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OZET

FARKLI BESi ORTAMI KOMBINASYONLARININ BAZI HIYAR (Cucumis
sativus L.) GENOTIPLERINDE GYNOGENESIS YOLU iLE EMBRIYO VE
HAPLOID BITKI OLUSUMU UZERINE ETKISI

Esmanur CETINKAYA

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilimi Dah
Damisman: Prof. Dr. A.Naci ONUS
Nisan 2015, 61 sayfa

Bu calismada farkli besi ortami1 kombinasyonlarinin bazi hiyar (Cucumis sativus
L.) genotiplerinde gynogenesis (ovaryum Kkulturt) yolu ile embriyo ve haploid bitki
olusumu {lizerine etkisi arastirllmistir. Arastirma Kuzey Agripark Bitki, Arastirma ve
Biyolojik Miicadele San. ve Tic. Ltd. Sti. istasyonunda, 2014-2015 yillarinda
gerceklesmistir.

Arastirmada {i¢ farkli besi ortam1 kombinasyonu, embriyo tesvik ve rejenerasyon
asamalarinda sabit oranda bitki biiyiime diizenleyicilerle modifiye edilmistir. Besi
ortaminin, genotipin ve bitki yasimin etkisi haftalik olarak incelenmistir. Elde edilen
bulgulara gore besi ortamimin Onemi agik¢a goriilmiis, en etkili embriyo tesvik
ortaminin MS+ 1:10; 2,4-D:Kinetin (MSB) oldugu, en etkili rejenerasyon ortaminin ise
MS+ 1:4; NAA:BAP (MSR) oldugu sonucuna varilmistir. Tiim genotipler, MSB
ortaminda embriyo olusturmus ve MSR ortaminda bitki rejenerasyonu
gerceklestirmistir. Toplamda 273 embriyo elde edilmis olup, 137 adet de bitki
rejenerasyonu gergeklesmistir. Toplam uygulanan ovaryum sayisina gore % 84,26
embriyo donlisim oram1 ve % 42,28 bitki rejenerasyon orani elde edilmistir.
Arastirmada genotip etkisi acgik bir sekilde goriilmiis olup, embriyo ve bitki eldesinde en
basaril1 genotip 583 nolu genotip olarak tespit edilmistir. 584 nolu genotip ikinci siray1
alirken, 550 nolu genotipte olduk¢a sinirli sonuglar ortaya ¢ikmustir. Bitki yasinin
giderek artmasina bagli olarak elde edilen embriyo ve bitki oranlarinda da ciddi diisiisler
yaganmustir. Yaklasik olarak 2 aylik olan yetistirilme donemi olan donér genotiplerde,
baslangicta % 213,58 olan embriyo olusum orani, son kurulan denemelerde %
19,75’1ere diigmiistiir. Bitki rejenerasyon orant ise, % 132,10’dan % 4,94 seviyelerine
diiserek, genotipin yasinin 6nemini net bir sekilde ortaya koymustur.

Calismada olusan 137 bitkinin 114 tanesinde ploidy seviyesi belirlenmis olup,
bunlarin 87 tanesinin haploid, 9 tanesinin diploid ve 18 tanesinin miksoploid oldugu
gorilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cucumis sativus L., Gynogenesis, Hiyar, Haploid
JURI: Prof. Dr. A. Naci ONUS (Danisman)

Prof. Dr. Kenan TURGUT
Dog. Dr. Ersin POLAT



ABSTRACT

COMBINATION OF SOME NUTRIENT MEDIUM EFFECT ON THE
FORMATION IN THE EMBRYO AND HAPLOID PLANT VIA
GYNOGENESIS FROM DIFFERENT CUCUMBER (Cucumis sativus L.)
GENOTYPE

Esmanur CETINKAYA

MSc Thesis in Horticulture Department
Supervisor: Prof. Dr. A.Naci ONUS
April 2015, 61 pages

In this work, the effect of combination of different medium in some cucumbers
(Cucumis sativus L.) genotype by Gynogenesis (ovary culture) on embryo formation
and haploid plants were investigated. These studies worked on Kuzey Agripark Bitki,
Aragtirma ve Biyolojik Miicadele San. ve Tic. Ltd. Sti. station on 2014-2015 years.

In this survey, three combination of different culture medium was modified
fixed rate by plant growth regulator for embryo induction and plant regeneration. Effect
of mediums, genotype and plant age were examined weekly. According to the findings
seen clearly the importance of the medium, that conclusion has reached MS + 1:10; 2,4-
D: Kinetin (MSB ) is the most effective incentives embryo, while the most effective
regeneration medium, MS + 1:4; NAA:BAP (MSR). All genotypes, have created
embryos on MSB medium and plant regeneration was carried out in MSR medium.
Total 273 embryos obtained, 137 plant regeneration were occured. Total applied by the
number of ovary; % 84.26 embryo formation rate and % 42.28 plant regeneration rate
was obtained. Genotype effect on research has shown clearly and the most successful
genotypes No. 583 genotypes. has been identified that the embryo and the resulting
plant. Second genotype was No 584 genotypes, while No 550 genotypes showed limited
result has emerged very limited results. But, plant was obtained from No 550 genotypes.
Depending on the increasing age of the plant , the ratio of the resulting embryo and the
plant has experienced a serious decline . The donor plants grown approximately 2
months of age period the embryos initially % 213.58 ratio is decreased to % 19.75 in the
last experiment established. The plant regeneration rate decreased from % 132.10 to %
4.94 level and it is showed that importance of genotype age.

The study, 114 of the 137plants ploidy level was determined , which 87 of them
haploid , 9 of them diploid and 18 of them miksoploid was observed.

KEYWORDS: Cucumis sativus L., Gynogenesis, Cucumber, Haploid

COMMITTEE: Prof. Dr. A. Naci ONUS (Supervisor)
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ONSOZ

Tarima sirtin1 dayamis bir {ilkenin birinci Onceligi iiretim materyallerini
iyilestirmek olmalidir. Kendi ¢esidini kullanarak, {ireticisine ve tiiketicisine daha iyi
hizmet verebilir ve hatta ihracat yaparak gelir dizeyini yikseltebilir. Ginimiz
kosullarina ayak uydurabilen ticari ¢esitler iretilmeli ve var olan c¢esitlerimiz
tyilestirilmelidir. Bitki ¢esitlerinin teknoloji ile gelistirilebilmesi hem zamandan, hem de
maliyetten tasarruf saglar. Bitki biyoteknolojisi bu ihtiyacin varliginda ortaya ¢ikmis bir
bilim dalidir. Bitki biyoteknolojisinin bir dali olan haploid bitki iiretimi, Gneminin
giderek artacagi bir konuyu kapsamaktadir. Klasik yontemlerle yapilan 1slah ¢aligmalari
uzun yillar almakta ve boylelikle maddi kaynaklar daha fazla tiketilmektedir. Oysa ki;
haploid bitki iiretim teknolojisini kullanan bir isletme, kisa siirede ¢esidini piyasaya
stirebilir ve diger isletmelere oranla bir adim daha 6nde ticari faaliyete baslamis olabilir.
Bunun yaninda uzun yillar boyunca meydana gelen 1slah maliyetleri, kisa siirede elde
edilen saf hatlarla daha da azaltilabilir.

Bu amagla yiriittiiglimiiz bu ¢alisma hiyar 1slah1 yapan isletmelere fayda
saglamis olacak ve bilim diinyasina biiyiik katki saglayacaktir. Siirekli mutasyona
ugrayarak diren¢ kazanan hastalik ve zararlilarla yarisabilecek pozisyona gelinip, hiyar
cesitlerinde tiiketicinin degisen isteklerine cevap verilenecektir. Yaptigim bu ¢aligmanin
uygun haploid protokolii olusturmaya yardimci bilgiler sunarak, hiyar haploid
caligmalarinin daha da yayginlagtirilmasina katkis1 olmasini dilerim.

Bu konuda caligma olanag1 saglayan ve bu konunun éneminin bilincine vardiran,
danismanim, ¢ok degerli hocam Sayin Prof. Dr. A. Naci ONUS’a (Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi); calismamda maddi ve manevi destegi ile hep yanimda oldugunu
hissettigim sevgili nisanlim Ars. Gor. B.Cagdas DEMIREL’e (Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi); kisilifime yon veren ve bana en iyi sekilde yasam kosullar1 sunan
babam Husamettin CETINKAYA’ya; annem Azime CETINKAYAya; ve varliklarina
hep siikrettigim canim kardeslerim Hanife CETINKAYA ve Elif CETINKAYA’ya;
tezimi hazirlamam da fikir ve bilgileri ile destek olan Uzm. Biyolog Zehra Ozgecan
TANYOLAC YAZAN’a; Yiiksek lisans oOgrencisi F. Burcu CELIKLI’ye, tez
calismalarimda her sikintimda bir adim arkamda olan ¢ok degerli arkadaslarim Lokman
ALTINKAYA ve Recep BALKIC’a tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler

Co% Kobalt 60
Gy Gray

% Ylizde

g Gram

mg  Miligram
ml Mililitre
I Litre

mg/l  Miligram/litre
o/l Gram/litre

ppm  milyonda bir

wW Watt (Isik giic)

n Haploid

2n Diploid

M Molar

uM  Mikromolar

kRad Krad

Kisaltmalar

2,4-D Dichlorophenoxyacetic acid
MS Murashige ve Skoog Besi Ortami
B5 Gamborg Besi ortam1

BA 6-Benzylamin

BAP Benzylaminopurin

NAA a -naphthalene acetic acid
ZR zeatin-riboside

GA3 Gibberellik asit

ABA Absisik asit

NLN Lichter Besi Ortami

CP Kavun besi ortam1

B12 Siyanokobalamin

IAA Indolacetic acid

TDZ thidiazuron

2ip 6- (gamma, gamma-Dimethylallylamino) purine
Spd spermidine

Spm spermine

Put putrecine

Cad cadecine

DH Double Haploid
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1. GIRIS

Insanoglu, anne karnindan yok olusuna kadar beslenerek canliligini devam
ettirir. Yaratilanlarin en {stiini olan insam1 diger canlilardan ayiran zihinsel
istiinliikleridir. Gerek zihinsel gelisim gerek de fiziksel gelisim i¢in beslenme en temel
yap1 taglarindan biridir. Diinya niifusunun hizla artmas1 hem beslenme sorununa hem de
iiretim alanlarinin daralmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda insanoglu birim
alandan en yiliksek verimle kaliteli iirlin elde etme ilizerine arayislar i¢ine girmistir.
Bitkisel tretimde de amagc; birim alandan daima daha kaliteli ve daha fazla trln elde
etmektir. Bitkisel Urtinlerden olan sebzeler, insan beslenmesinde ¢cok dnemli bir yere
sahiptir ve vazgecilemeyecek besin kaynagini olusturur (Akytiz 1988).

Birim alandan verimin artirilmasi; toprak verimliliginin artirilmasi, bitki koruma
yontem ve uygulamalarinin yayginlastirilmasi, yeni c¢esitlerin 1slah1 ve {iretim
tekniklerinin gelistirilmesine yonelik ¢calismalar ile miimkiindiir (Akman 1995).

Sebzelerin insan beslenmesi ve insan sagligi bakiminda énemi biiyiiktiir. Ilk ve
ortacaglarda sebzelere gereken 6nem verilmemistir. Gemilerle acik denizlerde uzun siire
seyahat eden gemicilerde, uzun siiren harpler ve kitliklar sonunda, 6zellikle Birinci
Diinya Savast sonrasinda insanlarda birgok hastaliklar ortaya c¢ikmistir. Bu
hastaliklardan ¢ogunun vitamin noksanligindan ileri geldigi anlagilmistir. Vitaminlerin
ve mineral maddelerin insan beslenmesindeki Gnemi tespit edildikten ve sebzelerin
vitaminlerce ve mineral maddelerce zengin olduklar1 anlasildiktan sonra sebzecilik hizla
ilerlemeye baglamistir (Alan 1982).

Sebzelerin kalite ve verimliliklerini arttirmak i¢in var olan gesitlere iyilestirilme
caligmalar1 yapilmaktadir. Bu g¢alismalara 1slah c¢aligmalar1 adi verilmektedir. Bitki
1slah1 bitkilerin genetik yapilarinin, insanlarin yararina uygun yonde degistirilmesidir.
Bugiin yetistirdigimiz ve kullandigimiz kiiltiir bitkileri ve cesitler, yiizyillarin ve hatta
binyillarin iriinleridir ve araliksiz olarak siiregelen bitki 1slah1 ¢alismalari sonunda
olusmustur.

Ulkemiz son yillara kadar gerek ortii4alti sebze yetistiriciligi, gerekse acikta
sebze yetistiriciliginde tiretim materyali olan tohumu dis {ilkelerden temin etmekteydi.
Ancak son yillarda artan sayilar ile Tiirk 1slah firmalarinin bu bagimliligi bir miktar
azalttig1 ve azaltacagi goriilmektedir. Tohum 1slah1 devlet destekli projelerle daha fazla
desteklenerek, gelisme siirecine girmistir.

Mevcut 1slah firmalarinin birgcogunda yapilan islemler; ana-baba hatlarin
yurtdisindan getirilip burada hibritlerinin  Uretilmesi, adaptasyon denemelerinin
yapilmasi ya da sadece birka¢ generasyonun buradan alinmasi seklindedir. Ekolojik
acidan ve gen kaynaklar1 bakimindan islah caligsmalar1 i¢in uygun olan iilkemizde,
birgok 1slah programi planlanarak kendi tohum ihtiyacimiz karsilanmali ve dis tilkelere
de tohum ihra¢ edebilecek duruma gelinmelidir (Sensoy 2004).

Islah1 gelistirebilmek i¢in bilim adamlar tarafindan ¢ok biiyiikk adimlar
atilmigtir. Bu adimlardan bir tanesi de “F1 Hibrid Giicii” diir ve 1slahta 6nemli bir yere



sahiptir. Verimde saglanan biiyiik artis nedeniyle F1 hibrid gicl son 50-60 yildaki
tatbiki biyolojide saglanan en biiylik basari olarak kabul edilmektedir (Akytiiz 1988).

Genis bir uygulama alani bulan F1 hibrid glicti, cok gecmeden bahge bitkilerinde
de kullanilmaya baslanmistir. F1 hibrid varyeteleri standart ¢esitlerin yerini almaya
baslamistir. Bugiin F1 hibrid tohum {iretimi oldukca biiyiik boyutlara ulagmis ve her yil
piyasaya yiizlerce yeni cesitler girmeye baslamistir. Bu cesitlerin hepside birbirinden
farkli 6zelliklere sahiptir. Cesitler iizerine yapilan ¢aligmalar da yetisme kosullarina
uygunluk, verimlilik, hastalik ve zararlilara dayaniklilik, kiiltiirel islemlerin kolay
uygulanabilirligi gibi konular ele alinmaktadir (Akyiiz 1988).

F1 hibrid varyeteleri elde edildikleri ebeveynlerine gore daha Ustiin 6zelliklere
sahiptirler (Macit 1972). Bunlar;

Daha fazla toplam ve erkenci verime,

Hastalik ve zararlilara kars1 dayanikliliga,

Yiiksek adaptasyon kabiliyetine,

Vejetasyon siiresindeki artisa,

Igerdikleri kimyasal ve biyokimyasal maddelerdeki fazlaliga,
Yatmaya kars1 dayanikliliga,

Hasat edilen kisimda kalite yoniinden artisa ve

e Erkencilige sahip olmalar1 yoniinden iistiinliik arz ederler.

Ulkemizde; tohum uretimde 1slah galismalarmin uzun yillar almasi, hibrid tohum
tiretiminin zorlugu ve yavashgi, yurt disindan tohum girisi gibi sebeplerle ve bilinen
klasik 1slah yontemleri ile ¢6ziimii zor olan problemlere ¢6zUm getirerek daha kaliteli,
daha verimli, daha ekonomik ve daha kisa siirede bitkisel iiretim gerceklestirmek
amaciyla biyoteknolojik yontemlere bagvurulmaktadir. Bitki doku kiiltiirii ¢alismalari
1slah caligmalarinda kullanilan biyoteknolojik yontemlerin basinda gelmektedir. Bitki
doku kiiltiiriiniin kullanilmasiyla uzun siire gerektiren yeni ¢esitlerin 1slah1 daha kolay
ve kisa siirede yapilabilir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri igerisinde de haploid bitkilerin
elde edilmesini saglayarak islah ¢aligmalarina hizmet eden yontemlerin ayr1 bir 6nemi
vardir (Ercan vd 1997).

Somatik hcreleri “n” sayida kromozoma sahip bitkilere ‘“haploidler” adi
verilmektedir (Pierik 1987, Sehirali ve Ozgen 1988, Klug ve Cummings 2002). Haploid
bitkiler kok, dal, ¢icek, yaprak ve bazi durumlarda meyveler de vererek normal geligim
gosterirler. Ancak, haploid bitkilerin doku ve organlarini olusturan hiicreler diploidlere
gore biraz daha kiiciik oldugundan, haploid bireyler morfolojik olarak diploidlerin biraz
kiiciiltiilmiis 6rnekleridir (Bilge 1982, Emiroglu 1982). Haploid bitkilerin boylar1 daha
kisa, yapraklari dar ve kiigiik, cicekleri kiiclik ve polen olusturmamalar1 nedeniyle
kisirdirlar, tohum baglayamazlar (Emiroglu 1980, Abak 1993, Caglar ve Abak, 1999).
Bu nedenle haploidlerin 1slahta kullanilabilmeleri i¢in kromozomlarinin katlanarak
dihaploid duruma getirilmeleri gerekmektedir. Bununla birlikte, dominansi s6z konusu
olmadigindan haploid bitkiler genetik ac¢idan miikemmel deneysel materyallerdir.
Ayrica haploid bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasi sayesinde %100 homozigot
saf hatlar elde edilebilmektedir. Boylece uzun yillara gereksinim duyan saflastirma
islemi, birkag ay gibi kisa bir siirede yapilabilmekte; kombinasyon islahi1 ve F1 hibrit



cesit 1slaht  programlarinda zaman  yoniinden Onemli diizeyde kazang
saglanabilmektedir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Haploid bitkilerin ve bu bitkilerden c¢esitli yontemler kullanilarak “double
haploid” (DH) bitkilerin elde edilmesi 1slahgilara 6nemli avantajlar sunmaktadir
(Reinert ve Bajaj 1977, Pochard ve Dumas de Vaulx 1979, Abak 1982, Emiroglu 1982,
Bajaj 1990, Sar1 ve Abak 1994, Abak 1988, Chambonnet 1988, Pierik 1989, Thorpe
1990, Abak 1993). Bu avantajlar su sekilde siralanabilir:

1- Haploidler ve Double Haploidler’ler sitolojik ve genetik ag¢idan Onemli
deneysel materyallerdir. Ciinkii haploidler ve dihaploid homozigotlarda genetik agilim
(Segregation) basittir, resesif genler dominantlar tarafindan ortiilmezler.

2- DH materyale uygulanan mutagenlerin resesif yonde yarattigi mutasyonlar,
bu materyallerden secgilen haploidler yardimiyla daha ilk generasyonda
belirlenebilmektedir.

3- Haploidlerin, degisik ortamlarda ve farkli patojenlere ya da patojenlerin farkl
irklarma karst in vitro seviyede seg¢ime olanak vermesi hastaliklara dayaniklilik
caligmalarinda yer, zaman ve maddi kazang saglar.

4- Ogzellikle yabanci dollenen tiirlerde 10-12 generasyon tekrarlanan
kendilemeler ile ulasilan homozigotiye, dihaploidizasyon yonteminin kullanilmasiyla
bir generasyonda hizli ve kolay bir sekilde ulagilir.

5- Kendilemenin olanaksiz oldugu bazi dioik tiirlerde (kuskonmaz vb.) haploid
uyartimi ve bunu takip eden kromozom katlanmasiyla saf erkek bitkiler elde etmek
mumkdndr.

6- Klasik yontemlerle homozigotiye ulasmanin olduk¢a zor oldugu ve kendileme
depresyonunun goriildiigii ¢ilek ve lahana gibi tiirlerde dihaploidizasyon ile bu sorun bir
generasyonda ¢ozlebilir.

7- Homozigot meyve agaclari, yumrulu bitkiler ve orman agaglar1 gibi tohumdan
ciceklenmeye kadar oldukca uzun bir genclik dénemi olan bitkiler icin de dnemlidir.

8- Dihaploid bitkilerden olusturulan saf hatlar dogrudan ¢esit olarak veya hibrit
cesitlerin gelistirilmesinde ebeveyn olarak kullanilabilirler.

9- DH hatlar1 mevcut 1slah yontemlerinin etkinligini arttirma potansiyeline
sahiptirler. Dominansi etkisinin kalkmasi nedeniyle, heterozigot bitkilerin kendilenmis
dollerinin degerlendirilmesinde DH hatlar1 ¢ok giivenlidir. Dihaploid bitkilerin
dollerinde bir acilim olmadig1 igin genotipler arasinda ¢ok iyi bir eliminasyon
yapilabilir. Ayrica, eklemeli gen etkisi ikiye katlanir.

10- DH hatlar1 major genler ve/veya kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL) genetik
haritalama calismalarinda, QTL analizlerinde miikemmel deneysel materyaller olarak
nitelendirilmektedir.



DH iiretim sistemi kullanilarak bir generasyonda homozigoti elde edilmis
olunur. Ozellikle iki yillik bitkiler ve uzun genglik dénemine sahip bitkilerde zamandan
tasarruf edilir. Kendi kendine tozlanan tirler, dioik ve kendi kendine tozlanma problemi
yasayan tiirlerde saflagtirmak icin tek yol olabilecegi one siiriilmektedir (Murovec ve
Bohanec 2012).

Haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan baslangic materyalleri
gametlerdir. Esas olarak, haploidlerin elde edilebilmesi i¢in iki yontem bulunmaktadir:
ya embriyo kesesindeki haploid yapidaki hiicrelerin —gogunlukla yumurta hiicresinin-
uyarilmasi sayesinde disi gametten; ya da polen rejenerasyonu yoluyla erkek gametten
in vitro kosullarda bitki olusumunu saglamaktir (Ellialtioglu 2000).

1970’1i yillardan itibaren anter kiltirii ile dollenmemis oviil ve ovaryum
kaltarleri Gmit verici teknikler olarak birgok bitkide haploidlerin elde edilmesine olanak
saglamistir (Yang ve Zhou 1990). In vitro veya in situ uyartili parthenogenesisde
(androgenesis ve gynogenesis) normal dollenme meydana gelmemektedir. Haploid
embriyolar, yumurta hiicresinden (gynogenesis) veya embriyo kesesindeki diger
hiicrelerden birinin (sinergid, antipodal hiicre) boltnerek (apogami) haploid bir embriyo
olusturmasiyla ya da anterlerin veya polenlerin dogrudan in vitro Kiltiire alinmasi
(androgenesis) ile olugsmaktadir (Sneep ve Hendriksen 1979).

Kabakagiller olarak bilinen Cucurbitaceae familyasi, tropikal alanlarda daha
agirlikli olmak iizere diinyada oldukg¢a genis bir habitata sahiptir ve yaklagik olarak 118
cins ve 825 tirden olusmaktadir (Skalova vd 2008). Ticari anlamda en fazla
yetistiriciligi yapilan tiirler bazindaki siralamada kabak, kavun, karpuz ve hiyar basta
gelen sebzelerdir. Toplam 1.106.133.865 ton olan diinya sebze Uretiminin 227.048.320
tonunu kabakagil tirleri olusturmaktadir (FAO 2012). Tiirkiye'nin toplam sebze tiretimi
27.818.918 ton olup, bunun 7.890.463 tonunu kabakgil tiirleri olusturmaktadir (FAO
2012).

Diinyada 2.395.125 ha alan iizerinde 65.334.911 tonluk hiyar {retimi soz
konusudur. Ulkemizdeki toplam hiyar Uretimi ise 1.754.613 ton civarindadir (TUIK
2013).

Hiyar, Hindistan orijinli olup, 5000 yildir da var oldugu bilinmektedir.
Hindistan’dan Cin’in dogusuna, Asya’nin batisina, Kuzey Afrika’ya ve Giiney
Avrupa’ya yayilmistir. Ortacag’da Avrupa’da kiltire alimmistir. 1494 Haiti’de
Colombus tarafindan ilk kez yetistirilerek “Yeni Diinya’ya” tanitilmistir.

Hiyarin iilkemizde yetistirilmesi ¢ok eskilere dayanir. Her yodrede iiretimi
yapilmakla birlikte toplam iiretimin % 44'i Akdeniz bolgesinden elde edilir. Bu bdlgeyi
sirastyla % 11 Ege, % 9.8 Marmara, % 9 Orta Kuzey bolgesi izler. Toplam sebze
tretimimiz icerisinde % 5’lik bir paya sahiptir. Ozellikle seralarda turfanda olarak
yetistirilen hiyar, pazarda oldukea yiiksek fiyat bulabilmektedir.

Hiyarlara cins ismi olarak verilen Cucumis kelimesi ilk defa Varro tarafindan
M.0.36 senesinde kullanilmistir (Giinay 1970).



Hiyar bitkisinin bilimsel siniflandirilmasi séyledir;

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Takim : Cucurbitales

Aile : Cucurbitaceae

Cins : Cucumis

Tdr : sativus

Binomial adi : Cucumis sativus L.

Familyas1 Cucurbitaceae (Kabakgiller) olan Cucumis L. cinsinin sicak
bolgelerde yayilis gdsteren 30 tiirii vardir. Ulkemizde iki tiiriiniin kiiltiirii yapilir. Bunlar
Cucumis melo L. (kavun) ve Cucumis sativus L. (hiyar)’ dur (Engin 1991).

Besin degerine bakildiginda; 100 g hiyar meyvesi 12 kalori icerir bunun yaninda
yine 100 g meyvede 96 g su, 0,6 g protein, 0,1 g yag, 2,2 g karbonhidrat, 45 1U Vitamin
A, 0,03 mg vitamin B1, 0,02 mg. Vitamin B2, 0,3 mg Niacin, 12 mg. Vitamin C, 12 mg
Kalsiyum, 0,3 mg Demir, 15 mg Magnezyum ve 24 mg Fosfor bulunmaktadir
(Sevgican 1989).

Onemli sebzelerin basinda gelen hiyarmn 1slah ¢alismalarinda da biyoteknolojik
yontemlerden yararlanilmaktadir. Hiyarda in vitro yontemler kullanilarak gynogenensis
yoluyla haploid bitkiler elde edilmekte ve bazi kimyasallarla bu haploidler “doubled
haploid” duruma getirilerek, 2-3 yil gibi kisa bir siirede, 1slah programlarinda yer alacak
olan mutlak homozigot hatlar saglanabilmektedir. Boylece 1slah siiresi kisalmakta ve
klasik 1slahta zaman alan veya gortiilmesi mumkin olmayan resesif genlerin kontrol
ettigi 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir.

Sebze 1slahinda ozellikle yabanci doéllenen tiirlerde Fi hibritlerin ebeveynleri
olarak kullanilan saf hatlarin elde edilmesi olduk¢a uzun zaman almaktadir.
Cucurbitaceae familyasina giren tiirlerin ¢igek yapilarinin ¢ok degisik olmasi (monoik,
andromonoik, gynomonoik, androik, gynoik, erselik) ve dogal olarak yabanci
dollenmeleri nedeni ile 1slah ¢alismalar1 uzun siire almaktadir (Lower ve Edwards
1986).

Haploid bitkilerin cesitli yollardan dogada kendiliginden ortaya ¢ikma sikligi
tiirlere ve hatta tiir icerisinde genotiplere bagl olarak degismekte, ¢cogunlukla % 0,1-
0,001 gibi ¢ok diisiik seviyelerde kalmakta; bir¢ok tiirde ise dogal haploid olusumuna
hi¢ rastlanmamaktadir (Pocard ve Dumas de Vaulx 1971). Bu nedenle dogada
kendiliginden ortaya ¢ikan haploidler 1slah programlarinda kullanilamamistir. Ancak
arastiricilar bu orani arttirmak ic¢in c¢esitli uygulamalarin arayisi i¢inde olmuslardir
(Pierik 1989, Emiroglu ve Giirel 1993). Dogal haploidi genelde poliembriyoni seklinde
olusur, tohumlarda iki embriyo bulunur ve bunlardan birisi diploid digeri haploid yapida
olur (Abak 1983).

Cucurbitaceae familyasina giren sebze tiirlerinde dogada spontan haploidi
olusumuna rastlanmamustir. Androgenesis yoluyla in vitro haploid bitki eldesi, genetik
ve 1slah ¢alismalarinda kullanilacak diizeyde olmamistir (Xue vd 1983, Ragnet 1984,
Chambonnet ve Dumas De Vaulx 1985, Kurtar 1999). Bu nedenle son yillarda



gynogenesis yoluyla haploid embriyo ve in vitro bitki eldesi tizerindeki ¢aligmalar
yogunlagmistir. Isinlanmis polenlerle tozlama yoluyla in situ haploid embriyo uyartimi
ve bu embriyolardan in vitro bitki eldesi tizerine yapilan ¢alismalarda kavun (Sauton ve
Dumas de Vaulx 1987, Savin vd 1988, Sar1 vd 1992, Maestro-Tejada 1992, Cuny 1992,
Abak vd 1996), hiyar (Troung-Andre 1988, Sauton 1989, Niemirowicz-Szczytt ve
Dumas de Vaulx 1989, Caglar 1995, Caglar ve Abak 1999), karpuz (Glirséz vd 1991,
Sar1 vd 1994) ve kabak (Kurtar vd 2002) tiirlerinde olumlu sonuglar alinmistir. Hiyarda
isinlanmis polenlerle tozlama yoluyla in situ haploid embriyo uyartiminin yani sira
ovaryum Kkiiltiirli tizerine yapilan ¢alismalarda da haploid embriyo uyartiminda basarili
sonuglara varilmigtir (Dirks 1996, Gemes vd 2002, Diao 2008, Li vd 2013, Moqbeli vd
2013).

2.1. Cucurbitaceae Familyasinda Haploidlerin Elde Edilmesinde Kullanilan
Yontemler

1970’1i yillardan itibaren anter ve mikrospor kiiltiirii ile dollenmemis oviil ve
ovaryum kultdrleri 0mit verici teknikler olarak bircok bitkide haploidlerin elde
edilmesine olanak saglamistir (Yang ve Zhou 1990). /n vitro veya in situ uyartili
parthenogenesisde (androgenesis ve gynogenesis) normal dollenme meydana
gelmemektedir. Haploid embriyolar, yumurta hicresinden (gynogenesis) veya embriyo
kesesindeki diger hiicrelerden birinin (sinergid, antipodal hiicre) boliinerek (apogami)
haploid bir embriyo olusturmasiyla ya da anterlerin veya polenlerin dogrudan in vitro
kiiltiire alinmasi (androgenesis) ile olusmaktadir (Sneep ve Hendriksen 1979).

Cucurbitaceae familyasinda yiriitilmiis olan in vitro androgenesis
caligmalarinda ¢cogunlukla kallus elde edilmis olup, ¢calisma sonuglari olduk¢a az sayida
haploid bitki iiretimi ile sinirlanmistir (Galazka ve Niemirowicz-Szczytt 2013).

Lazarte ve Sasser (1982), hiyar anterlerinin in vitro kiiltiiriinii yapmislar, kallus
gelisimini takiben embriyo olusumu ve organogenesis meydana gelmis ancak haploid
bitki elde edememislerdir.

Dryanovska ve llieva (1983), kavunda (Cucumis melo L.) organogenesis ve
haploidinin tesviki amaciyla anter ve oviil kiiltiirlinii arastirmiglardir. Arastiricilar,
oviilleri plasenta ile birlikte kiiltiire alarak haploid kallus olugturmus ve bunlardan da bir
adet haploid bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.

Metwally vd (1998b) anter kiiltiirii yoluyla yazlik bir kabak ¢esidinin haploid
bitkilerin ~ olusmasinda  sikkroz ve 2,4-D  (Dichlorophenoxyacetic  acid)
kombinasyonlarinin etkisini aragtirmak amaciyla ylriittiikleri ¢alismada, katt MS
(Murashige ve Skoog 1962) anter kiiltiir ortaminda; 30, 60, 90, 120 ve 150 g/L
oranlarinda siikroz ve 0,1, 1,0, 2,5 ve 50 mg/L 2,4-D'yi denemislerdir. Arastirma
sonucunda 150 g/L stikroz ve 5 mg/L 2,4-D ile desteklenen inkiibasyon ortamindan en
fazla bitkicik elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda yazlik kabak tiiriinlin erkek
ciceklerini 4 giin boyunca 4 °C’de soguk 6n uygulamasina tabi tutmus ve 5 mg/L 2,4-D
ve 150 g/L siikroz igeren MS ortaminda anter basina 1,9 bitkicik elde etmislerdir.



Kumar vd’nin (2003) hiyarda anter kiiltiirtinde ¢i¢ek tomurcuklarina soguk 6n
uygulamasi iizerine yaptiklari ¢caligmada, en yiiksek embriyogenik kallus oraninin 2 giin
soguk uygulamasindan sonra (% 54,4) olustugunu bildirmisler ve ¢aligmada bitki elde
edememislerdir.

Kumar ve Murthy (2004) , hiyarda farkli oranlardaki sekerler (siikroz, maltoz,
glikoz ve fruktoz), amino asitler (glutamin, glisin, arginin, aspargin ve sistin) ve
poliaminlerle (putresin ve spermidin) kombine ettikleri B5 (Gamborg vd 1968) besi
ortaminda anter kiiltlirlinli arastirmiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda 0,44 mg/L 2,4-D,
0,22 mg/L BA (6-Benzylamin), 85 g/L stuikroz ve 29 mg/L spermidin ile desteklenen B5
ortaminda, anter basina 1,6 embriyo ve 1,35 oranlarinda bitkicik elde etmislerdir.

Mohamed ve Refaei'nin (2004) hiyar anterleri tizerine yapmis olduklar
calismada, 6 mg/LL 2,4-D ve 100 g/L siikroz ile kombine edilmis MS ortamini
kullanmislardir. Olusan kalluslar1 0,05 mg/L kinetin ve NAA(a -naphthalene acetic
acid) ilave edilmis MS ortamina aktarmiglardir. Caligmada 2,6 bitki/anter sonucuna
varmiglardir.

Suprunova ve Shmykova (2008) yaptiklar1 ¢alismada, hiyar anterlerini % 8
stikroz icerikli MS + 100 mg/L serine, 800 mg/L glutamine ve ¢esitli bitki biiyiime
duzenleyicileri (2,0 mg/L 2,4- D ve 1,0 mg/L BA; 1,0 mg/L 2,4- D ve 0,5 mg/L BA; 0,4
mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BA) ile modifiye edilmis ortamlara aktarmiglardir. Calisma
sonucunda kallus elde etmislerdir.

Hiyar anter kiiltiirinde farkli genotip ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin
kombinasyonlarinin, kallus ve gametik embriyo olusumu {izerine etkisini aragtiran
Hamidvand vd (2013), 1,5 uM (Mikromolar) kinetin ile 2 uM 2,4-D’nin
kombinasyonunda en yiiksek kallus olusumunu, 2 uM 2,4-D ile 1,0 uM BAP’in
(Benzylaminopurin) kombinasyonunda ise anter basina diisen en yiiksek embriyo
olusumunu elde etmislerdir.

Cucurbitaceae familyasinda mikrospor kiiltiirii yontemi yoluyla haploid bitki
eldesine gore oldukca sinirl arastirma bulunmaktadir. Suprunova ve Shmykova (2008),
yapmis olduklari caligmada hiyar mikrosporlarint % 10 siikroz ile desteklenmis
hormonsuz NLN sivi ortaminda (Lichter 1982) yikamiglardir. Santrifiijlenen
mikrosporlar % 10 sukroz ve 2,0 mg/L 2,4-D ile modifiye edilmis NLN sivi ortamina
aktarmiglardir. Arastirmacilar gelismesi i¢in mikrosporlari, 22 °C karanlik kosullara tabi
tutmuglardir. Calisma sonucunda kallus olusumu gozlenirken, embriyo olusumu
gozlenmemistir.

Chen vd (2008), hiyarda mikrospor kiiltiirii iistiine kullandiklar1 metodun
patentini almiglardir. Patente gore, haploid ya da double haploid bitki rejenerasyonu igin
uygun asamadaki ¢icek tomurcuklarinin toplanma esasi tanimlanmaktadir. Ancak bu
metot ¢ok etkili olamamistir. Daha sonraki yillarda ayni arastirmacilar hiyar mikrospor
kiiltiirii izerine ¢aligmalar yapmislar ve kullandiklar 4 farkli genotipten sadece ikisinde
toplamda 14 bitki elde etmislerdir.



Kietkowska ve Havey (2011) tarafindan, hiyar mikrospor Kkiltirt yoluyla bir
caligma yliriitiilmiistiir. Calismada 8 farkli sivi ortam, farkli mikrospor yogunluklari ve
diisiik/yiiksek sicaklik 6n uygulamalari denenmis, fakat herhangi bir sonu¢ elde
edilememistir.

Dumas de Vaulx (1979), kavunu (Cucumis melo L.) (2n=24), Cucumis ficifolius
(2n=4x=48) ile tozlayarak tiirler arasi melezlemeler yapmistir. Arastirici, polenlerin ¢im
borusu gelisimini uyarmak amaci ile, stigmalarini ylizeysel olarak kestigi disi ¢igekleri,
kavun polenleri ile tozlamis ve meyveler elde etmistir. Meyvelerden ¢ikan tohumlar
ekildiginde melez bitki ¢ikmadigi, buna karsilik daha kiigiik boyutlu bitkilerin gelistigi
goriilmiistiir. Arastirici, bu bitkilerde yapti§i kromozom sayimlari sonucu, bunlarin
haploid yapida olduklarini; haploidi oranlarinin ise ilkbahar aylarinda % 0,284,
sonbaharda ise % 0,07 oldugunu bildirmistir.

Isinlanmis polen teknigi kullanilarak (in situ teknigi), haploid embriyolarin
tesvik edilmesi ve in vitro haploid bitkilerin elde edilmesi; karpuzda (Gursoz vd 1991,
Sari 1994, Taskin vd 2013), kavunda (Sauton ve Dumas de Vaulx 1987, Cuny 1992,
Maestro-Tejada 1992, Sari vd 1992, Abak vd 1996, Lotfi vd 2003, Baktemur vd 2013),
hiyarda (Truong-Andre 1988, Niemirowicz-Szczytt ve Dumas de Vaulx 1989, Sauton
1989, Caglar ve Abak 1999, Faris vd 1999, Lotfi vd 1999, Dolcet-Sanjuan vd 2006),
snake cucumberde (Taner vd 2000), kabakta (Kurtar vd 2002, Baktemur vd 2014), ve
balkabaginda (Kurtar vd 2009) basarili olmustur. Isinlanmis polen teknigi
Cucurbitaceae familyasinda haploid embriyo ve bitkilerin Gretimi icin etkili bir
metottur.

Custers ve Bergervoet (1984), Cucumis melo var. Noy Yizrael’in 0, 10, 100 ve
1000 Gy (Gray) dozlarindaki 1sinlarla igslem gormiis polenler ile Cucumis sativus var.
hardwickii’yi tozlamiglardir. Meyveler tozlamadan 3 hafta sonra hasat edilmis ve
ardindan endospermli embriyosu olan oviil sayiSilarin1 tespit edilerek embriyo ve
endosperm boyutlart incelenmistir. Kontrol Grubu ile 10 Gy 1sin dozu arasindaki
sonuglarda bir degisiklik bulunmadigini, 151n dozu yukseldikge oOlculen degerlerde
dislsler meydana geldigini bildirmislerdir.

Sauton (1987), kavunda isinlanmis polenlerle tozlama yoluyla parthenogenesis
uzerinde cahismalar yiUrutmustiir. Yaptiklart arastirma sonucunda kavunda normal
déllenmenin olmamas icin 30 kRad’dan (Krad) daha yiiksek dozda 1sin kullanilmasi
gerektigini bildirmistir. Arastirmaci, tozlamadan 3-5 hafta sonra hasat edilen
meyvelerde, 100 adet tohumdan elde ettikleri haploid embriyo sayisinin 1sin dozuna
bagli olarak degisiklik gosterdigi ve sayisinin 3’e ulastigini soylemistir. Bitkiye doniisen
embriyolarin bitki rejenerasyonu gerceklestikten sonra mikro ¢ogaltim ile bitki sayisinin
arttirlldigr bildirmistir. Arastirmact, in vitro kromozom katlamalarinda celiklerin, 5 g/L
kolhisin solisyonunda 2 saat slreyle tutulmasinin en iyi sonucu verdigini
bildirmektedir.

Sauton ve Dumas de Vaulx (1987), Védrantais kavunlarinin polenleri 10, 30 ve
100 kRad dozlarinda gama isinina maruz birakmislardir. Arizona ve Virka kavun
cesitlerini bu polenler ile tozlayarak c¢igeklerin % 35’inin meyve tuttugunu ve bu
meyvelerin hasadi i¢in en uygun zaman diliminin tozlamadan itibaren 3. ve 4. haftalarda



olmasi (tam olgunlasmamis) gerektigi sonucuna varmislardir. 10 kRad 1s1n dozunda %
0,3 diploid, % 0,8 haploid embriyo, 30 ve 100 kRad dozlarinda ise sirasiyla % 1,8 ve %
1,6 oraninda sadece haploid embriyolarin olustugu gézlenmistir. Bunun yaninda bir disi
cicegin iki adet 1sinlanmis erkek cicek ile tozlanmasiyla ortalama % 1,81 olan haploid
embriyo oraninin, tozlamada 4 adet cicek tomurcugu kullanildiginda énemli 6lclde
arttigin1 ve ortalama % 2,54’e yikseldigini tespit etmislerdir.

Truong-Andrea (1988), 400 - 600 Gy 1sin dozu ile 1sinlandiklar hiyar polenleri
ile disi hiyar ¢igeklerini tozlayarak elde ettikleri 100 oviilden yaklasik olarak 3 tane
haploid bitki elde etmislerdir. Bu yontemin hiyar 1slah ¢aligmalarinda kullanilmak iizere
yeterli olmadigini bildirmektedirler.

Niemirowicz-Szczytt ve Dumas de Vaulx (1989), Polan F1 hiyar cesidinin disi
ciceklerini, 300-900 Gy dozlarinda Co® (Kobalt 60) kaynakli gama 1s1m ile 1sinlanan
polenlerle tozlamiglardir. Isinlanmis polenlerle yapilan tozlamada meyve baglama
oraninin % 50 - 60, meyve basina dusen ortalama tohum sayiSinin ise 250 adet
oldugunu goézlemislerdir. Ancak tohumlarin ¢ogunun iginin bos oldugu goriilmiistiir.
Arastirmacilar kontrol polenleri (1s1nlama yapilmamis polenler) ile yapilan tozlamalarda
meyve tutma oran % 100, meyve basina diisen tohum sayisinin ise ortalama olarak 400
adet oldugunu ve tohumlarin neredeyse tumunin normal embriyolar igerdigini tespit
etmislerdir. Tozlamadan 20 giin sonra hasat edilen meyvelerin tohumlarinin, sadece 300
Gy dozunda 1sinlanmis polenlerle tozlanan giceklerde 13 adet yurek ve kotiledon gibi
farklh safhalarda embriyolar tasidigi belirlenmistir. Dogal yollarla olusmus bir
embriyodan daha kicuk olan bu 13 embriyo kiltire alinmis ve 8’inde bitki
rejenerasyonu gorilmistiir. Bu bitkilerden 4’tiniin kok ve govde meristemlerinde
yapilan kromozom sayimlarinda haploid olduklari, fakat daha sonraki mikrogelik
safhasinda, gen¢ kok meristemlerindeki bazi hiicrelerde spontan (kendiliginden)
kromozom katlamalari oldugu belirtilmistir.

Gurs6z (1990), karpuzda haploid embriyo uyartimi Gzerine genotipin etkisini
incelemistir. Calismasinda Panonia F1, Sugar Baby, Halep Karas1 ve Crimson Sweet
cesitlerini, yine bu dort ¢eside ait karisik ve 300 Gray dozda 1s1n uygulanmis polenlerle
tozlanmistir. Arastirmaci, polinasyonu yapilan karpuz disi ¢iceklerinden 26 adet meyve
tuttugunu ve bu meyvelerden toplam 13.844 tohum elde edildigini belirtmistir.100
tohumdaki embriyo sayilar1 karsilastirildiginda, Halep Karasi’nindiger cesitlere gore
daha fazla embriyo (% 14,2), tasidigi1 tespit edilmistir. Tozlamadan sonra 3. ve 4.
haftada hasat edilen meyvelerin tohumlarinin ekstrasyonu i¢in uygun asamada oldugu
sonucuna varilmistir .

Girsoz (Sar1) vd (1991)’nin, karpuzda 1sinlanmis polenlerle uyartim teknigi ile
haploid embriyo olusumu Uzerine yaptiklari calismada, toplamda 761 adet embriyo elde
etmiglerdir. Arastirmacilar, embriyolarin % 72’sinin globiler safhada oldugunu
bildirmis ve toplam 761 adet embriyodan, 17 adet bitki doniisiimii gozlemislerdir. En
uygun tozlama déneminin 31 Mayis - 13 Haziran periyodu oldugu belirtilmistir. Flow
sitometri analizleri sonucunda elde edilen bitkilerin tamaminin haploid olduklar: tespit
edilmistir.
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Przyborowski ve Niemirowicz-Szczytt (1994)’in hiyarda yiiriitmiis olduklar
haploid bitki eldesi ¢alismasinda, 1sinlanmis polen teknigini kullanmislardir. 300 Gy
gama 1sintyla uyartilmis iki saf hattin polenleriyle tozlanan dort F1 cesitten elde ettigi
embriyolari in vitro’da E20A ortaminda kultire almiglardir. En ¢ok embriyo Polan Fy
cesidinde go6zlenirken, 100 tohumda 1,34 embriyo elde edilmis ve bu embriyolarin %
51’inin gelisme gosterdigi bildirilmistir. Yaz aylarinda yapilan tozlamalarin, bahar
aylarinda yapilan tozlamalara gére daha iyi sonug verdigi ortaya konulmustur. Olusan
bitkilerden yalnizca bir tanesinin diploid, digerlerinin ise haploid veya aneuploid oldugu
belirlenmistir.

Caglar (1995), hiyarda isinlanmis polenlerle uyartim yolu ile haploid embriyo
elde edilmesi Uzerine genotipin ve mevsimin etkili oldugunu bildirmistir. Isin dozu 3
farkl diizey (300, 450 ve 600 Gy) uygulanarak denemede kullanilan 4 genotipte (Qamar
F1, Seraset F1, Dere ve Cengelkdy) de yil boyu embriyo uyartimi saglanmis olup en
uygun 1sinlama duzeyinin ise 300 Gray ve en iyi donemin mayis-eylil arasindaki
donem oldugu belirtilmistir. Qamar Fi’den 704, Seraset Fi’den 603, Dere’den 29 ve
Cengelkdy’den ise 43 adet haploid bitki elde edilmistir. Arastirmaci, bu bitkilerin
double haploidlerini elde etmek igin ise en uygun kolhisin dozunun % 1 ve muamele
stresinin 2 saat oldugu sonucuna varmustir.

Yanmaz vd (1997), acur (Cucumis melo var. flexuosus) tiriinde haploid embriyo
elde etmek icin 250, 300 ve 350 Gy 1s1n dozlarint denemisler ve sonucunda 300 ile 350
Gy dozlarinda embriyo ve bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.

Faris vd (1999), isinlanmis polen teknigi kullanarak farkli genotip ve farkl
genetik seviyelerdeki hiyar hatlarinda haploidizasyon ¢alismalarinda 1s1n  dozu
uygulamasi denemislerdir. Tiim calisilan ¢esitler arasinda embriyo sayis1 bakimindan
farkliliklar bulmakla birlikte yaklasik bitki doniisiimiini % 3,3 olarak tespit edilmistir.
0,05 kGy uygulanan 151n dozunda sadece diploidler olustugunu gozlemislerdir. 0,1 Gy’
in daha fazla sayida haploid embriyo gelisimini tesvik ettigini dogrulamislardir.

Caglar (1999), hiyarda 1sinlanmis polenlerle uyartim teknigi ile haploid embriyo
elde edilmesi tizerine genotipin ve mevsimin etkili oldugunu bildirmistir. Ileri gelisim
safhalarindaki haploid embriyolar globiiler safhadakilere gore daha kisa siirede (3,5
ginde) ve daha yiliksek oranda (1. yil % 60, 2. yil % 80) bitkiye doniistiigli sonucuna
varmistir. Mayis-eyliil aylar1 arasinda in vitro kiiltiire alinan embriyolardan yilin 6teki
donemlerine gore daha fazla sayida haploid bitki elde edilmistir. ikinci yil haziran
ayinda embriyolarin bitkiye doniistimleri % 80’e ulasmistir. Meyve basina haploid bitki
sayis1 ¢ok yliksek olmamakla beraber, iki yilin sonunda 4 genotipten toplam olarak 190
adet haploid bitki elde edilmistir.

Taner vd (2003), acur (250, 300 ve 350 Gy) ve kavunda (300 ve 350 Gy) gama
1s1n1 kullanarak 1gmlanmis polen tekniginin haploid embriyo olusturmadaki etkisi ve
cicek tozu canlihig ile 151n diizeyi arasindaki iliski tizerine incelemede bulunmuslardir.
Acurda ¢icek tozu canliligi, 250 Gy’de % 28,8, 300 Gy’de % 28,0 oraninda bulunmus
olup, en diisiik canliligin ise % 19,4 ile 350 Gy’de oldugunu bildirmektedirler. Doz ve
cicek tozu yasi arttikga cicek tozu canliliginin azaldigint gozlemislerdir. Kavunda ise,
isinlarla uyartilmis gicek tozlari ile yapilan tozlamadan 72 saat sonra, 300 Gy’lik dozda
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uygulama yapilan anterlerde, cicek tozu c¢im borularinin % 64,54’Unin yumurtahga
ulastig1 ve haploid embriyo olusumunu tesvik ettigi tespit edilmistir. Iki tiir icinde
haploid embriyo olusumunda 300 ve 350 Gy’lik dozlarin uygulanmasinin 250 Gy’e
gore daha olumlu sonuglar ortaya koydugu bildirilmistir.

Claveria vd (2005), 1sinlanmis polen teknigini kullanarak 500 Gy dozunda 1sin
uygulanan hiyar polenleri ile ovaryumlarda partenogenetik uyartim saglamiglardir. X
1sin1  kullanarak tespit ettikleri embriyolar1 kurtarmiglardir. Haploid oldugunu
diistindiikleri embriyolar1 in vitro’da kilture alarak, embriyolarda istenilmeyen zigotik
yapilari tanimlamak igin kodominant hiyar ve kavun SSR markirlar: ile flow sitometri
yontemlerini kullanmislardir. Bunlardan baska spontan haploid bitkilerin olusumlarinin
olmadigi da bildirilmistir. Elde edilen haploid bitkiler kolhisin uygulamasi ile in vitro
kosullarda dihaploid hale getirilmistir.

Dolcet vd (2006), hiyarda 0,5 kGy (Kilo Gray) dozunda Co® kaynakli gama
1s1m ile 1sinlama yaparak partenogenetik haploid embriyo uyartimini saglamislardir.
Embriyolar1 X 1s1n1 ile tespit ederek in vitro kiiltiirde rejenerasyonunu saglamislar ve
olusan bitkilerin “Flow sitometri yontemi” ile de ploidy seviyesini belirlemislerdir.
Haploid olarak belirlenen bitkilerin kromozomlarin1 katlamak i¢in kolhisin ¢ozeltisi
kullanmislardir. Caligmanin sonunda bitkilerde kendileme yapilarak tiim hatlardan
tohum elde edilmistir.

Lofti vd (2008), 250 Gy ile 1sinladiklar1 hiyar polenleri ile hiyar ovaryumlarin
tozlamiglardir. Ovaryumlar1 21 giin sonra hasat ederek, hasat edilen meyvelerden alinan
tohumlar E20A ortaminin sivi kiiltiirline aktarilarak 10 giin boyunca 16 saat aydinlik - 8
saat karanlik kosularda bekletmislerdir. Isik diizeneginde iginde embriyo bulunan
tohumlar tespit edilerek aseptik kosullarda embriyolar kiiltiire almiglardir. Toplamda 48
kurtarilan embriyodan 25 tane bitki rejenerasyonu gergeklesmistir.

Baktemur vd (2010), kavunda 1sinlanmis polen teknigi ile olusan embriyolarin
daha kolay, hizli, etkili sekilde ayrilmasi ve c¢ikartilabilmesi i¢in kullanilabilecek
yontemlerin tespiti lizerine yaptiklari ¢calismada, kontrol uygulamasi olarak “tohumlarin
tek tek agilarak embriyolarin kurtarilmasi” yontemini kullanmiglardir. Bu yonteme
alternatif olarak “tohumlarin hepsinin dogrudan besin ortamina ekimi”, “tohumlara
1sikta bakarak embriyolu tohumlarin ayrilmasi” ve “tohumlarin hepsinin sivi ortama
ekimi” olmak iizere 3 yeni yontem denemislerdir. Tohumlarin hepsinin sivi ortama
ekimi uygulamasinda embriyo gelisimi saglanamamis ve yliksek oranda enfeksiyon
sorunu ile karsilagmiglardir, Gerekli siire ile birlikte degerlendirildiginde en 1iyi
uygulamanin tohumlarin hepsinin besin ortamina ekimi yontemi oldugunu tespit
etmislerdir.

Baktemur vd (2013), kavunda 1sinlanmis polen teknigi ile olusan embriyolarin
tespitinde kullanilan yontemler {izerine bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alisma ile, en kisa
siirenin ve etkili bir metodun belirlenmesi amaglanmistir. Tek tek agma yoOntemini
kontrol grubu olarak ele almislar ve bununla dogrudan CP ortamina (Kavun besi ortami)
ekim, 1gikta bakma yontemi, sivi ortamda yilizdiirme tekniklerini karsilastirmislardir.
S1v1 ortamda yiizdiirme tekniginde enfeksiyon problemi yasamislar ve haploid bitki elde
edememiglerdir. Calisan i¢in embriyo kurtarmada en hizli ve en etkili yontemin
dogrudan CP ortamina ekim ve 1s1kta bakma yontemi oldugunu bildirmislerdir.
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Taskin vd (2013), farkli genotiplerdeki karpuzlarda 1sinlanmis polen teknigi ile
farkli dozda 151n uygulamislardir. Ticari degeri olan 2 farkli karpuz genotipinde uygun
haploidizasyon protokoliinii belirlemek amaci ile yaptiklar1 ¢aligmada, 5 farkli dozda
(50, 150, 200, 275 ve 300 Gy) 1s1n uygulamiglardir. Tozlamadan 25 giin sonra alinan 43
meyveden 60 adet haploid embriyo elde etmislerdir. Kurtarilan embriyolari, 30 g/L
siikroz, 0,08 mg/L B12 (Siyanokobalamin), 0,02 mg/L IAA (Indolacetic acid) ile
kombine edilmis CP ortamina aktarmislardir. Arastirma sonucunda 100 tohumdan 3,57
haploid embriyo elde ettiklerini, 1. genotipin en basarili genotip oldugunu
belirtmislerdir. En etkili 151n dozununda 275 Gy oldugunu bildirmislerdir. 275 Gy 151n
dozu ile 1silanmis 1. genotipte 100 tohumdan 6,25 haploid embriyo elde etmislerdir.

Baktemur vd (2014), farkli genotiplerdeki kabaklarda, 1sinlanmis polen teknigi
ile 3 farkli dozda 151n uygulamasini denemislerdir. 14 farkli genotip tlizerinde; 150, 200,
300 Gy gamma 151n dozlarini kullanmiglardir. Birinci yil; 100 tohumdan 150 Gy 1sin
dozunda 9,12 haploid embriyo, 200 Gy 1sin dozunda ise 3,53 haploid embriyo elde
etmislerdir. Genotip 3, 100 tohumdan 12,42 embriyo eldesi ile en basarili genotip olarak
tespit edilmistir. Toplamda 219 meyveden 1.858 embriyo elde etmislerdir. ikinci yilda;
8 genotipte, aynt gama 1s1mn dozu kiyaslamasi yapmiglardir. 217 meyveden; 1.378
diploid ve 2.625 haploid embriyo gozlemislerdir. En yiiksek embriyo 150 Gy 1s1n dozu
kullannominda oldugunu tespit etmislerdir. En basarili genotipin, genotip 6 oldugunu
bildirmislerdir.

Hiyarda in situ yontemi ile haploid embriyo eldesi ve rejenere olmus bitki
sayilar1 istenilen diizeye ulagmamistir (Sauton 1989, Przyborowski ve Niemirowicz-
Szcztt 1994, Sar1 vd 1994). Bu nedenle bu tiirde gynogenesis ¢aligmalarina yonelme
olmustur.

Disi gametlerden haploid bitki eldesi erkek gamet hiicrelerinden bitki eldesine
alternatif olarak kullanilabilecek bir yontemdir. Anter ve mikrospor kiiltliriiniin
caligmadig tiirlerde, bu yontem bir ¢ikis noktasi olarak goriilmektedir. (Pavlova, 1987,
Campion ve Alloni 1990, Choob vd 1994). Disi gemetlerden bitki elde edilme oraninin
erkek gametlere gore daha yiiksek oldugu yapilan caligmalarda goriilmektedir (Bugara
ve Rusina 1988, San Noeum ve Ahmadi 1980).

San Noeum (1976) ilk defa déllenmemis arpa (Hordeum vulgare) ovaryumlarini
in vitro da kiiltire alarak gynogenesis ile haploid bitki eldesinin dnciisii olmustur.

Dryanovska ve llieva (1983), kavunda (Cucumis melo L.) organogenesis ve
haploidinin tesviki amaciyla anter ve oviil kiiltirii yapmislardir. Kavunun meyve
etinden ayrilan oviillerini plasenta ile birlikte kiiltiire almislar ve bunlardan haploid
kallus olusturmuslardir. Olusan kalluslardan indirekt olarak bir adet haploid bitki elde
ettiklerini bildirmislerdir.

Chambonnet vd (1985), kabakta (Cucurbita pepo L.) déllenmemis oviilleri in
vitro kiiltiire alarak, embriyo kesesi hiicrelerinden haploid bitkiler elde etmislerdir.
Uygun kosul ve besi ortamindaki oviillerden olugsan embriyolarda bitki rejenerasyonu
goriildiiglinde bitkiler hormonsuz besin ortamina transfer edilmistir. Ciceklenmeden 1
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veya 2 giin 6nce dollenme olmaksizin alinan oviillerde en iyi sonuglar elde edilerek, 100
ovilden 4 - 7 arasinda bitki olusumu saglanmigtir. Olusan bitkilerin ¢ogunun diploid,
fakat bazilarinin haploid-diploid kimera, aneuploid veya polyploid oldugunu saptayan
aragtirmacilar, diploid bitkilerin genetik analiz sonuglari ile yapilan karsilastirmada ana
bitkiye benzemeyen 8 heterozigot Fi bitki gbzlenmistir. Rejenerasyona ugramis Fi
bitkilerin her biri farkli fenotipler géstermislerdir.

Shail ve Robinson (1987), Cucurbita pepo cv. Black Jack, ile C. ecuadorensis’in
tozladiktan 24 ile 72 saat sonra alinan oviilleri besin ortamina transfer etmislerdir.
Sonucunda kallus ve kok olusumu gozlemlerken bitki elde edemediklerini
bildirmislerdir.

Sauton (1987), ticari bir F1 kavun ¢esidini normal kiiltiir kosullar1 altinda, serada
yetistirerek kendileme yapmuistir. Arastirici, ovaryumlar tozlamadan 5 giin sonra alip,
icerisine birka¢ damla Tween 20 damlatilmis olan % 10’luk calcium hypochlorid
soliisyonunda 10 dakika yiizey sterilizasyonu yapmis ve saf su ile 3 kez durulamistir.
Plesanta dokular1 dikkatlice ¢ikarilan oviillerin, 20 g/L sakkaroz + 10 g/L agar ilave
edilen MS ortaminda kiiltiire alindiktan 3 - 4 hafta sonra ¢imlendigi, 4 hafta sonunda da
bitkilerin topraga sasirtilacak duruma geldigi gozlenmistir. Calisma sonunda Cucumis
cinsi igerisindeki tiirler arasi melezlemelerde bu uygulamalarin kullanilabilecegi
belirtilmistir.

Kwack ve Fujieda (1988), bal kabaginin (Cucurbita moschata) dollenmemis
ovullerini in vitro’da kiiltiire alarak haploid bitki olusturma orani incelemislerdir.
Anthesis (¢icek a¢im) safhasindan 2 giin dnce alinan ovaryumlar, 5 °C on sicaklik
uygulamasina tabi tutulmus ve ovaryumlardan alman oviiller farkli ortamlara
aktarilmigtir. Aragtimacilar, 30 g/l sakaroz iceren MS ortamina transfer edilen
ovilllerden % 17 embriyo olusumu goézlemleyerek, en iyi sonucu elde ettiklerini
bildirmislerdir. Olusan embriyolar uygun bir ortama aktarildiginda, ¢ogunun kallus
olusturmaya yoneldigi ve anormal morfolojik gelismeler gozlendigi, sadece birkag
tanesinin normal siirgiin ve kok verdigini belirlenmistir. Arastirma sonucunda elde
edilen 3 bitkiden birinin diploid (2n=40), ikisinin ise tetraploid oldugu saptanmustir.

Kwack ve Fujieda (1988), Cucurbita moschata’da dollenmemis oviillerden
somatik embriyolar elde edilmesi iizerine ortam pH’s1t ve agar konsantrasyonunun
etkilerini arastirmisladir. Bu amagla, anthesisten 1 giin 6nce ¢igek tomurcuklar
toplanarak, 2 gin 5 °C 6n sicaklik uygulamasi yapildiktan sonra ovaryumlardan
dollenmemis oviiller gikartilmistir. Arastirmacilar ovilleri, 60 g/L sakkaroz ve 8 g/L
agar ilave edilmis pH’s1 5,8’e ayarlanmig MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Arastirma
sonucunda, in vitro kiiltiirdeki déllenmemis oviillerde; kallus proliferasyonu ile birlikte
embriyogenesis goriildiigii bildirilmistir.

Gemes ve Venczel (1996), 3 haftalik ana bitkilerden aldiklar1 2 - 3 cm uzunluga
ulasmis (¢igeklenmeden Once) dollenmemis kabak ovaryumlarini toplayarak ylizey
sterilizasyonunu yapmigslardir. Ardindan kabak ovaryumlarinin dis yiizeyini soyarak
dilimlemislerdir. Dilimlenen ovaryumlarin in vitro kiiltirde baslangigta TDZ
(thidiazuron) ve % 4 sakkaroz ilave edilmis (ZI) ortamina aktarildigi ve ardindan
rejenerasyon i¢in NAA ve BA’nin farkli kombinasyonlarinin kullanildigi EI ortamina
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transfer edildigi belirtilmistir. Yaklasik 6 hafta sonra oviillerden embriyolarin
gozlendigi ve her bir ovaryumdan yaklasik 10 - 15 embriyo olustugu tespit edilmistir.
Bitki doniisiimii gerceklesen bitkileri ploidy seviyelerine bakildiginda ise % 70’inin
haploid, % 30’ unun double haploid ve aneuploid oldugu saptanmustir.

Metwally vd (1998), anthesisten 1 giin 6nce toplanan kabak ovaryumlarini; 0, 2,
4 ve 8 glin sure ile 4 °C sicaklikta tutmuslardir. Ardindan arastiricilar, sisme gbzlenen
oviilleri ¢ikararak 30 g/L sakkaroz, 8 g/L agar ve 2,4-D’ nin 0,1, 1,0, 5,0 ve 10 mg/L’lik
4 farkli konsantrasyonuyla modifiye edilmis MS ortaminda kiiltiire almislar ve 25 +1 °C
sicaklik ve 16 saatlik 151k periyodunda 4 hafta bekletmislerdir. 4 hafta sonunda gelisim
gosteren oviiller biiyiime diizenleyici madde icermeyen MS ortamina transfer edilmistir.
Kiiltiire alinmis olan 100 oviilden elde edilen bitki sayist dikkate alindiginda, en fazla
bitkinin soguk uygulamasi yapilmayan oviillerin, 1 veya 5 mg/L 2,4-D eklenen MS
ortaminda aktarilmasiyla elde edildigi bildirilmistir.

Ficcadenti vd (1999), kavunda yaptiklar1 ¢alismada dolllenmemis ovaryumlar
iizerinde gynogenensis ¢alismalarini yiiritmiiglerdir. Ovaryumlarin kesilerek, 0,09 uM
TDZ ile modifiye edilmis MS besi ortaminda 4 giin kiiltire alinip, ardindan 0,27 uM
NAA ve 0,88 uM BA ile modifiye edilmis MS besi ortamina transfer edildigi
bildirilmektedir. Gynogenik embriyolarin 4 - 6 hafta sonunda gozlendigi, tiim
genotiplerden toplamda % 82 gynogenik embriyo olustugu sonucuna varmislardir.
Rejenere olmus bitkilerin kromozom sayimlarina gére % 15,4’inin haploid, % 23,1’inin
diploid, % 61,5’inin mixoploid oldugu belirtilmektedir.

Lotfi vd (2003), kavunda haploid bitki eldesinde 1sinlanmis polen teknigi ve
ovaryum kiiltliriinii karsilagtirmak ic¢in bir calisma yiiriitmislerdir. Arastirmacilar,
ovaryumlart Tween 20 igerisine batirilip ¢ikarildiktan sonra su ile duruladiklarini ve
ardinan % 100 Clorox ¢ozeltisinde 15 dakika bekletip, 3 defa steril saf su ile
duruladiklarmi belirtmiglerdir. Ovaryumlar1 (8 - 15 mm uzunlukta) 6 - 10 pargaya
bolunup, 0,4 mg/L thiamine, 100 mg/L myo-inositol, 40 g/L siikroz ve 0,02 mg/L (0.09
uM) TDZ, % 0,8 Phytagar ve MS temel tuzlari i¢ceren besi ortamina aktarmiglardir. 4-5
giin sonra ovaryum pargalarin1 TDZ yerine 0,05 mg/L (0,27 uM) NAA ve 0,2 mg/L
(0,88 uM) BA ile modifiye edilen ayn1 ortama transfer etmislerdir. Iki farkli genotipten
toplamda 122 ovaryum Kkiiltiire almislar ve c¢ogunlukla bu ovaryumlarin somatik
dokularindan kallus olusumu gozlemlemislerdir. 5 - 6 hafta sonunda bu ovaryumlardan
3 bitkicik elde edildigi bunlarin ploidy seviyesinin belirlenemedigi bildirilmektedir.
Arastirmacilar gynogenesisin kavunda partenogenesise (1ginlanmis polen teknigi) gore
daha az etkili oldugu ve embriyo olusumunun genotipe bagli oldugu sonucuna
varmiglardir.

Shalaby (2007), kabakta oviil kiiltiiriinden haploid bitki eldesi lizerine yaptigi
caligmada, 12 adet genotipte; uygun ovaryum asamasini, gerekli sicaklik uygulamasini
ve seker konsantrasyonunun etkisini incelemistir. Anthesisten 1 giin dnce topladig
ovaryumlarin oviillerini, 1 mg/L kinetin ve 1 mg/L 2,4-D ile % 3, % 6, % 9 seker igeren
MS ortamlarina almustir. 25 + 1 °C sicaklik ve 16 saatlik 151k periyodunda 4 hafta da bir
ortam yenileyerek muhafaza etmistir. En yiiksek rejenerasyon oranini % 3 seker icerigi
olan ortamda gozlemistir. Ayrica 4 giin 32 °C inkiibasyon kosullarinin embriyonik
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tesvik i¢in en uygun sicaklik oldugu sonucuna varmistir. Olusan bitkilerin % 65’inin
haploid, % 35’inin de dihaploid oldugunu tespit etmistir.

Aalders (1958), hiyarda (Cucumis sativus L.) monoploid bitki elde etmek
amaciyla, olgunlasmamis devrede hasat ettigi meyvelerin tohumlarim1 su iizerinde
yiizdiirme yoluyla ayirarak su ylizeyinde hafif kalan tohumlarla embriyo kiiltiirii yapmis
ve 13 adet monoploid hiyar bitkisi elde etmistir. Cucurbitaceae familyasinin ilk
monoploidleri olan bitkilerden 8 tanesinin biiyiitiilmesine ve kolhisin yardimiyla diploid
hale getirilmesine ragmen, bunlardan yeni bitkiler elde edilememistir.

Nunhems Zaden BV, Alman tohum firmasinin, hiyarda ovaryum kiiltiiri
yontemi ile haploid ve DH’lerin gdzlemlenmesi (Dirks 1996) iizerine yayiladigi
patente gore dondr bitkinin genotipine bagli olarak bir kisinin ortalama olarak diktigi
giinliik en az 300 ovaryumdan 240 haploid orijinli embriyo olusturabilecegi, ayni
zamanda % 80 haploid embriyo gelisimi gozlemlenebilecegi one siiriilmektedir.

Gemes vd (2002), 5 partenokarpik hiyar islah hatti (7D4C, KSOC, D20F2A,
E10D14, Perez ML) (ana ebeveyn) ve bir hibrit ¢esit (Perez F1) kullanarak ovaryum
kiiltliriinii arastirmiglardir. Arastiricilar donor bitkileri sera kosullar1 altinda yetistirilen
bitkilerden; dollenmemis ovaryumlar1 tam ¢iceklenmeden 3 giin dnce, 6 saat Once ve
tam ciceklenme ddéneminde toplayarak in vitro kiiltiire almiglardir. Arastirmada her
genotipte 150 ovaryum test edilmistir. Embriyo olusumu i¢in CBM (Cucumber Basal
Medium) ortamina 0,02 mg/L TDZ ve % 4 sakkaroz ilave edilmistir. Ovaryumlar
karanlikta 24 °C, 28 °C veya 35 °C sicakliklarda 2 ile 10 giin siire ile kiiltiire alinmugtir.
Olusan embriyolar 0,05 mg/L NAA, 0,2 mg/L BA ve % 3 sakkaroz ilave edilen
rejenerasyon ortamina (CBM) transfer edildikten sonra 26 °C’de, 16/8 saat (aydinlik/
karanlik) 151k rejimine tabi tutulmustur. Arastiricilar, ¢aligma sonucunda en fazla
embriyonun 35 °C sicaklik uygulamasinda elde edildigini, ovaryum basina elde edilen
embriyo oraninin en fazla % 18,4, bitki oraninin ise % 7,1 oldugunu bildirmislerdir.

Chen vd (2005), 3 farkli genotip hiyarda ovaryum kiiltiirii ile haploid ¢alismalar1
yurutiiklerini ve oviillerin bagarili bir sekilde uyarildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar,
cicek acim doneminden bir glin 6nce toplanan Lu 9 ovaryumlarini, en uygun eksplant
evresi olarak tespit etmiglerdir. Ovaryumlarin uyarilmasi igin 0,06 mg/L TDZ ve 40 g/L
stikroz ile modifiye edilmis baslangi¢c ortaminda, 35 °C sicaklik ve karanlikta 6n
uygulamaya tabi tutulmus ve olumlu sonuglar elde edilmistir. Elde edilen embriyoidler
icin en uygun ortamin 0,1mg/L NAA, 0,8 mg/L 6-BA, 40 g/L sikroz ile modifiye
edilmis rejenerasyon ortami oldugu ve en uygun biiyiime kosullarinin da 25 °C
sicaklikta, 16 saat aydinlik - 8 saat karanlik 4500 lix (aydinlatma siddeti) 1s1k
yogunlugu oldugu bildirilmektedir. Arastirma sonucuna gore embriyo olusumunu;
genotip, eksplant gelisim evresi, ortam ve gelisme sicakliginin etkiledigi belirtilmistir.

Diao vd (2008), hiyarda gynogenensis ile haploid bitki olusumu iizerine sicaklik
on uygulama surelerini (35 °C de 2, 3 ve 4 giin), farkli konsantrasyonlarda ki TDZ’nin
embriyo olusturmada etkisini (0,01 mg/L, 0,02 mg/L, 0,04 mg/L ) ve AgNOs’ un
embriyo rejenerasyonu lzerine etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda
ovaryumlarin 0,04 mg/L TDZ konsantrasyonunda embriyo olusturdugu ve 35 °C de 3
giin karanlikta bekletmenin embriyo olusumunu tetikledigi tespit etmislerdir. 40
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rejenere olmus bitkicikten; 2 haploid bitki elde ederken, AgNOz3’ iin embriyo olusumu
tizerine bir etkisinin olmadig1 sadece daha yesil ve gii¢lii bir embriyo olusturmaya etkili
oldugunu gézlemlemislerdir.

Suprunova ve Shmykova (2008), hiyarda haploid bitki tiretimi teknikleri {izerine
yaptiklar1 ¢alismada oviil kiiltiiriinii denemislerdir. Cigek agiminda, ¢icek agimindan 6
saat once ve ¢icek acimindan 2 gilin 6nce alinan ovaryumlarin oviillerini baslangicta %
5 siikroz igerikli farkli hormon ve hormon konsantrasyonlar1 ile modifiye edilmis MS
ortamina aktarmislardir. Iki hafta karanlikta 22 °C de inkiibe olan farklilasmis oviilleri,
% 3 sukroz, 0,05 mg/L NAA ve 0,2 mg/L BA icerikli MS ortamina transfer ederek,
22 °C sicaklikta 14 saat 151k periyodunda 2 hafta bekletmislerdir. Farklilasan kalluslari
% 3 slkroz, 0,02 mg/L NAA ve 0,4 mg/L BA igerikli MS ortamina aktarmiglar ve
siirgiin olusumunu tesvik etmislerdir. Gelisen siirglinleri hormon igerigi olmayan ayni
ortama aktarmiglardir. Arastirmacilar en yiiksek embriyo olusumunun “Gordion” ¢esidi
hiyarda % 3,5 oraninda MSm ortam1 ile 0,2 mg/L TDZ ve 0,2 mg/L BA
kombinasyonunda oldugunu, % 3 siikroz, 0,02 mg/L NAA ve 0,4 mg/L BA igerikli MS
ortaminda % 0,5 bitki doéniisiim orani1 oldugunu bildirmektedirler.

Wei vd (2010), dollenmemis hiyar ovaryumlarinda gynogenesisin, hormon ve
polyamin igerigi ile arasindaki iliskiyi inceleyen bir c¢alisma yiiriitmiislerdir. Yiiksek
gynogenesis kabiliyeti olan 5 genotip ve diisiik gynogenesis kabiliyeti olan 4 genotipi
bitki materyali olarak kullanan aragtirmacilar, IAA, ZR (zeatin-riboside), GA3
(Gibberellik asit) ve ABA (Absisik asit) icerikli ortamlarda 3, 6, 9 ve 16 gin kdlttre
almiglardir. Bu hormonlarin disinda spermidine (Spd), spermine (Spm), putrecine (Put)
ve cadecine (Cad) igeren poliamin bilesimlerininde etkisini incelemislerdir. Yaptiklari
caligmanin sonucunda hiyar ovaryumlarinda gynogenesisin tesvik edilmesi ile IAA, ZR,
GAs ve ABA igerikleri ortamlarda kiiltiire alinmas1 arasinda higbir iliski bulunmamastir.
Fakat arastimacilar TAA/ZR, IAA/GAsve ABA/ GAz’Un Dbelirli oranlarda
kullanilmasinin az da olsa gynogenesisi tesvik etmede bir yarart oldugu soncuna
varmiglardir. IAA/ABA oraninda kiiltiire alinan ovaryumlarda 3 giin sonra gynogenesis
egiliminin arttigini tespit etmislerdir. Aragtirmacilar, yliksek gynogenesise yanit veren
genotiplerin, diisiik gynogenesise tepki verenlere gore fazla miktarda serbest ve bilesik
Spd+Spm igerigine, yiiksek oranda poliamin igerigine ve toplam poliaminden daha
diisik oranda Put’a sahip oldugunu belirlemislerdir. Spd’nin, kiiltire alinmamis
dollenmemis ovaryum i¢indeki ana polyamine tiplerinden biri oldugunu, ovaryumlar
kiiltiire alindiktan 6 gilin sonra Spd ve Spm igeriginin biiylik oranda azaldigin1 bunun
yerine Put ve Cad ise biiylk oranda arttigini bildirmislerdir. Bdylece Put’ un ana
poliamin konumuna geldigi sonucuna varmiglardir.

Peixiaoli (2011) master ¢alismasinda, hiyarda gynogenesis ve 1sinlanmis polen
teknigini karsilastirmistir. Aragtirmada i1sinlanmis polen teknigi denenen 29 hiyar
genotipinde embriyo tesvik oraninin 0,18 ile 2,20 arasinda oldugu ve genotiplere gore
basari oraninin degistigi bildirilmektedir. Aragtirmanin gynogenesis boliimiinde ise;
genotip, TDZ ve AgNO3 etkisi ¢alisilmis olup, sonuglarin genotiplere gore cesitlilik
gosterdigi tespit edilmistir. Gynogenesis teknigi kullanilarak kiiltiire alinan 9 hiyar
genotipinde basar1 oraninin, % 65,52 ile % 93,33 arasinda degisiklik gosterdigi
belirtilmektedir. Baglangi¢ ortaminin 0,08 mg/L TDZ ve 5 mg/L AgNOs ile modifiye
edilmesinin gynogenesisin tesviki i¢in optimum degerler oldugu sonucuna varilmis
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olup, rejenere olmus embriyolardan; 8 haploid bitki ve 2 diploid bitki elde edildigi
bildirilmektedir.

Li vd (2012), Henan hiyarlarindan (Cucumis sativus L. ) aldiklari déllenmemis
hiyar ovaryumlarinda embriyo tesviki i¢in en uygun baslangi¢ ortam1 ve embriyolardan
bitki doniisiimii i¢in en uygun rejenerasyon ortamini belirlemek iizere bir calisma
yiriitmislerdir. 3 giin sicaklik uygulamasi yapilan eksplantlar, 0,06 ~ 0,08 mg/L TDZ
icerikli besi ortamlarina koyuldugu takdirde en yiiksek oranda embriyo olusumu oldugu,
0,05 mg/L NAA ve 0,4~0,6 mg/L BA igerikli besi ortamlarinda da en yiiksek oranda
embriyo rejenerasyonu gergeklestigi belirtilmistir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda 3
farkl1 ¢esitten embriyo elde etmislerdir. Genotip farkliligi, sicaklik 6n uygulama siiresi,
besi ortaminda bulunan TDZ konsantrasyonu ve eksplantlarin gelisim evresinin embriyo
olusum oranini etkiledigi bildirilmektedir. Embriyolarin bitkiye doniisiimiiniinde de besi
ortaminda bulunan 6-BA ve NAA konsantrasyonlarinin etkiledigi belirtilmektedir.

Li vd (2013)’nin uzun Cin hiyarlar lizerinde yaptiklar1 ¢alismada; CBM temel
besi ortamina farkli konsantrasyonlarda ki TDZ (0,03, 0,05, 0,07 ve 0,09 mg/L) ve
AgNO3 (5,10 ve 15 mg/L) eklenerek, bunlara dikilen ovaryumlarin, haploid bitki
olusturma yetenegine bakilmistir. Ayrica en uygun ovaryum alim dénemini tespit etmek
icin ¢icek agim donemi esas alinarak 4 farkli donemde (anthesisden 3 giin, 2 giin, 1 giin
once ve anthesis zamaninda) ovaryumlar alinmistir. Ovaryumlar ortama yerlestirildikten
sonra ilk 4 gun 35 + 1 °C sicaklikta, karanlik kosullarda 6n uygulamaya alinmigtir. En
1yl baslangi¢ ortam1 0,03- 0,07 mg/L TDZ igerikli CBM besi ortami olurken, ¢igek agim
doneminde alinan ovaryumlarin en uygun eksplant alinma donemi oldugu sonucuna
varilmistir. Olgun embriyolarin ¢imlenmesi ve bitkiye doniismesi i¢in rejenarasyon
ortamina 5 - 10 mg/L AgNOs eklenmesi uygun gorilmiistiir.

Mogbeli vd (2013)’nin hiyarda genotipin (6 farkli genotip), sicaklik on
uygulanmasinin (35+1 °C 0, 2, 3, 4 gin) ve TDZ hormon konsantrasyonun (0, 0,01,
0,02, 0,03 ve 0,04 mg/L) ovaryum Kkiiltiirii iizerine etkilerinin arastiritlmasi igin
yaptiklar1 c¢aligmada; genotipin embriyo olugumuna etkisi oldugu, 0,04 mg/L TDZ
konsantrasyonun MS ortaminda embriyo oranini arttirdigi ve 35+1 °C 3 gln 6n
uygulama kosullarinda bekletmenin, embriyo olusumunu tesvik ettigi sonucuna
ulasilmstir.

Plapung vd (2014a, 2014b), oviil kiiltiirii ile hiyar mozaik viriisii direngli hiyar
hatlarinin gelistirilmesi iizerine yaptiklari ¢calismanin oviil kiiltiirii boliimiinde, haploid
bitkilerin Uretilmesi (zerine bir calisma yiriitmiislerdir. ~ Arastirmacilar 68 hiyar
hattindan aldiklar1 déllenmemis hiyar ovaryumlarimi % 10 kalsiyum hipoklorit ve % 3
sodyum hipokloritte 20 dakika bekletip ve ardindan 3 kez steril saf su ile
durulamiglardir. Hiyar ovaryumlarini 5 ppm (milyonda bir) AgNOs ile modifiye edilmis
CBM ortaminda 1 ay bekletmislerdir. Embriyo tesviki i¢in ovaryumlardan ¢ikarilan
ovdlleri kinetin, BA: 1AA, 2ip (6- (gamma, gamma-Dimethylallylaminopurine)): I1AA
oranlar1 2:1, 3:1 and 4:1 ppm bulunan baslangi¢c ortamina transfer etmisler ve 2 ay
biiyiimesi i¢in bekletmislerdir. Olusan yesil embriyolar BA: IAA, 2ip: IAA oranlan 2:1,
3:1, 4:1 ve 5:1 ppm ile modifiye edilmis rejenerasyon ortamina aktarmislardir. Bitki
dontisiimii gerceklesen bitkileri, MS ortaminda koklendirerek, kromozom sayimi ile
bitkilerin haploid olduklarini tespit etmislerdir. Bitkilerin ploidy seviyesine bakilarak;
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olusan bitkilerin 42 klonun 13l haricindeki klonlardan 14°Gnin haploid oldugu
(kromozom sayis1 n=7 oldugu ve bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayist 6), 24 hattin
direk double haploid oldugu (kromozom sayisinin n=14, bekei hiicrelerindeki kloroplast
sayisinin 11-12) oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma 2014-2015, Eylul - Mart aylarinda Kuzey Agripark Bitki, Arastirma
ve Biyolojik Miicadele San. ve Tic. Ltd. Sti. istasyonunda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

Haploid embriyo olusum orani, tiirlere ve tir iginde de genotiplere gore
degisiklik gosterdigi daha o6nce yapilmis olan ¢alismalarda bildirilmektedir. Bu amacla
caligma igin gerekli bitki materyali Kuzey Agripark Firmasi tarafindan yetistirilen 3
farkli genotipte hiyar bitkilerinden saglanmistir. Calismada kullanilan ¢esitler
partenokarpik o6zellige sahip olup, adlandirilmalari sirasiyla 583, 584 ve 550 olarak
belirlenmistir.

3.2. Metot
Arastirmada hiyarda haploid embriyo ve bitki eldesini tesvik etmede
kullanilabilecek en uygun ortam kombinasyonu ve gynogenesis protokoliiniin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

3.2.1. Bitkilerin yetistirilme kosullari

In vitro ¢alismalarinda kullanilacak olan dondr bitkinin hastalik ve zararlilardan
uzak saglikli bitki olmasi1 gerekmektedir Calismada kullanilan donér bitkiler topraksiz
sera kosullarinda, yetistirilmistir. Bitkilerin tohumlar1 28.08.2014 tarihinde ekilmis
olup, her genotipten 6 bitki olacak sekilde 07.09.2014 tarihinde sera kosullarina
dikilmistir (Sekil 3.1, 3.2).

Sekil 3.1. Fidelerin yetistirilmesi
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Sekil 3.2. Topraksiz sera kosullarinda bitkilerin yetistirilmesi
3.2.2. Disi ¢i¢ceklerin alinma evresi

Yapilan c¢alismalara gore hiyarda haploid bitki {iretimi i¢in en uygun
gynogenesis agamasinin; anthesisden 6 saat, 1 ve 2 gilin dnce alinan ovaryum agamalari
oldugu belirlenmistir (Li vd 2013, Gemes vd 2002). Bu asamalar dikkate alinarak
denemede anthesis doneminden 6 saat, 1 ve 2 giin Once alinan ovaryumlar
kullanilmistir. Cigek acimi (anthesis) ger¢eklesmemis, embriyo kesesi olusumunu
tamamlamig ovaryumlar materyal olarak sec¢ilmistir (Sekil. 3.3).

) \

L A

Sekil 3.3. Ovaryumlarin siiflandirilmasi; a) Erken Dénem, b) Anthesisten 2 gun 6nce,
c) Anthesisten 1 gin o©nce, d) Anthesisten 6 saat once, e) Anthesis,
f) Anthesisten 1 giin sonra
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3.2.3. In vitro calismalar:
3.2.3.1 Embriyo tesvik ortamlarinin hazirlanmasi

Haploid caligmalarinda oncelikli amag, embriyo tesviki i¢in uygun hormon
konsantrasyonu ve besi ortamidir. Kiiltiire alinmis ovaryumlar icin daha Onceki
caligmalarda denenen 3 farkli besi ortami kullanilmis olup, her bir besi ortam1 igin sabit
olarak belirlenmis olan hormon konsantrasyonu kullanilmistir. Besi ortamlar1 asagidaki
gibi olup, besin igerikleri ve besin ortami adlar1 Cizelge 3.1 ve 3.2’ de verilmistir.

e MS ortami ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) + 1:10; 2,4-D:Kinetin

e Miller makro ve mikro tuzlari (Miller 1963) + Fujii vitaminleri (Clapham
1971)+ 1x10* FeNaEDTA + 1:10; 2,4-D:Kinetin

e CBM temel besi ortami ve vitaminleri (Gemes vd 2002) +1:10; 2,4-D:Kinetin

Cizelge 3.1. Besi ortamlarinin adlandirilmasi

MSB MSR
MiB MiR
CBM CBR

Miller ortami ile birlikte kullanilan Fujii vitamininin Thiamine Hydrochloride
orani 9 mg/L olarak modifiye edilmistir (Dirks 1996). Eksplantlarin seker
gereksinimlerini karsilamasi i¢in tiim besi ortamlarina 30 g/L sakkaroz ve ortamlarin
katilagmasi i¢in 7 g/L Plant Agar ilave edilmistir.

Hazirlanan besin ortamlari pH 5,8’¢ ayarlandiktan sonra 20 dakika 121 °C
otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan ortam steril kabin igerisinde 60 mm
capl petrilere esit miktarlarda dokiiliip, katilasmaya birakilmigtir. Katilagan ortamlar
deneme esnasinda kullanilmak tizere stre¢ filmle sarilip, 4 °C’de bekletilmistir.
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Cizelge 3.2. Temel besi ortamlarinin kimyasal icerikleri

Makro ve Mikro Bilesikler Ir\n/IgS/L ﬁg /I\Iil ?ndéh_LER
KNOs3 1.900 950 80
NHsNO3 1.650 450 400
CaClz 332,02 160 -
MgSQO4 180,54 - -
MgSO4.7H20 - 180 35
KH2PO4 170 75 12
Kl 0,83 0,7 0,8
H3BOs3 6,20 4 1,6
MnSO4.H20 16,90 20 -
MnSQO4 .4H20 - - 4.4
Na;MoO4.2H20 0,25 0,2 -
CuS0O4 .5H,0 0,025 0,016 -
CoClz .H20 - 0,016 -
CoClz .6H20 0,025 - -
ZnS04 .7TH20 8,60 4 1,5
CaNO3.4H20 - 25 100
NaH2P04.2H20 - 25 -
(NH4)2S04 - 17,5 -
KCI - 3,5 65
FeNaEDTA 36,70 - 36,70
Vitamin, amino asit ve diger MS CBM FUJI
organik bilesikler mg/L mg/L mg/L
Myo- Inositol 100 80 50.000
Thiamine 0,10 1 9
Nicotonic-acid 0,50 1 2.500
Pyridoxine 0,50 2 2.500
Glycine 2 0,1 1.000
Ca-pantothenate - 0,5 -
Biotin - 0,05 -
Sakkaroz 30.000 30.000 30.000
Plant Agar 7.000 7.000 7.000
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3.2.3.2. Disi ¢iceklerin sterilzasyonu

Ciceklerin ta¢ yapraklar1 ovaryumdan uzaklastirilmistir. Ovaryumlar once sabun ile
yikandiktan sonra c¢esme suyu ile durulanmis ve steril kabin igerisine alinmistir.
Ardindan ovaryumlar % 70’lik ethanol ¢ozeltisinde 1 dakika, 100 ml’sine 1-2 damla
Tween-20 damlatilmis % 3’luk sodyum hipoklorit (NaClO) cozeltisi igerisinde 20
dakika bekletildikten sonra 3 kez steril distile sudan gecirilmis bdylelikle yiizey
sterilizasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 3.4).

= e |
Sekil 3.4. Ovaryumlarin sterilizasyon isleminin yapilmasi
3.2.3.3. Ovaryumlarin besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi

Sterilizasyon islemi yapilan ovaryumlarin dis yiizeyleri steril pens ve bistri
yardimi ile oviillere zarar vermeyecek sekilde soyulmustur. Boylelikle sterilizasyonda
zarar gormiis pargalar uzaklastirilarak ovaryumlarin besin ortamindan daha faydali
sekilde yararlanmas1 amaclanmustir. Uzerinde oviil bulundurmak sartiyla ovaryumlar 4
esit parcaya ayrilarak oviillere zarar vermeden uzunlamasia dilimlenmistir. Her bir
ovaryum 60 mm ¢apinda, i¢inde besi ortami olan petrilere dikilmistir (Sekil 3.5).

Embriyo tesviki i¢in kurulan denemelerde bir deneme igin; 27 adet ovaryum

kullanilmig olup, 12 tekerriirlii ¢alismada toplamda 324 ovaryum kiiltiire alinmugtur.
Deneme plan1 Sekil 3.6 da verilmistir.
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Sekil 3.5. Ovaryumlarin kesim asamalari; a) Ovaryumlarin dig yiizeylerinin soyulmasi,
b) Meyve kabugu uzaklastirilmis ovaryum, ¢) Ovaryumlarin uzunlamasina
ikiye ayrilmasi, d) Ovaryumlarin dort esit par¢aya ayrilmasi, ) Ovaryum
parcalarinin besi ortamlaria yerlestirilmesi, f) Kiiltiire alinmis ovaryumun
son hali

ORTAMLAR VE ORTAMA KOYULAN OVARYUM SAYISI
(& 0\(08 1 Bir Denemede Kullanilan Ovaryum Sayist 12 Denemede Kullanilan

MSB MIB CBM Toplam
Ovaryum
Sayisi
3 3 3 108
3 3 3 108
3 3 3 108
9 9 9 324

Sekil 3.6. Deneme plani ve toplam kullanilan ovaryum sayisi (Adet)
3.2.3.4. Hazirlanan érneklerin 6n uygulamasi ve Kkiiltiir kosullar:

Ovaryumlar ortamlara alindiktan sonra 2 gin 35 °C karanlikta inkibatdrde
bekletilmistir (Sekil 3.7). Biiylime odasmna aktarilan ovaryumlar, 3 gin daha 24 °C
sicaklikta karanlikta bekletilerek embriyo olusumu tesvik edilmistir. Bu islem ile besi
ortamindaki oksinin etkinliginin artmast amaglanmistir. Eksplantlar 6n uygulama
islemlerinden sonra 24 °C sicaklikta, 16 saat 151k/8 saat karanlik periyotta, 3000 lix‘lik
floresan lambalar (beyaz giin 15181) altinda iklimlendirme kosullarina alinmistir.
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Sekil 3.7. Calismada kullanilan inkibator
3.2.3.5. Bitki rejenerasyon ortami ve siirgiin ortam

Embriyo tesvik ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar 2 hafta sonra rejenerasyon
ortamina aktarilmistir (Sekil 3.8). Rejenarasyon icin bitin temel besi ortamlar1 1:4;
NAA:BAP hormonlariyla kombine edilmistir (Cizelge 3.1). Rejenerasyon islemi
sirasinda enfekteli ovaryumlar uzaklastirilmigtir. Ovaryumlarda 1-2 cm boyunda
strgunler goézlendiginde, bitkicikler MS+30 g/l sukroz bulunan besi ortamina
aktarilmigtir. Boylelikle bitkiciklerin gelismesi saglanarak, ilerde olusabilecek
hormondan kaynakli mutasyonlarin 6niine gec¢ilmesi amaglanmistir.

a ! b
./
Ué’ - ",‘ pa—

e
W

Sekil 3.8. Ovaryumlarin rejenerasyon ortamina ve silirglinlerin siirglin ortamina
aktarilmasi, a) Rejenerasyon ortamina aktarilmig ovaryum, b) Ovaryumda
stirglin olusumu, c¢) Kavanoza aktarilmis bitkicik, d) Tiipe aktarilmis bitkicik
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3.2.3.6. Buyuyen bitkilerin topraga aktarilmasi ve adaptasyon kosullari

Tip ve kavanoz kosullarina sigmayan bitkiler, sera kosullarina aktarilmadan
once belirli bir adaptasyon slrecinden ge¢cmektedir. Dogrudan sera kosullarina alinan
bitkilerin canli kalma olasilig1 diismektedir. Adaptasyon islemi yiiksek nem igerikli,
direk gilines 15181 almayan 6zel alanlarda yapilmaktadir. Adaptasyon isleminde Kuzey
Agripark Firmasina ait olan adaptasyon seralar1 kullanilmistir. Tiipten alinan iyi
gelismis bitkiler saksilara aktarilmistir. Bitkilerin kok gelisimlerinin artmasi i¢in % 10
perlit, % 90 torf karisimi kullanilmistir. Bu karisimin nemini kaybetmemesi igin bitki
dikiminden sonra karigima vermikiilit serpilmistir (Sekil 3.9). Ardindan bitkiler
adaptasyon seralarina nakledilmistir. 1-2 hafta bu seralarda kalan bitkiler, topraksiz sera
kosullarina aktarilmistir.

Sekil 3.9 Bitkilerin topraga aktarilmasi; a) Kavanozdan topraga aktarilmis bitki, b)
Adaptasyon boliimiine gonderilmek i¢in hazirlanamis bitkiler, ¢) Sera
kosullarinda geligen bitkiler

3.2.3.7. Bitkilerin stomada kloroplast sayimu ile ploidy seviyesinin belirlenmesi

Sera kosullarina aktarilan bitkilerden, yaklasik olarak 2 hafta sonra yaprak
ornekleri toplanmistir. Laboratuvar ortamina getirilen yapraklar, yaprak eti ile zar kismi
ayrilacak sekilde yirtilmistir. Ayrilan zar bistiiri yardimi ile alinmis, lam {izerine
yerlestirilmis ve iistiine 1 damla saf su damlatilmistir. Uzerine hava boslugu
kalmayacak sekilde lamel kapatilarak preperat hazirlanmistir. Hazirlanan preperat
florosan mikroskobu (Olympus Marka) yardimi ile incelenmistir. Sayima gore; stomalar
iizerindeki kloroplast sayilar1 ve biiyiikliikleri g6z oniine alinmistir (Sekil 3.10). Aym
sekilde kiyaslama yapmak tizere diploid bir hiyar bitkisine de ait preperat hazirlanmistir.
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Sekil 3.10. Stomada kloroplast sayim yontemi ile haploidi seviyesinin belirlenmesi;
a)Haploid stomalar (40X), b) Diploid stomalar (40X)

3.3. Arastirma Siiresince Yapilan Ol¢iim, Sayim ve Gozlemler

28.08.2014 tarihinde tohumlar1 ekilen donor hiyar bitkilerinin ovaryumlari
15.09.2014 tarihinde denemelerde kullanilmak {izere toplanmaya baslanmistir.
Toplamda 12 deneme kurulmustur. 12 denemede toplamda 324 ovaryum denemistir
(Sekil 3.6). Kurulan denemelere gore yapilan sayimlar haftalik olarak yapilmis olup,
asagidaki cizelgelerde basar1 oranlar1 ve sayilar1 verilmistir. Cizelge ve sekillerdeki
basar1 yiizdeleri, denemede kullanilan toplam ovaryum sayisina gore hesaplanmistir.
Ovaryumlardaki degisimler LEICA marka stero mikroskobu ile goriintiilenmis olup,
goruntt bayudklikleri sekillerde bildirilmistir.

Kurulan denemelerde ovaryumlara go0re oviillerde gelisme diizeyi,
ovaryumlardaki kallus olusturma orani, embriyo olusturma orani, bitki doniisiim orani,
haploid bitkilerin olusma diizeyi gézlenmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri
cizelgelerde sunulmustur. Gereken yerlerde grafikler verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genotip ve Embriyo Tesvik Ortamlarina Gore Oviil Tepkisi, Kallus Gelisim
Durumu

Arastirmamizda kullandigimiz ovaryumlar besi yerine aldiktan sonra 2 giin
stireyle 35 °C sicaklikta karanlikta inkiibasyon kosullarinda bekletilmistir. Daha sonra
ovaryumlar 24 °C sicakliktaki bityiime odast kosullarina, karanlikta 3 giin daha kalmak
suretiyle aktarilmistir. Embriyo tesvik besi yerinde 9 giin daha aydinlikta, 24 °C
sicakliktaki biiyiime odasi kosullarinda bekletilen eksplantlarin oviillerinde siskinlikler
tespit edilmis olup, ortamlara yanit verdikleri gdzlenmistir. Biitiin besi ortamlar1 1:10
oraninda 2,4-D:Kinetin ile sabit bir sekilde modifiye edilmis olup, kallus olusumu ve
ovil sigkinlikleri genotip ve besin ortamlarmma gore degisiklikler gostermistir.
Denemelerin kurulma tarihinden itibaren yapilan gozlemlere dayanarak, toplam 324
ovaryumdan 104’iinde sadece ovillerde siskinlik gbzlenirken, 103 ovaryumda da kallus
gozlenmistir. 583 nolu genotipte 108 ovaryum denenmis olup, bunun 53 tanesinde oviil
siskinligi gozlenirken, 20 tanesinde kallus olusumu gozlenmistir. Oviil siskinligi en az
olan 584 nolu genotipin 66 ovaryumunda (diger genotiplere gore en yiiksek diizeyde)
kallus olusumu tespit edilmistir. Kallus olusumunda dikkat ¢eken bir diger nokta ise 550
nolu genotipin sadece 17 ovaryumunda kallus olugsmus olmasidir (Sekil 4.1).
Genotiplerin genel olarak ortam tepkilerine bakilacak olunursa, denemeye tabi tutulan
eksplantlarin arasinda en az 550 nolu genotipin tepki verdigi 584 ve 583 nolu
genotiplerin yaklasik bir oranda tepki verdikleri gézlenmistir.

Opviillerde Siskinlik Gosteren ve Kallus Olusturan Ovaryum Sayis1 (Adet)
Oviillerde siskinlik durumu Kallus olusum durumu
Genotipler Toplam Genotipler Toplam
SRR Ovaryum Ovaryum
583 | 584 |550 |Sayisi 583 | 584 | 550 | Says!
MSB 18 4 14 36 7 22 |6 35
CBM 17 1 17 35 12 |26 |8 46
MiB 18 |3 12 |33 1 18 |3 24
Toplam
Ovaryum | 53 8 43 104 20 |66 |17 103
Sayisi
Kullanilan
Toplam 108 | 108 | 108 | 324 108 | 108 | 108 | 324
Ovaryum
Sayisi

Sekil 4.1. Farkli besi ortamlarma gore farkli hiyar genotiplerinin oviillerde siskinlik
gosteren ve kallus olusturan ovaryum sayist (Adet)

Aragtirmada oviil siskinligi ve kallus olusumunun genel bir grafikte olusum

oranlart bildirilecek olunursa; 583 nolu genotipin ortalama olarak % 49,07 ile ovil
siskinligi acisindan digerlerine gére daha yliksek oranda ortamlara yanit verdigi, 584
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nolu genotipin ise ortalama olarak % 7,41 ile diisiik oranda ortamlara yanit verdigi
gorulmektedir (Cizelge 4.1). Bunun aksine; 584 nolu genotipin ortalama % 61,11 oranla
en yiiksek oranda kallus olusturdugu goézlenmistir (Cizelge 4.2). Embriyo tesvik
ortamlarinin oviil siskinligi lizerine etkisine gore yapilan degerlendirmelerde, en etkili
ortamin MSB oldugu sonucuna varilmistir (Cizelge 4.1). CBM ortaminin ise en yiiksek
oranda kallus olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Morfolojik agidan ovaryumlari
kiicik olan 550 nolu genotipin cizelge.4.2’ye gore kallus olusturma bakimindan en
diisiik orana sahip oldugu ve ovaryumlar: biiylik olan 584 nolu genotipin de en yiiksek
oranda kallus olusturdugu tespit edilmistir. Burada dikkat ¢ekilmesi gereken parga boyu
biyudukee; kallus olusumunun arttig1 ve oviil sigkinliginin azaldigidir. Kiigiik pargalara
ayrilmis ovaryumlarda oviil siskinligi daha fazla olmustur.

Cizelge 4.1. Farkli besi ortamlarina gore farkli hiyar genotiplerinin ovillerinde siskinlik
gosteren ovaryum orani

OVULLERDE SiSKINLIiK GOSTEREN OVARYUM ORANI
(%)

m583 m584 w550 mOrtalama

50,00 4722 4722 50,00 49,07

MSB CBM MiB Ortalama
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Cizelge 4.2. Farkli besi ortamlarina gore farkli hiyar genotiplerinin kallus olusturan
ovaryum orani

KALLUS OLUSTURAN OVARYUM ORANI (%)
m583 m584 w550 mOrtalama

72,22

32,41
20,37

MSB CBM MiB Ortalama

Sekil 4.2. Hiyar oviillerinde kallus olusumu (genotip: 584, ortam: CBM, 0.63X)

Sekil 4.3. Hiyar oviillerinde sismelerin goriilmesi (genotip: 583, ortam: MSB, 0.63X)
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4.2. Genotip ve Embriyo Tesvik Ortamlarina Gore Toplam Embriyo Sayisi, Basari
Yuzdesi

4.2.1. Embriyo olusumunda genel bulgular

Embriyo tesvik asamasinda kiiltiire alinan ovaryumlar, dogrudan haploid elde
etmek amaci ile 14 giin sonra rejenerasyon ortamina transfer edilmistir. Ovaryumlar
embriyo tesvik asamasinda hangi ortama tabi tutuldu ise, rejenerasyon ortaminda da
ayni ortama tabi tutulmustur. Ancak bitki biiyiime diizenleyicilerinde ve oranlarinda
degisiklige gidilmistir ve biitliin besi yerleri 1:4; NAA:BAP ile modifiye edilmistir.
Rejenerasyon ortamina alinan ovaryumlarda deneme kurum tarihi baz alinarak yapilan
gozlemlerde, ortalama olarak 2-6 hafta icinde embriyolarin olustugu goriilmiistiir.
Embriyo tesvik ortaminda sisen oviillerin bir kismi siskin halde kalmis ve
gelismemistir. Embriyo tesvik ortaminda kallus olusturan ovaryumlarda ise embriyo
olusumu gozlenmemistir. Uygun asamadaki eksplantlarda embriyo olusumu direkt
olarak gozlenirken, uygun asamada olmayan eksplantlarin gelisimlerinde gerileme
gbzlenmis veya durmustur. Embriyolar olusumlar1 bakimindan farkliliklar gostermistir.
Bazi embriyolarin gelisimi dogrudan secilebilirken (Sekil 4.4), bazi embriyolarin
gelisimi ise ovaryum igerisinde olmus ve bitkiye donlismis sekilde ortaya c¢ikmustir
(Sekil 4.5).

Sekil 4.4. Embriyolarin dogrudan gézlenmesi (genotip: 583, Ortam: MSB, 2X)

Sekil 4.5. Ovaryum iginde gelisen embriyonun direkt bitki olarak gdzlenmesi (genotip:
584, ortam: MSB, 0,63X)
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Ayni ovaryum parcasindan, ayni yerde birden fazla embriyo olustugu da
gbzlenmistir (Sekil 4.6). Embriyolarin rejenerasyonu ile olusan bitkicikler, belirli bir
bliyiikliige geldikten sonra birbirine zarar verilmeden ayrilmis ve siirglin ortamina
aktarilmistir.

Sekil 4.6. Ayni1 alanda birden fazla bitki olusumu, (genotip: 583, ortam: MSB; a) 0,63X,
b) 0,8X)

Olusan embriyolarin bazilari, sonradan embriyojenik kallusa doniiserek birden
fazla embriyo ve bitki olusturmustur (Sekil 4.7). Baz1 ovaryumlarda ise, dogrudan
kallus olusmus, hatta anormal kdk olusumlar1 gozlenmistir.

R

2
l/
b

.
bad |

i

Sekil 4.7. Ovaryumlarda indirekt embriyo ve bitki olusumlari, a) Embriyo olusumu
(genotip: 583, ortam: MSB, 0,63X), b) Embriyonun kallusa doniisiimii
(genotip: 583, ortam: MSB, 1,25X), ¢) Embriyojenik kallusdan olusan
bitkicikler (genotip: 583, ortam: MSB)

4.2.2. Embriyo olusumunda sayisal bulgular
4.2.2.1. Genotiplerin basar1 durumu

Embriyo olusum sonuglarini1 rakamsal ifadelerle pekistirmek gerekirse, asagidaki
cizelge ve sekillerle daha detayli bir sekilde anlatilabilir. Toplamda bitiin genotiplerden
273 adet embriyo olusarak, ortalama % 84,26° lik bir embriyo orani elde edilmistir.
Embriyo olusumunda besi ortami ve genotip farkliliklarinin etkisi agik¢a gozlenmistir.
Genotipler bazinda en fazla embriyo olusumu, 195 adet (% 180,56) embriyo ile 583
nolu genotipte gézlenmistir. 583 nolu genotip, embriyo olusturma diizeyi bakimindan,
diger genotiplere gore en fazla MSB ortaminda, 178 adet (% 494,44) embriyo
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olusturmustur. Diger ortamlarda embriyo sayisi giderek azalmistir. Bunun yani sira
toplamda 18 adet (% 16,67) embriyo ile en az embriyo olusumu 550 nolu genotipte elde
edilmistir. 584 nolu genotipinin de; 47 adet (% 130,56) embriyo ile en yliksek embriyo
varligini, MSB ortaminda gosterdigine ulasabiliriz (Sekil 4.8, Cizelge 4.3).

Toplam Embriyo Sayisi Direkt Embriyo Indirekt Embriyo
(Adet) Sayis1 (Adet) Sayis1 (Adet)

Ortamlar Genotipler gr%% Genotipler I-Err(:\% Genotipler gr?ﬁ:)

583 | 584 | 550 | Sayis1 | 583 | 584 [ 550 | Sayis1| 583 | 584 | 550 | Sayisi

MSB 178 | 47 6 231 26 | 16 6 48 | 152 | 31 0 183

CBM 12 1 11 24 11 1 11 23 1 0 0 1

MiB 5 12 1 18 4 9 1 14 1 3 0 4
Toplam

Embriyo | 195 | 60 | 18 273 41 | 26 | 18 | 85 [154| 34 | O 188
Sayisi

Sekil. 4.8. Farkli besi ortamlarina gore farkli hiyar genotiplerinde gynogenesis yoluyla
olusan embriyo sayilar1 (Adet)

Cizelge. 4.3. Embriyo tesvik ortamlarina gore genotiplerin embriyo olusturma oranlari

GENOTIPLERIN EMBRiYO TESVIK ORTAMLARINA
GORE EMBRIYO OLUSTURMA ORANI (%)

EMSB ®mCBM =MiIB ®Ort. Emb.Olusum Orani

494,44

15055 213,89
130,56 an 26
55,56 30,56 '
33’3313,89l . 2,7833,33 16.67° 278 007 22226 67
583 58 Ort.Emb. Olusum

Orani

4.2.2.2. Embriyo tesvik besi ortamlarinin basari durumu

Embriyo gelisim durumunu ortamlar bazinda karsilastirirsak en basarili ortamin
MSB oldugu sonucununa varabiliriz. Uzerinde calistigimiz biitiin genotiplerde MSB
ortaminin yanit verdigi, 583 ve 584 nolu genotiplerde de daha fazla oranda embriyo
olusturdugu gdzlenmistir. CBM ve MIB ortaminin yanit verme diizeylerinin de birbirine
yakin oldugu sonucuna varilmistir. Kullanilan ovaryum sayisina gore belirlenen oranlar
incelendiginde; MSB ortaminin ortalama olarak % 213,89’ luk bir oranla diger
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ortamlara gore daha basarili oldugu belirlenmistir. En az embriyo olusturma etkinligi
ise, ortalama olarak % 16,67 lik oran ile MIB ortaminda olmustur. MSB ortami, en cok
538 nolu genotipe etkili olurken (% 494,44), en az da 550 nolu genotipe (% 16,67) etkili
olmustur. CBM ortam1 yaklagik olarak 583 ve 550 nolu genotiplere ayni oranlarda (%
33,33, % 30,56) etki ederken, 584 nolu genotip Uzerine olduk¢a diisiik bir oranda (%
2,78) etki etmistir. MIB ortam1 ise, CBM’ nin en az etki etti§i genotipte en fazla
etkinligi gostererek (% 33,33) oldukga dikkat cekici bir sonug ortaya ¢ikarmistir (Sekil
4.8, Cizelge 4.3).

Embriyolar, olusum sekillerine gore direkt ve indirekt olarak gelismistir.
Haploid bitki eldesinde somatik dokulardan indirekt (kallus Uzerinden embriyo ve bitki
eldesi) elde edilen bitkiler yaniltici olabilir. Boylelikle indirekt gelisen embriyo ve
bitkiciklerin haploid olduguna siiphe ile bakilabilir. Yaptigimiz calismada indirekt
olarak embriyolar elde edilmis, fakat indirekt olusumlardan elde edilen embriyolar
ovaryum tizerindeki somatik kallusdan degil de; olusmus olan bir embriyonun sonradan
kallusa doniiserek embriyo olusturmasi seklinde olmustur.

4.2.2.3. Direkt embriyo olusum durumu

Direkt olarak toplamda biitliin genotiplerden 85 adet embriyo olusmus olup, bu
say1 toplam embriyo olusumunun % 26,24°liik bir oranin1 kapsamaktadir (Sekil 4.8,
Cizelge 4.4). Genotiplerin direkt embriyo olusturma oranlar1 karsilagtirildiginda en
basarili genotipin 583 nolu genotip oldugu ve 41 adet embriyo ile ortalama olarak %
37,96 oraninda embriyo olusturdugu sonucuna varilmistir. 584 nolu genotip ortalama
olarak % 24,07 oraninda embriyo olustururken, 550 nolu genotipte % 16,67 oraninda
embriyo olusturmustur. Ortamlarin basari durumu incelenecek olunursa; MSB ortami1 %
44 44 ile en fazla oranda etkinlik gostermistir. (Cizelge 4.4)

Cizelge 4.4. Embriyo tesvik ortamlarina gére genotiplerin direkt embriyo olusum
oranlari
DIREKT EMBRIYO OLUSUM ORANI (%)
m 583 m584 550 mOrt. Emb. Orani

72,22

44,44 44,44

30,56 30,56

MSB CBM MiB Ort. Emb. Orani
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4.2.2.4. Indirekt embriyo olusum durumu

Indirekt olarak biitiin genotiplerden toplamda 188 adet embriyo olusmus olup ,
bu say1 toplam embriyo olusumunun ortalama olarak % 58,02’sini temsil etmektedir
(Sekil 4.8, Cizelge 4.5). Genotiplerin indirekt embriyo olusturma oranlar
karsilastirildiginda yine 583 nolu genotipin ortalama olarak digerlerinden % 142,59 bir
oranla ortamlara tepki verdigi goriilmektedir. 550 nolu genotipde indirekt olarak
embriyo olugsmamis olup, 584 nolu genotipte % 31,48 oraninda embriyo olusumu
gbzlenmistir. Indirekt embriyo olusturmada, diger ortamlara gére MSB ortaminin
etkinligi, yine direkt embriyo olusumunda oldugu gibi daha fazla bir oranda olmustur.
CBM ortamut ise, oldukca az miktarda bir oranla (% 0,93) indirekt embriyo olusumunu
tesvik etmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge. 4.5. Embriyo tesvik ortamlarina gore genotiplerin indirekt embriyo olusum
oranlari

INDIREKT EMBRiIYO OLUSUM ORANI (%)
m 583 m584 550 ®Ort. Emb. Oram

422,22
169,44
142,59

86,11

58,02
31,48
2178 8,33 !
0,00 0,00 0,00 0,93 2,78 000 3,70 0.00
MSB CBM MiB Ort. Emb. Orani

4.3. Genotip ve Bitki Rejenerasyon Ortamlaria Gore Bitki Olusum Durumu
4.3.1 Bitki rejenerasyonunda genel bulgular

Arastirmada kullanilan genotiplerin, deneme kurum tarihinden itibaren yaklasik
olarak 1,5-2 ay gibi bir siirede bitki rejenerasyonlarinin gergeklestigi gozlenmistir.
Rejenerasyon ortaminda rejenere olmus olan 1-2 cm boyundaki bitkicikler, temel MS
besi ortamima alinmig ve gelisimleri belirli bir olgunluga gelinceye kadar burada
bekletilmistir. Bitki rejenerasyonu sonucunda normal bitki gelisimi gosterenlerin
yaninda, anormal bitki gelisimleri de gozlenmistir. Anormal gelisen bitkilerde biiylime
ucu olmama, anormal yaprak olusumu ve gelisimi, anormal kok olusumu gibi belirtiler
goriilmistiir (Sekil 4.10). Normal gelisen bitkiler kok ve govde gelisimlerine gore
topraga aktarilmis ve dis kosullara adaptasyonu saglanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Embriyo rejenerasyonu sonucu olusmus olan saglikli bitkicik ve bitkiler;
a,b) Tiip ve kavanoza aktarian bitkicikler, ¢, d) Topraga aktarilan bitkiler

Sekil 4.10. Embriyo rejenerasyonu sonucu olugsmus olan biyume ucu olmayan anormal
bitkicikler

4.3.2. Bitki rejenerasyonunda sayisal bulgular
4.3.2.1. Toplam bitki sayis1 ve basar1 durumu

Haploid caligmasi yapilan biitiin bitkilerde embriyonun bitkiye doniisiimiinde
istenilen sonuglara yiizde yiiz ulagilamamaktadir. Anormal embriyo olusumlari,
eksplantin zamaninda rejenerasyon veya alt kiiltliir ortamina alinmamasi, dig ortam
kosullar1 (151k, sicaklik vb.) gibi bazi olumsuz faktdrler bitki rejenerasyonunu miimkUn
kilmamaktadir. Bu yiizden arastirmaci en uygun kosullari aragtirmak ve belirlemek
zorundadir.

Calismada bitki rejenerasyonunda genotip ve ortamlara gore oldukca farkhi
sonuglar elde edilmistir. Ug farkli genotipten toplamda 137 bitki elde edilmis olup,
ortalama olarak % 42,28 bitki rejenerasyonu gergeklesmistir (Sekil 4.11, Cizelge 4.6).
Genotipler bazinda incelendiginde 583 nolu genotipin embriyo olusturma yiizdesinin
yaninda, bitki rejenerasyonu olusum yiizdesi de oldukca fazladir. 109 adet bitki (%
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100,93) elde edilen 583 nolu genotipten sonra en fazla bitki, 584 nolu genotipte 26 adet
(% 24,07) olusmustur. 550 nolu genotipte elde edilen bitki sadece 2 adet ile smnirl
kalmastir (% 1,85) (Sekil 4.11).

Toplam Bitki Sayisi Direkt Bitki Olusumu Indirekt Bitki
(Adet) (Adet) Olusumu (Adet)
Genotipler | Top. | Genotipler | Top. | Genotipler Top.
Ortamlar Bitki Bitki Bitki
583 | 584 | 550 | Say. | 583 | 584 | 550 | Say. | 583 | 584 | 550 | Say.
MR 109 | 18 | 2 | 129 | 16 | 9 2 27 | 93 | 9 0 | 102
. 0 0|0 0 0] 0| O 0 0] 0| O 0
MIR® o ls|lo| 8 ]ol7]lo]l 7 ol1]|o] 1
Top.Bitki
Sayim | 109 | 26 | 2 | 137 | 16 | 16 | 2 34 |93 10| 0 | 103

Sekil 4.11. Farkli besi ortamlarina gore farkli hiyar genotiplerinde gynogenesis yoluyla
olusan bitki sayilarinin gosterimi (Adet)

Besin ortamlarinin bitki rejenerasyonuna etkisi incelenecek olunursa en etkili
rejenerasyon ortaminin ortalama olarak % 119,45 oran ile MSR oldugu, bunun aksine
CBR ortaminda higbir bitki gelisimi gézlenmedigi agik¢a goriilmektedir (Cizelge 4.6).
MIR ortammin da sadece 584 nolu genotipi bitki déniisiimiine tesvik ettigi gdzlenmistir.
MSR ortami tiim genotiplerde bitki doniisiimiinii saglamistir.

Cizelge 4.6. Ortam ve genotiplere gore hiyar ovaryumlarindan, bitki olusum oranlari
BITKI REJENERASYON ORANI (%)
m583 m584 =550 mOrt. Bitki Rej. Orani

302,78
119,45 100.93
50,00
22,22 24,07 42,28
5,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,41 1,85
MSR CBR MIR Ort. Bitki Rej.
Oranm
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4.3.2.2. Direkt olusan bitki sayis1 ve rejenerasyon

Embriyo olusumlar1 dikkate alinarak yapilan gézlemlerde, direkt olarak olugsmus
olan embriyolarin bitki rejenerasyonlart incelenmistir. Direkt olusmus bitki sayisi
toplamda 34 adet olup, ortalama % 10,49’luk bir olusum orani ortaya ¢ikarmistir (Sekil
4.11, Cizelge 4.7). Genotiplerin direkt bitki olusturmadaki bagar1 oran1 degerlendirilirse;
583 ve 584 nolu genotipin % 14,81’lik bir oranla ayn1 sonucu verdigini sdyleyebiliriz
(Cizelge 4.7). Ancak 583 nolu genotipin sadece MSR ortaminda bitki olusturdugu, 584
nolu genotipin de MSR ve MIR ortamlarinda bitki olusturdugu sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.7. Ortam ve genotiplere gore hiyar ovaryumlarindan direkt bitki olusum
oranlari

DIREKT BITKi OLUSUM ORANI (%)
m583 m584 m550 mOrt. Bitki Rej.Orani

44.44
25,00 25,00
19,44
14,81 14,81
10,49
5,56 6,48
0,000,000,000,00 0,00 B9 0,00 . 1,85
MSR CBR MIR Ort. Bitki Rej.Orant

4.3.2.3. Indirekt bitki sayis1 ve rejenerasyon oram

Embriyo olusumlar1 dikkate alinarak yapilan gozlemlerde, indirekt olarak
olugsmus olan embriyolarin bitki rejenerasyonlar1 incelenmistir. 103 adet bitki indirekt
olarak olusmus olup, toplamda ortalama olarak % 31.79’luk bir basar1 saglanmistir
(Bkz. Sekil 4.11, Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Ortam ve genotiplere gore hiyar ovaryumlarindan indirekt bitki olusum
oranlar1

INDIREKT BiTKi OLUSUM ORANI (%)
m583 m584 m550 mOrt. Bitki Rej.Oran

258,33

25 00 31,79
0,00 0,000,000,000,00 0,00 2,78 9 oo 0,93 9,26 09,00

MSR CBR MiR Ort. Bitki Rej.Oran1

Genotipler agisindan indirekt olarak en fazla bitki 583 nolu genotipte 93 adet (%
86,11) olarak bulunmustur. 550 nolu genotipte ise indirekt olarak bitki rejenerasyonu
gerceklesmemistir. Bunun yanisira 584 nolu genotipte de 10 adet (% 9,26) bitki
olusmustur. Ortam etkinligi agisindan MSR ortaminin % 94,44 bir basar1 oranina sahip
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Diger ortamlarin etkinliginin olduke¢a diisiik bir
seviyede oldugu gbzlenmistir.

4.4. Bitki Yasinin Embriyo Olusumu ve Bitki Rejenerasyonuna Etkisi

Gegmiste yapilan haploid c¢alismalarinda, dondr bitkinin beslenme kosullar1 ve
yasinin 6nemli bir unsur oldugu bildirilmektedir ( Gemes vd 2002). Yaslanan bir bitki
hiicresinin  enzimatik aktivitesi ve boliinme gibi faaliyetlerinin  yavasladigi
bilinmektedir. Bu nedenden dolay1 donér bitkilerden alinan eksplantlar geng bitkilerden
alinmal1 ve eksplant, arastirilmak istenen ortam ve hormon kombinasyonlarina tepki
verebilmelidir. Aksi takdirde yasl hiicre barindiran eksplantlarda bitki eldesi istenen
sekilde olmayabilir. Arastirmamizda 28.08.2014 tarihinde tohum ekimi gerceklesen
bitkilerin ovaryumlar1 15.09.2014 tarihi itibari ile deneme kurulmak {izere alinmaya
baslanmigtir. Ovaryumlar 22.10.2014 tarihinde son defa toplanarak kiiltiire alinmistir.
Gecen bu siiregte embriyo ve bitki olusum oranlart her dért denemede bir hesaplanmis
ve Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Bitki yasina gére embriyo olusum oranlari

BiTKi YASINA GORE EMBRiYO OLUSUM

ORANI (%)
250%
200% \\
150% \
100%
0%
15 22 . .
EYLUL- | EYLUL-1 113E1£3<IEI\1/{/[ 123’2]]5511((111;44
22EYLUL | EKIM
—— BITKI YASINA
GORE EMBRIYO| 21358% | 5802% | 4568% | 19.75%
OLUSUM ORANI

Arastirmada kullanilan tiim genotiplerin embriyo olusum oranlar1 genel olarak
ele alimmistir. 15 Eyliil-22 Eylil tarihleri arasinda kurulan denemelerde en yiiksek
embriyo sonuglari elde edilmistir. 15 Eyliil tarihinde % 213,58 oraninda embriyo
olusumu goriiliirken, 22 Eyliil’den sonra alinan eksplantlardan embriyo olusumu %
58,02’lere diigmiistiir. 1 Ekim - 13 Ekim tarihleri arasinda kurulan denemelerin embriyo
olusum oram1 % 45,68 olmustur. Bitkinin giderek yaslandigi g6z Oniine alinirsa, 13
Ekim-22 Ekim arasinda kurulan denemelerde de embriyo eldesinin % 19,75’lere
distigli goriilmiistiir (Cizelge 4.9). Yaslanmaya bagli olarak elde edilen embriyo

diizeylerinde ciddi oranda bir azalma meydana gelmistir.

Cizelge 4.10.Bitki yasina gore bitki rejenerasyon oranlari

BITKi YASINA GORE BITKi REJENERASYON

ORANI (%)
140%
120% \\
100% \C
80% N
60% \C
40%
20% \__
0% ) ) : :
15 EYLUL- | 22 EYLUL- | 1 EKIM- 13 | 13 EKIM-
22EYLUL | 1EKiM EKIM | 22 EKIM
—— BITKI YASINA
RE(J}gﬁgR}ig%N 132,10% | 21,60% 10,49% 4,94%
ORANI
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Zamanla embriyo olusumunda gorllen azalma, aym sckilde bitki
rejenerasyonunda da goriilmiistiir. Arastirmada kullanilan tiim genotiplerin bitki
rejenerasyon oranlart genel olarak ele alinmistir. 15 Eyliil-22 Eyliil tarihleri arasinda
kurulan denemelerde bitki rejenerasyon orani, embriyo eldesi ile dogru orantili olarak
gerceklesmistir. Yapilan degerlendirmelere gbre bu tarihler arasinda % 132,10’luk bir
bitki rejenerasyonu meydana gelmistir. 22 Eyliil-1 Ekim tarihleri arasinda kurulan
denemelere gore basari orant % 21,60 seviyelerinde iken, 1 Ekim- 13 Ekim tarihleri
arasinda bu oran % 10,49’lara kadar diismiistiir. Bitkinin en yasl oldugu doénemlerde
kurulan son denemelerde basari orant % 4,94’lere kadar gerilemistir (Cizelge 4.10).
Dondr bitki yasiin artmasina ters orantili olarak gynogenesisis ile bitki eldesi arasinda
ters bir orant1 oldugu saptanmustir.

4.5. Stomada Kloroplast Saymmina Gore Ploidy Seviyesinin Belirlenmesi

Haploid bitkilerin tespit edilmesinde kullanilan en kolay yontem stoma sayim
yontemidir. Eyliil ayinin ortalarindan itibaren yiiriittiiglimiiz caligmada, yaklagsik olarak
7-8 aylik bir siire¢ sonunda elde edilen bitkilerin stoma sayimlar1 yapilmistir. Bitkilerin
yaprak Ornekleri alinmig ve preparatlar hazirlanmistir. Olympus marka florosan
mikroskobu altinda bakilan preperatlarda stomalar tespit edilmis ve stomalarin iizerinde
bulunan kloroplast sayilar1 gozlenmistir. Stomada kloroplast sayisina bakildiginda;
haploid bitkilerin kloroplastlarinin 4-6 arasinda degistigi, diploid bitkilerin 8-12
arasinda oldugu goriilmiistiir. Miksoploid bitkilerde ise hem haploid stomalara, hem de
diploid stomalara rastlanmistir (Sekil 4.13). Sayimlar sonucunda elde edilen tiim
bitkilerde, adaptasyon siirecinde yasanan sikintilara bagli olarak, kayiplar meydana
gelmis ve stoma sayimi yapilamamistir. Sekil 4.12°ye gore, saglam kalan bitkilerin
sayimlart sonucunda, 583 nolu genotipte elde edilen bitki sayisinin fazlaligi ile dogru
orantili olarak 71 adet haploid bitki elde edilmistir. Bunun yani sira 583 nolu genotipte,
8 diploid, ve 14 miksoploid elde edilmistir (Sekil 4.12). 584 nolu genotipte 15 adet
haploid bitki gozlenirken, 4 adet miksoploid ve 1 adet diploid bitki gdézlenmistir.
Toplamda 2 adet bitki elde edilen 550 nolu genotipin sadece 1 tanesinde stoma sayimi
yapilabilmis ve bununda haploid oldugu tespit edilmistir. Toplamda 87 adet haploid
bitki elde edilmis ve 6zellikle indirekt olusumlarda miksoploid bitkilere rastlanmistir.

Stomadaki kloroplast sayisina gore ploidy seviyesinin belirlenmesi (Adet)
Genotipler Bitki Sayilar

Haploid Diploid Miksoploid Kayip
583 71 8 14 16
584 15 1 4 6
550 1 0 0 1
Toplam 87 9 18 23

Sekil 4.12. Stomadaki kloroplast sayisina gore ploidy seviyesinin belirlenmesi
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Sekil 4.13. Stomadaki kloroplast sayilarmin gosterimi (40X), a) Haploid hiyar bitkisi
stomasi, b) Diploid hiyar bitkisi stomasi, ¢) Miksoploid hiyar bitkisi stomasi
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5. TARTISMA

Hiyarda haploid bitki eldesinde kullanilan ovaryum kiiltiirii diger yontemlere
gore ¢cok daha timitvar sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir. Uygun protokol ve genotiplerle,
basar1 ¢itasinin giderek yiikselecegi yadsinamaz bir gergektir. Hiyarda 1sinlanmis polen
kilttriine gore daha fazla etkinligi olan ovaryum kiiltiirii, bircok arastirmaci tarafindan
da desteklenmektedir (Dirks 1996, Gemes vd 2002, Diao 2008, Li vd 2013, Moqgbeli vd
2013).

Haploid bitki olusumunun tesviki i¢in gerekli uygun ovaryum asamasi Gemes vd
(2002)tarafindan belirlenmis olup, Li vd (2013) gibi arastirmacilar tarafindan farkli
genotiplerde de desteklenmistir. Oviil veya ovaryum kiiltiirlerinden basar1 elde
edebilmek i¢in dikkat edilmesi gereken en Onemli noktalardan birisi, yumurtaligin
alindig1 cicegin biyiikligii, yani yumurtaliin fizyolojik olarak iginde bulundugu
gelisme donemidir (Yang ve Zhou 1990). Gemes vd (2002) de, hiyarda oviillerden
haploid tesvigi i¢in en uygun safhanin; antesisten 6 saat once alinmis ovaryumlar
oldugunu bildirmektedirler. Bu safhada ki ovaryumlarda, 8 cekirdek iceren embriyo
keselerinin buludugunu ve anthesiste embriyo kesesinin tamamen gelistigi goriilmiistiir.
Aragtirmacilar hiyarda, haploid uyartiminda en iyi yanitin, tam olgunlagsmis embriyo
keselerine sahip ovaryumlardan alindigimi belirtmektedir. Benzer sonuglar San ve
Demarly (1984) tarafindan; arpa, bugday, misir, seker pancar1 ve marulda yapilan
calismalarda da bildirilmistir. Arastirmacilar, tam olgunluk donemindeki embriyo
keselerindeki tim hdcrelerin (yumurta hiicresi, antipodlar, sinerjitler ve polar ¢ekirdek)
boliinerek embriyo veya kallus olusturabildigini saptamislardir. Goska vd (1990)’ nin
seker pancari tizerine yaptiklar1 ¢alismada, gynogenik haploid bitkilerin, yumurta ya da
sinerjit hiicrelerden meydana geldigini bildirmiglerdir. Yapilan bu arastirmada; bu
calismalar baz alinarak ovaryum agamasi, ¢icek agimindan (anthesis) 6 saat, 1 ve 2 gin
once olarak belirlenmistir.

Gemes vd (2002), erken asamada alinan ovaryumlarda embriyo keselerinde
hiicre membranlarmin gelistigi ancak hiicrelerin son biiyiikliiklerine ulasmadig1 ve bu
durumlarda yumurta hiicresinin diizensiz farklilagsmasinin meydana gelebilecegini
savunmaktadirlar. Aragtirmada bu gibi olusumlara rastlanmis olup, anormal bitki
olusumlar1 da  gozlenmistir. Bunun yaninda mutant olusumlarin  besin
kombinasyonlarindan veya dis kosullardan olumsuz etkilendigi diisiiniilebilir.

Haploid embriyo ve bitki olusturmak i¢in bazi bitkiler 6n uygulama islemlerine
ihtiya¢ duyarlar. On uygulama islemi; enzimatik baz1 reaksiyonlar1 baslatmak ve bazi
hormonlarin aktivasyonlarini arttirmak icin yapilmaktadir. Sicak 6n uygulamasi hiicre
boliinmesini tesvik eder. Hiyar gynogenesisinde uygulanan 6n uygulama islemleri,
genellikle sicak uygulama seklinde olmustur. Gemes vd (2002), hiyar ovaryumlarini
karanlikta 24 °C, 28 °C veya 35 °C sicakliklarda 2 ile 10 giin siire ile kiiltlire almistir. 35
°C sicakliklarda 2- 4 giin arasinda bekletilen ovaryumlarda en yiiksek embriyo olusumu
gozlediklerini belirtmiglerdir. Bu ¢alismanin dogrultusunda Li vd (2013), 35 °C
karanlikta hiyar ovaryumlarini 6n uygulamaya tabi tutarak olumlu sonuglar almiglardir.
Arastirmada kullandigimiz ovaryumlar literatiir dogrultusunda 35 °C sicaklikta,
karanlikta sadece 2 giin; 24 °C sicaklikta, karanlikta 3 giin bekletilmistir. Arastirma
oncesi On g¢alismalarda hiyar ovaryumlart 6n uygulama islemine tabi tutulmamistir.
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Yapilan gozlemler sonucu oldukga diisiik oranlarda embriyo olusumuna rastlanmistir.
Dolayistyla 6n uygulamanin hiyar embriyo olusumunu tesvik ettigi diistiniilmektedir.

Haploid embriyo ve bitki olusum orani, donor bitkinin lireme fizyolojisine ve
kiiltiir ortamina dayanir. Ug farkl1 besin ortaminin, ii¢ farkli genotipte haploid embriyo
ve bitki tesvikini arastirmak iizere yapilan bu c¢alismada, ovaryum kiiltiiriinde 6zellikle
hiyar gynogenesisinde en fazla kullanilan ortamlar belirlenmistir. 1950’1i yillarin
basinda ovill ve ovaryum kiiltiiriinde kullanilan ortamin  Nitsch oldugu
savunulurken,1970’li yillarda Miller, MS, N6 ortamlarinin kullanildigr yapilan
aragtirmalar sonucu goriilmektedir. Asif (2013), ovaryum Kkultird icin uygun olan
ortamlarin MS, Miller, N6, and B5 oldugunu ve uygun hormon konsantrasyonlar ile
modifiye edilebilecegini  bildirmektedir. Sitbon (1981) Gerbera jamessonii
ovaryumlarinda, Metwally vd (1998) ve Shalaby (2007), kabak ovaryumlarinda,
Ficcadenti vd (1999), kavun ovaryumlarinda ve Suprunova ve Shmykova (2008), hiyar
ovaryumlarinda gynogenesis ile haploid embriyo tesviki icin MS besi ortamini
kullanmislardir. Dirks (1996), partenokarpik hiyar cesitlerinde haploid embriyo elde
etmek icin Miller (1963)’in ve Murashige-Skoog (1962)’un ortamlarinin en yaygin
kullanilan iki ortam oldugunu 6ne siirmektedir. Gemes (2002)’in 5 partenokarpik hiyar
iizerinde denedigi Cucumber Basal Medium (CBM), LI vd (2013) tarafindan, uzun Cin
hiyarlar1  iizerinde denenmistir. Bu ortamlarin  karsilastirilmasina  literatiirde
rastlanmamistir. Buna dayanarak yaptigimiz calismamizda hiyar genotiplerinde en ¢ok
kullanilan besin ortamlari; MS, Miller ve CBM olarak belirlenmistir. Bu veriye gore
sabit bir hormon modifiyesi yapilarak, besin ortamlarinin etkinlikleri karsilastirilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz verilere dayanarak bu {i¢ besin ortamindan en etkili
ortamimn MS ortami olduguna karar verilmistir. Ancak uygun hormon modifiyesi ile
embriyo tesviki saglanmistir. Bu ortamlarin tek basina kullanilmasinin embriyo tesviki
icin bir yarar1 yoktur. Arastirmanin devaminda embriyo tesvik ortamindan sonra
embriyo rejenerasyon ortamina aktarilan ovaryumlarda bitki olusumu yine MS
ortaminin varliginda diger ortamlara oranla olduk¢a fazla olmustur. Oviil
sigskinliklerinde tiim ortamlarda yakin sonuglara rastlanmis olup, kallus olusumunda
CBM ortaminin 6nde oldugu sonucuna varilmistir (Cizelge 4.2). Bunun CBM ortaminin
besin i¢eriginden kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Tiim genotiplerde embriyo olusum orani % 84,26 olarak belirlenmis olup, bunun
% 213,89’ u sadece MS ortaminda olusmustur (Cizelge 4.3). En az etkinligi olan ortam
% 16,67 ile Miller ortami olurken, CBM ortam1 da % 22,22 bir embriyo olusum orani
ortaya ¢cikarmistir. Ortamlara gore bitki rejenerasyonunda degisiklikler yasanmastir.

Cizelge 4.6’ya gore, ortalama ii¢ genotipten bitki rejenerasyon oran1 % 42,28
olurken, MS ortaminda rejenere olan bitkilerin orani, toplam oranin % 119,45’ini
olusturmaktadir. Bunun arkasindan gelen Miller ortaminda % 7,41 bir orana sahipken,
CBM ortaminda higbir bitki doniigiimiine rastlanmamustir.

Besi ortamlarinin genel igerikleri karsilastirildiginda MS ortami makro ve mikro
bilesiklerce diger ortamlara gore genel itibari ile daha zengin bir icerige sahiptir (Sekil
3.3). Olusan embriyo ve bitki oranlarinin MS ortaminda yiiksek olmasinin sebebi,
zengin kimyasal igeriginin sonucunda olugsmus bir durum olabilir. MS ve Miller ortami
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demir igerigine sahipken, CBM ortaminda demir bilesimi bulunmamaktadir. CBM
ortaminda bitki rejenerasyonun goriilmemesi buna baglanabilir.

Bitki biliylime diizenleyiciler, haploid bitki eldesinin temel yap1 tagi konumunda
bulunmaktadir. Uygun oksin-sitokinin dengesi, oviiliin embriyo olusturmaya yonelmesi
icin ¢ok gereklidir. Dirks (1996), partenokarpik bir ¢esitte haploid embriyo ve bitki
tesvigi i¢in hormon dengesinin sitokinin agirlikli olmasi gerektigini bildirmektedir.
Gemes ve Venczel (1996) yaptiklart ¢alismada, dollenmemis kabak ovaryumlarini in
vitro kiiltiirde, baslangigta TDZ ve % 4 sakkaroz ilave edilmis (ZI) ortamina
aktardiklarini ve ardindan rejenerasyon i¢cin NAA ve BA’nin farkli kombinasyonlarinin
kullanildigi EI ortamina transfer ettiklerini bildirmislerdir. Yaklasik 6 hafta sonra
oviillerden embriyolarin gozlendigi ve her bir ovaryumdan yaklasik 10-15 embriyo
olustugu tespit edilmistir. Metwally vd (1998), dollenmemis kabak ovaryumlarindan
elde edilen bitkilerin, 1 veya 5 mg/L 2,4-D ile modifiye edilmis MS ortaminda kiiltiire
alinmasi ile olustugunu bildirilmislerdir. Shalaby (2007), kabakta oviil kiiltiiri
caligmasinda 1 mg/L kinetin ve 1 mg/L 2,4-D kombinasyonunu kullanmistir. Ficcadenti
vd (1999), kavunda yaptiklar1 ¢alismada doélllenmemis ovaryumlart 0,09 uM TDZ ile
degistirilmis MS besi ortaminda 4 giin kiiltiire alindiktan sonra, 0,27 uM NAA ve 0,88
uM BA ile degistirilmis MS besi ortamina transfer ettiklerini bildirmektedirler. Gemes
vd (2002), dollenmemis hiyar ovaryumlarini, embriyo tesvigi igin 0,02 mg/L TDZ ile
modifiyeli besi ortamina, ardindan olusan embriyolari 0,05 mg/L NAA, 0,2 mg/L BA
ile degistirilmis, besi ortamina aktarmiglardir. Chen vd (2005), 3 farkli genotip hiyarda
ovaryum kiiltlirii denemisler ve embriyo tesvigi i¢in 0,06 mg/L TDZ ile modifiyeli besi
ortamint kullanmiglardir. Olusan embriyolari, bitki rejenerasyonu igin 0,1mg/L NAA,
0,8 mg/L 6-BA ile degistirilmis besin ortamina aktarmislardir. Diao vd (2008) hiyarda
yaptiklar1 ¢alismada TDZ konsantrasyonlarini denemisler ve en uygun TDZ miktarinin
0,04 mg/L oldugunu belirtmislerdir. Benzer bir ¢aligmay1 LI vd (2013) Cin hiyarlari
tizerinde yapmis ve en uygun TDZ’nin 0,03- 0,07 mg/L araliklarinda kullanilmasi
gerektigini bildirmislerdir.

Yapilan caligmalarda genelde TDZ hormonu iizerine durulmus ve istenilen
diizeyde embriyo ve bitki elde edilememistir. Bu sebepten dolayr caligmamizda
belirleyici unsur farkli hormon ve hormon degeri kullanmak olmustur. Sitokinin
hormonu hiicre boélinmesi ve yenilenmesinde etkin rol oynar (Hall 1999). Oksin
hormonu hicre bélinmesinden ziyade, hiicre buyumesini etkileyen bir bitki biyime
diizenleyicidir. Haploid embriyo calismalarinda embriyo olusumunda oncelikli olarak
istenen hiicre boliinmesinin hizlanmasidir. Bu nedenle besi ortaminin, embriyo tesvik
asamasinda stokinin agirlikli bir bitki biliyime diizenleyicisi ile degistirilmesi
gerekmektedir. Stokinin hormonun aktiflendirmek igin ortamda bir miktar oksin
hormonunun gerektigi arastirmacilar tarafindan desteklenmektedir (Reinert ve Yeoman
1982).

Aragtirmada embriyo tesviki i¢in kullandigimiz kinetin dogal bir sitokinin olup
Miller (1963) tarafindan bulunmustur. Kinetin, 2,4-D oksin hormonu ile desteklenmis
olup, 2,4-D:Kinetin oran1 1:10 olarak belirlenmistir. Bu hormon dengesi biitiin
ortamlarin karsilastirilabilmesi amaci ile sabit tutulmustur. Arastirmada bu hormon
kombinasyonunun en iyi MS ortami ile uyumlu oldugu ve embriyo tesvik asamasinda
biitiin genotiplerde embriyo olusturdugu gézlenmistir (Cizelge 4.3).

46



Ovaryumlar, olusan embriyolarin bitki rejenerasyonlarmin saglanmasi igin
deneme kurum tarihinden 2 hafta sonra rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Gemes vd
(2002), dollenmemis hiyar ovaryumlarindan olusan embriyolari, bitki rejenerasyonu
icin 0,05 mg/L NAA, 0,2 mg/L BA ile degistirilmis besi ortamina aktarmislardir. Ayni
yontem izlenerek rejenerasyonunun gerceklesmesi amaci ile biitiin besin ortamlari sabit
oranda 1:4; NAA:BAP ile modifiye edilmistir. Cizelge 4.6’ya gore biitiin genotiplerden
ortalama % 42,28 bitki olusum orani hesaplanmistir.

Haploid bitki eldesinde 6nemli bir diger yapi tas1 genotiptir. Haploid bitki eldesi
icin tiim bitki ¢esit ve genotipinlerine uyumlu bir protokol yoktur. Hatta ayni familyada
olan bitkiler i¢inde de sabit bir protokol olusturmak imkansizdir. Bu yiizden
haploidizasyon basarisini etkileyen en 6nemli faktorlerin basinda genotip gelir. Haploid
calismalarina basar1 oraninin genotipe bagli oldugu hiyar (Diao vd 2009), kabak
(Dumas de Vaulx ve Chambonnet 1986, Shalaby 2007), seker pancar1 (Lux vd 1990),
tath patates (Kobayashi vd 1993) ve sogan gibi tiirlerde kanitlanmistir (Alan vd 2004).
Arastirmamiz sonucunda genotipin gynogenesis lizerine etkisi, oviil siskinligi, kallus
olusumu, embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonuna etkisi agik¢a goriilmektedir
(Cizelge 4.1, Cizelge 4.2). 583 ve 550 nolu genotiplerde oviillerde siskinilik daha fazla
olusurken, 584 nolu genotipte kallus olusumu daha yiiksek oranda olusmustur. En fazla
embriyo olusumu, 195 adet (% 180,56) embriyo ile 583 nolu genotipte gézlenirken, 550
nolu genotipte 18 adet (% 16,67) embriyo ile en az embriyo olusumu oldugunu
sOyleyebiliriz (Sekil 4.8, Cizelge 4.3). Genotipler bazinda incelendiginde 583 nolu
genotipin embriyo olusturmadaki basar1 oraninin yaninda bitki rejenerasyonundaki
orant da oldukga fazladir. 109 adet bitki (% 100,93) elde edilen 583 nolu genotipten
sonra en fazla bitki 584 nolu genotipte 26 adet (% 24,07) elde edilmistir. 550 nolu
genotipte elde edilen bitki sadece 2 adet ile sinirl kalmistir(% 1,85) (Sekil 4.11, Cizelge
4.6).

Gecmiste yapilan haploid ¢alismalarinda, donor bitkinin beslenme kosullart ve
yasinin haploid bitki eldesi i¢in 6nemli bir unsur oldugu bildirilmektedir (Gemes vd
2002). Yagh bitki hiicrelerinin enzimatik aktiviteleri yavasladigi ve etkinliklerinin
azaldig1 bilinmektedir. Yasli hiicre barindiran eksplantlarda bitki eldesi daha az siklikta
ve istenen sekilde olmayabilir. Yash hiicrelerdeki hiicre bdliinmelerinin yavas olmasi
haploid embriyo olusumunda engelleyici bir faktordiir. Cizelge 4.9’a goére 15 Eylul-22
Eylul tarihleri arasinda kurulan denemelerde en yiiksek embriyo sonuglart elde
edilmistir. 15 Eyliil tarihinde % 213,58 oraninda embriyo basar1 orani varken, 22
Eylii’den sonra alinan eksplantlarin embriyo eldesi % 58,02’lere diigmiistiir. 1 Ekim -
13 Ekim tarihleri arasinda kurulan denemelerin embriyo olusum oram1 % 45,68
olmustur. Bitki yasinin giderek arttigi géz Oniine almirsa 13 Ekim-22 Ekim arasinda
kurulan denemelerde de embriyo eldesi % 19,75’lere diismiistlir. Yaslanmaya baglh
olarak, elde edilen embriyo diizeylerinde ciddi oranda bir azalma meydana gelmistir.
Bitki rejenerasyonu da embriyo olusumundaki azalmaya paralellik gostererek, ¢izelge
4.10’a gore 15 Eylil-22 Eyliil tarihleri arasinda kurulan denemelerde bitki rejenerasyon
orant embriyo eldesi ile dogru orantili olarak azalis goOstermistir. Yapilan
degerlendirmelere gore bu tarihler arasinda % 132,10’luk bir bitki rejenerasyonu
meydana gelmistir. 22 Eyliil- 1 Ekim tarihleri arasinda kurulan denemelere gore basari
orani % 21,60 seviyelerinde iken 1 Ekim- 13 Ekim tarihleri arasinda bu oran % 10,49

47



lara kadar diismistiir. Bitkinin en yash oldugu donemlerde kurulan son denemelerde
basar1 oran1 % 4,94’lere kadar gerilemistir.

Haploid bitkilerin tespit edilmesinde kullanilan en kolay yontem stoma sayim
yontemidir. Stoma sayim yonteminde, stomlara {izerindeki kloroplastlarin adedi,
haploid bitkinin tespiti i¢in 6nem arz etmektedir. Calismamiz boyunca elde edilen
bitkilerin hepsinde stoma sayimi yapmak miimkiin olmamaistir. Elde edilen 137 bitkiden
114 tanesinin stomasi tespit edilebilmistir. Stomada kloroplast sayisina bakildiginda;
haploid bitkilerin kloroplastlarinin 4-6 arasinda degistigi, diploid bitkilerin 8-12
arasinda oldugu goriilmiistiir. Miksoploid bitkilerde ise hem haploid stomalara, hem de
diploid stomalara rastlanmistir (Sekil 4.13). Sekil 4.12°ye gore, saglam kalan bitkilerin
sayimlart sonucunda, 583 nolu genotipte elde edilen bitki sayisinin fazlaligi ile dogru
orantili olarak 71 adet haploid bitki elde edilmistir. Bunun yani sira 583 nolu genotipte,
8 diploid, ve 14 miksoploid elde edilmistir (Sekil 4.12). 584 nolu genotipte 15 adet
haploid bitki gozlenirken, 4 adet miksoploid ve 1 adet diploid bitki gdézlenmistir.
Toplamda 2 adet bitki elde edilen 550 nolu genotipin sadece 1 tanesinde stoma sayimi
yapilabilmis ve bununda haploid oldugu tespit edilmistir. Toplamda 87 adet haploid
bitki elde edilmis ve 6zellikle indirekt olusumlarda miksoploid bitkilere rastlanmistir.

Peixiaoli (2011) hiyarda gynogenesis c¢alismasinda, rejenere  olmus
embriyolardan; 8 haploid bitki ve 2 diploid bitki elde edildigi bildirilmektedir.
Suprunova ve Shmykova (2008), elde ettikleri embriyolardan sadece % 0,5 “lik bir bitki
doniistim orani oldugunu bildirmektedirler. Plapung vd (2014a, 2014b) 42 klonun 14’
iniin haploid oldugu (kromozom sayis1 n= 7 oldugu ve bekgi hiicrelerindeki kloroplast
sayist 6), 24 hattin direk double haploid oldugu (kromozom sayisinin n= 14, bekgi
hicrelerindeki kloroplast sayisininl1-12) oldugu bildirilmistir. Diao vd (2008), 40
rejenere olmus hiyar bitkiciginden; 2 haploid bitki elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
caligmalara gore yaptigimiz bu ¢alismanin 1slah ¢alismalarina faydali bir ¢alisma oldugu
sOylenebilir.
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6. SONUC

Islah alanina teknolojik ve bilimsel bir katki saglayan haploid ¢alismalari,
iizerinde daha ¢ok durulmasi gereken bir konudur. Bu alanda girisim yapmak isteyen
0zel sektdriin haploid bitki eldesinin 6nemini basta anlamasi gerekir. Yatirimciya zaman
ve maddi anlamda kazan¢ saglayan biyoteknolojik ¢aligmalar, bilimsel c¢aligsmalarla
desteklenmelidir. Bu amagla yaptigimiz bu bilimsel calisma hiyar 1slahinda yenilikler
yaratarak, kisa zamanda istlin 1slah hatlarmin belirlenmesinde yardimci olacaktir.
Boylelikle iireticinin istedigi, giinlimiiz kosullarina adapte olabilen, hastalik ve viriislere
kars1 dayanikli, verimli hiyar gesitleri elde edilecektir. Hiyarda (Cucumis sativus L.) in
vitro kultirde ovul-ovaryum yéntemi ile haploid bitki eldesi Uzerine yeterli bir protokol
olmayisi, hiyar 1slahi yapan firmalar ve aragtirmacilar icin biiytik bir eksikliktir.

Calismada izlenen yontemler ele alindiginda, bu calisma i¢in belirlenecek ilk
asamanin gynogenesis i¢in uygun ovaryum asamasi oldufu sonucuna varilmustir.
Onceki ¢alismalar 6rnek alinarak izlenen bu yolda cicek agcimindan 6 saat,1 ve 2 giin
onceki agsamalardaki ovaryumlar tespit edilmis ve toplanmistir. Ta¢ yapraklarini heniiz
acmamis ve sari ile yesil rengi arasinda ge¢is gOsteren ovaryumlarin c¢alisma igin
kullanilabilecek en uygun asama oldugu belirlenmistir. Anormal embriyo ve bitki
olusumu gosterenler i¢in uygun asamada alinmadigi, yumurta veya sinerjit hiicrelerinin
son seklini almadig boylelikle hiicrelerin farklilasarak anormallikler dogurdugu
soylenebilir.

Ovaryumlarin besi ortamlarmma koyulduktan sonra hiicre bdliinmelerini
¢ogaltmak amaci ile 6n uygulamalar1 35 °C’de 2 giin karanlikta kalmak sureti ile
gerceklesmistir. Arastirma Oncesi yaptigimiz 6n c¢alismalarda 6n uygulama islemi
yapilmamis ve embriyo olusumu olduk¢a sinirli bir seviyede kalmistir. Arastirmada
kullanilan 6n uygulama isleminin embriyo olusum oranini arttirdigi sonucuna
varilmistir. On uygulamada bekletme siiresi iizerine ¢alismalar gelistirilebilir. Sicaklik
uygulamasi yapilan ovaryumlar karanlik ortamda 24 °C’de 3 giin daha bekletilerek
ortamdaki 2,4-D oksin hormonunun etkinliginin daha da arttirilmasi amaglanmistir.
Embriyo tesvikinde bu islemin de faydali oldugu sonucuna varilmastir.

Ug farkl1 genotipte denenen ii¢ farkli ortamin etkinliklerinin arastirilmast iizerine
yiirlittiiglimiiz bu ¢alismada, ii¢ genotiptende olumlu tepkiler alinmistir. Oviil siskinligi
ve kallus olusumu ag¢isindan bu ii¢ genotipin ortamlara tepki verdigi saptanmistir. Oviil
siskinligi acisindan karsilagtirdigimizda, 583 ve 550 nolu genotiplerin oviilleri
biliylimeye baslarken, 584 nolu genotipin daha ¢ok kallus olusturdugu tespit edilmistir.
Morfolojik acidan daha biiyiik bir ovaryum yapisina sahip olan 584 nolu genotipin
oviilerinin besi ortamlarindan yeterince yararlanamayarak, diizensiz hiicre kolonileri
olusturabilecegi sonucuna varilmistir. Morfolojik olarak biiylik ovaryuma sahip
cesitlerin ovaryum kiiltiiriiniin yapilmasi gerektigi durumlarda; uzunlamasina kesimden
ziyade, daha kiigiik pargalara ayrilmasimin daha etkili olacagi diistiniilmektedir. Cilinkii
haploid bitki olusumunda oncelikli olarak kallus olusumu istenen bir durum degildir.
Bunun yerine oviillerin sigkinlik gostermesi haploid bitki olusumunda gerekli olan
gametlerin ortamdan faydalanabildigini kanitlar.
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Besi ortamlarinin  oviil sigkinligi ve kallus olusumu iizerine etkileri
incelendiginde, tim ortamlarin oviil siskinligi iizerine etkisinin esit oldugu sonucuna
vartlmistir.  Ancak kallus olusturma diizeyi a¢isindan CBM+1:10, 2-4D:Kinetin
ortaminin % 42,59 bir oranla digerlerinden fazla olusturdugu gozlenmistir (Cizelge 4.2).

Embriyo olusumu daha ¢ok kallus olusturmayan parcalarda goriilmiistiir. Ancak
oviil siskinligi goriilen her parcada embriyo olusmamis, oviiller siskin halde kalmistir.
Bununda  yumurta  hiicresinin  yeterince  gelismediginden  kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Biitiin genotiplerden toplamda 273 tane embriyo olustugu ve bunun
toplam ovaryum sayisi iizerine oraninin % 84,26 oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.8,
Cizelge 4.3). En fazla embriyo olusumu genotip bazinda incelendiginde, 583 nolu
genotipin diger genotiplere gore oldukca fazla iistiin oldugu belirlenmistir. 583 nolu
genotipte embriyo olusturma oranm1 % 180,55 oraninda olurken, bu oran 584 nolu
genotipte % 55,56, 550 nolu genotipte % 16,67 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).
Embriyo olusumunda direkt ve indirekt olusumlar tespit edilmistir. Ancak indirekt
olusumlarin, meydana gelmis bir embriyonun kallus haline doniismesi seklinde oldugu
gbzlenmistir.

Besi ortamlarinin embriyo olusturma diizeylerine bakildiginda embriyo
tesvikinde en etkili ortamin MS+ 1:10; 2,4-D:Kinetin (MSB) oldugu ve toplam
ovaryum sayisina oranla % 213,89 bir sonug¢ elde edildigi tespit edilmistir. Bunun
arkasindan oOnerilebilecek ortamin % 22,22 oranla CBM+1:10; 2,4-D:Kinetin oldugu
ancak haploid bitki iiretimi i¢in bu ortamin yeterli olmayacagi sonucuna varilmistir.
Calismaya gore embriyo tesviki i¢in % 16,67 orana sahip Miller+1:10; 2,4-D:Kinetin
(MIB) ortaminin  diisiik sonuglar ortaya ¢ikardigi, hiyar gynogenesisi icin
Onerilmeyecegi sdylenebilir. Embriyo tesvik calismalarinda MSB ortaminin basarili
sonucu karsisinda bu ortam {izerine ¢alismalar devam ettirilebilir ve hormon
konsantrasyonlar1 iizerine bir ¢alisma yapilabilir. Bunun yaninda hiyarda haploid
embriyo eldesi lizerine bir ¢calismada protokol niteliginde bu ortam kullanilabilir.

Islah caligmalari icin elbette haploid embriyo elde etmek yeterli degildir. Elde
edilen embriyolarin en iyi sekilde ve yiiksek oranda bitkiye doniistiiriilmesi gereklidir.
Bitki doniisiimiinii saglamakta embriyo tesvik asamasinda kullanilan besi ortaminin
tekrardan kullanilmasinin arastirmamiz agisindan uygun olmadigi diistiniilmiistiir.
Ciinkii embriyo tesvik besi ortaminda kullanilan hormon ve hormon konsantrasyonlari
sadece embriyo olusumunu tetiklemek amaci ile belirlenmistir. Oysa ki siirgiin
olusturan bitkinin hormon diizeylerindeki istekleri farkli olmak zorundadir. Ozellikle
klorofile sahip bir bitki fizyolojik ag¢idan fotosentez yapabilme yetenegine sahip olurken
icsel hormonlarmin da gelistigi gozetilmelidir. Bu amagla rejenerasyon asamasinda
kullanacagimiz hormon diizeyleri baslangicta kullandiklarimiza gore daha diisiik oranda
olmalidir. Aksi takdirde olusan bitkilerde anormallikler goziikebilir. Bu amagcla
belirledigimiz rejenerasyon ortamlarindaki hormon konsantrasyonlar1 embriyo tesvik
asamasinda kullanilanlardan daha diisiik diizeylerde olmustur. Toplam elde edilen bitki
sayist 137 olarak tespit edilmis olup toplam ovaryum sayisina oranininda % 42,28
oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.11, Cizelge 4,6).

Besi ortamlar1 agisindan c¢aligmanin sonucu degerlendirildiginde en etkili
rejenerasyon ortaminin MS+1:4; NAA:BAP oldugu belirlenmistir. MSR ortaminda
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toplam ovaryum sayisina gore % 119,45°lik bir oranda embriyo rejenerasyonu
gerceklesmistir. CBR ortaminda hicbir bitki doniisii goriilmemisken, Miller+1:4;
NAA:BAP (MIR) ortaminda sadece % 7,41°lik bir oranda doniisme meydana gelmistir.
MIR ortaminda meydana gelen bitki déniisiimleri yapilacak olan ¢aligmalar icin yeterli
bulunmamaktadir. MSR ortaminin tiim genotipler {izerinde bitki eldesinde
kullanilabilecegi savunulabilir. Calismamizda denedigimiz tiim genotiplerde MSR
ortaminda bitki eldesi gdzlenmistir. ilerleyen calismalar igin kullanilacak olan ortamin
MSR olmasi Onerilirken, daha farkli hormon modifikasyonlar: ile iyilestirilmeler
yapilinabilecegi soylenebilir.

Genotipler agisindan bitki doniisiimleri incelendiginde tiim genotiplerde bitki
elde edilmistir. Ancak % 100,93’liikk bir bitki orami ile 583 nolu genotip diger
genotiplerin 6niine ¢ikmaktadir. Bunu izleyen 584 nolu genotipte % 24,07’lik bir oranda
bitki olusumu goézlenirken, 550 nolu genotipte bu oran % 1,85 oraninda kalmistir.
Burada genotipin etkisi agikga goriilmektedir (Cizelge 4.6)

Genotipin ortamlara yanit vermemesi haploid bitki eldesini kisitlayan énemli bir
unsurdur. Bu arastirmada Oyle bir sorun ile karsilasiilmamistir. Ancak genotipler
acisindan elde edilen bitki sayilarinda degisiklikler gézlenmistir. Unutulmamalidir ki
1slahgilar agisindan ayni genotipten gelen double haploidlerin ne kadar fazla oldugu
degil, elde edilen bitkilerin ne kadar homozigot oldugu énemlidir. Ayn1 genotipten fazla
bitki olmasi1 kayiplarin goz ardi edilebilmesi i¢in 6nem arz eder. Yapilacak olan
tyilestirmeler ile bu durumlarin 6niine gegilebilir.

Haploid bitki eldesinde karsilasilan en Onemli sorunlardan biri de bitkinin
yasidir. Donor bitkiden eksplantin ne zaman alinacagi 6nemli bir unsurdur. Yash ve
sagliksiz donorlerden alinan eksplantlarin hiicresel etkinlikleri yavagladigindan ve hiicre
boliinmeleri azaldigindan dolayr haploid bitki olusturma diizeyleri istenilen seviyede
olmayabilir. Yapilan bu ¢alisma bunu kanitlar nitelikte olup, 6zellikle bahar aylarinda
yapilan dikimlerden daha olumlu sonuglar alinabilecegi gozlenmistir. Kis aylarina
sarkan iiretim donemlerinde bitki stres altina girmekte ve eksplantlardaki haploid
embriyo ve bitki olusturma verimliligi diismektedir. Calismamizda kullandigimiz
bitkiler sonbahar doneminde yetistirilmistir. 15 Eylil - 22 Eyliil tarihleri arasinda
kurulan denemelerde en yiiksek embriyo sonuglar1 elde edilmistir. 15 Eylul tarihinde %
213,58 oraninda embriyo basar1 orant varken 22 Eyliil’den sonra alinan eksplantlarin
embriyo olusum orani % 58,02’lere diismiistiir. 1 Ekim -13 Ekim tarihleri arasinda
kurulan denemelerin embriyo olusum oran1 % 45,68 olmustur. Bitki yasinin giderek
yaslandig1 géz Oniine alinirsa 13 Ekim - 22 Ekim arasinda kurulan denemelerde de
embriyo eldesi olduk¢a diisiik seviyede yani % 19,75 olmustur. Yaslanmaya bagh
olarak elde edilen embriyo diizeylerinde ciddi oranda bir azalma meydana gelmistir.
Bitki rejenerasyonuda embriyo olusumundaki azalmaya paralellik gostererek, 15 Eylil -
22 Eyliil tarihleri arasinda kurulan denemelerde bitki rejenerasyon oraninda da embriyo
eldesindeki gibi giderek azalma meydana gelmistir. Yapilan degerlendirmelere gore bu
tarihler arasinda % 132,10’luk bir bitki rejenerasyonu meydana gelmistir. 22 Eyliil - 1
Ekim tarihleri arasinda kurulan denemelere gore rejenerasyon orani % 21,60
seviyelerinde iken 1 Ekim - 13 Ekim tarihleri arasinda bu oran % 10,49’lara kadar
diismiistiir. Bitkinin en yash oldugu dénemlerde kurulan son denemelerde rejenerasyon
orani % 4,94’lere kadar gerilemistir. Bu sonuglara gore kis aylarma yaklasan
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donemlerde bitki yaslanma periyoduna girmis ve basari orami oldukca diismiistiir.
[lkbahar déneminde yetisen genotipler kullanilarak yapilacak olan ¢aligmalarda haploid
embriyo ve bitki elde oraninin daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.

Haploidi ¢alismalarinin basariya ulastigini belirleyen en énemli gosterge ploidy
seviyesinin berlirlenmesidir. Calismamizda kullandigimiz en pratik ploidy Seviyesi
belirleme yontemi olan stomada kloroplast sayim yontemi elde ettigimiz bitkilerin
1slahda kullanilabilirlik diizeyini belirlemistir. Elde edilen 137 bitkinin 114’liniin
stomasina bakilabilmis bunlarinda toplamda 87 adedinin haploid oldugu (kloroplasttaki
stoma sayisi 4-6) belirlenmistir. Indirekt olarak olusmus olan bitkilerde diploid ve
miksoploid olusumlara da rastlanmustir (Sekil 4.12, Sekil 4,13)

Hiyarda haploid embriyo ve bitki eldesi i¢in en uygun protokoliin olusturulmasi
amaglanan bu ¢alismanin tarim, bilim ve sanayi diinyasi i¢in 6nemli katkilar saglayacagi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde yapilan 1slah ¢alismalarinin dncii hale gelmesinde yarar
saglayacak olan haploid ¢alismalariin Oneminin giderek artacagi kagmilmaz bir
gercektir. Sebze ve meyve tohumunda disar1 bagimliligimizi minimuma indirmek ve
diger Ulkelerinde oniine gegirebilmek igin 1slah ¢aligmalarina Gnem verilmesi
gerekmektedir. Nitekim son yillarda 1slah firmalarinin arttig1 da olumlu bir gelismedir.
Devlet destekli projelerle bu gelismelerin daha da artacagi, nitelikli ¢aligsanlarla daha
istiin bir hizmet elde edilecegi yarinlar, siiphesiz ki daha giizel olacaktir. Teknoloji ile
tarimin i¢ ice oldugu bir ortamda iiretim yapmak, ve tarimin sesinini tim dinyaya
duyurabilmek dilegiyle.
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