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Nohut (Cicer arietinum L.) yemeklik baklagillerin en 6énemli bitkilerinden birisidir. Nohut genel
olarak iki farkh tip Kabuli tipi ve Desi tipi olarak bulunmaktadir. Siyah nohut tibbi agidan 6nemli bir
bitkidir ve bitkinin potansiyeli biyoteknolojik yontemler kullanarak daha da arttirabilir. n vitro
rejenerasyon protokolii gelistirilerek siirekli bitki materyali saglanmasi, mevsime bagli kalmadan
istenildigi kadar tretilebilmesi, biyogesitlilige zarar vermeden sistemin siirdiiriilebilmesi gibi avantajlar
saglanabilecektir. Bu caligmada bitki materyali olarak siyah nohutun in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi
hedeflenmistir. Tez kapsaminda siyah nohut bitkisinin farkli eksplantlar1 (stirgtin ucu, kotiledon bogum
ve tohum), farkli oranlarda (0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00, 3,00 mg/L) benzilaminopurin (BAP), thidiazuron
(TDZ) ve kinetin (KIN) bitki bityiime diizenleyicilerini igeren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda 8
haftalik kiiltiire almmustir. Siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlari ise 3-4 giinliik in vitro ¢imlenmis
fidelerden elde edilmistir. Sterilizasyon i¢in % 5 NaOCI (¢amasir suyu) 15 dakika uygulanmasi en uygun
bulunmustur. Calismalar sonucunda tiim eksplantlarda siirgiin rejenerasyonu kaydedilmistir. Kiiltiir
ortamlarinda en fazla siirgiin sayist (46,05) tohum eksplantindan 0.50 mg/L TDZ igeren MS besi
ortaminda elde edilmistir. Tiim eksplantlar ve hormonlar kiyaslanildiginda en uzun siirgiin (10,67) tohum
eksplantindan 0,25 mg/L BAP konsantrasyonunda kaydedilmistir. Elde edilen siirgiinler farkl
konsantrasyonlarda (0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 mg/L) indol-3-butirik asit (IBA) i¢eren besi ortamlarinda
koklenmeye birakilmustir. In vitro koklenen bitkiler perlit ve torf karisimi (4:1) bulunan saksilarda dis
kosullara adaptasyon saglamistir. Saksilarda bitkilerde ¢iceklenme ve tohumlar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Siyah nohut, In vitro, Kotiledon bogum, Koklendirme, Rejenerasyon,
Siirgiin ucu
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Chickpea (Cicer arietinum L.) is an important edible legumes plant and is distinguished as
Kabuli and Desi type. Desi type chick pea occrurs in various shades of brown and black colours. Black
chickpea is an important medicinal plant and its potential can be increased by using biotechnological
tools. Advantages like continuous availibility of plant material, off season unlimited plant production and
sustainable system development without damaging the biodiversity can be achieved through in vitro
regeneration. /n vitro regeneration of black chickpea was set as an objective in this study. Different
explant (shoot tip, cotyledonary node and seed) were cultured on Murashige & Skoog (MS) medium
fortified with 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00, 3.00 mg/L of benzilaminopurin (BAP), thidiazuron (TDZ) and
kinetin (KIN) for a period of 8 weeks. Shoot tip and cotyledonary node explants were taken from 3-4 d
old in vitro germinated seedlings. Application of 5 NaOCI % for 15 min was found best for sterilization
of the seeds. Maximum number of 46.05 shoots were obtained from MS medium enriched with 0.50
mg/L TDZ. Comparing all explants and hormones, the longest shoots were tabulated from seed explants
cultured on MS medium containing 0. 25 mg/L BAP. The shoots were cultured on different
concentrations (0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00 mg/L) of indole-3-butyric acid (IBA) for rooting. In vitro
rooted plantlets were successfully adapted in pots containing mixture (4:1) of perlite and peat moss.
Flowering followed by seeds were taken from the plants adapted in the pots.

Key Words: Black chickpea, Cotyledonary node, in vitro, Regeneration, Rooting, Shoot tip
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1. GIRIS

1.1. Nohut (Cicer arietinum L.) Bitkisinin Simiflandirilmasi ve Ozellikleri

Nohut, Leguminosae (baklagiller) familyasmin Cicer cinsine ait bir baklagil
tirtidiir. Nohutun (Cicer arietinum L.) sahip oldugu iki ana tip Kabuli ve Desi (Wang
ve ark., 2010) tiim diinyada en ¢ok kullanilan nohutlardir (Macar ve ark., 2017).

Kabuli tip nohut Himalaya (Pakistan — Afganistan aras1 bir bolge) kokenli olup,
daha narin ve ince bir tabakaya sahiptir ve diger tiplerden daha iri boyuttadir
(Mohammadi, 2015). Tirkiye’de en ¢ok Kabuli tiirii nohut, yetistirilmektedir
(Aydemir ve Yemenicioglu, 2013). Genellikle krem beyaz renkli olup, nohut {iretiminde
ticiincii siradadir (Purushothaman ve ark., 2014). Bunun yani sira, Kabuli tipi nohut Bati
Asya, Avrupa, Kuzey Afrika, Amerika ve Giiney Asya lilkelerinde de yetistirilmektedir
(Miao ve ark., 2009; Segev ve ark., 2012; Mohammadi, 2015). Pakistan, Hindistan ve
Tiirkiye ise baslica nohut iireten iilkelerdir (Ghribi ve ark., 2015).

Desi tipi nohut, diger tiirlere gore daha kiigiiktiir ve tohum katmani da kabadir
(Purushothaman ve ark., 2014). Antosiyanin pigmentasyonuna sahiptir ve c¢igekler
pembe renklidir (Jukanti ve ark., 2012). Diinyadaki en biiyiik yetistirme alanlari,
Pakistan ve Hindistan’dir (Aydemir ve Yemenicioglu, 2013). Pakistan, Hindistan ve
Iran‘da dhal/dal/lapey (kirik nohudu) ve nohut unu yapiminda yaygin olarak (Macar ve
ark., 2017), kizartmalarda ve ¢orba yapiminda kullanilmaktadir. Biiyliyen diger Desi tip
nohutu iilkeleri arasinda Tiirkiye (Ghribi ve ark., 2015), Iran, Meksika ve Etiyopya da
yer almaktadir (Mohammadi, 2015). Nohut (Cicer reticulatum), kiltire alinan ilk
tirlerden sayilmaktadir ve ayni zamanda arkeolojik kazilarda bulunan tohumlarla
(Jamalmadi, 2015) yabani atalara benzemesinden dolayr en erken kiiltiire alinan
bitkilerden biri olarak kabul edilmektedir (Mohammadi, 2015).

Desi tipi siyah nohut Tirkiye’de Malatya, Elazig ve Gaziantep yoresine ait,
olduk¢a koyu renkli ve kiigiik taneli yoresel bir nohut olarak kullanilmaktadir. Halk

arasmda kara nohut olarak da bilinir.



1.2. Nohut (C. arietinum) Bitkisinin Besin Degeri

Yar1 Kurak Tropikler i¢in Uluslararast Mahsul Arastirma Enstitiisi’ne
(ICRISAT) gore nohut tohumlari ortalama %23 protein, %64 karbonhidrat, %47 nisasta,
%6 ¢Oziinebilir seker, %5 yag, %6 ham lif ve %3 kiil igermektedir. Fosfor (340
mg/100g), kalsiyum (190 mg/100g), magnezyum (140 mg/100g), demir (7 mg/100g) ve
¢inko (3 mg/100g) i¢in yiiksek mineral igerigi bildirilmistir.

Nohutun besinsel degeri, kabuli ve desi nohut arasinda onemli bir farklilik
olmadigini bildirmis olup (Jukanti ve ark., 2012), Kabuli tipi nohut, Desi tiplerine
kiyasla daha fazla ¢oziiniir seker igermektedir. Kabuli ve Desi tipleri arasindaki protein
icerikleri tutarsizdir (Rinco’n ve ark., 1998), ancak desi tipi nohutlarin protein sindirimi
distiktiir (Sa'nchez-Vioque ve ark., 1999). Desi tipi nohutlarda amino asit icerikleri
istatistiksel olarak benzerdir (Wang ve ark., 2010), ancak ham yag oran1 Kabuli tipi
nohuttan daha diistiktiir (Shad ve ark., 2009). Desi tipi nohutta baskin olan notr lipit
triagilgliseroldiir (Zia-Ul-Haq ve ark., 2007). Desi nohutlar ayrica, biokanin A ve
formononetin, izoflavonlar gibi bazi metobolitleri de igermektedir (Mazur ve ark.,
1998).

1.3. Nohut (C. arietinum) Bitkisinin Tibbi Onemi

Siyah nohut kullaniminin avantajlar1 arasinda kilo kaybi, kolesterol seviyesini
diistirme, kardiyovaskiiler riskli hastaliga karsi antioksidanlar (Segev ve ark., 2011),
antosiyaninler (Jukanti ve ark., 2012), siyanidin, delphindin, petunidin, filonutrientler ve
kan damarlarmi saglikli tutan ve oksidatif stresi 6nleyen alfa lipolik asit (ALA)'y1
azaltma sayilabilmektedir. Ayrica, kan sekeri seviyesini ve diisiik glisemik indeksi (GI)
korur ve tip-2 diyabet riskini azaltmaktadir (Saba, 2017). Yiiksek demir ve alternatif
protein kaynagi nedeniyle kansizhigi onlemektedir. Ayrica, meme kanseri riskini
azaltmaya, osteoporozu Onlemeye ve menopoz sonrasi kadinlarda ates basmalarim
azaltmaya yardimc1 olan saponinler icermektedir. Diyet lifleri kabuli tipi nohutta daha
fazladir (Rinco’n ve ark., 1998; Jukanti ve ark., 2012). Divertikiilit hastaligin1 ve
kabizlig1 azaltmak igin ¢ozliinmeyen (toplam lifin 2/3') lifler yardimeidir. Siyah
nohutun faydalar1 arasinda 16koderma, cilt bakimi ve kepek tedavisi ile sa¢ dokiilmesine
kars1 miicadele de bulunmaktadir (Saba, 2017).



1.4. Bitki Doku Kiiltiirii

Doku kiiltiirii hiicrelerin, dokularin, organlarin veya tiim bir bitkinin kontrolli
beslenme ve ¢evre sartlari altinda aseptik kiiltiridiir (Thrope, 2007).

Bitkilerin hizli bir sekilde klonal olarak cogaltilmasi, geleneksel yontemlerle
kolay ¢ogaltilmayan bitkilerin ¢ogaltilmasi, hastalik etmenlerinden armmis saglikli bitki
elde edilmesi, 1slah amagl yapilan ¢aligmalar, haploid bitkilerin elde edilmesi, bitki gen
kaynaklarinin korunmasi, sekonder metabolitlerin elde edilmesi i¢in doku kiiltiir son
yillarda tercih edilen hizli bir yontemdir.

Bitki doku Kkiiltiiriiniin asamalar1 genel olarak; ana bitkinin se¢imi ve
hazirlanmasi, bitki dokusunun sterilizasyonu, kiiltlir ortaminin hazirlanmasi,
eksplantlarin almip besin ortamina yerlestirilmesi, eksplantlarin siirglin olusturmasi ve
stirglinlerin siirekli olarak boliinmesi, siirglinlerin koklendirme ortamina aktarilmast,
iklime alistirma, bitkilerin topraga transferi seklindedir.

In vitro doku kiiltiirii teknikleri, ekonomik bitkilerin gelismesi igin
biyoteknolojik ve molekiiler marker tekniklerinin uygulanmasina yonelik 6nemli bir
adimdrr. Simdiye kadar yapilan tiim ¢alismalarda Kabuli tipi nohut cesitlerinin
protokolleri gelistirilmistir ve Desi tipi 6zellikle siyah tip nohut ¢esidi ile herhangi bir
bitki rejenerasyon protokoliine rastlanmamaktadir.

Bu tez calismasinda bitki materyali olarak siyah nohutun in vitro kosullarda
cogaltilmas1 hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, 0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 ve 3,00
mg/L 6-benzilaminopiirin (BAP), thidiazuron (TDZ) ve kinetin (KIN) kullanilarak,
siyah nohutun siirgiin ucu, kotiledon bogumu ve tohum eksplantlarinin in vitro

rejenerasyon potansiyeli arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Brandt ve Hess (1994), nohutun Desi tip cv. Annigeri ve Kabuli tipi cv.
ICCV6 olmak flizere iki temsilci gesidini in vitro olarak rejenere etmis ve kotiledon
bogumlardan ve meristem uglarindan g¢ogaltmiglardir. Her iki gesitte de, 4,4 uM 6-
benzilaminopiirin iceren B5 ortamma kiiltire alman tiim kotiledon bogum
eksplantlarindan 3 hafta i¢inde ekspant basina yaklasik yedi siirgiin elde edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore meristem uglarin ¢ok sayida siirgiin olusumu i¢in ¢ok daha uygun
oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica, elde edilen siirgiinlerin koéklendirmesi i¢in IBA
kullanilmistir. Elde edilen bitkicikler topraga aktarilmis ve sera kosullarinda adaptasyon
saglanmustir.

Murthy ve ark. (1996), nohutta (C. arietinum) in vitro rejenerasyon i¢in N-fenil-
N’(1, 2, 3-tidiazol-5-yl) TDZ veya BAP igeren MS ortami iizerinde olgun tohumlar1
eksplant olarak kullanilmigtir. TDZ'nin, rejenerasyonun bir endiiktif sinyali olarak
BAP'a kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur. Maksimum morfogenik olusum 10 uM
TDZ konsantrasyonunda goézlenmistir. Bitkiciklerin elde edilmesi i¢in, adventif
sirgiinler, 2,5 pM naftalinasetik asit (NAA) igeren MS ortami tizerinde
koklendirilmistir. Calisma sonucu bitkiler hem adventif siirgiinler yoluyla hem de
somatik embriyo olusum yoluyla elde edilmis ve adatasyon igin topraga transfer
edilmistir.

Arora ve Chawla (2005), kallus indiiksiyonu Yyoluyla organojenik bitki
rejenerasyonu c¢alismalari yapmislardir. Caligmalarinda farkli biiyiime diizenleyicileri
konsantrasyonlar1 iceren ortamlarda Pusa 256 ve PG 186 genotiplerinden elde edilen
olgunlasmamis embriyo, olgunlasmamis kotiledon, olgunlasmis embriyo aksilleri ve
olgunlasmis Kotiledon eksplantlar1 kullanilmistir. 1 mg/L BAP igeren ve igermeyen,
0.5-2 mg/l NAA igeren ortamlarda farkli muameleler sonucu, kallus indiiksiyonu igin
calismalar yapilmistir. 2 mg/L NAA ve 1 mg/L BAP igeren ortamda olgunlasmamis
kotiledon eksplantlarindan maksimum (% 90) kallus elde edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore yiliksek kallus indiiksiyon sikligi olan muamelelerin siirgiin
rejenerasyonu igin uygun olmadigr gosterilmistir. Kallus indiiksiyonu sirasinda
eksplantlar, genotipler ve biiyiime diizenleyicileri arasinda bir etkilesim bulunup,

stirglin rejenerasyonunda 6nemli bir rolleri oldugu ortaya konulmustur.



Das ve Sarmah (2006), Kabuli tipi nohut i¢in, yar1 embriyonik eksenli kotiledon
eksplantlart kullanilan bir in vitro rejenerasyon sistemi gelistirmistir. Elde edilen
sonuglara gore BAP ve KIN ile NAA iceren MS ortaminda ¢ok sayida siirgiin elde
etmiglerdir. Elde edilen siirglinler kdklendirmek i¢in kullanilmig ve ayrica, in vitro
astlanmistir. Eksplantlarin bir Agrobacterium susu AGL1 ile muamelesi sonucu
transgenik bitki elde edilmistir.

Anwar ve ark. (2008), nohut (C. arietinum) i¢in eksplant olarak yarim embriyo
iceren tek kotiledon eksplanti kullanarak hizli, tekrarlanabilir ve verimli bir
rejenerasyon yontemi gelistirmistir. 4 uM TDZ, 10 uM 2-iP (izopentil adenin) ve 2 uM
KIN ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiirde 14 giinden sonra siirgiin elde edilmistir ve
bu siirgiinler 5 uM 2-iP ve 2 uM KIN igeren MS ortamu ilizerinde uzamaya birakilmistir.
Saglikli, giiclii ve % 100 koklenme igin, siirglinlerin kesilmis uglar1 10-14 dakika 100
umol / ml IBA ile muamele edildikten sonra MS ortamina aktarilmistir. Daha sonra elde
edilen bitkiler 1:1 oraninda kum (¢akil) ve biyo-giibre ile karistirilan bahge topragina
aktarilmis olup, adaptasyon saglanmistir. Bitkicikler saksilarda vejetatif biiyiime ve
gelisme sonunda ¢igeklenme ve ardindan tohum iiretimi gostermistir.

Paul ve ark. (2008), nohutun iki ¢esidinden (BO-362 ve BO-329) siirgiin
iretimine yonelik fide eksplantlarinin cevabimi arastirmistir. Eksize edilmis radikiil
ucuna sahip 2 giinliik eksplantlar, 5 uM BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir.
Her iki ¢esidin de siirgiin olusumuna duyarl oldugu tespit edilmistir. Yapilan histolojik
caligmalar, kotiledon nodal bolgesinden de novo siirgiinlerin gelisimini ortaya
koymustur. 2 giinliik fide eksplantlarindan 7 adet siirgiin elde edilmistir. Daha sonra, bu
protokol kullanilarak her iki nohut ¢esidinden (BO-212 ve BO-261) BAP ortaminda
elde edilen stirgiinler 9,8 uM IBA iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Ayrica, MS
ortaminda BAP {izerinde gelisen siirgiinlerin 15 giin siireyle 6n muamelesi ve daha
sonra 20 giin boyunca 9,8 uM IBA igeren MS ortamina aktarilmasiyla, % 70-78
civarinda saglikli kokler ve siirgiinler elde edilmistir. Son olarak, bitkiciklerin % 80-85'i
vermikiilit iceren topraga aktarilarak % 60-65 adaptasyon saglanmistir ve verimli
bitkiler tretilmistir.

Yousefiara ve ark. (2008), calismalarinda ii¢ nohut genotipinin (MCC252,
MCC283 ve MCC505) deformasyona ugramig embriyo eksenlerinden g¢ok sayida
stirglin indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu elde edilmistir. Arastirict modifiye MS
ortami tizerinde kullanilmistir. Cesitli konsantrasyonlarda TDZ veya BAP veya zeatin

iceren B5 ortami + vitaminleri iceren ortam kullanilmistir. Normal ¢ok sayida siirgiin



indiiksiyonunda BAP'in en etkili sitokinin oldugu bulunmustur. Siirgiinler, biiyiime
diizenleyici igermeyen ortam {izerinde uzamis ve daha sonra 1 / 4 x MS tuzlar1 ve B5
vitaminleri + % 3 siikroz + % 0,8 agar ile IBA (0,4 veya 1 mg/L) igeren ortamlarda
stirgiinler koklenmistir. En yiiksek oranda koklenme frekansi, 0,4 mg/L IBA igeren bir
ortamda izlenmistir. Bitkicikler, 7 ila 14 giin boyunca sivi ortamda (1 / 4 x MS tuzlar
ve B5 vitaminleri + %3 sukroz + 0,4 mg/L IBA) alistirma saglandiktan sonra Perlit ile
doldurulmus saksilara aktarilmistir. Bu ¢alisma ile %70'den fazla bitkide adaptasyon
saglanmustir.

Rekha ve Thiruvengadam (2009), nohut (C. arietinum) bitkisinde in vitro
rejenerasyon igin Kotiledon bogum ve koltuk alt1 eksplantlar1 kullanmistir. Cok sayida
stirgiin elde etmek amaciyla BAP, KIN ve adenindisiilfat (Ads) igeren B5 vitaminleri
(MSB5) ile MS ortami kullanilmistir. Kotiledon bogumdan ve koltuk alti
meristemlerden siirgiinler elde etmislerdir. Maksimum siirgiin sayisi ve en uzun
stirgiinler kotiledon bogumda 1,0 mg/L BAP ve koltuk alt1 meristem eksplantlarinda 1,5
mg/L BAP iceren MS ortamindan elde edilmistir. Test edilen iki farkli eksplantta
kotiledon bogumlardan daha fazla sayida siirgiin elde edilmistir. Uzatilmis siirgiinler
toplanip kok indiiksiyonu i¢in 0,5 - 2,0 mg/L IBA, indol-3-asetik asit (IAA) ya da NAA
iceren MS ortamina aktarilmistir. Maksimum koéklenme tepkisi, 1,5 mg/L IBA igeren
MS ortaminda gézlenmistir. Toprak ortamima aktarilan in vitro rejenere bitkiciklerden
%99 adaptasyon saglanmistir.

Anwar ve ark. (2010), nohut tiretiminin zor oldugunu belirtmistir. Dogrudan
DNA transferi yoluyla dogrudan gen aktarimi bildirilmis olmasina ragmen,
Agrobacterium aracili transformasyon tercih edilen yontemdir ve embriyonik
eksenlerinin birlikte ekilmesinden tiiretilen transgenik bitkiciklerin {iretimi i¢in standart
protokoller gelistirilmistir. Abiyotik stres toleransi gelistirmek amaciyla nohut
bitkisinde birkag transformasyon calismasi bulunmaktadir. Abiyotik streslere karsi
bakteriyel codA geni toleransi kullanilarak transgenik nohut gelistirilmistir.

Aasim ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada nohutun cv. Gokge genotipinde, 6n
muamele edilmis olgun embriyo ve embriyonik eksen eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonu rapor etmislerdir. Eksplantlar, 7 giin boyunca 10 mg/L BAP ile 6n
muamele edilmistir. Ardindan 0,25 mg/L NAA igeren veya igermeyen, 4 mg/L aktif
komiir ve 1 mg/L polivinilpirolidon (PVP) ile 0,25, 0,50, 1,00 ve 2,00 mg/L BAP igeren
MS ortami kullanilmigtir. Tim eksplantlarda siirgiin rejenerasyonu goriilmiistiir. Olgun

embriyoda eksplant basina maksimum (14.75) siirgiin, 0,25 mg/L NAA ile 2,0 mg/L



BAP iceren MS ortami iizerinde kaydedilmistir. Elde edilen siirgiinler, 4 haftalik
kiiltiirden sonra 1,0 mg/L IBA (indol-3 biitirik asit) igeren MS ortamma koklenme
saglamak i¢in birakilmigtir. Kokli bitkicikler, iklime alistrmak igin saksilara
aktarimustir.

Banu ve ark. (2011), in vitro rejenerasyon sistemini yerel olarak yetistirilen
Barichhola-4, Hyprochhola, Binachhola-3 ve Binachhola-4'iin olgunlagmis embriyo
eksplantlarimdan dogrudan organogenez ile elde etmislerdir. En fazla siirgiin
rejenerasyonu CaCl, ve NHsNOg'iin ¢ift konsantrasyonlar: ile birlikte 0,5 mg/L BAP,
0,5 mg/L KIN, 0,2 mg/L NAA ile desteklenmis MS ortami {izerinde elde edilmistir.
Bunun diginda dekapite edilen embriyo bagli kotiledon ile birka¢ deney yapilmistir. Bu
eksplantlarin kullanilmasiyla, en fazla ¢ok sayida siirgiinler, 3,0 mg/L BAP ve 0,04
mg/L NAA ile MS ortamini igeren MSB ortamu iizerinde elde edilmistir. 1,0 mg/L KIN
takviyeli ortamda rejenere edilen siirglinler, dort gesitte de 0,2 mg/L IBA igeren MS
ortami tizerinde iyi bir tepki gostermistir. Mikro asilanmanim nohutta in vitro koklenme
icin alternatif bir teknik oldugu gozlenmistir.

Parveen ve ark. (2012), nohut bitkisinde siirgiin ucu eksplantini1 direkt in vitro
cok sayida siirgiin indiiksiyonu ve bitkicik rejenerasyonu igin Kullanmustir. Siirgiin
uclarindan, ¢ok sayida siirgiin indiiksiyonu i¢in TDZ (1,0 — 7,0 mg/L) iceren MS ortami
kullanilmistir. Eksplant basmna siirgiin sayis1 2 ile 10 arasinda degismistir. Bireysel
stirglinler aseptik olarak kesilmis ve siirgiin uzamasi i¢in ayni ortamda alt kiltiir
alimmustir. Uzatilmis stirgiinler, kok indiiksiyonu i¢in IBA (1,0 - 5,0 mg/L) iceren
ortama aktarilmis olup, % 86 oraninda adaptasyon saglanmustir.

Yadav ve Singh (2012), dogrudan nohut rejenerasyon sistemini Desi tipi
nohutlar i¢in optimize etmislerdir. Tiim embriyonik eksenler, iki genotip L550 ve JGK-
1'den bir embriyonik eksen ve kotiledon bogum eksplantlar1 kullanilmistir. Nohut
genotipine, eksplant tipine ve kiiltiir ortamina bagh olarak, siirgiin iireten eksplantlarin
(frekans) yiizdesi ve eksplant bagina siirgiin sayisi sirastyla %10 ila %83 ve 1 ila 58
arasinda degismistir. Protokoliin etkinliginin bir gostergesi olan siirgiin yenileme
kapasitesi, kiiltiirlenen 100 eksplant basina 47 ila 2508 siirgiin arasinda degismistir.
MS’in B5 vitaminleri 8,0 uyM BAP + 0,5 uM NAA ve 0,1 M sakkaroz kullanilmistir. 4
uM NAA, 3 uM IAA veya 4 uM 1AA igeren 1/2 x MS ortami + % 2 siikroz ile nohut
genotiplerinde yiiksek bir koklenme yiizdesi saglanmistir. Eksplant eldesinden baglayip,
toprakta tam bir bitkinin kurulmasina kadar olan rejenerasyon siireci 105 - 110 giin

olmustur. Bu optimize rejenerasyon metodunun, Kabuli tip nohutlarin 1slahi i¢in genetik



transformasyon yoluyla ilgilenilen genlerin sokulmasini kolaylastirmak i¢in umut vaat
ettigi belirtilmistir.

Aasim ve ark. (2013), 10 giin boyunca 10 mg/L BAP ile 6n kosullandirilmis ve
kosullandirilmamis plumular apeksler ile 0,25 mg/L NAA ve 0,25 - 2,00 mg/L BAP
iceren MS ortami kullamilmustir. ki kiiltiir kosulu karsilastirildiginda 6nceden
kosullandirilmig eksplantlarin, kosulsuz eksplantlara kiyasla eksplant bagina 2 kat ila 5
kat daha fazla siirgiine sahip oldugu goriilmiistiir. Kiiltiir ortamindaki NAA'nin varhigi,
daha diisiik BAP konsantrasyonlarinda dnceden sartlandirilmis eksplant basmna siirgiin
sayisini arttirmistirken, kosulsuz eksplantlarin ortalama siirgiin uzunlugunu inhibe
etmistir. 1,00 mg/L IBA ile 45 ve 60 ¢g/L oraninda artan siikroz konsantrasyonu,
stirgtinlerin ¢ok sayida ve erken sertlesmesiyle % 50 koklenmeye neden olmustur. Cok
sayida stirgiinlerin 45-60 g / L siikroz iceren MS ortamu iizerinde alt kiiltiirlenmesi,
koklenme sikligint %60 ila %100 arttrmistir. Kokl  bitkicikler basariyla
iklimlendirilmistir.

Kadiri ve ark. (2014), ¢alismalarinda in vitro siirgiin rejenerasyonu igin iki Orta
Dogu nohut ¢esidinin (Balila ve Wady) koklenmesi i¢in hizli, verimli ve tekrarlanabilir
bir protokol arastirmustir. Cesitli eksplantlarin (dekapitatif embriyo aksilleri, embriyo
aksilerinin  fragmanlari, kotiledonlarin bazal pargast olan embriyo aksillerinin
fragmanlari, kotiledonlarin tamami ve yaris1) organojenik ozelligini, farklhi
konsantrasyonlar1 ve sitokinin (BAP ve zeatin) veya sitokinin benzeri aktivitesi olan
(TDZ) bilesigi iceren MS ortamu tizerinde test etmislerdir. Balila genotipinde en yliksek
seviyede siirgiin rejenerasyonu, 0,25 mg/L BAP i¢eren ortamda kotiledonun bazal kismi
dahil olmak tizere embriyo aksilleri fragmanlar1 kullanilarak elde edilmistir. Balila
genotipi i¢in 0,25 mg/L'den ve Wady genotipi i¢in 0,5 mg/L’den daha yiiksek BAP
konsantrasyonlar1 siirgiin rejenerasyonunda azalmaya neden olmustur. Zeatin (1, 3 ve 5
mg/L) ve TDZ (1, 3 ve 5 mg/L) ile desteklenmis MS ortamlarinda, en yiiksek seviyede
stirglin farklilasmasi1 embriyo aksillerinin fragmanlarindan elde edilen kallustan elde
edilmistir. Wady genotipinden kallusun organojenik yetenegi, 5 mg/L'ye kadar zeatin ve
TDZ konsantrasyonlarinin artmasiyla artmistir. Tersine, Balila i¢in siirglin frekansinin
giderek azalmasi ve her iki genotip i¢in kok gelisimi, BAP, Zeatin ve TDZ'nin artan
konsantrasyonlari ile gézlenmistir.

Miraz ve ark. (2015), nohut (C. arietinum) bitkicik rejenerasyonu igin MS
ortaminda farkli konsantrasyonlar ve biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlarini,

kotiledon bogumu, epikotil ve hipokotilden eksplant olarak kallus indiiksiyonu ve



bitkicik rejenerasyonu i¢in nispi verimliligini gézlemlemek amaciyla kullanmistir. Bu
eksplantlar arasinda kotiledon bogumda %56,25, epikotillerde ise %51,04 siirgiinler
elde edilmistir. Biiyiime diizenleyici kombinasyonlar1 arasinda en yiiksek kallus
indiiksiyon orani (% 91,11), 0,2 mg/L NAA, 3 mg/L BAP ve 2 mg/L KIN iceren MS
ortaminda gozlenmistir.

Sunil ve ark. (2015), C. arietinum K850 ¢esidinin tohumlarindan elde edilen
kotiledon bogumu eksplantin1  Kullanarak in vitro rejenerasyon ¢aligmalari
gerceklestirmistir. Cok sayida siirgiin  eldesi igin ¢esitli oksin ve sitokinin
konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Maksimum rejenerasyon 0,5 mg/L BAP igeren besi
ortamindan elde edilmistir. Cok sayida siirgiinlerin maksimum verimliligi 0,5 mg/L
BAP ve 0,05 mg/L 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4D) iceren ortamdan elde edilmistir.
Kok indiiksiyonu i¢in, iyi gelismis siirgiinler IBA ve IAA igeren koklendirme ortamina
aktarilmustir. 0,1 mg/L IBA ile desteklenmis ortamlarda basarili koklenme elde edilmis
ve koklii bitkiler topraga aktarilmistir.

Kumari ve ark. (2018), TDZ'nin nohut (C. arietinum) dokularma asir1 maruz
kalmasini 6nleyen etkili bir rejenerasyon protokolii rapor etmislerdir. Bunlardan ilkinde,
cesitli TDZ konsantrasyonlar1 (15, 20 ve 25 uM) ile kisa siireli tohum 6n muamelesi
i¢in iki ayr1 deney tasarlanmustir. IKincisinde ise TDZ én muamelesinden yoksun olarak
deney tasarlanmistir. TDZ ile 6n islemden gecirilmis ve TDZ ile 6n islemden
gecirilmemis tohumlardan hazirlanan koltuk alt1 meristem eksplantlar1 daha sonra 4 uM
TDZ iceren veya icermeyen slrgiin indiiksiyon ortaminda kiiltiire almmustir.
Rejenerasyon ylizdesi (% 69), eksplant basina siirgiin sayist (20,66 + 0.5), ¢cok sayida
stirgiin indiiksiyonu i¢in aliman minimum giin sayist (7,3 + 0,5) bakimindan 6nemli
etkiler gozlenmistir. Ek olarak, 5 uM benziladenine, 2 uM KIN ve 2 uM giberellik aside
Sahip silirglin uzatma ortami, en yiiksek dallanma ve maksimum siirgiin uzunlugunu
gostermistir. Sonug olarak, nohutta yalnizca TDZ 6n muamelesi kullanilarak kolay ve
etkili bir rejenerasyon protokolii sunulmustur.

Amer ve ark. (2019), inat¢1 bir mahsul olan nohutun (C. arietinum) islahi i¢in
genetik miihendislikte verimli bir rejenerasyon sistemi olmamasi nedeniyle biiyiik
olciide smirlandirildigini belirtmislerdir. iki Misir kékenli nohut ¢esidinde in vitro
rejenerasyon c¢alismalar1 i¢in Giza 531 ve Giza 4 ¢esitleri se¢ilmistir. Siirglin ve kok
rejenerasyonu i¢in embriyo eksplantlart ile farkli tip ve konsantrasyonlarda biiyiime
diizenleyicileri kullanilmistir. Kotiledon bogumu ile birlikte embriyo eksenlerinin

stirglinlerin koklenme tepkileri i¢in en umut verici eksplant tiirleri oldugu izlenmistir.
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BAP ve IBA, sirastyla en yiiksek siirglin ve kok olusum yiizdesini saglamiglardir. Giza
531 ¢esidi, siirgiin olusumu i¢in Giza 4'ten daha iyi bir yanit vermesine ragmen, kok
indiiksiyonu i¢in daha diisiik performans sergilemistir.

Literatiir sonuglarina gore nohut bitkisinin in vitro rejenerasyonu i¢in gelistirilen
protokollerde kullanilan farkli ¢esitlerde nohutlarin, farkli eksplantlar ve farkli biiylime
diizenleyiciler igin silirgiin rejenerasyonunun farkli tepkiler verdigi goriilmektedir.
Nohut (C. arietinum) bitkisinde yapilan in vitro rejenerasyon g¢alismalarinda ortak
olarak belirtilen sorunun genellikle koklendirme asamasinda zorluklar oldugu tespit

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu tez kapsaminda bitki materyali olarak siyah nohut tohumlar1 kullanilmistir.
Tohumlar Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii 6gretim iiyesi
Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR tarafindan temin edilmistir.

3.2. Deneme Yeri

Bu calisma Konya Necmettin Erbakan Universitesi, Fen Fakiiltesi,

Biyoteknoloji boliimii laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.3. Biiyiime Ortamlari ve Biiyiime Kosullar:

Bu tez ¢alismasinda MS (Murashige ve Skoog, 1962) mineral tuz ve vitaminleri
kullanilmistir. Temel besi ortami hazirlamak i¢in % 3 siikroz kullanilmis ve besi ortami
% 0,6 gr agar ile katilastirilmistir. Yapilan ¢alismaya gore besi ortamlarina 6 farklh
dozda (0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 ve 3,00 mg/L) bitki biiyiime diizenleyici olarak
sitokinin (BAP, TDZ, KIN) ilave edilmistir. Besi ortamlarinin pH’1 IN NaOH veya 1N
HCI kullanilarak 5,6 — 5,8’e ayarlanmustir. Hazirlanan ortamlarda 1.2 atmosfer basing
altinda 121 °C sicaklikta sterilizasyon saglanmustir.

Tez kapsaminda yapilan tiim kiiltlirler, beyaz 1sik yayan diyotlar (LED'ler)
kullanilarak 16 saatlik 151k fotoperiyodu ile 24 + 2 °C sicaklikta iklim odasina inkiibe

edilerek saglanmstir.

3.4. Yiizey Sterilizasyonu

Siyah nohuta ait tohumlarin sterilizasyonu i¢in ticari camasir suyu (Ace, Tirkiye
- %5 NaOCl) farkl oranlar ( % 25, 50, 75 ve 100) ve farkl siirelerde (5, 10, 15 ve 20
dk.) uygulanarak yiizey sterilizasyon ile ilgili optimizasyon g¢aligmalar1 yapilmistir.

Daha sonra tohumlar 3 x 5 dk. steril saf su ile durulanmistir. Sterilizasyon sonrasi
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tohumlar steril Magenta GA7 kaplarina MS ortami , % 3,0 siikroz ve % 0,65 agar iceren
besi ortamina aktarilmig, beyaz LED 151k altinda 16 saatlik 151k fotoperiyodu ile 24 + 2

°C'de iklim odasma inkiibe edilerek kiiltiire alinmustir.

3.5. Eksplant izolasyonu

MS ortaminda ¢imlenmis bitkilerden (Sekil 3.1.), in vitro kosullar altinda steril
bistiiri ve pens yardimiyla kotiledon bogumu ve siirgiin ucu bdlgelerinden eksplantlar
alimmistr. Eksplantlar hasar vermeden dikkatli sekilde izole edilmistir. Ayrica, steril
tohumlar da eksplant olarak kullanilmistir. Biitlin doku kiiltiirii caligmalari steril kabin
icerisinde yapilmustir.

Daha sonra, elde edilen eksplantlar farkli konsantrasyonlarda (0,25, 0,50, 1,0,
1,50, 2,0 ve 3,0 mg/L) BAP, KIN ve TDZ igeren MS ortamina cam petri kaplarinda

aktarilmig olup, biiylitme odasinda 8 hafta kiiltiire alinmustir.

Sekil 3.1. In vitro rejenerasyon igin ¢cimlenmis tohumdan elde edilen siirgiin ucu ve kotiledon bogum
eksplantlar1
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3.6. Koklendirme ve Adaptasyon

Sekiz haftalik in vitro kosullarda rejenerasyon saglamis siirgiinler farkli
konsantrasyonlarda (0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 mg/L) IBA igeren MS ortaminda
koklendirilmistir. Siirgiinler 6 hafta boyunca koklenme ortaminda bekletilmistir. /n vitro
koklii bitkiciklerin iklimlendirilmesi, Koca ve Aasim (2015) tarafindan verilen protokol
kullanilarak biiytime doalbinda torf ve perlit (4 : 1) igeren saksilara aktarilarak

gergeklestirilmistir.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Her muamele
6 eksplant bulunan 3 tekerriirlii Magenta GA7 kaplar1 veya cam petrileri ile olusmustur.
Elde edilen veriler “SPSS 20 for Windows’’ parogrami yardimiyla varyans analizine
tabi tutulmustur. Ortamlar1 karsilastrmak amaciyla Duncan (DMRT) testi
kullanilmistir.  Yiizde degerler, istatistiksel analizden Once arcsin degerlerine

cevrilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967).



14

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Siyah Nohut Tohumlarin Yiizey Sterilizasyon Calismasi

Tohum sterilizasyonu, biiyiimeyi ve rejenerasyonu etkileyen onemli bir
faktordiir. Nohut bitkisi ile yapilan in Vvitro rejenerasyon calismalarinda yiizey
sterilizasyonu i¢in genel olarak ¢amasir suyu (Brandt ve Hess, 1994; Murthy ve ark.,
1996; Das ve Sarmah, 2006; Yousifera ve ark., 2008; Rekha ve Thiruvengadam, 2009;
Aasim ve ark., 2011; Banu ve ark., 2011; Aasim ve ark., 2013; Al-Tanbouz, 2013;
Kadiri ve ark., 2014; Miraz ve ark., 2015; Al-Tanbouz ve Abu Qaoud, 2016)
kullanilmistir. Ayrica, civa kloriir (HgCl2) (Arora ve Chawla, 2005; Anwar ve ark.,
2008; Paul ve ark., 2008; Ghanti ve ark., 2010; Parveen ve ark., 2012; Kadiri ve ark.,
2014; Sunil ve ark., 2013), Tween 20 ve Tween 80 ( Brandt ve Hess, 1994; Murthy ve
ark., 1996; Al-Tanbouz, 2013; Kadiri ve ark., 2014; Miraz ve ark., 2015; Al-Tanbouz ve
Abu Qauoud, 2016) ve % 70 etanol (Murthy ve ark., 1996; Das ve Sarmah, 2006;
Anwar ve ark., 2008; Yousifera ve ark., 2008; Kadiri ve ark., 2014) gibi temizleyiciler
de sterilizasyon i¢in kullanilmaktadir.

Mekanik  hasarli  siyah nohut tohumlar1 sterilizasyon islemlerinde
kullanilmamstir. Ayiklanmig bitki tohumlarinin sterilizasyonu igin % 25, 50, 75 ve 100
oranlarinda ticari ¢amasir suyu (Ace, Tirkiye - %5 NaOCI) kullanilmistir. Tohumlar her
bir oran i¢in 5, 10, 15 ve 20 dk ¢amasir suyu ile muamele edilmistir. Sterilize edilen
tohumlar 1 hafta MS ortaminda kiiltiire birakilmistir. En diisiik konsantrasyonda (% 25)
camagir suyu kullanildiginda % 100 ¢imlenme olmasina ragmen kontaminasyon
kaydedilmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda (% 50, 75 ve 100) camasir suyu
kullanildiginda ise c¢imlenme %100 olurken kontaminasyon da gorilmemistir.
Tohumlarin zarar gormemesi admma nohut tohumlarmm sterilizasyonunun %50
konsantrasyonda 15 dk siireyle yapilmasinin uygun olduguna karar verilmis ve tiim
sterilizasyon islemleri buna uygun yapilmistir. Cimlenme ile ilgili verilerde varyans

analizi yapilmamaistir.
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4.2. Siyah Nohutun Siirgiin Ucu Eksplantinda Siirgiin Rejenerasyon Cahsmalar

Bu denemede kullanilan siirgiin ucu eksplantlar1 12 - 14 giinlik in vitro
kosullarda ¢imlenmis fidelerden izole edilmistir. Bu eksplantlar daha sonra farkl
oranlarda (0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 ve 3,00 mg/L) BAP, TDZ ve KIN igeren MS besi
ortaminda kiiltiire almmustir.

Siirgiin ucu bol miktarda meristem doku igerdigi i¢in rejenerasyon i¢in uygun bir
eksplanttir. Nohut bitkisinin farkli tiirlerinde yapilan c¢aligmalarda siirglin ucu
eksplantindan basariyla siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir (Brandt ve Hess, 1994;
Yousefiara ve ark., 2008; Rekha ve Thiruvengadam, 2009; Banu ve ark., 2011; Parveen
ve ark., 2012; Al-Tanbouz ve Abu-Qaoud, 2016).

Bu denemede bir hafta sonunda eksplantlarda tek siirgiin olusumu gézlenmeye
baslamistir. Iki hafta sonunda ise eksplantlarda c¢ok sayida siirgiin olusumu
gbzlenmistir.

Hormonlar kiyaslandiginda TDZ igeren ortamda diger hormonlara gore cok
sayida siirgiin olusumu izlenmistir. Anwar ve ark. (2008) ve Parveen ve ark. (2012),
kendi c¢alismalarinda nohut bitkisinin siirgiin ucu eksplantindan yiiksek siirgiin
indiikksiyonunu TDZ igeren MS ortaminda elde etmislerdir. Ayrica, arastirmacilar
stirglin rejenerasyonunda diisiik konsantrasyonlarda TDZ’nin BAP ve KIN’den daha iyi
oldugunda uzlasmistir (Saini ve Jaiwal, 2002; Jayanand ve ark., 2003; Yoshida, 2002;
Anwar ve ark., 2010).

Kallus olusumu tiim hormon (BAP, TDZ ve KIN) iceren besi ortamlarinda
gozlenmistir. En fazla kallus olusumu (kallus ¢ap1) TDZ igeren besi ortaminda (Sekil
4.2.) gbozlenmistir (veri verilmemistir).

TDZ igeren ortamda olusan siirgiinler agik renkli, siskin govdeli durumdayken
(Sekil 4.2¢,d), BAP igeren ortamlarda olusan siirgiinler agik renkli ve hiperhidrik (Sekil
4.1c), KIN igeren ortamlarda olusan siirgiinler normal renk ve govdeli olarak
g6zlenmistir. Benzer sekilde Brandt ve Hess (1994), nohut ile yaptiklar1 ¢alismada uzun
stireli kiiltiirde hiperhidrasyonu 6nemli bir problem olarak belirtmislerdir. Ayrica,
Sawardekar (2007), yiiksek konsantrasyonda kullanilan BAP'in eksplantlarin sismesine
ve siirgiinlerin hiperhidrasyonuna neden oldugunu ileri stirmiistir.

Eksplantlar incelendiginde BAP igeren ortamlarda 4 hafta sonunda siirgiinlerde

koklenmeler olusmaya basladig1 da gézlemlenmistir (Sekil 4.1a,b).
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Eksplantlar besi ortaminda 8 hafta boyunca bekletilip siirgiin rejenerasyon

yiizdesi, eksplant basima siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu verileri alinmistir. Bu veriler

daha sonra varyans analizine tabi tutulup sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Siyah nohut bitkisinin farkli hormonlar ile muamele edilmis siirgiin ucu eksplantindan

siirglin rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglart

Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. S.D Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)
K.O. | F KO. | F KO. | F
Siirgiin ucu
BAP 5 34,722 1,000% 2,214 9,109** 0,114 1,709*
Hata 12 34,722 0,243 - 0,067 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. S.D Yiizdesi (%) Siirgiin Sayisi (adet) (cm)
K.O. | F KO. | F KO. | F
Siirgiin ucu
TDZ 5 22,222 1,000% 42,093 2,356** - -
Hata 12 22,222 - 17,867 - - -
Genel 17 - - - - - -
Toplam
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. S.D Yiizdesi (%) Siirgiin Sayisi (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Siirgiin ucu
KIN 5 714,420 10,341** 1,254 6,102** 0,496 11,910**
Hata 12 69,087 - 0,206 - 0,042 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam.

**p<0,01 diizeyinde onemli

Cizelge 4.1 incelendiginde yapilan varyans analizi sonucunda BAP ve TDZ
hormonlarinda rejenerasyon agisindan istatistiksel olarak farklilik gézlenmemistir. KIN
hormonu ise rejenerasyon agisindan 0,05 diizeyinde onemli farklilik gostermistir.
Eksplant basgina siirgiin sayis1 bakimindan tiim hormon ortamlarinda 0,01 diizeyinde
onemli farklilik gozlenmistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan BAP igeren ortamda 0,05
diizeyinde, KIN iceren ortamda ise 0,01 diizeyinde 6nemli farklilik gézlenmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge
4.2, 4.3, 4.4°te verilmistir.

Cizelgeler incelendiginde siirgiin rejenerasyon yiizdesi BAP iceren ortamlarda

% 91,66 - 100 (Cizelge 4.2), TDZ iceren ortamlarda % 93,33 - 100 (Cizelge 4.3) ve
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KIN iceren ortamlarda % 62,20 - 100 (Cizelge 4.4) arasinda goriilmiistiir. Benzer
sekilde Brandt ve Hess (1994), nohut rejenerasyon calismasinda siirgiin ucu
eksplantlarinda % 96 rejenerasyon gormiislerdir. Ayrica, rejenere siirgiinlenen meristem

uclar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir.

Cizelge 4.2. Siyah nohut bitkisinin BAP ile muamele edilmis siirgiin ucu eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait sonuglar

BAP Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
(mg/L) Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)

0,25 100 2,75° 1,96®

0,50 91,66 2,58° 2,26%

1,00 100 4,082 1,99%

1,50 100 4,082 1,72

2,00 100 3,752 1,87%

3,00 100 2,08° 2,16®

**Aym siitun icerisinde farkli harflerle gésterilen ortalamalar arasinda p<0,01 diizeyinde Gnemli

Sfarklilik gozlenmigtir.

Cizelge 4.3. Siyah nohut bitkisinin TDZ ile muamele edilmis siirgiin ucu eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ait sonuglar

TDzZ Siirgiin Rejenerasyon Yiizdesi (%) Eksplant Basina Siirgiin Sayisi
(mg/L) (adet)

0,25 100 17,132

0,50 93,33 6,20

1,00 100 12,20%®

1,50 100 15,062

2,00 100 11,26%®

3,00 100 13,40%®

**Aym siitun icerisinde farkly harflerle gésterilen ortalamalar arasinda p<0,01 diizeyinde onemli

Sfarklilhik gozlenmigtir.

Cizelge 4.4. Siyah nohut bitkisinin KIN ile muamele edilmis siirgiin ucu eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisi ait sonuglar

KIN Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
(mg/L) Yiizdesi (%) Siirgiin Sayisi (adet) (cm)

0,25 1002 3,26% 2,60«

0,50 1002 2,40 2,54

1,00 1002 3,00% 2,281

1,50 62,20 2,10° 2,90

2,00 1002 3,607 3,43

3,00 1002 3,702 3,01

**Ayni siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda p<0,01 diizeyinde onemli

farkhilik gozlenmigtir.
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BAP igeren besi ortamlarinda eksplant basina siirgiin sayis1 2,08 - 4,08 arasinda
kaydedilmistir. En az sayida siirgiin (2,08) 3,00 mg/L BAP igeren ortamda goriiliirken,
en fazla siirgiin (4,08) 1,00 ve 1,50 mg/L BAP igeren ortamlarda goriilmiistiir. Brandt ve
Hess (1994), 4,4 uM BAP ve 0,05 uM IBA igeren DKW-C-a ortami iizerinde
kiiltiirlenen meristem uglarindan % 96'sinda eksplant basina 10 adet siirgiin elde
edilmistir.

TDZ igeren besi ortamlarinda eksplant bagina siirgiin sayismin diger hormonlara
gore fazla oldugu gozlenmistir. En fazla sayida siirgiin (17,13) ve en az sayida slirgiin
(6,02) sirastyla 0,25 mg/L ve 0,50 mg/L TDZ igeren ortamlarda goriilmiistiir. Parveen
ve ark. (2012), ¢ok sayida siirgiin ¢ogalmasi i¢in en iyi kiltiirii siirgin ucu
eksplantlarindan 3,0 mg/L TDZ iizerinde ti¢ hafta i¢inde gézlemislerdir. Eksplant basina
slirgiin sayis1 2 — 10 adet arasinda degismistir.

KIN igeren besi ortamlarinda ise eksplant basmna siirgiin sayis1 2,10 - 3,70
arasinda degismistir. En fazla siirgiin (3,70) 3,00 mg/L KIN igeren ortamda, en az
stirgiin (2,10) 1,50 mg/L KIN igeren ortamda goriilmiistiir. Benzer sekilde, tek basina
TDZ veya KIN eklenmis MS ortami, soya fasulyesi, bortilce, yer fistigi, nohut ve

fasulyenin siirgiin ucu apikal meristemlerinin rejenerasyon potansiyelini arttirmistir.

Sekil 4.1. In vitro kosullarda siyah nohutun BAP igeren MS besi ortaminda siirgiin ucu
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu (a,b) 4 hafta sonra (c) 8 hafta sonra siirgiin olusumu

Stirglin uzunlugu agisindan incelendiginde BAP igeren ortamlarda 1,72 - 2,26
cm, KIN iceren ortamlarda ise 2,28 - 3,43 cm uzunlugunda siirgiinler oldugu not
edilmisti. TDZ igeren ortamda ¢ok kisa siirgiinler oldugu i¢in varyans analizi
yapilmamistir. BAP igeren ortamlarda en uzun siirgiin (2,26 cm) 0,50 mg/L

konsantrasyonda, en kisa siirgiin (1,72 cm) ise 1,50 mg/L konsantrasyonda goriilmiistiir.
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KIN igeren ortamda ise en uzun (3,43 cm) ve en kisa (2,28 cm) stirgiinler sirastyla 2,00

mg/L ve 1,00 mg/L KIN konsantrasyonlarinda gézlenmistir.

Sekil 4.2. In vitro kosullarda siyah nohutun TDZ igeren MS besi ortaninda siirgiin ucu eksplantindan
stirgiin rejenerasyonu (a) 2 hafta sonra (b) 4 hafta sonra siirgiin ve kallus olusumu (c,d) 8 hafta sonra
stirgiin olusumu

4.3. Siyah Nohutun Kotiledon Bogum Eksplantinda Siirgiin Rejenerasyon

Cahsmalan

Tez kapsaminda yapilan bu denemede eksplant olarak siyah nohut bitkisinin
kotiledon bogumlar1 kullanilmistir. Bezelye (Ozcan ve ark., 1993), korunga (Ozcan ve

ark., 1996), koca fig (Sancak, 1999), Macar figi (Sancak ve ark., 2000) ve yaygimn fig
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(Cogti ve ark., 2003) gibi bagka baklagillerde yapilan daha oOnceki calismalarda
olgunlasmamis kotiledon eksplantlarinin ve embriyonik eksenlerin adventif siirgiin
rejenerasyonu kapasitelerinin yiliksek oldugu ve rejenerasyon igin iyi bir baslangig
materyali olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Erdogan ve ark., 2005).

Fabaceae familyasindaki bitkilerin rejenerasyonu zordur ve nohut bitkisi de
yapilan ¢alismalarda bir geri doniisiimlii bitki olarak kabul edilir (Aasim ve ark., 2013)
ve arastirmacilar, eksplant olarak kotiledonu kullanarak daha yiiksek ¢ogalma oranini
elde etmistir (Chakraborti ve ark., 2006). Nohut bitkisinde yapilan siirgiin rejenerasyon
caligmalarinda kotiledon bogumu (Brandt ve Hess, 1994; Das ve Sarmah, 2006; Anwar
ve ark., 2008; Rekha ve Thiruvengadam, 2009; Yadav ve Singh, 2012; Kadiri ve ark.,
2014; Sunil ve ark., 2014; Miraz ve ark., 2015), kotiledonlarin bazal kismi veya yarisi
(Kadri ve ark., 2014), olgunlasmis ve olgunlasmamis kotiledon (Arora ve Chawla,
2005) eksplatlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu denemede kullanilan kotiledon bogum eksplantlar1 12 - 14 giinliik in vitro
kosullarda ¢imlenmis fidelerden steril ortamda izole edilmistir. Bu eksplantlar farkl
oranlarda ( 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 ve 3,00 mg/L) BAP, TDZ ve KIN igeren MS besi
ortaminda kiiltlire alinmistir. Eksplantlardan siirgiin olusumu TDZ igeren ortamlarda
digerlerine gore daha 6nce gergeklesmistir. TDZ iceren besi ortaminda 4 - 6 giinde tek
stirgiin olusumu gozlenirken, BAP ve KIN igeren besi ortamlarinda 1 hafta sonra tek
stirgiin olusumu gozlenmistir. Bir hafta sonra TDZ iceren ortamlarda eksplantlarda ¢ok
sayida siirgiin olusumu gozlenirken, BAP ve KIN igeren ortamlarda iki hafta sonra ¢ok
sayida siirglin olusumu gdézlenmistir.

BAP ve TDZ igeren ortamlarda kallus olusumu gorilmiistiir (Sekil 4.3b,c ve
Sekil 4.4a,b,c). En fazla kallus olusumu TDZ igeren besi ortaminda gozlenmistir (veri
alinmamustir). Miraz ve ark. (2015), calismalarinda Kotiledon bogum eksplantinin, en
yiksek kallus yiizdesini (56,25) olusturdugunu gormiistiir. Kadiri ve ark., (2014),
calismalarinda farkli TDZ konsantrasyonlar1 ile desteklenmis ortamlarda, nohut
eksplantlarmm biiyiik miktarda yesil kirillgan kallus trettigini 3 hafta sonra siirgiin
tomurcuklarinin bu kallus yilizeyinde farklilagtigini rapor etmislerdir.

TDZ iceren ortamlarda siirgiinler acik renkli, BAP iceren ortamlarda acik renkli
ve ince, KIN iceren ortamlarda ise normal renkli durumdadir. KIN i¢eren ortamlarda
koklenme olusumu da goriilmiistiir. Eksplantlar besi ortammda 8 hafta boyunca

bekletilip siirglin rejenerasyon yiizdesi, eksplant bagina siirglin sayisi ve siirgiin
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uzunlugu verileri kaydedilmistir. Bu veriler daha sonra varyans analizine tabi tutulup

sonuclar Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Sekil 4.3. In vitro kosullarda siyah nohutun BAP igeren MS besi ortaminda kotiledon bogum
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu (a) 2 hafta sonra (b,c) 8 hafta sonra siirgiin olusumu

Cizelge 4.5. Siyah nohut bitkisinin farkli hormonlar ile muamele edilmis kotiledon bogum eksplantindan

slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglari

Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. S.D Yiizdesi (%) Siirgiin Sayisi (adet) (cm)
Ko. | F Ko. | F KOo. | F
Kotiledon bogum
BAP 5 55,556 0,800% 4,898 19,106** 0,530 2,445**
Hata 12 69,444 - 0,256 - 0,217 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Bagina Siirgiin Uzunlugu
V.K. SD Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis (adet) (cm)
Ko. | F Ko. | F Ko. | F
Kotiledon bogum
TDZ 5 22,222 1,000% 72,285 9,553** - -
Hata 12 22,222 - 7,567 - - -
Genel 17 - - - - - -
Toplam
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. SD Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)
Ko. | F KO. | F Ko. | F
Kotiledon bogum
KIN 5 35,556 0,800% 0,648 3,411** 1,578 1,857*
Hata 12 44,444 - 0,190 - 0,850 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam

**p<0,01 diizeyinde onemli

Cizelge 4.5’te goriildiigii gibi varyans analizi sonucunda tiim hormonlarda

rejenerasyon agisindan farklilhik  goriilmemistir.

Eksplant basina

surgun

sayis1

bakimindan tiim hormonlarda 0,01 diizeyinde onemli farklilik goriilmiistiir. Siirgiin
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uzunlugu acisindan BAP igeren besi ortaminda 0,01 diizeyinde onemli farklilik, KIN
iceren besi ortaminda ise 0,05 diizeyinde dnemli farklilik gozlenmistir. Bu farkliliklarin
onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.6, 4.7 ve

4,8’de verilmistir.

Sekil 4.4. In vitro kosullarda siyah nohutun TDZ igeren MS besi ortaminda kotiledon bogum
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu (a,b) 2 hafta sonra (c) 8 hafta sonra siirgiin olusumu

Cizelge 4.6. Siyah nohut bitkisinin BAP ile muamele edilmis kotiledon bogum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait sonuglar

BAP Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
(mg/L) Yiizdesi (%) Siirgiin Sayisi (adet) (cm)

0,25 100 2,75° 3,54%

0,50 91,66 2,85° 2,61

1,00 100 2,08° 3,17®

1,50 100 4,00° 2,82

2,00 100 5,50% 2,34P

3,00 91,66 4,50° 2,82%

**Aym siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda p<0,01 diizeyinde onemli
Sfarklilik gozlenmigtir.

Cizelge 4.7. Siyah nohut bitkisinin TDZ ile muamele edilmis kotiledon bogum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait sonuglar

TDZ Siirgiin Rejenerasyon Yiizdesi Eksplant Basina Siirgiin Sayisi
(mg/L) (%) (adet)

0,25 100 18,66%

0,50 93,33 11,33

1,00 100 7,80°

1,50 100 16,13%

2,00 100 7,00¢

3,00 100 7,80°

**4ym siitun icerisinde farkly harflerle gosterilen ortalamalar arasinda p<0,01 diizeyinde onemli
farklilik gozlenmisgtir.
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Cizelge 4.8. Siyah nohut bitkisinin KIN ile muamele edilmis kotiledon bogum eksplantindan
stirglin rejenerasyonuna etkisine ait sonuglar

KIN Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
(mg/L) Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)

0,25 100 3,20% 3,83

0,50 100 2,30° 4,15®

1,00 100 3,00%° 3,15

1,50 93,33 2,40°° 3,77®

2,00 100 3,00%¢ 5,112

3,00 93,33 3,50% 4,83

**Aym siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda p<0,01 diizeyinde dnemli
farklilik gozlenmigtir.

Cizelgeler incelendiginde kotiledon bogum eksplantinin BAP iceren ortamda
stirglin rejenerasyonunun % 91,66 - 100 (Cizelge 4.6), TDZ ve KIN igeren ortamlarda
% 93,33 - 100 (Cizelge 4.7 ve 4.8) arasinda oldugu gortilmiistiir.

Eksplant basina siirgiin sayisina bakildiginda en fazla siirgiin sayis1 TDZ iceren
besi ortamlarinda elde edilmistir. TDZ igeren ortamda en fazla (18,66) ve en az sayida
(7,00) stirgiin sirastyla 0,25 mg/L ve 2,00 mg/L konsantrasyonlarda elde edilmistir.
BAP igeren ortamlarda eksplant bagina siirglin sayisiin 2,08 - 5,50 arasinda degistigi
goriilmiistiir. Rekha ve Thiruvengadam (2009), maksimum siirglin sayisi ve en uzun
stirgiinleri kotiledon bogumda 1,0 mg/L BAP iceren MS ortaminda elde etmistir.
Ayrica, mas fasulyesinde, BAP iceren ortamda maksimum siirglin sayis1 2 giinliik
fidelerden kesilen kotiledon eksplantindan elde edilmistir (Paul ve ark., 2008). En fazla
sayida sirgin (5,50) 2,00 mg/L ve en az sayida siirgiin (2,08) 1,00 mg/L
konsantrasyonlarda kaydedilmistir. KIN igeren ortamda ise en fazla siirgiin (3,50) 3,00
mg/L, en az siirgiin (2,30) 0,50 mg/L konsantrasyonda gézlenmistir.

Cizelgeler incelendiginde genel olarak eksplant bagina siirgiin sayisi ile siirgiin
uzunlugu arasinda zit bir iliski goriilmiistiir. BAP iceren ortamlarda siirglin uzunlugu
2,61 - 3,54 cm, KIN igeren ortamlarda siirgiin uzunlugu 3,15 - 5,11 cm arasinda not
edilmistir. BAP konsantrasyonunu hafifce arttirmak suretiyle, siirgiin uzamasmin
azaldig1 gozlenmistir (Ault, 1994). TDZ igeren ortamlarda siirgiinler ¢ok kisa oldugu
icin veri alinmamustir. En kisa siirginler 2,00 mg/L BAP ve 1,50 mg/L KIN
konsantrasyonlarinda kaydedilirken, en uzun siirgiinler 0,25 mg/L BAP ve 3,00 mg/L
KIN konsantrasyonlarinda kaydedilmistir. Bagka bir ¢alismada Sunil ve ark. (2015),
NAA ve BAP kombinasyonu i¢in maksimum siirgiin uzunlugunu (4,13 mm) ve KIN ile

desteklenmis ortamda minimum siirglin uzunlugu (0,99 mm) elde edilmistir. Ayrica,
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BAP ve KIN'in bir kombinasyonu maksimum 3,37 mm siirgiin uzunlugu ve minimum
1,50 mm'lik bir biiylime saglamistir. Rekha ve Thiruvengadam (2009), ¢ok sayida
stirgiinleri ve en uzun siirgiiniin maksimum sayisin1 kotiledon bogumunda 1,0 mg/L

BAP igeren MS ortamu iizerinde elde etmislerdir.

4.4. Siyah Nohutun Tohum Eksplantinda Siirgiin Rejenerasyon Calismalar:

Yapilan bu ¢alismada siyah nohutun tohumlar1 eksplant olarak kullanilmustir.
Tohum eksplant1 icerdigi farkli meristem bolgelerinden dolay: siirgiin rejenerasyonu
icin en uygun eksplantlardan biridir. Tohum eksplanti gen aktarimi, somaklonal
varyasyon veya direkt yan siirgiin olusumu i¢in kullanilabilmektedir (Barik ve ark.,
2005, Vaz Patto ve ark., 2011, Ochatt ve ark., 2013). Tohum eksplant1 6nceden birgok
baklagil bitkisinde basar1 ile ¢ok sayida siirgiin olusumu i¢in kullanilmistir. Bu bitkiler
arasinda nohut (Polisetty ve ark., 1997), mas fasulyesi (Harisaranraj ve ark., 2008),
narbon fig (Kendir ve ark., 2009), fistik (Li ve ark., 1994; Cucco ve Juame, 2000;
Gagliardi ve ark., 2000; Palanivel ve Jayabalan, 2002; Pacheco ve ark., 2007), bugday
(Shah ve ark., 2003; Malik ve ark., 2004), piring (Masaaki ve ark., 2004; Bano ve ark.,
2005; Mohd Din ve ark., 2015; Upadhaya ve ark., 2015) gibi baklagiller bulunmaktadir.

Siyah nohutun tohumlari sterilizasyon isleminin ardindan farkli oranlarda (0,25,
0,50, 1,00, 2,00 ve 3,00 mg/L) BAP, TDZ ve KIN iceren MS besi ortaminda kiiltiire
almmuastir. 3 - 4 giin sonra tekli siirglin olusumu, bir hafta sonra ise ¢ok sayida siirgiin
olusumu gozlenmistir. Polisetty ve ark. (1997), kiiltiirden sonraki 45 - 90 giinlilk zaman
diliminde nohutun tohum eksplantindan ¢ok sayida siirgiin  indiiksiyonunu
bildirmiglerdir.

Tohum eksplantlarnda BAP ve KIN iceren ortamlarda kallus olusumu
goriilmemistir (Selik 4.5a,b ve Sekil 4.6). Fakat TDZ iceren ortamlarda sert ve kirilgan
bir kallus stirekli olarak olusmustur. Kallus olusumunu engellemek amaciyla eksplantlar
2 hafta sonunda MS besi ortami iceren GA-7 magenta kaplarina aktarilmistir (Sekil
4.7a,b). Bu sonuglar, olgun tohum eksplantlart kullanilarak farkli BAP
konsantrasyonlarina maruz kalan narbon fig tohumlarinin kallus indiiksiyonunu bildiren
Kendir ve ark. (2008), bulgularini desteklemektedir. Farkli aragtirmalarda mas fasulyesi
(Harisaranraj ve ark., 2008), bugday (Malik ve ark., 2004), sogan (Khar ve ark., 2005)
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ve piring (Bano ve ark., 2005; Mohd Din ve ark., 2016) gibi bitkilerin tohum
eksplantindan alinan kallus indiiksiyonu da rapor edilmistir.

BAP ve TDZ igeren besi ortamlarinda tohumdan olusan siirgiinler agik
renkliyken (Sekil 4.5), KIN igeren ortamda olusan siirgiinlerin normal bitki
goriinimiinde (Sekil 4.6) oldugu goriilmistiir. Benzer sekilde, TDZ'ye yanit olarak
hiperhidrik siirgiinler, BAP ortamina yanit olarak normal siirgiinler, Aasim ve ark.
(2010), tarafindan gemen igin bildirilmistir.

Eksplantlar besi ortaminda 8 hafta boyunca bekletilip siirglin rejenerasyon
ylizdesi, eksplant basma siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu verileri kaydedilmistir. Bu

veriler daha sonra varyans analizine tabi tutulup sonuglar Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Siyah nohut bitkisinin farkli hormonlar ile muamele edilmis tohum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglari

Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Bagina Siirgiin Uzunlugu
V.K. S.D Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis (adet) (cm)
KO. | F KO. | F KO. | F
Tohum
BAP 5 0,000 0% 21,444 84,947** 29,132 | 149,825**
Hata 12 - 0,252 - 0,194 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. S.D Yiizdesi (%) Siirgiin Sayisi (adet) (cm)
KO. | F KO. | F KO. | F
Tohum
TDZ 5 34,722 1,000% 132,227 18,410** - -
Hata 12 34,722 - 7,182 - - -
Genel 17 - - - - - -
Toplam
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V.K. S.D Yiizdesi (%) Siirgiin Sayisi (adet) (cm)
KO. | F KO. | F KO. | F
Tohum
KIN 5 35,556 0,800% 3,641 6,854** 10,317 40,278**
Hata 12 44,444 - 0,531 - 0,256 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam

**p<0,01 diizeyinde onemli

Cizelge 4.9 incelendiginde varyans analizi sonucunda tiim hormonlarda
rejenerasyon agisindan farklilik goriilmemistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 agisindan

tim hormonlarda 0,01 diizeyinde 6nemli farklilik goriilmiistiir. Siirglin uzunlugu
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acisindan BAP ve KIN igeren ortamlarda 0,01 diizeyinde dnemli farklilik gézlenmistir.
Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari

cizelge 4.10, 4.11 ve 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.10. Siyah nohut bitkisinin BAP ile muamele edilmis tohum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait sonuglar

BAP Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
(mg/L) Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)
0,25 100 2,94° 10,672
0,50 100 5,72¢ 3,16°¢
1,00 100 6,66° 4,01°
1,50 100 8,55 2,30¢
2,00 100 8,50° 3,34
3,00 100 10,612 2,974

**Ayn: siitun icerisinde farkly harflerle gosterilen ortalamalar arasinda p<0,01 diizeyinde Gnemli

Sfarklilik gozlenmigtir.

Cizelge 4.11. Siyah nohut bitkisinin TDZ ile muamele edilmis tohum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait sonuglar

TDZ (mg/L) Siirgiin Rejenerasyon Yiizdesi Eksplant Basina Siirgiin Sayis1

(%) (adet)
0,25 100 34,38
0,50 91,67 46,052
1,00 100 36,77
1,50 100 29,22¢
2,00 100 28,10¢
3,00 100 30,83«

**Aym siitiin icerisinde farkl harflerle gosterilen ortalmalar arasinda p<O0,01 diizeyinde onemli

farklilik gézlenmigtir.

Cizelge 4.12. Siyah nohut bitkisinin KIN ile muamele edilmis tohum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait sonuglar

KIN Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
(mg/L) Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis1 (adet) (cm)

0,25 100 3,83 7,54P

0,50 100 2,16° 9,90?

1,00 100 4,052 6,60°

1,50 94,43 4,162 7,56"

2,00 100 5,15% 6,80

3,00 94,43 5,162 4,171

**Ayni siitiin icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalmalar arasinda p<0,01 diizeyinde onemli

farklilik gozlenmistir.

Siirglin rejenerasyon yiizdesi farkli hormonlar ve oranlarda kullanilmasina

ragmen istatistiksel olarak dnemli bir fark goriilmemistir. BAP iceren ortamlarda % 100
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(Cizelge 4.10), TDZ igeren ortamlarda % 91,67 - 100 (Cizelge 4.11) ve KIN igeren
ortamlarda % 94,43-100 (Cizelge 4.12) arasinda rejenerasyon degismistir.
Trachyspermum ammi bitkisinde yapilan bir ¢alismada TDZ ve BAP igeren ortamlarda
ayni oranda siirglin rejenerasyon yilizdesi elde edilirken, KIN igeren ortamlarda daha

diistik siirgiin rejenerasyonu rapor edilmistir (Koca ve Aasim, 2015).

Sekil 4.5. In vitro kosullarda siyah nohutun BAP iceren MS besi ortaminda tohum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu (a) 4 hafta sonra (b) 8 hafta sonra siirgiin olusumu

BAP iceren ortamlarda eksplant basina siirgiin sayis1 2,94 - 10,61 arasinda
kaydedilmistir. En fazla sayida siirgiin (10,61) 3,00 mg/L BAP igeren ortamda
gozlenirken, en az sayida siirgiin (2,94) 0,25 mg/L BAP igeren ortamda gdzlenmistir.
KIN igeren ortamlarda diger hormonlara gore eksplant basma siirgiin sayisinin daha
diisiik oldugu gozlenmis ve 2,16 - 5,16 adet olarak kaydedilmistir. Ortamlarda en
yiiksek KIN (3,00 mg/L) kullanildiginda en fazla 5,16 siirglin goriilmiistiir. Buna kars1
en disiik siirgiin sayis1 ise (2,16 adet) 0,50 mg/L KIN igeren ortamda goriilmiistiir.
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Genel olarak ortamlarda BAP ve KIN konsantrasyonu arttik¢a siirglin sayismin da
arttig1 gorilmiistiir.

Eksplant bagma siirglin sayis1 bakimindan TDZ igeren ortamlarda diger (BAP
ve KIN) ortamlara gore 7 - 10 kat fazla siirgiin elde edilmistir. TDZ igeren ortamlarda
28,10 - 46,05 eksplant basina siirgiin sayis1 kaydedilirken en fazla (46,05) ve en diisiik
(28,10) sayi sirast ile 0,50 mg/L ve 2,00 mg/L TDZ igeren ortamda gozlenmistir. 0,50
mg/L TDZ igeren ortamdan sonra siirgiin olusumu azalmaya baslamistir. Aasim ve ark.
(2013), BAP konsantrasyonundaki artisin nohut siirgiinleri iizerinde, Koca ve Aasim
(2015), KIN konsantrasyonundaki artigin T. ammi tohumlar1 {izerinde benzer etkilerini

bildirmistir.

Sekil 4.6. In vitro kosullarda siyah nohutun KIN iceren MS besi ortamimda tohum eksplantindan 8 hafta
sonra siirgiin rejenerasyonu

TDZ igeren ortamlarda ¢ok kisa siirgiinler olustugu i¢in siirgiin uzunlugu
verileri alinmamistir. TDZ'nin siirglin uzunlugu iizerindeki baskilayici etkileri, daha
once Hygrophila polysperma (Karatas ve ark., 2013), T. ammi (Koca ve Aasim, 2015)

gibi farkl bitkilerde de gdriilmiistiir. Diger hormonlar kullanildiginda siirgiin uzunlugu
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da etkilenmistir. Siirgiin uzunlugu BAP ve KIN igeren ortamlarda sirasiyla 2,97 - 10,67
cm ve 4,17 - 9,90 cm arasinda kaydedilmistir. En diisiik BAP konsantrasyonunda (0,25
mg/L) en uzun siirgiinler (10,67) elde edilirken, en yiiksek BAP konsantrasyonunda
(3,00 mg/L) en kisa siirgiinler (2,97) elde edilmistir. KIN i¢eren ortamda en kisa (4,17
cm) ve en uzun siirgiinler (9,90 cm), 3,00 mg/L ve 0,50 mg/L KIN igeren ortamda
sirasiyla kaydedilmistir. Her iki hormonda oran ve siirgiin uzunlugu arasinda ters bir
iliski gozlenmistir. En diisiik konsantrasyonda en uzun, en yliksek konsantrasyonda en
kisa siirglinler elde edilmistir. KIN'nin Liriope platyphylla'nin siirgiin uzunlugu iizerine
TDZ veya BAP ile benzer etkileri belirtilmistir (Park ve ark., 2011). Artmis BAP
konsantrasyonunun, nohut (Aasim ve ark., 2013) ve nargile figinin (Kendir ve ark.,
2009) ortalama siirgiin uzunlugu iizerindeki olumsuz etkileri de bildirilmistir.

BAP ve KIN igeren ortamlardan elde edilen bu siirgiinler koklendirme ortamina

aktarilmustir.

Sekil 4.7. In vitro kosullarda siyah nohutun TDZ iceren MS besi ortaminda tohum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu (a) 8 hafta sonra kallus ve siirgiin olusumu (b) MS ortamina aktarilan eksplantlarda siirgiin
gelisimi

4.5. Koklendirme

Bazi baklagillerin in vitro rejenere siirgiinlerinin koklendirilmesi, biyoteknolojik
yontemlerin 1slah ¢alismalarinda zor olarak goriilmektedir (Fratini ve Ruiz, 2003).
Nohutun in vitro koklendirilmesi igin farkli stratejiler ve protokoller kullanilmigtir
(Sanyal ve ark., 2005; Chakraborti ve ark., 2006; Aasim ve ark., 2013).
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Incelenen calismalarda koklendirme i¢in genel olarak IBA kullanilmustir
(Brandt ve Hess, 1994; Das ve Sarmah, 2006; Anwar ve ark., 2008; Paul ve ark., 2008;
Yousefiara ve ark., 2008; Rekha ve Thiruvengadam, 2009; Aasim ve ark., 2011; Banu
ve ark., 2011; Parveen ve ark., 2012; Aasim ve ark., 2013). Bazi ¢alismalarda 1AA
(Rekha ve Thiruvengadam, 2009; Kadiri ve ark., 2014) ve NAA (Murthy ve ark., 1996;
Rekha ve Thiruvengadam, 2009) gibi oksinlerin de kullanildig1 goriilmistiir.

Koklenme ile ilgili ilk deneyler, ayn1 zamanda, Siyah nohutun in vitro rejenere
slirgiinlerinin tekrarlayici niteligini de gostermistir. Daha once boriilce (Aasim ve ark.,
2008), ¢cemen otu (Aasim ve ark., 2010), tiyli fig (Aasim ve ark., 2011), mercimek
(Aasim, 2012), nohut (Aasim ve ark., 2013) ve T. ammi (Koca ve Aasim, 2015) gibi
diger baklagiller ile yapilan c¢aligmalarda IBA igeren ortamda koéklenme ile kallus
indiiksiyonu izlenmistir. Bu sorunun iistesinden gelmek icin tez ¢alismasinda, BAP
veya KIN ortamindan Kkoyu yesil siirgiinler se¢ilmis olup, ardindan farkli IBA
konsantrasyonlari (0,25, 0,0, 1,00, 1,50 ve 2,00 mg/L) igeren MS ortami kullanilarak 6
hafta siire ile koklendirme c¢alismalar1 yapilmistir (Sekil 4.8). Ancak siirgiinlerin
cogunda, koklenmis siirgiinlerin tabanindan gelen kalluslardan gelisim izlenmistir.

IBA kullanilarak yapilan c¢ok sayida siirgiin ve kallus indiiksiyonu, farkh
baklagiller i¢in bildirilen bilinmeyen bir olgudur (Aasim ve ark., 2008, 2010, 2011,
2012, 2013). Koklii bitkiciklerin dikkatli incelenmesi koklenme i¢in spesifik siirgiinlerin
seciminin net etkisini ortaya g¢ikarmistir. Sertlesmis siirgiinlerin (sert ve koyu yesil
saplar ve yapraklar), bu tiirden geri doniislii bitkilerin koklenmesi i¢in daha uygun

olmasi 6nerilir (Chakraborti ve ark., 2006).

Sekil 4.8. In vitro kosullarda siyah nohutun IBA igeren MS besi ortaminda kok rejenerasyonu
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4.6. Adaptasyon

Rejenerasyon protokoliiniin son adimy, in vitro koklii bitkiciklerin biiyiime odast,
sera veya tarla kosullar1 altinda iiriin haline getirilmesidir. Bu yoniiyle nohut da 1slah
uriinii olarak kabul edilir ve sicaklik, nem, toprak nemi, havalandirma gibi kosullar bitki
olusumunu etkiler (Anwar ve ark., 2008; Aasim ve ark., 2013). Torf igeren ve polietilen
torbalarla kaplanmis alt tabakaya aktarilan koklendirilmis bitkicikler (Aasim ve ark.,
2008, 2013), torbalar1 biiyiime odasi kosullarindan ¢ikarildiginda tam bir basarisizhiga

neden olmustur.

Sekil 4.9. In vitro kosullarda elde edilen siyah nohut bitkiciklerinin perlit ve torf (4:1) karisimi igeren
saksilarda adaptasyonu sonucu ¢iceklenmesi ve elde edilen tohumlar

Nohut ekimleri, iyi su tutma kapasitesine ve havalandirmaya sahip ortam
gerektirir (Anwar ve ark., 2008; Aasim ve ark., 2013). Bu nedenle ¢alismamizda, torf ve
perlit (4 : 1) karigim toprak kullanilmistir. Siirgiinlerin ortama aktarilmasi ve polietilen
torbalarla kaplanmasi i¢in benzer prosediirler uygulanmistir. Kaplar 24 + 1 ° C, % 60
bagil nem ve 16 saat 151k fotoperiyodunda ayarlanmis biliylime odasina yerlestirilmistir.
Saksilar 2 hafta sonra kademeli olarak ¢ikarilmistir (Aasim ve ark., 2013) ve daha fazla
bliylime icin biliylime odasinda tutulmustur. Bitkilerin hayatta kalma oraninin %80
civarinda oldugu goriilmiistiir. Bu bitkiler ¢i¢ek olusturmus, ardindan tohumlar1
belirmistir. Benzer sekilde, Koca ve Aasim (2015), biiylime odasindaki in vitro
bitkicikleri basarili bir sekilde iklime alistrmis ve ¢iceklenmeye ve tohumlara
ulagmistir (Sekil 4.9).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Tez kapsaminda siyah nohut bitkisinin in vitro rejenerasyonu i¢in uygun protokol
gelistirmek amaciyla farkli bitki biiyiime diizenleyicileri (BAP, TDZ ve KIN)
kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde;

1. Denemede kullanilan siyah nohut bitkisinin yiizey sterilizasyonu igin % 50
camasir suyu (NaOCl) ile 15 dk. muamelenin en uygun oldugu goriilmiistiir.
Sterilizasyon sonucu ¢imlenme orani %100 olarak goézlenmis ve bulasiga
rastlanmamastir.

2. Denemede kullanilan siirgiin ucu, kotiledon bogum ve nohut eksplantlari
farkli konsantrasyonlarda (0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 ve 3,00 mg/L) BAP,
KIN ve TDZ igeren MS ortaminda 8 haftalik kiiltiire alinmistir.

3. Tiim eksplantlarda yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu kaydedilmistir.

4. TDZ igeren ortamlarda % 100 kallus olusumu goriilirken, BAP ve KIN
iceren ortamlarda kallus olusumunun daha az oldugu goriilmiistiir.

5. Kiiltiir ortamlarinda en fazla siirgiin sayisi (46,05) tohum eksplantindan 0,50
mg/L TDZ igeren ortamda elde edilmistir.

6. Tim eksplantlar kiyaslandiginda en uzun siirgiin (10,67 cm) tohum
eksplantindan 0,25 mg/L BAP konsantrasyonunda kaydedilmistir.

7. Denemelerden elde eldilen rejenere siirgiinlerden fenotip olarak en iyi
olanlar KIN ortaminda goriilmiistir. BAP iceren ortamlarda hiperhidrik
stirglin sorunu gozlenirken, TDZ iceren ortamlarda fazla kallus olusumundan
dolay siirgiinlerin bodur kaldig1 gézlenmistir.

8. Kok olusumu 1 mg/L IBA ile desteklenmis MS ortaminda gozlenmistir.

9. Koklenen bitkiler perlit ve torf karigimi toprak bulunan saksilarda dis
kosullara adaptasyon saglanmistir.

Siyah nohut tibbi acgidan Onemli bir bitkidir ve bitkinin potansiyeli
biyoteknolojik yontemler kullanarak daha da arttirabilir. /n vitro rejenerasyon protokolii
gelistirilerek siirekli bitki materyali saglanmasi, mevsime bagli kalmadan istenildigi
kadar {iretilebilmesi, biyogesitlilige zarar vermeden sistemin siirdiiriilebilmesi gibi
avantajlar saglanabilecektir. Ayrica, gelistirilecek protokol daha sonra gen aktarimu,
stres kosullarinin incelenmesi, sekonder metabolit vb. gibi diger biyoteknolojik

calismalar i¢in de yardimce1 olacaktir.
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