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OZET

Bu ¢alsmanin amaci yaygin olarak ygitiilen nohut kultivarlarimizdan biri olan Beyaz
Nohut icin guvenilir, tekrarlanabilir bir rejenegas ve transformasyon sistemi
gelistirmektir. Doku kilttri cakmalarinda MS tuzlari ve Gamborg vitaminlerini igere
modifiye MS ortami (MS-Gamborg) kullanilgtir. MS-Gamborg ortami 0.25-0.5 g/L
kazein ve 1 g/L glutamin ile desteklersmie coklu surgin okiurmak icin ceitli
blylume dizenleyicileri (BAP, Kn, TDZ, zeatin, IAgiberillik asit) eklenmjtir. Coklu
surgin olgturmak amaciyla plumula ve radikula kisimlar kesl 4-5 gin
cimlendirilen fidelerden elde edilen eksenler kailanistir. Tim c¢alsmalar boyunca en
fazla sdrgin sayisi 10 uM BAP kullanilan (ortala#h& sirgin) MS-Gamborg
ortaminda elde edilrgtir. 0.5 mg/L Kn, 0.5 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IAA uytamasi ile

en diguk surglin sayisi (ortalama 1.5 surgin) elde egtiimiAgrobacteriumtemelli

transformasyonun etkirgini artirmak icin sonikasyon, sonikasyon-vakum/irdisyonu,
agroinfiltrasyon, ve ayrica yaralama—agroinfiltrasykombinasyonlari gibi parametreler
test edilmgtir. Sonikasyonla birlikte vakum infiltrasyonu kombasyonunun en etkili
uygulama oldgu tespit edilmgtir. En iyi stabil transformasyon bulgulari banyipi t
sonikatdrle 5 sn ara ile 20 ve 30 sn sonikasyorulaygasi ile elde edilrgiir. Ayrica
ara vermeden 40 sn yapilan sonikasyon uygulamaseilektif ortamda gayan ¢ok
sayida surgun elde edilgtir. 1 dk’dan 20 dk’ya kadar uygulanan sonikasydreteri
icinde en etkili stabil transformasyon bulgularvd 5 dk yapilan sonikasyon ile elde
edilmistir. Aday transformant bitkicikler 2-3 seleksiyobregist sonucunda seciktii

ve PZR ile molekiler analizleri yapilgtir.

Anahtar Kelimeler: Nohut, Transformasyon, Agrobacteriyr8onikasyon




AN INVESTIGATION ON THE COMBINATION OF SONICATION A ND
VACUUM INFILTRATION TO ENHANCE AGROBACTERIUM  MEDIATED
TRANSFORMATION IN CHICKPEA (CICER ARIETINUM L)

Sema Selvi Nur TASYAPAN
Erciyes University, Graduate School of Natural andApplied Sciences
M.Sc. Thesis, July 2010
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mikail AKBULUT

ABSTRACT

Main purpose of this study was to develop an effitiand reproducible regeneration
and transformation system for a local chickpeaivadt A modified tissue culture
medium (MS-Gamborg) was used throughout the reg#inar and transformation
studies. MS-Gamborg medium was fortified with cas@.25 g/L) and L-glutamin (1
g/L). Various plant growth regulators (BAP, TDZ ati@, IAA, and giberellicacid) were
used for multiple shoot inductions. Plumuls andigald of 4 or 5 day germinated
seedlings were removed and used as an explantuitipha shoot induction. Maximum
shoot inductions were observed when 10 uM BAP (%23} used as a sole growth
regulators. Multiple shoot induction was the lowegten MS-Gamborg medium was
supplied with 0.5 mg/L Kn, 0.5 mg/L BAP and 0.2 ingAA. The impact of several
parameters, such as sonication, sonication-vacutfitiration, agroinfiltration and

Agrobacteriummediated transformation with wounding of explassue were tested to

increase the efficiency of Agrobacteriumediated transformation. Combination of

vacuum infiltration with sonication had remarkabéffect on the efficiency of

Agrobacteriummediated transformation of local chickpea cultivihe best stable

transformation results were obtained from bath g@acator with the parameters of 20
and 30 s sonications with 5 s intervals. Continud0ssecond sonication resulted in
many living plantlets in selective medium. Amonge th to 20 min of sonication

durations, 1 and 5 min of sonication gave the besilts. Putative transformants were

selected in 2-3 cycles of selection and analyzepdbymerase chain reaction (PCR).

Key words: Chickpea, Transformation, AgrobacteriuSonication
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1. BOLUM
GIRIS

Dunya nufusunun beslenmesinde en c¢ok kullanilanlagdler, tek yillik otsu
bitkilerden cok yillik odunsu bitkilere kadar uzangens ve caitli bir ailedir, azot
fiksasyon kapasiteleri sayesinde, gdda toprak ekosistemlerini ybneten esas
bilesenlerdir. Baklagiller toprak verimlgini arttirmanin dyinda gida, besin, hayvan
yemi, iplik, endistriyel tip bilgenleri ve sis bitkileri Uretmek amaciyla da
kullaniimaktadir [1].

Daneli baklagiller gefimekte olan ulkelerde gidalardaki proteiniglsaakta ve
surdurdlebilir tarimsal sistemlerde 6nemli bir fnamaktadir. Ekin Gretimi ya da
kalitesindeki bircok sikinti konvensiyonel ygtime (bitki 1slahl)) ve yo6netim
ilerlemesiyle sinirlandiriimaktadir. Fakat gerekielliklerin mevcut germplazminda
eksik oldgu durumlarda vardir. Genetikransformasyon belli sikintilara ¢6zim
sglamaktadir, dier taraftan gejimekte olan Ulkelerde gida guveilartmaktadir [2].
Surdaralebilir 6nemli transformasyon sistemlerilegpeksel yettirme teknikleriyle
birlestirildi ginde hem kalite hem de ekin verimini gélimeye yardim edebilmektedir.
Bu amacgla gunimuizde gen aktarim ve rejenerasydangeyini icine alan c¢gtli
biyoteknolojik yontemler uygulanmaktadir.

Bitkilerin kok, govde, yaprak, treme organlari vécteleri gibi dgisik kisimlariin
vitro kosullarda besin maddeleri hormonlar ve vitaminleri gilmyasal, ik ve nem
gibi fiziksel gereksinimleri sdandginda kultlire alinabilmektedir. Doku kiltiri olarak
adlandirllan bu yontem kultire alinan bitki hiicrelga da dokularina gen aktarimi
yapilabilmesine olanak hazirlamakta, daha sonr&zddlikle uygun besin ortami ve
hormonlarin varfiinda gen aktarilngi bitki kisimlari olgun bitki haline getirilerek,

aktarilan genin 6zeflini tasiyan transgenik bitkiler elde edilebilmektedir. loabtuar



kosullarinda gen aktarim yontemleri kullanilarak kkasslah yontemlerine gére cok
daha kicuk mekanlarda, mevsimsel yeysel kisitlamalara amli olmaksizin, kisa
surelerde, istenilen bitkiye istenilen genetik dkkdr kazandirilabilmektedir. Bunun

icin mutlaka tekrarlanabilir bir bitki- hiicre rej@rasyon sistemine ihtiya¢ vardir.

Bitkilere gen aktarim calmalari 1980’li yillarin bglarinda balamistir. Genlerin yapi
ve fonksiyonlarinin analizi, dizenleme mekanizmalar aydinlatiimasi gibi temel
biyolojik konularin arstiriimasinda yeni ve gugcli bir yontem olarak yeatmistir. Gen
aktarim sistemleri kullanilarak bitki gglninin  kontrolu ile ilgili sUrecler
arastinlabilmektedir. Transgenik bitkiler metabolik Narin tanimlanmasi, genin
calismasini kontrol eden cis ve trans etkili elememtldxelirlenmesi ve gli cevresel
stres kagullarina verilen tepki mekanizmalarinin aplaasi agisindan 6nemli araglar

haline gelmgtir [3].

Bu temel uygulamalara ilave olarak gen aktarimiil&ilere caitli cevresel baskilara
(kuraklik, don, yuksek asidite ve tuzluluk vb.)ktexiyel, viral ve fungal hastaliklarla,
cesitli - kimyasal Dbilssiklere dayaniklihk 6zelfii kazandirilabilmektedir. Ayrica,

asagidaki calsmalarin yapilmasina imkan tanimaktadir:

1. Tahillarin besin kalitesinin arttirlmasi (depooteinleri, karbonhidratlar ve ¥a
asitleri gibi i¢sel Urlanlerin miktar ve bienlerinin dgistiriimesi) ve gida dundaki
sektorler icin hammadde olarak kullanilansasta, protein ve ya kalitesinin

gelistiriimesi,

2. Bitkilerin sekonder metabolitler, antibiyotiklere gilar gibi ilag endustrisinde
kullanilan dgerli maddeleri bol miktarda tretmeleri,

3. Toprak, su,stk ve gubre gibi ucuz gereksinimleri nedeniyle mganizmalar ve
hayvan htcrelerine alternatif olarak yabanci kalingénlerin aktariimasiyla, bitkilerde
heterolog proteinlerin Uretimi gibi bircok amaclékberde gen aktarim caimalari

yapilmaktadir [3].

Gunumuzde yeryiuzinde 44,2 milyon hektar alani gam& ekinler olgturmaktadir.

Gecen 20 yil boyunca, 100'den fazla bitki tirindansformasyonlar yapilgtir.



Bunlarin icinde en 6nemlileri misir, gday, patates, domates, soya fasulyesi, pamuk ve

piringtir [4].

Baklagil transformasyon sistemleri gér bitki gruplarina benzemekle birlikte
baklagilleri transforme etmek gbr turleri transforme etmekten daha zordur. Bundan
dolay! baklagiller bgka dikotiledonlu bitkilerle de kadastirildiginda transformasyon
ve rejenerasyon acisindan oldukga inat¢l bir gruptmcak fasulye, soya fasulyesi,
bezelye, yonca vedigibi balica taneli baklagiller icin stabil transformantan elde

edilen rutin protokoller ginimuzde mevcuttur.

Nohutun islahi gy uyumu eksikfii nedeniyle engellenen yabanil tirlerden
yararlanilarak tidrler arasi genetik varyasyona dayakonvensiyonel olmayan gen
aktarim metodlar ilk olarak bu sikintiya ¢ozimahilecek gibi gérinmektedir. Ancak
bu sorunlarin ¢ézimd icin tam bir bitki rejenerasywotokoline blyuk 6lgide ihtiyac
duyulmaktadir [5]. Nohutunin vitro rejenerasyonuyla ilgili bircok c¢ama
yayinlanmasina kan transgenik bitkilerin elde edilmesini amaclayhmkac yayin
bulunmaktadir. Rapor edilen bu rejenerasyon prdtekoin tekrar edilebilirlgi
diUsuktar ve coklu strgiun yontemi kullanilarak vitro kosullar altinda rejenerasyonu
optimize etmek bu acgidan olduk¢a zordur. Clunkl hoégnerasyonu, rejenere edilen
bitkinin genotipine ve cevresel fdlara balilik gostermektedir. Transformasyon ve
rejenerasyon olaylarini tek gaa ele almak mimkin olmamaktadir, ¢inkd birinin
eksikligi veya vyetersizfii ile digeri de kisir bir dongiye girmektedir. Bu acidan
arggtirici her iki calsmanin da birlikte yartttlmesi ve kararli bir bicismgtrdurilmesi
gerektgini bilmelidir.

Nohutta farkli transformasyon teknikleri kullaniktr. Cesitli Agrobacteriumirklari ile
Agrobacteriumaracili transformasyon ve glmdan gen aktarim tekniklerinden olan
partikil bombardimani camalari yapilmgtir. Ancak uygulanan her iki teknikte de
yuksek frekansta stabil bir transformasyon ve tanm bitki rejenerasyonu
gozlemlenemengiir. Bir bitkinin transformasyon sisteminin a1l olarak
adlandirlabilmesi icin galmis bir gen teknoloji sistemine sahip olmasi gerekmeit

Iyi bir gen teknoloji sistemi icin 6n gerekliliklgbyle siralanabilir:

1. Oncelikle doku kultiriinde etkili, gliclii ve tekamabilir bir bitki rejenerasyonu,



2. Selektif ajanla ikkili uygun secilebilir bir garet ( marker) geni,

3. Ilgili gen ya da genlerin ifade edilebilmesi icinguy hiicre, doku ve organ tipinde
yeniden yapilanmasi,

4. Bggimsiz transgenik olaylarin elde edilmesi,

5. Aktarilan gen ya da genlerin sonraki nesilleabis olarak gegi,

6. Transgenik fenotipin etkin olarak elde edilmesi,

7. Ozgur bir sekilde uygulanabilme, orgen tum teknolojilerde kullanilabilecek
lisanslarininin olmasi

8. S&lik ve ¢evre hususunda guvenli kullanimi igin odéygenlemesi

9. Farkl tarimsal ekolojik zonlar icin germplazgalistirmeye acgik olmalidir [2].

Nohut Turkiye'de yetitirilen énemli Granler arasindadir. Bal gen kaynaklarinin
arggtinimasinin yaninda biyoteknolojik yontemlerle b&arakterlerinin iyilgtiriimesi
Urin kalite ve miktarini artirabilir. Onerilen tazinihai amaci nohut bitkisinin
agronomik bakimdan iyikgirilmesi icin uygun gen transfer yontemlerinin
gelistirilmesidir. Gelgtirilen yontem daha sonra agronomik olarak nohtkigine Ustin
karakterler kazandiracak olan genlerin transferindglaniimasinda bir basamak
olusturacaktir. Nohut bitkisine e¢#li bocek zararlilar, nematodlar ve bazi fungal
hastaliklar zarar vermektedir. Zararlilara ve Hddtaa direnc sglayan genlerin
aktariimasi sonucunda verim aryla birlikte Griintin kalitesi de ylkselecektir. g
ve zararlilara direncli nohut géerinin gelistiriimesi insan ve cevre ghgl acisindan
zararli olan tarim ilaclarinin kullaniimasini dakimis olacaktir. Ayrica transgenik bitki
teknolojisi kullanilarak nohudun besingdzi de yikseltilebilecektir. Baklagil tohumlari
normal diyetlerde 15 esansiyel elemente ve iyinbimeral kayngi olarak 6nemli yere
sahip olmasina kan, bu mineraller hayvansal gidalara gore goremaliak diguktur.
Bu anlamda en fazla kukurtli aminoasitlerce zempgateinler Urettirilerek besin deri

de yukseltilebilecektir.

Bu calsmanin balica amaci bélgesel nohut tarleri icin uygun ipirvitro rejenerasyon
sistemi veAgrobacteriumaracilgiyla nohut transformasyonunda sonikasyon ve vakum
infiltrasyon tekniklerinin birlikte kullanilarak ki bir transformasyon metodu
gelistirmek ve transformasyon icin uygun doku kulttridaanlarini optimizasyonunu

yapmaktir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER
2. 1. Nohut

Cicer L.cinsi Fabaceae (Leguminosae) familyasi, Pamleae altfamilyasina aittir.
Nohut 9 tek yillik, 33 ¢ok yillik ve bir tane dendlandirilamany tir olmak tzere 43
tir icermektedir [6]. Kultari yapilan nohuCicer arietinum L. eski dinyada

evcillestirilmis ilk taneli baklagilllerden biridir [7].

2. 1. 1. Orijini

Nohut kendi kendine tozjan diploid (2n=2x= 16) yak$ak olarak 750 Mbp’lik orta
Olcekli bir genoma sahip olup [8, 9, 10] seleksiygiuyla Cicer reticulatumyabani

atasindan ortaya cikgwlabilecei distintlmektedir [6,10].

Nohut c¢ok buyldk olasilikla gunimiz Tarkiye'sinin @&ydgu bdlgesinde ve
bitisigindeki Suriye bdlgesinde ortaya cilgtmr. Ladizinsky ve Adler (1976) [11] tohum
protein elektroforez calmalarini temel alarakC. reticulatumun kualtart yapilan
nohutun yabanil atasi olgunu ve bu bitkinin orijin merkezinin Guneygio Turkiye
oldugunu diguinmislerdir. Nohutun yabani atasi Gzerinde halasgelblmasina ramen,
interspesifik hibridizasyon [12], karyotip [13] veozim orneklerinin [14] analizleri,
dokuz tek yillik nohut tiriide nohutun orijini iligili Ladizinsky ve Adler’in bulgularini
desteklemektedir [15]. Vavilov (1926) [16], iki dmé& orijin merkezi belirtmgtir,
Guneybati Asya ve Akdeniz, ikinci bir merkez olakikyopya’dan bahsetstir.

Nohutun iki ana grubu vardir. Kabuli tipleri gor&celarak buylk, beyaz veya soluk
krem renklidir, yuvarlak tohumlara sahiptir ve datek Akdeniz'de, Orta ve Glney
Amerika’da ve ilk olarak bundan seleksiyon ve mutesa olwtugu belli olan kicuk ve
angular tohumlarn géli sekilde pigmentli veya siyah olan desi tipidir, bptékiler kita
alti Hindistan ve Dgu Afrika’da yetsmektedir [17,15].



2. 1. 2. Genel Botargi

Nohut fideleri hipogealdir. Plumulanin buyimesigd bir strgin olgur. Primer kok
uzundur ve lateral kokleri ofturur. Yapraklar her bir nodtan tek olarak ¢ikaner
alternat yaprak dizginde ve genel olarak unipinnat byile olarak duizenlenirler.
Klcuk bir petiyole sahip yaprak ana govdesi (rachiizerinde dizenlenen her bir
yaprak 11-13 yaprakc¢iktan glur. Stiptller genellikle 3-4 mm uzurgunda ve 2-4 mm
gengligindedir. Korolla haricinde bitkinin batin gdiylzeyi, glandular ve angular
tuylerle kaplidir [18].

Uzun kdltivarlar uygun kgullar altinda 130 cm’ye kadar buyurken, genellikiiler
20 cm’ den 100 cm’ye kadar bir yikseddiulgmaktadir [19].

Cicekler tipik olarak papilinaceous’tur. Cicekleesdlar rasemlerdeki her bir pedisel ve
pedunkul Utzerinden cikarlar. Desi tipinde korollangllikle mor, kabuli tipinde ise
beyaz veya nadiren mavidi€icer cinsindeki bitkiler cicek bana sadece bir karpele

sahiptir.

Nohut, bitki baina birka¢c taneden 1000 taneye kadagigi sayidasismis tohum
zarfina sahiptir. Tohum zarfinin boyutu oldukgasittidir, ancak bu 6zellik onun
cevreden en az etkilenmesingka. Tohum zarfgekli romboid, oblong ve ovattir [20].
Tohum karakteristik olarak gageklindedir, siklikla angular ve buuktur. Nadiren
bezelye gibi yuvarlaktir. Tohum yuzeyi byuk, diiz ya da tuberktlli olabilir [21].

2. 1. 3. Dinyada ve Turkiye’de Nohut

Nohut ( Cicer arietinumL. ) kurufasulye ve bezelyeden sonra diinyada (igierc
onemli taneli baklagil Grinuaddr [22,23]. Nohut Baisya, Kuzey Afrika, Guney
Avrupa, Gilney-Dgu Amerika ve Avustralya’da onemli bir daneli bakldg [24].
Ayrica bu bitkiler atmosferik azotu simbiyotik oddr balamalari sayesinde toprak

verimliligini arttirmakta ¢siz bir yetenge sahiptirler [25].

Nohut ekonomik olarak 6énemli on daneli baklagilderidir, 6zellikle kita alti
Hindistan’da ve Ortadiu bdlgelerinde hem insanlar hem de ve hayvanlar degerli

bir protein kayng sunmaktadir [26]. 2002’de Dinya genelinde 10,Tyoni hektar



alanda nohut hasat edilgtir ve toplam tane dretimi 8,2 milyon tondur. Dudga
nohutun en blyuk Ureticisi ve tuketicisi Hindistdn’ ve dinya genelinde toplam
dretimin ve hasat edilen alanlarin % 60’'tan dahdafaoldysu hesaplannstir [22].
Gecen 40 yilin Uzerinde, Hindistan’da nohut Uretda Onemli bir ilerleme
sglanmstir. 1960’larin bainda Hindistan’daki ciftcilerin tarlalarinda hektéigsina
tane verimi 0,55 tondan ortalama olarak 0,8 tordakgikselmesine gmen, balica
hasat edilen alanlardaki azalma sebebiyle Ureliti#hi4-6 ton arasinda sabit kalgtir
[22]. ilerleme kaydedilmesine gmen, Akdenizde ciftcinin tarlalardaki ortalama it
ve maksimum verim potansiyeli arasinda hektairi@a6 tona varan biyuk bir dak

bulundwgu tarim gleri idaresince kaydedilrgtir [27].

Pek cok kaynga gore, Turkiye'de yakkak 7000-7500 yil Oncesine kadar nohut
yetistirildi gi dustnulmektedir. Turkiye’de 2000 yilinda toplam baklagiretimi
icerisinde nohut % 41, mercimek % 27, fasulye %vg&7digerleri toplam % 15'tir.

Tablo 2.1'de Toplam baklagil Gretimindeki nohutwamiygdsterilmgtir [28].

Tablo 2.1. Turkiye'de genel olarak baklagiltiménde nohutun yeri 1000 Ton

URUNLER 1980 | 1996 1997 1998 1999 2000
Nohut 275 732 720 625 560 548
Mercimek 195 645 515 540 380 353
K.Fasulye 165 230 235 236 237 230
Bakla 52 46 46 43 39 37
Bezelye 7 4 4 3 3 3

TOPLAM 818 1832 | 1700, 1600 1360 1316
(Digerleri Dahil)

2.1.4. Tarimi

Kurak bolgelerimizde yanura bl olarak yetstirilir. Ani soguklara hassas olmakla
beraber -18C'ye kadar dayanabilir. Ancak sert slara dayanmaz. Bu nedenle
yurdumuzda erken ilkbaharda ekilir. Nohut fazla heavmeyen bir bitkidirilkkbaharda
ekildikten sonra hava ve toprak sicgklgittikce arttgindan nohudun c¢iki ve gelsmesi
hizlanir. Fazla nem ve fazla sicak dane tutumumar 2eerir. Ciceklenme ve dane

doldurma devresinde fazla &g, ciceklenme ve bakla plma Uzerindeki olumsuz



etkisinin yanisira, antraknoz hasgalepidemisi icin de ortam hazirlggndan istenmez.
Vejetatif donemdeki hafif y@aslar ise bitki gelsmesini tgvik eder.

Suzek ve cok @r olmayan Kkilli topraklar veya kara ve kirmizi taglar nohut tarimi
icin uygundur. Kuvvetli ve derine giden kokleri iliakir topraklarda da oldukcga verimli
bir sekilde yetgtirilir. Nohut bitkisi tuza dayanikli olarak bilini Fakat alinabilir
kalsiyum miktarinin fazlagn, Grinin pgme Kkalitesi Uzerine olumsuz etkide

bulunmaktadir.

Toprak hazirgl yapmak icin nohut yaetiirilen batin bdlgelerimizde, hububat
hasatindan sonra tarla, sonbaharda pullukla 15A20derinliginde surulir. Boylece
bitki artiklarinin toprga gomilmesi ve kammasi sglanir. Ikinci toprak kleme

ilkbaharda ekimden oOnce tarla tava gelir gelmezakaz-tirmik ya da diskaro

kullanilarak yapilir.

Nohut koklerinde yeralan bakteriler togeaazot kazandirir ve kendinden sonra ekilecek
bitkilerin verimini artirir. Bu sebeple nohutun c¢tdzla azot ihtiyaci bulunmamaktadir.
Bitkinin ilk gelisme devresinde ihtiya¢c duygu en uygun gubre dozlari saf madde
olarak; 2-2,5 kg. azot ve 5-6,5 kg. fosfordur. Buktarlar dekara 12-14 kg. DAP

gubresine karlik gelmektedir. Nohudun fosforlu giibreye ihtiyaardir.

Ulkemizde ekim zamani yorelere génagbat ortasi ile nisan aylari arasindagisi&lik
gosterir. Nohut ekiminin ilkbahar son donlarindai(7 giin 6nce yapilmasi 6nerilir.
Sahil kesimlerinde klarin sert gecmegi yerlerde kslik olarak da ekilebilir

Nohut ekimi yurdumuzda genellikle serpme olarakilyagktadir.

Serpme ekim yonteminde fazla tohumluk kullaniimedktaErken ekimlerde ve tavli
topraklarda mibzerle ekim yapmak en idealidir. Mide ekimde dekara 12-14 kg.
tohum atilir. Son vyillarda gatirilen iri taneli nohutlarda tohumluk miktari 10fane
agirh g dikkate alinarak, metrekareye 45 dane geleedi{de artirilir. Geg ekimlerde
ekim derinlgi biraz daha artirlmalidir. Ekimden sonra merdge&mek cikyin daha
cabuk ve duzenli olmasinigar. Mibzerle ekimde sira arasi 30-35 cm olmalidlincak
ara ¢apasi ile yabanci otlari kontrol etmek amagtasa nohudun 45 cm sira agahda
ekilmesi tavsiye edilir. EKim derirgi ise 4-6 cm olmalidir. EKimden sonra 1-2 gin

icerisinde yabanci ot ilaci uygulamak, yabanciratlgelsmesini yavalatir.



Nohutta dane dokme problemi olmgihidan kuruyan bitkiler orakla bicilerek veya elle
yolunarak hasat edilir. Hasat edilen bitkiler ufgiginlar halinde iyice kuruyuncaya
kadar bekletilir. Daha sonra harman makinalarindgavdger yontemlerle harman

yapilir. Harman sirasinda danelerin kirllmamasicaamamasina dikkat edilir [29].

2. 2. Nohut Verimine Etki Eden Faktorler
2.2.1. Biyotik Faktorler

Nohut verimine etki eden biyotik faktérler genebak bakteri, fungus ve virtslerin
sebep oldgu bazi hastaliklar, ayrica bdcekler ve yabani ailar zararlilar tarafindan
olusturulan hasarlar olup Uretilebilirlik potansiyeliinemli derecede azaltmaktadir.
Birgcok raporda bunu dwulamaktadir. Nohutta boceklere ve hastaliklargikadirencte
artig, Urtin potansiyelini G¢ katina kadar arttirabilneeht [23,30].

Agrobacterium Rhizobiaceae familyasindan topraktasaymn Gram negatif bir
bakteridir. Dikotiledonlu bitkilerdéA. tumefacien&dk bgzazi urunaA. rhizogenesse
sacak kok olgumuna neden olmaktadir. @ocift cenekli bitkiyi kok bgazinda olgan
yaralardan enfekte ederek timorspionuna neden olmaktadir. Enfeksiyon bolgesindeki
asir ve duzensiz hicre bolunmeleri, tarimi yapilargdk bitkide blyuk ekonomik
kayiplara yol agmaktadiAgrobacteriunun fitopatojenik ozellikleri uzun yillar 6nce
belirlenmitir [31, 32].

Nohutla iligskili olabilecek ¢ok sayida herbivor bocek rapori@disine rgmen [33,34],
bazi gruplar daha da yaygindir. Ogime baklagil tohum zarfi boge Helicoverpa
armigera larval dénemdeki besin tercihi olarak treme yapigibi nitrojence zengin
bitki kisimlari Uzerinde ve buylmekte olan uclardari Grin kayiplarina neden
olmaktadir [35]. Bitki 6zsuyu emen zararlilar O#eé## Aphis craccivora Koch
(Hemiptera: Aphidae) nohuta ¢ok sayida viral hastakimasiyla bilinmektedir [36] ve
Callosobruchuginsi kinkanath bdceklerdeQ. chinensid.innaeus,C. analisFabricus)
[37] bunlar arasinda yerini almaktadir. Depolanamutlar Brucidae’ye ait bocekler
tarafindan yapilan saldirilara oldukc¢a duyarlideellikle C. maculatugCol: Brucidae)
ve azuki fasulye tohum kurdd. chinensig38,39]. Bu bécekler ayni zamanda bezelye,

bakla ve azuki fasulyesi gibi depolargrbeska tane baklalara da zarar vermektedir.



10

Nohut germplazminin tohum bdceklerine skadereceli olarak direngli olgu tespit
edilmistir. Bu direncin kabgun fiziksel 6zellikleriyle ilskili oldugu goéralmitar.
Ornezin siyah renk, purizlulik, gésen kimyasal icerik, kalinhk gibi [26, 40, 41, 42,
43, 44]. Nohut dane uretimi go zararli bocekler tarafindan verilen zararlarl&ikiir
sekilde etkilenmektedir. Bu kayiplarin ana sorum|ukpidopter olan, tohum kurdu
Heliothis armigeraHubner'dir. Bocek zararina kardirenc icin genetik kaynaklarin
mevcut olmamasi nedeniyle tohum zarfi kurdunaildirencli nohut hatlarini arttirmak
icin bitki i1slahi yararli dgildir [45]. Tohum zarfi b6écg Helicoverpa armigerave
Heliothis virescerigh yalniz bglarina tane verimine % 22-35 zarar veérdrapor
edilmistir [15].

Nohut, bazi zararllara ve fungal saldirilaraskgiiksek duyarhlik gostermektedir [23,
46-48]. Fusarium oxsporumsolgunlgunun nematodlarla birlikte etkisi ciddi Grin

kaybina neden olmaktadir [49].

Ascochyta yanikfii nohutta yikici bir hastaliktir, nohut ygiiilen tlkelerde yaygin bir
sekilde olymaktadir. ICRISAT ve ICARDA islah programlarindallaanmak icin
biyotik streslere kar direnc kayngi belirlemglerdir. Dinya nohut koleksiyonu bir seri
biyotik ve abiyotik stres icin drlendirilmis ve direng kayng tanimlanmgtir. Ornesin
ICARDA daki germplazmin dgrlendiriimesi sonucd9370 hattan 32’si Ascochyta
yanikligina (Ascochyta rabie€iPass.] Lab.), 5174 hattan 110'u fusarium solggmha
(Fusarium oxsporuip 6025 hattan 8'i nohut yaprak kurdurfhiriomyza cicerina
Rond.) ve 9095 hattan 13’0 &@a, 4165 hattan 19'u kurakh kas! direncli oldwgu
bulunmutur. Maalesef 5153 hattan higbiri tohum bgic€. chinensi® kari direncli
degildir ve test edilen 9257 hattan hichbiri nematodtikie {Heterodera cicedi kari
direncli degildir [15].

Nohut rizobiyosinin dgal olmayan irklarla inokllasyonu, bu ekinin Gretmarttirmak
amacliyla kullaniimasina gmen, verim bu alanda halagiktir. Verimi sinirlayan tek
faktor nohut simbiyozisinin Nbagglama potansiyeli d8l ayni zamanda bu alanlarda
ozmotik stresin hakim olmasi yoluyla ve simbiyontta her ikisinin adaptasyon

eksikligi, sinirlayici faktérlerdir [50].
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2.2.2 Abiyotik Faktorler

Nohut bitkisi bata kuraklik olmak Uzere gaok, sicaklik ve tuzluluk gibi abiyotik
streslerden etkilenmektedir [51]. g&r Urdnlerin aksine nohut kuragh kasg! direncli
olarak digunulmesine r@gmen, kurakigin yogun olarak nohut Gretilen bélgelerde

sinirlayici faktér oldgu bilinmektedir.

Donma (-1.5°C’nin altindaki) ve sguma (-1,5 ile 15C arasindaki) sicaklilarinin trin
gelisiminin ¢esitli dénemlerinde nohutu etkilegii bilinmektedir [52]. Donma stresinin
etkisi cimlenme ve vejetatif geim sirasinda detayh calimistir. DUstuk sicaklik
kosullari altindaki tarlada nohut ciceklerinin dagti rapor edilmgtir [53,54]. Clarke ve
Siddique’in hipotezleri (2004) [55], fakir tohum rbdohum ve dizensiz verime yol
actgindan, 15°C’nin altindaki sicakliklarin nohut poleni Uzerind@ti bir etkisi

oldugunu rapor etnsierdir.

2.3.Nohut Tohumlarinin Besinselcerigi

Nohut hem insanlar hem de hayvanlar tarafindantitidk@ygun olan proteince zengin
bir baklagil gidasidir. Diinyada en kalabalik niUfusghip alanlarda yayanlarin
cogunun beslenmesinde ¢higa Urindir ve 40'in Uzerinde Ulkede yetilmektedir
[56].

Nohut bitkisi Gnemli bir protein, fosfor, demir welli sayida suda ¢ozunen vitaminlerin
kaynaidir ve icerdgi yag miktarinin hepsi doymamiyagdir. Baklagil gidalari tanel
hububat ve nastali gidalarin okiurdusu beslenmeye ek protein garlar. Baglica
kotiledonlardan elde edilen protein konsantrasy&na7- 40 kadardir [57]. Baklagiller
proteince tahillardan daha zengindirler, 6zelli#éekirmizi ve beyaz et kayfiadistik
ya da yetersiz oldiunda 6nemli diyet protein kaygeolarak temsil edilirler.

Baklagiller ana protein kaygiaolarak et ile kanlastirildiginda, kikurt iceren amino
asitler yonunden eksiktir ancak lizince genelliktengindir [2, 58]. Nohut, gibi
baklagillerin tohum proteinleri sistein ve methiyongibi kukartli aminoasitler

bakimindan goéreceli olarak eksiktir [59].
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Nohut tohumunda % 48,2-67 karbonhidrat, % 12-31t¢gbgmn, % 41-50 gasta % 6 ya
bulunur [60]. Proteinlerin sindirlebilich % 76-78 arasinda @sirken, bu oran
karbonhidratlarda % 57-60 arasindadir [61,62].

2.4. Baklagillerde Doku Kulttrt

Taneli baklagillerde bitki doku kultirii ¢cghnalari temel olarak Murashige ve Skoog
(MS) [63] ortaminda mikronitrient ve azotun modisyonu ile cgtli biyume
duzenleyicileri BAP, Kinetin (Kn), TDZ, zeatin, GAAA, 2,4-D ve IBA kullanilarak
bitkiden elde edilen materyallerden (eksplantlajdarvitro ortamda ¢oklu sirginlerin

elde edilmesi, boyunun uzatiimasi ve koklendirilngéisi uygulamalari kapsamaktadir.

Baklagil turlerinin rejenerasyonunda en sik kullaniiki metod, somatik embriyogenez
ve organogenez olarak isimlendirilen metodlardeer Hi yontemde bitki doku kultard
ortamlarina bitki blyime duzenleyicileri vegdr faktorler eklenerek rejenerasyon
kontrol edilmektedir. Cgtli Pisum sativunt.. (bezelye) eksplantlarinda, olgugiaams
yapraklardan [64], kotiledon nodlarindan [65], hptillerden [66], embriyolardan [67],
fidelerin c¢aitli organlarindan [68] ve protoplast kultlrlerimdg69] organogenez ve
embriyogenez yoluyla rejenerasyon rapor edilim{70]. Soya fasulyesi [71], bezelye
[72], yonca [73], borllce [74], yer figu [75], guvercin bezelyesi [76], tcgll [77] ve

mercimek [78, 79] icin ¢li rejenerasyon protokolleri uygulanstir.

Doku veya protoplastlardan kalluslar aragyla indirekt rejenerasyon Leguminosae
familyasi Gyelerinin bir¢gu icin etkili desildir. Daneli baklagiller icin gefitirilen ¢cogu
metot olgunlamis ya da c¢imlenmekte olan embriyo eksenlerindensegelidokuyu
kullanir. Birgok durumda, bu dokular adventif regemsyona izin verir, rejenerasyon
eksenlerden elde edilen aksillar surgunlerin buysineebglidir [80].

Embriyojenik eksenlerden elde edilen transgenikilett, taneli baklagillerde en karili
transformasyon sistemleri elde edilmesine izin vetim [70,71]. Godvde nodal
segmentleri ya da kotiledon-hipokotil bélumleri [8% apikal eksplantlar [82,83] gibi
eksplantlar terminal ve aksillar meristemlere sahg ve bu ylzden yiksek sirgin

rejenerasyon kapasiteleri bulunmaktadir.
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2.5. Nohutta Doku Kulttri

Nohut rejenerasyonunda, kallus fazi olmaksizin moganez [84, 85, 86], kallustan
elde edilen organogenez [5, 87, 88], kallus faznaksizin somatik embriyogenez
[89,51] ve kallustan elde edilen somatik embriyage[®0-95] olmak lzere toplam dért

metot uygulannstir.

Kallus fazi olmaksizin organogenez kullanimi ¢casimgiin indiiksiyonunda en gaauli

bulunmutur.

Nohutta genotip, eksplantlar, biyime duzenleyicilercaklik, nem, fotoperyot ve
sulama gibi cgtli fiziksel faktérlere komple rejenerasyon geliligi nedeniyle rapor
edilen rejenerasyon protokolleri tekrar edilebjkkilde yaygin dgildir. Buna ek olarak
olusan sdrgunlerle ilgili kok uyarimi ve bitkicikleri@klimatizasyonu @i ¢cevrede
basarili dezildir. Bu yizden c¢oklu sirgin metodu kullanilarakvitro kosullar altinda
optimize etmek ve arttirmak yararli gorilghiir. Yousefiara ve ark. (2008) [95] 0,1-0,2
mg/L TDZ, 1-2 mg/L BAP ve 1-2 mg/L zeatin uygulamahi iceren ve B5 ortaminin
vitaminleriyle desteklenmgi modifiye edilmg MS ortaminda nohutun 3 genotipinin
MCC252, MCC505 ve MCC283 baismi kesilerek embriyo eksenldoiitiin bitki
rejenerasyonu ve coklu sdrgin uyarimini getendirmilerdir. Coklu  strgin
uyariminda en etkili sitokininin BAP olgunu bulmglardir. Surgunler, blyume
duzenleyicisi bulunmayan ortamda uzatdme ¥4 MMS tuzlari ve B5 vitaminleri, % 3
sukroz, % 8 agar ve 0,4 mg/L IBA bulunan ortamdéaléwdirilmistir. 0,4 mg/L IBA
iceren ortam en yuksek kdklenme frekansi ile sanmgktir. MMC252 ve MMC505’li
genotipler 2 mg/L BAP ve MCC283’te 2 mg/L zeatinaoni sirgiin uyariminda yuksek
frekans olgturan en iyi ortamlarda kalin yayilan koklgeklinde kéklenmeyi olumlu
yonde etkilemgtir. Bitkicikler ilk olarak sivi ortamda ¥ MMS tuahi ve B5 vitaminleri,
% 3 sukroz ve 0,4 mg/L IBA bulunan ortamda 7-14 gadar aklimatize edilrgiir,
sonra 1:1 oraninda kokopit ve perlit ile doldurufmsaksilara tanmis ve blylime
surgun ve kokler daha iyi gedine kadar buyime ¢emberinde saklatimiBoylece
saksilara aktarilan bitkilerin yama oraninin % 70 oldu rapor edilmgtir [95].

Huda ve ark. (2003) [57] nohutuf. arietinum L. kotiledon eksplantlarindan
organogenez ve kallus induksiyonu yoluyla c¢oklu gsir rejenerasyonunu
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basarmglardir. Kallus induksiyonu ve farkli sikliklardargjin rejenerasyonu biyime
dizenleyicilerin  farkh konsantrasyonlari ve kondsgonlarinin  kullanilggni
gozlemslerdir. En yuksek kallus ofumu % 95 oraninda 3 mg/L 2,4-D + 3 mg/L BAP
+ MS Uzerinde go6zlenmtir 2mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA bulunan MS ortaminin
katilsstirilmasiyla kallus b@na sirstin sayisi 2,50 olmakla birlikte, strgunleri
maksimum tomurcuk obum ytizdesi % 40 olngtur. Rejenere olan strgunlerin % 77’si
1 mg/L IBA iceren yari gucte MS bazal ortamindayéksek oranda kok getirmistir.
Rejenere olan bitkiler aklimatizasyondan sonra dggr bgarili  bir bicimde

yerlestirilmi stir.

Nohutun kotiledon eksplantlarinin doku kiltirinenadasiyla elde edilen bitkiciklerin
rejenerasyonu oldukca zor olmaktadir. Barna ve Wakh993) [90] eksplant olarak
kotiledonlarin kullaniimasiyla herhangi bir surgln rejenerasyonu
gozlemleyememglerdir. Tek baina oksin tird (2,4-D) veya sitokinin kombinasyonnn
(BAP, Kn) 9% 100 kallus uyarimi yapmakta ofdudaha o6nceki caimalarda rapor
edilmistir [96, 97, 98]. Huda ve ark (2003) yaptiklari lawgtirmalarda sitokinin
olmaksizin 2,4-D’nin kallus uyarimi yapmi gozlemlemilerdir [57]. Fakat daha iyi
proliferasyon icin oksin (2,4-D, NAA ve IAA) ve sikinin (BAP, Kn) gerekii ve ayni
zamanda yalniz kaa 2,4-D’'nin kdk olgumunu tgvik ettigi gézlemlenmgtir. Huda ve
ark. (2003) farkh konsantrasyonlarda BAP ya da(Knh5-3 mg/L) bulunan ortamlarda
herhangi bir stirgiin tUretemeytii, fakat 0.5 mg/L Kn ya da 0,1 mg/L IAA ile bikiie
kok dretmglerdir. BAP ya da Kn, oksinle (NAA ve I1AA) kombiredildiginde kallustan
surgunler Uretildii rapor edilmgtir [57]. Anil ve ark 1986 [99] IAA eklenmesiyle
nohutun hipokotil eksplantlarinin strgin ucundaRligastrgin olgumunun artgini
rapor etmglerdir. islam ve Riazuddin (1993) [100] nohutun hipokotisglantlarindan
elde edilen kallus kultirinden sirgin seimunda farkl konsantrasyonlarda BAP ve

IAA kullanmiglardir.

Nohut, Cicer arietinumL., dnemli bir daneli baklagil bitkisidir. Bu lkide somatik
embriyolar ve surgunler duk frekansta rejenerasyon gosteririmevitroda yetstirilen
bitkiciklerin toprak Uzerine transferinde hayattalrka sansi azdir [87,94]. Doku
kultirinde yettirilen bitkiciklerden yagayanlarin toprga transfer edilmesi buyik bir
engel olarak kalmtir. Son zamanlarda vermikulit/tof@a transfer edilen ve kultir

odasinin steril kaullarinda ve kontrol altinda ystirilen bitkiciklerin % 60 - 80’inin
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hayatta kaldil rapor edilmgtir [101]. Direkt olarak olgunlgmams kotiledonlardan [84]
ya da kotiledon benzeri yapilar (CLS) yoluyla [184, kotiledon nodlari, sirgin uclari
[103], ba kismi kesilen embriyolar [104,105] olgun tohumband [101] sdrgln
rejenerasyonu rapor edilmesinezmeen, yaprakcgiklardan [100,93] ve olgumems
kotiledonlardan [91,106] somatik embriyogenez ragaitmistir. Ghianti ve ark. (2010)
nohutun olgunlgmams kotiledon eksplantlarindan direkt somatik embrigogz ve

bitki rejenerasyonunu rapor etardir [107].

Singh ve ark. (2002) [85] nohutun embriyo ekseniarplumular uclarinin kesilmesiyle
elde edilen ¢oklu surgin rejenerasyonu farkll katrsgyonlarda Thidiazuron (TDZ)
(0,1-10mg dri¥), BAP(0,5 ve 1 mg dif), Kn (0,5 ve 1 mg dif) ya da Zeatin (2,0-4,0
mg dm® bulunan MS ortaminda gerlendirmilerdir. C235, ICC12269, ICC4951,
ICC11531, BG256 genotipli ve bir lokal kultivardagide edilen eksplantlarin %
100’tnde coklu surginler uretifgi gibi, 0,2 mg dnf TDZ en etkili sitokinin olarak
bulunmutur. Sdrgtnler bayime dizenleyicileri bulunmayataimda uzatilng, %2 MS
tuzlan bulunan MS ortaminda 12-15 gin aklimatizélneis ve toprakla dolmgy
saksilara transfer edilerek daha sonra tarlayertastir. Bu islemde yaayanlarin %
70’ten fazla oldgu, bitkilerin normal olarak gediigi, fertil ciceklerin ve tohumlarin

uretildigi rapor edilmgtir.

2.6.Agrobacterium Araciligiyla Transformasyon

Agrobacteriumcinsinin dyeleri toprak mikroflorasiningsgz bir bilesenidir, buyuk
cogunlugu saprofitiktir, genellikle c¢irimekte olan organiknadde Uzerinde
yasamaktadirlar ve Gram negatif bir bakteridir [108frobacterium tumefacieng A.
rhizogenescssitli bitki tlrlerinde transgenik bitki Uretmek icien sik kullanilan gen
aktarim ajanlaridir [109]. Bu bakteriler bitki pgaoi olarak da bilinmektedirler. Her iki
bakterinin yapmy oldugu hastalikla da stabil parca entegrasyonu (traresfiden ya da
T-DNA) ve transferine neden olur, alici bitki gedanma T-DNA entegre
olabildiginden bakteriden kdk uyaran Ri ve timor uyaran diicpsi T-DNA sinirlari
arasina sokulan yabanci genler bu acidan 6nemN@ibanil tip Agrobacteriundan
elde edilen plazmidlerde T-DNA Uzerindeki onkojemg&nlerin ifadesi normal olarak
tumor olgumuna gecmeksizin bitki hicrelerinin fizyolojisirdegistirir. Bununla

beraber, boyle genlerin ¢ikarilmasi Ti ya da Rizpialerinin silahsizlandiriimasiyla
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sonugclanir, i¢csel buyime dizenleyicilerinin dengestkilemeksizin bitki hiicrelerine
yabanci genler sokulur. Daha sonra bdyle hicredsotfpik olarak normal bitki

hiicrelerinde rejenere olmayswk eder [80].

Agrobacterium tumefaciengaygin bir toprak bakterisidir ve alemler arasn gransferi
yapmakta olgan Ustl yeterig bulunmaktadir [108] Agrobacteriumdnemli derecede
geng organizma gruplarina gen transferi yapabilir. Galyida monokotil ve dikotil
Angiospermleri ve Gymnospermlere ek olararobacterium,mayalari, Ascomycetes
ve Basidiomycetesleri iceren fungusu transformeb#ide[110]. Bununla birlikte
dikotiledonlu bitkilerin bir kismi ve monokotiled@n bitkilerin ¢cogu Agrobacterium

enfeksiyonuna kar oldukc¢a inatcidir [111].

Agrobacterium tumefaciendikotiledonlu bitkilerin genomlarinda timor glumunu
uyaran (Ti) plazmidinin bir parcasinin spesifikrala girdiriimesiyle hayati 6nemde bir
mekanizma gejtirmektedir. T-DNA boélgesi ¢ift sarmal Ti ve Ri plazmidi tzeriad
bulunan ve bakteriden bitki hiicresine aktarilaréki lgenomuyla birlgen ktcik bir
DNA parcasidir [112,113]. DNA transferi icin esamdiolan genler Ti plazmidinin
virllens (vir) bolgesi icinde kodlanir. T-DNA timdryaran biyuk bir (Ti) plazmidi
icinde kodlanir ve bunun uglarinda bulunan 25 kb’korunmy sinir dizi ile
belirlenebilir. Bu sinir dizi, DNA transferi igcinn@mli olan ve sadece cis ya da trans
hareket eden elemandir [111]. Bu stratejinin témdel, Agrobacterium tumefaciens
yoluyla genlerin girdirilmesi icin dgsik yontemler tasarlanmstir, bu yéntemlerin

blyuk ¢cg@unlugunu ikili vektor sistemi olgturmaktadir [114].

vir genleri tarafindan kodlanan bir¢cok protéigrobacteriumaracili transformasyonda
onemli rol oynamaktadir. Bu bolgenin ayni baktdrctesinde, ancak klea bir plazmid
Uzerinde bulundgu zamanda T-DNA aktariminin gercekteesi icin onun trans hareket
eden bir yapida oldiwnu gostermektedir [116,117]. T-DNA'ningschda ve sol sinira
yakin olan, yaklgtk 30-40 kb uzunlgunda viriilens (vir) bélgesi T-DNA aktariminda
mutlak gerekli olan alti ana operon virA, virB, r@j virD ve virG ve gerekli olmayan
diger iki operon virF ve virH' de meydana gelmektedir.

Agrobacteriundan T-DNA aktarimi dort anasamada gercekienektedir.
1. Agrobacteriunun bitki hiicrelerine tutunmasi ve koloni eturmasi
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2. Virulens genlerinin uyariimasi
3. T-DNA transferi ve
4. T-DNA'nin bitki genomuna entegrasyonudur [31].

Bitki transformasyonu daima etkili transgen ifagésisonuclanmaz. T-DNA ayrica
bitki genomunun uygun ve sessiz bolgelerine entetkilir. Entegre olan T-DNA’NINn
genom icgindeki pozisyonu aktarilan genlerin ifadiebilme yetengini olusturur. T-
DNA transkripsiyonel aktivasyon elemanlari ya ddanmsirlardan uzm veya yakina
entegre olabilir. Transgenleristgan T-DNA’nin aktivasyonuyla sonuglanir [110].

virG’nin kopyasindaki bir ar§i vir gen ifadesinde bir agta sonuclanir [118]. Gen
ifadesindeki bu argicok kopyali plazmidle ilgilvirG’nin varliginda gézlenen bitkilere
DNA aktariminin daha yuksek etkinlikte olmasindarusludur [118,119].

Bitkiler farkli uyarma yetengnde ve hicresel konsantrasyonlardaitgigk gosteren
farkl indukleyici molekuller Gretmektedir. Bu g#ilikte, farkli konukculardavir gen
ifadesinde farkliliklara yol acar, bundan dolafgrobacterium tumefacieng&ari
duyarliliklari da etkilemektedir. Bakterinin gzaili bir enfeksiyon igin esas olan yeterli
T- zincir DNA’sInin sentezlenmesinde ve transfeekidyeteneksizfii nedeniyle dgik
seviyede vir gen ekspresyonu bitkiyi inat¢l yapalektedir. Hansen ve arkagirinin
(1994) [119], yapfi calsma bu sonucu desteklemektediit genlerinin konstititif
ifadesi Agrobacterium tumefacieis transformasyondaki etkirginin  6nemli
derecedeki afina ve daha da Onemligigrobacterium tumefacienskinin konakgi
¢esidinin genglemesine yol acmgtir. Ke ve ark. (2001) [111] modifiye edilgi
Agrobacterium tumefaciengrklari kullanarak soya fasulyesi ve pirince DNA

transferinde bu sayede 6nemli bir gagozlemlemglerdir.

2.6.1.Agrobacterium’la Gen Transferinin Avantajlari ve Dezavantajlari

Agrobacteriumarzu edilen genetik 6zelliklerin hizlh ve etkili rbgekilde bitkilere
aktarimi i¢in genetik olarak @stirilmistir. Agrobacterium tumefacieraacilgiyla gen
aktarimi T-DNA'nin direkt daillimi Gzerinde ©6nemli avantajlara sabhiptir; Bitki
genomuna bireylerin bir veya birkac kopyasinin igirdesi, girdirilen genlerin yliksek

ifade edilmesi, aktarilan genlerin daha az frage®ydnu yani daha uzun DNA
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aktariimasini gdar [120,121], ek olarakAgrobacterium partikil bombardimani
protokoliuyle kagilastirildiginda uygun bitki tlrlerinde c¢ok daha etkili bir

transformasyon aracidir [122].

Agrobacteriumirklari, bakteri indiiksiyonu, bakteri konsantrasypkokultir siresi ve
yaralama proseduri gibi sistematik analizler gilok csayida uygulama, tdrlerin
transformasyonunu o6nemli derecede etkilemekted23][1 Ayrica Agrobacterium
kullanilarak bitki dokusunun lbarili transformasyonu bakteriyel enfeksiyon, konak
secimi ve hedef dokunun transformasyon yetegii birkac faktore dayanir [124].

En Onemli dezavantajAgrobacteriunun konakgi spesifik olmasidir. Belli bitki
turlerinde dguk transformasyon etkirgiyle sinirlanir [125]. Konak doku spesifik
Agrobacteriurtla birlesen digtk transformasyon etkir@i gibi cesitli problemlerin

Ustesinden gelinrglir. Bunlar Agrobacterium tumefaciensrklarinin virtlensinin

degistirilmesi [126,127] enfeksiyon alanlarinin sayisinarttiriilmasi icin eksplant
dokularin sonikasyonu [124,128] ve ko-kultir ortaethiol bilgiklerinin eklenmesini

[129,130] kapsar.

2.7. Baklagillerde Transformasyon

Baklagilleri transforme etmek gr turleri transforme etmekten daha zordur. BaKegi
in vitroda transformasyon ve rejenerasyongikbir hayli genotip spesifik oldiundan
rekalsitrant (inat¢l) olarak dindlir ve sadece nadiren rejenerasyonasi kistekli
varyeteler kiltive edilebilmektedir. Buna ek olara#jenerasyon oldukca yayvave
transformasyon frekansi (her bir eksplanttan @ettransforme olmwbitkilerin sayisi)
oldukca diguktur. Bircok baklagil tiriinde somatik embriyogengzda organogenezin
uyarimi zordur. Totipotent hicrelerin kagnalarak mersitematik hiicre kulttrlerinin

kullanimi transformasyon metodlarinin bigicke olarak rapor edilngiir.

Daneli baklagiller bir grup olarak klea dikotiledonlu bitkilerin c¢guyla
karsilastirildiginda, 6zellikle Solanaceae Uyeleriyl@, vitro genetik manipulasyonu
kabul etmeye en az istekli gruptur [131]. Soya lfigssi stabil olarak transgenik bitkiler
elde edilen ilk daneli baklagildiPhaseolusse Vigna cinslerinin genetik mihendigii
Nagl ve ark. (1997) [132] tarafindan gb6zden geiitir. Baklagillerde herbisitlere
karsi direnc [70,83], boceklere kar diren¢ [70,133] ve tohum proteinlerindeki



19

metiyonin oranini daéstirerek arttirmak, istenen Ozellikteki gen integm@slaridir.
[134].

Baklagiller icin birgcok transformasyon metodu demeégtir. Ancak daha cokA.
tumefacienenfeksiyonu ile transformasyon yaygindm.vitro kosulardaki dg@asindan
dolayl daneli baklagillerde transformasyonsdrasi sinirlanmaktadir [135]. Buna
ragmen, soya fasulyesi [136,137], bezelye [66], yem gbncasi [138] ve nohut
[107,139] gibi baklagillerdeAgrobacterium aracili transformasyon gosteriktir.
Medicago sativa(yonca) gibiin vitro somatik embriyogeneze istekli tirlerd&.
tumefaciensile eksplant kokiltivasyonuna dayanan, goreceéirak hizhh ve etkili
transformasyon sistemleri gglrilmistir. Agrobacterium aracili transformasyon
kullanilarak transgenildrachis hypogaedyer fistgi) bitkileri rapor edilmgtir. Ayrica
doku kalturi bgimsiz transgenik yer figm ( A. hypogead.. cv. TMV-2 ) bitkileri
uretilmistir. Ilkin transformantlarin yani sira; Ve T, generasyombitkilerinin molekuler
Ozellikleri yer fistginda yabanci genlerin ggmi ve kalitimini d@rulamstir [140].
Lotus japonicusun Agrobacteriumaracili transformasyon protokolt eksplant olarak
hipokotil segmentlerinin kullaniimasiyla yapikoir [141]. Lens culinaris M.’in
(mercimezin) csesitli dokularinda surgun apeksi, epikotil, kokleril42], nodal
segmentleri [143], kotiledon nodu [144], embriyaleeksenleri [145] Agrobacterium
aracili transformasyon ve partikil bombardimaniadkularak gecicigus geni ifadesi
rapor edilmgtir [146]. Bu calsmalarin higbirinde stabil olarak transforme edibetkiler
rapor edilemenstir. /n planta elektroporasyonu uygulamasiyla [147], partikiil
bombardimani yoluyla [148] veAgrobacterium aracili transformasyonla [149]

mercimek stabil olarak transforme editim.

Gecen 10 yil suresince, bitki hiicrelerine yabandADyirdirmek icin A. tumefaciene
alternatif olarakA. rhizogenet gelistirmeye ilgi gosterilmektedir. Transforme olgu
koklerden bitkiler elde edilmesi bu sistemin en rafieizelligidir. Porter (1991) [150]
farkli A. rhizogenezirklari kullanarak Glicine turlerinde, P. vulgariste, Pisum
sativumda, Vicia fabg V. sativa Vigna aconitifoliave V. unguiculat&da transforme
edilen koklerin uyarimiyla alakali literatirleri zigen gecirmilerdir. Ornegin Cicer
arietinum|[151,152] velLupinus angistifoliave L. mutabiliste [153] transforme olmu
koklerin uyarimi rapor edilngiir. Vigna aconitifoliddan [154] ve yabani soya fasulyesi

Glicine canencenfl55] veG. argyreanin [156] koklerinden transforme olmgubitkiler
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sadece kultir edilenlerden rejenere olabitmi Kultir edilen bezelyenin sacli
koklerinden sinirh bgari rapor edilmitir [134]. Vicia fabdnin 8 farkl kiltivarindan
kotiledon dokulari ve gbévde segmentleri Ri plazmidi neomisin fosfotransferaz
tastyan A. rhizogenezile enfekte edilmitir, ancak transforme olan koklerin
rejenerasyonu rapor edilmegtii [157]. Yine Pickard ve arkVicia narbonensim
epikotil segmentleri ve surgin uclarini higromigosfotransferaz kodlayan plazmid
tasiyan A. tumefaciensile ko-kiltivasyon yapmglardir. Inokile edilen eksplantlar
higromisin iceren ortama ggnmis ve bunlarin % 18’inin higromisin direncli kallus
oldugu rapor edilmgtir. Ancak bu eksplantlardan elde edilen putatdrak transforme
edilmis higromisin direncli kalluslarin vagi ilkin kanit olarak gosterilmesine gaen,
transgenik bitkiciklerin elde edilmesi Pickard vek.atarafindan rapor edilemegtir
[158].

Cok sayida baklagil turt mikroenjeksiyon, elektngsyon ve mikroprojektil
bombardimani [159] gibi doudan DNA aktarim yontemleriyle transforme editimi
Mercimek kok protoplastlarindan plazmid DNA'nin kéektroporasyonu Maccarrone
ve ark. tarafindan (1995) [160] rapor edgtmi

In plantateknikleri hiicre siispansiyon veya protoplastlargmla kallustan elde edilen
surgun dretimine dayanmaandan rejenerasyon avantajina sahiptir. Potansigbhk
bu metodlar daha hizhdir, hiicrelerin ve doku kiiitiiin karmaikhgindan kacginir ve
somaklonal varyasyon olagjini azaltir. Oger ve ark. (1996) [16[1] japonicusicin A.
tumefacieng dayanan birin planta protokolt anlatnglardir. Bu metod kotiledon
baglanma bolgelerine diwudan inokulasyonu igerir.  Bitkinin  rejenerasyon
kabiliyetinden yararlanarak kendiinden transforme olmyustirgunleri tretir. Benzer bir

prosedir soya fasulyesi [162] ve nohutta [163]sg&limi stir.

Biyolistikle birlikte Agrobacteriumaracili transformasyonun bigtgilmesi ilgin¢ bir
baks acisidir. Bu yilzden, Hansen ve Chilton (1996) [1@éni bir sistemden,
agrolistikten bahsetrglerdir.

Tahil ve baklagil bitkilerinin her ikisinde de skgiilir markirlar olarak herbisit tolerans
genleriyle birlikte antibiyotik direng geninin yestirilmesi transformasyon etkirgini
bliyuk Olcide arttirngtir [165,166,70]. BASTA seleksiyon i¢in ilk kez Jmar geni
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gucla bir seleksiyon ajani olgundan en yaygin kullanilan herbisittir (gluphoseat
veya phosphinotricin). Bezelyede rejenerasyon ayganez yoluyla olmyiur ve
transforme edilen bitkiler 15 mg/ml ppt ile secigtm Bar ve neomisin fosfotransferaz
(nptll) genleri kullanilarak ilk transgenik bezelye bigki elde edilmgtir ve sonraki
nesillerin dollerinde ifade ediltir. Tipik 3:1 oraninda Mendel kalitimi gostegtm.
Rejenere olan bitkilerin transformasyonptll ve ppt probu kullanilarak ve northern
blot analizi ile dgerlendiriimistir. Tarla uygulamasinda BASTA herbisiti ile
spreylendiinde transforme olan bitkiler diren¢ gostegidrapor edilmgtir [70]. gus
veyauidA geni glukuronidaz enzimi (GUS) ifade eder ve kikgen yapilarin belirteci
olarak veya bitkilerde basit bigekilde gecici ekspresyonu grlendirmekte ¢ok sik
kullaniimaktadir. GUS bununla birlikte transformasyn hizli ve etkili birsekilde
Olcilmesine izin vermesine gaen, rejenerasyon ve seleksiyonun etkili gekilde

taranmasini sgayamaz.

2.8. Nohutta Gen Transferi

Nohuta spesifik genlerin aktarilmasi genetik mih&ig yoluyla baariimistir.
Gunimuzde nohututransformasyonu ile ilgili sadece birka¢ rapor meua [136].
Nohut bitkileri k6k uyararAgrobacteriumirklariyla birlikte muamele edildinde sacak
kokler elde edilirken [152]Agrobacteriuntun yabani irklar kullanilarak transforme

olmus kalluslar elde edilnstir [167, 168].

Nohut ilk kez Fontana ve ark. (1993) [104] tarahndransformasyon yapilgtr ve bu
calismada Agrobacterium aracili gen transferi kokultivasyon tegnikullanilarak
gerceklgtirilmistir.  Ayni  zamanda DNA integrasyonunun varli Southern

hibridizasyonu yoluyla gosterilrtir.

Sharmila ve ark. (2010) [169] gadan DNA transfer metodlari rapor edilmesine
ragmen, Agrobacterium aracili transformasyonun daha cok tercih egiifdi ve
embriyonik eksenlerin kokultivasyonundan elde edii@nsgenik bitkilerin Gretimi igin

standart protokoller yayinlangini rapor etmglerdir.

Sarmah ve ark. (2004) [26] tarafindagrobacteriumaracili gen transferiyle fasulyenin
aAll genini nohutun desi tipine aktagnwe bu tohumlarda yiksek diizeyde ifade edilen
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aAll geniCallosobruchus maculatuge C. chinensisin gelisimini engelleyerek buyuk
bir diren¢ olgturduklarini rapor etrgierdir. Yontemde kanamisin seleksiyonu
kullaniimistir. Transgenik nohut tohumlarindakiAll’in varliginda C. maculatusin

yumurta verimi % 90 oraninda azalohi rapor etmglerdir.

Akbulut ve ark. (2008) [163] nohut fidelerinde plantatransformasyon tekniklerinin
etkinligini aragtirmayr amaclamnglardir. Sivi induksiyon ortamindaki kokiltivasyon
peryodu (2, 8, 16, 24 h), ptJK136 plazmidini icergrobacteriumirklari (C58C1,
EHA 105 ve KYRT) , gelimsel donem (16 saat su akigmis ve 40 saat ¢cimlenr),
mikroyaralama ve 5 farkli genotipi icerelgrobacteriumaracili transformasyonun
erken donemleri sirasinda nohut fidelerifideGlukuronidaz gu9 geninin transferiyle

ilgili olarak bircok faktoru argtirmiglardir.

Singh ve ark. (2004) [170] Phosphinotricine - alteipsferasefat) ve aspartat kinaz
(AK) genleri kullanilarak transgenik nohut Uretimnigtkili ve guvenilir bir antibiyotik
olmayan seleksiyon stratejisi ggirmistir.

Yine Polowick ve ark. (2004) [56] nohutukgrobacteriumaracil transformasyonunu
yapmslardir, gen integrasyonu, ifadesini ve kalitimapaor etmglerdir.

Diger daneli baklagiller gibi nohutun embriyonel eksekotiledon nodu ve apikal
meristeminin meristematik hicreleri daha Once lkiraeogtirmaci tarafindan genetik
transformasyon ic¢in kullanilgiir [26, 56, 105, 139, 170, 171, 172]. Bununlaikie

transformasyon frekansi etkili biyoteknolojik uyguialar icin yeterli bulunamagtir.

Daha onceki raporlarin ganda Agrobacterium aracilglyla gen aktarim metodu
kullaniimistir. Ancak nohutun transformasyonu icin partikibaaca bombardimaninin
kullaniimasi ile ilgili bazi raporlarda transfornyas frekansi oldukca duktir
[170,45]. Taneli legumenlerin molekuiler genetikigablarindaki ilerlemeler, 6zellikle
nohutta, gen ifadesi promotor analizi ve Urin ggetnekte genlerin ifadesi icin etkin
genetik transformasyon metodlari gereklidir. Bu dgéiz, nohutta basit hizh, yiksek
frekansta transformasyon sisteminin geli partikil bombardimani yoluyla
yapiimstir. Bazi aratiricilar Agrobacteriumaracili transformasyon sistemini daha az
etkin bir metod olarak rapor etgterdir. Indurker ve ark. (2006) [48Bacillus

thuringiensigdn insektisidal kristal protein genicrylAc i partikil bombardimani
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yontemiyle nohuta stabil olarak aktaghardir. Nohutta Agrobacterium aracili
transformasyonun kullanilgh daha o©nceki caimalardaki dgik transformasyon
frekansi ile kaplastinldiginda bu cakmada epikotil eksplantlarinin  partikdl
bombardimani kullanarak. arietinumda ¢ok yuksek transformasyon frekansi (% 18)
oldugu rapor edilmgtir. Transgenik § bitkileri kontrol bitkileriyle kasilastirilarak
Heliothis armigerave Spodeptera lituralarvalarinda yiksek 6lim orani ve bunlara

karsi daha fazla koruma geligini gostermglerdir [48].

Husnain ve ark. (1997) [173] partiktl bombardimgoluyla nohutun zigotik embriyo
aksisindeki gen dalimini etkileyen citli faktorleri, strgiin ve koklerden elde edilen

embriyo eksenini kullanarakptll ve uidA genlerini cakmislardir.

Yine Kar ve ark. (1997) [45], olgurdanis tohumlarin sirgiin ve kok meristeminin
uzaklgtiriimasiyla embriyo eksenini ve sirgin apeksinnedesel materyal olarak
kullanarak, bombardiman yontemiyle CrylA seleksiyoarkiri olaraknptll geni iceren
plazmidle birlikte transformasyonunu gercekienislerdir. Bu eksplantlar MS
makrotuzlari ve 4X MS mikrotuzlari, B5 vitaminle@,004 mg/L NAA, 30 mg/L sukroz
bulunan ortamda bombardiman yapilincaya kadar 24 kkdltire almglardir. Gen
aktarims kanamisin direncli nohut bitkileri bombardimanekrarlanan seleksiyonuyla
ve ¢oklu sirgun yoluyla elde etgterdir.

Diger transformasyon camalarinda oldgu gibi nohutta da, transformasyon frekansi
eksplant tipine, kiltivarlara ve kullanilan plazeick balidir [48].

2.9. Sonikasyon YardimliAgrobacterium Aracili Transformasyon (SAAT)
2.9.1. Sonikasyon (Ultrason, Sonoporasyon)

Agrobacteriumun hedef dokulardaki 6zel hicrelere varma yetemzbgsive konak
0zgulligt Agrobacteriumaracil bitki transformasyonursinirlayabilir. Dikotiledonlar,
monokotiledonlar ve gymnospermler gibisitle bitki gruplarinda bu gibi engellerin
Ustesinden gelen ve DNA transferini arttirAgrobacteriumaracili transformasyona
dayanan yeni ve etkili bir teknoloji belirlengtit. Bu yeni teknoloji, sonikasyon
yardimh Agrobacterium aracili transformasyon (SAAT) olarak adlandirilnaakt.

Agrobacteriumvarliginda bitki dokusunun kisa ultrason peryotlarina tatulmasini
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icermektedir [174]. Taramal elektron wk mikroskopu SAAT uygulamasinin kiguk
ve birbirine benzeyen vyariklari végrobacteriunun bitki dokularina kolayca

girebilmesi icin doku boyunca kanallar glurdusunu géstermektedir [128,175].

2.9.2. SAAT Uygulamasinin Avantajlari

Bitki hicrelerinde kalin ve sert bir hicre cepedlummaktadir. Sonikasyon bitki
protoplastlarina ve tam bitki hicrelerini etkili rbgekilde transforme etmek igin
kullanilan yeni bir metodtur [176,177]. Bircok sgmamaci tarafindan ultrason
kullaniminin  bitki hdcrelerine ve protoplastlarinatkleik asitlerin  gegini
kolaylastirdigl aciklanmgtir [178,179,180].

SAAT uygulamasi rekalsitrant bitkilerde transforiy@s oranlarini arttirmaktadir. Bu
Agrobacterium dagiiminin etkinliginin transformasyon ve enfeksiyonsamasina

karisan faktorleri aydinlatmaya yardim eder.

SAAT olgunlgamams kotiledonlar, somatik ve zigotik embriyolar, koklehiicreler,
surgun uclari, embriyojenik stispansiyon hucrelgitiin tohumlar ve yaprak dokularini
da iceren birgok farkli bitki dokusunda gecici sé&rmasyon etkingini arttirir [181].

Bu yontem dier transformasyon metodlarina benzemez. Bu sistekach hiicre
tabakasina gomulngtmeristematik dokularda transformasyon etkinie sahiptir.
SAAT uygulanmayan kotiledonlarin sadece yilzeyinalddriler gozlemlenirken SAAT
uygulanan dokularda, epidermal hicrelesdiletli bir sekilde kolonileme olmutur.
Hucrelerin ¢gunda ve ayrica subepidermal hicrelerde de c¢ok sayndkteri
gOzlemlenmgtir. Bazi durumlarda 7-8 hicre tabakasina kadarebgmektedir,
kolonilerin bazilari subepidermal hucreleri hem nsar hem de butin hicrelere
bitisiktir. Bu SAAT’in komsu hiicrelerde zarar olmaksizin ¢cok bélgeig derin mikro
yaralanmaya izin vergini gostermektedir. Kotiledon nodlari ve surgin stemleri
gibi alt yuzeyler transformasyon i¢in hedefleghidzaman bu daha derin olan yaralar
avantajlidir. Cok sayida kolonize olgticrelerin variglyla bitin hicrelere bifik
salikh  hicreler, komu kolonilesmis hucrelerin icinden gelenAgrobacterium

tarafindan transforme edifgdirapor edilmsgtir [173].
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Kimyasal olarak uyarilan transformasyonlar, elgiktm@asyon, mikroenjeksiyon ve
partikil bombardimani gibi SAAT gindaki dger transformasyon metodlarinin her biri
cesitli - eksikliklere sahiptir.  Polietilenglikol gibi iknyasal olarak uyarilan
transformasyon bitkilere k@rcogu zaman toksiktir. Elektroporasyon, mikroenjeksiyon
ve partikil bombardimani gaon is glci, ve karmgak ekipman gerektirir, pahalidir ve
disUk seviyede transformasyon elde edilmektedir. Etgldrasyonu tim bitkilere ve
batin hdcrelere uygulamasi zordur. Partikil bomipaadi gen parcalarini ve ayni
genle bglantili diger genlerin ¢coklu gen kopyalarini girdirmey@lienlidir, bu ylizden
cok sayida bitkide istenen Ozelliklerin ifade ed#sn israrla sinirlanmaktadir. Bu
metodlarla bitkilere aktarilan c¢oklu gen kopyalamnbitin insertleri farkh
lokasyonlardadir ve bu ylzden siklikla gen ifadéinegkz. Bununla birlikte DNA
insertlerinin ne kadar kopyas! okgluve nerede oldiunu kontrol etmek zordur. Ayni
zamanda hedef doku yuzeyin altinda bulynohdan partikil bombardimani oldukca
disUk bir etkinlige sahiptir [181].

SAAT oldukca kolaydir ve diilk maliyetli bir metodtur. Esas olarakgiilk hassaslikta
ve hassas olmayakgrobacteriumaracilgiyla transformasyonun etkigini arttirir.

Dokular SAAT uygulamasina ganblciide cevap gostermesingmeen doku daha uzun
SAAT uygulamalariyla zarar gorur ve doku kultirivale azalir. Bu agidan
uygulamalarda minimum SAAT suresi en ¢ok istenmédeaber yiksek dizeyde GUS

ifadeleri elde etmek 6nemlidir.

Sonikasyon yapilan eksplantlar mekanik ve kimyagkilere maruz kalmaktadir. Bu
etkiler c@gu zaman SAAT uygulamasindan sonra doku kultirumeaaleksplantlarda
kahverengileme ve kallus olgturma seklinde gerceklgmektedir [124], hatta bazen

eksplantlarin tamamen olumuyle sonuglanir.

2.9.3. Baklagillerde SAAT Uygulamalari

Bitki transformasyonu icilAgrobacteriumkullaniminin ana dezavantaji organizmanin
konak spesifik olmasidir ve belli bitkilerde gk transformasyon etkirgiyle
sonuclanmasidir. AyricaAgrobacteriunu hedef hiicre ve dokulara girdirmekte
uygulanan yontemler go zaman yetersiz kalmaktadir ve bu da hem gecici be
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stabil transformasyon etkigini sinirlandirmaktadir. Bu amacgla giunimuizde
transformasyon caimalarinda SAAT uygulamasina hizh bigilen goérulmdstir. Bu
sebepleAgrobacteriurtia birlikte sonikasyon kullanilarak transformasygalsmalari
onemini her gecen gun arttirmaktadir ve gelecekieok argtirici tarafindan
transformasyon ¢aimalarinda en ¢ok uygulanan ve pratik bir yontencakér.

Bitki dokusu tzerinde ve alt ylizeyinde binlerce rayara ile sonuglanan sonikasyonun
sebep oldgu deliklerin olyumu, SAATmetodunun etkingiini ortaya koymaktadir. Bu
yaralama durumuAgrobacteriuntun daha derine girmesine izin vererek ve klasik
mikroskopik yaralamalardan daha fazla tim doku bogubitki hicrelerinin enfekte
edilme olasigini arttirmaktadir  [124,125,182]. Ogzellikle transfmsyon ve
rejenerasyona kgrdiger bitki gruplari icerisinde en inatgi olaraksditlen baklagiller
sonikasyon yardimlAgrobacteriumaracilgiyla transformasyona daha olumlu cevap

vermekte oldgu bircok aratirici tarafindan rapor edilstir [169].

Lea geni (late embryogenesis abundant) ile birlikihaseolus vulgaris
Agrobacteriumaracil transformasyonda sonikasyon ve vakumtiagiijon kullanimi ilk
tesebbis olarak rapor edilgtir. Bu metod transgenik fasulye bitkilerinin Uratiile
ilgili ilk basanli rapordur ve doku kulttrii adimi icermeksiztkile bir transfer sistemi
gelistirilmi stir. Brassica napugan elde edilen lea proteinine sahip, tuz ve su eksgikli
stresi kaullari altinda biyime yetepieartan transgenik fasulye bitkileri Gretiggli

rapor edilmgtir [182].

Siyah akasya nitrojen fikse eden orman tarimi ddetl bakimindan dgerli, sus,
hayvan yemi, kereste ve bal Uretimi acisindagedebir legimen gacidir. Herbisit
direncli transgenilkobinia pseudoacacih. (siyah akasya) elde etmekte SAAT temelli
bir protokol gelgtirilmi stir. SAAT metodunun transformasyonu arttirmadakistdiger

legimenleri de kapsayan birgok tir i¢in rapor editim[183].

Sonikasyonla olgan mikroyaralama bitki dokularinin icinde deriniatkir enfeksiyon
yapilmasina ve soya fasulyesinfalycine max embriyojenik stispansiyon htcrelerinin
stabil olarak transformasyonuna izin vermektedartiRil bombardimani ve yalniz
basina Agrobacteriumile birlikte transforme edilmesi zor olan meristegibi diger

hedef dokularin transformasyonu, SAAT kullanimiktdaylastirilabilmistir [124].
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SAAT kullanilan soya fasulyesi kotiledonlari, saaskon yapilmayan dokulardan daha
hizli ve daha fazla kolongene gostermsi ve artan transformasyon oranlari elde edildi
rapor edilmgtir [125].

SAAT uygulanan soya fasulyesi, Ohio atkestan@&stulus glabrg fasulye, beyaz
ladin gaci, bgday ve misirin ggtli dokularinda gecicp-glukuronidaz ifadesinde 100
kattan 1400 kata kadar bir arg6zlemlenmytir. Soya fasulyesi vé&esculus glabrain

embriyojenik suspansiyon hicre kultirlerinde SAAygulamasi kullanilarak stabil

transformasyon elde edilgtir [174].

Pathak ve Hamzah (2008) nohu#tgrobacteriumaracili transformasyonu gsgirmek
icin etkili ve (Uretilebilir bir SAAT protokoli rapo etmglerdir. Sonikasyon
yapilmaksizin sadedggrobacteriumuygulamasina gore transformasyon etkinin iki
kat daha yuksek olgunu tespit etngierdir [184].



3. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyaller

3.1.1. Bitki Materyali

Sonikasyon yardimli Agrobacterium aracili transformasyon ve rejenerasyon
calismalarinin her ikisinde de bitki materyali olarakygan olarak tarimi yapilan lokal

nohut kultivarlarindan Beyaz Nohut kullanigbm.

3.1.2. Transformasyon Sirasinda Kullanilan Cihazlar

3.1.2.1. Sonikatorler

Arastirma sirasinda prob tipi ve banyo tipi sonikatinak tGzere iki farkl tip sonikatér;
kullaniimistir. 3 farkli sonikator cihazi ile uygulamalar yipak en iyi sonu¢ alinan
sonikatdrle deneyler surdurdlgtir. Bandelin Sonopuls tip UW. 2070 markali prg ti
sonikatdrde otomatik gug, % dongu, zaman ayarlataldlarak, Sonorex marka banyo
tipi (1 A, 220-240 V, p 80/180 W, 35 kHz) sonikd&sadece dk ayari manuel olarak ve
otomatik dk ayari olan Selecta marka ultrason cilezsonikasyon yapilmtir (Sekil 3.

1).

Nohut eksplantlarina yapilan sonikasyon uygulamasksplantlarin ultrasonik
dalgalardan en az seviyede hasarlanmasi ve en kyiBEES ifadesi icin optimize
edilmistir.
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Sekil 3.1.Sonikasyon uygulanan cihazlar A) Prob tipi sonikal&) Banyo tipi
sonikator

3.1.2.2. Vakuminfiltrasyon Cihazi

Cimlendirilmis nohut fidelerinin eksenlerinden elde edilen eksiidaa, sadece
Agrobacterium Agrobacteriumsonikasyon veyaAgrobacteriumsonikasyon-vakum
infiltrasyonu birlikte uygulanngtir. Vakum infiltrasyonu igin d&sik negatif basinglar
(200, 250, 300, 400, 500 ve 600 mm Hg) ve slrelér, @0, 25, 30 ve 40 dk)
uygulanmgtir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2.Vakum infiltrasyon cihazi

3.1.3. Bitki Doku Kultirt Ortamlari

Bitki doku kalttrd icin MS tuzlar ve Gamborg vitamerinden olgan modifiye ortam
(MS Gamborg) kullanilimgtir. Ortam 30 g/L sukroz, 0,25 — 0,5 g/L kazeing/L
glutamin ile desteklenmgiir. Coklu strgtin uyartimi icin BAP, kinetin, TDZ&wzeatinin
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlari kullangim Koklendirme amaciyla IAA,
NAA, IBA ve 2,4-D kullaniimstir. Ortam % 0,8 ultra saf agar ile kagtialmistir.
Ortam ayrica 10 mM MES ile tamponlarstm. Nohut embriyo eksplantlari
transformasyon slemine tabi tutulduktan sonra gdsterilensitfe kokultivasyon
ortamlarina tsanmistir (Tablo 3.1.).
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Tablo 3.1. Kokiltivasyon ortamina eklenesigemaddeler

Kokultivasyon ortamina eklenenggdi maddeler

a)l. MS Gamborg b) 1. MS Gamborg c) 1. MS Gamborg
2. 10 mM MES 2. 10 mM MES 2. 10 mM MES

3. 30 g/L sukroz, 4. 400| 3. 30 g/L sukroz 3. 30 g/L sukroz
mg/L sistein 4. 400 mg/L sistein 4. 400 mg/L sistein

5. 100 uM asetosiringon | 5. 100 uM asetosiringon | 5. 100 uM asetosiringon
6. % 0.8 ultra saflikta| 6. % 0.8 ultra saflikta| 6. % 0.8 ultra saflikta
agar agar agar

7. 100 mg/L askorbik| 7. 100 pg/ml azaserin 7. 0.5 ppm selenyum
asit

Tohum c¢imlendirmek icin % 0.5 agar iceren, yari $amirasyonda, sukroz icermeyen
MS bazal ortami kullanilrgtir. Transformasyon ve rejenerasyon gahlari icin %

0,8 agar iceren MS Gamborg ortami kullangknni

Ortamlarin pH’si 5,7-5,8’e ayarlanarak 121 °C’de @0 otoklav ile sterilizasyon
yapilmstir. Bitki buyiime dizenleyicileri ve sicaktan e¢kien déer maddeler filtre
sterilizasyonu ile steril edilmive MS ortamina, ortam uygun sicgai ulginca

eklenmitir. Doku kultira ve transformasyon gahalarinda kullanilan ortamlar Ek

A’da gosterilmstir.

3.1.4. Kultar Sartlar

Doku kdltari cagmalarinda 16 saat fotoperyot, 26 sicaklik uygulanmgtir. Bitki
biylutme c¢emberi olarak Sanyo Gallenkamp markas®@C097.CFX.f modeli
kullaniimistir. Bitkiler toprgza transfer edilginde % 60 nem uygulangtir.

3.1.5. Transformasyon Cakmalarinda Kullanilan Bakteriyel Suslar

Agrobacterium  tumefacien uc SWsU; C58C1/pTJIK136 [185],
EHA105/pDNEM3300 [126] ve KYRT1/pTJK136 [127] sari Agrobacterium
aracllglyla  transformasyon camalarinda  kullanilngtir.  KYRT1/pTJK136
kromozomal Rifampisin (Rif), Karbensilin ve Gentami (Gent) diren¢ genlerini,
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C58C1/pTJK136 kromozomal Rif ve Ampisilin (Amp) enc genlerini,
EHA105/pDNEM3300 kromozomal rif diren¢ geningit@aktadir.

3.1.6. Transformasyon Cakmalarinda Kullanilan Plazmitler

pTJK136 ikili vektorii bakteriyel seleksiyon icinregptomisin/spektinomisin adenil
transferaz veuidA genini iceren pTHW2136’nin bir tdrevidir. Ayni zandm

kanamisine diren¢ giayan neomisin fosfotransferazptll) genini de T-DNA sinirlari

icinde bulundurmaktadir.

pDNEMS3300 binary vektort bakteriyel seleksiyon iqiptll genini, bitki seleksiyonu
icinde bar genini icermektedir. Ayni zamandgker pancarindan izole edilé#S1
prol genini de sinirlar icinde bulunduran pCAMBIA vékin bir tirevidir. Plazmit

haritalari Ek B’de gosterilrgiir.

3.1.7. Bakteriyel Kultir Ortamlari

YEB ve YEB-MES ortamlari gerekli antibiyotiklerleedteklenerekAgrobacterium
kaltarlerinin bayutilmesinde kullanilgtir (Ek C).

3.1.8.Agrobacterium Indiiksiyon Ortami

Agrobacteriumndiksiyonu igin ¢gtli ortamlar kullaniimsgtir. MS bazal tuzlari iceren
ortama dgisik glukoz konsantrasyonlari (0,1 g/100 ml, 0,5 @ 1Al ve 1 g/100 ml) ve
20 mM MES eklenerek orrtam pH'I 5.5 e ayarlagnue otoklav edilmitir.

Otoklavdan sonra i¢cine 200 uM asetosiringorAgeobacteriumsuslarina uygun olan
¢esitli antibiyotikler eklenerek 7-8 saatdan 24 sadtadar dgisen surelerde

calkalamali inktibatérde 27°C’de 200 rpm’de uyargtmi

Transformasyon c¢aimalarinda sivi induksiyon ortami olarak ayrica MMB6]
ortami da kullanilmgtir. Cokturtlen bakteri MMA ortaminda (4,3 g/L M8zu, 10
mM MES, 200 uM asetosiringon ve % 2 sukroz, pH Sdjisyon haline getirildikten
sonra hazirlanan eksplantlar sonikasyon yagtimiBakteriyel induksiyon ortamlari
Ek D’de gosterilmgtir.
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3.2. Yontemler
3.2.1.Yuzey Sterilizasyonu

Tohumlar yuzey sterilizasyonu igin dnce % 70’lik etkol ile yikanip durulannstir.
Daha sonra gdli konsantrasyonlarda (% 10, 15, 20, 25 ve 30sueelerde (10, 15,
20, 25 ve 30 dk) sodyum hipokloritte bekletilere&rgizasyon yapilnsgtir. En uygun
konsantrasyon ve stre belirlenerek deneyler yagtimi

Nohut tohumlari (100-120 adet), 500 ml'lik erlenraaygerisine konulmgioncelikle
% 70 lik etil alkol ile 3 dk galkalandiktan sonristile su ile durulanmtir. Daha sonra
% 15’lik sodyum hipoklorit icine 3-4 damla twin-2&klendikten sonra 30 dk veya %
20’lik sodyum hipoklorit icine icinde 20 dk calkalaistir. Stire sonunda eksplantlar
en az 3 kez steril di ile iyice durulanmtir. Durulama suyu dokuldikten sonra bir

miktar steril dHO igcinde 12-16 saat kadar imbibisyon yapsimmni

3.2.2. Tohum Cimlendirme

Yuzey sterilizasyonu yapilan nohutlar bir geceikt#ii,O icinde bekletilerek su alip
sismesi s@lanmstir. Ertesi sabah nohutlarin bulurgdukaptaki su dokulerek tohumlar
steril kurutma kgidina yerlgtirilmis, fazla sulari alinarak eksplantlarin hazirlanmasi

steril kgt tzerinde yapilngtir.
Asagidaki cimlendirme protokolleri takip edilstir.

e Yarl katt MS bazal tuzlari bulunan her bir petriyigzey sterilizasyonu yapilgi10
adet nohut tohumu vyesrilmis ve transformasyondan ©Once 1-2 gun kadar

bekletilmistir.

* Ylzey sterilizasyonu yapilan ve 16 saat sterilildistuda bekletilen nohut tohumlari
petri kabi boyutuna uygun olarak kesigmie steril edilmg c¢ift kat kurutma kaidi
Uzerine 6 ml su konulduktan sonra ystildmistir ve burada 1-2 gun kadar

cimlenmeye birakilngtir.
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e Cimlendirmek icin 16 saat imbibisyon yapilan tohardbn nohut embriyolari
cikarildiktan sonra direkt olarak sukroz bulunmayMt Gamborg ortamina

yerlestirilmi stir.

3.2.3. Embriyodan Coklu Siirgiinindiiksiyonu

Bir gece steril distile suda bekletilen nohut tolammin kotiledonlari agilarak embriyo
cikarilms, daha sonra da 4-5 gin MS Gamborg ortaminda cdmliehikten sonra
embriyonun plumula, radikula ve kotiledonlari dtdyir bistiri ile kesilmg ve farkl
hormonlar iceren doku kalttra ortamlarina c¢oklu gsiir uyariimasi icin

yerlestirilmi stir.

Surgin olgturma ortaminda 2 hafta kalan embriyo kotiledonlaoddan gelien 1-2
cm uzunlgundaki surgunler kesilerek alt kdltirleri yapilmaizere sirgin uzama
ortamina alinmgtir. Strgliin uzama ortaminda uygun uzgalergen surgunler biyime
dizenleyicisi bulunmayan ara ortama alinarak 1-fahbekletiimitir. Sdrgtnler bu
asamadan sonra koklendirme ortamina aktasllk@klenenler steril edilngitorf-toprak
karisimi bulunan plastik bardaklara aktarilarak saklaaplari icerisinde aklimatize

edilmigtir.

3.2.4. Transformasyon

Asagida belirtilen protokolleAgrobacteriumtemelli transformasyonun etkigt&ilmesi

icin kullaniimsstir:
« Kotiledon nodlari veya olgurgenis embriyonun sadece agroinfiltrasyonu,

* Agrobacterium aracili  transformasyonun etkigtgilmesi icin  olgunlgamis

embriyolara sonikasyon uygulamasi,

» Agrobacterium aracilglyla transformasyonun etkit@rilmesi icin olgunlgmis
embriyolarda sonikasyon ve vakum infiltrasyon télerinin birlikte kullaniimasinin

etkisinin aratiriimasi



35

» Agrobacterium aracilgiyla transformasyonun etkiniigrilmesi icin olgunlgmams
embriyolarda sonikasyon ve vakum infiltrasyon tédarinin birlikte kullaniimasinin

etkisinin aratirilmasi

3.2.4.1.Agrobacterium Aracili giyla Yapilan Transformasyonlar

Eksplant Hazirlii: Yuzey sterilizasyonu yapilgive yakligik 16 saat boyunca steril
distile suda birakiingi ya da imbibisyon sonrasi belirli sitrelerde (1-ting
cimlendirilmis nohutlarin plumul, radikul ve kotiledon kisimlalinmg ve eksplant

olarak kullaniimgtir.

Bakteri Kultart: Tek koloniden elde edilen ve uwpgantibiyotiklerle hazirlanan 5
ml'lik bakteri kaltiri 27°C’de 200 rpm’de calkalanarak buyutulgndaha sonra, 50
ml’lik YEB veya YEB-MES ortaminda OD 0.1-1.5 olun@akadar buyuttldikten sonra
5000 g'de santrifij edilmi ve olwan pellet 100 ml'lik sivi indiksiyon ortamina
alinmstir. Bu ortama 100-200 uM asetosiringon ve uygutibgmtikleri eklenmi ve
bu ortamda 6-7 saatten 24 saate kadaisde araliklarda calkalamali inkibatdrde
bakterinin vir genlerinin uyariimasi ganmstir. Indiksiyon ortaminda uyarilan
bakterinin de OD.’si 6l¢ulmgive 5000 g'de santrifij edilerek ¢okturilgtiir. Elde
edilen pelletin OD si transformasyon sirasinda ilgmimak istenen dgre gore
ayarlanmg ve 100-200 uM asetosiringon eklentimi Transformasyon icin hazirlanan
eksplantlar icinde bakteri bulunan indiksiyon snds 45 dk veya 1.5 saat kaldiktan
sonra sadec@grobacterium Agrobacterium+ sonikasyonAgrobacterium+ vakum,
Agrobacterium + sonikasyon + vakum infiltrasyonu gibi sii yontemler
uygulanmgtir. Ayrica steril bir gne yardimiyla embriyo yaralanarak transformasyon

calismalari yapilmgtir.

3.2.4.2.1. Prob Tipi Sonikatorle Yapilan Uygulamala

Ependorf tuplerinin her birine hazirlanan embriyasgantlarindan 10-12 adet
konulmu ve her bir deney icin toplam 100-150 adet ekspgtafianiimistir. Eksplantlar
hazirlanirken ¢ zamanl olarakuyariims Agrobacteriumkultiri de hazirlanngtir.

Uyarilmis bakteri kultiri 5000 g'de santriflj edilsnve olwan pellet 100-200 puM
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asetosiringon iceren sivi induksiyon ortaminda gaggttr. Uyariims Agrobacterium
suspansiyonundan 1250 pl sivi alinarak hazirlanolan eksplantlarin  tGzerine
eklenmitir. Sonikator probu % 70’lik alkol ile steril edilis ve icerisinde indiksiyon

ortami ve eksplantlari bulunduran ependorf tipdidahistir.

Uygulanan sonikasyon parametrelerinden sonra, vakumfiitrasyonu glemine
gecilmisti. Vakum kleminden sonra eksplantlar steril kurutmagikia Gzerinde
kurutulup kokultivasyon ortamina aktarignr (Ek A). Her bir petriye 10-12 adet nohut
eksplanti yerlgtirilmi stir.

Farkli kokultivasyon sureleri sonunda gecici GU&I#sine bakilarak kokultivasyonun
transformasyon etkirgini arttirip arttirmadii belirlenmitir.

Kokultivasyondan sonra agdan surginler 100 mg/L ticarcilinli sivi induksiyamtami
veya steril dHO ile calkalanarak yikanmive 1-1.5 hafta kadar geik oksin ve
sitokinin kombinasyonlari ve 100-150 mg/L ticanmciliceren ¢oklu sirgin ajturma
ortamlarina alinmgtir. Her bir stirglini okiuran ana eksplantlar atilmayarak 500 mg/L
cefataksim ve hormon iceren yeni bir ortama algnwe 2 haftada bir bu ortam
yenilenmgtir. Bu islem 2. ve 3. slrginler gjuncaya kadar surdarulmgtiir ve her
olusan yeni surgun selektif ortama alinaralgelbendirilmistir.

Coklu surgin ortaminda olan ilk sdrgunler, selektif ortama alinarak sggan
eksplantlar sayilmgtir. C58C1/pTJK136 ve KYRT1/pTJK136 dari icin selektif ajan
olarak ortama sirasina gére 100, 150, 200 ve 300/L mganamisin,
EHA105/pDNEM3300 sgu icin ise 3, 5 ve 10 mg/L ppt eklenerek seleksiyon
yapilmstir. Yasayan surgunler icin selektif ajanin dozu arttiakarve ortama
cefotaksim eklenerek yeni bir seleksiyon ortamimanais ve transgenik olma ihtimali
olan sdrgunler secilrglir. Strginler her selektif dongide 1-3 hafta kafadirencli
surgunler secilmtir. Seleksiyondan sonra surgunler icerisinde 2%Lncefotaksim ve
biylume dizenleyicileri bulunan rejenerasyon ortamahnmstir. Bu ortamda c¢oklu
surgun olgturup ve bu sdrgunler strgin uzama ortamina akn&iklendiriimeye

gidilmistir.
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Calsmada kullanilan prob tipi sonikatdrde uygulananapa@treler Tablo 3.2'de

verilmistir.

Tablo 3.2. Prob tipi 8@idrle uygulanan

parametrelere bazi érnekler

Grup Sure Do6ngu x10 | Gug
sayIsl (sn) % %
25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100
25
20
75
100

Optimizasyon sonucunda belirlenen sonikasyon parateene optimum bakteriyel
konsantrasyon ve vakum parametreleri uygulahmCalsma sirasinda uygulanan bazi
bakteri ygunlugu ve vakum infiltrasyon parametreleri Tablo 3.3gésterilmitir.
EHA105/pDNEM3300 sgunun plazmidi GUS raportér geni stenadgl icin
KYRT1/pTJK136 ve C58C1/pTJK136 icin uygulanan ve wiksek GUS ifadesi
gosteren parametreler EHA105/pDNEM3308usigin de uygulanmstir.
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Tablo 3.3. Uygulanan Bazi Bakteriyel Kangasyon ve Vakum infiltrasyon
Parametreleri

Uygulama| YEB Indiiksiyon | Transformasyon Uygulanan
numarasi | O.D. ortaminin Sirasinda Vakum
O.D’si Uygulanan son infiltrasyon
O.D. 30Dk/Bar
1 0.130 0.360 1.2 300
2 0.130 0.370 1.5 300
3 0.280 0.600 1.0 300
4 0.360 0.250 0.4 200
5 0.360 0.250 0.4 300
6 0.360 0.250 0.4 400
7 0.580 0,8 >2 250
8 2 2 >2 200
9 2 0.780 >2 500
10 2 0.3 0.7 400
11 0.3 0.1 0.9 400
12 0.5 0.36 0.9 400
13 0.4 0.3 1. 300
14 0.7 0.4 0.8 300
15 0.9 0.6 >2 300
16 0.2 0.1 0.2 300

3.2.4.2.2. Banyo Tipi Sonikatoile Yapilan Uygulamalar

Transformasyona uygun embriyo déneminin tespitneelli icin, embriyolar 1 giinden 5
gine kadar desen slrelerde MS Gamborg ortaminda tutufiuu Ayrica bazi
embriyolar 1 gunden 4 gune kadar 1mg/L BAP iceremanoda tutulmstur.
Transformasyon yapilmadan hemen dnce kok ve govddesilmitir. Transformasyon
sirasinda kullanilacak olan bakterisggswygun antibiyotiklerle énce 5 ml YEB-MES
ortaminda sonrada 50 mllik YEB-MES ortaminda biiyails, santrifijle
cokturuldukten 200 pM asetoisringon bulunan MMAaantnda son optik yiunluk 2.4
olacaksekilde ¢ozulmgtir. Daha sonra hazirlangnolan nohut eksplantlari bakteriyel
suspansiyon icine atilarak gigk surelerde 1-5, 7, 10, 15 ve 20 dk veya 5 snilarg,
10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60 sn sonikasyon yagptimFarkli sonikasyon parametreleri
ile birlikte, kontrol grubu olarak sonikasyonsAgrobacterium+ vakum infiltrasyonu

kullaniimistir. Uygulanan bazi vakum infiltrasyon parametriedéyledir (Tablo 3.4.).



39

Tablo 3.4. Transformasyon sirasinda uygulananvaaim
infiltrasyon parametreleri

Uygulama siras| Vakuminfiltrasyon| Negatif Basing
Suresi (dk) (mm HQ)
1 20 300
2 20 200
3 20 400
4 25 200
5 25 300
6 30 200
7 30 300

Sonikasyon ve vakum uygulanan eksplantlar dahaasé®® mg/L sistein ve 100 uM
asetosiringon iceren kokultivasyon ortaminda 4-7n gkadar karanlik ortamda
tutulmustur. Kokultivasyondan sonra uygulamalarin etidimi degerlendirmek icin

eksplantlar arasindan tesadifi olarak alinan 10abet o©rnek Uzerinde GUS
histokimyasal boyama yapilgive fotggraflanmstir. Geriye kalan eksplantlar ise

kullanilan bakteri sgu ve icerdgi plazmide uygun seleksiyon ortamina aliginn

C58C1/pTJK136 ve KYRT1/pTIK136 darinin kullanilldgl transformasyon
deneylerinde 6nce 100 mg/L kanamisin ve 200 mgzartilin iceren ortamda 2 hafta
sureyle tutulduktan sonra, 200 mg/L kanamisin v@ B@y/L ticarcilin iceren ortama
aktarilmstir. iki haftada bir seleksiyon ortami yeniletii EHA105/pDNEM3300 ile
transformasyon yapilan eksplantlar 6énce 5 mg/L ypt200 mg/L ticarcillin iceren

ortama alinny, 2 hafta sonra yeni ortamda ppt seviyesi 10 mg/lyyikseltilmgtir.

Diger bir alternatif olarak, kokiltivasyondan sonramkntlar direkt olarak 300 mg/L
kanamisin veya 10 mg/L ppt ve biyume dizenleyicitedunan ortamda seleksiyon
yapilmstir. Seleksiyondan sonra gayan surgunler sayilarak ¢oklu surginstaluna
ortamina alinngtir, son olarak bitkisel hormon bulunmayan bir arégama alinarak
koklendirilmistir.  Sonikasyon ve vakum infiltrasyon uygulamasiylairlikte

Agrobacteriumaracih transformasyon protokdiekil 3.3.’tesematize edilmtir.
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Eksplantlarin hazirlanmasi Bakterinin hazirlanmasi

Nohut tohumlarinin yuzey sterilizasyonu 27 °C'de YEB veya YEB-MES ortaminda 5 ml'lik

baslangic kultariinin hazirlanmasi

Bir gece steril distile suda bekletme ﬂ
50 ml YEB veya 100 ml YEB-MES ortaminda
ﬂ 200 rpm’de 27 °C’de buyutilmesi
Imbibisyon yapilmy tohumlarin agcilarak ﬂ

embriyolarin MS-Gamborg ortaminda birkag 5000 g'de santriflj edilmesi ve pelletin elde

giin bekletilmesi ﬂ edilmes ﬂ

Embriyolarin plumula ve radikula Pelletin 100 ml sivi indiksiyon ortaminda 7-8

kisimlarinin kesilmesi saat blyltllup, santriflj edilmesi ve tekrar yeni
sivi indiksiyon ortaminda slispanse edilmesi veya
Pelletin OD 2.4 olacakekilde MMA sivisinda 1

saat slispanse edilmﬂ

Hazirlanan nohut embriyolarinin bakteri solisyaging atiimasi

Bakteri ile muamele edilgi embriyolarin cgtli sire veya

frekanslarda sonikasyon yapilmasi

Nohut embriyolarinin ¢étli sire ve basinglarda vakum
infiltrasyonu yapilmasi ﬂ

Transforme edilen embriyolarin steril kurutma

kagidi Gizerinde kurutulmasi
25°C’de 4-7 gun kokiltivasyon yapiimasi

Sdrgunlerin seleksiyon ortamina aktariimasi

Seleksiyon ortaminda yayan surgunlerin rejenerasyonu

Sekil 3.3.Sonikasyon ve vakum infiltrasyon yardimiyla yapwsgrobacteriumaracili
transformasyonun kisa biemasi
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3.2.5. Transformant Olduklari Varsayilan Eksplantlarin Analizi
3.2.5.1. GUS Histokimyasal Analizler

Farkli kokultivasyon sirelerinden sonra ve selaksigonrasi yg@l kalan sdrgunler
tesadufi olarak alinmgive Jefferson (1987)'nun protokoliine gore 10 mM Kies
solusyonuna (Ek E) konularak 3Z’de inkiibe edilmitir. GUS histokimyasal boyama
yapilan eksplantlar fikse edildikten sonra, % #0#itil alkolde pigmentleri alinrgir
daha sonra da % 96’lik etil alkole alinarak suyaklatirilan dokunun sertignesi
sgzlanmstir. Eksplantlar GUS ifade bdlgelerinin belirlenmegin stero mikroskop

altinda incelenmgive mikroskopa takilan bir kamera yardimiyla fisadlari ¢cekilmitir.

3.2.6. Transformantlarin Molekiler Analizi
3.2.6.1. DNAizolasyonu

En az U¢ seleksiyon doéngusi sonucunda elde edidagy @wansgenik eksplantlardan
genomik DNA CTAB metodu kullanilarak izole ediktir.

DNA izolasyonu icin 0.25-0.3 gr bitki dokusu aligmre bitki dokulari 1 ml DNA
ekstraksiyon solusyonu icerisinde ezgtii (Ek F). Homojenat hazirlanan 62’lik su
banyosunda 30-40 dk inkiibasyon yapilarak ters dilms, tGzerine 700 pl kloroform
izoamil alkol (24:1 hacimde) ¢oOzeltisi ilave eddkryine yavaca ters duz edilngiir
(100 defa). Daha sonra 16000 g'de santrifij edides@pernatant 1.5 ml'lik temiz bir
ependorfa aktarilngtir. Uzerine 2/3 oraninda 550 plgidk izopropanol ilave edilngj
30 dk veya daha fazla -2W’'de bekletilerek 14000 g'de 5 dk +AC’de santriflj
edilmis, pellet alinmy ve kurutulmgtur. DNA 300 pl TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA,
ph7.4) ilave edilerek ¢ozulmitiir. Pellet tamamen ¢ozilene kadar oda sigaida gece
boyunca veya 68C’de 60 dk bekletilmitir. 10 mg/ml olan RNAse sgoandan her bir
ornek icin 1 pl RNAse ilave edilerek 3Z’'de inkube edilmitir. Daha sonra 200 pl TE
ve 15 pl amomyum asetat (10 M, pH7.7) ilave edilimiSon olarak ¢Ozelti tizerine 2
hacim kadar % 80’lik sguk etanol ilave edilerek 20 dk veya gece boyun€a°de
bekletilmistir. 14000 g’'de 5 dk santriflij yapilarak stpernatdikkatlice dokuldikten
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sonra pellet kurutulmgtur. Daha sonra tzerine uygun miktarda TE ilavéeeek (100-
200 pl) ¢ozulmg ve DNA konsantrasyonu agaroz jel ile belirlegtmi

3.2.6.2. Aday Transgenik Bitkilerin Polimeraz Zincr Reaksiyonu (PZR)

Aday transgenik bitkilerden CTAB metodu ile izoldilen DNA’'dan spesifiknptll ve
bar primeri kullanilarak PZR yapilrstir. PZR reaksiyon kallari asagidaki gibidir.

a)Reaksiyon Karsimi: PZR klemi icin 1.5 pl (10X) Taq tamponu, 2 gl (2 mM)
MgCl,, 0.5 pl (0.2 mM) dNTP kagumi, 0.2 ul (0.5 u) Tag DNA Polimeraz, 0.5 ul
(0.3+0.3 pmol) primer F-R, 1.2 pl BSA, 7.1 pldHile toplam 13 pl PZR kagimina 2
pl (30 ng) ilgili DNA eklenmitir.

b) Reaksiyon kaullari: 94°C’de 5 dk 1 dongu, 94C'de 1 dk denattrasyon, 3&’de
1 dk b&lanma, 72°C’'de 2 dk uzama 35 dongu ve 72'de 5 dk son uzama sicakl
Reaksiyon icin Sensoquest marka thermocyadaniimistir.

c) Primer sekanslari

nptll —primeriforward: 5’gaggctattcggctatgactg, reverse 5’atcggggcgataccgta
3.2.7.Istatiksel Analizler

Istatiksel analiz icin SPSS programinda tek yonliOMA uygulanmstir. Calsmalarda
her bir grup icin en az 30 6rnekleme yapgme % 95 glven arg@inda LSD testine
gore ortalamalar kaastirnimistir. istatiksel analiz gruplari EK G’de verilgtir.



4. BOLUM
BULGULAR

4.1. Rejenerasyon Cagmalari
In vitro rejenerasyon tekrarlanabilir ve giivenilebilir bnarisformasyon sisteminin
kurulmasi icin ©On sarttir. Bu nedenle c¢aimanin buydk bir kismiin vitro

rejenerasyonunun optimizasyonuna ayrgtmi

Bu amacla farkli hormon kombinasyonlari ve konsasyonlari, farkli eksplant gideri
ve eksplant ya gibi doku kultlri sistemlerinin karisini etkileyen onemli birgok

faktor coklu surgin elde etmek amaciyla test edtimi

4.1.1. Tohumlarin Ylzey Sterilizasyonu

Baslangic materyalinin ylzey sterilizasyonu kultireinah doku ve organlarin
devamhlgl icin cok kritiktir. Bircok fungus ve bakteri tipleri yaygin kontaminasyon
kayna olusturabilir. Besin ortami Uzerinde veya icinde beylmem, pembe veya
kirmizi renkte genellikleseffaf koloniler halinde belirirler. Funguslar ekaptla

gelebilecgi gibi hava kaynakli da olabilirler [186]. Bu yuzdéohum, doku, organ gibi
doku kudltiriinde kullanilacak bitki materyalinin teolmasi ve ayni zamanda

canhligini yitirmemesi gerekmektedir.

Nohut tohumlarinin yizey sterilizasyonu icin farkimyasallar (sodyum hipoklorit,
kalsiyum hipoklorit, etil alkol) kullanilarak, optium sire ve konsantrasyon

belirlenmitir.



44

Lokal kultivarlardan olan beyaz nohutsgk % 70’lik etil alkol icinde 3 dk iyice

calkalanmg sire sonunda steril distile suyla duruladiktanrgo® 20’lik sodyum

hipoklorit icinde 20 dk calkalangtir ve en az 3 kez durulanghr. Benzersekilde 6n

alkol uygulamasini takiben ancak % 15’lik sodyurpdkiorit ile 30 dk calkalanarak
yapilan sterilizasyon Barili olmustur. Bunun dginda yeni hazirlanrgi% 5 kalsiyum

hipoklorit ¢cozeltisi ile 10 dk yapilan ylzey steadsyonu da olumlu sonuc verstii.

Fungal kontaminasyonun ciddi problemler golwudusu eksplantlarda Nystatine ve
Mikanozol gibi antifungal kimyasallar ile eksplantlarin yikaasi ve doku kualttrt
ortamina belli konsantrasyonlarda bu kimyasalla&kienmesi fungal kontaminasyonu

azaltmstir.

4.1.2. Direkt Organogenez

Rejenerasyon c¢amalarinda kallus indiksiyonu ve organogenez icindifige MS
ortami (MS-Gamborg) kullanilmgiir. Ayrica MS-Gamborg ortamina 0.25-0.5 g/L

kazein ve 1 g/L glutamin eklenerek ¢oklu strgumlesalikli gelisimi sazlanmstir.

Coklu surgun induksiyonu igin farkh konsantrasyardia BAP (0.5- 3 mg/L, 5, 10 uM),
¢ssitli konsantrasyonlarda kinetin (1-5 mg/L), zeatibozid ( 0.1 mg/L, 0.2 mg/L, 0.5
mg/L, 1 mg/L ve 2 mg/L), IAA (0.2 mg/L) ve GA0.25-1 mg/L) kullanilmgtir. Ayrica
surgun sayisini arttirmak icin farkh konsantradgoshe TDZ de (0.05 mg/L ve 0.1
mg/L) denenmtir.

En fazla sirgiin sayisi tekgoaa 10 pM BAP kullanimiyla elde edilgtir. 10 uM BAP

ile birlikte 0.25 mg/L GA kullanildiginda c¢oklu surgin ofumu 10 pM BAP
kullanimina gore kismen azaknr. 10 uM BAP ve 0.25 mg/L GAkullanimindan
sonra 5 uM BAP ve 0.25 mg/L GAkullanimiyla sutrgiin sayisinda belli miktarda
azalma gozlenmgiir. 10 uM BAP’a 0.2 mg/L IAA eklenginde de surgin sayisinda tek
basina 10 uM BAP’a gore belirgin bir azalma gostetmiTablo 4.1).
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Tablo 4.1. Catli kombinasyon ve konsantrasyonlarda uygulananyibie
duzenleyicilerinin ¢oklu strgun aglumuna etkisi

Uygulanan Blytme Dtizenleyicilerinin Sirasi Ortalama surgin Sayisi

1) 0.05 mg/L TDZ + 3 mg/L BAP + 1 mg/L Kn 2,2619
2)0.05 TDZ + 2 mg/L BAP + 1 mg/L Kn + 0.2 mg{ 2,6757

g)eg mg/L Kn + 2 mg/L BAP + 0.1 mg/L Zea 2,1250
4) 3 mg/L Kn 1,9714
5) 1 mg/L Zea 1,8276
6) 0.1 mg/L TDZ 2,8000
7) 2 mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA 1,8378
8) 3 mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA 1,9487
9) 5 mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA 1,9063
10) 0.5 mg/L Zea + 0.2 mg/L IAA 1,6512
11) 1 mg/L Zea + 0.2 mg/L IAA 1,7381
12) 2 mg/L Zea + 0.2 mg/L I1AA 1,7209

13) 0.5 mg/L Kn + 0.5 mg/L BAP + 0.2 mg/L 1AA 1,5714
14) 0.5 mg/L Kn + 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L Zea| 2,1566

+0.2 mg/L 1AA

15) 3 Kn +1 Zea + 0.2 mg/L 1AA 2,4828
16) 10uM BAP 4,2045
17) 10 uM BAP + 0.25 GA 3,6190
18) 5 uM BAP + 0.25 mg/L GA 2,3873
19) 10 uM BAP + 0.2 mg/L IAA 2,5455

DusUk konsantrasyonlarda tekdnaa 0.1 mg/L TDZ kullanimi da oldukc¢a cok sayida
surgun olgturmustur. 0.1 mg/L TDZ'li ortamda kalan eksplantlarirrgiin indtiksiyonu
disinda ana eksenlerinde koklenme ile birlikte anormslirgiin  morfolojisi
gozlemlenmgtir. 0.1 mg/L TDZ'li ortamdaki ortalama surgin ssiy0.05 mg/L TDZ +

1 mg/L Kn + 2 mg/L BAP + 0.2 mg/L zea, 0.5 mg/L Kn0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L
zea + 0.2 mg/L IAA ve 10 uM BAP + 0.2 mg/L IAAsindaki diger hormon
uygulamalarindan istatiksel olarak farkh bulurgton (P<0.05) (Ek G1). 0.05 mg/L
TDZ, 3 mg/L BAP ve 1 mg/L Kn'in birlikte kullanimin ¢oklu sirgin olgumunu
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olumlu sekilde etkiledgi gozlenmgtir. Bu ortamda da c¢oklu strgun ile birlikte
koklenme meydana gelgtir. Bu ortamda olgan surginler gkl morfolojiye sahip
olup kdklenme ylzdeleri de yuksek bulungiun. 0.05 mg/L TDZ, 1 mg/L Kn, 2 mg/L
BAP ve 0.2 mg/L zeatin ortaminda ¢éun surginler kisa olmakla birlikte g,
koklerde ayni sekilde kisa olmasina gmen koklenme yizdeleri dgkenlik
gostermgtir. 2 mg/L Kn, 2 mg/L BAP ve 0.1mg/L zeatin icerertamda s@ikli stirgiin
olusumu ve kdklenme gercekimistir. 3 mg/L Kn kullanilan ortamda ortalama 2 stirgin
olusmasina rgmen olgan surglnlerden birinin mutlaka ¢ok ciliz ve kiddugu
gozlemlenmgtir. Yalnizca 1 mg/L zeatin’li ortamda alan surginlerin birggunun ¢ok
uzun ve zayif oldgu gorulmigtir. 0.1 mg/L TDZ iceren ortamda ¢ok sayida sirgin
elde edilmesine gmen kendilginden kok olgturma yuzdesinin en gk seviyede

oldugu tespit edilmgtir (Sekil 4.1).
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1mg/L Kn 0.2mg/L Zeatin
Uygulanan Biliyiime Diizenleyicileri

Sekil 4.1. Coklu surgin olumu uyarildiktan sonrargpo koklenme

Kinetin ve zeatin birlikte kullanilggnda oldukca g#ikli, uzun ve morfolojisi diizgin
surgunler elde edilrgiir. Farkli konsantrasyonlarda Kinetin ve IAA’in rhkte

kullanimi sonucu da benzer sonuclar elde edjln@incak zeatinle birlikte IAA
uygulanan gruplara goére morfolojik olarak daha zajyduklari gozlenmgtir. Ortama
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eklenen zeatinin daha uzun veglgdi surginler olgturmakta etkili oldgu
anlaiimistir. 3mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA ve 5 mg/L Kn + 0.2 mglAA uygulamalarina
gore 2 mg/L Kinetin + 0.2 mg/L I1AA uygulamasi ildugan surgtnlerin daha uzun,
salikh oldugu ancak bazi eksplantlarda kok gbgu goralmitar. Yiksek
konsantrasyonlarda sitokinin kullaniminin kok splonunu baskilagh gozlenmigtir.
3mg/L Kn, 1 mg/L zea ve 0.2 mg/L IAA’in birlikte llanimi ile ¢cok sayida gkl
surgun elde edilngiir. En az sayida sirgin glumu 0.5 mg/L Kn + 0.5 mg/L BAP +
0.2 mg/L IAA uygulamasinda gorulngiir. Ay

surgin sayisinin 0.5 mg/L zea + 0.2 mg/L IAA, d/bzea + 0.2 mg/L IAA ve 2 mg/L
zea + 0.2 mg/L IAA dundaki dger ortamlardan istatiksel anlamda farkli gidwortaya
ctkmistir (P<0.05) (Ek G1).

Coklu surgun ortamlarinda nohut eksplantlarinddédte uyarilmgtir. Ancak koklerin
uyariilmadgl durumlarda sdrgunler 1.5-2 hafta kadar blylimeedig@yicisi icermeyen
MS Gamborglu ara ortama alijnwe daha sonra 1 mg/L IBA'li ortamda koéklenme
uyariimstir (Sekil 4.2). Kokler geltikten sonra steril edilrgitorf-toprak kagimina
aktariims ve % 60 nem iceren iklim dolabinda biyttktai.
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Sekil 4.2. Coklu sirgin ortamindan sonra hormon timayan ara ortamda uyarilan
kokler; A,E,F1 0.05 mg/L TDZ, 1 mg/L Kn ve rAg/L BAP uygulanan
ortamlarda okan kokler, B,D ve F3 0.1 mg/L zeatin, 2 mg/L KnZeng/L
BAP uygulanan ortamlarda géun kdkler, C ve F2 0.05 mg/L TDZ, 2 mg/L
Kn ve 0.2 mg/L zeatin uygulargrartamdan sonra adan kokler.

Transformasyon sonrasi kokiltivasyon ortamina alireksplantlar ¢oklu sirgin
induiksiyonu igin 2 hafta suresince 1 mg/L BAP onaanalindiktan sonra 0.5 mg/L
BAP ve 0.5 mg/L GA uygulamasiyla en yiksek sirgin sayisi elde egimi

Kokiiltivasyon sturesince 1 hafta 1 mg/L BAP ortanamgtulduktan sonra 1 mg/L BAP,
0.1 mg/L Kn ve 0.1 mg/L zeatinli ortama alinmasnstu daha diilk sayida sirgin
olusmustur. Kokdltivasyon ortaminda 3 mg/L BAP ve 1 mg/ln Kiygulandiktan sonra,
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surgun sayisinin artmasi igin uygulanagiigie hormon gruplarinin (1 mg/L BAP ve 1
mg/L Kn), (2 mg/L Kn + 0.2 mg/L 1AA), (0.5 mg/L BAR 0.5 mg/L zea), (3 mg/L
BAP + 0.1 mg/L TDZ) birlikte uygulamalari ve tekgoaa 2 mg/L BAP uygulamalari
karsilastirildiginda, en ¢ok sayida sirgiun 0.5 mg/L BAP ve 0.5 nughtin iceren
ortamda elde edilrgiir. DUsuk konsantrasyonlarda uzun sureli hormon uygulamn@si

daha ¢ok sayida surgin siumunu uyardil goralmdatar (Sekil 4.3).
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+0.1Kn +03GA3 +1Kn +0.2 1AA +0.5Zea +0.1TDZ Ortalama
+0.1Zea
Coklu siirgiin ortamnda uygulanan hormonlar ve konsantrasyonlari

Sekil 4.3. Caitli kokultivasyon ortamlarindan sonra farkli bliy&mdizenleyici
kombinasyonlarinin uygulanmasiyla gdm ortalama sirgun sayilari; 1. ve
2. SUtun 1 mg/L BAP bulunan kokultivasyon ortammd@nra belirtilen
hormon uygulamasinin ¢oklu slrgin sayisina etkiérilghektedir.
3.,4.,5.,6. ve 7. sutunlar ise 3 mg/L BAP + 1 mgdAn bulunan
kokultivasyon ortamindan sonra ¢oklu strgiin ortataielde edilen sirgin
sayllarini géstermektedir.

Rejenerasyon camalarinin ¢gunda MS Gamborg iceren c¢oklu sirglin stluma
ortamlarina 0.25-0.5 g/L kazein ve 1 g/L glutamkieamistir. Ancak kazeinsiz ve

glutaminsiz ortamlarda siirgiin sayisi ve morfol@@sindan farklilik gérulmentir.

Coklu surgin cagmalarinda, surgun uyartimini takiben alt kidlturaortarinda fazla
miktarda ve cgtli sitokininlerin kullanimi sdrginlerde sararma surgin uclarinda

nekrozlamaya neden olnguve yaprak morfolojile ri bozulmytur. Ayrica yuksek
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konsantrasyonda géi sitokininlerin kombine kullanimi sonucu dlan dger bir

morfolojik anormallik ise c¢oklu surginlerin uclamn bitisik olmasidir. Ancak
uygulanan hormonlarin etkisi azalmayaladigi zaman bitiik coklu strgtnlerin uclari
birbirinden ayriimgtir. Daha sonraki alt kiltir camalarinda dgiik konsantrasyonda,
daha az sayida ve uzun sureli hormon kullanimiahadalikli goklu sirgunlerin elde

edilmesini sgladigl sonucuna varilntir.

Nohut embriyolarinin (4-5 gun ¢imlendirildikten sahkok ve sirgin ucunun kesilmesi
(1-2 mm) sonucunda coklu sidrgun sayisinin grtgoralmatar. Farkli hormon
konsantrasyon ve kombinasyonlarinin sonucunda edien surgunlersekil 4.4.’te

gorulmektedir.
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Sekil 4.4. Farkli hormon konsantrasyon ve kombinaaonin kullanimi sonucunda
olgan surgunler A) 3 mg/L BAP + 1 mg/L Kn’li kokultiggon ortami B,
H), 3 mg/L BAP + 1 mg/L Kn’li koklltivasyoortamindan sonra 2 mg/L
BAP + 1 mg/L Kn + 0.05 mg/L TDZ + 0.2 mg#eatin C,K) 10 uM BAP,
D) 2 mg/L Kn + 0.2 IAA, E) 3 mg/L Kn + 1 mMigzeatin + 0.2 mg/L IAA
F) 2 mg/L Kn, 2 mg/L BAP + 0.1 mg/L zeatin, G,)n3y/L + BAP 1 mg/L
Kn'li kokdltivasyon ortamindan sonra 2 mgkn + 0.2 mg/L 1AA J) 3
mg/L BAP + 1 mg/L Kn'li kokultivasyondan sa 3 mg/L BAP + 0.1 mg/L
TDZ.
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Rejenerasyon ve transformasyon gahlarinda kendifiinden kok olgturan veya 1
mg/L IBA uygulamasindan sonra kok gliurulan surginler topga aktariimgtir (Sekil
4.5). 1 mg/L IBA ile olgturulan kdklerin kendiiinden olgan kdklere gore daha kalin
oldugu ve ayrica olgan emici tiylerin daha belirgin ve sayilarinin @al& oldgu
gOzlenmstir. Ancak toprga aktarilan bitkilerin birggu yasamamstir.

Nohut, 6nemli bir dane baklagil bitkisi olup dahacé yapilan ¢cagmalarla somatik
embriyolarinin ve sdrguinlerin giik frekansta rejenerasyon gostgrdve in vitroda
yetistirilen bitkilerin toprak tzerine transferinde h#gakalmasansinin az oldgu rapor
edilmigtir [86].

Sekil 4.5. A) Kendilginden koklenmy veya 1mg/L IBA ortaminda koklendirilsi
eksplantlar B) Bu eksplantlarin togameaaktariimasi

4.1.3.Indirekt Organogenez Calsmalari
4.1.3.1. Kallusindiiksiyonu

Bu calsmada 6nce 0.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP + 0.2 mgXA kullanarak kallus
elde edilmeye callmistir. Coklu sirgin olgturma sirasinda kendiinden olgan
kallus benzeri yapilarin rejenerasyonu igin 0.5ImBAP, 0.5 mg/L Kn ve 0.2 mg/L
IAA kullaniimistir. Kallus benzeri yapilarin strgin elurma sireci 2 ay gibi uzun bir

sure almasina gamen yeterince ghkli sirginler elde edilemestir. Yiksek dozda ve
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farkli kombinasyonda sitokinin uygulanan nohut eryddarindan kallus benzeri yapilar

olusmus ancak bunlarin rejenerasyonu c¢ok zayif aitauKallus benzeri yapilardan ve

kallustan elde edilen surgunkgkil 4.6’da gosterilmytir.

Sekil 4.6. A) Kallus benzeri yapilardan surgin indiksiyonuNB)hut embriyosundan
elde edilen kalluslardan rejenere olan sdiegti

4.2. Transformasyon Calsmalari

Yapilan literatir cagmalarinda nohutun rejenerasyon ve genetik transfsyonunun
diger baklagillere goére daha zor ofdurapor edilmgtir. Bu sebeple olgunianis nohut
embriyolarinin transformasyon etkigihin arttiriimasi icinAgrobacteriuma birlikte

sonikasyon ve vakum infiltrasyonun etkisi ginalmistir.

4.2.1. Prob Tipi Sonikator Kullanilarak Yapilan Uygulamalar

Bu calsmada GUS ifade seviyesine bakilarak optimum sogd@sve vakum
infiltrasyon parametreleri tespit edilgnive stabil transformasyon amaciyla bu
parametreler uygulangtir. Buna gore % 50 glgcte 5 saniyenin % 10'u a&ikez 2 sn
sonikasyon pulsu verilerek ve yine % 50 glc uygaitak 5 saniyenin % 10'u ara ile 2

ve 3 sn sonikasyon pulslari ile en iyi sonuclareekdilmitir. Ayrica yine ayni
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parametreler uygulanarak sadece gu¢ % 100’e cakakilda olumlu neticeler elde

edilmigtir.

Kullanilan prob tipi sonikatorle 1-5 dk ar@ginda sonikasyon pulslari veriffinde eer
donglu sayisi fazla ise gu¢ % 10 uygulansa bile swlarin icinde bulundgu tup
sonikasyon sirasindasia derece de I1singiive daha sonra kokultivasyon sirecinde
embriyolarin rengi kahverenginin dagmiiek tahrip oldgu gozlenmgtir. Bir dakikanin
altinda yapilan sonikasyoglemi ile embriyolarin surgiin uclari ve kotiledorsiknlarini
iceren meristematik dokularin bulunglukisimlar daha etkili bir bicimde GUS ifadesi
vermistir. Ancak 1 dakikanin Ustiinde sonikasyon yagiltla dokular buyldk oélctde
tahrip olmy ve kokultivasyon sturecinde birgo cok az sayida slrgin vegtm.
Sonikasyon sirasinda, transformasyon etkinlmaksimum seviyeye cikarilirken
dokularin rejenerasyon kabiliyetlerini yitirmemeter dikkat edilmelidir.

Bu calsmada nohut embriyolari kullanarak prob tipi sonikkg yapilan transformasyon
calismalarinda transformasyon etkigilisonikasyon yapilmayanlara oranla arttirgim

% 50 guc ile 5 saniyenin % 10'u aralikla 2 kez 2ssnik puls verilerek ve 300 mm
negatif civa basincinda 30 dk vakum infiltrasyorapyms ve 7 gin kokultivasyondan
sonra surgun ortamina alinan surgunler 1 haftaaskasilerek sayilmidaha sonra,
once ticarcilinli indiiksiyon ortaminda yikamgnve steril bir kurutma kadiyla
kurutularak, 100 mg/L kanamisin, 150mg/L ticarcih@ya 500 mg/L cefotaxim bulunan
ve c¢aitli buyime diuzenleyicilerini iceren seleksiyon artina alinmgtir. 2-2,5 hafta
sonra bu ortamda yayan strgtnler 150 mg/L kanamisine, 2 hafta segfeksian sonra
da canl kalan surgunler 200 mg/L kanamisine afikargayan surginler sayilgtir.
EHA105/pDNEM3300 sgu kullanilarak yapilan transformasyonda ilk ¢ kgigon
dongusunde 5 mg/L ppt kullanilghr. 2 ay siresince farkli buyime dizenleyicilexiss
mg/L ppt iceren ortamda seleksiyon yapilan surgileaftada bir yeni selektif ortama
tasinmistir. Uygulanan selektif ajan konsantrasyonu saliitlinasina rgmen zamanla
dokularda biriken selektif madde sirgin sayisindeeckli olarak azalmaya neden
olmustur. EHA105/pDNEM3300 i1rki C58C1/pTJK136’a gore dadtkili bulunmutur
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Ayni sonikasyon ve vakum infiltrasyon aaretresi uygulanan farkli iki
swtan elde edilen artan kanamisin ve ppt konsantrdayodaki seleksiyon
ortamlarinda  ygayan  surginlerin  ortalamasi (%)  verigtm.
(C58C1/pTJK136 icin 1. 100 mg/L, 2. 150 mg/L ves8leksiyon 300 mg/L
kanamisin, EHA105/pDNEM3300 icin 1 ve 2. ve 3. kslgon 5mg/L ppt’li
ortamda) yapilnstir.

4.2.2. Banyo Tipi Sonikatérle Yapilan Uygulamalar

Gegcici GUS ifadesi sonuglarina gore optimum sorjigassiuresi 1 dakikanin altindaki
sureler olarak belirlenmiolup 1-3 dk arafiinda sonikasyondan olumlu sonuclar
alinmstir. Prob tipi sonikatorle kadastirildiginda, banyo tipi sonikatérlerle 5 sn’den
25 dakikaya kadar olan strelerde sonikasyon yagimagmen eksplantlarda belirgin

bir zarar gértlmengtir.

GUS ifadesi sonuglari banyo tipi sonikatorde yapsanikasyon uygulamalarinin prob
tipi sonikatorle yapilan transformasyon galalarina gére daha az sayida eksplantta ve
eksplantin ¢cok az bir kisminda gecici GUS ifaddsstardusunu gostermsiir (Sekil
4.8).
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Kokultivasyondan sonra adan surgunler kesildikten sonra ana eksplant icRi@500

mg/L cef. ve cgtli hormonlar bulunan yeni bir ortama alirgtwr, bunlardan gejen

yeni surgunlerden de seleksiyona alinanlarin Bugasamstir.

Sekil 4.8. Nohut eksplantlarinda ghn gecici GUS ifadeleri. A) Yalnizca
Agrobacteriumuygulanmg nohut embriyosu, B) Sonikasyon ve vakum
infiltrasyonu yapildiktan sonra B, C, E ve Fde ktikvasyon sonrasi
kotiledon nodlarindan c¢ikan yeni surginlerde gari@JS ifadesi ve G, H
ve | strgin ug¢ kisimlarinda gan GUS ifadesi.
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4.3. Transformasyonu Etkileyen Parametreler
4.3.1. Embriyo Yasinin ve Kokiltivasyon Suresinin Etkisi

Embriyolar 1 gecelik imbibisyondan sonra ¢imleddieden ya da 1-7 gune kadar
cimlendirildiktan sonra transformasyon icin kullamstir. En uygun eksplant ya 1l
veya 4 gun olarak saptamgir. 7 giinden sonra embriyo gsyaarttigl icin dokular iyice

farklhilasmis ve gittikce azalan bir GUS ifadesi goOrilgtiir.

Kokultivasyon stresi de transformasyonu etkileyererili parametrelerden biridir.
Optimum kokdltivasyon siresi 4-7 gun agahda bulunmstur. Her seleksiyon
dongusunden sonra kanamisin ve ppt konsantrasyartamlarak canli ve yd kalan
surgunler yeni seleksiyon ortamina aligimi  Ancak d@rudan yuksek
konsantrasyonlarda selektif ajan kullaniimasiyldhad&kisa sirede seleksiyon ayni
basariyla gerceklgiriimistir. 2-3 seleksiyon dongusi sonucunda aday tramsgen
bitkiler tam olarak secilmgtir. Seleksiyon sirasinda zarar goren siurginlearsay veya
kahverengilemis yasayanlar ise buylyup yeni surgunler vegieidir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. A) 5 mg/L ppt konsantrasyonunda ilk seigkn dongisinde yayan
surgunler B, D, E) 2. Seleksiyon dongusindesayan aday
transgenik/surginler. C) 300 mg/L kanamisin icem@mamda ygayan
KYRT1/pTJK136 ile transformasyon yapilan aday tggamsk sirginler. F)
ppt seleksiyonu sonrasl rejenerasyon ortamina ralina
EHA105/pDNEM3300 ile transformasyon yapilan adag#giler.

Sonradan olgan ve ana eksplantin dip kismindan doku kultirénoma d@ru uzayan
surgunler, Ozellikle de tGgunclu surgunler daha faglektif ajan bulunmasinagmen
daha ylUksek y@mma orani gosterglerdir. 40 sn araliksiz sonikasyon ve 30 dk 300 mm
Hg'da vakum uygulanan eksplantlarin glurdusu 3. strgunlerin dgrudan 10 mg/L
ppt'ye alinmasiyla 15 slrginden 10 tanesi (% 66yggamstir. Bunlardan da elde
edilen aday transgenik surgunlerin PZR ile molekid@alizde bar geni tgidigl
gosterilmitir (Sekil 4.12). Ayrica 1. ve 2. surgunleringgana oranlarinin daha gdik
oldugu tespit edilmytir.
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4.3.2. Bakterinin Optik Yogunlugu ve Agrobacterium Suslarinin Etkisi

Bakteri YEB veya YEB-MES ortaminda belli bir ganluga gelinceye kadar ( OD: 0.5-
1.5) buyutulmg ve transformasyon icin kullanilgtir. Log fazini gecen bakterilerin
transformasyonda etkili olmagli gézlenmgtir. Bakteri ygunlugu distk oldysunda
(OD 0.1 ve 0.2) gecici GUS ifadesi de colgidkibulunmygtur. Optik ygunluk 0.8, 1.5
ve 2.4 oldgunda gecici GUS ifadesi artgtir.

Transformasyonda kullanilan bakterslsun ve tgidiklari plazmidlerin 6zellikleri etkin
bir genetik transformasyon protokoli ga&lmek icin 6nemlidir. Bu cajmada
Agrobacteriunrun  G¢  farkli  syu C58C1/pTJK136, KYRT1/pTIJK136 ve
EHA105/pDNEM3300’In transformasyon etkinlikleri de belirlenmitir.
KYRT1/pTJK136 ve C58C1/pTJK136 dari transformasyon etki@i bakimindan
kasilastirildiginda ayni  deney kallarinda gecici GUS ifadesi bakimindan
KYRT1/pTJK136 sgunun etkili oldgu gortlmigtir. EHA105/pDNEM3300 bakteri
swu ve plazmid kombinasyonu kullaniginda selektif ortamda yayan aday
transformant sayisi en fazla bulungtu.

Ayni kosullarda eksplantlarae KYRT1/pTJK136 ve C58C1/pTJK$Blarina 5 sn ara
ile 20 sonikasyon ve 20 dk 200 mm Hg vakum infdfranu uygulannstir.
KYRT1/pTJK136 ile yapilan deneylerde 1. Seleksiymonucunda 100 mg/L
kanamisin'de eksplantlarin % 17,91’i sgamstir. Yasayanlar 300 mg/L kanamisin’le
yapilan 2. Seleksiyon dongusine algmdda % 16,6'si canli kalstir. Oysa
C58C1/pTJK136 sw ile yapilan deneylerde 100 mg/L kanamisin kulkmak yapilan
ilk seleksiyon sonucunda eksplantlarin % 7,92'siayastir ve bunlarinda 300 mg/L
kanamisin kullanilan 2. seleksiyon déngusu sonual#d3d7,5’i yagamstir. Bu da stabil
transformasyon caimalarinda KYRT1/pTJK136 sunun C58C1/pTJK136’den daha
etkiligi oldugunu gostermektedir. PZR analizi de seleksiyondda edilen bu sonuglari
desteklemitir (Sekil 4.12.).

4.3.3. Sonikasyonun ve Vakuninfiltrasyonunun Transformasyona Etkisi

Bu calsmada sonikasyonun transformasyona etkisini teseéletigin ayni kqularda iki

deney yapilmgtir. Bunlardan ilkinde 1 dk sonikasyon ve 30 dk 306 Hg'da vakum
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infiltrasyon yapilmgtir. Diger deneyde ise yalnizéggrobacteriumuygulanmgtir. Aday
transformantlarin  seleksiyonu sonucunda elde edilariler nohutta genetik
transformasyon icin sonikasyonun yalnizsgrobacteriumkullanimina gére cok daha
etkili oldugunu gOstermsitir. Buna gore yalnizca Agrobacterium uygulanan
eksplantlarin 100 mg/L kanamisin’de ilk seleksiyan®h 59,9'u ysarken, 200 mg/L
kanamisin’de ikinci kez yapilan seleksiyon sonuauritl oran % 25,86 olmgtur.
Ancak seleksiyonlarda ayni konsantrasyonlarda stla@kan kullaniimasiyla 1 dk
sonikasyon yapilan eksplantlarin ilk seleksiyonrasmda % 69,04 ve 2. seleksiyon
sonrasinda ise % 20,68'i canli katm.

Transformasyon c¢aimalarinda yalnizcagrobacterium yalnizca sonikasyon ve ayrica
sonikasyon-vakum infiltrasyonu birlikte uygulanmwye gecici GUS ifadelerine
bakilarak transformasyon etkigili arastirilmistir. Yalniz Agrobacteriumile yapilan
transformasyon camasi en d§ilk GUS ifadesi goOstermi sonikasyon ve
Agrobacterium birlikte uygulandginda yalnizcaAgrobacteriumuygulamasina gore
daha etkili olmasina gmen, sonikasyon-vakum infiltrasyomigrobacteriumbirlikte
uygulandginda en yiksek GUS ifadesi elde dgtni Sonikasyonla mikroyaracik
olusturulmasi mekanik yaralamaya gore gecici GUS ifaded&kimindan daha etkili

bulunmutur

Sonikasyonun transformasyonda kullanilagrobacteriumswlarina bir zarar verip
vermedgini arsstirmak icin ayni deney kaollarinda eksplantlar 6nce sonikasyon
yapilmsg daha sonra bakteri ile muamele edsftini Ayrica sonikasyonslemi bakteri ile
birlikte uygulanmg ve gecici GUS ifadesine bakilghr. Bakteri ile birlikte sonikasyon
yapilan dokularda GUS ifadesi daha yuksek bulunmei dnce 100 mg/L kanamisin
iceren ortamda sonra da 300 mg/L kanamisin icereammla seleksiyona alinarak test
edilmistir. Bu veriler de bakteri ile birlikte direkt olak yapilan sonikasyonun daha iyi

oldugunu ve bakteriye zarar vermgghi gostermgtir.

Sonikasyonun ardindan yapilan vakum infiltrasyomusanikasyonun etkirgini daha
da arttirdgl gosterilmgtir. Bu ¢alsmada vakum uygulamasinin eksplantlara zarar verip
vermedgi de aratiriimistir ve 400’den yukari olan basinglarda uygulanakuwa

infiltrasyonu olgan strgin sayisini azalgnve bazen (500-600’lerdeki basincglarda)
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eksplantlarin 6lumune yol agti gorulmistr. Yapilan ¢caimada en uygun vakum
infiltrasyon parametreleri 30 dk 200 mm Hg ve 2028 mm Hg olarak bulunmgtur.

Nohut eksplantlarina banyo tipi sonikatorle 5 sa ge 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 sn
sonikasyon uygulanmtir. En iyi stabil transformasyon bulgularn 5 sa de 20 ve 30sn
yapilan sonikasyonlarda gorilgptayrica ara vermeden 40 sn yapilan sonikasyon
uygulamasiyla selektif ortamda gggyan cok sayida strgin elde edgni Bunlarin
disinda 1 dakikanin tzerindeki surelerde yapilan smsykn caimalarinda 1 dk’dan 20
dk’ya kadar olan sureler denenalup en etkili stabil transformasyon bulgular d &

dk uygulanan sonikasyon sureleri sonucunda eldengtir.

EHA105/pDNEM3300 sgu ile 5 dk sonikasyon ve 20 dk 300 mg Hg'da vakum
infiltrasyon uygulandiinda, 5 mg/L ppt'deki ilk seleksiyon sonucunda é&sparin %
34,48’ yasamstir. Ilk seleksiyon sonucunda gayan eksplantlar da 2. kez 5 mg/L
ppt'de seleksiyona alinginda % 41,50’si ysmstir. Canli kalanlar son olarak 10 mg/L
ppt'de seleksiyona alinm®o 40,90 oraninda canhlik goralgtir.

EHA105/pDNEM3300 sgu ile banyo tipi sonikatdrde yapilan gahalarda 5 sn ara ile
30 sn sonikasyon yapilmve daha sonra 20 dk 200 mg Hg'da vakum infiltrasyo
uygulanan nohut embriyolari 2-3 seleksiyon sonuausegilmglerdir. ilk seleksiyon
dongusiinde 5 mg/L ppt iceren ortamda 52,77’sayan surgunlerin, 10 mg/L ppt
kullanilan 2. seleksiyon ortamindaemen hemen tamami gganstir. Yasayan bu
surgunlerin molekuler analizi PZR ile yapiktar.

Yapilan seleksiyonlar sonucundasiyesurgiunlerden o6rnekleme yapilgnve GUS
ifadelerine bakilngtir.  Kimerik oldysundan stphelenilen eksplantlarin  kimerik
durumlari GUS ifadesi ile belirlenstir (Sekil 4.10.).



Sekil 4.10. Seleksiyonda ortaminda kimerik gériunumbiut eksplantlarinin
(E), kimerik GUS ifadeleri (A, B, ve D).

4.3.4. Kokultivasyon Ortamina Eklenen Maddelerin Transformasyona Etkisi

Bu calsmada temel olarak MS Gamborg modifiye ortamina @@L sistein, 100 mM
asetosiringon eklenstir. Bunun dginda 100 pg/ml azaserin, 100 mg/L askorbik asit ve

0.5 ppm selenyumdan biri eklenerek transformasytkigeri argtiriimistir.

Selenyumun transformasyonun etkgmi artirdigl ve ¢cok sayida aday transgenik bitki
elde edilmesini sdadigi PZR da pozitif sonu¢ veren aday transgenik Iatiail
tamaminin Se igceren kokdiltivasyon ortamindan gedmgé anlgiimistir. Ayni deney
kosullarinda selenyum kullanilmadan yapilan transfayoa calgmalarinda selektif
ortama alinan bitkilerin g yasamamg ya da kimerik karakter gostersgtir.

400 mg/L sistein uygulanmi soya fasulyesi kotiledon eksplantlarinin, sisteinl
kokultivasyon yapilmayan eksplantlara gére surgglaninda 5 kat daha fazla GUS
pozitif oldugu gordlmigtur [130].

Kokiltivasyon ortaminda 100 mM asetosiringon bulunare asetosiringon
uygulanmayan ortamdaki kotiledonlarin gecici GU&dédsi dgerlendirilmis ve
asetosiringon ilavesinin gecici GUS ifadesini 6niethekecede arttir@i rapor edilmgtir.
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Asetosiringonunvir genlerini aktive etmesi nedeniyle farkh turlerdedecici GUS
ifadesini arttirdgl gozlenmgtir. Ayrica uzun sireli sonikasyon uygulamasi dikka
alinmaksizin yaralamadan sonra asetosiringon eldsiyie gecici gen ifadesinde

artislar rapor edilmgtir [128].

4.3.5. Sonikasyon Sirasinda Kullanilan Kaplar

SAAT uygularken kullanilan kaplar gecgici GUS ifaoesve stabil transformasyonu
onemli derecede etkilemektedir. Sonikasyon uygulash@kunun zarar gérmemesi igin
sonikasyon sirasinda kullanilan kabin hacgekli, yapilms oldusu madde ve kap
icerisinde bulunan sivinin hacmi ¢cok 6nemirteaktadir. Cam kaplar plastik olanlara
gore sonik dalgalari daha iyi iletmektedir. Bu galada prob tipi sonikattrle
calisilirken 2 ml'lik ependorf tipler, 15 ml'lik ve 50 Ithk falkon tupler kullaniimstir.
Ancak ayni sonikasyon surelerinde en etkili ge€diS ifadeleri 2 ml'lik ependorf

tupler kullanildgl durumlarda ortaya ¢ikstir.

Banyo tipi sonikator kullanilirken 2 mllik mikros#iflj tupleri yuzduarulerek
uygulanmgtir.  Ancak prob tipi sonikatérlerdeki uygulamalar adar etkili
bulunmamgtir. Ayrica bu sonikatérde 50 ml'lik falkonlar, S0 ml’lik cam beher, 10-
150 ml'lik cam erlenmayerlerde denesntii Genellikle banyo tipi sonikatorlerde en
etkili olarak gorilen kaplar 100-150 ml'lik cam emmayerler olmgtur. Eksplantin
zarar gormemesi icin kaplarda belirli miktarda sbwlunmasi gerekmektedir. Aksi
taktirde a&ir 1sinmanin eksplantlari tahrip @tti gézlenmgtir. Eksplantin iginde
bulund@gu sivi az, kullanilan kabin hacminin buyidk ve catlmasi durumunda en
yuksek 1sinma ve doku tahribati gozlesini Ayrica kullanilan dokunun tekstirine
gore uygulanan sonikasyon stresi ve kullanilanrkékelliginin argtirmacinin kendisi
tarafindan belirlenmesi gerekmektedsekil 4.13."de sonikasyon sirasinda kullanilan
bir kap gérulmektedir.
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Sekil 4.11. Sonikasyon sirasinda kullanilan
100 ml'lik erlenmey

4.4. Aday Transgenik Bitkilerin Molekuler Analizler i

Selektif ortamda 3—4 dongu sonucundailykalan aday transgenik sirgiinlerden CTAB
metoduna goére DNA izolasyonu yapiktm. izole edilen DNA ilenptll ve ppt genlerine
b’zgu primerler kullanilarak PZR yapilghr. ppt primeriyle yaklaik 400 bc

.....

arint elde edilnstir.
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700
400

Sekil 4.12. Agrobacterium tumefaciensn KYRT1/pTJK136, C58C1/pTJK136 ve
EHA105/PDNEMS3300 sglart  kullanilarak sonikasyon ve vakum
infiltrasyon yontemi ile transformasyon yapiirbheyaz nohut gadinden
izole edilen DNA'nin PZR amplifikasyonu (% 1’lik agoz jel kullanilimg
ve etidium bromid ile boyanmtir). M: Marker (SM 331 Fermentas DNA
ladder), A: EHA105/pDNEM3300 sgu kullanilarak transformasyon
yapilms nohuttan ppt primerleriyle elde edilen yakdk 400 bp

primeri ile PZR yapilmy nohut kontroliKg: Transformasyon yapilmami
ve nptll primeri ile amplifikasyon yapilngi kontrol B; ve B, farkl
zamanlarda KYRT1/pTJK136 sul kullanilarak yapilmy
transformasyondamptll primeriyle elde edilen ve yalklk 700 bp

.....



5. BOLUM
TARTI SMA VE SONUC

Rejenerasyon ve transformasyon gahlari lokal nohut kiltivar olan beyaz nohut
cesidi ile gerceklatirilmistir. Rejenerasyon cammalarinda olgunkmis embriyo
eksplantlari kullanilarak apikal ve aksiler sirgiinlelde edilmitir. indirekt
organogenez aradgilyla embriyolarda yuritilen rejenerasyon gaklart baarih
olmamstir. Ancak, coklu strgin induksiyonu aragijla direkt organogenezden
oldukca olumlu sonuclar elde ediktir. Ara bir kallus fazi baklagillerin ¢ icin
verilmis ¢ok etkili bir metod dgildir. Ara bir kallus fazi ile nohutun rejenerasyoite
ilgili birka¢ rapor bulunmaktadir. Bu yonde yapilaalsmalarda iki Turk nohudunda
(Akcin ve Gokce) bgarili bir kallus indiksiyonu rapor edilgtir [187]. Ayrica Pathak
ve Hamza'nin yap#i bir calsma da (2008) plumulasi kesilgnnohut embriyolarinda
2.2 UM BAP, 2.3 uM kinetin, 1.2 uM IAA kullanardallustan surgin rejenerasyonu
yapmay! bgarmslardir [184].

Embriyo eksplantlarindan c¢oklu sirgiin uyarmak agtactesitli konsantrasyonlarda
oksin ve sitokinin grubu hormonlar (BAP, TDZ, ZeaRibozid, Kinetin, IAA ve GA),
kazein ve glutamin kullaniinir. Tim calgsmalar boyunca en fazla sirgin sayisi
(ortalama 4.2 sirgun) tek paa 10 uM BAP kullanimiyla elde edilgtir. Strgin
farklilasmasi eksplant tipi, genotip ve BAP konsantrasyoaunnetkilenmektedir. Coklu

surgiin uyartimi icin in en uygun BAP konsantrasygeootipe bgimlidir [98].

Embriyolar cok déik miktarlardaki TDZ konsantrasyonlarinda da (OmB§/L ve 0.1
mg/L) olduk¢ca ylksek sayida surgun vegendir (P<0.05) (Ek G1). Ancak diiik
konsantrasyonlardaki TDZ ile aolan surglnlerle beraber embriyo ekseni de
koklenmgtir. Ayrica bu strgunlerin yeterince @ikl olmadigl ve ¢aitli morfolojik

anormalliklere sahip oldiu gozlenmgtir.
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0.5 mg/L Kn + 0.5 mg/L BAP + 0.2 mg/L IAA uygulanaal butlin c¢oklu sirgin
olusturma calgmalari cercevesinde elde edilen ersidiisirgiin sayisina sahiptir (P
<0.05) (Ek G1).

Kinetin ve zeatin birlikte kullanilga zaman oldukca gakli, uzun ve morfolojik olarak
normal gorinime sahip sirgtnler elde editimi Cssitli konsantrasyonlardaki Kinetin
ve IAA birlikte kullanildiginda uzun ve gkl strglnler elde edilmesine gaen bu
surgunlerin zeatinle-IAA kombinasyonuna gore manji@l olarak daha zayif oldiu
g6zlenmgtir. Bu da ortama eklenen zeatinin uzun vghga surginler olgturmak icin

daha etkili oldgunu gostermektedir.

Bu calsmada nohut embriyo eksenleri ¢oklu surginsitmak i¢in uygulanan tim
biyime duzenleyicilerine farkli cevaplar vegtmi Cok sayida ve yiuksek
konsantrasyonda buylime dizenleyicileri kullagldizaman c¢gtli  morfolojik
anormallikler gorilmgtdr. Coklu surgunlerin indiksiyonu ve rejenerasyagino daha
disUk konsantrasyonda ve daha az sayida hormon uyukindaha sgikh ve verimli

sonugclar elde edilrgiir.

Nohutun olgunlgmams kotiledonlarindan rejenerasyonuna £/ zeatinin etkisi Hita
ve ark. (1997) [106] tarafindan galmis ve zeatinin somatik embryogenezde en etkili
hormon oldgu rapor edilmgtir. Sentetik ve dgal sitokininlerin yani sira ortama
eklenen 0.2 mg/L kadar IAA’in daha sonraki koklemgg calgmalari sirasinda
koklenme sirecine olumlu katkilari olglugozlenmgtir.

Coklu sirgun olgumu sirasinda bazi uygulamalarda kok sgeli gozlenmgtir. Bu
eksplantin bulundurdiw endojen oksinlerden, ya da kullanilan sitokiminle@zligindan
kaynaklanabilir. Bununla birlikte yiksek konsanyraslarda uygulanan sitokinin
kullaniminin  kék olgumunu baskilagg belirlenmitir.  Ancak  kdklenmenin
uyariilmadgl durumlarda sirgun veren eksplantlar hormonsuanaat alinmgtir ve 1
mg/L IBA’li ortamda koklenme uyarilimiyeterli koklenme gdayan bitkicikler toprga
aktariimstir. Ancak aktarilan bitkiciklerin toprakta y@ma oranlarinin oldukca glik
oldugu gozlenmgtir. Singh ve arkadgari (2002) yaptiklari bir caimada nohut somatik
embriyolarinin ve surgunlerin giiik frekansta rejenerasyon gostgrdve in vitroda
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yetistirilen bitkilerin toprak tzerine transferinde h#igakalmasansinin az oldgu rapor
etmislerdir [85].

Bu calgmada transformasyon (zerine etki edemiticeparametreler denenstir.
Bunlardan bakterinin optik Wmunlugu, Agrobacteriumswlarinin etkisi, sonikasyon ve
vakum infiltrasyonun etkisi, kokultivasyon ortaminaeklenen maddelerin
transformasyona etkisi ve sonikasyon sirasinda akddn kaplarin o6zellikleri
arggtinlmistir ve ayrica bunlardan ldea eksplant y@, kokultivasyon siresi gibi bazi
parametrelerde g@erlendirilmistir.

Agrobacteriumtemelli transformasyonun etkigt@ilmesi icin yalnizca sonikasyon,
sonikasyon ve vakum infiltrasyonu, mekanik yaralarsadece vakum infiltrasyonu
veya Agrobacteriumuygulamasi denengtir. Bu calsmalar sonucunda sonikasyon ve
vakum infiltrasyonunun birlikte kullaniminin tramsfmasyon etkinfiini diger

parametrelere oranla daha fazla artgrdgozlenmgtir. Sonikasyonun muhtemelen
bitkinin epidermal ve subepidermal dokularinin dininde mikroyaralar acgarak
Agrobacteriuntun daha derinlere ugamasini sglayarak hem gecici GUS ifadesini hem

de stabil transformasyon etkigini arttirdigi goralmatr.

SAAT hedef bitki dokusunda cok sayida mikroyaragmimasiyla Agrobacterium
enfeksiyonunun etkirgini arttirir. Sonikasyonla acilan bu mikroyaralaakberinin
derindeki doku ve hicrelere gini kolaylastirarak transformasyon etkigini
arttirmaktadir. Yaralama fenolik sinyallerin Uretésini sglayabilecegi ve bakteriyi
hiicre duvarina l@ayan aday faktorlerin bakteri ginni arttirabildigi rapor edilmgtir
[128].

Sonikasyonun transformasyona etkilerisitte sonikasyon parametreleri kullanilarak
arastinimistir. Sonikasyon yapilan eksplant Gzerinde en aarta®n yiksek GUS
ifadesi ve stabil transformasyon oranlarini eldae#t icin sonikasyon parametrelerinin
her bir cihaz igin ayri ayri optimize edilmesi ddrgi anlagilmistir. Genel olarak prob
tipi sonikattérle sonikasyon ve transformasyon yapileksplantlarda banyo tipi
sonikatdre goére gecici GUS ifadelerinin daha deroi oldgu, eksplantlar Gzerinde
daha geni bolgeleri kapsagi ve daha ¢ok sayida eksplant Gzerinde etkili gidu

goralmdstar.
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Nohut eksplantlarina banyo tipi sonikatorle 5 sa ge 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 sn
sonikasyon uygulanmgtir. En iyi stabil transformasyon bulgulari 5 sa de 20 ve 30 sn
yapilan sonikasyonlarda gorilgpiayrica ara vermeden 40 sn yapilan sonikasyon
uygulamasiyla selektif ortamda ggyan c¢cok sayida sirgin elde edgtmi Bundan
baska 1 dakikanin Gzerindeki surelerde yapilan soyias;alsmalari icin 1 dk’dan 20
dk’ya kadar olan streler denennalup en etkili stabil transformasyon bulgulari d %

dk uygulanan sonikasyon sirelerinden elde egilmi

KYRT1/pTJK136 ve C58C/pTJK136 gari transformasyon etki@i bakimindan
karsilastirildiginda hem gecici GUS ifadesi hemde selektif ortamelgen surgunler
acisindan, KYRT1/pTJK136 sunun C58C1/pTJK136 suna gore daha etkili olgu
gorulmistir. Seleksiyon ortamlarinda en c¢ok sayidasayan surgin EHA
105/pDNEM3300 sgu kullanilarak elde edilngiir. Akbulut (2002) C58C1/pTJK136 ve
KYRT1/pTJK136 sglarinin etkinlgi karsilastirmis ve bu iki sy arasinda fark
olmadgini belirtmitir. Ayni aratirici bu iki sy ile EHA 101 syu arasinda istatistiksel
olarak dnemli fark oldgunu belirtmgtir [187].

EHA105/pDNEM3300 sgu ile banyo tipi sonikatérde yapilan gahalarda 5 sn ara ile
30 sn sonikasyon yapilmve daha sonra 20 dk 200 mm Hg’da vakum infiltrasyo
yapilan nohut embriyolarindan elde edilen strgtur2eB seleksiyon dongusinde
secilmilerdir. Ilk seleksiyon sonucunda bu eksplantlarin % 52, A&sams ve sonraki
seleksiyonda neredeyse tamami 10 mg/L ppt icerdektge ortamda ygamstir.
Yasayan bu strgtnlerin molekiler analizi PZR ile yagtir ve beklenilen biytklikte
PZR Urdn0 elde edilrgiir.

Prob tipi sonikatorle yapilan transformasyon gablarinda en yuksek GUS ifadesi
gosteren parametrelerin stabil transformasyon affzakullanildginda selektif ortamda
yasayan surgin sayisi maksimum oktwr. Buna gore guc¢ % 50 olacagkkilde 5
saniyenin % 10’u ara ile 2 kez 2 sn sonikasyon (pwerilerek ve yine % 50 gulg¢
uygulanarak 5 saniyenin % 10'u ara ile bir defeeZ3wsn uygulanan sonikasyon pulslari
ile en iyi sonuclar elde edilgtir. Pathak ve Hamza (2008), sbismi kesilen nohut
embriyolarini kullanarak 50 kHz frekansta 5 sn ié@a2 sn sonikasyon yapgtar ve
sonikasyon yardimiyldgrobacteriumaracili etkili bir transformasyon protokolU rapor
etmislerdir [184].
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Sonikasyonun transformasyonda kullanilagrobacteriumswlarina bir zarar verip
vermeyecgi de aratiriimistir ve bakteri ile birlikte direkt olarak yapilawrikasyonun
bakteri uygulamadan 6nce yapilan sonikasyona géaha cbtkili oldgu ve bakteriye
zarar vermegii sonucuna ukalmistir. Buna rg&men bazi argiricilar Agrobacteriumile
birlikte dokularin sonikasyonu, Agrobacterium uygulamadan o©6nce dokularin
sonikasyonuna kar gecici ifade seviyelerinin gemedigini belirtmislerdir [174].
Ancak Agrobacteriumekleyerek sonikasyon yapmanin daha uygun g@ldu tavsiye
eden arsgtiricilarda bulunmaktadir [125]Agrobacteriumvarliginda ve yoklgunda
sonikasyon yapilmive eksplantlar Gzerindeki kahverengitee nedeni agguriimistir.
sonikasyonurAgrobacteriunta zarar vermegh gorilmis ve diger taraftan sonikasyon
bu dokularin bazilarinin kahverengiieesine ve kallus olturmasina sebep oldu

rapor edilmgtir [124].

Yapilan ¢algmada en uygun vakum infiltrasyon parametreleri 280 dk sure ile 200
mm Hg negatif basing olarak bulungtwr ve vakum infiltrasonun transformasyonu
arttirdgl gorulmistir. Bechtold ve ark. (1993) [188] tarafindan yapilanispaada
vakum infiltrasyon ile SAAT'in transformasyonun &tkgini arttirdigl rapor edilmgtir.

ik kez seleksiyona alinan kotiledonlarin haricirzaa@ eksplantlarin ofturaca ikinci,
dclncu ve dorduncu surgunlerdegedendiriimistir. Transformasyonun uygulargali
ana eksplantlar yeni bir sirgin gwrma ortamina alinmive Ozellikle Gglncu
rejenerasyon dongusinde @n sirgunlerin seleksiyon ortamindaama oranlarinin
daha yiksek oldiu tespit edilmgtir. ilk seferde daha yiksek dozda selektif ajan
uygulanmasina ganen 1. ve 2. surglnlere gore seleksiyon ortamiradaygbilen ¢ok

daha fazla sayida aday transgenik bitkiler eldbregtir.

Bunlarin yanisira kokultivasyon ortamlarina 100gzgserin, 100 mg/L askorbik asit ve
0.5 ppm selenyum eklenerek bu maddelerin transfeyoraun bsgarisina etkileri
denenmytir. Ozelikle 0,5 ppm selenyum uygulanan galalarda transformasyon
etkinligi eklenmeyenlere gore 6nemli seviyede agtmve ¢ok sayida aday transgenik
bitki elde edilmesini sdamistir.
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Sonug olarak, nohut bitkisiniAgrobacteriumile transformasyonununun sonikasyon ve
vakum infiltrasyonu ile  desteklenmesi ile shali bir transformasyon

gerceklgtirilmi stir.

Gelecekte hastaliklara, herbisitleregitie biyotik ve abiyotik streslere kar direncli
transgenik nohut UGretimi icin yapilacak olan galalara katkida bulunaga

umulmaktadir.

Nohut Turkiye'de yetitirilen énemli Granler arasindadir. Bal gen kaynaklarinin
aragtirlimasinin yaninda biyoteknolojik yontemlerle b&arakterlerinin iyilgtiriimesi

urdn kalite ve miktarini artirabilir.

Yapilan bu transformasyon ve rejenerasyonsgallari sonucunda elde edilen veri ve
tecribeler giginda yapilacak transformasyon ve rejenerasyon nsisiein yararli

gorilen bazi oneriler:

1. Transformasyonun karisi, iyi bir trasnformasyonun yanisira iyi bir regenerasyon
sistemiyle birlikte yurataldglinde artmaktadir. Nohut bitkisinde direk rejenecasy
basariyla yapilabilmesine pmen halen kallus lzerinden indirek rejenerasyondaki
basari yeterli seviyeye utamamstir. Direk rejenerasyon sistemi transformasyon
amaciyla kullanildiinda, transgenik bitkiler elde edilmesingmeaen kimerizm bglica
sorunlar arasinda bpag0stermektedir. Bu nedenle indirek rejenerasyontagarinin
artinlmasinin trasnformasyonunsbasina énemli katkida bulunagalistintlmektedir.

2. Populasyon kagikligi gibi genetik problemlerin simasi gerekmektedir. Yerel
populasyonlarin her birinin genotipi farkli olma#tta Bu durumda farkli bélgelerden
degisik nohut caitleri kullanilarak rejenerasyon icin uygun kultler secilmelidir.

Bunun icin sadece byea 6zgu kapsamli ¢camalar yapiimalidir.

3. Transformasyonun etkigilnin arttirilabilmesi icin nohut da dahil olmak iiee
Fabaceae'’ye ait g#li bitkilerde dasal olarak bulunan patojeAgrobacteriumirklari

tespit edilip, transformasyon icin uygun genetiknipalasyonlar yapilip uygun vektor
aktarildiktan sonra yerel nohut kiltivarlarinin daletkin bir transformasyonu

sgilanabilir.
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4. Transformasyon frekansinin arttirilabilmesi icharkli yeni Ti plazmidleri

tasarlanabilir.
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EKLER
EKA

BITK 1 DOKU KULTURU ORTAMLARI

Al) 2.15 gr /L MS Bazal Tuzlari (Tohum ¢imlendirmeaom)
%1 sukroz
% 0.5 agar pH 5.5

A2) 2.2 g/L MS Gamborg (Tohum ¢imlendirme ortami)
% 0.8 agar pH 5.7

A3) 4.4 g/L MS Gamborg (kokultivasyon ortami)

% 3 sukroz

10 mM MES

400 mg/L Sistein

100 puM asetosiringon

% 0.8 agar

(1 mg/L BAP) veya (3 mg/L BAP + 1 mg/L Kn) veya.@Ong/L TDZ + 3 mg/L BAP +
1mg/L Kn)

A4) 4.4 g/L MS Gamborg (kokultivasyon ortami)

% 3 sukroz

10 mM MES

400 mg/L Sistein

% 0.8 agar

100 uM asetosingon

(1 mg/L BAP) veya (3 mg/L BAP + 1mg/L Kn) veya (3 Kn) veya (2 mg/L Kn +
0.02 mg/L 1AA)

100 mg/L askorbik asit veya 0.5 ppm Selenyum vegserin

A5) 4.4 g/L MS Gamborg (kokiltivasyon ortami)
% 1 Glukoz

10 mM MES

400 mg/L Sistein
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% 0.8 Agar
100 uM Asetosiringon
3 mg/L BAP ve 1 mg/L Kn

AG6) 4.4 g/L MS Gamborg (Coklu stirgiin induksiyon ortami)

% 3 Sukroz

10 mM MES

0.25 g/L veya 0.5 g/L Kazein

1 g/L Glutamin

(10uM BAP) veya (10 uM BAP + 0.25 mg/L GAveya (5 UM BAP + 0.25 mg/L G
veya (10 uM BAP + 0.2 mg/L IAA)

% 0.8 Agar, pH 5.7-5.8

A7) 4.4 g/L MS GamborgGoklu sirgtn indiksiyon ortami)

% 3 Sukroz

10 mM MES

0.25 g/L veya 0.5 g/L Kazein

1 g/L Glutamin

(0.05 mg/L TDZ +3 mg/L BAP + mg/L 1 Kn) veya (0.0®Z +2 BAP + 1 Kn + 0.2
mg/L Zea) veya (2 mg/L Kn + 2 mg/L BAP + 0.1mg/Lajeseya (3 Kn) veya (1 mg/L
Zea) veya (0.1 mg/L TDZ)

% 0.8 Agar pH 5.7-5.8

A8) 4.4 g/L MS Gamborg (Coklu surgin indiksiyon ortami

% 3 Sukroz

10 mM MES

(2 mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA) veya (3 mg/L Kn + 0.2 mglIAA) veya (5 mg/L Kn + 0.2
mg/L 1AA) veya (0.5 mg/L Zea + 0.2 mg/L IAA) veya mg/L Zea + 0.2 mg/L 1AA)
veya (2 mg/L Zea + 0.2 mg/L IAA) veya (0.5 mg/L KrD.5 mg/L BAP + 0.2 mg/L
IAA) veya (0.5 mg/L Kn + 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L de- 0.2 mg/L IAA) veya (3
mg/L Kn +1 mg/L Zea + 0.2 mg/L 1AA)

% 0.8 Agar, pH 5.7-5.8
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A9) 4.4 g/L MS Gamborg (Kokultivasyon ortamindan samygulanan ¢oklu sirgiin
induksiyon ortami)

% 3 Sukroz

400 mg/L Sistein

100 pM asetosingon

10 mM MES

% 0.8 Agar pH 5.7-5.8 ve 1 mg/L BAP’tan sonra

4.4 g/L MS Gamborg

% 3 Sukroz

10 mM MES

0.25 g/L veya 0.5 g/L Kazein

1 g/L Glutamin (1mg/L BAP + 0.1 mg/L Kn + 0.1 mgZlea) veya (0.5 mg/L BAP +
0.5 mg/L GA)

% 0.8 Agar, pH 5.7-5.8

A10) 4.4 g/L MS Gamborg (Kokultivasyon ortamindan soaygulanan ¢oklu sirgun
indUksiyon ortami)

% 3 Sukroz

400 mg/L Sistein

100 puM asetosiringon

10 mM MES

% 0.8 Agar pH 5.7-5.8 ve 3 mg/L BAP + 1 mg/L Kn'deonra

4.4 g/L MS Gamborg

% 3 Sukroz

10 mM MES

0.25 g/L veya 0.5 g/L Kazein

1 g/L Glutamin (Img/L BAP + 1mg/L Kn) veya (2 mgkn + 0.2 mg/LIAA) veya
(2 mg/L BAP) veya (0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L Zea) aef@ mg/L BAP ve 0.1 mg/L
TDZ2)

% 0.8 Agar, pH5.7-5.8
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EK B
BITKI TRANSFORMASYON VEKTORLER ININ HARITALARI

Tablo B1. Bakteri swlarinda bulunan seleksiyon markerleri ve bu cagmada

kullanilan binary plazmitler

Bakteriyel | Kromozomal Ti Plazmit Bakteriyel Bitki
Sus Plazmit seleksiyon Seleksiyon Seleksiyon
Markeri Markeri Markeri
KYRT1 Rif" (100 mg/L) pTJK136 Strept (300 mg/L) Kan (hpt Il
Carld (100 mg/L) Spect (125 mg/L)| geni)
Gent (40 mg/L)
EHA105 | Rif (20 mg/L) pDNEM3300 Kanamisin ppt
C58C1 Rif (100 mg/L) Amp | pTIK136 Strep (300 mg/L) Kanamisin
(npt 1l
(200 mg/L) Spect (125mg/L)
geni)
r.direng

Rif (Rifampisin), Carb (Karbensilin), Gent (Gentami), Amp (Ampisilin), Strept
(Streptomisin), Spect (Spektinomisin)
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EK B.1. pTJK136 Plazmid Haritasi

pTJK136
12756 bp

]
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EK B. 2. pPDNEM3300 Plazmit Haritasi

CaM\V 355 promoter Mool (1) Reportoer gene [s)

Egf11 (8) s [ (T2}
e 1 (15  Histidine tag
S Bl LT 5T

/B:-!'EII (76
_Nos poly-A

S T-Border (right)

Lac £ alpha

Mukiple Cloning Site

CaMVv3isis promoter

Plant s election gene General structure of

pCANBIA vectors

CaMViis polya
T-Border (left)

-

Bacterials election gene pVS1 rep

pBR3IZZ oji
pBR3ZZ ham
T-Border (left) T-Border (right)
CaMVass bar CaMWw3ss pr LacZ alpha CaMV3Is5S Hsi{pro-1} poly &

polys promoter
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EKC

BAKTER IYEL KULTUR ORTAMLARI

C.1. Sivi YEB Ortami (400 ml)

5,4g Nutrient Brothe (N.B)

0.4 g Yeast Ekstract

2 g Sukroz

0.1972 g MgSGH,0

400 ml dH20 pH 7.2 ve icerisine uygulanacakasuygun antibiyotik eklenir. (Tablo
C.1)

C.2.2. YEB-MES Ortami (400 ml)

5,4g Nutrient Brothe (N.B)

0.4 g Yeast Ekstract

2 g Sukroz

0.1972 g MgSGH,0

1 g Glukoz,

1 g Sukroz

10mM 0.39 g MES

400 ml dH20 pH 7.2

100 puM asetosiringon icerisinessuuygun antibiyotikler eklenir (Tablo C.1.)
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Tablo. C.IYEB veya YEB-MES ortamina eklenensira

uygun antibiyokionsantrasyonlari

KYRT1 C58C1 EHA 101
100 mg/L RIif. 100 mg/L RIif. 100 mg/L
Kanamisin

100 mg/L Carb. 100 mg/L Amp.
20 mg/L Rifampisin
125 mg/L Spect. 125 mg/L Spect.
300 mg/L Strept. | 300 mg/L Strept.

40 mg/L Gent.
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EK D
BAKTER IYEL iNDUKSiYON ORTAMLARI
D.1. Siviindiiksiyon Ortami (400 ml)

1.72 gr MS Tuzlar

1 g/100 ml, 0.5 g/100ml, 0.1 g/100ml glukozlegisik konsantrasyonlari 1.70 g MES
400 ml dHO

100- 200 pM asetosiringon

D.2. MMA ortami (400 ml)

4,3 g/L MS Tuzlari,
10 mM 1.72 gr MES,
% 2 sukroz

400 ml dHO

200 uM asetosiringon
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EKE
GUS HISTOKIMYASAL BOYASI

E1l. GUS boyama soliisyonu

0.1 M KPO4 Buffer, pH 7.0

10 mM EDTA

0.5mM K-ferricyanide, pH 7.0
0.5 mM K-ferrocyanide, pH 7.0
1 mM 5- bromo-(X-Gluc)

10% v/v Triton X-100

E2. GUS Fiksatif Solliisyonu

10 v/v Formaldehit
20 % v/v Etanol
5% v/v Asetik asit
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EKF

DNA EKSTRASYON COZELT isi

Trizma 1M
30 g/250 ml su
pH 8.0

EDTA 0.5 M, pH 8.0
37.2 /100 ml su (pH 8.0 EDTA)

1000 ml ektraksiyon ¢Ozeltisi igin
%2 (W/v) CTAB

100 mM Tris-HCI Ph 8.0

1.4 M NacCl

20 mM Na EDTA pH 8.0

1000 ml ye saf suyla tamamlanip % 0.2 oraninda M&rKaptoetanol) kullanmadan

hemen 6nce eklenmelidir.
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EK G

TEZ iCINDE GECEN ISTATIKSEL CALI SMALAR
EK G1
VARO00002 Descriptives
Uygulanan Ortalama i¢in %95
Bilylime glven aralgi
Duizenleyicilerinin Std. Std.
Sirasl N | Ortalama | Sapma Hata Alt Sinir | Ust Sinir | Minimum | Maksimum
1 42| 22619 | 54368 | 08389 | 2,0925| 24313 2,00 4,00
2 37| 12,6757 | 1,00150 | ,16465 | 2,3418 |  3,0096 1,00 6,00
3 40| 21250 | 60712 |,09599 | 19308 | 2,3192 1,00 3,00
4 35| 11,9714 | ,29563 | 04997 | 1,8699 |  2,0730 1,00 3,00
5 29| 1,8276 | 53911 | ,10011 | 1,6225 | 2,0327 1,00 3,00
6 20| 12,8000 | 1,10501 | 24709 | 2,2828 |  3,3172 1,00 5,00
7 37| 1,8378 | 37368 | 06143 | 1,7132 19624 1,00 2,00
8 30| 11,9487 | ,39395 | 06308 | 1,8210 = 2,0764 1,00 3,00
9 32| 1,9063 | ,29614 | 05235 | 1,7995 |  2,0130 1,00 2,00
10 43| 16512 | 52932 | 08072 | 14883 | 18141 1,00 3,00
11 42| 1,7381| 49680 | 07666 | 15833 | 1,8929 1,00 3,00
12 43| 1,7209 | 59062 | 00007 | 15392 |  1,9027 1,00 3,00
13 119 | 1,5714 | 64534 | 05916  1,4543 | 1,6886 1,00 3,00
14 83| 12,1566 | ,61450 | 06745 |  2,0224 |  2,2908 1,00 4,00
15 58 | 2,4828 | 86331 | ,11336 |  2,2558 |  2,7098 1,00 5,00
16 44| 42045 |1,53380 | 23123 | 3,7382 | 4,6709 1,00 7,00
17 42 | 36190 | 1,39603 | 21541 | 3,1840 |  4,0541 1,00 6,00
18 142 | 2,3873 | 1,04406 | 08762 2,2141 |  2,5605 1,00 7,00
19 44 | 25455 | 81994 | 12361 | 22962 | 2,7947 1,00 5,00
Total 971 | 2,2430 | 1,02477 | 03289 | 2,785 |  2,3076 1,00 7,00

Uygulanan Hormonlar: 1) 0.05 mg/L TDZ + 3 mg/L BAP + 1 mg/L KA&) 0.05 mg/L
TDZ + 2 mg/L BAP + 1 mg/L Kn + 0.2 mg/L Ze®) 2 mg/L Kn + 2 mg/L BAP + 0.1
mg/L Zead) 3 mg/L Kn5) 1 mg/L Ze&b) 0.1 mg/L TDZ7) 2 mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA
8) 3mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA9) 5 mg/L Kn + 0.2 mg/L IAA10) 0.5 mg/L Zea + 0.2
mg/L I1AA 11) 1 mg/L Zea + 0.2 mg/L IAAL2) 2 mg/L Zea + 0.2 mg/L IAAL3) 0.5
mg/L Kn + 0.5 mg/L BAP + 0.2 mg/L 1AAL4) 0.5 mg/L Kn + 0.5 mg/L BAP + 0.5
mg/L Zea + 0.2 mg/L I1AAL5) 3 mg/L Kn + 1 mg/L Zea + 0.2 mg/L IAAL6) 10uM
BAP, 17) 10 uM BAP + 0.25 mg/L GA18) 5 uM BAP + 0.25 mg/L GA19)10 uM
BAP + 0.2 mg/L IAA
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VAR00002 ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 385,289 18 21,405 32,174 ,000
Within Groups 633,352 952 ,665
Total 1018,641 970
Dependent Variable: VAR00002 Multiple Comparisons
LSD
Mean
Difference 95 % Confidence Interval
(|) VARO00001 (J) VAR00001 (|-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
1,00 2,00 -,41377(*) ,18390 ,025 - 7747 -,0529
3,00 ,13690 ,18020 448 -,2167 ,4905
4,00 ,29048 ,18668 ,120 -,0759 ,6568
5,00 ,43432(%) ,19693 ,028 ,0479 ,8208
6,00 -,53810(*) ,22160 ,015 -,9730 -,1032
7,00 42407(%) ,18390 ,021 ,0632 ,7850
8,00 ,31319 ,18138 ,085 -,0428 ,6691
9,00 ,35565 ,19139 ,063 -,0199 ,7313
10,00 ,61074(%) ,17695 ,001 ,2635 ,9580
11,00 ,52381(*) ,17799 ,003 ,1745 8731
12,00 ,54097(%) ,17695 ,002 ,1937 ,8882
13,00 ,69048(*) ,14639 ,000 ,4032 ,9778
14,00 ,10528 ,15445 496 -,1978 ,4084
15,00 -,22085 ,16526 ,182 -,5452 ,1035
16,00 -1,94264(*) ,17596 ,000 -2,2879 -1,5973
17,00 -1,35714(*) ,17799 ,000 -1,7064 -1,0078
18,00 -,12542 ,14327 ,382 -,4066 ,1557
19,00 -,28355 ,17596 ,107 -,6289 ,0618
2,00 1,00 A41377(%) ,18390 ,025 ,0529 7747
3,00 ,55068(*) ,18605 ,003 ,1856 ,9158
4,00 ,70425(%) ,19232 ,000 ,3268 1,0817
5,00 ,84809(*) ,20229 ,000 4511 1,2451
6,00 -,12432 ,22637 ,583 -,5686 ,3199
7,00 ,83784(*) ,18963 ,000 4657 1,2100
8,00 ,72696(*) ,18719 ,000 ,3596 1,0943
9,00 ,76943(%) ,19690 ,000 ,3830 1,1558
10,00 1,02451(*) ,18290 ,000 ,6656 1,3834
11,00 ,93758(%) ,18390 ,000 5767 1,2985
12,00 ,95475(*) ,18290 ,000 ,5958 1,3137
13,00 1,10425(*) ,15353 ,000 ,8030 1,4055
14,00 ,51905(*) ,16123 ,001 ,2026 ,8355
15,00 ,19292 17161 261 -,1439 5297
16,00 -1,52887(*) ,18194 ,000 -1,8859 -1,1718
17,00 -,94337(*) ,18390 ,000 -1,3043 -,5825
18,00 ,28835 ,15055 ,056 -,0071 ,5838
19,00 ,13022 ,18194 474 -,2268 4873
3,00 1,00 -,13690 ,18020 448 -,4905 2167




4,00

5,00

2,00
4,00
5,00

6,00
7,00

8,00
9,00
10,00
11,00
12,00
13,00
14,00
15,00
16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
5,00
6,00
7,00

8,00
9,00

10,00
11,00
12,00
13,00
14,00
15,00
16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
6,00
7,00
8,00
9,00

10,00
11,00

12,00
13,00
14,00
15,00

-,55068(*)
15357
29741

-,67500(*)
28716
17628
21875

AT7384(*)
,38690(*)
40407 (*)
,55357(*)
-,03163
-,35776(*)
-2,07955(*)
-1,49405(%)
-,26232
-,42045(*)
-,29048
-,70425(*)
-,15357
,14384

-,82857(*)
113359

,02271
,06518

32027
23333
125050
,40000(*)
-,18520
-,51133(*)
-2,23312(%)
-1,64762(%)
-,41590(*)
-, 57403(*)
-,43432(*%)
-,84809(*)
-,29741
-,14384
-,97241(*%)
-,01025
-12113

-,07866
, 17642
,08949

,10666
25616
-,32904
-,65517(*)

102

, 18605
,18879

,19893
,22338
, 18605

,18355
,19345
,17918
,18020
,17918
, 14907
,15700
, 16764
,17819
,18020
,14600
,17819
,18668
,19232
,18879
,20481
,22863

,19232
,18991
,19950

,18569
,18668
,18569
,15684
, 16439
,17458
, 18474
,18668
, 15393
,18474
,19693
,20229
,19893
,20481
,23708
,20229
,20000

,20912
,19599
, 19693

,19599
,16891
, 17594
,18550

,003
416

,135
,003
,123

,337
,258
,008
,032
,024
,000
,840
,033
,000
,000
,073
,018
,120
,000
416
,483
,000

487
,905
744

,085
,212
,178
,011
,260
,003
,000
,000
,007
,002
,028
,000
,135
,483
,000
,960
,545

, 707
,368
,650

,586
,130
,062
,000

-,9158
-,2169

-,0930
-1,1134
-,0779

-,1839
-,1609

,1222

,0333

,0524

,2610
-,3397
-,6867
-2,4292
-1,8477
-,5489
-, 7701
-,6568
-1,0817
-,5241
-,2581
-1,2773

-,2438
-,3500
-,3263

-,0441
-,1330
-,1139

,0922
-,5078
-,8539
-2,5957
-2,0140
-, 7180
-,9366
-,8208
-1,2451
-,6878
-,5458
-1,4377
-,4072
-,5136

-,4891
-,2082
-,2970

-,2780
-,0753
-,6743
-1,0192

-,1856
5241

,6878
-,2366
,6523

,5365
,5984
,8255
, 7405
, 7557
,8461
,2765
-,0288
-1,7299
-1,1404
,0242
-,0708
,0759
-,3268
,2169
,5458
-,3799

,5110
,3954
4567

,6847
,5997
,6149
, 7078
1374
-,1687
-1,8706
-1,2813
-,1138
-,2115
-,0479
-,4511
,0930
,2581
-,5072
,3867
2714

3317
,5610
4760

4913
,5876
,0162
-,2911




6,00

7,00

8,00

16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
7,00
8,00
9,00
10,00
11,00

12,00
13,00

14,00
15,00
16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
8,00
9,00
10,00
11,00
12,00
13,00

14,00
15,00

16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
9,00
10,00

-2,37696(*)
-1,79146(%)
- 55974(*)
-,71787(*)
,53810(*)
112432
,67500(*)
,82857(*)
,97241(*)
,96216(*)
,85128(*)
,89375(*)
1,14884(*)
1,06190(*)
1,07907(*)
1,22857(*)
,64337(*)
31724
-1,40455(%)
-,81905(*)
41268(*)
25455
-,42407(*)
-,83784(*)
-,28716
-,13359
,01025
-,96216(*)
-,11088
-,06841
,18668
,09974
111691
26641
-,31879(*)
-,64492(*)
-2,36671(%)
-1,78121(%)
-,54949(*)
-,70762(*)
-,31319
-,72696(*)
-,17628
-,02271
12113
-,85128(*)
,11088
,04247
29756

103

,19509
,19693
, 16621
,19509
,22160
,22637
,22338
,22863
,23708
,22637
,22433
,23250
,22076

,22160
,22076
, 19712

,20317
,21151
,21996
,22160
,19481
,21996
,18390
, 18963
,18605
, 19232
,20229
,22637
,18719
,19690
, 18290
,18390
, 18290

,15353
,16123
, 17161

,18194
,18390
, 15055
,18194
,18138
,18719
,18355
,18991
,20000
,22433
, 18719
,19455
,18036

,000
,000
,001
,000
,015
,583
,003
,000
,000
,000
,000
,000
,000

,000
,000
,000

,002
,134
,000
,000
,034
247
,021
,000
,123
,A87
,960
,000
,554
,728
,308
,588
,523

,083
,048
,000

,000
,000
,000
,000
,085
,000
,337
,905
,545
,000
,554
,827
,099

-2,7598
-2,1779
-,8859
-1,1007
,1032
-,3199
,2366
3799
,5072
,5179
,4110
4375
, 7156

,6270
,6458
,8417

2447
-,0978
-1,8362
-1,2539

,0304
-1771
-,7850
-1,2100
-,6523
-,5110
-,3867
-1,4064
-, 4782
-,4548
-,1723
-,2612
-,2420

-,0349
-,6352
-,9817

-2,7238
-2,1421
-,8449
-1,0647
-,6691
-1,0943
-,5365
-,3954
-,2714
-1,2915
-,2565
-,3393
-,0564

-1,9941
-1,4050
-,2336
-,3350
,9730
,5686
1,1134
1,2773
1,4377
1,4064
1,2915
1,3500
1,5821

1,4968
1,5123
1,6154

1,0421
, 7323
-,9729
-,3842
,7950
,6862
-,0632
-,4657
,0779
,2438
,4072
-,5179
,2565
,3180
,5456
,4606
4758

5677
-,0024
-,3081

-2,0097
-1,4203
-,2540
-,3506
,0428
-,3596
,1839
,3500
,5136
-,4110
4782
4243
,6515




9,00

10,00

11,00

11,00
12,00
13,00
14,00
15,00

16,00
17,00

18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
10,00
11,00
12,00
13,00
14,00
15,00
16,00
17,00

18,00
19,00

1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
11,00
12,00
13,00
14,00
15,00
16,00
17,00
18,00
19,00

1,00
2,00

3,00
4,00

21062
22779
37729(*)
-,20791
-,53404(*)
-2,25583(%)
-1,67033(*)
-,43861(*)
-, 59674(*)
-,35565
-,76943(*)
-,21875
-,06518
,07866
-,89375(*)
,06841
-,04247
25509
16815
,18532
,33482(*)
-,25038
-,57651(*)
-2,29830(%)
-1,71280(%)
-,48107(*)
-,63920(*)
-,61074(*)
-1,02451(%)
- AT384(*)
-,32027
-,17642
-1,14884(%)
-,18668
-,29756
-,25509
-,08693
-,06977
,07973
-,50546(*)
-,83160(*)
-2,55338(%)
-1,96788(*)
-,73616(*)
-,89429(*)
-,52381(*)
-,93758(*)
-,38690(*)
-,23333

104

,18138
,18036
, 15050
,15835

, 16891
, 17938
,18138

, 14746
, 17938
,19139
,19690
,19345
,19950
,20912
,23250
,19690
,19455
, 19043
,19139
, 19043
,16242
, 16972
, 17961
, 18950

,19139
,15961
,18950

, 17695
,18290
, 17918
,18569
,19599
,22076
, 18290
,18036
, 19043
,17695
, 17591
, 14513
,15326
, 16414
,17491
, 17695
,14197

, 17491
, 17799
,18390

,18020
,18668

,246
,207
,012
,190

,002
,000
,000

,003
,001
,063
,000
,258
744
, 707
,000
,728
,827
,181
,380
,331
,040
,140
,001
,000

,000
,003
,001

,001
,000
,008
,085
,368
,000
,308
,099
,181
,623
,692
,583
,001
,000
,000
,000
,000

,000
,003
,000

,032
,212

-,1453
-,1262

,0819
-,5187

-,8655
-2,6079
-2,0263

-,7280
-,9488
-, 7313
-1,1558
-,5984
-, 4567
-,3317
-1,3500
-,3180
-,4243
-,1186
-,2074
-,1884

,0161
-,5834
-,9290
-2,6702

-2,0884
-, 7943
-1,0111

-,9580
-1,3834
-,8255
-,6847
-,5610
-1,5821
-,5456
-,6515
-,6288
-,4342
-,4150
-,2051
-,8062
-1,1537
-2,8966
-2,3151
-1,0148
-1,2375
-,8731
-1,2985

-, 7405
-,5997

,5666
,5817
,6726
,1028

-,2026
-1,9038
-1,3144

-,1492
-, 2447
,0199
-,3830
,1609
3263
4891
-,4375
4548
3393
6288
5438
5590
6536
0827
-,2240
-1,9264

-1,3372
-,1678
-,2673

-,2635
-,6656
-,1222
,0441
,2082
-,7156
1723
,0564
,1186
,2603
,2754
,3645
-,2047
-,5095
-2,2101
-1,6206
-, 4575

-,5510
-,1745
-,5767

-,0333
,1330




12,00

13,00

5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
10,00
12,00
13,00
14,00
15,00
16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00

3,00
4,00

5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
10,00
11,00
13,00
14,00
15,00
16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00

5,00
6,00

7,00

8,00

9,00

10,00
11,00
12,00
14,00
15,00
16,00
17,00
18,00

-,08949
-1,06190(*)
-,09974
-,21062
-,16815
,08693
01717
,16667
-,41853(*)
-, 74466(*)
-2,46645(*)
-1,88095(*)
-,64923(*)
-,80736(*)
-,54097(*)
-,95475(*)
-,40407(*)
-,25050
-,10666
-1,07907(*)
-,11691
-,22779
-,18532
,06977
-,01717
,14950
-,43570(*)
-,76183(*)
-2,48362(*)
-1,89812(*)
-,66639(*)
-,82452(*)
-,69048(*)
-1,10425(*)
-,55357(*)
-,40000(*)
-,25616
-1,22857(*)
-,26641
-,37729(*)
-,33482(%)
-,07973
-,16667
-,14950
-,58520(*)
-,91133(%)
-2,63312(*)
-2,04762(*)
-,81590(*)

105

,19693
,22160
, 18390
,18138
, 19139
, 17695
,17695
, 14639
,15445
, 16526
, 17596
, 17799
,14327
, 17596
,17695

, 18290
, 17918
,18569

,19599
,22076
,18290
,18036
,19043
, 17591
,17695
, 14513
,15326
,16414
, 17491
,17695
, 14197
,17491
, 14639
,15353
, 14907

,15684
,16891
, 19712

, 15353
,15050
,16242
,14513
, 14639
,14513
, 11665
,13062
, 14391
,14639
, 10137

,650
,000
,588
,246
,380
,623
,923
,255
,007
,000
,000
,000
,000
,000
,002

,000
,024
,178

,586
,000
,523
,207
,331
,692
,923
,303
,005
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

,011
,130
,000

,083
,012
,040
,583
,255
,303
,000
,000
,000
,000
,000

-, 4760
-1,4968
-,4606
-,5666
-,5438
-,2603
-,3301
-,1206
-, 7216
-1,0690
-2,8118
-2,2302
-,9304
-1,1527
-,8882
-1,3137
-, 7557
-,6149

-,4913
-1,5123
-, 4758
-,5817
-,5590
-,2754
-,3644
-,1353
-,7365
-1,0839
-2,8269
-2,2454
-,9450
-1,1678
-,9778
-1,4055
-,8461

-,7078
-,5876
-1,6154

-5677
-,6726
-,6536
-,3645
4540
-,4343
-,8141

-1,1677

-2,9155

-2,3349

-1,0148

2970
-,6270
2612
1453
2074
4342
3644
4540
-, 1154
-,4203

-2,1211

-1,5317
-,3681
-,4621
-,1937

-,5958
-,0524
,1139

,2780
-,6458
,2420
1262
,1884
,4150
,3301
4343
-,1349
-,4397
-2,1404
-1,5509
-,3878
-,4813
-,4032
-,8030
-,2610

-,0922
,0753
-,8417

,0349
-,0819
-,0161

,2051

,1206

,1353
-,3563
-,6550

-2,3507
-1,7603
-,6170




14,00

15,00

16,00

19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00

7,00
8,00

9,00
10,00
11,00
12,00
13,00
15,00
16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00

9,00
10,00

11,00
12,00
13,00
14,00
16,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
10,00

11,00
12,00

-,97403(*)
-,10528
-,51905(*)
,03163
,18520
;32904

,64337(*)
,31879(*)
,20791

25038
,50546(*)
,41853(*)
,43570(*)
,58520(*)
-,32613(*)
-2,04792(%)
-1,46242(%)
-,23070(*)
-,38883(*)
22085
-,19292
,35776(*)
,51133(*)
,65517(*)
-31724
,64492(*)
,53404(*)
,57651(*)
,83160(*)
74466(*)
76183(*)
,91133(*)
32613(*)
-1,72179(*)
-1,13629(%)
,09543
-,06270
1,94264(*)
1,52887(*)
2,07955(*)
2,23312(*)
2,37696(*)
1,40455(*)
2,36671(*)
2,25583(*)
2,29830(*)
2,55338(*)
2,46645(*)
2,48362(*)

106

, 14391
,15445
, 16123
,15700
, 16439
, 17594

,20317
,16123
,15835

,16972
, 15326
,15445
, 15326
, 11665
, 13959
,15210
,15445
, 11270
,15210
, 16526
,17161
, 16764
,17458
,18550
,21151
, 17161

,16891
, 17961
,16414

, 16526
,16414
,13062
,13959
, 16307
,16526
, 12710
,16307
, 17596
, 18194
,17819
, 18474
,19509
,21996
,18194
, 17938
,18950

, 17491
, 17596
, 17491

,000
,496
,001
,840
,260
,062

,002
,048
,190

,140
,001
,007
,005
,000
,020
,000
,000
,041
,011
,182
,261
,033
,003
,000
,134
,000

,002
,001
,000

,000
,000
,000
,020
,000
,000
453
, 701
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

,000
,000
,000

-1,2564
-,4084
-,8355
-,2765
-,1374
-,0162

-1,0421
,0024
-,1028

-,0827
,2047
,1154
,1349
,3563

-,6001

-2,3464
-1,7655

-,4519

-,6873

-,1035

-,5297
,0288
,1687
,2911

-, 7323
,3081

,2026
,2240
,5095

4203
4397
,6550
,0522
-2,0418
-1,4606
-,1540
-,3827
1,5973
1,1718
1,7299
1,8706
1,9941
9729
2,0097
1,9038
1,9264

2,2101
2,1211
2,1404

-,6916
,1978
-,2026
,3397
,5078
,6743

-, 2447
6352
5187

,5834
,8062
, 7216
, 7365
,8141
-,0522
-1,7494
-1,1593
-,0095
-,0903
,5452
,1439
,6867
,8539
1,0192
,0978
,9817

,8655
,9290
1,1537

1,0690
1,0839
1,1677
,6001
-1,4018
-,8120
,3449
,2573
2,2879
1,8859
2,4292
2,5957
2,7598
1,8362
2,7238
2,6079
2,6702

2,8966
2,8118
2,8269




17,00

18,00

19,00

13,00
14,00
15,00
17,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
10,00
11,00
12,00

13,00
14,00

15,00
16,00
18,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
10,00
11,00
12,00
13,00
14,00

15,00
16,00

17,00
19,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00

2,63312(*)
2,04792(*)
1,72179(%)
,58550(*)
1,81722(*)
1,65909(*)
1,35714(*)
,94337(*)
1,49405(*)
1,64762(*)
1,79146(*)
,81905(*)
1,78121(*)
1,67033(*)
1,71280(*)
1,96788(*)
1,88095(*)
1,89812(*)
2,04762(*)
1,46242(*)
1,13629(*)
-,58550(*)
1,23172(*)
1,07359(*)
12542
-,28835
26232
,41590(*)
,55974(*)
-,41268(*)
,54949(*)
43861(*)
48107 (*)
73616(*)
,64923(*)
,66639(*)
,81590(*)
,23070(*)
-,09543
-1,81722(%)
-1,23172(%)
-,15813
28355
-,13022
,42045(*)
,57403(*)
71787(*%)
-,25455
,70762(*)

107

, 14391
,15210
, 16307
, 17596
, 14073
, 17390
, 17799
, 18390
,18020
,18668
,19693
,22160
,18390
,18138
,19139
, 17695
, 17799

,17695
,14639
,15445

,16526
, 17596
,14327
, 17596
,14327
, 15055
,14600
,15393
, 16621
,19481
, 15055
, 14746
, 15961
,14197
, 14327
,14197
, 10137

,11270
,12710
,14073

, 14327
,14073
, 17596
,18194
, 17819
,18474
,19509
,21996
, 18194

,000
,000
,000
,001
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

,000
,000
,000

,000
,001
,000
,000
,382
,056
,073
,007
,001
,034
,000
,003
,003
,000
,000
,000
,000

,041
,453
,000

,000
,261
,107
AT74
,018
,002
,000
247
,000

2,3507
1,7494
1,4018

,2402
1,5410
1,3178
1,0078

,5825
1,1404
1,2813
1,4050

,3842
1,4203
1,3144
1,3372
1,6206
1,5317

1,5509
1,7603
1,1593

,8120
-,9308
,9506
, 7283
-,1557
-,5838
-,0242
,1138
,2336
-,7950
,2540
,1492
,1678
4575
,3681
,3878
,6170

,0095
-,3449
-2,0934

-1,5129
-, 4343
-,0618
-, 4873
0708
2115
3350
-,6862
3506

2,9155
2,3464
2,0418

,9308
2,0934
2,0004
1,7064
1,3043
1,8477
2,0140
2,1779
1,2539
2,1421
2,0263
2,0884
2,3151
2,2302

2,2454
2,3349
1,7655

1,4606
-,2402
1,5129
1,4189
,4066
,0071
,5489
,7180
,8859
-,0304
,8449
,7280
, 7943
1,0148
,9304
,9450
1,0148

,4519
,1540
-1,5410

-,9506
,1180
,6289
,2268
, 7701
,9366
1,1007
1771
1,0647
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8,00 59674(*) | 17938 001 2447 19488
9,00 63920() | 18950 001 2673 1,011
10,00 89429(*) | 17491 000 5510 1,2375
11,00 80736() | 17596 000 4621 1,1527
12,00 82452(*) | 17491 000 4813 1,1678
13,00 97403(*) | 14391 000 6916 1,2564
14,00 38883() | 15210 011 0903 6873
15,00 06270 | 16307 701 - 2573 3827
16,00 -1,65909(*) | ,17390 000 -2,0004 41,3178
17,00 -1,07359(*) | ,17596 ,000 41,4189 .,7283
18,00 15813 | 14073 261 -,1180 4343
e mean difference Is significant at the . evel.
* Th diff is signifi he .05 level
EK G2
VARO00006 Descriptives
Ortalama icin % 95
Uygulanan Giiven Araligi
Hormon Std. Std.
Sirasl N | Ortalama | Sapma Hata Alt Sinir Ust Sinir Minimum | Maksimum
1,00 46| 16522 | 56637 | 08351 1,4840 1,8204 1,00 3,00
2,00 61| 3,0492 | 1,14639 | 14678 27556 3,3428 1,00 6,00
3,00 81| 19250 | 49441 | 05493 1,8166 20352 1,00 3,00
4,00 93| 19355 41195 04272 1,8506 20203 1,00 3,00
5,00 93| 20108 | 81420 | 08443 1,8431 21784 1,00 6.00
6,00 81| 20370 57975 06442 1,0088 21652 1,00 3.00
7,00 74| 15405 68625 07977 1,3815 1,6995 1,00 4,00
Total 520 | 20113 | ,80238 | ,03489 1,9428 20799 1,00 6,00

Uygulanan hormonlar: A) 1 mg/L BAP’tan sonrdl) 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L Kn +
0.1 mg/L Ze&) 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L G4 B) 3 mg/L BAP ve 1 mg/L Kn'den
sonra3) 1 mg/L BAP + 1 mg/L Krd) 2 mg/L Kn + 0.2 mg/L 1AA5) 2 mg/L BAP6)

0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L Ze@) 3 mg/L BAP ve 0.1 mg/L TDZ

ANOVA
VAR00006
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 89,220 6 14,870 30,960 ,000
Within Groups 250,712 522 ,480
Total 339,932 528
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Multiple Comparisons

LSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval

(1) VARO0005 | (J) VAROOOO05 (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1,00 2.00 T1,39701(") | 13533 000 11,6629 11,1311
3.00 - 27375(%) 12795 033 -5251 -,0224

4,00 -,28331(*) 12492 024 5287 -,0379

5.00 ,35858(*) 12492 004 6040 .1132

6.00 ,38486(*) 12795 003 6362 -,1335

7,00 11163 |  ,13012 391 1440 3673

2,00 1,00 1,39701(%) ,13533 ,000 1,1311 1,6629
3.00 1,12325(%) 11749 ,000 8924 1,3541

4,00 1,11370(*) | ,11418 ,000 8894 1,3380

5.00 1,03843(%) 11418 ,000 8141 1,2627

6.00 1,01214(%) 11749 ,000 7813 1,2429

7,00 1,50864(%) ,11985 ,000 1,2732 1,7441

3.00 1,00 27375(%) 12795 033 0224 5251
2,00 -1,12325(%) 11749 ,000 -1,3541 -,8924

4,00 00956 | ,10533 928 _,2165 1974

5.00 -,08483 ,10533 421 -,2917 1221

6,00 11111 | ,10890 308 -,3250 1028

7,00 138539(*) 11144 ,001 1664 6043

4,00 1,00 28331(*) 12492 024 0379 5287
2,00 -1,11370(%) 11418 ,000 -1,3380 8894

3,00 ,00956 | ,10533 928 -1974 2165

5.00 -,07527 ,10163 459 -,2749 1244

6.00 -,10155 ,10533 335 -,3085 1054

7,00 139494(*) ,10796 ,000 1829 6070

5,00 1,00 35858(*) | ,12492 004 1132 6040
2,00 -1,03843(%) 11418 ,000 -1,2627 8141

3,00 08483 | 10533 421 1221 2917

4,00 07527 ,10163 459 -1244 2749

6.00 -,02628 ,10533 803 -,2332 1806

7,00 47021(%) ,10796 ,000 2581 6823

6.00 1,00 ,38486(*) 12795 003 1335 6362
2,00 -1,01214(%) 11749 ,000 -1,2429 .,7813

3,00 11111 |  ,10890 308 -,1028 3250




4,00
5,00
7,00
7,00 1,00
2,00
3,00
4,00

5,00
6,00

,10155
,02628
,49650(*)
-,11163
-1,50864(*)
-,38539(*)
-,39494(*)
- 47021 (%)
-,49650(*)

110

,10533
,10533
, 11144
,13012
, 11985
, 11144

,10796
,10796
, 11144

* The mean difference is significant at the .05 level.

,335
,803
,000
,391
,000
,001

,000
,000
,000

-,1054
-,1806
2776
-,3673
-1,7441
-,6043

-,6070
-,6823
-, 7154

,3085
,2332
, 7154
,1440
-1,2732
-,1664

-,1829
-,2581
-,2776
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OZ GECMIS

Sema Selvi Nur TAYAPAN 1984 yilinda Kayseri'de dwlu. ilkégrenimine
Newehirde Alp Arslan ilkokulun’da baladi ve ilkégrenimini Kayseri'de Kadi
Burhanettin Orta Okulu’nda tamamladi. Liseyi Muat&minglu Anadolu Lisesi'nde
bitirdi. 2004 yilinda Erciyes Universitesi BiyoloBolumirnii kazandi. 2007 yilinda
Biyoloji Bolim Birincisi olarak mezun oldu. Ayni Erciyes Universitesi Fen Bilimleri
Enstitist Biyoloji Ana Bilim Dalr’nda yuksek lisaasbaladi. Halen bu bolimde

yuksek lisans grenimine devam etmektedir.
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