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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Farkli Pamuk Cesitlerinde In Vitro Siirgiin Rejenerasyonu

Gozde YALCIN

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN

Pamuk ¢ok ¢esitli kullanim alanlarindan dolay: diinya tarimi ve ticaretinde olduk¢a 6nemli
bir endiistri bitkisidir. Bu ¢aligmada Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan GSN-12 ve STN-
468 cesitlerinde in vitro kosullarda siirgiin rejenerasyonu amaglanmustir. In vitro kosullarda
¢imlenmis 7-10 giinliik bitkiciklerden izole edilen kotiledon bogum eksplantlari, farkli
konsantrasyonlarda TDZ, TDZ-IBA ve Kinetin igeren, %0,3 fitajel ile katilagtirtlmis MS
ortamlarda kiiltiire alinmistir. Calisma kapsaminda kotiledon bogum eksplantlari yiiksek
konsantrasyonlarda (2,5, 5, 10 ve 20 mg/l) kinetin 6n muamelesi sonrasinda farkli MS
(MSO, 2MS ve “MS) ortamlarina aktarilmistir. Biitiin denemeler farkli LED (beyaz,
kirmiz1 ve mavi) 151k kombinasyonlar1 kullanilarak olusturulmustur. GSN-12 ¢esidi i¢in en
yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 (7,75 adet) 5 mg/l Kinetin 6n muamelesi sonrasi
“aMS besin ortamina aktarilan eksplantlarda goézlenmistir. STN-468 cesidinde ise en
yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 (6,00 adet) 10 mg/1 kinetin 6n muamelesi sonrasi 0,05
mg/l Kinetin igeren MS ortamina aktarilan eksplantlarda elde edilmistir. Isik
denemelerinde ise GSN-12 cesidi i¢in 4 kirmizi:1 mavi; STN-468 ¢esidi i¢in 3 kirmizi:1
mavi 151k kombinasyonu uygun bulunmustur. Rejenere olan siirgiinler NAA ve aktif
karbon igeren MS ortamlarinda koklendirilmistir. Koklendirilmis bitkilerin iklim odasinda
ve oda sicakliginda adaptasyonu basariyla saglanarak ciceklenme ve meyve olusumu

saglanmstir.

2013, 63 sayfa

Anahtar kelimeler: Gossypium hirsutum L., kotiledon bogum, siirgiin rejenerasyonu



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

In Vitro Shoot Regeneration in Different Cotton Cultivars

Gozde YALCIN

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Sebahattin OZCAN

Cotton is an important industrial crop world’s agriculture and trade because of its usage in
various area. This study was designed to obtain in vitro shoot regeneration from
commercial GSN-12 and STN-468 cotton cultivars in Turkey. The cotyledon nodes
explants were isolated from 7-10 days old in vitro grown plantlets followed by cultured on
MS medium supplemented with different concentrations TDZ, TDZ-IBA and Kinetin
solidified with 0.30 % phytagel. Cotyledonary node explants were also pretreated with
high concentrations (2,5, 5, 10 and 20 mg/l) of kinetin followed by transfer to different MS
(MSO, AMS and “MS) media. All experiments were run under different LED (White, Red
and Blue) light combinations. Maximum numbers of 7,75 shoots per explants from GSN-
12 were observed at 5 mg/l Kinetin pre-treatment followed by cultured on “4MS media.
Whereas, maximum number of 6,00 shoots per explants from STN-468 were obtained at
10 mg/l Kinetin pre-treatment followed by cultured on the MS media supplemented with
0.05 mg/l Kinetin. Combination of 4:1 (red:blue) LED lights was found suitable for GSN-
12 and 3:1 (red:blue) LED combination for STN-468. Regenerated shoots were rooted on
MS medium supplemented with NAA and active charcoal. Rooted plants were successfully

acclimatised in growth room at room temprature where they gave flowering and fruit.

2013, 63 pages
Keywords: Gossypium hirsutum L., cotyledon node, shoot regeneration
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1.GIRIS

Pamuk farkli kullanim alanlar1 nedeniyle sosyal ve ekonomik agilardan 6nemli bir {iriindiir.
Asil olarak lif elde etmek amaciyla iiretimi yapilan pamuk bitkisi tekstil sektoriiniin de
ham maddesidir [1]. Lif disinda bitkisel yag iiretiminde de kullanilan pamugun ayrica
cigitinden un elde edilerek insanlar i¢in bir protein kaynagi ve kiispesinden de hayvan
yemi olarak yararlanilmaktadir [1]. Bunun disinda, pamuk tohumunun 6zellikle kabugu
seliloz sanayinde, i¢ kismi ise gosipol igerigi nedeniyle tibbi ilag olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica, pamugun saplar1 seliiloz sanayi ve sunta imalatinda
degerlendirilmektedir [2]. Pamuk tohumlarinin en 6nemli kullanimi ise, insan ve hayvan
beslenme (gida) alanidir [3]. Pamuk tohumu, diinyada protein kaynagi olarak soya
fasulyesinden sonra ikinci sirada; yag liretiminde ise, besinci sirada yer almaktadir. Ancak,
pamuk tohumunun gerek protein ve gerekse yag kaynagi olarak insan ve hayvan
beslenmesinde kullanimini tohumun igerdigi gosipol maddesi sinirlandirmaktadir. Diger
taraftan, gosipol ve ilgili bilesikler savunma mekanizmasinin bir pargasi olup bitkiyi
boceklere ve muhtemelen bazi hastaliklara karsi da korumaktadirlar. Bu bilesigin aym
zamanda, antikanserojen, antifungal ve antitiimor aktivitesinin yaninda tibbi etkileri ve

kisirlagtiricr etkileri de vardir [2, 4, 5].

Morfolojik 6zellikleri incelendiginde: Tiir ve varyetesine gore 60-120 cm, aga¢ halinde
olanlar ise 5-6 m boylanabilir. Pamuk 30-100 cm derine, 50-80 cm yanlarina uzanan kazik
koke sahiptir. Toprak ylizeyinin 8-10 cm altinda ilk yan kokler meydana gelir ve yatay
olarak biiyiirler. Yan koklerin sayilar1 3-4 tanedir, her biri tekrar dallanarak etrafa yayilir.
Epidermis hiicrelerinin disa dogru uzamasi ile sayisiz emici tiiyler meydana gelir. Genel
olarak kok toprakta dik olarak ya da bir siire sonra zigzag ¢izerek devam eder [6]. Uygun
kosullarda kék uzunlugu 1.5 m ye kadar ulasabilir. Afrika’da, ¢ok yillik agac seklinde olan
pamuk ¢esitleri de vardir. Pamuk gdvdeleri dik, dallanmis ve ¢ok tiiyliidiir. Yapraklar uzun
sapli, parcali ve tabani kalp seklindedir. Cicekler sapli ve yapraklarin koltugunda tek tek
bulunur. Di1s ¢anak yapraklar ii¢ parcali, tag yapraklari ise bes serbest parcalidir. Koza adi
verilen meyve, olgunlukta agilan veya kapali kalan, 3-5 gozli bir kapsiildiir. Her gozde
siyahimsi renkli, oval sekilli ve tizeri uzun, sik ve beyaz renkli tiiylerle ortiilii 5-10 tohum

bulunur. Pamuk tohumu, etrafindaki bu tiiy veya liflerle beraber ‘kiitlii” adini alir [6].
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Pamuk, aliivyonlu ve kuvvetli topraklari sever. Derin siiriilmiis ve iyi giibrelenmis
topraklara ekilir. Ekim; sicak bolgelerde subat, soguk bdlgelerde mart-nisan aylarinda

yapilir, agustos ve eyliilde ise hasat edilir [6].

Tiirkiye’de, tarim1 yapilan pamuklarin hepsi, Gossypium hirsutum L. tiirline ait ¢esitlerdir.
Gossypium hirsitum L., ebegiimecigiller (Malvaceae) familyasindan anavatani Hindistan
olan kiiltiirii yapilan bir bitki tiiriidiir. Genellikle genis bir dallanma gdsteren, tiiylii bir
govdeye sahip 1-2 m uzunlugundaki ¢ali formundaki bitkilerdir. Yiiksek sap uzunlugu ile
kalp seklinde, zayif 3-5 lobdan olusan bir yaprak morfolojisine sahiptir [7]. Gévdesinde
ayni zamanda 5-15 mm uzunlugunda uca dogru koniklesen yan yapraklar da
bulunmaktadir (Sekil 1.1.).

Sekil 2.1. Gossypium hirsutum L bitkisi [8].



Tiirkiye’de yetistirilen pamuklarin tamami orta lifli pamuklar olup bir¢ok cesidi
kullanilmaktadir. Yaygin olanlari; Stoneville 453, Carolina Quin, Cukurova 1518, Sayar
314, Nazilli 84, Nazilli 87, Maras/Ersan 92 ve Ege 7913 ¢esitleridir [9]. Bu ¢esitlerin yani
sira yakin donemde melezlemeler ve ¢esitli 1slah yontemleriyle yeni elde edilen ¢esitler de

mevcuttur. Calismamiz kapsamindaki GSN-12 ve Stoneville 468°de bunlardan ikisidir.

Pamuk bitkisi (Gossypium hirsutum), yaygin ve zorunlu kullanim alaniyla insanlik
acisindan, yarattifi katma deger ve istihdam olanaklariyla da {iretici iilkeler agisindan
biiylik ekonomik 6neme sahiptir. Pamugun Onemini artiran bir diger husus da, iklim
kosullar1 bakimindan diinya pamuk iiretim alaninin ¢ok sinirlt olmasidir. Bu sebeple;
diinya tretiminin yaklasik %80’i, Tirkiye’nin de iginde oldugu sekiz iilke tarafindan
gerceklestirilmektedir [10, 11]. Tirkiye’ nin toplam iiretim igerisindeki pay1 ise yaklasik
%3,5 ile %4,5 arasinda degismektedir [12, 13].

Cizelge 2.1. Tiirkiye’nin diinya pamuk tretimi i¢erisindeki yeri (2013) [14, 15]

Olkeler EKkilis Verim Uretim Tiiketim Ithalat
(000 ha) (kg/ha) (000 ton) (000 ton) (000 ton)
Hindistan 12.000 490 5.879 5.117 218
Cin 5.100 1.452 7.403 7.838 2.163
ABD 3.400 897 3.048 762 1
Pakistan 3.000 689 2.068 2.613 675
Ozbekistan 1.300 754 980 327 -
Brezilya 1.080 1.418 1.524 914 16
Avustralya 470 2.107 980 28 5
Tiirkiye 330 1.484 490 1.328 871
Yunanistan 270 940 207 35 2
Meksika 130 1.424 185 414 185
Misir 130 754 98 152 136
Suriye 120 1.252 150 120 -
Diinya 34.044 615 25.652 24.044 8.600




Giliniimiizde, Tirkiye; pamuk ekim alani yoniinden Diinya’da sekizinci (Cizelge 1.1); birim
alandan elde edilen lif pamuk verimi yoniinden ikinci; pamuk iiretim miktar1 yoniinden
sekizinci; pamuk tiiketimi yoniinden dordiincii; pamuk ithalat yoniinden besinci iilke
konumundadir. Bu bakimdan diinya pamuk {iretiminin; ihtiyac1 karsilayabilir diizeyde
kalmasi i¢in verimin arttirilmasi iizerine cesitli ¢aligmalar yiiriitilmektedir. Kurakliga,
cesitli hastaliklara ve zararlilara dayanikli ¢esitlerin eldesi i¢in klasik 1slah yontemlerinin
yani sira in vitro ¢ogaltim teknikleri kullanilarak yiiriitilen gen aktarimi ¢alismalar1 da
olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Diinya’da 34 milyon hektar pamuk ekim alaninin %50’sinde
(17 milyon hektar) genetik olarak degistirilmis (transgenik) pamuk ekilmektedir (Cizelge
1.2.). Diinyanin en biiyiilk pamuk ihracatcist ABD diinya genetik olarak degistirilmis
pamuk ekiminde en biiyiik paya sahiptir [16].

Cizelge 1.2. Genetigi Degistirilmis Bitkilerin Toplam Diinya Ekim Alanlar igerisindeki
Paylar (2012) [17]

_ Genetik Olarak Genetik Olarak
. Toplam Ekim )
Uriinler Degistirilmis EKim | Degistirilmis
Alam (000 ha)
Alani (000 ha) Alan Pay1(%)
Soya 90.000 67.500 75,0
Pamuk 34.044 17.000 50,0
Kanola 31.000 62.000 20,0
Misir 158.000 19.140 33,0
Toplam 313.044 165.640 52.91

Boceklere dayanikli Bt pamuk 2012 yilinda diinya’da ekimi yapilan genetik olarak
degistirilmis bitkiler arasinda ti¢iincii siradadir, yabanci ot ilaglarina toleransli pamuk ise

%1 ekim alanina sahiptir [17].



Pamuk bitkisinde doku kiiltiirii yontemleriyle ¢oklu siirgiin eldesi olduk¢a zordur. Bu
noktada bircok ¢esit iizerinde rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar
yiritillmektedir. Farkli biiyiime diizenleyicileri ve vitaminlerle biiylimenin tesviki
saglanmaya caligilirken kiiltiir kosullarinda yapilan degisik uygulamalarda oldukg¢a basarili
sonuglar vermektedir. LED (151k yayan diyot) 1s1iklarin kullanimi da bunlardan biridir.

LED; yapay 1s1ik kaynaklarindan en son bulunanidir. P ve N tipi yar iletken katmanlar
(Led ¢ipi), yansitici yiizey ve iletken alanlar bir LED’in yapisini olusturur [18]. LED’in
hangi renkte 151k yaymasi isteniyorsa galyum, arsenit, aliminyum, fosfat, indiyum, nitrit
gibi kimyasallardan belirli Olgiilerde yar1 iletken malzemeye ilave edilir [18].
Isiklandirmada verim maksimum 1s1k yogunlugunda kalis siiresiyle(Ty) iliskilidir. LED
1siklarda kesikli 151k olmasina ragmen tiibiiler floresan lambalara gére maksimum 1s1k
yogunlugunda kalis siiresi daha yiiksektir [19]. Bu nedenle LED’in bitki biiyiime ve
gelismesi i¢in olumlu sonuglar olusturacagi diisiiniilerek in vitro ¢alismalarda LED 1s1k

kullanimi1 artmaktadir [20, 21].



2. KURAMSAL TEMELLER

Pamuk bitkisinde in vitro ¢ogaltim iizerine 1980’lerden bu yana ¢alisilmaktadir.
Gossypium hirsutum L. 6zellikle mevcut hatlarin gelistirilmesi i¢in gen manipiilasyonlari
ve somoklonal varyasyonlar1 goriiniir kilmasi nedeniyle oldukg¢a ragbet géren bir bitki

olmustur.

2.1.  Somatik Embriyogenesis Calismalar:

Pamukta kallus olusum basamaklar1 ilk kez Shenk ve Hildebrand (1972) tarafindan
bildirilmistir [22]. Beasley ve Ting (1973) ise ovul Kkiiltiirlerinde kallus olusumu
saptamigtir. Ancak kallus olusumunun ovul gelisimi igin etkileyici bir faktor olarak
bulunmamasi iizerine bu alan takip edilmemistir [23]. Davis ve ark. (1974) G. hirsutum L.
de kallus ve hiicre siispansiyonlarini tanimlamiglardir [24]. Daha sonra Sandstedt (1975) ve
Price ve ark. (1977) Gossypium’ un 6 ¢esidinde kallus {izerine ¢aligmalar yliriitmiistiir.

Biitiin bu ¢alismalarda hipokotil eksplantlar1 kullanilmistir [25, 26].

G. hirsutum bitki rejenerasyonu ilk kez Davidonis ve Hamilton (1983) tarafindan
bildirilmistir. Pro-embryoidlerin modifiye LS ortaminda 2 yil sonunda kendiliginden
gelistigi gdzlenmistir. Kiiltlir hicbir hormon eklenmeden devam ederken kallus olusturmus
embriyoidler tespit edilmistir. 1 mg/l NAA ve 0,5 mg/l Kinetin iceren ortamda eksplantlar
kiltiire devam ettirilmis, 3 yillik kiiltiir periyodu sonrasinda tanecikli ve agik bej, hizli
biiyiiyen, yesil ve gri olmak iizere 3 tip kallus olusumu gozlenmistir. Gri kalluslarin en

yiiksek embriyonik potansiyele sahip oldugu ortaya konmustur [27].

Trolinder ve Goodin (1985); Coker 312 pamuk ¢esidinde olgunlagmis ve olgunlagsmamis
dokularda somatik embriyogenesisi tesvik eden ortami tespit etmek iizere g¢alismalar
yiirlitmiistiir. 3 giinliik bitki fidelerinden alinan eksplantlarin 0,1 mg/l 2,4 D ve 0,5 mg/l
Kinetin muamelesi sonucunda %2100 somatik embriyogenesis elde edildigi tespit edilmistir.
Ayrica siirgiin ucu eksplantlarinda da 0,5 mg/l NAA ve 0,5 mg/1 kinetin igeren ortamlarda
,100 somatik embriyogenesis sonucuna ulasildigir bildirilmistir. Aym1 ¢alismada kok

dokularinin 2 mg/l NAA ve 0,1 mg/l kinetin igeren ortamda, yaprak eksplantlarinin ise 0,1



mg/l 2,4 D ve 1 mg/l IAA yada 1mg/l NAA ve 0,5 mg/l IAA igeren ortamlarda etkili sonug
verdigi belirtilmistir [28].

Kumar ve ark. (1998); Gossypium hirsutum cv Coker 310 cinsi ile diger cinslerin
caprazlanmasi ile elde edilen hibritlerde; rejenerasyonu somatik embriyogenesis vasitasiyla
incelenmistir. ‘MCU 5°, ‘MCU 7°, ‘Khandwa 2’, ‘Bikaneri Nerma’, ‘F 846’gibi
Hindistan’in inat¢1 ¢esitleri ile olusturulan hibrit tohumlar sterilizasyon sonrast 0,1 mg/I
2,4-D ve 0.5 mg/Il Kinetin igeren MS ortamina alinmig 5-6 hafta sonra normal MS ortamina
aktarilmistir. 7-8 haftalik period sonrasi %0,15 aktif karbon igeren ortamlara aktarilmis, 1-
2 hafta sonra ise 0,1 mg/l kinetin igeren kiiltlir ortamlarina aktarilmistir. Bu protokol
vasitasiyla tiim hibritlerde somatik embriyogenesisle rejenerasyon goriilmistiir. Coker 310
cesidine gore daha kompakt ve yesil kallus olusumlari gozlenmistir. En yiiksek

embriyo/eksplant oran1 MCU 5 x Coker 310 hibridinde 14,28 olarak belirtilmistir [29].

Chamandoosti (2009); Gossypium hirsutum L. bitkisinde organogenesis ve fenolik icerigin
saptanmas1 lizerine ¢alismalar yiirlitmiistiir. Kotiledon ve meristemetik siirgiin ucu
eksplantlarinda fenolik saliniminin en diigiik olmasinin yani sira 27,12 uM 2,4-D ve 8,87
uM BA igeren ortamlarda da fenolik saliniminin daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Meristematik siirgiin ucu eksplantlar1 ise 0,492 uM IBA ve 0,929 uM kinetin igeren
ortamda hi¢ fenolik salinimi gostermemistir. Diger taraftan calismada fenolik saliniminin

kiiltiir ortamina diigiik diizeyde inhibitor etki gosterdigi de saptanmustir [30].

Khan ve ark. (2010) yiiksek lif 6zelligine sahip Narasimha (NM) ¢esidinde Agrobacterium
araciligryla gen transferi i¢in somatik embriyogenesis iizerinde g¢aligmalar yiiriitmis,
Kinetin, 2,4-D, zeatin ve farkli vitaminler igeren ortamlar ile denemeler kurmustur. 2,4-D
ve kinetin igeren ortamlarda kotiledon ve hipokotil eksplantlariyla embriyonik kalluslar
elde edildigi bildirilmistir. Somatik embriyogenesisin hormonsuz MS ortaminda
gerceklestigi ancak embriyolarin globiiler evrede yeterince iyi gelismedigi gdzlenmistir.
En yiiksek embriyo gelisiminin ise B5 vitamini igeren MS ortaminda (BSMS) 0,1 mg/l
zeatin igeren ortamda gergeklestigi bildirilmistir [31].



Memon ve ark. (2010); Gossypium hirsutum L. bitkisi Reshmi, Rehmani and TH-3/83
genotiplerinde 4 oksin hormonunun (2,4-D, IAA, IBA ve Kinetin), iki farkl
konsantrasyonu (3 mg/l and 4 mg/l) kullanilarak kallus olusumunun tesviki {izerine
caligmalar yapmustir. Olgunlasmamis ovuller ve anterler lizerinde yiirlitiilen ¢aligmada
ovullerin anterlere gore daha yiiksek oranda rejenere kalluslar irettigi tespit edilirken; en
yiiksek kallus ylizdesinin Reshmi genotipinde olgunlasmamis ovullerde 3 mg/l
konsantrasyonunda elde edildigi belirtilmistir. Rehmani genotipi ise olgunlagmamis anter
eksplantlariyla 3 mg/l konsantrasyonunda Reshmiden sonra en yiiksek kallus yiizdesine
(%88) sahiptir. Calismanin sonunda 2,4-D konsantrasyonundaki artigin kallus ylizdesinde
diislise neden oldugu da belirtilmistir [32].

Ghaemi ve ark. (2011); G. Hirsutum bitkisi Coker 312 ¢esidi; Hashem abad, Kerman,
Termez ve Sepid gesitleriyle kallus olusumu ve somatik embriyogenesis tizerine
karsilagtirilmis; bitkiciklerden izole edilen hipokotil eksplantlari; 0.5 mg/l zeatin; 1 mg/l
zeatin; 0.5 mg/l 2,4-D ve 0.1 mg/l kinetin; 1 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l kinetin ve 0.5 mg/I
zeatin; 2 mg/l a-NAA, 1 mg/l kinetin ve 0.75 mg/l MgCl, kombinasyonlarini igeren BSMS
ortaminda kiiltiire alinmigtir. Embriyonik kalluslarin ¢gogalmast i¢in optimum ortam; 1 mg/I
2,4-D, 0.5 mg/l kinetin ve 0.5 mg/l zeatin iceren BSMS ortamidir. Somatik embriyolarin
gelismesi i¢in ise hicbir hormon igermeyen, 40 g/l sukroz igeren BSMS ortami uygun
bulunmustur. 0.5 mg/1 zeatin; 1 mg/1 zeatin; 0.5 mg/l 2,4-D ve 0.1 mg/] kinetin ortamlari
Coker 312 cesidinde %100 kallus olusumu saglamistir, en diisiik kallus olusumu (46,66)
ise Hashem abad eksplantlarinda .5 mg/l 2,4-D ve 0.1 mg/l kinetin igeren ortamda
goriilmiistiir. Embriyogenez oranlari ise Termez (%2.22-%24.40), Hashem abad (%1.85-
%9.73) ve Sepid (%9.06-%22.28) cesitlerinde Coker 312 ‘ye (%66.66-%94.33) gore

oldukga disiiktiir. Kerman genotipinde ise hi¢ embriyogenez goriilmemistir [33].

Kamal (2011); Sahel, Sepid, No0.200, Khordad ve Barbadense-5595 g¢esitlerinde
olgunlagsmamis embriyo, hipokotil ve kok eksplantlarinda kallusun tesviki i¢in 2,4-D ve
BAP kombinasyonlar1 ile calismistir. En yiiksek kallus olusumunun (%81) No.200
cesidinde olgunlasmamis embriyo eksplantinda, en yiiksek kallus olusumunun ise %?25,8
ile Sepid ¢esidinde kok eksplantinda goriildiigii belirtilmistir. Olgunlagmamis embriyo
eksplantlarinda, hipokotil ve kok eksplantlarmma gore kallus olusumu daha yiiksektir.

Olgunlasmamis embriyolarda en yiiksek kallus olusum ytizdesi (%85,6) 0,5 mg/l 2,4-D ve



2 mg/l BAP igeren MS ortamda gézlenmistir. Sitokinin igermeyen 0,5 mg/l 2,4-D igeren
MS ortami hipokotil ve kok eksplantlari igin en yiiksek kallus yiizdesini (%51,6-%38,3)
saglamistir. Calismada yiliksek konsantrasyonda kinetinin olgunlasmamis embriyolarda
kallus olusumunu tesvik ederken; hipokotil ve kok eksplantlarinda olumsuz etkide

bulundugu belirtilmistir [34].

Gawel (2012); embriyogenesisin tesviki i¢in G. Hirsutum bitkisi Acala SJ-5, Coker 312,
Paymaster 303, Tl, T25 ve T169 ¢esitlerinden alinan petioller; 3 modifiye MS ortaminda
kiiltiire alimmistir. Tiim ¢esitlerde kallus olusumu goézlenirken; embriyogenesis sadece T25
ve Coker 312 ¢esitlerinde goriilmiistiir. Eksplantlar 4.0 mg /I NAA and 1.0 mg /1 Kinetin
iceren modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmis; biitlin genotiplerde embriyogenesis
segregasyonu  goriildiigli  bildirilmistir.  En  yiikksek embriyonik  kiiltiirler ve
embriyo/embriyonik kiiltlir oran1 T25 ve Coker 312 hatlarinda gozlenmistir. Farkli
kombinasynolarda BA, NAA, 2,4-D ve kinetin igeren ortamlardan BA ve 2,4-D
kombinasyonu ile Kinetin ve 2,4-D kombinasyonu embiyogenesis i¢in etkisiz
bulunmustur. Embriyogenesis Kinetin ve NAA kombinasyonu ile BA ve NAA
kombinasyonlarinda gozlenirken; embriyonik kalluslar sitokinin igermeyen NAA
ortamlarinda gézlenmistir. Optimum biiyiime diizenleyici kombinasyonu ise 1.0-3.0 mg/1
NAA ve 0.1-1.0 mg/1 2iP igeren ortam olarak tespit edilmistir. T25 ve Coker 312
cesitlerinde elde edilen kalluslar ikiye boliiniip bir pargasi sivi ortama digeri ise yar1 kati
ortama alinmistir. Bu ¢alisma sonucunda sivi ortamda 227 .3 embriyo /kiiltiir oran1 elde
edilirken yar1 kati ortamda 134.6 embriyo/kiiltiir oran1 elde edilerek; sivi ortamlarin daha

olumlu sonuglar verdigi ortaya ¢ikarilmistir [35].

Kumari ve Meenakshi (2012); Gossypium hirsutum L. bitkisi Coker 310, MCU 12 ve KC3
cesitlerinde ii¢ farkli konsantrasyonda (0.1, 0.5, 1.0 mg/l), farkl biiyiime diizenleyicilerin
(2,4-D and Kinetin, 2,4-D and BAP, 2,4-D and TDZ and 2,4-D and Zeatin) kallus
olusumunu tesviki tizerine ¢aligmalar yiiriitmiis; 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l kinetin i¢eren
MS ortaminda %100 kallus rejenerasyonu elde edilmistir. 4, 7, 10, 14, 21 ve 28 giinliik
kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda en yliksek kallus yiizdesi 7 giinliik eksplantlarda
tespit edilmistir. Ayrica %0.4 fitajel ve %0.8 agar iceren ortamlar kallus rejenerasyonu
yoniinden incelenmis; %0,4 fitajel iceren ortamlarda daha olumlu sonuglar alindigi

bildirilmistir [36]



Trolinder ve Goodin (1985); oncelikle katt MS ortaminda globiiler embriyolar elde edilmis
daha sonra stvi MS’ e aktararak embriyolarin gelismesini saglamistir. Calismada 107 M’lik
absisik asit, giberellik asit ve kinetin ilavesinin globiiler embriyo ¢ogalmasini arttirirken
normal gelismeyi baskiladigi da ortaya konmustur. Glutaminin ise hem globiiler embriyo
gelisimini hem de normal gelismeyi tesvik edildigi tespit edilmistir. Ayrica 151 6nemi
vurgulanarak karanligin kararma iizerindeki etkisi incelenmis, en yiliksek ¢ogalmanin 18

saat karanlik 6 saat aydinlik fotoperiyod altinda elde edildigi belirtilmistir [28].

Finer ve Mullen (1990); pamukta gen transformasyonu c¢alismalart igin Gossipium
hirsutum L. bitkisi Coker 310 ¢esidinde embriyonik siispansiyon kiiltiirii ¢alismalari
yirlitmiis; calismada 0,5 mg/l picloram ve 5 mg/l 2,4 D iceren ortam muamelesi ile

embriyo ¢ogalmasi tesvik edilmistir [37].

2.2.  Coklu Siirgiin Eldesinin Tesviki Uzerine Calismalar

Agrawal ve ark. (1997) Anjali-LRK 516 pamuk cesidinde kotiledon bogum eksplantlari
kullanarak ¢oklu siirgiin eldesi iizerine ¢alismalar yiiriitmiistiir. 35 giinliik fidelerden alinan
eksplantlar 2,5 mg/l BAP ve 2,5 mg/l Kinetin igeren MS ortamina aktarilarak maximum
sayida slirgiin sayis1 (4,7 stirglin/eksplant) elde edilmistir. Calismada ayrica cam siselerde
yetistirilen bitkilerin cam tiiplerde yetistirilenlere gére daha fazla siirgiin icerdigi tespit
edilmistir (8,3 stirglin/eksplant). Coklu siirglinlerin uzamasi i¢in fitohormon igermeyen sivi
ya da agarli MS ortami kullanilmis; koklendirme igin ise 0,05 mg/l ya da 0,1 mg/l NAA
iceren yart kati MS besin ortami kullanildig1 belirtilmistir. Son asamada ise seralara

aktarilan bitkilerde %95 yasam orani tespit edilmistir [38].

Tuli ve ark. (1997) pamuk bitkisinde Hindistan yerel gesitlerini de igeren 10 farkli gesitte
(Gossypium hirsutum cv., G. hirsutum cv. PKV081, G. hirsutum cv. RS810, G. hirsutum
cv. Pusa 37, G. hirsutum cv. Pusa 26, G. hirsutum cv. Stoneville, G. hirsutum cv. F-1084,
G. hirsutum cv. CA-1193, G. arboreum cv. Shyamly, G. arboreum cv. Lohit ) calisma
yiirlitmiistiir. 0,5 cm hipokotil ve kotiledon bolgeyi igeren eksplantlar 22,2 uM BA igeren
MS ortaminda ilk haftada tiim eksplantlarda ortalama 1 siirgilin elde edilirken; en ytiksek
stirgiin sayist G. Hirsutum cv. Khandwa-2 ¢esidinde 4.4 siirgiin/ eksplant olarak tespit

edilmistir. 4 haftalik periyod sonrasinda ise en yiiksek siirgiin sayis1 G. hirsutum cv.
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PKVO081 ¢esidinde 7,1 siirgiin/eksplant olarak tespit edilmistir. Daha sonra eksplantlar 2,7
uM NAA iceren MS ortamlarinda koklendirmeye alinmistir. Koklendirme ve

aklimatizasyon asamalarinda gesitler arasinda 6nemli farkliliklar tespit edilmemistir [39].

Hemphill ve ark. (1998); Stoneville 7A ve Paymaster HS26 cesitlerinde kallus fazini
icermeyen hizli ¢oklu siirglin eldesi iizerine bir prosediir gelistirmeye c¢alismis, farkl
konsantrasyonlarda BA igeren ortamlarda ekplantlar1 kiiltiire almigtir. Sirgiin ucu
meristemleri, birincil ve ikincil yaprak bogumlari, kotiledon bogumlar eksplant olarak
secilmis ve en iyi sonuglar 0,3 uM BA igeren ortamlarda goriilmiistiir. Koklendirme i¢in
ise 1 uM IBA igeren ortamlarin kullanildigi ancak koklendirme ve daha sonra

aklimatizasyon asamasinda %25 canlilik orani goriildiigii belirtilmistir [40].

Ouma ve ar.(2004); Delta pine 50 (DP50) and Stoneville 474 (STN474) cesitlerinde
hipokotil eksplantlar1 kullanarak, siirgiin rejenerasyonu i¢cin TDZ, NAA ve AgNO3’ 1n
farkli konbinasyonlar1 {izerinde ¢alismistir. Adventif siirglin eldesi i¢in en iyi sonuglarin
DP50 ¢esidinde 0.175 mg/l TDZ, 0.01 mg/l NAA ve 5.1 mg/l AgNO3 igeren ortamlarda,
STN474 ¢esidinde ise 0.08 mg/l TDZ, 0.01 mg/l NAA ve 10.2 mg/l AgNOs; igeren
ortamlarda elde edildigi bildirilmistir [41].

Ozyigit ve ark. (2007); Nazilli 84S ¢esidinde kok, hipokotil, kotiledon ve yaprak
eksplantlariyla galisarak eksplant yasi ve fenolik miktarinin rejenerasyon tizerine etkisini
incelemistir. 0,1 mg/1 kinetin iceren MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda 7, 14, 21 ve
28 giinliik bitkiciklerden alinan eksplantlarda rejenerasyon yiizdeleri incelenmis; en yliksek
rejenerasyon orant (%75,00) 7 giinliik eksplantlarda goriilmiistiir. Ayni ¢aligmada hipokotil
ve kotiledon eksplantlarda en yiliksek fenolik miktar1 21. giinde; yaprak ve kok
eksplantlarinda ise 28. gilinde tespit edilmistir. Biitiin eksplant tiplerinde en diisiik fenolik
miktar1 ise 7. giinde goriilmiistiir. Bu sonug ise en uygun eksplant kaynaginin 7 giinliik
bitkicikler oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢aligmada koklendirme i¢in ise 1 mg/l IBA iceren
WPM ortami kullanilmustir [42].

Divya ve ark. (2008); pamuk bitkisinde hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

lizerine caligmalar yiiriitmiis; optimal siirgiin rejenerasyonu Nitsch ve Nitsch vitaminleri
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iceren MS ortaminda elde edilmistir. 2 mg dm™ TDZ ve 0.05 mg dm™ NAA kombinasyonu
iceren ortam; %76 silirgiin rejenerasyonu ve 10,6 eksplant basina siirgiin sayisi ile siirgiin
rejenerasyonu i¢in en uygun ortam olarak bildirilmistir. BAP ve kinetin
kombinasyonlarimin ilgili hormonlarin tek tek kullanimina gore daha iyi sonuglar verdigi,
etilen inhibitoric AgNO3 ve aktif karbonun da olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir.
Koklendirme i¢in ise 1 mg dm™ IBA ve aktif karbon iceren 2 MS ortaminda en iyi

sonuglar alinmistir [43].

Ozyigit (2009); Gossypium hirsutum L. var. Nazilli 84S bitkisinde 3 farkli bogum eksplant:
kullanarak siirglin rejenerasyonu iizerine ¢alismalar yiriitmistiir. In vitro kosullarda
biylimiis 35 giinlik bitkilerden elde edilen kotiledon bogumlar, hipokotillerle beraber
birinci ve ikinci yaprak bogumlari, siirgiin ve epikotil eksplantlari 0.1 mg/l kinetin igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Geng bitkilerle karsilastirildiginda sonuglarda bir
degisiklik olmazken; en yiiksek siirglin gelisimi (%74,2) kotiledon bogumlarda, ardindan
da %60,7 ve %41,6 yiizdeleri ile birinci yaprak bogumlart ve ikinci yaprak bogumlarinda
gbzlenmistir. Biitlin silirglinlerde 1 mg/l IBA iceren WPM ortaminda koklendirme
saglandig1 bildirilmistir [44].

Rashid ve ark. (2009); transgenik pamuk bitkilerinin in vitro kosullarda koklendirilmesi
icin uygun bir prosediir gelistirilmesi iizerine caligmis; seleksiyon sonrast en basaril
koklendirme 1.0 mg/ml IBA ve %2 sukroz igeren MS ortaminda saglanmistir. Bu ortamla
kararmis ve Oli gorlinimli kok boliimlerine sahip stirgiinler dahil %98 oraninda

koklendirme saglanmistir [45].

Pushpa ve Raveendran (2010); Coker310, MCU-5, SVPR-2 gesitlerinde siirgiin ucu
eksplantlar1 kullanarak organogenesis c¢alismalar yiiritmiis, transgenik pamuk eldesinin
organogenesis ile eldesi yoniinde bir strateji gelistirmistir. En iyi siirglin gelisiminin 0,1
mg/l kinetin igeren MS ortaminda goriilmiistiir (Coker 310 56.0, MCU-5 53.3, SVPR-2
44.7). En iyi kok gelisimi ise 0.1 mg/l GA; + 1.0 mg/l IAA igeren MS ortaminda
gorilmiistiir. Bu ortamda kok etkinligi Coker 310 i¢in %76.6, MCUS i¢in %60, SVPR2
igin %40 olarak belirtilmistir [46].
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Li ve ark. (2010); pamuk bitkisinde LED 1siklarin bitki biiyiimesi ve morfojenezi iizerine
etkisini incelemistir. Siirgiin ucu eksplantlar1 0.1 mg/l BA ve 0.5 mg/l NAA igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmis 45 giin boyunca 50 pmol m s fotosentetik foton akisina sahip
6 farkli 1sik(fluorasan lamba (F), monokromatik mavi LED (B), 3 mavi ve 1 kirmizi1 LED
karisimi (B:R = 3:1, 1:1, 1:3) ve monokromatik kirmizi LED (R)) altinda 12 saat
fotoperiyoda birakilmistir. Yas agirlik, kuru agirlik, kok uzunlugu ve ikinci bogumlar arasi
uzunlugu 3 mavi ve 1 kirmizi 151k karistminda en iyi sonucu verirken; florasan lamba
altinda en diisiik sonuclar verdigi belirtilmistir. Klorofil miktari, yaprak kalinligi, palizat
doku kalinligi, yaprak ve stoma ¢apinin monokromatik mavi LED altinda; kok gelisimi,
seker, nisasta ve ¢Oziinmiis seker igerigi bakimindan ise kirmizi LED isiklarin en yiiksek
sonuclart verdigi gozlenmistir. Ancak calisma sonucunda 1 kirmizi ve 1 mavi LED

karisiminin bitki gelisimi igin en uygun oldugu saptanmistir [20].

Farahani ve ark. (2010); Bakhtegan, Zeta-2 c¢esitleri ve bu gesitlerin hibriti olan
BakhteganxZeta-2 ¢esidi ile yurittiigi ¢calismada c¢esitli biiylime diizenleyicilerin silirgiin
rejenerasyonu iizerindeki etkisini incelemistir. En yiiksek siirgiin sayis1 (7,66
slirglin/eksplant) hibrit ¢eside ait apikal siirgiin meristemiyle 0.1 mg/l zeatin ve aktif
karbon (2 g/l) igeren ortamda saglanmistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu (2,75 cm) ise
zeatin iceren ortamda Zeta-2 ¢esidinde elde edilmistir. En yiiksek siirgiin sayisi1 (4,5) ve
yaprak sayist (3,5) ise Zeta-2 ve Bakhtegan cesitlerinde 5. alt kiiltlirleme sonrasinda

gorilmistiir [47].

Laud ve ark. (2010); Diploid pamuk G. arboreum bitkisi PA255 ¢esidinde farkli biiyiime
diizenleyiciler ve eksplant tiplerinin rejenerasyona etkisi tizerine calismustir. 10 mg/l
thiamine, 100 mg/l inositol igeren MS ortami farkli konsantrasyonlarda BA, kinetin ve
NAA igeren ortamlara alinmigtir. En yiiksek rejenerasyon %89.4 ve %82.3 ile 2.5 mg/I
BAP ve 1 mg/l kinetin kombinasyonunda hem siirgiin ucu hem kotiledon eksplantlarinda
gorilmistiir. En diisiik rejenerasyon orani ise; %55,1 ve %51,1 ile 1.5 mg/l BAP, 0,5 mg/l
kinetin ve 1 mg/l NAA iceren ortamda sirasiyla siirglin ucu ve kotiledon eksplantlarinda

tespit edilmistir [48].

Yang ve ark. (2010); Gossypium bickii Prokhanov bitkisinde kotiledon bogumlari

kullanarak organogenesis ile rejenerasyon c¢alismalari yiirtitmistir. 4 mg/l BAP (N6-
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benzyladinine) ve 0.1 mg/l TDZ igeren BSMS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar daha
sonra 2 mg/l BAP igeren ortamlarda altkiiltiirlenmistir. Elde edilen ¢oklu siirgilinlerin
uzamasi i¢in 0,05 mg/l GAs igeren ortamlara aktarilan eksplantlar yeterli siirgiin boyu elde
edildiginde koklendirme 2 modifiye MS ortamina alinmistir. Koklendirilen bitkiciklerin
bazilar1 seralara alinirken bazilar1 ana bitkilerle genetik homojenitenin arastirilmasi igin
RAPD analizine alinmis rejenere bitkilerin ana bitkilerle ayn1 kromozom sayisina ve

karaktere sahip oldugu tespit edilmistir [49].

Chowdhury ve ark. (2011); Gossypium herbaceum L. bitkisi kotiledon eksplantlarini
kullanarak in vitro bitki rejenerasyonu iizerinde calismistir. Sitokinin konsantrasyonu
artisinin kallus olusum yiizdesi, siirglin olusturan kallus yilizdesi ve siirgiin/kallus oraninda
artisa neden oldugu tespit edilmistir. 3 farkli sitokinin arasinda en iyi performansin BA ile
elde edildigi belirtilirken; en yiiksek kallus yiizdesi (6,55) ve en yiiksek siirglin olusturan
kallus yiizdesi (%5.87) 1,0 mg/l BA igeren MS ortaminda elde edilmistir. En yiiksek kallus
basina siirgiin sayist ise 3,02 ile 1mg/l kinetin i¢eren ortamda goriilmiistiir. Koklendirme
ise en yiiksek %41,23 ile 2,0 mg/l NAA iceren MS ortaminda goriilmiistiir. Ayn1 ortamda
enytiksek kok sayist 3,61, en yliksek kok uzunlugu ise 3,62 cm olarak tespit edilmistir [50].

Sangannavar ve ark. (2011); Gossypium arboreum ve G. Barbadense tiiri pamuk
bitkilerinde yaralamanin, yatay ve dikey kesikler vermenin gen aktarimi ve rejenerasyon
tizerine etkisini incelemis; siirglin ucu meristem bolgesinde dikey yaralamanin gen
aktarimi i¢in daha olumlu sonuglar verdigini vurgulamistir. Ayrica DLSa-17 ve SBYF-425
genotipleri i¢in en yiiksek siirgiin rejenerasyonu sirasiyla %96 ve %92 ile kontrol
grubunda, hi¢bir biliyiime diizenleyici igermeyen MS ortaminda gozlenmistir. Calismanin
sonucunda siirglin ucu meristemlerinin hem organogenesis hem de gen aktarimi i¢in en

basarili sonuglar verdigi bildirilmistir [51].

Obembe ve ark. (2011); G. hirsutum (hybrid H8 and Khandwa-2) ve G. arboretum (BD-1,
BD-6, Sarvottam and Jawahar Tapti BD) bitkilerinin kotiledon bogum eksplantlarinda
direkt c¢oklu siirglin eldesi ve rejenerasyonu Tlizerine ¢alismalar yiiritmiis; farkl
konsantrasyonlarda BAP eklenmis MS ortamlar1 denenmistir. Ortalama eksplant basina

stirgiin sayis1 5.5°tir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayist (9) 3.0 mg/l BAP igeren
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ortamlardaki G. Hirsutum cesitlerinde gozlenmistir. Siirgiinler 0,5 mg/l GAj; igeren

ortamda gelistirilirken; koklendirme hormon icermeyen MS ortaminda saglanmistir [52].

Mushke ve ark. (2012); G. Hirsutum bitkisi MCU-11 ¢esidini farkli BA, NAA ve Kinetin
kombinasyonlarinda kiiltiire almis; en iyi sonuglar1 1,5 mg/l BA ve 0,1 mg/l NAA iceren
MS ortaminda elde etmistir. Bu ortamda %98 rejenerasyon potansiyeline sahip
eksplanlarin siirglin/eksplant oran1 6,86 olarak tespit edilirken, siirgiin uzunlugu 3,22 cm
olarak Ol¢iilmiistiir. Sonrasinda ¢oklu siirgiin kapasitesine ulasan eksplantlar B5 vitamini
iceren MS’in yarim dozunda (2 B5SMS) kiiltiire alinarak koklendirilmesi saglanmigtir.
Koklenen bitkicikler 1 kum ve 1 toprak karisimi igeren saksilara alinarak aklimatizasyonu
saglanmis ve calisma sonucunda bitkiciklerin %90 canlilik oranina sahip oldugu

belirtilmistir [53].

Pathi ve Tuteja (2013); Gossypium hirsutum L. cv Narashima bitkisinde embriyo ucu
eksplantlar1 farkli bitylime diizenleyicilerle kiiltiire alinmis; 2 mg/l BAP ve 2 mg/l kinetin
iceren MS ortaminda en yiiksek ¢oklu siirgiin sayisi elde edilmistir. Ortamlara GAgs
eklenmesi ile elde edilen siirgilinlerin gelismesi saglandi. Daha sonra aklimatize edilen
bitkiler saksilara aktarilmistir. Gelistirilen prosediiriin en onemli noktasi ayni zamanda

hem rejenerasyon siiresini kisaltmasi hem de ¢oklu siirgiin sayisini artirmasidir [54].
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3. GEREKCE VE AMAC

Pamuk bitkisinde doku kiiltiirii yontemleriyle ¢oklu siirgiin eldesi olduk¢a zordur. Bu
noktada farkli gesitler lizerinde rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar
yiiriitilmektedir. Birgok c¢esit diisiik rejenerasyon kapasitesine sahip olmasina ragmen, bazi
rejenerasyon protokolleri gelistirilebilmistir. Ancak {ilkemizde yaygin olarak iretilen
cesitlerde bir doktora calismasi haricinde basarili rejenerasyon prosediirlerinin gelistirildigi

calismalara rastlanilmamustir.

Ozellikle Hindistan ve iran yerel cesitleriyle yiiriitiilen caligmalarda daha ¢ok somatik
embriyogenesisin tesviki tizerine ¢alisilmis; bu nedenle oksin kullanimi temel alinmustir.
Ancak direkt ¢oklu siirgiin rejenerasyonu i¢in daha ¢ok kinetin ve TDZ gibi sitokininlerin
kullanildigr tespit edilmis; bu noktada yiliksek konsantrasyonlarda o6n muamele
uygulamalarinin olumlu sonuglar getirece8i diisliniilmiistiir. Ayrica bitki biiylime ve
gelismesinde 15181in - 6nemi  incelenerek; Ozellikle farkli  renklerde LED 151k
kombinasyonlarinin pamuk bitkisinde bitki biiylimesi ve siirglin gelisimi iizerinde olumlu
sonuglar olusturabilecegi tespit edilmistir. Bitki doku Kkiiltiiri ¢alismalarinda heniiz ¢ok
yeni olan LED 1s1k kullaniminin in vitro kiiltiirii zor olan bir ¢ok bitki ve ¢esit i¢in de temel

olusturacag diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda; iilkemizde yaygin olarak iiretilen pamuk ¢esitleri i¢in giivenilir ve
tekrarlanabilir bir rejenerasyon protokolii gelistirilmesi amaclanmaktadir. Farkli biliylime
hormonlar1 ve vitaminlerle biiyiimenin tesviki saglanmaya calisilirken; kiiltiir kosullarinda
yapilan degisik uygulamalarla da basarili sonuglar alinacagi diisiiniilmektedir. LED

1siklarin kullanimi da bunlardan biridir.

Bu calisma ile farkli pamuk g¢esitlerinde siirglin rejenerasyonu optimize edilerek;
Agrobacterium tiimefaciens ile gen aktarim yontemi gelistirilmesi yoniinde hazirlik
yapilmas1 amacglanmaktadir. Pamuk bitkisinde siirgiin rejenerasyonunda oldugu gibi, gen
aktarim frekansi da son derece diisiiktiir. Farkli ¢esitlerde transgenik bitkiler elde edilmesi
ve bu bitkilerin ¢oklu siirgiinlerinin gelistirilmesi noktasinda calisma biyoteknolojik

yonden biiyiik 6nem tagimaktadir.
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4 MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Deneme yeri

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji ve
Molekiiler Genetik Laboratuar1 ve Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Kamil Ozdag

Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuarlarinda yiirtitiilmiistiir.

4.1.2. Bitki materyali

Calismada iilkemizde Giiney ve Ege bolgelerimizde yaygin olarak tiretilen GSN-12 ve
Staneville 468 c¢esitleri kullanilmistir. STN-468 c¢esidine ait tohumlar MayAgro
Tohumculuk A.S. firmasindan, GSN-12 ¢esidine ait tohumlar ise Nazilli Pamuk Arastirma

Enstitiisii’nden temin edilmistir.

GSN -12 pamuk ¢esidi, GW. 8751 (Stoneville 453 X Nazilli 87 F3) melezidir. 1996 yilinda
baslayan 1slah calismalar1 2003’de tamamlanmistir. GSN-12 hat adiyla 2005 yilinda tescil
denemelerine alinan bu ¢esit 2007 yilinda GSN-12 adiyla tescil ettirilmistir. GSN-12
pamuk cesidi ¢ok verimli ve orta geccidir. Cir¢ir randimani yiiksek, 1if 6zellikleri yoniiyle
iyi durumdadir. GSN-12 ¢esidi uzun boylu, bitki formu koniktir. Gévde kalin ve ¢ok
saglam olup, bitki tiylidir [55]. Odun dali verimli 3-4 adet olup, meyve dallari ana
govdeye 45 derece agili, verimli ve 12-15 arasindadir. Yapraklar palmiye seklinde, orta
bliyiikliikte (bliylik) ve tiylidiir. Kozalar1 orta - biiyiik, boyuna kesiti genellikle eliptik,
uctaki ¢ikint1 orta ve koza dis yiizeyi gozeneklidir. Tohumlar orta irilikte, hav yogunlugu
orta, hav rengi gridir. GSN-12 ¢esidi uzun boylu, gévde kalin - kuvvetli, yapraklar ve
gbvde orta tiiylii, verimli, orta gecci olup, makinali hasada uygun ve lif kalite 6zellikleri
¢ok iyi bir gesittir. Cesidi 6nemli kilan bir diger 6zelligi ise az su istemesidir. Cesidin
cir¢ir randimani (%) 41-42, 100 tohum agirligi (g) 10.7-11.1, lif uzunlugu (mm) 28.7-30.0,
lif inceligi (micronaire) 4.4-4.5, lif mukavemeti (g/tex) 32.0-33.0’dir [55].
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Stoneville 468 MayAgro Tohumculuk A.S. firmasinin ¢ogalttigi bir ¢esittir. Adaptasyon
kabiliyeti ¢cok yiiksek olup, verim potansiyeli ¢ok iyidir. Orta erkenci bir cesittir. Hasat
doneminde meydana gelebilecek firtina ve yagmurdan dolay1 liileler dokme yapmaz.
Yapraklar1 ¢ok tiiylii olup, emicilere karsi (Thrips ve Empoasca) dayaniklilik saglar.
Kozalarin %70-75’1 bes cenetlidir. Bakim ve iklimsel faktorlerden dolayr meydana
gelebilecek kotii kosullara karst emsalsiz bir tstiinliigii vardir. Kozasi orta biiytikliiktedir.
Hem makine ile, hem de el ile hasada uygundur. Cesitin ¢ir¢ir randimani (%) 42-43, 100
tohum agirligi (g) 10.6, lif uzunlugu (mm) 30.0, lif inceligi (micronaire) 4.2, lif
mukavemeti (g/tex) 34.7’dir [55].

4.1.3. Biiyiime ortamlari ve biiyiitme Kosullar:

Calismalarda MS (Murashige ve Skoog, 1962) mineral tuz ve vitaminleri (Cizelge 4.1)
kullanilmigtir. Besi ortami hazirlamak igin %3 sukroz (Duchefa) ve 9%0.3’lik fitajel
(Sigma-Aldrich) ile katilastirilan temel besin ortami (MS) kullanilmistir. Ortamin
hazirlanmasinda distile saf su kullanilmistir. Yapilan ¢alismalara gore besin ortamlarina
farkli dozlarda bitki biiyiime diizenleyicileri olarak sitokinin (TDZ ve kinetin) ve oksin
(IBA ve NAA) ilave edilmistir. Ayrica koklendirme agsamasinda kararmanin giderilmesi
i¢cin adsorban olarak aktif karbon da ilave edilmistir. Hazirlanan ortamlarm pH’1 IN
NaOH ya da IN HCI kullanilarak 5,8’e ayarlandiktan sonra 1,2 atmosfer basing altinda ve
121°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmigtir. Tiim kiiltiirler farkli renkte ve
kombinasyonda LED 1181 (Sekil 4.1) altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik
fotoperiyodunda 24+1°C sicaklikta tutulmuslardur.

Sekil 4.1. Farkli LED 11k uygulamalar1 (a) 4 kirmizi:1 mavi (b) 3 kirmizi:1 mavi ve (C) 2
kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonu
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Cizelge 4.1. Murashige ve Skoog ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari [56]

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
NH;NO, 1650,000
KNO; 1900,000
Makro Elementler CaCl,.2H,0 440,000
MgS0,.7TH,0 370,000
KH,PO, 170,000
Kl 0,830
H3;BO; 6,200
MnS0O,.4H,0 22,300
ZnS0,.7H,0 8,600
Mikro Elementler Na,M00,.2H,0 0,250
FeSO,.7H,0 27,850
CoCl,.6H,0 0,025
CuS0,.5H,0 0,025
Na,EDTA.2H,0 37,250
Myo-Inositol 100,000
Vitaminler Nicotinic Acid 0,500
Pyrotinic Acid 0,500
Thiamine-HCI 0,100
Glycine 2,000
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4.1.4. Bitki biiyiime diizenleyicilerin hazirlanmasi ve muhafazasi

Bitki biiylime diizenleyicileri, uygun ¢oziiciilerle ¢oziildiikten sonra 1 mg/l oraninda stok
solusyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan stok solusyonlar1 +4°C’ veya -20°C sicaklikta
saklanmistir (Cizelge 4.2). Biiyiime diizenleyicilerinden TDZ ve NAA otoklavda steril
edilmeden, kinetin ve IBA otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir. Adsorban

ozelliginde aktif karbon ise otoklav 6ncesi ve pH 6l¢iimii sonrasi ilave edilmistir.

Cizelge 4.2. Kullanilan biiyiime diizenleyici, stok konsantrasyonu ve saklama kosullari

Bitki biiyiime Stok Sterilizasyon Saklama
diizenle )i’cileri Coziicii konsantrasyonu ekliy kosullar:
y (mg/ml) ’ (°C)
Oksinler
IBA 1IN NaOH 1/1 Filtre -20
NAA 1IN NaOH 1/1 Otoklav 4
Sitokininler
TDZ DMSO 1/1 Otoklav 4
Kinetin 1N NaOH 1/1 Filtre -20
Adsorban
Oda
Aktif karbon - - Otoklav kosullari
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4.2. Yontem

4.2.1. Tohumlardan hav tabakasinin uzaklastirilmasi

STN-468 tohumlarinin etrafi hav ile kapl oldugu i¢in yiizey sterilizasyonu 6ncesi havin
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bunun igin behere alinan tohumlar; iizerine 4-5 damla
%100 silfurik asit (10 kg tohum / | litre H;SO4) damlatilarak hizli ve yogun bir sekilde
karistirilmis, havin uzaklastirilmasi saglanmistir. Ancak tohuma zarar verilmemesi igin

havi alinan tohumlar hemen ¢esme suyuyla yikanmastir.

4.2.2. Yiizey sterilizasyonu

Iki farkli pamuk cesidine ait tohumlarin sterilizasyonu Bakhsh (2010) tarafindan
gelistirilmis sterilizasyon prosediiri modifiye edilerek saglanmistir [57]. Buna gore
tohumlar oncelikle 1000 ml’lik behere konulup, tizerine 600-700 ml ¢esme suyu eklenerek
25-30 dk beklenmistir. Suyun yiizeyine toplanan tohumlar ¢imlenme ihtimalinin diisiik
oldugu disiintilerek alinmis; kalan tohumlar daha ©onceden otoklav sterilizasyonuyla
sterilize edilen beherlere aktarilmistir. Tohumlari igeren behere oncelikle 200 ml %1°lik
H,0, (Sigma-Aldrich) eklenerek 10 dk muamele edilmistir. Steril saf su ile 5 dk durulanan
tohumlara; %0,2’lik SDS (Sodyum dodesil siilfat)(Sigma-Aldrich) ve %0,2’lik HgCl,
iceren 200 ml soliisyon eklenerek, 10 dk muamele edilmistir . Son olarak steril saf su ile 3
kez 5’er dk durulanan tohumlar; steril magentalar icerisinde %3 sukroz ve %0,3 fitajel
iceren MS ortamlaria aktarilarak, 24+1°C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodda

kiltiire alinmistir.

4.2.3. Eksplant izolasyonu

Sterilizasyon sonrasit 7-10 giinliik ¢imlenmis bitkiciklerden, in vitro kosullar altinda
kotiledon bogum eksplantlari; siirgiin bolgelerine hasar vermemeye dikkat edilerek izole
edilmis, farkli konsantrasyonlarda hormonlar iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir (Cizelge

4.3). Biitiin doku kiiltiirii calismalari steril kabin igerisinde aseptik kosullarda yapilmistir.
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Cizelge 4.3. Arastirmada kullanilan besin ortamlari

Amag Besin Ortamm Biiyiime Diizenleyici Adsorban
TDZ (0,05 mg/I-0,10 mg/l)
Muamele MS IBA (0,10 mg/l) -
On Muamele MS Kinetin (2,5 mg/l) -
TDZ (0,05 mg/I-0,10 mg/I
Muamele MS 0,20 mg/l) -

Kinetin (0,05 mg/I-0,10 mg/I-
0,20 mg/1-0,40 mg/I -

Muamele MS 0,80 mg/l)
Kinetin (5 mg/I-10 mg/I
On muamele MS 20 mg/l) -
Muamele MS - -
Muamele XMS - -
Muamele YaMS - -
IBA (0,25 mg/1-0,50 mg/I
Koklendirme MS 1,00 mg/l) -
NAA (0,25 mg/I-0,50 mg/I
Koklendirme MS 1,00 mg/l) -
Koklendirme MS NAA (1,00 mg/l) Aktif Karbon (1 g/l)

4.2.4. Rejenere Olan Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Farkli 6n muamele uygulamalari ve muamelerle ¢oklu siirgiin eldesi saglanan eksplantlar
koklendirme islemi igin oksinlerin (IBA ve NAA) farkli konsantrasyonlarinda tekrar
kiltire alinmistir (Cizelge 4.3). Fenolik salininminin 6zellikle kok bolgesinde olusturdugu

kararmanin giderilmesi i¢in ise adsorban olarak 1,00 g/l aktif karbon da eklenmistir.

4.2.5. Istatiksel Degerlendirme

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup her muamele,
igerisinde 3 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii Magenta GA7 kutular1 veya petrilerden
olusmustur. Elde edilen veriler “SPSS 17 for Windows’’ programi yardimiyla varyans
analizine tabi tutulmus muamele ortamlarini karsilastirmak amaciyla M-STAT C
bilgisayar programinda Duncan testi kullanilmistir. Yiizde degerler, istatistik analizinden

once arcsin degerlerine ¢evrilmistir [58].
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. GSN-12 Cesidinde In Vitro Siirgiin Rejenerasyonu

5.1.1. TDZ ve farkh LED 151k uygulamasinin etkisi

GSN-12 pamuk ¢esidine ait in vitro kosullarda ¢imlenen 7-8 giinliik bitkiciklerden elde
edilmis kotiledon bogum eksplantlar1 0,05-0,40 mg/l TDZ igeren, fitajel ile katilastirilmis
MS ortamina aktarilmis olup, 4:1 ve 3:1 oranlarinda kirmizi:mavi 151k kombinasyonlarinda
kiiltiire alinarak gozleme tabi tutulmustur. 2-3 hafta icinde tiim eksplantlarda kallus ve
slirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Sekiz hafta sonra (Sekil 5.1.) kallus olusum orani,
slirgiin rejenerasyon orani ve eksplant basma siirgiin sayis1 sonuglar1 kaydedilmis olup,

farkli TDZ konsantrasyonlari ve 151k kombinasyonlar1 i¢in varyans analizi yapilmistir

(Cizelge 5.1.).

Sekil 5.1. Farkli TDZ konsantrasyonlarinda GSN-12 ¢esidine ait kotiledon bogum
eksplantlarinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu (a) kallus ve siirgiin olusumu (b)
koklendirme i¢in alinan stirgiin
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Cizelge 5.1. GSN-12 c¢esidinde farkli dozlarda TDZ konsantrasyonlart ve LED 1sik
kombinasyonlarinin siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Stirgiin Eksplant Bagina
0,
Kallus Olusumu (%) Rejenerasyonu (%) | Siirgiin Sayisi (adet)
VK SD
KO F KO F KO F
TDZ- *% *%k *
Isik 9 1750,00 | 102,04 916,67 | 305,56 1,05 1,87
Hata 20 17,15 - 3,00 - 0,56 -
Genel
Toplam 29 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde dnemli
*p<0,05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 5.1. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum

eksplantlarinda kallus olusumu ve siirglin rejenerasyon yiizdesinin p<0,01 diizeyinde,

eksplant basina siirgiin sayisinin ise p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. Bu

farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

5.2.de verilmistir.

Cizelge 5.2. GSN-12 ¢esidine ait eksplantlarda farkli dozlarda TDZ konsantrasyonlar1 ve

LED 1sk kombinasyonlarinin siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Kallus Siirgiin Eksplant | [ctri basna
TDZ . . toplam
Isik olusumu | Rejenerasyonu | basina siirgiin . .
(mg/h (%) (%) sayisi (adet) saylesl?%zget)
0,05 | 75,00 100,00 1,88%" 5,75
0,10 37,50° 100,00° 2,25% 6,75
4 kirmizi: 1mavi 0,20 50,00° 100,00? 2.00%° 6,33
LED 1giklan 030 | 37,50° 100,00° 2 38 7,25
0,40 25,001 100,00 1,34° 4,50
0,05 0,00° 100,00° 2 00 6,00
0,10 50,00°" 75,00 1,33° 4,00
b b b 3,00
3 kirmizi: Imavi 0,20 50,00 75,00 1,00
LED 1siklart 0,30 75,00° 50,00° 3,00 8,00
0,40 75,00 100,00° 2,25% 6,50

**Ayni slitunda farkli harflerle gdsterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde énemlidir.
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Denemede kullanilan 0,05-0,40 mg/l TDZ iceren MS ortamlarinda kotiledon bogum
eksplantlarda kallus olusum orani1 %0,00-75,00 olarak kaydedilmistir (Cizelge 5.2.). 4
kirmizi:1 mavi 1s1k altinda tutulan eksplantlarda en yiiksek kallus olusum orani (%75,00)
0,05 mg/1 TDZ igeren ortamda gozlenirken; 0,40 mg/l TDZ igeren ortamda kallus olusumu
gozlenmemistir. 3 kirmizi:1 mavi 151k altinda birakilan eksplantlarda ise en yiiksek kallus
olusum oran1 (%75,00) 0,30 mg/I ve 0,40 mg/l TDZ igeren ortamda gozlenirken; 0,05 mg/1
TDZ igeren ortamda kallus olusumu gozlenmemistir. Siirglin rejenerasyon orani ise 4
kirmizi:1 mavi 11k altinda biitiin eksplantlarda %100,00 iken; 3 kirmizi:1 mavi 1s1k altinda
birakilan eksplantlarda en yiiksek (%100,00) 0,05 mg/l ve 0,40 mg/l TDZ igeren
ortamlarda, en diisiik (%50,00) 0,30 mg/l TDZ igeren ortamlarda goézlenmistir. Eksplant
basina siirgiin sayisi ise; 1,00-3,00 adet olarak tespit edilmistir. En yiiksek (3,00) 0,30 mg/1
TDZ igeren ortamda, 3 kirmizi:1 mavi 1g1k altinda birakilan eksplantlarda, en diisiik (1,00)
0,20 mg/l TDZ igeren ortamda, 3 kirmizi:1 mavi 151k altinda birakilan eksplantlarda
gozlenmistir (Cizelge 5.2.). Petri basina toplam siirgiin sayis1 ise 3,00-8,00 adet olarak
tespit edilmistir. Her iki 151k kombinasyonu i¢in de 0,30 mg/l TDZ igeren ortamda en
yiiksek petri basma toplam siirglin sayist elde edilmistir. 4 kirmizi:1 mavi 151k
kombinasyonunun siirgiin rejenerasyon oranini, 3 kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonunun
ise kallus olusum yiizdesini arttirdig1 tespit edilmistir. Meydana gelen tiim siirgiinler oksin

(IBA ve NAA) igeren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona alinmustir.

5.1.2. Farkh TDZ-IBA ve kirnizi:mavi (4:1) LED 151k uygulamasinin etkisi

In vitro kosullarda ¢imlenen GSN-12 ¢esidine ait 7-8 giinliik bitkiciklerden elde edilen
kotiledon bogum eksplantlari fitajel ile katilastirilan 0,05-0,10 mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA
igeren MS ortaminda ve 4 kirmizi:1 mavi LED 1sik altinda kiiltiire alinmistir. Gozleme
alman eksplantlarda iki hafta icinde kallus ve siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Dort
hafta sonra, eksplantlar tizerinde (Sekil 5.2a) kallus olusumu ile belirgin sekilde siirgiin
olusumu gozlenirken, sekiz hafta sonra bazi eksplantlarda yogun kararma gozlenmistir
(Sekil 5.2b). 12 hafta sonra (Sekil 5.2c), kallus olusum orani, siirgiin rejenerasyon orani ve
eksplant basina siirgiin sayis1 sonuglar1 kaydedilmis ve farkli TDZ-IBA kombinasyonlari

i¢in varyans analizi yapilmistir (Cizelge 5.3.).
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Sekil 5.2. Farkli TDZ-IBA kombinasyonlarinda GSN-12 ¢esidine ait kotiledon bogum
eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu (a) dort hafta (b) sekiz hafta sonra kallus ve siirgiin
olusumu ile eksplantlarda kararma ve (c) on iki hafta sonra ¢oklu siirgiin rejenerasyonu

Cizelge 5.3. GSN-12 ¢esidinde farkli TDZ-IBA kombinasyonlari ile 4:1 (kirmizi:mavi)
LED 151810 siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Eksplant bagina
0
VK D Kallus olusumu (%) Rejenerasyonu (%) | siirgiin sayisi (adet)
KO F KO F KO F
TDZ-
IBA 4 2502,50 | 3907,16 | 2043,08 | 164,66 2.09 047"
Hata 10 0,81 - 12,41 - 0,22 -
Genel
Toplam 14 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 5.3. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum
eksplantlarinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyon yiizdesi ile eksplant bagina siirgiin
sayist i¢in p<0,01 diizeyinde onemli oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 5.4.’de verilmistir.
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Cizelge 5.4. GSN-12 ¢esidinde farkli TDZ ve IBA kombinasyonlari ile 4:1 (kirmizi:mavi)
LED 1s181n siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Kallus Stirgiin E::jﬁf:t Petri basina
TDZ IBA olusumu | Rejenerasyonu | . a3 toplam siirgiin
surgun sayist
(%) (%) (adet) sayisi (adet)
0,00 0,00 100,00%™ 100,00%™ 1,20°™ 3,33
0,05 0,00 33,33¢ 33,33¢ 0,50° 1,00
0,05 0,10 83,33" 83,33° 1,60° 5,00
0,10 0,00 100,007 58,33¢ 2,00% 6,00
0,10 0,10 100,007 83,33° 2,722 7.33

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.

Denemede kullanilan 0,05-0,10 mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA iceren MS ortamlarinda
kotiledon bogum eksplantlarinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyon orani %33,30-
100,00 olarak kaydedilmistir. En diistik kallus olusum orani (%33,33) ise 0,05 mg/l TDZ
iceren ortamda gozlenmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon orant (%83,33) hormon
icermeyen ortamda gozlenirken; en diisiik siirgiin rejenerasyonu 0,05 mg/l TDZ igeren
ortamda tespit edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayist ise; 0,50-2,72 adet olarak tespit
edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 en yiiksek (2,72) 0,10 mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA
igeren ortamda, en diisiik (0,50) 0,05 mg/l TDZ igeren ortamda gozlenmistir. Petri basina
toplam siirgiin sayist 1,00-7,33 adet olarak tespit edilmistir. En yiiksek petri basina toplam
stirglin sayis1 0,10 mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA igeren ortamda, en diisiik ise 0,05 mg/I
TDZ igeren ortamda gozlenmistir. TDZ konsantrasyonundaki artisin kallus olusum oranini,
siirglin rejenerasyonu orani, eksplant basina siirgiin sayisini ve petri basina toplam siirgiin
sayisint arttirdigi tespit edilmistir. Ortamlara IBA ilavesinin de kallus olusumu, siirgiin
rejenerasyon orant ile eksplant bagina siirgiin sayisinda artisa neden oldugu gozlenmistir.
Genel olarak en disiik kallus olusumu, siirgiin rejenerasyon orani ve eksplant basina
slirglin sayis1 0,05 TDZ igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 5.4.). Meydana gelen tiim
stirglinler oksin (IBA ve NAA) igeren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona

alinmastir.
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5.1.3. GSN-12 ¢esidinde farkhh TDZ-1BA ve beyaz LED isik uygulamasinin etkisi

Bu denemede GSN-12 ¢esidine ait 13-15 giinlik kotiledon bogum eksplantlar
kullanilmistir. Eksplantlar fitajel ile katilagtirilmis; 0,05-0,40 mg/l TDZ ile 0,10 mg/l IBA
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Rejenerasyon elde etmek icin iklim odasinda
beyaz LED (Light Emitting Diode) 1s1k altina yerlestirilen eksplantlar gézleme alinmistir.
Ikinci hafta igerisinde siirgiin ve kallus olusumlar1 baslayan eksplantlarda 9 hafta sonra
elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans analizi sonuglart Cizelge 5.5.°de

verilmistir.

Cizelge 5.5. GSN-12 ¢esidinde farkli TDZ-IBA konsantrasyonlar1 ve beyaz LED 15181n
slirglin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Eksplant bagina
(V)
Kallus olusumu (%) Rejenerasyonu (%) | siirgiin sayis1 (adet)
VK SD
KO F KO F KO F
TDZ-
IBA 4 375,00 | 241,62 | 468750 | 781,25 | 1,92 10,85
Hata 10 1,55 - 6,00 - 0,18 -
Genel
Toplam 14 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde dnemli

Cizelge 5.5. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum
eksplantlarinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyon yiizdesi ile eksplant basina siirgiin
sayist i¢cin p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 5.6.’da verilmistir.
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Cizelge 5.6. GSN-12 ¢esidine ait eksplantlarda farkli dozlarda TDZ konsantrasyonlar1 ve
beyaz LED 1s181n siirgiin rejenerasyonu lizerine etkisi

TDZ IBA Kallus Siirgiin Eksplant Petri basina
Rejenerasyonu | basina siirgiin | toplam siirgiin
1)

(ma/l) (mg/l) olusumu (%) (%) say1si (adet) sayisi (adet)
0,05 0,10 62,50 100,00%™ 2,008 6,00
0,10 0,10 87,507 75,00° 1,50° 5,00
0,20 0,10 87,507 25,00° 1,50° 3,00
0,30 0,10 87,50 0,00° 0,00° 0,00
0,40 0,10 87,50° 50,00° 1,50% 3,33

** Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede kullanilan 0,05-0,40 mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA igeren MS ortamlarinda
kotiledon bogum eksplantlarda kallus olusum orani1 %62,50-87,50 olarak kaydedilmistir.
Kallus olusum orani 0,05 mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren ortamda %62,50 olarak tespit
edilirken; diger ortamlarda %87,50 olarak gozlenmistir. Siirgiin rejenerasyon orani ise
%0,00-100,00 olarak kaydedilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon orani (%2100,00) 0,05
mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren ortamda gozlenmistir. Eksplant bagina siirgiin sayisi ise
0,00-2,00 adet olarak gozlenirken; en yliksek eksplant basmna siirgiin sayist (2,00) 0,05
mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren ortamda tespit edilmistir. Petri basina toplam siirgiin
say1s1 0,00-6,00 adet olarak tespit edilmis; en yiiksek petri bagina toplam siirgiin sayist 0,05
mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 5.6.). TDZ
konsantrasyonundaki artisin kallus olusum oranini arttirdigi gézlenmistir. Meydana gelen
tiim siirglinler oksin (IBA ve NAA) igeren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona

alinmastir.

5.1.4. Kinetin 6n muamelesinin etkisi

G. hirsutum bitkisinin GSN-12 ¢esidine ait in vitro kosullarda ¢imlenen 7-8 giinliik
bitkiciklerden elde edilmis kotiledon bogum eksplantlari; fitajel ile katilastirilmis 2,5 mg/I
Kinetin iceren MS 6n muamele ortaminda kiltiire alinarak 10 giin boyunca 4 kirmizi:1
mavi LED 1sik kombinasyonunda 6n muamele uygulanmistir. Daha sonra eksplantlar 0,05-
0,80 mg/l Kinetin iceren ve fitajel ile katilagtirillmis MS ortaminda kiiltiire alinarak; 4

kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonunda gozleme tabi tutulmustur. 2-3 hafta icinde tim
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eksplantlarda siirgiin rejenerasyonu gozlenirken; kallus olusumu iigiincii hafta sonrasinda
gozlenmistir. Sekiz hafta sonra (Sekil 5.3.) kallus olusum orani, siirgiin rejenerasyon orant

ve eksplant basina siirgiin sayisi sonuglari igin varyans analizi yapilmistir (Cizelge 5.7.).

Sekil 5.3. GSN-12 c¢esinde kinetin ile 6n muamele uygulanmis kotiledon bogum
eksplantinda siirgiin rejenerasyonu

Cizelge 5.7. GSN-12 ¢esidinde farkli Kinetin konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonuna
ait varyans analizi

Stirgiin Eksplant Basina
0
Kallus olusumu (%) Rejenerasyonu (%) | Siirgiin Sayis1 (adet)
VK SD
KO F KO F KO F
Kinetin 5 360,00 | 411" | 1640,00 | 18,74 | 2,15 352"
Hata 12 87,50 - 87,50 - 0,61 -
Genel
Toplam 17 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 5.7. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda Kkotiledon bogum
eksplantlarinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyon yiizdesi ile eksplant basina siirgiin
sayist i¢cin p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 5.8.’de verilmistir.
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Cizelge 5.8. GSN-12 ¢esidinde farkli Kinetin konsantrasyonlarinin stirgiin
rejenerasyonuna etkisi
Kinetin | feallus Strgin | FXoplant bagina | - Petri bagina
(mg/l) ustmu rejenerasyonu (%) surgu plam surgu
(%) sayisi(adet) sayisi (adet)
0,00 20,007 100,00%" 3,00°" 10,00
0,05 20,00% 80,00° 3,75% 11,00
0,10 0,00° 40,00° 4,00%° 15,00
0,20 0,00° 100,00? 5,00 15,00
0,40 20,00? 100,00% 5,20° 19,00
0,80 0,00° 80,00° 4,75° 14,33

**Ayni slitunda farkli harflerle gdsterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede kullanilan 0,05-0,80 mg/l Kinetin igeren MS ortamlarinda kotiledon bogum
eksplantlarda kallus olusum oran1 %0,00-20,00 olarak kaydedilirken, siirgiin rejenerasyon
orani ise %40,00-100,00 olarak tespit edilmistir. En diisiik siirgiin rejenerasyon orani
(%40,00) 0,10 mg/1 Kinetin igeren ortamda tespit edilmistir. EKsplant basina siirgiin sayisi
ise; 3,00-5,20 adet olarak tespit edilmistir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi (5,20)
0,40 mg/1 kinetin igeren ortamda, en diisiik (3,00) ise 6n muamele sonrasi higbir hormon
icermeyen ortama alinmig eksplantlarda gozlenmistir (Cizelge 5.8.). Petri basina toplam
slirglin sayis1 ise 10,00-19,00 adet olarak elde edilmistir. En yiiksek petri basina toplam
stirgiin  sayist 0,40 mg/l kinetin igeren ortamda elde edilmistir. Kinetin
konsantrasyonundaki artisin eksplant basina siirgiin sayisinda artisa neden oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen tiim siirginler oksin (IBA ve NAA) igeren ortamlarda

koklendirildikten sonra adaptasyona alinmustir.

5.1.5. Yiiksek oranda kinetin 6n muamelelerinin etkisi

In vitro kosullarda ¢imlenen GSN-12 ¢esidine ait 7-8 giinliik bitkiciklerden elde edilen
kotiledon bogum eksplantlart 10 ve 20 mg/l Kinetin igeren, fitajel ile katilastirilmig MS
ortaminda; 4 kirmizi:1 mavi LED 1sik altinda 10 gilin kiiltiire alinarak 6n muamele
uygulanmistir. Bu siire sonunda ayni eksplantlar fitajel ile katilastirilmis MS, 2 MS veya

Y4 MS ortamlarinda; 4 kirmizi:1 mavi LED 1sik altinda kiiltiire birakilarak gozleme
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almmistir. Eksplantlarda iki hafta iginde siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Ancak kallus
olusumu kiiltiir siiresince hi¢ gézlenmemistir. Sekiz hafta sonra siirgiin rejenerasyon orant
ve eksplant basina siirgiin sayist sonuglar1 kaydedilmis, tiim eksplantlarda siirgiin
rejenerasyonu %100,00 oldugu i¢in sadece eksplant basma siirgiin sayisi i¢in varyans
analizi yapilmistir (Cizelge 5.9.).

Cizelge 5.9. GSN-12 c¢esidinde farkli dozlarda Kinetin 6n muamelesinin siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant Bagina Siirgiin Sayis1 (adet)
VK SD
KO F
On muamele- Ortam 5 1,08 2,82
Hata 12 0,38 -
Genel Toplam 17 - -

**p<0,01 diizeyinde dnemli

Cizelge 5.9. incelendiginde farkli oranlarda Kinetin i¢eren ortamlarda kotiledon bogum
eksplantlarinda eksplant basina siirglin sayisi i¢in p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu tespit
edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 5.10.’da verilmistir.

Cizelge 5.10. GSN-12 ¢esidine ait eksplantlarda yiiksek oranlarda Kinetin 6n muamelesi
ve MS ortami dozlarimin eksplant basina siirgiin sayisi lizerine etkisi

On Muamele Ortam Eksplant basina Petri basina toplam
Kinetin(mg/l) slirgiin sayis1 (adet) | siirgiin sayisi (adet)
1,MS 2,20°™ 7,00
14MS 3,00% 10,00
10,00 MS 3,25% 11,25
4MS 2,80% 7,00
1LMS 4,00? 14,00
20,00 MS 3,33% 10,00

**Ayni slitunda farkli harflerle gdsterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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Denemede 10-20 mg/l Kinetin 6n muamelesi sonrasi MS, 2MS, “MS ortamlarinda
kiiltiire alinan kotiledon eksplantlarda eksplant basina siirgiin sayist; 2,20-4,00 adet olarak
tespit edilmistir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi1 (4,00) 20 mg/l Kinetin 6n
muamelesi sonrasi 2aMS ortamina aktarilan eksplantlarda elde edilmistir. En diisiik (2,20)
ise 10 mg/l Kinetin 6n muamelesi sonrasi 4MS ortamina aktarilan eksplantlarda
gozlenmistir (Cizelge 5.10.). Petri bagina toplam siirgiin sayis1 7,00-14,00 adet olarak tespit
edilmistir. En yiiksek petri basmna toplam siirgiin sayist (14,00) 20 mg/l kinetin 6n
muamelesi sonrast 2 MS ortami igeren petrilerde gozlenmistir. Cizelge 5.10.
incelendiginde 20 mg/1 kinetin 6n muamelesinde, 10 mg/1 kinetine gore daha fazla eksplant
basina siirgiin sayis1 tespit edilmistir. On muamele sonrasi kiiltiirii bakildiginda en diisiik
slirgilin sayis1 ¥4 MS ortamda kaydedilmistir. Meydana gelen tiim siirgiinler oksin (IBA ve

NAA) iceren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona alinmistir.

5.1.6. Yiiksek oranda kinetin 6n muamelesi ve LED 15181n etkisi

GSN-12 pamuk ¢esidine ait in vitro kosullarda ¢imlenen 7-8 giinliik bitkiciklerden elde
edilmis kotiledon bogum eksplantlari 5, 10 ve 20 mg/l Kinetin igeren fitajel ile
katilagtirilmis MS ortaminda 6n muamele icin 4 kirmizi:1 mavi LED 1sik
kombinasyonunda 10 giin birakilmistir. Daha sonra fitajel ile katilagtirilmis 4 farkl
ortamda (MS, 2MS, “MS ve 0,05 mg/l Kinetin igeren MS) kiiltiire alinmigtir. Ayrica,
deneme 4 kirmizi:1 mavi, 3 kirmizi:1 mavi ve 2 kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonunlarinda
birakilarak, gozleme tabi tutulmustur. 2-3 hafta icinde tiim eksplantlarda siirgiin
rejenerasyonu gozlenirken; higbir eksplantta kiiltiir siiresi boyunca kallus olusumu
gbézlenmemistir. Sekiz hafta sonra (Sekil 5.4.) siirgiin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant
basina siirgiin sayist sonuglart incelenmis olup, tiim eksplantlarda siirgiin rejenerasyonu
kaydedilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayisinda 6n muamele uygulamasi, farkli ortam

tipleri ve 151k kombinasyonlari i¢in varyans analizi yapilmistir (Cizelge 5.11.)
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Sekil 5.4. GSN-12 ¢esidine ait kotiledon bogum eksplantlarda farkli dozlarda kinetin 6n
muamelesi, farkli ortam dozlar1 ve farkli 151k kombinasyonlarinda 8 hafta sonra siirgiin
rejenerasyonu (a) 5 mg/l kinetin 6n muamelesi sonrast MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4
kirmizi:1 mavi 1g1k altinda birakilmig eksplant (b)10 mg/1 kinetin 6n muamelesi sonras1t MS
ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 1s1k altinda birakilmis eksplant (c) 5 mg/l
kinetin 6n muamelesi sonrast MS ortaminda kiiltiire alinmis, 3 kirmizi:1 mavi 1s1k altinda
birakilmis eksplant (d,e) 5 mg/l kinetin 6n muamelesi sonrast 2MS ortaminda kiiltiire
alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 151k altinda birakilmis eksplant (f) 10 mg/1 kinetin 6n muamelesi
sonras1 2MS ortaminda kiiltiire alinmis, 3 kirmizi:1 mavi 11k altinda birakilmig eksplant
(g) 20 mg/l kinetin 6n muamelesi sonrast 2MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1
mavi 151k altinda birakilmis eksplant (h) 10 mg/l kinetin 6n muamelesi sonras1 4MS
ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 151k altinda birakilmis eksplant
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Cizelge 5.11. GSN-12 c¢esidine ait eksplantlarda farkli kinetin 6n muamelesi ve farkl 151k
kombinasyonlarinin eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi

VK SD Eksplant bagina siirgiin sayisi (adet)
KO F
On muamele 2 19,17 95,30**
Ortam 3 0,61 3,057
Isik 2 25,52 126,91
On muamele-Ortam 6 2,27 11,29
On muamele-Isik 4 1,05 5,21**
Ortam-Isik 6 0,89 442"
On muamele-Ortam-Isik 12 1,71 8,50
Hata 72 0,20 -
Genel Toplam 107 - -

**p<0,01 diizeyinde dnemli

Cizelge 5.11. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum
eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi i¢in p<0,01 diizeyinde dnemli oldugu tespit
edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuglari Cizelge 5.12.”de verilmistir.
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Cizelge 5.12. GSN-12 ¢esidine ait eksplantlarda farkli dozlarda Kinetin 6n muamelesi, MS ortami1 dozlar1 ve 151k kombinasyonlarinin eksplant
basina siirgiin sayis1 iizerine etkisine ait varyans analizi

On muamele-Kinetin (mg/l)

5 10 20
Isik
Ortam Ortam Ortam
MS+ MS+ MS+
MS “MS | YaMS | 0,05 mg/i MS 2MS Y%aMS | 0,05 mg/l MS XMS “aMS | 0,05 mgl/l
Kinetin Kinetin Kinetin
4 Kirmizi:
1 MaVi Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk
LED igiklart | 5,75% | 6,75 | 7,75% 5,75° 6,50°" | 6,50°" | 5,75 7,50° 4,757 | 5,00 | 4,00° 5,50°
3 Kirmizt:
1 Mavi
LED isiklart | 4,757 | 5,00° | 4,25° | 3,75 | 450° | 575" | 5,25° 475° | 433 | 350° | 4,25° 3,50°
2 Kirmizz:
1 Mavi
LED siklart | 5,257 | 5,00° | 4,25b 4,20 4,75 | 500° | 4,00° 6,75° 4,00° | 425" | 4,00° 3,00°

**Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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Denemede eksplantlar 5,10 ve 20 mg/1 Kinetin 6n muamelesi sonrast MS, ¥2MS, “4MS ve
0,05 mg/l Kinetin iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sonrasinda {i¢ farkli 151k
kombinasyonundada (4 kirmizi:1 mavi, 3 kirmizi:1 mavi, 2 kirmizi:1 mavi) birakilan
kotiledon bogum eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi; 3,00-7,75 adet olarak tespit
edilmistir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi (7,75) 5 mg/l Kinetin 6n muamelesi
sonrasit “4aMS ortamina aktarilan ve 4 kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonuna birakilan
eksplantlarda gézlenmistir. En diisiik (3,00) ise 20 mg/l Kinetin 6n muamelesi sonrasi 0,05
mg/l Kinetin igeren MS ortamina aktarilan ve 2 kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonuna
birakilan eksplantlarda gozlenmistir (Cizelge 5.12.). Genel olarak, 20 mg/1 kinetin ile 6n
muamele gormiis eksplantlardan diger 6n muameleye gore daha az miktarda eksplant
basina siirgiin sayist kaydedilmistir. Isiklar1 kiyaslandiginda tim MS ortamlar1 ve 6n
muamele sonucunda 4:1 kirmizi:mavi LED igiklar1 diger kombinasyona gore daha iyi
oldugu tespit edilmistir. Cizelge incelendiginde 10 mg/1 kinetin 6n muamelesinin eksplant
basina siirgiin sayisinda artisa neden oldugu tespit edilirken; en iyi sonuglarin 4 kirmizi:1
mavi 151k kombinasyonunda elde edildigi goriilmiistiir. Meydana gelen tiim siirgiinler oksin

(IBA ve NAA) igeren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona alinmistir.

5.2.  STN-468 Cesidinde In Vitro Siirgiin Rejenerasyonu

5.2.1. TDZ ve farkh LED 151k uygulamasinin etkisi

STN-468 pamuk ¢esidine ait in vitro kosullarda ¢imlenen 7-8 giinliik bitkiciklerden elde
edilmis kotiledon bogum eksplantlar1 0,05-0,40 mg/l TDZ igeren ve fitajel ile
katilagtiritlmis MS ortamina aktarilmis olup 4 kirmizi:1 mavi ve 3 kirmizi:1 mavi 11k
kombinasyonlarinda gézleme tabi tutulmustur. 2-3 hafta i¢inde tiim eksplantlarda kallus ve
slirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Sekiz hafta sonra (Sekil 5.5.) kallus olusum orani,
sirgiin rejenerasyon orant ve eksplant basma siirgiin sayisi sonuglar1 kaydedilmistir.
Siirgiin rejenerasyon yiizdesi tiim eksplantlar i¢in %100,00 oldugu i¢in varyans analizine
tabi tutulmamustir. Farkli TDZ konsantrasyonlar1 ve 151k kombinasyonlarinin kallus olusum
yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisinda etkisi i¢in varyans analizi yapilmistir (Cizelge

5.13.).
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Sekil 5.5. Farkli TDZ konsantrasyonlart ve LED 151k kombinasyonlarinin STN-468
cesidinin kotiledon bogum eksplantinda siirgiin rejenerasyonu

Cizelge 5.13. Farkli TDZ konsantrasyonlar1 ve 151k kombinasyonlarinda STN-468
¢esidinde siirgiin rejenerasyonu ait varyans analizi

Eksplant Basina Siirgiin
0
Kallus olusumu (%) Sayisi (adet)
VK SD
KO F KO F
TDZ-Isik 9 541,67 171,96 0,71 9,86
Hata 20 3,15 - 0,07 -
Genel
Toplam 29 - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 5.13. incelendiginde farkli oranlarda TDZ iceren ortamlarda ve LED isiklarinda
kotiledon bogum eksplantlarinda kallus olusum orani ve eksplant bagina siirgiin sayisi
p<0,01 diizeyinde Onemli oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini

belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 5.14.’de verilmistir.
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Cizelge 5.14. Farkli TDZ konsantrasyonlar1 ve LED Isik kombinasyonlarinin STN-468
¢esidinde siirgiin rejenerasyonu tizerine etkisi

Eksplant basina .
sk TDZ Kallus siirgiin say1s1 Pfatrlubaslna toplam
(mg/l) olusumu (%) (adet) slirgiin sayisi (adet)
0,05 37,557 2,485 7,50
0,10 0,00° 2,50° 7,00
4 kirmizi: 1mavi b a
LED ssiklart 0,20 25,00 2,50 7.33
0,30 0,00° 1,67 5,00
0,40 0,00° 1,33¢ 4,00
0,05 0,00° 1,50 5,00
0,10 0,00° 1,50 5,00
3 kirmizi: 1mavi 0,20 0,00° 1,67 5,33
LED 1siklar
0,30 12,50° 2,00° 6,00
0,40 0,00° 1,33¢ 4,50

**Ayni slitunda farkli harflerle gdsterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede kullanilan 0,05-0,40 mg/l TDZ iceren MS ortamlarinda kotiledon bogum
eksplantlarda kallus olusum oran1 %0,00-37,50 olarak kaydedilmistir (Cizelge 5.14.). 4
kirmizi:1 mavi 11k altinda tutulan eksplantlarda en yiiksek kallus olusum orani (%37,50)
0,05 mg/l TDZ igeren ortamda gozlenirken; 0,10 mg/l, 0,30 mg/l ve 0,40 mg/l kinetin
iceren ortamlarda kallus olusumu gozlenmemistir. Buna ragmen 3 kirmizi:1 mavi 151k
altinda birakilan eksplantlarda ise sadece 0,30 mg/l TDZ igeren ortamlarda %12,50 kallus
olusum orani gozlenirken; diger tiim ortamlarda kallus olusumu gézlenmemistir. Eksplant
basina siirgiin sayisi ise; 1,33-2,50 adet olarak tespit edilmistir. En yiiksek eksplant basina
stirgiin sayis1 (2,00) 0,10 mg/l ve 0,20 mg/l TDZ igeren ortamda, 4 kirmizi:1 mavi 1s1k
altinda birakilan eksplantlarda kaydedilmistir. En diisiik eksplant basina siirgiin sayisi
(1,33) ise her iki 151k kombinasyonunda da birakilan eksplantlarda 0,40 mg/l TDZ igeren
ortamda goézlenmistir (Cizelge 5.14.). Petri basina toplam siirgiin sayis1 4,00-7,50 adet
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olarak tespit edilmistir. En yiiksek petri bagina toplam siirgiin sayisi; 4 kirmizi:1 mavi 151k
kombinasyonunda ve 0,05 mg/l TDZ igeren petrilerde elde edilmistir. 3 kirmizi:1 mavi 151k
icin ise 0,30 mg/l TDZ igeren ortamda en yiiksek petri basina toplam siirglin sayis1 elde
edilmistir. TDZ konsantrasyonundaki artisin kallus olusum orani, siirgiin rejenerasyon
orani, eksplant basina siirgiin sayisi ve petri basina toplam siirgiin sayisi lizerinde herhangi
bir degisime sebep olduguna rastlanmazken; sadece ortamlarda 0,40 mg/l TDZ varliginin
bitkiler i¢in zararli bir etki olusturabilecegi gozlenmistir. Ayrica 4 kirmizi:1 mavi 151k
kombinasyonunda kullanilan tiim TDZ oranlarinda; 3 kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonuna
gore daha fazla eksplant basina siirgiin sayisi kaydedilmistir. Meydana gelen tiim
stirglinler oksin (IBA ve NAA) igeren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona

alinmustir.

5.2.2. STN-468 cesidinde farkh TDZ-IBA ve beyaz LED 151k uygulamasinin etkisi

Bu denemede STN-468 c¢esidine ait 13-15 giinliik kotiledon bogum eksplantlari
kullanilmistir. Eksplantlar fitajel ile katilagtirilmis; 0,05-0,40 mg/l TDZ ile 0,10 mg/l IBA
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Rejenerasyon elde etmek icin iklim odasinda
beyaz LED (Light Emitting Diode) 151k altina yerlestirilen eksplantlar gozleme alinmistir.
Ikinci hafta igerisinde siirgiin ve kallus olusumlar1 baslayan eksplantlarda dokuz hafta
sonra elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 5.15°de

verilmistir.

Cizelge 5.15. STN-468 cesidinde farkli TDZ-IBA konsantrasyonlar1 ve beyaz LED 1s18in
slirglin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Stirgiin Eksplant Bagina

0,
Kallus olusumu (%) Rejenerasyonu (%) | Siirgiin Sayisi (adet)

VK SD
KO F KO F KO F

TDZ-IBA 4 242991 | 19,197 | 843,75 | 32,14 2.63 10,42°

Hata 10 126,64 - 26,25 - 0,25 -
Genel
Toplam 14 - - - - - -

**p<(,01 diizeyinde dnemli
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Cizelge 5.15. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum
eksplantlarinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyon yiizdesi ile eksplant basina siirgiin
sayist i¢in p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 5.16.’da verilmistir.

Cizelge 5.16. STN-468 cesidinde farkli TDZ-IBA konsantrasyonlar1 ve beyaz LED 1s181n
slirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

TDZ IBA Kallus Siirgiin Eksplant Petri basina
(ma/l) (ma/l) olusumu | Rejenerasyonu | basina siirgiin | toplam siirgiin
g g (%) (%) sayisi (adet) sayisi (adet)
0,05 0,10 37,70 25,00 2,00 6,00
0,10 0,10 12,50° 25,00° 1,50° 4,33
0,20 0,10 75,00 37,50° 1,50° 6,00
0,30 0,10 62,50 0,00° 0,00 0,00
0,40 0,10 12,50° 0,00° 0,00 0,00

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede kullanilan 0,05-0,40 mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA igeren MS ortamlarda
kotiledon eksplantlarda kallus olusum oram1 %12,50-75,00 olarak kaydedilmistir. Kallus
olusum orani en yiksek (%75,00) 0,20 mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren ortamda
gozlenmistir. En disiik kallus olusum orani (%12,50) ise iki farkli ortamda (0,10 mg/l
TDZ+0,10 mg/l IBA igeren, 0,40 mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren) gozlenmistir. Siirgiin
rejenerasyon orani ise %0,00-37,50 olarak kaydedilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon
oran1 (%37,50) 0,20 mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren ortamda goézlenirken; iki farkli
ortamda (0,30 mg/l TDZ+0,10 mg/1 IBA ve 0,40 mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA igeren) siirgiin
rejenerasyonu tespit edilmemistir. Eksplant basina siirgiin sayist 0,00-2,00 adet olarak
gozlenirken; en yiiksek eksplant bagina siirgiin sayist (2,00) 0,05 mg/l TDZ+0,10 mg/l IBA
igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 5.16.). Petri basina toplam siirgiin sayist 0,00-6,00
adet olarak tespit edilmistir. En yiiksek sonug (6,00 adet) 0,05 mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA
iceren ortamda elde edilmistir. TDZ konsantrasyonundaki artis ve IBA ilavesi ile kallus

olusum orani ve siirglin rejenerasyon orani arasinda bir iliski gozlenmezken; eksplant
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basina siirgiin sayisinda ise azalma tespit edilmistir. Meydana gelen tiim siirgiinler oksin

(IBA ve NAA) igceren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona alinmistir.

5.2.3. STN-468 cesidinde yiiksek oranda kinetin 6n muamelelerinin etkisi

In vitro kosullarda ¢imlenen STN-468 ¢esidine ait 7-8 giinliik bitkiciklerden elde edilen
kotiledon bogum eksplantlar1 10 ve 20 mg/l Kinetin iceren, fitajel ile katilagtirilmig MS
ortaminda; 4 kirmizi:1 mavi LED 1sik altinda 10 giin kiiltiire alinarak 6n muamele
uygulanmistir. Bu siire sonunda ayni eksplantlar fitajel ile katilastirilmis MS, /2MS, 4MS
ortamlarinda; 4 kirmizi:1 mavi LED 1s1k altinda kiiltiire birakilarak gozleme alinmistir.
Eksplantlarda iki hafta i¢inde siirgiin rejenerasyonu goézlenmistir. Ancak kallus olusumu
kiiltiir siiresince hi¢ gozlenmemistir. Sekiz hafta sonra siirglin rejenerasyon orani ve
eksplant bagma siirgiin sayist sonuglart kaydedilmistir. Tiim eksplantlarda siirgiin
rejenerasyonu gozlendigi i¢in varyans analizi yapilmazken, eksplant basina siirgiin sayisi

icin varyans analizi yapilmistir (Cizelge 5.17.).

Cizelge 5.17. STN-468 c¢esidinde farkli Kinetin konsantrasyonlarinin siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant Basina Siirgiin Sayisi1 (adet)
VK SD
KO F
On muamele- Ortam 5 3,67 19,36
Hata 12 0,19 -
Genel Toplam 17 - -

**p<0,01 diizeyinde dnemli

Cizelge 5.17. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum
eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi i¢in p<0,01 diizeyinde énemli oldugu tespit
edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 5.18.’de verilmistir.
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Cizelge 5.18. STN-468 cesidine ait eksplantlarda yiiksek oranlarda Kinetin 6n muamelesi
ve MS ortami dozlarmin eksplant bagina siirgiin sayisi iizerine etkisi

On Muamele Ortam Eksplant bagina Petri basina toplam
Kinetin(mg/l) slirgiin sayis1 (adet) | siirgiin sayisi (adet)
sMS 3,33%™ 10,00
1,MS 5,66% 17,00
10,00 MS 3,66 11,00
uMS 2,66° 8,00
15MS 4,33 13,00
20,00 MS 5,00ab 15,33

** Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede 10-20 mg/l Kinetin 6n muamelesi sonrast MS, 2MS, “4MS ortamlarinda
kiiltiire alinan kotiledon eksplantlarda eksplant basina siirgiin sayisi; 2,66-5,66 adet olarak
tespit edilmistir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayist (5,66) 10 mg/l Kinetin 6n
muamelesi sonras1 /AMS ortamina aktarilan eksplantlarda, en disiik (2,66) ise 20 mg/I
Kinetin 6n muamelesi sonras1 4MS ortamina aktarilan eksplantlarda gézlenmistir (Cizelge
5.18.). Petri basina toplam siirgiin sayis1 8,00-17,00 adet olarak tespit edilmistir. En yiiksek
petri basina toplam siirgiin sayisi 10 mg/l kinetin 6n muamelesi sonras1 2MS ortaminda
elde edilmistir. Cizelge incelendiginde; en iyi sonuglarin 2MS ortamlarinda elde edildigi
goriilmiistir. Meydana gelen tiim siirglinler oksin (IBA ve NAA) igeren ortamlarda

koklendirildikten sonra adaptasyona alinmustir.

5.2.4. STN-468 cesidinde yiiksek oranda kinetin 6n muamelesi ve LED 15181n etkisi

STN-468 pamuk ¢esidine ait in vitro kosullarda ¢imlenen 7-8 giinliik bitkiciklerden elde
edilmis kotiledon bogum eksplantlar1 5, 10 ve 20 mg/l Kinetin igeren, fitajel ile
katilastirilmis MS ortamlarda 6n muamele uygulanmistir. Tiim eksplantlar 4 kirmizi:1
mavi 151k kombinasyonunda 10 giin i¢in birakilmistir. Daha sonra fitajel ile katilagtirilmis 4
farkli ortamda (MS, 2MS, “MS ve 0,05 mg/l kinetin igeren MS) kiiltiire alinmis ve farkli

151k kombinasyonlarinda (4 kirmizi:1 mavi,3 kirmizi:l mavi ve 2 kirmizi:1 mavi)
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birakilarak, gozleme tabi tutulmustur. 2-3 hafta icinde tiim eksplantlarda siirglin
rejenerasyonu gozlenirken; hicbir eksplantta sekiz hafta boyunca kallus olusumu
gozlenmemistir. Sekiz hafta sonra (Sekil 5.6.) siirgiin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant
basina siirgiin sayist sonuglar1 incelenmistir. Siirgiin rejenerasyon yiizdesi %100,00 oldugu
icin varyans analizine tutulmazken; eksplant basina siirglin sayisi i¢in varyans analizi

yapilmustir (Cizelge 5.19.).

44



Sekil 5.6.. STN-468 cesidine ait kotiledon bogum eksplantlarda farkli dozlarda kinetin 6n
muamelesi, farkli ortam dozlar1 ve farkli 151k kombinasyonlarinda 8 hafta sonra elde edilen
stirgiinler (a) 10 mg/l kinetin 6n muamelesi sonras1t MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4
kirmizi:1 mavi 11k altinda birakilmis eksplant (b)10 mg/l kinetin 6n muamelesi sonrasi
aMS ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 1s1k altinda birakilmis eksplant (c) 10
mg/l kinetin 6n muamelesi sonrast MS ortaminda kiiltiire alinmis, 2 kirmizi:1 mavi 151k
altinda birakilmis eksplant (d) 20 mg/l kinetin 6n muamelesi sonras1 2MS ortaminda
kiltire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 11k altinda birakilmis eksplant (e) 20 mg/l kinetin 6n
muamelesi sonras1 /2MS ortaminda kiiltlire alinmis, 3 kirmizi:1 mavi 151k altinda birakilmig
eksplant (f) 20 mg/l kinetin 6n muamelesi sonrast 2MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4
kirmizi:1 mavi 151k altinda birakilmig eksplant (g) 5 mg/l kinetin 6n muamelesi sonrasi
“aMS ortaminda kiiltiire alinmig, 4 kirmizi:1 mavi 1s1k altinda birakilmis eksplant (h) 5
mg/l kinetin 6n muamelesi sonrasi /2MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 151k
altinda birakilmig eksplant (i) 10 mg/l kinetin 6n muamelesi sonrasit 0,05 mg/l kinetin
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 151k altinda birakilmig eksplant (j)
10 mg/l kinetin 6n muamelesi sonras1 /2MS ortaminda kiiltiire alinmis, 2 kirmizi:1 mavi
151k altinda birakilmis eksplant (k) 10 mg/1 kinetin 6n muamelesi sonras1 0,05 mg/1 kinetin
igceren MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 11k altinda birakilmis eksplant (1)
10 mg/1 kinetin 6n muamelesi sonrast MS ortaminda kiiltiire alinmis, 4 kirmizi:1 mavi 11k
altinda birakilmis eksplant
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Cizelge 5.19. STN-468 c¢esidinde

Farkli

6n muamele, MS ortamu ve

kombinasyonlarinin siirgilin rejenerasyonuna ait varyans analizi

151k

VK SD Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet)
KO F
On muamele 2 2,50 528"
Ortam 3 8,24 17,39”
Isik 2 10,32 21,80
On muamele-Ortam 6 4,21 8,90
On muamele-Isik 4 0,81 1,71*
Ortam-Isik 6 1,28 2,717
On muamele-Ortam-Isik 12 2,79 5,90
Hata 72 0,47 -
Genel Toplam 107 - -

**p<0,01 diizeyinde dnemli
*p<0,05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 5.19. incelendiginde farkli oranlarda TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum

eksplantlarinda eksplant basma siirgiin sayis1 icin 6n muamele-151k varyasyon kaynagi

p<0,05 diizeyinde 6nemli iken; diger tiim kaynaklarin p<0,01 diizeyinde 6énemli oldugu

tespit edilmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuglar1 Cizelge 5.20°de verilmistir.
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Cizelge 5.20. STN-468 cesidine ait eksplantlarda farkli dozlarda Kinetin 6n muamelesi ve MS ortami dozlar1 ve 1s1tk kombinasyonlarinin
eksplant basina siirgiin sayisi iizerine etkisine ait varyans analizi

On muamele-Kinetin (mg/1)

5 10 20
Isik
Ortam Ortam Ortam
MS+ MS+ MS+
MS XMS “%aMS | 0,05 mg/I MS 2MS “aMS | 0,05 mg/l MS “MS | %MS | 0,05 mg/l
Kinetin Kinetin Kinetin
4 Kirmizi:
1 MaVi *xk Kk *k *k Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk
LED igiklar1 | 5,007 | 2,75° 5,00% 3,75° 2,50 | 5507 | 4,75° 2,75 3,50"" | 450" | 5,67° 5,50°
3 Kirmizi:
1 Mavi
LED isiklar1 | 4,25 5,00° 4,50° 3,50° 2,25° | 425" | 4,75° 6,00° 3,00° | 4,00 | 4,75 5,33°
2 Kirmizi:
1 Mavi N
LED 1siklar1 | 3,00° 2,75° 4,00° 3,00° 3,000 | 2,50° | 4,00° 3,00° 2,50 | 4,25° | 3,25° 5,00

**Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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Denemede 5,10 ve 20 mg/l Kinetin 6n muamelesi sonrast MS, 2MS, “MS ve 0,05 mg/I
Kinetin iceren MS ortamlarinda ve {i¢ farkli 151k kombinasyonunda (4 kirmizi:1 mavi, 3
kirmizi:1 mavi, 2 kirmizi:1 mavi) birakilan kotiledon bogum eksplantlarinda eksplant
basina siirgiin sayist; 2,25-6,00 adet olarak tespit edilmistir. En yiiksek eksplant basina
stirgiin sayist (6,00) 10 mg/l Kinetin 6n muamelesi sonrast 0,05 mg/l Kinetin igeren MS
ortamina aktarilan ve 3 kirmizi:1 mavi 11k kombinasyonuna birakilan eksplantlarda elde
edilmistir. En diisiik eksplant basina siirgiin sayisi (2,25) ise 10 mg/1 Kinetin 6n muamelesi
sonrast MS ortamina aktarilan ve 3 kirmizi:l mavi 1s1k kombinasyonuna birakilan
eksplantlarda gozlenmistir (Cizelge 5.20.). Cizelge incelendiginde en iyi sonuglarin 4
kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonunda elde edildigi goriilmiistir. Meydana gelen tim
stirglinler oksin (IBA ve NAA) igeren ortamlarda koklendirildikten sonra adaptasyona

alinmustir.

5.3.  Invitro Koklendirme

5.3.1. Farkli IBA oranlarimin kok olusumuna etKisi

Siirglin rejenerasyonu denemelerinden elde edilen pamuk siirgiinleri koklendirme igin
farkli dozlarda IBA (0,25, 0,50 ve 1,00 mg/l) iceren ortamlara alinmistir. Ancak 3-5

haftalik kiiltiir siireleri sonunda koklenme saglanamamuistir.

5.3.2. Farkh NAA Konsatrasyonlarinin Kok Olusumuna Etkisi

Siirglin  rejenerasyonu denemelerinden elde edilen Gossypium hirsutum stirgiinleri
koklendirme i¢in farkli dozlarda NAA (0,25, 0,50 ve 1,00 mg/l) igceren ortamlara
almmistir. Ikinci hafta icerisinde kok olusumlar1 gdzlenmis, 4 hafta sonunda ise ancak
%20,00 koklenme saglanmistir (Sekil 5.7.). Kok bolgesinde yogun kararma olmasi
sebebiyle koklenmenin dnlendigi diisiiniilmiis eksplantlar ayn1 ortam igerisinde 2 haftalik

periyotlarla alt kiiltiirlenmeye devam edilmistir.
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Sekil 5.7. Farkli NAA ortamlarinda kok olusumu saglanmig bitkiler

5.3.3. NAA VE Aktif Karbon Kullaniminin K6k Olusumuna EtKisi

Kararma nedeniyle koklendirilemeyen pamuk siirgiinleri koklendirme i¢in 1 g/l aktif
karbon ve 0,50 mg/l NAA igeren ortamlara alinmigtir (Sekil 5.7.). 4 hafta sonra, %50,00

oranda koklendirme gbzlenirken, 8 hafta sonra bu orani %60,00 olarak kaydedilmistir.

5.4.  In vitro Kosullarda Elde Edilen Siirgiinlerin Di1s Sartlara Adaptasyonu

In vitro koklendirilmis bitkilerin adaptasyonu igin bitkiler secilerek oncelikle plastik
kaplara aktarilip iizeri posetle kapatilarak beyaz floresan 1s1k altinda birakilmustir. iki hafta
sonra, posetler cikarilip iklim odasinda ve oda kosullarinda (Sekil 5.8) biiylime igin
birakilmigtir. Dort hafta sonra,  gelisen bitkiler ise biiyiik saksilara (Sekil 5.9.)
aktarilmigtir. 12 hafta sonra, bitkilerde meyve olusumu goriilmeye baslamistir (Sekil

5.10.).
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Sekil 5.8. Koklendirmesi saglanan bitkilerde adaptasyon calismalari (a) adaptasyon
asamasinda 3-5 giinliik bitki (b,c) 10-12 giinliik bitkiler (posetten ¢ikarilmis) (d) 2-3
haftalik bitkiler

Sekil 5.9. Adaptasyon asamasinda saksilara aktarilmis bitkiler
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Sekil 5.10. Saksilara aktarilan bitkilerde tarak olusumu (kirmizi daire igerisinde)
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. Tartisma

Pamuk farkli kullanim alanlar1 sebebiyle tarim ve ekonomi agisindan oldukg¢a 6nemli bir
bitkidir. Bu nedenle Diinya’da ¢ok biiyiik bir yetistirilme alanina sahiptir. Ancak pamuk
tariminda; hastaliklar, zararlilar, pestisitler ve kuraklik gibi pek ¢ok sonucla
karsilagilmaktadir. Doku kiiltiirii yontemiyle in vitro kosullarda iiretilen bitkilerde ileri

bitki biyoteknolojisi kullanilarak bu sorunlarin ¢éziimlenmesi amaglanmaktadir.

6.1.1. Invitro sterilizasyon

Tiirkiye’de yetisitirilen GSN-12 ve STN-468 Pamuk c¢esitlerinin in vitro sterilizasyon igin
once %1,00 H,O; ile ve daha sonra %0,2’lik SDS+ 9%0,2’lik HgCl, karisim1 kullanilarak
basariyla sterilizasyon saglanmistir. Sterilizasyondan sonra 4-5 giin i¢inde ¢imlenme
baglamis olup, 7-8 giin i¢inde %100,00 ¢imlenme kaydedilmistir. Kumar ve ark. (1998);
pamuk tohumlarini oncelikle %70’lik etanol igerisinde 2 dk siireyle bekletmis, ardindan
%4°liik NaClO ve %0,1°lik HgCl, uygulamasi ile sterilizasyonu saglamistir [29]. Hemphill
ve ark. (1998); ise pamuk tohumlarmi once Tween 20 (2 damla/100 ml) igerisinde
bekletmis, ardindan yine Tween 20 (2 damla/100 ml) iceren %70’lik etanol kullanarak

sterilizasyonu tamamlamistir [40].

6.1.2. TDZ etkisi

In vitro kosullarda mikrogogaltim ¢alismalarinda 3 farkli hormon (TDZ, Kinetin ve IBA)
kullanilmistir. Denemelerde her iki ¢esit i¢in TDZ tek basina veya 0.10 mg/l IBA ile
birlikte kullanilmistir. Her iki ¢esit i¢in en yiiksek siirgiin rejenerasyonu ve eksplant basina
stirgiin sayis1 0,30 mg/l TDZ igeren ortamlarda elde edilmistir. Ouma ve ark. (2004); Delta
pine 50 (DP50) ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda 0.175 mg/l ve Stoneville 474 (STV474)
cesidinin hipokotil eksplantlarinda ise 0,08 mg/l TDZ igeren ortamlarda siirgiin
rejenerasyonu saglamistir [40]. Yang ve ark. (2010) ise Gossypium bickii Prokhanov

bitkisiyle yiiriittiikleri ¢calismada kotiledon nodlarinda 0,10 mg/l TDZ igeren ortamlarda en
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fazla siirgiin rejenerasyonunu saglamistir [48]. Ancak Divya ve ark. (2008); pamuk bitkisi
hipokotil eksplantlarinda, 2 mg/l TDZ igeren ortamlari, %76 siirgilin rejenerasyonu ve 10,6
adet eksplant basina siirgiin sayisi ile siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun ortam olarak

tespit etmistir [42].

Her iki ¢esitte de farkli TDZ oranlart kullandiginda kallus olusumu gozlenmistir. TDZ
konsantrasyonuyla kallus olusumu arasinda belirgin bir iliski gozlenmezken; 0,30 mg/l
TDZ igeren ortamlarda kallus olusum oranlar1 %75 olarak tespit edilmistir. Buna karsin,
Kumari ve Meenakshi (2012); Coker 310, MCU 12 ve KC3 ¢esitlerinde 3 farklt TDZ
konsantrasyonunda (0.1, 0.5, 1.0 mg/l) kallus rejenerasyonu saglayamamistir [36]. Ayrica
TDZ igeren ortamlara, 0,10 mg/l IBA ilave edilmesinin siirgiin rejenerasyonunu arttirdigi

tespit edilmistir.

6.1.3. Kinetin

Calismamizda en yliksek siirgiin rejenerasyonu Kinetin iceren ortamlarda saglanmistir.
GSN-12 ¢esidine ait eksplantlarin 0,40 mg/l Kinetin igeren ortamlarinda en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu (%100,00) ve eksplant basina siirgiin sayist (5,20) saglanmistir. Benzer
sekilde, Pushpa ve Raveendran (2010); Coker310, MCU-5, SVPR-2 ¢esitlerinde siirgiin
ucu eksplantlarinda 0,1 mg/l kinetin iceren ortamlarda en 1yi siirglin gelisimi elde ettigini
belirtmistir [45]. Chowdhury ve ark. (2011); Gossypium herbaceum L. bitkisi kotiledon
eksplantlarinda 1 mg/l Kinetin iceren ortamlarda en yiiksek kallus basina siirgilin sayisini
(3,02) elde etmistir [49]. Pathi ve Tuteja (2013); Gossypium hirsutum L. cv Narashima
bitkisinde embriyo ucu eksplantlarinda 2 mg/l BAP ve 2 mg/l kinetin igeren ortamlarda

coklu siirgiin rejenerasyonu saglandigini belirtmistir [53].

6.1.4. Kinetin On muamelesi

In vitro ¢ogaltim igin ilk asamada yiiksek oranda sitokinin kullanilarak olusturulan 6n
muamele uygulamasi bir¢ok bitkide rapor edilmistir [59, 60]. On muamele, hem hizli hem
de ¢oklu siirgiin olusumu saglar [59]. GSN-12 ¢esidine ait eksplantlarda 10 mg/l Kinetin

o6n muamelesinin eksplant basina siirglin sayisinda artisa neden oldugu tespit edilmistir.
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Kinetin 6n muamelesinin domates bitkisinde gen aktarim frekansini arttirdigi tespit
edilmistir [61]. Phip ve ark. (2009) ise; A. acutiloba Kitagwa bitkisinde 100 ve 200 ppm

kinetin 6n muamelesinin ¢imlenmeyi arttirdigini belirtmistir [62].

6.1.5. On muamele sonrasi ortam

On muamele gormiis eksplantlar ise daha sonra ve farkli MS (MSO, 4MS, “MS) besin
ortamimna kiiltiire alinmigtir.  En yiiksek eksplant basina silirgiin sayisinin  2MS
ortamlarinda elde edildigi goriilmiistiir. Bu noktada mineral miktarindaki azalmanin
eksplant basina siirglin sayisinda artisa neden oldugu ancak 4MS ortamindaki mineral
diizeyinin ise yetersiz kaldigi diislinilmistiir. Ayrica calismamizda MS ortam fitajel
kullanilarak katilastirilmistir. Zimmerman (1987); 6 farkli besin ortammi 2 farkl
katilastirict ajan kullanarak katilastirmis; gelrite ile katilastirillmis ortamlarda kallus
olusumunun agarla katilagtirilanlara gore daha yiiksek oldugunu tespit etmistir [63].
Agrawal ve ark. (1997); Gossypium hirsutum L. bitkisi Anjali-LRK 516 c¢esidinde
kotiledon nod eksplantlarinda ¢oklu siirgiinlerin uzamasi i¢in sivi ortamlarin yani sira agar
ile katilastirilmis MS besin ortami kullanmis, koklendirme igin ise yar1 kati ortam

denemelerinde bulunuldugunu belirtmistir [37].

6.1.6. LED 151k kaynagi

Calismamizda siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun 151k kombinasyonu 4 kirmizi:1 mavi
151k olarak tespit edilmistir. Li ve ark. (2010); pamuk bitkisinde LED isiklarin bitki
biiyiimesi ve morfojenezi lizerine etkisini incelemistir. Eksplantlar 45 giin boyunca 50
pumol m? s fotosentetik foton akisina sahip 6 farklt 151k (fluorasan lamba (F),
monokromatik mavi LED (B), 3 mavi:1 kirmizi LED karisimi (B:R = 3:1, 1:1, 1:3) ve
monokromatik kirmizt LED (R)) altinda 12 saat fotoperiyoda birakilmistir. Yas agirlik,
kuru agirlik, koék uzunlugu ve ikinci nodlar arast uzunlugu 3 mavi:l kirmizi 11k
karisiminda en iyi sonucu verirken; florasan lamba altinda en diisiik sonuglar1 verdigi
belirtilmistir. Klorofil miktari, yaprak kalinligi, palizat doku kalinligi, yaprak ve stoma

capinin monokromatik mavi LED altinda; kok gelisimi, seker, nisasta ve ¢oziinmiis seker

igerigi bakimindan ise kirmizi LED 1siklarin en yiiksek sonuglart verdigi gozlenmistir.
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Ancak calisma sonucunda 4 kirmizi:1 mavi LED karigiminin bitki gelisimi i¢in en uygun

oldugu saptanmistir [20].

6.1.7. Koklendirme

Koklendirme i¢in ise: Hemphill ve ark. (1998); Stoneville 7A ve Paymaster HS26
cesitlerinde, Ozyigit ve ark. (2007); Nazilli 84S cesidinde, Divya ve ark. (2008); pamuk
bitkisinde hipokotil eksplantlarinda, Rashid ve ark. (2009); transgenik pamuk bitkilerinde 1
mg/l IBA igeren ortamlar1 kullanmis ve koklenmeyi saglamistir [39, 41, 42, 44]. Ancak
caligmamizda 3 farkli IBA konsantrasyonu (0,25, 0,50 ve 1 mg/l) denenmis; koklenme

saglanamamustir.

In vitro kosullarda elde edilen siirgiinlerde 3 farkli konsantrasyonda (0,25, 0,50, 1 mg/l)
NAA kullannomi ile koklendirme biiylik Olclide saglanmistir. Koklendirmenin
saglanamadigr kararmanin yogun oldugu eksplantlarda ise aktif karbon ilavesiyle
koklendirme saglanmistir. Chowdhury ve ark. (2011); Gossypium herbaceum L. bitkisi
kotiledon eksplantlarinda 2,0 mg/l NAA iceren MS ortaminda en yiiksek (%41,23)
koklendirme elde ettigini bildirmistir. Ayn1 ortamda en yiiksek kok sayist 3,61, en yiiksek
kdk uzunlugu ise 3,62 cm olarak tespit edilmistir [49]. Ozyigit (2009) ise Gossypium
hirsutum L. bitkisi Nazilli 84S ¢esidinde koklendirme asamasinda WPM besin ortami

kullanmis ve koklendirme saglamistir [43].
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6.2. Sonug¢

Pamuk bitkisi iizerine birgok ¢alisma yapilmis; ancak iilkemizde yaygin olarak iiretilen
cesitlerde basarili rejenerasyon prosediirlerinin gelistirildigi ¢alismalara rastlanilmamaistir.
Bu tez kapsaminda Gossypium hirsutum L. bitkisi GSN-12 ve STN-468 ¢esitlerinde in
vitro kosullarda ¢oklu siirgiin eldesi basariyla ger¢eklesmis olup bitki dogal ortam1 diginda
kisa siirede ¢ogaltilmis ve tiim olumsuz sartlar laboratuvar ortaminda ortadan kaldirilmaya

calisiimustir.

1. Denemede farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlar1 kullanilmis; en yiiksek
kallus olusum orant GSN-12 i¢in %100,00, STN-468 i¢in %75,00 ile her iki
cesit icin de TDZ-IBA kombinasyonunda saglanmistir. Fakat kallustan siirgiin

rejenerasyonu elde edilememistir.

2. GSN-12 ¢esidinde en diisiik siirgiin rejenerasyon orani ise (%0,00) 0,30 mg/I
TDZ+ 0,10 mg/l IBA igeren ortamlarda tespit edimistir. STN-468 cesidinde ise
en diisiik siirgiin rejenerasyon orani 0,30 mg/l TDZ veya 0,40 mg/l TDZ ile 0,10

mg/l IBA kombinasyonunu igeren ortamlarda tespit edilmistir.

3. Farkl1 ortam gruplarinda eksplant basina siirgiin sayis1 incelendiginde: GSN-12
cesidi i¢in en yiiksek eksplant basina siirglin sayis1 7,75 adet ile 4MS besin
ortaminda gozlenirken, en diisiik eksplant basgina siirgiin sayis1 (0 adet) 0,30
mg/l TDZ ve 0,10 mg/l IBA iceren ortamda elde edilmistir. STN-468 cesidinde
ise en yiiksek eksplant basina siirgiin sayist 6,00 adet ile 0,05 mg/l Kinetin
iceren MS ortaminda elde edilirken, en diislik eksplant bagina siirgiin sayis1 (0
adet) ise ,30 mg/l TDZ veya 0,40 mg/l TDZ ile 0,10 mg/l IBA kombinasyonunu

iceren ortamlarda tespit edilmistir.

4. On muamele c¢aligmalar1 Kinetin hormonunun farkli konsantrasyonlariyla
yiiriitiilmiistiir. Bu denemelerde GSN-12 c¢esidi i¢in en yiiksek eksplant bagina
stirglin sayist (7,75 adet) 5 mg/l Kinetin 6n muamelesiyle saglanirken; en diisiik

eksplant basma siirglin sayist (2,2 adet) 10 mg/l Kinetin 6n muamelesinde
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gozlenmistir. STN-468 ¢esidi icin en yiiksek eksplant bagina siirglin sayisi ise
10 mg/l kinetin 6n muamelesiyle elde edilirken; en diisiik eksplant basina

stirglin sayis1 (2,25 adet) da 10 mg/1 kinetin 6n muamelesinde tespit edilmistir.

5. Isik denemelerinde 4 kirmizi:1 mavi, 3 kirmizi:1 mavi, 2 kirmizi:1 mavi LED
151k kombinasyonlar1 ve beyaz LED 151k kullanilmig; GSN-12 ¢esidi i¢in en
yiikksek eksplant basina silirgiin sayist (7,75 adet) 4 kirmizi:l mavi 151k
kombinasyonunda, en diisiik (0 adet) ise beyaz LED 1s1k altinda elde edilmistir.
STN-468 ¢esidi i¢in ise en yiiksek eksplant bagina siirgiin sayis1 (6 adet) 3
kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonunda, en diisiik (0 adet) ise beyaz LED 151k
altinda elde edilmistir. Beyaz LED 1518 pamuk bitkisinin in vitro siirgiin

rejenerasyon ¢aligmalari i¢in uygun olmadig1 saptanmustir.

6. Koklendirme ¢alismalari i¢in IBA ve NAA hormonlarinin yani sira aktif karbon
da kullanilmistir. IBA igeren ortamlarda koklenme saglanmazken NAA igeren
ortamlarda %60,00 oraninda koklenme saglanmigtir. Kararmanin yogun oldugu
ve bu nedenle koklenmenin 6nlendigi eksplantlarda ise aktif karbon kullanimi
ile kararma giderilerek koklenme saglanmis ve aklimatizasyon asamasina
gecilmistir. Once plastik kaplara aktarilan bitkiler 4 hafta igerisinde saksilara

aktarilarak sera kosullarina agilmstir.

Bu tez kapsaminda kullanilan GSN-12 ve STN-468 pamuk ¢esitlerinde basarili
rejenerasyon yontemlerinin  gelistirildigi  yaymnlara rastlanilmamistir.  Yaptigimiz
calismalar, bu gesitlerin in vitro kosullarda doku kiiltiiri yontemleriyle daha hizli bicimde
coklu siirglin rejenerasyonunun saglanabilecegini gostermistir. GSN-12 ve STN-468
cesitleri lilkemizde tretimi yaygin pamuk g¢esitler olup, gelistirilen yontemler ve elde

edilen rejenerasyon sonuglar1 gen aktariminda kullanilacak nitelikte olmustur.
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EKLER

EK1:Kullanilan kimyasallara ait 6zellik tablosu

Malzeme Ad1 Marka Uriin Numarasi
Aktif Karbon Sigma-Aldrich C9157
Civa Kloriir (HgCl,) Sigma-Aldrich M1136
Fitajel Sigma-Aldrich P8169
Hidrojen Peroksit (H,0) Sigma-Aldrich 216763
Hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich H1758
Indol Butirik Asit (IBA) Sigma-Aldrich 15386
Kinetin Sigma-Aldrich K3378
" e Ortams () | Duchefa M0220
a- Naftalin Asetik Asit (NAA) | S gma-Aldrich N0640
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma-Aldrich L3771
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich 221465
Sukroz Duchefa 50809
Siilfiirik asit (H,SO,) Sigma-Aldrich 339741
Sigma-Aldrich P6186

Thidiazuron (TDZ)
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