtimali ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, bu calismada kullanilan 3.00 mg I* BAP + 0.20 mg It NAA hormon
kombinasyonu, yem bezelyesi icin hem kok bogumu hem de kotiledon bogumu
eksplantlarinda dogrudan rejenerasyonu maksimize eden optimal kosul olarak belirlenmistir.
Kok bogumu eksplantlarmin daha yiiksek siirgiin sayisi ve uzunlugu gostermesi, bu dokunun

genetik transformasyon ve mikrogogaltim ¢aligmalari i¢in daha uygun bir baslangic materyali
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oldugunu ortaya koymaktadir. Bu veriler, yem bezelyesinde etkili bir rejenerasyon protokolii
olusturulmasi agisindan 6nemli katkilar sunmakta ve tiiriin genetik iyilestirme ¢alismalarinda

kullanilabilecek potansiyelini ortaya koymaktadir.

Basarili siirgiin rejenerasyonunun ardindan kdklenme asamasinda, 1.00 mg I Indol
asetik asit (IAA) iceren ortam Kkullanilarak kok olusumunun basariyla gergeklestigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.5). Bu bulgu, [AA’nin yem bezelyesi gibi baklagil tiirlerinde
adventif kok olusumunu destekleyici etkisini ortaya koymaktadir. Literatlirde, diisiik
konsantrasyonlardaki IAA uygulamalarinin kok gelisimini tesvik ettigi, ancak yiiksek
diizeylerde inhibe edici etkiler gosterebildigi belirtilmektedir (Barpete vd., 2014; Bai vd.,
2020). Ayrica, Saglam Yilmaz vd., (2022) tarafindan yapilan Agrobacterium aracili fasulye
transformasyon ¢aligmalarinda, uygun bitki biiylime diizenleyicilerinin transformasyon
sonrasi rejenerasyonda kritik rol oynadig1 vurgulanmistir. Bu baglamda, in vitro kallus kalttrd
ve genetik miihendislik alanindaki diger calismalar1 da bitkisel rejenerasyon siire¢lerinin
optimizasyonu igin onemli bir referanslar olusturabilmektedir (Saglam Yilmaz vd., 2020;

Saglam Yilmaz, 2023).

Bu sonuglar, c¢alismada gelistirilen rejenerasyon protokoliiniin yalnizca siirgiin
olusumuyla smirl kalmadigini, ayn1 zamanda tam bitki rejenerasyonu igin gerekli olan kok
olusumunu da etkin sekilde sagladigin1 gostermektedir. Boylece, yem bezelyesinde genetik
transformasyon veya klonal cogaltim gibi ileri biyoteknolojik uygulamalara uygun, tam

kapsamli bir in vitro sistem gelistirilmis olmaktadir.

Sterilizasyon, ¢imlenme ve rejenerasyon gibi ©on hazirlikk asamalari, bitki
biyoteknolojisi uygulamalarinda genetik transformasyon siireclerinin basarisi agisindan kritik
rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, Ates gesidi yem bezelyesi tohumlarina uygulanan optimize
sterilizasyon protokolii sayesinde, kontaminasyondan arindirilmig ve canli fideler elde
edilmistir. Takip eden asamalarda, yiiksek canli kalma oranma ve gii¢lii morfolojik gelisime
sahip bu fidelerden alinan eksplantlar ile doku kiiltiirii ve transformasyon uygulamalari
yuriitiilmiistiir. Ates ¢esidi yem bezelyesinin gosterdigi yiliksek ¢imlenme orani, saglikli fide
gelisimi ve giiclii rejenerasyon kapasitesi, bu hattin genetik miihendisligi caligmalar1 icin
uygun ve giivenilir bir biyolojik materyal oldugunu ortaya koymustur.

Elde edilen giiglii siirgiin yapist ve etkili rejenerasyon sonucu, Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla yapilan gen aktarimi calismalarinda enfeksiyona maruz kalan

dokularm hem genetik modifikasyona uygunluk hem de doku Kkiiltiirii streslerine dayaniklilik

acisindan yiiksek basar1 gostermesi agisindan biiylikk 6nem tasimaktadir. Buna gore,
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calismanin sonraki asamasinda bdcek ve herbisit direnci kazandirmak amaciyla segilen
CrylAc ve Bar genlerinin yem bezelyesi genetik materyaline aktarimi gergeklestirilmis ve
aktarim sonrasi seleksiyon siireci baglatilmistir. Seleksiyon ortaminda kullanilacak
fosfinotrisin miktarmin belirlenmesi kritik bir asama olup, uygun konsantrasyon tespit
edildikten sonra bu doz seleksiyon ortamina eklenmistir. Boylece yalnizca basarili sekilde
transforme olmus bitkilerin gelisimi saglanarak, istenilen transgenik hatlarin se¢imi miimkiin
kilmmugtir. Tablo 4.3’te sunulan varyans analizine gore, yem bezelyesinde uygulanan farkl
fosfinotrisin (PPT) dozlarmin ¢imlenme orani, kdk uzunlugu, siirgiin uzunlugu, kok yas
agirhgi ve slirgiin yas agirligi gibi biiyiime parametreleri iizerinde istatistiki olarak (P < 0.01)
onemli etkileri oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu, PPT dozlarmnin bitki gelisimi tlizerinde

belirgin ve doz bagimli bir inhibisyon olusturdugunu desteklemektedir.

Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 (Tablo 4.4), 1.00 mg I PPT dozunun
¢imlenme orani (% 100), kok uzunlugu (6.80 mm), siirgiin uzunlugu (5.65 mm), kok yas
agirhgi (0.0673 g) ve siirgiin yas agirligr (0.1063 g) gibi parametrelerde Ustiin performans
sagladigint ortaya koymustur. Fosfinotrisin dozunun artmasiyla birlikte, tiim bu
parametrelerde anlaml diisiisler gozlenmis; 6zellikle 4.00 mg 1! dozunda ¢imlenme orani
%47.50’ye gerilemis, kok ve siirgiin uzunluklari ile yas agirliklar: ciddi 6l¢iide azalmistir. Bu

durum, yiiksek PPT dozlarinin bitki gelisimini inhibe ettigini agik¢a gdstermektedir.

Sonug olarak, 2.00 mg I'" PPT dozu, hem seleksiyon ortaminda yeterli toksik etkiyi
saglayarak bagarili transformantlarin ayiklanmasma olanak tanimakta, hem de bitkisel
bliylime parametrelerinin asirt olumsuz etkilenmesini Onleyerek optimal bir denge
sunmaktadir. Bu nedenle, genetik transformasyon calismalari i¢in 2.00 mg 1™' fosfinotrisin

dozunun ideal seleksiyon konsantrasyonu olarak kullanilmasi1 6nerilmektedir.

Bu sonuglar, yem bezelyesinde gen transferi uygulamalarinda kullanilabilecek kritik
PPT konsantrasyonunun 2.00 mg I'' oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bulgular, Prihatra vd.
(2019) tarafindan domates eksplantlarinin PPT ortaminda biiylimesinin engellendigi ve Naing
(2014) tarafindan krizantem bitki eksplantlarmm 0.30 mg I PPT konsantrasyonunda surgun
rejenerasyonunun Oonemli 6l¢lide baskilandigi bulgulariyla uyumludur. Ayrica, yliksek PPT
dozlarmm bitki gelisimini olumsuz etkileyebilecegi literatiirde sik¢a belirtilmekte olup
(Barpete vd., 2014), calismada da optimum dozun {izerinde uygulanan PPT’nin yem
bezelyesinde kdk ve siirglin gelisimini baskiladigi gozlenmistir. Bu nedenle, PPT dozunun
hassas bir sekilde ayarlanmasi, seleksiyon siirecinin etkinligi ve transgenik aday bitkilerin

saglikli gelisimi agisindan kritik 6neme sahiptir.
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Fosfinotrisin dozunun belirlenmesinin ardindan, genetik transformasyon verimliligini
etkileyen diger kritik faktorler olan Agrobacterium tumefaciens suslari, yem bezelyesi
genotipleri ve kullanilan eksplant tiplerinin etkileri incelenmistir. S6yle ki transformasyon
basarisi, sadece seleksiyon basamagindaki optimizasyonla sinirli olmayip, ayni zamanda
Agrobacterium suslarinin enfeksiyon yetenegi, bitki genotipinin duyarliligi ve eksplant
kaynaginin rejenerasyon potansiyeline bagh olarak da degiskenlik gostermektedir (Saglam
Yilmaz vd., 2020). Bu nedenle, farkli Agrobacterium suslarinin yem bezelyesi ¢esitlerinde

transformasyon verimliligi lizerine etkileri detayl olarak arastirilmaistir.

Yem bezelyesinde genetik transformasyon verimliligi, Agrobacterium tumefaciens
susu, kullanilan vektor, bitki genotipi ve eksplant tipine bagl olarak 6nemli 6l¢iide farklilik
gostermektedir. Bu calismada kullanilan LBA4404 susu ile tasman iki farkli plazmit,
pTF101.1 (CrylAc tasiyan) ve LBA-PGG-Bar (Bar selektor geni tasiyan), transformasyon

etkinliginde farkli sonuglar vermistir.

pTF101.1 plazmidi kullanilarak yapilan transformasyon c¢alismalarinda, Ates cesidi
yem bezelyesi kok bogumu eksplantlarinda % 7.5-15.63 arasinda yesil fide elde edilmistir.
Buna karsilik, ayni genotipin kotiledon bogumu eksplantlarinda transformasyon verimi daha
diisik olup % 0.62-1.25 araliginda smirli kalmistr. LBA-PGG-Bar plazmidi ile yapilan
transformasyonlarda ise Ates ¢esidi yem bezelyesi kok bogumu eksplantlarinda % 2.0-3.13,
kotiledon bogumu eksplantlarinda ise % 0.42-1.09 oranlarinda diisiik verimlilik
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar, pTF101.1 plazmidinin Ates ¢esidi yem bezelyesinde daha

yiiksek transformasyon verimi sundugunu gostermektedir.

Literatirde de Agrobacterium suslar1 ve vektor gesitleri arasindaki transformasyon
verimliligi farkliliklar1 sik¢a rapor edilmistir. Ornegin, bir calismada, bes farkl
Agrobacterium susu kullanilarak yapilan transformasyon deneylerinde, LBA4404 susu
%20'lik bir transformasyon verimliligi ile en yiiksek basariyr gostermistir. Bunu sirasiyla
EHAL05 (% 17), GV2260 (% 15), C58C1 (% 12) ve AGL1 (% 10) suslari takip etmistir
(Bakhsh vd., 2014). Benzer sekilde, baklagillerde yapilan aragtirmalar da sus ve vektor
se¢iminin transformasyon verimliligi iizerinde Onemli etkiler yarattigini gostermektedir.
Ornegin, bir calismada, alti farkli nohut (Cicer arietinum) cesidi kullanilarak yapilan
transformasyon deneylerinde, JAKI9218 ¢esidi % 8.6'lik bir transformasyon verimliligi ile en
yiiksek basarityr gostermistir. Bu g¢alismada kullanilan Agrobacterium susu ve vektor
kombinasyonlari, transformasyon verimliligini etkileyen oOnemli faktorler arasinda yer

almaktadir (Sadhu vd., 2022). Bu bulgular, Agrobacterium susu ve vektor cesitlerinin
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seciminin, bitki tlirine ve genotipe baghh olarak transformasyon verimliligini
etkileyebilecegini gostermektedir. Bu nedenle, yem bezelyesi gibi bitkilerde genetik
transformasyon ¢alismalar1  yaparken, uygun Agrobacterium susu ve  vektor

kombinasyonlarinin se¢imi kritik 6neme sahiptir.

Eksplant tipi de transformasyon sonuglarini 6nemli 6lciide etkilemistir. Kok bogum
eksplantlari, kotiledon bogumlara kiyasla ¢ok daha yiiksek oranlarda yesil fide tiretmis, bu da
kok bogum dokularinin gen aktarimi ve rejenerasyon kapasitesi agisindan daha uygun
oldugunu ortaya koymustur. Das vd., (2014), baklagillerde kotiledon bogum eksplantlarinin

transformasyon ve rejenerasyon performansinda iistiinliik sagladigini bildirmistir.

Son olarak, ¢alismada CrylAc geninin aktarimi, Bar genine kiyasla daha yiiksek basar1
oranlartyla gerceklestirilmis olup, kullanilan vektor ve gen yapismin da transformasyon
verimliliginde etkili oldugu anlasilmistir. Bu kapsamda, transformasyon protokollerinin gen,
vektor, Agrobacterium susu ve genotip gibi parametreler optimize edilerek gelistirilmesi

gerektigi vurgulanmaktadir (Anayol vd., 2016).

Calismamizin sonucuna gore, yem bezelyesinde genetik transformasyonun etkinligi
icin LBA4404 susu, Ates genotipi ve kok bogumu ecksplantlarmmn kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

Genetik transformasyon siirecinin basarisi, yalnizca seleksiyon ortaminda gelisim
gosteren fidelerin elde edilmesi degil, selektif ajanlara direng gosteren bitkilerin gercekten
transgenik olup olmadigmin belirlenmesi yani molekiler dizeyde dogrulama yontemleriyle
miumkindir. Buna gore, calismada seleksiyon ortaminda basarili gelisim gdsteren yem
bezelyesi fidelerinin transgenik yapilar tasiyip tasimadigi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) yontemiyle analiz edilmistir. PCR teknigi, hedef gen bdlgelerine 6zgu primerler
kullanilarak ilgili gen sekanslarinin genomik DNA’da varliinin ortaya konmasina olanak
saglamaktadir. Boylece, sadece fenotipik degil, genetik diizeyde de transformasyonun
basartya ulasip ulasmadigi dogrulanabilmektedir. Bu asama, transgenik adaylarin
tanimlanmasi, hatali pozitiflerin elenmesi ve gercek transgenik aday bitkilerin tespiti

acisindan kritik bir rol oynamaktadir.

Gergeklestirilen transformasyon c¢alismalarinda, CrylAc ve Bar genlerinin yem
bezelyesi genetik materyaline basariyla aktarilip aktarilmadigini belirlemek amaciyla
molekiiler diizeyde dogrulama yapilmistir. Bu dogrultuda, PCR (Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) yontemiyle gerceklestirilen analizlerde, CrylAc genine 6zgii primerlerle yapilan
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amplifikasyonlar sonucunda 412 baz ¢ifti (bp) uzunlugunda spesifik bantlar elde edilmistir.
Sekil 4.6-4.9'da bu bantlara ait elektroforez gorintuleri sunulmakta olup, analiz edilen 44
bitki 6rneginden 33’iinde CrylAc genine ait pozitif bant tespiti gerceklestirilmistir. Bu durum,
yaklasik % 22.5 oraninda basarili gen aktarimi yapildigini géstermektedir.

Benzer sekilde, Bar genine yonelik yapilan PCR analizlerinde, 310 bp uzunlugunda
bantlar hedeflenmis ve Sekil 4.10—4.12°de bu bantlarin elektroforez ¢iktilar1 gdsterilmistir.
Analize dahil edilen 33 transgenik adaymn 15’inde Bar genine 6zgu pozitif bantlar
belirlenmistir. Ozellikle CrylAc genine ait spesifik bantlarmn daha yiiksek oranda ve net bir
sekilde gozlemlenmesi, bu genin transformasyon sistemine daha iyi entegre oldugunu ve
ekspresyonunun daha stabil gergeklestigini diisiindiirmektedir. Buna karsin, Bar geninin
genoma entegrasyonunda ya da ekspresyonunda ¢esitli biyolojik veya teknik smirhiliklar
bulundugu anlasilmaktadir. Nitekim literatiirde de belirtildigi gibi, transformasyon etkinligi;
kullanilan bitki tiiriine, genotipine ve vektor yapisima bagli olarak onemli 6lglide degisiklik
gosterebilmektedir. Ayni tiir icerisindeki farkl g¢esitlerin (genotiplerin) genetik yapilarinda
bulunan dogal farklhiliklar, gen aktarimi1 siirecine verilen yanitlari dogrudan
etkileyebilmektedir. Bu durum, “genotip-spesifik varyasyon” olarak adlandirilmakta olup,
bazi1 genotiplerin Agrobacterium aracili gen aktarimina daha duyarli veya daha direngli
olmasina neden olabilmektedir. Dolayisiyla, transformasyon protokollerinin her genotip igin
0zel olarak optimize edilmesi, basar1 oranmi artirmak agisindan biiyiik énem tasimaktadir

(Negawo vd., 2013; Anayol, 2014).

Elde edilen sonuclara gore, genetik transformasyon siirecinin yalnizca teknik bir islem
olmanin Otesinde; genetik yapi, vektor tasarimi, eksplant tiirii ve seleksiyon kosullariyla
biitiinlesik olarak optimize edilmesi gereken karmasik bir biyoteknolojik siire¢ oldugu bir kez
daha ortaya konmustur. Ayrica, transgenik aday bitkilerde gen entegrasyonunun varligini
tespit etmek icin PCR analizlerinin yaninda, ilerleyen c¢aligmalar i¢in gen ekspresyonunu
dogrulayan RT-PCR ve protein diizeyinde Western blot gibi tamamlayici analizlerin de

yapilmas1 6nem arz etmektedir.
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6. ONERILER

Bu c¢alismadan elde edilen bulgular dogrultusunda, yem bezelyesinde genetik
transformasyonun basariya ulasabilmesi i¢in hem biyoteknolojik yontemlerin hem de ¢evresel
ve tarimsal uygulamalarin birlikte ele alinmasi gerektigi ortaya konmustur. Pozitif sonuglar
dikkate alinarak basarili protokollerin yayginlastirilmast; diisiik basar1 gosteren uygulamalara

yonelik ise daha ileri caligmalarin planlanmasi 6nerilmektedir.

Oncelikle, laboratuvar ve sera kosullarinda elde edilen basarili rejenerasyon ve gen
aktarimi1 sonuglarinin tarla ortamina tasmnmasi gerekmektedir. Kontrollii kosullarda elde
edilen veriler, gercek c¢evre kosullarinda karsilagilabilecek biyotik ve abiyotik stres
faktorlerini temsil etmekte yetersiz kalabilir. Bu nedenle, genetik olarak degistirilmis (GD)
yem bezelyesi bitkilerinin tarla ortamindaki performanslarinin  degerlendirilmesi,
biyogiivenlik agisindan cevresel etkilerinin izlenmesi ve iiriin verimliliginin uzun vadeli
olarak analiz edilmesi bliyiilk 6nem tasimaktadir. Tarla denemeleri sayesinde, laboratuvarda
umut vadeden genetik yapilarin pratikteki etkinligi dogrulanabilir ve olasi ¢evresel riskler

onceden dngordlebilir.

Ikinci olarak, bezelye gibi stratejik dneme sahip tarim iiriinlerinde GD teknolojilerinin
daha etkin kullanimi i¢in genetik ¢esitliligi artirmaya yonelik ¢alismalar tesvik edilmelidir.
Yem bezelyesinde mevcut genotiplerin smirli genetik tabani, transformasyon verimliligi ve
adaptasyon kapasitesini etkileyebilir. Bu baglamda, yerel ve yabani bezelye varyeteleri de
dahil olmak tizere daha genis bir genetik havuz olusturulmali; genetik kaynaklarin korunmasi
ve iyilestirilmesi i¢in ileri diizey biyoteknolojik araglardan yararlanilmalidir. Genetik
cesitliligin artirilmasi, sadece verimlilik acisindan degil, ayn1 zamanda kuraklik, tuzluluk,
hastalik ve zararlilar gibi stres kosullarina dayanikli gesitlerin gelistirilmesi bakimmdan da
kritik bir adimdir. Bu entegratif yaklasim, gelecekteki iklim degisikligi ve tarimsal

strdurdlebilirlik hedefleriyle de uyumlu olacaktir.

Son olarak, bu ¢alismada kullanilan gen aktarim protokoliiniin daha da iyilestirilmesi
adma eksplant tipi, genotip farkliliklari, vektdér yapisi ve seleksiyon kosullar1 gibi
parametrelerin ayr1 ayr1 optimize edildigi ileri diizey arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir.
Ozellikle transformasyonun genotip-eksplant bagimli yapisi, protokollerin gesitlere 6zgii
olarak uyarlanmasmi zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle, daha yiiksek verim elde edilebilmesi
icin farkli yem bezelyesi genotiplerinde karsilagtirmali transformasyon caligmalar1

yuriitiilmeli; basarili olan protokoller standardize edilerek yaygmlastirilmalidir. Ayrica,
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kullanilan genetik yapilarn (6rnegin CrylAc, Bar genleri) ekspresyon seviyeleri ve

kaliciliklar1 da sonraki nesillerde detayli sekilde izlenmelidir.

Tiim bu Oneriler dogrultusunda, yem bezelyesinde genetik transformasyonun sadece
teknik basar1 degil, ayn1 zamanda ekolojik siirdiiriilebilirlik, ekonomik uygulanabilirlik ve

gida giivenligi ¢ercevesinde ¢ok boyutlu olarak degerlendirilmesi gerektigi agiktir.
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