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Bu ¢alismada farkli pamuk ¢esitlerinin farkli eksplantlarindan organogenesis ve somatik
embriyogenesis yoluyla bitki elde edilmesinde farkl: besi ortamlarinin etkisi aragtinlmistir. Anter
killtiirii ¢alismalarinda, Gossypium hirsutum L. tlirinden Cukurova 1518, Coker 312, Nazilli 84,
Ersan 92, Maras 92, Adana 98 ve Sayar 314 pamuk cesitlerinin anterleri; organogenesis
¢alismalarinda, Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk ¢esitlerinin 2 ve 5 haftalik in vitro
fidelerinden elde edilen stirgiin ucu ve kotiledon nodlari, somatik embriyogenesis ¢aligmalarinda,
Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk ¢esitlerinin 5-7 glinlik in vitro fidelerinden elde
edilen hipokotilleri ve 14, 21 ve 28 giinlitk olgunlagsmamis zigotik embriyolar1 kullaniimigtir.

Anter kiiltiiriinde, Coker 312 diginda kullamlan gesitlerde, genotiplere ve besi ortamlarina
gbre degisen oranlarda kallus elde edilmis, kallus olusumu agisindan en yiiksek degerler, 0.1
mg1 kinetin ve 0.1 mg/l 2.4-D veya 0.1 mg/l kinetin ve 0.5 mg/l 2.4-D igeren MS besi
ortamlarinda kiiltlire alinan Adana 98 ve Ersan 92 c¢esitlerinde salanmis, ancak farkh
rejenerasyon ortamlarina aktarilan kalluslardan bitki elde edilememigtir.

Organogenesis ¢aligmalarinda, kullanilan gesitlerde, en uygun eksplantin stirglin ucu
oldugu; eksplant reaksiyon tepkisinin besi ortamlarina gdre degistigi; Cukurova 1518 ve Ergan
92 pamuk gesitlerinden 2 mg/l kinetin ve 2 mg/l BAP igeren MSB (B5 ortarmu vitaminlerini
ieren MS ortami) besi ortaminda diger uygulamalara gbre en yilksek siirgiin sayilarinin elde
edildigi; ancak biiylme diizenleyicisi icermeyen MSB besi ortaminda kiiltlire alinan
eksplantlardan ¢ojalma katsayisi distik olmakla birlikte saghkli ve kisa stirede kdklenen
stirglinlerin elde edildigi gdzlenmistir.

Somatik embriyogenesis ¢alismalarinda ise; 0.1 mg/l kinetin ve 2 mg/l NAA igeren MSB
besi ortaminda elde edilen embriyogenik kallusun biiylime diizenleyicisi igermeyen sivi besi
ortaminda kiiltire alinmasiyla Cukurova 1518 ¢esidinin hipokotillerinden ve Coker 312 gesidinin
hipokotil ve 28 giinlitk embriyolarindan somatik embriyolar elde edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Gossypium hirsutum L., anter kiiltlir, organogenesis, somatik
embriyogenesis
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This study was conducted to determine the effects of different media on plant
regeneration from various explants of different cotton varieties through organogenesis and
somatic embriyogenesis. Anthers of Cukurova 1518, Coker 312, Nazilli 84, Ersan 92, Marag
92, Adana 98 and Sayar 314 cotton varieties were used for anther culture. As the source of
explant for organogenesis, shoot tips and cotyledon nodes excised from 2 or 5 weeks old in
vitro plants of Cukurova 1518, Coker 312 and Ersan 92 varieties were used. For the somatic
embryogenesis part of the study, hypocotyl explants excised from 7 days old ir vitro plants
and 14, 21 and 28 days old immature zygotic embryos were used.

Different callus induction rates from the anthers were obtained depending on the
genotypes and media. The highest callus induction rates were obtained from the anthers of
Adana 98 and Ergan 92 cotton varieties on MS medium with 0.1 mg/l kinetin and 0.1 mg/1
2.4D or 0.1mg/1 kinetin and 0.5 mg/l1 2.4-D whereas plant regeneration was not obtained
from the calli transferred to different regeneration media.

For the organogenesis study, it was determined that the highest number of shoots per
explant were obtained from shoot tips of Cukurova 1518 and Ergan 92 cultured on MSB (MS
medium with vitamins of B5 medium) with 2 mg/l kinetin and 2 mg/l BAP. It was found
that the healthy plantlets with vigorous root system were obtained from the explants
cultured hormone free MSB medium in spite of the the lower number of shoots.

In the somatic embryogenesis part of the study, embryogenic calli were obtained on
MSB medium with 0.1 mg/l kinetin and 2 mg/l NAA, and somatic embryos were obtained
from embryogenic calli cultured on hormone free liquid MSB medium.

Key Words: Gossypium hirsutum L., anther culture, organogenesis, somatic embryogenesis
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TESEKKUR

Bana bu ¢aligma konusunda tez yapma olanag1 veren ve galigma sirasinda her
asamada bilgi, deneyim ve onerileri ile hep yammda hissettigim, yakin ilgisi, destegi
ve Ozverisi ile degerli yardimlarini gérdiitim saymn hocam Prof. Dr. Riistii
HATIPOGLU’na tesekkiir ederim. Ayrica, tez ¢aligmasinin yiiriitiilmesi sirasinda
boliim olanaklarindan yararlanmami saglayan saymn Hocam Prof. Dr. Ibrahim
GENC’e tesekkiir etmeyi borg bilirim. Calismanin yliriitlilmesi sirasinda maddi ve
manevi yardimlarini esirgemeyen Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitlisi
Miidiirliigii idarecilerine, ¢aligma arkadaslarima ve Tarla Bitkileri Boliim personeline
tesekkiir ederim. Aym1 zamanda laboratuvar ¢aligmalarimn yiiriitilmesi sirasinda
yardimlarim esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Nafiz CELIKTAS’a, Ar. Gor. Sevda
ALTINTAS’a, Ar. Gor. fbrahim ATIS’a, Cukurova Tarimsal Aragtirma Enstitiisti
Pamuk Subesi ¢alisma arkadaglarim Ayten DOLANCAY, Hacer KAYA ve Dr. Petek
TOKLU’ya tesekkiir ediyorum.

Ayn1 zamanda smif Ogretmenligi yaptifim donemde, ¢ok istedifim ama
yapmay1 hayal bile edemedigim bu ¢aligmaya baglamak i¢in beni cesaretlendiren ve
her dﬁneminde degerli yardimlariyla yammda oldugunu hissettigim Yrd. Dog. Dr.
Yildiz AKA KACAR’a yiirekten tesekkiir ediyor, ¢alismam sirasindaki teknik
yardimlarinin yamnda dostluguyla glic veren Yrd. Dog¢. Dr. Yesim YALCIN
MEND{’ye stikranlarimi sunuyorum.

Bu uzun siireli ¢aligma boyunca tiim sorumluluklarimi paylagarak hep yanimda
~ olan, sevgi, hoggorii, 6zveri ve sabirla bana yardimci olan gok 6zel iki kisiye, sevgili
ablam Nedime’ye ve degerli annem Ayten KARADAG’a derin siikranlarimi
sunuyorum. Aym zamanda g¢alismam sirasinda tegvikleriyle bana gii¢ veren
AKTARAN ailesine, anlayis ve destegini benden esirgemeyen esim Serdar’a ve
benimle yagam: daha gok paylagmay: sabirla bekleyen ve beklerken biiyliyen sevgili
oflum Ahmet Can’a ylirekten tesekkiir ediyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

BAP
Kin
2ip
24-D
GA3
IAA
IBA
NAA
PBA
TDZ
Zea, ZT

EDTA

M
MS
BS

MSB

6-benzil aminopurin

Kinetin

Izopentil adenin

2,4- diklorofenoksiasetik asit

Gibberellik asit

Indol-3-asetik asit

Indol-3-biitiirik asit

Naftalen asetik asit
N-Benzyl-9(2-tetra-hydropyranyl)adenine
Thidiazuron

Zeatin

Ethilendiamintetra asetik asit

Miligram /litre

Molar

Mikromol

Murashige ve Skoog (1962)

Gamborg ve ark. (1968)

MS vitaminleri yerine B5 vitaminleri igeren
Murashige ve Skoog (1962) besi ortami
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1. GIRIS Saire R. TURKOGLU

1. GIRIS

654 bin ha ekim alam, 880 bin ton firetimi ve 1345 kg/ha verimi (Oztidogru,
2002) ile Diinya’min en Onemli pamuk {retici {ilkelerinden biri olan {ilkemiz,
1924’lerden baglayarak siirdiiriilen pamuk 1slah galigmalar1 ve gelistirilen {iretim
tekniklerinin {ireticilere basarilt sekilde aktarlmasi sayesinde lif pamuk verimi
bakimindan da Onemli pamuk yetistiricisi {ilkeler arasinda ilk siralarda yer
almaktadir,

Diinya’da uzun yillardir uygulanmakta olan islah g¢aligmalan ile verim,
erkencilik, bitki tipi, hastaliklara, firinaya dayaniklilik ve lif kalitesi agisindan
istenilen 6zelliklere sahip pek ¢ok pamuk ¢esidi elde edilmistir. Ancak, glinlimiizde
de yaygin olarak kullanilmakta olan klasik 1slah yontemleri; yogun isglicli ve uzun
bir zamana gereksinim duyan yontemlerdir. Buna kargilik, insan niifusundaki izl
artig ve tiiketici talebindeki degisime uygun olarak pamuk tiretiminin miktar ve kalite
acisindan artirilmas1 gerekmektedir. Diger taraftan, bugtine kadar pamuk verim ve
kalitesinin artirilmasina biiyiik katkilar saglayan tarim tekniklerinin (gilibreleme,
sulama, yabanci ot ve zararlilarin kontrolii vb.), 6zellikle bilingsiz bir sekilde
kullanildiklarinda, g¢evreyi olumsuz yoénde etkiledigi ve dogal dengeyi bozdugu
ortaya ¢tkmugtir. DiZer kiiltlir bitkilerinin 1slahinda oldugu gibi, pamuk 1slahinda
karsilasilan en ©Onemli sorunlardan birisi de; islahta kullanilan pamuk gen
kaynaklarindaki varyasyonun her gegen giin azalmasidir.

Bitki fizyolojisi, bitki biyokimyas: ve molekiiler genetik alaninda 20. yiizyilin
ikinci yanisindan itibaren saglanan hizli gelismeler, insanoglunun bitkisel {iretimde
verim ve kaliteyi artirma y6niindeki ¢alismalarinda karsilasilan yukarida bahsedilen
sorunlarin ¢6ziimiine yardime: olabilecek yeni ydntemlerin gelistirilmesine olanak
saglamigtir. Baglangigta daha ¢ok model bazi bitkilerde uygulanabilen ve
biyoteknolojik yontemler adi verilen bu yontemler, son 25-30 yil igerisinde
ekonomik dneme sahip kiltiir bitkilerinde de uygulanmaya baglanmus ve 8-10 yildir
basarih 6rnekleri uygulamaya aktariimugtir.

Bitkilerde bilinen klasik 1slah yontemleriyle ¢ozillemeyen veya ¢oziimii giig

olan problemlere ¢6ziim getirerek, daha ekonomik, kalite ve kantite yoniinden daha
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yliksek bitkisel {iretimin gergeklestirilmesine yardimci olmak amaciyla uygulanan
Bitki Biyoteknolojisi; bitki organ, doku ve hiicrelerinin steril suni besi ortamlarinda
kulttir edilme ve genetik olarak deZistirilme tekniklerinden olusan bir teknikler
biitiiniidiir (Hatipoglu, 2002). Bilinen bitkisel tiretim ve bitki islahi ydntemlerini
biitlinleyici nitelikte olan biyoteknolojik yontemler; In vitro Kiiltiir Teknikleri ve
Genetik Manipulasyon Teknikleri (Genetik Mithendisligi) olarak iki grup altinda
toplanabilmektedir. Bu iki gruptaki teknikler, birbirinden bagimsiz degildir.
Ozellikle ikinci gruptaki teknikler, birinci gruptaki tekniklere bityitk bagimlilik
gostermektedir. Nitekim gen mithendisliginde kullanilan hiicre ve protoplastlar, in
vitro kiiltlir teknikleri yardimiyla elde edilmekte ve gen aktarilmus hiicre veya
protoplastlardan yine in vitro kiiltir teknikleri ile bitki rejenerasyonu
gergeklestirilmektedir.

Cok yaygin olmamakla birlikte, in vitro kiiltiir teknikleri, pamuga iliskin bazi
sorunlarin ¢dztimil igin kullamlmaktadir. Kiiltlirli yapilan pamuk ¢esitleri yabanci
tozlanma ve girgirlama sirasinda mekanik tohum karigimi nedeniyle hizli sekilde
dejenere olmaktadir. Bu nedenle, cesitlerin genetik safiyetinin ve ozellikle gen
kaynag koleksiyonlarmmin stirdiirtilmesi ¢ok giictiir. Klonal ¢ogaltma genotiplerin
safiyetini korumak i¢in yardime: olmakla birlikte, pamukta vejetatif tiretim yoluyla
konvensiyonel ¢ogaltma metotlan yeterince izl ve giivenilir degildir ve in vitro
¢ogaltma metotlart mikrogogaltma igin uygulanabilmektedir (Bajaj ve Gill, 1992).
Pamukta, slirgilin uglari, meristemler, geng ovuller ve embriyolarin in virro kiiltiirli
yoluyla bitkiler {iretilmektedir. Stirglin ucu / meristem kiiltiirii, en yaygin olarak
kullanilan in vitro ¢ogaltma metotlarindan birisidir. Béyle bitkiler bazi patolojik
¢aligmalar ve genotip ¢evre interaksiyonu ¢aligmalari, tohum elde edilemeyen yabani
tlirlerin gen kaynag: koleksiyonlar, tiirleraras: melezlerin g¢ogaltilmas: (Bajaj ve Gill,
1992) ve bazi genetik mithendisligi ¢aligmalar1 (Momtaz, 1998; Mc Naughton ve
Rey, 1998; Djatev ve ark., 1998; Morre ve ark., 1998) i¢in kullanilabilmektedir. Son
yillarda somatik embriyogenesisin genotipe bagimhilifinin Gstesinden gelmek igin,
tiim bitkilerin organogenesis ile rejenere edilebildigi bir yontem olan siirgiin uglarinin
rejenerasyonu ve transformasyonunu optimize etmeye ydnelik pek ¢ok g¢aligma

yapilmaktadir (Thea ve ark., 2000). Geng ovul ve embriyolarin kiiltiirli, normal
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kogullarda elde edilmesi zor veya olanaksiz olan tiirlerarasi melezlerin tiretimi i¢in
imitvar bir teknik olarak goriiliirken, embriyo kiiltlirli, aym zamanda yasama sansi
diigiik embriyolar veya uzun dormansiye sahip tohumlara sahip pamuk tiirlerinin
iretimi i¢in de kullanilmaktadir (Bajaj ve Gill, 1992). Kallus/siispansiyon
kiiltiirlerinden somatik embriyogenesis yoluyla mikrogogaltma (Trolinder ve Goodin,
1988a ; Trolinder ve Goodin, 1988b; Gawel ve Robacker, 1990; Carvalho ve ark.,
1992; Zhang ve ark., 1998 b) en hizhi ¢ogaltma ybntemlerinden birisi olmakla
birlikte, Gossypium hirsutum’un gok az sayidaki genotipi ile sinirlidir (Bajaj ve Gill,
1992; Trolinder, 1995). Pamukta; anter kiiltliri (Zhang ve ark., 1998 a) ve protoplast
kiiltiirlerinin hala gelismeye gereksinimi vardir (Bajaj ve Gill, 1992).

Tarimsal {iretimin artir1lmasinda modern biyoteknolojik yéntemler arasinda en
fazla ilgi ¢ekeni, gen aktarma teknikleridir. 1970'i yillarda baglayan gen teknolojisi,
herhangi bir organizmadan izole edilen genlerin herhangi bir taksonomik sinirlama
olmaksizin bir organizmadan diger bir organizmaya aktarilmasina olanak
saglamaktadir (Hatipoglu, 2002). Pamukta gen aktarimi g¢ogunlukla Agrobacterium
yontemi kullanilarak, somatik embriyogenesis yoluyla ve 6zellikle son yillarda
slirglin uglari/ meristemlere gen transferini saglayan partikiil tabancasi (biyolistik)
ydntemi ile yapilmaktadir (Trolinder, 1995). Ancak bu ydntemlerin, 6zellikle daha
etkin oldugu bilinen Agrobacterium yonteminin uygulanabilmesi icin in vitro
kiiltirde ¢ok zor tepki veren pamuk bitkisinin rejenerasyonu en énemli sorunlardan
birisidir ve ne yazik ki Gossypium hirsutum’un ¢ok az sayidaki genotipinde somatik
embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu gergeklestirilebilmektedir (Bajaj ve Gill,
1992). Agrobacterium ile gen aktarmada, rejenerasyon yetenegi yilksek olan Coker
pamuk cesitleri kullanilmaktadir. Bu amac;la.istenilen genler, 6nce Coker 312’ ye
transfer edilmekte ve daha sonra bu genler istenilen gesitlere geri melezlemeler
yoluyla aktarilmaktadir (Trolinder, 1995).

1985 yilina kadar, molekiiler biyoloji tekniklerini kullanarak gen aktarmak
amactyla in vitro kosullarda kiiltiire alinan pamuk bitkisi, yeterince yiiksek etkinlikte
rejenere edilememis ve pamukta gen mithendisligi ilk kez 1987 yilinda uygulanmigtir
(Trolinder, 1995). Diinya’da transgenik pamuk yetistiren ilk {ilke olan ABD'de tiim

diizenleyici formaliteler 1995 yii sonunda tamamlanmis; Bacillus thuringiensis
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bakterisinden izole edilen endotoksin geninin aktarilmasiyla Lepidoptera
familyasinda bazi bceklere karst dayanikli hale getirilen pamuk cesitleri ( Bt’li
cesitler) ve total herbisitlere dayaniklilik kazandirlan pamuk gesitleri 1996-1997
sezonunda ilk kez ticari boyutlu olarak yetistirilmeye baslanmistir. Ayrica, son
yillarda transgenik pamuk cesitleri, Avustralya, Cin, Meksika ve Hindistan’da da
yetistirilmeye baglanmigtir (James, 2003). Diinya’da transgenik pamuk alami 1996
yilinda 0.8 milyon ha iken 2003°de 7.2 milyon hektara yiikselmistir (James, 2003).
Bugiin insektisitlerle kontrolii ¢ok gii¢ olan Lepidopterlere (6zellikle koza kurtlarina)
karst dayamkli Bt’li pamuk ve herbisitlere toleranshi ve her iki 6zelligi tanimlayan
genleri birlikte tagiyan transgenik pamuk gegitleri yaygin olarak kullamlmaktadir.
Gen aktarma ¢aligmalar: stirmekte olan yaprak kivirciklik viriisline karg1 dayanikli
pamuk, dogal renkli pamuk, polyester-tipi kaliteye sahip pamuk, gossypolsiiz
tohumlu pamuk, yanmaya dayanikhh ve kirigmayan lif kalitesine sahip pamuk,
gelecekte ticari tiretimi yapilacak transgenik pamuk cesitleri arasinda olabilecektir
(ICAC, 1997).

ABD ve Avustralya digindaki iilkeler i¢in kendi transgenik pamuk cesitlerini
geligtirmenin ¢ok uzun zaman alacafi; bu iilkelerin iki segene@inin bulundugu
belirtilmektedir: (1) Birkag yil yogun bi¢cimde calisarak kendi transgenik ¢esitlerini
geligtirmek veya (2) Teknoloji bedelini 8deyip mevcut transgenik cesitleri hemen
yetistirmeye baglamak. Baz: {ilkeler kendi spesifik yetisme kosullari nedeniyle diger
lilkelerden gelen ¢egitleri tercih etmemekte; uzun slire ve yogun isgiicli
gerektirmesine ragmen kendi programlarim gelistirmeye g¢aligmaktadirlar. Arjantin,
Bolivya, Cin, Kolombia, Yunanistan, Meksika, Paraguay, Gtliney Afrika ve
Zimbabwe gibi tilkeler kendi transgenik cesitlerini gelistirmek amaciyla gen aktarma
¢aligmalari stirdlirmektedirler ICAC, 1997).

Ulkemizde bitki biyoteknolojisi aragtirmalar ve uygulamalari heniiz baslangig
agamasinda olmakla birlikte, gelecekte lilkemiz agisindan biiyiik ekonomik Sneme
sahip olan pamugun, biyogiivenlik kosullar1 da dikkate alinarak hastalik ve
zararlilara dayamkhilik, herbisitlere tolerans ve &zellikle 1if kalitesinin
iyilestirilmesine yo6nelik genetik transformasyon programlariin gelistirilmesi
beklenmektedir.
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Bu calismada; pamuk bitkisinde biyoteknolojik tekniklerin uygulanmasina bir
alt yapt olusturulmasina yardime1 olmak iizere, tilkemizde yaygin olarak yetistirilen
bazi pamuk ¢esitlerimizin rejenerasyon caligmalarinda yaygmn olarak kullamilan
Coker 312 pamuk gesidi ile de kiyaslanarak, in vitro kiiltiirde rejenerasyon
yeteneklerinin  belirlenmesi ve  rejenerasyon  protokoliiniin  gelistirilmesi

amagclanmigtir.
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2. ONCEKi CALISMALAR

Bu g¢aligmada; 1) anter kiiltlirti teknigi ile haploid pamuk bitkilerinin elde
edilmesi, 2) farkli eksplantlardan organogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu ve 3)
farkli eksplantlardan somatik embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu olmak
iizere Ui¢ farkli konuda ¢aligilmigtir. Asagida, her ¢aligma konusu ile ilgili literatiir
bzetleri ayr1 bSliimler halinde verilmistir.

2.1. Anter Kiiltiirii

Baluch (1979), Gossypium Tirleri Uzerinde strdiirdligit anter kiiltiirl
¢alismasinda; G. hirsutum L.ve G. arboreum L. x G .anomalum L.ve G. arboreum
Lx G. hirsutum L. melezlerinin ge¢ mayoz sathasindan tetrad safhasina kadar
degisen gelisme dénemlerinde mikrosporlar igeren anterlerini, karbon kaynag: olarak
sakkaroz ve bilylime diizenleyicisi olarak ise 5 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin eklenmis
olan Gresshof ve Doy (1972) besi ortaminda, 25+1°C sicaklik kosullarinda kiiltiire
almistir. Kiiltlire alindiktan {i¢ hafta sonra anterlerin digina dogru ¢ikan beyazimsi
kallus olusumunu gézlemis ve bu kallusun, mikrospor orijinli gibi gériindiigiinti
bildirmistir. Caligmada kiiltlire alinan G. hirsutum tirii ve G. arboreum Lx G.
anomalum L. ve G. arboreum L. x G . hirsutum L.melezlerinin anterlerinden kallus
olusumu elde edilirken, G .herbaceum L. ve G. arboreum L. tlirlerinin anterlerinden
kallus elde edilememistir.

Turaev ve Shamina (1985), pamukta anter kiiltirli icin besi ortarm
kompozisyonunu optimize etmek amaciyla yiiriittiikleri calismada, farkli iig pamuk
(Gossypium hirsutum L.) hatt'min tek g¢ekirdekli ddnemde mikrosporlar iceren
anterlerini iki farkli konsantrasyonda (0.1 mg/l ve 2 mg/l) kinetin ve 2,4-D ve iki
farkli konsantrasyonda (% 1 ve % 5) glukoz igeren agar ile katilastinlmig Nitsch
ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Arastiricilar, kinetinin kallus olusumu igin mutlaka
gerekli olmadifini; ancak diger faktorlerle kombinasyon halinde iken pozitif etkiler
ortaya gikardigint; 2.4-D’nin, tiim incelenen hatlarda kallus indiiksiyonunu sinirlayan

bir faktdr oldugunu ve 2 mg/l konsantrasyonunda kallus inditksiyonunda pozitif bir
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etkiye sahip oldugunu; glukozun %3’li gegmemek lizere gerekli oldugunu ve %5-10
glukozda, tiim hatlarda, kallus olusumunun inhibe oldugunu saptamislardir. Ayrica,
incelenen hatlar arasinda androgenesis yoniinden dikkate deger genotipik farkliltk
bulundugunu bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (1996) tarafindan yabani pamuk tiirli Gossypium
klotzschianum Anderss’te yiriitiilen anter kiiltiiri arastirmalarinda, tek gekirdekli
mikrosporlar igeren anterleri tagiyan taraklara yiizey sterilizasyonu (1 dk % 70°lik
alkol, 7-10 dk %0.1’lik HgCl, 3 kez steril destile su ile yikama) uygulanmig ve
anterler farkli besi ortamlan igeren kaplarda kallus indiiksiyonu i¢in karanlikta
kiiltlire alinmustir. Kallus olusumu, 30 giinliik kiiltiir stiresinin sonunda g6riilmiigtiir.
1 ve 3 mg/l zeatin igeren besi ortaminda anterlerde kallus olugumu ortaya ¢ikmamas,
7 mg/l zeatin igeren ortamda ise olusan kallus yavas biiylimii ve daha sonra
kahverengi bir renk alarak Olmiigtiir. Anterlerden kallus indiiksiyon ve kallus
ortami oldugu ve bu ortamda kallus indiiksiyon oraninin % 2.45 olarak saptandig:
bildirilmigtir. Yiksek konsantrasyonlu bliylime diizenleyicilerinin  mikrospor
boliinmesi ve kallus iiretimi igin avantajli oldugu, kallusun yagsama sansi ve
¢ogalmasinin biiylime diizenleyicisi gesidi ve konsantrasyonlarindan etkilendigi ve
kiiltiir siiresinin uzamasinn kallus indiiksiyon oranini artirdifs sonucuna varilmustir.
Anterlerin kiiltlire alinmasindan 50 giin sonra; gri veya kahverengi renkli, gevsek
yapili, yavas gelisen ve yasama sanst diisiik olan kallus ve grimsi sar renkli, biraz
daha geg¢ ortaya ¢ikan, ancak birincisinden daha hizli gelisen ve yliksek yasama
sansina sahip olan kallus olmak tizere iki farkli kallus tipi ayirt edilmigtir. ikinei tip
kallusun embriyogenik oldugu ve uygun besi ortammnda embriyo tiretebildigi
bildirilmigtir. Uretilen embriyolar, MS inorganik maddeleri + B5 vitaminleri + 0.1
mg/l zeatin+0.1 mg/l IAA igeren ortamda kisa siire i¢inde bitkiye doniismiislerdir.
Rejenerantlarin kromozom sayisi ile ilgili analiz, bu rejeneratif bitkilerin bazilarinin
haploid bitkiler oldugunu gdstermistir. Ince, zayif yapih olan bu bitkiler kisa siirede
dlmiigtiir.

Mavromatis ve ark. (1998), G. hirsutum L.ve G. barbadense L. tiirlerinin
cesitleri ve bunlarin F1 melezleri ile siirdlirdiikleri aragtirmada, tek g¢ekirdekli
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dénemdeki mikrosporlari igeren anterleri modifiye edilmig iki besi ortaminin [(B5 +
0.1mg/1 2.4-D + Img/l kinetint+ 0.5mg/l GA3 ve MS + 0.2 mg/l NAA + 0.5 mg/l
BA] ¢ farkls tipinde (sivi, kat1 ve gift katl) kiiltiire almiglardir. Ttim kiiltirler, 28
°C’de karanlikta inkiibe edilmigtir. Sonug olarak kallus iiretiminin genotiplere bagh
oldugu, tiirleraras1 F1 melezlerinden elde edilen anterlerin daha iyi gelisen kirilgan
kalluslar tirettikleri ve bu tip kallusun fazla sayida haploid ¢ekirdek igeren hiicrelere
(%60-72) sahip kallus oldugu saptanmigtir. Aym1 zamanda kallus geligiminin, kati
besi ortaminda s1v1 besi ortamina gore daha iyi oldugu, kallus olusturma oraninin %
4 — 72.9 arasinda degistigi saptanmugtir. Diger taraftan, Coker 310 ve Acala-Sindos
¢esitlerinin anterleri 0.1mg/1 2,4-D, 1mg / 1 kinetin ve 0.5mg/l GA3 eklenmis kat1
BS besi ortaminda kiiltlire alindiklarinda embriyoidler gozlenmig, ancak bu
embriyoidler daha fazla gelisememisler ve bitkiye déniisememislerdir.

Zhang ve ark. (1998a), pamukta anter kiltiiri yoluyla bitki rejenerasyonu
amactyla Gossypium cinsinin kiiltlir ve yabani tlirlerinden 83 genotip iizerinde
calismiglar, sadece G. hirsutum L.’nin Lumian No. 6, Coker 201 ve Siokra 1-3
gesitlerinden ve yabani bir tiir olan G. klothzschianum Anderss’ten embriyo ve
rejeneratif bitkiler elde etmislerdir. Arastirmada, G. klotzschianum Anderss
anterlerinden, 2, 4-D 0.1 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/l kinetin iceren MS besi ortaminda
direkt olarak embriyogenik kallus olusmus, G. hirsutum anterlerinden ise sakkaroz
icermeyen besi ortaminda embriyogenik kallus elde edilmistir. Caliymada pamuk
anter kiiltiirlinde hem haploid, hem de diploid hiicrelerin olustugu, haploid hiicre
oraninin % 10 alarak belirlendigi ve rejeneratif bitkilerin bazilarinin haploid bitkiler
oldugu bildirilmigtir. Pamuk anter kiiltlirlerinden embriyogenik kallus ve haploid
bitki elde edilmesinde, genotipin ¢ok tnemli etkiye sahip oldugu, alt kiiltiir sayi1sinin
fazlahiginmin  embriyogenik kallus olusgumunu olumsuz yonde etkiledigi
vurgulanmigtir. Ayrica, pamuk anter kallusunda embriyogenesis indiiksiyonuna
etkilerini saptamak igin incelenen cesitli geker kaynaklari arasinda farklhilik
bulunmus, indilksiyonun en kolay amylum ile saglandigi, bunu maltozun izledigi,
sukroz, glukoz ve laktozun ise embriyogenesisi indiikte etmek i¢in etkisiz kaldiklari
bildirilmigtir.
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2.2. Organogenesis

Bajaj ve Gill (1986) tarafindan yiirtitiilen ¢alismada, G. arboreum, G. hirsutum
ve ii¢ tlirlerarasi melez G. arboreum x G. anomalum, G. arboreum x G. stoksii ve G.
herbaceum X G. stoksii *nin siirgiin uclar1 (1 cm) ve meristemleri (1 mm) IAA, NAA,
kinetin ve BA’mn farkli kombinasyonlarim igeren MS besi ortaminda kiiltiire
alinmiglardir. MS + 0.5 mg/l IAA+ 1-2 mg/l kinetin ortaminda kiiltiire alinan
meristemler yavag gelisip kallus olustururlarken, kiiltlirdeki siirgiin uglarinda 4-5 giin
sonra yapraklar a¢ilmig, 10-14 giin sonra bu yapraklar solmuslar ve kahverengine
d6niigmiiglerdir. Yeni yan siirglin ¢ikiglari, slirglin oluyumu genotiplere gore
degismek tizere 20-30 giin iginde olmustur. IAA kinetin ile kombinasyon halinde
kullanildiginda 2 mg/l kinetin diizeyinde en iyi tepki elde edilmistir. Kinetin
konsantrasyonunda artig ile siirgiinlerin biiylimesi yavaslamig ve yan siirgtinler
olusmustur. Bununla birlikte stirgiinler yiiksek konsantrasyonlardaki (4-6 mg/l)
kinetine uzun siire maruz kaldiklarinda, yapraklarda sisme ve sekil bozuklugu ortaya
¢ikmus, slirglinler 6lmﬁ$tﬁr. In vitro kogullarda bityiiyen siirgiinler 2 mg/l IAA iceren
besi ortamina aktarildiklarinda 4 hafta i¢inde kok olusturmuslardir. Elde edilen
bitkiler topraga transfer edilene kadar daha fazla gelismislerdir.Tiirleraras1 melezlerin
stirgiinleri, MS + 1 mg/l kinetin ortaminda en iyi tepkiyi vermislerdir. Farkli
melezlerde basari orani, % 41.6 - % 72.7 olmustur. G.arboreum x G anomalum
melezi en iyi tepkiyi vermis ve bu melez ayn1 zamanda tarla kogullarinda da en iyi
biiylime géstermistir.

Wu ve She (1990), kiiltlir ve yabani Gossypium tlirleri ve bazi uzak akraba
melezleri iceren 40 farkli genotipin siirgiin uglarim ve yan stirglin gézlerini in vitro
kiiltiire almiglardir. 0.1 mg/l zeatin + 0.02 mg/l IBA + 1.9 g/l KNO; + 30 gr/l sukroz
iceren MS besi ortaminda bitki indiiksiyon oraninin %87.5 oldugunu belirtmiglerdir.
Koklenme ve bitki yasama sansimin  Onemine dikkat ¢ekmisler ve bitki
rejenerasyonunun genotiplere bagli oldugunu bildirmislerdir.

Gould ve ark. (1991), bazi G. hirsutum L. ve G. barbadense L. gesitlerinde
stirdiirdiikleri arastirmalarinda, delinte edildikten sonra ylizey sterilizasyonu [%20
hipo + Tw 20 (15 dak) ve steril destile su ile yikama (3 kez)] uygulanan tohumlari,
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10 gr/l agar ile katilagtinlmig MS ortaminda ¢imlendirerek, 3 ve 5 giinliik fidelerden
izole ettikleri siirgiin uglarini farkli konsantrasyonlarda biiytime diizenleyicileri (IAA
ve Kinetin) ve farkli karbon kaynag: iceren MS ortamlarinda kiiltiire almiglardur.
Aragtiricilar, kontamine olmayan fidelerin oraninin tohum Ornegine ve genotiplere
gore farklibk gosterdigini ve ilk kiiltlir asamasinda kaybedilen dokularin
¢ogunlugunun tohumdan kaynaklanan kontaminasyona bagli olabilecegini
bildirmiglerdir. 3 ve 5 giinliik fidelerden izole edilen siirgiin uglari, kiltiirtin ilk iki
haftasinda test edilen tim ortamlarda ¢ok iyi biiylime gdstermiglerdir, Ortamlarin
etkisi, kiiltiirtin 3. ve 4. haftalarinda ortaya ¢ikmugtir. Siirgiin uglarinin normal
biiylimesi i¢in IAA igermeyen veya 0.01 mg/l IAA igeren ortamin yeterli oldugu,
ortamda 0.5 mg/l veya daha yiiksek konsantrasyonda IAA bulunmasinin yaprak
uzamasim tegvik ettifi ve aym zamanda kallus olusumuna neden oldugu
saptanmigtir. 0-0.5 mg/l kinetinin siirgiin uglarinin normal bilylimesi i¢in yeterli
oldugu, 1 mg/l veya daha yiiksek konsantrasyondaki kinetinin bazi genotiplerde doku
kararmasina neden oldugu ortaya ¢ikmistir. Arastiricilar, kinetinin genellikle yaprak
gelismesini tegvik ettigini, slirglin gelismesini ise engelledigini bildirmektedirler. En
iyi kiiltiir baslangi¢ ortaminin alt kiiltiir i¢in de en iyi ortam oldugu ortaya ¢gikmus, alt
kiiltiir ortaminda bulunan 0.01-0.1 mg/] kinetinin, stirgilin gelisimine zararl etkisinin
ortamin, farklilik g6sterdigini; ancak 100 mg/] inositol+ 0.1 mg/l thiamin ve 20 gr/l
sakaroz veya glukoz igeren, bliylime diizenleyicisi icermeyen MS ortaminin, tiim
genotiplerde ¢ok iyi sonug verdigini; dokular bu ortamda 2 hafta ara ile alt kiiltiire
alindiinda 5-6 hafta igerisinde 4 yaprakl: siirglinlerin olustugunu bildirmektedirler.
Caligma sonucunda, 3-5 giinliik fidelerden izole edilen siirgtin uglarinin kiiltiirii i¢in
en iyi sonuglari veren protokoliin, siirgiin uglarimin bir hafta stire ile 0.1 mg/1 kinetin
iceren MS ortaminda kiiltiir edilmesi, daha sonra kiiltiirlerin biiylime diizenleyicisi
icermeyen MS ortamina aktariimasi ve bu ortamda 1-2 hafta birakilmasi ve bu siire
sonunda % 0.3 aktif karbon igeren MS ortamina aktarma ve bu ortamda kokler
olusuncaya kadar 2-3 hafta kiiltiir etme oldugu sonucuna varilmigtir. Aragtiricilar,
denedikleri bir ¢ok biiylime diizenleyicisi kombinasyonunun, in vitro koék

olusturmada basarisiz oldugunu ve kéklenme agisindan en bagarili sonucun aktif

10



2. ONCEKi CALISMALAR Saire R. TURKOGLU

karbon igeren, biiylime diizenleyicisi i¢germeyen MS ortaminda elde edildigini
bildirmislerdir.

Dani ve ark. (1993), caligmalannin ilk boliimiinde 4 Gossypium tlirliniin 1-2
ve 4-5 yaprakl gelisme asamasindaki fidelerinin u¢ ve yan meristem dokularini, poly
(vinyl pyruvat) (10 mg /1) igeren hormonsuz besi ortaminda kiiltiire almiglardir.
Siirgiin olusumunun iki hafta sonra gézlendigini ve G. hirsutum ve G. barbadense
‘nin 25 giin i¢inde rhizogenesis gosterdiklerini saptamiglardir. Koklenme oranimn 1-
2 yaprakli fidelerden alinan eksplantlarda % 60-80; 3-4 yaprakh fidelerden alinan
eksplantlarda % 6-25 oldugunu belirtmislerdir. G. hirsutum ‘un taban kismundan
kesilerek alman siirgiin uglarinin anormal gelisme semptomlar1 gésterdiklerini ve
zayif rejeneratif tepki verdiklerini belirtmislerdir.

Mandeswar (1995), 6 adet G. hirsutum tiirii gesidinin farkli yaglardaki
fidelerinden izole ettigi siirgiin uglarini, farkli kombinasyonlarda IAA, Kin, 2.4-D ve
BAP eklenmis, meso inositol (100 mg/l) + thiamine (0.4 mg/l) + glukoz veya sukroz
(%3) iceren MS besi ortamlarinda kiiltlire almugtir. Rejenerasyon yeteneginin
cesitlere gore ve eksplantlarin alindif fidelerin yasina bagh olarak, 6nemli diizeyde
farkh oldugunu saptamigtir. En iyi rejenerasyon oranini, Coker 417-68 ¢esidinin 14
giinliik siirgiin ucu eksplantlarin1 2 mg/l JAA + 1 mg/l kinetin igeren besi ortaminda
kiiltiire aldifinda elde ettigini bildirmigtir.

Carvalho ve ark. (1997), karbon kaynagi, katilagtirici madde ve eksplant
tipinin in vitro bitki rejenerasyonu tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda,
in vitro bitkiciklerden elde edilen apikal gdzler ve yan gozleri, seker kaynad: olarak
sukroz veya glukozun kullanildifl ve agar veya Gelrite ile katilastirilmig besi
ortamlarinda kiiltiire almaslar, siirgiin ve kok gelisimi agisindan genel olarak en iyi
sonuglarin, apikal gozler, glukoz ve Gelrite kullamldiginda elde -edildigini
bildirmislerdir.

Gupta ve ark. (1997), bazi Hindistan pamuk gesitlerinin in vitro
rejenerasyonu ve siirglin ¢ogalmas: tizerinde yiiriittlikleri ¢aligmalarinda, eksplant
olarak in vitro kogullarda ¢imlendirilmis bitkiciklerden elde ettikleri, (1) her iki
kotiledonu birlikte, (2) tek kotiledonlu, (3) kotiledonsuz olmak fizere 0,5 cm
hipokotil pargas: tagiyan siirglin uglarim kullanmiglar, bu {i¢ tip eksplanti farkli
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konsantrasyonlarda BA, kinetin ve 2iP eklenmis; MS tuzlari, 0.5 mg/l pyridoksin-
HCl, 10 mg/l thiamine-HCl, 0.5 mg/l nicotinic acid, 2.0 mg/l glycine, 100 mg/l
myo-inositol ve 30 g/l glukoz igeren modifiye edilmis MS besi ortaminda kiiltiire
almiglar, olusan siirgiinleri NAA igeren kdklenme ortamina, kalan bazal kiitleleri ise
parcalara ayirarak yeniden siirglin elde etmek amaciyla ayn: besi ortaminda iki kez
alt kiiltire almiglardir. Aragtiricilar, tek kotiledonlu 0.5 cm hipokotil pargasi igeren
stirgiin uglarinin en iyi eksplant, 22.2 uM BA igeren besi ortaminin siirgiin
olusumunda en etkin ortam, koklenmeyi saflayacak en uygun biiylime
diizenleyicisinin 2.7 pM NAA oldugunu saptamislardir. Ayrica, tizerinde ¢aligilan 8
adet G. hirsutum L.ve 2 adet G. arboreum L.¢esidi iginde G. hirsutum L. Khandwa-
2’nin en yiiksek siirgiin sayisimi {irettigine dikkat ¢ekerek, primer ve sekonder siirglin
¢ogalmasinin genotiplere bagli oldugunu bildirmislerdir. Aym1 zamanda siirgiin
olusumunun herhangi bir kallus olusumu agamas: olmaksizin direkt olarak ortaya
ciktifin1 belirtmislerdir. Aragtiricilar, besi ortaminda NAA bulunmadiginda kok
olusumunun bask: altinda kaldifini gézlemisler ve Khandwa-2 ¢esidinden NAA (2.7
uM) iceren besi ortaminda elde ettikleri koklenmis bitkileri ototrofik biiylime igin
Hoaglands solusyonuna aktarmiglar, aynt inkiibasyon kosullar1 altinda ilk iki hafta
polietilen torbalar ile kapatarak bitkiciklerin dis ortama adaptasyonunu saglamiglar,
daha sonra saksilara gegirmisler ve bu protokolun izlenmesi ile bitkilerin % 90’1nin
olgunlua ulasarak normal olarak ¢igeklendiklerini wve fertil olduklarim
saptamuglardir.

Agrawal ve ark. (1997), Hindistan pamuk g¢esidi Angali-LRK 516 ile
siirdiirdiikleri ¢alismada, delinte edilmis ve ylizey sterilizasyonu uygulanmis
tohumlarin petri kaplarinda nemlendirilmis steril filtre kagidi tizerinde (% 80-90
¢imlenme), biiylime diizenleyicisi icermeyen agarli MS basal besi ortamu igeren test
tiiplerine (%25-30 ¢imlenme) inokule edilenlere gore daha iyi ¢imlendiklerini
saptarmiglardir. 48-72 saat sonra ¢imlenen tohumlar: biiylime diizenleyicisi igermeyen
agarl1 MS basal ortamu igeren polipropilen kapakli cam siselere (70 x125mm) veya
pamuk ile kapatilmig kiiltlir tiiplerine (25 x 150 mm) aktararak in vitro kosullarda
inkiibe edildiklerini (5-35 glin boyunca ) ve cam siselerde fide geligmesinin daha iyi
oldugunu; 5-20-35 giinlilk fidelerden alinan apikal meristem ve kotiledonlar

12



2. ONCEKI CALISMALAR Saire R. TURKOGLU

uzaklagtinlmig kotiledon nodlarmin, BAP, kinetin ve her ikisinin farkh
kombinasyonlarim igeren MS basal ortamlarina aktardiklarini, gogalan siirgilinlerin
daha sonra uzayabilmeleri igin kat1 veya siv1 bliylime diizenleyicisi igermeyen MS
besi ortamina ve daha sonra koklenme ortamina gegirildiklerini bildirmiglerdir.
Aragtiricilar, maksimum siirgiin sayisimin 35 giinliik fidelerden alinan eksplantlarin
2.5 mg/l BAP + 2.5 mg/l kinetin eklenmis MS basal besi ortaminda kiiltlire alinmas1
ile elde edildigini; siirglin uzamasinin biiylime diizenleyicisi igermeyen 6zellikle sivi
MS besi ortaminda daha iyi oldugunu, koéklenmenin ise 0.05 - 0.1 mg/l NAA igeren
Y, MS basal besi ortaminda saglandifimi ve dis ortama adaptasyon igin seraya
aktarilan bitkilerin yagama sansmin % 95 olarak saptandigim bildirmislerdir. Bitkiler
saksiya aktarildiktan 4 ay sonra tamaminda koza olugumu gozlenmistir.

Djataev ve ark. (1998), pamuk apikal meristemlerinden bitki rejenerasyonu ve
transformasyonu {izerinde yiiriittiikleri aragtirmada, S 6524, S 4880 ve Gulbakhor
pamuk gesitlerinin 7 giinliik steril bitkiciklerinden ¢ikarilan apikal meristemleri,
farkl: konsantrasyon ve kombinasyonlarda biiylime diizenleyicisi ( 2,4 D, IAA, BAP,
kinetin) iceren agar ile katilagtiriimig MS ortamlarinda kiiltiire almislar ve en uygun
besi ortaminin, kinetin veya BAP ile birlikte NAA (Smg/l) igeren ortam oldugunu,
kiiltiir siiresinin uzamasi ile stirgtinlerde kék olusumunun bagladigim saptamiglardir.

Hemphill ve ark. (1998), farkli BA konsantrasyonlarimn farkl: eksplantlardan
slirgiin olusumuna etkisini incelemisler ve 28 giinliik fidelerden izole edilen
meristem, sekonder yaprak nodu, primer yaprak nodu ve kotiledon nodlarinin siirgiin
olusturma yeteneklerinin besi ortamindaki BA konsantrasyonuna baglh olarak
degistigini, farkli genotiplerden alinan meristemlerin 0.3 pM BA igeren ortamda
stirgiin olugturduklarini saptamuglardir. Aragtiricilar, olusan stirglinlerin belirli bir
stire aktif karbon i¢eren MS ortaminda kiiltiir edildikten sonra, dip kisimlart kdk
olusumunu tegvik edici hormonlar ve fungisit iceren ticari bir bilesik olan Rootone
ile muamele edildikten sonra topraga aktarildiklarinda normal biiylime ve geligme
gOstererek olgun bitkileri olugturduklarini bildirmiglerdir.

Momtaz (1998), Misir pamuk ¢esitleri ile stirdiirdtigli bir arastirmada; in vitro
kosullarda elde edilen fidelerden izole edilen stirgiin uglarini 100 mg/l myo-inositol
+1 mg/l thiamin-HCI + % 2 glukoz + B5 vitaminleri +100 mg/1 sitrik asit +100 mg/1
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askorbik asit +0.1 mg/1 kinetin + farkli konsantrasyonlarda BA ve TDZ igeren % 0.2
fitogel ile katilagtirilmug MS ortaminda kiiltiire almustir. Aragtirica, siirgiin u¢larindan
siirgiin olugsum etkinliginin genotiplere bagl olarak 6nemli farklilik gdsterdigini,
stirglin olusturan eksplant oranminin genotiplere bagh olarak % 40 - % 65 arasinda
degistigini, reaksiyon gosteren eksplant basina siiglin sayistuin 2 ile 15 arasinda
degistigini, olusan siirgiinlerin % 80’inin kéklendigini bildirmigtir.

McNaughton ve Rey (1998), yaygin olarak yetistirilen Afrika pamuk gesitleri
i¢in etkin bir rejenerasyon ve transformasyon sistemi gelistirmek amaciyla
yiiriittiikleri bir ¢aligmada, basarili oldugunu belirttikleri rejenerasyon protokoliine
gbre; MS  vitaminleri+% 2 sukroz+ % 0.7 agar + 0.1 mg/l kinetin igeren MS
ortaminda kiiltlire alinan siirglin uglarinda 2 hafta sonra yesil siirgiin olugumu
goriilmiis ve 2 ay sonra kokli bitkicikler elde edilmigtir.

Morre ve ark. (1998), pamuk bitkisinin emriyo ekseninden siirgiin
indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu iizerinde yaptiklann galigmada, eksplant olarak
kullanilan embriyo eksenlerinin 3 mg/l BA igeren besi ortaminda Kkiiltiire
alindiklarinda ortalama 3,4 siirglin elde edildigini; bu konsantrasyonun altinda ve
{istlinde BA igeren besi ortamlarinda ¢ok az sayida stirgiin olustugunu; ayrica BA’nin
¢oklu stirglin olusumu ve daha sonraki sfirglin gelisimi agisindan pamukta
embriyogenik apikal meristem ekseninin yeniden programlamasindan direkt olarak
sorumlu oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Luo ve ark. (1999), pamukta patojenlere dayamklilifi saglamak amaciyla
yiiriittilkleri  galigmada, ¢imlendirilmis fidelerden izole edilen siirgiinlere
Agrobacterium yoluyla osmotin ve chitinase antifungal genlerini tansforme etmigler
ve bitki rejenerasyonunu, inokule edilmis siirglinlerden direkt olarak saglamiglardir.
Seleksiyon sonras: stirgiinlerin kendiliginden koklendikleri (% 25) ya da bir anag
fide lizerine agilandiklarim, rejenere olan bitkilerin (Ro) gicek agtiklarini ve transfer
edilen genleri tagiyan délleri (R;) tirettiklerini bildirmislerdir.

Luo ve Gould (1999), in vitro kiiltiirde pamuk siirglinlerinden tam bitki
olusumunu artirmak igin hizli bir siirglin- ucu asilama teknigi gelistirmiglerdir.
Aragtiricilar, pamukta in vifro kok olusumunun genotipe bagimli oldugunu ve

koklenme saglanamamas:t nedeniyle rejenerasyon potansiyelindeki kayiplarin
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genotiplere bagl olarak % 30-80 arasinda degistigini bildirmislerdir. Aragtirmada, in
vitro olarak elde edilen siirgiinlerin anag fidelere in vitro kosullarda agilanmasi ile
%90-100 oraninda tam tegekkiillid bitkicikler elde edilmis ve metodun basarisinin
direkt olarak as1 materyalinin (0.8 —~ 1.0 cm) ve anag fidenin yagina (14-35 giinliik)
bagh oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda bu metodun genotipten bagimsiz
gOriindiifii, anaglar ve a1 materyalleri arasindaki genotipik farkliliklarin kiiltiirde
bitki olusum oranimi etkilemedigi bildirilmistir.

Zapata ve ark. (1999) tarafindan Tamcot Sphinx, elit hat MAR-CUBQHRPIS
ve Coker 312 pamuk cesitlerinde ylirtitiilen ¢alismada, 3-4 giinliik fidelerden izole
edilen pamuk siirgiin uglar1 0, 0.1 ve 1 mg /l NAA ile BA kombinasyonlarin: igeren
tam veya 1/2 yogunluktaki 18 farkh  MS besi ortaminda kiiltiire alinmugtir.
Aragtircilar, pamuk tohumlarmin dezenfeksiyonunun i¢ enfeksiyon nedeniyle zor
oldugunu, ¢eside ve farkl: yillardan elde edilen tirtine gére dezenfeksiyon etkinliginin
farklilik gosterdigini, 45 dakika stire ile konsantre siilfirik asit ile muamele +
sabunlu su ile galkalama sonrast Tween 20 iceren %50°lik Clorox solusyonu ile
muamele+ bidestile su ile en az 3 kez calkalama yonteminin en iyi dezenfeksiyon
yontemi olarak saptandifimi bildirmiglerdir. Arastirmada pamuk stirglin uglarindan
slirglin rejenerasyonu icin 6 haftaya gereksinim duyulmus, rejenerasyon ylizdesi
agisindan gesitler arasinda Snemli bir fark ortaya ¢ikmamugtir. Ayrica 18 besi ortami
i¢inde en yliksek rejenerasyon ylizdesinin hormon igermeyen tam yogunluklu MS
tuzlan ve vitaminlerden olusan ortamda elde edildigi, s6z konusu ortamda bitkilerin
kiltiir baglangicindan 2-3 hafta sonra kok olusturmaya bagladiklari bildirilmigtir.
Siirgiin ucu ¢evresinde, ¢ogunlukla yumusak yapili ve kirmizims: renkli kallus
olusumu ortaya ¢ikmugtir. Kallus tiretiminin genel olarak fenolik bilesiklerin tiretimi
ile birlikte ortaya ¢iktii ve besi ortaminda BA konsantrasyonu arttik¢a kallus
olusumunun fark edilebilir hale geldigine dikkat ¢ekilmistir. Ortalama olarak pamuk
stirglin uglarinin % 58’inin slirglin olusturdugu ve vitamin igeren tam yogunluktaki
MS besi ortamunda 6 hafta iginde koklendikleri, rejenere olan bitkilerin tamaminin
fenotipik olarak normal goriiniiglii olduklar1 ve tohum olusturduklar1 bildirilmistir.

Siirgiin ucu ile rejenerasyonun, gesitlere bagimli olmamasi, hizli, basit olmas1 ve bu
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yontemde doku kaynakli genetik varyasyon riskinin diisiik olmasi nedeniyle
transformasyon ¢aligmalarinda kullamlabilirligine dikkat gekilmigtir.

Bajrovic ve ark. (2001), Nazilli M-503 ve Sel-5 pamuk klonlar1 ile
stirdtirdiikleri aragtirmada; farkli eksplantlan (yaprak, petiol, internod, nod, hipokotil
ve siirgiin ucu) farkli biiylime diizenleyicilerinin eklendigi MS besi ortamlarinda
kiiltiire almislar ve en yiiksek slirgiin rejenerasyonunu 2 mg/l zeatin veya BAP ve 2
mg/l kinetin igeren MS ortaminda kiiltiire alinan siirglin ucu ve nodlardan elde
etmiglerdir. Arastiricilar, k6k olugumunun 0.5 mg/1 IBA eklenmis MS besi ortaminda
saglandifini bildirmiglerdir. Tarladan elde edilen pamuk tohumlarimin bakteri ve
fungus sporlarini tutan havl yapilar nedeniyle yiiksek diizeyde kirli olduklarim ve
sterilizasyon 6ncesi % 96’k H,SO4 uygulamasmm hem delintasyon, hem de
sterilizasyon i¢in etkin oldugunu vurgulamiglardir. Ayn1 zamanda arastiricilar siirgiin
rejenerasyonunun ¢ogunlukla BAP ve zeatin’in yliksek konsantrasyonlarinda baski
altinda kaldigini ve siirglin uglarinin gevresinde ¢ogunlukla yumusak ve kirmiz
renkli kallus olusumu gozlendigini bildirmislerdir.

Satyavathi ve ark. (2002), ti¢ Hindistan pamuk c¢esidinde siirdiirdiikleri
aragtirmada; siirgiin uclarini farkh biiylime diizenleyicisi kombinasyonlarim igeren
MS ortamlarinda kiiltiire almiglar ve 0.1 mg/l1 BAP ve NAA iceren ortamda siirgiin
uclarindan organogenesis yoluyla etkin bir rejenerasyonun gergeklestigini
saptamuglardir. Siirglin ¢ogalmasi ve uzamast GA3 eklenmis besi ortaminda 3-4
haftada bagariimugtir.

2.3. Somatik Embriyogenesis

Davidonis ve Hamilton (1983), Coker 310 pamuk ¢esidinin kalluslarindan
bitki rejenerasyonu konulu galigmalarinda, eksplant olarak filtre kagidi lizerinde
¢imlendirdikleri fidelerden elde ettikleri kotiledonlar: ve temel besi ortami olarak ise
LS (Linsmaier ve Skoog, 1965) + 8.5 g/l agar + 30 g/l glukoz kullanmiglardir.
Aragtincilarin ilk kiltiir agamast i¢in 2 mg/ NAA + 1 mg/l kinetin igeren besi
ortaminda kiiltiire aldiklar1 kotiledonlardan 3 ay sonra yavas biiyiiyen, kirilgan, gri
renkli kallus olugsmustur. Yavas biiyliyen kallus, 1 mg/l NAA + 0.5 mg/l kinetin
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iceren besi ortaminda 6-7 haftada bir alt kiiltlire alinmig ve (1) graniiler agik bej
renkli kallus, (2) hizli bilyliyen yesil kallus, (3) gri kallus olmak {izere ii¢ tip kallus
elde edilmis; tiim kalluslarda az miktarlarda proembriyoid olusumu gézlenmis ve (1)
nolu kallusun kiiltiiriine devam edilmistir. 2 yilhk pamuk kalluslar, biiyiime
diizenleyicisi igermeyen, 30 g glukoz ilave edilmig LS besi ortaminda 13 hafta
bilyiitiilditkten sonra, NAA ve kinetin i¢eren ve icermeyen modifiye LS besi
ortamlarina aktanlmislardir. Sonug¢ olarak ¢alismada, proembriyoid olugturan
kalluslarin yiizdesinin, NAA ve Kin icermeyen besi ortaminda % 30’ a kadar artti1
saptanmigtir. Proembriyoidlerin gelismesinin, NH4NO3 icermeyen ancak standart
KNO; konsantrasyonunun iki katim1 ve gibberellic acid (GA) igeren besi
ortamlarinda kiiltiiri ile arttifi ve k6k olugumu ve biiylimesinin glukoz
konsantrasyonu 5 g/I’ye azaltildiginda iyilestidi g6zlenmistir. Proembriyoidlerde
baslangigtaki yaprak benzeri yapilarin gelismesinden sonra daha normal yapraklar
ortaya ¢ikmug, 4 adet normal goriinlimlii yaprak olusumundan sonra bitkiler
vermikulite iceren saksilara gegirilmis ve haftada bir kez Y yogunluktaki LS
tuzlariyla sulanmistir. 4-6 hafta sonra topraga aktarilan bitkilerin seraya gegirildikten
sonra da normal gSriintimlii bitkiler olarak gelisimlerini stirdiirdiikleri belirtilmigtir.

Finer ve ark. (1983), pamukta somatik embriyogenesisin stimulasyonu
lizerinde yaptiklann c¢aligmada, siispansiyon kiiltiirleri i¢in somatik embriyoid
olusturan kalluslar kullanildiginda ve 2,4-D konsantrasyonu 0.1 mg /I’den 1 mg/I’ye
yiikseltildiginde embriyoid {iretiminin arttifim belirtmislerdir. Aym zamanda bu
modifikasyonlarin, 2 g kallustan elde edilen ortalama embriyoid sayisim (2.7 adet)
1000°den daha fazla sayiya kadar artirdigin: bildirmiglerdir.

Shoemaker ve ark. (1986) tarafindan yiiriitllen pamukta somatik
embriyogenesisin karakterizasyonu ve bitki rejenerasyonu konulu ¢aligmada;
eksplant olarak 17 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esidinin 10-14 giinlik in vitro
fidelerinden elde edilen hipokotil pargalari kullamlmigtir. Denemede 3 kallus
indiiksiyon ortamu [1) MS tuzlar1 + 1.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l kinetin + 10 mgl adenin
+ agar (%0.6), pH 5.8 ; 2) MS tuzlar1 + 2 mg/l IAA + 1 mg/l kinetin + agai (%0.6),
pH 5.8 ve 3) LS tuzlan + 2 mg/l NAA + 1 mg/l kinetin + agar (%0.85), pH 5.7] ve
3 kallus alt kiiltiir ortamu1 [1) MS tuzlar1 + 1 mg/l NAA + 1mg/1 2iP ; 2) MS tuzlan +
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2 mg/l NAA + 0.5 mg/] kinetin + 10 uM glutamin; 3) LS tuzlari (NH4NO; ¢ikariimig
ve KNO; (3.8 g/l) igeren) + 1 mg/l NAA + 0.5 mg/l kinetin kullamlmigtir. Alt kiiltiir
ortamlarinda 30 giinliikk kiiltiirden sonra, kalluslar MS tuzlar1 + 2 mg/l NAA + 1
mg/l kinetin + glukoz (%3) + gelrite (%3) igeren besi ortamina (pH 5.8)
aktarilmiglardir, % 3 glukoz igeren besi ortamina bir dizi transferlerden sonra
kalluslar, % 3 sukroz igeren besi ortamina aktarilmistir. Embriyolar ¢imlenmeleri
i¢in, oksin icermeyen ve MS tuzlan + 1 mg/l kinetin + sukroz (%1.5) igeren besi
ortamina gegirilmigtir. Kok ve yaprak igeren bitkiler, 6nce sukroz (%1.5) igeren
hormonsuz ¥ yogunluktaki MS besi ortamina aktarilmiglardir. 1-2 hafta sonra steril
vermikulite gegirilmigler, yiiksek nem kosullarinda alistinlmiglar ve sonra seraya
aktarilmiglardir. Sonug olarak, incelenen 17 genotipte kallus olusum ve gogalma
tepkisi farkliik g&stermis ve Coker 201 ve Coker 315 genotipleri embriyogenik
olarak tanimlanmigtir. Aym zamanda embriyogenik kallusun olugumu higbir spesifik
indiiksiyon/alt kiiltlir ortamu ile iligkilendirilememis, alt kiiltiire almamn
embriyogenik kallus olugumu i¢in gerekli olmadigi saptanmis ve embriyogenik
kalluslar 2 mg/l NAA + 1 mg/l kinetin + glukoz (%3) i¢eren MS besi ortaminda
direkt olarak indiikte olmuslar, daha sonra glukoz yerine sukroz (%3) igeren besi
ortaminda alt kiiltiire alindiklarinda, ¢ogalmaya devam etmisler ve somatik
embriyolar {iretmiglerdir. Histolojik ¢aligmalar, embriyolarin yogun sitoplazma
iceren hiicrelerden olugtugunu goéstermistir. Olgunlasma sirasinda embriyolarin
diisiik sukroz igeren oksinsiz besi ortamina aktarlmalan embriyo ¢imlenmesi ile
sonuglanmistir. Rejenere olan bitkiler kallus olusumundan itibaren 90 giin iginde
seraya aktanhmslafdlr.

Firoozabady ve ark. (1987), Coker 201 g¢esidinde siirdiirdiikleri
arastirmalarinda; 12 glinlik in vitro fidelerden alinan kotiledon pargalari,
kanamycine dayaniklilif1 kodlayan bir kimerik gen igeren avirulent Ti plasmidlerini
tagtyan Agrobacterium tumefaciens hatlari ile inokule edilmis ve Once yalniz
kanamycin igeren, 3 giin sonra ise carbenicilin ve kanamycin iceren G2 kallus
indiiksiyon ortaminda (MS tuzlar1 + myo-inositol (100mg) + thiamine HCI (0.4 mg/1)
+ 2iP (5 mg/l) + NAA (0.1 mg/l) + glukoz (30g)) kiiltiire alinmuglardir. Dokular 25°C
de 16 s fotoperyot kosullarinda (90 pEm™s™) inkiibe edilmistir. 3-4 hafta sonra yarali
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bélimlerde olugan kanamisine dayanmikhi transforme olmug mikro kalluslar orjinal
eksplanttan ¢ikarilip, kanamycine igeren yeni besi ortamina aktartlmig ve diigiik 151k
intensitesinde (10 pEm™s™) inkiibe edilmistir. 2-3 hafta sonra kalluslar kanamycin
seleksiyon kosullar1 altinda (25 mg/l) embriyogenik besi ortamina (hormon
icermeyen G2) aktanlmugtir. Bu besi ortaminda kalluslarin % 80’inden fazlasi
somatik embriyo iireten embriyogenik, kirilgan, krem rengi granular yapili kalluslar
haline gelmistir. Somatik embriyolar boyut ve morfolojik olarak dikkate deger
sekilde farklilik gostermis ve bazilar1 digerlerine gore daha hizli olgunlagmiglardir.
Kotiledon, hipokotil ve koke ait yapilar iceren 5-10 mm uzunlugundaki somatik
embriyolar, gibberellic acid (0.1 mg/l) + NAA (0.01 mg/l) + glukoz (%0.5) eklenerek
modifiye edilmis diigiik iyon yogunluklu bir besi ortamu olan GRMgn ortamina
(Stewart ve Hsu, 1977) aktanilmig ve 30°C°de 16 s fotoperyot kogullarinda (90 pEm”
%5'ly ¢imlenme ve bitki olusturma igin inkiibe edilmiglerdir. Olgunlagmis somatik
embriyolarin yaklasik olarak %30’u GRMgn besi ortaminda ¢gimlenmigler ve bitki
olugturmuglardir. 3-5 yaprakli bitkiler ticari bir torf / perlit karigimina aktariimus,
25°C gece, 30°C giindiiz sicakliginda 16 saat fotoperyot kosullarindaki (150 pEm™s™
1Y biiylitme odasinda yetistirilmis, gerektiginde sulama ve giibreleme yapilmistir,
Aligtinlan bitkiler toprak igeren saksilara aktarilmig ve serada yetigtirilmigtir. Sonug
olarak, c¢alismada Agrobacterium ile enfeksiyondan transgenik bitkilerin topraga
aktarilmasina kadar tiim siirecin Coker 201 igin 6-8 aylik bir siire gerektirdigi,
rejenere olan bitkilerin fertil olduklar1 ve tohum olugturduklar belirtilmigtir. Ayrica
hipokotilin kullamldigi denemelerde, eksplantlarin kanamisin igeren besi ortam ile
tam temasmin yetersizlifi nedeniyle transforme olmamug kalluslarin
gogalabilecekleri ve biiyiik oranda kimerik olabileceklerine dikkat ¢ekilerek, sadece
segici besi ortamu ile temas halinde olan yarali kenarlarda kallus olugmasi nedeniyle
calismada transformasyon ve seleksiyon i¢in eksplant olarak kotiledon parcalarinin
tercih edildigi, aym: zamanda sukrozun fenoliklerin {iretimini artirmasi ve gelismeyi.
geciktirmesi nedeniyle, karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig: bildirilmigtir.
Trolinder ve Goodin (1987) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada; embriyogenik
potansiyel acisindan 8 pamuk (Gossypium hirsutum L.) genotipi [Coker 312 ve

5110, T25, T169, Paymaster 303 ve 784, RQSX-1-1 (G. hirsutum L.x G. barbadense
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L. melezi), Stoneville 213] incelenmigtir. Genotiplere ve biiyiime diizenleyicisi
rejimlerine bagl olarak farkh sayilarda somatik embriyolarin elde edildigi galigmada,
Coker 312 genotipi model rejenerasyon sistemi gelistirilmesi igin kullamlmak
amactyla se¢ilmistir. Petri kutularinda steril kurutma kagidi izerinde ¢imlendirilmis
olan 3 giinliik in vitro fidelerin hipokotil dokulan 2 farkli biiylime diizenleyicisi
rejiminin [1) 0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/] kinetin; 2) 0.1 mg/1 2,4 D + 0.5 mg/1 kinetin
)] uygulandigi, myo-inositol (100 mg/l), BS vitaminleri , 30 g/l glukoz, gelrite (1.6
g/l) ve MgCl, (0.75 g/1) igeren MS besi ortaminda kiiltiire ahmmgtir. Kiiltiirler
28°C’de, 16 saat fotoperyot ve 60-90 pEm™s™ 151k kosullarinda inkiibe edilmislerdir.
0.5 mg/l Kin iceren besi ortaminda yiiksek embriyogenik kallus olusumu
saglanmakla birlikte, dokular kisa siirede kahverengine déniismily ve kallus
kinlganhigi 0.1 mg/l kinetin kullanildifinda elde edilen kallustakinden daha az
olmustur. Bu nedenle daha sonra somatik embriyogenesisin indiiksiyonu i¢in bir
standart olarak 0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l kinetin biiylime diizenleyicisi rejimi
kullanilmugtir. Elde edilen embriyogenik kalluslar (kirilgan, agik gri yesil ) 4 hafta
sonra hiicre siispansiyon ortamina (biiylime diizenleyicileri ve katilagtirict madde
disinda ilk kiiltlir ortamu ile aymt igerikteki) aktarilmis, calkalayici (120 rpm)
iizerinde daha 6nce tamimlanan kiiltlir kosullarinda inkiibe edilmislerdir. 1 aylik
kallus, transfer edildiginde nadiren embriyo igerirken, 6 haftalik kallus ¢ok sayida
globular embriyo igermigtir. Ayrica, embriyogenik kalluslar siv1 kiiltiire aktarilmadan
dnce ilk kallus indiiksiyon ortaminda 1 yila kadar alt kiiltiire alinarak ve hiicre
sispansiyon kiiltiirleri ise her 3-6 haftada bir yeni sivi kiltlire gegirilerek
stirdiiriilmiigtlir. S1v1 kiiltiirde {i¢ -dort hafta sonra, globular ve kalp donemindeki
embriyolann toplamak amaciyla sfispansiyon slizgecten gegirilmistir. Toplanan
embriyolar, yari sivi besi ortaminda kiiltiire aliarak gelismeleri saglanmig, daha
sonra KNO; (1.9 g/1), eklenmis kati besi ortaminda olgunlagmislardir. Olgun
embriyolar, petriye aktarildiktan sonra 4-6 hafta iginde elde edilmigtir. Ik petriye
aktarimda yaklagik 80 mg siispansiyon aktarilmis olan her bir petriden 24 + 2.31
embriyo (= 3 mm boyutlarinda) elde edilmigtir. Daha sonra ¢imlenmeyi ve bitki
gelisimini indiikte etmek amaciyla olgun embriyolar, JAA (0.1 mg/l) igeren 10 — 12
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ml Stewart and Hsu’s (1977) besi ortamu ile doyurulmus steril vermiculite tizerine
aktarilmigtir, Koklerin ve iki gergek yapragin gelisiminden sonra bitkiler, %
yogunlugunda Hoagland (1936) solusyonu ile sulanmig, 1/1 oraminda torf ve kum
karisim igeren 15 cm’lik plastik saksilara aktarilmistir. Uzerlerine cam beher
kapatilan bitkiler dig kosullara aligtinldiktan sonra seraya gegirilmiglerdir. Sonug
olarak, dikkatli bir seleksiyonla ve alt kiiltiir stiresine dikkat edilerek, baz: kiiltiirler 2
yil boyunca embriyogenik kalabilmiglerdir. 3 mm ve daha biiylik embriyolar
¢imlenme i¢in vermikiilite kondugunda, % 10.6’s1 3 aylik bir siire i¢inde ¢imlenmis,
kok sistemi gelistirmig ve 2 veya daha fazla gergek yaprak tiretmigtir. 5 mm ve daha
biiyiik embriyolar vermikiilite aktarildiklarinda bitkiye doniisiim %30’a yiikselmis ve
bir yildan fazla stirede 139 bitki rejenere olmustur. Rejenere olan bitkilerin %60-80’1
basarili sekilde dis kosullara aligtirilmig ve sera kosullarinda yetistirilen bitkiler
ciceklenmigler, ancak sadece % 15.4°1i tohum olugturmustur.

Umbeck ve ark. (1987), pamukta genetik transformasyon konulu
arastirmalarinda; Coker 310, 312, ve 5110 pamuk (G. hirsutum L.) gesitlerinin 4-6
glinlitk in vitro fidelerinden aldiklan hipokotil parcalarini (0.5 cm) % 0.8 agar igeren
destek besi ortamina yerlestirmigler ve Agrobacterium ile inokule etmiglerdir.
Inokulasyondan 3 giin sonra kallus eksplantlarini, bakteriyel gogalmayir kontrol
etmek i¢in cefotaxime, carbenicillin ve transforme olmusg hiicrelerin seleksiyonu ve
¢ogaltilmas: i¢in kanamisin antibiyotiklerini igeren kallus indiiksiyon ortamina [ MS
tuzlar1 + BS vitaminleri + 0.1 mg/l 2.4 D + 0.1 mg/l kinetin + gelrite (1.6 g/1) +
MgCl; (750 mg/1)] aktarmiglar ve 4-6 haftada bir alt kiiltiire almiglardir. Transforme
olmus embriyogenik hiicre hatlarim seleksiyon besi ortaminda siirdiirmiigler ve daha
sonra hormon igermeyen rejenerasyon ortamina (MS tuzlart + B5 vitaminleri)
aktarmiglardir. Somatik embriyolar (= 4 mm) IAA (0.1 mg/l) + kinetin (0.1 mg/l) +
GA3 (0.1 mg/l) igeren Stewart ve Hsu besi ortami ile doyurulmus vermikulit igeren
tiiplere gegirmiglerdir. Iki ti¢ yaprakhi agamada bitkileri saksilara aktarmuslar, dig
kogullara aligtirmiglar ve 4-6 yaprakh olduklarinda yeni saksilara gegirmigler ve
serada yetigtirmislerdir.  Arastiricilar, somatik embriyolarin es zamanh
gelismediklerini belirtmis, bazi embriyoidlerin digerlerine gére daha hizh
olgunlastiklarimi, daha iyi kotiledonlar ve k6k olusumu gosterdiklerini, daha yavas:
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olgunlagan embriyoidlerin ise gelismenin globular, kalp veya torpedo agsamalarinin
tipik 6zelliklerini sergilediklerini bildirmislerdir.

Finer (1988), Coker 310 pamuk gesidinin kotiledonlarindan elde ettigi
kalluslan, picloram (0.5 mg/l) veya 2.4-D (0.1 mg/l) iceren siv1 besi ortamlarinda
kiiltlire almis ve daha sonra embriyogenik siispansiyonun ¢ogaltilmas i¢in 2.4-D (5.0
mg/) kullanmigtir. Arastiric1 embriyogenik doku oksinsiz ve 15 pM Glutamine igeren
s1v1 besi ortamina aktarildifinda embriyolarin gelistigini belirtmigtir. Ayn1 zamanda
erken embriyo gelisiminin olduk¢a es zamanli olarak ortaya ¢iktifimi ve ¢ok sayida
somatik embriyo iiretildigine dikkat ¢ekmistir. Sonug olarak rejenere olan bitkilerin
fertil olduklarim ve tohumla elde edilenlere gbre daha kiiciik goriiniimlii olduklarini
bildirmigtir.

Trolinder ve Goodin (1988a), pamukta eksplant kaynadi ve biiylime
diizenleyicilerinin somatik embriyogenesis {izerindeki etkilerini inceledikleri
calismalarinda; Coker 312 pamuk c¢esidinin olgunlagsmis [serada yetistirilmis
bitkilerden ilk ¢igeklenmeden 6nce alinan sap (4 mm uzunluguna veya 2 mm dilimler
halinde enine) ve yaprak (4 mm diskler) pargalari] ve olgunlagmamis [3 giinliik in
vitro fidelerden alinan hipokotil (4 mm) pargalar1 ve olgun tohumlardan g¢ikarilan
kotiledonsuz embriyolar] dokularindan somatik embriyogenesisin indiiksiyonu i¢in
optimal besi ortamlarimi aragtirmiglardir. Besi ortami olarak; myo-inositol (100
mg/1), BS vitaminleri (Gambourg, 1968), 30 g glukoz eklenmig ve gelrite (1.6 g/l)+
MgCl, (0.75 g/l) ile katilagtirilmis olan MS besi ortami kullanilmig, biiylime
diizenleyicileri olarak ise 2,4 D (0.1, 0.3, 0.5 mg/), NAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/l)
oksinleri ve kinetin (0.1, 0.5, 1.0 mg/), 2iP (0.1, 0.5, 1.0 mg/l) ve BA (0.1, 0.5,
1.0 mg/l) sitokininlerinin kombinasyonlar1 incelenmigtir. Kiiltiirler 28 °C’de, 16 saat
fotoperyot ve 60 pEm?s” 151k kosullarinda inkiibe edilmislerdir. Caligmada; g
glinliik in vitro fidelerin hipokotillerinden elde edilen olgunlagmamig eksplantlar
2,4-D (0.1 mg/l) + kinetin (0.5 mg/l ) igeren besi ortaminda kiiltiire alindiklarinda,
eksplantlarin % 100'inde somatik embriyolarn olugabildigi; olgun dokularin
olgunlasmamis dokulara gére daha zayif reaksiyon gosterdidi; aym1 besi ortamina
yaprak dokusu i¢in 1.0 mg/l NAA + 0.5 mg/1 2iP, sap dokusu i¢in ise 2.0 mg/l NAA
+ 0.1 mg/1 kinetin eklendiginde somatik embriyolar elde edildigi saptanmustir.
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Trolinder ve Goodin (1988b), Coker 312 pamuk gesidinin {i¢ glinliik
fidelerinin hipokotil pargalarin1 2,4-D (0.1 mg/1) + kinetn (0.1 mg/l) eklenmis , myo-
inositol (100 mg/1), BS vitaminleri, 30 g/l glukoz, gelrite (1.6 g/1) ve MgCl, (0.75
g/l) igeren MS besi ortaminda kiiltlire almiglardir. Kiiltiirler, 6 haftada bir alt kiiltiire
alinmigtir. Elde edilen embriyogenik kalluslar sivi besi ortaminda kiiltiire alinmis;
elde edilen globular embriyolar toplamp yikanarak, temel besi ortaminda yeniden
stispanse edilmis, igerikleri farkli yar1 kat: besi ortamlar1 {izerinde tekrar kiiltiire
alinarak, yliksek inorganik tuz (MS), diisiik tuz (2/3 MS), ek KNO3;, NAA, GA3 ve
kinetinin somatik embriyo olgunlagsmas: {izerindeki etkileri incelenmistir.
Aragtiricilar, en iyi (uzun donemli) embriyo gogalmas: ve olgunlagmasinin 1.9 g/l
KNO; iceren MS besi ortaminda saglandifini  saptamiglardir. 3-10 mm
boyutlarindaki embriyolar: 0.1 mg/l IAA eklenmis Stewart ve Hsu (1977) besi ortamu
ile doyurulmus steril vermiculite iizerine yerlestirdiklerinde, % 10.6 bitki olusumu, 5
mm ve daha biiylik embriyolar1 aym: kosullara kiiltiire aldiklarinda % 30 bitki
olusumu gozlemisler, daha kiiclik embriyolar igin ise 0.1 mg/l GA3 eklenmis yeni
besi ortaminin eklenmesi gerektigini belirtmigsler; ayrica koklenmis bitkilerin uygun
kosullarda dig ortama adaptasyonu saglandidinda, rejenerantlarin % 80'inin bagarili
sekilde gelistiklerini bildirmiglerdir.

Zimmerman ve Robacker (1988), pamuk hipokotilleri ile siirdiirdiikleri
aragtirmada; gelrite ile katilagtirnlmis besi ortamlarinda, agar ile katilastiriimiglara
gbre onemli diizeyde daha fazla kallus olusumu goézlediklerini, incelenen farkh
genotiplerde kallus olugsumu ve gogalmasi agisindan en iyi besi ortaminin MS tuzlari,
LS organik maddeleri, 2,4-D (0.1 mg/l) ve BA (0.1 mg/l) igeren ve gelrite (2 g/l) ile
katilagtirilmig besi ortamu oldugunu bildirmektedirler.

Li ve ark. (1989), 15 adet G. hirsutum ¢esidinin hipokotil ve kotiledonlarini
farkl1 bliylime diizenleyicilerinin eklendigi MS besi ortamlarinda kiiltiire almiglardir.
Aragtiricilar, kalluslarin 6-10 giinde olustugunu, morfolojik 6zelliklerinin gesitlere ve
besi ortamlarinda kullamlan Dbiliyiime diizenleyicilerine bagli olduunu
belirtmislerdir. Beyaz, yesil ve beyaz yogun kalluslardan embriyo elde edilemezken,
50-60 giin kiiltiirde kalan gri veya yesilimsi gri kinlgan kalluslardan embriyolarin
olustugunu saptamiglardir. En fazla sayida embriyo olusumunun kinetin (1.0 mg/l)
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iceren besi ortaminda gézlendigini ve embriyoidlerin kat1 besi ortaminda alt kiiltlire
alindiklarinda 7-10 giinde ¢imlendiklerini bildirmislerdir.

Trolinder ve Xhixian (1989), Coker 312 ¢esidi igin gelistirilmis bir model
protokolii kullanarak, 38 pamuk genotipini somatik embriyogenesis tepkisi yniinden
incelemislerdir ve pamugun in vitro rejenerasyonunda genetik komponentlerin kiiltiir
komponentlerinden daha fazla 6neme sahip oldugunu saptarmiglardir.

Gawel ve Robacker (1990), pamukta petiol kallus kiiltiirlerinde somatik
embriyogenesisin genetik kontroliine yonelik yiirtittiikleri aragtirmada, ii¢ ticari
Gossypium hirsutum L. pamuk ¢esidi (Acala SJ-5, Coker 312 ve Paymaster 303 ) ve
ii¢ farkl hattin (T1, T25 ve T169) petiol pargalarim1 3 farkl besi ortaminda kiiltiire
alarak embriyogenesis igin degerlendirmigler ve embriyogenik kallus olusturdugu
saptanan T25 ve Coker 312 gesitlerini embriyogenik kallus olusturmayan diger
cesitler (Acala SJ-5, Paymaster 303, T1 ve T169) ile melezleyerek F1, F2 ve BC1
populasyonlarimi {iretmiglerdir. MS tuz ve vitaminleri, NAA (4 mg/l), kinetin (1
mg/1), glukoz (30 g/l), myo-inositol (100 mg/l), gelrite (2.0 g/) ve MgCl, (0.75 g/1)
iceren besi ortaminda embriyogenesis i¢in test etmislerdir. Aragtiricilar, bu
calismadan elde ettikleri verilere gore, pamukta somatik embriyogenesisin kalitsal
bir 6zellik gibi davrandigim ve multigenik bir 6zellik oldugu izlenimi verdigini
bildirmislerdir.

Carvalho ve ark. (1992), CNPA Precoce-2 ve Coker 312 pamuk gesitlerinin
farkli besi ortamlarinda somatik embriyogenesis agisindan degerlendirilmesi
amaciyla ytriittikleri aragtirmada; her iki gesitte de 2,4-D (0,1 mg/l) ve 2iP (0,5
mg/l) iceren MS besi ortaminda kiiltlire alinan hipokotil pargalarindan kallus
olustugunu bildirmektedirler. Olusan kalluslar 4 hafta sonra aym: kompozisyonda
ancak sukroz yerine glukoz iceren besi ortamina ve diger bir 4 hafta sonra ise
icerikleri farkli besi ortamlarina aktarilmuslardir. Arastinicilar, her iki gesitin de
kalluslarimin glutamin igeren veya igermeyen MBS besi ortamina aktarildiklarinda
embriyogenik kalluslar drettiklerini, diger besi ortamlarinda higbir somatik
embriyoid olusumu gézlenmedigini bildirmektedirler.

Wu ve ark. (1992), 152 uygulama ve genotip kombinasyonunda yer alan, farkli
konsantrasyonlarda biiytime diizenleyicisinin eklendigi 11 besi ortamu ve 48 pamuk
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genotipini doku kiiltiirli 6zellikleri yoniinden incelemislerdir. Kalluslarin morfolojik
6zelliklerinin genotiplere gore farkhilik gosterdigini belirtmiglerdir. Arastiricilar, ayni
besi ortaminda kiiltiire]l yetenefin 23 genotipte iyi, 17 genotipte olduke¢a iyi ve 8
genotipte ise zayif oldufunu saptamiglardir. Aym1 zamanda hipokotillerden kallus
indiiksiyonu i¢in optimum biiytime diizenleyicisi konsantrasyonunun Kin (0.1 — 0.5
mg/l), IAA (0.1 — 0.5 mg/l), 2.4-D (0.05 - 0.1 mg/l) ve NAA (0— 0.05 mg/l)
oldugunu belirtirken, 6 genotipin kalluslarindan bitki elde ettiklerini bildirmiglerdir.
Firoozabady ve DeBoer (1993), Farkli pamuk genotiplerinde somatik
embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu elde etmek amaciyla yiiriittiikkleri
calismada; eksplant kaynag: olarak in vitro fideler kullanmiglardir. Bu amagla olgun
ve olgunlagsmamis (tozlanmadan 40-60 giin sonra hasat edilen kozalardan alinan)
tohumlar ¢imlendirilerek 7-10 gtintitk fidelerden, kotiledon pargalar1 (0.6 cm? yiizey
alanina sahip) ve hipokotil pargalar1 (5-8 mm uzunlugunda); 21 giinliik fidelerden
ise, yaprak parcalart (0.6 cm’ yiizey alanmna sahip) MS tuzlari + myo-inositol
(100mg/1) + thiamine HCl (0.4 mg/l) + NAA (0.1 mg/1) + 2iP (5 mg/1) + glukoz
(30g/1) igeren ortamda kiiltiire alinmistir. Bu ortamda olusan kalluslar genotiplere
gore degismek {izere 2-3 hafta veya 7-9 hafta sonra embriyogenik kallus
indiiksiyonu igin NAA (5.0 mg/1) + 2iP (1.0 mg/1)] ve G3 [NAA (5.0 mg/1) + 2iP (0.1
mg/1) igeren ortama aktarilmislardir. Bu besi ortaminda 4-8 hafta sonra embriyogenik
kallus olusmug ve olgun somatik embriyo olusturmak amaciyla bu kallus 30 gr/l
sukroz igeren MS veya 0.1 mg/l NAA+]1 mg/l zeatin+ 15 gr/l sukroz igeren MS
ortamina aktarilmiglardir.  Somatik embriyolar, hormonlar ve geker kaynagi
acisindan modifiye edilmis Stewart ve Hsu (1977) ortamu olan GRMgn [NAA (0.01
mg/1) + GA3 (0.1 mg/1)] besi ortaminda bitkiye doniismiiglerdir. 1-2 hafta sonra
bitkiler daha fazla gelismeleri i¢in, 2 MS veya GRMgn besi ortami1 iceren magenta
kutularina aktarilmigtir. 5-10 yaprakl: bitkiler topraga aktarilmis ve yliksek nispi nem
kogullarinda iklimatize edilmiy, daha sonra normal sera kosullarina aktarilmigtir.
Sonug olarak, MS tuzlari + myo-inositol (100mg/l) + thiamine HCI (0.4 mg/l) +
NAA (0.1 mg/) + 2iP (5 mg/l) + glukoz (30g/1) igeren/l besi ortaminda Qe§itleﬁn
¢ogunda maksimum miktarda kallus olusumu saglanmig, embriyogenik kallus
indiiksiyon ortamlarinda ise incelenen bazi gesitlerde biiyllk miktarlarda
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embriyogenik kallus (orta — kirilgan, krem rengi, granular yapili) elde edilmistir.Bu
kalluslar, globular ve kalp seklinde proembriyoid yapilar i¢ermigstir. Eksplant
kaynadi olarak gimlendirilmis olgunlagsmamis tohumun kullamilmasi tiim gegitlerde
embriyogenik kallus olusumu ile sonuglanmistir.

Guo ve Yuan (1994), in vitro kiiltlire aldiklar1 7 adet G. hirsutum gesidinin
kalluslarindan, Coker 201, 312, Lumian 1024, Henan 79 ve Jihe 3016 gesitlerinde bir
alt kiilttirden sonra embriyogenik kallus elde etmislerdir. Bazi embriyolarin
olgunlagma besi ortamina aktarildiktan 20 giin sonra ¢imlendiklerini ve ¢imlenmenin
50 - 55. giinde en yiiksek diizeye ulagtifimi, bununla birlikte bazi embriyolarin 70
gline kadar ¢imlenemediklerini belirtmiglerdir. SH besi ortaminda 2 aylik kiiltiirden
sonra ¢imlenen embriyolarin 5-10 yaprak olugturduklarini bildirmiglerdir. Sonug
olarak aragtiricilar, IAA ve kinetin eklenmesiyle bitki sayisinin azaldigina, ancak
aktif karbonun eklenmesiyle arttifina dikkat ¢ekmislerdir. Aym: zamanda bitki
rejenerasyonunun gesitlere gore degistigini belirtmisler, bitkileri sivi kiiltiirde
yetistirmenin k6k gelisimini iyilestirdigini ve tarlaya aktarlan bitkilerin yagama
sansi % 100’e gikardigin bildirmiglerdir.

Kalamani (1994), MDU 9 pamuk gesidinin hipokotil eksplantlarini kinetin (1
mg/l) + IAA (1.5 mg/l) iceren besi ortaminda kiiltiire almig ve kalluslarin 20 giin
icinde olustugunu belirtmigtir. BA (2mg/1) igeren besi ortaminda kiiltiire alindifinda
kalluslardan ¢ogalan siirgiinler olustugunu bildirmigtir. K6k olusumu ve gelismenin
sukroz konsantrasyonu digtirlilerek ve NAA (3 mg/l) eklenerek iyilegtirildigini
bildirmistir.

Senechal ve ark. (1994), Upland pamuklarinda somatik embriyogenesisin
kaltimimi inceledikleri aragtirmalarinda; pamukta embriyogenik potansiyel igin
1slahin miimkiin oldugunu ve bunun donor ebeveyn olarak Coker 312 ile tekrarlanan
geri melezleme, kendileme ve seleksiyon siklusu ile basarilabilecegini
belirtmiglerdir. Ayrica, geri melezlemeler sonucunda diisiik frekansli embriyogenik
bitki elde edilmesi nedeniyle, boyle bir seleksiyon programinin geri melez
generasyonlarinda genis populasyonlar gerektirecegini vurgulamiglardir.

Wang ve ark. (1994), ¢ Gossypium hirsutum L. ¢esidinin (Lu Mian 6, Lu
Mian 1024 ve Ji Mian 14) hipokotillerinden embriyogenik kallus elde etmislerdir, 2
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yil boyunca alt kiiltiire alinan kallusun agik yesil ve gri renkli gevsek ve kirilgan
olandan, gri veya yesil renkli kiime seklinde nodiiller olusturmus kompakt olana
kadar degistigini belirtmiglerdir.

Rajasegar ve ark. (1996), pamukta (Gossypium hirsutum L.) farkli biiyiime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarim igeren MS besi
ortamlarinda kiilttire alinan farkli eksplantlarda kallus indiiksiyonu, somatik
embriyoid olusumu ve bitki rejenerasyonunu incelemislerdir. Arastiricilar, farkh
eksplantlar arasinda NAA (2.0 mg/1) ve 2iP (3.0 mg/l) igeren besi ortaminda kiiltiire
alinan yapraklardan maksimum kallus indiiksiyonu elde etmisler ve bu kalluslarin 10
uM glutamine ile 2iP ve ABA (2.0 mg/l) igeren MS besi ortaminda embriyoidler
olusturduklarini ve olusan embriyoidlerin diisiik frekansta da  olsa bitkiye
doniistiiklerini bildirmiglerdir.

Gonzalés—Benito ve ark. (1997a), Precoce 2 pamuk ¢esidini, embriyogenik
cesit Coker 312 ile kiyaslayarak somatik embriyogenesis yoniinden incelemislerdir.
Aragtiricilar, kallus indiiksiyonu ve g¢ogaltilmasi i¢in {i¢ farkli - metodu ve hormonsuz
indiksiyon ortaminda glutaminin etkisini arastirmiglardir. Coker 312°nin tiim
protokollerde ve embriyo indiiksiyon ortamlarinda pozitif tepkiler verdigini, ancak
Precoce 2 kalluslarimin sadece metotlarin ikisinde kiiltiire alindiginda embriyogenik
hale geldiklerini ve kalluslarin ise embriyogenesisi indiikte etmek igin glutaminin
kullamildid1 metotlardan birinde elde edildigini bildirmislerdir.

Gonzales-Benito ve ark. (1997b), CNPA Precoce 2 pamuk ¢esidinin
kotiledon ve hipokotil eksplantlarim 2.4-D ve 2iP’nin 5’er konsantrasyonlarim tek
tek veya kombinasyon halinde igeren MS besi ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Elde
ettikleri kallusun tipine g6re, daha sonraki kallus gelisimi igin 4 biiylime
diizenleyicisi kombinasyonunu seg¢mislerdir. 2iP (2.45uM ) igeren besi ortaminda
ktiltiire aldiklari kalluslari, 6nce 2iP (0.45uM ) ve daha sonra 2.4-D (22.5uM) igeren
besi ortamlarina aktarmiglardir. Hormonsuz ve glutamin (2 g/l) iceren MS besi
ortaminda farkli boyut ve sekillerde somatik embriyolarin olustufunu gozlemisler ve
bu embriyoidlerden bitkilerin olustugunu bildirmiglerdir.
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Brar ve ark. (1998), farkli pamuk tiirlerinin (Gossypium arboreum L., G.
herbaceum L., G. hirsutum L., G. thurberi L. ve G. anomalum L.) olgunlagmamus
embriyolar1, hipokotilleri, kotiledonlari, kdkleri ve gen¢ yapraklarindan kallus elde
etmiglerdir. Kallus olusumu, ¢ogaltilmas: ve siirdiiriilmesi i¢in en iyi besi ortaminin;
diploid tiirler i¢in 2,4-D (0.1 mg/l) + kinetin (0.1 mg/l) igeren MS  ve G. hirsutum
icin, NAA (5.0 mg/)+ kinetin (0.1 mg/l) iceren MS besi ortami oldugunu
saptamiglardir. Ayrica, kallus olusumu i¢in en uygun eksplantin olgunlagmamsg
embriyolar ve hipokotil pargalart oldugunu bildirmektedirler, Aragtiricilar, 28°C
sicaklik ve 16 saat fotoperyotun kallus indiiksiyonu, ¢cogalmas: ve siirdiiriilmesi i¢in
optimum kosullar oldugunu ortaya koymuslardr.

Zhang ve ark. (1998b), pamukta sentetik tohum {iretimi {izerinde yaptiklari
¢aligmada; inceledikleri pamuk somatik embriyolarinda globular, kalp ve torpido ve
kotiledon agamalarim gbzlemisler ve sadece geg torpido ve kotiledon dénemindeki
somatik embriyolarin bitkiye donfistliglinii saptamislardir. Ayrica, sentetik tohum
{iretimi i¢in; normal olgun kotiledon embriyolarimin ve kapsiil yapma maddesi olarak
% 2’lik Na-alginate’in kullanilmas: gerektigini, bu gekilde hazirlanan sentetik pamuk
tohumlarinin ¢imlenme kapasitesinin steril kosullarda % 40°a  ulagtiim
bildirmiglerdir.

Kumar ve ark. (1998), Coker 310 ¢esidinde siirdiikleri aragtirmalarinda;
somatik embriyogenesis ile yiiksek frekansli rejenerasyon icin seleksiyon yapmuglar
ve seleksiyonun {iglincii generasyonunda yliksek frekansta somatik embriyogenesis
yolu ile rejenere olan bir saf hat selekte ederek, bu hatta Coker 310 FR adim
vermiglerdir. Coker 310 FR hatti, Hindistan’da yetistiriciligi yapilan ve in vitro
rejenerasyon yetenegi zayif oldufu bilinen *MCU 5’, ‘MCU 7°, ‘Khandwa 2’,
‘Bikaneri Nemra’, ‘F 846° pamuk cesitleri ile melezlenmigtir. F;’lerin rejenerasyon
potansiyelleri arastirilmis ve G. barbadense L. x G. hirsutum L.Coker FR melezi
disindaki Fy’lerin tamaminin somatik embriyogenesis yoluyla rejenere olabildikleri
gorilmiistiir.

Vlachoétergios ve ark. (1998), 6 adet G. hirsutum L. (Stoneville 506, Coker
315, Acala SJ,, Korina, Uzbekistan 2, C- 6524) ve 1 adet G. barbadense L. (Menufi )
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pamuk gesidinin olgunlagmamig zigotik embriyolarinin in vitro kiiltiirdeki tepkilerini
inceledikleri ¢aligmada; eksplant olarak tarlada ve serada yetigtirilmis bitkilerden
erken donemde hasat edilen kozalardan izole edilen embriyolar1 kullanmiglardir.
Gelismekte olan kozalar tarlada yetistirilen bitkilerden tozlanmadan 10, 12 ve 14 giin
ve serada yetistirilen bitkilerden ise tozlanmadan 12, 14 ve 16 giin sonra hasat
edilmigler, % 50’lik ethanol (3 dak.), % 30’luk sodyum hipoklorit (15 dak.) ve steril
destile su ile yikanarak sterilize edilmislerdir. Izole edilmis olan olgunlasmamis
zigotik embriyolar, 2,4 D (1 mg/l) ve kinetin (0.5 mg/l) eklenmis SH (Stewart ve
Hsu, 1977) ve BT (Beasley ve Ting, 1973) besi ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Tiim
kiiltirler, 60-70 giin boyunca 28 °C ’de, karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.
Embriyogenik kallus kapasitesini aragtirmak i¢in, indiiksiyon periyodunun sonunda,
olusan kalluslar siv1 ve yari-sivi MS + B35 vit, besi ortamlarinda, 28 °C *de 16 saat
fotoperyod ve 70-90 molm’sec”’ 151k kosullarinda kiiltiire alinmislardir. Gelisen
embriyoidler 6nce M1 (MS makro elementleri ve Fe + 1.9 g/l KNOs) besi ortamina
gecirilmiy, daha sonra bunlar tepkilerine goére, ii¢ farkli besi ortamina
aktarilmuslardir. Sonug olarak, Genotip x Besi ortami x Yas interaksiyonunun $nemli
oldugu belirtilmistir. Embriyo geligim dénemi, embriyo uzunlugu ve kallus olusumu
arasinda pozitif bir korelasyon oldufu goézlenmistir. Seradan tozlanmadan 14 giin
sonra hasat edilen 0.8 — 1.5 mm uzunlugundaki embriyolar ve tarladan tozlanmadan
16 giin sonra hasat edilen 1.2 — 2.2 mm uzunlugundaki embriyolar en yiiksek kallus
olusumunu sergilemislerdir. Kallus indiiksiyon ortamlarinda (SH ve BT) kiiltiire
alinmis olan embriyolarin kotiledon ve hipokotillerindeki epidermal hiicrelerde
globular ve kalp seklinde embriyoidler gézlenmis ve daha sonra modifiye edilmis
MS besi ortamina aktarilan bu embriyoidlerin, kék ve yaprak olusturduklan ancak ,
kesinlikle diizenli bitkiler haline doniismediklerini saptanmugtir.

Holmuratov ve ark. (2000), AN-Bayaut-2 ve C-4880 ¢esitleri ile
stirdlirdiikleri aragtirmada; 7 giinliik steril bitkiciklerden elde edilen stirgiin uglari,
hipokotil pargalart1 ve 20-25 giinliik kozalardan ¢ikarilan embriyolar1 farkli
kombinasyonlarda 2,4-D (0.1 mg/l), 2,4-DP (0.1 mg/l), NAA (2.0 mg/l), IAA (1.0
mg/l), kinetin (0.1 mg/l), BAP (0.1 mg/l) ve adenine (10 mg/l) igeren , MS tuzlar1,
B5 vitaminleri ve 30 g/l glukoz igeren ve agar-agar (% 0.7) ile katilagtirilmis besi
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ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Arastiricilar, 2,4-D’nin  tiim eksplantlarda kallus
dokusunun gogalmasini tesvik ettigini, ancak sadece olgunlagmamig embriyolardan
elde edilen kalluslar 2,4-D ve BAP iceren ortamda alt kiiltiire alindiklarinda
somatik embriyogenesis gézlendigini bildirmektedirler.

Zhang ve ark. (2000), pamukta somatik embriyogenesis yoluyla bitki
rejenerasyonu konulu ¢aligmalarinda; Coker 201 ve CRI 12 pamuk ¢esitlerinin in
vitro kosullarda ¢imlendirdikleri tohumlarindan elde ettikleri 7 giinlik fidelerden
izole ettikleri hipokotil pargalar1 ve kotiledon pargalarimi 0.1 mg/l zeatin+0.1 mg/1
IAA igeren MS ortaminda kiiltire almiglardir. Iki ay icersinde eksplantlardan
embriyogenik kallus olusmus ve olusan bu kallus 35 giin ara ile kallus indiiksiyon
ortaminda alt kiltire alinmugtir. Alt kiiltlir ortaminda embriyoidler olusmug ve bu
embriyoidler 20 giin sonra ¢imlenmigtir. Ancak, olusan fideler; anormal biiyiime
noktasi, anormal yaprak olusumu gibi 10 degisik anormallik g8stermistir. Soz
konusu anormal fidelerden izole edilen yaprak ve sap pargalan farkli biiylime
diizenleyicisi kombinasyonlan igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. 0.1 mg/1
zeatin+2 g/l aktif karbon igeren ortamda; yaprak pargasi eksplanti bagina 28, sap
pargast eksplanti bagina ise 28.1 olgun somatik embriyo elde edilmigtir. Olusan
somatik embriyolar 0.1 mg/l zeatin igeren MS ortaminda kiiltiire alindifinda,
¢imlenerek normal bitkileri olusturmuslardir. Bitkiler topraga aktarildiklarinda,
diizenli sekilde biiylimiisler ve normal goriintimlii bitkiler haline gelmiglerdir.

Sakhanokho ve ark. (2001), G. hirsutum L. gesidi Deltapine 90 ve G.
barbadense L. hatti GB-35B126 (P1-528306) ile siirdiirdiikleri arastirmada; 4-10
glinliik fidelerden alinan hipokotil ve kotiledon eksplantlarim Kin (1.0 mg/1) + NAA
(2 mg/l) iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Eksplantlarda olusan kalluslardan;
kiigtik hiicreli, yogun sitoplazmali, huzli ¢ogalan ve gevsek yapili proembriyogenik
kalluslar seg¢ilmis ve bu kalluslar kinetin (0.1 mg/l) + NAA (0.5 mg/l) igeren MS
ortamina aktarilmigtir. Bu ortamda embriyogenik (kirtlgan, granular ve sarimsi
yesil) kalluslar periyodik olarak se¢ilmis ve ayni ortamda kiiltiire devam edilmistir.
Segilen kalluslar (1-3 g /100 ml), daha sonra amonyum nitrat igermeyen, buna
kargilik iki kati potasyum nitrat igeren sivi MS ortamu ilave edilmis 250 ml’lik
eerlenlere aktarilmistir. Bu erlenler, 130 rpm’lik shaker lizerinde 16 saat fotoperyot 28
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°C’de inkiibe edilmigtir. Daha sonra kiiltiirler, farkli konsantrasyonlarda kinetin ve
NAA veya 2,4-D iceren katt MS ortamina aktarilmigtir. Cimlenen somatik
embriyolar, hormon igermeyen MS besi ortamina alinmig ve bitkicikler seraya
aktarilmadan Once dis ortama abstinlmistir.  Arastinicilar, hipokotillerin
kotiledonlardan daha fazla kallus Urettiklerini, potansiyel embriyogenik kallusun
taninmasi ve seleksiyonunun pamuk rejenerasyonunda kritik bir agama oldugunu,
hem hipokotil hem de kotiledonlardan olugsan kallusun cogunlukla kiigiik bir
kisminin embriyogenik potansiyel gosterdigini ve embriyogenik olani embriyogenik
olmayandan ayirt edebilmekteki basarisizligin potansiyel embriyogenik kallusun
embriyogenik olmayana déniismesiyle sonuglanabilecegini belirtmiglerdir. Ayrica
stvi kiiltlirde kallus morfolojisi ve renginin sarims: yesilden siyaha kadar belirgin
sekilde farklilik gosterdigini ve sivi kiiltlir agamasinin kiiltiir sliresini azalttifim ve
kiiltiire alinan her bir gram dokudan elde edilen embriyo sayisimi da artirdigini
saptamiglardir. Calismada degisik tiplerde anormal embriyolar ve bitkiler (kdk veya
kotiledon tagimayan, sadece kok tiretip kotiledon olugturmayan) gbzlenmis, ancak bu
tip embriyolardan saglikli bitki dretilememistir. Anormal embriyo ve bitki
olusumunun G. barbadense L. hattinda (%S5 civarinda) G. hirsutum L. ¢esidindekine
(% 1°den az) oranla daha yiikksek oldufunu bildirmislerdir. Hem bir gram
embriyogenik kallus bagima embriyo sayist ve hem de bir gram embriyogenik kallus
bagina rejenere olan bitki sayisi1 agisindan genotipler arasinda Onemli diizeyde
farklihk bulunmugtur. Besi ortamlari igin, embriyo sayilart agisindan 6nemli diizeyde
farklilik bulunurken, bitki firetimi agisindan farklilik saptanmamig, bu durumun asir1
kalabalik somatik embriyolarin rekabet etkilerinin, somatik embriyolardan elde
edilen bitki ylizdesine yansimas: nedeniyle ortaya gikabilecegi belirtilmistir.
Caligmada Deltapine 90’dan elde edilen ortalama embriyo sayisinin (914 embriyo/g
kallus ) daha once yapilan ¢aligmalarda Coker 312 igin belirtilmig olandan (780
embriyo/g kallus) daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Sunilkumar ve Rathore (2001), pamukta transformasyonu ve rejenerasyonu
etkileyen faktdrleri inceledikleri ¢caligmada, eksplant olarak Coker 312 ¢esidinin 10-
12 giinliik in vitro fidelerinden alinan hipokotil pargalari (5-6 mm) ve kotiledon
disklerini (7 mm ¢apinda) kullanmiglardir. Eksplantlari, MS tuzlari + myo-inositol
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(100 mg/1) + thiamine HC1 (0.4 mg/l) + 2iP(5 mg/l) + NAA (0.1 mg/l) + glukoz (%
3) + MgCL.6H,0 (1 g/1) + acetosyringone (100 uM) + Phytagel (% 0.2) igeren
ortam Uzerine yerlestirilen filtre kagid: lizerinde ktltiire almiglar ve eksplantlarin
kesik kisimlarina Agrobacterium siispansiyonu uygulamiglardir. Daha sonra
eksplantlar1 yukaridaki ortam ile aym ancak acetosyringonun ¢ikarilip, kanamycin
(50 mg/l) ve carbenicilin (400 mg/l) antibiyotiklerinin eklendigi besi ortamina
aktarmuglardir.  Kiltiirler 28 °C’de, 16 saat fotoperyot ve 70 pmm™ s’ igik
kosullarinda 20-25 gilin inkiibe edilmigtir. Kesilen kenarlarda gelisen transforme
olmus kallus, MS tuzlar + myo-inositol (100 mg/l) + thiamine HCI (0.4 mg/1) + 2iP
(0.1 mg/l) + NAA (5 mg/l) + glukoz (% 3) + MgCL,.6H,0 (1 g/1) + kanamycin (50
mg/l) + carbenicylin (400 mg/1) + phytagel (% 0.2) igeren besi ortamina aktarilmugtir.
Ug alt kiiltiir sonra, kalluslar, MS tuzlar1 + myo-inositol (100 mg/l) + B5 organik
maddeleri + ek KNO; (1.9 g/l) + glukoz (% 3)+ MgCl,.6H,O (1 g/l) + kanamycin
(25 mg/l) + carbenicilin (200 mg/l) + Phytagel (% 0.2) igeren ortama aktarilmig ve
somatik embriyolar olugana kadar ayda bir kez alt kiiltiire alinmigtir. Somatik
embriyolar c¢imlenmeleri i¢in 1/2MS tuzlar1 + myo-inositol (100 mg/l) + thiamine
HCI (0.4 mg/) + glukoz (% 0.5) + phytagel (% 0.2) igeren besi ortamu {izerine
yerlestirilen filtre kafid: {izerinde kiiltlire alinmugtir. Cimlenmeden sonra koklii
bitkiler cam kavanozlardaki 1/2MS tuzlar1 + thiamine HCI (0.14 mg/l) + pyridoxine
(0.1 mg/l) + nicotinic acid (0.1 mg/l) + glukoz (% 0.5) + phytagel (% 0.08) + difco
bacto agar (% 0.4) igeren besi ortamina aktarilmslardir. Iyi bir kok sistemi olugturan
5-7 cm uzunlugundaki bitkiler, topraga aktarilmis dis kosullara ahgtirdmiglar ve sera
kosullarinda olgunlagana kadar yetistirilmislerdir. Arastiricilar, kallus boyutunun
yasama sansi {izerinde giicli bir etkisinin bulundugunu, aktarilma agamasmdaki
kiiciik boyutlu kalluslarin yagsam sansimn digiik oldufunu belirtmislerdir. Aym
zamanda, kalluslarin embriyogenesis ortamina aktarilmadan once, yiiksek sitokinin
ve diigiik oksin igeren besi ortaminda iki haftalik siireyle kiiltiire alinmasinin kallus
yagama gansim Onemli diizeyde artirdifini, ancak bu uygulamanin embriyogenesisi
geciktirdigini bildirmiglerdir.

Zhang ve ark. (2001), elit Cin pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esidi Simian-
3’tin farkli eksplantlar1 (hipokotil, kotiledon, kok) ile stirdiirdiikleri aragtirmada, MS
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tuzlari+BS vitaminleri+Zeatin igeren ortamda s6z konusu eksplantlardan kallus elde
etmislerdir. Aragticilar, hipokotillerden kallus elde edilmesinin kotiledon ve kéklere
gdre daha kolay oldugunu, kallus inditksiyonu ve gogaltilmasinda ortamdaki zeatin
konsantrasyonunun ¢ok etkili oldugunu, kallus indiiksiyonu igin optimum zeatin
konsantrasyonunun 3-5 mg/l oldugunu saptamislardir. Kiiltiir baglangicindan 70 giin
sonra olusan kallusta; embriyogenik (hizli gelisen, agik sar1 ve gevsek yapili —
dagimuk ve farkli gelisjme asamalarinda somatik embriyolar olusturabilen) ve
embriyogenik olmayan (yavas gelisen, kompakt, agik kahverengi veya agik ya da
koyu yesil renkli, bazilar: ileri kiiltiir asamasinda kahverengine doniistip 6lebilen)
olmak tizere iki kallus tipi ayirt edilmigtir. En yiiksek embriyogenik kallus frekansi
hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir. Embriyogenik kallusun 20 giinliik alt
kiiltirden sonra farkli asamalarda somatik embriyolar halinde gelisme gosterdigi,
somatik embriyo Uretimi agisindan en fazla tepki veren eksplantin kok eksplantt
oldugu ve bunu hipokotilin izledigi bildirilmistir. Ayrica, zeatinin diigtik
konsantrasyonunun embriyogenik kallus olusumu i¢in avantajli oldugu, 2,4-D’nin
embriyogenik kallus ¢ogalmasim artirdify, ancak somatik embriyolarin
farklilagmalar1 ve ¢imlenmeleri {izerinde negatif bir etkiye sahip oldugu, aktif karbon
veya uygun bir zeatin + IAA kombinasyonunun somatik embriyolarin olusumu,
olgunlagsmasi1 ve ¢imlenmesini artirabildigine dikkat cekilmigtir. Arastmcﬂar,
gelistirdikleri protokol ile 3-4 ayda hipokotil, kotiledon ve kok eksplantlarindan
somatik embriyogenesis yoluyla bitki rejenere olabildigini bildirmiglerdir.

Efe (2002), 1999-2001 yillann arasinda siirdlirdiidti aragtirmada; iki degisik
pamuk tiirlintin (Gossypium hirsutum L. ve G. barbadense L.) 3, 9, 15 ve 21 glinliikk
tohum taslaklarim1 100 mg/l myoinositol, 30 g/l glikoz, 9 g/l agar, 100-120 ml/1
hindistan cevizi siitii, 0.5 mg/l GA3, 1 g/l kazein hidrolizat ve 1 g/l malt ekstrakti ve
16 farkli biiylime diizenleyicisi kombinasyonu igeren MS ortamlarinda kiiltiire
almustir. Aragtirici, 1999 yilinda elde edilen kalluslarin tiimiiniin esmerlestigini, 2000
yilinda ortamlara 3g/l aktif karbon komitirii ilavesi ile G. hirsutum L.tlirtinde % 13.2,
G. barbadense L. tiirlinde ise % 4.4 kallus olustugu, 2001 yilinda ise G. hirsutum L.
tirinde % 85.2, G. barbadense L.tirlinde % 44.1 oraminda kallus olustugunu
bildirmektedir. 2000 yilinda, G. hirsutum L. tirlinde 0.5Kin+0.5IAA ve 0.5 Kin
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+1.5 IAA kombinasyonlarinin hem 3 hem de 9 giinliik tohum taslaklarinda kallus
olusumunu tesvik ettifi, G. barbadense L. tiriinde ise 0.5 mg/l kinetin +0.5 mg/l
IAA kombinasyonunun 9 giinliik, 0.5 mg/l kinetin +1.5 mg/l IAA kombinasyonunun
ise 3 giinliik tohum taslaklarinda kallus olusumunu tegvik ettigi belirlenmigtir. 2001
yilinda ise, hemen hemen tiim hormon kombinasyonlarinda kallus olustugu ve G.
hirsutum L. tiiriinde hem 3, hem de 9 giinliik tohum taslaklarinda, G. barbadense L.
tirtinde ise sadece 3 giinliik tohum taslaklarinda kallus olusumunun gériildiigi
bildirilmektedir. 2000 ve 2001 yillarinda, elde edilen kalluslar dengeli k6k ve siirgiin
geligimini saflayabilmek amaciyla 0.1 mg/l NAA + 3 mg/l 2iP ilave edilmis MS
ortaminda kiiltlire alinmig, ancak k6k veya siirglin olusumu gézlenmemistir.

Kumria ve ark. (2003), Coker 310 cesidi ile siirdtirdiikleri aragtirmada; 2,4-D
(0.1 mg/l) + kinetin (0.5 mg/l) + 3% maltoz iceren MS besi ortaminda kiiltiire
aldiklar1 hipokotil ve kotiledon yaprak parcalarindan embriyogenik kallus elde
etmislerdir. Bu kallus, yliksek konsantrasyonlu nitrat ile zenginlestirilmis, hormon
icermeyen MS besi ortamina aktarildiinda globular dénemde somatik embriyolar
olusmustur. Globular embriyolarin hormonsuz MS besi ortaminda alt kiiltiire
almmas1 ile diisikk frekansli (2-4 adet/petri) torpido ve kotiledon safhasindaki
embriyolar olusmus ve embriyolarin ¢ogunda gelismede ve farklilasma doénemine
geciste yetersizlik gozlenmistir. Kalluslar 1/5 MS ortaminda kiiltiire alindifinda,
embriyogenesiste belirgin iyilesme (2-3 kat) olmustur. Olusan globular embriyolar
MS besi ortamu lizerine yerlestirilmig filtre kagitlar: iizerinde kiiltiire alindiklarinda,
bunlarin normal bitkiye doniismelerinde Onemli 6lglide artis olmustur. Bu
kosullarda, globular embriyolarin % 33’1 sadece kotiledon dénemine kadar gelisme
gOstermekle kalmamig, aym zamanda ayr1 bir kdklenme agamasi uygulanmaksizin
kendiliginden koklenmistir. Kotiledon dénemindeki embriyolarin % 70’inden fazlasi
0.05 mg/l gibberellic acid iceren MS besi ortaminda kiiltiire alindiklarinda normal
bitkiler olusturmuslardir.

Mishra ve ark.(2003), Coker 312, Maxxa ve Riata fidelerinin hipokotil
eksplantlar1 MS tuzlar1 + myo-inositol (100 mg/l)+ BS vitaminleri + NAA (10.7 p
M) + 2,4-D (0.2 p M) + MgCl, ( 0.75 g/ 1) + glucose (30 g/ 1) + Phytagel(2.5 g /1)
iceren ortamda kiiltiire alindiginda, bagarili sekilde rengi, yapisi boyutu ve
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organizasyonu agisindan yliksek kaliteli embriyogenik kallus (sarims1 yesil — krem
rengi , yap1 olarak graniiler, siv1 besi ortaminda kolayca dagilabilecek ozelliklerde
kinlgan) olustugunu saptamiglardir. Segilen embriyogenik kalluslar1 MS tuzlari+100
mg/l myo-inositol+B5 vitaminleri+0.75 gr/l MgCly+ 30 g/l glukoz +1.9 gr/l KNO;
iceren sivi ortama (MSK ortami) aktarmiglar ve 4-6 hafta sonra siispansiyon
kiiltlirlerinde sitoplazmik olarak yogun embriyogenik hiicreleri mikroskop altinda
tamimlamuglardir. Aragtiricilar, kaliteli embriyogenik siispansiyon kiiltiirlerinin, kirli,
grimsi yesil renkli ve mikroskop altinda incelendiginde farkli gelisme asamalarinda
somatik embriyolar igermesi ile karakterize olduguna dikkat ¢cekmiglerdir. Siizerek
tekrar siispanse ettikleri materyali 40 mg yas agirlik / ml olacak sekilde pipetle yan
kat1 MSK besi ortami (MSK + 2.5 g/ 1 phytagel) igeren petri kutularina (2 ml/petri)
aktarmiglar ve 46 hafta sonra kalp seklindeki somatik embriyolar1 (5 mm ve daha
kiiciik) Stewart Dehidrasyon besi ortaminda (SGM +10 g/l bacto-agar) 10-15 giin
boyunca parafilmsiz petri kutularinda karanhikta 28 °C de dehidrate etmisler, daha
ileri devredeki embriyolar i¢in dehidratasyon ortami kullanmamiglardir. Olgun
embriyolar1 daha sonra koklemeyi artirmak icin SGA (SGM + 5.7 m M TAA) besi
ortamina aktararak 28 °C indirekt 151k kosullarninda inkiibe etmislerdir. Cimlenen
embriyolar1 6-8 haftada bir kez SGA besi ortamina aktarmiglar ve en az iki gergek
yaprak gelistiginde, bitkiler SGA besi ortami igeren (45 ml) kavanozlara, daha sonra
da 4-6 hafta iginde 4-6 yaprak ve yeterli kok sistemi gelistifinde toprakli saksilara
aktarilmigtir. Polietilen torbalarla kapatilan bitkileri dis kosullara aligtiktan sonra
tohum olusturmalart igin serada yetistirilmislerdir. Aragtiricilar, kallusta ve
embriyogenik kiiltiirlerdeki az miktardaki antocyanin (kirmizi pigmentasyon)
birikiminin embriyogenik potansiyelin iyi bir indikatdrii oldufunu, somatik
embriyolarin es zamanli gelismediklerini ve embriyo olgunlagsmasi i¢in petriye
aktarilan hiicre sikligmnin ¢ok yiikksek olmasinin embriyogenik olmayan kallus
olusumuna neden oldugu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

1999-2003 willan arasinda yiiriitiilen bu aragtirma; pamuk anterlerinden
haploid bitki rejenerasyonu, farkli pamuk eksplantlarindan organogenesis yoluyla
bitki rejenerasyonu ve farkli pamuk eksplantlarindan somatik embriyogenesis
yoluyla bitki rejenerasyonu olmak iizere ti¢ farkli boliim halinde siirdiirtilmiigtiir.
Denemelerde kullanilmak {izere tarla kosullarindan elde edilen materyal Cukurova
Tarimsal Arastirma Enstitiisi deneme alaminda yetigtirilmis olup, laboratuar
caligmalan ise Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boltimii Bitki
Doku Kiiltiirii Laboratuarinda stirdiiriilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Anter Kiiltiiri Cahiymalarinda Materyal

Anter kiiltiiri aragtirmalarinda, Cukurova-1518, Coker 312, Nazilli 84, Ersan
92, Marag 92, Adana 98 ve Sayar 314 pamuk cesitleri, bitkisel materyal olarak
kullanmilmigtir. S5z konusu ¢esitlerin tohumlari, Nazilli Pamuk Arastirma Enstitlisii ve
Cukurova Tarimsal Arastima Enstitlisi'nden temin edilmistir. Aragtirmada
kullanilan gesitlerin baz bitkisel ve tarimsal &zellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.1.2. Organogenesis Caliyjmalarinda Materyal
Pamukta siirglin uglani ve kotiledon nodlarindan organogesis yoluyla

rejenerasyon arastirmalarinda, Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk
cesitleri, bitkisel materyal olarak kullanilmigtir,
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Cizelge 3.1. Denemede Kullamilan Pamuk Cesitlerinin Ozellikleri

Cuk.
Ozellik Adana 98 | Coker312 1518 Ersan 92 | Marag 92 | Naz 84 | Sayar 314
Orijin ‘ s
Avustralya| ABD | Adana |K.Maras | K.Marag | Nazilli | K.Marag
Bitki . . . . . . .
Konik Konik | Konik | Konik | Konik | Konik | Konik
Formu
Koza Yan Yari Yan Yan Yan Yar Yan
Dizilisi Kloster | Kloster | Kloster | Kloster | Kloster | Kloster | Kloster
Y k
;pl: Okra | Palmiye | Palmiye | Palmiye | Palmiye | Palmiye | Palmiye
eKll
Bitki Boyn | ¢4 105 | 105 | 130 | 152 | 110 | 111
Odun Dalt
- 3.5 2-3 34 3-4 4-5 4-5 3-4
Meyve
14-16 11-13 16-18 17-20 14-16 14-16 13-15
Dah Sayisi
Koza
A¢ma 126 120 125 117 129 119 118
Giin Sayis1
T
ekKozm | 54 54 6.1 6.3 6.6 62 6.4
Ag (g)
100
Tohum 9.9 11.0 9.9 10.8 12.7 11.2 12.8
Ag. (2)
Ak 43.0 418 | 410 | 394 | 392 | 450 | 393
Rand. %
LifUzun. 1 508 32 | 203 | 288 | 301 | 303 | 306
(mm)
Lif Inceligl) 4 ¢ 45 4.1 3.9 46 48 5.0
(mic.)
LifMuka | g13 | 892 | 859 | 857 | 878 | 821 | 784
(Pressley)

Kaynak: Cagirgan ve Barut (2000)
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3.1.3. Somatik Embriyogenesis Caliymalarinda Materyal

Hipokotil ve olgunlagmamig embriyolardan somatik embriyogenesis yoluyla
bitki rejenerasyonu gerceklestirmek amaciyla yiriitilen g¢aligmalarda, Cukurova
1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk g¢esitleri, materyal olarak kullanilmagtir.
Somatik embriyogenesis caligmalarinda hipokotil eksplantlarinin kiiltiire alinmasi
amaciyla laboratuvarda in vitro fide (donor bitki olarak kullanilmak {izere) elde
etmek igin ¢imlendirilen tohumlar ve olgunlasmamus embriyolarin kiiltiire alinmas:
icin aym sezonda Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitlisi deneme alaminda
yetistirilmis olan  pamuk ¢esitlerinin tohumlari, Nazilli Pamuk Arastirma

Enstitiisti’nden saglanmagtir.

3.2. Metod

3.2.1. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Aragtirmada temel besi ortami olarak, MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi
ortami kullamlmugtir. Bu besi ortaminin igerigi, Cizelge 3.2°de g6sterilmigtir. Aym
zamanda c¢aligmada eksplanta ve kiiltlir agamasina gore degismek tlizere bazi
uygulamalarda MS yerine BS (Gamborg ve ark., 1968) vitaminleri kullanilmis olup,
icerik farkliliklar1 Cizelge 3.3 te verilmigtir.

3.2.1.1. Makro ve Mikro Elementlerin Stok Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.2°de igerigi verilen MS makro ve mikro elementlerinden
MgS04.7H,0, KH,PO4, KNO3;, NH4NO;, CaCl,.2H,0, H3BO3;, MnSO4.H;O ve
7ZnS04 7H,0 standart besi ortaminda bulunmasi gereken miktarlarinin on kati (X10
konsantrasyonunda) olacak sekilde hassas terazide tartilmig ve bidestile su igeren
erlenmayere sirasiyla eklenip magnetik kanistinicida ¢dzlinmeleri saglanmistir. S6z
konusu elementler tamamen c¢o6ziindiikten sonra kargimin hacmi 1000 ml’ye

tamamlanmis ve 10X100 m!l’ye boliinerek 10 ayn polietilen stok kabina konularak
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Cizelge 3.2. Aragtirmada Kullanilan MS (Murashige

Ortaminin Bilegimi
No Kimyasallar Konsantrasyon (mg/l)
Makro Elementler
1 MgSO4 .7H;0 370.0
2 KH>PO4 170.0
3 KNO; 1900.0
4 NH4NO; 1650.0
5 CaCl.2H,0 440.0
Mikro Elementler
6 H3;BO3 6.2
7 MnSO04.H,0 15.6
8 ZnS047H,0 8.6
9 Na,Mo04.2H,0 0.25
10  CuS045H,0 0.025
11 CoCl, 6H,0 0.025
12 KI 0.83
13 FeSO47H,O 27.8
14 NaEDTA 373
Organik Bilesikler
15 Thiamin. HC] 0.1
16 Pyridoxin. HCL 0.5
17 Nikotinik Asit 0.5
18 Myo- Inositol 100.0
19 Glycine 2.0
Seker Kayna@
20 Sakkaroz (g/1) 30.0
Katilagtirica Madde
21 Agar (g/1) 8.0
pH:S5.8
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Cizelge 3.3. MS ve B5 (Gamborg ve ark., 1968) Vitaminleri

No Vitamin MS (mg/l) BS (m
1 Thiamin. HCI 0.1 10.0
2 Pyridoxin. HCL 0.5 1.0
3 Nikotinik Asit 0.5 1.0

derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Hazirlanacak her bir litre besi ortami igin,
X10 konsantrasyonundaki bu stok ¢ozeltinin 100 ml’si kullanilmugtir.

Besi ortaminda daha diisiik konsantrasyonlarda bulunan mikroelementlerin
(Na;Mo004.2H,0, CuSO45H,0, CoCL6H,O ve KI) ise ayrt ayn stok ¢bzeltileri
bazirlanmigtir, S8z konusu mikroelementlerin herbirisi standart besi ortaminda
bulunmas: gereken miktarinin 100 kat1 olacak sekilde hassas terazide tartilmig ve
bidestile su igeren erlenmayere ilave edilerek, magnetik kangtiricida ¢oziinmesi
saglanmigtir. S6z konusu element tamamen ¢dziindiikten sonra karigimin hacmi 100
ml’ye tamamlanmig ve cam siseye konularak buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Hazirlanacak her bir litre besi ortamn igin bu stok ¢6zeltilerinin 1’er ml’si
kullanilmaistir.

3.2.1.2. Demir Jelat (FeSO; 7H,0 ve Na;EDTA ) Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Demir Jelat stok ¢6zeltisinin hazirlanmasinda, 1.8625 g Na;EDTA bidestile
su (200 ml) igeren erlenmayere (250 ml’lik) eklenip magnetik kanstiricida
cozlinmesi saglanmig ve 90 °C’ye kadar isitilmmgtir. Daha sonra, 13925 g
FeS047H,0 eklenip kangtirilmis ve sogutulduktan sonra karisim hacmi 250 ml’ye
tamamlanmustir. Bu ¢dzelti 15k gdrmeyecek sekilde koyu renkli veya aliiminyum
kagtla sanilmig pyrex sise i¢inde oda sicakhfinda muhafaza edilmistir. Hazirlanacak
her bir litre besi ortami igin bu stok ¢ozeltinin 5 m1’si kullanilmustir.
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3.2.1.3. Vitamin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Besi ortamlarinda kullamlan vitaminlerin her birinin 100 mg / 100 ml stok
¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu amagla 100 mg vitamin hassas terazide tartilarak 50 ml
bidestile su igeren erlenmayere eklenip magnetik kanistiricida ¢6ziinmesi saglanmig
ve son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Vitamin ¢6zeltileri cam siselere konularak
buzdolabinda muhafaza edilmistir. 100 mg / 100 ml lik bu ¢ozeltiler besi
ortamlarinda, standart besi ortaminin igerigi ve hazirlanan besi ortam1 hacmi dikkate
alinarak belirlenen miktarlarda kullanilmigtir,

3.2.1.4. Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Besi ortamlarinda kullamlan biiylime diizenleyicilerinin her birinin 100
mg/100 ml konsantrasyonlu ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu amagla, 100 mg biiyiime
diizenleyicisi hassas terazide tartilarak birka¢ damla IN KOH iginde ¢6ziildiikten
sonra, bidestile su eklenerek magnetik kargtirici iizerinde hafif 1sitilarak (50 °C)
kanstinlmigtir. Biiylime diizenleyicisinin ¢dziilmesi tamamlandiktan sonra, karisim
sicaklip1 oda sicakliina getirilerek, son hacim 100 ml’ye tamamlanmigtir. Biiyiime
diizenleyicilerinin stok ¢ozeltileri cam giselere konularak buzdolabinda muhafaza
edilmigtir. 100 mg/100 ml’ lik bu ¢dzeltiler besi ortamlarinda, standart besi ortaminin
icerigi ve hazirlanan besi ortamu hacmi dikkate alinarak belirlenen miktarlarda
kullaniimigtir.

3.2.1.5. Stok Cozeltiler Kullanilarak Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Besi ortamlarinin  hazirlanmasinda, inorganik kimyasallari igeren stok
¢ozeltiler, seker ve agar Kangim I olarak hazirlanmig, otoklavda sterilize
edilmigtir. Organik kimyasallar, vitaminler, biiylime diizenleyicileri ise Karigim 2
olarak hazirlanmis, 0.2 pm poroziteli steril filtre ile sterilize edilmigtir. Daha sonra
her iki karigim birlegtirilerek steril kabinde kiiltiir kaplarina dagitilmgtr.
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3.2.2. Eksplantlarin Hazirlanmasi ve Kiiltiir Asamalari

3.2.2.1. Anter Kiiltiiriinde Eksplantlarin Hazirlanmasi ve Kiiltiir Asamalar

Eksplantlarin Hazirlanmasi: Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisti deneme
alaminda yetistirilmis olan bitkilerden ¢iceklenme sezonu boyunca uygun
biiyliklitkteki taraklar (5-8 mm tarak) (Sekil 3.1) toplanmus ve buzluk i¢inde
muhafaza edilerek, laboratuvar ¢aligmalarinin yiirtitiildiigti Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimt Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarina
gotlirtilmigtiir. Anterler kiiltiire alinmadan 6nce taraklar buzdolabinda +4 °C’de 3
glin stireyle bekletilmigtir. Mikrosporlarin tek ¢ekirdekli olduklart donemi
belirlemek tizere bir 6n galisma yapilmistir. Bu amagla anterler asetokarmin iginde
ezilerek preparat hazirlanmis, mikroskopta mikrosporlarin g¢ekirdek ddnemi
incelenmig, 3-5 mm g¢icek siirglinii tagiyan 5-8 mm tarak biiyiikliigiiniin uygun
oldugu saptanmis ve ¢aligma stiresince bu biiyiikliikteki taraklar kullanilmugtir.

Sekil 3.1. Pamukta Anter Kiiltiirii. Anterleri kiiltiire alinacak olan 3-5 mm ¢igek
slirglinii tagtyan 5-8 mm taraklar

Yiizey Sterilizasyon : Tarladan toplanmis ve {i¢ giin buzdolabinda bekletilmis
olan 3-5 mm ¢icek silirglinti tastyan 5-8 mm taraklarin brakte yapraklar

uzaklastirllmig ve steril kabinde sterilize‘edilmistir. Bu amagla ¢igek siirgiinleri nce
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1 dakika % 70°lik alkol iginde galkalanmis, daha sonra %25°lik sodyum hipoklorit ve
birka¢ damla Tween 80 igceren g¢tzeltide 15 dakika boyunca sterilize edilmis ve 5-6
kez steril destile su ile yitkanmgtir.

Ik Kiiltiir Asamas1 : Anter kiiltiirli aragtirmasinda, icerikleri Cizelge 3.4’te
verilen 9 farkli biliylime diizenleyici kombinasyonunu igeren 5.5 gr agar ile
katilastinlmig MS besi ortamlan incelenmistir. Yiizey sterilizasyon uygulamasi
sonrasinda binokiiler altinda ¢ikarilan anterler, 7 ml besi ortam: igeren 60 x 15 mm
boyutlarindaki petrilerde kiiltlire alinmigtir.  Her bir petriye 20 adet anter
yerlestirilmistir. Arastirmada, icerisinde 20 anter kiiltiire alinan petri kutusu bir
deneme Unitesi olarak dikkate alinnug ve her genotip-besi ortami kombinasyonu i¢in
li¢ tekrarlama (li¢ petri kutusu) yapilmigtir. Kiiltiire alinan anterler, 27 °C ve % 70

nem kosullarim1 saglayan inkiibasyon dolaplarinda, karanlik kogullarda inkiibe
edilmislerdir.

Cizelge 3.4. Anter Kiiltiirlinde Kallus Indtiksiyon ve Kallus Cogaltma Igin
Kullamlan MS Ortamlarinin Bilyiime Diizenleyicisi Igerikleri

Ortam No Biiyiime Diizenleyicisi
Kinetin (mg/l) 2.4 D (mg/)
1 0.1 0.1
2 0.1 0.5
3 0.1 1.0
4 0.5 0.1
5 0.5 0.5
6 0.5 1.0
7 1.0 0.1
8 1.0 0.5
9 1.0 1.0

Kallus Cogaltma (Alt Kiiltiir) Asamas:1 : Kiiltlire alinmig olan anterler
haftada bir kez binokiiler altinda incelenmigtir. Kallus olugumlar1 genel olarak
anterlerde ilk kiltiir tarihinden yaklagik 12 hafta sonra gozlenmis ve 16. haftada
kalluslar kallus g¢ogaltma ortamlarina aktarilmistir. Cogaltma ortamu olarak, kallus
olusumundan sonra embriyogenik kallus olusumu ve gelisiminin izlendigi 2, 3 ve 8
nolu ortamlar kullamilmistir (Cizelge 3.4).
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Rejenerasyon Asamasi : Alt kiiltiirde ¢ogalan kallus, Cizelge 3.5’te gbsterilen
farkl: bliytime diizenleyicisi kombinasyonlarint igeren 5 farkli MS ortaminda kiiltiire
alinmis ve 27°C°de 2000 likss 151k kosullarinda inkiibe edilmislerdir.

Cizelge 3.5. Anter Kiiltiirtinde Bitki Rejenerasyonu I¢in Kullanilan Farkli MS
Ortamlarinin Bilyiime Diizenleyicisi ve Seker Igerikleri

Ortam No Biiylime Diizenleyicisi ve Seker Kaynag
Zeatin (mg/l) PBA (mg/l) TIAA (mg/D) Sukroz (g/1)
1 0.1 - 0.1 30
2 0.25 -— 0.1 30
3 0.5 -— 0.1 30
4 — 0.1 0.1 30
5 0.1 -—- 0.1 ——

3.2.3.2. Organogenesis Caliymalarinda Eksplantlarin Hazirlanmasi ve Kiiltiir

Asamalari

Eksplantlarm Hazirlanmasi : Organogenesis galiymalarinda eksplant olarak
laboratuvarda steril kosullarda elde edilmis 2 ve 5 haftalik in vitro fidelerden alinan
stirglin uglar1 (3-8 mm) ve kotiledon nodlari (3-5 mm) kullamilmigtir (Sekil 3.2). Bu
amagla delintasyon ve ylizey sterilizasyon islemi uygulanmis tohumlar, kabuklari
¢ikarilarak ¢imlendirilmigtir.

Delintasyon: Havli tohumlarin {izerine saf H,SO4 (30g havli tohum/25ml
H,80;4 ) eklenip 2-3 dakika karigtirilarak havlar uzaklastinlmig ve 5 dakika boyunca
musluk suyunda yikanmugtir. Daha sonra nétralizasyon amaciyla CaCOs (30g /30g
havli tohum) eklenip karigtirilan tohumlar yine musluk suyunda yikanmagtir.

Yiizey Sterilizasyon: Delinte edilen tohumlara steril kabinde  ylizey
sterilizasyon uygulanmigtir. Bu amagla dnce 1.5 dakika siiresince %70°lik alkol
uygulanan tohumlar, ikinci asamada 15 dakika %25’lik hipo + Tween 80 ile
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Sekil 3.2. Organogenesis Caligmalarinda Stirglin Ucu ve Kotiledon Nodlarinin
Kiltlirll. a. Jn vitro Fide (5 haftahik), b. Kullanilan eksplantlar, ¢ ve d .
Kotiledon Nodu ve Siirgtin Ucu Boyutlar
calkalanmig ve 5-6 kez steril saf su ile yikanmigtir. Yizey sterilizasyon
uygulamasindan sonra tohumlar steril saf su i¢inde ve karanlikta 1 gece
bekletilmiglerdir. Yukarida verilen ylizey sterilizasyon ydntemine ek olarak, asin
kirli materyalle (6zellikle pembe kurt Pechtinophora gossypiella Saund. zarari
nedeniyle kirli tohumla) caligildifinda  kontaminasyonu onlemek amaciyla
tohumlara iki agsamal1 yiizey sterilizasyon uygulamasi yapilmigtir. Bu amagla 6nce
1,5 dakika siiresince %70’lik alkol uygulanan tohumlar, daha sonra 20 dakika
%40°11k hipo+Tween 80 ile ¢alkalanmis ve 5-6 kez steril saf su ile yikanmugstir. 11k
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ylizey sterilizasyon uygulamasindan sonra, tohumlar steril saf su i¢inde ve karanlikta
1 gece bekletilmiglerdir. Ertesi glin kirli materyalle ¢aligilmigsa sterilizasyon yapilan
kabin tabaninda genellikle bakteri oluyumu g6zlenmis ve ikinci bir yiizey
sterilizasyonu yapilmigtir. Bunun ig:in ise, Once 1,5 dakika siiresince %70’lik alkol
uygulanan tohumlar, daha sonra 10 dakika % 25°lik hipo+Tween 80 ile ¢alkalanmig

ve 5-6 kez steril saf su ile yikanmigtir.

Cimlendirme: Es zamanli ¢imlenebilmelerini saglamak amaciyla kabuklar
cikarilan tohumlar MS besi ortam1 igeren kavanozlarda kiiltiire alinmug ve 2 veya 5
hafta siireyle 28 °C’de 151kl1 kogullarda inkiibe edilmistir.

Kiiltlir Asamasi: Organogenesis yolu ile bitki rejenerasyonu aragtirmasinda,
icerikleri Cizelge 3.6’da verilen 7 farkli biiylime diizenleyici kombinasyonunu
iceren ve biri bilylime diizenleyici igermeyen 8 farkli MSB ortami (MS tuzlarn ve
organikleri+ B5 vitaminleri) incelenmistir.

Cizelge 3.6. Organogenesis Caligmalarinda Kullanilan MSB Besi Ortamlariin
Biiytime Diizenleyicisi Igerikleri

Ortam No Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l)
1 BAP (2.0 ) + kinetin (2.0 )
2 BAP (2.0 ) + zeatin (2.0)
3 Kin (2.0 ) + zeatin (2.0 )
4 PBA (2.0)
5 PBA (4.0)
6 Kin (2.0) +IAA (0.5)
7 Kin (0.5) + IAA (0.5) + GA3 (0.1)
- S P

Iki ve 5 haftalik in vitro fidelerin kotiledon yapraklar uzaklastinlarak, 3-8 mm
uzunlugundaki siirgiin uclan ve siirgiin ucu kesilerek iki kotiledon yaprak koltugunu
iceren kotiledon nodu (3-5 mm), 30 m! besi ortamu igeren polipropilen kapakli cam
kavanozlarda kiiltiire alinmuglardir. Her cam kavanozda iki eksplant kiiltlire
alinmustir. ki eksplant iceren kavanoz bir deneme iinitesi olarak dikkate alinmig ve

her bir genotip-ekpslant-ortam kombinasyonu igin 3 tekrarlama (li¢ kavanoz)
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yapilmustir. Eksplantlar1 igeren kavanozlar, 28°C sicaklik, 16 saat fotoperyot ve
2000 liiks 151k kogullarinin saglandig: biiyiitme odasinda inkiibe edilmigtir.

Ik iki haftalik kiiltiir stiresinin sonunda eksplantlarin solmus ve kuru yapraklari
uzaklagtirtip, taban kisimlarinda olusan fenolik bilesiklerin etkilerini 6nlemek
amaciyla, aym kiiltiir kabinda yerleri deistirilmistir. Kiiltiir baglangicindan 4 hafta
sonra ise slirgilinler uzamalann ve koklenmeleri amaciyla biiviime diizenleyicisi
icermeyen MSB besi ortamina aktarilmig ve koklenen siirgiinler saksilara
aktarihrken, koéklenmeyenlerin aymi besi ortaminda alt kiiltiirlerine (kokleme

durumuna gére en az bir kez ve en fazla li¢ kez olmak tizere) devam edilmistir.

Dis Ortama Adaptasyon Asamasi: Koklenen siirgiinler. sweril torf igeren
saksilara aktarilmig ve sakslarin {izeri polipropilen torbalarla kapatildiktan sonra,
28°C sicaklik, 16 saat fotoperyot ve 10.000 liiks 151k kosullarinin saglandig: bilyiitme
odasina yerlestirilmislerdir.

ki hafta sonra, saksilarin {izerindeki torbalara kesilerek delikler agilmus,
iiglincli haftada delikler genisletilmis ve dordiincti haftada tortalar ¢ikanlarak
bitkilerin dig kosullara aligmasi saglanmistir. 2.5 ay sonra koklenmis bitkiler daha
biiyiik saksilara aktarilms, gelismeleri saglanmistir. Ik yil yiiriitilen 6n galisma
sirasinda organogenesis yoluyla elde edilen koklii bitkilerin bir kismi CUTAEM
deneme alanina aktarilmigtir.

3.2.3.3. Somatik Embriyogenesis Cahsmalarinda Eksplantlarin Hazirlanmasi
ve Kiiltiir Asamalan

Somatik embriyogenesis ¢aligmalarinda hipokotiller ve olgunlagmamis
embriyolar olmak iizere iki tip eksplant kullanilmigtir. S6z konusu eksplantlar igin
uygun besi ortamim belirlemek amaciyla Cukurova 1518 gesidi ile bir 6n ¢aliyma
yapilmustir. Bu 6n ¢aligmada, Cukurova 1518 gesidinin hipokotilleri, Cizelge 3.7°de
verilen 24 farklh MSB besi ortaminda kiiltiire alinmigtir. Olgunlasmamig embriyolar
ise, Cizelge 3.8°de verilen 9 farklit MSB besi ortaminda kiiltiire alinm:stir. Yapilan
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Cizelge 3.7. Hipokotil Eksplantlartmin Kullanildig1 Cukurova 1518 Pamuk Cesidi Ile
Yiiriitilen Besi Ortami Belirleme Calismasinda Kullamlan Besi

Ortamlan (*)
Besi Besi
Oort. Bilyiime Dilzenleyicileri (mg/1) Ort, Bilylime Diizenleyicileri (mg/l)
]jo Kinetin (0.1) + NAA (0.1) T: Kinetin (1.0) + NAA (1.0)
2 |Kinetin (0.1) + NAA (0.5) 14 |Kinetin (1.0) + NAA (1.5)
3 |Kinetin (0.1) + NAA (1.0) 15 |Kinetin (1.0) + NAA (2.0)
4 |Kinetin (0.1) + NAA (1.5) 16 |PBA (0.1)+2.4D (0.1)
5 |Kinetin (0.1) + NAA (2.0) 17 |PBA (0.1)+24D (0.5)
6 |Kinetin (0.5) + NAA (0.1) 18 {PBA (0.1)+2.4D (1.0)
7 | Kinetin (0.5) + NAA (0.5) 19 |PBA(0.5)+2.4D (0.1)
8 | Kinetin (0.5) + NAA (1.0) 20 |PBA (0.5)+2.4D (0.5)
9 | Kinetin (0.5) + NAA (1.5) 21 (PBA(0.5)+24D (1.0)
10 | Kinetin (0.5) + NAA (2.0) 22 |PBA (1.0)+2.4D(0.1)
11 |Kinetin (1.0) + NAA (0.1) 23 |PBA (1.0)+ 2.4 D (0.5)
12 |Kinetin (1.0) + NAA (0.5) 24 [PBA(1.0)+2.4D(1.0)

*) Ortamnlara 30 gr/l sakaroz+ 5.5 g/l agar ilave edilmis ve pH 5.8 olarak ayarlanmigtir.

Cizelge 3.8. Olgunlagsmamis Embriyo Eksplantlarinin Kullanmildigi Cukurova 1518
Pamuk Cesidi Ile Yiiriitilen Besi Ortami Belirleme Calismasinda

Kullanilan Besi Ortamlan (*)

BesliI ?l't. Biiyiime Diizenleyicileri (mg/)
1 PBA (0.1) +2.4 D (0.1)
3 PBA (0.1) + 2.4 D (0.5)
3 PBA (0.1) + 2.4 D (1.0)
y PBA (0.5) +2.4 D (0.1)
3 PBA (0.5) +2.4 D (0.5)
3 PBA (0.5) + 2.4 D (1.0)
= PBA (1.0)+2.4D(0.1)
3 PBA (1.0)+2.4 D (0.5)
9 PBA (1.0) +2.4 D (1.0)

*) Ortamlara 30 gr/l sakaroz+ 5.5 g/l agar ilave edilmis ve pH 5.8 olarak ayarlanmistir.
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bu 6n ¢aligma sonucunda, Cukurova 1518, Coker 312 ve Ergan 92 olmak tizere {i¢
pamuk ¢esidinin hipokotil ve olgunlagmamig embriyolari, 6n ¢aligmada Kkallus
indiiksiyonu ve embriyogenik kallus olugumu agisindan her iki eksplantta da tepki
verdigi gozlenen 4 besi ortaminin biiylime diizenleyicisi kombinasyonlar1 ve en ¢ok
tepki veren ortamin biiyime diizenleyicisi kombinasyonu yerine farkli bir
biiylime diizenleyicisi kombinasyonu ile kombine edilen 5 farkli MSB ortaminda
(Cizelge 3.9) kiiltiire alimmuglardir. Hazirlik ve kiiltiir asamalarindaki farkliliklar
dikkate alinarak eksplantlara yapilan uygulamalar farkli boliimler halinde verilmistir.

Cizelge 3.9. Hipokotil ve Olgunlagsmamis Embriyo Eksplantlarinin Kullamldig
Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 Pamuk Cesitleri ile Yiiriitiilen
Calismada Kullanilan Besi Ortamlar: (*)

Besi Ort Hipokotil |Embriyo
No * | Bilyiime Diizenleyicileri (mg/l) | Denemel Denemel
BesiOrt No | BesiOrt No
1 PBA (0.1)+2.4 D (0.5) 17 2
2 PBA (0.1)+2.4 D (1.0) 18 3
3 PBA (0.5+24D(1.0) = |21 6
4 (modS) PBA(0.1) + NAA (2.0) - :
5 Kinetin (0.1) + NAA (2.0) 3 -

*) Ortamlara 30 gr/l sakaroz+ 5.5 g/l agar ilave edilmis ve pH 5.8 olarak ayarlanmistir.

3.2.3.3.(1). Hipokotil Eksplantlarinin Hazirlanmasi ve Kiiltiirii

Eksplantlarin Hazirlanmas1 : Somatik embriyogenesis c¢alismalarimin bu
bolimiinde eksplant olarak laboratuvarda steril kosullarda elde edilmis 1 haftalik in
vitro fidelerden alinan hipokotil pargalan1 (4-5 mm) kullanmilmmgtir. Bu amagla
delintasyon ve yiizey sterilizasyon islemi uygulanmis tohumlar, kabuklar1 ¢gikarilarak
cimlendirilmigtir.

Delintasyon, Yiizey Sterilizasyonu ve Cimlendirme: Organogenesis

¢alismalarinda kullanilan yontem uyarinca yapilmugtr.
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Kiiltiir Asamasi: 1 haftalik in vitro fidelerin kok, stirgiin uglar, kotiledon
yapraklar1 uzaklagtinlarak hipokotil bsliimii 4-5 mm uzunlugunda pargalar halinde
kesilerek, 15 ml besi ortamu iceren 90 X 15 mm boyutlarindaki steril disposable petri
kutularinda kiiltiire alinmugtir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Hipokotillerin Kiiltiire Alinmasi. a. 7 Giinliik In Vitro Fide, b. Hipokotil
Eksplantlar, c. Hipokotillerin Kiiltiire Alinmas:

Denemede, igersinde bes hipokotil pargas: kiiltiire alinmug bir petri kutusu
deneme {initesi olarak dikkate alinmis ve her genotip-besi ortami kombinasyonu tli¢
kez tekrarlanmigtir. Kiiltiirler, 27°C sicaklik, 16 saat fotoperyot ve 2000 liiks 11k
kogullarinin saglandig1 inkiibasyon dolaplarinda inkiibe edilmistir.

fik 4-6 haftalik kiiltiir stiresinin sonunda, kallus indiiksiyon ve embriyogenik
kallus oranlar1 belirlenmis ve materyal aym besi ortamlarinda alt kiilttire alinmstur.
Cogaltilan kalluslar, steril kosullarda tartimlar: yapildiktan sonra, kesilip ¢ok kiigiik
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pargalara ayrilarak, NHsNO; igermeyen, KNO; konsantrasyonu ikiye katlanmig
MSB siv1 besi ortamina (Davidonis ve Hamilton, 1983; Sakhanokho ve ark.,1998;
Sakhanokho ve ark., 2001) (Cizelge 10) aktarilmislar, calkalayici tizerinde (120
rpm) indirekt 1s1k kosullarinda kiiltlire alinmislardir (Sekil 3.4).

Cizelge 3.10. Somatik Embriyogenesis Caligmalarinda Kullamilan Sivi Kiiltiir,
Embriyo Olgunlastirma ve Embriyo Cimlenmesi I¢in Kullanilan

Besi Ortamlari
Sov1 Kiiltiir Embriyo Gelistirme Ve | Embriyo Cimlenmesi ve
Olgunlastirma Koklenmesi
MS tuzlar MS tuzlar
- NH4NO; - NH4NO3 MS tuzlan
+ KNO; (1.9g/1) + KNO; (1.9g/1)
MS organikleri MS organikleri MS organikleri
(Glycine + Myo inositol) | (Glycine + Myo inositol) | (Glycine + Myo inositol)
BS5 Vitaminleri BS Vitaminleri B5 Vitaminleri
Glukoz (30 g/1) Glukoz (30 g/1) Glukoz (30 g/)
- --- Glutamine (1 g/1)
- - Aktif Karbon (2 g/)
Agar (6 g/l) Agar (6 ¢/1)
pH 5.8 pH5.8 pH5.8

Sekil 3.4. Somatik Embriyogenesis Caligmalarinda Siv1 Kiiltiir. a.Embriyogenik

Kallus, b. Embriyogenik Kallusun Siv1 Kiiltlire Aktarilmasi, ¢. Shaker
Uzerinde Siv1 Kiltiir .
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Sivi besi ortaminda genotiplere bagli olarak 4-8 haftalik kiiltlir siiresinin
sonunda, embriyoidler iceren materyal steril kosullarda siiziilmiigtiir. Bu amagla
kullamilan steril stizgeg, tizerine delikler agilarak hazirlanmug steril filtre kagidi
konularak kullamlmgtir. Siv1 kiiltiir igindeki materyalle birlikte bosaltiimig, {izerine
yeni besi ortami dékilerek yikanmis ve siiziildiikten sonra filtre kafidi ile birlikte
alinip bir kag kat filtre kagid1 tizerine konulup bekletilerek kurumas: beklenmigtir
(Sekil 3.5). Ayn1 zamanda siiziilen materyalin aktanlacagi embriyo gelisme ortam
iceren petri kutularinda besi ortami iizerine steril filtre kagid: konulup bekletilerek
ortamin fazla nemi alinmigtir. Embriyoidler igeren kalluslar, gelisme ortami igeren
petri kutularina gegirilmis, besi ortami lizerine bistiiri ile yayilarak yerlestirilmigtir.
Petri kutular1 parafilmle bantlanmistir. 4-6 haftalik kiiltlir siiresinin sonunda
mikroskop altinda globular ve ileri ddnem embriyo sayimiar: yapilmigtir. Bu amagla
yaklagik 1 cm®lik karelere aynlms petri kutusu kapagi, sayim yapilacak petri
lizerine yerlestirilmis, sayim yapilan kareler isaretlenmigtir. Sayimlar, globular ve
ileri dénem embriyolan belirlemek lizere ayn1 anda, iki farkli numarat6r kullanilarak
yapilmistir. Gelisme ortaminda torpido ve kotiledon asamasina gelen embriyolar
koklenmeleri igin ¢imlendirme ve kdklenme ortamu igeren tiiplere aktarilmuglardir.
Yapilan ilk gozlemler sonucunda somatik embriyolarin tiiplere aktarildiktan sonra
tip igindeki yogun nem nedeniyle vitrifiye olduklari, gelisemedikleri izlenmistir.
Daha sonraki caligmalarda somatik embriyolarin vitrifiye olmalanmi 6nlemek
amactyla, tiiplerde egik besi ortamn hazirlanmig, yogunlasan sivimn egik ylizeye
yerlestirilen somatik embriyo ile temas1 Snlenmigtir. Aym zamanda tlip tabanina ve
egik ortamin karsisindaki tiip ylizeyine yaslanacak sekilde rulo haline getirilmis steril
kagit havlu pargalan yerlestirilmigtir. Tabanda biriken siviyi geken kagit havlu
pargalar1 kiiltiir sirasinda 7-10 giinde bir kez degistirilmigtir. Kiiltiire alinmadan
itibaren kallus olusumu, kalluslarin ¢ogaltilmas: ve somatik embriyolarin gelismesi
asamalari 28°C sicaklik ve 16 saat fotoperyot ve 2000 liks g1k kosullarmin
saglandif1 biiylitme dolabinda, somatik embriyolarin kéklenme asamasi ise 28°C
sicaklik, ve 16 saat fotoperyot ve 2000 liks direkt 11k kosullarimin saglandii
biylitme odasinda siirdiiriilmiistiir. Stva kiiltlirler, C.U. Zir. Fak. Bahge Bitkileri
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.o

Boliimi, Biyoteknoloji Laboratuvarinda 28°C’de, 16 saat fotoperyot ve indirekt 151k

kogullarinda inkiibe edilmigtir.
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Caligmalarinda Sivi Kiiltiir Sonras1 Uygulamalar.

a. Sv1 Kiiltiir, b, Embriyogenik Materyalin Siiziillip Yikanmasi, c. Filtre
Kagidi Uzerinde Kurutma, d. Farkli Asamalarda Embriyo ve Pro-

.

riyogenesis

embriyogenik Yapilar Iceren Embriyogenik Mateyalin Gelisme Ortamina

.

Aktarilmasi, e. fleri Dénem Embriyolar (Torpido ve Kotiledon), f. Ileri

Dénem Embriyolarin Koklendirme Ortamina Aktartlmast.

Sekil 3.5. Somatik Emb
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3.2.3.3.(2). Olgunlagmamis Embriyo Eksplantlarimin Hazirlanmasi ve Kiiltiirii

Eksplantlarm Hazirlanmasi : Somatik embriyogenesis ¢alismalarimn bu
bélimiinde, Cukurova 1518 gesidi ile stirdiiriilen ortam belirleme ¢aligmasinda
eksplant olarak tozlanmadan, 14, 21 ve 28 giin sonra hasat edilen kozalardan
¢ikarlan olgunlagmamug zigotik embriyolar kullamlmstir. Ug ¢esit ile siirdiiriilen
denemede ise, ortam belirleme denemesinin sonuglar1 dikkate alinarak 28 giinlikk
embriyolar eksplant olarak kullamlmistir. Bu amagla; bitkisel materyal olarak
kullamlan Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk c¢egsitleri, CUTAEM
deneme alaninda yetigtirilmistir. Cigeklenme dénemi boyunca beyaz ¢igekler, agma
tarihleri belirtilerek etiketlenmis ve aym zamanda yabanci ddllenmeyi Onlemek
amactyla ta¢ yapraklar birlestirilerek baglanmigtir. Beyaz ¢igek agma tarihinden bir
giin sonraki tarih tozlanma tarihi olarak kabul edilmistir. Etiketlerdeki tarihler
dikkate alinarak tozlanmadan 14, 21 ve 28 giin sonra kozalar hasat edilmigtir.
Kozalar genellikle hasat edildikleri giin buzdolabimnda bekletilmis ve ertesi giin
embriyolar gikarilarak kiiltiire almmugstir, Yiizey Sterilizasyon uygulanan kozalardan
steril kosullarda ¢ikarilan olgunlagmamig tohumlarin tohum kabuklari uzaklagtiriimig
ve embriyolar ¢ikarilmigtir. Kotiledon yapraklar kesilerek uzaklastirlan embriyolar
kiiltlire alinmigtir.

Yiizey Sterilizasyon: Tarladan hasat edilmis ve bir gece buzdolabinda
bekletilmis olan kozalarin kabuklar1 hem kabinde ¢alisgmayr kolaylastirmak, hem de
pembekurt zarar olan kozalan elemine etmek amaciyla uzunlamasina geritler halinde
soyulmus, zarar gormiis g¢enetler uzaklagtiriloustir. Genis kavanozlara konulan
kozalara yiizey sterilizasyon uygulanmigtir. Bu amagla kozalar, 6nce 1 dakika %
70°lik alkol i¢inde calkalanmis, daha sonra %25°’lik sodyum hipoklorit ve birkag
damla Tween 80 iceren ¢ozeltide 15 dakika boyunca sterilize edilmis ve 5-6 kez
steril destile su ile yikanmigtir.

Kiiltiir Asamasy: Yiizey Sterilizasyon sonrasi olgunlagsmamus tohumlardan
tohum kabuklari kesilerek embriyolar ¢ikarilmig, kotiledon yapraklart kesilerek
uzaklagtirilmug ve embriyolar, 15 ml besi ortami iceren 90 X 15 mm boyutlarindaki
steril disposable petri kutularinda kiilttire alinmugtir ($ekil 3.6).
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Sekil 3.6. Olgunlagsmamig Embriyolarin (28 glinlilk) Kiiltiire Alinmasi.  a.
Tozlanmadan 28 Giin Sonra Hasat Edilen Kozalar, b. Olgunlagmamig
Tohum, c. Embriyo, d. Kotiledonlan Kesilmis Embriyo, e. Embriyolarin
Kiiltire Alinmasi, f. Cimlenen Embriyolarin Kesilerek Alt Kiiltiire
Alinmasi

Denemede, igefsinde bes embriyo kiltiire alinmus bir petri kutusu deneme
{initesi olarak dikkate alinmis ve her genotip-besi ortami kombinasyonu ii¢ kez
tekrarlanmugtir.  Kiiltiirler, 27°C sicaklik, 16 saat fotoperyot ve 2000 liikks 151k
kogullarinin saglandig1 inkiibasyon dolaplarinda inkiibe edilmistir.

Ilk 3 haftalik kiiltlir stiresinin sonunda kallus indiiksiyon oranlan belirlenmistir.
Bu agamada kallus olusumu baglangi¢lar dikkate alinmig, ancak baz ortamlarda ve
ozellikle sirasiyla 28, ve 21 giinlitk embriyolar ¢cimlenme egilimi g6stermiglerdir. Bu
nedenle ¢imlenen eksplantlar alt kiiltlire kesilerek aktarilmig ve alt kiiltiir sirasinda
kallus indiiksiyon ve embriyogenik kallus oranlari belirlenmigtir. Bu amagla
kesilerek yeni ortama aktarilan eksplantlarda kallus olusumu parga sayis1 dikkate
alinarak belitlenmis ve her bir petri i¢in % kallus olusumu olarak uyarlanmgtir. Itk

alt kiiltiir asamasindan sonra embriyolar aym besi ortamlarinda alt kiiltlire alinarak
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¢ogaltilmugtir (4-6 hafta). Embriyolarin kiltlire alindiklar1 erken dénemlerinde sivi
kiiltlir yapma olanafimizin bulunmamasi nedeniyle kalluslarn bir kismu somatik
embriyogenesis i¢in hormonsuz MS besi ortami igeren petri kutularina aktarilmus,
geri kalaninda ise alt kiiltiir stirdiiriilmistiir. Siv1 kiiltiir yapilacag: donemde, yaklagik
7 aylik siire boyunca alt kiiltlirde slirdiiriilmekte olan embriyo kokenli kalluslar,
hipokotillere uygulanan gekilde sivi kiiltiire aktarilmagtir.

3.2.3. Incelenen Ozellikler
3.2.3.1. Anter Kiiltiiriinde incelenen Ozellikler
3.2.3.1.(1). Reaksiyon Gidsteren Anter Orani

27°C’de ve karanlik kogullarda biiyiitme dolabinda inkiibe edilen anterler bir
haftalik periyodlarla binokiiler altinda incelenmis, her bir petri i¢in kallus olusturan
anterlerin sayisi belirlenmistir. Bu sayimlardan yararlanilarak petri kutusu bagina

reaksiyon gdsteren (kallus olusturan) anterlerin oram ylizde olarak saptanmustir.
3.2.3.1.(2). Kallus Biiyiikliigii

Denemede kallus biiyiikliigti, tepki veren anterlerde olusan kallus alt kiiltiire
gecirilmeden Once saptanmistir. Binokiiler altinda kallusun yayilma alanindaki en
genis iki boyut cetvelle mm cinsinden 6lgtilerek, besi ortamu iizerinde kapladiklar
alan yaklagik olarak belirlenmistir. Tepki veren tiim kalluslarda 6l¢iim yapilmis, elde
edilen kallus alanlar1 eksplant sayisina béliinerek genotiplere ve besi ortamlarina
gore ortalama kallus alant mm? olarak saptanmustir.
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3.2.3.2. Organogenesiste incelenen Ozellikler
3.2.3.2.(1). Eksplant Reaksiyon Oram

Kiiltlire alinan eksplantlarda siirglin olusumu, eksplant tepkisi olarak kabul
edilmistir. Siirglin olugturan eksplantlarin sayimi yapilmig ve bu degerlerden
yararlanilarak, eksplant reaksiyon oranlari ytizde olarak hesaplanmusgtir.

3.2.3.2.(2). Siirgiin Rejenerasyon Orani

Tepki veren eksplantlarda olusan siirglin sayilar1 saptanarak, eksplant basina

olusan siirgiin sayis1 belirlenmistir.
3.2.3.2.(3). Koklenme Orani

Rejenerasyon ortamlarinda olusan stirglinlerin uzamalari ve koklenmeleri
amaciyla aktarildiklan biiylime diizenleyicisi. igermeyen MS besi ortaminda kok
olusumu gozlenen siirgiinlerin sayis1 belirlenmis ve bu sayimlardan yararlanilarak

koklenme oranlar hesaplanmstir.

3.2.3.2.(4). Yasama Oram
In vitro kosullarda koklenmis bitkiler saksilara aktarilmig ve 2-3 ay sonra sera
kosullarindaki yagama oranlar belirlenmisgtir.

3.2.3.3. Somatik Embriyogenesiste Incelenen Ozellikler
3.2.3.3.(1). Kallus indiiksiyon Oram
Hipokotil eksplantlarinda baglangi¢ kiiltiir siiresinin sonunda (4-6 hafta),

eksplantlar alt kiiltiire aktarilirken kallus olusturan eksplantlarin sayis1 belirlenmis ve
petri kutusu bagina kallus olusturma oranlart ylizde olarak saptanmugtir.
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Olgunlagsmamig embriyo eksplantlarinda ise, baz1 besi ortamlarinda g¢imlenme
egilimi gosteren eksplantlar alt kiiltiire aktarilirken kesilerek aktarilmig ve killtiirlerin
tamaminda alt kiiltiir sirasindaki kallus olugumlan dikkate alinmugtir,

3.2.3.3.(2). Embriyogenik Kallus Olusturma Oram

Hipokotil eksplantlarinda baslangig kiiltlir siiresinin sonunda (4-6 hafta),
eksplantlar alt kiiltiire aktarilirken embriyogenik [sarimsi yesil, sarimst krem,
graniiler ve kirilgan (+ +) ], ve orta derecede embriyogenik 6zellikte kallus [sarimsi
yesil, orta derecede kirilgan (+) ] olusturan eksplantlarin sayis1 belirlenmis ve petri
kutusu basina ekplantlarin embriyogenik kallus olusturma oranlan yiizde olarak
saptanmigtir. Olgunlagsmamig embriyo eksplantlarinda ise bazi besi ortamlarinda
¢imlenme egilimi gosteren eksplantlar alt kiiltiire aktarilirken kesilerek aktarilmig ve
kiiltlirlerin tamaminda alt kiiltiir sirasindaki kallus olusumlan dikkate alinmistir.

3.2.3.3.(3). Somatik Embriyo Sayis1

Sivi kiiltlire aktarilirken miktarlart (g) belirlenen kalluslar, siv1 kiiltiir
sonrasinda geligme ortamimna aktarmugtir. Gelisme ortami sonunda embriyoidler
iceren embriyogenik kalluslar {izerinde olusan globular ve ileri dénem embriyo
sayilan belirlenmis, siv1 kiiltiire aktarlan kallus miktan (g) dikkate alinarak somatik
embriyo / gram kallus olarak degerlendirilmistir.

3.2.4. Arastirmada Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Anter kiiltiirii ile ilgili denemelerden elde edilen verilere tesadiif bloklarinda
Bolinmiig Parseller Deneme Deseni’ne (Steel ve Torrie, 1960) ve organogenesis
denemesinden elde edilen verilere ise tesadiif bloklarinda Boliinen-Boliinen
Bolinmiis Parseller Deneme Deseni’'ne (Steel ve Torrie, 1960); somatik

embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu ¢aligmalarinda, 6n ¢alisma olarak tek
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cesitle siirdiiriilen denemelerde; hipokotillerin eksplant olarak kullanildigs
denemeden elde edilen verilere Bir Faktorlii Tesadiif Bloklan Deneme Desenine
(Steel ve Torrie, 1960); olgunlagmamis embriyolarin eksplant olarak kullanildig:
denemeden elde edilen verilere ise Boliinmiis Parseller Deneme Deseni’ne uygun
olarak MSTATC istatistik programindan yararlanilarak varyans analizi
uygulanmstir.  Ug gesit ile stirdiiriilen somatik embriyogenesis yoluyla bitki
rejenerasyonu g¢ahigmalarinda siirdiirlilen denemelerden elde edilen verilere ise
Boliinmiis Parseller Deneme Deseni’ne uygun olarak MSTATC  istatistik
programindan yararlamlarak varyans analizi uygulanmigtir. Varyans analizi
uygulanmadan Once, reaksiyon gOsteren anter orami, kallus indiksiyon orani,

embriyogenik kallus oran, siirglin olusturan eksplant orani ve kdklenme oram gibi
ylizde olarak ifade edilen degerlere Arcsin/x+0.001 transformasyon uygulanmistir.

Kallus agurligi bagina somatik embriyo sayisi degerlerine ise, +x+0.5

transformasyonu uygulanmigtir. Varyans analizinde nemli oldugu saptanan faktor
ortalamalariin karsilastirilmasinda; dérde kadar olan ortalamalar igin LSD testi,

dértten fazla olan ortalamalar i¢in ise Duncan testi kullaniimigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Anter Kiiltiirii ile Ilgili Bulgular ve Tartisma
4.1.1. Kallus indiiksiyonu

Kiiltiire alinan anterler haftada bir kez binokiiler altinda incelenmis ve kiiltiir
sliresince olusan degisimler g6zlenmistir. Binokiiler altinda gozlemler sirasinda,
anterlerin baglangigta saydam ve agik krem renkli olduklar gozlenmigtir. Kiilttir
stiresi ilerledikge rengin sirasiyla sarimsi1 krem, agik ve koyu kahverengine dogru
degistigi, aynca saydamliin azaldifi izlenmistir. Anterlerden kallus olusumu
anterlerin sigkinlesmesiyle baslamig, daha sonra anterlerin digina dogru ¢ikan kallus
olusumu gozlenmigtir . Genel olarak olugan kalluslarin krem ve agik sari renkli,
kismen gevsek yapili olduklari izlenmigtir (Sekil 4.1). Bu gézlemler, Baluch
(1979)’un gézlemleri ile uyum igersindedir.

Incelenen cesitlerin tamaminda tepki oldukg¢a ge¢ baglamig; ilk tepkiler
yaklasik 2.5 ay sonra Ersan 92 gesidinin, 1, 2 ve 8 nolu besi ortamlarinda kiiltiire
alinmis olan anterlerinde gigkinlesme olarak kendisini gdstermistir. Bu gesidi, Sayar
314 ve Marag 92 izlemis; 4. ayda, Adana 98, Nazilli 84 ve Cukurova 1518
cesitlerinde Ade siskinlesme ve kallus baglangi¢lan gézlenmistir. Coker 312 ¢esidinde
ise tiim kiltiir sliresi boyunca 2 nolu besi ortamindaki 2 anterde sigkinlesme diginda
higbir tepki izlenmemistir. 5. ayda diger gesitlerin kallus indiiksiyon oranlarinda
Onemli bir farklilik ortaya ¢gikmazken, Adana 98 ¢esidinin daha 6nce tepki vermemis
olan anterlerinin bityiik bir kismuinda &zellikle 1, 2, ve 3 nolu ortamlarda yeni tepkiler
ve kallus olugumlar1 izlenmigtir. Kiiltlirde uzun siire kalmig olmalarina ragmen tepki
vermemis olmalart ve s6z konusu degisimleri gegirmeleri nedeniyle canliliklarim
yitirdikleri diigiiniilen bu anterlerden koyu kahverengine doniisenler disindekilerden,
ozellikle Adana 98 ¢esidinden bilyilk oranda tepki alinmustir. Kiiltiir siiresinin
uzamasinin kallus indiiksiyon oranim artirmas: yéntindeki gézlemimiz Zhang ve ark.
(1996)’min bulgularim destekler niteliktedir.
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Sekil 4.1. Pamuk Anterlerinden Kallus Olusumu. a-b Pamuk Anter Kiiltiirlinde
Kallus Indiiksiyonunun Baslangici, c. Farkhh Besi Ortamlarinda Kallus
Indtiksiyonu.
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4.1.1.1 Reaksiyon Gisteren Anter Oram (%)

Yedi farkli pamuk genotipi anterlerinin dokuz farkli besi ortaminda gosterdigi

reaksiyon oranlarina uygulanan varyans analiz sonuglan Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge4.1. Farkh Pamuk Genotiplerinin Farkli Besi Ortamlarindaki Anter
Reaksiyon Oranlari ile llgili Varyans Analiz Sonuglar

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler Ortalamasi F Degeri
Derecesi

Tekerrlir 2 279.760 3.8233

Genotip 6 557.571 7.6200**

Hata 1 12 73.172

Besi Ortami1 8 480.270 8.8087**

GenotipxB. Ortam1 48 108.055 1.9819%*

Hata2 112 0.007

Genel 188

** : P<0.01 hata smirlar iginde istatistiksel olarak Snemti.

Cizelgeden izlendigi gibi, genotipler ve besi ortamlar1 anter reaksiyon oranim
istatistiksel olarak Onemli derecede etkilemistir. Ayrica, genotip x besi ortamu
interaksiyonunun istatistiksel olarak 6nemli oldugu ortaya ¢ikmugtir.

Incelenen pamuk genotiplerinin dokuz farkli besi ortamindaki anter reaksiyon
oran: ortalamalari, Cizelge 4.2°de verilmistir.

Anter reaksiyon oram ortalamasi, genotiplere bagh olarak % 0 ile % 11.1
arasinda degigmistir (Cizelge 4.2). Incelenen genotipler igersinde en yiiksek anter
reaksiyon oram ortalamasi, % 11.1 ile Adana 98 ¢esidinde saptanmistir. Bu ¢esidi %
9.1 ile Ersan 92 ¢esidi izlemistir. S6z konusu iki gesidin anterleri, incelenen diger
cesitlerin antrelerine gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek reaksiyon
orani ortalamasi gdstermistir. Adana 98 ve Ersan 92 ¢esidi digindaki ¢esitler, %0 ile
% 2.6 arasinda degisen ve birbirlerinden istatistiksel olarak farklt olmayan anter
reaksiyon oram ortalamalar1 gostermiglerdir. Anter reaksiyon oraninin genotiplere
bagh olarak farklilik g&stermesi ile ilgili bu bulgular, Turaev ve Shamina (1985),
Mavromatis ve ark. (1998) ve Zhang ve ark. (1998a)’min bulgularimi destekler
niteliktedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Saire R. TURKOGLU

Incelenen besi ortamlarina bagh olarak, anter reaksiyon oram ortalamasi % 0
ile % 11.2 arasinda degismistir (Cizelge 4.2). En yiiksek anter reaksiyon oram
ortalamasi, % 11.2 ile 2 nolu ortamda ( 0.1 mg/l kinetin+0.5 mg/l 2,4-D i¢eren MS
ortamu) kiltiire alinan anterlerde saptanmistir. Bir nolu ortam ( 0.1 mg/l kinetin+0.1
mg/l 2,4-D iceren MS ortami), %10 anter reaksiyon orami ortalamasi ile 2 nolu
ortamda elde edilen anter reaksiyon oram ortalamasindan istatistiksel olarak farkli
olmayan anter reaksiyon oram gostermistir. 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 nolu besi
ortamlarinda elde edilen anter reaksiyon orani ortalamalar1 ise birbirlerinden farksiz,
ancak 1 ve 2 nolu ortamlarda elde edilen degerlerden istatistiksel olarak Snemli
derecede daha diisiik olmustur. Bu bulgular, MS ortamina ilave edilen 0.1 mg/I’nin
tizerindeki kinetin konsantrasyonunun, anter reaksiyon oramim olumsuz yonde
etkiledigini, 0.1 mg/l kinetin ile kombine edilen 0.1 mg/l 2,4-D konsantrasyonu 0.5
mg/I’ye ¢ikartildiginda anter reakisyon oranminda 6nemli bir artis ortaya ¢ikmadigini
gostermektedir. Bu durumda, anter reaksiyon oram agisindan en uygun kinetin-2,4-
D kombinasyonunun; 0.1 mg/l kinetin + 0.1 mg/l 2,4-D oldugu sdylenebilir. Bu
sonug, Gossypium Kotzschianum Anderss anter kiiltiirinde en iyi biiylime
diizenleyicisini kombinasyonunun 0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l kinetin oldugunu
bildiren Zhang ve ark. (1996)’nin bulgulari ile kismen uyum igersindedir.

Aragtirmada genotip X besi ortami interaksiyonunun istatistiksel olarak 6nemli
¢ikmasi, besi ortamlarinin anter reaksiyon oram iizerindeki etkisinin genotiplere
bagl olarak &nemli derecede farklihik gdsterdigini ortaya koymaktadir. Nitekim,
Adana 98 ve Ersan 92 ¢esitleri digindaki genotiplerde besi ortamlari anter reaksiyon
oraninda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik yaratmamigtir (Cizelge 4.2 ve Sekil
4.2). Adana 98 gesidinde; 1 (0.1 mg/! kinetin + 0.1 mg/l 2,4-D i¢eren MS ortami) ve
2 (0.1 mg/l kinetint+ 0.5 mg/l 2,4-D iceren MS ortami) nolu besi ortamlari, 3 nolu
ortam (0.1 mg/l kinetintl mg/l 2,4-D igceren MS ortami) disindaki tiim
ortamlardakine gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek anter reaksiyon
oram saglamuglardir. 3 nolu ortam, 1 ve 2 nolu ortamlar yaninda, 4 ve 6 nolu
ortamlardan (0.5 mg/l kinetin+ 0.1 mg/l 2,4-D iceren MS ortamu ve 0.5 mg/1 kinetin+
1 mg/l 2,4-D igeren MS ortami) da istatistiksel olarak farkli olmayan anter reaksiyon
oram saglamigtir. Ersan 92 ¢esidinde ise, 1 ve 2 nolu ortamlar, 3 ve 8 nolu (1 mg /1
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Saire R. TURKOGLU

kinetin+ 0.5 mg/l 2,4-D igeren MS ortami) ortamlar digindaki tiim ortamlardakine
gore istatistiksel olarak Onemli derecede daha yliksek anter reaksiyon oram
saglamislardir. 3 ve 8 nolu ortamlarda saglanan anter reaksiyon oram ortalamalari, 1
ve 2 nolu ortamlar yaninda diger ortamlarda saglanan anter reaksiyon oram
ortalamalarindan da istatistiksel olarak Onemli farklilik gostermemistir. Farkli
kinetin+2,4-D kombinasyonlarim igeren besi ortamlarimin farkli genotiplerde anter
reaksiyon oramimi farkh sekilde etkilemesinin, farkli genotiplerden alinan anterlerin

i¢c hormon igeriklerinin farkli olmasindan ileri geldigi sSylenebilir (Hatipoglu, 2002).
4.1.1.2. Kallus Bilyiikliigii

Farkli pamuk genotiplerinin anterlerinden farkli besi ortamlarinda olusan kallus
buyiikliikleri, Cizelge 4.3’te verilmigtir.

Cizelgeden izlendigi gibi, incelenen cesitler arasinda en yiiksek anter
reaksiyon orami gOsteren gesitlerden birisi olan Adana 98 gesidinin anterleri en
bityiik kalluslar1 2 nolu ortamda ( 0.1 mg/l kinetin + 0.5 mg/l 2,4-D igeren MS
ortam1) gostermistir. Bir diger yiiksek anter reaksiyon oranina sahip ¢esit olan Ersan
92 ¢esidinin anterleri ise en biiyiik kalluslar 8 nolu ortamda (1 mg/l kinetin+0.5 mg/1
2,4-D igeren MS ortami) olusturmuslardir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3). Genel olarak
anterlerden elde edilen kallus miktarlarimin azhf: dikkate alinarak rejenerasyon
ortamina aktarmadan 6nce kallus cofaltma igin kullanilacak besi ortamlar
belirlenmistir. Bu amagla, 1, 2 ve 8 nolu besi ortamlari ve Adana 98 ve Ersan 92
¢esitlerinin kalluslari kullanilarak yapilan bir 6n ¢alisma sonucunda 2 ve 8 nolu
ortamlarin kallus ¢ogaltma ortamu olarak kullanilmasi kararlagtinlmigtir. On ¢aligma
sonucunda bu ortama aktarilan diger gesitlerin ve ozellikle Adana 98 ¢esidinin
kalluslarimin, 8 nolu besi ortaminda kolaylikla ¢ogalabildikleri izlenmigtir. Ergan 92
¢esidi disinda, genel olarak gok diisiik indiiksiyon tepkisinin elde edildigi bu ortam
varolan kallusun ¢ogalmasinda oldukca etkili olmugtur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Saire RTURKOGLU

4.1.2. Bitki Rejenerasyonu

2 ve 8 nolu indiiksiyon ortamlarinda 4’er haftalik siirelerle 1, 2 veya 3 kez
¢ogaltilan kallluslar, rejenerasyon ortamlarina aktarilmistir. Cogaltma ortaminda bir
kez c;ogaltlidlktan sonra rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslarin, 6zellikle 1 nolu
rejenerasyon ortami (0.1 mg/l zeatin+ 0.1 mg/l IAA igeren MS ortam: ) ve 4 nolu
rejenerasyon ortaminda (0.1 mg/l PBA + 0.1 mg/l IAA igeren MS ortami) agik sar
kismen kirilgan ve az miktarda graniiler bblgeler iceren embriyogenik kallusa benzer
yapiya doniistligli izlenmig, ancak rejenerasyon ortaminda iki alt kiltir daha
yapilmasina ragmen embriyoid veya embriyo benzeri herhangi bir yap

gbzlenmemistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Anter Kiiltlirinde Farkli Cogaltma Ortamlarinda Elde Edilen Kalluslarin
Farkli Rejenerasyon Ortamlarindaki Tepkileri. a ve e. 2 Nolu Besi
Ortaminda Cogaltilmug Olan Kalluslarin R1 Besi Ortamindaki Kallus
Geligimi, b. 8 Nolu Besi Ortaminda Cogaltilmig Olan Kalluslarin R4
besi Ortamindaki Kallus Gelisimi, ¢ ve d 8 nolu besi ortaminda
¢ogaltilmig Olan Kalluslarin R1 besi ortamindaki Kallus Gelisimleri.

69



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Saire R. TURKOGLU

Ayrica, denemenin son déneminde ¢ogaltma ortaminda tic kez cogaltilmig
kalluslar, 5 nolu ortama (0.1 mg/l zeatin ~ 0.1 mg/l IAA igeren, ancak geker
icermeyen MS ortami) aktarilmig, ancak bu ortamda da herhangi bir embriyo
olusumu veya bitki rejenerasyonu gergeklesmemistir. Kalluslar bu ortamda daha
kompaktlagmiglar, bir kismi ¢ok agik yesil renkli vap: olusturmuglardir. Sonug
olarak, ozellikle {i¢c kez ¢ogaltma ortaminda kiiltir edilen kalluslarin kiiltiirde uzun
stire kalmalar1 sonucunda embriyogenik kapasitenin diistiigli gozlenmigtir., Pamuk
anterlerinden olusan kallustan bitki rejenerasvonunun ger¢eklesmemesi ile ilgili
bulgularimiz, daha 6nce pamuk anter kiiltiirii konusunda ¢aligsan bir ¢ok arastiricinin
(Turaev ve Shamina, 1985; Mavromatis ve ark.. 1998; Zhang ve ark., 1998a)
bulgularini desteklemektedir.

4.2. Organogenesis Aragtirmasi ile flgili Bulgular ve Tartiyjma
4.2.1 Siirgiin Rejenerasyonu

Organogenesis ¢aligmalan sirasinda eksplant kaynag: olarak kullanilan in vitro
fidelerin elde edilmesi igin Nazilli Pamuk Arzstirma Enstitiisii’'nden saglanan
tohumlar Materyal ve Metod boliimiinde verilen vntem uyarinca sterilize edilerek
¢imlendirilmistir. Ancak, ¢alismanin ikinci asamasinda Nazilli Pamuk Arastirma
Enstitiisii yerine Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisii deneme alanindan elde
edilen Coker 312 tohumlar: kulanilmigtir. Bu tohumlann ¢imlendirilmeleri sirasinda
uygulanan rutin yiizey sterilizasyon yontemi vetersiz kalmig (yetisme sezonunda
yogun olan pembe kurt Pechtinophora gossypiella Saund. zarar1 nedeniyle),
tohumlarin % 80 oraninda kontamine olduklari gbzlenmigtir. Aym kirli tohumlar
kullanilarak bir dizi ylizey sterilizasyon denemesi vapilmig ve agirt kirli materyalle
¢alistimasi durumunda kontaminasyonu Onlemek amaciyla Materyal ve Metod
bolimiinde verilen iki asamali ylizey sterilizasvon yoOnteminin uygulanmasi
kararlagtirilmigtir. Farkli kaynaklardan elde edilen tohumlardan kontaminasyon
yoniinden farkli sonuglar alinmas: ile ilgili g&zlemlerimiz, ¢imlendirme sirasinda

kontamine olmayan fidelerin oraninin tohum &rnegine ve genotiplere gére farklilik
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gosterdigini ve ilk kiiltlir agamasinda kaybedilen dokularin gogunlugunun tohumdan
kaynaklanan kontaminasyona bagli olabilecegini bildiren Gould ve ark. (1991)’nin
gdzlemleri ve pamuk tohumlarimin dezenfeksiyonunun i¢ enfeksiyon nedeniyle zor
oldugunu, ¢eside ve tiriinlin elde edildigi yila gére dezenfeksiyon etkinliginin
farklilik  g6sterdigini  belirten Zapata ve ark. (1999)mn gdzlemlerini
desteklemektedir.

Kiiltir baglangicindan itibaren yapilan periyodik gézlemlerde siirgiin uglar ve
kotiledon nodlarinda olusan farklilasmalar saptanmustir. [lk hafta icinde besi
ortamlarina ve eksplantlara gore degismekle birlikte ilk siirgiin olusumlarinin
basladif1 saptanmig ve ilk stirglinler 8 nolu besi ortaminda (bilylime diizenleyicisi
icermeyen MSB besi ortami) kiiltiire alinmis olan siirglin uglarinda gdzlenmistir.
Kiltiirdeki ilk iki hafta iginde eksplant tabanlarinda yogun fenolik bilesik olusumlari,
biiylime diizenleyicisi igeren ortamlarin hepsinde saptanirken, 8 nolu besi ortaminda
(biiyiime diizenleyicisi igermeyen MSB ortami) goriilmemistir. Aym zamanda olusan
stirglinlerin  ilk  yapraklarimin 6nce renklerinin  sarardifi, daha sonra
kahverengileserek bir kismmin dokiildikleri gézlenmigtir. Bu durumun biiyiitme
odasinda 151kl1 saatlerde sicaklifin artisindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiis, ancak
s6z konusu sorunun 8 nolu besi ortaminda (biiytime diizenleyicisi igermeyen MSB
ortami) ¢ok az miktarda veya hi¢ gdzlenmemis olmasi, bizi konunun yine biiylime
diizenleyiciler agisindan incelenmesi gereklilifine yo6nlendirmistir, Kiiltiiriin
ilerleyen donemlerinde biiyiime diizenleyicisi igeren besi ortamlarinda eksplant
tipine ve bliylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarina baghh olarak hemen
hepsinde siirglin ¢evresinde kallus olusumu (¢ogunlukla kirmizimsi renkli ve
yumusak yapil) gézlenmistir (Sekil 4.5). Biiyiime diizenleyicisi igermeyen 8 nolu
MSB besi ortaminda hem kallus olusumunun, hem de fenolik bilesiklerin
goriilmemesi, rejenerasyonu engelleyen ve yavaslatan olumsuz gelismelerin biiyiime
diizenleyicilerinden kaynaklandid1 izlenimini vermigtir. Kiiltliirde fenolik bilesiklerin
zararinin Onlenmesi amactyla besi ortamlarma PVP eklenmesi, kiiltiire alinan
materyale antioksidant solusyonu uygulanmasi ve eksplantlarin besi ortami iizerinde
yerlerinin degistirilmesini igeren bir dizi 6n ¢alisma yapilmistir. Bu amagla besi

ortamlarina 1 g/l PVP eklenmis; antioksidant uygulamasi igin eksplantlar, filtre
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Sekil 4. 5. Organogenesis Calismalarinda Stirgtin Olusumu, a. 1 Nolu Besi Ortaminda
Cogalan Siirgtin, b. Hormonlu Besi Ortamlarinda Tabanda Kallus
Olusumu, ¢. Hormonsuz MSB Besi Ortaminda Kdklenen Stirgiin
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sterilizasyonu uygulanmis antioksidant kangimi [L-Ascorbic acid (0.1 g/1) + Citric
Acid (0.15 g/1)] iginde 10 dakika bekletilerek kiiltiire alinmiglar veya tabaninda
fenolik bilegik olusan stirgiinler 2 haftada bir kez yine ayni besi ortaminin temiz bir
bolgesine aktarilmiglardir. Birlikte ve ayr ayn degerlendirilen s6z konusu on
calismalarin sonucunda eksplantlarin iki haftada bir kez besi ortamindaki yerlerinin
degistirilmesinin en etkin ve kolay yontem oldugu belirlenmis ve biiylime
diizenleyicisi iceren besi ortamlarinda uygulanmstir. Fenolik bilesik olugumunun
gdzlenmedigi 8 nolu besi ortaminda ise buna ihtiyag duyulmamistir. Ayrica, 8 nolu
besi ortaminda siirgtinlerin saglikli sekilde gelistikleri, kiiltiir sirasinda (bazen ilk
kiiltlir agamasinda ¢ogunlukla ilk alt kiiltlirde) kendiliinden kok olugturduklar
gozlenmistir (Sekil 4.5).

Stirgiin ucu ve kotiledon nodlarindan siirglin olusumu sirasindaki yukarida
belirtilen gbzlemler, Bajaj ve Gill (1986), Gould ve ark. (1991), Zapata ve ark.
(1999) ve Bajrovic ve ark. (2001)’nin gdzlemleri ile uyum igerisindedir.

4.2.1.1. Eksplant Reaksiyon Orani (%)

Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk gesitlerinin 2 ve 5 haftalik in
vitro fidelerinden elde edilen siirgiin ucu ve kotiledon nodu eksplantlarinin 8 farkl
besi ortaminda siirglin olusturma oram (eksplant reaksiyon orami) degerlerine
uygulanan varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelge’den izlendigi gibi  besi ortamlari eksplant reaksiyon oramm
istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemis, denemede incelenen diger faktSrlerin
eksplant reaksiyon oram: {izerindeki etkileri ise istatistiksel olarak ©Onemli
¢tkmamugtir,

Reaksiyon gosteren eksplant orani, besi ortamlarina bagh olarak % 66.7 ile %
94 .4 arasinda degismistir (Cizelge 4.5). En yliksek reaksiyon g8steren eksplant orant
ortalamasi, % 94.4 ile 8 nolu ortamda (Biylime diizenleyicisi igermeyen MSB
ortami) elde edilmigtir. 1 (2 mg/l BAP+2 mg/l kinetin igeren MSB ortam), 2 (2 mg/1
BAP +2 mg/l zeatin igeren MSB ortami), 3 (2 mg/l kinetin +2 mg/l zeatin iceren
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Cizelge 4.4. Farkli Pamuk Genotiplerinin Farkli Yastaki /n Vitro Fidelerinden Elde
Edilen Farkh Eksplantlarin Farkli Besi Ortamlarindaki Eksplant
Reaksiyon Oranlarina (%) Iligkin Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi

Tekerriir 2 82.581 0.3145
Genotip 2 584.364 2.2252
Hata 1 4 262.614
Eksplant Yag1 1 64.720 0.1299
Genotip x Eks Yast 2 82.581 0.1658
Hata 2 6 498.223
Eksplant 1 854.454 1.7912
Genotip x Eksplant 2 446.746 0.9365
Eks Yas:1 x Eksplant 1 1192.155 2.4992
Genotip x Eks Yas1 x Eksplant 2 111.164 0.2330
Besi Ortamu 7 2460.672 5.1584**
Genotip x Besi Ortamu 14 349.355 0.7324
Eks Yas1 x Besi Ortamu 7 381.092 0.7989
Genotip x Eks Yag1 xBesi Ortam 14 212.036 0.4445
Eksplant x Besi Ortamu1 7 401.361 0.8414
Genotip x Eksplant x Besi Ortami 14 333.927 0.7000
Eks Yas1 x Eksplant x Besi Ortami 7 446.879 0.9368
Genotip x Eks Yag1 x Eksplant x 14 144.436 0.3028
Besi Ortami1
Hata 3 180 477.024
Genel 287

*#:P<0.01 hata sinurlar iginde istatistiksel olarak Snemli.

MSB ortami), 4 (2 mg/l PBA igeren MSB ortami) ve 5 nolu ortam (4 mg/l PBA
igeren MSB ortami) 8 nolu ortamdan istatistiksel olarak farkli olmayan eksplant
reaksiyon oram ortalamas: gfstermislerdir. 6 (2 mg/l kinetin+0.5 mg/l IAA igeren
MSB ortami) ve 7 nolu ortam (0.5 mg/1 kinetin+0.5 mg/l IAA+ 0.1 mg/l GA3 igeren
MSB ortami) ise birbirlerinden istatistiksel olarak farkli olmayan, ancak diger
ortamlara gore istatistiksel olarak ©nemli derecede daha diisiik eksplant reaksiyon
orani gistermislerdir.

Arastirmada, 8 nolu ortamda en yiiksek eksplant reaksiyon oram elde edilmesi
ile ilgili bulgu, aym ortamda genotipe bafimli olmaksizin en yiiksek eksplant
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reaksiyon oranini elde eden Wu ve She (1990)’min bulgularini desteklemektedir.
Ayrica, Zapata ve ark. (1999)’nin bulgular1 da bu bulgumuz ile uyum igersindedir.
Diger taraftan, Bajaj ve Gill (1986)’1n bizim aragtirmamzda da incelenen 6 nolu
ortamda elde ettigi eksplant reaksiyon orami degerleri (41.6-72.7), bu arastirmada
elde edilen eksplant reaksiyon orani degeri (% 66.7) ile uyumluluk g6stermektedir.
Yine, Bajrovic ve ark. (2001)’nin 2 mg/l kinetin+ 2mg/1 zeatin veya 2 mg/l BAP+
2mg/1 zeatin igeren MS ortaminda en yiiksek eksplant reaksiyon oram elde etmeleri
ile ilgili bulgular: da bulgularimizla uyum igersindedir.

Aragtirma bulgulari, eksplant reaksiyon oranimin genotip, eksplant yasi ve
eksplant tipine bagh olarak % 77.1 ile % 91.7 arasinda degistigini g&stermistir
(Cizelge 4.5). Ancak, bu degisimin istatistiksel agidan Gnemli olmadif1 ortaya
c¢itkmistir. Bu bulgular, eksplant reaksiyon oranimin genotiplere bagh olarak
degistigini belirten Wu ve She (1990), Gupta ve ark. (1997) ve Momtaz (1998)’1n
bulgular1 ile eksplant reaksiyon oraninin genotip ve eksplant yasina bagh olarak
degistigini bildiren Mandeswar (1995)’in bulgular: ile geligmektedir. Bu geliskiye,
neden olarak aragtirmalarda kullanilan genotipler ve eksplantlarin alindid1 fidelerin
yetisme kosullar ile ilgili olarak eksplantlarin kiiltiire alindiklar1 siradaki fizyolojik

durumlarinin farklilif1 gésterilebilir.
4.2.1.2. Siirgiin Rejenerasyon Orani (Siirgiin Saylsl/Eksplaﬁt)

Cukurova-1518, Coker 312 ve Ergan 92 pamuk ¢esitlerinin 2 ve 5 haftalik in
vitro fidelerinden elde edilen siirgiin ucu ve kotiledon nodu eksplantlarinin, kiiltiire
alindiklar1 8 farkli besi ortaminda saptanan siirgiin rejenerasyon oranlarina (siirgiin
sayisi/eksplant) iligkin varyans analiz sonuglari, Cizelge 4.6.’da verilmigtir.

Cizelgeden izlendii gibi, genotip, eksplant yas1, eksplant tipi ve besi ortamu,
slirglin rejenerasyon oranim istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemistir. Ayrica,
genotip X besi ortami interaksiyonu ve eksplant X besi ortamu interaksiyonlarimn
istatistiksel olarak énemli oldugu ortaya ¢ikmugtir.

Siirglin rejenerasyon orami, genotiplere bagli olarak, 1.28 siirgiin/eksplant ile
1.70 siirgiin/eksplant arasinda degigmistir (Cizelge 4.7). Incelenen genotipler

arasinda en yliksek siirgiin rejenerasyon orani ortalamasim 1.70 siirgiin/eksplant ile
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Cizelge 4.6. Farkli Pamuk Genotiplerinin Farkli Yagstaki /n Vitro Fidelerinden Elde
Edilen Farkli Eksplantlarin Farkli Besi Ortamlarindaki Siirgiin
Rejenerasyon Oranlarna (Siirglin Sayisy/Eksplant) fliskin Varyans

Analiz Sonuglar
Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi | Ortalamasi
Tekerriir 2 0.558 2.8079
Genotip 2 5.428 27.3057**
Hata 1 4 0.199
Eksplant Yasi 1 2.531 12.9600*
Genotip x Eks Yas1 2 0.148 0.7600
Hata 2 6 0.195
Eksplant Tipi 1 3.781 11.2345*%*
Genotip x Eksplant 2 0.471 1.4004
Eks Yas1 x Eksplant 1 0.681 2.0220
Genotip x Eks Yag1 x Eksplant 2 0.199 0.5906
Besi Ortamt 7 13.329 39.6031%*
Genotip x Besi Ortami 14 0.982 2.9162%*
Eks Yas1 x Besi Ortamu 7 0.190 0.5645
Genotip x Eks Yag1 xBesi Ortami 14 0.135 0.3998
Eksplant x Besi Ortam1 7 0.928 2.7574**
Genotip x Eksplant x Besi Ortami 14 0.207 0.6164
Eks Yas: x Eksplant x Besi Ortam1 7 0.228 0.6779
Genotip x Eks Yas1 x Eksplant x Besi 14 0.121 0.3607
Ortami
Hata 3 180 0.337
Genel 287

* 1 P<0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak énemli.
** . P<0.01 hata siirlar i¢inde istatistiksel olarak tnemli.

Ersan 92 gesidi gOstermistir. Cukurova 1518 cesidi ise, 1.68 siirglin/eksplant ile
Ersan 92 ¢esidinden istatistiksel olarak farkli olmayan bir siirgiin rejenerasyon orani
gostermistir. Coker 312 gesidi, hem Cukurova 1518 ve hem de Ersan 92 ¢esidinden
istatistiksel olarak 6nemli derecede daha diisiik siirgiin rejenerasyon oram ortalamasi
(1.28 stirgiin/eksplant) gdstermigtir. Siirgiin rejenerasyon oraninin genotiplere bagli
olarak degigmesi, genotiplerin rejencrasyon kapasitelerinin farkli oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu bulgular, Momtaz (1998) ve Gupta ve ark. (1997),)1n bulgularim
desteklemektedir.

Siirgiin rejenerasyon orani, besi ortamlarina bagli olarak 0.82 siirgtin/eksplant
ile 2.63 stirgiin/eksplant arasinda degigmistir (Cizelge 4.7). Incelenen ortamlar

77




Saire R.TURKOGLU

"NIpZISAIaY UAPULIIGIQ SPUISLIS) LIBILS BIRY S0 2308 SULISI) UBOUNCT UEEUE[EMD NUOASBUIQUIOY IWBHIO) SO -uvidsy ud[ua1ses oyt yrey Jozuag (o
NpZISYIEY UOPULIGII] OPUISLIOS] LBHILIS BIEY S0°05d LB[BUB[ELQ 1d), juBidsyg USILAISGS At JrBH J5Zud (;
NpZISHIEY USPULIGII] SPUISLIAS) LIBLIUIS B1BY SO0 WeEUIREIQ) 184 Jueldsyg UdIuaIses oyt JreH Jozuag] (;
SIPZISYIE USPULIIGILQ SPUISHAYY LIZHIUIS BYBY SO°0Sd K03 AUSA UESUNQ LB[PWRELQ) WL IS9E UIILAISAB 3f1 JIBH J9ZUSG (a

“NPZISYE} USPUMIQHIQ SPUISHaYY LGNS Uiy §0°05d 2108 JuNsa) OST UB[EWE[EKQ dHioudD) USILIAISES It JIBH JAZUS (s

*NPZISYILy USPULIGIIQ APUISIAT UBEIUIS BIBY $O°0Sd 2408 Sulsa) uesun( URBWEELO NUOASBUIqUIOY HUELQ) 153g-d1jouan udjuIasgd ofi Jrey sozudy (+

gayri| JsT1| S1zeo] 88,0 29¢1| ovp1| PO68T| 69T | 2961°C TPON"Y
VLT[ 29¢t] Bi180| 95980 oP691| °PEST| 96€T| PLIT| [BI0E nony'g | Juepdsyg
V $9'1 elJeH § 1de g
91 egel ¢ | ueidsyg
aici| d980| d0| a@oesi| adevr'1| €vI'T| D891 | »+VEYT BWIB[EUO
VOL1| 42081 (g0 figgo | ozl | u29p1| 2999'T| 9PTEL| R6TE BUIR[EUQ
L1 0S'1 L90] £90 L9'1 0S'1 05T L1'T 00°€ | npoN"J
06’1 0S'1 01| 001 05’1 €€'1 €8'C €8'1 L1'y| mOA'S| eyeHS
8S°1 0S'1 L90] £9°0 €E'1 L9'1 00'C 00T £8°7 | nPON'M
€9°1 0S'1 L90] 001 L1'] €€'1 0S'C L9'1 LT'E| mos| eyeHT | To6uesig
a8zl | Fuso'l [6,0] g0 | Uo8cT| U299yl | 8-01L1 [ FBITT| JP6LT eure[elQ
€C'1 LT'T LI'T] €80 LI'T 0S'1 0S'1 L1'1 £€°T | npON'Y
'l L1'T L90] 90 L9'1 €8'1 L1'T LT'1 L1T| moa's| eyeHs
SI°l £8°0 €80 LI'T LI'T €€l €e'1 LT'1 €€'1 | npoN'Y
1€°1 LIl 0S0] 190 0S'1 LT'1 £8'1 €€l €€C| mON'S| ®YeH T | TIEIMNOD
V89T | Wecl| MpoT| 6L0 | JP6LT| U9pST| POSTT| 9PT6T| +946LT BuIR[EHO
ST €€l 01| €380 L9'1 L' L1'T £8'1 L1'T ] npON
01T 0S'1 LIT] €80 L9°T £€'T 19T 00'C L9€| moN'S| BYBHS
o'l L1 LI'T] 050 L1 0S'1 €8'1 €8'1 0S| NPON"M 8161
$9'1 €c'l £8°0] 001 L9'] LT'1 €€°C 00'C €8°C| wnN'S| eysH T | vaoamnd
810 LYO 90 SHO MO (3170 faxTe) 14O 1Sex
$70) ON TWrepQ 1s9g juepdsyyg | jueidsyg | dnouan

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Ue[ewe[e( (Jue[dsys/isiAes unsans) welQ uoAseloud(ay] unsins epuLIBiuIEMQ 1S3
1pjey wruLrepue]dsyd APON UOPA[IO3] A N[} UNTMS URUI[Y USPULIS[OPL] I[EYEH § 9A T uruusdnoudp Smued 1puey L'y 9819210

78



4, ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Saire R. TURKOGLU

icersinde en yiiksek siirgiin rejenerasyon orami 2.63 siirglin/eksplant ile 1 nolu
ortamdan (2 mg/1 kinetin+2 mg/l BAP igeren MSB ortam:) elde edilmigtir. Yapilan
Duncan testi karsilagtirmalari, bu ortamda elde edilen siirgiin rejenerasyon orani
ortalamasinin, incelenen diger tiim ortamlarda elde edilen siirgiin rejenerasyon orani
ortalamalarindan istatistiksel olarak Onemli derecede daha yiiksek oldugunu
gOstermistir. Bu sonug, siirgiin uglarindan en yiiksek siirgiin rejenerasyon oraninm 2.5
mg/1 kinetin+ 2.5 mg/l BAP iceren MS ortaminda elde ettiklerini bildiren Agrawal ve
ark. (1997)’nin bulgularin1 destekler niteliktedir. 3 nolu ortam ( 2 mg/l kinetin+ 2
mg/] zeatin iceren MSB ortami) ise, 1 nolu ortam disindaki diger besi ortamlarinda
elde edilen slirgiin rejenerasyon oram ortalamalarina gore istatistiksel olarak nemli
derecede daha yiiksek slirgiin rejenerasyon orani ortalamasi (2.14 slirgiin/eksplant)
gOstermigtir. 2 nolu ortam ( 2 mg/l BAP+ 2 mg/l zeatin igeren MSB ortamz1), 4 nolu
ortam ( 2 mg/l PBA i¢eren MSB ortami) ve 5 nolu ortamda ( 4 mg/l PBA igeren
MSB ortamu) istatistiksel olarak birbirinden farkli olmayan slirgiin rejenerasyon
orani ortalamalari elde edilmistir. 6 nolu ortam ( 2 mg/l kinetin+ 0.5 mg/l IAA iceren
MSB ortami) ile 7 nolu ortam (0.5 mg/l kinetin+ 0.5 mg/l IAA+0.1 mg/l GA3
igeren MSB ortami), incelenen besi ortamlari igerisinde en duslik siirgiin
rejenerasyon orani ortalamalarini gostermiglerdir. En yiiksek eksplant reaksiyon
oran1 ortalamasi saglayan 8 nolu ortam (Biiylime diizenleyicisi igermeyen MSB
ortami) ise, 4 ve 5 nolu ortamlarda elde edilen siirglin rejenerasyon oram
ortalamalarindan istatistiksel olarak farkli olmayan siirgiin rejenerasyon oram
ortalamas1 gstermistir.

Besi ortamlarimin siirgiin rejenerasyon oram {izerindeki etkisi genotiplere bagh
olarak 6nemli derecede farklilik gostermigtir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6). Nitekim,
Cukurova 1518 ve Ergan 92 gegitleri 1 nolu ortamda diger ortamlara gére istatistiksel
olarak Onemli derecede daha yiiksek siirglin rejenerasyon orami degerleri
gOstermesine karsihk, Coker 312 g¢esidinin aym ortamda gosterdigi siirgiin
rejenerasyon orani ortalamasi 3, 4 ve S nolu ortamlarda aym gesitten elde edilen
slirgiin rejenerasyon orani ortalamalarindan istatistiksel olarak farksiz olmustur.

Eksplant yagi, siirglin rejenerasyon oranimi 6nemli derecede etkilemis ve 5
haftalik fidelerden alinan eksplantlar, iki haftalik fidelerden alinan eksplantlara gore
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istatistiksel olarak daha yliksek siirgiin rejenerasyon oram ortalamasi gostermislerdir
(Cizelge 4.7). Bu bulgu, en yiiksek siirgiin rejenerasyon oramum 35 giinlitk fidelerden
izole ettigi stirglin ucu ve kotiledon nodlarindan elde ettigini bildiren Agrawal ve
ark. (1997)’nin bulgularimt desteklemektedir. Diger taraftan, bulgulannmiz, biiyiik
eksplantlarin in vitro kiiltlirde daha etkin rejenere oldugunu bildiren Hatipoglu
(2002)’nun goriislerini dogrular niteliktedir.

Aragtirma bulgulan, eksplant tipinin siirgiin rejenerasyon oranini istatistiksel
olarak &nemli derecede etkiledigini ortaya koymustur (Cizelge 4.6). Nitekim, siirgiin
uclart 1.67 siirgiin/eksplant‘lik bir slirgiin rejenerasyonu orami ile kotiledon
nodlarindan elde edilen slirglin rejenerasyon orami ortalamasindan (1.44
stirglin/eksplant) istatistiksel olarak Onemi derecede daha yikksek  siirgiin
rejenerasyon orant gdstermistir (Cizelge 4.7). Eksplant tipinin siirgiin rejenerasyon
oranina etkisi ile ilgili bu bulgular; slirglin meristemleri, ikincil yaprak nodlari,
birincil yaprak nodlar1 ve kotiledon nodlarimin siirgiin olusturma yeteneklerinde
farklilik oldugunu bildiren Hemphill ve ark. (1998), apikal ve yan gozlerin kiiltiire
alindifn ¢aligmada, en iyi sonuglarin apikal gozlerden elde edildigini bildiren
Carvalho ve ark. (1997), gen transformasyonu igin siirgiin apikal meristemlerinden
diger eksplantlara gére daha kolay bitki rejenere oldugunu belirten Zhu ve ark.
(1998) ve farkli eksplantlar1 (yaprak, petiol, internod, nod, hipokotil ve siirgiin ucu)
inceledikleri ¢aligmada en iyi sonuglar siirgiin uclari ve nodlardan elde ettiklerini
bildiren Bajrovic ve ark. (2001)’nin bulgularim destekler niteliktedir.

Varyans analizi sonuglari, eksplant tipi X besi ortami interaksiyonunun
istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.6). Bu sonug, besi
ortamlarinin siirglin rejenerasyon oram iizerindeki etkisinin eksplant tipine bagli
olarak degistigini ortaya koymaktadir. Nitekim, her iki eksplantta da en yiiksek
slirglin rejenerasyon orani ortalamalart 1 nolu ortamda ( 2 mg/1 kinetin+2 mg/l BAP
iceren MSB ortam1) elde edilmesine kargilik, kotiledon nodlari 3 nolu ortamda ( 2
mg/l kinetin+2 mg/l zeatin iceren MSB ortami), 1 nolu ortamdakinden istatistiksel
olarak farkli olmayan siirgiin rejenerasyon oram gostermistir (Cizelge 4.7 ve Sekil
4.7). Buna kargilik, stirgiin uglarinin 1 nolu ortamda gosterdidi siirgiin rejenerasyon

oram1 ortalamasinin, bu eksplantin diger ortamlarda g6sterdigi siirgiin rejenerasyon
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orani ortalamalarindan istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yliksek oldugu
ortaya ¢ikmugtir.

4.2.2. Koklenme

Sekiz nolu besi ortaminda stirgiinlerin saglikli sekilde gelistikleri, kiiltiir
sirasinda (bazan ilk kiiltiir agamasinda ¢ogunlukla ilk alt kiiltiirde) kendiliginden kok
olusturduklar1 g6zlenmistir. Bununla birlikte kultiir sirasinda daha fazla sayida
slirglin olusturan biiylime diizenleyicisi igeren ortamlarda elde edilen tabanlarinda
kallus bulunan siirgiinlerin kdklenmeleri i¢in iki veya li¢ kez biiylime diizenleyicisi
icermeyen 8 nolu MSB besi ortaminda alt kiiltiire alinmalar: gerekmistir.

4.2.2.1. Kéklenme Orani (%)

Cukurova-1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk gesitlerinin 2 ve 5 haftalik in
vitro fidelerinden saflanan siirgiin ucu ve kotiledon nodu eksplantlarinin, 8 farkl
besi ortamindaki kiiltiirleri sonrasinda elde edilen siirglin rejeneratlarinin uzamalari
ve koklenmeleri amaciyla aktarildiklar biiyiime diizenleyicisi igermeyen MSB besi
ortaminda elde edilen koklenme oranlarina (%) iliskin varyans analiz sonuglari,
Cizelge 4.8.’de verilmistir.

Cizelgeden izlendigi gibi siirgiinlerin rejenere olduklari besi ortamlar
koklenme oraninu istatistiksel olarak Snemli derecede etkilemistir. incelenen diger
faktorlerin kéklenme oranina etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz ¢ikmugtir.

Koklenme oram, stirglinlerin rejenere olduklar: besi ortamlarina bagl olarak %
13.9 ile % 90.6 arasinda degismistir (Cizelge 4.9). En yliksek kéklenme oram, 8 nolu
ortamda (bliylime diizenleyicisi igermeyen MS ortami) rejenere olan stirgiinierde
saptanmistir. En diislik kdklenme orani, 6 ( 2 mg/l kinetin+ 0.5 mg/l IAA igeren
MSB ortami1) ve 7 nolu ortamda ( 0.5 mg/l kinetin+ 0.5 mg/l IAA+ 0.1 mg/l GA3
iceren MSB ortami) rejenere olan stirglinlerde saptanmistir. 2 nolu ortamda ( 2 mg/1
BAP+ 2 mg/l zeatin igceren MSB ortam1) ve 5 nolu ortamda ( 4 mg/l PBA igeren

MSB ortami) rejenere olan siirgiinlerdeki kéklenme oram ortalamalari, 6 ve 7 nolu
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Cizelge 4.8. Farkli Pamuk Genotiplerinin Farkli Yagtaki /n Vitro Fidelerinden
Alman Farkli Eksplantlarindan Farkli Besi Ortamlarinda Elde Edilen
Siirgiin Rejeneratlarimin Biiytime Diizenleyicisi igermeyen MSB Besi
Ortamindaki Koklenme Oranlarma (%) Iliskin Varyans Analiz

Sonuglari
Varyasyon Kaynag: Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamast
Tekerrlir 2 397.635 1.4817
Genotip 2 129.692 0.4833
Hata 1 4 268.369
Eksplant Yag1 1 28.311 0.0431
Genotip x Eks Yas1 2 0.256 0.0004
Hata 2 6 656.149
Eksplant 1 954.343 2.3562
Genotip x Eksplant 2 127.399 0.3145
Eks Yas! x Eksplant 1 95.603 0.2360
Genotip x Eks Yag1 x Eksplant 2 1.830 0.0045
Besi Ortami 7 16206.733 40.0135%*
Genotip x Besi Ortami 14 198.360 0.4897
Eks Yas1 x Besi Ortami 7 53.686 0.1325
Genotip x Eks Yag1 xBesi Ortami 14 26.306 0.0649
Eksplant x Besi Ortami1 7 89.353 0.2206
Genotip x Eksplant x Besi Ortami 14 62.469 0.1542
Eks Yag1 x Eksplant x Besi Ortami1 7 39.718 0.0981
Genotip x Eks Yas1 x Eksplant x Besi| 14 35.554 0.0878
Ortam1
Hata 3 180 405.032
Genel 287

**:P<0.01 hata sinrlar iginde istatistiksel olarak 8nemli.

ortamlarda rejenere olan siirgiinlerden elde edilen kdklenme orani ortalamalarindan
istatistiksel olarak farksiz oldugu gibi, 1, 3 ve 4 nolu ortamlarda rejenere olan
stirglinlerden elde edilen kéklenme orami ortalamalarindan da istatistiksel olarak
farksiz olmugtur. 1 ( 2 mg/l BAP+ 2 mg/l kinetin igeren MSB ortami) ve 4 nolu
ortamda (2 mg/l PBA igeren MSB ortami ) rejenere olan siirgiinlerden elde edilen
koklenme oram ortalamasi ise, 6 ve 7 nolu ortamda rejenere olan siirgiinlerden elde
edilen kdklenme orami ortalamalarindan istatistiksel olarak daha yiiksek olmugtur.
Rejenerasyon orani ile ilgili veriler dogrultusunda en yiiksek siirgiin sayilarinin

1 nolu besi ortaminda elde edildigi bildirilmisti. Ancak bu ortamda elde edilen
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Saire R. TURKOGLU

stirgiinler, hormonsuz besi ortaminda (8 nolu) elde edilen bitkilerle kiyaslandiginda,
diger hormon igeren ortamlardakine benzer gekilde kisa boylu, tabanlarinda kallus
olusumlan ve fenolik bilesik dagilimlan ile karakterize edilmislerdir. Diger hormon
iceren besi ortamlarinda oldugu gibi bu besi ortaminda elde edilen bitkilerin
¢ogunlufu uzamalan ve koéklenmeleri igin hormonsuz 8 nolu ortamda siirdiiriilecek
birkag alt kiiltlir gerektirmektedir. Diger taraftan baglangigtan itibaren 8 nolu besi
ortaminda kiiltiire alindifinda eksplantlarin cogalma katsayis1 diigiik olmakla birlikte,
tabaninda fenolik bilegik etkisi olmayan wve kallus olusturmayan kolaylikla
koklenebilen saglikli bitkiler {iretmislerdir. Siirgiinlerin uzamalar1 ve kéklenmeleri
icin yapilacak alt kiiltiirler dikkate alindiinda, 1 nolu besi ortamindaki gogalma
katsayisin1 dengeleyecek sekilde 8 nolu hormonsuz besi ortaminda 5-6 hafta iginde
kokli saglikls bitkiler elde edilmektedir. Pamukta genetik transformasyon ¢aligmalari
ya da degerli materyalin gogaltilmas: s6z konusu ise bu arastirmadaki bulgularimiz
dogrultusunda, siirglin uglarindan bitki rejenerasyonu igin hormon igermeyen besi
ortamimin kullamlmasini &nerebiliriz.

Siirglin  rejenerasyon ve koklenme oranlan ile ilgili bulgularimiz, en iyi
sonuglarin eksplantlarin hormonsuz MS besi ortaminda kiiltlire alinmasiyla elde
edildigini ve dokularin bu besi ortaminda 2 haftalik araliklarla alt kiiltiire
alindiklarini ve siirglinlerin 5-6 haftada 4 yaprakli agamaya ulagtiklar: bildiren Gould
ve ark. (1991); siirglin uzamasimin biiylime diizenleyicisi igermeyen 6zellikle stvi MS
besi ortaminda daha iyi oldugunu vurgulayan Agrawal ve ark. (1997); 18 besi ortarm
icinde en yiiksek rejenerasyon yiizdesinin hormon igermeyen tam yogunluklu MS
tuzlan ve vitaminlerden olugan ortamda elde edildigini ve bitkilerin vitamin i¢eren
tam yogunluktaki MS besi ortaminda 6 hafta i¢inde koklendiklerini bildiren Zapata
ve ark. (1999)’nin bulgularin desteklemektedir.

Calismamizdaki kéklenme orani ydniinden genotipler arasinda istatistiki agidan
Onemli farklilik bulunmadigina dair bulgularimiz, kéklenme frekansinin gegide bagl
olabilecegini belirten Gould ve ark. (1991), kdk organogenesis indiiksiyonunun
genotipe bagimlilify ve glivenilir olmamasina bagli olarak kok olusumundaki
basarisizlik nedeniyle rejenerasyon potansiyelindeki kayiplarin genotiplere bagh
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olarak % 30-80 arasinda degistigini bildiren Luo ve Gould (1999) ‘nin bulgularindan
farklidir.

4.2.3. Alistirma Asamasi Bulgular ve Tartiyma

Koklenen stirgiinler, steril torf igeren saksilara aktarilmugtir. Sera kosullarinin
saglandif1 biylitme odasina yerlestirilen saksilar, 8nce polipropilen torbalarla
kapatilip, iki hafta sonra torbalara kesilerek delikler agilmus, iigtincii haftada delikler
genisletilmis ve dordiincii haftada torbalar ¢ikarilarak bitkilerin dig kogullara ahigmasi
saglanmistir (Sekil 4.8). 2-3 ay sonra kéklenmig bitkiler daha biiyilk saksilara
aktarilmig ve gelismeleri saglanmugtir (Sekil 4.8). Ik yil yiiriitilen 6n ¢alisma
sirasinda organogenesis yoluyla elde edilen koklii bitkilerin bir kismu CUTAEM
deneme alanina aktarilmigtir. Bitkiler tarla kosullarinda ¢igeklenmisler, ancak sezon
sliresince tlim deneme alaninda etkili olan pembe kurt zarari nedeniyle ne yazik ki
kor kozalar elde edilebilmistir (Sekil 4.8). Ancak kozalarda tohumlarin olustugu
gbzlenmistir. Ikinci yil yiiriitiilen galigmalarda ise tarlaya aktarilmas: beklenen
yaklagik 40 adet bitkinin tamami biiyiitme odasinda bir elektrik arizasi nedeniyle
¢ikan yangin sonucu kaybedilmigtir.

Agiklanan aligirma ySntemine. gre yetistirilen bitkilerin yasama oram1 % 90
olarak belirlenmigtir. Bu sonug, dis ortama adaptasyon i¢in seraya aktarilan
bitkilerin yagama sansinin % 95 oldugunu ve bitkiler saksiya aktarildiktan 4 ay sonra
tamaminda koza olugumunun gozlendigini bildiren Agrawal ve ark. (1997);
koklenmis bitkilerin ototrofik biiyiime igin Hoaglands solusyonuna aktarilarak ve ilk
iki hafta polietilen torbalar ile kapatilarak dis ortama adapte edildiklerini, daha sonra
saksilara gecirildiklerini ve bitkilerin % 90’1mn olgunluga ulasarak normal olarak
¢igeklendiklerini ve fertil olduklarim saptayan Gupta ve ark. (1997); bulgulariyla
benzerlik géstermektedir.
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Sekil 4.8.

Organogenesis Caligmalarinda Kéklenme ve Dis Kosullara Alistirma
Asamalar1. a. K&klenmis In Vitro Stirglin , b. Saksiya Aktariima, c. Ik
Aligtirma Asamast (Nem Kontrolli - Biiylitme Odas1), d. Aligtirma
Asamas1 (Sera Kogullar1), e. Sera Kosullarinda Bitkilerin Dig Kosullara
Aligtirilmasi, f. Aligtirma Sonrast Tarlaya Aktarilan Bitki.
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4.3. Somatik Embriyogenesis Bulgulari ve Tartisma

4.3.1. Hipokotil Eksplant: Bulgulari ve Tartiyma

43.1.1. Cukurova 1518 Pamuk Cesidi ile Yiiriitilen Besi Ortami Belirleme
Denemesi ile ilgili Bulgular ve Tartiyma

Kilttire alinan hipokotillerde yapilan periyodik gézlemlerde kallus olusumu ve
olugan kallusun &zellikleri saptanmaya c¢aligtlmistir. Genel olarak kullanilan besi
ortamlarinin tamaminda oranlar1 degismek tizere kallus olugsumu gézlenmigtir. Aym
zamanda kullanlan farkli besi ortamlarinda olduk¢a farkhh morfolojiye ve gelisim
seyrine sahip kallus olusumu saptanmigtir. Elde edilen kalluslarin agik krem renkli,
gevsek sulu yapili; sarims: yesil kirilgan; yesil kompakt ileri donemde karli; kolay
¢ofalabilen veya gelisgme gOstermeyen gibi farkli &zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Baslangi¢ kiiltiir siiresinin sonunda (4-6 hafta), eksplantlar alt kiiltiire
aktarilirken pek ¢ok arastirici tarafindan tanimlandifn sekilde (Davidonis ve
Hamilton, 1983; Shoemaker ve ark., 1986; Firoozabady ve ark., 1987; Trolinder ve
Goodin, 1987; Trolinder ve Goodin, 1988 a ve b; Zimmerman ve Robacker, 1988;
Trolinder ve Xhixian, 1989; Gawel ve Robacker, 1990; Firoozabady ve DeBoer,
1993; Sakhanokho ve ark., 1998; Sakhanokho ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2001;
Mishra ve ark., 2003) embriyogenik [sarimsi yesil, sarims1 krem, graniiler ve kirilgan
(+ +) 1, ve orta derecede embriyogenik [sarimsi yesil, orta derecede karilgan (+) ]
ozellikte kallus olugturan eksplantlarin sayis1 belirlenmis ve petri kutusu basina
embriyogenik kallus olugturan hipokotillerin oram yiizde olarak saptanmigtir. Genel
olarak oksinlerin yiiksek olduklar1 ortamlarda kallus olugumunun daha fazla oldugu,
2,4-D igeren ortamlarda krem sari renkli, kirilgan veya gevsek yapili, NAA igeren
ortamlarda ise daha ¢ok yesilimsi sar1 veya ¢ogunlukla koyu yesil kompakt kallusiar
elde edilmigtir.
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4.3.1.1. (1). Kallus indiiksiyonu Oram (%)

Farkli besi ortamlarinda kiiltlire aliman Cukurova-1518 pamuk c¢esidi
hipokotillerinin kallus olusturma oranlarina uygulanan varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Cukurova 1518 Pamuk Cesidi Hipokotillerinin Farkl: Besi
Ortamlarindaki Kallus Indiiksiyon Oranlan ile Ilgili Varyans Analiz

Sonuglar
Varyasyon Kaynag | Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri
Tekerriir 2 0.041 1.1590
Besi Ortami1 23 0.094 2.6700%*
Hata 46 0.035
Genel 71

*% : P<0.01 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak dnemli.

Cizelgeden izlendigi gibi besi ortamlari kallus indiiksiyon oranim: istatistiksel
olarak Snemli derecede etkilemistir.

Arastirmada incelenen 24 farkli besi ortaminda saptanan kallus indiiksiyon
orant (%) ortalamalar1 Cizelge 4.11°de verilmigtir. Kallus indiiksiyon orani, besi
ortamlarina bagh olarak, % 33.3 ile % 99.0 arasinda degismigtir. En yiiksek kallus
inditksiyon oram, % 99.0 ile 5 nolu ortamda (0.1 mg/l kinetin+2 mg/l NAA igeren
MSB ortami) elde edilirken, en diisiik kallus indiiksiyon orani ise 1 nolu ortamda (0.1
mg/l kinetin+ 0.1 mg/l NAA iceren MSB) elde edilmigtir.  Kinetin ile NAA’nin
kombine edildigi ortamlarda, genellikle NAA konsantrasyonu arttik¢a kallus
indiiksiyon oraminda artig egilimi ortaya gikmustir. Ancak, 0.1 mg/l kinetin igeren
ortamlarda NAA konsantrasyonundaki artig, kallus indiiksiyon oraninda istatistiksel
olarak Onemli artisga neden olmus, diger kinetin konsantrasyonlarinda NAA
konsantrasyonundaki artisa baghi olarak kallus indiiksiyon oraninda ortaya ¢ikan
artiglar istatistiksel olarak dnemli olmamigtir. Bu sonug, pamuk hipokotillerinden
etkin bir kallus indiiksiyonu i¢in ortamdaki NAA/kinetin oraninin yliksek olmasi
gerektigini ortaya koymaktadir. Arastirmadan elde edilen bu bulgu, Brar ve ark.
(1998) ve Sunilkumar ve Rathore (2001)’nin bulgularin1 desteklemektedir.
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Cizelge 4.11. Cukurova 1518 Hipokotillerinin Farkli Besi Ortamlarindaki Kallus

Indiiksiyon Orani1 (%) Ortalamalan

Besi | ' Kallus Indiiksiyon Kallus
Or;raml Besi Ortamu Igerigi Orani (%) Ozellizi
0

1 {0.1 mg/l kinetin+0.1 mg/l NAA iceren MSB 333 ¢* -
2 |0.1 mg/] kinetin+0.5mg/l NAA iceren MSB 40.0 de -
3 |0.1 mg/l kinetin+1 mg/l NAA igeren MSB 60.0 bede -
4 0.1 mg/l kinetin+1.5 mg/l NAA iceren MSB 73.3 abed +
5 ]0.1 mg/l kinetin+2 mg/l NAA igeren MSB 99.0 a ++
6 0.5 mg/l kinetin+0.1 mg/l NAA iceren MSB 40.0 de -
7 0.5 mg/l kinetin+0.5 mg/l NAA igeren MSB 53.3 cde -
8 0.5 mg/l kinetin+1 mg/l NAA igeren MSB 53.3 cde -
9 0.5 mg/l kinetin+1.5 mg/l NAA igeren MSB 66.7 abcde +
10 {0.5 mg/l kinetin+2 mg/l NAA igeren MSB 73.0 abed +
11 |1 mg/l kinetin+0.1 mg/l NAA iceren MSB 46.7 de -
12 |1 mg/l kinetin+0.5 mg/l NAA iceren MSB 53.3 cde -
13 |1 mg/l kinetin+1 mg/l NAA igceren MSB 60.0 bede -
14 |1 mg/l kinetin+1.5 mg/l NAA iceren MSB 66.7 abcde -
15 |1 mg/l kinetin+2 mg/l NAA igeren MSB 86.3 abc +
16 | 0.1 mg/l PBA+0.1 mg/l 2,4-D iceren MSB 92.7 ab +
17 | 0.1 mg/l PBA+0.5 mg/l 2,4-D igeren MSB 92.7 ab + +
18 | 0.1 mg/l PBA+1 mg/l 2,4-D igeren MSB 86.3 abc ++
19 | 0.5 mg/l PBA+0.1 mg/l 2,4-D igeren MSB 73.3 abed +
20 | 0.5 mg/l PBA+0.5mg/1 2,4-D igceren MSB 53.3 cde -
21 | 0.5 mg/l PBA+1 mg/l 2,4-D igeren MSB 73.3 abed + +
22 1mg/l PBA+0.1 mg/1 2,4-D igeren MSB 60.0 bcde -
23 1 mg/l PBA+0.5 mg/1 2,4-D iceren MSB 53.3 cde -
24 1 mg/l PBA+1 mg/] 2,4-D iceren MSB 59.7 bede -

* ) Ayni siitun iginde benzer harf ile gdsterilen ortalamalar Duncan testine gbre P<0.05 hata sinirlan
igerisinde istatistiksel olarak farkli degildir.

PBA ve 2,4-D’nin kombine edildifi ortamlarda ise, en yiiksek kallus
indtiksiyon orani, 0.1 mg/l PBA’nin 0.1 veya 0.5 mg/l 2,4-D ile kombine edildii
ortamlarda elde edilmigtir. S6z konusu besi ortami kombinasyonlarinda elde edilen
kallus indiiksiyon oran: ortalamalarimin, 0.1 mg/] kinetin ve 1.5 veya 2 mg/l NAA
iceren ortamlarda elde edilen kallus indiiksiyon orami ortalamalarindan istatistiksel
olarak farksiz oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu durumun, 2,4-D’nin kallus indiiksiyonu
agisindan NAA’ya gore daha etkin bir oksin olmasindan kaynaklandigi s6ylenebilir
(Hatipoglu, 2002).
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Farkli besi ortamlarinda elde edilen kalluslar yap: ve goriintimleri agisindan
farkliik gostermistir (Cizelge 4.11) . 5, 17, 18 ve 21 nolu ortamlarda olusan
kalluslarin genellikle embriyogenik [sarimsi yesil, sarimsi krem, kirlgan (+ +) ]
kallus oldugu gdzlenmistir. Pamukta daha Once yapilan bir ¢ok arastirmada da
embriyogenik kalluslar, ya yilksek NAA/kinetin oranina sahip besi ortamlarinda
(Shoemaker ve ark., 1986; Gawel ve Robacker, 1990; Firoozabady ve DeBoer, 1993)
ya da diigiik konsantrasyonda 2,4-D igeren ortamlarda elde edilmistir (Trolinder ve
Goodin, 1987; Trolinder ve Goodin, 1988b) .

4.3.1.2. Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 Pamuk Cesitleri ile Yiiriitiilen
Deneme ile ilgili Bulgular ve Tartiyma

[Ik kiltir asamasinda kullamlan besi ortamlarimin tamaminda incelenen
genotiplerin kallus olusturdugu gbzlenmis, daha sonra kallus gogaltma' ortamina
aktarilan kalluslarin bir kisminda farklilagmalar saptanmigtir. Hipokotillerden elde
edilen embriyogenik olarak tanimlanan kalluslar, materyal ve metot boliimiinde
verilen yontem uyarinca sivi kiiltiire aktarilmuglardir. Sivi kiiltiirde ilk farklilagmalar
Coker 312 gesidinde gdzlenmigtir. Birinci haftada kallusun siispansiyon iginde
tamamen daZildig1, 2. haftada siispansiyonun yogunlastifi, baslangigtaki saydam
renginin koyulastig1 ve iginde az sayida beyazimsi krem renkli. pro-embriyogenik
yapilarin ve embriyogenik hiicre kiimelerinin olustugu gézlenmistir. Kiltlirlin
3.’tincli haftasinda ise beyazimsi krem rengi pro-embriyogenik yapilarin ¢ok agik
yesilimsi krem renkli globular yapilara doniistikleri ve yeni pro-embriyogenik
yapilarin olusmaya devam ettigi izlenmistir (Sekil 4.9). Kiiltiir stiresinin sonunda ise
stispansiyonun kirli kahverengi, yogun ve az miktarda kalp, torpido ve birkag adet
kotiledon agamasinda ve gok sayida globular dénemde somatik embriyolar igerdigi
goriilmiigtiir (Sekil 4.9). Coker 312 gesidinin, 1, 2, 4 ve 5 nolu besi ortamlarinda
elde edilen kalluslariin sivi kiiltiirlerinde bu farkhilagmalar benzer sekilde olmus,
ancak 3 nolu besi ortamindan gelen kalluslarin sivi kiiltiirde benzer sekilde
dagilmadig, siispansiyonun yogunlagmadigi, kiiltlir renginin ¢ok az degistigi ve

sonugta bu uygulamada ¢ok az sayida embriyo olustugu gézlenmistir.
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Sekil 4. 9. Pamuk Hipokotillerinden Olusan Kallusun Sivi Ortamda Kiiltlirii Sonrasi
Elde Edilen Embriyogenik Yapilar ve Farkli Gelisme Asamalarindaki
Somatik Embriyolar. a. Sivi Kiiltlir Sonrasi Embriyogenik Yapilar, b.
Embriyo Gelisme Ortaminda Globular (gl), Kotiledon (kt), Kalp (kp) ve
Torpido (tr) Donemindeki Somatik Embriyolar.
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Cukurova 1518 pamuk ¢esidinin iyi tepki veren sivi kiiltiirlerinde yukarida
agiklanan farklilagmalar ancak 4. haftadan sonra baglamis ve ¢ok daha yavag
seyretmistir. Bu nedenle Coker 312 igin sivi kiiltiir siiresi 4-5 haftada stirdiiriiliirken,
Cukurova 1518 igin 6-7 haftaya kadar uzatilmistir. Sivi kiiltiire aktarilan kallusun
olustugu besi ortamlan dikkate alindiginda, 5, 1 ve 4 nolu besi ortamlarindan elde
edilen kalluslardan globular ve ileri donem embriyolar, 2 nolu besi ortaminda olusan
kalluslardan yalmiz globular embriyolar ve 3 nolu besi ortaminda olugan kalluslardan
ise higbir embriyogenik yapinin olugsmadifi g&zlenmistir. 3 nolu besi ortaminda
olusan a¢ik krem renkli sulu yapili kalluslar sivi ortama aktarildiklarinda hig¢ bir
farklilagma izlenememistir.

Az miktarda embriyogenik kallus elde edilen Ersan 92 ¢esidinin sivi
kiilttirlerindeki gézlemlerimiz ise diger genotiplere gore oldukga farkli olmustur. Sivi
kiiltlir asamasma aktarilirken diger genotiplerin kalluslar1 kolaylikla pargalanirken,
Ersan 92 cesidinin kalluslarimin kismen daha zor kesildikleri ve sivi kiiltiire
aktarildiklarinda stispansiyon iginde dagilmadiklari izlenmigtir. Kiiltiir stiresi
boyunca kalluslar dagilmadiklar1 igin siipansiyon yogunlasmamis ve rengi
degismemigtir. Kiiltlirlin 2. haftasinda siispansiyon iginde az sayida koyu yesil iri
globular yapilar gbzlenmig, ancak bunlarda kiiltlir sliresinin sonuna kadar higbir
farklilagma g6zlenememistir. Amlan yapilar embriyo gelisme ortamina aktarildiginda
da higbir farklilagsma ve gelisme izlenmemistir.

Siv1 kiiltlir siiresinin sonunda elde edilen pro-embriyogenik yapilar ve farkl
gelisme agamalarindaki somatik embriyolar igeren embriyogenik kallus kiitleleri
materyal ve metot boliimiinde belirtilen ydntem uyarinca stiziilmiis yikanmis ve steril
filtre kagidi lizerinde kurutulmustur. Globular, kalp, torpido ve az sayida kotiledon
asamasindaki somatik embriyo iceren bu materyalden torpido ve kotiledon
asamasindaki somatik embriyolar bagh olduklar: kiitleden alimip embriyo gelisme
ortamina tek tek yerlestirilmigtir. Bu islem sirasinda embriyolarin bulunduklar: hiicre
kiimesinden kolaylikla ayrlabildikleri gozlenmistir. Erken donem pro-embriyogenik
yapilar ve globular embriyolar iceren hiicre kiimeleri ise olabildigince besi ortamu ile
temas edebilecekleri gekilde besi ortamu {izerine yayilarak yerlestirilmislerdir.
Somatik embriyo olusumu yoniinden ilk tepkilerin alindign Coker 312 c¢esidinin
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gelisme ortamlarinda yapilan gozlemleri dogrultusunda petri igindeki yogunlasan sivi
nedeniyle yeterince saglikli gelisemedikleri izlenmigstir. Bu nedenle daha sonra
somatik embriyolar ve pro-embriyogenik yapilar iceren materyal gelisme ortamina
aktarilmadan Once ortamin lizerine steril filtre kagidi konulup bekletilmis ve daha
sonra kullanilmigtir. Bu uygulama sonras: gelismenin daha iyi oldugu saptanmig ve
Cukurova 1518 ve Coker 312 ¢esitlerinden elde edilen materyaller i¢in besi ortamlan
bu gekilde kullamlmugtir. Ayn1 zamanda Coker 312 gesidinden elde edilen materyalin
bir kismu besi ortamin iizerine yerlestirilmig steril filtre kagidi tizerinde kiilttire
alinmug ve saglikh sekilde gelistikleri g6zlenmistir. Ancak bu konuda yeterli sayida
uygulama yapilamadifi igin istatistiki olarak yararim kanitlayamamakla birlikte
gozlemlerimiz dogrultusunda s6z konusu uygulamanin kullanilabilecegini
sGyleyebiliriz.

Siv1 kiiltlirde ilk tepkilerin alindign Coker 312 c¢esidinden elde edilen ilk
somatik embriyolar, gelisme ortamindaki kiiltiir siiresinin sonunda tiiplerdeki
koklendirme ortamina aktarilmis (Sekil 4.10), ilk 1 hafta indirekt 151k kosullarinin
saglandig bilyiitme dolabinda kiiltiire alinmig ve daha sonra direkt 151k kosullarinin
saglandig bilylitme odasina aktarilmiglardir. Biiyiitme odasinda tiip i¢indeki yogun
nem nedeniyle somatik embriyolarin vitrifiye olduklari, sagliksm, kismen sari
saydam renge doniistikkleri ve gelisemedikleri gbzlenmistir. Benzer sorunlar, daha
az etkili olmakla birlikte, petri kutusunda gelisme ortamindaki somatik embriyolarda
da ortaya c¢ikmustir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in materyal ve metot
boliimiinde tamimlandig1 sekilde; besi ortami ilave edilen kiiltiir tiipleri besi ortam:
katilagincaya kadar egik bir sekilde muhafaza edilmis ve bdylece ortamin tiip
icerisinde efik bir diizlem olugturmasi saglanmigtir. Bu durum, kiiltlic ttipleri
icerisindeki somatik embriyolarin tiip igersinde yogunlasan sivi  ile temasim
Onlenmistir. Aym zamanda tabanda biriken siv1 rulo halindeki steril kagit bavlu ile
alinmigtir. Coker 312°den olusan ilk embriyolarda yapilan bu uygulama ile 5
mm’den biiyiik embriyolarin saglikh sekilde gelistikleri g6zlenmis ve daha sonraki
koklenme ortamlarinda kiiltiire alinan somatik embriyolar igin kullamlmistir.
Cukurova 1518 ve Coker 312 ¢esitlerinden embriyo gelisme ortaminda torpido ve

kotiledon agamasma ulasan embriyolar, egik bir diizlem olugturacak sekilde embriyo
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kéklendirme ortamu igeren tiiplere gegirilmislerdir. Bu asamada kotiledon asamasina
gelmis somatik embriyolardan Cukurova 1518 ¢esidinden 42 adet ve Coker 312
cesidinden 60 adet embriyo kdklendirme ortamina gecirilmistir. Yukarida belirtildigi
{izere tiip i¢indeki yogunlasan sivinin alinmas: igin kagit havlular yerlestirilmis ve 1
hafta sonra yenileriyle degistirilmistir. Bu islem sonrasinda ilk bir hafta iginde
kiiltiirlerin tamaminda konulan kagit havlu par¢alarindan kaynaklanan yogun bakteri
enfeksiyonu oldugu gozlenmistir. Anilan kagit havlularin sterilizasyonu sirasinda
ortaya ¢ikan ancak daha sonra anlagilan bir otoklav arizasi nedeniyle haviularin
sterilize olamadiklar1 anlagilmigtir. Tiiplerdeki somatik embriyolara antibiyotik
uygulamasi yapilmug, ancak ne yazik ki uygulama sonrasinda 1-2 hafta igerisinde
enfeksiyonun yeniden yayginlagtig1 izlenmis ve embriyolar kurtarilamamigtir. Ancak
antibiyotik uygulamasi sirasinda (kOklendirme ortaminda 2 haftahk kiiltiir
sonrasmda) embriyolarin yaklasik %15’inde [Cukurova 1518 (6 / 42 ) ve Coker 312
(9/ 60)] k6k olugumu gézlenmistir (Sekil 4.10 ).

cll d

Sekil 4.10. Somatik Embriyolarin Kéklendirilmesi ve Bakteri Enfeksiyonu. a ve b.
Koklendirme Ortamindaki Somatik Embriyolar, ¢ ve d. Otoklav Arizasi
Nedeniyle Enfekte Olan Somatik Embriyolar.
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4.3.1.2.2). Kallus indiiksiyon Oram (%)

Hipokotilleri kiiltiire alinan farkli pamuk ¢esitlerinin farkli besi ortamlarinda
saptanan kallus indiiksiyon oranlarina (%) iliskin varyans analiz sonuglari, Cizelge

4.12’te verilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli Pamuk Cesitlerinin Hipokotil Eksplantlarimn Farkli Besi
Ortamlarindaki Kallus Indiksiyon Oranlan ile Ilgili Varyans Analiz

Sonuglan
Varyasyon Kaynagi | Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri

Tekerriir 2 137.623 0.5562
Genotip 2 1047.504 4.2336
Hata 1 4 247.427

Besi Ortami 4 475.885 2.6932
Genotip x Besi Ortami 8 265.892 1.5048
Hata2 24 176.698

Genel 44

Cizelgeden izlendigi gibi, genotip ve besi ortaminin kallus indiiksiyon oram
tizerindeki etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz olmustur. Kallus indiiksiyon orani, besi
ortamlarina bagli olarak, % 75.2 ile % 96.9 arasinda; genotiplere bagli olarak ise %
74.3 ile % 95.2 arasmnda degismistir (Cizelge 4.13). Farkli besi ortami-genotip
kombinasyonlarinda ise, % 53.3 ile % 99 arasinda degisen kallus indiiksiyon orani
ortalamalan elde edilmigtir. Ancak, kallus indiiksiyon oraninda incelenen faktorlere
bagli olarak ortaya ¢ikan bu degisimlerin istatistiksel olarak 6nemsiz oldufu ortaya
¢ikmigtir. Bu sonug, s6z konusu denemede kullanilan besi ortamlarinin, uygun besi
ortami belirlenmesi amaciyla yiirlitiilmiis olan g¢aligmada. incelenen 24 besi ortami

arasindan en ¢ok tepki veren besi ortamlar olmas1 nedeniyle beklenen bir sonugtur.
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Cizelge 4.13. Farkli Pamuk Cesitlerinin Hipokotil Eksplantlarinin Farkli Besi
Ortamlarindaki Kallus Indiiksiyon Orani (%) Ortalamalari

Genotip Besi Ortam1 No Ortalama
1 2 3 4 5

Cuk.1518 86.0 73.3 86.0 86.3 92.7 84.9

Cok. 312 92.7 99.0 92.7 92.7 99.0 95.2

Ers.92 66.3 533 60.0 92.7 99.0 74.3

Ortalama 81.7 75.2 79.6 90.6 96.9

4.3.1.2.(2). Embriyogenik Kallus Indiiksiyon Oram (%)

Farkli pamuk ¢esitlerinin  hipokotillerinin  farkli besi ortamlarinda
embriyogenik kallus olusturma oranlarina uygulanan varyans analiz sonugclari
Cizelge 4.14°te verilmistir.

Cizelge 4.14. Farkh Pamuk Cesitlerinin Hipokotil Eksplantlamin Farkli Besi
Ortamlarindaki Embriyogenik Kallus Olusturma Oranlan ile Ilgili

Varyans Analiz Sonuglan

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri
Tekerrlir 2 174.720 0.4914
Genotip 2 5379.221 15.1276 *
Hata 1 4 355.589
Besi Ortam1 4 1168.543 7.7608 **
Genotip x Besi Ortam1 8 364.544 24211 *
Hata2 24 150.569

* 1 P<0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak 8nemli.
** : P<0.01 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak Snemli.

Cizelgeden izlendigi gibi, embriyogenik kallus olusturan hipokotillerin oram
genotip ve besi ortamindan istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilenmigtir. Ayrica,
bu iki faktdriin interaksiyonu istatistiksel olarak 6nemli gikmustir. Cesitlere bagh
olarak embriyogenik kallus indiiksiyon orani % 12.0 ile % 58.5 arasinda degismistir
(Cizelge 4.15). Cukurova 1518 ve Coker 312 cesitleri birbirlerinden istatistiksel
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Cizelge 4.15. Farkli Pamuk Genotiplerinin Hipokotil Eksplantlarinin Farkli Besi

Ortamlarindaki Embriyogenik Kallus Olusturma Orami (%)
Ortalamalan
Besi Ortami No Ortalama
Genotip 1 2 3 4 5

Cuk. 1518 {40.0 bedet+ | 33.3 cdef | 20.0efg | 53.3 be 73.3 ab| 44.0 A*
Coker 312 {33.3 cdef | 46.7bcd | 33.3 cdef | 86.3 a 9.7 a | 585A
Ersan 92 [13.3 efg 200defg| 6.7 g 6.7 g ‘133 efg| 12.0B
Ortalama |28.9 C** 33.3 BC|[20.0 C |48.8 AB 59.8 A

* 1 Aym siltun iginde benzer harf ile gdsterilen ortalamalar LSD testine gore P<0.05 hata simirlan

igerisinde istatistiksel olarak farkli degildir.
** : Ayni satrr iginde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore P<0.05 hata sinirlar
igerisinde istatistiksel olarak farkli degildir.
+ : Benzer harf ile gosterilen Genotip-Besi Ortam1 kombinasyonu ortalamalari Duncan testine gore
P<0.05 hat smirlar: igerisinde istatistiksel olarak farkli degildir.

olarak farklt olmayan, ancak Ersan 92 ¢esidine gore istatistiksel olarak daha
yliksek embriyogenik kallus indiiksiyon orani ortalamalar1 gdstermislerdir.

Farkli genotiplerin embriyogenik kallus olugumu yoniinden farkli tepkiler
vermesi ile ilgili bulgularimiz, Shoemaker ve ark. (1986), Trolinder ve Goodin
(1987), Zimmerman ve Robacker (1988), Trolinder ve Xhixian (1989), Gawel ve
Robacker (1990), Firoozabady ve DeBoer (1993), Senechal ve ark. (1994), Wang
ve ark. (1994), Brar ve ark. (1998), Sakhanokho ve ark. (1998), Sakhanokho ve ark.
(2001) ve Mishra ve ark. (2003)’nin bulgularini destekler niteliktedir.

Aragtirmamizda en yiiksek embriyogenik kallus indiiksiyon oranimi veren
Coker 312 pamuk ¢esidinin embriyogenik kallus olusturma potansiyeli nedeniyle
pamuk biyoteknolojisinde model bitki olarak kullamildif1 bilinmektedir (Umbeck ve
ark., 1987; Trolinder ve Goodin, 1987; Trolinder ve Goodin, 1988a ve b; Trolinder
ve Xhixian, 1989; Gawel ve Robacker, 1990; Carvalho ve ark., 1992; Senechal ve
ark.,1994; Wang ve ark. (1994); Sunilkumar ve Rathore, 2001; Mishra ve ark.,
2003). Embriyogenik kallus indiiksiyon orani agisindan Cukurova 1518 gesidinin
istatistiki olarak Coker 312 ile aymu grupta yer almasim ise, amilan ¢esidin Coker kan
tagimasina baglayabiliriz. Cukurova 1518 pamuk ¢esidi, ABD’de Coker 201 ve diger
iilkelerde ve iilkemizde de Carolina Queen 201 olarak bilinen ¢esitten seleksiyonla
elde edilmigtir (Harem, 2000). Diislik oranda embriyogenik kallus indiiksiyon oram

gOsteren Ergan 92 ¢esidi ise, Coker ¢esitlerinin tersine, doku kiiltiirtinde iyi reaksiyon
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gostermedikleri bilinen (Gawel ve Robacker; 1990; Senechal ve ark., 1994 ve
Mishra ve ark., 2003) Acala tipi pamuklar ile akrabalik iligkisi igersindedir (Harem,
2000). Ergan 92 pamuk ¢esidi, Sayar 314 gesidi ile Tagkent 1 melezlemesi sonucunda
elde edilmistir ve Sayar 314 ¢esidinin ise Acala 130/314 soyu ile Deltapine 15’in
melezlenmesi ile elde edildigi bilinmektedir (Harem, 2000).

Incelenen besi ortamlarina bagl olarak, embriyogenik kallus indiiksiyon orani
% 28.9 ile % 59.8 arasinda degigmistir (Cizelge 4.15). En yiiksek embriyogenik
kallus indilksiyon oranmi ortalamasi (% 59.8), 5 nolu ortamda ( 0.1 mg/l kinetin+ 2
mg/l NAA iceren MSB ortami) kiiltiir edilen hipokotil eksplantlarindan elde
edilmigtir. 4 nolu ortamda (0.1 mg/l PBA + 2 mg/l NAA igeren MSB ortami) kiiltiire
alinan hipokotil eksplantlar, 5 nolu ortamda kiiltlire alinan hipokotil
eksplantlarindan istatistiksel olarak farkli olmayan embriyogenik kallus indiiksiyon
orani ortalamasi (% 48.8) goOstermistir. Ancak, 4 nolu ortamda elde edilen
embriyogenik kallus indiiksiyon oram ortalamasinin, 5 nolu ortam yaninda 2 nolu
ortamda ( 0.1 mg/l PBA+ 1 mg/l 2.4-D igeren MSB ortamu) elde edilen embriyogenik
kallus indiiksiyon orani ortalamasindan da istatistiksel olarak farklilik gostermedigi
ortaya ¢ikmustir. 1 ( 0.1 mg/l PBA+ 0.5 mg/l 2,4-D igeren MSB ortami) ve 3 ( 0.5
mg/l PBA+ 1 mg/l 2,4-D igeren MSB ortami) nolu ortamlarda kiiltire alinan
hipokotil eksplantlan ise, 4 ve 5 nolu ortamdakilere gore istatistiksel olarak Snemli
derecede daha diisiik embriyogenik kallus indiiksiyon oram ortalamalan
gOstermislerdir. Arastirmada elde edilen, NAA iceren besi ortamlarinda yilksek
embriyogenik kallus indiikisyon oranlarnin elde edilmesi seklindeki bulgu,
Shoemaker ve ark. (1986), Trolinder ve Goodin (1988a), Gawel ve Robacker (1990),
Firoozabady ve DeBoer (1993), Rajasegar ve ark. (1996), Brar ve ark. (1998),
Sakhanokho ve ark. (2001), Sunilkumar ve Rathore (2001) ve Mishra ve ark.
(2003)’nin bulgularim desteklemektedir.

Embriyogenik kallus olusumu ve gogalmasinin besi ortamlarina bagh olarak
farklilik gostermesi y6niindeki bulgular ise, Trolinder ve Goodin (1987), Trolinder
ve Goodin (1988 a), Zimmerman ve Robacker (1988), Trolinder ve Xhixian (1989),
Gawel ve Robacker (1990), Rajasegar ve ark. (1996), Holmuratov ve ark. (2000),
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Zhang ve ark. (2001) ve Mishra ve ark. (2003)’min bulgulari ile benzerlik
gostermektedir.

Varyans analizi sonuglarinda genotip x besi ortami interaksiyonunun istatistiki
olarak 6nemli ¢ikmasi, besi ortamlarmin embriyogenik kallus indiiksiyon oram
iizerindeki etkisinin genotiplere bagli olarak farklihk gosterdigini ortaya
koymaktadir. Nitekim, Coker 312 gesidinde 4 ve 5 nolu ortamlar diger ortamlara
gore istatistiksel olarak Onemli derecede daha yiiksek embriyogenik kallus
indiiksiyon oranlan saglamasina karsilik, Ersan 92 c¢esidinde besi ortamlan
embriyogenik kallus indiiksiyon orami agisindan istatistiksel olarak &nemli bir
farklhilik yaratmamustir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.11). Cukurova 1518 gesidinde ise, 1,
4 ve 5 nolu ortamlar birbirinden istatistiksel olarak farkli olmayan embriyogenik
kallus indiiksiyon oram saglamuglardir. Ierdikleri bilytime diizenleyicisi gesit ve
konsantrasyonu agisindan farkli besi ortamlarinin farkli genotiplerde farkli kallus
indiiksiyon oranina neden olmalan, farkhh genotiplerden alinan hipokotil
eksplantlarinin  genotipik yapilarinin farkli olmasi nedeniyle farkh diizeylerde
hormon igermeleri ve igerdikleri hormon konsantrasyonuna bagli olarak ta besi
ortaminda bulunan bilylime diizenleyicilerinden farkli diizeylerde etkilenmeleri ile
agiklanabilir, Nitekim, Hatipoglu (2002), farkli genotiplerin in vitro kiilttirde farkli
besi ortamlarina gereksinim duyabildiklerini bildirmektedir.

4.3.1.2.(3). Somatik Embriyo Sayis1 (somatik embriyo/ g kallus)

Embriyogenik olarak tanimlanan kalluslar siv1 kiiltiire aktarilmig, 6-8 hafta
sonra ise somatik embriyo gelisme ortamina gegirilmigtir. Gelisme ortaminda 4-6
haftalik kiiltlir sonrasinda olugan globular, kalp ve ileri donem embriyolarin sayim
yapilmigtir. Ersan 92 ¢esidinden hem yeterli diizeyde embriyogenik kallus elde
edilememesi, hem de siv1 kiiltiirden gelisme ortamina aktarilan bu kalluslarda
somatik embriyo olusumu izlenememis olmasi nedeniyle, bu gesit somatik embriyo

sayis1 agisindan degerlendirme dig1 birakilmugtir.
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Farkli pamuk gesitlerinin hipokotillerinden farkli besi ortamlarinda olusan 1 g
embriyogenik kallus basina elde edilen somatik embriyo sayilarma uygulanan

varyans analizi sonuglan Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16. Farkli Pamuk Cesitlerinin Hipokotil Eksplantlarmmin Farkli Besi
Ortamlarinda Olusturduklarn Kalluslardan Elde Edilen Somatik
Embriyo Sayilari ile Ilgili Varyans Analiz Sonuglan

Varyasyon Kaynag | Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamas: F Degeri
Tekerriir 1 0.961 22.0122
Genotip 1 975.655 22356.9121 **
Hata 1 1 0.044
Besi Ortamu 4 121.638 32.0544 **
Genotip x Besi Ortam1 4 48.039 12.6595 **
Hata2 8 3.795
Genel 19

* . P<0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak Snemli.
#* . P<0.01 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak dnemli.

Cizelgeden izlendigi gibi; 1 g embriyogenik kallus bagina olugan somatik
embriyo sayisi, genotipler ve embriyogenik kalluslarin olustugu besi ortamindan
istatistiksel olarak Onemli derecede -etkilenmistir. Ayrica, bu iki faktdriin
interaksiyonunun istatistiksel olarak 6énemli oldugu ortaya ¢ikmustir.

Coker 312 cesidi 1 g embriyogenik kallus bagina olusan 352.1 adet somatik
embriyo sayisi ortalamas: ile 1 g embriyogenik kallus bagina 20.2 adet somatik
embriyo olugturan Cukurova 1518 ¢esidine gére 1 g embriyogenik kallus bagina
istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek somatik embriyo sayist gdstermistir
(Cizelge 4.17).

Farkl: genotiplerin embriyogenesis kapasitesi ve somatik embriyo olusturma
agisindan farklilik gostermesi ile ilgili bulgularimiz; Shoemaker ve ark. (1986),
Trolinder ve Goodin (1987), Zimmerman ve Robacker (1988), Trolinder ve Xhixian
(1989), Gawel ve Robacker (1990), Firoozabady ve DeBoer (1993), Senechal ve
ark. (1994), Wang ve ark. (1994), Brar ve ark. (1998), Sakhanokho ve ark. (1998),
Sakhanokho ve ark. (2001) ve Mishra ve ark. (2003)’nmin bulgularm destekler
niteliktedir.
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Cizelge 4.17. Farkli Pamuk Cesitlerinin Hipokotil Eksplantlarimin Farkli Besi
Ortamlarinda Olugturduklar1 Kalluslardan Elde Edilen Somatik
Embriyo Sayilar1 (somatik embriyo sayisi / gram kallus) Ortalamalar:

Genotip Besi Ortam1 No Ortalama
1 2 3 4 5

Cuk.1518 | 12.5 d+ 0.0 d 00d 85d 80.0 ¢ 20.2 B*

Cok.312 [423.0ab {3000 b 85d 4355ab [593.5 a [352.1A

Ortalama |217.8 B** {1500 B | 43 C |2218 B 336.8 A
*

: Ayni siitun iginde benzer harf ile gdsterilen ortalamalar P<0.05 hata simrlan igerisinde istatistiksel olarak
farkli degildir. :

*% . Aymi satir i¢inde benzer harf ile gdsterilen ortalamalar Duncan testine gdre P<0.05 hata sinirlan igerisinde
istatistikse} olarak farkh degildir.

+ : Benzer harf ile gsterilen Genotip-Besi Ortam: kombinasyonu ortalamalar: Duncan testine gore P<0.05 hat
smurlan igerisinde istatistiksel olarak farkl: degildir.

Embriyogenik kalluslarin olugtufu besi ortamlarina bagh olarak, s6z konusu
embriyogenik kalluslarda bir gram embriyogenik kallus bagma olugsan somatik
embriyo sayisi, 4.3 ile 336.8 arasinda degigmistir. En yiiksek somatik embriyo
sayisi ortalamasi, 336.8 somatik embriyo/g kallus ile 5 nolu ortamda ( 0.1 mg/l
kinetin+ 2 mg/l NAA igeren MSB ortami) olugsan embriyogenik kalluslardan elde
edilmigtir. Sz konusu ortamda olusan embriyogenik kalluslardan elde edilen bu
somatik embriyo sayisi ortalamasinmin, difer ortamlarda olusan embriyogenik
kalluslardan elde edilen somatik embriyo sayisi ortalamalarindan istatistiksel olarak
onemli derecede daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmigtir. 1 (0.1 mg/l PBA+ 0.5 mg/l
2,4-D igeren MSB ortami), 2 (0.1 mg/l PBA+ 1 mg/1 2,4-D igeren MSB ortami) ve 4
nolu ortamda (0.1 mg/l PBA+ 2 mg/l NAA iceren MSB ortami) olusan embriyogenik
kalluslarin birer grami bagina elde edilen somatik embriyo sayisi ortalamalan ise
birbirinden istatistiksel olarak farksiz, ancak 3 nolu ortamda (0.5 mg/l PBA+ 1 mg/l
2,4-D igeren MSB ortami) olusan embriyogenik kalluslardan elde edilen somatik
embriyo sayisi ortalamasindan istatistiksel olarak Onemli derecede daha yiiksek
olmustur.

Somatik embriyo sayisinin kallus olugumu ve siirdiiriilmesi i¢in kullamilmmsg
olan besi ortamlarma bagli olarak farklihk gdstermesi ile ilgili bu bulgular, Trolinder
ve Goodin (1987), Trolinder ve Goodin (1988a), Zimmerman ve Robacker (1988),
Trolinder ve Xhixian (1989), Gawel ve Robacker (1990), Rajasegar ve ark. (1996),
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Zhang ve ark. (2001) ve Mishra ve ark. (2003)’'min bulgulan ile benzerlik
gostermektedir.

Varyans analizi sonuglari, genotip X besi ortam1 interaksiyonunun istatistiksel
olarak Onemli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.16). Bu sonug, embriyogenik
kalluslarin olustufu besi ortamlarimin somatik embriyo sayisi tizerindeki etkisinin
genotiplere bagli olarak degistifine isaret etmektedir. Nitekim; Cukurova 1518
¢esidinde, 5 nolu ortamda olusan embriyogenik kalluslar, diger ortamlarda olusan
embriyogenik kalluslara gore istatistiksel olarak Onemli derecede daha yiiksek
somatik embriyo sayisi ortalamasi gostermistir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.12). Buna
karsilik, Coker 312 gesidinde, 1 ve 4 nolu ortamlarda olugan embriyogenik kalluslar,
5 nolu ortamda olugan embriyogenik kalluslardan istatistiksel olarak farkli olmayan
somatik embriyo sayist ortalamas: saglamiglardir. Diger taraftan, tlim besi
ortamlarinin ortalamas: olarak embriyogenik kalluslar1 Cukurova 1518 ¢esidine gore
daha yitksek somatik embriyo sayist saglayan Coker 312 gesidinin embriyogenik
kalluslari, 3 nolu ortamda Cukurova 1518 c¢esidinin embriyogenik kalluslarindan elde
edilen somatik embriyo sayisi ortalamasindan istatistiksel olarak farkli olmayan

somatik embriyo sayisi ortalamasi saglamigtir.
4.3.1.2.(4). Anormal Somatik Embriyo Olusumu

Siv1 kiiltiir sonrasinda gelisme ortamina aktanlan farkl: gelisme devresindeki
somatik embriyo ve pro-embriyoidler igeren hiicre kiimeleri {izerinde anormal
embriyo gelisimleri g6zlenmistir. Normal goriintimlii embriyolar koklendirme
ortamina aktarilirken, anormal goriintimlii ve {izerlerinde ikincil somatik embriyo
olusumlar1 gézlenen embriyolar gelisme ortamina aktarnilmuglar, kiiltlirtin 1.
haftasinda embriyo sayimlari (somatik embriyo sayisi/anormal embriyo) yapilmustir.
Bu amagla ilk tepkilerin alindi1 ve ¢ok sayida embriyonun elde edildigi Coker 312
pamuk ¢esidinin kiiltiirleri kullamlmgtir. Ik gézlemlerde saptanan 27 adet anormal
gbriinlimlii embriyonun boylarnin 6-12 mm arasinda degistigi, 5 adetinde kotiledon
icermeyen hipokotilin bulundugu, 16 adetinin lizerlerinde agik kahverengi kallus
olusumu basladigi gézlenmistir (Sekil 4.13). Aym zamanda, incelenen 27 adet
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Sekil 4.13. Somatik Embriyogenesis Caligmalarinda Olusan Anormal Somatik
Embriyolar ve Uzerlerinde Ikincil Somatik Embriyo Olusumlari. a.
Gelisme Ortaminda Kiiltiire Alinan Anormal Embriyolar ve Uzerlerinde
Ikincil Somatik Embriyo Olusumlari, b. Bir hafta Sonra Anormal
Embriyolar Uzerindeki Somatik Embriyolarin Geligimleri .
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somatik embriyonun 9 adedinin {izerinde farkh gelisme dénemlerinde bulunan ikincil
somatik embriyo olusumu saptanmug, gelisme ortamina aktarilmalan agamasinda
yapilan sayimlarda 9 anormal embriyodan toplam 300 adet globular ve 38 adet ileri
dénem somatik embriyo olugtugu belirlenmistir.

Somatik embriyogenesis ¢aligmalarimizda anormal somatik embriyo olusumu
ile ilgili bulgulanmiz, Firoozabady ve DeBoer (1993), Trolinder ve Goodin (1988),
Zhang ve ark.(1996), Zhang ve ark. (2000), Sakhanokho ve ark. (2001)’mn bulgulart
ile benzerlik g6stermektedir. Ayn1 zamanda anormal somatik embriyolar iizerinde
ikincil somatik embriyo olusumlari ve bunlarin kiltiirde normal embriyolar olarak
geligim seyirlerini siirdiirmesine dair gozlemimiz, somatik embriyogenesis yoluyla
elde ettikleri anormal in vitro bitkileri eksplant olarak kullanan ve bu gekilde etkin
bir rejenerasyon sistemi gelistirmigs olan Zhang ve ark. (2000)'min bulgularini
destekler niteliktedir.

4.3.2. Olgunlagmamis Embriyo Eksplant: ile flgili Bulgular ve Tartisma

4.3.2.1. Cukurova 1518 Pamuk Cesidi Ile Yiiriitilen Besi Ortam Belirleme
Denemesi ile ilgili Bulgular ve Tartiyma

Kiltire alman olgunlagmamiy embriyolarda yapilan periyodik gozlemlerle
kallus olusumu ve olugan kallusun 6zellikleri saptanmaya ¢aligilmigtir. Yapilan ilk
incelemelerde, embriyolarda sigskinlesme oldugu gozlenmistir. Kiiltiiriin 3-4.
haftasinda, 6zellikle 21 ve 28 giinliik embriyolarda ¢imlenme baglangici ortaya
¢ikmistir, 3. hafta sonunda siskinlesmis ve kismen de ¢imlenmeye baslayan
embriyolar, indiiksiyon ortaminda alt kiiltiire alinmigtir. Alt kiltlir ortaminda, alt
kiiltiirtin ilk haftasindan itibaren hipokotil tabanlarindan kallus olusumu baglamstir.
Embriyolarin ilk kiiltiire alinmalarindan 7 hafta sonra, kiltiir kaplarinda kallus
olusturan embriyolar sayilarak, kallus indiiksiyon orami saptanmugtir. Genel olarak
kullanuilan besi ortamlarinin tamaminda oranlarn degismek i{izere kallus olusumu
gdzlenmigtir. Aym1 zamanda kullanilan farkli besi ortamlarinda olduk¢a farkh
morfolojiye ve gelisim seyrine sahip kallus olusumu saptanmigtir. Elde edilen
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kalluslarin agik krem renkli, gevsek sulu yapili; sarims: yesil kinlgan; yesil kompakt
ileri dénemde karli; kolay g¢ogalabilen veya gelisme gOstermeyen gibi farkli
Ozelliklere sahip oldugu saptanmuistir.  Olusan kalluslar sonraki alt kiiltiire
aktarilirken pek ¢ok aragtirici tarafindan (Davidonis ve Hamilton, 1983; Shoemaker
ve ark., 1986; Firoozabady ve ark., 1987; Trolinder ve Goodin, 1987; Trolinder ve
Goodin, 1988a ve b; Zimmerman ve Robacker, 1988; Trolinder ve Xhixian, 1989;
Gawel ve Robacker, 1990; Firoozabady ve DeBoer, 1993; Sakhanokho ve ark.,1998;
Sakhanokho ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2001; Mishra ve ark., 2003) tanimlandi
sekilde; embriyogenik [sarimsi yesil, sarimsi krem, graniiler ve kirillgan (+ +) ], ve
orta derecede embriyogenik [sarimsi yesil, orta derecede kirlgan (+) ] 6zellikte
kallus olugturan embriyolarin sayisi belirlenmis ve petri kutusu bagina eksplantlarin
embriyogenik kallus olusturma oranlart ylizde olarak saptanmigtir. Genel olarak
oksinlerin yiiksek oldugu ortamlarda kallus olusumunun daha fazla oldugu, 2,4-D
iceren ortamlarda krem sari renkli kirlgan veya gevsek yapili, NAA iceren
ortamlarda ise daha ¢ok yesilimsi sar1 veya gogunlukla koyu yesil kompakt kalluslar
olustugu gézlenmistir.

4.3.2.1.(1). Kallus Indiiksiyon Orani (%)

Cukurova 1518 ¢esidinin farkli yaglardaki olgunlagmamig embriyolarinin
icerikleri biiytime diizenleyicisi gesidi ve konsantrasyonu yoniinden farkli 9 besi
ortaminda saptanan kallus indiiksiyon oranlarina (%) iligkin varyans analiz sonuglari,
Cizelge 4.18’de verilmistir. Cizelgeden izlendigi gibi, embriyo yas1 ve besi ortam
kallus indiiksiyon oranini istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemistir.

Embriyo yas1 arttikga, kallus indiiksiyon oram 6nemli derecede artig gdstermis
ve 28 giinliik embriyolar, diger daha gen¢ embriyolara goére istatistiksel olarak
Onemli derecede daha yiiksek kallus indiiksiyon oram ortalamasi gostermigtir
(Cizelge 4.19). 21 giinliik embriyolar ise, 14 giinlilkk embriyolara gére daha yiiksek
kallus indﬁksiyon'oram ortalamasi gdstermistir. Embriyo yas1 ile kallus indiiksiyon
orani arasindaki iligkiyi ortaya koyan bu bulgular, Vlachostergios ve ark. (1998)’ nin
bulgularini desteklemektedir. Diger taraftan, embriyo yasimn artmas: ile kallus
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Cizelge 4.18. Cukurova 1518 Pamuk Cesidinin Farkli Yaslardaki Olgunlasmamis
Embriyolarimn Farkli Besi Ortamlarindaki Kallus  Indiiksiyon
Oranlan ile Ilgili Varyans Analiz Sonuglan

Varyasyon Kaynag Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamas1| F Degeri
Tekerrir 2 181. 031 1.6761
Embriyo yast 2 5262.271 48.7230 **
Hata 1 4 108. 004
Besi Ortami 8 1505. 095 5.8378 **
Embriyo Yast x B. Ortamu 16 202. 574 0.7857
Hata 2 48 257.818 1.6761
Genel 80

** : P<0.01 hata smirlan i¢inde istatistiksel olarak Snemli.

indiiksiyon orammin artmasi, daha biiyiik eksplantlarin in vitro kiiltiirde daha iyi
reaksiyon gostedigini bildiren Hatipoglu (2002)’nun goriisiinii de desteklemektedir.

Kallus indiiksiyon orani, besi ortamlarina bagh olarak, % 34.4 ile % 83.3
arasinda degismistir. En yiiksek kallus indiiksiyon oram: (83.1), 6 nolu ortamda (0.5
mg/l PBA + 1 mg/l 2,4-D iceren MSB ortamu) elde edilmigtir. 1 (0.1 mg/l PBA +
0.1 mg/l1 2,4-D igeren MSB ortami), 2 (0.1 mg/l PBA + 0.5 mg/l 2,4-D igeren MSB
ortami), 3 (0.1 mg/l PBA + 1 mg/l 2,4-D igeren MSB ortami) ve 5 nolu (0.5 mg/1
PBA + 0.5 mg/l 2,4-D iceren MSB ortami) ortamlar 6 nolu ortamdan istatistiksel
olarak farkli olmayan kallus indiiksiyon orani ortalamalar saglamislardir. En diisiik
kallus inditksiyon orami ise 8 nolu ortamdan (1 mg/l PBA + 1 mg/l 2,4-D igeren
MSB ortami) elde edilmistir. Genellikle, ortamda 2,4-D konsantrasyonu arttikga,
kallus indiiksiyon oraninda artis egilimi ortaya ¢ikmmgtir,

Embriyo yas1 ve kullanilan besi ortamlar1 dikkate alindiginda, en yiiksek tepki
28 giinliik embriyolarda elde edilmis, kallus gelisimi de bu eksplantlarda digerlerine
gore daha iyi olmustur. Cizelge 4.19’daki embriyogenik kallus olusumu ile ilgili
gézlemler de dikkate alinarak, eksplant olarak 28 giinliik embriyolarin, besi ortami
olarak 2, 3 ve 6 nolu besi ortamlarinin ve hipokotiller i¢in kullamlan diger iki besi
ortaminin sonraki ¢aligmalarda kullaniimasi kararlagtiriimgtir.
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4.3.2.2. Cukurova 1518, Coker 312 ve Ersan 92 Pamuk Cegsitleri ile Yiiriitiilen
Deneme ile {igili Bulgular ve Tartiyma

Ug ¢esit ile yiirtitiilen olgunlagmamig embriyo kiiltiirii sirasinda yapilan
gézlemler, kallus olugumunun Cukurova 1518 ¢esidinde yiiriitiilen denemedekine
benzer gekilde seyrettigini ortaya koymustur.  Ilk kiiltir asamasinda 6zellikle 4 ve 5
nolu besi ortamlarinda ve az miktarda da 1 nolu ortamda embriyolarin ¢imlenme
egiliminde olduklar1 gézlenmistir. Embriyo eksplantlarindan embriyogenik kallus
olusumu ve gelismesi beklendigi kadar fazla olmamug, genel olarak hipokotillere
gore daha diiglik tepki alinmugtir. Nitekim az miktarlarda olusan Kkalluslar
¢ogaltilmalar: i¢in aymi besi ortamlarinda 4-6 haftada bir alt kiiltiirlere alinmugtir.
Kalluslanin gogaltilma asamasinda kallus yapilarinda farklilagsma ve embriyogenik
6zelliklerin azalip kalluslarin kahverengi, krem sulu veya kompakt yesil kalluslara
dontistligti gdzlenmistir. Olgunlasmamig embriyolarin kiiltlire alinmas: sirasinda sivi
kiiltlir yapma olanafimizin bulunmamasi nedeniyle, 4 alt kiiltlir sonra
olgunlagsmamis embriyolardan elde edilen kalluslar hormonsuz kati1 besi ortamina
aktarilmis, ancak yalmzca Coker 312 ¢esidinde 2, 4 ve 5 nolu ortamlardan gelen
kalluslarda globular embriyo benzeri yapilar gdzlenmigtir. Ancak, bu yapilarda
herhangi bir gelisme gorillmemistir. Bu durumun kalluslarin hormonlu besi
ortamlarinda uzun siireli alt kiltiire alinmasmin sonucu oldugunu sdyleyebiliriz.
Nitekim baglangigta embriyogenik olarak tamimlanan kalluslarda  kiiltiir siiresi
boyunca farklilagmalar ve deformasyonlar goriilmistiir. Daha sonra sivi ortam
yapma olanaf bulundugunda, her ii¢ genotipten alinan Kkalluslar sivi kiiltiire
aktarilmigtir. Ancak yalmz Coker 312 ¢esidinden ve hipokotil eksplantlarina kiyasla
daha az sayida somatik embriyolar (517 globular + 19 ileri dénem embriyo /gram
kallus) elde edilmistir.
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4.3.2.2.(1). Kallus indiiksiyon Oram (%)

Farkli besi ortamlarinda kiiltlire alinan {i¢ farkli pamuk g¢esidinin 28 giinlitk

embriyolarindan elde edilen kallus indiiksiyon orami degerlerine uygulanan varyans

analizi sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmisgtir.

Cizelge 4.20. Farkli Pamuk Cesitlerinin 28 Giinliik Olgunlasmamigs Embriyolarinin
Indiiksiyon Oranlan ile Ilgili

Farkli Besi Ortamlarindaki Kallus

Varyans Analiz Sonuglan
Varyasyon Kaynagi | Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi F Degeri

Tekerriir 2 30.796 0.3185
Genotip 2 462.109 4.7798
Hata 1 4 96. 680

Besi Ortami1 4 332.279 1.6480
Genotip x Besi Ortamu 8 109.219 0.5417
Hata2 24 201.622

Genel 44

** : P<0.01 hata stnirlar iginde istatistiksel olarak dnemii.

Cizelgeden izlendigi gibi, incelenen genotip ve besi ortami faktérleri kallus
indiiksiyon oranim istatistiksel olarak nemli derecede etkilememistir.
' Kallus indiiksiyon oram, genotiplere bagli olarak % 72.9 ile % 83.0 arasinda
degismistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Farkh Pamuk Genotiplerinin Farkli Besi Ortamlarinda 28 Giinltik
Embriyolardan Kallus Indiiksiyon Oram (%) Ortalamalari

Genotip Besi Ortami No Ortalama
1 2 3 4 5

Cukurova 1518 | 88.0 73.3 79.7 83.0 91.0 83.0

Coker 312 86.3 79.3 85.0 88.0 93.7 86.5

Ersan 92 64.7 60.0 60.0 89.7 90.3 72.9

Ortalama 79.7 70.9 74.9 86.9 91.7

Besi ortamlarina bagli olarak ise, % 70.9 ile % 91.7 arasinda degisen kallus
indiiksiyon oranlan elde edilmistir. Ancak; bu degigimlerin istatistiksel olarak 6nemli
olmadif ortaya gikmigtir. 28 glinliik embriyolardan kallus indiiksiyon orani ile ilgili
bu bulgular, besi ortamu belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmiis olan ¢aligmada 9 besi
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ortami arasindan en ¢ok tepki veren besi ortamlannin segilmis oldugu dikkate
alindiinda beklenen niteliktedir.

4.3.2.2.(2). Embriyogenik Kallus Indiiksiyon Oram (%)

Ug farkli pamuk ¢esidinin 28 giinliik embriyolarindan bes farkl besi ortaminda
saptanan embriyogenik kallus indiliksiyon orani degerlerine uygulanan varyans

analizi sonuglar1 Cizelge 4.22°de verilmigtir.

Cizelge 4.22. Farkli Pamuk Cegsitlerinin Olgunlagmamis Embriyo Eksplantlarimn
Farkli Besi Ortamlarindaki Embriyogenik Kallus Olugturma Oranlan
ile Ilgili Varyans Analiz Sonuglan

Varyasyon Kaynadi Sggzzzgg Kareler Ortalamasi F Degeri
Tekerriir 2 99,772 0.9389
Genotip 2 2373.832 22.3396 **
Hata 1 4 106.261
Besi Ortami 4 768.123 ' 4.8540 **
Genotip x Besi Ortam 8 154.101 0.9738
Hata2 24 158.246
Genel 44

** : P<0.01 hata sinuirlar iginde istatistiksel olarak 8nemli.

Cizelgeden izlendigi gibi, genotip ve besi ortamu faktdrii embriyogenik kallus
indiiksiyon oranin istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemisgtir.

Coker 312 ¢esidi, % 54.1°lik embriyogenik kallus indiiksiyon oram ile
incelenen diger iki gegide gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek
embriyogenik kallus indiiksiyon oram gdstermistir (Cizelge 4.23). Cukurova 1518
cesidi ise, Ersan 92 ¢esidine gore istatistiksel olarak daha yiiksek embriyogenik
kallus indiiksiyon orami gOstermistir.  Embriyogenik kallus indiiksiyon orammn
genptiplere bagli olarak degisimi ile ilgili bu bulgular; Shoemaker ve ark. (1986),
Trolinder ve Goodin (1987), Zimmerman ve Robacker (1988), Trolinder ve Xhixian
(1989), Gawel ve Robacker (1990), Firoozabady ve DeBoer (1993), Senechal ve
ark. (1994), Wang ve ark. (1994), Brar ve ark. (1998), Sakhanokho ve ark. (1998),
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Vlachostergios ve ark. (1998), Sakhanokho ve ark. (2001) ve Mishra ve ark.
(2003)’nmin bulgularim destekler niteliktedir.

Cizelge 4.23. Farkli Pamuk Genotiplerinin 28 Giinliik Olgunlagmamig Embriyo
Eksplantlarmin  Farkli Besi Ortamlarindaki Embriyogenik Kallus
Olusturma Orani (%) Ortalamalari

Besi Ortami No
Genotip Ortalama
1 2 3 4 5
Cukurova 1518 38.7 26.7 20.0 35.3 53.3 34.8 B*
Coker 312 37.7 53.3 26.7 723 80.3 54.1 A
Ergan 92 19.7 26.7 6.7 14.7 15.3 16.6 C
Ortalama 320A**| 356A | 17.8B 40.8 A 497A | 35.1

* 1 Aymn siitun i¢inde benzer harf ile gosterilen ortalamalar LSD testine gbre P<0.05 hata smirlan

igerisinde istatistiksel olarak farkli degildir.

*¥ : Aym satir iginde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore P<0.05 hata sinirlart
igerisinde istatistiksel olarak farkh degildir.

Besi ortamlarina bagli olarak, % 17.8 ile % 49.7 arasinda degisen
embriyogenik kallus indiiksiyon oranlari elde edilmistir. Ancak, 3 nolu ortam ( 0.5
mg/l PBA+ 1 mg/l 2,4-D igeren MSB ortam1) digindaki ortamlardan elde edilen
embriyogenik kallus indiiksiyon oranlar istatistiksel olarak birbirinden 6nemli bir
farklilik gbstermemistir. 3 nolu ortamda ise, incelenen diger ortamlarin tiimiine gére
istatistiksel olarak daha diisiik embriyogenik kallus indiiksiyon oranmi saglanmigtir

Farklh besi ortamlarinin embriyogenik kallus olusumu yonitinden farkhlik
gOstermesine ile ilgili bulgularimiz, Trolinder ve Goodin (1987), Trolinder ve
Goodin (1988 a), Zimmerman ve Robacker (1988), Trolinder ve Xhixian (1989),
Gawel ve Robacker (1990), Rajasegar ve ark. (1996), Holmuratov ve ark. (2000),
Zhang ve ark. (2001) ve Mishra ve ark. (2003 ’min bulgulann ile benzerlik
gostermektedir.

Somatik sonucunda

embriyogenesis  g¢aligmalarinin hipokotiller
olgunlagmamig embriyolara gére embriyogenik kallus ve somatik embriyo olusumu
yOniinden daha iyi tepki vermiglerdir. Bizim ¢aligmamizda baslangi¢ asamasindan
sonra hipokotiller bir kez alt kiiltiire alinirken, olgunlasmarmig embriyolar 4 kez (4-6
haftalik stirelerle) alt killtiire alinmiglar ve kallus morfolojilerinde farklilagmalar

izlenmigtir. Olgunlasmamis embriyolardan yeterli tepki alinamamasinin, kalluslarn
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uzun siire alt kiiltiirde kalmalan nedeniyle embriyogenik 6zelliklerinin azalmasmin
sonucunda ortaya ¢iktifiu sOyleyebiliriz. Bu konudaki izlenimimiz, kallusun
embriyogenesis frekansinin dnce % 20°den % 90’a yiikseldigini, daha sonra % 60’a
diigtiigiinii ve en yiiksek diizeyin embriyogenik hiicre kiimelerinin olusumundan
sonraki erken dénem oldugunu bildiren Wang ve ark. (1994)'nin bulgularim
destekler niteliktedir.

Somatik embriyogenesis ¢aligmalarinda kullamlan her iki eksplant tipinde de
kullanilan besi ortamlarinda benzer tepkiler elde edilmigtir. En yliksek tepkiler Kin
(0.1mg/l) + NAA (2.0 mg/l) igeren besi ortaminda elde edilmis kalluslardan
saglanmigtir. PBA (O.Img/l) + NAA (2.0 mg/l) igeren besi ortam ikinci sirada yer
almigtir. Calismamizda en yiiksek tepkinin NAA igeren besi ortamlarinda alinmasi
yoniindeki bulgumuz, Shoemaker ve ark. (1986), Trolinder ve Goodin (1988 a),
Gawel ve Robacker (1990), Firoozabady ve DeBoer (1993), Rajasegar ve ark.
(1996), Brar ve ark. (1998), Sakhanokho ve ark. (2001), Sunilkumar ve Rathore
(2001), Mishra ve ark. (2003)’nin bulgularini desteklemektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmada, tilkemiz agisindan biiyitk ekonomik 6neme sahip olan pamuk
bitkisinde, biyoteknolojik tekniklerin uygulanmasina bir alt yap: olusturmak {izere,
ilkemizde kiiltiirli yapilan bazi pamuk gesitlerinin, rejenerasyon g¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilan Coker 312 pamuk ¢esidi ile de kiyaslanarak in vitro kiiltiirde
rejenerasyon yeteneklerinin belirlenmesi ve rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Arastirmada farkli pamuk gesitlerinin anterlerinden ve  farkh
cksplantlarindan organogenesis ve somatik embriyogenesis yoluyla bitki elde etme
olanaklar1 aragtirilmigtir.

Anter kiltirti ¢aligmalarinda, Gossypium hirsutum L. tiiriinden Cukurova
1518, Coker 312, Nazilli 84, Ersan 92, Maras 92, Adana 98 ve Sayar 314 pamuk
cesitlerinin anterleri; organogenesis ¢alismalarinda, Cukurova 1518, Coker 312 ve
Ersan 92 pamuk cesitlerinin 2 ve 5 haftalik in vitro fidelerinden elde edilen siirgiin
ucu ve kotiledon nodlar1; somatik embriyogenesis ¢alismalarinda, Cukurova 1518,
Coker 312 ve Ersan 92 pamuk ¢esitlerinin 7 giinliik in vitro fidelerinden elde edilen
hipokotilleri ve 14, 21 ve 28 giinlik olgunlasmamis zigotik embriyolan
kullaniimagtir,

Anter kiltirli caligmalarinda; Coker 312 diginda kullanilan ¢esitlerde
genotiplere ve besi ortamlarina gére degisen oranlarda kallus elde edilmis, kallus
olusumu agisindan en yiiksek degerler, Adana 98 ve Ersan 92 gesitlerinin 0.1 mg/l
kinetin ile 0.1 veya 0.5 mg/l 2.4-D igeren MS besi ortamlarinda kiiltiire alinan
anterlerinden elde edilmistir. Elde edilen kalluslar farkli biiyime diizenleyicileri
iceren kati rejenerasyon ortamlarina aktarilmis, ancak bitki rejenerasyonu
gergeklesmemistir. Bu konuda yapilacak caligmalarda, anterlerden elde edilen
kalluslarmn, siv1 kiiltiir kosullarinda kiiltiirlerine devam edilmesi bitki rejenerasyonu
agisindan olumlu sonuglar verebilir.

Organogenesis ¢aligmalarinda kullanilan gegitlerde en uygun eksplantin
slirglin ucu oldugu, eksplant reaksiyon tepkisinin besi ortamlarina gore degistigi,
slirglin rejenerasyon orani agisindan Cukurova 1518 ve Ersan 92 pamuk ¢esitlerinin
2 mg/l kinetin + 2 mg/l BAP iceren MSB besi ortaminda diger uygulamalara gore
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daha yiiksek degerler verdigi belirlenmigtir. Siirgiin olusumu agisindan incelenen
besi ortamlarindan elde edilen in vitro bitkiler uzamalar1 ve kéklenmeleri amaciyla
bitki bliylime diizenleyicisi igermeyen MSB ortamina aktarilmig ve en yiiksek
koklenme oran: bitylime diizenleyicisi igermeyen siirgiin rejenerasyon ortaminda elde
edilen stirglinlerde saglanmigtir. Koéklenen siirgiinler steril torf i¢eren saksilara
aktarilarak, sera kogullarimin saglandigi bitki biiylitme odasinda dis kosullara
adaptasyonlari saglanmigtir. Ko6klenmeyen siirgiinlerin  aym1  besi ortaminda
kiltiirlerine devam edilmigtir. Bliylime diizenleyicisi igeren rejenerasyon
ortamlarinda elde edilen siirgiinlerde tabanda kallus olusumu, fenolik bilesik
dagilimlan izlenmis ve saglikli koék olusumu, siirgiinler 2-3 kez  biiyiime
diizenleyicisi icermeyen MSB besi ortamina aktarilarak saglanmastir. Siirgiin
rejenerasyonu i¢in biiylime diizenleyicisi icermeyen MSB  besi ortaminda kiiltiire
alinan eksplantlarda gogalma oram diigiik olmakla birlikte, in vitro kiiltiir siiresince
eksplant tabanlarinda kallus olusumu ve fenolik bilesik dagilimi izlenmemis, diger
besi ortamlarindan gelen siirgiinlere gore ¢ok daha kisa siirede (4 hafta) koklenme
gozlenmis, saglikh ve giicli kok yapisina sahip bitkiler elde edilmistir.
Organogenesis ¢alismalarimizdan elde edilen sonuglara gore, pamukta eksplant
olarak siirglin u¢larinin 2 mg/l kinetin ve 2 mg/l BAP igeren MSB besi ortaminda
kiiltiire alinip, ¢ogalan stirgiinlerin 2 agsama biiylime diizenleyicisi igermeyen MSB
ortamina aktarilarak kéklenmelerinin saglanmasi veya ¢ogalma oram diisiik olmakla
birlikte saglikli ve kisa siirede koklenen siirglinlerin elde edildigi bilylime
diizenleyicisi igermeyen MSB ortaminda direkt olarak kiiltiirii Snerilebilir.

Somatik embriyogenesis galigmalarinda ise kullamilan eksplantlara ve besi
ortamlarina g6re defisen oranlarda embriyogenik kallus elde edilmigtir.
Embriyogenik kalluslar bliylime diizenleyicisi icermeyen sivi besi ortamina
aktarilmig, elde edilen somatik embriyolar ve embriyogenik yapilarin kati ortamda
olgunlagsmast saglanmustir. Caligmamzin bu boliimiinde Cukurova 1518 ¢esidinin
hipokotillerinden ve Coker 312 gesidinin hipokotil ve 28 giinliik embriyolarindan
somatik embriyolar elde edilmisgtir.

Hipokotil eksplantlar1 ile yiiriitiilen ¢aligmanin ikinci béliimiinde Cukurova
1518, Coker 312 ve Ersan 92 pamuk gesitlerinin hipokotilleri, Cukurova 1518 ¢esidi
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kullamlarak ytiriitiilen birinci boliim galismasinda belirlenen 5 farkli besi ortaminda
kilttire alinmigtir. Kallus indiiksiyon, embriyogenik kallus oranlari ve somatik
embriyo sayilan saptanmigstir, Ilk kiiltiir asamasindan sonra aym besi ortamlarinda
bir kez alt kiiltiire alinan kalluslar, daha sonra hormon NH4NO; icermeyen ek KNO;
(1.9 g/1) ve glukoz (30 g) iceren sivi MSB besi ortamlarinda kiiltiire alinmigtir.

Calismamizda genotipler, embriyogenik kapasite ve somatik embriyo tiretimi
agisindan farklihk gdstermigstir. En yiiksek somatik embriyo olugumu Coker 312
pamuk ¢esidinden elde edilmekle birlikte, Cukurova 1518 ¢esidinden de Onemli
sayida embriyo olusumu elde edilmistir. Ersan 92 pamuk ¢esidinden somatik
embriyo elde edilememigtir. Farkli hormon konsantrasyonlar: ve kombinasyonlarinin
anilan gesit igin kullanilmasi Snerilebilir.

Olgunlasmamis embriyo eksplantlar ile yiiriitiilen ¢alismada, Cukurova 1518,
Coker 312 ve Ersan 92 pamuk gegitlerinin 28 giinliikk embriyolari, Cukurova 1518
cesidi kullanilarak yiiriitilen birinci boliim ¢aligmasinda belirlenen 5 farkli besi
ortaminda kiiltlire alinmigtir. Kallus indiiksiyon, embriyogenik kallus oranlan ve
somatik embriyo sayilari saptanmistir. Ik kiiltlir asamasindan sonra aymi besi
ortamlarinda 4 kez alt kiiltlire alinan kalluslar daha sonra hormon NH4NO;
icermeyen ek KNO; (1.9 g/l) ve glukoz (30 g) igeren sivi MSB ortamlarinda kiiltiire
alinmigtir. Ancak hormon igeren ortamlarda uzun siireli alt kiiltiirler sirasinda
embriyogenik kalluslarin farklilagtigt gézlenmistir.

Genel olarak somatik embriyogenesis g¢aligmalarimizda, embriyogenik
performans ySniinden beklendigi gibi Coker 312 en yiiksek tepkiyi vermis, bu gesidi
Coker kam tagidig1 bilinen Cukurova 1518 gesidi izlemigtir. Kullanilan diger gesit
Ergan 92 ise en disiik tepkilerin izlendifi genotip olmus ve bu gesitten somatik
embriyo elde edilememistir. Amlan gesit igin farkli hormon konsantrasyon ve
kombinasyonlari igeren besi ortamlarimn kullanilmasini Snerebiliriz.

Somatik  embriyogenesis  ¢aligmalarinin  sonucunda  hipokotiller
olgunlasmamig embriyolara gére embriyogenik kallus ve somatik embriyo olugumu
yoniinden daha iyi tepki vermiglerdir. Bizim ¢aligmamizda baslangi¢ agamasindan
sonra hipokotiller bir kez alt kiiltiire alinirken, olgunlagsmamig embriyolar 4 kez (4-6

haftalik stirelerle) alt kiiltlire alinmiglar, kallus morfolojilerinde farklilagmalar
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izlenmistir. Olgunlagmamis embriyolardan yeterli tepki alinamamasimn, kalluslarin
uzun siire alt kiiltlirde kalmalan nedeniyle embriyogenik 6zelliklerinin azalmasinin
sonucunda ortaya ¢iktiini sdyleyebiliriz.

Somatik embriyogenesis ¢alismalarinda kullamilan her iki eksplant tipinde de
kullanilan besi ortamlarinda benzer tepkiler elde edilmistir. En yiiksek tepkiler, 0.1
mg/1 kinetin ve 2 mg/l NAA MSB ortaminda elde edilmis kalluslardan saglanmigtir.

Somatik  embriyogenesis  ¢aligmalarmizin  bulgulart  dogrultusunda,
embriyogenik kallus olugumunun ve niteligini kaybetmeden stirdiiriilmesinin
calismanin bagarisi igin en 6nemli kriterlerden biri oldugunu s6yleyebiliriz.

Bizim ¢alismamizda yalmzca siireyi kisaltmakla kalmayip, ¢ok sayida somatik
embriyo olusumunu saglamas: nedeniyle sivi kiiltlir asamasmin somatik
embriyogenesis i¢in 6nemli kosul oldugunu belirtmeliyiz.

Caligmamizin somatik embriyogenesis bolimi ile ilgili elde edilen sonuglar
dogrultusunda eksplant olarak hipokotilleri, embriyogenik kallus olusumu ve
stirdiiriilmesi igin, 0.1 mg/l kinetin ve 2 mg/l NAA MSB ortamim, embriyo olusumu
icin hormonsuz sivi besi ortamim (NH4NO3’1in uzaklagtirilip, KNO3 miktarmin ikiye
katlanmig oldugu MSB), somatik embriyolarin gelismesi ve olgunlagmas: igin sivi
kiiltlir ile aymi igerikli, ancak agar ile katilastirilmig olan embriyo gelisme besi
ortamun, ileri ddnem embriyolarin kéklenmeleri i¢in aktif karbon igeren hormonsuz

MSB besi ortamini 8nerebiliriz.
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