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Bu calismada, nohut 1slah programlarinda kullanilmak ve antraknoza dayanikli ¢esit gelistirmek
amaci ile farkli genotipler kullanilarak yapilan melezleme sonucunda elde edilen F»
kademesindeki bitkiler ve ticari nohut gesitleri ile yiiksek frekansta katlanmig haploid bitki elde
edilmesi amaclanmustir. Calismada tarla denemeleri Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii’niin Arastirma ve Uygulama Ciftligi ikizce deneme alaninda, sera denemeleri ve doku
kiiltiirii ¢aligmalar1 ise Biyoteknoloji Arastirma Merkezinde 2017-2019 yillar1 arasinda
yiiriitilmistiir. Tarla ve sera kosullarinda yetisen 15 nohut genotipinde, farkl: siirelerde 6n soguk
uygulamalar1 (+ 4 °C de 0, 4, 7 giin), farkh kallus tesvik ortamlar1 ve ¢esitli oksin ve sitokinin
kombinasyonlarini iceren siirgiin tegvik ortamlari kullanilarak yiiksek frekansta haploid
bitkicikler elde edilmeye calisilmistir. Aragtirma sonuglarina gore; 6n soguk uygulamasinin
anterler iizerinde kallus olusumu iizerine olumlu etki yaparken, istenen tipte en yiiksek
embriyogenik kallus olusumu, tiim genotiplerde 4 gilin silireyle uygulanan 6n soguk
uygulamasinda elde edilmistir. Tarla kosullarinda yetisen dondr bitkilerden alinan
tomurcuklardan gelisen embriyonik kallus olusumu en fazla EDM 2 no’lu ortanmda, olgunlagmig
embriyonik kallus olusumu ise EMM 2 no’lu, emriyonik kalluslardan siirgiin rejenerasyonu en
fazla PRM 3 ortaminda izlenmistir. Embriyonik kallus ve siirgiin olusumu bakimindan genotipler
arasinmda ciddi bir farklilik saptanirken, en fazla embriyonik kallus F» 8 popiilasyonunda (2,68
adet), en iyi olgunlasmis embriyonik kallus F» 1.popiilasyonunda (2,54 adet) ve en ¢ok siirgiin
olusumu F, 1 (2,11 adet) popiilasyonunda, diger genotiplere gore, tiim kallus ve siirgiin
rejenerasyon ortamlarinda one ¢iktigir gortilmistiir. Oksin kaynagi olarak 2,4-D’nin AgNOs ile
birlikte kullanildiginda embryonik kallus olusumunu tesvik ettigi, siirglin rejenerasyon ortaminda
ise 1,00 mg/ L BAP + 0,03 mg/ L NAA kombinasyonu igeren modifiye edilmis MS besin
ortaminin uygun oldugu saptanmigtir. Calisma sonucunda anterlerden gelisen embriyonik
kalluslardan siirgiin rejenerasyonlart elde edilmis, elde edilen siirgiinlerin ploidi diizeyleri
belirlenmis %50 oraninda diploid bitki elde edilmistir. Farkli oksin tipi ve konsantrasyonlarini
iceren besin ortamlarindaki kdklendirme galigmalari devam etmektedir.
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With this study, it was aimed to obtain to double haploid plant production in order to resistance
to ascochyta blight disease in F level populations and 4 different chickpea varieties. In this study,
the reactions of plants grown in different environmental conditions to anther culture were
investigated. In this study, field, greenhouse and tissue culture studies were carried out between
2017-2019. The results obtained showed that the rate of callus and shoot formation in donor plants
grown in field conditions was higher than those grown in controlled (greenhouse) conditions. In
this study, using 15 different chickpea genotypes, grown in field and greenhouse conditions, pre-
cold applications at different times (0, 4, 7 days at + 4 °C), containing various auxin and cytokine
combinations callus promoting and shoots combinations environment to be tried obtained high
frequency haploid plants. According to the research results; while the pre-cold application had a
positive effect on callus formation on the anthers, the highest embryogenic callus formation of
the desired type was obtained in the pre-cold application applied for 4 days in all genotypes. The
formation of the highest embryonic callus developed from the buds taken from the donor plants
grown in the field conditions was observed in the medium of EDM 2 and the formation of the
highest mature embryonic callus was observed in the medium of EMM 2, and the most shoot
regeneration from the embryonic callus was observed in the medium PRM 3. While there is a
significant difference between genotypes in terms of embryonic callus and shoot formation, most
embryonic callus is in F, 8 population (2,68) the best matured embryonic callus is in F 1
population (2.54) and most shoot formation in the F,1 (2.11) population. When used together
with AgNO3 as a source of auxin, 2,4-D promotes embryonic callus formation, in the shoot
regeneration environment, it was determined that the modified MS nutrient medium containing
BAP and NAA combination is suitable. As a result of the study, shoot regenerations were obtained
from embryonic calluses developed from anthers, ploidy levels of the shoots obtained were
determined, rooting studies in nutrient media containing different auxin types and concentrations
continue.
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ONSOZ ve TESEKKUR

Islah ¢aligmalar1 doku kiiltiirii teknikleri ile yiiriitiildiiglinde yeni bir ¢esitin ortaya ¢ikis siiresi
azalmaktadir. Diinyada, baklagillerde anter kiiltiirii tekniginden faydalanilarak yiiriitiilen bagarili
1slah c¢aligmalari mevcuttur. Buna ragmen iilkemizde nohutta bu teknikten faydalanilarak
yiiriitiilen 1slah calismasi bulunmamaktadir. Simdiye kadar nohutta anter kiiltiirii yontemi
kullanilarak sonuca ulasilamamis olmasi ve klasik nohut 1slah yontemleri ile yiiriitiilen
calismalarin ¢ok fazla zaman ve emek gerektirmesi bu konuda calisilmasi gerektigi fikrini

dogurmustur.
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emegi gegen yine ayni birimde gorev yapan Elif ATASAYAR’a ve Havva Vildan KILINC’a ve
Biyoteknoloji Arastirma Merkezinde yriittiigiim laboratuvar ¢aligsmalarim sirasinda yardimini ve
destegini gordiigiim Dr. Cuma KARAOGLU’na ¢ok tesekkiir ederim. Istatistik analizlerimi
gerceklestirirken destegini gordiigiim Sinan AYDOGAN’a tesekkiirii borg bilirim.

Tiim hayatim boyunca her kosulda desteklerini esirgemeyen sevgili annecigime, babacigima ve
kardesim Ozge’ye sonsuz minnettarim. ihtiyag duydugum her an sevgisiyle giic veren, her
kosulda bana giivenen, beni motive eden, bu hayattaki en biiyiik sansim olan esim Onur OZER

ile en degerli varliklarim, canim kizlarrm Oykii OZER’E ve Beste OZER’E sonsuz tesekkiirler.

Bu calisma Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidirliigi (TAGEM) tarafindan
akademik kariyer projesi kapsaminda (TBAD/18/A7/P3/317) desteklenmistir.
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1. GIRIS

Nohut (Cicer arietinum L.) Leguminosae takiminda yer alan Papilionacea (kelebek
cigekliler) familyasinin Viceae alt familyasinda bulunan Cicer cinsidir (Sehirali 1988).
Cicer arietinum L. cinsi, 35 ¢ok yillik ve 9 adet tek yillik olmak iizere toplam 44 tiirden
meydana gelmektedir (Toker vd. 2014, Sajja vd. 2017). Diinya iki tip nohut
yetistirilmektedir. Bunlar; tohumlan kii¢iik ve tohum rengi kahverengiden parlak sariya
degisen desi tipi ve tohumlar biiylik ve beyazdan somon rengine degislik gosteren
kabuli tipi nohutlardir. Diinya nohut iiretiminin %80’ desi tipindedir. Buna ragmen bazi
tilkelerde kabuli nohut iiretim miktar1 desi tipi liretimin iki katina sahiptir (Singh vd.

1976).

Nohut nemi muhafaza edilmis toprakta yetistirilebilmektedir. Nohut yetistirilen
tilkelerin iklim yapisa gore degismekle birlikte, bazi bolgelerde Fusarium ssp.
solgunlugu hastaligi yaygin goriliirken, kimi bolgelerde Ascochyta ssp. yaniklik
hastalig1 (antraknoz) yogun olarak izlenmektedir. Bu nedenle bdlgeye gore degisen,

hastaliklara dayaniklili materyaller gelistirilmektedir.

Nohutun orijini Bati Asya’dan Kafkasya bolgesine kadar uzanmaktadir. Nohutun ilk
ortaya c¢iktig1 kaynak Suriye’nin bitisiginde Giineydogu Anadolu bolgesi olarak
belirlenmis olup nohutun anavatani olarak Tiirkiye gosterilmektedir (Vavilov 1951,
Singh vd. 1976).

Kiiltiirii yapilan “Cicer arietinum L.” kendine déllenen, yatik ve dik gelisme formuna
sahip tek yillik bir baklagil tiiriidir. Bitkinin ta¢ yapragi disinda biitiin organlari
tiylimsii yapilarla kaplidir. Bu tiiyler asit salgilayarak bitkiyi emici zararlilara karsi
korumaktadir. Kiiltiirii yapilan nohut tiirlerinin kromozom sayist 2n: 14, 16, 24, 32 ve
33’tiir (Van der Maesen vd. 2007).

Nohut tanelerinde %16.7 — 30.6 (desi tipi), %12.6- 29.0 (kabuli tipi) protein, %51-65
(desi tipi), %54-71 (kabuli tipi) oraninda karbonhidrat igeren bir besin maddesidir.



Vitaminleri ve mineralleri igeriginde yogun olarak bulundurmaktadir (Wood ve Grusak
2007). Hayvansal proteinlere alternatif olarak kullanilmasiyla baklagiller diinyada
“fakirin eti” olarak tanimlanmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde diisiik proteinli
gidalara alternatif olarak beslenme programlarina alindigi bilimektedir. Bunun yaninda,
zengin lif ve protein igerigi sayesinde son yillarda gelismis iilkelerde de beslenme

programlarinda yerini almistir (Aykroyd vd. 1982).

Nohutun insan beslenmesindeki Oneminin yaninda, ayrica atmosferik azotu
sabitleyerek, azot (N) ihtiyacinin %80'ini simbiyotik azot fiksasyonundan karsilayarak
toprak verimliligini arttirdigi bilinmektedir. Nohut, topraga 6nemli miktarda azot ve
organik madde kazandirarak toprak sagligini ve verimliligini arttirmaktadir (Saraf vd.
1998, Kantar vd. 2007). Cift¢i ve Adak (2009) yapmis olduklari aragtirmada, nohut
tarafindan fikse edilen azot (N) miktarini, g¢eside gore degismekle birlikte, dekara

ortalama 8 kg olarak bildirmislerdir.

Bitkisel protein igerikli besinlere tercihin artmasiyla birlikte nohut tiikketimine ilgi artmis
bu da kiiresel nohut talebinin ¢ogalmasina neden olmustur. Bunun yaninda hem
ekonomik olmasi hem de nohutun insan sagligi, iiriin ¢esitlendirmesi ve siirdiiriilebilir
tarim gibi diger faydalar1 konusundaki farkindaliklar ireticileri nohut yetistiriciligine

yoneltmistir (Saraf vd. 1998).

Geleneksel 1slah yontemleri ile yeni gesit gelistirilmek ¢ok ciddi zaman ve emek
gerektirmektedir. Bazi bitki tiirlerinde doku kiiltiirii uygulamalari ile 1slah ¢alismalari
birlikte yiiriitiilmekte olup, bu uygulamalar arasinda anter kiiltiirii teknigi haploid bitki
tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bilhassa anter kiiltiirii teknigininin bitki
1islahinda kullanimi ile ¢ok daha kisa siirede yeni gesitler gelistirilebilmektedir (Singh
vd.,1983, Celik Ozer vd., 2019). Double haploid teknolojisi bitki 1slah1 ve molekiiler
genetik alanlarinda kullanilan 6nemli bir aragtir. Bu teknoloji sayesinde haploid
kromozom sayisina sahip bitkinin, ya kendiliginden (dogal olarak) ya da kimyasal
yardimcilar uygulanarak kromozom sayist ikiye katlanmaktadir (Panchangam vd.
2014).



Anter kiiltiirii tekniginden birgok bitki tiiriinde yararlanilmakla birlikte basarili sonuglar
ortaya c¢ikmaktadir. Gelismis iilkelerde; anter kiiltiirii tekniklerinden faydalanma ve
devamlilig1 adina baklagil tiirlerinde uzun yillar 6nce ¢alismalara baslanmis ve basarili
sonuglar almmustir. Ancak baklagillerin siirdiiriilebilir tarim sisteminde ve insan
beslenmesinde biiyiik rolii olmasimna ragmen {iilkemizde herhangi bir i1slah projesi
icersinde rutin olarak anter kiiltiirli teknigi kullanilarak haploid ve double haploid nohut
bitkisi eldesine yonelik calismalar bilinmemektedir. Ozetle nohut gibi baklagil
tiirlerinde de haploid bitki iiretim caligmalarina gerekli destegin saglanmasi ve
stirekliliginin devam etmesi agisindan bu gibi caligmalarin yapilmasi gerektigi

distiniilmektedir.

Bu tez calismasi ile, nohutta antraknoza dayanikli gesit gelistirmek amaciyla farkli
genotipler kullanilarak yapilan melezleme sonucunda elde edilen F, kademesindeki 11
farkli melez kombinasyonu ve 4 nohut ¢esidinde yiiksek frekansta double haploid bitki
elde edilebilirligi amaglanmaktadir. Bu ¢alisma ile diinyada uygulanmakta olan nohutta
anter kiiltiirli yontemlerinin {ilkemizde de baslatilmasina katkida bulunulacaktir. Ayni
zamanda bu c¢alismanin bu alanda yapilacak sonraki arastirmalara bir model

olusturacag1 ongoriilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Diinya’da Yemeklik Tane Baklagillerin Durumu

Yemeklik tane baklagiller insanlar i¢in 6nemli protein kaynagidir. Protein oraninin
yiiksek olmasimin yaninda yag orani diisiik ve besleyici bir enerji kaynagidir. Bitkisel
proteinlerin %20’si ve karbonhidratlarin %5’i yemeklik tane baklagillerden temin
edilmektedir. Daha dengeli ve kaliteli beslenme icin baklagillerin tahillarla birlikte

tiketilmesi Onerilmektedir.

Baklagiller havanin serbest azotunu topraga baglama ozellikleri sayesinde toprak
yapisinin iyilestirilmesine katki saglamaktadir. Diinyada baklagillerin farkli tiirlerinin
tiretimi lizerine yogunlagilmaktadir. Buna gore; nohut Asya, Afrika ve Amerika
tilkelerinde, mercimek Amerika ve Asya iilkelerinde, kuru fasulye Asya ve Amerika
ilkelerinde, bakla Asya, Afrika ve Avrupa iilkelerinde, boriilce Afrika iilkesinde,
bezelye ise Avrupa ve Amerika iilkelerinde yogun olarak yayilmigtir. Diinyada 78
milyon hektar alanda 66 milyon ton yemeklik tane baklagil {iretimi
gerceklestirilmektedir (Anonim 2018). Diinya’da iretimi gerceklestirilen baklagiller
arasinda fasulye ilk siray1 alirken bunu nohut (Cicer arietinum L.) izlemektedir
(Anonim 2018a).

2.2 Diinya’da Nohut’un Genel Durumu

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2018 yilina ait nohut iiretim verilerine
gore; diinya da nohut ekim alani ve iiretim miktarlart, 2007 yilinda yaklagik 11 milyon
ha alanda 10 milyon ton iiretim yapilmis dekara 86 kg verim alinmig, 2017 yilinda
yaklasik 14,0 milyon ha alanda 14,5 milyon tona ulasmis, dekara ortalama verim 101 kg
olarak bulunmustur. Nohut tiretimde Hindistan ilk siray1 alirken bunu ABD, Avustralya,
Kanada ve Tiirkiye izlemektedir (Anonymous 2018, Anonim 2019). Verim bakimindan
sirastyla Cin, Moldova ve Urdiin yer almaktadir. Uretim bakimindan en basta yer alan

Hindistan ise 95 kg/da verim ile geride kalmaktadir (Anonymous 2018, Anonim 2019b).



Diinyada 2017 yilinda 3,3 milyon ton nohut ithalati gerceklestirilmistir (Anonymous
2018, Anonim 2019a).

2.3 Tiirkiye’de Yemeklik Tane Baklagillerin Durumu

Ulkemizde en fazla yetistirilen yemeklik tane baklagil tiirleri igersinde nohut (%40) ilk
siray1 alirken bunu sirasiyla mercimek (%37) ve fasulye (%21) izlemektedir. Bakla,
bezelye ve boriilcenin toplam baklagil ekim alanindaki payr %2,5 civarindadir.
Yaklasik 24 milyon hektar tarimsal alanin, 882 bin hektarlik alanin1 yemeklik tane
baklagiller olusturmaktadir. Ulkemizin toplam yemeklik tane baklagil iiretimi ise 1,2
milyon ton’dur (Anonim 2018, Anonim 2019c).

2.4 Tiirkiye’de Nohut’un Genel Durumu

Ulkemizde en fazla yetistiriciligi yapilan yemeklik tane baklagil tiirii nohuttur.
Ulkemizde nohut ekimi Subat-Mayis aylarinda yapilmaktadir. Hasat zamani ise
Haziran-Agustos aylaridir (Anonim 2018a).

Cizelge 2.1 Ulkemizde nohut ekim alani, iiretim miktari ve ortalama verimleri (Anonim

2018, Anonim 2019b)

Yillar EKilis (bin ha) Uretim (bin ton) Verim (kg/da)
2013 419.000 500.000 120
2014 388.500 455.000 114
2015 360.300 465.000 128
2016 360.500 450.000 124
2017 396.000 465.000 119
2018 450.000 540.000 120




2018 yil1 iiretim sezonunda tilkemizde 450 bin hektar nohut ekim alanindan, 540 bin
ton nohut dretilmis, dekara ortalama verim 122 kg olarak gergeklestirmistir.
Cizelge 2.1°de goriildiigii gibi; son yillarda nohut iiretim miktarinda énemli bir artig

kaydedilmistir (Anonim 2019d).

Cizelge 2.4 Ulkemiz nohut iiretim miktarmin iller bazinda dagilimi (Anonim 2019d)

Kirsehir

11%

Ankara
9%

Diger
31%

Corum
3%
g Konya
Mersin 8%
3%
Kinnkkale
Diyarbakir Usak  garaman ~oiyaman 7%

4% 4% 4%,

Ulkemiz nohut iiretimini yogun olarak I¢ Anadolu Bélgesi’nde gerceklestirilmektedir.
Bagnohut tiretimi yapilan iller sirasiyla; Kirsehir, Ankara, Yozgat, Konya, Kirtkkale ve

Adiyaman’dir. Ulkemizde nohut kullanim miktar1 500 bin ton civarindadar.

Biiyiime ve gelisimleri esnasinda bitkiler biyotik ve abiyotik (yiliksek ve diisiik sicaklik,
yiksek 11k, tuzluluk, kuraklik vb.) stres faktorlerine maruz kalmaktadir (Mahajan ve
Tuteja 2005, Kumlay vd.2011).

Nohut veriminde etkili en 6nemli fakt6r, Ascochyta rabiei isimli fungusun sebep oldugu
nohut yaniklig1 (antraknoz) hastaligidir. Ascochyta yaniklik hastaligi nohut verimini
siirlandiran biotik stres faktorlerindendir. Ascochyta yaniklik, diinyada ve {ilkemizde

nohut ekilen alanlarinda yaygin olarak goriilebilen, ¢ok ciddi verim kayiplarina neden
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olan bir hastaliktir. Hastalia yol acan A. rabiei’deki patojenik farkliliklar 1960’11
yillardan itibaren bildirilmistir (Kaiser 1973; Nene ve Reddy 1987). 1980-1990 yillari
arasinda patojenin 6 irkinin oldugu bildirilmistir (Singh ve Reddy 1993). Dolar ve
Giircan (1992) tarafindan, iilkemizde hastaligin 1, 4 ve 6 irklarinin varligi belirtilmistir.
llerleyen yillarda yapilan arastirmalarda 3 patotip ve 9 fizyolojik irkin sirast ile dldiiriicii
etki yaptigini bildirilmistir (Dolar, 2009). Hastalik, verim ve kalitede diisiise neden
oldugundan iiriiniin pazarlamasinda {ireticiye sikint1 yasatmaktadir. Yaniklik hastaligi,
iilkemiz dahil, bir¢cok iilkede, sikca olusan siddetli epidemiler nedeniyle Onemli

ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Hastalik etmeni bitkinin govde, yaprak ve baklalarinda lekeler olusturmakta bazen bitki
organlarinda kurumalar goriilmektedir. Hastaligin gelismesini saglayacak kosullar
olustugunda tamamen iiriin kaybina neden olabildigi bilinmektedir. Ureticiler hastaliga
yakalanmamak i¢in ekim tarihini geciktirerek birtakim Onlemler almaktadir. Bu da
iriinde verim kayiplarina sebep olmaktadir. Bu nedenle nohut iiretimini arttirmak igin
hastaliga dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesine gereksinim vardir (Kiismenoglu 1990,
Acikgoz 1994). Kis aylarinda yetistirilecek nohutlarin diisiik sicakliklara dayaniminin
iyi olmasinin beraberinde antraknoz hastaligina da dayanikli olmasi gerektigini 6nemle

ifade edilmektedir (Cagirgan ve Toker 2001).

Hastaligin bir sonraki sezon devam etmesinde, tarlada kalan hastalikli bitki pargalari ve
enfekteli tohumlar 6nemli rol oynamaktadir. Hastaligin gelisip yayilmasinda ise yagmur,
sicaklik ve riizgar gibi dis faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir. Hastalik etmeninin
gelisebilmesi igin optimum sicaklik 20-25 °C iken, 8-10 °C nin altinda 32-35 °C'nin
uistiindeki sicakliklarda fungusun sporlart ¢imlenememektedir. Hastalik toprak istii

kisimlarinda zarara yol agabilmektedir (Kiismenoglu 1990).

Hastalik etmeni havayla tasiniyorsa, kiigiik nekrotik benekler halinde yapraklarda
nekrozlara neden olmaktadir. Lezyonlar kok bogazi kisminda yer aliyorsa bitkinin
yasama sansi azalmaktadir. Yaprak ve baklada goriildiigiinde ise koyu renkli, dairesel ¢ok
sayida piknitler igerir. Tohumlar hastalik etmeni ile bulastiginda; daha kiigiik, sekilleri

bozuk ve burusmus olurlar. Hastalikli tohumlarin iizerinde siyah veya kahverengi

7



lezyonlar olusur. Govdede koyu kahverengi lekeler olusmussa hastaligin tohum kaynakl
oldugunu gostermektedir (Haware 1987). Etmen, bitkinin fotosentez aktivitesini
azaltmasinin yani sira tane olusturmasini ve olusan tanelerin ¢imlenme yilizdesini de
azaltmaktadir. Neticede ciliz taneler olusmakta ve taneler hastalikla bulasik olmasindan

dolay1 tohumluk olarak kullanilmasi s6z konusu olmamaktadir.

2.5 Doku Kiiltiirii ve Haploidizasyon Teknikleri

Melezleme 1slahinda yeni bir ¢esidin ortaya ¢ikis siiresi ¢ok uzundur. Bu siirenin
yaklagik 10 - 14 yila kadar uzadig: ifade edilmektedir (Poehlman, 1959; Singh 1983;
Sehirali, 1988). Son yillarda geleneksel 1slah metotlar1 ile biyoteknoloji alanindaki
gelismelerin (6zellikle doku kiiltiiri) kombine edilmesi ile bitki 1slahinda ilerleme
kaydedilmistir. Ozellikle anter kiiltiirii teknigininin bitki 1slahinda kullanimasiyla daha
kisa slirede homozigot bitkiler elde edilmeye baslanmis ve yeni bir ¢esidin ortaya ¢ikis

stiresi 3-4 yil kisalmistir (Singh, 1983).

Datura stramonium L. bitkisinde kendiliginden haploid bitkilerin ortaya ¢ikmasiyla
anter kiltiri ¢alismalarina baslanmistir  (Blakeslee vd. 1922). Bu c¢alismadan
feyzalinarak bir¢ok bitki tiirlinde kendiliginden haploid bitki olusturmak {izere
caligmalar yapilmaya baslanmistir (Khush ve Virmani 1996).

Guha ve Mahashwari (1964), Datura innoxia'da olgunlasmamis polen igeren
anterlerden ilk haploid bitki iiretimi ger¢eklestirmiglerdir. O zamandan beri 200'den
fazla tiirde haploid bitki iiretimi gerceklestigi bildirilmistir. Iclerinde bazi tiirlerde
mikrosporlari izole ederek haploid bitkiye ulagsmak miimkiin olabilmistir (Keller vd.
1987a). Lichter (1982) yapmis olduklar1 ¢alismada, Brassica napus tiiriinde mikrospor
kiiltiirti uygulamislar ve haploid embriyogenezinin indiiksiyonunu optimize etmislerdir.
Boylece bu tiirde mikrospor kiiltiirii ile haploid embriyolar rutin olarak elde edilebilir

hale getirilmistir (Keller vd. 1987 b).



Double haploid teknolojisi, heterozigot anne ve babadan tek adimda %100 homozigot
saf hatlarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Bu teknoloji sayesinde uzun zaman
alan kendileme siiresini tek generasyona indirip, homozigot, katlanmis haploid hatlar bir
nesil iginde elde edilebilmektedir. Bu teknikle homozigottaki 6zellikler hizla
diizeltilebilmektedir. Ayrica elde edilen haploid bitkiler, resesif mutasyonlarin agiga
cikartilmasina kolaylik saglamaktadir. Tiim bu avantajlar sayesinde islah ¢alismalarinda
onemli bir yer tutmaktadirlar (Rajhathy 1976).

Haploid bitkiler, mikrospor veya olgunlasmamis polen gelisim asamasinda erkek
gametofitik hiicrelerin in vitro kiiltiirii yoluyla tiretilebilmektedir. Haploid kalluslardan
embriyolar geliserek siirgiin ve kok olusumu saglanmaktadir (Feriie ve Keller 1997).
Swanson vd. (1988) yapmis olduklar1 ¢alismada, herbisite toleransh bitkileri in vitro

mikrospor kiiltiir ile gelistirdiklerini ifade etmektedir.

Haploid embriyolar ve katlanmis haploid bitkiler mutasyon 1slahinda, genetik
mihendisligi, biyokimyasal ve fizyolojik calismalarda, transgenik bitkilerin elde
edilmesinde kullanilmaktadir (Swanson and Erickson 1989). Bugday, arpa, celtik ve
musir, gibi tarla bitkilerinde ve biber, kolza ve patlican gibi bir¢ok tiirde double haploid

tekniginden faydalanilmaktadir (Ellialtioglu vd. 2001).

Anter kiiltiirinde mikrosporlar béliindiikten sonra olusan bdéliinen hiicreler sporofitik
gelisimine devam etmektedir. Bu gelisim siireci haploid embriyo olusumunda izlenen en
temel yoldur (Wilson vd. 1978). Tek ¢ekirdekli mikrosporlar dogal yolla boliindiikten
sonra vejetatif hiicre  boliinmelerinden  sporofitler olusarak farkli  bir yol
izleyebilmektedir. Bu gelisim siirecine arpa, bugday, misir gibi bir¢ok tiirde
rastlanmistir (Bhojwani ve Razdan 1996).

Cigeklenme giin sayis1 az ve tomurcugu kiigiik tiirler daha yogun androjenik kapasiteye
sahip polen icermesi sebebiyle, cigeklenmenin ilk goriilmeye baslandigi zaman ve
sabahin erken saatlerinde tomurcuklarin toplanmasmmin daha uygun oldugunu
belirtilmektedir (Smykal, 2000). Birgok tiirde bu safha ‘tek c¢ekirdekli mikrospor

sathas1’ olarak belirtilmistir. Tek c¢ekirdekli mikrospor safhasi, mayoz boliinme Sonrasi
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tetratlarin olusmasindan itibaren mitoz boliinme sonrasina kadar gegen siireci kapsar
(Sunderland ve Dunwell 1977, Smykal 2015). Tomurcugun ebat1 ve sekline bakarak,
fenotipik gézlem ile bu safha belirlenebilmektedir (Zamir vd. 1980).

Haploid bitkiler ‘n’ kromozom sayisina sahiptir. Doku kiiltiirii  tekniginde
kendiliginden 2n kromozom sayisina sahip bitkiler olusabildigi gibi, disardan kimyasal
uygulamalarla miidahale edilerek 2n kromozom sayisina sahip diploid bitkiler elde
edilmektedir (Sar1 1994, Ellialtioglu vd. 2001).

Anter kiltiirii tekniginin basarisinda bir¢cok faktor etkili olmaktadir. Bunlar genotip,
donor bitkilerin yetistirilme kosullari, polenin gelisim asamasi, anterlere uygulanan 6n
islemler, besin ortami bilesenleri ve kiiltiir ortamlar1 seklinde gogaltilabilir. Mityko vd.
(1995) yapmis olduklar1 arastirmada, androjenik bitki olusum sikliginin genotipe baglh
olarak %0.5 -75 araliginda degistigini belirlemislerdir.

Sicaklik, 151k yogunlugu / giinliik 1siklanma siiresi, bitki besleme kosullar1 gibi dis
faktorlerin, anterlerin androgenesis basarisin1 etkiledigi 6nemle ifade edilmektedir
(Dodds ve Roberts 1985). Ayrica dondr bitkilerin, anterlerin alindigi doneme kadar,
uygun kosullar altinda yetistirilmesi gerektigi ve dogal 1sikta yetisen bitkilerin
anterlerinin daha saglikli polen igerdigi belirtilmistir (Hatipoglu 1999).

Arazi kosullarinda yetistirilen bitkiler, kontrollii kosularda (sera ve iklim odas1 gibi.)
yetistirilenlere gore daha saglikli donor bitkilerdir. Yogun 1sik altinda yetisen
bitkilerden alinan anterlerin, daha zayif 151k altinda biiyiiyen bitkilerin anterlerine gore
androgenesiste basar1 sansi yiiksektir. Bitkilerin fizyolojik gelisimleri, mikosporlarin
sporofitik yetenegine tesir etmektedir. Diger yandan anterlerin alindig: tarihten itibaren
1 ay oncesinden, kimyasal uygulamalar tamamlanmus, stres etkileri ortadan kaldirilmis
olmalidir (Giirel vd. 1992).

In vitro androgenezi baslamasinda birgok faktor etkilidir. Yapilan ¢alismalara gore;

disardan uygulanan faktorlerin stres yaratarak anterlerde embriyogenesisi baslatmada
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etkili oldugu tespit edilmistir (Ar1 2006). Anterlere farkli siirelerde diisiik veya yliksek
sicaklik soklar1 en ¢ok tercih edilen stres uygulamalaridir (Abdollahi 2018).

Mikrosporogenezden androgeneze gegiste, bazi bitkiler diisiik sicaklik (3-7 °C), bazi
bitkiler ise yiiksek sicaklik (28-30 °C) istemektedir. Bunun yaninda bazi bitkilerde
androgenesise gegiste diisiik sicaklik ve yiiksek sicakliklara ayni anda ihtiyag
duymaktadir. Ayrica diisiik sicakliklarin anterlerin canli kalma siiresini korudugu
bilinmektedir (Pelletier ve Henry 1974).

Besin ortaminin ozmotik basinci anterlerin gelisim siirecinde énemli rol oynamaktadir.
Besin ortaminin seker orani bitkiye gore degiskenlik gostermekle birlikte, seker orani
fazla, ozmotik basinci yiiksek oldugunda anterlerin gelisimi olumsuz etkilenmektedir.
Besin ortamlarinda; sakkaroz, galaktoz, glukoz, maltoz, mannitol ve laktoz gibi degisik

seker tiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Ar1, 2006).

Cho ve Zapata (1990) yapmis olduklar1 arastirmada, anterlerin besin ortamina
yerlestirme yogunlugunun anterlerin gelisimi tizerine olumsuz etki yapabilecegini
belirtmislerdir. Sayet kiiltiir ortaminda anter yogunlugu sik ise kiiltiir ortamina toksik

madde yayilacagindan mikrosporlar gelisemeyecektir.

Anter kiiltlirii tekniginde besin ortaminin pH seviyesi de 6nemli rol almaktadir. Besin
ortami pH derecelerinin 5,0- 6,5 arasinda degismesi, in vitro biiyiime igin ideal diizey
kabul edilmektedir. Ozellikle besin ortamimin pH degerinin 5.6-5.8 araliginda olmasinin
bitkilerin gelisimi igin daha uygun olacag: bildirilmektedir (Salunkhe vd. 1999). Ancak
pH’1n 4.5’ten daha diisiik veya 7’den daha yiiksek olmasi halinde biiyiime ve gelisme
hiz1 azalcag bilinmektedir (Hatipoglu, 1993).

Anter kiiltiiri tekniginde basan tiirlere gore degismekle birlikte ayni tiire ait farkl
cesit/genotiplerde bile degiskenlik gostermektedir. Kallus olusum miktari, rejenerasyon
oran1 Ve katlanmis haploid bitki sayis1 gibi kriterler anter kiiltiirii yonteminin basarisin

belirlemektedir (Szakacs vd. 1988). Anter kiiltiirii yontemi ile 1slah siirecini kisaltan
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calismalar su ana kadar her bitkide standart ve rutin hale gelmemistir. Bazi tiirlerde
yontem daha kolay ve hizli bir sekilde islerken Kimi bitkilerde heniiz uygulamaya tam
aktarilamamigstir. Bu bitkilerde anter Kkiiltiirii teknigini standartlagtirmaya yonelik

arastirmalar devam etmektedir.

2.6 Nohutta Haplodizasyon Calismalari

Khan ve Ghosh (1983), yapmis olduklar1 ¢aligmada, nohutta ilk defa anter kiltiirii
teknigi ile double haploid nohut bitkisi elde etmeyi amaclamislardir. Caligsmalari
sonucunda, anterlerde indiiksiyon baslamis, kallus olusumlar1 gozlenmis fakat

rejenerasyon basarisi elde edilememistir.

Altaf ve Ahmad (1986); tarafindan yapilan ¢alismada, CM 72, 6153 ve diger nohut
genotiplerinin (ILC 195, Aug 424, C 44, CM 663, CM 88, C 727, CM 1913 ve CM 395)
anter kiiltiirli teknigine tepkileri arastirilmistir. Tomurcuklara birtakim 6n muamelelerde
bulunularak androgenesis etkisine bakilmigtir. Yaklasik 2 mm uzunlugunda ve yesilimsi
beyaz anterlere sahip c¢icek tomurcuklari, tetrat gelisimi asamasinda ve ilk polen
mitozunda almmustir. Ik olarak tomurcuklar +4 °C de 3 -7 giin siireyle bekletilmistir.
Sonrasinda anterler 45 dakika boyunca 1000 devir / dakika santrifiij uygulamasina tabi
tutulmustur. Santrifiij uygulamasi anterleri androgenesise tesvik etmek igin faydalanilan
yontemler arasinda olmasina ragmen bu uygulamanin androgenesisi baglatmada etkili
olmadigmi calismadan elde edilen sonuglar gostermektedir. Soguk uygulamasi ile
anterlerde indiiksiyon baslatilmis, kallus olusumlar1 gériilmiistiir. Kompakt yapida ve
yesil renginde kalluslara BAP + NAA ve IAA kombinasyonlarini i¢eren ortamlarda
rastlanmistir. Kalluslar farkli hormon igeriginde hazirlanan ortamlara ve inkiibasyon

kosullarina alinmis ve kallustan siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir.

Bajaj (1983), tarafinfan anter kiiltiirii teknigi ile farkli nohut genotiplere ait tomurcuklari
3 giin 4 °C’de karanlik ve 6n soguk uygulamanin kallus olusum etkisi arastirilmistir.
Anterler farkli hormon diizeylerinde hazirlanan MS ortamlaria alinmig, embriyonik

kallus olusumlart goézlenmistir. Kalluslar siirgiin  olusumu i¢in farkli hormon
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konsantrasyonlarinda hazirlanan rejenerasyon ortamlarina aktarilmistir. Cok hiicreli
birkag embriyonik Kkallusa rastlanilmigtir. Calisma sonucunda kallustan somatik

embriyogenez olusmu gozlenmis fakat siirgiin rejenerasyonu saglanamamustir.

Prakash vd. (1992); nohutta kallus fazi yoluyla siirgiin rejenerasyonu, tiim kotiledon ve
stirgiin ucu eksplantlarindan BAP (1 mg/L) ve NAA (1 mg /L) ile takviye edilmis BS

ortami ilizerinde kiiltiire alinarak elde edilmistir.

Kumar vd. (1994); nohutta siirgiin rejenerasyonu dogrudan somatik embriyogenez

yoluyla gelistigi gibi, bitkinin farkli organlarindan kallus yoluyla da elde edilmistir.

Barna ve Wakhlu (1994), tarafindan kallustan organogenez yoluyla C-235 nohut
¢esidinde siirgiin rejenerasyonlart elde edilmistir. NAA oran1 yliksek ve BAP orani
diisiik besin ortamlarinda kallus olusumlar1 gozlenmistir. BAP orami yiiksek ve IBA
miktart diisiik besin ortamlarinda siirgiin rejenerasyonlari izlenmistir. 0,1 mg/L IBA

iceren ortamlarda siirglinler koklendirilmistir.

Polisetty vd. (1996); nohutta dogrudan siirgiin organogenezi ve farkli nohut
eksplantlarindan kallustan bitkicikleri elde etmislerdir. Koklendirme ortaminda
kullanilan tuz miktarindaki azalmalar nohutun koklenmesini kolaylastirilabilmektedir.
Arastirmada 2-3 cm siirgiinler hormonsuz MS + %0.75 sukroz + %0.8 agar igeren

ortamlara aktarilmisg, 30 giin sonra siirgiinlerde koklenmeler gozlenmistir.

Huda vd. (2003); C. arietinum L. kotiledon eksplantlarindan organogenez ve kallus
indiiksiyonu yoluyla ¢oklu siirglin rejenerasyonunu basarmislardir. Yapmis olduklar
caligmada tomurcuklara soguk soku uygulasinin stres faktorii olarak androgenesisi
baslatmada etkili oldugu belirtilmistir. Besin ortamlarinda kallus indiiksiyonu i¢in temel
besin ortam1 B5 + 24-D ve NAA hormonlarimin ¢esitli konsantrasyonlarini
uygulamislardir. Besin ortaminin pH seviyesi 5,8 olarak belirlenmistir. En fazla kallus
olusumu 3 mg /L 2,4 -D + 3 mg /L BAP + MS ortaminda gézlenmistir. 2 mg /L BAP +

0,5 mg/ L NAA igeren MS ortaminda siirsiin sayis1 2,5 adet ve siirgiinlerin maksimum
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tomurcuk olusum yiizdesi %40 olarak belirlenmistir. Rejenere olan siirgiinler yaklasik
6 - 8 hafta i¢ersinde, 1 mg/ L IBA + 2 MS ortaminda kok gelistirmistir. Rejenere olan

bitkiler topraga basarili bir bigimde aktarilmastir.

Vessal vd. (2002); nohutta yapmis olduklar1 ¢alismada; anterleri indiike etmek igin
tomurcuklara uzun siire soguk stresi uygulamigladir. Tomurcuklar1 7-10 giin 4 °C’de
karanlikta bekletmeleri sonucunda daha olgun embriyolar1 gézlemlemislerdir. Besin
ortaminin pH seviyesi 5,8 olarak belirlenmistir. Embriyo gelistirme ortaminda MS +
0,2 mg/L kinetin + 1 mg/L 2,4-D kullanilmistir. Modifiye edilmis Blaydes (1966)
ortammna 0,5 mg/L Kinetin + %10 sukroz eklenmis ortama kalluslar aktarilmis ve
embriyonik kalluslar olgunlastirilmistir. Sonug olarak embriyonik kallus olusumlari elde

edilmis ancak rejenere bitkiye ulasilmamastir.

Singh vd. (2002) c¢alismalarinda; nohutta in vitro kosullarda elde edilen somatik
embriyolardan gelisen siirgiinlerin tam bitkiye doniisim hizinin disiik oldugunu
vurgulamistir. [n vitro kosullarinda gelisen nohutlar topraga aktarildiklarinda hayatta
kalma sansinin az oldugunu belirtmislerdir. Topraga aktarildiklarinda %60-80’inin

hayatta kaldigin1 bildiren aragtirmalar bulunmaktadir (Polysetty vd. 1997).

Sanyal vd. (2005); tarafindan in vitro da elde edilen siirgiinler, 0.5 g MS + 0.5 mg/L
IBA +0.02 g/L AgNO3 + %1 sukroz + %5 agar igeren ortamlarda koklendirilmistir.

Giirlek (2006); tarafindan yapilan nohutta doku kiiltiirii c¢alismasinda, degisen
miktarlarda NAA (0.25, 0.50 ve 1.0 mg/L) hormonlarini bulunduran MS (1, % ve 1/4)
ortaminda siirglinler koklendirilmistir. Daha sonra koklenme gozlenen bitkicikler

kademeli olarak topraga aktarilmistir.

Croser vd. (2009), mikrospor kiiltiirii teknigini kullanarak nohutta haploid bitki elde
etmislerdir. Caligmalarinda, Rupali, Norayen ve Kimberley Large ¢esitlerinin mikrospor
kiiltiiriine daha duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Cigek tomurcugunun biiytikliigi ve

mikrosporlarin  gelisme  durumunun  birbirleriyle iliskili oldugunu, tomurcuk
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biiyiikliigiiniinde cesitten ¢eside degistigini belirtmislerdir. Haploid iiretimde sporlarin
tinintiklear sathada olmasi gerektigi vurgulanmistir. Bunun yaninda arastirmacilar, kisin
ve ilkbaharda yetisen dondr bitkiden alinan mikrosporlarin haploid bitki iiretimine daha
duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Dondr bitkilerden alinan mikrosporlara uygulanan
24-48 saat + 4 °C soguk uygulamasimin double haploid bitki iiretimine daha iyi yanit

verdigi ortaya ¢ikarilmistir.

Grewal vd. (2009), nohutta ilk olarak Kanada’nin kabuli tipi CDC Xena gesidi ve
Avusturya’nin desi tipi Sonali ¢esidini kullanarak anter kiiltiirii teknigi ile double
haploid embriyolar ve rejenere bitkiler elde etmislerdir. Caligmalarinda anterlerin
indiiksiyonunu baglatmak igin birkag¢ farkli stres uygulamislardir. Bu anlamda ilk olarak
arastirmada kullanilan ¢esitlerden alinan tomurcuklara 4 °C’de 4 giin soguk soku
uygulanmistir. Diger bir uygulama anterlerde indiiksiyonu baslatmak i¢in 50-400 V’luk
elektrik sokuna maruz birakilmis, 168-1509 g’de 2-15 dakika santrifiij edilmis ve
osmatik basinci yiiksek sivi ortamda 4 giin siire ile bekletilmistir. Besin ortami olarak
sirasiyla embriyo gelistirme ortami (EDM), embriyo olgunlastirma ortami: (EMM) ve
rejenerasyon ortami (PRM) hazirlanmigtir. Ortamlarin pH seviyesi 5,8 olarak
belirlenmistir. EDM ve EMM ortamlarinda gelisen embriyolar1 22 °C karanlikta
bekletmisler ve embriyonik kallus olusumu gézlenenler PRM (rejenerasyon) ortamina
aktarilarak, 24 °C’de 16/8 saat 1sik/karanlikta gelisimleri izlenmistir. Calismada elde
edilen bulgulara gére, 1,00 mg/L Picloram +0,40 mg/L 2-IP oksin/sitokinin
hormonlarini igeren embriyonik kalluslar gelistirilmistir. Embriyonik kalluslardan, 0,10
mg/L BAP + 0,01 mg/L NAA hormon konsantrasyonunu igeren ortamda, Siirgiin
rejenerayonlari elde edilmistir. Calismada ploidi seviyeleri; rejenere olan embriyonik
kalluslarda ve bitkiciklerde ploidi cihaz1 ve kromozom sayimi ile belirlenmistir. S6z
konusu calismada elde edilen siirgiinler herhangi bir koklendirme ortamina
alinmamigtir. Bulundugu ortamda uzun zaman sonra koklenerek ve topraga aktarildig
belirtilmektedir. Topraga aktarilan double haploid bitkiden bakla hasadi
gerceklestirilmistir. Anter kiiltiirli teknigi ile double haploid nohut bitkisi elde edilen

basaril1 bir arastirmadir.
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Anwar vd. (2010), nohutta yapmis olduklari ¢alismada, gelisen siirgiinleri 6nce B5
temel besin ortami ortam1 + 8 gr agar + NAA (0,1 mg / L) ve daha sonra NAA (1 mg/
L) + aktif komiir (%0.2) ve son olarak 12 gr agar + NAA (2 mg /L) iceren ortama
aktarmistir. Agar konsantrasyonundaki artis ve ikinci ortama aktif komiir (%0,2) dahil
edilmesi, kok farklilasma yiizdesini arttirmigtir. Bir diger uygulama olarak, siirgiinler
makro ve mikro besin elementleri iceren MS temel besin ortaminda 1-3 hafta
izlenmistir. Calismadan elde edilen bulgulara gore; B5 + 0.5 mg /L NAA ortamda
kiiltlire alinan stirgiinlerde koklenmeler meydana geldigi diistiniilmektedir. Organogenez
ve somatik embriyogenez yoluyla nohutta siirgiin rejenerasyon protokollerinden
genotipe gore degismekle birlikte faydalanilabilmektedir. Buna ragmen nohutta
koklendirme asamasinda kolay sonu¢ alimamamistir. Koklenme sadece siirgiinler
kirillgan degil sert oldugunda veya baska bir degisle kallus olusturma egiliminde
olmadiginda gerceklesmektedir. Oksin konsantrasyonunun arttirilmasi ile siirgiinlerde
koklenme saglanmali, kallus olusumuna sebep olunmamalidir. Nohutun in vitro
kosullarinda gelisimini siirlandiran en biiylik engellerden biri giiclii kok sisteminin

indiiksiyonunu ve gelismesini saglayabilmektedir Polisetty vd. (1996).

Panchangam vd. (2014) baklagillerde anter kiiltiiri tekniginin ¢ok yaygin
kullanilmadig1 buna ragmen son yillarda bu teknikle nohutta double haploid bitkilerin
elde edildigi ¢alismalar oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismanin odak noktasi diploid nohut
iretimi i¢in verimli ve tekrarlanabilir bir protokol gelistirmektir. Bu arastirmada, anter
kiltiri yoluyla (ICC 4958, WR 4958, WR315, ICCV 95423) 4 genotipte double
haploid bitki iiretilmeye ¢alisilmistir. Bu anlamda anterlerde androgenesisi baslatmada
etkili olan birkag stres faktdrii uygulanmustir. Ik olarak tomurcuklara 4 °C 2-4 giin
soguk stresi uygulanmistir. Sonra indiiksiyonu baglatmak icin anterlere santrifiij ve 4
giin sukroz oranit 170.000 mg/L igeren ortamda osmotik basing uygulanmistir. Bu
calisma sonucunda, en iyi androjenik etki, tomurcuklar1 2-3 mm uzunlugunda, acgik sar1
ve yart saydam anterlerde gozlenmistir. Tomurcuklara 4 °C’de 4 giin sogukluk 6n
uygulamasi androgenesis indiiksiyonunda daha etkili olmustur.Genotipler arasinda
androgenesise duyarlilikta farkliliklar gozlenmistir. Yiiksek miktarda seker iceren (%8 -
17) ortamlarda anterlerin olumsuz etkilendigi ve santrifiij uygulamasinin androgenesiste

cok onemli bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir (Grewal vd. 2009). Anter kiiltiiriinde
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etkili bir netice almak icin genotipe gore degisen besin ortamlarmin belirlenmesi

gerektigi onemle belirtilmistir.

Abdollahi vd. (2018), tarafindan kabuli tipi Bivanji ve Arman ¢esitlerinde anter kiiltiirti
teknigi ile double haploid bitkiler elde etmeye c¢alismislardir. Donor bitkiler yaklasik
450-600 pumol seviyesinde dogal 151k kosullar altinda yetistirilmistir. Onceki arastirma
sonuclarina dayanarak (Grewal ve ark. 2009), anter kiiltiirii i¢in uygun tomurcuklar, 3
mm boyutunda yaklasik 2 aylik bitkilerden alinmistir. Tomurcuklara, 5 dakika boyunca
%2,5 sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonra steril su
icerisinde 3 x 5 dakika durulanmistir. Tek ¢ekirdekli mikrospor sathasinda olan anterler
(Imm), %1 asetokarminde ezilmistir. Nohut anterlerinde kallus ve embriyo indiiksiyonu
optimizasyonu igin iki farkli ydntem denemistir. ilk ydntem stres yaratmak icin
anterlere soguk (4 °C’de 4 ve 7 giin) ve sicak soku (30 °C’de 10 giin, 32 °C’de 2,
35 °C’de 8 saat) uygulamislardir. Ikinci yontem yiiksek miktarda 0, 2, 5 ve 10 mg/ L
2,4- D ve 0, 5, 10, 15, 25 mg/L oranlarinda degisen AgNOz3 (glimiis nitrat) ayn1 anda
kullanilmis ve haploid embriyo olusumuna etkisi arastirnlmistir elde etmeye
calisgilmistir. Bu caligmada indiiksiyon ortami olarak (Grewal ve ark. 2009) 40 g/L
sukroz, 40 g /L maltoz, 8 g agar ve pH 5.8 ile desteklenmis embriyo gelisim ortami
(EDM) kullanilmistir. Gumis nitrat biyolojik olarak aktif kimyasallardan olup bir
etilen inhibitoriidiir. Embriyonik kallus olusumunda olumlu etkisinin oldugunu ifade
etmislerdir. Bu galismada; 10 mg/L 2,4-D ve 15 mg/L giimiis nitrat iceren besin
ortaminda yiiksek sayida embriyonik kalluslar elde edilmistir. Embriyogenik kalluslar
daha sonra 5 mg/L gibberellikasit (GAs) + 4 mg/L indol-3-asetikasit (IAA)
konsantrayonundaki embriyo olgunlagsma ortamma (EMM) aktarilmistir. Kiiltiirler, bu
ortamda 20 giin boyunca karanlikta tutulmustur. 20 giin sonra olgun embriyolar
kotiledon fazina ulasmis ve 1 mg /L BAP + 0,01 mg /L NAA igeriginde bitki
rejenerasyon ortamima (PRM) aktarilmistir. Embriyonik kalluslarda 60 giin igerisinde
rejenerasyon gozlenmeye baslanmistir. 4 °C’de 4 gilin soguk uygulamasinda tutulan
anterlerden fazla sayida siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Yaklasik 3 — 4 ay sonra

koklendirme ortamina aktarilmis ordan da dis kosullara alinmustir.
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Bitkilerin ploidi seviyelerini belirlerken bir¢ok yontem kullanildigin1 bunlardan en sik
kullanilan yontemlerin flow sitometri yontemi ve kok ucu hiicrelerden kromozom
saymmi oldugu belirtilmistir. Abdollahi vd. (2018) ¢alismalarinda; Eshaghi vd. (2015)
tarif edilen protokole gore, kok ucu hiicrelerinin kromozom sayisina bakilarak bitkilerin
ploidi diizeyleri belirlemistir. Buna gore kromozom preparatlari i¢in nohut fidelerinin
kok uglart 3 saat boyunca alfa- bromonaftalin asidi ile 6n islemden gegirilmis ve

ardindan 24 saat boyunca asetik asit: alkol (1: 3 v/ v) i¢inde fiksasyon yapilmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu caligmada tarla denemeleri, Tarla Bitkileri Arastirma Enstitiisit Miidiirligii’niin
(TARM) Arastirma ve Uygulama Ciftligi ikizce deneme alaninda yiiriitiilmiistiir. Sera
denemeleri ve doku kiiltiirii galismalar1 ise TARM Biyoteknoloji Arastirma Merkezinde

2017-2019 yillar1 arasinda yiiriitilmiistiir.

3.1 Bitki Materyali

Antraknoza dayanikli nohut gesitleri gelistirmek amaci ile yiiriitiilen 1slah programinda
farkli genotipler kullanilarak yapilan melezlemelerden elde edilen F, kademesindeki 11
farkli kombinasyon ve 4 ticari nohut ¢esidi donor bitki olarak kullanilmistir. Calismada
kullanilan 11 adet F2 popiilasyona ve 4 ticari ceside ait pedigriler Cizelge 3.1°de
verilmektedir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan 11 adet F2 popiilasyon ve ticari gesitlere ait pedigriler

Popiilasyonlar Pedigriler
F2 1. NDK-1/43xUZUNLU99
F, 2. NDK-1/43xDIKBAS
F2 3. NDK-2/1xUZUNLU9
F2 4. NDK-2/1xDIKBAS
F, 5. ICC12004xUZUNLU99
F2 6. ICC12004xDIKBAS
Fa7. ICC12004x ER99
F. 8. C.reticulatumx 1CC12004 (Desi tipi )
F2 9. ICC12004xGOKCE
F, 10. ILC3279 x UZUNLU 99
F, 11. ILC3279 x DIKBAS
Cesitler
Gokge X85TH246/ILC3398XFLIP83-13
Uzunlu 99 AKN 475 X ILC 215
Er 99 FLIP85-58XSPANISH WHITE
Dikbas Flip 85 -58x Spanish whith

Gokee cesidi; Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Midiirliigli tarafindan
gelistirilerek 1997 yilinda tescil edilmistir. Erkenci, kuraga dayanikli ve makinali
hasada uygun bir ¢esittir. Bitki boyu 30-35 cm'dir. Olgunlasma giin sayist 105-110 giin
arasinda degismektedir. Taneler agik krem rengindedir. Yiiz tane agirhg 45-47 gram

arasindadir. Antraknoz hastaligina toleransli bir gesittir.

(http://arastirma.tarimorman.gov.tr/tarlabitkileri/).
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Sekil 3.1 Gokge gesidi tohumlarina ait goriinim

Uzunlu 99 cesidi; Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Midiirliighi tarafindan
gelistirilerek 1999 yilinda tescil edilmistir. Erkenci, kuraga dayanikli, olgunlagsma giin
sayist kisa bir ¢esittir. Bitki boyu 45-50 cm, taneleri agik renkli ve antraknoz hastaligina

orta derecede toleransh bir ¢esittir (http://arastirma.tarimorman.gov.tr/tarlabitkileri/).

Sekil 3.2 Uzunlu 99 ¢esidin tohumlarina ait gériiniim
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Er 99 c¢esidi; Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisi Midiirliigii tarafindan
gelistirilerek 1999 yilinda tescil edilmistir. Bitki dik olarak gelisir, boyu 30-35 cm’e
kadar ulasabilmektedir. Cigeklenme ve olgunlagma siireleri kisa olan erkenci ve kuraga

dayanikli bir ¢esittir. Antraknoz hastaliina orta toleranslh bir gesittir.

(http://arastirma.tarimorman.gov.tr/tarlabitkileri/).

Sekil 3.3 Er 99 ¢esidi tohumlarina ait gériiniim

Dikbas cesidi; Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisii Miidiirliigli tarafindan
gelistirilerek 2006 yilinda tescil edilmistir. Boyu 30-35 cm erkenci bir gesittir, kuraga
toleransli ve mekanik hasada uygun bir gesittir. Nohut antraknoz hastaligina toleransi

zayiftir.

(http://arastirma.tarimorman.gov.tr/tarlabitKileri/).
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Sekil 3.4 Dikbas ¢esidi tohumlarina ait gériiniim

3.2 Yontem

3.2.1 Anter kiiltiirii teknigi asamalari

Dondr bitkilerin tarla kosullarinda yetistirilmesi

Donor bitkilerin sera kosullarinda yetistirilmesi

Tek ¢ekirdekli mikrospor sathasinin tespiti ve tomurcuklarin hasat edilmesi
Anterlere 6n soguk uygulamasi

Biiylimeyi diizenleyici hormonlarin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve muhafazasi
Tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu

Anterlerin besin ortamina aktarilmasi ve kurulan denemeler

Embriyonik kallus gelistirme ortami (EDM)

Embriyonik kalluslart olgunlastirma ortami (EMM)

Siirgiin rejenerasyon ortami (PRM)

Koklendirme (R) ortami

Ploidi diizeyinin belirlenmesi

Bu evreler alt bagliklar altinda asagida detayl bir sekilde agiklanmistir.
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3.2.2 Dondr bitkilerin tarla kosullarinda yetistirilmesi

Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii ikizce Arastirma ve Uygulama
Ciftligi deneme alaninda 4 nohut gesit (Dikbas, Gokge, Uzunlu 99 ve Er 99) ve
antraknoza dayanlilik kaynaklar1 ile yerli ¢esit melezlerden olusan 11 farkli melez
kombinasyonu 2017, 2018 ve 2019 yillarinda Nisan ayinda 30 X 4 cm bitki sikliginda en

az 2 sira elle ekilmistir.

Sekil 3.5 Cigeklenme déneminde materyallerin genel bir gériiniimii

3.2.3 Donor bitkilerin sera kosullarinda yetistirilmesi

Dort nohut ¢esidi ve 11 melez kombinasyonunun ekim islemlerine Temmuz ayinda
serada baglanmis olup, 20 giin araliklarla 3 farkli zamanda devam edilmistir. Tohumlar
5 numarali plastik saksilara 1:1:1 (toprak: perlit: torf igeren) karigimlara ekilmistir.
Daha sonra, deneme bitkilerine yesil aksamli donemde 1 kez Vilmorin™ sivi bitki
giibresi (Anadolu Tohum Uretim ve Pazarlama A.S. Istanbul-Tiirkiye) iiretici talimat:

dogrultusunda hazirlanarak verilmistir.
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Sekil 3.7 Sera kosullarinda farkli tarihlerde ekilen ve gelisen donor bitkilerin goriiniimii
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Sekil 3.8 Sera kosullarinda yetistirilen dondr bitkilerin fide ve ¢i¢ceklenme donemini

3.2.4 Tek cekirdekli mikrospor safhasinin tespiti ve tomurcuklarin hasat edilmesi

2017-2019 yillar1 arasinda yiiriitiillen denemelerde uygun mikrospor safhasinda olan
cicek tomurcuklari, Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Ikizce Arastirma ve
Uygulama Ciftligi deneme arazisinden sabah erken saatlerinde toplanmustir.
Tomurcuklar Haymana’daki deneme parsellerinden haziran ayinda toplanmustir.
Serada ise farkli zamanlarda ekilen materyallerden yine farkli tarihlerde tomurcuk
toplanmistir. Nohut ¢icek tomurcuklari 1slak beyaz havlu kagitlar arasinda sandvig
yapilarak, havadan bulagiklig1 azaltmak amaciyla aliiminyum folyolar arasinda kilitli
seffaf torbalar igerisinde saklanarak Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii

Biyoteknoloji laboratuvarina getirilmistir.

Anter kiiltiirinde mikrospor gelisim evresi basariyr belirleyen en 6nemli asamadir
(Grewal vd. 2009). Tomurcuklar alinirken ¢igeklerin anthesis devresine girmemis,
mayoz boliinme sonrasi tetratlarin olusumundan, mitoz bdliinme sonrasina kadar

gecen siire de ‘tek c¢ekirdekli mikrospor safhasinda’ olmasma dikkat edilmistir
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(Sunderland ve Dunwell 1977). Denemede kullanilmis mikrosporlarin uniniikleat
asamada olup olmadigim1 kontrol etmek amaciyla tomurcuklar acgilarak anterler
(Imm), farmers fixativele ile (% 99,9 ethanol: acetic acid 3.1) fikse edildikten sonra
%]1 asetokarminde ezilmistir (Abdollahi 2018). Mikrosporlar mikroskop altinda
incelenmistir. Bu calisma ile denemede kullanilmig {ininukleat mikrospor iceren
anterlerin  uygunluklar1 belirlenmistir. Pratikte tomurcugun ebati ve sekline
bakilarakta bu satha belirlenebilmektedir (Zamir vd. 1980).

Sekil 3.10 (1) Antesis devresine girmemis nohut ¢igcek tomurcugu (50-55 giin) (2) Antesis
devresine girmekte olan tomurcugu (60 giin) (3) antesis devresine girmis olan tomurcugu
(65 giin) (4 ve 5) antesis devresini gecirmekte olan tomurcugu (70 giin) (6) antesis devresini
gegirmis tomurcuk (75-80)
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3.2.5 Anterlere 6n soguk uygulamasi

Anter kiiltliri galismalarinda, stres uygulamalar1 gametofitik gelismeyi engellemektedir.

Bu sebeple, ve mikrosporlarda polen embriyogenesisini tetiklemek amaciyla anterlerin

indiksiiyonunu baglatmak amaciyla soguk stresi uygulanmustir.

Toplanan tomucuklar buzdolabinda 0 (kontrol), 4 ve 7 giin siireyle 4 °C’de karanlikta

bekletilmistir.

Sekil 3.11 Tek ¢ekirdekli mikrospor safthasinda olan tomurcuklarin araziden toplanmasi

3.2.6 Biiyiimeyi diizenleyici hormonlarin stok ¢ozeltilerinin muhafazasi

Cizelge 3.2. Biiylimeyi diizenleyici hormonlarin ¢oziiciileri saklama kosullar1 ve stok

¢ozelti konsantrasyonlari

Hormonlar Coziicii Saklama Kosulu Stok Cozelti Konsantrasyonu mg/mL
Oksin
2,4-D Su 2-8°C 1
NAA NaOH 2-8°C 1
IBA EtOH / NaOH 2-8 °C 1
1AA EtOH / NaOH 0°C 1
Pikloram DMSO 2-8 °C 1
Sitokinin
BAP NaOH 2-8°C 1
TDZ DMSO 2-8°C 1
Kinetin NaOH 0°C 1
Zeatin NaOH 0°C 1
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Sekil 3.12 Hormon stok ¢dzeltilerinin ve besin ortamlarinin hazirlanmasi

3.2.7. Tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu

Tomurcuklarn sterilizasyonu %15 ticari camasir suyu (Ace, %5 NaOCI) ile 15 dk.
manyetik karigtiricida karistirilmis, 5x3 dk saf su ile durulama yapilmistir. Sterilizasyon
islemi yapilan tomurcuklarin igersinden pens ve bistiiri yardimiyla zarar vermeden

cikartilan 9 erkek organ ve 1 disi organ farkli hormon konsantrasyonlarinda hazirlanmis
besin ortamlarina aktarilmistir.
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Sekil 3.13 Tek ¢ekirdekli mikrospor doneminde (2’ ile numaralandirilan tomurcuk boyutunda)
izole edilen tomurcuklarin %15 camasir suyunda ( %5 NaOCI) 15 dk siire ile steril
edilerek durulanmasi

3.2.8 Anterlerin besin ortamina aktarilmasi ve kurulan denemeler

Arastirmada MS (Murashige ve Skoog 1962) ortamindaki makro ve mikro bilesikler
modifiye edilerek kullanilmistir. Ortamlarin  pH’s1  5,8’e ayarlanmistir. Besin
ortamlarmin  sterilizasyonu 0.45 uM por c¢apma sahip mikro filtrelerle
gerceklestirilmistir. Besin ortamlarinda katilastirict 8 g/L agar (SIGMA A-4550)

kullanilmistir. Besin ortamlar1 6 -9 cm’lik cam ve tek kullanimlik petrilere aktarilmistir.
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Sekil 3.15. Yiizey sterilizasyonu yapilmis tomurcuklardan pens yardimiyla anterlerin izole
edilmesi (a) ve Kallus tesvik ortamlarina (EDM) yerlestirilmesi (b)
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Sekil 3.16 Steril kosullarda anterlerin tomucuklardan izole edilmesi (a) Embriyonik kallus

gelistirme ortamina (EDM) yerlestirilmesi (b)

3.2.9 Embriyonik kallus gelistirme ortami (EDM)

Embriyonik kallus gelistirme ortami (EDM), anterlerde embriyonik kallus olusumuna
tesvik etmek ve somatik embriyo olusumuna yardim etmek amaciyla Grewal vd. (2009)
tarafindan  tarif edildigi sekilde kullamilmistir.  Farkli  konsantrasyon ve
kombinasyonlarda oksin/stokinin tipleri ve karbonhidrat kaynagi (maltoz ve sukroz)
iceren, agar ile katilastirilmis modifiye edilmis besin ortamlari hazirlanmigtir
(Cizelge 3.3).

Oksin/stokinin igermeyen kontrol ortami dahil 5 farkli EDM ortami hazirlanmstir.
Embriyonik kallus gelistirme (EDM) ortamlar1 Grewal vd.2009, Abdollahi vd. 2018 ve
Panchangam vd. 2014 tarafindan tarif edildigi sekilde modifiye edilmistir. Her bir
genotipten 9 erkek organ ve 1 disi organ farkli hormon konsantrasyonlarinda
hazirlanmis EDM ortamlarina 30x10 mm’lik petri kutularina (Bio Nuclear Diagnostics
Inc.Toronto, ON) aktarilmistir. Petrilerin etrafi parafilm ile sarilmis ve 22 °C’de
karanlik inkiibatérde bekletilmistir. 15 giin igersinde anterlerde morfolojik biiyiime ve
farklilasmalar baglamis, anterlerin siserek uzadigi goriilmiistiir. Yaklasik 1 ay kadar bu
ortamda bekletilen anterlerde embriyo gelisimleri gozlenmistir. 1 ay sonra olusan
kalluslar mikroskop altinda incelenmis olup embriyonik kallus olduklar: belirlenenleri

mikroskop goriintiileri alinarak embriyo olgunlastirma ortamlarina aktarilmistir.
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Cizelge 3.3 Embriyonk kallus gelistirme ortamlarinin (EDM) igerikleri

Bilesik Ortam Konsantrasyonlar1 (mg/L )
Makro Elementler Kontrol EDM 1 EDM 2 EDM 3 EDM 4
MgS0O47H,0 435.00 435.00 435.00 435.00 435.00
KH2PO,4 325.00 325.00 325.00 325.00 325.00
KNO; 2,100.000 | 2,100.000 | 2,100.000 | 2,100.000 | 2,100.000
NHsNO; 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00
CaCl2.2H;0 600.00 600.00 600.00 600.00 600.00
Mikro Elementler
HsBO:3 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
MnS0O,4.H.O 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
ZnS04.7H20 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Na, M004.2H,0 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
CuS04.5H0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Ki 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
FeS0..7H,0.EDTA 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
Na:EDTA 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
CoCl»6H,0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Vitamin
Myo-Inositol 250.00 250.00 250.00 250.00 250.00
Nikotinikasit 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Piridoksin (B6 vit.) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Tiyamin (B1 vit.) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Kalsiyum Pantotenat 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Glisin 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Biyotin 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Cholecalciferol (D vit.) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Cynacobalamin 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

(B12vit.)
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Cizelge 3.3 Embriyonk kallus gelistirme ortamlarinin (EDM) igerikleri (devam)

Karbonhidrat

Maltoz

50,000

50,000

50,000

50,000

Sukroz

40,000

88,000

40,000

40,000

40,000

Hormon

Oksinler

2,4-D

0,5

10

Pikloram

1,0

IAA

0,5

Sitokininler

BAP

0,10

0,05

2-1P

0,40

Organik Asitler

Absisik Asit (ABA)

Giberellikasit (GAs)

2,00

2,00

1,00

Inorganik Bilesikler

Glimiis Nitrat (AgNOs)

15

Organik Bilesikler

Kasein hidrolizat (siit

proteini)

300.00

300.00

300.00

300.00

300.00

Hindistan cevizi

0zsuyu

20,0

20,0

20,0

Glutatyon

1,00

1,00
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Sekil 3.17 Embriyonik kallus gelistirme ortamlarinda anterlerin gelisim asamalarmin takibi

3.2.10 Embriyo olgunlastirma ortami (EMM)

EDM ortaminda olusan embriyonik kalluslarin olgunlagmasina yardimci olabilmek ve
embriyolart ¢imlenmeye tesvik etmek amaciyla Grewal vd. (2009) tarif ettigi sekilde
embriyo olgunlastirma ortami farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda oksin/sitokinin
tipleri ile modifiye edilmis, kontrol (oksin ve sitokinin igeremeyen temel besin ortami)

ile birlikte toplam 5 farkli kat1 besin ortami1 hazirlanmustir.

EMM ortamina alian embriyonik kalluslar 22 °C’de karanlik inkiibatorde yaklagik 4
hafta bekletilmistir (Grewal vd. 2009).
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Cizelge 3.4 Embriyo olgunlagtirma ortamlart (EMM) igerikleri

Bilesik Ortam Konsantrasyonu (mg/ L)
Makro Elementler Kontrol EMM (1) | EMM (2) | EMM (3) | EMM (4)
MgS0..7H,0O 435.00 435.00 435.00 435.00 435.00
KH2PO,4 325.00 325.00 325.00 325.00 325.00
KNOs 2,100.000 2,100.000 | 2,100.000 | 2,100.000 | 2,100.000
NH4NO3 1,000.00 1,000.00 | 1,000.00 | 1,000.00 | 1,000.00
CaCl2.2H:0 600.00 600.00 600.00 600.00 600.00
Mikro Elementler
H3BOs 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Mn SO.. H,0 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
Zn SO4.7H.0 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Na; M004.2H,0 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Cu SO4. 5H,0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Kl 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
FeS04.7H20 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
Na,EDTA 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
CoCl; 6H.0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Vitaminler
Myo-Inositol 250.00 250.00 250.00 250.00 250.00
Nikotinikasit 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Piridoksin (B6 vit.) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Tiyamin (B1 vit.) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Kalsiyum Pantotenat 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Glisin 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Biyotin 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Cholecalciferol (D 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Vit.)
Cynacobalamin (B12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Vit.)
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Cizelge 3.4 Embriyo olgunlagtirma ortamlari (EMM) igerikleri (devam)

Karbonhidratlar

Maltoz 50,000 50,000 50,000 50,000 50,000

Sukroz 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000

Hormonlar

Oksin

2,4-D - - 6,00 - -

Pikloram - - - - 4,00

IAA - 4,00 - - -

Dikamba - - - 4,00 -

Sitokinin

BAP - 0,50 0,50 0,50 0,50

2P : : § § :

Organik Asitler

Absisik Asit (ABA) - 1,00 1,00 1,00 1,00
Giberellikasit (GA3) - 5,00 5,00 5,00 5,00
Inorganik Bilesikler

Organik Bilesikler

Kasein hidrolizat

300,00 300,00 300,00 300,00 300
(st proteini)
Hindistan cevizi
- 20,00 20,00 20,00 20,00
0zsuyu
Glutatyon - 1,00 1,00 1,00 1,00
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3.2.11 Siirgiin rejenerasyon ortami (PRM)

EMM ortaminda gelisen olgunlasan embriyonik kalluslar ¢imlendirmek ve siirgiin
rejenerasyonuna tesvik etmek amaciyla Grewal vd. (2009) tarif ettigi sekilde
rejenerasyon ortamlart (PRM) modifiye edilerek farkli besin ortamlari hazirlanmistir.
Farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda oksin/sitokinin tipleri igeren modifiye
edilmis 1’1 kontrol (oksin ve sitokinin igeremeyen temel besin ortami) olmak iizere

toplam 22 farkli kat1 besin ortami kullanilmustir.

Embriyonik kalluslarin bulundugu petriler 16 saat 151k fotoperiyodunda (50 minimol s-1
m -2) %70 nem oranina sahip iklim dolaplarinda 24 + °C’de tutulmustur. Kalluslarin
bazilar1 farkli hormon miktarlarinda hazirlanmis rejenerasyon ortamina aktarilirken

bazilar1 ise hormonsuz (kontrol) ortama aktarilmistir.

Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslarin bulundugu pedriler aliminyum folyo ile 1
hafta siiresince kapatilmistir (Sekil 3.18). Boylece yaklasik 2 ay boyunca karanlik
ortamdaki kalluslarin; direk 1s1¢a maruz birakilmadan- kademeli bir sekilde yeni ortama

adaptasyonu saglanmuistir.

Sekil 3.18 EDM besin ortaminda geligen embriyonik kalluslarin PRM rejenerasyon

ortamina aktarilmasi ve karanlik kosullarda 24 °C’de inkiibe edilmesi

38



Cizelge 3.5 Modifiye edilmis MS rejenerasyon ortami (PRM 0) icerigi

Bilesik Ortam Konsantrasyonu
(mg/L)
Makro Elementler Kontrol
MgSO47H,0 370,00
KH,PO4 170,00
KNO; 1,900.00
NH4NO; 1,650.00
CaCl2.2H:0 440,00
Mikro Elementler
HsBO; 6,20
MnS0O..H>O 15,6
ZnS04.7H20 8,6
NaxMo004.2H,0 0,25
CuS0..5H,0 0.03
Kl 0,83
FeS0O4.7H,0.EDTA 27.85
Na,EDTA 37,3
CoCl,.6H,0 0,25
Vitaminler
Myo-Inositol 100,00
Nikotinikasit 1,0
Piridoksin (Bs vit.) 1,0
Tiyamin (B; vit.) 10
Kalsiyum Pantotenat 1,0
Glisin 2,0
Biyotin -
Cholecalciferol (D vit.) 0,10
Cynacobalamin (B 12 vit.) 0,01
Karbonhidratlar
Maltoz 45,000
Sukroz 45,000
Agar 8
pH 5,8 0.1
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Cizelge 3.6 Farkli oksin ve sitokinin hormon konsantrasyonlarini ve kombinasyonlarini
iceren siirgiin rejenerasyon ortamlart (mg /L)

Rejenerasyon Temel
Ortami ortam BAP NAA IBA TDZ | Kinetin | Zeatin

PRM 1 PRM 0 0,25 0,01 - - - -

PRM 2 PRM 0 0,50 0,02 - - - -

PRM 3 PRM 0 1,00 0,03 - - - -

PRM 4 PRM 0 2,00 0,04 - - - -

PRM 5 PRM 0 4,00 0,05 - - - -

PRM 6 PRM 0 0,25 - 0,01 - - -

PRM 7 PRM 0 0,50 - 0,02 - - -

PRM 8 PRM 0 1,00 - 0,03 - - -

PRM 9 PRM 0 2,00 - 0,04 - - -

PRM 10 PRM 0 4,00 - 0,05 - - -

PRM 11 PRM 0 0,50 - - - -
0,01

PRM 12 PRM 0 0,50 - - - -
0,02

PRM 13 PRM 0 1,00 - - - -
0,05

PRM 14 PRM 0 2,00 - - - -
0,10

PRM 15 PRM 0 4,00 - - - -
0,50

PRM 16 PRM 0 0,25 0,01 - 0,01 - -

PRM 17 PRM 0 0,50 0,02 - 0,05 - -

PRM 18 PRM 0 - 0,05 - ) 1,00 -

PRM 19 PRM 0 - 0,05 - ) 1,50 -

PRM 20 PRM 0 - 0,05 - ) - 1,00

PRM 21 PRM 0 - 0,05 - ) - 1,50
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3.2.12 Koklendirme Ortam (R)

Rejenere olan siirgiinler oksin hormonu igermeyen ve farkli oksin hormon
konsantrasyonlarin1 bulunduran, 1’1 kontrol olmak tizere toplam 7 farkli koklendirme
ortamina aktarilmistir. Koklendirme ortamlarinin tiimiinde, siirgiinlerin mikro ve makro
besin maddesi ihtiyaglarin1 karsilayabilmek i¢in, % oraninda MS ortamindan

yararlanilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7 Farkl1 oksin tipleri ve konsantrasyonlarini igeren koklendirme ortamlari (R)

Koklendirme Ortami (R) & oreg IAA NAA IBA
(MS) (mg/L) | (mglL) | (mglL)
R1 172 - - -
R2 172 0,25 3 -
R3 12 0, 50 . .
R4 12 - 0,25 ;
RS 12 - 0,50 ;
R6 12 - - 0,25
R7 172 - - 0,50

3.2.13 Ploidi diizeyinin belirlenmesi

Canlilarda kromozom sayilarinda meydana gelen degisimlere “ploidi”, somatik
hiicrelerde ikiden fazla kromozom takiminin yer almasina “poliploidi” ad1 verilir. Ploidi
canlilardaki genlerin kopyasidir. Kromozom kat sayilarina gore n: haploid, 2n: diploid,
3n: triploid, 4n: tetraploid ve/veya poliploid (=n) seklinde adlandirilir (Thompson vd.
1997). Mikroskop yardimiyla kromozom sayisi tespit edilerek ve/veya plody analizi
cihazi kullanilarak ploidi diizeyi belirlenmektedir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19 Ploidy analyser cihazi (Sysmex cyflow ploidy analyser) ile siirgiinlerde ploidi

diizeylerinin belirlenmesi

Bu caligmada oOrneklerin ploidi diizeyleri ploidy analyser cihazi kullanilarak tespit
edilmistir. Kontrol bitkisi olarak kromozom sayist 2n:16 Azkan ¢esidi kullanilmistir.
Farkli hormon konsantrasyonlarindaki rejenerasyon ortamlarinda, 1-2 yaprakl
stirglinlerde, kromozom katlanmasini tespit etmek amaciyla bitkiciklerde ploidi tespiti
yapilmistir. Bunun icin siirgiinlerden 1-2 cm?lik &rnekler alinmis iizerine 0.4 ml
cystain uv ploidi (sysmex) soliisyonu konularak keskin bir jilet yardimi ile siirgiin
pargalari iyice ezilmistir. Solisyon 30 um ¢apindaki filtreden gegirilerek, 1.6 ml dapi
boyama soliisyonu eklenmistir. Ornekler 2 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe

edildikten sonra ploidi analyzer cihazinda (Sysmex) ploidi seviyeleri belirlenmistir.

3.3 Istatistiksel Degerlendirme

Kallus ve siirgiin renerasyonu caligmalarinda her cam ve/veya tek kullanimlik petri
kabinda (9x6 c¢cm) 10 anter olacak sekilde anterler yerlestirilmistir. Tiim degiskenlerle
ilgili istatistiksel analizler JMP istatistik programi ile gergeklestirilmistir. Ug tekerriilii
tesadiif parsellerinde faktdriyel deneme desenine gore, elde edilen ortalama degerlere
varyans analizi yapilmis, F testine gore onemlilik diizeyi belirlenmistir. Ortalamalar

arasindaki farkliliklar ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Farkli ¢evre kosullarinda yetisen donor bitkilerin anter kiltliriine tepkilerinin
arastirtlmasi1 amaciyla denemeler arazi ve sera kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Tarla ve sera
kosullarinda yetisen donor bitkilerden alinan anterlerlerin kallus ve siirglin olusturma

frekanslari istatistiksel olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.1 Tarla Kosullarinda Yetistirilen Donor Bitkilerde Embriyonik Kallus Olusumu

Orani

F> kademesindeki 11 farkli melez kombinasyonu ve 4 nohut g¢esidi; 6n soguk
uygulamalar: ve farkli hormon igeriklerine sahip kiiltiir ortamlarinda, anter kiiltiiriine

tepkileri incelenmistir.

Tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme deseni kullanilarak 1°i kontrol olmak {izere 5
farkli EDM ortami hazirlanmistir. Her bir genotipten 9 erkek organ ve 1 disi organ
farkli hormon konsantrasyonlarinda hazirlanmis EDM ortamlarina 30x10 mm’lik petri
kutularma (Bio Nuclear Diagnostics Inc.Toronto, ON) aktarilmigtir. 3-4 hafta sonra
anterlerde embriyo gelisimleri gozlenmis ve embriyonik kallus olduklari diistiniilenlerin
mikroskopta goriintiileri alinmigtir. Somatik embriyolarin “globular, kalp, torpido ve
kotiledon’ safhas1 olmak {izere toplam 4 olusum gegirdigi bilinmektedir (De Jong ve
ark., 1993). Buna gore; globular safhadaki embriyonik kalluslar 1 ay sonunda embriyo

olgunlastirma ortamlarina aktarilmistir.

Tarla kosullarinda yetisen nohut genotiplerinde, farkli 6n soguk uygulamasi (Kontrol,4
ve 7 giin) Ve besin ortamlarinin embriyonik kallus olusum oranma iliskin varyans

analizi yapilmis sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Farkli 6n soguk uygulama siiresi ve besin ortamlarinin, nohut genotiplerinde
embriyonik kallus olusumuna etkilerine iliskin varyans analizi sonuglar

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Toplami F
Genotip 14 1,569 5,351*
Ortam 4 18,225 14,015*
Soguk 2 11,015 15,506*
Ortam X Soguk 8 7,958 10,391*
Ortam X Genotip 56 5,880 4,355*
Soguk X Genotip 28 6,280 7,565*
Soguk X Genotip x Ortam 112 9,081 3,252*
HATA 640

*0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.1 incelendiginde, embriyonik kallus olusum oran1 bakimindan nohut
genotipleri, ortamlar ve soguk uygulamalari arasindaki farkliliklar ile bu faktorlerin tim
interaksiyonlar istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu farkliliklarin
onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan ¢oklu Kkarsilastirma testi sonuglari

Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.1 a) Kallus tesvik ortaminda (EDM 2) siserek genislemis anter b) EDM 2 ortaminda
kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra kallus olusumu

Sekil 4.2 Farkli EDM ortamlar1 ve farkli nohut genotiplerinde kiiltiire alindiktan 3 hafta sonra
embriyonik kallus olusumu
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Cizelge 4.2 Farkli 6n soguk uygulamasi ve besin ortamlarinin nohut genotiplerinde embriyonik kallus sayis1 olusum etkilerine
iligkin ¢oklu karsilastirma testi sonuglari (adet)

Genotip EDM 0 EDM 1 EDM 2 EDM 3 EDM 4
Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7
F21 1.22%7 | 1.34°9 | 1.68%" | 158" | 1.2297 | 1.2297 | 1,720 | 1.87 M | 1.44™a | 1.87M | 1.87 "k | 1.67%" | 1.34%9 | 1.771Mm | 1.67 k"
Fa2. 1.05™ | 1.21P | 1.34°9 | 1,68™0 | 1.2207 | 1.34°9 | 1,959 | 1.67 k" | 1.771™ | 1.67%" | 1.77+™| 1.86 | 1.59 " | 1.,58™° | 1.58m°
F. 3. 1.2297 | 1.34°9 | 1.46™4 | 1.58™° | 1.87" | 1.2297 | 1.959) | 2.06%" | 1.46™9 | 2.02% | 1.87" | 1.87"k | 1.67 %" | 1.568™° | 1,34°4d
F. 4. 0.71 1,46™9 | 1.57%9 | 1.67%" | 1.87 k| 1.057 | 2.02 % | 2.48%0 | 1.2297 | 2.02% | 2.12¢" | 1,77 ™ | 1,568™° | 2,13% | 1,349
F. 5. 0.875t | 1.2297 | 1.59 P | 1.46™9 | 1.87Mk | 1.54™P | 1.87"k | 2.42b< | 12247 | 1.77+™ | 1.9591 | 1,68 ™4 | 1,77 ™ | 2.10%" | 1,46™d
F. 6. 0.71 1.2297 | 1.67%" | 1.46™9 | 1.67k" | 1,227 | 1.959%1 | 2.35%¢ | 2.04™ | 2.01™ | 1.95%9 | 1,59 | 1.68k" | 1.87 M| 1,58 P
Fo7. 0.71 1.2297 | 1.46™9 | 1,46™9 | 1.86 | 1,46™4 | 2.19%9 | 2.48% | 1.,76m | 1,87k | 1.87 M| 1,568™° | 1,77} ™ | 1.87 k| 1,58™0
F. 8. 0.88%t | 1,34°9 | 1.34%9 | 1.46™9 | 1.9591 | 1.46™4 | 2,27>f 2.68% | 1.67kn | 2.12¢h | 2.19%¢ | 1.58™° | 1.87™k | 225> | 1,58m°
F. 9. 0.71 1,34%9 | 1.34°9 | 1.58™° | 1.87 k| 1,44™9 | 2,04 | 2.41°9 | 1.58™° | 1.87"k | 2.11¢" | 1.46™9 | 1.771™ | 2.41°7¢ | 1,67k"
F. 10. 0.71 1.2297 | 1.46™9 | 1.58™° | 2,04™ | 1.77F™ | 2.04™ | 2.19%9 | 2.12¢" | 1.87Mk | 1.77™ | 1.58™° | 1.87"k | 2.11¢h | 1,77im
F, 11. 0.71 1.2297 | 1.34%9 | 1.34%9 | 2,03™ | 1.67%" | 1.87"k | 2.27°F | 1.87" | 2,04 | 1.68%" | 1.58™° | 1.77 )™ | 1.76"™ | 1,58™°
Gokee 1.34%9 | 1.22%7 | 1.21PS | 1.2297 | 1.87"k | 1.,68™° | 2.11¢" | 2.19%9 | 1.9591 | 2.12¢h | 1.87 Mk | 1,58™° | 1.9591 | 2.04F | 1,77
Uzunlu 99 0.71 1.2297 | 1.2247 | 1.2297 | 1.87"k | 1.58™0 | 1,87k | 24109 | 1.568™0 | 1,87k | 1870k | 1.77M | 1.86" | 2.13%" | 1.67%™
Er 99 1.06™ | 1,34°9 | 12247 | 1.22¢7 | 1.87"k | 1.46™9 | 1.67 k" | 1.9597 | 1.87"k | 1.34°9 | 1.87" | 2.04" | 1.58™° | 1.76I™ | 1.68"
Dikbasg 0.71% | 1.771™ | 1.2297 | 1,68™° | 1,229 | 1.22%7 | 1.68k" | 2.04™ | 1,77-™ | 1.34%9 | 1.87 M| 1.76™ | 1.58™° | 1,771 ™| 1.87"k
CV(%) |14.63




Cizelge 4.2’de goriildigi tizere; tim ortam ve genotiplerde kallus olusumu
gdzlenmistir. On soguk uygulamalar1 arasinda en fazla kallus olusumu 4 °C’de 4 giin
soguk uygulamasinda, en fazla kallus 2.68 adet ile hormon kombinasyonu 10 mg /L
24-D + 0,10 mg/L TDZ+ 15 mg/L AgNOs olan EDM 2 no’lu ortamda F>
8.popiilasyonunda, en az kallus sayis1 on soguklama yapilmayan, 0.71 adet ile hormon

icermeyen EDM 0 no’lu kontrol ortaminda elde edilmistir.

On soguklama yapilmayan anterlerde; en fazla kallus 2.27 adet ile 10 mg/L 2,4-D + 0,10
mg/L TDZ + 15 mg/L AgNOz olan EDM 2 no’lu ortamda F> 8.popiilasyonunda elde
edilmisgtir. Bunu 2.19 adet ile yine ayn1 ortamda F» 7. popiilasyonu takip etmistir.
Bununla birlikte; en az kallus 0.71 adet ile hormon igermeyen EDM 0 no’lu kontrol

ortaminda F2 4, 6, 7, 9 popiilasyonlari ile Uzunlu 99 ve Dikbas ¢esitlerinde izlenmistir.

Daort giin 6n soguklama yapilan anterlerde; en fazla kallus 2.68 adet ile 10 mg/L 2,4-D +
0,10 mg/L TDZ + 15 mg/L AgNOz igeren EDM 2 no’lu ortamda F2 8.popiilasyonda elde
edilirken bunu 2.48 adet ile yine EDM 2 no’lu ortamda F» 4 ve F2 6 popiislasyonlari
takip etmistir. En az kallus sayis1 1.21 adet ile hormon igermeyen EDM 0 no’lu kontrol

ortaminda F2 2. popiilasyonunda gozlenmistir.

Yedi giin 6n soguklamada ise; en fazla kallus 2.12 adet ile 10 mg/L 2,4-D + 0,10 mg/L
TDZ + 15 mg/L AgNOz igeren EDM 2 no’lu ortamda F2 10. popiilasyonda izlenmistir.
Bunu 2.04 adet ile hormon kombinasyonu 10 mg/L 2,4-D + 0,10 mg/L TDZ + 15 mg/L
AgNOsz igeren EDM 2 no’lu ortamda F2 6. popiilasyonu ve hormon kombinasyonu 1
mg/L Picloram+ 0,40 mg/L 2-IP iceren EDM 3 no’lu ortamda Er 99 cesidi takip
etmistir. Ayni uygulamada, en az kallus 1.05 adet ile hormon kombinasyonu 0,53 mg/L
2,4-D + 0,26 mg/L Pikloram+ 0,09 mg/L TDZ iceren EDM 1 ortaminda F, 4

popiilasyonunda gézlenmistir.
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Sekil 4.3 F, 8 popiilasyonunda, EDM 2 ortaminda, kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra embriyonik

kallus olusumu

4.2 Sera Kosullarinda Yetistirilen Donor Bitkilerde Embriyonik Kallus Olusumu

Embriyo gelistirme ortami anterlerin indiiksiyonunu baslatmak ve embriyo olusumuna

tesvik etmek amaciyla olusturulmustur.

Tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme deseni kullanilarak 1’i kontrol olmak iizere 5
farklit EDM ortami hazirlanmistir. Her bir genotipten 9 erkek organ ve 1 disi organ
farkli hormon konsantrasyonlarinda hazirlanmis EDM ortamlarina 30x10 mm’lik petri
kutularma (Bio Nuclear Diagnostics Inc.Toronto, ON) aktarilmigtir. 4 hafta sonra
anterlerde embriyo gelisimleri gozlenmis ve embriyonik kallus olduklari diisiiniilenlerin
mikroskopta goriintiileri alinmistir. Buna gore; embriyonik Kkalluslar 1 ay sonunda

embriyo olgunlastirma ortamlarina aktarilmistir.

Sera kosullarinda yetisen nohut genotiplerinde, farkli 6n soguk uygulamasi ve besin
ortamlarmin embriyonik kallus olusum oranina iligkin varyans analizi yapilmis,

sonuglar Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3 Farkli 6n soguk wuygulama siireSi ve besin ortamlarinda,

nohut

genotiplerinde embriyonik kallus olusumuna etkilerine iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler F
Toplam

Genotip 14 6,601 11,228*
Ortam 4 4,151 24,713*
Soguk 2 1,332 15,868*
Ortam x Soguk 8 2,147 6,391*
Ortam x Genotip 56 3,590 1,527*
Soguk x Genotip 28 1,131 0,962*
Soguk x Genotip x Ortam 112 2,593 0,551*
HATA 824 44,890

*0.01 diizeyinde 6nemli.

Varyans analiz sonuglarina gore, Kkiiltiir ortamlari, 6n soguk uygulamalar1 ve

genotipler arasinda 0,01 diizeyinde onemli farkliliklar belirlenmistir. Ortam X soguk,

ortam X genotip, soguk X genotip interaksiyonlart 0,01 diizeyinde farkliliklar

bulunmustur. Denemede ele alinan faktorlerin ti¢lii interaksiyonu da (soguk X genotipx

ortam) 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir (Cizelge 4.3). Bu farkliliklarin 6nem seviyesini

belirlemek amaciyla yapilan coklu karsilastirma testi sonuglart Cizelge 4.4’te

verilmistir.
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Sekil 4.4 Sera kosullarinda yetisen F, 6 popiilasyonunun, EDM 2 ortaminda kiiltiire alindiktan 3

hafta sonra embriyonik kallus olusumu
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Cizelge 4.4 Farkli 6n soguk uygulamasi ve besin ortamlarinin, nohut genotiplerinde embriyonik kallus olusumuna etkilerine iligskin
coklu karsilastirma testi sonuglar1 (adet)

_ EDM 0 EDM 1 EDM 2 EDM 3 EDM 4
Genotip Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7
Falo Jg71m 071 1071™ 1o gge 793 [079 |0.81% [1.14™ |0.96%" [0.817 [0.96%" |0.71M [0.79% | 0.96%" 0.71™
F,2.  |0.71™ |0.71™ [0.71™ |0,96°" [0.71™ |0.799" |0.94% |0.96°" |0.96°" |0.96°" |1.05" |0.96°" |0.81"  |0.96°" |0.87%"
F.3. |0.71™ |0.71™ [0.71™ 0,799 |0.71™ |0.799" |0.87°" |1.05°7 |0.79®" [0.94% |0.94% [0.71™ |0.71"  |0.88% |0.88%
F.4.  |0.71™ |0.71% [0.71™ |0.719 |0.87°" |0.799" |0.799" |1.14>9 |0.87°" |0.87°" |0.96°" [0.96°" |0.71™  |0.72% |0.96°F
F.5. |0.71™ |0.71™ [0.71™ |0.99°9 |0.96°" |0.817 |0,09° |1.24® |0.94% |1.05* |0.96°" [0.96°" |0.96°"  |1.19% |0.87%
F.6. |0.71™ |0.71™ [0.71™ |1.02°9 |0.96°" |1.02°9 |1.14%9 |1.442 |0.96°" |1.02°° |0.96°" [0.71™ |0.71™  |1.02% |0.97°7
F.7.  |0.71™ |0.71% [0.71™ |0.799" |0.79%" |0.799" |0.94% |1.19° |0.79%" |0.87" |0.96°" [0.71™ |0.71™  |0.87°" |0.71™
F.8. |0.71™ |0.71™ [0.71™ |0.817 [0.71™ |0.71™ |0.81" |1.14°9 |0.79%" |0.81" |0.79%" |0.79%" |0.71™  |0.79%" |0.799"
F,9. |071™ |0.71™ [0.71™ |0.71™ [0.71™ |0.71™ |0.71™ |1.02°9 |0.71™ |0.71™ |0.71™ |0.79%" |0.71™  |0.87°" |0.799"
F,10. |0.71™ [0.71™ [0.71" |0.71™ |0.71™ |0.71™ |0.87°" |1.09% |0.71™ [0.71™ [0.71™ [0.71™ |0.71"  |0.96°" | 0.88
F,11. |0.71™ [0.71™ [0.71™ |0.71 |0.71™ |0.71™ |0.71™ |1.02°9 [0.71™ [0.71™ [0.71™ |0.71™ |0.71™  |0.81% |0.71"
Gokge 071 [0.71™ |0.71™ [0.79%" |0.71™ [0.71™ |0.74™ |0.87°" |0.74™ 071 |0.71™ 071 |0.71™ | 0.799" |0.71™
Uzunlu99 |0.717 [0.71™ |0.71™ |0.71™ |0.71™ |0.71™ [0.71™ |0.71™ [0.71™ [0.72™ |0.71™ |0.74™ |0.71™  |0.719 |0.71%
Er 99 071 071" |0.71™ [0.71™ |0.71™ [0.71™ [0.74™  |0.71™ |0.72M |07 |0.71™ |07 |0.71™  |0.719 |0.71™
Dikbas  |0.71™ |0.71% [0.71™ |0.72™ [0.71™ |0.71™ |0.71™ |0.714™ |0.71™ [0.71™ |0.71% [0.71™ |0.71™  [0.71% |0.71™
CV(%) |20.22




Cizelge 4.4’te belirtildigi gibi tim genotiplerde ve hazirlanan 5 embriyonik kallus
tesvik ortaminda kallus olusumu gdzlenmistir. On soguk uygulamalar1 arasinda
kiyaslama yapildiginda en fazla kallus olusumu 4 °C’de 4 giin soguk uygulamasinda ve
en fazla kallus sayis1 1.44 adet ile 10 mg/L 2,4-D + 0,10 mg/L TDZ + 15 mg/L AgNOs
iceren EDM 2 ortamda F2 6. popiilasyonunda elde edilmistir. En az kallus sayisi ise

0.71 adet ile hormon igermeyen EDM 0 kontrol ortaminda bulunmustur.

On soguklama yapilmayan anterlerde en fazla kallus sayis1 1.14 adet ile 10 mg/L 2,4-D
+ 0,10 mg/L TDZ + 15 mg/L AgNOs igeren EDM 2 ortaminda F. 6 popiilasyonunda
elde edilmistir. Bunu 1.24 adet ile ayn1 ortamda F2 5 popiilasyonu izlemistir. Hormon
kombinasyonu 1 mg/L Pikloram+ 0,40 mg/L 2-IP iceren EDM 3 no’lu ortamda yine
ayn1 popiilasyon takip etmistir. 4 °C’de 0 giin soguk uygulamasinda en az sayida kallus
sayist 0.71 adet ile hormon igermeyen (EDM 0) kontrol ortaminda tim F

popiilasyonlar1 ve Gokge, Uzunlu 99 ve Dikbas cesitlerinde izlenmistir.

Dort giin 6n soguklama uygulamasinda en fazla kallus sayis1 1.44 adet ile 10 mg/L 2,4-
D + 0,10 mg/L TDZ + 15 mg/L AgNOs igeren EDM 2 ortamda F> 6. popiilasyonunda
elde edilmistir. Bunu 1.22 adet ile yine ayni ortamda F2 5 popiilasyonu izlemistir. En az
kallus sayis1 0.71 adet ile hormon i¢ermeyen (EDM 0) kontrol ortaminda tim F»

popiilasyonlari, Gokge, Uzunlu 99 ve Dikbas gesitlerinde belirlenmistir.

Yedi giin soguk uygulamasinda en fazla kallus sayis1 1.02 adet ile 0,53 mg/L 2,4-D +
0,26 mg/L picloram+ 0,09 mg/L TDZ igeren EDM 1 ortamda F2 6 popiilasyonunda elde
edilmistir. En az kallus sayist 0.71 adet ile hormon igermeyen (EDM 0) kontrol

ortaminda bulunmustur.
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4.3 Tarla Kosullarinda Yetistirilen Donér Bitkilerde Olgunlasmus Embriyonik

Kallus Olusumu

Embriyo olgunlastirma ortami1 (EMM) embriyolar1 olgunlastirarak ¢imlenmeye tesvik
etmek amaciyla olusturulmustur. Birtanesi kontrol olmak tizere 5 farkli EMM ortami
hazirlanmigtir.  EDM  ortaminda olusan embriyonik kalluslar 1 ay sonunda
olgunlagtirilmak iizere farkli embriyo olgunlastirma ortamlarina (EMM) aktarilmistir.
Oksinlerin embriyo olusumunu ve olgunlasmasimi tesvik ettigi bilinmektedir
(Panchangam vd. 2014). Hazirlanan EMM ortamlarinda embriyolarin olgunlasmasina

tesvik etmek amaciyla oksin hormon miktarlart yiikksek tutulmustur.

Tarla kosullarinda yetisen nohut genotiplerinde, farkli 6n soguk uygulamasi ve besin
ortamlarmin olgunlagmis embriyonik kallus olusumu etkilerine iliskin varyans analizi

yapilmis, sonuglar Cizelge 4.5°te verilmistir.

Cizelge 4.5 Farkli 6n soguk uygulama siiresi ve besin ortamlarinin, nohut genotiplerinde
olgunlagmis embriyonik kallus olusumu etkilerine iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Toplam F
Genotip 14 9,898 25,098*
Ortam 4 21,842 193,862*
Soguk 2 10,941 194,227*
Ortam x Soguk 8 4,807 21,333*
Ortam x Genotip 56 6,413 4,586*
Soguk x Genotip 28 3,769 4,779*
Soguk x Genotip x Ortam 112 7,516 2,382*
HATA 416 12,168 <,0001*

*0.01 diizeyinde 6nemli.
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Elde edilen sonuglara gore; kiiltiir ortamlari, 4 °C 6n soguk uygulamalar1 (Kontrol, 4 ve
7 glin) ve tiim genotipler arasinda 0,01 diizeyinde O6nemli farkliliklar gézlenmistir.
Ortam X soguk, ortam X genotip, soguk X genotip interaksiyonlar1 0,01 diizeyinde
farkliliklar bulunmustur. Denemede ele alinan faktorlerin iiglii interaksiyonlari
degerlendirildiginde ise soguk X genotip X ortam uygulamalar1 arasindaki interaksiyon
0,01 diizeyinde oOnemli c¢ikmistir (Cizelge 4.5). Bu farkliliklar1 belirten c¢oklu

karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.6°te verilmistir.
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Cizelge 4.6 Farkli 6n soguk uygulamasi ve besin ortamlarinin, nohut genotiplerinde embriyo olgunlastirma ortamlarinda olgunlasmis
embriyonik kallus olusumu etkilerine iliskin ¢oklu karsilastirma testi sonuglari (adet)

EMM 0 EMM 1 EMM 2 EMM 3 EMM 4

Genotip
Kontrol |4 7 Kontrol |4 7 Kontrol | 4 7 Kontrol |4 7 Kontrol | 4 7

Fa 1. 1580 |1.22r9 |155M |1.77M 177" | 1.34™ | 1.87%k 2542 |158° |1.72'm |1.95% 1.46™P | 1.67 M |2.18% | 1.34™P

F2 2. 1.34" | 158 |155M |1.46™P |1.58° |158° |146™F (21299 1229 (1,059 |1.87% |1.58° |1.67Fm |1.87% |1.059"

F2 3. 1580 |1.28%9 |1.22P9 |1.58° 155 | 1.34™ 177 j1.72'm | 1.22P9 | 1,77 1.87%k | 134" | 1.67™ |1.28°9 |1.05%"

F2 4. 12279 | 155M |158° |1.671M |155M |158~° |146™° |1.77M |155M [1.67F™ |1.67F™ |158° |155M |1.87% 155

F2 5. 1.059" |1.671m 155 |1.22p9 18597 |1.22r9 |1.77" |2.15¢T |1.87Fk |1.77M 1.8591 1.46™P | 155t |225%d 11059

F2 6. 155|158 |1.28%9 |1.46™ |1.87%% |155M |1.46™P |2.47% |1.77" |1.95¢ 2,18 11565 1770 | 2.41%c | 0.70°

i

F27. 1.46™P | 155 |1.58° |1.58° 155 |158° |1.67IMm 2,024 155 |1.77™ 1.8591 1.58° | 1.587° |2.02¢" |0.70°

F2 8. 1580 134" |1.28°9 |155M 177" |1.46™P |1.67™ |1.87%k |1.34™ [1.67F™ |1.46™P |[1.34™ |158° |155M |0.70°

F29. 1.28%9 | 134" |158° |1.28°9 |1.8597 |1.34™P |1.46™P |1.95% |1.55' [1.28>4 |1.77M 1.46™P | 155t |1.87Fk |1.059

F2 10. 155 1580 |1.46™P |1.58° 1.8597 |155M |155M [2,03%h 155 |1.67/™ |155M |158° |158° 187 10.70°

F2 11. 1.46™P | 1.0597 |1.46™P | 158 |1.87% |158° |122r9 |1.8599 |1.28°9 [1.67F™ |1.77™ |1.46mP |1.67F™ |155M |0.70°

Gokge 1580 |1.28°9 |158° | 1.28°9 |1.87% |158° |1.67™ |1.34"P |1.46™P 1224 |158° |1.67F™ |158° 1,059 |0.70°

Uzunlu99 |1.22*9 |0.87" |0.87" |1.67!™ |1.77" |[1.67)™ |158~° |1.58° |1.46™ |1.58° |0.87™ 1.67 M |1.2279 |11.58"° |0.70°

Er 99 0.87* 155 | 155 | 134 | 1.22r0 12209 |155M 087 |155M (1565 |1565M |146mP |158° 1059 |0.70°

Dikbasg 0.87 |0.87™ |[1.34™" |1.28°9 110.87™ |0.87 |1.34™ |0.87™ |1.28%9 [1.22P9 |1.34™ |1.22F9 |1.28°9 |1.059" |0.70°

CV.(%) |1031




Cizelge 4.6’da goriildiigii lizere, denemede tiim ortam ve genotipler iizerinde
embriyonik kallus olusumu goézlenmemistir. On soguk uygulamalar arasinda kiyaslama
yapildiginda en fazla embriyonik kallus 2.54 adet ile + 4 °C’de 4 giin soguk
uygulamasinda, hormon kombinasyonu 6,00 mg/L 2,4-D + 0,50 mg/L BAP igeren
EMM 2 no’lu ortamda F2 1. popiilasyonunda elde edilirken en az embriyonik kallus
0,70 adet ile + 4 °C’de 7 giin hormon igermeyen EMM 4 no’lu ortamda elde edilmistir.

On soguk uygulamas1 yapilmayan anterlerden; en fazla embriyonik kallus 1.95 adet ile
4,00 mg/L Dikamba+ 0,50 mg/L BAP iceren EMM 3 ortaminda F2 6 popiilasyonunda
elde edilmistir. Bunu, 1.87 adet ile 6,00 mg/L 2,4 D + 0,50 mg/L BAP igeren EMM 2
ortaminda F2 1 popiilasyonu izlemistir. En az embriyonik kallus 0.87 adet ile hormon

icermeyen (EMM 0) kontrol ortaminda Er 99 ve Dikbas ¢esitlerinde elde edilmistir.

Dort giin 6n soguk uygulamasinda, en fazla embriyonik kallus 2.54 adet ile 6,00 mg/L
2,4-D + 0,50 mg/L BAP i¢eren EMM 2 ortaminda F2 1 popiilasyonunda bulunmustur.
Bunu, 2.47 adet ile EMM 2 ortaminda F> 6 popiilasyonu takip etmistir.

Yedi giin 6n soguk uygulamasinda; en fazla embriyonik kallus 1.87 adet ile 6,00 mg/L
24- D + 0,50 mg/L BAP igceren EMM 2 ortaminda F> 5 popiilasyonunda elde
edilmistir. Bunu, 1.77 adet ile yine ayn1 ortamda F2 6 popiilasyonu takip etmistir. En az
embriyonik kallus 0.70 adet ile EMM4 ortaminda elde edilmistir.
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Sekil 4.5 EDM 2 ortamindan EMM 3 ortamina aktarildiktan 1 hafta sonra F, kademesindeki 6.
popiilasyona ait olgunlasmis globular safhadaki embriyonik kallus

Sekil 4.6 EDM 3 ortamindan EMM 2 ortamina aktarildiktan 3 hafta sonra F, kademesindeki
2.populasyona ait embriyonik kallus
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4.4 Serada Yetistirilen Donor Bitkilerde Olgunlasmis Embriyonik Kallus Olusumu

Embriyo olgunlastirma ortami (EMM) embriyolar1 olgunlastirarak ¢imlenmeye tesvik
etmek amaciyla olusturulmustur. Tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme deseni
kullanilarak 1’i kontrol olmak tizere 5 farkli EMM ortami hazirlanmistir. Oksinlerin
embriyo olusumunu ve olgunlasmasini tesvik ettigi bilinmektedir (Panchangam 2014).
Hazirlanan EMM ortamlarinda embriyolarin olgunlagsmasina tesvik etmek amaciyla
oksin hormon miktarlar1 yiiksek tutulmustur. EDM ortaminda olusan embriyonik
kalluslar 1 ay sonunda olgunlastirilmak iizere farkli embriyo olgunlastirma ortamlarina

(EMM) aktarilmistir.

Sera kosullarinda yetisen nohut genotiplerinde, farkli 6n soguk uygulamasi ve besin
ortamlarmin olgunlasmis embriyonik kallus olusumu etkilerine iliskin varyans analizi

yapilmis, sonuglar Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7 Farkli uygulamalarin olgunlagsmis embriyonik kallus olusumu etkilerine
iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi S.D. Kareler F
Toplamm
Genotip 14 9,951 25,294*
Ortam 4 22,015 195,850*
Soguk 2 10,950 194,833*
Ortam x Soguk 8 4,840 21,531*
Ortam x Genotip 56 6,422 4,081*
Soguk x Genotip 28 3,780 4,803*
Soguk x Genotip x Ortam 112 7,538 2,395*
HATA 461 12,168

*0.01 diizeyinde onemli
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Elde edilen sonuglara gore; kiiltiir ortamlari, 6n soguk uygulamalar1 ve genotipler
arasinda 0,01 diizeyinde oOnemli farkliliklar belirlenmistir. OrtamxSoguk, ortam
Xgenotip, soguk X genotip interaksiyonlar1 0,01 diizeyinde farkliliklar bulunmustur.
Denemede ele alinan faktorlerin tiglii interaksiyonu da (soguk*genotip*ortam) 0,01
diizeyinde 6nemli ¢ikmistir (Cizelge 4.7). Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek

amaciyla yapilan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8 Farkli 6n soguk uygulamasi ve besin ortamlarinin, nohut genotiplerinde embriyo olgunlagtirma ortamlarinda olgunlagmis

embriyonik kallus olusumu etkilerine iliskin ¢oklu karsilastirma testi sonuglari (adet)

Genotip EMM 0 EMM 1 EMM 2 EMM 3 EMM 4
Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7 Kontrol 4 7
F2 1. 0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ |0,71¢ 0,88« |0,88% |0,71¢ 1,22®® 10,88 |0,96¢ |0,88% |0,71¢ 0,88« 1,22% 0.71¢
F2 2. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,88 |1,228% 0,88 |1,22% |1,05° |1,05% |1,22% |0,97¢ 1,22® 10,88
F2 3. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,88 [0,71¢ 0,97>¢ 10,88 |1,05* |0,71¢ |0,71¢ 0,714 0,88 10,88«
F, 4. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,71¢ 1,05 10,88 |0,71¢ 0,88« |1,05* |1,05* |0,88% |0,71¢ 0,88 0,71¢ 0,71¢
F2 5. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,88% |1,22% |Q,97°¢ |0,88d |1,22% |1,22% |1,05* |1,05* |0,88% |1,22% 1,05 | 1,05
F» 6. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,71¢ 1,228 | 122% |0,71¢ 1,05k 1,228 | 1,05 |1,05% |0,71¢ 0,71¢ 1,228 10,97
F2 7. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,71¢ 0,88« 0,88« |0,71¢ 1,342 0,88« |0,88« |0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 1,05 | 0,71¢
F2 8. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 1,342 0,88« |0,88« 0,88 |0,71¢ 0,71¢ 0,88« |0,88«
F2 9. 0,71¢ 0,714 |0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 1,342 0,88% |0,71¢ 0,71 |0,88% |0,71¢ 1,05 |0,71¢
F 10. 0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 1,342 0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,88
F,11. 0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 1,22%® 0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,88 0,71¢
Gokee 0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,88 0,71¢
Uzunlu 99 |0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢
Er 99 0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢
Dikbasg 0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ |o0,71¢ 0,71¢ |0,71¢ 0,71¢ 0,71¢ 0,71¢
C.V.(%) 14.06




Cizelge 4.8°de belirtilen bulgulara gore, hazirlanan EMM ortamlarinda, genotiplerin
tiimiinde embriyonik kallus olusumu gdzlenmistir. On soguk uygulamalar1 arasinda
kiyaslama yapildiginda, 4 giin 6n soguk uygulamasi sonucu en fazla embriyonik kallus
1,34 adet ile 6,00 mg/L 2,4-D + 0.50 mg/L BAP igeren EMM 2 no’lu ortamda F»
kademesindeki 7,8,9 ve 10 popiilasyonlarinda, en diisiik embriyonik kallus 0,71 adet ile
(EMM 0) kontrol ortaminda elde edilmistir.

On soguk uygulamasi yapilmayan anterlerden en fazla embriyonik kallus 1,34 adet ile
6,00 mg/L 2,4 -D + 0,50 mg/L BAP iceren EMM 2 ortaminda, F> kademesindeki 6
popiilasyonunda elde edilmistir. Bunu, 1,22 degeri ile EMM 2 ortaminda F> 2
popiilasyonu ve 4,00 mg/L Picloram + 0,50 mg/L BAP igeren EMM 4 ortaminda F2 5
popiilasyonu takip etmistir. En az embriyonik kallus 0,71 adet ile (EMM 0) kontrol
ortaminda tiim F> popiilasyonlar1 ile Gokge, Uzunlu 99, Er 99 ve Dikbas ¢esitlerinde
elde edilmistir.

Dort giin 6n soguk uygulamasinda en fazla embriyonik kallus 1,34 adet ile 6,00 mg/L
2,4- D + 0,50 mg/L BAP igeren EMM 2 ortaminda, F> kademesindeki 7,8,9 ve 10
popiilasyonlarinda elde edilmistir. Bunu, 1,22 adet ile EMM 2 ortaminda ve 4,00 mg/L
Pikloram + 0.50 mg/L BAP iceren EMM 4 ortaminda, F2 2 ve 6 popiilasyonlar: takip
etmistir. En az embriyonik kallus 0,71 adet ile (EMM 0) kontrol ortaminda, tim F>

popiilasyonlari ile Gokge, Uzunlu 99, Er 99 ve Dikbas ¢esitlerinde elde edilmistir.

Yedi giin 6n soguk uygulamasinda en fazla embriyonik kallus 1,22 adet ile F»
kademesindeki 6 popiilasyonunda 4,00 mg/L IAA+ 0,50 mg/L BAP ve 6,00 mg/L 2,4-D
+ 0,50 mg/L BAP igeren EMM 1 ve EMM 2 ortamlarinda F> 2 popiilasyonunda elde
edilmistir. En az embriyonik kallus 0,71 adet ile hormon igcermeyen (EMM 0) kontrol
ortaminda tiim F> popiilasyonlar1 ile Gokge, Uzunlu 99, Er 99 ve Dikbas ¢esitlerinde

goriilmiistiir.
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Sekil 4.7 Farklit EMM ortamlar1 ve farkli nohut genotiplerinde kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra
olgunlagmaya baglamis embriyonik kalluslar

Sekil 4.8 F, kademesindeki 4 popiilasyonunda, EMM 2 ortaminda, kiiltiire alindiktan 3 hafta
sonra globiiler embriyonik kallus olusumu
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45 Tarla Kosullarinda Yetistirilen Donor Bitkilerde, Olgunlasmis Embriyonik

Kallustan Siirgiin Rejenerasyonu Olusumu

Embriyogenik kalluslardan bitki rejenerasyonunu gergeklestirmek amaciyla kalluslar
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki rejenerasyon ortamlarina (PRM) aktarilmustir.
Tesadif parsellerinde faktoriyel deneme deseni kullanilarak 1°i kontrol olmak tizere 21

farkli rejenerasyon ortami (PRM) hazirlanmastir.

EDM ve EMM ortamlarinda yaklasik 8 haftalik kiiltiir asamasindan sonra gelisen
embriyolarin tamamen olgunlagsmasiyla, globiiler, kalp, torpedo ve kotiledon safhalari
sirastyla mikroskop altinda gozlemlenmistir. Gelisen embriyonik Kalluslarin kiiltiire
alinmasindan yaklagik 12 hafta sonra embriyolarda ¢imlenme ve siirgiin olusumu

meydana gelmistir.

Kallus pargalar1 tizerinde olusan siirgiinler sayilarak bitki rejenerasyonu tespit
edilmistir. Kalluslarin bulundugu petriler 16 saat 151k fotoperiyodunda (50 minimol s-1
m -2) %70 nem bulunan iklim dolaplarinda 24 °C’de tutulmustur.

Tarla kosullarinda yetisen nohut genotiplerinde, farkli besin ortamlarinin siirgiin
rejenerasyonu olusumu etkilerine iliskin varyans analizi yapilmig, sonuglar Cizelge

4.9°da verilmektedir.

Cizelge 4.9 Farkli uygulamalarin siirgiin rejenerasyon olusumu etkilerine iligkin varyans
analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Toplanm F
Genotip 14 12,092 56,151*
Ortam 21 8,371 58,308*
Genotip x Ortam 294 17,429 5,781*
Toplam 989 44,660

HATA 660 6,768 0,010

“0.01 diizeyinde 6nemli.
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Cizelge 4.9’da belirtildigi tizere, kiiltiir ortamlar1 ve genotipler arasindaki farkliliklar
0,01 diizeyinde onemli bulunmustur. Ortam X genotip uygulamalar1 arasindaki
interaksiyonda 0,01 diizeyinde farkliliklar gézlenmistir (Cizelge 4.8). Bu farkliliklarin
onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan c¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Cizelge 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.9 PRM 3’ te kiiltiire alindiktan 16 hafta sonra F, kademesindeki 5. Popiilasyonun

embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu
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Sekil 4.10 PRM 7’ de kiiltiire alindiktan 12 hafta sonra F» kademesindeki 3. Popiilasyonun
embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu
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Cizelge 4.10 Farkli besin ortamlarinin, nohut genotiplerinde siirgiin rejenerasyon olusumu etkilerine iligskin ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

REJENERASYON ORTAMLARI (PRM 0- PRM 21)

Genotip

PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- PRM- Ort.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

F2 1. 0,707' 0,707' 0,87% 2112 0,87% 1,229" 1,229" 1,77% 0,87% 0,87% 0,707' 0,707' 1,229 0,707' 0,87% 0,707' 1,221 0,707' 0,707' 1,229" 0,707' 1,220 0,996
F22. 0,707' 0,707' 0,707' 0,87% 0,707' 0,707' 0,707' 1,229" 0,707 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707" 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,738
F23. 0,707' 0,707' 0,707' 1,28% 0,87% 0,707' 0,707' 1,059 0,707 0,707' 0,707' 0,707' 1,059 0,707' 0,707" 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,772
F2 4. 0,707' 0,707' 0,87% 0,99k 0,707' 0,707' 0,707' 1,059 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707" 0,707" 0,707" 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,743
F25.. 0,707' 0,707' 1,17 1,870 0,87% 1,341 1,059 1,85° 0,707 1,220" 0,707' 0,707' 1,059 0,707' 1,059 1,221 0,87% 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,87% 0,938
F2 6. 0,707' 0,707' 0,707' 1,58¢% 0,707' 1,059 0,707' 1,67 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,87% 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,813
F27. 0,707' 0,707' 0,707' 1,059 0,87% 0,707' 0,707' 1,220 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,753
F2 8. 0,707' 0,707' 0,707' 0,87% 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,714
F2 9. 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 1,220 1,059 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,746
F2 10. 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 1,46¢ 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,741
F2 11. 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,87% 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,714
Gokge 0,707' 0,707' 0,707' 0,87% 0,707' 0,707' 0,707' 1,229 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 1,059 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,753
Uzunlu 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707
99
Er 99 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707'
Dikbas 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707' 0,707'
CV.(%) | 119




Cizelge 4.10°da goriildiigi gibi, biitiin uygulamalar arasinda en fazla siirglin 2.11 adet
ile 1,00 mg/L BAP + 0,03 mg/L NAA igeren PRM 3 ortaminda, F> kademesindeki 1
popiilasyonunda elde edilmistir. En az siirgiin 0.707 adet ile PRM 0,1,7,10,11,13,18 ve
20 ortamlarinda tim F» kademesindeki popiilasyonlar ile Gokge, Uzunlu 99, Er 99 ve

Dikbas ¢esitlerinde belirlenmistir.

Yukarida belirtilen en yiiksek siirgiin sayisini, PRM 3 (1.87) ve PRM 7 no’lu ortamlarda
(1.85) F2> kademesindeki 5.popiilasyonu takip etmistir. Bu sonuglari PRM 7 no’lu

ortamda 1.77 degeri ile F2 1.popiilasyonu ve 1.67 degeri ile F2 6.popiilasyonu izlemistir.

Diger biitiin uygulamalara ait sonuglar (2.11 —0.707) bu iki deger arasinda yer almistir.

Sekil 4.11 PRM 6’ de kiiltiire alindiktan 10 hafta sonra F, kademesindeki 6. popiilasyonun
embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu

Cizelge 4.10°da belirtildigi tizere; en az siirgtin 0.707 adet ile PRM 0 (kontrol ortami),
PRM 1 (0,25 mg/L BAP + 0,01 mg/L NAA), PRM 10 (4,00 mg/L BAP + 0,05 mg/L
IBA), PRM 11 (0,25 mg/L BAP +0,01 mg/L TDZ ), PRM 13 (1,00 mg/L BAP+0,05
mg/L TDZ), PRM 18 (0,05 mg/L BAP + 1,00 mg/l Kinetin) ve PRM 20 (0,05 mg/L
NAA+ 1,00 mg/L Zeatin) ortaminda tiim F2 kademesindeki popiilasyonlarda ve Gokge,
Uzunlu 99, Er 99, Dikbas ¢esitlerinde saptanmustir.
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Sekil 4.12 PRM 12’ de kiiltiire alindiktan 8 hafta sonra Gokge ¢esidinin embriyonik kallus

olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu

Sekil 4.13 PRM 6’ da kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra F, kademesindeki 6. Popiilasyonun
embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu
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Seki 4.14 PRM 1’ de kiiltiire alindiktan 16 hafta sonra F, kademesindeki 2. Popiilasyonun
embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu

Sekil 4.15 PRM 7’ de kiiltiire alindiktan 14 hafta sonra F» kademesindeki 6. Popiilasyonun
embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu
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Sekil 4.16 PRM 3’ de kiiltiire alindiktan 18 hafta sonra F» kademesindeki 5. popiilasyonun
embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu
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Sekil 4.17 PRM 3’ te kiiltiire alindiktan 20 hafta sonra F» kademesindeki 6. Popiilasyonun
embriyonik kallus olusturan anterlerinden siirgiin rejenerasyonu
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4.3.2 Sera kosullarinda yetistirilen donor bitkilerde, olgunlasmis embriyonik
kallustan siirgiin rejenerasyonu olusumu

Embriyogenik kalluslardan bitki rejenerasyonunu gergeklestirmek amaciyla kalluslar
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki rejenerasyon ortamlarina (PRM) aktarilmistir.

Birtanesi kontrol olmak iizere 21 farkli rejenerasyon ortami (PRM) hazirlanmistir.

Olgunlagsmis embriyonik kalluslarin bulundugu petriler 16 saat 151k fotoperiyodunda (50

minimol s-1 m -2) %70 nemin bulundugu iklim dolaplarinda 24 °C’de tutulmustur.

Sera kosullarinda yetisen donor bitkilerde Cizelge 4.3°de belirtildigi gibi oldukca diisiik
oranda embriyonik kallus olusumu gézlemlenmis, buna bagl olarak hicbir genotipte ve
kiiltir kosulunda siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir. Rejenerasyon (PRM)
ortamlarinda siirglin olusturma kriterinin géz Oniine bulundurulmasi sebebiyle siirgiin

olusumuna iliskin istatistik analiz yapilamamustir.

4.4. Koklendirme Ortamlarinda (R) Elde Edilen Sonuclar

Rejenere olan siirgiinler hormonsuz ve farkli hormon konsantrasyonlarinda hazirlanan
R1 (hormonsuz), R2 (IAA: 0,25 mg/ L), R3 (IAA: 0,50 mg/ L), R4 (NAA: 0,25 mg/ L),
R5 (NAA: 0,50 mg/L), R6 (IBA: 0,25 mg/L), R7(IBA: 0,50 mg/L) + %> MS bulunduran

besin ortamlarinda kiiltiire alinmustir.

Hormonsuz ortama ve 1AA, IBA oksin hormonlarini bulunduran kéklenme ortamlarina
alian siirgiinlerde, yaklasik 2-3 hafta sonra bogum aralarinda uzama ve yan dallarda
yeni, taze siirgiinler meydana gelmistir. Buna ragmen; NAA bulunduran ortamlar
stirgiinleri koklenmeye tesvik etmemis, kalllus olusumuna sebep olmustur. OKsin
hormonu igermeyen koklendirme ortamlarinda 4 hafta sonra biiyiime durmus, bazi
siirglinlerde kurumalar meydana gelmistir. Farkli miktarlarda IAA ve IBA igeren
ortamlarda bulunan siirgiinlerde koklenme elde edilememis, fakat siirgiinler biiyiime ve

gelismeye devam etmistir.
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Sekil 4.18 R 6 no’lu oksin hormonu icermeyen kdklendirme ortaminda kiiltiire alindiktan 4
hafta sonra F, kademesindeki 6. popiilasyon

Sekil 4.19 R 2 no’lu koklendirme ortaminda kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra F»
kademesindeki 5. popiilasyon
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Sekil 4.20 R 0’nolu oksin hormonu icermeyen koklendirme ortaminda kiiltiire alindiktan
a) 3 hafta sonra b) 5 hafta sonra F2 kademesindeki 8. popiilasyonu

4.5 Gelisen Siirgiinlerde Ploidi Analizi

Calismada F> kademesindeki 11 farkli melez kombinasyonu ve 4 nohut ¢esidinin ploidi
diizeylerini belirlemek amaciyla ploidy analyser cihazi kullanilmistir. Analizler siirgiin
gelisimi olan popiilasyonlarda ayri ayri yapilmistir. Analizlerde ploidi seviyesi daha
onceden bilinen Azkan nohut ¢esidi standart olarak kullanilmistir. Anter kiiltiirii
calismalar1 sonucunda elde edilen siirgiinlerden ¢ok az sayida haploid bitkicik olusumu
gerceklesmistir.  Bitkiciklerin ~ %50°sinde  kromozom  katlanmasi  kendiliginden

gerceklesmistir.
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Sekil 4.21 Diploid Azkan kontrol ¢esidi DNA ploidi seviyesi

Sekil 4.21°e gore diploid oldugu bilinen Azkan kontrol ¢esidinde oldugu gibi DNA
seviyesi 200°de pik verdiginde diploid oldugu bilinmektedir.
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Sekil 4.22 Haploid F2 kademesindeki 6 popiilasyonu DNA ploidi seviyesi
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Sekil 4.22°¢ gore; DNA seviyesi 100 *de pik verdiginde haploid oldugu bilinmektedir.
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Sekil 4.3 Diploid F2 kademesindeki 8 popiilasyonu DNA ploidi seviyesi
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5. TARTISMA

Anter kiltiirii teknigi ile nohutta yapilmis basarili ¢aligmalar bulunmasina ragmen, in
Vitro rejenerasyon kabiliyetinin oldukca diisiik oldugu pek ¢ok arastirici tarafindan ifade
edilmektedir (Vani ve Reddy 1996, Singh vd. 2002, Croser vd. 2009). Nohutta adventif
stirgiin rejenerasyon protokollerinin diistik tekrarlanabilirligi, karsilagilan en Onemli
problemlerden biridir. Nohutta anter kiiltiiriinde diisiikk frekansta embriyonik kallus ve
stirgiin olusumu rapor edilmekte, in vitro’da az sayida elde edilen haploid ve katlanmis

haploid bitkiciklerin aklimatizasyon ise son derece giictiir (Barna vd.1994).

Simdiye kadar nohutta yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda kallus fazi olmaksizin direk
organogenezis ve kallus ile elde edilen dolayli organogenezis (Batra, 2002), kallus fazi
olmaksizin somatik embriyogenezis (Murthy vd. 1996) ve kallus yoluyla elde edilen
somatik embriyogenezis (Barna 1993) olmak iizere dort farkli metot uygulanmistir. Bu
calismada ise; oncelikle anterler lizerinde yiiksek frekansta embriyonik kallus olusumu
hedeflenmis, daha sonra somatik embriyogenezis yoluyla siirgiin rejenerasyonu ve

haploid bitkicikler elde edilmeye ¢alisilmistir.

Anter kiiltlirii tekniginde basariy1 etkileyen en 6nemli faktorlerden biri donér bitkilerin
fizyolojik kosullaridir (Vasil, 1980; Chen, 1988; Hatipoglu ve Sakin, 1996). Bu
calismada farkli ¢evre kosullarinda yetisen bitkilerden alinan mikrosporlarin tepkilerinin
arastirtlmas1 amaciyla, bitkiler arazi ve sera kosullarinda yetistirilmistir. Yapilan bazi
caligmalarda, arazi kosullarinda yogun 1s1k altinda yetisen bitkilerden alinan anterlerin
bliyiime odast veya serada zayif 1s1k altinda biiyliyen bitkilerin anterlerine gore
androgenesiste bagar1 sansinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Dodds ve Roberts
1985, Giirel vd. 1992, Hatipoglu 1999). Elde ettigimiz arastirma bulgularina gore; tarla
kosullarinda yogun 151k altinda yetisen bitkilerden alinan anterlerlerde kallus ve siirgiin
olusum orani kontrollii (sera) kosullarda yetisenlere gore daha fazla bulunmustur.
Serada yetistirilen materyallerden alinan anterlerden hem daha az sayida embriyonik
kallus elde edilmis hem de higbir sekilde siirgiin rejenerasyonu saglanamamistir. Bunun
nedenin yiiksek sicaklik basta olmak {izere, nem ve 151k faktorlerinin optimum seviyede

karsilananamasi1 sonucu bitkilerin tomurcuk donemi girmeden bitki boyunun kisa
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kaldigi, saglikli ¢igek ve tomurcuk olusumu engellenmis oldugu buna bagh olarak da

anterlerde saglikli polen ve mikrospor gelisiminin negatif etkilendigi diistiniilmektedir.

Tim bitkilerde ve nohut bitkisinde de anter kiiltiiriinde mikrospor gelisim evresi
basariy1 belirleyen en onemli asamadir (Grewal vd. 2009). Tomurcuklar alinirken
cigeklerinin anthesis devresine girmemis ve birinci polen ¢alismada mitozu asamasina
gelmis (tek cekirdekli mikrosporlart bulunduran) anterlerin olmasina ve sabahin erken
saatlerinde toplanmasina dikkat edilmistir. Denemede kullanilmis mikrosporlarin
uniniikleat asamada oldugunu tespit etmek amaciyla mikroskop altinda incelenmistir.
Antesis devresine girmekte olan tomurcuk (2 numarali gelisme donemi) androgenesiste
en iyi sonucu vermistir. Antesis devresine girmis (3) veya gecirmis olan (4 ve 5)
tomurcuklarda androgenesis elde edilememistir (Sekil 3.9). Eger mikrosporlar
gametofik moddan sporotofik moda ge¢mis ve nisasta biriktirmeye baslamissa uygun
mikrospor evresi zamaninin gectigi anlagilmaktadir. Ayrica pratikte tomurcugun ebati
ve sekline bakilarak fenotipik gozlem ile bu satha belirlenebilmektedir (Zamir vd.

1980).

Anter kiiltiirii calismalarinda, stres uygulamalarinin gametofitik gelismeyi engelledigi
ve mikrosporlarda polen embriyogenesisini tetiklemek i¢in gerekli oldugu ileri
stirilmiistiir. Arastiricilar tarafindan dondr bitkilerden alinan mikrosporlara uygulanan
+4 °C’de 4 giin soguk uygulamasinin double haploid bitki {iretimine daha i1yi yanit
verdigini belirtilmistir (Altaf ve Ahmad 1986, Grewal vd. 2009, Croser vd. 2009). So6z
konusu ¢alismada tomurcuklar kontrol, 4 ve 7 giin 4 °C’de karanlikta bekletilmis hem
tarla hem de sera materyallerinden alinan tomurcuklar 4 °C’de 4 giin karanlikta
bekletildiginde embriyo gelistirme ve olgunlastirma ortamlarinda daha fazla sayida
kallus ve embriyo olusumu gozlenmistir. En az kallus sayis1 6n soguk uygulanmayan
anterlerde izlenmistir. Tomurcuklar1 sogukta bekletmenin anterlerde farklilagmaya ve

kallus/siirgiin olusumuna olumlu etkisinin oldugu goérilmiistiir.

Doku kiiltiiriiniin basarisinda yiizey sterlizasyonu énemli bir faktor olup, yliksek oranda
hiicresel canlihlk ve minimum seviyede kontaminasyonun saglanmasi ile

basarilabilmektedir. Anter kiiltiirii calismalarinda sterilizasyondan kaynaklanan sorunlar
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sikca yaganmaktadir. Dezenfektanin yogunlugu ve sterilizasyon siiresi arttirildiginda,
tomurcuklar ve dokular buna bagli olarak anter canlilifi zarar gérmekte anterlerde
bliylime ve farklilasma baslamamaktadir. Literatiirlerde belirttigi gibi, calismada
tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu % 15 camasir suyu (Ace, %5 NaOCI) ile 15 dk.
manyetik karistiricida karigtirilmis, daha sonra 5 % 3 dk saf su ile durulama yapilmaistir.
Genel anlamda uygulanan bu sterlizasyon yontemi ile bakteriyel ve fungal bulasiklik

goriilmezken, dokularda canliligin biiytik 6l¢lide devam ettigi gbzlemlenmistir.

Bitkilerde adventif siirgiin rejenerasyonu farkli genler tarafindan kontrol edilmekte, elde
edilecek basar1 genotip ile yakindan iligkilidir. Anter kiiltiiriiniin basaris1 tiirlere gore
degismekle birlikte ayni tiire ait farkli ¢esit/genotiplerde bile farkliliklar gostermektedir.
Genotipe gore besin ortam igeriginin ayri ayri optimize edilmesi ve her bir genotipe
Ozgii rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesi gerektigini belirtilmistir (Szakacs vd.

1989).

Nohut anter kiiltiirii tekniginde biiyiime ve gelismeyi engelleyiciler, fenolik bilesikler,
inkiibasyon kosullar1 ve bir takim toksik maddeler mikrospor gelisimini olumsuz yonde
etkilemektedir. Oksijen ile fenolik maddelerin birlesmesi sirasinda oksidasyon yani
bitki dokularinda kararmalar ve hiicre oliimleri meydana gelmektedir. Bu durumda
oksidasyonu engellemek icin besin ortamina aktif komir ilave edilmekte bdylece
ortamda olusan toksik bilesikler sogurularak hiicre ve doku oliimleri onlenmektedir
(Hatipoglu 1999, Altindal 2005). Ozellikle somatik embriyogenesisi engelleyen,
embriyo olgunlagsmasina yardimci olan ABA’nin (absisik asit) ortama eklenmesi ile
toksik etki onlenmektedir (Johansson 1983). Bu c¢alismada, kalluslarin toksik madde
salinimini aza indirmek amaciyla, embriyonik kallus olgunlastirma ortamlarina, Grewal
vd. (2009) tarif ettigi gibi, 1,00 mg/l ABA ilave edilmistir. Bu uygulama sayesinde

kalluslarda kararma ve hiicre zararlanmalar1 yasanmamuistir.

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde, anterlerden izole edilen mikrosporlardan gelisen
embriyogenik kalluslarin olusumunda ve olgunlasmasinda oksin veya sitokinin
tirevlerinin ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir. Embriyonik kallus gelistirme

ortamlarinda oksin hormon miktar1 arttirildiginda kallusun renk yogunlugunun ve
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kompakt yapisinin gelistigi belirlenmistir. Caligmada tarla ve sera kosullarinda yetisen
materyallerden alinan tomurcuklardan gelisen embriyonik kallus 2.68 adet ile hormon
kombinasyonu 10 mg/L 2,4 D + 0,10 mg/L TDZ + 15 mg/L AgNO3 iceren EDM 2
ortaminda fazla sayida elde edilmistir.  Abdollahi vd. (2018) yapmis olduklar
caligmada benzer olarak en fazla embriyonik kallus sayisin1 10 mg/ L 2,4-D + 15 mg/L
AgNO;3 iceren ortamda belirlemistir. Bir baska ¢aligmada ise 2,4-D’nin nohutta anter
kiltiriinde embriyo olusumunu ve olgunlagmasimni tesvik ettigi saptanmistir
(Panchangam 2014). 2,4-D ve AgNOs3 birlikte kullanimmin embriyonik kallus
olusumuna olumlu etki ettigini ifade edilmistir. Bu ¢alismalar bizim bulgularimizla

paralellik gostermektedir.

Embriyo olgunlastirma ortami1 (EMM) embriyolar1 olgunlastirarak ¢imlenmeye tesvik
etmek amaciyla olusturulmustur (Grewal vd. 2009). Bu amagla embriyo olgunlagmasina
yardimct olacagi diigiiniilen farkli oksin hormonlar1 belirlenmistir. Calismada oksin
hormonu olarak 6 mg/L konsantrasyonunda 2,4-D (EMM 2), 4 mg/L Dicamba
(EMM3), 4 mg/L 1AA (EMM4) kullanilmistir. Sonugta tarla ve sera materyallerinden
alinan tomurcuklardan gelisen tiim ortamlar ve genotipler tizerinde en fazla olgunlasmis
embriyonik kallus 2.54 adet ile hormon kombinasyonu 6,00 mg/ L 2,4-D + 0,50 mg/L
BAP igeren kati MS ortami iizerinde kiiltiire alinan EMM 2 ortaminda gozlenmistir.
Abdollahi vd. (2018), caligmalarinda 6 mg/L 2,4-D konsantrasyonu kullanilmistir. Huda
vd. (2003) ise 3 mg / L 2,4-D hormonunun embriyonik kalluslar1 olgunlastirdigini

gozlemlemislerdir.

Gibberellik asit (GAs) siirgiin olusumunu, siirgiin boylarinin uzamasini, embriyolarda
dormansiyi kaldirarak ¢imlenme ve siirmeyi uyardigi bilinmektedir. Embriyonik kallus
gelistirme ortamlarinda (EDM) gelisen kalluslar1 ¢imlenmeye tesvik etmek amaciyla
embriyonik kallus olgunlastirma ortamlarma Grewal vd.(2009)’nin belirttigi gibi, 5
mg/L GAszkullanilmistir.

EDM ve EMM ortamlarinda gelisen, olgunlasan globiiler, kalp, torpedo ve kotiledon
evreleri saptanmis embriyolart ¢imlendirmek ve siirgiin rejenerasyonuna tesvik etmek

amacityla Grewal vd. (2009) tarif ettigi sekilde; farkli konsantrasyon ve
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kombinasyonlarda oksin/sitokinin tipleri igeren modifiye rejenerasyon ortamlaria
(PRM) aktarilmistir. Tarladan alinan materyallerden elde edilen biitiin uygulamalar
arasinda en fazla siirgiin 2.11 adet ile hormon kombinasyonu 1,00 mg/L BAP + 0,03
mg/L NAA igeren PRM 3 ortaminda saglanmistir. Benzer sekilde, Grewal vd.
(2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada, ortamda BAP + NAA hormonu birlikte bulundugunda
yiikksek oranda kallustan siirgiin olusumu gozlenmistir. BAP ve NAA Dbirlikte
kullanildig1 zaman oldukga saglikli, uzun ve morfolojik olarak normal goriiniime sahip
sirgiinler elde edilmistir.  Cesitli  konsantrasyonlardaki BAP/TDZ  birlikte
kullanildiginda uzun ve saglikli siirgiinler elde edilmesine ragmen bu siirgiinlerin BAP
ve NAA kombinasyonuna gore morfolojik olarak daha zayif oldugu gozlenmistir. Bu da
ortama eklenen NAA’nin uzun ve saglkli siirgiinler olusturmak ic¢in daha etkili

oldugunu gostermektedir.

Embriyonik kallus gelistirme ve olgunlastirma ortamlar1 22 °C’de karanlik kosullarda
inkiibe edilmistir. Embriyo olusturma ve gelistirme ortamlar1 yiiksek miktarlarda oksin
hormonu igermesi ve oksinlerin karanlikta aktive olmasi sebebiyle karanlik ortamda
tutulmustur. Rejenerasyon ortamlart yiiksek miktarda sitokinin igermesi ve
sitokininlerin 1s1kta aktive olmasi nedeniyle 16 saat 151k fotoperiyodunda (50 minimol s-
1 m?) %70 nemin bulundugu iklim dolaplarinda 24 °C’de tutulmustur. Karanlik
ortamda bekleyen eksplantlar direkt 1siga maruz birakilmadan aliminyum folyo ile
petrilerin {izerleri 1 hafta siiresince kapatilarak kademeli bir sekilde 1s1kl1 ortama adapte

olmalar1 saglanmaya calisilmistir.

Nohutun in vitro kosullarinda gelisimini siirlandiran en biiyiik engellerden biri gii¢lii
kok sisteminin indiiksiyonunu ve gelismesini saglayabilmektedir. Koklendirme
ortaminda kullanilan makro ve mikro elementlerin konsantrasyonlarindaki azalmalar ile
farkli oksin hormonlar1 kullanilarak koklenme meydana gelebilmektedir (Anwar vd.
2010). Polisetty vd. (1996) anterden gelisen siirgiinleri 30 giin boyunca biiyiime
diizenleyici kullanmaksizin MS besin ortamlarina aktarmislar ve siirgilinlerde
koklenmeler gozlenmistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise Huda vd. (2003) rejenere

olan siirgiinlerde kiiltiire alindiktan 8 hafta sonra 1 mg/L IBA igeren Y2 MS besin
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ortaminda kok gelisimi gozlenmistir. Bir¢ok c¢alismada nohutta, koklendirme
asamasinin oldukga gii¢ oldugu rapor edilmistir (Singh vd. 2002, Sanyal 2005, Anwar
vd. 2010). Bu ¢alismada ise, rejenere olan siirglinler oksin igeremeyen ve 0,25, 0,50 mg
/L 1AA, 0,25, 0,50 mg /L NAA, 0,25, 0,50 mg/L IBA igeren % MS besin ortamlari
lizerine koklenme ortamlarina aktarilmistir.Fakat besin ortamlarinin  higbirinde
stirgiinlerde koklenme gézlenmemistir. Singh vd. (2002) ¢alismalarinda nohutta in vitro
kosullarda elde edilen somatik embriyolardan gelisen siirgiinlerde kok olusumunun ¢ok
zaylf oldugu bu nedenle tam geliskin bitkiye doniisiim hizinin diistiik oldugunu
vurgulamistir.  /n vitro kosullarinda gelisen nohutlarm aklimatizasyonu ve sera veya
tarla kosullarinda hayatta kalma sansinin az oldugunu belirtmislerdir. Baska bir
caligmada ise, bitkiciklerin in vivo kosullarda %60 - 80’inin hayatta kalabildigi ortaya
konmustur (Polysetty vd. 1997).

Bitkilerin ploidi seviyelerini belirlerken birgok yontem kullanilmaktadir. Bunlardan en
stk kullanilan yontemler arasinda flow sitometri yontemi ve kok ucu hiicrelerden
kromozom sayimi gelmektedir. Eshaghi vd. (2015) tarafindan tarif edilen protokole
gore, kok ucu hiicrelerinin kromozom sayisina bakilarak bitkilerin ploidi diizeyleri
belirlenmistir. Grewal vd. (2009) yaptiklar1 ¢alismada ploidi seviyelerini rejenere olan
embriyonik kalluslarda ve bitkiciklerde ploidi cihazi ve kromozom saymmi ile
belirlemistir. Bu ¢alisgmada ise siirgiinlerin ploidi diizeyleri ploidy analizi (sysmex
cyflow ploidy analyser) cihazi kullanilarak tespit edilmistir. Elde edilen bitkiciklerin
%50’sinin diploid seviyede oldugu spontan katlanma oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda nohutta spontan katlanmalarin sik¢a goriildiigii rapor edilmistir (Eshaghi
vd. 2015, Abdollahi vd. 2018). Elde edilen bitkiciklerde spontan katlanma

goriildiiginden herhangi bir kimyasal uygulamasina gerek goriillmemistir.

82



6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda antraknoza dayanikli nohut ¢esitleri gelistirmek amaci ile yiiriitiilen
1slah programinda farkli genotipler kullanilarak yapilan melezlemelerden elde edilen F»
kademesindeki 11 farkli popiilasyon ve 4 nohut ¢esidi, anter kiiltiirii ¢alismalarinda
donor bitki olarak kullanilmistir. Bu g¢alismada tarla ve sera kosullarinda yetistirilen
bitkilerde farkli siirelerde 6n soguk uygulamalar1 (+ 4 °C de 0, 4, 7 giin), farkli kallus
tesvik ortamlar1 ve gesitli oksin ve sitokinin kombinasyonlarini igeren siirglin tesvik

ortamlar1 kullanilarak yiiksek frekansta haploid bitkicikler elde edilmeye ¢alisiimistir.

Bu calismada, farkli ¢evre kosullarinda yetisen dondr bitkilere ait mikrosporlarin anter
kiiltiirtine tepkilerinin arastirllmas1 amaciyla, denemeler arazi ve sera kosullarinda
yiirlitiilmiistiir. Arastirma bulgularina gore; tarla kosullarinda yetisen donor bitkilerinde
kallus ve siirglin olusum orani kontrollii (sera) kosullarda yetisenlere gore daha fazla
bulunmustur. Serada yetistirilen donor bitkilere ait anterlerde, EDM ortamlarinin
timiinde, daha az sayida embriyonik kallus elde edilmis ve hicbir sekilde siirgiin

rejenerasyonu saglanamamaistir.

Anterleri tek ¢ekirdekli mikrospor safthasinda olan, antesis devresine girmemis 2

numarali gelisme déneminde olan tomurcuklar, androgenesiste en iyi sonucu vermistir.

Hem tarla hem de sera kosullarindaki donér bitkilerden alinan tomurcuklar 4 °C’de 4
giin karanlikta bekletildiginde embriyo gelistirme ve olgunlastirma ortamlarinda daha
fazla sayida kallus ve embriyo olusumu gozlenmistir. Buna bagh olarak siirglin olusum

frekanslarinin pozitif etkilendigi diistiniilmektedir.

Embriyonik kallus gelistirme (EDM) ve olgunlastirma (EMM) ortamlarinda 22 °C’de
karanlik inkiibe edilmistir. Siirgiin rejenerasyonu 16 saat 151k fotoperiyodunda (50

minimol s m ) %70 nem oranina sahip iklim dolaplarinda 24 + °C’de saglanmistir.
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Calismada tarla ve sera kosullarinda yetisen dondr bitkilerden alinan tomurcuklardan
gelisen embriyonik kallus sayisi en fazla EDM 2 ortaminda (10 mg /L 2,4-D + 0,10
mg/L TDZ+ 15 mg/L AgNOs3) olan saglanmustir.

Embriyo olgunlastirma ortami1 (EMM) embriyolar1 olgunlastirarak ¢imlenmeye tesvik
etmek amaciyla olusturulmustur. Tarla ve sera materyallerinden alinan tomurcuklardan
gelisen tiim ortamlar ve genotipler {izerinde en fazla olgunlasmis embriyonik kallus

olusumu EMM 2 ortaminda gézlenmistir.

Anter kiiltiirtinde etkili bir netice almak i¢in genotipe gore degisen besin ortamlarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Calismadan elde edilen bulgura gore; tarla ve sera
kosullarinda yetisen materyaller arasinda, tiim uygulamalarda, embriyonik kallus
gelistirme ortamlarminda en fazla embriyonik kallus sayist F> kademesindeki 8.
popiilasyonunda izlenmistir. Bununla birlikte en fazla olgunlagsmis embriyonik kallus

sayis1 F2 kademesindeki 1. popiilasyonunda elde edilmistir.

Tarla ve sera kosullarinda yetisen materyallerden alinan anterlerden gelisen embriyonik
kalluslardan en fazla siirgiin olusumu, biitiin uygulamalar arasinda, F, kademesindeki
1. popiilasyonda elde edilmistir. En az siirgiin sayis1t Gok¢e, Uzunlu 99, Er 99 ve Dikbas

cesitlerinde gorilmiistiir.

Denemede kullanilan F> kademesindeki 11 adet popiilasyon, tiim uygulamalarda, daha
yiiksek frekansta kallus, embriyonik kallus ve siirgiin olusturma kapasitesine sahip
bulunmustur. Buna ragmen denemede kullanilan ¢esitlerin tim uygulamalarda, kallus

ve siirgiin olusturma giicii diisitk bulunmustur.

Nohutta anter kiiltiirii teknigi ¢aligmalarinda, anterlerden embriyonik kallus gelisimi ve
slirglin rejenerasyonu olusumu uzun zaman almaktadir. Ayrica nohut gibi inatci tiirler,
rejenerasyon kabiliyeti zayif ve dis uygulamalara daha ge¢ tepki verdiginden, her

asamasi ayr1 calisma gerektirmektedir.
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Caligma sonucunda anterlerden gelisen embriyonik kalluslardan siirgiin rejenerasyonlari
elde edilmis, elde edilen siirgiinlerin ploidi diizeyleri belirlenmis, farkli oksin tipi ve
konsantrasyonlarin1 igeren besin ortamlarindaki koklendirme c¢alismalari devam

etmektedir.
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6. ONERILER

Anter kiltiirii teknigi ile nohutta haploid bitkinin elde edilmesinde genotip etkisi,
tomurcuklara uygulanan 6n islemler, besin ortamlarmin igerigi, inkiibasyon ve donor
bitkinin yetistirilme kosullar1 gibi ¢ok sayida etken bulunmaktadir. Androgenesis
basarisinda, tiim bu etkenlerin birbiri ile iligkili oldugu diistintildiigiinde, baklagillerde
anter kiiltiiri tekniginin etkili bir sekilde uygulandigi, yayinlanmis ve faydalanilabilinir
protokoller bulunmamaktadir. Bununla birlikte; iilkemizde su ana kadar nohutta anter
kiltiirti tekniginden yararlanilarak, indiiksiyon ve kallus olusum asamasindan ileriye
gidilememistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ile anter kiiltiiri teknigi ile double

haploid nohut eldesi iizerine biiyiik ilerleme kaydedilmistir.

Nohut farkli konsantrasyonlarda uygulanan biiyiime diizenleyicilere farkli cevaplar
vermektedir. Buna gore; ¢oklu siirglinlerin indiiksiyonu ve rejenerasyonu i¢in daha
diisiik konsantrasyonda ve daha az sayida hormon uygulanarak, daha saglikli sonuglar

elde edilmistir.

Rejenerasyonun  gergeklesebilmesi igin, bitki biliyime hormonlarimin uygun
konsantrasyonlarinin yaninda, inkiibasyon siiresinin de 6nemli etkisi oldugu tespit
edilmistir. Inkiibasyondan sonra hemen 1s1kl1 ortama aktarmak yerine, kademeli olarak,

direk 1518a almamak kosulunda siirgiin olusumlari meydana gelecegi sdylenebilir.

Nohutun in vitro basarisini sinirlandiran iki temel unsur indiiksiyon ve giicli kok
sisteminin gelistirilerek dis kosullara aktarilmasidir. Nohutta rejenerasyon protokolleri
tekrar edilebilir sekilde yaygin olmamakla birlikte rejenere olanlarin kok uyarimi ve
bitkiciklerin aklimatizasyonu da dis ¢evrede basarili degildir. Koklenme; siirgiinler
kirilgan degil sert oldugunda veya baska bir degisle kallus olusturma egiliminde
olmadiginda gergeklesmektedir.

86



Nohutta kallus, embriyo ve siirgiin olusum asamalariin optimizasyonu genotipe gore
degismekle birlikte uzun zaman almaktadir. Buna gore; melezleme asamasinda hedefe
yonelik bir kombinasyon olusturuldugu taktirde, ortaya ¢ikan az sayida popiilasyon i¢in
ayr1 ayr1 double haploid bitki elde etme protokolleri gelistirilmelidir. Embriyogenesis
ve rejenerasyon kosullarinin genotipe goére gelistirilmesi i¢in nohutta anter kiiltiirii
teknigi caligmalarinin devamliligi saglanmalidir. Ayrica, bu teknikten yararlanilarak
kisa zamanda elde edilecek homozigot hatlarin, 1slah¢t ve tohumculuk iireticilerine

bliyiik katkilar saglayacagi ongoriilmektedir.
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