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Pamukta (Gossypium spp.) in vitro kosullarda farkli hormon konsantrasyonlarinin

anter kiiltiirti ile embriyo olusumuna etkisi
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Caligmanin amaci, pamukta anter kiiltiirii teknigini kullanarak olgunlagmamus taraklardan alinan anterlerin in
vitro kosullarinda farkli hormon konsantrasyonlarnin anter kiiltirii ile embiryo olusumuna etkisinin
incelenmesidir. Pamuk bitkisinin ti¢ farkli genotipi, Askabat-100 (Gossypium barbadense L.), Coker-312 ve
Stoneville-468 (Gossypium hirsutum L.)’den alinan taraklar kallus indiiksiiyonu i¢in ¢aligilmistir. Aragtirmada
farkli boylardaki olgunlasmamis c¢igek tomurcuklarindan alinan pamuk anterleri (2, 3, 4 ve 5 mm)
kullanilmistir. En yiiksek oranda embriyogenik kallus, Askabat-100 genotipinde, 2 mm (97.00), Stoneville-468
genotipinde 5 mm (72.63), Coker-312 genotipinde 3 mm (55.80) biiyiiklige ulasmis anterler ile baslatilan
kiiltiirlerden elde edilmistir. Arastirma sonucunda, Askabat-100 ¢esidi embriyoid kallus, embriyoid ve embriyo
olusumu i¢in en uygun sonuglarin alindigi gentip olarak saptanmistir. Daha sonra embriyoya doniisen
embriyoid kalluslar i¢in en iyi degerler, hormonsuz (90.73), 0.1-0.5 mg/I kinetin ilaveli (76.00-61.60) ve 2.0
mg/l 2,4-D ilaveli (97.00), ortamlarda 6l¢iilmiistiir. En yiiksek embriyo ve siirgiin olusumu (66.47) 0.5 mg/1
kinetin igeren besi ortaminda gergeklesmistir. Embriyonun globiiler, kalp, torpedo ve kotiledon evreleri
saptanmig, embriyolarin olgunlasmasiyla ¢ogaltilmis, ¢cimlenme meydana gelmis ve 0.5-10 cm uzunluklarinda
stirgiin elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku Kiiltiirii, Tarak, Anter, Kallus ve Pamuk.

ABSTRACT

The aim of the study is taking the anthers obtained from immature squares to culture in appropriate medium by
using the anther culture technique in cotton and ensuring that the shoots grow into plantlet from previously
obtained embryos. Askabat-100 (Gossypium barbadense L.), Coker-312 and Stoneville-468 (Gossypium
hirsutum L.) were studied for callus induction. In the research, cotton anthers taken from immature flower buds
of different lengths (2, 3, 4, 5 mm) were used. In the initiated cultures; in different length anthers, in Askabat-
100 type, the maximum rate of embyroid callus obtained is at 2 mm (97.00), in the Stoneville-468 type at 5
mm length (72.63) and in the Coker-312 anther the highest rate of embryoid callus formation obtained is at 3
mm anther length (55.80). As a result of the research, Askabat-100 type produced the best results for embryoid
callus, embryoid and embryo formation. For embryogenic calluses later turning into embryoids, the most
suitable values are measured in non-hormone (90.73) 0.1-0.5 mg/l kinetin supplemented (76.00-61.60) and 2.0
mg/l 2,4-D supplemented (97.00) medium. The highest embryo and shoot development were obtained in
medium containing (66.47) 0.5 mg/l kinetin. Embryo images for globular, heart, torpedo and kotiledon phases
are obtained. After that, reproduction with maturing embryos and germination was observed and shoots were
obtained 0.5-10 cm in length.
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hammdde saglamasi yoniinden biiyilk Onem

1. Giris tasimaktadir.
Pamuk, diinya {izerinde hem tropik, hem de Cok yaygin olmamakla birlikte, in vitro kiiltiir
subtropik bolgelerde yaygin olarak yetistiriciligi teknikleri, pamuga iliskin bazi sorunlarin ¢oziimii
yapilan bir sicak iklim endiistri bitkisidir. Tekstil ve icin kullanilmaktadir. Kiiltiiri yapilan pamuk
yag sanayi sektorii basta olmak lizere yem, cesitleri yabanci tozlanma ve ¢irgirlama sirasinda

kozmetik, ilag, plastik, savunma gibi bircok sektore mekanik tohum karisimi nedeniyle hizli bir sekilde
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dejenere olmaktadir. Bu nedenle, pamuk ¢esitlerin
genetik safiyetinin  ve Ozellikle gen kaynagi
koleksiyonlarimin devamliligigok giictlir. Klonal
cogaltma genotiplerin safiyetini korumak igin
yardime1 olmakla birlikte, pamukta vejetatif {iretim
yoluyla konvensiyonel ¢cogaltma metotlar1 yeterince
hizli ve gilivenilir olmayip,in vitro c¢ogaltma
metotlari, mikro ¢ogaltma i¢in uygulanabilmektedir

[1].

Haploid bitkilerin elde edilmesinde olduk¢a yogun
bir c¢alisma ve arastirma Ozenine ihtiyag
duyulmaktadir. Ozellikle pamuk bitkisinde bu
teknigin basarili 6rnekleri ¢ok azdir. Bu durum,
pamuk 1slah programlarinin basarisin1  biiyiik
oranlarda etkilemektedir. Bu alanda yapilacak
yogun calismalar ile saglanacak basarili sonuclar, bu
teknigin uygulanmasini ve pamuk 1slahinda 6nemli
biiylik avantajlar saglayacaktir. Bu ¢aligmalar ile var
olan sorunlar ¢6ziim bulabilecektir. Ayrica haploid
ve diplohaploid (DH) bitkiler mutasyon, gen
haritalamasi,  genomiks ve  transformasyon
caligmalarinda  kullanilabilecektir.  Ciinkii, bu
materyaller ekonomik olarak ©6nemli tarimsal
oOzelliklerine ait genlerinin lokasyonlar1 ve QTL
(Quantitative Trait Locus)’leri tizerine giivenilir
bilgi elde etmek i¢in en iyi materyaldirler [14].
Haploidler ve DH’leri elde etme yetenegi, polen
gelisim ve fonksiyonunun yeniden programlanmasi
ve manipiilasyonu ile ilgili olan bitki 1slah ve
genetiginde polen biyoteknolojisinin en Onemli
uygulamalarindandir [12]. Erkek gametlerden bitki
rejenerasyonu  Solanaceae, Cruciferae  ve
Gramineae familyalarina ait 200’den fazla bitki
tiiriinde rapor edilmesine ragmen, birgok baklagil ve
odunsu bitkinin hemen hemen biitiin tiirlerinde
heniiz rapor edilmemistir [2-3-4-5-6-7-10-15].

Daha once yapilan ¢aligmalarda polen gelisim
asamasinin genellikle asetokarmin metodu ile cigek
tomurcugundaki bir anterde test edildigi, farklh
gelisim sathalarindaki anterler toplanilir
asetokarmin boya soliisyonuyla (% 45°lik asetik asit
icerisinde % 1 asetokarmin) muamele edilerek polen
gelisim  safhasimin  belirlendigi, DAPI (4,6
diamidino-2-2  fenilindoldihidroklorit)  floresan
boyasmin  da  polen  gelisim  asamasinin
belirlenmesinde kullanilabilir oldugu [11]; anter
kiltirinde besi ortamu  katilastiricis1  olarak
genellikle agarm yaninda patates, bugday, musir,
arpa nisastasi, gelritagaroz ve fikol gibi
katilagtiricilarinda  kullamildigi ve yari kati besi
ortaminin yaninda bazi bitki tiirlerinde sivi besi
ortami ve iki agamali sivi besi ortaminin da anter
kiltirli  ¢alismalarinda  kullamildigi  [8]; anter

kiiltiirlerinin genellikle 24-27 °C arasinda inkiibe
edildigi, 14-24 saat fotoperiyotta 1s18a maruz
birakdiklarini ve farkli bitki tiirleri i¢in farkl kiiltiir
kosullar1 rapor edilmigse de ¢aligilan her yeni bitki
genotipi i¢in kiiltiir kosullarinin optimize edilmesi
gerektigi bildirilmistir [9]. Turaev ve Shamina [13]
pamukta anter kiiltirii igin  besi  ortami
kompozisyonunu  optimize etmek amaciyla
yiriittiikleri  ¢alismada, farkli {i¢ pamuk (G.
hirsutum L.) hatti’na ait tek ¢ekirdekli dénemde
mikrosporlar igeren anterleri kinetin ve 2,4-D’nin
(0.1 mg/l ve 2.0 mg/l) iki farkli konsantrasyonunda
(%1 ve %S5) glukoz iceren agar ile katilastirilmig
Nitsch ortamlarinda kiiltiire alinmig kinetinin kallus
olusumu icin ¢ok fazla gerekli olmadigi; ancak diger
faktorlerle kombinasyon halinde iken pozitif etkiler
ortaya cikardigi; 2,4-D’nin tiim incelenen hatlarda
kallus indiiksiyonunu sinirlayan bir faktér oldugu;
2.0 mg/l konsantrasyonunda kallus indiiksiyonunda
pozitif bir etkiye sahip oldugu; glukozun % 3’i
gegmemek tizere gerekli oldugu; % 5-10 glukozda,
tim hatlarda kallus olusumunun inhibe oldugu;
incelenen hatlar arasinda androgenesis yoniinden 3
adet dikkate deger genotipik farklilik bulundugu
bildirmistir.

Bu calismada, uygun ortam kosullar1 saglanmasi,
anter kiiltiirii teknigi ile embriyoidleri verebilecek
kallus olusturulmasi, daha sonra embriyoidlerin
cogaltilip embriyolara doniismesini saglanmasi ve
kisa siirede embriyolar1 olgunlastirilip siirgiin elde
edilmesine yonelik arastirma amaglanmugtir.

2. Gere¢ ve Yontem

G. barbadense L. (Askabat-100) ve G. hirsutum L.
(Coker 312 ve Stoneville-468) tiirlerine ait 3 adet
genotip, calismada canli  materyal  olarak
kullanilmustir. Her bir genotipten tarlada kosullarinda
tohum ekimleri yapilmustir.

Taraklanma baglangicindan sonra genotiplerden
100’er adet tarak alinmig, alinan taraklar kumpas ile
oOlgiilerek 2 mm, 3 mm, 4 mm ve 5 mm olmak tizere
siniflandirilmigtir. Anterler kiiltiire alinmadan 6nce
taraklar buzdolabinda +4°C’de 1 giin siireyle
bekletilmistir. Segilen taraklar yiizey sterilizasyonu
icin ilk olarak % 80’lik otoklavlanmig saf su, sonra
% 20’lik hypo soliisyonu ve iizerine 3 damla tween
20 damlatilarak 15 dakika ¢alkalanmis ve son olarak
steril saf su ile 3 kez durulama islemi yapilmistir. Bu
calisgmada daha oOnceden hazirlanmis olan MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besi ortami ve oksin
tirevleri NAA, IBA ve 24-D nin farkh
konsantrasyonlar1 ile sitokinin tiirevlerininden
Kinetin, BA ve TDZ’ nin farkli besi ortamlarina her
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bir petri kabina 5 adet anter gelecek sekilde ve 3’er
tekrarlamali olarak steril edilen bistiiri ve pens
yardimiyla ekimleri yapilmis, petri kaplarinin
kapaklar1 kapatilip, icerisine hava girig-cikigini
engellemek icin parafilmle kapatilip, iklim odasinda
60 giin araliginda karanliga birakilmistir. 8 haftalik
karanlik ortam inkiibasyonundan sonra
embriyodlerin kallus biiyiikliikleri, embriyoid ve
embriyo rejenerasyon oranlari incelenmistir.

Arastirmada elde edilen gozlemlere ait degerlerin
varyans analizleri, tesadiif parselleri deneme
desenine gore JMP 7.0 istatistik (Copyright © SAS
Institute Inc.) paket programi kullanilarak yapilmis,
ortalamalar, LSD testi ile gruplandirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Genotip ve anter uzunlugunun embriyogenik
kallus olusumuna etKkisi

Yapilan o6n ¢aligmalardan sonra ekimde direkt
olarak 2.0 mg/l 2,4-D bitki biiyiime diizenleyicisi
kullanilmasiyla 60 giinliik inkiibasyon sonucunda
embriyogenik  kallusve  embriyoid  yapilar
olugmustur. Alt kiiltiirler sonucunda embriyoid ve
embriyo olusumu agsamalari goriilmiistiir.
Dolayisiyla c¢alismamizda ilk anter ekiminde
embriyogenik kallus olusturmak igin direk 2.0 mg/1
2,4-D oksinin tiirevi tek bagsina MS besi ortaminda
kullanilmig, pH’s1 5.8 ve ortamin agar orani ise 6.4
gr olarak belirlemistir.

16 haftalik kiiltiir
embriyogenik
belirlenmistir.

sonucu kallus ve
kilturler

siiresi
kallusgelistiren

Yapilan analiz sonucunda genotipler, anter uzunlugu
ve Genotip*Anter Uzunlugu interaksiyonlari
arasindaki fark istatistiki olarak %1 (p<0.01) 6nem
diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur (Cizelge 1).

Genotip ve anter uzunlugunun embriyogenik kallus
kiiltiirii baglatmasi iizerine etkisine iliskin ortalama
karsilastirmalari, Cizelge 1’de verilmistir.
Embriyogenik kallus gelistiren anter ortalama
oranlari, 21.97 ile 76.00 adet arasinda degismistir. En
yiiksek embriyogenik kallus olusumu ortalamasi,
53.70 adet ile Stoneville-468  genotipinde
saptanirken, en disiik 42.57 adet ile Coker-312
genotipinde  saptanmustir. ~ Anter  uzunluklar
interaksiyonlarina  baktigimizda, en  yiiksek
embriyogenik kallus olusumu 4 mm’de Stoneville-
468 genotipi verirken, diger genotipler, 5 mm anter
uzunlugunda vermistir. 4 haftalik kiiltiir siiresi
sonucu, farkli anter biiylikliigiindeki kiiltiirlerde pro-
embriyogenik kallusolusumu, 8 haftalik kiiltiir siiresi
sonucu gelisen embriyoid kallluslardan, kallusun
koken aldigi dokuya bagl olarak farkli oranlarda
pro-embriyogenik kallusdokusu olusumu
incelenmistir (Cizelge 2 ).

Bu embriyoid ve embriyolardan siirgiin ve siirgiin
benzeri yapilar olustugu binokiiller ve sterio
mikroskop goriintiilerinden saptanmuistir.

Cizelge 1. Genotip ve anter uzunlugunun embriyojenik kallus kiiltiirii baslatilmasi ozelligine iliskin varyans analiz tablosu

Varyasyon Kaynaklari SD KT KO F Degeri
Genotip 2 368.912 184.456 27.46**
Anter uzunlugu 3 843.760 281.253 41.87**
Genotip X anter uzunlugu 6 756.125 126.021 18.76**
Hata 24 161.178 6.716

Genel 35 2129.977

CV (%) 5.99

*: P<0.05 diizeyinde istatistiki olarak énemli/farkly; **: P< 0.01, diizeyinde istatistiki olarak énemli/farki

Cizelge 2. Genotip ve anter uzunlugunun embriyoid kallus kiiltiirii baslatiimasi 6zelligine iliskin ortalama degerleri

Anter Uzunlugu (mm) Genotipler Embriyoidkallus
Askabat-100 Coker-312  Stoneville-468 Ortalamasi (%)
2 43.60 de 21.97f 39.67¢ 35.08d
3 51.53 bc 40.50 e 40.83 ef 44,28 ¢
4 43.43 de 49.17 cd 76.00 a 56.20 a
5 45.73 cde 52.07 bc 58.33 b 52.04 b
Ortalama 46.86 b 4254 c 53.70 a 46.90
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Genotip 2.18
LSDg g5 Anter Uzunlugu 2.52
Genotip x Anter Uzunlugu 4.36

*Aym harfler istatistiki olarak ayni grupta yer almaktadir.

3.2. Genotip ve anter uzunlugunun embriyoid
elde edilmesine etkisi (birinci alt Kiiltiir)

Bitki biiyiime diizenleyicilerinden 2.0 mg/l 2,4-D
konsantrasyonu kullanilarak, 8 hafta sonunda olugan
embriyogenik  kallsuve  embriyoidlerin  aym
konsantrasyonda ayni besi ortaminda alt kiiltiire
aktarilmasiyla 6-8 haftalik alt kiltir sonunda
embriyoid gelisimi ve embriyoid olusumu etkisi
arastirilmusgtir.

Yapilan analiz sonucunda genotipler, anter uzunlugu
ve Genotip*Anter Uzunlugu interaksiyonlart
arasindaki farkliliklar, istatistiki olarak % 1 (p<0.01)

diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur (Cizelge 3).

2.0 mg/l 2,4-D destekli besi ortamindaki embriyoid
olusumu genotip ortalamalar1 21.58 ile 49.50 adet
arasinda degisim gosterirken, ortalama embriyoid
olusumu, 33.63 adet oldugu goriilmektedir. Calisma
kapsaminda materyal olarak kullanilan Agkabat-100
¢esidinde 3 mm anter boyunda 73.53 adet ile en
yiiksek embriyoid olusumu goriiliirken, Stoneville-
468 genotipinde 5 mm anter boyun 8.00 adet ile
endiisiik embriyoid olusumu saptanmistir (Sekil 1).

Cizelge 3. Genotip ve anter uzunlugunun embriyoid elde edilmesi etkisinin baslatilmasi ozelligine iliskin varyans analiz tablosu

Varyasyon Kaynaklari SD KT KO F Degeri
Genotip 2 2012.261 1006.13 201.66**
Anter Uzunlugu 3 1316.852 438.95 87.98**
Genotip * Anter Uzunlugu 6 3306.225 551.03 110.45**
Hata 24 119.736 4.98

Genel 35 6755.075

CV (%) 6.46

*: P< 0.05 diizeyinde istatistiki olarak onemli/farkily; **: P< 0.01, diizeyinde istatistiki olarak énemli/farkii
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Sekil 1. MS besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4 hafia sonra Askabat-100 (2 mm) anterlerinden meydana gelen androgenik

(globiiler, kalp ve torpedo) embriyolar (A ve B hormon i¢ermeyen)

Cizelge 4. Genotip ve anter uzunlugunun embriyoid doku olusumu ozelligine iligkin ortalama degerleri

Anter Uzunlugu Genotipler
(mm) Askabat-100 Coker-312 Stoneville-468 Olusan Embriyoid Ortalamalari
2 54.80 b 9.40 f 72.63a 45.61 a
3 73.53a 29.83 cd 21.00 e 41.45a
4 35.27¢c 18.00 ¢ 17.67¢ 23.64 b
5 34.40 cd 29.10d 8.00 f 23.83b
Ortalama 49.50 a 21.58¢ 29.82b 33.63
Genotip 1.8820
LSDo s Anter Uzunlugu 2.1731
Genotip X Anter Uzunlugu 3.7639

*Aymi harfler istatistiki olarak ayni grupta yer almaktadir.

3.3. Embriyo elde etme asamasi

2.0 mg/l 2,4-D bitki biiytime diizenleyicilerinde 16.
hafta sonunda olusan embriyoidlerden embriyolarin
elde edilmesi i¢in; 0.5 mg/l kinetin + 30 g/l sukroz,
0.5 mg/l TDZ + 30 g/l sukroz, 0.1 mg/l kinetin + 30
g/l sukroz, 0.1 mg/l TDZ + 30 g/l sukroz ve bitki
bliylime diizenleyicisi igermeyen besi ortamlari
konsantrasyonu kullanilarak, ikinci bir alt kiiltlire

aktarilmasiyla 4-6 hafta sonunda farkli kinetin ve
TDZ’nin  farkli  konsantrasyonlarinin  embriyo
cogalmasi etkisi, aragtirllmistir (Cizelge 5).

Yapilan analiz sonucunda Genotip, Anter Uzunlugu,
Anter Uzunlugu*Genotip, BBD, Genotip*BBD,
Anter Uzunlugu*BBD ve Anter Uzunlugu*BBD
*Genotip interaksiyonlari arasindaki farkin, istatistiki
olarak %1 (p<0.01) 6nem diizeyinde dnemli oldugu
bulunmustur.

Cizelge 5. Kinetin ve TDZ 'nin farkli konsanrasyonlarimin embriyo olusumuna etkisi ézelligine iliskin varyans analiz tablosu

Varyasyon Kaynaklari KT KO F Degeri
Genotip 12413.520 6206.760 313.31*%*
Anter Uzunlugu 4684.746 1561.580 78.82**
Anter Uzunlugu x Genotip 1814.479 302.413 15.26**
BBD 8541.855 2135.460 107.79**
Genotip x BBD 2300.560 287.570 14.51**
Anter Uzunlugu x BBD 1766.440 147.203 7.43%*
Anter Uzunlugu x BBD x Genotip 1692.010 715.168 3.55**
Hata 2377.162 19.810

Genel 35590.773

CV (%)

*: P< 0.05 diizeyinde istatistiki olarak énemli/farkily; **: P< 0.01, diizeyinde istatistiki olarak énemli/farkii

5 farkli MS besi ortami konsantrasyonlarinda elde
edilen embriyo ortalamalar1 % 1.13 ve 87.13 adet
arasinda  degistigi, hormonsuz besi ortaminda
Askabat-100 genotipinde 3 mm anter boyunda,
hormonsuz besi ortaminda en yiiksek embriyo
olusumu gergeklestigi, en diisiik emriyo olusumunun
Stoneville-468 genotipinin 0.5 mg/l TDZ iceren MS
besi ortaminda 5 mm anter boyunda gerceklestigi
saptanmustir. Askabat-100 ve Coker-312 genotipleri
en yiksek embriyolarin elde edildigi grubu

olustururken, Stoneville-468 genotipi en disiik
embriyolarin, elde edildigi grubu olusturmustur. 3
mm anter uzulugunda hormonsuz MS besi ortaminda
en yiksek embriyo olusumu elde edilirken, 5 mm
anter uzunlugunda ise, en diisiik embriyo olusumu
elde edilmistir.

6 haftalik kiiltiir asamasindan sonra gelisen
embriyolarin tamamen olgunlagsmasiyla, globiiler,
kalp, torpedo ve kotiledon devreleri binokiiler
mikroskop altinda gdzlemlenmistir. Daha sonra bu
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embriyolar ¢imlenip siirgiine doniismiistiir. Olusan
stirglinler yaklagik olarak 0.5 — 10 cm arasinda
oldugu goriilmiistiir (Sekil 2-3-4-5-6-7-8-9).

Calismamizda elde edilen bulgulara gére hormon
icermeyen besi ortamlarinda tiim genotiplerde
olumlu sonuglar alindigi, embriyo olusumu
bakimindan en iyi sonucun 3 mm anter uzunlugunda
elde edildigi ve 3mm anter uzunlugunda Askabat-
100 0.5 mg/1 kinetin MS besi ortaminda embriyolarin
olustugu dikkati ¢ekmektedir. Bu durum, kinetinin

bitki biiyiime diizenleyicisinin 0.1 mg/l ile 2.0 mg/I
farkli dozlarmin da incelenmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. G. barbadense L. tiiriine ait Askabat-
100 genotipinde embriyo olusumu bakimindan en iyi
sonu¢ elde edilmesinden dolayr bu tiiriin farkli
genotipleri ya da Agkabat-100 ile elde edilmis melez
kombinsayonlar ile yapilacak ¢aligmada basari elde
edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Sekil 2. MS besi ortaminda kiiltiire alindiktan 16 hafta sonra Askabat-100 (3 mm) anterlerinden gelisen embriyoid kalluslar ve embriyoid

olugmast (4, B, C ve D).
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Cizelge 6. Kinetin ve TDZ nin farkli konsantrasyonlarinin embriyo olusumuna etkisi

Ort. Genotip *

BBD/AU AU 0.1 KIN 0.5KIN 0.1TDZ 0.5TDZ KONTROL Anter Uzunlugu
0 2 30.87 de 55.97 ¢ 8.10j-s 11.80 h-I 72.37h 35.82b
_§ 3 35.13d 66.47 bc 10.40 h-n 12.40 h-k 87.13a 42.31a
%S 4 23.47 efg 29.70 de 6.00 k-u 7.30j-s 25.23 def 18.34c
< = 5 16.03 f-1 6.43 k-u 3.27 p-y 4.00 n-w 10.43 h-m 8.03 de
Ort. BBD * Genotip 26.38¢ 39.64b 6.94 f 8.88 ef 48.79 a 26.13a
2 11.03 h-l 10.97 h-l 2.50 t-y 1.83 r-w 14.20 hyj 8.11 de
= 3 13.63 h-k 12.77 h-k 3.67 0-x 2.97 g-w 23.67 efg 11.34d
SN 4 9.57 1-0 8.871-p 1.50 t-z 1.40t-z 8.20 1-q 591e
O™ 5 3.53 p-y 443 1-v 0.60yz 1.00 v-z 5.90 k-t 3.09 f
Ort. BBD * Genotip 9.44 ef 9.26 ef 2.07 gh 1.80 gh 12.99d 711b
= 2 3.63 p-y 4.17 g-y 1.00 w-z 1.00 w-z 10.07 h-n 3.97f
é % 3 3.73 0y 4.33q-v 2.50 r-y 2.00 t-y 18.53 fgh 6.22 ¢
Sy 4 3.00r-y 2.00 t-y 1.00 v-z 1.33 u-z 7.47 j-r 2.96 f
N o 5 1.77 u-z 1.00 w-z 0.00 x 0.50 w-z 4.70 |-v 159¢g
Ort. BBD * Genotip 3.32¢g 2.59 gh 1.13h 1.21gh 10.19 de 3.69b
N 2 15.36 ef 23.52 cd 3.87 1jk 49814 32.21b 15.97 b
2 8 3 17.70 de 27.66 ¢ 5.52 hi 5.79 hi 43.11a 19.96 a
£3m 4 12.01 fg 13.52 ef 2.83 jk 3.34 1jk 13.63 ef 9.07c
O S« 5 7.11 3.96 1jk 1.29 | 1.83 kl 7.01 gh 4.24d
Ort. BBD 13.04c 17.16 b 3.38d 3.96d 23.99a
Genotip 1.60
Anter Uzunlugu 1.85
BBD 2.07
LSDg g5 Genotip * Anter Uzunlugu 3.21
Genotip * BBD 3.59
Anter Uzunlugu * BBD 4.15
Genotip * Anter Uzunlugu *BBD 7.19

*Ayni harfler istatistiki olarak ayni grupta yer almaktadir.
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Sekil 3. MS besi ortaminda alt kiiltiire alindiktan 5 hafta sonra Askabat-100 (3 mm) anterlerinden gelisen olgunlasan embriyolardan 5 mm
uzunlugunda siirgtin gelisimi goriilmesi (A: Kinetin hormonu i¢eren, B: Hormon icermeyen)

Sekil 4. Kinetin MS besi ortaminda alt kiiltiire alindiktan 12 hafta sonra Askabat-100 (3 mm) anterlerinden olgunlasan embriyolardan 5
mm stirgiin olugumu.
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Sekil 5. Hormon icermeyen MS besi ortaminda alt kiiltiire alindiktan 12 hafta sonra Askabat 100 embriyoidlerinden 5 mm

uzunlugunda siirgtin olusumu.

Sekil 6. MS besi ortaminda alt kiiltiire alindiktan 20 hafta sonra Askabat-100 (3 mm) anterlerinden olgunlasan embriyolarda ¢cimlenme ve
stirgiin olusumu (A, B, C ve D hormon igermeyen)
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Sekil 7. Hormonsuz MS besi ortanminda alt kiiltiirde 20 hafta sonra Askabat-100 (3 mm) anterlerinden olgunlagsan embriyolarin ¢imlenmesi
ve stirgtine doniigmesi

5 //
Sekil 8. 0.5 mg/l kinetin MS besi ortaminda alt kiiltiirde 20 hafta sonra Askabat-100 (3 mm) anterlerinden olgunlasan embriyolarin
cimlenmesi ve siirgiine déoniigmesi
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Sekil 9. Kinetin MS besi ortanminda alt kiiltiire alindiktanl2 hafia sonra Askabat-100 (3 mm) izole edilen mikrosporlarin verdigi
embriyoidler (A: Cimlenme. B: Kotiledon embriyo. C: Embriyolarin olgunlasmasi ve D: Globiiler, kalp ve torpedo embriyo donemleri)

4. Sonug

Sonu¢ olarak; anter Kkiiltiirii calismalarimizda,
embriyo elde edilerek, embriyonun globiiler, kalp,
torpedo ve kotiledon evreleri goriiliip goriintiileri
elde edilmistir. Daha sonra bunlar olgunlastirilip, 5
mm uzunlugunda siirgiin elde edilmistir. Fakat bu
stirgiinler tam bir bitkicige doniismediginden,
performans yoniinden beklendigi gibi sonug elde
edilememistir. Ardindan devam eden embriyolar
cimlenmis ve kok olusumu meydana gelmistir.

Bu konuda yapilacak ¢alismalarda, anterlerden izole
edilen mikrosporlardan embriyogenik
kallsuolugsmas1 igin kullanilacak oksinin veya
sitokinin tiirevlerinin iyi arastirilip secilmesi
gerekmektedir.

Ayrica bitki biiylime diizenleyicileri diginda
rejenerasyon olayinin gergeklesmesi igin inkiibasyon
stiresinin ¢ok 6nemli oldugunu ve inkiibasyondan
sonra hemen 1sikli ortama alinmayip, yart 1siklt
ortama ve daha sonra aydinlik ortam alinmasi
sartlarinda haploid embriyolar elde edilebilecegi
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sOylenebilir.

Suana kadar pamuk bitkisinde bu konuda basar1 elde
edilememis olmast ¢alismamizin Onemini
arttirmaktadir. Ayrica anter kiiltiirii ile elde edilecek
sonuclarin getirileri  diigiiniildiigiinde calismamiz
hem bitki 1slah¢ilarina hem de bu isle ugrasan
tohumculuk sektoriine biiyiik katkilar saglayacaktir.
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