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Bu arastirma Citrullus lanatus var. lanatus ve Citrullus lanatus var.
citroides karpuz tirlerinde anter kultirii yontemiyle haploid bitki elde etmek
amaciyla yapilmistir. Denemede Citrullus lanatus var. lanatus alt tlrlne ait 1 agik
tozlanan gesit (Halep Karasi) ve 1 hibrit cesit (Crimson Tide) ve Citrullus lanatus
var. citroides alt tiriine ait 2 genotip (Pl 296341 ve Pl 189225) yer almistir. Anter
kultird uygulamalarinda 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz takviye edilmis MS besi
ortam: sabit kullanilmis olup, farkl: dozlarda (1 ve 1.5 mg/l) 6-Benzylaminopurine
(BAP) denenmistir. Ayrica ortam igeriklerine, poliaminlerin etkisinin incelenmesi
amaciyla da farkli dozlarda (500 ve 1000 pM/l) ayri1 ayri ve her ikisi birlikte
spermidin (SPD) ve putresin (PUT) eklenmistir. Arastirmada 14 farkli ortam
kombinasyonu denenmistir. Calismada iki farkli deneme kurulmustur. Birinci
denemede cicek tomurcuklar: antezisten 1 gun 6nce toplanmis ve anterler 32°C’de
2 gun karanhkta bekletildikten sonra Kultire alinmistir. ikinci denemede ise
antezisten 2 gun once toplanan tomurcuklar 6n sicaklik uygulamasina tabi
tutulmadan kulture alinmistir. Sonuglar incelendiginde farkl: ortamlarda kullanilan
genotipler bazinda degisen oranlarda anter gelisimi ve kallus olusumu gérilmekle
birlikte bitkiye donisum gergeklesmemistir. Poliamin (SPD ve PUT) kullaniminin
karpuzda anter kiltiirline etkisi ise net olarak gérilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Karpuz (Citrullus lanatus L.), haploid, spermidin, putresin
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This research was conducted with Citrullus lanatus var. lanatus and
Citrullus lanatus var. citroides in order to obtain haploid plant in watermelon
species by anther culture method. In the experiment, 1 open pollinated species
(Halep Karasi) and 1 hybrid type (Crimson Tide) belonging to Citrullus lanatus
var. lanatus subspecies and 2 genotypes of the Citrullus lanatus var. citroides
subspecies (Pl 296341 and PI 189225) were used. In anther culture applications, 2
mg/l 2.4-D + 90 g/l sucrose supplemented MS medium was used and 6-
Benzylaminopurine (BAP) was tried at different doses (1 and 1.5 mg/l).
Additionally, spermidine (SPD) and putresine (PUT) were added separately to the
media contents at different doses (500 and 1000 IM/I) to investigate the effect of
polyamines. 14 different media combinations were tried in the study. Two different
experiments were established in the study. In the first experiment, flower buds
were collected 1 day before anthesis and the anthers were cultured at 32 °C for 2
days in dark condition and then cultured. In the second experiment, the buds were
collected 2 days before the anthesis were cultured without being subjected to pre-
heat treatment. According to the results, anther development and callus formation
were observed at varying rates on the basis of genotypes used in different medium
but no transformation into plants. The effect of polyamine (SPD and PUT) on
anther culture in watermelon has not been clearly observed.

Keywords: Watermelon (Citrullus lanatus L.), haploid, spermidine, putresine



GENISLETILMIS OZET

Gunlimuz bitki yetistiriciliginde hibrit gesit kullaniminin yayginlasmasi
sebebiyle 1slah c¢alismalarinin  6énemi artmaktadir. Haploidizasyon teknikleri
icerisinde yer alan anter kiltiri yontemi, 1slah ¢alismalarinda kullanilan yaygin
tekniklerden biridir. Kisa siirede %100 homozigot hatlarin elde edilmesinde bu
haploidizasyon tekniklerinden faydalaniimaktadr.

Son arastirmalar sonucunda yeni bir tir bitki bliyime dizenleyici olarak
gorulen poliaminler (PA) distk seviyede molekiler agirliga sahip organizmalardir.
Bitki hicrelerinde yer alan baslica poliaminler diamin putresin (PUT), triamin
spermidin (SPD) ve tetramin spermindir (SPM). Poliaminlerin birgok metabolik
faaliyette yer aldigi rapor edilmistir.

Bu arastirmada spermidin ve putresin ile oksin-sitokinin kombinasyonunun
kullaniminin karpuzda anter kiltirine etkisi incelenmistir. Calismada Citrullus
lanatus var. lanatus tirtne ait Halep Karasi ve Crimson Tide ¢esidiyle Citrullus
lanatus var. citroides tirlne ait Pl 296341 ve Pl 189225 genotipleri olmak Uzere
toplamda 4 farkl: genotip kullanilmisgtir.

Cahismada iki farkli deneme kurulmustur. Birinci denemede cicek
tomurcuklart antezisten 1 giin Once toplanirken, ikinci denemede ¢icek
tomurcuklar: antezisten 2 gun once toplanmigtir. Her iki deneme igin de yizey
sterilizasyonu ilk olarak 30 dk. boyunca c¢esme suyu altinda bekletilmistir. Bu
uygulamanin ardindan anterler steril kabine alinarak % 70’lik etil alkol ¢ozeltisi
icerisinde 2 dk. tutulduktan sonra 3-4 kez steril saf su ile durulanmistir. Bir sonraki
asamada cigcek tomurcuklari, 1-2 damla Tween 20 damlatilan %15’lik sodyum
hipoklorit solusyonu icerisinde 15 dk. bekletilmistir. Son olarak 3-4 kez steril saf
su ile durulandiktan sonra yiizey sterilizasyonu tamamlanmustir.

Kiltire almada onceki anter kulturi calismalarinda olumlu sonuglar
verdigi belirtilen MS besi ortami kullanilmistir. Hazir MS besi ortamu icerisine 2

mg/l 2.4-D ve katilastirici olarak 8 g/l agar tum ortamlarda standart sekilde
Il



konulmus ve pH 5.7 olacak sekilde ayarlanmistir. Tiim ortamlarda karbon kaynagi
olarak 90 g/l sakkaroz kullanilmigtir. Besin ortamlarina 2 farkli dozda BAP (1 ve
1.5 mg/l) ve 2 farkli dozda (500 ve 1000 uM) Spermidin (SPD) ve Putresin (PUT)
eklenmistir. Toplamda 14 adet ortam denenmistir.

Her iki deneme sonuclarina gére Halep Karasi cesidine ait ortamlarda,
diger genotiplere kiyasla kallus olusumunun yiiksek oldugu saptanmistir. Ortamlar
karsilastirildiginda ise en yulksek verinin 1 nolu ortamdan (1 mg/l BAP) elde
edilmistir. Poliamin kullaniminin Halep Karas: ¢esidi icin anter canlihg: ve kallus
olusumunda olumlu etkisi gortlmemistir. Crimson Tide cesidinde ise farkl
dozlarda BAP, SPD ve PUT igeren 4 no’lu (1 mg/l BAP + 500 uM SPD + 500 uM
PUT), 7 no’lu (1 mg/l BAP + 1000 uM SPD + 1000 uM PUT) ve 10 nolu (1.5 mg/I
BAP + 500 uM PUT) ortamlarda yiiksek oranda kallus olusumu tespit edilmistir.
Pl 296341 genotipi yapilan her iki denemede de kallus olusumu bakimindan dustik
oranda yanit vermistir. Ciceklenme ddnemi incelendiginde Halep Karas: ve Pl
189225 genotipi icin antezisten 1 giin dnce, Crimson Tide ve P1 296341 genotipleri
icin ise antezisten 2 glin dnce toplanan ¢igeklerin anter kilttriinde daha basaril

oldugu gorilmdastar.
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1. GIRIS Furkan Cihad AKBAS

1. GIRIS

Karpuz dretim miktar: ve yetistirildigi alan bakimindan énemli bir sebze
turtidur. Ulkemizde 904 884 da alanda 4 011 313 ton (TUIK, 2017) uretimin yan:
sira, diinyada da 3 507 243 ha alanda 117 022 560 ton (FAO, 2016) karpuz Uretimi
s0z konusudur. TUrkiye, dunya karpuz Uretimi siralamasinda Cin’den sonra ikinci
sirada yer almaktadir. Bolgesel anlamda bakildiginda ise Akdeniz bolgesinde (1
558 756 ton) ve oOzellikle Adana’da karpuz Gretiminin yogun olarak yapildig:
gorulmektedir (TUIK, 2017).

Karpuz meyveleri boyut, sekil ve kabuk 6zellikleri bakimindan gesitlilik
gostermektedir. Mini, kuglk, orta ve c¢ok blyuk boyutlarinda; yuvarlak, oval,
eliptik ve silindir sekilde; diiz ya da ¢izgili kabuklu; yesilin farkli tonlarinda ve gri
renkte meyveler mevcuttur (Tulukoglu, 2014). Geg¢miste iri cekirdekli karpuzlar
var iken, zamanla bu talep kiicuk gekirdeklilere, hatta giinimiizde mikro ¢ekirdekli
karpuzlara yonelmis, 1slah calismalari bu yonde sekillendirilmistir. Turkiye
pazarinda 1990l yillardan 6nce iri karpuzlar tercih edilirken son yillarda mini
karpuzlara yonelim s6z konusudur. Ginumiizde karpuz yetistiriciliginde yabanci
kdkenli karpuz cesitleri tercih edilmektedir. Yerli hibrit cesitlerin gelistirilmesi ve
bu gesitlerin Gretimde kullanilmas: tlke ekonomisi igin buylik 6nem arz etmektedir
(Solmaz ve Sar1, 2011).

Cucurbitaceae familyasina ait olan Citrullus cinsi, bunyesinde 4 tir
barindirmaktadir. Citrullus cinsinde yer alan ve dinyada tropik ve subtropik
bolgelerde yetistirilen C. lanatus (Thunb.) Matsum. ve Nakai, en ¢ok cesitliligi
iceren tlr olmasimin yami sira guniimizde ticari degeri yuksek, kiltir formu C.
lanatus var. lanatus ve yabani form olan C. lanatus var. citroides (L.H. Bailey
Mansf.) alt turlerini icermektedir (Tulukoglu, 2014, Solmaz ve ark., 2016).
Citrullus lanatus var. citroides (L.H. Bailey Mansf.) literatlirlerde “citron”, “citron

kavunu”, “konservelik kavun” gibi farkli adlandirmalara sahiptir. ilkel formlarina



1. GIRIS Furkan Cihad AKBAS

Guney Afrika’da rastlanan “citron” meyvesinin kabuklarindan tursu, konserve ve
recel yapiminda faydalaniimaktadir (Solmaz ve ark., 2016).

Haploid bitkiler somatik hicrelerinde, tlre ait bitkilerin esey hiicrelerinde
tasidiklar1 kadar kromozom sayisina (n) sahip bitkilerdir. Diploid bitkilerle
kiyaslandiginda, haploid bitkilerin yapraklar: ve cicekleri kiiguik, boylar: da kisadir
(Solmaz ve ark., 2014; Tulukoglu, 2014). Uriin verme ézelligi bulunmayan haploid
bitkilerin 1slah caligmalarinda kullanilabilir hale gelmesi icin bazi kimyasallar
yardimiyla (en ¢ok kullanilani kolhisin) kromozom sayilarinin 2 katina ¢ikartiimasi
gerekmektedir. Haploid bitkilerin diploid hale geldigi bu yontem dihaploidizasyon
olarak bilinmektedir (Sari, 1994). GlUnumulz bitki yetistiriciliginde en ¢ok
hibritlerin tercih edilmesi dolayisiyla homozigot hatlarin elde edilmesine buyik
ihtiya¢ duyulmaktadir (Kosmrlj ve ark., 2013). Kisa surede tamamen homozigot
bitkiler elde edilebilmesi sebebiyle haploidi, bitki islahinin en gucli
yontemlerinden biridir (Bobkov, 2014).

Dogada kendiliginden haploid bitki olusumu dislk siklikla gérilmektedir.
Bu durum turlere, hatta tir icerisindeki genotiplere gore degisiklik gostermektedir.
Haploidinin dogal olarak yetersiz olmas: durumunda arastiricilar, haploid embriyo
olusumunu tesvik etmek amaciyla, uzak akrabalar arasinda melezlemeler, sicak-
soguk, karanlik 6n uygulamalari, eksik veya yetersiz (1isinlanmis) polenle tozlama,
poliaminlerin, X ve UV sinlarimin kullanimi gibi farkli yontemleri kullanmaktadir
(Sar1 ve ark., 2014).

Haploid bitkiler, frekansi dlsik olmasina ragmen ginogenesis,
androgenesis, semigami, poliembriyoni ve kromozom eliminasyonu yollariyla
olusmaktadir (Sari, 1990). Androgenesis ve ginogenesis haploid bitki Uretiminde
yogun olarak kullanilan iki yontemdir. Androgenesis, anterlerin in vitro kosullarda
kiilture alinmasiyla haploid bitki Gretimidir. Ginogenesis yonteminde ise haploid
bitkiler déllenmemis yumurta hiicrelerinin in vitro kosullarda kiiltiire alinmasiyla
elde edilir (Ellialtioglu ve ark., 2001).
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Anter kiltird, icerisinde olgunlasmamis polenlerin bulundugu anterlerin
kullanildigr bir yontemdir. Bu yontemde anterler, tomurcuklarindan ayrilarak in
vitro kosullarda yapay besi ortamlarina yerlestirilir ve olgunlasmamis polenlerden
haploid embriyolar elde edilir. Bu yontem yardimiyla iki cekirdekli yapiya
donisecek olan polen tanesinin gametofitik yonde gelismesinden ziyade, heniiz tek
cekirdekli donemdeyken somatik yonde gelismesi saglanmaktadir. Buylme
yonlndeki bu degisim ise ‘mikrospor androgenezisi’ veya sadece ‘androgenezis’
olarak adlandiriimaktadir (Ellialtioglu, 2012).

Anter kiiltirt yontemi ilk olarak Solanaceae familyasina ait bir tiir olan
Datura innoxia Uzerinde denenmistir (Guha ve Maheshwari, 1964). Bununla
birlikte biber (Olszewska ve ark., 2014), patlican (Basay ve Ellialtioglu, 2013),
bezelye (Bobkov, 2014), kuskonmaz (Feng ve Wolyn, 1991) ve kanolanin (Lichter,
1981) yam sira Cucurbitaceae familyasina ait tirlerde de anter kaltiirli ¢alismalar
yapilmistir (Mohamed ve Refaei 2004; Song ve ark., 2007; Suprunova ve
Shmykova, 2008).

Poliaminler (PA) yasayan tim organizmalar icerisinde bulunan, dustk
molekiler agirhiga sahip polikatyon maddelerdir. Bitki hiicrelerinde yer alan
diamin putresin (PUT), triamin spermidin (SPD) ve tetramin spermin (SPM)
baslica poliaminleri olusturmaktadir. Poliaminler ve bunlarin biyosentetik
enzimlerinin hicre bélinmesinden organogeneze kadar degisen genis bir metabolik
olaylar zincirinde yer aldigi ortaya konmustur (Kaur-Sawhney ve ark., 2003).
Ayrica arastiricilar tarafindan poliaminlerin esas roliniin hastalik, biyotik ve
abiyotik stres kosullarinda bitkide direkt olarak koruyucu bilesen oldugu
dusinilmektedir (Alcazar ve ark., 2010; Carone ve ark., 2010; Hussain ve ark.,
2011; Pal ve ark., 2015). Bununla birlikte, poliamin kullaniminin ovil ve ovaryum
kultlrtne olumlu etkisi oldugu da rapor edilmistir (Gursoy ve ark., 2012).

Bircok bitki turiinde buytme duzenleyicilerinin anter kaltirine etkisi
arastirllmigtir. Solanaceae familyasina ait birkag ttrde indiiksiyon icin temel besin

ortam yeterlidir. Bu turlerde ortamda ilave oksine ihtiya¢ olmamasina ragmen
3
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blyume duzenleyicilerinin (oksin, sitokinin ya da bunlarin kombinasyonlari)
varligr onemli bitki tirlerinde, 6zellikle de anter kiiltiriine olumsuz yanit veren
tirlerde, mikrospordan elde edilen embriyolarin Gretiminde c¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. Sicaklik sokunun (soguk veya sicak ©n uygulamasi) bazi
Cucurbitaceae turlerinde; kabakta (Metwally ve ark., 1998) ve hiyarda (Ashok
Kumar ve ark., 2003; Song ve ark., 2007), anter kilturine olumlu etkisi oldugu
gozlenmistir (Abdollahi ve ark., 2015).

Karpuz 1slah programlarinda androgenik yontemle double haploid
teknolojilerinin kullaniminda sinirlayici birgok etken bulunmaktadir (Abdollahi ve
ark., 2015) ve karpuzda haploid bitki elde etme ydntemlerinden anter kultiirii
konusunda yapilan calisma sayisi sinirhidir (Xue, 1983; Tulukoglu, 2014,
Abdollahi, 2015).

Sunulan bu tez galismanin amaci; farkl: Citrullus turlerinde anter kaltlrd
yontemi  kullanilarak  haploid  bitkiler elde etmek wve farkli ortam

kombinasyonlarinin anter kiltliri Gzerine etkilerini arastirmaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR Furkan Cihad AKBAS

2. ONCEKI CALISMALAR

Dryanovska ve llieva (1983), kavunda (Cucumis melo L.) anter ve ovil
kultirt  kullanarak haploid bitki elde etmeyi amaclamistir. Kiltire alinan
oviillerden kalluslar elde edilmis ve bunlardan bir adedi haploid bitkiye
déntsmustir.

Xue ve ark. (1983), frekans: dusik olmasina ragmen karpuzda anter
kultirt yontemi cahismistir. Bes mm capinda, tek cekirdekli asamadaki ¢igek
tomurcuklarindan anterler alinmastir. Arastiricilar haploid bitkicikler elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Kumar ve ark (2003), “Calypso” ve “Green Long” hiyar cesitlerinde
haploid bitki elde etmek amaciyla anter kiltiri yoéntemini caligmiglardir.
Denemede blyume diizenleyicilerinin ve anterlere uygulanan sicaklik 06n
uygulamalarinin etkileri arastirilmistir. Embriyojenik kallus olusumunda en basarih
sonu¢ 20 mM 24-D ve 1.0 mM BAP kombinasyonlarinda; soguk on
uygulamasinda ise en basarili sonu¢ 4 °C’de 2 gin bekletilen cigek
tomurcuklarinda oldugu gorulmistir. 0.09 M sakkaroz iceren B5 ortami
embriyolardan bitkiciklere donlsumin en yiksek oldugu ortam olarak
belirtilmistir. Her iki cesitten de alinan 24 bitkicikten; “Calypso” cesidinde 21,
“Green Long” cesidinde ise 17 adet haploid bitki elde edildigi bildirilmistir.

Caglar ve ark. (2004), haploid embriyo olusturmak amaciyla
Kahramanmaras kirmizi biber cesitlerinde anter kaltiri yontemini ¢alismislardir.
Anterler, ta¢ yapraklari agilmams, tek cekirdekli polen asamasindaki biber gicek
tomurcuklarindan ¢ikartilarak kulttre alinmigtir. Direkt embriyogenesis saglanmasi
amaciyla MS besi ortami: NAA (2.0, 4.0, 6.0 mg/l) ve 2.4-D (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l)
ile BAP (0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l) ve kinetin (0.1, 1.0, 5.0 mg/l) ilave edilerek
zenginlestirilmistir. Calismada ayrica aktif komur (% 0.25) ve AgNO; (10 mg/l)
dozlar: da denenmistir. Arastirmada yedi gin sireyle karanlikta 4 °C, 29 °C ve 35

°C sicaklik 6n uygulamalariyla beraber toplamda 37 uygulama test edilmistir.
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Sonuglara gére MS + 0.1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA + % 0.25 aktif kdmir + 10 mg/I
AgNO; bilesiminin en verimli besi ortam: oldugu sonucuna varilmis ve 9750 anter
icerisinden kallus gelisimi gozlemlenmeden direkt olarak % 2.8 oraninda haploid
embriyo elde edilmistir.

Mohamed ve Refaei (2004), yazlik kabak cesidi olan Eskenderany’de
dondr bitkilerin farkli ekim sezonu ve tarihlerinin anter kiltiriine etkilerini
incelemistir. Bir Mart’tan itibaren yaz boyunca ve 1 Kasim’dan itibaren kis
boyunca bitkilerde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu goértlmistir. Kisin
yetisen bitkilerden alinan anterlerde, yazin yetisen bitkilere kiyasla kallus
olusumunun ve bitki rejenerasyonunun daha fazla oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte rejenere olan bitkilerin % 60’1mn haploid bitki oldugu rapor edilmistir.

Sayilir ve Ozzambak (2005), biber anter kiiltiiriinde cicek tomurcuk
boyutunun embriyo verimine etkisini incelemislerdir. Arastirmada kullanilan 6
biber cesidinin tomurcuklari 3 farkl sekilde boyutlandirilmistir. En iyi sonuglar
MS + 4 mg/l NAA + 0,1 mg/l BA, aktif kdmur veya havug 6zlerinden higbiri, birisi
veya her ikisi ilave edilmis ortamlardan elde edilmistir. Embriyo veriminde en iyi
sonu¢ Carliston Bagci cesidine ait 5-6 mm tomurcuklardan alinan anterlerin MS +
4 mg/l NAA+ 0,1 mg/l BA ortaminda gozlenmistir. Elde edilen verilere gore aktif
karbon olumlu etki gostermezken N + 4 mg/l NAA + 0.1 mg/l BA + % 0.1 aktif
komir + 200 ml havug 6zlerinin olumlu etkisi olmustur.

Song ve ark. (2007), hiyarda (Cucumis sativus L.) anter kaltird
yoénteminde yeni bir protokol gelistirmek amaciyla alt: farkli deneme yapmuslardir.
Embriyojenik kallus gelisimi icin 4.44 uM BA, 2.26 uM 2.4-D, 4.46 uM KIN, % 3
sakkaroz ve % 0.8 agar ilave edilmis; embriyo indiksiyonu icin 0.54 uM NAA,
13.32 uM BA, % 3 sakkaroz ve % 0.8 agar ilave edilmis; embriyo ¢imlenmesi icin
ise 2.22 uM BA, % 6 sakkaroz ve % 1.2 agar iceren MS ortaminin en basarih
ortam oldugu sonucuna varmislardir. Denemede “Ningjia No. 1” c¢esidi igin 45
anterden 42 double haploid bitki (% 93 basari) elde edilmistir.
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Suprunova ve Shmykova (2008), hiyar bitkisinde haploid bitki eldesinde
biylme diizenleyicilerini, genotipleri, ¢icek tomurcugu uzunlugunu ve mikrospor
gelisim asamalarini incelemislerdir. Degerlendirilen 10 genotip arasinda yalnizca
"Gordion" cesidinde, in vitro kosullarda ginogenesis ile haploid bitki elde
edilebilmistir. Anter kaltrl icin en uygun evrenin tek cekirdekli mikrospor evresi
oldugu rapor edilmistir.

Solmaz ve Sar1 (2011), farkli karpuz gesitleri (Crimson Tide, Crisby ve
Bonanza) ile kiltir ortamlarinin haploid embriyo uyartim: ve bitki elde edilmesine
etkisini incelemislerdir. iki yil siiren bu calismada toplam 528 (birinci yil 215,
ikinci yil 313) partenokarpik karpuz meyvesi elde edilmistir. Denemenin birinci
yilinda 6 adet yiirek seklinde haploid embriyonun 2 adedi bitkiye donlismustiir.
ikinci yilinda ise 8 adet yirek seklinde embriyo elde edilmistir. Deneme
sonuclarina gore karpuzlarda kitlesel haploid bitki Gretimi konusunda 1sinlanmis
polenle tozlama tekniginin kullanim olanaginin disiik oldugu rapor edilmistir.

Tulukoglu (2014), karpuzlarda anter ve ovil kiltirt yontemlerinde soguk
on uygulamalar: ve farkli TDZ ve 2.4-D dozlarinin haploid embriyo uyartimina
etkisini incelemistir. Calismadaki her iki denemede de anter kultlriinde yalnizca
kallus elde edilmistir. Olusan kalluslarin hormon igcermeyen MS besi ortaminda
kultre alinmasindan 3 ile 4 hafta sonra kalluslarin kahverengileserek canliliklarin
yitirdikleri bildirilmistir.

Abdollahi ve ark. (2015), Citrullus lanatus’un anter kdltlrli yontemine
verdigi tepkiyi arastirmiglardir. Deneme biyime dizenleyicilerinin “Charleston
Gray” gesidine ve sicaklik 6n uygulamalarinin “Crimson Sweet” ¢esidine etkisini
incelemek amaciyla yapilmistir. Embriyogenesis, 2.4-D ve NAA ile birlikte 2.4-D
ve BAP/Kinetin kombinasyonlarinin ilave edildigi MS ortamlarinda baslamistir.
“Charleston Gray” ¢esidinin optimum embriyojenik kallus (EC) 2.0 uM 2.4-D ve
1.5 uM BAP ilave edilmis MS ortaminda gortlmastir. “Crimson Sweet” ¢esidinin
anterlerine uygulanan yuksek sicaklik uygulamasinda ise en yiksek embriyo

gelisimi 32°C’de 2 giin bekletilen anterlerde tespit edilmistir.
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Abdollahi ve ark. (2016), iki ayri denemede farkli agar
konsantrasyonlarinin ve makro besi elementleri ile gliglendirilmis MS ortamlarinin
hiyar bitkisinde anter kultlr( yontemine etkisini arastirmiglardir. Calismada “Beit
Alpha” ve (i¢ adet iran yerel hyar cesidi (Basmenj, Isfahani, Korki) kullanilmstir.
“Isfahani” hiyar g¢esidi kallus olusum oraninda en yiksek basari (% 100) iki kat
glclendirilmis MS ortaminda oldugu tespit edilmistir. Yerel ¢esitlerde ise bu oran,
% 83.33 basar1 ile tam guclendirilmis MS ortaminda gorilmisttr. Ayrica somatik
embriyo Gretiminde 7 ve 14 g L™ agar ilave edilen MS ortaminin en basarili oldugu
rapor edilmistir.

Erol (2018), yaptigi calismada hiyarlarda spermidin ve putresin
kullaniminin haploid embriyo uyartimina etkilerini arastirmigtir. Kullandigi ortam
kombinasyonlarinda 0.04 mg/l TDZ sabit olmak (izere spermidin ve putresinin 40-
80-160-200 uM dozlarda ayr1 ayr1 ve her ikisini birlikte iceren dozlar kullanmastir.
Kurulan tim denemelerde kullanilan 5 genotipte de kontrol ortamina gore
spermidin ve putresin iceren ortamlarda daha yiiksek oranlarda ovil gelisimi elde

edildigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiltesi Bahce Bitkileri
Bolimi  Arastrma ve Uygulama seralarinda ve Cukurova Universitesi

Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi laboratuvarlarinda yiritiimistar.

3.1. Materyal

Calismada Cukurova Universitesi karpuz genetik koleksiyonundan segilen
2 adet genotip (P1 296341 ve Pl 189225) ve 1 gesitin (Halep Karasi) yani sira ticari
firmadan temin edilen 1 hibrit cesit (Crimson Tide) olmak (izere toplamda 4 adet

genotip kullanilmstir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan karpuz cesit ve genotipleri

C. lanatus var. lanatus turtine ait Halep Karas: (A¢ik tozlanan)
Gesitler Crimson Tide (Hibrit)
C. lanatus var. citroides tiiriine ait P1296341
genotipler PI 189225
3.2. Metot

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Arastirmada kullanilan Citrullus cinsinin 2 farkl: tlriine ait genotiplerin
tohumlar1 21/02/2018 tarihinde Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri BélUmi Arastirma ve Uygulama seralarinda her genotipten 40’ar fide elde
etmek Uzere icerisinde 2:1 oraninda torf ve perlit karigimi bulunan viyollere
ekilmistir. Fideler 2-3 gercek yaprakli asamaya geldiklerinde 01/04/2018 tarihinde
(100-50) x 50 cm aralik mesafeler ile plastik seraya her genotipten 40’ar adet
olacak sekilde cift siral olarak dikilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 a) Tohumlarn ekilmesi, b) dikime hazir hale gelen fideler, c) fidelerin
topraga aktarilmasi, d, €) dikilmis fidelerin plastik seradaki gortintisu

Bitkiler askida tek gdvdeli yetistirilmistir (Sekil 3.2). Budama islemi
yapilmis, yash yapraklar uzaklastirilmistir. Gubreleme programi dekara saf 15: 10:
15 kg/da N: P,0Os: K,O olacak sekilde damlama sulama sistemiyle birlikte bitkiye
uygulanmustir (Solmaz ve ark, 2018). Ayrica bitkilerin kdk gelisimi icin MasTonik
kullanilmistir. Hastalik ve zararhilarla micadelede; antraknoz icin Antracol Combi,
yaprak biti icin Pascal ve kiilleme icin Luna ve Flint ilaglari uygulanmistir.
Yabanci otlarla el ile miicadele edilmistir.
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3.2.2. Embriyo Tesvik Ortaminin icerigi ve Hazirlanmasi

Denemede oncelikli olarak temel besi ortami olan, daha dnce anter kilturi
calismalarinda olumlu sonuglar verdigi belirtilen MS besi ortami kullanilmigtir
(Metwally ve ark., 1998 a ve b). Hazir MS besi ortami icerisine 2 mg/l 2.4-D ve
katilastiric1 olarak 8 g/l agar tim ortamlarda standart sekilde konulmus ve pH 5.7
olacak sekilde ayarlanmistir. TUm ortamlarda karbon kaynag: olarak 90 g/l
sakkaroz (Kumar ve ark., 2004; Rakha ve ark., 2012) kullanilmistir. Besin
ortamlarina sitokinin hormon grubundan BAP (1 ve 1.5 mg/l dozlarda) (Abdollahi
ve ark., 2015), poliaminlerden Spermidin (SPD) ve Putresin (PUT) (500 ve 1000
UM dozlarda) (Kumar ve ark., 2004) eklenmistir (Cizelge 3.2).

11
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Cizelge 3.2. Denemede kullanilan farkli embriyo tesvik ortamlarinin igerigi

MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz,
5.7 pH standart olmak tzere
ORTAMNO Buyume Duzenleyicileri
BAP (mg/l) SPD (uUM) PUT (uM)
1 1 - -
2 1 500 -
3 1 - 500
4 1 500 500
5 1 1000 -
6 1 - 1000
7 1 1000 1000
8 15 = -
9 15 500 -
10 1.5 - 500
11 15 500 500
12 15 1000 -
13 15 - 1000
14 15 1000 1000

Ortamlar otoklav cihazinda 121 °C’de, 1.2 atm basin¢ altinda, 15 dk.
slireyle sterilize edilmistir. Oda sicakhiginda sogutulan ortamlar, aseptik kosullar

altinda, steril petri kaplarina yaklasik 10 ml olacak sekilde dagitilmstir (Sekil 3.3).

12
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Sekil 3.3. a) Agar disindaki diger ortam bilesenlerinin cam kavanozlardaki
goruntist, b) agar eklenmis ortamin isitilmas: ve karistirilmasi, c)
ortamlarin petrilere dagitilmasi, d) petrilere konulmus ortamlarin
sogumaya birakilmast.

3.2.3. Cicek Tomurcuklarinmin Toplanmasi

Aragtirmada iki farkli deneme kurulmus ve olumlu sonug verdigi saptanan
2 farkl gicek gelisim donemi (Tulukoglu, 2014) denenmistir. Birinci denemede
antezisten 1 gin onceki cicekler, ikinci denemede ise antezisten 2 giin dnceki
cicekler (Tulukoglu, 2014), erken saatte gicek saplarindan kesilerek toplanmistir
(Sekil 3.4).

13
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-

Sekil 3.4. Farkli blyiime doénemlerindeki erkek cicekler; a) antezisten 2 gin
onceki cigek gortinimdi; b, c) antezisten 1 giin 6nceki gicek gorinimi

Birinci denemede 22/05/2018 tarihinde seradan toplanarak Cukurova
Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi Doku Kiltiri
Laboratuvari’na getirilen erkek cicekler ylzey sterilizasyonu igin ilk olarak 30 dk.
boyunca c¢esme suyu altinda bekletilmistir (Tulukoglu, 2014). Bu uygulamanin
ardindan anterler steril kabine alinarak % 70’lik etil alkol ¢ozeltisi igerisinde 2 dk.
tutulduktan sonra 3-4 kez steril saf su ile durulanmistir (Tulukoglu, 2014;
Abdollahi ve ark., 2015). Bir sonraki asamada ¢icek tomurcuklari, 1-2 damla
Tween 20 damlatilan % 15’lik sodyum hipoklorit soliisyonu icerisinde 15 dk.
bekletilmistir. Son olarak 3-4 kez steril saf su ile durulandiktan sonra yiizey
sterilizasyonu tamamlanmistir (Sekil 3.5).

Ikinci denemede 07/06/2018 tarihinde seradan, erken saatte toplanan
antezisten 2 giin o©nceki erkek cicekler kullanilmigtir. Yuzey sterilizasyonu
islemleri icin ayn1 yéntem uygulanmstir.

14
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C d

Sekil 3.5. a) Toplanan erkek cigeklerin cesme suyunda bekletilmesi, b) % 70’lik
alkol ¢ozeltisinin dokulmesi, ¢) 1-2 damla Tween 20 damlatilan %
15°lik sodyum hipoklorit icerisindeki erkek cigeklerin calkalanmasi, d)
steril saf suda durulama islemi

3.2.4. On Uygulama ve Anterlerin Embriyo Tesvik Ortaminda Kiiltiire
Alinmasi

Sterilizasyonu tamamlanan erkek ¢icek tomurcuklari, steril filtre k&gitlar
Uzerinde kurutulmasinin ardindan pens ve bistlri yardimiyla ilk olarak saplarindan,
tac ve ¢anak yapraklarindan ayrilmistir. Daha sonra anter filamentleri dikkatlice
uzaklastirilmus, izole edilen anterler ayrildiktan sonra embriyo tesvik ortami igeren
petrilere yerlestirilmistir (Sekil 3.6).

Yapilan tez ¢calismasinda her deneme icin 4 genotip x 14 ortam x 4 tekerrur
X her tekerriir icin 1 adet petri olmak (izere 224 petri kullanilmistir. Her petriye 4
anter yerlestirilmis olup toplamda her bir deneme icin 896 anter kiltiire alinmastir.

15
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Sekil'.3'.6. a) Erkek cicegin sapimin, ta¢c ve canak yaprklanmn ayrilmasi, b)

anterin filamentinden ayrilmasi, ¢) izole edilen anterlerin ayrilmasi, d)
anterlerin petrilere yerlestirilmesi

Birinci denemede kulture alinan anterler 32 °C’de 2 gun (Abdollahi ve
ark., 2015) karanlikta sicaklik soku 6n uygulamasina tabi tutulmustur (Sekil 3.7).
Sicaklik sokunun ardindan kultire ahinan anterleri iceren petriler 25-26°C
sicakliktaki, 3000-4000 luks 1s1k yogunlugunda olan, 16 saat aydinlik, 8 saat

karanlik 1siklanma siresine sahip iklim odalarina alinarak gelismeleri gdzlenmistir.

16



3. MATERYAL VE METOT Furkan Cihad AKBAS

Sekil 3.7. ) Kiltiire alinan anterlerin sicaklik ve karanlik 6n uygulamasina tabi
tutulmasi, b) 06n wuygulama sonrasi petrilerin iklim odasina
yerlestirilmesi

On uygulamanin ardindan anterler, her bir genotip igin ayr1 olmak iizere,
Cizelge 3.2°de yer alan 14 farkl: ortamda; her ortamda 4’er petri, her petride 4’er
anter ve toplamda her bir ortam icin 16 anter olacak sekilde kultlre alinmustir.
Petriler 8 hafta sureyle diizenli olarak gdzlenmis ve ardindan gelisim gdsteren
anterler alt klttre alinmustir.

3.2.5. Anterlerden Gelisen Kalluslann Kiltire Alinmasi

Gelisim gosteren 6 haftalik olas1 embriyojenik kalluslar 13.32 uM BAP ve
0.54 uM NAA (Song ve ark., 2007) ilave edilmis MS ortaminda, her kultir
kabinda 1 anter olacak sekilde alt kiiltiire alinmigtir (Sekil 3.8).
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¢ -

2 - b

d 1
Sekil 3.8. a-c) Gelisim gosteren olasi embriyojenik kalluslar, d) kalluslarin alt
kulttre alinmasi

3.2.6. incelenen Ozellikler

Anter Gelisimi (%): Deneme sonucunda siserek biylme gdsteren anter
sayisi, kultlire alinan toplam anter sayisina oranlanarak elde edilmistir.

Kallus Olusumu (%): Kallus olusturan anter sayisi, kultiire alinan toplam

anter sayisina oranlanarak elde edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Birinci ve ikinci anter kultlri denemelerine ait veriler genotip bazinda ayri
ayri degerlendirilmistir. Bununla birlikte birinci ve ikinci denemeye ait anter
kultirt sonuclarinin degerlendirilmesinde hormon ve c¢icek gelisim asamalarinin

anter kultdrlne etkilerini iceren grafiklerden yararlanilmustir.

4.1. Birinci Anter Kilttr Denemesi Bulgulan

Birinci anter Kkudltiri denemesi 22/05/2018 tarihinde kurulmustur.
Denemede Halep Karasi, Crimson Tide, Pl 296341 ve Pl 189225 genotiplerinin
erkek cigcek tomurcuklar: antezisten 1 giin 6nceki asamada toplanmp Cizelge 3.2°de
yer alan, farkli dozlarda BAP, SPD ve PUT iceren 14 farkli MS besi ortami
kombinasyonunda kultire alinmistir. Ardindan 32 °C’de 2 gin karanlik 6n
uygulamasina tabi tutulmus ve iklim odalarina yerlestirilmistir. Farkli BAP, SPD
ve PUT dozlarinin polen embriyogenesisine etkisinin incelendigi deneme sonuglar

genotip bazinda degerlendirilmistir.

4.1.1. Halep Karasi Cesidine Ait Birinci Anter Kilturd Denemesi Bulgulan

Birinci anter kultirl denemesinde yer alan Halep Karasi genotipine ait
bulgular Cizelge 4.1’de incelenmistir.

Halep Karasi ¢esidine ait anterlerde 11 no’lu ortamda (1.5 mg/l BAP + 500
UM SPD + 500 uM PUT) % 25 oraninda gelisim gorilurken, diger ortamlardaki
anterlerin tamaminda %2100 gelisim gérilmistir. Kallus olusumu ise en yiksek %
81 orani ile 1 no’lu ortamda (1 mg/l BAP) elde edilmistir. En dusik kallus olusumu
10 no’lu ortamda (1.5 mg/l BAP + 500 uM PUT) goérulmustir. Kallus olusumu %
25 — 81 arasinda degismistir. Alt kiltire alinan kalluslar arasindan sadece 4 nolu
ortamda 1 adet (1 mg/l BAP + 500 uM SPD + 500 uM PUT), 7 nolu ortamda 1
adet (1 mg/l BAP + 1000 uM SPD + 1000 puM PUT) ve 12 nolu ortamda 1 adet

(1.5 mg/l BAP + 1000 uM SPD) kallusda embriyo olusumu goriilmis ve bu
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embriyolar alt kiltire alinmis olmakla birlikte (Sekil 4.1) alt kaltir isleminden

sonra yapilan gézlemlerde embriyolarda gelisim gorilmemistir.

Cizelge 4.1. Halep Karasi gesidine ait birinci anter kiltiri denemesi sonuglar

Her ortam igin MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 ¢/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH
5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlar incelenen Ozellikler
ORTAM —
NO BAP SPD PUT | Anter Gelisimi Kallus
(mg/1) (uM) (uM) (%) Olusumu (%)

1 1 - - 100 81
2 1 500 - 100 56
3 1 - 500 100 62
4 1 500 500 100 56
5 1 1000 - 100 56
6 1 - 1000 100 62
7 1 1000 1000 100 43
8 15 - - 100 56
9 15 500 - 100 43
10 15 - 500 100 25
11 15 500 500 25 37
12 15 1000 - 100 43
13 15 - 1000 100 50
14 15 1000 1000 100 37

Sekil 4.1. a, b) Halep Karas: genotipine ait embriyo benzeri yapilar

b
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4.1.2. Crimson Tide Cesidine Ait Birinci Anter Kilttirti Denemesi Bulgulan
Crimson Tide c¢esidine ait birinci anter kaltirii denemesi gelisim verileri
incelendiginde % 75 oraninda anter gelisimi gorilen 2 no’lu ortam (1 mg/l BAP +
500 uM SPD) disinda tim ortamlarda % 100 oranda anter gelisimi gdzlenmistir
(Cizelge 4.2). En yiiksek (% 31) kallus olusum orant 4 no’lu ortamda (1 mg/l BAP
+ 500 uM SPD + 500 uM PUT) gorilirken; 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 ve 14 no’lu
ortamlarda kallus olusmamustir. Bu genotipte yapilan incelemelerde embriyo

gelisimi gorilmemistir.

Cizelge 4.2. Crimson Tide g¢esidine ait birinci anter kiltiri denemesi sonuglar
Her ortam i¢in MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH
5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
ORTAM
NO BAP SPD PUT Anter Geligimi Kallus
(mg/l) (UM) (UM) (%) Olusumu (%)

1 1 - - 100

2 1 500 - 75

3 1 - 500 100

4 1 500 500 100 31

5 1 1000 - 100 0

6 1 - 1000 100

7 1 1000 1000 100

8 15 - - 100

9 15 500 - 100 18
10 15 - 500 100 18
11 15 500 500 100 12
12 15 1000 - 100 18
13 15 - 1000 100 18
14 15 1000 1000 100 0
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4.1.3. P1 296341 Genotipine Ait Birinci Anter Kultird Denemesi Bulgular:
Birinci anter denemesinde yer alan Pl 296341 genotipine ait veriler Cizelge
4.3’de incelenmistir.
Bu genotipe ait gozlemler sonucunda anter gelisim oranlar: ortamlara goére
farklihk gostermis olmakla birlikte, kallus olusumunda herhangi bir gelisme

olmamustir.

Cizelge 4.3. P 296341 genotipine ait birinci anter kiltiri denemesi sonuglar
Her ortam igin MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH
5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlar incelenen Ozellikler
ORTAM
NO BAP SPD PUT | Anter Gelisimi Kallus
(mg/l) (LM) (LM) (%) Olusumu (%)

1 1 - - 75 0

2 1 500 - 50 0

3 1 - 500 75 0

4 1 500 500 100 0

5 1 1000 - 100 0

6 1 - 1000 50 0

7 1 1000 1000 75 0

8 15 - - 100 0

9 15 500 - 100 0
10 15 - 500 25 0
11 15 500 500 75 0
12 15 1000 - 100 0
13 15 - 1000 100 0
14 15 1000 1000 75 0
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4.1.4. P1 189225 Genotipine Ait Birinci Anter Kultird Denemesi Bulgular:

Pl 189225 genotipi birinci anter kiltiri denemesine ait bulgular Cizelge
4.4°de yer almaktadir.

Pl 189225 genotipinde anter gelisimi 6 no’lu (1 mg/l BAP + 1000 uM
PUT) ve 7 no’lu (1 mg/l BAP + 1000 uM SPD + 1000 uM PUT) ortamlar haric
diger tim ortamlarda % 100 olmustur. Kallus olusumu incelendiginde ise 8 no’lu
ortamda (1.5 mg/l BAP) en yiiksek oran (% 50) tespit edilmistir. Embriyo gelisimi

goralmemistir.

Cizelge 4.4. P1 189225 genotipine ait birinci anter kilturi denemesi sonuglar
Her ortam igin MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH
5.7 olarak ayarlanmustir.

ORTAM Ortam Kombinasyonlari ince-le-ne-n Ozellikler
NO BAP SPD PUT Anter Geligimi Kallus
(mg/l) (LM) (LM) (%) Olusumu (%)

1 1 - - 100 12

2 " 500 - 100

3 1 - 500 100

4 1 500 500 100

5 1 1000 - 100 12

6 1 - 1000 75

7 1 1000 1000 50 0

8 15 - - 100 50

9 15 500 - 100 6
10 15 - 500 100 6
11 15 500 500 100 0
12 15 1000 - 100 0
13 15 - 1000 100 6
14 15 1000 1000 100 12
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4.2. ikinci Anter Kiiltiirii Denemesi Bulgular

Ikinci denemede Halep Karas: ve Crimson Tide gesitleri, PI 296341 ve PI
189225 genotiplerine ait anterler, antezisten 2 giin dnceki asamada toplanmustir.
Anterler Cizelge 3.2°de yer alan, farkl dozlarda BAP, SPD ve PUT iceren 14 farkh
MS besin ortam kombinasyonunda kultire alinmistir. Deneme sonuglari genotip

bazinda alt basliklar halinde incelenmistir.

4.2.1. Halep Karasi Cesidine Ait ikinci Anter Kiiltiirii Denemesi Bulgular

Bu genotipe ait veriler Cizelge 4.5’de incelenmistir. Buna gore 14 farkh
ortamdaki anter gelisimi incelendiginde 2 no’lu ortam (1 mg/l BAP + 500 uM
SPD) harig¢ (% 75), diger tim ortamlarda anterler % 100 gelisim gostermistir. En
yuksek kallus olusumu % 93 ile 1 no’lu ortamda (1 mg/l BAP) goriilirken, 3 no’lu
ortamda (1 mg/l BAP + 500 uM PUT) kallus olusumuna rastlanmamistir. Cok

sayida kallus olusmasina ragmen, embriyo benzeri yapiya doniisum olmamustir.
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Cizelge 4.5. Halep Karasi gesidine ait ikinci anter kulturi denemesi sonuglar
Her ortam igin MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 ¢/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH
5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlari incelenen Ozellikler
ORTAM
NO BAP SPD PUT | Anter Gelisimi Kallus
(mg/1) (M) (M) (%) Olusumu (%)

1 1 - - 100 93

2 1 500 - 75 43

3 1 - 500 100 0

4 1 500 500 100 37

5 1 1000 - 100 50

6 1 - 1000 100 6

7 1 1000 1000 100 37

8 15 - - 100 68

9 15 500 - 100 56
10 15 - 500 100 50
11 15 500 500 100 31
12 15 1000 - 100 50
13 15 - 1000 100 12
14 15 1000 1000 100 31

4.2.2. Crimson Tide Cesidine Ait ikinci Anter Kiiltiirii Denemesi Bulgularn
Cizelge 4.6’da Crimson Tide cesidine ait veriler yer almaktadir. Gozlem
sonuclarina goére en disuk anter gelisim oran1 % 50 ile 2 no’lu ortamda (1 mg/l
BAP + 500 pM SPD) elde edilirken, bunu % 75 gelisim orant ile 1 no’lu (1 mg/I
BAP), 3 nolu (1 mg/l BAP + 500 uM PUT) ve 9 no’lu ortam (1.5 mg/l BAP + 500
MM SPD) takip etmistir. Diger tim ortamlarda ise anter gelisim oraninin % 100

oldugu tespit edilmistir. Kallus olusumunda en yiksek (% 37) deger 7 no’lu (1
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mg/l BAP + 1000 uM SPD + 1000 uM PUT) ve 10 no’lu (1.5 mg/l BAP + 500 uM
PUT) ortamlarda gézlenmistir. Kiltlre alinan kalluslar igerisinde sadece 8 no’lu
ortamda 1 adet (1.5 mg/l BAP) ve 12 no’lu ortamda 1 adet (1.5 mg/l BAP + 1000
UM SPD) embriyo olusmus olmakla birlikte, alt kiltiire alinan embriyolarda

gelisme gorilmemistir.

Cizelge 4.6. Crimson Tide gesidine ait ikinci anter kulturi denemesi sonuglar
Her ortam igin MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH
5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlari incelenen Ozellikler
ORTAM
NO BAP SPD PUT | Anter Gelisimi Kallus
(mg/l) (LM) (LM) (%) Olusumu (%)
1 1 - - 75 0
2 1 500 - 50 0
3 1 - 500 75 0
4 1 500 500 100 3
5 1 1000 - 100 18
6 1 - 1000 100 25
7 1 1000 1000 100 37
8 15 - - 100 25
9 15 500 - 75 18
10 15 - 500 100 37
11 15 500 500 100 25
12 15 1000 - 100 12
13 15 - 1000 100 25
14 15 1000 1000 100 25
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4.2.3. P1 296341 Genotipine Ait Ikinci Anter Kiiltiirii Denemesi Bulgulan

Pl 296341 genotipine ait veriler Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Pl 296341
genotipinde tum ortamlarda anter gelisimi % 100 olmustur. Ancak kallus
olusumunda yalnizca 9 no’lu ortamda (1.5 mg/l BAP + 500 uM SPD) gelisme

gorulmustar.

Cizelge 4.7. Pl 296341 genotipine ait ikinci anter kiltlrti denemesi sonuglar
Her ortam igin MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH

5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlari incelenen Ozellikler
ORTAM
NO BAP SPD PUT Anter Geligimi Kallus
(mg/l) (LM) (LM) (%) Olusumu (%)
1 1 - - 100 0
2 1 500 - 100 0
3 1 - 500 100 0
4 1 500 500 100 0
5 1 1000 - 100 0
6 1 - 1000 100 0
7 1 1000 1000 100 0
8 15 - - 100 0
9 15 500 - 100 18
10 15 - 500 100 0
11 15 500 500 100 0
12 15 1000 - 100 0
13 15 - 1000 100 0
14 15 1000 1000 100 0
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4.2.4. P1 189225 Genotipine Ait Tkinci Anter Kiiltiirii Denemesi Bulgulan
Ikinci anter Kultiirii denemesinde yer alan Pl 189225 genotipine ait
sonuclar Cizelge 4.8’de yer almaktadir.
Pl 189225 genotipinde anter gelisiminin en dusiik 9 no’lu ortamda (1.5
mg/l BAP + 500 uM SPD) oldugu gorilirken; 8, 9, 13 ve 14 no’lu ortamlar harig
tim ortamlarda % 100 oranda gelisim gorilmustir. Ortamlarin higbirinde

anterlerden kallus olusmamustir.

Cizelge 4.8. P1 189225 genotipine ait ikinci anter kiltlrti denemesi sonuglar
Her ortam igin MS + 2 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz + 8 g/l agar standart olup pH
5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlar incelenen Ozellikler
ORTAM
NO BAP SPD PUT | Anter Gelisimi Kallus
(mg/l) (LM) (LM) (%) Olusumu (%)

1 1 - - 100 0

2 1 500 - 100 0

3 1 - 500 100 0

4 1 500 500 100 0

5 1 1000 - 100 0

6 1 - 1000 100 0

7 1 1000 1000 100 0

8 15 - - 50 0

9 15 500 - 25 0
10 15 - 500 100 0
11 15 500 500 100 0
12 15 1000 - 100 0
13 15 - 1000 75 0
14 15 1000 1000 75 0
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4.3. Birinci ve 1Ikinci Deneme Anter Kiltiirii Denemesi Bulgularinin
Karsilastiriimasi

Birinci deneme 22/05/2018 tarihinde, ikinci deneme ise 07/06/2018
tarihinde kurulmustur. Birinci denemede tomurcuklar antezisten bir giin 6nce;
ikinci denemede ise iki glin 6nce toplanmis ve farkli ciceklenme ddneminde
toplanan anterlerin embriyogenesise etkileri genotip bazinda Kkarsilastirilmistir.
Sekil 4.2’de gorildugl gibi Halep Karasi genotipine ait verilerde her iki deneme
icin de 1 no’lu ortamda (1 mg/l BAP) kallus olusumunun en ylksek seviyede
oldugu sonucuna varilmigtir. Bunun yani sira ikinci deneme verilerine gore
poliaminlerden, tek basina putresin iceren 3 no’lu (1 mg/l BAP + 500 uM PUT), 6
no’lu (1 mg/l BAP + 1000 uM PUT) ve 13 no’lu (1.5 mg/l BAP + 1000 uM PUT)

ortamlarda kallus olusumunun duslik oranda oldugu gézlenmistir.

Kallus Olusumu (%0)

® Deneme 1 ®m Deneme 2

100
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.2. Halep Karasi cesidine ait birinci ve ikinci anter kultlri deneme
sonuclarinin karsilastirildig: grafik
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Sekil 4.3’te Crimson Tide ¢esidinin kallus olusum verilerini gosteren grafik
incelendiginde farkli dozlarda BAP, spermidin ve putresin iceren 4 no’lu (1 mg/I
BAP + 500 uM SPD + 500 uM PUT), 7 no’lu (1 mg/l BAP + 1000 uM SPD +
1000 puM PUT) ve 10 no’lu (1.5 mg/l BAP + 500 uM PUT) ortamlarda yiiksek
oranda kallus olusumu tespit edilmistir. Birinci deneme ile kiyaslandiginda ikinci

denemede daha iyi gelisim gorulmustar.

Kallus Olusumu (%)
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Sekil 4.3. Crimson Tide cesidine ait birinci ve ikinci anter kiltiri deneme
sonuclarinin karsilastirildig: grafik

Sekil 4.4’de yer alan Pl 296341 genotipine ait sonuclara gore sadece ikinci
denemede 9 no’lu (1.5 mg/l BAP + 500 uM SPD) ortamda kallus olusumu
goralirken, diger 13 ortamda her iki anter Kkiltiri denemesi icin de sonug
alinamamustur.
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Pl 296341 genotipine ait birinci ve ikinci anter Kkultliri deneme
sonuglarinin karsilagtirildig: grafik

P1 189225 genotipine ait verilerde en yiksek oranda kallus olusumu birinci
denemede 8 no’lu ortamda (1.5 mg/l BAP) gorulmistir (Sekil 4.5). ikinci

denemede ise olumlu yanit alinamamistir. Bu genotip icin poliamin kullaniminin

olumlu bir etkisi gorilmemistir.
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Kallus Olusumu (%6)

® Deneme 1 ® Deneme 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.5. Pl 189225 genotipine ait birinci ve ikinci anter kdltirii deneme
sonuclarinin karsilastirildig grafik

4.4, Tartisma

Karpuzlarda farkl: yéntemlerde haploid embriyo uyartiminda basari sinirh
dizeyde olup (Girsoy ve ark., 1991; Sar1 ve ark., 1994; Solmaz ve ark., 2011;
Tulukoglu, 2014) bu konuda arastirmalar devam etmektedir.

Farkli sebze tlrlerinde basarili sonu¢ alinan anter kaltirl tekniginin
karpuzda uygulama alani olduk¢a sinirhdir. Bu konuda literatiirde yer alan
caligmalarda (Xue ve ark., 1983; Zhang ve Rhodes, 1992; Tulukoglu, 2014;
Abdollahi ve ark., 2015) yiiksek oranda haploid bitki elde edilememistir. Yurttulen
bu tez kapsaminda da MS ortamina eklenen 2.0 mg/l 2.4-D + 90 g/l sakkaroz + 8
o/l agar standart olmak kosuluyla, farkli dozlarda BAP, SPD ve PUT iceren 14
farkli ortamin anter kiltirine etkisi arastiriimustir.

Abdollahi ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada sicaklik én uygulamasinin,
temel besi ortaminda kullanilan 2.4-D, BAP ve kinetin (KIN) hormonlarinin

kullaniminin embriyogenesise olumlu etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Optimum
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gelisim icin gerekli olan konsantrasyonlar c¢eside, 6n uygulamanin varligina,
sterilizasyon iglemine ve siresine baglh oldugu elde edilen bulgular arasindadir.

Hiyarda yapilan g¢alismada 2.0 mg/l 2.4-D + 1 mg/l BAP kullaniminin
embriyojenik kallus olusumu igin optimum konsantrasyon oldugu bildirilmistir
(Kumar ve ark., 2003). Bu calismada da 2.0 mg/l 2.4-D tum ortamlarda sabit
tutulmustur.

Karpuz disinda diger bazi tirlerde oksin ile birlikte sitokinin kullaniminin
kallus olusumunu arttirdigi rapor edilmistir (Bhaskaran ve Smith, 1990; Peng ve
Wolyn, 1999; Zhao ve ark., 2006). Kumar ve ark. (2004)’nin bildirdigine gore yeni
bir tlr bitki blyime diuzenleyici olarak sayilan poliaminler organogenesis ve
embriyogenesisi biyik o6lgtide etkilemektedir. Erol (2018) tarafindan yapilan
calismada 40-80-160-200 pM dozlarda spermidin ve putresin, ayri ayri ve her ikisi
birlikte kullanilmis ve bunlarin hiyar bitkisinde ovil kiltiriine etkisi incelenmistir.
Calisma sonucuna gore poliamin kullanilan ortamlarda ovil gelisiminin, kontrole
gore ylksek degerde oldugu rapor edilmistir. Benzer sekilde bu calismada da
poliaminlerden spermidin ve putresin (500 ve 1000 pM) kullaniimis olmakla
birlikte, karpuzda anter kiltiirinde olumlu bir etkisi oldugu gortlmemistir.

Qin ve Rotino (1993) yaptiklar1 galismada, BAP ve BAP ile 2.4-D
kombinasyonunun, 6zellikle anter kiltlirii uygulamalarinda uygulamaya iyi yanit
vermeyen genotiplerde embriyogenesisi tesvik ettigini raporlamiglardir. BAP (1 ve
1.5 mg/l) ve 2.4-D (2.0 mg/l) kullanilan bu tez calismasi kapsaminda farkl
ortamlarda anter gelisimi ve kallus olusumu gorillse de bitkiye donlsum
saglanmamustir.

Dondr genotip androgenesiste basariy: etkileyen en énemli faktorlerdendir.
Tulukoglu (2014) dort farkli karpuz cesidinde farkli cigeklenme ddénemlerinde
toplanan tomurcuklarin anter kiltirtne etkisini incelemistir. Sonuclara gére Halep
Karasi, Zeugma, Starburst ve Crimson Tide cesitlerinde farkli oranlarda kallus

olusumu gorilmustar. Ydruttlen bu tez galismasinda ise kullanilan Halep Karasi,
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Crimson Tide, Pl 296341 ve Pl 189225 genotipleri kullanilmis olup, Pl 296341

hari¢ diger tim genotiplerde farkl: oranlarda kallus olusumu gortlmustr.
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5. SONUC VE ONERILER

Karpuz, Ulkemizde ve dinyada Uretim ve tlketimin yani sira islah
calismalarinda da biylk éneme sahip bir tirddr. Gerek besleyici degerinin ylksek
seviyelerde olmasi, gerek ise ferahlatici, hos kokulu yapisiyla tiiketiciler tarafindan
tercih edilmektedir.

Ticari yetistiricilik agisindan karpuz 1slah galismalari oldukga buyiik 6nem
arz eder. Saf hatlarin elde edilmesiyle birlikte 1slah ¢alismalar1 hiz kazanmaktadir.

Karpuzda ilk haploid bitkiler isinlanmis polen teknigiyle gelistirilmistir
(Sar1, 1994). Ancak gelistirilen haploid bitkilerin haploid islah programlarinda
kullanilacak yeterlilikte olmadig: tespit edilmistir. Literatiirde 6zellikle karpuzda
anter kultirinde yeterli calismamin yer almamasi bu konu dUzerine yapilan
caligmalar: 6nemli hale getirir.

Calismada farkl ¢igek gelisim asamalarinda toplanan tomurcuklarin anter
kiltarine etkisi aragtinlmigtir. Tez kapsaminda 2 farkli Citrullus lanatus var.
lanatus ve 2 farkli C. lanatus var. citroides karpuz genotiplerinde anter yontemi
kullanilmis ve haploid bitki elde etmek amaglanmistir. Calismada 14 farkl: ortam,
2 farkl: gicek gelisim zamani ve sicaklik 6n uygulamalarinin anter kiltlriine etkisi
arastirllmistir. Bu baglamda kurulan birinci ve ikinci deneme sonuglar: ve bunlara

bagli rapor edilen 6neriler asagida maddeler halinde yer almaktadir.

Birinci deneme kallus olusum oranlarinda en yiksek deger, c¢icek
tomurcuklar: antezisten 1 giin dnce toplanan Halep Karas: genotipinde %
81 oran ile 1 no’lu (1 mg/l BAP) ortamda gorilurken, Pl 296341
genotipinde hicbir gelisme kaydedilmemistir.

Ikinci deneme verilerine gore en yiiksek kallus olusum degeri, cicek
tomurcuklar: antezisten 2 giin 6nce toplanan Halep Karas: genotipinde %
93 oran ile 1 no'lu (1 mg/l BAP) ortamda gorulmistir. Verilere gore Pl

189225 genotipinde kallus gelisimi tespit edilmezken, Pl 296341
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genotipinde yalnizca 9 nolu (1.5 mg/l BAP + 500 uM SPD) ortamda diisuk
bir seviyede kallus olusumu g6zlenmistir.

Her iki deneme sonuglarina gore Halep Karasi gesidinde 2 farkli ¢igek
gelisim donemi, farkli hormon ve poliamin kombinasyonlar: icin farkl
sonuglar elde edilmistir. Crimson Tide cesidine ait deneme bulgular
kiyaslandiginda antezisten 2 gun 6nceki cigek gelisim déneminde toplanan
ciceklerde kallus olusumunda basar1 gortlmisttr. P1 296341 genotipi igin
2 farkl gigek gelisim donemi kiyaslandiginda kallus olusumundaki fark
sifira yakin iken, Pl 189225 genotipi igin ise antezisten 1 giin onceki gicek
gelisim donemi daha basarili bulunmustur. Farkliliklarin sebebinin genotip
etkisi oldugu distinilmektedir.

Halep Karasi genotipinde antezisten 1 giin dnceki déneme ait anterlerde 4
no’lu (1 mg/l BAP + 500 uM SPD + 500 uM PUT), 7 no’lu (1 mg/l BAP +
1000 puM SPD + 1000 pM PUT) ve 12 no’lu (1.5 mg/l BAP + 1000 uM
SPD) ortamlarda embriyo benzeri yap: olusmustur. Antezisten 2 giin
onceki ¢icek gelisim donemine bakildiginda Crimson Tide genotipinde ise
8 no’lu (1.5 mg/l BAP) ve 12 no’lu (1.5 mg/l BAP + 1000 uM SPD)
ortamlarda embriyo benzeri yap1 gelismistir. Bu yapilar alt kiltiire
alinmasindan 3-4 hafta sonra canliliklarini vyitirmisler ve bu sebeple
degerlendirmeye alinmamiglardir.

iki asamali olan bu denemede, az sayida yapilan cahismalarda karpuzda
anter kilttrtne olumlu etkisi oldugu gorilen 32 °C ’de 2 glin karanlikta 6n
sicaklik uygulamasi, oksin-sitokinin hormon kombinasyonu ve farkh
dozlarda poliamin kullanimi test edilmistir. Elde edilen sonuclara gére 6n
sicaklik uygulamasi neticesinde Halep Karasi ve Crimson Tide cesitlerine
ait anterlerde kararmalar gorulirken Pl 296341 ve Pl 189225 genotipleri

icin boyle bir duruma rastlanmamistir.
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Literatirde karpuzda anter Kkultlri konusunda yeterli bilgi yer
almamaktadir. Ancak elde edilen pozitif veriler dogrultusunda uygun stres
veya gelisim kosullar1 saglanir ise olumlu sonuclar elde edilebilecegi
duslndilmektedir.

Tez calismasindan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde gelecek
arastirmalarda  farkli  cesitlerin,  bitki  blyume  duzenleyicilerin,
poliaminlerin ve 6n uygulamalarin anter kilturd ile haploid bitki eldesinde
denenmesi onerilmektedir. Yuruttlen bu tezin yeni arastirmalara kaynak

olacag: ve 1s1k tutacag distinilmektedir.
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