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Bakla bitkisi (Vicia faba L.) onemli bir protein kaynagi olup, insan ve hayvan
beslenmesinde kullanilmaktadir. Tozlasmadaki zorluklar, genetik havuzunun sinirh
olmas1 ve giivenilir bir rejenerasyon sistemi olmadigi icin bakla ¢esitlerinde 1slah
calismalarinin ilerlemesi oldukc¢a yavastir. Bu calismada, geleneksel 1slah programlarina
entegre olacak hizli gen aktarma teknolojisi ile birlikte verimli bir rejenerasyon
sisteminin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, Tiirkiye’de yetistirilen Filiz 99 ve
Eresen 87 gesitlerinin mikro ¢ogaltimi ve A. tumefaciens araghgiyla gen aktarimi igin
zigotik embriyo eksplanti kullanilmigtir. Denemelerde farkli BAP - NAA ve TDZ iceren
MS ortamlar1 rejenerasyon i¢in kullanilmistir. Ayrica, rejenerasyonda destek¢i madde
olarak L-Glutamin ve Casein Hydrolysate de kullanilmistir. Ayn1 zamanda 100 mg/1 s1v1
BAP hormonu ile farkli saatlerde priming yapildiktan sonra TDZ igeren ve i¢cermeyen
MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Deneme sonuglarina gore en fazla siirgiin sayis1 10.33
adet 3.00 mg/l BAP iceren MS ortaminda Filiz 99 ¢esidi i¢in ve Eresen 87 ¢esidi ise
10.30 adet siirglin 5.00 mg/l BAP igeren MS ortaminda elde edilmistir. Elde edilen
siirgiinler 1 mg/l IAA igeren MS ortaminda koklendirilmis olup, sera kosullarinda 1:1
oranda tarla topragi ile torf igeren saksilarda dis kosullara adaptasyon saglanmistir. Her
iki ¢eside ait alistirilmig bitkilerde ¢igek ve bakla olusumu gézlenmistir. Daha sonraki
denemelerde GV2260 p35S GUS-INT ve EHA 105::AoPR1 SN19 Agrobacterium
tumefaciens hatt1 ile embriyo eksplantina inokulasyon sonucunda transgenik pozitif
bitkiler elde ve PCR ile teyit edilmistir.

Subat 2016, 108 sayfa

Anahtar Kelime: Bakla (Vicia faba), Doku kiiltiirii, Genetik transformasyon,
Agrobacterium tumefaciens



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

MICROPROPAGATION OF TWO COMMONLY GROWN BROAD BEAN (Vicia
faba L.) VARIETIES IN TURKEY AND Agrobacterium tumefaciens MEDIATED
TRANSFROMATION USING HYBRID GENE SN19 (CrylBa/Crylla)

Farzad NOFOUZI

Ankara University
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Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Broad bean is an important source of protein and plays important role in feeding
humans and animals. Difficulties in pollination, limited genetic pool and lack of
secured regeneration system makes has made advancements in broad bean breeding
very slow. This study aimed to develop a technology for integration with traditional
breeding system to achieve increased regeneration. This study used zigotic embryo
explants of widely grown cv. Filiz 99 and Eresen 87 in Turkey for regeneration and
genetic transformation studies. The study uded BAP -NAA and TDZ for regeneration
studies. Moreover, L-Glutamin and Casein Hydrolysate were also used as regeneration
supporting material. Other studies used 100 mg/l BAP to prime embryos followed by
culture on different concentrations of BAP. Maximum number of 10.33 shoots per
explant on Filiz 99 and Eresen 87 cultivars was noted on MS medium containing 3 and
5 mg/l BAP respectively. Regenerated shoots were rooted on 1 mg/l IAA, transferred to
pots containing peat moss and soil (1:1) in greenhouse to obtain flowering and pod set.
Other experiments made use of GV2260 p35S GUS-INT ve EHA 105::AOPR1 SN19
strains of Agrobacterium tumefaciens to obtain transgenic positive plans and confirmed
them with PCR.

February 2016, 108 pages

Key Words: Broad Bean (Vicia faba), Tissue culture, Genetic transformation,
Agrobacterium tumefaciens
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SIMGELER DiZiNi

BAP 6-Benzilaminopurin

bp baz cifti

Bt Bacillus thuringiensis

DMSO Dimetil sulfoksit

DNA Deoksi ribo niikleik asit

dNTP Deoksi ribo niikleotit trifosfat
EDTA Etilendiamin tetra asetik asit

F F testi

g, mg, ug gram, miligram, mikrogram

GUS P-glukuronidaz

HC1 Hidroklorik Asit

IBA Indol Butirik Asit

kDA Kilodalton

Km Kanamisin monosiilfat

K.O. Kareler ortalamasi

kPa Kilopaskal

1, ml, pl Litre, mililitre, mikrolitre

mm Milimetre

MS Murashige ve Skoog besin ortami
NAA Naftalen asetik asit

NA Nutrient agar

NaOH Sodyum Hidroksit

NB Nutrient broth

Nptll Neomisin fosfotransferaz II geni
PCR Polymerase chain reaction (polimeraz zincir reaksiyonu)
Ppt Fosfinotrisin

Rif Rifampisin

S.D. Serbestlik derecesi

TBE Tris- Borik asit-EDTA

T-DNA Transfer DNA

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

V.K. Varyasyon kaynaklar1

X-gluc 5 Bromo - 4 kloro - 3 indolil glukoronid
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1. GIRIS

Hizli niifus artigi, tarim alanlarinin son sinirlarina ulagmasi, toplumlara ya da bolgelere
0zgii bir ¢cok nedenden dolay1 diinyanin pek ¢ok yerinde yetersiz ve dengesiz beslenme
sorununu ortaya ¢ikarmaktadir. Bugiinki sayilara gore diinya niifusu 7,7 milyar kisi
iken, arastirmalara gore bu rakam 2020 yilinda 8.3 milyara wulasacagi tahmin
edilmektedir. (Anonim 2015a). Diinya genelinde niifusun giderek artmasi, tarim
topraklarmin elden ¢ikmasina ve ardindan da tarimsal iiretimin azalmasina neden
olmaktadir. Bu sorun bazi d{ilkelerde toplu Oliimlerle, bazilarinda ise saglik
problemlerinin artis1 seklinde kendini gostermekte olup, tek ¢oziim yolu da bitkisel ve
hayvansal iiretimi artirmaktadir. Diinya genelinde insan beslenmesindeki bitkisel
proteinlerin % 22°si ve karbonhidratlarin % 7’si yemeklik tane baklagillerden
saglanmaktadir. Bilesimlerinde % 18 - 36 oraninda protein icermesi ve bu proteinlerin

igcerisinde mutlak gerekli aminoasitlerin bulunmasi olduk¢a 6nemlidir (Khawar 2001).

Milattan binlerce yil 6nce insanlarin beslenmesinde yemeklik baklagiller kullanilmistir
(Akcin 1988, Khawar 2001). Karbonhidrat ve Ozellikle yiiksek oranda protein
icerdikleri icin yemeklik baklagillerin ¢ok ©Onemli bir besin maddesi olduklari
belirtilmektedir. Bu o6zelliklerinden dolayr diinyada az gelismis {tlkeler protein
ithtiyaglarmin biiylik bir kismini bu kaynaktan temin etmektedirler. Yemeklik tane

baklagiller; ayrica cok miktarda A, B ve D vitaminlerini de icermektedir (Ak¢in 1988).

Diinyada 40 dan fazla baklagil tiirii insan beslenmesinde kullanilirken, Tirkiye’de
yalniz 6 adet yemeklik baklagilin tarimi yapilmaktadir (Sehirali 1988). Bakla (Vicia
faba L1.), yakin doguda kiiltiire alinan en eski bitkilerden olup, Leguminosae
familyasinin Papilionoideae alt familyasina ait tek yillik otsu bir bitkidir (Sekil 1.1)
(Uluocak,1984).



Sekil 1.1 Cigeklenmis bakla bitkilerinin tarlada bir goriintiisii (Anonim 2015b)

Ana yurdu Avrupa ve Asya kitalar1 olan baklanin 5.000 yil kadar onceleri Cin'de
yetistirildigi bilinmektedir. Tiirkiye’de bakla bitkisi yeni ekim yapilmaya baslamistir ve

gelecekte protein ihtiyaglarina karsilamak agisindan biiyiik bir potansiyeline sahiptir.

Yemeklik tane baklagiller ve ozellikle bakla bitkisi, bitkisel iiretimde; insan ve hayvan
beslenmesi, ekim nobeti ve ekonomik yonden Onemli bir yere sahiptir. Bakla,
Tiirkiye’de ¢ok yogun olarak ekilmeyen bir yemeklik tane baklagil olmasina ragmen
yemeklik tane baklagiller igerisinde 4. sirada bulunmaktadir (Cizelge 1.1) ve TUIK
(2014) verilerine gore toplam ekim alani i¢inde yaklasik % 3,11°lik bir paya sahiptir
Bakla Tiirkiye'de nohut, mercimek ve fasulyeden sonra en fazla ekimi ve iiretimi

yapilan bir yemeklik baklagil bitkisidir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.1 2010-2014 yillar1 arasinda Tiirkiye yemeklik tane baklagillerin ekilis,
tiretim ve verim degerleri

Bitkiler Ekilis Dekar
2010 2011 2012 2013 2014
Nohut 4556900 | 4464129 | 4162416 | 4235570 | 3885175
Mercimek Yesil 228922 225248 226903 206783 170476
Kirmizi 2116000 | 1923225 | 2147875 | 2605000 | 2324461
Kuru Fasulye 1.033811 | 946254 93174 84763 911103
Bakla 43742 37816 46350 37360 32274
Bitkiler Uretim Ton
2010 2011 2012 2013 2014
Nohut 531000 487000 518000 506000 450000
Mercimek Yesil 25400 26000 28000 22000 20000
Kirmizi 422000 380000 410000 395000 325000
Kuru Fasulye 212758 200673 200000 195000 215000
Bakla 887 7963 7868 7818 6971
Bitkiler Verim Kg/dekar
2010 2011 2012 2013 2014
Nohut 119 122 127 121 116
Mercimek Yesil 111 116 123 106 117
Kirmizi 200 198 193 152 144
Kuru Fasulye 206 212 215 230 238
Bakla 203 211 184 209 216

Cizelgel .2 Tiirkiye’de 2014 yilinda baklagil bitkilerine ait ekim, hasat, liretim ve verim
ile ilgili istatistiksel verileri (Anonim 2015c)

Uriin ad1 Ekilen alan Hasat edilen Uretim (ton) Verim
(de) alan (de) (kg/de)
Bakla (HayvanYemi) | 26840 26840 7956 296
Bakla (Yemeklik) 32274 32272 6971 216
Bezelye 11490 11490 2987 260
Boriilce 19408 19408 2006 103
Burcak (Dane) 42297 42262 4403 104
Buy (CemenOtu) 1979 1974 218 110
Fasulye (Kuru) 911103 904496 215000 238
Mercimek (Kirmizi) | 2324461 2263357 325000 144
Mercimek (Yesil) 170476 170341 20000 117
Miirdiimiik (Dane) 12725 12725 1291 101
Nohut 3885175 3881693 450000 116
Toplam 7438228 7366858 1035832 1805




Tarimsal triinler igerisinde yemeklik tane baklagiller genis adaptasyon yetenegi,
tanelerinin zengin protein, nisasta, yiiksek oranda mineral madde, 6zellikle demir, fosfor
ile magnezyum, c¢esitli vitaminler igerigi ve havanin serbest formdaki azotunu topraga
baglayabilme yetenekleri gibi iistiin Ozelliklere sahip oldugu icin hem insan hem de

hayvan beslenmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir (Bozoglu ve Topal 2005).

Baklagiller i¢inde yer alan bakla, ekildikleri topraga dekara 5-12 kg (Ozbek 1988) ile 25
-30 kg (Russel, 1952) arasinda azot baglamaktadir.

Diinya’da baklanin ekim alani 2005 yilinda 2634 (ha) iken 2013 yilinda 2041(ha),
verimi 2005 yilinda 1687 (kg/ha), 2013 yilinda ise 1717 (kg/ha), iiretimi 2005 yilinda
4426 ton iken 2013 yilinda 3503 tona distiigli belirtilmistir (Cizelge 1.3)(Anonim
2016).

Cizelgel.3 Baklanin 2005-2013 yillar1 arasinda diinyada ekim alani, iiretim ve verim
degerleri (Anonim 2016)

Yillar Ekim Alam (bin ha) Uretim (bin ton) Verim (kg/ha)
2005 2634 4426 1687
2006 2409 4081 1694
2007 2448 3883 1586
2008 2475 4259 1720
2009 2446 4289 1753
2010 2485 4167 1677
2011 2411 4420 1833
2012 2514 4565 1816
2013 2041 3503 1717

FAO, (Anonim 2016) verilerine gore diinyada baslica en fazla bakla iiretimi Cin,

Etiyopya, Fransa ve Misir ‘da yapilmaktadir (Cizelge 1.4).



Cizelgel.4 Ulkeler itibariyle bakla ekim alani, verim ve iiretim degerleri ( Anonim

2016)
. Ekim Alani (bin ha) Uretim (bin ton) | Verim (kg/ha)
Ulkeler
2013 2014 2013 2014 2013 | 2014

Cin 922 925 1586 | 1595 | 1720 | 1724
Etiyopya 538 443 991 838 | 1841 | 1893
Fransa 68 74 245 278 3605 3719
Misir 44 46 157 158 | 3577 3420
Tiirkiye

(yemeklik ve hayvan yemi) 7 6 18 15 2519 2525

Baklada tane verimi stabil olmayip degiskenlik gostermekte, her zaman cevresel
kosullarindan biiyiik dlgiide etkilenmektedir (Lawes vd. 1983). Bakla tane verimindeki
kararsizlik durumuna etki eden baslica faktorler asir1 miktarda ¢icek olusumu ve agan
cicek sayisinin %87’sine kadar ulasabilen cicek dokiimleridir (Gates vd. 1983). Dyke ve
Prew (1983) yaptiklar1 ¢aligmalarda bakla verimindeki degiskenligin bugday veya

arpaya gore iki kat daha fazla oldugunu belirlemislerdir.

Bakla tohumlari, ¢ok fazla miktarda seliiloz igerdiginden dolayr diger tip baklagil
tohumlarina gore sindirimi daha zordur (Keskin, 1981). Daha 6nce yapilmis calismalara
gore icerdigi metabolitler kansere yakalanma riskini azaltir, eylaf/lif miktarinin fazla
olmasi kolesterol diizeyini distiriir ve icerdigi insiilin maddesi ile seker hastalarinin kan

sekerini diizene sokan dnemli bir bitki olarak bilinmektedir (Y1ildiz 2008).

Tohumlarinda bulunan yiiksek protein igerigi (ortalama % 25) baklay: insan ve hayvan

beslenmesinde degerli bir besin haline getirmektedir (Musallam vd. 2004).

Kuru bakla tanesi % 20 - 36, yesil bakla % 5 - 7 oraninda protein ihtiva etmekte, ayni
zamanda bakir, nikotinik asit, folat ve C vitamini de icermektedir (Manga vd. 1995,

Vural vd. 2000, Hamilton, 2005). Dolaysiyla insan ve hayvan beslenmesinde 6nemli bir



protein kaynagi olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye’de bakla tarimi geleneksel yontemlerle

yapilmaktadir.

Kuru 100 gr baklanin 341 kilo kalori, 58.29 gr karbonhidrat, 26.12 gr protein, 1.53 gr
yag, 25 gr lif, 0 mg kolesterol, 13 mg sodyum, 1.026 mg potasyum, 103 mg kalsiyum,
15mg Vitamin (A) , 0.366 mg Vitamin (Bg), 1.4mg Vitamin (C), 0.555 mg Tiyamin
(B1), 0.333 mg Riboflavin (B3), 2.832 mg Niyasin (B3), 423 ug Folik Asit (By), 6.7mg
demir, 192 mg magnezyum, 1.626 mg manganez, 421 mg fosfor ve 3.14 mg ¢inko

icermektedir (Anonymous 2015 d).

Firschbeck vd. (1975), bakla bitkisinin -5 °C hava sicakligina kadar dayanabilecegini,
toplam vejetasyon siiresinin 130 - 180 giin arasinda oldugunu ve 60 - 90 giin i¢inde
ciceklenebildigini belirtmislerdir. Ayrica, bitkide yaklasik 15 bakla bulundugunu ve her
baklada 3 - 6 adet tohumun yer aldigini, boylece dekardan yaklasik 350 - 500 kg tohum

veriminin alabildigini vurgulamiglardir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 Bakla (Vicia faba) Bitkisinin Tohumu



Tiirkiye’nin 2014 yilindaki bakla ekilisi 32274 dekar, iretimi 6971 ton ve verimi de 216
kg/da olarak rapor edilmistir. Akdeniz'den Karadeniz'e kadar biitiin sahil kesiminde
yetisme ozelliginde olmakla beraber 2014 Istatistiki Bolge Birimleri Siniflandirmasi
(IBBS) bilgilerine gore ekim alanin % 40,85 Bati Marmara ve % 32,57 Ege’ye ait
oldugu belirlenmektedir (Anonim, 2015¢). Toplam {iretim alaninin % 40,81 ve iiretim
miktarinin % 43,71'ine Balikesir ve Canakkale illeri sahiptir. Akdeniz ve Giiney Ege'de
turfanda sebze olarak yetistirilen bakla Kuzey Ege ve Giiney Marmara'da kuru tanesi

i¢in yetistirilmektedir.

Baklada tane veriminin diisiik olmasinin sebepleri; uygun cesit eksikligi, ¢iftcilerin
tohumlugunu kendi yerel popiilasyonundan temin etmesi, az miktarda sertifikal
tohumluk kullanilmasi, ¢esitli hastalik ve zararlilarin olmas1 olarak goriilmektedir. Bitki
kok, govde ve yapraklarinda, depodaki {iriin taneleri igerisinde yasayan ve zarar veren
tohum bdcekleri larvalar1 bakla tanelerinin kalitesini diisiirmekte ve ekonomik olarak
biiyiik kayiplar meydana getirmektedir. Bakla tohum bdcekleri larvalari, konukgulari
olan bakla taneleri icinde beslenmeleri siiresince oyuklar meydana getirerek tanelerin
ekonomik ve besin degerini diisiirmekte, diski ve viicut artiklari ile taneyi kirletmekte,
iirlinle birlikte tarladan ambara tasinmakta ve ambarda da iliremesine devam ederek
verdigi zarar1 biiyiitmektedir (Rehm ve Espig 1991). Bu sekilde tanelerin gida kalitesi
diismekte ve ayn1 zamanda ¢imlenme kabiliyetlerinde yaklasik % 70 oraninda azalmalar

s06z konusu olmaktadir (Dortbudak vd. 1999).

Bakla tohum bocegi (Bruchus rufimanus), yalniz bakla degil, ayrica fasulye ve nohut
bitkilerine de saldirmaktadir. Olgun bocek kisin depo veya bakla tohumlar1 iginde
saklanip yazin bakla tarlasina girip ¢ok dol vererek bakla iizerine yaklasik 9 — 48
yumurta birakmaktadir. Kulugka donemi 11 giin olmakla birlikte larvalar yumurtalardan
cikip bakla i¢ine yerlesmektedirler. Bazen tohum icinde 7 olgun bdcege rastlanmaktadir

(Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 Bakla (Vicia faba) tohum bocegi [ Bruchus rufimanus]’nin bakla tohumlarina
verdigi zarar

Bu sekilde stirekli bir zarar s6z konusu olmakta ve delinmis, i¢inin biiylik kismi
yenilmis, besin degeri tamamen kaybolmus bakla taneleri hayvan yemi ve giibre olarak
dahi kullanilamaz hale gelmekte, bu zarardan dolayi, i¢ ve dis piyasada dnemli yeri olan

baklanin pazar degeri diismektedir.

Baklagil tohum boceklerinin sebep oldugu ekonomik zararlar1 azaltmak ve kaliteli iiriin
saglamak icin boceklere direngli bitkilerin 1slah edilmesi gerekmektedir. Fakat, biitiin
baklagillerde oldugu gibi baklada da boceklere dayaniklilik 1slah g¢aligmalar1 hemen
hemen bulunmamaktadir. Bu calisma ile bakla bitkisine Agrobacterium araciligiyla
tohum bdceklerine karsi gen aktararak, boceklere dayanikli bitkiler elde edilmeye

caligilmistir.

Molekiiler biyolojinin énemli ¢aligma alanlarindan biri de, zararlilarla miicadeledir. Bu
miicadele yonteminde, bocekler iizerinde toksik etki yapan proteinlerin sentezinden
sorumlu genler bitkilere aktarilmaktadir. Bu amacla en yaygin kullanilan genler dogal
ve sentetik Bacillus thuringiensis (Bt) 6-endotoksin proteinlerinin sentezinden sorumlu
olan crystalline (cry) genleridir. ilk Bt geni tasiyan transgenik irlinler 1995 yilinda
piyasaya ¢ikmistir. Bu iiriinler, sirasiyla crylAb, crylAc ve cry3A genlerini iceren misir,

pamuk ve patates bitkileridir. Bugiin ticari olarak crylAb, crylAc, crylFa, cry3Bb,



cry34Ab, cry35Ab genlerini igeren misir, crylAc ve cryllAb genlerini iceren pamuk ile
crylllAa genlerine sahip patates ticari ¢esitleri piyasada bulunmaktadir (Ryan 1990).

Lektinler ¢ogu bitkide bulunan ve glikoprotein, glikolipid ve polisakkaritlere baglanma
Ozelligi gosteren proteinlerdir. Lektinler kardelen, bezelye, bugday, soya, sarimsak, tatl
patates, nohut ve yerfistigi gibi birgok bitkinin tohum ve depo organlarinda
bulunmaktadir. Lektinlerin bdcekler iizerinde toksik etki yaptigi gozlenmis, ancak bu
etkinin mekanizmas1 tam olarak agiklanamamakla birlikte, lektinlerin bdcek orta
bagirsagindaki epitel hiicreler iizerinde bulunan bazi karbonhidrat molekiillerine
baglanarak etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Degisik organizmalardan izole edilen bazi
lektinlerin Homoptera, Coleoptera, ve Lepidoptera familyasina dahil boceklere

dayaniklilik saglamaktadir.

Tiirkiye kosullarinda baklanin klasik bitki 1slahinda ozellikle cesit azligi, melez
cesitlerden yararlanma imkanlarin az olamsi, elde edilen iiriin miktar ve kalitesinde
onemli katkilar1 saglanmamakla birlikte; hastalik ve zararlilara dayaniklilik basta olmak
tizere bitkilerin 1slah edilmemesi nedeniyle diger bir¢ok tarimsal 6zelliklerini 1slahinda

da onemli sinirlamalarla karsilasilmaktadir.

Gilinlimiizde insanoglunun karsilagtig1 en biiyiik sorun, artan niifusun beslenmesidir. Bu
amacla kiiltiir bitkilerinin 1slahi {izerinde ¢alisilmakla birlikte, iiriinlerdeki nicelik ve
nitelik artis1 s6z konusu olup, ancak son 30 yilda gelistirilen 1slah iizerinde
yontemlerinin modern teknolojiyle birlesmesi sonucunda bir c¢ok ilerleme
izlenmektedirler. Genel olarak bakildiginda 1slah programlarinda, seleksiyon
calismalarinda {irtin kalitesi ve miktar1 gibi 6zellikler 6n planda tutuldugundan, hastalik
ve zararhilara karsidayaniklilik her zaman ikinci planda kalmistir (Ozcan ve Ozgen

1996).

Yillardan beri bitkiler, hastalik ve zararlilarin saldirilarina karsi kimyasal ilaglarla
korunmus; ancak, kullanilan bu ilaglarin ayrismadan uzun siire kalabilmeleri insan,

hayvan ve cevre saghigi acisindan giderek artan bir endise kaynagi haline gelmistir.



Kimyasal ilaglar genelde mantarlara karsi etkili olmakla birlikte, viriis, viroid ve

bakterilere kars1 yetersiz kalmaktadir.

Son 70 wyil igerisinde, klasik bitki 1slah1 yontemleri sayesinde, Ozellikle melez
cesitlerden yararlanarak elde edilen {iriiniin miktar ve kalitesinde Onemli artiglar
saglanmakla birlikte; bazi hastalik ve zararlilara karsi1 dayaniklilik basta olmak iizere
bitkinin diger bir cok tarimsal 6zelliklerini 1slahta biiyiik engellerle rastlanmaktadirlar.
Bu durum, obiir bitkiler gibi bakla bitkisinde de yabani otlardan ve zararlilardan
korumak i¢in uzun siirmeyen alternatif 1slah yontemlerinin gelistirilmesinin ihtiyacin

gostermektedir.

Ayrica, daha Once bakla bitkisinde yapilmis doku kiiltiiri ve transgenik bitki eldesine
yonelik calismalarda baklagillerin zor ve inat¢i1 (recalcitrant) oldugu tespit edilmisken
(Khalafalla ve Hattori 2000, Béttinger 2001) diinyanin ¢esitli yerlerinde bakla {izerinde
az sayida calisma bulunmaktadir (Gelvin 1998, Rezmer vd. 1999, Hanafy vd. 2005,
Rajesh vd. 2005). Tiirkiye’de lupinus tiiri baklalarda RAPD, SSR ve Agrobacterium ile
gen aktarim ¢aligsmalar1 bulunurken (Babaoglu vd. 2000, Yorgancilar vd. 2009) Vicia

faba iizerinde yalniz doku kiiltiirii calismasi rastlanmaktadir.

Tiim genetik mihendislik ¢aligmalarinda arzu edilen bir genin Kkiiltiir bitkisine
aktarilabilmesi icin etkili gen aktarma sisteminin gelistirilmesi ile baghdir. Bugiinlerde
kullanim alan1 giderek yayginlasan bitki doku kiiltiirii ve genetik miihendisligi ihtiva
eden tarimsal biyoteknolji teknikleriyle, bu olumsuzluklarin kolayca asilabilmesi
miimkiin olmustur. Bu yontemleri kullanarak orijinal bitkinin genomu tahrip etmeden
istenilen karakterlerin aktarilmasina yonelik bir ya da bircok gen bitkilere
aktarilabilmesi miimkiindiir ve klasik 1slah yontemlerde rastlanan engeller ve genetik
baghilik gibi sorunlarini ortadan kaldirilabilmesi miimkiin olmus olup, baska gen
havuzlarindan  yararlanarak  1slah  g¢alismalarindaki sinirlamalar ~ ortadan

kaldirabilmektedir (Ozcan ve Ozgen 1996).
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Bugiine kadar bakla bitkisinde yapilan doku kiiltiirii ve gen aktarim g¢aligmalarinda
basart oran1 olduk¢a diisiik olup, Agrobacterium araciliiyla transgenik bakla bitkisi
elde edilmesinde kallus yoluyla ilerlendigi i¢in sonuglarin tekrarlanabilirligi oldukca
diisiiktiir. Bu tezin amaci ise; oncelikle Eresen 87 ve Filiz 99 bakla cesitlerinde gen
aktarimina uygun dogrudan siirgiin rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi ve daha sonra,

A. tumefaciens araciligtyla transgenik bitkilerin tiretimi olmustur.
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMALAR

Tarimsal iriinler igerisinde Bakla bitkisi genis adaptasyon yetenegine sahip olmak
lizere, havanin serbest formdaki azotunu (5-30 kg/dekar) topraga baglayabilme
yeteneginden ve tanelerinin zengin protein, nisasta, yiiksek oranda magnezyum, fosfor,
demir ile gesitli vitaminler igerdigi i¢in insan ile hayvan beslenmesinde biiyiik 6nem arz
etmektedir. Bakla klasik 1slah programlarinda, seleksiyon ve melezleme ¢alismalarinda
iiriin kalitesi ve miktar1 gibi 6zellikler 6n planda tutuldugundan, biyotik (yabani otlar,
hastalik ve zararlilar) ve abiyotik (kuraklik, tuz stres vb) faktorlere karsi direncliligi gibi
1slahinda da 6nemli sinirlamalarla ve biiyiik engellerle karsilasitirilarak bakla tanelerinin
kalitesini diistirmekte ve ekonomik olarak biiyiik kayiplar meydana getirmektedir. Bu
durum, bakla bitkisinde de her iki tip strese karsi uzun silirmeyen alternatif 1slah
yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez kapsaminda in vitro
kosullarda bakla 1slahina yardimci gen aktarimma uygun bir dogrudan siirgiin
rejenerasyon sistemin gelistirilmesi ile A. tumefaciens araciligiyla transgenik bitkilerin
gelistirilmesi i¢in calismalar1 yapilmistir. Bu konuyla ilgili yakindan iliski olan daha

onceden yapilmis bazi ¢aligmalar1 asagida verilmistir.

2.1 Doku Kiiltiirii Calismalar:

Gamborg vd. (1974), bezelye (Pisum sativum L)’de apikal hiicrelerden siirgiin
olusturmay1 bagarmislardir. Siirgiin u¢larini yumusamast i¢in bir giin suda bekletmislerb
ve hiicreleri agarli ortamda gelistirmislerdir. Bu hiicreler 0.2 - 5 uM BAP ve 1 mM
NAA igeren besin ortaminda 4 - 6 hafta i¢inde kallus ve siirgiin olusturmustur. Kalluslar
cok sayida siirgiin olusturmus ancak geligsen siirgiinlerden iyi bir koklenme meydana

gelmemistir.

Mroginski ve Kartha (1981) yaptiklar1 calismada, in vitro’da elde edilen 3 giinliik
bezelye yapraklarimi, 0.1, 1 ve 10 uM BAP ve NAA igeren B5S ortamlarina
aktarmiglardir. Her ortamda 45-90 giin iginde, primer kallustan siirgiinlerin gelistigi

goriilmistiir. En ¢ok siirgilin sayisi, 10 uM NAA ve BAP igeren B5 ortamlarindan elde
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edilmistir. 10 gilinliikk yaprak eksplantlari siirgiin olusturmamuis, siirgiin olusturmayan

kalluslarin 1M NAA igeren B5 ortaminda koklendigi goriilmiistiir.

Jacobson ve Wilfred (1984), baz1 bezelye ¢esitlerine (Dippes, Gelbe ve Victoria) ait
yaprak eksplantlarini, 0.06 mg/I pikloram igeren MS besin ortamina aktarmiglar, burada
gelisen kalluslart sivi ortama alinarak embriyoid olusumunu saglamislardir. Sivi
ortamda embriyoidlerin kallustan bir ka¢ giin sonra ayrildigi goriilmiistiir. Torpedo
seklindeki bu embriyoidler daha sonra kati ortama aktarilmistir. Ayni ¢esitlerin

epikotillerinden gelisen kalluslardan da embriyogenesisin meydana geldigi goriilmiistiir.

Hussey ve Gunn (1984), ¢imlendirilen bezelye tohumlarindan aldiklar1 eksplantlari, 1
mg/l BAP ile 4 ve 8 mg/l IBA igeren farklt MS besin ortamina alarak kallus ve siirgiin
olusumunu tesvik etmislerdir. 2 - 4 hafta sonra ayn1 ortamlara 0.25 mg/l IBA daha ilave
edilmistir. Bu ortamlarda rejenere olan siirgiinler, /2 MS mineralleri, % 15 sukroz ve 2

mg/l IAA iceren ortamda koklendirilmistir.

Natali ve Cavallini (1987), bezelyede olgunlasmamis embriyolardan gelisen
kalluslardan yeni bitkiler elde etmislerdir. Bu amagla, kotiledonlardan embriyo
eksenleri izole edilerek degisik konsantrasyonda BAP ve NAA igeren besin ortaminda
kiiltire alinmistir. Gelisen siirgiinler, 2 mg/l IBA iceren besin ortaminda
koklendirilmistir. Rejenerasyon kabiliyeti ile genotip arasinda énemli bir iliski oldugu
goriilmistiir. Yapilan histolojik incelemede, siirgiinlerin organogenesis yoluyla gelistigi
belirlenmigstir. Elde edilen 20 bitkinin, 11°1 diploid (2n = 14), 9’u ise aneusomatik (2n =
12 - 16) olarak bulunmustur.

Saxena ve King (1987), olgunlasmis mercimek embriyolarindan elde edilen embriyo
eksenlerini ve kotiledonlari, 1 - 10 mg/l arasinda degisen konsantrasyonlarda 2,4-D ve
NH4NO; iceren MS ve degistirilmis B5 besi ortaminda kiiltiire almislardir. Somatik
embriyogenesis olusturmak amaciyla, kalluslar 4 - 6 hafta sonra hormonlu ve hormone

icermeyen besin ortamlarina alinmiglardir. Burada olusan somatik embriyolar, 70 g/l
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Glutamin, degisik oranlarda BAP ve IAA iceren B5 ortamina aktarilmistir. Olusan

somatik embriyolardan yeni bitkicikler elde edilmistir.

Lehminger-Merten ve Jacobson (1989), bezelye protoplastlarindan somatik
embriyogenesis yoluyla adventif siirglin rejenerasyonunu basarmislardir. Pikloram ve
2,4-D igeren besin ortaminin embriyoid olusumu ig¢in gerekli oldugu goriilmistiir.
Calismada 2 genotip yliksek oranda embriyogenik kallus olusturmustur. Hormonsuz
besin ortaminda her 2 genotipten yiiksek oranda embriyogenik kallus olusumu
saptanmistir. Daha sonra ise somatik embriyolar, GAj3 igeren besin ortaminda

gelistirilmistir.

Singh ve Raghuvansi (1989), mercimekte bogum aralari, meristem uglar1 ve
kalluslardan yeni bitkiler elde etmek amaciyla bogum aralar1 ve meristem uglarini farkl
hormonlar igeren MS besin ortamina almislar, 4 hafta sonra siirgiin ve kdk olusumunu
incelemislerdir. Kinetin igeren besin ortaminda kallus ve koklenme olmadan ¢ok sayida
direkt siirgiin olusmus, en iyi kallus olusturma ortaminin 1.0 mg/l Kinetin ve 10.0 mg/1
2-4,D igceren MS besin ortami olarak belirlenmistir. Siirgiin bogumlar1 yeni bitkicik

olusturmak icin MS temel besin ortamina alinmis ve daha sonra topraga aktarilmistir.

Fakhrai vd. (1989) bakla (Vicia faba) bitkisinde sap ve kotiledon bogum eksplantlarinda
% 3 seker, 2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA iceren MS ortaminda organogenesis yoluyla
stirglin rejenerasyonu elde etmislerdir. Gelisen siirgiinler % 1.5 seker, 0.1 mg/l NAA ve

0.5 mg/ kinetin igerenyarim MS besin ortaminda kdklendirilmistir.

Ghanem (1995) yaptigi calismada, 2,4-D igermeyen MS besin ortaminda mercimek
yaprak, sap ve kok eksplantlarinda kallus olusturamamis, her bir eksplantta kallus ve
stirgtin olusumu bakimindan en iyi sonuglar, 0.5 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l Kinetin iceren
besin ortamindan elde etmistir. Tuz igeren besin ortaminda yesil ve kuru bitki agirlig ile
biiyiime indeksi ve biliylime oraninin azaldigi goriilmiistiir. Tuzlu ortamda (6000 ppm

NaCl) biiyiiyen kalluslar yeniden alt kiiltlir yapilarak (4 haftalik stire) 1 mg/l BAP ve
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0.25 mg/l TAA igeren ortamda gelistirilmig, embriyolarda ise siirglin olusumu

goriilmemistir.

Khalafalla ve Hattori (2000), bakla (Vicia faba L.) bitkisi iizerinde in vitro sartlarinda
koklenme ve siirgiin rejenerastyonunu etkileyen etilen ve thidiazuron iceren ortamlari
incemiglerdir. Kok olusumu iizerindeki etilen 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit
(ACC) ve ii¢ etilen inhibitorleri {glimiis nitrat (AgNO3), asetil salisilik asit (ASA) ve
kobalt kloriir (COCl,)} kok olusumu ile ilgili 760 6rnek tizerinde ve TDZ iceren MS
ortamlarinda kiltiire alinmistir. ACC kok olusumunu engellemistir. Buna karsilik,
AgNOs etilen inhibitorii uygun konsantrasyonlarda kok g¢ikmasini ve siirgiin basina
artan kok sayisini, kok biiyiime orani ve kok uzunlugu gelisimini tesvik etmistir. Her iki
CoCl, ve ASA uygun konsantrasyonlarda koklenme verimliliginin artmasina sebep

olmustur.

Khawar ve Ozcan (2002), MS besin ortaminda gelisen Ali Day1 mercimek cesidine ait
10 giinliik siirgiinleri keserek, koklendirme i¢in 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l IBA iceren
MS besin ortamina aktarmislardir. Dort hafta sonra en yiliksek koklendirme oranini (%
25), siirglin basina ortalama kok sayisini (7.87 adet) ve ortalama kok uzunlugunu (7.18
cm) 0.25 mg/l IBA igceren MS besin ortamindan elde etmislerdir. Ancak, diger IBA

uygulamalarinda kok olusumunu uyaramamaislardir.

Cocii  (2002), Fig’de gen aktarimina uygun yiiksek oranda adventif siirgiin
rejenerasyonun ve meristemlerden hizli ¢ogaltaninin amacglandigi ¢alismada 8 ayr1 fig
cesidine ait olgunlasmamis embriyo ekseni ve kotiledon eksplantlar1 degisik oranlarda
bliylime diizenleyicileri igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin
sayis1 9.47 adet ile Sarielci ¢cesidinden 2 mg/1 BAP ve 0.25 mg/1 NAA igeren MS besin
ortaminda kiiltlire alinan olgunlagsmamis embriyo eksenlerinden elde edilmistir, diger
cesitlerde ise en fazla siirgiin sayis1 Uludag (6.03 adet), Niliifer (4.26 adet) ve Urem
(5.93 adet) gesitlerinde 1 mg/I BAP ve 2 mg/1 NAA, Emir ¢esidinde (3.27 adet) 2 mg/1
BAP ve 1 mg/l NAA, Kubilay ¢esidinde (5.56 adet) 4 mg/1 BAP ve 0.25 mg/1 NAA,
Cubuk cesidinde ( 1 adet) 2 mg/l BAP ve 025 mg/l NAA iceren MS besin
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ortamlarindan elde edilmistir. Hizl1 ¢ogaltan ¢alismasi ise Karaelgi ¢esidinde yapilmis,
eksplant olarak sap ve kotiledon bogumlan kullanilmistir. En yiiksek siirgiin cogaltani %
90 ile 1 mg/l BAP ve 0.02 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alman
kotiledon bogumlarindan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 2.5 mg/1 IBA igeren MS

ortaminda koklendirilmistir.

Cocii vd. (2003), yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek icin 8
ayr fig cesidinde olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini degisik oranlarda
bliylime diizenleyiciler iceren MS besin ortaminda kiiltiire almisglardir. Olgunlagsmamis
embriyo eksenlerinden en yiiksek siirgiin rejenerasyonu % 95 ile Kubilay ¢esidinden 4
mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA igeren besin ortamindan; eksplant basina en fazla siirgiin
9.47 adet ile Sariel¢i ¢esidinden 2 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA iceren besin ortamindan
elde edildigini bildirmislerdir. Olgunlasmamis kotiledon eksplantlarinda ise hig¢ siirgiin
rejenerasyonu elde edememiglerdir. Gelisen bu siirgiinleri daha sonra, keserek 2.5 mg/l
IBA igeren MS besin ortaminda koklendirmislerdir. Son olarak koklenen siirgiinler

saksilara aktarmislardir.

Khawar vd. (2004), mercimekte (Lens culinaris Medik.) gen aktarimina uygun hizli ve
etkili bir silirgiin rejenerasyon sistemi gelistirmek i¢in yiiriittiikleri bu caligmada
TDZ’nin en aktif sitokinin benzeri bilesiklerden oldugunu ve birgok bitki tiirlinde
sitokininlerden = daha  yiiksek oranlarda  siirglin = rejenerasyonu  sagladigini
bildirmektedirler. Yaygin olarak iiretimi yapilan mercimek ¢esitlerinden Ali Day1 ve
Kay1 — 91 ¢esitlerine ait yaprak, govde, gévde bogumu ve kotiledon bogum eksplantlari
farkli oranlarda TDZ iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kotiledon ve
govde bogumlarindan, baslangic kallus gelisimini takiben organogenesis araciligiyla
cok sayida adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Yaprak ve govde
eksplantlarinda ise kallus ve siirglin gelisimi gozlenmemistir. Kotiledon bogumlari
govde bogumlarindan daha yiiksek siirgiin rejenerasyon kabiliyetine sahip olmustur. Her
iki cesitte de en yiiksek siirglin rejenerasyonu 0.25 mg/l TDZ igeren MS besin
ortamlarinda kotiledon bogumlarindan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler (10 — 20
mm uzunlukta) 0.25 mg/l IBA iceren MS ortaminda koklendirilmis ve koklenen

stirglinler son olarak kum igeren saksilara aktarilmistir.
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Hamdy ve Hattori (2006), iki bakla (Waza Soramame, Cairo 241) c¢esidinde nod
eksplantt  kullanarak somatik embriyo elde etmislerdir. Bu amacgla farkh
konsantrasyonlarda sitokinin (BAP, TDZ, BA) ve oksin (NAA) kullanilmistir. En fazla
siirglin sayis1 %78 - 83 arasinda Waza Soramame ve Cairo 241¢esitlerinde 2.0 mg/l
BAP + 0.2 mg/l NAA icerem MS ortaminda elde edilmistir. Ayrica, Waza Soramame
cesidi 0.58 mg/l TDZ veya 1.24 mg/l BA art1 2.15 mg/l NAA iceren MS ortaminda da
en fazla siirgiin rejenerasiyonuna sahip olmustur. Daha sonra, embriyonik dokularin

gelismesi icin eksplantlar1 IAA ve diisiik miktarda 2,4-D igceren ortamlara aktailmistir.

Ismail vd. (2006), siirglin ucu ve kotiledon eksplantlart kullanarak bazi bakla
cesitlerinde (G 461 ve G 674) siirgiin rejenerasyonunu arastirmiglardir. Eksplantlar i¢in
farkli BAP ve NAA konsantrasyonlar1 igereren VSI ortami (MS + B5 vitaminleri)
kullanilmistir. Her 2 eksplant arasinda kiyaslama sonucu, transformasyn bakimindan
kotiledon eksplantlari, silirgiin ucu eksplantlarina gére daha elverisli oldugu ortaya
¢cikmigtir. Ortamlar 3 hafta 28 = 2 °C ve 16/8 saat 1sik/karanlik fotoperiyodunda tabi
tutulduktan sonra VSI ortamina 2 mg/L BAP ve 1 mg/L NAA ya 3 mg/L BAP ve 0.05
mg/L NAA ilave ederek her iki ¢esitten kallus olusumu gézlemlenmistir. Ayrica, siirgiin
ucu eksplant1 i¢in 5 mg/l BAP ve 0.5 mg/LL NAA ve 3 mg/L BAP ve 0.05 mg/L NAA
iceren VSI ortami sirasiyla G 461 ve G 674 c¢esitleri icin en 1yi kiiltiir ortami olarak

tespit edilmistir.

Chishti vd. (2006) yaptiklar1 ¢aligmada, L. officinalis siirgiin eksplantin1 kullanarak, en
verimli hizl1 ¢gogaltim protokoliinii gelistirmek amaciyla farkli oranda BAP, Kinetin ve
IAA iceren MS ortami kullanmiglardir. Bu denemede 4 hafta sonra en iyi adventif
stirgiin olusumu (% 80), 2 mg/l BAP iceren MS ortaminda ger¢eklesmistir. Ayrica elde
edilen siirgilinlerin kdklendirilmesi i¢in 1 mg/l IBA igeren, 2 MS ortami kullanilmig
olup, 4 hafta sonra % 80 koklenme gorulmiistiir. Daha sonra koklenen bitkiler kum, kil
14 ve vermikiilit karistmi (1:1:1) igeren karisimina sasirtilmig 25 °C sicaklikta ve % 60

nem oraninda dis kosullarina aligtirilmistir.
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Abdelwahd vd. (2008), bakla bitkilerinin mikroggaltim ortamlarinda fenolik bilesenleri
onlemek amaciyla bakla tohumlarini polivinilpirrolidon (PVP) ile muamele edip, aktif
komiirlii ve farkli antioksidanlar (askorbik asit, sistein ve glimiis nitrat) igeren ortamlara
kiltiire alinmistir. Sonuglara gore, tohumlart MS ortamina kiiltiire almadan 6nce gece
boyunca suda islatip (tohum kilifin1 soymak igin) daha sonra 1 saat boyunca PVP
cozeltisi (1000 mg/1) ile tohumlar muamele edilmis ve % 3 sakaroz, % 0.8 agar, 2 mg/I
BAP, 2 mg/l TDZ ile askorbik asit (1 mg/l) ya da aktif komiir (10 g/1) iceren MS
ortaminda ¢ok biiyiik Olciide eksplantlarda kahvelesmesinde azalma goriilmiistiir ve

stirglin rejenerasyonu saglanmistir.

Bahgat vd. (2009), bakla rejenerasyon sistemini gelistirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada
Maisirli kdkenli bakla "Giza 2 've '24 Hyto' ¢esitlerini kullanmislardir. Epikotil ve siirgiin
uclart eksplantlarini kullanarak MS veya Gamborg ortam, % 3 sukroz ve % 0.025
askorbik ve sitrik asit ile % 0.8 agar iceren 10 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA + 2,4-D ve 1
mg/l BAP +0.5 mg/l NAA iceren ortamlarinda kallus elde edilmistir. Embriyonik kallus
icin en iyi ortam BAP + NAA + 2,4-D olarak belirlenmistir. Daha sonra somatik

embriyolarin gelismesini saglamak i¢in B5 ortamina aktarilmistir.

Aasim vd. (2009), boriilcenin Akiz ¢esidinin plumula uclar1 uglart 10 mg/l BAP ile 6n
muamele ettikten sonra 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.00, 1.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA
iceren veya igermeyen MS ortamina alinmistir. Daha sonra eksplantlar iizerinde NAA
olan veya olmayan BAP iceren biitin MS ortamlarinda kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonu gozlenmistir. Ancak 0,1 mg/l NAA eklenmesi siirgiin uzunlugu ve kallus
cap tlizerinde olumlu etkiye sahip olmustur. Eksplant basina en fazla siirgiin 7,11 adet;
1.00 mg/l BAP igeren MS ortamindan elde edilmistir. BAP ile NAA iceren ve
icermeyen ortamlar karsilagtirildiginda BAP - NAA igeren ortamlarin daha iyi oldugu
tespit edilmistir. 1 mg/l BAP igeren MS ortaminda kiiltlire alinmis biitiin siirgtinler 0.50
mg/l IBA iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Koklenen bitkiler oda sicakliginda,
torprak dolu kaplarda kiiltiire alinmustir. Biitiin bitkiler 3 ay sonra ¢iceklenmis ve

seralarda tohuma birakilmustir.
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Cetin (2010), Bakla (Vicia faba L.) bitkisinde gen aktarimma uygun bir silirgiin
rejenerasyonu sisteminin gelistirilmesi i¢in ¢alisilmistir. Bu amagla Tiirkiye’de yaygin
olarak yetistirilen Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esidinin tohumlar1 saf su, sukroz igermeyn sivi
MS ortami, sekerli su ve sekerli sivi MS igceren ortamlarda 24 saat 6n muameleye tabi
tutulmustur. Daha sonra plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlar1 farkli oranda
BAP ile NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu
sekerli su 6n muamelesinde 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS besi
ortaminda plumula uglarindan elde edilmistir. Bes hafta sonra siirgiinler 1 mg/l IAA
iceren MS besi ortaminda koklendirilmistir. lkinci denemede ise her iki ¢esidin
embriyolar1 10 mg/l BAP igeren MS ortamlarinda 6 giin bekletilmistir. Daha sonra
embriyolardan alinan plumula uglar farkli oranda BAP ve BAP ile NAA iceren MS
besi ortamlarinda rejenerasyona tabi tutulmustur. En fazla siirgiin rejenerasyonu 10 mg/1
BAP igeren ortam ile 6n muamele yapilmis plumula uglari eksplantalardan 0.25 mg/1
BAP ile 0.25 mg/l NAA igeren MS ortamda elde edilmistir. Yine bes hafta sonra
stirgiinler 1 mg/l IAA igeren MS besi ortaminda koklendirilmistir. Her iki denemeden

elde edilen bitkiler ¢iceklendirme ve tohum tutturma amaciyla seraya aktarilmistir.

Anwar vd. (2011), yaptiklar1 g¢alismada, bakla (Vicia faba L.) {iizerinde hizl,
tekrarlanabilir ve etkili rejenerasyon yontemi gelistirmek amaciyla yarim kesilmis
embriyonik ekseni ile tek kotiledon eksplantlarini kullanmiglardir. 6 uM TDZ ile10 uM
2-iP ve 4 uM kinetin igeren MS ortaminda 30 - 50 adventif tomurcuklar elde edilmis
olup, iki hafta sonra siirgiinler 6 uM 2-iP ve 2 pM Kkinetin iceren MS ortamlarina
aktarildi. 5 cm uzunlugunda siirgiinler 10 - 14 giin icinde 5 uM IBA iceren ortamlarda
saglikli ve giiclii kok olusturmuslardi. TDZ adventif tomurcuk tesvik ederken 5 uM IBA
koklendirme i¢in en uygun konsantrasyon olarak tespit edilmistir, ancak, yiiksek oranda
TDZ dozlarin rejenerasyon iizerinde olumsuz etkileri birakip, toksik oldugu tespit

edilmistir.

Skrzypek vd. (2012), Dort Polonya kokenli Bronto, Dino, Tibo, Nadwislanski bakla
cesitlerinde kallus elde etmek i¢in 7 ve 14 giinliik fidelerin epikotil parcalar1 ve
olgunlagmamis tohum kotiledonarin nodlar1 kullanilmistir. Kallus olusumu eksplant

kaynagina bagl olarak % 81 - % 97 arasinda degismistir. Siirglinler ise sadece test
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edilen tiim cesitlerin kotiledon nodlarindan elde edilmistir. Ortalama, eksplantlarin % 50
sinde, 1.0 mg/l NAA, 0.5 mg/l BAP, 0.25 mg/l GA3, 1.0 g/l casein hydrolysate, 750
mg/l inositol, % 3 sukroz ve % 0.4 agar iceren MS ortaminda siirglin rejenerasityonu
gerceklestirilmistir. Yaklasik 6 ile 9 adet siirgiinler kallus diigiimlerinden elde
edilmistir. Siirglinler 2 mg/l NAA igeren yarim kesilmis MS ortaminda % 11 oraninda
koklenmistir. Elde edilen % 10 bitkilerin dis kosularina adaptasyon saglanmis olup,

bitkilerde ¢i¢ceklenme, bakla ve tohum {iiretimi izlenmistir.

Klenoticova vd. (2013), Diisiik -Tannin iceren bakla ¢esidinde in vitro sartlarinda
rejenerasyon sistemini optimize etmek i¢in Askorbik asit, sitrik asit, glutatyon ve aktif
komir gibi gesitli antioksidanlar kiiltiir ortamina alinarak siirgiin uglar1 ve kotiledon
boglimii eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Antioksidanlarin
kullanmas1 kallus olumunda olumsuz etki birakmistir ve (50 mg/l) sitrik asit
uygulamalarinda biiyiik Olciide eksplantlarin nekrotik olusumunda azalmasinin neden
olmustur. Bunlarla birlikte siirgiin ucu kiiltiiriinde askorbik asit ile sitrik asit siirgiin
biliylimesini tamamen engellemistir. Antioksidanlar ile asetosiringon kombinasyonu

stirglin cogalmasini olumlu etkilemistir.

Bu calismada Almaghrabi (2014), bakla bitkisinin kotiledon eksplantinda daha basarili
kallus elde etmek amaciyla Eksplantlart 1, 2, 3 ve 4 mg/L 2,4-D igeren MS ortamina
kiiltiire alinmistir. Daha 6nceden biiylime hormonu uygulanan iki farkli ( Giza 2 Giza
843) cesitlerin 14 - 21 giinliik fidelerinden Kotiledon eksplantlar1 toplanmistir.
Sonuglara gore, farkli 2,4-D hormon konsantrasyonlarin olusan kalluslarin yas agirligi
ve lizerinde belirgin hiperhidrisiti olusumunun sebep olarak bilgiler elde edilmistir.
Kallus olusumu % 72 - 97 arasinda sirasiyla 4 mg/l ve 2 mg/l igeren 2,4-D ortamlarda
elde edilmistir. En fazla kallus agirlig1 (0.714 g) Giza 843 c¢esidin ait ve 4mg/l 2,4-D

iceren ortam iizerinde gelisen kalluslardan elde edilmistir.
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2.2 Agrobacterium tumefaciens ile Bitkilere Gen Aktarima Calismalar:

Hobbs vd. (1989), bazi yabani A. tumefaciens hatlar1 (A281, C58 ve AchS5) ile bazi
bezelye (Pisum sativum L.) genotiplerini inokule etmislerdir. Calisma sonunda, A281’in
en virulent hat oldugu goriilmiistiir. Olusturduklar: tiimor sayis1 ve boyutuna gore hatlar
biiyiikten kiigiige A281, C58 ve Ach5 seklinde siralanmistir. Her bir genotip, tiimor
olusumu bakimindan farkli tepkiler gdstermis, bu bakimdan genotip X hat interaksiyonu
bulunmustur. In vivo ve in vitro kosullarinda yapilan inokulasyonlarda degisik sonuglar
elde edilmistir. Tiimorlerden alinan kalluslarin hormonsuz ortamlarda gelismesi T-
DNA’nin aktarildigini gostermistir. Yapilan Southern blot analizi ile de TDNA’nin
aktarildig ispat edilmistir.

Warkentin ve McHughen (1991) yaptiklar1 c¢alismada, A. fumefaciens araciligiyla
mercimege gen aktarmigslardir. Serada yetistirilen mercimek bitkilerinin sap uglar 4
yabani A. tumefaciens (C58, GV 3111, A281, ve Ach5) hatt1 ile inokule edilmistir.
Inokulasyon sonunda sap ve sap uglarinda timér olusumu saglanmistir. Embriyolardan
gelisen embriyolarda non-onkogenik GV 3111 A. fumefaciens hatti ile inokule edilmis
ve kanamisin igeren besin ortaminda gelisen siirglinler se¢ilmistir. Daha sonra gen
aktarimmi dogrulamak amaciyla flourometrik ve histokimyasal GUS analizler

yapilmistir.

Pounti-Kaerlas vd. (1990), bezelye bitkisine A. tumefaciens aracilifiyla bazi markor
genleri (NPT-II, HPT-II) aktararak higromsin ve kanamisin antibiyotigine dayanikli
transgenik bitkiler elde etmiplerdir. Calismada sap ve epikotil eksplantlari
kullanilmistir. Transgenik kalluslar 15 mg/l higromsin ve 75 mg/l kanamisin iceren
besin ortaminda secilmiptir. Higromisin igceren besin ortaminda ¢ok az sayida siirgiin
elde edilmistir. Ancak, kanamisin igceren besin ortaminda ise hi¢ siirgiin olugsmamastir.
Rejenere olan siirgiinler koklendirilerek gelipen bitkicikler seraya aktarilmistir. DNA

analizi ile kalluslarin ve bitkiciklerin transgenik oldugu ispat edilmistir.
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Warkentin ve Mchughen (1992), mercimek sap ucu, epikotil ve kok eksplantlarint GV
2260 p35 GUS-INT A. tumefaciens hatt1 ile inokule etmislerdir. inokule edilen epikotil
ve kok eksplantlarinda yaklasik 9 giin, sap uglarinda ise 17 giin sonra GUS ekspresyonu
gbzlenmistir. Kontrol olarak kullanilan keten bitkisine gore mercimekte GUS geni
ekspresiyon seviyesinin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Arastirma sonunda,
epikotil ve kok eksplantlari, sap ucu ve kotiledon bogumlarinin transgenik bitki elde

etmek i¢in uygun eksplantlar oldugu bildirilmistir.

Fontana vd. (1993), nohut apikal meristemlerini LBA4404 (NPT-II ve GUS geni iceren)
bakteri hatt1 ile inokiile etmislerdir. Ko-kiiltiivasyondan sonra eksplantlart kanamisin
icermeyen ortamda 3 hafta tuttuktan sonra 50 mg/l kanamisin iceren ortama alarak
transgenik aday1 siirgiinleri belirlemislerdir. Kanamisin iceren ortamda koklenme
olmadig1 icin koklendirme islemini kanamisin icermeyen ortamda gergeklestirmislerdir.

Tranformasyon frekansini % 4 olarak belirlemislerdir.

Grant vd. (1995), olgunlagmamis kotiledonlar1 kullanarak A. fumefaciens araciligiyla
bezelyeye gen aktarmislardir. Bolero, Trounce, Bohatyr ve Huka bezelye c¢esitlerinden
transgenik bitkiler elde etmislerdir. Kullanilan A. tfumefaciens hattinin plazmidinde,
fosfinonitrisin ve kanamisine dayanikliligi kodlayan NPT-II ve bar genler
bulundugundan, transgenik bezelye bitkilerinin seleksiyonu, 10 mg/1 fosfinotrisin igeren
besin ortaminda yapilmistir. Ayrica, transgenik bitkilerde fosfinotrisin asetil transferaz

enzim testi kullanilarak bar geninin ekspresiyonu tespit edilmistir.

Chowrira (1995), nohut, fasulye, mercimek ve boriilce bogum meristemlerinin DAN
elektroporasyonu sonucu bu bitkilerin doku ve dollerinde GUS markor geninin
gorliniisiinii izlemisler ve transgenik dokular tespit ederek in vitro doku Kkiiltiirii

metotlar1 uygulamadan yeni transgenik bitkiler elde etmislerdir.

Mahmoudian (2000) bu calismada, Sultan-1 ve Firat-87 mercimek cesitlerinde doku
kiiltiirii kosullariin optimizasyonunu ve Agrobacterium infiltrasyonuna ve partikiil

bombardrnanina dayali transformasyon sistemleri arastirilmistir. Dolayli ve dolaysiz
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organogenesis, bu calismadaki in vitro regenerasyonunun iki temel yolunu
olusturmaktadir. Calismadaki regenerasyon deneyleri boyunca, regenerasyon igin
belirleyici rolii bilinen iic onemli faktoér, yani genotip, eksplant tiiri ve hormon
kompozisyonlar1 incelenmistir. Dolayli organogeneziste, ii¢ degisik eksplant tiiriiniin
regenerasyon tepkisi, lic degisik bliylime ortaminda incelenerek, arastirilmistir. Her iki
cesidin bogum igeren pargalari, 0.1 mg/L GA ve 10 mg/L Kinetin iceren ortamlarda,
kallogenesis ve siirgiin regenerasyonu ag¢isindan, en iyi sonug¢ veren eksplantler olarak
belirlenmistir. Dolaysiz organogeneziste ise, 1 mg/L BAP iceren ortamlarda tutulan
kotiledon baglantili bogumlar, regenerasyon sistemi olarak kullanilmis ve siirgiin
olusturmak i¢in, potansiyeli yiiksek eksplantlar olarak tespit edilmistir. Bu nedenle
bahsi gegen eksplantlar transformasyon ¢alismalarinda kullanilmigtir. Regenere olmus
stirgtilerinin koklendirilmesinde, 0.1 mg/L IAA veya 0.1 mg/L EBA iceren koklendirme
ortamlarinin ile mikrografting tekniginin iistiinliigli saptanmistir. Transformasyon
deneylerinde A. tumefaciens GV2260:p GUS INT ve, pBSGUSINT transformasyon
vektorii kullanmistir. Transformasyon sisteminin verimliligi, gecici gen ifadesinin
histokimyasal GUS analizi ile belirlenmesiyle saptanmistir. Bu analizler sonucunda,
mercimekteki kotiledon baglantili bogumlarda her iki transformasyon sistemininde,

genetik transformasyon i¢in kullanilabilirligi tespit edilmistir.

Jeleni vd. (2000), ti¢ farkli bakla c¢esidinde (Lobab Lippoi-Macaristan, Topolo —
Hirvatistan ve Oslje Bosna-Hersek) 9 farkli Agrobacterium [Dogal Tip (A281 ve B6S3),
transconjugant (C58CI1(pArA4abc) ve C58C1(pArA4b), A. B6S3 cok koklii, mutant
(GV3101pGV2255), GV3101 (pGV2215) ve GV3101 (pGV2235) ve A. rhizogenes
yabani tip (8196 ve 15834)] hatlarin1 genetik transformasyon i¢in kullanmislardir. Test
edilen tiim hatlar ile sadece tiimor dokusu elde edilmis ve en etkili sonuglar1 Lobab
Lippoi c¢esidinde C58C1(pArA4b), bakteri hatt1 ile elde edilmistir. A281 ve B6S3

hatlariyla ypilan caligmalariyla en iyi sonuclar Topolo ve OSlje ¢esitlerinde izlenmistir.

Yan vd. (2000), soya fasulyesinde gen aktarimi frekansi {izerine olgunlasmamis zigotik
kotiledon biiytlikliigl, Agrobacterium yogunlugu, ko-kiiltiivasyon siiresi ve seleksiyon
rejiminin etkilerini incelemislerdir. Bu amacgla, EHA 105 (ST-LS1 intron iceren GUS

geni ve higromisin fosfotransferaz geni) bakteri hattim1 kullanmiglardir. Arastirma
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sonuclarina gore, 5 mm’den kii¢lik zigotik kotiledonlar ko-kiiltiivasyondan sonra hemen
Olmistiir. Bakteri yogunlugu arasinda bir farklilik goézlemlememislerdir. 4 giin ve
tizerindeki ko-kiiltiivasyon siiresi kotiledonlarin canlilik oranin1 ve embriyogenik
potansiyelini azaltmistir. Direk yiiksek dozda (25 mg/l) seleksiyon ortami yerine
oncelikle diisiik dozda (10 mg/l) sonra yiiksek dozda higromisin uygulamasi daha etkili
bulmuslardir. Bu g¢alisma sonucunda transformasyon frekanst % 0.03 olarak

belirlemisler ve dollerde 3:1 Mendel agilimin1 gézlemlemislerdir.

Khawar (2001), Mercimege ait 21 genotipin kotiledon bogum eksplantlarindan 0.05
mg/l TDZ iceren MS besin ortaminda yiiksek oranda adventif siirgiin rejenerasyonu elde
edilmistir. Daha sonra en yliksek adventif siirgiin elde edilen 7 genotipe (Pul 11, Akm
261, Il 62, Akm 49, Kislik 21, Akm 565 ve Akm 362) gen aktarimi yapilmistir. Bu
hatlarin kotiledon bogum eksplantlarinin GV2260 (pGV2260) :: p35S GUS INT, EHA
105 (pTiBo542):: p35S GUS INT ve LBA 4404(pAL 4404) :: pRGG bar bakteri
hatlariyla inokulasyonu sonucunda yiiksek oranlarda transgenik siirglinler elde edilmis,
ancak bu siirgiinler daha sonra IBA’ll ortamda kdklendirilememistir. Koklendirme
problemini agmak i¢in, GUS pozitif siirgiinler kesilerek onceden in vitro tohumdan
gelistirilmis Kay1 91 ¢esidinin fidecikleri tizerine asilanmistir. Degisik genotiplerden 16
as1 yapilmis olup, bu agilardan 11 tanesi tutarak gelisme gostermistir. Asilanan bu
bitkicikler daha sonra saksilara aktarilmis ve iklim dolaplarinda dis sartlara alistirilmaya
calistlmustir. Iklim dolabinda gelisen bu bitkiciklerden yaprak ornekleri almarak PCR
analizi yapilmistir. PCR analizine gore 8 bitkinin transgenik oldugu belirlenmistir.

Ancak, transgenik bitkiler daha sonra iklim dolabinda gelismeyerek 6lmiislerdir.

Naimov vd. (2003), hibrid SN19 genini kullanarak patatese gen aktarma yaparak ve
Leptinotara decemlineata (C.) larva ve erginleri ile Ostrinia nubilalis ve Phthorimaea
operculella (L.) larvalarina kars1 dayanikli transgenik bitkiler elde etmislerdir. SN19,
crylBa (domain I ve domain III, Coleoptera takimi {izerinde etkili) ve crylla (domain
II1, Lepidoptera takimi tizerinde etkili) hibrididir. Hibrid SN19 geni aktarilmls bitkilerde
toplam ¢oziinebilir protein igerisinde toksin miktar1 % 0.025 olarak bulunmustur.
Domain II’de 28 adet tek niikleotid modifikasyon yapildig1 zaman toksin oran1 % 0.25°e

cikmistir. Leptinotarsa decemlineata (C.) larva ve erginleri ile Ostrinia nubilalis ve
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Phthorimaea operculella (L.) larvalar1 ile yapilan bioassaylerde % 100 olim

gorilmiistiir.

Erisen (2003), arastirmada bazi ticari yonca (Medicago sativa L.) cesitlerinde ve
hatlarinda adventif siirglin rejenerasyonu ve Agrobacterium tumefaciens ile gen
aktarimina yonelik ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Adventif siirgiin rejenerasyonunda farkli
besin ortamlarinda (MS, B5h, SH) degisik bitki biliylimesini diizenleyiciler (BAP, NAA,
kinetin, adenin, 2,4-D ve TDZ) ve onlarin farkli konsantransyonlar1 degisik eksplant
kaynaklarinda denenmistir. Yapilan denemelerde yaprak eksplantinin en yiiksek siklikla
adventif siirgiin rejenerasyonu olusturan eksplant oldugu belirlenmistir. Ayrica gesitler
arasinda en yiiksek siklikla adventif siirglin rejenerasyonu olusturan ¢esidin % 33,33 ile
Verco ¢esidi oldugu ve en uygun besin ortaminin B5h oldugu tespit edilmistir. Denenen
bitki biiyiimesini diizenleyicilerinden ise somatik embriyo olusumunda 2,4-D ve
kinetinin, embriyolardan siirgiin gelisiminde ise hormon i¢cermeyen ortamlarin etkili
oldugu ve en uygun ortamin 4 mg/l1 2,4-D ve 1 mg/1 kinetin igeren ortam oldugu
belirlenmistir. Adventif siirgiin rejenerasyonu ¢aligmalarinda test edilen cesitler arasinda
en basarili sonuglarin alindig1 Verco ¢esidinin yaprak ve yaprak sapi eksplantlarina 3
farkli A. tumefaciens hatti1 (EHA 105, LBA4404, GV 2260) ile gen aktarim c¢aligsmasi
yaptlmistir. Caligmalarda kati ve sivi ko-kiiltiivasyon ortamlar1 kullanilarak yapilan
farkl siirelerde ko-kiiltiivasyon uygulamalar1 sonucunda sadece yaprak eksplantinda 11
GV2260 hattinda kati ko-kiiltiivasyon ortaminda ve 2 giinlik ko-kiiltiivasyon
uygulamasindan GUS pozitif embriyo veren eksplant elde edilmistir. Transformasyon

siklig1 % 2,68 olarak tespit edilmistir.

Barik vd. (2005), Lathyrus sativus bitkisinde A. tumefaciens ile gen aktarimini etkileyen
faktorleri (eksplant tipi, biiylime devresi, hiicre yogunlugu, inokulasyon zamani, ko
kiiltiivasyon zamani, bakteri hattt ve 6n inkiibasyon) arastirmislardir. Bu amacla p35S
GUS INT binary vektorinii iceren LBA4404 ve EHA 105 bakteri hatlarimi
kullanmislardir. En yiiksek transformasyon frekansini 4 giin 6n inkiibasyona siiresi, 10
dakika 109 hiicre/ml bakteri yogunlugu ile inokiilasyon, 4 giin ko-kiiltiivasyon
stiresinden elde etmiglerdir. Bakteri hatlar1 arasinda transformasyon etkinligi

bakimindan bir farklilik bulamamislardir. Transgenik bitkilerin seleksiyonu ic¢in en
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uygun kanamisin dozunu 100 mg/l, bakteri eliminasyonu i¢in ise en uygun antibiyotik
dozuni ise 500 mg/l sefotaksim olarak belirlemislerdir. T, bitkilerinde 3:1 Mendel

acilimi1 saptamiglardir.

Uranbey vd. (2005), tiitlinde gen aktarimi {izerine ko-kiiltiivasyon sicakliginin (18-20
°C), periyodunun (24 — 96 saat) ve ortaminin (kati-sivi) etkisini belirlemek amaciyla
yaprak disklerini GV2260 p35S GUS-INT bakteri hatt1 ile inokiile etmislerdir. Kiiltiir
baslangicindan 4 hafta sonra kanamisine dayanikli siirgiinler kesilerek 100 mg/l
kanamisin ve 250 mg/l augmentin iceren ortamda koklendirilmistir. Transgenik aday1
bitkiler GUS ve PCR analizi ile belirlenmistir. Arastirma sonuglarina gore en yiiksek
transformasyon frekansinin 22 — 24 °C’de 48 saat sivi ortamda ko-kiiltiivasyona

birakilan yaprak disklerinde elde edildigi bildirilmistir.

Mutasim vd. (2005), A. tumefaciens araciligiyla Adzuki fasulyesine [Vigna angularis
(Willd.) Ohwi & Ohashi] higromisin fosfotransferaz (/pt), yesil floresan protein (sgfp)
ve fosfinotrisin asetiltransferaz (bar) genlerini aktararak transgenik bitkiler elde
etmislerdir. Calismada A.tumefaciens’in pZHBG igeren EHA105 hatti ve 210 adet
epikotil eksplant1 kullanilmistir. Ko kiiltiivasyon ortamina 100 mM asetosringon ve 10
mg/l of BA ilave edilmistir. 15 mg/l higromisin iceren ortamdan secilen siirgiinler
koklenme ortamina aktarilmistir. Tespit edilen 31 adet transgenik bitki toplam bitki
sayisinin %14°dlir. Transgenik bitkiler PCR ve southern blot analizleri ile tespit
edilmistir. RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) analizi ile de bar
ve hpt genleri tespit edilmistir. Ayrica, sgfp- pozitif transgenik bitkilerinde de bar geni

tespit edilmistir.

Wang vd. (2005), misir bitkisinde bir Lepidopter olan Ostrinia furnacalis’e dayanikli
bitkiler elde etmek amaciyla GNA lektin geninin kullanmislardir. Coziinebilir protein
icerisinde % 0.24 GNA ekspresyonu gosteren bitkilerin Ostrinia’ya kars1 dayanikli

oldugunu belirlemislerdir.
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Chen vd. (2005), celtie cry2A genini Agrobacterium araciligiyla aktarmislardir.
Yapilan PCR analizinde 102 adet tek bitkiden 71 tanesinin cry2A genini icerdigini
belirlemisler. Transgenik bitkilerde Cry2A protein miktar1 9.65 — 12.11 ug/g arasinda
degisim gostermistir. Transgenik bitkilerin Lepidoptera takimina ait ¢eltik zararlilarina

kars1 6nemli 6l¢iide koruma sagladigini gézlemislerdir.

Saglam vd. (2005), gen aktarim calismalar1 esnasinda fasulyenin Aras, Eskisehir—855,
Sehirali-90 ¢esitlerinin tohumlar tarlada ekilip ve aksam giines batmadan yarim saat
once her U¢ c¢esidin acilmamis ve agilmak iizere olan ¢icekleri el ile agilip A.
tumefaciens'in nononkogenik GV2260, EHA105, LBA4404 bakteri hatlari ile asilanmig
ve asilanan her bir ¢icek aydinger kagitlar1 ile digsaridan tozlasmayi engellemek
amactyla muhafaza altina alinarak etiketlenmistir. Hasat zamani1 olgun baklalar hasat
edilerek baklalar icerisindeki tohumlar iklim odasinda saksilar icerisine ekilmis ve
gelisen bitkiler ile GUS testi yapilmistir. GUS testi sonucunda in planta polen yoluyla
Agrobacterium'un nononkogenik hatlariyla transformasyon gerceklestirilemedigi
goriilmistiir. A. fumefaciens’in A281 ve A. rhizogenes'in 15834 onkogenik hatlar
seyreltilmeden tarladaki bitkilerin iist kisimlarinin koltukalt1 bélgelerine enjektor
yardimiyla enjekte edilmistir. A. fumefaciens'in A281 hatt1 ile govdelerin alt kisimlarina
yapilan asilamada hi¢ transformasyon gozlenmemis fakat az da olsa tiimor olusumu
tespit edilmistir. Ayni sekilde A. rhizogenes'in 15834 hatt1 ile bitkilerin alt kisimlarina
yapilan agilamadan sonug¢ gozlenmezken iist kisimlarda yaklasik %20 oraninda kok

yerine kii¢iik tiimdrlerin olustugu gézlenmistir

Estrada-Navarrete vd. (2006), fasulye bitkisi ve onun yabani akrabalarindan olan
P.coccineus, P. lunatus ve P.acutifolius’da gen aktarimi ¢aligsmalar1 yapmislar ve % 75
— 90 arasinda transformasyon gormiislerdir. Marker gen olarak 35S promotor, yesil
floresans protein ve B-glukuronidaz kullanmislardir. Rhizobium ile muamele sonucunda
transgenik ve normal bitkilerin koklerinde meydana gelen azot fiksasyon oraninda

degisiklik goriilmedigi bildirmislerdir.
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Dita vd. (2006), baklagil bitkilerinin birka¢ zararliya kars1 hassas oldugunu, verimde
biiyiik kayiplara yol agtiklarini ve bundan dolay: zararlilara dayaniklilii basarmada, o-
amilaz inhibitdr genleri, proteaz inhibitér genleri, Cry genleri ve lektin genlerinin

baklagillere transfer edilecek genler oldugunu bildirmislerdir.

Metry vd. (2007), 10 adet Misir kokenli bakla cesitlerin embriyo eksplantindan % 30 -
92 ve siirglin ucu explantindan % 12 - 57’siirgiin rejenerasyon, izlenmistir. embriyo
eksplantin kiiltiire alarak 1 mg/l BS vitamin, 4.5 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA ve siirgiin
ucu eksplanti i¢in 5 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA MS ortamina kiiltiire alinmistir. Fenolik
bilesenleri engellemek igin kiiltiirleri bir hafta karanlikta tutmuslardir. Rejenerasyon
ortamina aktif komiir ilavesinin rejenerasyon frekansi ilizerinde olumsuz etkiler tespit
edilmistir. Daha sonra microprojectile bombardiman ile iki pCGP1258 (herbisitlere
dayanikli) ve p- glucuronidase (GUS) genleri ile transformasyon yapilmistir.
Transgeniklerin belirlenmesi icin Southern blot, PCR ve histokimyasal GUS testleri ile

yapilmistir. Transformasyon frekanst Giza 40 ¢esidinde % 2 gibi olarak tespit edilmistir.

Saglam (2009), Fasulye Akman—98 ¢esidinin apikal meristem eksplantlarini kullanarak
A. tumefaciens araciligryla boceklere dayanikli bitkiler elde etmistir. Bu g¢alismada
Fasulye bitkisinin olgunlasmamis kotiledon, plumula ve embriyo ile iki kotiledon
eksplantlarindan yliksek oranda rejenerasyon saglanmistir. GV2260 p35S GUS-INT
bakteri hatt1 kullanilarak 3 adet GUS pozitif bitki elde edilmistir. Calismada Yalnizca
GNA, CrylAc, CrylAb, Cry2A (p2A PRD ve p2AST PRD), CryIC (p1CST PRD), SN19
(pMH65, pMH66) genlerini tasiyan bakteri hatlar1 kullanilarak yapilan gen aktarimi

calismalarindan bitki elde edilmistir.

Tsuro vd. (2009), Lavandin bitkisinde yaptiklar1 gen aktarimi calismasinda A.
rhizogenes iceren plG121-Hm genini kullanmiglardir. Bu denemede ko-kultivasiyonun
besinci glinlinde, yaprak ve kallus olusturan yaprak eksplantlar1 alinarak, GUS analizi
yapilmistir ve kallus olusturan yaprak eksplantlarinda GUS analiz sonucu pozitif
sonuclar1 elde edilmistir.. En yiiksek adventif siirgiin olusum oran1 (% 77.5), 0.02 mg/L.
CPPU igeren MS ortaminda elde edilmistir.
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Hanafy vd. (2013), ilk defa bakla (Vicia faba) bitkisinde kuraklik ve tuzluluga toleranslh
patates pR10a geninin aktarildigini ve ifadesini rapor etmislerdir. Bakla bitkisi kuraklik
ve tuzluluga duyarliligi gibi abiyotik stresleri nedeniyle ciddi verim kayiplarina
ugrmaktadir. Bu c¢alismada Patates Desiree cesidinden tuz veya kurakliga toleransh
pR10a geni izole edilerek A. tumefaciens-aracilifiyla bakla bitkisine genetik
transformasyon yapilmistir. Daha sonra yabanci genlerin kalittm ve ifadesi, PCR,
RTPCR ve Southern blot ve biyoassay ile Lusiferaz aktivitesini teyid ederek tespit
etmislerdir. Ug (3) hafta boyunca su kesilerek kuraklik kosullar1 altinda transgenik
bitkilerin yapraklar1 yesilken transgenik olmayan bitkilerinde solma ve nekrozlasma
izlenmistir. Daha sonra yirmi dort saatlik ara ile bitkilere su verilmistir. Yeniden sulama
sonucunda transgenik bitkilerin yapraklari yesil kalirken, transgenik olmayan bitkilerini
daha Onceden olusmus stresin devamina kurumuslar ve kurtarilmadan olmislerdir.
Ayrica, transgenik ve transgenik olmayan itkileri arasinda bir kiyasma sonucu

transgenik bitkileri NaCl stresine karsi daha ytiksek tolerans gostermislerdir.

Abdelwahd vd. (2014), Orobans bitkisine karsi transgenik tolerans artirmak igin
kotiledonar bogum eksplantlar1 kullanmiglardir. Arastirmada genotip, Agrobacterium
hatlar1, Asetosyringon ve tiyoller iirlinlerinin etkileri incelenmistir. Her iki bakla ¢esidin
(Lobab ve Aquadulce) kotikedon bogumlar1 pBIBhyg vektoriinde IA ve hptll genlerin
tastyan. Iki adet A. tumefaciens hatlart (EHA101 ve AGL1) ile muamele ederek kiiltiire
alinmistir. Sonuglar genotip, genotip x asetosiringon etkilesimi ve tiyol bilesiklerin
ilave edilmesi bakla bitkisinin siirgiin frekansinin artmasinda pozitif etkileri
gostermislerdir. Dolayistyla Hygromycin antibiyotigine en yiiksek direngli siirgiinler %

38,3 frekansiyla AGL1 hattiyla ile muamele edilen Aguadulce ¢esidinde elde edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Bitki Materyali

Deney materyali olarak segilen baklanin (Vicia faba L.) Filiz 99 ve Eresen 87 Adl
kiiltiir gesitlerine ait tohumlar Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Izmir’den temin

edilmistir.

3.2 Besin Ortamu ve Kiiltiir Kosullar:

Her iki, Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esitleri i¢in yapilan denemelerde % 3 sukroz ve %
0.65’1lik agar (Duchefa, Holanda) ile katilastirilan MS ortami (Murashige ve Skoog
1962) kullanilmistir. Ortamlarin hazirliginda bidistile saf su kullanilmis olup, deneme
ihtiyacina gore besin ortamlarina farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri
(BAP, TDZ, IAA, NAA) ve takviye edici maddeler (L-Glutamin, Casein Hydrolysate,
aktif komiir vb) ilave edilmistir. Besin ortamlarinin pH’1 1 N NaOH ya da 1 N HCI
kullanilarak 5.6-5.8’e ayarlanmis olup, 104 kPa basing altinda ve 121°C’de 20 dakika
otoklavda tutularak steril edilmistir. Biiyiime diizenleyicilerin stok soliisyonlar1 uygun
coziiciilerde coziildiikten sonra bidistile saf su ile istenen miktarlarda ve oranlarda
hazirlanmistir (Cizelge 3.1). Tiim kiiltiirler 20000 liikks beyaz floresan 1518inda 16 saat
151k fotoperiyodunda 24 + 1 C’de inkiibe edilmistir. Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii
islemleri steril kabin iginde ylriitiilmiistiir. Her muamele; 3 tekerriirlii olarak ve
icerisinde 5 adet eksplant bulunan Petri kablar1 (100 x 10 mm) ya da Magenta (GA7)
kutularda kiiltire alinmistir. Ayrica ortamlar, magenta kutular ve saf suyun
sterilizasyonu otoklavda yapilirken; cam petrilerin sterilizasyonu ise 160 °C’de 2 saat

etiivde tutularak yapilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan hormonlar, ¢oziiciiler ve saklama kosullari

Biiyiime diizenleyicileri Coziicii Saklama kosullari (°C)
BAP 1 N NaOH 4
TDZ Etanol 4
NAA 1 N NaOH 4
IAA 1 N NaOH 4
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3.3 Tohumlarn in vitro Kosullarda Sterilizasyonu

Doku kiitiirii ¢alismalarda kullnamak amaciyla her iki kiiltiir ¢esidinin (Filiz 99 ve
Eresen 87) tohumlar1 % 60 oranda ¢amasir suyu (Ace, Tiirkiye) ile 20 dk muamele
ederek steril edilip; daha sonra, steril edilmis tohumlar1 3’er kere 5’er dk saf suyu ile
durulanarak yiizey sterilizasyonu tamamlanmistir (Cetin 2010). Steril edilmis
tohumlarin 24 saat 24 + 1°C sicaklikta saf steril su icinde bekletilerek priming

yapilmustir.

3.4 Eksplant Secimi

Eksplant elde edilmesi icin, 24 saat 24 + 1°C sicaklikta saf steril su icinde beklemis olan
steril tohumlar, laminar flow kabin igerisinde tohumlardan testa uzaklastirilmis olup,

kotiledonlar agilmis ve bisturi yardimiyla embriyolar elde edilmistir.

3.5 Rejenerasyon Calismalari

3.5.1 Farkhh BAP ve NAA dozlarimin baklamin iki kiiltiir c¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu
icin farkli dozda BAP — NAA igeren agar ile katilagtirllmis MS ortami kullanilmastir.
Her iki ¢esidinden 24 saat steril saf suda bekletilmis bakla tohumlardan pens ve bistiiri
yardimiyla zigotik embriyolar1 steril kabin icerisinde izole edilip, siirgiin rejenerasyon
icin 0.25 mg/l BAP — 0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00 ve 2.25 mg/I
NAA (10 kombinasyon) iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Ayrica, kontrol
olarak MS ortami kullanilmistir. Siirgiin olusum yiizdesi (%), eksplant basina siirgiin
sayist (adet) ve eksplant basina siirglin uzunlugu (cm) ile ilgili verilerinin varyans

analizi yapilmistir.
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3.5.2 Farklh TDZ dozlarmmin baklanin iki kiiltiir ¢cesidinin embriyo eksplantindan
siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu icin farkli dozda TDZ igeren ve agar ile katilastirilmis MS ortami
kullanilmistir. Tohumlar yiizey steril ettikten sonra 24 saat steril saf suda bekletilmis
daha sonra zigotik embriyolar: steril kabin icerisinde izole edilip, siirgiin rejenerasyon
icin 0.00, 0.05, 0.15, 0.25, 0.35, 0.45, 0.55 mg/l TDZ (6 konsantrasyon) iceren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Ayrica, kontrol olarak MS ortami kullanilmigtir. Siirgiin
olusum ytizdesi (%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ve eksplant basina siirgiin

uzunlugu (cm) ile ilgili verilerinin varyans analizi yapilmamistir.

3.5.3 Farkh saatlerde Bap hormonu ile priming yapilan iki bakla kiiltiir ¢esidinin
embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esidinin zigotik embriyolarini 1, 2, 3 ve 4 saat 100
mg/l BAP igeren sivi MS ortamda bekletilerek agar ile katilastiritlmis MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. Elde edilen sonuglarina gore tiim ortamlarda % 100 siirgiin olusum
izlendigi i¢in varyans analizi yapilmamigstir. Geri kalan iki parametrelerle ilgili verilerle

yapilmis olan varyans analizi yapilmigtir.

3.5.4 100 mg/l sivi BAP hormonu ile 0, 12, 24 saat siire priming den sonra farkh
konsantrasyonda tdz iceren ms ortaminda kiiltiire alinan iki bakla Kkiiltiir
cesidinin embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esidinin zigotik embriyolart steril kabin igerisinde
izole ettikten sonra 0, 12 ve 24 saat 100 mg/l BAP igeren stvi MS ortaminda priming
amaciyla bekletilmistir. Daha sonra siirgiin rejenerasyonu icin eksplantlar1 0.00, 0.10,
0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 0.60 mg/l TDZ (6 konsantrasyon) iceren MS ortamlarinda kiiltiire
alinmistir. Denemede MS ortami1 kontrol olarak kullanilmistir. Dort hafta sonra bitkileri
koklendirmek amaciyla 1mg/l TAA + 2g/1 aktif komiir iceren MS ortamina kiiltiire
alinmistir. Ardindan koklenen bitkilerin dis kosullara adaptasyonunu saglamak i¢in 1:1

oraninda torf ve toprak iceren saksilar1 kullanilmistir.
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3.5.5 iki bakla Kkiiltiir ¢esidinin embriyo eksplantin 24 saat hidropriming yaptiktan
sonra farkl oranda BAP iceren MS ortamina Kkiiltiire alinmasi

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirglin rejenerasyonu
icin farkli dozda BAP igeren MS ortam1 kullanilmistir. Her iki ¢esidinden 24 saat steril
saf su ile priming yapilmis ardindan bistiiri yardimiyla baklalardan kotiledonlar
uzaklastirilmis ve zigotik embriyolar1 izole edilmistir. Siirglin rejenerasyon igin 1.00,
2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00 mg/l BAP (9 konsantrasyonunda) iceren
MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Ug hafta sonra gelisen siirgiinler ana govdeden
bistlirli yardimiyla steril kabin i¢inde ayrilip 1mg/l TAA igeren MS ortamina
koklendirmek i¢in aktarilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ve eksplant basina

stirglin uzunlugu (cm) ile ilgili verilerinin varyans analizi yapilmistir.

3.5.6 Farklhh BAP + 0.01 mg/l NAA dozlarmin baklann iki kiiltiir ¢cesidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu
icin farkli dozda BAP — NAA igeren agar ile katilagtirllmis MS ortam1 kullanilmastir.
Her iki ¢esidinden zigotik embriyolar1 steril kabin icerisinde izole edilip, siirgiin
rejenerasyon icin 0.01 mg/l NAA — 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00 mg/l BAP (6
kombinasyon) iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi
(adet), eksplant basina siirgiin uzunlugu (cm) ve eksplant basina yan siirgiin sayisi (adet)

ile ilgili verilerinin varyans analizi yapilmistir.

3.5.7 Farklh BAP + 0.02 mg/l NAA dozlarinin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu igin farkli dozda BAP — NAA igeren MS ortami kullanilmistir. Zigotik
embriyolar kotiledonlardan izole edildikten sonra, siirgiin rejenerasyon i¢in 0.02 mg/1
NAA - 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00 mg/l BAP (6 kombinasyon) iceren MS

ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Eksplant basgina siirgiin sayis1 (adet), eksplant basia
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stirglin uzunlugu (cm) ve eksplant bagina yan siirgilin sayist (adet) ile ilgili verilerinin

varyans analizi yapilmistir.

3.5.8 Farklh BAP, NAA, L-Glutamin ve Casein Hydrolysate konsantrasyonlarin
Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 embriyolar: izole ettikten sonra 1.00 mg/l BAP + 0.10
NAA ve 100 mg/l L-Glutamine ile 200 mg/l Casein Hydrolysate (CH) iceren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Ug hafta sonra siirgiinleri 1 mg/l NAA igeren MS
ortaminda koklendirilmistir. Daha sonra koklenen bitkileri dis kosullarina alistirmak
amaciyla 1:1 torf ile toprak iceren saksilara aktarilmis kontrollii sera kosullarinda

adaptasyon saglanmistir.

3.6 Rejenere Olmus Bakla Siirgiinlerinin Koklendirilmesi

Rejenere olan siirglinler kesilerek 1 mg/l IAA iceren MS besin ortaminda, steril
Magenta kutularinda kiiltiire alinmistir, Ancak, transgenik aday bitkileri ise 1 mg/l NAA

+ 2 g aktif komiir iceren MS ortamlarinda koklendirilmistir.

Ayrica kullanilan Agrobacterium hattina bagh olarak pGV2260 p35S GUS-INT ile
muamele edilmis transgenik aday bitkilerin seleksiyonu icin 100 mg/l Kanamycin
Monosiilfat ve EHA 105 pTF101.1 35s SN19 hattiyla muamele edilmis bitkilerin
seleksiyonu i¢in 1.5 mg/l Fosfinotrisin (Phosphinothricin) ile birlikte tiim besin

ortamlarina Anti bakteri olarak 500 mg/l Duocid ilave edilmistir.

Dort hafta sonra koklenen siirgiinler iklim odasinda ya da serada 1:1 oranda steril toprak
ve torf igeren saksilara aktarilmis olup, iizerine plastik poset gecirilip 20 - 25 £ 2 °C’de
bir hafta i¢in tutularak yeni bitkiciklerin hem ortam sartlarina uymasi, hem de kok
sisteminin gelismesi saglanmistir. Burada gelisen bitkiler normal tarla topraginin
bulundugu saksilara aktarilarak serada gelistirilmis ve transgenik adayi1 bitkilerden

tohum elde edilmistir.
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3.7 Elde Edilen Koklenmis Bitkilerin Dis Sartlara Alistirilmasi

Doku kiiltiiriinde yetisen ve koklenen bitkilerin dis sartlara alistirilmas1 amaciyla, ilk
once magentalarda bulunan bitkiler dikkatlice alinip, musluk suyu altinda yikanarak
koklerinde bulunan agar ile katilagtirilmis besin ortami uzaklastirilmistir. Daha sonra,
yilksek nemli ortamda gelisen bitkilerin dis kosullarinda beklenen transpirasyon
nedeniyle olusan soku oOnlemek amaciyla, bitkileri 20 - 30 dk saf su igerisinde
bekletilmistir. Koklendirilen ve boylar1 10-15 c¢cm arasinda degisen bitkiler birer adet
olacak sekilde tarla topragi ile Torf (1:1) igeren 13 x 20 cm’lik 0,910 g/cm’ yogunlukta
olan alt tarafi delikli siyah fide tiiplerine ve gerekir ise 14.5%13 cm’lik saksilara
aktarilmistir. Aktarilan bitkilerin biiylimelerini 6lgmek amaciyla, tizerleri 2 cm araliklar
ile isaretlenmis c¢ubuklar dikilmistir. Uygulanan denemelerde, bitkilere verilen su
miktarlart diizenlenerek her iki giin de bir kez olmak iizere 50 ml su verilmistir. Her
saksi/fide tiipii Orten posetleri, her 5 giinde bir olacak sekilde delinerek toplam 25 giin

sonra tamamen kaldirarak bitkileri yavas yavas dis kosullara adapte edilmistir.

Daha sonraki asamalarda bitkiler, iyice gelismesi ve tohum elde edilmesi i¢in; nem
(nispi nem orani :% 69 * 2), sicaklik (16 = 2°C) ve 16 saat 151k fotoperiyodu (20000

luks) altinda kontrol edilen seralara aktarilmistir.

3.8 Bakteri Materyali

Calismada Cizelge 3.2°de verilen non-onkogenik Agrobacterium bakteri hatlar

kullanilmistir.
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Cizelge 3.2 Bakteri hatlar1 ve 6zellikleri

Bakteri hatt Plazmid | Gen kasetleri Bitki seleksiyonu
(Seleksiyon Antibiyotik)

GV2260 pTF101.1 | NOS promotor- npt II- Kanamisin
terminator Monosiilfat

(50 mg/1 Rifampisin) 35s pronzotér - GUS int (50-100 mg/1)
terminatOor

EHA 105 pTF101.1 | 35s promotdr - SN19 - Fosfinotrisin

(300 mg/1 Streptomycin) terminator (1.50mg/1)

(100 mg/1 Spectinomycin)

EHA 105 pTF101.1 | AoPRI promotér - SN19 - | Fosfinotrisin

(300 mg/1 Streptomycin) terminator (1.50mg/1)

(100 mg/1 Spectinomycin)

- SN19 (crylBa/crylla) bir hibrid geni olarak kullanilmustir.

3.9 Bakteri Kiiltiirlerinin Saflastirilmasi ve Biiyiitiilmesi

S1vi bakteri kiiltlirlerinin ¢ogaltilmasi, nutrient agar (NA) besin ortaminda biiyiitiilerek
bireysel kolonilerden baglanmis, tek koloniler steril lup ile alindiktan sonra gerekli
antibiyotikleri iceren nutrient broth - NB (Sigma Chemical Co St Lo, Mo) bakteri
biiylitme ortamina konulmustur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri ¢alkalamali inkiibatérde
28 °C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle biiyiitiilmiistiir. Bu kiiltiirler daha sonra gen
aktariminda kullanilmigtir. Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek igin ¢ok az
miktarda bakteri kiiltlirii agarli besin ortami tiizerine steril bir lupla yayilmis, bu
kiiltiirleri iceren petri kutular1 ters gevrilerek 28 °C’de inkiibe edilmistir. 2 giin i¢inde
kolonilerin olustugu goézlenmistir. Herhangi bir bulagsmayr Onlemek i¢in biitlin

bakteriyel ¢alismalar1 laminar flow kabin igerisinde yapilmistir.

3.10 Antibiyotikler

Bakteri biiylitme ortamlarina ilave edilmeden once her antibiyotik mikro filtreler
(0.44p) kullanilarak steril edilmis ve otoklavdan ¢iktiktan sonra 1sis1 40 — 45 °C’ye
diismiis olan ortamlara ilave edilmistir. Bu amagla kullanilan antibiyotikler ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3 ve 3.4’de verilmistir. GV2260 p35s GUS INT, bakteri
hatt1 biiyiitiiliirek ortama 50 mg/l rifamisin, 50 mg/l kanamisin monosiilfat eklenmistir.

SN19 geni iceren EHA 105 bakteri hattin1 biiyiitiiliirken 50 mg/1 rifampisin, 300 mg/1
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Streptomycin ve 100 mg/l Spectinomycin eklenmistir. Rifampisin metanol, kanamisin
monosiilfat, Streptomycin ve Spectinomycin ise su ile c¢oziildiikkten ve filtre

sterilizasyonundan sonra stok ¢ozeltiler - 20 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.3 Agrobacterium hatlarinin biiyiitiilmesinde kullanilan antibiyotikler,
¢oziiciiler ve saklama kosullari

Antibiyotikler Kullanim Stok Coziiciiler Saklama
oranlar1 (mg/l) (mg/ml) kosullar1 (°C)
Rifampisin 50 25 Metanol -20
Kanamisin 50 50 Su -20
monosiilfat
Streptomycin 300 100 Su -20
Spectinomycin 100 100 Su -20

Cizelge 3.4 Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan antibiyotikler,
coziiciiler ve saklama kosullari

Antibiyotikler Stok Seleksiyon i¢in Baklada Coziicii
ve ¢oziiciiler kullanilan kullanilan saklama
konsantrasiyon konsantrasyon kosullar1
(mg/l) (O
Titiin | Bakla
Duocid 100 500 500 Su -20
Kanamisin monosiilfat 50 50 100 Su -20
Fosfinotrisin 10 -—-- 1.50 Su -20
(Phosphinothricin)

Besi ortamlarinda bulunan Duocid Antibiyotigi Ko kiiltiivasyondan sonra A.

tumefaciens'in gelisimini engellemek i¢in kullanilmistir.

3.11 Agrobacterium tumefaciens ile Bakla Bitkisine Gen Aktarimi
Baklada embriyolar1 gen aktarma isleminde eksplant olarak kullanilmistir. Denemeye

aliman degisik gen aktarma vektorlerini iceren A. fumefaciens hatlari ile bu eksplantlar

inokiile edilmistir (Cizelge 3.2).
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Degisik plazmidleri igeren A.tumefaciens hatlar1 28°C’de 50 mg/l kanamisin monosiilfat
ve rifampisin, 300 mg/l streptomycin ve 100 mg/l spectinomycin i¢eren NB ortaminda
1-2 giin siireyle biiyiitiilmiis, daha sonra eksplantlar sivi rejenerasyon ortami + bakteri
kiiltiirleri (ODgoo degeri = 0.8) igerisinde 30 dk siireyle tutularak inokulasyon
saglanmistir. inokulasyondan sonra eksplantlar 2 giinliik siirede rejenerasyon ortaminda
tutularak ko—kiiltivasyona alinmistir. Bundan sonra, eksplantlar Agrobacterium
gelisimini engellemek i¢cin Duocid (500 mg/l), sadece gen aktarilmis siirgiinlerin
gelisimini saglamak i¢in kullanmilmistir. Agrobacterium GV2260 hatt1 ile muamele
edilmis eksplantlar1 tizerinde gelisen siirgiinlerin seleksiyon i¢in kanamisin (100 mg/l) ve
EHA 105 bakteri hatti ile muamele edilmis eksplantlarindan gelisen siirglinlerin
seleksiyon icin 1.50 mg/l fosfinotrisin rejenerasyon ortamina ilave edilmistir. Bu

ortamda gelisen siirgiinler 3 hafta sonra kdklendirme ortamina kiiltiire alinmistir.

3.12 Bakteri Kiiltiirlerinin Kisa ve Uzun Siireli Korunmasi

A. tumefaciens Xiiltiirleri, seleksiyon antibiyotikler iceren 5 — 10 ml NB (Lab-Lemco
Powder 1.0 g/l; Yeast extract 2.0 g/l; Pepton 5.0 g/l; Sodyum klorit 5.0 g/l) ortaminda
bir gece 28 °C’de 150 devir/d (rpm)’da inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Kisa siire i¢in
kullanilmak amaciyla NA (Nutrient Agar) iceren ortamda cizilerek 28 °C’de
bliyiitiilmiistiir ve daha sonra elde edilen bakteri kiiltiirleri stre¢ film ile sarilmis, ters

cevrilen petri kutularinda 4 °C’de 6 hafta korunmustur.

Bakteri kiiltiirlerin daha uzun siireli muhafaza islemi icin, esit miktarda bakteri kiiltiirii
ve % 40 gliserol iceren NB, 2 ml’lik kriyogenik tiiplerde karistirildiktan sonra sivi
azotla hizli bir sekilde dondurulup, - 80 °C’de muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri

kiiltiirlerinin canliligini 10 y1l boyunca muhafaza etmek miimkiindiir.

3.13 Gen Aktarilmis Bitkilerin Belirlenmesi

Belirlenmis seleksiyon rejenerasyon ortaminda gelisen aday transgenik siirgiinler,

kanamisin monosiilfat ve fosfinotrisin iceren besin ortaminda koklendirildikten sonra
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saksilara sasirtilmistir. Bu bitkilerin transgenik olup, olmadiklar1 aktarilan genlere gore

histokimyasal GUS ve PCR analizi ile teyit edilmistir.

3.13.1 Histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal GUS analizi Jefferson (1987) ve Ozcan (1993)’1n tarif ettigi sekilde
yapilmustir. Bitki dokular1 10 ml sodyum fosfat buffer (pH = 7.0), 200 ul EDTA, % 0.1
Triton X — 100 ve 10 mg/l 5 bromo—4 chloro 3 indolyl glucoronide (X-GLUC) iceren
soliisyonda 37 °C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra dokular % 100’luk

alkolde yikanarak mavi bolge belirlenmistir.

3.13.2 DNA izolasyonu ve PCR analizi

DNA izolasyonu lefort yontemi (Lefort vd, 1998) kullanarak yapilmistir. Transgenik
aday1 bitkilerden alinan yaprak oOrnekleri sivi azot igerisinde ezilmistir. Yaprak
orneklerinin bulundugu 1.5 ml’lik her bir tiip icine 1ml DNA ekstraksiyon soliisyonu
(IM Tris pH = 8; 0.5 M EDTA; 4 M LiCl; CTAB; PVP; Tween 20) eklenerek
karistirilmis ve iizerine 10 pl 2-Merkapto ethanol eklenilmistir. Ornekler 65 °C - 40 dk
su banyosunda calkalayarak bekletilmistir. Daha sonra oda kosullarinda sogutularak
tizerine 700 pl kloroform/izoamil alkol eklenerek 20 - 25 defa sallanmistir. 30 dk buz
iizerinde beklettikten sonra 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir
tiipe alinarak iizerine 800 pl isopropanol eklenip, 20 dk buz iizerinde bekletilmistir.
Herhangi bir kat1 kismin alinmamasina dikkat edilmistir. DNA lar toplandiktan sonra
ornekler 14000 rpm’de 3 dk santrifiij ettikten sonra iist tabaka olusturulan sivi atilarak
soguk % 70’lik etil alkolden 1ml eklenmis, 2 dk 14000 rpm’de yeniden santrifiij
edilmistir. Icindeki alkol dokiilerek DNA peleti iyice kurutulmus ve 50 pl H,O
(nuclease free) eklenerek c¢oziilmiistiir. Elde edilen DNA’lar PCR c¢alismalarinda

kullanilmistir.
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Primer Dizileri

Transgenik bitkileri belirlemek amaciyla NPT-II ve Bar dizileri PCR ile ¢cogaltilmistir.

Cizelge 3.5’de transgenik bitkileri belirlemek amaciyla NPT-II ve Bar bolgelerinin

cogaltiminda kullanilan primer dizileri gériilmektedir.

Cizelge 3.5 PCR isleminde kullanilan primer dizileri

Hedef Baz dizilisi Hedef biiyiikliigii
NPT-II geni F- TTG CTC CTG CCG AGA AAG 458
R- GAA GGC GAT AGA AGG CGA
Bar geni F- TGC ACC ATC GTC AAC CACTA 380
R- ACAGCG ACC ACG CTC TTG AA

PCR reaksiyon kosullari

3 ul DNA

2.5 pl 10X PCR tamponu

3 ul MgCl, (25 mM)

2 ul ANTP (10 mM)

Py 2ul, P2l

0.2 pl Tag DNA polymerase

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

Tpersonal thermocycler aletinde asagidaki dongii kosullar altinda gerceklestirilmistir.

PCR Programi

95 °C 10 dk

94 °C 1dk

58 °C 1dk

72 °C 2 dk (2- 39)
72 °C 10 dk

4 °C son
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Orneklerin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR reaksiyonlart % 1’lik agaroz gel elektroforezi ile ayrilmistir. Bunun icin 1 gr
agaroz 100 ml 1 x TBE (10.8 g/l Trizma-base, 5.5 g/l Borik asit, 4 ml 0.5 M EDTA pH
= 8) tamponunda mikrodalga firinda c¢ozdiiriilmiis ve sicakligi 50 — 60 °C’ye
diistiigiinde DNA’nin UV’de goriintiilenebilmesi i¢in 5 pl etidyum bromiir eklenmistir.
Elektroforez islemi 100 Voltta 1 saatte gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi

sonlandirildiktan sonra jel UV lambasi lizerinde kontrol edilmistir.

3.14 Verilerin istatistiksel Analizi

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerriirlii olarak Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore
kurulmus ve elde edilen veriler MSTAT-C bilgisayar programi ile varyans analiz ve
Duncan testi yapilmistir. Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan Once arcsin

degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Baklanin In Vitro Kosullarda Siirgiin Rejenerasyonu

4.1.1 Farkh BAP ve NAA dozlarimin baklamin iki Kkiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirglin rejenerasyonu
icin farkli dozda BAP — NAA igeren agar ile katilagtirilmis MS ortami kullanilmaistir.
Her iki ¢esidinden 24 saat steril saf suda bekletilmis bakla tohumlardan pens ve bistiiri
yardimiyla zigotik embriyolar: steril kabin icerisinde izole edilip, siirgiin rejenerasyon
icin 0.25 mg/l BAP — 0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00 ve 2.25 mg/l
NAA (10 kombinasyon) iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Ayrica, MS ortami
kontrol olarak kullanilmistir. Siirgiin olusum yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi ve

stirglin uzunlugu ile ilgili verilerin varyans analizi sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Elde edilen sonuglarna gore siirgiin olusum yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayist
bakimindan ortamlar arasinda herhangi bir farklilik goériilmemistir. Ancak, siirgiin

uzunlugu ile ortamlar arasinda farkliligin 0.05 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Siirgiin olusum ylizdesi ve eksplant basina siirgiin sayis1 ile gesitler arasinda her
hangibir farklilik goriilmemistir. Ancak, eksplant basina siirgiin uzunlugu bakimindan

cesitler arasinda 0.05 diizeyinde 6nemli farkliligin oldugu tespit edilmistir.

Stirglin olusum yiizdesi ile Ortamlar X Cesitler interaksiyonu arasinda 0.01 diizeyinde
onemli etkilesim goriilmistiir. Ancak, eksplant basina siirgilin sayist ve eksplant basina
stirgiin uzunlugu bakimindan Ortamlar X Cesitler interaksiyonu arasinda 0.05 diizeyinde

onemli etkilesim izlenmistir.
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Cizelge 4.1 Farkli BAP ve NAA dozlarinin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo

eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait varyans analizi

sonugclari
V. K. S.D. | Siirgiin olusum Eksplant bagina Eksplant bagina
yiizdesi (%) slirglin sayist stirglin uzunlugu
(adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortamlar 10 121.21 | 1.53 0.58 1.88 7.64 2.42%
Cesitler 1 54.54 0.69 0.37 1.19 18.56 5.88*
OrtamlarxCesitler | 10 227.87 | 2.89%* |0.62 2.01%* 6.71 2.12%
Hata 44 78.78 0.31 3.15
Genel Toplam 65

*P<0.05, **P<0.01

Her parametre ve cesitlerin ortalamalar1 arasinda etkilesim diizeylerini belirlemek

amactyla Duncan testi yapilmistir. Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.2 de verilmistir.

Her iki cesidinin zigotik embriyo eksplantindan yiiksek (% 80.00 — 100.00) oranda

slirgiin rejenerasyon elde edilmistir.

Filiz 99 cesidinde eksplant bagina siirgiin sayis1 1.00 — 2.50 adet arasinda ve Eresen 87
cesidinde ise 1.12 - 2.30 adet arasinda degismistir. Filiz 99 cesidinde en fazla siirgiin
olusum 0.25mg/l BAP - 0.00 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.1.a).
Kullanilmis embriyo eksplantin gelisen kokleri 7 - 10 giin sonra sismis olup, kallus
haline gelmislerdir (Sekil 4.1.b). Elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in kallus
uzaklastirild1 ve siirgiinleri 1mg/l IAA iceren ortamda koklendirilmistir (sekil 4.1.c,d).
Koklenmis 3-4 cm’lik bitkilerde ortalama 6 - 8 adet kok izlenmistir (Sekil 4.1.d,e).
Ortamda iki hafta kaldiktan sonra siirgiinler 3-4 cm boy almislardir. Eresen 87 ¢esinde
ise en fazla siirgiin sayist 0.25 mg/l BAP -1.00 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP -1.75 mg/l
NAA igeren ortamda izlenmistir. Her iki ¢esidine ait koklendirilmis siirgiinleri
(bitkileri) dis kosullara alistirmak amaciyla 1:1 toprak ve torf iceren saksilara sasirtarak
Materyal ve Yontem’de anlatildig gibi sera kosullarina biiylime, ciceklenme ve bakla

olusumu i¢in alinmustir (Sekil 4.1.e).
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Filiz 99 ¢esidinde eksplant basina siirgiin uzunlugu 2.13 — 6.90 cm arasinda ve Eresen
87 cesidinde 1.70 — 6.50 cm arasinda degismistir. Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esidinde
strastyla en uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP - 0.75 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP - 0.50 mg/1
NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir.

Cizelge 4.2 Farkli BAP ve NAA dozlarinin baklanin iki kiiltlir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait Duncan testi analizi

sonugclari

Hormon Siirgiin olusum yiizdesi Eksplant bagina siirgiin Eksplant bagina siirgiin
dozlar1 (mg/1) (%) ** Sayisi (adet)* uzunlugu (cm)*
BAP | NAA | Filiz 99 Eresen 87 | Filiz 99 Eresen 87 Filiz 99 Eresen 87
025 | 0.00 |93.33 ab |93.33 ab |2.50 a 1.60 abcd 2.30 bed 2.20 bed
0.25 | 0.25 | 100.00 a 100.00 a 1.90 abcd 2.20 abc 4.80 abcd 1.70 d
0.25 | 0.50 | 100.00 a 93.33 ab | 1.70 abcd 1.12 cd 3.90 abcd 6.50 a
025 | 0.75 |93.33 ab | 93.33 ab 1.40 abcd 1.40 abcd 6.90 a 2.90 bed
0.25 | 1.00 | 100.00 a 80.00 b 1.80 abcd 2.30 ab 5.30 abc 3.60 abcd
0.25 | 1.25 | 100.00 a 100.00 a 1.30 bed 2.00 abcd 5.60 ab 2.70 bed
0.25 | 1.50 | 80.00 b 100.00 a 1.13 cd 1.50 abcd 6.45 a 3.60 abcd
025 | 1.75 | 93.33 ab | 80.000 b 1.00 d 2.30 ab 3.60 abcd 2.20 bed
0.25 | 2.00 | 100.00 a 100.00 a 1.70 abcd 1.12 cd 2.70 bed 2.90 bed
0.25 | 225 |93.33 ab | 100.00 a 1.00 d 1.30 bed 2.60 bed 4.50 abcd

Kontrol 100.00 a 80.00 b 1.70 abcd 1.90 abcd 2.13 bed 1.90 cd

* Ay siitiinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gore 0.05 diizeyinde
farklilig1 gorilmiistiir.

** Ayni sutiinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gére 0.01 diizeyinde
farkliligr gorilmiistiir.
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Sekil 4.1 Baklanin Filiz 99 kiltir Cesidinde farkli BAP ve NAA dozlar1 kullanilarak
zigotik embriyo eksplantindan siirgilin rejenerasyonu

a. Zigotik embriyo eksplantindan elde edilen siirgiinler, b. Rejenerasyon ortamda bulunan hormon
etkisinden ortaya cikan kallus ve siskinlikler, c. Rejenere olmus siirgiileri koklendirmek i¢in kallusun
uzaklastirilmasi, d. 1 mg/l IAA iceren MS ortaminda koklenmis bitki, e. Iklim odasinda koklendirilmis ve
cigeklenmis bitkileri

4.1.2 Farklhh TDZ dozlarimin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo eksplantindan
siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 bakla c¢esidinin embriyo eksplantindan siirgiin

rejenerasyonu icin farkli dozda TDZ igeren ve agar ile katilastirilmis MS ortami
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kullanilmistir.  Yiizey sterilizasyondan sonra tohumlar1 24 saat steril saf suda
bekletilmis, daha sonra zigotik embriyolar: steril kabin igerisinde izole edilip, siirgiin
rejenerasyon icin 0.00, 0.05, 0.15, 0.25, 0.35, 0.45, 0.55 mg/l TDZ (6 konsantrasyon)
iceren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Ayrica, kontrol olarak MS ortami1 kullanilmistir.
Siirgiin olusum yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayist ve eksplant basina siirgiin
uzunlugu ile ilgili verilerinin varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.3’de verilmistir.

Elde edilen sonuglarina gore tiim ortamlarda % 100 siirgiin olusum izlendigi i¢in

varyans analizi yapilmamustir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 ve eksplant bagina siirglin uzunlugu bakimindan ortamlar

arasinda sirastyla 0.01 ve 0.05 diizeyinde énemli farklilik izlenmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 ve eksplant basina siirgiin uzunlugu bakimindan cesitler

arasinda 0.01 diizeyinde farklilik izlenmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 ve eksplant basina siirglin uzunlugu ile ortamlar X ¢esitler

interaksiyonu arasinda 0.05 diizeyinde farklilik meydana geldigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli TDZ dozlarmin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo eksplantindan
siirglin rejenerasyonunun etkisine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S.D. | Eksplant basina Eksplant basina
stirglin say1si slirgiin uzunlugu
(adet) (cm)
K.O. |F K.O. F
Ortamlar 6 2.15 5.33%* 14.91 2.52%
Cesitler 1 6.09 15.05%* | 138.84 | 23.46**
OrtamlarxCesitler | 6 0.95 2.35% 18.93 3.20%
Hata 28 0.40 591
Genel Toplam 41

*P<0.05, **P<0.01

Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmistir. Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 4.4 de verilmistir.
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Her iki ¢esidinin zigotik embriyo eksplantindan yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu

elde edilmistir.

Filiz 99 cesidinde eksplant basina siirgiin sayis1 3.00 — 5.33 adet arasinda ve Eresen 87
cesidinde ise 2.00 — 3.30 adet arasinda degismistir. Filiz 99 ¢esidinde en fazla siirgiin
0.15 mg/l TDZ igeren ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.2.a). Koklendirmeden once,
rejenere olmus siirgiin tabanlarinda bulunan deforme ve nekroz kitle bistiiri yardim ile
siirglinlerden uzaklastirilmistir (Sekil 4.2.a,b). Siirgiinler 1 mg/l IAA iceren MS
ortaminda koklendirilmistir (Sekil 4.2c). Eresen 87 ¢esinde ise en fazla siirgiin 0.55
mg/l TDZ igeren ortamda izlenmistir. Her iki ¢esidine ait koklendirilmis siirgiinleri
Materyal ve Yontem’de anlatildigi gibi saksilara sasirtilmis ve seraya aktarilmistir

(Sekil 4.2.d).

Filiz 99 ¢esidinde eksplant basina siirgiin uzunlugu 1.88 — 4.05 cm arasinda ve Eresen
87 ¢esidinde 2.70— 10.03 cm arasinda degismistir. Her iki ¢esidinde en uzun siirgiin
0.05 mg/l TDZ igeren MS ortamdan elde edilmistir.

Cizelge 4.4 Farkli TDZ dozlarmin baklanin iki kiiltiir ¢cesidinin embriyo eksplantindan
siirglin rejenerasyonunun etkisine ait Duncan testi analizi sonuglari

TDZ (mg/1) Siirgiin olusum Eksplant basina siirgiin | Eksplant bagina siirgiin
yiizdesi (%) sayis1 (adet)* uzunlugu (cm)*

Filiz 99 Eresen 87 Filiz 99 Eresen 87 Filiz 99 Eresen 87

0.05 100.00 100.00 3.00bcd | 233 cd [ 4.05cde | 10.03 a
0.15 100.00 100.00 5.33a 3.00 bed | 2.61 de | 8.77 ab
0.25 100.00 100.00 3.00bcd |2.66 cd |3.22 de | 6.77 abcd
0.35 100.00 100.00 3.00bcd |2.00 d 3.33 de | 8.16 abc
0.45 100.00 100.00 3.00bcd | 2.66 cd |2.88 de |5.22 bcde
0.55 100.00 100.00 4.00b 330 bc | 2.50 de | 2.70 de
kontrol 100.00 100.00 1.50 de 1.66 de | 1.88 e 4.30 bcde

*Ayni sutiinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gore 0.05 diizeyinde
farklilig1 gorilmustiir.
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Sekil 4.2 Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 kiiltiir ¢esidinin TDZ iceren ortamda zigotik
embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

a. Zigotik embriyo eksplantindan elde edilen siirgiinler, b. Rejenere olmus siirgiileri koklendirmek igin
uzamis siyah kok dokusunun uzaklastirilmasi, c. 1 mg/l IAA iceren MS ortaminda Filiz 99 kiiltiir
¢esidinin koklenmis hali, d. Koklenen bitkilerin saksilara aktarilmasi ve sera kosullarinda ¢igeklenmesi

4.1.3 Farkl siireler ile BAP hormonu ve priming yapilan iki bakla kiiltiir cesidinin
embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonunu

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esidinin zigotik embriyolar1 1, 2, 3 ve 4 saat siire ile 100
mg/l BAP igeren sivi MS ortaminda bekletildikten sonra agar ile katilastirilmis MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim ortamlarda %100 siirgiin
olusum izlendigi i¢in varyans analizi yapilmamistir. Geri kalan iki parametre ile ilgili

verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.5’de verilmistir.
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Eksplant basina siirgiin sayis1 ve eksplant bagina siirgiin uzunlugu bakimindan BAP

priming siireleri arasinda her hangibir farklilik izlenmmemistir.

Benzer sekilde, eksplant basma siirgiin sayis1 ve eksplant basina siirglin uzunlugu

bakimindan ¢esitler arasinda da her hangibir farklilik izlenmmemistir.

Ancak, eksplant bagina siirgilin sayis1 arasinda her hangi etkilesim bulumazken, eksplant
basma siirgiin uzunlugu acisindan BAP priming siireleri x cesitler intraksiyonu

arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.5 Farkli siireler ile BAP hormonu ve priming yapilan iki bakla kiiltiir
cesidinin embriyo eksplantindan silirglin rejenerasyonunun etkisine ait
varyans analizi sonuglari

V. K. S.D | Eksplant basina Eksplant bagina
surgun sayist stirglin uzunlugu
(adet) (cm)
K.O. |F K.O. F
BAP priming siireleri 3 1.05 1.80 14.78 1.26
Cesitler 1 0.66 1.14 17.34 1.48
BAP priming siireleri xCegsitler | 3 0.22 ]0.38 43.87 3.75*
Hata 16 |0.58 11.67
Genel Toplam 23
#P<0.05,

Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmis olup, elde edilen

sonuclar cizelge 4.6’da verilmistir.

Her iki ¢esidinde eksplant basina siirglin sayisi 1.00 - 2.00 adet arasinda degismistir
(Sekil 4.3.a).

Eksplant basina siirgiin uzunlugu ac¢isinda, Filiz 99 ¢esidinde 2.90- 11.67 cm arasinda
ve Eresen 87 ¢esidinde 8.00 - 11.33 cm arasinda degismistir (Sekil 4.3.b). En uzun
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stirgiin Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esidinde sirasiyla 2 saat ve 3 saat siire ile 100 mg/l BAP

iceren s1vi MS ortaminda priming ile elde edilmistir.

Ug (3) saat 100 mg/l BAP igeren sivi MS ortamda priming yapilmis embriyolardan
gelisen bitkilerde uzun, ince ve az sayida kok olusurken (Sekil 4.3.c) bu kokler 1 saat
100 mg/l BAP iceren sivi MS de bekletilmis embriyolardan gelisen bitkilerde daha
fazla, kalin ve kisa kokleri olusmustur (Sekil 4.3.d)

Cizelge 4.6 Farkl siireler ile BAP hormonu ve priming yapilan iki bakla kiiltiir
cesidinin embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait
Duncan testi analizi sonuglart

100 mg/l BAP ile Siirgiin olusum Eksplant bagina Eksplant bagina
priming siireleri yiizdesi (%) stirglin say1st stirgiin uzunlugu
(saat) (adet) (cm)*
Filiz99 | Eresen 87 | Filiz99 | Eresen 87 | Filiz 99 Eresen 87
Isaat 100.00 | 100.00 1.66 1.00 9.00 8.00 ab
ab
2saat 100.00 | 100.00 1.00 1.00 11.67a | 10.00 a
3saat 100.00 | 100.00 1.66 1.00 290 b | 1133 a
4saat 100.00 | 100.00 2.00 2.00 7.63 8.66 ab
ab

* Aymi sutiinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gére 0.05 diizeyinde
farkliligr goriilmiistir.
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Sekil 4.3 Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 Kkiiltiir ¢esidinin BAP hormonu ile priming
yapilmis zigotik embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

a. Baklanin (sol) Filiz 99 ve (sag) Eresen 87 gesidine ait zigotik embriyo eksplantindan elde edilen
stirgiinler, b. 2 saat siire ile 100 mg/l BAP sivi MS ortaminda priming sonucu Filiz 99 ¢esidinin embriyo
iizerinde gelisen yaklagik 11 cm uzunlukta siirglinler, c. 3 saat siire ile 100 mg/l BAP igeren sivi MS
ortaminda priming sonucu embriyolardan elde edilen siirgiinler iizerinde gelisen kok olusumu, d. 1 saat
stire ile 100 mg/l BAP igeren sivi MS ortaminda priming sonucu embriyolar1 {izerinde rejenere olan
stirgiinler iizerinde kok olusumu

4.1.4 100 mg/l sivi BAP hormonu ile 0, 12, 24 saat siire priming den sonra farkh
konsantrasyonda TDZ iceren MS ortaminda kiiltiire alinan iki bakla kiiltiir
cesidinin embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esidinin zigotik embriyolar steril kabin igerisinde izole

ettikten sonra O (priming yapmadan - kontrol), 12 ve 24 saat 100 mg/l BAP iceren sivi

MS ortaminda priming yapilmistir. Daha sonra siirgiin rejenerasyonu i¢in eksplantlari
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0.00, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 0.60 mg/l TDZ (6 konsantrasyon) iceren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Denemede MS ortami kontrol olarak kullanilmaistir.
Dort hafta sonra bitkileri koklendirmek amaciyla 1 mg/l IAA + 2 g/l aktif komiir iceren
MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Ardindan koklenen bitkilerin  dis  kosullara

adaptasyonunu saglamak i¢in 1:1 oraninda torf ve toprak iceren saksilar kullanilmistir.

Priming yapmadan kiiltiire alinan eksplantlarin (kontrol) farkli konsantrasyonlarda
TDZ iceren MS ortamina kiiltiire alinmasi

Priming yapmadan farkli konsantrasyonlarda embriyo eksplantlarin TDZ iceren MS
ortamina kiiltlire alinmas1 sonucu elde edilen verilerin varyans analizi yapilmistir. her
iki ¢esidinde siirgiin olusum ylizdesi, eksplant basina siirgiin sayis1 ve eksplant basina
siirglin uzunluguna ait parametreler incelenmistir ve ortamlar ve cesitler arasinda

herhangi bir farklilik gériillmemeistir.

Eksplant basina siirglin uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda 0.05 diizeyinde ve
cesitler arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde gozlenmistir. Ancak eksplant basina yan
stirgiin sayis1 bakimindan, ortamlar X ¢esitler interaksiyonu agisindan her iki (Filiz 99
ve Eresen 87) cesidinde 0.05 diizeyinde farklilik izlenmistir. Ortamlar ve g¢esitler
arasindaki farkliligin ise sirastyla 0.05 ve 0.01 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Priming yapmadan (kontrol) farkli konsantrasyonda TDZ iceren MS
ortamina kiiltiire alinmasi sonucu iki bakla kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonun etkisine ait variyans analizi sonuglari

V. K. S.D | Siirgiin olusturan | Eksplant bagina Eksplant basina Eksplant basina
yiizdesi (%) surglin sayist stirgiin uzunlugu | yan siirgiin say1s1
(adet) (cm) (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. |F
Ortamlar 6 85.71 0.90 3.09 2.32 25.40 1.84 1.85 3.12%*
Cesitler 1 152.38 | 1.60 0.09 0.07 0.19 0.01 14.88 | 25.00%**
OrtamlarxCesitler | 6 85.71 0.90 1.31 0.98 4.24 0.30 1.71 2.88*
Hata 28 95.23 1.33 13.73 0.59
Genel Toplam 41

*P<0.05, **P<0.01
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Her 2 gesit ve her 4 parametrelerle ilgili ortalamalar ¢izelge 4.8’de verimistir.

Her iki ¢esidinde %80 - 100 arasinda siirgiin olusum izlenmistir.

Eksplant bagina siirgiin sayist ve eksplant basma siirglin uzunlugu her iki cesitte
sirastyla 1.33 - 4.00 adet ve 2.94 - 9.83 cm arasinda degismektedir (Sekil 4.4.a).
Rejenerasyon ortamda bulunan hormon etkisinden dolay1 ortaya ¢ikan siyah ve dlmiis
dokular siirglinlerden uzaklastirilmistir (Sekil 4.4.a,b) ve daha sonra bitkileri
koklendirmek amaciyla 1mg/l IAA + 2 g/l aktif komiir iceren MS ortamina kiiltiire
almmustir (Sekil 4.4 ¢). Ug hafta sonra koklenen bitkiler ve ayrica, koklenme ortaminda
ciceklenen bitkiler dogrudan 1:1 oranda torf ile toprak karisimi iceren saksilara

sasirtilmistir (Sekil 4.4. d,e).

Eksplant basina yan siirgiin sayis1 Filiz 99 cesidinde 0.00 — 2.66 adet arasinda
degismekteyken Eresen 87 ¢esidinde 0.00 - 1.33 adet arasinda degismistir. En fazla yan
stirgiin sayis1 Filiz 99 ¢esidine ait 0.20 mg/l TDZ iceren MS ortaminda raslanmustir.

Cizelge 4.8 Priming yapmadan (kontrol) farkli konsantrasyonda TDZ Iceren MS
ortamina kiiltiire alinmasi sonucu iki bakla kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonunu

TDZ Siirgiin olusum | Eksplant bagina | Eksplant bagina | Eksplant bagina yan

(mg/l) yiizdesi (%) siirgiin say1s1 siirgiin siirgiin sayisi (adet)*
(adet) uzunlugu (cm)
Filiz | Eresen | Filiz | Eresen | Filiz | Eresen | Filiz99 | Eresen 87
99 87 99 87 99 87

0.10 100.00 | 100.00 | 2.33 1.66 7.11 6.00 0.66 ¢ 033 c
0.20 100.00 | 100.00 | 2.33 2.66 8.11 6.55 2.66 a 1.33 abc
0.30 100.00 | 100.00 | 4.00 2.30 3.12 6.26 0.00 ¢ 0.66 bc
0.40 100.00 | 100.00 | 2.30 3.30 4.22 5.71 1.33 abc | 033 ¢
0.50 100.00 | 93.33 | 3.33 4.00 2.94 3.33 233 a 033 ¢
0.60 100.00 | 80.00 | 2.33 3.00 5.00 4.60 200 ab | 0.00 ¢
kontrol | 100.00 | 100.00 | 1.33 1.66 1.83 3.83 233 a 0.00 ¢

* Ayni sutlinde farkli harflerle gésterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglaria gore 0.05 diizeyinde farklilig
gorilmiistir.
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Sekil 4.4 Baklanin Eresen 87 kiiltiir ¢cesidinin BAP hormonu ile priming yapmadan ve
TDZ iceren MS ortamda zigotik embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

a. Bakla zigotik embriyo eksplantindan elde edilen siirgiinler ve rejenerasyon ortamda taban kisminda
bulunan hormon etkisinden dolay1 ortaya ¢ikan siyah ve 6lmiis dokular/kitleri, b. Rejenerasyon esnasinda
stirgiinlerin taban kisminda bulunan siyah ve 6lmiis dokularin/kitlerin siirglinlerden uzaklastirmasi, c.
1mg/l IAA + 2 g/l aktif komiir igeren MS ortaminda kdklenmis bitkiler, d. Koklenme ortaminda hem kok
ve hem ¢igeklenen bitki, e. Koklenmis ve ¢i¢ek olusturmus bitkilerin dogrudan saksilara sasirtilmast
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Swvi 100 mg/l BAP Hormonu Ile 12 Saat Priming Yaptiktan Sonra Farkli Oranda
TDZ I¢eren MS Ortaminda Kiiltiire Alinmasi

Ikinci uygulamada Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esidinin embriyo eksplanti sivi olarak
hazirlanmis 100 mg/l BAP hormonu Siispansiyonuyla 12 saat priming yaptiktan sonra

farkli oranda TDZ iceren MS ortamina kiiltiire alinmistir.

Eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant basina siirgiin uzunlugu, eksplant basina yan

stirgiin sayis1 bakimindan ortamlar arasinda her hangi faklilig1 goriilmemistir.

Eksplant basina siirgiin sayist bakimindan ¢esitler arasinda 0.05 diizeyinde farklilik
izlenirken, eksplant basina siirgiin uzunlugu ve eksplant basina yan siirgiin sayisi

bakimindan ortamlar arasinda herhangi bir faklilik goriilmemistir.

Eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant basina siirgiin uzunlugu, eksplant basina yan
sirglin sayis1 ile Ortamlar X Cesitler interaksiyonuarasinda herhangi bir etkilesim

goriilmemistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 Siv1 olarak hazirlanmis 100 mg/l BAP Hormonu siispansiyonu ile 12 saat
priming yaptiktan sonra farkli oranda TDZ igeren MS ortamina kiiltiire
alman 1ki bakla kiltir c¢esidinin embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonunun etkisine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S.D. | Eksplant basina | Eksplant bagina | Eksplant basina

siirglin say1st stirglin uzunlugu | yan siirgiin sayist

(adet) (cm) (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F

Ortamlar 6 1.82 1.56 5.08 1.19 1.48 1.03
Cesitler 1 6.09 5.22% 4.27 1.00 1.52 1.06
OrtamlarxCesitler | 6 1.65 1.41 5.75 1.35 1.24 0.88
Hata 28 1.16 4.24 1.42
Genel Toplam 41

*P<0.05, **P<0.01

Cizelge 4.10. sonuglarina gore, eksplant basina siirglin sayisi1 agisinda Eresen 87
cesidinde en fazla 3.47 adet siirgiin ve Filiz 99 ¢esidinde 2.71 siirgiin elde etmistir.
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Her iki ¢esidinde %100 siirglin olusum izlenmistir.

Ayrica Filiz 99 ve Eresen 87 cesidinde sirasiyla eksplant bagina 2.71 ve 3.47 adet
slirgiin, ortalama eksplant basina 4.32 ve 3.68 cm siirglin uzunlugu, eksplant basina 1.19
ve 1.57 adet yan siirgiin elde edilmistir.

Cizelge 4.10 Siv1 olarak hazirlanmis 100 mg/l BAP hormonu siispansiyon ile embriyo
eksplantlarin 12 saat priming yaptiktan sonra farkli oranda TDZ igeren
MS ortaminda kiiltiire alinan iki bakla kiltiir ¢esidinin siirgiin

rejenerasyonunun etkisine ait T testi analizi sonuglari

Cesitler Siirgiin Eksplant bagina Eksplant bagina Eksplant
olusum slirgilin sayisi stirglin uzunlugu basina yan
yiizdesi (%) (adet)* (cm) slirglin sayist

(adet)

Filiz 99 100 2.71 4.32 1.19

Eresen 87 100 3.47* 3.68 1.57

Ayni siitiinde * igaretle gosterilen ortalamalar arasinda t testi sonuglarina gore 0.05 diizeyinde farkliligi goriilmiistiir.

St olarak hazirlanmig 100 mg/l BAP hormonu siispansiyon ile 24 saat priming
yaptiktan sonra farkli oranda TDZ iceren MS ortamina kiiltiire alinmasi

S1v1 olarak 100 mg/l BAP hormonu siispansiyon ile 24 saat priming yaptiktan sonra, her
iki (Filiz 99 ve Eresen 87) cesidinin farkli parametrelerinden elde edilen verilerin

varyans analizi yapilmistir.

Elde edilen sonuclara gore eksplant basina silirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, eksplant
basina yan slirglin sayist bakimindan ortamlar arasinda herhangi bir farklilik

goriilmemistir.

Benzer sekilde eksplant bagina siirgiin sayisi, eksplant bagina siirglin uzunlugu, eksplant
basina yan siirgiin sayist1 bakimindan c¢esitler arasinda herhangi bir farklilik
goriilmemistir.

Eksplant basina siirglin sayis1 ve eksplant bagina siirglin uzunlugu parametreleri

bakimindan ortamlar X cesitler interaksiyonu arasinda herhangi bir etkilesim
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izlenmezken, eksplant bagina yan siirgiin sayisi ile ortamlar X gesitler interaksiyonu

arasinda 0.05 diizeyinde farklilik goriilmiistiir (Cizelge 4. 11).

Cizelge 4.11 Siv1 olarak hazirlanmis 100 mg/l BAP hormonu siispansiyon ile 24 saat
priming yaptiktan sonra iki bakla kiiltiir ¢esidinin embriyo eksplantlarin
farkli oranda TDZ igeren MS ortamina kiiltiire alinmasi ile siirglin

rejenerasyonunun etkisine ait varyans analizi sonuglari

V. K. S.D. | Eksplant bagina | Eksplant basina | Eksplant basina
siirglin sayist stirglin uzunlugu | yan siirgiin (adet)
(adet) (cm)
K.O. F K.O. |F K.O. F
Ortamlar 6 2.22 2.77 2.27 0.51 0.15 0.09
Cesitler 1 0.01 0.01 0.16 | 0.03 2.38 1.44
OrtamlarxCesitler | 6 0.67 0.83 3.21 0.73 4.38 2.66*
Hata 28 0.80 4.40 1.64
Genel Toplam 41
*P<0.05

Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi yapilmistir. Parametrelere ait

ortalmalar1 ve Duncan testi sonuglari cizelge 4.12 de verilmistir.

Filiz 99 hemde Eresen 87 ¢esidinin zigotik embriyo eksplantindan % 100 oranda siirgiin

olusumu gézlenmistir.

Ayrica her iki Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esidinde sirasiyla eksplant basina ortalama 2.00 ve

4.50 adet siirgiin ve ortalama 2.11 ve 5.47 cm siirgilin uzunlugu elde edilmistir.

Filiz 99 ¢esidinde eksplant basina yan siirgilin sayist 0.66 — 3.33 adet arasinda ve Eresen
87 cesidinde ise 0.30 — 3.00 adet arasinda degismistir. Filiz 99 cesidinde en fazla siirgiin
olusum 0.60 mg/l TDZ iceren ortamdan elde edilmistir. Eresen 87 cesinde ise en fazla

stirgiin sayis1 kontrol ortaminda izlenmistir.
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Cizelge 4.12 Siv1 olarak hazirlanmig 100 mg/l BAP hormonu siispansiyon ile 24 saat
priming yaptiktan sonra iki bakla kiiltlir ¢cesidinin embriyo eksplantlarin
farkli oranda TDZ igeren MS ortamina kiiltiire alinmasi ile siirgiin

rejenerasyonunun etkisine ait Duncan testi sonuglari

TDZ Siirgiin olusum Eksplant basina Eksplant bagina Eksplant bagina yan

(mg/1) yiizdesi (%) stirgiin say1s1 (adet) siirgiin uzunlugu stirgiin (adet)*
cm)
Filiz Eresen Filiz Eresen 87 Filiz Eresen 87 | Filiz 99 Eresen 87
99 87 99 99

0.10 100.00 | 100.00 4.00 4.00 3.19 2.32 0.66 bc 2.66 abc

0.20 100.00 | 100.00 3.00 3.00 2.99 4.33 2.00 be 1.60 abc

0.30 100.00 | 100.00 3.00 3.66 2.11 2.30 1.30abc | 2.30 abc

0.40 100.00 | 100.00 3.00 3.00 5.47 2.44 1.30 be 2.60 abc

0.50 100.00 | 100.00 2.66 3.66 3.21 4.18 1.60 be 2.30 abc

0.60 100.00 | 100.00 4.50 4.00 2.87 3.38 330a 0.30c
Kontro | 100.00 | 100.00 1.33 be 3.00 ab

1 3.00 2.00 3.49 3.50

*Ayni sutlinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gore 0.05 diizeyinde farklilig1
gOriilmiistiir.

4.1.5 iki bakla kiiltiir cesidinin embriyo eksplantin 24 saat hidropriming yaptiktan
sonra farkh oranda BAP iceren MS ortamina Kkiiltiire alinmasi

Her iki ¢esidinden 24 saat steril saf su ile priming yapilmis ardindan bistiiri yardimiyla
baklalrdan kotiledonlar uzaklastirilmis ve zigotik embriyolar1 izole edilmistir. Daha
sonra Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu igin farkli konsantrasyonda BAP iceren MS ortami kullanilmistir. Siirgiin
rejenerasyon icin 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00 mg/l BAP (9
konsantrasyonun) iceren MS ortaminda kiiltire almmustir. Ug hafta sonra gelisen
stirgiinler ana govdeden bistiiri yardimiyla steril kabin i¢inde ayrilip 1mg/l IAA igeren

MS ortamina koklendirmek igin aktarilmistir (sekil 4.5¢,d).

Eksplant basina siirgiin sayis1 ve silirglin uzunlugu ile ilgili verilerinin varyans analizi
sonuglari cizelge 4.13°de verilmistir.

Elde edilen sonuglarina gore, eksplant bagina siirglin sayis1 ile ortamlar arasinda 0.05
diizeyinde onemli farklilik izlenmistir. Ancak, eksplant bagina siirgiin uzunlugu

bakimindan ortamlar arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir.
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Eksplant bagina siirgiin sayis1 ve eksplant basina siirgiin uzunlugu ile cesitler arasinda

herhangi bir farklilik gériilmemistir.

Eksplant basina siirgiin sayisi ve eksplant basina siirgiin uzunlugu bakimindan ortamlar

x gesitler interaksiyonu arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir.

Cizelge 4.13 ki bakla kiiltiir cesidinin embriyo eksplantin 24 saat hidropriming
yaptiktan sonra farkli oranda BAP iceren MS ortamima kiiltiire
alimmasinin siirgiin rejenerasyonuna etkisi ait varyans analizi sonuglari

V. K. S.D Eksplant bagina siirgiin Eksplant bagina siirgiin
sayisi (adet) uzunlugu (cm)

K.O. F K.O. F

Ortamlar 8 9.33 2.21% 2.06 0.93

Cesitler 1 7.40 1.75 6.73 3.06

OrtamlarxCegitler | 8 7.65 1.81 3.63 1.65

Hata 36 | 4.22 2.20

Genel Toplam 53

* P<0.05

Eksplant basina siirgiin sayis1 5.50 — 10.00 adet arasinda degismektedir. En fazla siirgiin
olusum 5.00 mg/l BAP igeren ortamdan elde edilmisken en az siirgiin sayist ise 1.00

mg/l BAP iceren ortamda izlenmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Iki bakla Kkiiltiir ¢esidinin embriyo eksplantin 24 saat hidropriming
yaptiktan sonra farkli oranda BAP igeren MS ortamina kiiltiire alinmasi
sonucu siirgiin rejenerasyonuna ait Duncan testi sonuglari

Bap (mg/1) Eksplant Bagina Siirgiin Saysi1 (adet)

1.00 5.50 cd

2.00 7.66 abc

3.00 8.66 abc

4.00 6.50 bc

5.00 10.00 a

6.00 9.16 ab

7.00 8.33 abc

8.00 8.16 abc

9.00 6.00 c

* Ayni suttinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gore 0.05 diizeyinde
farklilig1 gorilmiistir
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izelge 4.15 verilerine gore, her iki ¢esidinde %100 siirglin olusum izlenmistir.
g g

Eksplant basina siirgiin sayis1 Filiz 99 ve Eresen 87 cesitleri arasinda 5.70- 10.33 adet
arasinda degismistir (Sekil 4.5.a).

Ayrica, eksplant basmna siirgiin uzunlugu her iki gesitte 1.60- 5.95 cm arasinda

izlenmistir.

Her iki ¢esidine ait koklenmis siirgiinleri (bitkileri) dis kosullarina alistirmak amaciyla
1:1 toprak ve torf iceren saksilara sasirtilarak Materiyal & YoOntemde anlatildigi gibi
seraya sasirtilmistir (Sekil 4.5.e)

Cizelge 4.15 ki bakla kiiltiir cesidinin embriyo eksplantin 24 saat hidropriming
yaptiktan sonra farkli oranda BAP igeren MS ortamina kiiltiire alinmast
sonucu siirgiin rejenerasyonuna etkisi ait Duncan testi sonuglari

Siirgiin olusum Eksplant basina Eksplant bagina

Bap yiizdesi (%) siirgiin sayisi (adet)™ stirgiin uzunlugu
(mg/l) cm)™®

Filiz 99 | Eresen 87 | Filiz 99 | Eresen 87 | Filiz 99 | Eresen 87

1 100.00 | 100.00 6.66 5.30 2.63 1.75
2 100.00 | 100.00 8.66 6.70 2.55 3.24
3 100.00 | 100.00 10.33 7.00 2.44 2.12
4 100.00 | 100.00 7.00 6.00 2.61 2.30
5 100.00 | 100.00 9.70 10.30 1.75 2.58
6 100.00 | 100.00 9.30 9.00 1.70 1.64
7 100.00 | 100.00 9.00 7.70 2.12 2.54
8 100.00 | 100.00 10.00 6.30 1.74 3.37
9 100.00 | 100.00 5.70 6.30 1.60 5.95

 Aynu siitiindeki veriler arasinda onemsiz farklilik goriilmiistiir
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Sekil 4.5 Baklanin Eresen 87 kiiltiir ¢esidinin BAP iceren MS ortamlarinda zigotik
embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

a. Bakla zigotik embriyo eksplantindan elde edilen siirgiinler, b. ve c. Siirgiin rejenerasyon ortamlarindan
ortaya ¢ikan siyah ve 6lii dokularmn siirgiinlerden uzaklastirmasi ve ayrilmasi, d. Tek siirgiinlerin 1mg/1
IAA igeren MS ortaminda koklendirmeye alinmasi, e. Koklenen ve ayrica tekrardan siirglin olugturan
bitkileri

4.1.6 Farkhh BAP + 0.01 mg/l NAA dozlarinin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirglin rejenerasyonu
icin farkli dozda BAP — NAA iceren agar ile katilagtirllmig MS ortam1 kullanilmistir.
Her iki c¢esidinde zigotik embriyolar1 steril kabin igerisinde izole edilip, slirgiin
rejenerasyon icin 0.01 mg/l NAA — 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00 mg/l BAP (6
kombinasyon) igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Eksplant basina siirgiin sayist,
stirgiin uzunlugu ve eksplant basina yan siirgiin sayis1 ile ilgili verilerinin varyans

analizi sonuglar1 (Cizelge 4.16)’de verilmistir.
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Elde edilen sonuglara gore her her iki ¢esidinde eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant
basina siirgiin uzunlugu ve eksplant basina yan siirgiin sayist parametreleri bakimindan

ortamlar arasinda her hangi farkliligina rastlanamamastir.

Ayni sekilde eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant bagina siirgiin uzunlugu ve eksplant
basina yan siirglin sayist bakimindan varyans analizi sonucu ortamlar x cesitler

etkilesimi bulunmamustir.

Cizelge 4.16 Farkli BAP ve NAA dozlarmin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait varyans analizi

sonuglari

V.K. S.D | Eksplant bagina | Eksplant bagina | Eksplant basina yan
surgun sayist stirglin uzunlugu surgun sayist
(adet) (cm) (adet)
K.O. F K.O. |F K.O. F

Ortamlar 5 3.22 0.98 2.39 0.96 3.31 0.82
Cesitler 1 3.36 1.02 1.34 0.54 1.00 0.25
OrtamlarxCesitler | 5 1.36 0.41 1.28 0.51 2.80 0.70
Hata 24 | 3.27 2.49 4.00
Genel Toplam 35

Ortalamalarla ilgili Duncan analizi sonuglari ¢izelge 4.17 de verilmistir.

Cizelge’de gosterdigi gibi her iki ¢esidinde % 100 siirgilin olusum izlenmistir.

Eksplant basina siirgiin sayist her iki Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinde 3.33- 5.66 adet
arasinda degismistir (Sekil 4.6.a,b). Her iki cesidin zigotik embriyo eksplantlari
bulundugu rejenerasyon ortamlarinda radikula bolgelerinde belirgin  kararmis
kallus/kitle olusumu izlenmistir (Sekil 4.6.b,c). Kallus ve nekroz olmus dokular
sirglinlerden uzaklastinlmis ve 1 mg/l TIAA iceren MS ortaminda koklendirmeye

alinmistir (Sekil 4.6.d,e).
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Siirgiin uzunlugu ve eksplant bagina yan siirgiin sayist sirastyla 2.47 - 4.95 cm arasinda

ve 0.33- 4.00 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.17 Farkli BAP ve NAA dozlarmin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait ortalama cizelgesi

Hormon Siirgiin olugum Eksplant bagina Eksplant bagina Eksplant bagina
dozlar yiizdesi (%) siirgilin sayis1 (adet) stirgiin uzunlugu yan siirgiin sayisi
(mg/1) (cm) (adet)

BAP | NA | Filiz 99 Eresen | Filiz 99 Eresen | Filiz 99 Eresen | Filiz 99 Eresen
A 87 87 87 87
1.00 | 0.01 | 100.00 100.00 | 5.33 5.66 3.18 3.81 1.66 0.33
2.00 | 0.01 | 100.00 100.00 | 5.00 5.00 3.44 2.87 4.00 2.33
3.00 | 0.01 | 100.00 100.00 3.33 5.33 2.47 3.10 1.66 2.33
4.00 | 0.01 | 100.00 100.00 | 4.00 4.66 3.05 4.75 3.33 1.66
5.00 | 0.01 | 100.00 100.00 3.66 3.00 4.30 3.50 2.00 2.66
6.00 | 0.01 | 100.00 100.00 3.66 5.00 4.21 4.94 1.00 2.33
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Sekil 4.6 Baklanin iki kiiltiir ¢esidinin zigotik embriyo eksplantindan BAP - NAA
iceren ortamda bitki rejenerasyonuna etkileri

a. Filiz 99 ¢esidine ait rejenere olan siirgiinler, b. Eresen 87 c¢esidine ait rejenere olan siirgiinler, c.
Radikula bolgesinde olusan kallus ve siskinlikler, d. Filiz 99 ve Eresen 87 cesidine ait Rejenere olmus
stirgiilerin koklendirmek i¢in olusan kallus ve siskinliklerin uzaklagtirilmis goriiniimi, e. 1 mg/l IAA
iceren MS ortaminda koklenmis bitki

4.1.7 Farkh BAP + 0.02 mg/l NAA dozlarimin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 bakla g¢esitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu i¢in farkli dozda BAP — NAA igeren MS ortami kullanilmistir. Zigotik
embriyolardan kotiledonlar izole ettikten sonra, siirgiin rejenerasyon i¢in 0.02 mg/l

NAA - 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00 mg/l BAP (6 kombinasyon) iceren MS
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ortamina kiiltiire alinmigtir. Eksplant basina siirgilin sayisi, siirglin uzunlugu ve eksplant
basina yan siirgiin sayisi ile ilgili verilerinin varyans analizi sonuglar1 (Cizelge 4.18)’de

verilmistir.

Elde edilen sonuglaria gore ekplant basina siirgiin sayisi bakimindan ortamlar arasinda
0.05 diizeyinde onemli farkliklar ortaya ¢ikmistir. Siirglin uzunlugu ve eksplant basina

yan siirgiin sayist bakimindan ortamlar arasinda farklilik rastlanamamustir.

Eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant basina siirgiin uzunlugu ve eksplant basina yan

slirgilin sayis1 bakimindan ¢esitler arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir.

Ayni sekilde denemede kullanilan her iki ¢esitte, eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant
basina siirgiin uzunlugu ve eksplant basina yan siirglin sayist bakimindan ortamlar x

cesitler interaksiyonunda da herhangi bir farklilig1 gériilmemistir.

Siirgiin  olusum yilizdesi tiim ortamlarda % 100 oldugu i¢in varyans analizi
yapilmamustir.

Cizelge 4.18 Farkl1 BAP + 0.02 mg/l NAA dozlarinin baklanin iki kiiltiir ¢cesidinin
embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait varyans
analizi sonuglari

V. K. S.D. | Eksplant basina | Eksplant basina Eksplant bagina

surglin sayist slirgiin uzunlugu | yan siirgiin sayist

(adet) (cm) (adet)
K.O. F K.O. |F K.O. F
Ortamlar 5 4.80 2.50*% | 2.17 1.54 2.64 0.78
Cesitler 1 2.77 1.44 0.15 0.11 1.00 0.29
OrtamlarxCesitler | 5 0.44 0.23 0.89 0.63 3.73 1.10
Hata 24 1.91 1.40 3.38
Genel Toplam 35
* P<0.05

Her iki cesite ait eksplant basina siirglin sayist ortalama 3.16 — 5.50 adet arasinda

degismektedir (Sekil 4.7.a). En fazla siirgiin olusum 1.00 mg/l BAP + 0.02 mg/l NAA
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iceren ortamdan elde edilmisken en az siirgiin sayisi ise 6.00 mg/l BAP + 0.02 mg/I

NAA igeren ortamda izlenmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19 Farkli BAP ve NAA iceren MS ortaminda iki bakla kiiltiir ¢esidinin

eksplant basina siirgiin sayisina ait Duncan testi analizi sonuglari

Hormon dozlari Eksplant bagina siirgiin
(mg/1) sayis1 (adet)*
BAP NAA
1.00 0.02 550 a
2.00 0.02 4.00 abc
3.00 0.02 3.66 bc
4.00 0.02 3.66 bc
5.00 0.02 5.00 ab
6.00 0.02 316 ¢

*Ayn sutlinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarma gore 0.05 diizeyinde farklilig
gorilmiistiir

Ortamlar ile ilgili sonuglar cizelge 4.20 de verilmistir.

Filiz 99 hemde Eresen 87 ¢esidinin zigotik embriyo eksplantindan %100 oranda siirgiin

olusumu gézlenmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 her iki cesitte 3.00- 5.66 adet arasinda degismektedir
(Sekil 4.7.a).

Stirglinler bulundugu rejenerasyon ortamlarinda ve koklendirme ortamina aktarmadan

radikula bolgesinde sisme goriilmiis ve daha sonra kokler ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.7.b).

Ayrica eksplant basina siirgiin uzunlugu ve eksplant basina yan siirglin agisindan
strastyala, 1.82 - 3.88 cm ve 0.33 - 3.67 adet arasinda her iki Filiz 99 ve Eresen 87
cesitlerinde degismistir.

Her iki ¢eside ait olan bitkiler bulundugu rejenerasyon ortamlarinda biiyiiyerek kokleri

gelistirilmistir (Sekil 4.7.c,d).
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Cizelge 4.20 Farkli BAP ve NAA dozlarmin baklanin iki kiiltiir ¢esidinin embriyo
eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait ortalama cizelgesi

Hormon Siirgiin olugum Eksplant basina Eksplant basina Eksplant basina yan

dozlar1 (mg/1) tizdesi (%) siirgiin sayist stirgiin uzunlugu stirgiin sayis1 (adet)
(adet)* (cm)

BAP | NAA | Filiz99 | Eresen87 | Filiz99 | Eresen87 | Filiz99 | Eresen87 | Filiz 99 | Eresen87
1.00 | 0.02 | 100.00 100.00 5.33 5.66 3.39 3.81 1.66 0.333
2.00 | 0.02 | 100.00 100.00 4.33 3.66 3.71 2.20 2.00 3.33
3.00 | 0.02 | 100.00 100.00 4.00 3.33 1.82 2.26 3.33 1.33
4.00 | 0.02 | 100.00 100.00 4.33 3.00 3.11 2.55 3.67 2.00
5.00 | 0.02 | 100.00 100.00 5.33 4.66 2.94 3.00 1.66 3.33
6.00 | 0.02 | 100.00 100.00 3.33 3.00 3.54 3.88 2.00 2.00

*Ayni sutlinde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda Duncan testi sonuglarina gore 0.05 diizeyinde farklilig:

gorilmiistiir
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Sekil 4.7 Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 kiiltiir ¢esidinin BAP- NAA iceren MS
ortamda zigotik embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

a. Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerine ait embriyo ekseninden elde edilen siirgiinler, b. Siirgiin
rejenerasyonunda bulunan siirgiinlerin taban kisminda olusan kallus ve kokler, c. Rejenerasyon ortaminda
gelisen ve kok olusturan bitkiler, d. Koklenmis ve olgun bitki

4.1.8 Farklh BAP, NAA, L-Glutamin ve Casein Hydrolysate konsantrasyonlarin
Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu

Filiz 99 ve Eresen 87 bakla cesitlerinin embriyolar1 embriyolari izole ettikten sonra 1.00

mg/l BAP + 0.10 NAA ve 100 mg/l L-Glutamine ile 200 mg/l kasein Hidrolizat (KH)
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iceren MS ortamina kiiltiire alimmistir. Ug hafta sonra siirgiinleri 1 mg/l NAA + 2g/1
aktif komiir iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Daha sonra kdklenen bitkileri dig
kosullara alistirmak amaciyla 1:1 torf ile toprak karisim igeren saksilara aktarilmis
kontrollu sera kosullarda adaptasyon saglanmistir. D1s sartlara alisan bitkilerde ¢icek ve

tohum baglanmasi1 goriilmistiir.

Eksplant basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, eksplant basina yan siirgiin sayisi ve

kok uzunlugu ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.21°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore eksplant basina yan siirglin sayisi ile eksplant basina kok
uzunlugu karakterleri bakimindan gesitler arasinda 0.05 diizeyinde onemli farklilik

izlenmistir.

Her iki Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinde eksplant basina siirglin sayis1 ve slirgiin

uzunlugu agisindan 6nemli bir farklilik goriilmemistir raslanmamastir.

Cizelge 4.21 Farkli BAP, NAA, L-Glutamin ve Casein Hydrolysate dozlarinda iki
kiiltiir ¢esidinin embriyo eksplantindan siirgilin rejenerasyonu etkisine ait
varyans analizi sonuglari

V. K. S.D Eksplant basina Eksplant basina Eksplant bagina | Bitki bagina kok
siirgilin sayist stirgiin uzunlugu | yan siirgiin sayisi uzunlugu (cm)
(adet) (cm) (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Cesitler 1 0.88 1.69 | 0.17 1.71 0.88 10.79*% | 4.50 8.16%
Hata 4 0.52 0.09 0.08 0.55

Genel Toplam | 5

*P<0.05

Etkilesim diizeyini tespit etmek amaciyla T testi yapilmistir. T testi sonuglari cizelge

4.22 de verilmistir.

Filiz 99 hemde Eresen 87 ¢esidinin zigotik embriyo eksplantindan % 100 oranda siirgiin

olusumu gézlenmistir.
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Filiz 99 ¢esidinde en fazla 6.00 adet ve Eresen 87 ¢esidinde 5.03 adet siirgiin sayilmistir
(sekil 4.8a). kok bolgesinde olusan siyah dokular ve kitleler uzaklastirilmis, siirgtinleri 1
mg/l NAA + 2g/1 aktif komiir iceren MS ortamina koklendirme amaciyla kiiltiire
alinmistir (Sekil 4.8.b,c).

Cesitler arasinda en fazla 4.20 adet yan siirgiin Filiz 99 ¢esidine aitken bu say1 Eresen

87 ¢esidinde 3.43 adet olarak sayilmistir.

Eresen 87 c¢esidinde en uzun kok 14.63 cm bulunurken bu rakam Filiz 99 ¢esidinde
12.90 cm’e diismektedir. Koklendirme ortamlarinin olumlu etkisinden dolay1 kdklenen

bitkiler tizerinde tekrar siirgiin olusum da izlenmistir (Sekil 4.8.d).

Filiz 99 c¢esidinde en uzun siirgiin 2.63 ve Eresen 87 cesidinde ise 3.00 cm olarak
sayilmistir.Her iki c¢eside ait olan koklendirilmis siirglinler Materiyel ve Yontemde

anlatildig1 gibi saksilara sasirtilmis ve seraya aktarilmistir (Sekil 4.8.e).

Cizelge 4.22 Farkli BAP, NAA, L-Glutamin ve Casein Hydrolysate dozlarinda iki
kiiltiir ¢esidinin embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu etkisine ait T test
analizi sonuglari

Cesitler Siirgiin Eksplant basina Eksplant bagina Eksplant Bitki bagina
olusum stirgiin sayist stirgiin uzunlugu basimna yan kok uzunlugu
tizdesi (%) (adet) (cm) siirgiin (adet)* (cm)*
Filiz 99 100 6.00 2.63 4.20 * 12.90
Eresen 87 | 100 5.03 3.00 3.43 14.63 *

Ayni siitiinde * igaretle gosterilen ortalamalar arasinda t testi sonuglarina gore 0.05 diizeyinde farkliligi goriilmiistiir.
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Sekil 4.8 Filiz 99 ve Eresen 87 bakla kiiltiir bakla ¢esitlerinin BAP, NAA, L-Glutamin
ve Casein Hydrolysate iceren ortamda zigotik embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu

a. Filiz 99 ve Eresen 87 bakla gesitlerinin zigotik embriyo eksplantindan elde edilen siirgiinler, b. Filiz 99
ve Eresen 87 bakla gesitlerinin kok bolgesinde olusan nekrozlu kitleleri ve sismelerin uzaklastirilmasi, c.
1 mg/l NAA + 2g/1 aktif komiir iceren MS koklendirme ortaminda, d. koklenen bitkiler iizerinde tekrar
stirgiin olusmu, e. Koklenen bitkilerin 1:1 oranda torf ile toprak karigim i¢eren saksilara sasirtilmasi

71



4.2 In vitro’da Gelistirilen Bitkiciklerin Dis Sartlarina Alhstirilmasi

Doku kiiltiiriinde yetisen ve koklenen bitkilerin dis sartlara alistirllmasi amaciyla, ilk
once Magentalarda bulunan bitkiler dikkatlice alinip, musluk suyu altinda yikanarak
koklerinde bulunan agar ile katilastirilmis besin ortami uzaklastirilmistir (Sekil 4.9.a).
Daha sonra, yiiksek nemli ortamda gelisen bitkilerin dis kosullarinda beklenen
transpirasyon nedeniyle olusan soku Onlemek amaciyla, bitkileri 20 - 30 dk saf su
icerisinde bekletilmistir (Sekil 4.9b). Koklendirilen ve boylar1 10-15 c¢m arasinda
degisen bitkiler birer adet olacak sekilde (1) Tarla Topragr (% 53.00 su ile doyma
noktasi, EC 1.24 ds/m, toplam tuz % 0.04, su ile doymus toprakta pH 7.56, kire¢ %
5.18, fosfor 13.73 kg/da, potasyum 174.67 kg/da, organik madde % 1.34, toplam azot %
0.07 ve organik karbon % 0.78 ), (2) Torf (pH 6.00°de 6.00, mikro elementler olarak
2190 mg/kg demir, 14 mg/kg bakir, 40 mg/kg manganez, 35 mg/kg cinko ve makro
elementler olarak % 1.186 azot, % 0.215 fosfor, 1810 mg/kg potasyum, 2819 mg/kg
kalsiyum, 1605 mg/kg magnezyum, 215 mg/kg sodyum) ve (3) tarla toprag: ile Torf
(1:1) oranda igeren 13 x 20 cm’lik 0,910 g/cm® yogunlukta olan alt taraf delikli siyah
fide tiiplerine ve gerekir ise 14.5 X 13 cm’lik saksilara aktarilmistir (Sekil 4.9.c).
Yukarda belirtilmis her3 toprak karisiminda 250 adet bitki olmak tizere; 3 farkl

karigima bitkiler sasirtilmistir.

Aktarilan bitkilerin biiylimelerini 6l¢gmek amaciyla, iizerleri 2 cm araliklar ile
isaretlenmis c¢ubuklarda dikilmistir. (Cubuklar mese agacindan 30 cm’lik dallar
keserek, Y2 saat etiivde 80°C de tutularak hazirlanmistir). Saksilara aktarilacak olan,
doku kiiltiirii ile elde edilmis bitkilerin nemini muhafaza etmeleri i¢in, tizerlerine
ortiilecek olan seffaf polietilen posetlerin (10 x 25 cm’lik 0,81 g/cm® yogunlukta) igine
25 - 30 ml saf su sprey ile sikilmistir (Sekil 4.9.d).

Uygulanan denemelerde, bitkilere verilen su miktarlar1 diizenlenerek her iki giin de bir
kez olmak tizere 50 ml su verilmistir. Her saks1 ve fide tiipti 6rten posetleri her 5 giinde
bir olacak sekilde delinerek toplam 25 giin sonra tamamen kaldirarak bitkileri yavas

yavas dis kosullarina adapted edilmistir (Sekil 4.9.e).
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Daha sonraki asamalarda bitkiler, iyice gelismesi ve tohum elde edilmesi i¢in; nem
(nispi nem oran1 % 69 * 2), sicaklik (16 + 2°C) ve 16 saat 151k fotoperiyodu (20000

luks) altinda kontrol edilen seralara aktarilmistir (sekil 4.91).

Sonuglara incelediginde, tarla topraginda olan bitkiler bir hafta sonra kararip
Olmiislerdir. Tarla topragmin yiiksek su ile doyma (% 53.00), EC degeri (1.24 ds/m),
kire¢ (% 5.18), fosfor (13.73 kg/da), potasyum (174.67 kg/da), alakal1 olmas1 (pH 7.56),
diisiik oranda organik madde icermesi (% 1.34), azot (% 0.07) ve organik karbon (%
0.78)’nun az miktarda bulunmasi, bakla bitkilerinin kok gelistirilmesini engellenmistir.
Ayrica, kullandig1 toprak fazla miktarda su tutup, bitki gelismelerine engel olarak bitki
koklerinin ¢lirlimesine sebep olmustur. Netice olarak bitki koklerinde baslayan nekroz

artarak bitkilerin ¢iirimesine neden olmustur.

Torf iceren saksilara aktarilan bitkilerde ilk 7 — 10 gilin aras1 iyi gelisim izlenmistir.
Ancak, asidik torf (pH 6.00) ve su tutma kapasitesinin fazla olmasi, koklerin gelismesini
engellenmistir. Bakla bitkisinin kok bolgesinde bulunan parechyma (parenkima)
hiicreleri, hidroozmos sonucu bitki solunum sistemini engellenmistir. Hidroozmos
sonucu hiicrelerin patlamasi ile bitki 6liimleri meydana gelmektedir. Dolaysiyla, bitki
kok hiicreleri torfta bulunan bitki besin elementlerini alamayarak, bitkinin biiyimesini
durdurmasina ve koklerde kararmalara neden olmustur. Koklerin kararmasi ile besin

maddesi iletiminin ger¢eklesememesi sonucu bitkinin ¢lirlimesine neden olmustur.

Bitkilerin 1:1 oraninda tarla topragi ile torf karigim igeren saksilara aktarilmasi, ¢ok iyi
gelisim gostermelerine neden olmustur (Sekil 4.9.g). Bu durum yukarida belirtilmis
sorunlar1 ortadan kaldirarak, koklerin gerekli besin maddeleri ile su iletimini kolay bir
sekilde gerceklestirmesinin yani sira, koklerin havalanmasin1 da saglayarak bitki

gelismesine olumlu etkiler saglanmaistir.

Di1s kosullara alistirilmig bitkilerinde yaklasik 45 giin sonra bitkilerin generatif evreye
gecerek ciceklenme, 52 - 55 giin sonra bakla olusumu ve daha sonra tohum baglanmasi

izlenmistir (Sekil 4.9.h). Kiiltiir kosullarinda ve direk tohumdan elde edilen bitkilerde,
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yaprak koltuklarindan ¢ikan ¢iceklerin sayist 2 - 12 adet, bakladaki tohum sayisi ise 2 -
7 adet arasinda degismistir. Aligtirllmis olgun bitkilerde ise toplam 1 - 5 adet arasinda
cicek elde edilmistir. Bazi saksilarda cicekler tamamen dokiilmiis ve bazilarinda
maksimum 1 veya 2 ¢icek dollenip bakla vermistir. Dollenen her baklada 1 - 3 adet

arasinda tohum bulunmustur (Sekil 4.9.1,j).

Dolaysiyla, bundan sonraki denemelerinden elde edilen bitkilerin dis kosullarina

alistirmak amaciya bu yontemi kullanilmastir.

Bitkilerin adaptasyonunun saglanmasini takiben, vejetatif doneminden sonra (yaklasik

45 giin), baslangic1 saglanmistir.

Bakla bitkisi kisa giin (11-13 saat karanlik isteyen bitki) bitkisidir. Bitki uzun giin bitki
kosullarina (8 saat karanlik) gore alistirilmistir. Dolayisiyla, ciceklenmeye gegebilmesi
icin bitkilerin fotoperiyot ihtiyaclarinda eksiklik goriilmiis olup, bitkileri vejetatif olarak
daha fazla biiylimiistiir. Fotoperiyodun uygun olmamasi bitki ¢igeklerinin hem doéllenme
hem de bakla doniisiimiine engel olmustur. Biiyiilk oranda ¢ig¢eklerin dokiilmesinin
sebebi fotoperiyot uyumsuzlugu (ekolojik kosullar) ile birlikte fizyolojik stresten

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 4. 9 In vitro’da Gelistirilen Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esitlerinden elde edilen
bitkilrinin dis sartlara alistirilmast

a. Bitki koklerinden agar ile katilagmis ortamin arindirilmasi, b. Agardan temizlenen bitkilerin 20 - 30 dk
saf su da bekletilmesi, c. 1:1 oranda Torf ile tarla topragi karisimi iceren fide tiiplerine sasirtilmasi, d,
Seffaf polietilen posetler ile bitkilerin ortiilmesi, e. Bitkiler iizerinden seffaf polietilen posetlerin alinmasi,
f. Bitkilerin sera kosullarina aligmasi, g. Alisan bitkilerin koklerinin gelismesi, h. Sera sartlarinda ¢igek ve
bakla baglanmasi, i. Baklalarin gelismesi, j. Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esitlerin tamamen dis sartlara
aligmasi

4.3 Baklada Gen Aktarim Calismalar

4.3.1 Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin kanamisin monosiilfat seleksiyon ortaminda
LD¢o dozunu belirlenmesi

Genetik transformasyon ¢alismalarinda Agrobacterium tumefaciens’in GV2260:: p35S
GUS INT hatt1 kullanilmistir. GV2260:: p35S GUS INT hem gus geni (uidA) hemde npt
Il geni (kanamisine kars1 diren¢ kanzandiran geni) bulunmaktadir. Dolaysiyla,
transformasyon calismalar1 yapilmadan 6nce ilk asamada baklanin Filiz 99 ve Eresen 87
cesitlerinin kanamisine kargs1 direncliligi (LD;oo) belirlemek amaciyla her iki ¢esidine ait

embriyo eksplantlar1 50.00, 100.00, 150.00, 200.00, 250.00, 300.00, 350.00 ile 400.00

75



mg/l kanamisin monosiilfat iceren MS ortamima Kkiiltiire alinarak bir optimizasyon

calismasi yapilmistir.

Filiz 99 ve Eresen 87 c¢esitlerinde 50.00 mg/l kanamisin monosiilfat iceren MS
ortaminda 48 adet zigotik embriyo eksplantindan sirasiyla 8.00 ve 15.00 adet yasiyan
bitki elde edilmistir (Cizelge 4.23). Filiz 99 ve Eresen 87 cesidinde sirasiyla yasiyan
bitki oran1 %16.67 — 31.25 olarak izlenmistir (Sekil 4.10a). Her iki ¢esidinde geri kalan
eksplantlarda gelisen siirgiinleri beyazlasarak kararmis olup, Slmiislerdir. LD;oy dozu
belirlenmesinde en diisiik ve etkili dozu 100 mg/l Kanmisin monosiilfat iceren ortami
olarak belirlenmistir (Sekil 4.10b). Dolayisiyla, A. tumefaciens’in GV2260:: p35S GUS
INT hattiyla tiim trasgenik ¢alismalar1 yapilirken 100 mg/l kanmisin monosiilfat bitki

seleksiyon ortamlarinda kullanilmistir.

Sekil 4.10 Filiz 99 ve Eresen 87 bakla kiiltiir ¢esitlerine ait eksplantlarin kanamisin
monosiilfat iceren seleksiyon ortaminda LD;¢p dozunu belirlenmesi

a. Filiz 99 bakla gesitlerin 50 mg/l kanamisin monosiilfat iceren MS ortamlarda yasayan bakla bitkiler, b.
Eresen 87 bakla ¢esitlerin 100 mg/l kanamisin monosiilfat iceren MS ortamlarda 6lmiis bakla bitkiler
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Cizelge 4.23 Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinde kanamisin monosiilfat bitki seleksiyon ortaminda LD,y ve nptIl gen’ine

direngli olan transgenik bitkilerin seleksyon yapabilmesi i¢in kanamycin monosiilfat dozlarinin belirlenmesi

Filiz 99 ve Eresen 87
¢esidinin embriyo

eksplantindan LD,y dozounu

belirlemek amaciyla
kullanilan Kanamycin

Monosiilfat miktarlart (mg/1)

Filiz 99 ve Eresen 87
cesidinin kullanilan toplam
embriyo sayisi (adet)

Filiz 99

Eresen 87

Yasayan
sayis1 (adet)

bitki

Yastyan
orani (%)

bitki

Yasayan
sayis1 (adet)

bitki

Yastyan
orani (%)

bitki

50.00 48.00 8.00 16.67 15.00 31.25
100.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
150.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
200.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
250.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
300.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
350.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
400.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00




4.3.2 Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin fosfinotrisin bitki seleksiyon ortaminda LD
dozunu belirlenmesi

Genetik transformasyon ¢aligmalarinda EHA 105:: pTF101.1 kullanilmistir. EHA 105::
pTF101.1 hatti bar geni (fosfinotrisine karst diren¢ kanzandiran geni) tasimaktadir.
Dolaysiyla, transformasyon caligmalar1 yapilmadan 6nce ilk asamada baklanin Filiz 99 ve
Eresen 87 ¢esitlerinin fosfinotrisine karsi direngliligi (LDjop) belirlemek amaciyla her iki
¢esidine ait embriyo eksplantlar1 0.75, 1.00, 1.50, 2.00, 2.50, 3.00, 3.50, 4.00 mg/l

fosfinotrisin iceren MS ortamina kiiltiire alinarak bir optimizasyon ¢alismasi yapilmistir.

Filiz 99 ve Eresen 87 c¢esitlerinde 0.75 mg/l fosfinotrisin igeren MS ortaminda 48er adet
zigotik embriyo eksplantindan 48er adet yasiyan bitki elde edilmistir (Cizelge 4.24). Her iki
¢esidinde yasiyan bitki oran1 % 100 olarak izlenmistir (Sekil 4.11.a,b).

Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinde 1.00 mg/l fosfinotrisin igeren MS ortaminda 48er adet
zigotik embriyo eksplantindan sirasiyla 15.00 ve 3.00 adet yasiyan bitki elde edilmistir.
Filiz 99 ve Eresen 87 c¢esidinde sirasiyla yasiyan bitki oran1 % 31.25 — 6.25 olarak
izlenmistir. Her iki ¢esidinde geri kalan eksplantlarda gelisen siirgiinleri kararmis olup,

Olmiislerdir (Sekil 4.11.c,d).

LD dozu belirlenmesinde en diisiik ve etkili dozu 1.50 mg/l fosfinotrisin igeren ortami
olarak belirlenmistir. Dolayisiyla, A. tumefaciens’nin EHA 105:: pTF101.1 hattiyla tim
transgenik c¢aligmalar1 yapilirken 1.50 mg/l fosfinotrisin bitki seleksiyon ortamlarinda

kullanilmistir (Sekil 4.11.e,f).

78



Sekil 4.11 Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esitlerinin eksplantlariin fosfinotrisin seleksiyon
ortaminda LD;oodozunu belirlenmesi

a. 0.75 mg/1 fosfinotrisin igeren MS ortaminda yasayan Filiz 99 ¢esidine embriyolar, b. 0.75 mg/1 fosfinotrisin
iceren MS ortaminda yasayan Eresen 87 cesidine ait embriyolar, c. 1.00 mg/l fosfinotrisin iceren MS
ortaminda yasayan Filiz 99 cesidine ait embriyolar, d. 1.00 mg/I fosfinotrisin iceren MS ortaminda yasayan
Eresen 87 cesidine ait embriyolar, e. 1.50 mg/1 fosfinotrisin iceren MS ortaminda kararmig/6lmiis olan Filiz
99 ¢esidine ait embriyolar, f. 1.50 mg/l fosfinotrisin iceren MS ortaminda kararmig/6lmiis olan Eresen 87
cesidine ait embriyolar
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Cizelge 4. 24 Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinde fosfinotrisin seleksiyon ortaminda LD;o ve bar gen’ine direngli olan
transgenik bitkilerin seleksyon yapabilmesi icin fosfonitrisin dozlarinin belirlenmesi

Filiz 99 ve Eresen 87 Filiz 99 ve Eresen 87 Filiz 99 Eresen 87
¢esidinin embriyo qesid@nin kullanilan toplam | Yasayan bitki | Yastyan bitki | Yasayan bitki | Yasiyan bitki
eksplantindan LDy dozounu | embriyo sayisi (adet) sayis1 (adet) orani (%) sayis1 (adet) orant (%)

belirlemek amaciyla
kullanilan fosfinotrisin
miktarlar1 (mg/l)

0.75 48.00 48.00 100.00 48.00 100.00
1.00 48.00 15.00 31.25 3.00 6.25
1.50 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.50 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3.50 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00

4.00 48.00 0.00 0.00 0.00 0.00




4.3.3 A. tumefaciens GV2260 p35S GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimi

Her iki bakla c¢esidin 500‘er adet zigotik embriyo eksplantlart A. tumefaciens’in
GV2260 ::p35S GUS INT hattiyla 35 dk siire ile inokulasyon/muamele edilmis ve bir

giin kokiiltiivasyon ortamina alinmustir.

Daha sonra Filiz 99 ¢esidi i¢in siirgiin rejenerasyonunda optimize edilmis 3.00 mg/l ve
bitki seleksiyon icin 100 mg/l kanamisin monosiilfat ile 500 mg/l bakteriostatik Duocid
- pfizer (genis spektriimlii antibiotigi) iceren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Filiz 99

cesidinde seleksiyon ortaminda 37 adet veya % 7.4 bitki elde edilmistir (Cizelge 4.25).

Benzer sekilde Eresen 87 ¢esidi igin siirgiin rejenerasyonunda optimize edilmis 5.00
mg/l BAP ve bitki seleksiyon icin 100 mg/l kanamisin monosiilfat ile 500 mg/l
bakteriostatik Duocid - pfizer (genis spektriimlii antibiotigi) iceren MS seleksiyon
ortaminda 46/500 adet veya % 9.2 bitki elde edilmistir. Ancak, bitki seleksiyon
ortamindan elde edilen bitkilere yapilan histokimyasal GUS analizi sonucu, Filiz 99
cesidinde 1 ve Eresen 87 ¢esidinde 2 adet yaprak ile govde orneklerinde mavi bolgeler

izlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Filiz 99 ve Eresen 87 bakla ¢esitlerinin A. tumefaciens GV2260 p35; GUS
INT bakteri hatt1 ile gen aktarimi1

a. Filiz 99 ¢esidine ait olan seleksiyon ortaminda bulunan transgenik aday bitkiler, b. Eresen 87 ¢esidine
ait olan seleksiyon ortaminda bulunan transgenik aday bitkiler, c. Kanamisine dayanikli gdstermeyen
bitkilerde tespit edilen albinolagsma, d. Filiz 99 ¢esidine ait histokimyasal gus testi ve % 96 alkolda
yikanmasi, d. Eresen 87 ¢esidine ait histokimyasal gus testi ve % 96 alkolda yikanmasi, e. Histokimyasal
gus testi yapilmis bitki 6rnegi ve tizerinde bulunan mavi bolgeler

Ancak, seleksiyon icin kullanlan npt II genin bitkilerde varliginin tespiti PCR ile
yapilmustir. Bitki seleksiyon ortaminda Filiz 99 ve Eresen 87 c¢esitlerine ait sirasiyla 37
ve 46 bitki elde edilmistir (Cizelge 4.25). Bunlardan Filiz 99 ¢esidine ait rasgele
secilmis 11 bitkide ve Eresen 87 c¢esidine ait 6 bitkide pcr yapilmistir. Elde edilen
sonuglarina gore Filiz 99 c¢esidine ait 3 adet bitkide (% 27.27 oraniyla) ve Eresen
cesidinde 5 adet bitkide (% 83.33 oranda) pozitif sonug izlenmistir (sekil 4.13 ve 4.14).
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Her iki ¢esidinin kulanilmis olan toplam eksplant sayisina ve nptll gen’ini teyid eden
PCR pozitif bitkileri arasinda kiyaslama sonucu Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinden

strastya % 0.6 ve % 1.00 oraninda transgenik bitki elde edilmistir (Cizelge 4.25).

Seleksiyon ortamlarindan elde edilen bitkileri 1.00 mg/l TAA iceren MS ortamlarinda
koklendirilmistir. Kokleri gelisen bitkileri 1:1 oranda torf ile tarla topragi karisimi
iceren saksilara dis kosullara adaptasyon saglamak amaciyla aktarilmistir; ancak,

sasirtilan her hangi bitkisinde adaptasyon saglanamamastir.

Cizelge 4.25 A. tumefaciens GV2260 p35S GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimi

Aciklama Bakla Cesitleri
Kullanilmig bakteri (GV2260::p35S GUS INT ) Filiz 99 | Eresen 87
Inokulasyon siires (dk) 35 35
Kokiitiivasyon siiresi (giin) 1 1
Kullanilmig zigotik embriyo sayisi(adet) 500 500
Seleksiyon ortamda elde edilen bitki sayis1 (adet) 37 46
Seleksiyon ortamda elde edilenlerin oran1 (%) 74 9.2
Gus pozitif bitki sayisi(adet) 1 2
Gus pozitif bitkilerinin oran1 (%) 0.2 0.4
nptll gen’ini teyid eden PCR pozitif bitkilerin sayisi (adet) 3 5
PCR sonucunun orani(%) 27.27 83.33
Toplam transgenik bitki orani(%) 0.6 1.00
Aligtirilmis bitkilerin sayist 0.00 0.00
Kac bitkiden tohum ede ettiniz 0.00 0.00
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Sekil 4.13 Filiz 99 ¢esidin  A. tumefaciens GV2260::p35S GUS INT bakteri hatt1 ile
elde edilen Kanamisin monosiilfata dayanikli ve npt-II geninin varlifinin
PCR ile teyit edilmesi

N) Transgenik olmayan Filiz 99 ¢esidi - negatif kontrol, M) Markdr (1000 bp), P. Tiitiin samsun ¢esidi -
pozitif kontrol, 5- 6 ve 9. kulvarlarin 448 bp’da blunan bantlar1 transgenik Filiz 99 bitkisinde npt-II
geni’ni teyid etmektedir, 1- 2- 3- 4- 7- 8- 10 ve 11 kulvarlar negatif tansgenik aday1 Filiz 99 bitkileri
temsil etmektedirler

500 p

100 5p 10) ¥p

Sekil 4.14 Eresen 87 ¢esidin A. tumefaciens GV2260:: p35S GUS INT bakteri hatt1 ile
elde edilen Kanamisin monosiilfata dayanikli ve npr-II geninin varliginin
PCR ile teyit edilmesi

M) Markor (1000 bp), N) Transgenik olmayan Eresen 87 cesidi- negatif kontrol, 1- 2- 3- 4 ve 5.
Kulvarlarin 448 bp’da blunan bantlar1 transgenik Eresen87 bitkileri npt-II geni’ni teyid etmektedir, 6.
kulvarda negatif tansgenik aday1 Eresen87 bitkisi
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4.3.4 A. tumefaciens EHA 105:: 35S SN19 bakteri hatti ile gen aktarimi

Filiz 99 ¢esidinden 1100 adet ve Eresen 87 c¢esidinden 800 adet zigotik embriyo
eksplantlar1 A. fumefaciens’in EHA 105:: 35S SN19 hattiyla 45 dk siire ile inokulasyon

edilmis ve iki giin kokiiltiivasyon ortamina alinmustir.

Daha sonra Filiz 99 ¢esidi i¢in slirgiin rejenerasyonunda optimize edilmis 3.00 mg/1 ve
bitki seleksiyon icin 1.50 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l bakteriostatik Duocid - pfizer
(genis spektriimlii antibiotigi) igeren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Filiz 99 ¢esidinde

seleksiyon ortaminda 22/1100 adet (% 2.00) bitki elde edilmistir (Cizelge 4.26).

Benzer sekilde Eresen 87 gesidi igin siirgiin rejenerasyonunda optimize edilmis 5.00
mg/l BAP ve bitki seleksiyon i¢in 1.50 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l bakteriostatik
Duocid - pfizer (genis spektriimlii antibiotigi) igeren MS seleksiyon ortaminda 30/800
adet (% 3.75) bitki elde edilmistir.

Seleksiyon ortamlarindan elde edilen bitkileri 1.00 mg/l NAA + 2 g/I aktif komiir i¢eren
MS ortamlarinda koklendirilmistir. Ancak, ortamda bulunan bitkilerin bir kisminin
koklenmedigi ve bir kisminin kokeri iyice gelisemediginden dis kosullara adaptasyon

saglanamadi; dolayisiyla transgenik aday bitkilerin PCR analizi yapilamamugtir.

Cizelge 4.26 A. tumefaciens EHA 105:: 35S SN19 bakteri hatt1 ile gen aktarimi

Aciklama Bakla gesitleri
Kullanilmig bakteri (EHA 105:: 35S SN19) Filiz 99 | Eresen 87
Inokulasyon siires (dk) 45.00 45.00
Kokiitiivasyon siiresi (giin) 2.00 2.00
Kullanilmig zigotik embriyo sayisi(adet) 1100.00 | 800.00
Seleksiyon ortamda elde edilen bitki sayis1 (adet) 22.00 30.00
Seleksiyon ortamda elde edilenlerin oran1 (%) 2.00 3.75

Bar gen’ini teyid eden PCR pozitif bitkilerin sayisi (adet) | 0.00 0.00
Alistirilmig bitkilerin sayisi 0.00 0.00

Kag bitkiden tohum ede ettiniz 0.00 0.00

85




4.3.5 A. tumefaciens EHA 105:: AoPR1 SN19 bakteri hatti ile gen aktarimi

Filiz 99 ¢esidinden 1120 adet ve Eresen 87 c¢esidinden 960 adet zigotik embriyo
eksplantlar1 A. tumefaciens’in EHA 105::AoPR1 SNI19 hattiyla 45 dk siire ile

inokulasyon yapilmig ve iki giin kokiitiivasyona alinmustir.

Daha sonra Filiz 99 ¢esidi i¢in slirgiin rejenerasyonunda optimize edilmis 3.00 mg/1 ve
bitki seleksiyon icin 1.50 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l bakteriostatik Duocid - pfizer
(genis spektriimlii antibiotigi) iceren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Filiz 99 ¢esidinde

seleksiyon ortaminda 78/1120 adet veya % 6.96 bitki elde edilmistir (Cizelge 4.27).

Benzer sekilde Eresen 87 ¢esidi i¢in siirgiin rejenerasyonunda optimize edilmis 5.00
mg/l BAP ve bitki seleksiyon i¢in 1.50 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l bakteriostatik
Duocid - pfizer (genis spektriimlii antibiotigi) igeren MS seleksiyon ortaminda 94/960
adet veya % 9.79 bitki elde edilmistir.

Seleksiyon i¢in kullanilan bar genin bitki kromozomlara entegrasyonun tespiti PCR ile
yapilmistir. Filiz 99 ve Eresen 87 cesidinde elde edilen 78 ve 94 bitkisinden sirsiyla
rasgele secilmis 13 adet 6rnek’ten 11 adet bitkide (% 84.61 oraniyla) ve 3 adet bitkiyle
(%23.07 oranda) bar geni pozitif sonug izlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Filiz 99 ve Eresen 87 bakla kiiltiir ¢esitlerin A. tumefaciens EHA 105::
AoPR1 SN19 bakteri hatti ile gen aktarimi

a. Filiz 99 ¢esidine ait olan seleksiyon ortaminda bulunan transgenik aday bitkiler, b. Eresen 87 ¢esidine
ait olan seleksiyon ortaminda bulunan transgenik aday bitkiler, c. Bar genini tasiyan ve fosfinotrisine
dayanikli bulunan Filiz 99 c¢esidi, d. Bar genini tasiyan ve fosfinotrisine dayanikli bulunan Eresen 87
¢esidi, e. 1.00 mg/l NAA + 2 g/I aktif komiir iceren MS ortaminda koklenen bitkiler, f. 1.00 mg/l NAA +
2 g/l aktif komiir igeren MS ortaminda kéklenen ve ¢igeklenen bitki, g. Koklenen ortaminda giiglii kok
olusturan transgenik aday bitkisi, h. Dis sartlarinda adapte olup ve bakla baglayan transgenik aday bitkisi

Her iki ¢esidinin kulanilmis olan toplam eksplant sayisina ve bar gen’ini teyid eden
PCR pozitif bitkileri arasinda kiyaslama sonucu Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinden
strastya % 0.98 ve % 0.31 oraninda transgenik bitki elde edilmistir (Sekil 4.16 ve Sekil
4.17).

Seleksiyon ortamlarindan elde edilen bitkiler 1.00 mg/l NAA + 2 g/l aktif komiir iceren
MS ortamlarinda koklendirilmistir. Kokleri gelisen bitkileri 1:1 oranda torf ile tarla
toprag1 karisimi iceren saksilara sasirtilmistir. Filiz 99 ¢esidine ait transgenik bitkilere
adaptasyon saglanamamistir. Ancak Eresen 87 c¢esidinden 2 bitki dis kosullarina
adaptasyon saglanarak yasamlarma devem edip, ¢igek ve bakla olusturmuslardir. Bir
bakladan 2 adet tohum ve diger ii¢ bakladan ise 1’er adet tohum, toplam Eresen 87

¢esidinden 5 adet transgenik tohum elde edilmistir.
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Cizelge 4.27 A. tumefaciens EHA 105:: AoPR1 SN19 bakteri hatt1 ile gen aktarimi

Kullanilmis bakteri (EHA 105::AoPR1 SN19) Filiz Eresen 87
99

Inokulasyon siires(dk) 45 45

Kokiitiivasyon siiresi (giin) 2 2

Kullanilmig zigotik embriyo sayis1 (adet) 1120 960

Seleksiyon ortamda elde edilen bitki sayisi 78 94

Seleksiyon ortamda elde edilenlerin orani (%) 6.96 9.79

Bar gen’ini teyid eden PCR pozitif bitkilerin 11 3

sayist (adet)

PCR sonucunun orani(%) 84.61 23.07

Toplam transgenik bitki orani(%) 0.98 0.31

Alistirilmis bitkilerin sayisi 0 2 adet

Elde edilen tohum sayisi 0 2 adet alistirilmig
bitkiden toplam 5
adet tohum elde
edilmistir.

coElED @G - -.-.!{1:'5001)1)
- <100 bp

Sekil 4.16 Filiz 99 gesidin A. tumefaciens EHA 105::AoPR1 SN19 bakteri hatt1 ile elde
edilen fosfinotrisine dayanikli ve Bar geninin varliginin PCR ile teyit
edilmesi

M) Markor (1000 bp), N) Transgenik olmayan Filiz 99 ¢esidi - negatif kontrol, 2- 3- 4- 5- 6- 7- 8- 10- 11-
12 ve 13. kulvarlarin 380 bp’da bulunan bantar 11 adet transgenik Filiz 99 bitkisinde Bar geni’ni teyit
etmektedir, 1 ve 9. kulvarlarlardaki 2 adet negatif (goriilmeyen) bant transgenik Filiz 99 bitkisinde Bar
geni’ni teyit etmemektedir
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<Z=1000 bp

- 1250 bp

s e

Sekil 4.17 Eresen 87 gesidin A. tumefaciens EHA 105::AoPR1 SN19 bakteri hatt1 ile
elde edilen fosfinotrisine dayanikli ve Bar geninin varliginin PCR ile teyit
edilmesi

M,) Markér (1000 bp), M,) Markér (2000 bp), 10-11ve 12. kulvarlarin 380 bp’da bulunan bantlar 3 adet
transgenik Eresen 87 bitkisinde Bar geni’ni varligini teyit etmektedir, 1- 2- 3- 4- 5- 6- 7- 8- 9 ve 13.
kulvarlarinda bant yoklugu negatif tansgenik aday1 Eresen 87 bitkileri temsil etmektedir
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5. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Bakla (Vicia faba L.), Leguminosae familyasinin tek yillik otsu bir bitki olup, ana yurdu
olan Avrupa ve Asya kitalarinda 5.000 yildan beri yetistirilmektedir. Tiirkiye’de bakla
bitkisi yetistiriciligi cok yeni ve gelecekte protein ihtiyacini karsilamak i¢in 6nemli bir
potansiyeline sahiptir. Baklada tane verimi stabil olmayip, kararsizlik gostermektedir.
Baklada tane veriminin diisiik olmasinin nedeni hastaliklar, zararlilar ve yabani otlar
olarak goriilmektedir. Yillardan beri bitkiler, hastalik ve zararlilarin saldirilarina karsi
kimyasal ilaglarla korunmus; ancak, kullanilan bu ilaglarin ayrismadan uzun siire
kalabilmeleri insan, hayvan ve ¢evre saglig1 agisindan giderek artan bir endise kaynagi
olmustur. Bu durum, diger bitkiler gibi bakla bitkisinde de yabani otlardan ve
zararlilardan korumak i¢in uzun silirmeyen alternatif 1slah yOntemlerinin

gelistirilmesinin ihtiyacini gostermektedir.

Bu giine kadar bakla bitkisinde yapilan doku kiiltlirii ve gen aktarim ¢alismalarinda
basar1 oranm1 oldukca diisiik olup, Agrobacterium araciligiyla transgenik bakla bitkisi
elde edilmesinde kallus yoluyla ilerledigi i¢in sonuglarin tekrarlanabilirligi oldukca
diisiiktiir. Bu tezde bu sorunlarla karsilasmamak amaciyla Eresen 87 ve Filiz 99 bakla
cesitlerinde gen aktarimima uygun dogrudan siirglin rejenerasyon ve gen aktarim

sistemin gelistirilmesi olmuistur.

Tez kapsaminda yapilan rejenerasyon ¢aligmalarinda zigotik embriyo eksplantlar1 farkli
oranda BAP ile NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Filiz 99 ¢esidinde en fazla
stirgiin olusum 0.25mg/l BAP-0.00 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir Eresen
87 cesinde ise en fazla siirgiin sayis1 0.25 mg/l BAP -1.00 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP
-1.75 mg/l NAA iceren ortamda izlenmistir. Bagka bir denemede zigotik embriyolar
TDZ igeren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin sayist 5.33
ve 3 adet sirasiyla Filiz99 ve Eresen87 c¢esitlerinde, 0.15 mg/l TDZ iceren MS
ortamindan elde edilmistir. Bir baska denemede BAP, NAA, L-Glutamin ve Casein
Hydrolysate iceren MS ortamina kiiltiire alinan embriyolar, Filiz99 ve Eresen 87
cesitlerinde eksplant bagina en fazla siirgilin sayisi sirasiyla 6.00 ve 5.03 adet olarak elde

edilmistir. Elde edilen sonuclari Anwar vd. (2011), yaptiklar1 g¢alismalar1 destek
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vermektedir. Arastircilar bakla iizerinde etkili rejenerasyon yontemi gelistirmek
amaciyla yarim kesilmis embriyonik ekseni ile tek kotiledon eksplanti kullanmis olup, 6
uM TDZ ilel0 uM 2-iP ve 4 puM kinetin iceren MS ortaminda 30-50 adventif
tomurcuklar elde edilmistir. Skrzypek vd. (2012), Dort Polonya kokenli Bronto, Dino,
Tibo, Nadwislanski bakla ¢esitlerinde kallus elde etmek i¢in 7- ve 14 giinliik fidelerin
epikotil pargalar1 ve olgunlagsmamis tohum kotiledon nodlari kullanilmistir. Kallus
olusumu eksplant kaynagina bagl olarak % 81 - % 97 arasinda degismistir. Siirglinler

ise sadece test edilen tiim ¢esitlerin kotiledon nodlarindan elde edilmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan bagka bir denemede farkli saatlerde BAP hormonu ile
priming yapilan her iki ¢esidin embriyolar1 daha sonra MS ortamina kiiltiire alinmistir.
En fazla siirgiin sayis1 2 adet her iki ¢esit icin 4 saat siire ile 100mg/1 sivi BAP igeren
stvi MS ortamdan elde edilmistir. 100 mg/l Sivi BAP hormonu ile eksplantlar: farkli
stireleriyle priming yapildiktan sonra TDZ iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Filiz
99 ve Eresen87 gesitleri i¢in eksplant basina en fazla silirgiin sayisi sirastyla 4.50 ve 4.00
adet; 100 mg/l BAP hormonu ile 24 saat siire ile priming ve 0.60 mg/l TDZ iceren MS
ortamindan elde edilmistir. Priming calismalar1 rejenerasyonda olumlu etkileri
yapmaktadir. Benzer sekilde Cetin (2010), Bakla (Vicia faba L.) bitkisinde Filiz 99 ve
Eresen 87 cesidinin tohumlar saf su, sukroz igcermeyen sivi MS ortami, sekerli su ve
sekerli sivi MS iceren ortamlarda 24 saat siire ile 6n muameleye tabi tutmustur. Daha
sonra plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlar farkli oranda BAP ile NAA igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En fazla siirglin rejenerasyonu sekerli su 6n
muamelesinde 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS besi ortaminda plumula
uclarindan elde edilmistir. Arastirici, baska bir denemede her iki ¢esidin embriyolarini
10 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda 6 giin bekletilmistir. Daha sonra embriyolardan
alian plumula uclar1 farkli oranda BAP ve BAP ile NAA iceren MS besi ortamlarinda
rejenerasyona tabi tutmustur. En fazla siirgiin rejenerasyonu 10 mg/l BAP iceren ortam
ile 6n muamele yapilmis plumula uglar1 eksplantalardan 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l
NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Bu tez kapsaminda elde ettigimiz sonug gibi
arastirici bes hafta sonra siirgiinler 1 mg/l IAA iceren MS besi ortaminda koklendirilmis

olup, bitkiler ¢igeklenmis ve tohum tutma amaciyla seraya almistir.
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Baska denemelerde, farkli BAP igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinan embriyolardan
en fazla siirgiin sayis1 10.33 adet ve 3.00 mg/l BAP igeren MS ortamindanFiliz99 ¢esidi
icin ve Eresen 87 cesidi ise 10.30 adet siirglin 5.00 mg/l BAP igeren MS ortaminda elde
edilmistir. Farkli BAP ve NAA dozlarinda kiiltiire alinan embriyolarda en fazla siirgiin
rejenerasyonu 1.00 mg/l BAP + 0.01 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilmistir.
Benzer sekilde, Bahgat vd. (2009), bakla bitkisinde rejenerasyon sistemini gelistirmek
icin yaptiklar1 ¢alismada Misir kokenli bakla "Giza 2 've 24 Hyto' ¢esitleriinin epikotil
ve siirgiin uglarindan ~ MS veya Gamborg ortam, % 3 sukroz ve % 0.025 askorbik ve
sitrik asit ile % 0.8 agar iceren 10 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA + 2,4-D ve 1 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA iceren ortamlarinda kallus elde etmislerdir. Embriyonik kallus
gelistirmek i¢in en iyi ortam BAP + NAA + 2,4-D olarak belirlenmistir. Daha sonra
eksplantlar1 somatik embriyolarin gelismesini saglamak i¢cin B5 ortamina aktarilmistir.
Bu tez kapsamda ii¢ hafta sonra siirgiinleri 1 mg/l IAA iceren MS ortaminda
koklendirilmistir vekoklenen bitkileri dis kosullarmma alistirmak amaciyla torf iceren
saksilara aktarilmis kontrollu kosullarda serada adaptasyon saglanmistir. Dis ortam
sartlarina alisan bitkilerin ¢icek ve tohum baglandig1r goriilmiistiir. Bakla bitkisinde
koklendirmek amaciyla TAA kullanilmistir. IAA’nin kok olusumunda her hangi
olumsuz etki goriilmemistir. Elde edilen sonuglar1 Cetin (2010) sonuglarina benzerlik

gostermektedir.

Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin zigotik embriyo eksplantlarindan GV2260 p35S GUS
INT bakteri hatt1 kullanilarak sirasiyla 3 ve 5 adet GUS pozitif bitki elde edilmistir.
Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin zigotik embriyo eksplantlarindan EHA 105::AoPR1
SN19 bakteri hatt1 kullanilarak sirasiyla 11 ve 3 adet BAR pozitif bitki elde edilmistir.
Transgenik olmayan bitkileri koklendirmek icin IAA kullanilmistir. Ancak, IAA igceren
koklendirme ortami transgenik bitkilerin koklendilmesinde yetersiz kalmistir ve yerine
NAA kullamilmistir. Trangenik bitkilerin koklendirme yanitlarinda degisikligi ¢ok ilgi
ile rastlnamis olup, bakla bitkisinde ilk kez rastlanmistir. Daha Once yapilan
calismalarinda Aasim vd. (2009) baska baklagil bitkisi boriilcenin koklendirilmesinde
NAA kullanmislardir.
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Bu tez kapsamda yapilmis ¢alismalar1 daha 6nce yapilmis ¢alismalarina ¢ok benzerlik
gostermektedir. Baklada basarili gen aktarim ¢alismalart olumlu yonde bilgiler vererek
Pounti-Kaerlas vd. (1990)’nin bezelye bitkisine A. tumefaciens araciligiyla baz1 markor
genleri (NPT-II, HPT-II) aktararilmasi ve higromsin ve kanamisin antibiyotigine
dayanikli transgenik bitkiler elde edilmesine, Warkentin ve Mchughen (1992)’nin ve
Mahmoudian (2000), Khawar (2001)’1n mercimekte transformasyon g¢alismasina, Yan
vd. (2000)’nin soya fasulyesinde transgenik bitkilerin eldesine, Barik vd. (2005)
Lathyrus sativus bitkisine, Metry vd. (2007) 10 adet Misir kokenli bakla cesitlerin
embriyo eksplantindan %30 - 92 ve siirgin ucu explantindan %12 - 57 siirgiin
rejenerasyonu, izlenmistir. Embriyo eksplantini kiiltiire alarak 1 mg/l BS vitamin, 4,5
mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA ve siirglin ucu eksplanti i¢in 5 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA
MS ortamina kiiltiire alinmistir. Fenolik bilesikleri engellemek i¢in kiiltiirleri bir hafta
karanlikta tutmuslardir. Rejenerasyon ortamina aktif komiir ilavesinin rejenerasyon
frekans1 tizerinde olumsuz etkiler tespit edilmistir. Daha sonra microprojectile
bombardiman ile iki pCGP1258 (herbisitlere dayanikl) ve pS- glucuronidase(GUS)
genleri ile transformasyon yapilmistir. Transgeniklerin belirlenmesi Southern blot, PCR
ve histokimyasal GUS testleri ile yapilmistir. Transformasyon frekansi Giza 40

cesidinde % 2 gibi olarak tespit edilmistir.

Saglam (2009),da Fasulye Akman — 98 cesidinin apikal meristem eksplantlarini
kullanarak A. tumefaciens araciligiyla boceklere dayanikl bitkiler elde etmistir. Hanafy
vd. (2013), ilk defa bakla (Vicia faba) bitkisinde kuraklik ve tuzluluga toleransili patates
pR10a geninin aktarildigini rapor etmislerdir. Ayrica, Abdelwahd vd. (2014), Orobans
bitkisine karsi transgenik toleransi artirmak i¢in kotiledonar bogum eksplantlari
kullanmislardir. Dolayisiyla Hygromycin antibiyotigine en yiiksek direngli siirgiinler
%38,3 frekansiyla AGL1 hattiyla ile muamele edilen Aguadulce c¢esidinde elde

edilmistir.

Sonuclar

1. Filiz 99 ¢esidinde eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 10.33 adet olarak 3.00 mg/I
BAP igeren MS ortaminda elde edilmistir.
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2. Eresen 87 g¢esidinde ise eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 10.30 adet olarak 5.00
mg/l BAP iceren MS ortaminda elde edilmistir.

3. Gus pozitif bitkilerinin oran1 Filiz 99 ¢esidinde %0.2, Eresen 87 ¢esidinde ise %0.4

olarak tespit edilmistir.

4. nptll geni PCR sonucunun orani Filiz 99 c¢esidinde %27.27 ve Eresen 87°de ise
%383.33 olmustur.

5. Kullanilan A. tumefaciens GV2260 p35S GUS INT bakteri hattinda toplam elde
edilen transgenik bitki oran1 Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinde sirast ile % 0.60 ve

%1.00 olarak elde edilmistir.

6. bar geni PCR sonucunun orani Filiz 99 ¢esidinde %84.61 ve Eresen 87’de ise

%23.07 olmustur.

7. Kullanilan A. tumefaciens EHA 105::AoPR1 SN19 bakteri hattinda toplam elde
edilen transgenik bitki oran1 Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinde sirasi ile % 0.98 ve

9%0.31 olarak elde edilmistir.

Oneriler

Bu calismanin devaminda kesin bir karara varabilmek icin, elde edilen tohumlarini sera
kosullarinda tekrar ekilip g¢ogaltilmas1 ve T;, T» ve Tz tohumlarin elde edilmesi
hedeflenmektedir. Yapilmas1 gereken fenotipik ve genotipik analizler ile istenilen
genlerin aktarilmis oldugunun teyit edilmesi de sonraki calismalarin amacglardan
birisidir. T, ve sonraki jenerasyonlarda genotip olarak Mendel ac¢iliminin olup,
olmadigini belirlenmesi de yapilmas1 gereken dnemli testlerden birisidir. Bu hedeflerle,
calismaya devam edilmesi, sonuglarin daha gilivenilebilirliginin ortaya konulmasina

yardimei1 olacaktir.

94



KAYNAKLAR

Aasim, M., Khawar, K.M. and Ozcan, S. 2009. /n vitro micropropagation from plumula
uclarir apices of Turkish cowpea (Vigna unguiculata L.) cultivar Akkiz.

Scientia Horticulturae, 122, 468-471.

Abdelwahd, R., Hakam, N., Labhilili, M and Udupa, M. 2008.Use of an adsorbent and
antioxidants to reduce the effects of leached phenolics in in vitro plantlet
regeneration of faba bean. African Journal of Biotechnology Vol. 7 (8),

997-1002.

Abdelwahd, R., Udupa, M.S., Gaboun, F., Diria, G., Mentag, R., Ibriz, M and Iraqi, D.
2014. Agrobacterium-Mediated Transformation of Cotyledonary Node of

Vicia faba L. Romanian Agricultural Research, Nardi Fundulea,

ROMANIA, 31, 2014 DII 2067-5720 RAR 2014-406

Akgin, A. 1988. Yemeklik Tane Baklagiller. Selguk Universitesi. Zir. Fak. Yaymnlari, 8,
Konya.

Almaghrabi, O.A. 2014. Effect of Growth Hormone 2,4-D on Some Callus Traits of
Different Faba Bean (Vicia faba L.) Cultivars. Life Science Journal 2014,
11(11), 98 — 102.

Anonim. 2015a. Web Sitesi: www.tr.wikipedia.org/wiki/Diinya_niifusu (Erisim

10.11.2015).
Anonim. 2015b. Web Sitesi: (Erisim 28.11. 2015).
Anonim. 2015¢c. Web Sitesi: http://www.tuik.gov.tr (Erisim 28.11.2015).
Anonymous. 2015d. Web Sitesi: http://ndb.nal.usda.gov/ (Erisim 28.11.2015).
Anonim. 2016. Web Sitesi: http://faostat3.fao.org (Erisim 15.01.2016)

Anwar, F., Alghamdi, S.S., Ammar, M. H and Siddique, K. H. M. 2011. An efficient in
vitro regeneration protocol for faba bean (Vicia faba L.). Journal of

Medicinal Plants Research 5(28), 6460-6467.

Babaoglu, M., McCabe, M.S., Power, J.B. and Davey, M.R. 2000. Agrobacterium-
mediated transformation of Lupinus mutabilis L. using shoot apical

explants Acta Physiologiae Plantarum. 22 (2), 111-119.

95


http://www.tr.wikipedia.org/wiki/D�nya_n�fusu
http://www.tuik.gov.tr/
http://ndb.nal.usda.gov/
http://faostat3.fao.org/

Bahgat. S., Shabban, A.O., El-Shihy, O., Lightfoot, A.D and EI-Shemyi, A.H. 2009.
Establishment of the Regeneration System for Vicia faba L. Current

Issues in Molecular Biology. 11 (Suppl. 1), 47-54 (2008).

Barik, D.P., Mohapatra, U. and Chand, P.K. 2005. Transgenic grasspea (Lathyrus
sativus L.):factors influencing Agrobacterium-mediated transformation

and regeneration, Plant Cell Reports, 24, 523-531.

Bozoglu, H. ve Topal, N. 2005. Ulkemiz I¢in Yeni Yemeklik Tane Baklagil Tiirleri.
Tiirkiye VI. Tarla Bitkileri Kongresi, 5-9 Eyliil 2005. Cilt 1, S.557-562,
Antalya.

Bottinger, P., Steinmetz, A., Schieder, O. and Pickardt, T.2001. Agrobacterium-

mediated transformation of Vicia. faba. Molecular Breeding, 8( 3), 243-
254.

Chen, H., Tang, W., Xu, C, Li, X,, Lin, Y. and Zhang, Q. 2005. transgenic indica rice
plants harboring a synthetic cry2A gene of Bacillus thuringiensis exhibit

enhanced resistance against Lepidopteran rice pests. Theoretical Applied

Genetics, 111, 1432-2242.

Chishti, N., Kaloo, Z.A., Shawl, A.S and Phalisteen, S. 2006. Rapid in vitro clonal
propagation of Lavandula officinalis chaix a multipurpose plant of

indutrial importance. Pakistan Journal of Biological Science, 9, 514-518.

Chowrira, G.M. 1995. Elektroporation mediated gene transfer into intact nodal
meristems in planta: Generating Transgenic plants vithout in vitro tissue

culture. Molecular Biotechnology, 3, 17-23.

Cetin, G. 2010. BAKLA (Vicia faba L.) bitkisinde doku kiiltiirii ¢caligmalari. Yiksek
lisans tezi. Ankara Universitesi. Fen Bilimleri Enstitiisii. Tarla Bitkileri

Anabilim dali.

Cogti, S. 2002. Baz1 fig (vida sativa l.) Cesitlerinde doku kiiltiirii yontemleriyle bitki
cogaltimi. Yiiksek Lisans Tezi. Ankara Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii Tarla Bitkileri Anabilim Dali Ankara, Tiirkiye

Cocli, S., Uranbey, S. ve Sancak, C. 2003. Baz1 yaygin fig (Vicia sativa L.) ¢esitlerinde

olgunlasmamis embriyo eksplantlarndan adventif slirgiin rejenerasyonu.

96


http://www.scopus.com/source/sourceInfo.uri?sourceId=19357&origin=recordpage

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim Bilimleri Dergisi 9 (4), 445-
449,

Dita, M. A., Rispail, N., Prats, E., Rubiales, D. and Singh, K. B. 2006. Biotechnology
approaches to overcome biotic and abiotic stress constraints in legumes.

Euphytica, 147, 1-24.

Dortbudak, N., Erdogan, P. ve Aydemir, M. 1999. Orta Anadolu Bolgesi'nde depolanan
mercimek ve fasulyede zararli olan baklagil tohum bdceklerinin yayilisi,
bulasma orani, yogunluklar1 ve meydana getirdikleri triin kayiplari

tizerinde arastirmalar. Bitki Koruma Biilteni, 39, 1-2.

Dyke, G. V. ve Prew, R. D. 1983. Beans in CropRotations. (In: FabaBean (Viciafabal..,
A BasisforImprovement, Ed: Hebblethwaite, P.D.), 263-269, Butterworths,
London.faba. Mol. Breed. 8, 243-254.

Erisen, S. 2003. Yonca (Medicago sativa L.)da doku kiiltirii calismalar1 ve
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimi. Doktora Tezi. Gazi
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Egitimi Anabilim Dal.

Ankara, Tiirkiye

Estrada-Navarrete, G., Alvarado-Affantranger, X., Olivares, J. E., Diaz-Camino, C.,
Santana, O., Murillo, E., Guillén, G., Sanchez-Guevara, N., Acosta, J.,
Quinto, C., Li, D., Gresshoff, P. M. and Sanchez, F. 2006. Agrobacterium
rhizogenes transformation of the phaseolus spp.: A tool for functional

genomics. Molecular Plant Microbe Interactions,19 (12),1385-93.

Fakhrai, H., Fakhrai, F. and Evans, P.K. 1989. In vitro culture and plant rejeneration in
Vicia faba subsp. Equina (var. Spring Blaze), Journal of Experimental

Botany, 40,216, 813-817.

Firschbeck, G., Heyland, K. and N. Knauer. 1975. Pflanzenbau, UlmerVerlag, s:166-
167.

Fontana, G., Santini L., Caretto S., Frugis, G. and Mariotti, D. 1993. Genetic
transformation in the grain legume Cicer arietinum L. (chickpea). Plant

Cell Reports, 12,194-198.

97



Gamborg, O.L., Constabel, F. and Shyluk, J.P. 1974. Organogenesis in callus from
shoot apices of Pisum sativum L. Physiol. Plantarum, 30; 125-128.

Gates, P., Smith, E. R. and Boulter, D. 1983. Reproductive physiology of Vicia faba L.
(In: FabaBean (Viciafabal.., A Basis for Improvement, Ed: Hebblethwaite,
P.D.), 133-142, Butterworths, London.

Gelvin, S.B. 1998. The introduction and expression of transgenes in plants. Current

Opinion in Biotechnology, 9, 227-232.

Ghanem, S.A. 1995. In vitro embryo genesis of lentil under saline conditions. Buletin of

Faculty of Agriculture University of Cairo, 46, (1),113-125.

Grant, J.E., Pauline, A. C., McAra, A.E. and Frew, T.J. 1995. Transformation of peas
(Pisum sativum L) using immature cotyledons. Plant Cell Reports, 15;

254-258.

Hamdy, M.A.A and Hattori, K. 2006. In Vitro Micropropagation of Vicia faba Cultivars
Waza Soramame and Cario 241 by Nodal Explants Proliferation and
Somatic Embriyogenesis. Biotechnology, ISSN 1682-296X. 5 (1), 32-
37,2006.

Hamilton, D. 2005. Broadbean. Avaliablefromhttp:// www. Self sufficientdsh. com.

Hanafy, M. S., Banna, A. El., Schumacher, H. M., Jacobsen, H.J. and Hassan, F. S.
2013. Enhanced tolerance to drought and salt stresses in transgenic faba

bean (Vicia faba L.) plants by heterologous expression of the PR10a gene
from potato. Plant Cell Reports, 32,663—674.

Hanafy, M., Thomas, P., Heiko, K. and Jacobsen, H.J. 2005. Agrobacterium-mediated
Transformation of Faba bean (Vicia faba L.) using embriyo axes.

Euphytica. 142, 227- 236.

Hobbs, S.L.A., Jackson, J.A. and Mahon , J.D. 1989. Specificity of strain and genotype
in the susceptibility of pea to Agrobacterium tumefaciens. Plant Cell.

Reports. 8, 274-277.

98


http://www.springerlink.com/(11zbmnz4c51grw45xsodc345)/app/home/journal.asp?referrer=searchresults&id=102881&backto=searcharticlesresults,1,8;

Hussey, G. and Gunn, H.V. 1984. Plant production in pea (Pisum sativum L. cv. Peuget
and Upton)) from long term callus with superficial meristems. Plant

Science Letters, 37;143-148.

Ismail, R. M., El-Domaity F.M., Nasr El-Din T.M., Sadik, A.S and Abdel-Salam, A.Z.
2006. Establishment of Regeneration System Via Organogensis in Some
Egyptian Cultivars of Vicia faba. Pakistan Journal of Biotechnology, 3
(1-2), 83-92.

Jacobson, H.J. and Kysely, W. 1984. Induction of somatic embriyos in pea Pisum
sativum L. Plant Cell Tissue and Organ Culture, 3, 319-324.

Jeleni, S., Mitrikeski, P.T., Pape, D. and Jelaskal, S. 2000. Agrobacterium-mediated
Transformation of Broad Bean Vicia faba L. Food Technology and

Biotechnology. 38 (3) 167—172 (2000)

Jefferson, R.A. 1987. Assaying chimeric genes in plants: the GUS gene fusion system.
Plant Molecular Biology and. Reproduction. 5; 387-405.

Keskin, Prof. Dr. H.:. “BesinKimyas1”, Istanbul UniversitesiYaymlariSira: 2888.
KimyaFak. No : 47 FatihYayinevi Matbaas1 IST. (1981)

Khalafalla, M. M and Hattori, K. 2000. Ethylene inhibitors enhance in vitro root
formation on faba bean shoots regenerated on medium containing

thidiazuron. Plant Growth Regulation, 32, 59-63, 2000.

Khawar, K. M., Sancak, C., Uranbey, S. and Ozcan, S. 2004. Effect of thidiazuron on
shoot regeneration from different explants of lentil (Lens culinaris Medik.)

via organogenesis. Turkish Journal of Botany, 28, 421-426.

Khawar, K.M. 2001. Mercimek (Lens culinaris Medik)’te doku kiiltiirii ¢alismalar1 ve
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimi. Doktora Tezi.
Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri Anabilim Dali

144, Ankara.

Khawar, KM. and Ozcan, S. 2002. Effect of Indole-3-Butyric Acid on on Vitro Root
Development in Lentil (Lens culinaris Medik.). Turkish Journal of

Botany, 26,109-111.

99



Klenoti¢ova, H., Smykalova, 1., Svabova, L and Griga, M. 2013. Resolving Browning
During The Establishment of Explant Cultures in Vicia faba L. for Genetic
Transformation. Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae

Mendelianae Brunensis, LXI (5), 1279-1288.

Lawes, D. A., Bond, D. A. ve Poulsen, M. H. 1983. Classification, origin, breeding
methods and objectives. (In: FabaBean (Vicia fabal., A Basis for

Improvement, Ed: Hebbleth waite, P.D.), Butter worths, London.

Lehminger-Merten, R. and Jacobsen, H-J.,1989. Plant regeneration from pea
protoplastsvia somatic embriyogenesis. Plant Cell Reports, 8, 379-382.

Lefort, F., Lally, M., Thompson, D and Douglas, G.C.1998. Morfolojical traits
microsatellite fingerprinting and genetic relatedness of a stand of elite oaks

(Q.Robur L.) at Tuallynally, Ireland. Silvae Genetica 47, 5-6.

Mahmoudian, M. 2000. Mercimekte Doku Kiiltiirii Sartlarinin Optimizasyonu ve Gen
Transfer Calismalari, Doktora tezi. Biyoteknoloji Boliimii Orta Dogu
Teknik Universitesi. 100. Ankara.

Manga, 1., Acar, Z. ve Ayan, I. 1995. Baklagil Yem Bitkileri, 19 Mayis Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Yayinlar1 Ders Notu:7, Samsun, 342s. New York,
Toronto.p. 324.

Metry, E.A., Ismail, R.M., Hussien, G.M., Nasr El-Din, T.M and El-Itriby, H.A. 2007.
Regeneration and Microprojectile -Mediated Transformation in Vicia faba

L. Arab Journal of Biotechnolgy, 10 (1), 23-36.

Mroginski, L.A. and Kartha , K.K. 1981. Regeneration of pea Pisum sativum L cv.
Century) plants by n vitro culture of immature leaflets. Plant Cell Reports,

1; 64-66.

Musallam, I.W., Al-Karaki, G.N. and Ereifej, K.I. 2004. Chemical Composition of Faba
Bean Genotypes Under Rainfed and Irrigation Conditions. International

Journal of Agriculture and Biology, 6, 359-362.

Mutasim, M., Khalafalla, H. A., El-Shemy, Rahman, S. M., Masayoshi, T., Masayoshi,
T. and Masao, 1. 2005. Recovery of herbicide-resistant Azuki Bean [Vigna

100



angularis(Wild.), Ohwi & Ohashi] plants via Agrobacterium-mediated

transformation. African Journal of Biotechnology, 4, 61-67.

Naimov, S., Dukiandjiev, S., and De Maagd, R. 2003. A hybrid Bacillus thuringiensis
deltaendotoxin gives resistance against a Coleopteran and a Lepidopteran

pest in transgenic potato. Plant Biotechnology Journal, 1,51-57.

Natali, L. and Cavallini, A. 1987. Regeneration of pea Pisum sativum L plantlets by

invitro culture of immature embriyos.Plant Breeding, 99, 172-176.

Orman Fak. Yaymlar1 I.U. Yaym No: 3198, O. F. Yaym No: 358, (1984)Demiriz, H.*
Bitki Sistematigi II ( Tohumlu Bitkiler) Ders Notlar1 ” Istanbul (1965).

Ozbek, S. 14-15 Ocak, 1988. Uluslararast1 Nohut ve Mercimek Sempozyumu.Side
Antalya. Mattur Ltd. St1 230 30 30. Ankara.pp 121-134.

Ozcan, S. 1993. Tissue culture in pea and engineering a marker gene for specific
expression in target cells for plant transformation. Doktora Tezi, Leicester

Universitesi, 166. ingiltere.
Ozcan, S. ve Ozgen, M. 1996. Bitki genetik miihendisligi. Kiikkem dergisi,1; 69-95.

Puonti-Kaerlas, J., Eriksson, T. and Engstrom, P. 1990. Production of transgenic

pea(Pisum sativum) plants by Agrobacterium mediated gene transfer.

Theoretical and Applied Genetics, 80, 246-252.

Rajesh, P.N., Muehlbaue, F.R. and Mcphee, K. 2005. Agrobacterium mediated
transformation of a large genomic ilnsert in chickpea. Plant & Animal
Genomes XIII. Conference January 15-19, Town & Country A Convention
Center San Diego, CA. Regenerated on medium containing thidiazuron.

Plant Growth Regulations. 32, 59-63.

Rehm, S. and Espig, G. 1991. The cultivated plants of the tropics and subtropics.
Wikersheim, Verlag Josef Marlag, [SB 111.R4313 On reserve in the
Library].

Rezmer, Schlichting, C. R., Wichter, R. and Cornelia, I. U. 1999. Identification and
localization of transformed cells in Agrobacterium tumefaciens induced

plant tumors. Planta. 209 , 399-405.

101



Russel, J. E. 1952. Soil condition and plant growth. Longmans Green and Co. London.

Ryan, C.A. 1990. Protease inhibitors in plants: Genes for improving defense against

insects and pathogens. Annual Reviews in Pyhtopatology, 28,425-449.

Saglam, S. 2009. Tohum boceklerdne (bruchidae: coleoptera) dayanikli transgenik
fasulye (phaseolus wvulgaris 1.) Bitkilerinin elde edilmesine yo&nelik
arastirmalar. Doktora Tezi. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Tarla Bitkileri Anabilim Dali. 101. Ankara

Saglam, S., Ciftci, C.Y., Khawar, K.M., Atak, M. ve Ozcan, S. 2005. Fasulye bitkisinde
in planta kosullarda gen aktarimi. XIV. Ulusal Biyoteknoloji Kongresi,
Eskisehir.

Saxena, P.K. and King , J. 1987. Morphogenesis in lentil. Plant regeneration from callus
cultures of Lens culinaris Medik via somatic embriyogenesis. Plant

Science, 52 (3); 223-227.

Singh, R. K. and Raghuvansi, S.S. 1989. Plantlet regeneration from nodal segment and
shoot tip derived Eksplants of lentil. Lens newsletter,16 (1); 33-35.

Skrzypek, E., Mysza, I.C and Marcifiska, I. 2012. Indirect Rganogenesis of Faba Bean
(Vicia faba L. Minor). Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, 54/2,

102-108, 2012

Snedecor, G. W. and Cochran, W.G. 1967. Statistical Methods, The Lowa State
University Press, lowa, USA.

Sehirali, S., 1988. Yemeklik Tane Baklagiller Ankara Univ. Zir.Fak. Yaymlari, Ders
notlar1: 24, S: 262.

Tsuro, M., Ikedo, H and Kato, H. 2009. Efficient genetic transformation in lavandin
using Agrobacterium rhizogenes as vector. Journal of the Japanese Society

for Horticultural Science , 78, 236-241.

Uluocak, Dr. N. “II Baklagiller. Toprak Korunmasi1 ve Yem Niteligi Bakimindan
Tiirkiye nin Onemli Dogal Otlak Bitkileri”, Istanbul Univ.

Uranbey, S., Sevimay, C.S., Kaya, M.D., Ppek, A., Sancak, C., Basalma, D., Er, C. and

Ozcan, S. 2005. Influence of different co-cultivation temperatures, periods

102



and media on Agrobacterium tumefaciens-mediated transfer. Biologia

Plantarum, 49 (1), 53-57.

Vural, H., Esiyok, D. ve Duman, I., 2000, Kiiltiir Sebzeleri, Ege Universitesi Bahge

Bitkileri Boliimii, Bornova, {zmir, 196s.

Wang, Z.Y., Sun, X.F., Wang, F., Tang, K.X. and Zhang, J.R. 2005. Enhanced
Resistance of Snowdrop Lectin (Galanthus nivalis L. Agglutinin)-
Expressing Maize to Asian Corn Borer (Ostrinia furnacalis Guenee).

Journal of Integrative Plant Biology, 47(7), 873-880.

Warkentin, T.D. and McHughen, A . 1991. Crown gall transformation of lentil (Lens
culinaris Medik.) with virulent strains of Agrobacterium tumefaciens. Plant

Cell Reports. 10, 489- 493.

Warkentin, T.D. and McHughen, A. 1992. Agrobacterium tumefaciens mediated
glucoronidase (GUS) gene expression in lentils (Lens culinaris Medik)

tissues. Plant Cell Reports. 11(5-6), 274-278.

Yan, B., Reddy, M.S., Collins, G.B. and Dinkins, R.D. 2000. Agrobacterium
turne/atiemmediated transformation of soybean [Glycine max (L.)

Merrill.] using immature zygotic cotyledon explants. Plant Cell Reports.

19,1090-1097.

Yildiz E. 2008. Kanser Ve Beslenme. Hacettepe Universitesi-Saglik Bilimleri Fakiiltesi
Beslenme ve Diyetetik Boliimii. Ankara (https: www. google. com.tr/
webhp sourceid = chrome-instant & ion = 1 & espv =2&ie=UTF- 8#q =
bakla ++metabolitler +kanser+ riskini +azalt %C4 %BIr + pdf. Erisim

28.11. 2015).

Yorgancilar, M., Babaoglu, M., Hakki, E.E. and Atalay, E. 2009. Determination of the
relationship among Old World Lupin (Lupinus sp.) species using RAPD
and ISSR markers. African Journal of Biotechnology 8 (15), 3524-3530.

103



OZGECMIS

Adi Soyadi : Farzad NOFOUZI
Dogum Yeri : IRAN-KHOY
Dogum Tarihi: 21/06/1979
Medeni Hali : Bekar

Yabanci1 Dili : Tiirkce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise

Lisans

: Kouchari lisesi, Khoy—Iran (1997)
: Khoy Islami Azad Universitesi Ziraat ve Bitki Islah -iran (1998-2002)

Yiiksek Lisans: Tabriz Islami Azad Universitesi, Bitki Islah1 -iran (2005-2007)

Hakemli Dergi

1.

Gursoy, M., Nofouzi, F ve Basalma, D. 2015. Ankara Kosullarinda Kislik
Kolzada Uygun Ekim Zamaninin Belirlenmesi. Tarla Bitkileri Merkez Arastirma

Enstitusu Dergisi, 2015, 24 (2):96-102

Ulusal Kongre Sunum

1.

Nofouzi, F., Oguz, M.C., Khawar, K.M., Yiiksel, C.O ve Ergiil, A. 2015. Iki
Yerli Yonca Genotipinde Kotiledon Bogum eksplantlarindan  Bitki
Rejenerasyonu. II. Ulusal Tarim kongresi, 29-31 Ekim, Afyon. Sayfa 110. Sozlu
Bildiri.

Nofouzi, F., Oguz, M.C., Vaziri, P. A., Rezaei, F., Giirel, S ve Ergiil, A. 2015.
Seker Pancarinda (Beta vulgaris) Kotiledon Bogum Eksplantlarindan Bitki
Rejenerasyonu. II Ulusal Tarim kongresi, 29-31 Ekim, Afyon. Sayfa 187. Poster.

104



. Hazrati, N., Nofouzi, F., Khawar, K.M., Hsnzadeh, M., UNVER, S. I ve Ergiil,
A. 2015. Bazi Arpa Genotiplerinde Soguk Stresi Cevapma Yaprak Su
Potansiyelinin (MPa) Etkisi. II. Ulusal Tarim kongresi. 29-31 Ekim, Afyon.
Sayfa, 186. Poster.

. Vaziri, P. A., Giirel, S., Yiiksel, C.O Rezaei, F., Mutaf, F., Nofouzi,F., Giirel, E.,
Kaya, R., Tan, A ve Ergiill, A. 2015. Beta martima Yabani Pancar Gen
Kaynaklarindan Seker Pancar1 Nekrotik Sar1 Damar Viriisiine Kars1 Dayanikli
Genotiplerin Rz2 Genine Dayal1 Seleksiyonu. II. Ulusal Tarim kongresi, 29-31
Ekim, Afyon. Sayfa 189.Poster.

. Nofouzi, F., YILDIRIM, M. U., OZDEMIR, F. A ve KHAWAR K.M. 2015.
Farkli Bakla (Vicia faba L.) Cesitlerinin Mikro Cogaltim1 Uzerine L-Glutamine
ve Casein Hydrolysate'in Etkileri. 11. Tarla Bitkileri Kongresi 7-10 Eyliil,
Canakkale. Poster.

. Nofouzi, F., GURSOY, M ve BASALMA D. 2015. Pamuk (Gossypium
hirsutum L.) Cesidine Uygulanan Farkli Priming Islemleri ve Degisik Dozlarda
Tuz Konsantrasyonlarinin Cimlenme ve Erken Fide Gelisimine Etkisi. 11. Tarla

Bitkileri Kongresi 7-10 Eyliil, Canakkale. Poster.

. Yildirnm, M. U., Kahriz, P.P., Ozdemir, F. A., Nofouzi F ve Khawar, K.M.
2015. Safran (Crocus sativus L.) Bitkisinde Farkli Hormon On Muamele ve
Siirelerinin Korm Cogaltim1 Uzerine Etkileri. 11. Tarla Bitkileri Kongresi 7-10

Eyliil, Canakkale. Poster.

. Giirsoy, M., Nofouzi, F ve Basalma D. 2015.Aspir (Carthamus tinctorius L.)
Cesitlerine Farkli Dozlarda Uygulanan PEG (Polietilenglikol)’in Cimlenme ve
Erken Fide Gelisimine Etkisi. 11. Tarla Bitkileri Kongresi 7-10 Eyliil,
Canakkale. Sozli Bildiri.

105



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Giirsoy, M., Nofouzi, F ve Basalma D. 2015.Humik Asit Uygulama Zamani ve
Dozlarinin Kishk Kolzada Verim ve Verim Ogelerine Etkileri. 11. Tarla
Bitkileri Kongresi 7-10 Eyliil, Canakkale. Sozlii Bildiri.

Nofouzi,F., Mirzapour, M., Valizadeh, N ve Khawar, K. M. 2013. Tirkiye’de
Yetistirilen Ik1 Onemli Bakla Cesitlerinde Bap Ve Naa Biiyiime Diizenleyici
Maddelerin In Vitro Kosullarinda Rejenerasyon Uzerinde Etkiler1. 10. Tarla
Bitkileri Kongresi 10-13 Eyliil ,Konya. Poster.

Mirzapour, M., Nofouzi, F., Valizadeh, N., KHAWAR, K. M ve KENDIR, H.
2013. Adi Figini Cumhuriyet Ve Kara El¢i Cesidin Tohumlarindan Gelisen
Fideciklerin Morfolojik Ozelleikleri Uzerine Sodyum Hipoklorit Muamelerin

Etkileri. 10. Tarla Bitkileri Kongresi 10-13 Eyliil ,Konya. Poster.

Valizadeh, N., Nofouzi, F., Mirzapour, M., JANNAT, S. M ve JAVANI, M.
2013. Ekmeklik Bugday (triticum aestivum 1.)’da Farkli Sulama Diizeylri Ile
Mineral Ve Biyolojik Azotlu Giibrenin Verim ve Verim Uyeleri Uzerinde

Etkisi. 10. Tarla Bitkileri Kongresi 10-13 Eyliil ,Konya. S6zlii Bildiri.

Nofouzi, F ve Khawar K. M. 2011. Bitkilerde Gen Klonlanma Stratejileri ve
Genetigi Degistirilmis Bitkilerin (GDB) Sorunlarini. 9. Tarla Bitkileri Kongresi
12-15 Eyliil, BURSA. Sozlii Bildiri.

Nofouzi, F., Rashidi, V ve Tarinejad, A.R. 2013. Kuraklik Stresi Altinda Durum
Bugdayin Tane Verimi ve Verim Uyelerinin Path Analizi. 9. Tarla Bitkileri

Kongresi 12-15 Eyliil, BURSA. Sozlii Bildiri.

Hajyzadeh, M., Nofouzi, F., Mokhtarzadeh, S., Ahmed, H. A., Asim, M.,
KHAWAR, KM ve OZCAN, S. 2013. Nohut bitkisinde(Cicer arietinum L.)

106



Embriyonik Eksen Eksplantlarindan In Vitro Kosullarda Siirgiin Rejenerasyonu.

9. Tarla Bitkileri Kongresi 12-15 Eyliil, BURSA. Sozlii Bildiri.

16. Nofouzi, F., Rashidi, V ve Tarinejad, A.R. 2009. Kurakliga Dayanikli Baz1

Indekslerin Durum Bugday Hatlarinda En Iyi Grup Olusturma ve
Degerlendirmesi. 8. Tarla Bitkileri Kongresi 19-22 Ekim, HATAY. Sozlu
Bildiri.

Uluslararas1 Kongre Sunum

1.

Giirsoy, M., Nofouzi, F ve Basalma D. 2015. “Kislik Kolza (Brassica napus ssp.
oleifera L.) Cesitlerinin Ankara Kosullarinda Verim ve Verim Ogeleri
Yoniinden Karsilagtirllmas1” 22-24 Ekim, III. Uluslararas1 KOP Bolgesel
Kalkinma Sempozyumu, Bildiri Ozetleri sf:37, Aksaray.

Nofouzi, F., GURSOY, M ve BASALMA D. 2014. Susam (Sesamum indicum
L.) Cesitlerinde Farkli Tuz Konsantrasyonlarinin Cimlenme ve Fide Gelisimi
Uzerine Etkisi. Uluslararasi Mezopotamya Tarim Kongresi 22-25 Eyliil,
Diyarbakir. S6zIi Bildiri. Sayi:1 Sayfa 89-94.

Nofouzi, F ve KHAWAR K. M. 2014.Farkli TDZ konsantrasyonlarin Bakla
(vicia faba L.)’nin Filiz 99 ve Eresen 87da rejenerasyon iizerinde etkileri.

Uluslararas1 Mezopotamya Tarim Kongresi 22-25 Eyliil, Diyarbakir. Poster.

Rezaei, F., Nofouzi, F., Kartal, Murat., Khawar, K. M ve Unver, S. 1. 2014.
corek otu (Nigella Sativa 1.)’nin mikro ¢ogaltim ¢alismasinda TDZ hormonunun
etkisi. Uluslararas1 Mezopotamya Tarim Kongresi 22-25 Eyliil, Diyarbakir.

Poster.

107



10.

Giirsoy, M., Nofouzi, F ve Basalma,D. 2014. “Baz1 Kolza (Brassica napus ssp.
Oleifera.L.) Cesitlerinde Tuz Stresinin Cimlenme ve Erken Fide Gelisimine
Etkisi”Uluslararas1 Katilimli 5. Tohumculuk Kongresi 19-23 Ekim 2014,
Tohumculuk Kongresi Bildiriler Kitab1 116-121s, Diyarbakir

Nofouzi, F., Rashidi, V ve Tarinejad, A.R. 2013. Temel Bilesenler Analizi
(PCA) ile Makarnalik Bugday Hatlarinda Kuraklik indekslerinin Incelenmesi.
Uluslararasi Bitki Islah1 Kongresi 10-14 Kasim, Antalya. SozIii Bildiri.

Nofouzi, F ve Khawar. K. M. 2013.1ki Adet Tiirk Bakla Cesidinde Islaha
Yonelik Bitki Re jenerasyon Ve Mikro ¢ogaltim Calismalari. Uluslararasi Bitki
Islah1 Kongresi 10-14 Kasim, Antalya. Poster.

Nofouzi,F., Mirzapour, M., Mokhtarzadeh, S ve KHAWAR, K. M. 2013.In vitro
mass proliferation of two commercially important Turkish broad bean (Vicia
faba L.) cultivars. European Biotechnology Congress Slovakia on 16-18 May.

Poster.

Mirzapour, M., Nofouzi,F., Mokhtarzadeh, S., KHAWAR, K. M ve KENDIR,
H. 2013. Effects of BAP-NAA on plant regeneration from half cotyledon
explants of Turkish common vetch (Vicia sativa L.) cultivar Kubilay. European

Biotechnology Congress Slovakia on 16-18 May. Poster.

Mokhtarzadeh, S., Niyazpour, F., Nofouzi,F., Mirzapour, M., KHAWAR, K. M
ve KIRIMER, N. 2013. Effect of BAP and NAA Plant Growth Regulators in in
vitroRegeneration and Rooting of Echinacea purpurea (L.) Moench. European

Biotechnology Congress Slovakia on 16-18 May. Oral.

108



