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Oz: Bu arastirmada, sakiz ve siyah kabaklarda oviil kiiltiiriinde spermidine (Spd) ve putrescine (Put) uygulamalarimin haploid
bitki elde edilmesine etkileri arastirilmigtir. Arastirmada materyal olarak 3 farkli Sakiz kabak ¢esidi ile 3 farkli Siyah kabak
cesidi kullanilmigtir. Oviil kiiltiirii uygulamalarinda embriyo tesviki igin 5 mg L' 2.4-D ilave edilmis MS besi ortami
kullanilmistir. Aragtirmada poliaminlerin etkisini gdrmek amaciyla Spd ve putrescine Put 40, 80 ve 160 pM L' dozda ayr
ayr1 ve her ikisi birlikte 80, 160 ve 320 uM L' (1:1, v:v) dozlarinda kullanilmistir. Kontrol grubu sadece 5 mg L' 2.4-D
igermistir. Elde edilen arastirma sonuglarina gore, oviil gelisimi ve kallus olusumunun her ¢eside gore farkli seviyelerde
oldugu tespit edilmistir. Oviil gelisim sonuglarina bakildiginda her gesitte elde edilen oviil gelisim oranlar1 genel olarak kontrol
grubuna oranla daha basarili bulunmustur. Kallus olusum sonucuna gore Elida F1 ¢esidi sadece Put ve sadece Spd iceren
ortamlarda, Roni F1 ¢esidi Put+Spd igeren ortamlarda, Shakila F1 Spd ve Put+Spd iceren ortamlarda, Seyden F1 sadece Put
iceren ortamlarda, Brillante F1 Put ve Put+Spd igeren ortamlarda ve Chivas F1 sadece Put igeren ortamlarda kontrol grubuna
oranla daha iyi sonuglar vermis, genel olarak en iyi kallus gelisim oran1 40 pM L' Put igeren ortamda gdriilmiis, ancak
bunlardan bitki elde edilememistir. Haploid bitki elde edilebilmesi i¢in poliaminlerin daha yiiksek dozlarda kullanilmasi
Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cucurbita pepo L., doku kiiltiirii, poliaminler

Effects of Spermidine and Putrescine Applications on Haploid Plant
Obtention Via Ovule Culture in Sakiz and Dark Green
Squashes (Cucurbita pepo L.)

Abstract: In this study, the effects of spermidine and putrescine on the haploid plant obtention via ovule culture were
investigated in Sakiz and dark green squashes. As plant material, 3 different cultivars of Sakiz and 3 different cultivars of dark
green squashes were used. 5 mg L' 2.4-D added MS medium was used for embryo stimulation in ovule culture applications.
To determine the effects of polyamines, spermidine (Spd) and putrescine (Put) were used with the concentrations of 40, 80
and 160 pM L-'. Furthermore, spermidine and putrescine were used together with concentration of 80, 160 and 320 uM L'
(1:1, v/v), respectively. The control group included only 5 mg L' 2.4-D. According to the results of the research, it was
determined that ovule development and callus formations were at different levels for each cultivar. When the ovule
development results were examined, it is found that the ovule development rates obtained in all cultivars were generally more
successful than the control group. According to the result of callus formation; the best culture medias were only Put and Spd
for Elida F1 cultivar, Put+Spd-containing media for Roni F1 cultivar, Spd and Put+Spd-containing medias for Shakila F1, Put
and Put+Spd-containing medias for Briallante F1, and only Put in Chivas F1. Generally, the best callus growth rate was found
in 40 uM L' Put containing media, but plant was not obtained from these callus. In order to obtain haploid plants, it is
recommended to use polyamines in higher doses.
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1. Giris

Kabakgiller familyas1 icinde Cucurbita pepo L. tirii
ekonomik degeri ytliksek, dnemli bir tiirdiir (Aras ve
ark., 2011). Diinyada 2.078.450 hektar alanda
27.449.481 ton kabak {iretimi yapilmaktadir.
Kitalara gore ise % 60.1 ile Asya en fazla liretimi
yaparken; bunu sirastyla % 15.4 ile Avrupa, % 12.5
ile Amerika, % 10.7 ile Afrika ve % 0.9 ile
Okyanusya takip etmektedir (Anonymous, 2018).
Tiirkiye’de toplamda 449.561 ton sakiz kabak
tiretimi yapilmakta olup; en fazla tiretim yapan iller
sirastyla 89.596 ton ile Antalya, 161.504 ton ile
Mersin ve 30.638 ton ile Mugla’dir (Anonim,
2019).

Haploidlerin dogal yontemlerle ortaya ¢ikma
durumu tiirlere, hatta tiir icindeki genotiplere gore
farklilik gostermekte ve bu % 0.1-% 0.001 gibi
diisiik oranlarda gerceklesmektedir (Pochard ve
Dumas de Vaulx, 1979). Bu diisiik orani arttirmak
isteyen arastiricilar bircok uygulamalar yaparak
arayis icinde olmuslardir.

Yazlik kabak (C. pepo L.)’ta doéllenmemis
oviillerin in vitro’da kiiltiire alinmasi ile ya da
1sinlanmis polen teknigi kullanilarak haploid bitki
eldesi ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Chambonnet ve Dumas de Vaulx, 1985; Kwack ve
Fujieda, 1988; Gémesné ve Venczel, 1996;
Metwally ve ark., 1998; Kurtar, 1999; Gémes-
Juhész ve ark., 2002).

Sentetik oksin 2,4-diklorofenoksiasetik asidin
(2.4-D) kullanimi Halperin ve Wetherell (1964)’in
havugta yaptiklart somatik embriyo kiiltiiri ile
baslamistir. Yapilan bu g¢alisma sonrasit havugta
somatik embriyojenezin fizyolojisi ve molekiiler
biyolojisini incelemek i¢in 2.4-D kullanimi standart
protokol olarak kabul edilmis ve ¢ok cesitli tiirlerde
somatik embriyo tesviki ¢aligmalarinda kullanimi
popiiler hale gelmistir. Kabakta yapilan birgok
caligmalarda oOzellikle embriyo kiiltiirlerinde 2.4
D’nin kullanimi olduk¢a yaygindir (Metwally ve
ark., 1998; Shalaby, 2007; Rakha ve ark., 2012;
Kurtar ve Balkaya, 2016; Kurtar ve ark., 2018).

Biiyiikuslu (2014)’ya gdore, putresin, spermidin
ve spermin yasamda yaygin sekilde yer alan baslica
dogal poliaminlerdir. Putresin ve spermidin hemen
hemen tiim organizmalar i¢inde yer alirken spermin
okaryotik hiicrelerde yer almaktadir. Hiicre
boliinmesi ve uzamasi, kok gelisimi, ¢icek ve
meyve gelisimi, replikasyon, transkripsiyon,
translasyon, membran ve hiicre ¢eperi kararliligi,
kromatin organizasyonu, ribozom biyogenezi ve
programlanmis hiicre 6liimi gibi birgok hiicresel
islevde poliaminlerin rolleri etkili oldugu i¢in
arastirma konusu olmustur (Hussain ve ark., 2011).

Bu calismada, sakiz ve siyah kabaklarda oviil
kiltiiriinde spermidine (Spd) ve putrescine (Put)
uygulamalarinin haploid bitki elde edilmesine
etkilerinin arastirilmast amaglanmstir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirma; Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bahce Bitkileri Boliimii, Arastirma ve Uygulama
Alan1 ile Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi, Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda 2018
yilinda gergeklestirilmistir.

2.1. Bitki materyali

Bitkisel materyal olarak; 6zel firmalardan temin
edilen acik yesil kabuklu Sakiz kabagi grubundan 3
cesit (Roni F1, Seyden F1 ve Chivas F1) ile koyu
yesil kabuklu Siyah kabak grubundan 3 ¢esit (Elida
F1, Shakila F1 ve Brillante F1) olmak iizere 6 ¢esit
kullanilmustir.

2.2. Bitkilerin yetistirilmesi

Arastirmada, bitkilerin yetistirilmesi i¢cin 360 m?
taban alanina sahip yay catili bir plastik serada
yetistiricilik yapilmistir. Calismada kullanilan 6
¢esidin tohumlar121/02/2018 tarihinde 2:1 oraninda
torf ve perlit karisimi bulunan viyollere ekilmistir.
Fideler 3-4 gercek yapraklt doneme geldiginde
15/03/2018 tarihinde, her ¢esitten 40 bitki olmak
iizere toplamda saglikli 240 adet fide (100-50) x 50
cm aralik mesafeler olacak sekilde ¢ift sirali olarak
plastik seraya dikilmigtir. Sulamada damlama
sulama sistemi kullanilmis olup, bitki gelisimi i¢in
gerekli  ilaglama ve  giibreleme islemleri
uygulanmistir. Bitkiler laboratuvar ¢aligsmast igin
ornek alinacak olgunluga erisene kadar kiiltiir ve
bakim islemleri ve hastalik zararli kontrolleri
yapilmaya devam edilmistir.

2.3. Disi ciceklerin toplanmasi

Oviil kiltiri icin kabak genotiplerinin disi
cicekleri antezisten bir giin 6nce (Shalaby, 2007) iki
farkli gelisme donemi seklinde erken ve ge¢ olmak
lizere ¢igek saplarindan kesilerek toplanmistir
(Sekil 1). Toplanan disi cigekler Biyoteknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi Doku Kiiltiirii
Laboratuvari’na getirilerek sterilizasyon agamasi
baglatilmistir.

2.4. Embriyo tesvik ortaminin hazirlanmasi

Calismada temel besi ortami olarak embriyo
tesvikini saglamak amaci ile daha once kabakgil
tirlerinde  yapilmis  oviil-ovaryum  kiiltiiri
calismalarinda kullanilan ve olumlu sonuglar
alindigt belirtilmis MS besi ortami kullanilmistir.
Onceki caligmalar incelendiginde 2.4-D’nin yiiksek
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Sekil 1. Arastirmada kullanilan siyah ve sakiz kabaklarin antezisten 1 giin 6nceki asamalari

konsantrasyonlarda kullanilmasinin  kabakgiller
iizerine olumlu sonuglar verdigi goriilmiis ve 2.4-D
5 mg L' (Metwally ve ark., 1998; Rakha ve ark.,
2012) tek doz olarak kullanilarak tiim ortam
kombinasyonlarina  eklenmistir.  Arastirmada
poliaminlerin etkisini gormek i¢in spermidine (Spd)
ve putrescine (Put) 40, 80 ve 160 uM L' dozda ayr1
ayri ve her ikisi birlikte 80, 160 ve 320 uM L (1:1,
v:v) dozlari kullanilmistir. Kontrol grubu sadece 5
mg L 2.4-D icermektedir. Diger ortamlarin igerigi
ise 5 mg L' 2,4-D sabit olmak kosulu ile 1, 2 ve 3
no’lu ortamlar spermidine’nin 40, 80 ve 160 uM L~
! dozlarmi; 4, 5 ve 6 no’lu ortamlar putrescine’nin
40, 80 ve 160 uM L' dozlarmi; 7, 8 ve 9 no’lu
ortamlar ise spermidine ve putrescine’nin 40 pM
L'+40 uM L', 80 pM L'+80 uM L' ve 160 uM
L' +160 uM L' dozlarm igermektedir. Biitiin
uygulamalarda standart olarak 30 g sakkaroz ile 8 g
L' agar (Shalaby, 2007) kullamlmis ve pH 5.7’ye
ayarlanmistir. Otoklav 121 °C’de 15 dakika
sterilizasyon protokoliine uygun olarak yapilmistir.
Otoklavi tamamlanan ortamlar steril kabine
getirilerek 60 mm’lik steril petrilere aktarilmustir.

2.5. Ovaryumlarin sterilizasyonu ve oviil kiiltiirii

denemesinin kurulmasi

Disi g¢igekler yiizey sterilizasyonu i¢in
Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi Doku Kiiltiiri Laboratuvari’na
getirilerek, ovaryumlar, ta¢ yapraklar ve disicik
tepesinden ayrilmis ve sterilizasyon asamasina
gecilmistir.  Ovaryumlar steril kabine alinarak
% 70’lik etil alkol ¢ozeltisinde 2 dakika tutulduktan
sonra 3-4 kez steril saf suda durulama islemi
yapilmistir. % 20°lik sodyum hipoklorit soliisyonu
icerisinde 20 dakika bekletilmis ve 3-4 kez steril saf
su ile durulandiktan sonra yiizey sterilizasyon
islemi tamamlanmistir.

Sterilizasyon iglemi gergeklestirildikten sonra
steril filtre kagidi iizerine almman ovaryumlardan

steril pens ve Dbistliri yardimi ile oviiller
¢ikarilmigtir. Daha sonra oviiller hazirlanan besi
ortamlarma aktarilmistir. Caligmada 6 gesit x 10
ortam kombinasyonu x 1 antezis asamast x 4
tekerriir olmak {iizere toplamda 240 petri x her
petride 5 oviil olacak sekilde 1200 oviil kiiltiire
almmistir. Denemeler iki kez tekrarlanmis ve
birinci oviil kiiltiirii denemesi 17/05/2018 tarihinde,
ikinci ovill kiiltiirii denemesi ise 06/06/2018
tarihinde kurulmustur.

Eksplantlari igeren petriler 3000-4000 liiks 151k
yogunlugunda, 25-26 °C sicakligindaki iklim
odalarinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik

isiklanma  siiresine tabi tutularak gelismeye
birakilmugtir.
2.6. Oviillerden gelisen bitkicik

formasyonlarinin kiiltiire alinmasi

Gelismeye birakilan oviiller 3 hafta iginde
gelisme gostererek renk ve boyut degisikligine
ugramistir. Kiiltiire alman oviiller goézlenmeye
devam edilmis ve bazilarinda yapilar degiserek
kallus olusturmuslardir (Sekil 2).

2.7. incelenen ozellikler

Oviil  gelisimi  (%): Haftalik gdzlemler
sonucunda kaydedilen rengi degisen ve sisip
irilesen rejenere olan oviil sayisi, kiiltiire alinan
toplam oviil sayisina oranlanarak hesaplanmustir.

Oviil kiiltiiriinde kallus olusumu (%): Kiiltiir
stiresi  sonucunda kaydedilen kallus olusumu
goriilen oviil sayisi, kiiltire aliman oviil sayisina
oranlanarak hesaplanmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Birinci oviil kiiltiirii denemesi 17/05/2018 tarihinde,
ikinci oviill kiiltiiri denemesi ise 06/06/2018
tarihinde kurularak her iki denemede de ayni
kosullar ve ayni ortam kombinasyonlari
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Sekil 2. Gozlenen oviiller; (a) gelismekte olan oviiller, (b) gelisme géstermeyen oviil, (c) gelisen oviil,
(d) kallus gelisimi gézlenen oviil

saglanmistir. Elida F1 ¢esidi igin kurulan her iki
denemenin oviil gelisim sonuglar1 kiyaslandiginda;
ikinci ovil kiiltiri deneme bulgularinimn, birinci
oviil kiiltiirii deneme bulgularina gore oviil gelisim
oranlarinda daha diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir.
Birinci oviil kiiltiirii deneme bulgularina gore en
yiiksek gelisim % 95 orantyla 5 no’lu (80 pM L'
Put) ortamda goriilirken, ikinci ovil kiiltiiri
deneme bulgularinda en yiiksek oran % 53 gelisim
orantyla 6 no’lu (160 uM L' Put) ortamdan elde
edilmistir. Genel olarak her iki denemede Put iceren
ortamlarda oviil gelisimi daha basarili bulunmustur.
Elida F1 ¢esidi icin kallus gelisim durumunda ise
birinci ve ikinci ovil kiltiri  denemesi

karsilastirildiginda, birinci deneme sonucunda
kallus gelisim orani oldukea diisiik kalmis ve bazi
ortamlarda gelisme goriilmemistir. Birinci deneme
bulgularinda en yiiksek kallus gelisimi % 15 gelisim
orani ile 1 no’lu (40 uM L' Spd) ve 6 no’lu (160
uM L' Put) ortamlarda gdzlenmistir. Ikinci
denemede ise kallus gelisim orani en yiiksek % 27
gelisim orant ile birinci deneme ile ayni sekilde 6
no’lu (160 uM L' Put) ortamda gézlenmis ve Put
kombinasyonlarinin bulundugu ortamlarda gelisim
yiizdeleri artis gostermistir. Elida F1 ¢esidi icin
deneme kurumundan itibaren birinci denemede
oviil gelisimi, ikinci denemede ise kallus gelisimi
basarili bulunmustur (Sekil 3).

OVUL GELISIMI (%)

mEldal Deneme mElida2 Deneme

KALLUS GELISIMI (%)

40

30

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mElidal Deneme ®WElida2 Deneme

Sekil 3. Elida F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil ve kallus gelisimi
sonuglarinin karsilastiritlmast

Roni F1 ¢esidi i¢in kurulan birinci ve ikinci oviil
kiltiri  bulgular1  karsilastirildiginda,  birinci
denemede bir¢ok ortam kombinasyonunda gelisme
goriilmistiir. Her iki deneme i¢in oviil gelisiminin
en yiiksek bulundugu ortam 40 uM L' Put igeren 4
no’lu ortamda gozlenmistir. ikinci denemenin oviil
gelisim oranlart zayif kalmistir. Roni F1 ¢esidi igin
birinci deneme basarili bulunmustur. Roni F1 ¢esidi
icin kallus gelisimi ise birinci ve ikinci oviil kiiltiiri
denemesi bulgular1 karsilagtirildiginda, ikinci
denemede her ortam kombinasyonunda gelisme
goriilmiis, en yiiksek kallus gelisim orani % 20

gelisim orani ile 7 no’lu (40 uM L' Spd+40 uM
L' Put) ortamda kaydedilmistir. Birinci denemede
bazi ortamda kallus olusumuna rastlanmamustir. En
yiiksek kallus gelisimi oranina 4 no’lu (40 uM L-!
Put), 8 no’lu (80 uM L' Spd+80 uM L' Put) ve 9
no’lu (160 pM L' Spd+160 uM L' Put) ortamlarda
% 30 oraninda gozlenmistir. Roni F1 ¢esidi kallus
gelisim durumu i¢in ikinci deneme sonuglari
basarili bulunmustur (Sekil 4).

Shakila F1 ¢esidi i¢in kurulan birinci ve ikinci
oviil kiiltara denemesi bulgulari
karsilastirildiginda, her iki denemede en basarili
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OVUL GELISIMI (%)
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Sekil 4. Roni F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltliri denemesi oviil ve kallus gelisimi
sonuclarinin kargilagtiriimasi

gelisim 4 no’lu 40 uM L' Put igeren ortamda
goriilmiistiir. Birinci deneme bulgularinda her
ortam  kombinasyonunda basarili  gelismeler
kaydedilmistir. Ikinci denemede oviil gelisimleri ise
birinci denemeye oranla zayif kalmistir. Ikinci
denemede en yiiksek oviil gelisim orani 7 no’lu 40
uM L' Spd+40 uM L' Put ortamda % 30 olarak
gozlenmistir. Shakila F1 ¢esidi i¢in kallus gelisimi
ise birinci ve ikinci ovill kiltiiri denemesi
karsilastirildiginda, birinci denemede en yiiksek
kallus olusumu 9no’lu (160 uM L' Spd+160 puM

L' Put) ortamda % 47 gelisim orani ile gesitlerin
icinde ve tim denemelerde kallus gelisimi
durumunda en basarili sonug¢ olarak gozlenmistir.
Diger ortamlarda ise ¢ok diisilk oranlarda kallus
olusumuna rastlanmis ya da hig¢ kallus olusumuna
rastlanmamistir. Tkinci oviil kiiltiirii denemesinde
en yiiksek kallus gelisimi 7 no’lu 40 uM L' Spd+40
uM L' Put ortaminda gdzlenmistir. Genel olarak
Shakila F1 g¢esidinde denemenin kurumundan
itibaren kallus olusum oranlar1 ikinci denemede
basarili bulunmustur (Sekil 5).

OVIL GELISIMI (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

® Shakila 1. Deneme ™ Shakila 2. Deneme

KALLUS GELISIMI (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mShakila 1. Deneme  m Shakila 2. Deneme

Sekil 5. Shakila F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil ve kallus geligimi
sonuglarinin karsilastirilmasi

Seyden F1 gesidi i¢in kurulan birinci ve ikinci
ovil kalttirt denemesi bulgular1
karsilastirildiginda, her iki denemede en yiiksek
oviil gelisimi 8 no’lu (80 pM L' Spd+80 uM L-!
Put) ortamda gozlenmistir. Seyden F1 ¢esidi i¢in
oviil gelisimi bulgularinda en iyi gelisim oranlarina
birinci denemede rastlanmis, en yiiksek oviil
gelisim oraninin ise % 95 oldugu goriillmistiir.
Ikinci oviil kiiltiirii denemesinde en yiiksek oviil
gelisim oran1 % 33 ile 8 no’lu Put ve Spd'nin birlikte
kullanildigr ortamda bulunmustur. Seyden F1 ¢esidi
icin kallus gelisimi birinci ve ikinci ovill kiiltlirii
denemesi karsilastirildiginda, birinci ovill kiiltiirii
denemesinin kallus gelisim durumuna bakildiginda

10 ortam kombinasyonunun hicbirinde gelisme
gozlenmemistir. Ikinci denemede ise bazi
ortamlarda kallus gelisimine rastlanilmis, en yliksek
kallus gelisim oran1 40 uM L' Put i¢eren 4 no’lu
ortamda % 10 orant ile tespit edilmistir. 3 no’lu (160
uM L' spermidine), 4 no’lu (40 uM L*! Put), 5no’lu
(80 uM L' Put) ve 6 no’lu (160 uM L-1 Put)
ortamlarda az da olsa gelisime rastlanmustir (Sekil
6).

Brillante F1 ¢esidi igin kurulan birinci ve ikinci
ovil kiltiiri denemesi oviil gelisim durumlari
karsilastirildiginda, denemede yer alan tiim gesitler
igerisinde oviil gelisim oranlari incelendiginde en
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OVUL KULTURY (%)

100

40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mSeyden 1. Deneme  m Seyden 2. Deneme

KALLUS GELISIMI (%)

mSeyden 1. Deneme W Seyden 2. Deneme

Sekil 6. Seyden Fi1 ¢gesidinde birinci ve ikinci ovil kiiltliri denemesi oviil ve kallus gelisimi
sonuglarinim karsilastirilma

yliksek oranlara sahip ¢esit oldugu goriilmiistiir.
Her iki denemeye bakildiginda en yiiksek oviil
gelisim oranlarma 80 pM L' Put igeren 5 no’lu
ortamda rastlanilmigtir. Bu ortamda birinci
denemede oviil gelisim oran1 % 100 iken, ikinci
denemede % 80 olarak bulunmustur. Brillante F1
¢esidi icin kallus gelisimi ise birinci ve ikinci oviil
kiiltiiri  denemesi  karsilagtirildiginda,  birinci
denemede en yiiksek kallus gelisimi % 45 oraniyla

9 no’lu (160 pM L' Spd+160 pM L' Put) ortamda
goriilmiis, ikinci denemede ise en yiiksek oran 4
no’lu (40 uM L' Put) ortaminda % 35 oraninda
gozlenmistir. Genel olarak Brillante F1 ¢esidi
incelendiginde denemenin kurulumundan itibaren
ovill ve kallus gelisim orani olarak bulgularin
basarili oldugu gozlenmis olup, her iki deneme
icinde 6nemi anlagilmistir (Sekil 7).

OVUL KOLTORD (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

m Brillante 1. Deneme ~ ® Brillante 2. Deneme

KALLUS GELISIMI (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

EBrillante 1. Deneme W Brillante 2. Deneme

Sekil 7. Brillante F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltiirii denemesi oviil ve kallus gelisimi
sonuglarinim karsilastirilmasi

Chivas F1 ¢esidi i¢in oviil gelisimi birinci ve
ikinci oviil kiiltliri denemeleri karsilagtirildiginda,
her iki denemede en yiiksek oviil gelisimi
spermidine ve putrescine kombinasyonunun birlikte
bulundugu 80 uM L' Spd+80 uM L' Put igeren 8
no’lu ortamda oldugu tespit edilmistir. Birinci
denemede en yiiksek gelisim oranmi % 95, ikinci
denemede ise % 40 olarak bulunmustur. ikinci
denemede oviil gelisimleri incelendiginde tim
gesitler icinde bu ¢esit zayif kalmistir. Genel olarak
Chivas F1 c¢esidinde denemenin kurulumundan
itibaren oviil gelisim oranlart birinci denemede
basarilt bulunmustur. Chivas F1 ¢esidi i¢in kallus
gelisimleri  birinci  ve ikinci ovil  kiltliri
denemelerde karsilastirildiginda, birinci denemede

sadece 80 pM Put iceren 5 no’lu ortamda % 10
oraninda goriilmiis, diger ortam
kombinasyonlarinda kallus olusumuna
rastlanilmamustir. Ikinci denemede ise en yiiksek
kallus gelisimi % 27 oraniyla 160 uM L' Put igeren
6 no’lu ortamda gézlenmistir. 2 no’lu (80 pM L!
Spd), 3 no’lu (160 uM L' Spd), 5 no’lu (80 uM L*!
Put) ve 7 no’lu (40 pM L' Spd+40 uM L' Put)
ortamlarda % 5 oraniyla kallus gelisimi daha az
goriilmiis olup, diger ortamlarda kallus olusumuna
rastlanilmamustir. Kallus olusumu i¢in Chivas F1
cesidi tim cesitlere gore gelisim oranlar1 olarak
zayif kalmistir (Sekil 8).

Yazlik kabaklar (Cucurbita pepo L.) ile ilgili
yapilan calismalar incelendiginde androgenesis,
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Sekil 8. Chivas F1 ¢esidinde birinci ve ikinci oviil kiiltlirli denemesi oviil ve kallus gelisimi
sonuglarinin karsilastiriimasi

ginogenesis ve 1sinlanmig polen ydntemleri
kullanarak haploid bitki eldesi hakkinda az sayida
¢aligsma bulunmaktadir (Chambonnet ve Dumas de
Vaulx, 1985; Kwack ve Fujieda, 1988; Gémesne ve
Venczel, 1996; Metwally ve ark., 1998; Kurtar,
1999; Gémes-Juhasz ve ark., 2002). Son yillarda
isinlanmis  polen teknigi uygulamalart tercih
edilmekle birlikte, bu yontemde disaridan bir 151
kaynagi ihtiyac1 duyulmasi sebebiyle ginogenesis

caligmalarinin  da  alternatif ydntem olarak
gelistirilmesi 6nemli goriilmektedir.
Kabakgillerde  yapilan  ovill  ovaryum

caligmalarinda oksin (2.4-D, NAA, TAA ve benzeri)
ve sitokinin (BAP, KIN ve benzeri) bitki biiylime
diizenleyicileri kullanilmaktadir. Onceki ¢aligmalar
g0z Oniine alindiginda ozellikle kabakta yapilan
calismalarda genellikle embriyo uyartimi i¢in 2.4-D
(Metwally ve ark., 1998; Shalaby, 2007; Rakha ve
ark., 2012; Kurtar ve Balkaya, 2016; Kurtar ve ark.,
2018) tercih edilmistir. 2.4-D’nin bulundugu tim
ortamlarda basarili oviil gelisim bulgular1 elde
edilirken, kallus olusturan bazi gelisme olan
oviillerden bitkiye doniisiim saglanamamis ve bu

basarmin elde edilebilmesi i¢in bu ortam
kombinasyonlari ile bitki biliylime
diizenleyicilerinin birlikte kullanilmasi
diigiiniilmektedir.

Kurtar ve ark. (2018) yaptiklar1 bir ¢aligmada
isinlanmig polen ve anter kiiltiiri tekniklerine
alternatif ~ olarak  oviil  kdltiri  teknigini
kullanmiglardir. Farkli g¢igeklenme tarihlerinde
alinan oviiller 2.4-D, benzil amino piirin (BAP),
thidiazuron (TDZ) ve naftalen asetik asit (NAA)
eklenen ortamlarda en yiiksek basari oranini 4.0 mg
L' BAP+0.05 mg L' NAA+0.1 mg L' TDZ igeren
ortamdan elde etmislerdir. Toplamda gelistirdikleri
122 bitkiden 70 tanesinin haploid, 46'sinin diploid,
diger bitkilerin ise miksoploid olduklarmi
bildirmiglerdir. Caligmamizda antezis asamasindan
1 gilin oncesinde alinan oviillerde renk ve boyut
degisimi ile birlikte oviil ve kallus gelisimi

gozlenmig, fakat bu kalluslarda embriyo
gelismedigi ve bitkiye donilisiimiin gerceklesmedigi
gozlenmistir. Kurtar ve Balkaya (2016)’nin
yaptiklar1 caligmalar ile elde ettigimiz veriler
karsilastirildiginda, 2.4-D’nin tek basma oviil
gelismesi lizerinde etkisi olmadig1 gorilmustiir.

Erol (2018) ovill kiltiri  ¢aligmasinda
kullandig1 bes farkli hiyar gesidi i¢in, kullandigi
tiim ortamlar ve kontrol grubu igerisinde 0.04 mg
L' TDZ degerini sabit tutarak 40, 80, 120, 160 ve
200 uM dozlari ile ayri ayri ve birlikte kullandigi
putrescine ve spermidine kombinasyonlarindan
elde ettigi bulgularinda c¢esitlere gore farkh
icerikteki ortam kombinasyonlarinda basarili oviil
gelisim sonuglarina ulagsmis, fakat oviillerden
bitkiye donlisimiin olmadigint bildirmigtir. Tez
calismasinda elde ettigimiz sonuglar Erol (2018)’un
hiyarda uyguladigr oviil kiiltiri ¢alismast ile
kiyaslandiginda, oviil  gelisimlerinin  farkh
genotiplerde ve farkli poliamin igerikli ortamlarda
basarili verilerine ulasilmis ve degisik oviil gelisim
oranlart elde edilmistir.  Poliamin igerikli
ortamlarda kontrol grubuna gore daha iyi sonuglara
ulasilmis, Put ve Put+Spd igerikli ortamlarda
gelisen oviillerde kallus olusumu gorilmistiir.
Poliaminlerin oviil geligimi tizerine etkisi agisindan
calismamizla benzer sonuglar igermektedir.

4. Sonuclar

Bu ¢aligmada kabakta oviil kiiltiiriinde spermidine
ve putrescine uygulamalarinin haploid bitki eldesi
iizerine etkilerinin Elida F1, Roni F1, Shakila Fi,
Seyden Fi, Brillante F1 ve Chivas F1 ¢esitlerinde
etkileri arastirilmustir. Iki farkli gelisme doneminde
kurulan arastirma sonuglarimiz incelendiginde,
birinci donem kurulan denemede daha yiiksek oviil
gelisim yiizdeleri, ikinci donem kurulan denemede
ise daha yiiksek kallus olusumu tespit edilmistir. Bu
da ovaryumlarin toplandigi donemde ¢evre
kosullarmin  (6zellikle sicaklik) ovil kiltiiri
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basarisin1  onemli

koymustur.

diizeyde etkiledigini ortaya

Calismamizda genotip etkisi ¢ok Onemli
bulunmustur. Denemede yer alan c¢esitlerden
Brillante F1’in deneme kosullarinda en basarili
oldugu, Chivas Fr’in ise en diisiik oviil ve kallus
gelisimine sebep oldugu tespit edilmistir.

Oviil-ovaryum kltiiri caligmalarinda
poliaminlerin kullanilmasi ile basarili sonuglar elde
etmenin onemi anlasilmis, fakat haploid bitkilerin
2.4-D'nin ve bazi bilyiimeyi diizenleyicilerinin
kiiltiir ortam1 bilesenlerinde yer almasi ile elde
edilebilecegi onerilmistir.

Calisma ve bu konu hakkinda daha 6nce yapilan
caligmalar incelendiginde elde edilen verilerin,
kabakta ve diger kabakgil tiirlerinde ginogenesis
calismalarinda  haploid  bitki  eldesi igin
poliaminlerin gelecekte daha ¢ok ¢alismalarda yer
alacagi ve bu c¢alismanin diger ¢alismalara 6nemli
bir kaynak olacagi disiiniilmektedir.
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