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Tek ¢ekirdekli mikrosporlarm bulundugu gigek tomurcuklar bahgedeki
afaglardan ve tetrat safhasmdan Snce +4°C' de 6 hafta sofuk uygulamas)
yapilan dallardan alinmgtir. %20'lik sodyum hipokloritte 20' sterilize edilen
tomurcuklardan alman anterler, %0.7 agarla katilagtirtlmig ve 1 mg/l JAA ve
kinetin, %3 ve %6 sakkaroz ve glikoz ile %0.10, 0.15 ve (.30 aktif komfiir
kombinasyonlarint iceren MS (1962) temel besin ortammda (pH 5.8)
kultore alinmiglardir. Kiltdrler 25+2°C' de ve devamh karanhk ve 16 saat
fotoperiyotta (2000 Idks), ayrica 4 hafia karanbktan sonra 16 saat
fotoperiyotta (2. yil) inkfibasyona alinmigtir.

Hem aktif komiirsiz ve hem de 9%0.10 aktif komilr iceren besin
ortamlarinda kiltitre ahnan sofuk uygulemasi yapimig tomurcuklarda 2
adet (%0.17) globular embriyoid olugmugtur, Ancak bu ortamlarda
embriyoidler bir geligme gosterememis ve aktif ktmiirsilz ortamdaki
anterlerin bityfik bir ¢ofunlufu da karararak daha sonra 8lmdglerdir. Soguk
uygulamasi yapimayan anterlerde kallus ve embriyo olugmamigtir, %63
sakkaroz ile %0.10 ve %0.15 aktif kdmflr igeren ortamlar, karanhk
kogullarda anter canlilik oranim ve kallus olugturan anter oranim arzrmagtir.

2000, 44 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Malus comminus L., in vitro androgenesis,
seker, 151k, aktif kOmiir, sofuk uygulamasi
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Flower buds were taken at the uninucleated microspore stage from trees
grown in the orchard and bud woods stored at +4°C for 6 weeks before
reaching the appropriate stage for amther culture. Extracted anthers from
sterilized buds with 20% sodium hypochlorite for 20 min. were transfered
into petri dishes containing MS (1962) basal medium (pH 5.8, 0.7% agar)
suppiemented with 1 mg/l JAA and kinetin, 3 and 6% sucrose and glicose
without and with activated charcoal (0.10, 0.15, 0.30%) for embryo
induction. Cuiture were incubated at 25+2°C under continuous dark, 16 h
photoperiod (cool white florescent, 2000 lux) and 16 h photoperiod afier 4
weeks in the dark.

Two globular embryoids (0.17%) were obtained only from cold pre-ireated
anthers cultured on the media without and with activated charcoal (0.10%).
In medium without activated charcoal nearly all the anthers started to brown
soon after inoculation, then died. 0.]10 and 0.15% activated charcoal
increased anther viability and callus formation rate with 3% sucrose under
continuous dark condition. Non pre-treated anthers failed to produce callus
and embryo.

2000, 44 pages

Key Words: Malus comminus L., in vitro androgenesis, sugar, light,
activated charcoal, pre-treatment
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1. GiRiS

Ulkemizin elma gen merkezleri iginde yer almasma, bu nedenle gesit ve tip
zenginlifine sahip olmamiza rafmen, melezleme islal galigmalar yok
denecek kadar azdir, Yabanci d6llenmenin yaygm oldugu elma gibi gok
yulik bitkilerde heterozigot genetik yapi nedeniyle melezleme 1slahi uzun
yillar sirmektedir. Glinfimfizde 1slah strecinin kisaltiimasinda, embriyo ve
anter kiiltirQl gibi in vitro tekniklerden yararlamimaktadar.

Anter kiltirli, ozellikle islah amagh caligmalarda bagvurulan ve birgok
yarar saflayan bir doku killtirl yOntemidir. Anter kiltirl, erkek esey
hiicrelerinin (mikrogamet) olugumu sirasmda, anterlerin kiltitre alinmas: ve
bu kitltlir ortamimnda geng mikrosporlarn (tek gekirdekii) mitoz baliimme ile
haploid kromozom sayisina sahip embriyolar - olugturmasi ve ba
embriyolarmn bitkiye donligiminin saflanmasidir. Anter kitltdriiniin diger
in vitro haploid bitki elde etme ydntemlerine gdre avantajs, uygun bir in
vitro killtlir sistemi ortaya konabildiginde, bir anterden gok sayida haploid
bitki elde edilebilmesidir.

Anter kiitiird ile haploid bitkilerin elde edilmesinin heterozigot bitkilerin
islahmda Snemli bir yeri vardir. Haploid bitkilerin yariya indirgenmis
kromozom sayilari, kimyasal maddeler uygulanarak katlanabilir ve 1-2
generasyonda % 100 homozigot hatlar elde edilebilir. Oysa homozigot
hatlarin geleneksel islah yontemleri ile eldesi, kendine déllenen bir yillhk
bitkilerde bile. 6-7 generasyon sonunda gergeklesebilmektedir ( Abak
1983).

Tek yillik ve otsu bitki tiirlerinde doku killttirti tekniklerinden yararlanmak
daha kolay olurken, meyve agaglart gibi ¢ok yillk ve odunsu hitkilerde
doku kiltirl ySntemlerinin uygulanmasinda karsilasilan sorunlar olduk¢a
bitylktdr. Kullamian ydntem ayni olsa bile, alinan sonuglar tiirlere gore
farklilik gdstermekte ve hatta aym tilr igindeki ¢egitlerin anterleri bile farkh
reaksiyon gostermektedir (Ginver 1994). Bu nedenle, meyve tilrlerinde in
vitro androgenesis fizerinde yamlan ¢aligmalarm sayisi oldukga azdir ve
anter killtirinden yararlanabilmek igin, tilr ve hatta ¢egit bazinda bagariya
etkileyen faktdrlerin belirlenmesi bityiik nem tagimaktadir,

Bu ¢ahgmada, ok verimli, kaliteli, adaptasyon yetenegti yfiksek, muhafaza
slresi uzun bir gesit olan Starkspur Golden Delicipus elma ¢egidinin anter
kitliirinde seker, akiif kdmir ve 11§, ayrica baz literatiirlerde olumlu



etkisinden sfz edilen tomurcuklara sofuk uygnlamasimin, androgenesis
{izerindeki etkileri incelenmigtir,



2. KAYNAK OZETLERI

Erkek gametten haploid bitki elde etme ¢aligmalarmin ilki Tulecke (1953)
tarafindan Ginkgo biloba bitkisinde gergeklestirilmigtir. Tulecke, bu
¢aliymasmda olgun polen tamelerinin, uygun ortam saflandifinda haploid
kallus olugturdufunu gdzlemistir (Dodds ve Roberts 1985). Bu ilk haploid
dokunun, olgun polen tanelerindeki vegetatif cekirdefim birbiri ardma
bolilnmesi sonucunda meydana geldifini  belirleyen aragtiric:, bunun
ardindan Twxus ve Toreya nucifera polenlerinden de haploid bitkiler elde
etmeyi bagarmigtir (Karakulluken 1991). Bu dnctl ¢aliymalardan sonra Guha
ve Maheshwari (1964), kiltire aldiklart Datura anterlerinden embriyoya
benzer yapilar elde etmigler ve bunlarin orijininin clguniagmamis polen
taneleri oldugunu belirlemiglerdir (Gonillyen 1987, Karaknllukcu 1991).
Bourgin ve Nitsch (1967) in Nicotiana syivestris ve N. itabacum
anterlerinden haploid bitki elde etmelerinden sonra genetikeilerin ve
1slahgilarm bu konu ile ilgili galigmalan hizla artmgtr (Nitsch 1981).

Meyve afaclarmda in vitro haploidizasyon ¢aligmalarn 1970'l yiitarn
baglarnda anter kiltlird ile baslamig, ancak etkili pek gok faktér nedeniyle
¢ok az sayida bagarili sonuglar elde edilmistir. Anter killtitrilnde bagany:
etkileyen baghica faktdrler, bitkinin genotipik 6zellikleri, donor bitkinin
yetigtirilmesi, anterlerin alinma zamam, yapilan #n uygulamalar, besin
ortammin fiziksel yapisi ve kimyasal bilegimi, teknifin uygulanmasi ve
inkitbasyon kogullandir.

Doku kiiltirdl tekniklerinin tiimiinde genotip, sonucu etkileyen gok dnemli
bir fakttrditr. Anter kitltiiriinde ise bu genotipin etkisi kendini daha gok
hissettirmelctedir. ’

Jordan (1974) farkh Prunus tirleri, Pyrus commuynis L. ve Ribes nigrum
L.'de anter kiiltirit galigmalann yapmugt. Aragtirict Ribes rigrum L. ve
Prunus tirrlerinde haploid kallus ve globular embriyolar elde etmistir.

Zhang et al. (1990), 5 elma genotipinde yaptikiar anter kiltdrinde, kiiltdr
kosullat ne olursa olsun, Topred cegidinden androgenik embriyo
olisumunu, Golden Delicious ve Rg-Rs cegitlerinde ise sadece kallus
olisumurm gdzlemiglerdir. Starking ¢egidinde ise androgenik embriyo
uyarim gergeklegmigtir.



Hofer ve Schmidt (1994), 13 elma genctipinde yapmis olduklart anter
kiltdrGnde, sadece 7 elma genotipinde gok dilglik oranlarda (%0. 05-0 4)
embrivoid olugumu saglayabilmiglerdir.

Hidano et al. {(1995), 40 elma gegidini ve anacim denemeye almiglar ve
bunlardan 36' sinin anterlerinden kallus, 23' tnden de adventif embriyoidleri
elde edebilmislerdir.

Zhang et al (1990), elma anter kiiltirl galiymalarinda, ilk bitki
rejenerasyonunun Fei ve Xue (1981) ile Xue ve Niu (1984) tarafindan
bagariddigint ve szl gbrlgme sonucu, elde edilen biitiln androgenik
bitkilerin, mixoploid olduklarim belirtmiglerdir.

Wu (1981} 2 Cin yaban elma ¢egidinde (Malus prunifolia) yapms oldugu
anter kiiltiiriinde, meydana gelen kalluslardan rejenerasyon yolu ile haploid
ve aneuploid bitkiler elde etmistir.

Anterlerin almdif1 donor bitkinin iginde bulundugu fizyolojik durum ve
bunu etkileyen 151k, glin vzunfufu ve sicakhk gibi ¢evresel faktdrler anter
killtiriinde bagarty: etkileyen dnemli faktdrlerdir (Dodds ve Roberts 1985).
Donor bitkinin, g¢igeklerin olujumundan, polenin goriilmesing kadarki
domem igerisinde ¢ok iyi beslenmesi ve optimum gtk kosullarmda
mubafaza edilmesi iyi sonug vermektedir (Nitsch 1981). Birgok bitki
tiirinde, dis kogullarda yetigtirilen bitkilerden alinan anterler, kontrollil
kosullarda yetigtirilen bitkilerden alman anterlere gore daha iyi sonug
vermigtir. Yapay 151fin gilnes 15tfinin yerini almasi midmkin degildir. Bu
nedenle Nitsch (1981), eger donor bitkiler kapal: yerlerde yetigtirilecekse,
yapay 15tkla desteklenen seralarm tercih edilmesini 6nermektedir,

Goreceli digik sicakhiklarda yetigtirilen kolza bitkilerinin, yitksek
sicakhiklarda yetigtirilenlerden daha ylksek androgenik kapasnteye sahip
olduklan belirlenmigtir (Bajaj 1983).

Nitsch (1981) anterlerin alinmasindan 3-4 hafia 6nce donor bitkilere
herhangi bir pestisit uygulamasmdan kagmilmas: gerektifini, bu
uygulamalardan sonrz anterler kiltire almdifinda ¢ok daha gabuk
oldiklerini bildirmektedir.

In vitro androgenesisin uyartilmasinda en oGnemli faktBrlerden birisi,
mikrosporlarin pelisme agamasi ile ilgili olarak, anterlerin kilitiire alinma
zamamdir. Androgenesise uygun mikrospor gelisim agamasi, ilk polen



mitozundan hemen Onceki agamadan mitoz sonrasma kadarki agamadir.
Genellikle en ybksek haploid bitki frekansi, igindeki mikrosporlar tek
¢ekirdekli dénemde bulunan anterlerin kitltiriinden elde edilmektedir
(Karakulluk¢u 1991).

Milewska-Pawliczuk ve Kubicki (1977), elmalarda yaptiklan anter
kitltfirinde en uygun mikrospor gelijme agamasinn tek ¢ekirdekli dénem
oldugunu saptamiglardir.

Zhang et al{1990), elmalarda yapilan bitiin anter kiltirQl calismalarina
dayanarak en uygun mikrospor gelisme asamasinin, tek gekirdekli dénem
oldufunn bildirmiglerdir,

Ognjanov (1989) Springcrest ve Redhaven, Todorovic ef al (1992) ise
Cresthaven ve Vesna geftali gepitlerinde yaphklar anter kilirlinde en
uypgun mikrospor geligme agamasmin tek cekirdekli donem oldugunu
kaydetmiglerdir.

Hofer ve Hanke (1994), elma ve kirazlarda yaptiklart anter killtiirlinde,
mikrospor gelisgme safhasmin androgenetik frekans Ozerine etkisipi
incelemigler ve her iki bitkide de en yilksek kallus olusum oranimn tek
¢ekirdekli safhanin baglarmda oldugnnu, elmalarda embriyoid olugumunun
ise sadece tek gekirdekli sathamin ortalarinda vakuol olugumundan 8nce
gergeklestifini belirtmiglerdir.

Mauro er al. (1986), V. vinifera gesitlerinden Cabernet Sauvignon {izfim
cegidinde 0.2-1.0 mm uzunlukta ve tetrat safhasmdaki tek g¢ekirdekli
mikrosporlan clan anterlerin, killtiire alinmasi ile haploid embriyo elde
edilebildigini bildirmiglerdir.

Langenbucher ve Alleweldt (1993) ile Pepescu e al. (1996), asmada anter
kititirli igin en uygun mikrospor gelisim agamasimn tek gekirdekli
mikrogpor agamas! oldufunu kaydetmiglerdir, Langenbucher ve Alleweldt
(1993), ayrnica tek cekirdekli tetrat agamasmdaki mikrosporlan igeren
anterlerin yaklapk 0.3-0.5 mm uzunlukta bayazims: yesil repkte, geffaf
goriinimld anterler oldugunu belirtmiglerdir.

Androgenesisin temelinde yatan prensip, gamet olma yolunda ilerleyen
mikrospor hilcresinin geligimini dutdurmaktir. Yani bir cinsiyet hiicresi
somatik hficrelerde oldufu gibi bir bitki olugturmak Gzere
yonlendirilmektedir. Androgenesise dofru yonlenis, anterlerin gigek



tomurcugu icerisinde veya killtiir ortaminda diighk sicakliklarda muhafaza
edilmesiyle artmaktadir (Nitsch 1981). Anterlere sofuk uygulanmasmm
anter reaksiyonuna olumiu etkisinin mekanizmasi tem olarak
bilinmemektedir. Ancak sofuk uygulamas: sonucu zayrf anterler ve
mikrosporlar 8lmekte ve 8len bu anterler koyu bir renk almaktadir, Béylece,
yalnizea yagama gitcll yitksek anterler kiltitre almmig olmaltadir. Diger
taraftan, digk sicakliklarda, nigasta olugumu bloke oldufundan, anterler
icindeki mikrogporlarm  birgounda, geligme ilk mitoz safhasmnda
durmaktadr. Soguk uygulamasi aym zamanda anter duvarmm ve dzellikle
de tapetum tabakasimmn yaglanmasim geciltirmektedir (Hatipoglu 1997).

Nitsch ve Normreel (1973)'in D. imnoxia anterlerini 48 saat stireyle
buzdolabinda tutarak yaptiklan dn uygulamalarin olumlu sonnglar verdigini
belirlemelerinden sonra, soguk uygulamalan ile ilgili denemeler yapilmaya
baglanmigtr (Karakullukgu 1991).

Karaknllukeu {1991) anter kfittirinden daha ylksek oranda haploid bitkinin
elde edilmesi igin, tilrlere gbre defigsen gok geyitli sicakhk dereceleri (4-
153°C veya daha yilksek 30-35°C) kullamilabildifini belirtmektedir. Ancak
meyve tirlerinde yapilan anter kltirli galigmalarinda, yidksek sicakhik
dereceleri yerine disik sicaklik dereceleri daha gok kullamimaktadar.

Zhang et al (1990), 5 elma genotipinde yaptiklari anter kiltlird
salismasindan elde ettikleri biitlin embriyolann kltlir 8ncesi 3-4°C' de 5-11
hafta tutulan tomurcuklardan alinan anterlerden meydana geldigini, 5
haftadan az mtulan tomurcuklardan alman anterlerde ise embriyo
ohisumunun gergeklesmedizini saptamiglardir. Ayrica Golden Delicious ve
Topred gesitlerinde 24 hafta sofuk uygulamas: yapilmig tomurcuklarin
anterlerinde  kallogenesisin 8nemli oranda arthFin gdzlemiglerdir.

Hidano e al. (1995), sofuk uygulamasimm elma anter killtriine olumlu etki
ettigini bildirmiglerdir.

Hofer ve Hanke (1994), kirazlarda yaptiklar: anter eilirQl ¢aligmalarinda,
¢igek tomurcuklarm kiltiir 8ncesi 4°C' deki sofuk hava deposunda 6 hafta
tutmuslar ve bu uygulamanm androgenik reaksiyonu artwrdifmi
bildirmislerdir.

Langenbucher ve Alleweldt (1993), Riesling Qzilm cegidinde gigek
tomurcupuna ve anterlere degisik stirelerde +4°C’ de sofuk uygulamasi
yapmuglar ve en iyi sonucu sivi besin ortammnda 4 giln stireyle +4°C’ de



bekletilen anterlerden elde etmiglerdir. Hi¢ sofuklatilmayan materyalde

bitki olugmazken, ¢icek tomurcuklarmm soguklatilmas: ile 25, anterlerin
soguklatiimas: ile 40 adet bitki olugmugtur.

Anter kiiltiri ¢aligmalarinda sivi veya katilagtirtlmig besin  ortam:
kullamimaktadir. Yeterli gaz degigimi olmadif igin, siva ortam gensllikle
gok bagarih olmamaktadir (Hatipoglu 1997).

Kanlastinlmig ortamlarda yaygin olarak kullanilan madde agardlr Ancak,
bu amagla kullamlan agarlarm kalitesi ok farkhidir ve kitltirler igin zararh
bazi maddeleri igerebilmektedirler. Difier taraftan agar, besin ortami
bilegenleri iginde en pahall olanlarindan birisidir. Bu nedenlerle, son
yillarda aunter killtiirii ¢aligmalarmda agar yerine kullamlabijiecek
maddelerin aragtinimasma ydnelik ¢ahgmalar yofunlasmistir (Hatipoglu,
1997). Ancak bu tir ¢ahgmalar daha gok bugday ve benzeri bitkilerde
yapilirken, meyve tirlerinde bu amaca ydnelik ¢aligmalara rastlanmarnagtir.

Besin ortammin bilegimi, anter killtirinde sadece bagany: defil, aym
zamanda direkt veya indirekt (katlus) embriyoid olugumunu da belirleyen
bir faktdrdiir (Bajaj 1983). Ancak, tim iz vitro galigmalarda oldugu gibi
anter kiiltiriinde de tlm bitkilerde iyi sonu¢ verecek tek bir besin oriarninin
dnerilmesi olanaksizdir. Temel besin ortam olarak anter kiiltiirinde en fazla
kullanilan ortamlar MS (Murashige ve Skoog 1962), White (1943) ve
Nitsch (1969} ortamlaridir (Karakmllukgu 1991).

Zhang et al. (1990), elmada anter kiltlirll ftzerine yamian biitin ¢aliymalan
incelemis ve in vitro androgenesis icin en iyi sonug veren ortamin MS temel
besin ortam oldufunu saptamiglardr,

Hem besin ortammin osmozunu dizenleyen hem de karbon kaynaf olan
seker, depisik familyalarda detayl olarak incelenmesi gereken bir
bilesendir. Normal olarak %2-4 oranmda kullanilan sakkaroz, bir ¢ok tiirde
daha yiiksek oranlarda (%46-12) kullanilmaktadur.

Milewska — Pawliczuk (1978), defisik sakkaroz konsantrasyonlanmmn (5-
120 g/1) etkisini aragtwrdiy elma. anter kilillriinde, 30 g/l sakkarozan
androgenesis i¢in en uygun konsantrasyon oldugunu, diigiik sakkaroz
konsantrasyonlannda anterlerin yagama oranmmn dogtogini, yiksek
sakkaroz konsantrasyonlarinin ise yofun kallus olusumuna neden oldugunu
saptamiglardir (Milewska — Pawliczulk 1990).
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Zhang et al. (1990), 5 elma genotipinde yaptiklar1 benzer galigmada sadece
%3 sakkaroz igeren ortamda embriyoid olugtuBunu, fakat %3’den %12'ye
ylikseltilen sakkaroz konsantrasyonunun, Topred ve Golden Delicious
¢esitlerinde kallogenesis oranimn: azalttifmt belirlemiglerdir.

Rajasekaran ve Mullins (1983), Yae et al (1990), Langenbucher ve
Alleweldt (1993) ise, V. vinifera’da kallus olusumu igin %2 sakkaroz

dozunun uygun oldufunu, embriyoid olugtuktan sonraki asamalarda ise %3
sakkaroz dozunun ivi geligme safladifim bildirmiglerdir.

In vitro androgenesisin basarisi igin hormonlar, ortama ilave edilecek
anahtar maddelerdir. Hormonlar, dzellikle oksin ve sitokininler, androgenik
gelismeyi uyarma konusunda en fazla etkiye sahip organik maddelerdir.
Ortamda oksinlerin bulunmasi, hizl hilcre ¢ofalmas: ve kallus clugumuna
neden olmaktadir, Birgok bitki tiiriinde 2,4-D, sitokininlerle kombine halde
kullamldiginda, embriyogenesisi uyarmaktadir. Ancak ilk uyanci etkiden
sonra embriyolarin geligmesini engelleyici etki yapmas) nedeniyle kititiirin
ilerleyen asamalarinda oksinsiz ortamlar kullamimaktadr (Karakulluk¢u
1991). Sitokininler, &zellikle geligmenin ileri safhalarinda embriyoidlerin
bitkicik haline donlstiil dbénemde, etkin bir rol oynarlar. Bu amagla gok
cegitli sitokininler kullanilmakta, ancak kinetin ve benzilamincpilrin (BAP)
birgok tirde sikhkla kullamlan sitokinin olma &zellgini korumaktadmlar
{Reinert ve Bajaj 1977).

Milewska - Pawliczuk (1978), Jonothan elma gejidinde yaptifn anter
killtirinde farkh oksin ve sitokinin konsantrasyonlanm denemigtir,
Calismada yiiksek konsamtrasyonlardaki IAA, 2,4 — D ve kinetinin,
mikrospor gelisme agamasi ne olursa olsun, kallus olugumuna yol agtif,
ayrica 2,4 — D’nin kallus geligimini uyarma yaninda mikrosporlarin yagama
yetenegini de azalthfim gdzlemisgtir. Sonug¢ olarak, androgenesis igin en
uygun oksin - sitokinin kombinasyonunun Img/l JAA ve 1 mg/ kinetin
oldugurnu bildirmigtir (Milewska - Pawliczuk 1990).

Zhang et al. (1990), kiltdr ortamindaki gerekli maddelerden &zellikle
hormonlarm degigiklik gosterdigine dikkat gekmigler, Topred elma
¢esidinde embriyoid olugumunda en iyi somucun 0.1 mg/l IBA ve 0.5 mg/l
BA igeren MS ortammdan almdigim bildirmiglerdir,

Shi et al (1992), Pyrus bretschneideri cv. Jinfeng’ de yaptiklam anter
kiltiriinde tam ve yan kuvvetteki MS ortammna IAA, BA ve kinetin
eklemislerdir. 4 hafta sonra, sadece 0.05-0.5 ppm IAA ve 0.5-2 ppm BA



ilave edilen yar1 kuvvetteki MS ortamindan, kallus olusumu olmaksizmn,
embriyoidlerin elde edildigini bildirmiglerdir.

Campbell iizim ¢egidinin (¥, vinifera) anter killtitriinde altr dejisik besin
ortaminin etkilerini inceleyen Yae ef al. (1990) sadece Murashige ve Tucker
ortam1 ile Nitsch ve Nitsch ortamunda, 0.1 mg/l IBA + 1.0 mg/l BAP
kombinasyonunda sarms1 yesil ve sarimsi beyaz renkli kallus olusumu
gizlemiglerdir,

Altamura et al. (1992), V. rupestris du lot'un erkek gigeklerinden izole
ettikleri anterleri degigtirilmig Nitsch ve Nitsch (1969) ortaminda Kitltiire
almglardir. 5 uM 2,4 - D + 1 pM BAP iceren ilk ortamda 2-4 hafta iginde
olugan kalluslan azalan oksin konsantrasyonlarina transfer etmis, oksinsiz
sivi ortamda 3-4 hafta beklettikten sonra oksin ve sitokinin bulunmayan kati
ortamda embriyoidlerin geligimini saglamzslardir,

Todorovic et al. (1992), seftali gegitlerinden Cresthaven ve Vesna’ da
Nitsch ve Nitsch ortamina degigik kombinasyonlarda ve konsantrasyonlarda
biylimeyi dizenleyici maddeler eklemiglerdir. Ortama 1 mg/l zeatin +
Img/l 2,4-D + 1 mg /1 IAA veya NAA cklenmesiyle en yliksek kallus
olugumunun meydana geldigini kaydetmislerdir.

Ognjanov (1989) da Springcrest ve Redhaven geftali gesitlerinin anter
kitltirinde Nitsch ve Nitsch (1969) ortamumi  kullanmigtir.  Yar
kuvvetindeki Nitsch ve Nitsch ortamma %10 oraninda ilave ettifi patates
ekstraktinin etkisini de inceledigi aragtrmasinda, maksinium kallus olugum
frekansmnin (%68 Springerest ve %51 Redhaven) karanlikta ve patates
eksirakt eklenmeyen, 1.5 mg/l 2,4 —D ve 0.25 mg/l zeatin ilave edilmis tam
kuvvetindeki ortamda saglandiFim bildirmisgtir.

Titiin ve bufdayda besin ortamma ilave edilen patates ekstrakh, anter
kiiltirinde olugan haploid bitki frekensmi artirrken (Hatipoflu 1997),
elmada patates ekstrakti ilave edilmiy ortamda kallus uyarmmu dahi
olmamugtir (Hofer ve Hanke 1990).

Baz durumlarda killsir ortaminda nitrojen kaynaBt bilesikler ve amino
asitlerin kullamidig1 da gorillmektedir. Mauro et al. (1986), V. vinifera
¢egitlerinden Cabernet Sauvignon'da degistirilmiy MS besin ortamina
kazein hidrozilat, glwtamin ve adenin eklenmesinin kallus ve embriyo
olugumunu artirdifim belirtmiglerdir.



Besin ortamma aktif kdmir katilmasi, birgok bitki tiiriiniin anter killtlirinde
bagariy: artiran bir faktor olarak belirlenmigtir. Aktif kdmilr, killtlre alinan
dokulardan kaynaklanan bi#yOmeyi engelleyici maddeleri absorbe eder,
istenmeyen kallus gelisimini engeller, morfogenesis ve ebriyogenesisi
uyarir. Ayrica besin ortammun otoklavda sterilizasyonu sirasinda, kiltiire
alman dokularm ilk kiltdr agamasmnda ve gelismenin ilerleyen
dénemlerinde ortamda bulunan toksik maddelerin absorbe edilmesini sajlar
(George ve Sherrington 1984). Karakullukgu (1991)'ya gore aktif kdmilriin
anter kiiltdriindeki en olumlu etkisi, anter duvarmdaki fenolik bilegiklieri
absorbe etmesidir.

Zhang et al (1990), %0.5 oranmda killtir ortamma ilave edilen aktif
komiirin 5 elma genotipinin anter kiitiriinde somatik kallus olusum
limitini ve embriyo ¢ikigim hizlandirdifim kaydetmiglerdir.

Hidano et al (1995), 40 elma gegidinde yaptiklari anter kaitdra
¢ahgmalannda 3g/t aktif kdmitriin olumlu etki yaptiggmi bildirmisgtir.

Ortam pH’si ile ilgili verilere gbre anter killtiiril igin uygun pH degerleri
genel olarek 5.6 — 5.8' dir. Milewska — Pawliczuk (1978) elmada yaptifn
anter kiiltiril caliymalarmda, degigik pH degerlerinin (5.4-6.4) etkilerini
incelemis ve androgenesis i¢in en iyi pH derecesinin 5.8 oldufunu, daha
ditsiik ya da daha yitksek pH degerlerinin androgenesisi engelleyici bir etki
yaptigimi saptamigtir (Milewska — Pawliczuk 1990).

Anterlerin  tomurcuktan kesilip alinmasi ve besin ortamu {izerine
yerlestirilme gekli, kiltOriin bagarisinda Gnemli bir etkiye sahiptir.
Anterlerin tomurcuktan ¢ikarnlmasi swrasnda zararlanmamasina Gzen
gostermek gerekmektedir. Bistiri veya pens tarafindan yaralanmig
anterlerde somatik dokulardan kallus olugumu ile sik sik kargilagilmaktadur,
Ayrica filamentlerinde aym nedenle anterden uzaklagtinimas:
gerekmektedir (Reinert ve Bajaj 1977).

Sopory ve Maheshwari (1976), Datura innoxia bitkisinde ortam {zerine
depigik pozisyonlarda verlegtirilen anterlerden dorsal taraf: ortam yizeyine
yerlegtirilenlerden en yilksek oranda embriyoid elde edildigini
bildirmiglerdir. Aragtiricilar anterlerin bir kismmm dik veya yatay konumda
agarll ortama batirilmasimn oksijen yetersizlifine neden olabildifini ve
gelismeyi engelledifini de gdzlemiglerdir (Karakuliukgu 1991).

10



Inkiibasyon agamasmda 151k gereksinimi ve 113 haploid bitki tretimindeki
etkisi tam ofarak netlik kazanmamakla birlikte, inklibasyon silresi boyunca
sirekli aydmlatmanm (24 saat) genellikle engelleyici etki yaptifn
bildirilmektedir ( Karakullukgu 1991).

Hofer ve Hanke (1990), degisik elma genotiplerinde yaptiklart anter
kiittiriinde, kiltdrleri 26°C° de karanlik ve aydinlikta inkilbasyona almiglar,
androgenik anter yizdesinin karanibkta Onemli diclide arthfmt
bildirmiglerdir.

Reinert ve Bajaj (1977), uysun sicakhk dilzeylerinin genellikle 24-27°C
oldugunu, ancak birgok tirde sicakliin 30°C’ye yikseltilmesiyle daha
olumlu sonuglar almabildigini belirtmiglerdir. Milewska-Pawliczuk (1990)
elmalarda androgenesisin uyartmi igin en iyi sicakhgm 20-25°C oldugunu
belirlemigtir.

Zhang et al. (1990), 5 elma genotipinde yaptiklar anter killtiirdnde
kilthrleri 23#2°C’ de 4 hafta karanlikta tutiuktan sonra 16 saatlik

fotoperiyoda almislar ve embriyoid olugumunu gergeklestirmiglerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Aragtirma, 1998-1999 yillarinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Bolimi Sitoloji ve Biyoteknoloji Ilaboratuvarlarmda
yitrittiilmstir,

3.1. Materyal

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimil Aragtirma ve
Uygniama Bahgesi'nde yetistirilen Starkspur Golden Delicious elma
¢eyidinin anterleri kullamilmigtir, Androgenesis igin en uypun safha olan
tetrat ve tek gekirdekli mikrosporlan tagiyan anterler kiltlire almmagtir.

3.2. Yontem
3.2.1. On uygulama

Zhang et al. (1990), eimalarda yaptiklan anter killtiirQ ¢alismalaninda gigek
tomurcuklarma uypnlanan sofuk uygulamasmm (3-4°C’ de 5-11 hafta)
olumlu sonuglar verdigini kaydetmiglerdir, Bu amagla ve ayrica anterlerdeki
mikrospor gelismesini izleyerek androgenesis i¢in en uygun olan tek
cekirdekli mikrosporlara sahip anterlerin  bulundufu gigekleri ve
tomurcuklarn morfolojik olarak belirlemek i¢in ilk y1l 13.03.1998, ikinci y1l
30.03 1999 tarihinde aBaglardan dallar kesilerek iginde su bulinan steril
cam kavanozlarda +4°C’ deki sofuk hava deposuna konmug ve
kavanozlardaki su her giin degistirilmistir.

ikinci y1l ayrica tomurcuklara sofuk uygulamasmin etkisini daha iyi
belirleyebilmek amacryla bahgeden ahnan gigek tomurcuklarindaki anterler
{(soguklatilmamig) kontrol olarak kiltiire alinmigtir.

3.2.2. Androgenesis icin uygun gigek tomurecugn, cigek ve anterlerin
belirlenmesi

+4°C" deki sofuk hava deposuns konan dallardan birer hafta araliklarla
tomurcuk &mekleri almarak binokiller mikroskopta okfiler mikromeire ile
tomurcuklarin ve bu tomurcuklar icindeki gigeklerin en ve boylan
dlcilmagtdr. Olglmleri yapilan gigeklerden ahnan anterlerin de en ve
boylar1 8lgilimily, ezme ve parafin ySntemi ile hazwrlanan preparatlarda
mikrospor geligmesi incelenerek, tomurcuk, ¢igek ve anter geligme
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dizeyleri ile mikrospor geliyme safhalant arasindaki korelasyon
incelenmigtir.

3.2,3. Mikrospor gelisme dfnemlerinin belirlenmesi

Farkh bityliklikteki gigek tomurcuklarmdan ¢tkanlan gigeklerden alman
anterlerdeki mikrospor geligme dénemlerini belirlemek amaciyla parafin ve
ezme yontemlerinden yararlenilmigtir,

Parafin ySnteminde Omeklerin dehidrasyonn agamasmda kullamlan etil
alkol+ksilol serileri Algan (1981)a gore hazwlanmg, . diger iglemler
Johansen (1940)’e gire yirOtilmigtiir, Dehidrasyon igleminden gegirilen
cigeklerin parafine doyurulmas: amaciyla ilk agamada 45-47°C* de eriyen
parafin kuliamlmg, daha sonraki giinlerde 57-60°C sicakhkta eriyen saf
parafinle doyurma iglemi tamamlanmgtr. Parafine gtmitlen ve tahta
bloklar izerine yapigtirilan giceklorden Rotary (dner kollu) mikrotom ile
10u kalmh@inda enine kesitler alinmugtir. Seri halindeki bu kesitlerin lama
yapigtmlmasinda gliserin-albimin karigmmi (1:1) kullamlmigtir, Boyamada
Johansen (1940) de belirtilen %0.5’lik hematoksilin ile birlikte %2 ve
%3'l0k ferrik amonyum slfat (mordan) ¢8zeltilerinin kullanildid
‘Heidenhain demirli hematoksilin® teknigi kullamimigtr. Boyama
isleminden sonra preparatlar saf sudan baglayaralk derece derece yikselen
etil alkol, etil alkoltksilol ve saf ksilol serilerinden gegirildikten sonta
Entellan kullamiarak 24x32 mm boyutlarmdaki lamellerle kapatilmiglar ve
sabit preparat haline getirilmiglerdir.

Ezme yOnteminde ¢igek tomurcuklan Farmer tespit ¢zeltisinde (3 kisim
etil alkol : 1 kisum glasial asetik asit) 24 saat oda sicaklhifinda bekletilmig,
bu sirenin sonunda %70" 1k etil alko] icinde birkag kez alkalandiktan
sonra yine %70° lik etil alkol doldurulan kigik cam gigelerde saklanmugtir.
Tomurcuklardan alinan anterler bir lam tizerine konarak bir damla % 1° lik
asetokarmin damlatilmig ve bir cam baget yardmiyla anterler ezilerek
mikrosporlar serbest hale getiribmigtir, Ok uto ifme ile anter duvarlan
ahndikian sonra damla (zerine yavagea lamel kapatilip ispirto ocafinda
birkag kez kaynatmadan isitilmugtir, Preparatm Ozerine bir kurutma kagidi
konup hafifce bastimlarak boyanin fazlasi almmigtr. Boyama iglemi
tamamlanan preparatiar mikroskop altinda incelenmigtir,
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3.2.4. Materyalin dezenfeksiyonn ve dikim

Sofuk hava deposunda 6 hafta tutulan dallardan birinci yil 24.04.1998
tarihinde, ikinci w1l 10.05.1999 tarihinde; bahgedeki dallardan ise
15.04.1999 tarihinde, daha Once belirlenen uygun bitytikifige gelmiy gigek
tomurcuklari alinarak laboratuvara getirilmigtir,

Dikimden &nce gigek tomurcuklari, birkag damla Tween 20 eklenmis %20°
lik Sodyum hipokloritde 20 dakika dezenfekte edildikten sonra iig kez beger
dakika siireyle steril saf su ile durulanmugtir. Dezenfeksiyonu tamamlanmg
gigek tomurcuklan steril kogullarda penset ve ok uglu ifne yardimiyla
agtlmis ve anterleri alimacak gigekler bistfiri ile kesilerck ahnmugtr. Bu
¢iceklerden eanterlerin alinmas: binokfiler mikroskop altnda yapilmig ve
anterler dorsal ylizeyi besin ortam ile temas edecek, fakat gok kisa kesilmis
filamentleri besin ortamu ile temas etmeyecek sekilde petrilerdeki besin
ortamlar1 {izerine yerlegtirilmigtir.

Birinci yi1l denemelerinde defigik geligme safhasindaki mikrosporlar
tasiyan anterlerin, killttire almdiklarmda nasil bir gelisme gstereceklerini
gozlemlemek amaciyla, gigek tomurcugundaki ilk 4 gigegin anterleri kfiitilre
almmgtir.

Bir tomurcuktan ¢ikarian ilk dort ¢icegie ait 10’ar adet anter bir petride
killtiire alnmig ve anterlerin petrlye yerlegiminde asafndaki ydntem
izlenmistir, Petrilerin altina kalemle birbirine dik iki ¢izgl ¢izilerek besin
ortami 4 esit alana bolilnmis ve her bblmeye 1, 2, 3 ve 4 rakamlan
yazilmigtir. Tepe gigeSinin anterleri 1. bdlmeye dikilmiy, diferieri bu siray:
takip etmigtir. B8ylece bir petri kabma 4 ¢igefile ait 40’ar adet anter
yerlestirilmigtir. Birinei v1l denemelerinde kallus ve az da olsa embriyo
olusumunun tek ¢ekirdekli mikrosporlarm bulundugu anterleri igeren birinci
cicekten gergeklestizi gorildnginden, ikinci yil denemelerinde ¢igek
tomurcuklarmdan yalmzca birinci gigefe (tepe ¢igefi) ait anterler kitltiire
alimmugtir. Her gigekten 15 anter almmig ve bunlar boylarna gore O¢ gruba
aynlarak alt tarafindan ¢izgilerle 3 egit pargaya aynlan petri kaplarma her
bblmeye 5° er anter gelecek sekilde dikilmigtir.

Dikim iglemi tamamlanan petriler kapak kenarlar strech film ile sarlarak
inkiibasyon odasina alinmuglardir, fzolasyon ve dikimde kullamilan penset
ve bistiriter ¢aligma sirasinda her kullammdan dnce %96’hk etil alkole
batiriimig ve hemen ardindan aleve tutularak sterilize edilmigtir.
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3.2.5, Besin ortammm hazirlanmas:

Besin ortam olarak, yapilan galigmalarda en uygun oldugu belirtilen, MS
ortami Kullamlmgtr (Nakayama et 2l 1972, Milewska-Pawliczuk ve
Kubicki 1977, Fei ve Xue 1981, Xue ve Niu 1984, Johansson ef a/. 1987,
Zhang et al. 1990, Milewska-Pawliczuk 1990, Hofer ve Hanke 1990, Hofer
1995),

Biltin denemelerde Milewska-Pawliczuk ve Kubicki (1977) ile Milewska-
Pawliczuk (1990)'un androgenesis i¢in uygun oldugunu blldn'dlgl 1 mg!l
1AA ve 1mg/t kinetin kullamimigtr,

Elma anter killtiirimde besin ortamma katilan geker ve aktif komiiriin
androgenesis lizerindeki etkisini belirlemek amacryla besin ortamlarma
sekil 3.1' de goraldnga gibi %3 ve %6 dozlarnda sakkaroz ve glikoz, % 0,
0.10, 0.15 ve 0.30 aktif kdmir ilave edilmigtir.

Ortamm pH’ 51 1 N HCl ve 1 N NaOH yardimiyla, elma anter kiltiriinde
olumlu sonuglar verdifii bildirilen 5.8° ¢ ayarlanmig (Milewska-Pawliczuk
ve Kubicki 1977, Milewska-Pawliczuk 1990) ve %0.7 oranmda agar ilave
edilerek otoklavda 121 «C* de 15 dakika tutularak sterilize edilmigtir (Street
1973),

Kiiitiir kab olarak 8 cm ¢apmdaki cam petri kaplan kuflamimigtir. Petriler
yikandiktan sonra paketlenmig halde 121-C* de 1 saat siire ile otoklavda
sterilize edilmigtir. Besin ortamlar, otoklavdan gtkartildiktan sonra steril
kabin igerisine alinmiy ve hemen steril petri kaplarma esit miktarlarda
{15ml ) dagrhilmugtir. Petriler strech filmle sanlarak, enfeksiyon kontrolleri
i¢in, dikimden dnce birkag gim steri! kabinde tutulrmugiur,

Sakkarnz \Gmoz

A7 A
%3 %6 %3 %6

FVYN Yy Fvva VTR

%00.100.150.30 %0 0.10 0.150.30 %0 0.100.150.30 %0 0.10 0.15 0.30

Sekil 3.1. Besin ortamlarim hazirlama gemssi

13



3.2.6. Inkiibasyon kogullar

Kilttirler, 25 + 2°C* de (Milewska-Pawliczuk 1990) ve floresans lambalarla
2000 loks gk giddetinde aydmlatilan iklim odasinda inkilbasyona
alinmuglardir. Isifin androgenesis izerine etkisini incelemek amaciyla itk yil
denemelerinde killtirler iki gruba ayrilmig, yaris: 8 saat karanhk 16 saat
aydmniikta (8/16 saat fotoperiyot), diger yaris: ise silrekli (24 saat) karanlikta
geligtirilmislerdir, fkinci yil denemelerinde ise, bahgeden alman
tomurcuklardan ¢ikarilan anterferin dikildigi kiittrler, ilk y1l denemelerinde
oldugu gibi, 8/16 seat fotoperiyot ve 24 saat karanlikia inkilbasyona
alinmigtir. Soguk hava deposunda sofutulan tomurcuklardan g¢ikarilan
anterler 3 gruba aynlms, 1. grup 8/16 saat fotoperiyot, 2. grup 24 saat
karanhk, 3. grup ise Zhang er al (1990)a gdre 4 hafta karanhkta
tutulduktan sonra 8/16 saat fotoperiyoita inklbasyona alinmigtr. Anterler
bu kosullarda birer ay arahiklarla aym igerikteki yeni ortamlara
sagirtilmislardir.

3.2.7. Gozlem ve deferlendirmeler

ilk yil en az 5, ikinci y1l en az 3 tekerrlirlit olmak {izere denemeler
kurulmugtur. Kiltirlerde enfeksiyon veya anter Slimleri nedeniyle
tekerrirlerdeki anter sayiart egit olmadifindan istatistiki analizler
yapilamamig, sonuglar tekerrflr ortalamalarindan elde edilen verilere gore
degerlendirilmigtir.

Kultiire alman anterlerde canhitk oranlan ile kallus ve embriyoid olugum
oranlan belirlenmis, ¢ok az sayida embriyoid olugumu gergeklegtifinden ve
bu embriyoidier geligmediginden, olusan embriyoidlerde kok, sivgin ve
tam bir bitki olusumu ile ilgili gdzlem ve deferlendirmeler yapilamarmgtir.

4, sagirtmadan sonra kiiltirlerde hacim olarak genisleyen, renkleri sar1 veya
sarimsi kahverengine dGniisen anterler canli; koyu kahverengine dinilgen,
yumugayan ve slingerimsi veya biizillmi§ yap1 gosteren anterler ise 8l
olarak deperlendirilmigtir. Canli anterlerin sayisi, kiltiire alman saglikl
anter sayisina bolintp 100 ile carpilarak canllik oram belirlenmistir.
Embriyoid olugturan anter oraminin belirlenmesinde embriyoid olugturan
anterler, canh anter sayisina bdlinerek 100 ile ¢arpilnugtir. Kallus olugturan
anter oranlarimn belirlenmesinde de aym yol izlenmistir. Kiiltiire alinan
anterlerin bazilarmin filamentlerinden kallus olugmugsa da, bu kalluslar
diploid yapida oldugu igin gerek kallus olugturan anter sayisinm ve gerekse
kallus olusum oraninmn belirlenmesinde degerlendirmeye alinmamagtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Mikrospor Geliyme Dinemlerinin Befirlenmesi

Sitolojik ve morfolojik incelemeler sonunda, tek gekirdekli mikrosporlarm
15.19+0.08 mm boyunda ve 6.39£0.10 mm enindeki ¢igek tomurcuklarmda
bulundugu (sekil 4.1.) ve bu tomurcuklardaki 1. gigeklerin anterlerinin tek
gekirdekli serbest mikvosporlara, 2. ve 3. ¢igeklerin anterlerinin tetrat
safhasindaki mikrosporlara sahip olduklarm ve 4. ¢igeklerin anterlerindeki
mikrosporlarin ise daha geri bir gelisme safhasinda olduklar belirlenmigtir
(sekil 4.2, 4.3., 44, 4.5, ve 4.6.). Cicek tomurcuklarmin, gigek ve
anterlerin boy ve enlerine ait degerler gizelge 4.1." de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Starkspur Golden Delicious elma gegidinde gigek tomurcugu,
gigek ve anterlerin boy ve en degerleri (1998)

Parametreler Boy (mm) |En(mm)
icek tomurcugu | 15.19+0.08 | 6.39+0.10

1. gigek 11,36£0.07 |3.55:0.04
2. gigek 10.6540.03 |2.84+0.04
3. gigek 10.4940.03 |2.82:+0.04
4. gigek 9.66:0.02 |0.7120.02

1. ¢igek anteri 0.85£0.02 10.71+0.02

2. ¢igek anteri | 0.57+0.01 |0.4210.01
3. gicek anteri | 0.56x0.01 |0.4210.01
4.gigek anteri | 0.42£0.01 |0.4130.01

Cigek tomurcugunun boyu ve eni ile gigek ve anter boyu ve eni arasmdaki
korelasyon katsayilan incelendifinde, ¢icek tomurcugu eni ile 1. gigek eni
ve gigek tomurcufu boyu ile 2. gigegin anter eni arasindaki korelasyon
katsaylarmn  diginda diger korelasyon katsayrarinin istatistik olarak
onemli oldugu belirlenmistir (¢izelge 4.2.). Bu sonug Starkspur Golden
Delicious g¢egidinde tek ¢ekirdekli mikrosporlart tagiyan anterlerin,
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gigeklerin veya gigek tomurcuklarinin bityitkinkleri ile belirlenebilecegini
gostermistir,

Gizelge 4.2, Starkspur Golden Delicious elma cegidinde gicek tomurcugu ile
¢icek ve anter biiyitkltkleri arasimdaki korelasyon katsayilar:

{icek ve anterlerin .
En ve boylar (mm) Clgek tomurcugu
Boy {(mm) | En (mm)
1. cioek Boy 0.92 ) 0.63
En 0.50 0.28
. Boy 091" 065"
2. gigek En 073" | 062"
. Boy 0.84" 0.73"
3. gigek En 060" | 072"
. Boy 0.87 041°
4. gigek En 087" 049"
h . Boy 0.80" 0.72"
e e T 0.79" 0.66"
i .| Bay 0.82" 063" |
2. gigek anteri g - 021 0.44"
. . | Boy 077" 0.55"
3. gigek anteri /g 037 0.66"
. . | Boy 0.69 0.62
4. gigek anteri "p 065~ | 052"

rops =036 (" : p<0.05)
fo=046 (" :p<0.01)
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Sekil 4.1. Tek ¢ekirdekii mikrosporlarin bulundugu gigek tomurcugu (Boy:
14.62 mm, en: 6.3%9 mm)

Sekil 4.2. Tek gekirdekli mikrosporlar: igeren anterlerin bulundugu gigek
tomurcugundaki 1., 2. ve 3. gigekler (Boy ve enleri sma ile
11.36-3.40 mm, 9.94-2,55 mm, 9.94-2.41 mm)
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Sekil 4.3. Filamentleri kesilerek dikime hazirlanmis 1. gigekten alman ve
tek c¢ekirdekli mikrosporlart tagiyan anter (Boy: 0.71 mm, en:

0.56 mm)

3

b 3

o 2 W
L%

E_: "
j

. {‘:-:.‘.!-'

m i W T ‘"—"-"—"‘i

Sekil 4.4. Tetrat safhasinda ve serbest tek gekirdekli mikrosporlar
(Asetokarmin yontemi)
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Sekil 4.5. Tetrat safhasindaki mikrosporlar (Parafin yontemi)

Sekil 4.6. Tek gekirdekli serbest mikrosporlar (Parafin yontemi)
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4.2, Birinci Yl Deneme Sonuclar:

+4°C’ de 6 hafta soguk uygulamas: yapilan ¢igek tomurcuklarindan alinan
ilk 4 ¢igegin anterlerinin kitltiire alinchgs ilk y1l denemelerinde, %3 ve %6
bk sakkaroz ve glikozun etkileri aktif kdmirsiiz ve aktif komirld
ortamlarda ve 8/16 saat fotoperiyot ve sfirekli karanhik kogullarda
incelenmistir.

4,2.1, Aktif komilrsitz ortamlardan elde edilen sonuglar

%3 ve %6 sakkaroz igeren ortamlarda kultitre alinan farkli gelismedeki ilk 4
¢icekten alinan anterlerdeki gelismeler toplu olarak incelendiginde; 8/16
saat fotoperiyotta inkilbasyona alinanlarin tamamina yakin bir kisminda ik
kitltir asamasinda kararma olmug ve bu anterler daha sonraki sagurtma
ortamlarinda canliliklanm yitirmiglerdir (gekil 4.7.). Karanlkta tutulan
anterler, 8/16 saat fotoperiyotta tutulan anterlere gdre daha az kararma
gostermis ve canlilik oranlan %3 sakkaroz igeren ortamda %32.5, %6
sakkaroz igeren ortamda %4 1.7 olmugtur (¢izelge 4.3.). Ayrica karanliktaki
1. ¢icegin anterlerinden %3 sakkaroz igeren ortamda 1, %6 sakkaroz igeren
ortamda ise 6 adet anterin filamentlerinde kallus olusumu gdzlenmistir.

1., 2., 3. ve 4. gigeklerden kiiltire alinan anterler ayri ayr1 incelendiginde
(cigek bazinda) en yliksek canlilik orant %3 sakkaroz igeren ortamda 8/16
saat fotoperiyotta 4. ¢igefin anterlerinden (%2.6), karanhkta 1. gicefin
anterlerinden (%100) elde edilmigtir. %6 sakkaroz igeren ortamda ise, 8/16
saat fotoperiyotta 1. ve 2. gigekten (%3.3), karanlikta 4. ¢igekten ahnan
anterler en yitksek canlilik oranini (%50) vermistir,

Glikozun %3 ve %8 lik dozlaninda aydinhk ve karanlifin etkisi
incelendiginde, 8/16 saat fotoperiyofta inkiibasyona alinan anterlerin
titmiine yakin bir kismi, sakkarozlu ortamlarda oldugn gibi, kararmigtir.
Karanhk ortamda 8/16 saat fotoperiyottaki anterlere gire caniilik oram
artrig, %3 glikoz igeren ortamda %48.3, %6 glikoz igeren ortamda ise
%50.6 olmustur. %3 glikoz igeren ortamda bir anterden (1. gigegie ait) kallus
olusmugtur. %6 glikoz igeren ortamda anterden kallus olugmarmigsa da,
canli kalan 3 anterin (1. ¢igefe ait) filamentlerinden yegil renkte kallus
olusumu gtzlenmigtir. Ayrica bu ortamdaki bir anterde (1. gigege ait) 1
adet embriyoid olugmugtur (sekil 4.8.).
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Cizelge 4.3. Aktif ktmilrsiiz ortamlarda kitltilre alinan anterlerde sakkaroz
ve glikoz ile aydinlatmanin etkileri

Seker dazlan %3 %6
8/16 saat " | 8/16 sant
Aydinlik ve karanlik fotoperiyot Karanhk fotoperiyot Karanhk
SAKKAROZ
Dikilen anter sayist 160 160 120 120
Canli anter say1si 1 52 2 50
Canlilik oram (%) 0.6 32.5 1.6 41.7
Kallus olugturan anter
sayise 0 0 0 0
Kallus orami (%) 0 0 0 0
Embriyoid olugturan
anter sayisi 0 0 0 0
Embriyoid oram (%) 0 0 0 0
GLIKOZ
Dikilen anter say1s1 120 120 160 160
Canlt anter say:si 1 58 4 81
Canlilik oran: (%) 0.8 483 2.5 50.6
Kallus olugturan anter 0 1 0 0
Saylst
Kallus orani (%) 0 1.7 0 0
Embriyoid olugturan 0 0 0 1
anter sayisi
Embriyoid oram (%) 0 ¢ - 0 12
—

Sekil 4.7, Kitltiire alnan anterlerde kararma
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Cicek bazinda en yiiksek canhilik oram %3 glikoz igeren ortamda 8/16 saat
fotoperiyotta 4. ¢icegin (%4), karanhikta 1. gicefiin (%86) anterlerinden
kaydedilmistir. %6 sakkaroz igeren ortamda 8/16 saat fotoperiyotta 1,
cigefin (%65), karanlikta 2. gigegin (%56) anterlerinden elde ediimigtir.

SR J

Sekil 4.8, %6 glikoz igeren ortamda 1. gigeBe ait anterden olugan embriyoid
4.2.2. Aktif kmitrlit ortamlardan elde edilen sonunglar

Aktif kdmir dozlarinin etkileri besin ortaminin seker igeriginin, aydinhk ve
karanlifin etkileri dikkate alinarak incelenmistir.

4.2.2.1, % 0.10 aktif kdmiirlii ortamlardan elde edilen sonuglar

%3 sakkaroz iceren ortamda karanhk kogullardaki anterler (%41), 8/16 saat
fotoperiyottaki anterlere gore (%24.5) daha yliksek canlilk oranma sahip
olup, ilk gigepin iki anterinde kallus olugumu gdrilmastir. 8/16 saat
fotoperiyotta inkUibasyona alinan anterlerin birinde (1. gigege ait) embriyoid
olugmustur (gizelge 4.4.). %6 sakkaroz igeren ortamlarda canliitk oram
8/16 saat fotoperiyottaki anterlerde %23.3, karanhktaki anterlerde ise %54.4
olarak kaydedilmigtir.
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Cizelge 4.4. % 0.10 aktif kdmarld ortamlarda kiltilre alman anterlerde
sakkaroz ve glikoz ile aydmiatmanm etkileri

ﬁ:‘ ve Sakkeroz (%3) | Sakkaroz (%6) | Glikez(%3) | Giikoz (%6)
8/16 B/16 %16 816
Aydmlik ve | saat saat saat sgat
et fotope | Karnlik | 0o | Keranli | £60 | Raranhi | 560 | Karanik
riyot riyot riyot riyot
Dikilen anter
sayist 200 200 120 160 120 120 160 120
Canli anter
- 49 32 28 87 1 6l ) 13 24
Canlilik
orm1 (%) 24.5 410 213 544 92 50.8 8.1 20,0
Kallus
olugturan [ 2 1 0 0 ] 0 i}
anter sayisl
Kailus oram
(%) 0 2.4 36 0 0 0 0 1]
Embriyoid
ofusturan 1 0 0 0 0 0 0 0
anter sayisi
Embriyoid
orami (%) 2.0 0 0 ¢ 0 0 0 0

Cigek bazinda en yilksek canhlik orami %3 sakkaroz igeren ortamda 8/16
saat fotoperiyotta 2. x;ig:egin (%2.9), karanhkta 1. gicegin anterleri {%73)
vermigtir. %6 sakkaroz igeren ortamda 8/16 saat fotoperiyotta 1. ve 2.
cicegin (%33), karanlikta ise 3. ¢igepin anterlerinden (%62) elde edilmigtir.

%3 glikoz igeren ortamda 8/16 saat fotoperiyottaki anterlerde canlihk oram
%9.2 iken karanliktakilerde %50.8, %6 glikoz igeren ortamda ise 8/16 saat
fotoperiyottaki anterlerde %8.1 iken karanhiktakilerde %20 olarak
kaydedilmigtir. Anterlerde kallus ya da embriyoid oluyumu
gergeklesmemistir (gizelge 4.4.).

Cigek bazinda en yliksek canlihk oranim %3 glikoz igeren ortamda 8/16
saat fotoperiyotta ve karanhkta (%20 ve %63) 2. ¢igeBin anterleri vermisgtir.
%6 glikoz igeren ortamda ise yine 8/16 saat fotoperiyotta ve karanhkta
(%18 ve %25) 1. ¢icefin anterlerinden elde edilmigtir,
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Cizelge 4.5, % 0.15 aktif kOmilrli ortamlarda kititiire alinan anterlerde
sakkaroz ve glikoz ile aydinlaimamin etkileri

Seker ve Sakknroz Sakkaroz

dozn %3) (%6) Glikoz (%3) Glikoz (%6)
8/16 818 816 16

Aydmhk ve | saat saat saat saat

Karanlik fotope Karanhk fowpe Karanhik fotope Karanhk fotope Karanhk
riyot riyot riyot riyot

Dikilen anter

sayisi 160 | 200 120 120 160|200 120 120

Canli anter

sayist 4] 74 1 40 27 81 7 26

Cantlilik

oran: (%) 256 | 370 92 | 333 169 | 405 58 | 217

Kallus

olugturan 2 1 0 0 0 0 0 0

anter sayisi

Kallus oram

%) 49 14 0 0 0 0 0 0

Embriyoid

olugturan 0 0 0 0 0 0 0 0

anier sayist

Embriyotd

orant (%) 0 0 0 0 0 0 0 0

4.2.2.2. % 0.15 aktif k6miirlil ortamlardan elde edilen sonuglar

%3 sakkarozlu ortamlarda kiiltdre alinan anterlerden 8/16 saat fotoperiyotta
inkitbasyona almaniarda canlihk oram %25.6, karanhktakilerde ise %37.0
olarak belirlenmigtir. %# sakkaroz igeren ortamlarda ise yine karanlik
kogullardaki anterlerde canhitk orami (%33.3), 8/16 saat fotoperyottaki
anterlere (%9.2) gore daha yiksek olmugtur. Bu ortamlarda hem 8/16 saat
fotoperyotta (%4.9) ve hem de karanlikta (%1.4) 1. cicefin anterlerinden
kallus olugmusgtur (gizelge 4.5.).

Cigek bazinda en yiiksek canlilik orami %3 sakkaroz igeren ortamda 8/16
saat fotoperiyotta 3. gicegin (%33) ve karanhkta 1. gigedin (%e42); %6
sakkaroz i¢eren ortamda ise hem 8/16 saat fotoperiyotta hem de karanlikta
4. ¢igegin (%23-%46) anterlerinden elde edilmigtir,

%3 glikoz igeren ortamda 8/16 saat fotoperiyottaki anterlerde canhlik orani

%16.9 iken karanliktakilerde %40.5, %6 glikoz i¢eren ortamda ise 8/16 saat
fotoperiyottaki anterlerde %35.8 iken karanlhktakilerde %21.7 olarak
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kaydedilmigtir. %3 ve %6 glikoz igeren ortamlardaki anterlerin higbirinde
kallus veya embriyoid clusumu ger¢ekleymemistir (gizelge 4.5.).

Cigek bazinda en yitksek canlihk orani %3 glikoz igeren ortamda 8/16 saat
fotoperiyoita 2. gigekten (2422.5), karanhkta 4. gigekten (%47); %6 glikoz
igeren ortamda ise hem 8/16 saat fotoperiyotta hem de karanhkta 1.
gigekten (%618-%25) alinan anterlerden elde edilmistir,

4.2.2.3, % 0.30 aktif kdmilrlii ortamlardan elde edilen sonuglar

%3 sakkaroz igeren ortamlarda canhlik orami kavanlikta %14.6, 8/16 saat
fotoperiyotta %8.4; %6 sakkaroz iceren ortamlarda karanhkta %13.5, 8/16
saat fotoperyotta ise %3.5 olarak kaydedilmistir. %3 sakkaroz igeren
ortamlarda 8/16 saat fotoperyotta 2 adet anterde (1. gigege ait) yogun kallus
olugumu goritlmigtiir (gekil 4.9.). Karanlhk kogullardaki anterlerde kallus
olusumuna rastlanmamugtir (¢izelge 4.6.).

Cigek bazinda en yiksek canlhlik orami %3 sakkaroz igeren ortamda 8/16
saat fotoperiyotta 2. ¢igekte (%12), karanlikta 2. ve 4. ¢igekte (%20); %6
sakkaroz igeren ortamda ise hem 8/16 saat fotoperiyotta ve hem de
karanlikta 1. ¢igekte (%10-%22) belirlenmigtir.

%3 glikoz igeren ortamda 8/16 saat fotoperiyottaki anterlerde canlilik orani
%13 iken karanliktakilerde %75; %6 glikoz igeren ortamda ise 8/16 saat
fotoperiyottaki anterlerde %0.83 iken karanbktakilerde %15.8 olarak
kaydedilmistir. Hem %3 hem de %6 glikoz igeren ortamlardaki anterlerin
higbirinde kallus veya embriyoid olusumu gergeklesmemistir (cizelge 4.6.).

Cicek bazinda en yitksek canlilik orani %3 glikoz iceren ortamda 8/16 saat
fotoperiyotta (%23) ve karanlhkta (%69) 1. gicefe ait anterlerde
kaydedilmistir. %6 glikoz igeren ortamda ise en yilksek canlilik oran: 8/16
saat fotoperiyotta 2. gigegin anterlerinden (%10) elde edilirken, karanlikia 4.
gigegin anterlerinden (%23) elde edilmistir.
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Cizelge 4.6. % 0.30 aktif komiirld ortamlarda kitltiire alinan anterlerde
sakkaroz ve glikoz ile aydinlatmanin etkileri

Jeker ve Sakkaroz (%3) | Sakkaroz (%6) | Glikoz(%3) | Glikoz (%6)
8/16 8/16 8/16 8/16

Aydmbk ve | saat . | saat saat seat

karanhik fotope Karanhk fotope Karanlik fotope Karanhk fotope Karanlik
riyot riyot riyot riyot

Dikilen

y— 320 280 200 200 200 120 120 120

Canbanter |, ) 4 7 | 27 2% | %0 1 19

says!

Canlilik 84 | 146 35| 3s { 130| 750 | os83{ 158

oram (%6)

Kallus

olusturan 2 0 0 0 0 0 0 0

anter sayis

Kallus oram

%) 7.4 0 0 0 0 ¢ 0 0

Embriyoid

olugturan 0 0 0 0 0 0 0 0

anter sayisi

Embriyoid |

orani (%) 0 0 0 0 0 0 [ 0

Sekil 4.9. % 3 sakkaroz igeren ortamlarda 8/16 saat fotoperiyotta mikrospor
orijinli kallus clugumu
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4.3, ikinci Y1l Deneme Sonuglan

1. yil denemelerinde aktif k6mirsfliz ortamlarda killtitre ahinan anterler
yagamadsfy i¢in, 2. yl denemelerinde sofuk uygulamasi yapilan ve
yapiimayan tomurcuklarin 1. gigeklerinden alinan anterlerin hepsi aktif
komiiritl ortamlarda kitltitre alinmiglardir.

4.3.1. % 0.10 aktif kdmilr ve %3 sakkaroz ile glikoz igeren ortamlardan
elde edilen sonuclar

Bahgeden alman tomurcuklardan sakkaroziu ortamda  killtire ‘alinan
anterlerden hem 8/16 saat fotoperivotta ve hem de karanlikta inkilbasyona
almanlarda canhlik oram1 %75.5 olarak belirlenmigtir. Soguk hava
deposundan aliman tomurcuklardan gikarian anterlerde bu oran 8/16 saat
fotoperiyotta %93 iken, karanlikta %97.7, 4 hafta karanhik uygulamasmmdan
sonra 8/16 saat fotoperiyoita inkiibasyona alinanlarda %95.5 olmustur.
Ayrica siirekli karanhicta (1. gigekten) ve 4 hafta karanhik nygulamasindan
sonra 8/16 saat fotoperiyotta inkilbasyona alinan (1. gigelten) anterlerden
birinde kallus olugumu gézlenmistir (¢izelge 4.7.).

Bahgeden alinan tomurcuklardan gikarilan ve %3 glikoz igeren oriamlarda
kiltire alnan anterlerde canklik oram 8/16 saat fotoperiyotta %57.7,
karanlikta ise %622 olmustur. Sofuk hava deposundan alinan
tomurcuklardan ¢ikanlan ve %3 glikoz igeren ortamlarda killiire alinan
anterlerden 8/16 saat fotoperiyodik diizende inkitbasyona almanlarda
canlihk oram %71, karanhkta %73.3 ve 4 hafta karanhk uygulamasindan
sonrz 8/16 saat fotoperiyotta inkllbasyona ahnanlarda %60 olarak

gerceklesmistir (¢izelge 4.7.).

4.3.2. % 0.10 aktif kBmilr ve %6 sakkaroz ile glikoz igeren ortamlardan
elde edilen sonuglar

Bahgeden alman tomurcuklardan gikanlan ve %6 sakkaroz igeren
ortamlarda kiiltiire alinan anterlerde canhlik orami 8/16 saat fotoperiyotta
%66.6, karanhkta inkilbasyona alinanlarda %68.8 olarak belirlenmigtir.
Soguk hava deposundan alinan tomurcuklardan ¢ikanlan anterlerde bu oran
8/16 saat fotoperivotta %68.8 iken, karanhkta %80, 4 hafta karanlk
uygulamasmdan sonra 8/16 saat fotoperiyotta inkilbasyona alinanlarda ise
%73.3 olmugtur (cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.7. % 0,10 aictif kémilr ve %3 sakkaroz ile glikczlu ortamiarda

kiiltire alman  anterlerde

sofuk  uygulamasinin

ve

aydmlatmeanin etkileri

Parametreler Bﬁmi mm;l,:;m Somt:ymmwmwmllﬂn

8/16 saat 8/16 saat 4 hafta
Aydulik ve Karalk | g neriyer | ¥8P0K | ponmerivor | K28k | iarami |

SAKKAROZ
Dikilen anter say1st 45 43 45 45 45
Canhi anter sayist 34 34 42 44 43
Canltlik oram (%) 755 75.8 93.0 971 955
Kallus olugturan anter 0 0 0 i 1
$ayist
Kallus oram (%6} 0 0 0 23 23
Embrivoid olugturan
anter sayisi y ° ’ ; "
Embriyoid cram (%) 0 0 0 ] 0
GLIKOZ

Dikilen anter sayis: 45 45 45 45 43
Canl) anter say1st % 22 32 33 27
Caniilik oran (%) 577 622 71.0 733 60.0
Kallus olugturan anter 0 0 0 0 0
SayIsl
Kallus oram (%) 0 0 0 0 0
Embriyoid olusturan 0
anter sayist 0 ’ ’ ’
Ermbriyoid oren1 (%) 0 0 0 0 0

Bahgeden alman tomurcuklardan gikanian ve %6 glikoz igeren ortamlarda
killtire alinan anterlerde canhlik orami 8/16 saat fotoperiyoita %335.5,
karanhkta inkiibasyona ahinanlarda %40 olarak belirlenmigtir. Soguk hava
deposundan alinan tomurcuklardan gikanlan ve %6 glikoz igeren ortamlarda
kitltire alinan anterlerden hem 8/16 saat fotoperiyotta hem de karanhkta
inktibasyona alinanlarda %62.2 olmus, 4 hafta karanlik uygulamasindan
sonra 8/16 saat fotoperiyotta inkilbasyona alman anterlerde ise % 64.4
olarak kaydedilmigtir (gizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. % 0.10 aktif kdmilr ve %6 sakkaroz ile glikoziu ortamlarda
kitltiire  alinan  anterlerde  sofuk uygulamasinin  ve

aydmlatmanin etkileri
vcler Ba:l;geden algan Soguk uygulamas yapilan
/16 suat 8/16 saat 4 hafta
Aydmiik ve Karanlik fotoperiyot | <7 | fotoperivot | X4 | korantue
SAKKAROZ
Diklen anter sayis! 45 45 45 45 45
Canl1 anter sayist 10 3 31 36 33
Canliltk oren: (%) 66.6 688 68.8 80.0 733
Kallus plugturan anter sayis 0 0 0 ] 0
Kallus oram (%) 0 0 0 0 0
Embriyoid olugturan anter 0 0 0 0 0
sayisi
Embriyeid oran (%6) 0 0 ] 0 0
| GLIKOZ
Dikilen anter sayist 45 45 45 45 43
Canly anter sayist 16 18 28 28 29
Canlilik oram (%4} 35.5 40.0 62.2 60.0 64.4
Kallus olusturan anter say1st 0 o 0 0 0
Kalius oram (%4) 0 0 0 0 0
Embriyoid olusturan amter 0 0 0 0 0
sayisi N
Embriyoid orant (%) ° i 0 ’ ’

4.3.3, % 0.15 aktif kimilr ve %3 sakkaroz ile glikoz igeren ortamlardan
elde edilen sonuglar

Babgeden alnan tomurcuklardan cikarlan ve %3 sakkaroz igeren

ortamlarda killtiire alinan anterlerden hem 8/16 saat fotoperiyotta ve hem
de karanlkta inkitbasyona ahnanlarda canlihk oram 9%68.8 olarak
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belirlenmistir. Sofuk hava deposumdan alman tomurcuklardan ¢ikarilan
anterlerde bu oran, 8/16 saat fotoperiyotta %91 iken, karanbkta %493, 4
hafta karanlik uygulamasindan sonra 8/16 saat fotoperiyotta inkilbasyona
almanlarda ise %91 olmugtur (¢izelge 4.9.).

Bahgeden alinan tomurcuklardan gikanlan ve %3 glikoz iceren ortamlarda
kiltire abman anterlerde canhilk oram, 8/16 saat fotoperiyotta %55.5,
karanlikta %357.7 olarak belirlenmigtir. Sofuk hava deposundan alinan
tomurcuklardan ¢ikarilan ve %3 glikoz igeren ortamiarda killtlire alinan
anterlerde canhlik orami 8/16 saat fotoperivotta %:66.6, karanlikta %68.8
olmus ve 4 hafta karanhk uygulamasmdan sonra 8/16 saat fotoperiyotta
inkllbasyona alinanlarda %s64.4 olarak bulunmusgtur (¢izelge 4.9.).

4.3.4. % 0.15 aktif kimir ve %6 sakkaroz ile glikoz igeren ortamlardan
elde edilen sonuclar

Bahgeden ahnan tomurcuklardan cikarian ve %6 sakkaroz igeren
ortamiarda killtire alinan anterlerde canlihk oramt 8/16 saat fotoperiyota
%60 ve kavanlkta inkitbasyona almanlarda ise %64.4 olarak belirlenmigtir.
Soguk hava deposundan alinan tomurcuklardan gikanlan ve %6 sakkaroz
iceren ortamlarda, 8/16 saat fotoperiyotta killtliive aliman anterlerde, canlihk
oran1 %66.6 iken, karanhkta %75.5, 4 hafia karanlik uygulamasindan sonra
8/16 saat fotoperiyotta inkilbasyona almanlarda %66.6 olmugtur (gizelge
4.10.).

Bahgeden alinan tomurcuklardan gikanlan ve %6 glikoz igeren ortamiarda
killtiire alinan anterlerde, canlitik orant 8/16 saat fotoperiyotta %631.1,
karanlkta ise %37.7 olarak belirlenmigtir. Sofuk hava deposundan alman
tomurcuklardan gikarilan ve %6 glikoz iceren ortamlarda killtire alman
anterlerde canlilik orani, 8/16 saat fotoperiyotta inkflbasyona almanlarda
%62.2 iken, karanhkta %68.8 olmug, 4 hafta karanlik uygulamasindan sonra
8/16 saat fotoperiyotta inkiibasyona alinanlarda %55.5'e dilgmilgtir (gizelge
4.10.).
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Cizelge 4.9. % 0.15 aktif kdmfilr ve %3 sakkaroz ile glikezlu ortamlarda

killtire ahnan anterlerde soffuk uygulamasmm ve
aydmlatmamn etkileri
Parametreler Bahgeden almen Soffuk uygulamas yapilan
tomurcukiar tomurcatklar
Aydmlik ve Karanltk | 8/16 saat Karanitk | 8/16 saat Karenlik | 4 hafta
fotoperiyot fotoperiyot Karanhk
SAKKAROZ
Dikilen antor sayts1 45 45 45 45 45
Canly antor sayist 3t 3 a1 g 41
Canlthik oras! (%) 68.8 68.8 910 93.0 91,0
Kallus olugturen anter
1 0 0 0 0 [}

Kallus oran1 (%) 0 0 0 0 0
Embriyoid olusturan

| aner sayist 0 0 0 0 0
Embriyoid eran (34) 0 0 0 0 0

GLIKOZ

Dikilenamter sayist | 45 a5 45 55 | 4
Cailt gy 25 2 30 31 29
Canlibik orant (%) 55.5 57.7 66.6 68.8 64.4
sayis1
Kallus oram (%) 0 0 0 0 0
Embriyoid olugturan
anter sayi 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.10. % 0.15 aktif kimilr ve %6 sakkaroz ile glikozlu ortamlarda .
kiiltire alman  anterlerde soSuk uygulamasinn ve

aydmniatmanm etkileri

Bahgeden alinan Souk uygnlamas: yepilan

Parametreler tomurctklar tomurcuklar
8/16 saat 8/16 sast Karannle | 4 hafia
Aydmbik ve Karantk | gy nerivor | K&K | gronerivor karenhik
SAKKAROZ
Dikilen anter sayis1 45 45 45 45 43
Canli enter sayisi 27 29 30 34 30
Canlihk oram (%) 60.0 64.4 66.6 755 66.6
Kallus olugturan anter 0 0 0 0 0
S8Y1S1
Kallus oran: (%4} 0 0 0 0 0
Embriyoid olugturan
o 0 0 0 0 0
Embriyoid oram (%) 0 0 0 0 0
GLIKOZ

Dikilen anter sayisi 45 45 45 a5 45
Canl1 anter sayis: 14 17 28 3l 25
Canbilik orans (%) 311 177 622 68.8 55.5
Kallus olugturan anter 0 0 0 0 0
$AYISL
Kallus oram (%) 0 0 0 0 0
Embriyoid olugturan
anter sayis 0 0 0 ° °
Embriyoid oran (%6) 0 0 0 0 0
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4.3.5. % 0.30 aktif k6milr ve %3 sakkaroz ile glikoz igeren ortamiardan
¢lde edilen sonuglar

Bahgeden alinan tomurcuklardan ¢ikanjan ve %3 sakkaroz igeren
ortamlarda kiltiire alman anterlerde canlilik oram 8/16 saat fotoperiyotta
%68.8, karanlikta inkilbasyona alinanlarda ise %71 olarak belirlenmistir.
Soguk hava deposnndan alinan tomurcuklardan gikanlan anterlerde bu
oran, 8/16 saat fotoperiyotta %86.6 iken, karanlkta %91, 4 hafta karanhk
uygulamasmdan sonra 8/16 saat fotoperiyotta inkiibasyona alinanlarda %80
olmugtur (¢izelge 4.11.).

Bahgeden alman tomurcuklardan gikarilan ve %3 glikoz iq:ereu ortamlarda
killtire aliman anterlerde canlilik oram 8/16 saat fotoperiyotta %40,
karanhkta ise %42.2 olarak belirlenmigtir,

Soguk hava deposundan alman tomurcuklardan ¢ikarilan anterlerde bu oran,
8/16 saat fotoperiyotta %68.8 iken, karanlkta %75.5 olmug ve 4 hafta
karanlik uygulamasindan sonra 8/16 saat fotoperiyotta inklbasyona
alinanlarda %66.6" ya dilsmastilr (cizelge 4.11.).

4.3.6. % 0.30 aktif komir ve % 6 sakkaroz ile glikoz iceren ortamlarda
elde edilen sonuglar

Bah¢eden alman tomurcuklardan ¢ikariian ve %6 sakkaroz igeren
ortamlarda kiltlire alinan anterlerden hem 8/16 saat fotoperiyotta ve hem de
karanlkta inkiibasyona almnanlarda canhiik oram, %355.5 olarak
belirlenmigtir. Sofuk hava deposundan alman tomurcuklardan gikarilan
anterlerde bu oran, 8/16 saat fotoperiyotta %562.2 iken, karanlikta %66.6, 4
hafta karanlik uygulamasindan sonra 8/16 saat fotoperiyotta ink(basyona
almanlarda %:68.8 olmustur (¢izelge 4.12.).

Bahgeden alman tomurcuklardan gikanlan ve %6 glikoz igeren ortamlarda
kitltire alman anterlerde canhlik oram, 8/16 saat fotoperiyotta %028.8,
karanhkta ise %31.1 olarak belirlenmigtir. Sofuk hava deposundan alman
tomurcuklardan ¢ikanlan ve %6 plikoz igeren ortamlarda killtre alman
anterlerde canhhk orami 8/16 saat fotoperiyotta %655.5 iken, karanlikta
%68.8 olmus ve 4 hafta karanhk uygulamasindan sonra 8/16 saat
fotoperiyotta inklbasyona almanlarda %53.3' e digmistiir,
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Cizelge 4.11. % 0.30 aktif kémlr ve %3 sakkaroz ile glikozlu ortamlarda
sofuk uygulamasmin ve

killtire alman anterlerde

aydinlatmann etkileri

Bahceden alman Sofuk nygulamasi yapilan

Parametrefer tomurcuklar tomurgukiar
8716 sant 8/16 sazt 4 hafta
Aydinhk ve Karanhk fotoperiyot Karanlik fotoperiyot Keranlik ik
SAKKAROZ
Dikilen anter sayisi 45 45 as 45 45
Canl: anter sayis: 31 32 39 41 36
Canhlik orani (%) 688 1.0 86.6 91.0 80.0
Kallus olugturan snter 0 0 0 0 0
sayisi
Kallus orani (%) 0 0 0 0 0
Embriyoid olugturan 0 0 0 0 0
ANLEr 5aYis]
Embriyoid oram (%) 0 o 0 0 0
GLIKOZ

Dikilen amter sayist 45 45 45 45 45
Canli mter sayis 18 19 31 44 30
Canlilik oran (%) 400 422 68.8 75.5 66.6
Kallus olugturan anter 0 0 0 0 0
Say1s1
Kailus oram {%4) 0 0 0 0 0
Embriyoid olugturan 0 0 0 0 0
arter saysst
Ermbriyoid orani (%) 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.12. % 0.30 aktif komilr ve %6 sakkaroz ile glikozlu ortamlarda
kiiltire  alinan  anterlerde sofuk uygulamasimn  ve

aydmlatmanm etkileri
Bahgeden alman Sofuk uygulamast yapilan
Parametreler tomurcukler tomurculclar
8/16 saat 8/16 saat 4 hafta
Aydmlik ve Karanlilc fotoperiyot Karanlik fotaperiyot Karaniik kezmanlik
SAKKAROZ

Dikilen anter say1st 45 45 45 45 45
Canl1 anter suyst 25 25 28 30- 3
Cenlilik oram (00) 55.5 555 622 66.6 68.8
Kallus olugturen anter o 0 0 0 0
sayig]

Kallus oran1 (%) 0 0 0 0 0
Embriycid clugturan
| anter sayist 0 ° ‘ 0 -
Embriyoid oram (%) 0 0 0 0 0

GLIKOZ

Dikilen anter sayisi 45 45 45 45 45
Canli anter sayist 13 14 25 31 24
Canlihik orant (%) 28.8 311 35.5 68.8 533
Kallug olugturan anter 0 0 0 ] 0
Say181

Kallus orant (%) 0 0 0 0 0
Embriyoid olughuran 0 0 0 ' 0
amer sayist

Embriyoid oram (%) 0 0 1} 0 0
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢algmada, Starkspur Golden Delicious elma ¢egidinin anter kaltiriinde
seker, aktif komir, 151k ve sofuk uygulamasmin androgenmesis {izerine
etkileri incelenmigtir. Ayrica tek gekirdekli mikrospor sathasimn, gigek
tomurcugu, ¢gigek ve anterlerin morfolojik dzellikleriyle saptanabilmesi i¢in
korelatif 8zellikler belirlenmistir.

Birinci y1l denemelerinde toplam 5080 anter kiiltire almmig ve ancak ki
adet embriyoid (%0.17) elde edilmistir. Ikinci yilda ise toplam 3240 anter
kitlttre alinmig fakat embriyoid elde edilememistir. Kallus olugum oranlar:
ise birinci yil %0.78, ikinci yil %0.11 olmugtur. Bu bulgular eimalarda
yapilan anter kiitlrd ¢abiymalarmdan elde edilen sonuglan
desteklemektedir. Zhang et al. (1990), 5 elma genopinde yaptiklan anter
kiltirtinde killtdre ahinan 167500 anterden %60.01 oranmda embriyoid elde
edebilmislerdir. Hofer ve Schmidt (1994), 13 elma genotipinde yapimig
olduklar1 anter kiltirlinde sadece 7 genotipte ve ¢ok diigiik oranlarda
(%60.05-0.4) embriyoid olusumunu saglayabilmislerdir. Hofer (1995) 6
Malus domestica (M. pumila) ¢esidi ve Malus zumi® uin killtirlerinden 3-6
ay arasinda embriyoidleri elde etmis ve Hofer ve Schmidt (1994)’in
¢aligmalarinda oldugu gibi embriyoid olugumu ¢ok digiik oranlarda (260.05-
0.4) gergeklesmigtir,

5.1. Mikrospor Gelisim Asamasi {le Cigek Tomurengiu, Cigek ve Anter
Arasindaki Korelasyonlar

Sitolojik ve morfolojik incelemeler sonunda, tek ¢ekirdekli mikrosporlarin
15.1940.08 mm boyunda ve 6.39+0.10 mm enindeki gigek tomurcuklarinda
bulundugu ve bu tomurcuklardaki 1. gigeklerin anterlerinin tek ¢ekirdekli
serbest mikrosporlara, 2. ve 3. gigeklerin anterlerinin tetrat safhasmdaki
mikrosporlara  sahip olduklarmi ve 4, gigeklerin anterlerindeki
mikrosporlarin ise daha geri bir geliyme safhada olduklar: belirlenmigtir,
Cigek tomurcuunun boyu ve eni ile gigek ve anter boyu ve eni arasindaki
korelasyon katsayilan incelendifinde, ¢igek tomurcudu eni ile 1. gigek eni
ve ¢icek tomurcufu boyu ile 2. gigefin anter eni arasindaki korelasyon
katsayilanmin diginda difer korelasyon katsayilarmin istatistik olarak
Snemli oldugu belirlenmistir. Bu sonug Starkspur Golden Delicious
¢egidinde tek gekirdekli mikrosporlar tagiyan antgrlerin, gigeklerin veya
cigek tomurcuklarinin bityliklitkleri ile belirlenebilecegini gdstermigtir. Bu
sonuglar Hofer ve Hanke (1994)' nin bulgularyla uyum gdstermektedir .
Hefer ve Hanke (1994), elmalarda genotiplere bagh olmaksim mikrospor
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geligme safhalan ile giceZin makroskopik karakterleri arasindaki
korelasyonun &nemli olduSunu ve bu nedenle elmaz anter killtitrinde
optimum mikrospor geligme safhasmmn belirlenmesinde, ¢icek ve anter
uzuntugunun knllamlabilecefini belirtmislerdir.

5.2. Sekerin Etkist

Denemede kullamian 2 geker ¢egidinin (sakkaroz-glikoz) 2 farkli dozundan
(%3-%6) en iyi sonuglar, difer anter kaltlirit cabgmalarinda oldugu gibi
(Zhang et al. 1990, Milewska-Pawliczuk 1990, Hofer ve Hanke 1990), %3
sakkaroz igeren ortamlardan almmigtr. Bu ortamlarda , hem anterlerin
canhlik oraninin hem de kallus olusumunun %6' ik sakkarozdan daha fazla
oldufu gdzlenmis, ayrica 1 anterden de embrivoid elde edilmistir. %6
sakkaroz dozumm kullamldi®: ortamlardan sadece 1 anterden kallus elde
edilmigtir,

Zhang ef al. (1990), %3' den %I12' ye yitkseltilen sakkaroz dozunun
kallogenesis oramm azalthfim kaydetmigler, aynca sadece %3 sakkaroz
iceren ortamlarda embriyo olusumunun gergeklestigine dikkat ¢ekmiglerdir,
Diger taraftan Milewska-Pawliczuk {1990) %3 sakkarozun androgenesis
icin uygun doz oldugunu, ancak diisitk sakkaroz dozlarinda anterlerin
yagama oranmun dfigtiiing, yliksek sakkaroz dozlarinda ise yogun kallus
olusurnunun gergeklestigini bildirmistir.

Anter kiltlird ¢caligmalarinda besin ortamina sakkaroz yerine bazen glikoz,
maltoz gibi sekerlerinde katildign belirtilmektedir (Hatipoglu 1997). Bu
¢aligmada glikozun etkilerini gérmek amaciyla, %3 ve %6 dozlarinda glikoz
besin ortarmna ilave edilmigtir. %3 glikoz dozunun kullamildig: ortamlarda
karanlikta inkiibasyona alinan anterlerde canhihk oram yitksek olmug ve
aktif komiirsiz ortamda 1 anterden kallus olugmugtur. %6 glikoz igeren
ortamlarda ise anterlerdeld canlilik oramnin daha ditgiik olmasmin yamnda
higbir kallus olusumu gérilmemis ve aktif kdmirsitz ortamda 1 anterden
embriyoid olugmugtur, Zhang et al. (1990}, Topred elma gesgidinde karbon
kaynaklarmin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarnda, %3 dozundaki
glikozun sakkaroza gore kallogenesisi daha fazla uyarici etki gosterdigini
gtzlemislerdir. Bu durumun genotip etkisinden kaynaklandifi ditgiintilebilir.
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5.3. Aktif Kémiriin Etkisi

Aktif kOmiirin elma anter klltirdnde androgenesis lzerine etkisini
aragtrmak amaciyla, % 0, 0.10, 0.15 ve 0.30 olmak dzere 4 farkl aktif
kdmiir dozunun etkileri incelenmistir.

Aktif kdmfr katilmayan ortamlarda, 8zellikle 8/16 saat fotoperiyotta
inkiibasycna alman anterlerin tamamma yakm bir kisminda kararma
meydana geldiginden canliik oram ¢ok diighk olmugtur, Pelletier ve [lami
(1972), aktif kémiriln anter duvarmin yaglanmasm engelledifini ve bu
nedenle anter duvannin agik renkte kaldifmi, dolaywsiyla kararmanmn
meydana gelmedifini bildirmislerdir (Karakullukgu 1991). Aktif kémiiriin
olumlu etkisi besin ortamindaki toksik maddeleri absorbe etme Gzellifinden
de kaynaklanmg olabilir. %0.10 ve %0.15 aktif kidmilr igeren dzellikle
sakkarozlu ortamlardaki anterlerde canlilik oram daha yiiksek olmug ve
kallus olugummu da artmugtir. Ayrica elde edilen 2 embriyoidin biri aktif
komirsiz, digeri %0.10 aktif komiicll ortamda olugmugtur. %0.30 akf
kdmir igeren ortamlarda ise kallus olugturan anter oram daha diisitk olmus
ve embriyoid olugmamugtir. Bu sonuglar Zhang e al (1990)' in bulgutariyla
bagdasmamaktadr. Zhang et al. (1990), 5 elma genotipinde ortama ilave
edilen %0.5 aktif kémirin somatik kallus olusumunu smarlandirdifing ve
embriyo ¢ikisinmi hizlandirdifimi saptamiglardir. Bu farkhiligin genotip
etkisinden kaynaklandi dilginiilebilir,

5.4. Ipfin Etkisi

Kitltitrler 8/16 saat fotoperiyotta, 24 saat karanhkta ve 4 hafta karanltktan
sonra 8/16 saat fotoperiyotta ink{ibasyona alinmiglardar.

Denemede karanlikta inklibasyona alinan anterlerde canlilik oram, 8/16 saat
fotoperiyotta inkfibasyona alinan anterlere gbre daha yiiksek olmugtur.
Sofuk uygulamasi yapilan tomurcuklardan alman ve 4 hafta karanhktan
sonra 8/16 saat fotoperiyotia inkibasyona alinan anterler, 8/16 saat
fotoperiyottakilere benzer canhlk oranlan vermigtir. Kallus olugumu da
daha yiiksek oranlarda karanlik kogullarda gergeklegmigtir. Hofer ve Hanke
(1990), androgenik anter yiizdesinin karanhkta 8nemli 6lglide arttifim
bildirmislerdir. Zhang er al. (1990), 4 hafta karanhkta tutulduitan sonra 16
saat fotoperiyoda alman elma anterlerinde %0.1 oraminda embriyoid
olusumunu gergeklegtirmiglerdir.
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5.5, Sofiuk Uygulamasimin Etkisi

Bir gok bitki tilrliniin, anter killtiirine ¢ok digik dizeylerde yanit vermesi
ya da elde edilen sonuglarm pratikte kulianmak igin yetersiz olugu, uzun
yillar araguricilan anter killtirdnde embriyo olugumunu uyarici baz
uygulamalara dogru yoneitmigtir. Bunlardan biri de sofuk uygulamasidir
(Karakullukeu 1991).

Gerek birinci yi gerekse ikinei y1l denemelerinde en ytiksek canhlk orani,
embriyoid ve kallus olujumu, kiiltir 8ncesi +4°C'de 6 hafia sofuk
uygulamasi yapilan tomurcuklardan alinan anterlerden saglanmistir. ikinci
yil sofuk uygulamasmmn kontrolll olarak bahgeden alinan tomurcuklardaki
(sopuklanlmamg) anterlerden yapilan killtiirlerde ne kallus ne de embriyoid
olugmugtur, Bu bulgular elmalarda yapilan aragtrma sonuglar ile uyum
i¢indedir.

Hidane et al (1995), kiltir Oncesi ¢igek tomurcuklarma sofuk
uygulamasmin elma anter kiltiiriine olumlu etki ettigini bildirmiglerdir.

Zhang et al (1990), 5 elma genotipinde yaptiklan anter kilktird
calismasindan elde ettikleri biitiin embriyolarm killtdr 8ncesi 3-4°C'de 5-11
hafta tutulan tomurcuklardan meydana gekligini kaydetmislerdir. Aym
sicaklikta 5 haftadan az tutulan tomurcuklardan embriyo eldesi
gergeklesmemis, ayrica Golden Delicious ve Topred gegitlerinde 2-4 hafta
soful uygulanan tomurcuklarda kallogenesis 8nemli oranda artmigtir,

Anter kiititrinden elde edilen bagan oram oldukea dfigitk olan elmalarda
yapilan bu ¢ahgma sonug olarak, ortama ilave edilen geker ve aktif kémir
ile 15tk ve sofuk uygulamasinm, daha gok kiltire alinan anterlerin canlitlik
orami ve kallus olugumu Qizerine etkilerini inceleme olanagi vermigtir..
Embriyoid olusumu gok ditgik dizeylerde gergeklegtigi igin, androgenesisin
uyariimasmndaki etki ditzeyleri belirlenememistir, Elde edilen bu
sonuglardan anlagilacag: izere, embriyo olusumunun oldukga zor oldugu bu
gegitte, embriyo olusumunda en 8nemli bir faktSr olan uygun mikrospor
gelisme safhasinn ve en uygun sofuk uygulama zamam ve siiresinin
belirlenmesi fizerinde daha detayh gabisiimas: gerekmektedir.
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