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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ANTER KULTURU UYGULAMALARININ SITRON KARPUZUNDA (Citrullus
lanatus var. citroides) HAPLOID BiTKi ELDESI UZERINE ETKILERI

ZELIHA ATAKUL

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Musa SEYMEN
2024, 47 Sayfa

Jiiri
Dog¢. Dr. Musa SEYMEN
Prof. Dr. Taki DEMIR
Prof. Dr. Ertan Sait KURTAR

Karpuz (Citrullus lanatus var. lanatus) agik arazi ve oOrtii altinda ¢ogunlukla asili fide ile
yetistirilen ve domatesten sonra en ¢ok iiretilen sebzedir. Global iklim degisikligi ¢ercevesinde meydana
gelen ve etkileri her gegen giin artan kuraklik karpuz iiretimini kisitlayan en 6nemli faktorlerin bagindadir.
Ticari karpuz gesitleri kurakliga yiikksek oranda hassastir ve kurakliga toleransi yiiksek anaglara agilanarak
yetistirilmesi pratik seceneklerden birisidir. Citrullus cinsi igerisinde yer alan ve yabani bir form olan
sitron karpuzu (Citrullus lanatus var. citroides) kurakliga toleransinin yiiksek olmasi sebebiyle dzellikle
kurak ve yar1 kurak bolgelerde yetistirilmektedir. Sitron karpuzunun kiiltiir karpuzuna anag¢ olarak
kullanilabilmesi tistiin 6zelliklere sahip F: hibrit anaglarinin iiretilmesine baglidir. Androgenesis (anter
kiiltiirti teknigi) karpuzun yiiksek oranda yabanci tozlanmasi sebebiyle klasik yontemlerle uzun siire (7-8
generasyon kendileme) gerektiren saflagtirma islemini 1-2 yila kadar diisiirebilecek Onemli bir
biyoteknolojik (dihaploidizasyon) yontemdir.

Bu amagla mevcut ¢aligmada, genotip ve besin ortamlarinin 11 sitron karpuzu genotipinde ve 4
ticari ¢esitte, 5 farkli besin ortaminda (O1, 02, O3, O4 ve O5), anter kiiltiirii teknigiyle haploid bitki
eldesi amaglanmistir. Sonuglar genotiplerin ve besin ortamlarmin androgenesise farkli etkilerinin
oldugunu ortaya koymustur. Calisma boyunca 2137 anter kiiltiire alinmig, bu anterlerden 1138 tanesi
farklilagma gostermis ve bunlardan ise 458 tanesinde kallus olusumu gozlenmistir. Kallus olusum
oraninda genotipler ve ortam agisindan en diisik deger “Ol1”ortaminda ve % 14,29 ile Pastel F1
¢esidinden elde edilirken, en yiiksek deger “O2” ortaminda % 100 ile SK14 genotipinden elde edilmistir.
Embriyo sayisi agisindan en yiiksek deger % 81,48 ile SK4 genotipinde “O1”ortamindan elde edilmistir.
Sadece “O1” ortamindan ve SK21 genotipinden 12 adet bitkicik rejenerasyonu gergeklesmis, bitkiye
doniisiim oran1 (BDO) ¢ok diisiik diizeyde (% 0.56 ) kalmigtir. Stomatal gézlemler ve flow sitometri ile
yapilan ploidi analizleri sonucunda bitkilerin diploid (2n) yapida oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Androgenesis, F; 1slahi, haploidizasyon, kiiresel 1sinma, sitron karpuzu,
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Watermelon (Citrullus lanatus var. lanatus) is the most produced vegetable after tomato, grown
mostly with grafted seedlings in open fields and protected cultivation. Drought, which occurs within the
framework of global climate change and whose effects are increasing day by day, is one of the most
important factors limiting watermelon production. Commercial watermelon varieties are highly sensitive
to drought and growing them by grafting them onto rootstocks with high drought tolerance is one of the
practical options. Citron watermelon (Citrullus lanatus var. citroides), a wild form within the Citrullus
genus, is grown especially in arid and semi-arid regions due to its high drought-tolerance. The ability to
use citron watermelon as a rootstock for cultivated watermelon depends on the production of Fi hybrid
rootstocks with superior properties. Androgenesis (anther culture technique) is an important
biotechnological (dihaploidization) method that can reduce the purification process, which takes a long
time (7-8 generations of selfing) with classical methods, to 1-2 years due to the high rate of external
pollination of watermelon.

For this purpose, the current study was aimed to obtain haploid plants by anther culture
technique in 11 citron watermelon genotypes and 4 commercial varieties in 5 different induction media
(01, 02, 03, 04 and 05). The results revealed that genotypes and induction media have different effects
on androgenesis. During the study, 2137 anthers were cultured, 1138 of these anthers showed
differentiation and callus formation was observed in 458 of them. The lowest value in callus formation
rate in terms of genotypes and environment was obtained from the Pastel F1 variety with 14.29 % in the
"O1" environment, while the highest value was obtained from the SK14 genotype with 100% in the "O2"
environment. The highest value in terms of embryo number, 81.48 %, was obtained from the "O1"
medium in the SK4 genotype. Only 12 plantlets were regenerated from the "O1" medium and SK21
genotype, and the conversion rate to plant (CRP) remained at a very low level (0.56 %). As a result of
stomata observations and ploidy analyses performed by flow cytometry, it was determined that all plants
were diploid (2n).

Keywords: Androgenesis, F1 breeding, citron watermelon, global warming, haploidization
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

% Yiizde

G Gram

°C Santigrat derece

mm Milimetre

m Metre

m? Metre kare

Ml Mililitre

cm Santimetre

mg/kg Miligram/kilogram
cm? Santimetrekare

pum Mikrometre

mm? Milimetrekare

mg/L Miligram/Litre

g/L Gram/Litre
Kisaltmalar Aciklama

MS Murashige and Skoog, 1962
DH Double haploid
(NH4)2S04 Amonyum siilfat
CaCl,.2H,0 Kalsiyum kloriir

NHs +NO3-N Inorganik azot
CuS04.5H,0 Bakir suilfat

NH4NO3 Amonyum Nitrat
HsBOs Borik asit

KH,PO, Mono potasyum fosfat
Kl Potasyum iyodiir

KNO; Potasyum nitrat
MgS04.7H,0 Magnezyum siilfat
Na;M004.2H,0 Sodyum molibdat

IAA Indol 3-asetik asit
2,4-D Diklorofenoksiasetik asit
ABA Absisik asit

AgNOs Glimiis nitrat

IAA Indole asetik asit

BAP Benzil aminoplirin

BA Benzil adenin

atm Atmosfer

TTSM Tohumculuk Tescil ve Sertifikasyon Miidiirliigii
SK Sitron karpuz

FCM Flow sitometri

AS Anter Sayisi

FAS Farklilasan anter sayis1
KAS Kallus olusturan anter sayisi
EKS Embriyolu kallus sayis1
BS Bitki sayis1

FO Farklilagsma orani



KOO
EKO
BDO
DH
KS
PD

Kallus olusturma orani
Embriyolu kallus orani
Bitkiye donlistim orani
Double haploid
Kloroplast sayist
Ploidi diizeyi



1. GIRIS

Anavatan1 Afrika ve Asya olan ve Cucurbitaceae familyasinda yer alan karpuz
(Citrullus lanatus var. lanatus) 16. ylizyildan itibaren Avrupa’da, 17. ylizyildan bu yana
da Tiirkiye’de ekonomik anlamda yetistirilen bir sebze tiiriidiir. Kiiltiir karpuzu diploid
(2n) olup, kromozom sayis1 2n=22"dir.

Diinyanin dérdiincii bilyiik sebze iireticisi iilkesi olan Ulkemizde yaklasik 31
milyon ton sebze iiretilmektedir. Karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. ve
Nakai) ise toplam sebze liretimimiz igerisinde yaklagik 3.2 milyon ton ile (Cin’den
sonra diinyada ikinci) domatesten sonra ikinci sirada yer alir. Bu {iretimin 667.484 tonu
ortii altindadir (FAO, 2022; TUIK, 2023). Ulkemizde karpuz vyetistiriciliginde
kullanilan F1 hibrit cesitlerinin biiylik ¢ogunlugu yurt dis1 kaynakhdir. Ayrica karpuz
yetistiriciliginin biiyiik bir kism1 acik arazi kosullarinda asili fide ile yapilmaktadir ve
anag olarak kullanilan gesitlerin de biiyiik bir kism1 yurt digindan ithalat yolu ile temin
edilmektedir. Son yillarda iilkemiz tohumculugunda g¢esit ve ana¢ islahi konularinda
dikkate deger biiylik ilerlemeler saglanmis olsa da yurt disina bagimlilik halen devam
etmektedir. Su anda TTSM’ye kayith 193 adet standart, sertifikali ve tiretim izinli
karpuz ¢esidinin biiylik cogunlugu tamamen yurt disi kaynaklidir (TTSM, 2024).

Son yillarda global iklim degisikligi sebebiyle ortaya ¢ikan kuraklik, tuzluluk ve
sicaklik artiglart diinyayr oldugu gibi tilkemizi de etkilemektedir. Bu olumsuz etkilerin
gelecekte daha da artacagi bilimsel olarak ortaya koyulmustur. Ozellikle kuraklik,
ilkemiz gibi kurak ve yari-kurak alanlara sahip bolgelerde, tarimsal iiretimin
sinirlandirilmasina yol agan en 6nemli faktorlerden biridir. Kuraklik stresinin olumsuz
etkilerini en aza indirmek i¢in giiniimiiz 1slahinda kullanilacak kalici yontemlerden
birisi de kurakliga tolerant ¢esitlerin veya anaglarin gelistirilmesi ve tarimsal {iretimde
kullanilmasidir.

Cucurbitaceae familyasinin Citrullus cinsi igerisinde yer alan Citrullus lanatus
var. citrodies (2n= 2x=22) yaygin olarak ‘‘sitron’’, ‘‘sitron karpuzu’’, konservelik
kavun”’, ‘‘yemlik karpuz’’ gibi cesitli isimlerle anilan ve genetik yakinliktan dolay1
kiiltiir karpuzu ile kolaylikla melezlenebilen yabani bir formdur (Laghetti ve Hammer,
2007). Sitron karpuzlari, sadece hayvan yemi olarak degil antimikrobiyal ve besleyici
ozelliklere sahip olarak diger alanlarda da kullanilabilmektedir (Masoko ve ark., 2022).

Sitron karpuzu abiyotik ve biotik stres kosullarina toleransindan dolay1 kurak

bolgelerde rahatlikla yetistirilebilir ve meyve kalitesini arttirmak i¢in kiiltiir karpuzuna



ana¢ olarak kullanilabilir (Nkoana ve ark., 2022). Nitekim daha once yapilmis
calismalarda ana¢ olarak kullanilan 2 farkli Sitron karpuz genotipi kurak kosullarda
iistlin anag¢ olarak belirlenmis ve karpuza ticari anag olarak kullanilabilecek ozelliklere
sahip oldugu bulunmustur (Yavuz ve ark., 2020). Ayrica su kisit1 kosullarinda meyve
kimyasal ozellikleri agisindan diger anaglardan dstiin o6zellikler gosterdigi ve kurak
bolgelerde meyve kalitesini iyilestirmek icin karpuza ana¢ olarak kullanilabilecegi
aciklanmstir (Seymen ve ark., 2021). Sitron karpuzlari su stresi altinda k6k uzunlugunu
ve koklenme yilizdesini arttirarak daha derindeki suyu alarak bitkinin biiyiime ve
gelismesini desteklemis oldugu (Mandizvo ve ark., 2022a), yine kurak kosullarda sitron
karpuzlarinin gelismis kok oOzelliklerinden dolayr 1slah programlarinda onemli yer
alabilecegi bildirilmistir (Mandizvo ve ark., 2022b). Sitron karpuz anaglari tuz stresi
kosullarinda diger ticari anaglara kiyasla istiin 6zelliklere sahip bir ana¢ olup tuza
tolerans1 yiiksektir (Aydin ve Yetisir, 2023). Ayrica ticari anaglara gore sitron
karpuzunun kok ur nematoduna dayanimi daha yiiksektir (Aydinli ve ark., 2019).
Giiniimiizde karpuz anaglarinin Fusarium solgunlugunun (Fusarium oxysporum f. sp.
niveum ) 0 ve 1 irklarina kars1 dayanikli durumda oldugu bildirilmis ancak irk 2 ve 3’e
kars1 dayanim bildirilmemistir. 110’a yakin sitron karpuz genotipiyle yapilmis olan bir
calismada 15 genotipin Fusarium solgunlugunun 2. irkina karsi yiiksek dayanimi oldugu
aciklanmistir (Aydinh ve ark., 2019).

Sitron karpuzunun ticari karpuz tiretiminde biyotik ve abiyotik stres kosullarina
kars1 genetik bir kaynak olarak kullanilabilecegi bir ¢ok ¢alismada bildirilmis olup
(Hwang ve ark., 2011; KURUM ve ark., 2017a; Kurum ve ark., 2017b; Levi ve ark.,
2017; Balkaya ve ark., 2018; Nawaz ve ark., 2018; Pal ve ark., 2020; Garcia-Mendivil
ve Sorribas, 2021), vejetasyon siiresinin kislik kabaklara gore kisa olmast (90-120 giin)
ve yilda 2 kez tohum alinabilme olasiliginin olmasi anag 1slahi ¢aligmalarinda 6nemli
bir kaynak olabilecegini gostermistir (Mustafa ve Alamin, 2012). Giiniimiiz karpuz
tariminda kiglik kabaklar olan Cucurbita maxima x Cucurbita moschata melezleri gerek
biyotik (6zellikle fusarium) ve gerekse abiyotik (kuraklik, diisiik toprak sicakligi ve
tuzluk) stres kosullarina dayanim ve tolerans saglamasi nedeniyle karpuza anag olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu anaglarin kuraklia dayanimlari simirhidir ve nematod
dayanimlar istenilen diizeyde degildir (Aydinli ve ark., 2019). Diger taraftan kullanilan
melez anaglarin iizerindeki kaleme bazi olumsuz etkiler birakarak tiiketiciler tarafindan
olumsuz goriligler orta ya c¢ikarmaktadir. Meyve kabuk kalinliginin artmasi, erken

renklenme olsa da seker birikiminin az olmasindan dolay1 tat kaybi, meyve etinde



lifliligin ~ olusmast vb., gibi nedenler tiiketiciler tarafindan olumsuzlukla
karsilanmaktadir.

Gliniimiiz sebze tariminda hibrit giiciiniin (zararlilara ve hastaliklara karsi
dayaniklilik, ayrica biyotik ve abiyotik stres faktorlerine yiiksek tolerans) sagladig
yiksek performans sebebiyle F1 hibrit ¢esitler ve anaglar yogun olarak
kullanilmaktadir. F1 hibrit ¢esit eldesinin ilk basamagi olan saf hatlarin eldesi karpuz
gibi yabanci tozlanan tiirlerde yaklasik 7 generasyon kendilemeyi gerektirmekte bu
durum yilda 2 generasyon ilerlense dahi en az 4 yillik bir siireyi gerektirmektedir.
Ancak saf hatlarin eldesini 1-2 yila kadar indirebilen ve dihaploidizasyon
(partenogenesis, androgensis ve gynogenesis) adi verilen teknik yardimiyla bu siire
olduk¢a kisalmakta, gerek zaman gerekse emek ve maliyetten biiyiikk kazanglar
saglanmaktadir (Kurtar ve Balkaya, 2010). Giiniimiizde kabakgiller familyasinda
1sinlanmig polen teknigi kavun tliriinde 1slah g¢alismalarinda kullanilabilir boyutta
olmasina ragmen karpuz, kabak ve hiyar tiirlinde ticari boyutta kullanima halen
ulasgamamistir. Bu sebeple son yillarda karpuz, kabak ve hiyar tiirlerinde
dihaploidizasyon konusunda yapilan ¢alismalar androgenesis (anter Kkiiltiirii) ve
gynogenesis (ovaryum kiiltiirli) iizerinde yogunlasmaistir.

Ticari karpuz tiretiminde kullanilan cesitler birgok 6nemli biyotik ve abiyotik
stres faktorlerine hassastir ve bu sebeple anag iizerine asilanarak asili fide seklinde
tiretilmeleri  gerekmektedir. Karpuz iretiminde yukarida anlatmig oldugumuz
sebeplerden dolay1 sitron Kkarpuzunun ana¢ olarak kullanilma potansiyeli oldukga
yiiksektir ve F1 anag 1slahina yonelik olarak saf sitron karpuz hatlarinin gelistirilmesi
tilkemiz tarimi  ve tohumculuk sektériimiiz i¢in O6nemli bir konu olarak
degerlendirilmektedir. Diger taraftan karpuz tiirlinde dihaploidizasyon konusunda
yapilmis caligmalar ile elde edilen basarilar olduk¢a smirlidir ve hala agiklanmay1
bekleyen onemli bilimsel noktalar bulunmaktadir. Ulkemiz igin ileride ticarete konu
olabilecek sitron hatlarin gelistirilmesi, bunlarin anag 1slahinda kullaniminin saglanmasi
ve ilreticilerin ucuz tohum bulmalarinin saglanmasi suretiyle iilke ve iiretici gelirine
katkida bulunulmasi gerekmektedir. Bu hedefler dogrultusunda sunulan c¢aligmada
androgenesis yontemlerinden birisi olan anter kiltiirii kullanilarak karpuza anag
potansiyeli yiiksek ve kurakliga toleransli saf sitron karpuzu hatlariin iretilmesi

amaclanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Karpuz tiiriinde yapilmis ¢calismalar.

Karpuzda yapilmis bazi arastirma sonuglart asagida sunulmaya calisilmistir.

Tulukoglu ve Sar1 (2014) karpuzda yaptigi anter kiiltiirii ¢alismasinda Halep
Karasi, Zeugma F1, Starburst F1 ve Crimson Tide F1 gesitlerinin farkli ¢igeklenme
donemlerinde toplanan c¢icek tomurcuklarini farkli 6n soguk uygulamalarina tabi
tutmuslar ve ¢esitli dozlarda 2,4-D ve TDZ hormonlar1 ile bu hormonlarin farkli
kombinasyonlarina sahip MS besi kiiltiirline almistir. Caligma bulgularina gore ¢icek
tomurcuklarina uygulanan soguk soku ve besi ortamina eklenen 2,4-D ve TDZ
hormonlarmin polen embriyogenesisini énemli 6l¢iide arttirdigi belirlenmistir. Ancak
yapilan uygulamalar sonucunda yalnizca kallus olusumu elde etmistir. Sonuglara gore,
'Halep Karast', 'Zeugma F1' ve 'Starburst F1' ¢esitlerinde kallus olusumu ¢i¢ceklenmeden
bir giin Once kiiltiire alinan tomurcuklarda daha yiiksekken, 'Crimson Tide' ¢esidinde iki
giin dnceki donemde kiiltiire alinanlardan daha basarili sonuglar elde edilmistir.

Abdollahi ve ark. (2015) karpuzda anter kiiltiirinde uyguladiklar1 ¢esitli
faktorlerin (6rnegin, bitki biiylime diizenleyicileri, 6n soguk ve sicak uygulamalar1 ve
bugday ovaryum Kkiiltiirli) embriyojenik kallus olusumu ve embriyo {iretimi {izerindeki
etkilerini aragtirmiglardir. En yiiksek embriyojenik kallus ve anter bagina ortalama
embriyo sayist 2,4-D ve BAP ile takviye edilmis MS ortaminda Charleston Gray
cesidinden elde edilmistir. Calisma sonucunda 10 haploid ve 2 diploid bitki elde
edilmistir.

Akbas ve Solmaz (2019) haploid bitki elde etmek igin Citrullus lanatus var.
lanatus ve Citrullus lanatus var. citroides tiirlerinde yiiriittiikkleri anter kiiltiirii
calismasinda; ¢icek tomurcuklarini farkli dozlarda BAP eklenmis MS besi ortaminda
kiiltiire almiglardir. Ayrica, poliaminlerin etkisini arastirmak igin ortama farkli dozlarda
(500 ve 1000 uM/1) spermidin (SPD) ve putresin (PUT) eklemislerdir. Sonuclara gore,
besi ortamlar1 ve genotiplere bagli olarak anter gelisimi ve kallus olusumu farkli
oranlarda gbzlenmistir. Ancak tam bir bitki elde edilememistir.

Silva ve ark. (2021) karpuz anterlerinde sicaklik ve biiylimeyi diizenleyicilerin
kallus olusumuna etkisini arastirmislardir. Cigek tomurcuklart ilk 6nce 2 giin boyunca 4
°C soguk sokuna maruz birakilmistir. MS besin ortamina 5 2,4-D dozu ve 5 BAP dozu

ilave edilmistir. Sonug¢ olarak 2,4-D’nin kallus olusumuna olumlu etki yaptigi ancak



2,4-D nin BAP ile beraber kullanildig1 ortamda herhangi bir etkinin olmadig1 sonucuna

ulagsmiglardir.

2.2. Kavun (Cucumis melo L.) tiiriinde yapilmis ¢calismalar

Islam ve ark. (2011) basarili anter kiiltiirii i¢in kavun ¢igek tomurcugu boyutunu
ve polenin gelisim asamalarim1 belirlemek amaciyla yaptiklar1 bu c¢alismada MS ile
karbonhidrat kaynagi olarak sakaroz, laktoz ve maltoz kullanmiglardir. Polen
canliliginda ilk ¢iceklenme asamasindaki toplanan ciceklerdeki canlilik orani daha
sonraki ¢iceklenme zamaninda toplanan c¢iceklere gore daha yiiksek oldugunu ve tek
¢ekirdekli mikrospor dénemi boyutunun donér bitkinin yasi ile alakali oldugunu
bulmuslardir. Petri basina en yiiksek canli anter sayisin1 ve anter basina canli polen
sayisinin karbonhidrat kaynagi olarak laktoz bulunan ortam oldugunu bulmuslardir.

Nguyen ve ark. (2019) kavunda anter kiiltiirii ¢aligmasinda mikrospor gelisim
asamasinin ve ¢esitli besin ortamlarinin kallus olusumuna etkisini incelemislerdir.
Mikrospor gelisimi olarak anterler iki gruba ayrilmig, birinci grup erken ve orta tek
cekirdekli, ikinci grup ise gec tek ¢ekirdekli ve iki c¢ekirdekli asama olarak
belirlenmistir. Besin ortami olarak MS besin ortamina ek olarak farkli dozlarda 2,4-D,
BAP, NAA, Kinetin eklenmistir. (MK1; 1,0 mg/l 2,4-D 1,5 mg/l BAP, MK2; 1,5 mg/I
2,4-D ve 1,0 mg/l BAP, MK3; 1,5 mg/l NAA, 1,0 mg/l BAP ve 0,5 mg/l Kinetin).
Kallus olusumu gézlenmis fakat embriyo olusumunda basarisiz olunmustur. En yliksek
kallus olusum sikligt MK1 ortamindan elde edilmistir ancak mikrosporlarin gelisim
asamalarmin kallus olusumu iizerine etkisi agiklanamamustir.

de Oliveira ve ark. (2022) kavunda yaptiklari anter kiiltiirii galismasinda OKsin
(IAA, NAA ve 2,4-D) ve sitokinin (KIN ve BAP) kallus olusumu tizerine etkilerini
arastirmiglardir.  Oksin ve sitokinin kallogenesisi tesvik ettigini ancak en 1iyi

kombinasyonun 0.20 mg/l BAP + 0.45 mg 2,4-D oldugunu bildirmislerdir.

2.3. Hiyar (Cucumis sativus L.) tiiriinde yapilmis calismalar

Kumar ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢aligmada 2 farkli hiyar ¢esidinde (Calypso
ve Green Long ) c¢icek tomurcuklarina uygulanan hem soguk hem de sicak sok
uygulamalarinin  haploid bitki elde etmek amaciyla anter kiiltiiriine etkisini

arastirmiglardir. Besin ortami olarak %0.25 sakaroz iceren 2,4-D ve NAA ile



desteklenen B5 ortami kullanilmistir. Cigek tomurcuklart 0-10 giin siireyle 4°C’de 6n
soguk uygulamasina ve ayrica 24 saat 32°C’de sicak sokuna tabi tutulmustur. 2 gilinliik
soguk sok uygulamasi iki ¢esit iginde faydali olmus, ancak 32°C sicak sokundan iyi
sonuglar almamamustir. Her iki ¢esitten de rastgele secilen 24 adet bitkinin kromozom
sayilarin1 analiz etmisler ve sonu¢ olarak Calypso'da test edilen 24 rejenanttan 21
bitkicik haploid ( n =7) ve 3 bitkicik ise diploid olurken, Green Long'da rejenerantlarin
17'si haploid, geri kalan 7'si ise diploid olarak tespit edilmistir.

Ashok Kumar ve Murthy (2004) Cucumis sativus L.min Kkiiltiire alinan
anterlerinden embriyo ve bitkicik olusumu fizerine yiiriitiilen ¢alismada; sekerlerin
(sakaroz, maltoz, glikoz ve fruktoz) ve amino asitlerin (glutamin, glisin, arginin,
asparagin ve sistein) etkileri aragtirmiglardir. 85 g/l Sakaroz embriyo olusumu i¢in en iyi
sonucu vermistir. Besin ortamina aminoasitlerin eklenmesiyle embriyo olusumunda
basarili sonuglar elde edilmistir. Aminoasitlerin eklendigi B5 ortaminda gelisen
embriyolarin en sik bitkicik rejenerayonu verdigini bildirmislerdir.

Abdollahi ve ark. (2016) Bir arastirmada, Beta Alpha hiyar ¢esidi ile Iran'da
yetistirilen ii¢ yerel hiyar cesidi (Basmenj, Isfahani ve Korki), farklt makro besin
dozlarinda MS kiiltiir ortaminda degerlendirmislerdir. Diger bir denemede ise, farkli
agar konsantrasyonlart (0, 3.5, 7 ve 14 ¢/l) kullanilarak anter kiiltiirii tepkisi
incelenmisler ve agarin kallustan tiiretilmis embriyolarin gelisimi tizerindeki etkisi
degerlendirmislerdir. Beta Alpha'da, 10 embriyodan 8'i haploid, geri kalan iki embriyo
diploid, Basmenj ¢esidinde, 10 embriyodan 6'sinin haploid, 4 embriyonun ise diploid
oldugu sonucuna ulasmiglardir. Isfahani ve Korki gesitlerinde ise, her biri igin 10
embriyodan 7'si haploid, geri kalan 3 embriyonun ise diploid oldugunu bildirmislerdir.

Asadi ve ark. (2018) tarafindan yapilan hiyarda anter kiiltiirii ¢aligmasinda 2 adet
hiyar genotipinin ¢i¢cek tomurcuklari 2 giin siireyle 4°C soguk sokuna tabii tutulmus ve
25 farkli BAP ve 2,4-D konsantrasyonu kombinasyonu 10 farkli BAP ve NAA
konsantrasyonu kombinasyonunda kallus olusumunu test etmislerdir. Ortamlara
yerlestirilen kalluslar 1 saat boyunca 35 °C sicak sokuna maruz birakilmistir.
Anterlerden gelisen kalluslar bitki olusturmak igin NAA (0.05 ve 0.1 mg/l) ve BAP (2,3
ve 4 mg/l) siv1 (agarsiz) ve kat1 (0.8 g/l agar) kombinasyonlar1 denenmistir. Hiyarda
DH’leri iiretmek icin en etkili protokoliin, ¢i¢ek tomurcuklarina 4 °C soguk sokunun ve
0.68-0.91 mg/l BAP ve 1 mg/l 2,4-D igeren ortama yerlestirildikten sonra 35 °C sicak

sokunun uygulamasi oldugunun 6nermislerdir.



2.4. Yazhk Kabak (Cucurbita pepo L.) tiiriinde yapilmis ¢calismalar

Metwally ve ark. (1998) yaptiklar bir ¢calismada Anterler 4 giin boyunca 4°C
soguk soku uygulanmis, 20 farkli 2,4-D ve seker kombinasyonlar1 iceren MS besin
ortaminda kiiltiire almislardir. Kiiltiire alinan anterlerde kallus basma bitkicik
olusumunda en iyi sonucu sakaroz kombinasyonlarinda 90 g sakaroz ilave edilmis besin
ortamindan almmistir. 2,4-D kombinasyonlarinda ise kallus basina en fazla bitkicik
veren ortam 1.0 mg/l 2,4-D igeren besi ortami olmustur. Rastgele segilen 20 bitkiden
yapilan sitolojik analizler sonucunda 10 bitkinin diploid ve kalan 10 bitkinin haploid
oldugu sonucuna ulagilmistir.

Kurtar ve ark. (1998) Cucurbita pepo L. tiiriine ait 4 farkli ¢esitte (Eskenderany
F1, Acceste F1, Sakiz ve Urfa Yerli) haploid bitki elde etmek amaciyla yaptiklar1 anter
kiiltiirti galismalarinda MS + Sakarozun 2 (120 ve 150 g/l) ve 2,4-D’nin 4 (5, 7.5, 10 ve
125 mg/l) farkli dozlar1 kullamilmistir. Calismada kiiltiir ortam bilesimlerinin
androgenesise etkisi incelenmis ve kiiltiire alinan anterlerin besin ortamlarinda kallus
olusumlar1 degerlendirilmistir. Her gesitte kallus olusmus, en basarili sonug 150 g/l
sakaroz ve 7.5 mg/l 2,4-D ilave edilmis MS besin ortaminda Acceste F1 ¢esidinde
gerceklesmistir. Sakiz ¢esidinden 120 g/l sakkaroz + 5 mg/l 2,4-D ilave edilmis MS
besin ortaminda 3 adet bitki elde edilmis, yapilan morfolojik ve sitolojik incelemeler
sonucunda bitkilerin diploid (2n) yapida olduklar1 bildirilmistir.

Yaz kabagina ait 7 cesitte (Arlika F1, Eskandrani E 82-110 F1, Giad F1, Rula
F1, Queen F1 ve Yellow Bik F1) kallus ve bitki olusumu tizerine etkilerini arastirildig:
baska bir ¢alismada tomurcuklar 4 giin boyunca 4°C soguk sokuna tabi tutulmus.
Anterler 2,4-D igeren MS besin ortamina yerlestirilmistir. 1 hafta boyunca 32°C
karanlikta tutulduktan sonra 4 hafta boyunca 25°C sicaklikta bekletilmistir. Olusan
kalluslar; Kinetin ve NAA igeren MS besi ortamina aktarilmistir. Daha sonra olusan
embriyolu kalluslar bitki diizenleyici olmayan MS ortamina aktarilmistir. Embriyolu
kallus ve kallus basina olusan bitkicik sayisi agisindan en iyi sonucu Yellow Bik F1
cesidinden elde edildigini ayrica kabak genotipleri arasindaki farkliliklarin kallus
yiizdesi ve kallus basina iiretilen bitkicik sayisi agisinda 6nemli oldugunu bulmuslardir.
Shalaby (2006).

Uzun Tuzcu (2019) Sakiz kabaginda yaptig1 bir ¢alismada anter kiiltiirii yoluyla
haploid bitki eldesini amacglamiglardir. Calisma 2 gruptan ve 6 denemeden

olusturulmustur. Denemelerde kullanilan besin ortamlar1 ve yontemleri farklilik



gostermistir. Her bir denemede farkl ¢igek boyutlar1 (0,9 -2,5 cm, 2,6-4,5 cm, 4,6-5,5
cm, 0,9-1,4 cm, 1,5-2,0 cm, 2,1-2,5 cm) denenmistir. Besin ortami olarak MS besin
ortamina 2,4-D, IAA, NAA, KN, BAP ilave edilmistir. Seker kaynagi olarak sakaroz ve
maltoz kullanilmistir. Kallus olusturmada 1. grupta tomurcuk boyutu 0,9- 2,5 cm
araliginda olan anterlerden daha yiiksek oran elde edilmistir. 2. grupta ise 2,1- 2,5 cm
araligindaki tomurcuklarda ve en iyi seker- hormon kombinasyonunda ise sakaroz ve

2,4-D ilave edilmis MS besin ortamindan elde edilmistir.

2.5. Kishk Kabak (Cucurbita maxima Duch.) ve Balkabag (Cucurbita moschata

Duch.) tiiriinde yapilms ¢alismalar

Kurtar ve ark. (2016) Karadeniz bolgesinden segilen dort adet kestane kabagi
(Cucucrbita maxima Duch.) (57Si21, 55BA03, 55CA06 ve 55CA15) ve iki adet
balkabagi (Cucurbita moschata Duch.) (14BO01 ve G9) hatt1 ile haploid bitki elde
etmek amaciyla tek cekirdekli mikrospor asamasindaki anterleri farkli cigceklenme
zamanlarinda toplamislar (tam ¢i¢eklenme ve tam gi¢ceklenmeden 10 giin sonra) ve 2,4-
D, BAP, KN’in farkli kombinasyonlar1 ilave edilmis MS besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Kestane kabagi ve balkabaginin androgenesise tepkisinde besin ortamlari,
genotip ve anter toplama siiresinin énemli yeri oldugunu bulmuslardir. En iyi sonucu ilk
anter toplama zamaninda 2,0 veya 4,0 mg/l BAP +0,05 mg/l NAA kombinasyonu ile
57SI21 ve G9 hatlarindan elde etmislerdir. Toplamda 74 bitki elde edilmistir. Ploidi
analizi yapilarak 35 bitkinin (%47,3) haploid, digerlerinin ise (%52,7) diploid oldugunu
bildirmislerdir.

2.6. Su Kabag (Lagenaria siceraria (Molina) Standley) tiiriinde yapilms

calismalar

Kouakou ve ark. (2015) yaptiklari caligmada agronomik 6zellikleri iyi genotipler
gelistirmek amaciyla yaptiklar1 bir ¢aligmada androjenezden doublehaploid bitki elde
etmeyi hedeflemislerdir. Calisma Fildisi sahilinde yetisen 6 bolgeden toplanan
genotiplerle siirdiiriilmiistiir. Anterler 4°C'de farkli siirelerle (0, 1, 2, 4, 6 ve 7 giin) 6n
soguk uygulamasina tabii tutulmustur. Anter kiiltiirinde Metwally ve ark. (1998) ve
Kumar ve ark. (2003) tarafindan 6nerilen protokoller kullanilmigtir. Kallus olusumu igin

2 ve 4 gilin boyunca uygulanan 6n soguk islemi olumlu etki yapmistir. Diger yandan



2,4-D ve BAP ilave edilmis B5 ortami kallus olusumu igin etkin ortam olarak

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii Sebze
Yetistirme ve Islah1 Ana Bilim Dali’na ait olan sera ve doku kiiltiirii laboratuvarinda

2022-2023 yillarinda yiiriitiilmustiir.

3.1.1. Donér Genotipler ve Ozellikleri

Gen havuzumuzda bulunan sitron karpuz hatlarindan morfolojik olarak farklilik
gosteren 11 tanesi (SK4, SK6, SK8, SK9, SK11, SK13, SK14, SK15, SK16, SK17 ve
SK21) (Sekil 3-1) ile 4 adet ticari karpuz ¢esidi (3 iri meyveli; Crimson Tide F1, Paskal

F1, Crimson Sweet ve 1 mini karpuz; Pastel F1) ve (Sekil 3-2) olmak iizere 15 genotip

kullanilmistir.

Sekil 3.2.Calismada kullanilan ticari karpuz gesitleri (Soldan saga dogru; Paskal F1, Pastel F1, Crimson
Tide F1, Crimson Sweet F1)
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3.2. Yontem

3.2.1. Donor Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismamiza 7 Haziran 2022 tarihinde sera iginde torf doldurulmus 45°lik
viyollere tohum ekimi yapilarak baslanmistir (Sekil 3.3). Fide dikimi ise 8 Temmuz
2022 tarihinde bitkiler dikim boyuna geldikleri 2-3 yaprakli asamadayken her
genotipten 40’ar adet olacak sekilde gergeklestirilmistir. Bitkilerin yetistirilecegi serada
toprak analiz sonuglarina gore taban giibresi ve dekara 4 ton hesabiyla yanmis ¢iftlik
giibresi uygulandiktan sonra dikim yerleri ¢gapa makinesi ile islenmis ve toprak dikime
hazir hale getirilmistir. Daha sonra masuralar olusturularak {izerleri siyah malg ile

ortilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.3 Serada yetistiriciligi yapilan fideler



Sekil 3.4. Malg 6rtme islemi

Serada yapmis oldugumuz toprak analizi sonuglarina gore (Tablo 3.1) bitkiler
gelisme donemleri boyunca haftada iki sefer suda eriyebilen 20-20-20 (20% azot - 20%
fosfor - 20% potasyum) giibresinden bitki basina 0.5 g olacak sekilde giibrelenerek

saglikli bir sekilde biiyiitiilmiistiir.

Tablo 3.1. Sera 0-30 cm derinlikteki toprak analiz sonuglari

Analiz Ad1 Birimi | Sonu¢ | Metot
Tiir sinifi Tinh

pH (1:2.5, Toprak:Su) 7,32 (Jackson, 1958)

EC (Tuz) (1:5, Toprak:Su) (Wem) | 214 (Jackson, 1958)

CaCOs (Kireg) (%) | 34,7 (Hizalan ve Unal, 1966)
Organik Madde %) 1,46 (Smith ve Weldon, 1941)
Inorganik azot (NH4 +NO3-N) | mg/kg | 10,8 (Bayrakli, 1987)

Fosfor (P) mg/kg | 132,3 (Bayrakli, 1987)
Potasyum (K) mg/kg | 289 (Bayrakli, 1987)
Kalsiyum (Ca) mg/kg | 5027 (Bayrakli, 1987)
Magnezyum (Mg) mg/kg | 491 (Bayrakli, 1987)

Sodyum (Na) mg/kg | 109 (Bayrakli, 1987)
Degisebilir Na Yiizdesi % 1,07 (Bayrakli, 1987)

Bor (B) mg/kg | 0,68 (Lindsay ve Norvell, 1978)
Bakir (Cu) mg/kg (2,1 (Lindsay ve Norvell, 1978)
Demir (Fe) mg/kg (4,0 (Lindsay ve Norvell, 1978)
Cinko (Zn) mg/kg |2,3 (Lindsay ve Norvell, 1978)
Mangan (Mn) mg/kg |6,2 (Lindsay ve Norvell, 1978)




13

Bitkiler askiya alinarak yetistirilmis, damlama sulama ile diizenli sulama ve
giibreleme iglemleri yapilmistir. Bitkiler sistemli bir sekilde budanarak siirekli olarak
saglikli ¢igek tomurcugu olusturmalart saglanmistir. Bu amacla topraktan itibaren ilk 50
cm’de bulunan siirglinler alinmis, daha sonra gelisen yan siirglinlerde de bitki sikliginm

diizenleyecek sekilde ug almalar yapilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Dikimi yapilan, askiya alinan ve budama islemleri gergeklestirilen bitkiler

Donemsel olarak goriilmeye baslayan kirmizi 6riimcek ve beyazsinek ile
bitkilerin son donemlerinde goriilen kiilleme (Erysiphe cichoracearum, Sphaerotheca
fuliginea) i¢in sistemik pestisitler ve fungusitler ile miicadele yapilmis, her 12 giinde bir

diizenli ilaglamalar yapilarak bitkiler saglikli bir sekilde biiyiitiilmistir. Kirmizi
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ortimeek icin “Interrupt”, beyazsinek icin doniistimlii olarak “Actinara” ve “Admiral”,

kiilleme i¢in ise doniistimlii olarak “Conrad” ve “Bendis” kullanilmistir.

3.2.2. Anterlerde Uygun Mikrospor Asamasinin Belirlenmesi

Anter kiltlirlinde basariy1 etkileyen en Onemli faktorlerden biriside uygun
donemdeki (gec tek g¢ekirdekli ve erken ¢ift ¢ekirdekli donem) mikrosporlari igeren
anterlerin kiiltlire alinmasidir. Bu amagla tezde kullanacagimiz uygun asamadaki
anterleri tagiyan erkek cicekler, mikrospor gelisim asamalar1 ve tomurcuk morfolojisi
(en, boy, tag yapragin pozisyonu) ile iligkilendirilerek belirlenmeye calisilmistir. Bu
calismalarda farkli gelisim donemlerindeki tomurcuklar toplanmis, siiflandirilmis ve
anterlerindeki mikrosporlarin gelisim agamalar1 hem asetokarmin hem de DAPI teknigi
ile aragtirilmustir.

Calismada kullanilan 4 nolu sitron genotipinden toplanmis olan c¢icek

tomurcuklari boyutlarma gore 7 belirgin gruba ayrilmistir (Tablo 3.2; Sekil 3.6).

Tablo 3.2. Tomurcuklarin boyutlarina gére smiflandirilmasi

Simf | Boy (mm) Cap (mm)
1 7.5-9.0 45-55
2 9.0-10.0 55-6.5
3 10.0-11.0 6.5-75
4 11.0-125 75-9.0
5 12.0-145 9.0-115
6 14.5-18.0 11.5-16.0
7 18.5-20.0 16.5-18.0

Sekil 3.6. Tomurcuklarin gorsel siniflandirilmasi

\hhth
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Her bir tomurcuk smnifi i¢in 40’ar adet tomurcuk iizerinde ¢alisiimistir. Oncelikle
tomurcuklardan c¢ikarilan anterler lam {izerinde 9%]1°lik asetokarmin ¢ozeltisi
damlatildiktan sonra ezilerek mikroskop altinda incelenmis ve mikrosporlarin ¢aplari
(um) olgiilerek fotograflanmistir. DAPI teknigi ile yapilan incelemelerde her bir gruptan
secilen ¢icek tomurcuklart Karnoy ¢ozeltisinde (hacimsel olarak 3:1 oraninda Apolete
etanol: Glasiyal asetik asit) 24 saat bekletilmis, sonrasinda polen duvarinin elimine
edilmesi ve daha net goriintii elde etmek amaciyla 1 N HCI ¢ozeltisinde 30 dakika
tutulmustur. Daha sonra anterler tomurcuklardan ¢ikarilmis ve 1-2 damla DAPI (4'-6-
diamidino-2-phenylindole) damlatildiktan sonra floresan mikroskopta incelenmis ve
fotograflanmistir.

Calisma sonucunda farkli boyutlardaki tomurcuklarin farkli gelisim asamalarina
sahip mikrospor icerdikleri tespit edilmistir. Mikrospor capr mikrospor gelisim
asamalar1 ilerledikce artis gostermis ve olgun polen asamasinda maksimuma ulagmustir.
Anter kiltiirii i¢in en uygun tomurcuklarin 10-11 mm boy, 6.5-7.5 mm ¢apa sahip
tomurcuklar (ge¢ tek ¢ekirdekli-erken cift ¢ekirdekli donem) oldugu tespit edilmistir
(Kurtar ve ark., 2023). Bu tomurcuklarda ¢anak yapraklarin tag yapraklardan daha uzun
oldugu tespit edilmistir. Anter kiiltiirii caligmalarimizda bu boyuttaki ve Ozellikte
tomurcuklar kullanilmistir (Sekil 3.7).

4

Sekil 3.7.Tomurcuk boyutlarina gore mikrospor gelisim asamalar1 (1) Erken tek g¢ekirdekli
donem (2) Geg tek cekirdekli donem (3) Geg tek ¢ekirdekli-erken ¢ift ¢ekirdekli donem (4) Cift
cekirdekli donem
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Calismada kullanilan besi ortamlarinin igerikleri Tablo 3.3’de, MS temel besi

ortaminin bilesimi (Murashige ve Skoog, 1962) ise Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan protokoller ve detaylar

Donem Ortam Icerik
o1 MS + 2 mg/L 2.4-D + 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
+ 30 g/L sakaroz + 8 g/L agar; pH 5.8
02 MS + 2 mg/L 2.4-D + 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
+ 30 g/L maltoz + 8 g/L agar; pH 5.8
03 MS + 2 mg/L 2.4-D + 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
Embriyogenesis + 15 mg/L glimiis nitrat + 0.5% aktif karbon + 30
ve bitkicik g/L sakaroz + 8 g/L agar; pH 5.8
uyartimi 04 MS + 2 mg/L 2.4-D + 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
+ 15 mg/L glimiis nitrat + 0.5% aktif karbon + 30
g/L maltoz + 8 g/L agar; pH 5.8
05 Cift katmanli ortam
Alt katman: MS + 2 mg/L 2.4-D + 2 mg/L BAP +
1 mg/L NAA, + 15 mg/L giimiis nitrat + 0.5% aktif
karbon + 30 g/L sakaroz + 8 g/L agar; pH 5.8
Ust katman: MS + 0.5 mg/L zeatin + 1.0 mg/L
IAA + 30 g/L sakaroz; pH:5.8
Olgunlagtirma | O6 MS + 1 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA + 30 g/L
sakaroz + 8 g/L agar; pH 5.8
Bitki eldesi o7 MS + 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 1AA + 30 g/L
sakaroz + 8 g/L agar; pH 5.8
Tablo 3.4. MS besi ortaminin bilesimi
Makro elementler(mg/L) Fe-EDTA (mg/L)
KNOs3 1900 | Na,EDTA 2H,0 37.3
NH4NO3 1650 | FeS04,7H,0 27.8
MgSQ..7H20 370 Vitaminler (mg/L)
(NHA)ZSOA - Pyridoxin HCL 0.50
NaH:PO4.2H,0 - | Nikotinik Asit 0.50
CaCl».2H,0 440 | Thiamine HCL 0.10
KH2PO4 170 | Glycine 2.00
Mikro elementler (mg/L) Myo-inositol 100.00
MnSQO4.H.0 22.300 | Vit B12 0.03
MnSQO4.4H,0 - | Folik asit -
ZnS04.7H,0 8.600 | Biotin -
H:BO3 6.200 Digerleri
Kl 0.830 | Sakaroz (g/L) 30
Na;M004.2H,0 0.250 | Agar-agar (g/L) 8
CuS0.4.5H:0 0.025 | pH 5.8
CaCl,.6H.0 0.025
CaCl; -
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Kullanilan besi ortamlar1 121 °C sicaklik, 1.1 atm basingta 15 dakika
otoklavlanarak hazirlanmis, steril kabin igerisinde sogumasi beklendikten sonra
(yaklasik 50-60 °C) 6 x 1.5 cm boyutlu steril plastik petrilere her petri i¢in 8 ml olacak
sekilde steril pipetler yardimiyla dokiilmiis ve ortamin soguyup katilasmasindan sonra
kullanilmistir. Cift katmanli ortamda katilagsan kismin {istiine iist katman olarak

hazirlanan ¢6zeltiden 1 ml olacak sekilde eklenmistir.

3.2.4. Cicek Tomurcuklarinin Dezenfeksiyonu ve Anterlerin Cikarilmasi

Anter kiiltiirii ¢alismalarinda siirekli olarak belirlenmis 6zelliklere sahip erkek
cicek tomurcuklart kullanmilmistir. Calismalara ilk erkek cicekler goriiliir goriilmez
baslanmigtir. Uygun agamadaki tomurcuklar sabah 07:00 — 09:00 arasi toplanarak soguk
zincirinde laboratuara getirilmis, 15 dakika boyunca akan ¢esme suyu altinda kaba
kirlerinden arindirildiktan sonra kurulanmistir. Tomurcuklar vakit kaybetmeden
oncelikle %70’lik etanol ¢ozeltisinde 2 dakika siireyle karistirilarak bekletilmis, siire
sonunda 3 kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmistir. Bu sekildeki tomurcuklar daha
sonra %?20’lik ticari ¢amasir suyu + 1-2 damla Tween 20 ¢ozeltisinde 20 dakika
tutulmus ve tekrar 3 kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmistir. Bu islemlerin
sonunda tomurcuklar steril kabin igerisinde steril kurutma kagitlarinin {izerine
konularak fazla sularindan arindirilmig ve explantasyon i¢in hazir hale getirilmistir.

Tomurcuklar steril kurutma kagitlarinin {izerinde steril bir pens ve bisturi
yardimiyla anterlere zarar verilmeden dikkatlice agilmis ve flament icermeyen anterler,
iclerine besi ortami doldurulmus 6 x 1.5 cm cap ve yiikseklige sahip tek kullanimlik
steril petrilere, yumusak hareketlerle iist yiizeyleri besi ortamiyla temas edecek ve sap
kisimlar1 yukarida olacak sekilde dikkatlice yerlestirilmistir (Sekil 3.8). Her petriye 8-
10 adet anter koyulmus, petriler kabin igerisinde stre¢ film ile sarillarak dis ortam ile

iliskileri kesilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Kiiltiire alinmis anterler

3.2.5. On Uygulamalar ve Kallus Eldesi

Anterler ilk 6nce inkiibatérde karanlik kosullarda 35 °C’de 2 giin sicaklik soku
uygulamasina alinmis, 2. giiniin sonunda 26+ 1°C sicaklik + 12/12 h aydinlik/karanlik +
1500 liix 151k siddetine ayarlanmis iklim odas1 kosullarinda 1 hafta siireyle bekletilmistir
(bu doénemde diisiik 151k yogunlugu kullanilmistir). Bu siirenin sonunda anterler 26+
1°C sicaklik + 16/8 h aydinlik/karanlik + 3000 lix 1s1k siddetine sahip iklim odasi
sartlarinda gelismeye birakilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. iklim odas1 kosullarindaki anter kiiltiirii calismalari

Elde edilen kalluslardan bir kisminda embriyo benzeri yapilar tespit edilmis,
bunlardan da ¢ok azinda bitkicik rejenerasyonu gergeklesmistir. Meydana gelen
bitkicikler 6ncelikle MS + 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L IAA + 30 g/L sakaroz + 8 g/L agar+
pH 5.8 ortaminda kiiltiire alinmistir. Ancak bu ortam igerisinde bazi1 bitkiler
koklenmemis ve sararip kahverengileserek dlmiiglerdir (Sekil 3.10). Bunun {izerine sag
kalan 3 bitki /2 MS + 1 mg/l IBA + 30 g/L sakaroz + 8 g/L agar + pH 5.8 ortamina

aliarak basariyla koklendirilmis, biiyiitiilmiis ve dis kosullara alistirilmastir.

Sekil 3.11.Kdklendirme ve biiyiitme ortamindaki bir bitkicik (sol) ile sararip 6len bir bitkicik
(sag)
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3.2.6. Bitkilerin Di1s Kosullara Ahstirllmasi (Aklimatizasyon)

Anter kiiltlirtinden belli sayida elde edilen bitkiler belli bir biiyiikliige ulagmis ve
dis kosullara alistirilmaya baslanmistir. Magenta ve kavanozlarda belli bir biiyiikliige
ulasan bitkiler besi ortamlarindan ¢ikarilmig ve kokleri musluk suyu altinda iyice
yikanarak temizlenmistir. Kokleri temizlenen ve fazla kokleri alinan bitkiler otoklavda
steril edilmis torf doldurulmus plastik bardaklara dikilmistir. Bitkilerin ilk can sular1 %
0.5’1ik karbendazol (fungusit) karisimi ile yapilarak olasi bulagsmalar engellenmeye
calisilmistir. Bu sekildeki fidelerin iizeri plastik bir poset ile kapatilarak 1 hafta boyunca
korunmus, ilk haftanin sonunda plastikler alt kisimlarindan hafifce agilmaya baslanarak
3. haftanin sonunda bitkiler tamamen dis kosullara alistirilmistir. Aklimatizasyon
caligmalar1 25 °C ve % 65 nem kosullarina sahip iklim odasi kosullarinda

gerceklestirilmigtir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Biyiitiilmiis (orta) ve dis kosullara aligtirilmakta olan bitkiler

3.2.7. Ploidi Diizeyinin Tespiti

Ploidi tespiti calismalar1 dis kosullara alistirilma asamasi (stomatal gozlemler)
ile sonrasinda (flow sitometri) yapilmistir. Bu amagla stomatal gézlemler ile ilk ploidi
tespiti caligmalarina baslanmistir. Aklimatizasyon sonrasinda yeterli biiyiikliige ulagsmis
bitkilerin yapraklar1 6rneklenerek laboratuara getirilmis ve alt epidermisleri pensler
yardimiyla soyulduktan sonra lam iizerine yayilmis ve %1°lik glimiis nitrat (AgNO3)

¢ozeltisi damlatilarak 6nce 10x10 daha sonra 40x10 biiylitmede incelenmistir. Stomatal
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gozlemlerde, kabakgillerde 6nemli ve gegerli bir belirte¢ olan bekgi hiicrelerindeki
kloroplast sayisi (adet) degerlerine bakilmistir. Her bir bitkide 3 yaprakta ve her
yaprakta 3 farkli bolgede gozlemler yapilmistir.

Flow sitometri (FCM) analizleri ise dis kosullara tamamen alistirilan bitkilerde
gerceklestirilmistir. FCM analizleri Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal
Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir. FCM analizi
icin ¢ekirdek orneklerinin hazirlanmasi isleminde taze karpuz yapraklart (~50 mg) ile
icsel referans standart bitkiye (bu amacla taze kolza fideleri kullanilmistir) ait yapraklar
(~50 mg) buz dolu bir kutuya yerlestirilmis ve 1.5 ml ¢ekirdek izolasyon sivisi
bulunduran petri tabaklarina konarak yeni bir jilet yardimi ile kiiglik seritler seklinde
kiyilmigtir. Her ¢ekirdek ornegi bir naylon filtreden gegirildikten sonra 1 mg/l olarak
hazirlanmis propidium iodid stokundan 5 pl ile boyanmistir. Cekirdek DNA 6rnekleri
Cell Lab Quanta SC flow cytometer (Beckman-Coulter) ile analiz edilmistir (Sekil 3-
13). Karpuz orneklerinin ploidi seviyeleri sahip olduklar1 ¢ekirdek DNA miktarlarinin
i¢gsel referansin c¢ekirdek DNA miktar1 ile karsilastirilmasi ile belirlenmistir. Tim
materyallerin ¢cekirdek DNA miktarlar agsagidaki formiile gore yapilmistir.

Karpuz 6rnegi 2C ¢ekirdek DNA (pg) = (Karpuz 6rnegi 2C pik ortalamasi/igsel

referans 2C pik ortalamasi) x 2C igsel referans DNA (pg)

Sekil 3.13. Orneklerin buz kiivetinde jilet yardimiyla kesilerek karistirilmasi, siiziilmesi, boya ¢dzeltisinin
eklenmesi, 6rneklerin karigtirilmasi, okumalarin yapilmasi, piklerin elde edilmesi.


https://www.pau.edu.tr/biyom/tr
https://www.pau.edu.tr/biyom/tr

22

3.2.8. Gozlem ve Olgiimlerin Alnmasi ve Degerlendirilmesi

Kiiltiire alinan anter sayis1 (AS; adet): Her bir genotip ve her bir ortam igin

belirlenmistir.

Farkhlasan anter sayis1 (FAS; adet): Kiiltlir sliresince farklilagsarak sekil ve renk

degistiren yapilar kayit edilmistir.

Farkhlasma oram (FO; %): Farklilasan anter sayisinin kiiltiire alinan anter sayisina

orani olarak hesaplanmistir.

Kallus olusturan anter sayis1 (KAS; adet) : Kiiltiir siiresince kallus olusturan anter

sayis1 kayit edilmistir.

Kallus olusturma orani (KOO; %): Kallus olusturan anter sayisinin kiiltlire alinan

anter sayisina orani olarak hesaplanmistir.

Embriyo kallus sayis1 (EKS; adet): Olusan kalluslardan embriyo meydana getirenlerin

sayilar1 hesaplanmistir.

Embriyolu kallus oran1 (EKO; %): Embriyo olusturan kallus sayisinin kiiltiire alinan

anter sayisina orani olarak hesaplanmstir.

Bitkicik sayis1 (BS; adet): Her bir genotip ve her bir ortam i¢in belirlenmistir.

Bitkiye doniisiim oramn (BDO; %): Her bir genotip ve her bir uygulama igin elde

edilen bitkilerin anter sayisina orani olarak hesaplanmistir.

3.2.9. istatistiksel Analizler

Calisma kullanilan materyalin esit sayida olamamasindan dolayr belirli bir
deneme deseni kullanilamamis ve elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirilememistir. Bu sebeple sadece elde edilen degerlerin ortalamalar1 veya %

degerleri verilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Genotip ve Ortamlarin Anterlerin Farklilasmasi ve Kallus Olusumu Uzerine
Etkileri

Kiiltire alinan anterlerin farklilasmaya baslamas1 ve sonrasinda kallus
olusturmalart indirekt metodun Onemli asamalaridir. Farklilasmanin ve kallus
olusumunun gerceklesmesi kiiltiirtin ilerleyen donemlerinin basarisi i¢in bir 6l¢ii olarak
kabul edilir. Genotipler agisindan degerlendirme yapildiginda, tiim genotiplerde
anterlerde farklilasma gozlenmis, FO % 27.19 ile (Pastel F1) % 67.07 (SK11) arasinda
degismistir (Tablo 4.1). Ortamlar agisinda degerlendirme yapildiginda O1 ve O2
ortamlarinda tiim genotiplerde farklilagsma meydana gelmistir. O3 ortaminda ise SK 17
genotipi % 100 farklilasma gostermis olup bunu %66,67 ile SK 13 genotipi takip
etmistir. Sitron hatlarinin tiimii kullanilan tim ortamlarda farklilasma gosterirken, O4
ve OS5 ortamlarinda farklilasma oranlari diger ortamlara gore ¢ok diisiik olmus, bu
ortamlarda Paskal, Pastel ve Tide gesitlerinde ise farklilasma gozlemlenmemistir. O1
ortaminda anter farklilasmasi agisindan en yiiksek degerler % 94,74 ile Paskal ve %
89,74 ile SK8’den elde edilmis, bunlar1 % 89,29 ile SK17 takip etmistir. O2 besi
ortaminda ise SK9 ve SK14 %100 farklilasma gostermislerdir.

Tablo 4. 1. Kiiltiire alinmis anterlerin sayisi (AS), Farklilasan anter sayist (FAS), Kallus olusturan anter
sayist (KAS), Embriyolu kallus sayis1 (EKS), Bitki sayisi (BS), Farklilagsma orani (FO), Kallus olusturma
orani (KOOQ), Embriyolu kallus oran1 (EKO), Bitkiye Doniisiim orani (BDO)

Genotip | Ortam | AS | FAS | KAS | EKS | BS FO KOO | EKO | BDO
o1 36 20 17 22 0 55,56 47,22 | 81,48 | 0,00

02 43 36 34 0 0 83,72 79,07 | 0,00 | 0,00

SK4 03 40 10 0 0 0 25,00 0,00 0,00 | 0,00
04 30 16 0 0 0 53,33 0,00 0,00 | 0,00

05 55 20 0 0 0 36,36 0,00 0,00 | 0,00

> 204 | 102 51 22 0 52,31 26,15 | 10,78 | 0,00

o1 21 16 12 7 0 76,19 57,14 | 33,3 | 0,00

02 20 19 19 0 0 95,00 95,00 | 0,00 | 0,00

SK6 03 39 17 0 0 0 43,59 0,00 0,00 | 0,00
04 30 16 0 0 0 53,33 0,00 0,00 | 0,00

05 50 28 0 0 0 56,00 0,00 0,00 | 0,00

> 160 96 31 7 0 60,00 19,38 | 4,38 | 0,00

o1 39 35 26 12 0 89,74 66,67 | 30,77 | 0,00

02 19 18 15 6 0 94,74 78,95 | 31,58 | 0,00

SK8 03 39 14 0 0 0 35,90 0,00 0,00 | 0,00
04 27 11 0 0 0 40,74 0,00 0,00 | 0,00

05 49 18 0 0 0 36,73 0,00 0,00 | 0,00

> 173 96 41 18 0 55,49 23,70 | 10,40 | 0,00




Tablo 4.1’in devami
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Genotip | Ortam | AS | FAS | KAS | EKS | BS FO KOO | EKO | BDO
o1 38 32 19 17 0 84,21 50,00 | 44,74 | 0,00

02 19 19 16 5 0 100,00 | 84,21 | 26,32 | 0,00

SK9 03 29 10 0 0 0 34,48 0,00 0,00 | 0,00
04 37 18 0 0 0 48,65 0,00 0,00 | 0,00

05 52 26 0 0 0 50,00 0,00 0,00 | 0,00

> 175 | 105 35 22 0 60,00 20,00 | 12,57 | 0,00

o1 29 26 18 10 0 89,66 62,07 | 34,48 | 0,00

02 26 25 19 6 0 96,15 73,08 | 23,08 | 0,00

SK11 03 20 10 0 0 0 50,00 0,00 0,00 | 0,00
04 31 19 0 0 0 61,29 0,00 0,00 | 0,00

05 58 30 0 0 0 51,72 0,00 0,00 | 0,00

> 164 | 110 37 16 0 67,07 22,56 | 9,76 | 0,00

o1 24 19 12 0 0 79,17 50,00 | 0,00 | 0,00

02 25 24 19 4 0 96,00 76,00 | 16,00 | 0,00

SK13 03 15 10 0 0 0 66,67 0,00 0,00 | 0,00
04 28 13 0 0 0 46,43 0,00 0,00 | 0,00

05 53 18 0 0 0 33,96 0,00 0,00 | 0,00

> 145 84 31 4 0 57,93 21,38 | 2,78 | 0,00

o1 12 10 10 8 0 83,33 83,33 | 66,67 | 0,00

02 14 14 14 0 0 100,00 | 100,00 | 0,00 | 0,00

SK14 03 9 5 0 0 0 55,56 0,00 0,00 | 0,00
04 18 9 0 0 0 50,00 0,00 0,00 | 0,00

05 29 10 0 0 0 34,48 0,00 0,00 | 0,00

> 82 48 24 8 0 58,54 29,27 | 9,76 | 0,00

o1 26 20 17 4 0 76,92 65,38 | 15,38 | 0,00

02 26 14 10 0 0 53,85 38,46 | 0,00 | 0,00

SK15 03 25 15 0 0 0 60,00 0,00 0,00 | 0,00
04 27 14 0 0 0 51,85 0,00 0,00 | 0,00

05 45 18 0 0 0 40,00 0,00 0,00 | 0,00

> 149 81 27 4 0 54,36 18,12 | 2,68 | 0,00

o1 19 9 7 6 0 47,37 36,84 | 31,58 | 0,00

02 20 19 18 0 0 95,00 90,00 | 0,00 | 0,00

SK16 03 14 5 0 0 0 35,71 0,00 0,00 | 0,00
04 28 15 0 0 0 53,57 0,00 0,00 | 0,00

05 51 16 0 0 0 31,37 0,00 0,00 | 0,00

> 132 64 25 6 0 48,48 18,94 | 455 | 0,00

o1 28 25 17 0 0 89,29 60,71 | 0,00 | 0,00

02 26 22 20 9 0 84,62 76,92 | 34,62 | 0,00

SK17 03 16 16 0 0 0 100,00 0,00 0,00 | 0,00
04 27 14 0 0 0 51,85 0,00 0,00 | 0,00

05 40 12 0 0 0 30,00 0,00 0,00 | 0,00

> 137 89 37 9 0 64,96 27,01 | 6,57 | 0,00

o1 25 19 8 6 12 76,00 32,00 | 24,00 | 48,00

02 27 17 16 0 0 62,96 59,26 | 0,00 | 0,00

SK21 03 20 10 0 0 0 50,00 0,00 0,00 | 0,00
04 31 19 0 0 0 61,29 0,00 0,00 | 0,00

05 26 10 0 0 0 38,46 0,00 0,00 | 0,00

> 129 75 24 6 12 58,14 18,60 | 4,65 | 9,30

o1 28 16 4 0 0 57,14 14,29 | 0,00 | 0,00

02 20 10 8 0 0 50,00 40,00 | 0,00 | 0,00

PASTEL| O3 13 5 0 0 0 38,46 0,00 0,00 | 0,00
F1 04 27 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 | 0,00
05 26 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 | 0,00

> 114 31 12 0 0 27,19 10,53 | 0,00 | 0,00
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Tablo 4.1’in devami

Genotip | Ortam | AS | FAS | KAS | EKS | BS FO KOO | EKO | BDO
o1 19 18 8 0 0 94,74 42,11 | 0,00 | 0,00

02 28 25 22 1 0 89,29 78,57 | 3,57 | 0,00

PASKAL 03 14 7 0 0 0 50,00 0,00 0,00 | 0,00
F1 04 30 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 | 0,00
05 35 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 | 0,00

> 126 50 30 1 0 39,68 2381 | 0,79 | 0,00

o1 33 21 8 0 0 63,64 24,24 | 0,00 | 0,00

02 20 17 14 0 0 85,00 70,00 | 0,00 | 0,00

C. 03 15 7 0 0 0 46,67 0,00 0,00 | 0,00
SWEET 04 30 10 0 0 0 33,33 0,00 0,00 | 0,00
05 25 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 | 0,00

> 123 55 22 0 0 44,72 17,89 | 0,00 | 0,00

o1 20 15 5 0 0 75,00 25,00 | 0,00 | 0,00

02 36 29 26 2 0 80,56 72,22 | 5,56 | 0,00

C.TIDE| O3 17 8 0 0 0 47,06 0,00 0,00 | 0,00
F1 04 26 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 | 0,00
05 25 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 | 0,00

> 124 52 31 2 0 41,94 2500 | 1,61 | 0,00

Genel Y /Ortalama| 2137 | 1138 | 458 125 12 53,25 21,43 | 585 | 0,56

Kullanilan besi ortamlari igerisinde sadece O1 ve O2 numaral1 ortamlarda kallus
olusumu gozlenmis (Sekil 4.1; 4.2; 4.3.) O3, 04 ve OS5 ortamlarinda bazi genotiplere ait
anterlerde farklilasma goriilse de kallus olusumu meydana gelmemistir (Sekil 4.4; 4.5
4.6). O1 besi ortaminda en yiiksek kallus olusum oranlar1 %83,33 ile SK14 ve %57,14
ile SK6’dan genotipinde elde edilmistir. O2 ortaminda ise %100 ile SK14 ve %95 ile
SKG6 en yiiksek degerleri vermistir.

02 ortam tiim genotiplerde en yiiksek kallus olusum degerlerini vermis bu
acidan en iyi ortam olarak tespit edilmistir. O2 ortaminin O1 ortamindan tek farkli yani
ise besi ortaminda sakaroz yerine maltoz kullanilmis olmasidir. Bu durumda karpuzda
anter kiiltirlinde maltozun daha fazla kallus gelisimi sagladigin1 sdylemek miimkiindiir.
Tim genotiplerde O3, O4 ve OS5 ortamlarindan kallus elde edilememesi genotip
etkisinden ziyade kullanilan aktif karbonun bu olayda etkili oldugunu ortaya koymustur.
Diger bir ifadeyle karpuz genotiplerine ait anterler aktif karbon kullanilan ortamlarda
kallus olusumu meydana getirmemistir. Tabi ki bu durum aktif karbonun tamamen

basarisiz ve etkisiz oldugunu ortaya koyma agisindan yeterli degildir.



26

Sekil 4.1. O1 ortamindaki anter kokenli kalluslar (sol) ve bir kallus iizerine embriyo benzeri yapilar (sag)

Sekil 4.2. Kallus lizerinde olugsmaya baslayan bitkicikler.
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Sekil 4.5. O5 ortamindaki kallus olugturmamig anterler

Anter kiltiirii ¢alismalarinda farklilasma ve kallus olusumu; kullanilan genotip,
genotipin yetistirme kosullari, anterlere uygulanan 6n islemler ve kullanilan besi
ortamlarina bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Birgok arastirmaci bu etmenler
arasinda genotipin basariy1 en ¢ok etkileyen faktoér oldugunu 6ne siirmektedir (Gatazka
ve Niemirowicz-Szczytt, 2013; Nyirahabimana ve Solmaz, 2021; Sari ve Solmaz,
2021). Akbas ve Solmaz (2019) 4 genotipte yaptiklari anter kiiltiirii ¢aligmasinda
genotiplerin ve kullanilan besin ortami kombinasyonlarina gére degisen oranlarda anter
gelisimi ve kallus olusumu gozlenmistir. Yine baska bir ¢alismada Tulukoglu ve Sari

(2014) karpuzda anter kiiltiirii ¢alismasinda farkli ¢igeklenme zamanlarinda toplanan
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anterler 2,4-D ve TDZ hormonlari igeren farkli kombinasyonlardaki besin ortamlarina
aktarilmistir ve yine genotiplere bagl kallus olusum oranlarinda farlilik goézlenmistir.
Silva ve ark. (2021) 4 °C soguk sokuna tabi tuttuklar1 anterleri 2,4-D ve BAP’1n farkli
kombinasyonlarmin oldugu MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. 2,4-D’nin kallus
olusumuna olumlu etki yaptigini, 2,4-D ve BAP’1n beraber kullanildigi besin ortaminda
genotipler arasinda farkliliklar oldugu gozlemlenmistir. Calismamizda kullanilan besin
ortamlarinda ise 2.4-D + BAP + NAA+ giimiis nitrat ve aktif karbon kullanilmistir.

Bu bulgular, ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarla uyumlu olarak, anter

kiiltiirlinde basariy1 genotipin ve kullanilan besi ortaminin belirledigini gostermektedir.

4.2. Genotip ve Ortamlarin Embriyo ve Bitkicik Olusumu Uzerine Etkileri

O1 ortaminda en yiiksek embriyo olusum yiizdeleri %81,43 ile SK4, %66,67 ile
SK14 ve %44,74 ile 9 nolu hatlardan elde edilmistir. SK8, SK11, SK15, SK16, SK21
hatlar1 bu ag¢idan nispeten daha diisiikk degerler vermistir. SK13, SK17 hatlari ile Paskal,
Pastel, C. Sweet ve C. Tide gesitlerinin anterleri gelisimine devam edip kallus
olusturmalarima ragmen embriyo olusumunda basarisiz sonuglar vermistir. 02
ortaminda ise en yiiksek embriyo olusum yiizdeleri %34,62 ile SK17, %31,58 ile SK8
ve %26,32 ile SK9 genotiplerinden elde edilmistir. SK4, SK6, SK14, SK15, SK16,
SK21 genotipleri ile Pastel ve C. Sweet gesitlerinin embriyo olusum yiizdelerinin
nispeten daha diisiikk oranlarda gergeklestigi gézlemlenmistir. SK13, SK17 genotipleri
ile Paskal, Pastel, C. Sweet ve C. Tide ¢esitlerinde embriyogenesis basarisiz olmustur,
ancak anterler gelismeye devam etmis ve sadece kallus olusturmuslardir. SK14 genotipi
%100 kallus olusturma oranina sahipken hi¢ embriyo olusturmamistir. O3, O4 ve O5
ortamlarinda embriyo olusumu gozlemlenmemistir. O2 ortami en yiiksek kallus
olusturma oranina sahiptir ancak ayni yorumu embriyo olusturan anter sayisi i¢in
yapmak miimkiin olmamistir. Zira O1 ortaminda toplam embriyolu anter sayis1 92 iken
bu say1 O2 ortaminda 33 olarak gerceklesmistir. O2 ortaminda Ol ortamindan farkl
olarak sakaroz yerine maltoz kullanilmistir. Dolayisiyla sakarozun embriyo sayisini
artirmada maltozdan daha etkili oldugu kanaatine varilmistir.

Embriyo olusturan anter sayis1 yiiksek degerlere ulasmasina ragmen ayni basari
bitkicik sayisinda yakalanamamigtir. Calismada kullanilan 5 farkli ortamdan sadece O1
ortamindan SK21 nolu sitron genotipinden sadece 12 adet bitkicik rejenerasyonu

gerceklesmistir. Bitkiye doniisiim orami ise % 48,00 olarak gergeklesmistir. Toplamda
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kiiltiire alian 2137 anterden sadece 12 adet bitki elde edilmis ve BDO %0.56 gibi ¢ok
diisiik diizeyde kalmustir.

Abdollahi ve ark. (2015) karpuzda yapmis oldugu anter kiiltiirii ¢alismasinda
2,4-D BAP, NAA ve Kinetin’in farkli kombinasyonlar1 kiyaslamislar ve en yiiksek
embriyo olusumunu %65 oraninda 2 mg/L 2,4-D ve 1,5 mg/L BAP igeren ortamda
gozlemlemislerdir. Calismamizda ise O1 ortaminda 2 mg/L BAP kullanilmis ve 1 mg/L
NAA eklenmistir ve embriyo olusum oran1 %23 olarak gézlenmistir. Kumar ve ark.
(2003) 2 farkli hiyar ¢esidinde B5 ortaminda yapmis oldugu anter kiiltiirii ¢alismasinda
rastgele segilen 24 bitkide yaptiklari kromozom sayimlarinda 21 bitkicik haploid, 3
bitkicigin diploid oldugunu bildirmislerdir. Caligmamiza ise B5 ortami yerine MS besin
ortami kullanilmigtir. Bu farkliliklari, ¢alismada kullanilan genotiplerin, yetistirme
kosullarinin, besi ortamlarinin ve kiiltiire alma zamanlarinin degisken olmasiyla

acgiklamak miimkiindiir.

4.3. Ploidi Testlemeleri

Kiiltiire alinan 2137 anterden sadece 12 adet bitkicik rejenerasyonu
gerceklesmis, bunlardan ise 3 tanesi basarili bir sekilde dis kosullara alistirilarak
blylitiilmistir. D1s kosullara alistirilmis 1 haftalik bitkilerde yapilan stomatal gézlemler
ve flow sitometri analizleri neticesinde bitkilerin tiimiiniin diploid (2n) yapida oldugu
belirlenmistir. Diploid kontrol bitkileriyle karsilagtirmali olarak yapilan goézlemlerde
stomalarin bekgi hiicrelerinde toplamda 10-12 adet kloroplast sayilmistir (Sekil 4.7).
Flow sitometri analizlerinde ise ilk (1 numarali) pik diploid (2n) karpuzun g¢ekirdek
yogunlugu olan 0.90 degeriyle ortiismiistiir (Sekil 4.8). 2. pik boliinmekte olan hiicreler,

3. pik ise kontrol kolza bitkisine aittir.

Sekil 4.7. Diploid kontrol bitkisi (sol) ile anter kiiltiiriinden gelen bir bitkideki (sag) stomalarin kloroplast
sayilar1
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Sekil 4.8. Elde edilen flow sitometri grafigi

Anter kiiltiiriinde elde edilen kalluslarda embriyolarin yeterli sayida bitkiye
dontismemesi tizerine kalluslar iizerinde de flow sitometri yapilmasina karar verilmistir.
Yapilan incelemeler sonucunda kalluslarin biiyiik bir kisminda ¢ok farkli ploidi
diizeylerine sahip [(diploid (2n), tetraploid (4n), hekzaploid (6n) ve oktoploid (8n)]
hiicreler tespit edilmistir (Sekil 4.7). Sekilde “1” nolu alanda diploid, “2” nolu alanda
tetraploid, “3” nolu alanda hekzaploid ve “4” nolu alanda oktoploid hiicreler

goriilmektedir.

" WW i b

o 400 500

Sekil 4.9. Anter ve ovaryum kiiltiirlerinden gelen kalluslarin flow sitometri grafigi
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Elde ettigimiz 3 bitkinin doublehaploid olma ihtimali diisiiniilerek bitkiler
yetistirilmis ve sera kosullarinda kendilenerek tohumlar1 alinmistir. Anter ve ovaryum
kiltiirlerinde diploid bitkilerin meydana gelme olasiligi oldukga ytiksektir. Hatta
giinlimiizde biber tiiriinde anter kiiltiirlinden, hiyar tiiriinde ise ovaryum kiltliriinden
elde edilen diploid bitkiler tamamiyla doublehaploid olarak degerlendirilmektedir.
Ancak bu bitkilerin %100 doublahaploid bitki olduklarinin tespiti molekiiler calismalar

ve progeni testleriyle miimkiin olacaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kiiltiir karpuzuna kurakliga toleransli sitron karpuzu anaci elde etmek amaciyla,
saf hatlarin eldesine yonelik olarak anter kiiltiirii tekniginin etkinliginin arastirildigi
calismada Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii Sebze
Yetistiriciligi ve Islah1i ABD 1slah koleksiyonunda bulunan S3 kademesindeki sitron
karpuzu genotiplerinden 11 tanesinde (SK4, SK6, SK8, SK9, SK11, SK13, SK14,
SK15, SK16, SK17 ve SK21) 5 farkli ortam kombinasyonunun kallus olusumu,
embriyogenesis ve bitkicik olusumu tizerine etkileri aragtirilmistir. Elde edilen sonuglar
genotipin ve besi ortaminin kallogenesis, embriyogenesis ve bitkicik olusumu {izerine
etkili oldugunu ortaya koymustur.

Calisma boyunca 5 ortamda toplam 2137 anter kiiltiire alinmistir. Bu anterlerden
toplamda 125 embriyo ve 12 bitki elde edilmistir ve BDO %0.56 gibi ¢ok diisiik
diizeyde kalmstir. Elde edilen bitkilerin tamami O1 ortamindan (MS + 2 mg/L 2.4-D +
2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA + 30 g/L sakaroz + 8 g/L agar; pH 5.8) ve SK21
genotipinden elde edilmistir. O3, O4 ve OS5 ortamlarinda kallus ve embriyo benzeri yap1
goriilmemistir. Kallus olusum oraninda genotipler arsinda en diisiik deger Pastel
cesidinde ve O1 ortamindan elde edilirken en yiiksek deger SK14 genotipinde ve O2
ortamindan elde edilmistir. Embriyo sayis1 acisindan en yiiksek deger SK4 genotipinde
(22 adet ) O1 ortamindan elde edilirken en diisiik deger Paskal (1 adet ) O2 ortamindan
elde edilmistir. O2 ortaminin kallus olusturma yiizdesi O1 ortaminin kallus olusturma
yiizdesinden daha yiiksektir. Ancak embriyo olusum yiizdesinde durum tam tersi olup
O1 ortami daha basarili sonuglar ortaya koymustur.

Stomatal gozlemler ve flow sitometri analizleri sonucunda elde edilen 3 bitkinin
diploid yapida oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz bu sonucglara gore, sitron karpuzu
tiirlinde anter kiiltiirii yonteminde aciklanmay1 bekleyen onemli noktalar bulundugu
tespit edilmistir. Bu amagla, ileride sitron karpuz tiirlinde anter kiiltiirii ile yapilacak
calismalara 151k tutmasi agisindan; farkli besi ortami1 kombinasyonlarinin ¢aligilmasinin,
ortam igerigine poliaminlerin (putresin, spermidin), amino asitlerin (prolin, glutamin)
ve vitaminlerin (Thiamin, Glycine) eklenmesinin, farkli sicaklik derecesi ve siirelerinin
calisilmasinin, haploidi frekansi yiiksek olan genotiplere agirlik verilmesinin haploidi
frekansin1 artiracag diistiniilmektedir. Ayrica dondr bitkilerin kontrollii sartlarda iyi

bakim kosullarinda yetistirilmesinin, hatta yetistirilme sartlar1 fizyolojik olarak etki
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ettiginden bitkileri gliz ve bahar dénemi sera kosullarinda ayr1 ayr1 degerlendirmenin

basarty1 yiikseltecegi kanisindayiz.
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