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Jiiri : Prof. Dr. Nebahat SARI
: Prof. Dr. S. Sebnem ELLIALTIOGLU
: Doc. Dr. Ilknur SOLMAZ

Bu arastirmada, sakiz ve siyah kabaklarda oviil kiiltiirlinde spermidine ve
putrescine uygulamalarinin haploid bitki elde edilmesine etkileri arastirilmistir.

Arastirmada materyal olarak 3 farkli Sakiz kabak c¢esidi ile 3 farkli Siyah
kabak ¢esidi kullanilmistir. Oviil kiiltiirii uygulamalarinda embriyo tesviki igin 5
mg/l 2,4-D ilave edilmis MS besi ortami kullanilmigtir. Aragtirmada poliaminlerin
etkisini géormek amaciyla spermidine (Spd) ve putrescine (Put) 40, 80 ve 160 pM/1
dozda ayr ayr1 ve her ikisi birlikte 80, 160 ve 320 uM/1 (1:1, v:v) dozlarinda
kullanilmistir. Kontrol grubu sadece 5 mg/1 2,4-D i¢ermistir.

Elde edilen arastirma sonuglarina gore, oviil gelisimi ve kallus olusumunun
her ¢eside gore farkli seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Oviil gelisim sonuglarina
bakildiginda her cesitte elde edilen oviil gelisim oranlar1 genel olarak kontrol
grubuna oranla daha basarili bulunmustur. Kallus olusum sonucuna gore Elida F1
cesidi sadece Put ve sadece Spd iceren ortamlarda, Roni F1 ¢esidi Put+Spd iceren
ortamlarda, Shakila F1 Spd ve Put+Spd igeren ortamlarda, Seyden F1 sadece Put
iceren ortamlarda, Brillante F1 Put ve Put+Spd iceren ortamlarda ve Chivas Fi
sadece Put igeren ortamlarda kontrol grubuna oranla daha iyi sonuglar vermis,
genel olarak en iyi kallus gelisim oran1 40 uM Put igeren ortamda goriilmiis, ancak
bunlardan bitki elde edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Kabak (Cucurbita pepo L.), haploid, oviil kiiltiiri,
spermidine, putrescine
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In this study, the effects of spermidine and putrescine on the haploid plant
obtention via ovule culture were investigated in Sakiz and dark green squashes.

As plant material, 3 different cultivars of Sakiz and 3 different cultivars of
dark green squashes were used. 5 mg/l 2,4-D added MS medium was used for
embryo stimulation in ovule culture applications. To determine the effects of
polyamines, spermidine (Spd) and putrescine (Put) were used with the
concentrations of 40, 80 and 160 uM/I. Furthermore, spermidine and putrescine
were used together with concentration of 80, 160 and 320 M/l (1:1, v/v),
respectively. The control group include only 5 mg/1 2,4-D.

According to the results of the research, it was determined that ovule
development and callus formations were at different levels in every varieties.
Ovule development results were found to be more successful with polyamines
added culture media than the control group. According to the result of callus
formation; the best culture medias were only Put and Spd for Elida F1, Put+Spd
containing media for Roni F1 genotype, Spd and Put+Spd-containing medias for
Shakila F1 variety, Put and Put+Spd-containing medias for Brillante F1 genotype,
and only Put in Chivas F1 variety. Generally, the best callus growth rate was found
in 40 uM Put containing media, but plant from callus was not obtained.

Keywords: Squash (Cucurbita pepo L.), haploidy, ovule culture, spermidine,
putrescine.
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GENISLETILMIS OZET

Haploidi ¢aligmalarinda basariy1 genotip farkliligi, donér bitkinin biiyiime
kosullar1 ve yasi, gametlerin durumu, sicaklik soklar1 ve karanlik uygulamalari,
secilen besi ortami bilesimi ve hormonlar gibi pek ¢ok faktor etkilemektedir.

Kabak gibi yabanci tozlanmanin goriildiigii tiirlerde klasik 1slah yontemleri
kullanilarak yapilan saflastirma islemi uzun yillar siirmektedir ve homozigotluk
durumu higbir zaman % 100 olmamaktadir. Son yillarda birgok ¢aligmada goriilen
in vitro haploidizasyon teknikleri % 100 homozigot saf hatlarin elde edilmesine
imkan saglamakta, 1slah siiresini kisaltmakta ve isgiiciinii en aza indirmektedir.

Bu ¢alismada, yazlik kabak grubuna giren Sakiz ve Siyah kabaklarda oviil
kiiltiirii yontemi ile spermidine ve putrescine uygulamalarinin haploid bitki elde
edilmesi iizerine etkileri arastirilmistir. Denemede toplamda 6 ¢esit olmak iizere;
3 adedi Sakiz kabak tipi olan Roni F1, Seyden F1, Chivas F1 gesitleri ile 3 adedi
Siyah kabak tipi olan Elida F1, Shakila F1 ve Brillante F1 cesitleri kullanilmistir.
Calisma 20 giin arayla erken ve ge¢ donem olarak 2 denemeden olusmaktadir.
Ovill kiltirii i¢in kurulan her denemede spermidine ve putrescine etkisini
incelemek amaciyla biri kontrol grubu olan 10 farkli ortamda; spermidine (Spd) ve
putrescine'nin (Put) birlikte ve ayr1 ayr olarak kullanildigi 40, 80 ve 160 pM/1
dozlar1 yer almistir. Besi ortami olarak MS (Murashige and Skoogh, 1962) tercih
edilmistir. Etkinligi onceki calismalarda yiiksek goriilen 2,4-D kontrol grubu da
dahil olmak iizere 5 mg/l olarak sabit kullanilmigtir. Karbon kaynagi olarak 30 g/l
sakkaroz ve jel yapict madde olarak 8 g/l agar eklenen ortamlarda pH 5.7'ye
ayarlanmistir.

Birinci denemeye ait oviil gelisim sonuglar1 genel olarak tiim ¢esit bazinda
kontrol grubuna goére basarili bulunmustur. Cesitler bazinda en yiiksek oviil gelisim
sonuclarinda, Elida F1 ¢esidinde 80 uM Put iceren ortamda % 95; Roni F1 ¢esidinde
80 uM Spd, 40 pM ve 80 uM Put, 40 pM Spd+40 pM Put ve 80 uM Spd+80 uM
Put igeren ortamlarda % 100 gelisim oranlar1 goriilmiistiir. Shakila F1 ¢esidinde 80
uM Spd, 40 uM Put, 80 uM Put ve 80 uM Spd+80 uM Put iceren ortamlarda %

III



100 gelisim oran1 goriilmiistiir. Seyden F1 ¢esidinde 80 uM Spd+80 uM Put igeren
ortamlarda % 95 gelisim orani goriilmiistiir. Brillante F1 ¢esidinde 40 uM Spd, 160
M Spd, 80 uM Put, 160 pM Put iceren ortamlarda % 100 gelisim orani
gorilmiistiir. Chivas F1 ¢esidinde 160 pM Put ve 80 uM Spd+80 uM Put iceren
ortamlarda % 95 gelisim oran1 goriilmiistiir. Ikinci denemeye ait oviil gelisim
sonuglari, birinci deneme sonuglaria gore zayif kalmis, fakat kontrol ortamina
gore Put ve Spd iceren ortam kombinasyonlarinda daha yiiksek gelisim oranlari
kaydedilmistir.

Birinci denemeye ait kallus gelisim sonuglarinda genel olarak tiim
cesitlerde Put ve Spd igeren ortamlar, kontrol ortamina gore daha basarili
bulunmustur. En yiiksek kallus olusumu Shakila F1 ¢esidinde % 47 ile 160 uM
Spd+160 uM Put icerikli ortamdan elde edilmistir. Diger ¢esitlerdeki kallus gelisim
oranlar1 incelendiginde; Elida F1 ¢esidinde % 15 orani ile 40 uM Spd ile 160 uM
Put igeren ortamda, Roni F1 ¢esidinde % 30 oran ile 40 uM Put ve 80 uM Put+80
uM Spd ve 160 pM Put+160 pM Spd kombinasyonunu iceren ortamda, Brillante
F1 ¢esidinde % 45 oran ile 160 uM Spd+160 uM Put iceren ortamda, Chivas F1
cesidinde % 10 oran ile 80 uM Put iceren ortamda en yiiksek kallus gelisimleri
gbzlenmistir. Ikinci denemeye ait kallus gelisim sonuglarinda en yiiksek kallus
gelisim oran1 % 35 oran ile Brillante F1 ¢esidinde 40 uM Put i¢eren ortamdan elde
edilmistir. Tiim ortam sonuglar1 baz alinarak degerlendirme yapildiginda Brillante
F1 ¢esidi, diger cesitlere gore daha basarili bulunmustur. Diger cesitlerde ikinci
denemeye ait en yiiksek kallus gelisim oranlari; Elida F1 ¢esidinde % 27 oran ile
160 uM Put igeren ortamda, Roni F1 ¢esidinde % 20 oran ve Shakila F1 ¢esidinde
% 30 oran ile 40 uM Spd+40 uM Put igeren ortamlarda, Seyden F1 ¢esidinde % 10
oran ile 40 uM Put iceren ortamda ve Chivas F1 ¢esidinde ise % 27 oran ile 160
UM Put iceren ortamda gozlenmistir.

Poliaminlerin kabak bitkisinde haploid bitki elde edilmesi iizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla yapilan bu ¢alismada tiim gesitlerde elde edilen en
iyi sonuglarin kontrol ortamma gére Put veya Spd igeren ortam
kombinasyonlarinda oldugu goriilmiis ve yapilacak diger ¢alismalarda spermidine

ve putrescine uygulamalarinin basar1 oranini arttiracagi diistiniilmiistiir.
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TESEKKUR

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca danisman hocam olarak kendisini
yakindan tanima firsatim1 buldugum, yiiksek lisans tez konumun belirlenmesinde ve
arastirma silirecinde c¢aligmalarima yon vererek degerli katkilarda bulunan, tezimin
yiiriitiilmesi ve gelistirilmesi i¢in beni tiim samimiyetiyle destekleyen, kiymetli bilgi ve
tecriibelerini bana her daim aktaran danigman hocam Sayin Prof. Dr. Nebahat SARI'ya
sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez savunma jiirisi iiyelerinden Saymn Prof. Dr. S. Sebnem ELLIALTIOGLU ve
Dog. Dr. flknur SOLMAZ hocalarima degerli goriis ve katkilarindan dolay1 tesekkiir
ederim.

Tezimin arazi ¢alismalar1 asamasinda sera kullanimi konusunda beni destekleyen
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii'ne, laboratuvar ¢alismalari
asamasinda laboratuvar olanaklarindan yararlanmami saglayan Cukurova Universitesi
Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi Midiirii Sayin Prof. Dr. Yildiz AKA
KACAR hocama igtenlikle tesekkiir ederim. Biyoteknoloji Merkezi doku kiiltiirii ekibi
degerli calisanlar1 Dr. Saire Ramiz TURKOGLU, Zir. Yiik. Miih. Belgin BICEN, Fatma
KARA, S. Eda ARSLANKILIC ile tezimin her asamasinda destek veren ve yol gosteren
Tiit. Tek. Yiik. Mith. M. Hakan EROL’a tiim yardimlar1 i¢in tesekkiir ederim. Ayrica tiim
merkez caliganlarina da hosgoriileri ve destekleri i¢in tesekkiir ederim. Yiiksek lisans
egitimim boyunca destek ve yardimlarini esirgemeyen Sayin Ars. Gor. Mihriban NAMLI
hocama, arazi ve laboratuvar caligmalarimi yiiriitirken benden yardimlarini esirgemeyen
arkadaslarim Caglar YILDIZ, Ozen TEKELI ve Pmar ADIGUZEL'e tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmami finansal olarak destekleyen Cukurova Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimi'ne, ayrica tezime materyal temini saglayan Anamas Tarim Ltd.
Sti. Yoénetim Kurulu iiyesi Zir. Yiik. Miih. Serkan KASAPOGLU'na tesekkiir ederim.

Tim o6grenim hayatim boyunca maddi ve manevi destegini esirgemeyen,
hayatimin her alania 6zenle emek veren, her tiirlii zorluga kars1 anlayigla yanimda olan ve
tecriibeleri ile her daim hayatima katkida bulunan kiymetli annem Enise KARA ve babam

Metin KARA'ya, ayrica abim Burak KARA'ya sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

2,4-D : 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid
IAA : Indol-3-acetic acid
BAP : 6-Benzylaminopurine
IBA : Indole-3-butyric acid
TDZ : Thidiazuron

NAA : Naftalen asetik asit
ABA : Absisic acid

BA : Benziladenin

ZR : Zeatin Ribozid

MS : Murashige ve Skoog
GA; : Gibberellic acid

Kin : Kinetin

PA : Poliamin

Put : Putrescine

Spd : Spermidine

Spm : Spermine

1 : Litre

ml/l : Mililitre/litre

g/l : Gram/litre

mg/1 : Miligram/litre
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ZYMV : Kabak Sar1 Mozaik Viriisii
WMV : Karpuz Mozaik Viriisii
EC : Elektriksel iletkenlik
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1. GIRIS

Kabakgiller botanik siniflandirmada; Dicotyledoneae sinifi, Cucurbitales
takimi, Cucurbitaceae familyas: icerisinde yer almaktadir. Tropik kokenli sicak
iklim bitkisi olan bu familyada yer alan tiirler 'Cucurbit'ler olarak adlandirilir
(Chadha ve Lal, 1993). Bu familya igerisinde yaklasik olarak 118 cins ve 825 tiir
bulunmaktadir (Jeffrey, 1990).

Cucurbita pepo L., yaklasik 10 bin yil 6nce kiiltiire alinmis olmasina
ragmen, Avrupa’ya girmesi 500 yil kadar once gergeklesmistir. Tiiketilebilir
meyvelilerin yani sira ¢ogunlukla aci, kiiciik meyveli yenilemeyen kabak tip ve
formlarmi da igine alir (Paris, 2001). Yiiksek polimorfizmin etkisinden dolay1 C.
pepo ssp. pepo, C. pepo ssp. fraterna ve C. pepo ssp. ovifera olarak 3 alt tiire
ayrilmistir. Bu alt tiirlerin kendi i¢inde birgok varyeteleri bulunmaktadir. Kiigiik ve
ac1 meyveli cesitleri iceren C. pepo ssp. ovifera, C. pepo ssp. pepo’ya gore daha
kiiciik vejetatif ve generatif organlara sahiptir (Anonim, 2018a).

Heiser (1973) yaptig1 arastirmalarda, kabaklarin (Cucurbita spp.) kiiltiire
alinan ilk bitkiler arasinda gosterildigini ve anavataninin Kuzey ve Giiney Amerika
oldugunu belirtmistir. Meksika, Kuzey Amerika ve Dogu Asya’da ilk ¢aglardan bu
yana bazi arkeolojik caligmalar sonucunda yetistiriciliginin yapildigi bilinen bu
tiiriin subtropik, tropik, sicakligin yiiksek oldugu bolgeler ile ¢6l kosullari gibi
kurakligin gorildigii ¢ok farkli iklim sartlarina uyum sagladigi belirtilmistir
(Robinson ve Decker-Walters, 1997).

Kabakgiller familyasi iginde Cucurbita pepo L. tirii ekonomik degeri
yiksek, onemli bir tiirdiir (Aras ve ark., 2011). Diinya'da 2 078 450 ha alanda 27
449 481 ton kabak iiretimi yapilmaktadir. Kitalara gore ise % 60.1 ile Asya en fazla
iiretimi yaparken, diger bolgeler sirasiyla % 15.4 Avrupa, % 12.5 Amerika, % 10.7
Afrika ve % 0.9 Okyanusya'dir (FAOSTAT, 2017).
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Ulkemizde toplamda 449 561 ton sakiz kabak iiretimi yapilmakta olup; en
fazla tiretim yapan illerimiz sirasiyla 89 596 ton ile Antalya, 61 504 ton ile Mersin
ve 30 638 ton ile Mugla'dir (TUIK, 2018).

Somatik hiicre yapilar1 “n” sayida kromozom bulunduran bitkiler “haploid
bitki” olarak isimlendirilmektedir (Peirce, 1987; Sehirali ve Ozgen, 1988; Klug ve
Cummings, 2002). Diploid bitkiler gibi normal gelisim gdsteren bu bitkilerde kok,
dal, cigek, yaprak ve bazi durumlarda kiigiik yapida meyveler de bulunmaktadir.
Haploid bitkileri olusturan hiicreler, diploid bitkilere gore biraz daha kiigiik yapida
bulundugundan, haploid bitkiler goriiniim olarak diploidlerin biraz kiigiiltiilmiis
ornekleridir (Bilge, 1982; Emiroglu, 1982). Haploid bitkilerin morfolojik
ozelliklerine bakildiginda diploid bitkilere gore boylarinin kisa, yapraklarinin dar
ve kiiciik, ciceklerinin daha kii¢iik, ayrica polen olusturamadiklari nedeniyle kisir
olup, tohum baglayamadiklar1 gibi 6zellikleri goriilmiistiir (Emiroglu, 1980; Abak,
1993). Bu nedenle haploid bitkilerin 1slahta kullanilabilmeleri igin
kromozomlarinin katlanarak dihaploid duruma getirilmeleri gerekmektedir.

Haploidlerin dogal ydntemlerle ortaya ¢ikma durumu tiirlere, hatta tiir
icindeki genotiplere gore farklilik gostermekte ve bu % 0.1-% 0.001 gibi diisiik
oranlarda ger¢eklesmektedir (Pochard ve Dumas de Vaulx, 1979). Bu diisiik orani
arttirmak isteyen aragtiricilar birgok uygulamalar yaparak arayis i¢inde olmuglardir
(Pierik, 1989; Emiroglu ve Giirel, 1993). Oviil-ovaryum kiiltiirleri ile anter kiiltiirii
1970'i yillardan bu yana c¢aligmalarda yer alarak timit verici teknikler olarak
haploid bitkilerin elde edilmesinde yol gdsterici olmustur (Yang ve Zhou, 1990).

Sebze 1slahinda F1 hibritlerin ebeveynleri olarak kullanilan saf hatlarin
kendileme ile elde edilmesi uzun zaman almakta, Cucurbitaceae familyasinda
bulunan tiirlerin dogal olarak yabanci déllenmeleri ve ¢icek yapilarinin farkli
olmast (monoik, andromonoik, gynomonoik, androik, gynoik ve erselik)
sebepleriyle 1slah ¢alismalar1 uzun yillar siirmektedir (Lower ve Edwads, 1986).
Klasik 1slah yonteminde, yabanci dollenen tiirlerde heterozigoti orani ¢ok yiiksek

oldugundan, bunlarda homozigot hatlarin elde edilmesi i¢in 10-12 generasyon
2



1. GIRIS Begiim KARA

boyunca kendilemeler yapmak gerekmekte; kendine dollenen tiirlerde bile ayni
amagla 5-7 generasyon kendileme islemine gereksinim duyulmaktadir. Bir
generasyonda heterozigot yapidan % 100 homozigot bitki hatlarinin gelistirilmesi,
haplodizasyon yonteminin 6nemini ortaya koymaktadir (Solmaz ve ark., 2011).

Ginogenesis, dollenmemis disi gametofitlerin degisime ugramasiyla
haploid formunu elde etme siirecidir (Dong ve ark., 2016). Chambonnet ve Dumas
de Vaulx (1985) yaptiklar1 ¢alismada, in vitro kosullarda tozlanma-dollenmeden
once oviil-ovaryumlar: kiiltiire alarak kabak (Cucurbita pepo L.) tiiriinde haploid
yapidaki embriyolar1 ve bitkileri bagarili bir sekilde elde etmislerdir. Yapilan diger
caligmalarda farkli kabakgil tiirlerinde; Cucurbita moschata'da (Kwack ve Fujieda,
1988; Sun ve ark., 2009; Min ve ark., 2016), Cucurbita pepo L.'da (Metwally ve
ark., 1998), Cucumis melo'da (Beharav ve Cohen, 1995; Ficcadenti ve ark., 1999),
Cucumis sativus'da (Ge'mes Juha'sz ve ark., 1997; Ge 'mes Juha’sz ve ark., 2002)
ve diger Cucurbitaceae'larda (Rakha ve ark., 2012) haploid bitki elde edebilmek
icin oviil-ovaryum kiltiri kullanimmin uygulanabilir bir yo6ntem oldugu
belirtilmistir.

Yazlik kabakta (Cucurbita pepo L.) déllenmemis oviillerin in vitro’da
kiiltiire alinmasi ile ya da 1simnlanmis polen teknigi kullanilarak haploid bitki eldesi
ile ilgili az sayida ¢aligma bulunmaktadir (Chambonnet ve Dumas de Vaulx, 1985;
Kwack ve Fujieda, 1988; Gémesné ve Venczel, 1996; Metwally ve ark., 1998;
Kurtar, 1999; Gémes Juha'sz ve ark., 2002). Ginogenesis yontemiyle haploid
embriyo uyartimmi ve bu embriyolardan olusan bitkiciklerin gelisimini etkileyen
birgok faktor bulunmaktadir. Bunlar; genotip, oviiliin gelisim asamasi, ©on
uygulamalar, kiiltiir ortammin bilesimi ve fitohormonlar olarak siralanabilir
(Ge'mes Juha’sz ve ark., 2002; Shalaby, 2007; Bohanec, 2009; Chen ve ark.,
2011).

Diamine putresin, triamine spermidin ve tetramine spermin poliaminler
icerisinde yer almakta olup, bitki hiicrelerinde her yerde bulunurlar (Smith, 1970;

Bagni ve Pistocchi, 1992). En 6nemli formlari; putresin, spermidin ve spermin'dir.
3
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Spermidin, spermin ve bunlarin 6nciisii putresin, gelisimsel ve fizyolojik islevlerde
onemli rol oynayan bilylime diizenleyicilerinin yeni bir smifi olarak kabul
edilmektedir. Poliaminler canli organizmalarda yaygin olarak bulunmaktadir
(Kusano ve ark., 2008).

Sentetik oksin 2,4-diklorofenoksiasetik asidin (2,4-D) kullanimi Halperin
ve Wetherell (1964)’in havugta yaptiklar somatik embriyo kiiltiirii ile baglamistir.
Yapilan bu c¢alisma sonrasi havugta somatik embriyojenezin fizyolojisi ve
molekiiler biyolojisini incelemek i¢in 2,4-D kullanimi standart protokol olarak
kabul edilmis ve ¢ok c¢esitli tiirlerde somatik embriyo tesviki caligmalarinda
kullanim1 popiiler hale gelmistir (Thorpe ve Stasolla, 2001). Kabakta yapilan
bircok calismada Ozellikle embriyo kiiltiirlerinde 2,4-D’nin kullanimi oldukga
yaygindir (Metwally ve ark., 1998; Shalaby, 2007; Rakha ve ark., 2012; Kurtar ve
ark., 2016; Kurtar ve ark., 2018).

Somatik embriyogenezde hiicresel farklilagmanin saglanmasi igin
biiyiimeyi diizenleyicilerin yan1 sira poliaminler (putrescine, spermidine ve
spermine) de onemlidir (Chi ve ark., 1994; Bajaj ve Rajam, 1996; Kevers ve ark.,
2000).

Biiytikuslu (2014)' ya gore putresin, spermidin ve spermin yasamda yaygin
sekilde yer alan baslica dogal poliaminlerdir. Putresin ve spermidin hemen hemen
tiim organizmalar i¢inde yer alirken, spermin Okaryotik hiicrelerde yer almaktadir.
Hiicre boliinmesi ve uzamasi, kok gelisimi, ¢icek ve meyve gelisimi, replikasyon,
transkripsiyon, translasyon, membran ve hiicre ¢eperi kararliligi, kromatin
organizasyonu, ribozom biyogenezi ve programlanmis hiicre Sliimii gibi birgok
hiicresel islevde poliaminlerin rolleri etkili oldugu i¢in arastirma konusu olmustur
(Hussain ve ark., 2011).

Poliaminlerin (PA) yasam icin gerekli oldugunu destekleyen birgok sonug
elde edilmistir. Bu nedenle kimyasal ve genetik olarak indiiklenen Put ve Spd
seviyelerinin tilkenmesi maya ve bitkilerde dldiiriicii sonuglar agiga ¢ikarmaktadir
(Hamasaki-Katagiri ve ark., 1998; Roberts ve ark., 2001; Imai ve ark., 2004; Urano
ve ark., 2005).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Kabakta yapilan ilk c¢alisma Chambonnet ve Dumas de Vaulx (1985)
tarafindan Cucurbita pepo’nun doéllenmemis oviillerini in vitro’da kiiltiire alip, bu
oviillerden haploid embriyolar ve bitkiler elde edilmesiyle baglamistir. Arastiricilar,
olusan bitkilerin ¢ogunun diploid oldugunu, bazilarinin aneuploid, diploid-haploid
kimerali ve bazilarinin da poliploid oldugunu goérmiislerdir. Benzer bir ¢alismay1
da Shail ve Robinson (1987) Cucurbita pepo tiiriine ait 3 kabak ¢esidinde
yapmuglardir. Denenen c¢esitlerden yalnizca Black Jack ¢esidinde kalluslar elde
edilmis, fakat bunlarda bitkiye doniisiim gerceklesmemistir.

Kwack ve Fujieda (1988), Cucurbita moschata’nin déllenmemis
ovilllerinden somatik embriyolar elde edilmesi {izerine ortam pH’s1 ve agar
konsantrasyonunun etkilerine bakmislardir. Bu amagla, antezisten 1 giin 6nce ¢igek
tomurcuklarini toplamis, 2 giin 5 °C 6n sicaklik uygulamasina tabi tutmus ve
ovaryumlardan ¢ikarilan oviilleri 60 g/l sakkaroz ve 8 g/l agar ilave ederek MS
ortaminda kiiltiire almiglardir. Arastirma sonucunda, in vitro kiiltiirdeki oviillerde
kallus proliferasyonu ile birlikte embriyogenesis goriildiiglinii bildirmislerdir. Aym
arastirmacilar ¢igekleri antezis safhasindada alarak, 2 giin 5 °C’de 6n sicaklik
uygulanan ovaryumlardan alinan oviillerin 30 g/l sakkaroz iceren MS ortami
tizerinde kiiltiire alinmasinin en iyi sonucu verdigini ve oviillerden % 17’sinin
embriyo olusturdugunu bildirmislerdir. Bu embriyolar uygun bir ortama transfer
edildiginde ¢ogunun kallus olusturmaya yoneldigini ve anormal morfolojik
gelismeler gosterdigini, sadece birkag tanesinin normal siirgiin ve kok verdigini
izlemislerdir. Bu arastirma ile elde edilen 3 bitkiden birinin diploid (2n=40),
ikisinin ise tetraploid oldugu saptanmustir.

Hiyar ve kabak bitkilerinde Gémesné ve Venczel (1996) yaptiklari
ovaryum kiiltiirii ¢alismalarinda 0.02 mg/l TDZ iceren baslangi¢ ortami

kullanmiglardir. Sonraki c¢alismalarinda embriyo tesviki icin NAA ve BA igeren
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ortamlar kullanilmis ve hem hiyarda, hem de kabakta embriyolar elde ettiklerini
bildirmiglerdir.

Metwally ve ark. (1998), galigmalarinda in vitro ginogenesis araciligiyla
Cucurbita pepo L.’dan haploid bitki tiretmede oviil kiiltiiri tekniginin verimliligini
arttirmay1 amaclamislardir. Bu amagla antezisten bir giin 6nce topladiklari
ovaryumlar1 4 °C'de 0, 2, 4 ve 8 giinliik periyotlarla soguk uygulamasina tabi
tuttuktan sonra oviillerini ¢ikarip 2,4-D (2,4-diklorofenoksi asetik asit)’nin farkli
konsantrasyonlariin (0.1, 1.0, 5.0 ve 10 mg/l) denendigi modifiye MS ortamlarina
aktarmiglardir. Dort hafta boyunca 25+1 °C’de 16 saatlik fotoperiyotta gelismeleri
beklenen oviilleri hormon igermeyen MS ortamina aktararak dort hafta daha
bekletmislerdir. Bu siire sonunda her bir petride bulunan kiiltiire alimmis 100
oviilden olusan kallus, bitkicik ve ginogenetik oviil sayilar1 belirlenmis ve olusan
her bitkicik kiiltiir kaplarinda bulunan MS ortamina transfer edilmistir. En iyi
sonucu veren ortamin 1 ya da 5 mg/l 2,4-D iceren MS ortami1 oldugu ve 6n
uygulamalarin olumsuz etki gdsterdigi, yapilan sitolojik gozlemler sonucunda da
elde edilen her 3 bitkiden 1’inin haploid, digerlerinin ise diploid oldugunu
belirlemislerdir.

Kurtar ve ark. (1999), tiirler aras1 melezlemeler yoluyla haploid bitki eldesi
caligmasinda, yazlik kabak (Cucurbita pepo L.) tiiriine ait 4 genotipi kavun,
karpuz, yerli hiyar, kislik kabaklar, lif kabag1 ve su kabagi genotipleri ile tozlamas,
ancak sadece yazlik kabak Sakiz genotipi ile C. moschata melezlemesinden
embriyo tagtyan meyveler elde etmislerdir. Olusan meyvelerden 238 embriyo
¢ikarilmis ve E20A besi ortaminda kiiltiire alinarak 144 bitki elde edilmis olup,
yapilan sitolojik incelemelerde bu bitkilerin tamaminin diploid ya da melez
olduklari tespit edilmistir.

YoungQiang ve ark. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada, Cucurbita pepo’nun
tozlanmamig oviillerden rejenere olan bitkilerin ploidi tanimlanmasinda bekgi
hiicrelerindeki kromozom ve kloroplast sayimimi kullanmiglardir. Haploid, diploid

ve tetraploidde sirasiyla oranladiklarinda bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayilarini
6
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yaklagik 1:2:4’¢  denk geldigini belirlemiglerdir. Arastirmacilar  bekgi
hiicrelerindeki kloroplast sayilarmin ve bekg¢i hiicrelerinin boyutlarinin ploidi
seviyesini belirlemede giivenilir ve pratik bir ydntem oldugunu ortaya
koymusglardir.

Yilmaz (2005), kabakta ovaryum kiiltiiri yoluyla haploid bitki elde
edilmesi amaciyla yaptig1 calismada, ’Zeybek F,’’ ve “’Sakiz’’ kabak gesitlerinin
ovaryumlarini antezisten 1 giin once, antezis doneminde ve antezisten 1 giin sonra
CBM besi ortaminda kiiltiire almis ve TDZ’nin 0.01, 0.1, 1.0 mg/1 farkli dozlarda
etkisini inceleyerek ovaryumlari karanlik ortamda yaklasik 3 hafta bekletmistir. 0.1
mg/l TDZ igeren ortamlarda antezisten 1 giin dnce ve antezis doneminde alinan
ovaryumlarda gelisme gozlenmistir. Gelisme gosteren ovaryumlart NAA (0.01,
0.05, 0.1, 0.5 mg/l)’nin farkl dozlar1 ve BA (0.1, 0.5, 1 mg/l)’nin farkli dozlarinin
ilave edildigi rejenerasyon ortamina transfer eden arastirici kallus gelisiminin
goriildiiglinii, ancak bitkiye doniisiim saglanamadigini bildirmistir.

Shalaby (2007) yaptig1 caligmada, Cucurbita pepo’da in vitro oviil kiiltiiri
yontemini kullanarak haploid bitki iiretimine; genotipin, bitki gdvdesindeki disi
cicegin durumunun, sicakligin ve sakkaroz konsantrasyonlarmin etkilerini
aragtirmigtir. Arastirmact 4 ayri deneme kurmus; bu denemelerde disi gicekleri
antezisten bir giin dnce toplayip oviillerini izole etmistir. Ilk denemede 12 genotip
kullanarak % 3 sakkaroz, 1 mg/I kinetin ve 1 mg/l 2,4-D eklenmis MS ortaminda
kiiltiire almis ve bu genotiplerden en fazla haploid bitki Raad F1 genotipinde
bulunmustur. ikinci denemede ayn1 ortama iki hibridin (Giad ve Raad) 1. 2. ve 3.
disi ciceklerinden oviillerini ayirarak kiiltiire almig ve en iyi performansi 2. disi
ciceklerin oviillerinden elde etmistir. Uciincii denemede Queen F1 hibrit ¢esidini 0,
4, 7 ve 12 giin siireyle 4 °C ve 32 °C’ye maruz birakmistir. Bu ¢alisma sonucunda
oviillerin en iyi tepkiyi 4 veya 32 °C’ye 4 giin maruz birakildiklarinda verdikleri
gozlemistir. Son denemede ise ii¢ sakkaroz konsantrasyonu (30, 60 ve 90 g/l)
Eskenderany cesidinde test edildiginde en iyi sonu¢ 30 g/l sakkaroz iceren MS

ortamindan alirken, 90 g/l sakkaroz igeren ortamdan sonu¢ alamamistir. Bu dort
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uygulama sonucunda elde edilen bitkilerin % 65’inin haploid (2n=x=20); %
35’inin ise diploid (2n=2x=40) oldugu sitolojik ¢aligsmalarla bulmustur.

Suprunova ve Shmykova (2008), hiyarda in vitro oviil, anter ve mikrospor
kiiltiirlerinden elde edilen haploid bitki verimini arttirmak amaciyla, hormon
konsantrasyonu, ¢igek tomurcugu uzunlugu, genotip, bitki ve mikrosporlarin
gelisim  evrelerini  aragtirmiglardir.  Arastirmacilar  hormon konsantrasyonu
agisindan, ginogenesis gelisimi i¢in en uygun konsantrasyonu 0.2 mg/1 thidiazorun
(TDZ) olarak belirlemislerdir. Kullanilan genotiplerden sadece ‘Gordion’ ¢esidinde
oviil kiiltiirii ile haploid bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.

Vasudevan ve ark. (2008), hiyarda yaptiklar1 arastirmada amino asitlerden
16sin, izoldsin, treonin, triptofan ve metioninile poliaminler; spermidin, spermin ve
putrescinin ve hormon olarak benziladenin (BA) ile birlikte c¢oklu siirgiin
gelisimlerine etkilerini arastirmislardir. Arastirmacilar spermidin (68 uM), losin
(88 uM) ve BA (4.44 pM) kombinasyonunda, sadece BA ve BA+Losin
kombinasyonuna oranla en fazla miktarda siirgiin gelisimi gozlemislerdir. Gelisen
stirgiinlerin ayni ortamda uzamalarim saglamislardir. Uzun siirglinler kok gelisimi
icin BA (4.44 uM), putresin (62 uM) ve 16sin (88 pM) ilave edilen MS ortamina
aktarilmis, koklii bitkiler gelistirilmis ve % 90 canlilik orani ile topraga aktarmay1
basarmislardir.

Rakha ve ark. (2012), kabakta yaptiklar1 anter ve ovil kiltiiri
caligmalarinda, anter kiiltiiriinde besi ortamina eklenen 2,4-D’nin 1 ve 5 mg/l
dozlari ile sakkarozun 90, 120, 150 g/1 etkilerini incelemislerdir. Oviil kiltiiriinde
ise, +4 °C’de 0, 7, 14 giin siire ile soguk uygulamasimin ve 2,4-D’nin 1 ve 5 mg/l
dozlarmin etkisini incelemislerdir. Sonug olarak anter kiiltiiriinde en olumlu sonucu
90 g/l sakkaroz ve 1 mg/l 2,4-D konsantrasyonda elde ederken, oviil kiiltiiriinde ise
+4 °C’de 7 veya 14 giin soguk uygulamasinin ve 5 mg/l 2,4-D igeriginin en yiiksek

oranda bitki meydana getirdigini bildirmislerdir.
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Kurtar ve ark. (2016) kislik kabak ve balkabaginda yaptiklart anter kiiltiirii
caligmalarinda, farkli ¢igeklenme donemlerinde anterleri tek ¢ekirdekli mikrospor
agamasinda toplamiglar ve MS besi ortam igerigine 2,4-D, NAA, BAP ve Kinetinin
farkli kombinasyonlarinda embriyogenesis, kallus ve bitki olusumunun etkilerini
incelemiglerdir. En iyi yamt, 2.0 mg/l ve 5.0 mg/l BAP+0.05 mg/l NAA
kombinasyonunda gdzlenmistir. Arastirma sonucunda toplam 74 adet bitki elde
edilmis, ploidi analizleri yapilmig ve 35 adet bitkinin haploid, digerlerinin ise
diploid yapida olduklar1 rapor edilmistir.

Kurtar ve ark. (2018), Cucurbita maxima ve Cucurbita moschata'da
1sinlanmis polen ve anter kiiltiirii teknikleriyle haploid bitki elde etmenin miimkiin
oldugunu, bununla birlikte bu yontemlerle basari oraninin diisiik ve genotip
seciciliginin bulundugunu bildirmislerdir. Bu nedenle yiiriittiikleri bu arastirmada
alternatif bir yontem olarak oviill kiiltiiriinii kullanmiglardir. Oviiller farkh
ciceklenme  tarihlerinde  aliman  ¢igeklerden  ¢ikartilmig  ve 2,4-
dichlorophenoxyacetic (2,4-D), benzylaminopurine (BAP), thidiazuron (TDZ) ve
naphthaleneacetic acid (NAA) eklenen kati MS ortaminda kiiltiire alinmustir.
Aragtirmacilar, antezis giiniinde aldiklan ciceklerde en yiiksek basari oranini 4.0
mg/l BAP+0.05 mg/l NAA+0.1 mg TDZ igeren ortamdan elde etmislerdir.
Geligtirdikleri bitkileri 0.01 mg/l indole-3-acetic acid (IAA)+1.0 mg/l BAP igeren
kat1 ortamda koklenmeye almislardir. Gelistirdikleri 122 bitkiden 70 tanesinin
haploid oldugunu, 46 tanesinin diploid, digerlerinin ise miksoploid oldugunu
bildirmiglerdir.

Erol (2018), hiyarlarda oviil kiiltiiriinde spermidine ve putrescine
uygulamalarinin haploid embriyo uyartimina etkilerini aragtirmistir. Calismada
Sardes F1, Cemre F1, Altay Fi1, Toros F1 ve Langa olmak iizere 5 ¢esit kiiltiire
alinmig; ovil kiiltiirii, stvi kiiltlir uygulamalar1 ve 1sinlanmis polen teknigi
uygulamalar1 ile 3 farkli yontem kullanilarak haploid bitki elde edilmeye
calismistir. Oviil kiiltiirlinde embriyo uyarimi i¢in 0.04 mg/l TDZ ilave edilmis MS

besi ortami ve poliaminlerden spermidine (Spd) ve putrescinin (Put) 40, 80, 120,
9
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160 ve 200 uM/1 dozda ayri ayri ve ikisi birlikte 80, 160, 240, 320 ve 400 uM/1
(1:1, v/v) dozlar1 kullanilmigtir. Oviil kiiltiirii deneme sonuglarinda tiim ¢esitlerde
genel olarak Spd ve Put igeren ortamlarda kontrol ortamina gore yiiksek oranda
ovill geligimi ile sivi kiiltiir uygulamalarinda da ayni sekilde Spd ve Put iceren
ortamlarda yiiksek embriyogenesis orani kaydedilmistir. Isinlanmis polen teknigi
uygulamasinda Co® 1s1n kaynaginda 300 Gy dozda 1smlama sonucunda 14 adet
haploid bitki elde edilmistir.

Yildiz (2019), karpuz genetik kaynaklarmi kullanarak uyguladigi owviil-
ovaryum kiiltiirii teknigi ile haploid bitki elde etmek i¢in yaptig1 calismada; 2,4-
D'nin 2.5 mg/l ile 5 mg/l kombinasyonlarmni, TDZnin 0.5 mg/l ile 1 mg/l
kombinasyonlarini, putresin ve spermidinin 500 uM ve 1000 pM dozunu ayri1 ayri
ve birlikte kullanmistir. MS, 8 g/1 agar, 30 g/l sakkaroz ekledigi toplamda 16 farkl
ortam kullanarak kurdugu iki farkli denemede kiiltiire aldig1 oviilleri karanlikta 35
°C’de 3 giin sicaklik soku 6n uygulamasi yaparak ayarlanmig iklim odalaria
yerlestirmistir. Ikinci denemesinde oviil kiiltiirii icin 6rnegini antezisten 2 giin
once, birinci denemede ise antezisten 1 giin dnce toplayarak kurdugu denemelerde
farkli seviyelerde oviil-ovaryum gelisimi ve kallus olusumu gergeklestiginin
sonucuna varmistir. Genotip bazinda elde ettigi sonuclarinda Kar 37 ve Kar 147
genotiplerinde, 2.5 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ+500 uM Spd, 2.5 mg/l 2,4-D+1 mg/l
TDZ+500 uM Put ile 5 mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ bulunan ortamlarda embriyo
olusumu ve bitkicik gelisimi saglanmis, ancak bunlardan bitkiye doniisiim

gergeklesmemistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii
Arastirma ve Uygulama alani ile Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Arastirmada bitkilerin
yetistirilmesi i¢in 360 m’ taban alanma sahip yay catili bir plastik serada

yetistiricilik yapilmustir.

3.1. Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak, agik yesil kabuklu Sakiz kabagi grubundan 3 F1
melez ¢esit; Roni F1 (Altin Tohumculuk), Seyden F1 (Anamas Tohum), Chivas F1
(Syngenta) ile koyu yesil kabuklu Siyah kabak grubundan 3 cesit; Elida F1 (Altin
Tohumculuk), Shakila F1 (Anamas Tohum), Brillante F1 (Fito Tohumculuk) olmak
tizere 6 c¢esit kullanilmustir.

Elida Fi: Agik bitki habitiisiine sahip olan, orta erkenci, siyah kabak
cesididir. Meyveleri silindirik, 18-20 ¢cm uzunlugundadir. Ortii alt1 ve acik tarla
yetistiriciligine uygundur (Anonim, 2018b).

Roni F1: Orta erkenci, acik bitki habitiisii olan silindirik kabak cesididir.
Cok verimli olup, ZYMV'ye orta derecede tolerans gosterir. Hasat periyodu
uzundur (Anonim, 2018c).

Shakila F1: Bol meyve baglayan, silindirik yapidaki siyah kabak ¢esididir.
Hasat periyodu uzun, sera ve agik tarla yetistiriciligine uygundur (Anonim, 2018d).

Seyden F1: Sera, tlinel ve erken bahar agik alan kabak yetistiriciligi i¢in
gelistirilmig bir gesittir. Yiizeyi parlak ve silindirik seklindedir. Soguk havalarda
ortii alt1 performansi iyi ve divit problemi azdir (Anonim, 2018e).

Brillante F1: Kisa bogum aralarina sahip, erkenci koyu yesil renkli siyah
kabak c¢esididir. Agik tarla ve sera yetistiriciligine uygundur. 16-18 cm
uzunlugundaki meyveleri silindirik seklindedir. CMV, WMV ve ZYMV'ye

dayanimi oldukga iyidir (Anonim, 2018f).
11
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Chivas F1: Acikta yetistiricilik ve sera yetistiriciligi i¢cin uygundur. Meyve
rengi soluk yesil, sekli silindiriktir. ZYMV (Kabak Sar1 Mozaik Viriisii), WMV
(Karpuz Mozaik Viriisii), Ec'ne dayaniklidir (Anonim, 2018g).

3.2. Metot
3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi
Calismada kullanilan 4 c¢esidin tohumlar1 21/02/2018 tarihinde 2:1

oraninda torf ve perlit karistmi bulunan viyollere ekilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Tohum ekimi ve ¢imlenen tohumlar

Fideler 3-4 gergek yaprakli doneme geldiginde 15/03/2018 tarihinde, her
cesitten 40 bitki olmak tizere toplamda saglikli 240 adet fide (100-50) x 50 cm
aralik mesafeler olacak sekilde cift sirali olarak plastik seraya dikilmistir (Sekil
3.2). Sulamada damlama sulama sistemi kullanilmig olup, bitki gelisimi i¢in gerekli

ilaglama ve giibreleme iglemleri uygulanmistir.
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-

Sekil 3.2. Fidelerin 3-4 gergek yaprakli goriiniimii ve seraa aktarim

Bitkiler laboratuvar calismasi i¢in 6rnek alinacak olgunluga erisene kadar
kiiltiir ve bakim islemleri ve hastalik zararli kontrolleri yapilmaya devam edilmistir

(Sekil 3.3).

,,,,,

Sekil 3.3. Seradaki saglikli bitkiler

3.2.2. Disi Cigeklerin Toplanmasi
Oviil kiiltiirii icin kabak cesitlerinin disi ¢igekleri antezisten bir giin 6nce
(Shalaby, 2007) ve antezisten iki giin once, iki farkli gelisme donemi seklinde

erken ve ge¢ olmak iizere ¢igek saplarindan kesilerek toplanmistir (Sekil 3.4).

13
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Toplanan disi ¢igekler Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi Doku
Kiiltiiri Laboratuvarina getirilerek sterilizasyon asamasi baglatilmistir. Yapilan

caligmada kabakta oviil kiiltiiriinde antezisten iki giin onceki asamada olumlu

sonug¢ alinmadigindan, bu asama degerlendirmeye alinmamustir (Sekil 3.5).

Sekil 3.4. Denemede yer alan g¢esitlerin antezisten 1 glin ve giin Onceki
asamalar1

Sekil 3.5. Denemede kullanilan siyah ve sakiz kabaklarin antezisten 1 giin dnceki
asamalari

14
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3.2.3. Embriyo Tesvik Ortaminin Hazirlanmasi

Caligmada temel besi ortami olarak embriyo tesvikini saglamak amaci ile
daha oOnce kabakgil tiirlerinde yapilmig oviil-ovaryum kiiltiirii ¢aligmalarinda
kullanilan ve olumlu sonuglar alindigi belirtilmis MS besi ortami kullanilmustir.
Onceki calismalar incelendiginde 2,4-D’nin  yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilmasinin kabakgiller {izerine olumlu sonuglar verdigi goriilmiis ve 2,4-D 5
mg/l (Metwally ve ark., 1998; Rakha ve ark., 2012) tek doz olarak kullanilarak tiim
ortam kombinasyonlarina eklenmistir. Arastirmada poliaminlerin etkisini gérmek
i¢in spermidine (Spd) ve putrescine (Put) 40, 80 ve 160 uM/1 dozda ayr1 ayri ve her
ikisi birlikte 80, 160 ve 320 uM/1 (1:1, v:v) dozlar1 kullanilmistir. Kontrol grubu
sadece 5 mg/l 2.4-D icermistir. Biitiin uygulamalarda standart olarak 30 g sakkaroz
ile 8 g/l agar (Shalaby, 2007) kullanilmis ve pH 5.7’ye ayarlanmustir (Cizelge 3.1).
Otoklav 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon protokoliine uygun olarak yapilmistir.
Otoklavi tamamlanan ortamlar steril kabine getirilerek 60 mm’lik steril petrilere

aktarilmistir (Sekil 3.6).

Cizelge 3.1. Hazirlanan besi ortami kombinasyonlari

MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + pH 5.7 + 2,4-D 5 mg/l tim
ortamlarda sabittir.
OrtamNo
Spermidine (M) Putrescine (uM)
1 40 -
2 80 -
3 160 -
4 - 40
5 - 80
6 - 160
7 40 40
8 80 80
9 160 160
10 0 0
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3.2.4. Ovaryumlarin Sterilizasyonu

Disi cigekler yiizey sterilizasyonu icin C. U. Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi Doku Kiiltiirii Laboratuvari’na getirilerek, ovaryumlar, tag
yapraklar ve disicik tepesinden ayrilmig ve sterilizasyon asamasina gegilmistir.
Ovaryumlar steril kabine alinarak % 70'lik etil alkol ¢6zeltisinde 2 dk tutulduktan
sonra 3-4 kez steril saf suda durulama iglemi yapilmistir. % 20'lik sodyum
hipoklorit soliisyonu igerisinde 20 dk bekletilmis ve 3-4 kez steril saf su ile

durulandiktan sonra ylizey sterilizasyon iglemi tamamlanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Dsi cigeklerin sterilizasyon agsamalari

3.2.5. Oviil Kiiltiirii Denemesinin Kurulmasi

Sterilizasyon islemi gerceklestirildikten sonra steril filtre kagidi iizerine
alman ovaryumlardan steril pens ve bistiiri yardimi ile oviiller ¢ikarilmistir. Daha
sonra oviiller hazirlanan besi ortamlara aktarilmistir. Calismada 6 genotip x 10
ortam kombinasyonu x 1 antezis asamasi x 4 tekerriir olmak tiizere toplamda 240

petri X her petride 5 oviil olacak sekilde 1200 oviil kiiltiire alinmustir (Sekil 3.8).

17
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— B e _ =< | e
Sekil 3.8. Oviillerin izolasyonu a) Kullanilan binokiiler stereo mikroskop

gOrlintlisi, b) Ovaryumlarin kesilmesi, ¢) Ovaryum igerisindeki
ovillerin goriintiisii, d) Oviillerin ovaryum igerisindeki goriintiisii ile
ovillin ortama yerlestirilmek iizere bistiiri ile c¢ikarilmasi, e) Besi
ortamina konulan oviiliin ilk agamasi

Eksplantlar1 iceren petriler 3000-4000 liiks 151k yogunlugunda, 25-26 °C
sicakligindaki iklim odalarinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik 1siklanma siiresine

tabi tutularak gelismeye birakilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Hdi odasina alinan petriler
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3.2.6. Oviillerden Gelisen Bitkicik Formasyonlarinin Kiiltiire Alinmasi
Gelismeye birakilan oviiller 3 hafta iginde gelisme gostererek renk ve

boyut degisikligine ugramistir (Sekil 3.10). Kiiltiire alinan oviiller gézlenmeye

devam edilmis ve bazilarinda yapilar degiserek kallus olusturmuslardir.

Sekil 3.10. Gelisme géstern eksplantlarin durumlari

3.2.7. incelenen Ozellikler

Oviil Gelisimi (%): Haftalik gbzlemler sonucunda kaydedilen rengi degisen
ve sisip irilesen rejenere olan ovill sayisi, kiiltiire alinan toplam oviil sayisina
oranlanarak hesaplanmistir.

Oviil Kiiltiirinde Kallus Olusumu (%): Kiiltiir siiresi sonucunda kaydedilen
kallus olusumu goriilen oviil sayisi, kiiltiire alinan oviil sayisina oranlanarak

hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Oviil kiiltiirii calismasi, 20 giin arayla erken ve ge¢ donem olmak iizere iki
denemeden olugmaktadir. Calisma bulgular1 her c¢esit i¢in spermidine ve
putrescinenin farkli dozlari ile olusturulmus dokuz ortamin ovil gelisimi
iizerindeki etkileri yiizde olarak degerlendirilerek asagidaki cizelge ve grafiklerde

gosterilmistir.

4.1. Oviil Kiiltiirii Denemesine Ait Bulgular

Denemeler 17/05/2018 ve 06/06/2018 tarihlerinde erken ve ge¢ donem
seklinde olmak tizere 20 giin arayla iki kez kurulmustur. Calismada alt1 farkli
ceside ait cicekler, antezisten 1 giin 6nceki asamada toplanarak kiiltlire alinmistir.
Yaklasik 15 hafta boyunca gozlenen oviiller kiiltiir siiresi sonucunda her cesitte
ayrn olarak degerlendirilmistir. Kaydedilen gozlemler dogrultusunda rengi degisen
ve sisen oviiller gelisen oviil, rejenere olarak farkli bir degisime ugrayan oviiller ise
kallus olusumu seklinde degerlendirilmis olup, higbir degisiklige ugramayan

oviiller ise gelisme gostermeyen oviiller olarak kaydedilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Gozlenen oviil durumlari; a) Herhangi bir gelisme gostermeyen oviil, b)
Rengi degisen ve siserek gelisen oviil, ¢) Rejenere olarak degisime
ugrayan oviilden kallus olusumu
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4.1.1. Elida F1 Cesidine Ait Birinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgulari

Elida F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari Cizelge 4.1'de
verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 95 gelisim oraniyla 5 nolu ortamda (80 uM
Put), % 90 gelisim oraniyla 3 nolu (160 uM Spd) ve 7 nolu (40 uM Spd+40 uM
Put) ortamlarda goriilmiistiir. En diisiik gelisme ise % 55 oraniyla 9 nolu (160 uM
Put+160 uM Spd) ortamda kaydedilmistir.

Kallus olugumu igin veriler incelendiginde; sadece 1 nolu (40 uM Spd) ile
6 nolu (160 uM Put) ortamlarda % 15, 3 nolu ortamda (160 pM Spd) ise % 10

oraninda gelisim gdzlenmistir.

Cizelge 4.1. Elida F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirli denemesi bulgular1

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/] standart olmak
tizere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.
Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
Ortam No |Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi Kallus
(M) (M) (%) Gelisimi (%)
1 40 - 85 15
2 80 - 75 0
3 160 - 90 10
4 - 40 80 0
5 - 80 95
6 - 160 70 15
7 40 40 90
8 80 80 80 0
9 160 160 55 0
10
(KONTROL) 0 0 70 0

4.1.2. Roni F1 Cesidine Ait Birinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgulari
Roni F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirii denemesi bulgular1 Cizelge 4.2'de
verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 100 gelisim oraniyla 2 nolu (80 uM Spd), 4
nolu (40 uM Put), 5 nolu (80 uM Put), 7 nolu (40 uM Spd+40 uM Put) ve 8 nolu
22
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(80 uM Spd+80 uM Put) ortamlarda goriilmiistiir. 6 nolu (160 uM Put) ortam ve
kontrol ortaminda % 93 oraninda gelisim gorilmistiir.

Kallus olusumu, 4 nolu (40 uM Put), 8 nolu (80 uM Spd+80 uM Put) ve 9
nolu (160 uM Spd+160 uM Put) ortamlarda % 30 oraninda gergeklesirken, 1 nolu
(40 uM Spd) ve 6 nolu (160 uM Put) ortamlarda geligim goriilmemistir.

Cizelge 4.2. Roni F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/1 standart olmak
izere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.
Ortam Kombinasyonlari incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine | Putrescine | Oviil Gelisimi Kallus
(M) (M) (%) Gelisimi (%)
1 40 - 95 0
2 80 - 100 15
3 160 - 95 5
4 - 40 100 30
5 - 80 100 15
6 - 160 93 0
7 40 40 100 5
8 80 80 100 30
9 160 160 90 30
10
(KONTROL) 0 0 93 13

4.1.3. Shakila F1 Cesidine Ait Birinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgulari
Shakila F1 ¢esidine ait birinci ovil kiiltiirli denemesi bulgular1 Cizelge
4.3'de verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 100 gelisim oraniyla 2 nolu (80 uM
Spd), 4 nolu (40 uM Put), 5 nolu (80 uM Put) ve 8 nolu (80 uM Spd+80 uM Put)
ortamlarda gozlenmistir. En diigiik gelisim orani ise % 65 ile kontrol ortaminda

kaydedilmistir.
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Kallus olusumu ise, en yiiksek % 47 oraniyla 9 nolu ortamda (160 uM
Spd+160 uM Put), bunu takiben % 7 oraniyla 1 nolu ortamda (40 uM Spd), % 5
orantyla 8 nolu ortamda (80 uM Spd+80 uM Put) goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. Shakila Fi1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirli denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/] standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.
Ortam Kombinasyonlari incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi Kallus
(=M) (uM) (o) Gelisimi (%)
1 40 - 73 7
2 80 - 100 0
3 160 - 87 0
4 - 40 100 0
5 - 80 100 0
6 - 160 90 0
7 40 40 85 0
8 80 80 100 5
9 160 160 87 47
10
(KONTROL) 0 0 65 0

4.1.4. Seyden F1 Cesidine Ait Birinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgulari

Seyden F1 gesidine ait birinci oviil kiiltiirli denemesi bulgulart Cizelge
4.4'de verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 95 oraniyla 8 nolu ortamda (80 uM
Spd+80 uM Put), % 90 gelisim oraniyla 1 nolu ortam (40 uM Spd) ve 10 nolu
ortamda (kontrol) goriilmiistiir. En diisiik ovil geligimi ise % 67 oraniyla 2 nolu

ortamda (80 upM Spd) goézlenmistir. Kallus olusumu bu ¢esitte goriilmemistir.
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Cizelge 4.4. Seyden F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/l standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine Putrescine Oviil Gelisimi | Kallus Gelisimi
(uM) (uM) (%) (%)
1 40 - 90 0
2 80 - 67 0
3 160 - 70 0
4 - 40 75 0
5 - 80 85 0
6 - 160 87 0
7 40 40 87 0
8 80 80 95 0
9 160 160 87 0
10
(KONTROL) 0 0 %0 0

4.1.5. Brillante F1 Cesidine Ait Birinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgulari

Brillante F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiiri denemesi bulgular1 Cizelge
4.5'de verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 100 oraniyla 1 nolu (40 uM Spd), 3
nolu (160 uM Spd), 5 nolu (80 uM Put), 6 nolu (160 uM Put) ve 10 nolu (kontrol)
ortamlarda goriilmiistiir. 9 nolu ortamda (160 uM Spd+160 uM Put) % 90 gelisim
orani gozlenmistir.

Kallus gelisim durumu ise, en yiiksek % 45 gelisim oraniyla 9 nolu
ortamda (160 uM Spd+160 uM Put) goriiliirken, % 40 oraniyla 4 nolu (40 uM Put)
ve 7 nolu (40 uM Spd+40 uM Put) ortamlarda, % 30 oraniyla 6 nolu (160 uM Put)
ortamda kallus olusumlari belirlenmistir.

Genel olarak degerlendirme yapildiginda birinci oviil kiiltiirii denemesine

ait en iyi bulgular Brillante F1 ¢esidinde kaydedilmistir.
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Cizelge 4.5. Brillante F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/l standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.

Ortam Kombinasyonlari

incelenen Ozellikler

Ortam No | Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi | Kallus Gelisimi
(nM) (uM) (%) (%)

1 40 - 100 20
2 80 - 95 20
3 160 - 100 27
4 - 40 93 40
5 - 80 100 15
6 - 160 100 30
7 40 40 95 40
8 80 80 95 25
9 160 160 90 45
10

(KONTROL) 0 0 100 10

4.1.6. Chivas F1 Cesidine Ait Birinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgulari

Chivas F1 ¢esidine ait birinci ovill kiiltlirii denemesi bulgulart Cizelge

4.6'da verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 95 oraniyla 6 nolu (160 uM Put) ve 8

nolu (80 uM Spd+80 uM Put) ortamlarda goriiliirken, en diisiik ovill gelisimi % 50

gelisim oraniyla 1 nolu (40 pM Spd) ortamda ve % 30 gelisim oraniyla 10

(kontrol) nolu ortamda goriilmiistiir.

Kallus gelisimi sadece % 10 oraniyla 5 nolu (80 uM Put) ortamda

gbzlenmis olup, diger ortamlarda kallus gelisimi olmamuistir.
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Cizelge 4.6. Chivas F1 ¢esidine ait birinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/l standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.
Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine | Putrescine | Oviil Gelisimi Kallus
(uM) (uM) (%) Geligimi (%)
1 40 - 50 0
2 80 - 73 0
3 160 - 80 0
4 - 40 90 0
5 - 80 60 10
6 - 160 95 0
7 40 40 85 0
8 80 80 95 0
9 160 160 70 0
10
(KONTROL) 0 0 30 0

4.1.7. Elida F1 Cesidine Ait ikinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgular

Elida F1 gesidine ait ikinci ovill kiiltiirii denemesi bulgular1 Cizelge 4.7'de
verilmistir. En yiliksek oviil gelisimi % 53 gelisim oraniyla 6 nolu (160 uM Put)
ortamda goriiliirken, bunu sirasiyla % 47 oraniyla 1 nolu (40 uM Spd) ortam, % 45
oraniyla 4 nolu (40 uM Put) ve 5 nolu (80 pM Put) ortam, % 40 gelisim oraniyla
ise 2 nolu (80 uM Spd) ortam takip etmistir. En diigiik oviil gelisimi % 5 gelisim
orani ile kontrol ortaminda goriilmektedir.

Kallus gelisimi en yiiksek % 27 oraniyla 6 nolu (160 uM Put) ortamda
gozlenirken, en diisiik % 5 orantyla 7 nolu (40 uM Spd+40 uM Put) ve 8 nolu (80
UM Spd+80 puM Put) ortamlarda goriilmiistiir. Kontrol grubunda bulunan oviillerde

kallus olusumuna rastlanmamustir.
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Cizelge 4.7. Elida F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/1 standart olmak
izere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.
Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine | Putrescine | Oviil Gelisimi Kallus
(uM) (uM) (%) Gelisimi (%)
1 40 - 47 20
2 80 - 40 20
3 160 - 25 10
4 - 40 45 25
5 - 80 45 10
6 - 160 53 27
7 40 40 25 5
8 80 80 35 5
9 160 160 27 7
10
(KONTROL) 0 0 > 0

4.1.8. Roni F1 Cesidine Ait ikinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgular

Roni F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgular1 Cizelge 4.8'de

verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 60 oraniyla 4 nolu (40 pM Put) ortamda

goriilmiigtiir. 1 nolu (40 uM Spd) ortamda % 45 gelisim orani, 3 nolu (160 uM

Spd) ve 8 nolu (80 uM Spd+80 uM Put) ortamlarda % 40 gelisim orani tespit

edilmistir. En diisiik oviil gelisimi ise % 25 oran ile 2 nolu (80 uM Spd) ve 10 nolu

(kontrol) ortamlarda gdzlenmistir.

Kallus gelisimi incelendiginde % 20 gelisim oraniyla 7 nolu (40 uM

Spd+40 uM Put) ortamda en yiiksek kallus olusum oranina rastlanirken, % 5
orantyla 1 nolu (40 uM Spd), 4 nolu (40 uM Put) ve 9 nolu (160 uM Spd+160 uM

Put) ortamlarda en diisiik kallus olusum orani goriilmiistiir.
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Cizelge 4.8. Roni F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/1 standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmistir.

Ortam Kombinasyonlari incelenen Ozellikler
Ortam No Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi | Kallus Gelisimi
(nM) (nM) (%) (%)
1 40 - 45 5
2 80 - 25 10
3 160 - 40 15
4 - 40 60 5
5 - 80 35 10
6 - 160 27 7
7 40 40 33 20
8 80 80 40 10
9 160 160 30 5
10
(KONTROL) 0 0 25 10

4.1.9. Shakila F1 Cesidine Ait Ikinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgular

Shakila F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari Cizelge
4.9'da verilmistir. Oviil gelisimi en yiiksek oran1 % 73 ile 4 nolu (40 uM Put)
ortamda goriiliirken, 2 nolu (80 uM Spd) ortamda % 60 gelisim orani, 3 nolu (160
uM Spd) ortamda % 55 gelisim orani, 7 nolu (40 uM Spd+40 uM Put) ortamda %
50 gelisim orami tespit edilmistir. En disiik oviil gelisimi ise kontrol ortaminda
gOriilmiigtiir.

Kallus olusumu % 30 gelisim orani ile 7 nolu (40 uM Spd+40 uM Put)
ortamda kaydedilmistir. 2 nolu (80 uM Spd) ortamda ise % 27 kallus gelisim orani
incelenmigtir. En diisiik kallus olusumu ise 8 nolu (80 uM Spd+80 uM Put) ortam

ve kontrol ortaminda % 5 oraniyla dl¢giilmiistiir.
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Cizelge 4.9. Shakila F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgular

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/l standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmustir.
Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi Kallus
(uM) (uM) (%) Gelisimi (%)
1 40 - 35 10
2 80 - 60 27
3 160 - 55 10
4 - 40 73 13
5 - 80 25 15
6 - 160 45 10
7 40 40 50 30
8 80 80 35 5
9 160 160 40 10
10 0 0 15 5
(KONTROL)

4.1.10. Seyden F1 Cesidine Ait Ikinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgular:

Seyden F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgular Cizelge
4.10'da verilmistir. Oviil gelisim durumu incelendiginde, en yiiksek gelisim 8 nolu
(80 uM Spd+80 uM Put) ortamda % 33 orani ile gozlenirken, % 30 gelisim orani
ile 1 nolu (40 uM Spd) ve 4 nolu (40 uM Put) ortamlar bunu takip etmistir. En
disiik oviil gelisimi ise % 5 oraniyla kontrol ortaminda tespit edilmistir.

Kallus olusumu incelendiginde ise, % 10 gelisim oraniyla 4 nolu (40 uM
Put) ortamda en yliksek geligsim orani goriiliirken, bunu % 5 gelisim orani ile 3 nolu
(160 uM Spd), 5 nolu (80 uM Put), 6 nolu (160 uM Put) ve 9 nolu (160 uM
Spd+160 uM Put) ortamlar takip etmistir. 1, 2, 7, 8 nolu ortamlar ile kontrol

ortamlarinda kallus olusumuna rastlanmamustir.
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Cizelge 4.10. Seyden F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgular

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/1 standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmistir.

Ortam Kombinasyonlari incelenen Ozellikler
Ortam No Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi Kallus
(nM) (uM) (%) Gelisimi (%)
1 40 - 30 0
2 80 - 15 0
3 160 - 20 5
4 - 40 30 10
5 - 80 25 5
6 - 160 20 5
7 40 40 13 0
8 80 80 33 0
9 160 160 25 5
10
(KONTROL) 0 0 > 0

4.1.11. Brillante F1 Cesidine Ait Ikinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgular
Brillante F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgular1 Cizelge
4.11'de verilmistir. En yiiksek oviil gelisimi % 80 oraniyla 3 nolu (160 uM Spd) ve
9 nolu (160 pM Spd+160 uM Put) ortamlarda goriilmiistiir. En diisiik oviil gelisimi
ise % 25 orami ile kontrol ortaminda gézlenmistir. Genel olarak ikinci oviil kiiltiirii
denemesinde en iyi oviil gelisimi sonuglarina Brillante F1 ¢cesidinde rastlanmustir.
En yiiksek kallus gelisim oran1 % 35 oran ile 4 nolu (40 uM Put) ortamda
goriilmiigtir. En disiik gelisim % 5 orani ile kontrol ortaminda gergeklesmistir.
Genel olarak tiim deneme ve ¢izelgelere bakildiginda en iyi kallus gelisim oranlari

Brillante F1 ¢esidinde goriilmiistiir.
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Cizelge 4.11. Brillante F1 ¢gesidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari

Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/1 standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmistir.

Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi | Kallus Gelisimi
(uM) (uM) (%) (%)
1 40 - 70 20
2 80 - 60 30
3 160 - 80 30
4 - 40 70 35
5 - 80 80 30
6 - 160 53 13
7 40 40 75 20
8 80 80 50 15
9 160 160 80 27
10
(KONTROL) 0 0 25 >

4.1.12. Chivas F1 Cesidine Ait Ikinci Oviil Kiiltiirii Denemesi Bulgular

Chivas F1 cesidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgular Cizelge
4.12'de verilmistir. Oviil gelisim durumu incelendiginde en yiiksek gelisim orani %
40 oran ile 8 (80 uM Spd+80 uM Put) nolu ortamda goriiliirken, % 7 gelisim orani
ile kontrol ortaminda en diisiikk gelisim orami gozlenmistir. Gelisim durumunu
takiben % 33 oran ile 6 nolu (160 uM Put) ortam ve % 20 oran ile 5 nolu (80 uM
Put) ortamlarda sirasiyla oviil gelisimlerine rastlanilmistir.

En yiiksek kallus olusumu % 27 gelisim oraniyla 6 nolu (160 uM Put)
ortamda gdzlenmistir. 2 nolu (80 uM Spd) , 3 nolu (160 uM Spd) ve 7 nolu (40 uM
Spd+40 uM Put) ortamlarda % 5 kallus gelisimine rastlanmistir. 1, 4, 8, 9 ve 10

(kontrol) nolu ortamlarda kallus olusumu goriilmemistir.
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Cizelge 4.12. Chivas F1 ¢esidine ait ikinci oviil kiiltiirii denemesi bulgulari
Ortamlarda; MS + 30 g/l sakkaroz + 8 g/l agar + 2,4-D 5 mg/1 standart olmak
iizere, pH 5.7 olarak ayarlanmistir.

Ortam Kombinasyonlari Incelenen Ozellikler
Ortam No | Spermidine Putrescine | Oviil Gelisimi | Kallus Gelisimi
(uM) (uM) (%) (%)
1 40 - 10 0
2 80 - 15 5
3 160 - 15 5
4 - 40 13 0
5 - 80 20 5
6 - 160 33 27
7 40 40 10 5
8 80 80 40
9 160 160 15 0
10
(KONTROL) 0 0 ! 0

4.1.13. Oviil Kiiltiirii Birinci ve Ikinci Deneme Bulgularinin Karsilastirllmasi

Birinci oviil kiltiiriic denemesi 17/05/2018 tarthinde, ikinci ovil kiltiirt
denemesi ise 06/06/2018 tarihinde kurularak her iki denemede de ayni kosullar ve
ayni ortam kombinasyonlar1 saglanmistir. Her iki deneme karsilastirildiginda
denemelerin kurulma tarihleri arasinda 20 giin farkin bulunmasi, denemelerden
¢ikan sonuclart da etkilemistir. Birinci oviil kiiltlirli denemesi bulgularinin, ikinci
ovill kiiltiirli denemesi bulgularina kiyasla daha iyi sonuglar verdigi goriilmiigtiir.
Bunun nedeninin ¢igeklerin toplandig tarihlerdeki sera igi sicaklik farkliliklart ile
bu sicakliklara gesitlerin gostermis oldugu tepkiler, bitkide bulunan biiyiime ve
geligme  diizenleyicilerin  farkli  seviyelerde olmasindan  kaynaklandig:
diistiniilmektedir.

Elida F1 ¢esidi i¢in kurulan her iki denemenin oviil gelisim sonuglar1
kiyaslandiginda (Sekil 4.2); ikinci oviil kiiltiirii deneme bulgularinin, birinci oviil
kiiltiiri deneme bulgularina gore oviil gelisim oranlarinda daha diisiik oldugu
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dikkati ¢ekmistir. Birinci oviil kiiltiirii deneme bulgularina gore en yiiksek gelisim
% 95 oranityla 5 nolu (80 uM Put) ortamda goériiliirken, ikinci oviil kiiltiiri deneme
bulgularinda en yiiksek oran % 53 gelisim oraniyla 6 nolu (160 uM Put) ortamdan
elde edilmistir.

Genel olarak her iki denemede Put iceren ortamlarda oviil gelisimi daha

basarili bulunmustur.
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Sekil 4.2. Elida F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil geligimi
sonuclarinin karsilastiriimasi

Elida F1 ¢esidi i¢in kallus gelisim durumunda ise birinci ve ikinci oviil
kiiltiirii denemesi karsilastirildiginda (Sekil 4.3), birinci deneme sonucunda kallus
gelisim orani oldukca diisiik kalmig ve bazi ortamlarda gelisme goriilmemistir.
Birinci deneme bulgularinda en yiiksek kallus gelisimi % 15 gelisim orani ile 1
nolu (40 uM Spd) ve 6 nolu (160 pM Put) ortamlarda gozlenmistir. Ikinci
denemede ise kallus gelisim orani en yiiksek % 27 gelisim orani ile birinci deneme
ile ayn1 sekilde 6 nolu (160 uM Put) ortamda gézlenmis ve Put kombinasyonlarinin

bulundugu ortamlarda gelisim yiizdeleri artig gostermistir. Elida F1 gesidi igin
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deneme kurumundan itibaren birinci denemede oviil gelisimi, ikinci denemede ise

kallus gelisimi basarili bulunmustur.
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Sekil 4.3. Elida F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi kallus
gelisimi sonuglarinin karsilastirilmasi

Roni F1 ¢esidi i¢in kurulan birinci ve ikinci ovill kiiltiirii bulgular
karsilastirildiginda (Sekil 4.4), birinci denemede bir¢ok ortam kombinasyonunda
gelisme goriilmiistiir. Her iki deneme icin oviil gelisiminin en yiiksek bulundugu
ortam 40 pM Put iceren 4 nolu ortamda gozlenmistir. ikinci denemenin oviil

gelisim oranlar1 zayif kalmistir. Roni F1 ¢esidi i¢in 1.deneme basarili bulunmustur.
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Sekil 4.4. Roni F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil gelisimi

sonuclarimin karsilagtirilmasi

Roni F1 ¢esidi icin kallus gelisimi ise birinci ve ikinci oviil kiiltiirii

denemesi bulgular1 karsilastirildiginda (Sekil 4.5), ikinci denemede her ortam

kombinasyonunda gelisme goriilmiis, en yiiksek kallus gelisim oran1 % 20 gelisim

orani ile 7 nolu (40 pM Spd+40 pM Put) ortamda kaydedilmistir. Birinci

denemede bazi ortamlarda kallus olusumuna rastlanmamistir. En yiiksek kallus

gelisimi oranina 4 nolu (40 uM Put), 8 nolu (80 uM Spd+80 uM
(160 uM Spd+160 uM Put) ortamlarda % 30 oraninda rastlanmustir.

36

Put) ve 9 nolu



4. BULGULAR VE TARTISMA Begiim KARA
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Sekil 4.5. Roni F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi kallus gelisimi
sonuclarimin karsilagtirilmasi

Shakila F1 ¢esidi i¢in kurulan birinci ve ikinci oviil kiiltiiri denemesi
bulgular1 karsilastirildiginda (Sekil 4.6), her iki denemede en basarili gelisim 4
nolu 40 uM Put iceren ortamda goriilmiistiir. Birinci deneme bulgularinda her
ortam kombinasyonunda basarili gelismeler kaydedilmistir. ikinci denemede oviil
gelisimleri ise birinci denemeye oranla zayif kalmistir. Ikinci denemede en yiiksek
ovill gelisim oran1 7 nolu 40 uM Spd+40 uM Put ortaminda % 30 olarak

gdzlenmistir.
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OVUL GELISIMI (%)

100

80

60

40

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

m Shakila 1. Deneme  m Shakila 2. Deneme

Sekil 4.6. Shakila F1 c¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiiri denemesi oviil
gelisimi sonuclarinin karsilastirilmasi

Shakila F1 ¢esidi icin kallus gelisimi ise birinci ve ikinci oviil kiiltiirii
denemesi karsilastirildiginda (Sekil 4.7), birinci denemede en yiiksek kallus
olusumu 9 nolu (160 uM Spd+160 uM Put) ortamda % 47 gelisim orani ile
genotiplerin icinde ve tiim denemelerde kallus gelisimi durumunda en basarili
sonu¢ olarak gozlenmistir. Diger ortamlarda ise ¢ok diisiik oranlarda kallus
olusumuna rastlanmis ya da hi¢ kallus olusumuna rastlanmamustir. ikinci oviil
kiltiirti denemesinde en yiiksek kallus gelisimi 7 nolu 40 uM Spd+40 uM Put
ortaminda gozlenmistir. Genel olarak Shakila Fi1 g¢esidinde denemenin
kurulumundan itibaren kallus olusum oranlari ikinci denemede basaril

bulunmustur.
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Sekil 4. 7. Shakila F1 ¢esidinde birinci ve ikinci ovill kiiltiirii denemesi kallus
gelisimi sonuclarinin karsilastirilmasi

Seyden F1 cesidi i¢in kurulan birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi
bulgular1 karsilastirildiginda (Sekil 4.8), her iki denemede en yiiksek oviil gelisimi
8 nolu (80 uM Spd+80 uM Put) ortamda gozlenmistir. Seyden F1 ¢esidi i¢in oviil
gelisimi bulgularinda en iyi gelisim oranlarina birinci denemede rastlanmis, en
yiiksek oviil gelisim oraninin ise % 95 oldugu gériilmiistiir. ikinci oviil kiiltiirii
denemesinde en yiiksek oviil gelisim orant % 33 ile 8 nolu Put ve Spd'nin birlikte

kullanildig1 ortamda bulunmustur.
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Sekil 4.8. Seyden Fi ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiiri denemesi oviil
gelisimi sonuclarinin karsilastirilmasi

Seyden F1 ¢esidi i¢in kallus gelisimi birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi
karsilastirildiginda (Sekil 4.9), birinci oviil kiiltlirii denemesinin kallus gelisim
durumuna bakildiginda 10 ortam kombinasyonunun higbirinde gelisme
gdzlenmemistir. Tkinci denemede ise bazi1 ortamlarda kallus gelisimine rastlanilmas,
en ylksek kallus gelisim oran1 40 uM Put igeren 4 nolu ortamda % 10 orami ile
tespit edilmistir. 3 nolu (160 pM spermidine), 4 nolu (40 uM Put), 5 nolu (80 uM

Put) ve 6 nolu (160 uM Put) ortamlarda az da olsa gelisime rastlanmustir.
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Sekil 4.9. Seyden F1 c¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi kallus
gelisimi sonuglarinin karsilagtirilmast

Brillante F1 ¢esidi i¢in kurulan birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil
gelisim durumlart karsilastirildiginda (Sekil 4.10), denemede yer alan tiim ¢esitler
igerisinde oviil gelisim oranlar1 incelendiginde en yiiksek oranlara sahip cesit
oldugu goriilmiistir. Her iki denemeye bakildiginda en yiiksek oviil gelisim
oranlarina 80 uM Put iceren 5 nolu ortamda rastlanilmistir. Bu ortamda birinci
denemede ovill gelisim oram1 % 100 iken, ikinci denemede % 80 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.10. Brillante F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil
gelisimi sonuclarinin karsilastirilmasi

Brillante F1 ¢esidi i¢in kallus gelisimi ise birinci ve ikinci kallus kiiltiirii
denemesi karsilastirildiginda (Sekil 4.11), birinci denemede en yiiksek kallus
geligimi % 45 oraniyla 9 nolu (160 uM Spd+160 uM Put) ortamda gériilmiis, ikinci
denemede ise en yiiksek oran 4 nolu (40 uM Put) ortamda % 35 oraninda
gozlenmistir. Genel olarak Brillante Fi1 ¢esidi incelendiginde denemenin
kurulumundan itibaren oviil ve kallus gelisim orani olarak bulgularin basaril

oldugu gozlenmis olup, her iki deneme i¢in de 6nemi anlagilmistir.
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Sekil 4.11. Brillante F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi kallus
gelisimi sonuclarinin karsilastirilmasi

Chivas F1 ¢esidi icin oviil gelisimi birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemeleri
karsilastirildiginda (Sekil 4.12), her iki denemede en yiiksek oviil gelisimi
spermidine ve putrescine kombinasyonunun birlikte bulundugu 80 pM Spd+80 uM
Put iceren 8 nolu ortamda oldugu tespit edilmistir. Birinci denemede en yiiksek
gelisim oran1 % 95, ikinci denemede ise % 40 olarak bulunmustur. ikinci
denemede oviil gelisimleri incelendiginde tim genotipler igcinde bu gesit zayif
kalmigtir. Genel olarak Chivas F1 ¢esidinde denemenin kurulumundan itibaren oviil

gelisim oranlar birinci denemede basarili bulunmustur.
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Sekil 4.12. Chivas F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil
gelisimi sonuclarinin karsilastirilmasi

Chivas F1 cesidi i¢cin kallus gelisimleri birinci ve ikinci oviil kiiltiiri
denemelerde karsilastirildiginda (Sekil 4.13), birinci denemede sadece 80 puM Put
iceren 5 nolu ortamda % 10 oraninda goriilmiis, diger ortam kombinasyonlarinda
kallus olusumuna rastlanilmamstir. ikinci denemede ise en yiiksek kallus gelisimi
% 27 orantyla 160 pM Put iceren 6 nolu ortamda gdzlenmistir. 2 nolu (80 uM
Spd), 3 nolu (160 uM Spd), 5 nolu (80 uM Put) ve 7 nolu (40 uM Spd+40 uM Put)
ortamlarda % 5 oraniyla kallus gelisimi daha az gdériilmiis olup, diger ortamlarda
kallus olugumuna rastlanilmamistir. Kallus olusumu igin Chivas F1 ¢esidi tiim

cesitlere gore gelisim oranlari olarak zayif kalmistir.
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Sekil 4.13. Chivas F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi kallus
gelisimi sonuglarinin karsilastirilmasi

4.2. Birinci ve ikinci Deneme Oviil Kiiltiirii Bulgularimin Tartisilmasi

Yazlik kabaklar (Cucurbita pepo L.) ile ilgili yapilan ¢alismalar
incelendiginde androgenesis, ginogenesis ve 1sinlanmis polen yoOntemleri
kullanarak haploid bitki eldesi hakkinda az sayida c¢aligma bulunmaktadir
(Chambonnet ve Dumas de Vaulx, 1986; Kwack ve Fujieda, 1988; Gémesné ve
Venczel, 1996; Metwally ve ark., 1998; Kurtar, 1999; Gémesné ve ark., 2002). Son
yillarda 1sinlanmis polen teknigi uygulamalar1 tercih edilmekle birlikte, bu
yontemde disaridan bir 1sin kaynagi ihtiyaci duyulmasi sebebiyle ginogenesis
caligmalarinin da alternatif yontem olarak gelistirilmesi 6nemli goriilmektedir.

Kabakgillerde yapilan oviil ovaryum c¢alismalarinda oksin (2,4-D, NAA,
IAA ve benzeri) ve sitokinin (BAP, KIN, ve benzeri) bitki biiylime diizenleyicileri
kullanilmaktadir. Onceki calismalar goz oniine alindiginda &zellikle kabakta
yapilan c¢aligmalarda genellikle embriyo uyartimi igin 2,4-D (Metwally ve ark.,
1998; Shalaby, 2007; Rakha ve ark., 2012; Kurtar ve ark., 2016; Kurtar ve ark.,
2018) tercih edilmistir. 2,4-D'nin bulundugu tiim ortamlarda basarili oviil gelisim

bulgular1 elde edilirken, kallus olusturan bazi gelisme olan oviillerden bitkiye
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donisiim saglanamamis ve bu basarinin elde edilebilmesi igin bu ortam
kombinasyonlar1 ile bitki biiylime diizenleyicilerinin birlikte kullanilmasi
diigtintilmektedir.

Metwally ve ark. (1998) kabakta haploid bitki elde etmek amaciyla
yaptiklar1 ¢aligmada ginogenesis araciligiyla oviil kiiltiirii teknigi ig¢in verimliligi
arttirmay1 hedeflemislerdir. Bu hedeften yola ¢ikarak antezis asamasindan 1 giin
once topladiklar1 ovaryumlardan izole ettikleri oviilleri kiiltlire alarak, farkli dozda
2,4-D igeren ortam kombinasyonlarindan 1 ya da 5 mg/l 2,4-D igeren MS
ortaminin en bagarili oldugunu ve sitolojik gozlemler sonucunda elde edilen
bitkilerin her 3'liinden 1'inin haploid, diger bitkilerin ise diploid oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan benzer bir calismada kabakta anter ve oviil kiiltliri ile
Rakha ve ark. (2012), ovill kiiltiri teknigini kullandiklar1 farkli ortam
kombinasyonlarinda 1 ve 5 mg/l 2,4-D iceriginin etkilerini incelemisler ve besi
ortaminda 5 mg/l 2,4-D igerigine sahip ortamlarda yiiksek oranda rejenere
bitkilerin olustugunun sonucuna varmiglardir. Bizim yaptigimiz bu tez
calismasinda Put, Spd ve Put+Spd iceren ortam kombinasyonlarinda 2,4-D'nin
etkisini incelemek amaciyla besi ortamlarinda 2,4-D 5 mg/l olarak kullanilmistir.
2,4-D tiim ortamlarda 5 mg/l olarak sabit tutularak kontrol ortaminda da
kullanilmigtir. Yapilan her iki denemede de Spermidine ve putrescine ise diger
ortamlarda ayr1 ayn ve birlikte kullanilarak haploid bitki elde etme {izerine etkileri
arastirllmigtir. Oviil gelisimi icin, birinci denemeye ait bulgular 2,4-D'nin sabit
tutuldugu kontrol grubu ile degerlendirildiginde Elida F1 ¢esidinde 9 nolu (160 uM
Put+160 pM Spd) ortam kombinasyonunda oviil gelisimi % 55 orani ile kontrol
grubu oviil gelisiminden daha diisiik oranda bulunmustur. Ayni sekilde Roni F1
¢esidi 9 nolu ortamda, Brillante F1 ¢esidi 9 nolu ortamda ve Seyden F1 ¢esidi 2 nolu
(80 uM Spd) ortamda bulunan verilere bakildiginda kontrol grubu oviil gelisim
verilerinden oldukca iyi sonuglar ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Tkinci oviil kiiltiiriine
ait oviil gelisim verileri kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim ¢esitlerde Put ve Spd
kombinasyonlarinin  bulundugu ortamlarda oviill gelisim verileri basaril

bulunmustur.
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Kurtar ve ark. (2016) kislik kabak ve balkabaginda yaptiklar1 anter kiiltiirii
caligmasinda farkli ¢igeklenme donemlerinde aldiklari anterleri, 2,4-D, NAA, BAP
ve Kinetinin farkli kombinasyonlari ile MS besi ortam igeriginde kiiltiire alarak 2.0
mg/l ve 5.0 mg/l BAP+0.05 mg/l NAA kombinasyonunda en iyi sonuglari
aldiklarini rapor etmislerdir. Calisma sonucunda toplam 74 bitki elde ettiklerini ve
bu bitkilerde ploidi analizleri ile 35 adet bitkinin haploid digerlerinin ise diploid
oldugunu bildirmislerdir. Kurtar ve ark. (2018) yaptiklar1 baska bir ¢aligmada
1sinlanmis polen ve anter kiiltiirli tekniklerine alternatif olarak oviil kiiltiiri
teknigini kullanmiglardir. Farkli ¢igeklenme tarihlerinde alinan oviiller 2,4-D, BAP,
TDZ ve NAA eklenen ortamlarda en yiiksek basar1 oranimi 4.0 mg/l BAP+0.05
mg/l NAA+0.1 mg TDZ igeren ortamdan elde etmislerdir. Toplamda gelistirdikleri
122 bitkiden 70 tanesinin haploid, 46'sinin diploid, diger bitkilerin ise miksoploid
olduklarini bildirmislerdir. Calismamizda antezis asamasindan 1 giin Oncesinde
alman oviillerde renk ve boyut degisimi ile birlikte oviil ve kallus geligsimi
gdzlenmis, fakat bu kalluslarda embriyo gelismedigi ve bitkiye doniislimiin
gerceklesmedigi gozlenmistir. Kurtar ve ark. (2016)'nin yaptiklar ¢aligmalar ile
elde ettigimiz veriler karsilastirildiginda 2,4-D'nin tek basina oviil gelismesi
iizerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Heiser (1973) yaptig1 bir ¢alismada poliaminlerin; hiicre bdliinmesi ve
uzamasi, kok biiylimesi, ¢icek ve meyve gelisimi, replikasyon, transkripsiyon,
translasyon ve programlanmig hiicre Sliimii gibi bircok hiicresel islevde etkili
oldugunu diistindiikleri i¢in bir¢ok arastirma konusunda da yer alabilecegini
diigiinmiistiir. Hryarda yapmis olduklar1 ovaryum ginogenesis ¢alismasinda Wei ve
ark. (2010) o6nemli poliamin igerikleri (Put, Spd ve Spm) ile biiyiimeyi
diizenleyicileri (IAA, ZR, GA; ve ABA) ginogenesise yanit veren ¢esitler {izerinde
uygulayarak birbirleri arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Arastirmacilar elde
ettikleri veriler ile biiylimeyi diizenleyiciler agisindan ovaryumda dogrudan bir
iligki bulamadiklarint bildirmislerdir. Ginogenesisin yiiksek olarak gorildigi
cesitlerde yiiksek poliamin igerigi, ginogenesisin diisiik olarak yanit verdigi cesitler
ve Spd+Spm kombinasyonuna kiyasla Put igerikli olanlarda diisiik poliamin

icerigine sahip olduklarini agiklamislardir. Yapilan poliamin igerikli ¢alismada Spd
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igerikli olanlarda kiiltlirden hemen 6nce en biiyiik poliamin oldugunu, Spd+Spm
oraninin 6 giinliik kiiltiirden sonra distiigiinii, en fazla poliamin oranina ise Put
iceriginin sahip oldugunu kaydetmislerdir.

Erol (2018) oviil kiiltiirii ¢alismasinda kullandig1 bes farkli hiyar ¢esidi
icin, kullandig: tiim ortamlar ve kontrol grubu igerisinde 0.04 mg/l TDZ degerini
sabit tutarak 40, 80, 120, 160 ve 200 uM dozlar ile ayr ayn ve birlikte kullandig1
putrescine ve spermidine kombinasyonlarindan elde ettigi bulgularinda cesitlere
gore farkli igerikteki ortam kombinasyonlarinda bagarili oviil gelisim sonuglarina
ulagmig, fakat oviillerden bitkiye doniislimiin olmadigin1 bildirmistir. Tez
caligmasinda elde ettigimiz sonuglar Erol (2018)’un hiyarda uyguladigi oviil
kiiltiirii ¢alismasi ile kiyaslandiginda, oviil gelisimlerinin farkli genotiplerde ve
farkli poliamin igerikli ortamlarda basarili verilerine ulasilmis ve degisik oviil
gelisim oranlari elde edilmistir. Poliamin icerikli ortamlarda kontrol grubuna gore
daha iyi sonuglara ulagilmis, Put ve Put+Spd igerikli ortamlarda gelisen oviillerde
kallus olusumu goriilmiistiir. Poliaminlerin oviil gelisimi ilizerine etkisi agisindan
caligmamizla benzer sonuclar elde edilmistir.

Yildiz (2019), 16 farkli ortam kombinasyonu ile bazi karpuz genetik
kaynaklarinda uyguladig: oviil kiiltiirii calismasinda farkli dozlarda 2,4-D ve TDZ
ile putresine ve spermidinin 500 uM dozunu ayr1 ayr ve birlikte kullanarak farkli
zamanlarda iki deneme kurmustur. Bu denemelerde kullandigi karpuz genetik
kaynaklarinda farkli oranlarda oviil gelisimi ve kallus olusumunu gézlemledigini
bildirmistir. Kar 37 ve Kar 147 genotiplerinde, 2.5 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ+500
uM Spd, 2.5 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ+500 uM Put ile 5 mg/1 2,4-D+0.5 mg/l TDZ
bulunan ortamlarda embriyo olusumu ve bitkicik gelisimini saglamis, ancak
bunlardan bitkiye doniisiimiin ger¢eklesmedigini bildirmistir. Kabakta oviil kiltiirii
calisma sonuglarimizda 5 mg/l 2,4-D'nin ve spermidine ile putrescine'nin
kullanildig1 ortamlarda farkli zamanlarda kurulan iki denemede birinci denemede
oviil gelisim sonuglar ikinci denemeye gore, kallus geligimi i¢in ise ikinci deneme
birinci denemeye gore daha basarili bulunmustur. Kallus gelisim oranlarina
bakildiginda 40 uM ve 160 uM dozundaki spermidine ve putrescine ortamlarinda

en iyi sonuglar elde edilmistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Kabak iilkemizde hem ortii alti, hem de acik alanlarda yetistiriciligi
yapilmakta olan bir sebze tiirlidiir. Diinyada ticari olarak yetistiriciligi yapilan
kabak bitkileri islah ¢aligmalar1 i¢in 6nem arz etmektedir. Saf hatlar elde etmek
icin yapilan 1slah caligmalar1 olduk¢a uzun zaman alan ¢alismalardir. Son
zamanlarda sik¢a caligmalarda yer alan haploidizasyon teknikleri ile daha kisa
zamanda daha az is yiikii ve daha az maliyet ile basarili sonuclar alindig1 verilerle
kaydedilmistir. Haploidi tekniklerinin avantajlarindan faydalanmak amaciyla bu
teknikler kabak tiirlerinde de 1slah ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Yazlik kabaklarda az sayida haploidi ¢alismalarimin yapildig: literatiirden
izlenmistir. Genel olarak bu sebze tiirlinde diisiik basari oraninin olmasi, halen
1slah ¢alismalarinda rutin olarak kullanimini sinirlandirmaktadir. Mevcut durum
g0z Oniine alindiginda yapilacak her galigma bu yonteme katki saglayacagi igin
onemli goriilmektedir.

Tez kapsaminda kabakta oviil kiiltiiriinde spermidine ve putrescine
uygulamalarinin haploid bitki eldesi iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada Elida
F1, Roni F1, Shakila F1, Seyden F1, Brilante F1 ve Chivas F1 olmak {izere 6 ¢esit

denemeye alinmis ve sonuglar maddeler halinde verilmistir.

e Deneme iki farkli gelisme doneminde kurulmustur. Calismalar arasinda 20
giinliik fark bulunmaktadir. Calisma sonug¢larimiz incelendiginde birinci
donem kurulan denemede daha yiiksek oviil gelisim yiizdeleri, ikinci
donem kurulan denemede ise daha yiiksek kallus olusumu goriilmiistiir. Bu
da ovaryumlarin toplandigi donemde g¢evre kosullarinin (6zellikle sicaklik)
oviil kiiltiirii bagarisin1 6nemli diizeyde etkiledigini ortaya koymustur.

e (Calismamizda genotip etkisi ¢ok 6nemli bulunmustur. Denemede yer alan
cesitlerden Brillante F1’in deneme kosullarinda en basarili oldugu, Chivas

Fr’in ise en disiik oviil ve kallus gelisimine sebep oldugu tespit edilmigtir.
49



5. SONUC VE ONERILER Begiim KARA

e Oviil gelisim sonuglar1 incelendiginde Elida F1 ¢esidinde 9 nolu (160 uM
Put+160 uM Spd) ortam kombinasyonunda oviil gelisimi % 55 oran ile
kontrol grubu oviil gelisiminden daha diisiik oranda bulunmustur. Ayni
sekilde Roni F1 ve Brillante F1 ¢esitleri 9 nolu ortamda, Seyden F1 ¢esidi 2
nolu (80 uM Spd) ortamda, kontrol grubu oviil gelisim verilerinden daha
iyi sonuclar vermislerdir. Ikinci oviil kiiltiiriine ait oviil gelisim verileri
kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim c¢esitlerde Put ve Spd
kombinasyonlarinin bulundugu ortamlarda oviil gelisim verileri basaril
bulunmustur.

e Kallus gelisim sonuglar1 incelediginde ise ikinci deneme sonuglari, birinci
deneme sonuglari ile karsilastirildiginda daha basarili bulunmustur. Birinci
deneme bulgulari incelendiginde en yiiksek sonuglar % 47 orani ile Shakila
F1 genotipinde ve % 45 orani ile Brillante F1 genotipinde 160 uM
Spd+160uM Put kombinasyonlarinin yer aldigi ortamlardan elde
edilmistir. Tkinci deneme sonuglarinda en basarili kallus gelisim oranm1 %
35 ile Brillante F1 genotipinde gozlenmis ve genel olarak 40 uM Put igceren
ortamlarda en iyi bulgular elde edilmistir. Tiim genotip sonuglarina
bakildiginda Spd ve Put iceren ortam sonuclari, kontrol grubuna goére daha
basarili bulunmustur.

e Kabakgillerde yapilan oviil-ovaryum c¢aligmalarinda oksin (2,4-D, NAA,
IAA ve benzeri) ve sitokinin (BAP, KIN, ve benzeri) bitki biiylime
diizenleyicileri kullanilmaktadir. Onceki calismalar gz oniine alindiginda
ozellikle kabakta yapilan c¢aligmalarda genellikle embriyo uyartimi igin
2,4-D (Metwally ve ark., 1998; Shalaby, 2007; Rakha ve ark., 2012; Kurtar
ve ark., 2016; Kurtar ve ark., 2018) tercih edilmistir. Bulgularimiz
incelendiginde Put ve Spd+Put igeren ortamlarimizda daha yiiksek oranda

basari elde edilmistir.
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Oviil-ovaryum kiiltiirii calismalarinda poliaminlerin kullanilmasi ile
basarili sonuglar elde etmenin 6nemi anlasilmig, fakat haploid bitkilerin
2,4-D'nin ve baz1 biiylimeyi diizenleyicilerinin kiiltiir ortam1 bilesenlerinde
yer almasi ile elde edilebilecegi Onerilmistir. Ayrica kabakta oviil-ovaryum
basarisinin diigiik olmasi ile ilgili buna yonelik ¢aligmalarin gelistirilerek
haploid bitki elde edilebilmesine katkida bulunacak aragtirmalarin
yapilmas1 gerektigi diisliniilmektedir.

Tez calismast1 ve bu konu hakkinda daha once yapilan caligmalar
incelendiginde elde edilen verilerin, kabakta ve diger kabakgil tiirlerinde
ginogenesis ¢alismalarinda haploid bitki eldesi i¢in poliaminlerin gelecekte
daha ¢ok c¢aligmalarda yer alacagi ve bu g¢aligmanin diger ¢aligmalara

onemli bir kaynak olacagi diisiiniilmektedir.
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