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Doktora Tezi

YAYGIN FiG ( Vicia sativa L.) CESITLERINDE MIKROCOGALTIM ve
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AKTARILMASI
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Fen Bilimleri Enstitiist
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hayrettin KENDIR

Protein, mineral maddeler ve vitaminler bakimindan oldukc¢a zengin olan yaygin fig
bitkisi (Vicia sativa L.)’de rejenerasyon ve genetik transformasyon biiylik bir sorun
olarak goriilmektedir. Bu tez kapsaminda yaygin figin Cumhuriyet 99, Karaelgi,
Kubilay 82 ve Selguk 99 c¢esitlerinde siirglin rejenerasyonu ve A. tumefaciens
araciligiyla transgenik bitki elde edilmesi hedeflenmistir. Yaygin figin dort ¢esidinde
yiizey sterilizasyonda farkli oranlarda ¢amasir suyu kullanilmigtir. Daha sonra siirgiin
rejenerasyon ¢alismalarinda farkli oranlarda BAP + NAA igeren MS ortaminda, yarim
ve tam kotiledon bogum eksplanti kullanilarak rejenerasyon sistemi gelistirilmistir.
Adaksial ve abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlar1 arasinda siirgiin
rejenersyonun bakimindan adaksial sekilde kiiltiire alinmasinin daha uygun oldugu
goriilmistiir. Her dort yaygin fig c¢esidinde, BAP, SA, GA3z ve BAP + GAsz’nin
tohumlara priming olarak uygulanmasinin siirgiin olusumuna olumlu etkileri izlenmistir.
Olgunlagsmamis embriyo eksplantlarinda, farkli oranlarda BAP + NAA igeren MS
ortamlarinda da siirglin rejenerasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Yukarida
belirtilmis tiim denemelerden elde edilen stirgiinler, 0.75 pg/ml IBA igeren MS ortamda
koklendirilmis ve dis kosullara adaptasyonda basar1 saglanmistir. A. tumefaciens’in
GV2260 GUS INT, LBA4404 pTF101 AopR1 CrylAc bar, LBA4404 Cry2A, GNA,
C58C1 pGreen AopR1 CrylAc bar ve C58C1 pGreen 35S CrylAc bar hatlartyla
embriyo, hipokotil ve koltuk alti meristem eksplanti kullanarak Selguk 99 ve Kubilay 82
cesitlerine gen aktarim yapilmis, To ve T; generasyonuna kadar tohum ve transgenik
bitkiler elde edilmistir. Gen aktarim ¢alismasindan elde edilen sonuglar, GUS tesi, PCR
testi ve biyoassay ile de dogrulanmistir.

Nisan 2015, 188 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bitki rejenerasyonu, bioassay, boceklere dayaniklilik, gen
aktarimi, Lepidoptera, PCR, Spodoptera littoralis



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

MICROPROPAGATION OF COMMON VETCH (Vicia sativa L.) VARIETIES AND
Agrobacterium tumefaciens MEDIATED GENETIC TRANSFORMATION USING
CrylAc, Cry2A AND bar GENES

Mohsen MIRZAPOUR

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

Supervisor: Prof. Dr. Hayrettin KENDIR

Protein, minerals and vitamins rich common vetch (Vicia sativa L.), is very difficult to
regenerate and transform genetically. This thesis aimed to develop protocols for shoot
regeneration and Agrobacterium tumefaciens mediated transformation of the plants
using common vetch cultivars Cumhuriyet 99, Karaelgi, Kubilay 82 and Selguk 99.
These cultivars were surface sterilized using different concentrations of commercial
bleach. Thereafter, a regeneration system from %2 and fully developed cotyledon node
explants was developed using different concentrations of BAP + NAA in MS medium.
Comparing shoot regenration system on adaxially and abaxially cultured cotyledon
explants on different concentrations of BAP in MS medium, it seemed as adaxillay
cultured explants were more productive. Priming of seeds with different concentrations
of BAP, SA, GA; and BAP + GA; showed positve effects on regeneration. Similarly,
different concentrations of BAP + NAA were used to regenerate immature embryo
explants positively. Shoots regenerated on all of the above mentioned experiments were
rooted on MS medium containing 0.75 pg/ml IBA and acclimetised to external
environmental conditions. Successful genetic transformation was after treatment of
embryo, hypocotyl and stem node explants from common vetch cv. Selguk 99 and the
Kubilay 82 with GV2260 GUS INT, LBA4404 pTF101 AopR1 CrylAc bar, LBA4404
Cry2A , GNA, C58C1 pGreen AopR1 CrylAc, bar and C58C1 pGreen 35S CrylAc bar
lines of A. tumefaciens. Successfully transformed plants were used to obtain Ty and T,
generations, that floered and set seeds. The results were confirmed using GUS test,
PCR test and bioassay.

April 2015, 188 pages

Key Words: Bioassay, insect resistance, genetic transformation, Lepidoptera, PCR,
Plant regeneration, Spodoptera littoralis
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SIMGELER DiZiNi

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

uM Mikromolar

dk Dakika

M Molarite

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

°C Celsius

rpm (Santrifiyj isleminde) dakikadaki devir sayisi
Kisaltmalar

AopR1 Asparagus officinalis PR1 geni
Aseto Asetosiringon (3,5 — Dimethoxy-4-hydroxyacetophenon)
BAP 6-Benzilaminopurin

2,4-D 2,4-Diklorofenoksi asetik asit DMSO Dimetilsulfoksit
bp Baz gifti

Bt Bacillus thuringiensis

cDNA Komplementer DNA

CS Camasir suyu

dNTP Deoksiriboniikleotit trifosfat

DUO Duocid

DMSO Dimetilsulfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit

EDTA Etilendiamin tetra asetik asit

F primer Forward Primer (ileri dogru olan primer)
GA; Giberellik Asit

GUS B-glukuronidaz

G6PD Glukoz 6 fosfat dehidrojenaz

Hyg Hygromisin

IBA Indol butirik asit

IkP Insektisidal kristal protein

ISTA International seed testing association (Uluslararasi tohum test
orgiitii)

K.O. Kareler ortalamasi

Km Kanamisinmonosiilfat

MS Murashige ve Skoog besin ortami1
NA Nutrient agar

NAA Naftalenasetik asit

NaOH Sodyum Hidroksit

NB Nutrient broth

Nos Nopalin sentaz

NPTII Neomisin fosfotransferaz 11
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OCI Oryzasistein-|

oD Optik yogunluk

Onc Oncogenes

p plazmit

PAA Phenoxy acetic acid

PCR Polymerase chain reaction (polimeraz zincir reaksiyonu)
ppt Fosfonitricin

R primer Reverse primer (geri yonde olan primer)
SA Salisilik asit

Strep Streptomaycin

Spec Spectinimaycin

Sp Salmon sperm DNA sodium salt

S.D. Serbestlik derecesi

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris- Borik asit-EDTA

T-DNA Transfer DNA

TDZ Thidiazuron (1 Phenyl 3-(1,2,3-thidiazol 5yL) urea)
Ti Timor olusturan

Tm Erime sicaklig1

U Unit

V.K. Varyasyon kaynaklari

Vir Virulens geni

X-gluc 5 Bromo - 4 kloro - 3 indolil glukoronid
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Kubilay82 ¢esidinin 0.8pug/ml BAP igeren MS ortamda kotiledon
bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda KOKIENdirilmesi........cooveiiiiiiiiiiciic e
Selcuk 99 ¢esidinin kotelidon bogum eksplantlarin farkli oranda 0.8
ng/ml BAP iceren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu..........ccceevveernenen.
Selguk 99 ¢esidinin 0.2 pg/ml BAP iceren MS ortamda kotiledon
bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pug/ml IBA igeren
ortamda KOKIENdirilmesi........coovriiiiiiiiiieiic e
Cumhuriyet 99 ¢esidinde abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon
eksplantlarin gelismelerine etkileri..........ccovvviiiiiiiiiiiiice
Cumhuriyet 99 ¢esidinin ¢esidinin GAj3 ile priming yapilmis olan
abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml
BAP igeren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda KOKIENAIrilmesi........covvriiiiiiiiiieiie e
Karael¢i c¢esidinde abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon
eksplantlarin siirgiin olusumuna ve gelismelerine etkileri......................
Karael¢i ¢esidinin GAj ile priming ile yapilmis olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 1.00 pg/ml BAP igeren MS
tizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA iceren ortamda
KOKIENAITIIMEST. .t
Kubilay 82 c¢esidinde abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon
EKSPIANLIATIN. ...
Kubilay 82 ¢esidinin SA ile priming yapilmis olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 1 pg/ml BAP igeren MS
tizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
KOKIENAITTIMESI. ...
Selcuk 99 c¢esidinde abaksial sekilde kiiltire alinmis kotiledon
EKSPIANTIATIN. ......eiiice e
Selguk 99 ¢esidinin ¢esidinin BAP + GAg ile priming yapilmis olan
abaksial sekilde kiiltiire alinmig kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml
BAP iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA iceren
ortamda KOKIENdirilmesi........cooveiiiiiiiiiieiic e
Cumhuriyet 99 ¢esidinde adaksial sekilde kiiltiire alinmig kotiledon
eKSPlaNtarin........cooviiiiiii s
Cumbhuriyet 99 cesidinin BAP + GAj ile priming yapilmis olan
adaksial sekilde kiiltiire alinmig kotiledon eksplantlarindan 0.50
png/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA
igeren ortamda KOKIendirilmesi.........cocvveiiieiiiieiiiiie i
Karaelgi c¢esidinde adaksial sekilde kiiltiire alimmis kotiledon
EKSPlANtIAIN. ...
Karael¢i ¢esidinin  BAP + GA3 ile priming yapilmis olan adaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.25 pg/ml BAP
iceren MS {izerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda KOKIENdirilmesi........covveiiiiiiiiiieiicceese e
Kubilay 82 cesidinde adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon
EKSPIANTIATIN......ccvviiiice e

Xi

86

87

90

92

93

94

96

98

100

101

102

104

105

107

108



Sekil 4.34

Sekil 4.35

Sekil 4.36

Sekil 4.37

Sekil 4.38

Sekil 4.39

Sekil 4.40

Sekil 4.41

Sekil 4.42

Sekil 4.43

Sekil 4.44

Sekil 4.45
Sekil 4.46

Sekil 4.47

Sekil 4.48
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Kubilay 82 gesidinin BAP + GAj ile priming yapilmis olan adaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.50 pg/ml BAP
iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda KOKIendirilmesi.........cccoceriiiiiiiiiiieceee e
Selcuk 99 ¢esidinde adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon
EKSPIANTIAIIN. ...
Selguk 99 ¢esidinin BAP + GAj ile priming uygulanmis olan adaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.50 pg/ml BAP
iceren MS {izerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmesi...........ccvvveiiiiiiiciicc
Cumhuriyet 99 c¢esidinde farkli priminig ile yapilmis tohumlardan
Gelisen govde eksplantlarin............ccccoeveiiiiiiiiiici
Cumhuriyet 99 ¢esidinin BAP + GA3 ile priming yapilmis
tohumlardan 0.25 pg/ml BAP igeren MS {izerinde gelisen siirgiinlerin
0.75 pg/ml IBA iceren ortamda koklendirilmesi..........c.ccoeveeiiiiieennnenn
Karael¢i ¢esidinde farkli priminig ile yapilmis tohumlardan gelisen
govde eksplantlarin...........occeoiiiiiiiii i
Karael¢i ¢gesidinin BAP + GAj ile priming yapilmig tohumlardan 0.50
ug/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA
iceren ortamda KOKIeNndirilmesi........ocveereriieiiie i
Kubilay 82 ¢esidinde farkli priminig ile yapilmis tohumlardan gelisen
govde eksplantlarin............coocveiieiieiiiee
Kubilay 82 ¢esidinin GA3 ile priming ile yapilmis tohumlardan 0.25
ng/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA
igeren ortamda KOKIendirilmesi........c.cocvveiiiieniiiisiiiesiiie e
Selcuk 99 cesidinde farkl priminig ile yapilmis tohumlardan gelisen
govde eksplantlarin............ccooiiiiiiiii
Selguk 99 cesidinin BAP + GAjz priming ile yapilmig tohumlardan
0.75 pg/ml BAP igeren MS iizerinde gelisen siirglinlerin 0.75 pg/ml
IBA igeren ortamda kOklendirilmesi.........cooevveviiiiiiieeiiii i

Cumhuriyet 99 ¢esidinin olgunlagsmamis embriyo eksplantlarin
Cumhuriyet 99 ¢esidinin 0.1 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA igeren
MS ortamda olgunlagmamigs embriyo eksplantlarindan gelisen
stirglinlerin 0.75 pg/ml IBA iceren ortamda koklendirilmesi.................
Karaelgi ¢esidinin olgunlagmamis embriyo eksplantlarin 0.25 pg/ml
BAP +0.025 pg/ml NAA iceren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu..

Karael¢i cesidinin 0.5 pg/ml BAP + 0.05 pug/ml NAA igeren MS
ortamda olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin
0.75 pg/ml IBA iceren ortamda koklendirilmesi..........cc.ccevveriiiiennnnnnn
Kubilay 82 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin 0.75 pg/ml
BAP + 0.025 pg/ml NAA igeren MS ortam konsantrasyonlarin etkisi
ile olugan SUrglin reJeNErasyOnUi..........ccecviieirieriiniriiie e
Kubilay82 ¢esidinin 0.5 pg/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA igeren MS
ortamda olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin
0.75 pg/ml IBA iceren ortamda koklendirilmesi.............ccovvvrviiinennnnnn
Selguk 99 ¢esidinin olgunlagsmamis embriyo eksplantlarin 1.00 pg/ml
BAP + 0.025 pg/ml NAA iceren MS ortam konsantrasyonlarin etkisi
ile olugan SUrglin reJeNErasyOnU.........ccueiriiverieriisiisie e
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Selguk 99 ¢esidinin 0.5 pg/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA igeren MS
ortamda olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin
0.75 ng/ml IBA igeren ortamda koklendirilmesi..........occveviviiiiiiennnnnns
In vitro kosullarda gelisen koklenmis yaygin fig bitkilerin dig sartlara
AlISHITIIMAST oo

In vitro kosullarda gelisen adi fig (a) Karaelgi, (b) Cumhuriyet 99, (c)
Selcuk 99 ve (d) Kubilay 82 ¢esitlerinde bitkilerden elde edilen
kurutulmus bakla ve tohumlarin sematik gorintisii.........cccovcvverrvernne
Agrobacterium tumefaciens ODggo= 2.25 yogunlugunda (a) Selguk 99
ve (b) Kubilay 82 gesitlerine ait embriyolar.............cccccvevvevieieerieinene.
Agrobacterium tumefaciens ODgpp=2.25 yogunlugundaki siispansiyon
ile muamele edilmis Selguk 99 c¢esidine ait embriyolarindan gelisen
aday transgenik siirgiinlerin seleksiyon ortamindaki gelismelerin
seMAtik GOTUNLUSTL .. .eeiveeiiieie it
Kubilay 82 ¢esidinde GV2260 p35GUSINT bakteri hatt1 ile yapilan
gen aktariminda GUS testi sonucunda maviye boyanmis yaprak
OTNCKICT ... et

GUS geni igeren A. tumefaciens’nin GV2260::p35 GUSINT hattuyla
yapilmis gen aktarim ¢alismasinda (1,2) Kubilay 82 c¢esidinin
hipokotil negatif (3) hipokotil pozitif (4) koltuk altt meristem pozitif
(5) embryo negatif ve (6) Selcuk 99 cesidinin hipokotil negatif (7)
koltuk alt1 meristem pozitif ve olarak elde edilen se¢ilmis Ornek
bitkilerin GUS genin varligin teyit eden PCR sonuglart..............co........
Kubilay 82 ¢esidin yapraklarinda LBA4404 pTF101AopR1 CrylAc
bar bakteri hattiyla gen aktarimi sonucunda elde edilen aday
transgenik bitkilein histokimyasal GUS geninin ekspresyonu................
CrylAC geni iceren A. tumefaciens’nin LBA 4404:: pTF101A0RPR
CrylAc hattuyla yapilmis gen aktarim calismasinda(l) Kubilay 82
cesidinin koltuk alti meristem pozitif (2) koltuk alti meristemden
negatif (3) koltuk alti meristemden pozitif (4) embriyo eksplantinden
pozitif ve (5) Selguk 99 c¢esidinin koltuk alti meristem pozitif (6)
koltuk alt1 meristem pozitif (7) embriyo eksplantinden negatif olarak
elde edilen segilmis Ornek bitkilerin CrylAc genin varligin teyit
eden PCR SONUGIATT.......cuviiiiiiiiic e
kubilay 82 ¢esidine ait transgenik bitkilerin.............cccoceviiiiiiiiiinnn,
Yaygin fig bitkisinde Cry 1Ac geni tasiyan transgenik T bitkilerin
sematik GOTUNTUICTT.......coviiieiiiiiiic s
Selguk 99 ¢esidine ait T; transgenik bitkilerin goriintiileri.....................
Cry2A ve GUS geni igeren A. tumefaciens’nin hattuyla yapilmis gen
aktarim calismasinda (1) Kubilay 82 ¢esidinin hipokotil pozitif (2)
hipokotil negatif (3) koltuk alti meristemden pozitif (4) embriyo
eksplantinden pozitif se¢ilmis 6rnek bitkilerin GUS genin varligin teyit
eden PCR SONUGIATT......ccviiiiiii i
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Yaygin fig Kubilay 82 c¢esidinde yapraklarinda pGreen AopR1
CrylAc bar geni iceren A. tumefaciens’nin hattuyla yapilmis gen
aktarim ¢alismasinda (1) Kubilay 82 ¢esidinin hipokotil pozitif (2)
hipokotil negatif (3) koltuk altt meristemden pozitif (4) embriyo
eksplantindan pozitif ve (5) Selguk 99 ¢esidinin hipokotil pozitif (6)
koltuk altt meristem pozitif olarak se¢ilmis 6rnek bitkilerin Cry 1Ac
genin varligin teyit eden PCR sonuglart.........c.coocvvviienniiininncnceinn,

Kubilay 82 c¢esidinde pGreen 35S CrylAc bar igeren A,
tumefaciens’nin  hattuyla yapilmig gen aktarim calismasinda (1)
Kubilay 82 ¢esidinin hipokotil pozitif (2) koltuk alt1 meristem pozitif
(3) embryo pozitif ve (4) Selguk 99 ¢esidine ait hipokotil pozitif ve
(5) Selguk 99 ¢esidinin hipokotil negatif olarak secilmis O6rnek
bitkilerin CrylAc genin varligin teyit eden PCR sonuglar1 ve elde
edilen aday transgenik bitkilein histokimyasal GUS geninin
BKSPIESYONU. ...ttt
In vitro kosullarda sirasiyla Agrobacterium tumefaciens’nin (a)
GV2260 GUSINT, (b) AopR1 CrylAc bar, (c) Cry2A, (d) GNA , (e)
pGreen 35S CrylAc bar ve (f) pGreen AopR1 CrylAc bar hatlartyla
muamele edilmis Kubilay 82 c¢esidine ait elde edilen baklalarin
sematik gOTUNLUIETL ... .oiveiiiiiiicec e
In vitro kosullarda sirasiyla Agrobacterium tumefaciens’nin (a)
GV2260 GUSINT (b) AopR1 CrylAc bar (c) Cry2A (d) GNA lektin
(e) pGreen 35S CrylAc bar (f) pGreen AopR1 CrylAc bar hatlariyla
muamele edilmis Kubilay 82 c¢esidine ait elde edilen transgenik
tohumlarin sematik gOrtintlleri...........cooovviieiiiiiic i

kubilay 82 ¢esidine ait DItKiler............cooveviiiiiiiiic e
KUDIAY 82 GeSIdi.....c.eiivieiieieirieiieie et
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Cizelge 3.1
Cizelge 3.2
Cizelge 3.3

Cizelge 3.4

Cizelge 3.5
Cizelge 4.1

Cizelge 4.2

Cizelge 4.3

Cizelge 4.4

Cizelge 4.5

Cizelge 4.6

Cizelge 4.7

Cizelge 4.8

Cizelge 4.9

Cizelge 4.10

Cizelge 4.11

CIZELGELER DiZiNi

Kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢d6ziiciileri ve saklama
KOSUILATT. ... e e
Calismada kullanilan Agrobacterium tumefaciens ve A.
rhizogenes hatlart ve 6zellikIeri.........cccoeveiciinininiiieeee,
Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan
antibiyotikler, ¢oziiciiler ve saklama kosullari..............ccccceenee.

Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan
antibiyotikler, bakteriostatic maddeler, secici maddeler,
yardimc1 maddeler, ¢oziiciiler ve saklama kosullari...................
PCR isleminde kullanilan primer dizileri..........c.ccooovviviivninnnen.
Cumhuriyet 99 ¢esidinde degisik camasir suyun oranlar1 ve
uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve
kok uzunlugu etkisine ait varyans analizi............c.ccoceevvenennnn,
Cumbhuriyet 99 ¢esidinde degisik ¢amasir suyun oranlari ve
uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve
kok uzunlugu etkisine ait ortalamalart...........c.ccoocoveveiiiiinnnns
Karael¢i ¢esidinde degisik camagir suyun oranlari ve uygulama
zamanlarinin ¢imlenme orani, slirglin uzunlugu ve kok
uzunlugu etkisine ait varyans analizi...........c.ccocoovvovvinenenn.
Karael¢i c¢esidinde  degisik  camasir suyun oranlar1 ve
uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve
kok uzunlugu etkisine ait ortalamalart..........c.cccceoveeniiiincnnne.
Karael¢i c¢esidinde degisik uygulama zamanlarinin siirgiin
uzunlugu ve kok uzunlugu etkisine ait ortalamalari................
Kubilay 82 ¢esidinde degisik ¢amasir suyun oranlart ve
uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve
kok uzunlugu etkisine ait varyans analizi...........c.ccccoceveninnne.
Kubilay 82 c¢esidinde degisik ¢amasir suyun oranlari ve
uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve
kok uzunlugu etkisine ait ortalamalart...........cccccceorincinnnen,
Selguk 99 c¢esidinde  degisik c¢amasir suyun oranlar1 ve
uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgin uzunlugu ve
kok uzunlugu etkisine ait varyans analizi...........cc.ccoccvevevennne.
Selguk 99 cesidinde degisik uygulama zamanlarinin ¢imlenme
orani Ve kok uzunlugu etkisine ait ortalamalari......

Selcuk 99 c¢esidinde degisik camasir suyun oranlart ve
uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve
kok uzunlugu etkisine ait ortalamalart.............cccocooniiiiiennn
Cumbhuriyet 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
stirgiin rejenerasyonu etkisi ile varyans
ANANTZI..o.eic
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Cizelge 4.12

Cizelge 4.13

Cizelge 4.14

Cizelge 4.15

Cizelge 4.16

Cizelge 4.17

Cizelge 4.18

Cizelge 4.19

Cizelge 4.20

Cizelge 4.21

Cizelge 4.22
Cizelge 4.23

Cizelge 4.24

Cizelge 4.25

Cizelge 4.26

Cizelge 4.27

Cizelge 4.28

Cumhuriyet 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
stirgiin rejenerasyonuna etkisi ile
Ortalamalari..........ccoveiiiri e

Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99
¢esidine ait slirglinlerin  koklendirilmesine ait varyans analizi
1021101 F: 3 5 DS PRR
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99
cesidine ait siirgiinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar........

Karaelgi ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina farkli
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile varyans analizi...........cccccoceevennennenn.
Karaelgi ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
slirglin rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalart............c.ccocveeenee,
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Karaelgi ¢esidine ait
siirglinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari....

Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Karael¢i cesidine ait
siirglinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar..............cc.cceuee..e.
Kubilay 82 ¢esidinin yarim Kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA Kkonsantrasyonlarin
slirgilin rejenerasyonuna etkisi ile varyans analizi....................
Kubilay 82 cesidinin yarim Kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
slirgiin rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalart............cc.ccocenen.
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Kubilay 82 ¢esidine ait
siirglinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Kubilay 82 cesidine ait
siirgiinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar............................
Selguk 99 ¢esidinin yarim Kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
slirglin rejenerasyonuna etkisi ile varyans analizi.......................
Selguk 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
slirgiin rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalart.............cccceeveee.
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Selguk 99 c¢esidine ait
siirglinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglart....
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Selguk 99 c¢esidine ait
siirgiinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar................c.cc.ee...

Cumhuriyet 99 c¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarin
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
slirgiin rejenerasyonu etkisi ile  varyans analizi......................
Cumhuriyet 99 c¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarin
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin
stirgiin rejenerasyonu etkisi ile ortalamalari...............ccccvenen.
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Cizelge 4.29

Cizelge 4.30

Cizelge 4.31

Cizelge 4.32

Cizelge 4.33
Cizelge 4.34

Cizelge 4.35

Cizelge 4.36

Cizelge 4.37
Cizelge 4.38

Cizelge 4.39

Cizelge 4.40

Cizelge 4.41
Cizelge 4.42

Cizelge 4.43

Cizelge 4.44

Cizelge 4.45

Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99
¢esidine ait slirglinlerin  koklendirilmesine ait varyans analizi
102110161 F: ) 5 DRSSPSR
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99
cesidine ait siirgiinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar.........
Karael¢i ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile varyans analizi............cccccoceveennenn.
Karaelgi ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin = siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalart.............ccccceeevevveriennnnnn
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Karaelgi ¢esidine
siirglinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglart....
Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Karaelgi ¢esidine
siirglinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar.......................
Kubilay 82 c¢esidinin kotelidon bogum eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile
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1. GIRIS

Hizla artan diinya ve iilke niifiistinun ihtiyaci olan gida maddelerinin karsilanmasinda
ana kaynak olan tarimsal riinlerin miktar ve kalitesinin yiikseltilmesi kaginilmaz bir
zorunluluktur. Bitkisel ve hayvansal iiretim olarak iki ana sektérden olusan tarimsal

faaliyetlerin ¢evre ile biitiinlesik bir anlayista siirdiiriilmesi son derece 6nemlidir.

Tarimsal {retimin arttirilmasinin daha kolay bir secenek olan, tarim alanlarininin
genisletilmesinde tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de sinirlara dayanilmistir.
Tarimsal faaliyetlerde {iretimi arttirmak icin, kaynaklarin daha verimli kullanilarak
birim alan verimliliginin yiikseltilmesi secenegi son donemlerde daha da One

cikmaktadir.

Tarimsal faaliyetin 6nemli bir parcasi olan hayvanciligin temeli ve hayvancilik
isletmelerindeki girdilerin biiylik bir boliimiinii olusturan kaliteli kaba yemi saglayan
kaynak olmasmin yaninda yem bitkileri, topragi korumak ve gelistirmek, havadaki
serbest azotu topraga baglayarak topragi giibrelemek, yil boyunca iizerinde bulundugu
topragt yesil bir ortii ile kaplayarak, su ve riizgar erozyonuna karsi korumak gibi
fonksiyonlara sahiptir. Diger yandan gelismelerinin belli bir doneminde topraga
gomiilerek karigtirilan yembitkileri, yesil glibre olarak topraklarin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerini iyilestirirler.

Diinya tizerinde hayvan beslemede kullanilan bitkilerin biiylik bir kismini baklagiller
(Fabaceae) familyasindan bitkiler olusturmaktadir. Baklagil bitkilerinin besin degerleri
ve hayvanlara yarayighliklar yiiksektir. Baklagil otu kolay kartlagmayan, bol yaprakli
ve yumusak govdeli 6zellik gosterir. Baklagillerden elde edilen ot, protein, vitamin ve
minerallerce zengindir. Baklagil familyasindan yem bitkileri, kaba yem olarak
kullanilmalarinin yaninda tane yem amaciyla da hayvan beslemede kullanilirlar (Tan ve

Serin, 2009).



Fig (Vicia) cinsi esas olarak diinyada tropikal 1liman ve subtropikal bolgelerde bulunan
yaklasik 166 tiir igermektedir (Maxted 1993). Ozellikle Asya, Avrupa ve Akdenz
iilkelerinin yerli bir bitkisi olan ve A.B.D.’de 25 tiirii bulunan fig cinsinin, insanlik
tarihinde tarimi ilk defa eski diinyada yapilmaya baslanmustir. Ilk kiiltiire alinan fig
tiirleri ise yaygin fig ve bakla oldugu bildirilmektedir (Mckee 1952). Giiniimiizde ise fig
tirlerinin tarimi, hem yar1 kurak alanlarda hem de serin bdlgelerde olmak iizere,
diinyanin her yerinde 6zellikle Avrupa, Akdeniz ve Ortadogu iilkelerinde yaygin olarak
yapilmaktadir (Avcioglu vd. 2009). Tiirkiye’de tarimi ¢ok eski yillardan beri yapilan ve
son donemlerde ekilis ve lretimi yildan yila artis gosteren fig tiirlerinin ekim alani

yaklasik 500 bin ha kadardir (TUIK 2015).

Yaygin fig (V. sativa), fig tiirleri iginde tarimi en fazla yapilan bitki tiiriidiir. Toprag
yormayan ve bol miktarda organik madde birakan yaygin fig, Rhizobium
leguminosarum bakterileri ile simbiyotik iliskiye girerek havanin serbest azotunu baglar
ve topragl azot bakimindan zenginlestirir. Bitki ayrica ekim nobetinde, yesil ot, kuru ot,
silo yemi ve yesil giibre olarak da kullanilmaktadir. Fazla derinlere gitmeyen bir
kazik kok sistemine sahiptir. Toprak sartlarinda bagli olarak ortalama 40-60 cm.
boylanabilmektedir. Yapraklar 4-6 ¢ift yaprakg¢iktan meydana gelmis olup, yaprakg¢ik
uclart sivridir. Meyvesi tipik bir fasulyedir; 3-5 cm. uzunlugunda olup, ortalama 5-6
dane bulunur. Adaptasyon yetenegi iyi bir bitkidir. Ancak fazla asitli topraklar1 sevmez.
Kist 1liman gegen bolgelerde sonbaharda erken ekilerek iyi bir sekilde yetistirilebilir
(El¢i 2009). Eksi 8 derecenin altindaki sicakliklarda donmaktadir. Bu yiizden kis1 sert
gecen yerlerde yazlik olarak, sicak iklim bolgelerinde ise kislik olarak yetistirilmektedir.
I¢, Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde erken Ilkbaharda ekimi yapilir (Anonim
2015a). Tirkiye'de 2013 yilinda yaygin fig 4 269 348 da alanda ekilmis olup, 4 168
085 ton yesil ot verimi elde edilmistir (TUIK 2015). Tarimi yapilan bélgelerde, iyi
bakim kosullarinda 3-3,5 ton/da yesil ot ya da 500-700 kg/da kuru ot elde edilir
(Anonim 2015b).

Protein, mineral maddeler ve vitaminler bakimindan olduk¢a zengin olan yaygin fig
bitkisi, entansif hayvanciligin kaba yem gereksiniminin karsilanmasinda biiyiik 6nem

gostermektedir. Yaygin fig kuru otu %13 - 18, tanesi %29 oraninda ortalama ham



protein igermektedir (Ahlgren 1956, Akyildiz 1969). Yaygm fig’in yaprak ve saplarin
sirasiyla %16.8, ve %7.7 oranda ham protein saptanmistir (Caballero vd. 1995).
Yaygin fig hem ot hemde tane olarak birgok mineral madde ve aminoasit yoniinden de
zengindir. Yaygin fig tohumlar1 i¢inde seliiloz orani ¢ok diisiik ve sindirilme orani ¢ok
yiiksektir (Akyildiz 1969); Hayvan beslemedeki kullanimimin yaninda, yaygin figin
tanesi, diinyanin bazi bolgelerinde insanlar tarafindan yemeklik olarak kullanilmaktadir

(Enneking 1994).

Yaygin figin tohumu insanlar ve gevis getirmeyen hayvanlar tarafindan fazla miktarda
yendigi zaman a - galactosides salgilanmakta ve bu toksin madde monogastrik
hayvanlarda istahsizliga sebep olmaktadir (Eskin vd. 1980, Saini 1989). Ayrica, yaygin
fig y- glutamyl-s-ethenylcysteine icermektedir (Enneking 1994). Figlerde hem S -
cyanoalanine hemde y - glutamyl aktif molekiileri olup, idrardaki sistationin
(cystathionine) ile biyokimyasalla reaksiyonununa girip bir ara bunu iriin olarak
salgilamaktadir (Enneking 1994). Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzim (G6PD) eksikligi
olan kisilerde glutathion diismesinin sebebi convicine, isouramil, divicine ve vicine gibi
oksidanlarin varligi ortaya ¢ikmakta favisim hastaligi olarak adlandirilmaktadir. Figler
¢ig olarak yendiginde de lektin phytohemoglutinin salgilanmasina (Enneking 1994),
insan ve monogastrik hayvanlarda (Miintz vd. 1998) besleme igin gerekli olan temel
amino asitlerden metionin ve cysteinin azalmasina sebep olabilmektadir. Diger fig
tiirleri i¢in de bu konu 6nemli oldugundan caligmalarin didiplinleraras1 bir anlayisla
devam etmesi biiyiik 6nem arz tagimaktadir. Gen aktarimi, doku kiiltiirii, mikrogogaltim
vb biyoteknolojik yontemler kullanilarak figlerdeki islah caligmalarinin daha kisa
siirede sonuglandirilmasi boylece, figlerin neden olabilecegi toksik maddelerin insan ve

hayvan sagliina olan zararl etkilerinin azaltilmasinin saglanabilecektir.

Diger taraftan, Tirkiye kosullarina uygun yeni yaygin fig ¢esitlerin gelistirilmesinde
Ozellikle boceklere ve herbistlere karsi direngli ¢esitler/hatlarun 1slah ¢alismalarinda
ortaya konulmasi olduk¢a onemlidir. Klasik bitki 1slahi ile istenen Ozelliklerin bir
bitkide toplanmasi uyusmazlik, genetik baglilik ve istenen ozelliklerin se¢iminin ve
stabilizasyonunun, giic ve zaman alic1 bir iglem olabilmektedir. Bu nedenle, 1slah

caligmalarinda alternatif olarak genetik miihendisligi tekniklerinin entegrasyon, islah



stiresinin kisaltilmasinin yaninda; melezlemede karsilasilan engeller, genetik baglilik
sorunlart ve gen havuzlarindan yararlanmadaki sinirlamalar kolayca ortadan
kaldirilabilmekte, orijinal bitkinin arzu edilen karakterlerini degistirmeden bir yada
birkag gen, yeni Ozellikler kazandirmak amaciyla degisik organizmalardan izole

edilerek bitkilere aktarilabilmesi miimkiindiir (Ozcan ve Ozgen 1996).

Yaygin fig ile yapilan biyoteknolojik c¢alismalarda bitki rejenerasyonu, en onemli
sorunlardan biridir. Tiim gen aktarim tekniklerinin basarisin1 en fazla etkileyen faktor,
gen aktarilacak olan hiicre veya dokularin siirgiin rejenerasyon kabiliyetidir. Ancak,
siirglin rejenerasyon kabiliyeti, genotipi, eksplantin fizyolojik durumu, kiiltiir kosullar
(ortaminin 151k ve sicaklik gibi fiziki sartlar1) sonuglarina son derece etkilenmektedir
(Pierik 1987). Bitki doku kiiltiirii galismalarinda eksplant segimi ve uygun ortamlarin
belirlenmesi  son derece 6nem arz etmektedirler. Ayrica bitkilerin gesitli dokulari
araciligi ile in vitro kosullarinda ¢ogaltilmasi ile ¢ok sayida saglikli fide elde edilmesi
miimkiindiir (Bhatti 2001).

1.1 Agrobacterium tumefaciens ile Bitkilere Gen Aktarimi

Gen aktarimi, tam bir bitki olusturabilme yetenegine sahip olan hiicrelerin
kloroplastlarina veya kromozomlarina istenilen genleri tasiyan bir DNA pargasinin
yerlestirilmesi ve buradan yeni bitkilerin elde edilmesidir. Bitkilere gen aktarim
caligmalarinda en yaygin olarak Agrobacterium araciligiyla gen aktarimi yapilmaktadir
(Ar12001).

A. tumefaciens ve A. rhizogenes, toprak kokleni bakteri tiirleri olup, bitkiyi genellikle
olusan yaralardan enfekte ederek tiimor veya sagak kokler olusturmaktadir. Enfeksiyon
sonucunda bakteriden bitkiye gecen genler sayesinde bol miktarda oksin iiretimiyle
bitkinin kdk bogazi hiicrelerinde ortaya ¢ikan diizensiz bdliinmeler kallus veya tiimor
olusumuna neden olmaktadir (Bevan vd. 1983, Huffman vd. 1984). A. tumefaciens ve A.
rhizogenes bakteri tiirlerinin T-DNA bolgesindeki tiimor olusumuna neden olan genler
kesici enzimler araciligiyla cikartilarak yerlerine degisik kaynaklardan izole edilen

tarimsal 6neme sahip genler yerlestirildiginde ve in vitro gelisen bitki doku ve hiicreleri
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bu Agrobacterium hatlariyla enfekte edildiklerinde, istenilen 6zellikleri tasiyan genler
bitki hiicrelerine aktarilmaktadir (Ozcan vd. 2001).

Agrobacterium tumefaciens aracilifiyla gen aktariminda, gen aktarim orani son derece
diisiik oldugundan, gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde yiiksek oranlarda adventif
siirglin olusumu da gen aktarim calismalarinin basarisinda 6énemli rol oynamaktadir.
Ancak, yaygin fig bitkisinde in vitro bitki rejenerasyonu 6nemli bir sorun olup, yerli
cesitlerinde transgenik bitki elde edilememistir.Yaygin figde in vitro bitki rejenerasyonu
sorununun ¢oziilmesi i¢in Tiirkiye’nin yerel fig ¢esitlerinin morfogenetik kapasitelerini
etkileyen fizyolojik, ekolojik ve genetik faktorlerin bilinmesi biiyiilk onem arz
etmektedir. Ayrica, rejenerasyon ve gen aktarimi kapasitesinin arttirilabilmesi igin
kullanilan genotipler, besin maddeleri, kiiltir kosullari, hormonlar, eksplantlarin
fizyolojik yas1 ve tipi gibi faktorlerin ve bu faktorler arasindaki etkilesimlerin ¢ok iyi
sekilde belirlenmesi ve bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde
yiikksek oranda siirgiin olusumu gen aktarimi ile yan iliskili olup, transformasyon
basarisinda Oonemli rol oynamakta ve orijinal Ozelliklerini bozmadan kisa zamanda
homojen ve stabil hem herbisitlere dayanikli bitkilerin gelistirilmesi ve hemde boceklere
kars1 mikrobiyal etmenlerin etkinliklerinin artirilmasi ¢ok Onemlive istenilen bir
hususdur. Bu nedenle, yaygin fig bitkisinde stabil genetik transformasyon igin uygun
rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Walden ve Schell 1990,
Fraley ve Schell 1991).

Tarimsal tiretimde ekonomik kayiplara neden olan bdceklere miicadelede kullanilan
kimyasallar ayn1 zamanda insan, ¢evre ve dogal denge tizerindeki olumsuz etkilerde
bulunmaktadir. Bu nedenle alternatif yontemlerin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu
amagcla insektisidal etki gosteren proteinleri kodlayan bazi genler (gesitli Bacillus
thuringiensis endotoksinleri, proteinaz inhibitorleri, lektinler, alfa-amilaz inhibitorleri,
kitinaz gibi) bitkilere aktarilarak degisik bocek takimlarina karsi dayaniklilik
saglanabilmektedir (Saglam 2010).

Boceklere dayaniklilik i¢in transformasyon caligmalarinin esasi; bocekler iizerinde

toksik etki yapan insektisidal proteinlerin sentezinden sorumlu genlerin bitkilere



aktarilarak transgenik bitkilerin gelistirilmesine dayanmaktadir. Bu amagcla en yaygin
olarak, kullanilan genler dogal ve sentetik Bt &-endotoksin proteinlerinin sentezinden
sorumlu olan Cry genleridir (Aasim 2010, Saglam 2010). Bt 6-endotoksin genlerine ek
olarak boceklere dayanikli transgenik bitkilerin gelistirilmesinde; proteinaz inhibitorleri,
a-amilaz inhibitorleri, lektinler, kitinaz, kolesterol oksidaz enzimi, avidin ve VIP
(vegetative insectisidal proteins) gibi insektisidal etki gosteren proteinler de
kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar a-amilaz inhibitér—1 (aAl-1) geninin &zellikle
Bruchidae familyasina ait boceklerle miicadele ig¢in transgenik  bitkilerin
gelistirilmesinde kullanildigini géstermektedir (Crispeels 1997, Sonia vd. 2007). aAl-1
genini tasiyan transgenik bitkilerin Bt endotoksin proteinleri yapisal ozellikleri ve
konukgu profillerine gére Cry-1, 2 ,3, 4, 5, 6, 7 ve 8 olmak iizere 8 farkli grupta
toplanmaktadir (Ben-Dov vd. 1997). Bunlardan Cry-1 toksinleri Lepidoptera tizerinde
etki gosterirken, Cry-3 toksinleri Coleoptera, Cry-4 ise Diptera iizerinde etkili
olabilmektedir. Cry-2 toksinlerinin ise hem Lepidoptera hem de Diptera iizerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Kristalin proteinler veya protoksinler yiiksek pH derecelerinde
bocek orta bagirsaginda ¢oziindiigli zaman protoksinler pargalanir ve 65-70 kDa
biiylikliigiindeki  aktif toksin formlarina doniisiir (130 kDa biyikligiindeki
protoksininin C- terminalinden yaklasitk 600 amino asit, N-terminalinden 30-50
aminoasit ayrilir boylece 65-70 kDa’luk toksin bolge agiga ¢ikar) (Wang 2003).
Toksinin etki mekanizmasi, aktif haldeki toksinlerin bagirsak epitel hiicrelerinde
bulunan reseptdr bolgelerine baglanmasini takiben hiicre zari lizerinde delikler meydana
getirmesi sonucu, bu hiicrelerin patlamasi ile olusmaktadir (Ozcan vd. 2001). Bt Cry
proteinleri boceklerde orta bagirsak toksini olarak gorev yaparlar. Proteinlerin etkin hale
gecmesi i¢in hedef bocek tarafindan sindirilmesi gerekmektedir. Bocek parasporal
kristalleri sindirdikten sonra insektisidal proteinler orta bagirsaktaki alkali (pH 8 — 10.5)
ortamda proteazlar tarafindan aktif hale getirilmektedir. IKP (insektisidal kristal protein)
daha sonra peritrofik zar1 gecerek orta bagirsak epiteli lizerindeki spesifik reseptorlere
baglanip, porlar olusturmaktadir. Transmembran potansiyelinin kaybi; hiicre lizizi, orta
bagirsak igeriginin sizmasi, bocegin felci veya 6lim ile sonuglanmaktadir (Sekil 1.1).
Bu aktivitenin spesifikligi, bocegin orta bagirsak florasi ve IKP'nin sadece uygun

reseptOri tagiyan zara baglanmasi ile saglanmaktadir (Glare ve O'Callaghan 2000).
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Sekil 1.1 Bacillus thuringiensis'in etki mekanizmasi (Glare ve O'Callaghan 2000, degistirerek)

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) & - endotoksin proteinlerinin sentezinden sorumlu
olan crystalline (cry) genleridir. Bunun yaninda insektisidal etki gosteren proteinler
icerisinde ¢esitli proteinaz inhibitdrleri, a-amilaz inhibitorleri, lektinler, kitinaz,
kolestrol oksidaz enzimi ve avidinleri de saymak miimkiindiir. Delta-endotoksin, Cry
toksin veya insektisidal Cry proteinleri (IKP) olarak adlandirilan bazi kristalize yapilar
olusturmaktadir. Boceklere dayanikli transgenik bitkiler elde etmek i¢in farkl orijinlere
sahip proteinaz inhibitorlerinin kullanildigi Narvaez-Vasquez vd. (1992) tarafindan
bildirilmektedir. Lektinler c¢ogu bitkide bulunan ve glikoprotein, glikolipid ve
polisakkaritlere baglanma 06zelligi gosteren proteinlerdir. Lektinler soya fasulye gibi
birgok bitkinin tohum ve depo organlarinda bulunmaktadir (Vodkin and Raikhel 1986).
Lektinlerin bdcekler iizerinde toksik etki yaptigi goézlenmis; ancak, bu etkinin
mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte, lektinlerin bocek orta bagirsagindaki
epitel hiicreler iizerinde bulunan bazi karbonhidrat molekiillerine baglanarak etki
gosterdigi diistiniilmektedir. Degisik organizmalardan izole edilen bazi lektinlerin
Homoptera, Coleoptera, ve Lepidoptera takimlarina dahil boceklere dayaniklilik
saglamaktadir (Aasim 2010, saglam 2010). Lektin genleri aktarilmis transgenik bitkiler
tizerinde gergeklestirilen caligmalarda en yaygin kullanilan lektinin ~ Galanthus
nivalis’ten izole edilen GNA oldugu gozlenmektedir. Alfa-amilaz enzimi, boceklerin
sindirim sisteminde Onemli islevi olan bir enzimdir. Enzimin sentezlenmemesi

durumunda boceklerde bazi  sindirim  bozukluklar1  gozlenmekte ve besin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narv%C3%A1ez-V%C3%A1squez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1463848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raikhel%20NV%5Bauth%5D

yetersizliginden bocekler 6lebilmektedir. Genin kullaniminin artmasi 6zellikle baklagil
tohumlarinda biiyiik sorun olan Bruchus cinsine bagli boceklerin miicadelesinde 6nem
arz etmektedir. Dogrusal bir homopolimer olan kitin onemli bir yapisal molekiil
olmanin yam sira, boceklerde peritrofik zarlarin yapisinda da bulunmaktadir. Birgok
farkli organizmada yapisal islevi olan kitin dogada en yaygin rastlanan
biyopolimerlerdir. Gergeklestirilen bu arastirmalar sonucunda, enzimin sentezinden
sorumlu genin izole edilerek boceklere dayanikli transgenik bitkilerin eldesin de

kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Figlerde Orthoptera, Thysanoptera, Hemiptera, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera,
Hymenoptera, takimlarina ait bocekleri yaprak, ¢icek, govde, bakla ve polenlere zarar
vermektedirler (Nuessly vd. 2004). Bu nedenle tarimsal iiretimde dnemli bir potansiyele
sahip yaygin figde, bdceklere ve herbisitlere direngli bitkileri biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Yaygin figde, bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda siirgilin rejenerasyon orani
oldukg¢a diisiik oldugu belirlenmis (Cocii 2002) Agrobacterium sp. araciligiyla gen

aktarimi konusunda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

Bu aragtirmanin amaci farkli eksplantlar kullanarak yaygin fig bitkisinde gen aktarimina
uygun yiiksek oranda siirglin rejenerasyon sistemini gelistirmek ve Lepidoptera
takimina ait boceklere karst A. tumefaciens araciligiyla transgenik yaygin fig bitki

tiretimi olmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

Yaygin fig ekilen yerlerde zararlilara ve herbisitlere direngli bitkilerin 1slah edilmesi
ve ya transgenik olarak gelistirilmesi biyoteknolojik yontemlerinin gelistirilmesinin
onemi dahada yiikseltmektedir.Yasam siirece Orthoptera, Thysanoptera, Hemiptera,
Coleoptera, lepidoptera, Diptera, Hymenoptera takimlarina ait bocekleri yaygin fig
bitkisinin yaprak, cigek, govde, bakla ve polenlere , zarar vermektedirlerler (Nuessly
vd. 2004). Ayrica, bitki tohumlar1 depolama siirecinde tohum bdocekleri ve 6zelliklede
Bruchus spp’den de zarar gérmektedir. Fig tohum boceklerinin larvalari, konukgular
olan fig taneleri iginde beslenmeleri siiresince, oyuklar meydana getirerek tanenin besin
degerini disiirdiikleri gibi diski ve viicut artiklar1 ile de kirletirler. Cok dol veren
tirlerin devamli liremeleri sonucu, delinmis ve i¢inin biliylik kismi yenilerek besin
degerlerini tamamen yitirmis olan taneler, hayvan yemi ve giibre olarak dahi
kullanilmazlar. Fig tohum bdcekleri, larvalar1 beslenmeleri sonucunda tanelerde kalite,
cimlenme giicii ve agirlik kayiplarina neden olurlar. Bu sekilde zarar gormiis, i¢ ve dis
piyasada Onemli yeri olan baklagillerin, pazar degeri de diismektedir (El¢i 2005,
Anonim 2015d).

Tirkiye’de bugiine kadar, yaygin fig bitkisinde bitki doku kiiltiirii olarak basar1 orani
oldukga diisiik olup, yapilan c¢aligmalarda  Agrobacterium araciligiyla genetik
transformasyon c¢alismalar1 bulunmamaktadir. Bu arastirmanin amaci ise once A.
tumefaciens araciligiyla degisik eksplant Kkullanarak yaygmn fig bitkisinde gen
aktarimima uygun yiiksek oranda siirgiin rejenerasyon sistemin gelistirilmesi ve daha
sonra hem Lepidoptera takimina ait boceklerine hemde herbisitlere karsi transgenik

yayginfig bitkisi tiretmektir.

Yasam siirecinin bitkilerin her asamasinda biyotik ve abiyotik streslerin sebep oldugu
tim faktorlerin Onlenmesi ¢ok Onem kazanmaktadir. Biyotik ve abiyotik stres
kaynaklar1 ¢oklu genler tarafindan kontrol edilmektedir. Geleneksel yontemleri ile
bunlarin (streslerin) 6nlenmesi imkansizdir. Yukarida belirtilmisyaygin fig bitksine
zarar veren boceklerindengelen ekonomik zararlari azaltmak ve kaliteli {irlin saglamak

icin boceklere direngli bitkilerin 1slah edilmesi gerekmektedir. Fakat, genel anlamda
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1islahgilar tarafindan her zaman yem bitkilerin 1slah ¢alismalarina énemsememesinden
dolay1 yaygin figde de boceklere dayaniklilik 1slah c¢alismalart hemen hemen
bulunmamaktadir. Hizli niifus artisina bagli olarak dengeli ve yeterli beslenmein
hayvansal tiriin tiretimi gerekmekte bu da ancak kaliteli ve bol miktarda yem bitkileri
tiretimi ile mimkiin olmaktadir. Artan nufiisiin ihtiyaglarin1 karsilamak amaciyla
geleneksel metodlarla beraber biyoteknolojik yontemlerin birlestirilmesi ile bu yondeki
caligmalarina hiz kazandirilmasiin ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada yaygin fig
bitkisine Agrobacterium araciligiyla lepidoptera takimina ait boceklerine ve herbisitlere
kars1 diren¢ kazandirmak amaciyla gen aktararak, dayanikli bitkiler elde edilmeye
calisilmistir Bu konula ilgili yaygin fig ile yapilan bazi doku kiiltiirii ve gen aktarim
caligmalarin azhiginda diger bitkilerle yapilan c¢alismalarin Ozetlerini asaigda yer

verilmistir.

2.1 Doku Kiiltiirii Calismalar:

Gamborg vd. (1974), bezelye (Pisum sativum L)'de apikal hiicrelerden siirgiin
olusturmay1 basarmislardir. Siirgiin u¢larin1 yumusamasi icin bir giin suda bekletmisler
ve hiicreleri agarli ortamda gelistirmiglerdir. 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 siirglin olusturmus ancak gelisen siirgiinlerden i1yi bir kéklenme meydana

gelmemistir.

Mroginski ve Kartha (1981), bezelye (Pisum sativum) bitkisinde promordial yapraklar
belirli araliklarla, degisik oranlarda BAP ve NAA iceren MS vitaminli Bs besin
ortaminda kiiltlire almislardir. En yliksek oranda siirgiin olusumunu 0.1 pm NAA ve 10
uM BAP igeren besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica, drneklerin yasinin siirgiin

olusumunu etkiledigini gézlemislerdir.

Rubluo vd. (1984) yaptiklar1 ¢alismada, farkli konstrasyonlardaki bazi sitokinin ve
oksin kombinasyonlarin1  kullanarak, olgunlasmis ve olgunlasmamis bezelye
yaprakciklardan oncelikle siirgiinler daha sonra da tam bitkiler elde etmislerdir. BAP,

NAA, IBA ve IAA igeren MS besin ortaminda olgunlasmamis yaprakeiklar ortalama
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0.9-1.8 mm uzunlugunda siirgiinler olusturmustur. Olusan siirgiin orani, ortalama %26 -
38 arasinda degismistir. BAP ve NAA igeren ortamda, olgunlagmis yapraklardan gelisen
stirglinlerin oran1 % 7'ye kadar diismiistiir. GA3'in siirgiin olusumunda etkili olmadigi,
pikloram ve 2,4-D'nin ise olumsuz etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, adventif

stirgilin rejenerasyonunun biiylik 6l¢iide sicaklik ve genotipten etkilendigi belirtilmistir.

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

eksplantlardan farkli hormon diizeylerinde farkli gelisme gozlemistir.

Natali ve Cavallini (1987), bezelyede olgunlasmamis embriyolardan gelisen
kalluslardan yeni bitkiler elde etmislerdir. Bu amagcla, kotiledonlardan embriyolar1 izole
ederek degisik konsantrasyonda BAP ve NAA igeren besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Gelisen siirgiinler, 2 pg/ml IBA igeren besin ortaminda koklendirilmistir.
Rejenerasyon kabiliyeti ile genotip arasinda onemli bir iliski oldugu gorilmistiir.
Yapilan histolojik incelemede, siirgiinlerin  organogenesis yoluyla gelistigi
belirlenmigtir. Elde edilen 20 bitkinin, diploid (2n=14), 9'u ise aneusomatik (2n = 12-

16) olarak bulunmustur.

Saxena ve King (1987), olgunlasmis mercimek embriyolarindan elde edilen embriyo ve
kotiledonlari, 1-10 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda 2,4-D ve NH4NO3
iceren MS ve modifiye edilmis Bs besi ortaminda kiiltiire almislardir. Somatik
embriyogenesis olusturmak amaciyla, kalluslar 4 - 6 hafta sonra bitki biiylime
diizenleyici maddeleri iceren ve igermeyen besin ortamlarina alinmiglardir. Burada
olusan somatik embriyolar, 70 g/l Glutamin, degisik oranlarda BAP ve IAA igeren Bs

ortamina aktarilmistir. Olusan somatik embriyolardan yeni bitkicikler elde edilmistir.

Polanco vd. (1988), kiiltiir ortam1 ve eksplant tipinin, mercimekte kallus ve siirgiin
olusumuna etkisini incelemislerdir. Ug Ispanyol mercimek cesidine ait degisik
eksplantlar, (siirglin ucu, birinci bogum ve ilk yaprak cifti) BAP, NAA ve IAA igeren 2

temel besin ortaminda (MSO ve Bs) kiiltiire alinmistir. 2,4-D igeren besin ortaminda
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tiim eksplantlar kallus olugturmus, ancak hi¢ organogenesis meydana gelmemistir. En
cok siirgiin, 2.25 ng/ml BAP, 0.186 pg/ml NAA ve 2.25 pg/ml IBA igeren MS besin
ortamindan elde edilmistir. Siirgiin olusumunda en etkili hormonun BAP oldugu, ancak
bu hormonun koklenmeyi azalttigr goriilmiistiir. Koklenme, sadece NAA veya [1AA
iceren besin ortamlarindan elde edilmistir. Siirglin olusumu bakimindan en iyi sonucun

bogumlardan, en diisiik sonuglarin ise yapraklardan elde edildigi bildirilmistir.

Albrecht ve Kohlenbach (1989), koca fig bitkisinde somatik embriyogenesiz Yyolu ile
bitki elde etmislerdir. Picloram ve diisiik konsantrasyonlarda BAP’nin kallus

olusumunu tesvik ettigini bildirmislerdir.

Fakhrai vd. (1989), bakla (Vicia faba) bitkisinde sap ve kotiledon bogum 6rneklerinden
%3 seker, 2 ng/ml BAP ve 0.2 pg/ml NAA iceren MSO ortaminda organogenesis
yoluyla siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. Gelisen siirgiinler %1.5 seker, 0.1 pg/ml

NAA ve 0.5 pg/ml kinetin igeren yarim MS besin ortaminda koklendirilmistir.

Selva vd. (1989), bakla (Vicia faba L.) bitkisinde sicaklik, azot kaynagi ve aktif
karbonun kok olusturma iizerine etkilerini arastirmiglardir. Diisiik sicakligin 6rneklerde
fenolik bilesiklerin olusumunu engelledigi i¢in koklenme iizerine olumlu etki yaptigim

ve aktif karbon uygulamasinin gereksiz oldugunu bildirmislerdir.

Jackson ve Hobbs (1990), bezelye (Pisum sativum L.) kotiledon bogumlarindan, 1
pg/ml BAP iceren MS besin ortaminda ¢ok sayida adventif siirgiin elde etmislerdir.
Sitokinin konsantrasyonu arttik¢a siirgiin ucu sayisinin da arttig1 goriilmiistiir. Ancak, 5
pg/ml BAP iceren besin ortaminda olusan siirglinler camsilagma gdstermisler ve
koklenememiglerdir. Kullanilan biitlin ¢esitlerin bogumlar1 5 giin sonra siirgiin
olusturmus ve bu siirglinlerden 21 giin sonra eksplant alinmistir. Yapilan histolojik
caligmalar, bogum ve siirgiinlerin ylizeysel doku tabakalarindan gelistigini gostermistir.

Bu sistemin transgenik bitkiler elde etmek icin kullanilabilecegi bildirilmistir.
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Leuba ve Tourneau (1990), 25-50 uM Phenoxy acetic acid (PAA) igeren besin
ortaminda mercimek eksplantlarindan kallus olusturmuslar, 5 uM ve daha biiyiik
konsantrasyonlardaki PAA'min tiitlin, nohut ve mercimek dokularma toksik etki

yapmadigini bildirmislerdir.

Malik ve Saxena (1992), TDZ igeren MS besin ortaminda nohut (Cicer arietinum L.),
mercimek (Lens culinaris Medik) ve bezelye (Pisum sativum L.) olgunlasmamis
embriyolarin1 kiiltiire almislardir. En yiliksek siirgiin rejenerasyonu 1.50 uM TDZ
iceren MS besin ortaminda elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 2.5 uM NAA iceren

ortamda koklendirilmistir.

Ozcan vd. (1992), bezelyede olgunlasmamis kotiledonlardan siirgiin rejenerasyon
protokolii gelistirmislerdir. Calisma sonunda, 0.5 pg/ml BAP ve 4 ug/ml NAA iceren
MS besin ortaminda ¢oklu siirgiinler elde edilmistir. Siirglin rejenerasyonu embriyo
ekseninin kotiledondan koparildigr bolgede gerceklesmistir. Ancak eksplantlarda
embriyonik eksenlerin varligi, siirgiin olusumuna engel olmustur. Besin ortamina
AgNQ; ilave edildiginde rejenere olan siirgiin sayis1 degismedigi, fakat iyi gelismis
yapraklara sahip siirgiinler elde edilmesine ragmen, koklenme kapasitesinin diislik
oldugu gozlenmistir. Rejenere olan siirgiinler, 1 pg/ml IBA igeren ortamda

koklendirilip, daha sonra komposta aktarilarak biiyiitiilmistiir.

Haque ve Khanom (1993), farkli mercimek eksplantlarin1 (meristematik ug, epikotil,
kotiledon bogumu, kotiledon ve olgunlasmamis embriyo) kullanarak direkt veya kallus
yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu iizerinde calismislar, farkli temel besin ortamlari
ile degisik hormon konsantrasyonlar1 kullanarak bitki rejenerasyonunu optimize etmeyi
amaclamiglardir. Epikotil, kotiledon bogumu, kotiledon eksplantlarindan, 1.0 pg/ml 2,4-
D, 0.5 pg/ml BAP, 0.5 pg/ml Kinetin ve 0.25 pg/ml NAA igeren MS besin ortaminda
yesil organogenik kalluslar elde edilmis, ancak fazla sayida adventif siirgiin elde
edilememistir. Buna karsilik, meristematik u¢ ve olgunlasmamis embriyodan ¢ok sayida
adventif siirglin elde edilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon orani , 0.5 pg/ml BAP,
0.5 pg/ml Kinetin ve 0.2 pg/ml NAA igeren MS ortaminda meristamatik uclardan elde

edilmistir.
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Hiroshi and Zhumeng (1993), korungada (Onobrychis viciifolia), in vitro elde edilen
fidelerden aldiklar kotiledon, hipokotil ve kok eksplantlarini farkli dozlarda BAP ve
NAA igeren MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Siirgiin olusumu bakimindan en
iyi ortamm 1 uM NAA ve 10 uM BAP kombinasyonu oldugunu, kallus olusumu
bakimindan eksplantlar arasinda bir fark olmadigini, siirglin olusumu bakimindan ise
kok ve hipokotil eksplantlariin kotiledonlara gore daha iyi sonug¢ verdigini, BAP ve
NAA’in bitki rejenerasyonu iizerinde etkili oldugunu ve elde edilen siirgiinlerin 25 pM

IBA ile basarili bir sekilde koklendirildigini bildirmislerdir.

Barna ve Wakhlu (1994), olgunlasmamis nohut (Cicer arietinum L.) yapraklarindan
olusan kalluslardan organogenesis yoluyla adventif siirglin rejenerasyonu elde
etmislerdir. En iyi kallus olusumunu, 10 uM NAA ve 5 uM BAP iceren besin
ortamindan kaydetmislerdir. Govde dokularinin en alt kisimlarindan alinan eksplantlar
icin en iyi siirglin rejenerasyonu ortaminin ise 10 uM BAP ve 0.1 uM IBA igeren MSO
besin ortami oldugu bildirilmistir. En iyi kdk olusumunu ise, 1 uM IBA igeren ortamdan

elde etmislerdir.

White and Voisey (1994), ak tiggiil (Trifolium repens) bitkisinde yiiksek oranda adventif
stirglin olusumu elde etmek icin, 3 giinliik fidelerden elde ettikleri kotiledonlar1 degisik
oranlarda BAP ve NAA i¢eren MSO besin ortaminda kiiltiire almiglardir. En yiiksek
oranda siirgilin, 1 pg/ml BAP ve 0.05 pg/ml NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir.

Ghanem (1995), yaptig1 calismada, 2,4-D icermeyen MS besin ortaminda mercimek
yaprak, sap ve kok eksplantlarinda kallus olusturamamais, her bir eksplantta kallus ve
slirglin olusumu bakimindan en iyi sonuglar, 0.5 pg/ml 2,4-D ve 2 pg/ml Kinetin igeren
besin ortamindan elde etmistir. Tuz iceren besin ortaminda yesil ve kuru bitki agirligi ile
biiyiime indeksi ve biliylime oraniin azaldigi goriilmiistiir. Tuzlu ortamda (6000 ppm
NaCl) biiyliyen kalluslar yeniden alt kiiltiir yapilarak (4 haftalik stire) 1 pg/ml BAP ve
0.25 pg/ml TIAA igeren ortamda gelistirilmig, embriyolarda ise siirglin olusumu

goriilmemistir.
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Muthukumar vd. (1995), boriilce'nin in vitro gelisen primer yapraklarindan bitkicik
elde etmislerdir. /n vitr'da gelisen 3 giinliik bitkiciklerden petiol ile beraber primer
yapraklar1 elde edilip 8x10-7 M 2, 4, 5 trichlorofenoksiasetik asit, 1x10-2 M L-
Glutamine ve 1x10-4 M adenine sulfat iceren Gamborg Bs ortamina kiiltiire alinmistir.
Petiol eksplantta kallus olusumu gozlenmis ve kallus 5x10-6 M BAP igeren ortamda
yiiksek oranda siirgilin rejenerasyonu gozlenmistir. Elde edilen siirgiinler Bs ortaminda

koklendirilmis ve toprakta adaptasyon saglanmistir.

Ozcan vd . (1996), gen aktarrmina uygun adventif siirgiin olusumu saglamak igin, in
vitro kosullarda gelisen korunga (Onobrychis viciifolia) fidelerinden elde ettikleri
kotiledon ve hipokotil orneklerini degisik besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir. En
yiiksek oranda siirgiin, 0.5 ng/ml BAP ve 0.2 pg/ml NAA iceren MSO ortaminda kiiltiire
alinan hipokotil orneklerinden elde edilmistir. Gelisen siirgiinler daha sonra, 1 pg/ml

IBA yadal pg/ml NAA igeren MSO ortamlarinda koklendirilmistir.

Tegeder vd. (1996), koca fig (Vicia narbonensis) bitkisinde siirgiin ucu ve
epikotillerden elde ettigi protoplastlart 6rnek olarak kullanmislardir. TDZ nin siirgiin

olusumunda 6nemli bir rolii oldugu bildirilmistir.

Ozgen vd. (1997), "El¢i" ve "Mesa-Sirsa" yonca ¢esitlerinde, ¢imlendirme ile elde
edilen fidelerden alinan sapgiklarda, in vitro kosullarda siirgiin olusumu saglamislardir.
Sapciklart farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren MSO ortaminda
biiyiitmiislerdir. Siirglin sayisi, en fazla "El¢i" ¢esidinde 2 pg/ml BAP ve 0.2 pg/ml
NAA; "Mesa-Sirsa" cesidinde ise, 1 pg/ml BAP ve 0.2 ng/ml NAA iceren kiiltiir
ortamlarindan elde edilmistir. Kiiltiir ortamina ilave edilen IBA oraninin artirilmasi ile
koklenme miktar1 %80 - 90 oranina ulagmistir. Bununla beraber, "El¢i" ¢esidinin her bir
siirglinde ortalama kok uzunlugu, "Mesa-Sirsa" c¢esidinden daha fazla bulunmustur.
Kiiltiir ortaminda {iretilen siirglinlerde somatik kromozom sayilarinin degismedigini

gozlemlemislerdir.

Polanco ve Ruiz (1997), olgunlasmis ve olgunlasmamis mercimek tohumlarini, 30 g/

sukroz ve cesitli bitki biiyiime diizenleyicileri iceren MS besin ortaminda 25°C ve 16
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saatlik fotoperiyotta ¢cimlendirmeye birakmislardir. Tohumlar, 4, 8 ve 4+4 (4 hafta MSO
ve 4 hafta MS + BAP, Kinetin, GA3, IAA ve NAA) hafta gesitli BAP, Kinetin, GA3,
IAA ve NAA konsantrasyonlar1 igeren MS besin ortaminda ¢imlendirilmistir. Yaklasik
4 hafta sonra, 2.25 pg/ml BAP iceren MS besin ortaminda % 25 oraninda kallus
olusumu gozlenmistir. 0.25 ve 2.25 pg/ml BAP iceren besin ortaminda c¢ok sayida
siirglin ucu elde edilmistir. Disiik konsantrasyon (0.225 pg/ml) veya hic BAP
igermeyen besin ortaminda, 6nemli o6lgiide koklenme oldugu gézlenmistir. BAP'mn in
vitro kosullarda koklenmeyi olumsuz yonde etkilediginden BAP konsantrasyonuna

dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Parh vd. (1998), In vitro'da sik¢a goriilen mercimek meristem ucunda ¢iirlime (nekroz)
sorununu MS besin ortamina Ca ilave ederek ¢ozmiislerdir. Ayrica, Ca konsantrasyonu
artikca sap ve kok agirligi ile bogum sayisinin arttigi, siirgiin sayisinin azaldigi

bildirilmistir.

Brar vd. (1999), calismada 17 boriilce genotipi i¢in bitki rejenerasyon protokolii
gelistirmislerdir. Kotiledon eksplantlar1 ilk asamada 15-35 mg/1 BAP igeren 1/3 MS
ortamindaina 5-15 giin bekletilmistir. Daha sonra siirgiin rejenerasyonu icin eksplantlar
Img/1 BAP igeren besin ortamina kiiltiire alinmistir. Bir hafta igerisinde kotiledonlarin
st kisiminda siirgiin rejenerasyonu goézlenmistir. Rejenerasyon oran1 %1-11 ve eksplant
basina siirgiin sayis1 4-12 arasinda degismistir. Rejenerasyon orani ve eksplant basina
slirglin sayis1 tizerinde genotip, kiiltiir siiresi ve biiyiime diizenleyici miktarlarin etkisi
onemli bulunmustur. En fazla eksplant basina siirgiin 15 mg/1 BAP ile 5 giin muamele
stiresi ile elde edilmistir. Buna karsi en fazla siirgiin sayist 35 mg/1 BAP ile 5 giin
muamele edilmis eksplantlarindan elde edilmistir. Kdklenme i¢in bitkiler MS ortamina

aktarilmistir.

Khalafalla ve Hattari (1999), bakla (Vicia faba L. cv. S. Ghdar) bitkisinde 7 giinliik
kotiledon bogum eksplantlarini degisik oranlarda BAP, TDZ ve BAP-TDZ iceren MS
besin ortaminda kiiltiire almislardir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu 2 pg/ml BAP ve 2
ug/ml TDZ iceren ortamdan elde edilmistir. Daha sonra bu siirglinler 0.5 ng/ml NAA

iceren ortamda koklendirilmistir.
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Sancak (1999), yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu elde etmek igin koca figin
olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini degisik oranlarda BAP ve NAA iceren
MSO besin ortaminda kiiltiire almistir. Calismada olgunlasmamis kotiledon
eksplantlarinda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 1 pg/ml BAP ve 1 ug/ml NAA ilave
edilen ortamdan elde edilirken, olgunlasmamis embriyo eksenlerinde ise 2 pg/ml BAP
ve 2 pg/ml NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Genel olarak, olgunlasmamis
kotiledonlarin siirgiin rejenerasyon kapasitesi olgunlasmamis embriyo eksenlerinden

daha yiiksek bulunmustur.

Sancak vd. (2000), Macar figinin (Vicia pannonica) olgunlagsmamis kotiledon ve
embriyo eksenlerini degisik oranlarda BAP ve NAA ig¢eren MS besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Olgunlagmamis embriyo eksenlerinin siirglin rejenerasyon kapasitesi
olgunlagmamis kotiledon eksplantlarindan yiliksek bulunmustur. Olgunlasmamis
kotiledon eksplantlarinda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 20 puM BAP ve 2.5 uM NAA
iceren ortamdan elde edilirken, olgunlasmamis embriyo eksenlerinde ise 5 uM BAP ve
5 uM NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Elde edilen siirgilinler 1/2 MS ve 5 uM IBA

igeren ortamda koklendirilmistir.

Bhatti (2001), 21 farkli mercimek ¢esidinin olgunlasmamis embriyonik eksenlerini
izole edilerek ilk dnce 20 pg/ml NAA iceren MS ortaminda 10 giin kiiltiire almistir.
Daha sonra eksplantlar MSO ortaminda alt kiiltiire alimmistir. MSO ortamina
aktarildiktan bir hafta sonra bir ka¢ genotipin eksplanti iizerinde kallus olusumu
baslamis ve 3 hafta sonra da bu kalluslar iizerinde adventif siirgiin olusumu
gozlenmistir. Siirglin olusturan eksplant oran1 %3.33 - 30, eksplant basina siirgiin sayist
da 1.66 - 2.16 arasinda degismistir. Fakat 6n muamele yapilmamis eksplantlarda 4
nug/ml BAP ve 0.25 pg/ml NAA iceren MS ortaminda sadece Emre 20 ve Kishk 21
cesidinde 10' ar siirgiin ile %3.33 ve 43.33 arasinda siirglin olusumu gozlenmistir. Geri

kalan 19 cesitte hig siirgiin olusumu goézlenmemistir.

Khawar ve Ozcan (2002), MS besin ortaminda gelisen Ali Day1 mercimek cesidine ait
10 giinliik siirgiinler kesilerek, koklendirme i¢in 0.25, 0.5, 1.0, ve 2.0 pg/ml IBA iceren
MSO0 besin ortamina aktarilmigtir. Dort hafta sonra en yiiksek kdklendirme orani (%25),
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siirglin basina ortalama kok sayisi (7.87 adet) ve ortalama kok uzunlugu (7.18 cm) 0.25
pg/ml IBA igeren MSO besin ortamindan elde edilmistir. Ancak, Diger IBA

uygulamalarinda kok olusumu uyarilamamastir.

Cogii vd. (2003), 8 adet yaygin fig cesidinde olgunlasmamis kotiledon ve embriyo
eksenlerini kullanarak en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %95 ile Kubilay ¢esidinden 4
pg/ml BAP ve 0.25 pg/ml NAA igeren besin ortamindan; eksplant basina en fazla
stirgiin 9.47 adet ile Sariel¢i ¢esidinden 2 pg/ml BAP ve 0.25 pg/ml NAA igeren besin
ortamindan elde edildigini bildirmislerdir. Olgunlasmamis kotiledon eksplantlarinda ise
hi¢ siirglin rejenerasyonu elde edememislerdir. Gelisen bu siirgiinleri daha sonra,

keserek 2.5 ug/ml IBA igeren MSO besin ortaminda koklendirmislerdir.

Uranbey vd. (2003), nohut geveninde (Astragalus cicer L.) hipokotil, gévde, kotiledon
ve petiol eksplantlarini ¢esitli konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren MS besin
ortaminda kiiltiire almiglardir. En yiliksek adventif siirglin rejenerasyonu hipokotil
eksplantlarindan 10 uM BAP and 0.1 uM NAA iceren MS besin ortamindan elde

edilmistir.

Erdogan vd. (2004), burgak bitkisinde yaptiklart g¢alismada, tohumlar1 MS besi
ortaminda c¢imlendirdikten 4-5 giin sonra gelisen bitkilerden kotiledon bogum
eksplantlarin1 izole ederek degisik oranlarda TDZ veya BAP ve NAA igeren MS besin
ortaminda kiiltiire almislardir. Eksplant basina en fazla siirglin sayisin1 15.7 adet ile 7
numarali hattan 4 pg/ml BAP ve 0.25 pg/ml NAA igeren besin ortamindan elde
etmisler, ayrica adventif siirgiin rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktorlerin baginda
ortamda bulunan bitki biiyiime diizenleyicilerinin oldugunu ve besin ortamindaki oksin-
sitokinin dengesinin 1iyi ayarlanmasi neticesinde yiiksek oranda adventif siirgiin
rejenerasyonunun elde edilebilecegini bildirmislerdir. Gelisen siirglinleri daha sonra
degisik oranlarda IBA iceren MSO ortaminda koklendirmeye almiglar ve 7 hafta sonra
en ylksek koklenme oranini (%100) ve siirglin basina ortalama kok sayisini (6 adet) 2

ug/ml IBA igeren ortamdan elde etmislerdir.
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Khawar vd. (2004), mercimekte (Lens culinaris Medik.) mercimek ¢esitlerinden Ali
Day1 ve Kayi-91 c¢esitlerine ait yaprak, govde, govde bogumu ve kotiledon bogum
eksplantlar1 farkli oranlarda TDZ igeren Murashige ve Skoog (MS) besin ortamlarinda
kiltire alimmigtir. Kotiledon ve gévde bogumlarindan, baslangic kallus gelisimini
takiben organogenesis araciligiyla adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir.
Yaprak ve govde eksplantlarinda ise kallus ve siirgiin gelisimi gozlenmemistir. Her iki
cesitte de en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 0.25 pg/ml TDZ iceren MS besin
ortamlarinda kotiledon bogumlarindan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler (10-20 mm
uzunlukta) 0.25 pg/ml IBA igeren MS ortaminda koklendirilmis ve koklenen siirgiinler

son olarak kum igeren saksilara aktarilmistir.

Hou ve Jia (2004a), Astragalus melilotoides tiiriin 7 giinliik fideciklerden elde edilen
hipokoptil ve govde eksplanttan  yiiksek frekansta somatik embriyogenesis ve
organogenesis yoluyla bitki elde edilmistir. 2.69 uM NAA ve 4.44 uM BA igeren MS
besin ortaminda hipokotil eksplantlarindan %98.3 oraninda somatik embriyo olusumu

elde edilmistir.

Hou ve Jia (2004b), Astragalus melilotoides tiiriin tiiriin 7 giinliik fideciklerden elde
edilen hipokotil ve govde eksplantta gelisen embriyogenik kalluslardan izole edilen
protoplastlardan bitki rejenerasyonunu basarmislardir. Hipokotil eksplantlarindan
gelisen embiyonik kalluslardan izole edilen protoplastlar, 1 ug/ml 2,4-D, 0.5 pg/ml
BAP 0.2 pug/ml kinetin, 0.2 M glikoz ve 0.5 pg/ml manitol, 500 pg/ml kazein igeren
KMPS igeren kat1 ve s1vi besin ortamininda kiiltiire alinmis daha sonra 0.5 pg/ml NAA
ve 1-2 pg/ml BAP iceren MS besin ortamina aktarilmistir. %56.3 somatik embriyonesis

ve %21.6 organogenesis basarilmistir.

Erdogan vd. (2005), yiiksek oranda bir adventif siirgilin rejenerasyonu elde etmek i¢in 6
farkli burcak hattina ait olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini degisik
oranlarda TDZ iceren MS besin ortaminda kiiltiire almislardir. TDZ konsantrasyonlari,
hatlar ve kullanilan eksplantlarin siirgiin rejenerasyonuna onemli etkisi oldugunu
belirlemislerdir. En yiiksek siirglin olusturan eksplant oran1 %90 ve eksplant basina en

fazla siirgiin say1s1 da 22 adet olarak belirlenmistir. Sekizinci hattan elde edilen adventif
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sirglinleri farkli konsantrasyonlarda BAP, NAA ve TDZ iceren ortamlarda hizli
cogaltima almislardir. Burada eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisin1 7.33 adet ile 2
png/ml BAP ve 0.2 pg/ml NAA iceren MSO besin ortamindan saglamislardir. Gelisen
siirgtinleri daha sonra, 2 pg/ml IBA igeren MSO ortaminda koklendirmislerdir.

Odutayo vd. (2005), yiizey steril edilmis boriilce tohumlarindan elde edilen embriyolari
degisik konsantrasyonlarda sitokinin-oksin igeren ortamlara kiilture alinmislardir.
Embriyonun yaralanmis bolegeden kallus olusumu goézlenmistir. 5 hafta sonra kalluslar

izerinde 2-4 siirglin gozlenmistir.

Mao vd. (2006), 3-5 giinliik boriilcenin siirgiin ucu eksplantindan siirgiin rejenerasyonu
elde edilmislerdir. 8.88 uM BAP, 1.0 g/l casein hydrolysate, 342 uM glutamine, % 3.0
sukroz, %0.3 fitagel (pH 5.8) igeren ortamda en fazla siirgiin rejenerasyonu
gozlenmistir. Ortamim 5.8 veya 7.0 pH'sinin siirglin rejenerasyonda farkl etki
yapmamistir. En fazla siirglin olusumu (%77) ve eksplant basina 8 siirgiin elde
edilmistir. Siirglin uzamasi i¢in 14 uM GA3z; muamelesinin yeterli oldugu goriilmiistiir.
Ortamda IBA, siirgilinlerin koklendirilmesine hi¢ etki gostermemis ve bitkiler seraya

aktarilmistir. Elde edilen bitkiler normal gelisme gostermislerdir.

Aasim vd. (2008), boriilcenin Akkiz g¢esidinin 3-4 giinliik siirgiin ucu eksplantindan
0.50 pg/ml BAP ile 0, 0.10, 0.30 ve 0.50 ug/ml NAA igeren MS ortamindan siirgiin
rejenerasyonu elde edilmislerdir. NAA igeren ortamlarda daha fazla kallus olusumu
gozlenmistir. En fazla 2.60 adet siirgiin 0.5 pg/ml BAP igeren MS ortaminda
kaydedilmistir. Elde edilen siirgiinler 0.5 pg/ml IBA iceren MS ortaminda

koklendirilmistir.

2.2 Gen Aktarim lle Ilgili Bazi Cahsmalar

Hussey vd. (1989), bezelye dokularinin meristem uglarini A. tumefaciens (C58 ve Ach
5) ve A. rhizogenes (9402)'in yabani hatlar1 ile inokule etmisler, her iki irkin da tiimor

ve sacak kok olusturdugunu bildirmislerdir. U¢ meristemler yasli meristem uglarina
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gore tiimor olusumu bakimindan daha iyi sonu¢ vermistir. A. rhizogenes en ¢ok sap
ucundaki meristematik dokularda sagak kok olusturmustur. Yapilan histolojik (dokusal)
incelemede, enfekte olan hiicrelerin ilk dnce ¢ok sayida vakuol i¢erdigi, daha sonra ise

hiicrelerden tiimor olustugu tespit edilmistir.

Genga vd. (1990), fasulye bitkisinin Phaseolus vulgaris ve Phaseolus coccineus
tirlerinde onkogenik A. tumefaciens hatlariyla transformasyon calismast ile iki
genotipte tiimor olusumu gozlenmistir. Ancak tiimor olusma frekansi, tiimor ¢apir  bitki

tiirlerine gore degismistir. NPTII transformasyonu PCR ile tespit edilmistir.

Pounti-Kaerlas vd. (1990), bezelye bitkisine A. tumefaciens araciligiyla bazi markor
genleri (NPTII, HPT-II) aktararak higromsin ve kanamisin antibiyotigine dayanikli
transgenik bitkiler elde etmislerdir. Calismada sap ve epikotil eksplantlar1 kullanilmistir.
Transgenik kalluslar 15 pg/ml higromsin ve 75 pg/ml kanamisin i¢eren besin ortaminda
secilmistir. Higromisin igeren besin ortaminda ¢ok az sayida siirgiin elde edilmistir.
Ancak, kanamisin i¢eren besin ortaminda ise hi¢ siirglin olusmamistir. Rejenere olan
stirgiinler koklendirilerek gelisen bitkicikler seraya aktarilmistir. DNA analizi ile

kalluslarin ve bitkiciklerin transgenik oldugu ispat edilmistir.

Warkentin ve McHughen (1990) yaptiklar1 ¢alismada, A. tumefaciens araciligiyla
mercimege gen aktarmislardir. Serada yetistirilen mercimek bitkilerinin sap uclar1 A.
tumefaciens (C58, GV 3111, A281, ve Ach5)'in 4 yabani hatti ile inokule edilmistir.
Inokulasyon sonunda sap ve sap uglarinda timér olusumu  saglanmustir.
A.tumefaciens'in GV3111 hatt1 ile muamele edilen embriyolardan alinan trasgenik
stirglinler kanamisin igeren ortamdan se¢ilmistir. Daha sonra gen aktarimini dogrulamak

amaciyla sonuglar flourometrik ve histokimyasal GUS analizine tabii tutulmustur.

Lulsdorf vd. (1991) yaptiklar1 ¢alismada, baz1 A. tumefaciens hatlartyla (EHA 101 ve
LBA 4404) bezelye (Pisum sativum L.) u¢ meristemlerini inokule ederek, 2, 3 ve 4 giin
stireyle ko-kiiltivasyona birakmiglardir. A. tumefaciens EHA 101 (pB 11042) hatt1 ile
inokule edilen eksplantlar, en yiiksek oranda kallus olusturmustur. Bu hatla inokule
edilen eksplantlarin % 76's1 kanamisin (50 pg/ml), %77'si ise higromisin (25 pg/ml)
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iceren besin ortaminda kallus olsturmustur. Buna karsilik, LBA 4004 hatt1 ile inokule
edilen eksplantlarin  %63'i  higromisin, %]17'si kanamisine dayanikli kallus

olusturmustur.

Warkentin ve Mc Hughen (1992), mercimek sap ucu, epikotil ve kok eksplantlarint GV
2260 p35S GUS-INT A. tumefaciens hatt ile inokiile etmislerdir. inokiile edilen epikotil
ve kok eksplantlarinda yaklagik 9 gilin, sap uglarinda ise 17 giin somra GUS
ekspresyonu gozlenmistir. Kontrol olarak kullanilan keten bitkisine gore mercimekte
GUS geni ekspresyon 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 (NPTII ve GUS geni igeren)
bakteri hatt1 ile inokiile etmislerdir. Ko-kiiltlivasyondan sonra eksplantlar1 kanamisin
icermeyen ortamda 3 hafta tuttuktan sonra 50 pg/ml kanamisin igeren ortama alarak
transgenik adayi siirgiinleri belirlemislerdir. Kanamisin igeren ortamda koklenme
olmadigr icin koklendirme islemini kanamisin icermeyen ortamda ger¢eklestirmislerdir.

Tranformasyon frekansini1 %4 olarak belirlemislerdir.

Franklin vd. (1993), fasulye bitkisinin A. tumefaciens'in pKYLX71GUS igeren
EHA101 hatt1 ile muamelesi sonucunda elde edilen yapraklar1 ve hipokotillerinden
gelisen transgenik siirgiinleri 50 pg/ml kanamisin igeren ortamdan secilmistir.

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

Schroeder vd. (1993), bezelyede olgunlagmamis embriyo eksplantlarini kullanarak A.
tumefaciens aracilifiyla transgenik bitkiler elde etmislerdir. NOS promotorii tarafindan
kontrol edilen NPTII geni ve Karnibahar mozaik virtisii 35S (CaMV35S) promotorii
tarafindan kontrol edilen bar genini tasiyan A. tumefaciens vektorii kullanilarak iki
bezelye ¢esidine bu markor genler aktarilmistir. Organogenesis yoluyla adventif siirgiin
rejenerasyonu elde edilerek, transgenik siirgtinler, 15 pg/ml fosfinonitrisin igeren besin

ortaminda se¢ilmistir. Elde edilen siirgiinlerden gelisen transgenik bitkilerden tohum
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elde edilmistir. Transgenik bitkiler, F1 generasyonunda 3:1 Mendel agilim orani

gostermiglerdir. Northern blot analizi ile NPTII ve bar geninin varligi kanitlanmistir.

Lewis and Bliss (1994), fasulye bitkisinin 10 ¢esidini A. tumefaciens'in C58 onkogenik
hatt1 ile muamele etmislerdir. Cesitler arasinda tiimor olusumu ve ¢ap1 bakimindan
farkliliklar goriilmiistiir. En fazla UW325 yabani fasulye gesitinde timdr olusumu
gbzlenmistir. Bunun yani sira en az timor olusumu kiiltiir ¢esiti olan Olathe'de
gozlenmistir. GUS testi sonucunda da en az GUS aktivitesi yabani fasulye c¢esiti
UW325'te gozlenmistir. Monthcalm gesitinde tiimér olusumu fazla fakat GUS aktivitesi
az kaydedilmistir. Ortamda Asetosrygone kullanimi ile virulansda bir degisiklik
gozlenmemistir. UW325 ¢esitinin meristematik uglarinda yapilan GUS testinde %

60'dan fazla transformasyon gozlenmistir.

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

gozlemlemislerdir.

Desgagnes vd. (1995), Medicago sativa'nin rejenerasyon yetenegi yiiksek ii¢ genotipten
elde edilen 11 1slah hatti ile gen aktarim c¢alismasi1 yapmislardir. Caligmalarinda C58,
A281, LBA 4404 Agrobacterium hatlarin1 kullanmislardir. Deneme sonucunda PCR ve
southern hibridizasyon yontemleri ile yaptiklar1 analizlerde {i¢ genotipten de transgenik
kallus ve transgenik bitki elde ettiklerini belirtmislerdir. Genotiplein kullanilan bakteri
wrklari ile vektorlere farkli cevaplar verdigini bu nedenle iyi bir transformasyon i¢in
genotip-bakteri 1rki-vektdr kombinasyonunun 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
kanamisinin transgenik olmayan materyalin ayirt edilmesinde oldukga etkili oldugunu

bildirmislerdir.
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Grant vd. (1995), olgunlasmamis kotiledonlar1 kullanarak A. tumefaciens araciligiyla
bezelyeye gen aktarmislardir. Bolero, Trounce, Bohatyr ve Huka bezelye ¢esitlerinden
transgenik bitkiler elde etmislerdir. Kullanilan A. tumefaciens hattinin plazmidinde,
fosfinonitrisin ve kanamisine dayanikliligi kodlayan NPTII ve bar genler
bulundugundan, transgenik bezelye bitkilerinin seleksiyonu, 10 pg/ml fosfinotrisin
iceren besin ortaminda yapilmigtir. Ayrica, transgenik bitkilerde fosfonitrisin asetil

transferaz enzim testi yapilarak BAR geni tespit edilmistir.

McClean vd. (1995), yaptiklari calismada fasulyenin A. tumefaciens'in onkogenik
hatlar1 ile muamele sonucunda 1-3 giinliik tohumlarda timor olusumunun fazla ve 5-7
giinliik tohumlarda ise az oldugunu bildirmislerdir. 19 gesit A. tumefaciens'in nopalin,

oktopin, ve agropin biyotipleri ile muamele etmesinden olumlu sonuglar elde edilmistir.

Samac (1995), A. tumefaciens kullanarak 9 ticari M. sativa ¢esidinde genetik
transformasyon calismasi yapmistir. Arastirict GUS ve NPTIl genini tasiyan ikili
vektorleri igeren 3 hat ile A208, A348, A281, A136 yabani bakteri irklarini kullanmistir.
2 haftalik kok ve kotiledon eksplantlarin1 bakteriler ile inokiile etmistir. Elde ettigi
sonuclara gore doku kiiltiiriinde bitki ¢esidinin, bitki transformasyonunda bakteri irkinin

yiiksek oranda etkili oldugunu belirtmistir.

Schroeder vd. (1995), pMCP3 plazmid vektoriinii tasiyan A. tumefaciens araciligiyla
boriilceden izole edilen Al geni bezelyeye aktarilarak bezelyede alfa amilaz sentezi
engellenmistir. Al geni, Ts generasyonuna kadar gosterilmis ve kullanilan bu yontemle
mercimek bitkisine gen aktarabilecegi ortaya konmustur. Fasulye bitkisinin Phaseolus
vulgaris ve Phaseolus coccineus tiirlerinde onkogenik A. tumefaciens hatlariyla
transformasyon caligmasi yapilmistir. Her iki genotipte timdr olusumu gézlenmis fakat
tiimor olugma frekansi ve timor capi bitki tiirlerine gore farklilik gostermistir. NPTII

transformasyonu PCR ile tespit edilmistir.

Stewart vd. (1996), kolza (Brassica napus)'da crylAc (35S promotoru tarafindan
kontrol edilen) geni igeren A. tumefaciens ile gen aktarimi yapmislardir. 57 adet

trasgenik aday1 bitkide Southern analizi sonucunda transgen kopya sayisini 1-12
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arasinda belirlemiglerdir. Toplam ¢6ziinebilir protein igerisinde ekspresyon seviyesini %
0-0.4 arasinda oldugunu gozlemisler. Bu bitkilerin Plutella xylostella ve Trichoplusia

ni'ye kars1 tamamen dayaniklioldugunu bildirmislerdir.

Barros vd. (1997), 1 ug/ml BAP iceren ortamda fasulye bitkisinin Rosinha ¢esitinin
kotiledon eksplantlarinda gelisen dokularda % 3 siirglin gelisimi ve Carioka gesitinde
ise % 0,7 siirglin gelisimini gozlemislerdir. % 30 gelisme gosteren siirglinlerde GUS
ekspresyonu gozlenmistir. Benzer sekilde A. rhizogenes ile epikotillerden transgenik
kok elde edilmistir.

Bean vd. (1997), ¢imlenen Puget bezelye (Pisum sativum L.) ¢esidinin yanal kotiledon
dokulari ile A. tumefaciens’i inokule ederek bir gen aktarim protokolu gelistirmislerdir.
Bu yontemde, kotiledon meristemleri kullanilarak kallus olusturmadan transgenik
siirglinler elde edilmistir. Boylece, fenotipik olarak kisir olmayan normal transgenik

bitkiler elde etmenin miimkiin olabilecegi ortaya konmustur.

Dillen vd. (1997), A. tumefaciens'in C581 Rif hatt1 ile Phaseolus acutifolius” da ilk gen
aktarim caligmas1 yapmislardir. Sonugta transgenik bitkilerden transgenik tohum elde
edilmigtir. P acutifolius'un P. vulgaris ile melezlenmesiyle fasulye bitkisine gen

aktarimi Onerilmistir.

Gatehouse vd. (1997), GNA lektin genini kullanarak elde ettikleri transgenik
patateslerde ekspresyon seviyesini %2 olarak belirlemislerdir. Lacanobia oleracea (L.)
yaptiklar1 deneylerde GNA geni bulunan bitkilerde yapraklardaki zararin %350

azaldigini, bocek popiilasyonunun %45-65 oraninda azaldigini bildirmislerdir.

Kar vd. (1997), nohutta Heliothis armigera'ya dayanikl transgenik bitkiler elde etmek
amaciyla CaMV35S promotor ve NOS terminator dizileri tarafindan kontrol edilen cry
IACc geni ve seleksiyon amaciyla NPTII genini igeren plasmidler ile bitkilere gen
bombardimani yapmislardir. Eksplantlar kanamisin iceren ortamda kiiltiire alinmistir. 3

hafta 25 pg/ml kanamisin igeren ortamda tutulan siirgiinlerden yesil kalanlar daha sonra
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50 pg/ml kanamisin igeren ortama alinmistir. Kanamisine dayanikli siirgiinlerde
molekiiler analizler yapilmis, yapilan analizler sonucunda fonksiyonel cry lAc geni
igeren bitkiler ortaya konmustur. CrylAc geni ekspre olan nohut bitkisinde Heliothis
armigera larvalarimin gelisiminin engellendigi bildirilmistir. NPTII geninin transgenik

stirglinlerin se¢imi i¢in etkili bir markor oldugu belirtilmistir.

Cheng vd. (1998), 9 farkli ¢eltik genotipinde A. tumefaciens ile Chilo supressalis ve
Scirpophaga incertulas'a dayanikli transgenik bitkiler elde etmislerdir. Bu amagla misir
ubiquitin, CaMV35S ve BplO (polen spesifik) promotorlari ve NOS terminatorleri
tarafindan kontrol edilen crylAb ve crylAc genleri ile iki farkli Agrobacterium hatti
(LBA4404 ve EHA105) kullanmislardir. Celtikte LBA4404 bakteri hatt1 siiperviriilent
EHA105 bakteri hattindan daha etkili bulunmustur. 35S promotoru bulunan bitkilerde
toplam ¢oziinebilir protein igerisinde toksin miktart 9%0.01-0.15 arasinda degisim
gosterirken bu oran ubiquitin promotoru ile elde edilenlerden 10 kat daha diisiik
bulunmustur. Polen spesifik Bp10 promotoru bulunan bitkilerde ise yaprak dokularinda
beklendigi gibi hi¢ ekspresyon seviyesi goriilmemistir. Ry transgenik bitkilerinde her iki

bocek ile yapilan analizlerde 5 giin igerisinde %97 -100 6liim orani belirlemislerdir.

Cho wvd. (1998), yaptiklar1 ¢alismada Agrobacterium rhizogenes ile Cin gevenine
(Astragalus sinicus) gen aktarimini basarmiglardir. Calismada kullanilan pB121 binari
vektoriinii tagsryan DC-AR2 A. rhizogenes irki, plazmidinde GUS aktivitesini kodlayan
uidA genini igermektedir. Gen aktarimi, mikimopin ve histokimyasal GUS analizi ile
belirlenmistir. In vitro da ¢imlendirilen bitkiciklerin olusan kokleri, DC-AR2 A.
rhizogenes 1rki ile inokiile edilmistir. Enfeksiyondan 15 giin sonra test edilen koklerin
%46's1 GUS pozitif bulunmustur. Daha sonra GUS aktivitesi gosterenler Southern Blot

analizi ile teyit edilmistir.

Dattla vd. (1998), celtikte degisik promotorlarin crylAb geni ekspresyon seviyesi
tizerine etkisini incelemislerdir. Bu amagla 35SCaMV ve Actin -1 ile doku spesifik
PEPC (pepcarboxylase) promotor kullanilmistir. Arastirma sonuclarina gore 35S
promotoru Actin-1'den daha etkili bulunmustur. PEPC promotoru kullanilarak elde

edilen bitkilerde crylAb proteini seviyesi konstitiitif promotorlarla karsilastirildiginda
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oldukga etkili bulunmustur. Fakat pith promotoru ile elde edilen bitkilerde sapta crylAb
proteini seviyesinin diisiik bulundugunu bildirmislerdir. Elde edilen 800 bitkiden 81

tanesinin Scirpophaga incertulas larvalarina kars1 etkili oldugunu belirlemislerdir.

Christov  vd. (1999), tiitinde yaptiklar1 ¢alismalarda yesil doku spesifik (rbcS)
promotorla kontrol edilen yabani tip ve sentetik crylC (LBA 4404 bakterisi hatti
kullanilmig) genleri ile transgenik bitkiler elde etmis ve bu bitkilerin Spodoptera
litura'ya dayanikliligini belirlemislerdir. Sentetik crylC geni yabani tipten daha etkili
bulunmustur. Ayrica elde edilen 23 tek bitkide 3 giin igerisinde % 80-100 arasinda 6lim
orani gozlenmistir. %100 6lim orani elde edilen RSC23 bitkisinde yaprakta toplam
¢oziinebilir protein igerisinde crylC orant % 0.01 bulunmustur. Kokte hi¢ crylC

proteinine rastlanmazken saptaki protein miktar1 yapraktan daha az bulunmustur.

Yilmazlar (1999), korunga, cayir iicgiilii ve Iskenderiye iicgiiliiniin kotiledon,
hipokotil, kok, govde ve yaprak eksplantlarini in vitro gelisen bitkiciklerden izole
ederek A281 ve Al136 NC Agrobacterium tumefaciens hatlariyla inokiile etmistir.
Inokiilasyondan 6 hafta sonra cayir iiggiilii eksplantlarinin higbirinde tiimér olusumu
gdzlenmemesine kars1 kullanilan korunga ve Iskenderiye iiggiilii eksplantlarinda yiiksek
oranda tiimor olusumu gozlenmistir. Her iki bitkide de en yiiksek tiimoér olusumu A281

hatt1 ile inokiile edilen hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir.

De Maagd vd. (2000), crylAb, Ac, Ba, Da, E ve Fa genlerinin 1. ve 1l. Domanlerini
crylCa geninin III. domaini ile hibritlemigler ve hibrid ve ebebeyn genlerin pamuk
cizgili yaprak kurdu Spodoptera exiqua'ya karsi etkilerini incelemislerdir. CrylDa-
crylCa hibridi disindaki biitiin hibridlerin S. exiqua'ya kars1 toksititesi artmistir. Ayrica
crylBa-crylCa hibrid geninin domates kurdu ( Manduca sexta)'ya karsi oldukc¢a toksik

oldugunu bulmuslardir.

Krishnamurthy vd. (2000), tarafindan 4 farkli nohut g¢esidinin embriyo eksenleri GV
2260 p35GUS-INT ve EHA 101 Pib-GUS A. tumefaciens hatlariyla inokiile
edilmiglerdir. A. tumefaciens p353S GUS-INT hatti ile inokule edilen eksplantlar, 0.5
ng/ml BAP ve 100 pg/ml kanamisin igeren MS besin ortamina, EHA101 A. tumefaciens

27



hatt1 ile inokule edilenler ise 10 pg/ml fosfinotrisin iceren MS ortamina aktarilmistir. Bu
ortamlarda rejenere olan siirgiinlerde GUS geninin varligr ispat edilmistir. Bu
antibiyotik ve herbisitlere dayanikli siirgiinlerin bes giin karanlikta gelistirilen fideler
lizerine as1 yapilarak olgunlasmis bitkiler elde edilmistir. Gen aktarimi Southern blot

analizi ile ispatlanmistir.

Yan vd. (2000), soya fasulyesinde gen aktarimi frekansi iizerine olgunlagsmamis zigotik
kotiledon biiylikligi, Agrobacterium yogunlugu, ko-kiiltiivasyon siiresi ve seleksiyon
rejiminin etkilerini incelemislerdir. Bu amacla, EHA 105 (ST-LSI1 intron iceren GUS
geni ve higromisin fosfotransferaz geni) bakteri hattini kullanmislardir. Arastirma
sonuglarina gore, 5 mm'den kiigiik zigotik kotiledonlar ko-kiiltiivasyondan sonra hemen
Olmiistiir. Arastiricilar bakteri yogunlugu arasinda bir farklilik gézlemlememislerdir. 4
giin ve tizerindeki ko-kiiltiivasyon siiresi kotiledonlarin canlilik oranini ve embriyogenik
potansiyelini azaltmistir. Direk yiiksek dozda (25 pg/ml) seleksiyon ortami yerine
oncelikle diisiik dozda (10 pg/ml) sonra yliksek dozda higromisin uygulamasi daha
etkili bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda transformasyon frekansi %0.03 olarak

belirlenmis ve dollerde 3:1 Mendel agilimin1 gozlenmistir.

Karakaya ve Ozcan (2001), degisik dogrudan gen aktarim teknikleri gelistirilmesine
ragmen, Agrobacterium tumefaciens'in birgok bitki tiirline yabanci genlerin aktariminda
tercih edildigini ve A. tumefaciens'in en biiyilk dezavantajinin konukg¢usunun sinirli
olmasi olarak bildirmislerdir. Arastiricilar yaptiklari calismada farkli fasulye ¢esitlerinin
dogal tip A. tumefaciens'in A281 hattina kars1 duyarliliklarini belirlemiglerdir. 4F-24009,
Karacasehir-90, Akman-98 ve Eskisehir- 855 ¢esitleri test edilen diger gesitlere oranla
daha yiiksek oranda ur olusumu, Afyon-3, IVD-10, Goyniik-98, Yunus-90 ve Sehirali-
90 ¢esitlerinde ise hig ur olusumu gozlenmediklerini bildirmislerdir. Bitkilerin hipokotil

ve epikotil kisimlarinda ur olusumu tespit edilmistir.

Naimov vd. (2001), Cryl delta endotoksinlerinin genellikle Lepidopterler {izerinde etki
oldugunu bildirmislerdir. Ancak crylBa ve cryllanin diisiik diizeylerde de olsa
Leptinotarsa decemlineata gibi Coleopterler iizerinde etkili oldugunu ve bunlarin

domainleri arasinda yapilacak hibritlemelerle elde edilen yeni genlerde Coleopterlere
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kars1 daha fazla dayaniklilik elde edilebilecegini bildirmislerdir. Bu amacla yaptiklar
hibritler sonucunda elde edilen 3 yeni gen SNI5(la/la/Ba), SNI6 (Ba/Ba/la) ve SNI9
(Ba/la/Ba) L. decemlineata kars1 crylla ve crylBa'dan daha toksik bulunmustur. SNI9
geni crylladan 7 defa, crylBa'dan 21 defa daha toksik bulunmustur ve bu genin

Coleopterlerle miicadelede cry3A'ya alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Yamada vd. (2001), Vigna angularis'te A. tumefaciens araciligi ile etkili bir gen
aktarim yontemi gelistirmeye ¢alismislardir. Bu amagla LBA4404, AGL1 ve EHA 105
bakteri hatlar1 ile iki farkli binary vektor pIG121 (CaMV35S/GUS ve NOS/NPTII),
pSG65T (CaMV35S/gfp) ve asetosringon ile BAP kullanmiglardir. Eksplantlar 2 giin
ko-kiiltiivasyon ortaminda tutulmustur. Arastirma sonuglarina gére, AGL1 ve EHA 105
bakteri hatlarin1 LBA4404 bakteri hattindan daha etkili bulmuglardir. Transgenik aday1
bitkilerin se¢imini 100 pg/ml kanamisin igeren seleksiyon ve koklendirme ortaminda
gerceklestirmisler. Ko-kiiltlivasyon ortamina AS ve BAP ilavesinin transformasyon
frekansini artirdigini ve frekansin %2 oldugunu belirlemisler ve T; bitkilerinde 3:1

Mendel tek gen kalitimi gézlendigini bildirmislerdir.

Cho and Widholm (2002), yaptiklari ¢alismada Agrobacterium rhizogenes ile gen
aktarilmig Astragalus sinicus'un sagak koklerinden siirglin rejenerasyon protokolu
gelistirmislerdir. pB121 binari vektoriinii tastyan DC-AR2 A. rhizogenes irki ile
trasforme edilen hipokotil uglarindan gelisen sacak koklerden 7.5-10 ug/ml 2,4-D igeren

MS besin ortaminda somatik embriyolar geligmistir.

Agdag (2003), bu arastirmada korunga bitkisinin hipokotil, kotiledon, yaprak ve yaprak
sap1 eksplantlari in vitro gelisen bitkiciklerden izole edilerek EHA 105, GV2260 ve
LBA4404 A. tumefaciens hatlari ile degisik inokiilasyon metotlar1 kullanarak inokiile
etmistir. Arastirma sonuglarina gore, korungada gen aktariminda GV2260 ve EHA 105
bakteri hatlarinin LBA4404 bakteri hatlarindan daha etkin ¢alistigi gézlemlemistir.

Akbulut (2003), nohut bitkisinde farkli eksplantlari (kotiledon bogum ve embriyo
eksen) ve farkli hormonlari (BAP, TDZ) kullanarak giivenilir ve tekrarlanabilir bir

rejenerasyon ve transformasyon sistemi gelistirilmistir. En fazla 3.7 adet siirgiin 3 pg/ml
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BAP igeren MS ortaminda elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 0.1 pg/ml IBA igeren
besin ortaminda koklendirilmistir. A. tumefaciens hatlar1 (KYRT1, C58C1, EHA105) ile
transformasyon caligmalarda en fazla gegici GUS aktivitesi PTJK136 tasiyan KYRT1

hatiyla 24 saat inkubasyon yapilmis eksplantlarda goriilmistiir.

Frick vd. (2004), Agrobacterium tumefaciens araciligi ve antisens yontemile Papaver
somniferum bitkisinde alkaloit biyosentezi iizerine arastirmalar yapmigslardir. Calismada
gelistirdikleri kalluslardan somatik embriyolar olusturup embriyolardan kokli bitkicik
elde etmigler. Son asamada bitkileri topraga aktarmis ve fenotip olarak 49 adet normal
bitkiden tohum alinmistir. Tohumlardan gelisen T; bitkilerden 1 transgen bitki elde
edilmistir ve elde edilen bitkilerde yabani akrabalara goére degisik tip alkaloitler
bulunmustur. Bu c¢alismada doku kiiltiirii ve gen aktarimi yoluyla alkaloit tiretimi

diinyada yapilan ilk ¢aligma olarak bildirilmislerdir.

Havas vd. (2004), fasulye bitkisine glusfosanate ammonium'a dayaniklilik genlerini A.
tumefaciens yoluyla ¢igek saplarina asilamiglardir. Calisma sonucunda gelisen
baklalarin birinci ve ikinci tohumlarinda transformasyon gozlenmistir ve PCR ile tespit

edilmistir.

Barik vd. (2005), Lathyrus sativus bitkisinde A. tumefaciens ile gen aktarimini
etkileyen faktorleri (eksplant tipi, biliylime devresi, hiicre yogunlugu, inokulasyon
zamani, ko-kiiltiivasyon zamani, bakteri hatti1 ve 6n inkiibasyon) arastirmislardir. Bu
amagla p35S GUS-INT binary vektoriinii igeren LBA4404 ve EHA 105 bakteri hatlarin
kullanmislardir. En yiiksek transformasyon frekansini 4 giin 6n inkiibasyona siiresi, 10
dk 109 hiicre/ml bakteri yogunlugu ile inokiilasyon, 4 giin ko-kiiltiivasyon siiresinden
elde etmislerdir. Bakteri hatlar1 arasinda transformasyon etkinligi bakimindan bir
farklilik bulamamislardir. Transgenik bitkilerin seleksiyonu i¢in en uygun kanamisin
dozunu 100 pg/ml, bakteri eleminasyonu igin ise en uygun antibiyotik dozuni ise 500
ug/ml sefotaksim olarak belirlemislerdir. T; bitkilerinde 3:1 Mendel agilimi

saptamislardir.
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Chen vd. (2005), ¢eltige cry2A genini Agrobacterium araciligiyla aktarmiglardir.
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 gozlemislerdir

Kumar ve Rajam (2005), poliamin varliginin vir genleri ve T-DNA transferi iizerine
etkilerini incelemislerdir. Bu amagla diamin putrescine (PUT) ve triamin spermidine
(SPD) kullanmislardir. Bakteriler inokulasyondan iki saat 6nce SPD ve PUT ile inkiibe
edilmistir. Bakteri olarak GV2260 bakteri hatti kullanilmistir. 100 pg/ml kanamisin
igeren ortamda 7 giin siireyle kiiltiire alinan eksplantlarda histokimyasal GUS analizi
yapilmistir. Kontrol bitkilerinde GUS pozitif bitki oran1 %70 bulunurken 1 mM PUT ile
muamele edilenlerde %89.5, 1 mM SPD ile muamele edilenlerde ise %94 bulunmustur.

SPD'nin PUT'tan daha etkili oldugu bildirilmistir.

Mutasim vd. (2005), A. tumefaciens araciligiyla Adzuki fasulyesine [Vigna angularis
(Willd.) Ohwi & Ohashi] higromisin fosfotransferaz (hpt), yesil floresan protein (sgfp)
ve posfonitrisin asetiltransferaz (bar) genlerini akatararak transgenik bitkiler elde
etmiglerdir. Calismada A. tumefaciens'in pZHBG igeren EHA105 hatti ve 210 adet
epikotil eksplanti kullanilmigtir. Kokiiltiivasyon ortamina 100 mM asetosringon ve 10
pg/ml of BA ilave edilmistir. 15 pg/ml higromisin igeren ortamdan segilen siirgiinler
koklenme ortamina aktarilmustir. Tespit edilen 31 adet transgenik bitki toplam bitki
sayisinin  %14'diir. 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.

Saglam vd. (2005a), fasulyenin Aras ve Eskisehir-855 ¢esitleri laboratuvar kosullarinda
¢imlendirmigler ve dort yaprakli déoneme geldiklerinde govdelerini A. tumefaciens'in
onkogenik A281 hatti ve nononkogenik GV2260, EHA105 hatlar1 ile asilamislardir.
Asilama sonucunda A. tumefaciens'in A281 hatti ile muamele edilmis Aras ve

Eskisehir-855 ¢esitlerinde tlimorler goriilmiistiir. Kokler tizerinde herhangi bir olumsuz
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etkisine rastlanmamig ve koklerin normal gelisimine devam ettigi goriilmiistiir. Ayn1
sekilde her iki ¢esidin A. tumefaciens'in non-onkogenik GV2260 ve EHA105 hatlar ile
asillanmasi1 sonucunda bitkilerin yapraklarinda mozaiklik ve sararma goriilmiistiir.
Bunlar GUS testine tabi tutulmus fakat GUS pozitif sonuglar elde edilememistir.
Bitkiler dort yaprakli asamada iken A. rhizogenes'in 15834 hatt1 ile de asilanmis ve
bitkilerin govdelerinde kokler goriilmiistiir. Bakteri asilanmamis kontrol bitkilerinde
koklenme goriilmemistir. A. tumefaciens'in onkogenik hatlari ile bitkilerde tiimor ve kok
olusumu in planta kosullarda gen aktarilabilecegini gostermektedir. Bu g¢alismanin
sonuglar1 fasulye bitkisinde genetik miihendisligi icin gerekli alt yapiy1 olusturmaktadir.
Onkogenik ve isaret genlerinin aktarilmasi sirasinda kullanilan yontem ilerde tarimsal
ilaglara, soguga, hastalik ve zararhilara dayaniklilik genlerinin fasulye bitkisine

aktarilmasi yolunda da izlenebilecektir.

Saglam (2005b), fasulyenin (Plaseolus vulgaris L.) Aras, Eskisehir - 855 ve Sehirali-
90 c¢esitlerinin rejenerasyon, koklendirme, inplanta ve in vitro kosullarda
Agrobacterium’' un A. tumefaciens ve A. rhizogenes'in degisik hatlarin1 kullanarak gen
aktarimi kabiliyetini incelemistir. Adventif silirgiin rejenerasyonu amaciyla apikal
meristem, petiol, kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlar1 2,4-D ve kinetin iceren MS
besin ortamlarinda kiiltire alinmistir. Petiol ve hipokotilden hig siirgiin rejenerasyonu
gozlenmezken, apikal meristem ve kotiledon bogum eksplantlarindan az sayida siirgiin
gozlenmistir. Siirglin gelisimini hizlandirmak amaciyla 0.1 pg/ml GAjz igeren MS
ortamina alt kiiltiire alinmis, ancak bunlardan gelismeler kaydedilmemigstir. Siirgiin
rejenerasyonu icin olgunlasmamis embriyolar 0.05 - 0.15 pg/ml TDZ ve 0.25 pg/ml
NAA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Kéklenme saglamak i¢in, rejenere
olan stirgiinler 0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 pg/ml IBA iceren MS besin ortamina
aktarilmigtir. IBA oranmin artisina paralel olarak koklenmenin arttifi gozlenmistir. A.
tumefaciens'in A281 hatt1 ile ¢alisma sonucunda incelenen gesitler gen aktarimina
uygun goriilmiistiir. Ancak onkogenik olmayan hatlarla yapilan ¢alismalarda bitkilerin

kanamisinmonosiilfata dayanikli oldugu halde GUS pozitif olmadig tespit edilmistir.

Sanyal vd. (2005), nohutta crylAc genini kullanarak A. tumefaciens ile boceklere

dayanikli transgenik bitkiler elde etmeye calismislardir. Transformasyon frekansini
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%1.12 olarak belirlemisler. T, ve T; bitkilerinde CrylAc protein miktar1 14.5-23.5
ng/mg olarak belirlemigler. 10 ng/mg'dan daha yiiksek ekspresyon seviyelerinde

Helicoverpa armigera'ya kars1 yiiksek oranlarda koruma saglamislardir.

Zaidi vd. (2005), titiinde ST-LS1 (sap ve yaprak spesifik) promotorunun cry2Aa2
geninin degisik dokulardaki ekspresyon seviyesi ile Heliothis virescens larvalarina karsi
etkisini aragtirmiglardir. Toplamda 30 adet kanamisine dayanikli bitki elde etmisler,
bunun 27 tanesinin PCR sonuglar1 pozitif bulunmustur. Southern hibridizasyonu
sonucunda 2AST(A), 2AST(E), 2AST(F) ve 2AST(G) bitkilerinde sirasiyla cry2Aa2
geni kopya sayist 7, 2, 4, ve 1 olarak goézlenmistir. Protein analizleri sonucunda
yaprakta toplam ¢oziinebilir protein igindeki toksin miktarini sirasiyla % 0.16, 0.21,
0.12 ve 0.03 iken, sapta sirasiyla %0.01, 0.012, 0.009 ve 0.004 olarak belirlemislerdir.
Bioassay sonuglarinda ise, yaprakla beslenen larvalarda 6lim orant % 100, sapla
beslenenlerde sirasiyla %41, 44, 35 ve 22, kokte ise %1-5 olmustur. Yesil dokularda
belirlenen bu degisik protein oranlarinin, bitkiye zarar veren boceklerin devamli toksine
maruz kalma durumunda kazanacaklari dayanikliliga karsi engel olusturabilecegi

arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Dita vd. (2006), baklagil bitkilerinin birka¢ zararliya karsi hassas oldugunu, verimde
biiyiik kayiplara yol actiklarin1 ve bundan dolay: zararlilara dayanikliligi basarmada, a-
amilaz inhibitér genleri, proteaz inhibitér genleri, Cry genleri ve lektin genlerinin

baklagillere transfer edilecek genler oldugunu bildirmislerdir.

Estrada-Navarrete vd. (2006), fasulye bitkisi ve onun yabani akrabalarindan olan ’
coccineus, P. lunatus ve P. acutifolius'da gen aktarimi ¢alismalar1 yapmuslar ve %75-90
arasinda transformasyon gormiislerdir. Marker gen olarak 35S promotor, yesil floresans
protein ve P-glukuronidaz kullanmiglardir. Rhizobium ile muamele sonucunda
transgenik ve normal bitkilerin koklerinde meydana gelen azot fiksasyon oraninda

degisiklik goriilmedigi bildirmiglerdir.

Naimov vd. (2006), patateste SN19 hibrid geninin ekspresyon seviyelerini 6l¢miislerdir.

SN19 crylBanin I. ve III. domainlerini ve crylla'min II. domainini igeren hibrit bir
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gendir. SN19 hibrid geni ve NPTII genini igeren AglO bakteri hatti ile yapilan gen
aktarim1 sonucunda 14 adet transgenik patates bitkisi elde etmisler ve yapilan analizler
sonucunda bu bitkilerde SN19 ekspresyon seviyesinin % 0.06 - % 0.15 arasinda degisim
gosterdigi bulunmustur. Boylelikle onemli patates zararlilari ile etkin bir miicadele

yapilabilecegini belirtmislerdir.

Dang ve Wei (2007), soya fasulyesinde siirgiin uglarin1 1 giin siireyle KRYT1
(yardimci plasmidinde crylAc, pta, BAR genleri bulunan) Agrobacterium hatt1 ile
inokiile ettikten sonra 5 giin siireyle 22 °C'de pH's1 5.4 olan ko-kiiltiivasyon ortaminda
birakmislardir. Transformasyon fekansimi %4.29 - %18 arasinda belirlemisler ve T;
bitkilerinin bir kisminin Helicoverpa armigeraya karsi dayaniklilik gosterdigini

bildirmislerdir.

Facchini vd. (2008), herbisitlere dayanikli hashas tiretimi igin giivenilir bir gen aktarimi
ve somatik embriyogenezis protokolii gelistirmigler. Gen aktarimi i¢in pCAMBIA3301
vektoriinii iceren bakteri kullanilarak regenerasyon yapilmis. ko-kiiltivasyon agsamasinda
50uM ATP ve 50uM MgCI2 igeren MS ortaminda kok eksplantlarini kallus gelisimi
icin kullanmiglar. 2-4.D ve BA igeren MS ortamlarina aktarilan kok eksplantlarindan
herbisitlere dayanikli kallus gelistirilmistir. Bu kalluslardan elde edilen siirgiinleri
koklendirerek topraga aktarip ve tohum elde etmisler ve T; bitkilerin biiylik kismi gen

aktarimi agisindan pozitif ¢ikmistir.

Singh vd. (2009), transgenik nohut bitkileri elde etmek amaciyla GUS ve PPT geni
tastyan pCGP125 ve degisik Agrobacterium hatlart kullanilmistir. Kokiltivasyondan
sonra 2 mm'lik silirglin uclar1 2 pg/ml sivi PPT ortamiyla 1slanip PPT olamayan ortama
aktarilmistir. Daha sonra elde edilen siirgiinler 10 pg/ml PPT igeren besin ortamina
kiiltiire alinmistir. Canli kalan siirgiinler her iki hafta sonra 20 pg/ml PPT igeren
ortamda alt kiiltiire alinmistir. Her kiiltiirden sonra canli kalan bitki sayis1 azalmistir.

Calisma sonucunda % 1.22 - 3.33 arasinda transformasyon gerceklestirilmistir.

Akcay vd. (2009), transgenik mercimek bitkisi elde etmek amaciyla kotiledon bogum
eksplantlarimi NPT ve GUS geni tasiyan (pTJK136) Agrobacterium tumefaciens'in
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KYRTI1 hatt1 ile inokiile etmiglerdir. Elde edilen transgenik siirgiinler mercimegin
rootstok tlizerinde mikro asilama yapilmigtir. PCR, RT-PCR ve Southern hibridizasyonu
ile bitkilerin transgenik oldugu dogrulanmustir. To, T1, T, Ve T3 bitkilerinde GUS varligi

PCR analizi ile dogrulanmistir

Nirala (2010), asmanin fungusitlere kars1 dayaniklilik potansyelini artirmak amaciyla
piringde bulunan Kitinaz genini misirin ubiquitin promoter yardimiyla asmanin yaprak
disklerinde bulunan somatic embriyo ecksplantlarina Agrobacterium tumefaciens’
araciligiyla aktarmistir. Eksplantlar1 ko- kiiltivasyondan sonra WPM (BAP 1.5 ve NAA
0.1 ve 25pug/ml hygromycin) seleksyon ortamina alinmistir ve Bitkiciklerde PCR, RT-
PCR ve southern blot ve western blot analizi yapilmistir. Transgenik bitkiler Seraya
aktarilmis ve bitkilerde fenotip degisiklikle beraber hastaliklara dayamiklilik teyit

edilmistir.

Yadav (2010), ilk kez susam (Sesamum indicum) bitkisinin kotildon eksplantini
kullanilarak Agrobacterium tumefaciens (binary vector tastyan pPCAMBIA2301 NPTII,
GUS ve uidA geni igeren) aracilifiyla gen aktarimi yapmistir. 25.0 uM BA, 25.0 pg/ml
kanamycin ve 400.0 pg/ml cefotaxime iceren MS ortamindan elde edilen yesil
sirgtinleri 2.0 uM IBAve 5.0 pg/ml kanamycin iceren MS ortamda koklendirmis.
Bitkicikler topraga aktarilip tohum alinmistir. Ty bitkileri GUS, PCR Southern blot

analiz yontemi ile teyit etmisdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Bitki materyali olarak kullanilan Kubilay 82, Selguk 99 ve Cumhuriyet 99 yaygin fig
cesitlerine ait tohumlar T.C. Ceylanpmar Tarim Isletmesi, Midiirliigii, Sanliurfa’dan ve
Karaelg¢i cesidi ise T.C. Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri

Boliim’iinden temin edilmistir.

Cumbhuriyet 99 ve Selcuk 99, Ege Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii tarafindan 1999
yilinda ve Kubilay 82 Ege Tarimsal Arastirmalar Enstitlisii tarafindan 1982 yilinda
tescil edilmistir. Karaelgi ¢esidi ise Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri

Boliimii, emekli Prof. Dr. Sehabettin El¢i tarafindan 1969’ de tescil ettirilmistir.

3.1.2 Besin ortamu, bitki biiyiime diizenleyiciler ve Kiiltiir kosullar:

Denemelerde 30 g/l sukroz ve 6.5 g/l agar (Duchefa) ile katilastirllan MS  ortami
(Murashige and Skoog 1962) kullanilmistir. Ortamlarin hazirliginda bidistile su
kullanilmis olup, MS ortamina denemeler ihtiyaglarina gore farkli konsantrasyonlar ve
kombinasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri (BAP, NAA, KNA ve IBA) ilave
edilmistir. Bir c¢alismada priming yapilmistir. Ortamlarin hazirliginda bidistile su
kullanilmig olup, 100 pg/ml BAP, 100 pg/ml GA; ve 200 pg/ml SA ile 100 pg/ml
BAP + 100 pg/ml GAj3 ile muamele ettikten sonra eksplantlari farkli oranlarda BAP
NAA, KNA ve IBA igeren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Tiim denemelerde besin
ortamlarmin pH’s1 1 M NaOH ya da 1 M HCI kullanilarak 5.7 £ 0.1°e ayarlanmustir.
Otoklav 104 kPa basing altinda 121°C’de 20 dK tutularak steril edilmistir.
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Biiylimeyi diizenleyicilerin stok soliisyonlar1 iiretici firmanin tarafindan tarif edildigi
gibi (Cizelge 3.1) gerekli ¢oziiciilerle ¢oziildiikten sonra saf su ile istenen miktarlarda

ve oranlarda hazirlanmis olup, 4°C de saklanmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklama kosullar1

Biiyiime Coziicii Stok Saklama Kosullar1
Diizenleyicileri miktarlari (°C) Kaynak
Sitokininler
BAP | 1M NaOH 1pg/ml | +4 Sigma Aldrich St Lo Mo
Oksinler
IBA 1 M NaOH 1 pg/ml +4 Sigma Aldrich St Lo Mo
NAA 1 M NaOH 1 pg/ml +4 Sigma Aldrich St Lo Mo
KNA su +4 Sigma Aldrich St Lo Mo
Priming
BAP 1 M NaOH 100 pg/ml +4 Sigma Aldrich St Lo Mo
GA; 1 MNaOH 100 pg/ml +4 Sigma Aldrich St Lo Mo
SA Su 200 pg/ml +4 Sigma Aldrich St Lo Mo

Tiim kiiltiirler beyaz floresan 1s13inda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24+1°C’de
tutulmustur. Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii islemleri steril kabin i¢ginde yapilmistir.
Her muamele igerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirlii petri kutular1 (100 x
10 mm) ya da kiiltiir kaplar (120 x 80 mm) kullanilmistir. Ortamlarin, kiiltiir kaplarinin
ve saf suyun sterilizasyonunda 104 kPa basing, 121°C sicaklikta 20 dk ayarli Hirayama
markali Japonya’da {iretilmis otoklav kullanmilmistir. Calismada kullnilan cam petri
kutular1 160°C’de 2 saat etiiv igerisinde steril edilmistir. Calisma ihtiyaglarina gore

bazen tek kullanimli steril polystyrene petri kutular: (100 x 10 mm) da kullanilmistir.

3.1.3 Tohumlarin in vitro koesullarda sterilizasyonu

Doktora tez kapsamda kullanilan yaygin fig cesitlerinin (Kubilay 82, Sel¢uk 99,
Cumhuriyet 99 ve Karaelgi) tohumlar1 sterilizasyondan once itina ile segilmistir.
Calismada kullanmak iizere zedelenmis, ¢liriik veya hasta tohumlar1 se¢ilmemistir. Her
dort yaygin fig ¢esidinin tohumlart yiizey sterilizasyonu amaciyla ticari ¢amasir
suyunun (Ace) 6 farkli dozlarda %10, 20, 40, 60, 80 ve 100 tohumlara oda sicakliginda
(24£1°C) her biri 3 farkli siirede (10, 15 ve 20 dk.) uygulanmistir.Yiizey

sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 5x3 dk durulanmistir. Steril edilen
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tohumlar1 yine steril petri kaplari igerisinde % 3 sukroz igeren ve % 0.65 agar ile
katilastirilan MS besin ortammda 24+2 °C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda

¢imlendirilmistir.

3.1.4 Tohum canhlik testi

Bitki tohumlarmin canlilik tespiti igin Anonim (1999)’un Onerdigi 2,3,5
trifeniltetrazolium klorit (TTC) yontemi kullanilmaktadir. Bu g¢alismada yaygin fig
Cumhuriyet ¢esidinde tohumlar1 kabuklarimi ¢ikartilmis 24 saat su i¢inde ve oda
sicakliginda (24+1°C) bekletikten sonra tohum canliligl tespit i¢in asagida verilmis

uygulamalar yapilmstir.

1) Tohumlarin kabuklar1 ¢ikartilip direkt 1pg/pl oranda hazirlanmis trifeniltetrazolium
klorit soliisyonu i¢ine konularak 24 saat sonra tohumlarin canlilik kontrol edilmistir.

2) Tohumlar1t NaOCl %10 oraninda 10 dk steril ettikten sonra 3x5 dk durulama yapip,
lug/ul oranda hazirlanmis trifeniltetrazolium klorit soliisyonu igine daldirarak 24 saat
sonra tohumlarin canlilik kontrol edilmistir.

3) Tohumlar1 %20 H20; siire 10 dk steril ettikten sonra 3x5 dk durulama yapip, 1ug/pl
oranda hazirlanmig trifeniltetrazolium klorit soliisyonu i¢ine daldirarak 24 saat sonra

tohumlarin canlilik kontrol edilmistir (Sekil 3.1).

-
3

Sekil 3.1 Cumbhuriyet ¢esidinin steril edilmis tohumlarin 1pg/pul oranda hazirlanmis
trifeniltetrazolium klorit soliisyonu ile 24 saat sonra canli tohumlarin fiziksel
olarak belirlenmesi
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3.1.5 Rejenerasyon i¢in kullanilan eksplanlatlar

Steril edilen tohumlardan elde edilen 7 - 10 giinliik bitkiciklerin hipokotil, epikotil,
olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolar, kotiledon, kotiledon bogum, abaksial
kotiledon ve adaksial kotiledon eksplantlari, kabuklar1 uzaklastirilmis olgunlagmis iki

kotiledon ile birlikte embriyo eksplantlar1 kullanilmigtir.

3.1.6 Invitro Kosullarinda siirgiinlerin kéklendirilmesi

In vitro kosullarda gelisen yaygin fig siirgiinleri 5-10 cm uzunluga geldiklerinde
kesilerek steril Magenta® kutulari i¢inde 0.75 mg 1 IBA iceren MS ortamda
koklendirilmistir. npt 1l geni tasiyan transgenik aday1 bitkilerin koklendirilmesinde ise
ortama ilave olarak 50 pg/ml kanamisin monosiilfat ve bakteriostatik 500 pug/ml Duocid
eklenmistir. Bar geni tasiyan transgenik adayi bitkilerin koklendirilmesinde ise ortama

ilave olarak 1.5 pg/ml Fosfinotricin ve bakteriostatik 500 pg/ml Duocid eklenmistir.

3.1.7 Koklenmis bitkilerin dis sartlara alistirilmasi

Doku kiltiirii ile elde edilmis ve transgenik aday koklenmis bitkilerin dis sartlara
alistirllmas1 amaciyla seffaf poset ile kapatilmis olup, torf iceren 2 litrelik saksilarda
iklim odasinda birakilmistir. iklim odasinda sicaklik 24 + 2 °C, 3000 liiks 151k 16 saat
151k fotoperiyodu ve %80 nesbi nem igeren ortam saglanmistir. Yaklasik 1 hafta sonra
cevrilmig, kapatilmis posetler yavas yavas acilmis olup, nem seviyesi %40’a
indirilimistir. Yaklasik 3 hafta sonra, adaptasyon saglanmis bitkiler golgelik yerde olup,

cigekler, baklalar ve tohum elde etmek amaciyla birakilmistir.
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3.2 Gen Aktarim Cahismalari

3.2.1 Bakteri materyali

Ilk asamada gen aktarimi denemelerinde bakteri materyali olarak onkogenik olmayan
EHAL05::p35 GUS INT, LBA4404 pRGGbar, onkogenik olan A136 NC, A281::p35
GUS INT ve yarim onkogenik A. rhizogenes’nin 15834 hatlar1 gen aktarim

calismalarinda kullanilmistir.

Ikinci asamada A. tumefaciens’nin npt Il ve gus geni tasiyan GV2260 GUS INT,
CrylAc ve bar geni tasiyan LBA4404 pTF101 AopR1 CrylAc bar, gus ve crylAc geni
tastyan LBA 4404 Cry2A, npt Il geni tasiyan GNA ve CrylAc ve bar geni tasiyan
C58C1 pGreen AopR1 CrylAc bar ile C58C1 pGreen 35S CrylAc bar hatlar1 gen

aktarim ¢alismalarinda kullanilmastir.

Calismamizda onkogenik Agrobacterium hattiyla gizelge 3.2°de verilen A. tumefaciens
ve A. rhizogenes bakteri hatlar1 kullanilmistir.
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan Agrobacterium tumefaciens ve A. rhizogenes hatlari
ve ozellikleri

. o Bitki
. Bakteri Bitki )
Bakteri Oonkogenl_k/ Yardimci seleksiyon igin o i seleksiyon igin Sele.kslyon
nkogenik . Ikili Vektor icin
hatt1 olmayan tipi Plazmid ku_llz_inlh_nls ku_lle_amh_nls kullanilmis
Antibiyotikler Antibiyotikler i
imyasallar
EHA 105 | Onkogenik pTiBo542 (50 pg/ml p35SGUSIT km (50-250
olmayan rifampisin) (50pg/ml km) pg/ml)
LBA4404 | Onkogenik pAL 4404 (50 pg/ml pRGGbar - fos(0.5-1.5
olmayan rifampisin) 25pg/ml km pg/ml)
A136 NC | Onkogenik -
A281 Onkogenik P35GUSINT (50 pg/ml pBI121.1(25pg/ml - fos(0.5-1.5
;;pTiB0542 rifampisin) km) pg/ml)
15834 Yarim pRI 15834 (50 pg/ml pRGGbar#2 (25 hyg (20-50 -
onkogenik rifampisin) pg/ml km) pg/ml)
GV2260 | Onkogenik P35GUSINT:: | (50 pg/ml p35SGUSIT (50 km (50-250 -
olmayan pGV2260 rifampisin) mg/ L km) pg/ml)
100pg/ml rif
LBA4404 | Onkogenik pTF101 (50 pg/ml CrylAc - fos(0.5-1.5
olmayan rifampisin) pg/ml)
LBA4404 | Onkogenik Cry 2A (50 pg/ml Cry2A - fos(0.5-1.5
olmayan rifampisin) pg/ml)
LBA4404 | Onkogenik GNA (50 pg/ml - km (50-250 -
olmayan rifampisin) pg/ml)
C58C1 Onkogenik pGreen AopR1 - CrylAc - fos(0.5-1.5
olmayan pg/ml)
C58C1 Onkogenik pGreen 35S - CrylAc - fos(0.5-1.5
olmayan pg/ml)

3.2.2 Bakteri kiiltiirlerinin saflastirilmasi ve biiyiitiilmesi

S1v1 bakteri kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasina, NA besin ortaminda biiyiitiilmiis olan bireysel
kolonilerden baglanmig, tek koloniler steril lup ile alindiktan sonra gerekli
antibiyotikleri iceren NB (Sigma-aldrich Chemical Co St Lo, Mo) bakteri biiyiitme
ortamma konulmustur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri ¢alkalamali inkiibatdrde 28°C'lik
sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle biiyiitiilmiistiir. Bu kiiltiirler daha sonra gen aktariminda
kullanilmistir. Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek icin ¢ok az miktarda bakteri
kiiltiirti agarli besin ortami iizerine steril bir lupla yayilmis, bu kiiltiirleri igeren petri
kutular1 ters gevrilerek 28°C’de inkiibe edilmistir. 2 giin icinde kolonilerin olustugu
gozlenmistir. Herhangi bir bulagsmay1 onlemek i¢in biitiin bakteriyel ¢alismalar laminar

flow kabin igerisinde yapilmstir.
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3.2.3 Antibiyotikler

Bakteri biiylitme ortamlarina ilave edilmeden Once her antibiyotik mikro filtreler
(0.22p) kullanilarak steril edilmis ve otoklavdan ciktiktan sonra 1sis1 40 - 45°C’ye
diismiis olan ortamlara ilave edilmistir. Bu amacgla kullanilan antibiyotikler ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3 ve 3.4’de verilmistir. GV2260 p35GUS-INT, proteinaz
inhibitor ve GNA lektin genlerini tasiyan LBA4404 bakteri hatlar1 biiytitiiliirken ortama
50 ug/ml rifamisin, 50 pg/ml kanamisin monosiilfat eklenmistir. Cry2A genlerini igeren
LBA4404 bakteri hatlar1 biyttilirken 50 pg/ml kanamisin monosiilfat ve CrylAc
biiyiitiilirken ise ortama 50 pg/ml rifamisin ve 300 pg/ml streptomycin ve 100 pg/ml
spectinomycin eklenmistir. Rifamisin metanol, kanamisin monosiilfat, streptomycin ve
spectinomycin ise su ile ¢oziildiikten ve filtre sterilizasyonundan sonra stok ¢ozeltiler -

20 °C’de muhafaza edilmistir.

Yontemde her ¢eside ait embriyo eksplantlarini tiim bakteri hatlariyla maumele ederken
ODggo’da 1, 1.25, 1.5, 2, 2.25, 2.5, 3 ve 4 degerinde 35 dk inokiile edilmistir. ODggo=
2.25°de siirgilin rejenerasyon ve genetik transformasyon agisindan en iyi sonug elde
edilmistir. Dolaysiyla daha sonra yapilan tiim denemlerde bu ODggo degeri tercih
edilmistir. Ayrica, Agrobacterium’un virulans artirmak amaciyla modifiye ederek
Belide vd. (2011)’a takip ederek 5 pg/ml asetosiringon ve 37.5 ug/ml spermidin de

kullnilmisitir.

Asetosringon  yaralanmig  bitki dokularindan salgilanan, viriilens genlerinin
transkripsiyonunu etkileyen dnemli bir fenolik bilesiktir (Stachel vd. 1985). Yamada
vd. (2001) ve Polowick vd. (2004)’ec gore asetosringonun monokotiledon ve

dikotiledon bitkilerde Agrobacterium ile transformasyon frekansini artirmaktadir.

3.2.4 A. tumefaciens GV2260 hattiyla gen aktarim calismalari

Gen aktariminda hipokotil, koltuk altt meristemi ve embriyo eksplantlart kullanilmistir.
Gen aktariminda indiiksiyon tamponu olarak 2 % sivi MS ortami kullanilmigtir. Ortam

pH’sinin 5.7°de bakterilerin saldirma giiciiniin, viriilensliginin arttirabilmesi i¢in (5
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ug/ml) asetosiringon ve (37.5 pg/ml) spermidin ortama ilave edilmistir (degistirerek
Belide vd. 2011).

A. tumefaciens’in GV2260 p35S GUS-INT hattinin yogunluklart OD gy degerinde
olgiilip 1, 1.25, 1.5, 2, 2.25, 2.5, 3 ve 4 degerinde konsantrasyonlarinda deneyerek
optimize edilmistir. Transformasyonun gerceklestirilmesinde, embriyo eksplantlarda
once bistiiri ile yaralanmis ve vakum infiltrasyon muamele edilmis eksplantlart 35 dk 5
ug/ml asetosiringon ve 37.5 ug/ml spermidin igeren bakteri siispansiyon ile inokiilasyon
yapilmustir. Inokiilasyondan sonra, ko Kiiltivasyon igin de eksplantlart 5 pg/ml
asetosiringon ve 37.5 ug/ml spermidin igeren MS ortaminda 72 saat boyunca
bekletilmistir. Daha sonra, bakteri gelisimini 6nlemek igin eksplantlar, steril saf su ile
yikandiktan sonra 500 mg/l Duocid igeren sivi rejenerasyon ortaminda birka¢ dk
bekletilmistir. sadece gen aktarilmis eksplantlardan siirgiin gelisimini saglamak i¢in
plazmitin tagidigi Nptll geninden dolayr 50 mg/l kanamisin monosiilfat ve bakteri
biliylimesini engellemek icin 500 mg/l Duocid igeren siirgiin ve kok rejenerasyon
ortaminda eksplantlar kiiltiire almmistir. Daha sonra elde edilen sonuglar
degerlendirilerek, en iyi bakteri yogunlugu ODggo degerinde segilmistir. Elde edilen
verilerin degerlendirilmesi sonucunda transformasyon i¢in secilen en uygun eksplant,
tasidigr genlerinin (gus, nptll ve CrylAC, Cry2A ve bar vb) bitki genomuna entegre
olmasina ait GUS, PCR gibi bilgileri elde ederek kontrol edilmistir.

Cizelge 3.3 Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan antibiyotikler,
¢oziiciiler ve saklama kosullar1

Kullanim Stok Saklama

Antibiyotikler oranlari konsantrasyonlari Coziiciiler kosullari
(ng/ml) (mg/ml) (C)
Rifamisin 50 25 Metanol/DMSO -20
Kanamisin monosiilfat 50 50 Su -20
Fosfinotricin 15 1 Su -20
Streptomycin 300 100 su -20
Spectinomycin 100 100 su -20
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Cizelge 3.4 Gen  aktarimi  yapilan  dokularin  seleksiyonunda  kullanilan
antibiyotikler, bakteriostatik maddeler, secici maddeler, yardimci
maddeler, ¢6ziiciiler ve saklama kosullari

Kullanim oranlari Stok (mg/ml) Coziiciiler Saklama
Secici Antibiyotikler (ng/ml) kosullar1 (°C)
Kanamisin monosiilfat 50 50 Su -20
Streptomisin 300 100 Su -20
*Bakteriostatic maddeler
Doucid | 500 | 100 | Su | -20
Secici maddeler
Fosfinotrisin | 15 | 1 | Su | -20
**Yardimc1 maddeler
Salemona Spermidin 37.5 100 Su -20
Asetosiringon 5 100 Su -20
*Ko kultuvasyondan sonra A. tumefaciens’in gelisimini engellemek i¢in kullaniTmistir

**K o kiiltiivasyondan 6nce ve sonra transformasyonuna yardimer olmak i¢in kullamlmistir

3.2.5 Bakteri kiiltiirlerinin kisa ve uzun siireli Korunmasi

A. tumefaciens kiiltiirleri, segici 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 inkiibatérde biyiitiilmistiir. Kisa siire igin kullanilmak
amactyla NA (Nutrient Agar) iceren ortamda ¢izilerek 28°C’de biiyiitiilmiistiir ve daha
sonra elde edilen bakteri kiiltiirleri stre¢ film ile sarilmis, ters ¢evrilen petri kutularinda
4°C’de 6 hafta korunmustur. Daha uzun siireli muhafaza islemi icin esit miktarda
bakteri kiiltiiri ve %40 gliserol igeren NB, 2 ml’lik kriyogenik tiiplerde karistirildiktan
sonra sivi azotla hizli bir sekilde dondurulup, - 85 °C’de muhafaza edilmistir. Bu yolla
bakteri kiiltiirlerinin canliligint 10 y1l boyunca muhafaza etmek miimkiindiir (Bhatti

2001).

3.2.6 Gen aktarilmus bitkilerin belirlenmesi

Secici rejenerasyon ortaminda gelisen aday transgenik siirgiinler, kanamisin monosiilfat
ve ya gerekir ise fosfinotrisin iceren besin ortaminda koklendirildikten sonra saksilara

aktarilmisgtir. Aday transgenik bitkilerin transgenik olup, olmadiklar1 yukarda ayrica
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belirtilmis gibi aktarilan genlere gore histokimyasal GUS ve PCR analizi ile teyit
edilmistir (Bhatti 2001, degistirerek).

3.2.7 Histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal GUS analizi Jefferson (1987)’in tarif ettigi sekilde yapilmistir. Bitki
dokulart 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, % 0.1 Triton X - 100 ve 1
mM 5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide (X-GLUC) igeren soliisyonda 38+1 °C’de
gece boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra, 3 - 4 giin boyunca dokulardaki Klorofil
%100’1iik alkolda bekletilerek par¢alanmis olup, mavi bolge belirlenmistir.

3.3 Polimeraze Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.3.1 DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, taze yaprak dokulart kullanilarak CTAB  DNA
ekstraksiyon protokoliine gore yapilmistir (Anonim 2015c). Transgenik adayi
bitkilerden alinan yaprak ornekleri — 85 °C’de 15 - 20 dk bekletildikten sonra
dondurularak ezilmistir. Yaprak 6rneklerinin bulundugu 1.5 ml'lik her bir tiip igine 50 ul
buffer (1M Tris pH=8; 0.5M EDTA; 5M NaCl; ddH,O/Easy pure ) eklenerek
karistirtlmis ve tizerine 550 uL buffer daha ilave edip, yaprak 6rneklerinin tam olarak
ezilmesi saglanmistir. 65°C’de su banyosuna tiipler yerlestirilerek 40 - 60 dk inkiibe
edilmistir. 13000 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe alinarak {izerine
esit hacimde kloroform eklenmistir. Herhangi bir kati kismin alinmamasma dikkat
edilmistir. DNA’lar toplandiktan sonra 6rnekler 15000 rpm’de 13 dk santrifiij edilmis
ve lst faz yeni tiipe alindiktan sonra iizerine 750 pl soguk isopropanol eklenmistir.
Ornekler 1 saat 20°C’de bekletildikten sonra 30 dk 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Sivinin st tabakasi (slipernatant) dokiildiikten sonra soguk %70’lik etil alkolden 200
pl eklenmis ve 5 dk 7000 rpm’de yeniden santrifiij edilmistir. Icindeki alkol dokiilerek
DNA peleti iyice kurutulmus ve 50 ul TE eklenerek ¢oziilmiistiir. Elde edilen DNA’lar
PCR galismalarinda kullanilmistir (Anonim 2015).
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3.3.2 Primer dizileri

Transgenik bitkileri belirlemek amaciyla CrylAc ve GUS genleri ile 35S promotér ve
NOS terminator dizileri PCR ile g¢ogaltilmistir. ¢izelge 3.5’de transgenik bitkileri
belirlemek amaciyla CrylAc ve GUS genleri ile 35S promotér ve NOS terminator
bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilan primer dizileri goriilmektedir (Bakhsh vd. 2009).

Cizelge 3.5 PCR igleminde kullanilan primer dizileri

Hedef Baz Dizilisi Hedef Biiyiikliigii
GUS geni F-CTC GACGGCCTG TGG GACTTC 310 bp
R-CTTTCGGCTTGTTGC CCG C
CrylAc geni F: ACAGAAGACCCTTCAATATC 693 bp
R: GTTACCGAGTGAAGATGTAA
F: AGATTACCCCAGTTCCAGAT
Cry2Ageni | R:GTTCCCGAAGGACTTTCTAT 693 bp

F: Forward ; R: Reverse

3.3.3 PCR reaksiyon kosullar:

3 ul DNA,

2.5 ul 10x PCR tamponu,

3 ul MgClI2 (25 mM),

2 ul dNTP (10mM),

Primer 1, 2 ul,

Primer 2, 2 ul,

0.2 ul Tag DNA polymerase

10.3 ul dHO0 kullanilarak 25 pl toplam hacimde yapilmistir. Reaksiyonlar, Biometra T-
personal thermocycler aleti kullanarak asagidaki dongii kosullar1 altinda reaksiyonu
gerceklestirilmistir (Bhatti 2001, Aasim 2010, Saglam 2010 degistirerek)
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3.3.4 PCR Programm

A. CrylAC genler icin

—_

95 °C 5dk
94 °C 30 sec
58 °C 30 sec 35 dongiisii
72 °C 30 sec
72 °C 7 dk
4 °C pause

B. bar genler icin
95 °C 5dk n
94 °C 30 sec

60 °C 30 sec - 35 dongiisii
72 °C 30 sec
72 °C 7 dk
4°C pause

GUS genler i¢in

98 °C 5 dk
98 °C 5 sec
55°C 15 sec - 36 dongiisii
72 °C 30 sec

72 °C 3 dakika

3.3.5 Orneklerin agaroz jel elektroforezi

PCR reaksiyonlar1 %1°lik agaroz gel elektroforezi ile ayrilmistir. Bunun i¢in 1 g agaroz
100 ml 1XTBE (10.8 g/l Trizma - base, 5.5 g/l Borik asit, 4 ml 0.5 M EDTA pH=8)
tamponunda mikrodalga firinda ¢ozdiiriilmiis ve sicaklign 50-60°C’ye diistiigiinde
DNA’nin UV’'de goriintiilenebilmesi i¢in 5 pl etiidyumbromit eklenmistir. Elektroforez
islemi 80 Voltta 1 saatte gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonlandirildiktan sonra

jel UV lambasi ilizerinde kontrol edilmistir (Aasim 2010, Saglam 2010).
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3.4 Biyoassay

Birinci Biyoassay calismalarinda Cry 1Ac geni aktarilmis ve aktarilmamis (kontrol)
bireysel bitkilerden 2 - 4 adet yaprak kopartilarak tabaninda nemli kurutma kagidi
bulunan 100 x 10 mm ¢apinda kapakli yuvarlak polysterene kutularina yerlestirilmistir.
Yapragin canliligini korumasi igin ise petiol kisimlar1 saf su igeren ependorf tiiplerine
sokularak sarilmistir. Daha sonra, Spodoptera littoralis Boisduval 1833 (Gelbic vd.
2011) bocegi larvalari, her bir kapakli yuvarlak polysterene kutularina 2 adet olmak
tizere bitki yapraklar tizerine birakilarak 24-36 saat kadar beslenmeleri saglanmistir.

Denemeler 25+2°C sicaklikta ve 11/13 (aydinlik/karanlik) sartlarda yiiriitiilmistir.

Ikinci biyoassay ¢alismalarinda bar geni aktarilmis ve aktarilmamis (kontrol) bireysel
bitkileri 1.5 mg/l Glufosinat ammonium (ticari isim misket 200 sl) herbisti ile sprey
edilmistir ve 72 saat sonra bitkilerin canliligi kontrol edilmistir. Denemeler 25+2°C

sicaklikta ve 11/13 (aydinlik/karanlik) sartlarda yiritiilmiistir (Aasim vd. 2013).

3.5 Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Rejenerasyon denemeleri 4 tekerriirlii olarak faktoriyel Deneme Desenine gore
kurulmus ve elde edilen veriler "IBMSPSS 20 for Windows" bilgisayar programi
yardimiyla analiz edilmistir. Uygulama ortalamalar1 gerektiginde MSTAT-C bilgisayar
programi kullanilarak Duncan testi ile karsilagtirnilmistir. Yiizde degerleri istatistik

analizi yapilmadan 6nce arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Yaygin Fig Cesitlerinde degisik Camasir Suyun Oranlar1 ve Uygulama
Zamanlarmin Cimlenmeye Etkisi

4.1.1 Cumhuriyet 99 cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Cumhuriyet 99 ¢esidinde degisik ¢amasir suyu (CS) oranlar ve
farkli zamanlariin uygulanmis olan yiizey sterilizasyonuna ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.1°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim ¢amasir suyu oranlari ile
uygulama sonucunda tohumlar {izerinde her hangi fungal veya bakteriyel
kontanminsyon gorilmemistir. Camasir Suyu oranlart arasinda, ¢imlenme orani, kok
uzunlugu bakimindan P<0.05 ve siirgiin uzunlugu bakimindan P<0.01 diizeyinde
onemli farkliklar goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglara gore camasir suyunun farkl
uygulama zamanlar arasinda ¢imlenme orani bakimindan P<0.05 diizeyinde onemli
farklik goriilmiistiir. Cimlenme orani ve siirgiin uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde

camasir suyu ve zamanlar arasinda dnemli etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.1 Cumhuriyet 99 ¢esidinde degisik ¢amasir suyun oranlart ve uygulama
zamanlarimin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu etkisine
ait varyans analizi

V.K. S.D. Cimlenme Orani Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu (cm)
(%) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
CS Oranlari 5 522.96 2.61* 6.10 4.06** 6.94 3.35*
Zamanlar 2 585.18 2.92* 0.48 0.32 0.62 0.30
Uygulama x Zaman 10 291.85 1.45* 1.93 1.28* 1.85 0.89
Hata 36 200.00 1.50 2.06
Genel Toplam 53
**P<0.01,*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farkliik ve etkilesim godsteren ortalamalarin
sonugclari ¢izelge 4.2°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore farkli ¢amasir suyu oranlari ve 20, 15 ve 10 dk yiizey

sterilizasyon sonucunda elde edilen ¢imlenme orani sirasiyla % 66.66 ile % 93.33,
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% 80.00 ile % 100.00 ve % 60.00 ile % 93.33 arasinda degismistir (Cizelge 4.2 - Sekil
4.1). Sonuglara goére % 100.00, % 80.00 ve % 60.00 konsantrasyon ¢amasir suyu ile 20
dk uygulama sonucunda % 93.33, % 80.00 ve % 40.00 konsantrasyon ¢amasir suyu
ile % 100.00, ve % 80 gamasir suyu ile %93.33 tohumlarda ¢imlenme saglanmistir.
Duncan testi sonuglarina gore farkli gamasir suyu oranlari ve 20, 15 ve 10 dk siire yiizey
sterilizasyon sonucunda ¢imlenen tohumlarin siirgiin uzulugu sirasiyla 0.90 ile 3.06
cm, 0.95 ile 3.44 cm ve 0.56 ile 3.07 cm arasinda degismistir. Sonuglara gore
sirastyla en uzun siirgiin 20 dk yiizey sterilizasyon sonucunda en uzun siirgiin % 60
camasir suyu, 15 dk ylizey sterilizasyon sonucunda en uzun siirgiin % 80 ¢amasir suyu
uygulama sonucunda ve 10 dk yiizey sterilizasiyon sonucunda en uzun siirgiin % 40.00
konsantrasyon c¢amasir suyu ile elde edilmistir. En uzun kok ise % 100.00 ¢amasir suyu

uygulama sonucunda elde edilmistir.

Sekil 4.1 Cumhuriyet 99 ¢esidinde % 80 ¢amasir suyu ile 15 dk yiizey sterilizasyon
sonucunda elde edilen bitkicikler
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Cizelge 4.2 Cumhuriyet 99 ¢esidinde degisik camasir suyun oranlari ve uygulama
zamanlarmin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu etkisine
ait ortalamalar

Cimlenme Orani (%) Siirgiin Uzunlugu (cm) Kok
Oranii o) Zaman(dk) Zaman(dk) UZ(‘(‘;;:]‘)@“
20 15 10 20 15 10

100 93.33a| 86.66b 86.66b 2.64b 2.27b 2.91a 3.15a

80 93.33a| 100.00a 93.33a 2.67b 3.44a 2.25b 3.09a

60 93.33a| 80.00b 66.66d 3.06a 1.54¢ 2.96a 3.02a

40 86.66b | 100.00a 73.33c 2.84b 2.93b 3.07a 2.99b

20 66.66c| 80.00b 86.66b 0.90c 0.95d 0.56¢ 1.08c

10 80.00b | 86.66b 60.00d 0.62c 3.34a 1.07c 1.75¢

Ay siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

4.1.2 Karaelgi cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Karael¢i ¢esidinde degisik ¢amasir suyu oranlari ve farklh
zamanlarmin uygulanmis olan yiizey sterilizasyonuna ait varyans analizsonuglari
cizelge 4.3’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim ¢amasir suyu oranlari ile
uygulama sonucunda tohumlar {izerinde her hangi fungal veya bakteriyel
kontanminsyon goriilmemistir. Camagir suyu oranlar arasinda siirgiin uzunlugu ve kok
uzunlugu bakimindan P<0.01 diizeyinde 6nemli farkliklar goriilmistiir. Varyans analiz
sonuglarina gore ¢amasir suyunun farkli uygulama zamanlar arasinda siirgiin uzunlugu
ve kok uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli farklik goriilmistiir. Camasir
suyu ve silire olarak yapilan tim uygulamalar sonucunda her hangi bulasiklig
gouriilmemistir. Cimlenme oram1 bakimindan P<0.05 diizeyinde ¢amasir suyu ve

zamanlar arasinda énemli etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.3 Karaelgi ¢esidinde degisik c¢amasir suyun oranlar1 ve uygulama
zamanlariin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve kék uzunlugu etkisine
ait varyans analizi

VK. sp. Cimlenme Orami (%) Siirgﬁtzclr}nz)unlugu Kok tizr#)nlugu
K.O. F K.O. F K.O. F
**k *k

Uygulama 5 11.85 0.40 206 4.64 3.704 5.60
Zaman 5 2 40 0.25 0.90 2.03 0.475 0.72
Uygulama x Zaman 10 34.07 1.15* 0.37 0.84 0.544 0.82
Hata 36 29.63 0.44 0.660
Genel Toplam 53

** P<0.01, *P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonuglari ¢izelge 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore farkli camasir suyu oranlart ve 20, 15 ve 10 dk siire yiizey
sterilizasyon sonucunda elde edilen ¢imlenme orani sirastyla % 93.33 ile % 100.00, %
93.33 ile % 100.00 ve % 93.33 ile % 100.00 arasinda degismistir (Cizelge 4.4).
Sonuglara gore % 100.00 (Sekil 4.2) ve % 80.00 konsantrasyon ¢amasir suyu ile 15 ve
10 dk uygulama sonucunda % 100.00 ve % 60.00 konsantrasyon ¢amasgir suyu ile 20 ve
15 dk uygulama sonucunda % 100.00 ve % 40, % 20 ¢amasir suyu ile 20,15 ve 10 dk
uygulama sonucunda % 100.00 ve % 10 konsantrasyon ¢amasir suyu ile 20 ve 10 dk
siire uygulama sonucunda tohumlarda ¢imlenme saglanmistir. Duncan sonuglarina gore
en uzun siirgiin ve kok uzunlugu ise % 100.00 ¢amasir suyu uygulama sonucunda elde

edilmistir.

Sekil 4.2 Karaelgi ¢esidinde % 80 ¢amasir suyu ile 15dk yiizey sterilizasyon sonucunda
elde edilen bitkicikler
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Cizelge 4.4 Karaelgi c¢esidinde degisik camasir suyun oranlart ve uygulama
zamanlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu
etkisine ait ortalamalar

Cimlenme Orani (%) L Kok
¢S Zaman (dK) Stirgiin Uzunlugu
oranlar1 (%) Uzunlugu (cm)
20 15 10 (cm)
100 93.33b 100.00a 100.00a 2.35a 3.30a
80 93.33b 100.00a 100.00a 2.16a 2.63b
60 100.00a 100.00a 93.33b 1.35¢c 1.94c
40 100.00a 100.00a 100.00 1.18c 1.48c
20 100.00a 100.00a 100.00 1.42c 2.68b
10 100.00a 93.33b 100.00a 1.92b 2.71b

Ay siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuglara gore degisik zamanlar 20, 15 ve 10 dk siire yiizey sterilizasyon
sonucunda ¢imlenen tohumlarin siirgiin ve kok uzulugu sirasiyla 1.55cm ile 1.98 cm
ve 2.29 ile 2.62 cm arasinda degismistir. Sonuglara gore en uzun siirgiin ve kokler 15 dk

sterilizasyon sonucunda %80 ¢amasir suyu ile elde edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Karael¢i ¢esidinde degisik uygulama zamanlarinin siirgiin uzunlugu ve kok
uzunlugu etkisine ait ortalamalar

Zaman (dk) Siirgiin Uzunlugu (cm) Kok Uzunlugu (cm)
20 1.66b 2.46b
15 1.98a 2.62a
10 1.55b 2.29¢

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

4.1.3 Kubilay 82 cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Kubilay 82 ¢esidinde degisik ¢amasir suyu oranlalari ve farkl
zamanlarinin uygulanmis olan yiizey sterilizasyonuna ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.6’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim ¢amasir suyu oranlar ile

uygulama sonucunda tohumlar {izerinde her hangi fungal veya bakteriyel
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kontanminsyon goriilmemistir. Camasir suyu oranlar1 arasinda siirgiin uzunlugu ve kok
uzunlugu bakimindan P<0.01 ve P<0.05 diizeyinde 6nemli farkliklar goriilmiistiir.
Varyans analiz sonuglarina gore ¢amasir suyunun farkli uygulama zamanlar arasinda
siirglin uzunlugu ve kok uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde onemli farklik
goriilmiistiir. Camasir suyu ve siire olarak yapilan tiim uygulamalar sonucunda her
hangi bulagiklig1 goiirilmemistir. Cimlenme orani, siirglin uzunlugu ve kok uzunlugu
bakimindan P<0.05 diizeyinde ¢amasir suyu ve zamanlar arasinda onemli etkilesim

bulunmustur.

Cizelge 4.6 Kubilay 82 ¢esidinde degisik ¢amasir suyun oranlari ve uygulama
zamanlarmin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu etkisine
ait varyans analizi

VK Cimleneme Orani Siirgiin Uzunlugu (cm) Kok Uzunlugu
o S.D. (%) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F

Uygulama 5 47.40 0.49 2.77 5.28** 5.40 3.39*
Zaman 2 7.40 0.07 0.81 1.55* 2.58 1.62*
Uygulama x Zaman 10 122.96 1.27* 1.26 2.41* 4.34 2.72*
Hata 36 96.29 0.52 1.59

Genel Toplam 53

** P<0.01, *P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarmn

sonuglari ¢izelge 4.7’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore farkli ¢gamasir suyu oranlar1 ve 20, 15 ve 10 dk siire ylizey
sterilizasyon sonucunda elde edilen ¢imlenme orani sirasiyla % 93.33 ile % 100.00,
% 86.66 ile % 100.00 ve % 86.66 ile % 100.00 arasinda degismistir (Sekil 4.3, Cizelge
4.7). Sonuglara gore % 100.00, % 20 konsantrasyon camasir suyu ile 20 dk siire
uygulama sonucunda % 100.00, % 80.00 konsantrasyon ¢amasir suyu ile 15 ve 10 dk
stire uygulama sonucunda % 100.00 ve % 60 ¢amasir suyu ile 20, 15 dk siire
uygulamada % 100.00, % 40 ve % 10 konsantrasyon c¢amasir suyu ile 10 dk
uygulamada % 100.00 tohumlarda ¢imlenme saglanmistir. Duncan sonuglarina gore
farkli gamasir suyu oranlar1 ve 20, 15 ve 10 dk yiizey sterilizasyon sonucunda ¢imlenen
tohumlarin siirgiin uzulugu sirasiyla 0.92 ile 2.48 cm, 0.67 ile 3.30 cm ve 0.80 ile

2.89 cm arasinda degismistir. Sonucglara gore sirasiyla en uzun siirgiin 20 dk yiizey
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sterilizasyon sonucunda %20 camasir suyu, 15 ve 10 dk siire yiizey Sterilizasyon
sonucunda en uzun siirgiin %40 ¢amasir suyu uygulama sonucunda elde edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore farkli ¢amasir suyu oranlar1 ve 20, 15 ve 10 dk siire yiizey
sterilizasyon sonucunda ¢imlenen tohumlarin k6k uzulugu 1.72 ile 2.68 cm, 1.54 ile
5.19 cm ve 1.17 ile 4.36 cm arasinda degismistir. Sonuglara gore sirasiyla en uzun kok
20 dk siire yiizey sterilizasyon sonucunda % 10 ¢amasir suyu 15 ve 10 dK siire yiizey
sterilizasyon sonucunda en uzun koék % 40 ¢amasir suyu uygulama sonucunda elde

edilmistir.

Sekil 4.3 Kubilay 82 ¢esidinde % 100 ¢amasir suyu ile 20 dk yiizey sterilizasyon
sonucunda elde edilen bitkicikler

Cizelge 4.7 Kubilay 82 g¢esidinde degisik ¢amasir suyun oranlari ve uygulama
zamanlarmin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu etkisine
ait ortalamalar

cs Cimlenme Orani (%) Siirgiin Uzunlugu (cm) Kok Uzunlugu (cm)
oranlari Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk)

%

%) 20 15 10 20 15 10 20 15 10

100 100.00a | 93.33b | 86.66c | 1.56b 0.67e 1.06c | 2.26c | 1.77c 1.54c
80 93.33b | 100.00a | 100.00a | 1.26¢ 2.52b 1.55b | 2.00d | 5.14a 2.51b
60 100.00a | 100.00a | 93.33b | 0.92d 1.99c 0.80d | 1.96e | 2.81b 2.16b
40 86.66b 93.33b | 100.00a | 1.48c 3.30a 289 | 1.72e | 5.19a 4.36a
20 100.00a | 93.33b | 86.66c | 2.48a 1.65¢ 1.55b | 3.73a | 1.74c 2.42b
10 93.33b 86.66c | 100.00a | 1.68b 1.10d 0.93c | 2.68b | 1.54c 1.17c

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur
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4.1.4 Sel¢uk 99 cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinde degisik camasir suyu oranlalart ve farkl
zamanlarininuygulanmis olan yiizey sterilizasyonuna ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.8’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim ¢amasir suyu oranlari ile
uygulama sonucunda tohumlar {izerinde her hangi fungal veya bakteriyel
kontanminsyon goriilmemistir. Camasir suyu oranlart arasinda kok uzunlugu
bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli farklik goriilmiistiir. Camasir suyu oranlar1 ve
siire olarak yapilan tiim uygulamalar sonucunda her hangi bulasikligi goiiriilmemistir
(Sekil 4.4). Varyans analiz sonuglarina gore farkli zamanlar arasinda ¢gimlenme orani ve
kok uzunlugu bakimmdan P<0.05 diizeyinde Onemli farkliklar goriilmiistiir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde ¢amasir suyu ve zamanlar arasinda 6nemli

etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.8 Selguk 99 cesidinde degisik camasir suyun oranlari ve uygulama
zamanlarmin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu etkisine
ait varyans analizi

VK. SD. Cimlenme Orani (%) Surgurigjmz;l nlugu Kok [(izr;l)rl lugu
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 5 60.74 0.29 0.32 0.69 1.40 1.49*
Zaman 2 762.96 3.67* 0.25 0.56 2.53 2.70*
Uygulama x Zaman 10 158.51 0.76 0.44 0.97* 0.39 0.42
Hata 36 207.40 0.46 0.93
Genel Toplam 53

*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gdsteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.9 -10°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore degisik zamanlar 20, 15 ve 10 dk siire yiizey sterilizasyon
sonucunda ¢imlenen tohumlarin en fazla ¢imlenme orani ve en uzun kok sirastyla 10 ve

15 dk yiizey sterilizasyon sonucunda ¢camasir suyu ile elde edilmistir. (Cizelge 4.9)
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Cizelge 4.9 Selcuk 99 ¢esidinde degisik uygulama zamanlarinin ¢imlenme orani ve

kok uzunlugu etkisine ait ortalamalar

Zaman (dk) Cimlenme Orani (%) Kok Uzunlugu (cm)
20 81.11b 1.39b
15 91.11a 2.13a
10 93.33a 1.65ab

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Sekil 4.4  Selguk 99 ¢esidinde %100 ¢amasir suyu ile 15 dk yiizey sterilizasyon
sonucunda elde edilen bitkicikler

Elde edilen sonuglara gore farkli gamasir suyu oranlart ve 20, 15 ve 10 dk siire yiizey
sterilizasyon sonucunda elde edilen siirgiin uzunlugu sirasiyla 0.56 ile 1.26 cm, 0.69 ile
1.75cm ve 0.50 ile 1.55cm arasinda degismistir (Cizelge 4.10). Sonuglara gore
% 100.00 konsantrasyon ¢amasir suyu ile 10 dk siire uygulama sonucunda 1.55 cm ve
% 20.00 konsantrasyon ¢amasir suyu ile 15 dk uygulama sonucunda 1.75 cm ve %10
camasir suyu ile 10 dk uygulama sonucunda 1.26 cm uygulama sonucunda uzun
stirglinler elde edilmistir. Duncan testi sonuglarina gore en uzun kdkler ise %10.00

camagsir suyu uygulama sonucunda elde edilmistir.
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Cizelge 4.10 Selguk 99 ¢esidinde degisik camasir suyun oranlari ve uygulama
zamanlarinin ¢imlenme orani, siirglin uzunlugu ve kok uzunlugu
etkisine ait ortalamalar

Stirgiin Uzunlugu (cm)
CS oranlari (%) Zaman (dk) K&k Uzunlugu (cm)
20 15 10
100 0.60d 0.87d 1.55a 1.83b
80 1.05b 1.04b 1.30b 1.70c
60 0.59d 0.7% 0.84¢ 1.63c
40 0.90¢ 0.69f 0.71d 1.26e
20 0.56d 1.75a 0.50e 1.49d
10 1.26a 0.97¢ 1.38b 2.42a

Aymni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglaria gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

4.2 Yaygin Fig Cesitlerinde Yanm Kotiledon Bogum Eksplantlarin Degisik
Oranlarda uygulanan BAP + NAA Konsantrasyonlarin Siirgiin
Rejenerasyonuna Etkisi

4.2.1 Cumhuriyet 99 cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Cumhuriyet 99 ¢esidinin yarim Kotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglar1 ¢izelge 4.11°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore kallus olusumu orani, siirgiin olusum oran1 P<0.05 diizeyinde, eksplant
basma siirgin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan P<0.01 diizeyinde farklilig

izlenmistir.

Cizelge 4.11 Cumhuriyet 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonu etkisi ile varyans analizi

Kallus Olusum Siirgiin Olugum Eskﬁsflzﬁtsbjsll;a Siirgiin
VK. S.D. Orani (%) Orani (%) g(a det) Y Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 880.80 1.49* | 565.65 1.59* 36.39 19.55** 0.32 | 3.26**
Hata 24 588.88 355.55 1.86 0.09
Genel
Toplam 3
** P<0.01,*P<0.05

58




Sekil 4.5 Cumhuriyet 99 ¢esidinde siirgiin rejenerasyonu
a, b. 0.6 pg/ml BAP
c, d. 0.8 ug/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA igeren MS ortamda siirgiin olusumlari

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12 Cumhuriyet 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalar

BAP NAA Kallus Olusum Siirgiin Olugum Siirgiin Sayis1 | Siirgiin Uzunlugu
(ug/ml) (ug/ml) Orani (%)* Oram (%)* (adet)** (cm)**
0.2 0.0 60.00a 60.00abc 5.00b 0.41bc
0.2 0.1 40.00b 46.66abc 4.00bc 0.35hbc
0.2 0.2 60.00ab 46.66abc 4.33bc 0.92ab
0.4 0.0 60.00ab 66.66ab 5.00b 0.60bc
0.4 0.1 46.66b 40.00bc 2.66hc 0.26¢
0.4 0.2 40.00b 40.00bc 2.33bc 0.36bc
0.6 0.0 100.00a 80.00a 15.00a 0.23c
0.6 0.1 53.33ab 53.33abc 4.66b 0.15c
0.6 0.2 66.66ab 46.66abc 3.33bc 1.27a
0.8 0.0 40.00b 53.33abc 4.00bc 0.35bc
0.8 0.1 53.33ab 53.33abc 2.33bc 0.31c
0.8 0.2 73.33ab 26.66C 1.66¢ 0.21c

**Aym siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aymi siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglaria gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.12’de verilmistir. Kallus olusum oram1 % 40.00 ile
% 100.00 arasinda degismistir. En fazla kallus olusumu 0.6 pg/ml BAP igeren MS
ortamindan elde edilmistir. Siirgiin olusum oran1 % 26.66 ile % 80.00 arasinda degismis

olup, en fazla siirgiin olusumu 0.6 pg/ml BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir
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(Sekil 4.5 a.b). Eksplant basma siirgiin sayist ise 1.66 ile 15.00 adet arasinda
degismistir. Adet olarak en az ve en fazla siirglin sayisi sirasiyla 0.8 pg/ml BAP + 0.2
ug/ml NAA (Sekil 4.5 c.d) ve 0.6 ug/ml BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir. En
uzun siirgiinler 0.6 pg/ml BAP + 0.2 ug/ml NAA, i¢eren MS ortamindan izlenmistir.

Koklendirilmesi

Yaygin Fig bitkisinin Cumhuriyet 99 ¢esidinin yarim kotelidon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon
olmus siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglari
cizelge 4.13’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore sirasi ile eksplant basina siirglin
sayist ve kok uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde, siirgiin uzunlugu, kok olusum
orani ve kok saysi bakimindan siirglin rejenerasyon ortamlarin kok olusumunda

P<0.01 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.13  Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99 c¢esidine ait
stirglinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Siirgiin Kok Olugum Orani (%)
VK. SD. Basina Siirgiin | Uzunlugu (cm)
Sayis1 (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 1.66 2.72* 1.33 | 7.15** 698.99 6.29**
Hata 24 0.61 0.18 111.11
Genel
Toplam 35
Kok Sayist (adet) Kok Uzunlugu (cm)
VK. S.D. K.O. F K.O. F
Uygulama 11 2.78 3.13** 8.45 1.99*
Hata 24 0.88 4.23
Genel
Toplam 3

** P<0.01,*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklibik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonugclari ¢izelge 4.14°de verilmistir.
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Cizelge 4.14 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99 cesidine ait
stirglinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar

BAP | NAA Ba;ﬁ:ps'g’;;ﬁn Uszi;gl?lgu Kok Olusum | Kok Sayist szlfllfl &
(ng/ml) | (ugml) | G e | (cmyes | Oram (8% | (adety* (om)*
0.2 0.0 5.00abc 4.07a 73.33b 6.33a 7.99ab
0.2 0.1 4.66abcd 2.47b 60.00bcd 4.33bcde 3.84c
0.2 0.2 3.66¢d 2.48b 93.33a 6.00ab 8.39%a
0.4 0.0 5.33ab 2.03bc 66.66bc 5.66abc 4.22bc
0.4 0.1 4.66abcd 1.90bc 53.33bcd 4.33bcde 5.24abc
0.4 0.2 3.66¢d 2.12bc 46.66¢d 4.00bcde 5.68abc
0.6 0.0 5.66a 1.91bc 66.66¢C 5.00bcd 5.96abc
0.6 0.1 4.33abcd 1.59¢ 40.00d 4.66abcde 3.51c
0.6 0.2 4.66abcd 2.45b 60.00bcd 4.66abcde 6.40abc
0.8 0.0 5.33ab 1.73bc 40.00d 3.00e 3.38¢c
0.8 0.1 4.00bcd 1.74bc 60.00bcd 4.33bcde 5.41abc
0.8 0.2 3.33d 1.79bc 46.66¢d 3.66de 3.80c

**Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.14°de verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi adet
olarak 3.33 ile 5.66 arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirglin sayist 0.6
ug/ml BAP igeren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 1.59cm ile 4.07cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.2 pg/ml BAP igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basina kok olusum orani ise % 40.00 ile % 93.33 arasinda
degismistir. Kok olusumu orani 0.2 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA iceren MS ortamdan
elde edilmistir. Kok sayis1 adet olarak en fazla 0.2 pg/ml BAP iceren MS ortamdan elde
edilmistir. Cumhuriyet 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarindan 0.6 pg/ml
BAP igeren MS ortamda gelisen siirgiinleri 0.75 pg/ml IBA igeren MS ortamda
koklendirilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Cumbhuriyet 99 ¢esidinin 0.6 pg/ml BAP igceren MS ortamda yarim kotiledon
bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pug/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.2.2 Karaelci cesidini

Yaygin Fig bitkisinin Karaelgi ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglar gizelge 4.15°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore kallus olusum orani ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimmdan P<0.01
diizeyinde, siirgiin olusum orani Ve siirgiin uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde

farklilig1 izlenmistir.

Cizelge 4.15 Karaelgi ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina farkli oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarn siirgiin rejenerasyonuna
etkisi ile varyans analizi

Kallus Olusum Siirglin Olusum Eksplant basina Stirgiin
V.K. S.D. Orani (%) Orani (%) Siirgiin sayisi (adet) | uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 177.7 | 4.00** | 505.05 2.67* 60.08 3.80** 0.05 | 2.56*
Hata 24 | 44.44 188.88 15.80 0.02
Genel
Toplam 3%
** P<0.01,*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonuglari ¢izelge 4.16’de verilmistir.
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Cizelge 4.16 Karaelgi ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirglin
rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalar

BAP NAA Kallus Olusum Siirgiin Olugum Eksplant Basina Siirgiin
(ug/ml) (ug/ml) Oran1 (%)** Orani1 (%)* Siirgilin Say1s1 Uzunlugu
Hg ng (adet)** (cm)*
0.2 0.0 100.00a 86.66ab 14.33ab 0.16bc
0.2 0.1 100.00a 100.00a 19.00a 0.24b
0.2 0.2 100.00a 93.33ab 14.66ab 0.11c
0.4 0.0 100.00a 100.00a 14.66ab 0.52a
0.4 0.1 100.00a 100.00a 10.66bcd 0.12¢
0.4 0.2 100.00a 93.33ab 13.00abc 0.35ab
0.6 0.0 100.00a 93.33ab 14.66ab 0.15bc
0.6 0.1 100.00a 80.00ab 7.33bcd 0.11c
0.6 0.2 100.00a 73.33ab 8.00bd 0.14bc
0.8 0.0 73.33b 66.66b 7.66b 0.10c
0.8 0.1 100.00a 73.33ab 6.66¢d 0.42ab
0.8 0.2 100.00a 66.66b 4.00d 0.18bc

**Aym siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma goére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayn siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin  6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.16’de verilmistir. Kallus olusum oram1 % 73.33 ile
% 100.00 arasinda degismistir. En fazla kallus olusumu 0.2 pg/ml BAP, 0.2 pg/ml
BAP + 0.1 pg/ml NAA, 0.2 ng/ml BAP + 0.2 pug/ml NAA, 0.4 pg/ml BAP , 0.4 pg/ml
BAP + 0.1 pg/ml NAA, 0.4 ng/ml BAP + 0.2 pug/ml NAA, 0.6 pg/ml BAP , 0.6 pg/ml
BAP + 0.1pg/ml NAA, 0.6 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA, 0.8 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml
NAA ve 0.8 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin
olusum orani1 % 66.66 ile % 100.00 arasinda degismis olup, en fazla siirgiin olusumu 0.2
pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA, 0.4 pg/ml BAP ve 0.4 ng/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA
iceren MS ortamdan elde edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 ise 4.00 (Sekil 4.7
a.b.c.d) ile 19.00 adet arasinda degismistir. Adet olarak en fazla siirgiin sayis1 0.2 pg/ml
BAP + 0.1 pg/ml NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Ancak, bir ¢ogu
eksplantlarda bir adet siirgiin harig siirgiin gleismelerinde inhibasyon etkisi ¢ok belirgin
olarak goriilmiistiir. En uzun siirgiinler (0.52 cm) 0.4 pg/ml BAP igeren MS ortamdan

izlenmistir.
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Sekil 4.7 a.b.c.d. Karaelgi ¢esidinde siirglin rejenrasyonu eksplantlarda bir adet siirgiin
harig siirgiin gleismelerinde inhibasyon etkisi

Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin Karaelgi ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon olmus
stirgtinlerin 0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglar ¢izelge
4.17°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore sirasi ile eksplant bagina siirgiin sayisi,
stirgiin uzunlugu, kok olusum orani, kok sayist ve kok uzunlugu bakimindan siirgiin

rejenerasyon ortamlarin kok olusumunda P<0.05 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.17 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Karaelgi ¢esidine ait siirgiinlerin
koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Siirgilin
V. K sD Bagina Siirgiin | Uzunlugu (cm) K&k Olusum Orani (%)
o o Sayisi (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama | 19 | 156 | 161% | 047 | 1.00¢ | 432.32 1.69%
Hata 24 | 097 0.46 255.55
Genel
Toplam 35
Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)
VK SD. K.O. F K.O. F
Uygulama | 1, 2.05 3.07* 7.96 2.22*
Hata 24 0.66 3.57
Genel
Toplam 35
*P<0.05
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Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Karaelgi gesidine ait siirgiinlerin
koklendirilmesine ait ortalamalar

BAP | NAA Eksplant Stirgtin Kok Olusum | Kok Sayisi Kok
(ug/ml) | (ng/ml) Bagina Siirgiin Uzunlugu Orani (%) (adet) Uzunlugu
He Sayisi (adet) (cm) (cm)
0.2 0.0 5.00a 2.54bc 46.66¢ 4.66b 4.13c
0.2 0.1 3.33ab 2.71bc 60.00ab 3.33bc 5.28bc
0.2 0.2 3.00bc 2.90bc 73.33ab 4.66b 5.95bc
0.4 0.0 4.33ab 2.77bc 86.66a 3.66bc 6.07bc
0.4 0.1 3.00b 2.98bc 73.33ab 5.66a 6.19bc
0.4 0.2 4.00ab 3.24a 46.66¢ 4.66b 6.51bc
0.6 0.0 3.66ab 2.25b 53.33bc 5.33a 7.19abc
0.6 0.1 3.00b 2.32b 66.66ab 4.33b 7.78ab
0.6 0.2 3.00b 2.52bc 73.33ab 3.33b 7.95ab
0.8 0.0 2.66¢ 2.01bc 73.33ab 3.33bc 8.16ab
0.8 0.1 3.00bc 2.81bc 66.66ab 5.33a 8.46ab
0.8 0.2 2.66¢ 1.92¢ 66.66ab 4.33bc 10.18a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.18’de verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi adet
olarak 2.66 ile 5.00 arasinda degismistir. En fazla eksplant bagina siirglin sayist 0.2
ug/ml BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 1.92 cm ile 3.24 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.4 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA
igeren MS ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina kok olusum orani ise % 46.66 ile
86.66 arasinda degismistir. Kok olusumu orani 0.4 pg/ml BAP igeren MS ortamdan elde
edilmistir. Kok sayis1 adet olarak en fazla 0.4 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA iceren MS
ortamdan elde edilmistir. Sonuglara gore 0.8 pg/ml BAP + 0.2 ng/ml NAA iceren MS
ortamdan izlenmistir. Karael¢i ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarindan 0.2
ug/ml BAP iceren ortamda gelisen siirgiinleri 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Karaelgi ¢esidinin 0.2 pg/ml BAP igeren MS ortamda yarim Kkotiledon
bogum eksplantlarindan gelisen siirglinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.2.3 Kubilay 82 cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Kubilay 82 cesidinin yarim Kkotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile 5 - 6 giin sonra
kallus olusturmus olup, lizerinde siirgiin uglar1 goriillmeye baglanmistir. Daha sonra
olusan kalluslar {izerinde siirglin olusmaya baslamistir. olusan siirgiin rejenerasyonu ile
ilgili varyans analizi sonuglar1 ¢izelge 4.19°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére
kallus olugum orani, siirgiin olusum oran1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan P<0.05 ve

eksplant bagina siirgilin sayist bakimindan P<0.01 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.19  Kubilay 82 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile varyans analizi

Kallus Olusum Siirglin Olusum Eksplant Basina Siirglin
0 o o °
VK. sSD. Orani (%) Orani (%) Siirgiin Sayist Uzunlugu (cm)
(adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 415.15 1.86* | 568.68 2.43* 36.43 5.90** | 1.09 3.05*
Hata 24 222.22 233.33 6.16 0.35
Genel
Toplam 3
** P<0.01,*P<0.05
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Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20 Kubilay 82 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik

oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalar
Kallus Olugum - - Siirgiin
BAP (:l\lg'?\rﬁ\l) Oran1 (%)* SuggrlallEIO(i}: )SE m Sur(igrelt)s fz 181 Uzunlugu
(ng/ml) (cm)*
0.2 0.0 86.66a 80.00a 13.66a 1.75a
0.2 0.1 80.00ab 40.00bc 3.00cd 0.23c
0.2 0.2 80.00ab 40.00bc 2.00d 0.13cd
0.4 0.0 73.33ab 40.00bc 6.00bc 1.43ab
0.4 0.1 86.66a 40.00bc 5.33bc 0.29c
0.4 0.2 86.66a 40.00bc 1.66d 0.45bc
0.6 0.0 53.33bc 33.33c 2.00d 0.31c
0.6 0.1 80.00ab 60.00ab 5.33bc 0.27c
0.6 0.2 73.33ab 46.66bc 3.33cd 0.30c
0.8 0.0 66.66ab 40.00bc 8.00b 1.63a
0.8 0.1 53.33bc 26.66¢C 2.66c¢d 0.70bc
0.8 0.2 80.00ab 40.00bc 2.00cd 0.19cd

** Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farkliltk bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.20’de verilmistir. Kallus olusum orami % 53.33 ile

% 86.66 arasinda degismistir. En fazla kallus olusumu 0.2 pg/ml BAP, 0.4 pg/ml
BAP + 0.1 pg/ml NAA ve 0.4 pg/ml BAP + 0.2 ng/ml NAA iceren MS ortamdan elde
edilmistir ( Sekil 4.9. a.b). Siirgiin olusum oran1 % 26.66 ile % 80.00 arasinda degismis

olup, en fazla siirgiin olusumu 0.2 pg/ml BAP igeren MS ortamdan elde edilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayisi ise 1.66 ile 13.66 adet arasinda degismistir. Adet olarak

en az (Sekil 4.9.c) ve en fazla siirgiin sayis1 0.4 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA igeren

MS ortamdan (Sekil 4.9. d.e) elde edilmistir. En uzun siirgiinler 0.2 pg/ml BAP iceren

MS ortamdan izlenmistir.
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Sekil 4.9 Kubilay 82 c¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarindan siirgiin

rejenerasyonu
a,b. Yarim kotiledon eksplantta kallus olusumu ve siirgiin uglarin géziikmesi
c. 0.4 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA igceren ortamda en az (1.66 adet)
d,e. 0.4 pg/ml BAP + 0.2 ng/ml NAA igeren MS ortamda en fazla siirgiin olusumu

Koklendirilmesi

Yaygin Fig bitkisinin Kubilay 82 cesidinin yarim Kkotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon
olmus siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglari
cizelge 4.21°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore sirasiyla eksplant basina siirglin
sayist P<0.01 diizeyinde ve siirgiin uzunlugu, kok sayisi1 ve kok uzunlugu bakimindan
siirglin rejenerasyon ortamlarin kok olusumunda P<0.05 diizeyinde farkliliklar

izlenmistir.

Cizelge 4.21 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Kubilay 82 ¢esidine ait
stirgiinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Bagina | Siirgiin Uzunlugu Kok Olusum Orani (%)
Siirgiin Sayisi (cm)
V.| SD. (adet)

K. K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 3.38 3.20** 6.48 2.93* 229.29 0.68
Hata 24 1.02 2.20 333.33
Genel
Toplam 3

Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)

VK S.D. K.O. F K.O. F
Uygulama 11 2.77 2.43* 8.58 1.72*
Hata 24 1.13 4.98
Genel
Toplam 3

** P<0.01, *P<0.05
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Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglar ¢izelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Kubilay 82 ¢esidine ait
stirglinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar

BAP | NAA Eksplant SUrgln |y Olusum | Kok Sayist Kok
(ug/ml) | (ug/ml) Bagina Siirgiin Uzunlu*gu Oramt (%) (adet)* Uzunhigu
HE Sayisi (adet)** (cm) (cm)
0.2 0.0 6.33a 4.02ab 86.66a 6.00ab 5.65bc
0.2 0.1 3.33bc 2.01b 60.00c 5.66abc 4.99c
0.2 0.2 3.00c 1.77¢c 73.33ab 5.00abc 4.96¢
0.4 0.0 5.00ab 5.48a 80.00a 4.66bc 7.35ab
0.4 0.1 5.00ab 1.97bc 60.00c 5.66abc 4.01c
0.4 0.2 3.66bc 2.44b 73.33ab 7.00a 5.65b
0.6 0.0 3.33bc 1.85bc 66.66¢ 5.33abc 4.71c
0.6 0.1 3.66bc 1.78c 73.33ab 4.33bc 5.68b
0.6 0.2 3.00c 2.00b 73.33ab 3.66¢ 7.29ab
0.8 0.0 4.66abc 5.82a 86.66a 4.66bc 9.96a
0.8 0.1 3.33bc 3.17ab 73.33ab 5.00abc 7.85ab
0.8 0.2 3.00c 1.92bc 66.66¢ 3.66¢ 5.05hc

**Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aynt siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan tesi sonuglar1 ¢gizelge 4.22°de verilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayisi adet
olarak 3.00 ile 6.33 arasinda degismistir. En fazla eksplant basgina siirgiin sayist 0.2
ug/ml BAP igeren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 1.77 cm ile 5.82 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.8 pug/ml BAP igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basina kok olusum orani ise % 60.66 ile % 86.66 arasinda
degismistir. Kok olusum orani 0.2 ng/ml BAP ve 0.8 pg/ml BAP iceren MS ortamdan
elde edilmistir. Kok sayis1 adet olarak en fazla 0.4 ng/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA iceren
MS ortamdan elde edilmistir. Sonuglara gore en uzun kokler 0.8 pg/ml BAP igeren MS
ortamdan izlenmistir. Kubilay 82 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarindan 0.2
pug/ml BAP iceren MS ortamda gelisen siirgiinleri 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Kubilay 82 ¢esidinin 0.2 ug/ml BAP igeren MS ortamda yarim Kotiledon
bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmesi

4.2.4 Selcuk 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglar gizelge 4.23’de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore kallus olusum orani, siirgiin olusum orani, eksplant basina siirgiin sayisi

ve siirgiin uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.23 Selguk 99 c¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile varyans analizi

Kallus Olusum Siirgiin Olusum Eksplant Bagina Siirgiin
Orani (%) Orani (%) Siirgiin Sayist Uzunlugu
V.K. S.D. (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 408.08 1.46* 366.66 2.06* 5.06 2.93* 6.38 | 1.79*
Hata 24 277.77 177.77 1.72 3.55
Genel
Toplam 35
*P<0.05
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Sekil 4.11 Selguk 99 c¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarlaindan siirgiin

rejenerasyonu
a. 0.6 pg/ml BAP + 0.2 ug/ml NAA igeren ortamda gelisen kalluslar {izerinde yiiksek hiperhidrisiti
b.cd. 0.4 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA iceren MS ortamda gelisen siirgiinler ve yiiksek rekabetten
dolay1 gii¢lii stirgiinlerin baski yaparak zayif siirgiinlerde dormansi etkileri

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.24 Selguk 99 c¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ile ortalamalar

BAP NAA Kallus Olusum Stirgiin Olusum | Siirgiin Sayist Siirgiin
(ug/ml) | (png/ml) Orani (%) Orani (%) (adet) Uzunlugu (cm)
0.2 0.0 66.66C 33.33c 2.00d 4.88a
0.2 0.1 80.00ab 46.66abc 4.33abc 0.61c
0.2 0.2 86.66ab 46.66abc 4.00abc 1.26b
0.4 0.0 86.66ab 60.00a 6.33a 1.56abc
0.4 0.1 80.00ab 60.00a 4.33abc 3.95ab
0.4 0.2 80.00ab 53.33ab 3.33bc 0.91c
0.6 0.0 93.33a 46.66abc 4.66ab 1.53abc
0.6 0.1 73.33ab 53.33ab 2.33cd 0.29d
0.6 0.2 93.33a 33.33c 2.00d 0.31d
0.8 0.0 86.66ab 46.66abc 3.33bc 2.02abc
0.8 0.1 60.00c 33.33c 3.00bc 1.24bc
0.8 0.2 60.00c 26.66C 2.33cd 0.23d

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar ¢izelge 4.24’de verilmistir. Kallus olusum oran1 % 60.00 ile
% 93.33 arasinda degismistir. En fazla kallus olusumu 0.6 ng/ml BAP, 0.6 pg/ml BAP
+ 0.2 pg/ml NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. 0.6 ug/ml BAP + 0.2 ug/ml
NAA igeren ortamda gelisen kalluslar tizerinde yiiksek hiperhidrisiti goriilmustiir (Sekil
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4.11 a). Hiperhidrik siirglinlerde belirgin gelismeleri gozlenmemistir. Siirgiin olusum
orani % 26.66 ile % 60.00 arasinda degismis olup, en fazla siirgiin olusumu 0.4 pg/ml
BAP (Sekil 4.11. b.c.d) ve 0.4 pg/ml BAP + 0.1 ug/ml NAA igeren MS ortamdan elde
edilmistir. Ancak, siirgiinler arasinda yiiksek rekabetten dolay1 gii¢lii siirgiinlerde uzama
ve geri kalan siirgiinlerde dormansi etki gézlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi ise
2.00 ile 6.33 adet arasinda degismistir. Adet olarak en fazla siirgiin sayis1 0.4 pg/ml
BAP igeren MS ortamdan elde edilmistir. En uzun stirglinler 0.2 pg/ml BAP igeren MS

ortamdan izlenmistir.

Koklendirilmesi

Yaygin Fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon olmus
stirglinlerin 0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglar gizelge
4.25 ’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore sirasiyla eksplant basina siirgiin sayisi
ve siirglin uzunlugu P<0.05 diizeyinde ve kok olusum orani, kok sayisi ve kok uzunlugu
bakimindan siirgiin rejenerasyon ortamlarin  kok olusumunda P<0.01 diizeyinde

farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.25 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Selguk 99 ¢esidine ait siirgiinlerin
koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Basina Siirglin Uzunlugu K&k Olusum Orani
Siirgiin Say1s1 cm %
VK. S.D. g(adet) Y (cm) (%)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 3.63 3.11* 16.93 1.64* 1159.59 6.52**
Hata 24 1.16 10.28 177.77
Genel Toplam 35
Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)
V.K. S.D. KO. F KO. F
Uygulama 11 4.02 8.05** 30.98 3.93**
Hata 24 0.50 7.88
Genel Toplam 35
** P<0.01,*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilk ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.26°de verilmistir.
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Cizelge 4.26 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Selguk 99 ¢esidine ait
stirglinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar

BAP | NAA Eksplant Strgin |yt Olusum | Kok Sayist | Kok Uzunlugu
(ug/ml) | (ug/mi) | Basma Strgin | Uzunlugu |0 e | (adetyer (cm)**

He HE Sayisi (adet)* (cm)* 0
0.2 0.0 4.330c 9.6% 80.00abc 6.66hc 11.81ab
0.2 0.1 4.66abc 4.02ab 100.00a 8.66a 11.14ab
0.2 0.2 6.33ab 5.60ab 86.66ab 6.33bc 11.64ab
0.4 0.0 6.66a 5.32ab 100.00a 7.33b 10.74ab
0.4 0.1 5.33abc 7.73ab 86.66aD 5.66¢cd 12.06a
0.4 0.2 4.00¢ 3.76ab 73.33bcd 4.33d 9.16bc
0.6 0.0 5.33abc 4.56ab 60.00cde 5.33cd 8.31bc
0.6 0.1 3.33c 2.02bc 46.66e 5.33cd 6.07bc
0.6 0.2 3.33c 1.72¢ 53.33de 6.66hc 3.41d
0.8 0.0 4.00¢ 5.77ab 80.00abc 6.66hC 8.99bc
0.8 0.1 5.00abc 4.14ab 53.33de 5.33cd 5.87c
0.8 0.2 3.66¢ 1.88¢ 46.66e 5.33cd 3.13d

** Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglaria gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar ¢izelge 4.26’de verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 adet
olarak 3.33 ile 6.33 arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayist1 0.4
ug/ml BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 1.72 cm ile 9.69 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.2 pg/ml BAP igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basina kok olusumu orani ise % 46.66 ile % 100.00 arasinda
degismistir. Kok olusum orant 0.2 pg/ml BAP + 0.1 ng/ml NAA ve 0.4 ng/ml BAP
iceren MS ortamdan elde edilmistir. Kok sayist adet olarak en fazla 0.2 pg/ml BAP +
0.1 ng/ml NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Sonuglara gore en uzun kokler 0.4
ug/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA iceren MS ortamdan izlenmistir. Selguk 99 ¢esidinin
yarim kotiledon bogum eksplantlarindan 0.4 png/ml BAP igeren MS ortamda gelisen
stirgiinleri 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12  Selguk 99 ¢esidinin 0.4 pg/ml BAP iceren MS ortamda yarim kotiledon
bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmesi

4.3 Yaygm Fig Cesitlerinde Kotiledon Bogum Eksplantlarina Degisik Oranlarda
Uygulanan BAP + NAA Konsantrasyonlarimin Siirgiin Rejenerasyona Etkisi

4.3.1 Cumhuriyet 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarina farkl
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglari ¢izelg 4.27°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore siirgiin olusum orant ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan

P<0.05 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.27 Cumhuriyet 99 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarin degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin rejenerasyonu etkisi
ile varyans analizi

Kallus Olusum Siirgiin Olusum Eéiflir:lt SB;. asllsr:a Stirgiin
V.K. S.D. Orani1 (%) Orani (%) g(a det) Y Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 34747 | 0.74 360.35 1.16% 25.52 1.82* 1.95 0.90
Hata 24 466.66 308.33 14.00 2.17
Genel
Toplam 3
** P<0.01,*P<0.05
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Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.28 Cumhuriyet 99 gesidinin kotiledon bogum eksplantlarin degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin rejenerasyonu etkisi
ile ortalamalar

BAP NAA Kallus Olusum Siirglin Olusum | Siirgiin Say1si Siirglin
(ng/ml) | (png/ml) Orani (%) Orani (%) (adet) Uzunlugu (cm)
0.2 0.0 40.00d 26.66e 2.33e 2.69a
0.2 0.1 53.33c 26.66e 2.66e 2.39ab
0.2 0.2 73.33a 40.00c 5.00c 0.52¢
0.4 0.0 46.66d 46.66b 11.66a 1.52¢c
0.4 0.1 60.00b 46.66b 4.00d 0.52e
0.4 0.2 60.00b 33.33d 5.00c 2.21ab
0.6 0.0 40.00d 26.66e 1.33f 0.58e
0.6 0.1 66.66b 46.66b 2.66e 1.81b
0.6 0.2 60.00bc 33.33d 5.33bc 1.00d
0.8 0.0 60.00bc 60.00a 7.66ab 1.01d
0.8 0.1 66.66b 30.00d 5.66bc 1.49¢c
0.8 0.2 66.66b 26.66e 1.66f 0.31e

Aynu siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.28’de verilmistir. Kallus olusum orami % 40.00 ile
% 73.33 arasinda degismistir. En fazla kallus olusum 0.2 pg/ml BAP + 0.2 ng/ml NAA
igeren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin olusum oran1 % 26.66 ile % 60.00 arasinda
degismis olup, en fazla siirgiin olusumu 0.8 pug/ml BAP igeren MS ortamdan elde
edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ise 1.33 ile 11.66 adet (Sekil 4.13.a) arasinda
degismistir. Daha sonra adet olarak en fazla siirgiin sayis1 0.4 pg/ml BAP igeren MS
ortamdan elde edilmistir (sekil 4.13.b). En uzun siirgiinler 0.2 pg/ml iceren MS

ortamdan izlenmistir.
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Sekil 4.13 Cumbhuriyet 99 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlar iizerinde
a. 0.4 pg/ml BAP
b. 0.8 ug/ml BAP iceren ortamda siirgiin rejenerayonu

Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarin farkli
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon olmus
slirglinlerin 0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglar ¢izelge
4.29°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore eksplant basina siirgiin sayisi, kok
olusum orani, kok saysi ve kok uzunlugu bakimindan siirgiin rejenerasyon ortamlarin

kok olusumunda P<0.05 diizeyinde farklilig1 izlenmistir.

Cizelge 4.29 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99 c¢esidine ait
stirglinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Siirgiin Kok Olusum Orani (%)
VK. SD. Basina Siirgiin Uzunlugu (cm)
Sayisi (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 3.17 2.33* 12.00 0.67 447.47 1.18*
Hata 24 1.36 17.87 377.77
Genel
Toplam 3
Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)

VK S-D. K.O. F K.O. F
Uygulama 11 5.26 1.22* 25.36 1.72*
Hata 24 4.30 14.68
Genel
Toplam 3

*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarmn
sonuglar ¢izelge 4.30’de verilmistir.
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Cizelge 4.30 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Cumhuriyet 99 cesidine ait
stirgiinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar

Eksplant
BAP NAA B.?sl?a Surgul} Kok Olusum Kok Sayist Kok Uzunlugu
(ug/ml) | (ug/mp) | Stretn Uzunlugu | = (%) (adet) (cm)
He He Sayist (cm)
(adet)*
0.2 0.0 4.66ab 8.17a 73.33ab 7.33a 12.24a
0.2 0.1 4.66ab 6.58ab 73.33ab 6.00ab 11.54ab
0.2 0.2 2.66d 1.70f 46.66d 4.33c 4.55cd
0.4 0.0 3.33bc 4.61c 73.33ab 5.33b 9.64abc
0.4 0.1 3.00bc 1.85f 80.00ab 3.00d 4.21cd
0.4 0.2 3.33bc 5.17b 66.66ab 7.66a 9.37abc
0.6 0.0 2.33d 4.18c 86.66a 5.33b 7.30bc
0.6 0.1 5.33a 5.00b 73.33ab 5.00b 7.91bc
0.6 0.2 4.33abc 3.97cd 53.33bc 6.66ab 5.53abc
0.8 0.0 3.66hc 2.77e 73.33ab 6.33ab 6.25hc
0.8 0.1 5.33a 5.12b 80.00ab 6.66ab 9.00abc
0.8 0.2 3.00bc 1.72f 53.33bc 5.00b 3.17d

Aymni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.30°de verilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 adet
olarak 2.33 ile 5.33 arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayist 0.6
ng/ml BAP + 0.1 ng/ml NAA ve 0.8 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA iceren MS ortamdan
elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 1.72 cm ile 8.17 cm arasinda degismis olup, en fazla
stirglin uzunlugu 0.2 pg/ml BAP igeren MS ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina
kok olusum orani ise % 46.66 ile % 86.66 arasinda degismistir. Kok olusum orani 0.6
pg/ml BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir. Kok sayist adet olarak 0.4 pg/ml
BAP + 0.2 ng/ml NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. En uzun kokler 0.2 pg/ml
BAP igeren MS ortamdan izlenmistir. Cumhuriyet 99 c¢esidinin kotiledon bogum
eksplantlarindan 0.8 pug/ml BAP+ 0.1 pg/ml NAA igeren MS igeren ortamda gelisen
stirgiinleri 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Cumhuriyet 99 ¢esidinin 0.8 ug/ml BAP+ 0.1 pg/ml NAA igeren MS
ortamda kotiledon bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml
IBA igeren ortamda koklendirilmesi

4.3.2 Karaelgi cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Karaelgi c¢esidinin kotelidon bogum eksplantlarma degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglar gizelge 4.31°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve siirgiin uzunlugu P<0.01
diizeyinde ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan P<0.05 diizeyinde farklilig

izlenmistir.

Cizelge 4.31 Karaelgi ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarina degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin rejenerasyonuna
etkisi ile varyans analizi

Kallus Olusum Orani Siirgiin Olugum Basgzpsl?i?tgﬁn Siirgiin
0, 0, o
V.K. S.D. (%) Orani (%) Sayist (adet) Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Uygulama 11 2362.62 | 21.26** | 835.35 | 4.17** 086 | 1.95* | 0.24 | 4.03**
Hata 24 111.11 200.00 0.44 0.06
Genel
Toplam 35
** P<0.01,*P<0.05
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Sekil 4.15 Karaelgi g¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarin degisik oranlarda BAP +

NAA konsantrasyonlarin slirglin rejenerasyonuna etkileri
a. 0.2 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA
b. 0.8 pg/ml BAP igeren MS ortamda kallus ve siirgiin olusumlari

Onemli bulunmus parametrelerine ait farkliik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonuglari ¢izelge 4.32°de verilmistir.

Cizelge 4.32 Karaelgi ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarina degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirgiin rejenerasyonuna
etkisi ile ortalamalar

BAP NAA Kallus Oolus’:lin Siirgiin Olusum Ek.s'pla.l.nt Basina Sﬁrgﬁr}
(g/ml) (ng/ml) Orani (%) Orani (%)** Siirgilin Sayisi Uzunlugu
HE (adet)* (cm)**
0.2 0.0 46.666¢ 40.00abc 2.33ab 0.43b
0.2 0.1 73.333bc 20.00c 1.33b 0.10b
0.2 0.2 100.00a 53.33ab 2.00ab 0.39b
0.4 0.0 33.33c 26.66bc 1.33b 0.16b
0.4 0.1 100.00a 26.66bc 1.66b 0.25b
0.4 0.2 100.00a 66.66a 1.33b 0.38b
0.6 0.0 33.33c 26.66bc 1.66b 0.31b
0.6 0.1 100.00a 53.33ab 2.33ab 0.47b
0.6 0.2 93.33ab 66.66a 1.66b 0.45b
0.8 0.0 46.66¢ 40.00ab 3.00a 0.22b
0.8 0.1 86.66bc 26.66bc 1.33b 1.20a
0.8 0.2 100.00a 26.66bc 1.33b 0.18b

**Ayni stitun igerisinde farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aymni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglart ¢izelge 4.32’de verilmistir. Kallus olusum oram1 % 33.33 ile
% 100.00 arasinda degismistir. En fazla kallus olusumu 0.2 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml
NAA, 0.4 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA, 0.6 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA ve 0.8
ug/ml BAP + 0.2 ug/ml NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.15. a.b).
Siirglin olusum oran1 % 20.00 ile % 66.66 arasinda degismis olup, en fazla siirgiin
olusumu 0.4 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA, 0.6 pg/ml BAP + 0.2 ug/ml NAA iceren
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MS ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina siirglin sayist ise 1.33 ile 2.33 adet
arasinda degismistir. Adet olarak en fazla siirgiin sayis1 0.8 ug/ml BAP igeren MS
ortamdan elde edilmistir. En uzun siirgiinler 0.8 ug/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA, igeren

MS ortamdan izlenmistir.

Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina farkli oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon olmus siirgiinlerin
0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.33’de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gére eksplant basina siirgiin sayisi, slirglin uzunlugu ,
kok olusum oran1 P<0.05 diizeyinde, kdk saysi ve kok uzunlugu bakimindan siirgiin

rejenerasyon ortamlarin kok olusumunda P<0.01 diizeyinde farklilig1 izlenmistir.

Cizelge 4.33 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Karaelgi gesidine ait siirglinlerin
koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Basina | Siirgiin Uzunlugu Kok Olusum Orani (%)
Siirgiin Say1st (cm)
VK. S.D. (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 0.87 1.66* 4.59 2.95* 569.69 3.01*
Hata 24 0.52 1.55 188.88
Genel
Toplam 3
Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)

VK S-D. K.O. F K.O. F
Uygulama 11 13.66 8.63** 17.10 3.64**
Hata 24 1.58 4.69
Genel
Toplam 3

** P<0.01,*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarmn

sonugclari ¢izelge 4.34°de verilmistir.
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Cizelge 4.34 Farkh rejenerasyon ortamlardan gelisen Karaelgi ¢esidine ait siirgiinlerin
koklendirilmesine ait ortalamalar

BAP NAA Eé( Sf ;?;Illt Si ilsllia Usz?;lglﬁlglu kok Olusum | Kok Sayisi kok Uzunlugu
(ug/ml) (ng/ml) (adet)* (cm)* Orani1 (%)* (adet)** (cm)**
0.2 0.0 3.33ab 2.35h 73.33ab 4.66de 11.45ab
0.2 0.1 3.33ab 2.03b 93.33a 4.33de 13.84ab
0.2 0.2 4.00a 2.03b 93.33a 6.33bc 14.60a
0.4 0.0 2.66b 2.33b 66.66b 3.33e 9.79cd
0.4 0.1 3.33ab 2.49h 66.66b 7.33b 10.22bcd
0.4 0.2 3.66ab 2.60b 60.00b 10.00a 7.75d
0.6 0.0 2.33b 2.16b 53.33c 4.66de 6.79d
0.6 0.1 3.66ab 2.39b 86.66a 4.66de 10.59bc
0.6 0.2 3.00ab 2.03b 93.33a 5.66cd 9.34cd
0.8 0.0 3.33ab 1.78c 73.33ab 5.66cd 10.47bc
0.8 0.1 2.66b 6.45a 73.33ab 7.00b 9.97bc
0.8 0.2 2.33b 2.69b 86.66a 10.00a 7.07d

* * Aym siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayn siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin  6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.34°de verilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 adet
olarak 2.33 ile 4.00 arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayist 0.2
ng/ml BAP + 0.2 ng/ml NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu
1.78cm ile 6.45cm arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.8 pg/ml BAP +
0.1 pg/ml NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina kék olusum orani
ise % 53.33 ile % 93.33 arasinda degismistir. Kok olusum orani1 0.2 pg/ml BAP + 0.1
png/ml NAA, 0.2 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA ve 0.6 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA
iceren MS ortamdan elde edilmistir. Kok sayisi adet olarak en fazla 0.4 pg/ml BAP +
0.2 pg/ml NAA ve 0.8 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA iceren MS ortamdan elde
edilmistir. Sonuglara gore en uzun kokler 0.2 pg/ml BAP + 0.2 ug/ml NAA igeren MS
ortamdan izlenmistir. Karaelgi ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarindan 0.2 pg/ml
BAP + 0.2 ng/ml NAA igeren ortamda gelisen siirgiinleri 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Karaelgi ¢esidinin 0.2 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml NAA igeren MS ortamda
kotiledon bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA
iceren ortamda koklendirilmesi

4.3.3 Kubilay 82 ¢esidi

Yaygin fig bitkisinin Kubilay 82 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarmma degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.35’de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore eksplant basina siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu P<0.05 diizeyinde

farklilig1 izlenmistir.

Cizelge 4.35 Kubilay 82 c¢esidinin kotelidon bogum eksplantlarin degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile varyans analizi

Kallus Olusum Stirgiin Olugum BasElrljeslpSI?irr];ﬁn Siirgiin
V.K. S.D. Orani1 (%) Orani (%) Sayist (adet) Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 226.26 | 0.47 218.18 093 | 433 | 1.64* | 16.23 | 1.30*
Hata 24 477.77 233.33 2.63 12.47
Genel Toplam 35
*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarm

sonuglari ¢izelge 4.36°de verilmistir.
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Cizelge 4.36 Kubilay 82 ¢esidinin kotelidon bogum eksplantlarina degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirglin rejenerasyonuna

etkisi ile  ortalamalar

Kallus - Eksplant Bagina Siirgiin

BAP (N'?Al) Olusum Orant Surégun O(lt}/ls)um Siirgiin Sayis1 Uzunlugu
(ug/mi) | HET (%) e (adet) (cm)

0.2 0.0 40.00d 26.66C 2.66bc 8.58a
0.2 0.1 53.33ab 26.66¢ 2.66bc 5.14ab
0.2 0.2 66.66a 33.33b 2.33bc 0.30e
0.4 0.0 40.00d 40.00ab 1.66¢ 2.95hc
0.4 0.1 60.00b 26.66C 1.33d 5.63ab
0.4 0.2 46.66¢ 33.33b 1.33d 1.48de
0.6 0.0 53.33ab 33.33b 1.66¢ 1.96d
0.6 0.1 46.66¢ 53.33a 1.66¢ 0.85e
0.6 0.2 40.00d 20.00d 1.66¢ 2.86bc
0.8 0.0 53.33ab 40.00ab 5.00a 2.34bc
0.8 0.1 53.33ab 33.33b 3.33b 3.22b
0.8 0.2 60.00ab 33.33b 4.33ab 1.93d

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin  6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan tesi sonuglar1 ¢izelge 4.36’de verilmistir. Kallus olusum oran1 % 40.00 ile
% 66.66 arasinda degismistir. En fazla kallus olusumu 0.2 pg/ml BAP + 0.2 pg/ml
NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Siirglin olusum oran1 % 20.00 ile % 53.33
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin olusumu 0.6 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA
iceren MS ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina siirglin sayisi ise 1.33 ile 5.00 adet
arasinda degismistir. Adet olarak en fazla siirgiin sayis1 0.8 pg/ml BAP igeren MS
ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.17. a.b.c). En uzun siirgiinler 0.2 ng/ml BAP igeren

MS ortamdan izlenmistir.

Sekil 4.17 Kubilay 82 g¢esidinin Kotiledon bogum eksplantlarin degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA Kkonsantrasyonlarin siirgiin rejenerasyonuna
etkileri

a. 0.8 ng/ml BAP igeren MS ortamda 3 hafta sonra

b. 6 hafta sonra

C. 8 hafta sonra gelisen siirgiinleri
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Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin Kubilay 82 c¢esidinin yarim Kkotiledon bogum eksplantlarina
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon
olmus siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglari
cizelge 4.37°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore eksplant basina siirgiin sayisi,
sirglin uzunlugu, kok sayst ve kok uzunlugu bakimindan siirgiin rejenerasyon

ortamlarin kok olusumunda P<0.05 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.37 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Kubilay 82 ¢esidine ait
stirglinlerin koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Siirgiin Kok Olusum Orani (%)
Bagina Siirgiin | Uzunlugu (cm)
VK. SD. Sayisi (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 2.45 2.10* 64.86 | 1.48* 250.50 0.86
Hata 24 1.16 43.83 288.88
Genel
Toplam 35
Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)

VK. S-D. K.O. F K.O. F
Uygulama 11 3.96 1.58* 68.09 1.71*
Hata 24 2.50 39.79
Genel
Toplam 35

*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarm
sonuglari ¢izelge 4.38’de verilmistir.
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Cizelge 4.38 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Kubilay 82 c¢esidine ait
stirglinlerin koklendirilmesine ait ortalamalar

Eksplant
BAP | NAA Basina Stirgtin kok Olusum | Kok Sayist | kok uzunlugu
(ug/ml) | (ug/mn) | Strgdn | Uzunlagu |5 oo (adet) (cm)
HE HE Sayisi (cm)
(adet)
0.2 0.0 4.00bc 17.38a 73.330 4.66¢ 20.09a
0.2 0.1 3.33bC 10.95ab 66.66bC 6.33bC 6.26bc
0.2 0.2 3.66hC 1.379 80.00ab 5.66hC 4.07d
0.4 0.0 3.00bc 5.26d 86.66a 5.66bc 10.45b
0.4 0.1 2.33¢ 12.88ab 73.33b 4.33c 16.53ab
0.4 0.2 2.33c 3.50f 66.66a 5.00c 5.64c
0.6 0.0 3.66bc 3.96f 80.00a 6.66bc 6.93bc
0.6 0.1 2.66C 4.04e 80.00ab 5.00c 8.74c
0.6 0.2 3.00b 5.30d 66.66bC 5.33bc 10.98b
0.8 0.0 5.33a 6.51cd 86.66a 7.66a 13.54b
0.8 0.1 3.66bC 8.99¢ 86.66a 8.00a 13.80b
0.8 0.2 4.66ab 4.21e 60.00C 5.33hC 9.03bc

Ay siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.38’de verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi adet
olarak 2.33 ile 5.33 arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayist 0.8
ug/ml BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir. Stirglin uzunlugu 1.37 cm ile 17.38 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.2 pg/ml BAP igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basina kok olusum orani ise % 60.00 ile % 86.66 arasinda
degismistir. Kok olusum oran1 0.4 pg/ml BAP, 0.8 pg/ml BAP ve 0.8 ng/ml BAP + 0.1
ng/ml NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Kok sayisi adet olarak 0.8 pg/ml
BAP + 0.1 ug/ml NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. En uzun kokler 0.4 pg/ml
BAP + 0.1 pg/ml NAA igeren MS ortamdan izlenmistir. Kubilay 82 ¢esidinin kotiledon
bogum eksplantlarindan 0.8 pg/ml BAP iceren ortamda gelisen siirglinleri 0.75 pg/ml
IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Kubilay 82 ¢esidinin 0.8 ug/ml BAP igeren MS ortamda Kotiledon
bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmesi

4.3.4 Selguk 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Selguk 99 c¢esidinin Kkotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglari ¢gizelge 4.39’de verilmistir. Elde edilen
sonuclara gore kallus olugum orani, siirglin olusum orani, eksplant basina siirgiin sayis1

ve siirglin uzunlugu bakiminda P<0.05 diizeyinde farklilig1 izlenmistir.

Cizelge 4.39 Selguk 99 ¢esidinin kotelidon bogum eksplantlarin degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile varyans analizi

Kallus Olusum Siirglin Olusum Eksplz-alnt . Siirgiin Uzunlugu
Orani (%) Orani (%) Bagina Stirgiin (cm)
V.K. | S.D. Sayisi (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 859.59 2.86* | 536.36 | 1.60* | 9.12 | 1.25* 4.30 1.22*
Hata 24 300.00 333.33 7.27 3.51
Genel
Toplam 35
*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilk ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonugclari ¢izelge 4.40°de verilmistir.
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Cizelge 4.40 Selguk 99 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarina degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin siirglin rejenerasyonuna
etkisi ile ortalamalar

BAP NAA Kallus Oll(;lsum Siirgiin Olusum Eksplz.i.nt . Stirgiin Uzunlugu
(ug/ml) | (ng/ml) Orani (%) Oran1 (%) Basina Siirgiin (cm)

HE Sayisi (adet)
0.2 0.0 26.66e 20.00d 5.00b 1.06¢
0.2 0.1 60.00c 46.66b 5.33ab 1.83b
0.2 0.2 66.66bc 40.00bc 4.00bc 3.77ab
0.4 0.0 46.66d 40.00bc 5.00b 1.07c
0.4 0.1 93.33a 73.33a 5.66ab 3.03ab
0.4 0.2 73.33b 26.66¢d 2.66e 1.10c
0.6 0.0 66.66bc 40.00bc 4.33bc 0.94de
0.6 0.1 53.33cd 33.33c 2.66e 3.96a
0.6 0.2 73.33b 40.00bc 3.00d 0.38¢
0.8 0.0 60.00c 53.33ab 9.00a 1.24b
0.8 0.1 66.66bc 46.66b 5.66ab 1.19b
0.8 0.2 80.00ab 40.00bc 5.66ab 0.89d

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.40’de verilmistir. Kallus olusum oram1 % 26.66 ile
% 93.33 arasinda degismistir. En fazla kallus olusumu 0.4 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml
NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir. Siirgiin olusumu oran1 % 20.00 ile % 73.33
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin olusumu 0.4 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA
iceren MS ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.19). Eksplant basina siirgiin sayisi ise 2.66
ile 9.00 adet arasinda degismistir. Adet olarak en fazla siirgiin sayis1 0.8 pg/ml BAP
iceren MS ortamdan elde edilmistir. En uzun siirglinler 0.6 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml
NAA igeren MS ortamdan izlenmistir.

Sekil 4.19  Selguk 99 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarin degisik oranlarda 0.8
png/ml BAP iceren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu
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Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinin yarim kotiledon bogum eksplantlarina degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile rejenerasyon olmus
stirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA ile koklendirilmesi ile ilgili varyans analiz sonuglar ¢izelge
4.41°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore eksplant basina siirgiin sayisi, siirgiin
uzunlugu ve kok sayist bakimimndan P<0.05 diizeyinde, kok olusum orami ve kok
uzunlugu bakimindan siirglin rejenerasyon ortamlarin kok olusumunda P<0.01

diizeyinde farklilig1 izlenmistir.

Cizelge 4.41 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Selguk 99 ¢esidine ait siirglinlerin
koklendirilmesine ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Siirgiin Uzunlugu Kok Olusum
e 0
VK. sD. Basina Siirgiin (cm) Orani (%)
Sayisi (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 11 1.44 2.88* 19.81 1.53* | 456.56 | 4.56**
Hata 24 0.50 12.88 100.00
Genel
Toplam 3
Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)
VK. S.D. K.O. F K.O. F
Uygulama 11 1.80 1.91* 70.54 4.72%*
Hata 24 0.94 14.91
Genel
Toplam 35

** P<0.01, *P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farkliik ve etkilesim gosteren ortalamalarmn
sonuglari ¢izelge 4.42°de verilmistir.
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Cizelge 4.42 Farkli rejenerasyon ortamlardan gelisen Selguk 99 ¢esidine ait siirgiinlerin
koklendirilmesine ait ortalamalar

Eksplant Siirgiin

BAP NAA Basina Uzunlugu Kok Olusum Kok Sayist | Kok Uzunlugu
(ng/ml) | (ng/ml) | Siirgiin Sayisi . Orani (%)** (adet)* (cm)**

(adet)* (cm)
0.2 0.0 5.33a 2.62¢ 60.00e 4.66 bc 5.80de
0.2 0.1 4.00bc 4.55b 80.00bc 3.33c 7.92cd
0.2 0.2 4.00bc 8.41ab 66.66de 5.33ab 20.63a
0.4 0.0 3.66¢ 3.22bc 93.33a 3.66 bc 11.57bcd
0.4 0.1 3.33cd 7.03ab 86.66ab 4.33 be 15.44ab
0.4 0.2 3.33d 2.58¢ 60.00e 4.66 bc 12.80bcd
0.6 0.0 3.33c 2.36C 66.66de 4.00bc 7.24 ¢
0.6 0.1 5.00ab 9.63a 86.66ab 5.00ab 16.17 ab
0.6 0.2 3.33d 2.10b 53.33f 4.00bc 6.41d
0.8 0.0 4.33ab 3.42bc 73.33cd 5.33 ab 14.44ab
0.8 0.1 4.33ab 3.43bc 66.66de 6.00a 6.04 de
0.8 0.2 3.33cd 2.66¢ 73.33cd 5.00ab 8.21cd

** Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglar ¢izelge 4.42°de verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 adet
olarak 3.33 ile 5.33 arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayis1 0.2
ug/ml BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 2.10 cm ile 9.63 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.6 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA
igeren MS ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina kok olusum orani ise % 53.33 ile
% 93.33 arasinda degismistir. Kok olusum orani 0.4 ng/ml BAP igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Kok sayis1 adet olarak 0.8 pg/ml BAP + 0.1 pg/ml NAA iceren MS
ortamdan elde edilmistir. En uzun kokler 0.2 pg/ml BAP + 0.2 ng/ml NAA iceren MS
ortamdan izlenmistir. Selguk 99 ¢esidinin kotiledon bogum eksplantlarindan 0.2 pg/ml
BAP igeren ortamda gelisen siirgilinleri 0.75 pg/ml IBA iceren ortamda kdklendirilmistir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Selguk 99 ¢esidinin 0.2 ug/ml BAP iceren MS ortamda kotiledon bogum
eksplantlarindan gelisen siirglinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.4 Yaygn fig Cesitlerinde BAP, SA, GA3 ve BAP + GA3 ile Priming Uygulanms
Olan Abaksial Sekilde Kiiltiire Almmis Kotiledonlarimin Degisik Oranlarda
BAP iceren MS Ortam Uzerinde Siirgiin Rejenerasyonu

4.4.1 Cumbhuriyet 99 cesidi

Yaygin Fig bitkisinin Cumhuriyet 99 cesidinde BAP, SA, GA3; ve BAP + GA; ile
priming uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin
degisik oranlarda BAP igeren MS ortam iizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz
sonuglar ¢izelge 4.43’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére priming uygulamalar
arasinda siirgiin olusum orani bakimmdan P<0.01 diizeyinde, eksplant bagina siirgiin
sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimndan P<0.05 diizeyinde 6nemli farkliklar1 goriilmiistiir.
Varyans analiz sonuglara gére BAP konsantrasyonlar arasinda eksplant basina siirgiin
sayst bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli farklik goriilmiistiir. Eksplant basina siirgiin
uzunlugu bakimindan priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.05 diizeyinde

onemli etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.43 Cumhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Olugum Eksplant Basina - -
Orani (%) Siirgiin Sayis1 (adet) Siirgtin Uzunlugu (cm)
V.K. S.D.

K.O. F K.O. F K.O. F
Priming 3 1511.11 | 5.18** 6.36 1.25* 0.25 1.67*
BAP 3 155.55 0.53 7.58 1.49* 0.06 0.43
Konsantrasyonlari
Priming x BAP O | 21481 | 073 | 400 0.79 0.23 1.51%
Konsantrasyonlari
Hata 32 291.66 5.06 0.15
Genel Toplam 47

** P<0.01,*P<0.05

Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA3z ve BAP + GA; ile priming uygulamlardan
sirasiyla eksplant bagina siirglin olusum orani ve eksplant bagina siirgiin sayist % 30.00
ile % 53.33 ve 3.41 ile 5.00 (adet) arasinda degismistir (Cizelge 4.44). Sonuglarina gore
GA; priming ile en iyi siirgiin olusumu ve eksplant basina stirgiin sayisi elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara gore sirasiyla BAP priming ile uygulamlardan sonra 1.00, 0.75,
0.5ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda siirgilin uzunlugu 0.84 - 1.60 cm (Sekil 4.21
a) arasinda, SA priming uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP
iceren MS ortamda siirglin uzunlugu 1.18 cm — 1.39 cm (Sekil 4.21.b), GA3 priming
uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda siirgiin
uzunlugu 1.34 cm — 1.84 cm  (Sekil 4.21.c) ve BAP + GA3 priming ile uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda siirgiin uzunlugu 1.08 -1.62
cm (Sekil 4.21. d) arasinda degismistir.
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Sekil 4.21 Cumhuriyet 99 c¢esidinde abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon

eksplantlarin
a. BAP
b. SA
c. GA;
d. BAP + GA; ile priming uygulanmus ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortam
tizerinde siirgiin olusumuna ve gelismelerine etkileri

Cizelge 4.44 Cumhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming uygulanmig olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
olusum orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalar
Siirgiin Eksplant Bagina Siirgiin Uzunlugu (cm)*
Olusum Orani | Siirgiin Sayis1
Priming (%0)** (adet)* BAP Konsantrasyonlar1 (ug/ml)

1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 30.00b 4.91a 0.84d 1.42c 1.23c 1.60a
SA 33.33b 4.50b 1.39¢c 1.18d 1.20c 1.38b
GA; 53.33a 5.00a 1.71a 1.84a 1.34b 1.37b
BAP + GA; 30.00b 3.41c 1.62b 1.62b 1.65a 1.08c

**Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aym siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuglara gore degisik BAP konsantrasyonlar igeren MS ortamda 1.00,
0.75, 0.50 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant basma siirgiin
stirglin sayis1 3.58 ile 5.50 arasinda degismistir (Cizelge 4.45). Sonuglara gére 0.50
ug/ml BAP iceren MS ortamda en fazla eksplant basina siirgiin sayisi elde edilmistir.
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Cizelge 4.45 Cumbhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP tizerinde eksplant
basina siirgiin sayis1 ortalamalar

BAP Konsantrasyonlari (png/ml) Eksplant Bagina Siirglin Sayis1 (adet)
1.00 3.58¢c
0.75 4.50b
0.50 5.50a
0.25 4.25b

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Cumhuriyet 99 ¢esidinin GAj ile priming uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire
alimmis kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml BAP igeren MS iizerinde gelisen
stirglinlerin 0.75 pg/ml IBA iceren MS ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22 Cumhuriyet 99 ¢esidinin ¢esidinin GAg ile priming uygulanmis olan abaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml BAP igeren
MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA iceren ortamda
koklendirilmesi

4.4.2 Karaelci ¢esidi

Yaygin fig bitkisinin Karael¢i ¢esidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAgs ile priming
uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin degisik
oranlarda BAP iceren MS ortam iizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari

cizelge 4.46°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda
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siirglin olusum orani, eksplant basina siirgiin sayist ve slirgiin uzunlugu bakimndan
P<0.05 diizeyinde 6nemli farkliklar: goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglarina gére BAP
konsantrasyonlar arasinda siirgiin uzunlugu bakimindab P<0.05 diizeyinde Onemli
farklik goriilmiistiir. eksplant bagina silirglin sayis1 bakimindan priming ve BAP

konsantrasyonlar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemli etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.46 Karaelgi cesidinde farkli priming uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltire alinmis kotiledonlariin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirglin Olusum Orani Eksplant Bagina Siirglin Uzunlugu
V.K. S.D. (%) Siirgiin Sayisi (cm)
(adet)
K.O. F K.O. F K.O. F

Priming 3 333.33 1.66* 14.79 2.42* 0.08 1.80*
BAP 3 | 6666 | 033 | 024 | 004 | 005 | 121*
Konsantrasyonlari
Priming x BAP O | 185 059 | 12.00 | 1.96* | 0.04 0.92
Konsantrasyonlari
Hata 32 200.00 6.10 0.04
Genel Toplam 47
* P<0.05

Sekil 4.23 Karaelgi ¢esidinde abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin

a. BAP

b. SA

c. GA;

d. BAP + GAzile priming yapilmis ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortaminda siirgiin
olusumuna ve gelismelerine etkileri
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Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA3z ve BAP + GAgj ile priming uygulamlardan
sirasiyla eksplant basina siirgiin olusumu oran1 % 30.00 ile % 53.33 arasinda degismistir
(Cizelge 4.47). Sonuglara gore SA priming ile (Sekil 4.23.b) en iyi eksplant basina
stirgiin olusum sonucu elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA3 ve
BAP + GAg ile priming uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren
MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin sayisi 1.66 ile 9.00 (Sekil 4.23 a), 2.66 ile
8.00, 3.00 ile 6.33 ve 4.00 ile 5.33 arasinda degismistir (Cizelge 4.47). Sonuclara gore
1.00 ve 0.75 pg/ml BAP iizerinde Eksplant basina siirgiin sayis1 GAz priming ile (Sekil
4.23 ¢), 0.5 ng/ml BAP iizerinde eksplant basina siirgiin sayisi SA ve 0.25 pg/ml BAP
tizerinde eksplant basina siirgiin sayisi sirasiyla BAP ve BAP + GAg ile priming (Sekil
4.23.d)

BAP + GAgjile priming uygulamlardan sirasiyla eksplant basina siirgiin uzunlugu 0.75

sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA; ve

ile 0.91 (cm) arasinda degismistir (Cizelge 4.47). Sonuglara gére SA priming ile en iyi

eksplant bagina siirglin uzunlugu sonucu elde edilmistir.

Cizelge 4.47 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlariin degisik oranlarda BAP tizerinde siirgiin

olusumu, eksplant basina siirglin sayist ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalar
Siirgiin Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi (adet) o
Siirgiin
o Olusum BAP Konsantrasyonlar1 (ug/ml) <
Priming Oran1 (%) Uzunlugu (cm)
1.00 0.75 0.50 0.25

BAP 26.66¢C 1.66¢ 5.33b 5.00b 5.33a 0.75¢c
SA 38.33a 4.33bc 2.66¢ 6.33a 5.00a 0.91a
GA; 33.33b 9.00a 8.00a 6.00a 4.00b 0.89b
BAP + GA; 28.33¢ 6.00b 4.66hc 3.00c 5.33a 0.76¢

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuglara gore farkli BAP konsantrasyonlar igeren MS ortamda 1.00, 0.75,
0.50 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirglin uzunlugu
0.76 ile 0.89 arasinda degismistir (Cizelge 4.48). Sonuglara gore 0.25 ng/ml BAP igeren

MS ortamda en fazla eksplant bagina siirgiin uzunlugu elde edilmistir.
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Cizelge 4.48 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
uzunluguna ait ortalamalar

BAP Konsantrasyonlar1 (pg/ml) Siirgiin Uzunlugu(cm)
1.00 0.77b
0.75 0.88a
0.50 0.76b
0.25 0.89a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglaria gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Karael¢i ¢esidinin GAj ile priming uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire alinmig
kotiledon eksplantlarindan 1.00 pg/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin
0.75 ng/ml IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24 Karaelgi gesidinin GAg ile priming ile uygulanmig olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 1.00 pg/ml BAP igeren MS

iizerinde gelisen siirglinlerin  0.75 pupg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.4.3 Kubilay 82 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Kubilay 82 ¢esidinde BAP, SA, GA3; ve BAP + GAg ile priming
uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin degisik
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oranlarda BAP igeren MS ortam iizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.49°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda
stirgiin olusum orani, eksplant basina siirgiin says1 bakimikndan P<0.05 diizeyinde ve
stirgiin uzunlugu bakimndan P<0.01 diizeyinde 6nemli farkliklar1 goriilmiistiir. Varyans
analiz sonuglarina gore BAP konsantrasyonlar arasinda siirgiin olusum orani, eksplant
basina siirgiin saysi ve siirgiin uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli farklik
goriilmiistiir. Siirgiin olusum oran1 ve eksplant basina siirgiin says1 bakimindan priming

ve BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.05 diizeyinde énemli etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.49 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Stirgiin Olugum Stirgiin Sayisi - <
Siirglin Uzunlugu (cm)
9
VK. sD. Orani (%) (adet)

K.O. F K.O. F K.O. F
Priming 3 830.55 2.76% 5.85 1.83* 2.47 4.86**
BAP 3 386.11 1.28* 3.18 1.00* 1.14 2.24*
Konsantrasyonlari
PrimingBAP 9 37129 | 1.23* | 653 | 205% | 0.25 0.50
Konsantrasyonlari
Hata 32 300.00 3.18 0.51
Genel Toplam 47

** P<0.01,*P<0.05

Elde edilen sonuglara gére BAP, SA, GA3;ve BAP + GAgs ile priming uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igceren MS ortamda sirasiyla siirgiin olusum
orani % 33.33 ile % 73.33, % 26.66 ile % 53.33, % 33.33 ile % 60.00 ve % 40.00 ile
% 46.66 arasinda degismistir (Cizelge 4.50). Sonuglara gore 1.00 ve 0.75 pg/ml BAP
tizerinde en iyi siirgiin olusum SA priming ile ve 0.5 pg/ml BAP iizerinde en iyi
slirglin olusum sirasiyla BAP ve SA priming ile ve 0.25 ug/ml BAP iizerinde en iyi
stirgiin olusum sirasiyla BAP ve GA; priming sonucunda elde edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore BAP, SA, GA3 ve BAP + GAg ile priming uygulamlardan sonra 1.00,
0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirastyla Eksplant basina siirgiin
sayis1 3.33 ile 7.33, 3.00 ile 5.00 , 3.00 ile 5.33 ve 3.66 ile 7.33 arasinda degismistir
(Cizelge 4.50). Sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP iizerinde Eksplant basina siirgiin sayis1
SA priming ile, 0.75 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina siirgiin sayist BAP priming
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ile, 0.5 pg/ml BAP iizerinde eksplant bagina siirgiin sayisi SA priming ile ve 0.25 pg/ml
BAP iizerinde eksplant basina siirgiin sayist BAP priming sonucunda elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara gore sirasiyla BAP priming uygulamlardan sonra farkli BAP
konsantrasyonlar1 igeren MS ortamda siirgiin uzunlugu 1.31 cm (Sekil 4.25.a), SA
priming uygulamlardan sonra farkli BAP konsantrasyonlar1 iceren MS ortamda siirgiin
uzunlugu 2.33 cm (Sekil 4.25.b), GA; priming uygulamlardan sonra farkli BAP
konsantrasyonlari igeren MS ortamda siirgiin uzunlugu 1.57 cm (Sekil 4.25.c) ve BAP
+ GA; priming uygulamlardan sonra farkli BAP konsantrasyonlari igeren MS ortamda

stirglin uzunlugu 1.24 cm (Sekil 4.25. d) olarak bulunmustur.

Sekil 4.25 Kubilay 82 ¢esidinde abaksial sekilde kiiltiire alinmig kotiledon eksplantlarin

a. BAP

b. SA

c. GA;

d. BAP + GA; ile priming uygulanmis ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortaminda
siirgiin olusumun ve geligsmelerine etkileri
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Cizelge 4.50 Kubilay 82 c¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
olusum orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalar
- Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi Siirgiin
(VAL.2
I~ Siirgiin Olusum Orani (%) (adet)* Uzunlugu
g BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) BAP Konsantrasyonlar1 (ug/ml) (cm)**
1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 | 0.75 0.50 0.25
BAP 33.33c | 46.66b 60.00a 46.66a | 3.33c | 5.00a | 5.00a | 7.33a 1.31c
SA 73.33a | 53.33a | 60.00a | 40.00b | 7.33a | 4.00b | 5.33a | 3.66c 2.23a
GA; 46.66b | 26.66c | 33.33bc | 46.66a | 4.00b | 3.00c | 3.00b | 5.66b 1.57b
2’2‘: * 46.66b | 26.66c | 46.66b 40.00b | 3.66¢c | 3.33c | 5.00a | 3.66c 1.24c

**Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farklr harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglaria gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuclara gore farkli BAP konsantrasyonlar iceren MS ortamda 1.00, 0.75,
0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin uzunlugu
1.27 ile 2.00 arasinda degismistir (Cizelge 4.51). Sonuglara gore 0.25 pg/ml BAP iceren

MS ortamda eksplant basina siirgiin uzunlugu elde edilmistir.

Cizelge 4.51 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmig olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
uzunluguna ait ortalamalari

BAP Konsantrasyonlari (pg/ml) Stirgiin Uzunlugu (cm)
1.00 1.27d
0.75 1.62b
0.50 1.46¢
0.25 2.00a

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Kubilay 82 gesidinin SA ile priming uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire alinmig
kotiledon eksplantlarindan 1.00 pg/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin
0.75 pg/ml IBA iceren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Kubilay 82 ¢esidinin SA ile priming uygulanmig olan abaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 1.00 pg/ml BAP igceren MS
iizerinde gelisen siirglinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.4.4 Selcuk 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAgjile priming
uygulanmig olan abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarina degisik
oranlarda BAP igeren MS ortam tizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.52°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda
eksplant basina siirgiin saysi ve siirgiin uzunlugu bakimndan P<0.05 diizeyinde 6nemli
farkliklar goriilmistiir. Varyans analiz sonuglarina gére BAP konsantrasyonlar arasinda
eksplant basina siirgiin says1 bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli farklik gériilmiistiir.
Eksplant bagina siirgiin says1 ve eksplant bagina siirgiin uzunlugu bakimindan priming

ve BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemli etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.52  Selguk 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan abaksial sekilde
kiiltire alinmis Kkotiledonlarinin degisik oranlarda BAP tizerinde
slirglin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Stirgiin Olusum Stirgiin Sayisi (adet) | Siirgiin Uzunlugu (cm)
Orani (%)
V.K. S.D.
K.O. F K.O. F K.O. F
Priming 3 88.88 0.41 5.13 2.51* 2.76 4.03*
BAP 3 155.55 0.71 1.63 0.80* 0.30 0.44
Konsantrasyonlar1
Priming x BAP 9 11111 | 051 | 3.80 1.86% 0.82 1.20%
Konsantrasyonlar1
Hata 32 216.66 2.04 0.68
Genel Toplam 47
** P<0.01,* P<0.05
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Elde edilen sonuglara gére BAP, SA, GA; ve BAP + GAgs ile priming uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant basina
slirglin sayis1 3.33 ile 4.66, 2.66 ile 6.66, 3.66 ile 6.33 ve 3.33 ile 4.33 (adet) arasinda
degismistir (Cizelge 4.53). Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA;z; ve BAP + GA;
priming uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 ug/ml BAP iceren MS ortamda
sirastyla eksplant basina siirgiin uzunlugu 1.19ile 2.96 , 1.46 ile 2.10, 1.18 ile 2.07 ve
1.07 ile 3.01 arasinda degismistir (Cizelge 4.53). Sonuglara gore 1.00, 0.5, 0.25 pug/ml
BAP iizerinde eksplant basina siirgiin uzunlugu GAj priming ile, 0.75 pg/ml BAP
(Sekil 4.27.a) tizerinde eksplant basina siirgiin uzunlugu SA priming (Sekil 4.27.b)
sonucunda elde edilmistir. Sonuglara gore 0.25 pg/ml BAP {lizerinde eksplant bagsina
slirglin  sayis1 GAz priming ile (Sekil 4.27.c) ve 1.00 ug/ml BAP iizerinde Eksplant
bagina siirgiin sayist SA priming ile, 0.75 ve 0.5 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina
slirglin sayist BAP + GAj3 priming (Sekil 4.27.d) sonucunda elde edilmistir (Cizelge
4.53).

Sekil 4.27  Selguk 99 ¢esidinde abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin
a. BAP
b. SA
c. GA;
d. BAP + GA; ile priming uygulanmig ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortamda
stirgiin olusumuna ve gelismelerine etkileri
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Cizelge 4.53 Selguk 99 ¢esidinde farkli priming uygulanmis olan abaksial sekilde
kiltire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde
eksplant bagina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna ait ortalamalar

Siirgiin Sayis1 (adet) Stirglin Uzunlugu (cm)
Priming BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) BAP Konsantrasyonlari (pg/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 4.00b 3.33b 3.66¢C 3.33c 1.19c | 1.56b 1.30c 1.29¢c
SA 4.66a 2.66¢ 4.66b 3.66b 1.27c | 2.10a 1.65b 1.82b
GA; 3.66¢ 3.00b 3.66¢C 4.33a 2.96a | 1.46b 2.07a 3.01a
BAP + GAg 333c | 6.66a | 6.33a | 3.66b | 208b | 1.21c | 1.8d 1.07d

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Selguk 99 ¢esidinin BAP + GAg ile priming uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire
alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml BAP iceren MS ortam iizerinde gelisen
stirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.28).

L e
ANN O
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Sekil 4.28 Selguk 99 ¢esidinin ¢esidinin  BAP + GAj ile priming uygulanmis olan
abaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml
BAP igceren MS iizerinde gelisen siirglinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmesi

45 Yaygin Fig Cesitlerinde BAP, SA, GA; ve BAP + GA3 ile Priming
Uygulanmms Olan Adaksial Sekilde Kiiltire Alnms Kotiledon
Eksplantlarin Degisik Oranlarda BAP iceren MS Ortam Uzerinde Siirgiin
Rejenerasyonu

4.5.1 Cumhuriyet 99 Cesidi

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99 cesidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAg ile
priming uygulanmis olan adaksial sekilde kiiltiire alinmig kotiledon eksplantlarin
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degisik oranlarda BAP igeren MS ortam iizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz
sonuglar ¢izelge 4.54’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére priming uygulamalar
arasinda siirgiin olusum orani, eksplant basina siirglin says1 P<0.01 ve siirgiin uzunlugu
P<0.05 diizeyinde onemli farkliklar goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglarina gére BAP
konsantrasyonlar arasinda siirglin olusum orani, eksplant bagina siirgiin saysi ve siirgiin
uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli farklik goriilmistiir. Siirglin olusum
orani, eksplant basina siirglin saysi ve siirgiin uzunlugu P<0.05 diizeyinde priming ve

BAP konsantrasyonlar arasinda énemli etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.54 Cumhuriyet 99 c¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan adaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP {izerinde
slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Stirgiin Olugum Orani Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. sD (%) Siirgilin Say1s1 (adet) (cm)
o K.O. F K.O. F K.O. F
Priming 3 2546.52 24.94** 69.27 34.28** 0.78 4.12*
BAP 3 179.86 1.76* 5.72 2.83* 0.40 2.11*
Konsantrasyonlari
Priming x BAP 9 172.45 1.68* 355 1.75% 048 | 2.54*
Konsantrasyonlari
Hata 32 102.08 2.02 0.19
Genel Toplam 47

** P<0.01,*P<0.05

Elde edilen sonuglarina gére BAP, SA, GA3z ve BAP + GAg ile priming uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina
slirglin olusum orani1 % 23.33 ile % 53.33, % 20.00 ile % 66.66 , % 26.66 ile % 60.00
ve % 20.00 ile % 46.66 arasinda degismistir (Cizelge 4.55). Sonuglara gére 1.00, 0.75,
0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde en iyi eksplant bagina siirgiin olusumu BAP + GAg3
sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglarina gére BAP, SA, GA; ve BAP + GA;
ile priming uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 ug/ml BAP igeren MS ortamda
sirasiyla eksplant basina siirgiin sayis1 3.33 ile 8.33 (Sekil 4.29.a), 2.00 ile 8.33 (Sekil
4.29.b), 2.66 ile 9.00 (Sekil 4.29.c) ve 2.33 ile 6.33 (Sekil 4.29.d), arasinda degismistir
(Cizelge 4.55). Elde edilen sonuglara gore 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde
eksplant basina siirgiin sayist BAP + GAj3 priming sonucunda elde edilmistir. Elde
edilen sonuglara gére BAP, SA, GAzve BAP + GA; priming uygulamlardan sonra 1.00,
0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin
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uzunlugu 1.07 ile 1.71 cm , 1.14 ile 1.48 cm, 0.87 ile 2.21cm ve 1.07 ile 2.15 cm
arasinda degismistir (Cizelge 4.55). Sonuglara gore 1.00 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde
eksplant basina siirgiin uzunlugu BAP + GA; priming ile, 0.75 ve 0.5 pg/ml BAP

tizerinde eksplant bagsina siirgiin uzunlugu BAP priming sonucunda elde edilmistir.

Sekil 4.29 Cumhuriyet 99 ¢esidinde adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon
eksplantlarin
a. BAP
b. SA
c. GA;
d. BAP + GA; ile priming uygulanmis ve daha sonra farkli oranda BAP iceren MS ortamda BAP
iizerinde siirglin olusumuna ve geligsmelerine etkileri

Cizelge 4.55 Cumhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
olusumu orani, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalar
Siirgiin Olugumu Orant (%) Siirgiin Say1s1 (adet)
Priming
BAP Konsantrasyonlari ( pg/ml) BAP Konsantrasyonlar1 ( pg/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 46.66b | 20.00c | 26.66¢ | 26.66b 6.33b 2.00c 2.66¢ 3.33b
SA 23.33d | 26.66b | 26.66c | 20.00c 3.33c 3.66b 2.66¢ 2.66¢
GA; 33.33c | 26.66b | 33.33b | 26.66b 3.33c 3.00b | 3.33b 2.33c
BAP + GA; 53.33a | 66.66a | 60.00a | 46.66a 8.33a 8.33a 9.00a 6.33a
Stirgtin Uzunlugu (cm)
Priming
BAP Konsantrasyonlari ( pg/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 1.07c 1.48a 2.21a 1.48b
SA 1.13c 1.15¢ 0.87c 2.03a
GA; 1.37b 1.14c 1.02¢ 1.07b
BAP + GA; 1.71a 1.33b 1.68b 2.15a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Cumbhuriyet 99 ¢esidinin BAP + GAj ile priming uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.50 pg/ml BAP igceren MS {izerinde gelisen
siirgiinlerin  0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmesi sonucunda kokler

izlenmistir (Sekil 4.30).

Sekil 4.30 Cumhuriyet 99 ¢esidinin BAP + GAj ile priming uygulanmis olan adaksial
sekilde kiiltire alinmig kotiledon eksplantlarindan 0.50 pg/ml BAP igeren
MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.5.2 Karaelgi ¢esidi

Yaygin fig bitkisinin Karael¢i gesidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAgile priming
uygulanmis olan adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin degisik
oranlarda BAP igeren MS ortam tizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.56°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda
eksplant basina siirgiin says1 P<0.01 ve siirgiin uzunlugu P<0.05 diizeyinde onemli
farkliklar1 goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglarina gére BAP konsantrasyonlar arasinda
stirgiin olusum orani, eksplant basina siirgiin says1 P<0.05 diizeyinde ve eksplant basina
siirgin uzunlugu bakimindan P<0.01 diizeyinde 6nemli farklik goriilmiistiir. Siirgiin
olusum oran1 P<0.05 diizeyinde ve eksplant bagina siirgiin uzunlugu P<0.01 diizeyinde

priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda 6nemli etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.56 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmig kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde
slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Olusum Eksplant Basina - <
V.K. S.D. Orani (%) Siirgiin Sayisi (adet) Stirgiin Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Priming 3 52.77 0.35 3.02 5.38** 0.10 2.31*
BAP 3 | 20722 | 198 | 058 1.03* 0.59 12.74%%
Konsantrasyonlar1
Priming x BAP 9 | 21574 | 1.43* | 034 0.60 0.17 3.76%*
Konsantrasyonlar1
Hata 32 150.00 0.56 0.04
Genel Toplam 47

** P<0.01,* P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gdsteren ortalamalarin
sonuglari ¢izelge 4.57 - 58’de verilmistir.

Elde edilen sonuglarina gére BAP, SA, GA3; ve BAP + GA; priming uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla siirglin olusum
orant % 26.66 ile % 46.66 (Sekil 4.31.a), % 33.33 ile % 46.66 (Sekil 4.31.b), % 20.00
ile % 40.00 (Sekil 4.31.c), ve % 20.00 ile % 33.33 (Sekil 4.31.d), arasinda degismistir
gelisen siirgiinler fazla, morfolojik olarak gii¢lii ve genis yapraklar izlenmistir. (Cizelge
4.57).Sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP {izerinde en iyi siirgiin olusumu BAP priming ile,
0.75 ve 0.5 pg/ml BAP iizerinde en iyi siirglin olusumu BAP + GA3 priming ile ve 0.25
ug/ml BAP {izerinde en iyi siirgiin olusumu SA priming sonucunda elde edilmistir.
Eksplant bagina siirgiin sayis1 2.25 ile 3.41 adet arasinda degismistir. Eksplant bagina en
fazla siirgiinler BAP + GAj; priming sonucundan elde edilen siirgiinlerden elde
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GAs; ve BAP + GAj; priming
uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla
eksplant basina siirglin uzunlugu 0.80 ile 1.01, 0.58 ile 1.18, 0.84 ile 1.06 ve 0.92 ile
1.55 arasinda degismistir (Cizelge 4.38).Sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP iizerinde en
iyi eksplant bagina siirglin uzunlugu GAj3 priming ile, 0.75 ve 0.5 pg/ml BAP iizerinde
en iyi eksplant basma siirgiin uzunlugu BAP + GAj3 priming ile ve 0.25 pg/ml BAP

tizerinde en eksplant bagina siirglin uzunlugu BAP priming. sonucunda elde edilmistir.
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Cizelge 4.57 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
olusum orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalar1

Siirgiin Olugum Orani (%)* Eksplant Siirgiin Uzunlugu (cm)**
BAP Konsantrasyonlari1 (ug/ml) Basma | BAP Konsantrasyonlari (pg/ml)

Primi Siirgiin

riming Sayist
1.00 0.75 0.50 0.25 (adet)* 1.00 | 0.75 | 0.50 0.25
BAP 46.66a | 33.33b | 20.00d | 26.66b 2.25b | 0.86b | 0.58d | 0.84b | 1.55a
SA 33.33b | 33.33b | 26.66c | 33.33a 2.50b | 0.80b | 0.71c | 0.85b | 0.92c
GA; 26.66b | 40.00ab | 33.33b | 20.00c 2.66b | 1.0l1a | 0.87b | 0.86b | 1.44ab
BAP + GA; 26.66b | 46.66a | 40.00a | 26.66b 3.4la | 0.47c | 1.18a | 1.06a | 1.18b

*Aymni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

**Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

Sekil 4.31 Karaelgi ¢esidinde adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin

a. BAP
b. SA
c. GA;

d. BAP + GA; ile priming uygulanmis ve daha sonra degisik oranlarda BAP iceren MS ortamda BAP
tizerinde siirglin olusumuna ve gelismelerine etkileri

Elde edilen sonuglara gore farkli BAP konsantrasyonlar1 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml

BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin sayis1 2.50 ile 3.00 arasinda

degismistir (Cizelge 4.58). Sonuglara gore 0.50 pg/ml BAP iceren MS ortamda fazla

stirgiin sayis1 elde edilmistir.
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Cizelge 4.58 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP tizerinde eksplant
basina siirgiin sayisina ortalamalar

BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi(adet)
1.00 2.50c
0.75 2.58¢
0.50 3.00a
0.25 2.75b

Aymi siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Karael¢i ¢esidinin BAP + GAgj ile priming uygulanmis olan adaksial sekilde kiiltiire
alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.5 pg/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen
stirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.32).

Sekil 4.32 Karaelgi ¢esidinin BAP + GAgj ile priming uygulanmis olan adaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.5 pg/ml BAP
iceren MS lizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.5.3 Kubilay 82 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Kubilay 82 ¢esidinde BAP, SA, GA;zve BAP + GAgsile priming
uygulanmis olan adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin degisik
oranlarda BAP iceren MS ortam iizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari

Cizelge 4.59°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda
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siirglin olusum orani, eksplant basma siirgiin saysi ve siirgiin uzunlugu P<0.01
diizeyinde Onemli farkliklar goriilmiistiir.VVaryans analiz sonuglara gore BAP
konsantrasyonlar arasinda siirgiin olusum orani P<0.05 diizeyinde, eksplant basina
stirgiin says1 ve siirgiin uzunlugu P<0.01 diizeyinde 6nemli farklik goriilmiistiir. Stirglin
olusum orani, eksplant basina silirgiin saysi ve siirgin uzunlugu P<0.01 diizeyinde

priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda 6nemli etkilesim bulunmustur.

Sekil 4.33 Kubilay 82 ¢esidinde adaksial sekilde kiiltiire alinmig kotiledon eksplantlarin
a. BAP

b. SA

c. GA;

d. BAP + GA; ile priming ile uygulanmig ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortamda
BAP iizerinde siirgiin olusumuna ve gelismelerine etkileri

Cizelge 4.59 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmig olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirglin Olusum Orani - Siirglin Uzunlug
VK. SD. & (%$) Siirgiin Sayis1 (adet) & (cm) gu
K.O. F K.O. F K.O. F

Priming 3 2377.77 15.85** 40.55 36.04** 3.03 16.00**
BAP 3 42222 2.81* 11.16 9.92%* | 361 | 19.06%*
Konsantrasyonlar1
Priming x BAP 9 474,07 3.16%* 3.53 3.14% | 1.07 | 5.64r*
Konsantrasyonlar1
Hata 32 150.00 1.12 0.19
Genel Toplam 47

**pP<0.01, *P<0.05
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Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GAz; ve BAP + GAs priming uygulamlardan sonra
1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla siirgiin olusum orani %
33.33 ile % 66.66 (Sekil 4.33.a), % 33.33 ile % 60.00 (Sekil 4.33.b), % 20.00 ile
%73.33 (Sekil 4.33.c), ve % 26.66 ile % 60.00 (Sekil 4.33.d), arasinda degismistir
(Cizelge 4.60). Sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP iizerinde en iyi siirgiin olusum orani
BAP priming ile ve 0.75, 0.5, 0.25 pg/ml BAP iizerinde en iyi siirgiin olusum orani
sirastyla BAP + GA3 priming sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
BAP, SA, GA3; ve BAP + GA; priming uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25
ng/ml BAP igeren MS ortamda sirastyla eksplant basina siirgiin sayis1 3.00 ile 6.00,
3.00 ile 8.00, 1.33 ile 7.00 ve 2.33 ile 6.33 arasinda degismistir (Cizelge 4.60).
Sonuglara gore 1.00 png/ml BAP lizerinde eksplant basina siirgiin sayis1 GAzve BAP +
GA; priming ile ve 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP {izerinde eksplant basina siirgiin sayisi
BAP + GA; priming sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gére BAP, SA,
GA;3; ve BAP + GA; priming uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP
iceren MS ortamda sirastyla eksplant basina siirgiin uzunlugu 0.63 ile 1.91 , 0.92 ile
1.94, 1.52 ile 3.35 ve 1.51 ile 3.05 arasinda degismistir (Cizelge 4.60). Sonuglara gore
1.00, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde eksplant bagina siirglin uzunlugu BAP + GA;
priming ile, 0.75 pg/ml BAP {iizerinde eksplant basina siirgiin uzunlugu GAjs priming

sonucunda elde edilmistir.

Cizelge 4.60 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP {izerinde siirgiin
olusumu orani, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalari

Siirgiin olugum Orani (%) Siirgiin Say1s1 (adet) Siirglin Uzunlugu (cm)
- BAP Konsantrasyonlari BAP Konsantrasyonlari
Primin BAP Konsantrasyonlar: (png/ml

g yonlan (g/m) (ug/mi) (ng/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 100 | 075 | 050 | 025 | 100 | 0.75 | 050 | 0.25

BAP 66.66a | 46.66c | 33.33b | 33.33b | 5.66a | 3.66c | 3.00b | 2.33b | 0.88b | 0.92d | 2.12b | 3.05a
SA 33.33c | 33.33d | 20.00c | 26.66c | 3.00b | 3.00c | 1.33c | 2.66b | 0.63b | 1.28c | 2.10b | 1.71b
GA; 33.33c | 53.33b | 20.00c | 26.66c | 6.00a | 5.33b | 2.33c | 2.33b | 1.82a | 1.94a | 1.52b | 1.51c
22P+ 46.66b | 60.00a | 73.33a | 60.00a | 6.00a | 8.00a | 7.00a | 6.33a | 1.91a | 1.78b | 3.35a | 3.32a
3

Aynu siitiin igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Kubilay 82 ¢esidinin BAP + GAg ile priming uygulanmig olan adaksial sekilde kiiltiire
alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml BAP iceren MS {izerinde gelisen
stirgtinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil 4.34).

¢ %’
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Sekil 4.34 Kubilay 82 ¢esidinin BAP + GAjs ile priming uygulanmis olan adaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.75 pg/ml BAP
iceren MS lizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmesi

4.5.4 Selguk 99 cesidi

Yayginfig bitkisinin Selguk 99 cesidinde BAP, SA, GA3 ve BAP + GAgj ile priming
uygulanmis olan adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin degisik
oranlarda BAP igeren MS ortam tizerinde rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.61°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére priming uygulamalar arasinda
eksplant bagima siirglin says1 P<0.05 ve siirgiin uzunlugu P<0.01 diizeyinde 6nemli
farkliklar goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglarina gore BAP konsantrasyonlar arasinda
stirglin olusum orani1 ve siirgiin uzunlugu P<0.05 diizeyinde 6nemli farklik goriilmiistiir.
Siirgiin olusum orani, eksplant basina siirgiin says1 P<0.05 ve siirgiin uzunlugu P<0.01

diizeyinde priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda 6nemli etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.61 Secl¢uk 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Olugum Orani Stirgiin Uzunlugu

VK. SD. (%) Stirgiin Sayis1 (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F

Priming 3 88.88 0.62 10.13 3.49* 11.50 16.83**
BAP 3 244.44 1.72* 0.85 0.29 2.35 3.44%
Konsantrasyonlari
Priming > BAP 9 170.37 1.20* 5.92 204* | 2.63 3.85%+
Konsantrasyonlari
Hata 32 141.66 2.89 0.68
Genel Toplam 47
**P<0.01,* P<0.05

Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA3z ve BAP + GA; uygulamlardan sonra 1.00,
0.75,0.5ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirastyla siirgiin olusum oran1 % 26.66
ile % 33.33, % 26.66 ile % 53.33, % 20.00 ile % 26.66 ve % 26.66 ile % 26.66
arasinda degismistir (Cizelge 4.62). Sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP iizerinde en iyi
slirglin olusumu oran1 GAz priming ile ve 0.75 pg/ml BAP {izerinde en iyi siirgiin
olusum orant BAP priming ile, 0.5 pg/ml BAP iizerinde en iyi siirgiin olusum orani
sirastyla SA, GA; ve BAP + GA; priming ile ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde en iyi siirgiin
olusum orani sirasiyla BAP, SA, GA; ve BAP + GA; priming sonucunda elde edilmistir
(Sekil 4.35. a.b.c.d). Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA; ve BAP + GA;
uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla
eksplant basina siirgiin sayis1 adet olarak 3.00 ile 6.00, 3.00 ile 7.66, 3.00 ile 6.33 ve
3.33 ile 6.33 arasinda degismistir (Cizelge 4.62). Sonuglara gore 1.00, 0.75 pg/ml BAP
tizerinde eksplant bagina siirgiin sayist BAP priming ile ve 0.5, 0.25 pg/ml BAP
tizerinde eksplant basina siirgiin sayis1t BAP + GAj priming sonucunda elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara gére BAP, SA, GA; ve BAP + GA; uygulamlardan sonra 1.00,
0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin
uzunlugu 0.98 ile 2.17, 1.26 ile 4.94, 1.78 ile 3.56 ve 1.03 ile 4.73 arasinda degismistir
(Cizelge 4.62). Sonuglara gore 1.00, 0.75 ve 0.25 pg/ml BAP tizerinde eksplant basina
stirgiin uzunlugu GAg3 priming ile, 0.5 pg/ml BAP {izerinde eksplant basina siirgiin

uzunlugu SA priming sonucunda elde edilmistir.
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Sekil 4.35 Selguk 99 ¢esidinde adaksial sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarin
a. BAP

b. SA

c. GA;

d. BAP + GA; ile priming uygulanmis ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortamda BAP
tizerinde siirgiin olusumuna ve gelismelerine etkileri

Cizelge 4.62 Selguk 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan adaksial sekilde
kiiltiire alinmis kotiledonlarinin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
olusum orani, eksplant bagina siirgiin sayist ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalar
Siirgtin Olusum Oram (%)* Siirgiin Sayisi1 (adet)*
Priming BAP Konsantransyonlari (pg/ml) BAP Konsantransyonlari (pg/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 26.66b 53.33a 20.00b 26.66a 6.00a 7.66a 5.00b | 4.33c
SA 26.66b 33.33b 26.66a 26.66a 3.66¢ 4.00b 3.00d | 3.33d
GA; 33.33a 26.66¢ 26.66a 26.66a 4.33b 4.33b 4.66c | 5.33b
BAP + GA; 20.00c 26.66¢ 26.66a 26.66a 3.00c 3.00c 6.33a | 6.33a

Siirglin Uzunlugu (cm)**

Priming BAP Konsantransyonlari (pg/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 0.98d 1.26d 1.78d 1.03d
SA 1.59¢ 3.10b 3.56a 1.92c
GA; 2.17a 4.94a 2.37b 4.73a
BAP + GA; 1.92b 1.32¢ 1.87¢ 2.41b

**Ayni siitiin igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aymni siitiin igerisinde farkli harflerle gsterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Selguk 99 ¢esidinin BAP + GAgs ile priming uygulanmis olan adaksial sekilde kiiltiire
alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.5 pg/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen
stirglinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda kdklendirilmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 Selguk 99 c¢esidinin BAP + GAgj ile priming uygulanmisg olan adaksial
sekilde kiiltiire alinmis kotiledon eksplantlarindan 0.50 pg/ml BAP igeren
MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA iceren ortamda
koklendirilmesi

4.6 Yaygmn Fig Cesitlerinde BAP, SA, GA3 ve BAP + GA; ile Priming Uygulanms
olan Tohumlardan Siirgiin Rejenerasyonu

4.6.1 Cumbhuriyet 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99 c¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan
tohumlardan gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglar1 gizelge 4.63’de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore priming uygulamalar arasinda silirglin olusum orani, eksplant basina
siirglin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimndan P<0.01 diizeyinde 6nemli farkliklar
goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglara gore BAP konsantrasyonlar arasinda sirasiyla
siirglin olusum orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimndan
P<0.01, P<0.05 diizeyinde onemli farkliklar goriilmiistiir. Siirgiin olusum orani ve
sirglin uzunlugu bakimindan priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.01
diizeyinde ve eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli

etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.63 Cumbhuriyet 99 gesidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

- Eksplant Basina
Siirgiin O(l;/ls)um Oram Siirgiin Sayis1 Stirgiin Uzunlugu (cm)
VK sD i (adet)
o e K.O. F K.O. F K.O. F
Priming 3 8724.30 41.87** 40.55 23.17** 569.62 37.45**
BAP 3 1213.19 5.82** 2.83 1.61* 41.08 2.70*
Konsantrasyonlar1
Priming x BAP 9 | 113012 | s546** | 309 | 176% | 10160 | 6.68**
Konsantrasyonlari
Hata 32 208.33 1.75 15.21
Genel Toplam 47

**P<0.01, *P<0.05

Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA3z ve BAP + GA; uygulamlardan sonra 1.00,
0.75,0.5ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirastyla siirgiin olusum orani1 % 30.00
ile % 100.00 (Sekil 4.37.a), % 40.00 ile % 100.00 (Sekil 4.37.b), % 26.66 ile % 100.00
( Sekil 4.37.c) ve % 40.00 ile % 100.00 arasinda degismistir (Sekil 4.37.d - Cizelge
4.64). Sonuglara gore 1.00 ve 0.75 pg/ml BAP iizerinde en iyi siirgiin olusumu SA
priming ile ve 0.5, 0.25 pg/ml BAP {iizerinde en iyi siirgiin olusumu sirasiyla SA ve
GA; priming sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA; ve
BAP + GA;z uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda
sirastyla eksplant basina siirgiin sayisi 2.66 ile 7.00, 2.33 ile 5.66, 2.33 ile 6.33 ve 2.33
ile 7.33 arasinda degismistir (Cizelge 4.64). Sonuglara gore 1.00, 0.75, 0.25 ve 0.5
pg/ml BAP iizerinde Eksplant basina siirgiin sayis1t BAP priming sonucunda elde
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA3; ve BAP + GAj; uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina
stirgiin uzunlugu 1.55 ile 12.69, 1.38 ile 28.15, 1.54 ile 16.88 ve 1.89 ile 13.26 arasinda
degismistir (Cizelge 4.64). Sonuglara gore 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde

eksplant bagina siirgiin uzunlugu SA priming sonucunda elde edilmistir (Sekil 4.37.b.

C).
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Sekil 4.37 Cumhuriyet 99 ¢esidinde farkli priminig ile uygulanmis tohumlardan gelisen

govde eksplantlarin
a. BAP
b. SA
c. GA;
d. BAP + GA; ile priming uygulanmis ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortamda BAP
iizerinde siirgiin olusumu

Cizelge 4.64 Cumhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin olusumu
orani, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirglin uzunlugu ortalamalar

Siirgiin olugum Orani (%)** Siirgiin sayisi (adet)*

Priming BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) BAP Konsantrasyonlari (ug/ml)

1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 80.00b | 80.00b | 80.00b | 93.33ab | 7.00a 5.66a 6.33a 7.33a
SA 100.00a | 100.00a | 100.00a | 100.00a | 2.66c 2.00c 2.66¢ 2.33c
GA; 30.00c | 40.00c | 100.00a | 100.00a | 3.33bc 2.33c 2.33c 2.33c
gﬁ: * 33.33c | 46.66c | 26.66c | 40.00c | 4.33b 4.33b | 3.00bc 6.00b

Siirgiin Uzunlugu (cm)**
Priming BAP Konsantrasyonlar1 (ng/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25

BAP 1.63c 1.38c 1.54c 2.31b
SA 12.69a 28.15a 16.88a 13.26a
GA; 1.55¢c 3.69h 12.05b 13.26a
gﬁf * 3.07b 2.80b 2.03¢ 1.89¢

**Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aynu siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Koklendirilmesi

Yaygmn fig bitkisinin Cumhuriyet 99 ¢esidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAg ile
priming uygulanmis olan tohumlarin farkli oranlarda BAP igeren MS ortamda gelisen
stirgiinlerin kok rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.65’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda kok sayisi, kok uzunlugu,
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siirglin sayis1 Ve siirglin uzunlugu bakimndan P<0.01 diizeyinde 6nemli farkliklar
goriilmistlir. Varyans analiz sonuglara gore BAP konsantrasyonlar arasinda kok olusum
orani Ve kok uzunlugu bakimndan sirasiyla P<0.05, P<0.01 diizeyinde énemli farkliklar
goriilmiistiir. Kok olusum orani, kok uzunlugu ve siirgiin uzunlugu bakimindan priming
ve BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.01 diizeyinde ve eksplant basina siirgiin sayisi

bakimindan P<0.05 diizeyinde 6nemli etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.65 Cumhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. S.D. K((;lr(aglh(lg/:)l)m Kok Sayist (adet) Kok Uzunlugu (cm)
K.O. F Ko f K.O. F

Priming 3 288.88 2.16 9.16 4.68** 50.38 28.88**
BAP 3 555.55 | 4.16* 2.38 1.22 12.51 7.17%*
Konsantrasyonlari
Priming x BAP O | 42083 | 322+ | 137 0.70 6.25 3.58%
Konsantrasyonlari
Hata 32 133.33 1.95 1.74
Genel Toplam 47

VK. S.D. Siirgiin Sayisi (adet) Stirgiin Uzunlugu (cm)

K.O. F K.O. F

Priming 3 12.13 8.82** 23.56 10.24**
BAP 3 0.47 0.34 0.83 0.36
Konsantrasyonlari
Priming x BAP 9 3.78 2.75% 9.34 4.06%*
Konsantrasyonlari
Hata 32 1.37 2.29
Genel Toplam 47

**P<0.01, *P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonugclari ¢izelge 4.66 - 67°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA; ve BAP + GA3 uygulamlardan sonra 1.00,
0.75,0.5ve 0.25 pg/ml BAP igceren MS ortamda sirastyla kok olusum orani % 80.00 ile
% 86.66, % 73.33 ile % 93.33, % 60.00 ile % 100.00 ve % 86.66 ile % 100.00 arasinda
degismistir (Cizelge 4.66). Elde edilen sonuglara gore 1.00 ug/ml BAP iizerinde en iyi
kok olusumu BAP ve SA priming ile ve 0.75 pg/ml BAP iizerinde en iyi kok olusumu
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SA priming ile, 0.5 pg/ml BAP iizerinde en iyi kok olusumu GAjz priming ile ve 0.25
ug/ml BAP igeren MS ortamda ise en iy1 kok olusumu BAP + GAj3 priming sonucunda
elde edilmistir. Eksplant basina kok sayist 4.33 ile 6.25 adet arasinda degismistir.
Eksplant basina en fazla kokler SA priming sonucundan elde edilen siirgilinlerden elde
edilmistir. Kok uzunlugu ise 1.00, 0.75 ve 0.25 pg/ml BAP konsantrasyonlarda sirasiyla
591 ile 7.49, 3.54 ile 8.51, 4.27 ile 10.20 ve 3.79 ile 10.81 arasinda degismistir.
Sonuglara gore 1.00, 0.75 ve 0.25 pug/ml BAP {izerinde en uzun kék BAP + GA3
priming ile, 0.5 pg/ml BAP iceren MS ortamda ise en uzun k6k GAjz priming sonucunda
elde edilmistir. Cumhuriyet 99 ¢esidinin BAP + GA3 priming uygulanmis tohumlardan
0.25 pg/ml BAP igeren MS iizerinde gelisen govde eksplantlarindan siirglinlerin 0.75
ug/ml IBA igeren ortamda koklendirilmmistir (Sekil 4.38).

Sekil 4.38 Cumbhuriyet 99 ¢esidinin BAP + GAgs ile priming uygulanmis tohumlardan
0.25 ng/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA
igeren ortamda koklendirilmesi

Cizelge 4.66 Cumbhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde kok olusum
orani, kok sayisi ve kok uzunlugu ortalamalar

Kok Olusum Orani (%) Kok Kok Uzunlugu (cm)
Priming BAP Konsantrasyonlar1 (pg/ml) Sayis1 BAP Konsantrasyonlar1 (pg/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 (adet) | 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 86.66a | 73.33b | 60.00b 86.66a | 450c | 7.09a | 5.39b | 8.06c | 6.44b
SA 86.66a | 93.33a | 66.66b 93.33a | 6.25a | 5.91b | 3.54c | 4.27d | 3.79c
GA; 80.00a | 80.00a | 100.00a | 93.33a | 4.33c | 5.94b | 6.08b | 10.20a | 10.31a
BAP + GA; | 66.66b | 80.00a | 86.66a | 100.00a | 5.25b | 7.49a | 8.51a | 9.58b | 10.81a

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Elde edilen sonuglara gére BAP, SA, GA3; ve BAP + GA; uygulamalardan sonra 1.00,
0.75,0.5ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgilin sayisi
3.66 ile 5.00, 3.66 ile 5.00,2.33 ile 7.66 ve 3.00 ile 6.33 arasinda degismistir (Cizelge
4.67). Sonuglara gére BAP, SA, GA3; ve BAP + GA; uygulamalardan sonra 1.00, 0.75,
0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla siirgiin uzunlugu 3.67 ile 9.12, 4.86
ile 9.55, 6.51 ile 8.71 ve 4.03 ile 10.36 arasinda degismistir (Cizelge 4.67 ). Elde edilen
sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP iizerinde en uzun siirgiinler BAP priming ile, 0.75 ve
0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda en uzun siirgiinler BAP + GAj3 priming ile ve 0.5
ng/ml BAP igeren MS ortamda ise en uzun siirgiinler GAz priming sonucunda elde

edilmistir.

Cizelge 4.67 Cumhuriyet 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde eksplant basina
slirgiin sayis1 ve siirgiin uzunluguna ait ortalamalar

Eksplant Basina Siirgiin Sayisi (adet) Stirgiin Uzunlugu (cm)
Priming BAP Konsantrasyonlart (ug/ml) BAP Konsantrasyonlari (ug/ml)

1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 5.00a 4.66a 4.00b 3.66b | 9.12a 6.90a 6.51b 4.03b
SA 4.66a 5.00a 7.66a 6.33a | 3.67b 4.86b 7.02a 6.69a
GA; 4.00a 3.66b 4.66b 3.00b | 6.78a 6.34a 8.71a 6.51a
BAP + GA; 3.66b 5.00a 2.33c 4.00b | 8.23a 9.55a 7.55a 10.36a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

4.6.2 Karaelci cesidi

Yaygin fig bitkisinin Karael¢i ¢esidinde BAP, SA, GA3; ve BAP + GAgzile priming
uygulanmis olan tohumlardan gelisen gévde eksplantin degisik oranlarda BAP tizerinde
slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuclari ¢izelge 4.68’de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda eksplant bagina siirgiin sayis1 ve
stirglin uzunlugu bakimndan P<0.01, P<0.05 diizeyinde 6énemli farkliklar goriilmiistiir.
Varyans analiz sonuglarina gore BAP konsantrasyonlar arasinda sirasiyla eksplant
basina siirgiin sayisi ve siirglin uzunlugu bakimndan P<0.05 diizeyinde 6nemli farkliklar
gorilmistiir. Eksplant basina siirgiin sayisi, slirgiin uzunlugu bakimindan priming ve

BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.05 diizeyinde énemli etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.68 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirglin Olusum Oranm1 | Eksplant Bagina Siirgiin Siirgiin Uzunlugu
(%) Sayisi (adet) (cm)
VK. S.D. K.O. F K.O. F K.O. F
Priming 3 22.22 0.66 29.52 10.57** 0.45 4.41*
BAP Konsantrasyonlari 3 22.22 0.66 4.63 1.65* 0.31 3.02*
Priming x BAP O | 2083 0.88 2.96 1.06* 0.12 1.24%
Konsantrasyonlari
Hata 32 33.33 2.79 0.10
Genel Toplam 47

**P<0.01, *P<0.05

Elde edilen sonuglara géore BAP, SA, GA3; ve BAP + GAj; uygulamlardan sonra 1.00,
0.75,0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin sayisi
7.00 ile 12.33, 7.00 ile 11.33, 6.66 ile 9.66 ve 8.66 ile 11.33 arasinda degismistir
(Cizelge 4.69). Sonuglara gore 1.00, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina
siirglin sayist GA3 priming ile ve 0.75 pg/ml BAP iizerinde eksplant bagina siirgiin
sayist GAs ve BAP + GAj priming sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore BAP, SA, GAz ve BAP + GAjz uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml
BAP iceren MS ortamda sirastyla eksplant bagimna siirgiin uzunlugu 0.98 ile 1.23 cm,
1.04 ile 1.59 cm, 1.13 ile 1.50 cm ve 1.15 ile 2.12 cm arasinda degismistir (Cizelge
4.69). Sonuclara gore 1.00 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina silirglin uzunlugu
BAP + GA; priming ile 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina siirgiin

uzunlugu GAj; priming sonucunda elde edilmistir.

Cizelge 4.69 Karaelci ¢esidinde farkli priming uygulanmis olan tohumlardan gelisen
govde eksplantin degisik oranlarda BAP {iizerinde eksplant basina siirgiin
say1s1 ve siirglin uzunluguna ait ortalamalar

Siirgiin Sayis1 (adet) Siirgiin Uzunlugu (cm)
Priming BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) BAP Konsantrasyonlar (ug/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 7.00c 7.00b 6.66¢ 8.66b 0.98c | 1.26¢ 1.24c 1.15d
SA 9.66b 8.33b 8.66b 9.66b 1.09b | 1.43b 1.13d 1.48b
GA; 12.33a 11.33a 9.66a 11.33a 1.19a 1.59a 1.50a 2.12a
BAP + GA; 8.33¢c 11.33a 8.33b 9.33b 1.23a | 1.04d 1.38b 1.31c

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Sekil 4.39 Karaelgi ¢esidinde farkli priminig ile uygulanmis tohumlardan gelisen govde

eksplantlarin
a. BAP
b. SA
c. GA;
d. BAP + GA; ile priming yapilmis ve daha sonra farkli oranlarda BAP igeren MS ortamda BAP
tizerinde siirglin olusumuna ve gelismelerine etkileri

Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin Karaelgi ¢esidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAg ile priming
uygulanmis olan tohumlarin degisik oranlarda BAP igeren MS ortamda gelisen
slirglinlerin kok rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.70°de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda kok olusum orani, kok saysi,
kok uzunlugu, siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimndan P<0.05 diizeyinde 6nemli
farkliklar goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglara gore BAP konsantrasyonlar arasinda
sirasiyla kok olusum orani, kok sayisi, siirgiin ve siirglin uzunlugu bakimndan P<0.05
diizeyinde onemli farkliklar goriilmiistiir. Kok olusum orani ve siirgiin uzunlugu
bakimindan priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemli

etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.70 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

V.K. SD. K(())lr(aglh(l;:l)m Kok Sayisi (adet) | Kok Uzunlugu (cm)
K.O. F K.o. F K.O. F

Priming 3 145;2'7 405% | 579 | 3.02% | 8758 | 3.93*
BAP 8 | 11416 | 5 | 235 | 120% | 814 0.36
Konsantrasyonlari 6
Priming x BAP 9 | 43796 | 122% | 152 | 079 | 1597 071
Konsantrasyonlari
Hata 32 | 35833 191 22.26
Genel Toplam 47

VK. sSD. Siirgiin Sayisi (adet) Siirgiin Uzunlugu (cm)

K.O. F K.O. F

Priming 3 1.74 1.13* 17.02 1.96*
BAP 3 3.68 2.39% 16.87 1.94*
Konsantrasyonlari
Priming x BAP 9 0.74 0.48 19.08 2.20*
Konsantrasyonlari
Hata 32 154 8.67
Genel Toplam 47

**P<0.01, *P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gdsteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.71-73’de verilmistir.

Elde edilen sonuglarina gére BAP, SA, GA3z ve BAP + GA3 uygulamlardan sonra 1.00,
0.75,0.5ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla kok olusum orani % 26.66 ile
% 60.00, %3 3.33 ile % 66.66, % 46.66 ile % 86.66 ve % 33.33 ile % 66.66 arasinda
degismistir (Cizelge 4.71). Sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP tizerinde en iyi kok olusumu
GA; priming ile ve 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda ise en iyi kok
olusumu BAP + GAj; priming sonucunda elde edilmistir. Eksplant bagina kok sayisi
3.00 ile 4.58 adet arasinda degismistir. Eksplant bagina en fazla kok sayisi BAP + GA3
priming sonucundan elde edilen siirgiinlerden elde edilmistir. K6k uzunlugu ise 6.44 ile
12.27 cm arasinda degismistir. En uzun kokler BAP priming sonucundan elde edilen
siirglinlerden elde edilmistir. Karael¢i ¢esidinin BAP + GAj ile priming yapilmis
tohumlardan 0.5 pg/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen govde eksplantlarindan
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sirglinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmesi sonucundan kokler

izlenmistir (Sekil 4.40).

Cizelge 4.71 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmig olan tohumlardan gelisen
govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde kok olusumu orani,
kok sayist ve kok uzunluguna ait ortalamalar

Kok Olusum Orani (%) Kok

Eksplant bagina <

Priming BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) Kok sayist (adet) Uzunlugu

1.00 0.75 0.50 0.25 (cm)

BAP 26.66¢ 33.33c 46.66¢ 46.66b 3.00b 12.27a

SA 33.33b 60.00a 53.33b 33.33c 3.25b 10.62ab

GA; 60.00a 53.33b 60.00a 46.66b 3.58b 12.03ab
BAP + GA; 33.33b 66.66a 86.66a 66.66a 4.58a 6.44b

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuglarina gére BAP, SA, GA3; ve BAP + GA; priming uygulamalardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirastyla siirgiin uzunlugu
7.45 ile 11.95, 5.80 ile 11.49, 4.53 ile 10.03 ve 5.21 ile 10.41 arasinda degismistir
(Cizelge 4.72). Sonuglara gore 1.00 ve 0.75 pg/ml BAP iizerinde en uzun siirgilinler
BAP priming ile ve 0.50 ve 0.25 ng/ml BAP igeren MS ortamda ise en uzun siirgiinler
SA priming sonucunda elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 3.75 ile 4.58 adet
arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayisi BAP + GAsz uygulama

sonucundan elde edilmistir.

Sekil 4.40 Karaelgi ¢esidinin BAP + GAj3 ile priming uygulanmis tohumlardan 0.50
png/ml BAP iceren MS iizerinde gelisen siirglinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmesi
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Cizelge 4.72 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan gelisen
govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin uzunlugu ve
eksplant basina siirgiin sayisina ait ortalamalar1

Siirgiin Uzunlugu (cm)
Priming BAP Konsantrasyonlari (png/ml) Eksp lant bagina
stirgiin Say1s1 (adet)
1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 11.95a 11.49a 4.53c 5.21b 3.75b
SA 9.00b 10.17a 10.03a 10.41a 4.41a
GA; 11.42a 5.80c 8.45a 7.64b 4.50a
BAP + GA; 7.45¢ 6.02b 5.26b 9.29a 4.58a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuglara gore farkli BAP konsantrasyonlar igeren MS ortamda 1.00, 0.75,
0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin siirgiin
sayist 3.50 ile 4.75 arasinda ve eksplant basina kok sayist ise 3.25 ile 4.25 arasinda
degismistir (Cizelge 4.73). Sonuglara gore 0.50 pg/ml BAP igeren MS ortamda hem en

fazla eksplant basina siirgiin sayis1 ve hemde eksplant basina kok sayisi elde edilmistir.

Cizelge 4.73 Karaelgi ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde eksplant
bagina siirgiin sayisi, kok sayisina ait ortalamalari

BAP Konsantrasyonlar1 (ug/ml) Eksplant Bastna Siirgiin Eksplant Basina kok Sayisi
Sayisi (adet)
(adet)
1.00 4.50b 3.50b
0.75 3.50b 3.41b
0.50 4.75a 4.25a
0.25 4.50b 3.25h

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

4.6.3 Kubilay 82 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Kubilay 82 ¢esidinde BAP, SA, GA;zve BAP + GAgsile priming
uygulanmis olan tohumlardan gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP tizerinde
slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglar1 gizelge 4.74’de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda siirgiin olusumu oran1 P<0.01
diizeyinde, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve siirgin uzunlugu bakimndan P<0.05

diizeyinde oOnemli farkliklar goriilmiistir. Varyans analiz sonuglarina gore BAP
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konsantrasyonlar arasinda sirastyla siirglin olusumu oran1 P<0.01 ve siirgiin uzunlugu
bakimndan P<0.05 diizeyinde 6énemli farkliklar goriilmiistiir. Siirglin olusumu orani ve
stirgiin uzunlugu bakimindan P<0.01 diizeyinde, eksplant basina siirgiin sayis1 P<0.05
diizeyinde priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda P<0.01 diizeyinde oOnemli

etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.74 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin

rejenerasyonuna ait varyans analizi

R Eksplant Bagina - <
0,
Siirgtin Olugum Orani (%) Siirgiin Sayist (adet) Siirgiin Uzunlugu(cm)
VK SD. KO. F K.O. F K.O. F

Priming 3 1096.52 12.53** 8.28 2.15* 9.39 1.56*
BAP Konsantrasyonlart 3 618.75 7.07** 1.82 0.47 20.71 3.44*
Priming x BAP o 831.71 9.50%* 10.43 2.70% 18.94 3.15%*
Konsantrasyonlari
Hata 32 87.50 3.85 6.00
Genel Toplam 47

**pP<0.01, *P<0.05

Elde edilen sonuglara gére BAP, SA, GA; ve BAP + GA; uygulamlardan sonra 1.00,
0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin
olusum oran1 % 86.66 ile % 100.00, %80.00 ile % 100.00, % 73.33 ile % 90.00 ve
% 36.66 ile % 100.00 arasinda degismistir (Cizelge 4.75). Sonuglara gore 1.00 pg/ml
BAP iizerinde en iyi eksplant basina siirgiin olusumu BAP + GAg; priming ile, 0.75
ug/ml BAP iizerinde en iyi eksplant bagma siirgiin olusumu sirasiyla GAsz ve
BAP + GA3 priming ile, 0.5 pg/ml BAP iizerinde en iyi eksplant basina siirgiin olusumu
BAP priming ile ve 0.25 pg/ml BAP {izerinde en iyi eksplant basina siirgiin olusumu
sirasiyla SA ve BAP + GA3 sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP,
SA, GAzve BAP + GAzuygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren
MS ortamda sirastyla eksplant basina siirgiin sayis1 2.33 ile 7.66, 3.66 ile 7.10 , 2.33 ile
6.33 ve 3.66 ile 6.66 arasinda degismistir (Cizelge 4.75). Sonuglara gore 1.00 ve 0.5
ng/ml BAP iizerinde Eksplant basina siirgiin sayis1t BAP priming ile (Sekil 4.41.a), 0.75
ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina siirgiin sayist BAP + GAjz priming
sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GAz ve BAP + GA;
uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla

eksplant basina siirglin uzunlugu 3.58 ile 12.69 , 6.96 ile 11.99 (Sekil 4.41.c), 5.90 ile
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6.66 ve 7.35 ile 10.60 arasinda degismistir (Cizelge 4.75). Sonuglara gore 1.00 pg/ml
BAP iizerinde cksplant basina siirgiin uzunlugu BAP + GAs priming ile (Sekil 4.41.d),
0.75 ve 0.5 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina siirgiin uzunlugu SA (Sekil 4.41.b)
priming ile, 0.25 pg/ml BAP iizerinde eksplant basina siirgiin uzunlugu GAsz priming ile
elde edilmistir (Sekil 4.41.c).

Sekil 4.41 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priminig ile uygulanmis tohumlardan gelisen

govde eksplantlarin
a. BAP
b. SA
c. GA;
d. BAP + GA; ile priming uygulanmig ve daha sonra degisik oranlarda BAP igeren MS ortamda BAP
tizerinde siirgiin olusumuna ve gelismelerine etkileri

Cizelge 4.75 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmig olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin
olusumu orani, eksplant bagina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna ait

ortalamalari
Eksplant Bagina Siirgiin Olusum Orani (%)** Siirgiin Say1si (adet)*
Priming BAP Konsantrasyonlar: (pug/ml) BAP Konsantrasyonlar (pg/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 93.33b 86.66b 90.00a 93.33b 7.66a 3.66d | 6.33a | 4.33b
SA 96.66b 80.00c 66.66d 100.00a 4.66¢ 4.33c | 2.33c | 3.66C
GA; 86.66¢ 100.00a 73.33c 36.66¢ 5.00b 6.66b | 3.33b | 4.66b
BAP + GA; | 100.00a | 100.00a 86.66b 100.00a | 2.33d 7.10a | 6.00a | 6.66a

Siirgiin Uzunlugu (cm)**

Priming BAP Konsantrasyonlar: (pug/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 3.58d 9.42b 6.66b 9.15b
SA 9.53b 11.99a 8.16a 7.35¢C
GA; 5.43c 9.95b 5.90c 10.60a
BAP + GA; 12.11a 6.96¢ 6.16b 9.31b

**Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin Kubilay 82 ¢esidinde BAP, SA, GA3; ve BAP + GAgsile priming
uygulanmis olan tohumlarin degisik oranlarda BAP iceren MS ortamda gelisen
stirgiinlerin kok rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.76’de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda kok olusum orani, siirgiin
uzunlugu bakimndan P<0.01, P<0.05 diizeyinde 6nemli farkliklar goriilmistiir. Varyans
analiz sonuglarma gore BAP konsantrasyonlar arasinda sirastyla kok olusum orani, kdk
sayis1 ve slirgiin uzunlugu bakimndan P<0.05, kdk uzunlugu P<0.01 diizeyinde 6nemli
farkliklar goriilmiistiir. kok olusum orani bakimindan priming ve BAP konsantrasyonlar
arasinda P<0.01 diizeyinde ve kok sayisi, bakimindan P<0.05 diizeyinde Onemli

etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.76 Kubilay 82 cesidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde kok
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Kok Olusum Orani Kok Sayist . <
VK. sSD. (S/O) (adeg Kok Uzunlugu (cm)
K.O. F Ko F K.O. F
Priming 3 497.22 5.42** | 1.68 0.57 1.73 0.42
BAP Konsantrasyonlari 3 97.22 1.06* | 3.24 1.09* 47.03 11.38**
Priming x BAP 9 | 40833 | 445 | 303 | 1.02* | 602 | 145
Konsantrasyonlari
Hata 32 91.66 2.95 4.13
Genel Toplam 47
VK. S.D. Siirgilin Say1s1 (adet) Siirglin Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F
Priming 3 0.96 0.45 6.32 0.81*
BAP Konsantrasyonlari 3 0.46 0.22 14.96 1.92*
Priming x BAP o 0.98 0.46 5.69 0.73
Konsantrasyonlari
Hata 32 2.10 7.75
Genel Toplam 47

**P<0.01, *P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gdsteren ortalamalarin
sonugclari ¢izelge 4.77-78’de verilmistir.
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Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GAz; ve BAP + GA3 priming uygulamlardan sonra
1,0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirastyla kok olusum oran1 % 66.66
ile % 100.00, % 60.00 ile % 100.00, % 80.00 ile % 86.66 ve % 73.33 ile % 86.66
arasinda degismistir (Cizelge 4.77). Sonuglara goére 1.00 ug/ml BAP {izerinde en iyi kok
olusumu BAP priming ile ve 0.75 pg/ml BAP {izerinde en iyi kok olusumu SA priming
ile ve 0.5 pg/ml BAP igeren MS ortamda ise en iyi kok olusumu sirasiyla BAP ve
BAP + GA; priming ile, 0.25 ug/ml BAP iizerinde en iyi kok olusumu SA ve GA;
priming sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglarina gére BAP, SA, GAs; ve
BAP + GA; uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 png/ml BAP igeren MS
ortamda sirasiyla eksplant basina kok sayisi 4.00 ile 4.66, 3.00 ile 6.66, 4.00 ile 6.00
ve 5.00 ile 6.00 arasinda degigmistir (Cizelge 4.77). Sonuglara gore 1.00 ve 0.5 pg/ml
BAP iizerinde eksplant basina kok sayist BAP + GAjz priming ile ve 0.75 pg/ml BAP
tizerinde eksplant basina kok sayisi sirasiyla SA ve GAz priming ile ve 0.25 pg/ml BAP
iceren MS ortamda ise eksplant basina kok sayisi BAP priming sonucunda elde
edilmistir. Elde edilen sonuglara gére BAP, SA, GA3z ve BAP + GAj uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirastyla kok uzunlugu
7.00 ile 9.08 cm, 5.34 ile 7.17 cm, 3.04 ile 4.91 cm ve 5.40 ile 8.78 cm arasinda
degismistir (Cizelge 4.77). Sonuglara gore 1.00 ve 0.25 pg/ml BAP iizerinde kok
uzunlugu GAj3 priming ile ve 0.75 pg/ml BAP iizerinde kok uzunlugu BAP + GA3
priming ile ve 0.5 pg/ml BAP iceren MS ortamda ise kok uzunlugu BAP priming
sonucunda elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu ise 7.02 ile 8.76 cm arasinda degismistir.
En uzun siirgiinler GA3 priming sonucundan elde edilen siirgiinlerden elde edilmistir.
Kubilay 82 ¢esidinin GA3 priming ile yapilmis tohumlardan 0.5 pg/ml BAP igceren MS
tizerinde gelisen govde eksplantlarindan siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda
koklendirilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42 Kubilay 82 ¢esidinin GAgz ile priming ile uygulanmis tohumlardan 0.5 pg/ml
BAP igeren MS iizerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirilmesi

Cizelge 4.77 Kubilay 82 c¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP tizerinde kok olusumu
orani, kok sayisi, kok uzunlugu ve siirgiin uzunluguna ait ortalamalar

Kok Olusum Oram (%)** Kok Sayisi (adet)*

Priming BAP Konsantrasyonlar1 (ug/ml) BAP Konsantrasyonlari (ug/ml)

1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 100.00a | 80.00b | 86.66a | 73.33b | 4.00b | 6.66a | 4.00c | 5.00b
SA 80.00b | 100.00a | 80.00b | 86.66a | 4.00b | 5.33b | 5.33b | 6.00a
GA; 66.66C 60.00c | 80.00b | 86.66a | 4.33b | 3.00c | 4.33c 6.00a
BAP + GA; 80.00b 66.66c | 86.66a | 73.33b | 4.66a | 5.33b | 6.00a | 5.00b

Kok Uzunlugu (cm)**
Priming BAP Konsantrasyonlari (ng/ml) Siirglin Uzunlugu (cm)*
1.00 0.75 0.50 0.25

BAP 8.16a 5.34b 4.91a 5.40b 7.75b
SA 8.98a 4.01c 3.04b 8.78a 8.12a
GA; 9.08a 5.77b 3.39b 8.78a 8.76a
BAP + GA; 7.00b 7.17a 3.73b 5.87b 7.02b

**Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglaria gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayn siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuglara gore farkli BAP konsantrasyonlar iceren MS ortamda 1.00, 0.75,
0.5 ve 0.25 pg/ml BAP igeren MS ortamda sirasiyla eksplant bagina siirgiin uzunlugu
6.26 ile 8.66 arasinda degismistir (Cizelge 4.78). Sonuglara gore 0.50 pg/ml BAP

iceren MS ortamda fazla siirgiin uzunlugu elde edilmistir.
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Cizelge 4.78 Kubilay 82 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde siirgiin
uzunluguna ait ortalamalar1

BAP Konsantrasyonlari (pug/ml) Siirgiin Uzunlugu (cm)
1.00 6.26b
0.75 8.23a
0.50 8.66a
0.25 8.51a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

4.6.4 Selcuk 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinde BAP, SA, GAz;ve BAP + GAgjile priming
uygulanmis olan tohumlardan gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde
slirglin rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.79’de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda eksplant basma siirglin sayisi
P<0.01 diizeyinde ve siirgiin uzunlugu bakimndan P<0.05 diizeyinde 6nemli farkliklar
goriilmiistiir. Varyans analiz sonuglarina gore BAP konsantrasyonlar arasinda sirastyla
stirgiin olugum orani ve siirglin uzunlugu bakimndan P<0.05 diizeyinde, eksplant basina
stirglin sayis1 P<0.01 diizeyinde onemli farkliklar goriilmiistiir. Eksplant basina siirgiin
sayist P<0.01 diizeyinde, siirglin olusum oran1 ve siirglin uzunlugu bakimindan priming

ve BAP konsantrasyonlar arasinda 6nemsizlik etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.79 Selguk 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmig olan tohumlardan

gelisen govde eksplantin  degisik oranlarda BAP  iizerinde
rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglar
Siirgiin Olusum Orani Eksplant Basina Siirgiin I -
ured (OU/OS)U P Sayst s(a det)u gl Siirgiin Uzunlugu (cm)
VK. SD. | Ko. F K.O. F K.O. F

Priming 3 5.55 0.44 89.58 14.09** 35.62 2.96*
BAP 3 | 1666 | 133 36.36 5.72%* 19.57 1.63*
Konsantrasyonlari
Priming x BAP 9 11.11 0.88 25.19 3.96%* 8.29 0.69
Konsantrasyonlari
Hata 32 12.50 6.35 12.00
Genel Toplam 47

**P<0.01,* P<0.05
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Elde edilen sonuglarina gére BAP, SA, GA3s ve BAP + GAgsile priming uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina
slirglin sayis1 2.33 ile 13.36 (Sekil 4.43.a), 2.33 ile 13.33 (Sekil 4.43.b), 2.00 ile 3.00
ve 2.33 ile 3.33 arasinda degismistir (Cizelge 4.80). Sonuglara gére 1.00, 0.75 ve 0.25
ng/ml BAP iizerinde eksplant basina siirgiin sayist BAP + GA3 priming ile ve 0.5 pg/ml
BAP iizerinde eksplant basina siirglin sayist GAsz priming sonucunda elde edilmistir.
Eksplant basina siirgiin uzunlugu 7.71cm ile 11.59 cm arasinda degismistir. Eksplant
basina siirgiin uzunlugu BAP priming sonucundan elde edilen siirgiinlerden elde

edilmistir.

Cizelge 4.80 Selguk 99 ¢esidinde BAP, SA, GA3; ve BAP + GA; priming uygulanmis
olan tohumlardan gelisen govde eksplantin degisik oranda BAP tizerinde
eksplant basina siirgiin sayisi1 ve siirgiin uzunluguna ait ortalamalar

Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet)** - .
Priming BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) Surgu?clrgimlugu
1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 3.33b 3.33c 2.33c 3.00a 11.59a
SA 2.33c 2.33d 2.00d 2.33b 11.05a
GA; 3.33b 4.00b 3.00a 3.00a 10.45b
BAP + GA; 13.66a 13.33a 2.66b 3.33a 7.71c

* *Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aymi siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglaria gére P<0.05diizeyinde farklilik bulunmustur

Sekil 4.43 Selguk 99 cesidinde farkli priminig ile uygulanmig tohumlardan gelisen

govde eksplantlarin
a. BAP
b. SA ile priming uygulanmis ve daha sonra 0.5pg/ml BAP iceren MS ortamda siirgiin olusumuna ve
geligsmelerine etkileri

Elde edilen sonuglarina gore degisik BAP konsantrasyonlar iceren MS ortamda 1.00,
0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla eksplant basina siirgiin
olusumu orani ve eksplant basina siirgiin uzunlugu % 97.50 ile % 100.00 ve 8.49 ile

11.38 arasinda degismistir (Cizelge 4.81). Sonugclara gore 0.75, 0.50 pg/ml BAP igeren
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MS ortamda eksplant bagina siirgiin olusumu oranit ve 0.5 pg/ml BAP igeren MS

ortamda fazla siirgiin uzunlugu elde edilmistir.

Cizelge 4.81 Selguk 99 ¢esidinde farkli priming ile uygulanmig olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranda BAP iizerinde Siirgiin Olusum
Oran, Siirgiin Uzunluguna ait ortalamalar

BAP Konsantrasyonlart (pug/ml) Siirgiin Olusum Orani (%) Siirgiin Uzunlugu (cm)
1.00 99.16b 10.93b
0.75 100.00a 8.49d
0.50 100.00a 11.38a
0.25 97.50c 10.00c

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Koklendirilmesi

Yaygin fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAg ile priming
uygulanmig olan tohumlarin degisik oranlarda BAP iceren MS ortamda gelisen
slirglinlerin kok rejenerasyonuna ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.82de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore priming uygulamalar arasinda kok olusum orani P<0.01
diizeyinde, kok sayisi, kok uzunlugu, eksplant basina siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu
bakimndan P<0.05 diizeyinde Onemli farkliklar goriilmiistiir. Varyans analiz
sonuglarina gére BAP konsantrasyonlar arasinda sirasiyla kok olusum orani, Kok sayisi,
ve siirgiin sayisi bakimndan, P<0.05 diizeyinde ve kok uzunlugu P<0.01 diizeyinde
onemli farkliklar goriilmiistiir. Kok olusum oran1 P<0.01 diizeyinde ve kok sayisi, kok
uzunlugu ve siirglin uzunlugu bakimindan priming ve BAP konsantrasyonlar arasinda

P<0.05 diizeyinde 6nemli etkilesim bulunmustur.
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Cizelge 4.82 Selguk 99 ¢esidinde BAP, SA, GA3zve BAP + GAgsile priming uygulanmis
olan tohumlardan gelisen govde eksplantlardan degisik oranlarda BAP
lizerinde rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. SD. Kok Ohgg/;l)m Oram Kok Sayis1 (adet) Kok Uzunlugu (cm)
K.O. F Ko F K.O. F

Priming 3 586.11 8.79** 4.24 3.04* 11.91 1.33*
BAP 3 | 16388 | 245 118 | 085% | 4300 | 481
Konsantrasyonlar1
Priming x BAP O | 21574 | 323 | 220 | 158 | 1406 | 157
Konsantrasyonlari
Hata 32 66.66 1.39 8.93
Genel Toplam 47

VK. sSD. Siirgiin Sayisi (adet) Siirgiin Uzunlugu (cm)

K.O. F K.O. F

Priming 3 1.79 1.66* 16.79 2.70*
BAP 3 1.07 0.99* 3.24 0.52
Konsantrasyonlari
Priming x BAP 9 0.91 0.84 5.91 0.95*
Konsantrasyonlari
Hata 32 1.08 6.20
Genel Toplam 47

**P<0.01, *P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farkliblk ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonuglari ¢izelge 4.83 - 85°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA3z ve BAP + GA; ile priming uygulamlardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 ng/ml BAP igceren MS ortamda sirasiyla kdk olusum orani
% 80.00 ile % 100.00, % 93.33 ile % 100.00, % 73.33 ile % 100.00 ve % 80.00 ile
% 100.00 arasinda degismistir (Cizelge 4.83). Sonuglara gore 1.00 pg/ml BAP iizerinde
en iyi kok olusumu BAP ve GAj priming ile , 0.75 ug/ml BAP igeren MS ortamda ise
en iyi kok olusumu GA3 ve BAP + GAs priming ile, 0.5 pg/ml BAP igeren MS
ortamda ise en iy1 kok olusumu BAP priming ile ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda
ise en iyi kok olusumu BAP ve BAP + GAj priming sonucunda elde edilmistir. Elde
edilen sonuglara gére BAP, SA, GAz;ve BAP + GA3 priming uygulamlardan sonra 1.00,
0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirastyla eksplant basina kok sayisi
3.33 ile 3.66, 2.66 ile 6.33, 3.33 ile 4.33 ve 2.66 ile 4.33 arasinda degismistir (Cizelge
4.83). Sonuglara gore 1.00 ug/ml BAP tizerinde eksplant basina kok sayist BAP, GA3
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ve BAP + GA3, 0.75 ng/ml BAP iizerinde eksplant basina kok sayisi BAP + GA3
priming ile, 0.5 ng/ml BAP iizerinde eksplant basina kok sayist BAP + GAjz priming ile
ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda ise eksplant basina kok sayist BAP priming
sonucunda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GAzve BAP + GAsile
priming uygulamlardan sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 ug/ml BAP iceren MS ortamda
sirastyla kok uzunlugu 4.34 ile 6.20, 5.68 ile 11.66, 5.46 ile 7.25 ve 6.21 ile 12.46
arasinda degismistir (Cizelge 4.83). Sonuglara gére 1.00 pg/ml BAP iizerinde kok
uzunlugu GA3 priming ile, 0.75 pg/ml BAP tizerinde kok uzunlugu BAP + GAjz priming
ile, 0.5 ng/ml BAP iizerinde kok uzunlugu SA priming ile ve 0.25 pg/ml BAP igeren
MS ortamda ise kok uzunlugu BAP priming sonucunda elde edilmistir. Selguk 99
cesidinin  BAP + GA; priming ile uygulanmis tohumlardan gelisen govde
eksplantlarindan siirgiinleri  0.75 pg/ml IBA igeren ortamda koklendirilmistir (Sekil
4.44).

Sekil 4.44 Selcuk 99 ¢esidinin BAP + GA3 priming ile uygulanmis tohumlardan 0.75
png/ml BAP iceren MS {izerinde gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA iceren
ortamda koklendirilmesi
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Cizelge 4.83 Selguk 99 c¢esidinde farkli priming ile uygulanmis olan tohumlardan
gelisen govde eksplantin degisik oranlarda BAP {izerinde kdk olusumu
orani, kok sayisi ve kok uzunluguna ait ortalamalar

Kok Olugum Orani (%)** Kok Sayisi (adet)*
Priming BAP Konsantrasyonlari (ug/ml) BAP Konsantrasyonlar1 (ug/ml)
1.00 0.75 0.50 0.25 1.00 0.75 0.50 0.25
BAP 100.00a 93.33b 100.00a 100.00a | 3.66a | 4.66b 3.66b | 5.00a
SA 80.00b 93.33b 73.33c 80.00b | 3.33b | 3.66C 3.33b | 2.66C
GA; 100.00a 100.00a 86.66b 80.00b | 3.66a | 2.66C 4.00a | 4.33b
BAP + GA; 80.00b 100.00a 93.33b 100.00a | 3.66a | 6.33a 4.33a | 4.00b
K&k Uzunlugu (cm)*
L BAP Konsantrasyonlari (ng/ml)

Priming 1.00 075 050 025
BAP 4.34b 10.64b 5.63b 12.46a
SA 4.60b 7.95¢C 7.25a 6.65b
GA; 6.20a 5.68¢c 5.46b 6.21b
BAP + GA; 4.85b 11.66a 4.45¢ 6.90b

* *Aym siitun igerisinde farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Elde edilen sonuglara gore BAP, SA, GA; ve BAP + GA; priming uygulamalardan
sonra 1.00, 0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla siirgiin uzunlugu
7.40 ile 13.45, 7.22 ile 11.32, 9.28 ile 11.54 ve 8.62 ile 10.31 arasinda degismistir
(Cizelge 4.84). Sonugclara gore 1.00, 0.5 ve 0.25 ng/ml BAP iizerinde en uzun siirgilinler
GA; priming ile ve 0.75 pg/ml BAP igeren MS ortamda ise en uzun siirgiinler BAP +
GA; priming sonucunda elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 3.75 ile 4.08 adet
arasinda degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayis1t BAP + GA3; uygulama

sonucundan elde edilmistir.

Cizelge 4.84 Selguk 99 ¢esidinde farkli priming uygulanmis olan tohumlardan gelisen
govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin uzunlugu ve
eksplant basina siirgiin sayisina ait ortalamalar1

Siirgiin Uzunlugu (cm)

orir BAP Konsantrasyonlari1 (ug/ml) Siirgiin Sayisi

riming (adet)

1.00 0.75 0.50 0.25

BAP 7.40c 7.22d 10.59b 9.25b 3.75b
SA 8.87b 9.67c 11.08a 9.70b 3.25b
GA; 13.45a 10.50b 11.54a 10.31a 3.33b
BAP + GA; 8.86b 11.32a 9.28¢ 8.62c 4.08a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Elde edilen sonuglara gore degisik BAP konsantrasyonlar igeren MS ortaminda 1.00,
0.75, 0.5 ve 0.25 pg/ml BAP iceren MS ortamda sirasiyla eksplant bagina siirgiin sayisi
3.33 ile 4.00 arasinda degismistir (Cizelge 4.85). Sonuglara gore 0.75 ug/ml BAP igeren

MS ortamda en fazla eksplant basina siirgiin sayist elde edilmistir.

Cizelge 4.85 Selcuk 99 ¢esidinde farkli priming uygulanmis olan tohumlardan gelisen
govde eksplantin degisik oranlarda BAP iizerinde siirgiin sayisina ait

ortalamalar1
BAP Konsantrasyonlari (pg/ml) Siirgiin Sayis1 (adet)
1.00 3.66b
0.75 4.00a
0.50 3.33c
0.25 3.41b

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

4.7 Yaygin Fig Cesitlerinin Olgunlasmams Embriyo Eksplantlanin Degisik
Oranlarda Uygulanan BAP + NAA Konsantrasyonlarin Etkisi ile Siirgiin
Rejenerasyonu

4.7.1 Cumhuriyet 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin
degisik oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglar ¢izelge 4.86’de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore siirglin olusum orani, kok olusum orani, kok sayisi, kok uzunlugu
bakimindan P<0.05 diizeyinde, eksplant basina siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu

bakimindan P<0.01 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.
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Cizelge 4.86 Cumhuriyet 99 c¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan

slirglin rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi

Siirglin Olusum Orani Eksplant Bagina Siirgiin - -
V.K. S.D. . (%S) i Sayist ?adet) & Siirgiin Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 282.22 1.05* 29.40 8.50** 7.36 8.69**
Hata 32 266.66 3.45 0.84
Genel
Toplam 47
Vk sD Kok Olusum Orani (%) Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)
o T K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 612.77 2.45* 5.28 2.88* 0.38 1.08*
Hata 32 250.00 1.83 0.35
Genel
Toplam 47

** P<0.01, *P<0.05

Sekil 4.45 Cumhuriyet 99 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin

a. 0.5 pug/ml BAP + 0.075 pg/ml NAA

b. 0.75 pg/ml BAP + 0.1 ng/ml NAA igeren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin

sonuglari ¢izelge 4.87°de verilmistir.
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Cizelge 4.87 Cumhuriyet 99 ¢esidinin olgunlagsmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan
stirgiin rejenerasyonunun ortalamalari

Eksplant
BAP NAA Stirgiin Bflsn}a Sﬁrgﬁt} Kok Kok Kok .
(ug/ml) | (ng/ml) Olusum* Siirgiin Uzunlilgu Olusum* Saylsi Uzunhigu
HE orani (%) Sayisi (cm) orani (%) (adet) (cm)
(adet)**
0.25 0.025 80.00ab 5.00e 4.09¢ 80.00ab 7.33ab 2.51a
0.25 0.050 73.33bc 6.33d 4.61c 66.66bc 4.66¢ 1.56bc
0.25 0.075 80.00ab 7.00cd 6.01a 60.00c 5.00bc 1.98b
0.25 0.100 100.00a 7.33cd 4.39¢c 66.66abc 5.00bc 1.28c
0.50 0.025 93.33ab 7.66¢d 4.20c 66.66bc 4.00c 2.50ab
0.50 0.050 80.00ab 7.66¢d 5.12ab 66.66bc 3.66¢d 1.83b
0.50 0.075 86.66ab 6.33d 5.99ab 86.66a 4.66¢ 2.02ab
0.50 0.100 80.00ab 5.00e 4.21cd 46.66¢d 2.66e 1.77b
0.75 0.025 93.33ab 11.66ab 2.09d 80.00ab 7.66a 1.35¢
0.75 0.050 73.33bc 12.66ab 2.03d 46.66¢d 3.66¢d 1.58bc
0.75 0.075 86.66ab 12.66ab 2.07d 46.66¢d 5.00bc 1.70b
0.75 0.100 93.33ab 13.33a 1.77¢ 66.66bc 5.33bc 1.58bc
1.00 0.025 80.00ab 12.66ab 1.94e 40.00d 3.00c 1.58bc
1.00 0.050 100.00a 13.33a 2.05d 46.66¢cd 4.33c 1.50bc
1.00 0.075 80.00ab 11.33ab 1.97e 46.66¢cd 4.33c 1.54bc
1.00 0.100 66.66bc 10.66bc 1.96e 53.33c 5.00bc 1.53bc

* * Aym siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farklr harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasindaki farkliligin  6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglari ¢gizelge 4.87°de verilmistir. Eksplant basina siirgiin olusum orani
% 73.33 ile % 100.00 arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusum orani 0.25 pg/ml
BAP + 0.1 pg/ml NAA ve 1.00 ng/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA iceren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi adet olarak 5.00 ile 13.33 arasinda
degismistir. En fazla eksplant bagina siirglin sayisi sirasiyla 0.75 pg/ml BAP + 0.1
ng/ml NAA (Sekil 4.45.b) ve 1.00 ug/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA iceren MS ortamdan
elde edilmistir.Siirgiin uzunlugu 1.77cm ile 5.99cm arasinda degismis olup, en fazla
sirgiin uzunlugu 0.5 pg/ml BAP + 0.075 pg/ml NAA iceren MS ortamdan elde
edilmistir (Sekil 4.45.a). Eksplant basina kok olusum oran1 ise % 46.66 ile % 86.66
arasinda degigmistir. Kok olusum orani1 0.5 pg/ml BAP + 0.075 pg/ml NAA iceren MS
ortamdan elde edilmistir. Kok sayis1 adet olarak en fazla 0.75 pg/ml BAP + 0.025
NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir.

ug/ml Cumhuriyet 99 ¢esidinin

olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 0.1 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA iceren
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ortamda gelisen siirgiinlerinden 0.75 pug/ml IBA igeren ortamda en uzun kok elde
edilmistir (Sekil 4.46).

Sekil 4.46 Cumhuriyet 99 ¢esidinin 0.1 ug/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA igeren MS
ortamda olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75
png/ml IBA iceren ortamda koklendirilmesi

4.7.2 Karaelci cesidi

Yaygin fig bitkisinin Karael¢i ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglar ¢izelge 4.88’de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore siirgiin olusum orani, eksplant basina siirgiin sayisi , kok sayisi ve kok
uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde ve, siirgiin uzunlugu ve kok olusum orant,

bakimindan P<0.01 diizeyinde farkliliklar izlenmistir.
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Cizelge 4.88 Karaelgi ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi

Siirglin Olugum Eksplant Basina Siirgiin Siirglin Uzunlugu
V.K. S.D. Orani (%) Sayisi (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 442.22 1.43* 8.95 2.00* 3.15 3.60**
Hata 32 308.33 4.45 0.87
Genel Toplam 47
VK sD. Kok Oh(lg/l:)m Orant Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 715.00 2.86** 3.18 1.62* 0.48 2.48*
Hata 32 250.00 1.95 0.19
Genel Toplam 47
** P<0.01,*P<0.05

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonuglari Cizelge 4.89’de verilmistir.

Cizelge 4.89 Karaelgi ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik oranlarda
uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonunun ortalamalar

- Eksplant i
Stirgiin Basina Stirgiin Kok Kok
BAP NAA Olusum P o Olusum Kok Sayist o
(ng/ml) | (ug/ml) Orani Ssurgun Uzunhj,%“ Oran1 (adet)* Uzunhigu
(%)* ayist (cm) (%)** (cm)
(adet*)
0.25 0.025 100.00a 5.33c 5.60a 66.66ab 4.33cd 2.03ab
0.25 0.050 86.66ab 5.00c 3.38bcde 53.33c 4.66 cd 1.52cd
0.25 0.075 86.66ab 4.33d 2.10de 66.66ab 4.66c¢d 1.76bc
0.25 0.100 100.00a 8.33a 3.89bcde 33.33d 5.33bc 1.47cd
0.50 0.025 73.33b 6.00bc 3.33bcde 66.66ab 4.66c¢d 1.98b
0.50 0.050 86.66ab 9.66a 2.95cde 86.66a 7.66a 1.06d
0.50 0.075 73.33a 5.00c 2.38cde 53.33c 6.00bc 1.89bc
0.50 0.100 66.66bc 4.00d 2.11de 33.33d 5.00c 1.45bc
0.75 0.025 73.33a 7.33ab 4.12ab 46.66¢d 4.66cd 1.98b
0.75 0.050 66.66bc 7.33ab 3.05bcde 66.66ab 4.00 c 1.50cd
0.75 0.075 86.66ab 4.66¢cd 4.81ab 60.00bc 4.66cd 2.92a
0.75 0.100 66.66bc 4.66¢d 2.24de 66.66ab 5.66bc 1.84bc
1.00 0.025 66.66bc 7.00b 3.11bcde 46.66¢d 3.66¢C 1.63cd
1.00 0.050 60.00c 8.00ab 1.88e 53.33c 4.33cd 1.91bc
1.00 0.075 73.33b 4.33d 2.77cde 86.66a 5.66bc 1.84bc
1.00 0.100 73.33b 4.66¢cd 2.85cde 53.33c 6.66ab 1.58cd

* *Aym siitun igerisinde farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarma goére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aynt siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Sekil 4.47 Karaelgi ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin 0.25 pg/ml
BAP + 0.025 pg/ml NAA iceren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglari gizelge 4.89°de verilmistir. Eksplant bagina siirgiin olusum orant
% 60.00 ile % 100.00 arasinda degismistir. En fazla siirgin olusum orani 0.25 pg/ml
BAP + 0.025 pg/ml NAA ve 0.25 pg/ml BAP + 0.10 pg/ml NAA iceren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi adet olarak 4.33 ile 9.66 arasinda
degismistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayis1 sirasiyla 0.5 pg/ml BAP + 0.05
ng/ml NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Siirglin uzunlugu 1.88 cm ile 5.60 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.25 pg/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA
iceren MS ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.47). Eksplant basina kok olusum orani ise
% 33.33 ile %86.66 arasinda degismistir. Kok olusum orant 0.5 pg/ml BAP + 0.05
ng/ml NAA ve 1.00 pg/ml BAP + 0.075 pg/ml NAA iceren MS ortamdan elde
edilmistir. Kok sayis1 adet olarak en fazla 0.5 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA iceren MS
ortamdan elde edilmistir. Karael¢i ¢esidinin olgunlagsmamis embriyo eksplantlarindan
0.5 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA igeren ortamda gelisen siirglinlerinden 0.75 pg/ml
IBA iceren ortamda en uzun kok elde edilmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48 Karaelg¢i ¢esidinin 0.5 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA igeren MS ortamda
olgunlagmamis embriyo eksplantlarindan gelisen siirglinlerin 0.75 pg/ml
IBA igeren ortamda koklendirilmesi

4.7.3 Kubilay 82 ¢esidi

Yaygin fig bitkisinin Kubilay 82 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA Kkonsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglar1 ¢izelge 4.90°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore siirgiin olusum orani, eksplant basina siirgiin sayisi, kok olusum orani,
kok sayist ve kok uzunlugu bakimindan P<0.05 diizeyinde ve siirgiin uzunlugu ve

bakimindan P<0.01 diizeyinde farklilig1 izlenmistir.

Cizelge 4.90 Kubilay 82 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan
slirgiin rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi

Siirgiin Olusum Orani Eksplant Bagina Siirgiin L <
V.K. S.D. ¢ (%S) b Sayisi ?adet) ¢ Siirgiin Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 315.00 1.02* 7.00 1.59* 4.84 11.68**
Hata 32 308.33 4.39 0.41
Genel Toplam 47
V k sD Kok Olugum Orant (%) Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)
o o K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 462.22 1.35* 5.17 2.02* 0.16 0.99*
Hata 32 341.66 2.56 0.16
Genel Toplam 47
** P<(0.01,*P<0.05
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Sekil 4.49 Kubilay82 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin 0.75 pg/ml
BAP + 0.025 pg/ml NAA igeren MS ortam konsantrasyonlarin etkisi
ile olusan siirgiin rejenerasyonu

Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonuglari ¢izelge 4.91°de verilmistir.

Cizelge 4.91 Kubilay 82 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik da

uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan
oranlarsiirgiin rejenerasyonunun ortalamalari
Eksplant
BAP NAA Stirgiin Bflsnja Sﬁrgﬁr} Kok Kok Kok )
(ug/ml) | (ug/mi) Olusum Siirgiin Uzunlugu Olusum Sayisi Uzunlugu
He orami (%)* Sayisi (cm)** Oran1 (%)* | (adet)* (cm)*
(adet)*
0.25 0.025 73.33b 5.33 de 3.09cde 66.66ab 5.33ab 1.69bc
0.25 0.050 73.33b 5.66 de 4.84ab 46.66¢d 4.33bc 1.37de
0.25 0.075 73.33b 6.66cd 5.19a 40.00cd 4.33bc 1.74ab
0.25 0.100 86.66ab 5.66 de 4.16abc 60.00ab 5.33ab 1.18de
0.50 0.025 73.33b 7.00 bc 2.66def 46.66¢d 5.33a 1.84ab
0.50 0.050 60.00c 7.66 bc 4.22abc 46.66¢d 5.66ab 1.20de
0.50 0.075 66.66bc 6.66cd 4.43ab 66.66ab 3.00c 1.87a
0.50 0.100 66.66bc 4.66de 3.48bcd 33.33d 2.66b 1.52¢
0.75 0.025 93.33a 10.00a 2.00e 80.00a 7.33a 1.45¢cd
0.75 0.050 66.66bc 9.00ab 2.09e 46.66ab 3.00c 1.55bc
0.75 0.075 86.66ab 7.00bc 2.06e 53.33 bc 4.33bc 1.82ab
0.75 0.100 80.00ab 6.66cd 1.94e 40.00cd 3.00c 1.49cd
1.00 0.025 66.66bc 5.00cd 1.63e 53.33 bc 3.00c 1.30cd
1.00 0.050 93.33a 9.33ab 1.90e 60.00ab 3.66¢ 1.53bc
1.00 0.075 66.66bc 7.33bc 1.58f 66.66ab 4.66bc 1.35cd
1.00 0.100 80.00ab 7.00bc 1.60f 46.66ab 5.66ab 1.19de

**Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gére P<0.01 diizeyinde farklilik bulunmustur

*Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur
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Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.91°de verilmistir. Eksplant bagina siirglin olusum orant
% 60.00 ile % 93.33 arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusum oranmi 0.75 pg/ml
BAP + 0.025 ng/ml NAA ve 1.00 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basma siirglin sayis1 adet olarak 4.66 ile 10.00 arasinda
degismistir. En fazla eksplant bagina siirgiin sayisi sirastyla 0.75 pg/ml BAP + 0.025
ug/ml NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 1.58 cm ile 5.19 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 0.25 pg/ml BAP + 0.075 pg/ml NAA
iceren MS ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.49). Eksplant basina kok olusum orani ise
% 33.33 ile % 80.00 arasinda degismistir. Kok olusum orani1 0.75 pg/ml BAP + 0.025
ng/ml NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Kok sayist adet olarak en fazla 0.75
ng/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA iceren MS ortamdan ve kok uzunlugu 0.5 pg/ml
BAP + 0.075 pg/ml NAA iceren ortamda elde edilmistir. Kubilay 82 c¢esidinin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 0.75 pg/ml BAP + 0.025 png/ml NAA igeren
ortamda gelisen siirgiinlerinden 0.75 pg/ml IBA igeren ortamda en uzun kok elde

edilmistir (Sekil 4.50).

O 1213 14 1516 17 1819 20 21 2223 2425 26 27

J N6 8 9

Sekil 4.50 Kubilay 82 ¢esidinin 0.75 ug/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA igeren MS
ortamda olgunlagmamis embriyo eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75
png/ml IBA igeren ortamda koklendirilmesi
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4.7.4 Selcuk 99 cesidi

Yaygin fig bitkisinin Selguk 99 ¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan siirgiin
rejenerasyonu ile ilgili varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.92°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore siirgiin olusum oran1 P<0.01 diizeyinde, eksplant basina siirgiin sayisi,
stirglin uzunlugu , kok olusum orani, kok sayisi ve Kok Uzunlugu bakimindan P<0.05

diizeyinde farkliliklar izlenmistir.

Cizelge 4.92 Selcuk 99 cesidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan
slirgilin rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi

BAP + 0.05 pg/ml NAA iceren MS ortam konsantrasyonlarin etkisi ile

olusan siirgiin rejenerasyonu
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Siirgiin Olugum Orani Eksplant Basina Stirgiin Uzunlugu
V.K. S.D. (%) Siirgiin Say1s1 (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 602.22 3.28** 11.50 151* 1.35 1.31*
Hata 32 183.33 7.60 1.03
Genel Toplam 47
Vk SD. Kok th;:l)m Orani Kok Sayisi (adet) Kok Uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Uygulama 15 568.33 2.27* 8.32 2.32* 0.67 2.32*
Hata 32 250.00 3.58 0.29
Genel Toplam 47
** P<0.01,*P<0.05
Sekil 4.51  Selcuk 99 cesidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin 0.5 pg/ml




Onemli bulunmus parametrelerine ait farklilik ve etkilesim gosteren ortalamalarin
sonuglari ¢izelge 4.93°de verilmistir.

Cizelge 4.93 Selcuk 99 c¢esidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarin degisik
oranlarda uygulanan BAP + NAA konsantrasyonlarin etkisi ile olusan

slirgiin rejenerasyonunun ortalamalar

Siirgilin Eksplant - . ..
BAP | NAA | Olugum | sasma | Sirgin Kok Kok Sayist Kok
(ug/ml) | (ng/ml) Orant Stirgiin Uzunlugu Olusum (adet)* Uzunlugu
He 0p) Sayisi (cm)* Orani (%)* (cm)*
(%) (adet)*

0.25 0.025 93.33ab 8.00bc 3.08 cd 73.33ab 5.00de 1.85cd
0.25 0.050 73.33bc 6.33bc 2.98 de 53.33cd 5.66d 1.82cd
0.25 0.075 93.33ab 6.33bc 3.24 bc 66.66 bc 7.00cd 2.61ab
0.25 0.100 100.00a 8.66bc 3.19 cd 86.66a 5.66d 2.00 bc
0.50 0.025 86.66ab 6.66bc 3.63 bc 66.66 bc 8.33ab 2.76a

0.50 0.050 100.00a 9.33ab 2.40de 73.33ab 8.66ab 1.58de
0.50 0.075 93.33ab 6.00cd 3.68 bc 53.33cd 8.66ab 1.90bc
0.50 0.100 80.00ab 4.33cd 3.68 bc 46.66d 6.66¢cd 1.68de
0.75 0.025 93.33ab 11.00a 4.12ab 66.66 bc 8.00bc 2.56ab
0.75 0.050 66.66bc 4.00cd 3.48 cd 46.66d 4.66de 1.94bc
0.75 0.075 66.66bc 5.66cd 2.80de 66.66bc 6.66cd 1.75d

0.75 0.100 86.66ab 7.33bc 2.74de 73.33ab 9.00a 1.51de
1.00 0.025 93.33ab 7.00bc 4.70a 86.66a 7.33cd 2.6lab
1.00 0.050 53.33c 3.33d 2.95de 40.00de 3.33e 1.23e

1.00 0.075 73.33bc 6.66hc 2.60de 53.33cd 6.00abcd 1.61de
1.00 0.100 66.66bc 6.66hc 1.98e 66.66bc 5.00 de 1.34e

**Ayni siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.01diizeyinde farklilik bulunmustur

*Aynt siitun igerisinde farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testi sonuglarina gore P<0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur

Gozlenen parameterler arasinda farkliligin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan
Duncan testi sonuglari gizelge 4.93’de verilmistir. Eksplant basina siirgiin olusum orani
% 53.33 ile % 100.00 arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusum orani 0.25 pg/ml
BAP + 0.10 pg/ml NAA ve 0.5 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml NAA igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 adet olarak 3.33 ile 11.00 arasinda
degismistir. En fazla eksplant bagina siirgiin sayist sirastyla 0.75 pg/ml BAP + 0.025
ng/ml NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Siirglin uzunlugu 1.98 cm ile 4.70 cm
arasinda degismis olup, en fazla siirgiin uzunlugu 1.00 pg/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA
igceren MS ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.51). Eksplant basina kék olusum orani ise
% 46.66 ile % 86.66 arasinda degismistir. Kok olusum orani1 0.25 pg/ml BAP + 0.10
ng/ml NAA ve 1.00 ug/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA iceren MS ortamdan elde
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edilmistir. Kok sayist adet olarak en fazla 0.75 pg/ml BAP + 0.10 pg/ml NAA kdk
uzunlugu 0.5 pg/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA iceren ortamda iceren MS ortamdan elde
edilmistir. Selguk 99 cesidinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 0.75 pg/ml
BAP + 0.025 pg/ml NAA igeren ortamda gelisen siirgiinlerinden 0.75 pg/ml IBA igeren
MS ortamda en uzun kok elde edilmistir (Sekil 4.52).

Sekil 4.52 Selguk 99 ¢esidinin 0.75 pg/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA igeren MS ortamda
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin 0.75 pg/ml
IBA igeren ortamda koklendirilmesi

4.8 In vitro"da Gelistirilen Bitkiciklerin Dis Sartlara Ahstirilmasi

In vitro kosullarda gelisen (Sekil 4. 53) ve transgenik aday koklenmis bitkilerin dis
sartlara alistirlmasi amaciyla torf bulundugu siyah renkli polytin saksilara iklim
odasinda 24 + 2°C, 4000 liiks 151k 16 saat 151k fotoperiyodu ve %70 -72 nem
saglanmistir. Yaklasik 1 hafta sonra nem seviyesi % 43 - 45'e diisiiriilmiistiir. Burada
gelisen bitkiler killi torflu (1:1) bulundugu plastik saksilara aktarilarak serada
gelistirilmis ve bitkilerden ¢icek ve tohum elde edilmistir (Sekil 4.54). Calisma

faktoriyel deneme desenine gore yapilmistir/kurulmustur.
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Sekil 4. 53 In vitro kosullarda gelisen koklenmis yaygin fig bitkilerin dis sartlara
aligtirilmasi

Sekil 4.54 In vitro kosullarda gelisen yaygin fig (a) Karaelgi, (b) Cumhuriyet 99,
(¢) Selguk 99 ve (d) Kubilay 82 ¢esitlerinde bitkilerden elde edilen
kurutulmus bakla ve tohumlarin sematik goriintiisii
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4.9 Gen Aktarim Cahismalari

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriiyet 99, Karael¢i, Kubilay 82 ve Selguk 99 cesitlerinde
epikotil, hipokotil eksplantdan adventif ve kotiledon bogum, koltuk alti meristemi ve
embriyo eksplantdan yan siirgiin rejenerasyonu ¢alismalarinda en basarili sonug veren
hormon kombinasyonlari kullanarak gen aktarim ¢aligsmalar1 devam edilmistir. Her dort
cesidinin  100’er adet epikotil, hipokotil ve kotiledon bogum eksplantlari A.
tumefaciens’nin  EHA105::p35 GUS INT, LBA4404 pRGGbar, A136 NC, A281::p35
GUS INT ve A. rhizogenes’nin 15834 hatlariyla materiyal ve yontemde belirtilmis gibi
muamele edilmistir. Her dort g¢esidinde her hangi transgenik pozitif sonucu elde
edilememistir. Ancak, Bhatti (2001) ve Khawar vd. (2002) mercimektede bu
Agrbacterium hatlariyla basarili sekilde transgenik mercimek bitkiler elde etmislerdir.
Calisma sonucunda A. tumefaciens’nin EHA105::p35 GUS INT, LBA4404 pRGGbar,
Al136 NC, A281::p35 GUS INT ve A. rhizogenes’nin 15834 hattlarinin fig bitkisinin

transformasyon i¢in uyumsuzlugunu ve yetersizligini géstermektedir.

Daha sonraki ¢aligsmalarda hipokotil, koltuk alti meristemi ve embriyo eksplantlari A.
tumefaciens’nin GV2260 GUS INT, LBA4404 pTF101 AopR1 CrylAc bar, LBA4404
Cry2A, GNA, C58C1 pGreen AopR1 CrylAc bar ve C58C1 pGreen 35S CrylAc bar
hatlariyla da materyal yontemde belirtilmis gibi muamele edilmis olup, seleksiyon
ortamlarina alinmustir. Seleksiyon ortamda yasiyan/ canli kalan eksplantlar iizerinde
gelisen siirglinleri 6 hafta sonra 0.75 ug/ml IBA + segici antibiyotik ve bakteriostatik
250 pg/ml Duocid igeren ortamina akatarilarak koklendirilmistir. Transformasyon
sonuglar1 c¢izelge 4.94-99°de verilmistir. Selguk 99 ve Kubilay82 cesitlerine ait
transgenik aday1 yaygin fig bitkilerinde transformasyonun olup olmadigimi PCR analizi

ile teyiti edilmistir. Ayrintilar asaigda ayr1 ayri ele alinmistir.

49.1 A. tumefaciens’in GV2260::p35 GUSINT bakteri hattina gen aktarim
calismalari

A. tumefaciens’in GV2260::p35 GUSINT bakteri hattina gen aktarim calismalarinda

hipokotil, koltuk altt meristemi ve embriyo eksplantlart kullaniimastur.
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In vitro kosullarda Selcuk 99 ve Kubilay 82 cesidinden alman embriyo eksplantlari,
bistiiri araciligiyla yaralandirip, her gesidine ait embriyo eksplantlart A. tumefaciens’in
GV2260::p35 GUSINT hattina ait bakteri stispansiyonlarin ODgpp’da 1, 1.25, 1.5, 2,
2.25,2.5, 3 ve 4 degerinde 35 dk inokiilasyon ettikten sonra sonra 72 saat kokiiltivasyon
tamponu iceren ortaminda bekletilmistir. Ardindan eksplantlar, 50 pg/ml kanamisin
monosiilfat ile 500 pg/ml Duocid igeren siirgiin ve 50 ug/ml kanamisin monosiilfat
igeren ortamina kiiltiire alinmistir. Gelisen stirglinleri 0.75 pg/ml IBA, 250 pg/ml
Duocid ve 50 pg/ml kanamisin monosiilfat iceren ortamda koklendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore Kubilay 82 c¢esidinde her 3 eksplant (embriyo, hipkotil ve koltuk alt1
meristem) tan kanmisine daynikli bitki sayis1 26 - 29 arasinda degismistir. Benzer
sekilde Selguk 99 ¢esidinde embriyo, hipkotil ve koltuk altt meristem eksplantlardan
kanmisine daynikli bitki sayis1 22 - 31 adet arasinda degismistir (Cizelge 4.94).

Kanamisinde yasayan ve gelisen bitkilerden doku ornekleri alinarak histokimyasal
GUS analizi yapilmistir (Sekil 4.57). Deneme sonucunda, transformasyona ugramis
Kubilay 82 ¢esidinde gus pozitif agisindan bitki sayis1 7 - 13 ve Selguk 99 ¢esidinde 4
- 14 adet arasinda degismis olup, dokularinda mavi renkten olusan hiicre kiimeleri

tespit edilmistir.

Ayrica histokimyasal GUS pozitif adayi siirgiinlerin, 35S promotor primerleri ile PCR
analizi da yapilmistir (Sekil 4.58). Transgenik Dbitkilerde transgenlerinin bitki
kromosomlarda varligin1 teyid edilmistir. PCR Testlerine ait sonuglarin 0zeti,
kanamisine dayanikli aday transgenik bitki sayis1 (adet), GUS histokimyasal analizi
sonucunda elde edilen pozitif sonug¢ (adet) ile ilgili bilgileri cizelge 4.94’de ayrintili

sekilde verilmistir.

Elde edilen sonuclarina goére ODgop= 2.25’degerinde en fazla oranda embriyo
eksplantlarin genetik transformasyon izlenmistir (Sekil 4.56 - 57). Dolaysiyla daha

sonra yapilan tiim denemlerde bu ODggo= 2.25 degeri tercih edilmistir.
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Sekil 4.55 Agrobacterium tumefaciens ODgg= 2.25 yogunlugunda a. Selguk 99 ve b.
Kubilay 82 ¢esitlerine ait embriyolar

Sekil 4.56 Agrobacterium tumefaciens ODgpo=2.25 yogunlugundaki siispansiyon ile
muamele edilmis Selguk 99 ¢esidine ait embriyolarindan gelisen aday
transgenik siirgiinlerin  seleksiyon ortamindaki gelismelerin sematik

goruntust

Cizelge 4.94 Kubilay 82 ve Selguk 99 ¢esitlerinde 100’er adet hipokotil, koltuk alti

meristem ve embriyo eksplantlart kullanarak A.

GV2260::p35 GUSINT hattiyla gen aktarim sonuglari

tumefaciens’nin

Hipoktil Koltuk alt1 meristemi Embriyo
., | Selksiyon GUS + Selksiyon ... | Selksiyon .
Cesit | Ortamdaki bitki | Bitki Ortamdaki bitki | SYS POZUT | o omdaki Bitki | CY'S Pozitif
Bitki Sayis1 Bitki Sayis1
Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

SKz”b"ay 27 12 26 7 29 13
Selcuk 22 4 31 13 31 14
99
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Sekil 4.57 Kubilay 82 ¢esidinde GV2260 p35GUSINT bakteri hatt1 ile yapilan gen
aktarimida GUS testi sonucunda maviye boyanmis yaprak

Sekil 4.58 GUS geni iceren A. tumefaciens’nin GV2260::p35 GUSINT hattuyla
yapilmis gen aktarim caligmasinda (1,2 ) Kubilay 82 cesidinin hipokotil
negatif (3) hipokotil pozitif (4) koltuk altt meristem pozitif (5) embryo
negatif ve (6) Selguk 99 cesidinin hipokotil negatif (7) koltuk alt1
meristem pozitif ve olarak elde edilen se¢ilmis Ornek bitkilerin GUS
genin varligin teyit eden PCR sonuglar

4.9.2 A.tumefaciens’in LBA4404 pTF101A0pR1 CrylAc bar bakteri hatlar ile gen
aktarim

Tim eksplantlar 72 saat ko-kiiltivasyon ortamina kiiltiire alinmistir. Daha sonra,
eksplantlart ¢izelge 4.95°de belirtilmis gibi seleksiyon amaciyla kullanilmis 1.5 pg/ml
fosfinotricin ve 500 pg/ml bakteriostatik Duocid igeren ortmina kiiltiire alinmistir. Elde
edilen sonuglara gore Kubilay 82 c¢esidinde her 3 eksplantta seleksiyon ortamda
kanmisine daynikli bitki sayis1 32 - 55 arasinda ve gus pozitif agisindan bitki sayisi
16-39 arasinda degismistir. Benzer sekilde Sel¢uk 99 c¢esidinde her 3 eksplantta

seleksiyon ortamda kanmisine daynikli bitki sayis1 24 - 30 adet arasinda ve gus pozitif
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acisindan bitki sayis1 11-14 adet arasinda degismistir (Sekil 4.59). Transgenik aday1 fig

bitkisinin Selguk 99 ve Kubilay 82 ¢esidinin yukarda belirtilmis eksplantlardan gelisen
bitkilerinin PCR analizi ile teyiti edilmistir. (Sekil 4.60) 693 kb CrylAc geni amplifiye
edilmis olup bitkilerin transgenik oldugunu teyit edilmistir. Elde edilen bitkileri

saksilarda biiytiilmiis olup, T, ve Ty bitkilerden tohum elde edilmistir (Sekil 4.61.b,
Sekil 4.62, Sekil 4.68).

Cizelge 4.95 Kubilay 82 ve Selguk 99 ¢esitlerinde 100’er adet hipokotil, koltuk alt1
meristem ve embriyo eksplantlar1 kullanarak A. tumefaciens’nin
LBA4404 pTF101AopR1 CrylAc bar hattiyla gen aktarim sonuglari

Hipokotil Koltuk alt1 meristemi Embriyo
. Selksiyon - Selksiyon - Selksiyon .
Cesit Ortamdaki gllthSI PSZZII:: Ortamdaki CB;|LtJI§ ggz:;f Ortamdaki CBEILthSI FS)ZZ';'f
Bitki Sayis1 Y Bitki Sayist Y Bitki Sayisi 1St
Kubtlay 32 16 30 22 55 39
Selguk 24 11 31 10 30 14
99
Sekil 4.59  Kubilay 82 ¢esidin yapraklarinda LBA4404 pTF101AopR1 CrylAc bar

bakteri hattiyla gen aktarimi sonucunda elde edilen aday transgenik
bitkilein histokimyasal GUS geninin ekspresyonu
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Sekil 4.60  CrylAC geni iceren A. tumefaciens’nin LBA 4404:: pTF101AoRPR CrylAc
hattuyla yapilmig gen aktarim ¢alismasinda (1) Kubilay 82 ¢esidinin koltuk alt1
meristem pozitif (2) koltuk alti meristem negatif (3) koltuk alti meristemden
pozitif (4) embriyo eksplantindan pozitif ve (5) Selguk 99 ¢esidinin koltuk alti
meristem pozitif (6) koltuk alti1 meristem pozitif (7) embriyo eksplantindan
negatif olarak elde edilen secilmis 6rnek bitkilerin CrylAc genin varligin teyit

eden PCR sonuglari

Sekil 4.61 kubilay 82 cesidine ait transgenik bitkilerin

a. koklenmis T, bitkileri
b. T, bitkileri iizerinde yesil gicek ve baklalar gériintiileri

Sekil 4.62 Yaygin fig bitkisinde Cry 1Ac geni tasiyan transgenik T; bitkilerin sematik
gorlntiileri
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Sekil 4.63 Selguk 99 ¢esidine ait T; transgenik bitkilerin goriintiileri

4.9.3 A.tumefaciens’in LBA4404 Cry2A bakteri hatlari ile gen aktarim

Tim eksplantlar 72 saat ko-kiiltivasyon ortamina kiiltiire alinmistir. Daha sonra,
eksplantlart gizelge 4.96°de belirtilmis gibi seleksiyon amaciyla kullanilmig 1.5 pg/ml
fosfinotricin ve 500 pg/ml bakteriostatik Duocid igeren ortmina alinmistir. Elde edilen
sonuglara gore Kubilay 82 ¢esidinde her 3 eksplant (embriyo, hipokotil ve koltuk alti
meristem)’ta kanmisine dayanikli bitki sayis1 29 - 45 arasinda ve gus pozitif agisindan
bitki sayis1 12 - 23 arasinda degismistir. Benzer sekilde Selguk 99 ¢esidinde her 3
eksplant (embriyo, hipokotil ve koltuk alti meristem)’ta kanmisine daynikli bitki sayisi
20 - 37 adet arasinda ve gus pozitif acisindan bitki sayist 9 - 11 adet arasinda
degismistir. Transgenik adayr fig bitkisinin Selguk 99 ve Kubilay 82 g¢esidinin
eksplantlardan gelisen bitkilerinin PCR analizinde gus ve Cry2A geni amplifiye edilmis
olup, bitkilerin transgenik oldugunu teyit edilmistir (Sekil 4.64). Elde edilen bitkileri
saksilarda biiytiilmiis olup Ty bitkilerinden tohum elde edilmistir (Sekil 4.68).

Cizelge 4.96 Kubilay 82 ve Selguk 99 gesitlerinde 100’er adet hipokotil, koltuk alti
meristem ve embriyo eksplantlar1 kullanarak A. tumefaciens’nin
LBA4404 Cry2A hattiyla gen aktarim sonuglari

Hipokotil Koltuk alti meristemi Embriyo
. Selksiyon . Selksiyon . Selksiyon .
Cesit Ortamdaki (BBILthSI Psc;zﬂl: Ortamdaki gllijlj ggzlglf Ortamdaki g:j:ksl ggziglf
Bitki Sayisi Y Bitki Sayist Y Bitki Sayisi Y
Kubtlay 29 12 28 18 45 23
Selcuk 20 9 26 8 37 11
99
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310 bp

Sekil 4.64 Cry2A ve GUS geni igeren A. tumefaciens’nin hattuyla yapilmis gen aktarim
calismasinda (1) Kubilay 82 ¢esidinin hipokotil pozitif (2) hipokotil negatif (3)
koltuk alt1 meristemden pozitif (4) embriyo eksplantindan pozitif se¢ilmis 6rnek
bitkilerin GUS genin varligin teyit eden PCR sonuglari

4.9.4 GNA Lektin genlerinin A. tumefaciens araciligiyla aktarimi

Tiim eksplantlar 72 saat ko-kiiltivasyona alinmistir. Daha sonra eksplantlar1 Cizelge
4.97°de belirtilmis gibi seleksiyon amaciyla kullanilmig 50 pg/ml kanamisin ve 500
ug/ml bakteriostatik Duocid igeren ortmina alinmistir. Elde edilen sonuglara gore
Kubilay 82 ¢esidinde her 3 eksplant (embriyo, hipokotil ve koltuk alti meristem)’tan
50 pg/ml kanamisine daynikli bitki sayist 31 - 32 arasinda degismistir. Benzer sekilde
Selguk 99 ¢esidinde her 3 eksplant (embriyo, hipokotil ve koltuk alti meristem)dan 250
ng/mlkanmisine daynikli bitki sayisi 26 - 34 arasinda degismistir. Transgenik olamayan
bitkilerde albinism goriilmiistiir. Calisma esnasinda npt 1l primerlerin bulunmadigi igin

sonuglarin pcr analizi ile teyit edilememistir.

Cizelge 4.97 Kubilay 82 ve Selguk 99 gesitlerinde 100’er adet hipokotil, koltuk alti
meristem ve embriyo eksplantlar1 kullanarak A. tumefaciens’nin GNA
hattiyla gen aktarim sonuglari

Hipokotil Koltuk alti meristemi Embriyo
Cesit Selksiyon Ortamdaki bitki Selksiyon Ortamdaki Selksiyon Ortamdaki
Sayisi Bitki Sayisi Bitki Sayisi
Kubilay 82 31 32 32
Selcuk 99 26 31 34
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4.9.5 A. tumefaciens’in C58C1 pGreen AopR1 CrylAC bar bakteri hatlari ile gen
aktarimm

Tim eksplantlar 72 saat ko-kiiltivasyona alinmistir. Daha sonra eksplantlari ¢izelge
4.98°de belirtilmis gibi seleksiyon amaciyla kullanilmig 1.5 pg/ml fosfinotricin ve 500
ug/ml bakteriostatik Duocid igeren ortmina alinmistir. Elde edilen sonuglara gore
Kubilay 82 ¢esidinde her 3 eksplant (embriyo, hipokotil ve koltuk alti meristem)’tan
elde edilen kanmisine daynikli bitki sayis1 39 - 42 arasinda ve gus pozitif agisindan
bitki sayis1 20 - 28 arasinda degismistir. Benzer sekilde Selguk 99 ¢esidinde her 3
eksplant (embriyo, hipokotil ve koltuk alti meristem)’tan kanmisine daynikli bitki sayisi
27 - 38 adet arasinda ve gus pozitif agisindan bitki sayist 11-13 adet arasinda
degismistir. Transgenik aday1 fig bitkisinin Selguk 99 ve Kubilay 82 ¢esidinin yukarida
belirtilmis eksplantlardan gelisen bitkilerinin PCR analizi ile teyiti edilmistir. 693 kb
crylAc geni amplifiye edilmis olup, bitkilerin transgenik oldugunu teyit edilmistir. Elde
edilen bitkileri saksilarda biiytiilmiis olup, Ty bitkilerin tohum elde edilmistir (Sekil
4.65, sekil 4.67).

Cizelge 4.98 Kubilay 82 ve Selguk 99 cesitlerinde 100’er adet hipokotil, koltuk alti
meristem ve embriyo eksplantlari kullanarak A .tumefaciens’nin C58C1
pGreen AopR1 CrylAc bar hattiyla gen aktarim sonuglari

Cesit Hipokotil Koltuk alti meristemi Embriyo
Seleksiyon GUS Pozitif | Seleksiyon GUS Pozitif | Seleksiyon | GUS Pozitif
Ortamdaki Bitki Sayis1 | Ortamdaki Bitki | Bitki Sayis1 | Ortamdaki | Bitki Sayis
Bitki Sayisi Sayist Bitki Sayisi

Kubtlay 39 20 32 18 42 28

Selcuk 27 13 36 9 38 11

99
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Sekil 4.65 Kubilay 82 ¢esidinde yapraklarinda pGreen AopR1 CrylAc bar geni igeren
A. tumefaciens’nin hattuyla yapilmis gen aktarim ¢alismasinda (1) Kubilay
82 c¢esidinin hipokotil pozitif (2) hipokotil negatif (3) koltuk alti
meristemden pozitif (4) embriyo eksplantindan pozitif ve (5) Selguk 99
¢esidinin hipokotil pozitif (6) koltuk alt1 meristem pozitif olarak se¢ilmis
ornek bitkilerin Cry 1Ac genin varligin teyit eden PCR sonuglari

4.9.6 A. tumefaciens’in C58C1 pGreen 35S CrylAc bar bakteri hatlan ile gen
aktarim

Tim eksplantlar 72 saat ko-kultivasyona alinmistir. Daha sonra eksplantlari gizelge
4.99’ de belirtilmis gibi seleksiyon amaciyla kullanilmig 1.5 pg/ml fosfinotricin ve 500
ug/ml bakteriostatik duocid igeren ortmina alinmistir. Elde edilen sonuglara gore
Kubilay 82 ¢esidinde her 3 eksplant(embriyo, hipokotil ve koltuk alti meristem)’dan
kanmisine daynikli bitki sayis1 36 - 47 arasinda ve gus pozitif agisindan bitki sayisi
14-29 arasinda degismistir. Benzer sekilde Selguk 99 ¢esidinde her 3 eksplant (embriyo,
hipokotil ve koltuk alti meristem)’tan kanmisine daynikli bitki sayis1 20 - 42 adet
arasinda ve gus pozitif agisindan bitki sayis1 9 - 12 adet arasinda degismistir. Transgenik
aday1 Selguk 99 ve Kubilay 82 ¢esitlerine 693 kb crylAc geni amplifiye edilmis olup,
bitkilerin transgenik oldugunu teyit edilmistir (Sekil 4.66, Sekil 4.68). Elde edilen
bitkileri saksilarda biiytiilmiis olup T; bitkilerden tohum elde edilmistir.
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Cizelge 4.99 Kubilay 82 ve Selguk 99 ¢esitlerinde 100er adet hipokotil, koltuk alti
meristem ve embriyo eksplantlar1 kullanarak A. tumefaciens’nin C58C1

pGreen 35S CrylAc bar hattiyla gen aktarim sonuglari

Cesit Hipokaotil Koltuk alt1 meristemi Embriyo
Selksiyon GUS Pozitif | Selksiyon GUS  Pozitif | Selksiyon GUS Pozitif
Ortamdaki Bitki Sayist | Ortamdaki | Bitki Sayis1 | Ortamdaki Bitki Sayist
Bitki Sayisi BitkiSayis1 Bitki Sayisi

Kubilay 36 14 30 20 47 29

Selguk 20 9 30 12 42 12

99

M1 2345

Sekil 4.66 Kubilay 82 ¢esidinde pGreen 35S CrylAc bar igeren A. tumefaciens’nin
hattiyla yapilmis gen aktarim c¢alismasinda (1) Kubilay 82 ¢esidinin
hipokotil pozitif (2) koltuk altt meristem pozitif (3) embryo pozitif ve (4)
Selcuk 99 ¢esidine ait hipokotil pozitif ve (5) Selguk 99 ¢esidinin hipokotil
negatif olarak secilmis 6rnek bitkilerin CrylAc genin varligin teyit eden
PCR sonuglari ve elde edilen aday transgenik bitkilein histokimyasal GUS
geninin ekspresyonu

Sekil 4.67  In vitro kosullarda sirasiyla Agrobacterium tumefaciens’nin: a. GV2260
GUSINT b. AopR1 CrylAc bar c. Cry2A  d. GNA e. pGreen 35S
CrylAc bar ve f. pGreen AopR1 CrylAc bar hatlariyla muamele edilmis
Kubilay 82 ¢esidine ait elde edilen baklalarin sematik goriintiileri
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Sekil 4.68 In vitro kosullarda sirasiyla Agrobacterium tumefaciens’nin: a. GVV2260
GUSINT b. AopR1 CrylAc bar c. Cry2A  d. GNA lektin e. pGreen
35S CrylAc bar f. pGreen AopR1 CrylAc bar hatlartyla muamele edilmis
Kubilay 82 g¢esidine ait elde edilen transgenik tohumlarin sematik
goriintiileri

410 Kubilay 82 ve Selcuk 99 Cesitlerine Ait CrylAc Genini Tasiyan Bireysel
Transgenik Bitkilerde Spodoptera littoralis bocegi ve Glufosinat ammonium
herbisti ile Biyoassey Calismalari

Yaygin fig Spodoptera bocegi larvalari, her 3-4 yaprak bulundugu bir petride 2 adet
olmak tizere yapraklar iizerine birakilmis olup, beslenme imkanlari saglanmistir.
Kubilay ¢esitlerde bocek biyoassey calismalardan elde edilen sonuglara ait gorseller
Sekil 4.72 verilmistir. Sekiller incelendiginde transgenik olmayan kontrol bitki
yapraklariyla beslenen S. littoralis larva ve erginlerinin 6lmedigi ve devamli olarak
beslenmeye devam ettikleri gdzlenmistir. Ote yandan, transgenik bitkilerin yapraklariyla
beslenen larvalarin 24-36 saat icerisinde oOldiikleri gozlenmistir. Bunun sonucunda
CrylAc genini tastyan transgenik bitkilerin S. littoralis larvalarini 6ldiirmede son

derece etkili oldugu gdézlenmistir.

Ikinci biyoassay calismalarinda bar geni aktarilmis ve aktarilmamis (kontrol) bireysel
bitkileri 1.5 mg/l Glufosinat ammonium (ticari isim misket 200 sl) herbisti ile sprey
edilmistir ve 72 saat sonra transgenik bitkilerin canli ve transgenik olmayan bitkilerde
kurutma ve 6liim not edilmistir. Denemeler dogal kosullarda 25+2°C sicaklikta ve 11/13

(aydmlik/karanlik) sartlarda yirttiilmiistiir (Sekil 4.73).
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Sekil 4.69 kubilay 82 ¢esidine ait bitkilerden

a. Transgenik olmayan kontrol bitki yapraklarda 6 saat sonra S. littoralis larvalarin zararlari
b. 24 saat sonra S. littoralis larvalarin zararlar

¢,d. CrylAc genini tasiyan transgenik bitki yapraklar1 ve dlmiis S. littoralis larvalar

Sekil 4.70 Kubilay 82 ¢esidinde

a. 1.5 mg/l Glufosinat ammonium (ticari isim misket 200 sl) herbisti ile sprey edilmesi
b. 72 saat sonra transgenik olmayan

c. Transgenik bitkilerin sematik gérintiileri
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5. TARTISMA

Yaygmn Fig Bitkisinin Cumhuriye 99, Karael¢i, Kubilay 82 ve Selcuk 99
Cesitlerinde Degisik Camasir Suyu Oranlar1 ve Uygulama Zamanlarinin
Cimlenmeye Etkisi

Her bitki tohumunun yiizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi farkhidir.
Dolayisiyla en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin belirlenmesi
onemlidir (Bhatti 2001). Kyte (1987)’min anlatilmig gibi bir eksplantin yiizey
sterilizasyonu i¢in en etkili ancak en diisiikk dezenfektan dozunun belirlenmesi
hedeflenmistir. Doku kiiltiirli calismalarinda, tohum yliizey sterilizasyonunda ne kadar
hidrojen peroksit, civa, glimiis nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse de ticari sodyum
hipoklorit (Camasir suyu) en yaygin olarak kullanilmaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996).
Bu tez kapsaminda fig bitkisinin 4 c¢esidi kullanilmistir. Tohumlarda yiizey
sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin alinacagi en diisiik dezenfektan dozu (50 adet
tohum igin) belirlenmeye c¢alisilmistir. Ayrintili bakacak olursa, Cumhuriyet 99
cesidinde %80 camasir suyu uygulanmis 15 dk zamanda %100 ¢imlenme ile en uzun
stirglin (3.44 cm) ve en uzun kokler (3.09 cm) elde edilmistir. Karaelgi ¢esidinde %100
¢amasir suyu uygulanmis 15 dk zamanda %100 ¢imlenme, en uzun siirgiin (2.35 cm) ve
kokler (3.30 cm) elde edilmistir. Kubilay 82 ¢esidinde %80 ¢amasir suyu uygulanmais,
15 dk siire ile %100 ¢imlenme elde edilmistir. Ancak, elde edilen siirgiinler ve koklerin
gelismelerinde olumsuz etki goriilmiis olup, % 40 ¢amasir suyu oraninda kullanilmig 15
dk zamanda en uzun siirgiin (3.30 cm) ve kokler (5.19 cm) elde edilmistir. Selguk 99
¢esidinde ise %80 ¢amasir suyu uygulanmis 15 dk zamninda en uzun siirgiin (1.04 cm)
ve kok (1.70 cm) olarak elde edilmistir. Her dort ¢esidinde esit miktar ve esit zaman ile
camagir suyunun uygulanmsi farkl tepki gostermistir. Elde edilen sonuglara gore ii¢
cesidinde %80 oranlarinda ¢amasir suyu ile 15 dk uygulama zaman ve bir gesidinde
%100 oraninda ¢amasir suyu ile 15 dk uygulama zaman ile sterilizasyonu saglanmistir.
Bu fakliklarin sebebi farkli gesitlerin hassasiyet seviyesinde farklilifin kaynaklanan
sebeplerden oldugu diisiiniilmektedir. Elde edilen sonuglar1 degisik arastiricilar

tarafindan camasir suyunun (Ticari Sodyum hipoklorit) yiizey sterlizasyonu i¢in en
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uygun dezenfektan oldugu, (Allan 1991); ancak, uyumlu olmayan yiiksek oranda
camsir suyunun bitki hiicrelere zarar verdigi bildirmektedir. Dolaysiyla ayni oran ve
zamanda ¢amasir suyu uygulama gesit 6zelligine bagh olarak tohumlarin hiicrelerinde
farkli seviyede olumsuz sekilde etkilenerek hem c¢imlenme ylizdelerine hemde baska
cimlenme 6gelerine farkli sekilde etkilendigi diistinlilmiistiir. Elde edilen sonuglari
William ve McHughen (1986) Polanco vd (1988) , Polanco ve Ruiz (1997), Bhatti
(2001), Cogii (2002), Aasim (2010), Saglam (2010) ve Cetin (2010)’ nin sonugalara
benzerlik gostermektedir. Arastiricilar farkli oranlarda ¢amasir suyu kullanarak

sterilizasyonu saglamislardir.

Yaygin Fig Bitkisinin Cumhuriyet 99, Karaelci, Kubilay 82 Ve Selcuk 99
Cesitlerinde Yarnm Kotiledon Bogum Eksplantlarindan Degisik Oranlarda
Uygulanan BAP + NAA Konsantrasyonlarin Rejenerasyonuna Etkisi

Bu c¢alismada, her dort ¢esidinde degisik oranlarda BAP + NAA igeren MS ortamda
yarim ile tam kotiledon bogum eksplant tizerinde farkli oranlarda kallus olusumu,

stirglin olusumu ve siirgiin uzunlugu kiyaslanmaistir.

Elde edilen sonuglara gore her iki tip eksplantta siirgiin rejenerasyon ve kullanildig:
hormonlar ve onlarin konsantrasyonlarin tepkisi ile onemli sekilde farkli gelismeler
meydana geldigi izlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Cumhuriyet 99 ve Kubilay 82
cesitlerinin yarim ve tam kotiledon eksplantinda tek basina BAP kullanimi olumlu ve
BAP ile NAA birlikte kullanima sonucu belirgin sekilde olumsuz gelismeler izlenmistir.
ve tam kotiledon eksplantinda Selcuk 99 c¢esidinde ise yarim kotiledon bogum
eksplantinda tek basina BAP kullanimi olumsuz ve tam kotildeon eksplantinda BAP ile
NAA birlikte kullanim sonucu belirgin sekilde olumlu gelismeleri izlenmistir. Elde
edilen sonucglara gore, ilk belirtilmis iki g¢esidinin stabil ve Selguk 99 g¢esidinde
kararsizligin gostergesi olarak degerlendirmektedir. Stewart-Jr. (2008)’nin ¢aligmalarina
uyum saglanmaktadir. Arastirict BAP’nin hiicre boliinmesine ve siirglin gelisiminde

onemli ve pozitif rol oynamkatdir.

Ayrica, Karaelgi ¢esidinde hem yarim hemde tam kotiledon bogum eksplantlarinda

BAP ile NAA kullanildiginda siirgin olusum orani ve eksplant basina siirglin sayisi
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bakimindan olumlu gelismeleri izlenmistir. Yaygin fig bitkisinin bu ¢esidi ¢ok sert
kabuklu tohum ¢imlenmesi ve siirglin rejenerasyon agisindan inatgi bir ¢esit olarak
bilinmektedir. Dolayisiyla, yukarida belirtilmis ¢esitlere gore Karaelgi ¢esidinin yarim
ve tam kotiledon bogum eksplantlarindan rejenerasyon saglamak i¢in NAA’nin
BAP’1n bir destek¢i hormon olarak gerekli islemlerin yapmasinin ihtiya¢ oldugu ve,

BAP’in tek basina kullanilmasi yetersiz oldugu diisiinlmektedir.

Yarim kotiledon bogum eksplantta her dort ¢esidinde en fazla 19.00 adet siirgiin ile
Cumhuriyet 99 ¢esidi 1. sirada ve Selguk 99 ¢esidi 6.33 siirgiin ile en az rejenersyon
yetenegine sahip oldugu saptanmistir. Tam kotiledon bogum eksplantta her dort
cesidinde en fazla 7.66 adet siirgiin ile Cumhuriyet 99 cesidi 1. sirada ve Karaelci

¢esidi 2.33 siirgiin ile en az rejenersyon yetenegine sahip oldugu saptanmistir.

Ayrica, her 2 eksplanttan elde edilen sonuglari arasinda kiyaslama yaparken yarim
kotiledon eksplantin kullanilmasi tam kotiledon eksplantin kullanilmasindan daha
avantajli oldugu tespit edilmistir. Kotiledon bogum eksplanti ortadan kesme sonucu
siirglin rejenerasyonu i¢in yarim kotiledon bogum eksplant iizerinde tek nod
kalmaktadir. Kotiledon bogum kesmemesi sonucunda {izerinde 2 adet nod
bulunmaktadir. Her 2 nod arasinda rekabet siirgiin rejenerasyonuna olumsuz etki
yapmaktadir. Yarim kotiledon eksplanttaki tek nodu rekabetsiz siirgiin rejenerasyonuna
tesvik etmektedir. Dolaysiyla yarim kotiledon eksplantindan daha fazla miktarda siirgiin
olusmaktadir. Elde edilen sonuglart Aasim vd. (2014)’nin sonuglarina benzerlik
gostermektedir. Benzer sekilde Mathews (1987), Vigna radiata bitkisinde tam kotiledon
bogum, BAP iceren ortamda farkli hormon diizeylerinde farkli gelisme gozlemistir.
Fakhrai vd. (1989), bakla (Vicia faba) bitkisinde kotiledon bogum eksplantindan 2
ng/ml BAP ve 0.2 pg/ml NAA iceren MS ortaminda organogenesis yoluyla siirgiin
rejenerasyonu elde etmislerdir. Jackson ve Hobbs (1990), bezelye (Pisum sativum L.)
kotiledon bogumlarindan, 1 pg/ml BAP iceren MS besin ortaminda ¢ok sayida adventif
sirglin elde etmislerdir. Natali ve Cavallini (1987), bezelyede olgunlagmamis
embriyolardan gelisen kalluslardan yeni bitkiler elde etmislerdir. Bu amacla,
kotiledonlardan embriyolari izole ederek degisik konsantrasyonda BAP ve NAA igeren
besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Sancak (1999), koca figin ve Sancak vd. (2000),
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Macar figinin (Vicia pannonica) olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini
degisik oranlarda BAP ve NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire almistir ve her 2

eksplanttan yliksek ornada siirgiin rejenerasyonu elde etmistir.

Yaygin Fig Bitkisinin Cumhuriyet 99, Karaelc¢i, Kubilay 82 ve Selcuk 99 Cesidinde
Tam Kotiledon Bogum Eksplantlarin Degisik Oranlarda BAP ve NAA
Konsantrasyonlarin ile Olusan Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Khawar ve Ozcan (2002), Aasim vd. (2008), Akbulut (2003), Yadav (2010), tarafindan
in vitro kosullarda elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde IBA kullanilmistir. Fig
bitkisinde Cocii (2002)’nin yapilmis ¢alismada da koklendirmek amaciyla 2.5pg/ml
IBA kullanilmistir. Ancak, elde ettigi koklerde belirgin sekilde kararma ve odunlasma
goriilmistiir.  Farkli oranlarda uygulanan BAP ve BAP + NAA iceren MS ortamda
yarim ve tam kotiledon bogum eksplantlardan elde edilen siirgiinleri 0.75 pg/ml IBA
iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Bu tez kapsaminda, yapilan ¢alismlari ile elde
edilen sonuglara gére yarim kotiledon bogum ile yapilan rejenerasyon calismalarinda
Cumbhuriyet 99, Karaelgi, Kubilay 82 ve Selguk 99 ¢esitlerinin degisik oranlarda BAP
iceren MS ortamlar iizerinde gelisen stirgiinleri 0.75 pg/ml IBA igeren MS ortamda
koklendirirken eksplantlar tizerinde hem kok hemde koklendirme ortamda olumlu
sekilde siirgiin olusumu da gorilmistir. BAP + NAA igeren MS ortamlardan elde
ettigi strglinlerde boyle gelismeleri rastlanmamistir ve kdklenmede olumsuz etkileri
goriilmiistiir. Buna kars1 tam kotiledon eksplant1 kullanarak Cumhuriyet 99, Karaelci,
Kubilay 82 ve Selguk 99 ¢esitlerinin farkli oranlarda uygulanan BAP + NAA igeren
ortamlar iizerinde gelisen siirglinleri 0.75 pg/ml IBA iceren ortamda koklendirilmis
stirglinlerde olumlu sekilde (hem kok hemde adventif siirgiin olusumu ile) ve tek basina
BAP olarak kullanilmis ortamlarda gelisen siirgiinler {izerinde olumsuz gelismeleri ile
zaylf ve disiik oranlarda kok olusumu izlenmistir. Bunun sebebi rejenerasyon igin
kullanilmis eksplantlarinda dogal olarak bulunan hormonlarin yarim ve tam kotiledon
bogum eksplantlari iizerinde gelisen siirgiinlerde IBA muamele sonucunda farkl sekilde
etkilenmesinden kaynaklandigini diisiiniilmektedir. Daha once yapilmis ¢alismalarinda
buna yonelik her hangi yorum rastlanmamaktadir. Ancak, Aasim vd. (2010)’de bdriilce
bitkisinde IBA’ nin hem siirgiin hemde kok olusumuna olumlu etkileri rapor edilmistir.
Ancak, Bu tez kapsaminda, bu arastirmada fig bitkisinde IBA igeren MS ortamda hem

stirglin ve hemde kok olusumu ile ilgi ilk kayit olusturmaktadir. Her dort gesitte en fazla
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kok olusumu % 86.66 — 100 arasinda degismistir. Elde edilen sonuglara gére ¢alismada
kullanilmis tiim ¢esitlerinde siirgiin rejenerasyon i¢in kullanilan degisik oranlarda BAP
veya BAP + NAA kullanimin yan etkilerden dolay1 tek oran ( 0.75 pg/ml) IBA iceren
MS ortamda yarim ve tam kotiledon bogum eksplantlardan gelisen siirgiinler iizerinde

farkli oran veya sayida koklenme goriilmiistiir.

Yaygin Fig Bitkisinin Cumhuriyet 99, Karaelgi, Kubilay 82 ve Selcuk 99
Cesitlerinde BAP, SA, GAzve BAP + GA; Ile Priming Uygulanms olan Abaksialve
Adaksial Sekilde Kiiltiire Alnms Kotiledonlarinin Degisik Oranlarda BAP iceren
MS Ortam Uzerinde Bitki Rejenerasyonu

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99 c¢esidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GA;
uygulanmis olan abaksial sekilde kiiltiire alinmig kotiledonlar {izerinde Cumhuriyet 99
¢esidinde en fazla siirgiin olusum oran1 (% 53.33), eksplant basina siirligiin sayis1 (5
adet) en uzun siirgiinler (1.84 cm) GAj3 priming ile elde edilmistir. Karael¢i ¢esidinde
en fazla siirgiin olusum oran1 (%38.33) SA priming ile, eksplant basina siiriigiin sayisi
(9 adet) GA3 priming ile en uzun siirgiinler (0.91 cm) SA priming ile elde edilmistir.
Kubilay 82 ¢esidinde en fazla siirgiin olusum orani (%100), eksplant basina siirtigiin
sayist (7.33 adet) en uzun siirgiinler (2.23 cm) SA priming ile ve Selguk 99 ¢esidinde
ise en fazla siirgiin olusum oran1 (%73.33) BAP + GA; priming ile , eksplant basina
stirtiglin sayis1 (4.66 adet) SA priming ile ve en uzun siirgiinler (3.01cm) GA3 priming

ile elde edilmistir.

Buna karsi adaksial sekilde kullanilmis kotiledon eksplantlarda Cumhuriyet 99 ve
Kubilay 82 ¢esidinde BAP + GA3 muamelesiyle siirgiin olusum orani, eksplant basina
slirgiin sayisi ve siigin uzunlugunda en iyi sonuglari BAP + GA3 priming sonucunda
elde edilmistir. Karael¢i ¢esidinde ise siirgiin olusum orani ve siirgiin sayis1 bakiminda
BAP + GA; muamelesi ile en iyi sonu¢ alirken, BA+ GAj3 priming ile siirglin
uzunlugunda azalma ve yalniz BAP priming ile en uzun siirgiin elde edilmistir. Selguk
99 ¢esidinde ise siirglin olusum orani ve siiregiin sayis1 bakimindan BAP priming ile ve
stirgiin uzunlugunda GAgj ile priming sonucu siirgiin uzunlugunda artis ve geri kalan
tiim priming muamele sonucu gelisen slirglin uznlugunda azalma gorriilmiistiir. Yalcin-

Mendil et al (2004) ve Compton (1999) kavun bitkisinde kotiledon eksplantlarin
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rejenerasyon Doku kiiltiirii caligmalarinda eksplantlarin rejenerasyon yetenegi kutup
etkilerinden dolay1 ve ya eksplantlarin kiiltiire alinma sekil ile degigsmektedir. Bhatti
(2001) 10 pg/ml (10 mg/l) NAA ile 6n muamele (priming) uygulanmis eksplantlarda 4
ug/ml BAP ve 0.25 ug/ml NAA igeren MS ortaminda Emre 20 ve Kislik 21 ¢esidinde
10'ar siirgiin ile %3.33 ve 43.33 arasinda siirgiin olusumu goézlenmistir. Bu tez
kapsaminda yapilmis ¢alismalart daha oOnce yapilmig ¢alismalart ile uyum
saglamaktadir. Bu calismada da eksplantlarin rejenerasyon kapistesi, eksplantlarin
yerlesme/kiiltiire alinma sekili (abaksial/adaksial) ile degismitir. Abaksial ve adaksial
sekilde kullanilmis eksplantlar arasinda kiyaslama yapilacak olursa her bakimindan
adaksial sekilde kullanilmis eksplantlar1 abaksial sekilde kullanilmis ekspalantlardan
istiin sonuglar vermeketedir. Rejenerasyon ortamda abaksial sekilde kullanilmis
eksplantlar1 ortamlara degen yiizey adaksial sekilde kullnilan eksplantlarin ortama
degen yiizeyden az olmaktadir. Dolaysiyla, bulgularda anlatilmig sekilde abaksial
sekilde kullanilmig eksplantlarda olusan siirgiinleri zayif ve kiiglik kalmiglardir. Ancak,
adaksial sekilde kullanilmig eksplantlar tizerinde fazla, morfolojik olarak gii¢lii ve genis

yapraklar izlenmistiir.

Abaksial ve adaksial sekilde kullanilmis ekspalntlardaki siirgiin rejenerasyon ve siirgiin
uzunlugundaki fakliliginin sebebi kiitiib etkisinden dolay1 anlasilmaktadir (Ozcan
1993).

Yaygin  Fig Bitkisinin Cumhuriyet 99, Karael¢i, Kubilay82 ve Selcuk 99
Cesitlerinde BAP, SA, GA; ve BAP + GA3 Priming Ile Uygulanms Olan
Tohumlardan Bitki Rejenerasyonu

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99, Karaelgi, Kubilay82 ve Selguk 99 cesitlerin
tohumlart BAP, SA, GA3 ve BAP + GA; muamelelere maruz birakilmistir. Elde eilen

sonuglara gore her dort ¢esitte en fazla % 100 siirglin olusumu kayit edilmistir.

Cumhuriyet 99 ¢esidinin tohumlarindan SA muamelesiyle BAP igeren ortamlarda 28.15
cm uzun en fazla 2.66 adet siirgiin goriilmistiir. Yaygn fig bitkisinin Cumhuriyet 99
cesidinde BAP, SA, GA; ve BAP + GAj; uygulanmis olan tohumlardan gelisen
sirglinler 0.75 pg/ml IBA igeren MS ortamma koklendirmek amaciyla Kkiiltiire
alinmistir. SA ile priming yapilmis tohumlarin 0.5 ug/ml BAP iceren MS ortamdan
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elde edilen siirgiinlerin 0.75 pg/ml IBA igeren koklendirme ortaminda eksplant basina

7.66 adet siirgiin ve 7.02 cm uzun siirgiinler elde edilmistir.

Daha once uygulanmis ¢alismalarina gore salisilik asit (SA)’in bitkide bulunan fenolik
bilesiklerin etkiler azalatarak adventif koklenmeyi stimiile ettigi bildirilmistir. Fakat bu
bilesiklerin konsantrasyona bagl etkileri yeterince agik degildir (Prof. Dr. K.M. Khawar
ile kigisel goériismeleri - Subat 2015). Cumbhuriyet g¢esidinde ise, SA priming ile
tohumdeki fenolik bilesiklerini azaltarak siirglin ¢ogalmasina yardimci olmus olabilir
distiniilmektedir. Elde edilen sonuglar1 Ray (1986), Raskin (1995), James et al. (1998),
Ferrarese, et al. (1996)’'nin rapor edilmis sonuglarina uyum saglanmaktadir.
Aragstiricilar, SA fenolik bilesiklerin etkilerin azalmasinda olumlu etkileri oldugunu

rapor etmislerdir.

Buna kars1 Karaelgi ¢esidinin tohumlarinda GAz muamelesiyle %100 siirgiin olusum
ile 2.12 cm uzun en fazla 11.33 adet siirgiin elde edilmistir. Ancak, elde edilen eksplant
basina en fazla siirgiin BAP + GA; ile yapilmis priming ile elde edilmistir. Siirgiinler
0.75 pg/ml IBA iceren ortamda koklendirilmistir. koklendirme sonucunda %86.66 kok
olusum , eksplant basina 4.58 adet kok elde edilmistir. Bu ¢esitte BAP ve GAg3 her ikisi

beraber oldugu zaman siirgilin ve kok uzunlugunda olumsuz etkileri goriilmiistiir.

Ancak, Kubilay 82 ve Sel¢uk ¢esitlerinin tohumlarindan BAP + GA3; muamelesiyle
BAP igeren ortamlarda sirasiyla 6.96 cm ve 7.71 cm uzun en fazla 7.10 ve 13.66 adet
stirgiin elde edilmistir. Kubilay 82 ¢esidinin BAP ile yapilmis olan tohumlarin priming
sonucunda 1.00 pg/ml BAP igeren ortmada gelisen siirglinleri 0.75 pg/ml IBA igeren
ortamda koklendirme sonucunda %100.00 kok olusumu ile 4.00 adet kok ile 8.16 cm
uzun kokler ve 7.75 cm uzun siirgiinler elde edilmistir. Buna kars1, Selguk 99 ¢esidinin
BAP + GA; ile yapilmis olan tohumlarin priming sonucunda 0.75 pg/ml BAP igeren
ortmada gelisen siirgiinleri 0.75 pg/ml IBA iceren ortamda kdklendirme sonucunda
%100.00 kok olusumu, 6.33 adet kok, 11.66 cm uzunlugunda kok, eksplant basina
4.08 adet siirgiin ve 11.32 cm siirgiin uzunlugu elde edilmistir. Sonuglar daha 6nce
yapilmis ¢alismlara uyum saglanmaktadir. Yapilmis Stewart-Jr. (2008)’nin rapor

edildigi ¢alismalarina gore sitokininlerin in vitro kosullarinda hiicre boliinmesine ve
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stirglin gelisimesine ve GAj’ise hiicre boliinmesine hizlandirma ve uzamasina (Besnard-

Wibaut vd. 1981) sebep olmaktadir.

Yaygin fig bitkisinin Cumhuriyet 99, Karaelgi, Kubilay 82 ve Selcuk 99
Cesitlerinde Olgunlasmamis Embriyo Eksplantlarin Degisik Oranlarda Uygulanan
BAP + NAA Konsantrasyonlarin Etkisi fle Siirgiin Rejenerasyonu

Her dort gesitten elde edilen sonuglara gére normal kosullarda koklendirilmis siirglinler
tizerinde adventif veya yan siirgiin olusumu beklenmez durumdur. Ancak, bu
koklendirme g¢aligmasinda her dort ¢esidinde ortamlarin yan etkisi yliziinden sonradan
gelisen slirglin ve kok olusum disinda tiim faktorler tizerinde belirgin sekilde yan etkisi
yansitilmistir. Cumhuriyet 99 ve Kubilay 82 ¢esidinde 1.00 pg/ml BAP + 0.05 pg/ml
NAA ve 0.75 pg/ml BAP + 0.025 pg/ml NAA iceren ortamda rejenerasyon olmus
stirglinlerin koklendrime ortamda (0.75 pg/ml IBA igeren MS ortam1) %100 siirgiin
olusumu ve sirastyla %80.00 ile 86.66 kok olusumu izlenmistir. Karaelgi ve Selguk 99
¢esidinde ise 0.25 pg/ml BAP + pg/ml 0.025 NAA ve 0.25 pg/ml BAP + 0.100 NAA
iceren ortamda rejenerasyon olmus siirgiinlerin koklendrime ortamda (0.75 pg/ml IBA
iceren MS ortami) %100 siirglin ve %86.66 kok olusumu gozlenmistir. Her ¢esidinin
rejenerasyon yetenegine bagl koklendirmek i¢in alinmus siirgilin eksplant tizerinde 2.0 —
5.99 cm uzanan siirgiin basma 8.66 — 13.33 adet adventif siirgiin elde edilmistir. Her
dort gesit arasinda degerlendirme yapilirsa Cumhuriyet 99 ¢esidi en stiin 6zelliklere
sahip olmustur. Daha 6nce Aasim vd. (2010) biiriilce bitkisinde IBA igeren MS ortamda

koklendirilmis bitkilerde yan siiriiglin olusumunu rapor edilmistir.

Kokleneme acisindan her dort gesit arasinda kiyaslandirma yapilirsa hemen hemen
benzer sonuglar (>80% koklenme) elde edilmistir. Ancak, olusan koklerin sayis1 4.66 -
7.66 adet ve onlarin uzunluk 1.06 ve 2.02 arasinda degismistir. Her dort ¢esit arasinda
kiyaslanma yapilirsa Karaelgi ve Kubilay 82 cesitleri en fazla (sirasiyla 7.66 ve 7.33
adet ) kok tiretilms olup, iistiin 6zelliklere sahip olmus ve Cumhurieyet ¢esidinde en az
kok sayist (4.66 adet) izlenmistir. Ancak, fig bitkisinde bdyle gdzlem ilk kez rapor
edilmektedir. Benzer sekilde, Natali ve Cavallini (1987), Gelisen siirgiinler, 2.0 pg/ml
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IBA igeren besin ortaminda koklendirilmistir. Rejenerasyon kabiliyeti ile genotip

arasinda dnemli bir iliski oldugu gortilmustiir.

Daha 6nce Gamage, ve Nakanishi (2000)nin elma (Malus communis) bitkisinde ve
Bhattacharyya vd. (2014) Dendrobium nobile vb calismalarinda farkli hormonlarin
slirglin rejenerasyonuna Veya Olusumuna yan etki yaptigi bilinmektedir. Ancak, bu
calismada ilk kez siirgiin rejenerasyonda kullnilmis hormonlarin kéklenmede de yan

etki yaptig1 ortaya konulmaktadir.

Gen akatarim

Yasam siirece yaygm fig bitkisi yesilken Orthoptera, Thysanoptera, Hemiptera,
Coleoptera, lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, yaprak, ¢igek, govde, bakla ve polenlere
ile Bruchus spp’den zarar gormektedir zarar vermektedirler (Nuessly vd. 2004).
Tiirkiye’de bugiine kadar, yaygin fig bitkisinde bitki doku kiiltiirii olarak basar1 oran
oldukga diisiik olup, Agrobacterium araciligiyla transgenik bitki elde edilememistir. Bu
tez kapsaminda fig bitkisinin Cumhuriiyet 99, Karaelgi, Kubilay 82 ve Selguk 99
cesitlerine Agrobacterium araciligiyla Lepidoptera takimina ait bdceklerine ve
herbisitlere karsi gen aktararak, dayanikli bitkiler elde edilmeye g¢alisilmistir. Gen
aktarim caligmalarinda ~ hipokotil, koltuk alti meristemi ve embriyo eksplantlari
kullanilmisgtir. A. tumefaciens’nin EHA105::p35 GUS INT, LBA4404 pRGGbar, A136
NC, A281::p35 GUS INT, ve A. rhizogenes’nin 15834 hatlartyla her hangi transgenik
bitki elde edilememistir. Ancak, hipokotil, koltuk altt meristemi ve embriyo
eksplantlart ile A. tumefaciens’nin GV2260 GUS INT, LBA4404 pTF101 AopR1
CrylAc bar, LBA4404 Cry2A, GNA, C58C1 pGreen AopR1 CrylAc bar ve C58C1
pGreen 35S CrylAc bar hatlartyla  seleksiyon ortamda farkli oranda gelisen
bitkilerden PCR pozitif sonug elde edilmis olup, T, ve T; generasyonuna kadar bitki
ve tohum elde edilmistir. Elde edilen sonuglar1 daha 6nce Bhatti (2001), Cogii (2002),
Saglam (2010), Aasim (2010), Ahmet (2014)’nin mercimek, korunga, fasulye, boriilce,
pamuk ve patatesde elde ettigi sonuglar1 onaylamaktdir. Elde edilen sonuglar1 Damiani
vd. (1989)’nin Medicago sativa 'dan transgenik ve M. arborea, Lotus corniculatus, L.

tenuis, Onobrychis viciifolia tiirlerinden transgenik bitki eldememislerdir. . Benzer
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sekilde Pounti-Kaerlas vd. (1990)’da bezelye bitkisine sap ve epikotil eksplantlari
kullanarak A. tumefaciens araciligiyla NPTII, HPT-II genler aktararak kanamisin ve

higromsin antibiyotigine dayanikli transgenik bitkiler elde etmislerdir.
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. SONUCLAR VE ONERILER

. Doku Kkiiltiirii ¢aligmalarinda sterilizasyon ¢imlenmeyi dogrudan etkilemekte ve
olduk¢a Onemli olmaktadir. Ticari ¢amasir suyu (<%5 NaOCI) sterilizasyonda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda Cumhuriyet 99, Karaelgi,
Kubilay 82 ve Selcuk 99 c¢esitlerinde i¢in %80 ¢amasirsuyu 15 dk siire ile

sterilizasyon saglanmustir.

. Tum  silirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan hipokotil, epikotil, kotledon bogum,
olgunlagmamis embriyo, adaksial ve abaksia eksplantlar kullanilmistir ve her dort

cesidin tiim eksplantlardan rejenerasyon saglanmistir.

. Tez kapsaminda her dort ¢esidin abaksial ve adaksial sekilde kotiledon
eksplantlarindan da rejenerasyon elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
eksplantlarda kutub etkisi bulunmustur ve adaksial sekilde kullanilmis kotiledon

eksplantlardan daha fazla siirgiin rejenerasyon elde edilmistir.

. Yukarida belirtilmis gibi tiim eksplantlardan yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu
elde edilmistir. Hipokotil, koltuk alti meristemi ve embriyo eksplantlart degisik
plasmid igeren A. tumefaciens hatlariyla gen aktarim calismalarinda transgenik bitki

elde etmek i¢in uygun bulunmustur.

. Her dort ¢esidinde EHAL05::p35 GUS INT, LBA4404 pRGG bar, A136 NC ,
A281::p35 GUS INT ve A. Rhizogenes 15834 hatlariyla muamele edilmis her hangi
eksplant tan transgenik aday pozitif bitki elde edilememistir.

. Kubilay 82 ve Selguk 99 ¢esitlerinin hipokotil, koltuk alti meristemi ve embriyo
eksplantlar1 Agrobacterium tumefaciens’nin GV2260 GUS INT, LBA4404 pTF101
AopR1 CrylAc bar, LBA4404 Cry2A, GNA, C58C1 pGreen AopR1 CrylAc bar ve
C58C1 pGreen 35S CrylAc bar hatlariyla muamele edilmis olup kanamisin veya
fosfinotrisin igeren ortamda seleksiyon yapilmistir ve farkli oranda transgenik aday

bitkilerinde pozitif bitkiler elde edilmistir.

Elde edilen transgenik ve transgenik olmayan siirgiinler kolayca 0.75 pg/ml IBA
iceren ortamda koklendirilmistir. Koklendirilmis bitkilerin iklim odasinda veya

serada adaptasyonu saglanmistir. Sera kosullarda crylAc gen tasiyan transgenik
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aday1r bitkiler basariyla 6 aya kadar gelistirilmis ve ¢iceklenerek tohum
baglamiglardir. T, ve T; bitkilerden PCR pozitive sonug elde edilmistir.

8. Elde edilen siirgiin rejenerasyon ve gen aktarim i¢in gelistirilmis sisteminin diger

fig tlirlerde uygulanmasinin ytiksek potansiyeli bulunmaktadir.

Diger fig bitkilerine yatay yoluyla gen kagisini engellemek amaciyla elde edilen

transgenik bitkiler, sera sartlarinda kontrollii ortamda alistirilmastir.

Elde edilen bitkilerinden T; generasyonuna kadar tohum elde edilmistir ve PCR analizi
ile sonuglarin teyid edilmesi aktarilan genlerin etkili sekilde bitki genomuna
aktardigimmigostermektedir. Transgenik To ve Tj, generasyonuna ait bitkilerinden
yaprak ornekleri S. littoralis bocek larvalarina karsi direng gostermislerdir. Ayrica,

bitkilerde glufosinat (fosfonitrisin)’e kars1 diren¢ de izlenmistir.

173



KAYNAKLAR

Aasim M, Khawar KM , Ozcan S. 2013. Production of herbicide-resistant cowpea
(Vigna unguiculata L.) transformed with the bar gene. Turk J Biol. 37: 472-
478.

Aasim, M. 2010. Boriilce (Vigna unguiculata L.)’de doku kiiltiirii ve gen aktarim
calismalari. Doktora tezi. Ankara tiiniversitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1, Ankara.

Aasim, M., Khawar, K.M. and Ozcan, S. 2008. In vitro Micro Propagation From Shoot
Meristems Of Turkish Cowpea ( Vigna unguiculata L.) Cultivar Akkiz.
Bangladesh Journal of Botany, 37, 149-154.

Agdag, F. 2003. Korunga (Onobrychis sativa L.)'da Agrobacterium tumefaciens
Araciligiyla Gen Aktarimi. Yiiksek Lisans Tezi (Basilmamis), Ankara
Universitesi, Ankara.

Ahlgren, G.h. 1956. Forage Crops. McGrow-Hill Book Company. Inc., New York.

Ahmet. H . 2014. Yaralanmayla Aktif OLAN AoPR1 promotorunun Kontrolii Altindaki
Cry Genlerinin Protein Uretimlerinin Patateste Sinirlandirilmasi. Doktora Tezi.

Ankara Universitesi, Fenbilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri Anabilim Dali,
Ankara.

Akbulut, M. 2003. Optimization of regeneration and transformation conditions for
chickpea (Cicer arietinum L.). Doktora tezi (Basilmamis), Middle East
Technical Universityi, 138p, Ankara.

Akcay, U. C., Mahmoudian, M., Kamci, H., Yucel, M. and Oktem H. A. 2009.
Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation of a recalcitrant
grain legume, lentil (Lens culinaris Medik) plant cell reports, 28, 407-417.

Akylldiz R (1969) Yemler bilgisi. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Yayinlar1:380,Ders Kitab1:136,120-121.

Albrecht, C., and Kohlenbach, H. W. 1989. Induction of somatic embryogenesis in leaf-
derived callus of Vicia narbonensis L., Plant Cell Rep., 8: 267-2609.

Allan, A. 1991. Plant cell culture in: "Plant Cell and Tissue Culture". Stafford, A. and
Warren, G. (eds.), Open University Press, UK.

Anonim 2015a Web sitesi._http://elmali.antalya-
tarim.gov.tr/index_tr.asp?mn=22&bn=0&in=69 Erigim tarihi 01.05.2015.

Anonim 2015b. Web sitesi. http://www.frmtr.com/tarim-ve-hayvancilik/3733266-adi-
yerli-fig.html. Erisim tarihi 1.05.2015.

Anonim 2015c. Web sitesi http://www.mbari.org/phyto-
genome/pdfs/CTAB%20DNA%20Extract_GenomeSeq%20quality.pdf Erisim
tarihi 01.05.2015.

174


http://www.frmtr.com/tarim-ve-hayvancilik/3733266-adi-yerli-fi
http://www.frmtr.com/tarim-ve-hayvancilik/3733266-adi-yerli-fi
http://www.mbari.org/phyto-genome/pdfs/CTAB%20DNA%20Extract_GenomeSeq%20quality.pdf
http://www.mbari.org/phyto-genome/pdfs/CTAB%20DNA%20Extract_GenomeSeq%20quality.pdf

Anonim 2015d. Web sitesi.
http://kirikkale.tarim.gov.tr/bahsili/Belgeler/SolMenu/sebze%20zararl%C4%B
1lar%C4%B1/Baklagil%20Tohum%20B%C3%B6ce%C4%9Fif.pdf Erisim
tarihi 1.05.2015.

Anonim. 1999. Seed Science and Technology rules.International rules for seed testing.
Vol. 27 supp. Rules 1999. International Seed Testing Association (ISTA)
Zurich. Switzerland.

Ar1, 2001. Dogrudan Gen Aktarim Teknikleri. Ozcan S.,Giirel E., Babaoglu M. (eds),
Bitki Biyoteknolojisi II, Genetik Miihendisligi ve Uygulamalari, Selguk
Universitesi Basimevi, s. 160-169, Konya

Avcioglu, R., Y.T. Kavut, H. Okkaoglu, 2009, Yembitkileri, Baklagil Yembitkileri,
Bolim 13.1.4., Koca Fig (Vicia narbonensis L.) - TC Tarim ve Koyisleri
Bakanligi, TUGEM, Cilt2, s:421-425.

Bakhsh A, Rao AQ, Shahid AA, Husnain T, Riazuddin S. 2009. Insect resistance and
risk assessment studies in advanced lines of Bt cotton harboring Cryl Ac and
Cry2A genes. American-Eurasian J. Agric. / Environ. Sci., &:1-11.

Barik, D.P., Mohapatra, U. and Chand, P.K. 2005. Transgenic grasspea (Lathyrus
sativus L.): factors influencing Agrobacterium-mediated transformation and
regeneration, Plant cell report, 24:523-531.

Barna, K. S. and Wakhlu, A.K. 1994. Whole plant rejeneration of Cicer arietinum from
callus cultures via organogenezis. Plant Cell Rep., 13:510-513.

Barros LMG, Gama MICS, Goncalves CHRde P, Barreto CC, Santana EF, Carneiro VT
de C. 1997. Bean tissue culture with a view to introducing foreign genes.

Bean , S.J., Gooding, P.S., Mullineaux, P.M., and Davis, D.R., 1997. A simple system
for pea transformation. Plant Cell Rep. 16: 513-519.

Belide S, Hac L, Singh SP, Green AGand Wood CC. 2011. Agrobacterium-
mediated transformation of safflower and the efficient recovery of transgenic
plants via grafting. Plant Methods 7:12 do0i:10.1186/1746-4811-7-12

Ben-Dov E, Zaritsky A, Dahan E, Ze’ev B, Smai R, Manasherob R, Khamraev A,
Troitskaya E, Dubitsky A, Berezina N, Margalith Y. 1997. Microbiology
Extended Screening by PCR for Seven Cry-Group Genes from Field-Collected
Strains of Bacillus thuringiensis Applied And Environmental Microbiology.
63: 4883-4890.

Besnard-Wibaut C 1981. Effectiveness of gibberellins and 6-benzy- ladenine on
flowering of Arabidopsis thaliana. Physiol Plant 53 : 205-212

Bevan, M., Flavel, R.B. and Chilton, M.D. 1983. Achimeric antibiotic resistance gene
as a selectable marker for plant cell transformation. Nature, 304;185-187.

Bhattacharyya P, Kumaria S 2014. Molecular characterization of Dendrobium nobile
Lindl., an endangered medicinal orchid, based on randomly amplified

175



polymorphic DNA. Plant Systemat Evol, 08 May 2014, DOI
10.1007/s00606-014-1065-1.

Bhatti, K.M.K. 2001. Mercimek (Lens culinaris Medik)' te doku kiiltiirii ¢alismalar1 ve
Agrobacterium  tumefaciens araciligyla gen aktarimi. Doktora tezi
(Basilmamis), Ankara Universitesi, 147p, Ankara.Biotechnology, 8, 85-
90.Bitkilerinin Elde Edilmesi, (Doktora Tezi), Ankara Universitesi

Brar, M.S., Al-Khayri, J.M., Morelock T.E. and Anderson, E.J. 1999. Genotypic
response of cowpea Vigna unguiculata (L.) to in vitro regeneration from
cotyledon explants. In vitro Cellular and Developmental Biology, 35, 8-12.

Caballero REL, Goicoechea and Hernaiz PJ.1995. Forage yields and quality of common
vetch and oat sown at varying seeding ratios and seeding rates of vetch. Field
Crops Research, 41: 135- 140.

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. Theor App Gen, 111:7
1432-2242.

Cheng, X., Sardana, R., Kaplan, H. and Altosaar, 1. 1998. Agrobacterium-transformed
rice plants expressing synthetic crylA(b) and crylA(c) genes are highly toxic to
striped stem borer and yellow stem borer. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 95, 2767-2772.

Cho, H.J. and Widholm, J.M. 2002. Agrobacterium tumefaciens- mediated
transformation of the legume Astragalus sinicus using kanamycin resistance
selection and grenn fluorescent protein exspression. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture 69: 251-258.

Cho, H.J., Widholm, J.M., Tanaka, N., Nakaniski, Y. and Murooka, Y. 1998.
Agrobacterium rhizogenes-mediated transformation and regeneration of the
legume Astragalus sinicus (Chinese milkvetch). Plant Sci. 138: 53-65

Christov, N. K., Imaishi, H. and Ohkawa, H. 1999. Green-tissue-specific expression of a
reconstructed crylC gebe encoding the active fragment of Bacillus
thuringiensis 8-endotoxin in haploid tobacco plants conferring resistance to
Spodoptera litura. Biosci. Biotechnol. Biochem., 63(8): 1433-1444.

Crispeels, M.J. 1997. Transfer of bruchid resistance from the common bean to other
strachy grain legumes by genetic engineering with the alfa-amylase inhibitor
gene, In: Carozzi N., Koziel M. (Eds.), Advances in Insect Control: The Role
of Transgenic Plants. Tylor & Francis, Bristol, 139-156.

Cetin, G. 2010. Bakla (Vicia faba L.) Bitkisinde Doku Kiiltiirii Calismalar: , (Yiiksek
lisans Tezi), Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Cocti, S. 2002. Baz1 fig (Vicia sativa L) ¢esitlerinde doku kiiltiirii yontemleriyle bitki
g Yy y
cogaltimi, (Yiiksek lisans Tezi), Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Ankara.

176



Cogii, S. 2008. Boceklere Dayanikli Transgenik Korunga (Onobrychis sativa Lam.)
Doktora tezi. Ankara iiniversitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla  Bitkileri
Anabilim Dali, Ankara.

Cocii, S., Uranbey, S. ve Sancak, C. 2003. Bazi1 yaygin fig (Vicia sativa L.) ¢gesitlerinde
olgunlasmamus embriyo eksplantlarndan adventif siirgin rejenerasyonu.
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim Bilimleri Dergisi 9 (4): 445-449.

Damiani, F., Pupilli. F., Pezzotti, M. and Arcioni, S. 1995. Agrobacterium mediated
transformation in legumes. Proceedings of the XVI International Grassland
Congress, 1989. 425-426.

Dang, W. and Wei, Z. 2007. An optimized Agrobacterium-mediated transformation for
soybean for expression of binary insect resistance genes. Plant Science 173:
381-389.

Dattla, K., Vasguez, A., Torizzo, L., Alam, M.F., Oliva, N., Abrigo, E., Khush, G.S.
and Datta S.K. 1998. Constitutive and tissue-specific differential expression of
the crylA(b) gene in transgenic rice plants conferring resistance to rice insect
pest. Theor Appl Genet, 97:20-30.

De Maagd, R.A., Weemen-Hendriks, M., Stiekema, W. and Bosch, D. 2000. Bacillus
thuringiensis delta-endotoxin cryl C domain Il can function as a specifity
determinant f or Spodoptera exigua in different, but not all, cryl-crylc hybrids.
Applied and Environmental. Microbiology, 66, 1559-1563.

Desgagnes, R., Laberge, S., Allard, G., Khoudi, H., Castonguay, Y., Lapointe, J.,
Michaud, R. and Vezina, L.P. 1995. Genetic transformation of commercial
breeding lines of alfalfa ( Medicago sativa ). Plant Cell, Tissue and Organ
Culture. 42: 129-140.

Dillen W, Clerca J de, Goossens A, Zambre M, Montagu M van, Angenon G, Ge Clercq
J, Van Montagu M. 1997. Exploiting the presence of regeneration capacity in
the Phaseolus gene pool for Agrobacterium mediated gene transfer to the
Commen bean . Eleventh forum for applied biotechnology. 62 (4a): 1397-1402

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.

Elgi S 2005. Baklagil ve Bugdaygil Yembitkileri. T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanlig:.
Ankara. ISBN 975-407-189-6.

Enneking D. 1994. The toxicity of Vicia species and their utilisation as grains legumes
Dept. of Plant Science. The University of Adelaide Digital Library (Australia).

Erdogan Y., Cocii S., Parmaksiz I., Sancak C. ve Arslan, O. 2004. Baz1 Burgak (Vicia
Ervilia (L.) Wild.) Kotiledkon Bogum Eksplantlarindan Adventif Siirgiin

Rejenerasyonu. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim Bilimleri Dergisi,
10 (2) 206-210.

Erdogan, Y., Cocii, S., Parmaksiz, 1., Sancak, C ve Arslan, O. 2005. Burcak (Vicia
ervilia (L.) Wild.) Bitkisinin Olgunlasmamis Embriyo Eksplantlarindan
Adventif Siirgiin Rejenerasyonu ve Hizli Cogaltim. Ankara Universitesi Ziraat
Fak. Tarim Bilimleri Dergisi Dergisi ,11 (1), 60-64.

177


http://en.scientificcommons.org/repository/the_university_of_adelaide_digital_library

Eskin NAM, Johnsons S, Vaisey-Genser M, McDonald BE. 1980. A study of
oligosaccharides in a select group of legumes .Can Ins Food Sci Tech J.
13:40-42.

Estrada-Navarrete, G., Alvarado-Affantranger, X., Olivares, J. E., Diaz-Camino, C.,
Santana, O., Murillo, E., Guillen, 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. Mol Plant
Microbe Interact,19 (12):1385-93.

Facchini, P.J. 2008. Genetic transformation via somatic embryogenesis to establish
herbicide-resistant opium poppy, Plant Cell Reports , pp 719-727.

Fakhrai H., Fakhrai H. and Evans P.K. 1989: In vitro culture and plant regeneration in
Vicia faba subsp. Journal Exp. Bot. 40: 813-817.

Ferrarese, 1., Moretto, P., Trainotti, L., Rascio N., and Casadoro, G. 1996. Cellulase
involvement in the abscission of peach and pepper leaves is affected by
salicylic acid, Journal of Experimental Botany, 47, 251, Copyright Oxford
University Press.

Fontana, G., Santini L., Caretto S., Frugis, G. and Mariotti, D. 1993. Genetic
transformation in the grain legume Cicer arietinum L. (chickpea). Plant cell
report, 12:194-198.

Fraley, R., Schell, eds. J. 1991. Plant Biotechnology, Current Opinion in Biotech, 2,
145-210.

Franklin CI, Trieu TN, Cassidy BG, Dixon RA, Nelson RS .1993. Genetic
transformation of green bean callus via Agrobacterium mediated DNA transfer.
Plant Cell Reports 12 (2): 74-76

Frick, S., Chitty J. A., Kramell R., Schamid J., Allen R.S., Larkin P. and Kutchan T.M.
2004. Transformetion of opium poppy (Papaver somniferum L.) with antisense
berberine bridge enzyme gene (anti-bbe) via somatic embryogenesis result in
an altered ratio of alkaloids in latex but not in roots. Transgenic Research,
vol13(6), pp 604 — 613.

Gamage N, Nakanishi T 2000. In vitro shoot regeneration from leaf tissue of apple

(cultivar‘Orine’): high shoot proliferation using carry over effect of TDZ. Acta
Horticult 520:291-298

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.

Gatehouse, A.M.R., Davidson, G.M., Newell, C.A., Merryweather, A., Hamilton,
W.D.O., Burgess, E.P.J. Gilbert, R.J.C. and Gatehouse, J.A. 1997. Transgenic
potato plants with enhanced resistance to the tomato moth Lacanobia oleracea:
growth room trials. Mol. Breed. 3: 49-63.

Gelbic I, Adel MM, Hussein HM. 2011. Effects of nonsteroidal ecdysone agonist
RH-5992 and chitin biosynthesis inhibitor lufenuron on Spodoptera
littoralis (Boisduval, 1833). Central European Journal of Biology. 6, Issue
5, pp 861-869

178


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=7003379495
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=16595&origin=recordpage
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Ivan+Gelbic%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Hany+M.+Hussein%22
http://link.springer.com/journal/11535
http://link.springer.com/journal/11535/6/5/page/1
http://link.springer.com/journal/11535/6/5/page/1

Genga A, Allavena A, Ceriotti A, Bollini R. 1990. Toward genetic transformation of
bean by Agrobacterium tumefaciens. Acta Hort. 280: 527-536

Ghanem, S.A. 1995. In vitro embryo genesis of lentil under saline conditions. Bul.
Facul. Agric. Univ. Cairo, 46: (1); 113-125.

Glare T.R., O'Callaghan M., Bacillus thuringiensis: Biology, Ecology and Safety, s.
350, John Wiley & Sons, Ltd., UK, 2000.

Grant, J.E., Cooper, P.A., McAra, A.E. and Frew, T.J. 1995. Transformation of pea
(Pisum sativum) using immature cotyledons. Plant Cell Reports, 15, 254-258.

Haque, M. I. and Khanom, R. 1993. In vitro plant regeneration from different Eksplants
of lentil (Lens culinaris Medik). In vitro, 29A, 3 pt. 2, 74 A.

Havas I, Bisztray Gy. D, Velich 1. 2004. Attempts for the transformation of bean
(Phaseolus vulgaris) Poster No.P6-15. 5th IVHCB symposium. In vitro culture
and horticultural breeding. Biotechnology as Theory and Practice in
horticulture. Debrecen. Hungary.

Hiroshi, N. ve Zhuomeng, Y. 1993. Tissue culture of sainfoin. Proceedings of The XVII
International Grassland Congress, 1044-1045.

Hou SW & Jia JF (2004a). High frequency plant regeneration from Astragalus
melilotoides hypocotyl and stem explants via somatic embryogenesis and
organogenesis. Plant Cell Tiss Org 79: 95-100.

Hou, S.\W. and Jia, J.F. (2004b). Plant regeneration from protoplasts isolated from
embryonic calli of the forage legume Astragalus melilotoides Pall. Plant Cell
Reports.

Huffman, G.A., White, F.F., Gordon, M.P. and Nester, E.W. 1984. Hairy root inducing
plasmid physical map and homology to tumour-inducing plasmids, J. Bact.,
157:269-276.

Hussey, G., Johnson, R.D. and Warren, S. 1989. Transformation of meristematic cells in
shoot apex cultured pea shoots by Agrobacterium tumefaciens and A.
rhizogens. Protoplasma, 14, 101-105

Jackson, J.A. and Hobbs, S.L.A. 1990. Rapid multiple shoot production from
cotyledonary node explants of pea. In vitro Cellular and Developmental
Biology, 26, 835-838.

James, D.F., Foyer, C.H. and Scott, I.M. 1998. Changes in Salicylic acid and
Antioxidants during Induced Thermotolerance in Mustard Seedlings, Plant
Physiol. 118, 1455.

Jefferson, R.A. 1987. Assaying chimeric genes in plants: the GUS gene fusion system.

Kar, S., Basu, D., Das, S., Ramkrishnan, N.A., Mukherjee, P., Nayak, P. and Sen, S.K.
1997. Expression of crylA(c) gene of Bacillus thuringiensis in transgenik
chickpea plants inhibits development of pod-borer (Heliothis armigera) larvae.
Transgenik Ressearch, 6, 177-185.

179



Karakaya, A. and Ozcan, S. 2001. Susseptibility of different bean (Phaseolus vulgaris
L.) cultivars to Agrobacterium tumefaciens. Turkish Journal Biology, 25 (4),
447-452.

Kendir H, Sahin-Demirbag N, Khawar KM, Aasim M, 2008. In vitro plant
regeneration from Narbon Vetch (Vicia narbonensis L.) using cotyledonary
node explants African Journal of Biotechnology, 7 (14): 2491-2494.

Khalafalla, M.M. and Hattari, K. 1999. A combination of thidiazuron and
benzyladenine promotes multible shoot production from cotyledonary node
explants of faba bean (Vicia faba L.), Plant Growth Regulation, 27:145-148

Khawar, K. M., Sancak, C., Uranbey, S. and Ozcan, S. 2004. Effect of thidiazuron on
shoot regeneration from different explants of lentil (Lens culunaris Medik.) via
organogenesis. Turkish Journal of Botany, 28, 421-426.

Khawar, M.K. and Ozcan, S. 2002. Effect of Indole-3-Butyric Acid on in vitro Root
Development in Lentil (Lens culinaris Medik.). Turkish Journal of. Botany, 26,
109-111.

Krishnamurthy, K.V., Suhasini, K., Sagare, A.P., Meixner, M., De Kathen, A. and
Pickardt, T. 2000. Agrobacterium mediated transformation of chickpea (Cicer
arietinum L.) embryo axes. Plant Cell Reports, 19, 235-240.

Kumar, V. S. and Rajam, M.V. 2005. Polyamines enhance Agrobacterium tumefaciens
vir gene induction and T-DNA transfer. Plant science, 168: 475-480.

Kyte, L.1987. Micropropagation. Plants from test tubes, An Introduction to Micro
propagation, (Rev. ed.). Timberpress, Portland.59-78.

Leuba V, Le Tourneau D. 1990. Auxin activity of phenylacetic acid in tissue culture.
Journal of Plant Growth Regulation 9:71-76.

Lewiss ME, Bliss FA. 1994. Tumor formation and beta- glucuronidase expression in
Phaseolus vulgaris inoculated with Agrobacterium tumefaciens. Journal of the
American Society for Horticultural Science 119 (2) :361-366

Lulsdorf, M.M., Hans, R., Jennie, AJ.,, David, S.B., Shaun, L.A., Hobs.
1991.0ptimizing the production of transformed pea (Pisum sativum L.) callus
using disarmed A. tumefaciens stains. Plant Cell Rep., 9:479-483.

Malik, K.A. and Saxena P.K. 1992. Regeneration in Phaseolus vulgare L., high
frequency induction of direct shoot formation in intact seedlings by N6-
benzylaminopurine and thidiazuron. Planta, 186: 384-389.

Mao, J.Q., Zaidi, M.A., Aranson, J.T. and Altosaar, 1. 2006. In vitro regeneration of
Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. Black eye cowpea via shoot
organogenesis.Plant Cell Tissue and Organ Culture. 87, 121-125.

Mathews, H. 1987. Morphogenetic responses from in vitro cultured seedling explants of
mung bean ( Vigna radiata L. Wilezek). Plant Cell, Tiss. Org. Cult., 11:233-
240.

Maxted N, Callimassia MA, Bennett MD. 1991. Cytotagonomic Studies of Eastern
Mediterranean Vicia Species (Leguminosae). Pl. Syst. Evol. 177:221-234

180



Maxted N. 1993. A phenetic investigation of Vicia L.subgenus Vicia (Leguminosae,
Vicieae). Botanical J Linnean Soc. 111:155-182.

Mckee R .1952. The vetches. Forages. In:HD. Huges, ME Heath, DS Metcalfe(Ed), The
lowa State college press, Ames, Lowa,234-241.

Mcclean P., Held B., Simental J., Drong RF., Slightom J. 1995. Susceptibility of dry
bean ( Phaseolus vulgaris L. ) to Agrobacterium infection transformation of
cotyledonary and hypocotyl tissues. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 24
(2):131-138

Mroginski, L.A. and Kartha, K.K. 1981. Regeneration of pea (Pisum sativum L. cv.
Century) plants by in vitro culture of immature leaflets. Plant Cell Reports, 1,
64-66.

Murashige, T. and Skoog F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures, Physiol. Plant., 15: 473-497.

Mutasim, M., Khalafalla, H. A., EI-Shemy, Rahman, S. M., Masayoshi, T., Masayoshi,
T. and Masao, I. 2005. Recovery of herbicide-resistant Azuki Bean [Vigna
angularis (Wild.), Ohwi & Ohashi] plants via Agrobacterium-mediated
transformation. African Journal of Biotechnology, 4, 61-67.

Muthukumar, B., Mariamma, M. and A. Gnanam. 1995. Regeneration of plants from
primary leaves of cowpea. Plant Cell Tissue and Organ Culture. 42, 153-155.

Miintz K, Christove V, Saalbach G, Saalbach I, Waddell D, Pickardt T, Schieder O,
Wiistenhagen. 1998. Nahrung 42:125-127.

Naimov, S., Weemen-Hendriks, M., Dukiandjiev, S. and Maagd, R.A. 2001. Bacillus
thuringiensis delta-endotoxin Cryl hyrid proteins with increased activity
against the Colarado potato beetle. Appl. Environ. Microbiol. 67: 5328-5330.

Naimov, S., Zahmanova, G., Boncheva, R., Kostova, M., Minkov, ., Dukiandjiev, S.
and De Maagd, R. 2006. Expression of synthetic SN19 hybrid delta-Endotoxin
encoding gene in transgenic potato. Biotechnol. & Biotechnol Eq. 20: 38-41.

Narvaez-Vasquez J, Orozco-Cardenas ML, Ryan CA. 1992. Differential expression of
a chimeric CaMV-tomato proteinase Inhibitor | gene in leaves of transformed
nightshade, tobacco and alfalfa plants. Plant Mol Biol. 20(6):1149-57.

Natali, L. and Cavallini, A. 1987. Regeneration of pea Pisum sativum L plantlets by in
vitro culture of immature embryos.Plant Breeding, 99; 172-176.

Nirala, N.K. 2010. Expression of a rice chitinase gene enhances antifungal potential in
transgenic grapevine (Vitis vinifera L.), Vitis - Journal of Grapevine Research ,
pp. 181-187.

Nuessly G. S., Hentz M. G., Beiriger R., Scully B. T. 2004. Insects associated with faba
bean, Vicia faba (Fabales: Fabaceae), in Southern Florida. Florida
entomologist. 87(2): 204-211.

Odutayo, O.l., Akinrimisi, F.B., Ogunbosoye, I. and Oso, R.T. 2005. Multiple shoot
induction from embryo derived callus cultures of cowpea (Vigna unguiculata
(L.) Walp. African Journal of Biotechnology, 4, 1214-1216.

181


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narv%C3%A1ez-V%C3%A1squez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1463848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orozco-C%C3%A1rdenas%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1463848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ryan%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1463848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1463848
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=15021053900
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=38175&origin=recordpage

Ozcan, S., Barghchi, M., Firek, S. and Draper, J. 1992. High frequency adventitious
shoot regeneration from immature cotyledons of pea (Pisum sativum L.). Plant
Cell Reports, 11, 44-47

Ozcan, S. 1993. Tissue culture in pea and engineering a marker gene for specific
expression in target cells for plant transformation (Ph.D. Thesis), University of
Leicester, U.K.

Ozcan, S., Giirel, E. ve Babaoglu M. 2001. Agrobacterium Araciligiyla ve Dogrudan
Gen Aktarim Teknikleri. Bitki Biyoteknolojisi II, Genetik Miihendisligi ve
Uygulamalari. Selguk Universitesi Vakfi Yaymlari, 112-189, Konya.

Ozcan, S., Yildiz, M., Sancak, C. and Ozgen, M., 1996. Adventitious Shoot
Rejeneration in Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.), Tr. J. of Botany, 20,
497-501.

Ozcan, S.ve Ozgen, M. 1996. Bitki Genetik Miihendisligi. Kiikkem Dergisi, 1, 69-95.

Ozgen, M., Altinok, S., Ozcan, S. and Sevimay, C. S. 1997. In vitro Micropropagation
of Alfalfa (Medicago sativa L.) Cultivars. Turkish Journal of Botany, 21, 275-
278.

Parh, D.K., Conner, A.J., Jacobs, J.M.E. and McNeil, D.L. 1998. Shoot tip necrosis and
its alleviation during in vitro culture of Lens culinaris. SABRAO J. Br. &
Genet., 30 (2); 97-101.

Pierik, R.L.M. 1987. In vitro culture of higher plants. Martinus Nijhoff, Dordrecht, 139-
154 and 183-230.Plant Mol. Biol. Rep. 5; 387-405.

Polanco, M.C. and Ruiz, M.L. 1997. Effect of Benzylaminopurine on in vitro and in
vivo root development in Lens culinaris Medik. Plant Cell Reports, 17, 22-26.

Polanco, M.C., Pelaez, M.I. and Ruiz, M.L. 1988. Factors affecting callus and shoot
formation from in vitro cultures of Lens culinaris Medik. Plant Cell Tissue and
Organ Culture, 15, 175-182.

Polowick, P. L., Baliski, D.S. and Mahon, J.D. 2004. Agrobacterium tumafaciens
mediated transformation of chickpea (Cicer arietinum L.): gene integration,
expression and inheritance. Plant Cell Rep., 23:485-491.

Pounti-Kaerlas, J., Eriksson, T. And Engstrom, P. 1990. Production of transgenik pea
(Pisum sativum) plants by Agrobacterium mediated gene transfer. Theoretical

Raskin, 1. 1995. Salicylic Acid. Plant Hormones Physiology. Biochemistry and
Molecular Biology, 188. New York. USA.

Ray, S.D. 1986. GA, ABA, Phenol Interaction in the Control of Growth: Phenolic
Compounds as Effective Modulators of GA-ABA Interaction in Radish
Seedligs. Biologia Plantarum (PRAHA) 28, 5, 361.

Rubluo, A., Kartha, K.K., Morginski, L.A. and Dyck, J. 1984. Plant regeneration from
pea leaflets culture in vitro and genetic stability of regenerants. Journal of Plant
Physiology, 117, 119-130.

182



Saglam S. 2010. Tohum Bdceklerine (Bruchidae: Coleopetra) Dayanikli Transgenik
Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkilerinin Elde Edilmesine Yonelik
Arastirmalar. Doktora Tezi. Ankara Universitesi, Fenbilimleri Enstitiisii, Tarla
Bitkileri Anabilim Dal1, Ankara.

Saglam, S., Cift¢i, C. Y., Khawar, K. M., Atak, M. ve Ozcan, S. 2005b. In vitro
kosullarda fasulye bitkisine dort yaprakli asamada transformasyon calismalari.
Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 18:2, 291 - 294, Antalya.

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

Sahin-Demirbag N, Kendir H, Khawar KM,, Aasim M. 2008. In vitro plant regeneration
from Hungarian vetch (Vicia pannonica) using cotyledonary node explants
Biotechnol. & Biotechnol. Eq. 22 (4): 929-932.

Saini HS. 1989. In: Recent Advances of Research in Antinutritional Factors in Legume
Seeds. Pudoc, Huisman, J., van der Poel, AFB, Liener IE (Eds.) Wageningen.

Samac, D. 1995. Strain specifity in transformation of alfalfa by Agrobacterium
tumefaciens . Plant Cell, Tiss. Organ Cult. 43: 271-277.

Sancak, C. 1999. In vitro Micropropagation of Sainfoin ( Onobrychis viciifolia Scop.).
Turkish Journal of Botany, 23, 133-136.

Sancak, C., Mirici, S. and Ozcan, S. 2000. High frequency shoot rejeneration from
embriyo explants of Hungarian vetch, Plant Cell, Tiss. and Org. Cult., 61: 231-
235.

Sanyal, 1., Singh, A.K., Kaushik, M. and Amla, D.V. 2005. Agrobacterium-mediated
transformation of chickpea (Cicer arietinum L.) with Bacillus thuringiensis
crylAc gene for resistance against pod borer insect Helicoverpa armigera. Plant
Science, 168, 1135-1146.

Saxena, P.K. and King, J. 1987. Plant regeneration from callus cultures of Lens
culinaris Medik via somatic embryogenesis. Plant Science, 52, 223-227.

Schroeder, H. E., Gollasch, S., Moor, A., Tabe, L.M., Craig, S, Hardie, D.C,,
Chrispeels, M. J., Spencer, D. and Higgins, T.J.V.1995. Plant Physiol. 107
(4);1233-1239.

Schroeder, H.E., Schotz, A.H., Wardley-Richardson, T., Spencer, D. and Higgins,
T.J.V. 1993. Transformation and regeneration of two cultivars of pea Pisum
sativum L. Plant Physiolology, 101, 751-577.

Selva, E., Stouffs, B., Briquet, M. 1989. In vitro Micropropagation of Vicia faba L. by
micro-cutting and multiple shoot induction, Plant Cell, Tiss. Org. Cult.,18, 2.
167-79.

Singh, R., Singh, N. P., Datta, S., Yadav, I. S. and Singh, A. P. 2009. Agrobacterium-
mediated transformation of chickpea using shoot meristem. Indian Journal of
Snedecor, G. W. and Cochran, W.G. 1967. Statistical Methods, The Lowa State
University Press, lowa, USA.

183



Sonia, R. S., Rana, P. S. and Pawan, K. J. 2007. Agrobacterium tumefaciens mediated
transfer of Phaseolus vulgaris a-amylase inhibitor-1 gene into mugbean Vigna
radiata (L.) Wilczek using bar as selectable marker. Plant Cell Rep., 26, 187-
198

Stachel, S.E, Messens, E., Van Montagu, M. and Zambryski, P. 1985. Identification of
the signal molecules produced by wounded plant cells that activate T-DNA
transfer in Agrobacterium tumefaciens, Nature, 318:624-629

Stewart, JR C. N. 2008. Doku kiiltiirii Bitki gelisminin ydnlendirmesi. Cevirmen
Oktem HA, Yiicel M. 2012. Bitki Biyoteknolojisi ve Genetik-Ilkeler,
Teknikler ve Uygulamalar. Nobel yayin evi. Yenimahalle. Ankara. Tiirkiye

Stewart, N.C., Adang, M.J., All, J.N., Raymer, P.L., Ramachandran, S. and Parrott, W.
1996. Insect control and dosage effects in transgenik canola containing a
synthetic Bacillus thuringiensis crylAc gene. Plant Physiology, 112, 115-120

Tan M., Serin Y. 2009. Baklagil Yembitkilerinin Tarmmsal Ozellikleri, Ekonomik
Onemleri, Taksonomileri ve genel Yapisal Ozellikleri. Yembitkileri Baklagil
Yembitkileri. CILT II, T.C Tarim Ve K&yisleri Bakanligi, Tarimsal Uretim Ve
Gelistirme Genel Midiirliigii. Ankara

Tegeder, M., Kohn, H., Nibbe, M., Schieder, O. and Pickardt, T. 1996. Plant
regeneration from protoplast of Vicia narbonenesis via somatic embriyogenesis
and shoot organogenesis, Plant Cell Rep., 16:22-25.

TUIK . 2015 . Web sitesi. http://www.tuik.gov.tr (Erisim tarihi 01.04.2015)

Uranbey, S., Cécii, S., Sancak, C., Parmaksiz, I., Khawar. K.M., Mirici, S. ve Ozcan,
S.2003. "Efficient adventitious shoot regeneration in cicer milkvetch". Biotech.
and Biotech. Equip., 17, 33-37.

Vodkin LO, Raikhel NV. 1986. Soybean Lectin and Related Proteins in Seeds and
Roots of Le" and Le Soybean Varieties Plant Physiol. 81(2): 558-565.

Walden, R. and Schell, J. 1990. Techniques in Plant Molecular Biology. European
Biochem, 192, 563-576.

Warkentin, T.D. and Mc Hughen, A. 1992. Potential for the Genetic Transformation of
Lentil (Lens culinaris Medik) with Agrobacterium tumefaciens. Invited
presentation to the International Industrial Biotechnology Conference on Bio-
Recognition, June 1-4, 1992, Montreal, Quebec.

Warkentin, T.D. and McHughen, A. 1990. Potential for genetic transformation of lentil
(Lens culinaris Medik) with Agrobacterium tumefacien. In vitro, 26, pt. 2,
44A.

White, D. W. R. and Voisey, C. 1994. Prolific direct plant regeneration from cotyledons
of white clover, Plant Cell Rep., 13: 303-308.

Williams, D.J. and McHughen, A. 1986. Plant regeneration of the legume Lens
culinaris Medik (lentil) in vitro. Plant Cell Tiss. Org Cult., 7; 149-153.

184


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vodkin%20LO%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raikhel%20NV%5Bauth%5D

Yadav, M. 2010. Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation of
sesame (Sesamum indicum L.) Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Pp
377-386.

Yamada, T., Teraishi, M., Hattori K. and Ishimoto, M. 2001. Transformation of azuki
bean (Vigna angularis) by Agrobacterium tumefaciens. Plant cell tissue
organ culture, 64:4754.

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 rep, 19:1090-1097.

Yilmazlar, B. 1999. Korunga, Cayr ii¢giilii ve Iskenderiye ii¢giiliiniin Agrobacterium
tumefaciens 'e karsi duyarliligmin belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi
(Basilmamis), Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisli, Ankara.

Zaidi, M. A., Mohammadi, M., Postel, S., Mason, L. and Altosaar, I. 2005. The Bt gene
cry2Aa2 driven by a tissue specific ST-LS1 promoter from potato effectively
controls Heliothis virescens. Transgenic Research, 14:289-298.

185


http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19020&origin=recordpage

OZGECMIS

Ad1 ve Soyadi : Mohsen MIRZAPOUR

Dogum Yeri : IRAN- KHOY

Dogum Tarihi : 1973

Medeni Hali : Evli

Yabanci Dili : Azerice, Farsca, Ingilizce, Tiirkce

Egitim Durumu (Kurum)

Lise

Lisans

: Sehit Madani Lisesi (1991)
: AZAD Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ziraat ve Bitki Islah1 Miihendisligi
Anabilim Dal1 (1996)

Yiiksek Lisans :AZAD Universitesi Ziraat ve Bitki Islahi Fakiittesi Bitki Islahi

Anabilimi Dal1 (2003)

Uluslararasi SCI ve SCI Expanded Kapsamdaki ve Hakemli Dergiler

1-

Mirzapour M, Hajyzadeh M, Khawar KM, Kendir H, 2012. Comparison of
abaxially and adaxially cultured cotyledon explants on in vitro regeneration
of Vicia sativa cv. Selcuk. Journal of Biotechnology, Volume 161,
Supplement, November Pagel5.

Hajyzadeh M, Bakhsh A, Mirzapour M, Khawar KM. 2012. Genetic
transformation of cv. Gokge of chickpea using mature embryonic axis explants.
Journal of Biotechnology, Volume 161, Supplement, November, Page 15

Mirzapour M, Nofouzi F, Mokhtarzadeh S, Kendir H, Khawar KM. 2013.
Effects of BAP-NAA on plant regeneration from half cotyledon explants of
Turkish Common Vetch (Vicia sativa L.) cultivar Kubilay. Current Opinion in
Biotechnology, Volume 24, Supplement 1, Page S121

Nofouzi F, Mirzapour M, Mokhtarzadeh S, Khawar KM. 2013. In vitro mass
proliferation of two commercially important Turkish Broad Bean (Vicia faba L.)
cultivars. Current Opinion in Biotechnology, Volume 24, Supplement 1, July
, Page S121

Mokhtarzadeh S, Niyazpour F, Nofouzi F, Mirzapour M, Khawar KM,
NeseKirimer.2013. Effect of BAP and NAA plant growth regulators in

186


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165612004178
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165612004178
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165612004178
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016816561200418X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016816561200418X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166913004977
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166913004977
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166913004965
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166913004965
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166913004965
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166913002024

Ulusal

1-

vitro regeneration and rooting of Echinacea purpurea (L.) Moench. Current
Opinion in Biotechnology, Volume 24, Supplement 1, July , Page S121

kongreler

Valizadeh N, Nofouzi F, Mirzapour M, Mobasher Jannat S, Javani M. 2014.
Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum L.)’da Farkli sulama diizeylri ile mineral

ve biyolojik azotlu giibrenin verim ve verim iiyeleri tizerinde etkisi. XI. Ulusal
Tarla Bitkileri Kongresi 10-13 Eyliil Konya 2013.pp 336.

Mirzapour M, Dereli E, Allahverdikhan Vaziri P, Kayan M, Aycan M, Yildiz
M. 2014. Ketende (Linum usitatissimum L.) Yiizey sterilizasyonu siiresinin in
vitro fide gelisimi, siirgiin rejenerasyonu ve bitkicik gelisimi iizerine etkisi.
Ulusal Botanik Kongresi. 25-28 Ekim 2014. www.botanik.web.tr

Mirzapour M, Khawar KM, Kendir H. 2012. Adi Figin Selcuk Cesidinde iki
Kotiledon ile Embriyo Eksplantlar1 Kullanarak in vitro Mikrogogaltim
Caligsmalar1. 15-18 Kasim. 2012. 2. Molekuler Biyoloji Kongresii Antalya.

Ulusalararasi kongreler

1-

Poster

1.

Mirzapour M, Kendir H, Khawar KM. 2014. Micropropagation of vetch
(Vicia sativa L) cv. Kubilay. International Molecular Biology and
Biotechnology Congress Bosnia and Herzegovina. 3RD International Molecular
Biology and Biotechnology Congress. June 02-06 2014. pp 44.

Mirzapour M, Khawar KM, Kendir H. 2013. Salisilik Asit Ve GAz On
Uygulanmasinin  Adi  Figin Karaelci Cesidin  Kotiledon Eksplantin
Rejenerasyon Uzerinde Etkileri. International Plant Breeding Congress. Nov.
10-14. 2013. Antalya.

Mirzapour M. 2014. Establishment of efficient micropropagation system
of Astragalus vulneraria DC. an important plant of arid landscaping. 1°
National Ornamental Plants Congress. Tehran 21-22 October. 2014.

Mirzapour M, Khawar KM, Kendir H. 2012 . Adi Figin Kubilay Cesidinde
Yarim Kotiledon Eksplanti ile in vitro Hizli Cogaltimi. 15-18 Kasim. 2012.2.
Molekiiler biyoloji Kongresi Antalya.

Derelli E, VAZIRI P, Mirzapour M, Yildiz M. 2012 Dokudaki Su Eksikliginin
Neden Oldugu Stresin In vitro Sartlar Altinda Keten (Linum Usitatissimum L.)
Hipokotil Eksplantlarindan Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi. Tarla Bitkileri
Kongresi. 2012. Cankiri

187


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166913002024

3. Mirzapour M, Nofouzi F, Valizadeh N, Khawar KM, Kendir H. 2013. Adi
Figin Cumhuriyet Ve Karaelgi Cesidin Tohumlarindan Gelisen Fideciklerin
Morfolojik Ozelleikleri Uzerine Sodyum Hipoklorit Muamelerin Etkileri. XI.
Ulusal Tarla Bitkileri kongresi 10-13 Eylul Konya 2013.

4. Nofouzi F, Mirzapour M, Valizaden N, Khawar KM. 2013. Tiirkiye’de
Yetistirilen Iki Onemli Bakla Cesitlerinde BAP ve NAA Biiyiime Diizenleyici
Maddelerin In vitro Kosullarinda Rejenerasyon Uzerinde Etkileri. XI. Ulusal
Tarla Bitkileri kongresi 10-13 Eylul Konya 2013.

5. Mirzapour M, Dilaver Z, Kendir H, Khawar KM. 2013. Micropropagation of
Astragalus vulnerariae DC — a potential plant for use in arid landscaping.
International Plant Breeding Congress. Nov. 10-14. 2013. Antalya.

188





