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Nohut anter kiiltiiriinde oksin ¢esidi (2,4-D ve Picloram) ve konsantrasyonu
(5 mg/l, 10 mg/l; 1 mg/l, 2 mg/l) ile sitokinin ¢esidi (BAP ve Kin) ve
konsantrasyonunun ( 0 mg/l, 0.5 mg/l) farkli nohut genotiplerinde haploid bitki
olusumuna etkisini saptamak amaciyla yiiriitiilen bu arastirmada; Seckin, Inci, Onur,
Sezgin ve Hasanbey genotipleri test edilmistir.

Varyans analizi sonuglari, genotip, oksin ¢esidi, sitokinin ¢esidi ve sitokinin
konsantrasyonu ile bu faktorlerin interaksiyonlarinin Kkallus ve/veya embriyo
olusturan anter oranini énemli derecede etkiledigini gostermistir. Anter reaksiyon
orani; genotiplere bagli olarak % 3.3-7.9 arasinda degismis, 2,4-D oksininin
Piclorama gore, Kinetin sitokininin de BAP’a gore anter reaksiyon orani agisindan
daha etkili oldugu saptanmistir. Anterlerden olusan kallus ve embriyolar
rejenerasyon ortamina aktarildiginda kok rejenerasyonu gerceklesmis, ancak bitki
rejenerasyonu gerceklesmemistir. Arastirmadan elde edilen bulgulara dayanilarak,
iilkemizdeki nohut genotiplerinin anter kiiltiiriine reaksiyonlarinin, uygun besi
ortami ve kiiltlir oncesi anterlere stres uygulama yonteminin optimize edilmesine
yonelik arastirmalarinin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nohut, Genotip, Anter Kiiltiirii, oksin, sitokinin, konsantrasyon
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EFFECTS OF GENOTYPE AND PLANT GROWTH REGULATORS ON
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In order to determine the effect of auxin type (2,4-D and Picloram) and
concentration (5 mg/l, 10 mg/l;1 mg/l, 2 mg/L) as well as cytokine type (BAP and
Kin) and concentration ( 0 mg/l, 0.5 mg/l) on haploid plant regeneration from the
anthers of the different chickpea genotypes, chickpea cultivars Seckin, Inci, Onur,
Sezgin and Hasanbey genotypes were tested.

Results of the variance analyses on the data obtained showed that genotype,
auxin type, cytokinin type and concentration as well as their interactions
significantly affected the ratio of the anthers forming callus and/or embryo. Ratio
of the responding anthers varied between 3.3% and 7.9% depending on the genotype.
It was determined that 2,4-D was more efective than Picloram in anther reaction rate.
On the other hand, Kinetin resulted in higher anther reaction rate than BAP. When
the calli and embryos were transferred into regeneration medium, they regenerated
only root but not the plant. From the results of the study, it was concluded that the
further research at the aiming to determine response of chickpea genetic resources
of Turkey to the anther culture and to optimize the nutrient medium and stress
treatment method of the anther must be conducted.

Keywords: Chickpea, Genotype, Haploid, Anther, Auxin, Cytokinin, Concentration



GENISLETILMIS OZET

Nohut anter kiiltiiriinde oksin ¢esidi (2,4-D ve Picloram) ve konsantrasyonu
(5 mg/l, 10 mg/l; 1 mg/l, 2 mg/l) ile sitokinin ¢esidi (BAP ve Kin) ve
konsantrasyonunun ( 0 mg/l, 0.5 mg/l) farkli nohut genotiplerinde haploid bitki
olusumuna etkisini saptamak amaciyla yiiriitiilen bu arastirmada; Seckin, Inci, Onur,
Sezgin ve Hasanbey genotipleri test edilmistir.

S6z konusu genotiplerin saksi ve arazi kosullarinda yetistirilen donor
bitkilerinden hasat edilen 2-3 mm uzunlugundaki tomurcuklar 4 °C’de 7 giin siire ile
muhafaza edildikten sonra, steril kosullarda sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde sterilize
edilmis ve i¢lerindeki anterler izole edilerek EDM ortaminda kiiltiire alinmustir.

Arastirmada, igerisinde 30 adet anter kiiltiir edilen 60 X 15 mm boyutlarindaki
petri kaplarinin ortalama %16.4’tinde mikrobiyal enfeksiyon ortaya g¢ikmustir.
Enfeksiyon oran1 genotip x besi ortami kombinasyonuna bagli olarak % 0 ile % 44.4
arasinda degismistir.

Arastirmada 80 farkli genotip x besi ortami1 kombinasyonu i¢in kiiltiire alinan
enfekte olmamis toplam 400 petri kabindaki 12000 anterden tiim faktor
kombinasyonlarinin ortalamasi1 olarak % 6.4’4  kallus ve/veya embriyo
oOlusturmustur. Anter reaksiyon orani genotiplere bagli olarak % 3.3 ile % 7.9
arasinda degismis ve bu degisimin istatistiksel olarak 6nemli oldugu ortaya
cikmugtir. Sezgin % 7.9 olarak anter reaksiyon orani ile en yiiksek anter reaksiyon
oran1 gosteren genotip olmustur. inci, Onur ve Hasanbey cesitleri istatistiksel olarak
Sezgin cesidi ile ayni istatistiksel gruba giren anter reaksiyon oranlar1 géstermistir.
Arastirmada test edilen iki farkli oksin ¢esidi (2,4-D ve Picloram) anter reaksiyon
oraninda istatistiksel olarak onemli farklilik yaratmistir. 2,4-D igeren ortamlarda
kiiltiire alian anterlerin ortalama reaksiyon oranit % 9.3 olmasina karsilik, Picloram
iceren ortamlarda kiiltiire alinan anterlerde ise % 3.5 olarak gerceklesmistir. Bu
sonuglara bakarak 2,4 D, Piclorama gore anter reaksiyon oraninda daha etkili oldugu

saptanmigtir.
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Arastirmada oksin konsantrasyonunun anter reaksiyon orani iizerindeki etkisi
oksin g¢esidine bagli olarak degismistir. 2,4-D konsantrasyonunun 5 mg/1’den 10
mg/l’ye cikartilmas1 anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak 6nemli derecede
azalmaya neden olmasina karsilik, Picloram konsantrasyonunun 1 mg/I’den 2
mg’l’ye ¢ikartilmasi anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak onemli derecede
artisa neden olmustur.

Aragtirmada test edilen iki sitokinin ¢esidi (BAP ve kinetin) anter reaksiyon
oraninda 6nemli derecede farklilik yaratmistir. Nitekim, BAP iceren ortamlarda
anter reaksiyon orani ortalamasi %5.8 olmasina karsilik, kinetin i¢ceren ortamlarda
%7.1 olmus ve Kkinetinin anter reaksiyon orani agisindan BAP’a gore daha etkin
oldugu ortaya ¢ikmistir

Sitokininlerin anter reaksiyon orani iizerindeki etkisinin genotiplere bagl
olarak 6nemli derecede farklilik gosterdigi saptanmustir. Nitekim, arastirmada test
edilen 5 nohut ¢esidinden 4’iinde sitokin gesitleri anter reaksiyon oraninda 6nemli
bir farklilik yaratmamasina karsilik, Sezgin ¢esidinde kinetin BAP’a gére onemli
derecede daha yiiksek anter reaksiyon orani saglamistir.

Varyans analizi sonuglart oksin ¢esidi x oksin konsantrasyonu x sitokinin
¢esidi interaksiyonunun istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermistir. Bu sonug,
sitokinin g¢esitlerinin anter reaksiyon orani {izerindeki etkisinin farkli oksin ¢esidi x
oksin konsantrasyonu kombinasyonlarinda farklilik gosterdigini ortaya koymustur.
Nitekim, 5 mg/l 2,4-D + BAP igeren ortamlarda %9.5 olan anter reaksiyon orani 5
mg/l 2,4-D + kinetin igeren ortamlarda %12.5 olmus ve ortama sitokinin olarak BAP
yerine kinetin ilavesi anter reaksiyon oraninda 6nemli derecede artisa neden
olmustur. Buna karsilik 10 mg/l 2,4-D iceren ortamlarda sitokinin ¢esidi anter
reaksiyon oraninda Onemli bir farklilik yaratmamigtir. 1 mg/l picloram igeren
ortamlarda da sitokinin ¢esidi anter reaksiyon oraninda Onemli bir farklilik
yaratmamistir. 2 mg/l picloram igeren ortamlarda ise kinetin BAP’a gore anter
reaksiyon oraninda istatistiksel olarak énemli derecede artisa neden olmustur

Sitokinin konsantrasyonunun anter reaksiyon oranmni istatistiksel olarak
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onemli derecede etkiledigi saptanmistir. Nitekim, sitokinin igermeyen ortamlarda %
3.8 olan anter reaksiyon orani ortalamasi, 0.5 mg/l sitokinin igeren ortamlarda % 9
olarak gerceklesmis ve ortamda sitokinin bulunmasi anter reaksiyon oraninda 6nemli
derecede artisa neden olmustur.

Sitokinin konsantrasyonunun etkisinin genotiplere bagli olarak degistigi
saptanmistir. Seckin ¢esidinde sitokinin konsantrasyonu anter reaksiyon oraninda
istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik yaratmamasina karsilik, diger cesitlerde besi
ortamina 0.5 mg/l sitokinin ilave edilmesi anter reaksiyon oraninda sitokinin
icermeyen ortama gore istatistiksel olarak 6nemli derecede artisa neden olmustur.

Kiiltiire alinan anterlerden olusan kallus ve embriyolar kiiltiir baglangicindan
6-8 hafta Grawel ve ark. (2009) tarafindan 6nerilen embriyo olgunlastirma (EMM)
ortamina aktarilmistir. So6z konusu ortamda 4 hafta kalan kalluslarda embriyolar
belirgin hale gelmis ve bazi kalluslarda kok rejenerasyonu baslamigtir. Bunun
yaninda bazi kallus ve embriyolarda kararma ve 6liim ortaya ¢ikmistir.

EMM ortaminda 4 haftalik kiiltiir sonunda, olgunlagsan embriyolar Grewal ve
ark. (2009) tarafindan onerilen bitki rejenerasyon ortamina (PRM) aktarilmustir.
Kallus ve embriyolar rejenerasyon ortaminda 2-3 giin i¢inde yesil renk almigtir.
Ancak, rejenerasyon ortamina aktarilan kallus ve embriyolardan siirgiin
rejenerasyonu gergeklesmemis ve rejenerasyon ortaminda 4 hafta kalan kallus ve
embriyolar, yeni rejenerasyon ortamina aktarilmalarina ragmen herhangi bir gelisme
gostermemisgler ve siyahlagarak 6lmiiglerdir.

Arastirmada haploid bitki rejenerasyonunun ger¢eklesmemis olmasinin bir
¢ok nedeni olabilecegi, arastirmada test edilen genotipler yaninda kullanilan besi
ortaminin bilesimi, dondr bitkilerin yetisme kosullari, anterlere kiiltiir 6ncesi ve
sonrast sicak veya soguk stresi uygulanmasi, anterlerin kiiltiir kosullar1 gibi bir ¢ok
faktoriin arastirmada test edilen nohut genotiplerinin anterlerinden haploid bitki
rejenere olmamasinin nedeni olabilecegi vurgulanmustir.

Aragtirmadan elde edilen bulgulara dayanarak, Ulkemizdeki nohut 1slah

programlarinda anter kiiltiiri  tekniginden yararlanarak 1slah  siirecinin
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kisaltilabilmesi i¢in, oncelikle iilkemiz nohut gen kaynaklarimin anter kiiltiiriine
reaksiyon acisindan test edilmesi ve anterlerden haploid bitki elde etme
protokoliiniin optimizasyonuna yonelik olarak uygun besi ortami, besi ortami
bliylime diizenleyicisi igerigi, kiiltliir 6ncesi ve sonrast uygun stres yonteminin
belirlenmesi ve anterler i¢in uygun kiiltiir kosullarinin belirlenmesine yonelik

arastirmalarin yiiriitiilmesi gerektigi sonucuna varilmustir.

Vi
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1.GIRIS

Mercimek, fasulye, nohut, bezelye, bakla ve boriilceyi igine alan dane
baklagiller, diinyadaki iki milyardan fazla insan i¢in protein kaynagidir (Burucu,
2020). Diinyada insan beslenmesindeki bitkisel proteinlerin  %22’si  ve
karbonhidratlarm  %7°si, hayvan beslenmesindeki proteinlerin %38’1 ve
karbonhidratlarm da %5’i yemeklik tane baklagillerden saglanmaktadir. Bunun
yaninda, havanin serbest azotunu topraga baglama o6zelliklerinden dolay1 ve ekim
nobetine alinmalar ile kazik kokleri sayesinde topragin verimliligini artirmalari,
tuzlu topraklarda ve nadas alanlarinda toprak yapisinin iyilestirilmesine katki
saglamalar1 gibi pek cok amaca hizmet etmeleri, dane baklagillerin bitkisel
iiretimdeki onemini daha da artirmaktadir (TMO, 2020).

Baklagiller, tarla bitkileri yetistiriciliginde, ekim alan1 ve tiretim bakimindan
tahillardan sonra gelen tane triiniidiir (UBK, 2014). Diinyada yaklasik 1,5 milyar
hektar olan tarim alanlarinin 78 milyon hektar alaninda toplam 66 milyon ton
civarinda degeri 40 milyar dolar olan yemeklik baklagil iiretimi
gerceklestirilmektedir (TMO, 2020). Diinya iizerinde en ¢ok tretilen baklagil tiirii
kuru fasulye olup bunu, nohut, bezelye, bdriillce, mercimek ve bakla takip
etmektedir.

Tirkiye, baklagillerin gen merkezi olarak kabul edilen “Verimli Hilal”’in en
onemli parcasidir. Tiirkiye’de en fazla yetistirilen yemeklik baklagiller ise nohut,
mercimek ve kuru fasulyedir. Ulkemizin hemen hemen her bdlgesinde yetistirilen
yemeklik tane baklagiller Tiirk mutfaginin ve 6zellikle dar gelirli ailelerin protein
kaynagimi olusturmaktadir. Baklagiller, isttihdama olan katkilari, ihracat
potansiyelleri, ekim nobetine kolayca girebilmeleri, nadas alanlarinin azaltilmasinda
etkili olmalari, besin degeri yoniinden zengin olmalart nedeniyle iiretim ve
tiiketimde &nemli bir iiriin grubudur. Ulkemizde bitkisel iiriin {iretiminde baklagiller
biiyilk énem tagimaktadir. Ozellikle 1980°li yillardan itibaren yemeklik tane

baklagillerin {iretimine biiyilk 6nem verilmeye baslanmis ve iilke genelinde
1
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uygulanan tretimi artirici ¢esitli projelerin sayesinde bakliyat {iretimimiz 6nemli
Olciide artig gostermigtir. Nitekim, 1980°li yillarin sonunda 2 milyon hektara kadar
cikan dane baklagil ekim alani, sosyo-ekonomik nedenlerle 1990’11 yillarda azalma
gostermis ve 2020 yilinda iilkemizde 871 134 ha alanda dane baklagil {iretimi
yapilmstir (TUIK, 2021). Séz konusu alanin % 58.7’sinde nohut, % 28.4’iinde
mercimek, % 11.8’inde fasulye, % 0.4’linde bakla ve geriye kalaninda ise bezelye
ve boriilce yetistirilmistir.

Baklagil iiretimi iilke geneline yayilmis olmakla beraber o6zellikle
Gilineydogu Anadolu, Orta Anadolu ve gecit bolgeleri ile Marmara Bolgesi’nin
giiney kesiminde yogun olarak yapilmaktadir. Genel olarak; kirmizi mercimek
Gilineydogu’da, yesil mercimek, nohut ve kuru fasulye Orta Anadolu ve gegit
bolgelerinde, bakla ve bezelye ise Ege ve Giliney Marmara’da yetistirilmektedir.

Ulkemizin 2018 y1l1 toplam dane baklagil iiretimi 1 296 867 ton olup, bunun
igerisinde nohutun pay1 % 48.6, mercimegin pay1 % 28.6, fasulyenin pay1 % 21.6,
baklanin pay1 % 0.7, bezelye ve boriilcenin pay1 ise toplam % 0.5°tir. (TUIK, 2021).
Tiirkiye, mercimek ve nohut tiretimi agisindan diinyada 4. sirada, fasulye tiretimi
acisindan ise 21. sirada yer almaktadir (FAO,2021).

Yukaridaki agiklamalardan anlagilacag: gibi ekim alani ve iiretim miktar
bakimindan iilkemizde en fazla iiretilen yemeklik dane baklagil bitkisi nohuttur.
Nohut ( Cicer arietinum L.), gerek tilkemizde, gerekse diinyada, 6zellikle Yakin
Dogu, Uzak Dogu, Akdeniz, Gliney Amerika ve Orta Amerika iilkelerinde gok eski
yillardan beri kiiltiire alinan, insan ve hayvan beslenmesinde ve yesil giibrelemede
kullanilan bir y1llik bir baklagil bitkisidir (Eser, 1976; Reddy vd Singh, 1984; Reddy
ve Kabbabeh, 1985, Altaf ve Ahmad, 1990). Dane protein igerigi % 20-22 arasinda
degisir (Williams ve Singh, 1987). Tane kabugunun iceriginde bulunan yiiksek
orandaki seliiloz ve kalsiyum insan beslenmesinde Onemli yer tutmaktadir.
Danesinde genetik miihendisligi teknikleri ile gelistirilen bir g¢eltik cesidi olan
“’Altin Celtik’*’ten daha fazla p -karoten igerir (Abbo ve ark., 2005). Ayrica sap ve

samaninin tahillara gore iki kata kadar daha kaliteli protein icermesinden dolay1 da
2
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hayvan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Ercan ve ark., 2005). 14 kg/da’a
kadar azot fikse edebilir ve azot gereksiniminin % 80’ini bu yolla karsilar (Saraf ve
ark., 1998). Kendisinden sonra gelen bitkiye 6nemli miktarda azot birakir.

Nohut (Cicer) cinsi Fabaceae familyasi, Papilionoideae alt familyasinda yer
alan bir cinstir (Millan ve ark., 2015). Onceleri Vicieae oymaginda yer alan nohut
daha sonra Cicereae oymagina tasinmistir (Kupicha, 1977). Nohut cinsi (Cicer) bir
yillik veya cok yillik otsu veya cok yillik ¢ali olmak iizere 44 taksonu icinde
barindirir. Bunlardan 9 adedi bir yillik, 35 adedi ise ¢ok yilliktir (Altaf ve Ahmad,
1990; Smykal ve ark., 2015). Bir yilik tirler; C. arietinum, C. bijugum, C.
chorassanicum, C. cuneatum, C. echinospermum, C. judaicum, C. pinnifidum, C.
reticulatum ve C. yamashitae dir. Bu tiirlerin tamaminda somatik kromozom sayisi
16’dir ve kiiltiir nohutunun (Cicer arietinum L.) genom biyikligi 738 Mb’dir
(Varshney ve ark., 2013) . Kiiltiir nohutunun tohum ve ¢iceklerinin biiyiikligii ve
rengi ile bitkinin pigmentasyonuna bagli olarak kabuli (makrosperma) ve desi
(mikrosperma) olmak iizere iki farkli tipi mevecuttur (Muehlbauer ve Singh, 1987).
Her iki kiiltiir nohutu tipinin Giineydogu Anadolu Bélgesi ve Kuzey Suriye’de dogal
olarak yayilim gosteren (Zohary ve Hopf, 2000; Toker, 2009) Cicer reticulatum
tiirlinden tiiredigi diisiiniilmektedir (Ladizinsky ve adler, 1976).

Nohut Neolitik donemde kesfedilen bir bitkidir ve Verimli Hilal’daki orijini
10 000 y1l oncesine kadar gitmektedir (Zohary ve Hopf, 2000; Pratap ve Kumar,
2011). Yapilan arastirmalar bitkinin orijin merkezinin Giineydogu Anadolu ve
Suriye oldugunu gostermistir (Van der Maesen, 1987). Kiiltiir nohutunun atasi olarak
kabul edilen Cicer reticulatum tirine s6z konusu bdlgede bugiin bile
rastlanmaktadir. Burdur’un Hacilar k&yiinde yapilan kazilarda M.O. 5450 yilina ait
nohut tohumlarina rastlanmistir (Helbaek, 1970). Nohut orijin merkezinden birisi
ilkbahar ve yaz aylarinda yetistigi bolgenin batisina dogru digeri ise serin kurak
sezonda yetistigi glineye dogru olmak iizere iki yone dogru yayilim gostermistir.

Bir ¢ok arastirma nohutun dar bir genetik tabana dayandigini1 gostermektedir

(Mallikarjuna ve ark.,2011). Bu nedenle bitki birgok hastalik ve zararliya kars1 ¢ok
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hassastir. Ozellikle Ascochyta rabiei mantarmin neden oldugu antraknoz hastalig,
Fusarium oxysporum mantarinin neden oldugu solgunluk hastaligi ve nedeni tam
olarak bilinmeyen ciicelik hastalig1 nohutun en 6nemli tahrip edici hastaligidir ve bu
hastaliklar gerek iilkemizde ve gerekse diinyada nohut tarimini 6nemli Slgiide
sinirlamaktadir.

Nohut kendine doéllenen bir bitkidir (Malhotra ve Singh, 1986). Nohut
1slahinda pedigri yontemi, toptan secme yoOntemi, geriye melezleme ve coklu
melezleme gibi kendine déllenen bitkilerde uygulanan klasik 1slah yontemleri
kullanilmaktadir. Ayrica, mutasyon 1slaht da nohut 1slahinda kullanilan
yontemlerden birisidir. Ancak, s6z konusu yontemler, ¢ok fazla zaman ve is giicline
gereksinim duymaktadir. Yirminci ylizyilda gelistirilen ve yiizyilin son ¢eyreginde
kiiltiir bitkilerinde uygulanmaya baslanan biyoteknolojik yontemler klasik bitki
1slah1 yontemlerine yardimci yontemler olarak islah siirecini kisaltmakta ve
gereksinim duyulan isgiiciinii azaltmaktadir. Ancak, s6z konusu yontemlerin bir
bitkide kullanilabilmesi i¢in oOncelikle yapilacak arastirmalarla yontemin bitki
tiiriindeki kullanilma esaslarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Bitkilerde 1slah siirecini kisaltmak amaciyla kullanilan biyoteknolojik
yontemlerden birisi uzak akrabalar arasi melezlemeler sonucu olusan haploid
embriyolar veya esey hiicrelerinin in vitro kosullarda kiiltiir edilerek haploid
bitkilerin elde edilmesi ve bu haploid bitkilerde kromozom katlamasi yaparak kisa
siirede homozigot safhatlarin elde edilmesini saglayan haploid bitki elde etme
teknigidir (Hatipoglu, 2008). Teknik, haploid bitki elde edilmesinde kullanilan
eksplanta bagli olarak anter kiiltiirii, mikrospor kiiltiirii, gynogenesis veya maternal
haploid teknigi olmak iizere farkli isimler almaktadir.

Bugiine kadar siirdiiriilen dane baklagiller anter kiiltiirli arastirmalarinda,
donor bitkilerin genotipi ve yetisme kosullar1, kiiltiire alinacak anterlerin i¢inde
bulundugu tomurcuklarin biyiikligii ve anterler igindeki mikrosporlarin gelisme

donemi, stres uygulamalari, besi ortamimin bilesimi ve kiiltlir sicakligi gibi
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faktorlerin anterlerden haploid bitki rejenerasyonunu etkiledigi saptanmistir
(Deswal, 2018).

Bu arasgtirma nohut anter kiiltiiriinde genotip ve besi ortaminin biiyiime
diizenleyicisi igeriginin anterlerden haploid bitki rejenerasyonuna etkisinin

saptanmasi amaciyla planlanmig ve yiiriitilmiistiir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Yemeklik Dane Baklagillerde Katlanmis Haploidler ve Elde Edilme
Yontemleri

Haploid bitki, gametik kromozom sayisina sahip bitkidir (Kasha ve
Maluszynski, 2003; Bhojwani ve Dantu, 2010). Eseysel iireme yeteneginde olmayan
haploid bitkilere farkli antimitotik kimyasallarin farkli yontemlerle uygulanmasi ile
bitkilerde kromozom katlamas1 yapilir ve bitkiler fertil hale getirilir. Elde edilen bu
fertil ve homozigot bitkilere katlanmis haploid bitkiler denir (Hatipoglu, 2008). Bitki
1slahinda katlanmig haploid bitkilerin elde edilmesinin amaci; c¢esit olarak veya
melez ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilecek homozigot ve homojen hatlar1
elde etmektir (Gatti ve ark., 2016). Ayrica, katlanmis haploid bitkiler kantitatif
genetik aragtirmalarinda rekombine edilmis kendilenmis hatlar olarak kullanilirlar
(Burr ve ark., 1988). Ayrica, katlanmis haploidler mutasyon arastirmalarinda
resesif, dominat ve zararli mutasyonlarin ortaya ¢ikartiimasinda kolaylik saglarlar
(Szarejko ve Forster, 2007). Bu bitkiler, geriye melezleme ¢alismalari, gen
haritalama, evrim arastirmalari, gen tanimlama ve transgenik bitki gelistirme
calismalari igin de uygun materyali olustururlar (Kumar ve Choudhary, 2020).

Dogada haploid bitkiler ilk defa Datura stramonium bitkisinde c¢alisan
Bergner tarafindan gozlenmistir (Kasha ve Maluszynski, 2003). Daha sonra bir¢ok
bitkinin dogal haploidleri saptanmistir. Dogada haploid bitkilerine rastlanabilen bitki
tirii sayist 100’den fazladir (Hatipoglu, 2008). S6z konusu dogal haploidler
parthenogenesis veya apomixis mekanizmalari sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ancak,
s6z konusu dogal haploidlerin ortaya ¢ikis frekanslar1 % 0.001 civarindadir (Kumar
ve Choudhary, 2020). Chase (1952), haploidleri bitki 1slahinda kullanmay1 deneyen
ilk arastirici olmustur. Arastirici, yumurta hiicresinin déllenmeden embriyoyu
olusturmas1 (Parthonogenesis) sonucu olusan diisiik frekanstaki haploid bitkileri
se¢mis ve bunlarda kromozom katlamasi yaparak katlanmis haploid bitkileri elde
etmistir. Parhenogenesis yoluyla haploid bitki olusum frekansimin artirilmasi i¢in

7
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1sinlanmis polenlerle tozlama, ikiz embiyolu tohumlarin segilmesi, geg tozlama gibi
birgok yontem denenmistir. Guha ve Maheshwari (1964), Datura innoxia bitkisinin
anterlerini in vitro kosularda kiiltiire alarak ilk defa embriyolar1 elde etmislerdir.
Daha sonra Bourgin ve Nitsch 1967 yilinda Nicotiana tabacum ve N. sylvestris
tirlerinde ilk defa anterlerin in vitro kosullarda kiiltiiriinden haploid bitkileri elde
etmislerdir (Pandey, 1973). Bu durum bitki islah¢ilarinin haploid bitkilere olan
ilgisini artirmustir.

Haploid bitkilerin 1slahtaki kullanim alanlar1 nedeniyle haploid bitkilerin elde
edilmesi i¢in degisik yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden birisi olan indiizer
hatlardan yararlanarak haploid tohumlarin elde edilmesi yontemi misir bitkisinde
uygulanabilmektedir (Geiger ve Gordillo, 2009). Nohut bitkisinde mutasyon
yoluyla elde edilen kabuli tip bir erkek kisir hattin fertil bir desi tip bitkiyle
melezlenmesi sonucu olusan tohumlarin yaklasik % 30’unun haploid oldugu
saptanmistir (Reddy ve Reddy, 1996). S6z konusu teknik in vitro kiiltiire gereksinim
duymayan bir tekniktir. Haploid bitkiler in vitro teknikler kullanilarakda elde
edilmekte olup, bu tekniklerin bir bolimii belirli bitki tiirlerine 6zel olmasina
karsilik, bazilar1 ¢ok daha fazla bitki tiirlinde uygulanabilmektedir. 1970 yilinda
Kasha ve Kao tarafindan arpada uygulanan uzak akarabalar arasi melezlemede
kromozom eleminasyonu sonucu haploid embriyolarin olusmasi ve yasama
yeteneginde olmayan bu embriyolarin in vitro kosullarda kiiltiir edilerek haploid
bitkilerin elde edilme teknigi genellikle arpa, bugday, ¢avdar, yulaf gibi serin iklim
tahillarina 6zel bir tekniktir (Kasha ve Kao, 1970). Yine in vitro kosullarda bitkilerin
erkek gametlerinden haploid bitkilerin elde edilmesini amaglayan anter ve mikrospor
kiiltiirleri ile disi gametlerden haploid bitki elde edilmesini amaglayan oviil veya
ovary kiiltiirii her bitki tiiriinde uygulanma olanagi olan evrensel haploid bitki elde
etme teknikleridir (Kasha ve Maluszynski, 2003). Haploid bitkilerin elde
edilmesinde yeni teknik olarak son yillarda CENH3 sentromerlerine sahip
mutantlarin kullanilmas ile haploid bitkilerin elde edilmesi teknigidir (Comai, 2014,
Tek ve ark., 2015). Bu teknikte mutant bitki baba veya ana olarak kullanilmakta ve

8
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normal bitki ile melezlenmekte ve eger mutant bitki baba olarak kullanilmigsa ana
bitkide olusan tohumlarin % 4-5’1, ana olarak kullanilmigsa mutant bitkide olusan
tohumlarin % 25-45’1 haploid olmaktadir (Wang ve ark., 2019). Bu sistemde
dollenme sonucu olusan zigotta mitoz bdliinme sirasinda mutant ebeveynin
kromozomlari kutuplara ¢ekilmeyerek hiicre icinde kaybolmakta ve yalnizca mutant
olmayan ebeveynin kromozomlarini tasiyan haploid tohumlar olusmaktadir. Bu
teknik Arabidopsis thaliana bitkisinde uygulanmis ve diger bitkilerde
uygulanabilmesi i¢in yogun arastirmalar yapilmaktadir. Son yillarda CENH3
mutantlarimin elde edilmesinde bir gen diizenleme teknigi olan CRISPR/Cas9
tekniginden yararlanilmaktadir( Kuppu ve ark., 2020).

Yukarida agiklanan haploid bitki elde etme teknikleri arasinda en yaygin
kullanilan1 anter veya mikrospor kiiltiirii teknigidir (Thomas ve ark., 2003). Bu
teknik kullanilarak ¢ok sayida bitki tiiriinde haploid bitki elde edilebilmis olmasina
karsilik, diger haploid bitki elde etme teknikleri daha ¢ok belirli bir bitki grubunda
veya bitki tiirlinde basarili olmaktadir. Tiitiin, bugday, arpa, kanola, ¢eltik ve misir
gibi ekonomik Gneme sahip kiiltiir bitkilerinin 1slah programlarinda anter veya
mikrospor kiiltiirii ile elde edilen katlanmig homozigot hatlar ¢ok yaygin olmamakla
beraber kullanilmaktadir (Thomas ve ark., 2003).

Yemeklik dane baklagil bitkileri in vitro metodlarin ¢ogunluguna iyi
reaksiyon géstermemeleri ile bilinir ve bu in vitro yontemlere katlanmis haploid
bitki elde etme teknikleri de dahildir (Ochatt ve ark. 2009 ; Liilsdorf ve ark., 2011).
Bununla beraber basarili bitki rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesi i¢in anter
kiiltiirli protokollerinin iyilestirilmesine yonelik yogun cabalar harcanmistir ve bu
cabalar devam etmektedir (Pratap ve ark., 2018). Nohut (Khan ve Gosh, 1983; Altaf
ve Ahmad, 1986; bajaj ve Gosal, 1987; Croser, 2002; Vessal ve ark, 2002; Kennedy
ve ark., 2002; Croser ve ark., 2004; Croser ve ark., 2005; Grewal ve ark., 2009;
Croser ve ark, 2011; Lulsdorf ve ark, 2012; Panchangam ve ark., 2014; Rashidi ve
ark., 2019; Ozer, 2020), fasulye (Peters ve ark., 1977; Munoz-Floerz ve Baudoin,
1994 a ve b; Munoz ve Baudoin, 2002), bezelye (Gupta ve ark, 1972; Gupta, 1975;

9
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Gosal ve Bajaj, 1988; Croser ve ark., 2005; Bobkov, 2010; Lulsdorf ve ark, 2012;
Bobkov, 2014; Ribalta, 2014; Davies, 2015; Bermejo ve ark., 2020), ac1 bakla
bitkisinde (Ormerod va Caligari, 1994; Bayliss ve ar., 2004; Skrzypek ve ark., 2008;
Kozak ve ark., 2012) ve mercimek bitkisinde (Keller ve Ferrie, 2002; Croser ve
Lulsdorf, 2004; Lulsdorf ve ark, 2012; Davies, 2015), soya fasulyesinde (Zhao ve
ark., 1998; de Moraes ve ark., 2004; Rodrigues ve ar., 2004) ve giivercin
bezelyesinde (Bajaj ve ark., 1980), boriilcede (Arya ve Chandra, 1989) anter ve
mikrospor kiiltiir sistemlerini gelistirmek i¢in yogun arastirmalar yiiritilmiistiir.

Yemeklik dane baklagillerde ilk anter kiiltiirii protokolii gelistirme c¢alismasi
bezelyenin B22 hatt1 ile yapilmistir (Gupta ve ark., 1972). Bu ¢alismada kallus elde
edilmis, ancak kallus polidi diizeyi ve dolayisiyla orjini belirlenememistir. Elde
edilen bu kallustan 36 ay sonra bir kag kok, siirgiinler ve torpedo seklinde embriyolar
elde edilmistir. S6z konusu yapilan polidi diizeyleri belirlenememistir (Gupta, 1975).
Bu ¢aligmalardan sonra farkli yemeklik dane baklagil tiirlerinde anterlerden yesil
bitki elde etmek i¢in farkli besi ortami kombinasyonlari denenmistir (Pratap ve ark.,
2018). Bununla beraber ilk ¢alismalarin basladig1 bezelyede bile heniiz anterlerden
rutin olarak haploid bitkilerin elde edilebildigi bir protokol bulunmamaktadir.
Androgenesis orijinli haploid embriyolar giivercin bezelyesinde (Cajanus cajan)
degistirilmis MS ortaminda basariyla elde edilmistir ( Bajaj ve ark., 1980). Gosal ve
Bajaj (1988) bezelyenin Bonneville ¢esidi ve iki hattinda anterlerden kallus elde
etmeyi basarmiglardir. Bu kalluslardan bir kag kalp seklinde embriyo gelismis ancak
bu embriyolardan bitki rejenere olmamistir. Diger taraftan elde edilen kallus
hiicrelerinin % 90’nin diploid oldugu, dolayisiyla kallus mikrospor orijinli degil,
anter somatik dokularindan ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Nohutta anter kiiltiirii ile
haploid bitkilerin elde edilmesi amaciyla aragtirmalar yuriitiilmistir (Croser, 2002;
Croser ve ark., 2004; Vessal ve ark., 2002; Grewal ve ark., 2009).
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2.2. Yemeklik Dane Baklagillerin Anter Kiiltiiriinde Basariy1 Etkileyen
Faktorler

Diger bitki gruplarinda oldugu gibi yemeklik dane baklagillerde de anter
kiiltiiriinde basar1 bir ¢ok faktor tarafindan etkilenir (Gatti ve ark., 2016; Pratap ve
ark., 2018). Bu faktorler arasinda; genotip, donor bitkilerin yetisme kosullari, anter
kiiltiirii igin anterlerin izolasyonu sirasinda mikrosporlarin gelisme donemi, anterler
izole edilmeden 6nce ¢icek tomurcuklarima 6n uygulama yapilmasi, kiiltiir ortami
ve kiiltiir kosullar1 sayilabilir ( Germana, 2006; Lulsdorf ve ark., 2011, Gatti ve ark,
2016; Paratap ve ark, 2018).

Diger in vitro kiiltiir tekniklerinde oldugu gibi anter kiiltiiriinde de basariy1
etkileyen en onemli faktor genotiptir (Gosal ve Bajaj, 1988; Zhao ve ark., 1998;
Croser, 2002; Kennedy ve ark., 2003; Vessal ve ark., 2002; Croser ve Lulsdorf, 2004;
Ochatt ve ar., 2009; Grewal ve ark., 2009; Bobkov, 2010; Croser ve ark., 2011,
Bobkov, 2014; Ribalta, 2014; Panchangam ve ark., 2014; Davies, 2015; Deswal,
2018; Abdollahi ve Rashidi, 2018; Bermejo ve ark., 2020; Ozer, 2020).

Donor bitkilerin fizyolojik durumu anterler i¢indeki mikrosporlarin canlilig
ve sayis1 lzerinde etkilidir. Donor bitkilerin fizyolojik durumunu etkileyen en
onemli faktorler ise 1s1k intensitesi, fotoperyot ve beslenme durumudur (Silva,
2012). Croser ve ark., (2011), donor bitkilerin biiyiime sezonunun nohut mikrospor
kiiltiirinde onemli etkiye sahip oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar kisin ve
ilkbaharda biiyiiyen bitkilerden hasat edilen tomurcuklardaki mikrosporlarin yazin
biiyliyen bitkilerde hasat edilenlere gére mikrospor kiiltiiriinde daha iyi reaksiyon
gosterdigini saptamuglardir. Ozel, tarla kosullarinda yetistirilen nohut bitkilerinden
izole edilen anterlerin sera kosullarinda yetistirilenlere gore daha yiiksek oranda
embriyogenik kallus olusturdugunu saptamstir.

Tiirlere gore degismekle beraber genellikle androgenesis i¢in mikrosporlarin
en fazla reaksiyon gosterdigi mikrospor gelisme safhasinin orta tek cekirdekli
donem ile orta ¢ift ¢cekirdekli donem arasinda oldugu konusunda goriis birligi vardir
(Deswal, 2018; Gatti, 2016). Bezelyede tek cekirdekli safthadaki mikrosporlarin
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genel olarak tiim geneotiplerde androgenesis ig¢in en uygun satha oldugu
saptanmistir (Croser ve ark., 2006; Ochatt ve ark., 2009). Benzer sekilde tek
cekirdekli sathadaki nohut mikrosporlarinin androgenesis i¢in en uygun safha
oldugu saptanmustir (Grewal ve ark., 2009). Nohutta agik sar1 renkli yar1 saydam
anterleri igeren 2-3 mm uzunlugundaki tomurcuklarin s6z konusu gelisme
safhasindaki mikrosporlara sahip anterleri icerdigi saptanmistir (Panchangam ve
ark., 2014). Kozak ve ark. (2012), mavi ac1 baklada (Lupinus angustifolius) ¢icek
durumunun orta boliimiinde bulunan 5-6 mm uzunlugundaki tomurcuklarin anter
kiiltiirii i¢in en uygun tomurcuklar oldugunu saptamislardir.

B5 ve MS temel besi ortamlarinin baklagillerde gelismekte olan
mikrosporlarin gelismesi i¢in gerekli besinleri karsiladigi saptanmistir (Croser ve
ark., 2006). Ancak, ortamdaki nitrat azotu/ amonyum azotu oraninin optimize
edilmesi gerekmektedir. Dane baklagillerde anter kiiltiirii i¢in sakkarozun uygun bir
karbonhidrat kaynagi oldugu, ancak konsantrasyonunun tiirlere bagl olarak degistigi
bildirilmistir (Croser ve ark., 2006). Ortamin osmotik basinci andogenesisi onemli
Olciide etkiledigi nohutta ( Croser ve rk., 2005; Grewal, 2009) ve bezelyede (Croser
ve ark., 2006; Ochatt ve ark., 2009) saptanmustir. Nohutta yapilan arastirmada en iyi
reaksiyon 7 giin osmotik stres uygulamasi ( % 17 sakkaroz igeren ortamda) ve daha
sonra anterlerin % 10 sakkaroz igeren ortama aktarildiginda elde edilmistir (Deswal,
2018). Besi ortamina myo inositol, nikotinik asit, pyridoksin gibi vitaminlerin ve
glutamin gibi amino asitlerin ilavesi mikrosporlardan embriyo olusumunu tesvik
etmektedir (Croser ve ark., 2006). Lulsdorf ve ark. (2011), baklagillerde
androgenesisin biiylime diizenleyicileri araciligiyla uyarildigi ve anterlere farkl
stresler uygulandiktan sonra oksinlerin androgenesiste ana rol oynadigimn
saptamiglardir. Besi ortamina genellikle oksin olarak 2,4-D, Dicamba, IAA, NAA,
IBA ve sitokinin olarak Kinetin veya BAP ilave edilmektedir (Croser ve ark., 2006).
Anterlere kiiltiir oncesi soguk veya sicak uygulamasi veya elektroporasyon

uygulamas1 dane baklagil anter kiiltiiriinde yaygin olarak yapilan stres

12



2. ONCEKI CALISMALAR Gillsiim SAVCI

uygulamalaridir (Bobkov, 2010 ve 2014; Ribalta, 2014; Davies, 2015; Grewal ve
ark., 2009).

2.3. Nohutta Anter Kiiltiirii Calismalari

Nohut bitkisinde ilk anter kiiltiir(i aragtirmasini Khan ve Ghosh (1983)
yapmiglardir. Arastiricilar, 2 mg/l 2,4-D ve % 10 Hindistan cevizi siitli igeren MS
ortaminda B108 nohut hattinin anterlerini kiiltiire almislar ve kallus yaninda bir kag
embriyoid elde etmisler, fakat bitki elde etmeyi basaramamuslardir.

Altaf ve Ahmad (1986), nohut anterlerine 3-7 giin 4 °C’de soguk uygulamasi
ve 45 dakika 1000 devir/dakika santrifiij uygulamasi yaptiktan sonra kiiltiire almiglar
ve anterlerden kallus elde etmislerdir. Fakat bu kalluslardan bitki elde edilememistir.
Elde edilen kallusun ploidi diizeyi belirlenmemistir.

Bajaj ve Gosal (1987), 4 mg/l IAA ve 2 mg/l kinetin igeren MS ortaminda
kiiltiire aldiklar1 nohut anterlerinden embriyoidler elde etmislerdir.

Huda ve ark. (2001), 5 nohut ¢esidinin tomurcuklarina 3-7 giin 4 °C’de soguk
uygulamasi yaptiktan sonra tomurcuklardan izole ettikleri anterleri farkli
konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-D + BAP veya kinetin veya NAA+BAP veya
kinetin ve 7 g agar iceren MS, B5 veya N6 ortaminda kiiltiire almiglar ve kiiltiirleri
karanlik kosullarda 25 °C’ye yerlestirmiglerdir. Aragtirma sonuglari, kallus
indiiksiyonu i¢in besi ortamina yalniz bagina oksin ilavesi yerine oksin + sitokinin
ilavesinin daha uygun oldugunu, anterlerden kallus olusum frekansinin genotiplere,
ortam kombinasyonlarina ve genotip X ortam kombinasyonu interaksiyonlarina bagli
olarak degistigini gdstermistir. En yiliksek kallus indiiksiyonu (% 80) ¢esidin birinde
B5+ 2 mg/l NAA + 2 mg/l BAP icgeren ortamda elde edilmesine karsilik, bir diger
cesitte ise B5+2mg/l NAA + 1 mg/l BAP ortaminda gergeklesmistir. Krem renkli
kalluslardan globular yapida embriyoidler olugsmustur. En yiiksek embriyogenik
kallus g¢esidin birisinde B5 + 2 mg/l 2,4-D+ 2 mg/l BAP, bir diger ¢esitte ise B5+ 2
mg/l NAA + 2 mg/l BAP ortaminda ortaya c¢ikmustir.  Kalluslar farkh
konsantrasyonlarda BAP, kinetin ve IAA igeren B5, MS veya N6 ortamlarinda ve
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151k kosullarinda kiiltiire alinmigtir. Kalluslardan en yliksek siirgiin rejenerasyonu
(2.5 siirgiin / kallus) BS + 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l kinetin + 0.5 mg/l IAA igeren
ortamda gerceklesmistir. MS veya N6 ortamlarinda kiiltiire alinan kalluslardan
stirglin rejenerasyonu gerceklesmemistir.

Croser (2002), 15 nohut genotipi ile siirdiirdiigli arastirmada, besi ortaminin
bilesiminin anterlerden kallus olusumunu etkileyen en 6nemli faktoér oldugunu, besi
ortami i¢in optimum sakkaroz konsantrasyonunun 25.6 g (0.075 M) oldugunu,
anterlerden kallus olusumu igin en Onemli tetikleyicinin 2,4-D oldugunu,
embriyojenik kalluslar 2,4-D igermeyen ortama aktarildiginda bazi genotiplerde kok
ve bitki rejenerasyonu gerceklestigini, nohut anterlerinden 2.,4-D igermeyen
ortamlarda da kallus olustugunu, ancak bu kalluslarin somatik embriyo
olusturmadigini, biiylime diizenleyicisi icermeyen ortama glimiis nitrat ve glimiis
thiostilfat gibi etilen olusumunu engelleyici kimyasallar ve L-prolin ve L-serin gibi
amino asitler ilave edildiginde anterlerden kallus olusumunun arttigini, anter
kiiltiiriiniin basarisin1 genotip ve donor bitkilerin yetisme kosullarinin da etkiledigini,
tomurcuklari kiiltiir 6ncesi 48 saat 4 °C’de tutulmasinin anter reaksiyonunu olumlu
etkiledigini, tomurcuklara santrifiij uygulamasi, tomurcuk biiyilikliigii ve anterlerin
ortama yerlestirilme seklinin anterlerden kallus olusumunu etkilemedigini
saptamistir.

Vessal ve ark. (2002), iki iran nohut cesidinde 7-10 giin soguk uygulamasi
yaptiklari tomurcuklardan tek ¢ekirdekli safhada mikrosporlari igeren anterleri farkli
2,4-D (1-3 mg/l) ve kinetin (0.1-0.2,0.5 mg/l) konsantrasyonlarini igeren MS
ortaminda kiiltiire almiglardir. 2,4-D ve kinetin konsantrasyonlarinin anterlerden
kallus olusumunu o6nemli derecede etkiledigini, konsantrasyon arttikca kallus
olusumunun azaldigini ve en yiiksek kallus indiiksiyonunun 1 mg/l 2,4-D +0.2 mg/I
kinetin igeren ortamda elde edildigini, kallus olusumunun genotip ve genotip x 2,4-
D konsantrasyonu tarafindan etkilendigini, kalluslarin NAA, BA ve % 3 seker iceren
ortamda farklilasma ve organogenesis gosterdigini, 0.5 mg/l kinetin+ %10 seker
iceren Blaydes (1966) ortaminda kalluslardan olgun embriyo elde edildigini
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bildirmislerdir. Arastiricilar anterlerden olusan kalluslarda yaptiklan sitolojik
aragtirmada farkli ploidi diizeyindeki hiicrelere rastlamiglardir. Arastiricilar, nohut
anter kiiltlirinde basar1 icin farkli besi ortamlari, besi ortaminin biiyliime
diizenleyicisi gesit ve konsantrasyonunun ve seker konsantrasyonunun arastiriimasi
gerektigi sonucuna varmislardir.

Kennedy ve ark. (2002), 6 nohut ¢esidi ve 1 Cicer reticulatum genotipinin 2-
3 mm biyiikliigiindeki tomurcuklardan izole edilen anterleri 2 mg/1 2,4-D+0.2 mg/|
kinetin + B5 vitaminleri+ % 0.1 fitagel iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir ve
kiiltiirleri 22 °C’de muhafaza etmislerdir. Genotiplere bagl olarak anter reaksiyon
oran1 % 27.2 ile % 93.5 arasinda degismistir. Kalluslarda daha sonra embriyo
benzeri yapilar olusumu gergeklesmistir.

Grewal ve ark. (2009), birisi Kanada orijinli ve kabuli tipi digeri Avustralya
orijinli ve desi tipi iki nohut ¢esidinin anterlerin i¢inde bulundugu tomurcuklara 4
giin 4 °C’de soguk uygulamasi, anterlere elektrik soku uygulama, santrifiij uygulama
ve yiiksek osmotik basingh ortamda 4 giin kiiltiir gibi farkli stres uygulamalar
yaptiktan sonra kendi olusturduklar1 embiyo gelisme (EDM) ortaminda 24 °C+2
°C’de kiltiire almiglardir. Kiiltiir ortaminda Kanada orijinli ¢esidin anterleri
maksimum % 63, Avustralya orijinli ¢esidin anterleri ise % 69 reaksiyon gostermis,
kiiltiir baglangicindan 15-20 giin sonra anter bagina 2-2.3 embriyo olugmus, ayrica
bazi anterler kiigiik kalluslar olugturmustur. Kiiltiir baglangicindan 15-20 giin sonra
embriyolar ve kallus embriyo olgunlasma ortamia (EMM) aktarilmistir. Kotiledon
safhasina erigen embriyolar rejenerasyon ortamina aktarilmis ve 23 °C’de 1s1kli
ortama yerlestirilmistir. Bu ortamda rejenere olan bitkicikler 1 ay sonra sera
ortamina aktarilmistir. 10-30 giinliik kalluslarda yapilan mikroskobik kromozom
sayimlarda farkli ploidi diizeyine sahip hiicrelere rastlanmistir. Kallus, embriyo ve
rejenere olan bitkiciklerde yapilan flow cytometri analizinde bitkilerin haploid
orijinli olduklari, ancak in vitro kosullarda rejenerasyonun erken dénemlerinde

kromozom katlamasi ortaya ¢iktig1 saptanmistir.
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Croser ve ark. (2011), 3 nohut ¢esidinin 2,8-3.5 mm boyutlarindaki
tomurcuklardan izole ettikleri anterlerden mikrospor izole etmisler ve mikrosporlar
11 farkli ortamda kiiltlire almiglardir. Tomurcuklar anter izolasyonu Oncesi 24-48
saat 4 °C’de tutulmustur. Kis doneminde ve ilkbahar doneminde yetistirilen
bitkilerden elde edilen tomurcuklara soguk uygulamasi mikrospor reaksiyonunu
olumlu etkilemis, yaz 6neminde yetistirilen bitkilerden alinan tomurcuklara soguk
uygulamasi ise mikrospor reaksiyonunda Onemli degisime neden olmamustir.
Miksporlardan pro embriyolar elde edilmis, ancak bu embriyolar bitkiye
donlismemistir.

Lulsdorf ve ark. (2012), bir nohut genotipinin 2-3 mm, 2 bezelye genotipinin
5-6 mm boyutlarindaki tomurcuklar1 ve 1 mercimek genotipinin 1.5 -2 mm
boyutlarindaki tomurcuklarina 4 °C’de soguk uygulamasi yapildiktan sonra izole
ettikleri anterlere osmotik sok, elektrik soku, sanikasyon, santrifiij uygulamasi gibi
degisik stres uygulamalari yapmislar ve kiiltire almislardir. Osmotik sok
uygulamasinin nohut anterlerinde bir IAA metaboliti olan IAA-asparagin metaboliti
konsantrasyonunun arttiginin - saptandigint ve IAA’nin anterlerden haploid
kallus/embriyoid uyarttiminda anahtar rol oynadigi sonucuna varildigim
bildirmektedirler.

Panchangam ve ark. (2014), dort nohut genotipi ile yiiriittiikkleri aragtirmada
2-3 mm uzunlugundaki anterleri 2-4 giin 4 °C’de tuttuktan sonra yiiksek osmotik
basing ve santrifiij uygulamasi gibi stres uygulamasi yapmuslar ve farkli ortamlarda
kiilttire almiglardir. 4 °C’de 4 giin soguk uygulamasi anter reaksiyon oranini olumlu
etkilemis, santrifiij uygulamalarinin anter reaksiyonuna etkisi olmamustir.
Arastirmada mikrokalluslar olusmus, ancak bitki rejenerasyonu gergeklesmemistir.

Abdollahi ve Rashidi (2018), iki farkli nohut ¢gesidinin 3 mm uzunlugundaki
tomurcuklarindan izole ettigi anterleri Grewal ve ark., (2009), tarafindan kullanilan
EDM ortamina farkli konsantrasyonlarda (0,2,5, 10 mg/l) 2,4-D ve farkh
konsantrasyonlarda ( 0,5,10,15,25,50 mg/l) giimiis nitrat iceren ortamlarda kiiltiire
almistir. Genotipin birisinde 10 mg/1 2,4-D ve 15 mg/l giimiis nitrat iceren ortamda

16



2. ONCEKI CALISMALAR Gillsiim SAVCI

en yiliksek anter basina embriyo sayisi (0.188) ve anter basina rejenere olan bitki
sayist (0.1) elde edilirken, diger genotip 10 mg/l 2,4-D ve 15 veya 50 mg/] giimiis
nitrat igeren ortamda en yiiksek anter basina embriyo sayisi (0.1) ve rejenere olan
bitki sayist (0.075) elde edilmistir. Arastirmacilar baska bir denemede ise,
tomurcuklart farkli siirelerle (0,4 veya 7 giin) 4°C’de tuttuktan sonra bu
tomurcuklardan izole edilen anterleri 10 giin 30 °C’de, 2 giin 32 °C’de veya 8 giin
35 °C’de tuttuktan sonra 25 °C’de kiiltiir devam etme uygulamalarimin etkisini
arastirmiglar ve sicaklik uygulamasina bagl olarak anter reaksiyon oraninin 3.3 ile
43.3 arasinda degistigini ve en yliksek anter reaksiyon oranint % 43.3 ile 4 °C’de 4
giin soguk uygulamasi + 32 °C’de 2 giin kiiltiir uygulamasindan, en yiiksek anter
basina embriyo sayisinin 32 °C’de 2 giin kiiltiir uygulamasindan ve en yiiksek anter
basina rejenere bitki sayisinin (0.0332) 4 °C’de 7 giin soguk uygulamasi + 30° C’de
10 giin kiiltiir uygulamasindan elde edildigini bildirmiglerdir.

Rashidi ve ark. (2019), bir nohut ¢esidinin tek c¢ekirdekli asamadaki
mikrosporlarini igeren 3 mm uzunlugundaki tomurcuklardan izole edilmis 1 mm
uzunlugundaki anterleri farkli santrifiij uygulamalarma ( 150g, 300g ve 600g ve 3, 6
ve 10 dakika) maruz birakilmig ve/veya farkli elektrik sok uygulamalar1 (0, 100, 150
ve 200V) yapilmistir. Islem goren anterler daha sonra kallus ve embriyolari
indiiklemek i¢in 10 mg /12, 4-D ve 10 mg / 1 giimiis nitrat iceren EDM ortaminda
kiiltiir edilmistir. Anter reaksiyon oram ve bitki rejenerasyonu agisindan farkli
santrifiij seviyeleri, farkli elektrik sok seviyeleri ve bunlarmm kombinasyonlari
arasinda 6dnemli farkliliklar saptanmustir.

Ozer (2020), 11 nohut F2 popiilasyonu ve 4 nohut ¢esidi (Gékge, Uzunlu99,
Er99 ve Dikbas) ile siirdiirdiigii aragtirmada, dondr bitkileri agik arazi kosullarinda
ve sera kosullarinda yetistirmistir. Hasat edilen tomurcuklara 4°C’de 4 giin veya 7
giin soguk wuygulamasi yapmustir. Anterleri farklit biiylime diizenleyicisi
kombinasyonlarini i¢eren 5 farklit EDM ortaminda kiiltiire almigtir. Kiiltiir gelisen
kalluslar1 yine farkli biiylime diizenleyicisi kombinasyonlarini igceren EMM
ortaminda kiiltiire almistir. EMM ortamindaki embiyogenik kalluslar1 yine farkli
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konsantrasyonlarda biiyiime diizenleyici kombinasyonlari igeren rejenerasyon
ortamina aktarmistir. Olugan sitirgiinler 0.25 mg/l veya 0.5 mg/l IAA, IBA veya NAA
iceren koklendirme ortaminda kiiltlire almistir. Arastirici, anterlerin kiiltiiriinden 15
giin sonra anterlerde uzama ve sisme, 1 ay sonra ise embriyogenik kallus olusumu
gerceklestigini gozlemistir. ~ Anterlerin kallus olusturma, olusan kalluslarin
rejenerasyonu genotiplere, ortamlara ve bunlarin kombinasyonlarina bagl olarak
onemli derecede degismistir. 4 °C ‘de 4 giin soguk uygulamasi yapilan
tomurcuklardan alinan anterler, 7 giin veya hi¢ soguk uygulamasi yapilmayanlara
gore daha yiiksek reaksiyon gdstermistir. Arazi kosullarda yetisen donor bitkilerden
alman anterler sera kosullarinda yetisenlere gore daha iyi reaksiyon gostermistir. En
yiiksek embiyogenik kallus sayis1 2.68 adet ile 10 mg/l 2,4-D+0.1 mg/l TDZ+15
mg/l glimiis nitrat i¢eren ortamda elde edilmistir. En yliksek siirgiin rejenerasyon 1
mg/l BAP+0.03 mg/l NAA igeren ortamda elde edilmistir. Test edilen kdklendirme
ortamlarinin hi¢ birisinde siirgiinler koklenmemistir. Siirglinlerde yapilan ploidi
arastirmasinda siirgiinlerin ¢ok azinin haploid oldugu, ¢cogunlugunun diploid oldugu

saptanmigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
Arastirmada Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen
Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan 5 adet nohut gesidinin (Segkin, Sezgin, Inci,

Hasanbey ve Onur) tohumlar1 materyal olarak kullanilmustir.

3.2. Yontem
3.2.1. Donor Bitkilerin Yetisme Kosullar:

C.U Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiinde 5 nohut genotipine ait
tohumlar 15 Ekim, 1 Kasim ve 15 Kasim tarihlerinde olmak tizere {i¢ farkli ekim
zamaninda saksilara ve 15 Kasim tarihinde her genotip 45 cm aralikli 5 m
uzunlugundaki 2 siraya 10 cm sira iizeri mesafesi olacak sekilde arazi kosullarinda
ekilmistir.

Her ekim tarihinde her bir genotipe ait tohumlar toprak harci ( 2 tarla topragi
+ 1 kum+ 1 ¢iftlik giibresi ) ile doldurulmus ve agik hava kosullarina yerlestirilmis
olan 14x14x14 cm boyundaki 5 saksiya her saksida 6 tohum olacak sekilde
ekilmistir. Tohumlar ¢imlendikten sonra (Sekil 3.1), fideleri kus zararina karsi
korumak i¢in saksilarin {izerine file g¢ekilmistir (Sekil 3.2). Bitkiler yeterince
gelistikten sonra her saksida 3 bitki olacak sekilde seyreltme yapilmistir (Sekil 3.3).

Saksilar diizenli olarak sulanmustir.
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Sekil 3.2. Uzerine file ¢ekilmis nohut fideleri
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Sekil 3.3. Her birinde 3 nohut fidesi bulunan saksilar

Arazi kosullarinda ekimde, ekim 6ncesi parsellere 1.8 kg/da azot ve 4.6 kg/da
fosfor olacak sekilde 10 kg/da diamonyum fosfat olacak sekilde taban giibresi
uygulandiktan sonra 45 cm sira araligi ile agilan 5 m uzunlugundaki siralara 10 cm
sira lizeri mesafesi ile her genotip 2 sira halinde ekilmistir. Bitkiler ¢iktiktan sonra

(Sekil 3.4) gerektikce capalama yapilmstir (Sekil 3.5).
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4 & 3 SEOE 3 &4 § 2 Ve
Sekil 3.4. Tarla kosullarinda ¢ikis yapan nohut fideleri

Sekil 3.5.

Tarla kosullarinda donor nohut bitkileri
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3.2.2. Donor Bitkilerden Tomurcuklarin Hasadi

Anter kiiltirii caligmalarinda reaksiyon oranini etkileyen en Onemli
faktorlerden birisi de dondr bitkinin hasat edildigi donemdeki mikrospor gelisim
safhasidir ve bunun kiiltiire alma islemi Oncesinde sitolojik inceleme ile tespit
edilmis olmasi gerekir (Grewal ve ark., 20009). Sitolojik inceleme icin farkli
boyutlardaki tomurcuklardan alinan anterler (Sekil 3.6) bir lam {izerine yerlestirilmis
ve lam {izerine bir damla asetokarmin damlatilmigtir. Anterler lam iizerinde hafif
parcalandiktan sonra lam iizerine lamel kapatilarak hazirlanan preparat (Sekil 3.7)
mikroskop altinda incelenmistir. Yapilan sitolojik incelemede orta veya ge¢ tek
¢ekirdekli donemde mikrosporlara (Sekil 3.8) sahip anterleri iceren tomurcuklar
almmustir. Yapilan mikroskobik inceleme sonucu 2-3 mm uzunlugundaki
tomurcuklarin (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10) uygun safhadaki mikrosporlara sahip
anterleri icerdigi saptanmis ve donor bitkilerden s6z konusu boyuttaki tomurcuklar

anter kiiltiirii i¢in hasat edilmistir.

Sekil 3.6. Nohut Anterleri
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Sekil 3.8. g:eirdekli safhada nohut mikrosporu
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Sekil 3.10. Tarla kosullarinda uygun boyutta tomurcuklari igeren nohut bitkileri
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3.2.3. Soguk On Muamelesi

Uygun mikrospor sathasindaki anterleri i¢ceren tomurcuklar dondr bitkilerden
toplanmis ve daha sonra tomurcuklar i¢cinde nemlendirilmis filtre kagitlart bulunan
90 mm capindaki plastik petri kaplar1 i¢inde +4 °C’de 7 giin siireli soguk

uygulamasina tabi tutulmak iizere buzdolabina yerlestirilmistir.

3.2.4. Deneme Plani

Arastirmada, 5 nohut genotipinden alinan anterler iki farkli oksinin farkli
konsantrasyonlarinin (5 veya 10 mg /1 2,4-D, 1 veya 2 mg/l Picloram) iki farkli
sitokininin farkli konsantrasyonlar1 ( 0 ve 0.5 mg/l Kinetin veya BAP) ile
kombinasyonlarini igeren ve Cizelge 3.1°de bilesimi verilen indiiksiyon
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Arastirma tesadiif bloklarinda boliinen boliinmiis
parseller deneme desenine gore diizenlenmistir. Ana parselleri genotipler, alt
parselleri oksin ¢esit ve dozu, alt-alt parselleri ise sitokinin gesit ve dozu
olusturulmustur. Arastirmada, i¢erisinde 30 adet anter kiiltiir edilen 60 X 15 mm
boyutlarindaki petri kutusu bir deneme {initesi olarak kabul edilmistir. Aragtirmada,

her bir muamele kombinasyonu 5 kez tekrarlanmstir.

3.2.5.Kullanilan Besi Ortam ve Besi Ortaminin Hazirlanmasi
Arastirmada anter kiiltiiriiniin farkli asamalarinda temel besi ortami olarak
Grewal ve ark. (2009) tarafindan gelistirilen Embriyo Gelistirme Ortami (EDM),
Embriyo Olgunlastirma Ortami (EMM) ve Bitki Rejenerasyon Ortami (PRM) olmak
tizere li¢ farkli temel besi ortami kullanilmistir. Bu ortamlarinin bilesimi Cizelge
3.1°de gosterilmistir. Arastirmada kullanilan besi ortamlarinin birim hacimlerinde
bulunmasi gerekli birgok maddenin miktarlar1 oldukea diisiiktiir. Bu maddelerin her
defasinda teker teker tartilarak hazirlanmasi biiyiikk zaman kaybina neden
olacagindan besi ortamlarimi olusturan Ogelerin stok soliisyonlar1 hazirlanmigtir

(Hatipoglu, 2008).
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3.2.5.1.Makro ve Mikro Elementlerin Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Her bir besi ortaminda bulunmasi gerekli olan CoCl; 6H,0, CuSO. 2H,0,
Na:MoOs 2H,0 gibi mikro elementler ve Demir Jelat1 (FeSO4 7H,O Na;EDTA)
disindaki makro ve mikro elementlerin her biri besi ortaminda litrede bulunmasi
gerekli olan miktarlarinin 5 kat1 hassas terazide tartildiktan sonra, igerisinde 200 cc
bidestile su bulunan ve bir magnetik karistirici tizerine yerlestirilmis olan 500 ml’lik
bir beher kabina sirasiyla ilave edilmislerdir.

Karisimi olusturan elementler iyice ¢oziindiikten sonra, karigimin hacmi 500
ml’ye tamamlanmis ve her biri 100 ml olan 5 ayr1 plastik stok kabina 100’er ml
paylastirilmistir. Kaplarin {izerine yapistirilan etiketlere besi ortaminin adi igerdigi
makro-mikro elementler ve ortamin yapilis tarihi yazilarak buzdolabinin derin
dondurucusunda muhafaza edilmistir. CoCl, 6H20, CuSO4 2H,0 ve Na;MoO, 2H,0

bilesenlerinin ise ayr1 ayr1 stok soliisyonlari hazirlanmustir.

3.2.5.2. Jelat (FeSO4 7H20 ve Na2EDTA) Hazirlanmasi

1.815 gr Na;EDTA bir magnetik karistirici lizerine yerlestirilmis 250 ml’lik
beher kabinda 200 cc bidestile su iginde eritilmis ve eriyik 90° C’ye kadar 1sitilmustir.
Sicaklik belirtilen diizeye eristiginde ¢ozeltiye 1.3925 gr FeSO, ilave edilmis ve
iyice karigtirilmigtir. Daha sonra karisim oda sicakligina erisinceye kadar
sogutulmus ve hacmi 250 ml’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan jelat koyu renkli veya

alimiinyum kagitla sarilmis pyrex sise icinde oda sartlarinda muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.1 Arastirmada Kullanilan Besi Ortamlari

Bilesen _(mag/l) EDM EMM PRM
NH4NO3 1 000.00 1,000.00 1,650.00
KNO3 2100.00 2,100.00 1,900.00
KH2PO4 325.00 325.00 170.00
NaH2P0O4_H20 85.00 85.00 -
CaCl2_2H20 600.00 600.00 440.00
MgSO4_7H20 435.00 435.00 370.00
FeSO4_7H20 EDTA 25.00 25.00 27.85
H3BO3 5.00 5.00 6.20
Ki 1.00 1.00 0.83
MnSO4_H20 15.00 15.00 22.30
ZnS0O4_7H20 5.00 5.00 8.60
CuS04_5H20 0.10 0.10 0.03
NaMoO4_2H20 0.40 0.40 0.25
CoCI2_6H20 0.10 0.10 0.03
Thiamine HCL 2.00 2.00 10.00
Pyridoxine HCL 0.50 0.50 1.00
Nicotinic acid - - 1.00
Myo-inositol 250.00 250.00 100.00
Calcium pantothenate 1.00 1.00 1.00
Biotin 0.10 0.10 -
Casein hydrolysate 300.00 300.00 -
Coconut water (ml) 20.00 20.00 -
GA3 - 5.00 -
I1AA — 4.00 -
ABA - 1.00 -
BAP — - 0.10
NAA - - 0.01
Agar (%) 1.20 1.20 0.60
Sucrose 40 000.00 40 000.00 35 000.00
Maltose 40 000.00 40 000.00 35 000.00
pH 5.80 5.80 5.80

Kaynak: Grewal ve ark. 2009
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3.2.5.3.Vitamin Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Besi ortaminda bulunan Thiamine HCL 100 mg, Pyridoxine HCL 100 mg,
Nicotinic acid 100 mg, Biotin, 10 mg ve Calcium pantothenate 50 mg olacak sekilde
her biri hassas terazide tartilarak 150 cc’lik beherler i¢inde 20-30 ml bidestile suda
coziildiikten sonra hacim 100 ml’ye tamamlanmis ve pyrex cam sise icinde
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Myo-inositol ve Casein hydrolysate ‘nin stok
soliisyonu hazirlanmamis, ortam hazirlanirken gerekli miktar (250 mg Myo-inositol

ve 300 mg Casein hydrolysate ) tartilarak ilave edilmistir.

3.2.5.4. Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Besi ortamlar1 kombinasyonlarinda bulunan 2,4-D (2,4 Diklorofenoksiasetik
asit)’nin 25 mg/ 100 ml , NAA (a-Naftalen Asetik Asit)’nin 10 mg/50 ml, [AA
(Indol-3-Asetik Asit)’nin 25 mg/ 100 ml ve Picloram’mn 25 mg/100 ml,, kinetinin
10 mg/ 50 ml ve BAP (6-Benzil Amino Purin)’mm 10 mg/ 50 ml , GA3 (Gibberellik
Asit)’lin 25 mg/100 ml, ABA (Absizik Asit)’in 20 mg/50 ml olacak sekilde her
biri , hassas terazide tartilarak vitaminlerin stok ¢dzeltisi gibi hazirlanmistir. Ancak
tartilan belirli miktarlardaki biiyime diizenleyicilerin {izerine 6nce birka¢ damla
KOH damlatilarak eritildikten sonra 100 ml’lik beher i¢ine bosaltilmig ve tlizerine bir
miktar bidestile su ilave edildikten sonra ¢dzelti’nin sicakligi 50 °C’yi gecmeyecek
sekilde magnet karistirici tlizerinde 1sitilmistir.  Biiylime diizenleyicisi iyice
¢Oziindiikten sonra oda sicakligina erisinceye kadar sogutulmus ve daha sonra
bidestile su ile ¢ozeltinin son hacmine tamamlanmstir. Cozeltiler pyrex sise icinde

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.2.5.5.Stok Soliisyonlarindan Yararlanarak Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan besi ortamlarinin hazirlanmasi i¢in asagidaki yontem

izlenmistir.
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Karisim I

Besi ortami1 kombinasyon sayisinin (16 kombinasyon ) fazla olmasi
dolayistyla herbir oksin gesidi (2,4-D ve Picloram) igeren besi ortamlari ayri ayri
hazirlanmustir. Her bir besi ortami i¢in daha 6nceden hazirlanmis olan 100 ml’lik
makro ve mikro element stok soliisyonlar1 magnetik karistirici tizerinde bulunan 1
litrelik pyrex beher igerisine bosaltilarak, iyice karistirilmis ve karisima stok
solisyonunda bulunmayan mikro elementlerin gerekli —miktarlart  stok
soltisyonlarindan ilave edilmistir (Sekil 3.11). Karigimin hacmi bidestile su ile 800
ml ‘ye tamamlanmis ve dnceden kalibrasyonu yapilmis olan pH metrede 1 N KOH
ve 1 N HCL c¢ozeltilerinin yardimiyla 5.8 pH 6lgiisiine getirilmistir. Karigim toplam
kombinasyonun yarisi olan 8 esit pargaya ayrilarak 250 ml’lik erlenmayer siselerine
bosaltilmigtir. Her bir varyant igerisine 1.5 gr agar ilave edilmistir ve siselerin
agizlar1 aliiminyum kagitla sarilmistir. i¢inde karisim I bulunan erlenmayer kaplar
kaynama sicakligina gelmeyecek sekilde 1sitildiktan sonra otoklavda 121° C sicaklik
ve 2 bar basing altinda 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Ayni iglemler diger oksin ¢esidi i¢in de tekrarlanmistir.

Sekil 3.11. Karsim I’in hazirlanmasi
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Karisim 11

Manyetik karistirici lizerine yerlestirilmis olan bir 250 ml’lik beher igerisine
50 ml bidestile su ilave edilmis ve igerisine 40 gr Maltoz ve 40 gr Sakkaroz
eklenmistir. Seker iyice ¢oziindiikten sonra ¢ozeltiye 250 mg Myo-inositol, 300 mg
Casein hydrolsyate ve 20 ml Hindistan cevizi siitii ilave edilmistir. Daha sonra
cozeltiye 2 mg Thiamin HCL, 0.5 mg, Pyridoxine HCL, 2 mg Calsiyum
pantothenate, 1 mg Biotin ilave edilmis ve ¢6zeltinin son hacmi bidestile suile 160
ml ye tamamlanmistir (Sekil 3.12). Karisim 8 esit pargaya boliinmiistiir. Herbir bir
karigim 2 varyantina gerekli miktarda 2,4-D ile birlikte BAP veya Kinetin ilave
edilmis ve her bir karisim 2 varyantinin son hacmi bidestile su ile 25 ml’ye
tamamlanmustir. Her bir varyantin pH’s1 ayr1 ayri 5.8’e ayarlanmustir (Sekil 3.13).
Karisim II varyantlar Steril kabin igerisinde, ucunda 0.2 p delik ¢apina sahip steril
filtre takili 50 ml’lik plastik siringa ile steril pyrex siseler igerisine filtre edilmigtir
(Sekil 3.14).

Otoklavdan ¢ikarilan Karisim I steril kabin i¢inde bulunan bir magnetik
karigtirict iizerine yerlestirilmis ve karisimin sicakligi 40-50 © C civaria geldiginde
Karigim II, Karigim I {izerine ilave edilmis ve iyice karistirilmistir. Hazir hale gelen
besi ortami varyantlari, kabin igerisinde ucunda steril pipet bulunan bir pipet
pompasi yardimiyla, 60 x 15 mm boyutlarindaki petrilere 7°ser ml bosaltilmistir
(Sekil 3.15). Kiiltiir kaplar1 igindeki besi ortaminin sicakligi oda sicakligina diisiip
katilastiginda, kiiltiir kaplar1 plastik muhafaza kutular icine yerlestirilmis (Sekil
3.16) ve en erken 24 saat sonra kullanilmak iizere 10 ° C karanlikta muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.13. Karsim II varyantlarinda pH ayarlanmasi
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e

Sekil 3.15. esi ortami varyantlarinin petri kéﬁlaﬁna bdsaltﬂmam
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Sekil 3.16. iginde besi ortam bulunan petri kaplarinin plastik muhafaza kaplarina
yerlestirilmesi

3.2.6. Tomurcuklarin Sterilizasyonu ve Anterlerin Besi Ortamina

Yerlestirilmesi

Soguk uygulama siiresi tamamlanan tomurcuklar, agz1 kapakli cam siselere
aktarilmis ve ¢esme suyu ile galkalandiktan sonra, steril kabin icerisinde dnce %
70°lik alkol ile 30-40 saniye siire ile calkalanmig daha sonra yilizey gerilimini
azaltmak icin i¢ine birka¢ damla Tween 20 ilave edilmis olan % 5 sodyum hypoklorit
iceren % 50°lik hipo ¢ozeltisinde 10 dakika siire ile ¢calkalanarak sterilize edilmistir
(Sekil 3.17). Bu islemlerden sonra tomurcuklar en az 4 kez steril destile su ile
yikanmis (Sekil 3.18) ve siselerdeki tomurcuklar igerisinde steril su ile

nemlendirilmis steril filtre kagidi bulunan steril petri kaplari i¢ine bosaltilmistir.
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Sterilize edilen tomurcuklardan g¢ikartilan anterler (Sekil 3.19) steril pensler
yardimiyla g¢ikarilmis ve igerisinde farkli biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlarimi
igeren 7 ml indiiksiyon ortami bulunan steril cam petrilerin (60 x 15 mm) igine 30’ sar
tane olacak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.20). Petrilerin etrafi parafilmle sarilmis
ve lizerine genotip, besi ortami kombinasyonu ve kiiltlire alma tarihi yazilmistir

(Sekil 3.20).
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Sekil 3.17. Tomurcuklarin sterilize edilmesi
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Sekil 3.18. Steril hale getirilmis tomurcuklar

Sekil 3.19. Tomurcuklardan anterlerin izole edilmesi
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Sekil 3.20. izole edilen anterlerin besi ortamina yerlestirilmesi ve kiiltiir kaplarmmn
etiketlenmesi

3.2.7. Anterlerden Embriyoid Olusumu

Kiiltiir ortamina yerlestirilen anterler 25 °C sicaklik ve % 70 oransal nem
kosullarinin saglandigt Niive Marka ID 500 model iklim dolaplarinda inkiibe
edilmistir. Anterlerden embriyoid ve/veya kalluslar olustuktan sonra her petri
kutusunda embriyoid ve /veya kallus olusturan anterlerin (reaksiyon gosteren
anterler) sayisi saptanmugtir. Daha sonra bu degerler 100 anter basma reaksiyon

gosteren anter sayist olarak hesaplanmstir.
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3.2.8. Bitki Rejenerasyonu

Indiiksiyon siiresi sonunda olusan embriyoidler ve kalluslar embriyo
olgunlagma ortamina aktarilmistir. Embriyo olgunlasma ortami olarak (Grewal ve
ark. 2009) tarafindan oOnerilen ortam (Cizelge 3.1) kullanilmigtir. Embriyo
olgunlagma ortamina aktarilan embriyolar 25 °C sicaklik ve % 70 nem kosullarinda
muhafaza edilmistir.

Kotiledon asamasina gelen embriyolar Grewal ve ark. (2009) tarafindan
Onerilen rejenerasyon ortamina (Cizelge 3.1) aktarilmus ve kiiltlirler 25 °C sicaklik
ve % 70 nem, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik kosullarin saglandigi iklim

dolaplarina yerlestirilmistir.
3.2.9. Denemeden Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Denemeden elde edilen verilere tesadiif bloklarinda boliinen boliinmiis
parseller deneme desenine uygun olarak MSTATC istatistiksel paket programinda
varyans analizi uygulanmistir. Denemede oransal olarak ifade edilen verilere
varyans analiz uygulanmadan once Arcsin Vx+0.001 transformasyonu
uygulanmstir. Istatistiksel olarak nemli ¢ikan 6zellik ortalamalar1 Duncan testi ile

karsilastirilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kiiltiirlerde Enfeksiyon Oram

Kiltiir baglangicindan 3 giin sonra kiiltiirlerde enfeksiyon kontrolii
yapilmistir. Arastirmanin baglangicinda yiiksek enfeksiyon orani ortaya ¢ikmustir.
Baglangigta tomurcuklarin ¢ok kiiciik olmasi nedeniyle c¢elik siizgecler igerisine
yerlestirilen tomurcuklarin aliiminyum kap igerisindeki % 20°1ik hipo ¢ozeltisi (% 1
sodyum hipoklorit iceren) icerisinde ¢alkalanmasi ile gerceklestirilen sterilizasyon
isleminin etkili olmadig1 ve bu nedenle enfeksiyon oraninin yiiksek olabilecegi
diisiiniilmiigtiir. Daha sonraki sterilizasyon iglemleri, igerisinde % 50’lik hipo
coOzeltisi bulunan kiiciik siseler icerisinde tomurcuklarin ¢alkalanmasi ile
gerceklestirilmis ve enfeksiyon oran1 dnemli 6l¢iide diismiistiir.
Kiiltiir kaplarinda kiiltiir baglangicindan 3. giinden itibaren kiiltiirlerde mantar (Sekil
4.1) veya bakteriyel enfeksiyonlar1 (Sekil 4.2) gozlenmistir. Bazi kiiltiir kaplarinda

ise hem bakteri ve hem de mantar enfeksiyonu gozlenmistir.

Sekil 4.1. Kiiltiirlerde mantar enfeksiyonu
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e —

Sekil 4.3. Kiiltiirlerde bakteri ve mantar enfeksiyonu
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Diger taraftan, kiiltiirlerde enfeksiyon kiiltiir baslangicinda ortaya ¢iktig
gibi, kiiltiiriin daha ge¢ agamalarinda, 6rnegin kiiltiir baslangicinda 4-6 hafta sonra
da go6zlenmistir. Bu durum bitki dokularindaki latent durumda bulunan
mikroorganizmalardan kaynaklanmis olabilir (Herman, 2017). Leifert ve Cassesls
(2001), in vitro kosullarda mikroorganizmalarin ¢ogunlukla hemen faaliyete
gectigini ve koloni olusturdugunu, bazilarinin ise uzun siire latent halde kaldiktan
sonra koloni olusturdugunu bildirmektedirler. Arastiricilar, mantar ve mayalarin in
vitro kosullarda nadiren latent halde kaldiklarini bildirmektedirler. Singh (2018), in
vitro kiiltiirde kullanilan explantlarin yilizey sterilizasyonu ile ekplant yilizeyinde
bulunan mikroorganizmalarin (Epifitik) uzaklastirildigini, buna karsilik bitki
dokularinda bulunan mikroorganizmalarin (Endofitik) ylizey sterilizasyonu ile
uzaklastirilmadigini agiklamistir.

Aragtirmanin baslangicindan itibaren igerisinde enfeksiyon goriilen petri
kaplar1 deneme dis1 birakilmis ve her bir uygulama kombinasyonu i¢in s6z konusu
deneme dis1 birakilan petri kaplarinin sayist kiiltiir yapilan toplam petri kabi sayisina
oranlanarak s6z konusu uygulama kombinasyonu ig¢in enfeksiyon orani
hesaplanmustir. Farkli uygulama kombinasyonlari igin saptanan enfeksiyon orani
degerleri Cizelge 4.1°de verilmigstir. Cizelgede izlendigi gibi, aragtirmada, tiim
uygulamalarin ortalamas: olarak saptanan enfeksiyon oram %16.4 olarak
gerceklesmistir. Yani anterlerin kiiltiire alindigi toplam 466 petri kabindan 66’sinda
enfeksiyon ortaya ¢ikmustir. Aragtirmada ortaya ¢ikan yiiksek enfeksiyon oraninin,
donor bitkilerin yetisme donemi ve 6zellikle generatif gelisme doneminde havalarin
sicak ve nemli gegmesi ile ilgili olabilir. Nitekim, bitkilerde bir mantari hastalik olan
antraknoz hastaligi semptomlar1 ortaya ¢ikmustir. S6z konusu semptomlar fungusit
uygulamasi ile ortadan kalkmustir. Diger taraftan, saksilarda yetisen dondr
bitkilerden alinan tomurcuklardan kiiltiire alman  anterlerde tarla kosullarinda

yetisenlerden alinan tomurcuklardan izole edilenlere gore daha yiiksek oranda
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Cizelge 4.1 Farkli genotip-besi ortam1 kombinasyolarinda enfeksiyon oranlar1 (%)

Genotip Sitokinin | Kon 2,4-D Picloram Ort.
mg/l | 5 10 Ort 1 2 Ort
mg/l | mg/l mg/l | mg/l
Seckin BAP 0 14.3 | 30.0 | 22.2 | 33.3 | 33.3 | 33.3 | 278

05 [125 |33.3 | 229 |44.4 |30.0 | 37.2 | 30.1
ort 134 | 31.7 | 22.6 | 38.9 | 31.7 | 35.3 | 29.0
KIiN 0 0 0 0 100 | O 50 |25
05 (182 |0 9.1 22.2 120.0 | 21.1 | 151
ort 9.1 0 4.6 16.1 | 10.0 | 13.1 | 8.9
Ort 11.3 | 159 | 13.6 | 27.5 | 209 | 24.2 | 18.9
inci BAP 0 9.1 0 4.6 30.0 | 27.2 | 28.6 | 16.6
0.5 [10.0 |10 10.0 | 9.1 18.2 | 13.7 | 11.9
ort 9.6 5 7.3 19.6 | 22.7 | 21.2 | 14.3
KIiN 0 0 0 0 0 0 0 0
05 |10 9.1 9.6 10.0 | 9.1 9.6 |9.6
ort 5 4.6 4.8 5 4.6 48 |48
Ort 7.3 4.8 6.1 12.3 | 13.7 | 13.0 | 9.6
Onur BAP 0 27.3 |91 18.2 | 18.2 | 20.0 | 19.1 | 18.7
05 |[273 | 273 | 273 | 364 |9.1 22.8 | 25.1
ort 27.3 | 18.2 | 228 | 27.3 | 146 | 21.0] 219
KiN 0 10.0 | 11.1 | 10.6 | 10.0 | 30.0 | 20.0 | 15.3
05 |0 22.2 | 111 | 10.0 | 20.0 | 15.0 | 131
ort 5.0 16.7 1109 | 10.0 | 25.0 | 17.5 | 14.2
Ort 16.2 | 175 | 16.9 | 18.7 | 19.8 | 19.3 | 18.1
Sezgin BAP 0 125 | 333 | 22,9 | 10.0 | 20.0 | 15.0 | 19.0
05 |11.1 | 30.0 | 206 | 9.1 30.0 | 19.6 | 20.1
ort 11.8 | 31.7 | 21.8 | 9.6 250 | 173|196
KiN 0 30.0 | 20.0 | 25.0 | 33.3 | 36.4 | 349 | 30.0
05 |20.0 | 364 | 28.2 |83 200 | 142 | 21.2
ort 25.0 | 28.2 | 26.6 | 20.8 | 28.2 | 24.6 | 25.6
Ort 184 | 30.0 | 242 | 152 | 26.6 | 21.0 | 22.6
Hasanbey | BAP 0 20 0 10 182 | 0 9.1 |96
05 |20 20 20 273 |0 13.7 |1 16.9
ort 20 10 15 228 |0 11.4 ] 13.2
KiN 0 182 116.7 | 175 |0 10 5 11.3
05 |83 0 4.2 30 10 20 12.1
ort 13.3 | 84 10.9 | 15.0 |10 125 | 11.7
Ort 16.7 | 9.2 13.0 | 189 |5 12.0 | 12.5
Ortalama 14.0 1155 | 148 | 185 172 | 179|164
0 mg/l BAP= % 18.3, 0.5 mg/l BAP= % 20.8; 0 mg/l Kin=% 11.8, 0.5 mg/l Kin= % 14.2

enfeksiyon ortaya ¢ikmigtir. Bu duruma neden olarak, saksilarda biiyiiyen bitkilerin

tarla kosullarindakine gore daha sik bir bitki Ortiisii olusturmasi gosterilebilir.
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Colgecen ve ark. (2011) bir tibbi bitki olan Arnebia densiflora bitkisinin agik
araziden alman siirgiin ucu ve kok eksplantlarinda diisiik sodium hipoklorit
¢ozeltisinin % 100’e varan enfeksiyona neden oldugunu, yiiksek konsantrasyonlarin
ise enfeksiyonu azaltmakla beraber eksplantlarin 6liimiine neden oldugunu, PPM
ticari isimli bitki koruyucu maddenin konsantrasyona bagli olarak siirgiin
enfeksiyonlarinda %0-23.3, kok eksplantlarinda %4.2 - %28.2 enfeksiyona yol
actigini, antibiyotik ile sterilizasyonda ise konsantrasyona bagli olarak enfeksiyon
oranmnin siirgiin uglarinda %27-69, kok eksplantlarinda ise %77-98 arasinda
degistigini hem PPM ve hemde antibiyotik ile sterilizasyonda yiiksek
konsantrasyonlarin eksplantlarda 6lime neden oldugunu saptamiglardir. Bu
arastirmada hipo konsantrasyonunun %20’den %50’ye ¢ikartilmas1 enfeksiyonda
onemli azalmaya neden olmasina karsilik tomurcuklarin canlilif1 iizerine herhangi
bir etkisinin olmadigi gozlenmistir. Hesami ve ark. (2019), sera kosullarinda
yetistirdikleri Chrysanthemum bitkilerinin yapraklarii farkli konsantrasyondaki
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde farkli siirelerle sterilize etmislerdir. Arastiricilar, %
2’1lik sodium hipoklorit ¢ozeltisinin yaprak eksplantlarinda enfeksiyon oranini %
100°den %3’e dusiirdiigiinii ve sterilizasyon siiresinin artmasi ile enfeksiyon
oraninin azaldigini saptamiglardir. Taghizadeh ve Solgi (2014), képek disi ayriginin
stolon pargalarini farkli sterlizasyon ¢ozeltileri ile sterilize ettiklerinde kiiltiirlerdeki
enfeksiyon orani sterilizasyon yontemine bagli olarak % 22.2 ile % 46.7 arasinda
degistigini, %70’lik alkol ile kisa siireli sterilizasyondan sonra eksplantlarin %
30’luk Clorox (%3.6 sodyum hipoklorit iceren hipo) ile 15 dakika sterilize
ettiklerinde enfeksiyon oranmin %46.7 oldugunu saptamislardir.  Sayilan
arastirmalarin  sonuglart bu aragtirmada saptanan enfeksiyon oranlarinin
beklenebilecek oranlar oldugunu gostermektedir.

Wang ve ark. (2018), Temmuz, ve Agustos aylarinda hasat ettikleri Iris
sanguinea tohumlarim %2’lik sodium hipoklorit ¢ozeltisi ile 8-10 dakika muamele
ettiklerinde enfeksiyon 6nemli azalma oldugunu, buna karsilik Eyliil ayinda hasat

edilen tohumlarda aym sterilizasyon islemi sonucu %16.7 enfeksiyon ortaya
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ciktigin1 saptamiglardir. Bu sonuglar, aragtirmamizda dondr bitkilerin yetisme
periyodunda sicak ve nemli hava kosullari nedeniyle yiiksek enfeksiyon ortaya
¢ikmasi sonucunu desteklemektedir.

Genotiplere bagli olarak kiiltiirlerde enfeksiyon oranit %9.6 ile %?22.6
arasinda degismistir. Sezgin c¢esidinin anterlerinin bulundugu petri kaplarinda
enfeksiyon orani diger cesitlerdekine gore daha yiiksek olmustur. Inci ¢esidi ile ilgili
kiiltiirlerde ise enfeksiyon orani diger ¢esitlere gore daha diigiik olmustur. Odutayu
ve ark. (2004), kenaf (Hibiscus cannabis) bitkisinin 3 ¢esidine ait tohumlar1 %70’lik
alkol ile kisa siire sterilize ettikten sonra % 0.75 sodyum hipoklorit igeren solusyonda
20 dakika siire ile sterilize ettikleri ve daha sonra in vitro kosullarda kiiltiire
aldiklarinda gerek enfeksiyon oraninin ve gerekse enfeksiyon kaynaginin (bakteri
veya mantar) genotiplere bagli olarak onemli derecede farklilik gdsterdigini
saptamiglardir.

Picloram igeren ortamlarda ortalama enfeksiyon orani %17.9 olmasina
karsilik, 2,4-D i¢eren ortamlarda bu oran %14.8 olmustur (Cizelge 4.1). 5 mg/1 2,4-
D igeren ortamlarda % 14 olan enfeksiyon orani 10 mg/1 2,4-D igeren ortamlarda %
15.5 olmus ve 2,4-D konsatrasyona bagli olarak enfeksiyon oraninda artig egilimi
ortaya ¢ikmigtir. Buna karsilik, 1 mg/l Picloram igeren ortamlarda % 18.5 olan
enfeksiyon oran1 2 mg/l Picloram igeren ortamlarda %17.2 ile azalma egilimi
gostermigtir.

BAP iceren ortamlarda %19.6 olan enfeksiyon orani ortalamasi, kinetin igeren
ortamlarda %13 olmustur (Cizelge 4.1). BAP igermeyen ortamlarda %18.3 olan
enfeksiyon oram1 0.5 mg/l BAP igeren ortamlarda 9%20.8, kinetin igermeyen
ortamlarda %11.8 olan enfeksiyon orani ortalamasi 0.5 mg/l kinetin igeren
ortamlarda %14 olmus ve artis egilimi gostermistir.

Farkli genotip x besi ortami kombinasyonlarinda enfeksiyon oranlar1 farklilik

gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Farkli genotip x besi ortami kombinasyonlarinda enfeksiyon oranlari (%)

Kaplan ve ark. (2020), findik siirglin uclarin1 % 70°lik alkolde kisa siireli
calkaladiktan sonra %5 sodyum hipoklorit igeren hipo ¢ozeltisinde 15 dakika siire
ile sterilize etmigler ve farkli besi ortami kombinasyonlarinda kiiltiire almiglardir.
Arastiricilar,  kiiltiirlerdeki ~ enfeksiyon ~ oraninin  farkli  besi  ortamu
kombinasyonlarinda 6nemli derecede farklilik gosterdigini saptamslardir.
Aragtiricilarin bu bulgulart bu arastirmada saptanan farkli genotip X besi ortami
kombinasyonlarinda farkli enfeksiyon oranlariin ortaya ¢ikmasi seklindeki bulguyu

desteklemektedir.
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4.2. Anterlerin Reaksiyon Gostermesi
Kiiltiir baslangicindan iki hafta sonra yapilan gozlemlerde, anterlerde

biiyiime ve sisme oldugu ve anterlerin beyazlastig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.1. Anterlerde sisme ve beyazlagsma (Kiiltiir baglangicindan iki hafta sonra)

Anter ylizeyinde kallus olusumu en erken kiiltiir baslangicindan dort hafta
sonra, en ge¢ sekiz hafta sonunda yapilan gozlemlerde ortaya g¢ikmustir. Dort
haftanin sonunda yapilan gozlemlerde bazi anterlerde olusan kalluslarin yumusak,
sulumturak yapida oldugu (Sekil 4.6), bazilarinda ise kalluslarin sert yapili,
embriyogenik oldugu (Sekil 4.7) gozlenmistir.
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Sekil 4.2. Kiiltiire alinan anterlerde sulumturak, yumusak yapili kallus olusumu
(Kdltiir baglangicindan dort hafta sonra)

Sekil 4.3. Kiiltiire alinan anterlerde sert yapili, embriyogenik kallus olusumu
(Kiltiir baglangicindan dort hafta sonra)
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Embriyogenik kallus {izerinde kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra globular

yapili embriyolar ortaya ¢ikmaya baglamstir (Sekil 4.8).

Sekil 4.4. Embriyogenik kalluslar tizerinde somatik embriyo olusumu (Kiiltiir
baslangicindan 6 hafta sonra)

Kiiltiire alman anterlerde kallus ve embriyo olusu ile ilgili gozlemler Ozer

(2020)’in gozlemleri ile benzerlik gostermektedir.

4.3. Anter Reaksiyon Orani

Farkli nohut genotiplerinden izole edilen anterlerin farkli oksin cesit ve
konsantrasyonlar1 ile farkli sitokinin g¢esit ve konsantrasyonlarini igeren besi
ortamlarinda saptanan  kallus ve/veya embriyo olusturma orani degerlerine
uygulanan varyans analiz sonuglari Cizelge 4.2’de verilmistir. Cizelge 4.2°de
izlendigi gibi, sitokinin ¢esidi ve genotip x sitokinin konsantrasyonu
interaksiyonlar anter reaksiyon oranini P<0.05 hata sinirlart igerisinde istatistiksel

olarak énemli derecede etkilemistir. Ayrica genotip, oksin ¢esidi ve sitokinin
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Cizelge 4.1. Farkli nohut genotipi anterlerinin farkli besi ortami kombinasyonlarinda
reaksiyon gOsterme oranlari ile ilgili varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F-Degeri
Derecesi Ortalamasi
Tekerrir 4 535.295 10.2534**
Genotip (G) 4 484.265 9.2760**
Hatal 16
Oksin Cesidi (OC) 1 5404.642 53.7452**
G XO0¢ 4 15.904 0.1582
Hata2 20
Oksin Konsantrasyonu (OK) 1 37.556 0.6089
GXOK 4 83.048 1.3466
OCXOK 1 1079.831 17.5084**
GXOCXOK 4 75.825 1.2294
Hata3 40 61.675
Sitokinin Cesidi (SC) 1 331.690 4.2125*
GXSC 4 493.325 6.2652**
OCXSC 1 13.938 0.1770
GXOCXSC 4 46.5891 0.5891
OKXSC 1 42.176 0.5356
GXOKXSC 4 45.930 0.5833
OCXOKxSC 1 552.857 7.0213**
GXOKXOCXSC 4 92.635 1.1765
Hata4 80 78.740
Sitokinin Konsantrasyonu(SK) 1 3715.313 70.8938**
GXSK 4 157.118 2.9980*
OCXSK 1 44.457 0.8483
GXOCXSK 4 45.153 0.8616
OKXSK 1 1.712 0.0327
GXOKXKS 4 82.357 1.5715
OCXOKXSK 1 85.522 1.6319
GXOCXOKXSK 4 95.249 1.8175
SCXSK 1 80.226 1.5308
GXSCXSK 4 95.800 1.828
OCXSCXSK 1 28.589 0.5455
GXOCXSCXSK 4 56.195 1.0723
OKXSCXSK 1 94.409 1.8014
GXOKXSCXSK 4 36.144 0.6897
OCXOKXSCXSK 1 85.331 1.6282
GXOCXOKXSCXSK 4 39.681 0.7572
Hata5 160 52.407
Genel 399

*) P<0.05 hata smurlar igerisinde istatistiksel olarak onemli; **) P<0.01 hata sinirlart
icerisinde istatistiksel olarak 6nemli
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konsantrasyonu ile oksin ¢esidi x oksin konsantrasyonu ve genotip x sitokinin ¢esidi,
oksin ¢esidi x oksin  konsantrasyonu x sitokinin ¢esidi interaksiyonlar1 anter
reaksiyon oranini P<0.01 hata sinirlari igerisinde istatistiksel olarak 6nemli derecede
etkilemistir.

Aragtirmada tiim uygulamalarin ortalamasi olarak EDM ortaminda kiiltiire

alinan anterlerin % 6.4’1 kallus ve/veya embriyod olusturmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. Farkli Nohut Genotiplerinde Anterlerin Farkli Oksin Cesit ve
Konsantrasyonlari1 ~ Igeren  Ortamlardaki Reaksiyonu Oram
Ortalamalari (%)

Genotip 2,4-D Picloram Ortalama
5 mgl/l 10 mg/| 1 mg/l 2 mgll
Seckin 8.0 35 0.2 15 3.3
(13.413)+ (7.605) (2.253) (4.512) (6.946)b*
inci 9.7 11.8 2.2 5.2 7.2
(16.247) (18.382) (6.622) (10.215) (12.867) a
Onur 14.2 7.7 2.7 6.0 7.6
(20.077) (11.716) (6.860) (10.591) (12.311) a
Sezgin 13.0 8.5 4.0 6.0 7.9
(17.926) (13.973) (8.499) (10.196) (12.648)a
Hasanbey 10.2 6.7 3.2 3.8 6.0
(16.353) (12.844) (6.592) (8.679) (11.117) a
Ortalama 11.0 7.6 2.4 4.5 6.4
(16.803) a® | (12.904)b | (6.165)d (8.839) ¢ (11.179)
Ortalama 9.3 35
(14.854) a8 (7.502) b
+) Ag1 degeri

1 Ayni siitun igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine goére P< 0.05
hata simirlar1 igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

2) Aymni satirda benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore P< 0.05 hata
siirlari igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

3) Aym satirda farkli harf ile gosterilen ortalamalar1 P< 0.05 hata sinurlari igerisinde
istatistiksel olarak birbirinden farklidir

Kennedy ve ark. (2002), 5 nohut ¢esidinde anter reaksiyon oraninin % 27 ile
%93 arasinda degistigini saptamiglardir. Abdollahi ve Rashidi (2018) ise daha
onceden 1iyi reaksiyon gosterdigi saptanan iki nohut ¢esidi ile yliriittiikleri
aragtirmada anterlerin kallus olusturma oraninin kiiltiir 6ncesi soguk uygulama

stiresi ve kiiltiir baglangicinda sicaklik uygulamasina bagl olarak %3.3 ile %43.3
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arasinda degistigini saptamislardir. Grawel ve ark. (2009), iki nohut genotipinin
kiiltiir 6ncesi ve sonrasi farkli stres uygulamalari yapilan anterlerinde anter reaksiyon
oraninin %39-%69 arasinda degistigini saptamiglardir. S6z konusu anter reaksiyon
orani degerleri bu arasgtirmada saptanan anter reaksiyon orani ortalamasinin
iizerindedir. Bu duruma neden olarak sayilan aragtirmalarda daha 6nceden anter
kiiltiirinde test edilmis genotipler kullanilmasina karsilik, bu aragtirmada kullanilan
nohut genotiplerinin ilk defa anter kiiltiiriinde test edilmesi ve anter kiiltiirtine
reaksiyonun genotipe bagimli olmasi gosterilebilir.

Arastirmada anter reaksiyon orani ortalamalar1 genotiplere bagli olarak %3.3
ile %7.9 arasinda degismis (Cizelge 4.3) ve bu degisimin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu ortaya cikmistir (Cizelge 4.2). Seckin cesidinin anterleri %3.3 anter
reaksiyon orani ile diger cesitlerinkine gore onemli derecede daha diisiik anter
reaksiyon orani gostermistir. Sezgin ¢esidi %7.9°luk anter reaksiyon orani ile en
yiiksek anter reaksiyon orani gosteren cesit olmustur. Ancak, s6z konusu ¢esidin
anter reaksiyon orani agisindan Segkin ¢esidi disindaki ¢esitlerden istatistiksel olarak
onemli derecede farkli olmadigi ortaya ¢ikmustir. Aragtirmada anter reaksiyon
oraninin genotiplere bagl olarak dnemli derecede degismesi seklindeki sonug, Huda
ve ark. (2001), Croser (2002), Vesal ve ark. (2002), Kennedy ve ark. (2002), Grewal
ve ark. (2009), Abdollahi ve Rashidi (2018) ve Ozer (2020)’in bulgulari
desteklemektedir.

Arastirmada test edilen iki farkli oksin ¢esidi (2,4-D, ve Picloram) anter
reaksiyon oraninda istatistiksel olarak 6nemli derecede farklilik yaratmistir (Cizelge
4.2). Nitekim, 2,4-D igeren ortamlarda kiiltiire alinan anterlerin ortalama reaksiyon
orani %9.3 olmasina karsilik, Picloram iceren ortamlarda kiiltiire alinan anterlerde
ise %3.5 olarak gerceklesmistir. Arastirmada 2,4-D, Piclorama gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede daha yiiksek anter reaksiyon orani saglamistir. Bu sonug
Ozer (2020)’in bulgularini desteklemektedir. Ayrica, Croser (2002), Vessal ve ark.
(2002), Kennedy ve ark. (2002), Abdollahi ve Rashidi (2018) ve Rashidi ve ark.

(2019)’un nohut anter kiiltiiriinde anterlerden kallus olusumu igin 2,4-D’nin etkili
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bir oksin oldugu seklindeki bulgulari da bu arastirmada saptanan 2,4-D’nin
Piclorama gore daha yiiksek anter reaksiyon oranina neden olmasi ile ilgili sonucu
desteklemektedir. Buna karsilik, Huda ve ark. (2003), yaptiklar1 arastirmada
NAA’nin anterlerden kallus indiiksiyonu agisindan 2,4-D’ye goére daha etkin
oldugunu, buna karsilik olusan kallus kalitesi acisindan 2.,4-D’nin daha etkin
oldugunu saptamiglardir.

Arastirmada oksin konsantrasyonunun anter reaksiyon orani {izerindeki etkisi
oksin c¢esidine bagli olarak degismistir (Cizelge 4.2). Nitekim, 2.,4-D
konsantrasyonunun 5 mg/I’den 10 mg/I’ye ¢ikartilmas1 anter reaksiyon oraninda
istatistiksel olarak 6nemli derecede azalmaya neden olmasina karsilik, Picloram
konsantrasyonunun 1 mg/I’den 2 mg’l’ye ¢ikartilmasi anter reaksiyon oraninda

istatistiksel olarak 6nemli derecede artisa neden olmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.1. Farkli oksin ¢esit ve konsantrasyonlarinin anter reaksiyon oranina etkisi

Vessal ve ark. (2002)’min nohutta 2,4-D konsantrasyonunun artmasi ile
anterlerden kallus olusum oraninin azaldigi seklindeki bulgusu bu arastirmada

saptanan 2,4-D konsantrasyonunun artmasi ile anter reaksiyon oraninin azalmasi
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seklindeki bulguyu desteklemektedir. Buna karsilik, Grewal ve ark. (2009), nohut

anter kiiltiiriinde en yiiksek anter basina embriyo sayisim1 10 mg/l 2,4-D igeren

ortamdan elde etmislerdir.

Varyans analizi sonuglari, arastirmada test edilen iki sitokinin ¢esidinin

(BAP ve kinetin) anter reaksiyon oranida 6nemli derecede farklilik yarattigini ortaya

koymustur (Cizelge 4.2). Nitekim, BAP iceren ortamlarda anter reaksiyon orani

ortalamas1 %5.8 olmasimna karsilik, kinetin i¢eren ortamlarda %7.1 olmus ve

kinetinin anter reaksiyon orani acisindan BAP’a gore daha etkin oldugu ortaya

cikmustir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3.

Farkli Nohut genotiplerinde anterlerin farkli sitokinin c¢esit ve
konsantrasyonlarimi1  Igeren  ortamlardaki  reaksiyonu  orani
ortalamalar1 (%)

Genotip BAP Kinetin
0mg/l 0.5mg/l | ort 0mg/l 0.5 mg/l | ort Ort
Seckin 2.7 3.3 3.0 1.8 5.3 3.6 3.3
(6.51) | (6.39) | (6.45)c? | (5.23) | (9.65) (7.44)c | (6.96)b?
+
inci 4.0 10.5 7.3 4.7 9.7 7.2 7.2
(9.61) | (16.80) | (13.21)b | (9.56) | (15.49) |(12.53) | (12.87)a
b
Onur 5.8 9.5 7.7 5.7 9.5 7.6 7.6
(9.62) | (14.27) | (11.94)b | (10.36) | (15.0) (12.68) | (12.31)a
b
Sezgin 1.5 5.7 3.6 5.7 18.7 12.2 7.9
(4.78) | (10.13) | (7.46) ¢ | (11.14) | (24.50) (17.84) | (12.65)a
a
Hasanbey | 3.8 10.3 7.1 2.0 7.7 4.8 6.0
(7.81) | (16.75) | (24.56) (6.67) | (13.24) (9.96)bc | (11.12)a
b
Ortalama | 3.6 7.9 5.8 B3 4 10.2 7.1A 6.4
(7.67) | (12.87) (8.59) | (15.58) (11.18)
+) Ag1 degeri

Y Ayni siitun igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore P< 0.05
hata simirlar1 igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

2) Benzer harf ile gosterilen ile gosterilen genotip- sitokinin ¢esidi kombinasyon
ortalamalar1 P< 0.05 hata sinirlar1 i¢erisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

3) Farkli biiyiik harf ile gosterilen ortalamalar1 istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
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Huda ve ark. (2001), BAP’1n kinetine gore nohut anter kiiltliriinde anterlerden
kallus olusumu agisindan daha etkin oldugunu saptamislardir. Ancak, arastiricilar
aragtirmalarinda BAP 1 2 mg/l konsantrasyonunu kullanmislardir. Bu aragtirmada
ise BAP ve kinetinin 0.5 mg/l konsantrasyonu test edilmistir. Huda ve ark. (2001)’1n
sonuglarna karsilik bir ¢ok nohut anter kiiltiiri arastirmasinda sitokinin olarak
kinetinin kullanildig1 goriilmektedir (Vessal ve Ark., 2002; Kennedy ve ark., 2002;
Ozer, 2020).

Varyans analizi sonuglari genotip x sitokinin c¢esidi interaksiyonunun
istatistiksel olarak Onemli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.2). Bu sonug,
sitokininlerin anter reaksiyon oram iizerindeki etkisinin genotiplere bagli olarak
onemli derecede farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Nitekim, arastirmada test
edilen 5 nohut ¢esidinden 4’iinde sitokinin ¢esitleri anter reaksiyon oraninda énemli
bir farklilik yaratmamasina karsilik, Sezgin ¢esidinde kinetin BAP’a gére 6nemli

derecede daha yiiksek anter reaksiyon orani saglamistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.10) .
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Sekil 4.2. Farkli nohut genotiplerinde farkli sitokinin ¢esitlerinin anter reaksiyon
oranina etkisi
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Arastirmada, sitokinlerin anter reaksiyon orami {izerindeki etkisinin
genotiplere bagl olarak farklilik gdstermesi ile ilgili olarak saptanan bulgu Huda ve
ark. (2001), Vessal ve ark. (2002) ve Ozer (2020)’in bulgularin1 desteklemektedir.
Varyans analizi sonuglart oksin cesidi x oksin konsantrasyonu x sitokinin
cesidi interaksiyonunun istatistiksel olarak énemli oldugunu gostermistir (Cizelge
4.2). Bu sonug, sitokinin ¢esitlerinin anter reaksiyon orani lizerindeki etkisinin farkl
oksin cesidi x oksin konsantrasyonu kombinasyonlarinda farklilik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Nitekim, 5 mg/l 2,4-D + BAP igeren ortamlarda % 9.5 olan
anter reaksiyon orani 5 mg/l 2,4-D + kinetin igeren ortamlarda % 12.5 olmus ve
ortama sitokinin olarak BAP yerine kinetin ilavesi anter reaksiyon oraninda 6nemli

derecede artisa neden olmustur(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.11).

Cizelge 4.4 Nohut anterlerinin farkli oksin gesit ve konsantrasyonlar1 ile farkli
sitokinin c¢esidi igeren besi ortamlardaki anter reaksiyonu orani
ortalamalari (%)

Sitokinin Cesidi | 2,4-D konsantrasyonu Picloram Ortalama
(mg/l) konsantrasyonu (mg/l)

5 mg/l 10 mgl/l 1 mg/l 2 mg/l
BAP 95b 8.1 b? 22c 3.0c 5.8 bt

(14.579) | (19.027) | (13.681) | (12.128) | (14.85375)
Kinetin 125a 7.1b 27c 6.0b 7.1a

(5.919) (6.412) (6.890) (10.787) (7.502)
Ortalama 11.0 7.6 25 4.5

(10.249) (12.720) (10.285) (11.457)
Ortalama 9.3a3 35b

(11.4845) (10.871)

+) Ag1 degeri

1) Ay siitun igerisinde farkli harf ile gosterilen sitokinin ¢esidi ortalamalar1 P< 0.05 hata
siirlari igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
2) Benzer harf ile gosterilen oksin ¢esidi x oksin konsantrasyonu x sitokinin ¢esidi
kombinasyon ortalamalart Duncan testine gére P< 0.05 hata sinirlar1 igerisinde istatistiksel
olarak birbirinden farksizdir.
3) Aym satir igerisinde farkli harf ile gosterilen oksin ¢esidi ortalamalari P< 0.05 hata
siirlari igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
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Sekil 4.3. Farkli oksin g¢esit ve konsantrasyonu ile farkli sitokinin ¢esidi igeren besi
ortamlarinda anter reaksiyon orani

Buna karsilik 10 mg/1 2,4-D igeren ortamlarda sitokinin ¢esidi anter reaksiyon
oraninda 6nemli bir farklilik yaratmamistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.11). 1 mg/l
Picloram igeren ortamlarda da Sitokinin ¢esidi anter reaksiyon oraninda énemli bir
farklilik yaratmamistir. 2 mg/1 picloram igeren ortamlarda ise kinetin BAP’a gore
anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak énemli derecede artisa neden olmustur
(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.11).

Farkli oksin ¢esidi x oksin konsantrasyonu x sitokinin ¢esidi
kombinasyonlarinda anter reaksiyon oranin farklilik gostermesi ile ilgili sonuglar
Huda ve ark. (2001) ve Vessal ve ark. (2002)’nin bulgular ile uyumludur.

Varyans analizi sonuglar1 sitokinin konsantrasyonunun anter reaksiyon
oranini istatistiksel olarak énemli derecede etkiledigini gostermistir (Cizelge 4.2).
Nitekim, sitokinin igermeyen ortamlarda % 3.8 olan anter reaksiyon orani

ortalamasi, 0.5 mg/1 sitokinin igeren ortamlarda % 9 olarak ger¢eklesmis ve ortamda
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sitokinin bulunmasi anter reaksiyon oraninda 6nemli derecede artisa neden olmustur
(Cizelge 4.6). Bu sonug, Huda ve ark. (2001)’nin “’nohut anter kiiltiiriinde kallus
indiiksiyonu i¢in besi ortamina yalniz basina oksin ilavesi yerine oksin+
sitokinin ilavesinin daha uygun oldugu’ seklindeki bulgularim

desteklemektedir.

Cizelge 4.5 Farkli nohut genotiplerinde anterlerin farkli konsantrasyonlarda
sitokinin igeren besi ortamlarinda reaksiyonu orani ortalamalari (%)

Genotip Sitokinin konsantrasyonu (mg/l) Ortalama
0 0.5
Seckin 2.2 4.3 3.3
(5.872) + c2 (8.019) bc (6.946) b?!
inci 4.3 10.1 7.2
(9.586) b (16.147) a (12.867) a
Onur 5.7 9.5 7.6
(9.991) b (14.631) a (12.311) a
Sezgin 3.6 12.2 7.9
(7.962) bc (17.33) a (12.648)a
Hasanbey 2.9 9.0 6.0
(7.239) bc (14.995) a (11.117) a
Ortalama 3.8 9.0 6.4
(5.13) b3 (14.225) a (11.179)
+) Ag1 degeri

1) Ayn siitun igerisinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gére P< 0.05
hata sinirlar1 igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

2) Benzer harf ile gosterilen Genotip X Sitokinin konsantrasyonu kombinasyon ortalamalari
Duncan testine gore P< 0.05 hata sinirlari igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.
3) Aymni satir igerisinde farkli harf ile gosterilen sitokinin konsantrasyonu ortalamalar1 P<
0.05 hata smurlar1 icerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

Varyans analizi sonuglari  genotip X  sitokinin  konsantrasyonu
interaksiyonunun istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.2). Bu
sonug, sitokinin konsantrasyonunun etkisinin genotiplere bagli olarak degistigini
ortaya koymaktadir. Nitekim, Seckin ¢esidinde sitokinin konsantrasyonu anter
reaksiyon oraninda istatistiksel olarak dnemli bir farklilik yaratmamasina karsilik,
diger ¢esitlerde besi ortamima 0.5 mg/l sitokinin ilave edilmesi anter reaksiyon

oraninda sitokinin icermeyen ortama gore istatistiksel olarak 6nemli derecede artiga
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neden olmustur (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.12).

Anter reaksiyon orani (%)
Sitokinin konsantarsyonu

Genotip

Sekil 4.4. Farkli genotiplerde farkli sitokinin konsantrasyonlarinin anter reaksiyon
oranina etkisi

Sitokinin konsantrasyonunun anter reaksiyon oranina etkisinin genotiplere
bagli olarak degismesi Huda ve ark. (2001)’nin bu konudaki bulgularim
desteklemektedir.

4.4, Bitki Rejenerasyonu

Kiiltiire alinan anterlerden olusan kallus ve embriyolar kiiltiir baslangicindan
6-8 hafta sonra Grawel ve ark. (2009) tarafindan 6nerilen ve bilesimi Cizelge 3.1°de
verilen embriyo olgunlastirma (EMM) ortamina aktarilmistir (Sekil 4. 13). EMM
ortamina aktarilan kiiltlirler %70 nem 24° C sicaklik kosullarinin saglandig: iklim
dolaplarina yerlestirilmistir.  S6z konusu ortamda 4 hafta kalan kalluslarda
embriyolar belirgin hale gelmis (Sekil 4.14) ve bazi kalluslarda kok rejenerasyonu
baslamistir (Sekil 4.15). Bunun yaninda bazi kallus ve embriyolarda kararma ve
Olim ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.1. EMM ortamina aktarilan kallus ve embriyolar (Kiiltiir baglangicindan 6-8
hafta sonra)

Sekil 4.2. EMM ortaminda kalluslarda ortaya ¢ikan ok ucu seklindeki embriyolar
(Kiiltiir baglangicindan 10-12 hafta sonra)
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Sekil 4.3. EMM ortaminda olgun embriyolar ve kok rejenerasyonu (Kiiltiir
baglangicindan 10-12 hafta sonra)

Sekil 4.4. EMM ortaminda kallus ve embriyolarda kuruma
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Sekil 4.5. Rejenerasyon ortamina aktarilan kallus ve embriyolar (Kiiltiir baglangicindan
10-12 hafta sonra)

Sekil 4.6. Rejenerasyon ortamina aktarilan kallus ve embriyolarda klorofil olusumu

EMM ortaminda 4 haftalik kiiltiir sonunda, olgunlasan embriyolar Grewal ve
ark. (2009) tarafindan Onerilen ve bilesimi Cizelge 3.1’de verilen rejenerasyon
(PRM) ortamina aktarilmistir (Sekil 4.17). Rejenerasyon ortamina aktarilan kallus /
embriyolar % 70 nem 24° C sicaklik ve 8 saat karanlik 16 saat 151k kosullarinin
saglandigr iklim dolabina yerlestirilmistir. Kallus ve embriyolar rejenerasyon

ortaminda 2-3 giin iginde yesil renk almistir (Sekil 4.18).
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Ancak, rejenerasyon ortamina aktarilan kallus ve embriyolardan siirgiin
rejenerasyonu gerceklesmemis ve rejenerasyon ortaminda 4 hafta kalan kallus ve
embriyolar, yeni rejenerasyon ortamina aktarilmalarina ragmen herhangi bir gelisme
gostermemisler ve siyahlasarak dlmiiglerdir.  Arastirmada bitki rejenerasyonu ile
ilgili gozlemler Ozer (2020)’in gozlemleri ile genel olarak uyumludur. Ancak, Ozer
(2020)’in aragtirmasinda embriyolardan bitki rejenerasyonu gerceklesmesine
karsilik bu arastirmada bitki rejenerasyonu gerceklesmemistir. Arastirmada elde
edilen bulgular bezelyede anterlerden embriyogenik kallus ve embriyo elde
edilmesine karsilik hic bitki rejenerasyonunun gerceklesmedigini bildiren Ribalta
(2014)’nin bulgulan ile uyum igindedir. Ayrica, daha once nohut anter kiiltiirii
konusunda yapilan ve kallus ve embriyo elde edilmesine karsilik haploid bitki elde
edilemeyen Khan ve Gosh (1983), Altaf ve Ahmad (1986), Gosal ve Bajaj (1988),
Croser (2002), Vessal ve ark. (2002), Croser ve ark. (2011), Panchangam ve ark.
(2014)’1n bulgular ile uyumludur.

Diger bitki gruplarinda oldugu gibi yemeklik dane baklagillerde de anter
kiiltiirlinde basar1 bir ¢ok faktor tarafindan etkilenir (Gatti ve ark., 2016; Pratap ve
ark., 2018).Bu faktorler arasinda; genotip, donor bitkilerin yetisme kosullari, anter
kiiltiirii i¢in anterlerin izolasyonu sirasinda anterler igindeki, mikrosporlarin geligme
donemi, anterler izole edilmeden 6nce ¢igek tomurcuklarina 6n uygulama yapilmasi,
kiiltiir ortamu ve kiiltiir kosullar1 sayilabilir ( Germana, 2006; Lulsdorf ve ark., 2011,
Gatti ve ark, 2016; Paratap ve ark, 2018).

Diger in vitro kiiltiir tekniklerinde oldugu gibi anter kiiltiiriinde de basariy1
etkileyen en 6nemli faktor genotiptir (Gosal ve Bajaj, 1988; Zhao ve ark., 1998;
Croser, 2002; kennedy ve ar., 2003; Vessal ve ark., 2002; Croser ve Lulsdorf, 2004;
Ochatt ve ar., 2009; Grewal ve ark., 2009; Bobkov, 2010; Croser ve ark., 2011;
Bobkow, 2014;Ribalta, 2014; Panchangam ve ark. , 2014; Davies, 2015; Deswal,
2018; Abdollahi ve Rashidi, 2018; Bermejo ve ark., 2020; Ozer, 2020).

Nohut bitkisinde anter kiiltiirii konusunda yapilan arastirmalar da ,mikrospor

orijinli oldugu kesin olarak ortaya konulmus haploid bitkiler Grawel ve ark (2009)
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ve Abdollahi ve Rashidi (2018) tarafindan yapilan arastirmalarda elde edilmistir.
Diger bazi aragtirmalarda anter kiiltiiriinde bitkiler elde edilmis, ancak bu bitkilerin
genellikle diploid oldugu saptanmis ve mikrospor orijinli olup olmadiklar
incelenmemistir (Ozer, 2020). Gerek Grewal ve ark. (2009) ve gerekse Abdollahi
ve Rashidi (2018)‘nin arastirmalarinda anter kiiltiiriine iyi reaksiyon gosterdigi
onceden saptanan genotipler kullanilmistir. Bu arastirmada ise, daha 6nce anter
kiiltiirinde test edilmemis genotipler kullanilmistir. Ancak, bu arastirmada haploid
bitki rejenerasyonunun gerg¢eklesmemis olmasmin bir ¢ok nedeni olabilir.
Aragtirmada test edilen genotipler yaninda kullanilan besi ortaminin bilesimi, dondr
bitkilerin yetisme kosullar1, anterlere kiiltiir 6ncesi ve sonrasi sicak veya soguk stresi
uygulanmasi, anterlerin kiiltiir kosullar1 gibi bir ¢ok faktor arastirmada test edilen
nohut genotiplerinin anterlerinden haploid bitki rejenere olmamasinin nedeni
olabilir. Giinlimiizde 1slah programlarinda haploid bitki elde etme amaciyla anter
kiiltiirii tekniginin yaygin olarak kullanilabildigi bir dane baklagil bitki tiirii
bulunmamaktadir. Ancak, 1slah programlarinda bu teknigin yaygin olarak
kullanilabilmesine yonelik olarak ulusal ve uluslararasi arastirma projeleri (Davies,
2015) yiiriitiilmektedir. Yiksek lisans tez ¢aligsmasi olarak yiiriitiilen bu arastirma
iilkemizde nohut bitkisinde anter kiiltiirii konusunda yiiriitiillen sayili aragtirmalardan
birisini olusturmaktadir. Ulkemizdeki nohut islah programlarinda anter kiiltiirii
tekniginden yararlanarak islah siirecinin kisaltilabilmesi igin, oncelikle iilkemiz
nohut gen kaynaklarinin anter kiltiirine reaksiyon agisindan test edilmesi ve
anterlerden haploid bitki elde etme protokoliiniin optimizasyonuna yonelik olarak
uygun besi ortami, besi ortami bityiime diizenleyicisi igerigi, kiiltiir oncesi ve sonrasi
uygun stres yonteminin belirlenmesi ve anterler i¢in uygun kiiltiir kosullarinin

belirlenmesine yonelik arastirmalarin yiiriitiilmesi gerekir.

63



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Giilsiim SAVCI

64



5. SONUC VE ONERILER Giilsiim SAVCI

5. SONUC VE ONERILER

Nohut anter kiiltiiriinde oksin ¢esidi (2,4-D ve Picloram) ve konsantrasyonu
(5 mg/l, 10 mg/l;1 mg/l, 2 mg/l) ile sitokinin ¢esidi (BAP ve Kin) ve
konsantrasyonunun ( 0 mg/l, 0.5 mg/l) farkli nohut genotiplerinde haploid bitki
olusumuna etkisini saptamak amaciyla yiiriitiilen bu arastirmada; Seckin, Inci, Onur,
Sezgin ve Hasanbey genotipleri test edilmistir.

S6z konusu genotiplerin saksi ve arazi kosullarinda yetistirilen donor
bitkilerinden hasat edilen 2-3 mm uzunlugundaki tomurcuklara 7 giin siire 4 °C’de
soguk uygulamasi yapildiktan sonra steril kosullarda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile
sterilize edilmis ve ig¢lerindeki anterler izole edilerek farkli oksin g¢esit ve
konsantrasyonlari ile farkli sitokinin ¢esit ve konsantrasyonlarini iceren 16 farkli
EDM ortaminda kiiltiire alinmustir.

Aragtirmada elde edilen bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1) Arastirmada, tiim uygulamalarin ortalamas: olarak saptanan enfeksiyon
orani %16.4 olarak gerceklesmistir. Yani anterlerin kiiltiire alindig1 toplam 466 petri
kabindan 66’sinda enfeksiyon ortaya ¢ikmustir. Enfeksiyon orani farkli genotip x
besi ortam1 kombinasyonlarinda %0 ile %44.4 arasinda degismistir.

2) Arastirmada tim faktoér kombinasyonlarinin ortalamasi olarak anter
reaksiyon orani %6.4 olmustur. Anter reaksiyon orani genotiplere bagl olarak %3.3
ile %7.9 arasinda degismis ve bu degisimin istatistiksel olarak onemli oldugu ortaya
cikmistir. Sezgin % 7.9 olarak anter reaksiyon orami ile en yiliksek anter reaksiyon
oram1 gosteren genotip olmustur. inci, Onur ve Hasanbey cesitleri istatistiksel olarak
Sezgin c¢esidinden istatistiksel olarak farkli olmayan anter reaksiyon oranlar
gostermistir.

3) Arastirmada test edilen iki farkli oksin ¢esidi (2,4-D, ve Picloram) anter
reaksiyon oraninda istatistiksel olarak énemli derecede etkilemistir. 2,4-D igeren

ortamlarda kiiltiire alinan anterlerin ortalama reaksiyon oram1 %9.3 olmasina
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karsilik, Picloram igeren ortamlarda kiiltiire alinan anterlerde ise % 3.5 olarak
gergeklesmistir. Arastirmada 2,4-D, piclorama gére daha yiiksek anter reaksiyon
orani saglamistir.

4) Arastirmada oksin konsantrasyonunun anter reaksiyon oranmi iizerindeki
etkisi oksin c¢esidine bagli olarak degismistir. 2,4-D konsantrasyonunun 5 mg/l’den
10 mg/I’ye ¢ikartilmasi anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak 6nemli derecede
azalmaya neden olmasina karsilik, Picloram konsantrasyonunun 1 mg/I’den 2
mg/l’ye ¢ikartilmasi anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak 6nemli derecede
artisa neden olmustur.

5) BAP iceren ortamlarda anter reaksiyon orani ortalamasi %5.8 olmasina
karsilik, kinetin i¢eren ortamlarda %7.1 olmus ve Kinetinin anter reaksiyon orani
acisindan BAP’a gore daha etkin oldugu ortaya ¢ikmistir

6) Sitokininlerin anter reaksiyon orani lizerindeki etkisi genotiplere bagh
olarak onemli derecede farklilik gostermistir. Arastirmada test edilen 5 nohut
¢esidinden 4’tinde sitokinin ¢esitleri anter reaksiyon oraninda énemli bir farklilik
yaratmamasina karsilik, Sezgin ¢esidinde kinetin BAP’a gére onemli derecede daha
yiiksek anter reaksiyon orani saglamistir.

7) Sitokinin g¢esitlerinin anter reaksiyon orani iizerindeki etkisi farkli oksin
cesidi x oksin konsantrasyonu kombinasyonlarinda farklilik gostermistir. 5 mg/12,4-
D + BAP igeren ortamlarda % 9.5 olan anter reaksiyon orani 5 mg/l 2,4-D + Kinetin
igeren ortamlarda % 12.5 olmug ve ortama sitokinin olarak BAP yerine kinetin
ilavesi anter reaksiyon oraninda Onemli derecede artisa neden olmustur. Buna
karsilik 10 mg/l 2,4-D iceren ortamlarda sitokinin ¢esidi anter reaksiyon oraninda
onemli bir farklilik yaratmamistir. 1 mg/l picloram iceren ortamlarda da sitokinin
cesidi anter reaksiyon oraninda 6nemli bir farklilik yaratmamistir. 2 mg/l picloram
iceren ortamlarda ise kinetin BAP’a gdre anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak
onemli derecede artisa neden olmustur

8) Sitokinin konsantrasyonunun anter reaksiyon oranmni istatistiksel olarak

o6nemli derecede etkiledigi saptanmistir. Nitekim, sitokinin icermeyen ortamlarda %
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3.8 olan anter reaksiyon orani ortalamasi, 0.5 mg/1 sitokinin igeren ortamlarda %9
olarak gerceklesmis ve ortamda sitokinin bulunmasi anter reaksiyon oraninda 6nemli
derecede artisa neden olmustur.

9) Sitokinin konsantrasyonunun etkisinin genotiplere bagh olarak degistigi
saptanmistir. Seckin ¢esidinde sitokinin konsantrasyonu anter reaksiyon oraninda
istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik yaratmamasina karsilik, diger cesitlerde besi
ortamina 0.5 mg/l sitokinin ilave edilmesi anter reaksiyon oraninda sitokinin
icermeyen ortama gore istatistiksel olarak dnemli derecede artisa neden olmustur.

10) Kiiltire alinan anterlerden olusan Kallus ve embriyolar kiiltiir
baslangicindan 6-8 hafta Grawel ve ark. (2009) tarafindan Onerilen embriyo
olgunlastirma (EMM) ortamina aktarilmistir. S6z konusu ortamda 4 hafta kalan
kalluslarda embriyolar belirgin hale gelmis ve bazi kalluslarda kok rejenerasyonu
baglamistir. Bunun yaninda bazi kallus ve embriyolarda kararma ve 6liim ortaya
cikmustir.

11) EMM ortaminda 4 haftalik kiiltiir sonunda, olgunlasan embriyolar Grewal
ve ark. (2009) tarafindan 6nerilen bitki rejenerasyon ortamina (PRM) aktarilmustir.
Kallus ve embriyolar rejenerasyon ortaminda 2-3 giin i¢inde yesil renk almigtir.
Ancak, rejenerasyon ortamina aktarilan kallus ve embriyolardan siirgiin
rejenerasyonu gergeklesmemis ve rejenerasyon ortaminda 4 hafta kalan kallus ve
embriyolar, yeni rejenerasyon ortamina aktarilmalarina ragmen herhangi bir gelisme

gostermemisgler ve siyahlagarak 6lmiiglerdir.

Aragtirmada haploid bitki rejenerasyonunun gerceklesmemis olmasinin bir
cok nedeni olabilecegi, arastirmada test edilen genotipler yaninda kullanilan besi
ortaminin bilesimi, dondr bitkilerin yetisme kosullari, anterlere kiiltiir 6ncesi ve
sonrast sicak veya soguk stresi uygulanmasi, anterlerin kiiltiir kosullar1 gibi bir ¢ok
faktoriin arastirmada test edilen nohut genotiplerinin anterlerinden haploid bitki
rejenere olmamasinin nedeni olabilecegi vurgulanmistir.

Aragtirmadan elde edilen bulgulara dayanarak, Ulkemizdeki nohut 1slah
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programlarinda anter kiiltliri tekniginden yararlanarak 1slah siirecinin
kisaltilabilmesi i¢in, oncelikle tilkemizde 1slah programlarinda kullsanilabilecek
nohut gen kaynaklarmin anter kiiltiiriine reaksiyon acisindan test edilmesi ve
anterlerden haploid bitki elde etme protokoliiniin optimizasyonuna yonelik olarak
uygun besi ortami, besi ortami biiyiime diizenleyicisi igerigi, kiiltiir oncesi ve sonrasi
uygun stres yonteminin belirlenmesi ve anterler i¢in uygun kiiltiir kosullarinin

belirlenmesine yonelik arastirmalarin yiiriitilmesi gerektigi sonucuna varilmustir.

68



KAYNAKLAR

Abbo, S., Molina, C., Jungmann, R., Grusak, A., Berkovitch, Z., Reifen, R., Kahl,
G., Winter, P. 2005. Quantitative trait loci governing carotenoid concentration
and weight in seeds of chickpea (Cicer arietinum L.). Theor Appl Genet
111:185-195.

Abdollahi, M.R. ve Rashidi, S. 2018. Production and conversion of haploid embryos
in chickpea (Cicer arietinum L.) anther cultures using high 2,4-D and silver
nitrate containing media. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC)
133:39-49.

Altaf, N. and Ahmad, M.S. 1986. Plant regeneration and propagation of chickpea
(Cicer arietinum L.) through tissue culture techniques. In: I. A. E. Agency
(ed.) Nuclear Techniques and in vitro Culture for Plant Improvement. Vienna,
Austria, PP:407-417.

Altaf, N. Ve Ahmad, M.S. 1990. I1.2. Chichkpea (Cicer arietinum L.).
Biotechnology in Agriculture and Forestry, VVol. 10, Legumes and Oilseed
Crps I(ed.Y.P.S. Bajaj), Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Arya, I.D. and Chandra, N. 1989. Organogenesis in anther-derived callus culture of
cowpea [vigna unguiculata (1.) walp]. Current Science, 58 (5): 257-259

Bajaj, Y. P. S., Singh, H.and Gosal, S. S. 1980. Haploid embryogenesis in anther
cultures of pigeon-pea (Cajanus cajan). Theoretical and Applied Genetics,
58(3-4), 157-159.

Bajaj, Y.P.S. ve Gosal, S.S. 1987. Pollen embryogenesis and chromosomal variation
in cultured anthers of chickpea. Chickpea Newslett 17:12-13

Bayliss, K., Wroth, J. And Cowling, W. 2004. Pro-embryos of Lupinus spp.
produced from isolated microspore culture. Australian Journal of Agricultural
Research - AUST J AGR RES. 55. 10.1071/AR03226.

Bermejo, C., Guindoni, M.F., Palacios, L.T., Cazzola, F., Gatti, I. and Cointry, E.

2020. Comparative androgenetic competence of various species and
69



genotypes within the genus Pisum L.. Plant Cell, Tissue and Organ Culture
(PCTOC) 143:487-497.

Blaydes, D.F. 1966. Interaction of kinetin and various inhibitors in the growth of
soybean tissue. Physiologia Plantarum 19: 748-753

Bhojwani, S.S., Dantu, P.K. 2010. Haploid plants. In: Davey MR, Anthony P (eds)
Plant cell culture: essential methods. Wiley- Blackwell, Chichester, pp 60-78.

Bobkov, S.V. 2010. Isolated Pea Anther Culture. Russian Agricultural Sciences, 36
(6): 413-416.

Bobkov, S.V. 2014. Obtaining Calli and Regenerated Plants in Anther Cultures of
Pea. Czech J. Genet. Plant Breed., 50(2): 123-129.

Burr, B., Burr, F.A., Thompson, K.H., Alberston, M.C. and Stubber, C.W. 1988.
Gene mapping with recombinant inbreds in maize. Genetics 118:519-526.

Burucu, D. 2020. Uriin Raporu Nohut 2020.  T.C. Gida, Tarim Ve Hayvancilik
Bakanligi Tarimsal Ekonomi Ve Politika Gelistirme Enstitiisii, Tepge Yayin
No: 320 ISBN: 978-605-7599-47-6

Chase,S.S. 1952. Production of Homozygous Diploids of Maize from Monoploids.
Agronomy Journal 44(5): 263-267.

Comai, L. 2014. Genome elimination: translating basic research into a future tool for
plant breeding. PLoS Biol 12:¢1001876.

Croser, J. S. 2002. Haploid and zygotic embryogenesis in chickpea (Cicer arietinum
L.). PhD, The University of Melbourne, Melbourne, Australia.

Croser, J. S., and Lulsdorf, M. M. 2004. Progress towards haploid division in
chickpea (Cicer arietinum L.), field pea (Pisum sativum L.) and lentil (Lens
culinaris Medik.) using isolated microspore culture. In: European Grain
Legume Conference, pp. 189. AEP, Paris, Dijon.

Croser, J., Lulsdorf, M., Davies, P., Wilson, J., Sidhu, P., Grewal, R. And Siddique,
K. 2005. Haploid embryogenesis from chickpea and field pea—progress
towards a routine protocol. Proceedings of the Australian branch of the

IAPTC&B, pp. 71-82.
70



Croser,J.S, Liilsdorf, M.M., Grewal, R.K., Usher, K.M., Siddique, K.H.M. 2011.
Isolated microspore culture of chickpea (Cicer arietinum L.): induction of
androgenesis and cytological analysis of early haploid divisions. In Vitro Cell
Dev Biol Plant 47:357-368.
cultured anthers of mulberry (Morns indica). Plant Cell Tiss.Org.Cult. 44(2):
143-147.

Colgecen, H., Koca, U. and Toker, G. 2011. Influence of different sterilization
methods on callus initiation and production of pigmented callus in Arnebia
densifl ora Ledeb. Turk J Biol 35: 513-520.

Davies, P. 2015. Final report of Cell culture technology to advance disease
resistance breeding in pulses, attachment: A Summary of pulse anther culture
(AC) and isolated microspore culture (IMC)  experiments.

https://grdc.com.au/research/reports/report?id=267.

De Moraes, A.P., Bonadese-Zanettini, M.H., Callegari-Jacques S.M. and Kaltchuk-
Santos, E. 2004.Effect of temperature shock on soybean microspore
embryogenesis. Brazilian Archives of Biology and Technology. 47:537-544.

Deswal, K. 2018. Progress and opportunities in double haploid production in lentil
(Lens culinaris Medik.), soybean (Glycine max L. Merr.) and chickpea (Cicer
arietinum L.) . Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry 7(3): 3105-
3109.

Ercan G., Kaya M., Cift¢i C.Y., 2005. Nohutun diinya ve Tiirkiye ekonomisindeki
yeri. Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi. 9 (1):
19-29.

Eser, 1976. Nohut ( Cicer arietinum L.)’ta Baslica Bitki Ozelliklerinin Kalitim
Degerleri : Bu Ozellikler ile Bitki Verimi Arasindaki iliskiler ve Ascochyta
rabiei ( Pass . )’ye Dayamklhiligin Kalitimi . A . U . Ziraat Fakiiltesi Yaynlari
:620.40s.

FAO, 2021. Crops. www.fao.org/faostat. (Erisim tarihi 17.07.2021)

Gamborg, O., Miller, and Ojima, K.1968. Nutrient requirement suspensions cultures
71



https://grdc.com.au/research/reports/report?id=267
http://www.fao.org/faostat

of soybean root cells. Exp. Cell Res., 50, 151-158.

Gatti, I., Guindon, F., Bernejo, C., Esposito, A. and Cointry, E. 2016. In vitro tissue
culture in breeding programs of leguminous pulses: use and current status.
Plant Cell Tiss Organ Cult 127:543-559.

Geiger, H.H. and Gordillo, G.A. 2009. Doubled Haploids In Hybrid Maize Breeding.
Maydica 54: 485-499.

Germana, M.A., 2006. Double haploid production in fruit crops. Plant cell Tissue
Organ, 86:131-146.

Grewal, R.K., Lulsdorf, M., Croser, J., Ochatt, S., Vandenberg, A. ve Warkentin,
T.D. 2009. Doubled-haploid production in chickpea (Cicer arietinum L.): role
of stress treatments. Plant Cell Reports. 28:1289-1299.

Gosal, S.S. and Bajaj, Y.P.S. 1988. Pollen embryogenesis and chromosomal
variation in anther of three food legumes — Cicer arietinum, Pisum
sativum and Vigna mungo. Sabrao Journal 20, 51-58.

Guha, S. and Maheshwari, S.C. 1964. In vitro production of embryos from anthers
of Datura. Nature 204:497.

Gupta, S., Ghosal, K. K., and Gadgil, V. N. 1972. Haploid tissue culture of
Triticum aestivum var. Sonalika and Pisum sativum var. B22. Indian Agric.
16: 277-278.

Gupta, S., 1975. Morphogenetic response of haploid callus tissue of Pisum sativum
(var. B22). Indian Agriculture 19, 11-21.

Hatipoglu, R. 2008. Bitki Biyoteknolojisi. C.U. Ziraat Fakiiltesi Gelen Yayin No:
190, ders Kitaplar1 Yayin No: A-58, 176 S, Adana.

Helbaek, H. 1970. The plant husbandry at Hacillar. In: Mellaart J. (ed) Excavation
at Hacillar. Edinburg University Press, Gerald Duckworth, London, UK, pp
189-244.

Herman, E.B. 2017. Plant tissue culture contamination: challenges and opportunities.
Acta Hortic. 1155, 231-238.

Hesami, M, Naderi, R and Tohidfar, M. 2019. Modeling and Optimizing in vitro
72



Sterilization of Chrysanthemum via Multilayer PerceptronNon-dominated
Sorting Genetic Algorithm-1I (MLP-NSGAII). Front. Plant Sci. 10:282. doi:
10.3389/fpls.2019.00282.

Huda, S., Islam, R., Bari, M.A. and Asaduzzaman, M., 2001. Anther culture of
chickpea. International Chickpea and Pigeonpea Newsletter 8, 24-26.

Huda, S.,2003. et.al., Shoot Differentiation from Cotyledon Derived Callus of
Chickpea (Cicer arietinum L.) Plant Tissue Cult. 13:1, 53-59, 2003.

Kaplan, N., Islami, A. ve Ekbi¢, H.B. 2020. Cakildak findik ¢esidinin in vitro stirglin
ucu kiiltiirii ile ¢ogaltilmasi. Akademik Ziraat Dergisi 9(2): 193-200.

Kasha, K.J., Kao, K.N., 1970. High frequency haploid production in barley
(Hordeumvulgare L.). Nature 225, 874-876.

Kasha, K.J. and Maluszynski, M. 2003. Production of doubled haploids in crop
plants. An introduction. In: Doubled Haploid Production in Crop Plants, M.
Maluszynski, K.J.Kasha, B.P.Forster, ISzarejko (edts), PP: 1-4. Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands.

Keller, W. A. and Ferrie, A. M. R. 2002. Development of haploid production
technology applicable for genetic improvement of lentils. ADF project No.
98000297.

Kennedy, B., Collard, B., Brouwer, J.B., Taylor, P. and Pans, E. 2002. Doubled
Haploid Production in Chickpea via Anther Culture. In: 'Plant Breeding for
the 11th Millennium' JA McComb (Ed.) Proceedings of the 32th Australasian
Plant Breeding Z " 3 Conference, Perth,W . Australia, 15-20111 September
2002. pp. 84-87 (Australasian Plant Breeding Assoc. Inc.).

Khan, S.K. ve Ghosh, P.D.,1983. In vitro induction of androgenesis and
organogenesis in Cicer arietinum L. Curr Sci 52(18):891-893.

Kozak, K., Galek, R., Waheed, M.T. and Sawicka-Sienkiewicz, E. 2012. Anther
culture of Lupinus angustifolius: callus formation and the development of

multicellular and embryo-like structures. Plant Growth Regul 66:145-153.

73



Kumar, O. and Choudhary, M. 2020. Double Haploid: An Overview.
Int.J.Curr.Microbiol.App.Sci. 9(01): 1012-1029.

Kupicha, F. K. 1977. The delimitation of the tribe Vicieae (Leguminosae) and the
relationships of Cicer L. Bot. J. Lin. Soc. 74: 131-162.

Kuppu, S., Ron, M., Marimuthu, M.P.A., Li, G., Huddleson, A., Siddeek, M.H.,
Terry, J., Buchner, R., Shabek, N., Comai, L. and Britt, A¢.B. 2020. A variety
of changes, including CRISPR/Cas9-mediated deletions, in CENH3 lead to
haploid induction on outcrossing. Plant Biotechnol J. 18(10):2068-208.

Ladizinsky, G. and Adler, A. 1976. The origin of chickpea Cicer arietinum L.
Euphytica 25: 211-217.

Leifert, C. and Cassells, A.C. 2001. Microbial Hazards in Plant Tissue and Cell
Cultures In Vitro Cellular & Developmental Biology. Plant 37,(2): 133-138.

Lulsdorf, M.M, Croser J.S. and Ochatt, S. 2011. Androgenesis and doubledhaploid
production in food legumes. Chapter 11. In: Pratap A, Kumar J (eds) Biology
and breeding of food legumes. CABI,Oxfordshire, pp 336-347.

Lulsdorf, M., Yuan, H. Y., Slater, S., Vandenberg, A., Han, X., and Zaharia, L. I.
2012). Androgenesis-inducing stress treatments change phytohormone levels
in anthers of three legume species (Fabaceae). Plant Cell Reports, 31(7):
1255-1267.

Malhotra, R.S. ve Singh, K.B. 1986. Natural cross pollination in chickpea. Int
Chickpea Newslett 14:4-5.

Mallikarjuna, N., Coyne, C., Cho, S., Rynearson, S., Rajesh, P.N., Jadhav, R.J. and
Muehlbauer, F.J. 2011. Cicer, Chapter 4, Wild Crop Relatives: Genomic and
Breeding Resources, Legume Crops and Forages ( C.Kole, ed), Springer-
Verlag Berlin Heidelberg, PP: 63-82.

Millan,T., Madrid, E., Cubero, J.I., Amri, M., Castro, P. and Rubio, J. 2015.
Chickpea. In: Handbook of Plant Breeding Vol 10 Grain Legumes, A.M. de
Ron (Edt.), pp: 85-109. Springer, New York

Muehlbauer, F. J. and Singh, K. B. 1987. Genetics of chickpea. In: The Chickpea.
74



pp. 99-125. Saxena, M. C. and Singh, K. B., Eds., CAB International
Publication, Wallingford.

Munoz-Florez, L. C., & Baudoin, J. P. (1994a). Anther culture in some Phaseolus
species. InW. M. Roca, J. E. Mayer, C. M. A. Pastor and M. J. Tohme (Eds.),
International Scientific Meeting Phaseolus Beans Advanced Biotechnology
Research Network (2:1983: Cali, Colombia). Phaseolus beans advanced
biotechnology research network: Proceedings (pp. 205-212). Cali, Colombia:
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

Munoz-Florez, L. C., and Baudoin, J. P. 1994b. Influence of the cold pretreatment
and the carbon source on callus induction from anthers in Phaseolus. Bean
Improvement Cooperative Annual Report (USA), 37, 129-130.

Munoz, L.C. and Baudoin, L.P. 2002. Improvement of in vitro induction of
androgenesis in Phaseolus beans (P. vulgaris L. and P. coccineus L.). Acta
Agronomica 51 (3/4): 81-87.

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures, Physiol. Plant., 15: 473-497.

Ochatt, S., Pech, C., Grewal, R., Conreux, C., Lilsdorf, M., Jacas, L. 2009. Abiotic
stress enhances androgenesis from isolated microspores of some legume
species (Fabaceae). J Plant Physiol 166:1314— 1328

Odutayo, O. I. , Oso, R. T., Akinyemi, B. O. and Amusa, N. A. 2004.
Microbial contaminants of cultured Hibiscus cannabinus and Telfaria
occidentalis tissues. African Journal of Biotechnology 3 (9): 473-476

Ormerod, A.J. and Caligari, P.D.S.. 1994. Anther and microspore culture of
Lupinus albus in liquid culture medium. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture 36: 227-236.

Ozer, G., 2020. Farkli Nohut (Cicer arietinum L.) Genotiplerinde Cesit
Islahina Yénelik Katlanmis Haploid Bitki Eldesi Uzerine Arastirmalar.

75



Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarla Bitkileri Anabilim
Dali. Agustos 2020, 97 sayfa.

Panchangam, S.S., Mallikarjuna, N.G, Pooran, M., Suravajhala, P.2014. Isolated
microspore culture of chickpea (Cicer arietinum L.): induction of
androgenesis and cytological analysis of early haploid divisions, indian
Journal of Experimental Biology, 2014; 52:181-188.

Pandey, K.K. 1973. Theory And Practice Of Induced Androgenesis. Newv Phytol.
72:1129-1140.

Peters, J., Crosromo, O. And Sharp, W. 1977. Haploid callus cells from anthers of
Phaseolus vuulgaris. Phytomorphol. 27: 79-85.

Pratap, A. and Kumar, J. 2011. History Origin and ,Evolution. In: History and
Breeding of Food Legumes, A.. Pratap ve J. Kumar (eds), P:1-18, CABI,
Oxfordshire.

Pratap, A., Prajapati, U., Singh, C.M., Gupta, S., Rathore, M., Malviva, N., Tomar,
R., Gupta, A.K., Tripathi, S. and Singh, N. P. 2018. Potential, constraints and
applications of in vitro methods in improving grain legumes. Plant Breeding.
137:235-249.

Rashidi S. H., Abdollahi, M.R, Sarikhani, H., Moosavi, S.S. 2019. Investigation of
the Effect of Centrifugation and Electrical Shock Pretreatments on the
Androgenesis Efficiency in Chickpea (Cicer arientinum L.) Anther Culture
Modares Journal of Biotechnology. 2019;10(2): 173-181.

Reddy, M.V., Singh, K.B.,1984. Evaluation of a World Collection of Chickpea Germ
Plasm Accessions for Resistance to Ascochyta Blight . Plant Disease.68:900-
901.

Reddy, M. V., Kabbabeh , S ., 1985. Pathogenic Variability in Ascochyta rabiei
(Pass.) Lab. in Syria and Lebanon. Phytopath. Medit.24: 265-266.

Reddy, V.D. and Reddy, G.M. 1996. In vivo production of haploids in chickpea
(Cicer arietinum L.). J. Genet. And Breed. 51:29-32.

76



Ribalta, F. 2014. Accelarating the generation of homozygosity and genom fixation
in Pea (Pisum sativum L.). PhD thesis. Centre for legumes in Mediterranean
Agriculture Scholl of Plant Biology, Faculty of Science, The University of
Western Australia, 135 P.

Rodriques, L.R., Forte, B.C., Oliveira, J.M.S., Mariath, J.E.A. and Bodanes-
Zanettini, M.H. 2004. Effects of light conditions and 2,4-D concentration in
soybean anther culture. Plant Growth Regulation 44: 125-131.

Saraf C.S, Rupela O.P, Hegde D.M, Yadav R.L, Shivkumar B.G,Bhattarai S,
Razzaque M.A, Sattar M.A. 1998. Biological nitrogen fixation and residual
effects of winter grain legumes in rice and wheat cropping systems of the
Indo-Gangetic plain. In: Kumar JVDK, Johansen C, Rego TJ (eds) Residual
effects of legumes in rice and wheat cropping systems of the Indo-Gangetic
plain. Oxford and IBH Publishing, New Delhi, India, pp 14-30.

Silva T.D. 2012. Microspore embryogenesis. In: Sato Kl (ed) Embryogenesis,
InTech.http://www.intechopen.com/books/embryogenesis/microspore-
embryogenesis. (Erisim tarihi: 16.07.2021)

Singh, C.R. 2018. Review on Problems and its Remedy in Plant Tissue Culture.
Asian Journal Of Bioligical Sciences 11(4): 165-172.

Skrzypek, E., Czyczyto-Mysza, |., Marci_nska, 1., and Wez dzony, M. 2008.
Prospects of androgenetic induction in Lupinus spp. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 94(2), 131-137.

Smykal, P., Coyne, C.J., Ambrose, M. J., Maxted, N., Schaefer, H., Blair, M\W.,
Berger, J., Green, S.L., Nelson, M.N., Besharati, N., Vymyslicky, T., Toker,
C., Saxena, R., Roorkiwal, M., Pendey, M.K., Hu, J., Li, Y.H., Wang, L.X.,
Guo, Y., Quiu, L.J., Redden, R.J. and Varshney, R.K. 2015. Legume Crops
Phylogeny and Genetic Diversity for Science and Breeding. Critical Reviews
in Plant Sciences, 34:1-3, 43-104,

Szarejko 1., Forster, B.P. 2007. Doubled haploidy and induced mutation.Euphytica

158:359-370.
77



Taghizadeh, M. and Solgi, M. 2014. The Application of Essential Oils and Silver
Nanoparticles for Sterilization of Bermudagrass Explants in in vitro Culture.
International Journal of Horticultural Science and Technology 1 (2):131-140.

Tek,A.L., Stupar, R.M. and Nagaki, K. 2015. Modification of centromere structure:
a promising approach for haploid line production in plant breeding. Turk J
Agric. For. 39:557-562.

Thomas, W.T.B., Forster, B.P., and Gertsson, B. 2003. Doubled haploids in
breeding. In: Doubled Haploid Production in Crop Plants, M. Maluszynski,
K.J.Kasha, B.P.Forster, 1Szarejko (edts), PP: 337-349. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, The Netherlands,

TMO, 2020. 2019 Yili Bakliyat Sektor Raporu, Toprak Mahsulleri Ofisi Genel
Miidiirliigii, Ankara.

Toker, C. 2009. A note on the evolution of kabuli chickpeas as shown by induced
mutations in Cicer reticulatum Ladizinsky. Genet. Res. Crop Evol. 56: 7-12.

TUIK, 2021. Kuru baklagiller {iretim istatistikleri. www.tuik.gov.tr (Erisim tarihi
17.07.2021).

UBK, 2014. Ulusal Baklagil Konseyi, Baklagil Raporu www.ubk.org.tr.

Van der Maesen, L.J.G. 1987. Origin, history and taxonomy of chickpea. In: Saxena
MC, Singh RB (eds) The chickpea. CABI, Wallingford, UK, pp 139-156.

Varshney, R. K., Song, C., Saxena, R. K., Azam, S., Yu, S., Sharpe, A. G., Cannon,
S., Baek, J., Rosen, B. D., Tar’an, B.,Millan, T., Zhang, X., Ramsay, L. D.,
Iwata, A.,Wang, Y., Nelson,W., Farmer, A. D., Gaur, P.M., Soderlund, C.,
Penmetsa, R. V., Xu, C., Bharti, A. K., He,W.,Winter, P., Zhao, S., Hane, J.
K., Carrasquilla-Garcia, N., Condie, J. A., Upadhyaya, H. D., Luo, M. -C,,
Thudi,M., Gowda, C. L. L., Singh, N. P., Lichtenzveig, J., Gali, K. K., Rubio,
J., Nadarajan, N., Dolezel, J., Bansal, K. C., Xu, X., Edwards, D., Zhang, G.,
Kahl, G., Gil, J., Singh, K. B., Datta, S. K., Jackson, S. A., Wang, J., and Cook,
D. R. 2013. Draft genome sequence of chickpea (Cicer arietinum) provides a

resource for trait improvement. Nat. Biotech. 31: 240-246.
78


http://www.tuik.gov.tr/
http://www.ubk.org.tr/

Vessal, S. R., Bagheri, A. and Safarnejad, A. 2002. The possibility of in vitro haploid
production in chickpea (Cicer arietinum L.). JWSS-Isfahan University of
Technology, 6(2), 67—76.

Wang, L., Du, Y., Mahbubur, R., Tang, B., Fan, LJ. and Kilaru, A. 2018.
Establishment of an efcient in vitro propagation system for Iris sanguinea.
Scientific REporTs | (2018) 8:17100 | DOI:10.1038/s41598-018-35281.-y

Wang, S., Jin, W. W. And Wang, K. 2019. Centromere histone H3-and
phospholipase-mediated haploid induction in plants. Plant Methods 15:42.

Williams, P.C. ve Singh, U. 1987. The chickpea — nutritional quality and the
evaluation of quality in breeding programs. In: Saxena MC, Singh KB (eds)
The chickpea. CABI Publishing, Wallingford, UK, pp 329-356.

Zhao, G, Liu, Y., and Li, J. 1998. Germination of embryo in soybean anther culture.
Chinese Sci. Bull. 43: 1991-1995.

Zohary, D. and Hopf, M. 2000. Domestication of plants in the old world, 3rd edn.

Oxford University Press, New York, USA.

79






OZGECMIS

5 yillik egitimini Oymakli Koyii {lkdgretim Okulu’nda tamamladi. Orta
egitimini Atatiirk Yatihh ilkogretim Bolge Okulu’nda tamamladi. Lise egitimini
Gerger Cok Programli Lisesi’nde tamamladi. 2014 yilinda C.U. Ziraat Fakiiltesi,
Tarla Bitkileri Boliimii’ne girdi. 2018 yilinda lisans egitimini tamamladiktan sonra
aym y1l Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarla Bitkileri Anabilim

Dalinda yiiksek lisans egitimine bagladx.
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