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The objective of this study was to obtain haploid embryos from unfertilized
ovariums as well as haploid plants from these haploid embryos in Summer squash
(Cucurbita pepo L.) The unfertilized ovaries of two summer squash cultivars (Sakiz
and Zeybek F;) were collected one day before, at anthesis or one day after anthesis.
The ovaries were surface-sterilized and their outer scales were removed under steril
condition. The ovaries were sliced into 4, 6 or 8 parts and placed on the embryo
induction media (CBM) which supplemented with different concentrations of TDZ (
0.01, 0.1 and 1.0 mg/l) and kept under dark conditions for a week. The ovules from
embryos which were collected one day before anthesis or at anthesis developed in a
media that included 0.1 mg/l TDZ. Also, some of the ovules were cut in as a disk
shape or sliced in lenght. The developing explants in the embryo induction medium
were then transferred into regeneration medium after 7 to 14 days. The regeneration
medium supplemented with 0.01, 0.05, 0.1 and 0.5 mg/l NAA in combination with 0.1,
0.5 and 1 mg/l BA. Some explants in the regeneration media showed a kind of
development, i.e. ovules were swelled, while the others had only callus development,
however, no explant was turned into plantlets.

Key Words : Summer squash, Cucurbita pepo L., in vitro, ovule-ovary culture
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Kabakta (Cucurbita pepo L.) dollenmemis ovaryumlardan haploid
embriyolarin elde edilmesi ve bunlarin bitkiye doniistiiriilmesi ama¢lanmistir. Sakiz
ve Zeybek F; cesitlerinin dollenmemis ovaryumlar: anthesisten 1 giin 6nce, anthesis
donemi ve anthesisten 1 giin sonraki donemlerde toplanmistir. Yiizey dezenfeksiyonu
yapildiktan sonra steril kosullarda dis kabuklar: soyulan ovaryumlar 4, 6, 8 dilime
boliinerek 0.01 TDZ, 0.1 TDZ ve 1 TDZ ilave edilmis embriyo tesvik ortamlarina
(CBM) dikilmistir. Karanhk kosullarda yaklasik 3 hafta bekletilmistir. 0.1 TDZ
iceren ortamlarda anthesisten 1 giin once ve anthesis doneminde alinan
ovaryumlardaki oviillerde gelisme goriilmiistiir. Daha sonraki denemelerde
ovaryumlar enine disk seklinde ve boyuna dilim seklinde kesilmistir. Embriyo tesvik
ortaminda gelisme gosteren goriilen eksplantlar 7-14 giin sonra NAA’nmin 0.01 mg/l,
0.05 mg/l, 0.1 mg/l ve 0.5 mg/l konsantrasyonlari ile 0.1 mg/l, 0.5 mg/l ve 1 mg/l BA’
nin farkhh konsantrasyonlarmin ilave edildigi Rejenerasyon ortamlarma transfer
edilmistir. Rejenerasyon ortaminda bazi eksplantlarda ovullerin sismesi seklinde
gelisme devam ederken bazilarinda kallus gelisimi goriilmiis, ancak bitkiye doniisiim
gerceklesmemistir.

Anahtar kelimeler: Yazhik kabak, Cucurbita pepo L., in vitro, ovul-ovaryum Kiiltiirii
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1. GIRIS

Kabakgiller kavun, karpuz, hiyar ve kabak gibi diinyada en ¢ok yetistirilen sebze
tiirlerini icerisinde bulunduran 6énemli bir gruptur. Toplam 843.958.131 ton olan diinya
sebze tiretiminin 177.635.253 ton ile %21’ini karpuz, hiyar, kavun ve kabagi i¢ine alan
kabakgil tiirleri olusturmaktadir (Anonim, 2003). Tiirkiye’nin toplam sebze {iretimi
25.671.517 ton olup, bunun 7.658.000 tonunu kabakgil tiirleri teskil etmektedir. Bu
tretim miktar1 ile kabakgiller Tirkiye’nin toplam sebze iiretiminin % 31’ini
saglamaktadir. Kabak tretimi ise 340.000 ton ile Tiirkiye toplam sebze {iretimi
icerisinde % 1.3’liik paya sahiptir (Anonim, 2003). Tiirkiye kabak iiretimi bakimindan
diinyada 7. sirada yer almakta ve yillik tiretim 300- 400 bin ton arasinda degismektedir
(Cizelge 1.1). Ulkemizde 6zellikle yazlik kabak iiretimi son yillarda &rtii altinda yapilan
yetistiricilik ile kis aylar1 da dahil olmak {izere biitiin y1l boyunca yapilabilmektedir.

Cizelge 1.1. Baz1 6nemli kabak iireticisi iilkelerin ve diinya toplam kabak iiretim
miktarlari (Anonim, 2003)

URETICI ULKELER URETIM MIKTARLARI (milyon ton)

1998 1999 2000 2001 2002 2003

3.13 3.35 3.59 3.79 5.10 5.60
CIN

3.35 3.40 3.45 3.50 3.50 3.50
HINDISTAN

1.01 0.78 0.89 0.90 0.88 0.90
UKRAYNA

0.66 0.71 0.52 0.45 0.50 0.50
IRAN

0.61 0.64 0.71 0.70 0.70 0.70
MISIR

0.47 0.50 0.53 0.56 0.47 0.56
MEKSIKA

0.32 0.33 0.33 0.38 0.34 0.34
TURKIYE

0 0 0.80 0.72 0.75 0.70

ABD

15.02 15.16 16.64 16.92 18.28 18.95
DUNYA

Cogu kabak tiiriiniin anavataninin Meksika, C. maxima’yi i¢ine alan birkag tiirtin
ise Giiney Amerika oldugu bildirilmektedir (Whitaker ve Robinson 1986; Peirce, 1987,
(Robinson ve Decker-Walters, 1997; Decoteau, 2000). Bazi kaynaklar Cucurbita
maxima’nin kékeninin Asya olabilecegini ifade etmektedir (Giinay, 1984; Vural ve ark.,
2000)

Kabakgiller botanik siniflandirmada Dicotyledoneae sinifi, Cucurbitales takima,
Cucurbitaceae familyasi igerisinde yer almaktadir. Bu familya igerisinde yer alan tiirler
“Cucurbit”ler olarak ifade edilen tropik kokenli sicak iklim bitkileridir (Chada ve Lal,
1993). Cucurbitaceae familyas1 igerisinde yaklastk 118 cins ve 825 kadar tiir
bulunmaktadir (Jeffery, 1990). Gilinlimiizde yetistiriciligi yapilan 5 6nemli kabak tiirii
Cucurbita cinsi igerisinde yer almaktadir. Bu tiirler Cucurbita pepo, Cucurbita
moschata, Cucubita maxima, Cucurbita ficifolia ve Cucurbita argyrosperma (C.
mixta)’dir (Robinson ve Decker-Walters, 1997). Bu tiirlerin 6nemli 6zellikleri Cizelge
1.2°de verilmistir.
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izelge 1.2. Cucurbita cinsi igerisine giren Onemli tiirlerin tanimlama anahtar
Cizelge 1.2. C bit 1 1 1 h
(Robinson ve Decker-Walters, 1997; Herndndo Bermejo ve J. Leon,

1994)
Tir . .
Ozellik C. pepo C. argroysperma C. moschata C. ficifolia C.maxima
Tohum Rengi Beyaz Beyaz Beyaz Siyah Beyaz
. Ug parcal, Kismen loblu, Ug parcali, az Yuvarlaga | Yuvarlak, az
Yaprak Sekli cok ¢ikintili yumusak tiiylii cikintilt yakin loblu, cikintilt
Yaprakta Var Var Var Var Az
Benek
Meyve Sap1 Acily, olgunlukta I
Kesiti Acili (5 ag1l) yuvarlak Acili(5 agil) | Hafif koseli Yuvarlak

Sapin Meyve Meyveye Silindir geklinde Genisleyen Genigleyen Daralan

Baglantisi devaml

Mey\ie Parlak Diiz, simetrik Mat B'eye'lz. Parlak
Kabugu cizgili

Tiylilik Dikensi sert - - Tiiylii ve 1
Biimi tiiylii Tiyli Tiiyla dikenli Az tiiyli

Yeryiiziinde kiiltlirii yapilan kabaklar yuvarlak, yassi, silindirik, eliptik, armut,
disk ve bunun gibi degisik sekiller ile yesil, gri, kirmizi, sar1, turuncu, siyah ve hatta
karisik renkli, benekli, seritli olmak iizere ¢ok farkli renklerde meyvelere sahiptir.

Ulkemizde kabaklar yazlik, kishk ve siis kabaklar1 olarak gruplandiriimaktadir.
Yazlik kabaklar icerisinde Sakiz, Girit, Su ve Asma kabagi yer almaktadir. Kishk
kabaklar ise Bal, Kestane ve diger iri kabaklardan olusmaktadir. Siis kabaklar1 ise dis
tilkelerden getirilmis olan Mis ve Parmak kabag gibi ¢esitlerdir (Giinay, 1984).

Kabaklar degisik degerlendirme sekilleriyle yi1l boyunca insan beslenmesinde
kullanilmaktadir (Oraman, 1968; Bayraktar, 1981). Ulkemizde yetistirilen yazlik
kabaklar yil boyu, pisirilerek yemeklik olarak, kislik kabaklar ise genellikle kis
aylarinda tath ve boreklik olarak degerlendirilir. Ayrica, bu iiretimin disinda 6nemli
miktarda c¢erezlik olarak kabak ¢ekirdegi Ttretimi yapilmaktadir. Kabak insan
beslenmesinin yaninda meyveleri ve c¢ekirdekleri ¢ok aranan, ayni zamanda hayvan
yemi olarak da kullanilan bir sebzedir (Vural ve ark., 2000).

Yazlik kabagin 100 graminda % 5-10 kuru madde, % 90-94 su bulunur. Bu kuru
madde igerisinde 1.2 g protein, 3.6-.4.3 g karbonhidrat, 19-25 mg C vitamini, 320-460
I.U A vitamini , 0.05 mg thiamine, 0.09 mg riboflavin, 1.0 mg Niacin, 28 mg Ca, 30
mg P, 202 mg K, 0.5 mg Fe bulunmakta olup kalori degeri % 17-20’dir (Peirce, 1987,
Sevgican, 2002).
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Yazlik kabaklar (Cucurbita pepo L.), otsu yapida govdeye, genis yapraklara ve
yilizeysel dagilan koklere sahip tek yillik bitkilerdir. Cigekler ana govde tlizerindeki
yaprak koltuklarinda meydana gelmektedir. Cigeklerin monocious (tek evcikli) yapida
yani erkek ve disi ¢igeklerin ayni bitki {izerinde fakat ayri yerlerde olmasi nedeniyle
kabaklar yabanci dollenirler. Yabanci dollenme sonucunda genetik yapilar1 biiyiik
oranda heterozigoti gostermektedir. Bu nedenle de islah caligmalarinda saf hatlarin
olusturulmasi 8-10 yil gibi olduk¢a uzun siireler almaktadir. Haploid ve dihaploid
bitkilerin 1slah siirecine dahil edilmesi bu siireleri oldukc¢a kisaltmaktadir.

Somatik hiicreleri “n” sayida kromozoma sahip bitkilere “haploidler” adi
verilmektedir (Pierik, 1987; Sehirali ve Ozgen, 1988; Klug ve Cummings, 2002).
Haploid bitkiler kok, dal, ¢igek, yaprak ve bazi durumlarda meyveler de vererek normal
gelisim gosterirler. Ancak, haploid bitkilerin doku ve organlarini olusturan hiicreler
diploidlere gore biraz daha kii¢iik oldugundan, haploid bireyler morfolojik olarak
diploidlerin biraz kii¢iiltiilmiis 6rnekleridir ( Bilge, 1982; Emiroglu, 1982). Haploid
bitkilerin boylar1 daha kisa, yapraklari dar ve kiigiik, c¢icekleri kiigiikk ve polen
olusturmamalar1 nedeniyle kisirdirlar, tohum baglayamazlar (Emiroglu, 1980; Abak,
1993, Caglar ve Abak; 1999 ). Bu nedenle haploidlerin 1slahta kullanilabilmeleri i¢in
kromozomlarmin katlanarak dihaploid duruma getirilmeleri gerekmektedir.

Haploid bitkilerin ve bu bitkilerden ¢esitli yontemler kullanilarak
“dihaploid=double haploid” (DH) bitkilerin elde edilmesi 1slah¢ilara 6nemli avantajlar
sunmaktadir (Reinert ve Bajaj, 1977; Pochard ve Dumas de Vaulx, 1979; Hermsen ve
Ramanna, 1981; Abak, 1982; Emiroglu, 1982; Bajaj, 1983; Lespinasse ve ark.,
1983;Sar1 ve Abak, 1983; Pierik, 1987; Abak, 1988; Chambonnet, 1988; Pierik, 1989;
Bhojwani, 1990; Gallais, 1990; Sangwan ve Sangwan-norrel, 1990; Thorpe, 1990;
Zhang ve ark., 1990; Kuckuck ve ark., 1991; Abak, 1993; Emiroglu ve Giirel, 1993;
Sar1, 1994; Abak ve ark., 1996; Khush ve Virmani, 1996). Bu avantajlar su sekilde
siralanabilir:

1- Haploidler ve DH’ler sitolojik ve genetik acidan dnemli deneysel materyallerdir.
Ciinkii haploidler ve dihaploid homozigotlarda genetik acilim (Segregation)
basittir, resesif genler dominantlar tarafindan ortiilmezler.

2- DH materyale uygulanan mutagenlerin resesif yonde yaratti§i mutasyonlar, bu
materyallerden secilen haploidler yardimiyla daha ilk generasyonda
belirlenebilmektedir.

3- Haploidlerin, degisik ortamlarda ve farkli patojenlere ya da patojenlerin farkl
irklarina karsi in vitro seviyede se¢ime olanak vermesi hastaliklara dayaniklilik
caligsmalarinda yer, zaman ve maddi kazang saglar.

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

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

6- Klasik yontemlerle homozigotiye ulasmanin oldukc¢a zor oldugu ve kendileme
depresyonunun goriildiigli ¢ilek ve lahana gibi tilirlerde dihaploidizasyon ile bu
sorun bir generasyonda ¢oziilebilir.
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7- Homozigoti meyve agaglari, yumrulu bitkiler ve orman agaglar1 gibi tohumdan
ciceklenmeye kadar oldukg¢a uzun bir genc¢lik donemi olan bitkiler i¢in de
onemlidir.

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

9- DH hatlari mevcut 1slah yontemlerinin etkinligini arttirma potansiyeline
sahiptirler. Dominansi etkisinin kalkmas1 nedeniyle, heterozigot bitkilerin
kendilenmis doéllerinin degerlendirilmesinde DH hatlar1 ¢ok giivenlidir.
Dihaploid bitkilerin dollerinde bir ag¢ilim olmadig1 igin genotipler arasinda ¢ok
1yi bir eliminasyon yapilabilir. Ayrica, eklemeli gen etkisi ikiye katlanir.

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

Dogal haploidi uzun siiredir bilinmekle birlikte, haploid bitkilerin ¢esitli
yollardan dogada kendiliginden ortaya ¢ikma sikligi tiirlere ve hatta tiir igerisindeki
genotiplere bagli olarak degismekte olup, cogunlukla % 0.1-0.001 gibi ¢ok diisiik
seviyelerde kalmakta, bir¢ok tiirde ise dogal haploid olusumuna hi¢ rastlanmamaktadir
(Pochard ve Dumas de Vaulx, 1971). Bu nedenle dogada kendiliginden ortaya c¢ikan
haploidler 1slah programlarinda kullanilamamaistir. Ancak arastiricilar bu orani arttirmak
icin ¢esitli uygulamalarin arayisi i¢cinde olmuslardir (Pierik, 1989; Emiroglu ve Giirel,
1993).

1970’11 yillardan itibaren anter kiiltiirii ile ddllenmemis oviil ve ovaryum kiiltiirleri
timit verici teknikler olarak birgok bitkide haploidlerin elde edilmesine olanak
saglamistir (Yang ve Zhou, 1990). In vitro veya in situ uyartili  parthenogenesisde
(androgenesis ve gynogenesis) normal dollenme meydana gelmemektedir. Haploid
embriyolar, yumurta hiicresinden (gynogenesis) veya embriyo kesesindeki diger
hiicrelerden birinin (sinergid, antipodal hiicre) boliinerek (apogami) haploid bir embriyo
olusturmasiyla ya da anterlerin veya polenlerin dogrudan in vitro kiiltiire alinmasi
(androgenesis) ile olusmaktadir (Sneep ve Hendriksen, 1979).

Haploidlerin diizenli ve yiiksek oranda eldesi i¢in degisik arastiricilar tarafindan
bir ¢ok bitkide denenen yontemleri iki grupta toplanabilir (Hosemans ve Bossoutrot,
1983).

1- Insitu haploid embriyo uyartimi:

In situ haploid uyartimini tesvik amaciyla kullanilan yontemler sdyle
stiralanabilir (Lacadena,1974; Yeung ve Thorpe, 1981; Hermsen ve Ramanna, 1981;
Sneep, 1983; Bajaj, 1983; Lespinasse ve ark, 1983, Pierik, 1989; Wenzel, 1980; Sar1 ve
ark,1992; Khush ve Virmani, 1996; Caglar ve Abak, 1999; Kurtar, 1999):

a- Uzak akrabalar aras1 melezlemeler

b- Tozlamanin geciktirilmesi

c- Abortif veya 1sinlanmis polenlerle tozlama
d- Degisik kimyasallarin uygulanmasi

e- Sicaklik soklari

f- X, ve UV isinlarinin uygulanmasi

4



GIRiS OZGUL ERGIN YILMAZ

2- In vitro disi veya erkek gamet kiiltiirleri (anter —mikrospor veya ovul-ovaryum
kiltiirleri):

Ik kez, Guha ve Maheswari tarafindan Datura innoxia Mill. bitkisinde 1964
yilinda in vitro anter kiiltiirii yoluyla diizenli ve yiiksek oranda haploid embriyolar ve
bitkiler elde edilmesi, 1slah¢ilar ve doku kiiltiirciiler arasinda heyecanla karsilanmistir.
Kisa siirede, Nitsch ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bu teknik Nicotiana tiirlerinde
basariyla uygulanmistir (Nitsch, 1981).

Bu giine kadar yaklasik 300 yakin tiirde in vitro androgenesis basariyla
uygulanmistir (Bajaj, 1983; Bhojwani ve Razdan, 1983; Pierik, 1989; Sangwan ve
Sangwan-Norrel, 1990). Giiniimiizde bugday, arpa, ¢eltik, kuskonmaz, lahana, biber,
misir, patlican gibi ¢ok sayida tiirde 1slah programlarinda kullanilmaktadir (Wenzel,
1985; Kuckuck ve ark, 1991).

Haploidlerin elde edilmesinde kullanilan yontem ile birlikte genotip, dondr
bitkinin biiyiime kosullar1 ve yasi, gametlerin durumu, sicaklik soklar1 ve karanlikta
birakma gibi 6n uygulamalar ile kiiltiir ortaminin bilesimi gibi pek c¢ok faktor etkili
olmaktadir (Chambonnet, 1988; Karakulluk¢u, 1993a, Karakullukgu, 1993b; Gémesne
ve ark, 2002).

Sebze 1slahinda 6zellikle yabanci dollenen tiirlerde F; hibritlerin ebeveynleri
olarak kullanilan saf hatlarin eclde edilmesi olduk¢a uzun zaman almaktadir.
Cucurbitaceae familyasina giren tiirlerin ¢igcek yapilarinin ¢ok degisik olmasi (monoik,
andromonoik, gynomonoik, androik, gynoik, erselik) ve dogal olarak yabanci
dollenmeleri nedeniyle 1slah caligmalari uzun siire almaktadir (Lower ve Edwards,
1986).

Kabakgiller familyasina giren sebze tiirlerinde dogada spontan haploidi
olusumuna rastlanmamigtir. Androgenesis yoluyla in vitro haploid bitki eldesi genetik
ve 1slah calismalarinda kullanilacak diizeyde olmamistir (Xue ve ark., 1983; Ragnet,
1984; Chambonnet ve Dumas De Vaulx, 1985; Kurtar, 1999). Bu nedenle son yillarda
gynogenesis yoluyla haploid embriyo ve in vitro bitki eldesi lizerindeki caligmalar
yogunlagmustir. Isinlanmis polenlerle tozlama yoluyla in situ haploid embriyo uyartimi
ve bu embriyolardan in vitro bitki eldesi tizerine yapilan ¢alismalarda kavun (Sauton ve
Dumas de Vaulx, 1978; Savin ve ark., 1988; Sar1 ve ark., 1992; Maestro-Tejada, 1992;
Cuny, 1992; Abak ve ark.,, 1996), hiyar (Troung-Andre, 1988; Sauton, 1989;
Niemirowicz-Szczytt ve Dumas de Vaulx, 1989; Caglar, 1995; Caglar ve Abak. 1999),
karpuz (Giirs6z ve ark., 1991; Sar1 ve ark., 1994) ve kabak (Kurtar ve ark; 2002)
tiirlerinde olduk¢a olumlu sonuclar alinmistir.

Ayrica Cucurbitaceae familyasina giren tiirlerde dollenmemis yumurtaligin ya da
ovullerin kiiltiire alinmasiyla haploid embriyo ve bu embriyolardan haploid bitki
olusturma c¢alismalar1 da siirdiiriilmektedir (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1986;
Gémesné ve ark., 2002).

Kabaklarda haploid bitki elde edilmesi ile ilgili ¢aligmalar olduk¢a az sayidadir.
Ancak yapilan anter kiiltiirii calismalarinda anterlerden olusturulan kalluslardan haploid
bitkilerin elde edilmesi bildirilmektedir (Metwally ve ark, 1998). Isinlanmig polen

5
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teknigi (Kurtar, 1999; Kurtar ve ark., 2002). Yazlik kabakta d6éllenmemis ovullerin in
vitro kiiltiire alinmasiyla ya da 1sinlanmig polen teknigi kullanilarak haploid bitki eldesi
ile ilgili az sayida calisma bulunmaktadir (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1986;
Kwack ve Fujieda 1988; Gémes ve Venczel 1996; Metwally ve ark. 1998; Kurtar,
1999; Gémesné ve ark, 2002 ). Ancak kabakta bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda islah
programlarinda kullanilacak yeter sayida haploid-dihaploid bitki elde edilebilen kolay
uygulanabilir bir yontem optimizasyonu gergeklestirilememistir. Bu konudaki
calismalar tiim kabak tiirlerinde devam etmektedir.

Bu arastirmada yazlik kabakta doéllenmemis ovaryum ve ovullerin in vitro
kiiltiirleri yapilarak haploid bitkilerin elde edilmesi amaglanmistir. Calismada genotipin,
ovaryumlarin almma doénemlerinin, eksplantlarin dilimlenme seklinin ve besin
ortamlarina ilave edilen bitki gelisimini diizenleyicilerin haploid embriyo olusturma ve
bitki eldesi tlizerindeki etkileri incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Blakeslee ve ark., 1922°de Datura stramonium’da ilk “dogal” haploid bitkileri
kesfetmelerinden sonra botanikgiler ve genetik¢iler haploidlerin potansiyelinin farkina

varmislar ve bdylece haploid bitkilerin elde edilmesine olan ilgi artmistir (Maheshwari,
1996).

Guha ve Mahehswari 1964, 1966 ve 1967 yillarinda arka arkaya yayinladiklar
makalelerinde Datura innoxia anterlerini in vitro kiiltiire alarak ¢ok sayida embriyolar elde
ettiklerini, bu embriyolardan elde edilen bitkilerde yaptiklar1 kromozom sayimlar
sonucunda haploid yapida olduklarinin dogrulandigini ve son olarak da tiim ¢alismalarinin
detaylarin1 vermislerdir (Maheshwari, 1996). In vitro uyartim sonucu androgenesis yoluyla
elde edilen bu ilk haploid bitkileri tiitiin, misir, petunya, bugday gibi pek cok tiirde ¢esitli
arastiricilar  tarafindan ayni1 yontem kullanilarak elde edilen haploidler izlemistir
(Maheshwari, 1996). Daha sonra bir ¢ok arastirici in vitro anter kiltiri teknigini
kullanarak biber (Sibi ve ark., 1979; Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1980; Abak,
1983b), kuskonmaz (Dore, 1976, Dore, 1978), patlican (Chambonnet, 1985; Chambonnet,
1988; Karakulluk¢u ve Abak, 1993a, Karakulluk¢u ve Abak, 1993b) lahana ( Dore ve
Boulidard, 1988; Roulund ve ark., 1990) gibi pek ¢ok sebze tiiriinde basariyla sonuclanan
caligsmalar yapmuslardir.

Ancak “recalcitrant” olarak nitelendirilen sogan gibi bazi tiirlerde androgenesis
yoluyla sonug¢ alinamamasi arastiricilarin dikkatini dikkatini yeniden disi gametlerin
kullan1ldig1 gynogenesise yoneltmistir (Keller ve Korzum, 1996).

Gynogenesis yoluyla haploid bitki elde edilmesinde dollenmemis ovul veya
ovaryumlarin in vitro kiltiirleri, eksik veya yetersiz polenlerle tozlama ve kromozom
eliminasyonu gibi farkli yontemler kullanilmaktadir.

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

Daha sonraki yillarda, Ginkgo Biloba bitkisinde disi gametten hareketle haploid
dokular olusturulmustur (Tulecke, 1964). Solanum melongola ve Zea mays’in
yumurtaliklarinda haploid hiicrelerin boliindtigii gozlenmis (Uchimiya ve ark., 1971),
Hordeum vulgare L. x Hordeum bulbosum L arasindaki melezlemelerde de kromozom
eliminasyonundan yararlanarak haploid embriyolar elde edilmis ve yeni besin ortamlari
gelistirilerek (Norstog, 1973) in vitro kiiltiirde yasatilmistir. Ancak bu ¢alismalarin hig
birinde de haploid dokular ve embriyolar bitkiye doniistiiriilememistir.

1950’11 yillardan itibaren iyonize radyasyonlarin bitkilerde deneysel olarak
uygulanmasi ile ilgili olduk¢a yogun calismalar yapilmistir (Sparrow, 1961). Bu
calismalarin bir ¢cogunun bitkilerde mutasyon yaratma amacina yonelik oldugu ve degisik
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kaynakli 1sinlarin farkli dozlarinin, yiizlerce bitki tiirliniin degisik organlarina (polenler,
tomurcuklar, tohumlar ve generatif organlar, tiim bitki vb.) uygulandigi goriilmiistiir
(Mackey, 1961; Filev, 1981; Yildirim, 1981; Werry, 1981; Walther ve Preil, 1981;
Brunner, 1990; Shcherbakov, 1991; Donini, 1991).

Cigek tozlarina 151n uygulanmasi ¢alismalarina 1980°1i yillarda baslandigi, ancak
haploid sikligiin arttirilmasi konusunda baglangicta olumlu sonuglar elde edilemedigi
bildirilerek, polenlere iyonize radyasyonlarin etkilerini su sekilde siralanmistir (Bruuner
1990):

- polen ¢imlenmesinin zayiflamasi

- gametlerin olusumunun azalmasi

- ¢icek tozu ¢im borusunun oviilii penetre edememesi

- normal endosperm gelisiminin olmamasi

- olgun tohum ve fidelerde canliligin azalmasi

(13 2

Isinlanmis polenler “ mentor polen ” olarak kullanilarak partenogenetik diploidi
yoluyla gen transferleri gerceklestirilirken (Pandey, 1981), haploid uyartimi ile ilgili
calismalar da 1980’li yillardan itibaren basarili sonuglar vermeye baslamistir (Custer ve
Den Nijs, 1983; Raquine, 1986; Sauton, 1987; Niemirowicz ve Dumas de Vaulx, 1989;
Sar1 ve ark., 1994; Caglar, 1996; Caglar ve Abak, 1999; Kurtar ve ark., 2002)

In vitro gynogenesise olumlu cevap veren tiirlerin biiylik bolimii Gramineae
familyasindan olup, dollenmemis ovaryum Kkiiltiirleri sonucu disi kokenli ilk haploid
bitkiler de hordeum vulgare’de elde edilmistir. San Noeum (1976), arpada (Hordeum
vulgare L.) yaptigi caligmada ayni ¢igekteki cicek tozlarinin gelisme durumuna gore
smiflandirdigi déllenmemis yumurtaliklari 3 gruba ayirarak in vitro kiiltire almistir.
Gelismekte olan yumurtaliklarn ¢igek tozlarnin tek g¢ekirdekli oldugu asamada G1, iki
cekirdekli oldugu asamada G2, {i¢ ¢ekirdekli, fakat anthesisten 6nceki agsamada G3 olarak
adlandirilmigtir. Degisik boylarda kiiltiire alman bu ii¢ grup yumurtaliklardan G1
asamasinda olanlar siskinlesmis veya az siskinlesmis ve daha sonra dlmiistiir. G3 ve G2
asamasinda olanlar ise % 8—12 sakkaroz igeren ortamlarda yaklasik %0.6 oraninda haploid
bitkiler vermistir. Bunlar in vitro kiiltiirde elde edilen ilk disi kokenli haploid bitkiler
olmustur.

San Noeum (1976), arpada 4 cesitte ovaryum kiiltiiri yapmisg ve kiiltliire aldigi
Ovaryumlarin % 0.2-1.0’inin bir veya iki, bazen de sekize kadar bitki verebildigini
bildirmistir.

Zhu ve Wu (1979), bugday (Tiriticum aestivum) ve tiitiinde (Nicotiana tabacum)
tozlanmamis yumurtaliklardan in vitro haploid bitkiler elde etmislerdir. Arastiricilar, “
Chum Hwei No.l “ bugday cesidi ile “ Copus Yeusnheku No.4 “ tiitiin ¢esidini
kullanmiglar ve ayn1 gigegin polenlerinin tek ¢ekirdekli oldugu dénemde yumurtaliklari in
vitro kiiltiire almistir. Kiiltiir siiresince transfer yapilmaksizin bugdayda kiiltiire alindiktan
42 giin, tiitiinde ise 23 giin sonra bitkicikler elde edilmis, kok ucu kromozom sayilar ile
bunlarin haploid olduklar1 dogrulanmistir. Arastiricilar, ayrica bugday ovaryumlarindan
once kallus sonra bitkicikler gelisirken, tiitlinde kallus olugmaksizin ovaryum ig¢indeki
oviillerden dogrudan bitkiciklerin gelistigi gorilmustiir.
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Dumas de Vaulx (1979) kavunu (Cucumis melo L.) (2n=24), Cucumis ficifolius
(2n=4x=48) ile tozlayarak tiirler aras1 melezlemeler yapmistir. Arastirici, polenlerin ¢im
borusu gelisimini uyarmak amaci ile, stigmalarini yilizeysel olarak bisturi ile kestigi disi
cigcekleri kavun polenleri ile tozlamis ve meyveler elde etmistir. Meyvelerden c¢ikan
tohumlar ekildiginde melez bitki ¢ikmadigi, buna karsilik daha kiigiik boyutlu bitkilerin
gelistigi goriilmiistiir. Arastirici, bu bitkilerde yaptigt kromozom sayimlari sonucu,
bunlarin haploid yapida olduklarini; haploidi oranlarinin ise ilkbahar aylarinda % 0.284,
sonbaharda ise % 0.07 oldugunu bildirmistir.

Asselin de Beauville (1980) ¢eltikte (Oryza sativa L.) in vitro haploid bitki eldesi
tizerinde yaptigr calismada explant olarak dollenmemis yumurtaliklart kullanmis ve
gynogenesisin bu tiirde de basarili oldugunu gostermistir. Arastirici, farkli ortam pH
degerleri (6.0, 6.4, 6.8) ile ortama katilan sakkaroz (% 2, % 3, % 6) ve maya Oziiniin
etkilerini incelemis, en iyi sonucun & 6 sakkaroz ile 2g/l maya 6zii bulunduran 6.4 pH
derecesindeki ortamdan alindigini1 belirtmistir. Bu ortamda haploidi frekans1 % 1.3,
bunlarin bitkiye doniisiim oranlar1 da % 19.4 olmustur.

Zhou ve Yang (1980) c¢eltikte (Oryza sativa L.) Asselin de Beauville ve Kuo
tarafindan adapte edilen standart ovaryum kiltiiri yerine “basake¢ik  kiltiiri”
gelistirmislerdir. Arastiricilar, bu yontemi kullanarak, kiiltiire aldiklar celtik ¢esitlerinden
15 japonica g¢esidinin hepsinden, 4 indica ¢esidinin de 2’sinden olumlu sonuglar
almislardir.

Zhu ve ark. (1980) ile Zhu ve Wu (1981) tozlanmamis yumurtaliklarin in vitro
kiiltiire alinarak haploid bitkicikler elde etme yontemini erkek kisir tiitiin (Nicotiana
tabacum) hatlarinda uygulayarak basarili sonuglar almiglardir. Arastiricilar, haploid tiitiin
bitkileri elde ederek, bunlart yeni dondr bitkiler olarak ovaryum kiiltiiriinde
kullanmislardir.

Sitbon (1981) Gerbera jamessonii bitkisinde déllenmemis oviillerin in vitro ile
klorofil igeren haploidler elde etmis ve en iyi sonucu MS+ 2mg/l BAP veya Kinetin+ 0.5
mg/l IAA igeren besin ortamlarindan aldigini bildirmistir.

Zhu ve ark. (1981)’nin bugdayda (Triticum aestium) biri hibrit, biri erkek kisir
olmak tizere 5 ¢esidin dollenmemis ovaryumlarini in vitro kiiltiire almislardir. Farkli
konsantrasyonlarinda oksin ve stokinin iceren degisik ortamlar iizerinde kiiltiire alinan
ovaryumlardan haploid bitkiciklerin elde edilme frekanst % 1.95 ve % 6.67 arasinda
degismistir. En 1iyi sonuclar 0.5 mg/l NAA, 1mg/l kinetin, 500 mg/l lectalbumin
hydrolysate ve 60 g/l sucrose ile 6 g/l agar igeren MS temel besin ortaminda elde
edilmistir. Ovaryumlar transfer yapilmaksizin aymi ortam {iizerinde geliserek, kallus
olusturmadan dogrudan kuvvetli kok sistemine sahip saglikli-yesil haploid bitkicikler
vermistir. Kardesler ayrilarak alt kiiltiire alinmis, bunlardan da yine kardeslenen yeni ve
saglikli bitkicikler elde edilmistir.

Wang ve Kuang (1981) arpada yaptiklar1 ovaryum kiiltiiriinde, ovaryumlardan
kallus olusturmadan dogrudan kuvvetli kok ve silirgin olusturan bitkicikler
gelistirmislerdir. Haploid bitki elde etme oran1 % 1.3 — 1.4 arasinda degismistir. Topraga
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sagirtilan arpa bitkilerindeki kok ucu kromozom sayimlari ile bunlarin haploid olduklari
dogrulanmustir.

Compositae familyasina ait tiirlerden 6zellikle Gerbera jamessonii ve Helianthus
annus’da in vitro gynogenesis ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmistir. Sitbon (1981) Gerbera
jamessonii bitkisinde gynogenesis yoluyla haploid bitki eldesi tizerine ¢alismistir.
Aragtirict, ovaryum kiiltiirlinden olumlu sonu¢ alamamasina karsin, dollenmemis oviilleri
in vitro kiiltiire alarak haploid bitkiler elde etmeyi basarmistir. Ayni arastirici, farkl
ortamlarin haploid olusumu iizerindeki etkilerini de incelemis ve 2 mg/l BAP veya
kinetint 0.5 mg/l TAA igeren MS temel besin ortaminin en iyi sonucu verdigini
saptamistir.

Wu ve Cheng (1982), tiitiinde déllenmemis gen¢ yumurtaliklari in vitro kiiltiire
alarak haploid bitkiler (n=24) elde etmislerdir. Haploid bitkiciklerin orijin olarak ya kallus
olusturma sathasi gecirmeksizin dogrudan megaspordan veya embriyo kesesi igindeki
yumurta hiicresinden olustugunu, ayrica kalluslardan embriyoidler, bunlardan da yine
bitkiciklerin meydana geldigini belirtmiglerdir. Temel besin ortamina konulan thiamin,
pyridoxine, ascorbic asit, nicotinic asit, inositol ve folik asit konsantrasyonlari
arttirlldiginda in vitro kiltiire alinan ovaryumlardan embriyoid ve embriyogenik kallus
olusumunun 6nemli Ol¢lide arttigini saptamislardir. Arastiricilar, digsal hormonlarin
ovaryumlardan embriyoid tesviki i¢cin mutlak gerekli, fakat embriyogenik kallus tesviki
icin mutlak gerekli olmadigini bildirmislerdir.

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

Troung-Andre ve Demarly (1983), misirda 3 hat ve 2 melez ¢eside ait dollenmemis
yumurtaliklar kiiltiire alarak gynogenesis yoluyla haploid bitki eldesinde genotipin ve
mevsimin etkili oldugunu saptamislardir. Arastiricilar, denemede kullandiklar1 5 gesitten
yalnizca birinden olumlu sonu¢ alindigini ve en uygun mevsimin ilkbahar oldugunu
belirtmisglerdir.

Hosemans ve Bossoutrot (1983), seker pancarinda (Beta vulgaris L.) erkek kisir 4
genotipin dollenmemis oviillerini anthesisten hemen onceki safhada, farkli dozlarda oksin
ve sitokininler igeren ortamlar {izerinde kiiltiire almiglardir. Oviillerin bir veya iki ay
igerisinde genotip ile kullanilan oksin ve sitokinin konsantrasyonlarina bagli olarak % 0.2 -
% 4.4 arasinda degisen oranlarda, mikropil c¢evresinde kalluslar veya embriyolar
olusturduklarin1 gézlemislerdir. Arastiricilar, kiiltiire alinan oviillerin yaklasik % 2.1°nin
kallus veya embriyo verdigini, bunlardan da 17 adet (% 10.9) bitki gelistigini
bildirmislerdir. Vegetatif olarak c¢ogaltilip topraga sasirtilan bu bitkilerin bazilarinin
koklerinde spontan kromozom katlanmalar1 oldugu ve bitkilerin diploid hale geldiklerini
saptamiglardir. Arastiricilar, bu sonuclara dayanarak haploid bitkilerin elde edilmesi i¢in
seker pancarinda, anter kiiltiirii veya tiirler aras1 melezlemelere gore oviil kiiltiiriiniin daha
etkili oldugunu vurgulamislardir.
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Meynet ve Sibi (1984), Gerbera jamesonii’de dollenmemis ovilleri kiiltiire
almislardir. ilk erkek ¢icek agmadan bir giin dnce alman ¢icek tablalarindan oviiller
cikarilarak, sirasiyla kallus baglangici, transfer, bitkiciklerin gelisimi ve kdklenme olmak
tizere 4 farkli ortama belirli araliklarla sasirtilmislardir. Arastiricilar, denemede
kullandiklar1 “ Fresultane” ¢esidinde kiiltiir baglangicindan itibaren 60 giinden daha kisa
zamanda ve % 4-7 oraninda haploid bitkiler elde etmislerdir. Gerbera jamesonii’de
haploid bitki eldesinin genotip ve mevsimden etkilendigini bildiren arastiricilar, haziran
ayinda % 4.64 olan haploid bitki eldesi oraninin eyliil aymnda % 7.47’ye ylikseldigini
belirtmislerdir. Ayrica, bu yontemin enginar ve marul gibi diger Compositae familyasi
tiirlerine de uygulanabilecegini bildirmislerdir.

Chambonnet ve ark. (1985), kabakta (Cucurbita pepo L.) déllenmemis oviilleri in
vitro kiiltiire alarak embriyo kesesi hiicrelerinden haploid bitkiler elde etmislerdir.
Aragtiricilar, uygun in vitro kosullar altinda kiiltiire alinan oviillerden elde ettikleri
embriyolar1 bitki olusturmaya basladiginda hormonsuz besin ortamina transfer etmislerdir.
En iyi sonuclar ciceklenmeden 1 veya 2 giin 6nce heniiz ddllenme olmadan alinan
ovilllerin kullanilmasiyla elde edilmistir ve 100 oviilden 4-7 arasinda bitki olusumu
saglanmigtir. Bitkilerin ¢ogunun diploid, fakat bazilarinin haploid-diploid kimera,
aneuploid veya polyploid oldugu saptanmistir. Diploid bitkilerin genetik analizi sonucu
yapilan karsilastirmada ana bitkiye benzemeyen 8 heterozigot F1 bitki gézlenmistir.
Regenerasyona ugramig F1 bitkilerin her biri farkli fenotipler gostermislerdir.

Bornman (1985), seker pancarinda % 0.3-3 oraninda gynogenik embriyolar elde
edildigini ve bu embriyolardan bir kisminin da haploid bitkiye doniistiiglinii bildirmistir.

Hosemans ve Bossoutrot (1985), farkl: kiiltiir ortamlarinin seker pancarinda (Beta
vulgaris L.) oviil gelisimine etkisini incelemis ve 2 mg/l oksin + 80 g/l sakaroz igeren
ortamda en yiiksek haploid bitki oranini (% 4.4) elde etmislerdir. Arastiricilar haploid bitki
oraninin, 4 mg/l 2.4-D + 60 g/l sakaroz igeren ortamda % 0.2’ye kadar diistiigiinii
belirtmislerdir.

Sauton (1987), ticari bir F; kavun ¢esidini normal kiiltiir kosullar1 altinda serada
yetistirerek kendileme yapmistir. Arastirici, ovaryumlar1 tozlamadan 5 giin sonra alip,
icerisine birka¢c damla Tween20 damlatilmis olan % 10’luk calcium hypochlorid
sollisyonunda 10 dakika ylizey sterilizasyonu yaparak saf su ile 3 kez calkaladiktan sonra
icerisinde nemlendirilmis filtre kagitlar1 bulunan petrilere aseptik kosullarda transfer
etmistir. Plesanta dokular1 dikkatlice ¢ikarilan oviillerin 20 g/l sakkaroz + 10 g/l agar ilave
edilen MS ortaminda kiiltiire alindiktan 3-4 hafta sonra ¢imlendigi, 4 hafta sonunda da
bitkilerin topraga sasirtilacak duruma geldigi gézlenmistir. Calisma sonunda Cucumis cinsi
icerisindeki tiirler aras1 melezlemelerde bu uygulamalarin kullanilabilecegi belirtilmistir.

Gelebart ve San (1987), ayg¢igeginde in vitro gynogenesis iizerinde yaptiklari
aragtirmada, aralarinda erkek-kisir hatlarin da bulundugu 8 genotip kullanmiglardir.
Aragtiricilar, baslangicta karanlikta kiiltiire aldiklar1 ve daha sonra rejenerasyon igin
aydilhiga transfer ettikleri ovaryumlardan ortalama % 0.5 oraninda bitki elde etmislerdir.
Elde edilen toplam 37 adet bitkiden 20’sinin haploid, 8’inin diploid, 9’unun da mixoploid
(2n+n) oldugunu saptamslardir.
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Shail ve Robinson (1987), yaptiklar1 bir arastirmada Cucurbita pepo cv. Black
Jack, ile C. ecuadorensis’in tozlanmasindan 24 ile 72 saat sonra alinan oviillerin besin
ortamina transfer edildikten sonra kallus ve kok olusturdugunu ancak bitki elde
edilemedigini bildirmislerdir. Bununla beraber olgunlasmis meyvelerdeki embriyolarin
kiiltiire alinmasiyla, tiirler aras1 melezlemelerden hibrit bitkiler olusturmuslardir.

Kwack ve Fujieda (1988), Cucurbita moschata’da déllenmemis oviillerden somatik
embriyolar elde edilmesi iizerine ortam pH’s1 ve agar konsantrasyonunun etkilerini
arastirmigladir. Bu amagla, anthesisten 1 giin dnce ¢igek tomurcuklari toplanarak 2 giin 5°C
on sicaklik uygulamasi yapildiktan sonra ovaryumlardan ¢ikarilan déllenmemis oviilleri 60
g/l sakkaroz ve 8 g/l agar ilave edilmis pH’s1 5.8’¢ ayarlanmig MS ortaminda kiiltiire
almiglardir. Arastirma sonucunda, in vitro kiiltirdeki dollenmemis oviillerde kallus
proliferasyonu ile birlikte embriyogenesis goriildiigiinii bildirmiglerdir.

Kwack ve Fujieda (1988), Cucurbita moschata’nin dollenmemis oviillerini in vitro
kiiltiire alarak haploidi uyartimini incelemislerdir. Arastiricilar, anthesis safhasinda
alinarak 2 giin 5°C’de 6n sicaklik uygulanan ovaryumlardan alinan oviillerin 30 g/ sakaroz
iceren MS ortamu iizerinde kiiltiire alinmasinin en iyi sonucu verdigini ve oviillerden %
17’°sinin embriyo olusturdugunu bildirmiglerdir. Bu embriyolarin uygun bir ortama transfer
edildiginde cogunun kallus olusturmaya yoéneldigini ve anormal morfolojik gelismeler
gosterdigini, sadece birkac tanesinin normal siirgiin ve kok verdigini izlemislerdir. Bu
arastirma ile elde edilen 3 bitkiden birinin diploid (2n=40), ikisinin ise tetraploid oldugu
saptanmistir.

Zhang ve Lespinasse (1988), elma (malus x domestica Borkh. ) oviillerini kiiltiire
alarak embriyogenesis lizerinde ¢alismiglardir. Arastirmada “ Erovan”, “Lodi” ve “R1-49”
genotiplerine ait ¢ekirdekli oldugu balon sathasinda toplanmistir. Explant olarak bu
tomurcuklardan ¢ikarilan ovaryumlar, plasenta ile birlikte oviiller ve izole edilen ¢iplak
oviiller kullanilmigtir. Bu oviiller 12 farkli kombinasyonda hormon ve sakkaroz ilave
edilmis MS temel besin ortami iizerinde kiiltiire alinmiglardir. Her 3 genotipde besin
ortamina gore % 0-32 arasinda degisen oranlarda kallus olusturmus, MS mikro ve 1/2 MS
makro tuzlar + NN vitaminler (Nitsch- Nitsch, 1969) + 1.0 mg/l 2-4D + 2.0 mg/l BA iceren
% 10 sakkaroz ilave edilmis ortamlar iizerinde kiiltiire alinmis “R1-49” oviillerinden iki
adet embriyo benzeri yapilar elde edilmistir. Ancak, bu “embriyoidler” bitkiye
donistiirilememistir.

Yang ve ark. (1988), ay¢igeginde farkli genotiplerin in vitro gynogenesise
tepkilerini inceleyerek, denemede kullandiklar1 12 ¢esidi gynogenesise yanit verenler,
tepkisiz fakat somatik kallus olusturanlar ve her ikisine de yanit vermeyenler olmak {izere
3 grupta smiflandirmiglardir. Ayrica, kiiltiire alinan oviillerin karanlikta tutulmasinin
gynogenesisi tesvik ettigini, buna karsilik somatik kallus olusumunu engelledigini
belirtmislerdir.

He ve Yang (1988), kiiltiire alinan celtik ovaryumlarinin karanlikta tutulmasinin,
aydinlik ortamlara goére daha olumlu sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Arastiricilar,
embriyolojik gbzlemler sonucu, 12 saatlik aydinlatmanin (800 Lux aydinlatma) gynogenik
proembriyolarin ciddi dejenerasyonuna neden oldugunu, bir aylik siire igerisinde bu
embriyolarin tamamen abort hale geldigini saptamislardir.
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Doctrinal ve ark. (1989), Beta vulgaris’de déllenmemis oviilleri 2.85 uM TAA, 0.88
uM BAP ve 2.8 uM kinetin iceren N6 ortaminda kiiltiire almislar, en iyi sonucu 2.8 uM
kinetin iceren N6 ortaminda elde etmislerdir. Arastirmada ¢esitli bliylime hormonlarinin
konsantrasyonu ve niteligi, kiiltiire alinan oviillerin gelismesi i¢in gerekli ortam sicakligi,
genotipler ve mevsimlerin etkisi gibi faktorlerin iizerinde ayr1 ayr1 calisilmistir.
Aragstiricilar, kiiltiire alman oviillerden embriyolarin gelisimi i¢in yaz donemi iginde
haziran aymin, kiiltire alinan ovuller iginde 27°C’nin 24°C’ye gore daha uygun
oldugununu belirtilmislerdir. Genotipin etkisi sadece belli bir ortam ig¢in Onemli
bulunmustur. Kiiltiire alinan 100 oviil basina elde edilen haploid bitki sayis1 oksin ve
sitokinin kombinasyonlarina ve genotipe bagli olarak 6—10 arasinda degismistir.

Gussakovskaya ve Najar (1990), bugdayda 8 ¢esitte dollenmemis oviil ve ovaryum
kiiltiiri yaparak in vitro embriyo kesesi gelisimini incelemislerdir. Morfolojik analizler
sonucu, gelismenin erken doneminde kiiltiire alinan oviillerin, in vivo embriyo kesesi
olusumu gibi normal embriyo kesesi olusturduklari saptanmistir. Ayrica arastiricilar,
sadece tozlanmadan 6nce ve biitlin olarak alinan ¢igeklerinden, baglangigta hormonsuz sivi,
MS ortamu iizerinde ve karanlikta kiiltiire alip daha sonra 0.5 mg/l IAA, 0.25 mg/l NAA,
1.2 mg/l Kinetin ve % 3 sakkaroz igeren kati MS ortamina sasirtarak % 2-3 oraninda
haploid bitkicikler elde edebildiklerini bildirmislerdir.

Katoh ve Iwai (1990), tiitinde tozlanmamis oviillerin dogrudan sakkaroz igeren
besin ortamlarinda kiiltiire alindiginda kallus vermedigini gézlemisler ve kallus olusumunu
tesvik eden yeni bir yontem gelistirmislerdir. Bu amacla anthesisten 6nce alinan ¢igek
tomurcuklarindan ¢ikarilan oviiller, kallus gelisimini tesvik amaciyla plasental dokularla
birlikte saf su i¢inde 35°C de 3 giin siire ile kiiltiire (ilk kiiltiir) alinmigtir. Daha sonra 2
mg/l Kinetin, 0.5 mg/l MCPA, % 5 sakkaroz ve % 2 gellan gum iceren kat1 SK ortamlarina
transfer edilen oviiller yaklagik 6 hafta sonra kallus olusturmustur. Bu kalluslar siirgiin
olusum ortamina transfer edildikten sonra bitkicikler gelistirmistir. Sitolojik incelemelerde
16 bitkiden 2’sinin haploid, digerlerinin diploid oldugu saptanmustir.

Keller (1990a), Allium cinsine giren sogan (Allium cepa L. var. Stuttgarter Riesen,
Carmen, Kartalski, Copra ile diger bazi hatlar), pirasa (A. porrum L. ), salot (A.
phoenoprasum) ile A. altaicum ve A. fistulosum gibi bazi tiirlerde oviil, ovaryum ve ¢igek
tomurcugu kiltiirleri ile basarili haploidi ¢alismalart yapmistir. Sogan tiirtinde in vitro
kiiltiire alinan oviillerden, genotiplere gore % 0.08-0.58 arasinda degisen oranlarda
dogrudan embriyo gelisimi ile bitkicikler olugsmustur. Ovaryum kiiltiirlerinde ise sadece
kallus gelisimi oldugunu bildiren arastirici, diger Allium tiirlerinde yalmizca kallus
gelisimini saglayabilmis, bitki elde edememistir. Soganda elde edilen bu bitkilerin
tiimiiniin haploid kromozoma sahip oldugunu ve morfolojik olarak da diploidlerden daha
kiictik oldugunu belirtmistir.

Keller (1990b), androgenesise tepki vermeyen bir tiir olan Allium cepa L.’de
dollenmemis ovaryum kiiltiirii yaparak haploid bitki eldesinde basarili olmustur. Arastirici,
genis bir genotip spektrumunda yaptigi calismada elde ettigi 457 rejenerantin 164’iinde
ploidi durumunu incelemis ve % 62.2’sinin haploid, % 31.7’sinin diploid ve % 6.1 ’ininde
mixoploid oldugunu saptamistir. Bu c¢alismda in vitro kiiltiirdeki gelisimin erken
doneminde “dev ¢ekirdek” olusumu, kallus olusumu ve vitrifikasyon goriilmiis, diisiik
diizeydeki bu olusumlarla birlikte dejenerasyonun oldugu belirlenmistir.
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Seman ve Fargo (1990), seker pancarinda haploid bitki elde etmek amaciyla oviil
kiiltiiri yapmuslardir. Anthesisten 6nce almman ¢igek tomurcuklarindan izole ettikleri
oviilleri kiiltiire alan arastiricilar, 1-2 ay igerisinde oviillerin ortalama % 2’sinden kalluslar,
sekilsiz olusumlar ve embriyolar meydana geldigini bildirmislerdir. Bu yapilarin
rejenerasyonundan genotiplere bagl olarak % 0 — 9.7 arasinda degisen oranlarda (ortalama
% 1.3 oraninda) haploidler elde edilmistir. Arastirmada, yontemin basarisinda dondr
bitkinin genotipi ve kiiltiir ortaminin yapisinin ¢ok etkili oldugu, donér bitkinin biiytime
kosullarinin, oviiliin gelisme safhasinin ve oviiller c¢ikarilmadan o6nce tomurcuklara
uygulanan 4°C’lik 6n uygulamanin etkisinin ¢ok az oldugu ya da hi¢ etkilemedigi
belirlenmigtir. Ay kiiltiirdeki somatik dokulardan meydana gelen kalluslardan higbir
rejenerasyon olmazken, oviillerden elde edilen kalluslardan bitkilerin gelistigi goriilmiistiir.

De Wit ve ark. (1990) gerbera’da oviil kiiltiirii yoluyla haploid bitki eldesi iizerine
calismislardir. 15 ¢eside ait oviilleri 3 degisik protokole gore kiiltiire alan arastiricilar,
kullanilan protokole gore ortalama % 0-5 arasinda degisen frekansta ve tiim ¢esitlerde
bitki rejenerasyonu saglamislardir. Bu rejenerasyonda mevsimin ve genotipin etkili oldugu
belirlenmistir. Arastiricilar, klasik kendileme yoluyla kendilenmis hatlarin eldesinin
miimkiin olmadig1 gerbera’da saf hatlarin iiretimi i¢in tek yolun haploidi teknigi olduguna
dikkat ¢ekmislerdir.

Honkanen ve ark. (1991)’nin gerbera’da yaptiklart ¢alismada 15 hattin, ¢icek
aciminin iki farkli safhasinda toplanan c¢igeklerinden ovaryumlar ¢ikarilmig, bunlarin
iginden oviiller izole edilerek 3 farkli isleme gore in vitro kiiltiire alinmistir. Arastiricilar,
kullanilan biitiin hatlardan bitki elde edilmesine ragmen genotiplerin degisik kiiltiirel
islemlere tepkilerinin farkli oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada ¢i¢ceklenme safhasinin
onemli olmadig1, ancak cicek gelisimi i¢in 1s1klanma sartlarinin en uygun oldugu Haziran-
Eyliil doneminde en iyi sonucun elde edildigi belirtilerek mevsimin etkisi vurgulanmistir.
Arastiricilar, elde edilen bitkilerin % 90’1nin haploid, % 10’unun diploid oldugunu, bir ana
bitkiden farkli renk ve sekillere sahip ve daha kiigiik cicekli, yaprak morfolojileri degisik
haploidler meydana geldigini bildirmislerdir.

Ozzambak (1992) pirasada ovaryum Kkiiltiirii yaparak degisik besin ortamlar1 (MS,
Gamborg, Nitsch ) ve iki farkli sakkaroz (% 6 ve % 12) ile stokinin (4 ve 8 mg/l 2IP)
diizeyinin Carino ve Farinto cesitlerinde haploid uyartimina etkilerini incelemistir.
Anthesisten 3-5 giin 6nce alinan ¢iceklerden ovaryumlarin ¢ikarilarak birka¢ yerinden
yaralanip kiiltiire alindig1 arastirmada, en iyi gelisme Carino ¢esidine ait ovaryumlarda
saptanmustir. Arastirici, ovaryumlarin en iyi gelismeyi % 6 sakkaroz ve 4-8 mg/l 2IP
eklenen MS ortaminda gostermesine ragmen, ovaryumlardan meydana gelen bitkiciklerin,
ovilllerden degil, ovaryum duvarindan veya plasenta dokusundan kaynaklandigini ve
diploid oldugunu bildirmistir.

Gémesné ve Venczel (1996), kabakta dollenmemis ovaryumlart 2-3 cm uzunluga
ulastiginda (cgiceklenmeden oOnce) toplayarak ylizey dezenfeksiyonundan sonra
ovaryumlarin dis kabuklarin1 soyduktan sonra dilimleyip in vitro kiiltiire almislardir.
Eksplantlar baglangicta TDZ ve % 4 sakkaroz ilave edilmis (ZI) daha sonra da NAA ve
BA’nin farkli kombinasyonlar1 kullanilmig EI ortamina transfer edilmistir. Yaklasik 6 hafta
sonra oviillerden embriyolarin olustugu ve her bir ovaryumdan yaklasik 10—15 embriyo
olustugu gozlenmistir. Arastirma sonucunda elde edilen bitkiciklerin kromozom sayisi
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Olclimlerinde, % 70’inin haploid, % 30’unun doubled haploid ve aneuploid oldugu
saptanmigtir.

Metwally ve ark. (1998), kabak bitkisinin ovaryumlarin1 anthesisten 1 giin 6nce
toplayarak 0, 2, 4 ve 8 giin siire ile 4°C sicaklikta tutmuslardir. Arastiricilar daha sonra
oviilleri ¢ikararak 30 g/l sakkaroz, 8 g/l agar ve 2,4-D’nin 0.1, 1.0, 5.0 ve 10 mg/I’lik 4
farkli konsantrasyonunun eklendigi MS ortaminda kiiltiire almig ve 25 + 1°C sicaklik ve 16
saatlik 151k periyodunda 4 hafta bekletmislerdir. Bu siire sonunda oviiller biiyiime
diizenleyici madde igermeyen MS ortamina transfer edilmistir. Kiiltiire alinan 100 oviilden
elde edilen bitki sayis1 dikkate alindiginda en fazla bitkinin, soguk uygulamasi yapilmayan
ovaryumlardan c¢ikarilan ve 1 veya 5 mg/l 2,4-D eklenen MS ortaminda kiiltiire alinan
oviillerden elde edildigi bildirilmistir.

Gémes ve ark. (2002), 5 partenokarpik hiyar islah hatt1 (7D4C, KSOC, D20F2AS,
E10D14, Perez ML) (ana ebeveyn) ve bir hibrit ¢esit (Perez F1) kullanarak ovaryum
kiltiiri  yapmuslardir. Arastiricilar donor bitkileri sera kosullar1 altinda yetistirilen
bitkilerden dollenmemis ovaryumlari tam ¢igeklenmeden 3 giin 6nce, 6 saat 6nce ve tam
ciceklenme doéneminde toplayarak in vitro kiiltiire almislardir. Arastirmada her genotipte
150 ovaryum test edilmistir. Regenerasyon ortamina (CBM) 0.02 mg/l TDZ ve % 4
sakkaroz ilave edilmis, kiiltiirler karanlikta 24°C, 28°C veya 35°C sicakliklarda inkiibe 2 ile
10 giin siire ile kiiltiire alinmigtir. Ovaryumlar 0.05 mg/l NAA, 0.2 mg/l BA ve % 3
sakkaroz ilave edilen regenerasyon ortamina (CBM) transfer edildikten sonra 26°C’de,
16/8 saat (aydinlik/ karanlik) 1s1k rejimine tabi tutulmustur. Arastiricilar c¢alisma
sonucunda en fazla embriyonun 35°C sicaklik uygulamasinda elde edildigini, ovaryum
basina elde edilen embriyo oraninin en fazla % 18.4, bitki oraninin ise % 7.1 oldugunu
bildirmislerdir.

Bal ve Abak (2003), 6 domates ¢esidinde in vitro ovaryum kiiltiirii yapmuslardir.
Tek ¢ekirdekli mikrosporlar i¢eren ¢icek tomurcuklarini toplayarak, 0.3 M mannitol iceren
NLN ortaminda 1 hafta siireyle 6n uygulama yaptiktan sonra '2 MS ortamina farkl
bliylimeyi diizenleyiciler ve diger baz1 kimyasallar ilave edilerek hazirlanan 4 farkl
ortamda ovaryumlar1 kiiltiire almiglardir. Daha sonra ovaryumlar 2 farkli ortamda alt
kiiltire alinmistir. Kiiltiir siiresince ovaryum duvarlart kahverengilesmesine ragmen
mikroskopik incelemelerde ovuller igerisinde 6lii embriyo kesesi hiicreleri igeren yapilar
yaninda, igerisinde canli hiicre yiginlar1 goriilen globular yapilarin da bulundugunu
bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

Arastirma, 2003 ve 2004 yillarinda Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’'nde gergeklestirilmistir.

3. 1. Materyal

Arastirmada, ililkemizde en fazla yetistiriciligi yapilmakta olan acik yesil renkli
Sakiz ve koyu yesil renkli Zeybek F; yazlik kabak cesitleri kullamilmistir. Sakiz ¢esidi
Altin Tohumculuk A.S’den, Zeybek F ¢esidi Bursa Tohumculuk A.S’den temin edilmistir.

3.2. Metot

Arastirma iki asamal1 olarak yuirlitilmiistir.

1- Embriyo tesvik asamasi: Farkli gelisim asamalarinda alinan ovaryumlar,
TDZ’ nin farkli konsantrasyonlarini iceren embriyo tesvik ortamina dikilmis ve
karanlik kosullarda 7-14 giin tutularak bu siire i¢inde ovul geligimleri ile kallus
olusumlari incelenmistir.

2- Rejenerasyon asamasi: Embriyo tesvik asamasinda ovul gelisimi gosteren
ovaryumlar belirlenerek, BA ve NAA’nin farkli kombinasyonlarini igeren
rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Calismanin ikinci yilinda ise gelisme
gosteren ovuller ovaryumlardan cikarilarak rejenerasyon ortamina transfer
edilmistir.

3.2.1. In Situ Calismalar

Tohumlar serada, igerisinde 2:1 oraninda torf ve perlit karistmi bulunan ve her
bdlmesi 5.5 cm’ hacme sahip 45°lik viyollere 30 Mart 2003 tarihinde her bélmeye 5’er
tohum gelecek sekilde ekilmistir. Ekimden 8-10 giin sonra tohumlar ¢imlenmeye
baslamistir. Bitkiler gelismeye basladiginda en iyi gelisen iki bitki birakilip digerleri
seyreltilmistir. Fideler 6-7 gercek yaprakli olduklar1 dénemde (25 Nisan 2003) araziye
sasirtilmistir. Ayni islemler 2004 yilinda da tekrarlanmastir.

Dikim mesafeleri sira iizeri ve sira arast 60x60 cm olarak diizenlenmistir. Sulamada
damla sulama sisteminden yararlanilmistir. Sasirtmadan yaklasik 20 giin sonra yabanci ot
kontrolii ve toprag1 havalandirmak amaciyla ilk capalama yapilmistir. Sasirtmadan 15 giin
sonra ilk erkek cigeklerin goriilmesi ile birlikte bitki gelisimini tesvik amaciyla yapraktan
giibreleme yapilmistir.

Fidelerin dikimden yaklagik 3 hafta sonra disi ¢igekler olusmaya baslamistir (Sekil

3.1). Bitkilerde goriilen ilk disi ¢igekler kopartilarak uzaklastirilmig, bunlardan 8-10 giin
sonra olusan disi ¢igekler deneme materyali olarak kullanilmistir (Gémesné ve ark. 2002).
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Seil 3.1. bk fidelerinin genel goriiniimii.

Denemenin baslangicinda 5 farkli gelisim devresindeki ovaryumlar kullanilmistir.
Bunlar;
1- Anthesisten 2 giin 6nceki donem
2- Anthesisten 1 giin 6nceki donem
3- Anthesis donemi
4- Anthesisten 1 giin sonraki dénem
5- Anthesisten 2 giin sonraki donemler.

Ancak, baslangicta yapilan denemelerde, anthesisten 2 giin 6nce ve anthesisten 2 giin
sonraki gelisme donemlerinde alinip embriyo tesvik ortamina dikilen ovaryumlarda hi¢bir
gelisme gozlenmediginden bu iki donem aragtirmadan ¢ikarilmistir.

Anthesis donemi ve anthesisten sonraki donemlerde ovaryumlarda dollenmenin
Onlenmesi icin ile disi ¢icekler agmadan once bir pens yardimi ile u¢ kisimlarindan
kapatilmistir (Sekil 3.2).
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Sakiz (Sekil 3.3) ve Zeybek F (Sekil 3.4) gesitlerine ait farkli gelisme
dénemlerindeki dollenmemis disi ¢igekler ¢igek saplarindan kesilerek toplanmis ve derhal
laboratuvara getirilmistir

Sekil 3.3. Sakiz ¢esidine ait farkli gelisme donemlerindeki déllenmesine izin verilmeden
toplanan disi ¢igekler.

Sekil 3.4. Zeybek F; cesidine ait farkli gelisme donemlerindeki dollenmesine izin
verilmeden toplanan disi ¢igekler.

3.2.2. In Vitro Calismalar1

3.2.2.1 Embriyo Tesvik Ortamlarinin Hazirlanmasi

Calismada temel besin ortami olarak ilk agsamada embriyo tesvik amaci ile daha 6nce
kabakgil tiirlerinde yapilmis ovul- ovaryum kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan ve olumlu
sonuclar verdigi belirtilen CBM besin ortami (Gémesné ve ark., 2002) kullanilmastir.

Embriyo tesvik ortaminin (CBM) bilesimi Cizelge 3,1°de verilmistir. Embriyo tesvik

asamasinda CBM besin ortamina biiylimeyi diizenleyicilerden TDZ’nin 0.01 mg/1, 0.1 mg/I
ve 1 mg/l konsantrasyonlari ilave edilerek denenmistir. Hazirlanan besin ortamlari pH
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5.8’e ayarlandiktan sonra 121°C’ye ayarlanmis otoklavda, 1,5 atm basing altinda 15 dakika
stire ile sterilize edilmistir. Denemenin ikinci yilinda embriyo tesvik ortaminda sadece 0.1
mg/l TDZ kullanilmisgtir.

Cizelge 3.1. In vitro embriyo tesvik asamasinda kullanilan CBM besin ortaminin bilesimi

Makro-Mikro Bilesikler Konsantrasyon (mg/1)
KNO; 950
NH4NO; 450
CaCl, 160
MgS0,.7H,0 185
KH,PO, 75
KI 0.7
H;BO; 4
MnSO, .H,O 20
Na,MoO,.2H,0 0.2
CuS0O,.5H,0 0.016
CoCl, .H,0 0.016
ZnS0,.7H,0O 4
CaNO;.4H,0 25
NaH,P0,.2H,0 25
(NH4),SO,4 17.5
KCl1 3.5

Vitamin, amino asit ve diger organik bilesikler (mg/l)
Inositol 80
Thiamine 1
Nikotinik-acit 1
Pyridoxine 2
Glycine 0.1
Ca-pantothenate 0.5
Biotin 0.05
Sakkaroz % 4
Agar % 0.8
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3.2.2.2. Ovaryumlarin Dezenfeksiyonu

Déllenmesine izin verilmeden toplanarak laboratuvara getirilen disi ¢igeklerin
ovaryumlari, ta¢ yapraklar ve disicik tepesi ayrildiktan sonra % 70 lik ethanol igerisinde
40 saniye bekletildikten sonra %]1°lik sodyum hipoklorit igerisine aktarilarak steril kabin
icine alinmistir. Sodyum hipoklorit i¢erisinde 20 dakika bekletilerek yiizey dezenfeksiyonu
yapildiktan sonra dezenfektanin uzaklastirilmasi amaci ile ovaryumlar 3 kez steril saf
sudan gecirilmistir.

3.2.2.3. Ovaryumlarin Besin Ortamlarinda Kiiltiire Alinmasi

Yiizey sterilizasyonu yapilmis olan ovaryumlarin dis yiizeyi steril kagit havlu ile
kurulandiktan sonra kabuk kismi hafifce soyulmustur. Ovaryumlar boyuna olmak iizere 4-
8 dilime ayrilarak onceden hazirlanmis CBM “embriyo tesvik ortami™na dikilmislerdir.
Caligmada anthesisten 1 giin 6nce ve anthesis donemi alinan doéllenmemis ovaryumlar 4-8
dilime boliiniirken; anthesisten 1 giin sonraki donemde alinan ovaryumlar 8 dilime
boliinmiislerdir (Sekil 3.5).

Ikinci y11 denemelerinde ovaryumlar boyuna dilimlere ya da enine disk seklinde 4-8
parcaya kesilmig ve hazirlanan dilimler igerisinde “Embriyo Tesvik Ortami” olan 9 cm
capindaki petrilere dikilerek in vitro kiiltiire alinmustir (Sekil 3.6).

Sekil 3.5. Boyuna dilimlenerek embriyo tesvik ortamina dikilen eksplantlar.

[ .
Sekil 3.6. Enine disk seklinde dilimlenerek embriyo tesvik ortamina dikilen eksplantlar.
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3.2.2.4. Embriyo Tesvik Asamasinda Kiiltiir Kosullar:

Icerisinde ovaryum dilimleri bulunan petriler etiive yerlestirilerek 35°C’de karanlik
kosullarda bekletilmistir. Ovuller sismeye basladiktan 7-14 gilin sonra petriler etiivden
cikarilmistir. Embriyo tesvik ortaminda ovul gelisimi gosteren disk ve dilim seklinde
pargalara ayrilmig ovaryumlar embriyo tesvik ortamindan alinarak farkli oksin ve sitokinin
kombinasyonlar1 igeren rejenerasyon ortamlarina transfer edilmislerdir. ikinci yil
denemelerinde transfer asamasinda ovaryum dilimleri yerine ovaryumlarda gelisme

gosteren ovuller oyularak ¢ikarilmis ve rejenerasyon ortamina aktarilmistir (Sekil 3.7,a,
b.c).

Sekil 3.7.a. Disk seklinde dilimlenmis ovaryumlardan gelisme gosteren ovullerin
¢ikarilmasi (I. agama).

Sekil 3.7.b. Disk seklinde dilimlenmis ovaryumlardan gelisme gosteren ovullerin
cikarilmasi (II. asama).

21



MATERYAL ve METOT OZGUL ERGIN YILMAZ

Sekil 3.7.c. Dilim seklindeki ovaryumlardan gelisen ovullerin ¢ikarilmasi.

3.2.2.5. Rejenerasyon Ortaminin Hazirlanmasi

Rejenerasyon ortami olarak yine CBM “rejenerasyon ortami” kullanilmistir
(Gémesné ve ark., 2002). Bu besin ortamina ilave edilen vitamin ve organik bilesikler
Cizelge 3.2°de sunulmustur. Rejenerasyonu tesvik amaciyla besin ortamma BA’nin 0.1
mg/l, 0.5 mg/l ve 1 mg/l konsantrasyonlari ile NAA nin 0.01 mg/l, 0.05 mg/l, 0.1 mg/1 ve
0.5 mg/l konsantrasyonlar1 kombine edilerek ilave edilmistir.

Cizelge 3.2. In vitro rejenerasyon asamasinda kullanilan CBM besin ortami bilesimi

Vitamin, amino asit ve diger organik bilesikler(mg/1)
Inositol 100
Thiamine 1.5
Nikotinik-acit 1.5
Pyridoxine 3
Glycine 0.2
Ca-pantothenate 1
Biotin 1
Ascorbik acid 20
L- proline 100
Sakkaroz %3
Agar % 0.8
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3.2.2.6. Rejenerasyon Asamasinda Kiiltiir Kosullar

Uzerinde ovul gelisimi basladiktan yaklasik 1 hafta sonra rejenerasyon ortamina
transfer edilen ovaryum dilimleri veya ovuller 1600 liix’e ayarlanan 16/8 saat
aydinlik/karanlik 11k rejiminde ve 26 °C sicaklikta 30 giin siire ile tutulmustur.

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

Denemeler 3 yinelemeli ve her yinelemede 4 petri olacak sekilde boliinmiis
parseller deneme desenine gore diizenlenmistir. Her petriye 1 ovaryum (4-8 dilim)
yerlestirilmistir.

Embriyo tesvik ortamlarinda ovul gelisimi gosteren ovaryumlar ve kallus olusumu
gbsteren ovaryumlar sayilmistir.

Ikinci y1l embriyo tesvik asamasinda ise kallus gelistiren ovaryumlar, ovul gelisim
gosteren ovaryumlar ve her ovaryumda gelisen ovuller sayilmistir.

Rejenerasyon ortaminda ovaryum-ovul tepkileri goézlenmistir. Rejenerasyon
ortamina transfer edilen ovaryumlarda 30 giin boyunca birinci yil ovul gelismesini
siirdiiren ovaryumlar ile kallus olusturan ovaryumlar sayilmstir. ikinci y1l ise rejenerasyon
ortamina sadece ovuller transfer edildigi i¢in bu ovullerde ovul siskinlesmesini siirdiirenler
ile kallus olusturanlar sayilmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri ¢izelgelerde
sunulmustur. Gereken yerlerde grafikler verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. 2003 Yii Embriyo Tesvik Bulgulari

Arastirmanin  baglangicinda 5 farkli gelisme doneminde alinan ovaryumlar
kullanilmis olmasina karsin anthesisten 2 giin once ve anthesisten 2 giin sonra kiiltiire
aliman doéllenmemis ovaryumlarda herhangi bir gelisme gozlenmediginden bu donemdeki
ovaryumlar daha sonraki denemeden ¢ikarilmistir.

4.1.1. Sakiz Cesidinde Embriyo Tesvik Bulgulari
Sakiz ¢esidinde 3 farkli donemde alinan dollenmemis ovaryumlarin in Vitro
kiiltiirdeki  gelismeleri ile ilgili bulgular besin ortamina ilave edilen farkl

konsantrasyonlardaki TDZ dikkate alinmaksizin Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Sakiz cesidinde farkli donemlerde alinan ovaryumlarin ovul gelistirme veya
kallus olusturma durumu

250

200 1

150 7

100 7

Dikilen Ovaryum Say1s1 Ovul Gelistiren Ovaryum | Kallus Olusturan Ovaryum
(adet) Orani (%) Orani (%)
B Antesisten 1 giin 6nce 94 21.1 2.3
[ Antesis donemi 72 16.1 1.3
M Antesisten 1 giin sonra 55 21.1 13.2
OToplam/ Ort. 221 19.1 24.2

Cizelge 4.1°de gorildigi gibi toplam 221 adet ovaryum Kkiiltiire alinmis olup
bunlarin ortalama % 19.7’sinde ovul gelisimi ve % 55.9’unda kallus olusumu gézlenmistir.
Antesisten 1 giin Once kiiltiire alinan ovaryumlarda ovul gelisimi gosterenlerin orant %
21.3, antesis doneminde alinanlarda bu oran % 16.2 ve antesisten 1 giin sonra alinanlarda
% 21.8 olarak belirlenmistir.

Kallus olusturan ovaryumlarin oranlari ise antesisten 1 giin dnce alinanlarda % 62.5
ve antesis doneminde % 61.1 olurken antesisten 1 giin sonra kiiltiire alinanlarda bu oran %
44.1 ile oldukea diisiik diizeyde bulunmustur. En fazla ovul gelisimi yaklasik % 21 ile
anthesisten 1 giin sonra ve 1 giin Onceki donemde kiiltiire alinan ovaryumlarda
gozlenirken, en az ovul gelisimi % 16.2 ile antesis doneminde alinan ovaryumlarda
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gozlenmistir. En fazla kallus olusumu % 62.5 antesisten 1 giin 6nce, en az kallus olusumu
ise % 44.1 ile antesisten 1 giin sonra kiiltiire alinan ovaryumlarda meydana gelmistir.

Sakiz ¢esidine ait ovaryumlarin farkli TDZ konsantrasyonlari ilave edilmis embriyo
tesvik ortamlarinda ovul gelistirme ve kallus olusturma durumlart ile ilgili bulgular gelisim
donemleri dikkate alinmaksizin Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelgeden de goriildiigli gibi
0.01 mg/l TDZ ilave edilen besin ortaminda ovul gelistiren ovaryumlarin orani ortalama %
18.2, 0.1 mg/l TDZ’de % 27, buna karsin 1 mg/l TDZ’de ise % 14 olarak gerceklesmistir.

Cizelge 4.2. Farkli TDZ konsantrasyonlarinin ilave edilen embriyo tesvik ortamlarin da
kiiltiire alinan Sakiz ¢esidinde ovul gelistirme veya kallus olusturma durumu.

250

200

150

100

50 ~
Dikilen Ovaryum Sayis1 Ovul geligtiren Ovaryum | Kallus Olusturan Ovaryum
(adet) Orant1 (%) Orant (%)
H0,01 TDZ 85 18.1 14.3
00,1 TDZ 60 27.1 23.2
B1TDZ 76 14.1 5.2
B Toplam / Ort. 221 19.1 242

Kallus olusumu gozlenen ovaryumlarin oran1 TDZ konsantrasyonlarinin yiikselisiyle
ters orantili olarak sirasi ile; % 74.3, % 54.2 ve % 36.4 olmustur. Ovul gelisimi gosteren
ovaryumlarmn orani en fazla % 27 ile 0.1 mg/l TDZ igeren embriyo tesvik ortaminda
olurken, en az % 14 ile 1 mg/l TDZ igeren embriyo tesvik ortaminda saptanmistir. En fazla
kallus olusumu 0.01 mg/l TDZ iceren ortamlara dikilen ovaryumlarda, en az 1 mg/l TDZ
iceren ortamlara dikilen ovaryumlarda gerceklesmistir.

4.1. 2. Zeybek F | Cesidinde Embriyo Tesvik Bulgular
Zeybek F; ¢esidinde 3 farkli donemde alinan dollenmemis ovaryumlari in vitro

kiiltiirdeki  gelismeleri ile ilgili bulgular besin ortamima ilave edilen farkl
konsantrasyonlardaki TDZ dikkate alinmaksizin Cizelge 4.3 de verilmistir.

25



BULGULAR VE TARTISMA OZGUL ERGIN YILMAZ

Cizelge 4.3. Zeybek F; ¢esidinde farkli donemlerde alinan ovaryumlarin ovul gelistirme
veya kallus olusturma durumu

300
250
200
150
100
50
04 B
Dikilen Ovaryum Sayis1 | Ovul Gelistiren Ovaryum Kallus Olusturan
(Adet) Orani (%) Ovaryum Orani (%)
B Antesisten 1 giin 6nce 96 22.1 52
B Antesis donemi 116 16.1 222
B Antesisten 1 giin sonra 48 22.1 27.2
E Toplam / Ort. 260 20.1 18.2

Cizelge 4.3° de gorildiigli gibi Zeybek F1 c¢esidinde toplam 260 adet ovaryum
embriyo tesvik ortami {izerinde kiiltiire alinmis, bunlarin ortalama % 20.7’sinde ovul
gelisimleri gozlenirken % 49.3’linde sadece kallus olusumu saptanmistir.

Embriyo tesvik ortamina dikilen ovaryumlardan antesisten 1 giin 6nce ve antesisten 1
giin sonra alinanlarda ovul gelisimi gosterenlerin oranlar1 % 22.9 ile birbirine esit olurken,
antesis doneminde alinanlarda bu oran % 16.3 ile daha diisiik diizeyde kalmistir. Kallus
olusturan ovaryumlarin oranlari ise gelisme donemleri sirasina gore % 36.4, % 53.4 ve %
58.3 olarak belirlenmistir. Kallus olusumu en fazla anthesisten 1 gilin sonra alinan
ovaryumlarda, en az da antesisten 1 giin 6nce alinanlarda gerceklesmistir.

Zeybek F1 g¢esidine ait ovaryumlarin farkli TDZ konsantrasyonlari ilave edilmis
embriyo tesvik ortamlarinda ovul gelistirme ve kallus olusturma durumlan ile ilgili
bulgular gelisim donemleri dikkate alinmaksizin Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelgede de goriildiigii gibi, kiiltiire alinan ovaryumlardan 0.01 mg/l TDZ’ li
ortamlarda % 13.1° 1, 0.1 mg/l TDZ’ 1i ortamlarda % 27.6’ s1 ve 1 TDZ’ 1i ortamlarda %
21.4> i ovul gelisimi gostermistir. Kallus olusumu goriilen ovaryumlarin orant TDZ
konsantrasyonlarinin yiikselisiyle ters orantili olarak azalmis ve sirasi ile % 63.5, % 42.5
ve % 41.9 olarak saptanmustir. Ovul gelisimi gosteren ovaryumlarin orani en fazla ovul
gelisimi % 27.6 ile 0.1 mg/l TDZ iceren embriyo tesvik ortaminda olurken, en az % 13.1
ile 0.01 mg/l TDZ igeren embriyo tesvik ortaminda saptanmustir.
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En fazla kallus olusumu 0.01 mg/l TDZ igeren ortamlara dikilen ovaryumlarda
goriiliirken, en az kallus olusumu 1 mg/l TDZ iceren besin ortamlarina dikilen
ovaryumlarda belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Farkl1 TDZ konsantrasyonlari ilave edilen embriyo tesvik ortamlarinda kiiltiire
alinan Zeybek F; ¢esidinde ovul gelistirme veya kallus olusturma durumu.

300

250

200

150

100

50 NN
’ al Gel s Gel
o Ovul Gelistiren Ovaryum Kallus Gelistiren Ovaryum
Dikil t
ilen Ovaryum Say1s1 (adet) orani(%) Orani (%)

00,01 TDZ 96 13,1 63,5
®0,1 TDZ 94 27,6 42,5
B81TDZ 70 21,4 41,9
& Toplam / Ort. 260 20,7 493

Denemede kullanilan cesitler, kiiltiire alinan ovaryumlarin gelisim donemleri ve
embriyo tesvik ortamma ilave edilen farkli TDZ konsantrasyonlar1 birlikte
degerlendirilerek, ovaryumlarin ovul gelistirme ve kallus olusturma durumlar ile ilgili
bulgular Cizelge 4.5’ de verilmistir. Elde edilen bulgulara goére ovul gelistiren
ovaryumlarin orani en yiiksek % 32.7 ile Sakiz cesidinin anthesisten 1 giin sonraki
déneminde alinarak, CBM + 0.01 mg/l TDZ igeren besin ortaminda in vitro kiiltiirii yapilan
ovaryumlarda gergeklesmistir. En diisiik ovul gelisimi % 7.6 ile yine Sakiz cesidinde
anthesisten 1 giin sonra alinan ve CBM + 1 mg/l TDZ igeren besin ortamina dikilen
ovaryumlarda saptanmistir.

Zeybek F; cesidinde ovul gelistiren ovaryumlarin orani en yiiksek % 31.7 ile
anthesisten 1 giin 6nce alinan ve CBM + 0.1 mg/l TDZ igeren besin ortaminda gozlenirken,
en diisik % 12.3 ile anthesis doneminde ve anthesisten 1 giin sonra alinarak CBM + 0.01
mg/l TDZ igeren besin ortamina dikilen ovaryumlarda gerceklesmistir.

Ancak her iki cesitte de genel olarak 0.1 mg/l TDZ ilave edilen embriyo tesvik

ortamlarinda ovul gelistiren ovaryumlarin oranlar1 6teki TDZ konsantrasyonlarina gore
oldukea yiiksek (yaklasik % 27) bulunmustur.
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En fazla kallus olusumu % 85.7 ile Sakiz ¢esidinde antesis doneminde alinarak CBM
+ 0.01 mg/l TDZ igeren besin ortamina dikilen ovaryumlarda meydana gelirken, en diisiik
% 19.1 ile yine Sakiz g¢esidinde antesis doneminde alinan ve CBM + 1 mg/l TDZ igeren
besin ortamina dikilenlerde meydana gelmistir.

Cizelge 4.5. Sakiz ve Zeybek F1 ¢esidinde farkli gelisim donemlerinde kiiltiire alinan
ovaryumlarin farkli TDZ konsantrasyonlari iceren CBM ortamui iizerinde ovul
gelistirme ve kallus olusturma durumu.

Dikilen Ovaryum Ovul Gelistiren Kallus Olusturan
Sayis1 Ovaryum Orani Ovaryum Orani
Besin Ortami Ovaryum (adet) (%) (%)
Doénemleri
Sakiz | Zeybek F1 | Sakiz | Zeybek F1 Sakiz | Zeybek F1
Antesisten 1 40 39 11.3 14.7 65.5 373
glin once
Antesis 28 35 10,6 12.3 85.7 74
cBM+0.01 | 4onemi
mg/l TDZ Antesisten 1 17 22 32.7 12.3 71.7 79.2
glin sonra
Toplam/ 85 96 18.2 13.1 74.3 63.5
Ort.
Antesisten 1 21 36 29.6 31.7 61 41.3
glin once
Antesis 20 47 26,6 20.5 60.1 58.6
CBM+0.1mg/1 | donemi
TDZ Antesisten 1 19 12 24.8 30.6 41.5 27.6
giin sonra
Toplam/ 60 94 27 27.6 54.2 42.5
Ort.
Antes"isten 1 33 21 23 22.3 61.9 30
Gtin Once
Antesis 24 34 11.4 16.1 37.5 27.6
CBM+1 mg/l | Dénemi
TDZ Antesisten 1 19 15 7.6 25.8 19.1 68.1
Giin Sonra
Toplam/ 76 70 14 21.4 36.4 41.9
Ort.

4. 2.2003 Yili Rejenerasyon Bulgular:

Embriyo tesvik asamasinda kiiltiire alinan ovaryumlardan dogrudan haploid elde
etmek amaci ile, kallus olusturan eksplantlar rejenerasyon ortamina transfer edilmezken,
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ovul gelisimi gosteren Sakiz ve Zeybek F; cesidine ait ovaryumlar yaklasik 7-14 giin
(Sekil 4.1) sonra farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlar1 i¢eren rejenerasyon ortamlarina
transfer edilmislerdir.

Sekil 4.1. Rejenerasyon ortamina transfer asamasindaki ovaryumlarin goriintimii

Rejenerasyon ortamina transfer edilen ovaryumlarin bazilarinda ovul gelisimi ve
siskinlesmesi devam ederken (Sekil 4.2) bazi ovaryumlar besin ortamina temas eden
kisimlardan baglamak tizere kallus olusmaya baglamistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.2. Rejenerasyon ortaminda gelismesine devam eden ovullerin goriiniimdi.
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Sekil 4.3. Rejenerasyon ortaminda ovaryumlarda kallus olusumunun goriiniimii.

Rejenerasyon ortamina dikilen ovaryumlar ve bu ovaryumlarin gelisme durumu
Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Sakiz ¢esidinde; embriyo tesvik ortaminda ovul gelisimi gosteren toplam 29 adet
ovaryum rejenerasyon ortamina transfer edilmis, bunlardan sadece 7 tanesinde ovul
gelisimi ve siskinlesmesi devam etmistir. Yiikksek BA ve NAA konsantrasyonlari igeren
besin ortamlarina (1 mg/l BA+1 mg/l NAA ve 0,1 mg/l BA+1 mg/l NAA) transfer edilen
ovaryumlarin hepsinde ovul gelisimlerinin siirdiigii izlenmistir. Kullanilan diger
rejenerasyon ortamlarinda ise ya kallus gelisimi olmus ya da ovaryumlardaki ovul gelisimi
durarak daha sonra kahverengilesip canliligini yitirmistir.

Zeybek F; ¢esidinde, embriyo tesvik ortaminda ovul gelisimi gosteren toplam 53
ovaryum rejenerasyon ortamina transfer edilmistir. Bunlardan sadece 9 tane ovaryum
tizerinde ovuller gelismeye ve siskinlesmeye devam etmistir. Zeybek F1 c¢esidinde
ovaryumlarin ovul gelisimlerini slirdiirmesinde NAA’nin BA’ ya gore daha etkili oldugu
gbzlenmistir. Bu cesitte NAA’ nin daha yiliksek konsantrasyonlarinin BA’ nin azalan
konsantrasyonlar1 ile birlikte hem ovul gelisimlerinin siirdiiriilmesinde hem de kallus
olusumunda rol oynadig1 saptanmustir.

BA ve NAA’nm en diisiik konsantrasyonlarinin kombinasyonu olan 0.5 mg/l BA +
0.05 mg/l NAA igeren rejenerasyon ortamina transfer edilen her iki ¢eside ait ovaryumlar
hicbir gelisme gostermemistir. Buna karsin biiylimeyi diizenleyicilerin ilave edilmedigi
ortamlara dikilen kontrollerde her iki ¢esitte de bazi ovaryumlar ovul gelisimini
stirdiiriirken bazilarinda da kallus olusumu saptanmistir.

Rejenerasyon ortaminda 4 hafta siiren gozlemler sonucunda, kullanilan tim ortamlar
da her iki gesitte de ovullerden bitkicik gelisimi gdzlenmemistir. Ancak ovul gelismesini
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stirdiiren ovaryum sayilar1 dikkate alindiginda 0.1 mg/l BA+1 mg/l NAA kombinasyonunu
iceren ortamin her iki ¢esitte de rejenerasyon icin daha iyi olabilecegi goriilmiistiir.

Cizelge 4.6. Sakiz ¢esidi ve Zeybek Flgesidine ait ovaryumlarin rejenerasyon ortamindaki
gelisimleri

Rejenerasyon ortaminin Dikilen Ovaryum Ovul Geligmesini Kallus Olusturan
sitokinin+oksin Sayisi (adet) Siirdiiren Ovaryum Ovaryum Sayisi (adet)
kombinasyonu Sayisi (adet)
Sakiz Zeybek F1 Sakiz Zeybek F1 Sakiz | Zeybek F1
1 BA+1NAA 2 4 2 1 - 3
1 BA+0.5NAA 2 4 1 - 1 -
1 BA+0.1 NAA 2 4 - - - -
1 BA +0.05 NAA 2 4 - - - -
Toplam 8 16 3 1 1 3
0,1 BA+1NAA 2 4 2 2 - 2
0.1 BA+ 0.5NAA 2 4 - 1 - 3
0.1 BA+0.1 NAA 2 4 - - 2 -
0.1 BA+0.05 NAA 2 4 - - 2 -
Toplam 8 16 2 3 4 5
0.5 BA +1NAA 2 4 - 1 - 3
0.5 BA + 0.5 NAA 2 4 - 1 - 3
0.5BA +0.1 NAA 2 4 - 1 2 3
0.5 BA +0.05 NAA 2 4 - - - -
Toplam 8 16 - 3 2 9
KONTROL 5 5 2 2 2 3
TOPLAM 29 53 7 9 9 20

4.3. 2004 Y1ii Embriyo Tesvik Bulgular

Ikinci yil tekrarlanan denemede birinci yil bulgular1 dikkate almarak CBM ortamina
sadece 0.1mg/l TDZ ilave edilerek embriyo tesvik ortami olarak kullanilmigtir. Ayrica ilk
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yildan farkli olarak ovaryumlarin embriyo tesvik ortamina dikimi sirasinda dilimlenme
seklinin etkisi arastirilmistir.

4.3.1. Sakiz Cesidinde Embriyo Tesvik Bulgular

Sakiz cesidinde farkli gelisim donemlerinde alinan ovaryumlar enine disk seklinde
veya boyuna dilimlenerek embriyo tesvik ortamina dikilmislerdir.

Antesisten 1 giin dnce alinan ovaryumlarin dilim sekline bagli olarak ovul gelistirme
ve kallus olusturma durumlari ile ilgili bulgular Cizelge 4.7° de verilmistir.

Cizelgeden de goriildiigii gibi her iki dilim sekli i¢in 6’sar adet ovaryum kullanilmis
ve bunlardan 2’sinde (yaklasik % 33.3° i) ovul gelisimleri saptanirken 2’ sinde kallus
meydana gelmistir. Ancak enine dilim seklinde 2 ovaryumdan 8 ovul elde edilirken,
boyuna dilim seklinde 2 ovaryumdan 13 ovul elde edilmistir.

Cizelge 4.7. Sakiz c¢esidinde antesisten 1 giin once aliman ovaryumlarin farkli dilimleme
sekline gore ovul gelistirme ve kallus olusturma durumu

14
12
10
8
6
4 -
) . |
" Kallus Ol
Dikilen Ovaryum [ Geligen Ovaryum| Gelisen Ovul Oa us uéturan
Says1(adet) Sayis1 (adet) Sayis1 (adet) varyum-ayisi
(adet)
M Enine Disk Seklinde Dilim 6 2 8 )
O Boyuna Dilim 6 2 13 1

Antesis doneminde alinan ovaryumlarin dilim sekline bagli olarak gelisimleri Cizelge
4.8’ de gosterilmistir. Cizelgede goriildiigli gibi her iki dilim sekli i¢in 7” ser adet ovaryum
kullanilmistir. Enine disk seklinde ki ovaryumlardan 5° inde (% 20 ) gelisme goriiliirken,
boyuna dilim seklindekilerin 6’sinda (% 12.5) gelisme goriilmiistiir. Ovaryumlarda gelisen
ovul sayisi dilim sekline bagl olarak farklilik gostermistir. Enine disk seklinde kesilerek
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hazirlanan 5 ovaryumda gelisen ovul sayist 25 adet olurken, boyuna dilim seklindeki 6
ovaryumda 48 adet ovul gelisimi ile daha yiiksek oranlara ulagsmistir.

Cizelge 4.8. Sakiz ¢esidinde antesis doneminde alinan ovaryumlarin farkli dilimleme
sekline gore ovul ve kallus olusturma durumu.

60
50
40
30
20
10
LB | ] ——
Dikilen Gelisen . Kallus Olusturan
Gelisen Ovul
Ovaryum Sayis1 | Ovaryum Sayisi Sayist (adet) Ovaryum Sayist
(adet) (adet) 4 (adet)
B Enine Disk Seklinde Dilim 7 5 25 2
O Boyuna Dilim 7 6 48 1

Antesis doneminden 1 gilin sonra aliman dollenmemis ovaryumlarin dilim sekline
bagl olarak gelisimleri Cizelge 4.9’ da verilmistir.

Cizelge 4.9. Sakiz cesidinde antesis doneminden 1 giin sonra alinan ovaryumlarin farklh
dilimleme sekline gore ovul ve kallus olusturma durumu.

25
20
15
10 A
) .
’ Kallus Olust
Dikilen Ovaryum | Gelisen Ovaryum |Gelisen Ovul Sayist aflus Llusturan
Say1s1 (adet) Say1s1 (adet) (adet) Ovaryum Say1s1
’ Y (adet)
B Enine Disk Seklinde Dilim 14 10 14 4
O Boyuna Dilim 14 9 21 P
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Cizelgede gorildiigii gibi her iki dilim sekli icin 14’ er adet ovaryum kullanilmustir.
Enine disk seklinde kesilerek pargalara ayrilan ovaryumlarda 10°u (% 71.4 ), boyuna dilim
seklinde kesilenlerin 9° u (% 42.8 ) gelismistir.

Ovaryumlarda gelisen ovul sayisi dilim sekline bagli olarak farklilik gostermistir.
Enine disk seklinde hazirlanan eksplantlarda gelisen ovul sayisi 14 ovul/10 ovaryum
olurken, dilim seklinde 21 ovul/9 ovaryum ile daha yiiksek oranlara ulagsmistir (Cizelge
4.9).

Sakiz ¢esidinde 3 farkli dénemde alinan ovaryumlarin farkli dilim sekillerine gore
embriyo tesvik ortamlarindaki ovul gelistirme ve kallus olusturma durumlar Cizelge
4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Sakiz cesidinde toplam disk ve dilim seklinde ki ovaryumlarda ovul
gelistirme ve kallus olusturma durumlari.

Dikilen Gelisen Gelisen Gelisen | Ovaryum Kallus
DS Ovaryum ovaryum Ovaryum | ovaryumlarin Ovul Basina Olusturan
donemleri | sayist Sayis1 orant (%) Sayis1 Gelisen Ort. | Ovul Sayist
(adet) (adet) (adet) Ovul Sayis1 | (adet)
Antesisten 1 6 2 333 8 4.0 2
glin Once
Antesis 7 5 71.4 25 5.0 4
Antesisten 1 14 10 71.4 14 1.4 4
ED .
giin sonra
Toplam 27 17 62.9 47 35 10
Antesisten 1 6 2 333 13 6.5 4
gun Once
Antesis 7 6 85.7 48 8.0 1
BD | Antesisten 1 14 9 64.2 21 23 5
glin sonra
Toplam 27 17 62.9 82 5.6 10

DS: Dilim seklinde ovaryum ED: Enine disk seklinde ovaryum BD: Boyuna dilim seklinde ovaryum

Cizelgeden de goriildiigli gibi her iki dilim seklinde de embriyo tesvik ortamlarina
27’ser adet ovaryum dikilmis ve bunlarin 17’sinde gelisme gozlenmistir. Embriyo tesvik
ortamlarina dikilen ovaryumlardan en fazla ovaryum gelisim oran1 % 85.7 ile antesis
doneminde alinan ve boyuna dilimlenerek hazirlanan eksplantlarda elde edilmistir. En
diisiik ovaryum gelisim oranmi her iki dilim seklinde de % 33.3 ile antesisten 1 giin dnce
alinan ovaryumlarda saptanmustir.
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Gelisen ovul sayis1 dilim sekline bagli olarak degismistir. Enine disk seklinde
hazirlanan eksplantlarda toplam 47 adet ovul gelisirken, boyuna dilim seklinde
hazirlananlarda 82 adet ovul gelismistir.

Gelisen ovul sayist bakimindan anthesis doneminde alinip boyuna dilimlenerek
dikilen eksplantlar 48 adet ovul gelisimi gostererek en olumlu sonucu vermistir. Antesis
doneminde alinip enine disk seklinde kesilerek dikilen eksplantlar 25 adet ovul gelistirerek
ikinci sirada yer almistir. En az sayida (8 adet) ovul gelisimi antesisten 1 giin 6nce alinarak
enine disk seklinde kesilen eksplantlarda belirlenmistir.

Ovaryum basina gelisen ortalama ovul sayilart dikkate alindiginda en yiiksek ovul
sayist ortalama 8.0 ile anthesis doneminde alinan ve boyuna dilimlenen eksplantlarda olup
bunu 6.5 adet ile antesisten 1 giin once alinan ve boyuna dilimlenen eksplantlar takip
etmektedir. Ovaryum basina gelisen en diisiik ovul sayis1 1.4 ile antesisten 1 giin sonra
alman ve enine disk seklinde kesilen ovaryumlarda saptanmustir.

4.3.2. Zeybek F | Cesidinde Embriyo Tesvik Bulgular:

Zeybek F; gesidinde farkli gelisim donemlerinde alinan ovaryumlar enine disk
seklinde ve boyuna dilimlenerek embriyo tesvik ortamina dikilmiglerdir. Anthesisten 1 giin
once alinan ovaryumlarin dilim sekline bagli olarak ovul gelistirme ve kallus olusturma
durumlari ile ilgili bulgular Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelgeden de goriildiigli gibi her iki dilim sekli i¢in 15’er adet ovaryum kiiltiire
alimmistir. Enine disk seklindeki ovaryumlarin 7 adet (% 46)° inde, boyuna dilimlenen
ovaryumlarin ise 11 adet (% 73)’inde ovul gelisimi gdézlenmistir. Ancak ovaryumlarda
gelisen ovul sayisi enine dilim seklindeki, eksplantlar da 12 adet olurken, boyuna dilim
seklinde 43 adet ile daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.11. Zeybek F; cesidinde antesisten 1 giin once alinan ovaryumlarin farkli
dilimleme sekline gore ovul gelistirme ve kallus olusturma durumu

50
45
40
35
30
25
20
15
10 |
1=
) I
Toplam Dikilen Gelisen Ovaryum | Gelisen Ovul Kallus Olusturan
Ovaryum Sayis1 (adet) Sayisi (adet) Ovaryum Sayis1
Sayisi(adet) (adet)
M Enine Disk Seklinde Dilim 15 7 12 4
OBoyuna Dilim 15 11 43 5
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Antesis doneminde alinan ovaryumlarin dilim sekline bagli olarak gelisimleri ile
ilgili bulgular Cizelge 4.12° de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, her iki dilim sekli
i¢in

Cizelge 4.12. Zeybek F | ¢esidinde antesis doneminde alinan ovaryumlarin farkli dilimleme
sekline gore ovul ve kallus olusturma durumu.
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Toplam Dikilen Gelisen Ovaryum Gelisen Ovul Kallus Olusturan
Ovaryum Sayisi (adet) Sayisi(adet) Ovaryum
Sayisi(adet) 4 b Sayisi(adet)
M Enine Disk Seklinde Dilim 19 12 55 7
O Boyuna Dilim 19 7 73 12

19 ar adet ovaryum kullanilmistir. Enine disk seklinde ovaryumlardan 12’ si (% 63),
boyuna dilimlenenlerden 7’ si (% 36.8) embriyo tesvik ortaminda gelisme gostermistir.

Ovaryumlarda gelisen ovul sayisi dilim sekline bagli olarak farklilik gostermistir.
Enine disk seklinde kesilerek hazirlanan eksplantlarda gelisen ovul sayis1 55 adet olurken,
dilim seklindeki eksplantlar da 73 adet ile daha yliksek oranlara ulagmustir.

Antesis doneminden 1 giin sonra alinan dollenmemis ovaryumlarin dilim sekline
bagh olarak gelisimleri Cizelge 4.13’de gosterilmistir. Cizelgede de goriildiigi gibi her iki
dilim sekli i¢in 18’er adet ovaryum kullanilmistir. Enine disk seklinde kesilenlerden 13’1
(%72.2) embriyo tesvik ortaminda gelisme gostermistir.

Ovaryumlarda gelisen ovul sayis1 dilim sekline bagl olarak farklilhik gostermistir.

Enine disk seklinde kesilerek hazirlanan eksplantlarda gelisen ovul sayist 37 adet olurken,
dilim seklindeki eksplantlarda 91 adet ile daha yiiksek sayiya ulasmistir.
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Cizelge 4.13. Zeybek F; cesidinde antesisten 1 giin sonra alinan ovaryumlarda farkli

dilimleme sekline gore ovul ve kallus olusturma durumu.

100
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10 { [ ]
0 | -
Toplam Dikilen Gelisen Ovaryum Gelisen Ovul Kallus Olusturan
Ovaryum Sayisi (adet) Sayisi(adet) Ovaryum
Sayisi(adet) Sayisi(adet)
B Enine Disk Seklinde Dilim 18 8 37 7
OBoyuna Dilim 18 13 91 5

Zeybek F, cesidinde 3 farkli donemde alinan ovaryumlarin farkl dilim sekillerine
gore embriyo tesvik ortamlarindaki ovul gelistirme ve kallus olusturma durumlar1 Cizelge
4.14°de verilmistir. Cizelgeden de goriildiigli gibi embriyo tesvik ortamlarma 52’ser adet
ovaryum dikilmistir. Kiiltiire alinan enine disk seklindeki ovaryumlarda gelisen ovaryum
sayist toplam 27 olurken, dilim seklindekilerde bu say1 toplam 31’e yiikselmistir.

Embriyo tesvik ortamlarina dikilen ovaryumlardan en fazla ovaryum gelisim orani
% 73.3 ile anthesisten 1 giin 6nce alinip boyuna dilimlenen eksplantlardan elde edilmistir.
En diisiik ovaryum gelisim oran1 % 36.8 ile anthesis doneminde alinip boyuna dilimlenen
eksplantlarda saptanmistir.

Ovaryumlarda gelisen toplam ovul sayisi enine dilimlenenlerde 104 adet olurken
boyuna dilimlenenlerde bu say1 207 adet ile yaklasik 2 katina yiikselmistir. En fazla ovul
91 adet ile anthesisten 1 giin sonra toplanip boyuna dilimlenen eksplantlarda meydana
gelmigtir. En diisiik ovul sayis1 12 adet ile anthesisten 1 giin dnce alinip enine disk seklinde
hazirlanan eksplantlarda saptanmustir.

Ovaryum basina gelisen ovul sayis1 enine disklerde ortalama 3.8 adet olurken boyuna
dilimlenenlerde 6.6 adete ulagmistir. Ovaryum basina gelisen ortalama ovul sayisi dikkate
alindiginda en yiiksek ovul sayis1 10.4 adet ile anthesis doneminde alinan ve boyuna
dilimlenen eksplantlardadir. Buna en yakin 7 adet ile anthesisten 1 giin sonra alinan ve
boyuna dilimlenen eksplantlar izlemistir. Ovaryum basina ovul sayisi en diisiik 2.4 adet ile
anthesisten 1 giin 6nce alinan ve enine disk seklinde kesilen ovaryumlarda belirlenmistir.
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Cizelge 4.14. Zeybek F; c¢esidinde toplam disk ve dilim seklindeki ovaryumlarda ovul
gelistirme ve kallus olusturma durumlari

) ) Ovaryum
Dikilen Gelisen Gelisen Kallus
Gelisen Basima
Ovaryum ovaryum | Ovaryum Ovul ) Olusturan
DS ) ovaryumlarin Gelisen
donemleri sayi1sl Sayisi Sayisi Ovul Sayisi
orani (%) Ort. Ovul
(adet) (adet) (adet) (adet)
Say1s1

Anthesisten 1 15 7 46.6 12 2.4 4

glin once

Anthesis 19 12 63.5 55 4.5 7
ED Anthesisten 1 18 8 44 .4 37 4.6 7

glin sonra

Toplam 52 27 51.9 104 3.8 18

Anthesisten 1 15 11 73.3 43 39 5

glin once

Anthesis 19 7 36.8 73 10.4 12
BD Anthesisten 1 18 13 72.2 91 7 7

glin sonra

Toplam 52 31 59.6 207 6.6 24

DS: Dilim seklinde ovaryum ED: Enine disk seklinde ovaryum BD: Boyuna dilim seklinde ovaryum

4.4. 2004 Y1 Rejenerasyon Bulgular:

Embriyo tesvik ortaminda ovul gelisimi gosteren Sakiz ve Zeybek F1 cesidine ait
ovaryumlardan ovuller dikkatlice ¢ikarilarak farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlari
iceren rejenerasyon ortamlarina transfer edilmislerdir.

Rejenerasyon ortamlarina dikilen ovullerin bazilar1 siskinlesmeye devam ederek
gelismesini stirdiiriirken bazilar1 biiylimesini durdurarak kallus olusturmaya baslamistir.
Rejenerasyon ortamlarina dikilen ovullerin gelisimleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.15°de
verilmigtir.

Sakiz ¢esidinde her bir besin ortami kombinasyonuna 8’ er adet olmak iizere toplam
96 adet ovul, Zeybek F1 ¢esidinde her bir besin ortami1 kombinasyonuna 24’ er adet olmak
lizere toplam 288 adet ovul rejenerasyon ortamlarina dikilmistir. Kontrol olarak sakiz
cesidinde 33 adet Zeybek F; ¢esidinde 23 adet ovul, bitki gelisme diizenleyicilerin ilave
edilmedigi rejenerasyon ortamina dikilmistir.
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Rejenerasyon ortamlarinda gelismesini siirdiiren ovul sayisi incelendiginde genel
olarak diisiik oksin ve diisiik sitokinin kombinasyonlarinin ovullerin gelismesini devam
ettirmesinde daha etkili oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.15). Sakiz ¢esidinde 0.5 mg/l BA
ilave edilen ortamlarda toplam 12 adet ovul gelismis, siirdiiriitken bu say1 0.1 mg/l BA
ilave edilenlerde 6’ya, 1 mg/l BA ilave edilenlerde 3’e diismiistiir. Bu ¢esitte gelismesini
stirdliren ovul sayis1 6 adet ile 0.5 mg/l BA + 0.05 mg/l NAA ilave edilen ortamlarda en
yiiksek seviyeye ulagirken, 1 mg/l BA + 0.05 mg/l NAA ilave edilen ortamlara dikilen
ovullerin hi¢biri gelismesini siirdiirememistir.

Cizelge 4.15. Sakiz ve Zeybek F, ¢esidinde rejenerasyon ortaminda ovullerin gelisimleri
ve kallus olusumlari

Besi Ortamindaki
Sitokinin+Oksin

Kombinasyonu (mg/1)

Dikilen Ovul
Sayis1 (Adet)

Geligmesini Siirdiiren

Ovul Sayis1 (Adet)

Kallus Olusturan Ovul
Sayis1 (Adet)

Sakiz Zeybek F1 Sakiz Zeybek F1 Sakiz Zeybek F1

1 BA+1NAA 8 24 - 11 3 2
1 BA+0.5NAA 8 24 - - 2 8
1 BA+0.1 NAA 8 24 1 - 1 11
1 BA +0.05 NAA 8 24 2 8 1 4
Toplam 32 96 3 19 7 25

0,1 BA+1NAA 8 24 1 - 2 4
0.1 BA+ 0.5NAA 8 24 1 - 2 4
0.1 BA+0.1 NAA 8 24 1 5 2 -
0.1 BA +0.05 NAA 8 24 3 5 1 12
Toplam 32 96 6 10 7 20

0.5BA + 1 NAA 8 24 1 14 2 5
0.5 BA +0.5NAA 8 24 3 12 1 2
0.5BA+0.1 NAA 8 24 2 3 1 7
0.5 BA +0.05 NAA 8 24 6 17 1 7
Toplam 32 96 12 46 5 21
Genel toplam 926 288 21 75 19 66
KONTROL 33 23 22 16 11 7
TOPLAM 129 311 55 91 30 73

Zeybek F; cesidinde 0.5 mg/l BA ilave edilen ortamlarda toplam 46 adet ovul
gelismesini siirdiiriirken bu say1 0.1 mg/l BA ilave edilenlerde 10’ a, 1 mg/l BA ilave
edilenlerde 19’ a diismektedir. Bu c¢esitte gelismesini siirdiiren ovul sayist 17 adet ile 0.5
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mg/l BA + 0.05 mg/l NAA ilave edilen ortamlarda en yiiksek seviyeye ulasirken, 1 mg/I
BA + 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA, 0,1 mg/l BA + 1 mg/l NAA, 0.1 mg/l
BA + 0.5 mg/l NAA ilave edilen ortamlara dikilen ovullerin higbiri gelismesini
siirdlirememistir.

Sakiz ¢esidinde tiim rejenerasyon ortamlarinda 1-3 adet arasinda de8isen sayida
olmak iizere toplam 19 adet ovulun kallus olusturdugu saptanmistir. Zeybek F1 ¢esidinde
dikilen ovullerden toplam 66’sinda kallus olusumu gozlenmistir. Kallus olusumuna 0.1
mg/l BA + 0.1 mg/l NAA ilave edilen besin ortaminda rastlanmazken, 0.1 mg/l BA + 0.05
mg/l NAA ilave edilen ortamlarda 12 adet ile en yiiksek seviyeye ulagsmistir. Rejenerasyon
ortaminda kullanilan tim ortamlarda her iki c¢esitte de ovullerden bitkicik gelisimi
gerceklesmemistir. Ancak gelismesini uzun siire devam ettiren ovullerin sayis1 dikkate
alindiginda 0.5 mg/l BA + 0.05 mg/l NAA kombinasyonlarini igeren ortamin her iki ¢esitte
de rejenerasyon i¢in iimit verici oldugu saptanmustir.

Gynogenesis yoluyla haploid bitkilerin elde edilmesini etkileyen faktorler donor
bitkinin genotipi, yumurtaligin gelisme donemi, in vitro kiiltiirde kullanilan besin ortamlari
ve bunlara ilave edilen bitki gelisimini diizenleyiciler, mevsim, 6n sicaklik uygulamalari ve
in vitro kiiltiir sirasindaki 1s1k uygulamalart olarak siralanmistir (Yang ve Zhou, 1990;
Keller ve Korzun, 1996; Ellialtioglu ve ark, 2001).

Calismanin her iki yilinda kullanilan genotiplerden Zeybek F; ¢esidinin hem embriyo
tesvik ortaminda hem de rejenerasyon ortamlarinda ovaryumlardan ovullerin gelismesi ve
bu ovullerin gelismelerini uzun siire devam ettirmesi bakimindan Sakiz ¢esidine gore daha
iyl tepki verdigi gozlenmistir. Birgok arastiricinin gesitli tlirlerde gynogenesis yoluyla
haploid uyartimi c¢aligmalarinda, genotipin 6nemli bir faktér oldugunu vurgulamistir.
Ornegin: Hordeum vulgare (San Noeum, 1979), oryza sativa (Zhou ve Yang, 1981; Zhou
ve ark, 1986), gerbera jamessonii (Sitbon, 1981), triticum aestivum (Zhu ve ark., 1981),
helianthus annuus (Gelebart ve San, 1987; Badea ve ark., 1989), allium cepa (Muren,
1989; Keller, 1990a; Keller, 1990b), zea mays (Troung-Andre ve Demarly,1983) beta
vulgaris (Van Geyt ve ark., 1987; Doctrinal ve ark., 1989; Lux ve ark., 1990), cucurbita
pepo (Gémes ve Venczel, 1996), cucumis sativus (Gémesné ve ark., 2002).

Ovul veya ovaryum Kkiiltiirlerinden bagsar1 elde edebilmek i¢in dikkat edilmesi
gereken en Onemli noktalardan birisi, yumurtaligin alindig1 c¢icegin biytlikligl, yani
yumurtaligin fizyolojik olarak i¢inde bulundugu gelisme donemidir (Yang ve Zhou, 1990;
Thomas, 2004). Yumurtaligin gelisme donemini belirleyebilmek i¢in erselik c¢igekli
tirlerde anterlerdeki mikrospor gelisme donemlerinin izlenmesi gerekmektedir
(Ellialtioglu ve ark, 2001). Ancak, kabaklarin monoik ¢i¢ek yapisina sahip olmasi
nedeniyle disi ciceklerin gelisme durumlarniyla erkek ¢icekler arasinda paralellik
kurulamamaktadir. Bu nedenle kabakgillerde yumurtaligin gelisme safhalarinin morfolojik
olarak belirlenmesinde bir ¢ok arastirici antesisi baz almaktadir (Chambonnet ve Duma De
Vaulx, 1985; Kwack ve Fujieda, 1988; Metwally ve ark., 1998; Gémesné ve ark., 2002).
Bu arastirmada antesis donemi baz alinarak ilk yil antesisten 2 giin 6nce ve 2 giin sonra
alan ovaryumlardan bir sonu¢ alinamadigindan bu dénemler denemeden ¢ikarilmistir. Bu
sonu¢ Kwack ve Fujieda (1988)’nin bulgularina benzemektedir. Caligmanin birinci yilinda
her iki g¢esitte de antesisten 1 giin 6nce ve 1 giin sonra alinan ovaryumlarda embriyo tesvik
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ortamlarinda goriliirken, ikinci yil antesis donemi ve anthesisten 1 giin sonra alinan
ovaryumlarda daha fazla ovul gelisimi goriilmiistiir.

Chambonnet ve Duma De Vaulx, (1985), cucurbita pepo’da anthesisten 1-2 giin 6nce
alinan ovullerin daha iyi morfogenetik tepki verdigini belirtirken, Kwack ve Fujieda (1988)
cucurbita moschata’da tam anthesisteki ovullerin daha iyi embriyogenik tepki verdigini
belitrmektedir. Metwally ve ark., (1998), kabakta antesisten 1 giin Once alinan
ovaryumlardan haploid bitki elde ettigini belirtirken, Gémesné ve ark., (2002), hiyarda
ovullerden haploid tesvigi i¢in antesisten 6 saat Oncesinde alinan ovaryumlarin en uygun
satha oldugunu belirtmektedir. Bu sathada ki ovaryumlarda 8 ¢ekirdek ihtiva eden embriyo
keselerinin bulunmasinin yaninda, hiicre boliinmesinin devam ettigi 4 c¢ekirdekli erken
sathadaki embriyo keselerininde bulundugunu bildirmistir. Bu embriyo keselerinde hiicre
membranlarinin  gelistigi ancak hiicrelerin son biiyiikliiklerine ulagmadigi ve bu
durumlarda yumurta hiicresinin diizensiz farklilagsmasinin gézlemlenmistir. Bu arastiricilar
anthesiste embriyo kesesinin tamamen gelistigini ve megasporlardan haploid uyartiminda
en iyi tepkinin tam olgunlagmis embriyo keselerine sahip ovaryumlarda oldugunu
belirtmektedir. Benzer sonuglar San ve Demarly (1984) tarafindan arpa, bugday, musir,
seker pancari ve marulda yapilan g¢aligmalarda da bildirilmistir ve arastiricilar, tam
olgunluk dénemindeki embriyo keselerindeki tiim hiicrelerin (yumurta hiicresi, antipodlar,
sinerjitler ve polar c¢ekirdek) bdliinerek embriyo veya kallus olusturabildigini
saptamuglardir.

Haploid bitkiler kallus olusturmaksizin dogrudan embriyogenesis yoluyla direk ya da
kallus gelisimini takiben siirglin olusumuyla indirekt yolla olusabilmektedir. Bu ¢alismada
da ovullerden dogrudan embriyogesis yoluyla haploid embriyolar ve bitkiler elde
edilmesine calisilmistir. Bu amacgla megasporlardan kallus olusmaksizin dogrudan
embriyogenesis yoluyla haploidlerin olusturulmasinda daha 6nce kabak ve hiyarda basarili
sonuglar verdigi bildirilen CBM embriyo tesvik ortami (Gémesné ve ark., 1997)
kullanilmigtir. Embriyo kesesindeki hiicrelerin boliinmesine devam ederek haploid
embriyo uyarttminin tesvik edilmesi amaciylada farkli biiylimeyi diizenleyiciler
kullanilmastir.

Calismanin embriyo tesvik asamasinda ovaryumlar da enine disk seklinde ve boyuna
dilim seklinde olmak tizere farkli 2 dilim sekli denemistir. Yapilan gézlemler sonucunda
boyuna dilim seklinde hazirlanan eksplantlardan enine disk seklinde hazirlanan
eksplantlara gore daha olumlu sonuglar alinmistir. Ancak kabakta dilim sekline bagl bir
arastirmaya rastlanmamustir.

Calismada da ilk y1l 3 farkli TDZ konsantrasyonu denenmistir. Yapilan gézlemler
sonucunda farklt dénemlerde alinan ovaryumlarin 0.1 mg/l TDZ ilave edilen besin
ortamlarinda diger konsantrasyonlara gore daha olumlu sonuglar verdigi gorilmiistiir.
Zeybek F; ¢esidinde ovul gelistiren ovaryum orani en fazla oram1 % 31.7 ile anthesisten 1
giin once CBM + 0.1 TDZ igeren besin ortaminda kiiltiire alinan ovaryumlarda oldugu
goriiliirken ayn1 donemde ve ayni ortam iizerinde kiiltiire alinan Sakiz cesitlerinde de bu
oranin oldukca yiiksek (29.6) oldugu dikkati ¢ekmistir. Genel olarak degerlendirildiginde;
CBM + 0.1 TDZ igeren embriyo tesvik ortaminin Sakiz cesidinde % 27, Zeybek F,
¢esidinde % 27.6 ovul gelisimi gosteren ovaryum orani ile her iki ¢esit i¢in ovul gelisimi
bakimindan diger ortamlara gore daha uygun oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢aligmanin

41



BULGULAR VE TARTISMA OZGUL ERGIN YILMAZ

ikinci yilinda 0.01 mg/l ve 1 mg/l TDZ konsantrasyonlar1 kullanilmayarak embriyo tesvik
ortamina sadece 0.1 mg/l TDZ ilave edilmistir.

TDZ’nin in vitro kiiltiirlerde hem oksin hem de sitokinin gibi etkide bulunmasinin
mekanizmas1 tam olarak anlasilamamakla birlikte, daha diisiik dozlarda diger
sitokininlerden daha etkili rol oynadigi belirlenmis ve hiicre bdliinmesini arttirdigi,
morfogenesisde etkili oldugu adventif siirgiin olusumu ve somatik embriyogenesisi
arttirdigr bircok calisma ile ortaya konulmustur. Ayrica TDZ’nin igsel sitokininlerin
sentezini arttirdig1r veya bunlarin par¢alanmasini engelledigi, oksinler ve sitokininler gibi
bitki biiyiime hormonlar1 tarafindan diizenlenen boliinme ve farklilasma islemleri tizerinde
tek basina etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Lu, 1993; Murthy ve ark. 1998).

Kabakta yapilan ovul-ovaryum kiiltiirii ¢aligmalarinda embriyo uyartiminda Gémes
ve Venczel (1996) 0.02 mg/l TDZ nin olumlu sonu¢ verdigini belirtirken, Metwally ve
ark.(1998)’1 ovul kiiltiirlerinde 1 veya 5 mg/l 2.4-D’nin etkili oldugunu bildirmektedir.
Daha o6nce Cucurbita pepo’da Gémes ve Venczel (1996)’in ve Cucumis sativus’da
Gémesné ve ark., (2002)’nin ¢aligmalar1 diginda haploid embriyo uyartiminda biiyiimeyi
diizenleyici olarak TDZ’nin kullanildig1 baska arastirmaya rastlanmamustir.

(Calismanin rejenerasyon asamasinda embriyo tesvik ortaminda ovul gelisimi
gosteren Sakiz ve Zeybek F; ¢esidine ait ovaryumlar ilk yil BA’nin 0.1 mg/l, 0.5 mg/l ve 1
mg/l konsantrasyonlart ile NAA’nin 0.01 mg/l, 0.05 mg/l, 0.1 mg/l ve 0.5 mg/l
konsantrasyonlarinin kombine edilerek ilave edildigi rejenerasyon ortamlarina transfer
edilmislerdir. Denemenin ikinci yilinda ise embriyo tesvik ortaminda gelisme gosteren
ovaryumlar iizerindeki ovuller ¢ikarilarak rejenerasyon ortamlarina dikilmistir. Caligmanin
ilk yilinda Sakiz ¢esidinde yiiksek BA ve NAA konsantrasyonlar: igeren besin
ortamlarinda gelisme goriiliirken, Zeybek F; c¢esidinde NAA’nin BA’ya gore daha etkili
oldugu ve yiiksek NAA konsantrasyonlar1 iceren besin ortamlarinda gelisme gosterdigi
belirlenmistir. Ikinci yi1l denemelerinde ise rejenerasyon ortamlarma dikilen ovullerin
bazilar1 sigskinlesmeye devam ederek gelismesini siirdiiriirken, bazilar1 da biiylimesini
durdurarak kallus olusturmaya baslamistir. Rejenerasyon ortaminda kullanilan tim
ortamlarda her iki ¢esitte de ovullerden bitkicik gelisimi gerceklesmemistir. Ancak
gelismesini uzun siire devam ettiren ovullerin sayis1 dikkate alindiginda 0.5 mg/l BA +
0.05 mg/l NAA kombinasyonlarini igeren ortamin her iki ¢esitte de rejenerasyon icin timit
var oldugu saptanmistir. Kwack ve Fujieda (1988), Cucurbita moschata’da yaptiklari
calismada biiylimeyi diizenleyicilerden 2.4-D, BA, kinetin ve NAA’ nin embriyogenesisi
baski altinda tuttugunu belirtirken, Gémesné ve Venczel (1998), Cucurbita pepo’da 0.05
mg/l NAA + 0.5 mg/l BA ilave edilen besin ortamlarinin embriyo gelisiminde en olumlu
sonucu verdigini bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yazlik kabaklarda (Cucurbita pepo L.) in vitro ovul-ovaryum kiiltiirii yoluyla dogrudan
haploid embriyo ve bitki elde edilmesinin amaglandigi bu arastirmada su sonuglara
ulasilmistir:

- Calismanin her iki yilinda kullanilan genotiplerden Zeybek F1 ¢esidinin hem
embriyo tesvik ortaminda hem de rejenerasyon ortamlarinda ovaryumlardan
ovullerin gelismesi ve bu ovullerin gelismelerini uzun siire devam ettirmesi
bakimindan Sakiz ¢esidine gore daha iyi tepki verdigi gézlenmistir.

- Aragtirmada kullanilan ovaryumlarin kiiltiire alinma déneminin etkili gynogenesise
etki ettigi, yapilan gozlemler sonucunda da ilk yil her ortama ilave edilen farkl
TDZ konsantrasyonlarina bagl olarak iki ¢esitte de anthesisten 1 giin 6nce ve 1 giin
sonra alinan ovaryumlarda embriyo tesvik ortamlarinda ovul gelisimi goriilmiistiir.
Bu arastirmada 3 donemin de kullanilabilecegi, ancak daha sonraki denemelerden
alian sonuglara bagl olarak antesis donemi ve antesisten 1 giin sonraki doneminin
daha olumu sonuglar verebilecegi dikkat cekmistir.

- Calismada kullanilan ovaryumlarin dilim seklinin ovul gelisiminde etkili oldugu,
embriyo tesvik ortaminda dilim sekline bagli olarak boyuna dilim seklinde
hazirlanan ekplantlarda, enine disk seklinde hazirlanan eksplantlara gore daha
yiiksek seviyede ovul gelisiminin gerceklestigi sonucuna varilmistir.

- Embriyo tesvik ortaminda bitki biiylimeyi diizenleyici olarak kullanilan TDZ’nin
0.1 mg/l konsantrasyonunun denemede kullanilan diger diisiik konsantrasyonlarina
oranla daha uygun oldugu belirlenmistir.

- Embriyo tesvik agamasinda gelisme gosteren ovullerin daha sonraki asamada
gelismelerini  siirdiirmeleri i¢in ortama ilave edilen oksin ve sitokinin
konsantrasyonlariin etkili oldugu saptanmistir. Calismada ovullerin 0.5 mg/l BA +
0.05 mg/l NAA ilave edilmis besin ortamlarinda gelismelerine devam ettigi
gbzlenmigtir. Ancak, kontrol uygulamalar1 dikkate alindiginda bu asamada ovul
gelisimi i¢in biiylime diizenleyici icermeyen rejenerasyon ortamlarinin alt kiiltiir
icin daha uygun olabilecegi sonucuna varilmstir.

Bu arastirma sonucunda, gynogenesis yoluyla dogrudan haploid bitki eldesin de
genotipin etkili oldugu bu nedenle daha sonraki caligmalarda daha fazla genotipin
kullanilmasinin gerekliligini ortaya ¢ikmistir.

Ayrica ileriki ¢aligmalarda embriyo uyartimi i¢in besin ortamlarina ilave edilen
biiylime diizenleyicilerin farkli konsatrasyonlarinin ve farkli kiiltiir kosullarinin denemesi
yararli olacaktir.

Déllenmemis ovaryum veya ovullerin dogrudan in vitro kiiltiirii aragtirmalarinin devam
etmesi yaninda ilk asamada i1sinlanmis polenler ile embriyo uyartiminin saglanarak daha
sonraki asamalarda ovaryum Kkiiltlirii teknigini kapsayan denemelerin kullanilmasinin
yararli olabilecegi kanaatine varilmistir.
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