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TESEKKUR

Caligmalarim boyunca farkli bakis agilar1 ve bilimsel katkilariyla beni aydinlatan, yakin
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en icten tesekkiirlerimi sunarim.



ZYMV DAYANIMLI FARKLI HIYAR TiPLERININ DOUBLE HAPLOID
ETKINLIGININ BELIRLENMESIi VE OVUL KULTURUNUN
OPTIMIZASYONU
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Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Mayis 2019
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OZET

Bu calismada iilkemizde ve diinyanin ¢esitli bolgelerinde problem olan Zucchini
Yellow Mosaic Viriisiine (ZYMV) dayanikli hat gelistirmek amaciyla kullanilacak oviil
kiiltiriiniin optimize edilerek farkli tipteki hiyar genotiplerinin double haploid
etkinliginin belirlenmesi amaclanmistir. Calismada 3 farkli yetistirme doneminde (2017
Ilkbahar, 2017 Sonbahar ve 2018 Ilkbahar) deneme kurulmustur. 3 adet onceki
calismalarda kullanilan ve basarili sonuglar elde edilen ovaryum kiiltiirii protokolii ile
daha sonraki donemlerde ilk 3 protokoliin modifiye edilmis hali kullanilarak 23 adet
hiyar genotipinin ovul kiiltiirii etkinligi belirlenmeye c¢alisitlmistir. 2017 yili ilkbahar
doneminde en basarili sonug veren 1. denemenin 1. protokoliinde maksimum embriyo
sayist 2.70 adet/petri olup K7 genotipten elde edilirken en diisitk embriyo sayisi Ticari
F1E’den (0.6 adet/petri) elde edilmistir. 2017 yili sonbahar déneminde petri basina
maksimum embriyo sayis1 2.77(K17) ile 2. denemenin 1. protokoliinde elde edilirken en
diigiik petri bagina embriyo sayis1 0.1 embriyo/petri 2. protokolden elde edilmistir. 2018
yilt ilkbahar déneminde en yiiksek petri basina embriyo sayist 1. protokolden (2.25
embriyo/petri) K19 genotipinden elde edilmistir. Diger taraftan en diisiik embriyo sayisi
ise 2. protokolden (0.05 embriyo/petri) elde edilmistir. 2018 yil1 ilkbahar doneminde 3.
denemenin 1. ve 2. protokollerden elde eldilen toplam embriyolar 5 farkli ortama
aktarilmig ve 23 adet hiyar genotipinden toplam 11 adet hiyar genotipi elde edilmis ve 4.
ve 5. protokollerde K5, K7, K13 ve Ticari FIL genotipleri basarili bulunmustur. Tim
elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde daha 6nceki ¢alismalarda oldugu gibi
farkli genotipler farkli protokollere embriyo olusumu ve bitkiye doniisiim bakimindan
farkli tepkiler vermistir. Bu bulgular 15181inda hiyar 1slah programlarinda yeterli sayida
double haploid bitki elde etmek i¢in mevcut protokollerin hiyar genotiplerine uygun
sekilde modifiye edilerek kullanilmasinda basariy: arttiracagi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Cucumis sativus, double haploid, ovul kiiltiirii
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DETERMINATION OF DOUBLE HAPLOID EFFICIENCY OF ZYMV
RESISTANT DIFFERENT CUCUMBER TYPES AND OPTIMIZATION OF
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Master Thesis, May 2019
Supervisor: Hasan PINAR

ABSTRACT
This thesis was conducted to optimize ovule culture to be used to develop resistant lines

against Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV), which is a common problem in Turkey
and other parts of the world and determine double-haploid efficiency of different types
of cucumber genotypes. Three ovarium culture protocols which were used and yielded
successfully outcomes in previous studies and modified versions of initial 3 protocols
were used in 3 different growth seasons (2017 spring, 2017 autumn and 2018 spring),
thus efficiency of ovule cultures of 23 cucumber genotypes were determined. In spring
2017, the most successful outcomes were achieved from the 1st protocol of the 1st
experiment and the greatest number of embryos (2.70 embryo/petri) was obtained from
K7 genotype and the lowest number of embryos (0.6 embryo/petri) was obtained from
commercial F1E genotype. In autumn 2017, maximum number of embryos per petri
(K17, 2.77) was obtained from the 1st protocol of the 2nd experiment and the lowest
number of embryos (0.1 embryo/petri) was obtained from the 2nd protocol. In spring
2018, the greatest number of embryos (2.25 embryo/petri) was obtained from the 1st
protocol of K19 genotype and the lowest number of embryos (0.05 embryo/petri) was
obtained from the 2nd protocol. The embryos obtained from the 1st and 2nd protocols
of the 3rd experiment of spring 2018 were transferred to 5 different media and 11
genotypes were obtained from 23 cucumber genotypes and K5, K7, K13 and
Commercial F1L genotypes were found to be successful in the 4th and 5th protocols.
Considering the entire results together, it was observed that as it was in previous studies,
different genotypes yielded different responses to different protocols with regard to
embryo formation and transformation into plant. It was concluded that to get sufficient
number of double haploid plants in cucumber breeding programs, available protocols
should be modified in accordance with cucumber genotypes and such modifications will

improve success of breeding programs.
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1.BOLUM

GIRIS

Hiyar (Cucumis sativus L.) meyvesi insan beslenmesinde 6nemli sebzelerden birisidir
ve biitlin yi1l boyunca gerek icerdigi besin maddeleri gerekse de istah agici rolii
nedeniyle tiiketilmektedir. Tiirkiye’de hiyar iiretiminde kullanilan tohumlugun parasal
degeri 100 milyon dolar1 ge¢mistir. Bunun yaklasik %40°1ik kism1 yerli tohum firmalari
tarafindan geri kalani ise yurtdisindan ithalatla karsilanmaktadir.

Kiilttire alinan en eski sebze tiirlerinden olan hiyarin anavatant Hindistan’dir. Orta Asya,
fran ve Anadolu iizerinden Avrupa'ya yayilmistir.

Hiyar (Cucumis sativus L.) diinyanin farkli bolgelerinde sera kosullarinda yetistirilip
taze olarak veya islendikten sonra yogun bir sekilde tiiketilen bir sebze tiiriidiir.
Ulkemizde ise hem kis sezonunda hem de yaz sezonunda yaylalarda yogun olarak
tiretilmekte ve diger sebze tiirlerinde oldugu gibi biiyiik potansiyele sahiptir.

Diinyada ve iilkemizde ftretim hibrit tohumlar ile yapilmakta olup son yillarda
iilkemizde 6zel ve kamu kuruluslan tarafindan yiiriitiilen 1slah programlar1 ile hem
tilkemiz tohum ihtiyacin1 kargilamak hem de diger iilkelere adapte olabilecek cesitlere
ait tohumlar ihracatinda yol almak en 6nemli oncelikler arasinda yer almaktadir. Fakat
diger tiirlerde oldugu gibi yeni cesitlerin sadece klasik 1slah metodlarin1 kullanarak
gelistirilmesi zaman almaktadir.

Klasik 1slah yontemlerini kisaltmak i¢in doku kiiltiirii teknikleri arasinda haploidi
teknigi sebze 1slahinda genis uygulama alani bulmustur. Haploidlerin en uygun
kullanim alani kendine uyusmaz tiirlerde dahi tamamen homozigot katlanmig haploid
(Doubled Haploid=DH) hatlarin hizla tiretimidir. Geleneksel yontemler ile saf hatlar
elde edilebilirse de bu islem zaman alicidir ve yabanci tozlanan bitkilerde 10-12,
kendine dollenen bitkilerde 6-7 yil gereklidir. Dioik tiirlerde kendileme olanaksizdir.
Haploidi yontemleri ile bu siireyi 1-2 yila indirmektedir.

Ovil kiltiirii ile birkag ay icinde haploid bitkiler ve bunlarin kromzomlarinin
katlanmasiyla tek bir generasyonda homozigot DH haploid bitkiler elde edilebilir. Bu
fertil homozigot bitkiler hibrit gesitlerinin gelistirilmesi igin gerekli saf hatlarin elde
edilmesinde ¢ok 6nemlidir. DH bitkiler normal mayoz agilimi gosterirler ve agilimla

istenen Ozelliklerini kaybetmezler (Reinert ve Bajaj, 1977).



DH hatlar mutlak homozigot olduklarindan resesif mutasyonlar1 tespit edilmesi ve
izolasyonu kolaylastirir. Dominansi etkisi kalkar ve eklemeli gen etkisi ikiye katlanir.
Yetistiriciligi  yapilan karisik c¢esitlerin  veya populasyonlarmin kisa siirede
saflastirilabilmesi haplodizasyonun diger bir avantajidir (Comlekgioglu, 2001). Hiyarda
hibrit ¢esit gelistirmek i¢in ¢ok sayida homozigot hatta ihtiyag duyulmaktadir. Fakat
cok farkli tipte ve ¢ok farkli sayida saf hat gelistirmek icin mevcut tiplerin double
haploid teknigine olan tepkisinin bilinmesi gerekmektedir.

Cucurbitaceae familyasinda ¢ogunlukla ovaryum kiiltiirii homozigot hat gelistirmek ve
genetik caligmalar i¢in en uygun metod olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ovaryum kiiltiirii
ile ilgili bir¢ok ¢alisma yiirtitiilmiis olup basarili sonuglar elde edilmistir. (Chambonnet
ve Dumas 1985; Dumas ve Chambonnet 1986; Gemes ve ark., 1997; Metwally ve ark.
1998; Diao ve ark., 2009). Ovaryum kiiltiirii hiyarda haploid ve double haploid bitki
elde etmek amaciyla kullanilmasina ragmen yapilan degerlendirmelerde ovaryum ve
ovul kiltiiriniin genotipe bagl oldugu bildirilmektedir(Gemes ve ark., 2002; Diao ve
ark., 2009). Bu yiizden benzer ¢aligmalar farkli hiyar genotiplerinde uygulanarak hiyar
genotiplerinin tepkilerinin belirlenmesi zorunluluktur.

Ulkemizde hiyar yetistiriciliginde en 6nemli sorunlarin basinda viriis hastaliklar
gelmektedir. Onemli verim ve kalite kaybina yol acan viriis hastaliklarmin herhangi bir
kimyasal yontemle miicadelesi de bulunmamaktadir. Ancak dayanikli ¢esit kullanarak,
virus tastyan vektorlerin girmesini engelleyen netler kullanarak veya bu vektorlerle
kimyasal miicadele ederek wviriis hastaliklarindan korunmak miimkiindiir. Ayrica
afitlerin kullanilan kimyasal ilaglara bagisiklik kazanma durumlar1 da bir handikaptir.
Kabak sar1 mozaik viriisii yaprak bitiyle taginir ve her gecen giin artan viriislerden
biridir. Bu etmenleri bitkilerin gelisimini bozmakla birlikte meyvelerin anormal
gelisimine neden olur ve meyve kalitesini diigiirerek pazarlanabilir iirlin miktarini
diislirir. Ayn1 zamanda meyve olusumunu da tamamamen engelleyerek ekonomik
olarak biyiik kayiplar maydana getirmektedir. Cucurbitaceae familyasinda zararl
olarak otuz iki tane viriis ve viriise benzer hastalik etmenleri kaydedilmistir. Bu viriis
etmenleri i¢inde, Zuccini Yellow Mozayik Viriisii Cucurbitaceae iiretiminde ekonomik
olarak kayiblara neden olan en 6nemli viriislerden birisidir (Lovisolo, 1980). Zuccini
Yellow Mozayik Viriisii ilk kez 1981 senesinde italya’da saptanmistir. (Lisa ve ark.,
1981) Italya’dan sonra diinyanin kabakgil yetistiren birgok iilkesinden de raporlar
kaydedilmistir(Nameth ve ark., 1983; Lesemann ve ark., 1984; Lisa ve Lecoq, 1984,



Davis, 1986; Dolores ve Valdez, 1988). Tiirkiye’de ilk kez 1984 yilinda Davis ve
Yilmaz tarafindan ZYMV saptanmistir. Cucubirtaceae familyasinda ekonomik
bakimindan kayiplara sebep olan viriislerden biri oldugu bildirilmistir (Yilmaz ve ark.,
1992; Yilmaz ve ark., 1994). Bu viriis hastaligi, hastalikli bitkilerde ciicelik, sarilik,
deformasyon, mozaik, bitkinin geng bolgelerinde incelmeye ve gigek azalmasina neden
olmakta ve bu sebeblede iiriin kayiplarina sebep olmaktadir (Blua ve Perring, 1992).
Basta Aphis gossypii ve Myzus persicae olmak tlizere Aphididae familyasindan birgok
yaprak biti ile non-persistent olarak (Ullman, 1991) ¢ok etkili ve kolayca yayilabilen
sar1 kabak virlisii zararlisiyla miicadele etmek i¢in, arazinin malg ile kapatilmasi,
transgenik bitkilerin kullanilmasi, kimyasal ilaglarin kullanilmasi gibi miicadelelerin
yapilmas1 bitki zararini azalmakta ve meyve pazarlanabilir kalitesini artirmaktadir.
(Summers ve ark., 1995; Clough ve Hamm, 1995). Bu viriise kars1 en iyi sonuglar ise,
cross protection ¢alismalarinda elde edilmistir. ZYMV’nin zayif ki (ZYMV-WK)
kuvvetli irka karsi basari ile kullanilmistir (Wang ve ark., 1991).

ZYMV’ ye dayaniklilik resesif yapida oldugundan her iki ebeveyin de homozigot
yapida dayanikli olmak zorundadir. Markir yardimiyla seleksiyon (MAS) yeni ¢esitlerin
gelistirilmesini hedefleyen 1slah ¢aligmalarinda klasik virus testlemesine ihtiyag
kalmadan sadece DNA profillerine bakarak bireylerin belirli bir hastaliga dayanikli olup
olmadig1 hakkinda bilgi vererek seleksiyon siiresini kisaltir. Ciinkii klasik viriis
testlemeleri ¢ogu zaman tekrarlanabilirligi diisiiktiir ve ¢evre kosullarindan olumsuz
etkilenir.

Bu c¢alismada iilkemizde ve diinyanin cesitli bolgelerinde problem olan Zucchini
Yellow Mosaic Viriisiine dayanikli hat gelistirmek amaciyla kullanilacak oviil
kiiltiiriiniin  optimize edilerek farkli tipteki hiyar genotiplerinin double haploid

etkinliginin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2.BOLUM

ONCEKI CALISMALAR

2.1. Double haploid eldesi ile ilgili calismalar

Haploidler ve double haploidler, bitki 1slahinda ¢ok Onemlidir. Homozigot hatlarin
iiretilmesi i¢in gerekli siirenin geleneksel 1slahla kisaltilmasi saglamaktadir.

Blakeslee ve ark. (1922) tarafindan Datura stramonium’da haploid bitkilerin
bulunmasindan sonra, haploidi ile ilgili ¢alismalar baslatmistir. Haploidlerin sagladigi
potansiyel, arastirmacilari haploid bitki elde etmek amaciyla yapilan denemelere
yogunlastirmistir. Chambonnet ve Dumas de Vaulx (1985), cucurbitacea da (Cucurbita
pepo L.) tozlanmamis ovaryumlar: kiiltiire alarak embriyo hiicrelerinden haploid bitki
tiretilmistir. Aragtirmacilar kiiltiir ortamina almis olduklar1 ovullerden embriyo aldiktan
sonra hormon free ortamina aktarmislardir. In vitro kiiltiiriinden en iyi sonug antesizden
1 veya 2 giin Once tozlanma gerceklesmeden olusan oviillerin kullanilmasiyla
tiretilmistir. Baz1 bitkiler haploid-diploid kimera, aneuploid, poliploid, ¢ogunlugunun
diploid oldugu gozlemlenmistir. Diploid bitkilerde yapilan genetik analizlerde elde
edilen 8 adet heterozigot F1 bitkisi ana bitkiden farkli oldugu gozlemlenmistir. Her bir
F1 bitkisi rejenerasyona ugradigindan farkli fenotipik 0Ozellige sahip oldugu
gozlemlenmistir. Rejenerasyona ugramis Fi bitkilerinin her biri farkli fenotipik
ozellikler gostermiglerdir. Sauton (1987), ticari bir F1 kavun g¢esidini in vitro
kosullarinda ortii altinda yetistirerek kendileme yapmis, daha sonra ovaryumlar
tozlanmadan 5 giin sonra toplamistir. Birka¢ damla Tween-20 damlatilmis olan %
10’luk hipo soliisyonunda 10 dakika siireyle yiizey sterilizasyonu yapilan ovaryumlari,
saf su ile 3 kez yikanarak petrilerin igerisinde bulunan nemlendirilmis filtre kagitlarina
steril ortamda konulmustur. Plasenta dokulari hassas bir sekilde uzaklastirilan oviilleri
20 g/l sakkaroz + 10 g/l agar hazirlanan MS ortaminda kiiltiire almistir. Kiiltiir
tarihinden 3-4 hafta icinde oviillerin ¢imlendigi, sonraki 4 hafta sonunda da iiretilen
bitkilerin topraga aktarilacak seviyeye geldigi gozlemlemistir. Kwack ve Fujieda (1988),
Cucurbitaceae moschata’nin tozlanmamis ovaryumlarimi doku kiiltiiriine alinarak

haploidi uyartimi1 incelenmistir. Arastiricilar, ovaryumlar antesiz agsamasinda iken



alinarak 48 saat boyunca 5 °C de 6n sicaklik uygulanan ovaryumlarindan alinarak
ovullerin 30 g\l oraninda sakkaroz iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. MS
ortaminin kullanilmasi ile en yiiksek sonug alindigint ve ovullerin % 17’sinde embriyo
olusturdugunu goézlemlemislerdir. Elde edilen bu embriyolar farkli bir ortama
alindiginda ¢ogunda kallus olusumu ve anormal morfolojik gelismeler gosterdigini ve
sadece birkag tanesinde normal siirglin ve kok olusumu gozlemlenmistir. Bu arastirma
sonucunda elde edilen 3 bitki igerisinde birinin diploid (2n=40), ikisinin ise tetraploid
oldugu saptanmustir. Gémés ve ark. (1996), Cucurbita da 2-3 cm uzunlugunda olan
dollenmemis (¢igek agamadan Once) ovaryumlarin dis kabuklar1 soyularak silindir
seklinde dilimlenip doku kiiltiiriine alinmistir. Eksplantlar, ilk olarak TDZ ve % 4
oraninda sakkaroz igeren ortama alimmistir. Sonra NAA ve BA’nin farkli bilesimleri
kullanilmis ve hazirlanan EI ortamina alinmistir. Yaklasik olarak 6 hafta sonra embriyo
olusumu gézlemlenmis ve her bir ovaryumdan yaklasik olarak 10-15 adet embriyo elde
edildigi gozlemlenmistir. Bu arastirmalar sonucunda tiretilen bitkilerin kromozom sayisi
Olgtimlerinde, % 70’inin haploid, % 30’unun katlanmis haploid ve aneuploid oldugu
bildirilmistir. Metwally ve ark. (1998a), Cucurbitaceae bitkisinin ovaryumlarini
antezisten 1 giin once toplanarak 0, 2, 4 ve 8 siire ile + 4 C 6n sicaklikta tutmuslardir.
Aragstiricilar elde edilen ovulleri ovaryumdan ayirarak 30 mg/1’lik sakkaroz, 8 g/l agar
ve 2,4 D’nin 0.1, 1.0, 5.0 ve 10 mg/I’lik 4 farkli konsatrasyonun hazirlandigt MS
ortaminda kiiltiire almis ve 25+1 C sicaklik ve 16 saatlik 151k periyodunda 28 giin
bekletmislerdir. Bu siire sonunda ovuller hormon free ortamina olan MS alinmistir.
Kiiltire alimmis olan 100 adet oviilden elde edilen bitki sayis1 gz Oniinde
bulunduruldugunda en ¢ok bitkinin, 6n sicaklik uygulamasi yapilmayan ovaryumlardan
cikarilan ovullerin, 1 veya 5 mg/l 2,4 D eklenen MS ortaminda in vitro kiiltiire alinan
ovullerden elde edildigi saptanmigtir. Gémés ve ark. (2002), bes adet partenokarpik
hiyar 1slah hatt1 (7D4C, KSOC, D20F2A5, E10D14, Perez ML) (ana ebeveyn) ve 1 adet
hibrit ¢esit (Perez F1) kullanarak ovul kiiltiirii yapmuslardir. Arastiricilar dondr bitkileri
ortiialtt kosullarinda yetistirilmis olan bitkilerinden tozlanmamis ovulleri tam ¢icek
agmadan 3 giin Once, 6 saat Once ve tam g¢icek agma evresinde toplayarak doku
kiltiriine almiglardir. Arastirma sonucunda her bir genotipte 150 oviil denenmistir.
Siirgiin olusturma ortamina (CBM) 0.02 mg/l TDZ ve % 4 sakkroz oranlarda ortam
hazirlanmis ve kiiltiirler 1s1ks1z ortamda 24 °C, 28 °C veya 35 °C’ deki sicaliklarda
inkiibe edilerek 2 ile 10 giin sonra kiiltiire alinmistir. Oviiller 0.05 mg/l NAA, 0.2 mg/|



BA ve %3 sakkaroz kullanilarak hazirlanan siirglin olusturma ortamina (CBM)
alindiktan sonra 26 °C’de, 16/8 saat (1sikli-1siksiz) 1sikli ortamda tutulmustur. Bu
calisma sonucunda arastiricilar en fazla embriyonun 35 °C sicaklik uygulamasindan elde
edildigini ve herbir oviil bagina {iretilen embriyo oraninin %18.4, bitki oraninin ise %7.1
oldugu saptanmustir.

Diao ve ark. (2009) hiyarda, Dumas ve Chambonnet (1986) ve Shalaby (2007) kabakta,
Kobayashi ve ark. (1993) tatli patateste ve Alan ve ark. (2004) soganda genogenesis
caligmalar1 yiiriitmiisler ve her genotip icin genogenesisin optimize edilmek zorunda
oldugunu rapor etmislerdir.

Mogbeli ve ark. (2013) 6 adet F1 hiyar ¢esidinde (Kashmir, Adergreen’, Summerstar,
‘Royal,2010-3 ve 502x605°) ovaryum kiiltiiriinii kullanmiglar ve 0.04 mg'L-1 TDZ
iceren MS ortaminda en basarili sonug¢ alindigi rapor edilmistir. Cesitler arasinda en
fazla embriyogenesis summerstar ¢esidinden elde edilmistir.

Gemes ve ark. (2002) hiyarda 32°C’de on sicaklik uygulamasi ile in vitro ovul
kiiltiirtinde haploid embriyo gelisimin yiiksek oldugunu bildirmistir. Yine Yang (1982)
ve Diao ve ark., (2009) embriyo olusumunun yiiksek sicakliktan etkilendigini rapor
etmiglerdir. Tim bu elde edilen bu bulgular sicaklik sokunun haploid embriyo
olusumunda etkili bir yol oldugunu gostermektedir (Shalaby 2007).

Caglar ve Abak (1996) tarafindan yiiriitiilen baska bir calismada yilin farkh
mevsimlerinde 4 farkli hiyar genotipinden olusturulan embriyolar steril kosullarda
E20A ortaminda kiiltiire almislardir. Elde edilen embriyolarin bitkiye doniisiim oranlari,
stireleri ve tretilen bitkiciklerin doku kiiltiirtindeki gelisimleri incelenmistir. Ayni
zamanda elde edilen bitkiciklerin kiiltiir klonlamasiyla ¢ogaltim imkanlart arastirilmis
ve ¢ogaltim Katsayilar1 belirlenmistir. Ileri gelisim safhalarindaki haploid embriyolar
globiiler sathadakilere gore daha kisa silirede (3.5 giinde) ve daha yiiksek oranda (1.
yil % 60, 2. yil % 80) bitkiye dontiismiislerdir. Mayis ve Eyliil aylar1 arasinda kiiltiire
alinan yilin 6teki donemlerine gére daha ¢ok sayida haploid bitki elde edilmistir. 2. yilin
haziran ayinda ise embriyolarin bitkiye doniisiim oranlar1 % 80 e ulasmustir. Uretilen
bitkicikler besin ortaminda ¢ok iyi bir sekilde gelismisler ve klonlamayla kolayca
cogaltilmistir. Arda arda 30’ar giin arayla yapilan ¢ogaltimlarda herbir bitkiden elde
edilen celik sayis1 3-12 arasinda degismistir. Her bir meyve basina elde edilen haploid
bitki sayis1 ¢ok yiliksek olmamakla birlikte, iki y1lin sonucunda 4 genotipten toplam 190
adet haploid bitki tiretilmistir.



Gynogenesis yoluyla haploid bitki iiretebilmek i¢in tozlanmamis ovullerin in vitro
kiltiirleri, yetersiz polenlerle tozlama ve kromozom eliminasyonu gibi farkli yontemler
yapilmaktadir.

Aalders (1958), hiyarda (Cucumis sativus L.) monoploid bitki tiretebilmek igin,
olgulasmamis meyvelerin tohumlarini suda yiizdiirme yoluyla ayirarak (hafif olan
tohumlar su yilizeyinde kalir) bu tohumlart embriyo kiiltiirline almistir. 13 adet
monoploid hiyar bitkisi iiretilmistir. Kabakgil familyasindan firetilen ilk monoploid
bitkilerden 8 adedi biiyiitiilmiis ve kolhisin uygulanmasiyla diploid bitki {iretimi
olmasma ragmen, yeni bitkiler elde edilememistir. Sonraki yillarda, Ginkgo Biloba
bitkisinde disi gametinden haploid dokular iiretilmistir (Tulecke, 1964). Solanum
melongola ve Zea mays’in ovaryumlarinda haploid hiicrelerin boliindiigii gozlenmis
(Uchimiya ve ark., 1971), Hordeum vulgare L. x Hordeum bulbosum L arasindaki
melezlemelerde de kromozom eliminasyonundan faydalanarak haploid embriyolar
tretilmis ve yeni besin ortamlart uygulanarak (Norstog, 1973) doku kiiltiiriinde
biiyiitiilmiistiir. Fakat bu ¢alismalarda haploid dokular ve embriyolarda bitki {iretimi
olmamustir. Iyonize radyasyonlar bitkilerde deneysel amagla birgok ¢alismalarda
kullanilmigtir (Sparrow, 1961).

San Noeum (1976), arpada (Hordeum vulgare L.) yaptigi ¢alismada her bir ¢igekteki
cicek tozlarinin gelisme durumuna gore ayirdigi dollenmemis yumurtaliklar: 3 boliime
ayrrarak kiiltiire alinmistir.  Gelismis yumurtaliklarin ¢icek tozlarimin tek c¢ekirdekli
oldugu sathada Gj, cift ¢ekirdekli oldugu sathada Gy, ii¢ ¢ekirdekli, ancak anthesisten
onceki sathada G olarak isimlendirilmistir. Farkli boylarda kiiltiire alinan bu {i¢ bolim
yumurtaliklardan G safhasinda olanlar sigsmis veya az sismis ve sonra dlmistiir. Bunlar
bu in vitro kiiltiirinde tiretilen ilk disi haploid bitkiler olarak rapor edilmistir. Dumas de
Vaulx (1979), kavunu (Cucumis melo L.) (2n=24), Cucumis ficifolius (2n=4x=48) ile
polen uygulamasi yapilarak tiirler arasi melezlemeler yapmistir. Arastirici, polenlerin
¢im borusu gelisimini stigmay1 uyarmak igin stigmalar yiizeysel olarak kesilmis ve disi
cicekler kavun polenleri ile tozlanmistir. Bu meyvelerden elde edilen tohumlar
ekildiginde melez bitkilerin ¢ikmadigr ve daha kii¢iik boyutlarda bitkilerin gelistigi
gbzlemlenmistir. Arastirici, bitkilerde yapmis oldugu kromozom sayimlar1 sonucunda,
bu bitkilerin haploid yapida oldugunu; haploidi oranlarinin ise ilkbahar doneminde %
0.284, sonbahar doneminde ise % 0.07 oldugunu bildirmistir. Asselin de Beauville

(1980) cgeltikte (Oryza sativa L.) in vitro kiiltiirliyle haploid bitki {iretimi i¢in explant



olarak kullanilan dollenmemis yumurtaliklar ile basarili oldugu goézlemlenmistir.
Aragtirmaci, farkli pH degerleri (6.0, 6.4, 6.8) ile ortama katilan farkli sakkaroz
degerleri (% 2, % 3, % 6) ve maya 0ziiniin etkilerini incelemis ve en iyi sonucun % 6
sakkaroz ile 2 g/l maya 06zii bulunduran ve pH degeri 6.4 olan ortamdan alindigi
saptanmistir. Bu ortamdaki haploidi oran1 % 1.3 ve bu oranin haploid bitkiye doniisiim
orant % 19.4 oldugu saptanmistir. Zhou ve Yang (1980) celtikte (Oryza sativa L.)
Asselin de Beauville ve Kuo(tarih) tarafindan adapte edilen alisilmis oviil kiiltiirii yerine
basakcik kiiltiirtinii kullanmistir. Arastirmacilar basakcik kiiltiirlinii kullanarak, in vitro
kiiltiire aldiklart celtik cesitlerinden 156 japonica ¢esidinin tamamindan, 4 indica
¢esidinin de 2 sinden basarili sonuglar elde etmislerdir. Zhu ve ark. (1980) ile Zhu ve
Wu (1981) tozlanmamis yumurtaliklarin kiiltiire alinarak haploid bitki {iretme yontemini
erkek kisir tiitin (Nicotiana tabacum) hatlarina uygulanarak en iyi sonuglar elde
edilmigtir. Arastirmacilar, haploid tiitiin bitkilerini {ireterek, yeni donor bitkileri
ovaryum kiiltiiriinde kullanmislardir.

Sitbon (1981) tarafindan, Gerbera jamessonii bitkisinde tozlanmamis oviillerin doku
kiltiirti ile klorofile sahip haploid bitkiler elde edilmistir. En iyi sonucu MS+ 2mg/I
BAP veya Kinetin+ 0.5 mg/l IAA besin hormonlariyla hazirlanan ortamlardan alindigi
bildirilmistir.

Wang ve Kuang (1981), arpada yaptiklart ovaryum kiiltiirinde, ovaryumlar kallus
olusturmadan direkt olarak kok ve siirgiin meydana getiren bitkicikler tiretmislerdir.
Aktarilan arpa bitkilerindeki kok ucu kromozom sayimlari ile in vitro kiiltiirtinden elde
edilen bitkiciklerin haploid olduklari saptanmigtir. Compositae familyasina ait tiirlerden
ozellikle Gerbera jamessonii ve Helianthus annus da doku kiiltiiriinde gynogenesis ile
ilgili birgok ¢alisma ylirttiilmiistiir.

Sitbon (1981), Gerbera jamessonii bitkisinde gynogenesis in vitro kiiltiirii ile haploid
bitki tiretimi i¢in ¢aligtlmistir. Arastirmaci, ovaryum in vitro kiiltiirinden olumlu bir
sonu¢ alamadigi halde, tozlanmamis oviilleri doku kiiltiirene alarak haploid bitkiler
iretmeyi basarmistir. Ayni arastirmaci, degisik ortamlarin haploid olusumundaki
etkilerini de incelemistir. En iyi sonucu 2 mg/l BAP veya kinetin+ 0.5 mg/l 1AA
hormanlari ile hazirlanan MS besin ortamindan elde edilmistir.

Wu ve Cheng (1982), tiitiinde tozlanmamis gen¢ ovaryumlar1 doku kiiltiirene alarak
haploid bitkiler (n=24) iiretmislerdir. Haploid bitkicikler kallus olusturma evresi direkt

olarak megaspordan veya yumurta hiicresinden olustugunu bildirmislerdir. Kiiltiir



ortamina konulan thiamin, pyridoxine, ascorbic asit, nicotinic asit, inositol ve folik asit
oranlar1 arttirlldiginda doku kiiltiiriine alinan ovaryumlardan embriyoid ve
embriyogenik kallus eldesinin arttig1 saptanmistir. Arastirmacilar, hormonlarin embiryo
eldesi icin gerekli oldugunu, ancak embriyogenik kallus eldesi i¢in gerekli olmadigini
bildirmislerdir.

Dryanovska ve llieva (1983), kavunda (Cucumis melo L.) organogenesis ve
haploidinin elde etmek amaciyla anter ve oviil kiiltiirii ¢alismalarin1 yapmuslardir.
Arastirmacilar, ovulleri plasenta ile in vitro kiiltiire aldiktan sonra kallus elde ederek
bunlar1 haploid bitkiye dontistiirmiislerdir ve bu bitkilerden de birer tane haploid bitki
elde edilmistir.

Troung-Andre ve Demarly (1983), misirda 3 hat ve 2 melez ¢eside ait tozlanmamis
ovaryumlari in vitro kiiltiire alarak gynogenesis yontemiyle haploid bitki tiretiminde
genotipin ve mevsimin etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilarin yapmis
oldugu denemede kullandiklar1 bes ¢esitten sadece birinden iyi sonug¢ alimmustir. Kiiltiir
icin kullanilacak materyaller ilkbahar mevsiminde daha etkili oldugu bildirilmistir.
Hosemans ve Bossoutrot (1983), seker pancarinda (Beta vulgaris L.) erkek kisir 4
farkli genotipin oviillerini anthesisten bir Onceki evrede, farkli oranlarda oksin ve
sitokinin kullanilarak hazirlanan ortamlara alinmistir. Oviillerin bir veya iki ay
icerisinde genotip ile kullanilan oksin ve sitokinin oranlarina bagh olarak % 4.4
arasinda degisen oranlarda, mikropil c¢evresinde kalluslar veya embriyolar
olusturduklarmi gozlemlemislerdir. Arastirmacilar in vitro ortamina alinan ovullerin
yaklagik olarak % 2.1’nin kallus veya embiryo olusturdugunu, bunlardan da 17 tane (%
10.9) bitki olustugu saptanmistir. Elde edilen bitkiler vejetatif olarak ¢ogaltilip topraga
dikilmistir ve topraga dikilen bu bitkilerin bazilarinin koklerinde spontan kromozom
katlanmalar1 oldugu ve bitkilerin diploid hale geldikleri bildirilmistir.

Meynet ve Sibi (1984), Gerbera jamesonii de tozlanmamis ovulleri in vitro ortamina
almiglardir. Déllenmeden 6nce alinan ¢igeklerin ovulleri ¢ikarilarak, kallus olusumunun
baslangici, aktarimi, bitkiciklerin gelisimi ve koklenme olmak iizere 4 farkli ortama
belirli araliklarla dikilmistir. Arastirmacilarin denemede kullanmis olduklar1 Fresultane
¢esidinde in vitro kiiltiirii baglangicindan itibaren 60 giinden daha az zamanda ve % 4-7
oraninda haploid bitkiler tiretilmistir.

Arastirmacilar, Gerbera jamesonii de haploid bitki iiretiminin genotip ve mevsimden

etkilendigini aciklamisg ve bitki {liretimi haziran ayinda % 4.64 oraninda iken, eyliil
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aymnda % 7.47 oraninda yiikseldigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda arastirmacilar bu
yontemin Compositae familyas1 tiirlerinden olan enginar ve marul iginde
uygulanabilecegini agiklamiglardir.

Chambonnet ve ark. (1985), kabakta (Cucurbita pepo L.) tozlanmamis ovullerin
kiiltiire alinarak embriyo hiicrelerinden haploid bitkiler {iiretilmistir. Arastirmacilar
uygun in vitro kiltiri kosullarinda kiiltiire alinmis olan ovullerden iirettikleri
embriyolar1 bitkiye donmeye basladiginda hormon free ortamina aktarimi yapilmustir.
Bu arastirmada en yiiksek sonuglar ¢igek agmadan 1 - 2 giin onceside dollenme
gerceklesmeden toplanan ovullerin ¢alismada kullanilmasiyla elde edilmistir. Elde
edilen bitkilerin ¢ogu diploid, bazilar1 haploid kimera, bazilar1 ise aneuploid veya
polyploid oldugu elde edilmistir. Bu calismada elde edilen diploid bitkilerin genetik
analizinde ana bitkiyle karsilastirma sonucu ana bitkiye benzemeyen 8 heterezigot F1
bitki elde edilmistir. Farklilasmis olan F1 bitkilerin her birinde farkli fenotipler
gorilmistir.

Bornman (1985), Seker pancarinda belli bir oranda gynogenik embriyolar iirettigini ve
bu embiryolarin bazisindan haploid bitki elde edildigini bildirmistir.

Hosemans ve Bossoutrot (1985), degisik in vitro ortamlarinin seker pancarinda (Beta
vulgaris L.) oviil gelisimine olan etkisi gézlemlenmistir. 2 mg/1 oksin ve 80 g/l sakaroz
ile hazirlanmig ortamda en yliksek haploid bitki oranini1 (% 4.4) olarak elde edilmistir.
Arastirmacilar haploid bitki oraninin, 4 mg/l 2.4 D, 60 g/l sakkaroz ile hazirlanmis
ortamda ise haploid bitki oraninin % 0.2’ye kadar diistiigiinii belirtmislerdir.

Sauton (1987), ticari bir F1 kavun ¢esidini in vitro kosullar1 altinda serada yetistirerek
kendileme yapmuistir. Aragtirmaci, ovaryumlar1 déllenmeden 5 giin sonra alip, % 10 luk
hipo ile birka¢ damla Tween 20 damlatilmis soliisyonla 10 dakika boyunca yiizey
sterilizasyonu yapilmis ve saf su lic kez yikandiktan sonra igerisinde Onceden
nemlendirilmis filtre kagitlar1 bulunan petrilere steril kosullarda aktarilmistir. Plesanta
dokular1 ¢ikartilmis olan ovuller 20 g/l sakkaroz ve 10 g/l agar ile hazirlanmig olan MS
ortamina alindiktan 3-4 hafta sonra ¢imlenmeye basladig1 ve 4 hafta sonra da bitkiler
topraga dikilecek duruma geldigi gozlemlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda Cucumis
familyas1 icerisindeki tiirler aras1 melezlemelerde bu yontemlerin kullanilabilecegi
belirtilmistir.

Gelebart ve San (1987), aycigeginde gynogenesis kiiltiirli iizerinde yapmis olduklar

arastirmalarda, 8 genotip kullanilmig ve bu genotiplerin bazilar1 erkek kisir oldugu
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beyan edilmistir. Arastirmacilar, ilk olarak 1s1ksiz ortamda in vitro kiiltiire aldiklar1 ve
daha sonra rejenerasyon olusturmasi i¢in 1s1kli ortama alinan ovaryumlardan yaklasik
olarak % 0.5 oraninda bitki iiretilmistir. Uretilen 37 tane bitkiden 20 sinin haploid, 8
tanesinin diploid, 9’unun da mixoploid (2n+n) oldugu belirtilmistir.

Shail ve Robinson (1987), yaptiklari bir ¢alismada Cucucurbita pepo cv. Black Jack,
ile C. Ecuadorensis in dollenmesinden 24 ile 72 saat sonra alinan oviillerin besin
ortamina alindiktan sonra kallus ve kok olusumu gozlemlenmis ancak bitki olusumu
gozlemlenmemistir. Ayni zamanda olgun meyvelerin embriyolar1 kiiltiire alinmasiyla,
tirler aras1 melezlemelerden hibrit bitkiler elde edilmistir. Kwack ve Fujieda (1988),
Cucurbitaceae moschata da tozlanmamis oviillerden somatik embriyolar elde edilmis ve
bunu iizerine ortam pH’s1 ve agar konsantrasyonunun etkilerini aragtirmiglardir. Bu
nedenle, antesisten 1 giin dnce ¢igek tomurcuklar toplanilarak 2 giin boyunca 5 °C de
on sicaklik uygulamasi yapildiktan sonra déllenmemis ovaryumlardan ¢ikarilan ovuller
60 g/l sakkaroz+8 g/l agar ile hazrlanmig MS ortaminin pH s1 5.8 e ayarlanmis ve
ovuller kiiltiire alinmistir. Bu arastirma sonucunda, kiiltiir ortamina alinan déllenmemis
ovullerde kallus poliferasyonu ve ayni zamanda embriyo genesis gorildigi
bildirilmistir.

Zhang ve Lespinasse (1988), elma (malus x domestica Borkh.) oviillerini in vitro
kiiltiire alarak embriyogenesis ile ilgili ¢alismislar yapmiglardir. Arastirmada Erovan,
Lodi ve R1 49 genotiplerine ait ¢ekirdekli oldugu balon asamasinda toplanmistir.
Tomurcuklardan alinan ovaryumlar, plasenta ile birlikte oviiller kullanulmistir. Bu
oviiller 12 farkli kombinasyonda hormon ve sakkaroz ile hazirlanmig MS besin
ortaminda kiiltire alinmiglardir. Her 3 genotipte besin ortamina gore % 0-32 arasinda
degisen oranlarda kallus olusturmus, MS mikro ve 1/2 MS makro tuzlar + NN
vitaminler (Nitsch- Nitsch, 1969) mg/l 2-4D mg/l BA igeren % 10 sakkaroz
hormonlarindan hazirlanan kiltiir ortamina alinmistir. R1 49 ovaryumlarindan 2 tane
embriyo benzeri yapilar tretilmistir. Fakat elde edilen bu embriyoidler bitkiye
doniistiiriilememistir.

Yang ve ark. (1988), aycicegi degisik genotiplerin in vitro kiiltiire tepkilerini
incelemek amaciyla deneme kurulmus ve denemede kullandiklart 12 ¢esidi
gynogenesise yanit verenler, tepkisiz fakat somatik kallus olusturanlar ve her ikisinede

yanit vermeyenler olmak {izere li¢ gruba ayirmislardir. Ayrica, in vitro kiiltiire alinan
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oviillerin 151ks1z ortamda tutulmasinin gynogenesisi uyardigi, bununla birlikte somatik
kallus olusumunu engelledigini bildirmislerdir.

He ve Yang (1988), in vitro kiiltiire alinmis olan ¢eltik oviillerinin 1s1ksiz ortamda
tutulmasinin, 1s1kli  ortamlara gore daha iyi sonu¢ aldigini belirtmislerdir.
Aragtirmacilar, embriyolojik goézlemler sonucu, 12 saat boyunca 1sikli ortamda
tutulmasinin (800 Lux aydinlatma) gynogenik proembriyolarin 6nemli dejenerasyonuna
sebep oldugunu, bir aylik zaman diliminde bu embriyolarin tiimiiniin abort hale
geldigini bildirmislerdir. Beta vulgaris de tozlanmamis oviilleri 2.85 um IAA, 0.88 um
BAP ve 2.8 um kinetinden olusan N6 ortaminda in vitro kiiltiire alinmistir. En yiiksek
sonucu 2.8 um kinetinden olugan N6 kiiltiir ortamindan elde etmislerdir. Aragtirmada
farkl1 biiytime hormonlarinin orani, etkinligi ve niteligi, in vitro kiiltiire alinan oviillerin
gelismesi i¢in uygun ortam sicakligi, genotiplerin ve mevsimlerin etkisi gibi faktorlerin
tizerinde ayr1 ayri calisilmigtir. Aragtirmalar, in vitro kiiltiire alinmig olan oviillerin
embriyo gelisimi i¢in yaz donemi boyunca haziran ayi, kiiltiire alinmis olan oviiller
iginde 27 °C nin 24 °C ye gore daha uygun oldugu bildirilmistir. Genotipin etkisi sadece
belli bir ortam i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir.

Gussakovskaya ve Najar (1990), bugdayda 8 gesitte tozlanmamis ovaryum kiiltiirii
yaparak in vitro kiiltiiriinde embriyo kesesi gelisimini incelemislerdir. Morfolojik analiz
sonucunda, ovul gelisimi tamamlanmadan kiiltiire alinan ovullerde in vivo embriyo
kesesi olusumu gibi normal embriyo kesesi olusturduklari bildirilmigtir. Ayrica
arastirmacilar, sadece tozlanmadan Once ¢iceklerin tiim olarak, ilk basta hormon free
ortamina ve 1s1ksiz ortama kiiltiire alip daha sonra 0.5 mg/l IAA, 0.25mg/l NAA, 1.2
mg/l Kinetin ve %3 sakkaroz hormon oranlarindan olusan MS ortamina aktarilarak %2-
3 oraninda haploid bitkicikler tirettikleri bildirilmistir.

Katoh ve Iwai (1990), tiitiinde déllenmemis oviillerin direk sakkaroz bulunduran besi
ortamlarinda kiiltiire alindiginda kallus olusmadigi gézlemlenmis ve kallus olusumunu
elde etmek i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir. Bu nedenle anthesisten 6nce alinmis
olan ¢igcek tomurcuklarindan ¢ikarilan oviiller, kallus olusumunu elde etmek amaciyla
plasental doku ile birlikte saf su icinde 35 °C de 3 giin siire ile in vitro kiiltiire (ilk
kiiltiir) alinmigtir. Daha sonra 2 mg/l Kinetin, 0.5 mg/l MCPA, % 5 sakkaroz ve % 2
gellan gum igeren kati SK in vitro ortamlarina aktarilan oviillerden yaklasik olarak 6
hafta sonra kallus elde edilmistir. Elde edilen bu kalluslar siirgiin olusturma ortamina

aktarildiktan sonra bitkiciklerde gelisme go6zlemlenmistir. Sitolojik incelemeler
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sonucunda iretilen 16 bitkiden 2’sinin haploid, diger bitkilerinin diploid oldugu
bildirilmistir.

Keller (1990a), Allium cinsine giren sogan (Allium cepa L. var. Stuttgarter Riesen,
Carmen, Kartalski, Copra ile diger bazi hatlar), pirasa (A. porrum L. ), salot (A.
phoenoprasum) ile A. altaicum ve A. fistulosum gibi bazi tiirlerde oviil, ovaryum ve
cicek tomurcugu in vitro kiiltiirleri ile basarili haploidi ¢alismalar1 yapmustir. Sogan
tiiriinde kiiltlire alinmis olan oviillerden, genotiplere gore % arasinda degisen oranlarda
direkt olarak embriyo gelisimi ile bitkicikler elde edilmisitr. Arastirmaci ovaryum
kiiltirlerinde sadece kallus gelisimi gozlemlendigini bildirmistir. Diger Allium
tirlerinde ise yalnizca kallus gelisimi gdzlemlenmis bitki liretimi olmamistir. Sogan
tiiriinde iiretilen bitkilerin tamaminin haploid kromozomlu oldugu ve morfolojik olarak
da diploidlerden daha kii¢iik oldugu saptanmastir.

Keller (1990b), Allium cepa L. androgenesise tepki vermeyen bir tiirdiir. D6llenmemis
ovaryumlarin in vitro kiiltiire alinarak haploid bitki {iretiminde basirili sonuglar elde
edilmistir. Arastirmaci, genotiplerle yapmis oldugu calismada elde ettigi 457
rejenerantin 164 {inde ploidi durumunu incelemis ve % 62.2 sinin haploid, % 31.7 sinin
diploid ve % 6.1 ininde mixoploid oldugunu bildirmistir. Bu c¢alismada doku
kiiltiirtindeki gelisimin erken doneminde biiyiik ¢ekirdek olusumu, kallus olusumu ve
vitrifikasyon goriilmiis, diisiik diizeydeki bu olusumlarla birlikte dejenerasyonun
oldugu bildirilmistir.

Seman ve Fargo (1990), seker pancarinda haploid bitki tiretmek amaciyla oviil in vitro
kiltlirii yapmislardir. Arastirmacilar, antesisten dnce ¢icek tomurcuklar alinarak aseptik
uygulamasi yapilan oviiller in vitro kiiltiire alarak 1-2 ay igerisinde oviillerden yaklasik
olarak %2 kallus, sekilsiz olusumlar ve embriyolar elde ettigini bildirmislerdir. Bu
yapilarin rejenerasyonundan genotiplere bagli olarak %0-9,7 arasinda degisen oranlarda
(ortalama %21,3 oraninda) haploidler iiretilmistir. Bu arastirma ydnteminin basarili
olmasinda dondr bitkinin genotipi ve kullanilan kiiltiir ortaminin yapisinin ¢ok etkili
oldugu, dondr bitkinin biiylime sartlarinin, oviiliin gelisme evresinin ve oviiller
cikarilmadan 6nce tomurcuklara uygulanan 4°C’lik 6n sicaklik uygulamasinimn etkisi
oldukca az ya da hi¢ etkilemedigi belirlenmistir. Ayni in vitro kiiltiirtindeki somatik
dokulardan elde edilen kalluslardan rejenerasyon olmazken, oviillerden {iretilen

kalluslardan bitkilerin olustugu gézlemlenmistir.
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De Wit ve ark. (1990), gerbera’da in vitro kiiltiirii ile haploid bitki yetistirmek i¢in
clismalar yiritilmiistiir. 3 farkli protokole gore alinan 15 ¢eside ait ovuller yaklasik
olarak %0- 5 arasinda degisen oranda ve biitiin ¢esitlerde bitki rejenerasyonu elde
edilmistir. Bu c¢alismada rejenerasyonu mevsimin ve genotipin etkisi oldugu
bildirilmistir. Arastiricilar, kendileme yoluyla tozlanmis hatlarin {retilmesinin
miimkiin olmadig1 gerbera’da saf hatlarin iiretimi icin tek yolun haploidi teknigi
oldugunu bildirmislerdir.

Honkanen ve ark. (1991), gerbera’da yaptiklari calismada 15 adet hattin, ¢icek
acimmin iki farkli evresinde toplanan ¢igeklerin ovaryumlart kullanilmis, bunlarin
icinden oviiller izole edilerek 3 farkli isleme gore in vitro kiiltlire alinmistir.
Arastirmacilar, kullanilan tiim hatlardan bitki {iretilmesine ragmen genotiplerin farkl
kiiltiirel islemlere tepkilerinin farkli oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada ¢igek gelisimi
icin 1s1klanma sartlarinin en uygun oldugu Haziran ve Eyliil doneminde oldugu, ancak
ciceklenme evresinin dnemli olmadigi bildirilmistir.

Arastirmacilarin, irettikleri bitkilerin % 90’min haploid, % 10’unun diploid oldugunu,
ana bitkiden farkli morfolojik 6zellikte olup farkli renk ve seklillere sahip ve yaprak
yapisi degisik, daha kiiciik ¢iceklerden olustugu saptanmustir. Ozzambak (1992)
pirasada ovulde in vitro kiiltirii yaparak farkli besin ortamlari (MS, Gamborg, Nitsch )
ve iki farkli sakkaroz (% 6 ve % 12) stokinin (4 ve 8 mg/l 2IP) degerinin Carino ve
Farinto gesitlerinde haploid uyartimina etkilerini incelemistir. D6llenme olmadan 3-5
giin Once ¢igekler toplanarak steril ortamda ovaryumlari ¢ikarilarak hazirlanmig kiiltiir
ortammma almmistir. Calismada en 1yl gelisme gosteren ¢esit Carino c¢esididir.
Aragtirmaci, ovaryumlardan iretilen bitkiciklerin, oviillerden iretilmedigi, ovaryum
duvarindan ya da plasenta dokusundan kaynaklandigini ve bitkilerin diploid oldugu
saptanmistir. Ancak en 1yl ovaryum gelisimi % 6 sakkaroz ve 4-8 mg/l 2 IP eklenmis
olan MS ortaminda oldugu bildirilmistir.

Bal ve Abak (2003), 6 farkli domates ¢esidinde ovaryum kiltiirii yapmuslardir. Tek
cekirdekli mikrosporlara sahip ¢icek tomurcuklart toplanip, 0.3 M oraninda mannitol
olan NLN ortaminda 1 hafta siireyle 6n islem yapildiktan sonra 2 MS ortamina farkli
hormonlar ve bazi kimyasallar kullanilarak biribirinden 4 farkli ortam hazirlanmis ve
ovaryumlar kiiltiire alinmigtir. Daha sonra ovaryumlar hazirlanmis olan 2 fakli MS
ortaminda alt kiiltiire alinmstir. Alt kiiltiir boyunca ovaryum duvarlarinda renk degisimi

olup kahvelestigi halde yapilan mikroskopik incelemelerde ovuller icerisinde hem o6lii
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embriyo kesesi hiicreleri hemde, canli hiicre yiginlar1 olan globular yapilarin oldugu

saptanmistir.

2.2. Kabak Sar1 Mozaik Viriisii (Zucchini Yellow Mosaic Viriis veya ZYMYV) ile
flgili Calismalar

Yapilan son arastirmalara gore, lilkemizde kiiltiirii yapilan bitki ¢esitlerinde ekonomik
olarak zarara neden oldugu belirlenmis 528 farkli hastalik etmeninin oldugu
bildirilmistir. Genel kapsamda bu hastaliklarla gerekli miicadele saglanamadig:
takdirde, iriin kayiplar1 ortalama % 35-40 seviyelerinde olmaktadir. Bu oran ilgili
hastalik etmeninin ¢esidine ve yogunluguna bagli olmakla birlikte % 100 lere kadar
cikabilmektedir. Bitkisel liretimde ekonomik acidan oldukg¢a 6nemli degerlere ulasan bu
kayiplarin engellemek igin bitki koruma g¢alismalarima énem vermek gerekmektedir.
Kiiltiir bitkilerinde yiiksek oranda verim kaybina neden olan biyotikstres etmenleri
bakteri, fungus, viriis ya da parazitik bitki kaynakli olabilmektedir. Bu hastalik
etmenleri igerisinde bitki viriis hastaliklari, 6zellikle diger hastalik etmenlerinden farkli
olarak kimyasal miicadelesi olmamasi nedeni ile kiiltiirii yapilan bitkilerin
yetistiriciligini tehdit eden en 6nemli problemlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu hastalik etmenleri, bitkilerde normal gelisme diizenini bozarak ¢esitli morfolojik ve
fizyolojik bozukluklara neden olarak verimde onemli diisiislere neden olabilmektedir
(Lisa ve ark., 1981, Lecoq ve Pitrat 1984, Lisa ve Lecoq 1984, Luis ve ark., 1998,
Lecoq ve ark., 2002). Su ana kadar Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde toplamda
32 adet viriis ve virlis benzeri hastalik etmeni bildirilmistir. Bu hastalik etmenlerinin
icerisinde en 6nemlileri; Hiyar Mozayik Viriisii (Cucumber Mosaic Virus, CMV) Kabak
Mozayik Viriisii (Squash Mosaic Virus, SQMV), Kabak Sar1 Mozayik Viriisii (Zucchini
Yellow Mosaic 24 Virus ZYMV), Kivircik Tepe Viriisti (Curly Top Virus, CTV), Hiyar
Yesil Benek Mozaik Viriisii (Cucumber Green Mottle Mosaic Virus, CGMMYV), Papaya
Halkali Nokta Viriisii (Papaya Ring Spot Virus, PRSV), Karpuz Mozayik Virisi Il
(Watermelon Mosaic Virus II, WMV 1I) gosterilebilir (Lisa ve Lecoq, 1984; Purcifull
ve ark., 1984; Gilbert ve Albertini, 1995). Bu hastalik etmenlerinden 6zellikle Kabak
Sar1 Mozayik Viriisii (ZYMV), Cucurbitaceae familyasi yetistiriciligini tehdit eden,
bitkilerde yaprak ve meyvelerde énemli deformasyonlara yol acarak ekonomik olarak
biiyiik tiriin kayiplaria sebep olan en 6nemli viriislerden bir tanesi olarak bilinmektedir

(Lovisolo, 1980; Lecoq, 1991). Bu viriisler 6zellikle Aphis citricola Patch, A. gossypii
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Glover, Macrosiphum euphorbiae (Thomas), ve Myzus persicae (Sulzer) gibi yaprak
bitleri ile non-persistent olarak tasinir (Yuan ve Ullman 1996). Kabak Sar1 Mozayik
viriisii diinyada ilk olarak 1973 yilinda italya’da saptanmis ve tanimlanmistir (Lisa ve
ark., 1981). Bu tanimlamanin ardindan diinyanin degisik bdlgelerinde bu hastalik
etmeni tanimlanarak raporlanmistir (Lisa ve Lecoq 1984, Davis 1986, Desbiez ve Lecoq
1997). Genel kapsamda bakildiginda bu hastalik etmeni, 5 farkli kitada 22 farkl tilkede
yayihm gosterdigi ve biyiikk =zararlar verdigi bilinmektedir (Providenti 1984).
Ulkemizde ise, 1984 yilinda ilk olarak Yilmaz ve Davis tarafindan tanimlanmis olup
literatiire aktarilmistir (Yilmaz ve Davis 1984). Kabak Sar1 Mozayik viriisii potyviriisler
familyas: tiyesi olup yaklagik 750 nm boyutunda, kivrimli ipliksi viron yapiya sahiptir.
Genetik yapisina bakildiginda, yaklasik 9600 niikleotitten olusan tek zincirli RNA ihtiva
etmektedir. ZYMV viriisii cucurbitaceae familyas: iyelerinde Ozellikle yaprak
laminasinda ¢esitli nekrozlar, bitkide bodurluk, yapraklarda kloroz, deformasyon,
mozayik yapilar, geng siirgiinlerde ipliklesmeye ve ¢igek azalmasi gibi cesitli fizyolojik
ve morfolojik simptomlara neden olmaktadir (Lecoq ve Pitrat, 1984; Providenti, 1984;
Blua ve Perring, 1992). Meyve ve yapraklarda siddetli deformasyon seklinde
simptomlara neden olan bu viriis hastaligindan dolay1 % 80’lere varan verim kayiplari
gozlemlenmistir (Simmons ve ark., 2008).

Tesci ve ark. (1995), kabakta hiyar mozayik viriisii inokulasyonunun kotiledonlarda
nisasta igeren klorotik lezyonlarin olusuna neden oldugunu bildirmislerdir. Farkli
metabolik yollarda enzimlerin maksimum katalitik aktivitelerindeki degisiklikler
infeksiyon siiresince 6l¢iilmiistiir. Infeksiyon oksidatif pentozfosfat yollari, glikolisis,
trikarboksilik asit dongiisli, anaplerotik reaksiyonlar ve oksidatif elektron transportu
kapasiteleri iizerine biiylik stimulator etkiye sahip olmus, fotosentez orami lizerinde
bliylik degisiklikler olmamustir.

Vega ve ark. (1995), ZYMV ile ilgili yapmis olduklari mekanik inokulasyon
caligmalarinda 29 bitki tiirti kullanmiglardir. Bunlar igerisinde sistemik belirtiler sadece
4 kabakgil tiirtinde (Citrullus lanatus, Cucumis melo, C. sativus, Cucurbita pepo cv.
Caserta) gorilmiis, lokal lezyonlar ise 3 tiir indikator bitkide (Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa ve Gomprena globosa) belirlenmistir. Vektorle tasima
denemelerinde kullanilan 5 yaprak biti tiirii (Dactynotus sp., Geopemphigus flocculosus,
Macrosiphum euphorbiae, Myzus persica ve Toxoptera citricidus) viriisii non-persistent

bir sekilde tagimiglardir. Tarladan alinan orneklerde ELISA ve ISEM calismalarinda
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ZYMV ve PRSV-W antiserumlariyla pozitif sonu¢ alinmigtir. Mekanik olarak inokule
edilen ve lokal lezyon gosteren C. quinoa’dan ZYMV izole edilmistir. ZYMYV ile
enfekteli bitkilerden alinan ultrathin kesitlerde EM’de mezofil hiicrelerinde silindirik
hiicre i¢i cisimcikler belirlemislerdir. Arastiricilar ISEM’de dekorasyon yapilan
orneklerde virlis partikiilerinin  ZYMV antibadiler ile dengesiz kaplandig:
belirlemislerdir.

Vargiin ve Ertung¢ (1995), kabak (Cucurbita pepo) bitkisinde viral infeksiyonlara
neden olan CMV ve ZYMV niin birlikte ve ayr1 ayr1 infeksiyonlar1 sonucunda enfekteli
bitki boyu, cicek ve yaprak sayisi, orta ve gen¢ yaprak alaninda farkliliklarin ortaya
ciktig1 bildirilmistir.

ZYMV ismini kabaktan almis olmasina ragmen diger cucurbitlerde de =zarar
yapabilmektedir.

Brown ve Myers (1999), kabaklarda (Cucurbita spp.) bulk segragant analizini (BSA)
ve RAPD isaretleyicilerini kullanarak yakin isaretleyiciler bulmaya ¢alismislardir.
Kullanilan geriye melez populasyonda dominant olarak kontrol edilen 5 dayaniklilikla
ilgili isaretleyiciler bulmuslardir. Daha sonra elde edilen bu isaretleyiclerin
kullanilmastyla diger hassas ve dayanikli olarak bilinen genotipler bu isaretleyicilerle
taranmigtir. Ancak hiyarda bu hastaliga dayaniklilik resesif nitelikte bir gen tarafindan
kontrol edilmektedir. Bu demektir ki, ayn1 hastaliga kars: farkli kabakgil sebzeleri farkli
dayaniklilik mekanizmalar1 gelistirmistir.

Ik kez italya‘dan rapor edilen ZYMYV nin diinyanm bir ¢ok iilkesinde (Avusturalya,
Fransa, Misir, Almanya, Israil, Japonya, Urdiin, Ispanya, Fas ve Tiirkiye) yaygin oldugu
ve zarar verdigi rapor edilmektedir (Biichen-Osmond and Purcifull,1987; Brunt ve ark.,
1996). Zucchini yellow mosaic virus (ZYMYV) Italya ve Fransa’da muskmelon yellow
stunt virus (Lecoq ve ark., 1981) olarak da bilinmektedir. Ilk olarak italya’da Cucurbita
pepo (yazlik kabak) iizerinde rapor edilmistir (Lisa ve ark., (1981). ZYMV Yazim
alanlar1 gerektigi kadar uzatilabilir mekanik inokulasyonla ve asagidaki vektorlerle non-
persistent olarak tasinmaktadir; Aphis citricola (Purcifull ve ark.,1984), Aphis gossypii;
Myzus persicae (Lecoq ve ark., 1981; Lisa ve ark., 1981) ve Aphis middletonii, Aphis
craccivora, Acrythosiphon pisum, Lipaphis erysimi, Uroleucon sp. (Adlerz, 1987).

Ulkemizde farkli bélgelerde yapilan calismalarda cucurbitaceae iiretiminin yapildigi
alanlarda kabak sar1 mozayik viriisiiniin olduk¢a yogun bulundugu ve ciddi zararlar

meydana getirdigi saptanmistir (Ozalp, 1964; Yilmaz ve Davis, 1985; Ertung, 1992;
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Vargiin ve Ertung, 1994; Ucar ve Ertung, 1998). Kabak iiretiminin en fazla yapildig
alanlarda 1992 senesinde yapilan siirvey calismasinda son zamanlarda en yaygin
virlistin Zuccini Yellow Mozaic Viriisii oldugu saptanmistir. Yaygin oldugu alanlarda
tiirlerde oldukca biiyiik zararlara neden oldugu bildirilmistir (Yilmaz ve ark., 1992).
Yilmaz ve ark. (1995), GAP Bolgesinde cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde
ZYMV’nin biiyliik problem oldugunu bildirmislerdir. Giineydogu Anadolu Bolgesi
Adiyaman ilinde oOrtii alti yetistiriciliginde, hiyarlarda ZYMV oram1 % 26.92 olarak
tespit edilmistir (Giildiir, 2001). Sinonimi Muskmelon Yellow Stunt Virus olan ZYMV
yaprak biti kokenli bir etmen olup patates Y virlisii grubundandir. Yaprak bitiyle
tasinmasi nedeniyle kabakgil sebzelerinin yetistirildigi her yerde yaygin olarak
goriilmektedir. Hastalikli bitkilerde yaprak ve meyvelerde deformasyon ve siddetli
mozaik belirtileri, bodurlasma goriilmekte, elde edilen iiriiniin niteligi ve niceligi
azalmaktadir. Dogal kosullarda meydana gelen infeksiyondan yaklasik 1-2 hafta sonra
bitkilerde pazarlanamaz, deforme olmus meyve olusumu nedeniyle ekonomik kayiplar
ortaya ¢ikmaktadir (Brunt ve ark., 1996). Literatiir bilgilerinden anlasildigi kadariyla
ZYMV’ye dayaniklik mekanizmasi kalitatif nitelikte ve tek gen tarafindan kontrol
edildiginden dolay1 ¢alismasi en kolay olanlarindan birisidir. Bu viriise dayaniklilikla
ilgili erken seleksiyona izin verecek primerler gelistirildigi belirtilmistir (Park ve ark.,
2004). Bu arastiricilar ZYMV lokusuna 5 cM’dan fazla mesafede yapisma bolgesine
SCAR primerleri gelistirmislerdir.

Amano ve ark. (2013), tarafindan yayinlanan bir ¢alismada ZYMYV agisindan hastaliga
dayanikli ve hassas bireyleri ayirt etmede kullanmak tizere bir CAP markir1 (dCAPS -
G99A) rapor edilmistir. Bu ¢alismada s6z konusu markér kullanilarak ZYMYV dayanim

belirlenmeye calisilmistir.

Hiyar bitkisinde, ZYMV'ye kars1 dayaniklilik genlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda; ZYMV'ye dayanikliligin tek bir ¢ekinik allel tarafindan kontrol edildigini
ortaya konulmustur (Providenti 1987, Abul-Hayja ve Al-Shahwan 1991, Kabelka ve
ark. 1997). Bu kapsamda, Hiyar' da ZYMV'ye dayanikli F1 cesitlerini elde etmek
amaciyla yapilacak olan 1slah c¢alismalarinda ebeveynlerin her ikiside ¢ekinik alleller
acisindan homozigot olmak zorundadir (Providenti 1987). ZYMVye kars1 dayaniklilik
mekanizmasi hiyarda ve kavunda ¢alisilmistir (Park ve ark. 2004). Ancak iki tiirde farkl

dayaniklilik mekanizmalar1 belirlenmistir. SSR molekiiler markirlarinin kullanilmasiyla
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elde edilen haritada bu virlise dayaniklilikla ilgili lokuslar farklilik gostermistir. Bu
nedenle, kavun i¢in gelistirilen molekiiler isaretleyicilerin hiyarda kullanilmasi miimkiin
olmadigini gostermektedir. Dolayisiyla hiyar i¢in 6zel genetik haritalar ve molekiiler
markirlarin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir (Cho ve ark. 1998, Stepansky ve

1999, Decker-Walters ve ark. 2001, Mliki ve ark. 2003).

3. BOLUM
MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Laboratuari
biinyesinde yiiriitilen bu c¢alismada materyal olarak farkli 23 adet hiyar genotipi
kullanilmigtir. S6z konusu genotipler F1 kademesindedir. Calismada kullanilan

genotipler Cizelge 3.1.1°de ve genotiplere ait resimler Sekil 3.1.1de verilmistir.

Cizelge: 3.1.1. Calismada kullanilan genotipler

S.N. | Genotip N. |S.N.| Genotip N. | S.N. | Genotip N. | S.N. | Genotip N. | S.N. | Genotip N.
1 K1 6 K6 11 |K11 16 | K16 21 |TicariF1Z
2 K2 7 K7 12 | K12 17 | K17 22 | TicariF1L
3 K3 8 K8 13 |K13 18 | K18 23 | TicariF1E
4 K4 9 K9 14 |K14 19 | K19

5 K5 10 | K10 15 | K15 20 | TicariF1S
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Sekil 3.1.1. Calismada kullanilan farkli hiyar genotiplerine ait meyve resimleri

3.2. Metod

3.2.1 Bitkilerin yetistirilmesi

Hiyar genotiplerine ait tohumlar 3:1 torf-perlit ortamina ekilmis tohumlar viyollerde
yetistirilmistir. 2 gercek yaprak asamasma gelen fideler 50 cm araliklarla tek sira
halinde seraya sasirtilmasi yapilmistir ve sulamada damla sulama sisteminden
yararlanilmistir sekil (3.2.1.c). Bitki gelisimi i¢in mutlak olan ilaglama ve giibreleme
islemleri uygulanmistir. Bitkiler ipe alinmis ve budamasi yapilarak tek govdeli olarak
yetistirilmistir. Sekil (3.2.1.d)
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Sekil (3.2.1.d) Bitkilerin askiya alinmasi ve tek gévdeli olarak yetistirilmesi
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3.2.2. Ovul Kiiltiirii calismalari

Ik disi gigeklerin goriilmesinden 2-3 hafta sonra ve antesisten 1 giin, 2 giin ve 3 giin

once disi ¢icekler koparilip +8 C olan buz kutularina konularak Erciyes Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Laboratuvarina kisa siirede ulastirilmistir(Sekil
3.2.2.1)
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Sekil (3.2.2.1) Farkli hiyar genotiplerine ait ovaryum kiiltlirii resimleri

Ovaryum kiiltiirii Gemes ve ark. (2002) ve Diao ve ark. (2009) tarafindan kullanilan
yontemlere gore gerekli motifeler yapildiktan sonra yapilmistir. Disi ¢igek tomurcuklari,
birka¢ damla Tween-20 eklenmis % 20’lik ticari hipo ¢ozeltisi igerisinde 15 dakika
stireyle steril edilmis, daha sonra ii¢ defa beser dakika siireyle steril saf su ile
yikanmistir. Ardindan ovaryumlar Imm kalinliginda bistiiri yardimiyla kesilmis ve
ortama konulmustur. Her genotipten 30 petri konulmustur. Her petriye ise 5 adet
ovaryum konulmustur. Ortam olarak 6 farkli protokol kullanilmistir. Tlk denemede 3
protokol; sirasiyla; Protokol 1 (Tantasawat ve ark. (2015), Protokol 2 (Diao ve ark.
2009) ve Protokol 3 (Golabadi ve ark. 2017) olarak uygulanmistir. Ardindan gézlemler
dikkate alinarak mevcut protokoller diger arastirmalarda dikkate alinarak modifiye
edilmis ve 3 yeni protokolle 2. deneme kurulmustur. 2 denemede kullanilan
protokollerin gézlemine dayanarak en iyi sonug veren iki besi ortami se¢ilmistir ve
gerekli modifiyeler yapildiktan sonra tigiincii deneme kurulmustur (Cizelge 3.2.1). Hazir

MS besi ortami igerisine katilastirici olarak 6 g/l agar tiim ortamlarda standart sekilde
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kullanilmigtir. Besi ortaminin pH’s1 5.7 olacak sekilde 1 N’lik HCI ve 1 N’lik KOH ile
ayarlanmistir. Ortamlar 121°C’de, 1.2 atm basing altinda, 120 dk siireyle steril edilmistir.
Oda sicakhginda yaklasik 50-60°C’ye kadar sogutulan ortamlar, aseptik kosullar altinda,
steril plastik petri kaplarina yaklasik 10 ml olacak sekilde paylastiriimistir.

Birinci protokole gore; temel MS ortamma 1 mg/l TDZ, 1 mg/l BA eklenip 25°C
inkiibator kosullarinda 14 giin siireyle karanlikta bekletilmistir (Tantasawat ve ark.,
2015). Ardindan 11 giin boyunca 25°C£2 sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyodik diizende
inkiibe edilmistir. 25.giin sonunda oviillerde embriyo ¢ikis1 ve kallus olusumu
gozlemlenmis ve alt kiiltiire alinmigtir. MS ortamina 20 mg askorbik asit, 100 mg prolin,
3 mg BA, 2 mg NAA eklenilmistir.

Ikinci protokole gore ise MS ortammna 0.04 mg/l TDZ eklenip 35°C inkiibator
kosullarinda 3 giin siireyle sicaklik soku uygulanmistir (Diao ve ark., (2009). 3.giinden
sonra 25°C+2 sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyodik diizende inkiibe edilmstir. 30. giinde
ovillerde embriyo ¢ikist gozlemlenmis ve alt kiiltiire alinmistir. Alt kiiltiir olarak MS
ortamina 0,3 mg/l BAP eklenmistir.

Ugiincii protokole gére MS ortamma 1.8 mg/l BAP, 1 mg/l Kinetin, 0.7 mg/l 2.4D,
eklenip 25° C£2 sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyodik diizende inkiibe edilmistir.

30. giinde alt kiiltiire almmustir. Alt kiiltiir MS ortamina 0,6 mg/l BAP eklenip 25°C+2

sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyodik diizende inkiibe edilmistir (Golabadi ve ark.,
2017).

Y .
Sty

Sekil (3.2.2.2) Orneklerin toplanmas1 Sekil (3.2.2.3) Disi ¢igeklerin +8 C buz kutularia konulmasi

3.2.3. Disi Ciceklerin Yiizey Sterilizasyonu

Seradan getirilen disi ¢icekler steril kabin icerisinde % 70 etilalkol ¢6zeltisi igerisinde 1
dk bekletilip steril saf su ile yikanmistir. Daha sonra 25 mg\l rifampisinde 5 dk

bekletilmistir. Rifampisin uygulamasindan sonra steril saf su ile durulama islemi
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yapilmamistir. Son olarak da % 0,1 gr HgCI’de 15 dk bekletilmis ve steril su ile 3 kez

yikanmustir.

Sekil (3.2.3.1) Disi ¢igeklerin yiizey sterilizasyonu

3.2.4. Ovaryumlarin Ortama aktarilmasi

Yiizey sterilizasyonun ardindan ovaryumlar 1 mm kalinliginda steril bistiiri ve pens
yardimiyla kesilmis ve ortama konulmustur. Her genotipten 30 petri konulmustur. Her
petriye ise 5 adet ovaryum konulmustur. Her bir genotipte 1 kiiltiir kabinda 5’ er
ovaryum olacak sekilde 30 petri tekerriirlii olarak kiiltiire almmustir. Ik kiiltiirden 4
hafta sonra ovaryumlardan embiryolar gozlemlenmistir. Embiryolar alt kiiltiire 20 mg\l
AA, 100 mg\l Proline, 3 mg\l BA, 2 mg\l NAA ile desteklenen alt kiiltiir MS ortamina

aktarilmigtir. Embiryolarin gelisim oranlar1 kaydedilmistir.

Sekil (3.2.4.1) Ovaryumlarin ortama aktarilmasi

3.2.5. Ovaryum Kiiltiiriinde Kullanilan Protokoller

Calismada 3 farkli zamanda 3 adet deneme kurulmustur. 2017 yili ilkbaharinda 3 farkli
protokol (Tablo 3.2.1), 2017 yil1 sonbaharinda ise 2. Denemede 3 farkli protokol (Tablo
3.2.1) kullanilmistir. 3. denemede ise 1. deneme ve 2. denemede elde edilen bulgulara

gore 2 farkli protokol hazirlanmis ve 2018-ilkbahar doneminde kullanilmustir.



Cizelge.3.2.5.1 Cahsmada Kullanilan Protokoller
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1. Deneme 2. Deneme 3. Deneme
Protokol 1 | Protokol | Protokol
(Tantasawat | 2(Diao | 3(Golabadi | Protokol | Protokol | Protokol | Protokol | Protokol
ve ark. ve ark. ve ark. 1 2 3 1 2
(2015) 2009) 2017)
MS 4.3 9r 4.4 gr 4.3 gr 43 gr 4 9r 4.3 gr 4.3 gr 4.3 gr
Seker 30 gr 30gr 30gr 30 gr 30 gr 30 gr 30 gr 30 gr
0.04
TDZ 1 mg\l - - - mo\l 1 mg\l 1 mg\l -
iBA 1 mg\l - - - - 1 mg\l - -
NAA - 2mg 0.05 mg\l 1.5 mg\l - - - 0.5 mg\l
BAP - 3 mg\l 0.2 mg\l 1.8 mg\l - - 1 mg\l 1 mg\l
AA - 20 mg - - - - - -
24D - - - 0.7 mg\l - - - 0.7 mg\l
Kinetin - - - 1 mg\l - - - 1 mg\l
Glutamin - - - - - - 800 mg\l -
AgNO; - - - - - - - 10 mg\l
Prolin - 100 mg - - - - - -
pH 5.7 5.7 5.7 5.8 5.7 5.7 5.8 5.8
Agar 49r 49r 49r 6gr 8gr 49r 6ar 6gr
Cizelge.3.2.5.2 Siirgiin olusturma Ortamlar:
Protokol 1 Protokol 2 Protokol 3 Protokol 4 Protokol 5
MS 4.4 gr 4.4 9gr 4.4 gr 4.4 gr 4.4 gr
Seker 30 gr 30 gr 30gr 30gr 30gr
TDZ 0.03 mg\l
NAA 0.05 mg\l 0.05 mg\l
BAP 0.2 mg\l 1.5 mg\l 2 mg\l
1AA 1 mg\l
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
Agar 6 gr 6 gr 6 gr 6 gr 6 gr
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Elde edilen oviiller protokol 1-2-3’e alinmis ve bir ay boyunca gozlemler yapilmistir.
Gozlem sonucunda embriyolarda biiyliime goriilmiistiir. Daha sonra oviiller protokol 4’¢

ve protokol 5’e alinmistir ve bitkilerde siirglin olusumu gézlemlenmistir.

3.2.6. iklim Kkabininin ortaminin sartlari

iklim kabininin 15151 35 pmol/m?%s (yaklasik 3200 lix) 151k yogunlugunda, ortam

sicaklig1 24+1 °C olacak sekilde ayarlanmis ve fotoperiyot (zamanlayici yardimiyla 16/8

saat 151k/karanlik) uygulanmistir (Sekil 3.2.6.1).

(Sekil 3.2.6.1) iklim kabinin goriintiisii ve elde edilen siirgiin goriintiisii
3.2.7. ZYMYV Dayanikhlik Analizi

3.2.7.1. DNA izolasyonu

Caligmada kullanilan 23 hiyar genotipi 2 gergek yaprak asamasina gelen bitkilerden
DNA izolasyonu i¢in Doyle ve Doyle (1990) tarafindan bildirilen CTAB yontemi
kullanilmistir. DNA konsantrasyonlar1 yari otomatik mikroplate reader (PowerWave
HT, BIO-TEK Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) yardimiyla belirlenmis ve PCR

calismalari i¢in 10ng/pl olacak sekilde DNA konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

DNA izolasyon protokolii;

e 62°C’ de su banyosu énceden hazirlanmustr.

e Taze yapraklar (0.2 gr) 0.6 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi (Cizelge 3.2) igerisinde
ezilmistir.

e 62 °C’ de 30 - 60 dakika boyunca inkubasyon yapilir, drnekler 10 dk da bir ters-
diiz edilmistir.

e 300 ul chloroform: octanol (24 : 1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz
yapilarak karigtirllmistir (100 defa).
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14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilmistir.

Sulu kismu pipetle ¢ekilerek baska steril 1,5 ml’ lik bir tiipe aktarilmastir.

500 ul chloroform: octanol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz
yapilarak karigtirllmistir (100 defa).

14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilmistir.

2. kez 500 ul chloroform: octanol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz
yapilarak karigtirllmistir (100 defa).

14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilmistir.

Ust faz pipetle cekilerek baska steril 1,5 ml” lik bir tiipe aktarilmistir.

Uzerine toplam hacmin 2/3 ii kadar (550 ul) soguk isopropanol ilave edilmistir
(beyaz ¢okelek halinde DNA + diger organik bilesikler gozle goriilebilir). 30 dk
veya daha fazla siire ile —20 °C’de bekletilmistir.

14000 devirde 2 dk santrifiij edilir ve s1vi kismi uzaklastirilmustir.

Elde edilen pelletin iizerine 500 ul yikama ¢ozeltisi (% 76 etanol ve 10 mM
NH4Ac (amonyum asetat)) ilave edilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
14000 rpm’ de 3 dk santrifiij yapilir ve sivi kisim uzaklastirilmistir.

Beyaz ¢okelek tamamen kuruyuncaya kadar ¢eker ocakta bekletilmistir.

Beyaz ¢okelti tizerine 300 ul TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) ilave
edilmistir.

Cokelti tamamen ¢oziinene kadar oda sicakliginda gece boyunca veya 65 °C’ de
60 dk boyunca bekletilmistir.

10 ug/ml son konsantrasyon olacak sekilde RNAse ilave edilir ve 37 °C” de 30
dk inkube edilmistir.

200 ul TE ve 15 ul amonyum asetat (10 mM, pH 7,7) ilave edilir. Son olarak
¢ozelti lizerine 2 hacim kadar soguk etanol ilave edildikten sonra 20 dk siire ile
veya gece boyunca —20 °C’ de bekletilmistir.

14000 rpm.” de 3 dk santrifiij yapilir ve sulu kismu dikkatlice doktiikten sonra
oda kosullarinda ¢okelti iyice kurutulmustur.

Uygun miktarda TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilir (100-
200ul).
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Tissuelyser cihazi Su banyosu cihazi DNA izolasyonu
Sekil (3.2.7.1) DNA izolasyonunda kullanilan cihazlar

Cizelge 3.2.7.1 : DNA Ekstraksiyon Cozeltisi

Kimyasal Oran
CTAB % 2
EDTA 20Mm
Tris-Cl 100Mm
NaCl 1.4M
Mercaptoethanol %0.2

3.2.7.2. ZYMYV Dayamkhlk Analizi
ZYMV dayaniklilik i¢in Amona ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen CAPS (G99A)

markiri ile tarama yapilmstir.

3.2.7.3. Agaroz Jel Elektroforez

PCR’den elde edilen firiinlerin {izerine 3 pl 6X yiikleme solusyonu eklenerek toplam 15
pl PCR iriinii % 1.5 agarose jelin (jel icine 0.5 mg/ml ethidium bromide eklenmis)
yiikkleme bolgesine yiiklenip elektroforez cihazinda 3 saat 110 volt derecede
kosturulmus ve UV 1sminda fotograflart bilgisayar yardimiyla ¢ekilmistir. Elde edilen

jel goriintlistinde dayaniklilik bandi tasiyan genotipler belirlenmistir.
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Sekil (3.2.7.3) PCR, Goériintiileme cihazi



4. BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Farkh Hiyar Genotiplerinin ZYMYV Dayanimlarinin Belirlenmesi

Calisma baslangicinda 4 adet ticari F1 hiyar genotipi ile 85 adet farkli hiyar
genotiplerinden DNA izolasyonu yapilmis ve ardindan ZYMYV dayaniklilik i¢in Amona
ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen CAPS (G99A) markiri ile tarama yapilmistir.
Tarama sonucunda Ticari F1 genotiplerin hepsi ve diger 85 genotipten 19 adet olmak
tizere 23 adet dayanikli genotip belirlenmistir (Cizelge 4.1.1). 313 bp bandini verenler
dayanikli olarak kabul edilirken 338 bp bandi verenler hassas olarak kabul edilmistir.

Cizelge (4.1.1) 89 adet hiyar genotipinin ZYMV dayanimmi belirlemek i¢in

CAPS (G99A) markiri ile yapilan tarama sonucu elde edilen jel goriintiisii.
4.2. Farkh protokollerin Hiyar Genotiplerinin Ovaryum Kiiltiiriine Etkileri

Bu c¢alismada farkli protokollerin farkli hiyar genotiplerinin ovaryum kiiltiiriine
etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismada 3 farkli donemde(2017 ilkbahar,
2017 sonbahar ve 2018 ilkbahar) deneme kurulmustur ve 6 farkli besin ortami
denenmistir. Yapilan literatiir arastirmalarina gore kabakgillerde embriyogenesisi tegvik
ettigi belirlenen bitki biiylime diizenleyicilerden oksin olarak 2,4-D (0, 1, 3, 5 mg/l)
(Metwally ve ark., 1998a,b; Yilmaz Ergin, 2005; Rakha ve ark., 2012) ve sitokinin
olarak da TDZ (0, 0.01, 0.02, 0.04 mg/l)’nin (Gemes ve ark., 2002; Kumar ve ark.,
2002; Yimaz Ergin, 2005) farkli konsantrasyonlar1 temel besi ortami igerisine
eklenmistir.

Birinci denemede (2017 Ilkbahar) 3 farkli besi ortami denenmistir. Ovullerde embiryo

olusumu gozlemlenmistir ancak embiryo gelisimi gézlemlenmemistir (Cizelge 4.2.1).
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Ikinci denemede (2017 sonbahar) 3 farkli besi ortami denenmistir. Oviillerde embiryo

olusumu gozlemlenmis ancak embiryo gelisimi gozlemlenmemistir (Cizelge 4.2.2).

Ugiincii denemede ise birinci ve ikinci deneme gdzlemlerine dayanarak en iyi sonug

veren iki besi ortami se¢ilmistir ve ii¢iincii deneme kurulmustur. Uglincii denemede ise

embriyo olusumu, gelisimi gézlemlenmis ve bitkiler elde edilmistir (Sekil 4.2.1)

Sekil (4.2.1) Oviillerden embriyo olsumu gozlemlenmesi

Embriyolar steril bistiiri yardimiyla oviilden ayrilmistir ve siirgiin olusturmak i¢in
hazirlanmis olan 5 farkli ortama transfer edilmistir. Ortama aktarilan embriyolardan 28

giin sonra sekil (4.2.2) deki goriintiiler elde edilmistir.

Sekil (4.2.2) Embriyolardan siirgiin elde edilmesi

Elde edilen bitkicikler kok ortamina alinmistir. 3 giin sonra bitkide kdk olusumu
gozlemlenmistir. Elde edilen bitkicik besi ortamindan alinarak iklim kabininde

torf:perlit (3:1)ortamina alistrilmistir. Sekil (4.2.3)
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Sekil (4.2.3) Bitkiciklerin kok olusturmasi ve torf perlit ortamina alinmasi

Bitkideki gelisim gozlemlerine dayanarak bitkiler saksiya alinmis ve iklim odasi
kosullarinda yetistirilmistir. Sekil (4.2.4)
s ma

vy
o ." -
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Sekil (4.2.4) Bitkilerin saksiya alinmasi ve yetistirilmesi

Cizelge (4.2.1) 2017 ilkbahar déneminde 23 adet hiyar genotipiyle yapilan ovaryum
kiiltiiriinden elde edilen kiiltiire alinan petri sayisi, elde edilen toplam embriyo sayist,

petri bagina embriyo sayisi, elde edilen toplam kallus sayisi, petri bagina kallus sayisi
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1.deneme 1. Protokol 2. Protokol 3. Protokol
Genotip No | KAPS | EETES | PBES | EETKS | PBKS | EETES | PBES | EETKS | PBKS | EETES | PBES | EETKS | PBKS
K1 30 40 1,33 |80 2,67 |31 1,03 0 0,00 45 15 16,0 0,53
K2 30 60 2,00 |46 153 |3 0,10 3 0,10 45 15 37,0 1,23
K3 30 35 1,17 |35 117 |7 0,23 2 0,07 22 0,7 8,0 0,27
K4 30 42 1,40 |68 227 |15 0,50 0 0,00 45 15 32,0 1,07
K5 30 56 1,87 |38 127 |13 0,43 3 0,10 32 1,1 49,0 1,63
K6 30 56 187 |52 1,73 |33 1,10 0 0,00 21 0,7 35,0 1,17
K7 30 81 2,70 |70 2,33 |51 1,70 7 0,23 20 0,7 32,0 1,07
K8 30 50 167 |39 130 |34 1,13 6 0,20 44 15 35,0 1,17
K9 30 30 1,00 |53 1,77 |33 1,10 1 0,03 42 14 36,0 1,20
K10 30 68 2,27 |61 203 |25 0,83 0 0,00 42 14 60,0 2,00
K11 30 59 197 |34 1,13 |19 0,63 0 0,00 16 0,5 19,0 0,63
K12 30 60 2,00 |54 1,80 |39 1,30 9 0,30 14 0,5 24,0 0,80
K13 30 54 1,80 |33 1,10 |13 0,43 0 0,00 35 1,2 36,0 1,20
K14 30 54 1,80 |63 2,10 |29 0,97 1 0,03 35 1,2 62,0 2,07
K15 30 28 093 |26 0,87 |28 0,93 0 0,00 30 1,0 25,0 0,83
K16 30 32 1,07 | 104 347 |4 0,13 0 0,00 20 0,7 32,0 1,07
K17 30 79 2,63 |47 157 |17 0,57 2 0,07 68 2,3 42,0 1,40
K18 30 32 1,07 |17 057 |3 0,10 0 0,00 15 0,5 20,0 0,67
K19 30 70 2,33 |54 1,80 |23 0,77 0 0,00 29 1,0 28,0 0,93
TicariF1L 30 25 0,83 |30 1,00 |16 0,53 0 0,00 18 0,6 29,0 0,97
TicariF1E 30 19 0,63 |53 1,77 |20 0,67 0 0,00 16 0,5 32,0 1,07
TicariF1S 30 51 1,70 |38 127 |25 0,83 4 0,13 48 1,6 91,0 3,03
TicariF1Z 30 26 0,87 |23 0,77 |5 0,17 0 0,00 14 0,5 36,0 1,20
Maksimum 81,0 2,7 1040 |35 51,0 1,7 9,0 0,3 68,0 2,3 91,0 3,0
Minimum 19,0 0,63 |17,0 0,6 3,0 0,1 0,0 0,0 14,0 0,5 8,0 0,3
Ortalama 48,3 1,6 49,6 17 21,6 0,7 19 0,1 31,9 11 36,6 1,2

"KAPS: Kiiltiire alman petri sayisi;; EETES: Elde edilen toplam embriyo sayisi; PBES: petri basina embriyo sayisi; EETKS: Elde
edilen toplam kallus sayisi; PBKS: Petri bagina kallus sayis1

2017 yil1 ilkbahar doneminde 1. denemenin 1. protokoliinde maksimum embiryo sayisi
2.70 adet/petri olup K7 genotipten elde edilitken en disiik embiryo sayisi
TicariF1E’den(0.60 adet/petri) elde edilmis olup ortalama embiryo sayist 1.60 adet/petri
olarak belirlenmistir. En yiiksek kallus sayis1 3.47/petri olup K16 genotipinden elde
edilmistir.. En diisiik kallus sayis1 0.6 adet/petri olup K18 genotipidir. Ortalama kallus
sayist 1.70 adet/petri olarak belirlenmistir(Cizelge 4.2.1).

2017 yil1 ilkbahar doneminde 1. denemenin 2. prokoliinde maksimum embiryo sayis1 51
olup K7 genotipidir. En diisiik embiryo sayis1 3 olup K2 genotipidir. Ortalama embiryo
sayist 21,6 dir. En yliksek kallus sayist 9 olup K12 genotipidir. En diisiik kallus say1s1 0
olup K18 genotipidir. Ortalama kallus sayisi 1,9 dur(Cizelge 4.2.1).

2017 yili ilkbahar déneminde 1. denemenin 3. prokoliinde maksimum embiryo sayisi
68 olup K17 genotipidir. En diisiik embiryo sayis1 14 olup K12 genotipidir. Ortalama
embiryo sayist 31,9 dir. En yiiksek kallus sayis1 91 olup Silyon genotipidir. En diisiik
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kallus sayis1 8 olup K3 genotipi sahip olmustur. Ortalama kallus sayis1 ise 36,6 olarak
belirlenmistir.(Cizelge 4.2.1)

Cizelge (4.2.2) 2017 Sonbahar déneminde 23 adet hiyar genotipiyle yapilan ovaryum
kiiltiiriinden elde edilen kiiltiire alinan petri sayisi, elde edilen toplam embriyo sayisi,

petri basina embriyo sayisi, elde edilen toplam kallus sayisi, petri basina kallus sayisi

2. deneme 1. Protokol 2. Protokol 3. Protokol

Genotip No | KAPS | EETES | PBES | EETKS | PBKS | EETES | PBES | EETKS | PBKS | EETES | PBES EETKS | PBKS
K1 30 55 1,83 |72 2,40 |55 1,83 |20 0,67 |43 1,43 17 0,57
K2 30 44 1,47 |50 1,67 |52 1,73 |22 0,73 |64 2,13 21 0,70
K3 30 45 150 |37 1,23 |48 160 |25 0,83 55 1,83 16 0,53
K4 30 54 1,80 |76 253 |37 123 |21 0,70 |51 1,70 11 0,37
K5 30 61 2,03 |48 1,60 |27 0,90 |12 0,40 |45 1,50 15 0,50
K6 30 55 1,83 |60 2,00 |43 143 |23 0,77 |52 1,73 20 0,67
K7 30 62 2,07 |78 2,60 |57 190 |36 1,20 (61 2,03 13 0,43
K8 30 56 1,87 |56 187 (41 1,37 |18 0,60 |55 1,83 7 0,23
K9 30 50 1,67 |67 2,23 |59 197 |25 0,83 |68 2,27 10 0,33
K10 30 68 2,27 |62 2,07 |62 2,07 |19 0,63 |72 2,40 12 0,40
K11 30 70 2,33 |49 1,63 |57 1,90 |16 0,53 |63 2,10 10 0,33
K12 30 74 2,47 |65 2,17 |62 2,07 |23 0,77 |66 2,20 13 0,43
K13 30 60 2,00 |54 1,80 (41 1,37 |23 0,77 |59 1,97 8 0,27
K14 30 56 187 |70 2,33 |67 2,23 |20 0,67 71 2,37 14 0,47
K15 30 42 1,40 |38 1,27 |77 257 |25 0,83 |64 2,13 12 0,40
K16 30 24 0,80 |66 2,20 |32 1,07 |23 0,77 |45 1,50 9 0,30
K17 30 83 2,77 |67 2,23 |34 1,13 |17 0,57 |46 1,53 8 0,27
K18 30 40 1,33 |27 0,90 |40 133 |11 0,37 |45 1,50 4 0,13
K19 30 75 250 |66 2,20 |44 147 |22 0,73 61 2,03 7 0,23
TicariFIL |30 33 1,10 |34 1,13 |60 2,00 |13 0,43 |40 1,33 12 0,40
TicariF1E |30 33 1,10 |50 1,67 53 1,77 |23 0,77 23 0,77 17 0,57
TicariF1S |30 56 1,87 |45 150 |38 1,27 |18 0,60 |38 1,27 11 0,37
TicariF1Z |30 35 1,17 |39 1,30 |43 143 |15 0,50 |49 1,63 10 0,33
Maksimum 83 2,77 |78,00 |[260 |77,00 |257 |36,00 [1,20 |7200 |[240 21,00 0,70
Minimum 24 0,80 |27,00 ([090 (2700 (090 |11,00 (0,37 |23,00 |0,77 4,00 0,13
Ortalama 5352 |[1,78 |5524 |[1,84 [49,32 |1,64 |2068 |0,69 |[5324 |1,77 12,08 |0,40

“KAPS: Kiiltiire alman petri sayisi;; EETES: Elde edilen toplam embriyo sayisi; PBES: petri basina embriyo sayisi; EETKS: Elde
edilen toplam kallus sayis1; PBKS: Petri basina kallus sayisi

2017 yil1 sonbahar déneminde 2. denemenin 1. protokoliinde maksimum embiryo sayis1
83 olup K17 genotipidir. En diisiik embiryo sayis1 24 olup K16 genotipidir. Ortalama
embiryo sayis1 53,2°dir. En yiiksek kallus sayis1 78 olup K17 genotipidir. En diisiik
kallus sayist 27 olup K18 genotipidir. Ortalama kallus sayist ise 55,2 olarak
belirlenmistir(Cizelge 4.2.2).

2017 y1l1 sonbahar déneminde 2. denemenin 2. protokoliinde maksimum embiryo sayisi

77 olup K15 genotipidir. En diisitk embiryo sayis1 27 olup K5 genotipidir. Ortalama
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embiryo sayist 49,3°dir. En yiiksek kallus sayis1 36 olup K7 genotipidir. En diisiik

kallus sayis1 11 olup K18 genotipidir. Ortalama kallus sayis1 20,68 dir(Cizelge 4.2.2.).

2017 y1l1 sonbahar doneminde 2. denemenin 3. protokoliinde maksimum embiryo sayisi

72 olup K10 genotipidir. En diisiik embiryo sayist 23 olup ticari F1 E genotipidir.

Ortalama embiryo sayis1 53,2°dir. En yiiksek kallus sayist 21 olup K2 genotipidir. En

diisiik kallus sayis1 4 olup K18 genotipidir. Ortalama kallus sayis1 12,08 dir(Cizelge

4.2.2).

Cizelge (4.2.3) 2018 Ilkbahar déneminde 23 adet hiyar genotipiyle yapilan ovaryum

kiiltiirtinden elde edilen kiiltiire alinan petri sayisi, elde edilen toplam embriyo sayisi,

petri basina embriyo sayisi, elde edilen toplam kallus sayisi, petri basina kallus sayis1

3.Deneme 1. Protokol 2. Protokol

Genotip No | KAPS EETES PBES EETKS PBKS EETES PBES EETKS PBKS
K1 20 22 11 5 0,25 3 0,15 50 25
K2 20 43 2,15 6 0,3 5 0,25 42 2,1
K3 20 13 0,65 8 0,4 8 0,4 61 3,05
K4 20 32 1,6 4 0,2 4 0,2 48 2,4
K5 20 15 0,75 10 0,5 7 0,35 45 2,25
K6 20 26 1,3 4 0,2 2 0,1 55 2,75
K7 20 40 2 12 0,6 1 0,05 32 1,6
K8 20 26 1,3 0,45 3 0,15 46 23
K9 20 15 0,75 7 0,35 6 0,3 34 1,7
K10 20 29 1,45 13 0,65 6 0,3 44 2.2
K11 20 23 1,15 3 0,15 10 05 22 11
K12 20 35 1,75 11 0,55 6 0,3 65 3,25
K13 20 29 1,45 2 0,1 14 0,7 18 0,9
K14 20 44 2,2 1 0,05 4 0,2 37 1,85
K15 20 18 0,9 5 0,25 4 0,2 56 2,8
K16 20 21 1,05 1 0,05 4 0,2 25 1,25
K17 20 27 1,35 5 0,25 3 0,15 67 3,35
K18 20 35 1,75 3 0,15 5 0,25 48 2,4
K19 20 45 2,25 8 0,4 6 0,3 32 1,6
TicariFIL |20 41 2,05 2 0,1 7 0,35 35 1,75
TicariF1E |20 26 13 4 0,2 5 0,25 52 2,6
TicariF1S 20 36 1,8 3 0,15 6 0,3 36 18
TicariF1Z |20 30 15 3 0,15 9 0,45 43 2,15
Maksimum 45 2,25 13 0,65 14 0,7 67 3,35
Minimum 13 0,65 1 0,05 1 0,05 18 0,9
Ortalama 29,16 1,458 5,72 0,286 5,72 0,286 43,12 2,156

“KAPS: Kiiltiire alman petri sayisi;; EETES: Elde edilen toplam embriyo sayisi; PBES: petri basina embriyo sayisi;; EETKS: Elde
edilen toplam kallus sayisi; PBKS: Petri bagina kallus sayist
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2018 yil1 ilkbahar doneminde 3. denemenin 1. protokoliinde maksimum embiryo sayisi
45 olup K19 genotipidir. En diisiik embiryo sayis1 13 olup K3 genotipidir. Ortalama
embiryo sayisi 29,16°dir. En yiiksek kallus sayis1t 13 olup K10 genotipidir. En diistik
kallus sayis1 1 olup K14 genotipidir. Ortalama kallus sayist 5,72 dir.(Cizelge 4.2.3)

2018 yil1 ilkbahar doneminde 3. denemenin 2. protokoliinde maksimum embiryo sayisi
14 olup K13 genotipidir. En diisiik embiryo sayis1 1 olup K7 genotipidir. Ortalama
embiryo sayist 5,72 dir. En yiiksek kallus sayis1 67 olup K17 genotipidir. En diisiik
kallus sayis1 18 olup K13 genotipidir. Ortalama kallus sayis1 43,12 dir. (Cizelge 4.2.3)

Cizelge 4.2.4 Bitkiye donen genotipler ve elde edilen bitki sayisi

Genotipler | Aktarilan | P1 P2 P3 P4 P5

Toplam

Embriyo

sayisi
K1 25 0 0 0 0 0
K2 48 0 0 0 0 2
K3 21 0 0 0 0 0
K4 36 0 0 0 0 0
K5 22 0 0 0 0 1
K6 28 0 0 0 1 0
K7 41 0 0 0 2 5
K8 29 0 0 0 0 0
K9 21 0 0 0 0 0
K10 35 0 0 0 0 0
K11 33 0 0 0 0 0
K12 41 0 0 0 0 0
K13 43 0 0 0 3 2
K14 48 0 0 0 0 0
K15 22 0 0 0 0 0
K16 25 0 0 0 0 0
K17 30 0 0 0 0 0
K18 40 0 0 0 0 0
K19 51 0 0 0 0 0
TicariF1L 48 0 0 0 5 3
TicariF1E 39 0 0 0 1 0
TicariF1S 31 0 0 0 0 0
TicariF1Z 42 0 0 0 3 6
Maksimum 59 0 0 0 5 6
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Ortalama 34,88 0 0 0 0,69 0,82

2018 yil1 ilkbahar doneminde 3. denemenin 1. ve 2. protokollerden elde eldilen toplam
embriyo sayilar1 ve embriyolardan elde edilen bitki sayilari ¢izelge 4.7 de verilmistir.
1.,2.,3, protokollerde embriyolarda biiyiime gériilmiistiir. 4 . ve 5. protokollerde ise
embiryollardan bitki elde edilmistir. (Cizelge 4.2.4)

Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi hiyar 1slah programlarindada kisa slirede homozigot
saf hatlar1 elde edilmesi 6nem arz etmektedir. Hiyarda anter kiiltiirii ile ¢alismalar yer
almasina ragmen diger kabakgiller familyasinda oldugu gibi hiyardada ovul/ovaryum
kiiltiri uygulamalar: ile basarili sonuglar elde edildigi rapor edilmektedir (Kumar ve
ark. 2002). Ancak ovul/ovaryum Kkiiltiirlerindeki basar1 bir¢ok etkene bagli olmakla
birlikte ovaryum kiiltiiriinde kullanilan ortam bilesenleri ve kullanilan genotipler
basarida 6nemli yer tutmaktadir. Nitekim, Golabadi ve ark. (2016) tarafindan yiiriitiilen
bir galigmada birinci denemede 35 °C’de én sicaklik soku, farkli hiyar genotipleri,
hormonal kombinasyonlar ve AgNO3, uygulamasinin hiyarda ovaryum kiiltiiriine olan
etkisi incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore en yiiksek embriyogenesisi oraninin 6n
sicaklik uygulamasi ve NAA + 2/4-D + KIN + BAP uygulamalarinda belirlenmistir. En
yiiksek kallus orani ise NAA + 2,4-D + KIN + BAP (1.5+0.7+ 1 + 1.8) mg/ L hormon
kombinasyonunun kombinasyonunda belirlenmistir. ikinci denemede ise genotip ve
diger hormon kombinasyonlarinin embriyo eldesi ile kallus olusumu {izerinde istatistiki
olarak 6nemli etki olusturdugu rapor edilmistir. NBDC6 * 6/32441 genotipi en yiiksek
embriyo verimine sahip olurken BAP (4 mg / L) ve 24-D (1.5 mg / L)
kombinasyonunun embriyo genesis igin optimal oldugu belirlenmistir.  Ugiincii
denemde ise ligiincii deneyde, en yiiksek embriyojenez (% 24.93) ve kallus (% 24.19)
indiiksiyonu, yerel Iran ¢esidi olan NBDC6 * 6/32441 genotipinde belirlenmistir. Elde
edilen bulgulara gore sicaklik uygulamasi, hormon kombinasyonlar1 ve genotipin
embriyo olusunda etkili oldugu beyan edilmistir. DIAO ve ark. (2009) sonuglari yiiksek
sicaklikta (35°C) islemlerle, embriyojenez miktarinin arttigin1 ve 3 giinliik yiiksek
sicaklik uygulamasinda en fazla embriyojenez oldugunu gostermistir. KOLEVA-
GUDEVA ve ark. (2007) farkli genotiplerin anter kiiltiirii uygulamalarinda farkli

ortamlara verdikleri tepkiyi belirlemek amaciyla yiiriittiikleri ¢aligmalarinda anterlere
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uygulanan soguk ve sicak soku uygulamalarinin (sirasiyla 7 © C ve 35 © C'de, her ikisi
de karanlikta) anteri dogrudan somatik embriyogeneze dogru yonlendirdigini rapor
etmiglerdir. SHALABY (2007), 4 giin boyunca 32 ° C'ye maruz kalan oviillerin yazlik
kabakta en fazla sayida embriyo olusturdugunu bildirmistir. Diger taraftan KURT ve
EVANS (1998), cicek tomurcuklarma uygulanan on uygulama (ii¢ giin boyunca
4°C'de), kati ortamda olusan kallus sayisim1 6nemli Olgiide azalttifini, ancak sivi
ortamda istatistiki olarak 6nemli bir etkiye sahip olamadigini rapor etmistir.

Diger taraftan Ozsan ve Onus(2017) tarafindan farkli ortamlarin hiyarda gynogenesi
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yiiriitilen calismada 3 hiyar genotipinin
(0701, 0702 ve 0703) dollenmemis disi ¢igekleri antezisten bir giin 6nce toplanmis ve
ylizey sterilizasyonundan sonra, 8 adet farkli modifiye hiyar bazal ortamia (CBM)
yerlestirilmistir. Farkli ortamlardaki biitlin eksplantlar, 3 giin boyunca 35° C'de karanlik
kosullarda tutulmus ve daha sonra 2 giin boyunca karanlik kosullarda 25°C'ye
aktarilmistir. Elde edilne bulgulara gére genotip 0703 ve besiyerin (0, 03 mg/ L TDZ
ile CBM) kombinasyonunun embriyo olusumu ve bitki gelisimi bakimindandan en iyi
sonuclar1 verdigini beyan etmisglerdir.

Hiyar ovul kiiltiiri i¢in etkili bir protokol gelistirme igin yapilan ¢alismada, en yiiksek
embriyo olusumu(% 89.4), maksimum bitki rejenerasyonu (% 9.0) olarak belirlenmis ve
calisma sonunda ve 22 homozigot bitki (2 haploid ve 17 DH) elde edilmistir.

Birgok faktor yumurtalik kiiltiiriinde basariyr etkilemektedir. Direkt ovulllere veya in
vitro kiltiir sirasinda uygulanan fiziksel uygulamalar (6rnegin yiiksek veya diislik
sicaklik) embriyo olusumu tizerinde giiglii bir etkiye sahip olabilmektedir (Yang, 1982).
Ornegin Kabakta (Cucurbita pepo) soguk soku(4°C) uygulamas: yapilmayan ovullerden
uygulama yapilan ovullere gore her 100 oviilii bagina elde edilen embriyo sayis1 yliksek
bulunmustur. (Metwally ve ark, 1998). Yine Hiyarda 35°C sicaklik soku uygulamasinin
ovul kiiltiiriinde etkili oldugu belirtilmistir (Gemes ve ark. 2002).

Cin uzun hiyarlarinda (Cucumis sativus L.) ovill kiiltirii etkinligine Cucumber Basal
Ortam(CBM)’a ilave edilen TDZ ve AgNO3’nin ekisinin arastirildigi baska bir
calismada ise 0,03 - 0,07 mg dm-3 TDZ uygulamasinda en yiiksek embriyo eldesi
saglanmistir. Ayrica, en yiiksek bitki rejenerasyon hizi, 0.05 mg dm-3 a-naftalenetik
asit, 0,2 mg dm-3 6-benziladenin ve 5-10 mg dm-3 AgNO3 ile takviye edilmis CBM'de
elde edilmistir. Flow sitometri analizine gore rejenere bitkilerin %80'inin haploid

oldugunu belirlenmistir (Li ve ark. 2013).
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Genotipler farkli hormon konsantrasyonuna farkli tepkiler vermektedir. AbdEI-
Maksoud ve ark. (2009), besin ortaminin ve uygun hormon dengesinin, farkli hiyar
genotiplerinin anter kiiltlirlinde basarisin1 etkileyen anahtar faktérler oldugunu
bildirmistir. Yaptiklar1 ¢calismada, besin ve rejenerasyon ortami, MS + BAP ve IAA
orani (2: 1) CSLO011genotipine ait 5 klonun embriyogenesis ve rejenerasyon igin en
uygun ortam olarak belirlenirken, diger hiyar ¢esitlerinde embriyogenesis i¢in farkli
tiplerde ve konsantrasyonlarda ortamlar olabilecegi tespit edilmistir. Metwally ve
arkadaglari, (1998a), balkabagindan tozlanmamuis oviiller i¢in 1-5 mg dm-3, 4-D ve 30 g
dm-3 ile ilave edilmis Murashike ve Skoog (MS) ortamini kullanmiglardir. Ayrica, Xie
ve ark. (2006), kabaklar i¢in hazirlanan besin ortaminda yumurtaliklarda 2, 4-D,
naftalen-1-asit ve benziliden (BA) ile ilave edilmis N6 ortamimi uygulamislardir.
Gémes-Juhéasz et 2002 yilinda, 0.02 mg dm-3 thidiazuron ve 40g dm-3 sukroz ile
desteklenmis hiyar bazal ortami (CBM) kullanmistir. Biitiin bunlara ek olarak donor
materyallerin kalitesinin ve bitkilerin biiylime kosullarinin oviillerin jinogenezinde de
etkilendigi belirlenmistir(Plapungi ve ark. 2014).

Mogbeli ve ark.2013) tarafindan 6 F1 hiyar melezi, "Kesmir", "Adergreen",
"Summerstar”, "Kraliyet", "2010-3" ve "502 x 605" kullanililarak yiiriitilen ¢aligmada
dollenmemis disi ¢igekler toplanarak petri kaplarinda katt MS ortamina yerlestirilmistir.
Dilimlenmis disi ¢icekler sirasiyla 0, 2, 3 veya 4 giin boyunca 35 + 1 © C'de sicaklik sok
on islemine maruz birakilmiglardir. Tk gérsel embriyo benzeri yapilar kiiltiirde 3 hafta
sonra olugsmaya baslamistir. S6z konusu genotiplerde farkli TDZ konsantrasyonlar ve
sicaklik uygulamalar1 6nemli etkiler meydana getirmistir. En biiylik embriyogensis
basarisi, 0.04 mg - L-1 TDZ ile ‘summerstar’ ¢esidinde elde edilmistir. TDZ, bu
calismada embriyo olusumu {izerinde de olumlu bir etkiye sahip olmustur.

Farkli ortamlarin hiyar ginogenesisi lizerindeki etkilerini belirlemek igin yiiriitiilen
baska bir ¢alismada 3 genotip (0701, 0702 ve 0703) modifiye edilmis 8 farkli cucumber
bazal ortamima (CBM) yerlestirilmistir. Farkli ortamlardaki biitiin eksplantlar, 3 giin
boyunca 3°C'de karanlik kosullarda ve daha sonra 2 giin boyunca 25°C'de tutulmustur.
Tim kiltiir ortamindaki 6n islemden sonra, 9 giin boyunca 16/8'lik bir fotoperiyotta
25°C'de 151k kosullarina aktarilmistir. Calismada genotipler ve kiiltiir ortamlarin
embriyo ve bitkicik olusumuna etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore

0703 ve 0, 03 mg / L TDZ iceren CBM kombinasyonunun embriyo olusumu ve
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ebriyolarin bitkiye doniisiimii agisindan en iyi sonuglari verdigi belirlenmistir (Ozsan ve
ark. 2017).

Bu yiiriitiilen ¢alismada ise 23 farkli hiyar genotipinin farkli protokollere embriyo
olusumu ve embriyolarin bitkiye doniisiimii bakimindan etkileri incelenmis ve yukarida
daha oOnce yiritilen caligmalarla elde edilen bulgulara gore genotip ve ortam
uygulamar1 bakimindan (elde edilen embriyo sayis1 ve bitkiye doniistim orani) farkli
sonuglar elde edilmistir. Bu farkliligin nedeni yine dnceki ¢alismalarda da rapor edildigi
gibi anter kiiltiiri uygulamalarinda oldugu gibi ovul/ovaryum kiiliirii uygulamalarinda
geneotip, ortam ve sicaklik soku uygulamalrinin ovul/ovaryum kiiltiiriiniiniin

basarisinda en 6nemli etkenler oldugu soylenebilir.
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5. BOLUM

SONUC ve ONERILER
Calismada 3 farkli yetistirme doneminde (2017 ilkbahar, 2017 Sonbahar ve 2018

[lkbahar) 3 adet &nceki ¢alismalarda kullanilan ve basarili sonuglar elde edilen ovaryum
kiiltiirti protokolii ile daha sonraki donemlerde ilk 3 protokoliin modifiye edilmis hali
kullanilarak 23 adet hiyar genotipinin ovul kiiltiirii etkinligi belirlenmeye ¢alisilmistir.
2017 yil1 ilkbahar doneminde 1. denemenin 1. protokoliinde maksimum embriyo sayisi
2.70 adet/petri olup K7 genotipten elde edilirken en diisiik embriyo sayisi
TicariF1E’den(0.60 adet/petri) elde edilmistir. En yiiksek kallus sayisi ise 3.47/petri
olup K16 genotipinden elde edilmistir. En diisiik kallus sayis1 0.6 adet/petri olup K18
genotipinden elde edilmistir

2017 yili ilkbahar doneminde 1. denemenin 2. prokoliinde maksimum embriyo sayist 51
olup K7 genotipinde belirlenmistir. En diisiik embriyo sayisi olup K2 (3 adet)
genotipinden elde edilirken en yiiksek kallus sayist K12 (9) genotipinden, en diisiik
kallus sayis1 K18(0) genotipinden elde edilmistir.

2017 yili ilkbahar doneminde 1. denemenin 3. prokoliinde maksimum embriyo sayis1 68
olup K17 genotipinde elde edilmistir. En disik embriyo sayist 14 olup K12
genotipinden elde edilmistir.

2017 y1l1 sonbahar doneminde 2. denemenin 1. protokoliinde maksimum embriyo sayisi
83 olup K17 genotipinden edlde edilirken, en diisiik embriyo sayist 24 olup K16
genotipinden elde edilmistir.

2017 yil1 sonbahar déneminde 2. denemenin 2. protokoliinde maksimum embriyo sayisi
77 olup K15 genotipinden, en diisiik embriyo sayisi ise 27 olup K5 genotipinden elde
edilmistir.

2017 yil1 sonbahar déneminde 2. denemenin 3. protokoliinde maksimum embriyo sayisi
72 olup K10 genotipinden, en diisiik embriyo sayist 23 olup TicariF1E genotipinden
elde edilmistir.

2018 y1l1 ilkbahar doneminde 3. denemenin 1. protokoliinde maksimum embriyo sayisi
45(K19) iken, en diisiik embriyo sayisi 13 (K3) olarak belirlenmistir.

Son olarak 2018 yili ilkbahar doneminde Kkurulan 3. denemenin 2. protokoliinde
maksimum embriyo sayis1 14 (K13) olarak belirlenirken en diisiik embriyo sayisi 1 (K7)

olarak belirlenmistir.
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2018 yil1 ilkbahar doneminde 3. denemenin 1. ve 2. protokollerden elde eldilen toplam
embriyolar 5 farkli ortama aktarilmis ve 23 adet hiyar genotipinden toplam 11 adet
hiyar genotipi elde edilmis ve 4. ve 5. protokollerde K5, K7, K13 ve Ticari F1L

genotipleri bagarili bulunmustur.

Tiim elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde daha 6nceki ¢aligmalarda oldugu
gibi farklt genotipler farkli protokollere embriyo olusumu ve bitkiye doniisiim
bakimindan farkli tepkiler vermistir. Bu bulgular 1s1ginda hiyar 1slah programlarinda
yeterli sayida double haploid bitki elde etmek igin mevcut protokollerin hiyar
genotiplerine uygun sekilde modifiye edilerek kullanilmasinda basariyr arttiracagi

kanisindayiz.
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