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Oz: Ismlanmis polenlerle yapilan tozlamalar, kabakgiller familyasinda partenogenetik haploid
embriyo olusumunu uyarmaktadir. Hiyarda da bu yontemle haploid embriyo olusabilmekte,
embriyo kiiltiirii yapilarak haploid embriyolarin bitkiye doniigiimii saglanabilmektedir. 16 adet
hiyar genotipinden haploid bitki elde edebilmek i¢in yapilan ¢alismada Beith Alpha, silor, langa ve
dikenli tipte iiriin segmentlerine ait ¢esitler secilmistir. Bitkiler ¢i¢ceklenmeye basladiginda erkek
cicekler anthesisten bir giin 6nce toplanarak Ankara’da Atom Enerjisi Kurumunda 300 Gy olacak
sekilde Gamma 1s1n1na maruz birakilmis, 12 saat icerisinde yeni agan disi ¢igeklerin tozlanmasinda
kullanilmistir. Gelisen meyveler 21-45 giinler arasinda toplanarak aseptik kosullarda tohumlari
cikartilmistir. Hem tohum a¢ma yontemi hem de tohumlarin dogrudan kiiltiire alma yontemi
uygulanmistir. Tohum agma yontemi ile globular agamadaki embriyolarin da yakalanmasi ile daha
fazla sayida embriyo elde etmek miimkiin olsa da bunlardan bitkiye doniisiim diisiik oranda
gergeklesmektedir. Dogrudan tohum ekimi yontemiyle elde edilen ¢imlenmelerden bitkiye
doniigiim orani yiiksek olmakta, zamandan ve isgiiciinden tasarruf saglanmaktadir. Genotiplerin
verdigi partenogenetik yanit ve bitkiye doniisiim farklilik gostermistir. Tozlamadan sonra 40 giin
siir siire olarak belirlenmis, 38-40.giinlerden sonra embriyolarin tohum igerisinde nekroze olma
orant % 85 olarak bulunmugtur. En yiiksek canli embriyo orani toplamda 19 embriyo ile dikenli
tipteki Bazeal genotipinden elde edilmistir. Hiyarda isinlanmis polenle haploid elde etmeye
alternatif olabilecek ovaryum kiiltiirii tekniginin gelistirilmesi, gamma 1sin dozu denemelerinin
yapilmasi 6nerilmektedir.

Parthenogenetic Embryogenesis Frequencies of Different Cucumber Genotypes by Irradiated

Pollen Pollination and Haploid Embryo Development
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Abstract: Pollination with irradiated pollen stimulates the formation of parthenogenetic haploid
embryos in the Cucurbitaceae family. Haploid embryos can be formed in cucumbers with this
method and haploid embryos can be transformed into plants by embryo culture. In order to obtain
haploid plants from 16 cucumber genotypes, varieties of Beith Alpha, mini, langa and spiny
segments were selected. When the plants started to bloom the male flowers were collected one day
before the anthesis and exposed to Gamma ray at 300 Gy at Atomic Energy Institution in Ankara.
After pollination with irradiated pollens, growing fruits were collected between 21-45 days-old
and seeds were extracted under aseptic conditions. Both seed opening method and direct in vitro
seed cultivation (germination) method were applied. Although it is possible to obtain more
embryos by capturing the embryos in the globular stage by seed opening method, the
transformation rate to plants is low. Direct germination obtained by seed sowing method is high
conversion rate to plants, saving time and labor. Parthenogenetic response of genotypes and
differentiation to plant were different. 40 days after the pollination was determined as the limit
time, the necrosis rate of embryos in the seed after 38-40 days was found to be 85%. The highest
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viable embryo ratio was obtained from the spiny type Bazeal genotype with a total of 19 embryos.
It is recommended to develop an effective ovary culture technique which can be an alternative to
haploid irradiated pollen in cucumber and to perform gamma ray dose trials.

1. GIRIS

Kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasi, sebze olarak
kullanilan tiirlerinin sayis1 bakimindan en zengin bitki
ailelerinden Dbiridir. Hiyar (Cucumis sativus L.),
kabakgiller igerisinde yer alan ve diinya iizerinde yaygin
olarak ¢ok farkli tipleri yetistirilen, ekonomik degeri
yiiksek bir sebzedir. Diinyada 2 144 672 ha alan {lizerinde
toplam 80 616 692 ton hiyar iiretimi yapilmakta ve
dretimin ~ biylk  c¢ogunlugu  Asya  kitasinda
gerceklesmektedir [1]. Hiyar iiretimi bakimindan
yaklagik 5.7 milyon tonluk iiretim miktar1 ile Cin birinci
sirada yer almakta, bunu Rusya Federasyonu, Iran ve
Tirkiye takip etmektedir. Tim yil boyunca iiretilen
hiyarin  Tiirkiye’deki toplam yillik {iretim miktar
kayitlarda 1 827 782 ton olarak verilmektedir.
Tiirkiye’de hiyar tiretimi hem agikta sofralik ve tursuluk
olarak yetistirilmekte hem de ortii altinda domates ve
karpuzdan sonra en fazla iretimi yapilan tiir olma
ozelligini tagimaktadir. Sofralik hiyar iiretimi 1 687 927
ton, tursuluk hiyar iiretimi 139 855 ton ve ortii alt1 hiyar
tiretimi ise 1 221 625 ton’dur [2].

Acikta yetistirilenlerin  6nemli bir kismi, orti alti
tariminda kullanilan hiyarlarin tamamina yakini Fy hibrit
¢esitlerden olusmaktadir. Yilda yaklagik 150 milyon adet
hiyar tohumu kullanilmakta olup, bunun %380'
yurtdisindan ithalat yoluyla karsilanmaktadir. Son
yillarda yerli tohum firmalarinin kendi Ar-Ge
isletmelerini kurmalari, devlet olanaklar1 ile alinan proje
ve tesvikler sayesinde sebze tiirlerinin bir kisminda yerli
hibrit ¢esitler piyasada yer almaya baglamistir.
Ulkemizde yabanci orijinli F; hibrit cesitler biiyiik
Olciide yerel gesitlerin yerini alirken, yerli F; hibrit ¢esit
1slah calismalarma 20. yiizyilin son ¢eyreginde agirlik
verilmeye baglanmustir [3,4]. Hiyarin da i¢inde yer aldigi
Cucumis cinsi Afrika ve Asya kitalarinin tropik veya
subtropik  bolgelerinden diinya geneline yayilis
gostermislerdir [5,6]. Hiyar Asya grubuna dahil olup,
Hindistan orijinlidir [7]. Bununla birlikte iilkemiz, hiyar
genetik kaynaklart ve varyasyon bakimindan oldukca
zengindir. Yerli hibrit ¢esitlerin 1slah edilmesinde hiz
kazandiracak tekniklerin kullanilmas: gereklidir.

Hiyar yabanci tozlanan bir tiirdiir ve bu nedenle klasik
1slah ¢aligmalar1 8-10 y1l gibi uzun bir zaman almaktadir.
Islah siiresini kisaltmak i¢in farkli biyoteknolojik
yontemler uygulayarak modern 1slaha gegmek gereklidir.
Bu amagla kullanilan yontemlerden biri dihaploid saf
hatlar1 olusturmak amaciyla dihaplodizasyon tekniginin
kullamlmasidir  [8].  Cucurbitaceae  familyasindaki
onceleri hem anterler hem de ovul ve ovaryumlar in vitro
kiiltiire almarak denenmistir [9,10]. Androgenezis,
kabakgillerde etkin bir yontem olarak gériilmemis, ovul—
ovaryum Kkiiltiirlerinden elde edilen bitki sayilar1 ise ¢cok
az olmustur. 1990’1 y1llara dogru gama 1511 uygulanmis
polenlerle tozlamalar yaparak in situ haploid embriyo
uyarttimi ve bu embriyolarin 6zel besin ortamlari

tizerinde in vitro kiiltire alinarak bitkiye dondstiiriilmesi
aragtirtlmigtir. Bu yolla Cucumis tiirlerinin ilk haploid
embriyolari kavunda elde edilmis ve bu embriyolarin in
vitro bitkiye donistiiriilmesi  i¢in E20A  ortamu
geligtirilmistir [11]. Daha sonra ayni teknik hiyarda
[12,13] denenmistir. Tiirkiye’de 1995 yilinda Caglar
tarafindan yapilan Doktora c¢alismasinda ilk hiyar
dihaploidleri elde edilmistir. Hiyar, isimlanmis polen
teknigi ile partenogenetik embriyo olusturmaya uygun
bir tiirdiir. Tlerleyen yillarda hiyarda ovaryum kiiltiirii
teknigi de gelistirilmis ve 1sinlanmig polenle uyartim ve
partenogenetik embriyo olusturma yontemine alternatif
olarak belirlenmistir [14,15]. Cetinkaya [16], ovaryum
kiiltiiriinii optimize ederek hiyarda haploid bitkilerin
basariyla elde edilebilecegini ortaya koymustur. Erol
[17] ise hiyarlarda oviil ve ovaryum kiiltiirlerini
kargilagtirarak en uygun haploid embriyo elde etme
yontemini belirlemeye ¢alismistir. Aym zamanda Co®
1sin - kaynaginda 300 Gy 1smm dozu uygulayarak
1sinlanmig polen teknigini de kullanmis, 14 adet haploid
bitki elde etmistir. Toprak [18], 23 adet hiyar
genotipinde ovaryum Kkiiltiirii yontemiyle haploid bitki
elde etme iizerinde ¢alismis olup genotip etkisinin ¢ok
belirgin  oldugu, uygun protokol  gelistirilmesi
calismalarina devam edilmesi gerektigi belirtilmistir.
Caligmalar hiyarda partenogenesis i¢in genotipe bagh
olmakla birlikte bir yatkinlik bulundugunu, 1slah
calismalarinda bu  Ozellikten yararlanma yoluna
gidilmesi gerektigini gdstermektedir.

Isinlanmis polen tekniginde embriyo kurtarma asamasi
¢ok zahmetli, emek ve zaman alici bir islemdir. Bu
nedenle en uygun islem serisinin kullanilmasi kisa
zamanda ¢ok sayida kiiltiiriin yapilmasint ve en yiiksek
oranda embriyo c¢ikigint saglayabilecektir. Bu konuda
Baktemur [19]’'un kavunlarda yaptii calismada
‘tohumlarin tek tek agilmasi’ ve ‘tohumlarin dogrudan
besin ortamima ekimi’ yontemleri arasinda haploid
embriyo olusumu bakimindan istatistiksel fark ¢ikmamis
olup her ikisi de uygulanabilir bulunmustur.

Calisgmamizin amaci, farkli tiplerdeki 16 adet hiyar
¢esidinde 1sinlanmis polen teknigi kullanarak haploid
embriyo ve bitki elde etme iizerinde tek tohum agma ve
dogrudan  tohum ekimi  yodntemlerinin  etkisini
incelemektir.

2. MATERYAL VE METOT

Bu arastirma 2019 ilkbahar doneminde Fidesan Tarim
San. Tic. Ltd. Sti. Serik Cakallik Koyl Aragtirma
Istasyonu’nda bulunan yetistirme serasinda ve bitki doku
kiiltliri laboratuvarinda yiiriitiilmiisttir. Bitkisel materyal
olarak beith alpha, silor, langa ve dikenli tipte iiriin
segmentlerine ait 16 adet hiyar ¢esidi bitkileri
kullanilmistir. Mini hiyar tipine ait 5 adet (Kahraman,
Elanor, Ekvator, Kitir ve Zincir), beith alpha tipine ait 6
adet (Termessos, Talisya, Ps 64, Melen, Cemre ve 6608),
tarla tipi beith alpha tipine ait 2 adet (Altay ve Toros),
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dikenli tipe ait 2 adet (9608 ve Bazeal), uzun tipe ait 1
adet (Langa) genotiplerine ait 20°ser adet bitki seraya
dikilmis, bakimlar1 yapilarak ¢igeklenme asamasina
getirilmistir. Ciceklenme asamasinda olusan erkek

cicekler polen 1sinlanmasi ic¢in kullanilacak materyali
olusturmustur (Sekil 1).

Sekil 1. Isinlanmis polen tekniginde kullanilacak olan hiyar bitkilerinin
seradaki goriintiimii ve erkek cigekler

Denemelerde yer alan gesitlerdeki disi ¢igekler, tozlama
oncesinde anthesisten 1 giin Onceki asamada (kapali
durumda bulunan ve tag yapraklarin u¢ kisimlarinin
yesilden sariya donligme asamasinda) yabanct ¢igek
tozlarinin ¢icege girisini engellemek i¢in tiil ile
kapatilarak izole edilmistir (Sekil 2). Isinlanmig polenle
tozlanan ¢igeklerde meyve tutumunu artirmak amaciyla
tozlama yapilan bitkilerde agan diger disi ¢igekler
koparilarak bitkiden uzaklastirilmistir.

izolasyonu

Cigek tozlarinin elde edilmesi igin anthesisten bir dnceki
giine rastlayan biiyiikliikte, heniiz agilmamis fakat iyi
gelismis erkek cicek tomurcuklar: segilerek toplanmuistir.
Bu tomurcuklar ta¢ ve kismen c¢anak yapraklardan
ayrildiktan sonra 9 cm g¢apli cam petri kaplarina
konularak gama 1smiyla muameleye tabi tutulmustur.
Ankara’da Atom Enerjisi Kurumu’nda 1sinlamaya maruz
birakilan anterler, 12 saat igerisinde yeni acan disi
¢igeklerin tozlanmasinda kullanilmustir. Isinlamada, Co®
kaynagindan gelen 300 Gy dozunda gama 151
kullanilmigtir [20,21] (Sekil 3).
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Sekil 3. Anthesisten bir giin dnee toplan erkek hiyar ¢igekleri, petri
kutularinda 1s1nlama islemi ve 151n kaynagi

Isinlanmis  polenlerle tozlama, 1-2 erkek c¢icek
tomurcugunun stigma iizerine siirtiilmesi seklinde
yapilmistir. Tozlamadan sonra yabanci polen girisini
engellemek icin g¢icekler tac yapraklarin ucundan
penslerle kapatilmistir. Ilerleyen giinlerde disi cicegin
siskinlesmeye basladigi asamada keseler g¢ikarilmistir.
Tozlama islemini 17 Mayis tarihinde yapilmigtir. Meyve
geligimleri saglikli bir sekilde elde edilmistir (Sekil 4).

{

Sekil 4. Isinlanmis olenlerle tozlanan har d
meyveler (28 giinliik)

cigeklerinden geligen

Embriyo kurtarma islemi igin 1ginlanmis polenle tozlanip
tutan meyveler 21. giinde seradan toplanarak
laboratuvara getirilmis ve once distile saf su ve %10°luk
sodyum hipoklorit ¢o6zeltisi ile yikanms, yiizey
sterilizasyonu i¢in kabin igerisindeki yanmaz kiivet
igerisine alinmig meyveler saf alkol yardimiyla yakilarak
steril hale getirilmistir. Steril hale gelen meyveler,
icerideki tohumlara zarar vermeden, metal sapli bir
bigakla boyuna kesilerek tohumlar ayiklanmis, sayilmis
ve steril kaplar igerisine alinmigtir. Tohumlar pens ve
bistiiri yardimiyla tek tek agilarak embriyo kurtarma
islemine gegilmistir [19]. Tohumlarin bir kismi da
dogrudan  petrilerdeki MS  besin  ortamlarina
ekilmiglerdir.

3. BULGULAR

16 farkli hiyar genotipinde tek tek tohum agma ydntemi
veya dogrudan tohum ekimi ydntemiyle elde edilen
kiiltiirlerin 25 °C’deki ve iklim odasinda inkiibe
edilmesinin ardindan embriyo ve bitki gelisimi
Ozellikleri  incelenmistir.  25-45  giinler arasinda
toplanarak aseptik kosullarda tohumlari ¢ikartilmustir.
Hem tohum a¢gma ydntemi hem de tohumlarin dogrudan
kiiltire alma yontemi uygulanmistir. Her ¢esitten alinan
meyvelerden yarisi tek tek tohum agma yontemi yarisi da
dogrudan tohum ekiminde kullanilmistir. Cesit bazinda
kullanilan meyve sayilar1 ve uygulanan yontem ile elde
edilen embriyo sayilar1 Tablo 1°de verilmistir.

71



Tr. J. Nature Sci. Volume 9, Issue 1, Page 69-73, 2020

Tablo 1. Genotiplere ait meyve sayilari, uygulanan yontem ve elde edilen embriyo sayilari (adet)

Genotip Meyve Sayisi Tohum A¢ma Tohum Ekimi (Tohu nE]: I:lzg)ll;fl'izﬂlrﬂ acma)
Kahraman 18 9 9 3/0
Elanor 20 10 10 2/0
Ekvator 12 6 6 0/3
Katir 14 7 7 2/0
Zincir 10 5 5 1/0
Termessos 12 6 6 3/0
Talisya 14 7 7 11
PS64 24 12 12 0/0
Melen 10 5 5 0/0
Altay 6 3 2/0
Toros 12 6 6 2/0
Cemre 5 3 1/3
6608 23 12 13 11
9608 11 6 0/0
Bazeal 10 5 5 5/14
Langa 7 3 0/0
Tohum a¢ma ydntemiyle elde edilen embriyolar, gelisen 4. SONUC
bitkicikler ve dogrudan tohum ekimi ile elde edilen
haploid hiyar bitkicikleri gosterilmektedir. Saglikli Hiyarda 1smlanmis polenle embriyo uyartimina

gelisenler saksilara aktarilmistir (Sekil 5).

] ( »
Sekil 5. Tohum agma yontemiyle kurtarilan embriyolar ile kiiltiire
aldiktan yaklasik 10 gilin sonraki embriyolarin gériintiileri ve petride
dogrudan tohum ekiminde ¢imlenen tohumlar, haploid hiyar
bitkicikleri ve dig kosullara aktarim

Tohum agma yontemi ile globular asamadaki
embriyolarin da yakalanmasi ile daha fazla sayida
embriyo elde etmek miimkiin olsa da bunlardan bitkiye
donisim disik oranda gergeklesmektedir. Dogrudan
tohum ekimi yontemiyle elde edilen ¢imlenmelerden
bitkiye doniisim orani yiiksek olmakta, zamandan ve
iggiictinden tasarruf saglanmaktadir. Baktemur [19]
tarafindan kavunda iki yontemin de kullanilabilir oldugu
belirtilmis olmakla birlikte, hiyarda tek tohum a¢ma ile
yasayabilir bitkicik elde etme oranimnin diisiik oldugu,
dogrudan tohum ekiminin daha elverisli bulundugu
sOylenebilir.

genotiplerin verdigi partenogenetik yanit ve bitkiye
doniistime  yakinlik ozelligi farklilik  gOstermistir.
Tozlamadan sonra 40 giin sinir siire olarak belirlenmis,
38-40.giinlerden sonra embriyolarin tohum igerisinde
nekroze olma orani % 85 olarak bulunmustur. En yiiksek
canli embriyo orani toplamda 19 embriyo ile dikenli
tipteki Bazeal genotipinden elde edilmistir. Langa tipteki
hiyar genotipinde ise hi¢bir olusum belirlenmemistir.
Benzer bulgular Erol [17] tarafindan da rapor
edilmektedir. Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda
hiyarda 1sinlanmis polenle haploid elde etmeye alternatif
olabilecek ovaryum Kkiiltiirii tekniginin gelistirilmesi,
genotip bazinda uygun ortamlarin  ve kosullarin
saglanmast [18]; 1smlanmigs polen teknigi icin ise
dogrudan tohum ekimi yonteminin kullanilmas: ve gama
151n dozu denemeleri yapilmasi 6nerilmektedir.
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