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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
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Fen Bilimleri Enstittsi
Tarla Bitkileri Anabilim dali

Danigsman : Dog. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Bakla (Vicia faba L.) insan ve hayvan beslenmesinde kullanilan proteince zengin bir yemeklik tane
baklagil cinsi olup, tim diinyada yetistiricili§i yapilmaktadir. Biyoteknolojik yontemler kullanilarak
giiniimiizde artik hastalik ve zararlilara, zor sartlara soguga, kuraga, tuzluluga dayanikli bitkiler elde
edilebilmektedir. Ancak baklada bugiine kadar biyoteknolojik yontemler kullanilarak fazla calisma
yapilmamistir. Bu tezin amact; beslenme degeri yiiksek olan bakla bitkisinde gen aktarimina uygun bir
slirgiin rejenerasyonu sisteminin gelistirilmesidir. Bu amagla Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen Filiz
99 ve Eresen 87 ¢esidinin tohumlari saf su, sukroz igermeyn sivi MS, sekerli su ve sekerli sivi MS iceren
ortamlarda 24 saat 6n muameleye tabi tutulmustur. Daha sonra plumula uglari ve embriyo ekseni
eksplantlar1 farkli oranda BAP ile NAA igeren MS ortamunda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin
rejenerasyonu sekerli su 6n muamelesinde 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS besi ortaminda
plumula uglarindan elde edilmistir. Bes hafta sonra siirgiinler 1 mg/l IAA igeren MS besi ortaminda
koklendirilmistir. Tkinci denemede ise her iki ¢esidin embriyolar1 10 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda 6
giin bekletilmistir. Daha sonra embriyolardan alinan plumula uglar1 farkli oranda BAP ve BAP ile NAA
iceren MS besi ortamlarinda rejenerasyona tabi tutulmustur. En fazla siirgiin rejenerasyonu 10 mg/l BAP
iceren ortam ile 6n muamele yapilmig plumula uglar1 eksplantalardan 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA
iceren MS ortamda elde edilmistir. Yine bes hafta sonra siirglinler 1 mg/l IAA iceren MS besi ortaminda
koklendirilmistir. Her iki denemeden elde edilen bitkiler ¢igeklendirme ve tohum tutturma amaciyla

seraya aktarilmigtir.

Aralik 2010, 55 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Bakla, rejenerasyon, plumula uglari, embriyo ekseni, in vitro,

koklendirme
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Broad bean (Vicia faba L), an important legume for human and animals, is rich in protein and is widely
used throughout the world. These days new varieities resistant to diseases, cold stress, drought, and salt
stress are developed using biotechnological methods. Very few studies are available on this subject in
broad bean. The study aimed to develop a shoot regeneration method, more suitable for genetic
transformation of broad bean. The seeds of Filiz 99 and Eresen 87 varieties were pretreated with water,
liquid MS medium without sucrose, sucrosed water and liquid MS medium containing sucrose for 24 h.
Thereafter, plumular tips and embriyonic axis were cultured on MS medium containing different
concentrations of BAP-NAA. Maximum shoot regeneration was recorded on plumular apices on MS
medium containing 0,25 mg/l BAP and 0,25 mg/l NAA. After 5 weeks the shoots were rooted in MS
medium containing 1 mg/l IAA. In the second experiment, embryos of two cultivars were pre treated with
10 mg/l BAP for 6 days. Thereafter, plumular shoot tips obtained from the embryos were cultured on MS
medium containing different concentrations of BAP and NAA. Maximum shoot regeneration was
recorded on the explants pretreated with 10 mg/l BAP followed by culturing on MS medium containing
0.25 mg/l BAP and 0.25 mg/l NAA. The regenerated shoots were rooted on MS medium containing 1
mg/l TAA. The plants from both experiments were transferred to the greenhouse for flowering and seed

set.
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bakla, yemeklik tane baklagillerden 6nemli bir bitkidir. Bakla tohumlari, % 25-35 arasinda
degisen yiiksek protein oranlari ile insan ve hayvan beslenmesinde Onemli bir protein
kaynagidir. Ayrica koklerinde bulunan azot yumrucuklar ile atmosferdeki nitrojeni
topraga fikse ederek topragi azot¢a zenginlestirmektedir. Doku kiiltiirii teknikleri bilinmeden
ve kullanilmadan bitkilerin genetik yolla iyilestirilmesi, su an i¢in miimkiin gozikkmemektedir.
Bu sebeplerle bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar bitki 1slah¢ilarina, biyologlara ve ticari
olarak bitkilerin tretilmesi ile ilgili ¢alisan 6zel sektore katki saglayacagi diistiniilmektedir.
Yiiksek Lisans Tezimin yiriitiilmesi sirasinda destegini esirgemeyen, arastirma ve caligsma
sevkini kazandiran, tez konumun se¢iminde ve yliriitiilmesinde bilgi ve tebriibelerinden
faydalandigim tez danigmanim saymm Dog¢. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR’a (Ankara
Universitesi), en igten tesekkiirlerimi sunarim. Bolim baskanimiz sayin Prof. Dr. Nilgiin
BAYRAKTAR’a (Ankara Universitesi), laboratuar olanaklarmdan yararlanmamizi saglayan
sayin Prof. Dr. Sebahattin OZCAN’a (Ankara Universitesi), tez ¢alismanun her asamasinda
yardime1 olan saym Yrd. Dog. Dr. Sevil SAGLAM’a (Ahi Evran Universitesi), laboratuvar
caligmalarimda yardimlarin1 esirgemeyen sayin Do¢. Dr. Mustafa YILDIZ’a (Ankara
Universitesi,), Aras. Gor. Sibel DAY’a (Ankara Universitesi), Aras. Gor. Cansu TELCI’ye
(Ankara Universitesi), calisma arkadaslarima, laborant arkadasim Burak ONOL’a saygi ve
tesekkiirlerimi sunuyorum. Ayrica bakla tohumlarinin temininde emegi gegen sayin Dr. Taner
AKAR’a, Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisii’ne ve bu zamana kadar degerli bilgileriyle egitim
hayatima katkida bulunan biitiin hocalarima tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Manevi destegini her
zaman hissettiren arkadasim Bahar ARSLAN ve bugiine kadarki tahsil hayatim boyunca maddi
ve manevi her tiirlii destegi gdsteren kiymetli babam Mustafa CETIN ve degerli annem Yeter
CETIN’e, sevgilerini gostermekten kaginmayan ablam Giilay SIRTAS ve enistem Burak
SIRTAS a sonsuz tesekkiir ederim.

Giilden CETIN

Ankara, Aralik 2010
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SIMGELER DiZiNi

2,4-D 2,4-Diklorofenoksi asetik asit
AgNO;3 Giimiis nitrat
BAP 6 Benzilaminopiirine
F F testi
g, mg, ug gram, miligram, mikrogram
GA; Giberellik asit
Ha Hektar
HCL Hidroklorik asit
IAA Indol 3 asetik asit
IBA Indol 3 biitirik asit
K.O Kareler ortalamasi
1, ml, pl Litre, mililitre, mikrolitre
Mm Milimetre
MS Murashige ve Skoog besin ortami
NAA a Naftalenasetik asit
NaOCl Camasir suyu
NaOH Sodyum hidroksit
S.D. Serbestlik derecesi
TDZ Thidazuron (1 Phenyl 3-(1,2,3-thidiazol 5yL) urea)
VK. Varyasyon kaynaklari
°C Santigrad derece
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizli artig1, tarim alanlariin son sinirlarina ulagsmasi, toplumlara ya
da bolgelere 6zgii bircok nedenden dolayr diinyanin bir¢ok yerinde yetersiz ve dengesiz
beslenme sorununu ortaya c¢ikarmistir. Bu sorun bazi {ilkelerde toplu oliimlerle,
bazilarinda ise saglik problemlerinin artisi seklinde kendini gdstermekte olup, tek
¢Ozlim yolu da bitkisel ve hayvansal liretimi artirmaktir. En 6nemli protein kaynagi olan
hayvansal iiriinlerin pahali olusu, zor bulunmalari, ¢abuk bozulmalar1 ve kolesterol
iceriklerinin yiiksek olusu; yemeklik tane baklagillerin proteinlerininin 6nemini 6n

plana ¢ikarmaktadir (Aasim 2010).

Giderek artan diinya niifusu beraberinde beslenme ihtiyacini da artirmaktadir. Tarimsal
faaliyetlerin gelisme siireci incelendiginde iki Onemli donem goze carpmaktadir.
Bunlardan birisi ve ilki, 1950°1i yillar sonrasinda tiim diinyay: etkisi altina alan ve
bliylik bir yikim meydana getiren 2. Diinya Savasi sonrasi donemde ortaya ¢ikmis ve
artan niifusun beslenme gereksinimlerinin karsilanmasi i¢in gelistirilen yeni teknikleri
kapsayan donem, “Yesil Devrim” olarak adlandirilmigtir. Ustiin 6zelliklere sahip
cesitlerin gelistirilmesini saglayan, ticari giibrelerin kullanimini, agronomik tekniklerin
ileri diizeyde uygulanabilirligini artiran yesil devrim tarimsal iiretimde ciddi anlamda
artis meydana getirmistir. Bu donem, kiigiik alanlarda en yliksek {iriin alinabilmesi igin
tarim ilaglariin, kimyasal giibrelerin ve asir1 suyun kullanildigr bir donem olmustur
(Khush 2001, Godfray vd. 2010). Yaklasik olarak 15-20 yil igerisinde hizla etkisini
hissettiren bu gelismeler 1970’11 yillar sonrasinda insan sagliginin 6n plana ¢ikmasi ve
cevresel hareketlerin 6zellikle de tarimsal faaliyetlerin insan saglig iizerine etkilerinin
arastirilmaya baglamasi ile tartismalarin basladigi bir siirece girmistir. Tarim ilaglarinin
ve kimyasal giibrelerin gereginden fazla kullanimi insan saglifina zarar vermeye
basladigimma dair caligmalar ortaya konulmus ve bazi tarim ilaglarinin kullanimi
yasaklanmigtir. Tarim topraklar1 kimyasal maddelerin asir1 kullanimi ile kirlenmis, su
kaynaklar1 dikkatsizce kullanilarak azalmaya ve nerdeyse tiikenmeye baslamistir.
1980’11 yillara gelindiginde ise bu ve benzeri sebeplerle 50°1i ve 60’11 yillarda tarimda
yasanan yesil devrim geriye ¢evre kirliligi gibi ciddi yan etkiler birakmistir (Balmford



vd. 2005, Pretty 2008). Bilim adamlar1 yasanan bu gelismeler sonucunda insanligin
beslenme ihtiyacinin karsilanmasi i¢in yeni yontemler gelistirme yoluna gitmislerdir.
Bu gelismeler diger ¢ok onemli ikinci bir donemin baslamasina zemin olusturmustur.
Ozellikle son yillarda etkisinin daha fazla hissedildigi biyoteknoloji uygulamalari ile
yasanan ve tarimsal faaliyetlerin gelisme siireci igerisinde ikinci onemli donem ise ‘gen
devrimi’ olarak adlandirilmaktadir. Ozellikle bitki biyoteknolojisi, cesitli doku kiiltiirii
ve genetik miihendisligi tekniklerini kullanarak bitkilerin molekiiler seviyede
tyilestirilmesini iistlin niteliklere sahip daha fazla verim saglayan hastalik ve zararlilara
dayanikli, tuzluluk, kuraklik, soguk gibi abiyotik stres kosullarina da dayanabilen yeni
cesitlerin gelistirilmesi amaclanmaktadir. Tarimsal Oneme sahip genler degisik
kaynaklardan izole edilerek kiiltiir bitkilerine kolaylikla aktarilabilmektedir. Gerek
molekiiler diizeyde yapilan gen aktarimi, gerekse bitki hiicre kiiltiirlerinde hiicrelerde
meydana  getirilen manipiilasyonlarin  pratige  aktarilip ekonomik getiriye
dontistiiriilebilmesi ve bu hiicrelerin ¢ogaltilarak bitkiye doniistiiriilebilmesi i¢in doku
kiltliriic yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir (Tilman vd. 2002, Gewin 2010, Godfray
vd. 2010).

Baklagiller (Leguminosae) diinyanin en genis li¢ familyasindan biridir ve kutuplar harig
diinyanin hemen her tarafina yayilmis bir familyadir. Insan yiyecegi ve hayvan yemi
olarak kullanilan 6nemli bir familya olmasinin yani sira, ¢ok sayida siis bitkisi olan
cinsleri de icermektedir (Ceyhan 2007). Diinya genelinde insan beslenmesindeki
bitkisel proteinlerin % 22’si karbonhidratlarin da % 7’si yemeklik tane baklagillerden
saglanmaktadir. Bilesimlerinde % 18-36 oraninda protein icermesi ve bu proteinlerin
icerisinde mutlak gerekli aminoasitlerin bulunmasi olduk¢a 6nemlidir. Bakla; fasulye,
mercimek, boriilce, nohut ve bezelyeyi igine alan yemeklik tane baklagillerden 6nemli
bitkidir. Bakla tohumlari, % 25-35 arasinda degisen yiiksek protein oranlari ile insan ve
hayvan beslenmesinde 6nemli bir protein kaynagidir (Nachi ve Guen, 1996). Ayrica
koklerinde bulunan azot yumrucuklart ile atmosferdeki nitrojeni topraga fikse
ederek topragi azotca zenginlestirmektedir. Ancak cok sayidaki olumlu etkilerine
ragmen, Tirkiye’de bakla bitkisinden (Sekil 1.1) yeterince yararlanabildigimiz
sOylenemez. Bakla yetistiriciligindeki en 6nemli sorunlarin basinda verimin yillar veya

yetistirme donemleri arasinda biiylik kararsizlik gostermesi gelmektedir. Birim alandan



alman verimi artirmada kiiltiirel uygulamalar yaninda, ekolojik kosullara uygun
cesitlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Bakla verimi ¢evre

kosullarindan biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir (Lawes vd. 1983).

_E- a

Sekil 1.1 Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii’niin deneme
tarlalarinda yetistirilen bakla bitkisinin bir goriintiisti

Tiirkiye’de bakla Akdeniz'den Karadeniz'e kadar biitiin sahil kesiminde yetisme
ozelliginde olmakla beraber iiretimin % 80’1 Ege ve Giiney Marmara'da

yogunlasmaktadir (Anonim, 2009a).

Toplam iiretim alaninin ve iiretim miktarinin % 75'ine Balikesir ve Canakkale illeri
sahiptir. Akdeniz ve Giiney Ege'de turfanda sebze olarak yetistirilen bakla Kuzey Ege

ve Giiney Marmara'da kuru tanesi i¢in yetistirilmektedir (Sekil 1.2)



s b
= E
104 _‘unakkale

v Balkesir

™ B En fazla yetistirilen iller

B 1urfanda sebze olarak
yetistirilen iller

B Kuru tanesi icin yetistirilen iller

Sekil 1.2 Tiirkiye’de Akdeniz, Ege ve Giiney Marmara bdlgelerinde bakla yetistiriciligi
yapilan iller

Diinya’da baklanin ekim alan1 2000 yilinda 2 498 (ha) iken 2009 yilinda 2507(ha),
verimi 2000 yilinda 1 481 (kg/ha), 2009 yilinda ise 1 633 (kg/ha), iiretimi 2000 yilinda
3 700 ton iken 2009 yilinda 4 096 tona yiikselmistir. (Cizelge 1.1, Anonim 2009b).

Cizelge 1.1 Baklanin 2000-2009 yillar1 arasinda diinyada ekim alani, iiretim ve verim
degerleri (Anonim, 2009b)

Yillar Ekim Alam (bin ha) Uretim (bin ton) Verim (kg/ha)
2000 2 498 3700 1481
2001 2773 4128 1488
2002 2 697 4291 1590
2003 2705 4508 1 666
2004 2 638 4285 1 624
2005 2619 4419 1 687
2006 2 407 4106 1 705
2007 2468 3920 1588
2008 2512 4320 1719
2009 2507 4 096 1633




Baklanin 2007 yilinda ekim alan1 10 800 (ha), verimi 1 944 (kg/ha) {iretimi ise 21000
ton’dur, ayn1 yilda istatiklere gore Tiirkiye nin baklayla ilgili dig satim1 901 805 ve dis
alimi1 424 765 dolardir (Cizelge 1.2, Anonim 2009b ve Anonim 2009c). Baklanin bazi
tarimsal karakterleri klasik 1slah yontemleriyle iyilestirilebilirken, bitki hala birgok
hastalik ve zararlinin tehdidi altindadir. Klasik bitki 1slahinda 6zellikle melez
cesitlerden yararlanilarak elde edilen {iriin miktar ve kalitesinde Onemli artiglar
saglanmakla birlikte; hastalik ve zararlilara dayaniklilik basta olmak {izere bitkilerin
diger bircok tarimsal  Ozelliklerini  iyilestirmede  Onemli  sinirlamalarla

karsilasilmaktadir.

Cizelge 1.2 Ulkeler itibariyle bakla ekim alani, verim ve iiretim degerleri (Anonim
2009b, Anonim 2009c¢)

. Ekim Alam (bin ha) | Uretim (bin ton) | Verim (kg/ha)
Ulkeler
2006 2007 2006 2007 2006 | 2007

Cin HalkCumhuriyeti 929 912 1730 1420 1862 | 1557
Etiyopya 458 458 599 576 1399 | 1257
Fas 181 181 181 70 1071 | 3867
Avustralya 133 133 10,8 138 706 1 038
Tiirkiye 10,5 10,8 21 21 2023 [ 1944

Kisirlik ve uyusmazlik nedeniyle tiirlerarast melezlemenin yapildigi bitki sayisinin
azlig1, istenen karakterlerle beraber istenmeyen 6zelliklerin de birlikte gegmesi, dnemli
genetik karakterlerin se¢iminin uzun zaman gerektirmesi gibi sorunlar bitki genetik
miihendisligi ¢alismalar ile ¢oziilebilmekte ve geleneksel 1slah siireci kisaltilmaktadir

(Lindsey 1992, Ozcan ve Ozgen 1996).

Birim alandan alinan verimi artirmada kiiltiirel uygulamalar yaninda, ekolojik kosullara
uygun cesitlerin gelistirilmesi ve kullanilmas1 biiyilkk 6nem tasimaktadir. Bakla
yetistiriciligi lizerine orobans, anthracnose, hem tarla hemde depolardaki bocekler, gibi

cesitli faktorler verimi diisiirmekte ve zararin ¢ok yogun oldugu yerlerde ¢iftciler bakla



ekiminden vazge¢mektedirler. Bu sorunlar1 gidermek icin klasik islah yontemler
yetmemektedir ve hizli sekikde bunlarin ortadan kaldirilmast igin biyorteknolojik
yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir (Cubero ve Hernandez 1991, Weigand ve

Bishara 1991, Ondiej ve Huilady 2007).

Bakla bitkisinde genel anlamda rejenerasyon biiylik bir sorun olarak goriilmekte ve
dolayisiyla gen aktarimi caligmalar1 i¢in uygun rejenerasyon sistemine yonelik cok

sayida ¢alisma bulunmamaktadir.

Daha once yapilmis calismalarda diinyanin c¢esitli yerlerinde bakla iizerinde doku
kiltlirii ve transgenik bitki eldesine yonelik az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Rezmer
vd. 1999, Hanafy vd. 2005, Rajesh vd. 2005). Ancak, Tiirkiye’de lupinus tiiri
baklalarda rapd, issr ve Agrobacterium ile gen aktarim c¢alismalart bulunurken
(Babaoglu vd. 2000, Yorgancilar vd. 2009) Vicia faba iizerinde heniiz bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci; yemeklik tane baklagillerinden beslenme ve ekonomik degeri
yiiksek olan bakla bitkisinde gen aktarimina uygun bir siirgilin rejenerasyonu sisteminin

gelistirilmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Onemli Yemeklik Tane Baklagillerde Doku Kiiltiirii Calismalar

Gamborg vd. (1974), bezelye (Pisum sativum L.)’de apikal hiicrelerden siirgiin
olusturmay1 basarmiglardir. Siirgiin u¢larin1 yumusamasi igin bir giin suda bekletmisler
ve hiicreleri agarli ortamda gelistirmislerdir. Bu hiicreler 0.2-5.0 uM BAP ve 1.0 mM
NAA igeren besin ortaminda 4-6 hafta i¢inde kallus ve siirgiin olusturmustur. Kalluslar
cok sayida siirgiin olusturmus ancak gelisen siirgiinlerden basarili bir koklenme

meydana gelmemistir.

Mroginski ve Kartha (1981), yaptiklar1 ¢alismada in vitro’da elde edilen 3 giinliik
bezelye yapraklarmi, 0.1, 1 ve 10 puM BAP ve NAA iceren B5 ortamlarina
aktarmiglardir. Her ortamda 45-90 giin i¢inde, primer kallustan siirgiinlerin gelistigi
gorlilmistiir. En cok siirgiin sayisi, 10 uM NAA ve BAP igeren B5 ortamlarindan elde
edilmistir. 10 giinliik yaprak eksplantlar1 siirgiin olusturmamis, siirgiin olusturmayan

kalluslarin 1 pM NAA igeren B5 ortaminda koklendigi goriilmiistiir.

Jacobson ve Wilfred (1984), Dippes, Gelbe ve Victoria bezelye gesitlerine ait yaprak
eksplantlarini, 0.06 mg/1 pikloram igeren MS besin ortamina aktarmislar, burada gelisen
kalluslar1 sivi ortama alarak embriyoid olusumunu saglamislardir. Sivi ortamda
embriyoidlerin kallustan bir kag¢ giin sonra ayrildig1 goriilmiistiir. Torpedo seklindeki bu
embriyoidler daha sonra kati ortama aktarilmistir. Ayni cesitlerin epikotillerinden

gelisen kalluslardan da embriyogenesisin meydana geldigi goriilmiistiir.

Hussey ve Gunn (1984), ¢cimlendirilen bezelye tohumlarindan aldiklar1 eksplantlari, 1
mg/l BAP ile 4 ve 8 mg/l IBA iceren farkli MS besin ortamina alarak kallus ve siirgiin
olusumunu tesvik etmislerdir. Ayn1 ortamlara 2—4 hafta sonra 0.25 mg/l IBA daha ilave
edilmistir. Bu ortamlarda rejenere olan siirgiinler, /2 MS mineralleri, % 15 sukroz ve 2

mg/l IAA iceren ortamda koklendirilmistir.



Rubluo vd. (1984), yaptiklar1 calismada, farkli konstrasyonlardaki bazi sitokinin ve
oksin kombinasyonlarin1  kullanarak, olgunlasmis ve olgunlasmamis bezelye
yaprakciklarindan oncelikle siirgiinler daha sonra da tam bitkiler elde etmislerdir. BAP,
NAA, IBA ve TAA igeren MS besin ortaminda olgunlasmamis yaprakciklar ortalama
0.9-1.8 mm uzunlugunda siirglinler olusturmustur. Olusan siirgiin yiizdesi, ortalama %
26-38 arasinda degismistir. BAP ve NAA igeren ortamda, olgunlagsmis yapraklardan
gelisen siirglinlerin oran1 % 7’ye kadar diigmiistiir. GA3’in siirglin olusumunda etkili
olmadigi, pikloram ve 2,4-D’nin ise olumsuz etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica,
adventif siirglin rejenerasyonunun biiylik Olciide sicaklik ve genotipten etkilendigi

belirtilmistir.

Kysely vd. (1987), yaptiklar1 calismada bezelye (Pisum sativum L.)’de olgunlasmamis
embriyo ve sap uglarini kullanarak adventif siirgiin rejenerasyon yoluyla yeni bitkiler
elde etmislerdir. Somatik embriyo olusumu, besin ortamina Pikloram ya da 2,4-D ilave
edilerek gergeklestirilmistir. Geliskin embriyolar elde edebilmek i¢in Once sitokinin
daha sonra ise oksin konsantrasyonu azaltilmistir. Elde edilen bitkiler sitolojik olarak

incelendiginde ise, 3’liniin tetraploid, 6’sinin diploid oldugu goriilmiistiir.

Polanco vd. (1988), kiiltiir ortam1 ve eksplant tipinin, mercimekte kallus ve siirgiin
olusumuna etkisini incelemislerdir. Ug Ispanyol mercimek c¢esidine ait degisik
eksplantlar, (siirgiin ucu, birinci bogum ve ilk yaprak cifti) BAP, NAA, TAA ve 2,4-D
iceren 2 temel besin ortaminda (MSO ve BS5) kiiltiire alinmistir. 2,4-D igeren besin
ortaminda tiim eksplantlar kallus olusturmus, ancak hi¢ organogenesis meydana
gelmemistir. En ¢ok siirgiin, 2.25 mg/l BAP, 0.186 mg/l NAA ve 2.25 mg/l IBA iceren
MS besin ortamindan elde edilmistir. Siirgiin olusumunda en etkili hormonun BAP
oldugu, ancak bu hormonun kéklenmeyi azalttig1 goriilmiistiir. Koklenme, sadece NAA
veya IAA iceren besin ortamlarindan elde edilmistir. Siirgiin olusumu bakimindan en iyi
sonucun birinci bogum eksplantlarindan, en diisiik sonuglarin ise ilk yaprak c¢ifti

eksplantlarindan elde edildigi bildirilmistir.



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

olusturmak i¢in MSO temel besin ortamina alinmis ve daha sonra topraga aktarilmistir.

Jackson ve Hobbs (1990), bezelye (Pisum sativum L.) bitkisinin kotiledon
bogumlarindan, 1 mg/l BAP igeren MS besin ortaminda ¢ok sayida adventif siirgiin elde
etmiglerdir. Sitokinin konsantrasyonu arttikga siirgiin ucu sayisinin da arttii
gorilmistiir. Ancak, 5 mg/l BAP igeren besin ortaminda olusan siirgiinler camsilagma
gostermisler ve koklenememislerdir. Kullanilan biitiin ¢esitlerin bogumlar1 5 giin sonra
stirgiin olusturmus ve bu siirgiinlerden 21 gilin sonra eksplant alinmistir. Yapilan
histolojik c¢alismalar, bogum ve siirgiinlerin yiizeysel doku tabakalarindan gelistigini
gostermistir. Bu sistemin transgenik bitkiler elde etmek i¢in kullanilabilecegi

bildirilmistir.

Ozcan vd. (1992), bezelyede olgunlasmamis kotiledonlardan siirgiin rejenerasyon
protokolii gelistirmislerdir. Calisma sonunda, 0.5 mg/l BAP ve 4 mg/l NAA igeren MS
besin ortaminda coklu siirgiinler elde edilmistir. Siirglin rejenerasyonu embriyo
ekseninin kotiledondan koparildigr bolgede gerceklesmistir. Ancak eksplantlarda
embriyonik eksenlerin varligi, siirgiin olusumuna engel olmustur. Besin ortamina
AgNOs ilave edildiginde rejenere olan siirglin sayist degismedigi, fakat iyi gelismis
yapraklara sahip siirglinler elde edilmesine ragmen, koklenme kapasitesinin diisiik
oldugu gozlenmuiistir. Rejenere olan siirgiinler, 1 mg/l IBA igeren ortamda koklendirilip,

daha sonra komposta aktarilarak biiyiitilmiistiir.

Malik ve Saxena (1992), bezelye, yer fistigi, fasulye ve mercimekte organogenesis ve
somatik embriyogenesis olusumu i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir. Bunun igin

olgunlagmis tohumlar, BAP veya TDZ iceren MS besin ortamda ¢imlendirilmistir.



Morfolojik olarak ayn fidelerin degisik yerlerinden somatik embriyolar elde edilmistir.
Organogenesis ve somatik embriyogenesis i¢in bir adimli tohum kiiltiiriiniin yeterli
oldugu, izolasyonun optimize edilmesinin eksplantlarin kiiltiire alinmasi ile ilgili

zorlugu azalttig1 bildirilmistir.

Brar vd. (1997), boriilcenin Georgia ¢esidinin siirgiin ucu eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonu elde edilmis; 5 mm’lik siirgiin uglar1 in vitro gelisen bitkilerden elde
edilip 1, 2.5 ve 5 mg/l BAP, 1, 2.5 ve 5 mg/l Kinetin ile 0.01, 0.10 veya 0.50 mg/1 2,4-D
veya NAA igeren ortamda kiiltiire alinmigtir. BAP igeren ortamlarda Kinetin igeren
ortamlara gore daha fazla siirglin gozlenmistir. En fazla siirglin 5.0 mg/l BAP-0.01 mg/I
NAA veya 2, 4-D igeren ortamdan elde edilmistir. Tiim eksplantlarin bazal tabaklarda
kallus olusumu gozlenmistir. Kinetin i¢eren ortamlarda kok olusumu gozlenirken BAP
iceren ortamlarda kok olusumu gozlenmemistir. Elde edilen siirglinler 0.1 mg/l NAA
iceren ortamda koklendirilmistir. Siirglin ucu eksplantinin hizli ¢ogaltim i¢in uygun

eksplant oldugu goriilmiistiir.

Polanco ve Ruiz (1997), olgunlagmis ve olgunlasmamis mercimek tohumlarini 30 g/l
sukroz ve cesitli bitki biiyiime diizenleyicileri iceren MS besin ortaminda 25°C ve 16
saatlik fotoperiyotta ¢imlendirmeye birakmiglardir. Tohumlar, 4, 8 ve 4+4 (4 hafta
MSO ve 4 hafta MS + BAP, Kinetin, GA3, IAA ve NAA) hafta ¢esitli BAP, Kinetin,
GA;, TAA ve NAA konsantrasyonlar1 igeren MS besin ortaminda ¢imlendirilmistir.
Yaklasik 4 hafta sonra, 2.25 mg/l BAP igceren MS besin ortaminda % 25 oraninda
kallus olusumu goézlenmistir. 0.25 ve 2.25 mg/l BAP iceren besin ortaminda ¢ok sayida
stirglin ucu elde edilmistir. Gelisen stirglinler, 2 mg/l IAA iceren kdklenme ortaminda
koklendirilmistir. Diisiik konsantrasyon (0.225 mg/l) veya hi¢ BAP icermeyen besin
ortaminda, onemli ol¢iide koklenme oldugu gozlenmistir. Koklenme basarisinin, ilk
ortamda kullanilan sitokinin miktarina, konsantrasyonuna ve rejenere olan siirgilinlerin
koklenme ortamina aktarilmadan once gecen zamana bagli oldugu ortaya konmustur
BAP’in in vitro kosullarda koklenmeyi olumsuz yonde etkilediginden BAP

konsantrasyonuna dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmistir.
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Ahmad vd. (1997), mercimek ve iki yabani akraba tiirlinde (Lens ervoides ve Lens
culinaris ssp. orientalis) bogum eksplantlarindan kallus olusturmadan adventif siirgiin
elde etmeyi amaglamiglardir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ve sap/siirgiin uzunlugu
lizerine c¢esit ile GAs ve BAP diizeylerinin etkisi fazla, interaksiyonun etkisi ise az
olarak bulunmustur. Kallus olusturmadan siirgiin olusumu i¢in, 2.89 uM GAj3 ve 1.11
uM BAP iceren ve sukroz icermeyen MS besin ortaminin en uygun oldugu
bulunmustur. 5.37 uM NAA iceren MS besin ortaminda ise siirglinlerden en iyi

koklenme elde edilmistir.

Khalafalla ve Hattori (2000), bu ¢alismada embriyonik eksen, siirgiin ucu eksplanti
kullanilmistir. Her 2 eksplant BAP ve TDZ igeren ortam {izerinde kiiltiire alinmistir.
Her 2 ortam iizerinde her 2 eksplantin farkli oranda siirgiin rejenerasyonu goriilmiistiir.
TDZ ve BAP birlikte en iyi siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Embriyonik eksen
eksplantlarinda siirgiin ucuna gore daha fazla siirgiin rejenerasyonu goriilmiistiir.
Stirgilin rejenerasyonu orani ¢esitlere gore degismistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu
740 ¢esidinde 2 mg/l TDZ ve 2 mg/l BAP igeren ortamdan elde edilmistir. Elde edilen
stirgiinler /2 MS ortaminda koklendirilmistir. Gerektginde seraya aktarmadan 6nce 0,25

ile 1 mg/l NAA, IBA ve IAA’de kullanilmistir.

Bhatti (2001), Mercimegin Akm 49, Cift¢i, Meyveci 2001, Akm 260, Akm 261,
Ozbek, Akm 362, Masoor 85, Kirmiz151, 11l 62, Emre 20, Akm 565, Malazgirt, Sazak
91, Kay1 91, Akm 258, Ali Day1, Pul 11, Masoor 93, Kislik 21 ve Kafkas 21 ¢esitleriyle
yapilan in vitro adventif silirgiin rejenerasyonu calismalarinda olgunlagmamis
embriyonik eksenler izole edilerek ilk dnce 20 mg/l NAA igeren MS ortaminda 10 giin
kiiltiire alinmistir. Daha sonra eksplantlar tekrar MSO ortaminda alt kiiltiire alinmistir.
MSO’a aktarildiktan bir hafta sonra bir ka¢ genotipin eksplant1 iizerinde kallus olugumu
baslamis ve 3 hafta sonra da bu kalluslar iizerinde adventif siirgiin olusumu
gbzlenmistir. Ancak siirgiin uzunlugul.66- 2.16 arasinda ve siirgiin olusumu % 3.33- 30
arasinda degismistir. Fakat 6n muamele yapilmamis eksplantlarda 4 mg/l BAP ve 0.25

mg/l NAA iceren MS ortamda sadece Emre 20 ve Kislik 21 ¢esidinin her ikisinde 10’ar
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sirglin ile 3.33 ve 43.33 siirglin olusumu goézlenmistir. Geri kalan 19 ¢esitte ise hig

stirgiin olusumu goézlenmemistir.

Khawar ve Ozcan (2002), MS besin ortaminda gelisen Ali Day1 mercimek ¢esidine ait
10 giinliik siirgiinleri keserek, koklendirme i¢in 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l IBA igeren
MSO0 besin ortamina aktarmislardir. Dort hafta sonra en yliksek koklendirme oranini (%
25), siirgilin bagina ortalama kok sayisini (7.87 adet) ve ortalama kok uzunlugunu (7.18
cm) 0.25 mg/l IBA igeren MSO besin ortamindan elde etmislerdir. Ancak, diger IBA

uygulamalarinda kék olusumunu uyaramamislardir.

Kaur vd. (2002)’nin sonuglarina uyum gostermistir. Arastiricilar %4 mannitol ve su ile
on muamele (osmo ve hidro priming) goérmiis nohut tohumlarinda, 6n muamele
gérmemis tohumlara gore 3-4 kat c¢imlenme gormiislerdir. On muamele gormiis
tohumlarin kok ve siirgiinlerinde amilaz, invertaz (asit, baz) sukroz sentez (SS) ve
sukroz fosfat sentez (SPS) aktivitelerinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Stirglinlerde yiiksek oranda amilaz aktivitesinin bulunmasi siirglinlerdeki gegis,
nisastasinin miktarini artirmistir.  Sonugta siirglin  gelisme ve biiylimesinde fazla

miktarda glukoz fazlaliginin etkili oldugu tespit edilmistir.

Andersone ve Levinsh (2004) sitokinin etkisini artirmak i¢in ilk once Pinus sylvestris
bitkisinin tomurcuk eksplantlarinda soguk muamlesinden sonra yiiksek oranda BAP

muamelesinin etkili oldugunu belirmislerdir.

Madhulata vd. (2004) in vitro Muz ¢ogaltim1 50 mg/l BAP ve 50 mg/l Kin iceren
ortamda 60 dk bekleterek elde etmislerdir.

Andrade vd. (2006) Eucalyptus grandis bitkisinde in vitro ¢ogaltim icin 0, 200, 400 ve
600 mg/l oranlarim1 1,2 ve 3 siireyle uygulanmislar ve 21 giinliik kiiltiirden sonra en

etkili sonuglart BAP’1n 200 mg/I oranin 1 ve 2 saat muamelesinden elde edilmistir.
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Hamdy ve Hattori (2006) In vitro kosullarda Waza soramame ve Cairo 241
cesitlerinin  bogum eksplantlar1  kullanilarak somatik embriyogenesis yoluyla
mikrogogaltim yapilmistir. Bu c¢alismada her iki ¢esidin bogum eksplantlarinin yas,
genotip ve (BAP-NAA) hormon dozlarinin etkisi incelenmistir. Her iki ¢esidin de en 1yi
siirgiin olusum yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayis1 2.0 mg L' BAP+ 0.2 mg L~
"NAA igeren ortamda gézlenmistir. Ancak eksplant basma siirgiin sayis1 bakimindan
Waza soramame c¢esidi Cairo 241 c¢esidine gore daha uygun gorilmiistiir. Cogaltim
sadece (0.58 mg L' TDZ or 1.24 mg L' BA) icine 2.15 mg L' NAA igeren ortamlarda
gerceklestirilmistir. Somatik olusum igin zigonik embriyolar TAA iceren ortamlarda
kiiltiire alinmigtir. IAA olmayan ve diisiikk konsantrasyonda 2,4-D eklenen ortam
tizerindeki gelismis embriyolar tasiyan embriyonik dokular transfer edilince somatik
embriyolar {izerindeki gelismelerde artis gdzlenmistir. Ikinci somatik embriyogenesis

veya adventif somatik embriyolarin olusumuna yol agmiglardir.

Aasim vd. (2009) boriilcenin Akiz ¢esidinin plumula uglar1 uclar1 10 mg/l BAP ile 6n
muamele edildikten sonra 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.00, 1.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA
iceren veya icermeyen MS ortamina alinmistir. Daha sonra eksplantlar iizerinde NAA
olan veya olmayan BAP iceren biitlin MS ortamlarinda kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonu gozlenmistir. Ancak 0,1mg/l NAA eklenmesi siirgiin uzunlugu ve kallus
cap iizerinde olumlu etkiye sahip olmustur. Eksplant basina en fazla siirgiin 7,11 adet;
1.00 mg/l BAP igceren MS ortamindan elde edilmistir. BAP ile NAA igeren ve
icermeyen ortamlar karsilagtirildiginda BAP-NAA igeren ortamlarin daha iyi oldugu
tespit edilmistir. 1 mg/l BAP iceren MS ortaminda kiiltlire alinmig biitiin siirgiinler 0.50
mg/l IBA iceren MS ortaminda koéklendirilmistir. Koklenen bitkiler oda sicakliginda,
torprak dolu kaplarda kiiltiire alinmistir. Biitiin bitkiler 3 ay sonra cigceklenmis ve

seralarda tohuma birakilmastir.

Bahgat vd. (2009) bakla bitkisinde uygun nrejenerasyon ¢alismalar1 bulunmamaktadir.
Bu yiizden genetik transformasyon caligmalari yoktur. Bu makalede bakla bitkisinde
somatik embriyo olusumu anlatilmistir. Bu calismada misir kdkenli Giza2 ve 24 Hyto
cesitleri kullanilmistir. Epikotil ve siirglin ucu eksplantlarindan MS ve Gamborg

(Gamborg vd. 1968) ortaminda %0,25 askorbik ve sitrik asit ile 10 mg/l BAP ve 0,5
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mg/l NAA yada 2,4-D ile 1 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA iceren ortamda rejenerasyon
elde edilmistir. BAP, NAA, 2,4-D igeren ortamlar kallus i¢in en uygun gorilmistiir.
Ancak somatik embriyo olusumu yalniz kalluslarin 2 B5 ortama aktarildiktan sonra
gergeklestirilmistir. Somatik embriyolardan bitki elde edilmistir. Daha sonra bu
caligmalarda genetik stabiliteyi belirlemek i¢in degisik eksplantlar kullanilarak Rapd
analizi yapilmistir. Giza2 ¢esidinde 24 Hyto cesidine gore daha fazla genetik stabilite

gorilmiistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Calismada kullanilan Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin tohumlar1t Ege Tarimsal

Arastirma Enstitiisii, Izmir’den temin edilmistir.

3.2 Doku Kiiltiirii Metotlar:

3.2.1 Biiyiime diizenleyicileri ve saklama kosullar:

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck KgaA (Damstadt, Almanya), ve Sigma
Aldrich Chemical Co. (St Lo. MO, ABD), Duchefa Biochemie (Hollanda) firmalarindan
temin edilmistir. NAA, IAA ve BAP stok soliisyonlar1 10 mg olarak 1N NaOH veya
etanol ile ¢oziildiikten sonra 10 ml su ile tamamlanip 1mg/ml olarak hazirlanmistir ve 4

°C’de 12 ay saklanmustir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Kullanilan bitki hormonlari, ¢6ziictileri, dozlar1 ve saklama kosullari

Bitki hormonlar1 | Coziici Dozu (mg/l) | Saklama kosullari (°C)
Oksinler

NAA IN NaOH 0.1-2.0 4

IAA IN NaOH 0.5-1.0 -20

Sitokininler

BAP IN NaOH 0.25-2.0 4

3.2.2 Besi ortamlan ve kiiltiir kosullar

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) kullanilmistir.
Ortam hazirliginda saf su kullanilmis ve besin ortaminin pH’s1 IN NaOH ya da IN HCI
kullanilarak 5.6-5.8’¢ ayarlandiktan sonra ortamlar 120 °C’de 20 dk tutularak
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otoklavlanmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (Preheat Daylight-42 pmol photons
m 2 s ') altinda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24+1°C sicaklikta tutulmustur.

3.3 Yiizey Sterilizasyonu

Her iki ¢esidin tohumlar1 %100, %80, %60, %40, %20, %10, %S5 ticari ¢amasir suyu
(Ace, Tirkiye %5 NaOCl ile 20 dk. muamele edilerek sterilzasyon igin ¢amasir
suyunun ¢imlenmeye en olumlu etki yapan orani belirlenmeye c¢aligilmistir. Tohumlar

camagir suyu ile muamele edildikten sonra steril saf su ile 5’er dk 3 kez durulanmustir.

3.4 In vitro Calismalar

3.4.1 Bakla tohumlarinin in vitro’da ¢cimlendirilmesi

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin tohumlar1 yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulduktan sonra 24 saat saf su igeren ortamda c¢alkalamali inkiibatorde icerisinde
190 rpm ve 24°C de bekletilmistir. Daha sonra, tohumlardan plumula uglar1 ve embriyo
ekseni eksplantlar1 elde etmek amaciyla tohum kabuklarinin yumusamasi ve
kotiledonlarin kolay acilabilmesi i¢in bir gilinliik steril saf su igeren kaplarda

birakilmistir.

3.4.2 Siirgiin rejenerasyonu

Su i¢inde bir giin bekletilen ve su ile sisen tohumlar bisturi ile nazikce agilarak
embriyoya zarar vermeden plumula uglari ve embriyo ekseni eksplantlart elde
edilmistir. Ilk denemede bakla tohumlar1 saf su, sukrozsuz sivi MS, 30g/l sukroz igeren
saf su ve 30g/l sukroz igeren sivi MS igeren ortamlarda 6n mumaleye tabi tutulmustur.
Daha sonra plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlar1 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/1
NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.10 mg/l NAA, 0.25 mg/l
BAP ile 0.05 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda 24 + 1 °C’de 16 saat

151k fotoperiyodunda kiiltiire alinmustir.
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flk denemede bakla tohumlari saf su, sukrozsuz sivi MS, sukroz igeren saf su ve sukroz
iceren sivi MS igeren ortamlarda 6n mumaleye tabi tutulmustur. Daha sonra plumula
uclar1 ve embriyo ekseni eksplantlar1 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP
ile 0.25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l
NAA, 0.25 mg/l BAP igeren MS ortamlarinda 24 + 1 °C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda

kiiltiire alinmastir.

Ikinci denemede ise elde edilen eksplantlar énce 10 mg/l BAP iceren ortamda 6 giin
bekletilmistir ve 6 giinlin sonunda elde edilen siirgiinler, 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/1
NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA, 0.25mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA, 0.25mg/1
BAP ile 0.05mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP igeren MS ortamlarinda 24 + 1 °C’de 16 saat

151k fotoperiyodunda kiiltiire alinmustir.

3.4.3 Siirgiinlerin koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler kesilerek 1 mg/l IAA igeren MS besin ortaminda, steril
Magentalarda kiiltiire alinmigtir. Dort ile alti hafta sonra koklenen siirgiinler iklim
odasinda ya da serada toprak igeren saksilara aktarilmig olup tlizerine plastik poset
gecirilip 20-25 +2 °C’de bir hafta i¢in tutularak yeni bitkiciklerin hem ortam sartlarina

uymasi, hem de kok sisteminin gelismesi saglanmistir.

Koklendirilmis bitkilerin koklerindeki agar ¢esme suyu ile koklere zarar vermeden
uzaklagtinnlmistir. Agar uzaklastirildiktan sonra bitkiler ¢esme suyu iginde 10-15 dk
bekletilmistir (Aasim vd. 2008).

3.5 Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Laboratuvar denemeleri faktoriyel deneme desenine gore kurulmustur ve denemelerin

her muamelesi icerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii petri kutulart (100 x
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10 mm) veya magentalardan (GA7) olusturulmustur. Elde edilen veriler “SPSS 16 for
Windows” programi ile “univariate analysis” desenine gore analiz edilmistir. Uygulama
ortalamalari MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak Duncan testi ile
karsilagtirilmistir.  Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan Once ‘“‘arcsin

transformasyon”una tabi tutulmustur (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. BULGULAR

4.1 Farkh Dezenfektan Dozlarimin Filiz 99 ve Eresen 87 Cesitlerinin Tohumlarinin
Cimlenme Oranlar1 Uzerine EtKisi

Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin tohumlarmin yiizeysel olarak bakteri, mantar ve
benzeri organizmalardan temizlenebilmesi i¢in ¢amasir suyunun en uygun dozunun
belirlenmesi i¢in her iki ¢eside ait tohumlar (% 100, %80, %60, %40, %20, %10, % 5)
ticari camagsir suyu (Ace-Tirkiye, % 5 NaOCl) ile 20 dk. muamele edilmistir.
Cimlendirmeye konan tohumlardan 10 giin i¢cinde plumula u¢lar1 ve radikula belirmeye
baslamistir. Cimlenme baslangicindan 10 gilin sonra, uygulanan farkli ¢amasir suyu
dozlarinin ¢imlenme ve bulasiklik yiizdelerine ait varyans analizi sonuglart Cizelge

4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli ¢amasir suyu konsantrasyonlarinin baklanin Filiz 99 ve Eresen 87
cesitlerinin tohumlarinin ¢imlenmesi tizerindeki etkisine ait varyans analizi

tablosu
Bulasik Oram (%) Cimlenme Oram (%)
VK sd | KO F KO F
Cesit 1 11666.67 5.44%* 85.71 0.13
Camagir suyu dozu 6 1904.76 0.89 2619.05 3.87%*

esit x Camasir su 6
Ces ¢ ’ i 222222 1.04* 352.38 0.52%*

dozu
Hata 28 2142.86 676.19
Genel Toplam 41

*p<0.05 **p<0.01

Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda bulasik orani (%) ve
¢imlenme oran1 (%) bakimindan g¢esit x ¢amasir suyu dozu arasinda % 0.05 diizeyinde
etkilesim goriilmiistiir. Tohum ¢imlenme oraninda ise sadece ¢amasir suyunun farkl
dozlar arasinda % 0.01 diizeyinde farklilik oldugu goriilmiistiir. Bu etkilesimlerin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi her iki ¢esidin de % 60 camasir suyunda hi¢ bulasiklik
goriilmeden en yiiksek ¢imlenme (% 60) goriilmiistiir. Ayrica % 100 ve 80 ¢amasir suyu
kullanildiginda da Eresen 87 ¢esidinde herhangi bir bulagik gériilmemistir.

Cizelge 4.2 Farkli ¢amasir suyu konsantrasyonlarinin baklanin Filiz 99 ve Eresen 87
¢esitlerinin tohumlariin ¢imlenmesi iizerine etkisi

Camagsir suyu | Bulasik oram (%) Cimlenme Orani(%)
(%) Eresen 87 Filiz 99 Eresen 87 Filiz 99
100 0.00b 66.67b 53.33ab 33.33c
80 0.00b 66.67b 46.67bc 26.67cd
60 0.00b 0.00d 60.00a 60.00a
40 33.33a 33.33c 13.33e 26.67cd
20 33.33a 100.00a 20.00d 40.00b
10 33.33a 33.33c 6.67ef 0.00e

5 33.33a 66.67b 6.67ef 0.00e

Ayni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark Duncan testi

sonuglarma gore 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

4.2 Degisik on muamelelerden sonra farkli BAP ve NAA iceren MS ortamlarda
siirgiin rejenerasyonu

4.2.1 Saf su ile on muamelenin etkisi

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin tohumlar yiizey streilizasyonundan
sonra 24 saat saf su igeren ortamda calkalayaci inkiibator igerisinde 190 rpm ve 24°C de
bekletilmistir. Daha sonra, steril kabin igerisinde tohumlardan testa uzaklastirilmis olup,
kotiledonlar acilimig ve bisturi yardimiyla embriyolar1 elde edilmistir. Her iki
cesidinden elde edilen embriyolardan plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlar
0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile
0.1 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP igeren MS besin
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ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bir hafta sonra eksplantlarda siirgiin uglart ve iki hafta
sonra da silirgiinler gdzlenmeye baslamistir. Bes hafta sonra elde edilen veriler varyans

analizine tabi tutulmus ve sonuclar Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Saf su ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP ve NAA iceren MS
ortamlarinin Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin plumula uglart ve embriyo
eksenlerinden slirgiin rejenerasyonun etkisine ait varyans analizi

Siirgiin olusum Eksplant basina Siirgiin uzunlugu

VK Sd orani (%) siirguin sayisi (cm)
(adet)

KO F KO F KO F
Eksplant | 1 | 2281.66 | 24.23** [ 0.03 0.43 1470 | 59.64**
Cesit 1 |2406.66 | 25.56** [0.16 2.03* [ 1224 | 49.66**
Ortam |4 | 88229 |937** [0.94 11.54%* | 5.12 20.76**
Eksplant | | 160166 | 17.01%% | 0.95 11.68%* | 0.12 0.49*
x Cesit
Eksplant | 1 587854 [30.03%* | 0.27 330%% | 9.67 39.22%*
x Ortam
Cesit X4 139729 |421% | 030 3.70%% | 427 17.33%*
Ortam
Eksplant
x Cesit x | 4 |2423.54 |25.73%* |0.18 229% | 8.03 32.59%*
Ortam
Hata 40 | 94.16 0.08 0.25
Genel 59
toplam

*p<0.05 **p<0.01

Cizelge 4.3’de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda siirgiin olusum orani
ve slirgiin uzunlugu bakimindan eksplantlar, ¢esit ve ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde
etkilesim bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ise eksplant, ¢esit ve
ortam arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimlerin 6nem diizeyini

belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Eresen 87 cesidinin embriyo ekseninde siirgiin olusum orani %80ile100 arasinda
degismistir. En fazla siirgiin olusum oran1 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA, 0.25 mg/l
BAP ile 0,25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 0.05

mg/l NAA igeren MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Plumula uglar1 eksplantindan
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elde edilen siirglinlerde ise siirgin olusum oranmi ise %53.33 ile 86.67 arasinda
degismistir. En fazla siirglin olusum oran1 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA i¢eren MS
ortamlarinda gozlenmistir. Filiz 99 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen
stirglinlerde siirgiin olusum oran1 %25 ile 100 arasinda degisen oranlardadir ve en fazla
stirglin olusumu 0.25 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda goriilmiistiir. Plumula uglar
eksplantindan siirglin olusum oran1 %25 ile 100 arasinda degismis olup en fazla siirgiin
olusumu 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA igeren
ortamlarda gézlenmistir (Sekil 4.1a).

Eresen 87 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantinda eksplant basina siirgiin sayis1 1.0 ile
2.40 adet arasinda degismistir. En fazla siirgiin sayis1 0.25 mg/l BAP igeren ortamdan
elde edilmistir. En az siirgiin sayis1 ise 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l NAA igeren
ortamlarda goriilmiistiir. Plumula uglar1 eksplantindan elde edilen siirglinlerde eksplant
basina siirgiin sayist 1.0 ile 1.77 adet arasinda degismis olup en fazla siirglin 0.25 mg/1
BAP iceren ortamda gozlenmistir. En az siirgiin sayis1 ise 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l
NAA iceren MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Filiz 99 ¢esidinde eksplant basina
stirglin sayis1 embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde 1.0 ile1.62 arasinda
degismistir. En fazla siirgiin sayis1 0.25 mg/l BAPile 0.05 mg/l NAA iceren MS besin
ortaminda gozlenirken en az siirgiin sayist 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA ve 0.25
mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA iceren MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Eksplant
basina siirgiin sayisi plumula uclar1 eksplantindan elde edilen siirgiinlerde 1.00 ile 2.00

adet arasinda degismistir.

Eresen 87 ¢esidinde embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde siirgiin
uzunlugu 1.57 ile 5.93 cm arasinda degismistir ve en uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ile 0.1
mg/l NAA iceren MS besin ortaminda goriilmiistiir. En kisa siirgiin ise 0.25 mg/l BAP
ile 0.25 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda gozlenmistir. Plumula uglar
eksplantindan elde edilen siirgiinlerde ise siirgiin uzunlugu 1.80 ile 5.67 cm arasinda
degismistir. Filiz 99 ¢esidinde siirgiin uzunlugu sirasiyla embriyo ekseni eksplanti ve
plumula uglar1 eksplantindan elde edilen siirgiinlerde, 1.00 ile 3.13 arasinda ve 1.50 ile

5.50 arasinda degismistir. Embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirglinlerde en
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uzun siirglin 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda ve en kisa
siirglin ise 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde
edilmistir. Plumula uclar1 eksplantindan elde edilen siirglinlerde en uzun siirgiin 0.25
mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda ve en kisa siirglin ise 0.25
mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda goriilmiistiir.

Bes hafta sonra hem plumula uglar1 (Sekil 4.1b) hemde embriyonik eksen eksplantindan

elde edilen siirgiinler 1 mg/l IAA iceren ortamda basari ile koklendirilmistir

Cizelge 4.4 Saf su ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP ve NAA igeren MS
ortamlarinin Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin plumula uglar1 ve embriyo
ekseni eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin rejenerasyonu

Ortamlar Siirgiin olusum orani (%)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclar
0.25 0.50 100.00a 66.67c 86.67 80.00b
0.25 0.25 100.00a 86.67a 25.00d 100.00a
0.25 0.10 100.00a 86.67a 73.33c 100.00a
0.25 0.05 100.00a 53.33cd 80.00bc 50.00c
0.25 0.00 80.00b 73.33b 100.0a 25.00d
Ortamlar Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclar
0.25 0.50 1.60b 1.10d 1.40b 1.40c
0.25 0.25 1.00d 1.50b 1.00c 1.40c
0.25 0.10 1.57bc 1.40c 1.00c 1.00d
0.25 0.05 1.70b 1.00e 1.62a 1.70b
0.25 0.00 2.40a 1.77a 1.47b 2.00a
Ortamlar Siirgiin uzunlugu (cm)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) |NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclari
0.25 0.50 2.50c 5.30b 3.13a 5.50a
0.25 0.25 1.57d 5.67a 1.00d 2.20d
0.25 0.10 5.93a 1.80e 1.90c 2.70c
0.25 0.05 2.10c 4.50c 1.67cd 1.50e
0.25 0.00 3.37b 2.70d 2.80b 4.00b
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Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark Duncan testi

sonuglarina gore 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 4.1 Saf su ile 24 saat 6n muamele yapilmis baklanin Filiz 99 ¢esidinin plumula
uglarinda siirgiin rejenerasyonu

a. 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA igeren MS ortamlarda plumula ucu eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu

b .Elde edilen siirgiinlerin 1 mg/l IAA igeren ortamda koklendirilmesi

4.2.2 Sukroz icermeyen s1vi MS ortami ile 6n muamelenin etkisi

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin tohumlar steril ettikten sonra 24
saat sukrozsuz sivi MS iceren ortamda calkalayaci inkiibator icerisinde 190 rpm ve
24°C de bekletilmigtir. Daha sonra, steril kabin igerisinde tohumlardan testa
uzaklagtirllmis olup kotiledonlar agilimig ve bisturi yardimiyla embriyolar1 elde
edilmistir. Elde edilen embriyolardan plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlari
0.25 mg/l BAP, 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l NAA,
0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA iceren MS besin

ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bir hafta sonra eksplantlarda siirgiin uglart ve iki hafta
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sonra da silirgiinler gdzlenmeye baslamistir. Bes hafta sonra elde edilen veriler varyans

analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Sukroz icermeyen s1vi MS ortami ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA igeren MS ortamlarinin Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin
plumula uglar1 ve embriyo eksenlerinden siirgiin rejenerasyonun etkisine ait
varyans analizi

Siirgiin olusum | Eksplant basma | Siirgiin  uzunlugu
Vk sd | oram (%) siirgiin sayisi (adet) | (cm)

KO F KO F KO F
Eksplant | 1 | 4166.66 | 19.68** | 0.07 0.44 0.198 0.19
Cesit 1 | 666.66 |3.15* 051 2.96* 7.88 7.01%*
Ortam |4 |844.16 |3.98** |0.66 3.80* 8.94 8.97%*
Eksplant | | 1 ¢)c 67 | 3.81% 0.03 0.15 14.45 14.49%*
x Cesit
Eksplant | =1 119 16 | 2.6+ 0.64 3.66* 19.33 19.39%*
x Ortam
Cesit - X | 4 | 68750 | 3.04 027 1.54 4.01 4.03%*
Ortam
Eksplant
x Cesit x | 4 |335.83 | 1.58% 0.44 2.51% 10.75 10.78%*
Ortam
Hata 40 |211.67 0.17 0.99
Genel 60
toplam

*p<0.05 **p<0.01

Cizelge 4.5’de goriildiigl gibi yapilan varyans analizi sonucunda siirgiin olusum orani
ve eksplant bagina siirglin sayis1 bakimindan eksplant x cesit x ortam arasinda 0.05
diizeyinde etkilesim bulunmustur. Siirgiin uzunlugu bakimindan ise eksplant x ¢esit x
ortam arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimlerin 6nem diizeyini

belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Eresen 87 cesidinin embriyo ekseni eksplantinda siirgiin olusum oran1 %76.67 ile 100
arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusum oran1 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l BAP ile
0.25 mg/l NAA iceren ortamlardan elde edilmistir. En az siirgiin olusum orani ise 0.25
mg/l BAPile0.1 mg/l NAA iceren MS besin ortamlarinda gozlenmistir. Plumula uglari

eksplantinda ise siirglin olusum orani %46.67 ile 86.67 arasinda degisen oranlardadir.
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En fazla siirglin olusumu 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde
edilmisken en az siirglin olusumu 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA iceren MS besin
ortaminda gorilmistiir. Filiz 99 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantinda siirgiin olusum
orani %60 ile 100 arasinda degismektedir. En fazla siirgiin olusum orani 0.25 mg/l BAP
ile 0.05 mg/l NAA igeren MS ortamindan, en az siirgiin olusum orani ise 0.25 mg/l BAP
iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Plumula uclar1 eksplantindan elde edilen
stirglinlerde siirgiin olusum orani %46.67 ile 80 arasinda degismektedir. En fazla siirgiin
orani 0.25 mg/l BAP, 0.25 mg/l BAPile0.1 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l

NAAigeren ortamlarda gozlenmistir.

Cizelge 4.6 Sukroz igcermeyen sivi MS ortami ile n muameleden sonra farkli oranlarda
BAP ve NAA iceren MS ortamlarinin Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin

plumula uglar1 ve embriyo eksenlerinden siirgiin rejenerasyonu

Ortamlar Siirgiin olusum orani (%)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclar
0.25 0.50 93.33ab 80.00a 80.00b 66.67c
0.25 0.25 100.00a 60.00c 80.00b 46.67d
0.25 0.10 76.67c 46.67d 80.00b 80.00b
0.25 0.05 100.00a 86.67¢ 100.00a 80.00b
0.25 0.00 100.00a 76.67ab 60.00c 80.00a
Ortamlar Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclar
0.25 0.50 1.80a 1.30b 1.00c 1.13b
0.25 0.25 1.85a 1.65ab 1.70a 1.00c
0.25 0.10 1.25b 1.15b 1.68a 1.20b
0.25 0.05 1.17b 1.25ab 1.40ab 1.00c
0.25 0.00 1.85a 2.00a 1.00c 2.30a
Ortamlar Siirgiin uzunlugu (cm)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) |NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclari
0.25 0.50 1.60c 4.76b 1.40c 3.80c
0.25 0.25 3.20b 4.10c 8.20a 1.80d
0.25 0.10 3.15b 2.35d 6.50b 2.40c
0.25 0.05 4.33a 4.45c 4.43c 7.63a
0.25 0.00 3.05b 5.15a 3.33d 3.90b
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Ayni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark Duncan testi

sonuglarina gore 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 Eresen 87 cesidininin embriyo ekseni eksplantindan elde
edilen siirgiinlerde eksplant basina siirgilin sayis1 1.17 ile 1.85 adet arasinda degismistir.
En fazla siirglin sayis1 0.25 mg/l BAP, 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA igeren MS
ortamlarindan elde edilmistir (Sekil 4.2.a). Plumula uglar1 eksplantindan elde edilen
siirgiinlerde ise en fazla siirgiin sayist 0.25 mg/l BAP igceren MS besin ortaminda
goriilmiistiir. Filiz 99 cesidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde
eksplant basina siirgiin sayist 1.00 ile 1.70 adet arasinda degismistir ve en fazla siirgiin
0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir. Plumula uglar1
eksplantindan elde edilen siirglinlerde eksplant basina siirgiin sayist 1.00 ile 2.30

arasinda degismistir. En fazla siirgiin 0.25 mg/l BAP igeren ortamda goriilmiistiir.

Eresen 87 cesidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirglinlerde siirgiin
uzunlugu 1.60 ile 4.33 cm arasinda degismis olup en uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ile
0.05 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Plumula uglari
eksplantindan elde edilen siirgiinlerde ise siirglin uzunlugu 2.35 ile 5.15 cm arasinda
degismistir. En uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP igeren MS besi ortaminda goriilmiistiir.
Filiz 99 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde siirgiin
uzunlugu 1.40 ile 8.20 cm arasinda degismistir. En uzun ve en kisa siirgiinler sirasiyla
0.25 mg/1 BAP ile 0.25 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA igeren MS besin
ortamlarindan elde edilmistir. Plumula uglar1 eksplantindan elde edilen siirgiinlerde ise
stirglin uzunlugu 1.80 ile 3.90 cm arasinda deg8ismistir. En uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP
iceren MS besin ortaminda, en kisa siirgiin ise 0.25 mg/l BAPile 0.25 mg/l NAA iceren

MS besin ortaminda gozlenmistir.

Bes hafta sonra hem plumula ucglarn (Sekil 4.2.b) hemde embriyonik eksen
eksplantindan elde edilen siirgiinler 1 mg/l IAA igeren ortamda basar ile

koklendirilmistir.
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Sekil 4.2 Sukroz icermeyen sivi MS ile 24 saat 6n muamele yapilmis baklanin Eresen
87 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantinda siirgiin rejenerasyonu

a. 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS ortamlarda embriyo ekseni eksplantindan siirglin
rejenersayonu

b. Elde edilen siirgiinlerin 1 mg/l IAA igeren ortamda koklendirilmesi

4.2.3 Sukroz iceren saf su ile 6n muamelenin etkisi

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin tohumlar steril ettikten sonra 24
saat sekerli su iceren ortamda calkalayaci cihaz igerisinde 190 rpm ve 24°C de
bekletilmistir. Daha sonra, steril kabin igerisinde tohumlardan testa uzaklastirilmis olup
kotiledonlar agilimig ve bisturi yardimiyla embriyolar1 elde edilmistir. Elde edilen
embriyolardan plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlar1 0.25 mg/l BAP, 0.25 mg/l
BAP ile 0.5 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/I
NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA iceren MS besin ortamlarinda kiiltlire
alimmistir. Bir hafta sonra eksplantlarda siirgiin uclar1 ve iki hafta sonra da siirgiinler
gozlenmeye baslamistir. Bes hafta sonra elde edilen veriler varyans analizine tabi

tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.7’de verilmistir.

28



Cizelge 4.7 Sukroz igceren saf su ile on muameleden sonra farkli oranlarda BAP ve NAA
iceren MS ortamlarinin Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin plumula uglar ve
embriyo eksenlerinden siirgiin rejenerasyonunun etkisine ait varyans

analizi

Siirgiin olugum E"ksp"lant basina Siirgiin uzunlugu

VK Sd orant (%) siirgiin sayisi (cm)
’ (adet)

KO F KO F KO F
Eksplant | 1 11760.00 [ 213.82** [3.55 | 43.15** | 0.35 0.49%
Cesit |1 2160.00 |39.27** [0.15 1.82*  [1.91 2.66**
Ortam | 4 772500 | 14.04** | 0.83 10.04** [ 60.50 | 84.59**
Eksplant | | 7260.00 | 132.00%* | 0.01 0.13 5.40 7.55%*
x Cesit
Eksplant | , 32250 | 5.86%* | 1.42 17.31%% | 1473 | 20.59%*
x Ortam
Gesit x| 4 47250 | 8.59** | 1.55 18.86** | 6.23 8.71%*
Ortam
Eksplant
x  Cesit | 4 92250 | 16.77%* | 1.80  [21.92%* |4.04 5.65%*
x Ortam
Hata | 40 55.00 0.08 0.72
Genel
Toplam >9

*p<0.05 **p<0.01

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda siirgiin olusum orant,
stirglin sayis1 ve silirglin uzunlugu bakimindan eksplant x ¢esit x ortam arasinda 0.01
diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimlerin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Eresen 87 cesidinin embriyo eksplantinda siirgiin olusum orani %80 ile 100 arasinda
degismis olup en fazla siirgiin olusumu 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA ve 0.25 mg/l
BAP ile 0,05 mg/l NAA iceren MS ortamlarinda gozlenmistir. Plumula uglart ekseni
eksplantinda ise siirglin olusumu %70 ile 100 arasinda degismistir ve en fazla siirgiin
olusum orani 0.25 mg/l BAP iceren MS ortamindan elde edilmistir. Filiz 99 ¢esidinin
embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde siirgiin olusum oran1 % 100 diir.

Plumula uglar1 eksplantindan elde edilen siirgiinlerde ise siirgiin olusum oran1 %20 ile
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80 arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusumu 0.25 mg/l BAPile 0.50 mg/l NAA

iceren MS ortaminda gozlenmistr.

Cizelge 4.8 Farkli BAP ve NAA dozlariin baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin
plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlarindan elde edilen siirglinlerin

rejenerasyonu
Ortamlar Siirgiin olusum orani (%)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclar
0.25 0.50 100.00a 90.00b 100.0 80.00a
0.25 0.25 80.00c 80.00c 100.0 20.00c
0.25 0.10 80.00c 80.00c 100.0 60.00b
0.25 0.05 100.00a 70.00d 100.0 60.00b
0.25 0.00 90.00b 100.00a 100.0 30.00c
Ortamlar Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclar ekseni uclari
0.25 0.50 1.25b 1.60c 1.47b 1.50b
0.25 0.25 1.00c 1.30d 1.00c 4.00a
0.25 0.10 1.26b 1.80b 1.60a 1.00c
0.25 0.05 1.20b 1.75b 1.43b 1.00c
0.25 0.00 1.85a 2.47a 1.43b 2.00b
Ortamlar Siirgiin uzunlugu (cm)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) |NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/l) ekseni uclari ekseni uclari
0.25 0.50 4.10c 3.95¢ 5.60b 4.53c
0.25 0.25 7.00b 3.35¢ 4.73b 4.73c
0.25 0.10 9.73a 6.60a 9.00a 9.67a
0.25 0.05 2.63d 6.50b 4.53b 8.17b
0.25 0.00 3.01d 3.85¢ 1.40c 1.93d

Ayni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark Duncan testi

sonuglarma gore 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Eresen 87 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantinda eksplant basina siirgiin sayist 1.00 ile

1.85 arasinda degismistir. Sirasiyla en fazla ve en az siirgiin sayisi 0.25 mg/l BAP (Sekil
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4.3a) ve 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir.
Plumula uglar1 eksplantinda eksplant basina siirgiin sayis1 1.30 ile 2.47 adet arasinda
degismistir. En fazla ve en az siirgiin sayilar1 sirasiyla 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l BAP
ile 0.25 mg/l NAA igeren MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Filiz 99 ¢esidinin
embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgilinlerde eksplant basina siirgiin sayis1 1.00
ile 1.60 arasinda degismistir. En fazla siirgiin sayis1 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA
iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Plumula uglar1 eksplantindan elde edilen
stirglinlerde ise eksplant basina siirgiin sayis1 1.0 ile 4.0 arasinda degismis olup en fazla

stirglin 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda gozlenmistir.

Eresen 87 cesidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirglinlerde siirgiin
uzunlugu 2.63 ile 9.73 cm arasinda degismistir ve en uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ile 0.1
mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Plumula uglar1 eksplantindan
elde edilen siirgilinlerde siirgiin uzunlugu 3.35 ile 6.60 cm arasinda degismistir. En uzun
ve en kisa siirgiinler sirasiyla 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile
0.25 mg/l NAA igeren ortamlardan elde edilmistir. Filiz 99 ¢esidinin embriyo ekseni
eksplantindan (Sekil 4.3¢) elde edilen siirgiinlerde siirglin uzunlugu 1.40 ile 9.00 cm
arasinda degigmistir. En uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA igeren ortamda,
en kisa siirgiin ise 0.25 mg/l BAP igeren ortamda gdzlenmistir. Plumula uglari
eksplantindan elde edilen siirglinlerde siirgiin uzunlugu 1.93 ile 9.67 cm arasinda
degismistir. En uzun ve en kisa siirgiinler sirasiyla 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA ve
0.25 mg/l BAP igeren ortamlarda goriildiigii kaydedilmistir.

Bes hafta sonra her 2 ¢esidinin hem plumula ucglari hemde embriyonik eksen
eksplantindan elde edilen siirgiinler 1 mg/l IAA igeren ortamda basar ile

koklendirilmistir.

31



-

. OR _,
';’t "\

Sekil 4.3 Sukroz igeren saf su ile 24 saat 6n muamele yapilmig baklanin Filiz 99 ve
Eresen 87 c¢esidinin plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantinda siirgilin
rejenerasyonu

a. Eresen 87 ¢esidinin 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamda plumula ucu eksplantindan
ve

b. Eresen 87 ¢esidinin 0.25 mg/l BAP igeren MS ortamda embriyo ekseni eksplantindan siirgiin
rejenersayonu

c. Filiz 99 ¢esidinin 0.25 mg/l BAP ile 0.10 mg/l NAA iceren MS ortamda embriyo ekseni

d. Filiz 99 ¢esidinin 0,25 mg/l BAP ile 0,25mg/l NAA iceren MS besin ortamimnda plumula ucu
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

4.2.4 Sukroz iceren s1ivi MS ortami ile 6n muamelenin etkisi

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin tohumlar steril ettikten sonra 24
saat sekerli stvi MS igeren ortamda ¢alkalayici inkiibator igerisinde 190 rpm ve 24°C de

bekletilmistir. Daha sonra, steril kabin igerisinde tohumlardan testa uzaklastirilmis olup
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kotiledonlar acilimig ve bisturi yardimiyla embriyolar1 elde edilmistir. Elde edilen
embriyolardan plumula uglari ve embriyo ekseni eksplantlar1 0.25 mg/l BAP ile 0.5
mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA, 0.25
mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire
alimmustir. Bir hafta sonra eksplantlarda siirglin uclar1 ve iki hafta sonra da siirgiinler
gozlenmeye baslamistir. Bes hafta sonra elde edilen veriler varyans analizine tabi

tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9 Sukroz iceren sivi MS ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP ve
NAA ortamlarinin Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin plumula uglar1 ve
embriyo eksenlerinden siirgiin rejenerasyonun etkisine ait varyans analizi

Vk Siirglin olusum orami | Eksplant basina Siirglin uzunlugu

sd (%) siirglin sayist (adet) | (cm)

KO F Ko F Ko F

Eksplant | 1 7260.00 | 54.79** [0.45 273* [ 9487 | 57.75%
Cesit 1 240.00 | 181 0.02 0.14 1.90 1.16
Ortam |4 24937 [ 1.88*  [0.96 5.83%*  [5.23 3.18%
Eksplant ) | 24000 | 1.81* | 0.08 0.49 8.17 4.97*
x Cesit
Eksplant ) , 2019.37 | 15.24** | 0.70 424%% | 821 5.02%*
x Ortam
Gesitx 1 811.87 | 6.12%* |0.32 1.94% 3025 | 18.42%*
Ortam
Eksplant
x Cesit x | 4 1261.87 |9.52%* | 1.58 9.62%* | 10.04 | 6.12%*
Ortam
Hata 40 132.50 0.16 1.64
Genel
Toplam >9

*p<0.05 **p<0.01

Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda siirgiin olusum orant,
eksplant basina siirglin sayist ve siirgiin uzunlugu bakimindan eksplantlar x gesit x
ortam arasinda arasinda 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimlerin 6nem
diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglart Cizelge 4.10°da

verilmisgtir.
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Eresen 87 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantinda siirgiin olusum orant %65 ile 100
arasinda degismis olup en fazla siirgiin olusumu 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA
iceren MS ortaminda gozlenmistir. Plumula uglar1 ekseni eksplantindan elde edilen
stirglinlerde ise siirgiin olusumu %50 ile 90 arasinda degismistir ve en fazla siirgiin
orani 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l BAPile0.50 mg/l NAA iceren MS ortamlarindan elde
edilmistir (Sekil 4.4.a.b). Filiz 99 cesidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen
stirglinlerde siirgiin olusum oran1 % 40 ile 80 arasindadir. En fazla siirglin oran1 0.25
mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Plumula uglar
eksplantindan elde edilen siirgiinlerde ise siirglin olusum oran1 %20 ile 80 arasinda
degismistir. En fazla siirglin olusumu 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA igeren MS

ortaminda gozlenmistr.

Eresen 87 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde eksplant
basina siirgiin sayist 1.00 ile 2.0 adet arasinda degismistir. Sirasiyla en fazla ve en az
stirglin sayis1 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA
iceren MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Plumula uglar1 eksplantindan elde edilen
stirglinlerde eksplant bagina siirgiin sayisi 1.0 ile 3.0 adet arasinda degismistir. En fazla
stirgiin sayist 0.25 mg/l BAP igeren MS besin ortaminda gézlenmistir. Filiz 99 ¢esidinin
embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgilinlerde eksplant basina siirgiin sayis1 1.50
ile 2.23 adet arasinda degismistir. En fazla siirgiin sayis1 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l
NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Plumula uglar1 eksplantindan elde
edilen siirgiinlerde ise eksplant bagina siirgiin sayis1 1.0 ile 2.33 arasinda degismis olup
en fazla stirgiin 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda

gozlenmistir.

Eresen 87 cesidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgilinlerde siirgiin
uzunlugu 2.17 ile 4.55 cm arasinda degismistir ve en uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ile
0.25 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Plumula uglar
eksplantindan elde edilen siirglinlerde siirgiin uzunlugu 1.03 ile 3.10 cm arasinda
degismistir. En uzun siirglin 0.25 mg/l BAPile 0.05 mg/l NAA ortamda gorilmistiir.

Filiz 99 c¢esidinin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirglinlerde siirgiin
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uzunlugu 2.77 ile 8.83 cm arasinda degismistir. En uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ile 0.5
mg/l NAA igeren ortamda, en kisa siirgiin ise 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren
ortamda gozlenmistir. Plumula uglar1 eksplantindan elde edilen siirglinlerde ise siirgiin
uzunlugu 2,73 ile 8.66 cm arasinda de8ismistir. En uzun ve en kisa siirgiinlerin sirasiyla
0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA iceren
ortamlarda goriildiigii kaydedilmistir.

Cizelge 4.10 Farklt BAP ve NAA dozlarinin baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin
plumula uglar1 ve embriyo ekseni eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin

rejenerasyonu
Ortamlar Siirgiin olusum orani (%)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) | NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclar
0.25 0.50 100.00a 90.00a 40.00e 20.00e
0.25 0.25 65.00cd 80.00b 80.00a 30.00d
0.25 0.10 70.00c 80.00b 50.00d 60.00c
0.25 0.05 90.00b 50.00c 70.00b 80.00a
0.25 0.00 65.00 90.00a 60.00c 70.00b
Ortamlar Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) |NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclar
0.25 0.50 1.00c 1.40c 1.67b 1.00e
0.25 0.25 1.70b 1.00d 1.50¢ 2.00b
0.25 0.10 2.00a 1.00d 1.67b 2.33a
0.25 0.05 1.13¢ 1.73b 2.23a 1.60d
0.25 0.00 1.73b 3.00a 1.73b 1.70c
Ortamlar Siirgiin uzunlugu (cm)
Eresen 87 Filiz 99
BAP (mg/l) NAA Embriyo Plumula Embriyo Plumula
(mg/1) ekseni uclari ekseni uclari
0.25 0.50 2.17e 2.75ab 2.77d 8.66a
0.25 0.25 4.55a 1.03c 8.83a 5.50b
0.25 0.10 4.20b 2.13b 3.40c 2.73c
0.25 0.05 2.50d 3.10a 3.05¢ 8.03a
0.25 0.00 3.52¢ 2.45b 7.76ab 2.80c
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Ayni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark Duncan testi

sonuglarina gore 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 4.4 Sukroz igeren sivi MS ile 24 saat 6n muamele yapilmis baklanin Filiz 99
c¢esidinin embriyo ekseni eksplantinda siirgiin rejenerasyonu

a. 0.25 mg/l BAP igeren MS ortamlarda embriyo ekseni eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

b. Elde edilen siirgiinlerin 1 mg/l IAA igeren ortamda koklendirilmesi
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Sekil 4.5 Baklanin Filiz 99 ¢esidine ait siirgiinlerin in vitro kosullarda 1mg/l IAA igceren
MS ortamda koklendirilmesi
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Bes hafta sonra hem Eresen 87 hemde Filiz 99 cesidine ait siirgiinleri 1 mg/l IAA igeren
ortamda basari ile koklendirilmistir (Sekil 4.5-4.6).

Sekil 4.6 Baklanin Eresen 87 cesidine ait siirgiinlerin in vitro kosullarda 1 mg/l IAA
iceren MS ortamda koklendirilmesi

4.3 Farkh Cesit, Eksplant ve Muamele sonucu elde edilen siirgiinlerin koklenmeye
etkisi

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin plumula uglar1 ve embriyo ekseni
eksplantlarindan elde edilen siirgiinler 1 mg/l IAA igeren ortamda koklendirilmistir ve
iki hafta sonra kok uglar1 gozlenmeye baglamistir. Bes hafta sonra kok uglarindan kokler
gelismis olup elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge

4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11Farkli Cesit, Eksplant ve Muamele sonucu elde edilen siirgiinlerin
koklenmeye etkisine ait varyans analizi

Koklenme Orani (%) Kok Uzunlugu (cm)
VK sd ko F KO F
Cesit 1 102.08 0.19 0.04 0.01
Eksplant 1 133.33 0.25 0.10 0.02
Muamele 3 417.36 0.77 1.07 0.21
Cesit x Eksplant 1 300.00 0.55* 3.33 0.65*
Cesit x Muamele 3 78.47 0.14 0.53 0.10
Eksplant x Muamele 3 584.72 1.08* 2.71 0.53
Cesit x Eksplant x Muamele 3 51.39 0.09 1.82 0.35
Hata 32 539.58 5.12
Genel toplam 47

*p<0.05, **p<0.01
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Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda koklenme orani (%)
bakimindan ¢esit x eksplant; eksplant x muamele arasinda ve kok uzunlugu bakimindan
cesit x eksplant arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu etkilesimlerin 6nem
diizeyini belirlemek amaciyla yapilan t ve Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.12 ve

4.13’te verilmistir.

Filiz 99 ¢esidinde en fazla kdklenme %68.33 oraniyla plumula uclar1 eksplantindan elde
edilen siirgiinlerde (Sekil 4.7.b.c), Eresen 87 ¢esidinde ise en fazla koklenme %68.75 ile
embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde gozlenmistir. Kok uzunlugu Filiz
99 ¢esidinde en uzun kok plumula uglar eksplantindan elde edilen siirgiinlerde ve Eresen
87 ¢esidinde ise en uzun kokiin embriyo ekseni eksplantindan elde edilen siirgiinlerde

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7¢).

Cizelge 4.12 Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinde plumula uglar1 ve embriyo ekseni
eksplantlarindan elde edilen siirgilinlerin koklenmeye etkisi

Koklenme orani(%) Kok Uzunlugu(cm)
Cesit Plumula Embriyo Plumula | Embriyo
uclan ekseni uclan ekseni
Filiz 99 68.33a 66.66ab 7.03a 6.40b
Eresen 87 60.42b 68.75a 6.48b 6.91a

Aymni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark t testi sonuglaria gore 0.05 diizeyinde
6nemlidir.

Cizelge 4.13’de goriildiigii gibi 6n muamele gormiis plumula uclar1 eksplantlardan elde
edilen siirgiinlerde koklenme oranm1 %56.66-68.33 ve embriyo ekseni eksplantindan elde
edilen siirgiinlerde %51.67-80 arasinda degismistir. Plumula uglar1 ve embriyo ekseni
eksplantindan elde edilen siirgiinlerde en iyi koklenmenin saf su iceren MS ortami ile 6n
muamele gérmiis eksplantlarda oldugu kaydedilmistir. Embriyo ekseni eksplantindan
elde edilen siirgiinlerde ise en iyi koklenme orani saf su ile 6n muamele gormiis

eksplantlardadir.
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Cizelge 4.13 Farkli muamele ve farkli eksplantlardan elde edilen siirgiinlerin
koklenmeye etkisi

Muamele Koklenme orani (%)
Plumula uglar Embriyo ekseni
Saf Su 67.50a 80.00a
Sukroz igermeyen sivi MS 56.66¢ 70.00b
Sukroz i¢eren saf su 65.00ab 69.17b
Sukroz i¢eren s1vi MS 68.33a 51.67c

Aymni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark t testi sonuglaria gore 0.05 diizeyinde
onemlidir.

Sekil 4.7 Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin in vitro kosullarda koklendirilmesi

al, a2. Eresen 87 ve Filiz 99 ¢esitlerinin sukroz iceren sivi MS ile 6n muamele gérmiis tohumlarindan
elde edilen plumula eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin kéklenmesi i-IAA muamele
sonucunda gelisen siirgiinler ve ii- kok uglari,

b,c. Filiz 99

d,e. Eresen 87 g¢esidinin saf su ile 6n muamele gormiis tohumlarindan gelisen embriyo ekseni
eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin koklenmesi
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4.4 D1s Kosullara Ahstirilmasi

Su i¢inde bekletilmemis bitkilerin hizli su kaybettiginden dolay1 ¢abuk kurudugu ve
alistirmada olumsuz etki gosterdigi kaydedilmistir. Dolaysiyla tiim koklendirilmis
bitkilerin koklerindeki agar ¢esme suyu ile koklere zarar vermeden uzaklastirilmis olup
¢cesme suyu i¢inde 10-15 dk bekletilmiglerdir. Bu yontemle tiim bitkiler kolayca dis

kosullara alistirilmistr.

4.5 Filiz 99 ve Eresen 87 Cesitlerinin 10 Mg/L Bap Ile On Muamele Edilmis
Plumula Uclar1 ve Embriyo Ekseni Eksplantlarindan Farkhh Ortamlarda
Siirgiin Rejenerasyonu

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin tohumlar steril ettikten sonra 6 giin
10 mg/l BAP igeren ortamda bekletilmistir. Daha sonra, steril kabin igerisinde
tohumlardan testa uzaklastirilmis olup kotiledonlar agilimis ve bisturi yardimiyla
embriyolar1 elde edilmistir. Elde edilen embriyo eksplantlari, 0.25 mg/l BAP ile 0.5
mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA, 0.25
mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire
alinmistir. Bir hafta sonra her iki ¢esidinin plumula ucu eksplantlarinda (Sekil 4.5a,b)
stirglin uglar1 ve iki hafta sonra da siirgiinler gézlenmeye baslamistir. Bes hafta sonra
elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.14°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.14 BAP ile 6n muameleden sonra farkli oranlarda BAP ve NAA ortamlarinin
Filiz 99 ve Eresen 87 c¢esitlerinin plumula uclarindan siirgiin
rejenerasyonun etkisine ait varyans analizi

Siirgiin olusum Eksplant basina | Siirgiin
VK sd orani (%) siirgiin sayisi uzunlugu (cm)
(adet)

KO F KO F KO F
Cesit 1 140.83 0.37 0.04 0.19 2.34 4.19
Ortam 4 113.33 0.54 0.18 0.39 0.84 1.51
Cesitx Ortam | 4 695.00 1.84%* 0.16 0.36* 1.29 2.32%
Hata 20 377.50 0.45 0.56
Genel Toplam | 29

*p<0.05, **p<0.01

Cizelge 4.14’de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda siirgiin olusum
orani(%), eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimindan cesit ve
ortamlar arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir. Siirgin olusum orani (%),
eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan ¢esit x ortam arasinda
0.05 diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu farklilik ve etkilesimlerin 6nem diizeyini

belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.15°de verilmistir.

Filiz 99 ¢esidinde siirglin olusum oran1 % 63.33 ile 93.33 arasinda degismis olup en
fazla siirglin olusumu 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP ile 0,25
mg/l NAA iceren MS ortamlarinda; en az siirglin olusumu ise 0.25 mg/l BAP ile 0.05
mg/l NAA iceren MS ortaminda goézlenmistir. Eresen 87 ¢esidinde ise siirglin olusum
orani % 76,67 ile 100 arasinda degismistir ve en fazla siirgiin olusumu 0.25 mg/l BAP

ile 0.05 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayist Filiz 99 c¢esidinde 1.92 ile 2.38 adet arasinda de8ismis
olup en fazla siirgiin 0.25 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA iceren MS ortaminda
gozlenmistir (Sekil 4.8b). Eresen 87 ¢esidinde ise eksplant basina siirgiin sayis1 1.95 ile
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2.53 adet arasinda degismistir. En fazla siirgiin sayisinin 0.25 mg/l BAP igeren MS

ortaminda oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.8.a).

Filiz 99 cesidinde siirgiin uzunlugu 1.98 ile 3.33 cm arasinda degismis olup en uzun

stirglin 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir. En kisa

stirglin ise 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir.

Eresen 87 ¢esidinde siirgiin uzunlugu 1.57 ile 2.99 cm arasinda degismis olup en uzun

stirgiin 0.25 mg/l BAP igeren MS ortamda ve en kisa siirgiin ise 0.25 mg/l BAP ile 0.1

mg/l NAA igeren MS ortaminda gozlenmistir.

Cizelge 4.15 Farkli BAP ve NAA dozlarinin Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin
plumula ucu eksplantlarindan elde edilen siirgilinlerin rejenerasyonu

Ortamlar Siirgiin olusum Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
orani (%) siirgiin sayisi (adet) | (cm)

BAP NAA Filiz99 | Eresen | Filiz99 | Eresen Filiz 99 | Eresen

(mg/l) | (mg/l) 87 87 87

0.25 0.50 9333a |76.67bc |2.38a 2.50a 2.94b 2.17b

0.25 0.25 93.33 ab | 80.00b 2.20b 1.97c 2.27c 1.58c

0.25 0.10 90.00a |93.33ab |2.06c 1.95¢ 3.33a 1.57c

0.25 0.05 63.33 ¢ 100.00a | 2.30a 2.28b 1.98cd | 1.60c

0.25 0.00 75.00 bc | 86.67b 1.92d 2.53a 2.18c 2.99a

Ayn siitlinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark Duncan testi sonuglarina gore 0.05

diizeyinde 6nemlidir.

Bes hafta sonra elde edilen siirgiinler 1 mg/l IAA ile 10 dk on muamele yapilmis olup

MS iceren ortamda basari ile koklendirilmistir.

43




Sekil 4.8 Baklanin Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esidinin plumula ucu eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu

a Filiz 99 ¢esidinin 0.25 mg/l BAP iceren MS ortamda ve

b Eresen 87 ¢esidinin 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu
¢ Filiz 99 ¢esidin 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA iceren MS ortamda

d,e,f Eresen 87 ¢esidinin eksplantindan siirgiinlerin koklendirilmesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Yiizey sterilizasyonu doku kiiltiirii ¢alismalarindaki en onemli asamalardan biridir.
Yiizey sterilizasyonu i¢in eksplanta uygulanacak olan kimyasallarin bitkiye zarar verme
olasilig1 cok yiiksektir. Bu nedenle kullanilacak kimyasallarin en az miktarda ve en kisa
stirede muamelesi gerekmektedir. Baklagil bitkilerinin sterilizasyonu ile ilgili literatiirde
bir¢cok c¢alisma bulunmaktadir (Bhatti 2001, Saglam 2010, Aasim 2010). Fakat Tiirkiye
kosullarinda bakla tohumlarinin yiizey sterilizasyonu igin bir literature rastlanmamaistir.
Her bitkinin yiizeysel olarak baktari, mantar vb. organizmalardan temizlenebilmesi i¢in
gerekli dezenfektan dozu ve siiresi farkli olabilir; dolayisiyla bunlarin belirlenmesi
onemlidir. Bu yiizden bakla tohumlarinin sterilizasyon c¢alismalarinda optimizasyon
islemleri yapilmigstir. Sterilizasyon asamasinda %100, %80, %60, %40, %20, %10, %5
camagsir suyu ile 20 dk islemler yaparak tohum sterilizasyonu saglanmaya c¢aligiimig
olup steril saf su ile 5’er dk 3 kez durulanmistir. Calisma sonucunda en uygun dozu
%60 camasir suyu ve 20 dk siiresi olarak belirlenmistir. Bu oran ve silirede tohumlar en
az zarar gormiislerdir. Bu yiizden daha sonra yapilan tiim calismalarda %60 camasir

suyu ve 20 dk. muamelesi tercih edilmistir.

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin tohumlarinin kolay agilip plumula
uclar1 ve embriyo ekseni eksplantlara ulasilabilmesi i¢in steril saf su, 30g/l sukroz
iceren saf su, 30g/l sukroz igeren s1ivi MS ve sukrozsuz sivi MS igeren kaplarda bir giin
bekletilmistir. Ayrica, bu denemede 4 degisik tip sivinin plumula uglar1 ve embriyonik
eksen {lizerinde siirgiin rejenerasyonuna etkilerinin olup olmadigi da goriilmeye
calisilmistir. Her dort uygulamadan sonra tohumlarindan elde edilen plumula uglar1 ve
embriyo ekseni eksplantlar1 0.25 mg/l BAP, 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA, 0.25
mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.05
mg/l NAA igceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bes hafta sonra elde edilen
sonuglara gore; Eresen 87 cesidinin embriyo ekseni eksplantinda siirgiin olusum

oraninin saf su ile 6n muamele goérmiis ortamda en fazla oldugu gézlenmistir.
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30 g/l Sukroz iceren saf su ile 6n muamele gormiis eksplantlarda siirgiin olusum orani
bakimindan her iki ¢esitte embriyonik ekseni eksplanti plumula uglar1 eksplanta gore
daha iyi performans gostermistir. Ancak silirgiin sayis1 bakimindan her iki gesitte
plumula uglar1 eksplantindan daha fazla siirgiin elde edilmistir. Saf su ve 30g/l sukroz

iceren ortamin ¢imlenme {izerinde daha olumlu etkisi oldugu kaydedilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan; Eresen 87 c¢esidinin embriyo ekseni
eksplantinda en fazla siirgiin sayisi saf su ile 6n muamele goérmiis bitkiciklerin
bulundugu 0.25 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda oldugu kaydedilmistir. Plumula
uclart eksplantinda en fazla siirgiin sayis1 30g/l sukroz igeren sivi MS ile 6n muamele
gbormiis siirgiinlerin bulundugu 0.25 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda gézlenmistir.
Filiz 99 ¢esidinin embriyo ekseni eksplantinda en fazla siirgiin sayis1 30g/l sukroz
iceren s1vi MS ile 6n muamele gérmiis tohumlardan elde edilen siirgiinlerin bulundugu
0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. Embriyo
ekseni eksplantinda ise en fazla siirgiin 30g/l sukroz igeren saf su ile 6n muamele
gormiis tohumlardan gelisen siirgiinlerin bulundugu 0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA

iceren MS besin ortaminda goriilmiistir.

Siirgiin sayist bakimindan; Eresen 87 cesidinin embriyo ekseni ve plumula uglar
eksplantinda en uzun siirgiin 30g/l sukroz igeren saf su ile 6n muamele gormiis
tohumlardan elde edilen siirgiinlerin bulundugu 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA igeren
MS besin ortamindan elde edilmistir. Filiz 99 ¢esidinin de embriyo ekseni ve plumula
uclar1 eksplantinda en uzun siirgiin Eresen 87 ¢esidi gibi 30g/1 sukroz igeren saf su le 6n
muamale gérmiis tohumlardan elde edilen siirgiinlerin bulundugu 0.25 mg/1 BAP ile 0.1

mg/l NAA igeren MS besin ortaminda goriilmiistiir.

Her 4 6n muamele karsilagtirildiginda en iyi siirgiin rejenerasyonu sirastyla 30g/1 sukroz
igeren saf su, sukrozsuz sivi MS, saf su, 30g/1 sukroz igeren sivi MS ile hirdopriming
sonucunda gozlenmistir. Sukroz eksplantlarin biinyesine gecip amilaz aktivitesini
artirmanin ve yeni meristemlerin olusumuna sebep olup siirgiin rejenerasyonu i¢in daha

fazla etkili oldugii diisiiniilmektedir. Sonuglar Kaur vd. (2002)’nin sonuglarina uyum
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gostermistir. Aragtiricilar %4 mannitol ve su ile 6n muamele (osmo ve hidro priming)
gormiis nohut tohumlarinda, 6n muamele gérmemis tohumlara gore 3-4 kat daha fazla
¢imlenme gormiislerdir. On muamele gdérmiis tohumlarin k&k ve siirgiinlerinde amilaz,
invertaz (asit, baz) sukroz sentez (SS) ve sukroz fosfat sentez (SPS) aktivitelerinin daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Siirgiinlerde yiiksek oranda amilaz aktivitesinin
bulunmas: siirgiinlerdeki gecis nisastasinin miktarini artirmistir. Sonugta siirgiin gelisme

ve biiyliimesinde fazla miktarda glukoz fazlaliginin etkili oldugu tespit edilmistir.

In vitro denemede Filiz 99 ve Eresen 87 ¢esitlerinin plumula uglar1 ve embriyo ekseni
eksplantlarindan elde edilen siirgiinler 1 mg/l TAA igeren ortamda kdklendirilmistir.
Koklendirilmis bitkilerin koklerindeki agar ¢cesme suyu ile koklere zarar vermeden
uzaklagtirilmistir. Agar uzaklastirildiktan sonra bitkiler ¢esme suyu i¢inde 10-15 dk
bekletilmistir (Aasim vd. 2008). Su icinde bekletilmemis bitkilerin hizli su
kaybettiginden dolay1 ¢cabuk kurudugu ve alistirmada zorluk ¢ekildigi goriilmiistiir. Bes
hafta sonra elde edilen sonuglara gore; plumula uglar1 eksplantinda en fazla kdklenme
orant Filiz 99 c¢esidinde goriilmiistir. Embriyo ekseni eksplantinda ise en fazla
koklenme orani Eresen 87 cesidinden elde edilmistir. Kok uzunlugu en fazla Filiz 99
cesidinin plumula uglar1 eksplantinda 7,03 cm olarak gdzlenmistir. Ayrica en fazla
koklenme oraninin % 80.00 ile saf su 6n muamelesi gormiis tohumlarin embriyo ekseni
eksplantinda oldugu kaydedilmistir. Sonuglar Mroginski ve Kartha (1981), Polanco vd.
(1988), Ozcan vd. (1992), Khawar ve Ozcan (2002) ve Mukhtar vd. (2010) tarafindan

yapilan farkli baklagillerin in vitro koklendirme ¢alismalarina uyum gostermektedir.

Ikinci in vitro denemede ise Filiz 99 ve Eresen 87 cesitlerinin tohumlar steril edildikten
sonra 10 mg/l BAP igeren MS ortaminda 6 giin bekletilen embriyo eksplantlar1 daha
sonra 0.25 mg/l BAP, 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0,25 mg/l
NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA igeren MS
besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bes hafta sonra elde edilen sonuglara gore Filiz 99
cesidinde en fazla siirglin olusum orani ve en fazla siirgiin sayis1 0.25 mg/l BAP ile 0.5

mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Eresen 87 cesidinde ise en
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yikksek degere 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda

rastlanirken en fazla siirgiin 0.25 mg/l BAP igeren ortamda goriilmiistiir.

Filiz 99 ¢esidinde en yiiksek siirgiin olusum orani1 0.25 mg/l BAP ile 0.10 mg/l NAA
iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisinin en fazla
oldugu ortam 0.25 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA iceren MS ortaminda Filiz 99 ve
Eresen 87 cesitlerinde sirasiyla en uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA ve
0.25 mg/l BAP igeren MS besin ortamlarinda gozlenmistir.

Baklagil bitkilerinde 6n muamele goérmiis eksplantlarla ¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda sitokinin 6n muamelesi ile plumula uglar
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. Andersone ve Levinsh (2004)
sitokinin etkisini artirmak i¢in ilk Once Pinus sylvestris bitkisinin tomurcuk
eksplantlarinda soguk muamelesinden sonra yiiksek oranda BAP muamelesinin etkili
oldugunu belirmislerdir. Madhulata vd. (2004) in vitro muz ¢ogaltimini 50 mg/l BAP ve
50 mg/l Kin igceren ortamda 60 dk. bekleterek elde etmislerdir. Andrade ve ark (2006)
Eucalyptus grandis bitkisinde in vitro ¢ogaltim i¢in 0, 200, 400 ve 600 mg/l oranlarini
1, 2 ve 3 saat siireyle uygulamiglar ve 21 giinliik kiiltiirden sonra en etkili sonuglari
BAP’in 200 mg/l oranda 1 ve 2 saat muamelesinden elde edilmistir. Benzer sekilde
Aasim vd. (2009) boriilce bitkisinde 10 mg/l BAP 6n muamelesiyle plumula uglar

eksplantindan yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda diinya ve iilkemiz i¢in ekonomik degere sahip olan
bakla bitkisinde doku Kkiiltiiri ¢aligmalar1 yapilmistir. Bakla bitkisi ile ilgili bu
caligmalarin devam etmesi biiyiik ©Onem tasimaktadir ve bu alandaki agigin
kapatilmasina yardimci olacaktir. Bu tez kapsaminda elde edilmis sonuglara dayanarak
bakla bitkisinde yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalarinin ileride yapilacak gen aktarimi
caligmalarina yardimec1 olacagr ve dolayisiyla sektore Onemli katkilar saglayacagi

diistiniilmektedir.
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