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OZET

Bu calismada bolgemizi istila eden yabanci hibrit tohumlar yiiziinden yok
olma tehlikesiyle karsi karsiya bulunan yerel Diyarbakir karpuz genotiplerinin
(Citrullus lanatus cv. ‘Beyazkis’, ‘Karakis’ ve ‘Siirme’) hizli bir sekilde in vitro
mikrogogaltimi icin uygun bir protokol gelistirmek ve bu karpuz genotiplerinden
tetraploid hatlar elde edilmesi amaglanmustir.

Mikrogogaltim i¢in kiiltiire alinacak olan tohumlarin yiizey sterilizasyonu,
%4’1lik NaOClI i¢inde ‘Karakis’ ve ‘Siirme’de 10, ‘Beyazkis’ta 15 dakika boyunca
calkalanarak yapilmis ve tohumlar ¢imlenme i¢in MS besiyerinde (Murashige and
Skoog, 1962) kiiltiire alinmuistir. Diyarbakir karpuz tiplerinin 5 giinliik in vitro
fidelerinden, 3 haftalik kiiltiir sonucu siirglin uglar1 elde edilmistir. Siirgiin
proliferasyonu igin test edilen sitokininler (BA, kinetin) igerisinde ‘Siirme’ i¢in 0.5
mgl”'; ‘Karakis® ve ‘Beyazkis’ i¢in 1.0 mgl’ BA iceren, 7 gl agar ve 30 gl
sakkaroz igeren, 1:1 konsantrasyonunda MS besi ortaminin en iyi sonucu verdigi
saptanmistir. Ekonomik olarak en fazla 6neme sahip olan ‘Siirme’ tipinde siirgiin
proliferasyonuna, ayrica bes farkli aminoasit (16sin, metiyonin, triptofan, valin,
alanin) ve {i¢ farkli poliaminin (spermin, spermidin, putresin) etkisi incelenmistir.
Caligma sonucunda ‘Stirme’ tipinde 100 pM metiyonin ve 50 uM spermini birlikte
iceren besi ortaminin siirgiin veriminde ¢ok etkili oldugu gézlenmistir.

In vitro elde edilen siirgiinlerin koklendirilme c¢alismalarinda test edilen
oksinler (IBA, TAA ve NAA) igerisinde en iyi koklenmenin, her li¢ karpuz tipinde de
1.0 mgl' IBA igeren MS besiyerinde oldugu saptanmis ve bu ortamdaki
siirglinlerden, ‘Beyazkis’ta % 76, ‘Karakig’ta % 91 ve ‘Siirme’de % 95 oraninda
koklenme elde edilmistir. In vitro koklendirilen siirgiinler tarlaya basarili bir sekilde
aktarilmistir. Mikrogogaltilmis bitkilerden ve direkt tohumdan elde edilmis karpuzlar
iriin verimi ve seker igerigi yonlinden mukayese edilmis, ancak énemli bir farklilik
gdzlenmemistir.

Tetraploid karpuz bitkisi elde etmek i¢in hem in vivo hem de in vitro
yontemler denenmistir. Ploidi seviyesi stoma bekg¢i hiicrelerindeki kloroplastlarin
sayllmas1 ve taze yaprakta toplam DNA miktarinin spektrofotometrik olarak tespit

edilmesiyle belirlenmistir.



v

Calisma sonuglarina gore tetraploid bitki elde etmek icin her ii¢ karpuz
tipinde de in vitro yontemlerin daha iyi sonug verdigi goériilmiistiir. Tohumun % 0.03
kolsisinli MS ortaminda ¢imlenmesiyle poliploidi orani ‘Stirme’de %27, ‘Karakig’ta

% 23.5, ‘Beyazkis’ta ise %16.2 olarak ger¢eklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Karpuz, in vitro, mikrogogaltim ve tetraploid



SUMMARY

The objective of this study was to develope a micropropagation protocol for
three diploid Diyarbakir watermelon types (Citrullus lanatus cv. ‘Beyazkis’,
‘Karakig’ and ‘Siirme’), because these types are prone to extinction due to
pollinasation with hybrid seeds. It was also aimed to obtain tetraploid lines from the
cultured diploid lines.

The seeds, after removing seed coat, were surface disinfected by shaking on a
shaker for 10-15 min in 4% of NaOCI followed by three times rinses with sterile
water and cultured on MS medium (Murashige and Skoog, 1962) to germinate. Shoot
tips were obtained from the diploid Diyarbakir watermelon types by culturing in
vitro grown seedlings (5-day-old) on shoot regeneration medium for 3 weeks.
Optimum concentration of BA for adventitious shoot regeneration among the
cytokinins (BA and Kin) tested was determined as 1.0 mgl”’ BA for ‘Karakis’ and
‘Beyazkis’, and 0.5 mgl™ BA for “Siirme’. Axenic regenerants of ‘Siirme’, which is
commonly grown in the region, was also tested with five diffferent amino acids
(leusine, methionine, triptophan, valine, alanine) and three different polyamines
(spermine, spermidine, putrescine) in order to increase shoot proliferation. Shoot
proliferation was the best in MS medium containing 100 uM methionine together
with 50 uM spermine.

For the rooting of in vitro regenerated shoots, 1.0 mgl”' IBA gave the best
results among the cytokinins (IBA, IAA and NAA) tested for the three watermelon
types. 76%, 91% and 95% of rooting were achieved when the medium was
supplemented with 1.0 mgl™' IBA for the three genotypes, ‘Beyazkis’, ‘Karakis’ and
‘Siirme’, respectively. The acclimatised plantlets were readily transplanted to the
field. Yield and main soluble sugar of experimental types were determined, but there
was no statistically siginificance for the seeded and transplanted watermelon.

In order to obtain polyploidy, both in vivo and in vitro methods were studied.
Ploidy levels were determined by stomatal chloroplasts number, and the total DNA
amount were recorded with spectrophmetric determination to screen a large number
of plants for ploidy levels. As a result of this study it reported that in vitro methods

are more suitable than in vivo methods to obtain tetraploid lines for the watermelon



vi

types studied. In addition to this, it was also reported that the doubling with 0.03%
colchicine was 16.2%, 23.5% and 27.0% for ‘Beyazkis’, ‘Karakis’ and ‘Siirme’,

respectively.

Key words: Watermelon, in vitro, micropropagation and tetraploid
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1. GIRIS

Beslenme ve insan saglig1 acisindan dnemli bir yere sahip olan karpuz, istah
acic1 ve sicak havalarda ideal bir serinletici olup, lezzeti ve tadindan dolay1 diinyanin
her yerinde biiyiik bir begeniyle tiiketilir. Karpuz yiiksek vitamin (A ve C) ve
mineral (Ca, Fe, K) iceriginden dolay1 6nemli bir meyvedir. Karpuzda bol miktarda
bulunan ¢oziiniir lifler kolesterolii diisiirerek kalp hastaligi riskini azaltmanin yaninda
sindirime yardimci olarak kabizlik ve hemoroid gibi hastaliklar1 6nlemede de
etkilidir (Ibrahim ve ark., 2009). Karpuz karacigeri temizleme ve diiiretik etkisi
sebebiyle de bobrekleri ¢alistirma 6zelligine sahip olup etli kismi potansiyel bir
antioksidant olan ve insanda prostat, pankreas, sindirim yollari, akciger ve mide
kanseri riskini azaltan likopen bakimindan da zengindir (Giovannucci, 1999;
Katherine ve ark., 2008). Karpuz c¢ekirdekleri de iginde bulunan Cucurbocitrin adli
maddeyle tansiyonu diisiirmeye ve bobrek fonksiyonlarinin diizenlenmesine yardimci
olur (Gargill ve ark 1931).

Karpuz diinyada en yaygin yetistirilen meyvelerden biridir ve kiiresel
tiiketimi diger biitiin kabakgil meyvelerinden daha fazladir (Gichimu ve ark., 2009).
Cin diinya karpuz iiretiminde en yiiksek paya sahip olmasinin yaninda iiretimini her
yil yiiksek miktarlarda arttirmaktadir. Tiirkiye nin yillik karpuz tiretimi ise yillardir
ayni seviyelerde bulunmaktadir (Table 1). Cin, diinyadaki toplam iiretimin (2008
yilinda 99.194.000 ton) yaklasik % 70’ini tek basina karsilamaktadir. 2008 yili
karpuz tiretimi verilerine gore 67.202.000 ton ile Cin ilk sirada, Tiirkiye 4.002.000
ton ile ikinci sirada yer alirken, bu iki iilkeyi sirasiyla 3.400.000 ton ile Iran,
1.793.000 ton ile ABD ve 1.485.000 ton ile Misir izlemektedir (Anonymus, 2008).

Tiirkiye’nin karpuz ihrag ettigi 6nemli iilkeler Almanya, Romanya, Polonya,
ve Suudi Arabistan’dir. Tirkiye’nin 2002 yilindaki toplam karpuz ihracatinin
%39,5’1 Almanya ve Romanya’ya yapilmistir. Almanya karpuz ihracatinda en
onemli iilke konumundadir. Tiirkiye’nin diinya karpuz ihracati ve ithalatindan aldig1

pay oldukea diisiik seviyededir (Taskaya 2004).



Tablo 1. Diinya karpuz iiretiminin yillara ve iilkelere gore dagilimi (ton)

Yillar Tiirkiye Cin Misir iran ABD Meksika Diinya

2000 3.900.000 51.821.168 1.785.280 1.650.040 1.686.700 1.048.529 76.535.082
2001 4.020.000 57.508.382 1.446.900 1.815.746 1.843.750 969.518 82.944.428
2002 4.575.000 62.041.789 1.720.663 2.170.000 1.795.540 857.806 90.422.926
2003 4.215.000 58.338.270 1.705.038 1.210.630 1.733.670 952.212  87.289.487
2004 3.825.000 57.830.365 1.588.528 2.526.406 1.672.930 1.003.488 87.833.969
2005 3.970.000 60.105.920 1.500.000 3.259.411 1.741.920 864.766 90.176.238
2006 3.805.306 62.691.322 2.025.190 2.866.324 1.908.390 976.773  93.709.170
2007 3.796.680 66.454.773 1.630.000 3.300.000 1.944.490 1.058.848 97.434.562
2008 4.002.285 67.202.275 1.485.939 3.400.000 1.793.990 1.119.711 99.194.223

Kaynak: (Anonymus, 2008).

Ulkemiz karpuzda lokal genotipler bakimindan degerli genetik kaynaklara

sahip olup karpuz iiretimi basta Akdeniz olmak iizere, Ege, i¢ Anadolu, Giineydogu

Anadolu Bolgesi ve hemen hemen biitiin Anadolu’da yil boyunca yapilmaktadir

(Sar1 ve ark., 2007). Tiirkiye’de 2008 yil1 verilerine gore toplam karpuz iiretimi

4.002.285 ton olup Diyarbakir’daki toplam karpuz tiretimi ise 258.639 ton ile 6nemli

bir konuma sahip olmakla birlikte (Anonim, 2008a) iiretim maalesef uzun yillardir

arttirilamamustir  (Tablo 2). Ulkemizde hibrit tohumlardan vyetistirilen karpuz

agirliklar1 genellikle 5-10 kg arasinda olmasina ragmen, Diyarbakir karpuz gesitleri

daha iri olmakta, 6zellikle ‘Siirme’ ¢esidi 50 kg’a kadar biiylimektedir(Anonim,

2008b).

Tablo 2. Tiirkiye ve Diyarbakir’da karpuz liretiminin yillara gére dagilimi (ton) ve Diyarbakir’in

toplam iiretimdeki pay1

Yillar Tiirkiye Diyarbakir Diyarbakir
(ton) (ton) %
2000 3.940.000 242.325 6.15
2001 4.020.000 279.680 6.95
2002 4.575.000 257.370 6.62
2003 4.215.000 218.575 5.18
2004 3.825.000 250.127 6.53
2005 3.970.000 250.910 6.32
2006 3.805.306 265.425 6.97
2007 3.796.680 274.325 7.22
2008 4.002.285 258.639 6.46

Kaynak: (Anonim, 2008a).

Glineydogu Anadolu Bolgesi Cucurbitacea familyasi i¢in bir mikro-gen

merkezidir. Karpuz bolgenin en 6nemli ve yaygin meyve tlriidiir. Diyarbakir’da en

fazla iiretilen karpuz tipleri ‘Siirme’, ‘Beyazkis’, ‘Karakis’, ‘Ferik’ ve ‘Pembe’dir.

Ancak ilk ti¢ tip daha fazla yetistirilir ve bolgede daha énemli kabul edilir. Yerel



karpuz tipleri tasidiklar1 genetik 06zelliklerini koruduklarindan hastaliklara ve
boceklere karsi direngli kalmiglardir. Diyarbakir karpuz tipleri, bolgede verimli bir
sekilde {iretilmesinin yaninda piyasada kabul edilebilirlikleri yiiksek {iriinlerdir.
Biiyiikliikleri nedeniyle ihracat i¢in ideal olup zararlilar tarafindan tahrip edilemezler
ve hasattan sonra marketlerde ¢ok uzun bir raf omriine sahiptirler. Bu genotipler
diger biitiin karpuzlar piyasada tiikkendikten sonra, sonbaharda hasat edilen iilkenin en
geceil tipleridir. ‘Beyazkis® ve ‘Karakis’ tipleri kisin sonuna kadar adi depo
sartlarinda muhafaza edilip tiiketilebilir.Yerel Diyarbakir karpuz tipleri kalin bir dis
kabuga sahip olup bu kabuk uzun pazarlama siirecinde onlari korumaya yardimci
olur. Diinyada karpuz ¢esitleriyle ilgili ¢ok sayida biyoteknolojik c¢alisma yapilmis
olmasina karsilik, bolge ciftcisi i¢in dnemli bir gelir kaynagi olan Diyarbakir karpuz
tipleriyle ilgili yapilmis in vitro ¢alismalar olduk¢a sinirli olup, bu konuda yalnizca
bir ka¢ calisma rapor edilmistir (Pirin¢ ve ark., 2003; Piring, 2004; Pirin¢ ve
Onay, 2008).

Diinya genelinde triploid ¢ekirdeksiz karpuz cesitleri 50 yildan fazla bir
stiredir tretilmekte olup (Kihara 1951), giinlimiizde iiretim daha da artmaktadir.
Cekirdeksiz karpuz c¢esitleri daha tatli olmalari ve sert ¢ekirdeklerinden yoksun
olmalar1 nedeniyle iireticiler tarafindan tercih edilirler. Giinlimiizde gerek iilkemizde
gerekse diinyada cekirdeksiz karpuza ¢ok yogun bir ilgi bulunmaktadir (Maroto ve
ark., 2005). Cekirdeksiz triploid karpuz iretimi i¢in tetraploid ¢esitlerin elde
edilmesi gereklidir. Tetraploid elde edilmesinde en fazla kullanilan yontem tohum
veya siirgiin uglarmin kolsisinle muamele edilmesidir. Elde edilen tetraploidlerin
teshisinde basit ama etkili bazi alternatif yontemler tespit edilmistir. Bu yontemlerde
kullanilan baglica ploidi seviyesi gostergesi yapraklarda bulunan bek¢i hiicrelerdeki
kloroplast sayis1 olmakla beraber ovaryum ve anter ¢api ile yapraklarin uzunluk ve
genislik oranlar1 da kullanilabilmektedir (Compton ve ark., 1996). Ayrica yapilan
calismalarda tetraploidlerin kabuk kalinliginin diploidlere gére daha fazla oldugu ve
genel olarak f - karoten, likopen, fruktoz ve glikoz iceriklerinin daha yiiksek oldugu
rapor edilmistir (Jaskani ve ark., 2005).

Tiirkiye karpuz iiretiminde diinyada ikinci sirada yer almasmna ragmen
cekirdeksiz karpuz tohumu iiretimi ile ilgili herhangi bir ¢aligma rapor edilmemistir.

Ulkemizde piyasaya siiriilen smirli miktardaki cekirdeksiz karpuz tohumlart



genellikle ABD, Hollanda ve Israil’den ithal edilmekte ancak bu tohumlar, diploid
tohumlara kiyasla diisiik ¢imlenme oranlar1 ve yiiksek fiyatindan dolay: treticiler
tarafindan pek ilgi gérmemektedir. Bu bakimdan boélge ciftcisi icin 6nemli bir gelir
kaynagi olan Diyarbakir karpuz cesitleri i¢in in vitro ¢ogaltim protokollerinin
gelistirilmesiyle bu cesitlerin daha kolay 1slah edilebilecegi ve iilkemizde eksikligi
hissedilen triploid karpuz iiretimi i¢in, ebeveyn olarak kullanilan tetraploid karpuz
bitkilerinin elde edilmesinin, hem bdlge hem de iilke ekonomisi i¢in faydali olacagi

kanisindayiz.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Karpuz Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Anavatam ve Tarihcesi

Karpuz Cucurbitaceae familyasindan Citrullus cinsine bagh tek yillik bir
bitkidir (Bisognin 2002). Cucurbitaceae tamilyasinin diinyadaki tropik ve subtropik
bolgelerde yaygin olarak bulunan 90 cinsi ve 700 kadar tiirli bulunmaktayken,
ilkemizde ise bu familyanin 3 cins ve 8 tiirii bulunmaktadir (Se¢men ve ark., 2000;
Yaltink 1989). Karpuzun c¢ok eski bir besin maddesi oldugu bilinmektedir.
Meyvelerinin bol sulu olmasi sebebiyle, sicak ve kurak iilke insanlari i¢in iyi bir
temiz su kaynagidir. Misir’da mezar taglar iizerinde yapilan incelemelerden 4000
yildan beri karpuz yetistiriciliginin yapildig1 tespit edilmistir (Gichimu ve ark.,
2009). Baslangicta karpuzun, Yakin dogu ve Hindistan’da ¢ok fazla yetistirilmekte
oldugu dikkate alinarak, Asya kokenli oldugu kanaatine varilmis, fakat David
Livingstone’nun 1850 yilinda Afrika’da yapmis oldugu incelemelerle, karpuzun
anavataninin Afrika oldugu anlagilmistir (Decoteau, 2000; Salk ve ark., 2008).
Eski Sanskrit ve Arap literatlirlinde karpuzdan bahsedildigi halde, Yunan
literatiirtinde bu meyveyle ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilmamistir. Eski kole
ticareti ve ticari yollarla, karpuz 10. yiizyildan itibaren Cin ve Rusya’da goriilmeye
baslanmis, Anadolu ve Ispanya iizerinden Avrupa iilkelerine girmistir. Ingiltere’de
karpuz 17. ylizyilin basinda goriilmiis ve ayn1 yiizyilin ortasinda Kuzey Amerika’da
varhig1 tespit edilmistir (Salk ve ark., 2008). Giinlimiizde tropik ve 1liman iklim

kusagindaki biitiin iilkelerde yetistiriciligi yapilmaktadir (Robertson, 2004).

2.1.2. Sistematigi

Citrullus cinsinde, dort karpuz tiirii bulunmaktadir (Esquines-Alcazar ve
Gulick, 1983) Bunlar,
Citrullus lanatus (Thunb.) Matsuma and Nakai (syn. Citrullus vulgaris Schrad.)
Citrullus colocynthis (L.) Schrad.
Citrullus ecirrhosus Cogn.
Citrullus naudinianus (Sond.) Hook.

Bu dort tiirin hepsinin de kromozom sayilar1 2n = 2x = 22’dir, hepsi de tek

genomlu basit tlirlerdir. Bu tiirler biribirleriyle kolaylikla melezlenebilirler. Elde



edilen F; tohumlar1 normal olarak ¢imlenirler ve F; bitkilerinin biiylimelerinde
herhangi bir anormallik goriilmez ve saglikli tohum meydana getirirler (Robinson ve
Decker-Walter, 1997). Afrika’da yetismekte olan C. vulgaris tiirii i¢inde bulunan
ac1 meyveli tiplerin, kiiltiir karpuzlarinin atasi olduklar1 kabul edilmektedir (Jarret
ve Newman, 2000).

Yukarida sayilan dort tiirtin disinda Citrullus fistulosus olarak adlandirilmis
bir tiir daha vardir ki, yapilan arastirmalarda, daha ¢ok Cucumis tiirlerine benzedigi
yukaridaki dort Citrullus tiirlerinin hicbirisiyle melezlenemedigi ve farkli kromozom
sayistna (2n = 24) sahip oldugu saptanmistir. Bu sebeple bu tiirliin yeniden

isimlendirmeye tabi tutulmasi gerekmektedir.

2.1.3. Besin Degeri

Bir porsiyon karpuzdan (152 g) giinliik A vitamini ihtiyacinin % 20’si, C
vitaminin % 25’1, kalsiyumun % 2’s1, demirin % 4’ii ve potasyumun % 8’1 karsilanir
(Tablo 3). Karpuz 6nemli bir antioksidant olan karotenoid yapidaki likopen (CsoHse)
bakimindan da olduk¢a zengindir. 100 gram yas karpuz meyvesinde 4868 pg likopen
bulunurken, 100 gram taze domateste 3025 pg likopen bulunmaktadir (Edwards ve
ark., 2003). Arastirmalar serbest radikalleri sondiirmede likopenin, -karotenden iki
kat ve d-tokoferolden on kat daha etkili oldugunu gostermistir (Goula ve
Adamopoulos, 2005). Karpuz yiiksek oranda seker icerir. Sekerin biiyiik cogunlugu
fruktoz formunda olup daha az miktarda sakkaroz ve glikoz icermektedir (Quek ve

ark., 2007).



Tablo 3. Karpuzun bir porsiyonunun icerdigi besin, mineral ve vitamin degerleri

Besin Unite 1 (Pfgzg)on
Su g 139.00
Enerji kcal 46
Protein g 0.93
Yad g 0.23
Lif g 0.6
Toplam seker g 9.42
Sakkaroz g 1.84
Glikoz g 2.40
Fruktoz g 5.11
Mineraller
Ca mg 11
Fe mg 0.36
Mg mg 15
P mg 17
K mg 170
Vitaminler
C mg 12.3
B-1 mg 0.050
B-2 mg 0.032
B-3 mg 0.271
B-5 mg 0.336
B-6 mg 0.068
A Vitamini U 865
E Vitamini mg 0.08

Kaynak: (Anonymus, 2005)

2.2.Diyarbakir Karpuzunun Onemi ve Geleneksel Yetistirme Teknikleri
2.2.1. Diyarbakir Karpuzunun Onemi

Diyarbakir karpuzu diinyaca iinlii ender tarim iriinlerimizden biridir. Dicle
nehri kenarinda c¢akilli, kumlu ve milli arazilerde yoreye 06zgli yontemlerle
yetistirilen bu karpuz c¢esidinin Diyarbakir’in ekonomik, sosyal ve folklorik
yasantisinda 6nemli bir yeri bulunmaktadir.

Ulkemizde hemen hemen her sehrimizin sembolii olmus kendine 6zgii bir
tarim {iriinii vardir. Ornegin seftali dendiginde Bursa, incir dendiginde Aydin, pamuk
dendiginde Adana, findik dendiginde Giresun, ¢ay dendiginde Rize illerimiz akla
geldigi gibi karpuz dendiginde de herkesin aklina Diyarbakir ilimiz gelir. Yapilan
arastirmalar gostermektedir ki saydigimiz bu iriinler yillardan beri bu illerin sosyal

ve ekonomik yapilarinda 6nemli roller oynamaktadirlar ve bundan dolay1 da hakl



olarak bu illerin sembolii olmuslardir. Her iirliniimiizde oldugu gibi Diyarbakir
karpuzunun da kendine has 6zellikleri vardir. ilk gdze ¢arpan ozelligi iriligi, ikinci
ozelligi ise lezzetli olusudur. Ancak gilinlimiizde bu lezzetini giderek yitirmektedir.

Diyarbakir karpuzu “ karpuz kuyusu” adi verilen yerlerde yetistirilmektedir.
Bu kuyular nisan—mayis aylarinda Dicle nehrinin ¢ekilmesinden sonra kalan nehir
yataginda acgilmaktadir. Bliyiik karpuz yetistirmek i¢in acilan her kuyu, boyu 2m,
genisligi 60 cm olacak sekilde hazirlanmaktadir. Kuyularin derinligi ise taban suyuna
ulagilacak derinlige bagl olarak degismektedir ve genellikle taban suyuna 40 — 60
cm’de ulasilmaktadir. Diyarbakir karpuzunun iriligini, bu kuyularin hazirlanmasinda
kullanilan ahir giibresi (bu giibrenin 6zellikle ¢ift tirnakli hayvanlardan koyun ya da
keci giibresi olmasi tercih edilmektedir) lezzetini ise giivercin giibresi vermektedir.
Bu amag icin kullanilan yarasa giibresinin de iyi sonu¢ verdigi bilinmektedir.
Buradan da anlasilmaktadir ki organik giibrelemenin Diyarbakir karpuzu
yetistiriciliginde 6nemi biiyliktiir. Bunun da sebebi; Dicle nehrinin kis aylarinda
tagidigr su miktar1 artinca karpuz yetistiriciligi yapilan yerlere kadar nehir
genislemekte, ¢ekilirken de alip gotiirmektedir. Yapilan bu giibreleme sonucunda
agirligr 60—70 kg olan karpuzlar yetistirilebilmektedir.

Diyarbakirlilar, karpuz yetistiricililiginde kullandiklar1 giivercin giibresi
ihtiyaglarini karsilamak i¢in giivercin yetistirmektedirler. Yorede gilivercine ‘bora’,
giivercin yetistirilen yerlere ise ‘borahane’ adi verilmektedir. Borahaneler bir kus
beslemek icin oldukga biiyiik ve bazen da ¢ok katli binalardir. Kerpigten olmalarina
ragmen saglam yapilan borahanelerin i¢ boliimlerine ‘lille’ denmektedir. Bu
yapilarda gilivercinlerin girip ¢ikmasi i¢in yuvarlak delikler a¢ilmistir. Her liilenin
icinde glivercinlerin tlinemesi i¢in basamaklar vardir. Ancak giliniimiizde bu
borahanelerin bakimlari yeterince yapilmadigindan bir¢ogu yikilmaya yiiz tutmustur.

Diyarbakir karpuzu daha sonra bolgeye giren hibrit karpuz ¢esitleriyle rekabet
edememistir. Bunda ticari kaygillar da oOnemli rol oynamistir. Yeterince
ilgilenilmedigi i¢in Diyarbakir karpuzunun nesli dejenere olmus, eski lezzet ve
iriligini  yitirmistir. Arandiginda birakin  30-35 kg agirhigindaki Diyarbakir
karpuzunu, 25 kg olanlar bile bulunamaz olmus ve bunun Diyarbakir ekonomisine
biiyiik zarar1 dokunmustur. 11k kez 1968 yilinda diizenlenen karpuz festivali ile bu

konuya el atilmis, iretici tesvik edilmek istenmis ancak bu is 1982 yilina kadar



diizenli olarak yapilamamistir. 1982 yilinda konuya tekrar el atilmis, 1985 yilina
kadar bu festivaller diizenli olarak tekrarlanmis ve en iri Diyarbakir karpuzu
yetistiren ireticiler Odiillendirilmistir. Bu sayede bu giin 40-50 kg agirliginda
Diyarbakir karpuzu bulmak artik miimkiin olabilmektedir (Resim 1). Bunlar iireticiyi
tesvik etmek amaciyla yapilan iglerdir. Ancak halen konuya bilimsel yaklagilarak bu

konuda birkag¢ ¢alisma disinda, yeterli arastirma yapilmamistir (Anonim, 2008b).

.
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Resim 1. Diyarbakir karpuz festivalinden goriiniim

2.2.2. Diyarbakir Karpuzunun Geleneksel Yetistirme Teknikleri

Karpuzlarda irilik, basta ¢esit karakteri olmak iizere kismen de yetistirme ve
bakim sartlarina baghdir. Diyarbakir karpuzunun yetistirme teknigi alisilagelmis
karpuz yetistiriciliginden farklidur. iri Diyarbakir karpuzlar1 daha 6nce de belirtildigi
gibi, Dicle nehrinin ¢ekilmesinden sonra kalan kumlu — milli nehir yataginda agilan
ve adina “kuyu” denilen yerlerde yetistirilmektedir. Ancak sunu da vurgulamak
gerekir ki Diyarbakir’da karpuz ziraati yalnizca bu sekilde yapilmamaktadir.
Diyarbakir’da karpuz ziraat1 ii¢ sekilde yapilmaktadir (Besirli, 1991).

e Kaoylerde Pmar Karpuz ve Kavunculugu: Dere ve pmar sularindan

faydalanilarak yapilan karpuz ve kavun ziraatine denir.
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e Kuru Ziraatte Karpuz ve Kavun Ekimi: Bu tarz ekimle elde edilen karpuz
ve kavuna “Beji” denir. Koyliilerin sadece kendi ihtiyaglari i¢in ektikleri bu

karpuz ve kavunlarin verimleri ve ekonomik énemi azdir.

e Cay Karpuz ve Kavunculugu: Dicle kenarinda yapilan karpuz ve kavun
ekimine denir. Diyarbakir’in {inlii iri karpuzlar1 bu yetistirme sekliyle elde

edilir (Anonim, 2008b).

2.2.2.1 Kuyularin Hazirlanmasi

Kuyularin (arik) agilmasi i¢in bahar aylarinin sonuna kadar Dicle nehrinin
cekilmesi beklenir. Nehir yeterince c¢ekildikten sonra, genellikle 15-30 Nisan
tarihleri arasinda Dicle kenarinda kuyular acilir. Giiniimiizde birim alandan
kazanmak amaciyla kuyularin boyutlar1 kiigiiltiilmistiir. Kuyular, uzunlugu 150 cm,
kuyu genisligi ve derinligi 40 cm olacak sekilde hazirlanmaktadir. Iki kuyu arasi1 da
50 cm, iki kuyu siras1 arasinda ise 2 m mesafe birakilmaktadir. Kuyularin derinligi
her ne kadar 40—60 cm arasinda degissede derinlikte ki amag¢ su seviyesine

ulasmaktir.

2.2.2.2 Karpuz Fidelerinin Hazirlanmasi

Fideler iki sekilde hazirlanmaktadir:

Tiiplii Fide Yetistiriciligi: Tiiplere konacak har¢ milli kum ve elenmis
koyun giibresinden hazirlanmaktadir. 10x13 cm boyutlarindaki her bir tiipe 3—4
karpuz tohumu konmaktadir. Karpuz fideleri ikiser yaprakli olunca, kuyularda
hazirlanmis olan yerlerine toprakli olarak aktarilirlar.

Harmanda Fide Yetistiriciligi: Dicle kenarinda suya ¢ok yakin olan milli
kumlu bir yerde karpuz fidesi yetistirmek i¢in yer hazirlanir ki buraya harman denir.
Burada yetistirilen fideler ikiser yaprakli iken buradan alinip, kok bolgesindeki milli

kum yikandiktan sonra kuyuda hazirlanmig bulunan yere dikilirler.

2.2.2.3 Kuyularda Fide Yataginin Hazirlanmasi ve Fidelerin Dikimi
Acilan kuyularin her iki basinda fide dikimi i¢in kiiclik yastiklar

hazirlanmaktadir. Tiiplerden ¢ikarilan ya da harmandan getirilen fideler bu yastiklara
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dikilir. Dikim, direkt olarak kuma, fidelerin kokleri su ile temas edecek sekilde,
yapilmaktadir. Fideler herbir kuyuda dorder fide bulunacak sekilde kuyularin sag ve

sol baslarina ikiser tane dikilmektedir.

2.2.2.4 Giibreleme

Karpuzlara verilecek koyun giibresi ve giivercin giibresi kum ile karistirilip
harg haline getirilerek verilmektedir. Yorede genel uygulama olarak bu karisim sdyle
hazirlanmaktadir: Kuyu basina; 68 kg giivercin giibresi, 20-25’ser kg koyun giibresi
ve kum. Ureticilerin tecriibelerine gdre giivercin giibresi ne kadar c¢ok verilirse
karpuzlar o oranda lezzetli olmaktadir. Ancak bu maliyeti artiran en biiyiik unsur
oldugundan, giinlimiizde lireticiler bu miktar1 arttiramadiklar1 gibi, bir cogu kuyu

basina 6 kg’in da altinda giivercin giibresi vermektedir (Anonim, 2008b).

2.2.2.5. Bakim Isleri

Giibreleme isi tamamlandiktan sonra Onemli bir bakim islemi
uygulanmaktadir. Bir bitkiden ¢ok sayida meyve almak, birim alandan elde edilen
iriin - miktarmi arttiracagl diistiniilerek, eskiden wuygulanan seyreltme iglemi
glinimiizde pek wuygulanmamaktadir. Diyarbakir karpuzunun eski iriligini
kaybetmesinde bunun olumsuz etkisi olmustur. Giibrelemeden sonra uygulanan en
onemli bakim hastalik ve zararlilarla miicadele olmaktadir. Yorede iireticiyi en ¢ok
tizen hastalik etmenleri fusarium, mycoplazma; zararl ise afid (yorede “gezo” adi
verilir) adli kirmizi 6riimcektir. Hastalik etmenlerine karsi dnlem amaciyla tohum
ilaclamasi yapilmamaktadir. Oysa ekimden 6nce tohumlarin ilaglanmasi veya 50-55
°C’lik suda birkac¢ dakika bekletilmesiyle, tizerlerindeki zararli organizmalar etkisiz

hale getirilebilir.

2.2.2.6. Hasat Islemi
Diyarbakir karpuzu eyliil aymin ilk haftasindan sonra hasat edilerek satisa

¢ikarilmaktadir.
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2.2.2.7. Yetistirilen Karpuz Cesitleri ve Ozellikleri

Irilikleri itibariyle diinyaca meshur olan Diyarbakir karpuzlar1 yuvarlak—beyzi
(oval) alacali karpuzlar sinifina girmektedir. Bunlar arasinda O6zellikle ‘Siirme’,
‘Karakis’ ve ‘Beyazkis’ adlari ile taninan gesitler yaygin olarak yetistirilmektedir.
Siirme Cesidi: Diyarbakir karpuzlari arasinda en iri olan gesittir. Kabuk renkleri,
koyu yesil tlizerinde uzunlamasina genis dilimler halinde ¢izgilidir. Kirmiz1 renkte
olan eti oldukca tath olup fazla olgunluk halinde tamamen lifli bir hal almaktadir.
Kabugu kalin ve dayanikli oldugundan hem nakliyat hemde uzun siireli muhafazaya
oldukea elveriglidir. Tipik yetistirme usulii ile yetistirildiginde 50—60 kg hatta 75 kg
kadar iri meyveler elde edilebilmektedir. Biitiin meyve olarak tiiketilmesi hemen
hemen imkansiz oldugundan, ¢ogunlukla dilimler halinde satilmaktadir. Cekirdekleri
yorede yetistirilen diger yerli ¢esitlere nazaran daha siyahtir. ‘Siirme’ ¢esidi ‘Siirme
hirsiz1” adiyla da anilmaktadir.
Karakis (Siyah) Cesidi: Agirligi 5-20 kg arasindadir. Kabuk rengi koyu yesil olup,
yorede ‘siyah kislik karpuz’ adiyla anilmaktadir. Hasattan sonra kis aylarinda bahara
kadar adi depo sartlarinda muhafaza edilmektedir.
Beyazkis (Beyaz) Cesidi: Agirligr 5-20 kg arasindadir. Kabuk rengi beyazimsi agik
yesil olup, Karakis karpuzu gibi bu c¢esit de kis aylar1 sonuna kadar
saklanabilmektedir. Kabuk ve tohum rengi hari¢ tiim Ozellikleri Karakis karpuzu
gibidir.
Pembe Cesidi: Kabugu parlak yesil iizerine koyu yesil renkli c¢izgilerle
uzunlamasina ¢izgilidir. Kabugu 1.5 cm kadar kalindir. Eti pembeye yakin agik
kirmiz1 renktedir. Bundan dolayr Pembe karpuz adimi almistir. Eti hafifce lifli
olmasina ragmen oldukgca tathdir. Cekirdekleri kiiciik ve siyah renktedir. Meyvelerde
agirlik 10-30 kg arasindadir.
Ferik Cesidi: Sekil ve kabuk oOzellikleri itibari ile Siirme ¢esidine benzer fakat
meyveleri daha kiigiiktiir. Ortalama meyve iriligi 8—15 kg arasindadir. Eti kirmizi

renklidir. Cekirdekleri siyah bazen de sar1 olabilir.
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Diyarbakir Karpuzunun Yogun Olarak Yetistirildigi Koyler:

Diyarbakir karpuzu, merkeze bagli olan ve Dicle nehri kiyisinda bulunan su
koylerde yogun olarak yetistirilmektedir.

1 — Sivritepe (Seyhelan) Koyt

2 — Erimli (Simaki) Koyt

3 — Tekkaynak (Yuvacik) Koyt

4 — Feri Koyt

5 — Tepe Koyl (Anonim, 2008b).

2.3. Bitki Hiicre, Doku ve Organ Kiiltiirii Teknikleri
Bitki hiicre ve doku kiiltiirii konusu, aseptik sartlarda; yapay bir besin ortami

(bir karbon ve enerji kaynagi olan seker, inorganik tuzlar, mikro ve makro elementler
ile cesitli vitaminleri iceren ve sivi veya agar ile katilagtirilmig steril bir biiyiime
ortami) i¢inde ya da iizerinde, bitki hiicre (meristematik hiicreler, slispansiyon veya
kallus hiicreleri), doku (epidermis, meristem doku), ya da organlarindan (yaprak, kok
vb.) alinan eksplantlarin kiiltiirtinii iceren oldukga genis bir alan1 kapsamaktadir.
Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri asagidaki gibi siniflandirilirlar;
1- Organ Kiiltiirleri

- Kok kiltiirleri

- Siirgiin (apikal) kiiltiirleri

- Anter ve polen kiiltiirleri
2- Doku Kiiltiirleri (Kallus)
3- Hiicre Kiiltiirleri (Protoplast ve hiicre siispansiyonlari)
4- Somatik Embriyogenezis
5- Mikroasilama

Klonal ¢ogaltim i¢in genellikle meristem yada siirgiin ucu kokenli kiiltiirlerin
genetik olarak ¢ok daha stabil olduklarmma inanilir. Bitki hiicrelerinin totipotent
Ozelligi, hiicre dongiisii ile hiicre bliyiime ve gelismesi lizerine arastirmalarda,
istenilen uygun eksplantin ve biiyiimede aktif maddeleri iceren uygun bir besi
ortaminin se¢ilmesine, fiziksel cevre kosullarinin kontrol edilebilirligine imkan
vermesi nedeniyle bitki hiicre ve doku kiiltiirleri tercih edilmektedir.
Genel anlamda mikrogogaltma; siirglin ucu ve bunlara ait eksplantlardan bitkilerin in

vitro klonal cogaltilmasi veya genellikle tomurcuklardan gelisen siirglinlerin alt
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kiltlirler boyunca ¢ogaltilmasi seklinde tanimlanabilir. Ayrica meristem dokulardan

meydana gelen dogrudan somatik embriyo olusumuna da mikrogogaltim denilebilir.

Ancak mikrocogaltimi, sentetik besi ortamlarinda, bir bitkiden alinan ve tam bir

bitkiyi olusturma potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, govde,

stirglin, kok, kallus, tek hiicre yada polen tanesi vb.) aseptik sartlar altinda yeni

bitkilerin elde edilmesi seklinde tanimlayabiliriz (Compton ve ark., 2004;

Babaoglu ve ark., 2002).

Mikrogogaltimin genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden dnemi

ve avantajlar1 agagidaki gibi siralanabilir; (Tilkat, 2006; Compton ve ark., 2004).

Her tiirlii hastalik ve zararlilardan arindirilmig bitkisel materyal ve
stoklarin elde edilmesi

Elde edilen bitkilerde fenotipik ve genotipik homojenitenin
saglanmast

Geleneksel yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine sahip olmasi
Uretilmesi gii¢ olan bitki tiirlerinin daha kolay {iretimine imkan
vermesi

Seckin veya iistiin genotiplerin hizli gogaltimina olanak saglanmasi
Klasik yontemlere gore tiretimde daha az anag¢ kullanilmasi
Somaklonal varyasyonlardan dolay1 yeni ¢esitlerin veya genotiplerin
elde edilebilmesi

Baz1 bitki materyallerinin hizli bir sekilde elde edilmesini, klonlamada
kullanilacak materyalin erken elde edilmesini sonuglandirmasi
Verimsiz hibritlerin ¢ogaltimi igin 6nemlidir. Ornegin meyve
bahgelerindeki tiirlerin yada degisken heterozigot tiirlerin klonal
cogaltimi yoluyla tek tip bitki toplulugu elde edilmesi

Y1l boyunca ortaya c¢ikabilecek mevsimsel zorluklar1 ortadan
kaldirmast

Istenilen genotipte bitkilerin ¢ogaltilmasini miimkiin kilmasi
Tohumdan yetistirme metodlarindan daha hizli bir sekilde ¢ogaltim
saglamasi

Kiigtik bir yerde ¢cok miktarda fide/fidan iiretimine olanak saglamasi
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e Alt kiiltiirler arasinda 6zel bir dikkat gerektirmemesi (6rn. sulama,
zararli ot miicadelesi vb.)

e fhtiyaca gore bazi tiirler icin otomatik ¢ogaltim ydntemlerinin
gelistirilmesini miimkiin kilmasi

e Reckombinant DNA teknolojisi uygulamalar1 ig¢in ara devre
olusturmasi

e Transgenik bitkilerin klonlanmasi i¢in bir arag olmast

e Sentetik tohum tiretimine olanak saglamasidir.

Yukarida sayilan yararlarina karsin mikrogogaltim egitimli personel, 6zel
laboratuar kosullar1 ve siirekli arastirmaya gereksinim duymaktadir. Bu nedenle,
yapilan uygulamalarin basaris1 ekonomik faktorlerle biiyiik 6l¢iide sinirlanmaktadir.
Doku kiiltiirii ile bitkilerin ¢ogaltilmasi pahali olmasina karsin, is giiclinii azaltan
otomasyon ve robotizasyon teknikleri kullanildiginda, kisa siirede fazla sayida bitki
ekonomik olarak elde edilebilmektedir (Alper ve ark., 1994a, b).

Mutasyonlar, organ ve somatik embriyolarin rejenerasyon yeteneklerini
kaybetmesi, kdklenme problemleri, toksik bilesiklerin besin ortaminda birikmesi,
kontaminasyon ve bitkilerin kiiltiir ortamindan topraga aktarilmasinda karsilasilan
zorluklar, ticari olarak yapilan mikrocogaltimda ortaya c¢ikan baslica sorunlardir.
Tiim bunlarin ortadan kaldirilmasi ya da en aza indirilmesi i¢in, mikrogogaltima
gecilmeden once bu temel sorunlarin titizlikle degerlendirilmesi gerekir. Yukarida
sayillan nedenlerden dolayr her bitki cinsinin farkli tiir, hatta her tiirtin farkh
cesidinde kullanilan mikrogogaltim protokolii de farklt olmaktadir. Bu sebeple
calisilacak her cesit icin farkli bir ¢ogaltim protokolii gelistirmek gerekmektedir
Karpuz bitkisi mantar, bakteri ve virlis kaynakli hastaliklara karsi1 oldukg¢a hassastir.
Bu nedenle hastaliklara direngli yerel genotiplerin tespit edilip, doku kiiltlirii ve
DNA rekombinant teknolojileri kullanilarak tiretiminin yayginlastirilmasi son derece
onemlidir (Kim ve ark., 1998). Patojenlere ve abiyotik stres faktorlerine direngli
karpuz varyetelerinin kullanilmasi ile iiriin veriminin ve Xkalitesinin arttirtlmasi

miimkiindiir (Cho ve ark., 2009).
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2.4. Karpuzla flgili Yapilmis Calismalar

2.4.1. In Vitro Rejenerasyon Calismalar

Dong ve Jia (1991), sekiz diploid karpuz ¢esidinde yaptiklart mikrogogaltim
calismasinda bes giinlik in vitro fide kotiledonlarin1 kullanmiglardir. Siirgiin
poliferasyonu i¢in BA, zeatin , 2IP ve kinetini test etmislerdir. Biitiin ¢esitler igin en
iyl sitokinin tipinin BA oldugunu ve siirglin frekansinin bu ortamda %60-92
oldugunu rapor etmislerdir. Yaptiklari koklendirme ¢alismasinda 0,5 mgl' TAA
ortaminda ‘Peace’ ¢esidinde % 96.7 ve ‘New Crown’ cesidinde 1.0 mgl' TAA

ortaminda % 93.8 koklenme elde etmislerdir.

Gray ve Elmstrom (1991), tetraploid hatlarin mikrogogaltim1 i¢in tarladaki
bitkilerin siirgiin uglarini keserek sterilize ettikten sonra, eksplantlari 30 gl
sakkaroz, 7 gl agar ve 1.0 mgl’ BA iceren MS besi yerinde (pH: 5.7) kiiltiire
almiglardir. Aynmi arastiricilar rejenere ettikleri siirgiinleri uzamasi ve koklenmesi
icin, 2.0 mgl" Kin + 8.0 mgl’ TAA ortaminda kiiltiire almuslardir. Calismada
koklendirdikleri siirglinleri tarlaya aktarip normal meyveler elde ettiklerini rapor

etmislerdir.

Compton ve Gray (1992), tetraploid ve triploid hatlarda yaklasik 1 cm
uzunlugundaki siirglin uglarinin klonal ¢ogaltim icin eksplant olarak kullanilmasinin
potansiyel bir uygulama oldugunu belirtmislerdir. Bununla beraber diisiik siirgiin
proliferasyonu, zayif koklenme ve aklimatizasyondan dolay1 calismalarin ¢ogu
basarisizliga ugramistir. Ayni arastiricilar triploid genotiplerin 1 cm’lik siirgiin
uglarmdan, 1.0 mgl" BA igeren MS besiyerinde 21 giinde 2-4 siirgiin olustugunu
gdzlemlemisler, cogaltilan siirgiinlerin 1.0 mgl™ IBA iceren ortamda yaklasik olarak
% 70-90 arasinda koklendigini, koklenen siirgiinlerinde % 60-85 arasinda seraya
basariyla aktarildigini rapor etmisler ve bu protokolle 100 siirgiin ucu eksplantiyla
baslatilacak mikrogogaltimla 6 ayda 1.2 milyon bitki elde edilmesinin miimkiin

oldugunu belirtmislerdir .
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Desamero ve ark. (1993), karpuzun mikrogogaltimi i¢in agar iceren kati MS
besiyeri ile agar igermeyen sivi MS besiyerini mukayese etmisler, siirgiin
rejenerasyonu igin 2.5 mgl™ BA, siirgiin uzamasi igin 0.25 mgl”" BA +1.5 mgl”" GA;
iceren MS besiyerini kullanmiglardir. Aragtirma sonucunda sivi ortamda
polypropylene membran iizerine yerlestirilen eksplantlarin daha iyi rejenere

oldugunu belirtmislerdir.

Compton ve Gray (1993), bes farkli karpuz genotipinde somatik embriyolar
elde etmek igin, olgunlasmamis embriyolarin kotiledonlarin1 kullanmislardir. Ayni
arastiricilar kotiledonlar1 2,4 D’nin BA veya TDZ ile kombinasyonunu igeren MS
besiyerinde, karanlik ortamda, {i¢ hafta boyunca, kiiltiire almislar daha sonra hormon
icermeyen MS besiyerine aktarilan ve 16 saat 151k, 8 saat karanlik ortamda 3-4 hafta
tutulan eksplantlarin bazilarinda somatik embriyolar olustugunu gézlemlemislerdir.
Calisma sonucunda somatik embriyo elde etmek i¢in en 1iyi hormon
kombinasyonunun 2.5 mgl”' 2,4 D+0.1 mgl" TDZ oldugunu ve bu ortamda %30

oraninda embriyo elde edildigini belirtmislerdir.

Compton ve ark. (1993b), diploid ve tetraploid karpuz cesitlerinde
mikrogogaltim i¢in, aseptik ortamda ¢imlendirilmis in vitro karpuz fidelerinden elde
edilen siirgiin ucu eksplantlarini BA, Kin ve TDZ’nin test konsantrasyonlarini i¢eren
MS besiyerine 8 haftaligina aktarmiglar ve BA’nin en iyi konsantrasyonunun dan
,IDZ ve Kin’in en iyi konsantrasyonuna gore yaklasik 1.5-2.8 kat daha fazla aksiller
sirglin elde ettiklerini belirtmislerdir. Farkli genotiplerde yapilan calismalarda
eksplant basina aksiller siirgiin eldesinin *“ Bush Jubilee” ve ‘Jubile II’ de * Minilee’,
‘Dixilee’ ve tetraploid genotiplerden daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Test
edilen genotiplerin biiylik cogunlugunda eksplant basina diisen siirgiin sayisinin,
kiiltiirtin ilk ayinda az oldugunu (2.7 — 4), en yiiksek saymin 2. ve 3. aylarda
gbozlemlendigini (5.3—12.5) ancak altinct aydan sonra diisiis gosterdigini
saptamiglardir. Koklenme i¢in 5-30 mm uzunlugundaki siirglinleri tercih etmisler,
koklenme ortami olarak 1.0 mgl”’ IBA kullanmislar ve aklimatizasyonda substrat
olarak otoklavda steril edilmis vermikulit kullanmiglardir. Koklenen siirgiin

yiizdesinin farkl ¢esitlerde % 60-100 arasinda , aklimatize edilmis siirgiin ylizdesinin
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ise %21-96 arasinda gergeklestigini, bu protokoliin kullanimiyla 250 fideden 3 ayda
13.200 bitki elde edilebilecegini rapor etmislerdir.

Compton ve Gray (1993a), diploid, triploid ve tetraploid karpuz hatlarinda
in vitro kotiledonlardan siirgiin rejenerasyonuna Kin, TDZ ve BA’nin etkisini
aragtirmislar, 1.0-5.0 mgl’ BA iceren MS besi yerinin rejenerasyon icin
kullanilabilecegini ve bu ortama IAA eklenmesiyle kallus olusumunun arttigini rapor
etmiglerdir. En yiiksek siirgiin oraninin bes giinliik fidelerden elde edildigini
(‘Minilee’ %90, ‘S86NE’ %64 ve ‘Jubilee II’ %50) aciklamiglar ayrica siirgiin
olusturan eksplant ve eksplant basina siirgiin sayisinin diploidde (%57 ve 2.2),
triploid (%22 ve 0.6) veya tetraploide (%20 ve 0.8) gore daha yiiksek oldugunu rapor

etmislerdir.

Tabei ve ark. (1993), diploid karpuzda yaptiklar1 siirglin rejenerasyonu
calismasinda eksplant kaynagi olarak ti¢ giinliik fide kotiledonlarin1 kullanmislardir.
Aymi arastiricilar 10 mgl” BA+10 mgl”' IAA igeren MS besiyerindeki siirgiin
olusumu frekansinin % 50 oldugunu rapor etmigler, ayrica kotiledonlarin bazal
kismindan, apikal kismimin iki kat fazla oranda siirgiin elde edildigini

acgiklamislardir.

Compton ve Gray (1994), dort tetraploid karpuz hattinda (‘F9248°, ‘SP90-
1’, ‘SP90-2’, ‘SP90-4’) in vitro fide kotiledonu yasinin siirglin organogenezisine
etkisini arastirmis ve bunun i¢in 2, 4, 6, 8 ve 10 giinliik in vitro fide kotiledonlarin
kullanmiglardir. Ayni arastiricilar en yiiksek silirgiin rejenerasyonunun iki giinliik
kotiledonlardan elde edildigini (‘F9248’ icin %66 ve ‘SP90-2’ i¢in %60 ) ve dort
giinliik kotiledonlarda en ytiksek siirgiin frekansinin ‘SP90-4’te %40 oldugunu rapor

etmisler ve rejenere ettikleri siirgiinleri 2.0 mgl™ IBA ortaminda kéklendirmislerdir.

Ahad ve ark. (1994), karpuzda bitki rejenerasyonu icin eksplant kaynagi
olarak olgunlasmis ve olgunlagmamis embriyolar1 kullanmislar, rejenerasyon igin

olgunlasmamis embriyolarin daha uygun oldugunu ve siirgiin proliferasyonu icin en
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uygun ortamin 0.5-1.0 mgl” BA+0.1 mgl” TAA oldugunu rapor etmislerdir. Ayni

arastiricilar rejenere ettikleri siirgiinleri 1.0 mgl™” IBA ortaminda koklendirmistir.

Compton (1999), dort karpuz cesidinin tohumlarint 1sikta ve karanlikta
¢imlendirerek elde ettigi kotiledonlar1 siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanmis ve dort
karpuz c¢esidinde de karanlikta ¢imlenmis tohum  kotiledonlarindan, 1sikta
cimlenenlerden daha fazla siirgiin rejenerasyonu olustugunu aciklamistir. Yapilan
calismada kabuklar1 soyulmus tohumlar yiizey sterilizasyonu i¢in % 2.5 NaOCl +
%0.1 Tween c¢ozeltisinde 30 dakika bekletilmis, ardindan ii¢ kez steril saf suda

yikanmustir.

Chaturvedi ve Bhatnagar (2001), diploid ‘Sugar Baby’ karpuz cesidinde
yaptiklar1 direkt ve indirekt siirgiin rejenerasyonu c¢alismasinda yedi giinliik fide
kotiledonlarini eksplant kaynag: olarak kullanmislar ve kallus olusumunun 0.5 mgl™
BA +1.0 mgl”' TAA ortamimda %100, 0.5 mgl" BA+0.5 mgl” NAA ortamimda %
83.2 olarak rapor etmislerdir. Calismada eksplant basina en diisiik siirgiin sayisinin
(2.0+£1.0 adet) 1.2 mgl" BA+0.25 mgl'NAA iceren MS ortaminda, en yiiksek siirgiin
sayismin (35.5+1.6) ise 0.5 mgl' BA+0.5 mgl’ 2ip iceren MS ortaminda elde
edildigini belirtmislerdir. Aym arastiricilar rejenere ettikleri siirgiinleri 0.2 mgl™

NAA ortaminda koklendirerek %55 basariyla tarlaya aktarmiglardir.

Pirin¢ ve ark. (2003), diploid ‘Siirme’ c¢esidinde bes giinlik in vitro
kotiledonlardan siirglin rejenerasyonunu gerceklestirmisler ve BA’nin en iyi
konsantrasyonunun (0.5 mgl™), kinetinin en iyi konsantrasyonundan (1.0 mgl™) %50
daha fazla siirglin verdigini tespit etmislerdir. Koklendirme ortami olarak
kullandiklar1 1.0 mgl” NAA’da %70 oraninda koklenme elde etmis ve koklenen

stirgiinleri %90 oraninda aklimitize ettiklerini rapor etmislerdir.

Sultana ve Bari (2003), diploid karpuzda siirgiin rejenerasyonuna farkli
BBD’lerin etkisini arastirdiklar1 ¢calismada 5 giinliik in vitro fidelerden elde ettikleri
siirgiin uglarini kullanmuslar ve bu eksplantlardan pH’s1 5.7 olarak ayarlanmis 30 gl

sakkaroz, 7 gl agar ve 1.0 mgl”’ BA +0.2 mgl”’ NAA iceren MS besi yerinde, en
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yluksek siirglin sayisinin 6.1 adet ve en yiiksek siirgiin uzunlugunun 4.5 cm oldugunu
rapor etmislerdir. En iyi koklendirme ortamu olarak tespit ettikleri 0.1 mgl’ NAA
ortaminda % 100 koklenme elde etmisler ve bu ortamdaki ortalama kok sayist 4.5

adet, ortalama kok uzunlugunu 2.85 cm oldugunu bildirmislerdir.

Zhang ve Zhang (2004), diploid iki karpuz c¢esidinde (‘Yixuan’,
‘Jinxinmuben’) in vitro ortamda dort giinliik fidelerden elde edilmis kotiledonlarin
farkli kisimlarini eksplant kaynagi olarak kullanmiglar ve siirgilin rejenerasyonu i¢in
en uygun kotiledon kismin1 tespit etmeye c¢alismislardir. Ayn1 arastiricilar “Yixuan’
cesidinde en iyi sonucun kotiledonlarin bazal kismi kullanildiginda elde edildigini
ve 5.0 mgl" BA+0.1 mgl' IAA igeren MS besiyerinde eksplant basma ortalama
siirglin sayisinin 10.3 oldugunu belirtmigler, ‘Jinxinmuben’ c¢esidinde ise en iyi
sonucun kotiledonlarm proksimal kismi kullanildiginda ve 2.0 mgl' BA+0.5 mgl’
IAA igeren MS besiyerinde eksplant basina ortalama siirgiin sayisinin 6.9 oldugunu

rapor etmislerdir.

Sultana ve ark. (2004), karpuzda yaptiklart indirekt siirgiin rejenerasyonu
calismasinda bes giinliik fide yapraklarini kullanmislar ve bu yapraklardan 2.5 mgl™
2,4-D ortaminda %100 oraninda kallus olustugunu ve olusan kalluslarin en iyi
siirgiin rejenerasyon ortaminim 1.0 mgl’ BA + 0.2 mgl" NAA iceren MS besiyeri
oldugunu rapor etmislerdir. Bu ortamdaki ortalama siirgiin sayisinin 5.85 adet,

ortalama siirglin uzunlugunun ise 3.54 cm oldugunu bildirmislerdir.

Krug ve ark. (2005), karpuzda in vitro kotiledon yasinin siirgiin
rejenerasyonuna etkisini arastirdiklart ¢alismada bir, {i¢, bes giinlilk kotiledonlar1
kullanmislar ve kotiledonlari, 25 gl sakkaroz ve 8 gl agar iceren MS besi yerinde
(pH: 5.8) kiiltiire almislardir. Calismada siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun
eksplant yasinin ii¢ giinliik kotiledonlar oldugunu ve 1.0 mgl" BA igeren % 10’luk
Hindistan cevizi siitii iceren MS besiyerinde 3.25 adet siirgiin olustugunu rapor

etmisler ve bu siirgiinleri 1.0 mgl” IBA ortaminda koklendirmislerdir.
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Pirin¢ ve Onay (2008), ‘Stirme’ karpuzunun in vitro rejenerasyonunda
kullanilacak en uygun eksplantin belirlenmesi i¢in in vitro kotiledonlar1 ve bah¢eden
almmis apikal uclar1 mukayese etmisler ve rejenerasyon icin en uygun eksplant

kaynaginin 5 giinliik in vitro kotiledonlar oldugunu rapor etmislerdir.

Shalaby ve ark. (2008), iki triploit karpuz ¢esidinde (‘SA100°, ‘SA101°) in
vitro fidelerden elde ettikleri siirgiin uclarini kullanarak gelistirdikleri mikrogogaltim
protokoliinde, 30 gl sakkaroz, 8 gl agar igeren MS besi ortamim (pH: 5.7)
kullanmislardir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in BA’nin 0.5 - 10.0 mgl” araligindaki
konsantrasyonlarini test etmislerdir. Calismada en yiiksek silirgiin sayisini (5.6 adet)
2.5 mgl' BA igeren MS besi yerinde ‘SA100° ¢esidinde siirgiin ucunu eksplant
kaynagi olarak kullanarak elde etmislerdir. Ayni arastiricilar rejenere ettikleri
sirgiinleri 0.1 mgl"' NAA ortaminda koklendirerek %80 basariyla topraga

aktarmislardir.

Ntui ve ark. (2009), diploid Colocynthis citrullus L.’nin lokal ii¢ farklh
cesidinde (‘Ejagham’, ‘Sewere’, ‘Barablackedge’) mikrocogaltim i¢in dort ve sekiz
giinliik in vitro fide kotiledonlarini farkl biiyiikliikte keserek eksplant kaynagi olarak
kullanmiglar ve en iyi eksplant kaynaginin dort giinliikk kotiledonlar oldugunu,
rejenerasyon i¢in en uygun ortamin 5.0 mgl™ BA igeren MS besiyeri, siirgiin uzamasi

icin en uygun ortamn 0.1 mgl™ BA igeren besiyeri oldugunu rapor etmislerdir.

Ibrahim ve ark. (2009), diploid ‘Giza I' karpuz cesidinde siirgiin
rejenerasyonu ve transformasyon g¢alismasi yapmuslardir. Ayni arastiricilar slirglin
rejenerasyonunda eksplant kaynag: olarak 5-6 giinliik fideleri ve yapraklari, 30 gl
sakkaroz ve 7 gl agar iceren MS besi yerinde (pH: 5.7) kiiltiire almislardir.
Aragtiricilar kotiledondan en yiiksek kallus olusumunun 0.5 mgl'1 BA igeren MS
besiyerinde (%75), yapraktan en yiiksek kallus olusumunun ise 1.0 mgl™" BA ve 1.0
mgl! BA + 0.2 mgl” NAA iceren MS besiyerinde (%70) oldugunu belirtmislerdir.
Indirekt siirgiin rejenerasyonu ile en yiiksek siirgiin sayis1 kotiledon kaynakli

kallustan, 0.5 mgl” BA ortaminda 6.4 adet olarak elde edildigini belirtmislerdir.
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Suratman ve ark. (2009), bes giinliik in vitro fide kotiledonlarini1 kullanarak
30 gl sakkaroz, 8 gl agar iceren MS besi yerinde (pH: 5.8) iki diploid ve bir
triploid karpuz ¢esidinde (‘Hwang Fong Yellow Quen’, ‘Round Dragon’ ve ‘Chin
San seedless’) siirgilin rejenerasyon ¢alismasi yapmislar ve silirgiin rejenerasyonu igin
BAP’1n 0 — 5.0 mgl™ araligini test etmislerdir. Calismada en yiiksek siirgiin sayismni
‘Hwang fong yellow Quen’ (HFYQ) cesidinde (9,83 + 0,54 adet) 5.0 mgl' BAP
iceren MS besi yerinde, ‘Chin San’ ¢esidinde (8,87 + 0,81 adet) 1.2 mgl'1 BAP’Ih
ortamda ve ‘Round Dragon’ ¢esidinde (6,00+ 0,32 adet) 2.5 mgl" BAP iceren besi
yerinde elde etmislerdir. Ayni arastiricilar en yiiksek siirgiin proliferasyonu
sagladiklar1t HFYQ ¢esidini 0,1 mgl'1 IAA ortaminda %80 oraninda koklendirmisler

ve koklendirilen bitkicikleri %50 basariyla topraga aklimitize etmislerdir.

2.4.2. Tetraploid Karpuz Uzerine Yapilmis Calismalar

Lower ve Johnson (1969), diploid ‘Charleston Gray’ ve ‘Princeton’ karpuz
cesitlerinin tohum ve fidelerine kolsisin uygulayarak tetraploid hatlar elde etmeye
calismislar ve bu amagla ekimden dnce tohumlar1 6-24 saat (6 saat arayla) %0.1 ile
9%0.2’lik kolsisin ¢ozeltisine daldirmislardir. Kotiledon yaprakli asamadayken
fidelerin biiyiime uglarina %0.3’liikk kolsisin ¢ozeltisini 24 saat i¢cinde 2 damla, 52 ve
80 saat icinde 8 damla olacak sekilde bir c¢alisma yapmislardir. Caligsmada
‘Princeton’ ¢esidinin fidelerine 52 ve 80 saatte 8 damla kolsisin uygulamasiyla %6,
‘Charleston Gray’ ¢esidinin ise %4 diizeyinde tetraploidi olusturdugunu goézlemisler,
‘Princeton’ ¢esidinde 24 saat ve 2 damla uygulamasinda %3 tetraploidi olusurken,
‘Charleston Gray’de tetraploid fide olusmamistir. Her iki cesitte de tohumlarin 24
saat %0.1 veya 18 saat %0.2 kolsisin ¢ozeltisine daldirilmasi ile %0-20 oranlarinda
tetraploidi olusmustur. Ayn1 arastiricilar tohumlar1 ekimden 6nce kolsisin ¢ozeltisine
daldirmanin, fidelerin biiylime ucuna kolsisin damlatmaya gore ¢ok daha etkili
oldugunu rapor etmislerdir.

Karchi ve ark. (1981), diploid ‘Sugar Baby’ karpuz ¢esidinden , kotiledon
yaprakli asamadayken fidelerin biiyiime ucuna kolsisin uygulayarak tetraploid Alena
cesidini gelistirmislerdir. Aynmi arastiricilar ‘Alena’ c¢esidinin ‘Sugar Baby’e gore

yaklasik on giin daha ge¢ olgunlastiini, ‘Alena’da meyve basina ortalama 70 tohum
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bulunurken, ‘Sugar Baby’de bu saymin birkag yiiz adet oldugunu belirtmisler ve her
iki ¢esidin meyve veriminin birbirine yakin oldugunu (5 ton/da), ancak ‘Alena’

cesidinde seker miktarinin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Karchi ve ark. (1983), diploid ‘Sugar Baby’ karpuz c¢esidi ile bu ¢esitten
elde ettikleri tetraploid ‘Alena’ ¢esidinin morfolojik gelisim ve iirlin verimini
kiyaslayacak bir calisma yapmislardir. Calismada ‘Alena’nin 20 giin daha geg
ciceklendigini, bitki boyu ile dal sayisinin daha az oldugunu ve toplam bogum
sayisinin  ‘Sugar Baby’nin %065’1 kadar oldugunu belirtmiglerdir. Aragtiricilar
‘Alena’da iirlin verimini arttirmak icin st giibreleme yapmuslardir. Tetraploid
‘Alena’da iiriin veriminin 6.41 kg m™ diploid ‘Sugar Baby’de 3.86 kg m™ oldugunu

rapor etmislerdir.

Mc Cuistion ve Elmstrom (1993), karpuz ve kavunda ploidi seviyesini
belirlemek icin stoma bekg¢i hiicrelerinde kloroplast sayim1 yapmislar ve bu yontemin
kullanilmasinin ploidi tespitinde dnemli kolayliklar sagladigini, kisa zamanda sonug
almabildigini belirtmislerdir. Arastirma sonucunda diploid karpuzda ortalama
kloroplast sayis1 11.4 adet, tetraploid karpuzda ise 19.7 adet olarak sayilmustir.
Diploid kavunda ortalama kloroplast sayis1 8.5 adet iken tetraploid kavunda 18.6 adet

olarak rapor edilmistir.

Compton ve ark. (1994), diploid karpuz kotiledonlar1 kullanarak in vitro
ortamda tetraploid karpuz rejenere etmek i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Arastiricilar
bitkilerin ploidi seviyesini tespit etmek ic¢in stomalarda kloroplast sayimi
yapmiglardir. Arastirma sonucunda tetraploid rejenerantlardaki ortalama kloroplast
sayis1 18.6 adet iken diploid rejenerantlarda ortalama 11.2 adet olarak tespit

edilmistir.

Compton ve ark. (1996), bes diploid karpuz ¢esidinden in vitro ortamda
tetraploid hatlar elde etmisler ve elde ettikleri rejenerantlarin ploidi seviyesini
belirlemek icin bekg¢i hiicrelerdeki kloroplastlart saymislar ve diploidlerde ortalama

11.2, tetraploidlerde 19.1 adet kloroplast saydiklarin1 belirtmislerdir. Arastiricilar



24

tetraploidlerde erkek cigcek cap1 ve yaprak genisliginin daha biiyiik oldugunu rapor
etmistir.

Sar1 ve ark. (1999), karpuzda ploidi seviyesinin tespit edilebilmesi igin farkli
yontemleri karsilagtirmali olarak caligmistir. Arastirma sonuglarina gore karpuzda
bekei hiicrelerde bulunan kloroplast sayisinin ploidi seviyesini belirlemek ig¢in

kullanilmasinin giivenilir bir yontem oldugunu rapor etmislerdir.

Compton ve ark. (1999), in vitro karpuz rejenerantlarinin ploidi seviyesini
belirlemek i¢in alternatif bir yontem olarak FDA (fluorescein diacetate) ile yapragin
alt epidermisini boyayarak UV 15181 altinda mikroskopta incelemislerdir. Diploid ve
tetraploid oldugu bilinen yapraklarda bek¢i hiicrelerdeki kloroplast sayisi,
diploidlerde ortalama 9.7 adet ve tetraploidlerde 17.8 adet olarak rapor edilmistir.
Diploid Minilee ¢esidinden in vitro elde edilen 188 rejenerantin yaklagsok % 11’inin
tetraploide doniistiigiinii acgiklamislardir. Ayni arasturicilar tetraploid siirglinlerin
%55 ve diploid siirglinlerin  %65’ini  koklendirerek aklimitize ettiklerini

belirtmislerdir.

Lizhi ve ark. (2002), Cin’de diploid sar1 meyve kabuklu 2608 kodlu
karpuzdan tetraploid hatlar elde etmek i¢in fideleri kolsisinle muamele etmisler ve en
yiiksek tetraploidi uyartiminin = (%12.4) kolsisinin  %0.2’lik  ¢dzeltisinin

uygulanmasiyla elde edildigini rapor etmislerdir.

Koh (2002), diploid bir karpuz ¢esidi olan ‘Moodeungsan’ da tetraploid
hatlar elde etmek i¢in antimitotik ajanlardan kolsisin (%0.05, 0.1, 0.2, 0.5) ve
oryzalinin (1.0, 3.0, 6.0, 12.0 mgl") farkli konsantrasyonlarini fidelerin biiyiime
uclarina uygulamistir. Ayni arastirict geng fideleri 48 saat boyunca % 0.2 kolsisin
veya 60 pM oryzalin ile muamele ettiginde bitkilerin %50°den fazlasinda siirgiin
gelisiminin zayifladigini belirtmis ve en yiiksek tetraploidi uyartiminin da 12-24 saat
siireyle % 0.2° lik kolsisin ile 24 saat 1.0-6.0 mgl™ oryzalin ile muamelesi sonucu
elde edildigini agiklamistir. Diploid ve tetraploid rejenerantlar kiyaslandiginda, bekgi
hiicrelerdeki kloroplast sayis1 ve biiytikliigii, anter biiylikliigii ve polen miktar1 ile

yaprak sekli gibi karakterlerin tamamen farkli oldugunu belirtmis ve tetraploid
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meyvelerdeki tohum sayisinin, diploidlerin yaklagik 1/10°u kadar oldugunu rapor

etmistir.

Raza ve ark. (2003), karpuz da farkli eksplant kaynaklarindan in vitro
ortamda tetraploid eldesinin %0.01°lik kolsisin iceren 1.0 mgl' BA iceren MS
besiyerinde 4 giinliik kiiltiirlerden elde edildigini saptamislar ve in vitro elde ettikleri
tetraploidlerde taze yapraktaki DNA miktarini spektorofotometrik yolla tespit ederek
diplodlerle kiyaslamislardir. Arastirma sonucuna gore tetraploid hattaki DNA

miktarinin diploidin yaklagik 2 kat1 kadar oldugunu rapor etmislerdir.

Jaskani ve ark. (2004a), diploid karpuzlardan tetraploid hatlar elde etmek
icin fidelerin biliylime uglarina ii¢ giin boyunca farkli dozlarda kolsisin ¢ozeltisi
uygulamiglardir. Calismada farkli hatlarin, kolsisin dozlarina farkli tepkiler verdigini
ve tiim hatlardaki en yiiksek 6lim oraninin %0.6’lik konsantrasyonda oldugunu
belirtmislerdir. En yiiksek tetraploidi eldesinin %0.2 konsantrasyonda olustugunu ve
bu oranin %3.3-% 5.5 oldugunu bildirmisler ve fidelerin ploidi seviyesini belirlemek
icin de bek¢i hiicrelerdeki kloroplast sayisini, DNA miktarii ve bitkilerin

morfolojisini incelemislerdir.

Koh (2004), ‘Moodeungsan’ karpuz ¢esidinin diploid, triploid ve tetraploid
hatlarinin bazi karakteristik 6zelliklerini karsilastirmasini yapmis ve her ii¢ ploidi
seviyesinde yaprak genisligi ve yaprak alani ile klorofil miktarinin farklilik
gosterdigini  belirtmistir. Calismada triploid hattaki DNA miktarinin  diplodin
yaklasik 1.5 kati, tetraploidin ise diploidin yaklasik 2 kati kadar oldugunu rapor

etmistir.

Jaskani ve ark. (2004), karpuzun in vitro rejenerasyonuna kolsisinin etkisini
arastirmuslardir.  Bu  amagla 025 mgl’ BA iceren ve kolsisinin farkli
konstrasyonlarini (%0.01, 0.05 ve 0.1) iceren MS besi yerine eksplant olarak tohum
ve kotiledonlar kiiltiire almislar, en yiiksek siirgiin proliferasyonu ve kok eldesini
9%0.01 kolsisin igeren MS besi yerinde tespit etmisler ve in vitro tetraploid olusumu

icin diisiik dozlarda kolsisin kullaniminin daha uygun oldugunu belirtmislerdir.
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Jaskani ve ark. (2005a), dokuz diploid karpuz ¢esidinin fidelerine kolsisin
uygulamiglar ve bunlardan olusan hatlarin ploidi seviyesini belirlemek flow
sitometri, bek¢i hiicrelerde kloroplast sayimi, yaprak alani, ¢icek capi, polen kolpisi
ve tohumlarin baz1 karakteristik oOzelliklerini (uzunluk, genislik, kalinlik)
kullanmiglardir. Calisma sonucunda DNA indeksi ile kloroplast sayis1 arasinda giiglii
bir korelasyon oldugunu, flow sitometri ve kloroplast sayiminin basit ve hizli bir
yontem olarak olarak kullanilabilecegini, kromozom sayiminin ise sikici ve zaman
alan bir yontem oldugunu rapor etmislerdir. Aynmi arastiricilar tek bir bekei
hiicresindeki kloroplast sayisinin diploidlerde ortalama 5-7 adet, tetraploidlerde
ortalama 10-12 adet oldugunu, diploidlerde ¢icek ¢apinin ortalama 36.7+3.7 mm,
yaprak alanmnin 140.02 +28.9 cm’, tetraploidlerde ¢icek ¢apimin ortalama 41.2+1.95

mm ve yaprak alanmin 182.9+35.1 cm® olarak rapor etmislerdir.

Jaskani ve ark. (2005), yedi diploid karpuz cesidi ve bunlardan olusturulmus
tetraploid hatlarin baz1 6zellikleri yoniinden karsilastirilmasini yapmislardir. Ayni
aragtiricilar tetraploid genotiplerde yaprak alani, klorofil igerigi, ¢igek ve cicek
organlarinin biiyiikliigiiniin daha yiiksek oldugunu rapor etmisler, keza internod
uzunlugu, meyve agirlig1 ve toplam seker icerigi yoniinden iki ploidi seviyesinde

herhangi bir fark bulunmadigini agiklamislardir.

Jaskani ve ark. (2006), tetraploid karpuz hatlarinda tohum ¢imlenmesi ve
fide biliyiimesinin zayif oldugunu belirtmisler ve diisiik ¢imlenme potansiyeli
gosteren SS-8 ve SS-11 tetraploid hatlardaki bu durumu ortadan kaldirmak i¢in bir
calisma yapmuslardir. Caligmada tohumlari GAj3;, BA, KNO; ve H,O;’nin farkh
konsantrasyonlariyla muamele etmisler ve en yiiksek c¢imlenmenin % 1-2 H,O,
ortaminda ve 0.1 mgl”" GA3 ortaminda (%78.3) elde edildigini bildirmislerdir. Ayni
arastiricilar BA’nin tohum ¢imlenmesine olumlu katkisi olmadigini ve kontrol ile

benzerlik (%40-50) gdsterdigini rapor etmislerdir.

Dao ve ark. (2007), ii¢ diploid karpuz ¢esidinde fidelerin biiyiime uglarina
farkli konsantrasyonlarda kolsisin uygulayarak tetraploid hatlar elde etmeye

calismislar ve bu amagcla bir veya iki gercek yaprakli asamadayken fidelerin biiyiime
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uclarina %0.2 ve %0.4’lik kolsisin ¢ozeltisi uygulamasiyla en iyi tetraploid

uyartiminin olustugunu rapor etmislerdir.

Omran ve ark. (2008), bes diploid karpuz ¢esidinde (‘Giza I’, ‘Sugar Baby’,
‘Crimson Sweet’, ‘Tirg, Luo’) tetraploidi elde etmek icin kolsisin (300-500 mgl™) ve
dinitroanilin (12-15 mgl") kullanarak bu antimitotik ajan ¢ozeltilerini mukayese
etmislerdir. Biitlin karpuz ¢esitlerinde en yiiksek tetraploid eldesi tohumlarin 12.0
mgl" dinitroanilin ¢ozeltisine 12 saat daldirilmasiyla olustugunu rapor etmislerdir.
Karpuzlarin ploidi seviyesini tespit etmek i¢in bekc¢i hiicrelerdeki kloroplastlar
saymiglar ve diploidlerde 9.3-13, tetraploidlerde 22.6-26.4 adet kloroplast
saydiklarini belirtmislerdir.

Ying ve ark. (2009), Cin’de diploid karpuzdan tetraploid hatlar elde etmek
i¢in bitki koklerine ve fidelerin biiylime uglarina kolsisin uygulamiglardir. Calismada
kolsisin dozu ve uygulama siiresi arttikca tetraploidi uyarttiminin da arttigini
belirtmisler ve en iyi tetraploidi uyartimmin (%20) fidelere kolsisin uygulanmasiyla

elde edildigini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1.Materyal

Bu aragtirmada kullanilan bitkisel materyaller Diyarbakir Karpuzu olarak
bilinen ‘Beyazkis’, ‘Karakis’ ve ‘Siirme’ ¢esitlerinin tohumlari, Diyarbakir i1 Tarim
Midiirliigl ve karpuz tiretiminin yogun olarak yapildigi Diyarbakir Merkez ilgesine

bagli Erimli kdyiinden temin edilmistir.

Resim 2. a. Siirme; b. Beyazkis; c¢. Karakis meyveleri.

3.1.1 Proliferasyonda Kullamilan Eksplant Tipleri

Tohum: In vitro fide ve kotiledon elde etmek igin tohumlar hormonsuz MS
besiyerinde ¢imlendirilip, siirglin proliferasyon ¢aligmalarinda ana eksplant kaynagi
olarak kullanilmstir.

In vitro fide: In vitro ortamda ¢imlenen tohumlarin bes giinliik kotiledonlu
asamadaki fideleridir. Tiim in vitro siirglin proliferasyonu c¢alismalarinda olusan
stirglinler bu kotiledonlu fidelerden elde edilmistir.

Tarladan ahnms apikal uglar: Tarlada tohumdan gelisen karpuz
bitkilerinin 2-3 cm’lik u¢ kisimlar1 kesilip, sterilize edildikten sonra kullanilmustir.

Kotiledon: In vitro ortamda ¢imlenen tohumlarin bes giinliik kotiledonlaridir.
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3.1.2 Sitolojik Gozlemler I¢in Kullanilan Eksplant Tipleri

In vitro Yapraklar: Suni ortamdaki siirgiin proliferasyon ¢alismalarindan
elde edilmis yapraklardir.

In vivo Yapraklar: Biiyiime odasi, saks1 ve tarlada dogal sartlarda tohumdan
gelisen yapraklardir.

Hem in vitro hemde in vivo yapraklar, ploidi seviyesinin tespit edilmesi i¢in
kullanilmigtir. Stomalarda bulunan bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayisi sayilmis ve

yaprakta bulunan toplam DNA miktari tespit edilmigtir.
3.2. Metod

3.2.1. Kiiltiir Ortaminin ve Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Calismalarimizda besi ortami olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan
Onerilen temel besi ortammin modifiye edilmis sekli kullanilmistir. Tim
calismalarda besi ortami 7 gl agar (Sigma Ltd.) ile desteklenmistir. Standart MS

besi ortaminda kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi, agsagida belirtilmistir:

MS makro elementler ana soliisyonu

NH4NO; 165¢g
KNO; 190¢g
CaCl,.2H,0 44¢g
MgS04.7H,O 37¢g
KH,PO4 1.7¢
Distile Su 1000 cc’ye tamamlanir.

MS mikro 1 elementler ana soliisyonu

H;BO; 620 mg
MnSQO4.4H,0 2230 mg
ZnS0,4.7H,0 860 mg
KI 83.0 mg
Na,Mo042H,0 25.0 mg

Distile su 1000 cc’ye tamamlanir.



MS mikro 2 elementler ana soliisyonu

CuSO4 .SHZO
COC12.6 HzO

Distile su

Kompleks kelator ana soliisyonu

FeSO4.7H20
Na,EDTA

Distile su

Vitamin karisimi ana soliisyonu
Nikotinik asit

Glisin

Pridoksin HCI

Distile su

B, vitamini ana soliisyonu (107
Tiamin HCI

Distile su

BA (6-Benzylaminopurin) ana soliisyonu (107)

BA
IN HCl

Distile su

NAA (a Naftalenasetik asit) ana soliisyonu (10'3)

NAA
%095 lik etil alkol

Distile su

30

25 mg
25 mg

100 cc’ye tamamlanir.

2778 g
2.00¢g

1000 cc’ye tamamlanir.

50.0 mg
2.0 mg

50.0 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
2-3 cc

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
3-5cc

100 cc’ye tamamlanir.



TAA (indolasetikasit) ana solusyonu (107

IAA 100 mg
%095 lik etil alkol 5-10 cc
Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

IBA (3-Indolbutirik asit) ana soliisyonu (10'3)

IBA 100 mg
%95 lik etil alkol 3-5cc
Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

Kinetin ana soliisyonu 10
Kinetin 100 mg

Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

Tablo 4. Standart Murashige ve Skoog Besi Ortam I¢erigi (gl™)

Agar 7g

Sakkaroz 30 g

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 cc

MS mikroelementler-1 10 cc

MS mikroelementler-2 I cc

Kompleks kelator 10 cc

[Vitamin karisimi I cc

B, vitamini ana soliisyonu 1cc

Distile su 1000 cc’ye tamamlanir.
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Tiirlerin basaril bir sekilde kiiltiire alinmasi i¢in, besin elementlerinin ve bitki
bliylime diizenleyicilerinin dogru bir sekilde se¢imi, son derece dnemli bir faktordiir.
Calismalarda kullanilan tiim maddeler mgl™ ve/veya (w/v) yiizde ile ifade edildi. Bir
litre standart MS besi ortami hazirlamak icin 1 litrelik bir erlenmayer igerisine 250
ml saf su birakilmig ve belirtilen konsantrasyonda sakkaroz eklenmistir. Bu islemi
sirastyla; Tablo 8’de verilen MS ana soliisyonu (100 cc.), MS mikroelementler-1 (10
cc), MS mikroelementler-2 (1 cc), Kompleks kelatér (10 cc), vitamin karigimi (1 cc)
ve B; vitamini ana soliisyonu (1 cc) elemanlarinin belirtilen konsantrasyonlarda
erlenmayer i¢ine aktarilmasi iglemi izlemistir (Tablo 4).

Maddelerin sirasiyla eklenmesinden hemen sonra ¢okelmeyi oOnlemek
amactyla hazirlanan soliisyon birka¢ dakika c¢alkalanmigtir. Ortam icin gerekli olan
bu elemanlarin eklenmelerinden sonra, tiim bu karisim distile su ile 1 litreye
tamamlanmis ve besi yerleri 500 ya da 1000 ml’lik erlenlere aktarilmigtir. Bitki
bliytime maddeleri (oksinler ve sitokininler) eklendikten sonra pH, 0,1 M NaOH ve
0,1 M HCl ile, 5,7-5,8’e ayarlanmis, ortamin katilagtirilmasi i¢in agar eklenmis ve bu
karigim yine ortamin miktarina baglh olarak 20-30 dakika, 121 °C’de 15 PSI (Pounds
Per Square Inch) veya 1,03 bar basing altinda otoklavda eritilmistir. Eritildikten
sonra agarli besi ortami Magenta GA-7 kaplarina aktarilmis ve besi ortami
soguduktan sonra eksplantlar kiiltiire alinmistir. Kapaklar1 2 kat parafilmle sarilan

kiiltiir kaplari, biiylime odasina aktarilmistir.

3.2.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bitki Biiyitime Diizenleyicilerinin (BBD) stok ¢o6zeltilerinin hazirlanmas igin,
bliylime maddelerinin gerekli olan miktarlar1 bir parga aliiminyum folyo i¢inde
tartilmigtir.  Stok  ¢ozeltilerin  tiimii  genellikle mg/ml konsantrasyonlarinda
hazirlanmigtir. Biliylime maddeleri tartimdan sonra 50 veya 100 ml temiz balon
jojeler igerisine, kii¢iik bir magnetik karistirict ile birlikte aktarilmig ve her madde
uygun ¢oOziliciide eritildikten sonra, BBD’ler steril saf suyla, 50 veya 100 ml’ye
tamamlanmuistir.

Biiytime maddelerinin hazirlanan stok ¢ozeltileri +4'C’de buzdolabinda sakland ve

her ti¢ haftada bir yeniden taze soliisyonlar hazirlanmustir.
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3.3. Sterilizasyon Teknikleri

Tim bitkiler gibi karpuz tohumlarinin mantar ve bakteri kokenli
enfeksiyonlar1  engellemek icin Onceki boliimlerde de anlatildigni  gibi,
mikropropagasyon islemlerinde kullanilacak besi ortami, kullanilan aletler ve kiiltiir
kaplarinin da tamamen aseptik (steril) sartlar altinda kullanilmasi son derece
onemlidir. Bu sebeple sterilize edilecek eksplantlar i¢in, en iyi ylizey sterilizasyon
tekniginin  gelistirilmesi  gereklidir. Bununla  birlikte, bu teknik tiim
mikroorganizmalar1 uzaklastiracak, bitki sistemine zarar vermeyecek ve yukaridaki
yontemlere uygun bir teknik olmalidir.

Calismamizda gercgeklestirilen biitlin in  vitro calismalar esnasinda izlenen

sterilizasyon yontemleri asagida tanimlanmustir.

3.3.1. Sicaklikla Sterilizasyon

Magenta GA-7 doku kiiltiir kaplari, yapilacak calismaya bagli olarak yanmaz
firin posetlerine 5-20 adet konularak, besi ortami1 igeren erlenmayerler de dogrudan

otoklavda 121°C’de 30 dakika 15 PSI sicaklik basinci altinda sterilize edilmistir.

3.3.2. Filtrasyon ile Sterilizasyon

IAA, IBA, ABA ve GA; gibi sicakta bozulan bilesiklerin sterilizasyonu igin
mikro filtrasyon yontemi kullanilir. Belirtilen maddelerden calismamiz siiresince
yalnizca IAA, IBA ve GA; kullanilmisgtir. IAA, GAs ve IBA’nin sterilizasyonu igin
de ¢alisma boyunca Steril Acrodisc (0,2 pm) mikro filtre kullanilmastir.

3.3.3. Kullamlan Aseptik Yontemler

Calismamizda gergeklestirilen tiim islemler standart sterilizasyon yontemleri
izlenerek steril bir oda igindeki steril bir kabin i¢cinde gerceklestirilmis ve caligmaya
baslamadan 6nce tek kullanimlik steril cerrahi eldiven giyilmistir. Manipiilasyon
sirasinda diizenli olarak, ayrica istemeden steril olmayan maddelere dokunulduktan
sonra, her defasinda eller % 96’11k alkolle steril edilmistir.

Uzun siireli ¢caligmalarin tiimiinde yiiz maskesi kullanilmis, ropikaj odas1 ve laminar
kabin her kullanimdan 6nce teknik alkolle silinmis ve 20 dk siireyle UV 151k altinda
birakilmistir. Bistliri uglar1 ve pensetler kullanilmadan 6nce %96’lik alkolle silinerek

atese tabi tutulup ve steril saf suda sogutulmustur.
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3.3.4. Sterilizasyonun Korunumu

Sterilitenin siirdiiriilmesi i¢in miimkiin olan tiim onlemler alinmis ve islem
bittiginde, otoklavda sterilize edilen maddeler, steril odaya hizli bir sekilde
aktarilmistir. Bu maddeler yerlestirilmeden 6nce tezgah yiizeyi ve erlenler %70’lik

etil alkolle silinmistir.

3.3.5. Pamuk ve Filtre Kagitlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Pamuklar 2 kat ambalaj kagidina sarilip, etiivde 180°C’de iki saat siireyle
sterilizasyona tabi tutulmustur. Kiiltiir islemlerinde, iizerinde bitki pargalarinin
kesilmesi amaciyla iki ayri1 ebatta kullanilan filtre kagitlar1, iki kat aydinger

kagitlarina sarilarak, etiivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize edilmistir.

3.3.6. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (tiip, petri kutusu, erlen, meziir, balon joje, pipet, beher)
sadece sicak su kullanilarak firca yardimu ile iyice temizlendikten sonra ii¢ defa saf
sudan gegirilerek 180°C’de etiivde iki saat bekletilmek suretiyle kurutulmustur.
Tamamen kurumus olan tiiplerin agz1 steril pamuklar ile kapatildiktan sonra ambalaj

kagitlar ile iki kat sarilip etiivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize edilmistir.

3.3.7. Penset ve Bistiirilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Penset ve bistiiriler, dnce %96’lik etil alkol ile silinip 10’arl1 gruplar halinde
aliminyum folyolara sarilarak, 300°C’lik bir kuru sterilizatérde 30 dakika siire ile

sterilize edilmistir.

3.4. Kiiltiir Sartlar

Tiim organojenez ¢alismalarinda eksplantlar i¢in 50 ml kat1 besi ortami igeren

Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 kullanilmastir.

3.4.1. Biiyiime Odas1 Kosullari

Biiyiime odasinda 40 pum m™ s™ 151k siddetine sahip civali fliloresans lambalar
(400 w, MBFR/U, Thorn) ve ortam sicakligini 2542'C de sabit tutan bir sicaklik

kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica fotoperiyot, bir zaman ayarlayicisi ile 16 saat
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aydinlik ve 8 saat karanlik olacak bigimde diizenlenmis bir ortamda, kiiltiirlerin

gelismesi i¢in gerekli kosullar saglanmistir.

3.5 Genel Degerlendirme

Bu béliimde genel olarak yontemler tanimlanmis ve tekrari onlemek amaciyla
calismalar ana baghklar halinde verilerek ¢alismayla ilgili metodlar kisaca
verilmigtir. Tez ¢alismast kapsaminda yapilan tiim arastirmalar 6 ana baslik altinda

yiiriitiilmis olup, bunlar1 sdyle siralamak miimkiindjir;

a) Sterilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi ¢aligmalar1
b) Kiiltiir baglatma ¢alismalar1

¢) Siirgiin proliferasyon ¢aligmalari

d) Koklendirme c¢aligmalari

e) Aklimatizasyon ve tarla sartlarina aktarim ¢aligsmalari

f) Tetraploid bitki olusturulmasi ve ploidi seviyesinin belirlenmesi

3.6. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Calismalari

Arastirma kapsamindaki sterilizasyon caligmalarinda, %53 NaOCI igeren
(Axion) ticari sterilant kullanilmistir. Tiim sterilizasyon islemleri ropikaj odasinda
yapilmis olup, ¢alismalarda Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 kullanilmistir. Standart MS
besi ortamma 30 gl' sakkaroz ve 7 gl agar ilave edilerek BBD’siz olarak
hazirlanmistir. Calismalarda her seri i¢in en az 20 eksplant kullanilmis ve her deney
en az iki defa tekrarlanmistir. Tohumlar steril kabin iginde kiiltiire alinmistir. Ekim
yapilan kiiltiir kaplar1 biiyiime odasinda gelismeye terkedilmistir.

Tiim sterilizasyon calismalarinda yapilan gozlemler ve alinan Ol¢limler asagida
belirtilmistir;

Enfekte Olan Kiiltiir (%): Kiiltiirlerin gelismeleri dikkate alinarak, 14 giinliik
kiltlir sonunda, enfekte olan kiiltiir sayisinin tiim kiiltiirlere oran1 hesaplanarak yiizde
olarak ifade edilmistir.

Enfeksiyonsuz Gelisen Kiiltiir (%): Kiiltiiriin 14. giiniine kadar enfekte olmadan
gelisen kiiltiir sayisinin, tiim kiiltiirlere orani hesaplanarak, yiizde olarak ifade
edilmistir.

Sterilizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmustir.
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3.6.1. Karpuz Tohumlar ve Tarlada Yetistirilmis Karpuz Bitkisi Apikal

Uclarmin Sterilizasyonuna NaOCI’nin Farkh Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde tohum ve tarladan alinmig apikal uglarin enfekte olmadan
gelismesi ve dekontaminasyonuna etkisini tespit etmek i¢in tohumlar, NaOCI’nin
%2, %4, %8 ve %10’luk konsantrasyonlarinda , apikal uglar NaOCI’nin %1, %2,
%4, %38’lik konsantrasyonlarinda bir kontrol grubu ile birlikte test edilmistir. Sert
kabuklar1 c¢ikarilan g¢ekirdekler ve 2-3 cm uzunlugundaki apikal uclar %70’lik
alkolde 40 saniye calkalanarak on sterilizasyon yapilmistir. Alkolden ¢ikarilan
eksplantlar NaOCI’nin farkli ¢ozeltileri icine konarak 10 dakika, calkalayicida 150
rpm’de calkalanmistir. Yiizey sterilizasyonunda her seri, steril distile su ile ii¢ kez
beser dakika calkalanmistir. Tohum ve apikal uglar steril kabin i¢inde kurutma

kagitlar tizerinde 10 dakika kurutularak MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir.

3.6.2. Karpuz Tohumlari ve Tarlada Yetistirilmis Karpuz Bitkisi Apikal

Uclarmin Sterilizasyonuna NaOCI’de Optimum Bekletme Siiresinin Tespiti

Onceki deney sonuglarindan yola cikilarak karpuz tohumlar1 igin %4 liik
NaOCI ve tarladan alinmig apikal uglarin ylizey sterilizasyonu icin %2’lik NaOCI
secilmistir. Bu deney NaOCI’de optimum bekletme siiresini tespit etmek igin
yapilmustir. Sert kabuklar1 cikarilan g¢ekirdekler ve 2-3 cm uzunlugundaki apikal
uclar %70’lik alkolde 40 saniye calkalanarak on sterilizasyon yapilmistir. Alkolden
c¢ikarilan eksplantlar NaOCI ¢ozeltisinde 5, 10, 15 ve 20 dakika siire ile ¢alkalayicida
150 rpm’de ¢alkalanmistir. Yiizey sterilizasyonunda her seri steril distile su ile ¢
kez beser dakika calkalanmistir. Tohum ve apikal uglar steril kabin i¢inde kurutma

kagitlari tizerinde 10 dakika kurutularak MS besi ortaminda kiiltlire alinmstir.

3.7. Kiiltiir Baslatilmas1 Calismalari

Proliferasyonda kullanacagimiz siirgiinlerin elde edilebilmesi amaciyla
gergeklestirilen kiiltiir baslatma g¢aligmalarinda, bes gilinliikk in vitro fideler, bes
giinliik in vitro kotiledon yapraklar1 ve tarlada tohumdan gelisen karpuz bitkilerinin
apikal uglar1 eksplant olarak kullanilmustir. In vitro fideler, hipokotilden itibaren 0.5-
1.0 cm kesilerek, kotiledon yapraklar1 biitiin olarak ve apikal uglar da 2-3 cm

uzunlugunda kesilip sterilize edildikten sonra 40-50 ml MS besiyeri igeren Magenta
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GA-7 kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Her kiiltiir kabina ayr1 ayr 3 adet in vitro fide, 5
adet kotiledon yapragi ve bir adet apikal uc¢ ekimi yapilarak kaplar biiylime odasinda
gelismeye terkedilmistir.

Kiiltiir baglatma ¢aligmalar siiresince yapilan deneylerdeki her uygulama i¢in en az
20 eksplant kullanilmigtir. 21 giinliik kiiltiir donemi sonucunda asagidaki 6l¢iimler
yapilmistir.

Ortalama Siirgiin Uzunlugu (cm); 21 giinliik kiiltiirden elde edilen ve altkiiltiire
aliabilecek ozellikteki siirglinlerin uzunluklarinin ortalamasini ifade etmektedir.
Ortalama Siirgiin Sayis1 (adet); 21 giinliik kiiltlirden elde edilen ve altkiiltiire
alinabilecek 6zellikteki siirgiinlerin sayilarinin ortalamasini ifade etmektedir.

Kiiltlir baglatma caligmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmstir.

3.7.1. Karpuz Tohumlarinin Cimlenmesi ve Fidelerin Gelismesi I¢in En Uygun

BBD Ortaminin Tespit Edilmesi

Bu deneyde tohumlarin ¢imlenmesi ve gelismesi i¢in en uygun BBD ortaminin
tespit edilmesi amaglanmustir. Tohumlar kontrol grubuyla beraber 0.5 mgl™ GA; BA,
Kin, NAA, TAA, IBA destekli MS besiyerlerinde her kaba 5’er adet olacak sekilde
ekilmigtir. Kiiltiirin 14. giiniinde ¢imlenme orani (%), hipokotil uzunlugu (cm), kok

uzunlugu (cm) ve toplam fide uzunlugu (cm) bakimindan karsilastirilmiglardir.

3.7.2. Kiiltiir Baslatilmasina Farkh Eksplant Tiplerinin Etkisi

Bu deneyde tarlada tohumdan gelisen karpuz bitkilerinin apikal uglar
kesilerek, ¢imlenmis tohumlardan elde edilen, bes giinliik in vitro fideler ve
kotiledon yapraklariyla mukayese edilmek iizere 30 gl sakkaroz, 1.0 mgl™ BA ve 7
gl agar igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinmugtir. Kiiltiire alindiktan 3 hafta sonra

stirglin uzunlugu ve siirgiin sayisi rapor edilmistir.

3.7.3. Kiiltiir Baslatilmasina Sitokininlerin (BA, Kin) Etkisi

Karpuzda yapilmus kiiltiir baslatma ¢alismalarinda genellikle 0.5-1.0 mgl'BA
veya kinetin kullanildigi rapor edilmistir (Piring, 2004; Gray ve Elmstrom, 1991).
Bu deney tohum koékenli bes giinlikk in vitro fidelerden, kiiltiir baglatilmasina

sitokininlerin (BA ve Kin; herbiri 1.0 mgl™) etkisini saptamak amaciyla yapilmustir.
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Aksenik fideler, hipokotilden itibaren 0.5-1.0 cm kesilerek, bir kontrol grubuyla
beraber, BA ve kinetin iceren MS besiyerlerinde kiiltiire alinmis, kaplar biiyiime
odasinda gelismeye terkedilmistir. Kiiltiirlin 21.giliniinde siirgiin uzunlugu ve siirgiin

sayist karsilastirilmastir.

3.7.4. Kiiltiir Baslatilmasina Eksplant Yasinin Etkisi

Proliferasyon caligsmalarimizda kullanacagimiz siirgiinlerin elde edilmesine,
eksplant yasmin etkisini tespit amaciyla gergeklestirilen bu deneyde , tohum kdkenli
lic, bes ve yedi giinliik in vitro fideler eksplant olarak kullanilmistir. In vitro fideler,
hipokotilden itibaren 0.5-1.0 cm kesilerek, 40-50 ml 1.0 mgl’ BA destekli MS
besiyeri igeren Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Her kiiltiir kabia 3’er
adet in vitro fide ekimi yapilarak kaplar biiylime odasinda gelismeye terkedilmistir.

Kiiltiiriin 21.giiniinde siirgiin uzunlugu ve siirgilin sayis1 karsilagtirtlmigtir

3.7.5. Kiiltiir Baslatilmasina MS Besi Ortam Konsantrasyonunun Etkisi

Bu deney bes giinliik in vitro fidelerden kiiltiir baslatilmasina MS besi ortam
konsantrasyonunun etkisini tespit etmek igin yapilmustir. Eksplantlar 1.0 mgl' BA
igceren MS besi ortaminin dort farkli konsantrasyonunda (1:4, 1:2, 1:1, 2:1) kiiltiire

alimmustir. Kiiltiiriin 21. giiniinde siirglin uzunlugu ve siirgiin sayis1 karsilastirilmastir.

3.7.6. Kiiltiir Baslatilmasina Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Bu deney bes giinliik in vitro fidelerden kiiltiir baslatilmasina karbon kaynagi
olarak kullanilan farkli seker tiplerinin (sakkaroz, glikoz, maltoz ve fruktoz) etkisini
tespit etmek icin yapilmustir. Eksplantlar 1.0 mgl™” BA ve %3 oraninda seker igeren
MS besi ortaminda kiiltiire alinmugtir. Kiiltiirlin 21.giliniinde siirglin uzunlugu ve

stirgiin sayis1 karsilagtirilmistir.

3.7.7. Kiiltiir Baslatilmasina Farkh Sakkaroz Konsantrasyonlarimin Etkisi
Bu deney bes giinliikk in vitro fidelerden kiiltiir baglatilmasina farkli seker
tipleri i¢inde en 1yi sonucu veren sakkarozun dort farkli konsantrasyonunun (%2, 3, 4

ve 5) etkisini tespit etmek igin yapilmistir. Eksplantlar 1.0 mgl”" BA igeren MS besi
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ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiiriin 21.giiniinde siirglin uzunlugu ve siirgiin sayisi

karsilastirilmustir.

3.8. Siirgiin Proliferasyonu Calismalari

Stirglin proliferasyon calismalarinda gergeklestirilen deneylerde, materyal
olarak, bes giinlik in vitro fidelerden alt kiiltiirler sonucu olusan siirgiinler
kullanilmigtir. Proliferasyon calismalarinda kullanilacak materyallerin bulunduklari
kiiltiir kaplar1 steril laminar flow kabin igine alinmadan 6nce %96’lik etanol ile
silinerek olas1 kontaminasyonlarin oniine geg¢ilmistir. 1.5-2.0 cm boyundaki apikal ve
nodal siirgilinler, ekime uygun sekilde temizlenip hazirlanarak 40-50 ml besi ortami
iceren Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina konulmustur. Ekim iglemleri her kiiltiir kab1
6-8 adet siirgiin igerecek sekilde gergeklestirilmistir. Ekim yapilan kiiltiir kaplar
bliylime odasinda gelismeye birakilmistir.

Deneylerdeki her uygulama i¢in en az 20 eksplant kullanilmistir. 21 giinliik
kiiltiir sonunda asagidaki 6l¢iimler yapilmustir.

Ortalama siirgiin sayis1 (adet); bir eksplant iizerinde gelisen siirgiinlerin steril
kabin icerisinde sayilarak ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya ¢ikan rakami ifade
etmektedir.

Ortalama siirgiin uzunlugu (cm); proliferasyon sonucu gelisen siirgiinlerin steril
kabin igerisinde digital kompas yardimiyla dlgiilerek ortalamasinin alinmasi sonucu
ortaya ¢ikan rakami ifade etmektedir.

Siirgiin proliferasyon ¢aligmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmigstir.

3.8.1.Siirgiin Proliferasyonuna BA’nin Farkh Konsantrasyonlarinin EtKkisi
Stirglin proliferasyon calismalarinda gergeklestirilen deneylerde, materyal
olarak bes giinliikk in vitro fidelerden alt kiiltiirler sonucu olusan siirgiinler
kullanilmigtir. Bu deneyde BA’in 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mgl'1
konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkileri, hormon i¢germeyen bir kontrol
grubu ile birlikte test edilmistir. Belirtilen konsantrasyonlarda BA ilave edilmis
standart MS besi ortaminda 3 haftalik kiiltiir sonucu, ortalama siirgiin sayisi ve

ortalama siirgiin uzunlugu degerleri rapor edilmistir.
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3.8.2.Siirgiin Proliferasyonuna Kinetinin Farklh Konsantrasyonlarimin Etkisi
Stirglin proliferasyon calismalarinda gergeklestirilen deneylerde, materyal
olarak bes giinliik in vitro fidelerden alt kiiltiirler sonucu olusan siirgiinler
kullanilmistir. Bu ¢alismada kinetinin 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mgl'1
konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkileri, hormon igermeyen bir kontrol
grubu ile birlikte test edilmistir. Belirtilen konsantrasyonlarda kinetin ilave edilmis
standart MS besi ortaminda 3 haftalik kiiltiir sonucu, ortalama siirgiin sayisi ve

ortalama siirgiin uzunlugu degerleri rapor edilmistir.

3.8.3.Siirgiin Proliferasyonunu Iyilestirme Cahsmalar:

Bu boliimdeki arastirmalarin amaci, siirgiin proliferasyonunda en iyi sitokinin
tipi olan BA iceren MS besiyerine ¢esitli oksin, aminoasit ve poliaminlerin ilave

edilmesiyle, maksimum siirgiin proliferasyonunu saglamaktir.

3.8.3.1. BA+Oksin Karisimmmin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltiirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Caligmada siirgiin proliferasyonunu arttirmak
icin en iyi sitokinin tipi olan BA’ya (Beyazkis ve Karakis icin 1.0 mgl™, Siirme icin
0.5 mgl™) oksinlerin (IBA, IAA ve NAA) 0.1 ve 0.2 mgl” konsantrasyonlarinin
birlikte kombinasyonunun etkisi arastirilmistir. Kontrol grubu olarak Beyazkis ve

Karakis icin 1.0 mgl”, Siirme i¢in 0.5 mgl™ BA i¢eren MS besi ortami kullanilmistir.

3.8.3.2. BA ve BA+IBA Ortamlarinda, Alt Kiiltiir Sayisinin, Siirgiin

Proliferasyonuna ve Rozet Siirgiin Olusumuna Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltlirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Calismanin amaci yapilan alt kiiltiir sayisinin
siirglin proliferasyonuna etkisini saptamak ve alt kiiltiirler sonucu her ii¢ karpuz
cesidinde de goriilen ve mikrocogaltim i¢in 6nemli bir problem olan rozet siirgiin
olusumunu Onlemektir. Deneyde en iyi sitokinin tipi olan BA’ya (Beyazkis ve
Karakis i¢in 1.0 mgl™”, Siirme i¢in 0.5 mgl™) siirgiin uzunlugunda en iyi sonucu veren
oksinin (0.1 mgl™ IBA) birlikte kombinasyonunun etkisi arastirlmustir. 3 kez yapilan

alt kiiltiirler sonucu, rozet bitki orani ve ortalama siirglin sayist degerleri rapor
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edilmistir. Kontrol grubu olarak Beyazkis ve Karakis i¢in 1.0 mgl'l, Stirme icin 0.5

mgl'1 BA igeren MS besi ortam1 kullanilmustir.

3.8.3.3. Siirme’de BA+Aminoasit Karisiminin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, Diyarbakir karpuz ¢esitleri iginde en fazla ekonomik Oneme
sahip olan Siirme karpuzunda, tohum kdékenli bes giinliik in vitro fidelerden siirgiin
proliferasyonunu arttirmak i¢in en iyi sitokinin tipi olan BA’ya (0.5 mgl™) bes farkli
aminoasitin (I6sin, metiyonin, triptofan, valin, alanin) 50, 100, ve 200 pM
konsantrasyonlarda ilavesiyle birlikte etkisi aragtirilmistir. Kontrol grubu olarak 0.5

mgl'1 BA igeren MS besi ortami1 kullanilmustir.

3.8.3.4. Siirme’de BA+Aminoasite, Poliamin ilavesinin Siirgiin Proliferasyonuna
Etkisi
Bu deneyde, Siirme karpuzunda tohum kokenli bes giinliikk in vitro fidelerden,
stirglin proliferasyonunu arttirmak icin, onceki deneyde elde edilen en iyi kombinasyona
(0.5 mgl” BA+100 uM metiyonin) ii¢ farkli poliaminin (spermin, spermidin, putresin) 50,
100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda ilavesinin birlikte etkisi arastirilmistir. Kontrol

grubu olarak 0.5 mgl”" BA+100 uM metiyonin iceren MS besi ortami kullanilmustur.

3.9. Koklendirme Calismalar:

Bu deneylerde in vitro fidelerden itibaren rejenere edilmis siirgiinlerin
koklendirilmesi amag¢lanmistir. 1.5-2 cm uzunlugundaki siirgilinlerin, alt kismindaki
0.5 cm’lik bolimii yapraklarindan temizlendikten sonra, koklenme ortamina
aktarilmistir. Ekim yapilan kiiltiir kaplar1 biiylime odasinda gelismeye terkedilmistir.
Koklendirme deneyleri kapsamindaki uygulamalarin her biri i¢in ortalama 20 siirgiin
kullanilmig ve 21 giinliik kiiltiir periyodu sonunda, asagidaki dl¢iimler yapilmistir.
Ortalama Kok Sayisi; koklenen her bir siirgiindeki kok sayisinin ortalamasini ifade
etmektedir.

Ortalama Kok Uzunlugu (cm); koklenen siirgiinlerdeki kok uzunlugunun digital
kompasla 0lgiilerek ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya c¢ikan rakami ifade
etmektedir.

Koklenme Oram (%); koklenen siirglin sayisinin toplam siirglin sayisina oranini

(%) olarak ifade etmektedir.
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Stirgiinlerin  koklendirilmesi c¢aligmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler

yapilmistir.

3.9.1. Koklenmeye IBA’nin Farkh Konsantrasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltlirler
sonucu olusan siirgilinler kullanilmistir. Calismada bir kontrol grubu grubu ile birlikte
0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mgl'1 IBA igceren MS besiyerine aktarilmis in vitro rejenere
edilmis siirglinlerin en iyi hangi konsantrasyonda kdoklenecegi arastirilmistir.
Kiiltiirtin 21. giiniinde farkli konsantrasyonlardaki kok sayisi, kok uzunlugu ve

koklenme orani karsilastirilmistir.

3.9.2. Koklenmeye IAA’nin Farkh Konsantrasyonlarimin EtKisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltlirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmigtir. Calismada bir kontrol grubu ile birlikte 0.1,
0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mgl™ TAA igeren MS besiyerine aktarilmis in vitro rejenere edilmis
stirglinlerin en iyi hangi konsantrasyonda koklenecegi arastirilmistir. Kiiltiiriin 21.
giiniinde farkli konsantrasyonlardaki kok sayisi, kok uzunlugu ve koklenme orani

karsilastirilmustir.

3.9.3. Koklenmeye NAA’min Farklh Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltlirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmigtir. Calismada bir kontrol grubu ile birlikte 0.1,
0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mgl" NAA igeren MS besiyerine aktarilmis in vitro rejenere edilmis
siirglinlerin en iyi hangi konsantrasyonda koklenecegi arastirilmistir. Kiiltiiriin 21.
giiniinde farkli konsantrasyonlardaki kok sayisi, kok uzunlugu ve koklenme orani

karsilagtirilmistir.

3.10. Aklimatizasyon Calismalar

In vitro sartlarda koklenmis karpuz  bitkiciklerinin arazi sartlarma
alistirnlmasinda ilk asama olan aklimatizasyon (sasirtma) i¢in otoklavda sterilize
edilmis torf kullanilmistir. Bitkiler kdklenme ortamindan c¢ikarilip musluk suyu
altinda yikanarak, su icerisinde bir siire bekletildikten sonra sterilize edilmis torf

igeren plastik bardaklara dikilmislerdir. Dikim isleminden sonra can suyu verilen
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bitkilerin tlizerleri cam beher ve bardaklarla kapatilarak belirtilen biiylime odasinda
gelismeye birakilmistir. Sulama islemi diizenli olarak yapilan bitkilerin {izeri 2.
giinden itibaren asamali olarak (2. giinde 10 dakika, 3. giinde 20 dakika, 4. giinde 1
saat, 5. giinde 4 saat, 6. giinde 8 saat ve 7. giinde 12 saat) agilmak suretiyle ortamin
nemi kontrol altinda tutulmustur. Bu sekilde gelismeye birakilan bitkilerin iizerileri
bir haftalik bir siire sonunda tamamen acilmustir. Uzerleri tamamen acilan bitkiler 1
hafta daha biiylime odasinda bekletildikten sonra torf ve toprak karigimi iceren
saksilara aktarilarak arazi kosullarmma aktarilmaya hazirlanmig ve 2 hafta bakim

islemleri diizenli bir sekilde yapilarak gelismeleri saglanmustir.

3.11. Mikrocogaltilmis ve Tohumdan Elde Edilmis Bitki ve Karpuzlarin

Karsilastirilmalari

3.11.1. Bitki Boyu ve Bogum Sayis1 Bakimindan Karsilastirma

Bu deneyde mikrogogaltilmig bitkilerden ve tohumdan elde edilmis bitkilerin
hasat donemindeki ana gévde boylart (cm) ve ana govde iizerindeki bogum sayilari
(adet) yoniinden karsilastirilmalar1 incelenmistir. Denemelerde, mikrogogaltilmis
siirglinler nisan ay1 basinda topraga aktarilmig, tohumlar ise nisan ayr sonunda

ekilmisgtir.

3.11.2. Uriin Verimi Yoniinden Karsilastirma

Bu deneyde tarlaya aktarilan, mikrocogaltilmis bitkilerden ve tohumdan elde
edilmis karpuzlarin, bitki basina alinan meyve sayisi, Uriin verimi (kg/m?) ve
ortalama meyve agirhigi (kg/meyve) yoniinden karsilastirilmalari incelenmigtir. Hasat

islemi eyliil ay1 boyunca gergeklestirilmistir.

3.11.3. Seker Icerigi Yoniinden Karsilastirma

Bu deneyde tarlaya aktarilan, mikrogogaltilmis bitkilerden ve tohumdan elde
edilmis karpuzlarin sakkaroz, glikoz, fruktoz ve toplam seker igerigi yoniinden
karsilagtirilmalar1 incelenmistir. Numuneler cihaza verilmeden 6nce 0.45 um ¢apinda

filtreden (Sartorius) gecirilmistir. Sekerlerin (sakkaroz, glikoz ve fruktoz) kantitatif



44

olarak ol¢iimii high performance liquid chromatography (HPLC) cihazinda, Lee ve
arkadaslarimin (1996) yontemi modifiye edilerek yapilmistir. Tessek Polymer

Sugar H' (250 x 4.6 mm) kolon ve yazilim olarak Picochrom kullanilmustir.

3.12. Tetraploid Bitki Elde Edilmesi ve Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Poliploid karpuz bitkisi elde etmek icin iki in vivo, iki de in vitro yontem
denenmistir. In vivo yontemde tohum ve tohumlardan gelisen kotiledonlu fideler
kullanilmaig, in vitro yontemde ise tohum ve tohum kdkenli in vitro rejenere edilmis

stirglinler kullanilmistir.

3.12.1. In vivo Kosullarda Tetraploid Bitkiler Elde Edilmesi Arastirmalar

Bu deneyde diploid oldugu bilinen tohumlardan in vivo kosullarda tetraploid
bitkiler elde etmek i¢in iki yontem denenmistir. Her iki yontemde de kullanilmak
lizere, ii¢ farkl1 dozda (%0.1, 0.2, 0.4) kolsisin ¢dzeltisi hazirlanmistir. Ik yontemde,
hazirlanan kolsisin ¢ozeltileri i¢cinde 12 ve 24 saat bekletilen tohumlar daha sonra
tarlaya aktarilmistir. ikinci in vivo ydéntemde tarlaya ekilen tohumlardan gelisen
kotiledonlu fidelerin ilk gergek yaprak olusumu asamasinda (yaklasik 15-20 giinliik
fideler) biiyiime ucuna, 24 saat i¢inde 8 saat arayla giinde 3 kez bir damla ve 48 saat

icinde 6 damla kolsisin ¢ozeltileri damlatilmis ve katlama islemi gergeklestirilmistir.

3.12.2. In vitro Kosullarda Tetraploid Bitkiler Elde Edilmesi Arastirmalar

In vitro yéntemde ii¢ farkli dozda (% 0.01, 0.02, 0.03) kolsisin igeren
hormonsuz MS besi ortami hazirlanmigtir. Hazirlanan besiyerine ylizey
sterilizasyonu yapilmig tohumlar ve in vitro rejenere edilmis siirglinler iic ve bes
giinltigline aktarilmis ve bu siire sonunda, tohumlardan olusan in vitro fideler ile in
vitro rejenere edilmis siirgiinler 0.5 mgl™ BA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmustir.
Bu ortamda elde edilen siirgiinlerin alt kiltiirii yapildiktan sonra koklendirme

ortaminda koklendirilerek topraga alistirma islemi gerceklestirilmistir.
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3.12.3. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Ploidi seviyesi, stoma bekgi hiicrelerindeki kloroplastlarin sayilmasi ve taze
yapraktaki toplam DNA miktarmin spektrofotometrik olarak 6lgiilmesiyle
belirlenmistir. DNA miktar1 1 gram taze yaprakta pgmlcinsinden hesaplanmustur.
DNA miktar analizi Ainsworth ve Beynon’a (1994) gore yapilmistir. Bulgulan
morfolojik olarak desteklemek icin ayrica yaprak genisligi ve erkek cicek cap1 gibi

Ol¢timler yapilmistir.

3.13 Istatistiksel Analiz (Verilerin Degerlendirilmesi)

Biitin caligmalar tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir.
Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gérmek ig¢in biitiin ¢alisma sonuglarinin
tanimlayici analizleri SPSS 12.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. Test edilen
islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in veriler ANOVA’ya tabi
tutulmustur. Istatistiki onem goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler
arasindaki farkliliklar P < 0.05 seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testine tabi
tutulmustur. Oransal veriler durumunda ise Ki kare () testi uygulanmustir.

Analizlerde asagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmistir:

P>0.05 = Oonemli degil
P <0.05 = Onemli
P <0.01 = ¢ok 6nemli

P <0.001 = oldukca ¢ok dnemli



46

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Calismalari
Bu boliimde karpuz tohumlar1 ve apikal uclarindan, aksenik doku kiiltiirii
materyali elde etme siireciyle ilgili sterilant olarak kullanilan NaOCl’in etkisini

arastirmak icin, asagidaki deneyler yapilmistir

4.1.1.Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonuna NaOCI’nin Farkl Konsantrasyonlarinin
Etkisi
Bu deneyde karpuz tohumlarmin yiizey sterilizasyonuna NaOCI’nin farkl
konsantrasyonlarinin etkisi, bir kontrol grubu ile birlikte, 10 dakika siire ile test

edilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 5’te verilmistir.

Resim 3. Hormonsuz ortamda kiiltiire alinmis Beyazkis tohumlari. (Bar: 1.0 cm)

Sert kabuklar1 ¢ikarilan tohumlarla yapilan deneyde kontrol gruplarmin
tamami enfekte oldugundan karpuz tohumlarindan itibaren kiiltiir baslatmak ig¢in

ylizey sterilizasyonunun gerekli oldugu goriilmektedir.
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Tablo 5. Karpuz tohumlarinin sterilizasyonuna farkli NaOCI konsantrasyonlarinin etkisi

NaOCl Enfekte kiiltiir Enfeksiyonsuz ¢cimlenen
kiiltiir
(%) (%) (%)
Kontrol 100 -
2 29 65
Beyazkis 4 6 35
8 - 80
10 - 78
¥ (s.d:4) P <0.05 P <0.05
Kontrol 100 -
2 16 81
Karakis 4 - 91
8 - 84
10 - 70
Xz (s.d:4) P <0.05 P <0.05
Kontrol 100 -
2 6 88
Siirme 4 - 94
8 - 91
10 - 81
¥ (s.d:4) P <0.05 P <0.05

Rakamlar kiiltiiviin 14. giiniinde en az 30 tohumun ortalamasidr

Enfekte olan ve enfeksiyonsuz c¢imlenen (Resim 3) kiiltiirlerin yiizdeleri,
NaOCl’nin farkli konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak Onemli farkliliklar
gostermistir (P<0.05). Yapilan deneyde ‘Karakig® ve ‘Stirme’de 10 dakika %4’likk
NaOCI’de tohumlarda enfeksiyon goriilmezken, ‘Beyazkig’ta 10 dakika %4’liik
NaOCI’de tohumlarin ¢ok diisiik oranda enfekte oldugu goriilmiistiir (Tablo 5).
Ancak NaOCI konsantrasyonu yiikseldikge, sterilantin agir1 etkisi goriilmiis ve
tohumlarin ¢imlenme oranlarinda diisiis gozlenmistir. Bu nedenle tohumlarin
dekontaminasyonu {iizerine NaOCI’de optimum bekletme siiresinin tespiti ig¢in
bundan sonraki caligmalarda %4’liik NaOCI kullanilmas1 gerektigi sonucuna

ulasilmstir.
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4.1.2. Tohumlarn Yiizey Sterilizasyonuna NaOCI’de Optimum Bekletme

Siiresinin Tespiti

Onceki deneyde belirtildigi gibi karpuz tohumlarinin yiizey sterilizasyonu
icin %4’liilk NaOCI se¢ilmistir. Bu deney %4’liik NaOCI’de optimum calkalama
sliresini tespit etmek icin yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Karpuz tohumlarinin sterilizasyonuna % 4’lilk NaOCI’de galkalama
stirelerinin etkisi

Bekletme siiresi Enfekte kiiltiir Enfeksiyonsuz
(Dakika) (%) cimlenen Kkiiltiir (%)
Kontrol 100 -
Beyazkis 150 22 ;g
15 - 85
20 - 79
X2 (s.d:4) P <0.05 P <0.05
Kontrol 100 -
5 16 78
Karakis 10 - 88
15 - 73
20 - 74
v (s.d:4) P <0.05 P <0.05
Kontrol 100 -
5 10 87
Siirme 10 - 94
15 - 94
20 - 84
¥ (s.d:4) P <0.05 P <0.05

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde en az 30 tohumun ortalamasidir

Tablo 6’daki verilerden anlasilacaglr gibi, tohumlarin sterilizasyonunda
NaOCIl’de bekletme siiresinin etkili oldugu agik bir sekilde goriilmektedir. Enfekte
olan ve c¢imlenen Kkiiltiirlerin ytizdeleri, NaOCl’nin farkli konsantrasyonlarinda
istatistiksel olarak énemli farkliliklar gdstermistir (P<0.05). Immersiyon siiresinin 5
dakikadan 20 dakikaya ¢ikarilmasi eksplantlarin yiizey sterilizasyonuna olumlu etki
yapmis ancak gelismeyen kiiltiir sayisinda 6nemli oranda artis olmustur. ‘Karakisg’ ve
‘Siirme’ ¢esitlerinde %@4’lik NaOCI’de en uygun calkalama stiresi 10 dakika,
‘Beyazkis’ta ise 15 dakika olarak tespit edilmistir.
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4.1.3. Tarlada Yetistirilmis Karpuz Bitkisi Apikal U¢larimin Sterilizasyonuna
NaOCT’nin Farkh Konsantrasyonlarimmin Etkisi

Bu deneyde tarladan alinmis apikal uclarin enfekte olmadan gelismesi ve
dekontaminasyonuna etkisini tespit etmek i¢in, NaOCI'nin farkli konsantrasyonlari
bir kontrol grubu ile birlikte, 10 dakika siire ile test edilmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 7’de verilmistir. 2-3 cm uzunlugunda kesilen apikal uglarla yapilan deneyde
kontrol gruplarinin tamami enfekte olmustur. Bu nedenle apikal uglardan itibaren
kiiltir baslatmak i¢in yiizey sterilizasyonunun kesinlikle gerekli oldugu

goriilmektedir.

Tablo 7. Apikal uclarin sterilizasyonuna NaOCI’nin farklt
konsantrasyonlarinin etkisi

NaOCl Enfekte olan Enfeksiyonsuz
kiiltiir gelisen kiiltiir
(%) (%) (%)
Kontrol 100 -
Beyazkis ; 2(5) 421(5)
4 30 50
8 20 30
s P<0.05 P <0.05
¥ (s.d:4)
Kontrol 100 -
1 70 30
Karakis 2 45 55
4 30 45
8 20 40
5 P <0.05 P <0.05
x (s.d:4)
Kontrol 100 -
1 65 30
Stirme 2 30 55
4 20 35
8 15 25
¥’ (s.d:4) P <0.05 P <0.05

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidwr

Enfekte olan ve enfeksiyonsuz gelisen kiiltiirlerin yiizdeleri, NaOCI’nin farkli
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak Onemli farkliliklar gdstermistir (P<0.05).
Biitlin karpuz tiplerinde apikal uglardaki en yiiksek enfeksiyon orani, %100 olarak

kontrol grubunda gerceklesmistir. Yapilan deneyde ‘Karakis’ ve ‘Siirme’de en iyi
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sonug 10 dakika %2’lik NaOCI’de elde edilirken, ‘Beyazkis’ta ise 10 dakika %4’ liik
NaOCI’de elde edilmistir (Tablo 7). Ancak NaOCI konsantrasyonu yiikseldikce
apikal uclarda enfeksiyonsuz gelismeyen Kkiiltiir sayisinda Onemli artiglar
kaydedilmistir. Bu nedenle apikal uglarin dekontaminasyonu iizerine NaOCI’de
optimum bekletme siiresinin tespiti i¢cin bundan sonraki deneyde %?2’lik NaOCI

kullanilmas1 gerektigi sonucuna varilmistir.

4.1.4. Tarlada Yetistirilmis Karpuz Bitkisi Apikal Uclarinin NaOCI’deki

Sterilizasyon Siirelerinin Tespiti

Onceki deneyde belirtildigi gibi apikal uglarin yiizey sterilizasyonu igin
%?2’lik NaOCI secilmistir. Bu deney %2’°lik NaOCI’de optimum calkalama stiresini

tespit etmek i¢in yapilmig ve elde edilen sonuglar Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Apikal uclarin sterilizasyonuna % 2’lik NaOCI’de ¢alkalama
stirelerinin etkisi

Bekletme siiresi Enfekte olan Enfeksiyonsuz
(Dakika) kiiltiir gelisen kiiltiir
(%) (%)
Kontrol 100 -
Beyazkis 10 30 55
15 20 60
20 10 50
P<0.05 P <0.05
¥ (s.d:3)
Kontrol 100 -
10 45 50
Karakis 15 25 60
20 20 50
2 (5.d:3) P<0.05 P <0.05
Kontrol 100 -
Siirme 10 30 60
15 20 50
20 15 45
¥ (s.d:3) P <0.05 P <0.05

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir

Tablo 8’deki verilerden de anlasilacagi gibi, apikal uglarin sterilizasyonunda

NaOCIl’de bekletme siiresinin etkili oldugu acik bir sekilde goriilmektedir. Enfekte
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olan ve enfeksiyonsuz gelisen kiiltiirlerin  ylizdeleri, NaOCI’'nin farkh
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar gostermistir (P<0.05).
Gruplar arasinda en yiiksek enfeksiyon orami tiim ¢esitlerde %100 ile kontrol
grubunda goriilmistiir. Yapilan deneylerde ‘Karakis’ ve ‘Beyazkis’ta en iyi sonug 15
dakika %2’lik NaOCI’de elde edilirken Siirme’de 10 dakika %2’lik NaOCI’de elde

edilmistir.

4.1.5. Sterilizasyon Cahismalari ile Tlgili Genel Degerlendirme

In vitro doku kiiltiiriinde en &nemli nokta sterilizasyon islemleridir. Doku
kiltlirii ¢alismalarinda yiizey sterilizasyonu i¢in en fazla kullanilan maddeler etil
alkol, NaOCl, Ca(OCl),, HgCl,, AgNOs ve H,O, dir.

Doku kiiltiiriinde en uygun eksplant kaynagini, daha dnceden sterilize edilmis
tohumlardan elde edilen aseptik fideler olusturur. Diyarbakir karpuz cesitlerinde,
proliferasyon calismalarinda eksplant kaynagi olarak kullanilan tohum ve tarladan
alman siirgiin uglarinda, yapilan calismalar sonucu ylizey sterilizasyonunun
kesinlikle gerekli oldugu goriilmiistiir. Karpuzda siirgiin rejenerasyonu icin en ¢ok
kullanilan baglangic materyali olan tohum ve siirgiin uglarinda, bir ¢ok arastirici
farkli sterilizasyon teknikleri gelistirmistir. Arastiricilarin biiylik cogunlugu sterilant
olarak NaOCl kullanirken (Ibrahim ve ark., 2009; Suratman ve ark., 2009;
Shalaby ve ark., 2008; Pirin¢ ve Onay, 2008; Krug ve ark., 2005; Raza ve
ark.,2003; Compton, 1999; Compton ve Gray, 1994; Compton ve Gray, 1993;
Tabei ve ark., 1993) bazi arastiricilar da HgCl, kullanmay1 (Sultana ve ark., 2004;
Sultana ve Bari, 2003; Chaturvedi ve Bhatnagar, 2001) tercih etmislerdir.
ibrahim ve ark. (2009), diploid ‘Giza I’ gesidinde tohumlar1 6n sterilizasyon igin
%30’luk etanolde 5 dakika yikamiglar, ardindan %10’luk NaOCl’de 10 dakika
calkalama islemi uygulamislar ve steril saf suyla {i¢ defa 5’er dakika siireyle
durulamiglardir. Shalaby ve ark. (2008), karpuz tohumlarinin sterilizasyonunu
%20’lik kloroksta (% 2.5 NaOCI) 20 dakika c¢alkalayarak ardindan bes kez steril saf
suda durulayarak yapmislardir. Krug ve ark. (2005), diploid ‘Crimson Sweet’
cesidinde tohum sterilizasyonunu 30 dakika %2.5’lik NaOCI’de bekleterek ardindan
ic kez steril saf suyla durulayarak gergeklestirmistir. Raza ve ark. (2003), diploid
‘Sugar Baby’ ¢esidinde tohumlarin sterilizasyonunu %2.5’lik NaOCl’de 30 dakika
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bekleterek ve {i¢ kez steril saf suda durulayarak yapmislardir. Yapilan ¢alismalardan
da anlasilacagi gibi her karpuz cesidi icin farkli bir sterilizazyon yontemi

uygulanmasi gereklidir.

Yaptigimiz c¢alismada tohumlarin ylizey sterilizasyonunda ‘Karakis® ve
‘Siirme’ c¢esitlerinde en uygun konsantrasyon ve zamanin %4 NaOCI + 10 dakika,
‘Beyazkis’ta ise %4 NaOCI + 15 dakika oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar
yapilan diger ¢alismalardaki konsantrasyonlara yakin olmakla beraber, rapor edilmis
bir ¢ok ¢alismadan daha kisa siirede sterilizasyon gerceklestirilmistir. ‘Beyazkig’ta
sterilizasyon siiresinin diger ¢esitlerden daha uzun olmasi bu ¢esidin tohumlariin
daha biiyiikk olmasi ile agiklanabilir. Compton ve Gray (1993), biiyiik tohumlu
cesitlerin, kiiciik tohumlulara gore daha yiliksek NaOCI konsantrasyonda ve daha
uzun siirede sterilize edildigini rapor etmistir. Sonuglarimiz yapilan ¢alismalarda
kullanilan NaOCI konsantrasyonu bakimindan yakin degerler olsa da sterilizasyon
siiresi bir ¢ok arastirmadan daha kisa siirede tamamlanmaistir.

Gray ve Elmstrom (1991), seradaki bitkilerin siirgiin uglarin1 keserek bu
eksplantlarin sterilizasyonunu, %2.5’lik NaOCl’de 3 dakika bekleterek ardindan bes
kez steril saf suda durulayarak yapmislardir. Pirin¢ ve Onay (2008), tarladan alinan
siirglin uclarint 6n sterilizasyon icin 3-5 dakika musluk suyunda yikamiglar ve
%70’1ik etanolde 30 saniye calkalamiglardir. Daha sonra eksplantlart %4’liikk
NaOCl’de 20 dakika calkalayarak ardindan bes kez steril saf suda durulayarak
yapmiglardir. Seradan alinan eksplantlarin NaOCl’de sterilizasyon siiresi, bah¢eden
almman eksplantlara gore daha kisa siirede tamamlanmistir. Compton ve Gray
(1993), seradaki bitkilerin siirgiin uglarin1 keserek bu eksplantlarin sterilizasyonunu,
%1.25’lik NaOCl’de 5 dakika calkalayarak ardindan bes kez steril saf suda
durulayarak yapmislardir. Calismamizda tarladan alinan siirglin uglarinin yiizey
sterilizasyonunda ‘Karakis’ ve ‘Beyazkig’ta en uygun konsantrasyon ve zamaninin
%2 NaOCI + 15 dakika, ‘Stirme’de %2 NaOCI + 10 dakika oldugu tespit edilmistir.
Bulgularimiz aragtiricilarin bulgularin1  desteklemekte olup, sonuglar ayni tiiriin
degisik gesitlerinde bile farkli sterilizasyon protokollerinin kullanilmasi gerektigini

gostermektedir.
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4.2. Kiiltiir Baglatilmas1 Calismalar:

4.2.1. Karpuz Tohumlarimin Cimlenmesi ve Fidelerin Gelismesi icin En Uygun
BBD Ortaminin Tespit Edilmesi
Bu deneyde farkli karpuz c¢esitlerinde, tohumlarin ¢imlenmesi ve fidelerin

gelismesi i¢in en uygun ortaminin tespit edilmesi amaglanmistir.

Tablo 9. Karpuz tohumlarinin ¢gimlenmesi ve fidelerin gelismesine BBD’lerin etkisi.

BBD Cimlenme Hipokotil Kok uzunlugu  Toplam fide
0.5 mgl" Oram uzunlugu (cm) (cm) = SH uzunlugu (cm)
(%) +SH +SH
Kontrol 86 5.1£0.13¢ 29+0.09b 8.2+ 0.13 be
GA; 95 8.1+0.17a 4.0+0.08a 12.1£0.22 a
Beyazkis BA 82 1.7+0.04 ¢ 1.5+0.04¢c 3.3+£0.08d
KIN 90 62+0.13b 3.6 £0.09 ab 9.8+0.26b
NAA 83 2.9+ 0.05 de 1.0+0.02d 4.0+0.07d
IAA 90 6.5+0.14b 3.4+0.09 ab 99+0.14b
IBA 92 64+0.12b 1.6 +0.04 ¢ 7.5+0.14¢
¥ (s.d:6) P <0.05
Kontrol 91 5.8+0.10¢ 2.7+0.08 ¢ 87+0.10¢
GA; 96 92+0.13a 40+0.12a 132+£021a
BA 84 1.9+0.04 ¢ 1.7£0.04d  3.62£0.09d
Karakis  KiN 88 6.8+0.11b 36£0.09b 104=+0.15bc
NAA 85 2.7+0.06d 1.1+£0.05¢ 3.8+£0.06d
IAA 90 6.8+0.12b 36£0.09b 104=0.14bc
IBA 89 6.2+0.12 bc 1.9+0.03d 8.6+0.12¢
¥’ (s.d:6) P >0.05
Kontrol 94 6.4+0.16c¢ 33+0.11b 9.7+ 0.19 be
GA; 98 9.5+0.19a 5.0+0.13a 144+026a
BA 86 1.7+0.08 ¢ 1.6 +£0.09d 34+0.14¢
Stirme KIN 92 6.8+0.16¢ 3.8+0.14b 10.6+£0.18 b
NAA 88 3.1+0.09d 1.2+0.07¢ 4.2+0.12 de
IAA 91 6.7+0.16 ¢ 3.6+0.14b 10.2+0.25b
IBA 90 7.1£0.14 be 1.94+0.06 cd 9.0+£0.18 ¢
¥ (s.d:6) P >0.05

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir.

Tablo 9’daki verilerden goriildiigl gibi, karpuz tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in
kullanilan BBD’lerin etkisi kontrole gore farkliliklar gostermistir. Sayisal olarak en
yiiksek ¢imlenme oram 0.5 mgl”" GA; iceren MS besiyerinde elde edilmekle birlikte
istatistiksel olarak gruplar arasindaki fark ‘Beyazkig’ta Onemli, ‘Karakis® ve

‘Sitirme’de Onemsiz olmustur. Cimlenme oram1 GAj; igeren ortamda ‘Beyazkis’,
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‘Karakis’ ve ‘Siirme’ i¢in sirasiyla % 95, %96 ve % 98 olurken, BBD’siz kontrol
grubunda ayni sirayla %86, %91 ve %94 oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeninin
GA5’lin tohum ¢imlenmesi sirasinda hidrolitik enzimleri faaliyetini arttirmasiyla
aciklanabilir. Yaptigimiz calisma ¢imlenme ortami olarak BA haricinde diger
BBD’leri kullanabilecegimizi gostermektedir. Biitiin karpuz tiplerinde genel olarak,
BA ortaminda hem kok olusumu inhibe olmakta hem de hipokotil uzamasi
durmaktadir. Her ti¢ karpuz tipininde de hipokotil uzunlugu ve toplam fide uzunlugu
GA;iceren ortamda daha biiylik olmug ancak olusan fidelerin kontrole gore daha ince
yapida oldugu gozlenmistir. Hipokotil uzunlugu ve toplam fide uzunlugunun, en
diisiik oranda BA iceren ortamda saptanmistir. Siirme tohumlarinin ¢imlenme ve
gelisme basarisinin hemen biitiin ortamlarda diger karpuz tiplerinden daha iyi oldugu
tespit edilmistir.

Bitki biliylime diizenleyicileri ¢ok pahali olmasi ve tohumlarin BBD’siz ortamdaki
cimlenme basaris1 da yiiksek olmasindan dolayr bundan sonraki c¢alismalarda

¢imlenme ortami olarak BBD’siz MS besiyeri kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.2. Kiiltiir Baslatilmasina Farkh Eksplant Tiplerinin Etkisi

Bu deneyde siirgiin ucu kiiltiirlerinin baslatilmast i¢in en uygun eksplant
tipinin saptanmasi amaclanmistir. Deneyde tarlada tohumdan gelisen karpuz
bitkilerinin apikal uglari kesilerek, ¢imlenmis tohumlardan elde edilen bes giinliik in
vitro fideler ve kotiledonlarla mukayese edilmek iizere 1.0 mgl™ BA igeren MS besi
ortaminda kiiltiire alinmigtir. Kiiltlirlin 3. haftasinda olusan siirglinlerin uzunlugu ve

sayis1 tespit edilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 10’da verilmistir.

- B e E >
Resim 4. Siirme’de a. Tarladan alinan apikal ug; b. In vitro fide; ¢. Kotiledonda kiiltiir baslatilmasu.
(Bar: 1.0 cm)
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Tablo 10. Kiiltiir baglatilmasina farkli eksplant tiplerinin etkisi
Eksplant Tipi Ortalama Siirgiin

Ortalama Siirgiin

Sayis1 = SH Uzunlugu (¢cm)+ SH

Beyazks Tarladan alinan 321£030b 1.03+0.15b
4 in vitro fide 6.88+ 0.66 a 190+0.22a
Kotiledon 2.62+0.21b 0.86+0.14b

Tarladan alinan 349+0.38b 1.15+0.13b

Karakis in V.itI"O fide 858+082a 1.81+0.13a
Kotiledon 1.90+0.14 ¢ 1.08+0.10b

Tarladan alinan 488+0.32b 1.08+0.12b

Siirme In vitro fide 7.10+£024 a 1.76 £ 0.20 a
Kotiledon 235+0.15¢ 0.93+0.14b

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir

Tabloda bir sutunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarimn DUNCAN
testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir

Stirglin ucu kiiltiirlerinin  baslatilmasinda her ii¢ karpuz tipinde de,
tohumlardan elde edilen in vitro fidelerden ortaya ¢ikan siirgiinler, apikal ug¢ ve
kotiledonlardan olusturulanlardan hem daha uzun hem de fazla sayida olmus ayrica
in vitro fidelerden elde edilen siirgiinlerin alt kiiltiire almak i¢in morfolojik olarak
daha uygun oldugu saptanmistir. Kotiledonlarin bazilarinda stirgiinler olusurken ayni
zamanda kallus olusumunun da gerceklestigi gézlenmistir (Resim 4). Tablo 10’daki
verilerden de anlasilacagi gibi, in vitro fidelerden eksplant basina elde edilen
ortalama silirglin sayisi, ‘Beyazkis’ta 6.88 + 0.66, ‘Karakig’ta 8.58 £+ 0.82 ve
‘Siirme’de 7.10 £ 0.24 adet olarak elde edilirken, tarladan alinan siirgiin uclarinda
ortalama silirglin sayisi, ‘Beyazkis’ta 3.21 + 0.30, ‘Karakig’ta 3.49 + 0.38 ve
‘Stirme’de 4.88 + 0.32 adet olarak elde edilmistir. Biitiin ¢esitlerde in vitro fidelerden
elde edilen siirgiinlerin, apikal uglardan ve kotiledonlardan elde edilenlerden yaklasik
% 70-90 oraninda daha uzun oldugu gorilmiistiir. Tarladan alinan apikal uglarin
ancak belli mevsim donemlerinde temin edilebilmesi, kotiledon ve in vitro siirgiin
uclaria gore bu eksplantlarin kullanimimi dezavantajli hale getirmektedir. Ancak
calisilan her ii¢ tipte de en az siirgiin sayisi kotiledonlardan ve en fazla siirgiin sayisi
in vitro fidelerden elde edilmistir. Bu nedenle karpuz tiplerinde hizli bir
mikrocogaltim gerceklestirilmesi amaglanan calismalarimizda, in vitro fidelerden

itibaren bir protokol gelistirilmesine karar verilmistir.



56

4.2.3. Kiiltiir Baglatilmasina Sitokininlerin (BA, Kin) Etkisi.

Bu deney, tohum kokenli bes giinliik in vitro fidelerden, kiiltiir baglatilmasina
sitokininlerin (BA ve Kin; herbiri 1.0 mgl") etkisini saptamak amaciyla yapilmustir.
Aksenik fideler, bir kontrol grubuyla beraber, BA ve kinetin igeren MS
besiyerlerinde kiiltiire alinmis, kiiltiirin 3. haftasinda olusan siirgiinlerin uzunluklari

ve sayilari tespit edilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 11°de verilmistir.

Resim 5. Karakis’ta in vitro fidelerden BA iceren besiyerinde kiiltiir baslatilmasi. (Bar: 1.0 cm)

Tablo 11. In vitro fidelerden kiiltiir baglatilmasina sitokininlerin etkisi

Sitokinin Tipi Ortalama Ortalama Siirgiin
1.0 mgI Siirgiin Sayis1  Uzunlugu (cm)
+ SH + SH

B " Kontrol 1.12+0.12¢ 1.32+0.23b
cyazkis BA 829+0.63a 1.82+0.25a
Kinetin 3.77+027b 1.98+031a
Kontrol 1.49+022¢ 127+0.13 ¢
Karakis BA 7.75+0.71 a 1.73£0.20b
Kinetin 3.16+0.36 b 2.13+0.28a
Kontrol 1.45+0.18 ¢ 142 +£0.15b
Siirme BA 8.62+0.73 a 1.66+0.22b
Kinetin 4.53+0.45b 225+025a

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir
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Ug haftalik kiiltiir dénemi sonucu elde edilen verilere gore, BBD’siz (kontrol
grubu), BA ve kinetin igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinan bes giinliik in vitro
fidelerden olusan siirgiin sayist ve silirgiin uzunlugu arasindaki farkliliklar
istatististiksel olarak &nemli bulunmustur (P<0.05). Uzerinde calisilan ii¢ karpuz
tipinde de, bes giinliik fidelerden en fazla siirgiin 1.0 mgl’ BA ortaminda elde
edilmistir (Resim 5). Tablo 11°deki verilerden de anlasilacagi gibi, BA ortaminda
elde edilen siirgiin sayilari, kinetin ortaminda elde edilenlerden yaklasik iki kat daha
fazla olmus, ancak her {li¢ karpuz g¢esidinde de en yliksek siirgiin uzunluklarinin
kinetin ortaminda olustugu saptanmistir. Bununla birlikte kinetin ortaminda olusan
baz siirglinlerde sararmalar meydana geldigi goriilmiistiir. Ortalama siirgilin sayisi en
yiiksek BA iceren MS besi ortaminda elde edildiginden, bundan sonraki kiiltiir

baslatilmasi ¢alismalarinda sitokinin olarak BA kullanilmasina karar verilmistir.

4.2 4. Kiiltiir Baglatilmasina Eksplant Yasinin Etkisi

Proliferasyon calismalarimizda kullanacagimiz in vitro kosullarda tohumdan
olusan fidelerden, siirgiinlerin elde edilmesine, eksplant yasinin etkisini saptamak
amaciyla gergeklestirilen bu deneyde ii¢, bes ve yedi giinlik in vitro fideler
kullanilmustir. Aksenik fideler, hipokotilden itibaren 0.5-1.0 cm kesilerek 1.0 mgl™
BA iceren MS besiyerinde kiiltlire alinmistir. Kiiltliriin 3. haftasinda olusan
stirgiinlerin uzunlugu ve sayisi saptanmis ve elde edilen sonuglar Tablo 12’de

verilmigtir.

Tablo 12. In vitro fide yasmin kiiltiir baslatilmasma etkisi

Eksplant Yasi Ortalama Ortalama Siirgiin
(giin) Siirgiin Sayisi Uzunlugu (cm)
+SH +SH

Bevazki 3 4.12+0.63b 1.75+0.17 a
yazs 5 723+0.56a 1.78£0.20 a

7 7.79+045a 1.81+0.21 a

3 6.25+0.51b 1.67+0.09b

Karakis 5 836+0.63a 1.72+0.10 b
7 821+0.46a 1.93+0.14 a

3 547+042b 1.54+0.10a

Stirme 5 9.16+0.55a 1.65+0.20 a
7 8.67+041 a 1.74+0.16 a

Rakamlar kiiltiiriin 21. giintinde en az 20 eksplantin ortalamasidir
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Stirgiin ucu kiiltiirlerinin baglatilmasina eksplant yasinin etkisinin incelendigi
bu deneyde, elde edilen ortalama siirgiin sayist bakimindan her ii¢ karpuz ¢esidinde
de bes ve yedi giinliik eksplantlarin istatistiksel olarak ayni grupta oldugu, ii¢ giinliik
fidelerin daha az siirgiin olusturdugu ve diger gruplardan istatistiksel yonden farkl
oldugu goriilmiistiir. Biitliin karpuz tiplerinde ii¢, bes ve yedi giinliik eksplantlardan
elde edilmis siirgiinlerin morfolojik olarak herhangi bir farklilik gostermedigi ve
hepsinin alt kiiltiirler i¢in kullanilabilir oldugu saptanmistir. Tablo 12’deki verilere
gore elde edilen siirgiin sayis1 bakimindan bes ve yedi giinlikk fideler, ii¢ giinliik
fidelerden daha iyi sonu¢ vermis, siirgiin uzunlugu bakimindan ise ‘Beyazkis’ ve
‘Siirme’de biitlin eksplantlarin istatistiksel olarak ayni grupta oldugu, ‘Karakis’ta
yedi gilinliik eksplantlarin diger gruplardan daha iyi sonug¢ verdigi goézlenmistir.
Ancak zaman kaybini azaltmak i¢in bundan sonraki ¢alismalarimizda bes giinliik in

vitro fideler kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.5 Kiiltiir Baslatilmasina MS Besi Ortam Konsantrasyonunun EtKisi

Siirgiin uglarinin siirglin biiyiime ve gelisimini test etmek i¢in, bes giinliik in
vitro fideler, 1.0 mgl™ BA igeren MS besi ortaminin dért farkli konsantrasyonunda
(1:4, 1:2, 1:1, 2:1) kiiltire alinmistir. Kiiltiiriin 3. haftasinda olusan siirgiinlerin

uzunluklar1 ve sayilar1 saptanmis ve elde edilen sonuglar Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 13. Kiiltiir baglatilmasina MS besi ortam konsantrasyonunun etkisi

MS Besi Ortam Ortalama Ortalama Siirgiin
Konsantrasyonu Siirgiin Sayisi Uzunlugu (cm)
+SH + SH
1:4 4.87+047c 1.74+0.11 a
Beyazkis 1:2 6.25+0.13b 1.67+0.17 a
1:1 734+0.87a 1.81+0.12a
2:1 6.85+0.40 ab 1.64+0.13a
1:4 426+0.31d 1.80+0.13 a
Karakis 1:2 555+0.75¢ 1.74+£0.09 a
1:1 832+090a 1.82+0.19a
2:1 7.14+025b 1.63+0.12a
1:4 532+032¢ 1.60+0.12 a
Siirme 1:2 6.75£0.66 b 1.88+0.18 a
1:1 887+1.07a 1.83+0.21 a
2:1 6.25+£0.46 bc 1.75+0.14 a

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir
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Kiiltiirtin 3. haftasinda rapor edilen verilere uygulanan analize gére, MS besi
ortaminin farkli konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan in vitro fidelerden olusan
stirglinlerin sayist farkliliklar gostermistir. Tablo 13’teki verilerden de anlasilacagi
gibi, her ii¢ karpuz tipinde de 1:4 konsantrasyonundaki MS besiyerinde olusan
ortalama siirgiin sayis1 en distk (‘Beyazkis’ 4.87 + 0.47, ‘Karakis’ 4.26 = 0.31 ve
‘Stirme’ 5.32 + 0.32 adet), 1:1 konsantrasyonunda kullanilan MS besi ortaminda
stirgiin sayis1 bakimindan en yliksek (‘Beyazkis® 7.34 + 0.87, ‘Karakis’ 8.32 + 0.90
ve ‘Stirme’ 8.87 4+ 1.07 adet) sonucu vermistir. MS besi konsantrasyonu 1:1
oranindan daha azaldik¢a veya arttikca, siirgiin sayisinda da bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Her iic karpuz tipinde de 1:2 ve 1:1 konsantrasyonundaki besi
ortamlarinda olusan siirgiinlerin diger konsantrasyonlarda gelisen siirglinlere gore
morfolojik olarak daha yesil ve kullanilabilir oldugu saptanmistir. Siirgiin uzunlugu
bakimindan her ii¢ karpuz tipinde de gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Ortalama siirgiin sayis1 en yiiksek 1:1 konsantrasyonunda MS
besi ortaminda elde edildigi i¢in bundan sonraki ¢alismalarda 1:1 konsantrasyonunda

besi ortami1 kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.6. Kiiltiir Baslatilmasina Farkh Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Bu deneyde bes giinliik in vitro fideler, 1.0 mgl"' BA ve karbon kaynagi
olarak kullanilan farkl seker tipleri (Sakkaroz, Glikoz, Maltoz ve Fruktoz) ile iceren
MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiltliriin 3. haftasinda olusan siirgiinlerin

uzunluklar1 ve sayilar1 saptanmis ve elde edilen sonuglar Tablo 14’te verilmistir.



Tablo 14. Kiiltiir baglatilmasina karbon kaynagi ¢esitlerinin etkisi

Karbon Kaynag Ortalama Ortalama Siirgiin
(%3) Siirgiin Sayisi Uzunlugu (cm)
+SH +SH

Sakkaroz 7.47+0.57 a 1.74+0.14 a

Beyazkis Glikoz 476 +0.36b 1.58 £0.08 ab
Maltoz 5.52+0.52b 141+0.11 b

Fruktoz 5.06+0.43b 1.65+0.15 ab
Sakkaroz 8.61£0.76 a 1.69+£0.15a

Karakis Glikoz 5.94+0.38b 1.42+0.12 ab
Maltoz 548+0.23b 1.37+0.18b

Fruktoz 515+045b 1.61+£0.13 ab
Sakkaroz 8.19+0.54 a 1.59+0.13 a
Siirme Glikoz 4.65+042c 141+0.09a
Maltoz 563+031b 1.53+0.13 a
Fruktoz 4.92 +0.37 be 1.55+0.14 a
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Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir

Tablo 14’teki verilerden de anlasilacagi gibi, li¢ haftalik kiiltiir donemi
sonucunda alinan verilere gore, farkli seker tipleriyle desteklenen MS besi ortaminda
kiiltiire alinan eksplantlarin, siirgiin sayis1 bakimindan test edilen islem gruplari
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur (P<0.05). Siirgiin
uzunlugu bakimindan farkli seker cesitleri kullanildiginda ‘Siirme’de gruplar
arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemis, ‘Beyazkis’ ve ‘Karakis’ta en diisiik
stirgiin uzunlugu maltoz sekeri kullanildiginda elde edilmistir. Karbon kaynagi
olarak sakkarozun kullanilmasi ile en yiiksek siirgiin sayis1 ‘Beyazkis’ta 7.47+ 0.57,
‘Karakis’ta 8.61 + 0.76 ve ‘Siirme’de 8.19 + 0.54 adet olarak en iyi sonucu vermistir.

Karbon kaynag1 olarak sakkaroz disinda, glikoz, fruktoz ve maltoz
kullanilmast durumunda ortalama siirgiin sayisinda gozlenen diisiis, istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. Her ii¢ karpuz tipinde de sakkaroz ortaminda olusan
stirglinlerdeki gelismenin daha iyi ve yapraklarin daha canli oldugu, o6zellikle
‘Beyazkis’ta olmak iizere maltoz ortaminda gelisen siirgiin ve yapraklarin sariya
yakin renkte oldugu tespit edilmistir. Sonuclardan da anlasilacagi gibi, calisilan
karpuz ¢esitlerinde siirgiin proliferasyonu igin test edilen sekerler i¢cinde, en uygun
karbon kaynaginin sakkaroz oldugu saptanmis ve bu nedenle in vitro fidelerden
itibaren siirglin ¢ogaltilmasi ¢aligmalarinda MS besi ortaminin bu karbonhidrat ¢esidi

ile desteklenmesine karar verilmistir.
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4.2.7. Kiiltiir Baslatilmasina Farkh Sakkaroz Konsantrasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde bes ginliik in vitro fideler, 1.0 mgl" BA ve karbon kaynag
olarak kullanilan farkli seker tipleri i¢inde en iyi sonucu veren sakkarozun dort farkl
konsantrasyonu (%2, 3, 4 ve 5) ile destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir.
Kiilttirtin 3. haftasinda olusan siirgiinlerin uzunluklar1 ve sayilar1 saptanmig ve elde

edilen sonuclar Tablo 15’te verilmistir.

Tablo 15. Kiiltiir baglatilmasina sakkaroz konsantrasyonunun etkisi

Sakaroz orani Ortalama Ortalama Siirgiin
(%) Siirgiin Sayisi Uzunlugu (cm)
+SH + SH

2 341+£025¢ 1.52+0.11b

Beyazkis 3 7.19+0.55a 1.71 £ 0.16 ab
4 7.37+0.65a 1.86+0.18 a
5 529+0.32b 1.44+£0.13b
2 445+0.55¢ 1.76 £0.16 a
Karakis 3 8.68+0.63a 1.65+0.13a
4 822+044a 1.85+£0.15a
5 621£027b 1.61£0.12a

2 6.23+043 ¢ 1.68 £ 0.16 ab

Siirme 3 880+0.71a 1.82+0.22 ab
4 7.46£0.35b 1.93+0.19a
5 6.01+£0.40 c 1.58£0.08 b

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir

Stirglin ucu kiiltiirlerinin baglatilmasina farkli sakkaroz konsantrasyonlarinin
etkisinin incelendigi bu deneyde, biitiin karpuz tiplerinde siirglin sayis1 bakimindan
test edilen konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (P<0.05). Tablo 15°teki verilere gore elde edilen ortalama siirgiin sayisi
bakimindan ‘Beyazkis’ ve ‘Karakis’ta %3 ve 4, ‘Siirme’de %3 oraninda sakkaroz
iceren MS besiyeri en iyi sonucu vermistir. Stirglin uzunlugu bakimindan ‘Karakis’ta
biitiin eksplantlarin istatistiksel olarak ayni grupta oldugu, ‘Beyazkis’ ve ‘Siirme’de
%4 sakkaroz igeren MS besiyerinin en iyi sonucu verdigi gozlenmistir. Deney
gruplarinin tamaminda elde edilen siirglinlerin alt kiiltiire alinabilir 6zellikte oldugu
saptanmistir. Deney sonuclarindan hareketle bundan sonraki c¢alismalarda %3
oraninda sakkaroz igeren MS besiyerinin kullanilmasinin uygun olacagina karar

verilmigtir.
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4.2.8. Kiiltiir Baslatilmas1 Calismalari ile ilgili Genel Degerlendirme

Mikrogogaltim c¢alismalarina baslarken verilecek en oncelikli kararlardan biri
kullanilacak besin ortamlarinin se¢imidir. Cesitli arastiricilar tarafindan bildirilen bir
cok besin ortami formiilasyonu mevcut olmasina ragmen, birkag tanesi ve bunlarin
cesitli modofikasyonlar1 ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Compton ve ark.,
2004; Babaoglu ve ark, 2002). Karpuzda yapilan mikrogogaltim g¢aligmalarinin
kiltliir baglatma asamasinda, ¢alismalarin hemen tamaminda tam konsantrasyonda
MS besi ortami kullanilmistir. Calismalarimizda kullandigimiz ayn1 yogunluktaki (30
gl sakkaroz, 7 gl agar) besi ortamuinin bir ok arastirmaci tarafindan da kullanildig:
rapor edilmistir (Ibrahim ve ark., 2009; Shalaby ve ark., 2008; Pirin¢ ve Onay,
2008; Sultana ve ark., 2004; Raza ve ark., 2003; Sultana ve Bari, 2003;
Chaturvedi ve Bhatnagar, 2001; Compton, 1999; Compton ve Gray, 1994;
Compton ve Gray, 1993; Tabei ve ark., 1993; Desamero ve ark., 1993; Gray ve
Elmstrom, 1991). Cok seyrekte olsa bazi arastiricilar rejenerasyon ortami olarak
Linsmaier and Skoog (LS) besi ortam1 kullandiklarini rapor etmistir (Ahad ve ark.,
1994). Yapilan arastirmalarin tamaminda pH’nin 5.7-5.8 olarak kullanildigi rapor
edildiginden, yaptigimiz ¢alismada pH optimizasyonuna gerek duyulmamagtir.

Karpuzdaki in vitro ¢aligsmalarda eksplant kaynagi olarak kullanilan en uygun
in vitro fide ve kotiledon yasinin, arastiricilarin biiyiik cogunlugu tarafindan bes giin
oldugu rapor edilmekle beraber (Suratman ve ark., 2009; Pirin¢ ve Onay, 2008;
Krug ve ark., 2005; Sultana ve ark., 2004; Sultana ve Bari, 2003; Compton ve
Gray, 1993) bazi arastiricilar da dort gilinliik (Zhang ve Zhang, 2009; Ntui ve ark.,
2004) ve yedi giinliik (Chaturvedi ve Bhatnagar, 2001) eksplantlardan daha iyi
sonu¢ alindigimi agiklamislardir. Arastirmalarimiz sonucu Diyarbakir karpuz
tiplerinde en uygun eksplant yasinin bes giin oldugu ve bu sonucun daha 6nce
yapilmis ¢aligmalarin ¢ogunlugu ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Shalaby ve arkadaslar1 (2008) iki karpuz ¢esidinde (‘SA100°, ‘SA101’) in
vitro fidelerden elde ettikleri siirgiin ve kotiledonlar1 kullanarak gelistirdikleri
mikrogogaltim protokoliinde, 30 gl”' sakkaroz, 8 gl agar iceren MS besi ortamimi
(pH: 5.7) kullanmiglardir. Caligmada en yliksek siirgiin sayisini (5.6 adet) MS besi
yerinde ‘SA100° ¢esidinde siirgiin ucunu eksplant kaynagi olarak kullanarak elde

etmislerdir. Arastirmamizda eksplant kaynagi olarak kullanilan in vitro fidelerdeki
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stirgiin uclarinin, kotiledonlardan daha iyi rejenere oldugu gozlenmis ve bu sonucun
arastiricilarin bulgularii destekler nitelikte oldugu belirlenmistir. Kiiltiir kosullarinin
optimizasyonuna yonelik olarak yaptigimiz ve benzer kosullarda elde ettigimiz
stirglin sayist degerleri arastiricilarin bulgularindan daha yiiksek bulunmustur.

Sultana ve Bari (2003) diploid karpuzda siirgiin rejenerasyonunda 5 giinliik
fidelerden elde ettikleri in vitro siirglinleri kullanmiglardir. Arastiricilar pH’s1 5.7
olarak ayarlanmis 30 gl sakkaroz, 7 gl agar iceren MS besi yerinde en yiiksek
stirglin sayisint 6.1 ve en yiiksek siirgiin uzunlugunu 4.5 cm olarak rapor etmislerdir.
Arastirmamizda aymi yastaki eksplantlardan elde ettigimiz siirgiin sayilari daha
yliksek olmakla birlikte, siirgin uzunluklar1 daha diisiik olmustur. Ancak
mikrocogaltim protokoliinde fazla sayida siirgiin elde etmek, uzun siirgiin elde
etmekten daha 6nemli oldugundan, elde ettigimiz degerler siirgiin sayis1 bakimindan
oldukca iyimser bir sonugtur.

Compton ve arkadaslar1 (1993b) aseptik ortamda ¢imlendirilmis karpuz
fidelerinden elde edilen siirgiin ucu eksplantlarint MS besiyerine aktarmiglar Farkli
genotiplerde yapilan caligmalarda eksplant basina siirgiin eldesinin farklilik
gosterdigini belirtmiglerdir. Arastirmamizda farkli genotiplerden elde ettigimiz
sonuglarin  kismen de olsa degisiklik gostermesi arastiricilarin - bulgularim
desteklemektedir.

Gray ve Elmstrom (1991) tetraploid hatlarin mikrogogaltimi igin tarladaki
bitkilerin silirglin uglarinin klonal c¢ogaltim i¢in eksplant olarak kullanilmasinin
potansiyel bir uygulama oldugunu belirtmislerdir. Araziden aldigimiz siirgiin
uclarinin her iic karpuz tipinde de siirgiin proliferasyonunda kullanilabilecegi

goriilmiis ve sonuglarimizin arastiricilarin bulgularini destekledigi goriilmiistiir.
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4.3. Siirgiin Proliferasyonu Calismalari

4.3.1. Siirgiin Proliferasyonuna BA’nin Farkhh Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde materyal olarak bes giinliikk in vitro fidelerden alt kiiltiirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Test edilen BA konsantrasyonlar1 arasinda,
21 giinliik kiltiir siiresi sonunda hem siirgiin sayist hem de siirgiin uzunlugu
bakimindan oldukca belirgin farkhiliklar gdzlenmistir. Ug haftalik kiiltiir dénemi
sonucu elde edilen verilere gore en yiiksek ortalama siirgiin sayisi, ‘Beyazkis’ ile
‘Karakis’ta 1.0 mgl™” ve ‘Siirme’de 0.5 mgl' BA iceren MS besi ortaminda elde
edilmistir. Her ii¢ karpuz tipinde de 0.5-1.0 mgl™ BA iceren MS besi ortamlarinda
diger konsantrasyonlara gore daha yiiksek siirgiin sayilar1 elde edilmistir. Buna gore
karpuz tohumlarindan elde edilen siirgiinlerden itibaren mikrogogaltimin, siirgiin
proliferasyonu asamasi i¢in 0.5-1.0 mgl' BA ile iceren MS besi ortaminin

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Resim 6. Siirme’de tohum kokenli siirgiinlerin 0.5 mgl™" BA ortaminda proliferasyonu

(Bar: 1.0 cm)



Tablo 16. Tohum kdkenli siirgiinlerin proliferasyonuna BA’ nin
farkli konsantrasyonlarinin etkisi

BA Ortalama Ortalama
1 Siirgiin Sayis1  SiirgiinUzun.
(mgl™) “LSH (ci) + SH
Kontrol 1.58+0.14ef 0.73+0.03 ¢
0.10 2.58+022de 1.11+0.06 ab
0.25 450+£041c 1.29+0.07ab
Beyazkis 0.50 633+£049b 1.59£0.07 ab
1.0 7.75+0.55a 1.63+0.14a
2.0 491+£041c  094+0.03 bc
4.0 283+024d 0.84+0.03c¢c
8.0 1.00+0.00f 0.00+0.00d
Kontrol 1.75+0.17ef 0.87 +0.04 bc
0.10 2.66+022de 1.43+£0.09a
0.25 3.58+0.33d 1.66+0.08a
Karakis 0.50 6.25+0.46b 1.57+0.08a
1.0 891+0.51a 1.51+0.06a
2.0 6.58+0.43b 1.01+0.03b
4.0 483+036¢c 0.93+0.03bc
8.0 1.16 £0.14f 0.67+0.07 ¢
Kontrol 1.66 £0.14f 093+0.04c
0.10 3.00£030e 1.26+0.08 ab
0.25 491+033d 143+£0.07a
0.50 8.16+0.36a 1.52+0.07a
Stirme 1,0 716+0.40b 1.40+0.06a
2.0 5.83+036¢ 1.02+0.03 bc
4.0 3.08+0.37¢ 0.88+0.04 cd
8.0 141+0.14f 0.62+0.03d

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir

Tablo 16°daki verilerde goriildiigii gibi 1.0 mgl' BA igeren MS besi
ortaminda en yliksek ortalama siirgiin sayis1 ‘Beyazkis’ta 7.75 + 0.55 ve ‘Karakis’ta
8.91 + 0.51 adet, 0.5 mgl™ BA iceren MS besi ortaminda ‘Siirme’de 8.16 + 0.36 adet
olarak elde edilmistir. Siirme karpuzunda BA konsantrasyonu arttik¢a siirgiinlerin
taban kisminda meydana gelen kallus dokusunun da biiylidiigii gézlenmis (Resim 6),
diger karpuz tiplerinde kallus dokusunun daha kiigiik yapida olustugu goriilmiistiir.
Optimum BA konsantrasyonunun altinda veya iizerindeki konsantrasyonlarda biitiin
karpuz ¢esitlerinde siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugunda 6nemli oranda azalma
oldugu goriilmiistiir. BA konsantrasyonu optimum konsantrasyona gore azaldiginda
olusan siirgiinler daha ciliz yapida olmakta, konsantrasyon arttiginda ise daha kalin

bir yapida oldugu gozlenmistir. Biitiin karpuz tiplerinde optimum konsantrasyondan
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uzaklastikca olusan siirgiinlerin alt kiiltiire alinabilme oOzelliklerinin de azaldigi

goriilmiistir.  Bu  sonu¢  mikrocogaltim  caligmalarinda  uygun  BBD

konsantrasyonunun tespit edilmesinin dnemini gostermektedir.

Resim 7. Karakista BA iceren MS besiyerinde tohum koékenli siirgiinlerin proliferasyonundan genel

gortinim

4.3.2.Siirgiin Proliferasyonuna Kinetin’in Farklh Konsantrasyonlarinin Etkisi
Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltlirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Ug haftalik kiiltiir dsnemi sonucu elde edilen
verilere gore ‘Siirme’ (5.45 £ 0.36 adet) ve ‘Karakig’ta (5.16 £ 0.36 adet) en yiiksek
ortalama siirgiin sayis1 2.0 mgl" kinetin iceren MS besi ortaminda, ‘Beyazkis’ta
(4.75 + 0.27 adet) 4.0 mgl" kinetin iceren MS besi ortaminda elde edilmistir.
Kinetinin en uygun konsantrasyonundan elde edilen siirgiin sayilari, BA’nin en
uygun konsantrasyonuna gore % 40-60 daha diisiik sayida oldugu gdzlemlenmistir.
Bu nedenle Diyarbakir karpuz tiplerinde mikrogogaltim c¢aligmalarinin, siirgiin
proliferasyon asamasinda, sitokinin olarak olarak BA kullanmanin daha uygun

olacagi goriilmektedir.



Tablo 17. Tohum kokenli stirgiinlerin proliferasyonuna kinetinin
farkli konsantrasyonlarinin etkisi

Kinetin Ortalama Ortalama
(mgl™) Siirgiin Sayis1 SiirgiinUzun.
+ SH (cm) = SH
Kontrol 1.58+0.14e¢ 0.73+0.03 ¢
0.10 241+£022d 1.51+0.07cd
0.25 333+£030c 195+0.07b
Beyazkis 0.50 3.65+£0.32bc 1.92+0.07b
1.0 394+0.28b 242+0.08a
2.0 387+033b 1.85+0.07 bc
4.0 475+£027a 1.71+£0.06¢
8.0 346+020c 1.39+0.06d
Kontrol 1.75+£0.17e¢ 0.87+0.04d
0.10 2.08+0.19¢ 1.66+0.09 be
0.25 291+£0.28cd 1.75+0.09b
Karakis 0.50 3.08+022¢c 1.82+0.09b
1.0 391+0.22b 1.98+0.10 ab
2.0 516+036a 2.16+0.07a
4.0 416+024b 1.73+£0.06b
8.0 225+0.21de 1.51+0.05¢
Kontrol 1.66£0.14e¢ 0.93+0.04d
0.10 1.83+024e 1.65+0.09c¢
0.25 216+027de 1.83+0.09b
Siirme 0.50 3.08+0.19¢ 2.12+0.10 ab
1.0 458+025b 233+0.10a
2.0 545+036a 227+0.07a
4.0 453+035b 191+0.07b
8.0 2.66+022cd 1.66+0.04c

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir
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Tablo 17°de goriildiigii gibi en yiiksek siirglin uzunlugu ‘Siirme’ (2.33 + 0.10

cm) ve ‘Beyazkis’ta (2.42 + 0.08 cm) 1.0 mgl” kinetin iceren MS besi ortaminda,

‘Karakig’ta (2.16 + 0.07 cm) 2.0 mgl” kinetin igeren MS besi ortaminda elde

edilmistir. Biitiin karpuz ¢esitlerinde kinetinin en uygun konsantrasyonundan elde

edilen siirglin uzunluklari, BA’nin en uygun konsantrasyonlarindan elde edilenlere

gore yaklasik % 40-60 daha fazla olmustur. 2.0 mgl”' ve daha yiiksek kinetin

konsantrasyonunda bulunan eksplantlarin biiyiik ¢ogunlugunda sararma meydana

geldigi goriilmiis, ayrica kinetin ortaminda ¢ogaltilan siirglinlerin bazilarinda

koklenme oldugu ve bu ortamda gelisen siirgiinlerin yaprak ayalarinin, BA ortaminda

cogaltilanlara gore daha genis oldugu gozlenmistir.
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4.3.3.Siirgiin Proliferasyonunu Iyilestirme Cahsmalar:

Bu boliimdeki arastirmalarin amaci, siirgiin proliferasyonunda en iyi sitokinin
tipi olan BA iceren MS besiyerine ¢esitli oksin, aminoasit ve poliaminlerin ilave
edilmesiyle, maksimum siirgiin proliferasyonunu saglamaktir.
4.3.3.1. BA+Oksin Karisiminin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltlirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Deneyde siirglin proliferasyonunu arttirmak
icin en iyi sitokinin tipi olan BA’ya (‘Beyazkis’ ve ‘Karakis’ i¢in 1.0 mgl”, ‘Siirme’
icin 0.5 mgl™") oksinlerin (IBA, IAA ve NAA) 0.1 ve 0.2 mgl™ konsantrasyonlarmin
birlikte kombinasyonunun etkisi arastirilmigtir. Kontrol grubu olarak ‘Beyazkis’ ve
‘Karakis’ icin 1.0 mgl'l, ‘Stirme’ i¢in 0.5 mgl'1 BA igeren MS besi ortami
kullanilmigtir. Kiiltiirlin 3. haftasinda siirglin uzunlugu ve siirgiin sayisi tespit edilmis

ve elde edilen sonuclar Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. Tohum kokenli stirgiinlerin proliferasyonuna BA+oksin
karigimlarinin etkisi

Ortalama Ortalama
mgl! Siirgiin Sayis1 Siirgiin Uzun.
+SH (cm) £ SH

1BA 7.75+0.55a 1.53+£0.14 be

1BA + 0.1 IBA 7.86+0.32a 1.96+0.17 a

Beyazkis 1BA + 0.2 IBA 6.08+0.74 b 1.91+0.23a
1BA + 0.1 IAA 7.11+035a 1.77 £0.16 ab

1BA + 0.2 IAA 5.14+0.64 c 1.86+0.19a
1BA + 0.1 NAA 6.09+0.36b 1.31+£0.12 cd

1BA +0.2 NAA 3.45+0.24d 1.18+0.19d
1BA 891+0.51a 1.61 £0.06 ab

1BA + 0.1 IBA 8.04+043a 1.79+0.15a

1BA + 0.2 IBA 6.42 +0.68 bc 1.82+0.29a
Karakis 1BA +0.1 IAA 6.69 £0.54 be 1.59+£0.17 ab

1BA + 0.2 IAA 6.84+047Db 1.41+0.22b

1BA + 0.1 NAA 5.83+042¢ 1.44+0.16 b

1BA +0.2 NAA 226+0.59d 0.95+0.11c¢c

0.5BA 8.16+0.36 a 1.52+0.18b
0.5BA+0.1 IBA 7.81+0.26 a 1.91+0.16 ab

0.5BA+0.2 IBA 428+0.49c¢c 2.28+0.52a

Siirme 0.5BA+0.1 IAA 5.72+0.39b 1.67+0.27b
0.5BA+0.2 IAA 3.63+£0.31 ¢ 1.84 £0.36 ab
0.5BA+0.INAA 4.09+0.51c¢ 1.43 £0.22 be

0.5BA+0.2NAA 2.68+0.32d 092+0.12 ¢

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir
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Tablo 18’deki verilerden de anlasilacagi gibi, optimum BA konsantrasyonuna
0.1 mgl” IBA ilavesiyle ‘Beyazkis’ ve ‘Karakis’ta siirgiin sayisinda énemli bir
degisim gozlenmemis, ‘Siirme’de ise siirgiin sayisindaki diisiis onemli olmustur.
Ortamda IBA olmasi karpuz tipine bagh olmaksizin siirgiin uzunlugunda 6nemli
artislara sebep olmustur. Ancak IBA’nmin 0.2 mgl” konsantrasyonunda olusan siirgiin
sayilart deney gruplarinin tamaminda azalma gostermistir. Ortama IAA eklenmesiyle
‘Beyazkis’ta 0.1 mgl™" konsantrasyonda istatistiksel olarak herhangi bir farkhilik
meydana gelmezken, IAA eklenen diger gruplarin tamaminda siirgiin sayisinda
azalma kaydedilmistir. Besi ortamina NAA eklenmesiyle, her {i¢ karpuz tipinde de
siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugundaki azalma istatistiksel olarak c¢ok Onemli
bulunmus, olusan siirgiinler ve yapraklarin morfolojik olarak tiire 6zgii olmadig1 ve
bu siirglinlerde ozellikle ‘Siirme’ tipinde taban kallusunun diger oksin igeren
ortamlara gore oldukca genisledigi gozlenmistir. Bu sonuglara gore Diyarbakir
karpuz genotiplerinde, siirgiin proliferasyonu i¢in optimum BA konsantrasyonuna
ilave edilebilecek en uygun oksin tipinin diisiik konsantrasyonlu IBA oldugu

saptanmuigtir.

43.3.2. BA ve BA+IBA Ortamlarinda, Alt Kiiltiir Sayisinin, Siirgiin
Proliferasyonuna ve Rozet Siirgiin Olusumuna Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltiirler
sonucu olusan siirglinler kullanilmistir. Deneyin amaci yapilan alt kiiltiir sayisinin
stirgiin proliferasyonuna etkisini saptamak ve alt kiiltiirler sonucu her ii¢ karpuz
cesidinde de goriilen ve mikrocogaltimda onemli bir problem olan rozet siirgiin
olusumunu Onlemektir (Resim 8). Deneyde en iyi sitokinin tipi olan BA’ya
(‘Beyazkis’ ve ‘Karakis® i¢in 1.0 mgl”, Siirme’ i¢in 0.5 mgl™) siirgiin uzunlugunda
en iyi sonucu veren oksinin (0.1 mgl' IBA) birlikte kombinasyonunun etkisi
arastirilmistir. Kontrol grubu olarak ‘Beyazkis’ ve ‘Karakis’ i¢in 1.0 mgl'l, ‘Siirme’
icin 0.5 mgl™ BA igeren MS besi ortami kullamlmustir. Kiiltiiriin 3. haftasinda siirgiin
uzunlugu ve siirglin sayisi tespit edilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 19°da

verilmistir.
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Resim 8. Siirme’de tohum kdkenli siirgiinlerden alt kiiltiirler sonucu olusan rozet siirgiinler

Tablo 19. BA ve BA+IBA ortamlarinda, alt kiiltiir sayisinin, siirgiin proliferasyonuna ve rozet

stirgiin olusumuna etkisi

1. Alt kiiltir 2. Alt kiiltiir 3. Alt kiiltiir
islem Rozet siirgiin Siirgiin Rozet siirgiin Siirgiin Rozet siirgiin ~ Siirgiin sayisi
(mgl™) orani (%) sayisi orami (%)  sayisi oram (%)
Beyazkis 1BA 18.5 7.75+0.55a 26.9 7.22+0.41a 37.9 7.14+£0.57a
1BA+0.1 IBA 10.3 6.62+0.29b 13.7 5.32+0.36b 23.0 4.3540.32b
P <0.05 P <0.05 P <0.05
Karakis 1BA 17.3 8-49‘;8-;12 21.7 6.87+0.28a 242 6.69+0.52a
1BA+0.1 IBA 9.5 7. ’ 13.8 5.35+0.23b 21.8 4.27+0.38b
P <0.05 P <0.05 P.>0.05
Siirme 0.5 BA 20.5 8.16+0.36a 17.8 6.38+0.51a 30.4 6.32+0.39a
0.5BA+0.1IBA 15.7 7.81+£0.26a 16.1 6.14+0.34a 19.0 6.03+0.28a
P <0.05 P.>0.05 P <0.05

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir.
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Tablo 19°da goriildiigii gibi proliferasyon ortamina IBA eklenmesi rozet bitki
olusumunu ‘Beyazkis’ta ii¢ alt kiiltiir boyunca, ‘Karakis’ta ilk iki alt kiiltiirde ve
‘Siirme’de birinci ve tlgiincli alt kiiltiirlerde istatistiksel olarak 6nemli derecede
azaltmistir. Ancak IBA igeren ortamda kontrole kiyasla, ‘Beyazkis’ ve ‘Karakis’ta
yapilan biitiin alt kiiltiirlerde .olusan siirgiin sayist 6nemli oranda diisiis gostermis,
‘Siirme’deki ise siirgiin sayisindaki diisiis istatistiksel yonden 6nemli bulunmamistir
(P>0.05). Biitiin karpuz tiplerinde olusan siirgiinlerin hemen hemen tamami
morfolojik olarak normal goriinlimlii olmustur. Besi ortaminda BA+IBA kullanimi
yalniz ‘Siirme’ tipinde olumlu sonug¢ verdiginden, ‘Siirme’nin siirgiin proliferasyon

caligmalarinda bu kombinasyonun alternatif olarak kullanilabilecegi saptanmistir.

4.3.3.3. Siirme’de BA+ Aminoasitin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, Diyarbakir karpuz tipleri i¢inde en fazla ekonomik dneme sahip
olan ‘Siirme’ karpuzunda, tohum kokenli bes giinliik in vitro fidelerden siirgiin
proliferasyonunu arttirmak i¢in en iyi sitokinin tipi olan BA’ya (0.5 mgl™) bes farkli
aminoasitin (16sin, metiyonin, triptofan, valin, alanin) 50, 100, ve 200 pM
konsantrasyonlarda ilavesiyle birlikte etkisi aragtirilmistir. Kontrol grubu olarak 0.5
mgl' BA iceren MS besi ortami kullamlmustir. Kiiltiirin 3. haftasinda siirgiin
uzunlugu ve siirgiin sayist tespit edilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 20’de

verilmigtir.
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Tablo 20. Siirme’de tohum koékenli siirglinlerin proliferasyonuna
0.5 mgl"' BA+farkli aminoasit karigimlarinin etkisi

Amino asit Ortalama Siirgiin  Ortalama Siirgiin
Sayis1 = SH Uzunlugu (cm)

(uM) +SH

0 8.12+0.11 fg 1.57+0.07 cd

Ldsin

50 13.14 £ 0.32 be 1.68 +0.07 be

100 11.31 £0.45 de 1.86+0.13 a

200 10.72 £ 0.35 de 1.65+0.08 ¢

Metiyonin

50 1044+ 041¢ 1.67+0.05¢

100 14.67+0.68 a 1.64+0.07 c

200 13.29+045b 1.82 +0.05 ab

Triptofan

50 871+0.38f 1.36 +0.09 ef

100 7.57+£0.55 fg 1.38+0.12 ef

200 5.69+024h 1.24+0.04 f

Valin

50 1042+ 046¢ 1.88+0.06 a

100 10.95 £ 0.48 de 1.82 +£0.05 ab

200 11.87 £0.55 cd 1.93+0.14a

Alanin

50 7.45+£0.37 fg 1.54+0.08 cd

100 725+061¢g 1.45+0.04 de

200 8.38+0.29 fg 1.34+0.03 ef

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir

Tablo 20’deki verilerden de anlagilacagi gibi,yirmi bir gilinliik kiiltiir sonunda,
test edilen bes farkli amino asit arasinda hem ortalama siirgiin sayis1 hem de siirgiin
uzunlugu bakimindan istatistiksel farkliliklar oldugu goézlenmistir. En ¢ok siirgiin
ortalama 14.67 £+ 0.68 adet siirgiin sayisi ile 100 uM methionin ile igeren MS besi
ortaminda elde edilirken, bu ortam sirasiyla 200 uM metiyonin (13.29 + 0.45) ve 50
puM 16sin (13.14 £+ 0.32) ortamlar izlemistir. Siirglin sayis1 bakimindan 100 uM
methionin ortaminin test edilen diger ortamlarin tiimiiyle arasindaki fark istatistiksel
olarak onemli bulunmustur. Proliferasyon ortamina 16sin, metiyonin ve valin
eklenmesiyle ortalama siirgiin sayist ve silirgiin uzunlugunun kontrole gore daha
yiiksek, triptofan ve alanin eklenmesiyle daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Besi
ortamindaki triptofan ve alanin konsantrasyonu arttik¢a olusan siirgiinlerin daha ¢ok
rozet formdaki siirgiinlere benzedigi, diger aminoasit igceren ortamlarda gelisen
stirgiinlerin ise morfolojik olarak kontrol grubundan farkli olmadig1 gézlenmistir. Bu
nedenle Siirme karpuzunda yapilacak siirgiin proliferasyonu ¢aligmalarinda 6zellikle

16sin ve metiyonin amino asitlerinin kullanilmasinin faydali olacag: saptanmustir.
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4.3.3.4.Siirme’de BA+Aminoasite Poliamin Ilavesinin Siirgiin Proliferasyonuna
Etkisi

Bu deneyde, ‘Stirme’ karpuzunda tohum kokenli bes giinlik in vitro
fidelerden, siirgiin proliferasyonunu arttirmak i¢in, 6nceki deneyde elde edilen en iyi
kombinasyona (0.5 mgl' BA+100 puM metiyonin) ii¢ farkli poliaminin (spermin,
spermidin, putresin) 50, 100 ve 200 puM konsantrasyonlarinda ilavesinin birlikte
etkisi arastirilmistir. Kiiltlirtin 3. haftasinda siirglin uzunlugu ve siirgiin sayisi tespit
edilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 21’°de verilmistir.

Tabloe 21 Siirme’de tohum kdkenli siirgiinlerin proliferasyonuna
0.5 mgl”' BA +100 uM metiyonin+farkli poliamin karisimlarmin etkisi

Poliamin Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin
Sayis1 + SH Uzunlugu (cm)

(nM) +SH

0 14.27 £0.43 de 1.63+0.08 ¢

Spermin

50 18.55+0.36 a 2.03+0.14a

100 17.81 £0.42 ab 1.87+0.08 ab

200 15.43+0.41 cd 1.85+0.06 ab

Spermidin

50 17.12+0.67b 1.70 £ 0.06 ¢

100 16.57 £ 0.28 be 1.76 + 0.04 be

200 14.51 £ 0.48 de 1.69+0.16 ¢

Putresin

50 15.51 £0.40 cd 1.42+0.08d

100 17.28 £ 0.24 ab 1.31+0.08d

200 13.25+0.35¢ 1.32+0.06 d

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir

Tablo 21°de goriildiigii gibi, yirmi bir giinliik kiiltiir sonunda, test edilen ii¢
farkli poliamin arasinda hem ortalama siirgiin sayist hem de siirgiin uzunlugu
bakimindan istatistiksel farkliliklar oldugu gozlenmistir. En ¢ok siirgiin ortalama
18.55 £+ 0.36 adet siirgiin sayist ile 50 uM spermin ile igeren MS besi ortaminda elde
edilirken, bu ortami sirasiyla 100 uM spermin (17.81 £ 0.42) ve 100 uM putresin
(17.28 + 0.24) ortamlar izlemistir. Proliferasyon ortamina her {i¢ poliaminin ayri
ayn ilave edilmesiyle ortalama siirglin sayisinin kontrole gore genel olarak daha
yiiksek, ortalama siirgiin uzunlugunun ise spermin ve spermidin ortamlarinda
kontrole gore daha yiiksek ve siirglinlerin normal goriiniimlii oldugu, putresin

ortaminda ise siirgiin uzunlugunun kontrole gére daha kisa oldugu ve ug kisimlarinda
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sararmalar meydana geldigi tespit edilmistir. ‘Siirme’ karpuzunda yapilan siirgiin
proliferasyonu c¢alismalarinda 6zellikle sperminin metiyonin ile birlikte kullanilmasi,

elde edilen siirgiin sayisin1 iki kat arttirmistir.

4.3.3.6. Siirgiin Proliferasyonu Ile Tlgili Genel Degerlendirme

Diyarbakir karpuz cesitlerinde yapilan siirgiin proliferasyon calismalarinda
eksplant olarak bes giinliik in vitro fidelerden olusan apikal siirgiinler kullanildiginda
1.0 mgl' BA iceren MS besi ortaminda en yiiksek ortalama siirgiin sayisi
‘Beyazkig’ta 7.75 £ 0.55 ve ‘Karakis’ta 8.91 £ 0.51 adet, 0.5 mgl'1 BA iceren MS
besi ortaminda 'Siirme’de 8.16 + 0.36 adet olarak elde edildigi ve optimum BA
konsantrasyonunun altinda veya {izerindeki konsantrasyonlarda biitiin karpuz
cesitlerinde siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugunda 6nemli oranda azalma oldugu bir
onceki boliimle ilgili deneyde agiklanmistir (Tablo 16). Bu sonug¢ mikrogogaltim
calismalarinda uygun BBD konsantrasyonunun tespit edilmesinin Onemini
gostermektedir. Bu sonuca uygun olarak karpuzda apikal siirgiinler ve
kotiledonlardan yapilan siirgiin proliferasyon g¢aligmalarinin biiyiikk ¢cogunlugunda
0.25 - 5.0 mgl” BA kullamldig1 rapor edilmistir (ibrahim ve ark., 2009; Ntui ve
ark., 2009; Shalaby ve ark., 2008; Pirin¢ ve Onay, 2008; Krug ve ark., 2005;
Compton ve Gray, 1993; Desamero ve ark., 1993; Gray ve Elmstrom, 1991;
Dong ve Jia, 1991). Bazi arastiricilar da siirglin proliferasyonunda en iyi sonucu
BA’ya ¢esitli oksinleri ilave ettiklerinde elde ettiklerini rapor etmistir (Zhang ve
Zhang, 2004; Sultana ve Bari, 2003; Ahad ve ark., 1994; Tabei ve ark., 1993).

Shalaby ve arkadaslar1 (2008) iki karpuz ¢esidinde (‘SA100°, ‘SA101’) in
vitro siirglin ve kotiledonlar1 kullanarak gelistirdikleri mikro ¢ogaltim protokoliinde,
30 gl sakkaroz, 8 gl agar iceren MS besi ortammi (pH: 5.7) kullanmuslardr.
Siirgiin rejenerasyonu igin BA’nin 0.5-10.0 mgl” araligindaki konsantrasyonlarini
test etmisler ve en yiiksek siirgiin sayisim (5.6 adet) 2.5 mgl' BA igeren MS besi
yerinde ‘SA100° c¢esidinde apikal siirgiinleri eksplant kaynagi olarak
kullandiklarinda elde etmislerdir. ‘SA101° ¢esidinde en yiiksek siirgiin sayisini (5.0
adet) 2.5 mgl' BA’L ortamda 6 giinlik kotiledonlardan elde etmislerdir.
Arastirmamizda eksplant kaynagi olarak kullanilan siirgiinlerin, kotiledonlardan daha
iyi rejenere oldugu gozlenmis ve bu sonucun arastiricilarin bulgularini destekler

nitelikte oldugu belirlenmistir. BA’nin optimum konsantrasyonunu belirlemek i¢in



75

yaptigimiz ve benzer kosullarda elde ettigimiz siirgiin sayis1 degerleri arastiricilarin
bulgularindan daha yiiksek bulunmustur.

Sultana ve Bari (2003) diploid karpuzda siirgiin rejenerasyonuna farkli
BBD’lerin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada 5 giinliik in vitro fidelerden elde ettikleri
siirgiinleri  kullanmuslardir. Arastiricilar pH’st 5.7 olarak ayarlanmis 30 gl
sakkarroz, 7 gl' agar ve 1 mgl' BA +0.2 mgl”' NAA iceren MS besi yerinde en
yiiksek siirgiin sayisin1 6.1 ve en yliksek silirglin uzunlugunu 4.5 cm olarak rapor
etmiglerdir. BA’ya oksin ilavesi yaptigimiz deneyde siirgiin sayisi bakimindan bu
ortamlarin herhangi bir artisa neden olmadig hatta NAA ortaminda diistis gézlendigi
tespit edilmistir. BA ortamima oksinlerin eklenmesiyle siirgiin uzunlugunda da
onemli degisimler gozlenmistir. Ortama IBA eklendiginde siirgiin uzunlugunun
kontrole gore cok arttigi, IAA eklendiginde az da olsa arttifi ancak NAA
eklendiginde silirgiin uzunlugunun distiigli tespit edilmistir. Bu bakimdan
sonuglarimiz arastiricilarin bulgulariyla uyum gostermemektedir.

Gray ve Elmstrom (1991) tetraploid hatlarin mikrogogaltimi i¢in tarladaki
bitkilerin siirgiin uclarini keserek sterilize ettikten sonra, eksplantlari 30 gl
sakkarroz, 7 gl agar iceren MS besi yerinde (pH: 5.7) kiiltiire almuslardir.
Arastiricilar siirgiin proliferasyonu i¢in en uygun BA konsantrasyonun 1.0 mgl’
oldugunu rapor etmislerdir. Bulgularimiz hem besi ortaminin igerigi hem de BBD
konsantrasyonu bakimindan arastiricilarin sonuglarini desteklemektedir.

Dong ve Jia (1991), sekiz diploid karpuz ¢esidinde yaptiklart mikrogogaltim
calismasinda bes giinlik in vitro fide kotiledonlarin1 kullanmiglardir. Siirgiin
poliferasyonu i¢in BA, zeatin , 2iP ve kinetini test etmislerdir. Biitiin ¢esitler i¢in en
1yi sitokinin tipinin BA oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilarin ¢calismasina benzer
bir caligmayr Compton ve ark. (1993b) yapmislar ve siirgiin proliferasyonunda
BA’nin en iyi konsantrasyonun da, TDZ ve kinetin’in en i1yi konsantrasyonuna gore
yaklagik 1.5 — 2.8 kat daha fazla aksiller siirglin elde etmislerdir. Yaptigimiz
calismada kinetinin en uygun konsantrasyonundan elde edilen siirgiin sayisinin,
BA’nin en uygun konsantrasyonuna gore % 40-60 daha diisiik sayida oldugu
gozlemlenmistir. Elde ettigimiz bulgular her iki c¢alismanin sonuglarini

desteklemektedir. Bu nedenle Diyarbakir karpuz tiplerinde mikrogogaltim
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caligmalarinin siirglin proliferasyon asamasinda, sitokinin olarak BA kullanmanin
daha uygun oldugu tespit edilmistir.

Vasudevan ve ark. (2006), Cucumis sativus’ta farkli azot kaynaklarinin
siirglin proliferasyonuna etkisini arastirdiklart ¢aligmada en iyi sonucu (13.6 adet
siirglin/eksplant) besi ortamina glutamin eklediklerinde elde ettiklerini rapor
etmiglerdir. Vasudevan ve ark. (2008), Cucumis sativus’ta in vitro ortamda siirgiin
proliferasyonunu arttirmak i¢in c¢esitli aminoasit ve poliaminleri optimum BA
konsantrasyonuna (4.44 pM=1mgl") eklemisler ve elde ettikleri siirgiin sayisinda
onemli artiglar oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar 4.44 uM BA’da bes giinliik
in vitro siirgiin uglart kullandiklarinda eksplant basina 8.6 adet siirglin elde
ettiklerini, 4.44 uM BA’ya 88 uM losin eklediklerinde elde edilen siirgiin sayisinin
eksplant basina 21.4’e yiikseldigini, 4.44 pM BA+88 uM l16sine 68 uM spermidin
eklediklerinde ise elde edilen siirgiin sayisinin 36.6’ya yiikseldigini rapor etmislerdir.
En fazla ekonomik oneme sahip olan ‘Siirme’ karpuzunda yaptigimiz calismada,
4.44 uM BA’da bes giinliik in vitro siirglin uglar1 kullanildiginda eksplant basina
8.12 adet siirgiin elde edildigini, 4.44 uM BA’ya 100 pM metiyonin eklendiginde
elde edilen siirgiin sayisinin eksplant bagina 14.67’ye yiikseldigini, 4.44 uM BA+100
uM metiyonine 50 uM spermin eklendiginde ise elde edilen siirgiin sayisinin 18.55’¢
yiikseldigi saptanmistir. En iyi sonucu veren aminoasit ve poliaminler farkli olsa da
azot kaynagi ve aktive edici olarak bu organik maddelerin besi yerinde
kullanilmasimin faydali oldugu konusunda bulgularimiz arastiricilarla uyum

i¢indedir.
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4.4. Koklendirme Calismalari

4.4.1. Koklenmeye IBA’nin Farkh Konsantrasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltlirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Calismada bir kontrol grubu ile birlikte 0.1,
0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mgl™ IBA igeren MS besiyerine aktarilmis in vitro siirgiinlerin en iyi
hangi konsantrasyonda koklenecegi arastirilmistir. Test edilen IBA konsantrasyonlari
arasinda, 21 gilinlik kiltiir siiresi sonunda kdk sayisi, kok uzunlugu ve koklenme
oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak onemli farkliliklar gézlenmistir. Deney
sonucunda Her {i¢ karpuz tipinde de 0.5-1.0 mgl™ IBA iceren MS besi ortamlarinda
diger konsantrasyonlara gore daha yiiksek kok sayilari elde edilmistir. Buna gore
Diyarbakir karpuz tiplerinde in vitro siirgiinlerin koklendirilmesi igin 0.5 — 1.0 mgl™

IBA igeren MS besiyerinin en uygun ortam oldugu belirlenmistir.

Resim 9. Karakis’ta tohum kokenli siirgiinlerin 1.0 mgl™” IBA ortaminda koklenmesi
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Tablo 22. Tohum kokenli siirgiinlerin kdklenmesine IBA’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

IBA Ortalama Kok Ortalama Kok Koklenme Orani

(mgl'l) Sayisi Uzunlugu (cm) (%)

Kontrol 0.65+0.04d 0.66 +0.03 ¢ 12

0.1 3.04+0.16 ¢ 1.17+0.11 ¢ 44

Beyazkis 0.5 7.63 £0.35 ab 1.59 £0.07 ab 71
1 8.75+0.22a 1.73+£0.14 a 76

2 6.91+0.22b 1.44+0.08 b 74

4 243+0.25¢ 0.87+0.06d 51

P <0.05

Kontrol 0.72+0.05¢ 0.77+0.04 ¢ 14

0.1 2.66+0.14d 1.13+0.05b 42

Karakig 0.5 6.55+0.40b 1.77+0.15a 67
1 8.81+0.47a 1.74 £ 0.07 a 91

6.29+0.31b 1.26+0.03b 71

4 3.83+0.16 ¢ 0.69+0.08 ¢ 63

P <0.05

Kontrol 0.86+0.11d 0.73+0.05¢ 11

0.1 347+0.33¢ 1.28+£0.08 b 57

Siirme 0.5 6.17£0.41 ab 1.71+£0.14 a 72
1 7.96+0.24 a 1.86+0.11 a 95

2 524+0.26b 1.12+0.04 b 69

4 3.58+0.17 ¢ 0.78+0.05 ¢ 52

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir P <0.05

Tablo 22’deki verilerden de anlasilacagi gibi, her ii¢ karpuz tipinde de en
fazla kok sayisi 1.0 mgl™ IBA igeren besiyerinde (‘Beyazkis® 8.75+0.22, ‘Karakis’
8.8140.47, ‘Stirme’ 7.96+0.24 adet) elde edilmis, olusan koklerin morfolojik olarak
saglikli ve iyi durumda goriindiikleri saptanmistir (Resim 9, 10). En iyi kok
uzunlugu ise ‘Beyazkis’ (1.73+0.14 cm) ve ‘Siirme’de (1.86+0.11 cm) 1.0 mgl” IBA
ve ‘Karakis’ta (1.77£0.15 cm) ise 0.5 mgl™ IBA igeren MS besiyerinin oldugu tespit
edilmistir. Her ¢ karpuz tipinde de in vitro siirgiinlerin farkli IBA
konsantrasyonlarinda koklenme oranlari arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (P<0.05). Gruplar arasinda en diisiik koklenme orani1 kontrol grubunda,
en yiiksek koklenme oram ise 1.0 mgl”' IBA (‘Siirme’ %95, ‘Karakis” %91 ve
‘Beyazkis’ %76) ortaminda elde edilmistir.
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Resim 10. Siirme’de tohum kokenli siirgiinlerin 1.0 mgl" IBA ortaminda kéklenmesinden genel
goriniim
4.4.2. Koklenmeye IAA’nin Farklhh Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinlilk in vitro fidelerden alt kiiltiirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Calismada bir kontrol grubu ile birlikte 0.1,
0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mgl'1 IAA iceren MS besiyerine aktarilmig in vitro siirglinlerin en
iyi hangi konsantrasyonda koklenecegi arastirilmistir. Test edilen IAA
konsantrasyonlar1 arasinda, 21 giinlik kiiltiir stiresi sonunda kok sayisi, kok
uzunlugu ve koklenme oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar
gbzlenmistir. Her ii¢ karpuz tipinde de 0.5-2.0 mgl' IAA iceren MS besi

ortamlarinda diger konsantrasyonlara gore daha yiiksek kok sayilar1 elde edilmistir.

Resim 11. Karakis’ta tohum kokenli siirgiinlerin 1.0 mgl™ IAA ortaminda koklenmesi
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Tablo 23. Tohum kokenli stirgiinlerin koklenmesine IAA nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

IAA Ortalama Kok Ortalama Kok Koklenme Orani
(mgl'l) Sayis1 Uzunlugu (cm) (%)
Kontrol 0.65+0.04 ¢ 0.66 £0.03 ¢ 12
0.1 2.18+0.26d 1.32+0.14 cd 32
Beyazkis 0.5 429+045¢ 1.82 + 0.06 ab 56
1 598+042b 1.96 £ 0.09 a 66
2 6.54+£0.35a 1.67+0.07b 75
4 3.25+0.25¢cd 0.95+0.03d 39
P <0.05
Kontrol 0.72+0.05d 0.77+0.04d 14
0.1 2.66+0.21c 1.45+0.03 be 36
Karakis 0.5 527+0.52b 1.92+0.14 a 45
1 6.63+0.49 a 1.65+0.08 b 79
2 5.26+0.28b 1.35+£0.05¢ 76
4 2.84+0.13¢ 0.84+0.09d 55
P<0.05
Kontrol 0.86+0.11¢ 0.73+0.05d 11
0.1 3.09+0.24d 1.37+0.09 ¢ 55
Siirme 0.5 562+0.35b 2.15+0.18 a 69
1 6.81+0.39a 1.94 +£0.14 ab 76
2 435+0.33¢c 1.63+0.11b 72
4 2.92+0.21d 1.19 +0.09 cd 63

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir P <0.05

Tablo 23’te gorildiigii gibi, deney sonucunda en fazla kok sayisi ‘Siirme’
(6.81+£0.39 adet) ve ‘Karakig’ta (6.63+0.49) 1.0 mgl'1 [IAA, ‘Beyazkista ise
(6.54+0.35) 2.0 mgl” TAA igeren besiyerinde elde edilmistir. Ancak IAA’nin en iyi
konsantrasyonunda elde edilen kok sayilari, optimum IBA ortamindan daha diisiik
sayida bulunmustur. En iyi koék uzunlugu ‘Karakis (1.92+0.14 cm) ve ‘Siirme’de
(2.15+0.18 cm) 0.5 rngl'1 IAA, ‘Beyazkig’ta ise (1.96+0.09 cm) 1.0 mgl'1 IAA igeren
MS besiyerinde elde edilmistir. Her ti¢ karpuz ¢esidinde de in vitro siirgiinlerin farkl
IAA konsantrasyonlarinda koklenme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P<0.05).Gruplar arasinda en diisiik kdklenme orani1 kontrol
grubunda, en yiiksek koklenme orani ‘Siirme’ (%76) ve ‘Karakis’ta (%79) 1.0 mgl'1
IAA, ‘Beyazkis’ta (%75) ise 2.0 mgl' IAA ortaminda elde edilmistir. TAA
ortamindaki kok uzunluklari IBA’ya gora daha yiiksek olmustur. Ancak elde edilen
koklerin IBA ortamina gore ciliz (ince) oldugu ve ‘Karakis’ta bazi koklerin ug

kisimlarinda sararmalar meydana geldigi goriilmiistiir (Resim 11).
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4.4.3. Koklenmeye NAA’min Farkh Konsantrasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde materyal olarak, bes giinliik in vitro fidelerden alt kiiltiirler
sonucu olusan siirgiinler kullanilmistir. Calismada bir kontrol grubu ile birlikte 0.1,
0.5,1.0, 2.0, 4.0 mgl'1 NAA igeren MS besiyerine aktarilmis in vitro siirgiinlerin en
iyi hangi konsantrasyonda koklenecegi arastirilmistir. Test edilen NAA
konsantrasyonlar1 arasinda, 21 giinliik kiiltiir siiresi sonunda kok sayisi, kok
uzunlugu ve koklenme oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar
gozlenmistir. Her i¢ karpuz tipinde de 0.5-1.0 mgl' NAA iceren MS besi

ortamlarinda diger konsantrasyonlara gore daha yiiksek kok sayilari elde edilmistir.

Resim 12. Karakis’ta tohum kokenli siirgiinlerin 0.5 mgl™" NAA ortaminda koklenmesi
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Tablo 24. Tohum kokenli siirgiinlerin koklenmesine NAA’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

NAA Ortalama Kok Ortalama Kok  Koéklenme Oram

(mgl™) Sayisi Uzunlugu (cm) (%)

Kontrol 0.65+0.04d 0.66 £ 0.03 cd 12

0.1 2.09+0.15¢ 1.04+0.04 a 41

Beyazkis 0.5 541+021a 0.95 +0.06 ab 47
1 592+033a 0.86£0.07b 59

2 3.85+£0.38b 0.62+0.05 cd 56

4 2.76 + 0.24 be 0.57+0.04d 45

P<0.05

Kontrol 0.72+0.05¢ 0.77+0.04d 14

0.1 3.78+0.14 ¢ 1.27+0.08 a 48

Karakis 0.5 6.64+040a 1.05+£0.11b 55
1 495+047b 0.86 +0.09 cd 59

2 4.14+0.31 be 0.83+£0.06 cd 63

4 246+0.16d 0.66 +0.08 e 39

P<0.05

Kontrol 0.86+0.11d 0.73+£0.05¢ 11

0.1 3.97+033¢ 1.36£0.07 a 66

Siirme 0.5 556+£041b 0.95+0.09 be 55
1 6.87+024a 0.72+0.05¢ 68

2 431+0.26 be 0.58+£0.03d 71

4 3.63+0.17 ¢ 0.51+£0.03d 53
Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasidir P <0.05

Tablo 24°teki verilerden de anlagilacagi gibi, deney sonucunda en fazla kok
sayist ‘Stirme' (6.87+£0.24 adet) ve Beyazkig’ta (5.92+0.33) 1.0 mgl'1 NAA,
‘Karakis’ta ise (6.64+0.40) 0.5 mgl’ NAA igeren besiyerinde elde edilmistir. En iyi
kok uzunlugu, her ii¢ karpuz cesidinde de 0.1 mgl™” NAA igeren MS besiyerinde elde
edilmistir. Her 1ii¢ karpuz tipinde de in vitro siirgiinlerin farkli NAA
konsantrasyonlarinda koklenme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Gruplar arasinda en diisiik koklenme orani kontrol grubunda,
en yitksek koklenme orani ‘Siirme’ (%71) ve ‘Karakis’ta (%63) 2.0 mgl”! NAA,
‘Beyazkis’ta (%59) ise 1.0 mgl’ NAA ortaminda elde edilmistir. NAA ile yapilan
koklenme deneyi sonuglarina gore, konsantrasyon arttikca siirgiinlerin taban
kisminda olusan kallusun kiitlesi de artmistir. Bu kallustan c¢ikan koklerin
uzunlugunun, IBA ve IAA ortamina gore dnemli sayilabilecek oranda diisiik oldugu
tespit edilmistir (Resim 12, 13). Kiiltiiriin 4 ve 5. haftalarindan sonra kallustan ¢ok

sayida kokiin ¢iktig1 goriilmiistiir.
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Resim 13. Siirme’de tohum kokenli siirgiinlerin farkli oksin ortamlarinda koklenmesi

4.4.3. Koklendirme Calismalar le Tlgili Genel Degerlendirme

Karpuzda  tohumdan itibaren in  vitro c¢ogaltilan  siirglinlerin
koklendirilmesinde, ¢eside bagli olarak bir ¢ok arastirict farkli oksin tiplerinin farkl
konsantrasyonlarim1 ~ kullanmistir.  Rejenerantlarin = koklendirilmesinde  bazi
arastiricilar IBA kullanirken (Krug ve ark., 2005; Dabauza ve ark., 1997; Ahad ve
ark., 1994; Compton ve ark., 1993b; Compton ve Gray, 1992), bazilar1 da NAA
kullanmiglardir (Sultana ve ark., 2004; Sultana ve Bari, 2003; Pirin¢ ve ark.,
2003; Chaturvedi ve Bhatnagar, 2001; Compton ve Gray, 1993b). Yapilan
koklenme calismalarinda TAA kullanildigint rapor eden calismalar da mevcuttur
(Suratman ve ark., 2009). Yaptigimiz ¢alismada her ii¢ karpuz tipinde de en fazla
kok sayist 1.0 mgl' IBA igeren besiyerinde (‘Beyazkis’ 8.75+0.22, ‘Karakis’
8.81+£0.47, ‘Siirme’ 7.96+0.24 adet) elde edilmistir. IAA ortaminda en fazla kok
sayist ‘Stirme’ (6.81+0.39 adet) ve ‘Karakig’ta (6.63+0.49) 1.0 rngl'1 IAA
ortaminda, ‘Beyazkis’ta ise (6.54+0.35) 2.0 mgl’' IAA igeren besiyerinde elde
edilmigtir. NAA ortaminda en fazla kok sayisi ise ‘Stirme’ (6.87+£0.24 adet) ve
‘Beyazkis’ta (5.9240.33) 1.0 mgl’ NAA besiyerinde, ‘Karakis’ta (6.6440.40) 0.5
mgl? NAA igeren besiyerinde elde edilmistir. Ancak IAA ve NAA’nm en iyi
konsantrasyonunda elde edilen kok sayilari, optimum IBA ortamindan daha diisiik
sayida bulunmustur.

IBA ortaminda en yiiksek koklenme oram 1.0 mgl”' IBA (‘Siirme’ %95,
‘Karakis’ %91 ve ‘Beyazkis’ %76) ortaminda elde edilmistir. IAA ortaminda en
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yiiksek koklenme orani ‘Siirme’ (%76) ve ‘Karakista (%79) 1.0 mgl' TAA,
‘Beyazkis’ta (%75) ise 2.0 mgl™”' IAA ortaminda elde edilmistir. NAA ortaminda en
yiiksek koklenme oram1 ‘Siirme’ (%71) ve ‘Karakista’ (%63) 2.0 mgl'1 NAA,
‘Beyazkis’ta (%59) ise 1.0 mgl'1 NAA ortaminda elde edilmistir.

Suratman ve arkadaslar1 (2009) diploid ‘Hwang fong yellow Quen
‘(HFYQ) karpuz c¢esidinde in vitro ortamda rejenere ettikleri siirgiinleri
koklendirmek icin IBA, IAA ve NAA oksinlerini kullanmistir. Arastiricilar IBA ve
IAA'nmin NAA’ya gore koklenmede daha iyi sonug verdigini ve 0.1 mgl' IAA
ortaminda siirgiinlerin %80 oraninda, 0.5 mgl"' IBA ortaminda ise siirgiinlerin %75
oraninda koklendigini rapor etmistir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular
arastiricilarin sonuglarim1 desteklemektedir.

Krug ve ark. (2005), Ahad ve ark. (1994) ile Compton ve ark. (1993b),
karpuzda in vitro ortamda rejenere ettikleri siirgiinleri koklendirmek i¢in 1.0 mgl™
IBA igeren MS besiyerini kullandiklarin1 belirtmistir. Yine bu ¢alismaya benzer
sekilde Dabauza ve ark. (1997), karpuzda in vitro ortamda rejenere ettikleri
sirgiinleri  koklendirmek igin  0.5-1.0 mgl' IBA kullandiklarin1 belirtmistir.
Yaptigimiz ¢aligsmada her ii¢ karpuz tipinde de en fazla kok sayis1 ve koklenme orani
1.0 mgl' IBA iceren besiyerinde elde edildiginden sonuglarimiz arastiricilarin
bulgulariyla uyum i¢indedir.

Sultana ve ark. (2004), karpuzda indirekt siirglin rejenerasyonu ile elde
ettikleri slirglinleri  koklendirmek i¢in IBA, IAA ve NAA hormonlarin
kullanmiglardir. Arastiricilar en yiiksek koklenme oraninin NAA’da % 95 ve
ortalama kok sayisinin 4.65 adet olarak elde edildigini belirtmistir. Diger
oksinlerdeki en yliksek koklenme oraninin IBA’da %80 ve kok sayisinin 4.10 adet,
IAA’da koklenme oraninin %65 ve kok sayisinin 2.20 adet oldugunu rapor
etmislerdir. Aynmi arastiricilarin sonuglarina gore siirgiinlerin koklenmesi i¢in en
uygun ortamin NAA oldugu belirtilmis ancak yaptigimiz ¢calismada kdklenme icin en
uygun ortamin IBA olarak saptanmasindan bulgularimiz farkli ¢ikmistir. Optimum
sartlarda Elde edilen kok sayilari bakimindan da sonuglarimiz ayni arastiricilarin

bulgularindan yaklasik iki kat daha ytiksek ¢ikmistir.
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Resim 14. Rozet siirgiinlerin 1.0 mgl™ IBA ortaminda boyunun uzamasi

Calismamizda 6nemli olan bir diger nokta yaklasik 2 cm’lik siirgiinlerin,
siirgliin uzama ortamina aktarilmadan dogrudan koklenme ortaminda yiiksek
oranlarda siirgiin uzamasi gostererek koklenmesidir. Siirgiinler IBA ortaminda 21
giinlik kiltiir sonunda koklenirken ayni zamanda da boylar1 da yaklasik {i¢ kat
uzamustir. Hatta rozet siirgiinler bile IBA ortaminda uzamaya baslayarak kiiltiir siiresi
sonunda normal siirgiinlerle hemen hemen aynmi boya ulagmistir (Resim 14). IAA
ortaminda uzama daha az gorilitken, NAA ortaminda siirglin uzamasi
goriilmemistir. Srivastava ve ark. (1989), NAA’nin siirgiin organogenezisini inhibe

ettigini rapor etmistir. Bulgularimiz arastiricilart destekler niteliktedir.

4.5. Aklimatizasyon Calismalari

In vitro’da koklenmis karpuz bitkiciklerinin arazi sartlarina alistirilmasinda
ilk asama olan aklimatizasyon i¢in otoklavda sterilize edilmis torf kullanilmustir.
Bitkiler kdklenme ortamindan ¢ikarilip musluk suyu altinda yikanarak, su igerisinde
bir siire bekletildikten sonra sterilize edilmis torf igeren plastik bardaklara

dikilmislerdir. Dikim isleminden sonra can suyu verilen bitkilerin tizerleri cam beher
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ve bardaklarla kapatilarak belirtilen biiyiime odasinda gelismeye birakilmastir.
Sulama islemi diizenli olarak yapilmis ve ekimi yapilan bitkilerin tlizeri 2. glinden
itibaren agsamal1 olarak (2. giinde 10 dakika, 3. glinde 20 dakika, 4. giinde 1 saat, 5.
giinde 4 saat, 6. glinde 8 saat ve 7. giinde 12 saat) agilmak suretiyle ortamin nemi
kontrol altinda tutulmustur. Bu sekilde gelismeye birakilan bitkilerin {izerleri bir
haftalik siire sonunda tamamen acilmistir. Uzerleri tamamen acilan bitkiler 1 hafta
daha biiylime odasinda bekletildikten sonra torf ve toprak karisimi igeren saksilara
aktarilarak arazi kosullarina aktarilmaya hazirlanmis ve 2 hafta bakim islemleri

diizenli bir sekilde yapilarak gelismeleri saglanmigtir (Resim 15).

Resim 15. In vitro karpuz bitkiciklerinin aklimitizasyon apamalan

a. Tobum kikenli stirgiinderin 1.0 meld [BA ortammnda kiiklenmesi

b. Stetilize edilmig torf igeren plastik bardaklaras aktarildibtan birhafta sotes bitkieiklern gelisimi

c. Toef ve toprak kargumi igeren saksilara aktanlarak aram kogullanna akbardmaya hazulanmg bitkicikler
d. Alistrilmalan tamamlanmig ve tatlaya aktarlmag bitkiler
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Tablo 25. In vitro elde edilmis karpuz fidelerinin aklimatizasyonuna farkli oksin tiplerinin etkisi

Oksin Tipi Saksiya aktarildiktan Saksidan tarlaya aktarildiktan
(1.0 mgl™) sonra yasayan rejenerant sonra yasayan rejenerant
(%)* (OA))**
IBA &5 70
Beyazkis IAA 85 76
NAA 50 65
P <0.05 P>0.05
IBA &5 79
Karakis IAA 75 70
NAA 45 61
P <0.05 P <0.05
Stirme IBA 95 89
IAA &5 79
NAA 45 72
P <0.05 P <0.05

* Degerler aklimitizasyonun 14. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasini gostermektedir.
** Degerler tarlaya sasirtmanin 14. giiniinde en az 20 eksplantin ortalamasini gostermektedir.

Tablo 25°teki verilerden de anlasilacagi gibi, saksiya aktarildiktan sonra
yasayan rejenerant orani en yliksek (‘Beyazkis’ %85, ‘Karakis’ %85, ‘Stirme’ %95)
IBA ortaminda koklendirilen fidelerde goriilmiistiir. En diislik oran ise (‘Beyazkis’
%50, ‘Karakis’ %45, ‘Siirme’ %45) NAA ortaminda koklendirilmis fidelerde tespit
edilmistir. Bu durum en iyi koklendirme ortami olan IBA’da olusan koklerin daha
sagliklr gelistigini gostermektedir. Yapilan deneylerde her ii¢ karpuz tipinde de NAA
ortaminda kdklenme 6ncesi yogun ve biiyiik bir kallus kitlesi olustugu ve koklerin bu
kallustan gelistigi goriilmistiir. Bu bulgular NAA ortaminda koklendirilen
stirglinlerin sasirtilmasinda, diger BBD’lere gore daha diisiik basar1 oraninin sebebi
olabilecegini akla getirmektedir. Saksidan tarlaya aktarildiktan sonra yasayan
rejenerant oraninin en yiiksek ‘Karakis’ (%79) ve ‘Siirme’de (%89) IBA ortaminda
koklendirilmis, ‘Beyazkis’ta ise (%76) IAA ortaminda koklendirilmis fidelerde
gerceklestigi saptanmustir.

4.5.1. Aklimatizasyon le lgili Genel Degerlendirme

Steril kosullarda, diisiik 151k yogunlugunda, yiiksek nem igeren ve tiim besin
maddelerinin bulundugu bir ortamda gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha
yuksek 1s1k diizeyi ve steril olmayan kosullara sahip dis ortama aktarilmasi ¢ok

dikkat isteyen bir islem olup, bunun asamali olarak yapilmasi1 gerekmektedir
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(Compton ve ark., 2004). Sayilan sebeplerden dolayi, karpuzun mikrogogaltimiyla
ilgili yapilan hicbir calismada %100 aklimatizasyon basarisi rapor edilmemistir.
Suratman ve ark. (2009), karpuzda yaptiklari mikrogogaltim ¢aligmasinda topraga
aktarilacak siirglinlerin en az 16 mm uzunluk ve 1 cm’lik koke sahip olmasi
gerektigini belirtmislerdir. Arastiricilar 0.1 mgl” TAA’da koklendirilmis siirgtinleri
substrat olarak kullandiklar1 1:1 (v/v) oranindaki steril toprak-vermikiilit ile
doldurulmus saksilara aktarmislar ve bir haftalifina in vitro kiiltiirdekiyle aym
ortamda (16 saat fotoperiyot, 25°C) bekletmislerdir. Her giin sulayip asamali olarak
havalandirilan bitkicikleri topraga aktarmislar ve %50 basariyla aklimatize ettiklerini
rapor etmislerdir. Yaptigimiz aklimatizasyon islemleri karpuz iizerine rapor edilen
diger calismalara benzer Ozelliktedir. Kullandigimiz substrat, steril torf olup elde
ettigimiz aklimatizasyon basar1 orani, ‘Karakis’ (%79) ve ‘Stirme’de (%89) IBA
ortaminda koklendirilmis, ‘Beyazkis’ta ise (%76) IAA ortaminda koklendirilmis
siirgiinlerde gerceklesmis ve arastiricilarin rapor ettiginden ¢ok daha yiiksek
olmustur.

Shalaby ve ark. (2008), karpuzda yaptiklar1 mikrogogaltim caligmasinda
NAA ortaminda koklendirilmis bes cm’den biiyilik in vitro kokli stirgiinleri, steril
torf ile doldurulmus kiigiik saksilara aktarip nemli ortam olusturmak i¢in iizerini
temiz plastik torbayla Ortmiislerdir. Arastiricilar kademeli olarak havalandirdiklar
bitkicikleri %80 basariyla topraga aktarmislardir. Yaptigimiz calismada NAA’da
koklendirilen bitkicikleri topraga aktarma basarimiz %61-72 arasinda olup
arastiricilarin sonuglarina yakin degerdedir.

Compton ve arkadaslar1 (1993b) diploit ve tetraploid karpuz ¢esitlerinde in
vitro mikrogogaltimla elde ettikleri siirgiinlerin koklenmesi igin, IBA iceren MS
besiyerini kullanmiglardir. Arastiricilar koklenen siirglin oranmin farkl gesitlerde
%60-100 arasinda, aklimatize edilmis siirgiin oraninin ise %?21-96 arasinda
gergeklestigini rapor etmislerdir. Yaptigimiz koklenme calismalarinda elde ettigimiz
sonuglar,daha oncekilerle yakin miktarda olup in vitro bitkicikleri topraga aktarma
basarimiz daha yiiksek olmustur.

Compton ve Gray (1992) diploid karpuz ¢esitlerinde in vitro rejenere edilen
siirgiinleri 1.0 mgl”" IBA’da %70-90 basariyla koklendirmisler, koklii siirgiinleri %
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60-85 basariyla topraga aktarmislardir. Bulgularimiz arastiricilarin  sonuglariyla

uyum ig¢indedir.

4.6. Mikrocogaltilmis ve Tohumdan Elde Edilmis Bitki ve Karpuzlarin

Karsilastirilmalari

4.6.1. Bitki Boyu ve Bogum Sayis1 Bakimindan Karsilastirma

Bu deneyde mikrogogaltilmig bitkilerden ve tohumdan elde edilmis bitkilerin
boy (cm) ve bogum sayisi (adet) yoniinden karsilastirilmalari incelenmistir. 2007 yili
denemelerinde her ii¢ karpuz tipinde de tohumdan elde edilmis bitkilerin boylar1
aktarilmis fidelerden daha wuzun olmustur. Bitkideki bogum sayis1 sadece
‘Beyazkis’ta tohumlardan direkt elde edilen bitkilerde daha fazla sayida olmus,

‘Karakig’ ve ‘Siirme’de istatistiksel olarak bir farklilik gériilmemistir.

Tablo 26. Mikrogogaltilmis ve tohumdan elde edilmis bitkilerin boy uzunlugu ve bogum sayisi yoniinden

karsilastirilmalari
2007 2008
Ekim metodu Bitki boyu Bitki bogum Bitki boyu Bitki bogum
(cm) sayisi (adet) (cm) sayisli (adet)
Beyazkis  Direkt tohum 317a 65 a 292 a 6la
Aktarilmis fide 285b 53b 283 a 48 b
Karakis Direkt tohum 276 a 68 a 308 a 52a
Aktarilmig fide 243 b 61l a 269 b 45a
Siirme Direkt tohum 324 a 47 a 284 a 56a
Aktarilmig fide 291b 53a 271 a S5la

Tablo 26’daki verilerden de anlagilacagi gibi, 2008 yili denemelerinde
‘Karakig’ta bitki boyu, ‘Beyazkig’ta bogum sayisi direkt tohumdan elde edilmis
bitkilerde, aktarilmig fidelerden istatistiksel olarak daha yiiksek olmus, geri kalan

deney gruplarinin higbirinde farklilik goriilmemistir. Tarlaya aktarilan in vitro



90

fidelerin boylarinda ilk 10-15 giin boyunca boy uzamasi ¢ok yavas ve smirlt olmus

bu siireden sonra normal olarak gelisme gdstermeye baslamiglardir.

4.6.2. Uriin Verimi Yoniinden Karsilastirma

Bu deneyde mikrogogaltilmis bitkilerden ve tohumdan elde edilmis
karpuzlarin, bitki basina alinan meyve sayisi, iirlin verimi (kg/m?) ve ortalama meyve
agirhigt (kg) yoniinden karsilastirilmalart incelenmistir. 2007 yili denemelerinde her
tic karpuz ¢esidinde de tohumdan elde edilmis fidelerden meydana gelen meyve
sayis1 ve iiriin miktari ile in vitro elde edilmis fidelerden meydana gelen meyve sayisi
iirlin miktar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik bulunmamistir. Meyve
agirligt bakimindan her iki ekim metodundan gelisen karpuzlarda ‘Beyazkis’ ve
‘Karakis’ta herhangi bir farklilik gézlenmezken ‘Siirme’de direkt tohumdan gelisen

karpuzlarin meyve agirligi in vitro gelisenlerden daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 27. Mikrogogaltilmis ve tohumdan elde edilmis karpuzlarin {iriin verimi yoniinden karsilastirilmalar

2007 2008

Ekim metodu Bitki bagina Uriin ~ Meyve agirhgn  Bitki bagina Uriin ~ Meyve agirhg
Meyve verimi Meyve verimi

2 2
(adef) (kg/m?) (kg) (adot) (kg/m?) (kg)
Beyazkis  Direkt tohum 583 a 4.50a 6.44 a 4.69 a 4.11a 734 a
Aktartlmis fide 54la 425a 6.55a 483 a 448 a 6.80 a
Karakis Direkt tohum 6.08 a 485a 6.65a 6.34a 442 a 6.43 a
Aktarilmis fide 5.66 a 440a 6.48 a 5.29b 417 a 5.74 a
Siirme Direkt tohum 470 a 6.02a 12.81a 4.16 a 5.69 a 1330 a
Aktartlmig fide 4.54 a 591a 11.85b 433 a 5.65a 11.51b

Tablo 27°de goriildigii gibi 2008 yili denemelerinde bitki basina meyve
verimi bakimindan ‘Karakis’ta, meyve agirligi bakimindan da ‘Siirme’de direkt
tohumdan meydana gelen karpuzlarin, aktarilmis fidelerden meydana gelenlerden
istatistiksel olarak O6nemli oranda yiiksek oldugu go6zlenmis, diger gruplarin

hicbirinde istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmamustir.
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4.6.3. Seker Icerigi Yoniinden Karsilastirma

Bu deneyde mikrocogaltilmis bitkilerden ve tohumdan elde edilmis
karpuzlarin seker igerigi yoniinden karsilastirilmalart incelenmistir. Fruktoz karpuz
tiplerinin tamaminda en yliksek konsantrasyona sahip seker olmustur. Fruktozdan
sonra konsantrasyonu yiiksek olan sekerin glikoz oldugu goriilmiis ve en diisiik
orandaki sekerin sakkaroz oldugu tespit edilmistir. 2007 yili1 denemelerinde sadece
‘Beyazkis’ta tohumdan olusmus meyvelerdeki sakkaroz miktar, aktarilmis
fidelerden elde edilenden daha yiiksek bulunmus, geri kalan biitiin deney gruplarinda

istatistiksel yonden dnemli bir farklilik gézlenmemistir.

Tablo 28. Mikrogogaltilmis ve tohumdan elde edilmis karpuzlarin seker igerigi yoniinden karsilagtirtlmalari

2007 2008

Ekim metodu Sakkaroz  Glikoz Fruktoz Top.seker Sakkaroz Glikoz Fruktoz Top.seker

Beyazkis Direkt tohum 0.76 a 240 a 579 a 895a 0.95a 2.26b 534 a 855a
Aktarilmis fide 0.62b 244 a 545a 8.51a 0.63b 297 a 523a 8.83a
Karakis  Direkt tohum 0.57 a 2.55a 532a 8.44 a 0.86 a 2.85a 493b 8.64 a
Aktarilmis fide 0.55a 271 a 5.56a 8.82a 0.64b 2.59a 544 a 8.67a
Siirme Direkt tohum 0.49 a 2.15a 5.15a 7.79 a 0.54 a 1.93 a 537 a 7.84 a
Aktarilmis fide 0.51a 232a 497 a 7.90 a 0.42b 1.72 a 483 a 6.97b

Degerler g/100 ml meyve suyundan elde edilmistir.

Tablo 28’deki verilerden de anlagilacag: gibi, 2008 yili denemelerinde her {i¢
karpuz tipinde de direkt tohumdan olusmus meyvelerdeki sakkaroz miktari,
aktarilmis fidelerden elde edilenden daha yiiksek bulunmustur. Aktarilmis fidelerden
olusan karpuzlarda ‘Beyazkig’ta glikoz, ‘Karakis’ta ise fruktoz sekeri tohumdan elde
edilenlere gore daha yiliksek bulunmustur. Sonugta toplam seker miktarlari
‘Stirme’de 2008 yili digsinda diger biitiin deney gruplarinda istatistiksel olarak
farklilik gostermemistir. Bu bulgular diploid Diyarbakir karpuz genotiplerinin
mikrocogaltilmast sonucunda herhangi bir kalite kaybinin olmadigini gdstermesi

bakimindan 6nemlidir.
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4.6.4. Mikrocogaltilmis ve Tohumdan Elde Edilmis Bitki ve Karpuzlarin
Karsilastirilmalan Tle Tigili Genel Degerlendirme

Yaptigimiz ¢alismalarda mikrogogaltilmis bitkilerden ve tohumdan elde
edilmis bitkilerin boy uzunlugu yoniinden karsilastirilmalari incelenmis, bitkilerde
goriilen boy uzunlugu ve bogum sayisi farkina ragmen, direkt tohumdan ve
aktarilmis bitkilerden elde edilen karpuzlardaki, bitki basina meyve verimi, {lriin
miktari, ortalama meyve agirlig1 ve seker miktarlarinda 6nemli farkliliklar olmadigi
gozlenmistir. Bu sonuglar kaliteli diploid Diyarbakir karpuz hatlarinin mikrogogaltim
yoluyla ftiretilmesi durumunda herhangi bir kalite eksikligine neden olmayacagini
gostermektedir.

NeSmith (1999), diploid Royal Sweet karpuz cesidinde direkt tohum ve
aktarilmis rejenerantlarin, iki yil iist iiste toplam iiriin verimlerini ve ortalama meyve
agirliklarini tespit ettigi calismada, ilk yil sirasiyla direkt tohumdan ve aktarilmig
bitkiden meyve agirligim 8.0 kg, liriin verimini 6.0 kg /m? ile 8.6 kg ve 6.7 kg /m?
olarak elde etmis, calismanin ikinci yilinda ise sirasiyla direkt tohumdan ve
aktarilmis bitkiden meyve agirligini 10.4 kg, {irin verimini 4.3 kg /m? ile 9.9 kg ve
7.5 kg /m? olarak elde etmistir. Yaptigimiz ¢calismada direkt tohumdan ve aktarilmig
fidelerden elde edilen iirlin verimi ile meyve agirliklarinin farkli olmadigi gézlenmis,
bu nedenle bulgularimiz arastiricinin sonuglariyla uyum gdéstermemistir.

Quek ve ark. (2007), karpuzun fizikokimyasal 6zelliklerini arastirdirdiklar
calismalarinda, karpuzda en fazla bulunan sekerin fruktoz ardindan glikoz ve
sakkaroz oldugunu rapor etmislerdir. Elmstrom ve Davis’de (1981), arastiricilarin
sonuclarina benzer bulgular elde etmislerdir. Yaptigimiz calismada elde ettigimiz

sonugclar arastiricilarin bulgularini destekler niteliktedir.

4.7. Tetraploid Bitki Elde Edilmesi ve Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Poliploid karpuz bitkisi elde etmek icin hem in vivo hem de in vitro
yontemler denenmistir. In vivo yontemde tohumlar ve tohumlardan gelisen
kotiledonlu fideler kullanilmis, in vitro yontemde ise tohumlar ve in vitro rejenere

edilmis siirgiinler kullanilmistir.
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4.7.1. In vivo Kosullarda Tetraploid Bitkiler Elde Edilmesi Arastirmalar

Bu deneyde diploid oldugu bilinen tohumlardan in vivo kosullarda tetraploid
bitkiler elde etmek icin iki yontem denenmistir. Her iki yontemde de kullanilmak
lizere ii¢ farkl1 dozda (%0.1, 0.2, 0.4) kolsisin ¢dzeltisi hazirlannustir. Ik yontemde,
hazirlanan kolsisin ¢ozeltileri iginde 12 ve 24 saat bekletilen tohumlar daha sonra
saksilara aktarilmustir. Tkinci in vivo ydntemde saksilara ekilen tohumlardan gelisen
kotiledonlu fidelerin ilk gercek yaprak olusumu asamasinda biiylime ucuna, 24 saat
icinde 8 saat arayla giinde 3 kez bir damla ve 48 saat icinde 6 damla kolsisin

cozeltileri damlatilmig ve katlama gerceklesmesi saglanmugtir.

Tablo 29. In vitro kosullarda farkl siire ve kolsisin dozlarinin tetraploid olusumuna etkisi

Tohumdan tetraploid Fideden tetraploid
olusumu (%) olusumu (%)
Kolsisin 12 saat 24 saat 24 saat 48 saat
dozu (%)  (daldirma) (daldirma) (3 damla) (6 damla)
Beyazkis 0.0 - - - -
0.1 - 6.2 - -
0.2 32 7.4 - 52
0.4 4.3 10.7 - 5.8
P>0.05 P <0.05 P<0.05
Karakis 0.0 - - - -
0.1 - 4.1 - 3.8
0.2 - 8.6 32 52
0.4 9.1 153 4.0 7.6
P<0.05 P<0.05 P>0.05 P <0.05
Siirme 0.0 - - - -
0.1 6.9 7.1 - -
0.2 8.7 11.5 - 6.8
0.4 9.5 13.0 4.0 8.8
P <0.05 P<0.05 P <0.05 P <0.05

Tablo 29°da goriildiigl gibi in vivo kosullarda en fazla tetraploid olusumu her
ic karpuz tipinde de tohumlarin kolsisin ¢ozeltisine daldirilmasi ile elde edilmistir.

Genel olarak daldirma siiresi ve ¢ozelti konsantrasyonu arttik¢a tetraploidi olusma
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orani da artmustir. Tetraploid uyartiminda en yiiksek sonu¢ (Beyazkis %10.7, Karakis
%15.3, Stirme %13.0) tohumlarin, %0.4’liikk kolsisin ¢dzeltisinde 24 saat siireyle
daldirilmasiyla elde edilmistir. Fideden tetraploid uyartilmasi, tohuma gore oldukca

diisiik diizeyde kalmustir.

4.7.2. In vitro Kosullarda Tetraploid Bitkiler Elde Edilmesi Arastirmalari

In vitro yéntemde ii¢ farkli dozda (%0.01, 0.02, 0.03) kolsisin igeren
hormonsuz MS besi ortami hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerine ylizey
sterilizasyonu yapilmig tohumlar ve in vitro rejenere edilmis siirglinler li¢ ve bes
giinliigiine aktarilmis ve bu siire sonunda 0.5 mgl’ BA iceren ortamda kiiltiire

alinmustir.

Tablo 30. In vitro kosullarda farkl siire ve kolsisin dozlarmin tetraploid olusumuna etkisi

Tohumdan tetraploid Siirgiinden tetraploid
olusumu (%) olusumu (%)
Kolsisin 3 giin 5 giin 3 giin 5 giin
dozu (%)
Beyazkis 0.00 - - - -
0.01 32 4.3 - -
0.02 32 9.7 - -
0.03 7.6 16.2 - 4.3
P<0.05 P <0.05 P<0.05
Karakis 0.00 - - - -
0.01 4.3 7.6 - 3.4
0.02 7.6 17.6 - 5.5
0.03 8.1 23.5 3.1 5.5
P <0.05 P<0.05 P<0.05 P>0.05
Stirme 0.00 - - - -
0.01 7.6 12.1 - -
0.02 10.3 14.7 - 6.4
0.03 10.3 27.0 3.4 8.1

P<0.05 P <0.05 P <0.05 P<0.05
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Tablo 30°’da goriildiigii gibi, in vitro kosullarda en fazla tetraploid olusumu
her li¢ karpuz tipinde de tohumlarin, kolsisin iceren MS besiyerinde kiiltiire
alimmasiyla elde edilmistir. Kiiltiir siiresi ve kolsisin konsantrasyonu arttikca
tetraploidi olusma oraninin da arttig1 goriilmiistiir. Tetraploid uyartiminda en yiiksek
sonu¢ (Beyazkis %16.2, Karakis %?23.5, Siirme %27.0) tohumlarm, %0.03’lik
kolsisin igeren MS besiyerinde Kkiiltiire alinmasiyla elde edilmistir. In vitro
stirgiinlerin ayn1 ortamlarda kiiltiire alinmasiyla elde edilen tetraploid uyartimi
oldukca diisiik seviyede kalmistir. Bu nedenle karpuz Diyarbakir karpuz tiplerinde
tetraploid hatlar elde etmek icin in vitro yontemlerin, in vivo yontemlere gore daha
etkili oldugu ve eksplant kaynagi olarak tohumlarin kullanilmasinin uygun oldugu

sonucuna varilmistir.

4.7.3. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Ploidi seviyesi yapraklarin alt epidermisinde, stoma bekgi hiicrelerindeki
kloroplastlarin sayilmasi ve yaprakta toplam DNA miktarinin spektrofotometrik
olarak tespit edilmesiyle belirlenmistir. DNA miktar1 1 gram taze yaprakta pg/ml
cinsinden hesaplanmistir. Ayrica bulgular1 morfolojik olarak desteklemek icin yaprak

genisligi ve erkek cicek capi gibi dlglimler yapilmustir.

Resim 16. Siirme’de tetraploid bitki yapraklarinda stomalarin genel goriiniimii



Resim 17. Siirme’de diploid bitki yapraklarinda stomalarin genel goriiniimi

Resim 18. Siirme’de tetraploid bitki yapraklarinda kloroplastlarin stomadaki goriiniimii

Resim 19. Siirme’de diploid bitki yapraklarinda kloroplastlarin stomadaki goriiniimii
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Tablo 31. in vivo ve in vitro kosullarda olusturulmus diploid ve tetraploid bitkilerin ploidi seviyesinin
belirlenmesi

Ploidi Yaprak Erkek cicek Kloroplast DNA miktari
seviyesi genisligi (cm) c¢api (mm) sayisl (ng/ml)
Beyazkis 2n 13.3+1.3 25.8+1.2 10.3+0.5 1.96+0.28
4n 15.7+1.2 30.4+1.8 19.5+£0.9 3.87+0.37
Karakis 2n 13.9+1.4 26.3+£2.6 11.6+0.8 2.16x0.17
4n 16.6+£1.3 31.6+1.5 20.9+0.8 4.03+0.35
Siirme 2n 14.8+1.7 26.242.1 10.7+0.6 2.41+0.24
4n 17.3£2.3 32.1+£2.8 18.7+1.3 4.66+0.27

Tablo 31°de goriildiigii gibi tetraploid bitkilerin stomalarindaki kloroplast
sayisinin ve yas yapraklardaki DNA miktarinin, diploid bitkilerin yaklagik 1.8-2 kat1
oldugu saptanmistir. ‘Beyazkis’, ‘Karakis’ ve ‘Stirme’ tetraploid hatlarinin kloroplast
sayis1 sirasiyla 19.5+£0.9, 20.9+0.8 ve 18.7£1.3 adet olarak tespit edilirken, diploid
hatlarin kloroplast sayis1 sirastyla 10.3+0.5, 11.6+0.8 ve 10.7+£0.6 adet olarak
gozlenmistir (Resim 16-19). Her {i¢ karpuz tipinde de tetraploid bitkilerin yaprak
genigligi ve erkek ¢igek capinin, diploitlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmigtir
(Resim 20).

Resim 20. Siirme’de a. Tetraploid; b. Diploid yaprak ve ¢igekleri
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4.7.4. Tetraploid Bitki Elde Edilmesi ve Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi ile Tlgili
Genel Degerlendirme

Cekirdeksiz karpuz liretiminde ebeveyn olarak kullanilan tetraploid hatlarin
tiretilmesinde en fazla kullanilan antimitotik ajan kolsisindir (Ying ve ark., 2009;
Dao ve ark., 2007; Jaskani ve ark., 2004; Raza ve ark., 2003; Lizhi ve ark., 2002;
Lower ve Johnson, 1969). Ancak dinitroanilin (Omran ve ark., 2008) ve oryzalin
(Koh, 2002) kullanarak tetraploidi uyartimi gergeklestirilen bazi ¢aligmalar da rapor
edilmistir. Bu arastirmalarda karpuz ¢esidine bagli olarak farkli uygulama siiresi ve
dozlar kullanilmistir. Yaptigimiz ¢aligma sonuglarina gore tetraploid bitki elde etmek
icin her ili¢ Diyarbakir karpuz tipinde de in vitro yontemlerin daha i1yi sonug verdigi
goriilmiistiir. Tohumun %0.03 kolsisinli MS ortaminda ¢imlenmesiyle tetraploidi
olugsma orami ‘Stirme’de %27, ‘Karakis’ta %23.5, ‘Beyazkis’ta ise %16.2 olarak
gergeklesmistir (Tablo 30).

Omran ve ark. (2008), bes diploid karpuz ¢esidinde (‘Gizal’, ‘Sugar Baby’,
‘Crimson Sweet’, ‘Tirg’, ‘Luo’) tetraploidi elde etmek i¢in kolsisin (300-500 mgl™)
ve dinitroanilin (12-15 mgl™) kullanarak bu ¢ézeltileri mukayese etmislerdir. Biitiin
karpuz cesitlerinde en yiiksek tetraploidi eldesi tohumlarn 12 mgl” dinitroanilin
cOzeltisine 12 saat daldirilmasiyla elde edildigini rapor etmislerdir. Karpuzlarin
ploidi seviyesini tespit etmek i¢in bek¢i hiicrelerdeki kloroplastlart saymislar ve
diploidlerde 9.3 ile 13 adet arasinda, tetraploidlerde 22.6 ile 26.4 adet arasinda
kloroplast saydiklarini belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada tetraploidi uyartimi igin
yalnizca kolsisin kullanilmigstir ancak bekgi hiicrelerdeki kloroplast sayisi
bakimindan sonuglarimiz arastiricilarin bulgulariyla tam bir uyum i¢indedir.

Babaoglu ve ark. (2002), stomalar icerisinde bulunan kloroplast sayisinin
baz1 bitki tiirlerinde (karpuz, kavun, seker pancari, hiyar, biber, kabak) ploidi
ayirmada, glivenilir bir yontem olarak diinya literatiiriinde yer aldigini belirtmistir.
Karpuzda ploidi seviyesini belirlemek i¢in kloroplast sayimi kullanildigini rapor
eden ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur (Omran ve ark., 2008; Jaskani ve ark., 2005a;
Jaskani ve ark., 2004a; Koh, 2002; Compton ve ark., 1999; Compton ve ark.,
1996; Sar ve ark., 1996; Compton ve ark., 1994).

Dao ve ark. (2007), ¢ diploid karpuz cesidinde fidelerin biiyiime uclarina

farkli konsantrasyonlarda kolsisin uygulayarak tetraploid hatlar elde etmeye
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calismiglardir. Arastiricilar bu amacgla bir ve iki ger¢ek yaprakli asamadayken
fidelerin biiylime uclarina %0.2 ve %0.4’liik kolsisin ¢dzeltisi uygulamasiyla en iyi
tetraploid uyartiminin oldugunu rapor etmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonuglarina gore
in vivo kosullarda fidelerin biliylime uclarina 48 saatte toplam 6 damla %0.2 ve
%0.4’lik kolsisin ¢ozeltisi uyguladigimizda tiim karpuz tiplerinde katlamanin
gerceklestigi gozlenmistir. Bu nedenle bulgularimiz arastiricilart kismen destekleyici
niteliktedir.

Jaskani ve ark. (2005), yedi diploid karpuz ¢esidi ve bunlardan olusturulmus
tetraploid hatlarin bazi 0Ozellikleri yoniinden karsilagtirilmasint  yapmuslardir.
Aragtiricilar DNA indeksi ile kloroplast sayisi arasinda giiclii bir korelasyon
oldugunu belirtmisler ayrica tetraploid genotiplerde yaprak alani, klorofil igerigi,
cicek ve cicek organlarinin bilyiikliigiiniin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
Yaptigimiz tetraploid hatlardaki DNA miktar1, yaprak genisligi ve erkek cicek capi
degerlerinin daha yiiksek olmasi, arastiricilarin sonuglarini desteklemektedir.

Jaskani ve ark. (2004), karpuzun in vitro rejenerasyonuna kolsisinin etkisini
arastirmislardir. Bu amagla 0.2 mgl™ BA igeren ve kolsisinin farkli konstrasyonlarin
(%0.01, 0.05 ve 0.1) iceren MS besi yerine eksplant olarak tohum ve kotiledon
inkiibe etmislerdir.Arastiricilar en yiiksek siirgiin proliferasyonu ve kok eldesini
%0.01 kolsisin iceren MS besi yerinde tespit etmisler ve in vitro tetraploid olusumu
icin diisiik dozlarda kolsisin kullaniminin daha uygun oldugunu belirtmislerdir.
Yaptigimiz hazirlik deneylerinde kolsisinin yiiksek konsantrasyonlarinin 6zellikle in
vitro ortamda eksplantlar icin oOldiiriicii oldugunu gozlemledigimizden deneysel
asamada in vitro ortamda diisiik konsantrasyonlarda kolsisin kullanilmasina karar
verilmigtir. Kullandigimiz dozlar arastiricilarin kullandig1 dozlara yakin diizeydedir.

Koh (2002) ‘Moodeungsan’ karpuz ¢esidinin diploid, triploid ve tetraploid
hatlarinin bazi karakteristik 6zelliklerini karsilagtirmasini yapmistir. Arastirict her ii¢
ploidi seviyesinde yaprak genisligi, uzunlugu, alani ile klorofil miktarinin farklilik
gosterdigini belirtmistir. Calismada tetraploid hattaki DNA miktarinin diplodin
yaklagik 2 kat1 kadar oldugunu rapor etmistir. Raza ve ark. (2003) karpuz da farkl
eksplant kaynaklarindan in vitro ortamda tetraploid elde etmisler, elde ettikleri
tetraploid hatlarin DNA miktarinin, diploidlere gore yaklasik iki kat oldugunu rapor

etmislerdir. Yaptigimiz ¢calisma sonuglarina gore tetraploid bitkilerin yapraklarindaki
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DNA miktarinin, diploid bitkilerin yaklasik 1.8-2 kati oldugu  goézlenmistir.
Bulgularimiz arastiricilarin sonuglariyla uyum ig¢indedir.

Compton ve ark. (1999), in vitro karpuz rejenerantlarinin ploidi seviyesini
belirlemek i¢in yapraklarda beke¢i hiicrelerde kloroplast saymmi yapmuislardir.
Kloroplast sayisi diploidlerde ortalama 9.7 adet ve tetraploidlerde 17.8 adet olarak
rapor edilmistir. Compton ve ark. (1996), bes diploid karpuz cesidinden in vitro
ortamda tetraploid hatlar elde etmisler ve elde ettikleri rejenerantlarin ploidi
seviyesini belirlemek i¢in bekgi hiicrelerdeki kloroplastlari saymislar ve diploidlerde
ortalama 11.2, tetraploidlerde 19.1 adet kloroplast oldugunu belirtmislerdir.
Aragtiricilar tetraploidlerde erkek ¢icek c¢apir ve yaprak genisliginin daha biiyiik
oldugunu rapor etmistir. Compton ve ark. (1994), diploid karpuz kotiledonlar1
kullanarak in vitro ortamda tetraploid karpuz rejenere etmek i¢in bir ¢aligma
yapmuslardir. Arastiricilar bitkilerin ploidi seviyesini tespit etmek icin stomalarda
kloroplast sayimmi yapmislardir. Arastirma sonucunda tetraploid rejenerantlardaki
ortalama kloroplast sayis1 18.6 adet iken diploid rejenerantlarda ortalama 11.2 adet
olarak tespit edilmistir. McCuistion ve Elmstrom (1993) karpuz ve kavunda ploidi
seviyesini belirlemek icin stoma bekgi hiicrelerinde kloroplast sayimi yapmuistir.
Aragtiricilar bu yontemin kullanilmasinin ploidi tespitinde 6nemli kolayliklar
sagladigin1 ve kisa zamanda sonug alinabildigini belirtmistir. Arastirma sonucunda
diploid karpuzda ortalama kloroplast sayis1 11.4 adet, tetraploid karpuzda ise 19.7
adet olarak sayilmistir. Diploid kavunda ortalama kloroplast sayis1 8.5 adet iken
tetraploid kavunda 18.6 adet olarak rapor edilmistir. Bulgularimiz yapilan ¢aligsmalari

desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada giiniimiizde yeteri kadar onem verilmedigi i¢in yabanci
cesitlerle rekabet giiciinii yitirmekte olan Diyarbakir karpuzunun ‘Siirme’, ‘Beyazkis’
ve ‘Karakis’ genotipleri lizerine doku kiiltiirii yontemi kullanilarak, siirgiin ucu
mikrogogaltim olanaklar1 arastirilmistir. Tarladan alinmis eksplantlarin apikal ug ve
tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in materyaller %70’lik etil alkolde 40 saniye 6n
sterilizasyona tabi tutulmus ardindan apikal uglar %2 ve tohumlar %4’ liikk NaOCI
¢ozeltisinde karpuz tipine gore 10-15 dakika ¢alkalanmistir. Yapilan sterilizasyon
deneyleri sonucunda mikrogogaltim icin yeterli sayida aksenik ve saglikli materyal
elde edilmistir. Yapilan sterilizasyon deneylerinin 6nemli 6l¢iide basarili olmasi, elde
edilen sonuglarin bundan sonraki karpuz ve diger kabakgil ¢aligmalarinda referans
olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Stirglin ucu kiiltiirlerinin baglatilmasi i¢in yapilan deneyler sonucunda, bes
giinliik in vitro fidelerin, 2-3 cm uzunlugundaki tarladaki bitkilerin apikal uglar1 ve
bes giinlik in vitro kotiledonlardan, karpuz tipine bagli olarak yaklagik 2-3 kat
verimli olduklari goriilmiis ve mikrogogaltim i¢in en uygun eksplant tipi oldugu
tespit edilmistir.

Diyarbakir karpuz tiplerinin bes gilinliikk in vitro fidelerinden, ii¢ haftalik
kiiltiir sonucu siirglin uglar1 elde edilmistir. Siirglin proliferasyonu igin test edilen
sitokininler (BA, Kin) icerisinde ‘Siirme” i¢in 0.5 mgl”, ‘Karakis’ ve ‘Beyazkis’ i¢in
1.0 mgl™ BA destekli, 7 gl agar ve 30 gl sakkaroz iceren, 1:1 konsantrasyonunda
MS besi ortamimin en iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Eksplant basma elde
ettigimiz slirgiin sayisinin, diinyanin birgok yerinde yapilmis karpuzdaki
mikrogogaltim c¢alismalarina gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Sirgiin
proliferasyonunu iyilestirme c¢alismalarinda, tespit edilen en 1iyi sitokinin
konsantrasyonuna her ii¢ karpuz tipi icin oksinlerin (IBA, IAA, NAA) etkisi test
edilmis ancak siirgiin sayisinda Onemli bir artis gozlenmemistir. Proliferasyon
ortamima IBA eklendiginde siirglin sayisinda bir artis gozlenmemekle beraber,
siirgiin uzunluklarinda ¢ok Onemli artiglar kaydedilmistir.Bu sonuglardan yola
cikarak mikrogogaltim c¢aligmalarinda 6nemli bir sorun olarak goriilen rozet bitki

olusumunu engellemek i¢in BA+IBA iceren besiyeri kullanilmistir. Rozet bitki
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olusumunun hem siirgiin rejenerasyonu asamasinda, hem de rozet olustuktan sonra,
IBA ile koklenme asamasinda siirgiin uzamasi saglanarak biiylik 6lgiide Oniine
gecilmistir.

Ekonomik olarak en fazla éneme sahip olan ‘Siirme’ tipinde ayrica bes farklh
aminoasit (16sin, metiyonin, triptofan, valin, alanin) ve {i¢ farkli poliaminin (spermin,
spermidin, putresin) siirgiin proliferasyonuna etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda
‘Stirme’de 100 pM metiyonin ve 50 pM spermini birlikte iceren besi ortaminin
stirgiin veriminde yaklagik % 100 oraninda bir artis meydana getirdigi gorilmustiir.
Yapilan literatiir calismalarinda karpuz ile ilgili buna benzer bir sonucun
goriilmemesi deney sonuglarinin ileride yapilacak benzer calismalara kaynak
olabilecegini gostermektedir.

In vitro elde edilen tohum kokenli siirgiinlerin koklendirilme ¢aligmalarinda
test edilen oksinler (IBA, IAA ve NAA) icerisinde en iyi koklenme her ii¢ karpuz
tipinde de 1.0 mgl™ IBA iceren MS besiyeri oldugu tespit edilmistir. 1.0 mgl” IBA
iceren ortamdaki siirglinlerden, ‘Beyazkis’ta % 76, ‘Karakis’ta % 91 ve ‘Siirme’de %
95 oraninda kdklenme elde edilmistir. Elde edilen kdklenme oranlart ‘Karakis’ ve
‘Siirme’de onemli bir basar1 yakalandigini gostermektedir. In vitro koklendirilen
stirgiinler tarlaya basarili bir sekilde aktarilmistir (‘Beyazkis® %76, ‘Karakis’ %79 ve
‘Stirme’ %89). Her li¢ karpuz tipinin bitki bliylime diizenleyicilerine verdigi cevabin,
birbirine yakin olmasi, uzun yillardir lokal bir bélgede iiretimi yapilan karpuzlarin
genotipik yakinliklarindan kaynaklanabilir. Mikrogogaltilmis bitkilerden ve direkt
tohumdan elde edilmis karpuzlar {iriin verimi ve seker icerigi yoniinden mukayese
edilmis ancak 6nemli bir farklilik tespit edilmemistir. Bu sonug¢ bize Diyarbakir
karpuz tiplerinin ticari olarak mikrogogaltilmasinda herhangi bir sakincanin
olmayacagini gostermektedir.

Diinya karpuz iiretiminde Cin’den sonra ikinci sirada bulunan Tiirkiye’de ne
yazik ki ¢ekirdeksiz karpuz tiretimi ile ilgili herhangi bir ¢alisma rapor edilmemistir.
Yaptigimiz calismada ¢ekirdeksiz karpuz iiretimi i¢in ebeveyn olarak kullanilan
tetraploid hatlarin gelistirilmesi i¢in hem in vivo hem de in vitro ydntemler
denenmistir. Karpuz bitkilerindeki ploidi seviyesini belirlemek i¢in, diinyada kabul
gérmiis ve bircok calismada ana yontem olarak kullanilan, stoma bekgi

hiicrelerindeki kloroplastlarin sayilmas: ve taze yaprakta toplam DNA miktarinin
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spektrofotometrik olarak tespit edilmesi ¢alismalar1 yapilmistir. Calisma sonuglarina
gore tetraploid bitki elde etmek icin her {li¢ karpuz tipinde de in vitro yontemlerin
daha iyi sonu¢ verdigi gorilmiistiir. Tohumun %0.03 kolsisinli MS ortaminda
cimlenmesiyle tetraploid olugsma oram1 Siirme’de %27, Karakis’ta %?23.5,
Beyazkis’ta ise %16.2 olarak gerceklesmistir.

Bu sonuglar hem bdélge hem de iilkemiz i¢in 6nemli bir gelir kaynagi olan
Diyarbakir karpuz tipleri i¢in, in vitro ¢ogaltim protokoliiniin gelistirilmesiyle
tiretilen karpuzlarda herhangi bir kalite kaybinin olmadigini gostermistir. Ayrica
calisma, iilkemizde eksikligi hissedilen triploid karpuz iiretimi i¢in, ebeveyn olarak
kullanilan tetraploid karpuz bitkilerinin elde edilmesinin basit yontemlerle miimkiin
oldugunu gostermesi bakimindan da énemlidir. Elde ettigimiz sonuglar yerel karpuz
cesitlerinin 1slahinda kullanilabilecegi gibi ileride yapilacak benzer in vitro

caligsmalara 151k tutacak ve yol gosterici olacaktir.
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Tablo 19. BA ve BA+IBA ortamlarinda, alt kiiltiir sayisinin, siirgiin proliferasyonuna ve

rozet siirgiin olugumuna etkisi

Tablo 20. Siirme’de tohum kékenli siirgiinlerin proliferasyonuna 0.5 mgl”" BA+farkli
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Tablo 21 Siirme’de tohum kokenli siirgiinlerin proliferasyonuna 0.5 mgl” BA +100 uM
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Tablo 22. Tohum kokenli siirgiinlerin koklenmesine IBA nin farkli konsantrasyonlarinin
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Tablo. 23. Tohum kdkenli siirgiinlerin koklenmesine IAA’nin farkli konsantrasyonl. etkisi
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