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Prof. Dr. Ertan Sait KURTAR
Prof. Dr. Gélge SARIKAMIS

Kabak (Cucurbita pepo L.) farkli tiikketim sekillerinin yaninda Tiirkiye’ de gerezlik tiiketime
yonelik olarak da iiretilmektedir. Tiirkiye’de cerezlik kabak tarimi yayginlasma egilimindedir. Ozellikle
2000’li yillardan sonra gerek iiretim alani ve gerekse iiretim miktari agisindan hizl bir ivme kazanmistir.
Son rakamlara gore ¢ekirdek kabak ekim alanlar1 73.789 da olup, elde edilen verim yaklagik 55 bin
tondur (TUIK, 2018). Tiirkiye’de F1 cerezlik kabak cesitlerine ihtiyag vardir. Bu amagcla, 77 adet
genotipin bitkisel materyal olarak kullanildigi arastirmamizda 1gilanmis polen teknigi yardimiyla haploid
ve dihaploid hat eldesi amaglanmistir. Kullanilan 1sin dozlar1 100 ve 150 Gy olmustur. Tozlama
calismalarinda 100 Gy dozunda 74 ¢igek tozlanmis, 39 meyve elde edilmis ve meyve tutum orani %52.7
olarak gerceklesmistir. Ortalama meyve agirligi 405 g ile 3760 g arasinda olmustur. 150 Gy dozunda 70
cigek tozlanmis, 35 meyve elde edilmis, meyve tutum orant %50 olmustur. Ortalama meyve agirhigi ise
602 g ile 4205 g arasinda belirlenmistir. 100 Gy dozunda 39 meyveden 9301 adet tohum ve 244 adet
embriyo elde edilmistir. Meyve basina tohum sayis1 238 ve meyve basina embriyo sayisi 6.3 olarak
gerceklesmistir. 150 Gy dozundan ise 35 meyvede 8774 tohum sayillmis ve 234 adet embriyo
cikarilmigtir. Meyve bagina tohum sayis1 250.7 adet ve meyve basina embriyo sayisi 6.7 adet olarak
gergeklesmistir. 100 Gy 1s1in dozundan elde edilmis olan 244 adet embriyodan 136 adedi kdklenmis, 54’1
bitkiye doniismiis ve sasirtilmig, 44’1 dis kosullara alistirilarak yasatilabilmistir. Bitkiye doniisiim orant
ise %18.0 olarak gergeklesmistir. 150 Gy 1sin dozundan elde edilmis olan 234 adet embriyodan 99 adedi
koklenmis, 67’si bitkiye doniismiis ve sasirtilmig, 51’1 dis kosullara alistirilarak yasatilabilmistir. Bitkiye
doniisiim orani ise %21.8 olarak gerceklesmistir. Sonug olarak, toplamda elde edilen 478 embriyodan;
235 tanesi koklenmis, 121 tanesi bitkiye doniismiis ve sasirtilmus, 95’1 dis kosullara alistirilarak
yasatilmig, bitkiye doniisim orami ise %19.9 olarak gerceklesmistir. Ploidi tespitlerinde 63 bitki
gozlemlenmis, 100 Gy dozundan 3 ve 150 Gy dozundan 6 bitki haploid (n) olarak belirlenmistir. 6 bitkide
ise miksoploid (n + 2n) yap1 goézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: gerezlik kabak, dihaploid, isinlanmis polen teknigi
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Pumpkin (Cucurbita pepo L.) have different consumption patterns in Turkey. Edible seed
pumpkin cultivation in Turkey tend to be widespread. Especially after 2000's, there has been an increase
in both production area harvested. According to the latest data, the production area is 73.789 da and the
production amount is 55.000 tons (TUIK, 2018). There is a need for F1 pumpkin seed cultivars in Turkey.
For this purpose, 77 genotypes were used in our study, in order to obtain haploid and doubled haploid
lines. The ray doses used were 100 and 150 Gy. In the pollination studies, 74 flowers were pollinated at a
dose of 100 Gy, 39 fruit was obtained and fruit set rate was 52.7%. The average fruit weight was between
405 g and 3760 g. 70 flowers were pollinated at a dose of 150 Gy, 35 fruit was obtained and fruit set rate
was 50%. The average fruit weight was between 602 g and 4205 g. 9301 seeds and 244 embryos were
obtained from 39 fruits at a dose of 100 Gy. The number of seeds per fruit was 238 and the number of
embryos per fruit was 6.3. Of the 150 Gy doses, 8,774 seeds were counted in 35 fruits and 234 embryos
were removed. The number of seeds per fruit was 250.7 and the number of embryos per fruit was 6.7. Of
the 244 embryos obtained from 100 Gy ray doses, 136 were generated roots, 54 of them were transformed
in to plants and transferred to external conditions, 44 of them was acclimatized to external conditions.
The plant conversion rate was 18.0%. Of the 234 embryos obtained from 150Gy ray doses, 99 were
generated roots, 67 of them were generated plants and transferred to external conditions, 51 of them was
acclimatized to external conditions. The plant conversion rate was 21.8%. As a result, 478 embryos were
obtained in total; 235 of them were generated roots, 121 of them have been generated plants and adapted
to external conditions, of these, 121 were generated plants and transferred to external conditions, 95 of
them was acclimatized to external conditions, plant conversion rate was 19.9%. We have observed 63
plants in the ploidy detection we have done so far, 3 plants from 100 Gy doses and 6 plants from 150 Gy
doses were identified as haploid (n). In 6 plants myxoploid (n + 2n) structure was observed.

Keywords: Dihaploid, Edible pumpkin seeds, Irradiated pollen technique



ONSOZ

Cucurbitaceae familyasina ait olan ¢erezlik kabak bitkisinin ilkemizde
ekonomik olarak artan bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir. Tarimda verim ve verim
bilesenlerini artrmak i¢in en Onemli konu nitelikli, amaca uygun cesitlerin 1slah
edilmesidir. Bu baglamda son yillarda hem agik alanda hem de ortiialt1 alanlarinda yeni
islah edilen F; hibrit cesitler Onemli avantajlar saglamakta ve yaygm olarak
kullanilmaktadir. Klasik 1slah yontemlerinde bitki tiirline gore de degismekle birlikte
bagl kalinmasi gereken bir takvim s6z konusu olup bu siire¢lerin tamamlanmasi bir
zorunluluktur. Ancak biyoteknolojik yontemlerin klasik islah yontemlerine oranla uzun
zaman alan yeni ¢esit gelistirme siiresini kisaltarak kolaylastirdigini bilmekteyiz. Klasik
1slah siireglerini kisaltan 6nemli yontemler arasinda haploid bitki eldesidir.

Bu tez calismasinin amaci ¢erezlik kabakta ismlanmis polenlerle haploid
embriyo ve bitki elde edilmesi lizerine etkilerinin arastirilmasidir. Bu yiiksek lisans tez
konumun belirlenmesinde ve arastirmamin her asamasinda tecriibe ve deneyimleri ile
beni yonlendiren, yiiksek lisans 6grencilik donemim boyunca degerli fikirlerini, ilgi ve
destegini esirgemeyen, sadece bilimsel anlamda degil hayatimin her aninda kendisine
danigma firsatin1 sunan ve daima yol gdsterici olan danisman hocam saym Prof. Dr.
Onder TURKMEN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tez calismasini basaril1 bir sekilde
gerceklestirmemi saglayan, her anlamda destegini esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerinden
yararlanmama olanak saglayan saym Prof. Dr. Ertan Sait KURTAR’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Yiiksek lisans egitim hayatim boyunca her tiirli yardim ve
desteklerini esirgemeyen saym Ogr. Gor. Dr. Ayse TORUN’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Bu g¢aligmanin yiiriitiilmesinde destek olan (Proje no. 18201076) Selguk
Universitesi BAP Komisyonu Uyeleri ile BAP Idari ve Mali Koordinatérlerine tesekkiir
ederim. Ayrica tezimin yiirlitilmesi asamalarinda tiim imkanlarin1 saglamaktan
¢ekinmeyen saymn Beyazit KESKIN’e, seralarmi ve laboratuarlarini kullanma firsati
veren Selko Arge Biyoteknoloji Tarmm Sanayi Ticaret Limited Sirketi’ne sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Son olarak tiim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini
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1. GIRIS

Kabakgiller, Dicotyledoneae sinifi Cucurbitales takimi1 Cucurbitaceae familyasi
icerisinde yer almaktadir. Bu familya igerisinde yer alan tiirler kabakgiller olarak ifade
edilmekte olup tropik kokenli sicak iklim bitkileridir (Chada ve Lal, 1993).
Kabakgillerin (Cucurbitaceae) gen merkezi olarak Amerika kitasi bildirilmekte, C. pepo
ve C. moschata’nin buradan ¢iktig1r ve diinyaya yayildigi, C. maxima’nin ise Asya
kokenli oldugu bilinmektedir (Oraman, 1968; Salk ve ark., 2008). Kabak, Cucurbita
maxima, Cucurbita moschata ve Cucurbita pepo gibi tiirleri biinyesinde barindirarak
Tiirkiye’de ve diinyada 6nemli ticari potansiyele sahiptir.

Diinya kabak iiretiminde; 7.996.362 ton ile Cin ilk sirada yer alirken, bunu
5.142.812 ton ile Hindistan, 1.165.834 ton ile Rusya takip etmektedir (FAO, 2017).
Tiirkiye’de 73.789 dekar alanda 55.043 ton iiretim yapilmaktadir (TUIK, 2018).

Cerezlik kabak iiretimi bakimindan ise 6ne ¢ikan illerimiz Cizelge 1.’de belirtilmistir.

Cizelge 1. En ¢ok Cerezlik Kabak yetistirilen iller, iiretim alanlari(da) ve iiretim miktarlari(ton) (TUIK,
2018)

Iller Ekilen Alan(Dekar) Uretim(Ton)
Kayseri 324.520 16.751
Nevsehir 211.654 16.403
Konya 66.380 8.982
Aksaray 45.051 4.242
Eskisehir 28.352 3.196

Kabak ¢ekirdegi yag, protein, mineral maddeler ve aminoasitler yoniinden de
zengin olup, insan sagligi agisindan olduk¢a Onemlidir. Kabak tohumlar1 %35-40
oraninda yag, ve %35-40 protein igermektedir. Ayrica, kabak tohumlarinin Ca, K, Mg,
Fe ve Zn gibi mineral maddeler ve B vitamini yoniinden de zengin oldugu
bilinmektedir. Buna ek olarak tiamin ve niacin i¢ermektedir. Zengin bir yag kaynagi
olmas1 nedeniyle kabak tohumlarindan elde edilen yag, gida sanayinin yaninda ilag ve
kozmetik sanayinde de kullanilmaktadir (Diizeltir ve Yanmaz, 2004). Kabuksuz kabak
cekirdeginde yapilan bir ¢caligmada linoleik, oleik, palmitik ve stearik asitlerin biitiin
genotiplerde en belirgin yag asitleri oldugu belirtilmistir (Seymen ve ark., 2016a).

Yiiksek yag oranlar1 sebebi ile kabak cekirdeginin yeni bir yag kaynagi olarak



kullanilabilecegi belirtilmistir (Turkmen ve ark., 2015). Eczacilikta gesitli ilaglar i¢in
iiretim materyalidir. Antik ¢aglardan beri tipta kullanilan kabak tohumlarindan tiretilen
ilaclar ile prostat ve idrar sistemi rahatsizliklar1 tedavi edilmeye c¢alisiimaktadir
(Ghanbari ve ark., 2007).

Cucurbitaceae familyas: tiirlerinin ¢igek yapilar1 ¢ok farklidir (monoik,
andromonoik, gynomonoik, androik, gynoik, erselik) ve yabanci dollenmeye agik
olmas1 sebebiyle 1slah ¢aligmalar1 ¢ok uzun zaman stirmektedir (Lower ve Edwards,
1986). Kabaklar monoik ¢igek yapisina sahiptir. Bu nedenle yabanci déllenme orani gok
yliksektir (Toprakkaristiran, 1997). Cerezlik kabak gibi tiirlerde F; hibrit iiretimi i¢in
kullanilanacak ebeveyn hatlar en az 6 generasyon kendilenmelidir.

Islah caligmalarinin uzun yillar almasi, hibrid tohum iiretiminin zorlugu ve
yavashgi, yurt disindan tohum girisi gibi sebeplerle ve bilinen klasik 1slah yontemleri ile
¢Oziimii zor olan problemlere ¢6ziim getirerek daha kaliteli, daha verimli, daha
ekonomik ve daha kisa siirede bitkisel iiretim gerceklestirmek amaciyla biyoteknolojik
yontemlere bagvurulmaktadir. Bitki doku kiiltiirii c¢alismalar1 1slah c¢alismalarinda
kullanilan biyoteknolojik ydntemlerin basinda gelmektedir. Bitki doku kiiltliriiniin
kullanilmasiyla uzun siire gerektiren yeni g¢esitlerin 1slah1 daha kolay ve kisa siirede
yapilabilir. Bitki doku kiiltiiri teknikleri igerisinde haploid bitkilerin elde edilmesini
saglayarak 1slah ¢alismalarma hizmet eden yontemlerin ayr1 bir 6nemi vardir (Ercan ve
ark., 1997).

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (cesitli bitki
kisimlar1 = eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir (Babaoglu ve ark.,
2001). Somatik hiicreleri “n” sayida kromozoma sahip olan bitkilere “haploid bitki”
denilmektedir (Pierik, 1987; Sehirali ve Ozgen, 1998; Klug ve Cummings, 2002). Ilk
calisma 1964’de Guha ve Maheswari ile Datura innoxia Mill. bitkisinde
gerceklestirilmistir. Aragtirmacilar in vitro ortaminda anter kiiltiirii yontemi ile biiyiik
oranda haploid embriyo ve bitki elde ettiklerini bildirmiglerdir (Bourgin ve Nitsch,
1967).

Haploid bitkiler kdk, dal, ¢icek, yaprak ve bazi durumlarda meyveler de vererek
gelisimlerini standart bir sekilde siirdiiriirler. Fakat, diploid bitkilerin ¢icek, yaprak,
bogum aralar1 gibi doku ve organlarin1 meydana getiren hiicreler haploidlere gore daha

biiyiikk yapida oldugu i¢in, diploid yapili bitkiler morfolojik a¢idan haploid yapili



bitkilerden biraz daha biiyiik formdadir (Bilge, 1982; Emiroglu, 1982). Haploid
bitkilerin bogum aralar1 daha dar ve dolayisiyla boylar1 daha kisa, yaprak ayalar1 daha
dar ve kiiciik, ¢igekleri kiigiik ve polen olusturmamalar1 nedeniyle kisirdirlar (Emiroglu,
1980; Abak, 1993; Caglar ve Abak, 1999). Bu sebeple haploid bitkilerin islah
caligmalarinda Kullanilabilmeleri i¢in kromozom katlama islemine tabi tutularak
dihaploid forma doniistiiriilmeleri gerekmektedir. Haploid bir bitki kimyasal maddeler
yardimi veya spontane olarak kromozom katlanmasi sonucu dihaploid bitkilere
doniisebilir. Kromozom sayisi diploid yapida (2n) homozigot bitkilerin elde edilmesine
dihaplodizasyon ad1 verilir. Giiniimiizde dihaplodizasyon teknigi arpa, bugday, misir,
celtik, kolza, biber, patlican, hiyar, kavun, gerbera gibi bircok bitki tiiriinde 1slah
programlarida basariya kullanilmaktadir (Kaloo, 1986). Haploid bitkilerin dogal olarak
olusma olasilig1 tiirlere ve/veya tiir icinde varyete ve genotiplere gore
degisebilmektedir. Dogal olarak meydana gelme olasiligi %0.1 - 0.001 gibi oranlarda
olusabilmekte hatta bazi tiirlerde hi¢ olusmamaktadir (Pochard ve Dumas de Vaulx,
1979). So6z konusu nedenlerden dolayr dogal haploidlerden islah programlarinda
kullanmak pek olas1 degildir. Bitki 1slah¢ilar1 haploid bitki eldesinin diizenli ve yiiksek
oranda olabilmesi igin kullanilan yontemleri iKi grupta toplamaktadirlar (Hosemans ve
Bossoutrot, 1983). Bunlar; In vivo uygulamalar;; bu yontemde tiirler arasi
melezlemeler, tozlamanmn geciktirilmesi,  sicaklik soklari, 1smmlanmis polenlerle
tozlama, X ve UV 1sinlar1 uygulamasi ile ¢igek tozlarma veya bitkilere toluidin mavisi,
maleyik hydrazid, azotoksit, kolhisin, kloramfenikol ve paraflor fenilalanin gibi bazi
kimyasallar ve bazi biiyiime diizenleyicileri (2-kloro etik fosfoik asit, 2,4-D)
kullanilabilmektedir (Lacadena, 1974; Yeung ve ark., 1981; Bajaj, 1983; Pierik, 1987;
Caglar ve Abak, 1999; Kurtar, 1999). In vitro uygulamalar ise disi veya erkek gamet
kiiltlirlerini kapsamaktadir.

Bu yontemler uygulanarak “dihaploid=double haploid” (DH) bitkiler elde
edilebilmektedir. Boylece;

Haploid ve dihaploid bitkiler sitolojik ve genetik agidan 6nemli aragtirma ve
deneme materyalleridir. Dihaploid bitkiler materyale uygulanan mutagenlerin resesif
dogrultuda olusturdugu mutasyonlar, bu materyallerden selekte edilen haploidler
sayesinde daha ilk generasyonda belirlenebilmektedir.

Haploid bitkilerin, degisik ortamlarda ve farkli patojenlere ya da patojenlerin
farkli irklarmna karst in vitro kosullarda tercih yapmaya imkan saglamasi hastaliklara

tolerans galigmalarinda yer, zaman ve maddi kazang avantajinda bulunur.



Ozellikle yabanci tozlanmaya agik tiirlerde 10-12 generasyon tekrarlanan
kendileme islemi ile homozigot hale gelirken, dihaploidizasyon yontemi uygulanarak
bir generasyonda hizli ve kolay bir sekilde elde edilir.

Kendileme isleminin yapilmasmin miimkiin olmadig1 birtakim dioik tiirlerde
(kugskonmaz vb.) haploid uyartimi ve devaminda kromozom katlanma islemiyle saf
erkek bitkilerin olusumu saglanir.

Klasik yontemler kullanilarak %100 saf hatlarin olusumu bir hayli zor oldugu ve
kendileme depresyonunun gozlendigi ¢ilek ve lahana gibi tiirlerde dihaploidizasyon ile
bu problem tek generasyonda ortadan kalkabilir.

Homozigoti meyve agaclari, yumru olusturan bitkiler ve orman agaglar1 gibi
tohumdan ¢iceklenmeye kadar yetistiricilik siiresinin ¢ok fazla oldugu bitkiler i¢cin de
onem arz etmektedir.

Dihaploid bitkilerle meydana getirilen saf hatlar direkt olarak ¢esit veya hibrit
cesit olarak gelistirilip ebeveyn olarak kullanilabilirler.

Dihaploid hatlarin mevcut islah yontemlerinin potansiyeline arttirma 6zelligine
sahiptir. Dihaploid bitkilerin generasyonlarinda herhangi agilim s6z konusu olmadigi
icin genotipler arasinda ¢ok iyi bir elimine islemi yapilabilir. Ayrica, eklemeli gen etkisi
ikiye katlanir.

Dihaploid hatlar1 major genler ve/veya kantitatif ozellik locuslarmin (QTL)
genetik haritalama ¢alismalarinda, QTL testlemelerinin sonucunda miikemmel deneysel
materyaller olarak ifade edilmektedir (Reinert ve Bajaj, 1977; Abak, 1993).

Tirkiye’de F; gerezlik kabak c¢esitlerine ihtiya¢ oldugu agiktir. Bu baglamda kisa
zamanda saf hat eldesi i¢in (homozigot) dihaploidizasyon yontemi avantajli
goriilmektedir. Bu arastrmada gerezlik kabakta isinlanmis polen teknigi ile in vitro

kiiltiirleri yapilarak haploid bitkilerin elde edilmesi amaglanmigtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kabak Cucurbitaceae familyasi i¢inde meyvesi yenen sebzeler grubunda yer
almaktadr (Yanmaz ve Diizeltir, 2003). Giliniimiizde yetistiriciligi yapilan 5 onemli
kabak tiirli Cucurbita cinsi igerisinde yer almaktadir. Bunlar sirasiyla C. pepo, C.
moschata, C. maxima, C. ficifolia ve C. argyrosperma (C. mixta)’dir (Robinson ve
Decker-Walters, 1997).

Kabaklarda monoik ¢igcek yapisindan dolayr yabanci dollenme oranmi g¢ok
yiiksektir. 1zolasyon kosullarinmn dikkate almmamas: gibi nedenlerinde eklenmesi ile
baslangictaki orijinal tohumdan farkli hatlarm ortaya ¢ikmasi s6z konusudur. Bu ylizden
cerezlik kabak yetistiriciliginde Kkarsilagilan en biliylik sorunlardan birisi g¢esit
problemidir (Toprakkaristiran, 1997). C. pepo L. meyveleri insan beslenmesinde, gida
ve kozmetik sanayinde, tohumlar1 ise ¢erezlik olarak kullanilabilmektedir (Yanmaz ve
Diizeltir, 2003).

C. pepo L.’nun anavatant Orta Amerika’nin kuzeyi ve Meksika’nin yiiksek
yerleri olarak bilinmektedir (Bisognin, 2002). Ulkemize Yunanistan iizerinden girdigi
ve Trakya bolgesindeki ciftgiler tarafindan benimsenerek buradan yetistiriciliginin
yaygimlastig1 bilinmektedir (Diizeltir, 2004).

Kabak ¢ekirdegi yetistiriciligi son 20 yilda 6nemli bir sektor haline gelmistir.
Ozellikle i¢ bolgelerde alternatif iiriin olarak degerlendirilmekte, iiretim alanlar1 giderek
artis gostermektedir. Kabak ¢ekirdegi yetistiriciliginin yayilmasinin nedenlerini
asagidaki sekilde siralayabiliriz.

1. Cekirdek kabagi yetistiriciligi sulama olanaklarmin smirli oldugu yerler icin
ekonomik ve avantajli bir tirlindiir.

2. Cekirdek kabaklarindan elde edilen tohumlarin uygun kosullarda depolanmak kosulu
ile 1-2 sene saklanma sansi vardir.

3. Kabak ¢ekirdegi yetistiriciligi mekanizasyona uygundur. Tohum ekiminden hasadina
ve tohum islemesine kadar olan her asamada mekanizasyon kullanilabilmektedir.

4. I¢ bolgelerde tarla bitkileri ile ekim ndbetine girebilmektedir. Ozellikle kirag
alanlarda bugday, yem ve baklagil bitkileri ile ekim ndbeti sans1 vardir.

5. Cerezlik olarak kullanilmasinin yani sira gida sektorii icin hammadde konumundadir.
Kabak ¢ekirdekleri yag yoniinden zengindir. Bu nedenle ¢ekirdeklerinden ¢ikarilan yag
dogrudan veya salata soslarina eklenerek degerlendirilebilmektedir. Yag iiretimi diginda
yag tesislerinden ¢ikan posa ve hasat sonu atiklarin hayvan yemi ve organik giibre

olarak kullanilabilme sansina sahiptir.



6. Cekirdek kabag: iireticisi pazarlamada su anda bir sikint1 yasamamaktadir. Uriiniin
dis pazar sansi bulunmaktadir (Yanmaz, 2014).

Bitki 1slah1 kavrami, belirli bir bitkisel materyalden hareket ederek, lireme
yetenegi olan ve daha iistiin bazi1 6zellikler tastyan yeni bitki gruplar1 yaratmak amaciyla
yapilan tiim islemleri i¢ine alir. Genelde “‘doku kiiltiirii’> olarak adlandirilan “‘in vitro”’
yetistirme teknikleri, geleneksel 1slah yontemlerinde karsilasilan sorunlarin bir kismimnin
¢Ozlimiinde 6nemli kolayliklar saglamakta, uzun islah siirecini kisaltmakta ve zaman
tasarrufu saglamaktadir. Bitki doku kiiltiirleri konusunda Diinya’da ki ilk ¢aligmalar 19.
ylizyilin sonunda baglamis, 20. ylizyilin yarisindan itibaren de tarimda uygulanabilir
hale gelmistir (Abak, 1988).

Daha sonra yapilan arastirmalarda uzun zaman dilimi boyunca doku kiiltiirii
teknikleri tizerinde yogunlasilmig; anter kiiltiirinde basartya ulasamayinca
caligmalarinda, oviil kiiltiirii teknigine yOnelmislerdir. Chambonnet ve De Vaulx
(1985), C. pepo’nun dollenmemis oviillerini in vitroda kiiltiire almislar, bu oviillerden
haploid embriyo ve sonrasinda ise bitkiye doniisiimlerini saglamiglardir.
Arastirmacilarm, elde ettikleri bitkiler yiiksek oranda diploid, bazilar1 anoploid, diploid-
haploid kimerali ve bazilar1 da poliploid yapiya sahip olduklarmi bildirmislerdir.
Kabakgillerde ilk haploidi ¢alismasti Dumas de Vaulx (1979) tarafindan
gerceklestirilmis ve Cucumis melo L.(2n=24)" yu Cucumis ficifolius (2n=48) ile
tozlayarak kavunda ilk haploid bitkileri elde etmislerdir.

Yiritiilen arastirmalar neticesinde, anter ya da oviil kiiltiirti teknigi ile elde
edilen haploid bitkiler genetik ve 1slah arastirmalarinda uygulanacak seviyede
olmadigindan 1silanmig polen teknigiyle uyartimda haploid embriyolarin olusturulmasi
ve bu embriyolarin bitkiye doniisiimii dogrultusunda yapilan ¢alismalar, Cucurbitaceae
familyas tiirlerinde de denenmistir. Bu teknikle, Cucurbitaceae familyasinim ilk haploid
embriyolar1 Sauton ve Dumas de Vaulx (1987) tarafindan kavunda elde edilmistir. S6zii
gecen arastirmada tozlama calismalarinda kullanilan anterlerin sayisi, g¢esit ve 1sin
dozunun, 1smlanmis polen teknigiyle haploid bitkilerin eldesi iizerine etkileri
irdelenmistir. Arastirma neticesinde, bahsedilen etkenlerin embriyo verimini etkiledigi,
4 tane gigek tomurcuklariyla tozlanan gigeklerden meydana gelen haploid embriyolarin
orani ve meyve basma diisen ortalama tohum sayisinin iki ¢igek tomurcuklariyla
tozlanan ¢iceklerden meydana gelenlerden dikkate almir seviyede fazla oldugundan

bahsetmislerdir.



C. pepo’ya ait Black Jack cesidi ile C. ecuadorensis tozlanmis, 24 ile 72 saat
sonra oviiller besin ortamima aktarmistir. Aktarma igleminden sonra kallus ve kok
olusumu gergeklesmis ancak bitkiye doniisiim gergeklesmemistir. Ancak olgunlagmis
meyvelerin  embriyolarindan, kiiltire almma islemi sonrasinda tiirler arasi
melezlemelerden hibrit bitki elde etmislerdir (Shail ve Robinson (1987).

Kwack ve Fujieda (1988), C. moschata’nin dollenmemis oviilleri ile haploid
eldesini arastrmislardir. Anthesis doneminde topladiklar: ve 2 giin 5°C’de 6n sicakliga
tabi tuttuklar1 ovaryumlardan aldiklar1 oviillerin; 30 g/l sakkaroz igeren MS ortaminda
en iyi sonucu verdigini belirtmislerdir. Bu oviillerin % 17’sinden embriyo elde
edebilmiglerdir. Bu embriyolarm uygun bir ortama aktarildiklarinda ¢ogunun kallus
olusturmaya meyilli olduklarin1 ve morfolojik gelisimlerinin normal olmadigmni, sadece
birka¢ tanesinin normal siirgiin ve kdk olusturdugunu raporlamislardir. Bu c¢alismanin
sonucunda 3 bitkiden birinin diploid (2n=40) ve ikisinin ise tetraploid oldugunu
bildirmislerdir.

Gémesné ve Venczel (1996), kabakta déllenmemis ovaryumlari ¢iceklenmeden
once uzunluklar1 2-3 cm boyutuna eristiginde toplayarak yiizeysel sterilizasyon islemi
yaptiktan sonra ovaryumlarin dis kabuklarini ¢ikarip, dilimleyip in vitro kiiltiir ortamina
aktarmuslardir. Eksplantlara ilk olarak TDZ ve % 4 sakkaroz ilavesi gergeklestirilmis
daha sonra da NAA ve BA’nin degisik kombinasyonlar1 kullanilarak EI ortamina
aktarilmustir. Ortalama bir buguk ay siire sonunda oviillerden embriyolarin meydana
geldigi ve her bir ovaryumdan ortalama 10-15 embriyo elde edildigi rapor edilmistir.
Bu ¢alismanin sonucu olarak kromozom sayimi testlemelerinde, % 70 oraninda haploid,
% 30 oraninda dihaploid ve aneuploid bitkicikleri elde ettiklerini bildirmislerdir.

Metwally ve ark. (1998)’nin yiiriittiikleri bu ¢aligmada kabak ovaryumlarinin
anthesisten 1 giin nce toplandigindan ve 0, 2, 4 ve 8 giin siireler ile +4°C sicakliga tabi
tuttuklarmdan bahsetmislerdir. Bu islemden sonra oviilleri ¢ikarmuslar; 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 kombinasyonlar1 seklinde
eklemisler, MS ortamina aktararak kiiltiirlemislerdir. 25 + 1°C sicaklik ve saatlik 151k
periyotlarinda lay siire boyunca bekletmislerdir. Bu zaman diliminin sonunda oviiller
bitki biiyiime diizenleyicileri igermeyen MS ortamma aktarilmiglardir. Kiiltiire alinan
100 oviilden bitkiye doniisenlerin sayisina bakildiginda en yiiksek performansin soguk
uygulamasi yapilmayan ovaryumlardan ¢ikarilan oldugunu tespit etmisler ve 1 veya 5
mg/l 2,4-D ilave edilen MS ortaminda kiiltiire aliman oviillerden elde ettiklerini

belirtmislerdir.



Sand1 (1998), kabuksuz tohumlar1 ¢erez olarak kullanilan yazlik bir kabak (C.
pepo L.) cesit adayinda haploid embriyo uyartimi saglamak amaciyla Sezyum®®’
kaynagi ile gama 1sm1 veren cihazda 300 ve 350 Gy dozlariyla 1smlanmis polenlerle
tozlamalar yapmis ve 151n dozlarinin melezleme etkisi yaptigmni bildirmistir. Androgenik
haploid bitki eldesi amaciyla kiiltiire aldig1 anterlerde ise bitki regenerasyonu
saglayamamistir.

Kurtar (1999), yazlik kabaklarda (C. pepo L.) haploid embriyo uyartimi
saglamak amaciyla Cobalt 60 kaynakli teloterapi cihazi ile 25, 50, 75, 100 ve 200 Gy
dozlarmi, akut olarak 1sinladigi polenlerle yaptigi tozlamalarda 25 ve 50 Gy
kullanmiglardir. Caligmada yazlik kabakta isinlanmis pollen teknigi ile tiretilmis ilk
haploid embriyolarin1 ve bitkilerini elde ettigini rapor etmistir. Calismada elde edilen
embriyolardan toplam 93 tanesi haploid bitkiye dontismiistiir.

Shalaby (2007), bu ¢alismasinda; genotip, disi ¢icegin sapmin bitki tizerindeki
bulundugu konumu, sicaklik ve siikroz konsantrasyonunun kabaktaki in vitro
ginogenesis basarisi iizerine etkisini incelemislerdir. Calismada 12 genotipte, oviiller;
disi ¢igeklerden, antesisten 1 giin dnce ¢ikarilmis ve her biri % 3 siikroz, 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxy acetic acid) ve 1 mg/litre Kinetin igeren MS ortamina aldiklarini rapor
etmislerdir. Arastirmada genotipler arasinda farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Raad F, en
yiksek oviil yiizdesi %48.8 ve c¢anak basina diisen bitki sayisi 15 bitki olarak
bildirmislerdir. Sonuglar, genotipin kabaktaki in vitro ginogenesisi etkileyen kilit bir
faktor oldugunu ortaya koymustur. Ayni ¢alismanin ikinci asamasinda, oviiller, iki
melezin birinci, ikinci ve tgilincii disi ¢igeginden temizlenmis ve yukarida belirtilen
ortama alindiklarindan bahsetmislerdir. En yiiksek oviil yiizdesi ve ¢anak basina bitki
sayist olarak gosterilen yumurtalarm, bitki sapindaki ikinci disi ¢igekten alinan
yumurtalardan elde edildigi bildirilmistir. Calismanin {iciincii asamasinda, Queen F;
cesidinde oviil kiiltiirii tizerindeki 0, 4, 7 ve 12 giin boyunca sicakligin (4 ve 32 derece )
etkisi incelenmistir. 4 giin boyunca 4 veya 32 derecede inkiibe edilen oviillerin daha iyi
bir embriyogenik yanit verdigi tesbit edilmistir. Bu ¢aliymanin son asamasimda ise li¢
stikroz konsantrasyonu (30, 60 ve 90 g/1, yerel ¢esidin (Eskandrani) oviil kiiltiirleri ile
denenmis, siikroz konsantrasyonlar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml
bulunmus ve 30 g/l iceren MS ortaminda kiiltiire alman oviiller en iyi sonucu verdigi
belirtilmistir.

Sitolojik ¢aligmalarda, rejenerantlarin yaklasik %65'inin haploid (2n = x = 20

kromozom) ve %35'inin dihaploid (2n = 2x = 40 kromozom) oldugunu bildirmislerdir.



Kurtar ve ark. (2009), Gamma 1511 dozlarmin (50, 100, 200 ve 300 Gray) farkli
zamanlarda (9 Temmuz, 11, 15, 21 ve 28) ginojenik haploid embriyo ve bitki
rejenerasyonunun, polen teknigiyle engellenmesi tizerindeki etkileri, balkabaginda
incelemislerdir (C. moschata ). Haploid embriyo ve bitkinin iiretimi C-60 (50 ve 100
Gy) disiik 1ginlama dozlarinda ve erken iginlama periyodlarinda (9 ve 11 Temmuz)
belirgin bir sekilde artmustir. Haploid embriyolar ve bitkiler, sadece 50 Gy ve 100
Gy'de 1smlanmig polenlerle tozlanan meyvelerden elde edilmis ve en yiiksek
partenogenetik tepki, 50 Gy gama 1sin1 dozlarindan elde edilmistir. Torpido ve ok ucu
tip embriyolarda haploid bitkinin sikligi % 20 iken kotiledon, ocak ve amorf tip
embriyolar sadece diploid bitkiler {iretmistir. Nekrotik embriyolar geciktirilmis hasat
zamanlarinda (tozlamadan 5 ve 6 hafta sonra) en yliksek olmus ve en i1yi hasat siiresi
tozlamadan yaklasik 3 hafta (18 ve 24 giin) sonra bulunmustur. 100 tohum, 100 embriyo
ve meyvede haploid bitkilerin sikligi swrasiyla % 0.24, 0.94 ve% 33.3 arasinda
degismistir. Meyve basma embriyo sayis1 "G9" (19.7) ve "14YE02" (17.0)
genotiplerinde en yiiksek bulunmustur. Ik (9 Temmuz) ve ikinci (11 Temmuz) 1s1nlama
stirelerinde haploid embriyo ve bitki iiretimi en yiiksek olmus ve 2 haploid bitki elde
edilmistir.

Kurtar ve Balkaya (2010), kestane kabaginda (C. maxima Duch) farkli 1sin
dozlarm1 denedikleri ¢alismalarinda haploid embriyo eldesi i¢in 50 Gy gama 1sin1
dozunun en uygun 151n dozu oldugunu bildirmislerdir.

Berber ve Abak (2012a), kabuksuz ¢ekirdek kabaklarinda yaptiklari
calismalarinda 50, 100 ve 150 Gy 1smn dozlarin1 denemisler, tiim dozlardan haploid
embriyo elde etmigler. Ancak 150 Gy 1sin dozundan daha fazla haploid embriyo elde
edildigini bildirmislerdir. Elde edilen bitkilerden %42.6’smin haploid, %57.3 {iniin ise
diploid oldugu belirlenmistir

Baktemur ve ark. (2014), kabakta etkin bir haploidizasyon protokolii gelistirmek
icin on dort genotip ve 3 farkli gama 1sin1 dozu test etmislerdir. Bu amagla, anthesisten
1 giin dnce toplanan erkek ¢igekler 150, 200 ve 300 Gy gama 1511 dozlariyla 1gmlanmis
ve disi cicekler ertesi giin 1sinlanmig polenlerle tozlastirilmistir. Caligmanin ilk yilinda
219 meyveden 1858 embriyo elde edildigi bildirilmistir. Bunlarin 1358'1 150 Gy gama
dozuyla 1smlanmis meyvelerde bulunurken, kalan 500 embriyo 200 Gy ile 1smlanan
meyvelerde elde edildigi belirtilmistir. 150 ve 200 Gy gama dozuyla isinlanan
meyvelerden sirasiyla 100 tohum basma 9.12 ve 3.53 haploid embriyo elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Genotip 3, 100 tohum basina 12.42 embriyo ile en basarili genotip
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bulunurken, 100 tohum bagina en diisiik embriyo sayilar1 1.46 embriyo ile Genotip 4'ten
elde edilmistir. Calismanin ikinci yilinda, 8 genotip ve ayni gama dozlar1 kullanilmas,
217 meyveden 2625 haploid ve 1378 diploid embriyo elde edildigi belirtilmistir.
Ismlama dozlarinda sirasiyla 150, 200 ve 300 Gy, 2010, 539 ve 76 haploid embriyo
bulunmus ve genotip 6 da, 100 tohum basma 13.35 embriyo ile en basarili genotip
oldugunu belirtmislerdir.

Kurtar ve ark. (2016) yaptiklar1 arastirmada; tek c¢ekirdekli mikrospor
asamasindaki anterler, farkli ¢igeklenme zamanlarinda toplanmis ve 2,4-D (2,4-
diklorofenoksiasetik asit), BAP (6-benzilaminopurin), KN (kinetin) ve NAA (naftalen
asetik asit) kombinasyonlarn1 igeren MS besi ortaminda kallus olusumu,
embriyogenesis ve bitkiye doniisimii tesvik etmek amaciyla kiiltiire alindigini
bildirmislerdir. Androgenesis basarisinda; bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlari,
genotip ve anter toplama zamaninin 6nemli bir rol oynadigini belirtmislerdir. En yiiksek
performans, ilk anter toplama zamaninda 2.0 veya 4.0 mg / 1l BAP + 0.05 mg / | NAA
(E6 ortami) kombinasyonu ile 57SA derece 21 ve G9 hatlarindan elde edilmis ve
yapilan ¢aligmanin sonucunda ploidi analizleri 35 bitkinin (% 47.3) haploid (n = 20) ve
digerlerinin (% 52.7) diploid (2n = 40) oldugunu belirtmislerdir.

Gok Guler ve ark. (2015), kabakta haploid bitkileri optimize etmislerdir. Cesitli
polen 1smlama dozlarinin (50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 Co-60 Gray gama
ismlarinin - Co-60) dort kabak genotipinde (Adana, Birecik, Ispanya ve Kibris)
1smlanmis polenle partenogenetik haploid embriyolarin indiiksiyonu tizerindeki etkisini
analiz etmisler, arastirma sonucunda 50 ve 75 Gy'de 1sinlanmis polenlerle tozlasmanin
haploid embriyo indiiksiyonu iizerinde olumlu bir etkisi oldugunu belirtmislerdir.
Isinlanmis polenlerle polinasyonun ardindan, farkl sekillerde embriyolar kurtarilmis,
kiiltiire alinmis ve doku kiiltiirii kosullar1 altinda saglam bitkilere doniistiiriilmiistiir.
Genotiplerin, 1gmlanmis polen teknigi ile haploid embriyonun indiiksiyonunda 6nemli
etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Adana genotipinden yetmis bes bitki, Birecik
genotipinden 10 bitki, Ispanya genotipinden 121 bitki, Kibris genotipinden 141 bitki ve
toplam 347 bitki tiretildigini belirtmislerdir.

Kurtar (2018)’de yaptig1 caligmada, yiiksek frekans ve verimli DH'ler elde etmek
icin, farkli anti-mitotik ajanlarin (kolhisin, amiprophos metil, trifluralin ve orzalin)
etkinligini, hem in vitro hem de in vivo kosullar i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda ve
maruz kalma siirelerinde test etmisti. DH programi i¢in kishk kabak anter

kiiltiirlerinden elde edilen haploid bitkicikler ve kabak hatlar1 kullanilmistir. Haploid



11

bitkiler tamamen in vitro antimitotik ajanlarin sulu ¢ozeltilerine daldirilmis ve haploid
bitkiciklerin apikal kisimlar1 in vivo olarak ii¢ kez anti-mitotik ajanlarla muamele
edilmistir. Baz1 bitkiler haploid kaldiklarindan ve en yiiksek DH verimi, haploid
bitkilerin uglarina kolhisin muamelesinden % 93,3 oraninda elde edilmistir. In vivo
olarak, bir saat boyunca % 1 kolhisinin ¢oklu islemlerinin, kiglik kabakta ve kabak
yetigtirme programinda yiiksek frekansli verimli DH'lerin geri kazanimi i¢in en iyi ikiye
katlama prosediirii oldugu bulunmustur.

Kurtar ve ark. (2018) kabakta yaptiklar1 bu ¢aligmada alternatif bir teknik olarak
ovule kiiltliriiniin etkinligi arastirmiglardir. Oviiller farkli ciceklenme zamanlarinda
alinmig ve sonra 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), benzilaminopurin (BAP),
tidiazuron (TDZ) ve naftalenetik asit (NAA) ile takviye edilmis kat1 bir MS ortaminda
kiiltiire alimmis ve 122 bitkinin ploidy gozlemleri, 70 bitkinin haploid, 46 bitkinin
diploid oldugunu ve digerlerinin mixoploid oldugunu belirtmislerdir.

Haploid bitki elde etme yontemleri arasinda yer alan suda yiizdiirme yontemi
kullanilarak yapilan bir ¢calismada, Aalders (1958) hasat edilen olgunlagsmamis hiyar
meyvelerinin tohumlarii kullanmis ve su tizerinde kalan hafif tohumlarin embriyolarmi
kiiltire alarak 13 adet haploid yapida hiyar (C. sativus L.) bitkisi elde etmeyi
basarmistir. Elde edilen bu bitkiler Cucurbitaceae familyasimna ait olan tiirler i¢inde ilk
monoploid 6zellik tasiyan bitkilerdir. Bu bitkilerden 8 tanesinin gelisimi saglanmis ve
kolhisin uygulanarak diploid hale getirilmesine ragmen bu bitkilerden yeni bireyler elde
edilememistir.

Claveria ve ark. (2005) ’m yiiriitmiis olduklar1 arastrmada dis ortamda
uyartilarak partenogenetik embriyolarda in vitro embriyo kurtarma islemi yapildigi ve
ayni yontem ile hiyarda kromozom katlama yaparak dihaploid embriyo eldesinin
optimizasyonu igin toplanan anterler 250 ve 500 Gy dozlarinda bir Co® 151 kaynag; ile
isinlama islemi yapilmis ve 500 Gy dozunda ki 1sinlamada partenogenetik embriyo
sayisinda kayda deger bir seviyede artis oldugundan bahsetmislerdir.

Song ve ark. (2007), hiyarda uygulanabilecek ideal bir anter kiiltiirii protokolii
gelistirmek amaciyla genotip etkileri, on sicaklik uygulamasi, kiiltiir ortam kosullari,
embriyogenik kallus, embriyo indiiksiyon ve embriyo ¢imlendirme ortamlarini optimize
etmeye caligmiglardir. Serin iklim bolgelerinde yetisen ¢esitlerin soguk uygulamalarinda
ve sicak iklim bolgelerinde yetisen gesitlerin ise sicak uygulamalarinda iyi sonug
verdigini belirtmislerdir. En ideal embriyojenik kallus indiiksiyonun 4.44 uM BA, 2.26
uM 2, 4-D, 4.64 pM KIN bitki biiylime diizenleyici kombinasyonu ihtiva eden MS
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besin ortamindan ve en ideal embriyo indiiksiyonun 0.54 uM NAA, 13.32 uM BA bitki
biliylime diizenleyici kombinasyonu ihtiva eden MS besin ortamindan elde edildigini
bildirmiglerdir. Ayrica embriyo ¢imlenmesi i¢in 2.22 uM BA, % 6 sukroz ve % 1.2 agar
iceren kiiltiir ortaminin en iyi sonucu verdigini tespit etmislerdir. Calismalar neticesinde
anter bagina lic embriyo ve 45 anterden 42 katlanmis haploid (% 93 basar1) bitki elde
etmislerdir.

Lotfi ve ark. (2008)’ nin yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada partenokarpik hiyarda
haploid embriyolarin eldesi i¢in 2 adet F1 hibrit ('Soltan' ve 'Monarch’) ve 4 adet yerel
hiyar ¢esidini kullanmuglardir. Anterler anthesisden bir giin 6nce toplanmis ve 250 Gray
gama 1g1n1 ile 1smladiklarmi belirtmisler, 1sinlama isleminden bir giin sonra polenler ile
disi ¢iceklerde tozlama islemini yapmiglardir. Hasat islemi tozlamadana ortama 3 hafta
sonra gercgeklestirilmistir ve tohumlarin meyvelerden c¢ikarilma isleminin steril bir
ortamda gerceklestirdiklerini  bildirmislerdir. Tohumlar sivi E20A  ortamima
gelisimlerini saglamalar1 i¢in aktarilmistir. Ortalama olarak bir bucuk hafta sonunda
gelisimlerini  saglayabilmis embriyolar belirlenerek kati E20A aktarilmiglardir.
Toplamda 18774 tohumdan 49 embriyo kurtarildig: bildirilmistir.

Haploid hiyar hatlarinin elde edilmesi ve haploid ve dihaploid bitkilerin tespit
edilmesinde RAPD markirlar1 kullaniminin yer aldig1 bir ¢alismada, Smiech ve ark.
(2008), 1sinlanmus polen teknigi kullanarak ¢alismada yer alan 4 ¢eside ait polenlere 0.8
Gy/dk Co60 kaynaginda 0.3 kGy gama 1sim1 uygulamislardir. Isinlanmis polenlerle
yapilan tozlanmadan 3-5 hafta sonra binokiiler mikroskop altinda embriyo kurtarma
calismalar1 yapmis ve embriyolar E20A ortamimna aktarilmistir. Calismalar neticesinde
%7.8 ile %41.9 oranlarinda haploid bitkiler elde etmislerdir.

Suprunova ve ark. (2008), hiyarda in vitro oviil, anter ve mikrospor kiiltiir
yontemleri sayesinde elde ettikleri haploid bitki performansini yiikseltmek gayesi ile;
genotip, ¢icek tomurcugu uzunlugu, bitki biiyiime diizenleyicilerin konsantrasyonu ve
mikrosporlarin gelisim evreleri lizerine bir ¢alisma yiritmiiglerdir. Bitki biiyiime
diizenleyicileri  acisindan, ginogenesisin  gelisimlerini  saghkli  bir  sekilde
stirdiirebilmeleri i¢in optimum konsantrasyonun 0.2 mg/l thidiazorun (TDZ) oldugunu
bildirmislerdir. Caligmadaki genotipler igerisinden sadece ‘Gordion’ c¢esidinde oviil
kiiltiirii ile haploid bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.

Diao ve ark. (2009), hiyarda ovaryum kiltiirii ile yiiriitmiis olduklar
aragtirmada; 35 °C 0n sok uygulama siiresi, TDZ ve AgNOj; konsantrasyonlarinin

ovaryum iizerine etkilerini irdelemislerdir. Calisma neticesinde, kiiltlir baslangicinda 35
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°C'de 3 giin boyunca bir termal sokun embriyo olusumunun 2 veya 4 giinden daha
yiiksek frekans ile neticelendigini, TDZ’ nin embriyo gelisimi iizerine olumlu bir etkiye
sahip oldugunu ve en yiiksek olusum sikliginin (% 72.7) 0.04 mg/l TDZ ilave edilerek
belirtildigini, biiylitme ortamimna giimiis nitrat eklentisinin, embriyo olusumu frekansi
tizerinde 6nemli bir etki yaratmadigini, fakat her ovaryum diliminde olusan embriyo
cimlenme zamanini diislirdiigii ve embriyo sayisini artirdigini bildirmislerdir. Calisma
sonucunda 40 bitki elde edilmis ve bunlar dis ortama aktarildiklarinda ploidi tespitine
tabi tutulmuslardir. Sonug olarak 2 tanesi haploid, 5 tanesi tetraploid ve 33 tane diploid
bitkiye sahip olduklarini, fakat SSR markir testleri sonucunda 33 diploid bitki iginde 17
tanesinin spontan olarak dihaploid olduklarini tespit etmislerdir.

Zhan ve ark. (2009), 10 farkli hiyar gesidi ile yaptiklari mikrospor kiiltiir
denemelerinde, 6n uygulama olarak 2 giin boyunca 4 °C’de embriyo olusumunun
arttigin belirtmislerdir. Calismada embriyo gelistirme ortami olarak kullanmig olduklar1
NLN ve BS besin ortamlarinin embriyo gelisimi acisindan farklilik gdstermedigini
bildirmislerdir. Ayrica bitki biiylime diizenleyicileri olarak 0.5 mg/1 2.4-D ve 0.2 mg/I
BA kullaniminin embriyogenesisi tesvik ettigini ve elde edilen embriyo tiplerinden
yalnizca kotiledon agsamasindakilerin bitkiye doniistiigiinii belirtmislerdir.

Wei ve ark. (2010)’nin yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada hiyarda déllenmemis
ovaryumlarinda; hormon ve poliamin igerikleri ile ginogenesis arasindaki baglantiy1
incelemislerdir. Bu amagla; ginogenesis performans: yiiksek 5 genotip ile diisiik
ginogenesis performansli 4 genotipi bitkisel materyal olarak kullandiklarini
belirtmislerdir. Kiiltiirden hemen 6nce ve 3, 6, 9 ve 16 giinliik kiiltiirlerde dollenmemis
ovaryum eksplantlarinda IAA, ZR, GA3 ve ABA igerigi ve spermidine (Spd), spermine
(Spm), putrescine (Put) ve cadecine (Cad) de dahil olmak iizere serbest ve konjiige
poliaminleri de incelemislerdir. Calisma neticesinde ovaryumlarda IAA, ZR, GA3 ve
ABA igerigi arasinda direkt olarak bir iliski olmadig1 ama daha az IAA/ZR, IAA/GA3
ve ABA/GA3 oranlarinin in vitro ginogenesis calismalarina yararli olabilecegini
belirtmislerdir.

TDZ ve AgNO3’tin hiyarda (C. sativus L.) dollenmemis ovaryumlara olan
etkisinin arastirildigr bir ¢aligmada, Li ve ark. (2013), anthesis asamasinda en yiiksek
gelisme oranmin (% 7.85 - % 12.14) 0.03-0.07 mg/dm* TDZ'den elde edildigini
belirtmislerdir. Histolojik analizler g6z oniine alindiginda, embriyo keselerinin anthesis
doneminde tamamen gelistigi goriilmiis ve en yiiksek bitki rejenerasyon orani 0.05

mg/dm?* NAA, 0.2 mg/dm*® BA ve 5-10 mg/dm*® AgNO3 igeren CBM besin ortamindan
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elde edildigini bildirmislerdir. Gelisme gdsteren bitkilerin %80’ ninin haploid 6zellikte
oldugu flow sitometri analizleri ile tespit etmislerdir.

Mogbeli ve ark. (2013), baz1 yeni hiyar ¢esitlerinde in vitro’da haploid hatlar
gelistirmek i¢in yiirlitmiis olduklar1 arastirmada ‘Kashmir’, ‘Adergreen’, ‘Summerstar’,
‘Royal’, ‘2010-3° ve ‘502x605° isimlerindeki toplam 6 F1 hiyar ¢esidi iizerinde
calistiklarini belirtmislerdir. Her bir ¢esidin dollenmemis yumurtalik bolimleri degisik
miktarlarda Thidiazuron (TDZ) iceren biiyliime ortamina yerlestirilmistir. Ardindan 35 +
1 °C'de 0, 2, 3 veya 4 giin siire ile termal sok 6n islemle muamele edilmistir. Yaklasik
olarak 20 giin sonra yapmis olduklari gdzlem neticesinde en yiiksek embriyogenez
performansmi 0.04 mg/l TDZ igeren ortamda kiiltiire alman 'Summerstar’™ ¢esidinde
basarili olduklarini bildirmislerdir. Embriyolarm olusum siire¢lerinde 6nemli bir etkisi
oldugu belirtilen termal sok uygulamalarinda TDZ'nin en yiiksek performansli sonucu
3541 °C'de 3 giin olarak belirtilmistir.

Hiyarda haploid embriyo liretimi konusunda yapilan bir arastrmada, Gatazka ve
ark. (2015), 4 F; hiyar ¢esidi ve bunlardan elde edilen F, hatlar1 kullanarak haploid
embriyo gelistirmeyi amaclamislardir. Bu amag¢ dogrultusunda dondr bitkilerde 4 adet
meyve brrakilmis ve bu meyveler Co60 kaynaginda 300 Gy'lik dozda gama 1sinlarina
tabi tutulmustur. 5-6 haftalik siire¢ sonunda embriyo kurtarma ¢aligsmalari ile elde edilen
embriyolar1t E20A ortaminda kiiltiire almislardir. Calismalar neticesinde F;grubundan
293 embriyo ve 93 haploid 6zellikte bitki elde etmeyi basarmislardir. Meyve basina
diisen embriyo oranlar1 gbz Oniine alindiginda, F1 grubunda 0.19-0.4, F, grubunda ise
0.46-0.59 oranda embriyo elde etmislerdir. Embriyo olusumu ve haploid bitkiye
doniisiim oran1 F2 grubunda daha yiiksek degere sahipken, meyve tutma orani agisindan
F1 grubunun daha basarili oldugunu belirtmislerdir.

Tantasawat ve ark. (2015), bitki genotiplerinin, kiiltiir ortamlarinin ve termal sok
uygulamalarinin embriyo ve kallus olusumu {izerini etkilerini arasgtirmak amaciyla,
hiyarlarda dollenmemis ovaryumlar1 kiiltiire almislardir. Dondr bitki genotiplerinin
embriyogenesis ve kallogenesis potansiyelleri agisindan farkliliklar goriilse de, kiiltiire
alinan ovaryumlarin hepsinden embriyo ve kallus olustugunu bildirmislerdir. Eksplant
gelistirme ortamina 1 mg/l TDZ ve 1 mg/l BAP eklenmesi en yiiksek embriyo benzeri
yap1 olusumunu %42.3 ile %91.4 arasinda degisen oranda basar1 saglamis ve ortalama
%60.4’likk bir deger elde etmislerdir. Bunun yani sira, kallogenesisin 2 mg/l BA, 0.5
mg/l 1AA, 1 mg/l GAs ve 32 mg/l putrescine igeren gelistirme ortaminda en yiiksek
yizde olarak %70.8’lik bir oranda gerceklestigini belirtmislerdir. Ayrica embriyo
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benzeri yapilarin olusmasinda termal sok uygulamasinin negatif etki gosterdigi ve
kallus olusumunda dnemli bir etkiye sahip olmadign1 belirtmislerdir.

Golabadi ve ark. (2017), yerel Iran hiyar cesitleri ile oviil-ovaryum kiiltiirii
calismalarini yliriitmiislerdir. Calisma basarisini etkileyen faktorler arasinda on sicaklik
uygulamasi, bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonlart ve AgNO3’iin kiiltlirlerin
gelisimleri iizerine etkilerini arastirmuslardir. Ug asamali olarak gergeklestirdikleri
denemelerin ilkinde; on sicaklik uygulamasi ile birlikte en yiiksek embriyo olusumu 0.5
mg/l NAA, 0.7 mg/l 2,4-D, 1 mg/l KIN ve 1.8 mg/l BAP bitki biiyiime diizenleyici
kombinasyonu igeren besin ortamimdan elde edildigini belirtmislerdir. Ikinci denemede
elde edilen veriler sonucunda; 4 mg/l BAP ve 1.5 mg/l 2,4-D kombinasyonu
kullandiklar1 iki genotip i¢in NBDC6*6/32441 oraninin optimum diizeyde oldugu, son
deneme sonuglarinda da ayni genotiplerde en yiiksek embriyo olusumu %24.93 ve
kallus olusumunun %21.19 oranda oldugunu bildirmislerdir.

Kurtar ve ark. (2017)’ nin hiyara (C. sativus L.) ana¢ olabilecek timitvar kabak
(Cucurbita spp.) genotiplerinde 1smnlanmis polen teknigi ile dihaploidizasyon
calismasinda, 17 ana¢ adayma ait polenler i¢in gama 151 veren Co® kaynaginda 150
Gy 151 dozunda 1sinlanmis ve bu polenlerle disi ¢icekleri tozlayarak partenogenetik
haploid embriyo uyartimi saglanmaya calismislardir. Calismada, “H” ve “I” genotipleri
kullanilmis olup; “I”” genotiplerinden toplamda 23 meyve, 3998 tohum, 233 embriyo, 51
bitki ve 3 haploid bitki eldesi ve bu degerler “H” genotiplerinde 35meyve, 6464 tohum,
822 embriyo, 222 bitki ve 24 haploid bitki eldesi seklinde bildirilmistir. Elde ettikleri
273 bitkiden 192 tanesini ¢elik halinde dis ortama aktardiklarmi ve bu bitkilerden ise 27
adet haploid bitki elde ettiklerini belirtmislerdir. Haploid bitkileri %1’lik kolhisin
cozeltisi ile tepe tomurcuklarma uygulayip dihaploid hale getirdiklerini bildirmislerdir.

Sorntip ve ark. (2017), hiyarda ovaryum Kkiiltiirii {izerine bir arastirmalarinda
kullanmis olduklar1 genotiplere 3 kademeli kiiltiir ortaminin (baslangig, farklilasma ve
rejenerasyon) etkilerini irdelemislerdir. Dis ortama transfer ettikleri 10 rejenere bitkiden
10 tanesi hayatta kalabildigini belirtmislerdir. Aragtirma sonucunda 3 tanesinin haploid,
1 tanesinin triploid ve 6 tanesinin de molekiiler analizler neticesinde katlanmis haploid
oldugunu bildirmislerdir.

Sar1 (1994a), karpuzda 100-400 Gray dozda gama 1siniyla 1ginlanmis polenlerle
uyartim yoluyla haploid embriyo eldesi lizerine genotip ve mevsimin etkisinin dnemli
oldugunu bildirmistir. Karpuz i¢in en uygun 1sin dozlarinin 200-300 Gray oldugu, 100

Gray 151 dozu ile 1ginlanan polenlerin ise "melezleme etkisi" yaptigi saptanmustir.
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Arastirict, normal ylirek seklindeki embriyolarin ve bu embriyolarin bitkiye doniisiimii
sonucunda olusan bitkilerin biiyiik ¢ogunlugunun (% 90) mayis-temmuz aylarinda
yapilan tozlamalardan geldigini ve toplam 54 bitki elde edildigini bildirmistir.

Sar1 ve ark. (1994), karpuzda genotipin haploid embriyo uyartimi {izerine
etkilerini inceledikleri calismalarinda Panonia F1, Sugar Baby, Halep Karasi ve Crimson
Sweet ¢esitlerini, bu 4 ¢eside ait karisik ve 300 Gy gama i1siniyla 1smlanmis polenlerle
tozlamiglardir. 100 tohumdaki embriyo sayis1 bakimindan Halep Karasi ¢esidi (% 14.2);
Crimson Sweet (% 4.0), Panonia F; (% 4.0) ve Sugar Baby (% 3.6)’ye gore daha yiiksek
performans gostermistir. Tohum ekstraksiyonu i¢in meyvelerin tozlamadan 3-4 hafta
sonra hasat edilmesinin uygun oldugu belirtilmistir.

Taskin ve ark. (2013) iki karpuz genotipinde farkli 151n dozlarmni denedikleri
calismalarinda haploid embriyo eldesi i¢in en uygun 1sin dozunun 275 Gy oldugunu
bildirmis, 100 tohumdaki haploid embriyo sayis1 5.26 olarak belirlenmistir.

Sar1 ve Yetisir (2002), kavunda kendileme depresyonu {iizerine yaptiklari
calismada dihaploid saf hatlar ile diploid hatlar1 verim, bitki biiyiimesi ve kalite
acisindan  karsilagtirmiglardir. Calismanin = sonucunda kavunda dihaplodizasyon
yontemiyle saflagtirmanin bitki biiylimesi, verim ve kalite {izerine etkisinin olumsuz
olmadig1 ve dihaploidizasyonunun kavunda kendileme depresyonuna sebep olmadigi
tespit edilmistir.

Lotfi ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada 1smlanmis polenle tozlasma sonrasi
olusan tohumlari, daha fazla kiiltlir i¢cin embriyolarin ¢ikarilmasmdan 6nce 10 giin
boyunca sivi ortamda kiiltiire alinmis ve bu olaym partojenetik embriyo igeren
tohumlarin tanimlanmasini kolaylastirdigini, boylece gerekli eforun azaltildigi ve geri
kazanilan bitkilerin yiizdesinin arttirildigmi belirtmislerdir. Elde edilen bitkiler (175)
degerlendirme i¢in bir seraya aktarilmig, ti¢ fertil hat tanimlanmis ve yeni in vitro
kiiltiirler olusturmak i¢in haploid bitkilerden siirglin uglar1 kullanilmistir. 167
mikroprope edilmis haploid filizinin kolhisin ile in vitro muamelesi sonucunda 10
diploid bitki ve 100 mixoploid bitki iiretildigini bildirmislerdir.

Sar1 ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢caligmalarinda dihaploidizasyon yontemiyle elde
edilmis Fusarium oxysporum f.sp. melonis'in 0 ve 1 numarali rklarma dayanikli C.
melo var. cantalupensis grubu kavunlarda 7 hibrit ¢esidin verim ve bazi bitkisel
ozellikleri ile birlikte meyve kalite kriterlerini incelemislerdir. Sonug olarak yapilan bu
calismada bazi F1 hibritlerin sahit ¢esitlere (Galia F1, Polidor F1 ve Makdimon F1) yakin

ve hatta bazi1 6zellikler bakimindan daha {istiin oldugu bildirilmistir.
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Sar1 ve ark. (2009), Galia tipi kavun yetistiriciligi ile ilgili arastirmalara 1995
yilinda Cukurova Universitesi'nde baslamistir. 2010 yilinda yaptiklar1 bu ¢alismanin
amaci, Cucumis melo var.’a ait yeni kavun ¢esitlerinin gelistirilmesi olup, yiiksek verim
ve kaliteye sahip, hem sera hem de acik alan yetistiriciligine uygun ve ayni zamanda
Tiirkiye'de yaygin olan Fusarium oxysporum f. sp. 0 ve 1 nolu wklarma direngli olan
dondr erkek ebeveynler ile 9 ana ebeveyn hatti kullanilmistir. F-1 melezleri tiretilmis ve
ilk geriye melezleme yapildiktan sonra BC1 genotipleri gelistirilmistir. Haploid
embriyo indiiksiyonlar1 ve haploid bitki iiretimi, 1sinlanmig polen ile elde edilmistir. Bu
haploid bitkiler kolhisin muamelesi ile ¢ogaltilmis ve dihaploid saf hatlar1 {iretilmistir.
Genel kombinasyon yetenegi ve 6zel kombinasyon yetenegi testleri yapilmis ve 200'den
fazla F-1 melezi gelistirilmis ve bu melezler uzun yillar agik alan ve sera kosullarinda
test edilmistir.

Godbole ve Murthy (2012), kavunda (Cucumis melo var. acidulus)
partenogenetik haploid embriyo eldesi igin gama 1sm1 (250 Gy) sonrast tozlama
yapmiglardir. Tozlamadan 3 hafta sonra toplanan meyvelerde kiiresel-kotiledon
embriyolar1 gozlemislerdir. Embriyo Kkurtarma ve bitki rejenerasyonu, kotiledoner
embriyolarin E20A ortamu tizerinde kiiltiire almiglar ve bitkilerin haploidler oldugunu
bildirmisleridir.

Dal ve ark. (2016), 1smlanmis bir polen teknigi kullanilarak yaptiklari galismada
kavun poleninin 1sinlanmasi i¢in bir doz kobalt-60 (300 Gy), iki farkli doz (200 Gy ve
300 Gy) sezyum-137 ve iki farkli doz (200 Gy ve 300 Gy) X-1s11 kullanmuislardir. Tim
1smlama kaynaklar1t meyve tutumu igin etkiliyken, en yiiksek meyve tutumu (% 60.38)
200 Gy sezyum-137'den ve en diisiikk (% 20.01) 300 Gy X-isindan elde edilmistir.
Toplam 2294  haploid embriyo kurtarilmis, bunlardan  2052'si  bitkilere
doniistiiriilmistiir. Meyve basma kurtarilan haploid embriyolarin sayist 8.77 (300 Gy
kobalt-60) ile 4.23 (200 Gy X-1s1n1) arasinda degismistir. Haploid embriyolarin bitkilere
en yliksek rejenerasyon oran1% 92.56 (300 Gy kobalt-60) ve en diisiik % 61.86 (200 Gy
sezyum-137) olarak belirlenmistir.

Nasertorabi ve ark. (2012), yilinda yapmis olduklar1 ¢aliymada haploid
embriyolarmi uyartmak ve haploid kavun bitkileri iiretmek igin 1smmlanmis polen
teknigini kullanilmistir.  Arastrrmada 6 tarla cesidi 1 melez ve 1 yabanci genotip
materyal olarak kullanilmis, erkek cicekler 14 kez toplanmis ve 250, 253, 450 ve 550 gy
gama radyasyonuna maruz birakilmistir. En iyi dozun 550 gy oldugu tespit edilmis ve

kurtarilan 203 embriyodan 48 adet partenogenetik bitki elde edildigi belirtilmistir.
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Embriyolarin sayis1 dondriin genotipine gore degismis (0.73 ile 1.5) ve kromozom
sayimi1 ve polen sayimi ile belirlemeye ¢aligmiglardir.

Ayrica calismanm yapildig1 Selcuk Universitesinde de gerezlik kabakla ilgili
yogun caligmalar yapilmakta olup bu calismalardan bazilar1 kisa Ozetler seklinde
asagida sunulmustur. Cerezlik kabakta yapilan bir sulama ¢aligmasinda verimi en st
diizeye c¢ikarmak i¢in tarla kosullarinda yetistirilen kabaklar i¢cin 7 giinliik sulama
araliginin yeterli olacagi bildirilmistir (Yavuz ve ark., 2015). Sulama islemlerinin
meyve basina tohum verimi sayisi, tohum biylikligi, tohum genisligi, meyve
biiyiikliigii, meyve genisligi ve meyve endeksi gibi verim ve Kalite parametrelerini
onemli Ol¢iide etkiledigini bildirmislerdir (Seymen ve ark., 2016b). Arastirilan baska
bir g¢erezlik kabak caligmasinda, kendi icinde melezlenen hatlarin c¢ogaltma
calismalarinda degerlendirilmesi ve kuraklifa dayanikli cesitlerin gelistirilmesi icin
gelecekteki hibrit programlara dahil edilmesi ongoriilmiistir (Seymen ve ark., 2019).
Cerezlik kabakta yapilan bir arastirmada; meyve basina tohum verimi, bitki basina
meyve miktari, ortalama meyve agirhigi ve biiyiikligii, tohum genisligi / uzunluk orani
ve bin dane agirligi, kabak rengi, tohum rengi, ¢itlama kolayligi gibi UPOV
parametreleri incelenmis ve S4 seviyesindeki tohumlar i¢in bitki basina ortalama tohum

veriminin en yiiksek oldugu bildirilmistir (Seymen ve ark., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL
Calismanin arazi asamalar1 Selko Arge Biyoteknoloji Tarim Sanayi Ticaret
Limited Sirketi’nin Antalya’da bulunan Arge seralarinda gergeklestirilmis olup;

calismada firmaya ait 77 melez hat kullanilmigtir.

3.2.YONTEM
3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Hatlar 45 gozli (9X5) viyollere, torfiperlit (2:1) karisimia ekilmistir. Gelisimini
sagliklh bir sekilde tamamlayan fideler 3-4 gercek yapraklarini olusturmustur. Fideler;
Mart 2018 tarihinde, Antalya da Selko firmasina ait 1sitmasiz plastik seraya, sira tizeri
ve sira arasi 80x100cm olacak sekilde dikilmistir. Yetistirilme donemi boyunca rutin
bakim iglemleri yapilmistir.
3.2.2. Cigeklerin izolasyonu

Antalya’da Selko firmasma ait Ar-Ge seralarinda, tozlama isleminden bir giin
once ta¢ yapraklarinin heniiz agilmamig ve u¢ kisimlarmmin yesilden turuncuya
dontistiigii belirlenen disi cigekler klipsler yardimiyla kapatilarak izolasyon islemi

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2.1. izole edilmis bir dsi cicek
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3.2.3. Polenlerin Isinlanmasi

Ismlama islemi icin anthesisten bir giin once; Selcuk Universitesi Bahge
Bitkileri Boliimiine ait olan seralarda yetistirilmis, heniiz agilmamis ancak gelisimini
saglikli bir sekilde tamamlamis erkek c¢igekler toplanmistir. Cigekler tag ve canak
yapraklarindan tamamen ayrildiktan sonra filamentleri koparilarak yalnizca anterler
kalacak sekilde hazirlanmistir. Isinlama islemi i¢in hazirlanan anterler 9 cm ¢apli plastik
materyalli hava girig-¢ikis1 saglanmasi igin iizerine delikler agilmis petri kaplarma
yerlestirilmistir. Isinlama islemi ayni giin Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK)’nda
gerceklestirilmistir. Ismnlama islemi izotop marka, Ob-Servo Sanguis Co® Research
Irradiator model Co®® deneysel gama 1smlama cihazi ile 100 ve 150 Gy 1sin dozlariyla
gerceklestirilmis. Bu islem tiim yetistirme donemi boyunca bir hafta ara ile toplam 4
kez gergeklestirilmistir.

i¢iri hazu‘lanmls anterler ve anterlerin TAEKte 1sinlanmast
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3.2.4. Tozlama islemi

TAEK’de 1sinlama islemi tamamlanan anterler ertesi giin tozlama islemi
yapabilmek i¢in Antalya’ya getirilmistir. Isinlamanin ertesi glinii sabah 07.00-10.00
saatleri araliginda izole edilmis olan disi ¢i¢eklerin klipsleri agilmis, bir fir¢a yardimiyla
isinlanmig polenler stigmaya zarar vermeden dikkatli bir sekilde stirtilmistiir. 100 ve
150 Gy 151n dozundaki polenleri esit sayida ¢esitlerle tozlama islemine tabi tutulmaya
calisilmistir.

Tozlama islemi tamamlandiktan sonra tag yapraklarma zarar vermeden tekrar
kapatilip klipslerle kontrol disi polen girisinin engellenmesi saglanmistir. Tozlama
islemi tamamlanan ¢igekler etiketlenmistir. Tozlama isleminden birkag¢ giin sonra disi
ciceklerin gelisimi gozlemlenip, yumurtaligin siskinlesip saglikl bir sekilde gelisimine

devam ettigi donemde kuruyan ta¢ yapraklarindaki klipsler ¢ikarilmstir.

e 4

" g <

Sekil 3.2.3. Disi ¢icegin 1sinlanmis polenlerle tozlanmasi, penslerle kapatilmasi ve
etiketlenmesi.

Tozlama ¢alismalarinda asagidaki sayim ve hesaplamalar yapilmistir:

Tozlanan cicek sayis1 (TCS) (adet): Yetistirme donemi boyunca 100 ve 150 Gy
dozunda 1sinlanmis polenlerle tozlanan disi ¢icekler sayillmastir.

Meyve Sayis1i (MS) (adet): Isinlanmis polenlerle tozlanan disi ¢igeklerin
meyveye doniisen miktarlar1 sayilmistir.

Meyve Tutum Orami (MTO) (%): Meyveye doniisen ciceklerin sayisinin,

tozlanan disi ¢igek sayisina oraninin 100 ile carpimi sonucunda bulunmustur.



22

3.2.5. Embriyolarin ¢ikartilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

Isinlanmis polenlerle tozlanan ¢igeklerden olusan meyveler; tozlama isleminden
yaklagik 3-4 hafta sonra, meyveler tam olgunlasma seviyesine gelmeden ve olusan
embriyolarin yaslanip rejenere olma yetenegini kaybetmeden hasat edilmesine dikkat
edilmistir. Hasat edilen meyveler laboratuar ¢alismalar1 baslaymcaya kadar +4 °C’ de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2.4. Isinlama sonrasi farkli genotiplerde elde edilmis meyveler
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3.2.5.1. Dezenfeksiyon

Meyveler muhafaza edildigi soguk hava deposundan ¢ikartilarak laboratuvar
ortaminda ¢esme suyu ile gozle goriliir kirlerinden arindirilmaya calisilmistir.
Temizlenmis ve kurulanmis her bir meyvenin agirhigi hassas terazide Ol¢lilmiis ve
%10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilmis yiizeysel sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Steril kabine alinirken meyvenin her yeri %96’lik etil alkolle

muamele edilmis ve kabin icerisinde yakilarak yilizeysel sterilizasyonu tamamlanmustir.

Sekil 3.2.5. Meyvelerin sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilmesi ve steril kabin
icerisinde saf alkol ile yakilmasi

Yakilma isleminden sonra meyveler kabin icerisinde 15 dakika 15 Watt UV 151k
altinda brrakilmastir.
3.2.5.2. Embriyolarin Cikarilmasi

Sterilizasyonu tamamlanan meyve steril kabin igerisinde, yiizeysel
sterilizasyonu saglanmig bir bicak yardimiyla tohumlara zarar vermeden kesilmis ve
tohumlar1 ¢ikartilarak titizlikle incelenmis; endosperm iceren dolu tohumlar (diploid) ve
bos goriniimlii tohum kabugunun kii¢iik bir kismini doldurmus embriyoyu igeren

tohumlar Sekil 3.2.6. da gosterilmistir.
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Sekil 3.2.6. Cikarilan tohumlarm incelenmek iizere tasnif edilmesi

Cikarilan tohumlardan elde edilen embriyolar, embriyogenesis asamalarina gore
gruplandirilmis ve sonra kiiltiire alinmistir. Elde edilen embriyolari siniflandirilmasi
asagidaki gibi gerceklestirilmistir (Kurtar, 1999).

Kotiledon: Kotiledon yapraklar1 gozle goriiliir sekilde belirginlesmis, beyaz
renkte ve degisik boyutlarda olan embriyo

Yiirek: Seklen yiirege benzeyen, beyaz renkte ve sert formda olup, degisik
boyutlarda olan embriyo

Nokta: Tohumun en ug¢ kisminda, seklen nokta gibi, sert ve beyaz olan ¢ok
kiigtik boyuttaki embriyo

Globiiler: Gelisimi globiiler asamada kalmas, sert ve beyaz renkteki embriyo

Torpedo: Kotiledon seviyesine gelmemis fakat yeterince gelismis sert ve beyaz
embriyo

Ok Ucu: Torpedo seviyesine ulasmamis, biiylime yonii tohum ucuna dogru olan,

sert ve beyaz renkteki embriyo
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Sekil 3.2.7. Farkli embriyo tipleri (A-kotiledon, B-yiirek, C-nokta, D-globiiler, E-torpedo, F-okucu)

In vitro asamasinda tiim genotiplerde kullanilan 1sin dozlarma goére asagidaki
degerlendirmeler yapilmistir:

Tohum Sayis1 (TS) (adet): In vitro kosullarda agilan her bir meyveden ¢ikarilan
tohumlarn sayilar1 kaydedilmigtir.

Ortalama Tohum Sayis1 (OTS) (adet/meyve): Cikarilan toplam tohum
sayisinin elde edilen meyve sayisina bdliinmesiyle hesaplanmustir.

Toplam Embriyo Sayis1 (TES) (adet): Her genotip i¢in ¢ikarilan tohumlarin
sayis1 kaydedilmistir.

Meyve Basina Embriyo Sayis1 (MBES) (adet/meyve): Elde edilen toplam

embriyo sayisinin meyve sayisina boliinmesiyle hesaplanmistir.
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3.2.5.3. Besin Ortam ve Kiiltiir Kosullar

Tohum kabugundan dikkatlice ¢ikarilan embriyolarin kiiltiire alinmasinda
standart MS besin ortami kullanilmistir (Murashige ve Skoog, 1962). Kiiltiir ortamina
embriyolarin koklenmesine yardimci olmak amaciyla 0.1 mg/l TAA eklenmistir. Kiiltiire
alma islemi magentalar ve tiiplerle saglanmisg; besin ortami magentalar i¢in 25 ml ve en

fazla 3 embriyo, tiipler icin 10 ml ve 1 embriyo atilacak sekilde planlanmistir. Kiiltiire

alman embriyolar 26 °C sicaklik ve 3000 lux 1s1k siddeti sartlarindaki iklim odasma
taginmustir (Sekil 3.2.5.3.).




Sekil 3.2.7. Embriyolarin kiiltiire alinmasi ve bitkilerin elde edilmesi.

Cizelge 3.2.5.3. MS Besin Ortaminin Bilesimi (Murashige ve Skoog, 1962)

27

Makro elementler

Miktar1 (mg/l)

KNO; 1900
NH;NO; 1650
MgS0,.7H,0 370
CaCl,.2H,0 440
KH,PO, 170
Mikro elementler Miktar1 (mg/l)
H;BO3 6.2
MnSO,H,0O 15.6
ZnS0,.7H,0 8.6
Na,Mo00,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Kl 0.83
FeSO,7H,0 27.8
Na,EDTA 37.3
Organik Maddeler Miktar1 (mg/l)
Thiamine-HCI 0.1
Pyridoxine-HCI 0.5
Nikotinik asit 0.5
Myo-inositol 100
Sakkaroz 30000
Agar 8000
pH 5.8
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3.2.6. In vitro Bitki Gelismeleri ve Dig Kosullara Alistirma
Gelisimlerini sagliklt bir sekilde siirdiiren ve 9-12 cm boylarina ulasan
bitkicikler materyal artrma yoluna gidilerek birkag kez mikro ¢elikleme islemine tabii

tutulmustur.

Sekil 3.2.6.1. Bitki sayilarinin mikro celikleme ile gogaltilmasi

Mikro c¢elikleme ile g¢ogaltilan ve gelisimini saghikli bir sekilde siirdiiren
bitkicikler, yeterli uzunluga geldiginde bulundugu materyalden (magenta veya tiip)
cikartilip dis ortama alistirilmaya baglanmistir (Cetiner, 1992). Kok bolgesindeki besin
ortamindan temizlenmis ve ¢esme suyu ile yikanmis, bu islemden sonra fazla olan
kokler bitkicikten uzaklastirilmistir. Otoklav ile steril edilmis torf-perlit karigimi plastik
bardaklara doldurulmus ve kokleri 0.5g/L fungusit ile yikanmis bitkicikler
sterilizasyonu saglanmig torf-perlit karigimina dikilmistir. Adaptasyonunu saglamak ve
hava giris-¢ikigin1 bir siire minimize etmek amaciyla plastik materyalli torbalar,

pipetlerle desteklenerek yerlestirilmistir (Sekil 3.2.6.2.).



Sekil 3.2.6.2. Bitkilerin dis kosullara aligtirtlmasi. (A) Besin ortaminin temizlenmesi, (B) Fazla koklerin
uzaklastirilmasi, (C) Steril edilmis torf:perlit (2:1) karisimma dikilmesi, (D) Fungusit verilmesi, (E)
Pipetlerle desteklenerek naylon torbalarin yerlestirilmesi.

Geligimlerini iklim odasinda kademeli olarak gergeklestiren bitkiler daha biiyiik

saksilara aktarilmis ve ortama iyice adapte olmalar1 saglanmistir (Sekil 3.2.6.3).

Sekil 3.2.6.3 Dis kosullara adapte olan bitkiler. (A) Dis kosullara alistirilmasi amaciyla
naylon torbalar giydirilmis bitkiler ve (B) Biiyiik saksilara tasinmig bitkiler.

3.2.7. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Adaptasyonunu gerceklestirmis olan bitkilerde stomatal gozlem ile ploidi tespiti
yapilmistir. Elde edilen bitkilerin ploidi diizeylerini belirlemek amaciyla bekgi
hiicrelerindeki kloroplast sayilar1 arastirilmistir. Caligmanin bu asamasinda segilen
yapragm ¢ok yasli ya da ¢ok geng olmamasina dikkat edilmistir. Bu amagla toprak
seviyesinden yukariya dogru 7. veya 8. yapraklar secilmistir. Seg¢ilen yapragin alt

epidermisi soyularak incelenmek tizere lam {izerine yerlestirilmis ve lizerine 1 damla %
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I’lik giimiis nitrat ¢ozeltisinden damlatilmis ve lamelle sikigtirilmistir (Sehirali ve
Ozgen, 1988). Isik mikroskobunda 40x10 biiyiitmede stoma bek¢i hiicrelerindeki
kloroplastlar sayilmis ve ortalama adetleri bulunmustur. Sonuglarin dogrulugunun
desteklenmesi igin ornekler flow sitometri ile analiz edilmistir. Bunun i¢in ornekler
Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarmmsal Biyoteknoloji Uygulama ve
Arastrma Merkezinde (BIYOM) incelenmistir. Flow sitometri sonuglar1 stoma
gozlemleri sonucu ile kiyaslanarak dogrulanmistir. Ploidi tespiti neticesinde haploid
olarak belirlenen bitkiler %1’lik kolhisin ¢dzeltisinin siirglin ucuna uygulanmasiyla

dihaploid hale getirilmistir.
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Calismamizda 100 Gy dozunda isinlanmis polen ile toplam 74 adet, 150 Gy

dozunda 1ginlanmis polen ile toplamda 70 adet ¢icek tozlanmistir. Tozlanan g¢igek

sayisinin hem 1s1n dozu hem de genotiplere gore degisim gostermesi tozlama zamaninda

bitkilerde uygun ¢icek varligi ile ilintili bir durumdur. Isinlanmis polenlerle tozlanan

ciceklerin; toplam meyve sayist 100 Gy’de 39 adet ve meyve tutum oram1 % 52,7°dir.

150 Gy 1s1n dozu ile tozlanan gigeklerden toplam 35 adet meyve sayis1 ile meyve tutum

orant %50 oraninda elde edilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. 100 ve 150 Gy dozlarinda 1sinlanmis polenlerle tozlanan gicek sayisim (adet), meyve sayisi
(adet) ve ortalama meyve agirligi(g).

100 Gy 150 Gy
Genotipler  TCS MS MTO(%) OMA TCS MS MTO(%) OMA
SU.1 - - - - 1 1 100 2.205
S.U.3 3 1 3333 1.670 2 1 50 2.175
S.U. 4 3 1 3333 2.900 r g - -
S.U.5 3 3 100 1.486 - - - -
S.U.6 1 1 100 2.985 - - . -
S.U.7 - Y y 2 1 50 3,575
s.U.8 i Ny : 3 1 3333 1.930
S.U.9 2 2 100 2.505 3 2 66.66 2.045
S.U. 10 2 2 100 2.287 3 3 100 2.020
S.U. 11 1 1 100 2.430 3 2 66.66 3.933
S.U. 12 3 1 3333 2.550 - - - -
S.U. 14 1 1 100 1.945 3 3 100 1.126
S.U.15 1 1 100 2.595 3 2 66.66 2.760
S.U. 16 - - - - 1 1 100 2.210
S.U. 17 2 2 100 2.922 - - - -
S.U. 18 2 1 50 3.760 4 1 25 3.745
s.U. 21 1 1 100 2.765 1 1 100 2.140
S.U. 22 2 1 50 1.880 2 1 50 1.440
S.U. 23 1 1 100 1.805 - - - -
S.U. 26 2 2 100 2.217 2 1 50 2.905
S.U. 27 1 1 100 1.815 - - - -
S.U. 28 1 1 100 1.570 2 2 100 602
S.U. 29 3 3 100 1.430 - - - -
S.U. 31 4 1 25 1.385 2 1 50 3.530
S.U. 33 3 1 3333 2.385 1 1 100 3.340
S.U. 34 1 1 100 405 1 1 100 3.460
S.U. 35 2 1 50 2.350 2 1 50 3.175
S.U. 37 - - - - 2 2 100 4.205
S.U. 38 5 5 100 2.504 2 2 100 3.650
S.U. 43 - - - - 1 1 100 2.485
S.U. 44 - - - - 2 1 50 1.800
S.U. 47 1 1 100 2.345 - - - -
S.U. 57 - - - - 1 1 100 965
SK.U. 3 1 1 100 2.188 - - - -
SK.U. 16 - - - - 1 1 100 1.550
SK.U. 25 1 1 100 800 - - - -
Toplam/% 74 39 527 70 35  50.0

TCS: Tozlanan Cicek Sayisi, MS: Meyve Tutum Sayisi, OMA: Ortalama Meyve Agirhig
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Cizelge 4.1. den de goriilebilecegi gibi 1sinlanmis polen ile tozlanan ¢iceklerde
meyve tutum orani birbirlerine oluk¢a yakin bulunmustur. Bu baglamda bizim
calismamizda 100 Gy ile 150 Gy arasinda 6nemli bir farklilik gériilmemistir. Kurtar ve
ark. (2002) calismasinda kabakta (C. pepo L.) isinlanmis polen teknigi ile haploid
embriyo ve bitki eldesi amaciyla, Co® kaynakh 7 farkli doz denemis ve en uygun doz
olarak 25 Gy ve 50 Gy belirlenmistir.

Genotiplere gore 100 Gy dozunda isinlanmis polenlerle tozlanan ciceklerin
meyve doniisiim oranlar1 %0 ile %100 arasinda degismistir. Calismada; S.U. 5,S.U. 6,
S.U. 9, S.U. 10,S.U. 11, S.U. 14, S.U. 15, S.U. 17, S.U. 21, S.U. 23, S.U. 26, S.U. 27,
S.U. 28, S.U. 29, S.U. 34, S.U. 38, S.U. 47, SK.U. 3 ve SK.U. 25 genotipinde %100
basar1 elde edilirken, S.U. 7, S.U. 8, S.U. 16, S.U. 37, S.U. 43, S.U. 44 ve S.U. 57
genotiplerde basar1 elde edilememistir (%0). 150 Gy dozunda da benzer sonuglar elde
edilmistir. Nitekim bu 151 dozunda isinlanmis polenlerle tozlanan ciceklerin meyve
doniismesinde %100 basar1 saglanan S.U. 1, S.U. 10, S.U. 14, S.U. 16, S.U. 21, S.U.
28, S.U. 33, S.U. 34, S.U. 37, S.U. 38, S.U. 43, SK.U. 16 ve S.U. 57" olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1.). Nitekim pek c¢ok arastirmada da basar1 kullanilan
genotiplere gore degismektedir (Baktemur ve ark., 2014). Bu yonii ile ¢alismamiz
literatiir bildirisleri ile uyum gdstermistir.

Isinlanmig polenlerle tozlanan ¢igeklerden elde edilen meyvelerde ortalama
agirlik 100 Gy 151 dozunda 405 g ile 3760 g arasinda ve 150 Gy 1s1n dozunda ise 602 ¢
ile 4205 g arasinda olmustur. Bu dogrultuda calismamizda isinlanmis polenlerle
tozlanan ¢igeklerin meyveye doniisiimii genotipler arasinda farklilik oldugunu ortaya
koymustur. Kurtar (1999)’in kabakta (C.pepo L.) haploid embriyo uyartimi ve bitki
olusturma tizerinde yapmis oldugu calismada 7 farkl dozda 4 farkli (Eskenderany F1,
Acceste F1, Sakiz, Urfa Yerli) genotipte tozlamalar yapmis ve en iyi performansi
Eskenderany F1 genotipinden almistir. Baska bir ifade ile basarida; genotiplerin de
onemli etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Bu baglamda isinlanmis polen tekniginde
genotiplerin etkisinin 6nemli oldugu ¢alismamizi destekler niteliktedir. Kurtar (1999)’
m gerceklestirmis oldugu kabakta haploid embriyo uyartimi ile bitki eldesi
calismasinda, 100 Gy dozunda isinlanmis polenlerle yapilan tozlama islemlerinden
meyve tutum oranlar1 sirasiyla % 25, %16.7, % 0 ve % 25 olarak belirtmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda genel olarak bakildiginda bizim sonug¢larimizi destekler nitelikte
olup, meyve tutum oranmin; tozlama yapildig1 tarih, tozlama isleminin yapildig:

genotipe ve 15in dozuna bagh olarak degisecebilecegi bildirilmistir. En agir meyvelerin
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100 Gy 1s1n dozundaki polenlerle yapilan tozlama c¢aligmalarinin sonucunda elde

edildigini ve ortalama meyve agirliginin 1874 g oldugu belirtilmistir.

Ayni ¢alismanin devaminda 1998’ de ise 0 giin yash polenlerle tozlanan 350

adet cicekten %58.6’s1, 1 giin yash polenlerle tozlanan 147 adet ¢icekten %27.9’u

meyveye doniistliglinii; 0 giin yash polenlerle tozlanan ¢igeklerden 205 adet ile 1 giin

yasli polenlerle tozlanan ciceklerden 41 adet ve toplamda 246 adet meyve elde ettigini

bildirmistir.

Cizelge 4.2. Genotiplere gére 100 Gy ve 150 Gy 151n dozlarinda Meyve Sayis1 (MS) (adet), Tohum Sayist
(TS) (adet), Ortalama Tohum Sayis1 (OTS) (adet), Toplam Embriyo Sayis1 (TES) (adet), Meyve Bagina

Embriyo Sayis1 (MBES) (adet)

100 Gy 150 Gy

Genotipler  MS TS OTS TES MBES MS TS OTS TES MBES
SuU.1l - - - - - 1 254 254 13 13
S.U.3 1 389 389 0 0 1 416 416 0 0
S.U. 4 1 414 414 0 0 - = - - -
S.U.5 3 583 1943 0 0 - - = - -
S.U.6 1 110 110 0 0 = - ; - -
S.U.7 = - = - - 1 356 356 0 0
S.U.8 - - = = - 1 346 346 10 10
S.U.9 2 385 1925 0 0 2 587 293.5 0 0
S.U. 10 2 722 361 50 25 3 887 295.6 0 0
SuU. 11 1 263 263 5 5 2 663 331.5 55 22
S.U. 12 1 258 258 0 0 - = - - -
S.U. 14 1 199 199 6 6 3 323 107.6 23 7
S.U. 15 1 411 411 0 0 2 642 321 0 0
S.U. 16 - - - - - 1 65 65 0 0
S.U. 17 2 879 4395 0 0 - - - - -
S.U. 18 1 342 171 0 0 1 244 244 0 0
SuU.21 1 212 212 0 0 1 232 232 6 6
S.U. 22 1 316 316 0 0 1 159 159 0 0
S.U. 23 1 378 378 0 0 - - - - -
S.U. 26 2 644 322 152 76 1 472 472 26 26
S.U. 27 1 262 262 4 4 - - - - -
S.U. 28 1 109 109 0 0 2 18 9 2 1
S.U. 29 3 599 1996 2 1 - - - - -
S.U 31 1 48 48 1 1 1 212 212 0 0
S.U. 33 1 25 25 5 5 1 208 208 0 0
S.U. 34 1 0 0 0 0 1 343 343 36 36
S.U. 35 1 32 32 0 0 1 183 183 0 0
S.U. 37 - - - - - 2 603 85 43 43
S.U. 38 5 1444  288.8 2 2 2 715 254 13 13
S.U. 43 - - - - - 1 85 416 0 0
S.U. 44 - - - - - 1 254 254 0 0
S.U. 47 1 238 238 13 13 - - - - -
S.U. 57 - - - - - 1 416 416 0 0
SK.U. 3 1 40 40 4 4 - - - - -
SK.U. 16 - - - - - 1 91 91 7 7
SK.U. 25 1 389 389 0 0 - - - - -

3 9301 238 244 6.3 35 8774 250.7 234 6.7

100 Gy dozunda 39 meyveden 9301 adet tohum ve 244 adet embriyo elde

edilmistir (Cizelge 4.2.). Meyve basma tohum sayisi 238 ve meyve basina embriyo
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sayist 6.3 olarak gergeklesmistir. 150 Gy dozundan ise 35 meyvede 8774 tohum
sayllmis ve 234 adet embriyo ¢ikarilmigtir. Meyve basina tohum sayist 250.7 ve meyve
basina embriyo sayisi 6.7 olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.2.). Sart (1994b)’nin
gergeklestirmis oldugu c¢alismada karpuzda 100-400 Gy dozunda gama isiniyla
1sinlanmig polenlerle uyartim yoluyla haploid embriyo eldesi lizerine genotip etkisinin
onemli oldugunu bildirmistir. Ancak karpuz i¢in en uygun 151 dozlarmnin 200-300 Gray
oldugunu bildirmislerdir.

Kurtar ve ark. (2017)’1n yaptig1 arastirmada 1ginlanmis polen teknigi ile 150 Gy
isin dozunda 1smlanmis ve 822 embriyodan 24 haploid bitki elde ettiklerini
bildirmislerdir. Genel olarak bakildiginda bizim sonuglarimizi destekler nitelikte
sonuglar olup; 1smlama dozunun ve genotipin, haploid embriyo olusumuna etkisinin

onemli oldugu bildirilmektedir.

Cizelge 4.3. 100 Gy ve 150 Gy 151n dozlarinda Toplam Embriyo Sayisi (TES) (adet), Koklenen Embriyo
Sayis1 (KES) (adet), Bitkiye Doniisen Embriyo Sayisi (BDES) (adet), Sasirtilan Bitki Sayis1 (SBS) (adet),
Tutan Bitki Sayis1 (TBS) (adet), Bitkiye Doniisiim Orani (BDO) (%)

100 Gy 150 Gy
Genotipler  TES KES BDES SBS TBS BDO TES KES BDES SBS TBS BDO
SUuU.1l - = - = - - 13 4 2 2 1 7.7
S.U.8 - = - = - 10 5 3 3 2 20.0
S.U. 10 50 27 14 14 11 220 - = - - - -
SuU. 11 5 5 2 2 2 40.0 55 34 19 19 15 27.3
S.U. 14 P - - = - - 23 5 5 5 4 17.4
SuU.21 - - - - - - 6 0 0 0 0 0
S.U. 26 152 87 32 32 26 171 26 9 5 5 4 154
S.U. 27 4 2 1 1 1 250 - - - - - -
S.U. 28 - - - - - - 2 2 2 2 1 50.0
S.U. 29 2 0 0 0 0 0 - - - - - -
S.U. 31 1 0 0 0 0 0 - - - - - -
S.U. 33 5 2 1 1 1 200 - - - - - -
S.U. 34 - - - - - - 36 4 4 4 2 5.5
S.U. 37 - - - - - - 43 27 19 19 16 37.2
S.U. 38 2 0 0 0 0 0 13 9 8 8 6 46.2
S.U. 47 13 6 4 4 3 231 - - - - - -
SK.U. 3 4 2 0 0 0 0 - - - - - -
SK.U. 16 - - - - - - 7 0 0 0 0 0
244 136 54 54 44 180 234 99 67 67 51 21.8

100 Gy 1sin dozundan elde edilmis olan 244 adet embriyodan 136 adedi
koklenmis, 54’1 bitkiye doniismiis ve sasirtilmig, 44’4 dis kosullara alistirilarak
yasatilabilmistir. Bitkiye doniisiim orani ise %18.0 olarak gergeklesmistir. 150 Gy 151n
dozundan elde edilmis olan 234 adet embriyodan 99 adedi koklenmis, 67’si bitkiye
doniismiis ve sasirtilmis, 51°1 dig kosullara alistirilarak yasatilabilmistir. Bitkiye
doniisiim oran1 ise %21.8 olarak gerceklesmistir. Taskin ve ark. (2013)’nin

gerceklestirdigi iki karpuz genotipinde farkli 15in dozlarini denedikleri ¢aligmada
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haploid embriyo eldesi i¢in en uygun 1sin dozunun 275 Gy oldugunu bildirmis, 100
tohumdaki haploid embriyo sayisimi 5.26 olarak bildirmislerdir. Berber ve Abak
(2012b)’ 1n yirittikleri ¢calismada 50, 100 ve 150 Gy 1sm dozlarin1 15 genotipte
denemigler, {i¢ 151n dozunun da iyi sonug¢ verdigini ancak 150 Gy’lik 1s1n dozundan
yiiksek performans aldiklarini belirtmislerdir. Elde edilen embriyolarin bitkiye
doniisiimii en yiliksek oranla 150 Gy 1sin dozu uygulamasinda % 50.7 oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmalarin sonuglar1 bizim bulgularimizi desteklemektedir.

Toplamda elde edilen 478 embriyodan; 235 tanesi koklenmis, 121 tanesi bitkiye
donlismiis ve sasirtilmig, 95’1 dis kosullara alistirilarak yasatilmig, bitkiye doniisiim
orani ise %19.9 olarak gerceklesmistir.

Ploidi diizeyi belirlemek amacityla Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve
Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (BIYOM)’ ne gdnderilen bitki
orneklerinin sonuglarinda; 63 bitki gozlemlenmis, 100 Gy dozundan 3 ve 150 Gy
dozundan 6 bitki haploid (n) olarak belirlenmistir. 6 bitkide ise miksoploid (n + 2n) yap1
gozlenmigtir. Kabak tiirlinde spontan katlanmalarmn da oldugu bilindiginden diploid
cikan bitkiler de tohum alinmasi amaciyla yetistirilecektir. Bu amagla elde edilen ve

diploid oldugu belirlenen 48 genotip sera sartlarinda yetistirmeye alinmastir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez caligmasindan elde edilen sonuglar, haploid bitki iiretimi icin
Cucurbitaceae familyas: sebzelerinde basarili bir sekilde kullanilan ve yazlik
kabaklarda da iyi sonug veren iginlanmis polenle tozlama yonteminin ¢erezlik kabak (C.
pepo L.) genotiplerinde de basarili sekilde uygulanabilir oldugunu géstermistir.

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan 77 genotipten, 2 farkl 151 dozundan meyveler
elde edilmis ve bu meyvelerin tohum olusumu gergeklesmistir.

Genotipler arasinda meyve tutum orani, meyve agirliklari, tohum sayisi, embriyo
say1s1 ve embriyolarin bitkiye doniisiim oranlar1 gibi farkliliklar gozlemlenmistir.

Calismada 100 ve 150 Gy 1sin dozlar1 denenmis olup meyve basina diisen
ortalama tohum sayisi ve kurtarilan ortalama embriyo sayisi bakimindan basarmin
birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Ancak 150 Gy 1s1n dozu ile haploid bitki eldesinin
100 Gy 1sm dozuyla elde edilen haploid bitki eldesinden daha fazla olmasi sebebiyle
bundan sonraki ¢alismalarda uygun doz olarak 150 Gy onerilebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada ploidi tespiti sonuglar1 flow sitometri dlglimleri ile kiyaslanarak
desteklenmistir. Ploidi tespiti gozlemleri esnasinda olusabilecek sorunlar nedeniyle
sonuglarm gercekleri yansitmadigr diisliniiliirse yine bizim yaptigimiz gibi flow

sitometri ile sonuglarin desteklenebilecegi 6nerilmektedir.
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