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Ozet

Yapay mutasyon olusturmanin amaci arzu edilen ozelliklerde varyasyonu artiracak kalitsal
degisiklikleri meydana getirmektir. Istenen genetik degisiklikleri elde etmek icin, uygun mutajenlerin
secimi belli dozlarda kullanilabilirliklerine ve etkinliklerine baghdir. Bu ¢aligma, 10 farkli EMS dozunun
(Ethyl Methane Sulfonate) Gokge nohut ¢esidinin ¢imlenme 6zelliklerine mutasyon olusturma etkilerini
saptamak amaciyla Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
Tohumlar 0 (kontrol), 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mM EMS ile muamele edilmistir. EMS
uygulanan tohumlar her petri kabinda 25 tohum olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore 3
tekerriirlii olarak ¢gimlendirme kabininde ¢imlendirmeye birakilmistir. Caligmada ¢imlenme orani, ¢im kini
ve ¢im kokii uzunlugu, ¢im ki ve ¢im kokii yas ve kuru agirliklari incelenmistir. Tiim incelenen
ozelliklerde uygulanan dozlar arasinda 6nemli farklilik oldugu saptanmustir. Incelenen o6zelliklerin
tamaminda en yiiksek degerler kontrol grubundan elde edilirken, EMS dozlarinin artmasi sonucunda tiim
ozellikler icin diigiis yasandig1, en diisiik degerlerin 100mM dozundan elde edildigi belirlenmistir. Calisma
sonucunda nohutta EMS dozunu arttirmanin, tohumlarin ¢imlenme orani, fide ozellikleri ve yasayan
saglikl bitki oranini diisiirdiigii ve tiim 6zellikler iizerinden etkin mutasyonun 50-60 mM arast dozlardan
elde edilebilecegi belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Mutasyon, EMS, doz, nohut, ¢gimlenme

The Results of Mutations Made with Specific Ems Dose on Chickpea (Cicer
arietinum L.) Germination Properties

Abstract

The aim of creating induced mutations is to bring about genetic changes that increase the variation
in the desired properties. The selection of appropriate mutagens depends on their availability and
effectiveness at certain doses to achieve the necessary genetic modifications. This research was performed
at the Dicle University Faculty of Agriculture Biotechnology Laboratory to determine the effects of 10
specific doses of EMS (Ethyl Methane Sulfonate) on mutation on the chickpea cv. Gok¢e of germination
characters. Seed was handled with an EMS of 0 (control), 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mM. In
the germination cabinet, EMS applied seeds were left to germinate with 3 replications according to the
completely randomized design with 25 seeds in each petri dishes. In the study, germination rate, coleoptile
length, root length, coleoptile fresh weight, root fresh weight, coleoptile dry weight and root dry weight
were measured. It was decided that there was a significant difference in all the germination features tested
between the doses applied. Due to the rise in EMS doses, a reduction was defined for all features and the
lowest values were obtained from the dosage of 100 mM. As a result of the study, it was determined that
increasing the dose of EMS in chickpea reduces the germination rate, the seedling characteristics and the
healthy growth rate of the seeds and that the effective mutation can be obtained from 50-60 mM doses.
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GIRIS

Verim potansiyeli yliksek ve
olumsuz c¢evre sartlarina dayanikli
gesitlerin  1slah  edilmesi,  bitkisel
iiretimde liretim artiginin
gerceklestirilebilmesi i¢in biiylik 6neme
sahiptir. Dogada kendiliginden veya
farkli yontemler ile ortaya ¢ikarilan
genis varyasyon, yeni cesitlerin 1slah
edilmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bu 1slah yontemlerinin en basinda
melezleme teknigi gelmektedir. Fakat
son zamanlarda  yogun  sekilde
kullanilmaya baglanan mutasyon teknigi
hem kendi basma kullanilmasi hem de
melezleme tekniginin bir tamamlayicist
olarak  kullanilmas1  bu  teknigin
onemliligini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bitkilerin  genetik  yapisinda
meydana gelen kalitsal degisimlere
mutasyon denir. Mutasyonlar dogada ya
kendiliginden ya da yapay olarak ortaya
cikmaktadir.  Dogal  mutasyonlarin
ortaya ¢ikisinda Ozellikle ¢ekinik
(resesif) genlerin etkisi ve popiilasyon
frekanslarinin ~ diisiik  olmast  gibi
nedenlerden dolay1 arastiricilar yapay
mutasyonlart olusturma c¢abasi igine
girmislerdir. Yapay mutasyonlar ya
radyasyon 1sinlart (X 1smlari, gamma
1sinlar1, Ultraviyole radyasyon) ile ya da
kimyasal maddeler (ethyl methane
sulphanate (EMS), diethyl sulphate
(DES), ethlenimemine (EI), N-nitroso
N-ethylurea (NEU), azide methyl
metthane  sulphanate (MMS) ile
yapilmaktadir (Geng ve ark., 1986).

Mutasyon 1slah1 caligmalarinda
ana hedef minimum oranda fizyolojik
zarar ve maksimum diizeyde mutasyon
frekans1 meydana getirmektir. Bu sayede
genis bir varyasyon olusturulmaktadir.

Mutasyon frekansin1 artirmak igin
mutagenin doz miktarmi, uygulama
sliresini ayarlamak, mutagenin

uygulama Oncesi ve sonrasinda gevre
kosullarinda degisiklikler yapmak gibi
cesitli yontemler kullanilabilir.
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Mutagenik verimin maksimum diizeyde
olmasi amaciyla bu caligmamizda
kimyasal mutagen olarak ethyl methane
sulfonate (EMS)’tan yararlanilmistir.
Mutant populasyonlarinda varyasyonun
meydana geldigi generasyon M2
generasyonudur. Seleksiyon calismalari
M2 generasyonunda baslayip M3
generasyonunda da devam edilir. Verim
gibi ¢ok sayida gen ile kontrol edilen
kantatif ~ karakterlerin  daha erken
generasyonlarda seleksiyon yapilmasi
glctir.
Tohumlar
kurutulabilen,

1slatilabilen,
dondurulabilen  ve
isitilabilen  bir materyal olmasi ve
normalde canli molekiillerin
dayanamayacag fiziksel kosullarda bile
isinlanabilme  ozelliginden  dolay1
mutasyon ¢alismalarinda en  ¢ok
kullanilan materyaldir. Mutasyon 1slahi
caligsmalarinda en az zararla en yiiksek
mutasyon frekansinin elde edilmesi
amaglanmaktadir. Mutagen doz ve
uygulama yontemlerinin amaca uygun
sekilde sec¢ilmesi, M1 bitkilerindeki
degisikliklerin ve ortaya ¢ikan fizyolojik
zararlarin kantitatif olarak belirlenmesini
gerekmektedir.  Genellikle  fidelerin
%50-70’ini  Oldiirecek dozlar uygun
mutagen dozu olarak belirlenmekte ve
ED50 dozu olarak adlandirilmaktadir.
(Sehirali ve Ozgen, 1988).

Bu c¢alismada, Gok¢e nohut
cesidinin tohumlarma uygulanan 10
farkli EMS (Ethyl Methane Sulfonate)
dozunun bitkinin ¢imlendirme 6zellikleri
iizerine etkisini ve en uygun EMS

mutasyon doz degerini belirlemek
amaclanmustir.
MATERYAL ve YONTEM

Calisma Gokg¢e nohut ¢esidinin
10 farklh EMS (Ethyl Methane
Sulfunate)  uygulamasina  tepkisini

saptamak amaciyla Dicle Universitesi
Ziraat Fakdiltesi Biyoteknoloji
laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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Tohumlar 0 (kontrol), 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100 mM EMS ile
muamele edilmistir. Soliisyon 10 mM
icin 500 cc suda 0.542 ml EMS
eklenmesi  hesabiyla  hazirlanmistir.
EMS uygulanmadan 6nce tohumlar 14
saat saf suda bekletilmistir. On 1slatma

yapitlan  tohumlar 180cc  kagit
bardaklarda 6 saat EMS soliisyonu
icerisinde  bekletilmistir. 6  saat

soliisyonda kalan tohumlar daha sonra 3
defa saf suda durulanarak kurutulmak
tizere kagit havlulara serilmistir. EMS
uygulanan tohumlar her petri kabinda 25
tohum olacak sekilde tesadiif parselleri
deneme desenine gore 3 tekerriirli
olarak 25+1 °C’ sicaklik ve %70 nemde,
16/8 saat giindiiz/gece uygulamasinda
cimlendirme kabininde c¢imlendirmeye
birakilmigtir. Her bir petri kabina 6 ml
saf su verilmistir. Calismada ¢imlenme
orani, ¢im kini ve ¢im kokii uzunlugu,
¢im kin1 ve ¢im kokii yas ve kuru agirligi
Ol¢timleri yapilmistir.

Cimlenme oranmi: 2 mm’lik kokeiik
cikist ¢imlenme kriteri olarak kabul
edilmistir. Cimlenme testlerinde ISTA
kurallar1 esas alinmis ve sonuglar %
olarak belirlenmistir.

Sapcik  ve  kokc¢ik  uzunlugu:
Cimlendirmenin 8.glinlinde her
tekerriirden alinan fidelerin kokciik ve
sapcik uzunluklari cm olarak
belirlenmistir.

Sapcik ve kokeiik yas agirhgn:
Cimlenen fidelerin sapgik ve kokeiikleri
ayrilarak hassas teraziyle agirliklar
tartilip sapcik ve kokeiik yas agirliklar:
mg/fide olarak belirlenmistir.

Sapcik ve kokeiik kuru agirhigi: Sapgik
ve kokgiikler ayr1 ayr1 70 °C’de 48 saat
kurutulduktan sonra hassas teraziyle
agirliklar1 tartilip sapgik ve kokeiik kuru
agirliklart mg/fide olarak belirlenmistir.
Calismadan elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri, JUMP PRO13
istatistik paket programi kullanilarak
Tesadiif Parselleri Deneme Desenine
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gore  degerlendirilmis,  ortalamalar
arasindaki farkliliklar LSD(o.05) testine
gore gruplandirilmistir. Normal dagilima
uymayan ¢imlenme oranlarinin = %
degerlerine ait  verilere analiz
yapilmadan 6nce agi transformasyonu
(arcsin); ¢im ki ve ¢im kokii kuru
agirliklarma karekok transformasyonu
uygulanmustir.

BULGULAR ve TARTISMA
Kimyasal mutagen olarak EMS"'in (Ethyl
methane sulphonate) farkli dozlarinin

Gokge nohut g¢esidinin  ¢imlenme
ozellikleri iizerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla yiriitilen bu

calismada, cimlenme orani, ¢im kini
uzunlugu, ¢im kini yag agirligi, ¢im kini
kuru agirhigi, ¢im kokii uzunlugu, ¢im
kokii yas agirligi, ¢im kokii kuru agirligt
ozellikleri incelenmistir. Gokge nohut
cesidi tohumlarinin ¢imlenme
ozelliklerine iliskin gbzlem sonuglar
Cizelge 1°de verilmistir. Cimlenme
orani, ¢im kini uzunlugu, ¢im kini yas
agirhigl, ¢im kint kuru agirhigl, ¢im koki
uzunlugu, ¢im kokii yas agirligl, ¢im
kokii kuru agirligr 6zellikleri bakiminda
EMS dozlar arasinda 0.01 diizeyinde
istatistiksel farklar bulunmustur. Cizelge
1’de goruldiigii gibi, Gokge nohut

cesidinde EMS dozlarimin artisiyla
¢cimlenme oraninin azaldig1
goriilmektedir. Cimlenme ylizdesinin

%50.0 (100 mM EMS dozu) ile %100.0
(kontrol grubu) arasinda degistigi
gozlenmistir. Kontrolde %100.00 olan
¢imlenme oram 10 mM doz
uygulamasinda %96.7 ve 20, 30, 40 mM
EMS doz uygulamalarinda %93.3 olarak
saptanmistir. En diisiik ¢imlenme oram

ise 100 mM  (%50.0) EMS
uygulamasinda elde edilmistir.
Genellikle fidelerin %50-70’ini

Oldiirecek dozlar uygun mutagen dozu
olarak belirlenmekte ve EDS50 dozu
olarak adlandirilmaktadir. (Sehirali ve
Ozgen, 1988). Bu durumda ¢imlenme
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lizerine etkin mutasyon etkisi 70-100
mM EMS dozlarinda meydana gelmistir.

Bulgularimiz, Nagl (1965), Unver
(1989)’un  EMS ile  yaptiklarn
calismalarinda doz artistyla,

Peskircioglu (1995)’in gama 111 ve
EMS’1n tek ve birlesik uygulamalarinda
M2 bitkilerinde ¢ikis oraninin azaldigini
bildirdikleri caligmalariyla ~ uyum

gostermektedir. Rupinder ve Kole
(2005) ¢imlenmedeki ciddi azalmanin
sebebi etkili mutajenezin bir gostergesi
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Khan
ve ark. (2004) mutajenik uygulamalarin

tohum c¢imlenmesinde bir azalma
meydana getirdigine dikkat
cekmislerdir.

Cizelge 1. Farkli EMS dozlar1 uygulanan Gokge nohut ¢esidinde incelenen karakterlere iliskin
ortalama degerler ve LSD gruplandirmasi

Cimlenme Cim kim Cim kim yas Cim kim Cim kokii Cim kokii yas  Cim kokii
EMS Dozu Orant (%) uzunlugu agirhg kuru agirhgr uzunlugu agirhg kuru agirhig
* (mm) (mg/fide) (mg/fide) (mm) (mg/fide) (mg/fide)
Kontrol 100 a 321 a 14290 a 1460 a 414 a 15400 a 1390 a
10 mM 96.7 ab 26.8 ab 106.10 b 11.00 ab 374 ab 137.00 ab 1380 a
20 mM 933 ab 182 bc 99.10 bc 10.60 ab 36.2 ab 119.00 a-c 1370 a
30 mM 933 a-c 112 cd 9110 bc 10.30 ab 337 ac 110.00 b-d 10.70 ab
40 mM 933 a-c 111 cd 80.70  bc 930 a-c 26.8 b-e 115.00 a-d 8.00 bc
50 mM 80 b-d 93 c-e 67.70 cd 720 bc 285 ad 74.00 d-e 10.80 ab
60 mM 76.7 c-e 95 c-e 7160 c 820 bc 26.1 b-e 86.00 c-e 10.70 ab
70 mM 63.3 de 41 de 3470 de 710 bc 216 cf 65.00 ef 7.80 bc
80 mM 66.7 de 44  de 32.00 ef 550 b-d 191 df 61.00 ef 7.40 bc
90 mM 70 de 56 de 2730 ef 410 cd 144  ef 58.00 ef 4.70 c
100 mM 50 e 13 e 11.00 ef 120 d 106 f 38.00 f 3.70 c
Ortalama 80.30 12.1 69.00 8.10 26.9 92.00 9.00
LSDoq.s 20.9** 8.8** 33.00** 5.50** 12.4%* 41.00** 5.00**

** % 1 seviyesinde onemlidir

Gok¢e nohut c¢esidinde EMS
dozunun arttirilmasiyla ¢im kin1 ve ¢im
kokii uzunlugu degerleri siddetli sekilde
azalmistir. Cim kin1 uzunlugu degerleri
1.3 mm (100 mM EMS) ile 32.1 mm
(kontrol grubu) arasinda; ¢im koki
uzunluk degerleri 10.6 mm (100 mM
EMS) ile 41.4 mm (kontrol grubu)
arasinda  degismistir.  Cim ki
uzunlugunda ED50 dozu 30 mM ve 60
mM aras1 dozlar iken ¢im koki
uzunlugunda ise 70 mM ve 90 mM aras1
dozlar ED50 seviyesinde azalmaya
neden olmugstur. Sonuglart yaptigimiz
calisma ile paralellik gosteren Rupinder
ve Kole (2005) ile Bahar ve Akkaya
(2009) ¢im ki ve c¢im koki
uzunluklarinin artan mutajen dozu ile
azaldigin belirtmislerdir.

EMS dozlarindaki artis Gokge
nohut cesidinin ¢im kim1 yas ve kuru
agirhginda ciddi bir azalmaya sebep
olmustur (Cizelge 1). Cim kini yas ve
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kuru agirhigina ait en diisiik ortalama
degerleri sirastyla 11.0 mg ve 1.2 mg
(100 mM EMS) arasinda, en yiiksek
degerler ise sirasiyla 142.90 mg, 14.60
mg (kontrol grubu) arasinda degismistir.
50 mM ve {istli dozlar, ¢im ki1 yas ve
kuru agirliginda %50 azalmaya neden
olmustur. Rupinder ve Kole (2005)

yaptiklari calismada mutajenik
uygulamalar ¢im kini1 yas ve kuru
agirliklarin olumsuz etkiledigini

belirtmislerdir. Benzer olarak Bahar ve
Akkaya (2009) artan EMS dozlarinin
¢im ki1 yas ve kuru agirhigr degerlerini
diistirdiiglinii bildirmislerdir.

Cim kokii yas agirhigr degerleri
38 mg (100 mM EMS) ile 154 mg
(kontrol grubu) arasinda; ¢im kokii kuru
agirlik degerleri ise 3.7 mg (100 mM
EMS) ile 13.9 mg (kontrol grubu)
arasinda  degismistir. Cizelge 1°de
goriildiigli gibi artan EMS dozlar1 ¢im
kokii yas ve kuru agirlik degerlerini
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azaltmistir. Cim kokii yas ve kuru
agirhiginda %50 azalmaya neden olan
doz 50 mM ve istii dozlar olmustur.
Benzer olarak Bahar ve Akkaya (2008)

Rupinder ve Kole (2005) yaptiklar
calismada artan EMS dozlarinin ¢im kini
yas ve kuru agirhigr degerlerini
diisiirdiigiinii bildirmislerdir.
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Sekil 1. Farkli EMS dozlan ile ¢imlenme &zellikleri
ortalamay1 gostermektedir.)
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aras1 regresyon iligkileri (Yatay cizgi aritmetik
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EMS dozlarnt ile ¢imlenme
ozellikleri  arast  ikili  iliskilere
baktigimizda artan EMS dozlan ile
cimlenme Ozellikleri arasinda negatif ve
onemli iliskiler saptanmustir (Sekil 1).
Sekle baktigimizda artan mutasyon
dozlarina en hassas ozelligin ¢im kim
uzunlugu oldugu goriilmektedir. Diger
ozellikler ise EMS dozlarma benzer
tepki vermistir. Ilgili 6zellikleri tiim
dozlar {izerinden ortalama degerleri
yatay ¢izgiyle gosterilmistir. Buna gore
incelenen oOzelliklerde ortalama deger
50-60 mM dozlarindan elde edilmistir.
Artan EMS dozlarinin, ¢imlenme
ozelliklerine ait degerleri dislirdigi
sonucuna vartlmistir. Bulgularimiz, Nagl
(1968), Unver (1989), Peskircioglu
(1995), Rupinder ve Kole (2005), Khan
ve ark. (2004), Bahar ve Akkaya (2009)
caligmalariyla uyum géstermektedir.

SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada EMS dozu
arttikca Gokge nohut ¢esidinin ¢imlenme
orant ve diger incelenen &zelliklerin
degerleri diisiis gostermistir. En etkin
dozun belirlenmesinde  ¢imlenme
ylizdesinin ~ %50’ye  diistiigii  letal
(6ldiiriicti) doz olan 100mM dozunun
kabul edilmesi durumunda diger
cimlenme 6zellikleri yoniinden bitkilerin
asir1 derecede kotiilestigi
gbzlemlenmistir. Calisma sonunda ¢im
kint uzunlugunda %50 azalmaya neden
olan etkin doz 30 mM ve {istii dozlar
olurken, ¢im kokii uzunlugunda ise en
etkin doz 70 mM ve {istii dozlar %50
azalmaya neden olmustur. Cim kini yas
ve kuru agirhiginda, ¢im koki yas ve
kuru agirliginda ise 50 mM ve {sti
dozlar %50 azalmaya neden olmustur.
Regresyon egrisine gore degerlendirme
yapildiginda tiim ozellikler i¢in 50-70
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mM dozunun etkin mutasyon olusturma
icin uygun olabilecegi diistiniilmektedir.
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