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OZET

FARKLI BESi ORTAMI ve ISIN DOZU UYGULAMALARININ GALIA
VE KIRKAGAC KAVUN ( Cucumis melo L.) GENOTIiPLERINDE HAPLOID
EMBRIYO ELDESI VE BIiTKi OLUSUMUNA ETKIiSi

Fatma Burcu CELIKLI

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilimi Dah
Damisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Haziran 2016, 57 sayfa

Bitki 1slahinda haploid bitki kullanim1 1slah siiresini kisaltmada ve kisa zamanda
%100 homozigot bitki elde etmede 6nemli bir yaklagimdir. Bu ¢alismada Galia ve
Kirkagag kavun (Cucumis melo L.) slah genotiplerinde t¢ farkli besi ortami
kombinasyonu ve ti¢ farkli 11 dozunun 1sinlanmis polen ile tozlanarak partenogenesis
yolu ile embriyo ve haploid bitki olusumu {izerine etkisi arastirilmistir. Calismada;
Galia tipinden K-7, K-12 ve K-13; Kirkagag tipinden ise K-17 genotipleri kullanilmistr.
Arastirma Kuzey Agripark Bitki, Arastirma ve Biyolojik Miicadele San. ve Tic. Ltd. Sti.
istasyonunda 2015-2016 yillar1 arasinda gergeklesmistir.

Galia ve Kirkagag kavun tiplerinin ortalama tohum sayis1 bakimindan
karsilagtirildiginda; Galia genotiplerinde tohum sayis1 daha fazla ¢ikmistir. Ayrica 350
Gy 151 dozu uygulamasida kullanilan genotiplerde azalma gozlenmistir. 300 Gy 151n
dozu uygulamasi ortalama tohum sayis1 her iki kavun tipinde de en yiiksek diizeyde
bulunmustur. Arastirmada kavunda haploid embriyo ve embriyodan gelisen bitkiler igin
en uygun 151 dozu, 300 Gy olarak belirlenmistir.

Bulgularimiza gore haploid embriyo eldesi ve embriyodan bitkiye doniisiim
genotipe, 1sin dozuna ve besi ortamina bagli olmakla beraber degisiklikler
gosterebilmektedir. En yliksek embriyo yiizdesi ve en yiiksek bitki sayis1 Galia tipinde
300 Gy 1s1n dozu uygulanan ve MS besi ortaminda gelisen grupta gézlenmistir. Haploid
bitki elde etmek igin 300 Gy 151n dozu ve MS besi ortami kullanilmasi tavsiye edilebilir.

ANAHTAR KELIMELER: Kavun, Cucumis melo L., Ismlanmis Polen,
Partenogenesis, Haploid

JURI: Prof. Dr. A. Naci ONUS (Danisman)
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ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT NUTRIENT MEDIA AND IRRADIATION DOSES
ON HAPLOID EMBRIYO AND PLANT FORMATION IN GALIA AND
KIRKAGAC MELON (Cucumis melo L.) GENOTYPES

Fatma Burcu CELIKLI

MSc Thesis in Horticulture Department
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
June 2016, page 57

Use of haploid plants in shortening the breeding period and obtaining 100%
homozygote plants in short time are important tools in plant breeding. In this research,
the effects of combinations of three different media and three different pollen irradiation
doses on embryo and haploid plant obtention in Galia and Kirkaga¢ melon types were
investigated. In the study K-7, K-12 and K-13 genetypes from Galia type; K-17
genetype from Kirkagac type of Kuzey Agripark Company were used and this research
was carried out Kuzey Agripark Company Greenhouses in 2015-2016 years.

Comparasion of the melon types in terms of the average seed number, Galia
types gave better results than the Kirkaga¢ type. Besides, 350 Gy pollen irradiation
doses decreased the number of seeds obtained. The best irradiation dose was found as
300 Gy in terms of average seeds number for both melon types. Likewise 300 Gy dose
gave better results on embryo and plant growing from embryo.

According to the results, obtaining haploid embryo and conversion of embryo to
plant depend on irradiation dose and medium. The highest percentage of embryos and
plant were found in Galia type melon irradiated with 300 Gy. Therefore, the use of 300
Gy irradiation dose and MS nutrient media for obtaining haploid plant is recommended
for further studies.

KEYWORDS: Melon, Cucumis melo L., Irradiated pollen, Parthenogenesis, Haploid
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ONSOZ

Glinlimiizdeki en 6nemli sorunlardan biri olan aglik diinya niifusunun artigina
paralel olarak ilerlemektedir. A¢lik sorununun 6niine gegebilmek i¢in tiretimin ve birim
alandan elde edilen verimin artirilmasi gerekmektedir. Kullanilan kimyasal giibre ve
ilaclar tiretim etkinligini bir nebze olsun artirabilmekte fakat gelecekte artan niifusun
taleplerini karsilamada bir adim olarak goriilmemektedir.

Bitkilerin istenilen 6zellik, verim ve kalitede yetistirilmesine olanak saglayan
lyilestirme yontemi olan bitki 1slahi, modern tekniklerin kullanilmasiyla hem verim
artisina hem de yeni cesitlerin gelistirilip piyasaya siiriilmesine olanak saglamaktadir.

Klasik slah yonteminde, yabanci dollenen tiirlerde heterozigoti orani ¢ok
yiiksek oldugundan, bunlarda homozigot hatlarin elde edilmesi i¢in 10-12 generasyon
boyunca kendilemeler yapmak gerekmekte ve siire¢ ¢ok uzamakta ayrica saflastirma
%100 olamamaktadir. Haploidler modern 1slah programlarinin 6nemli bir basamagidir.
Arastirmacilar doublehaploidizasyon yontemi ile once haploid bitki elde edip sonra
tohum alabilmek i¢in bu bitkilerin kromozom sayilarini katlayarak bu siireyi kisaltma ve
%100 homozigot bireyler elde etme imkani bulmaktadir.

Bu amagla yiirittiigiimiiz bu ¢alisma, kavun islahi yapan isletmelere fayda
saglamis olacak ve bilim diinyasina bliyiik katki saglayacaktir. Siirekli mutasyona
ugrayarak direng kazanan hastalik ve zararlilarla yarisabilecek pozisyona gelinip, kavun
cesitlerinde tiiketicinin degisen isteklerine cevap verilecektir. Yaptigim bu c¢alismanin
Kirkagag ve Galia kavun genotipleri i¢in uygun 1sin dozu ve besi ortami
kombinasyonlarmin haploid embriyo ve bitki eldesinde yardimci bilgiler sunarak elde
edilen bulgularm diger iirlinlerle haploid konusunda yapilacak olan ¢aligmalara katki
saglamasini ve temel olusturmasini dilerim.

Tez konumun belirlenmesinde beni yonlendiren, her asamasinda her tiirli
olanag1 saglayan, bana bu arastirma konusunda yiiksek lisans yapma imkani1 veren,
hocam olmasinin yan1 sira manevi babam olan ¢ok degerli danisman hocam Sayin Prof.
Dr. A. Naci ONUS’a,

Tezimin savunulmasindaki katkilarindan dolay1 degerli jiiri tiyeleri Saym Prof.
Dr. A. Naci ONUS’a, Saym Prof. Dr. Ahmet BALKAYA’a, Saym Prof. Dr. Ersin
POLAT’a, Sayin Prof. Dr. Nurgiil ERCAN’a ve Saym Prof. Dr. Ibrahim DEMIR’e,

Tez c¢aligmam siiresince beni her konuda destekleyen ve hicbir yardimi
esirgemeyen, tezimin planlanmasi, yiiritilmesi ve sonuglarinin degerlendirilmesi
sirasinda igten destegini ve katkilarini aldigim saymn Uzm. Biyolog Zehra Ozgecan
TANYOLAC YAZAN’a

Ayrica ¢alismalarimm ¢esitli asamalarinda fikirleriyle destek olan Ogr. Gor.
Esmanur DEMIREL’e, manevi yonden her zaman yanimda olan Ars. Gor. Buse
OZDEMIR’e, yardimlariyla destek olan Ars. Gor. Tugce OZSAN’a, Ars. Gor. Adem
DOGAN’ a ve doktora ogrencisi [smail TANTAWY e,



Bana sera ve laboratuvarlarinda tez ¢alismamu yiriitme imkani saglayan Sayin
Hasan UNAL’a, laboratuvar uygulamalar1 esnasinda yardimei olan sevgili arkadaslarim
Tugba TIRAS’a, Sevgi ACARBULUT'a ve diger tiim Kuzey Agripark ailesine,

Hayatimin her asamasinda beni cesaretlendiren, bana yol gosteren, beni kosulsuz
seven, yol arkadagim, canim, sevgili annem Nebiye CELIKLI"ye, suan hayatta olmayan
ama varligini hep hissettigim sevgili babam Rafet CELIKLI’ye tesekkiirii bir borg
bilirim.
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Co®  Kobalt 60

Gy Gray
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mi Mililitre

mg/l  Miligram/litre

W Watt
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2n Diploid

M Molar

uM  Mikromolar

kRad Krad

Kisaltmalar

MS Murashige ve Skoog Besi Ortami
CP Kavun besi ortami

E20A Kavun besi ortami

B12 Siyanokobalamin

IAA Indolacetic acid

BAP 6-Benzylaminopurine

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

K-7 Kuzey Agri Park Galia Genotipi
K-12 Kuzey Agri Park Galia Genotipi
K-13 Kuzey Agri Park Galia Genotipi
K-17 Kuzey Agri Park Kirkaga¢ Genotipi
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GIRIS Fatma Burcu CELIKLI

1. GIRIS

“Insanin sebzeyi besin olarak kullanmasi, insanlik tarihi kadar eskidir” diyen
Oraman (1956) aslinda sebzeciligin ilk insanlara dayandigini savunmaktadir. Nitekim
de ilk insanlar yabani olarak yetisen bitki dal, kok, yaprak ve meyvelerini tiiketerek
yasamlarint idame ettirmisler ve ihtiyaglarint karsilamak tizere begendikleri bitkinin
tohumlarm1 alip ekerek zamanla sebze yetistirmeye baslamiglardir. Sebzecilik
faaliyetleri yerlesik hayata gecince ve hastaliklar1 tedavi edici 6zellikleri fark edilince
daha da hiz kazanmis ve artik sebze insanlar i¢in 6nemli bir unsur haline gelmistir.
Gilinitimiizde de giderek degeri anlasilan sebzeler arasinda en ¢ok yetistirilip tiiketilenler
pathicangiller ve kabakgiller familyasina ait olan sebze tiirleridir. Patlicangillerden
domates ve biber; Kabakgillerden ise karpuz, hiyar ve kavun basi ¢ekmektedir.
Cucurbitaceae yani kabakgiller familyasinin 6nemli bir tiirii olan kavun tarihte de
onemini korumus ve Fatih Sultan Mehmet’in en sevdigi yemek olarak adindan soz
ettirmistir.

Kavunun (Cucumis melo L.) anavatani ile ilgili ¢esitli spekiilasyonlar mevcuttur.
Aragtiricilar  kavunun yabani formlarmin bulundugu yerlere gére anavatani hakkinda
cesitli fikirler beyan etmislerdir. Bunlardan Dillingen (1956) Kiiciik Asya (Anadolu),
Iran, Afganistan, Orta Asya ve Giineybat1 Asya bdlgelerini kavunun anavatani oldugunu
ve diinyaya da bu bolgelerden yayildigini savunurken; Robinson ve Decker—Walters
(1997) Afrika’nin anavatani oldugunu ve Tiirkiye, Iran, Hindistan, Afganistan, Cin’in
ikincil gen merkezi oldugunu belirtmislerdir. Pitrat vd (1999) ise kavunun anavataninin
Afrika ve Hindistan olabilecegi hususunda iki farkli goriis bildirmisler, ikincil gen
merkezi olarak da Akdeniz’den Japonya’ya kadar olan tiim Asya Kitasi’ni
gostermiglerdir. Bugiin Amerika ve Avrupa’da begenilerek tiiketilen meshur Kantalop
kavununun anayurdu da Diyarbakir ve Van boélgesidir. Buradan tohumlar1 6nce
misyonerler tarafindan almip Italya’ya gétiiriilmiis, Papa’nin “Kantalupi” ¢iftliginde
yetistirilmis sonra diger Avrupa iilkelerine yayilmistir (Ekinci 1959).

Kavun, 1.1 milyar tonluk diinya sebze iiretimi igerisinde 31.9 milyon tonluk
iretim ile ticarete konu olan sebzelerin basinda gelmektedir. Diinyada kavun
iretiminde, Cin 13.3 milyon ton tiretim ile lider konumdayken 1.7 milyon ton ile
Tiirkiye ikinci sirada yer almaktadir (FAO 2014).Ulkemizde toplam sebze iiretiminin
%80’ini meyvesi yenen sebzeler olusturmaktadir (Yanmaz vd 2015). 29.3 milyon ton
olan iilkemiz sebze iiretiminin Cucurbitaceae familyasmna ait sebze tiirlerinden olan
kavun bu familya igerisinde {iretim bakimindan karpuz ve hiyardan sonra ii¢iincii sirada
yer almaktadir (TUIK 2015).

Cucurbitaceae familyas: igerisinde yaklastk 130 cins ve 820 kadar tiir
bulunmaktadir (Jeffery 2005). Kavun; Cucurbitales takimi, Cucurbitaceae familyasi,
Cucurbitoideae alt familyasi, Cucumis cinsine ait, kromozom sayis1 24 olan ve diploid
bir sebze tiiriidiir (Robinson ve Decker-Walters 1997, Pitrat vd 1998).
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Boliim: Spermatophyta
Alt Boliim: Angiospermae
Smif: Dicotyledoneae
Takmm: Cucurbitales
Familya: Cucurbitaceae
Cins: Cucumis

Ttiir: Cucumis melo L.

Bir¢ok arastirici tarafindan kavunlar farkli sekillerde siniflandirilir. Baz1 yazarlar

kavunlar1 kishk ve yazlik kavunlar olarak iki gruba ayirirken bazilari da meyve
ozelliklerine gore siniflandirma yapmaktadir. Meyvelerin sekil ve dig goriiniislerine
gore yapilan gruplama en tercih edilen gruplamadir. Dillingen (1956), meyve sekillerini
baz alarak kavunlar1 5 farkli gruba ayirmustir:

a) Kantalop kavunlar1 (C. melo L. var. cantalupensis Ser.)

b) Kabugu ag seklinde olan kavunlar ( C. melo L. var. reticulata Ser.)
c) Kabugu diiz olan kavunlar (C. melo L. var. melitensis Ser.)

d) Yilanvari kavunlari (C. melo L. var. flexuosus Naud.)

e) Sarilic1 kavunlar (C. melo L. var. dudaim Naud.)

Diinya’da iiretimi yapilan kavun tipleri ve liretim miktarlar1 su sekildedir:

o Cantaolupe veya Kokulu Kavunlar; Turuncu meyve etli ve
kabugu agli tiplerdir. Kuzey Amerika’da popiilerdir.

. Casaba (Beyaz meyve etli) ve Honeydew (Yesil meyve etli)
Kavunlar; Amerika, Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’nin bazi bolgelerinde
onemlidir.

. Ananas Tipi Kavunlar; Orta Dogu kokenlidir. Meyve kabuklar1
sar1 ve aghdir. Meyve i¢ renkleri krem ya da turuncu olabilir. Orta Dogu
iilkelerinde tercih edilmektedir.

. Fransiz (Charanteis) Tipi Kavunlar; Fransiz kokenli kavunlardir,
meyve eti turuncu renklidir. Genel olarak dilimlidir. Avrupa’da bir¢ok 6nemli
noktada tercih edilmekte ve yogun olarak iiretimi yapilmaktadir.

. Ispanyol Tipi Kavunlar (Piel de Sapo, Amarillo, Yellow canary,
Branco, Smooth Round); Bu tiplerin tamam Ispanya kokenlidir. Ozellikle Piel
de Sapo tipi bircok Avrupa iilkesinde de tercih edilmektedir. Branco ve yellow
canary tipleri ise Ispanya’nin yam sira Giiney Amerika ve Brezilya’ da da tercih
edilmektedir.

° Italyan Tipi Kavunlar; Geanun, Sutured netted, Shipper, Italya’ da
tercih edilmektedir.
o Galia Tipi Kavunlar; Meyve eti yesil, meyve kabugu sar1 ve

tamamen agli kavunlardir. Avrupa ve Orta Dogu’da popiilerdir.

° Tiirk Tipi Kavunlar; Yuva, Kirkagag, Hasanbey, Gonen. Bu tip
kavunlar Tiirkiye kokenli kavunlardir. Ozellikle Kirkagag kavunu iilkemizin
bir¢ok bolgesinde yetistirilmekte ve sevilerek tiiketilmektedir (Se¢im 2009).
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Tiirkiye’de iretilen kavunlarm ¢ogu Cucumis melo var. inodorus grubuna ait
kokusuz kighk kavunlardir. Bu kavun genotipleri igerisinde Ege ve Orta Anadolu
bolgelerinde yetistirilen Kirkagag, Yuva ve Hasanbey gibi genotipler ise en
onemlileridir. Tirkiye’de kavun iiretiminin % 85’ini, Kirkaga¢, Hasanbey, Yuva ve
Kishk Sar1 (Kusgular), geriye kalan kismin1i da Ananas ve Galia kavun ¢esitleri
olusturmaktadir (Abak 2001).

Glinlimiizde artan diinya niifusu, yetersiz beslenme, aglik ve saglik sorunlarindan
bir¢ok insan hayatini kaybetmektedir Bunun Onlenebilmesi igin iiretimin artirilmasi
gerekir. Uretimin artirilabilmesi i¢in ise ya iiretim alanlar1 artirilmali ya da birim
alandan elde edilen verim artirilmalidir. Diinya niifusunu beslemek admna tarima
acilabilecek daha fazla tarmmsal 6zellikte arazi bulunmadigindan birim alandan elde
edilen verimin artirilmas:1 giindeme gelmektedir. Son yillarda verimin artirilabilmesi
icin giibreleme, sulama gibi kiiltiirel islemlerin yaninda hastalik ve zararlilarla miicadele
edilmektedir. Giibre ve ilaclarin bilingsizce kullanimi sonucu kimyasallar topraktan
yeralt1 sularina oradan da denize ulagmakta, topraktan buharlasarak ozon tabakasini
olumsuz yonde etkilemekte ; neticede dogaya ve cevreye zarar vermektedir. Yabanci ot
ilaglar1 (herbisit) ve bocek ve hastalik ilaglari (pestisitler) tarim alanlarinda ekolojiyi
bozarak daha diren¢li hastalik ve zararlilarin ortaya c¢ikmasina, kimyasal kalmti
sorununa ve biz tiiketicilerin kanser gibi kotii ve tehlikeli hastaliklara yakalanmalarina
neden olmaktadir. Daha fazla kimyasal giibre ve ilag kullanimi verimi yeterli 6l¢iide
artrmadig1 i¢in; iretimde verim artisii saglayabilmede bitkilerin genetik yapilarini
degistirerek ve gelistirerek bitkileri 1slah etmek en etkili yontemlerden biridir
(Hatipoglu 2001).

Islah1 gelistirebilmek icin bilim adamlar1 tarafindan cok biiyiik adimlar
atilmistir. Bu adimlardan bir tanesi de “melez azmanlig1 ya da F; Hibrit Giicii” diir ve
1slahta onemli bir yere sahiptir. Verimde saglanan biiyiik artis nedeniyle F; hibrid giicii
son 50-60 yildaki tarimdasaglanan en biiyiik basar1 olarak kabul edilmektedir. F; hibrid
varyeteleri standart ¢esitlerin yerini almaya baglamistir. Bugiin Fy hibrit tohum {iretimi
oldukc¢a biiyiik boyutlara ulagsmis ve her yil piyasaya yiizlerce yeni ¢esitler girmeye
baslamistir. Bu ¢esitlerin hepside birbirinden farkli 6zelliklere sahiptir. Cesitler iizerine
yapilan c¢alismalar da yetisme kosullarma uygunluk, verimlilik, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik, kiiltiirel islemlerin kolay uygulanabilirligi gibi konular ele alinmaktadir
(Akyliz 1988).

Verim, kalite ile canli (biyotik) ve cansiz (abiyotik) stres faktorlerine
dayaniklilik gibi bir¢ok 6zellik bakimindan iistiin olan hibrit sebze ¢esitlerinin 1slahinda
ilk asama saf hatlarm elde edilmesi ve 6zelliklerinin tanimlanmasidir (Sar1 vd 2014).
Cucurbitaceae familyasina giren tiirlerin ¢igek yapilarinin ¢ok degisik olmasi (monoik,
andromonoik, gynomonoik, androik, gynoik, erselik) ve dogal olarak yabanci
dollenmeleri nedeni ile 1slah ¢aligmalari uzun siire almaktadir (Lower ve Edwards
1986). Homozigot bitkilerin elde edilmesi 6zellikle yabanct dollenen bitkilerde biiyiik
onem tagsir. Bu tip bitkilerde yabanci dollenme sonucu heterozigotluk artar. Hibrid cesit
islahinda haploid bitki elde edilmesi biiylikk onem tasir. Ciinkii hibrid ¢esit elde
edilebilmesi i¢in melezlemede kullanilacak ebeveynlerin kendilenmis homozigot hatlar
olmas1 gerekir (Hatipoglu 2002).
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Ulkemizde; tohum iiretimde 1slah ¢alismalarmin uzun yillar almasi, hibrit tohum
iretiminin zorlugu ve yavashgi, yurt disindan tohum girisi gibi sebeplerle ve bilinen
klasik 1slah yontemleri ile ¢6ziimii zor olan problemlere ¢oziim getirerek daha kaliteli,
daha verimli, daha ekonomik ve daha kisa siirede bitkisel liretim gergeklestirmek
amaciyla biyoteknolojik yontemlere bagvurulmaktadir. Bitki doku kiiltiirii ¢alismalar1
1islah caligmalarinda kullanilan biyoteknolojik yontemlerin basinda gelmektedir. Bitki
doku kiiltiirtiniin kullanilmastyla uzun siire gerektiren yeni cesitlerin 1slah1 daha kolay
ve kisa siirede yapilabilmektedir. Bitki doku kiiltiiri teknikleri igerisinde de haploid
bitkilerin elde edilmesini saglayarak islah ¢aligmalarina hizmet eden yontemlerin ayr1
bir 6nemi vardir (Ercan vd. 1997). Haploid bitki, somatik hiicrelerindeki kromozom
sayisi, ait olduklar1 bitki tiiriiniin gamet hiicrelerindeki kromozom sayis1 kadar olan
bitkilere denir (Khush ve Virmani 1996). Haploid bitkilerin diploid bitkilerin
kiigliltiilmiis oldugunu savunan Sart vd (1994), bu bitkilerin boylarinin kisa,
yapraklarinin dar ve kiiciik; cigeklerinin kiiciik ve kisir olmasi sebebiyle meyve
Olusturamama ve tohum verememe Ozellikleri oldugunu bildirerek haploid bitkilerin
nesillerini devam ettirebilmeleri i¢in kromozomlarinin katlanmasi gerektigini ileri
sirmiiglerdir. Bu yonteme “Dihaploidizasyon” teknigi denilmekte ve haploid bitkiler
diploid hale getirilerek 1slahta kullanilabilmektedir.

Haploid bitki 1slah ve genetik caligmalarinda arastiricilara birgok avantajlar
sunmaktadir. (Reinert ve Bajaj 1977, Pochard ve Dumas de Vaulx 1979, Hermsen ve
Ramanna 1981, Abak 1982, Emiroglu 1982, Bajaj 1983, Lespinasse vd 1983, Dunwell
1985, Abak 1988, Chambonnet 1988, Abak 1993, Demarly ve Sibi 1989, Pierik 1989,
Bhojwani 1990, Gallais 1990, Sangwan ve Sangwan- Norell 1990, Thorpe 1990, Zhang
vd 1990, Kuckuck vd 1991, Emiroglu ve Giirel 1993a, Sar1 1994, Abak vd 1996, Kurtar
vd 2002). Mutlak homozigot double haploid hatlarin elde edilmesine olanak taniyan
haploidi tekniginin; uzun zaman alan, fazla emek gerektiren kimi zaman da etkin
olmayan klasik 1slah yontemlerinin verimliligi ve hizin1 artirmasi en énemli avantajidir
(Chen vd 2011).

Haploid bitkiler dogada spontan olarak; ginogenesis, androgenesis, semigami,
soliembriyoni ve kromozom eliminasyonu yollariyla olusabilmekte ancak bu durumun
ortaya ¢ikma sikligi ¢ok diisiik olmaktadir (Giirs6z-Sar1 1990).

Saf hatlar dogrudan ¢esit olarak kullanilabildigi gibi, ¢esitli genetik ve 1slah
calismalarinin da temel materyalidirler. Saf hatlarin elde edilmesinde klasik 1slah
yontemleri kullanilabilmekle birlikte; bu yontemin olduk¢a zaman alici olmasi ve
saflastirmanin % 100 olamamas1 1slahgilar1 katlanmis haploidizasyon tekniklerine
yonlendirmistir (Sar1 vd 2014). Haploid (H) ve doubled (Katlanmig) haploid (DH)
teknolojisi; uzun yillardan bu yana bilinen ve bitki 1slahinda kullanilan “gametik
embriyogenesise” dayali bir yontemdir (Germena 2011). Haploid bitkiler kisir olduklar1
icin meyve tutma yetenekleri yoktur ve tohum olusturamazlar. Haploid bitkilerin {iriin
vermeleri ve yeni doller olusturabilmeleri igin kromozom sayilarmimn kolhisin (kolkisin),
azot protoksit, kafein, kloral hidrat, asenaften, sulfinilamid, etil merkuriklorid,
hekzakloosiklohekzan gibi bazi kimyasallarla katlanip iki katma ¢ikarilmasi
gerekmektedir (Caglar ve Abak 1999). Kromozom katlamada en fazla kullanilan



GIRIS Fatma Burcu CELIKLI

kimyasal, antimitotik bir ajan olan kolhisindir. Kolhisin, metafaz asamasindaki
kromozomlarin kutuplara cekilmesini engelleyerek kromozom sayisinin iki katina
¢ikmasina sebep olmaktadir (Sar1 vd 2014).

Haploid bitki elde etmenin iki yolu vardir. Bunlar, oviil-ovaryum kiiltiirii
(ginogenesis) ve anter kiiltiirii (androgenesis)’diir. Cucurbitaceae familyasinda haploidi
anterlerde ve ovil kiiltiirlinde denenmistir. Her iki teknikte de ya embriyo elde
edilmemis ya da elde edilen bitki sayist yeterli oranda olmamistir. Arastiricilar daha
sonra 1sinlanmig polen uyartimiyla partenogenetik haploid embriyo eldesi yolunu
denemislerdir. Boylelikle haploid embriyolar elde etmislerdir. Cucurbitaceae
familyasinda ilk haploid embriyolar yazlik kavun (Sauton ve Dumas de Vaulx 1987);
kislik kavun (Sar1 vd 1992b), hiyar (Niemirowicz-Szczytt ve Dumas de Vaulx 1989),
karpuz (Giirsoz-Sar1 vd 1991) ve kabak (Kurtar vd 2002) tiirlerinde elde edilmistir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

In situ haploid embriyo uyartimini tesvik amaciyla uzak akrabalar arasi
melezlemeler, tozlamanin geciktirilmesi, eksik veya yetersiz (1sinlanmig) polenle
tozlama, degisik kimyasallarin uygulanmasi, sicaklik soklari, X ve UV i1smlarinin
uygulanmasi gibi yontemler kullanilmaktadir (Y1lmaz 2005).

Polenlere yapilan bu uygulamalar sayesinde polen generatif c¢ekirdegi inaktif
hale gegirilmekte, bununla birlikte ¢imlenme yetenegini koruyan polenler disicik tepesi
iizerinde c¢imlendiklerinde olusturduklar1 uyartim sonucunda, partenogenetik olarak
haploid embriyolar meydana gelmektedir.

[sinlanmis polen teknigi ile embriyo elde edilmesinden sonra, bu embriyolarin
bitkiye donilistimiiniin saglanmasi1 gerekmektedir. Embriyo kesesi icerisinde gelisen
haploid embriyo, normal bir dollenme sonucu olusmadigi i¢in, endospermden de
yoksundur. Dolayisiyla canliligini uzun slire korumasi ve normal bir tohum gibi
cimlenerek bitkiye doniisiimii s6z konusu degildir. Uyartim sonucu olusan haploid
embriyolarin bitkiye donistiiriilebilmesi igin embriyo kiiltiirii yapilmas: gerekmektedir.
Olustugu tohumun igerisinden Kkurtarilarak in vitro kosullarda kiiltiire alinan
embriyolarin  bitkiye doniistimleri, birka¢ giin gibi olduk¢a kisa siirede
gerceklesmektedir (Ellialtioglu vd 2001).

2.1. Cucurbitaceae Familyasinda Isinlanmms Polen Teknigi Cahsmalan

Custers ve Bergervoet (1984), calismada Cucumis sativus var. hardwickii’yi; 0,
10, 100 ve 1000 Gy dozlarinda 1sinlanan Cucumis melo var. Noy Yizrael'in polenleri ile
tozlamiglardir. Tozlamadan 3 hafta sonra meyveleri hasat etmislerdir. Endospermli
embriyosu olan oviil sayilarini1 tespit ederek embriyo ve endosperm boyutlarini
incelenmiglerdir. Kontrol Grubu ile 10 Gy 1sin dozu uygulananlarin sonucglarinda bir
degisiklik bulunmadigini; 151 dozu yiikseldikge Ol¢iilen degerlerde diisiisler meydana
geldigini bildirmiglerdir.

Sauton (1987), kavunda 1silanmis polenlerle tozlama yoluyla parthenogenesis
iizerinde c¢alismalar yiiriitmistiir. Yaptiklar1 arastrma sonucunda kavunda normal
dollenmenin olmamasi i¢in 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 151n dozuna
bagli olarak degisiklik gosterdigi ve sayisinin 3’e ulastigini soylemistir. Bitkiye doniisen
embriyolarin bitki rejenerasyonu gergeklestikten sonra mikro ¢ogaltim ile bitki sayisinin
arttirildign bildirmistir. Arastirmact, in vitro kromozom katlamalarinda geliklerin, 5 g/L
kolhisin soliisyonunda 2 saat siireyle tutulmasinin en 1iyi sonucu verdigini
bildirmektedir.

Sauton ve Dumas de Vaulx (1987), Védrantais kavunlarinin polenleri 10, 30 ve
100 kRad dozlarinda gama isinma maruz birakmuslardir. Arizona ve Virka kavun
cesitlerini bu polenler ile tozlayarak ciceklerin % 35’inin meyve tuttugunu ve bu
meyvelerin hasad1 i¢in en uygun zaman diliminin tozlamadan itibaren 3. ve 4. haftalarda
olmasi (tam olgunlasmamis) gerektigi sonucuna varmigslardir. 10 kRad 1sin dozunda %
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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 isinlanmis erkek ¢igek ile tozlanmasiyla ortalama % 1.81 olan haploid
embriyo oraninin, tozlamada 4 adet ¢igek tomurcugu kullanildiginda 6nemli olgiide
arttigin1 ve ortalama % 2.54’e yiikseldigini tespit etmislerdir.

Troung-Andrea (1988), 400-600 Gy 1sin dozu ile 1smlandiklar1 hiyar polenleri ile
disi hiyar ¢igeklerini tozlayarak elde ettikleri 100 oviilden yaklasik olarak 3 tane haploid
bitki elde etmislerdir. Bu yontemin hiyar 1slah ¢alismalarinda kullanilmak {izere yeterli
olmadigimi bildirmektedirler.

Niemirowicz-Szczytt ve Dumas de Vaulx (1989), Polan F; hiyar ¢esidinin disi
ciceklerini, 300-900 Gy dozlarinda Co®® (Kobalt 60) kaynakli gama isini ile isinlanan
polenlerle tozlamiglardir. Isinlanmis polenlerle yapilan tozlamada meyve baglama
oraninin % 50- 60, meyve basina diisen ortalama tohum sayisinin ise 250 adet oldugunu
gozlemiglerdir. Ancak tohumlarin c¢ogunun i¢inin bos oldugu gorilmiistiir.
Aragtirmacilar kontrol polenleri (1sinlama yapilmamis polenler) ile yapilan tozlamalarda
meyve tutma orant % 100, meyve basina diisen tohum sayisinin ise ortalama olarak 400
adet oldugunu ve tohumlarin neredeyse tiimiiniin normal embriyolar igerdigini tespit
etmislerdir. Tozlamadan 20 giin sonra hasat edilen meyvelerin tohumlarinin, sadece 300
Gy dozunda 1sinlanmis polenlerle tozlanan gigeklerde 13 adet yiirek ve kotiledon gibi
farkli safhalarda embriyolar tasidigi belirlenmistir. Dogal yollarla olusmus bir
embriyodan daha kiigiik olan bu 13 embriyo Kkiiltiire alinmig ve 8’inde bitki
rejenerasyonu goriilmiistiir. Bu bitkilerden 4’iiniin kok ve gdvde meristemlerinde
yapilan kromozom sayimlarinda haploid olduklari, fakat daha sonraki mikrogelik
safhasinda, gen¢ kok meristemlerindeki bazi hiicrelerde spontan (kendiliginden)
kromozom katlamalari1 oldugu belirtilmistir.

Giirs6z (1990), karpuzda haploid embriyo uyartimi iizerine genotipin etkisini
incelemistir. Calismasinda Panonia F1, Sugar Baby, Halep Karas1 ve Crimson Sweet
cesitlerini, yine bu dort ¢eside ait karisik ve 300 Gy dozda 1s1n uygulanmis polenlerle
tozlanmistir. Arastirmaci, polinasyonu yapilan karpuz disi ¢igeklerinden 26 adet meyve
tuttugunu ve bu meyvelerden toplam 13844 tohum elde edildigini belirtmistir.100
tohumdaki embriyo sayilar1 karsilastirildiginda, Halep Karasi’nindiger ¢esitlere gore
daha fazla embriyo (% 14.2), tasidig: tespit edilmistir. Tozlamadan sonra 3. ve 4.
haftada hasat edilen meyvelerin tohumlariin ekstrasyonu i¢in uygun asamada oldugu
sonucuna varilmistir .

Giirsoz (Sar1) vd (1991)’nin, karpuzda 1sinlanmis polenlerle uyartim teknigi ile
haploid embriyo olusumu {izerine yaptiklar1 ¢alismada, toplamda 761 adet embriyo elde
etmiglerdir. Arastirmacilar, embriyolarm % 72’sinin globiiler safhada oldugunu
bildirmis ve toplam 761 adet embriyodan, 17 adet bitki doniisimii gozlemislerdir. En
uygun tozlama doneminin 31 Mayis-13 Haziran periyodu oldugu belirtilmistir. Flow
sitometri analizleri sonucunda elde edilen bitkilerin tamaminin haploid olduklar: tespit
edilmistir.

Maestro-Tejada (1992), Védrantais x PI 161375 melez kavununu, haploid bitki
eldesi icin Védrantais polenleriyle tozlamistir. Meyve tutumu % 35-40 iken bir disi
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cicegin 8 adet erkek ¢igcek polenleri ile tozlamasi sonucunda bu oran % 87’ye
cikartilmistir.  Kurtarilan embriyolarm % 57°si  bitkiye doniismiistiir. Kolhisin
uygulamasi ile dihaploid hatlar elde etmistir.

Przyborowski ve Niemirowicz-Szczytt (1994)’in hiyarda yiiriitmiis olduklar1
haploid bitki eldesi ¢alismasinda, isinlanmis polen teknigini kullanmiglardir. 300 Gy
gama 1gintyla uyartilmig iki saf hattin polenleriyle tozlanan dort F; cesitten elde ettigi
embriyolar1 in vitro’da E20A ortaminda kiiltiire almislardir. En ¢ok embriyo Polan F;
¢esidinde gozlenirken, 100 tohumda 1.34 embriyo elde edilmis ve bu embriyolarin %
51’inin gelisme gosterdigi bildirilmistir. Yaz aylarinda yapilan tozlamalarm, bahar
aylarinda yapilan tozlamalara gore daha iyi sonu¢ verdigi ortaya konulmustur. Olusan
bitkilerden yalnizca bir tanesinin diploid, digerlerinin ise haploid veya aneuploid oldugu
belirlenmistir.

Caglar (1995), hiyarda 1sinlanmig polenlerle uyartim yolu ile haploid embriyo
elde edilmesi {izerine genotipin ve mevsimin etkili oldugunu bildirmistir. Isin dozu 3
farkl diizey (300, 450 ve 600 Gy) uygulanarak denemede kullanilan 4 genotipte (Qamar
Fi, Seraset F;, Dere ve Cengelkdy) de yil boyu embriyo uyartim: saglanmis olup en
uygun isinlama diizeyinin ise 300 Gy ve en iyi donemin mayis-eyliil arasindaki donem
oldugu belirtilmistir. Qamar F;’den 704, Seraset Fi’den 603, Dere’den 29 ve
Cengelkdy’den i1se 43 adet haploid bitki elde edilmistir. Arastirmaci, bu bitkilerin
double haploidlerini elde etmek icin ise en uygun kolhisin dozunun % 1 ve muamele
stiresinin 2 saat oldugu sonucuna varmistir.

Doré vd (1995), polen isinlama ile birlikte embriyo kurtarma kullanildiginda
haploid bitki elde edilmesi i¢in 6nemli bir alternatif oldugunu bildirmislerdir. Fransa’da
1987 yihindan bu yana kavun da dahil pek ¢ok sebze tiirtinde haploid bitki elde etme
olanagi saglamistir. Etkili 1s1n dozu, polen tipine bagl oldugunu, bunlarin tiirden tiire
degistigini belirtmisler; genotip ve mevsim sartlarinin kavunda haploid miktarin
etkiledigini, ham tohumun igindeki embriyolar X 1sin1 yardimiyla bulunabildigini
bildirmiglerdir.

Yanmaz ve Taner (1996), kavunda 300 ve 350 Gy isin dozuyla ismnlanan
polenler Yuva, Kirkagag ve birkag kantalop hattin1 tozlamislardir. Haploid embriyo
uyartiminda 300 Gy 1sin dozunun etkili oldugu sonucuna varmislardir.

Yanmaz vd (1997), acur (Cucumis melo var. flexuosus) tiiriinde haploid embriyo
elde etmek i¢in 250, 300 ve 350 Gy isin dozlarini denemislerdir. Arastirmalarinda
embriyo ve bitkiyi 300 ile 350 Gy 1sin dozlarinda elde etmislerdir.

Caglar vd (1999), hiyarda isinlanmis polenlerle uyartim teknigi ile haploid
embriyo elde edilmesi iizerine genotipin ve mevsimin etkili oldugunu bildirmistir. ileri
gelisim sathalarindaki haploid embriyolar globiiler safthadakilere gore daha kisa siirede
(3.5 giinde) ve daha yiiksek oranda (1. yil % 60, 2. yil % 80) bitkiye doniistiigii
sonucuna varmistir. Mayis-eyliil aylar1 arasinda in vitro kiiltiire alinan embriyolardan
yilin &teki donemlerine gore daha fazla sayida haploid bitki elde edilmistir. Ikinci yil
haziran aymda embriyolarin bitkiye doniisiimleri % 80’e ulagmistir. Meyve basina
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haploid bitki sayis1 ¢ok yliksek olmamakla beraber, iki yilin sonunda 4 genotipten
toplam olarak 190 adet haploid bitki elde edilmistir.

Faris vd (1999), sinlanmis polen teknigi kullanarak farkli genotip ve farkli
genetik seviyelerdeki hiyar hatlarinda haploidizasyon c¢aligmalarinda 1sin  dozu
uygulamasi denemislerdir. Tiim calisilan ¢esitler arasinda embriyo sayisi bakimindan
farkliliklar bulmakla birlikte yaklasik bitki doniisiimiinii % 3.3 olarak tespit edilmistir.
0.05 kGy uygulanan 151n dozunda sadece diploidler olustugunu goézlemislerdir. 0.1 Gy’
in daha fazla sayida haploid embriyo gelisimini tesvik ettigini dogrulamislardir.

Taner vd (2003), acur (250, 300 ve 350 Gy) ve kavunda (300 ve 350 Gy) gama
1511 kullanarak isinlanmis polen tekniginin haploid embriyo olusturmada ki etkisi ve
cicek tozu canlihigi ile 1$1n diizeyi arasindaki iliski {izerine incelemede bulunmuslardir.
Acurda ¢igek tozu canlilifi, 250 Gy’de % 28.8, 300 Gy’de % 28.0 oraninda bulunmus
olup, en diisiikk canliligin ise % 19.4 ile 350 Gy’de oldugunu bildirmektedirler. Doz ve
cicek tozu yasi arttikga ¢igek tozu canlihginin azaldigimi gézlemislerdir. Kavunda ise,
isinlarla uyartilmis ¢igek tozlari ile yapilan tozlamadan 72 saat sonra, 300 Gy’lik dozda
uygulama yapilan anterlerde, ¢icek tozu ¢im borularinin % 64.54’{iniin yumurtaliga
ulastig1 ve haploid embriyo olusumunu tesvik ettigi tespit edilmistir. iki tiir i¢inde
haploid embriyo olusumunda 300 ve 350 Gy’lik dozlarin uygulanmasmin 250 Gy’e
gore daha olumlu sonuglar ortaya koydugu bildirilmistir.

Lotfi vd (2003), kavunda haploid bitki elde edebilmek i¢in 1smnlanmis polen
teknigi ve ovaryum Kkiiltiiriinii karsilastrmuglardir. Ovaryumlar Tween 20 igerisine
batirilip ¢ikarildiktan sonra su ile durulanmis sonra % 100 Clorox ¢ozeltisinde 15
dakika bekletilip, 3 defa steril saf su ile durulanmistir. Ovaryumlar (8 - 15 mm
uzunlukta) 6 - 10 pargaya boliiniip, 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 tuzlar1 igeren besi
ortamina koyulmustur. 4-5 giin sonra ovaryum pargalarint TDZ yerine 0.05 mg/L (0.27
uM) NAA ve 0.2 mg/L (0.88 uM) BA ile modifiye edilen ayni ortama transfer
etmislerdir. Toplam olarak iki farkli genotipten 122 ovaryum Kkiiltiire alinmis ve bu
ovaryumlarm somatik dokularindan kallus olusumu gézlemlenmistir. Bu ovaryumlardan
5 - 6 hafta sonra 3 bitkicik elde edilmistir. Fakat bu bitkiciklerin ploidy seviyeleri
belirlenememistir. Arastirmacilar gynogenesisin kavunda partenogenesise (1smlanmis
polen teknigi) gore daha az etkili oldugu ve embriyo olusumunun genotipe bagli oldugu
sonucunu elde etmislerdir.

Bal vd (2003), kavunda mikrogeliklerin gelistirilmesinde E20A ve MS besi
ortamlarint kullanarak kavun mikrogeliklerinin gelistirilmesinde hormon dozlarmnin
etkinligini arastirmiglardir. E20A ve MS ortamlarindaki IAA miktari, yalnizca bir
konsantrasyonu (0.01 mg/l) bulunduran veya bulundurmayan ve BAP’in ise 0.225,
1.125 ve 2.25 mg/l olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonu ile kombine etmislerdir.
Caligmanin sonunda 0.01 mg/l oranin TAA iceren E20A ortaminda tek bir siirgiinii olan
bitkicikler elde edilirken, 0.225 mg/l oraninda BAP igeren E20A ortaminda ise
bogumlar aras: uzunlugu kisa olan ve ¢oklu siirgiine sahip bitkicikler elde etmislerdir..
En 1yi siirglin gelisimi BAP icermeyen ve i¢inde 0.01 mg/ml IAA igeren ortamimdan
elde etmislerdir.
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Claveria vd (2005), Yeni hiyar (Cucumis sativus L.) homozigot double haploid
hatlar1 direngli ¢esitlerin 1slahin1  hizlandirabilmek igin yararli olabilecegini
savunmaktadirlar. Arastiricilar homozigot double haploid hatlari, in vivoda indiiklenen
partenogenetik embriyolar1 in vitroda kurtarilmasiyla iiretmiglerdir. Bu amagla protokol
gelistirmeye ¢alismislardir. Calismada on adet uzun iki adet kisa F; hibrit hiyar genotipi
anne; LP; saf hatt1 ise tozlayici olarak kullanilmistir. LP1’in polenler Co * kaynag:
kullanilarak 250 ya da 500 Gy dozlarinda 1smlanmis ve emaskiile edilen anne bitkilerin
cigeklerini ertesi giin bu polenler ile tozlanmistir. Tozlamadan 3-5 hafta sonra meyveler
hasat edilmis ve 84 adet hibrit hiyar meyveleri aseptik kosullarda agilmistir. Tohumlar
X-ray radyografi ile partenogenetik embriyolar belirlenmistir. Arastirmacilar
embriyolar1 E20A besi ortamini modifiye ederek E20H8 besi ortamina
yerlestirmislerdir. 4 SSR markir1 ile haploid hatlarin homozigotesini test etmislerdir.
Haploid hatlar1 mikrogogaltim ile in vitroda kolhisin uygulamasina tabii tutmuslardir.
100- 200 ¢elik 500 mp kolhisin eklenmis E20H8 ortaminda 48 saat tutulduktan sonra
kolhisinsiz yeni ortama alinmistir. 4-8 hafta sonra explantlardan yeni siirgiinler gelismis
ve E20HS besi ortamimda mikrocogaltim ile 20 siirgiin kurtarilmistir

Dolcet vd (2006), hiyarda Co® kaynakli gama 1511 0.5 kGy (Kilo Gy) dozunda
1sinlama yaparak partenogenetik haploid embriyo uyartimini saglamislardir. X 151 ile
embriyolar1 tespit etmisler ve in vitroda gelismeleri saglanmistir.Doniisen bitkilerin
plodi seviyeleri “Flow sitometri yontemi” ile belirlenmistir. Haploid olarak belirlenen
bitkilerin kromozomlarmni katlamak i¢in kolhisin ¢ozeltisi kullanilmistir.Bitkilerde
kendileme yapilarak tiim hatlardan tohum elde edilmistir.

YongBing vd (2007) kavunda haploid bitki elde edebilmede donor bitki ve
dozun etkili oldugunu bildirmislerdir. 300 ve 600 Gray’lik dozlarda gama i1sinm
kullanmiglardir.Isinlanmis polenler ile tozlamada 5 genotip kullanmislar, iki genotipten
haploid embriyolar elde edilmistir. Embriyo elde edilen iki genotipin biri ince (C. melo
subsp. melo), digeri ise kalin (C. melo subsp. conomon) kabukludur. Ortalama embriyo
elde etme oran1 % 29 olarak tesbit etmislerdir. 300 Gray 1s1n dozunda kalin kabukluda
% 0.55, ince kabukluda % 0.63 oraninda haploid embriyo elde etmislerdir. 600 Gray
151n dozu uygulamasindan hi¢ embriyo elde edilememistir.

Lotfi vd (2008), 250 Gy ile 1sinladiklar1 hiyar polenleri ile hiyar ovaryumlarini
tozlamiglardir. Ovaryumlar1 21 giin sonra hasat ederek, hasat edilen meyvelerden alinan
tohumlar E20A ortammin siv1 kiiltiirine aktarilarak 10 giin boyunca 16 saat aydinlik-8
saat karanlik kosularda bekletmislerdir. Isik diizeneginde i¢inde embriyo bulunan
tohumlar tespit edilerek aseptik kosullarda embriyolar1 kiiltiire almiglardir. Toplamda 48
kurtarilan embriyodan 25 tane bitki rejenerasyonu gergeklesmistir.

Kurtar ve Balkaya (2010), Kislik kabakta (Cucurbita maxima Duchesne ex
Lam.) in situ indiiklenen haploid embriyolardan in vitro haploid bitkilerin {iretiminde
isinlanmis polenin etkisini aragtirmiglardir. Poleni 50, 100, 200 ve 300 farkli gamma
151 dozlartyla 9,11,15, 21 ve 28 temmuzda 1sinlamislardir. Olgunlasmamis meyveler
sterilize edildikten sonra steril kabin icerisinde tohumlar alinip kati1 E20A ortamina
koyulmustur. In vitro haploid bitkiciklerin tiretimi 151 dozundan, 1sinlama siiresinden,
genotipten ve embriyo asamasindan, embriyo tipinden etkilenmistir. Kishk kabakta
embriyolar yalnizca diisiik 151n dozlarinda (50 ve 100 Gy) ve erken siireglerde (9,11 ve
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15 temmuzda) elde edilmistir. Meyve basina en yiiksek embriyo sayist 50 Gy 151 dozu
uygulanan “G14” ve “55S106” genotiplerinden tiretilmistir. Elde edilen bitkiciklerin
ploidi seviyeleri direkt ve indirekt olarak belirlenmeye ¢alisilmistir.

Baktemur vd (2010), kavunda 1sinlanmis polen teknigini kullanarak elde edilen
embriyolarin daha kolay, hizli, etkili sekilde ayirip ¢ikarabilmek i¢in kullanilabilecek
yontemler tlizerinde c¢aligmiglardir. Caligmalarinda kontrol uygulamasi olarak
“tohumlarm tek tek agilarak embriyolarin kurtarilmasr” yontemini kullanmiglardir. Bu
yonteme alternatif olarak “tohumlarin dogrudan besi ortamina ekimi”, “tohumlara 1sikta
bakarak embriyolu tohumlarin ayrilmasi” ve “tohumlarmn sivi ortama ekimi” olmak
iizere 3 yeni yOntem denemislerdir. Tohumlarm hepsinin sivi ortama ekimi
uygulamasinda embriyo gelisimi saglanamamis ve yliksek oranda enfeksiyon sorunu ile
karsilagildigi  igin  embriyo  gelisimi  saglanamamistir.  Diger  yontemlerle
kiyaslandiginda; dogrudan besi ortamina ekimi” yonteminin siire agisindan en iyi
uygulama yontemi oldugu sonucuna varmislardir.

Berber vd (2012), calismalar1 esas olarak iki amaca yonelik yapilmustir. Birincisi
kabuksuz ¢ekirdek kabaklarinda (Cucurbita pepo var. styriaca) isinlanmis polen
uyartimiyla haploid bitki elde edilmesi; ikincisi bu amaca yonelik olarak en uygun 1s1n
dozunun arastirilmasidir. Bitki materyali olarak on bes genotipin kullanildig:
arastirmada 50, 100 ve 150 Gray isin dozlarmi denemislerdir. Calismada tiim
genotiplerde toplam 2073 embriyo kurtarilmis ve bu embriyolarin 979 adedi bitkiye
dontismiistiir. Arastrmada kullanilan tiim genotiplerde haploid embriyo elde
edilebilmis, genotipler arasinda énemli fark ¢ikmamustir. Test ettikleri her ti¢ 1s1n dozu
da iyi sonu¢ vermistir. Fakat 150 Gray 1sin dozundan daha ¢ok haploid bitki elde
etmislerdir. Dis kosullara ahstirilan 75 bitkide indirekt yontemlerle (gigek tozu varligi,
yaprak ve ¢igek Ozellikleri, stoma yogunlugu, stomalarin bekgi hiicrelerinde bulunan
kloroplastlarin sayimi) ve flow sitometri ile yapilan gézlemler sonucunda bu bitkilerin
%43 niin haploid, %57’ sinin ise diploid oldugunu belirlemislerdir. 50 Gy, 100 Gy ve
150 Gy icin haploid bitki ylizdeleri sirasiyla  %36.7, % 60.0 ve %100 oldugunu
bildirmiglerdir.

Baktemur vd (2013), kavunda i1sinlanmis polen teknigi ile olusan embriyolarin
tespitinde kullanilan yontemler iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alisma ile, en kisa
stirenin ve etkili bir metodun belirlenmesi amaglanmistir. Tek tek agma yOntemini
kontrol grubu olarak ele almislar ve bununla dogrudan CP ortamina (Kavun besi ortami)
ekim, 1sikta bakma yontemi, sivi ortamda yilizdiirme tekniklerini karsilastrmglardir.
S1v1 ortamda yiizdiirme tekniginde enfeksiyon problemi yasamislar ve haploid bitki elde
edememislerdir. Calisan i¢in embriyo kurtarmada en hizli ve en etkili yontemin
dogrudan CP ortamina ekim ve 1s1kta bakma yontemi oldugunu bildirmislerdir.

Taskin vd (2013),biri ticari karpuz ¢esidi (Ustiin F1) olan 2 karpuz genotipini ve
Co® kaynagindan gelen 5 farkli gamma 151 dozunu (50, 150, 200, 275 ve 300 Gy)
karpuzda haploidizasyon prosediirii gelistirmek i¢in test etmislerdir. Tozlamadan 25 giin
sonra hasat edilen meyvelerden alinan tohumlar: steril kabin igerisinde teker teker
agmuglardir. Kurtarilan embriyolari, 30 g/l siikroz, 0.08 mg/l B12 (Siyanokobalamin),
0.02 mg/l 1AA (Indolacetic acid) ile kombine edilmis CP ortamina aktarmuslardir.
Aragtirma sonucunda 100 tohumdan 3.57 haploid embriyo elde ettiklerini, 1. genotipin
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en basarili genotip oldugunu belirtmislerdir. Hasat edilen 43 meyveden 60 adet haploid
embriyo elde etmislerdir. Diger 151n dozlar1 arasinda 275 Gy 151 dozunun 100 tohumda
5.76 haploid embriyo ile diger dozlardan daha iyi oldugu sonucuna varmislardir. 275
Gy 151n dozu ile 1smlanmis 1. genotipte 100 tohumdan 6.25 haploid embriyo orani ile
haploid embriyolarin maksimum sayisini elde etmislerdir.

Baktemur vd (2014), Kabakta etkili bir haploidizasyon teknigi gelistirmek i¢in
14 genotip ve 3 farkli 151 dozunu test etmislerdir. Bunun igin erkek c¢igekleri
anthesisten 1 giin dnce toplayip; 150, 200 ve 300 Gy gamma 1s1n dozu ile 1smlamglar,
ayni giin disi ¢igekler yabanci polen girisini engellemek icin pens ile kapatmislar ve
ertesi giin 1s1lanmis olan bu polenler ile disi ¢igekleri tozlamislardir. Calismanin ilk yil
150 ve 200 Gy 151 dozunu ertesi yi1l 300 Gy 1smm dozunu kullanmislardir. Kabak
meyvelerini tozlamadan 35 giin sonra hasat edip su ile yikayarak on sterilizasyona tabii
tutmuslardir. Kuru yakma yontemi ile meyveleri sterilize edip; tohumlar1 steril kabin
icerisinde elde etmislerdir. Daha sonra binokiiler mikroskop altinda tiim tohumlar tek
tek acilip embriyolarini kontrol etmislerdir. Elde edilen embriyolar CP besi ortami
iceren kiiltiir tliplerine alinmig ilerleyen donemlerde tohum sayisi, haploid be diploid
embriyo sayist her bir genotip ve 1sin dozu icin ayr1 ayr1 sayilmistr. ilk yil
calismalarinda 219 meyveden 1858 embriyo elde etmisler; 150 Gy uygulanandan 1358
embriyo, 200 Gy uygulanandan 500 embriyo elde etmislerdir. % 12.42 embriyo ile
Genotip 3, en basarili genotip bulunmustur. 150 ve 200 Gy 1s1n dozu uygulanan
meyvelerden sirasiyla % 9.12, % 3.53 haploid embriyo elde edilmistir. Denemenin 2.
yilinda 14 genotipten 8 genotip se¢ilmistir. 217 meyveden 2625 haploid, 1378 diploid
embriyo elde edilmis; 150 Gy, 200 Gy ve 300 Gy’den sirastyla 2010, 539 ve 76 haploid
embriyo elde edilmistir. % 13.35 embriyo orani ile en basarili genotip ise Genotip 6
bulunmustur.

Kosmrlj vd (2014), ¢alismalarinda styrian yaglik bal kabagi (Cucurbita pepo L.
subsp. pepo var. styriaca Greb.) i¢in uygun optimal ¢imlenme ortami olusturmaktir.
Farkli pH degerlerinde ve siikroz, mannitol, and polyethylene glycol eklenmis
Brewbaker and Kwack ¢imlenme ortamu test edilmis; optimum ortam kosullar1 pH 9 ve
% 12 lik siikroz igeren ortam oldugunu bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE METOT

Aragtirma 2015-2016 yillar1 arasinda Kuzey Agripark Bitki, Arastirma ve
Biyolojik Miicadele San. ve Tic. Ltd. Sti. istasyonunda gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Caligmanin yiiriitiildiigii yer

3.1. Materyal

Yapilan ¢alismada bitkisel materyal olarak Kirkagag ve Galia tipi kavun islah
materyalleri Kuzey Agripark Firmasi’na ait olup firma tarafindan yetistirilmistir. Galia’
dan K-7, K-12, K-13 ; Kirkagag¢’tan ise K-17 hatlar1 bitkisel materyal olarak
kullanilmak tizere belirlenmistir.

3.2. Metot

Aragtirmanm amaci kavunda Kirkaga¢ ve Galia genotipleri i¢in en uygun 1sin
dozu ve en uygun besi ortami kombinasyonunu belirleyerek haploid bitkiler elde
etmektir.

3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Denemelerde kullanilacak genotiplerin tohumlar: torf ve perlit karisimi igeren
viyollere ekilmis (Sekil 3.2.a) ve viyollerin tizerleri vermikulit ile ortiiliip, sulanmistir (
Sekil 3.2.b). Daha sonra violler 25°C ve min %85 nem igeren ¢imlenme odalarinda
cimlenmeye birakilmiglardir. Tohum c¢imlenmesi ve ¢ikismi takiben usuliine uygun
sulama ve giibreleme islemleri ile gerekli ilaglamalar yapilmigtir. Denemede
kullanilacak genotiplerin tohumlarin ¢imlenmesinde basar1 saglanmis ve saglikh
baglangi¢c materyallerine sahip olunmustur (Sekil 3.2.c).

Bitkicikler, topraktan kaynaklanabilecek olumsuz sartlarin etkisini azaltmak igin
daha kontrollii olanak saglayan topraksiz kiiltiirde yetistirilmek {izere seralara
getirilmiglerdir (Sekil 3.2.d). Dikimden 6nce kokopitler uygun hale getirilmistir. Daha
sonra her cesit icin uygun bir lot numarasi verilmis ve her bir hattin ayr1 olarak dikimi
yapilmustir (Sekil 3.2.e). Dikimi yapilan fidelere sirasiyla;
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-Uzayan siirgiinlerin iplerle desteklenmesi ve ipe dolanmasi (Ipe alma ve
dolama)

-Bitkinin dipten 50 cm yiikseklige kadar biiyiiyen siirgiinlerinin alimi, stteki
slirgiinlerin meyve tutumundan sonra 1-2 yaprak birakilarak tepe alinmasi (Budama)

-Uriiniin sera igerisinde mevsim kosullarma uygun yetisebilecegi ortamin
saglanmasi, gerekli sulama rejiminin uygulanmasi ve takibinin yapilmasi, bitkiyi
gozlemleyerek ihtiya¢c duydugu giibreleme programini yapilip uygulanmasi (Sulama ve
giibreleme)

-Bitkinin hastalik ve zararli kontrollerinin diizenli olarak yapilmasi ve gézlemler
sonucunda ilaglama programmin uygulanmasi (ilaglama) islemleri yapilmustur.

Isinlanmis polenle tozlama ve tohum alimi islemlerinin gerceklestirilebilmesi
icin tiim genotiplerden saglikl ve giiclii bitkiler elde edilmistir.

S —
.

B s S

Sekil 3.2. Segilen genotiplere ait tohumlarin ekimi; a) Tohumlarmn viyole yerlestirilmesi
b) Viyollere ekilen tohumlarin {izerinin torf ile ortiilmesi, ¢) Viyollere ekimi
yapilan tohumlarin ¢imlenmesi, d) Cimlenen tohumlardan fidelerin eldesi, €)
Elde edilen fidelerin topraksiz kosulda yetistirilmek {izere kokopit i¢eren
torbalara dikilmesi
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3.2.2. Isinlanmus polenler ile in situ partenogenesis uyartimi
3.2.2.1. Emaskiilasyon

Emaskiilasyon islemi anthesisten 1 giin Onceki asamada bulunan c¢igek
tomurcuklarina (kapali durumda bulunan ta¢ yapraklarin u¢ kisimlarinin yesilden sariya
doniisme asamasinda) uygulanmistir. Kullanilan tomurcuklar heniiz kapali iken ince
uclu bir pens yardimiyla emaskiile edilmistir. Emaskiilasyon isleminden sonra yabanci
cicek tozlarmin girisini engellemek igin disi ¢icekler penslerle kapatilarak izole
edilmistir (Sekil 3.3.a).

3.2.2.2. Erkek ¢iceklerin toplanmasi, 1s5inlanmasi ve muhafazasi

Cigek tozlarinin elde edilmesi icin anthesisten bir Onceki giine rastlayan
biiyiikliikte, heniiz acilmamis fakat iyi gelismis erkek cicek tomurcuklar1 segilerek
toplanmistir. Bu tomurcuklar tag ve kismen c¢anak yapraklardan ayrildiktan sonra ¢igek
tozu tasiyan anterler, 9 cm ¢apli cam petri kaplarma konularak gama 1smiyla
muameleye tabii tutulmustur (Sekil 3.3.b). Ismlama islemi i¢cin Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Radyoterapi biriminde bulunan isin kaynagindan yararlanilmustir. Co®
kaynagindan gelen ve daha Once yapilan ¢aligmalar esas alinarak, calisma amaci
dogrultusunda 250, 300 ve 350 Gy dozlarinda gama 1smn1 kullanilmistir. Ismnlanan
anterler oda kosullarinda 1 gece bekletilerek patlamalari saglanmustir.

3.2.2.3. Tozlama

Tozlama 1smlamanin ertesi giinii sabahin erken saatlerinde emaskiile edilmis her
disi ¢icek i¢in 1-2 erkek cicek tomurcugunun stigma iizerine siirtiilmesi seklinde
yapilmistir (Sekil 3.3.c). Tozlamadan sonra bdocek ya da yabanci polen girisini
engellemek icin ¢icekler izolasyon tiipleri ile izole edilmistir (Sekil 3.3.d). Ilerleyen
giinlerde c¢igeklerdeki dollenme durumu kontrol edilerek, disi ¢icegin siskinlesmeye
basladigi ve stigmanin kurudugu donemde izolasyon i¢in kullanilan tiipler ¢ikarilmistir.
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Sekil 3.3. In situ caligmalar; a) Anthesisten bir giin 6nce izole edilen disi ¢icek, b)
Isinlanmak tiizere toplanmis erkek cigekler, ) Isinlanmis erkek ¢iceklerin
polenlerinin emaskiile edilmis disi ¢icegin stigmasina siirtiilerek tozlanmasi,
d) Tozlanan disi ¢icegin baska polen girisini engellemek {izere izole edilmesi

3.2.3. In vitro ¢cahismalar
3.2.3.1. Dezenfeksiyon

Tozlamadan 25-30 giin sonra irilesen “kelek” diye tabir edilen meyveler
laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.4.a). Meyveler 6nce bulagik deterjani ile yikanip sonra
% 15 lik sodyum hipoklorit ¢zeltisinde 10 dk muamele edilip durulanmistir. Ardindan

steril kabin icerisine alman meyveler % 96 lik saf etil alkol kullanilarak (Sekil 3.4.b)
kuru yakma yontemi ile dezenfekte edilmistir (Sekil 3.4.c).
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Sekil 3.4. a) Hasat asamasma gelen Galia ve Kirkagag genotipli kavun meyveleri, b)
Meyvenin kuru yakma yontemi i¢in alkol ile muamele edilmesi, ¢) Meyvenin
kuru yakma yontemi ile dezenfekte edilisi

3.2.3.2. Tohumlarin ¢ikartilmasi ve besi ortamina yerlestirilmesi

Steril kabin icerisinde kuru yakma yontemi ile dezenfekte edilen meyveler steril
edilmis bicak yardimiyla ¢ok derin olmadan cekirdek evine degdirmeden kanirtmak
suretiyle boyuna kesilmistir (Sekil 3.5.a). Kesilen meyveler ikiye ayrilmis (Sekil 3.5.b)
ve tohumlar steril filtre kagidi lizerine steril bir kasik yardimiyla koyulmustur (Sekil
3.5.c). Kasik ve pens yardimiyla meyve etinden temizlenen tohumlar temiz bir diger
filtre kagidi tizerine koyularak (Sekil 3.5.d) meyve suyu emdirilmistir.Calisma
kapsaminda {i¢ besi ortamidan Daha sonra tohumlar sirasiyla CP (Chee vd, 1992),
E20A (Sauton, 1987) ve MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortamlarmni ihtiva eden
petrilere ekilmistir (Sekil 3.5.e). Kullanilan CP (Cizelge 3.1), E20A (Cizelge 3.2) ve
MS (Cizelge 3.3) besi ortamlarnin kimyasal icerikleri verilmistir. Tohum ekimi
gerceklestirilen petriler sicakligi 25 + 1°C olan ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
olacak sekilde hazirlanmis iklim odasinda 1 hafta inkiibe edilmistir (Sekil 3.6 a,b).
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Sekil 3.5. a) Meyvenin boyuna kesim, b) Meyvenin ikiye ayrilmig hali, ¢)Tohumlarin
tohumlarm meyveden ¢ikarilmasi, d) Steril kasik ile filtre kagidina
koyulmasi, €) Tohumlarin besi ortamina yerlestirilmesi
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Sekil 3.6. a,b) Petrilerin inkiibe edildigi kiiltiir odas1
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Cizelge 3.1. CP Besi Ortaminin Kimyasal icerikleri (Chee vd 1992)

Makro Elementler Miktar1 (mg/l) Mikro Elementler Miktar1 (mg/l)
CaCl, 332.02 CoCl,.6H,0 0.025
KCI 2237.00 CuS0,4.5H,0 0.025
KH,PO, 170.00 HsBO; 6.20
KNO; 2022.00 Kl 0.83
MgSO, 180.54 MnSO,.H,0 16.90
NH4NO; 1601.00 NaMo0,.2H,0 0.25
C&(NO3)24H20 250 ZnSO47H20 8.60
FeNa,EDTA 36.70
. . . Biiyiime .
Vitaminler Miktar1 (mg/l) Diizenleyiciler Miktar1 (mg/l)
Myo-inositol 9.01 IAA 0.01
Nikotonik Asit 0.123
Pyridoxine HCI 0.103
Thiamine HCI 0.169
0.008
B1,
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Cizelge 3.2. E20A Besi Ortammin Kimyasal Igerikleri (Sauton 1987)

Makro Elementler Miktar: (mg/1) Mikro Elementler Miktar1 (mg/l)
KNO; 1075.0 MnSO,.H,0 11.065
NH4NO; 619.0 ZnS0,4.7H,0 1.812
CaCl,.2H,0 156.5 Kl 0.345
NaH2PO44H20 19.0 COC|26H20 0.008
(NH4),S0, 17.0 FeNa,EDTA 36.70
KCI 3.5
Vitaminler ve . Biiyiime .
Amino Asitler Miktarr (mg/l) Diizenleyiciler Miktar1 (mg/l)
Myo-inositol 50.300 IAA 0.01
Pyridoxine HCI 5.500
Nikotinik Asit 0.700
Thiamine HCI 0.600
Calcium 0.500
Pantothenate
Biotine 0.005
Glycine 0.100
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Cizelge 3.3. MS Besi Ortammin Kimyasal Igerikleri (Murashige ve Skoog 1962)

Makro Elementler Miktar (mg/l) Mikro Elementler Miktar1 (mg/l)

KNO; 1900 HsBO; 6.2

NH4NO; 1650 MnSQO,.7H,0 15.6

MgS0,.7H,0 370 ZnS04.7H,0 8.6

CaCl,.2H,0 440 NazMo0,.2H:0 0.25

KH,PO, 170 CuSQO,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Kl 0.83
FeNa,EDTA 36.70

Vitaminler Miktar1 (mg/l) Dﬁfei;‘{fy“i‘:ﬂer Miktar1 (mg/l)

Myo-inositol 100 IAA 0.01

Nikotonik Asit 0.123

Pyridoxine HCI 0.103

Thiamine HCI 0.169
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3.2.3.3. Tohumlardaki embriyo tespiti ve embriyolarin ¢ikartilmasi

Petri kaplarinda ortama alinan tohumlarda 1 hafta icinde embriyo kontrolii 151k
altinda yapilmistir. Embriyo gelisimi olan tohumlar isaretlenmistir. Embriyolar pens ve
bisturi yardimiyla tohum i¢inden zedelenmeden ¢ikarilmig ve embriyo gelisimi igin
kullanilan tiiplerdeki besin ortamina konulmustur (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. a) Embriyolarm 1gikta tespiti, b) Embriyo tespit edilen tohumlarin
isaretlenmesi, ¢) Embriyolarin ¢ikarilmasi, d) Kalp asamasima gelen embriyo
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3.3.4. Ploidi seviyesinin belirlenmesi ve morfolojik incelemeler

Tiiplere alinan kalp asamasindaki haploid embriyolar yaklasik 3 hafta sonra tiip
boyuna erigsmis ve kolhisin uygulamasi asamasma gelmistir (Sekil 3.8). Kolhisin,
double-haploid bitki elde edebilmede kromozom katlamasii tesvik etmek amaciyla
kullanilmistir. Steril ortamda kokleri uzaklastirilan bitkiler 3 bogum arasi uzunluga
kadar bekletilip, her bir eksplantta 1 tomurcuk olacak sekilde kesilerek bir bitkicikten 3-
4 adet mikro ¢elik elde edilmistir. Elde edilen mikro c¢elikler % 0.5 lik kolhisin
¢ozeltisinde 2 saat bekletildikten sonra g¢elikler besi ortami igeren tiiplere aktarilarak
koklenmeleri saglanmistir (Sekil 3.9). Daha sonra bitkiler fide asamasma gelinceye
kadar laboratuvar kosullarinda biiyiitiilmistiir. Biiyliyen bitkicikler steril torf igeren
mini saksilara sasirtilmis; mini saksilar da in vitro kosullarda mini seralara konularak
alistrrma iglemleri gerceklestirilmistir. Fide asamasina gelen double haploid bitkiler
seraya aktarilmistir (Sekil 3.10). Sera kosullarina aktarilan bitkilerden, yaklagik olarak 2
hafta sonra yaprak Ornekleri toplanmistir. Laboratuvar ortamima getirilen yapraklar,
yaprak eti ile zar kismi ayrilacak sekilde yirtilmistir. Ayrilan zar, lam iizerine bistiiri
yardimi ile aliarak yerlestirilmis ve iizerine 1 damla saf su damlatilmistir. Hava
boslugu kalmayacak sekilde lamel ile kapatilarak preperat hazirlanmistir. Hazirlanan
preperat florosan mikroskobu (Olympus Marka) yardimi ile incelenmistir. Sayima gore;
stomalar iizerindeki kloroplast sayilar1 ve biiyiikliikleri g6z ontine alinmastir.
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Sekil 3.8. a) Tiiplere alinan embriyolarin birkag giin sonraki hali, b) Yaklasik 1 hafta
sonraki bitkicik, ¢) Yaklasik iki hafta sonraki bitkicik, d) Tiip boyuna erisip
kolhisin uygulamasi1 agamasina gelen bitkicik
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Sekil 3.9. a) Kolhisin filtre sterilizasyonu yapilisi, b) Mikro ¢eliklerin kesilmesi, ¢)
Mikro ¢eliklerin kolhisin ¢ozeltisine atilmasi, d) Mikro ¢eliklerin kolhisin
cozeltisinde bekletilmesi, €) Kolhisin uygulanan ¢eligin besi ortamina
dikilmesi, f) Besi ortamindaki koksiiz ¢elik
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Sekil 3.10. a) Tiiplerdeki Double Haploid bitkicikler, b) Bitkicigin tiipten ¢ikarilmasi, ¢)
Bitkicigin steril torf i¢eren saksilara dikilmesi, d) Saksilarin mini seralara
alinmasi, €) Mini seralardan saksilarin ¢ikarilmasi, f) Saksilarin seraya

getirilmesi, g) Bitkilerin torf torbalarina yerlestirilmesi, h) Seralarda gelisen
bitkiler
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4. BULGULAR
4.1. Hasat Edilen Meyve Sayilarn

K-7 genotipinden 250 Gy 151 dozu kulllanarak tozlanan ¢igeklerden 13’d, 300
Gy 1s1n dozu kullanilanlardan 14’4, 350 Gy 1sin dozu kullanilanlardan ise 3 adeti
meyveye dontismiistiir. K- 12 genotipinden 250 Gy 1sin dozu uygulanarak tozlanan
cigeklerden 6’s1, 300 Gy 1sin dozu kullanilanlardan 12’si, 350 Gy 1sin dozu
kullanilanlardan 8 adeti meyveye donismistiir . K-13 genotipinden ise 250 Gy 1sin
dozu uygulanarak tozlanan ¢iceklerden 8’1, 300 Gy 1s1n dozu uygulananlardan 14°i, 350
Gy 1sm dozu uygulanandan ise 11 adeti meyveye doniismiistiir. Toplamda 250, 300 ve
350 Gy 1s51n dozu kullanarak tozlanan K-7 genotipinden 30, K-12 genotipinden 26, K-13
genotipinden 33 meyve olmak iizere toplamda Galia genotipinden 89 meyve hasat
edilmis ve denemede kullanilmistir.

K-17 genotipinden ise 250 Gy 1sin dozu uygulanarak tozlanan ¢i¢eklerden 144,
300 Gy uygulanandan 20’si, 350 Gy uygulanandan ise 12 adeti meyveye doniigmiis
olup; Kirkaga¢ genotipinden toplamda 46 adet meyve hasat edilmis ve denemede
kullanilmastir.

Cizelge 4.1. Galia ve Kirkagag genotiplerinde hasat edilen meyve sayis1 (Adet)

Genotip Isin Dozu (Gy) Meyve Sayis1 (Adet)

250 13

K-7 (Galia) 300 14
350 3

250 6

K-12 (Galia) 300 12
350 8

250 8

K-13 (Galia) 300 14
350 11

250 14

K-17 (Kirkagac) 300 20
350 12

4.2. Tohumlarin Cikartilmasi

Tozlamadan 21-25 giin sonra olgunlasmamis ham meyveler hasat edilip
laboratuvara getirilmistir. Dezenfeksiyon sonrasi kabin igerisinde steril kosullarda
¢ikarilan tohumlar E20A,CP ve MS besi ortamu igeren petrilere direkt olarak ekilmistir.
250, 300 ve350 Gy 1s1n dozlariyla tozlanarak elde edilen meyvelerin Galia tipinden K-7,
K-12 ve K-13 genotipleri ve Kirkagag tipinden K-17 genotipinin tohumlarinin ortalama
olarak sayilar1 Cizelge 4.2°te verilmistir. Cizelge 4.2 ye bakilacak olunursa; K-7
genotipinin 250 Gy 1sin dozu uygulanarak elde edilmis tohum sayis1 2801, 300 Gy 1s1n
dozu uygulanarak elde edilmis tohum sayis1 2802; 350 Gy 1s1n dozu uygulanarak elde
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edilmis tohum sayisi ise 603 adettir. Genel olarak toplamda K-7 genotipinin
meyvesinden elde edilen tohum sayis1 6206 adettir. K-12 genotipinin tohum sayilarina
bakilacak olunursa; 1194 adet 250 Gy 1s1n dozu uygulanandan, 2414 adet 300 Gy 1s1n
dozu uygulanandan, 1605 adet ise 350 Gy 1sin dozu uygulanmis polenlerle tozlanarak
elde edilmis meyvelerden alinan tohum sayilaridir. K-12 genotipinden toplamda 5213
adet tohum elde edilmistir. K-13 genopinin tohum sayilar1 ise; 250 Gy 15in dozundan
1602, 300 Gy 1sin dozundan 2805 ve 350 Gy 1s1n dozu uygulanandan da 2205 adet
olmak tizere toplamda 6612 adet tohum elde edilmistir. Kirkagag¢ genotipli K-17’nin ise;
250 Gy 1s1n dozu uygulanmasi sonucu elde edilmis tohum sayis1 2808, 300 Gy 1s1n dozu
uygulanandan 3519 ve 350 Gy’den 2533 adettir.

Cizelge 4.2. Galia ve Kirkagag genotiplerinden ¢ikan tohum sayis1 (Adet)

Genotip Isin Dozu (Gy) Tohum Sayis1 (Adet)
250 2801
K-7 (Galia) 300 2802
350 603
250 1194
K-12 (Galia) 300 2414
350 1605
250 1602
K-13 (Galia) 300 2805
350 2205
250 2808
K-17 (Kirkagag) 300 3519
350 2533

4.3. Meyve Basina Diisen Ortalama Tohum Sayisi

250-300-350 Gy 1s1n dozu kullanilarak 1smlanmis polenlerle yapilan tozlamalar
sonucu elde edilen meyvelerden c¢ikan ortalama tohum sayilar1 Cizelge 4.3’te
gosterilmistir. U¢ 1510 dozu uygulanarak yapilan tozlamadan elde edilen toplam 135
meyveden ¢ikarilan ortalama tohum sayis1 199.2 adet/meyve’dir.

Galia genotiplerinden toplam 89 meyveden elde edilen toplam tohum sayisi
18031 adet olup ortalama tohum sayis1 202.6 adet/meyve’dir. Kirkagag genotipinden ise
toplamda 8860 adet tohumdan 192.6 adet/meyve ortalama olarak tohum elde edilmistir.
Kirkagag tipinin Galia tipine nazaran daha diisiik ortalama tohum sayisina sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.1). Uygulanan 1sin dozu bazinda ise; 300 Gy dozun ortalama
tohum sayis1 daha fazladir (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.3. Galia ve Kirkaga¢ genotiplerinin meyvelerinden ¢ikan ortalama tohum
sayisi (Adet/ Meyve)

Genotiplerin
_ Isn Dozu Meyve Tohum Ortalama Ortalama
Genotip Gy) Sayisi Sayisi Tohum Sayis1 Tohum Sayis!
(Adet) (Adet) (Adet/Meyve) (Adet/Meyve)
250 13 2801 215.5
K- . 300 14 2802 200.1 206.9 + 8.64
(Galia)
350 3 603 201.0
250 6 1194 199.0
(K(;;ﬁa) 300 12 2414 201.2 2005+ 1.14
350 8 1605 200.6
250 8 1602 200.3
RSLs 300 14 2805 200.4 200.4+ 0.1
(Galia)
350 11 2205 200.5
250 14 2808 200.6
KL 300 20 3519 176.0 192.6 + 18.02
(Kirkagac)
350 12 2533 2111
202.6

204 A
202 A
200 A
198
196 A
194
192 A
190
188 A
186

192.6

Ortalama Tohum Sayisi (Adet/ Meyve)

Galia Kirkagag

Sekil 4.1. Galia ve Kirkagag tiplerinde ortalama tohum sayisi
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4000 3519

3500 ~

3000 ~ 2674

2500 -+ 1250 Gy

H 300 Gy
11350 Gy

2000 -+

1500 -+

1000 -+

500 A

Ortalama Tohum Sayisi (Adet/Meyve)

Galia Kirkagag

Sekil 4.2. Isin dozlarina gore ortalama tohum sayis1
4.4. Tohumlarin Besi Ortamina Yerlestirilmesi

250, 300 ve 350 Gy 1sin dozlarinin uygulamasi sonucu tiim genotiplerden elde
edilen tohumlar 1sin dozlarmma gére E20A, CP ve MS besi ortamlarma ortalama olarak
esit olacak sekilde tice boliinerek yerlestirilmistir. Her petriye ortalama 100-120 adet
tohum ekimi gergeklestirilmistir. Embriyo kurtarmada ideal 1s1n dozuna uygun en ideal
besi ortamu tespit edilmeye ¢alisiimistir.

250 Gy 1s1n dozu kullanilarak elde edilen K-7 genotipinden elde edilen toplam
tohum sayis1 2801 adet olup bunlar ii¢ ortama esit olacak sekilde paylastirilmistir. Ayn1
sekilde 300 Gy 1s1n dozundan gelen tohum sayis1 2802 adet olup iige boliinmiistiir. 350
Gy’den ise 603 adet tohum elde edilmistir. Boylelikle K-7 genotipinden 6206 adet
tohumun 2075’1 E20A besi ortamma, 2118’1 CP besi ortamina ve 2013’1 MS besi
ortamina yerlestirilmistir. Toplamda K-12 genotipinin tohum sayis1 5213 adet olup;
E20A ortamia yerlestirilen ortalama tohum sayis1 1851, CP ortamia yerlestirilen 1685
ve MS ortamina yerlestirilen ise 1677 adettir. K-13 genotipinin tohumlar1 toplam olarak
6612 adet olup; E20A besi ortamimna 2334 adet, CP besi ortamina 2067 adet ve MS
ortamma 2211 adet tohum yerlestirilmistir. Ayni genotipte 250 Gy 1sin dozu ile
muamele edilerek elde edilen toplam tohum sayis1 1602 adet, 300 Gy’den 2805 adet,
350 Gy’den ise; 2205 adettir. K-17 genotipinin toplam tohum sayis1 ise 6327 adettir.
Bunlardan 250 Gy 151 dozundan ¢ikan toplam tohum sayis1 2808, 300 Gy’den 3519 ve
350 Gy’den ise 2533 adettir. E20A besi ortamina yerlestirilen tohumlarin sayis1 2957
adet iken; CP besi ortamina yerlestirilen 3017 adet, MS’e yerlestirilen ise 2886 adettir
(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Galia ve Kirkagag genotiplerinin besi ortamlarma yerlestirilen ortalama

tohum sayis1 (Adet)
Genotip Isin Dozu (Gy) Besi Ortami Toh(u/g;?ylsl
E20A 889
250 CP 1017
MS 895
K-7 E20A 989
(Galia) 300 CcpP 871
MS 942
E20A 197
350 CP 230
MS 176
E20A 502
250 CP 398
MS 294
E20A 856
(g;jii) 300 cpP 759
MS 799
E20A 493
350 CP 528
MS 584
E20A 463
250 CP 576
MS 563
E20A 1006
(g;jii) 300 CP 922
MS 877
E20A 865
350 CP 569
MS 771
E20A 883
250 CP 934
MS 991
E20A 1173
(Klfr-ljzgag) 300 CP 1249
MS 1097
E20A 901
350 CP 834
MS 798
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4.5. Tohumlardan Embriyo Cikartilmasi

1 hafta sonra petriler agilmadan 151k kaynaginda bakilarak embriyo tespiti
yapilmig ve kalp asamasma gelen embriyolar yeni besi ortami igeren tiiplere
aktarilmustir. Her ii¢ 1s5m dozuyla tozlanarak elde edilen 135 meyveden 351 adet
embriyo elde edilmistir. K-7 genotipi ise en diisiikk orana sahiptir Genotipler Galia ve
Kirkagac olarak karsilastirilacak olunursa; Galia genotipinde 89 meyveden 211 embriyo
elde edilerek 2.37 oraninda ortalama olarak meyve basina embriyo kurtarilir iken;
Kirkagac genotipinde, 46 meyveden 140 adet embriyo elde edilmis ve 3.04 oraninda
ortalama olarak meyve basma embriyo kurtarimistir (Cizelge 4.5). Verilere gore
Kirkaga¢ genotipinin meyve basina kurtarilan embriyo sayismin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (Sekil 4. 3).

Cizelge 4.5. Genotiplere goére meyve basina kurtarilan ortalama embriyo sayis1 (Adet/

Meyve)
Meyve Basina
Genoti Meyve Sayist Embriyo Sayis1  Kurtarilan Ortalama
P (Adet) (Adet) Embriyo Sayisi
(Adet/Meyve)
K-7
(Galia) 30 55 1.83
K-12
(Galia) 26 68 2.62
K-13
(Galia) 33 88 2.67
K-17
(Kirkagac) 46 140 3.04
_ 3.5 - 3.04
S
a 3 -
2
s 2.5 -
&
o _ 2 A
£%
2 1.5 -
6
.
e 0.5 -
9 0
z Galia Kirkagag

Sekil 4. 3. Galia ve Kirkagag tiplerine gére meyve basina kurtarilan ortalama embriyo
sayisi
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Ism dozlar1 ile embriyo uyartimi arasindaki iligki incelendiginde en fazla
embriyonun 300 Gy 1sin dozu uygulanan K-13 genotipinde; en az embriyonun ise 300
Gy 151n dozu uygulanan K-7’de oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6 ). Meyve basma
ortalama embriyo sayisi ile 1sin dozun arasindaki iliskiye bakilacak olunursa; 300 Gy
1s1n dozunda oranin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4).

Cizelge 4.6. Isin dozlarma gore meyve basma kurtarilan ortalama embriyo sayisi

Meyve
. Basina
_ Ism  Meyve Embriyo Kurtartan
Genotip Dozu  Sayisi Sayisi Embriyo
(Gy) (Adet) (Adet) Sayist
(Adet/Meyve)
P 250 13 30 2.30
(Galia) 300 14 16 1.14
350 3 9 3.00
Do 250 6 12 2.00
(Galia) 300 12 38 3.17
350 8 18 2.25
il 250 8 21 2.63
(Galia) 300 14 49 3.50
350 11 18 1.64
250 14 41 2.93
Kar 300 20 66 3.30
(Kirkagac)
350 12 33 2.75
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Sekil 4.4. Isin dozuna gore Galia ve Kirkagag tiplerinde meyve basma kurtarilan
ortalama embriyo sayis1

Tim genotipler ayr1 ayr1 incelendiginde K-7 genotipinin 55 adet toplam
embriyo sayis1 mevcut olup; E20A ortamindan elde edilen 18, CP ortamindan elde
edilen 21 ve MS ortamindan elde edilen ise 16 adettir. Isin dozu olarak ise; 250 Gy 1s1n
dozundan 30 adet, 300 Gy 1s1n dozundan 16, 350 Gy 1s1n dozundan 9 adet toplam olarak
embriyo elde edilmistir.Cizelge 4.7°te goriildiigli iizere toplam embriyo sayisi
degerlendirilecek olunursa; en yiiksek toplam embriyo sayis1 CP ortaminda elde edilir
iken; en diisik MS besi ortamimdan elde edilmistir. Isin dozlarindan 250 Gy 1sin
dozundan elde edilen embriyo sayisi yiiksek iken; ayr1 ayri incelendiginde; CP besi
ortammin 250 Gy 15in dozunda 11 adet embriyo sayisi ile digerlerine gore en yliksek
deger elde edilmistir. En diisiik ise 350 Gy 151 dozu ile MS ortamindan elde edilmistir.

Cizelge 4.7. K-7 Genotipinin(Galia) tohumdan ¢ikan embriyo sayis1 (Adet)

. F?'ll?,ili\/l | ISIN DOZU TOPLAM
250 Gy 300 Gy 350 Gy
E20A 10 5 3 18
CP 11 6 4 21
MS 9 5 2 16
TOPLAM 30 16 9 55
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K-12 genotipinde ¢ikan toplam embriyo sayist 68 adet olup; 19 adet E20A’dan,
25 adet CP’den, 24 adet MS besi ortamindan elde edilen toplam embriyo sayisidir. Isin
dozu olarak 12 adet 250 Gy 1s1n dozundan, 38 adet 300 Gy 15in dozundan ve 18 adet
350 Gy 1smn dozu kullanilarak elde edilen tohumlardan ¢ikan toplam embriyo
sayisidir.En yiiksek toplam embriyo sayisi 25 adet ile CP ortamindan olurken; en diisiik
19 adet ile E20A ortamindan elde edilmistir. Genel olarak bakildiginda; 16 adet
embriyo, MS besi ortamindan 300 Gy 151 dozu kullanilarak elde edilmistir. En diisiik
embriyo sayisi ise; E20A ve MS besi ortamlarindan 250 Gy 1sin dozu kullanilarak elde
edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. K-12 Genotipinin (Galia) tohumdan ¢ikan embriyo sayisi (Adet)

BESI ISIN DOZU

ORTAMI 250 Gy 300 Gy 350 Gy TOPLAM
E20A 2 11 6 19
CP 8 11 6 25
MS 2 16 6 24
TOPLAM 12 38 18 68

K-13 genotipinde ¢ikan toplam embriyo sayis1 88 adet olup; 12 adet E20A’dan,
31 adet CP’den, 45 adet MS besi ortamindan elde edilen toplam embriyo sayisidir. Isin
dozu olarak 250 Gy 1sin dozundan 21 adet, 300 Gy 151n dozundan 49 adet ve 18 adet
350 Gy 1s1n dozu kullanilarak elde edilen tohumlardan ¢ikan toplam embriyo sayisidir.
En yiiksek toplam embriyo sayisi 45 adet ile MS besi ortamindan; en diisiik ise 12 adet
ile E20A besi ortamindan elde edilmistir. K-13 genotipinden; 23 adet embriyo sayisi ile
CP besi ortammdan 300 Gy 1sin dozu kullanilarak en yiiksek embriyo sayisi elde
edilmigtir. En diisiik ise; 350 Gy doz uygulanan E20A ve CP besi ortamlarindan elde
edilmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. K-13 Genotipinin (Galia) tohumdan ¢ikan embriyo sayisi (Adet)

o F?Eﬂvl | ISIN DOZU TOPLAM
250 Gy 300 Gy 350 Gy
E20A 4 7 1 12
cP 7 23 1 31
MS 10 19 16 45
TOPLAM 21 49 18 88

K-17 genotipinden toplam olarak 140 adet embriyo elde edilmis; bunlardan 48’1
E20A besi ortamindan elde edilen, 47’si CP besi ortamimndan elde edilen ve 45’1 MS
besi ortamindan elde edilen embriyo sayilaridir. Isin dozu olarak ise; 250 Gy 1sin
dozundan 41 adet, 300 Gy 151 dozundan 66 adet, 350 Gy 1s1n dozundan 33 adet toplam
olarak embriyo elde edilmistir. K-17 genotipinin 1smn dozu ve besi ortami bazinda
toplam embriyo sayisi degerlendirilecek olunursa; en yiiksek toplam embriyo sayisi
E20A besi ortamindan elde edilirken; en dusiik ise MS besi ortamindan elde edilmistir.
300 Gy 1s1in dozu kullanilarak elde edilen embriyo sayis1 en yiiksektir. Genel olarak
Kirkagag genotipinde 350 Gy 1smn dozu kullanilarak elde edilen embriyo sayist diger
151n dozuna gore daha diisiiktiir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. K-17 Genotipinin (Kirkagag) tohumdan ¢ikan embriyo sayis1 (Adet)

BESI ISIN DOZU

ORTAMI 250 Gy 300 Gy 350 Gy TOPLAM
E20A 14 23 11 48
CP 13 23 11 47
MS 14 20 11 45
TOPLAM 41 66 33 140
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K-7 (Galia) genotipinde 250 Gy 1sin dozu kullanilarak elde edilen tohumlardan
elde edilen toplam embriyo sayisinin en yiiksek oranda oldugu gézlenmistir. 350 Gy
uygulama dozu tiim ortamlarda embriyo sayis1 bakimindan en diisiik degerde olmasina
ragmen, en yiksek embriyo oranina sahiptir. Bu genotipte besi ortamlar1
karsilastirildiginda, tiim {i¢ 151 dozu i¢in hem kurtarilan embriyo sayis1 hem de embriyo
yiizdesi CP ortaminda en yiiksektir. K-12 (Galia) genotipinde kurtarilan embriyo sayisi
ve embriyo yiizdesinde en yiiksek deger CP ortamindan elde edilmistir. K-12
genotipinde kurtarilan en yiiksek embriyo sayisi 300 1 dozu uygulanilarak MS besi
ortamindaki embriyolardan elde edilmistir. En diisiik embriyo ylizdesi MS ve E20A
ortamlarinda 250 Gy 1s1n dozu uygulanandadir. Tiim ortamlar g6z oniine alindiginda
embriyo sayist en fazla olan 1sin dozu 300 Gy uygulanan dozdur. K-13 Galia
genotipinde embriyo ylizdeleri, uygulanan 15 dozu ve besi ortamlarma gore farklilik
gostermistir. Fakat en yliksek embriyo sayisi ve embriyo yiizdesi tiim ortamlar i¢in 300
Gy 1sin dozunda CP besi ortaminda oldugu saptanmustir. K-17 Kirkagag genotipinde
tim ortamlarda, en yiiksek embriyo yiizdesi ve sayist 300 Gy 1sin dozunda elde
edilmistir. En diistik embriyo ylizdesi ve embriyo sayisi ise 350 Gy 1sin dozundadir
(Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Tohum sayisina gére embriyo sayisi ve embriyo yiizdesi

. Isin Dozu Besi Tohum Embriyo Ef”biyo.
Genotip (Gy) Ortami Sayisi Sayisi Yiizdesi
(Adet) (Adet) (%)
E20A 889 10 1.12
250 CP 1017 11 1.08
MS 895 9 1.00
K7 E20A 989 5 0.50
(Galia) 300 CP 871 6 0.69
MS 942 5 0.53
E20A 197 3 1.52
350 CP 230 4 1.74
MS 176 2 1.14
E20A 502 2 0.40
250 CP 398 8 2.01
MS 294 2 0.68
K-12 E20A 856 11 1.19
(Galia) 300 CP 759 11 1.45
MS 799 16 2.00
E20A 493 6 1.22
350 CP 528 6 1.14
MS 584 6 1.03
E20A 463 4 0.86
250 F 576 7 1.22
MS 563 10 1.78
K-13 E20A 1006 7 0.70
(Galia) 300 CP 922 23 2.49
MS 877 19 2.17
E20A 865 1 0.12
350 CP 569 1 0.17
MS 771 16 2.07
E20A 883 14 1.59
250 CP 934 13 1.39
MS 991 14 1.41
K-17 E20A 1173 23 1.96
(Kirkagac) 300 CP 1249 23 1.84
MS 1097 20 1.82
E20A 901 11 1.22
350 CP 834 11 1.32
MS 798 11 1.37
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Sekil 4.5. Ortam bazinda ortalama embriyo ylizdesi
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Sekil 4.6. Isin dozu bazinda ortalama embriyo yiizdesi
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Sekil 4.7. Genotip bazinda ortalama embriyo yiizdesi
4.6. Embriyolarin Bitkiye Doniismesi

K- 7 genotipinde toplam olarak 7 adet bitki elde edilmistir. CP ortaminda tiim
1s1n dozu uygulamalarida ve ayn1 zamanda 350 Gy 1sin dozunda tiim ortamlarda bitki
elde edilememistir. En yliksek bitki sayisi E20A ortaminda 300 Gy 1smm dozu
uygulanarak elde edilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. K-7 Genotipinin embriyodan doniisen bitki sayis1 (Adet)

BESI ISIN DOZU

ORTAMI 250 Gy 300 Gy 350 Gy TOPLAM
E20A 1 4 0 5
CP 0 0 0 0
MS 2 0 0 2
TOPLAM 3 4 0 7
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K-12 genotipinin toplam bitki sayis1 33 adet olup; en yiiksek bitki sayis1 MS
ortaminda 300 Gy 1s1n dozu uygulanarak elde edilmistir. Tiim ortamlarda 350 Gy 1s1n
dozu uygulamalarinda embriyodan bitkiye doniisiim gerceklesmemistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. K-12 Genotipinin embriyodan doniisen bitki sayis1 (Adet)

5 sgg\ﬂ | ISIN DOZU TOPLAM
250 Gy 300 Gy 350 Gy
E20A 0 1 0 1
CP 8 8 0 16
MS 0 16 0 16
TOPLAM 8 25 0 33

K-13 genotipinden Toplamda 82 adet bitki elde edilmistir. Tiim 1sin dozu
uygulamalarinda embriyodan bitkiye doniisime en ¢ok yanit veren ortam MS besi
ortami oldugu gozlenmistir. Fakat CP besi ortaminda 300 Gy 1s1n dozu uygulamalari en
yiiksek oranda bitkiye doniistim gerceklesmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. K-13 Genotipinin embriyodan doniisen bitki sayis1 (Adet)

BESI ISIN DOZU

ORTAMI 250 Gy 300 Gy 350 Gy TOPLAM
E20A 0 7 0 7
CP 7 23 0 30
MS 10 19 16 45
TOPLAM 17 49 16 82
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K-17 genotipinde toplamda 5 adet bitki elde edilmistir. CP besi ortaminda tiim
1sin dozu uygulamalarinda bitki elde edilememistir. Tiim 15 dozu uygulamalarinda
E20A besi ortaminda 1’er adet bitki olusmustur (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. K-17 Genotipinin embriyodan doniisen bitki sayis1 (Adet)

BESI ISIN DOZU

ORTAMI 250 Gy 300 Gy 350 Gy TOPLAM
E20A 1 1 1 3
cP 0 0 0 0
MS 1 1 0 2
TOPLAM 2 2 1 5

En yiiksek meyve basma olusan bitki sayis1 300 Gy 1sin dozu uygulanan ve
meyve basma kurtarilan embriyo sayisi ile ayni olan K-13 genotipinde gozlenmistir.
350 Gy 151 dozu uygulanan K-7 ve K-12 genotipinde meyve basma olusan bitki
sayisinin 0 oldugu saptanmistir. K-7 ve K-12 genotipinde meyve basma kurtarilan
embriyo sayist yiiksek iken; meyve basina olusan bitki sayisi oldukca diisiik oldugu
goriilmiistiir. Fakat K-13 genotipinde ise meyve basma kurtarilan embriyo sayisi
oranlar1 ile meyve basma olusan bitki sayisi oranlar1 arasinda ¢ok az fark oldugu
goriilmiistiir. Galia genotiplerinden K-7, K-12 ve K-13 tiim 151 dozu uygulamalar1 esas
almarak karsilastirildiginda meyve basma bitki sayis1 bakimindan en ¢ok yanit veren
genotipin K-13 oldugu tespit edilmistir. Kirkagag genotipinden olan K-17’de ise meyve
basina kurtarilan embriyo sayisi yliksek iken meyve basma olusan bitki sayis1 orani
oldukg¢a diistiktiir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16. Embriyo basina olusan bitki sayis1 (Adet/ Meyve)

M
B eyve Embriyo
asmna
_ Isim  Meyve Kurtaril Bagina
Genotip Dozu  Sayist E“r S‘r.l 4 Olugan Bitki
Gy)  (Adet) mbriyo Sayisi
Sayisi (Adet/Meyve)
(Adet/Meyve)
‘.7 250 13 2.30 0.23
(Galia) 300 14 1.14 0.20
350 3 3.00 0.00
K12 250 6 2.00 0.75
(Galia) 300 12 3.17 2.08
350 8 2.25 0.00
o] 250 8 2.63 2.13
(Galia) 300 14 3.50 3.50
350 11 1.64 1.45
250 14 2.93 0.14
K179 300 20 3.30 0.11
(Kirkagac)
350 12 2.75 0.08

Galia ve Kirkaga¢ kavun tipleri embriyo basina doniisen ortalama bitki sayis1
bakimindan karsilastirildiginda; Galia tipinde embriyo basina doniisen ortalama bitki
sayis1 daha ytiksektir (Sekil 4.8).

250, 300 ve 350 Gy 1sm dozu bazinda embriyodan doniisen bitki sayisina
bakildiginda; en yiiksek bitki sayisina sahip olan 300 Gy 1smm dozu uygulananlardir
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Isin dozu bazinda embriyodan doniisen bitki sayis1
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4.7. Secilen Bitkilerde Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi ve Morfolojik Incelemeler

Katlamaya alinan bitkicikler, tiiplerde gelisimini tamamlamis ardindan saksilara
alimmistir. Daha sonra bitkilerin saksilariyla birlikte seralarda alistirma islemleri
baslatilmistir. Boylanan bitkiler kokopitlere saksilariyla birlikte oturtulmustur. Ploidi
seviyesinin  belirlenmesinde, haploid ve double haploid bitki fakliligini
gozlemleyebilmek adina bir adet haploid bitki kolhisin uygulanmadan direkt seraya
alinmistir. Gelisen bitkilerden yaprak oOrnekleri alinarak preparatlar hazirlanmistir.
Hazirlanan preparatlarda, Olympus marka florosan mikroskobu kullanilarak stomalar
tespit edilmis ve stomalarin lizerinde bulunan kloroplast sayilar1 gdzlenmistir. Stomada
kloroplast sayisina bakildiginda; haploid bitkinin stomalarindaki kloroplast sayis1 4-6
arasinda degistigi, double haploid bitkilerin 8-12 arasinda oldugu gorilmistiir (Sekil
4.10). Ayrica bitkiciklerin bitkiye doniigiim siirecindeki gelisimleri incelenerek haploid
ve double haploid bitkilerin morfolojik olarak farkliliklar: ortaya koyulmustur. Haploid
bitkinin yaprak ve ¢igeklerinin double haploid bitkilere gore daha kiigiik yapida oldugu
gozlemlenmistir(Sekil 4.12, 4.13).

Sekil 4.10. Stomadaki kloroplast sayilarinin gésterimi, a) Haploid kavun bitkisi stomasi,
b) Double-haploid kavun bitkisi stomasi
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Sekil 4.11. Haploid ve double haploid bitkilerin yapraklar1

Sekil 4.12. Haploid ve double haploid bitkilerin ¢icekleri
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5. TARTISMA

Haploid bitki elde edebilmek igin kabakgillerde isinlanmis polen tekniginde
genotip, 1sm dozu, embriyo kurtarma teknigi ve embriyo eldesinde besin
kombinasyonlarinin etkili oldugu daha Once yapilan g¢aligmalarda tespit edilmistir.
Literatiir taramalar1 kabakgillerde 1smn dozunun haploid embriyo iizerine etkisinde;
kavunda 300 Gy (Sauton ve Dumas de Vaulx 1987), hiyarda 300 Gy (Caglar ve Abak
1996), karpuzda 200-300 Gy (Sar1 vd 1994), kabakta 150 Gy (Baktemur vd 2014) ve
acurda 300 Gy (Yanmaz vd 1997) isin dozunun uygun oldugunu gostermistir. Yanmaz
ve Taner (1996), 300 ve 350 Gy 151 dozu Kirkagag, Yuva ve birkag kantalop kavun
hattin1 tozlamis ve haploid embriyo uyartiminda ideal 151 dozunun 300 Gy oldugunu
vurgulamistir. Bu nedenle denemede etkin 151n dozu olan 300 Gy’in yan1 swra 250 ve
350 Gy 1s51n dozlarinin Galia ve Kirkagag genotiplerinde ve 3 farkli besi ortam tizerinde
etkisi arastirilmistir. Cucurbitlerde yapilan Onceki caligmalarda farkli besi ortamlari
kullanilmis olup; 1smlanmis polen teknigi calismalarinda CP besi ortami basarili
bulunmustur (Baktemur vd 2013). Calismamizda da CP besi ortamina ek olarak MS ve
E20A besi ortamlar1 kullanilmistir.

Embriyo kurtarma teknigi olarak kavunda Baktemur vd (2010)’nin en iyi sonuca
ulastigi dogrudan besi ortamina ekim yontemi modifiye edilerek kullanilmistir.
Tohumlar Oncelikli olarak dogrudan besi ortamma ekilmis, haploid embriyolarin
asamalar1 151k kaynaginda diizenli olarak kontrol edilmistir. Embriyolarin globiiler
asamadan kalp asamasina gecmesi ile tiiplere transferi saglanmistir. Bu yontemin
avantaji kalp asamasindaki embriyonun ¢imlenmesini beklemeden yeni ortama transfer
edilmesi ve gelisimini tiip igerisinde devam ettirmesidir.

Galia ve Kirkaga¢ kavun tiplerinin ortalama tohum sayilar1 karsilastirildiginda;
Kirkagag¢ genotipinin ortalama tohum sayis1 Galia genotipinden daha az ¢ikmistir. Polen
canliginin 151 dozu arttikca azaldig1 karpuz, hiyar ve kabakta daha once yapilan
caligmalarda rapor edilmistir (Sar1 vd 1992 b, Caglar ve Abak 1999, Kurtar vd 2002).
Buna paralel olarak calismamizda en yiiksek 1s1n dozu olan 350 Gy uygulamasinda
ortalama tohum sayisinda azalma meydana gelmistir.

Meyve basma kurtarilan embriyo sayilar1 genotiplere ve uygulanan 1sin
dozlarma gore farkhilik gostermekte olup; Galia kavun tipinde Kirkaga¢ kavun tipine
gore daha az oldugu hesaplanmistir. Caglar ve Abak (1996), hiyarda yaptiklari
calismada embriyo sayismin 1sin dozu artmasiyla azaldigini bildirmislerdir. Bu
caligmaya paralel olarak elde ettigimiz bulgular, farkli kavun tipleri olan Galia ve
Kirkagac karsilastirildiginda; en diisiik meyve basina kurtarilan ortalama embriyo sayisi
en yliksek 151n dozu uygulamasi olan 350 Gy ‘de gozlenmistir. Bunun sebebinin daha
once belirttigimiz gibi artan 1sm dozunun polen canliligina negatif etkisi oldugu
diigtiniilmektedir. Sauton ve Dumas de Vaulx (1987) kavunda haploid embriyo
eldesinde en uygun 1sin dozunu 300 Gy olarak belirtmislerdir. Arastirmamiz boyunca 3
farkli ortamin farkli genotipler lizerine etkisine bakildiginda en yiliksek embriyo ylizdesi
300 Gy 151n dozunda gozlenmistir. 250 Gy 151 dozunda elde edilen embriyo orani 350
Gy’den fazla 300 Gy’den daha azdir. Bunun nedeni 250 Gy 151 dozu uygulamasinda
meydana gelen fazla sayida diploid oldugu diisiiniilen olgunlagmis embriyolarin atilmasi
olarak diisiiniilmektedir.
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Kavunda 1ginlanmis polen teknigi ¢calismalarinda CP besi ortamini basarili bulan
Baktemur vd (2013)’ne ek olarak, calismamizda haploid embriyo eldesinde MS besi
ortami olduk¢a basarili bulunmustur. Bunun sebebinin MS besi ortamimnin zengin
bilesimine sahip olmasi ve genotip farkliligi olarak diisiiniilmektedir.

Kurtarilan embriyolardan gelisen bitkiler incelendiginde en yiiksek bitki sayisi
Galia tipinde ve 300 Gy 1sin dozu uygulanan grupta goézlenmistir. Fakat Kirkagag
tipinden elde edilen meyve basina yiikksek embriyo sayisina sahip olmasina ragmen
bitkiye doniisiim orani diisiik gerceklesmistir. Bu durumun Galia ve Kirkaga¢ kavun
tipleri arasindaki genotip farkliligindan kaynaklandigi distiniilmekte olup; mevcut
arastirmada kullanilan besi ortamlarina ilave olarak farkli besi ortamlarmin denenmesi
gerektigi diisiintilmektedir.

350 Gy 151 dozu K-7 genotipi i¢in en yiiksek embriyo ylizdesine sahipken bitki
elde edilememistir. Bunun sebebi uygulama dozunun embriyonun fizyolojik ve
biyokimyasal gelisimine negatif etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. 300 Gy 151 dozu
tiim ortamlarda en diisiik embriyo yiizdesine sahipken, en yiiksek bitki sayis1 bu dozun
E20A ortaminda goriilmiistiir. Ortam bazinda degerlendirildiginde en yiiksek embriyo
ylizdesi CP besi ortamindan elde edilmistir. Fakat bitki eldesi bakimindan CP besi
ortamindaki embriyolarda ¢imlenme goézlenmemistir. E20A diger besi ortamlariyla
karsilastirildiginda; en yiiksek bitki sayis1 K-7 genotipi i¢in bu ortamdan elde edilmistir.

K-12 genotipinde en yiiksek embriyo yiizdesi ve elde edilen bitki sayis1 MS besi
ortamindan 300 Gy 1s1n dozu uygulamasinda gézlenmistir. Bununla beraber 350 Gy 151n
uygulamasinda elde edilen embriyolarin hi¢birinde ¢imlenme gozlenmemistir. Bunun
sebebinin artan 1sin dozunun embriyonun gelisimine olumsuz etkisi olabilecegi
diistiniilmektedir.

K-13 genotipinde en yliksek embriyo ve bitki sayisina bakildiginda en uygun
1s1n dozu 300 Gy 1511 dozu olarak belirlenmis ve MS besi ortami basarili olmustur.

K-17 genotipinde en yiiksek embriyo orani 300 Gy 1sin dozunda gozlenmistir.
Fakat bitkiye doniisiim oranlarmin Kirkagag¢ genotipinde c¢ok diisiik oldugu tespit
edilmistir. Kirkaga¢ ve Galia kavun tipleri embriyodan bitkiye doniisiim oranlari
bakimindan karsilastirildiginda Galia kavun tipi Kirkaga¢ kavun tipine gore daha
olumlu sonuglar vermistir.

Onceki calismalarda ¢alismamiza paralel olarak; kavun (Sar1 vd 1992a), karpuz
(Sar1 1994) ve kabakta (Kurtar vd 2002) embriyo uyartiminin genotipe gore degistigini
bildirilmistir.

Bir biitiin olarak sonuclar degerlendirildiginde; haploid embriyo uyartimi ve
bitkiye doniisimde genotipin, 151n dozunun ve besi ortammin etkili oldugu

goriilmektedir.

Tiim veriler karsilagtirildiginda en yiiksek embriyo yilizdesi, Galia kavun tipinde
300 Gy 151 dozu uygulanan grupta ve MS besi ortaminda tespit edilmistir.
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6. SONUC

Aragtirmada elde edilen bulgular ile giinlimiizde en ¢ok yetistirilen kishk
kavunlardan olan Kirkagag¢ ve Galia tipi kavun genotipleri i¢in en uygun 1sin dozu ve
en uygun besi ortami kombinasyonu belirlenmis ve haploid bitki eldesinin basarili bir
sekilde devam etmesi gosterilmistir.

K-7, K-12, K13 ve K-17 genotiplerinde 250, 300 ve 350 Gy isin dozu
uygulamasi ile E20A, CP ve MS besi ortamlarinin etkisi aragtirilmistir. Tohumlar direkt
olarak besi ortamina ekilmis ve ardindan 151k kaynaginda bakilarak embriyo gozlemi
yapilmistir.

Galia ve Kirkaga¢ kavun tiplerinin ortalama tohum sayisi bakimindan
karsilastirildiginda; Galia genotiplerinde tohum sayist daha fazla ¢ikmistir. Ayrica 350
Gy 151 dozu uygulamasinda Galia ve Kirkaga¢ tiplerinde ortalama tohum sayisinda
azalma gozlenmistir. 300 Gy 151 dozu uygulamasi ortalama tohum sayis1 her iki kavun
tipinde de en yiiksek diizeyde bulunmustur.

Meyve basina kurtarilan embriyo sayilar1 Galia’da Kirkaga¢ kavun tipine gore
daha az elde edilmistir. Bu veri de meyve basma kurtarilan embriyo sayilarinin
genotiplere ve uygulanan 15 dozlarma gore farklhilik gostermesinin bir kanit1 olarak
gosterilebilir.

Ortalama tohum sayisma paralel olarak meyve basina kurtarilan ortalama
embriyo sayisinda 350 Gy isin dozu en diisiik diizeyde bulunmustur. Ayni zamanda
Sauton ve Dumas de Vaulx (1987)’nin belirttigi gibi, arastirmamizda kavunda haploid
embriyo eldesinde en uygun 151 dozunun 300 Gy 151n dozu oldugu bulunmustur.

Embriyodan gelisen bitkiler igin en uygun 1sin dozu 300 Gy olarak
belirlenmistir. Galia tipinde embriyodan bitkiye doniisiim yiiksek oranda
gozlemlenirken, Kirkagag tipinde embriyodan bitkiye doniisiim orani ¢ok diistiktiir.

Zengin bilesime sahip MS besi ortami ¢alismamizda hem embriyo eldesi hem de
embriyodan bitkiye doniisiimde en basarili sonug elde edilen besi ortami olmustur.

Bulgularimiza gore haploid embriyo eldesi ve embriyodan bitkiye doniisiim
genotipe, 1sin dozuna ve besi ortamma bagli olmakla beraber degisiklikler
gosterebilmektedir. Fakat sonuglarimiz karsilastirildiginda en yiiksek embriyo yilizdesi
ve en yiiksek bitki sayis1 Galia tipinde 300 Gy 151 dozu uygulanan ve MS besi ortaminda
gelisen grupta gozlenmistir.

Caligmamizin neticesinde in vitro kosullarda dihaploidizsyon yontemi igin
uygun 1s1n dozu, embriyo kurtarma yontemi ve besi ortamu gelistirilmistir. Boylelikle
Galia ve Kirkaga¢ tiplerinde gelistirilecek double haploid hatlarin kavun 1slah
programlarinda kullanilmasi ile 1slah ¢aligmalarinin hiz kazanacagi ve dihaploidizasyon
yonteminin kavun 1slah programlarinda daha yaygin ve etkin bir sekilde kullanimma
olanak saglayacagi diisiiniilmektedir.
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