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PAMUKTA ANTER KULTURU iCIN UYGUN TARAKLANMA DONEMIi VE
BESI ORTAMININ BELIRLENMES]
(YUKSEK LiSANS TEZI)

SECIL TASDEMIR
OZET

Pamuk, degisik kullanim alanlariyla diinyada tarim, sanayi ve ticaret sektorlerinde
onemli konumu olan iriinlerden birisidir. Pamuk bitkisinde yapilan c¢alismalarda doku
kiiltiirii yontemlerinden biri olan anter kiiltiirii 6nemli yer tutmaktadir. Pamuk bitkisinde
simdiye kadar tam olarak kallus ve haploid bitki rejenerasyonu i¢in uygun besi ortami
bulunamamistir. Yapilan diger c¢aligmalarda indirekt organogenesis yoluyla kallus
olusturma yoluna gidilmistir. Bu calisma da Gossypium barbadense L. tiiriine ait Askabat
100 ve Gossypium hirsutum L. tiirline ait Stoneville 453 genotipileri kullanilarak, MS
(Muroshige and Skoog) ve NRM (Nas and Read Medium) ortamlar1 farkli hormon
konsantrasyonlari, sok uygulamasi1 ve tarak boylari denemeye almarak anter kiiltiirii i¢cin
ideal doku Kkiiltiiri ortam1 belirlenmesi amaglanmistir. Calismanin sonucunda MS besi
ortaminin anter kiiltiirii teknigi i¢in en ideal besi ortam1 oldugu, hormon konsantrasyonu
olarak 1 mg/l NAA + 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l Kinetin, alt kiiltiir hormon konsantrasyonu
olarak Img/l NAA + 0,5 mg/l BA + 0,5 mg/l TDZ, sok uygulamasi olarak +4 °C ve +40
°C’nin birlikte uygulandigi sok uygulamasinin en ideal uygulamalar oldugu sonucuna
varilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol grubuyla karsilastirilirken g¢ekirdek bolinmesi
ger¢ceklesmeden alinan veya cekirdek boliinmesine yakin olan Askabat 100 genotipinde 2
mm ve 3 mm tarak boylarindan yapilan ekimde en iyi kallus gelisiminin gézlendigi

goriilmiistiir.
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ABSTRACT

Cotton is one of the most important products in agriculture, industry and
commerce due to its different areas of usage. In previous works involving the cotton plant,
the anther culture which is a method of tissue culture plays an important role. The proper
growth medium for the callus and haploid plant regeneration of cotton is yet to be
discovered. In previous researches, it has been tried to create callus through indirect
organogenesis. In this study, the Askabat 100 genotype from the Gossypium barbadense L.
species and Stoneville 453 genotype from the Gossypium hirsutum L. species have been
used. As the growth medium, MS (Muroshige and Skoog) and NRM (Nas and Read
Medium) have been used in the study. The research showed that MS (Muroshige and
Skoog) growth medium is the ideal one for the anther culture technique. As a hormon
concentration 1 mg/l NAA + 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin had better results and 1mg/1
NAA + 0,5 mg/l BA + 0,5 mg/l TDZ has better results as sub-culture and as a shock
treatment +4 °C and +40 °C treatment had the higher callus number results. According to
the results, it has been observed that the best callus growth was obtained from the 2 mm
and 3 mm squaring length from Askabat 100 cultivar while the anthers picked during mid

to late uninucleate stage compared to the control group.
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1. GIRIiS

Pamuk bitkisi ylizyillar 6nce insanlarin tanigmis oldugu ve islenmesi agisindan ¢irgir
sanayisinin, lifi ile tekstil sanayisinin, ¢ekirdegi ile yag ve yem sanayisinin, linteri ile de kagit

sanayisinin hammaddesidir.

Diinya’da pamugun dnemi her gegen giin artmaktadir. Ozellikle ekonomik biiyiime
ile pamuk tiiketimi arasinda pozitif bir iligki vardir. Diinya’da yetistirilmekte olan pamuklarin
biiyiik bir kismu Gossypium hirsitum L. tlriine aittir. Pamuk {iretiminin yarisindan fazlasi

gelismekte olan tekstil sektoriinde kullanilmaktadir.

Diinyada en biylik pamuk iiretimi Cin’de gerceklesmektedir. Cin’i pamuk
iretiminde artis gosteren Hindistan izlemekte, bu {ilkeleri ise ABD, Pakistan, Brezilya,

Avustralya, Ozbekistan ve Tiirkiye takip etmektedir. (Anonim, 2013)

Diinya lif pamuk iiretimi 2004-2007 yillar1 arasinda 26 milyon ton seviyelerinde
gerceklesirken, 2008/2009 doneminde 23.5 milyon ton, 2009/2010 doneminde ise 22.2
milyon ton seviyesine gerilemistir. 2010/2011 doneminde iiretim artig egilimine girmis ve 25
milyon tonu agmistir. 2011/2012 tahminleri iiretimin 28 milyon tonu yakalamis, 2012/2013
doneminde lif pamuk iiretimin 26.8 milyon tona ve 2013/2014 doneminde 26.2 milyon tona
ulasmustir. 2014/2015 déneminde ise lif pamuk iiretimi 26.2 milyondur. Ulkemizin diinya
iretimindeki payi, 2011/2012 sezonunda % 2.7; 2012/2013 sezonunda % 3.12; 2013/2014
sezonunda % 2,9; 2014/2015 sezonunda % 2.7 olmustur. 2015/2016 sezonunda ise %3.3

olacagi tahmin edilmektedir. (Anonim, 2015)

Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi diinya pamuk tretimi son yillarda 26 milyon ton
seviyelerinde seyrederken 2015/2016 sezonunda bir 6nceki yila gore % 13 azalarak 22,6
milyon tona gerilemistir. Bu diisiiste 6zellikle Cin, ABD ve Pakistan gibi iilkelerin
iretimindeki azalig etkili olmustur. Diinyada en biliylik pamuk tiretimi uzun yillardan beri
Cin’de gergeklesirken son yillarda Hindistan’da pamuk ekim alanlarmin artisiyla bu durum
degismistir. Mevcut durumda 6,2 milyon ton lif pamuk iiretim degeriyle Hindistan en biiyiik
iretici olmustur. Bu iilkey1 Cin, ABD, Pakistan izlemektedir. Son yillarda Avustralya’daki
iretimin azalmasi sonucu Tirkiye diinya pamuk iiretiminde 7°nci siraya ylikselmistir.

(Anonim, 2016)



Cizelgel.1 Diinya Lif Pamuk Uretimi (Bin Ton) (Anonim, 2016)

Sira | Ulkeler 2011/2012 | 2012/2013 | 2013/2014 | 2014/2015 | 2015/2016

1. Hindistan | 6.001 6.095 6.770 6.510 6.240

2. Cin 7.400 7.300 6.929 6.480 5.260

3. ABD 3.391 3.770 2.811 3.550 2.820

4. Pakistan 2.294 2.204 2.076 2.230 1.610

5. Brezilya 1.884 1.261 1.705 1.550 1.550

6. Ozbekistan | 880 1.000 940 890 860

7. Tiirkiye 750 858 760 847 779

8. Avustralya | 1.225 1.018 890 450 470
Diger 3.459 3.332 3.402 3.543 3.051
Toplam 27.284 26.838 26.283 26.130 22.640

Tirkiye’de pamuk tarimi genellikle Ege Bolgesi, Giineydogu Anadolu Bolgesi ile
Cukurova ve Antalya yorelerinde yapilmaktadir. Son 10 yillik siirecte pamuk ekim alanlarinin

yaklasik % 25 oraninda geriledigi goriilmektedir. (Anonim, 2015)

Diinya’da uzun yillar boyunca uygulanan islah ¢alismalar1 ile bitkilerin verimi,
kalitesi, erkenciligi, biyotik ve abiyotik streslere dayaniklilig1 agisindan pek ¢ok pamuk cesidi
elde edilmistir. Giiniimiizde ise yaygin olarak klasik islah yontemleri uygulanarak, yeni
cesitlerin gelistirilmesi konusunda bir¢ok calisma yapilmaktadir. Fakat bu yontem uzun
zaman dilimine ve yogun is temposuna gereksinim duymaktadir. Bu yiizden bu siireyi
kisaltmak ve daha verimli sonuglar elde etmek i¢in doku kiiltiirii tekniklerinden

faydalanilmaktadir.

Islah ¢aligmalarinda basariy1 etkileyen konular arasinda en 6nemli olanlar1 varyasyon
ve seleksiyondur. Varyasyon, ufak degismeler ile yillarca kendiliginden olusabildigi gibi;
melezleme, mutasyon ve poliploidi gibi de suni olarak olusturulabilir. Seleksiyon ise amaca
uygun bitkilerin secilerek siirekli kontrollii karsilastirilma yapilmasidir. Boylece daha iyi

cesitlerin gelistirilmesine olanak saglanmis olur.

Ozgen 1984, Niifus ve refah seviyesinin artis1 ve tekstil sanayisinin gelismesiyle
birlikte pamuk tiiketimi de artmaktadir. Olusan bu talebi karsilamak i¢in verimli ve yiiksek lif

kalitesine sahip pamuk cesitlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Ulkemiz pamuk tariminda



kullanilan ¢esitler yurt disindan getirilip lilkemizde tescil edilerek satilmaktadir. Pamuk
tariminda yabanci firmalarla rekabet edebilmek icin yerli ve iistiin 6zelliklere sahip pamuk
cesitlerinin hizli bir sekilde gelistirilmesi (1slah1) gerekmektedir. Pamuk 1slah siirecinde
ozellikle biyoteknolojik ve molekiiler yontemlerin kullanilmas: biiyiikk avantajlar
saglamaktadir. Biyoteknolojik yontemlerden kisa slirede haploid saf hatlar elde etmek
amaciyla genelde polen ve anter kiiltiirii kullanilmaktadir. Haploid teknigi kullanilmadan
klasik 1slah yontemi ile saf hatlar elde edilebilmekte ancak bu yontem ile yabanci tozlanan
bitkilerde 10-12 yil, kendine tozlanan bitkilerde 6-7 yil gibi siireye ihtiya¢ duyulmaktadir.
Islah siiresinin kisalmasinin yaninda yiizde yiiz homozigot hatlar gelistilebileceginden haploid

bitki eldesi ¢ok dnemli bir biyoteknolojik yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bitki biyoteknolojisi 1838 yilinda Schwan ve Schleiden’in totipotensi teorisi ile
baslamistir. Tek bir hiicreden farklilagma ya da boliinme yoluyla organ veya tam bir bitkinin
elde edilmesi yontemine “totipotensi” denir. Bitki biyoteknolojisinde ki onemli boyuttaki
gelismeler 1900’11 yillarda baslamistir. Watson ve Crick tarafindan genetik yapmnin molekiiler
diizeyde tanimlanmasi, Ozellikle de bitkilerde molekiiler yontemlerin kullanilmasina vesile
olmustur. 1970’11 yillarda haploid bitkilerin elde edilmesi, protoplast kaynastirmasi ve
somatik melezlemeler, taksonomik veya genetik olarak farkli tiirler arasindaki eseysel
uyusmazliklarin agilmasi, mutasyonlar, DNA formundaki genetik materyal trasferleri gibi
ciddi diizeyde ¢alismalar yapilmistir. Haploid bitkilerin elde edilmesi bitki 1slah1 agisindan
biiyiik bir 6neme sahip oldugundan (Heiser, 1976; Andrews, 1985), anter kiiltiirii teknigi
yaygin olarak kullanilmaktadir (Vasil ve ark., 1994).

Anter kiiltiirti teknigi; igerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrosporlari) bulunduran
anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besi ortamlarina alinmasi ve
burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolarin elde edilmesidir (Ellialtioglu ve ark.,
2000). Bunun icin Oncelikle en iyi kallusu olusturabilecek uygulamalar1 belirlemek
gerekmektedir. Boylece anterden bitki rejenerasyonuna dogru gidilecek ve sonugta indirekt

organogenesis yoluyla haploid bitki tiretimi daha kolay olacaktur.

Anter kiltiirii tekniginin haploid bitkiler elde etmek i¢in yaygm olarak
kullanilmasinin sebebi ise bir anterin i¢cinde binlerce mikrosporun bulunmasi ve bu sayede
cok sayida haploid bitki elde edilebilmesidir. Anter kiiltiiriinde temel olarak erkek gameti
olusturacak polen hiicresinin gelisimi durdurulup polen hiicresinden direkt olarak embriyonun

olusturulmasidir. Bu teknigin diger in vitro haploid bitki elde etme tekniklerine gore avantaji;
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bir anter igerisinde binlerce mikrosporun bulunmasi ve bir anterden ¢ok sayida haploid bitki
elde edilebilmesidir. Anter kiiltliriiniin temel prensibi, normal olarak erkek gameti olusturacak
olan polen hiicresinin gelisimini durdurmak ve somatik hiicrelerde oldugu gibi polen hiicresini

direkt olarak embriyo olusturmaya zorlamaktir.

Anter kiiltiirtinde donoér bitkiden kaynaklanan ve anter kiiltiirii tekniginden
kaynaklanan faktorler bulunmaktadir. Anter verici bitkiden kaynaklanan faktorler, genotip ve
dondr bitkinin yetisme kosullari; anter kiiltiirii tekniginden kaynaklanan faktorler ise
anterlerin gelisme donemi, yapilan 6n uygulamalar, besin ortaminin bilesimi ve inkiibasyon

kosullar1 olarak siralanabilir (Ellialtioglu ve ark., 2002).

Bu faktorler icerisinde en Onemli olan besin ortami ve genotip belirlemedir.
Arastirmacilar uzun yillardir farkli denemeler ile bu iki faktore agirlik vermislerdir. Ayrica,
anter kiiltiirli teknigine baslamadan once dondr bitkiden alinan mikrosporlarin ¢gekirdek sayisi

da besin ortamlarmin i¢eriginde oldugu gibi basariy1 etkilemektedir.

Sekil 1.1°de anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiirii tekniklerinin isleyisi sematik olarak
verilmistir. Buna gore anter kiiltiirinde tek cekirdekli mikrosporlart bulunduran anterler
ortama dogrudan ekilirken, mikrospor kiiltiiriinde anterlerdeki mikrosporlarin izolasyon
ortaminda serbest hale gegmesi saglanir. Degisik filtreme yontemlerinden gegirilen mikrospor
siispansiyonlarma bir seri islemler uygulandiktan sonra mikrosporlardan olusan ¢okelti, sivi
besi ortami ile uygun yogunluga ulasilincaya kadar karistirilarak kiiltiire alinir. (Tuncer ve

ark., 2007.)
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Sekil 1.1 Mikrospor kiiltiirii ve anter kiiltiiriiniin yapilis1 (Reynolds, 1997)



Kallus, farklilasmamis hiicre toplulugudur. Kallus elde etmek icin bitkilerin degisik
organ dokularindan kok, kotiledon, hipokotil, yaprak ayasi, damar, ¢icek durumu, embriyo
(olgun ve olgunlasmamig), govde segmentleri vb. bitki kisimlar1 eksplant olarak
kullanilmaktadir. Kallus, embriyogenik olabilir veya olmayabilir. Ancak, kallus dokusundan

bitki rejenerasyonu i¢in embriyogenik kallus 6nem tasimaktadir.

Murashige ve Skoog (1954) yeni bir besi ortami bulmuslardir. 1960 yilinda
Maheswari anter kiiltlirii denemesini, protoplast kiiltiirii denemesini ger¢eklestirmiglerdir.
Watson ve Crick tarafindan genetik kisimlarin molekiiler diizeyde tanimlanmasi, 6zellikle

bitkilerde molekiiler yontemlerin kullanilmasinin 6niinti agmistir (Vasil ve Therge, 1994).

Calismada, Gossipium barbadense L. tiirline ait Askabat100, Gossipium hirsutum L.
tiirline ait Stoneville 453 kullanilarak bu tiirlere ait en uygun besin ortamini ve haploid bitki

iiretimi i¢in mikrosporlar uygun gelisim doneminin saptanmast amag¢lanmastir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Tulecke (1953), Ginkgo biloba bitkisinde bulunan olgun ¢icek tozlarinm ilk kez doku

kiiltiirii teknigi ile haploid kallus elde edebilmek i¢in uyarilabilecegini gozlemlemistir.

Guha ve Mahasvari (1964), Datura innoxia bitkisinde mikrosporlarindan haploid

embriyo olusumunu saglamistir.

Baluch (1979), Gossypium tiirleri lizerinde devam ettigi anter kiiltiiri ¢aligmasinda;
G. thirsutum L. ve G. arboreum L. x G. anomalum L. ve G. arboreum L. x G. hirsutum L.
melezlerinin mayoz safhasinin ileri asamasindan tetrad safhasma kadar farkli gelisme
evrelerinde mikrospor bulunduran anterlerini, karbon kaynagi olarak sakkaroz ve biiylime
diizenleyicisi olarak da 5 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin eklenmis olan Gresshof ve Doy (1972)
besi ortaminda, 25£1°C’deki kosullarda kiiltiire almistir. Kiiltlire aldiktan {ic hafta sonra
anterlerin dis kismina dogru ¢ikan beyazimsi kallus gelisimini gozlemis ve bu kallusun,
mikrospor orijinli gibi oldugunu bildirmistir. Calismada kullanilan G. hirsutum L. tiiri ve G.
arboreum L. x G. anomalum L. ve G. arboreum L. x G. hirsutum L. melezlerden kallus elde
edilirken, G. herbaceum L. ve G. arboreum L. tiirlerinden kallus elde edilemedigini

aktarmustir.

Sunderland ve Roberts (1979), tiitiinde yaptiklar1 bir ¢alismada, anterlere uygulanan
10-20 giinliik 5-7 °C soguk soku uygulamasi ile vejetatit ¢ekirdek boliinmesi 24 saat iginde

olugsmaya baglarken soguk uygulanmayan anterlerde 6. giinde olusmaya baglamistir.

Rashid ve Reinert (1980), 8 giin boyunca 10 °C soguk muamelesi uyguladiklari tiitiin
tomurcuklar1 icerisindeki embriyojenik polen taneciklerini belirlemek i¢in yogunluk
gradiyenti santrifiijleme yontemini uygulamiglardir. ‘Abinitio polen kiiltiirii’ ad1 verilen bu

yontemin ilk kez kullanimi ile % 2 oraninda bir embriyogenesis basarisi elde edilmistir.

Immura ve Harada (1980), aspirasyon ile azalan atmosferik basing uygulamasiyla
tiitlin anterlerinde 6n muamele olan soguk soku uygulamasmin polen embriyogenesisini

arttirdigini belirlemislerdir

Turaev ve Shamina (1985), farkl tic pamuk (Gossypium hirsutum L.) hatti’nin tek
cekirdekli donemde mikrosporlar igeren anterlerini iki farkli konsantrasyonda (0.1 mg/l ve 2

mg/l) kinetin ve 2,4-D ve iki farkli konsantrasyonda (% 1 ve % 5 ) igerisinde glikoz bulunan



agar ile elde edilen Nitsch ortamlarinda kiiltiire almislardir. Arastiricilar, kinetinin kallus
olusumu i¢in olmazsa olmaz olmadigmni; ancak diger faktorlerle kombinasyon halinde iken
pozitif etkiler ortaya c¢ikardigmni; 2,4-D’nin, incelenen hatlarda kallus induksiyonunu
siirlayan bir etmen oldugunu ve 2 mg/l konsantrasyonunda kallus induksiyonunda pozitif bir
etkiye sahip oldugunu; glikozun % 3’1 gegmemek kosuluyla gerekli oldugunu ve % 5-10

glikozda, tum hatlarda, kallus olusumunun inhibe oldugu sonucuna varmiglardir.

Bajaj (1990), anter Kkiiltiirlinde elde edilen basarinin genotip, dondr bitkinin
yetistirme sartlari, anter ve ¢icek goziine yapilan 6n muameleler, mikrospor gelisme safthasi

ve inkiibasyon kosullar1 gibi ¢cok sayida sartlara bagl oldugunu bildirmistir.

Hassawi ve Liong (1990), bugday ve triticale’de yaptiklar1 c¢alismada; c¢esit,
inkiibasyon sicakligi ve cicek tozu gelisimi doneminin anter kiiltlirii {izerine etkilerini
arastirmislardir. Inkiibasyon sicakliginm kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu iizerine fazla
etkisi olmadigmin ancak c¢icek tozu gelisim doneminin yaninda kallus olusumunun biiyiik

Olciide artirdigini bulmuglardir.

Last ve Brettel (1990), yaptiklar1 bir ¢alismada, besi ortamina sakkaroz yerine maltoz

ilave edildiginde, embriyoid formasyonunun 3-4 kat arttigin1 gozlemlemislerdir.

Pescitelli ve ark. (1990), yaptiklar1 bir ¢alismada, anterlerin izolasyonu tekniginin,
diisiik sicaklik uygulamasmin ve sakaroz seviyesinin misir bitkisinde mikrospor kiiltiiriine
etkisini arastirmuslardir. 1zolasyon tekniginde pensler yardimiyla anterlerden kesilerek alman
mikrosporlarin ezilerek alman mikrosporlara gore 3 kat daha fazla embriyoya benzer yap1
elde edilebilecegini ortaya koymuslardir. On sicaklik uygulamasi ( 15 °C’de 4 giin ) yapilan
mikrosporlarin 6n sicaklik uygulamasi yapilamayanlara gére 2 kat daha fazla embriyoya
benzer yap1 elde edilebilecegini ve ayrica en ylksek yanit aldiklar1 sakaroz

konsantrasyonunun % 8-9.5 oldugunu yaptiklari ¢alismalar ile ortaya koymuslardir.

Lashermes ve ark. (1991), Bat1 Asya ve Kuzey Afrika’dan elde edilen bazi bugday
genotiplerinde anter kiiltlirii ¢caligmalarinda; genotipler arasinda varyasyon gozlendigini ve

sonuglarin bitki 1slah1 calismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Baba (1992), yaptig1 bir ¢aligmada anter kiiltiirii ile cesitli yerli arpa cesitlerinde N6

ortaminda 15 ve 30 giinliik +4 °C’de soguk 6n muamele sonucu kallus ve embriyoid eldesi



arastirilmustir. 15 giinlik 6n uygulamada Tokak, Yer¢il ve Gem cesitlerinden kallus

olusurken, Gem ¢esidinden ise embriyoid olustugu gozlenmistir.

Ranaweera ve Pathirana (1992), susam bitkisi anterlerini kullanarak ytriittiikleri
doku Kkiiltiiri ¢alismasinda, MS kiiltiir ortamma ilave ettikleri, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis 2,4-D, IAA (3-indolasetik asit) ve BAP (6- benzilaminopiirin) biiylime
diizenleyicileri kullanmislardir. Eksplant olarak kullanacaklar1 anterleri, ¢igekler tam olarak
acmadan Once alarak haploid bitki iiretimi i¢in olduk¢a Onemli bir asama olan soguk ©6n
isleme almiglar ve bu islemi anterleri 8§ °C’de 24 saat karanlik bir ortamda tutarak
gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar farkli kombinasyonda ve konsantrasyonda hazirladiklari
5 farklh kiiltiir ortamini, meydana gelen kallus yiizdelerini hesaplayarak kallus olusumu icin
en uygun biliylime diizenleyici kombinasyonu ve konsantrasyonunu arastirmislar ve bu
ortamlardan hangisinin en iyi sonucu verdigini arastirmiglardir. Elde ettikleri sonuclara gore
10mg/1 2,4-D, 2mg/l IAA ve 2mg/l BAP diizenleyicileri ile hazirlanan kiiltiir ortamimin en 1yi

sonug verdigini belirtmislerdir.

Tiainen (1992), patateste yapmis oldugu anter kiiltiirii ¢alismasinda Agustos aymdan
Temmuz ayma kadar her ay anterleri kiiltiire almistir. Ayrica tomurcuklar +6 °C ve +30 °C 6n
sicaklik uygulamalarina tabi tutulmustur. Calismada higbir 6n uygulamanin yapilmadig:
kontrol grubu ve +6 °C’lik 6n uygulama sonucunda iyi sonug verdigi belirlenmistir. Sonuglar
aylar bazinda degerlendirildiginde, Eyliil ve Ekim aylarinda yiiksek sonuglar (% 15-20) elde
edilmistir. Ancak bu embriyolardan sadece % 6-8 oraninda bitkiye doniisiim saglanmustir.
Subat-Mayis arasindaki aylarda aliman anterlerde embriyo olusum orani % 1-3 oraninda

olmustur.

Ball ve ark. (1993), bugday anter kiiltiirlinde besi ortaminda farkli 2,4-D ve TAA
konsantrasyonlar ile kallus indiiksiyonunun etkilerini belirlemek i¢in yaptiklar1 arastirmada,
bitki biiyiime diizenleyicisi konsantrasyonunun kallus sayisi, yesil ve albino bitki sayis1 ve
bitki rejenerasyonunu biiyiik bir oranda etkiledigini, indiiksiyon ortamma IAA’in yerine 2,4-D
ilave edildiginde reaksiyonun arttigini, 2,4-D’li ortamda bitki rejenerasyonunun azaldigmni,

ortama 0.3 mg/l TAA ilavesinin ise yesil bitki ylizdesini artirdigini saptamiglardir.

Kristiansen ve Andersen (1993), biberde anter kiiltiiriinde kullanilacak olan donor
bitkilerin yasinin, kiiltiir esnasindaki sicakligin ve 1s1ik siiresinin etkisini arastirmislardir.

Sicaklik olarak 22 °C, 26 °C ve 30 °C olmak iizere 3 farkli sicaklik; 1s1k olarak 11, 15 ve 19



saat olmak tizere 3 farkli fotoperiyod kullanmiglardir. Calismanin sonucunda, sicakligin ve
bitki yasinin embriyo olusumunda etkili oldugunu, ancak fotoperiyodun etkili olamadigim

belirlemislerdir.

Kwon ve ark. (1993), Sesamum indicum ve Sesamum orientale ¢esitlerinde hipokotil
ve kotiledon eksplantlar1 kullanarak kallus elde edilmesini arastirmislardir. Caligmalarinda
NAA, 2,4-D, BAP ve IAA’nin farkli konsantrasyonlari ile modifiye edilmis MS kiiltiir ortam1
kullanmiglardir. Calismalarindaki amag farkli ¢esitlerden alinan eksplantlarin iizerine biiylime
diizenleyicilerinin herhangi bir etkisinin olup olmadigini belirlemekdir. Elde ettikileri
sonuclar gore 1 - 2 mg/l NAA ve 0.2 - 0.6 mg/l BAP 1 kombinasyonunda hazirlanan besi
ortamindaki hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin kallus olusturma bakimindan en yiiksek

oldugunu belitmiglerdir.

Hatipoglu ve ark. (1994), ekmeklik bugday 1slahinda anter Kkiiltiirii {izerine
yiiriittiikleri ¢aligmada rejenerasyon oraninin genotiplere bagh olarak biiyiik 6l¢iide degistigini

saptamiglardir.

Zhang ve ark. (1996), yabani pamuk tiirii Gossypium klotzschianum Anderss’te
yiiriitiilen anter kiiltiirii ¢alismalarinda, tek c¢ekirdekli mikrosporlar iceren anterleri tasiyan
taraklara yiizey sterilizasyonu (1 dk % 70’lik alkol, 7-10 dk % 0.1’lik HgCl,, 3 kez steril
destile su ile yikama) uygulanmis ve anterler farkli besi ortamlar1 iceren kaplarda kallus
indiiksiyonu icin karanlikta kiiltiire alimmistir. Kallus olusumu, 30 giinliik kiiltiir siiresinin
sonunda gorilmiistiir. 1 ve 3 mg/l zeatin igeren besi ortaminda anterlerde kallus olusumu
ortaya ¢cikmamis, 7 mg/l zeatin igeren ortamda ise olusan kallus yavas biiylimiis ve daha sonra
kahverengi bir renk alarak 6lmustur. Anterlerden kallus indiiksiyon ve kallus gelisimi i¢in en
1yi besi ortaminin, 0.1 mg/1 2,4-D ve 0.5 mg/l kinetin iceren MS ortam1 oldugu ve bu ortamda
kallus induksiyon oraninin % 2.45 olarak saptandigi bildirilmistir. Yiiksek konsantrasyonlu
biliylime diizenleyicilerinin mikrospor boliinmesi ve kallus iiretimi i¢in avantajli oldugu,
kallusun yasama sans1 ve ¢ogalmasinin biiyiime diizenleyicisi ¢esidi ve konsantrasyonlarindan
etkilendigi ve Kkiiltiir siiresinin uzamasinin kallus indiiksiyon oranmi artirdigi sonucuna
varilmigtir. Anterlerin kiiltiire alinmasindan 50 giin sonra; gri veya kahverengi renkli, gevsek
yapili, yavas gelisen ve yasama sansi diisiik olan kallus ve grimsi sar1 renkli, biraz daha geg
ortaya ¢ikan, ancak birincisinden daha hizli gelisen ve yliksek yasama sansma sahip olan
kallus olmak tizere iki farkli kallus tipi aymrt edilmistir. Ekinci tip kallusun embriyogenik

oldugu ve uygun besi ortaminda embriyo iiretebildigi bildirilmistir. Uretilen embriyolar, MS
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inorganik maddeleri + B5 vitaminleri + 0.1 mg/] zeatin + 0.1 mg/l IAA iceren ortamda kisa
sire icinde bitkiye doniismiislerdir. Rejenerantlarin kromozom sayist ile ilgili analiz, bu
rejeneratif bitkilerin bazilarinin haploid bitkiler oldugunu gostermistir. ince, zayif yapili olan

bu bitkiler kisa siirede 6lmiistiir.

Saisingtong ve ark. (1996), musir bitkisinde anter kiltlirii siiresince kolkisin
kullanarak kromozom katlanmasi isimli ¢alismalarinda 5-1000 pl araliginda kolkhisin
eklenmis besi ortamlarina 1-7 giin arasinda 140°C sicaklik uygulamislardir. En yiliksek yaniti
ETH-M 36 isimli genotipten 250 mg/l de 7 giinliilk 6n uygulamadan 9.9 dihaploid bitki /100

anter olacak sekilde elde etmislerdir.

Zhang ve ark. (1998), pamuk bitkisinde anter kiiltiirii yoluyla bitki rejenerasyonu i¢in
Gossypium cinsinin kiiltiir ve yabani tiirlerini de kapsayan 83 genotip iizerinde calisma
yapmuslar, sadece G. hirsutum L.’nin Lumian No. 6, Coker 201 ve Siokra 1-3 ¢esitlerinden ve
yabani bir tiir olan G. klothzschianum Anderss’ten embriyo ve rejeneratif bitkiler elde
etmiglerdir. Calismada, G. klotzschianum Anderss anterlerinden, 0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l
kinetin igeren MS besi ortaminda direkt olarak embriyogenik olan kallus olusmus, G.
hirsutum anterlerinden ise sakkaroz bulunmayan besi ortaminda embriyogenik kallus elde
edilmistir. Yaptiklar1 bu ¢alismada, pamuk anter kiiltiirlinde hem haploid, hem de diploid
hiicrelerin elde edildigini, haploid hiicre oraninin % 10 alarak belirlendigi ve rejeneratif
bitkilerin bazilarmin haploid bitkiler oldugu bildirilmistir. Pamuk anter kiiltiirlerinden
embriyogenik kallus olusumu ve haploid bitkilerin elde edilmesinde, genotipin ¢ok dnemli
oldugu, alt kiiltiir sayisinin fazlaliginin ise embriyogenik kallus olusumunu olumsuz yonde
etkiledigi vurgulanmistir. Ayrica, pamuk anter kallusunda embriyogenesis indiiksiyonuna
etkilerini saptamak icin incelenen cesitli seker kaynaklari arasinda farklilik bulunmus,
indiiksiyonun en kolay amylum ile saglandigi, bunu maltozun izledigi, sukroz, glukoz ve

laktozun ise embriyogenesisi indiikte etmek i¢in etkisiz kaldiklar1 bildirilmistir.

Baser ve ark. (1999), bugdayda anter kiiltiirii icin yaptiklar1 ¢caligmalarda bugdayin
vermis oldugu tepkinin genotiplere bagl olarak degistigini, baz1 genotiplerden yliksek tepki
almirken bazilarindan ise tepki alinamadigini belirtmislerdir. Calismaya alinan genotiplerde
kallus, albino ve yesil bitkicik sayisinin genotiplere gore oran bazinda degisim gdsterdigini

saptamiglardir.
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Terzioglu ve ark. (2000), tarafindan Kahramanmaras biber populasyonunda anter
kiiltlirii yapilarak, iki farkli inkiibasyon kosulunun embriyo olusumu iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Denemeler sonucunda 29 °C’de ve siirekli 1s1iklandirilan kosullarda bekletilen
anterlerden elde edilen embriyo sayisi, ilk 8 giin 35 °C ve karanlikta tutulan, daha sonra
fotoperiyodik diizende aydmlatilan ve 25 °C olan iklim odasinda bekletilen anterlerden elde

edilen embriyo sayisindan daha fazla oldugunu saptamislardir.

Korkut ve ark. (2003), yapmis olduklar1 bir calismada yerli ve yabanci ekmeklik
bugday c¢esit ile hatlarinda haploid ve dihaploidlerin elde edilmesini arastirmislardir.
Ekmeklik bugday genotiplerinin kallus, albino ve yesil bitkicik yanitlarin1 diistik
bulmuslardir. 25 genotipten 23’1 kallus gelistirmis, bunlardan 3 tanesinde higbir
organogenesis goriilmemis, ancak 20 tanesinde organogenesis goriilmiistiir. 20 genotipin 15

tanesinde ise yesil bitkicik elde etmislerdir.

Ercan ve ark. (2001), 5 adet biber ¢esidinde yaptiklar1 anter kiiltiirii uygulamasinda 3
farkli besin ortammin kinetin, BA, NAA, 2,4-D ve aktif komiir iceren toplam 11 farkl
versiyonunu kullanmiglardir. Arastirmada, % 1 aktif komiir + 5 mg/l 2,4-D + 5 mg/] kinetin
iceren ortamlar ile aktif komiir + 4 mg/l NAA + 0.1 mg/l BA igeren MS besin ortaminda, 35

°C’de 8 giin karanlikta bekletilen anterlerden embriyo elde edilmistir.

Korkut ve ark. (2003), ekmeklik bugdayin genotipleri lizerine yaptiklar: ¢caligmalarda

anter kiiltliriinde genotiplere gore degismekle birlikte, yiiksek oranda tepkiler elde etmislerdir.

Caglar ve ark. (2004), besin ortamlarmin ve farkl sicaklik 6n uygulamalarmin
Kahramanmaras kirmizi biber popiilasyonda anter kiiltiiri iizerindeki etkilerini
arastirmiglardir. On uygulama olarak 4 °C, 29 °C ve 35 °C’de 7 giin siiresince karanlikta
bekletmenin 37 farkli kombinasyonunu denemislerdir. Besin ortami denemelerinde NAA, 2,4-
D, kinetin ve BA’nin farkli kombinasyonlarini denemeye almiglar ve besi ortamlaria 10 mg/1
AgNO3 ve % 0.25 aktif komiir eklemislerdir. MS + 0.1mg/l BA + 4 mg/l NAA + % 0.25 aktif
komiir + 10 mg/l1 AgNO3 besi ortamindan kallus gelisimi olmadan direkt haploid embriyolar

elde edilmistir.

Hassawi (2004), iki bugday cesidi ile siirdiirdiigli calismada 2 mg/l 2,4-D+ 1 mg/l
kinetin iceren ortamda kiiltiire alinan anterlerin 2 mg/l IAA + 1 mg/l kinetin iceren ortama

gore 6nemli Ol¢lide daha ytiksek kallus ve yesil bitki olusturdugunu saptamustir.
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Altindal (2005), cavdarda anter kiiltliriinde 6nemli bir problem olan rejenerasyon
kapasitesinin farkli uygulamalarla arttirilmasini amaglamistir. Diploid ve tetraploid kiiltiir
cavdarma ait anterlerin in vitro kiiltiirtinde, farkli uygulamalarin kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonuna etkisi belirlenmeye calisilmistir. Denemede kiiltiir ortami olarak modifiye
edilmis N6 ortami kullanilmigtir. Faktor olarak soguk on islem (1 hafta +4 °C’de karanlikta
bekletme), ploidi (diploid ve tetraploid), karbon kaynaklar1 (120 g/l maltoz ve 90 g/l sakaroz)
ve hormonlar (2 mg/1 2,4-D, 0.5 mg/I kinetin ve 1 mg/l IAA) uygulanmistir. Anterler 16 saat
aydinlik / 8 saat karanlik olacak sekilde 2000-2200 lux arasinda degisen aydinlatma
kosullarinda 22 °C’de tutulmustur. Soguk uygulamasi anter tepki orani ve kallus biiyiikligiinii
azaltmis, kallus oranini ise fazlalagtrmistir. Yine, soguk uygulanmis anterlerden olusan
kalluslarda kok gelisiminin soguk uygulanmayanlara gore daha fazla oldugu ortaya
konulmustur. Ploidi seviyesinin anter tepki orani iizerine istatistiksel olarak 6dnemsiz, kallus
olusumu ve kallus blyiikligli {lizerine ise Onemli etkileri belirlenmistir. Nitekim
tetraploidlerde kallus biiyiikliigii ve kallus olusturan anter orani diploidlerden daha yiiksek,
tepki gosteren anter orani ise daha diisiik bulunmustur. Karbon kaynaklarinin incelenen ii¢
ozelligin (anter tepki orani, kallus oranmi ve kallus biiytikliigii) iizerine etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmus ve maltoz kullanildiginda kallus orani ve kallus biiytikliigii artmis, anter
tepki orani ise azalmustir. Incelenen oOzellikler (anter tepki orani, kallus orani ve kallus
biiytikligli) tizerine 2,4-D ve IAA in etkileri benzer olmus ve aralarinda 6nemli fark tespit
edilmemistir. Incelenen tiim faktdrlerin (6n islem x ploidi x karbon kaynaklar1 x hormon)
birbirleriyle olan interaksiyonu istatistiksel olarak dnemli olmustur. Buna gore, arastirmada
transforme olmayan degerler dikkate alindiginda, tepki gosteren anter orani % 27.00 - %
97.50, kallus olusturan anter oranm1 % 13.00 - % 28.00, kallus biytikligii ise 1.03-6.03 mm

arasinda degisim gostermistir.

Duran (2007), Ulkemizde ekonomik énemi olan Triticum durum Desf. (makarnalik
bugday) (Gramineae)’'un ‘Kunduru 1149°, ‘Berkmen 469’ ve ‘DH-Berkmen’ genotipleri ile
yapilan anter kiltiirii calismasinda farkl siireli on islem kosullarmin genotiplerin kallus
olusum miktarmna olan etkisi arastirilmis ve en uygun 6nislem siiresi ve genotip belirlenmistir.
Berkmen 469 genotipi % 0.62 kallus iiretimi ile anter kiiltiiriine en iyi cevap vermis ve en iyi
soguk On iglem siiresi her genotip i¢in 15 giin olarak belirlenmstir. Olusan kalluslar tuzlu

kosullar i¢in genotipler gelistirilebilmesi amaci ile MS kiiltiir ortamina aktarilmistir.
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Memon ve ark. (2010), 3 farkli pamuk genotipi kullanarak olgunlagsmamis oviil ve
anterden kallus elde etmeyi amaclamislardir. Calismada MS (Murashige ve Skoog) besi
ortami ve oksin tiirevlerinden olan 2,4-D, IAA, IBA ve Kinetin kullanmislardir. Ancak
anterlerden kallus elde edilememisdir. Oviilden ise % 88 oraninda basar1 saglamislardir. Bu
calismada 2,4-D’nin konsantrasyonu 3 mg/l ve 4 mg/I'nin iizerine ¢ikarildiginda kallus

miktarinda azalma oldugu ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir.

Sarier (2010), musir bitkisinde anter kiiltiirii ile yaptig1 ¢alismada 5 farkli besi ortami
((MS-2) (IBA+Kinetin), YPI (2,4-D+IBA), MS-1 (2,4-D+NAA), N-6 (2,4-D+NAA) ve P II
(IBA+Kinetin)) denemis ve anter kiiltiirlinde tepkinin besi ortami ve kullanilan genotiplere

gore degisimini gozlemlemistir.

Kacar ve ark. (2014), iirettikleri bir ¢alismada, oncelikle W. Murcott mandarin
cesidinde tek ¢ekirdekli asamadaki anterler tespit edilmistir. Bu asamadaki anterler ilk olarak
on uygulama olarak 4 °C ve 25 °C olmak iizere iki farkli sicakliga tabi tutulmustur. On
uygulamadan sonra anterler Nitsch ve Nitsch vitaminleri ile desteklenmis N6 besin ortaminda
kiiltiire alinmistir. Calismada, anterlerin gelisimini desteklemek amaciyla 0 mg/l TDZ, 0.1
mg/1 TDZ ve 0.5 mg/1 TDZ olmak iizere TDZ’ nin ii¢ farkli konsantrasyonu kullanilmistir.
Anterlerin yaris1 karanlik diger yaris1 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik olacak sekilde kiiltiire
almmustir. Yapilan istatistiksel analizlerde en 1yi gelisimin TDZ icermeyen ve 0.5 mg/1 TDZ
iceren ortamlarda oldugu tespit edilmistir. On uygulamalar (4 °C ve 25 °C) arasmda énemli
bir fark bulunmamistir. Kiiltiir kosullar1 karsilastirildiginda, karanlik kosullarda kiiltiire alian
anterlerin daha 1iy1 gelisim gosterdigi belirlenmistir. Anter kiiltliriinde basariy1 etkileyen
bir¢cok faktér bulunmaktadir. Bunlarin arasinda genotip, bitkilerin fizyolojik kosullar1 ve 6n
uygulamalar en basta gelmektedir. Bu calisma kapsaminda anterlerden elde edilen kalluslarda
gelisim oldugu fakat embriyoid olusmadigi goézlenmistir. Bu durumun anter kiiltiiriinii
etkileyen farkli faktorlerin etkiledigi diisiinlilmektedir. Ayrica turunggillerde yiiriitiilecek
anter kiiltlirii calismalarinda anterlerin daha uzun siirelerde kiiltiirde kalmalarinin kallus ve

embriyoid olusumu bakimindan etkili olabilecegi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

2013-2015 yillar1 arasinda yiiriitiilen bu ¢caligmanin, denemelerde kullanilmak iizere
tarla kosullarindan elde edilen materyali, Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat
Fakiiltesi biinyesinde ki serada yetistirilmis olup, laboratuvar ¢alismalar1 ise Kahramanmaras
Siitcii Imam Universitesi USKIM (Universite Sanayi Kamu Isbirligi Merkezi)’deki Doku

Kiiltiirti Laboratuvarinda siirdiiriilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Farkli pamuk tiirlerinden Gossypium hirsutum L. ait 1 adet Gossypium barbadense L.

ait 1 adet olmak iizere toplam 2 adet genotip kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan pamuk genotipleri

Ornek Genotip Tiir Orijin Genom
1. Askabat 100 G. barbadense L. | Tirkmenistan | AD
2. Stoneville 453 | G. hirsutum L. A.B.D AD

3.1.2. Besi ortam

Calisma da MS (1962) ve NRM (2004) besi ortamlar1 kullanilmis olup ortam

icerikleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri

Makroelementler(mg/l) NRM MS
NH4NO; 530 1650
Ca(NO;),.4H,0 700 -
CaCl,.2H,0 90 440
MgS0,4.7H,0 1600 370
KNO; 550 1900
KH,PO, 1300 170
K,SO, - -
Mikroelementler(mg/l)

H;BO; 6.2 6.2
CuS04.5H,0 2.5 0.025
MnSO4H,0 20 16.9
Na,Mo00,4.2H,0 2.5 0.25
ZnS0O4.7H20 8.8 8.6
Zn(NO;).6H,0O - -
Sequestrene 138 Fe 100 -
Sequestrene 130 Fe - -
FeSO4.7H,0 - 27.8
Na,EDTA - 37.3
Kl - 0.83
CoCl,.6H,0 - 0.025
Vitaminler(mg/1)

Thiamine(B1) 0.6 0.1
Riboflavin(B2) 0.21 -
Nicotinic acid(B3) 1.15 0.5
Pyrodoxine(B6) 0.6 0.5
Vitamin E(a-tocopherol) 20 -
Vitamin C(Ascorbic acid) 1 -
Glycine 0.85 2
Folic acid - -
Biotin - -
Myinocitol 200 100
Sucroze 30(gr/) 30(gr/)
Agar 5.5(gr/) 5.5(gr/)
Gelrite - -

3.1.3. Hormonlar

Bitki biliylime diizenleyicilerinden olan oksin ve sitokinin tiirevleri kullanilmistir.
Oksin tiirevlerinden; NAA (Naftalin asetik asit), IBA (Indol butirik asit), 2,4-D (2,4-
Dichlorophenoxyacetic Acid), Sitokinin tiirevlerinden; BA (Benzi ladenin), Kinetin ve TDZ

(Thidiazuron) belirli konsantrasyonlarda kullanilmistir.
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3.2 Metot
3.2.1. Cahismada kullamlacak tohumlarin toprak hazirhg: ve seraya ekilmesi

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi biinyesinde ki seraya,
Mart ve Nisan aylarinda (20.03.2014 - 08.04.2016) yaklasik 200 adet saksiya, her bir saksiya
4 adet tohum gelecek sekilde ekim yapildi. Tohumlarin ¢imlenmesi ve bitkilerin biiyiimesi
icin gerekli diger tiim islemler (sulama, giibreleme, 1sitma, seyreltme, hastalik ve zararlilar ile

miicadele) zamaninda gergeklestirilmistir (Sekil 3.1)

Sekil 3.1 Seradan goriiniim a; Tohumlarin ekilecegi sera, b; Tohumlarmn ekilmesi, ¢; Ekimden
2 hafta sonra tohumlarin filizlenmesi, d; Tohumlarin filizlenmesinden 2.5 ay sonraki
gOoruntusu
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3.2.2. Stok cozeltilerinin hazirlanmasi
3.2.2.1. Makro ve mikro elementlerin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cizelge 3.2°de icerikleri verilen MS ve NRM besi ortamlarinin makro ve mikro
elementlerin standart besi ortaminda bulunmasi gereken miktarlarinin 10 kati olacak sekilde
hassas terazide tartilmis ve otoklavlanmus ultrasaf su iceren balon jojeye sirasiyla eklenip,
icerisine miknatis balik atilarak magnetik karistiricida ¢éziinmeleri saglanmistir. Elementler
tamamen ¢Oziindliikten sonra karistmin hacmi 1000 ml’ye tamamlanmis daha sonra
mikrodalgada kaynama asamasina kadar sitilip +4 °C deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hazirlanacak her bir litre besi ortamu i¢in, bu stok ¢ozeltisinden kullanilmistir.

Besi ortaminda daha diisiik konsantrasyonlarda bulunan mikroelementlerin ise ayri
ayr1 stok cozeltileri hazirlanmistir. S6z konusu mikroelementlerin her birisi standart besi
ortaminda bulunmas1 gereken miktarinin 100 kat1 olacak sekilde hassas terazide tartilmis ve
otoklavlanmig ultra saf su igeren balon jojeye ilave edilerek, igerisine miktanis balik atilip
magnetik karistiricida coziinmesi saglanmistir. S6z konusu element tamamen ¢dziindiikten
sonra karistmm hacmi 250 ml’ye tamamlanmis ve cam siseye konularak +4 °C deki
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Hazirlanacak her bir litre besi ortami i¢in bu stok

cozeltilerinin 1’er ml’si kullanilmistir.
3.2.2.2. Vitamin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Besi ortaminda MS vitamin stogu kullanilmistir. Bu stogun icerisinde Tiamin,
Nicotinic Acid, Pyridoxine ve Glycine bulunmaktadir. Onceden hazirlanmis -20°C’de
muhafaza edilen stoklardan vitamin stogu karisimimi hazirlamak i¢in 50 ml lik falcon tiip
kullanilmistir. Bu nedenle 50 ml’lik stoktan 1 ml ¢ektigimiz de 0.1 mg Tiamin, 0.5 mg
Pyridoxine, 0.5 mg Nicotinicacid ve 2 mg Glycine gelmektedir. Hazirlanan bu stok soliisyon

+4 °C’deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.2.2.3. Biiyiime diizenleyicilerin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Besi ortamlar1 i¢in hazirlanacak olan bitki biiylime diizenleyicilerinden ml
konsantrasyonlu c¢ozeltiler hazirlanmistir. 100 mg biiylime diizenleyici hassas terazide
tartilarak, lizerine % 60°lik C,HsOH eklenip ¢0ziinmesi saglanmistir. Daha sonra {izerine %

40’lik otoklavlanmis ultra saf su eklenerek 100 ml’ye tamamlanmistir. Magnetik karistirict
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iizerinde hafif isitilarak oda sicakliginda sogumast saglanip +4°C’deki buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

3.2.3. Besi ortamlarimin hazirlanmasi
Calisma da MS ve NRM besi ortamlar1 kullanilmistir. (Bkz. Cizelge 3.2)

Besi ortamlarin1 hazirlarken, makro ve mikro elementlerden istenilen hacme gore
Olciilmiis vitaminler, seker ve agar eklenerek otoklav edilmistir. Stok olarak hazirlanan bitki
bliylime diizenleyicilerde gerekli miktarda alinip steril filtre olan kagittan gecirilerek
hazirlanan ortama karistirilmistir. Daha sonra streil kabin igerisinde elde edilen besiyeri 15¢cm

capinda petrilere 20 ml dokiilerek katilasmalar1 beklenmistir.
3.2.3.1. Kontrol grubu besiyerinin hazirlanmasi

Besi ortamlarin1 hazirlarken, makro ve mikro elementler istenilen hacme gore
Olciilmiis; vitaminler ve seker eklendikten sonra ph 5.5’e ayarlanarak agar ilavesi yapilmistir.
121°C de 15 dakika otoklav edildikten sonra oda sicakliginda ilk sicakliklarini kaybeden

besiyerler petrilere 20 aktarilmistir. Kontrol grubu besiyerinde hormon kullanilmamustir.

3.2.3.2. Farkh konsantrasyonlardaki bitki biiyiime diizenleyicileri ile besiyerlerin

hazirlanmasi

Kontrol grubunda ki gibi hazirlanan besiyerlerine ilave olarak, dnceden stok olarak
hazirlanan bitki biliylime diizenleyicilerinden gerekli miktarda alnip steril filtreli kagittan
gecirilerek hazirlanan ortama karistirilmistir. Daha sonra steril kabin igerisinde elde edilen

besiyeri petrilere esit 20 ml dokiilerek katilagsmalar1 beklenmistir.(Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4)

Cizelge 3.3 Anterlerin aktarildigit MS besi ortamlarinin hormon konsantrasyonlari

Ortam Numarasi Bitki Biiyiime Diizenleyiciler

1 numarali MS ortamu 1 mg/l NAA 1 mg/l BA -
2 numarali MS ortamu 2 mg/l NAA 1 mg/l BA -
3 numarali MS ortamu 1 mg/12,4-D 1 mg/1 Kinetin 1 mg/l NAA
4 numarali MS ortamu 1 mg/12,4-D 1 mg/1 Kinetin 2 mg/l NAA
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Cizelge 3.4 Anterlerin aktarildigi NRM besi ortamlarinin hormon konsantrasyonlar1

Ortam Numarasi Bitki Biiyiime Diizenleyiciler

1 numarali NRM ortam1 | 1 mg/l NAA 1 mg/l BA -
2 numarali NRM ortam1 | 2 mg/l NAA 1 mg/l BA -
3 numarali NRM ortami | 1 mg/12,4-D 1 mg/1 Kinetin 1 mg/l NAA
4 numarali NRM ortami1 | 1 mg/l 2,4-D 1 mg/1 Kinetin 2 mg/l NAA

3.2.4. Taraklarin seradan alinmasi ve incelenmesi

Mart ve Nisan aylarinda ekimi yapilan G.hirsitum L. ve G.barbedense L. tiirlerine ait
genotiplerden yaklagik 2 ay kadar sonra taraklar toplu igne basi seklinde goriilmeye

baslanmistir. Taraklar goriilmeye baglandiktan 2 hafta sonunda istenilen boylarda 2 mm, 3

mm, 4 mm ve 5 mm taraklar alimmstir.(Sekil 3.2)

Sekil 3.2 Taraklarin olusmasi a; biiyliyen bitkilerden taraklarin olugmasi, b; ¢esitli boylarda

toplanan taraklar, c; toplanan taraklarin dis kabuklarindan ayiklanmasi

Seradan toplanan farkli boylardaki taraklar forsep ve bistiiri ile en uygun bigimde
mikrosporlarindan ayrilmais, sert bir cisimle ezilerek iizerlerine 1-2 damla asetokarmin boyasi
damlatilarak 10 dakika bekletilmis cakmak ile 1sitilarak boyanin mikrosporlara niifus etmesi
saglanmistir. Daha sonra mikroskop altinda incelenerek mikrosporlarin ¢ekirdeklerinin

boliiniip bolinmedigi gozlemlenmistir.(Sekil 3.3)
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Sekil 3.3 Taraklardan ayrilan anterlerin mikroskopta incelenmesi, a;Ezilen mikrosporlara
asetokarmin boyas1 damlatilarak bekletilmesi, b;10 dakika bekletilen boyanin niifus etmesi
icin 1sitilmasi, ¢; 2 mm boyundaki taraktan alinan mikrosporlarin mikroskopta boliinmemis
olan tek cekirdeklerinin incelenmesi, d; 4 mm boyundaki taraktan alman mikrosporlarin
mikroskopta boliinmiis olan ¢ekirdeklerinin incelenmesi

3.2.5. Yiizey sterilizasyon asamasi

Serada bulunan G.hirsutum L. ait Stoneville 453 ve G. Barbadense L. ye ait Askabat
100 kumpas ile 6lgiiliip 2 mm, 3mm, 4mm ve 5 mm boyunda taraklar alinarak USKIM de

bulunan Bitki Doku Kiiltiirii Labaratuvarina getirilmistir.

Farkli boylardaki taraklar brakte yapraklarindan uzaklagtirilmigtir. NAOH ile
dezenfekte edilmis steril kabin igerisinde hazirlanan % 20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi,
1000 ml soliisyonun igerisine 2-3 damla Tween-20 damlatilarak hazir hale getirilmistir.
Hazirlanan bu soliisyon 250 ml cam siseler(Sekil 3.4) icerisinde bulunan taraklarin {izerine
bosaltilmistir. Taraklar 15 dakika boyunca bu soliisyon iginde ¢alkalanmigtir. Daha sonra

otoklav edilmis steril saf su ile 3-4 kez durulanmustir.
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Sekil 3.4 Yiizey sterilizasyonu, (a); %20’lik hazirlanan NAOH’in taraklarin {iizerine
bosaltilmasi, (b); 15 dakika boyunca ters yiliz edilerek ¢alkalanan taraklar, (c); taraklarin 3-4
defa steril saf su ile durulanmasi.

3.2.6. Mikrosporlarin besiyerine ekim asamasi

Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen taraklar, bir giin 6ncesinden hazirlanan besi
ortamina, her tarak boyundan 3 tekerriir olacak sekilde, her petriye 5 adet taraktan forsep ve

bistiirii yardimiyla ayiklanan mikrosporlar ekilmistir.

Mikrosporlarin ekim asamasinda mikrospor diginda herhangi bir bitki materyalinin
gelmemesine 6zen gosterilmistir. Petrilerin etraflar1 herhangi bir enfeksiyona karsi steril streg

film ile kapatilarak dis ortamdaki atmosfere kars iliskisi kesilmistir.(Sekil 3.5)

G
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Sekil 3.5 Anterlerin ekim agsamasi, (a); anterlerin ¢ok dikkatli bir sekilde taraktan ayrilmasi,
(b); anterlerin besi ortamma ekim asamasi, (c); ekimden sonra petrilerin stre¢ film ile
kapatilmasi, (d); petrilerin lizerine gerekli bilgilerin yazilmasi

Pescitelli ve ark. (1990)’da yaptiklar1 calismada pens ve bistiiri yardimiyla
anterlerden kesilerek alinan mikrosporlarin ezilerek alinanan mikrosporlara gore 3 kat daha
fazla embriyoya benzer yapi elde edilebilecegini ortaya koymuslardir. Boylece bu ¢alisma da

yapmis oldugumuz calismay1 destekler niteliktedir.
3.2.7. Anterlerin gelisimi icin sok uygulamalari

Pesticelli ve ark. (1990)’a gore sok uygulamasi yapilan mikrosporlarin sok
uygulamasi yapilmayanlara gore 2 kat daha fazla embriyo elde edilmesini belirttiginden
calismamizda sok uygulamasi yapilmistir. Ekimi yapilan anterlere ilk dnce +4 °C’de 1 saat
boyunca buzdolabinda soguk soku uygulanmistir. Daha sonra +40 °C’de 1 saat boyunca etiiv
de sicak soku uygulanarak anter gelisimine ve kallus olusumunun arttirilmasina tesvik
edilmistir. Sicaklik sokunun ardindan 25 °C’deki iklim odasinda 10 giin boyunca karanlik

soku uygulanmustir.
3.2.8. Olusan kallus sayis1 ve kalluslarin renklerinin gozlenmesi
a)Kallus sayisi

Petrilerde sok uygulamalarinin ardindan 1 aylik siire sonunda olusan kalluslarin

oncelikle cetvel yardimryla biiytikliikkleri 6l¢iilmiistiir. Ayn1 boyda olan kallus yapilarinin daha
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sonra kok yapilarida dikkate alinarak, onceden hazirlanmis olan alt kiiltiir besi ortamina

uygun bigimde ve ayni sayida aktarimlari yapilmistir.
b)Kallus renginin gozlenmesi

Kalluslar 3. haftaya dogru olusmaya baslayinca Stoneville 453 ve Askabat 100
genotiplerinde kallus rengi goézlemi yapilmis ve yesil renkten sarimtirak renge dogru
gruplandirilmistir. Ilerleyen haftalarda ise Stoneville 453 genotipinin kalluslar1 sar1 renk
alirken, Agkabat 100 genotipinden olusan kalluslar yesil renge doniistigii gézlenmistir.
Kalluslarin yesil renk almasmin Askabat 100 “in genetik yapisindan kaynaklandigi

disiiniilmektedir.
3.2.9. Kallus cogaltma (alt kiiltiir) asamasi

Besi ortamina aktarimi yapildiktan sonra hafta da bir defa binokiiler mikroskop
altinda gelisimi gézlenen anterlerin 3 hafta sonra kallus olusturdugu gézlenmistir. 6.hafta da
yeterli biiylikliige gelen kalluslar daha 6nceden hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlarda

hormon igeren besi ortaminda alt kiiltiir ogaltma asamasina alinmistir.(Sekil 3.6)

Sekil 3.6 Alt kiiltiir asamasinda kalluslar (a); alt kiiltiir asamasina gelen kallusun binokiiler
mikroskop altinda goriintiisii. (b); kallsularin alt kiiltiir agamas1 olarak farkli besi yerine
aktarilmasi
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Cizelge 3.5 Kalluslarm alt kiiltiire alindigi MS besi ortamlarinin hormon konsantrasyonlar1

Ortam Numarasi

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

1 numarali MS ortami Img/l NAA 0.1mg/1 Kinetin 1mg/12,4-D
2 numarali MS ortami Img/I NAA 0.2mg/1 Kinetin 1mg/12,4-D
3 numarali MS ortami 1 mg/l NAA 0.5 mg/l BA 0.5 mg/l TDZ
4 numarali MS ortami 0.5 mg/I NAA 0.5 mg/l BA 0.5 mg/l TDZ

Cizelge 3.6 Kalluslarin alt

kiiltiire alindig1t NRM besi ortamlarinin hormon konsantrasyonlari

Ortam Numarasi

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

1 numarali NRM ortam1 | Img/l NAA 0.1mg/1 Kinetin 1mg/12,4-D
2 numaralit NRM ortam1 | 1mg/l NAA 0.2mg/1 Kinetin 1mg/12,4-D
3 numarali NRM ortam1 | 1 mg/l NAA 0.5 mg/l BA 0.5 mg/l TDZ
4 numarali NRM ortam1 | 0.5 mg/l NAA 0.5 mg/l BA 0.5 mg/l TDZ

3.2.10. Rejenerasyon asamasi

Alt kiiltirde c¢ogaltilan kalluslar,

Cizelge 3.4°de gosterilen farkli biliylime

diizenleyicisi kombinasyonlarini i¢eren farkli MS ortaminda kiiltiire alinarak, iklim odasinda,

8 saat karanlik 16 saat aydinlik olacak sekilde 2000-2200 lux arasinda degisen aydinlatma
kosullarinda 25 °C’de muhafaza edilmistir.(Sekil 3.7)

Sekil 3.7 Karanlik evresinden sonra aydinlik ortama alinan petrilerin iklim odasindan
goriiniimii; (a); anterlerin besi ortamia ilk aktarimi, (b); 6 hafta sonra alt kiiltiir asamasina

gelen kalluslar.
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3.2.11. Analiz

Genetik stoktan segilerek ekimi yapilmis olan 2 genotipten, uygun taraklanma
donemi ve uygun besi ortami i¢in 3 tekerriirlii olarak kallus sayis1 ve kallus rengi
belirlenmistir. Calismanm sonuglart SAS (V9.0)’da Tesadiif Parselleri Deneme Deseninde
Varyans Analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farkliliklar interaksiyonlarm fazla

olmasindan dolay1 Tukey testine gore istatistiksel olarak analiz edilmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.3.  Taraktan Elde Edilen Kallus interaksiyonu

Besi ortamlarinda ilk olarak 10 giin boyunca karanlikta kiiltiire alnan anterlerin
siire¢ sonunda binokiiler mikroskop altinda gelismeleri gézlenmistir. Anterlerin gdzlemler
sirasinda, baglangicta saydam ve agik krem renkli oldugu gozlenmistir. Kiiltiir siiresi
ilerledikce ve kallus olusumu goézlendikge Stoneville 453 genotipinden aktarim yapilan
anterlerden sarimsi1 gevsek yapili kalluslar gozlenmistir Bu gozlem Baluch (1979)’un ve
Tirkoglu (2004)’un gozlemleri benzerlik gostermistir. Askabat 100 genotinden aktarim
yapilacak olan anterlerden ise olusan kalluslarin ag¢ik sarimtrak renkten yesil renge doniistiigi

gozlenmistir.

3.3.1. Genotip interaksiyonu

Stoneville 453 genotipi icin; kalluslar olusmaya basladiktan sonra ayni petri
icerisinde bulunma siiresi arttikca yani alt kiiltiir asamasina geg¢ilmedigi siirece sar1 renge
doniisen kalluslarin giin gectik¢e kahverengilesmeye kadar gittigi gozlenmistir (Sekil 4.1). Bu
gozlemimiz Zhang ve ark. (1996)’nin bulgularmi destekler niteliktedir. Askabat 100
genotipinin ac¢ik sarimtirak olarak kallus olusturmaya bagladiktan sonra yesilimsi renge

donmesi genotilerin genetik yapisindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir.

Kallus sayis1 genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli (P < 0.05) oldugu
bulunmustur. Bu farkliligin nedeni Askabat 100 (G. barbadense L.) genotipinin anter
kiiltiiriine, Stoneville 453 (G. hirsutum L.)’e gore daha olumlu tepki vermesinden ve tiir

farkliligindan kaynaklandig1 sonucuna varilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Genotiplerin olusturduklari renk ve kallus sayis1 farki

Genotip Renk Kallus Sayis1 (Adet)
Askabat 100 2.00 a 0.94 a
Stoneville 453 1.00 b 0.16 b
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Sekil 4.1 Genotiplerin olusturduklar1 kallus renklerinde ki farkliliklar; (a); Askabat 100
genotipi, (b); Stoneville 453 genopi

3.3.2. Besi ortami interaksiyonu

Cizelge 4.2 ve 4.3’e bakildiginda besi ortamu farkliligi Askabat 100 ve Stoneville
453 genotiplerinde renk iizerinde dnemli bir etki yapmamustir. Fakat MS besi ortaminin her
iki ¢esit i¢in de kallus sayisin1 6nemli derecede artirdigi gozlenmistir. Benzer sonuglar Zang

ve ark. (1996) tarafindan da bildirilmistir.

Cizelge 4.2 Askabat 100 genotipindeki besi ortami interaksiyonlar1

Besi Ortamm Renk Kallus Sayis1 (Adet)
MS 1.5 0.711 a
NRM 1.5 0.395b

Cizelge 4.3 Stoneville 453 genotipindeki besi ortami interaksiyonlari

Besi Ortamm Renk Kallus Sayis1 (Adet)
MS 1.5 0.523 a
NRM 1.5 0.149b

3.3.3. Hormon konsantrasyonlarinin interaksiyonlari

Cizelge 4.4 ve 4.5 incelendiginde her iki genotip iginde MS ortamina eklenen farkl
hormon konsantrasyonlar1 kallus renginde bir degisiklige sebep olmamistir. Ancak 1mg/l

NAA + Img/l 2,4-D + 1mg/l Kinetin uygulamasi, 1mg/l NAA + 1mg/l BA, 2mg/l NAA +
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Img/l BA, 2mg/l NAA + Img/l 2,4-D + 1mg/l Kinetin uygulamalarmin istatistiki olarak

onemli (P < 0.01) derece de fazla kallus olusturmustur.

Benzer hormon konsatrasyonlar1 ile yapilan caligmalarda Kinetin ve 2,4-D oksin
tiirevlerinden olan hormon konsantrasyonlarinin bizim ¢alismamizla benzer sonuglar verdigi

goriilmiistiir (Hassawi, 2004; Zhang ve ark., 1996).

Calismamiz Tirkoglu ve ark. (2004) ve Caglar ve ark. (2004), tarafindan yapilan
calismalarla azda olsa benzerlik gosterirken; Rashid ve Reinert (1980), Last ve Brettel
(1990)’1n yapmis olduklar1 calismalar ile farklilik gostermektedir. Bu farkliliklarin nedeni ise
kullanilan  genotiplerden veya hormon konsantrasyonlarndan  kaynaklanabildigi

diistiniilmektedir.

Askabat 100 genotipinde kallus sayis1 0.421 - 0.798 arasinda degismistir. En fazla
kallus sayist 1mg/l NAA + 1mg/l 2,4-D + 1mg/l Kinetin hormon uygulanmasindan elde

edilmistir.

Stoneville 453 genotipinde de Askabat 100 genotipinde oldugu gibi 1mg/l NAA +
Img/1 2,4-D + 1mg/1 Kinetin hormon konsantrasyonlarini iceren besi ortaminda gelisen kallus

sayisinda miktar bakimindan fazlalastig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.4 Askabat 100 genotipindeki hormon konsantrasyonlarinin interaksiyonlari

Hormon Konsantrasyonlart | Renk Kallus Sayis1 (Adet)
Img/l NAA + 1mg/l BA 1.50 0.421b

Img/I NAA + 1mg/12,4-D + | 1.50 0.798 a

Img/1 Kinetin

2mg/l NAA + 1mg/l BA 1.50 0.566 b

2mg/I NAA + 1mg/12,4-D + | 1.50 0.434b

Img/1 Kinetin

Cizelge 4.5 Stoneville 453 genotipindeki hormon konsantrasyonlarinin interaksiyonlari

Hormon Konsantrasyonlart | Renk Kallus Sayis1 (Adet)
Img/l NAA + 1mg/l BA 1.50 0.204 b

Img/I NAA + 1mg/12,4-D + | 1.50 0.386 a

Img/1 Kinetin

2mg/l NAA + 1mg/l BA 1.50 0.307 b

2mg/I NAA + 1mg/12,4-D + | 1.50 0.243 b

Img/1 Kinetin
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3.3.4. Sok uygulamasinin interaksiyonu

Her iki genotip de farkli derece sicaklik sok uygulamalarinin kallus rengin de bir

degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 4.6. ve 4.7. de goriildigi gibi +4 °C soguk sok uygulamasmin kallus
olusumu tizerine onemli derece de etkisi olurken +40 °C sicaklik sok uygulamasinin tek
basimna etkisi dnemsiz olmustur. +4 °C ve +40 °C sicakliklarin birlikte 1 er saat araliklarla
uygulanmasi kallus olusumu i¢in daha etkili oldugu gézlenmistir. Benze bulgular Sunderland
ve Roberts (1979) tarafindan da bulunmus ve soguk soku uygulamasi anterlerin sonraki
asamalar1 i¢in olumlu yonde seyrettigini ifade etmislerdir. Immura ve Harada (1980), ise
soguk soku uygulamalarinin polende enbriyogenesisi arttirdigini belirlemiglerdir. Altindal
(2005) 1 hafta +4 °C soguk ve karanlik ortamda daha sonra ise iklim odasinda 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik olacak sekilde 2000-2200 lux arasinda degisen aydinlatma
kosullarinda 22 °C’de tutularak bu uygulamanin kallus olusum miktarim fazlalastirdigini
saptamistir. Kacar ve ark.(2014) karanhik uygulamasmin kallus gelisimi {izerine olumlu
etkiledigi ancak +4 °C ve +25 °C‘nin arasinda bekletmenin kalluslar iizerinde 6nemli bir
etkinin olmadigin1 bildirmisler ve yaptiklar1 calismada kallus olustugu ancak embriyonit
olusmadig1 gozlemislerdir. Bizim belirlemis oldugumuz sonugclar ile Kacar ve ark. (2014) nin

calismasiyla kismen benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4.6. Askabat 100 genotipindeki sok uygulamasi interaksiyonlari

Sok Uygulamasi Renk Kallus Sayis1 (Adet)
+4 °C 1.50 0.729 a
+40 °C 1.50 0.125b
+4 ° ve + 40 °C birlikte 1.50 0.807 a

Cizelge 4.7. Stoneville 453 genotipindeki sok uygulamasi interaksiyonlari

Sok Uygulamasi Renk Kallus Sayis1 (Adet)
+4 °C 1.50 0.426 a
+40 °C 1.50 0.053 b
+4 ° ve + 40 °C birlikte 1.50 0.589 a
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3.3.5. Tarak boylarinin interaksiyonu

Farkli boylarda alinarak uygulamaya alinan taraklarin kallus rengine bir etkisi

olmadig1 gbzlenmistir.

En fazla kallus sayis1 her iki genotiptede Onemli derecede 5 mm’lik tarak
boylarindan elde edilmistir. Tarak biiyiikligli arttikca kalus olusturma giicliniin de arttig1
belirlenmistir. Ancak 5 mm’lik tarak boylarinda ¢ekirdek boliinmesi gergeklesmis oldugundan
dolay1 haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilmak {izere daha kii¢iik boyutlarda taraklarin
kullanilmasiin uygun oldugu sdylenebilir (Cizelge 4.8 ve 4.9). Diger bir deyisle, haploid
bitkiler ¢ekirdek boliinmesi gerceklesmemis anterlerin mikrosporlarindan olusan kalluslardan
meydana gelen embriyolardan elde edildigi zaman daha saglikli sonuglara varilacaktir.
Tiirkoglu (2004)’nun yapmis oldugu calismada 5-8 mm boyundaki taraklardan yararlanarak
kallus olusturmus ve haploid bitki elde etmeyi basarmistir. Ancak anterlerin besi ortamina
aktarilmadan once ¢ekirdek bdliinmesinin olup olmadigina bakmamistir. Bu ¢aligmanin tarak
boyu alim asamasi yapmis oldugumuz c¢alismaya ters dismektedir. Yapmis oldugumuz
calismaya gore tarak biiyiikliigiinin 2 mm, 3 mm, 4 mm’den alinmas1 gerekmektedir. En iyi

sonug i¢in ise 3 mm’lik boyundaki taraklarin kullanilmasiyla elde edilmistir.

Cizelge 4.8 Askabat 100 genotipindeki tarak boyu interaksiyonlari

Tarak Boyu Renk Kallus Sayis1 (Adet)
2 mm 1.50 0.444 b
3 mm 1.50 0.472b
4 mm 1.50 0.437b
5 mm 1.50 0.861 a

Cizelge 4.9 Stoneville 453 genotipindeki tarak boyu interaksiyonlar1

Tarak Boyu Renk Kallus Sayis1 (Adet)
2 mm 1.50 0.256 b
3 mm 1.50 0.278 b
4 mm 1.50 0.345b
5 mm 1.50 0.446 a

3.3.6. Interaksiyonlarin kallus sayisina etkisi

Yapilan varyans analizi sonucunda genotip*besi ortami*hormon konsantrsayonu,
genotip*besi ortami*hormon konsantrsayonu*sok uygulamasi, genotip*besi ortami*hormon
konsantrsayonu*tarak boyu, genotip*besi ortami*hormon konsantrsayonu*sok

uygulamasi*tarak  boyu interaksiyonlar1 Onemsiz ¢ikarken, besi ortami*hormon
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konsantrasyonu, genotip*besi ortami*sok uygulamasi, genotip*hormon konsantrasyonu*sok
uygulamasi, besi ortami*hormon konsantrasyonu*sok uygulamasi, besi ortami*sok
uygulamasi*tarak  boyu, besi ortami*hormon konsantrasyonu*tarak boyu, besin
ortami*hormon konsantrasyonu*sok uygulamasi*tarak boyu interaksiyonlar1 onemli (P<

0.05) digerlerinin ise ¢ok dnemli (P < 0.01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.10).

Cizelge.4.10 Uygulanan interaksiyonlarm kallus sayisina etkisi (BS; Besi ortami, HK;
Hormon konsantrasyonu, SU; Sok uygulamasi, TB; Tarak boyu, *; P <0.05, **; P <0.01)

Varyasyon Kaynaklart | Serbestlik Kareler Karelerin F Degeri
Derecesi toplam Ortalamasi
Tekerriir 2 22.52 11.26 26.86%*
Genotip 1 87.89 87.89 209.65%*
BS 1 14.376 14.37 34.20%*
HK 3 12.54 4.18 9.98**
SU 2 53.54 26.77 63.86**
TB 3 18.22 6.07 14.49%%*
Genotip*BS 1 6.46 6.46 15.41%*
Genotip*HK 3 7.68 2.56 6.11%*
Genotip*SU 2 23.69 11.84 28.26**
Genotip*TB 3 23.42 7.80 18.62%*
BS*HK 3 4.50 1.50 3.58*
BS*SU 2 6.42 3.21 7.66**
BS*TB 3 6.79 2.26 5.40**
HK*SU 6 23.63 3.93 9.40**
HK*TB 9 20.75 2.30 5.50%*
SU*TB 6 13.95 2.32 5.55%*
Genotip*BS*HK 3 1.89 0.63 1.51
Genotip*BS*SU 2 3.71 1.85 4.43%*
Genotip*BS*TB 3 5.79 1.93 4.61**
Genotip*HK*SU 6 5.37 0.89 2.14*
Genotip*HK*TB 9 11.19 1.24 2.97**
Genotip*SU*TB 6 15.30 2.55 6.08%*
BS*HK*SU 6 7.09 1.18 2.82%
BS*SU*TB 6 5.88 0.98 2.34%
BS*HK*TB 9 8.84 0.98 2.35%
HK*SU*TB 18 30.42 1.69 4.03**
Genotip*BS*HK*SU 6 2.57 0.42 1.03
Genotip*BS*HK*TB 9 5.48 0.60 1.45
Genotip*HK*SU*TB 18 20.85 1.15 2.76%*
Genotip*BS*SU*TB 6 2.42 0.40 0.96
BS*HK*SU*TB 18 12.48 0.69 1.66*
Genotip*BS*HK*SU*TB 18 6.39 0.35 0.85
Hata 382 160.14 0.41
Genel 575 652.33
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Cizelge 4.11 de Agkabat 100 genotipinde MS besi ortaminin 1 mg/l NAA + 1 mg/l
BA hormon konsantrasyonuna bakacak olursak; 4 °C sok uygulamasinda 3 mm ve 4 mm tarak
boyunda, 40 °C sok uygulamasinda 4 mm tarak boyunda, 4 °C ve 40 °C’nin birlikte
uygulandigr 5 mm tarak boyunda en fazla kallus sayisinin olustugu goriilmektedir. Askabat
100 genotipinde MS besi ortamimin 2 mg/l NAA + 1 mg/l BA hormon konsantrasyonuna
bakacak olursak; 4 °C sok uygulamasinda 5 mm tarak boyunda, 40 °C sok uygulamasinda
3mm ve 4 mm, 4 °C ve 40 °C’nin sok uygulamasinin birlikte uygulandigi 3 mm tarak
boyunda en fazla kallus sayisinin olustugu goriilmektedir. Askabat 100 genotipinde MS besi
ortaminin 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/I Kinetin + 1 mg/l NAA hormon konsantrasyonunda 4 °C sok
uygulamasinda 5 mm, 40 °C sok uygulamasida 3 mm, 4 °C ve 40 °C’nin sok uygulamasinin
birlikte uygulandidi 2 mm tarak boyunda en fazla kallus sayismin olustugu
goriilmektedir. Askabat 100 genotipinde MS besi ortammin 1 mg/12,4-D + 1 mg/l Kinetin + 2
mg/l NAA hormon konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasinda 2 mm ve 5 mm, 40 °C sok
uygulamasinda 2 mm ve 4 mm, 4 °C ve 40 °C’nin sok uygulamasmin birlikte uygulandig: 5

mm tarak boyunda en fazla kallus sayisinin olustugu goriilmektedir.

Askabat 100 genotipinde NRM besi ortamimnin 1 mg/l NAA + 1 mg/l BA hormon
konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasida 5 mm, 4 °C ve 40 °C sok uygulamasinin birlikte
uygulandig1 2 mm tarak boyunda en fazla kallus sayisinin olustugu goriiliirken 40 °C’nin tek
basina uygulandig1 sok uygulanmasinda hi¢ kallus olusmadigi goriilmektedir. Askabat 100
genotipinde NRM besi ortaminin 2 mg/l NAA + 1 mg/l BA hormon konsantrasyonunda 4 °C
sok uygulamasinda 4 mm ve 5 mm, 40°C sok uygulamasinda 5 mm, 4 °C ve 40 °C sok
uygulamasinin birlikte uygulandigi 4 mm tarak boyunda en fazla kallus sayisiimn olustugu
goriilmektedir. Askabat 100 genotipinde NRM besi ortammin 1 mg/12,4-D + 1 mg/l Kinetin +
I mg/l NAA hormon konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasinda5 mm, 40 °C sok
uygulamasinda 5 mm, 4 °C ve 40 °C sok uygulamasmin birlikte uygulandigi 5 mm tarak

boyunda en fazla kallus sayisinin olustugu goriilmektedir.

Stoneville 453 genotipinde MS besi ortammin 1 mg/l NAA + 1 mg/l BA hormon
konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasinda 2mm, , 40 °C sok uygulamasinda 4 mm, 4 °C ve
40 °C sok uygulamasinim birlikte uygulandigi 2 mm tarak boyunda en fazla kallus sayisinin
olustugu goriilmektedir. Stoneville 453 genotipinde MS besi ortaminin 2 mg/l NAA + 1 mg/l
BA hormon konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasinda 4 mm ve 5 mm, 4 °C ve 40 °C’nin

sok uygulamasinin birlikte uygulandigi 4mm tarak boyunda en fazla kallus sayisinin olustugu
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goriiliirken 40 °C’nin tek basina uygulandig1 sok uygulamasinda kallus olugsmadig1 sonucuna
varilmistir. Stoneville 453 genotipinde MS besi ortaminin 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l Kinetin + 1
mg/l NAA hormon konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasinda 4 mm, 4 °C ve 40 °C’nin sok
uygulamasini birlikte uygulandigi 2 mm tarak boyunda en fazla kallus sayismin olustugu
goriiliirken 40 °C’nin tek basina uygulandigi sok uygulamasinda kallus olugsmadig1 sonucuna
varilmistir. 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l Kinetin + 2 mg/l NAA hormon konsantrasyonunda 4 °C
sok uygulamasinda 4 mm, 4° C ve 40 °C’nin sok uygulamasmin birlikte uygulandigi 2 mm
tarak boyunda en fazla kallus sayisinin olustugu goriiliirken 40 °C’nin tek basma uygulandigi

sok uygulamasinda kallus olugsmadig1 sonucuna varilmistir.

Stoneville 453 genotipinde NRM besi ortaminin 1 mg/l NAA + 1 mg/l BA hormon
konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasinda 3 mm, 40° C sok uygulamasinda 3 mm, 4 °C ve
40 °C’nin sok uygulamasmin birlikte uygulandigi 3mm tarak boyunda en fazla kallus
sayisinin olustugu goriilmiistiir. Stoneville 453 genotipinde NRM besi ortaminin 2 mg/l NAA
+ 1 mg/l BA hormon konsantrasyonunda 4 °C sok uygulamasinda 3mm, 40 °C sok
uygulamasinda kallus olusmazken 4 °C ve 40 °C sok uygulamasmin birlikte uygulandig1 sok
uygulanmasinda da kallus olusmamistir. Stoneville 453 genotipinde NRM besi ortaminin 1
mg/l 2,4-D + 1 mg/l Kinetin + 1 mg/l NAA hormon konsantrasyonunda 4 °C ve 40 °C sok
uygulamasinin ayr1 ayr1 uygulandigi uygulamada kallus olugsmazken, 4 °C ve 40 °C sok
uygulamasinin birlikte uygulandig1 5 mm tarak boyunda kallus olustugu goriilmektedir.
Stoneville 453 genotipinde NRM besi ortammin 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l Kinetin + 2 mg/l NAA
hormon konsantrasyonunda 4 °C ve 40 °C sok uygulamasinin birlikte uygulandigi 5 mm tarak

boyunda kallus olustugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.11. Uygulanan interaksiyonlarin kallus sayis1 ve renk tlizerine etkisi (BS; Besi

ortami, HK; Hormon konsantrasyonu, SU; Sok uygulamasi, KS; Kallus sayis1)

Genotip BS HK SU TB KS Renk
2 mm 0.66 100.00

4oc 3 mm 133.33 100.00

% 4 mm 13333 100.00

5, 5 mm 100.00 100.00

£ 2 mm 0.33 100.00

T 40°C 3 mm 0.33 100.00

< 4 mm 100.00 100.00

Z 5 mm 0.00 100.00

ED 2 mm 166.66 100.00

. . 3 mm 166.66 100.00

- 4°C+40°C 4 mm 13333 100.00

5 mm 200.00 100.00

2 mm 133.33 100.00

w 3 mm 233.33 100.00

% 4 mm 233.33 100.00

5, 5 mm 400.00 100.00

E 2 mm 0.33 100.00

" . 3 mm 0.66 100.00

< p 4 mm 0.66 100.00

Z 5 mm 0.33 100.00

ED 2 mm 233.33 100.00

3 mm 266.66 100.00

S “ 4 "Cgl-C A 200.00 100.00
= = 5 mm 23333 100.00
E = _ 2 mm 100.00 100.00
g, P 4oc 3 mm 100.00 100.00
2 4 mm 100.00 100.00

-5 5 mm 133.33 100.00

S < 2 mm 0.33 100.00

g3 40 °C 3 mm 100.00 100.00

TS 4 mm 0.33 100.00

A E 5 mm 0.33 100.00

:'ﬁ 2 mm 166.66 100.00

= . . 3 mm 100.00 100.00

2 4°C+40°C 4 mm 0.66 100.00

— 5 mm 333.33 100.00

o 2 mm 100.00 100.00

: 4oc 3 mm 0.66 100.00

£ 4 mm 0.33 100.00

-5 5 mm 100.00 100.00

S < 2 mm 0.33 100.00

g 40 °C 3mm 0.00 100.00

TS 4 mm 0.33 100.00

A E 5 mm 0.00 100.00

:'ﬁ 2 mm 200.00 100.00

= . . 3 mm 133.33 100.00

2 4°C+40°C 4 mm 100.00 100.00

— 5 mm 300.00 100.00
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Cizelge 4.11.in devami (BS; Besi ortami, HK; Hormon konsantrasyonu, SU; Sok

uygulamasi, KS; Kallus sayis1)

Genotip BS HK SU TB KS Renk
2 mm 0.66 100.00

4oc 3 mm 0.66 100.00

% 4 mm 0.66 100.00

5, 5 mm 133.33 100.00

£ 2 mm 0.00 100.00

T 40°C 3 mm 0.00 100.00

< 4 mm 0.00 100.00

Z 5 mm 0.00 100.00

ED 2 mm 033 100.00

. . 3 mm 0.00 100.00

- 4°C+40°C 4 mm 0.00 100.00

5 mm 0.00 100.00

2 mm 100.00 100.00

w 3 mm 133.33 100.00

% 4 mm 300.00 100.00

5, 5 mm 300.00 100.00

E 2 mm 0.00 100.00

" . 3 mm 0.00 100.00

< P 4 mm 0.00 100.00

Z 5 mm 033 100.00

ED 2 mm 0.66 100.00

3 mm 033 100.00

S “ 4CC 100.00 100.00
= = 5 mm 0.33 100.00
K Z — 2 mm 133.33 100.00
Zy + . 3 mm 0.00 100.00
B £ 4ec 4 mm 0.00 100.00
-5 5 mm 200.00 100.00

S < 2 mm 0.00 100.00

g 40 °C 3mm 0.00 100.00

TS 4 mm 0.00 100.00

A E 5 mm 033 100.00

:'ﬁ 2 mm 0.00 100.00

= . . 3 mm 0.66 100.00

g 4°C+40°C 4 mm 0.00 100.00

= 5 mm 666.66 100.00

o 2 mm 133.33 100.00

: 4oc 3 mm 0.00 100.00

£ 4 mm 0.00 100.00

-5 5 mm 200.00 100.00

S < 2 mm 0.00 100.00

g 40 °C 3mm 0.00 100.00

=) 4 mm 0.00 100.00

A E 5 mm 033 100.00

:'ﬁ 2 mm 0.00 100.00

= . . 3 mm 0.00 100.00

g 4°C+40°C 4 mm 0.00 100.00

= 5 mm 333.33 100.00
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Cizelge 4.11.in devami (BS; Besi
uygulamasi, KS; Kallus sayis1)

ortami, HK; Hormon konsantrasyonu, SU; Sok

Genotip BS HK SU TB KS Renk
2 mm 0.66 200.00

4oc 3 mm 033 200.00

% 4 mm 0.00 200.00

5, 5 mm 033 200.00

£ 2 mm 0.00 200.00

T 40°C 3 mm 0.00 200.00

5 4 mm 033 200.00

Z 5 mm 0.00 200.00

ED 2 mm 0.66 200.00

. . 3 mm 0.00 200.00

- 4°C+40°C 4 mm 033 200.00

5 mm 0.00 200.00

2 mm 0.00 200.00

> 3 mm 033 200.00

% 4 mm 100.00 200.00

5, 5 mm 100.00 200.00

E 2 mm 0.00 200.00

" . 3 mm 0.00 200.00

5 P - 4 mm 0.00 200.00

Z 5 mm 0.00 200.00

ED 2 mm 0.00 200.00

. . 3 mm 0.66 200.00

0 “ Y 4 4 mm 100.00 200.00
2 5 mm 0.00 200.00
3 MS _ 2 mm 0.00 200.00
8 + 4oc 3 mm 0.00 200.00
2 £ 4 mm 0.33 200.00
-5 5 mm 0.00 200.00

=< 2 mm 0.00 200.00

g 40 °C 3mm 0.00 200.00

TS 4 mm 0.00 200.00

A E 5 mm 0.00 200.00

:'ﬁ 2 mm 0.66 200.00

= . . 3 mm 0.00 200.00

g 4°CT40°C 4 mm 033 200.00

= 5 mm 0.00 200.00

o 2 mm 0.00 200.00

: 4oc 3 mm 0.00 200.00

£ 4 mm 033 200.00

-5 5 mm 0.00 200.00

=< 2 mm 0.00 200.00

g 40 °C 3mm 0.00 200.00

TS 4 mm 0.00 200.00

A E 5 mm 0.00 200.00

:'ﬁ 2 mm 100.00 200.00

= . . 3 mm 0.66 200.00

g 4°CT40°C 4 mm 033 200.00

= 5 mm 0.00 200.00
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Cizelge 4.11.in devami (BS; Besi ortami, HK; Hormon konsantrasyonu, SU; Sok

uygulamasi, KS; Kallus sayis1)

Genotip BS HK SU TB KS Renk
2 mm 0.00 200.00

4oc 3 mm 0.66 200.00

= 4 mm 0.00 200.00

5, 5 mm 0.00 200.00

g 2 mm 0.00 200.00

T 40°C 3 mm 0.33 200.00

5 4 mm 0.00 200.00

Z 5 mm 0.00 200.00

ED 2 mm 0.00 200.00

. . 3 mm 033 200.00

- 4°CT40°C 4 mm 0.00 200.00

5 mm 0.00 200.00

2 mm 0.00 200.00

w 3 mm 166.66 200.00

= 4 mm 0.00 200.00

5, 5 mm 0.00 200.00

E 2 mm 0.00 200.00

n . 3 mm 0.00 200.00

5 p) - 4 mm 0.00 200.00

Z 5 mm 0.00 200.00

ED 2 mm 0.00 200.00

. . 3 mm 0.00 200.00

2 “ 4 "CagrC o 0.00 200.00
= 5 mm 0.00 200.00
3 NRM - 2 mm 0.00 200.00
g + 4oc 3 mm 0.00 200.00
» 8 4 mm 0.00 200.00
-5 5 mm 0.00 200.00

< < 2 mm 0.00 200.00

g3 40 °C 3 mm 0.00 200.00

TS 4 mm 0.00 200.00

- 5 mm 0.00 200.00

:'ﬁ 2 mm 0.00 200.00

= . . 3 mm 0.66 200.00

g 4°CT40°C 4 mm 0.00 200.00

- 5 mm 100.00 200.00

o 2 mm 0.00 200.00

+ 4oc 3 mm 0.00 200.00

£ 4 mm 0.00 200.00

-5 5 mm 0.00 200.00

S < 2 mm 0.00 200.00

g3 40 °C 3 mm 0.00 200.00

TS 4 mm 0.00 200.00

- 5 mm 0.00 200.00

:'ﬁ 2 mm 0.00 200.00

= . . 3 mm 0.00 200.00

2 4°CT40°C 4 mm 0.00 200.00

= 5 mm 0.66 200.00

37




34. Kalluslarin Alt Kiiltiir interaksiyonlar
3.4.1. Alt kiiltiirde genotip interaksiyonu

Stoneville 453 ve Askabat 100 genotipleri ilk kallus olusumundan alt kiiltiire
aktarildiktan sonra da renklerini korumuslardir. Ancak kalluslar1 alt kiiltiire alim siireleri
geciktigi zaman kalluslarin kahverengimsi bir renk aldig1 ve ilerleyen zamanlarda koyu kahve
renge doniistiigli gozlenmistir. Kahverengiye donen kalluslar alt kiiltiire alindiktan sonra belli

araliklarla eski renklerine dondiikleri de gozlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Alt kiiltiire alim stireleri geciken kalluslarda olusan kahverengimsi yapilar

Cizelge 4.12 incelendiginde kallus sayis1 Askabat 100 genotipinde Stoneville 453
genotipine gore yiiksek oldugu bulunmustur. Hatipoglu ve ark.(1994), yaptiklar1 anter kiiltiiri
calismasinda rejenerasyon oranmnin genotiplere bagli olarak biiyiik Olglide degistigini
saptamiglardir. Boylece alt kiiltiir ortamima aldiktan sonra genotiplere gore olusan kallus

farkliliklar1 da daha 6nce yapilan bu ¢aligmay1 destekler niteliktedir.

Cizelge 4.12 Genotiplerin olusturduklar: alt kiiltiir asamasinda renk ve kallus sayis1 farki

Genotip Renk Kallus Sayisi(Adet)
Askabat 100 2.00 a 6.83 a
Stoneville 453 1.00 b 3.72b
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3.4.2. Alt kiiltiirde besi ortam interaksiyonu

Cizelge 4.13 ve 4.14 besi ortamu farklilig: alt kiiltiirlerde renk tizerine herhangi bir
etki yapmamaistir. Genotipler olusturduklar1 kallus renklerini muhafaza etmislerdir. MS ortami
her iki cesitte de kallus sayisinda 6nemli derecede bir artis oldugu gozlenmistir. NRM besi
ortami1 MS besi ortamina gore daha tuzlu; bilesim ve konsantrasyon olarak da farkh oldugu

icin pamukta anter kiiltiiriinde kallus olusumu tizerine pek etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.13 Askabat 100 genotipindeki alt kiiltiir besi ortami interaksiyonlari

Besi Ortanm Renk Kallus Sayis1 (Adet)
MS 1.50 10.02 a
NRM 1.50 0.53b

Cizelge 4.14 Stoneville 453 genotipindeki alt kiiltiir besi ortami interaksiyonlari

Besi Ortamm Renk Kallus Sayis1 (Adet)
MS 1.50 529 a
NRM 1.50 0.01 b

3.4.3. Alt kiiltiirde hormon konsantrasyonlar interaksiyonu

Cizelge 4.15 ve 4.16 incelendiginde her iki genotip igcinde MS ortamina eklenen
farkli hormon konsantrasyonlar1 kallus renginde bir degisiklige sebep olmamistir. Ancak
Img/l NAA + 0,5mg/l BA + 0,5 mg/l TDZ hormon konsantrasyonlar1 uygulamasi 1mg/l NAA
+ 0,Img/l Kinetin + 1mg/1 2,4-D, 1mg/l NAA + 0,2mg/1 Kinetin + 1mg/1 2,4-D, 0,5mg/l NAA
+ 0,5 mg/l BA + 0,5mg/l TDZ uygulamalarina gore daha fazla kallus olusturmustur. Memon
ve ark. (2010) tarafindan benzer hormon konsatrasyonlar1 ile yapilan ¢alismalarda 2,4-D ve
kinetin hormonlarinin farkli formda konsatrasyonlarmi kullanmalarina ragmen kallus elde
edememisleridir. Elde ettigimiz bulgu Memon ve ark. (2010) sonuglariyla paralellik

gostermektedir.

Askabat 100 genotipinde kallus sayis1 2.50 ile 6.83 arasinda degisirken en fazla
kallus sayis1 Img/l NAA + 0,5mg/l BA + 0,5 mg/l TDZ hormon konsatrasyonlarinin
uygulanmasi sonucunda elde edilmistir. Stoneville 453 genotipinde ise; kallus sayis1 1.74 —
4.58 arasinda degisirken en fazla kallus sayisin1 Askabat 100 genotipinde oldugu gibi 1mg/1
NAA + 0,5mg/l BA + 0,5 mg/l TDZ hormon konsantrasyonundan elde edilmistir.
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Cizelge 4.15 Askabat 100 genotipindeki alt kiiltlir hormon konsantrasyonlarinin
interaksiyonlar1

Hormon Konsantrasyonlart | Renk Kallus Sayis1 (Adet)
1 mg/l NAA + 0,1 mg/I 1.50 2.50b

Kinetin + 1 mg/12,4-D

I mg/l NAA + 0,2 mg/l 1.50 5.08a

Kinetin + 1 mg/12,4-D

1 mg/l NAA + 0,5 mg/l BA+ | 1.50 6.83 a

0,5 mg/l TDZ

0,5 mg/I NAA + 0,5 mg/l BA | 1.50 6.69 a

+ 0,5 mg/l TDZ

Cizelge 4.16 Stoneville 453 genotipindeki alt kiiltlir hormon konsantrasyonlarinin
interaksiyonlar1

Hormon Konsantrasyonlart | Renk Kallus Sayis1 (Adet)
1 mg/l NAA + 0,1 mg/I 1.50 1.74 b

Kinetin + 1 mg/12,4-D

1 mg/l NAA + 0,2 mg/l 1.50 325a

Kinetin + 1mg/12,4-D

1 mg/l NAA + 0,5 mg/l BA+ | 1.50 4.58 a

0,5 mg/l TDZ

0,5 mg/I NAA + 0,5 mg/l BA | 1.50 423 a

+ 0,5 mg/l TDZ

3.4.4. Alt kiiltiirde tarak boylarinin interaksiyonu

Cizelge 4.17 ve 4.18’de goriildiigii lizere farkli mm boylardan alinarak uygulanan
taraklarin kallus rengine bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Askabat 100 ve Stoneville 453
genotiplerinde en fazla kallus sayis1 dnemli derecede 3 mm’lik tarak boylarindan elde
edilmistir. Bu ylizden tarak biiylikliigiiniin 2 mm, 3 mm, 4 mm’den alinmas1 gerekmektedir.

En iyi sonug i¢in ise 3 mm’lik boyundaki taraklarin kullanilmasi gerektigi sdylenebilir.

Cizelge 4.17 Askabat 100 genotipindeki alt kiiltiir tarak boyu interaksiyonlar1

Tarak Boyu Renk Kallus Sayis1 (Adet)
2 mm 1.50 333b

3 mm 1.50 12.73 a

4 mm 1.50 4.19b

5 mm 1.50 0.85c¢
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Cizelge 4.18 Stoneville 453 genotipindeki alt kiiltiir tarak boyu interaksiyonlari

Tarak Boyu Renk Kallus Sayis1 (Adet)
2 mm 1.50 2.47b
3 mm 1.50 6.83 a
4 mm 1.50 3.12b
5 mm 1.50 0.01 ¢

3.4.5. Alt kiiltiirde interaksiyonlarin kallus sayisina etkisi

Cizelge 4.19°da alt kiiltiir i¢cin yapilan analiz sonucunda tekerriirler arasindaki fark
onemsiz ¢ikarken, genotip, besi ortami hormon konsantrasyonu, tarak boyu ve interaksiyonlar

arasindaki fark istatistiki olarak ¢ok 6nemli (P < 0.01) bulunmustur.

Cizelge 4.20’de Askabat 100 genotipinde MS besi ortaminda 1mg/l NAA + 0.1mg/I
Kinetin + 1mg/1 2,4-D, 1mg/l NAA + 0.2mg/1 Kinetin + 1mg/1 2,4-D, 1 mg/l NAA + 0.5 mg/I
BA + 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l TDZ hormon
konsantrasyonlarinda 3 mm tarak boyunda en yliksek kallus sayisinin elde edildigi sonucuna
varilmigtir. Agskabat 100 genotipinde NRM besi ortaminda 1mg/l NAA + 0.1mg/1 Kinetin +
Img/l 2,4-D hormon konsantrasyonu 2 mm, 1mg/l NAA + 0.2mg/l Kinetin + 1mg/l 2,4-D
hormon konsantrasyonunun ise 3 mm tarak boyunda en fazla kallus olusturdugu sonucuna
vartlmigtir. 1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA +
0.5 mg/l TDZ hormon konsantrasyonlarmin ise Askabat 100 genotipi, MS besi ortaminda
kallus olusumuna yanit vermedigi sonucuna varilmistir. Stoneville 453 genotipinde MS besi
ortamma bakacak olursak; 1mg/l NAA + 0.1mg/l Kinetin + 1mg/l 2,4-D hormon
konsantrasyonunun 4 mm, 1mg/l NAA + 0.2mg/l Kinetin + 1mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l NAA +
0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l TDZ hormon konsantrasyonunun 3 mm, 1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA
+ 0.5 mg/l TDZ hormon konsantrasyonunun 2 mm tarak boyunda en fazla kallus olusturdugu
goriilmektedir. Stoneville 453 genotipinin NRM besi ortamina baktigimizda ise; 1mg/l NAA
+ 0.1mg/1 Kinetin + 1mg/I 2,4-D hormon konsantrasyonu 2 mm tarak boyunda en fazla kallus
sayisini olustururken, Img/l NAA + 0.2mg/l Kinetin + 1mg/1 2,4-D, 1 mg/l NAA + 0.5 mg/l
BA + 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l TDZ 3 mm tarak boyunda en

fazla kallus sayisin1 olusturmustur.
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Cizelge 4.19 Uygulanan interaksiyonlarin alt kiiltiirde kallus sayisina

Kaynak Serbestlik Kareler Karelerin F Degeri
Derecesi toplanm Ortalamasi
Tekerriir 2 10.51 5.25 0.16
Genotip 1 465.63 465.63 14.59**
BS 1 4322.50 4322.50 135.45%*
HK 3 583.72 194.57 6.10%*
TB 3 3842.93 1280.97 40.14**
Genotip*BS 1 471.88 471.88 14.79**
Genotip*HK 3 819.30 273.10 8.56%*
Genotip*TB 3 876.93 29231 9.16%*
BS*HK 3 965.18 321.72 10.08**
BS*TB 3 3346.30 1115.43 34.95%*
HK*TB 9 1423.46 158.16 4.96**
Genotip*BS*HK 3 920.89 306.96 9.62%*
Genotip*BS*TB 3 974.26 324.75 10.18**
Genotip*HK*TB 9 1606.54 178.50 5.50%*
BS*HK*TB 9 1435.42 159.49 5.00%*
Genotip*BS*HK*TB 9 1726.04 191.78 6.01%*
Hata 126 4020.82 31.91
Genel 191 27812.36
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Cizelge 4.20 Uygulanan interaksiyonlarin alt kiiltiirde kallus sayis1 ve renk lizerine etkisi
etkisi ( BS; Besi ortami, HK; Hormon konsantrasyonu, TB; Tarak boyu, KS; Kallus sayisi, *;
P <0.05, **; P <0.01)

Genotip BS HK TB KS Renk
2 mm 30.00 100.00

Img/l NAA + 0.1mg/l 3 mm 90.00 100.00

Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 36.66 100.00

5 mm 0.66 100.00

2 mm 36.66 100.00

Img/l NAA + 0.2mg/l 3 mm 190.00 100.00

Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 113.33 100.00

” 5 mm 13.33 100.00

= 2 mm 4333 100.00

1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA 3 mm 743.33 100.00

+ 0.5 mg/l TDZ 4 mm 126.66 100.00

5 mm 30.00 100.00

2 mm 103.33 100.00

0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l 3 mm 376.66 100.00

S BA + 0.5 mg/l TDZ 4 mm 136.66 100.00
= 5 mm 26.66 100.00
K 2 mm 43.33 100.00
< Img/l NAA +0.1mg/l 3 mm 20.00 100.00
Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 0.33 100.00

5 mm 0.00 100.00

2 mm 0.33 100.00

Img/l NAA + 0.2mg/l 3 mm 13.33 100.00

Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 0.00 100.00

5 5 mm 0.00 100.00

= 2 mm 0.00 100.00

1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA 3 mm 0.00 100.00

+0.5 mg/l TDZ 4 mm 0.00 100.00

5 mm 0.00 100.00

2 mm 0.00 100.00

0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l 3 mm 0.00 100.00

BA + 0.5 mg/l TDZ 4 mm 0.00 100.00

5 mm 0.00 100.00
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Cizelge 4.20.’nin devami

Genotip BS HK TB KS Renk
2 mm 0.00 200.00

1mg/l NAA + 0.1mg/I 3 mm 40.00 200.00

Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 56.66 200.00

5 mm 26.66 200.00

2 mm 153.33 200.00

Img/l NAA +0.2mg/l 3 mm 193.33 200.00

Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 66.66 200.00

” 5 mm 20.00 200.00

= 2 mm 63.33 200.00

1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA 3 mm 60.00 200.00

+ 0.5 mg/l TDZ 4 mm 0.66 200.00

5 mm 0.66 200.00

2 mm 20.00 200.00

0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l 3 mm 260.00 200.00

5 BA + 0.5 mg/l TDZ 4 mm 123.33 200.00
K> 5 mm 0.66 200.00
3 2 mm 36.66 200.00
Z 1mg/l NAA + 0.1mg/I 3 mm 10.00 200.00
Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 0.00 200.00

5 mm 0.00 200.00

2 mm 0.00 200.00

1mg/l NAA + 0.2mg/I 3 mm 10.00 200.00

Kinetin + 1mg/l 2,4-D 4 mm 0.00 200.00

5 5 mm 0.00 200.00

z 2 mm 0.00 200.00

1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA 3 mm 13.33 200.00

+ 0.5 mg/l TDZ 4 mm 0.00 200.00

5 mm 0.00 200.00

2 mm 0.00 200.00

0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l 3 mm 16.66 200.00

BA + 0.5 mg/l TDZ 4 mm 0.00 200.00

5 mm 0.00 200.00
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4. SONUC VE ONERILER

Elde dilen verilere bakildiginda kallus olusumlarinin genotipe, besi ortamina, tarak
boyuna, uygulanan sok ozelligine gore onemli derecede farklilik gdsterdigi goriilmiistiir.
Yapilan varyans analizinde % 99 giiven sinirlar1 i¢inde elde edilen bulgular, genotip*besi
ortami*hormon konsantrasyonu*sok uygulamasi*tarak boyu interaksiyonlarinda kullanilan

parametrik ifadelerin kallus olusumunun etkisinde farklilik gosterdigi sonucuna varilmstir.

Sonuglar kontrol grubuyla karsilastirildiginda c¢ekirdek boliinmesi gerceklesmeden
alman Askabat 100 genotipinde 2 mm ve 3 mm tarak boylarindan yapilan ekimde en 1yi kallus
gelisimin gozlendigi ve alt kiiltlir asamasinda ise en iyi kallus olusumunun devamini saglayan

2 mm boyundaki tarak oldugu sonucuna varilmistir.

Besi ortaminda ise daha 6nce anter kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan MS besi ortami
NRM besi ortamina gore ¢ok fazla basar1 gosterdigi goriilmiistiir. Calismamiz haploid bitki
iretimin temelini olusturdugu i¢in kullanilan genotipler ayni tiire ait oldugu zaman besi
ortamlarinin, hormon konsantrasyonlarinin, sok uygulamalarinin ve en 6nemlisi olan tarak

boylarinin haploid bitki tiretimi ag¢isindan etkili olacag: diisiintilmektedir.
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