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OZET

HIYARDA (Cucumis sativus L.) GYNOGENESIS YOLUYLA HAPLOID
EMBRIYO ELDESINi ARTIRMAK UZERE DEGIiSiK UYGULAMALARIN
ETKIiSI

Hilal YURDAKUL

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilimi Dah
Danisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Haziran 2022; 34 sayfa

Bu c¢alismada, hiyarda (Cucumis sativus L.) gynogenesis yoluyla haploid embriyo
eldesini artirmak tizere degisik uygulamalarin etkisi arastirilmistir.

Calismada ti¢ farkli hiyar tipi (baby, mini, pickling), 4 farkli ortamda (C: CBM +
10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar, CS: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3
siikroz + %0,7 agar + 50mg/L spermidin, CP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz
+ %0,7 agar + 50mg/L putresin, CSP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7
agar + 50mg/L spermidin + 50 mg/L putresin) kiltire alinmigtir. Kiiltiire alinan
ovaryumlar, 3 giin 35°C karanlikta ardindan 2 giin 24°C karanlikta bekletilmistir. Kiiltiire
alinan ovaryumlar son olarak 9 giin boyunca 24°C aydinlikta bekletilmistir.

Kiiltiire alinan ovaryumlar 2 hafta siire sonunda MS + 4:1 (BAP:NAA)
hormonlariyla kombine olmus rejenerasyon ortamina alinmistir. Yaklagik 3 hafta sonra
ovaryumlar {izerinde olusan embriyolar kayit altina alinmigtir. Olusan tiim embriyolar,
igerisinde hormonsuz MS ortami bulunan tiiplere aktarilmistir. Gelisimlerini tamamlayan
saglikli embriyorlardan haploid bitkicikler elde edilmistir.

Denemede kullanilan 607 ovaryumdan 309 embriyo elde edilmistir. En fazla
embriyo olusturan genotip 1260 numarali genotip olmustur. Sonug¢ olarak en fazla
embriyo olusturan ortam, CP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D %3 siikroz + %0,7 agar +
50mg/L putresin ortami olmustur ve toplamda 126 embriyodan olusmustur. Olusan
embriyolardan toplamda 106 bitki elde edilmistir. En fazla bitki sayisi, CS: CBM + 10/1
KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L spermidin ortamindan elde
edilmistir. 1259 numarali genotip en fazla bitki eldesini saglamstir.

Besi ortamlarinin genotiplere gore embriyo basar1 durumlari karsilastirilmigtir. CP
ortaminda en fazla embriyo olusturan genotip pickling’tir. C, CS ve CSP ortamlarinda en
fazla embriyo sayisini mini hiyar genotipi vermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cucumis sativus L., Gynogenesis, Hiyar, Haploid
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ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT APPLICATIONS TO INCREASING HAPLOID
EMBRYO ACQUISITION THROUGH GYNOGENESIS IN CUCUMBER
(Cucumis sativus L.)

Hilal YURDAKUL

MSc Thesis in Horticulture Department
Prof. Dr. A. Naci ONUS

June 2022; 34 pages

In this study, the effect of different applications was investigated to increase the
yield of haploid embryos by gynogenesis in cucumber (Cucumis sativus L.).

In the study, three different types of cucumbers (baby, mini, pickling) were used
in 4 different media (C: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + 3% sucrose + 0,7% agar, CS:
CBM + 10/1 KINETIN). :2,4-D + 3% sucrose + 0,7% agar + 50mg/L spermidine, CP:
CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + 3% sucrose + 0,7% agar + 50mg/L putrescine, CSP:
CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + 3% sucrose + 0,7% agar + 50mg/L spermidine + 50 mg/L
putrescine) were cultured. The cultured ovaries were kept in the dark at 35°C for 3 days
and then at 24°C for 2 days. The cultured ovaries were finally kept in 24°C light for 9
days.

The cultured ovaries were taken into the regeneration medium combined with MS
+4:1 (BAP:NAA) hormones after 2 weeks. After about 3 weeks, the embryos formed on
the ovaries were recorded. All embryos formed were transferred to tubes containing
hormone-free MS medium. Haploid plantlets were obtained from healthy embryos that
completed their development.

309 embryos were obtained from 607 ovaries used in the experiment. The
genotype that produced the most embryos was the genotype 1260. As a result, the medium
that formed the most embryos was CP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D 3% sucrose + 0,7%
agar + 50mg/L putrescine medium and consisted of 126 embryos in total. A total of 106
plants were obtained from the resulting embryos. The maximum number of plants was
obtained from CS: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + 3% sucrose + 0,7% agar + 50mg/L
spermidine medium. Genotype 1259 provided the highest plant yield.

Embryo success status of the medium was compared according to genotypes. The
genotype that produces the most embryos in the CP environment is pickling. mini
cucumber genotype gave the highest number of embryos in C, CS and CSP media.

KEYWORDS: Cucumis sativus L., Gynogenesis, Cucumber, Haploid
COMMITTEE: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Prof. Dr. Ersin POLAT

Assoc. Prof. Dr. Halime UNLU



ONSOZ

Ulkelerin ilk dnceligi tarimdaki iiretim materyallerini iyilestirmektir. Ulke kendi
cesidini kullanarak, ihracat yapabilir, {ireticisinin ve tiiketicisinin arz ve taleplerine
cevaplar bularak daha iyi hizmet vererek kendi gelir diizeyini artirabilir. Ticari gesitler
yetistirilmeli ve mevcut ¢esitler gelistirilebilmelidir. Bitki ¢esitlerinin iyilestirilmesi
zamandan ve maliyetten tasarruf saglamaktadir. Bitki biyoteknolojisi, bu gereksinimin
varliginda ortaya ¢ikmig bir bilimdir. Haploid bitki iiretiminin 6nemi zamanla giderek
artacaktur.

Bu amag¢ dogrultusunda yiiriittiiglimiiz ¢alisma hiyar 1slahi1 yapan isletmelere
bliyiik yarar saglamis olacak ve bilim diinyasina biiyiik katki saglayacaktir. Bu calisma
uygun haploid protokolii olusturmaya yardimci bilgiler sunarak, yayginlastirilmasi igin
katki saglamasini dilerim.

Bu konuda caligmalarimi yoOnlendiren, oneri ve yardimlarini esirgemeyerek
yardimci olan, sonuca ulasmami saglayan degerli Danigman Hocam Prof. Dr. A. Naci
ONUS’a tesekkiirlerimi sunarim. Tez ¢alismam boyunca benden yardimlarini
esirgemeyen Uzm. Biyolog Zehra Ozgecan TANYOLAC YAZAN’a tesekkiir ederim.

Calismam boyunca maddi ve manevi destekleri ile daima yanimda olan ailem ve
arkadaslarima sonsuz sevgilerimle...



ICINDEKILER

OZET ..ottt bbbttt I

AB ST RACT Lt b ettt bbbt b e b i

ONSOZ ..ot iii

AKADEMIK BEYAN ....cooiiiiiiiiiintiesis st Vi

SIMGELER VE KISALTMALAR ......cocoooiiititiiicieee e, vii

SEKILLER DIZINI.....c.cooiiiiiiiiiiiiiiee ettt viii

CIZELGELER DIZINT ...cooviiiiictceeeeecee et iX

€ 12 £ OO 1

2. KAYNAK TARAMASI ..ottt 3
2.1. Cucurbitaceae Familyasinda Haploidlerin Elde Edilmesinde

Kullanilan YoOntemler........cccoouiiiiiiiiiie e 4

3. MATERYAL VE METOT ..ottt st 10

TR Y 1 =1 V7 | OSSPSR 10

3.2, MEBIOL ... 10

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilme Kogullart ...........cccooviiiiiiiiiiiiiciie e 10

3.2.2. Disi Cigeklerin AIINmMa EVIEST ....cc.eeiviiiiiiiiiiie i 11

3.2.3. IN Vitro CaliSmalari.........c..ccoueiiiiiieiie ettt 12

3.2.3.1. Embriyo tesvik ortamlarinin hazirlanmasi..........cccccooeeiiiiinnnnn 12

3.2.3.2. Disi Cigeklerin Sterilizasyonu ...........cccocveiieiiiiiieniieeneesieeiens 14

3.2.3.3. Ovaryumlarin Besin Ortamlarinda Kiiltiire Aktarilmasi............. 14

3.2.3.4. Hazirlanan Orneklerin On Uygulamasi ve Kiiltiir Kosullari ...... 16

3.2.3.5. Bitki Rejenerasyon ve Siirgiin Ortami.........coccoeveviiieiiiincnnenn. 17

4. BULGULAR ...ttt bbbt b e bt e nbe e 18

4.1. Genotip ve embriyo tesvik ortamlarina gore oviil tepKiSi..........ccooceviiiiinnnnnn 18

4.2. Genotip ve embriyo tesvik ortamlarma gére embriyo gelisim durumu............. 18

4.3. Genotip ve embriyo tesvik ortamlarina gore embriyo sayisal bulgulart............ 19

4.4. Genotip ve embriyo tesvik ortamlarina gore toplam bitki sayisal bulgulart...... 19

4.5. Genotiplerin embriyo tesvik ortamlarina gore embriyo ve bitki olusturma Orani

4.6. Besi ortamlarina gore ¢aligmada kullanilan hiyar genotiplerinin toplam bitki

sayisindaki basart durumu (%0)........o.oveiiiiii 22



4.7. Besi ortamlarina gore ¢alismada kullanilan hiyar genotiplerinin embriyo

basart dUurumu (90). . ..veieet i e 23
4.8. Besi ortamlarina gore ¢alismada kullanilan hiyar genotiplerinin embriyo
basart 0ranlart (%0)......ooueoe i 25
5. TARTISMA ..ottt ettt et e s e sbe et aneesreenteanee e 27
B. SONUGLAR ..ottt ettt er e be et e aneesreenteanee e 29
7. KAYNAKLAR oottt 31
OZGECMIS



AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Hiyarda (Cucumis sativus L.)
Gynogenesis Yoluyla Haploid Embriyo eldesini Artirmak Uzere Degisik Uygulamalarin
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

Co : Kobalt

Gy . Gray

% : Yiizde

g : Gram

g/L : Gram/L.itre

mg : Miligram

mg/L : Miligram/L.itre

ppm : Milyonda bir

n : Haploid

2n : Diploid

M : Molar

uM : Mikro molar
Kisaltmalar

CBM : Cucumber basal medium
2,4-D : Dichlorophenoxyacetic acid
MS : Murashige ve Skoog Besi Ortami1
B5 : Gamborg Besi ortami
BA : 6-Benzylamin

BAP : Benzylaminopurin

GA; : Gibberellik asit

ABA . Absisik asit

NAA : a-naphthalene acetic acid
IAA > Indolacetic acid

TDZ : Thidiazuron

Spd : Spermidin

Spm : Spermine

PA : Poliamin

Put : Putresin

DH : Double Haploid

KIN : Kinetin

ELS : Embriyo benzeri yap1
E20A : Hiyar besi ortami
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1. GIRIS

Ulkelerin &nceliklerinden biri tarimdaki iiretim materyallerini iyilestirmektir.
Ulkeler tarimsal iiriin gesitlerini kullanarak, ihracat yapabilir, {ireticisinin ve tiiketicisinin
arz ve taleplerine cevaplar bularak daha iyi hizmet vererek kendi gelir diizeyini artirabilir.
Ticari ¢esitler Uretilmeli ve mevcut cesitler iyilestirilmelidir. Bitki ¢esitlerinin
gelistirilebilmesi hem zaman hem de maliyet agisindan tasarruf saglamaktadir.
Biyoteknoloji bu ihtiyacin varliginda ortaya ¢ikmis bir bilim dalidir. Islah ¢alismalarinda
eskimis klasik metotlar zaman kaybina neden olmakta ve bu sebeple maddi kaynaklar
daha fazla tiiketilmektedir.

Ulkemizde, 1slah ¢alismalarinda tohum iiretimi yapilan arastirmalarin, ¢ok uzun bir
siirede gerceklesmesi, melez tohum iiretiminin ekstra zaman almasi ve zorlugu, farkl
cografyalardan getirilen tohumlarin maddi, lojistik ve tedarik zorlugu nedenleri ve
alisilmig standart 1slah yontemleri ile zorlasan sorunlara ¢oziimler iireterek, daha kaliteli,
daha verimli, daha ekonomik ve ¢ok hizli zamanda bitkisel iiretimi gerceklestirmek
gayesiyle biyoteknolojik yoOntemler kullanilmaktadir. Bitkisel doku kiiltiird,
biyoteknolojik ¢aligsmalar i¢inde 1slah yontemlerinde kullanilan ¢alismalarin basinda yer
almaktadir. Bu yontemle yeni ¢esitlerin 1slahi daha verimli ve daha hizli bir prosediir ile
gerceklestirilir. Biyoteknolojik yontemlerle gergeklestirilen c¢alismalarin haploid bitki
olusturmada 6nemli bir yeri vardir (Ercan vd. 1997).

Haploid bitki iiretme uygulamalarini kullanan bir kurulus, hizli bir sekilde iiriin
cesitlerini piyasaya sunabilir ve diger firmalara oranla ticari faaliyetlerinde bir adim 6nde
baslayabilir. Uzun yillara yayilan ¢aligmalar neticesinde olusan 1slah maliyetleri, kisa siire
zarfinda elde edilen bilgiler 15181nda, temel hatlarla daha da azaltilabilir. Giliniimiizde 1slah
caligmalar1 Ar-Ge faaliyetleriyle gelistirilmektedir. Islah yontemleri i¢inde giin gegtikce
yayginlagan haploid bitki teknolojisi yontemleri, eskimis geleneksel 1slah uygulamalari
ile olusturulmasi yillarca siiren, smirli bir genetik diizeydeki heterozigot bireylerin
homozigot bireylere doniistiiriilmesi islemi yerine, ¢ok kisa bir siire zarfinda heterozigot
bireylerden homozigot bireylerin olusturulmasi saglanmaktadir.

e

Somatik hiicreleri “n” sayida kromozomu bulunan bitkilere ‘“haploid” adi
verilmektedir (Pierik 1989, Sehirali ve Ozgen 1988). Haploid bitkilerin boylar1 nispeten
kisa, yapraklarimin ve ¢igeklerinin boyutlart daha kiiciik ve ciceklerin polen
olusturamamalar1 sebebiyle kisirdirlar, tohum olusturamazlar (Emiroglu 1980, Abak
1993, Caglar ve Abak, 1999). Bu sebeple haploid bireylerin 1slah calismalarinda
kullanilabilmeleri i¢in kromozom sayilar1 katlanarak dihaploid durumuna getirilmeleri
gerekmektedir. Ayrica haploid bireylerin kromozom sayilarinin katlanmasiyla %100
homozigot saf hatlar olusturulabilmektedir. Bdylelikle uzun bir siirece ihtiyag duyan
saflagtirma uygulamasi, bir yildan daha az bir siirede gergeklestirilebilmekte;
kombinasyon 1slah1 ve F. hibrid gesit 1slah1 programlarinda zaman yoniinden biiyiik
Olciide tasarruf elde edilebilmektedir.

Bilim insanlar1 1slah faaliyetlerini 6nemli Olgiide gelistirebilmek amaciyla
calismalarda bulunmuslardir. Bu ¢aligmalarin 15181inda 6nemli kazanimlar elde edilmistir.
En biiylik kazanim “‘F: Hibrid Giicii’” olmustur. Giiniimiizde F: hibrid giicii, verimdeki
yiikselisi ile bilim diinyasina 6nemli katkilar saglamistir (Akytiz 1988).
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F1 hibrid giicii, etki alaninin ¢ok genis olmasi sebebi ile kisa bir siire sonra bahge
bitkilerinde de uygulanmaya baslanmistir. Standart ¢esitlerin yerini almaya baslayan Fi
hibrid tohumu giiniimiizde iiretimi oldukca artmis ve diizenli olarak her sene yiizlerce
yeni ¢esitler piyasaya girmeye baslamistir. Bu ¢esitler birbirinden farkli 6zelliklere sahip
olarak ekolojik istekleri, verimlilik, hastalik ve zararlilara dayanim gibi konulari
incelemektedir (Akyiiz 1988).

F. hibrid varyasyonlar ebeveynlerine gore daha {istiin 6zelliklere sahiptirler (Macit
1972). Bunlar;

* Daha fazla toplam ve erkenci verim,

* Hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklik,

* Yiiksek adaptasyon kabiliyeti,

* Vejetasyon siiresindeki artis,

* Yiiksek kimyasal ve biyokimyasal igerigi,
* Yatmaya kars1 dayaniklik,

* Yiiksek kalite ve

* Erkencilik gibi 6zelliklerdir.

Bitki koruma yontem ve uygulamalarinin yayginlasmasi, birim alandaki verimin
yiikseltilmesi, toprak verimliliginin artirilmasi, yeni ¢esitlerin 1slah ¢aligmalar1 ve liretim
yontemlerinin iyilestirmesine yonelik faaliyetler gerceklestirilmektedir (Akman 1995).

Cucurbitaceae familyasi tiirlerinden hiyar (Cucumis sativus L.), giiniimiizde en
cok tiiketilen sebzelerin basinda gelmektedir. Hiyarda agik tozlanan cesitlerin yani sira,
hibrid gesitler de gelistirilmistir.

Bu ¢alismada, hiyarda (Cucumis sativus L.) haploid embriyo ve bitki eldesini
tesvik etmek i¢in poliaminlerin etkisini belirleyerek, saglikli embriyo olusturmasi
amagclanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Hiyar bitkisinin kok uzunlugu 30-50cm’dir. Govdesi giiclii olup stiliikleri sayesinde
tutunma o6zelligine sahip ve birden fazla bogum ve bogum aralarindan olusmaktadir
(Sevgican, 1999). Yapraklar spiral bi¢iminde dizilmis ve basit yaprak seklinde 3-5 loplu
ya da koselidir. Cigekleri genellikle tek evciklidir nadiren de olsa erselik’tir. Bununla
birlikte gynoik ve andromonoik ¢igek cesitleri de goriilmektedir. Disi ¢igekli ¢esitlerde,
dollenme gerekliligini ortadan kaldirmak amaciyla, giinlimiizde bazi ¢esitlere 1slah
metotlar1 uygulanarak partenokarp 6zelligi kazandirilmistir (Aybak ve Kaygisiz, 2004).
Erkek ve disi ¢igeklerin renkleri sar1 olup, 5’er adet ganak ve tac¢ yapraga sahiptir. Erselik
cicek yapisinda olan hiyar bitkilerinin ¢igekleri ise disi ¢icek seklindedir. Disi ¢igeklerin
omrii erkek ¢iceklerin 6mriinden daha uzun olup 40-48 saat yasar. Bu sebeple dollenme
Ozelligini korurlar. Tohumlar1 sartya yakin, beyaz renkte, basik, uzun ve oval
bigimindedir (Aybak ve Kaygisiz 2004).

Cucurbitaceae sebze tiirlerinin tabii olarak yabanci déllenmeleri sebebiyle 1slah
calismalari uzun yillar almaktadir. Bu slirenin minimum seviyeye getirilmesi, seleksiyonu
kolaylastirmasi, 1slah veriminin yiikseltilmesi gibi amaglarla bu familya tiirlerinde de
haploidi yonteminden faydalanilmistir (Lower ve Edwards 1986).

Poliaminler, putresin (diamin), spermin (tetramin) ve spermidin (triamin) dogada
yaygin olarak goriilen baglica polikatyonik dogal aminlerdir. Putresin ve spermidin
nerdeyse biitlin organizmalarda bulunurken, spermidin belirli 6karyotik hiicrelerde yer
almaktadir. Poliaminler (PA), bitki fizyolojisinin biiylime ve gelisim siirecinde 6nemli bir
goreve sahiptir. Bitki hiicrelerinde, bitki hormonlarindan daha fazla miktarda
bulunmaktadir. Hiicre bdliinmesi, embriyogenesis, koklenme, ¢iceklenme ve polen tiipii
gelisiminde poliaminlerin etkili oldugu bilinmektedir (Evans vd. 1989).

Farkli yogunluklardaki donér bitkiler {lizerine putresin, spermidin ve cycocel
piskiirtiilerek 6nemli miktarda haploid embriyolar iretilmistir. Spermidin (50mg) tam
gelismis bitkilerde %100 rejenerasyona sebep olmustur. Isinlanmis polen ile sonradan
gelistirilmis embriyolarin fidelere doniistiiriilmesinden sonra ovaryumlara uygulanan
uygun seviyelerdeki putresin, spermidin ve cycocel Cucumis sativus L.” yi gynogenesiste
basariy1 artirdig1 gozlenmistir (Ebrahimzadeh vd. 2018).

Mikrospor embriyogenezi iizerinde biberde (Capsicum annuum L.) ti¢ farkli deney
yapilmustir. Birinci deneyde, soguk (4°C) ve sicak (32°C) 6n uygulamalarinda,
Inspiration Fi, Mostat F: ve Magno F: ¢esitlerin dahil oldugu {i¢ tatli biber genotipinin
mikrospor embriyogenezi iizerine 1s1 soku (7 giin boyunca 32°C) etkisi arastirilmistir.
Ikinci deneyde, farkli yogunluklarda putresin (0, 0,5, 1, 2 ve Smg/L), uygulanmistir.
Uciincii deneyde, farkli yogunluklarda askorbik asidin (0, 20, 50, 100 ve 200mg/L) etkisi
arastirilmis ve sonuglar askorbik asidin (20 ve 50mg/L) uygulanmasinin uygun oldugu
gorililmiistiir. Mannitol besi ve 1s1 soku uygulamasi sirasinda (32°C) iiretilen kotiledon
embriyolarinin  sayisinda ve bunlarin kontrol denemesine kiyasla rejenerasyon
yeteneklerinde 6nemli bir iyilesmeye neden olmustur. Sonug olarak hem putresin hem de
askorbik asidin uygun yogunluklarda uygulanmasinin, biberde mikrospor embriyogenez
tizerine olumlu etkisi oldugunu gostermistir (Heidari vd. 2019).
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Donér bitkilerinin, genotipleri, indiiksiyonu, farklilasma ortamlar1 ve sicaklik 6n
uygulamasi gibi ¢esitli faktorlerin etkileri, hiyarin polinlenmemis bir ovaryum kiiltliriinde
embriyo benzeri yap1 (ELS) ve kallus olusumu iizerinde degerlendirilmistir. Dondr bitkisi
olarak kullanilan bes hiyar ¢esidinin hepsi ELS ve kallus liretmistir, ancak ELS ve kallus
olusum potansiyeli 5Snemli 6l¢iide degismistir. Indiiksiyon ortamina 1mg/L thiadiazuron
(TDZ) ve 1mg/L 6-benzilaminopurin (BA) eklenmesi, en yiiksek ELS olusum yiizdesiyle
sonu¢lanmistir. Bununla birlikte, en yiiksek kallus olusumu ytizdesi, 2mg/L BA, 0,5 mg/L
indol-3-asetik asit (IAA), Img/L giberellik asit (GAs) ve 32mg/L putresin igeren bir
indiiksiyon ortaminda gozlenmistir (%70,8). Aksine, farklilasma ortamlarinin hem ELS
hem de kallus olusum potansiyelleri lizerinde 6nemli bir etkisi olmamustir. Sicaklik sok
on tedavisi etkisi yoktur. Bu sonuclar, gelecekte hiyar iki katina ¢ikmis haploidlerin
verimli iiretimi i¢in kullanilabilir oldugu bildirilmistir (Tantasawat vd. 2015).

3 farkli sakiz ve siyah kabak cesitleri kullanilarak, oviil kiiltiiriinde spermidin ve
putresin uygulamalarinin haploid bitki elde edilmesine etkileri arastirilmistir.
Arastirmada poliaminlerin etkisini gérmek amaciyla Spd ve Put 40, 80 ve 160mg/L dozda
ayrt ayr1 ve her ikisi birlikte 80, 160 ve 320mg/L (1:1, v:v) dozlarinda kullanilmistir.
Kontrol grubu sadece 5mg/L 2,4-D igermistir. Kallus olusum sonucuna gore Elida F:
cesidi sadece putresin ve sadece spermidin i¢eren ortamlarda, Roni Fi ¢esidi put + spd
igeren ortamlarda kontrol grubuna oranla daha iyi sonuglar vermistir. Shakila F: spd ve
put + spd iceren, Seyden F: sadece put iceren, Brillante F: put ve put + spd iceren, Chivas
F: sadece put iceren ortamlarda da kontrol grubuna oranla daha iyi sonuglar vermistir.
Genel olarak en iyi kallus gelisim oran1 40mg/L put iceren ortamda goriilmiistiir (Kara ve
Sar1 2019).

"Calypso" ve "Green Long" hiyar ¢esitlerinde poliaminlerin (putresin ve spermidin;
5-1000uM) androgenez iizerindeki etkileri ¢alisilmistir. 2,0uM 2, 4 diklorofenoksiasetik
asit (2, 4-D), 1,0uM 6-benziladenin (BA) ve 0,25 M siikroz uygulamalarinin
embriyogenez oranini artirdigi ve spermidinin 200uM dozunda optimum yanit (sirasiyla
60 'Calypso' ve 'Green Long' anter basina 90,66 ve 100,33 embriyo) gézlemlenmistir.
Putresin ve spermidin uygulamalarimin daha yiliksek konsantrasyonlar1 (500 veya
1000uM), embriyogenez lizerinde olumlu bir etki gostermemistir. Embriyo farklilagmasi,
0,25uM a-naftaleneasetik asit (NAA), 0,25uM kinetin (Kn) ve 0,09 M siikroz ile
desteklenen B5 ortaminda elde edilmistir. Farklilagsmis embriyolarin 0,09 M siikroz ve
10uM absisik asit (ABA) iceren olgunlagsma ortamina aktarilmasi, embriyolarin
olgunlasmasiyla sonuclanmistir. Olgun embriyolar, 0,09 M siikroz i¢eren ¢imlenme
ortaminda bitkicikler halinde gelisme gdstermistir. 200uM spermidin igeren indiiksiyon
ortaminda anterlerden gelistirilen embriyolar maksimum rejenerasyon etkinligi
gostermistir (Kumar ve Murthy 2004).

2.1. Cucurbitaceae Familyasinda Haploidlerin Elde Edilmesinde Kullanilan
Yontemler

Hiyar (Cucumis sativus L.)’da son 30 yilda, isinlanmis polen, doéllenmemis
oviil/ovaryum kiiltiirii ve anter/mikrospor kiiltiirii ile in vitro tozlasma ve ana faktorlerinin
kapsamli analizi ile haploidler ve double haploidler iizerine ¢alismalar arastirilmistir.
Bitki 1slah1 ve genetiginde double haploidlerin uygulanmasina 6zel olarak odaklanarak
kromozom katlama ve ploidi tanimlama ydntemleri arasindaki siire¢ karsilagtirilmistir.
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Bu calismada, kabakgil tiirlerinde androgenesis, gynogenesis Ve parthenogenesis
etkinligini etkileyen mevcut sorunlari bildirilmistir (Dong vd. 2016).

Cucumis sativus L. anter kiiltiiriinde sekerlerin ve amino asitlerin embriyogenez ve
bitki rejenerasyonu tizerindeki etkileri arastirilmistir. Calypso ve Green Long ¢esitleri
incelenmigstir. En iyi embriyo indiiksiyonu siikroz 0,25 M’de olmustur. 60 Calypso ve
Green Long anterinde sirasiyla maksimum 72 ve 80 embriyo, embriyo indiiksiyon
ortaminda (B5) 0,25 M siikroz igeren 2,0uM 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 1,0uM
6-benziladenin (BA) ile desteklenmistir. Amino asitlerin embriyo indiiksiyon ortamina
eklenmesi, en iyi yanit1 veren her bir 1,0mM amino asidinin (glutamin, glisin, arginin,
asparagin ve sistein) kombinasyonuyla embriyo verimini iyilestirmistir. Embriyo
farklilasmasi 0,25uM a-naftaleneasetik asit (NAA), 0,25 kinetin (KIN) ve 0,09 M siikroz
ile desteklenen B5 ortaminda gerceklestirilmistir. Embriyolar, absisik asit (ABA) (10uM)
ve 0,09 M siikroz ile desteklenmis B5 ortaminda gelistirilmistir. Amino asitlerin bir
kombinasyonu (her biri 1,0mM olan glutamin, glisin, arginin, asparagin ve sistein) ile
desteklenen B5 ortaminda gelisen embriyolar, en yiiksek bitkicik rejenerasyon sikligini
sergilemistir (Kumar ve Murthy 2004).

Etkili bir hiyar (Cucumis sativus L., 2n = 2x = 14) anter kiiltiir protokolii gelistirmek
icin alt1 farkli deneme gerceklestirilmistir. Ekotipe bagli olan uygun sicaklik stresi, yani
soguk bolgelerden gelen hiyarlar soguk uygulamaya iyi yanit verirken, 1liman
bolgelerden gelenler 1s1l isleme iyi yanit vermistir. Embriyonik kallus indiiksiyonu i¢in
en iyi ortam, 4,44uM BA, 2,26uM 2, 4-D, 4,64uM, KIN %3 sakkaroz ve %0,8 agar ile
desteklenen MS ortami olmustur. Embriyo indiiksiyonu i¢in, 0,54uM NAA, 13,32uM
BA, %3 sakkaroz ve %0,8 agar ile desteklenen MS ortami optimal ve embriyo ¢imlenmesi
icin 2,22uM BA, %6 siikroz ve %1,2 agar iceren MS ortami en iyi sonu¢ vermistir. Bu
protokolii kullanarak, 16 genotipten kallus tiretilmistir. Anter basina 42 DH (%93 basar1)
elde edilmistir. Mikrosporlardan rejenerantlarin kaynag sitolojik, morfolojik ve AFLP
analizleri ile belirlenmistir (Song vd. 2007).

Hiyarin ti¢ genotipinde, iki Beith alfa F. hibridinde (BT1 ve BT2, gynoecious) ve
Dastgerdi'de ¢esidinde (DTG, monoecious) erkek cicek indiiksiyonu ve androgenezi
degerlendirilmistir. Gynoecious hiyar ¢esitlerinde erkek c¢igeklerin indiiksiyonu, ilk
gercek yaprak olusumundan sonra AgNOs (3mM), GAs (1,5mM) ve CoCl2 (3mM)'nin
tek ve kombinasyonlu piuskiirtilmesi ile degerlendirilmistir. Uygulamalarin
baslangicindan 6 hafta sonra cesitlere AgNOs, GAs ve CoCI2 piiskiirtiilmiistiir. Ug ¢esit
arasinda DTG, embriyogenik kallus olusumunun en yiiksek ytizdesini (%62,2) ve anter
basina embriyo sayisimt (1,81) gostermistir. GAs ile muamele edilmis bitkilerin
anterlerinde embriyogenik kallus olusum yiizdesi (%27,1) ve anter bagina embriyo sayisi
(0,23), AgNOs ile uygulanan bitkilerde o6nemli ol¢iide daha yiiksek olmustur.
Rejenerantlarin sitolojik ve SSR markor analizi, 16 bitkinin kendiliginden ¢ift haploid
oldugunu, 2 bitkinin diploid oldugunu ve bir bitkinin tetraploid oldugunu gostermistir
(Amirian vd. 2020).

2 farkli hiyar genotipi lizerinde daha 6nce yapilmis olan anter kiiltiirii caligmalarini,
daha verimli hale getirmek icin farkli denemeler kurulmustur. Potansiyel ve anter duvar
dokusu proliferasyonunun etkisi arastirilmistir. 4°C'de bir tomurcuk on islemi, anterlere
35°C'lik bir iglem, BAP ve 2,4-D ile kiiltiir ve ek bir 35°C islem ve ardisik kiiltiir ile kallus
morfogenezinin indiiksiyonunu iceren DH bitkileri iiretmek ic¢in bir yontem
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gelistirilmistir. Birinci genotip s1vi ortamda karanlikta, ikinci genotip kati ortamda 1s1kta,
anter duvar dokularmin proliferasyonu, kiiltiir ortamindaki anterlerin oryantasyonu ve
baslangi¢ anter kiiltlir ortaminin biiyiime diizenleyici bilesimi gibi faktorlerin de dikkate
deger bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Kromozom ikiye katlama oram (%81), ek
kromozom ikiye katlama adimlarmni diglayacak kadar yiiksek olmustur. Sonug olarak,
androgenez geleneksel gynogenesis ve parthenogenesis temelli yaklasimlara gore
gelistirilebilir ancak yine de daha uygun bir alternatif olarak sunmaktadir (Asadi vd.
2018).

Disi ovaryum ve 1s1 uygulamasinin gynogenesis indiiksiyonu iizerine etkisi
arastirilmistir. Besi ortamina thidiazuron eklenerek, karanlikta 24°C, 28°C ve 35°C’de 2-
5 giin kiiltiirde bekletilmistir. a-naftalin asetik asit ve 6-benzilaminopurin hormonu igeren
rejenerasyon ortamina ovaryumlar aktarilmistir. Is1 uygulamasinin ovaryumun optimal
gelisim evresinde gynogenesisin indiiksiyon etkinligini artirmistir. En yiiksek embriyo
say1s1, 35°C sicaklik uygulamasindan sonra meydana gelmistir. Maksimum gynogenesis
sikligi %18,4 iken, maksimum bitki rejenerasyonu %7,1°dir. Flow sitometri analizi,
rejenerantlarin %87,7'sinin haploid oldugunu gdstermistir (Gemes vd. 2002).

Hiyar (Cucumis sativus L.)’da TDZ iceren CBM Kkiiltiir ortamina AgNOs
eklenmistir. Yiiksek indiiksiyon frekanslari (%7,85- 125,14), anthesis sirasinda ve 0,03-
0,07mg/L TDZ'de, polinlenmemis oviiller bulunmustur. Histolojik analiz, embriyo
keselerinin, anthesis sirasinda tamamen gelistigini gostermistir. Ayrica, en yiiksek bitki
rejenerasyon orani, 0,05mg/NAA, 0,2mg/L BAP ve 5-10mg/L AgNOs ile takviye edilmis
CBM'de elde edilmistir. Flow sitometri analizi, rejenere bitkilerin %80'inin haploid
oldugunu gostermistir. Histolojik mikrograflar ve ploidi seviye analizleri, polinlenmemis
ovilllerden embriyolarin baslamasini, gelismesini ve c¢imlenmesini agik¢a ortaya
koymustur (Li vd. 2013).

Dondr bitkilerin genotiplerinin ve kiiltiir ortaminin iic asamasinin etkileri, iki kat
haploid i¢in kiiltiir ortaminin en iyi kombinasyonunu elde etmek icin polinlenmemis
ovaryum hiyar (Cucumis sativus L.) kiiltiiriinde degerlendirilmistir. Inatc1 gesitlerin
iretimi, embriyo benzeri yap1 (ELS) olusumu, farklilagma ve rejenerasyon ortamindan
onemli Olgiide etkilenmistir. ELS olusumu yiizdeleri %59,89’dur. Bununla birlikte,
genotipler ve indiiksiyon ortaminin ELS ve kallus olusumu iizerinde anlamli bir etkisinin
olmadig1 gézlemlenmistir. ELS, {iglincli asama kiiltiir ortaminda bitkiler elde edilmistir.
Topraga alindiktan sonra hayatta kalan 10 bitkiden 3’1 haploid, 1’1 triploid ve 6’s1
diploiddir. Bu sonuclar gelecekte hiyardaki DH’lerin {iiretimi i¢in yararli oldugu
diistiniilmiistiir (Sorntip vd. 2017).

Nisan'dan ekim'e kadar 'Arizona' misk kavunu ile yapilan denemeler, sezonun
haploid tiretim orani iizerinde biiyiik bir etkisi oldugunu gostermistir. En iyi sonuglar, 100
tohum basina ortalama 3 haploid embriyo ile 16 haziran'dan 15 eyliil'e kadar yaz aylarinda
elde edilmistir. Farkli cografi bolgelerden gelen genotipler haploid embriyolar tiretmistir
(Sauton 1988).

Haploidlerin hiyar (Cucumis sativus L.) yetistiriciliginde kullanilmasini engelleyen
en 6nemli faktdr, biiylik 6lcekte tiretimleri i¢in etkili bir yontemin bulunmamasidir. Etkili
bir ¢ift haploid iiretim sisteminin gelistirilmesi ve bunun kabakgillerin yetistirme
programlarinda daha fazla uygulanmasi, ¢esit gelistirme i¢in gereken zamani azaltabilir
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(Sauton, 1988). Sauton, ana bitkilerin ekilmesinden 36 hafta sonra parthenogenetik olarak
tiretilmis double haploid tohumlarinin elde edildigi kavun bitkilerinde deneysel bir
dihaploidizasyon siirecini tanimlamistir (Przyborowski vd. 1996).

Haploid embriyolarin kolay, hizli, ekonomik ve etkili bir sekilde elde edilmesi
amaglanmistir. Dort farkli yontem, kontrol olarak tohumlardan embriyolarin tek tek
¢ikarilmasi, tohumlarin 151k altinda incelenmesi, tiim tohumlarin kati besin ortaminda
kiiltiirlenmesi ve tiim tohumlarin sivi besin ortaminda kiiltiire alinmasi uygulanmistir.
Kullanilan bitki materyali, Fusarium oxysporum'un farkli wrklarina dayaniklidir.
Bahsedilen bitki materyali, duyarli CU 252 Kirkagac genotipinden BC4 nesli ve direncli
CUM 334 melezidir. Plastik bir sera altinda yetistirilen bitkiler 2008 ilkbaharinda 300
Gray gama 1511 ile 1sinlanan polenlerle tozlagmistir. Caligma sonucunda meyve basina
en yiiksek embriyo sayis1 7,7 olarak kontrol yonteminden elde edilmistir. Tiim tohumlar
ortamda 6,8, 151k altinda ise 5,7 olarak tiim tohumlarin kiiltiirlenmesi izlenmistir. Bununla
birlikte, bu ii¢ yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir.
S1v1 besleyici ortamda tiim tohumlarin kiiltiirlenmesinde embriyo gelisimi goriilmemis,
ancak yiiksek enfeksiyon sorunu goriilmistir. Zamanlama ile farkli yontemler
degerlendirildiginde, en iyi yontemlerin tiim tohumlar1 besin ortaminda kiiltiire almak
oldugu goriilmiistiir (Baktemur vd. 2010).

Calismada kullanilan sekiz genotipin hepsinden haploid ve double haploid bitkiler
elde edilmistir. Dondr bitki genotipleri, her genotipten elde edilen haploid embriyo ve
DH bitkilerinin sayis1 karsilastirilarak degerlendirilmistir. Dondr bitki genotipinin ve
yasinin DH bitkilerinin rejenerasyonu ve verimi tizerindeki etkisi degerlendirilmis ve
etkili oldugu bulunmustur (Galazka vd. 2015).

35°C’de sicaklik 6n muamele siiresi, TDZ ve giimiis nitrat konsantrasyonlar1 gibi
faktorlerin, ¢esitli hiyar (Cucumis sativus L.) ovaryum kiiltiiriinde embriyo olusumu
tizerindeki etkileri agisindan aragtirilmistir. Sonuglar, kiiltiiriin baglangicinda 35°C'de 3
giin boyunca bir termal sokun, 2 veya 4 giinden daha yiiksek embriyo olusumu siklig1 ile
sonuclandigini géstermistir. TDZ'nin embriyo olusumu iizerinde olumlu bir etkisi oldugu
tespit edilmistir. En yiiksek embriyo olusum orani (%72,7) indiiksiyon ortamina
0,04mg/L TDZ ilave edilerek kaydedilmistir. Sonuglar, indiiksiyon ortamina AgNOs ilave
edilmesinin embriyo olusumu siklig1 tlizerinde O6nemli bir etkisi olmadigini, ancak
embriyo filizlenme siiresinin kisaldiginm1 ve her ovaryum diliminde olusan embriyo
sayisinin artirdigi bulunmustur. Tiim uygulamalar ovaryum kiiltiiriine 1y1 yanit vermistir.
Elde edilen 40 rejenerant bitki arasinda 2 adet haploid bitki, 5 adet tetraploid bitki ve geri
kalani diploid bitki olarak bulunmustur. Mikrosatellit markorleri (SSR) kullanilarak elde
edilen bitkilerin homozigotlugu analiz edilmistir. 33 diploid bitkiden 17'si (%51,5)
double haploid olarak tanimlanmistir (Diao vd. 2009).

6 adet F: hiyar (Cucumis sativus L.) ovaryumlari, farkli konsantrasyonlarda (O,
0,01, 0,02, 0,03 ve 0,04mg/L) TDZ igeren kat1 MS ortaminda kiiltiire alinmustir. En fazla
embriyogenez basarisi, 0,04mg/L TDZ igeren MS ortaminda, summerstar ¢esidinden elde
edilmistir. Sonug olarak, TDZ'nin embriyo olusumu iizerinde olumlu bir etkisi oldugu
gozlemlenmistir (Mogbeli vd. 2013).

Calismada hiyarda 1ginlanmis polenlerle in situ uyartim sonucu elde edilen degisik
gelisme safhalarindaki  haploid embriyolar in vitro kiltire alinarak bitkiye
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donistiirilmeye caligilmistir. Bu amagla, 1992—-1994 yillar1 arasinda yilin degisik
mevsimlerinde dort degisik hiyar genotipinden elde edilen embriyolar steril kosullar
altinda E20A ortami iizerinde kiiltiire alinmislardir. Embriyolarin bitkiye doniisiim
oranlari ile bitkiye doniisme siireleri ve elde edilen bitkiciklerin in vitro gelisimleri, in
vitro klonlamayla ¢ogaltim olanaklari ve gogaltim katsayilari incelenmistir. Meyve basina
haploid bitki sayis1 ¢ok yliksek olmamakla beraber, iki yilin sonunda 4 genotipten
toplamda 190 adet haploid bitki elde edilmistir (Caglar ve Abak, 1999).

Diisiik dozlarda (0,2 ve 0,3), y 1sinlarinin (Co kaynagi) hiyarlar tizerindeki etkileri
aragtirilmigtir. incelenen tiim formlar tarafindan iiretilen toplam embriyo sayis1 arasindaki
fark en fazla izole embriyo sayis1t Gy-3 M ve BxOg (sirasiyla 111 ve 188) hibridlerinden
elde edilmistir, bitki rejenerasyonunun %3,3 oldugu tahmin edilmistir. ikinci denemede
miimkiin olan en diisiik 1s51nlama dozunu bulmak i¢in 1 melez lizerinde 4 doz (0,1, 0,2, ve
0,3 kGy) denenmistir. Sonu¢ olarak sadece diploid embriyolar iiretilmistir ve bitki
rejenerasyonu %7,7’dir. 0,1 kGy'nin daha fazla sayida haploid embriyo gelisimini tesvik
ettigi gozlemlenmistir (Faris vd 1999).

500 Gy'de bir Co-isim1 kaynagi ile 1smlanmis polen ile tozlagsma yoluyla
partenogenik embriyolarin uyarilmasi, partenogenik embriyolarin in vitro olarak
kurtarilmasi; hiyar ve kavun SSR markerleri kullanilarak homozigot bitkilerden
istenmeyen zigotik bireylerin ayirt edilmesi; flow sitometrisi ile homozigot bitkilerden
ploidi seviyesinin belirlenmesi; haploidlerin in vitro kromozom ikiye katlanmis olmasi
ve secilen hatlarin adaptasyonu ve kendileme yapilmasini igermektedir. Bazi sinirlayici
faktorlere ragmen, partenogenez rutin olarak bir nesilde tam homozigotluk elde etmek
icin hiyar 1slah programinda kullanilmaktadir (Claveria vd. 2005).

Cucurbitaceae familyasinda in vitro androgenesis ¢alismalarinda ¢ogunlukla kallus
elde edilmistir. Yiritilen bu ¢alismalarin sonucunda az sayida haploid bitki elde
edilmistir (Galazka ve Niemirowicz-Szczytt 2013).

Bu caligmada hiyar anterleri %8 siikroz icerikli MS + 100mg/L serin, 800mg/L
glutamin ve cesitli bitki bilylime diizenleyicileri (2,0mg/L 2,4- D ve 1,0 mg/L BA;
1,0mg/L 2,4-D ve 0,5mg/L BA,; 0,4mg/L 2,4-D ve 0,2mg/L BA) ile modifiye edilmis
kiltiir ortamlarina alinmistir. Calisma sonucunda kallus olusumu saptanmistir
(Suprunova ve Shmykova 2008).

Hiyar anter kiiltiiriinde farkli genotip ve BBD’lerin kombinasyonlarinin, kallus ve
gametik embriyo olusum iizerine etkisi arastirilmistir. Yiiriitiilen bu ¢aligmada 1,5uM
(mikromolar) kinetin ile 2uM 2,4-D’nin kombinasyonunda en yiiksek kallus olusumunu,
2uM 2,4-D ile 1,0uM BAP’1n (Benzilaminopurin) kombinasyonunda ise anter basina
diisen en yiiksek embriyo olusumu elde edilmistir (Hamidvand vd 2013).

Lazarte ve Sasser (1982) hiyar (Cucumis sativus L.) anterlerinin in vitro kiiltiiriinii
gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda kallus gelisimini takiben embriyo olusumu ve
organogenesisin meydana geldigini ancak haploid bitki elde edemediklerini
bildirmislerdir.

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

Kumar vd. (2003) hiyarda (Cucumis sativus L.) anter kiiltiiriinde ¢icek
tomurcuklarina soguk ©On uygulamasi {izerine yaptiklar1 caligmada, en yiiksek
embriyogenik kallus oraninin 2 giin soguk uygulamasindan sonra (%54,4) olustugunu ve
bitki elde edemediklerini bildirmislerdir.

Hiyar (Cucumis sativus L.) anterleri {izerine yiiriitilen ¢alismada, MS ortamina
émg/L 2,4-D ve 100g/L siikroz kombinasyonu kullanilmistir. Yiiriitilen calisma
sonucunda olusan kalluslar 0,05mg/L kinetin ve NAA (o-naftalin asetik asit) MS
ortamina aktarilmis ve 2,6 bitki/anter elde edilmistir (Mohamed ve Refaei 2004).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma 2019-2020, Eylil — Eylil tarihleri arasinda o6zel bir sirkette
gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Haploid embriyo olusum oranu, tiirlere ve tiir i¢inde de genotiplere gore degisiklik
gosterdigi daha once yapilmis olan ¢alismalarda bildirilmektedir. Calismada kullanilacak
materyal mini, baby ve pickling hiyar tiplerinden 3’er genotip olarak belirlenmistir.
Calismada kullanilan genotipler sirastyla 1132, 1140, 1142, 1252, 1259, 1260, 1267, 1271
ve 1273 olarak belirlenmistir.

Mini: Ortii alt1 sera yetistiriciligine uygun, orta-gii¢lii bogum aras1 ve yesil hafif
damarli meyve’dir.

Baby: Parlak, kaliteli meyve, erkenci, gii¢lii bitki yapisi, raf dmrii uzun ve ihracata
uygundur.

Pickling: Bogumda tekli meyve, erken koltuk verir, koltuk verimi yiiksek, sert
meyve, ihracata uygun, raf dmrii uzun ve meyve renginde agilma yapmaz.

3.2. Metot

Bu ¢alismada, hiyarda (Cucumis sativus L.) haploid embriyo ve bitki eldesini
tesvik etmek i¢in poliaminlerin etkisini belirleyerek, saglikli embriyo olusturmasi
amaclanmistir. Embriyo tesvik ortamlari; kontrol(C), spermidin(CS), putresin(CP),
spermidin + putresin(CSP) olmak iizere toplamda 4 besi ortamindan olusmaktadir.

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilme Kosullari

Topraksiz (kokopit) sera kosullarinda, hastalik ve zararlilardan uzak bir sekilde
donor bitki yetistirilmistir.
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Sekil 3.2. Dondr bitkilerin topraksiz sera kosullarinda yetistirilmesi
3.2.2. Disi Ciceklerin Alinma Evresi

Bu calismada kullanilacak genotipler belirlendikten sonra ilk ovaryum
olusumundan itibaren, son ovaryum olusumuna kadar ki tiim ovaryumlar anthesisten
(cicek agma) 1 giin 6nce toplanmaistir.

11
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a b c

Sekil 3.3. Donor bitkilerden alinmis olan ovaryumlar; a) baby; b) pickling; c) mini
3.2.3. In Vitro Cahsmalar:
3.2.3.1. Embriyo tesvik ortamlariin hazirlanmasi

Haploid c¢alismalarinda oncelikli amag, embriyo tesviki ig¢in uygun hormon
konsantrasyonu ve besi ortaminin belirlenmis olmasidir. Dort farkli besi ortami kiiltiire
alimmustir. Her bir besi ortamina, ayni oranda hormon konsantrasyonu hazirlanilmistir.
Besi ortamlarinin igerikleri;

C: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar (Kontrol)
CS: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L spermidin
CP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L putresin

CSP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L spermidin +
50mg/L putresin

12
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Cizelge 3.1. Temel besi ortamlarinin kimyasal igerikleri

Makro ve Mikro Bilegsikler MS mg/L CBM mg/L
KNO:s 1.900 950
NH4NOs 1.650 450
CaClz 332,02 160
MgS0, 180,54 -
MgS0, .7H20 - 180
KH2PO4 170 75
KI 0,83 0,7
HsBO:s 6,2 4
MnSQO, .H20 16,9 20
Na:MoO, .2H-0 0,25 0,2
CuSO, .5H20 0,025 0,016
CoClz .H20 - 0,016
CoClz .6H20 0,025 -
ZnS04 .7H20 8,6 4
CaNOs.4H-20 - 25
NaH2P0,4.2H20 - 25
(NH4)2S0, - 17,5
KClI - 3,5
FeNaEDTA 36,7 -
Myo- inositol 100 80
Thiamine 0,1

Nicotonic-acid 0,5

Pyridoxine 0,5

Glycine 2 0,1
Ca-pantothenate - 0,5
Biotin - 0,05
Sakkaroz 30.000 30.000
Plant Agar 7.000 7.000

pH's1 5,9 olarak ayarlanan besin ortamlar1 20 dakika 121°C otoklavda sterilize
edilerek steril kabin icerisinde 60mm capindaki petrilere esit miktarlarda pay edilmistir.
Sogumaya birakilan besi ortamlar1 kullanima hazir hale getirilmistir. Kiiltiire alinan
ovaryumlar 3 giin 35°C karanlikta, devaminda 2 giin 24°C karanlikta tutulmustur. En son
olarak petriler 9 giin boyunca 24°C aydinlikta bekletilmistir.

13
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3.2.3.2. Disi Ciceklerin Sterilizasyonu

Anthesisten 1 giin dnce toplanan ovaryumlar %3’liik (NaCIO) ¢ozelti igerisinde
18 dakika bekletilmistir, durulanmak tizere steril saf su ile 3 defa durulama islemi
yapilmistir.

Sekil 3.4. Sterilizasyon islemi
3.2.3.3. Ovaryumlarin Besin Ortamlarinda Kiiltiire Aktarilmasi

Sterilizasyonu bitmis ovaryumlar siizdiiriildiikten sonra filtre kagidinin {izerine
alimmustir. Steril pens ve bistiiri yardimi ile ovaryumun dis kabugu soyulmus ve enine
boyuna her bir ovaryum 4 esit pargaya boliinerek oviiller iistte kalacak sekilde petri
kaplarina yerlestirilmistir.

Embriyo tesviki i¢in kurulan denemelerde toplam 607 adet ovaryum kiiltiire
alinmustir.

14
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Sekil 3.5. Ovaryumlarin kesim agsamalari; @) meyvelerin siizdiiriilmesi; b) Ovaryumlarin
soyulmasi ve 4 esit pargaya boliinmesi; €) ovaryumlarin kiiltiire alinma igleminin son
bulmas:
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Cizelge 3.2. Denemede kullanilan ovaryum sayisi ve toplam kullanilan ovaryum sayisi

(adet)
ORTAMLAR VE ORTAMA KOYULAN OVARYUM SAYISI
Denemede Kullanilan Ovaryum Sayis1 (Adet)
. TOPLAM
GENOTIP | KONTROL CS c]p CSP OVARYUM
1132 8 12 12 14 46
1140 7 9 7 9 32
1142 8 16 13 14 51
1252 20 21 20 20 81
1259 20 23 22 23 88
1260 21 25 23 25 94
1267 17 19 18 18 72
1271 18 21 22 21 82
1273 15 16 16 14 61
Toplam 134 162 153 158 607

3.2.3.4. Hazirlanan Orneklerin On Uygulamas ve Kiiltiir Kosullar

Ovaryumlar besi ortamina alindiktan sonra 3 giin 35°C de karanlik inkiibatorde
bekletilmistir. iklim odasina alinan ovaryumlar 2 giin 24°C karanlikta bekletilmistir.
Karanlikta bekletilen ovaryumlar 9 giin boyunca 24°C 16 saat aydinlik/8 saat karanlik
periyotta, 3000 lix’liikk floresan lambalar (beyaz giin 15181) altinda iklimlendirme

kosullarina alinmistir.

[ —

Sekil 3.6. Yiiritiilen ¢alismada kullanilan inkiibator
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3.2.3.5. Bitki Rejenerasyon ve Siirgiin Ortam

2 hafta silirenin ardindan kiiltiire alinan ovaryumlar MS + 4:1 (BAP: NAA)
hormonlariyla kombine olmus rejenerasyon ortamina alinmistir. Yaklagik 3 hafta sonra
ovaryumlar {izerinde olusan embriyolar kayit altina alinmistir. Olusan tiim embriyolar,
icerisinde hormon bulundurmayan MS ortami bulunduran tiiplere aktarilmistir. Saglikli
gelisen embriyolardan haploid hiyar bitkicikleri elde edilmistir.

Sekil 3.7. Ovaryumlarin rejenerasyon ortamina ve siirgiinlerin siirglin ortamina alinmast;
a) Ovaryumlarin rejenerasyon ortamina alinmasi; b) Siirgiin olusumu; ¢) Tiiplere alinmis
olan bitkicik
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4. BULGULAR
4.1. Genotip ve embriyo tesvik ortamlarina gore oviil tepkisi

Bu c¢alismada kullanilan ovaryumlar kiiltiire alindiktan sonra 3 giin 35°C’de karanlik
inkiibatorde bekletilmistir. iklim odasma alman ovaryumlar 2 giin 24°C karanlhkta
bekletilmistir. Daha sonra ovaryumlar 9 giin boyunca 24°C’de 16 saat aydinlik/§ saat
karanlik periyotta bekletilmistir. Ovaryumlarda kallus olusumu ve oviil siskinlikleri
gozlemlenmistir.

4.2. Genotip ve embriyo tesvik ortamlarina gére embriyo gelisim durumu

Embriyolar gelisim siirecinde degisiklikler gostermistir. Bazi embriyolarin gelisimi
dogrudan secilebilirken, baz1 embriyolarin gelisimi ise ovaryum igerisinde olmus ve
bitkiye doniismiistiir.

Sekil 4.1. Ovaryum i¢inde embriyo

Sekil 4.2. Embriyonun ¢imlenmesi sonucu olusan bitkicik

18
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4.3. Genotip ve embriyo tesvik ortamlarina gore embriyo sayisal bulgular:

Denemede kullanilan 607 ovaryumdan 309 embriyo elde edilmistir. En fazla embriyo
olusturan genotip 1260 numarali genotip olmustur (Cizelge 4.1). Sonug olarak en fazla
embriyo olusturan ortam, CP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar +
50mg/L putresin ortami olmustur ve toplamda 126 embriyodan olugsmustur. Olusan
embriyolardan toplamda 106 bitki elde edilmistir. En fazla bitki sayisi, CS: CBM + 10/1
KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L spermidin ortaminda olugmustur.
En fazla bitki sayisin1 1259 numarali genotip olusturmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Besi ortamlarina gore olusan toplam embriyo sayisi (adet)

1132 3 2 8 0 13
1140 0 0 0 0 0

1142 0 2 6 1 9

1252 15 8 9 14 46
1259 14 38 23 16 91
1260 8 42 12 37 99
1267 0 0 10 1 11
1271 4 15 39 28 86
1273 4 1 19 11 35

4.4. Genotip ve embriyo tesvik ortamlaria gore toplam bitki sayisal bulgular:

Genotip ve embriyo tesvik otamlarinda olusan embriyolardan toplamda 106 bitki
elde edilmistir. En fazla bitki sayis1 CS besi ortaminda gzlemlenmistir.
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Cizelge 4.2. Besi ortamlarina gore olusan toplam bitki sayis1 (Adet)

1132 0 0 0 0 0
1140 0 0 0 0 0
1142 0 0 1 0 1
1252 5 3 1 2 11
1259 10 20 9 10 49
1260 2 7 0 3 12
1267 0 0 1 0 1
1271 0 2 10 8 20
1273 0 1 8 3 12

4.5. Genotiplerin embriyo tesvik ortamlarina gore embriyo ve bitki olusturma oram
(%)

1252 numarali genotipte C ortaminda %75 basar1 gosterirken bu oran CS, CP ve
CSP ortaminda biraz diismiistiir. 1259 numarali genotipte C ortamindaki basar1 %70 iken
bu oran diger ortamlarda artmistir ve %165 basart ile CS ortami en fazla basari
gostermistir. 1260 numarali genotipte en fazla basariy1 etkileyen ortam %168’lik bir
oranla CS olmustur ve bu orani takiben CSP %148 basar1 gostermistir. 1267 numarali
genotip C ve CS ortamlarinda basar1 gostermemistir fakat %56’lik bir oranla CP
ortaminda bagar1 gostermistir. 1271 numarali genotip diger ortamlara kiyasla en diisiik
basartyr C ortaminda gostermistir. Baby genotipinde c¢aligmada kullanilan diger
genotipler ile karsilastirildiginda basar1 biraz azalmistir. 1271 numarali genotip,
calismada kullanilmis diger tim genotipler ile karsilastirildiginda CP ortaminda %177
basar1 orani ile besi ortamlarindaki en basarili ortam oldugu gézlemlenmistir (Cizelge
4.3).
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Cizelge 4.3. Embriyo tegvik besi ortamlarinin basar1 durumu
EMBRIYO/OVARYUM (%)
Hiyar =1 & onotip c CcS cP cspP
Tipleri
1252 75 38 45 70
MINI 1259 70 165 105 70
1260 39 168 52 148
1267 0 0 56 6
PICKLING | 1271 22 71 177 133
1273 27 6 119 79
1132 38 17 67 0
BABY 1140 0 0 0 0
1142 0 13 46 7

Bitki sayisindaki basar1 durumu C ortaminda, mini hiyar genotipi disindaki tiim
genotiplerde basarili olmamistir. CS ortaminda, baby genotipi basarili olmamistir. CP
ortaminda, en fazla bitki sayisina sahip genotip pickling olmustur. CSP ortaminda, baby
genotipi basarili olmamistir, 1259 numarali genotip %43’liik oranla CSP ortamindaki en
basarili genotip olmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Besi ortamlarina gore olusan toplam bitki sayisindaki basar1 durumu

BiTKi/OVARYUM (%)
T}fgz; .| senotip C Cs cp CsP
1252 25 14 5 1
MINI 1259 50 87 41 43
1260 10 28 0 12
1267 0 0 6 0
PICKLING | 1271 0 1 45 38
1273 0 6 50 21
1132 0 0 0 0
BABY 1140 0 0 0 0
1142 0 0 8 0
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4.6. Besi ortamlarina gore cahismada kullanilan hiyar genotiplerinin toplam bitki
sayisindaki basar1 durumu (%)

Mini hryar genotipinde bitki sayisindaki basar1 oraninin en fazla oldugu genotip
CS ortaminda 1259 numarali genotip olmustur. CP ortaminda 1260 numarali genotipte
hi¢bir basar1 gézlenmemistir (Sekil 4.3).

Mini Hiyar Genotipinde Bitki Sayisindaki
Basari Orani (%)

(& E5 CcP CSspP

m 1252 w1259 = 1260

Sekil 4.3. Besi ortamlarina gére mini hiyar genotipinde toplam bitki sayisindaki basar1
durumu

Pickling hiyar genotipinde bitki sayisindaki basari oraninin en fazla oldugu
genotip CP ortaminda 1271 ve 1273 numarali genotip olmustur. C ortaminda higbir
genotipte basar1 gozlenmemistir. 1267 numarali genotip CS ve CSP ortaminda basarili
olamamustir (Sekil 4.4).

Pickling Hiyar Genotipinde Bitki Sayisindaki
Basari Orani (%)

C Ccs CP ESE:

m 1267 m1271 1273

Sekil 4.4. Besi ortamlarina gore pickling hiyar genotipinde toplam bitki sayisindaki basari
durumu
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Baby hiyar genotipinde bitki sayisindaki basar1 oraninda sadece CP ortaminda
1142 numarali genotipte goriilmiistiir (%8). Bunun disinda kalan tiim genotipler basarili
olmamistir (Sekil 4.5).

Baby Hiyar Genotipinde Bitki Sayisindaki
Basari Orani (%)

@ CS Cp CSp

1132 w1140 & 1142

Sekil 4.5. Besi ortamlarina gore baby hiyar genotipinde toplam bitki sayisindaki basari
durumu

4.7. Besi ortamlarina gore ¢calismada kullanilan hiyar genotiplerinin embriyo basari
durumu (%)

Besi ortamlarma gore embriyo basari durumu mini hiyar genotipinde basarili
olmustur. CS ortaminda 1259 ve 1260 numarali genotipler sirastyla %165, %168’lik bir
oran ile ¢ok basarili olmustur (Sekil 4.6).

Mini Hiyar Genotipinde Embriyo Basari
Durumu (%)

C (&) CcP ESP

m 1252 = 1259 = 1260

Sekil 4.6. Besi ortamlarina gére mini hiyar genotipinde embriyo basari durumu
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Besi ortamlarina gore embriyo basart durumu pickling hiyar genotipi CP
ortaminda basar1 gostermistir. 1271 numarali genotip en ¢ok basarty1 gostermistir (Sekil
4.7).

Pickling Hiyar Genotipinde Embriyo Basari
Durumu (%)

C S CcP

m 1267 m1271 = 1273

Sekil 4.7. Besi ortamlarina gore pickling hiyar genotipinde embriyo basar1 durumu
Besi ortamlarina gore baby hiyar genotipinde embriyo basar1 durumu en fazla CP

ortaminda 1132 numarali genotip olmustur (Sekil 4.8).

Baby Hiyar Genotipinde Embriyo Basari
Durumu (%)

]

C GS cpP GSP

m 1132 = 1140 - 1142

Sekil 4.8. Besi ortamlarina gore baby hiyar genotipinde embriyo basari durumu
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4.8. Besi ortamlarina gore calismada kullanilan hiyar genotiplerinin embriyo basari
oranlari (%)

C ortaminda embriyo basart orant mini (%68) hiyar genotipinde en fazla
embriyoyu olusturmustur. Pickling (%18) ve baby (%14) hiyar genotipi oran olarak
birbirlerine yakin olmustur (Sekil 4.9).

= Baby = Pickling = Mini

Sekil 4.9. C ortaminda embriyo basar1 orani

CS ortaminda embriyo basari1 orant mini hiyar genotipinde %78 basari orani ile en
fazla embriyoyu olusturmustur. Baby hiyar genotipi %6 basari orani ile en diisiik basariy1
gostermistir (Sekil 4.10).

Cs

m Baby m Pickling = Mini

Sekil 4.10. CS ortaminda embriyo bagar1 orant
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CP ortaminda embriyo basar1 oran1 pickling hiyar genotipi %53 basari orani ile en
fazla embriyoyu olusturmustur (Sekil 4.11).

cp

HBaby M Pickling = Mini

Sekil 4.11. CP ortaminda embriyo basar1 orani

CSP ortaminda embriyo basari oran1 mini (%56) hiyar genotipinde en fazla
embriyoyu olusturmustur. Baby hiyar genotipi %1 basari ile en diisiik oran1 vermistir
(Sekil 4.12).

csp

mBaby mPickling m Mini

Sekil 4.12. CSP ortaminda embriyo basar1 orant
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5. TARTISMA

Disi ovaryum ve 1s1 uygulamasmin gynogenesis indiiksiyonu iizerine etkisi
arastirilmistir. Besi ortamina thidiazuron eklenerek, karanlikta 24°C, 28°C ve 35°C’de 2-
5 giin kiiltiirde bekletilmistir. a-naftalin asetik asit ve 6-benzilaminopurin hormonu igeren
rejenerasyon ortamina ovaryumlar aktarilmistir. Is1 uygulamasinin ovaryumun optimal
gelisim evresinde gynogenesisin indiiksiiyon etkinligini artirmistir. En yiiksek embriyo
say1s1, 35°C sicaklik uygulamasindan sonra meydana gelmistir. Maksimum gynogenesis
sikligi %18,4 iken, maksimum bitki rejenerasyonu %7,1°dir. Flow sitometri analizi,
rejenerantlarin  %87,7'sinin haploid oldugunu gostermistir (Gemes vd. 2002). Bu
calismaya benzer sekilde yapmis oldugumuz bu arastirmada kullanmis oldugumuz
ovaryumlar kiiltiire alindiktan sonra 3 giin 35°C de karanlik inkiibatorde bekletilmistir.
Iklim odasma alinan ovaryumlar 2 giin 24°C karanlikta bekletilmistir. Daha sonra
ovaryumlar 9 giin boyunca 24 °C 16 saat aydinlik/8 saat karanlik periyotta bekletilerek
ovaryumlarin oviillerinde, kallus olusumu ve oviil siskinlikleri tespit edilmistir ve sonug
olarak 6n uygulamanin hiyar embriyo olusumunu olumlu etkiledigi diisiiniilmektedir.

Hiyar (Cucumis sativus L.)’)da TDZ igeren CBM Kkiiltiir ortamma AgNO;
eklenmistir. Yiiksek indiiksiyon frekanslart (%7,85-12,14), anthesis sirasinda ve 0,03-
0,07mg/L TDZ'de, polinlenmemis oviillerde bulunmustur. Histolojik analiz, embriyo
keselerinin, anthesis sirasinda tamamen gelistigini géstermistir. Ayrica, en yliksek bitki
rejenerasyon orani, 0,05mg/L NAA, 0,2mg/L BAP ve 5-10mg/L AgNOs ile takviye
edilmis CBM'de elde edilmistir. Flow sitometri analizi, rejenere bitkilerin %80'inin
haploid oldugunu gostermistir. Histolojik mikrograflar ve ploidi seviye analizleri,
polinlenmemis oviillerden embriyolarin baglamasini, gelismesini ve ¢imlenmesini agikca
ortaya koymustur (Li vd. 2013). Calismamizda, genotip ve embriyo tesvik ortamlarinda
olusan embriyolardan toplamda 106 bitki elde edilmistir. En fazla bitki sayisi, CS: CBM
+ 10/1 KINETIN:2,4-D + %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L spermidin ortaminda
olusmustur. En fazla bitki sayisin1 1259 nolu genotip olusturmustur.

Poliaminler, putresin (diamin), spermin (tetramin) ve spermidin (triamin) dogada
yaygin olarak bulunan baslica polikatyonik dogal aminlerdir. Putresin ve spermidin
hemen hemen tiim organizmalarda yer alirken spermidin baslica 6karyotik hiicrelerde
bulunur. Poliaminler (PA), bitki fizyolojisinin biiyltime ve gelisimsel siirecinde dnemli bir
islev gormektedir. Bitki hiicrelerinde, bitki hormonlarindan daha ytiksek seviyelerde
bulunmaktadir. Hiicre bdliinmesi, embriyogenezis, koklenme, ¢igeklenme ve polen tiipii
gelisiminde poliaminlerin iligkili oldugu belirtilmektedir (Evans vd. 1989). Yapmis
oldugumuz denemelerde poliaminlerin embriyo olusumunda olumlu etkileri oldugu
gozlemlenmistir. En etkili sonucun ise putresin oldugu gézlemlenmistir.

Farkl1 konsantrasyonlardaki donor bitkiler iizerine putresin, spermidin, ve cycocel
puskiirtiilerek 6nemli dl¢lide haploid embriyolar elde edilmistir. Spermidin (50 mg) tam
gelismis bitkilerde %100 rejenerasyona yol agmustir. Isinlanmis polen ile sonradan
tiiretilmis embriyolarin fidelere doniistiiriilmesinden sonra ovaryumlara uygulanan uygun
seviyelerdeki putresin, spermidin ve cycocel Cucumis sativus L.’yi gynogenesiste basarili
artirdig1 gézlenmistir (Ebrahimzadeh vd. 2018). Calismamizda, putresin ve spermidin’in
embriyo sayist ve ovaryum basina diisen bitki sayisinda artis gosterdigi gozlemlenmistir.
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Poliaminlerin (putresin ve spermidin; 5-1000uM) etkisi, Cucumis sativus L. cvs
"Calypso" ve "Green Long" androgenezi iizerinde calisiimistir. 2,0uM 2, 4-
diklorofenoksiasetik asit (2, 4-D), 1,0uM 6-benziladenin (BA) ve 0,25 M siikroz
embriyogenez oranini artirmig ve spermidin 200uM'de optimum yanit (sirasiyla 60
'Calypso’ ve 'Green Long' anter basina 90,66 ve 100,33 embriyo) gostermistir. Daha
yuksek konsantrasyonlarda (500 veya 1000uM) putresin ve spermidin, embriyogenez
olumlu bir etki gostermemistir. Embriyo farklilagsmasi, 0,25uM a-naftaleneasetik asit
(NAA), 0,25uM kinetin (Kn) ve 0,09 M siikroz ile desteklenen B5 ortaminda elde
edilmistir. Farklilagsmis embriyolarin 0,09 M siikroz ve 10uM absisik asit (ABA) i¢eren
olgunlagsma ortamina aktarilmasi, embriyolarin olgunlasmasiyla sonuglanmistir. Olgun
embriyolar, 0,09 M siikroz igeren ¢imlenme ortaminda bitkicikler halinde gelisme
gostermistir. 200uM spermidin iceren indiiksiyon ortaminda anterlerden gelistirilen
embriyolar maksimum rejenerasyon etkinligi gdstermistir ((Kumar ve Murthy 2004).
Denemede kullanilan 607 ovaryumdan 309 embriyo elde edilmistir. En fazla embriyo
olusturan genotip 1260 numarali genotip olmustur. Sonu¢ olarak en fazla embriyo
olusturan ortam, CP: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-D %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L
putresin ortami olmustur ve toplamda 126 embriyodan olusmustur. Olusan embriyolardan
toplamda 106 bitki elde edilmistir. En fazla bitki sayis1i, CS: CBM + 10/1 KINETIN:2,4-
D + %3 siikroz + %0,7 agar + 50mg/L spermidin ortaminda olugsmustur.
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6. SONUCLAR

Besi ortamina alinan ovaryumlarin hiicre boliinmelerini artirmak amaci ile 35 °C’de
2 giin karanlikta birakilmigtir. Aragtirmada kullanilan 6n uygulama isleminin embriyo
olusum oranmi artirdigi sonucuna varilmistir. Bu c¢alisma ile bekleme siiresinin
kisaltilmasi1 gelistirilebilir. Sicaklik ¢alismasi yapilan ovaryumlar, karanlik ortamda 24
°C’de 3 giin daha bekletilerek ortamdaki 2,4-D oksin hormonunun etkisini daha da
artirllmas1 amaglanmistir. Embriyo tesvikinde bu islemin faydali oldugu sonucuna
varilmstir.

Yapilan bu c¢alismada, daha O6nceden yapilmis olan caligsmalar gbz Oniine
alindiginda anthesisten 1 giin once toplanan ovaryumlar sterilizasyon isleminden sonra
kiiltiire alinip 3 giin 35°C’de karanlik inkiibatorde bekletilmistir. iklim odasina alinan
ovaryumlar 2 giin 24°C karanlikta bekletilmistir. Daha sonra ovaryumlar 9 giin boyunca
24°C 16 saat aydinlik/8 saat karanlik periyotta bekletilmistir. Bu uygulamalarin embriyo
olusumunda olumlu etkilerinin oldugu sonucuna varilmistir.

Ug farkli hiyar tiirlerinin poliaminler {izerindeki etkileri arastirilmistir.
Ovaryumlarin oviillerinde, kallus olusumu ve oviil siskinlikleri tespit edilmistir. Poliamin
uygulanan tiim gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda;

Mini hiyar genotipinde, spermidin grubunda ovaryum basina en fazla embriyo
sayist gozlemlenmistir. Embriyo miktarindaki yiikselis ile beraber ovaryum basina diisen
bitki sayis1 da artmistir. Bitki sayisindaki basar1 oraninin en fazla oldugu genotip CS
ortaminda 1259 numarali genotip olmustur. CP ortaminda 1260 numarali genotipte higbir
basar1 gozlenmemistir. Sonug olarak spermidin uygulamalar1 mini genotipte embriyo
olusumunda ¢ok verimli bir uygulama olmustur. Bununla birlikte, putresin ve spermidin
ve putresin’in dahil oldugu gruplar, kontrol grubundan daha yiiksek bir sonu¢ vermistir.
Ancak bu oran spermidin grubunda en yiiksek seviyededir.

Pickling hiyar genotipinde, putresin grubunda ovaryum basina en fazla embriyo
say1s1 gdzlemlenmistir. Embriyo miktarindaki yiikselis ile beraber ovaryum basina diisen
bitki sayist da artmistir. Yani, putresin uygulamasi, pickling genotipinde embriyo
olusumunda ¢ok verimli bir uygulama olmustur. Bununla birlikte spermidin ve putresinin
es zamanl uygulandig1 grup, kontrol grubundan daha yiiksek bir sonu¢ vermistir. Bu
calisma ile de bu kez bu oran putresin grubunda en yiiksek seviyededir. Pickling hiyar
genotipinde bitki sayisindaki basar1 oraninin en fazla oldugu genotip, CP ortaminda 1271
ve 1273 numarali genotip olmustur. C ortaminda higbir genotipte basar1 gdzlenmemistir.
1267 numarali genotip CS ve CSP ortamlarinda basarili olamamugtir.

Baby hiyar genotipinde, putresin grubunda ovaryum basina en fazla embriyo
sayis1 gozlemlenmistir. Embriyo sayisindaki artisla birlikte ovaryum basina diisen bitki
sayist da artmistir. Putresin'in olumlu etkisi gdzlemlenmistir. Ancak pickling ve mini
hiyar tiirlerine gore baby genotipinde bu oran daha diisiik oldugu gézlemlenmistir. Baby
hiyar genotipinde bitki sayisindaki basar1 oraninda sadece CP ortaminda 1142 numarali
genotipte goriilmiistiir (%8). Bunun disinda kalan tiim genotipler basarisiz olmustur.

Bu arastirmada yapilan c¢aligmalar ile hiyarda haploid embriyo miktarinin
artirtlmas1 ve bitki miktarinin artirilmast i¢in en verimli ydntemin bulunmasim
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amaglayarak, iilke ekonomisinin gelir kaynaklarinin artirilmasinda en 6nemli dayanaklar
olan tarim, teknoloji ve sanayi diinyasina yapilabilecek olan yatirimlara ve bununla
birlikte alinacak olumlu geri doniislere de katki saglanacag diisiiniilmektedir. Ulkemizde
halihazirda uygulanan 1slah ¢calismalarina bilimsel olarak veri saglayarak zamanla yapilan
caligmalarin gesitlenmesi, farkl: tiirler izerinde benzerlerinin yapilmasi ile biyoteknolojik
calismalarin artirllmas1 da Ongoriilmektedir. Ulkemizin disa bagimlilign konusunda
ihtiyacin azaltilacagi ve kiiresel olclide diger iilkelerin Oniine gegebilmek icin 1slah
caligmalarina daha fazla destek verilmesi dilegiyle.
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