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Sunulan ¢alisma, hiyara anag olabilme potansiyeli yiiksek bazi kabak (Cucur-
bita spp.) ana¢ adaylarinin 1ginlanmis polen teknigi kullamlarak saflastrilmasi
ve haploidizasyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Calismada
kullanilan 17 anag adayia ait polenler gama 1511 veren Co® kaynaginda 150
Gy 151n dozunda 1gmlanmis ve bu polenlerle disi ¢icekler tozlanarak partenoge-
netik haploid embriyo uyartimi saglanmaya calisilmustir. Haploidi frekansi
izerine genotip etkisinin 6nemli bulundugu ¢alismada “I” genotiplerinden
toplamda 23 meyve, 3998 tohum, 233 embriyo, 51 bitki ve 3 haploid bitki elde
edilirken bu degerler “H” genotiplerinde sirasiyla 35, 6464, 822, 222 ve 24
olarak belirlenmistir. Elde edilen 273 bitkiden 192 tanesi (51 adedi “I” ve 141
adedi “H” genotiplerinden) ¢eliklenerek dis ortama aligtirilmig, bu bitkilerden
ise 27 adet haploid bitki iiretilmistir. Haploidi frekansi ise 100 tohum, 100
embriyo ve meyve basina sirasiyla “I” genotiplerinde 0.07, 1.29 ve 0.13, “H”
genotiplerinde ise 0.37, 2.92 ve 0.69 olarak gerceklesmistir. Haploid bitkiler
%1’lik kolhisin ¢dzeltisinin tepe tomurcuklarma uygulanmasiyla dihaploid hale
getirilmistir.

Dihaploidization in Squash Genotypes (Cucurbita spp) as a Rootstock Candi-
dates for Cucumber (Cucumis sativus L.) via Irradiated Pollen Technique
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The present study was conducted to determine the haploidization efficiency via
irradiated pollen technique in some Cucurbita spp. candidates as rootstock.
The pollens of 17 rootstocks candidates were irradiated at 150 Gy gamma ray
dose with Co® source and the haploid embryo stimulation was induced pollina-
tion with this pollens. The haploidy frequency was highly influenced by ge-
notypes, in total, 23 fruits, 3998 seeds, 233 embryos, 51 plants and 3 haploid
plants were derived from “I” genotypes, and these values were 35, 6464, 822,
222 and 24 in “H” genotypes, respectively. Finally, 192 plants were propagated
and acclimatized (51 of “I” and 141 of “H” genotypes), and 27 haploid lines
were obtained from these plants. The haploidy frequency was 0.07, 1.29 and
0.13in “I”, 0.37, 2.92 and 0.69 “H” for per 100 seeds, 100 embryos and a fruit,
respectively. Dihaploidization was successfully realized by application of 1%
colchicine solution to apical meristems of haploid regenerants.
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1. Giris

Sebze yetistiriciliginde 6zellikle toprak kokenli has-
talik ve zararhlara karst asili fide kullanimi yaygindir.
Asili fide ile iiretim miinavebenin ¢ok zor oldugu,
yiksek yogunlukta bulasmanin yasandigi ve halen
toprakli yetistiriciligin zorunlu oldugu siirekli iiretim
yapilan ortii alti alanlarinin vazgegilmez bir unsurudur.
Ulkemizde asili sebze fidesi ile iiretiminin geg¢misi
oldukga yeni olup 2004 yilinda agikta ve basit ortii alt1
sistemleri altinda asili karpuz yetistiriciligi ile baslayan
siire¢ giiniimiizde seraciliginda yayginlasmasiyla agili
kavun, hiyar, patlican ve domates iiretimi seklinde
devam etmektedir. Ozellikle kiiresel iklim degisiklikle-
rinin bir sonucu olarak farklilik arz eden ve siddetleri
giin gectikge hissedilen biyotik ve abiyotik stres faktor-
lerine dayanimin yaninda, gerek iriinlerde objektif ve
subjektif kalite unsurlarmi artirmaya yonelik olarak
gerekse ekolojist yaklagimin {iretim tarzi seklinde asili
fide ile liretim her gegen yil artmaktadir.

Hiyar, ortii alt1 tarimimizda domatesten sonra iire-
timi en ¢ok yapilan tlirdir. Yaklasik 1.75 milyon ton-
luk hiyar itiretimi ile Tirkiye diinyanin 2. en biyik
tiretici iilkesi konumundadir (FAO, 2012). Hiyar yetis-
tiriciliginde solgunluk (6zellikle Fusarium spp.) ve
nematod (Meloidogyne spp.) zarari iiretimi kisitlayan
en 6nemli toprak kokenli sorunlardir. Fusarium ile zirai
miicadele kapsaminda kismi miicadele yapilabilirken,
nematod sorununu etkili bir sekilde ¢dzen bir preparat
yoktur. Kaldi ki bu sorunlarla miicadele amaglh kullani-
lan pestisitlerin ekosistemdeki zararlar1 ve kalint1 etki-
leri uzun siiregte tolerans limitlerinin tizerindedir. Bu
sebeple gerek kalict gerekse ¢evreci bir yontem olmasi
sebebiyle asili fide ile liretim en dnemli secenek olarak
on plana ¢ikmaktadir. Giiniimiizde hiyara anag¢ olarak
genellikle balkabagi (C. moschata) ile kestane (C.
maxima) ve balkabagi (C. moschata) melezleri kulla-
nilmaktadir (Davis ve ark., 2008).

Asili fide tiretiminin ilk asamasi ise istenilen tarim-
sal Ozelliklere (hedef soruna g¢are olacak, kalem ile
uyusma yetenegi yiiksek, verimli ve iriin kalitesine
pozitif etkili v.b.) sahip anag¢ adaylarinin tespitidir. Bu
adaylarin F1 hibrit 1slah1 cercevesinde saflastirilmasi
ve devaminda tiretimlerine gecilmesi bir dizi anag 1slah
programlarmi gerekli kilar. Ustiin ozellikteki anac
adaylarmin klasik yontemlerle saflastirilmasi, kabak
gibi yabanci tozlanan tiirlerde 8-10 y1l gibi bir zaman,
uzun ve yorucu bir stireci gerektirir, ancak sonugta elde
edilen genotip hi¢ bir zaman %100 saf olmaz (Kurtar
ve Balkaya, 2010). Diger yandan 1-2 yil igerisinde
%100 homozigot saf hatlarin eldesine olanak saglayan
in vitro haploidizasyon yontemi hem 1slah siiresini
kisaltmasi hem de maliyeti ve isgiiciinii oldukga azalt-
mast sebebiyle bir¢ok tiiriin 1slah programlarinda etkin
bir sekilde kullanilmaktadir. Haploid bitkiler erkek
gamet (anter - polen), disi gamet (yumurta - yumurta-
lik) ve partenogenetik (polen 1smnlama, kimyasal uygu-
lamalar1 v.b.) kokenli olabilmektedir.

Kabakgiller familyasina giren bitki tiirleri dikkate
alimdiginda 1sinlanmis polen teknigi dihaploidizasyon
1slahinda en ¢ok kullanilan yontem olarak goze carp-
maktadir. Bu teknikte polenler farkli 151n kaynaklariyla
(genellikle Co® kaynakli gama isiniyla) 1sinlanarak
generatif yonden inaktif hale getirilmekte ancak ¢im-
lenme yetenekleri devam ettiginden disi organda uyar-
tim yaparak partenogenetik haploid embriyolarin olu-
sumuna neden olmaktadir. Bu teknigin kullanimiyla
karpuz (Giirsoz ve ark., 1991; Sar1, 1994), kavun (Sau-
ton ve Dumas de Vaulx, 1987, Sar1 ve ark., 1992; Abak
ve ark., 1996; Lotfi ve ark., 2003), hiyar (Truong-
Andre, 1988; Sauton, 1989; Caglar ve Abak, 1999;
Dolcet-Sanjuan ve ark., 2006), yazlik kabak (Kurtar ve
ark., 2002; Berber 2009; Bektemur ve ark., 2014),
balkabagi (Kurtar ve ark., 2009) ve kestane kabagi
(Kurtar ve Balkaya, 2010) tiirlerinde basarili sonuglar
almmistir. Kavun ve hiyar tiirlerinde yogun, kabak
tiirlerinde ise kismen 1slah programlarinda kullanilan
1sinlanmis polen tekniginin etkinligini kisitlayan en
onemli faktor genotip bagimlilig gostermesidir. Bunun
yaninda 1ginlama ve tozlama caligmalar1, besi ortamiin
yapist, kiiltiir kosullari, embriyo gelisim agsamalar1 gibi
faktorler de frekans iizerine etkili olabilmektedir.

Sunulan bu ¢alismada TUBITAK-TEYDEB tara-
findan desteklenen ve Universite-Sanayi isbirligi kap-
saminda gergeklestirilen “Kabak (Cucurbita spp.) ge-
netik kaynaklarmin hiyar (Cucumis sativus L.) anag
1slah programinda degerlendirilmesi ve yerli hibrit
anaglarmimn gelistirilmesi” projesi (Go¢men ve ark.,
2014) kapsaminda {imit var ana¢ adayr bazi kabak
genotiplerinde 1smmlanmis polen teknigi kullanilarak
dihaploidizasyon etkinligi arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal, 1sinlama, tozlama ve hasat ¢calismalart

Caligmada materyal olarak 17 adet kabak anag¢ ada-
y1 kullanilmigtir. Genotiplere ait anterler bitkiler tam
ciceklenme dénemindeyken anthesisten bir giin dnce
toplanmig ve ayni giin 150 Gy dozunda gama 1511 ile
1smlanmistir. Anterler toplanirken bir giin sonra tozla-
nacak disi ¢igekler de ince tiil keseler yardimiyla izole
edilmistir. Ertesi giin sabah saatlerinde izole edilmis
olan disi ¢igekler 1silanmis polenlerle tozlanmis ve
yabanci polen girisini 6nlemek i¢in tekrar izole edil-
migstir. Tozlamanm 2-3 giin sonrasinda tiil keseler
almmis ve tutan meyveler etiketlenmigtir. Calismanin
bu kismi Antalya Tarim A.S. biinyesinde yiiriitiilmiis-
tir.

2.2. Dezenfeksiyon, yiizey sterilizasyonu ve ekstraksi-
yon

Tozlama isleminden yaklasik 3-4 hafta sonra, mey-
veler tam olgunlasmadan ve olusan embriyolar yasla-
nip rejenerasyon yeteneklerini kaybetmeden hasat
edilmistir. Hasat edilen meyveler ekstraksiyon oncesi



36

Kurtar ve ark. / Selcuk J Agr Food Sci, (2017) 31 (1), 34-41

¢esme suyu altinda yikanmig ve kaba kirlerinden arin-
dirllmig, kurulandiktan sonra 2 g hassasiyetindeki diji-
tal terazide tartilmig ve meyve saplari kesilerek
%20’lik ¢amasir suyu ¢ozeltisinde 30 dakika bekletil-
migtir. Son olarak steril kabin altinda %96°lik etil al-
kolle iyice 1slatildiktan sonra yakilarak yiizey sterili-
zasyonu yapilmustir.

Steril kabin igerisinde yiizey sterilizasyonu yapilan
meyveler steril bir bigak yardimiyla iglerindeki tohum-
lara zarar verilmeyecek sekilde dikkatlice kesilmis ve
icerdikleri biitlin tohumlar (¢ok kiiciik, zar veya iz
seklinde olanlar harig) teker teker agilarak incelenmis-
tir. Tohumlardan elde edilen embriyolar, embriyogene-
sis agamalarma gore gruplandirildiktan sonra kiiltiire
almmistir. Elde edilen embriyolar Kurtar ve ark.
(2002)’na gore asagidaki sekilde simflandirilmigtir.

1. Nokta: Tohum ucundaki sert, beyaz kii¢iik embriyo
2. Ok ucu: Tohum ucuna dogru biiyiimiis, ok ucu sek-
lindeki sert, beyaz embriyo

3. Yiirek: Sert, beyaz, yiirek seklindeki embriyo

4. Kotiledon: Kotiledon yapraklar1 belirginlesmis, sert,
beyaz embriyo

5. Sekilsiz: Kotiledon ve yiirek arasindaki gelisme
donemlerinde kalmis, sert, beyaz embriyo

6. Nekrotik :Bitkiye doniisemeyecek yapida, kahveren-
gimsi nekrotik embriyo

In vitro calismalarda tiim genotiplerde, toplam
meyve sayisi (MS; adet), ortalama meyve agirhigi (MA;
g), toplam tohum sayis1 (TS; adet), meyve basina orta-
lama tohum sayis1 (OT; adet), toplam embriyo sayisi
(ES; adet), meyve basina ortalama embriyo sayist (OE;
adet) sert embriyo toplami (ST; adet), nekrotik embriyo
toplam1 (NT; adet), farkli gelisme sathalarindaki emb-
riyo sayisi (adet) hesaplanmustir.

2.3. Besi ortami, kiiltiir kosullari, dihaploidizasyon
calismalar

Isinlanmis embriyolarin kiiltiire alinmasinda 0.1
mg/l 1AA ile modifiye edilmis standart MS (Murashige
ve Skoog 1962) temel besi ortami kullanilmistir. Cika-
rilan embriyolar igerisinde yaklasik olarak 25 ml besi
ortami bulunan magentalara her birine gelisme dénem-
leri dikkate almarak 3-9 arasinda embriyo koymak
sartiyla kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiire alinan embriyo-
lardan koklenip geliserek bitkiye donlismeye baslayan-
lar her magentaya 1-2 adet olacak sekilde biiyiitiilmiis-
lerdir (Sekil 1).

Bu siire igerisinde embriyolar ve bitkiler sicakligi
26 = 1 °C, fotoperiyodu 16 saat, 1siklanmasi TCD
36W/54 Preheat Daylight tipi lambalarla yaklasik 3000
liix’e ayarlanmig olan iklim odasinda tutulmuslardir.
10-12 cm boyuna ulagmis bitkicikler, gerek materyal
kaybin1 6nlemek gerekse dihaploidizasyon caligmala-
rinda kullanilmak tzere 2-3 seferlik mikro ¢eliklemeler
ile ¢ogaltilmis ve sayilart artirilmgtir. Sayilari artiril-
mus bitkicikler Kurtar ve Balkaya (2010)’nin ¢aligmala-
rinda belirttigi sekliyle dis ortama alistirilmistir. Dig
ortama iyice adapte olan bitkiciklerde, daha onceki

caligmalarimizda giivenli bir sekilde kullandigimiz
stomatal gézlemler (birim alandaki stoma sayisi, stoma
olciileri, kloroplast sayisi) ile ploidi tespiti yapilmustir.
Ploidi tespiti sonucunda haploid olarak belirlenen bitki-
ler %1°lik kolhisin ¢6zeltisinin siirgiin ucuna uygulan-
mastyla dihaploid hale getirilmistir. Embriyo kiiltiirleri,
bitki rejenerasyonu, aklimatizasyon, ploidi tespiti ve
dihaploidizasyon ¢alismalar1 Ondokuz Mayis Universi-
tesi Bafra Meslek Yiiksekokulu biinyesinde yiiriitiil-
miuistiir.

2.4. Verilerin analizi

Calismada kullanilan anag¢ adaylarina ait meyve sa-
yilarinin esit sayida olmamasi ve farkli sayida materyal
kullanilmasi sebebiyle sadece elde edilen verilerin
ortalamalarinin verilmesiyle yetinilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. Isinlanmig polenlerle tozlamalarin meyve agirligi,
tohum olusumu ve embriyo uyartimina etkileri

En agir meyveler [-3 genotipinden elde edilmis
(2605.0 @), bunu 1-4 genoitipi izlemistir (1479.2 g). 1
genotipleri, H genotiplerine oranla daha agir meyveler
olusturmustur. Ortalama tohum sayilari agisindan ise H
genotipleri | genotiplerine oranla daha fazla tohum
icermislerdir. Bu agidan H-11 ve H-8 genotipleri mey-
ve basma en fazla tohumun elde edildigi genotipler
olmustur (sirastyla, 243.2 ve 242.0 adet) (Cizelge 1).

Cizelge 1.

Elde edilen meyve sayis1 (MS), ortalama meyve agirli-
g1 (MA), toplam tohum sayis1 (TS) ortalama tohum
sayist (OT), toplam embriyo sayilari (ES) ve meyve
basina ortalama embriyo sayilar1 (OE) degerleri.

Genotip MS MA TS OT ES OE
I-1 2 1270.0 541 1353 18 9.0

1-2 3 14457 526 1753 58 19.3
1-3 2 2605.0 368 184.0 9 4.5
-4 5 1479.2 566 1132 4 0.8
I-5 1 1348.0 217 217.0 16 16.0
1-8 5 923.2 920 1840 61 12.2
1-9 5 1446.0 860 1720 66 13.2
> /Ort. 23 15024 3998 173.8 232 10.1
H-1 4 357.8 461 1153 26 6.5
H-2 2 492.0 386 193.0 55 275
H-3 1 588.0 133 133.0 31 31.0
H-5 4 651.3 613 153.3 47 11.8
H-8 1 912.0 242 2420 38 38.0
H-11 5 813.2 1216 2432 162 324
H-12 4 473.5 699 1748 102 25.5
H-13 4 541.0 912 228.0 156 39.0
H-14 7 434.3 1106 158.0 131 18.7
H-15 3 1033.3 696 232.0 74 247
Y/Ort. 35 629.6 6464 184.7 822 235
Genel 58 1066.0 10462 180.41054 18.2
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Sekil 1.

Embriyolarin kiiltiire alinmasi, kéklendirme ve bilyiitme asamalari

Isinlanmis polenlerle uyartim sonucu elde edilen
embriyo sayilari ile meyve bagina ortalama embriyo
sayilarina iliskin sonuglar genotiplere gore Cizelge
1’de ayrintili olarak verilmistir. En yiiksek embriyo
uyartimi 39 ve 38 adet/meyve ile sirasiyla H-13 ve H-8
genotiplerinde saptanmuistir. 1-4 genotipi ise meyve
basina 0.8 adet embriyo ile en diisiik embriyo sayisinin
elde edildigi genotip olmustur. Meyve basina diisen
ortalama embriyo sayilart H genotiplerinde, I genotip-
lerine oranla daha fazla belirlenmistir (sirasiyla 23.5 ve
10.1 adet). Genel degerlendirmede ise toplamda 1054
adet embriyo elde edilmis ve meyve basina ortalama
embriyo sayisi 18.2 adet olarak tespit edilmistir.

3.2. Isinlanmig polenlerle uyartim sonucu elde edilen
embriyolarin degisik gelisme safhalar

Isinlanmis polenlerle tozlama sonucu genotip-
lere bagli olarak elde edilen degisik safhalardaki bitki-
ye doniisebilecek sert, beyaz yapili embriyolar ile bit-
kiye doniisme kabiliyetleri olmayan nekrotik embriyo-
larin sayilart belirlenmistir (Tablo 2). H-11 ve H-13
genotipleri 162 ve 156 adet ile en fazla embriyonun
elde edildigi genotipler olmustur. Elde edilen toplam
1044 adet embriyodan 841 adedi (% 80.6) normal sert
yapida olurken, % 21.4’1 bitkiye doniisemeyecek yapi-
daki nekrotik embriyolardan olugmustur. Embriyolarin
gelisim sathalar1 agisindan kotiledon seklindeki embri-

yolarin sayist (679 adet) diger embriyolardan daha
fazla olmustur (Cizelge 2).

In vitro‘da kiiltiire alinan farkl gelisme sathalarin-
daki embriyo sayilari, koklenerek bitkiye doniisen
embriyo sayilari hesaplanmistir. “I” genotiplerinden
elde edilen sert yapili toplam 183 adet embriyodan 112
adedi koklenmis ve 51 adedi (%27.9) normal bir bitki-
ye doniismiistiir. En yiiksek bitkiye doniisiim oranlari
kotiledon asamasindaki embriyolardan saglanmustir.
“H” genotiplerinden elde edilen sert yapili toplam 658
adet embriyodan 318 adedi koklenmis ve 222 adedi
(%33.7) normal bir bitkiye dontigmiistiir. En yiiksek
bitkiye doniislim oranlari, “I” genotiplerinde oldugu
gibi, kotiledon asamasindaki embriyolardan saglanmis-
tir. Elde ettigimiz bulgular Sar1 ve ark. (1999) ile Kur-
tar ve ark. (2002)’nin bulgulariyla da uyum igersinde-
dir. Calisma boyunca hem “I” hem de “H” genotiple-
rinden toplamda elde edilen 841 adet sert yapili embri-
yodan 543 adedi koklenmis ve bunlardan 273 adet
(%32.5) bitki elde edilmistir (Cizelge 3).

“I” ve “H” genotiplerine ait yiirek, kotiledon ve ge-
kilsiz yapidaki embriyolarm besi ortamma almmalart
ile iyl bir kok sistemi gelistirip kotiledon yapraklar
olusturmalarina kadar gecen siirelerin farkli oldugu
belirlenmistir. Nokta ve ok ucu sathalarmdaki embriyo-
lardan ise bitkiye doniisiim saglanamadigindan deger-
lendirme yapilamamigstir. Ele alinan bu ozellikler agi-
sindan “I” ve “H” genotipleri birbirine oldukg¢a yakin
degerler vermis, embriyolarm bitkiye doniisiim siireleri
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embriyo gelisim safhas ilerledik¢e kisalmistir. Ornegin
kotiledon ve sekilsiz yapidaki embriyolar sirasiyla
ortalama 5.3 - 7.2 ve 6.4 — 8.1 giin gibi kisa siirelerde
iyi bir kok sistemi ve kotiledon yapraklar olusturup
siirgiin vermeye baglamiglardir. Bu siire yiirek safha-
sindaki embriyolarda 8.8 — 12.5 giin olarak gerg¢ekles-

Cizelge 2.
Anag adaylarinin degisik sathalardaki embriyo sayilar

migtir. Kiiltiire alinan bazi embriyolar anormal geligim-
ler gostermis ve bitkiye donlisememisglerdir (Sekil 2).
Kislik kabaklarda embriyo yapilarmin gelisim diizeyle-
rine bagli olarak bitkiye doniisiim oranlarinin ve siirele-
rinin degisim gosterdigi Kurtar ve ark. (2012) tarafin-
dan da rapor edilmistir.

Sert embriyolar

Nekrotik embriyolar

Genotip N o Y K S N ®) Y K S ST NT GT
I-1 - 1 - 10 2 1 - 2 2 13 5 18
1-2 2 3 1 33 6 3 3 5 2 45 13 58
1-3 - - - 5 1 1 - 2 - 6 3 9
1-4 - - - 3 - - - 1 - 3 1 4
I-5 - - - 11 3 - - 1 1 14 2 16
1-8 1 1 - 41 7 4 - 5 2 50 11 61
1-9 3 3 2 39 5 6 3 4 2 52 15 66
>/Ort. 6 7 3 142 24 14 6 20 9 183 50 223
H-1 - 1 - 14 3 - - 2 4 2 18 8 26
H-2 4 - - 39 1 3 1 2 2 3 44 11 55
H-3 1 - 1 23 - - 3 - 1 2 25 6 31
H-5 1 4 - 31 2 2 - 5 2 - 38 9 47
H-8 - - 2 27 - - 2 - 3 4 29 9 38
H-11 7 11 4 92 12 6 9 4 12 5 126 36 162
H-12 4 1 5 69 9 1 - 3 9 1 88 14 102
H-13 - 2 8§ 101 11 3 7 - 18 6 122 34 156
H-14 5 8 1 86 8 6 - - 13 4 108 23 131
H-15 3 2 - 55 - 1 2 1 6 3 60 13 73
>/Ort 25 29 21 537 46 22 24 17 70 30 658 163 821
Genel 31 3 24 679 70 36 24 23 90 39 841 213 1044

ST: Sert Embriyo Toplami; NT: Nekrotik Embriyo Toplami; GT: Genel Toplam; N: Nokta; O: Ok ucu; Y: Yiirek; K:

Kotiledon; S: Sekilsiz

Cizelge 3.

Anag adaylarinda kiiltiire alinan embriyo sayisi (E), koklenen embriyo sayisi (K), bitkiye doniigen embriyo sayist (D) ve

bitkiye déniisiim orani (O) (%)

I genactipleri H genotipleri Genel
E K D O E K D 0 E K D @)

N 6 2 - - 25 9 3 120 31 11 3 9.7

(@] 8 3 2 250 29 11 4 138 37 14 6 16.2

Y 3 1 - - 21 14 8 381 24 15 8 33.3

K 142 98 48 338 537 381 204 380 679 479 252 37.1

S 24 8 1 42 46 16 3 6.5 70 24 4 5.7
y/Ort. 183 112 51 279 658 431 222 337 841 543 273 325

N:Nokta; O: Ok ucu; Y: Yiirek; K: Kotiledon; $: Sekilsiz; T/O: Toplam/Ortalama

Kiltiir tiiplerine veya kavanozlara alinmis farkli
asamalardaki embriyolardan gelisen bitkilerin yaklasik
7-10 cm olmasma kadar gecen siire (ortalama “giin”)
olarak hesaplanan ilk mikro ¢eliklemeye gelme siireleri
embriyo safhalarma gore degisiklik gostermistir. Ileri
gelisme safhalarinda bulunan embriyolar daha kisa
stirede celikleme agsamasina gelmiglerdir. Kotiledon ve
sekilsiz yapidaki embriyolar sirasiyla ortalama 32.7 —
36.2 ve 34.4 - 39.1 giinde celiklemeye gelmistir. Kok-

lenip siirgiin olusturan bazi embriyolarda anormal bitki
gelisimlerine de rastlanmistir (Sekil 3).

Farkli gelisim asamalarindaki embriyolardan geli-
sen bitkilerin ilk mikro ¢elikleme asamasindaki ortala-
ma boylarma iliskin sonuglarda ise kotiledon ve sekil-
siz agamalarindaki embriyolar sirasiyla 13.2 ve 12.4 cm
ile en uzun boylu bitkileri vermistir. Bitkilerin ilk mik-
ro celiklemeye geldikleri agamadaki ortalama bogum
sayilar1 ileri gelisim sathasindaki embriyolarda daha az
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sayida gergeklesmis, bu deger kotiledon sathasinda
ortalama 4.3 adet olarak saptanmustir.

Sekil 2.

Anormal gelisme sonucu bitkiye doniisemeyen embriyolar

Sekil 3.
Anormal gelisme gosteren bitkiciklerin goriiniimii

3.3. Bitkilerin dis ortama alistirilmast, ploidi tespiti

Mikro geliklemeler sonrasi uygun boya gelen bitki-
ler Kurtar ve Balkaya (2010)’ya gore dis kosullara
alistirlmistir (Sekil 4).

Dis kosullara aligtirilan bitkilerin ploidi dii-
zeyleri stomatal gozlemlerle belirlenmistir (Kurtar ve
ark., 2009). Diploidlerde ortalama stoma uzunlugu
32.45 pm iken, haploidlerde 24.76 um olmustur. Stoma
caplari ise diploidlerde 19.70 um ve haploidlerde 17.76
pm olarak bulunmustur. Arastirma sonucunda incele-
nen bitkilerin stoma boyutlari ile birim alandaki stoma
sikligr arasinda ters bir iligki oldugu goriilmistiir. Dip-
loid bitkilerde birim alandaki stoma sayilarinin daha az
(345.38 adet mm™) hazploidlerde ise sayilarinin daha
fazla (407.92 adet mm™) oldugu bulunmustur. Haploid
bitkilerde stomanin her iki bek¢i hiicresinde toplam 6-8
adet kloroplast bulunurken, diploid bitkilerde 10-12

kloroplast sayilmistir. Haploid bitkilerin diploid bitki-
lere oranla daha zayif gelistikleri ve daha kiigiik kaldik-
lar1 tespit edilmistir (Sekil 5). Benzer bulgular kavun
(Sar1 ve ark., 1992), karpuz (Sar1, 1994), yazlik kabak
(Kurtar ve ark., 2002), balkabagi (Kurtar ve ark., 2009)
ve kestane kabaginda da (Kurtar ve Balkaya, 2010)
tespit edilmistir.

3.4. Dihaploidizasyon ¢alismalar

Arastirma siiresince toplamda 27 haploid bitki elde
edilmis ve haploidi frekansi 100 tohum, 100 embriyo
ve meyve bagina sirasiyla “I” genotiplerinde 0.07, 1.29
ve 0.13, “H” genotiplerinde ise 0.37, 2.92 ve 0.69 ola-
rak gerceklesmistir. Haploidi frekansi beklenenin altin-
da gercgeklesmis zira neredeyse biitiin meyvelerde yiik-
sek oranda dolu tohumla karsilasilmistir. Geriye kalan
tohumlardan ¢ikarilan embriyolarin biiylik bir boliimii
ise tohumun yarisini ve yarisindan daha fazlasini kap-
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layan kotiledon seklindeki embriyolardan olusmus, bu
tip embriyolardan ise haploid bitkiye doniisiim gergek

lesmemistir. Haploid bitkilerin saf dihaploid hatlara
doniistiiriilmesi amaciyla, daha 6nceki galigsmalarimiz-

da basarili sonuglar veren %1°lik kolhisin ¢ozeltisi elde
edilen celiklerin tepe siirgliniine uygulanmistir. Hap-
loid bitkiler dihaploid hale gelinceye kadar uygulama-
lara devam edilmistir.

Sekil 4.

Bitkilerin dis kosullara alistirilmasi. Bitkiciklerin dikimi, plastik posetlerle kapatma, dis kosullara alistirilmis bitkiler ve

iklim odasinda biiylimeye alinmisg bitkiler.

Sekil 5.
Diploid (solda) ve haploid bitkinin gelisme durumu

4. Sonug ve Oneriler

Birgok sebze tiirtinde gerek saf homozigot ebeveyn
adaylarinin elde edilmesine gerekse islah siiresini bii-
yik olglide kisaltarak 1slah etkinliginin artirilmasimna
olanak saglayan dihaploidizasyon teknigi kabak tiiriin-

de de basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Ancak tek-
nigin yaygin olarak kullanilmasmi engelleyen en
o6nemli etken genotip bagimli olmasi ve haploidi fre-
kansiimn genotipler arasinda biiyiik bir varyasyon gos-
termesidir. Bu amagla ileride kabak tiiriinde yapilacak
calismalarda haploidi frekansi yiiksek genotiplerle
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calisilmasi, frekansi diisiik genotiplerde ise yliksek
frekanslh genotiplerle melezlemeler yapilarak frekansin
artirllmas1 gerekmektedir. Ayrica 1sinlanmis polen
teknigine alternatif olarak anter-mikrospor veya oviil-
ovaryum kiiltiirleri de devreye girmelidir.
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