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AMAC

Bolgemizde ve ilkemizde yogun olarak tiiketilen karpuz biiyik bir dretim
potansiyeline sahiptir. Bu iiretimde kimi zaman yerel gesitler, vazgegilmez bir tarimsal iiriin
olarak ¢nemli bir konuma sahip olabilmektedir. Diyarbakir ilinde yillardan beri yetistirilen,
yoreyle 6zdeslesmis, tad ve lezzet agisindan yore insaninin titketim aligkanligina uygun olan
yerel Diyarbakir karpuz cesitleri olduk¢a Onemli tarimsal {irinler arasindadir. Kalite
Ozelliklerinin yam sira, 1slah agisindan da 6nemli bir gen kaynag sayilabilecek konumdadir.
Bu giine kadar 1slahina yonelik bir ¢alismanin yapilmamig olmas: ve yoreye farkli hibrit
karpuz cesitlerinin hizla girmesiyle; bu degerli bitkisel 1slah materyali kaybolma tehlikesiyle
karsi karsiya birakilmigtir. Bes gesit (Stirme, Pembe, Kara Kis, Beyaz Kis ve Ferik Pasa)
olarak bilinen Diyarbakir karpuzunun sadece *’Siirme”’¢esidinin giiniimiize kadar gelebilmesi
bunun kaniti olarak gésterilebilir.

Bu ¢aligmada, mevcut Diyarbakir karpuz cesitlerinden yetistiriciligi en yaygm ve
yogun olarak yapilan diploid *’Stirme”’ ¢esidinin 1slahina ve gogaltimina yénelik olarak in
vitro ticari bir mikrogogaltim sisteminin gelistirilmesi amaglanmugtir. Béylece yogun iiretimi
yapilan ‘Siirme’’ gesidinin tiretim maliyeti azaltilarak, uniform, homojen, yiiksek kalite ve
verim degerine sahip Uriin elde edilerek yore ¢iftgisine ve ekonomiye katki saglanacaktir.
Boylece, gelecekte Diyarbakir karpuzu lizerine yapilacak diger doku kiiltiirii galigmalan igin
optimize edilmis bir rejenerasyon sistemi ve 1slah edilmis Diyarbakir karpuz gesitlerinin hizh
gogaltiminda kullanilacak bir yontem tanimlanmig olacaktir.

Yukaridaki amaglara ulasmak igin bu caligmanin objektiflerini asagidaki gibi
siralayabiliriz;

1. Bagka karpuz ¢esitleri {izerine tammlanmis meveut mikrogogaltim ydntemleri goz
Onlinde bulundurularak “’Stirme’* ¢esidi igin in vitro entegre bir g¢ogaltim
yOnteminin tanimlanmasi. .

2. Diploid karpuz kotiledonlarindari adventif siirgiin organojenezisi ile triploid
hibritlerin 1slahinda kullanmak ig¢in verimli tetraploidlerin olusturulmast ve
¢ogaltilmasi i¢in gogaltim ydnteminin tamimlanmas:.

3. Elde edilen bitkilerin, ploidi diizeylerinin kloroplastlardaki bekgi hiicre sayimiyla

dogrulanmast ile diploid ve tetraploidlerin belirlenmesidir.



OZET
Doktora Tezi
Diyarbakir Karpuzunun (Citrullus lanatuscv. Siirme) Mikrogogaltilmasi

Vedat PIRINC

Dicle Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisti Biyoloji Anabilim Dali
2004, Sayfa: 141

Bu c¢aligmada, Diyarbakir karpuz g¢esitlerinden yetistiriciligi en yaygin olan ¢’Siirme”’
cesidinin 1slahma ve goBaltimma yonelik olarak in vitro mikrogogaltim metodunun ve
¢ekirdeksiz karpuz iiretiminde kullanmak igin tetraploid olusum yonteminin gelistirilmesi
amagclanmaigtir.

(Galigmada tohumlarin yiizey sterilizasyonunda, %3 NaOCI’te 5 dakika uygulamasinin
etkili oldugu ve 5 giinliik kotiledonlarin, en iyi eksplant oldugu bulunmustur. In vitro
caligmalarda, 1/1 yogunluktaki modifiye edilmis Murashige ve Skoog (MS) besi ortami
kullamlmus, 30 g 1" sakkaroz en uygun seker tipi ve konsantrasyonu, 7 g I"' agarin optimum
agar konsantrasyonu ve 5.8’in de en uygun pH degeri oldugu bulunmustur.

Siirgiin veriminin arttinlmasinda 0.5 mg 1" BA’min etkin oldugu ve bu ortamda
eksplant basina ortalama 8.46 adet siirgiin ve 2.21 cm siirgiin uzunlugu elde edilmistir. 100
eksplantla kiiltiire baglanilmasi halinde 6 ayda; 1 382 400 adet bitki tiretilmesi miimkiindiir.

Rejenerantlarin  koklenmesinde, 1 mg 1" NAA’min en uygun oksin tipi ve
konsantrasyonu olurken maksimum koklenme orani, 7 giin karanlikta birakilan kiiltiirlerde
%87 olarak bulunmustur. Tim altkiiltiirlerde, siirgiin verimi ve koklenme oranlarn
beklenenden iyi ¢ikmugtir.

Tohumlarin %0.02 ve bitki biiyltime uglarinin %0.2°1ik kolsisin ¢ozeltisiyle 24 saat
muamele edilerek tetraploid olusum gergeklestirilmistir. Ploidi seviyesi, bekgi hiicredeki
kloroplastlarin sayilmasiyla belirlenmigtir. Tohuma kolsisin uygulanarak olusan bitki

yapraklarinda 16.95 ve bitki bliylime uclarina uygulananlarda ise 19.47 kloroplast sayilarak
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tetraploid olusum tespit edilmigtir. Uygulama yapilmayan bitkilerde ise 10.70 kloroplast
sayilarak Stirme’nin diploid oldugu belirlenmigtir.

“Stirme” igin gelistirilen mikrogogaltim sayesinde; benzer 6zellik gésteren gok sayida
fide tek tohum ya da tohumlardan elde edileceginden iiriiniin verim ve kalitesini arttirarak
tireticilerin gelirlerinin artisina neden olacak ve gelecekte yapilacak ¢aligmalara da referans

olacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: karpuz, doku kiiltiirii, mikrogogaltim
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SUMMARY
PhD. Thesis

Micropropagation of Diyarbakir Watermelon (Citrullus lanatus cv. Siirme)

Vedat PIRINC

Dicle University
Graduated School of Natural and Applied Science
Department of Biology

2004, Page: 141

The aim of this study was to develop an in vitro micropropagation methods used in
breeding and propagation for diploid “Siirme” variety of Diyarbakir watermelon that has the
highest growing potential in the region. Methods were also developed for tetraploid formation
used in breeding and production of triploid watermelon in future.

An effective surface sterilisation of seed used as a main explant source was to soak in
3% commercial NaOCI solution for 5 minutes. Explants consisted of two cotyledons from 5-
days-old seedlings were the best explant type. For all in vitro shoot proliferation studies, a
modified Murashige and Skoog (MS) basal medium supplemented with 30 g I"' sucrose and 7
g "' was the best medium. 5.8 degree was found the best pH degree of the medium.

BA of 0.5 mg 1" was the best cytokine type and concentration to propagate the most
shoots. 0.5 mg I'' BA gave 8.46 shoot/explant with 2.21 cm shoot length. 1 382 400 plants
could be produced from initial culture beginning with 100 explants, during 6 months.

The best auxin type and concentration is NAA of 1 mg I, for rooting of regenerated
shoots. The maximum rooting rate was 87% obtained from the cultures keeping in dark for 7
days. The yield of shoots and rooting rate is obtained better than expecting rate from all

subculture numbers.
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The tetraploid formation was occurred when the seed and the plant apical top treated
with 0.02% and 0.2 % colchicines for 24 hours respectively. The ploidy level of plant was
estimated by counting the numbers of chloroplast per guard cell pair at the lower epidermis.
The mean number of chloroplast, for plant and the seed, treated with colchicine was 19.47
and 16.95 respectively. This finding was proof for tetraploid formation. The ploidy level of
diploid “Siirme” variety was obtained by counting the chloroplast. Average 10.70 chloroplast
was counted from this variety.

Using the micropropagation protocol developed for Diyarbakir watermelon “Siirme”
variety growers’ income will be increased because yield and quality of crops will be rise as a
result of obtaining the seedlings from the same seed or seeds. The result of this study can also
be used as a reference for the studies propagation new varieties, transgenic plants and mutant

species in future.

KEYWORDS: Watermelon, tissue culture, micropropagation



KISALTMA VE SIMGELER

MS
WPM
SH

mm
cm
PGR;
NaOCl
CaOCl
SCKM
(SS)

: Murashige ve Skoog

: Woody Plant Medium

: Schenk and Hildebrand Medium
: 6-Benzil adenin

: Kinetin

: a Naftalen asetik asit

: Indol asetik asit

: 3-Indol butirik asit

: 2,4-Diklorofenoksi asetik asit

: Thidiazuron

: Indol-3-propionik asit

: Zeatin

: Gibberellik asit

: B-Naftaksi asetik asit

: Gram

: Gram /Litre

: Agirlik/Hacim

: Miligram

: Milimetre

: Miligram/Litre

: Mikrometre

: Mikromolar

: Milimetre

: Santimetre

: Plant growth regulator, (bitki biiytime diizenleyicisi)
: Sodyum hipoklorit

: Kalsiyum hipoklorit

: Suda ¢6ziinebilir kuru madde miktar

besi ortamina aktarilmasi

Xiv

: Meyveden ¢ikarlan karpuz gekirdeklerinin sadece steril saf suda galkalanip



SSC

%3+SS

%3+SSK

%3+SSC

ZYMV

cCMV

PEG
DAP

XV
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde bitkisel driinler hayvansal {iriinlere gére daha ¢ok
tiiketilmektedir. Insanlar tarafindan tiiketilen enerjinin %901, proteinin ise %80’i, bitkisel
kaynaklidir (Mantentell ve ark., 1985). Insanoglu, yeryiiziindeki 3000 bitki tiirlinden besin
maddesi olarak yararlanmaktadir (Hatipoglu, 1999). Ancak, bunlardan 30’u diinya niifusunun
beslenmesinde yaygin olarak kullamlmaktadir. Bu bitki gruplart icinde en Snemlileri ise
tahillar, baklagiller, endiistri bitkileri, sebzeler ve meyvelerdir. Diinya niifusunun 2000
yilinda 6.2 milyar, 2025 yilinda 8.3 milyar ve 2100 yilinda ise 11 milyar olacag: tahmin
edilmektedir (Babaoglu ve ark., 2002). Yani bu yiizyilin sonunda, diinyadaki mevcut bitkisel
kaynaklarin, su andakinin 2 katina yakin bir niifusu beslemesi gerekecektir. Bu durum, sadece
sebzecilik agisindan degerlendirildiginde; toplam 24 milyon tonluk sebze iiretimine sahip
diinya iilkelerinin, gelecekte bu tretimi iki katina ¢ikarmalari gerektigini gostermektedir.
Diinyada vejeteryan sayisinin giderek arttigi gergegi, sebze liretiminin diger bitkilere gore
daha fazla tiretilmesini zorunlu kilacaktir. Bu durum, baz iilkelerde tiiketimi fazla olan sebze
tiirlerinin 6nemini daha da artiracaktir. Bundan dolayi, liretim potansiyelini arttirmak igin
bitkilerde verim artirma ¢aligmalarina hiz verilmigtir. 1990 yilindan bu yana verimdeki artis
hizinda azalma gozlenmektedir. Bununla birlikte kisi basina diisen besin tiiketimi sabitlenmis
olsa bile yakin bir tarih sayabilecegimiz 2025 yilina kadar, diinya besin iiretiminde en az
%S57’1ik bir tiretim artig1 saglanmasi zorunludur. Aslinda yapilan arastirmalar bugiinkii verim
diizeyinin bile potansiyel verimin altinda oldugunu gostermektedir (Babaoglu ve ark., 2002).
Verimdeki artiglarin tarim alanlarindaki azalmadan kaynaklanan iiriin kaybimi karsilayip
karsilayamayacagi kuskulu oldugundan, ustiin teknolojilere duyulan ihtiyag gittikge daha ¢ok
onem kazanmaktadir. Tarim alanlarindan daha yiiksek verim ve daha kaliteli {iriin elde etmek
i¢in izerinde durulmasi gereken hususlarin baginda bitki 1slali gelmektedir.

Bitkilerde uygulanan 1slah g¢aligmalarinda genellikle verim arttirma ¢abalarina
gidilmistir. Oysa verim arttirma ¢aligmalar1 beraberinde bir¢ok yeni sorun getirmistir. Bitkisel
tiretimde verim artiglarinin daha g¢ok bitkilerin genetik yapilarinin 1slahi ve kullanilan
girdilerin daha bilingli bir gekilde kullanilmas: ile ortaya g¢ikmaktadir. Yapilacak 1slah
caligmalarinda, uygulanan giibre ve suyu daha etkin bir sekilde kullanan, daha kaliteli {iriin
veren, hastalik ve zararlilara direngli gesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Ancak herbiri bir
cok gen tarafindan kontrol edilen bu karakterlerin klasik 1slah yontemleriyle tek bir genotipte

toplanmas1 oldukga giigtiir. Ustelik bu isin gerceklestirilmesi her gegen giin daha da



zorlagsmaktadir. Ciinkii herhangi bir kiiltir bitkisinin arzu edilen karakter yoniinden 1slah
edilebilmesi i¢in, Oncelikle s6z konusu karakter yoniinden varyasyon gosteren bir
populasyonun mevcut olmasi gerekir. Ancak, bir taraftan bugiine kadar siirdiiriilen 1slah
caligmalar1 ile ortaya konan yiiksek verimli ¢esitler, diisiik verimli fakat bazi karakterler
yoniinden iistiin 6zellikler gosteren genotiplerin ortadan kaybolmasina yol agarken, diger
taraftan da varyasyonun esas kaynagimi teskil eden kiiltlir bitkilerinin yabani formlarinin
yasadig1 dogal alanlarin tahrip edilmesti, varyasyon kaynaklarinin azalmasina neden olmugtur.
Bu nedenle, arzu edilen karakterlere sahip verici genotiplerin segilebilmesi i¢in ¢ok biiyiik
populasyonlarin incelenmesi gerekmektedir. Boyle bir is ise ¢ok zaman alicidir ve yogun bir
1§ giictine gereksinim duyulur. Bu durumda, mevcut bilinen bitki 1slah1 yontemleriyle yeni bir
cesit gelistirmek icin duyulan gereksinim zamanla daha da artacaktir (Hatipoglu, 1999).
Dogada uzun yillar kendi halinde yetismis yerli populasyonlar seleksiyon i¢in bilyiik deger
tasimaktadirlar. Bu populasyonlarin yerini yeni 1slah ¢esitleri aldik¢a ¢ok degerli genetik
materyalin ortadan kaybolma tehlikesiyle karsilasilmaktadir. Bu nedenle bu gibi genotiplerin
korunmasi ve 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasi tizerinde, 6nemle durulmahidir. Bitki islahinda
yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in yapilan calismalarin baginda ise yerel populasyonlarin
seleksiyon 1slahi ile homozigotlastirilmas: ve {istin verimli ve dayamikli ¢esitlerin ortaya
cikarilmasi olmustur (Hatipoglu, 1999; Akbay, 1988).

Her iilkede hatta her bolge veya yorede islah deferi tasiyabilecek yerel bitkisel
materyale rastlamak miimkiindiir. Biiyiikligt, lezzeti ve kendine has yetigtirme teknigi ile
Diyarbakir karpuzu da yerel bir sebze olarak giinlimiize kadar varlifim koruyabilmigtir.
Bolgemize simdiye kadar sebze yetistiriciliginde modern kiiltiir ¢esitlerinin genis olgiide
devreye girmemesi, yerel materyalin biiytik 6l¢iide muhafaza edilebilmesini saglamigtir.
Yiiksek sicakliga ve kuraga dayanim basta olmak tizere bircok ilging ozellige sahip
olabilecegi diistiniilen ve bu yoreye gercekten ¢ok iyi uyum saglamis olan yerel bitkisel
materyalin degerlendirilmesi olduk¢a Onemlidir (Abak, 1995). Bunun yaninda, GAP ile
birlikte bahge bitkilerine olan ilginin artmasina paralel olarak, bolgeye diger sebze tiirlerinde
oldugu gibi karpuzda da yeni ¢esitler girmis bulunmaktadir. Y6renin iklim ve toprak sartlarina
adapte olmasi, hastalik ve zararlilara karsi gosterdigi direng ile 6nemli bir gen materyali olan
Diyarbakir karpuzunun, korunmaya alinarak biran 6nce 1slah ¢aligmalarim1 baglatmak
gerekmektedir. Uzerinde heniiz higbir ¢alisma yapilmamis olmas: ve yetistirildigi bolgenin

kabakgiller familyasi i¢in bir mikro gen merkezi 6zelligi tasimasi, konunun 6énemini daha da



arttirmaktadir. GAP’1in tam kapasite ile devreye girmesiyle, iklimde degismelerin olmasi ve
bunun sonucu olarak; bolgedeki eski ¢esit veya populasyonlarin kaybolma tehlikesiyle karsi
karsiya kalmasi beklenmektedir. Oysa ki bu populasyonlarin 1slah materyali olarak
degerlendirilmesi, korunmaya alinmasi ve tizerinde ¢alismalar yapilmasi; bolge sebzeciliginin
gelismesi agisindan bilylik Onem tasimaktadir. Klasik 1slah yontemleri (seleksiyon) ile
yapilacak bdyle bir ¢aligma, uzun bir zaman ve masraf gerektireceginden klasik islah
yontemlerine alternatif olarak biyoteknolojik yontemler kullanilarak kisa siirede daha saglikli
sonuglar alinabilir.

Bitki fizyolojisi; bitki biyokimyast ve molekiiler biyolojinin kullanimiyla gelistirilen
modern bitki 1slah1 yOntemleri kullamilarak, klasik bitki 1slahindaki sorunlarin ¢dziimii
kolaylagmaktadir. Teknolojinin  bitkilere uygulanmasi olarak tamimlanan  bitki
biyoteknolojisi; bitki, organ, doku ve hiicrelerin, steril suni ortamlarda kiiltiire alinma ve
genetik olarak degistirilme tekniklerini igermektedir. Modern 1slah metodu olarak kullanilan
bitki doku kiiltiirleri; organogenezis, somatik embriyogenezis, protoplast kiiltiirii ve fiizyonu,
haploid bitki tiretimi, hastaliksiz bitki tiretimi, sekonder metabolit iiretimi, mikrogogaltim,
germplazm muhafazasi, embriyo kiiltliri ve somaklonal varyasyon gibi yontemlerin bitki
1slahinda kullamilmas1 hem zaman ve hem de uzun dénemde uygulandigy takdirde yapilacak
masraflar agisindan biiyiik kolayliklar saglayacaktir. Bitki doku kiiltiirii islemlerinde ve
genetik  iyilestirmelerde kullamilan temel sistem bitki rejenerasyonudur.  Bitki
rejenerasyonunda kullanilan ve in vitro tekniklerin baginda organogenezis ve mikrogogaltim
teknikleri gelmektedir. Dolayisiyla bu tekniklerin karpuz gibi sebzelerin 1slahinda kullanimi
olduk¢a dnemlidir.

Bitki doku kiiltiirti teknikleri gliniimiizde bitki biyoteknolojisinin en dnemli entegre
dallarindan birisi olarak bitki bilimlerinin bir¢ok alanlarinda gittikge artan bir hizla
kullanmilmaktadir. Buradaki temel gili¢, bu tekniklerin tek bir hiicreye miidahale etme veya
kontrol altina alma imkanini tanimasidir. }éu nedenle, doku kiiltiirleri; bitki fizyolojisi,
biyokimya ve molekiiler biyolojide en ¢ok bagvurulan yontem ve araglar arasinda yer
almaktadir. Organogenezis ise, hiicre veya dokulardan yeni bitki bireyleri meydana getirmeye
imkan tanidig1 i¢in, 6ncelikle generatif yoldan gogaltilmasi zor olan bitki tiirlerinin iiretiminde
biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Ayrica, organogenezis bitki transformasyon g¢aligmalarinin
bagarisini yakindan etkilemektedir. Clinkii optimize edilmis bir rejenerasyon sistemine sahip

olmayan bir tiirde, transformasyon yapmamn fazla bir anlami yoktur. Diger taraftan,



organogenesisin kendine has bazi 6nemli dezavantajlar1 da vardir. Bunlardan en 6nemlisi
biitiin bitki tiirleri i¢in evrensel bir rejenerasyon ydnteminin olmayisidir. Bu nedenle, her bitki
tiiri, hatta her bitki cesidi i(;in spesifik bir sistemin optimize edilmesi gerekir. Benzer sekilde,
her bitki tiirlinde ayn1 oranda bagar elde etmek miimkiin olmadigi gibi, baz tiirlerde in vitro
rejenerasyon tamamen imkansizdir. Fakat biitin bunlara ragmen, gelisen teknolojiler ve
uygulamalara bagli olarak organogenezisde basarih olan tiirlere her gegen giin yenileri
eklenmektedir. Hatta bazi arastiricilar “in  vitro kiiltir teknikleriyle rejenerasyonu
yapilamayacak bitki materyali yoktur, yeterki ihtiya¢ duyulan uygun sartlar belirlenebilsin
I”’diye iddia etmektedirler (Giirel ve ark., 2002). Organogenezisle, in vitro kiiltiir sartlar
optimize edilen bir tiirlin hatta ¢esidin mikrogogaltimi ¢ok kolay olabilmektedir.

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip
bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, gévde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya da polen tanesi
vb.), yapay besi ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde edilmesi olarak
tamimlanabilir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaci, hormon ve kiiltiir istekleri
biliniyorsa, mikrogogaltim teknigi kullanilarak tiim bitki tiirlerinin iiretilmesi miimkiindiir
(Hartman ve Kester, 1975). Bitkilerin in vitro tiretimi, kullanilan eksplantin 6zelligine gére
(embriyo, meristem, anter, hiicre veya protoplast vb.) adlandirilir. Ancak ¢ogunlukla iiretimde
tek-bogum yontemi, aksiller dallanma, adventif stirgiin ya da tomurcuklarin rejenerasyonu,
kallus, hiicre ve protoplastlardan bitki rejenerasyonu gibi yontemler kullanilmaktadir
(Mansuroglu ve Giirel, 2002). Modern tarimda en fazla 150 bitki tiiriiniin tariminin yapildig:
ve bunlarin iyilestirilmesinde klasik yontemlerin sinirina gelindigi diigiiniiliirse, bitki doku
kiiltiirti tekniklerinin siiratle gelistirilmesinin ve uygulanmasinin 6nemi daha iyi anlagilir.
Bitki doku kiiltlirliniin en 6nemli uygulama alanlari; mikrogogaltim ve bunun bir sonraki
asamasl olan, hiicre seviyesindeki manipiilasyon ¢aligmalaridir. Bu g¢ahgmalardaki islah
hedeflerinin basinda ise sogufa, kuraga, tuza, agir metallere, herbisitlere, hastalik ve
zararlilara dayaniklilik gibi 6zellikler gelmektedir (Babaoglu ve ark., 2002).

Bitkilerin mikrogogaltilmasinin (organogenezis, embriyogenezis ve mikroagilama)
avantajlan asagidaki gibi 6zetlenebilir;

- Az bulunan bitkisel materyalin hizl1 bir sekilde klonlanmasini saglar.

- Kusir gesitlerin ¢ogaltilmasinda Snemlidir.

- Uniform bitki populasyonlarinin elde edilmesinde kullanilir.

- Bitki 1slahi i¢in hastaliksiz bitki stoklarinin olugturulmasinda 6nem tagir.



- Yetistirme mevsimine bagli kalmaksizin yil boyunca iiretim yapilmasina olanak

sagiar. '

- Istenilen bir genotipten bitkilerin hizli bir sekilde gogaltilmasim miimkiin kilar.

- Kiiltiirlerde olusacak somaklonal varyantlardan dolay: yeni varyetelerin gelistirilmesi

miimkiindir.

- Kiigiik bir alanda ¢ok fazla tiretimin yapilmasina olanak tanir.

- Altkiiltiirler arasinda bakima gerek kalmaksizin kiiltiire alinmasina olanak saglar.

- Bitki ¢ogaltilmasinda otomasyona olanak saglar.

- Transgenik bitkilerin klonlanmasi i¢in bir aragtir.

- Sentetik tohum tiretimine olanak saglar.

Bu ¢aligmada, mevcut Diyarbakir karpuz gesitlerinden yetistiriciligi en yaygin ve
yogun olarak yapilan diploid ve tetraploid “Siirme” ¢esidi i¢in in vitro ¢ogaltma
yontemlerinden organogenezisle rutin olarak kullamlabilecek bir yontem gelistirilmesi
amaglanmigtir. Ayrica, in vitro firetilen fidelerin ploidi seviyelerinin tespitinin yapilmasi da
caliymanin hedefleri arasindadir.

Bu c¢alismanin, Diyarbakir karpuzu {izerinde gelecekte yapilacak diger in vitro
aragtirmalara (kallus, stispansiyon kiiltiirleri, anter kiiltiiri, protoplast kiiltiirii ve somatik

hibridizasyon) temel tegkil etmesi agisindan yararli olacag: diistiniilmektedir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Karpuz Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Orijini ve Tarihgesi

Karpuz, Cucurbitaceae familyasimin Citrullus cinsine bagli tek yillik bir kiiltiir bitkisi
olup gen merkezi Afrika’ dir (Decoteau, 2002). Karpuzun ne zaman kiiltiire alindig1 tam
olarak bilinmemekle birlikte, en az 4000 y1l 6ncesine dayandirilmaktadir (Sauer, 1993; Van
Wyk, 2000). Karpuz kiiltiirtine iligkin en eski bulgular, tarih 6ncesi devirlere ait olup, eski
Misir resimlerinden elde edilmistir. {lk olarak Misir ve Hindistan’da baslayan kiiltiirii, daha
sonra tiim diinyada yayilmigtir. Yetistiriciligi ise Akdeniz ve Hindistan’da ortaya ¢ikmustir.
Kiiltiir ¢esitlerinin Misir ve Suriye lizerinden Anadolu’ya ve buradan da 15. yiizyildan itibaren
Avrupa’ya yayildig1 bildiriimektedir (Kiitevin ve Tiirkes, 1985; Ekinci, 1972). Amerika’ya
ise Avrupali koloniler vasitasiyla gétiirtildiigtine inanilmaktadir. Bugiin ise; Rusya’nin 1liman
bolgeleri ile Cin ve Japonya’ya kadar yayilmis olan, olduk¢a Snemli bir sebze tiirtidiir.
(Mohr, 1986).

Diyarbakir Karpuzu’'nun tarihgesi ile ilgili olarak detayli bilgiler bulunmamakla
birlikte, s6yle bir olay anlatilir: “Lokman hekim, éliime derman bulmak igin yollara diiser. Bu
volculugunda Diyarbakir’a da ugrar. Urfa kapisindan iceri girer ve zerzevatgilar meydanina
gelir. Orada gordiigi, uzun, iri patlicanlar dikkatini ¢eker (Bu patlicanlar, giiniimiizde
“Seyhkent” olarak bilinen yoresel ¢egittir). Hayret ederek; “Bu patlicanlart yiyorlar da nasil
hasta olmuyorlar™ der. Biraz daha yiiriiyiip de iist tiste yigil iri karpuzlari goriince:
“Yemekten sonra bu karpuzlardan bol bol yiyorlar, hastalanmayiglarimin sebebi budur”
demis” (Beysanoglu, 1972).

Cucurbitaceae familyasinin tropik ve subtropik bolgelerde yaygin, 90 cinsi ve 700
kadar tiirii vardir (Yaltink, 1989). Ulkemizde ise, 3 cins ve 8 tiirii dogal yayihs gosterir
(Se¢men ve ark., 2000).

Cognfaux ve Harms ile Shimotsuma, Citrullus cinsine ait asagidaki bes karpuz
tiirliniin bulundugunu bildirmiglerdir (Mohr, 1986):

Citrullus lanatus (Thunb.) Matsuma and Nakai

Citrullus colocynthis (1) Schrad

Citrullus ecirrhosus Cogn.

Citrullus naudinianus (Sond.) Hook

Citrullus fistulosus



Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum and Nakai, orijini Gliney Afrika olan tek yillik bir
bitkidir. Ulkemizde &zellikle I¢ Bati, Giiney ve Giineydogu Anadolu’da kiiltiirli yapilmaktadir
(Se¢men, 2000). Bu tiiriin iki alttiirii bulunmaktadir; “ssp. lanatus™ve “ssp. vulgaris”. Bu tiir,
biiyiik ve derin olarak béliinmiis 3 veya 5 loblu ya da lobsuz yapraklara sahiptir. Cigekleri,
acik sar1 renkli ve genellikle monoiktir. Baz1 eski gesitlerde andromonoik ¢icek yapisina
rastlamak da mumkiindiir. Cigek yapisindan dolay1 yabanci tozlanir ve tozlanma arilarla
gerceklesir. Meyve biiytikligli, orta iri (3-5 kg) ile iri (15-20 kg) arasinda degigir. Son
yillarda, sera yetistiriciliine elverigli, meyveleri 0.5-1.0 kg agirhginda olan gesitler
gelistirilmistir. Meyvelerinde su igerigi yiiksek olup, et rengi kirmizi, sari, pembe ve yesil
olabilir. Tohumlar1 oval veya uzundur. Tohum rengi beyazdan kahverengi—siyaha kadar farkli
tonlarda olabilir. Tohum irilikleri de gesitlere gore farklilik gstermektedir. Uretimi yapilan
cesitlerin dahil oldugu bu tiirtin kromozom say1si, 2n=22"dir.

Citrullus colocynthis (L) Schrad.(ebucehil karpuzu); Kuzey Afrika kokenli ¢ok yillik
bir bitkidir. Biiyiik olasilikla, kanit olmamakla birlikte bu tiir karpuzun atas: sayilir. Tek yillik
ve ¢ok yillik formlari ve kseroﬁ:tik olmasiyla olduk¢a yliksek polimorfiktir. (Jarret ve
Newman, 2000) Citrullus lanatus’den daha ¢ok organlarinin boyutlariyla ayirt edilir.
Yapraklar1 dar loblu, kiigiik ve kaba batici tiiylidiir. Cigekleri kiigiik ve monoiktir. Petal
yesilimsi sandir. Meyveleri yari kiiremsi 5-12 cm ¢apinda, yesil ve sar1 renkte, tadi ¢ok acidir.
Bu tiir, dzellikle viriislere dayanim hedefli 1slah galismalarinda kullanilmaktadir. Bu tiir,
ilkemizde Mersin y6resinde, sahile yakin yerlerde bulunur.

Citrullus naudinianus (Sond.) Hook ve Citrullus ecirrhosus Cogn; gliney bati
Afrika’nin ¢6l alanlarina uyum saglamis ¢ok yillik bitkilerdir. Citrullus naudinianus’un
vejetatif ozellikleri diger tlirlerden farklidir. Yapraklar ince tiiylerle yogun olarak kaplhdir.
Cicek yapisi dioiktir ve ¢igekleri bilylimenin ikinci yilina kadar olusmazlar. Meyveleri elips
seklindedir ve meyve blyiiklikleri ortadan-iriye kadar degismektedir. Tohumlar1 beyaz
renklidir.

Citrullus ecirrhosus; vejetatif 6zellikleri agisindan Citrullus colocynthis’e benzer.
Ancak yapraklari yogun ince tiiylerle kapli ve daha bolmelidir. Siiliikleri yoktur ve
biiyiimenin ikinci yilina kadar ¢icek olusturmaz.

Citrullus fistulosus; genel 6zellikleri bakimindan Cucumis tlirlerine benzer

bulunmaktadir. Ayrica kromozom sayisi agisindan da (2n=24) karpuzdan farklidir. Diger dort



tirle hibritlenmeseydi yeniden siniflandirilabilirdi. Bu tiirtin disindaki dort Citrullus tlrleri

kendi aralarinda basariyla hibritlenmektedirler.

2.1.2. Biyolojisi

Karpuz ¢igekleri genelde sari renkte olup biyolojik bakimdan monoik karakterdedir. Az
miktarda da olsa andromonoik ¢igek durumuna rastlanir. Cigekleri diger Cucurbitaceae
tiirlerine gére daha kiigiiktiir. Tozlanma olay: bdceklerle olup yiiksek oranda kendine tozlanir.
Kromozom sayisi 2n= 22’dir (Seniz, 1995; Mohr, 1986; Giinay, 1992).

Diyarbakir karpuz gesitlerinden “Stirme” ¢esidine ait ¢igek yapisi arazide teshis edilerek
tanimlanmigtir. Monoik ¢igek yapisina sahip olup gigekler sari renklidir. Tohum ekiminden
yaklasik olarak 85 giin sonra cigeklenme baslar. i1k acan cigekler, erkek gicek olup daha sonra
disi ¢icekler agmaktadir, Sabahin erken saatlerinde gicekler acik kalmakta ve daha canli
gériinmektedirler. Bitki tizerinde ¢ok fazla sayida gicek bulunmakta ancak bunlarin az bir
kismi meyve tutmaktadir. Ozellikle Agustos ayr boyunca goriilen yiiksek sicakliklarda,
¢igeklerin biiytik bir kismi dﬁkﬁlt{rler. Diploid olan “Stirme” karpuzu 2n= 22 kromozoma

sahiptir.

2.1.2.1. Erkek Cicek

Sepaller 5 adet, tabanda birlesik, canak seklinde genis bir tiip olusturur ve yesil renklidir.
Sepaller de mizraksidir. Bitki sepal ylizeyleri seyrek tityld, boylar1 8 mm, ¢anak 3 mm, disler
5 mmdir. Erkek petallerin boyu 10-11 mm, oval sekilli, agik sar1 renkli, arka ylizii yesilimsi
damarli, damarlarin {izeri yogun tiylidiir. Petalin ucu ¢ok kii¢iik, ¢ikintili ve stamenler 3
adettir. Erkek ciceklerin sayis1 disi gigeklere oranla daha fazla ve daha kigiiktiir. ilk agan
erkek c¢igeklerdir. Cigekler, genelde 3 ve 4. ve daha sonraki bogumlarinda goriilmektedirler.
Cicek sap uzunlugu, 2-3 cm olmaktadir.

2.1.2.2. Disi Cicek

Sepaller 5 adet, tabanda birlesik dar bir tablo olusturur. Lineer sekilli 5-7 mm
boyundadir. Disler 4-5 mm boyunda, tabla 1.5-2 mm ve arka yiizeyleri seyrek tityltidir. Disi
petaller 10-11 mm, eliptik, uglar1 ¢ikintili, arka ylizeyi yesil damarli, damar ylizeyi tuyli;
stigma 3 loblu, 3 tane verimsiz stamen vardir. Disi gigekler, erkeklere oranla sayica daha az

fakat daha biiyiiktiirler. Renkleri erkekler gore daha sar1 tonda olup genelde 7. bogumda



olusmakta ve ileriki bogumlara (10-14 ) kadar goriilmektedirler. Ci¢ek sap uzunlugu 2-3.5 cm

arasindadir.

2.1.3. Onemi

Karpuz istah agici ve serinletici bir yaz sebzesidir. Iginde bulunan bol su ile bu gorevi
yerine getirir. Bu yiizden eski devirlerden beri sevilerek tiiketilen bir sebze olmustur. Oldukg¢a
yiiksek oranda seker igerir. Anadolu karpuzlari, Orta Asya, Hindistan ve Iran karpuzlari
kargisinda daha az tatll olmalarina ragmen, yine de %S5-8 arasinda seker oranina sahiptir.
Sekerin biiyiik ¢ogunlugu glikoz formundadir. Bu bakimindan seker kana ¢abuk karigir.
Yaptigimiz ¢aligmalarda, Diyarbakir karpuzundaki seker orani ise %8-10"dur. Karpuzda A, B,
Ba, Bg, B2 vitaminleri yaninda 6nemli miktarda C vitamini vardir. Karpuzun 100 graminda, B
vitamini 0,006-0.05 g, C vitamini 0.7-1g civarinda bulunur. Ayrica, 0.5 g protein, 0.002 g yag
igerir. Madensel maddelerin miktar: fazla yiiksek degildir (Giinay, 1992).

Karpuz daha g¢ok taze olarak yenir. Bununla beraber bazi Orta Asya iilkelerinde
suyundan bira ve sarap yapilir. Ulkemizde ve diger bazi iilkelerde, kabuklarindan veya meyve
etinden tursu ve regel yapilir. Kiigiik meyveleri ve yapraklan pisirilerek yenir. Halk arasinda,
goz agrilarinda, mide rahatsizliklarinda, solucan diigiirmede, balgam soktirmede, agiz
kokusunun giderilmesinde ve bas agrisina kargt karpuzdan yararlanilir. Ayrica karpuz
tohumlar kullanilarak hazirlanan bir karigim kozmetikte kullamilmaktadir. Aci olan yabani bir
formu ilag olarak kullanilmaktadir (Giinay, 1992; Sauer, 1993; Van WyKk, 2000).

Diinyadaki yetistiricilik sinirlart oldukga genis olan karpuz, {iretim bakimindan da
onemli bir konumdadir. Diinya karpuz tretim miktart, 2003 yilt verilerine gére, 83 199 791
ton’dur (Cizelgel). Cin, 58 434 289 ton’luk iiretim ile toplam iiretim i¢inde ¢ok bilyiik bir
paya sahiptir. Turkiye ise, liretim stralamasinda ikinci iilke konumundadir (Anonymous,
2004).

Tiirkiye’de 1 007203 ha’hk alanda 24 615 510 ton sebze iiretimi yapilmaktadir. Bu
iiretimin yaklagik 5 990 000 ton’luk kismimi Cucurbitaceae familyasina giren sebze tiirleri
olusturmaktadir. Karpuz yetistiriciligi ise, 140.000 halik alanda yapilmakta ve 3 900 000 ton
civarinda tiretim gergeklesmektedir (Anonymous, 2004). Bu rakamlara gore karpuz, liretim
bakimindan kendi familyasinda %65°lik payla ilk sirada, tiim sebzeler igerisinde ise %15 lik

payla 2. sirada yer almaktadir.



10

Cizelge 1. Diinya karpuz tiretiminin iilkelere ve yillara gére dagilimi (ton)

Yillar Diinya Cin Tiirkiye iran USA Misir Meksika é(:‘r:
1961 17.777.421 | 6.548.859 | 1.700.000 | 500.000 1.319.176 | 639.987 198.407 25.764
1962 | 19.067.184 | 6.579.562 | 1.782.000 | 550.000 1.313.642 | 779.293 337.213 31.955
1963 | 19.112.440 | 5.899.770 | 1.804.000 | 600.000 1.410.756 | 858.268 340.459 32.247
1964 | 19.548.819 | 5.245.143 1.980.000 | 630.000 1.250.774 | 844.015 339.994 46.522
1965 | 19.064.955 | 5.477.329 | 1.980.000 | 650.000 1.342.762 | 976.077 331.581 57.698
1966 20.005.471 | 5.504.161 2.100.000 | 680.000 1.289.829 | 1.134.348 | 337.405 55.258
1967 20.808.875 | 5.592.318 2.089.000 | 710.000 1.260.527 { 1.004.000 | 202.458 86.208
1968 | 21.156.722 | 5.793.024 | 2.160.000 | 730.000 1.252.634 | 898.000 185.187 103.792
1969 | 21.008.283 | 6.031.562 | 2.100.040 | 750.000 1.177.066 | 957.000 200.234 117.150
1970 | 19.462.867 | 4.635.843 | 2.170.000 | 775.000 1.241.612 | 898.000 203.605 119.405
1971 22.033.511 | 5.147.519 2.100.000 | 825.000 1.228.957 | 901.400 335.320 152.310
1972 | 20.991.168 | 4.486.227 | 2.200.000 | 878.000 1.146.676 | 1.008.500 | 281.531 148.888
1973 | 21.801.466 | 5.029.652 | 2.050.000 } 1.000.000 | 1.187.045 | 1.147.500 | 310.482 145.045
1974 | 21.853.860 | 4.985.927 | 2.400.000 | 1.100.000 | 1.044.799 | 1.213.000 | 312.623 175.195
1975 | 23.631.584 | 5.190.897 | 2.600.000 | 1.200.000 | 1.084.262 | 1.212.100 | 273.568 131.496
1976 | 24.240.903 | 5.229.778 2.900.000 | 1.300.000 | 1.199.746 | 1.366.541 | 326.118 226.354
1977 | 24.092.109 | 5.429.734 | 2.410.000 | 1.450.000 | 1.225.600 | 1.188.421 | 372.955 197.851
1978 | 25.008.079 | 5.716.925 | 2.550.000 | 1.600.000 | 1.146.222 | 1.318.491 | 474.435 213.030
1979 | 26.294.734 | 5.688.491 | 3.470.000 | 1.500.000 | 1.092.063 | 1.221.187 | 552.098 306.489
1980 26.257.218 | 5.471.410 3.000.000 | 1.700.000 | 1.030.375 | 1.157.370 | 446.598 334.598
1980 | 27.561.786 | 6.292.786 | 3.000.000 | 1.900.000 | 1.182.781 | 1.210.961 | 337.916 290.690
1982 | 28.590.432 | 6.267.986 | 3.100.000 | 2.088.500 | 1.184.000 | 1.082.722 | 470.539 369.907
1983 | 28.679.021 | 7.023.901 | 3.110.000 | 2.348.842 | 1.186.000 | 965.000 366.415 303.437
1984 | 29414212 | 7.838.452 | 3.100.000 | 2.659.703 | 1.195.000 | 1.183.000 | 494.889 389.221
1985 35.140.410 | 12.184.521 | 3.422.087 | 3.053.926 | 1.090.000 | 1.318.000 | 421.753 472.684
1986 | 35.441.474 | 12.753.206 | 3.000.000 | 3.285.362 | 1.110.000 | 1.314.000 | 388.208 483.097
1987 | 38.769.357 | 14.159.147 | 3.422.854 | 3.229.907 | 1.130.000 | 1.370.000 | 494.928 461.213
1988 | 37.368.424 | 14.575.081 | 3,300.000 | 1.728.305 | 1.130.000 | 1.165.000 | 460.073 545.741
1989 34.771.032 | 12.727.893 | 3.000.000 | 1.596.394 | 1.100.000 { 1.000.000 | 503.732 552.276
1990 | 34.443.714 | 10.955.371 | 3.300.000.| 2.645.989 | 1.100.000 | 1.007.000 | 404.077 593.228
1991 | 34.049.529 | 11.550.038 | 3.820.000 | 1.235.388 | 1.100.000 | 893.899 392.688 723.997
1992 | 35.871.594 | 14.537.100 | 3.680.000 | 1.764.866 | 1.695.700 | 711.307 499.047 841.630
1993 | 37.829.544 | 17.350.579 | 3.250.000 | 1.738.65! j 1.674.500 | 714.000 387.554 865.127
1994 37.759.012 | 17.396.491 | 3.600.000 | 1.314.000 | 1.729.500 | 923.000 427.957 858.025
1995 | 41.091.701 | 18.827.743 | 3.600.000 | 1.389.696 | 1.788.300 | 1.199.813 | 484.826 1.120.124
1996 | 46.667.406 | 23.815.047 | 3.900.000 | 2.061.122 | 1.938.000 | 1.126.560 | 533.709 866.499
1997 | 58.593.173 | 35.001.872 | 3.800.000 | 2.174.435 | 1.811.000 | 1.735.448 | 709.642 1.005.553
1998 | 59.883.549 | 35.795.327 | 3.925.000 | 2.472.857 | 1.677.000 | 1.409.405 | 698.489 807.282
1999 | 71.386.605 | 46.547.170 | 3.860.000 | 2.178.659 | 1.866.660 | 1.670.320 | 912.590 936.658
2000 | 75.335.067 | 51.821.168 | 3.900.000 | 1.650.040 | 1.686.700 | 1.785.280 | 1.048.529 | 922.746
2001 | 81.244.619 | 57.508.382 [ 3.880.000 | 1.815.746 | 1.843.750 | 1.446.900 | 969.518 948.953
2002 | 85.518.015 | 61.034.289 | 3.900.000 | 1.900.000 | 1.778.250 | 1.450.000 | 857.806 839.644
2003 | 83.199.791 | 58.434.289 | 3.900.000 | 1.902.000 | 1.800.000 | 1.450.000 | 970.055 839.644
Kaynak: Anonymus (2004).

Ulkemizin toplam karpuz firetiminin biiyiik bir kism1 Akdeniz bslgesinde yapiimakta
ve bir kismu Ortiialt1 tarimi (algak tlinel) seklinde gergeklestirilmektedir. Bu bolgeyi sirastyla,
Ege ve Giineydogu Anadolu bolgeleri izlemektedir. Belli bagli karpuz iireticisi illerimiz;
Adana, Izmir, Diyarbakir, Edirne, Mardin, Antalya, Sanliurfa, Tekirdag, Bursa, Istanbul,
Ankara ve Balikesir’dir.
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Anadolu’da birgok sehirde, sembol haline gelmis ve o ydreyle 6zdeslesmis bir tarim
tirtindi vardir. Ornegin, kayis1 dedigimizde Malatya, fistik dedigimizde Gaziantep hatirlanir.
Karpuz denince de aklimiza ilk gelen yer, bilyiik ve lezzetli karpuzlariyla Diyarbakir
ilimizdir. Gergekten de karpuz, Giineydogu Anadolu bolgesinde ve Diyarbakir’da yogun bir
sekilde tretilmektedir. Bunun nedenlerinden biri olarak; Bélgenin kabakgiller familyast igin
bir mikro gen merkezi olmasi gosterilebilir (Demir, 1974).

Diyarbakir’da, 6 655 ha alanda 226 670 ton karpuz iiretimi yapilmaktadir (Anonim
2004). Bu dretimin Onemli bir kismini, bagta Strme ¢esidi olmak iizere yerli gesitler
olusturmaktadir. Diyarbakir i¢in karpuzun ekonomik ve Kkiiltiirel boyutu, yillardan beri
6nemini korumustur. Uzun yillardan beri diizenlenen “Karpuz Festivali”, hdld biyiik ilgi
gormektedir. 11k olarak 23 Eyliil 1966 yilinda diizenlenen Festival ile bu konuya el atilmus,
tiretici tesvik edilmek istenmis ancak bir donem sonra diizenli olarak yapilamamistir. 1982
yilinda konuya tekrar el atilmig, 1985 yilina kadar bu festivaller diizenli olarak tekrarlanmig
ve en iri Diyarbakir karpuzu yetistiren tireticiler o6diillendirilmistir. Bu sayededir ki bu giin
40-45 kg’hk Diyarbakir karpuzu bulmak. artik miimkiin olabilmektedir (Tekin, 1987). Bu
festivalde, karpuz tireticileri yetistirdikleri karpuzlar sergilerler ve biiyiikliik esasina gore
stralamaya girenlere 6diil verilir. Bu karpuzlar, daha cok Dicle Nehri kiyisinda bulunan
kéylerde (Sekil 1) bulunan bostanlarda (karpuz yetistirilen tarla) yetistirilir.

Dicle nehri kenarinda ¢akilli, kumlu arazilerde kendine 6zgii yontemlerle yapilan
karpuz yetistiriciliginin, yore halkinin ekonomik, sosyal ve kiiltiirel yasantisinda 6nemli bir
yeri bulunmaktadir. Birgok ¢iftgi ge¢imini karpuzdan saglamaktadir. Karpuz yetistiriciliginde
kullamlan giivercin giibresini temin etmek i¢in, yérede ‘‘Borahane’’ denilen ve iginde sadece
glivercin yetigtirilen kerpi¢ odaciklar giiniimiizde héla kullanilmaktadir (Resim 1). Sadece
karpuz tarlalarinda bulunan ve “Hiille” diye adlandirilan gélgelikler de, tarimsal bir gelenek
halini almugtir.

Yorede Diyarbakir karpuzu hakkinda ¢esitli mani ve tiirkiiler de yazilmis ve folklorik
oyunlara (¢ayda cira gibi) konu olmustur. 1976 yilinda “Diyarbakir Karpuzcular Dernegi”
kurulmus, ancak bugiin karpuz yetistiricileri tarafindan bile varligi unutulmustur. Diyarbakir
Tanim {1 Miudiirliigtince 1995 yilinda “Diyarbakir Karpuzunu Kurtarma Projesi” baglatilmstir.
Islaha yonelik icerigi bulunmayan bu proje, yetistiriciligin yayginlastiriimasi yolunda faydali
olmustur. Ayrica, Bagbakanlhiga baglh Tanitma Fonu, 1998-2002 yili karpuz festivali igin 70

milyar lira 6denek ayrilmistir. Boylelikle karpuz iiretimine az da olsa ivme kazandirilmigtir.
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Diyarbakir karpuzu, gerek kendine 6zgii yetistirme teknigi ve gerckse tadi ve iriligi ile
eskiden beri kendinden soz ettirmektedir. Onceki yillarda yetistiriciligi olduk¢a yaygn bir
durumdayken, zaman igersinde Diyarbakir Karpuzu olarak bilinen “Stirme”, “Pembe”,
“Beyazkis”, “Karakis” ve “Ferikpasa” gesitleri kaybolmaya yiiz tutmustur (Besirli, 1991). Bu
gesitlerden sadece “Stirme”, “Beyazkis”, “Karakis™ ve “Pembe” gesitlerine ait bir miktar
tohum bulunabilmistir. Yillardir ihmal edilen ve adeta yok olmaya birakilan Diyarbakir
Karpuzu, eski 6zelliklerini de yitirmeye baglamistir. Eskiden yapilan “kuyu karpuzculugu”
yontemi de bugiin artik uygulanmamaktadir. Onceleri 70-80 kg gelen karpuzlar bu giin en
fazla 40-45 kg gelebilmektedir. Cesitler ve yetistirme yontemleriyle birlikte erozyona ugrayan
Diyarbakir Karpuzu, ayni zamanda yetistirme alani ve yetistirici bakimindan da yok olmaya
birakilmistir. Giderek azalan Diyarbakir karpuz yetistiriciligi ne yazik ki yerini biyiik dlgtide
digardan getirilen hibrit ¢esitlere birakmustir.

Karpuzlar zamam geldiginde dogrudan dogruya hazirlanan yerlere ekilmek suretiyle
ii¢ sekilde yetistirilir (Seniz ve ark. 1995; Giinay, 1992; Besirli, 1991):
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2.1.4.1. Sira (gizgi) Usulii

Ekim mevsimi geldiginde gesidin gelisme kuvveti ve topragn karakterine gore
genellikle 1.5-2 metre ara ile pullukla 5-6 cm derinlikteki gizgiler (karik) agilir. Bu gizgiler
igersine hemen hemen ayni mesafe iizerinden ekim yapilir. Ekimde her ekim yerinde ileride
seyreltilmek iizere 3-4 adet tohum atilir ve tohumlarin iriliklerine gore 3-5 cm derinlikte
kalacak sekilde iizerleri miimkiinse giibreli toprakla kapatilir ve hafifge bastirilir. Tohumlarda

¢imlenme oranmnin yiiksek olmasi igin topragin tavinda olmas1 gerekir.

2.1.4.2. Ocak Usulii

Cizgi usuliindeki olgiiler dahilinde yaklagik 40-50 cm ¢apinda ve 15-20 cm
derinliginde agilan gukurlarin diplerine 5-10 cm kalinliginda giibreli toprakla yataklik konarak
tohumlar bunun iizerine ekilir ve iizerleri 4-5 cm derinlikte kalacak sekilde kapatilir ve
hahifce bastirilir. Bazen de agilan bu gukurlara daha once bagka yerlerde ¢imlendirilmis
fideler dikilerek yetistiricilik yapilir.

2.1.4.3. Kuyu Karpuzculugu
Bu metot, Dicle Nehri kiyilarinda gakilli ve milli topraklar tizerinde diinyaca meghur

iri Diyarbakir karpuzunun yetistirildigi metottur (Resim 2).

P-Sa. oA

Resim 2. Diyarbakir’da Kuyu Karuzu Yetistiriciligi
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ilkbaharda genellikle Nisan ay1 igersinde sular tamamen cekildikten sonra birbirinden
3’er metre ara ile 1metre uzunlugunda, 50 cm derinliginde cukurlar agilir. Cukurun igindeki
cakillar disartya gikarilir. En altta miimkiin mertebe yalniz kum birakilir. Cukurun iki baginda
nemli kum tabakasi iizerinde ¢iirlimiis giivercin giibresinden birer kiirek dolusu giibre
doldurulur. Bu giivercin giibresi iizerine tekrar bir miktar nemli kum ilave edilir. Cukurun iki
baginda meydana getirilen bu y1gn tizerine 3-4 adet karpuz tohumu ekilir. Bir hafta veya 10
giin igersinde tohumlar gimlenerek korpe fideler gelismeye baslar. Fideler 3-4 yaprakli
olduklarinda her yiginda kuvvetli bir fide birakilarak digerleri seyreltilir. Tohum ekiminden
yaklagtk bir ay kadar sonra gukurun orta kismina igerisine 2.5 kg kadar ahir giibresi
karistirilmig giivercin giibresi konur. Karpuzlar gelisip kollar1 uzadikga gukurun igerisi bitkiler
yukarida kalacak tarzda bu defa ince nemli kumla doldurulmaya devam edilir. Mayis ay1
sonlarinda her ¢ukura S’er kg kadar ahir giibresi ve giivercin giibresi karigimi verilir ve
gukurun igersi toprak hizasina kadar ayni mille doldurulur. Bu sekilde hazirlanmis besin
maddelerince ¢ok zengin ve nemli vasat igersinde karpuz bitkisi ¢ok kuvvetli kok sistemi
meydana getirerek siiratle gelisir ve neticede her biri 40-50 kg hatta daha iri olan karpuzlar
elde edilir (Resim 3). Cukurlardan hasat edilen karpuz miktar1 gesidin iriligine gore degisir.
Genelde ¢ok iri gesitlerde her kokende bir karpuz buna ragmen daha kiigiik gesitlerde

yetistiricinin arzusuna gore daha fazla sayida meyve birakilabilir.

Resim 3. Diyarbakir Karpuzu Siirme Cegidine Ait Meyveler (i¢ ve dis goriiniis)



Ayrica yukaridaki yetigtirme metodlar1 diginda Diyarbakir ve yoresinde goriilen kuru
tarim seklinde yapilan karpuz yetistiriciligi de vardir. Bu tarz yetistiricilikte elde edilen
karpuza, “Beji” denir. Sulama yapilmaksizin yapilan karpuz yetigtiriciligidir. Tohumlarn
araziye ekilmesinden, sonra can suyu verilir ve sulama yapilmaksizin yetistiricilik yapilir.
Ancak gerek erkencilik ve gerekse de homojen iiretim ve diger fide ile yetistirmenin
avantajlarindan dolay1 karpuz yetigtiriciligi artik fideden yapilmaktadir. Fideliklerde yetigen
fideler 1-1.5 ay sonra fideliklerden sokiilerek araziye sagirtilarak asil yerlerinde

yetigtirilmektedir.

2.1.5. Tez Konusunun Orijinalligi, Getirecegi Yenilikler ve Sonuglar

Karpuz, Diyarbakir ve yéresinde tiiketimi ve iiretimi oldukga fazla olan bir sebze
tiiriidiir. Ancak Diyarbakir karpuz cesitleriyle ilgili olarak in vitro bir ¢aligma su ana kadar
yapilmamistir. Yoreye girmisg olan “Hibrit Karpuz™ gesitleriyle rekabet etme sansint yitiren
Diyarbakir yerel karpuz varyetelerinin korumaya alinip morfolojik ve fenolojik ozelliklerinin
(tez ¢ahigmast kapsami diginda) belirlenip daha sonra ploidi (kromozom analizleri)
calismalarinin yapilmast hedeflenmistir. Mikrogogaltma ile iiretilecek meveut ve en onemli
olan “Siirme’’ ¢esidinin 1slah ¢aligmast baglatilmis ~ olunacaktir. Boylece yorede karpuz
iretimi canlanip, bélge ekonomisine katk saglayacaktir. “Siirme” gesidi ve diger gesitlerin
yok olmast &nlenmis olup bu cesidin stin ozelliklerinden islah  galigmalarinda
faydalamlacaktir.

Bu calismanin sonuglanmastyla gelecck yillarda Diyarbakir karpuzuyla ilgili olarak
yapilacak diger ¢alismalara (triploid karpuz, mikro agilama ve transgenik karpuz) onciiliik

etmis ve zemin hazirlanmig olunacaktir.

2.2. In Vitro Karpuz Rejenerasyon Caligmalari

Karpuz bitkilerinin gogaltimi; kotiledonlardan elde edilen siirgiin rejenerasyonu ve
somatik embriyogenezisle siirgiin ve nodlarin klonal mikrogogaltimiyla olmaktadir. Asagida,
bu giine kadar yapilan in vitro ¢aligmalarda her metot igin gelistirilen yontemlerin dzeti ve

6nemi agiklanmugtir.
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2.2.1. Siirgiin Ucu Mikrogogaltimi

Klonal hatlarin ve elit triploid kiiltiirlerin gogaliminda; 1 cm uzunlugundaki siirglin
ucu en iyi eksplant tipidir. Sebze endiistrisinde, triploid g¢esitlerin tohum ya da soganciklarinin
pahali olmasindan dolay1 mikrogogaltim tercih edilir. Triploid tohumlarin ¢imlendirilmesinde
sik sik karsilagilan zorluklarina ragmen kullanimi mevcuttur (Kihara, 1951; Elmstrom ve
Maymand, 1992). Triploid karpuz genotiplerin ¢ogaltim ig¢in, birgok arastirici doku kiiltiirii
metotlarin1 gelistirmeye calismistir (Barnes ve ark., 1978; Barnes, 1979; Angel ve Rosu,
1985; Adelberg ve Rhodes, 1989). Bununla beraber zayif kéklenme ve aklimatizasyonla
birlikte stirglin proliferasyon oramnin diigiik olmasindan dolayr ¢ogu arastirmacilarin
gelistirdigi yontemler basarisiz ya da yetersiz olmustur. 1 mg "' BA igeren MS besi ortaminda
kiiltiire alinan 1 cm uzunlugundaki triploid siirgiinleri, %1.25 NaOCI’te 5 dakika beklettikten
sonra 6 kez steril distile su ile galkalayarak sterilize etmiglerdir. 21 giinliik inkiibasyondan
sonra 2-4 adventif siirgiin verdigi rapor edilmistir (Compton ve Gray, 1992).

1 mg I'' BA veya 2 mg I'' NAA ortamuna aktarilan siirgiinlerin yaklasik olarak %70-
90’1 kok olusturmaktadir. Koklenen bu fideciklerden %60-85°1, aktarildiklari seraya ve arazi
sartlarina uyum gosterebilmislerdir (Compton ve ark., 1993a). Bu yontemler kullanilarak, 6
ay gibi kisa bir siirede, basta 100 stirgiin ucu ile yapilan ilk kiiltiirden yaklagik 1.2 milyon
bitki elde edilmistir.

Herhangi bir tiirin mikrogogaltiminin ¢ok pahali olmasinin nedenlerinden biri de
bunun g¢alisma sisteminden kaynaklanmaktadir. Cogu mikrogogaltim sisteminde sik olarak
stirgiin ucu kiiltlirii yapilmaktadir. Siirgiin uglarimin dikkatli sekilde kesilmesi oldukga fazla
zaman alir ve diizenli bir sekilde yeni besi ortamina aktarilmasi da zaman alic1 ve masraflidir.
Mikro stirgilinlerin elle kesimini azaltmak igin Alper ve ark., (1994a, b), non-selektif kesimi
ve karpuzlarin mikro stirgiinlerinin mekanik olarak alinmasi i¢in bir metod geligtirmislerdir.
Bu metotta diploid “Charlee” ¢esidinin stirgiin kiiltiirii igin 6zel bir alet yapilmustir. Bu alet
dikdortgen bir 1zgaraya sahip ve kesim blogu bu kablolu izgaraya uygun bir sapla
baglanmistir. Mekanik transplantasyonda kombine edilen bu metod triploid genotiplerin
mikrogogaltiminda masraflari biiylik oranda azaltmstir.

Triploid hibritlerin 1slahinda kullanmak i¢in, tetraploid genotiplerin klonal
cogaltiminda karpuzun mikrogogaltilmas: biiyiik bir potansiyele sahiptir (Gray ve Elmstrom,
1996). Tetraploid karpuz genotiplerinin {iretimi i¢in, diploid fidelerin sulandirilmis kolsisinle

isleme tabi tutulmasi gerekir (Kihara, 1958).
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Gray ve Elmstrom, (1993), triploid hibrit tohum iiretiminde kullanilan, tetraploid
genotiplerin mikrogogaltimi icin bir yontem gelistirip elde etmiglerdir. Bu yontemde,
tetraploid olarak tanimlanan arazi veya seradaki bitki govdelerinden kesilen 2 cm’lik siirglin
uglan, ylizey sterilizasyon igin sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde (%2.6 NaOCI + %l
aktiflestirici) 3 dakika bekletildikten sonra birkag kez steril distile suda c¢alkalamiglardir.
Kesilen apikal meristemler, MS besi ortam1 igeren petri kaplarinda (100 mm x 15 mm tiip
veya 100 ml x 15 ml) kiiltiire almmustir. 30 g 1" seker, 1 mg ! BA ve 7 g I'! agardan olusan
MS besi ortaminin pH’s1 5.7-5.8%e ayarlanmigtir. Siirgiin uzamasini tegvik etmek igin
sakkaroz ve agar1 ayni miktarda olan farkls besi ortamma 2 mg 1" kinetin ve BA yerine ise 8
mg 1" TAA ilave edilerek kullamlmistir. Bu metodla elde edilen bitkilerin seraya
aklimatizasyonu ve araziye transferi yapilarak, normal meyve tiretmislerdir. Bu bitkilerde
veya délleri arasinda higbir somaklonal varyant gorillmemistir.

Yapilan bagka bir ¢aliymada; uzama ortaminin, siirgiin gelisimi ortaminin ilk meristem
kiilttirtindeki (MS + sakkaroz + agar, yukaridaki ortam gibi) BA oraninin diisiiriilmesi ile
elimine edilebilecegini belirtmektedir (Compton ve Gray, 1992; Compton ve ark., 1993a).
Stirgiinler en az 2 cm olduklarinda kolayca kokienmektedirler (Gray ve Elmstrom, 1991) ve
bitkiciklerin yaklagik %90°1 yiiksek nemli ortamda aklimatizasyonda canli kalmaktadir
(Compton ve ark., 1993a). Bu prosediir kullanilarak, herhangi bir somaklonal varyasyon
olmaksizin ilk orijinal ploidi seviyelerini muhafaza ederek %100 olgun bitki elde
edilebilmektedir.

Karpuz i¢in en iyi mikrogogaltim uygulamalar1 diploid ve tetraploid steril erkek
genotiplerin klonal gogaltimidir. ki steril erkek genotip tammlanmistir (Zhang ve Rhardes,
1992; Feher, 1993; Zhang ve ark., 1994c¢). Bunlar; tiiyli steril erkek ve diploid steril erkek
karpuz hattidir. Tiiylii yaprak 6zelligi steril erkek lokusu ile baglantilidir (Watts, 1967). Bu
hatta erkek cigekler steril polenlerle erkek cigek iiretmesine ragmen bitkilerde disi gicek
verimliliginde azalma gozlenmistir. Kuzeydogu Cin’de kendine tozlanan “Nongme 1007
karpuz cesidinde, kendiliginden steril olan erkek mutantlarin tammlanmasindan sonra, ikinci
steril erkek genotip Xia ve ark., (1988), tarafindan olusturulmustur. Mutantlar 617 AB 1slah
hattim gelistirmek igin kardes hatlarla ¢aprazlanmistir. Bu ayni zamanda “Cinli steril erkek”
olarak da bilinir. M 59 1slah hattindan daha fazla agronomik 6zellikteki isteklere sahip olmaya
ilaveten, G17AB’de erkek kisirligi; MS olarak belirtilen tek bir lokus tarafindan kontrol
edilmektedir (Xia ve ark., 1988; Zhang ve Warg, 1990).
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Erkek kisirligimmin kullanimiyla, kontrollii, elle tozlagsma ihtiyacinin elimine edilerek
diploid ve hibrit triploid tohum iiretim fiyat1 bilylik oranda diismustir. Erkek steril
genotiplerin sorunu, homozigot resesif (Ms-ms) kisir-erkek bitkilerin ﬁretirrﬁ icin heterozigot
hatlara (ms-ms) ihtiya¢ duymalaridir. Muhafaza edilen bu hatlarin kullanimi ile ms-ms
bitkileri tiretmek i¢in Gray ve Elmstrom, (1991), tarafindan patentlenen mikrogogaltim

metodu ile elemine edilebilir.

2.2.2. Adventif Siirgiin Organojenezisi

Adventif stirglin rejenerasyonuyla ilgili olarak, diploid ve tetraploid karpuz
cesitlerinde bir ¢ok aragtirma rapor edilmistir (Srivastava ve ark., 1989; Dong ve Jia, 1991;
Compton ve Gray, 1993a). Choi ve ark. (1994), Diploid karpuz varyetesi kotiledonlarindan
adventif siirgiin rejenerasyonu; genetik transformasyon c¢alismalart ve Compton ve ark.
(1996), cekirdeksiz karpuz 1slahinda ana bitki olarak kullanilan tetraploid somaklonal
varyantlarin ¢cogaltilmasinda timitvar uygulamalara sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Karpuz fidelerinin, stirglin uglarinin mikrogogaltilan ve fide kotiledonlarindan rejenere
olan adventif siirgiinlerden elde edildigi bir gok arastirici tarafindan bildirilmistir (Piring,
2003; Anghel ve Rosu, 1985; Compton ve Gray, 1993; Dong ve ark., 1991; Srivastava ve
ark., 1989). Bu calismalarda, in vitro ¢imlendirilen fide kotiledonlarinin, en iyi eksplant
kaynag: oldugu belirtilmistir. In vitro fide elde etmek i¢in, embriyolar tohumdan ¢ikarilip, 10-
25 dakika %1-3’liik NaOCl’te bekletilerek steril edilmistir. Daha sonra 3-6 kez steril distile
suda galkalanmistir. Sterilizasyonda, kiiclik tohumlu g¢esitler 10-15 dakika %1°lik NaOCl’de,
biiyiik tohumlular ise 20-25 dakika ve %1.3’liik NaOCl’de bekletilmeye ihtiyag duyar. Bazi
durumlarda ise, embriyolar1 ¢ikarmadan 6nce tohumlar %2.6’lik NaOCl’ye birakildiktan
sonra 15 saat steril distile suda tutulmustur (Compton ve Gray, 1993a).

Punja ve ark. (1990), karpuzla beraber ayni familyada bir diger tiirde olan hiyarla
ilgili (Cucumis sativus L.) in vitro ¢aligmalarda eskplant kaynagi olarak kotiledon ve
yapraklar kullanmistir. Shan (1984), domatesin (Lycopersicon esculentum Mill) in vitro
calismalarinda eksplant olarak kotiledon ve yapraklari kullandigini belirtmektedir.
Mohammet ve ark. (1992), fasiilyede (Phaseolus vulgaris L) ve bakla (Vicia faba L)
kotiledonlarinin eksplant olarak kullanmldigini belirtmektedirler.

Niedz ve ark. (1989), kavun (Cucumis melo L.) “Hahles’s Best Jumbo” ¢esidi ile

yaptiklar ¢aligmada siirgiin olusumunun 4 ve 7 giinliik kotiledonlarda, 18 giinliik kotiledon ve
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yapraklarina gore daha iyi oldugunu belirtmislerdir. Christianson ve Warnick (1983),
Convolovolus arvensis L.’de siirgiin rejenerasyonunu belirlemek igin yapilan galismada,
kallus olusumu i¢in minimum 4 giinliik ve siirglin baslangi¢ ¢aligsmalarinda ise 14 giinlikk
yaprak eksplantlarina ihtiya¢ oldugunu bildirmistir.

Yapilan bagka galigmalarda ise 2-5 giinliik fide kotiledonlarinin en yiiksek organojenik
potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir (Compton ve Gray, 1993a; Choi ve ark., 1994).

Compton ve Gray (1993a), diploid, triploid ve tetraploid karpuz kotiledonlarindan
siirglin organojenezisi ve bitki rejenerasyonuyla ilgili olarak yaptiklart ¢alismada, MS besi
ortamimn 1 ve 2 mg "' BA ile desteklenmesiyle, kinetinin (4 mg 1" ve thidiazuronun (0.2
mg I'") en iyi konsantrasyonlariyla karsilagtirildiginda en yﬁksek stirglin olugturan eksplant
oraninin ve eksplant bagina siirglin sayisinin elde edildigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada
slirglin olusturan eksplant orani ve eksplant bagina stirgiin sayis1 diploidlerde (%37 ve 2.2),
triploid (%22 ve 0.6) ve tetraploidlere (%20 ve 0.8) gore daha yiikksek bulunmustur.
Koklenme ortami olarak, 20 g I"' sakkaroz ve 2 mg I NAA ile desteklenmis MS besi ortami
kullanilmigtir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ise 5, 10, 15 ve 20 giinliik kotiledonlardan; en
yiiksek 5 giinliik kotiledonlarin kullanlldlél ortamdan elde edilmistir. Yani geng fidelerden
alinan eksplantlarin (kotiledon) kullanilmasi halinde, siirgiin olusumunun daha fazla olacaginm
belirtmiglerdir.

In vitro karpuz c¢aligmalarinda kullanilan embriyolar, belli i1sikta veya karanlikta
cimlenebilirler. Buna ragmen kotiledonlarin organojenik kabiliyetlerinin gelismeleri;
karanlikta ¢gimlendirilen tohumlardan elde edilen fidelerde oldugu rapor edilmistir. Compton,
(1999), embriyolarn 1sikta ve karanlikta ¢imlendirilmesinin kotiledonlarindan itibaren siirgiin
organojenezisine etkisini tespit etmistir. Cimlenmesi karanhik ortamda gergeklestirilen
tohumlardan olusan 5 giinliik kotiledonlar siirglin rejenerasyonu igin eksplant olarak
kullanilmustir. 7g 1" agar, 30 g I"' sakkaroz ve 1 mg I'' BA desteklenmis MS besi ortaminin
pH’ 15.8 olarak ayarlanip karanhkta ve 11kl1 ortam olarak 50 pmol m™ s™ floresan lambalar
kullanilmugtir. Kiltiirler 3 haftada bir altkiltire alinmistir. Bu calismada, siirgiinlere ait
olgtimler 4 haftalik kiiltiir sonunda alinmis olup 1.5-2 cm uzunluga sahip siirgiinler hasat
edilebilir stirgin olarak degerlendirilmistir. Yapilan g¢alismada, karanlikta ¢imlendirilen
embriyolardan olusan siirgiin orani, igikta ¢imlendirilerek elde edilen siirgiin oranindan daha
yiksek (tim cesitler igin) bulunmustur. Evans ve ark. (1981); keza Hartmann ve ark.

(1997), karanhkta bekletmenin etkisinin ne oldugu tam olarak anlagilmamakla birlikte, bitki
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dokularinin karanlikta inkiibasyonu; 1s18a duyarli bazi bitki biiytime diizenleyicilerini ve diger
bilesikleri korudugunu bildirmektedirler.

Kotiledonlarin apikal uglarinin genelde yiiksek rejenerasyon potansiyeline sahip
oldugu bildirilmigtir (Compton, 2000). Baz1 caligmalarda ise; tiim kotiledon ya da yarim
kotiledonlarin her ikisi de eksplant olarak kullaniimistir (Compton ve Gray, 1993a; Choi ve
ark., 1994). Bununla birlikte baz1 gesitlerde, 6zellikle rejenerasyon yetenegi diisiik olanlarda,
ttim kotiledonlar kullamldiginda daha iyi rejenerasyon oran: elde edilmistir (Compton, 2000).

Piring ve ark. (2003), Siirgiin organojenezisi {izerine iki tip sitokinin; BA ve kinetinin
farkli konsantrasyonlarinin etkilerini arastirmiglardir. Eksplant basina olusan siirgiin sayisi
bakimindan en iyi sonug; 0.5 mg 1" BA igeren besi ortamuindan elde edilirken bu oran ayni
zamanda kinetinin en iyi sonug veren konsantrasyonundan (1 mg I'') yaklasik %50 daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen siirgiinlerin (1-2 cm) in vitro ortamda kdklenmesi; 1 mg I
NAA ile desteklenen MS besi ortamina aktarilmasiyla elde edilmistir. Rejenere edilen
bitkilerin %50’den fazlas1 bagarili bir sekilde topraga aktarilmugtir. Yapilan bu ¢alismada,
“Stirme” karpuz ¢esidinin in vitro yontemle cogaltilabilecegini bildirmislerdir.

Compton ve Gray (1994), tetraploid karpuzunun 4 farkli hibrit hattinin (F92US,
SP90-1, SP90-2 ve SP90-4) kotiledonlarindan adventif siirgiin organojenezisi ile yaptiklart
rejenerasyon ¢aligmasinda olgun tohumlar veya 2, 4, 6, 8 ve 10 giinliik fideleri kullanmuslar.
Eksplantlar 6nce 8 hafta slirgiin rejenerasyon ortaminda ve bunu izleyen 4 haftalik siirgiin
uzama ortaminda inkiibasyona alinmuslardir. 1ki giinliik kotiledonlardan, F92U8 ve SP90-2
hatlarinda elde edilen en yiiksek siirgiin olusum orani sirasiyla, %66 ve %60 olarak
bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayist eksplant kaynaginin yasina bagli olarak
degisebilmektedir. En fazla stirglin olusumu, 2 ve 4 giinliik fidelerden alinan eksplantlarda
gortliirken 4 giinliik ve daha yasl bitkilerden alinan eksplantlar ise daha az sayida siirgiin
olusturmuslardir.

Compton (2000), karpuz kotiledonlarinda siirgiin organojenezisi tizerine eksplant
biiytikliigli ve cesit etkisini aragtirmigtir. Kotiledonlarin proksimal kisminin eksplant olarak
kullamldiginda yaklagik olarak %52’si siirgiin verirken distal kisminin eksplant olarak
kullanilmasi durumunda ise bunlarin yaklagik %6°s1 siirgiin vermistir. Proksimal basal uc
eksplantinda slirglin olusumu sinirli iken distal kisminin kullanmiminda ise herhangi bir sir
yoktur. Yar1 basal kismindan tretilmis stirgiin orani; % basaldan iiretilenden daha fazladir. Bu

durum ozellikle “Sweet Gem”, “Crimson Sweet” ve “Minilee” ¢esitlerinde goriiliirken
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“Yellow Doll” ¢esidinde ise eksplant boyutu siirgiin rejenerasyonunu etkilemigtir. Yani gesit
ve eksplant arasindaki interaksiyon 6nemli bulunmugtur. Bundan dolayi, diisiik rejenerasyon
gosteren ¢esitlerde bu sorunu gz dniinde bulundurmak gerekir.

Adelberg ve ark. (1994), tarafindan kavunda doku kiiltiiriinden tetraploid sikligina
eksplant tipinin etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, eksplant olarak adventif ve aksiler
siirgiinler kullanilmistir. Bu siirgiinler 2 mg 1! BA igeren MS besi ortaminda kiiltiire
alinmiglardir. Miniloup 1slah hatlarina, L-14 ve B hattina genetik kaynak olarak su
eksplantlar1 kullanmiglardir; tohum kisimlar: (apikal ve kotiledon dokulari), olgun tohum
(tozlanmadan 10-40 giin sonra, DAP) ve kotiledon pargalari olan, apikal-radikal aksislerdir.
Bitkilerin ploidi seviyeleri ise polen morfometrisi ile goriinmiigtiir. “Miniloup” 1slah hattinin
tohumlarindan olusan olgunlasmamis kotiledonlar, olgun kotiledonlardan daha fazla
tetraploid rejenerant iiretmislerdir. En yiiksek tetraploid rejenerant bitki sikligr 18 ve 22
(DAP) giinlik iken hasat edilen embriyo kotiledonlarinda goriildiigii belirtilmigtir. Aym
tohumun apikal meristemleri birkag adet veya hig¢ tetraploid bitki {iretmemislerdir. Ug
genotipin (Miniloup, L-14, B hatti) olgun olmayan kotiledonunun proksimal kismi; olgun
veya olgun olmayan tiim kotiledonlarindan daha yogunlukta tetraploid {iretmislerdir.

Olgunlagmarmis kotiledonlardan da siirgiin rejenerasyonu rapor ediimistir (Zhang ve
ark., 1994a). Bununla birlikte, olgunlagmamis tohumu gelismenin dogru déneminde elde
etmek zordur. Ciinkii arazide olgunlagsmamis bitkiye ihtiyag vardir. 0.5-1.0 cm boyundaki
hipokotillerden siirglin rejenerasyonu rapor edilmis fakat oram diisiik elde edilmistir
(Srivastava ve ark., 1989). Klonal ¢ogaltim i¢in stirglin rejenerasyonunda, mikrogogaltilan
stirglinlerden, arazide yetistirilen bitkilerden veya seradaki yapraklar, en ¢ok tercih edilen
eksplant kaynagi olurken yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu heniiz
basarilamamistir (Compton ve Gray, 1993a).

Karpuzun siirgiin organogenezisiyle ilgili olarak tiim raporlarda, kullanilan besi ortami
Murashige ve Skoog (1962) tarafindan ana hatlariyla formiile edilen makro ve mikro besin
elementleri ve vitaminlerden olusan MS’tir. Bunlara, litrede 0.8 gr inositol ve 30 gr sakkaroz
ilave edilmektedir (Srivastava ve ark., 1989; Dong ve Sia, 1991; Choi ve ark., 1999;
Compton, 1999 ve 2000).

Compton ve ark. (1992), diploid ve tetraploid karpuzlarin mikrogogaltimina yonelik
olarak yaptiklar caligmada, MS besi ortamim kullanmuslardir. Yapilan g¢aligmada, diploid

karpuzlarda, siirgiin sayisi; 6.2 ve siirgiin uzunlugu ise 0.69 cm olarak bulunmustur
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Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak, sadece 1-2 mg I’ BA eklenmesiyle optimum
slirgiin rejenerasyonu elde edilmigtir (Srivastava ve ark. 1989; Compton ve Gray 1993a;
Choi ve ark. 1994; Jawarski ve Compton, 1997; Compton, 1999).

Dabauza ve ark. (1997), Citrullus colcynthis (L) Schrad karpuzunun transformasyon
calismalarinda, eksplant olarak kotiledonlart kullanmiglardir. Arastirmada; kotiledonlarin
morfogenetigine hormonlarin etkisini test etmek igin, tek basina 6-benzilaminopurin (BAP)
veya naftalin asetik asitle veya indol asetik asit kombinasyonlar kullanilmistir. Bunlar
arasinda en iyi sonucu ise BA’nin tek basma kullanildig (5 mg 1) ortam vermigtir. Elde
edilen siirgiinlerin uzamas igin ise, uzama ortami olarak, 0.1 mg "' BA’da siirgiinler ¢ok iyi
gelisme gostermislerdir. Stirgtinlerin koklenmesi igin ise, stirgtinler 0.5 - 1 mg 1" indolbutirik
asit (IBA) ortamina aktarilmig ve kdklenme bu ortamda saglanmigtir. Daha sonra kéklenen
fidecikler 6nce sera daha sonra araziye aktarilarak normal meyveler vermiglerdir.

Choi ve ark. (1994), adventif siirglin rejenerasyonu ve genetik transformasyon
calismalarinda, eksplant olarak diploid karpuz kotiledonlarinin 6nemli potansiyel olarak
kullamildigim belirtmektedirler. Kotiledonlardan siirgiin rejenerasyonu igin de besi ortam
olarak MS besi ortamimn kullamilabilecegi belirtilmistir. Kullamlan MS besi ortami, 1 mg 1™
BA ile desteklenmistir.

Dong ve Jia (1998), tarafindan, 4 mg I Indol-3-asetik asit (IAA) eklenmesiyle bazi
genotiplerde eksplant bagina diisen siirgiin sayisini artirdiini rapor etmislerdir. BA’nin yerine
1-8 mg 1"! kinetin, zeatin veya 2-izopentiladenin ya da 0.2-2 mg 1! thidiazuronun kullanilmas
halinde, siirgiin gelisimi yavaglamistir (Dong ve Jia, 1991; Compton ve Gray, 1993a).

Karpuz kotiledon pargalarinin farkli jellestirici ortamlar kullanilmustir, Litreye 7-10 gr
TC agar (Compton ve Gray, 1993a), 5 gr AgarGel (Compton, 1999), veya 4 gr Gelrit
kullanildiginda en iyi rejenerasyon olustugu gozlenmistir. Eksplantlarin sivi ortamda
inkiibasyona alinmasi, bitki rejenerasyonunu %75°ten %50°ye diisiirmiis ve gogu siirgiinler
vitrifiye olmuslardir (Chei ve ark., 1994).

Kotiledonlarin, stirgiinlerin ve tomurcuklarin; bitki biiyiime diizenleyicisiz ortamda
(Compton ve Gray, 1993a) veya 1 mg I kinetinli (Dong ve Jia, 1991), ortamda kiiltiire
alinmasi birgok genotipte siirglin uzamasin gelistirmistir (Compton ve Gray, 1993a, 1994).

15 mm’den daha biiyiik siirgiinler; 2 mg 1" IAA (Compton ve Gray 1993a), veya 1
mg 1" NAA’li (Dong ve Jia, 1991), ortamlarda kolay koéklenebilmektedirler. Diger kabakgil

tiirleri igin de, benzer sonuglar elde edilmistir (Compton ve ark., 2001).
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Compton ve ark. (1993), diploid ve tetraploid karpuzlarda siirgiin ucu i¢in bir
mikrogogaltim yoOntemini gelistirdikleri ¢aligmada, 21 gilinlik ve 1 cm uzunlugundaki bir
nodlu siirgiinleri materyal olarak kullanmislardir. MS besi ortamina; 7g I agar, 30 g 1"
sakkaroz eklenmigtir. Siirglin proliferasyonu igin ise BA, TDZ ve kinetin kullanmiglardir.
Besi ortamunin pH’1 5.7 olarak ayarlanmus ve kiiltiirler biiyiime odasinda, 30-50 pmol m™ s
ortamina konulmugtur. Altkiiltiir sayisinin siirgilin proliferasyonuna ve kdklenmeye etkisini
test etmek igin kiiltiirler 4 haftalik peryotlarla 6 ay boyunca altkiiltiire alinmislardir.
Koklenme ortami olarak MS + 1 mg 1" IBA kullanilmus ve 5-30 mm uzunlugundaki siirgiinler
tercih edilmistir. Substrat olarak otoklavda steril edilmis vermikulit kullanilmistir. Yapilan bu
¢aligmada, en iyi siirgiin proliferasyonu, 0.5 mg 1" BA ortaminda 6.2 adet siirgiin sayisi ve
6.9 mm sirglin uzunlugu (diger sitokininlerden 1.5-2.8 kat daha fazla) elde edilmisgtir.
Eksplant basina diisen siirglin sayisinin 3. ve 4. altkiiltiirlerde bir azalma oldugu fakat ilk iki
altkiltiirde artis oldugu gozlenmistir. Kéklenme orani ise genotipe ve kiiltiir siiresine bagli
olarak; %60 ile %100 arasinda olmustur. Aklimatizasyona alinan bitki oram1 ise %60-%90
arasinda degismektedir. Yapilan bu ¢aligmayla siirglin ucunun 6 aya kadar kéklenme oranlari
ve aklimatizasyon oranlarinda 6nemli bir azalma olmaksizin altkiiltliriiniin yapilabilecegi
bildirilmistir. Ayrica bu ¢alismada 3 ay gibi bir siirede 250 materyalden 13 200 adet bitki
tiretilmesi miimkiindiir.

Karpuz rejenerantlarin aklimatizasyonunda; optimum sartlar saglandiginda higbir
problem olmaz. En az 1 cm uzunlukta bir ana koke sahip olan ve 1.6 cm’den biiyiik
stirgiinlerin yeterli bir aklimatizasyon ve rhizogenesis (90-100) g(isterebilmc;si icin igerisinde
esit hacimlerde vermikulit veya perlit iceren saksilara kondugunda daha iyi bir gelisim
gosterir. 1.6 cm’den kiiglik stirgiinler ise daha diisiik (%55) kéklenme ve aklimatizasyon
gostermislerdir (Compton ve ark., 1993a).

Saksilara sasirtma sirasinda, birkag saat Oncesinden ortam nemlendirilir ve temiz
plastik bir ortii ile bitkilerle temas etmeyecek sekilde kapatilir. Bitkicikler in vitro kiiltirdeki
sartlara benzer sartlarda (16 saat fotoperiyotta 50 pum m? s’ 15k ve 25 °C sicaklik)
inkiibasyona alinir. Aklimatizasyonun nemsiz serada olmasi istenir, ¢iinkii bitkicikler nemden
¢ok doymus olabilir ve hizla ¢iiriir (Gray ve Elmstrom, 1998). Bu sartlarlarda, kullanilan
bitkiciklerin %75-90’1 hayatta kalmaktadir. Cimlenmeden aklimatizasyona kadar ihtiyag
duyulan siire toplam 14 haftadir (Compton ve Gray, 1993a, 1994; Compton ve ark., 1996;
Jaworski ve Compton, 1997).
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Bugiine kadar in vitro da c¢aligilan tiim karpuz genotiplerinde, kotiledon
eksplantlarindan siirglin verme yetenekleri rapor edilmigtir (Srivastava ve ark., 1989; Dong
ve Jia,1991; Compton ve Gray, 1993a, 1994; Choi ve ark., 1994; Zhang ve ark., 1994a;
Compton ve ark., 1996; Compton, 1999 ve 2000). Bununla birlikte, yeni genotiplerie deney
yapilirken genel yontemde bazi diizenlemeler yapmak gerekli olabilir.

Diploit fidelerin kotiledonlarindan siirgiin rejenerasyonunun, tetraploit genotiplerden
2-3 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir (Compton ve Gray, 1993a). Triploit bitkilerden
adventif siirgiin rejenerasyonu diislik olmaktadir (<%30). Test edilen genotipe bagli olarak
yukarida tanimlanan sartlar kullanilarak kiiltiire alinan kotiledon eksplantlarin %20-55’inde 3-
20 arasinda siirgiin rejenerasyonu miimkiin olabilmektedir.

Compton ve Gray (1992), triploid ve tetraploid karpuzlarin hizli ¢ogaltimi igin
mikrogogaltim teknigini gelistirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada; 1 cm uzunlugundaki
siirgiinler, 7g 1" agar, 30 g I"' sakkaroz 0,2 mg 1" BA iceren MS besi ortaminda (1s1k giicii

2 51 gelismeye birakilmis ve 3 haftalk peryotlarla altkiiltiire

olarak 30-50 pmol m’
alinmislardir. Bu ortamdan gelisen 5-30 mm uzunlugundaki siirgiinler, 20 g I'' sakkaroz ve 1
mg I IBA ile desteklenmis MS besi ortaminda kéklenmeye alinmislardir. Kiiltiir siiresince
triploid kiiltiirlerde eksplant basina en fazla siirgiin sayisi, kéklenme orami ve aklimatize
edilen bitki oram sirasiyla; 3.8, %90 ve %85 olarak bulunmusgtur. Tetraploid kiiltiirlerde ise en
yiiksek siirgiin sayisi, koklenme orami ve aklimatize edilen bitki orani degerleri sirasiyla; 5.2,

%88.9 ve %68.9 olarak bulunmustur.

2.2..3. Somatik Embriyogenesis

Somatik embriyogenezis ile bitkiciklerin elde edilmesinin bir ¢ok avantaji vardir.
Genelde geligmis siirgiinlere ve vaskiiler bag1 olan koklere sahiptir. Bu sistem genellikle daha
yiiksek embriyo ve bitki rejenerasyon orani géstermektedir (Ammirato, 1987).

Somatik embriyogenezisle karpuz fidelerinin rejenerasyonu ilk defa Compton ve
Gray (1993), tarafindan rapor edilmigtir. Etkili bir somatik embriyogenik sistemin
gelistirilmesi  genetik transformasyon ve sentetik tohum iiretimi ¢aligmalarinda faydali
olabilecegini belirtmislerdir. Bugiin somatik embriyogenezisin genetik transformasyonu i¢in
kullanimi siirlidir; ¢linkii karpuzda emriyogenik doku olugum siklig1 olduke¢a diigtiktiir.

Compton ve Gray (1993b), 4 karpuz genotipinin (Allsweet, Crimson Sweet, Minilee

ve Flash87-Gate) somatik embriyogenezisini, tozlasmadan 14-28 giin sonra hasat edilen
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meyvelerden alinan olgunlagmamis tohumlarin  kotiledon eksplantlar1  {izerinde
gozlemlemislerdir (DAP). Bu ¢alismada; optimum embriyo iiretimi, eksplantlarin 2 mg 1™
2,4-D ve 1 mg I"' thidiazuranla desteklenmis MS besi ortaminda olusmustur. 2,4-D’nin
yiiksek konsantrasyonu veya TDZ’nin yerine BA kullanilmasi, embriyogenik potansiyeli
diiglirmiigtiir. Dinlenme halindeki embriyolardan izole edilen kotiledon eksplantlari, kiiltiir
ortaminda verilen higbir bitkisel hormona tepki géstermemigtir. Somatik embriyogenesisin
baslatilmas: tozlanmayi takiben gelisen olgunlasmamig tohumlarin kullanilmasiyla
artmaktadir. Buna ragmen verilen tepki %25°1 higbir zaman gegmemis ve eksplant bagina da
5.5 embriyo olugsmustur. Somatik embriyolarin ¢imlenme orani da diisiiktiir (maksimum
%46). Bunun nedeni, bu g¢esit embriyolarin tam olarak gelismemesidir. Bu durum,
kotiledonlarin birlesmesinden ya da birlesik somatik embriyo ve fonksiyonel bir apikal
meristem {iretilmemesinden kaynaklanmaktadir, Somatik embriyogenezisle test edilen karpuz
cesitlerindeki bagar1 orami arttinlmadik¢a karpuzun bu metotla ¢ogaltilmasi Onerilemez.
Adventif stirglin rejenerasyonu ile karsilagtinildiginda, diigiik rejenerasyon orami ve

olgunlagmamig tohum elde etme zorluklari, bu teknigin kullanimini imkansiz kilmaktadir.

2.2.4. Hastaliklara Dayanikhhgin Gelistirilmesinde Doku Kiiltiirii ve Biyoteknolojik
Uygulamalar

Karpuz ig¢in ¢esit gelistirmede en yaygin olan biyoteknolojik yaklasimlar;
transgenlerin entegrasyonu igin genetik transformasyonun kullanimini ve poliploid bitkiler
tiretmek i¢in somaklonal varyasyonlardan yararlamlmasint kapsamaktadir. Her iki metotta da

karpuzun genetik 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in timitvar sonuglar elde edilmistir.

2.2.4.1. Genetik Transformasyon

Bakteriyel, fungal ve viral hastaliklara hassas olmasindan dolayi, karpuzun islahi
genetik mithendislii ¢aligmalar1 igin 6nemli bir konudur. Geleneksel 1slah yontemleriyle;
antraknoza, fusarium solgunlugu ve govdede zamk hastaliklarina, 6nceden karpuz mozaik
viriisti 1 olarak bilinen Papaya ringspot viriisii, ve meyve leke hastalifi gibi bakteriyel
hastaliklara dayanikli gesitler elde edilmistir (Mohr, 1986; Ranr ve Zaten, 1992; Feher,
1993; Gillaspie ve Wright, 1993; Crall ve ark., 1994). Hastaliklara direncli yeni gesitler
gelistirilmesine ragmen, pazara trlin sunabilme ihtiyacim1 karsgilamak igin gesitlerin yillik

arazi rotasyonunu ve kimyasal uygulanmasi iki katina ¢ikmigtir.
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Choi ve ark. (1994), tarafindan Citrullus igin, genetik transformasyon rapor
edilmigtir. Raporter gen olarak 35 S promoter-B-glicuronidase (GUS) gen fiizyon {riinii
tasiyan ikili vektor PB1121°i igeren Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 irki ve nos-
promoter-neomisinfosfotransferaz marker geni kullanilarak kotiledon eksplantlarin
transformasyonunu saglamigtir. Histolojik olarak incelenen rejenere edilmis siirgiinlerin
yaklasik %16’s1 GUS aktivitesi ekspresyonu yapmustir.

Transformasyon siiresince in vitro transgenik bitki ve siirgiinlerin tanimlanmasi,
kanamisin igeren besi ortaminda seg¢im igin npfll geninin kullamimiyla olmugtur (Choi ve
ark., 1994; Tricoli ve ark., 2002). Karpuzda transgenik bitki iiretmek icin in vitro
fosfomannoz isomeraz pozitif segim metodu bagariyla yapilmigtir (Reed ve ark., 2001).

Biolostik metodlarin kullanilarak rekombinant DNA’nin dagitilmasi, Agrobacterium
aracilikli transformasyona alternatif gibi gortinmektedir (Compton ve ark., 1993b). Gen
silah1 kullanilarak partikiillerin bombardimanindan sonra kotiledonlarda GUS ekspresyonunu
gecici olarak optimize etmek i¢in gerekli parametreler Compton ve ark. (1993b), tarafindan
tammlanmigtir. Bu metodla GUS’mn optimum ekspresyonu rapor edilirken, rekombinant
DNA’nin integrasyonunda basarili olunmamistir. Karpuzun genetik olarak modifikasyonu
icin en iyi metod, Dbiyologistik ve Agrobacterium aracilikli transformasyonun bir
kombinasyonu olabilir.

Compton ve ark. (1994), GUS’in gecici ekspresyon metodu; Kkotiledonlarin
Agrobacterium ile inokiilasyondan hemen once, hizli bir gekilde 1.1 mikrometre tungsten
partikiil dagitan bir PIG ile yaralandiginda gelistigini gézlemlemistir. Biolistik metod
kullanilarak yaralandiginda 11 eksplantlik her kaba 400°den 1000’e kadar GUS foci
tanimlandigt gézlemlenmistir. Bu degerlér; Agrobacterium tumefaciens ile inokulasyondan
Once, bir bigakla yaralanan aym sayidaki eksplantta veya kotiledonu bombardiman etmek i¢in
DNA plasmiti ile kaplanmig benzer sayidaki tungsten pargalarindan 1.6 ile 2.7 kat1 daha
fazladir. Bununla beraber; rekombinant DNA’nin stabil entegrasyonu veya transgenik
bitkilerin rejenerasyonu rapor edilmemistir.

Bugiin karpuzda en ¢ok istenilen 6zellik lekeli meyveye ve daha once belirtilen 3
karpuz viriistine dayamikliliktir. Karpuz lekeli meyve hastaligi, Acidovorax avenae subsp.
citrulli’nin neden oldugu ve 6nemli oranda zarar yapan bir hastaliktir (Rane ve Latin, 1992).
Hastalik ilk 6nce 1989°da Florida, Giiney Karolina, Kuzey Karolina, Maryland, Delaware ve

Hindistan’daki karpuz tarlalarinda gériilmiistiir. Hastalik, kotiledon ve yapraklar iizerinde
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asin sudan kaynaklanan lezyonlar1 ve yapraklarin ¢atlama, meyve yarilmast ve meyve ¢iiriime
simptomlarim igermektedir. Uriin kaybmmin %90’in iizerinde oldugu giftciler tarafindan
bildirilmistir. Hastalik arazide enfekte olan bitki pargalarinin sulama suyundan veya yagistan
1slanmasi sonucu yayilir (Hopkins ve ark., 1992).

Lekeli meyve hastalify, yeni arazilerde enfekte olmus tohumlarin tasinmasi ile
olmaktadir. Ticari yetistiricilere sunlar tavsiye edilmistir;

1. Lekeli meyve hastaligindan elenen ve negatif olan tohum veya fidelerin

kullanilmasi.

2. Hastalik simptomlarinin incelenmesi ve bulagik bitkilerin yok edilmesi.

3. Hastalig1 barindiran ya da kendiliginden gelen bitkilerin atilmasi ve bir 6l¢ii olarak

da haftadan haftaya bakir igeren fungusid uygulamasi (Moore, 2001).

Buna ragmen, bu kiiltiirel] ve kimyasal dlgiiler hastaligin kontrol edilmesi igin yeterli
degildir.

Transgenik karpuzda, cecropin sifreli genlerin bitkilere aktarilmasi ve ekspresyonu
belki lekeli meyve hastaligina direnglilik sunabilir. Cecropin bir bocek proteini olup,
antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Jaynes ve ark., 1987). Birgok transgenik bitkide, direnglilik
vermekte olan birkag cecropin mevcuttur.

Liu ve ark. (2001), transgenik Royal Gala elmasinin (Malus x domestica Borkh.)
transgenik olmayanlara gére Erwinia amylovara’ya daha dayanikli oldugunu rapor etmistir.
MB 39 cecropin geninin ekspresyonuyla transgenik tiitiin bitkileri bakteriyel hiicrelerin
biiylimesini baski altinda tutarak Pseudomonas syringae pv. tabaci’ye direngliligi
gelistirdigini gostermistir (Huang ve ark., 1997).

Cecropin gen eckspresyonunu yapan transgenik patates bitkileri, Pseudomonas
solanacearum ile enfekte oldugunda hastalik siddeti ve 6liim oranlar diismiistiir (Destefano-
Beltran ve ark., 1990). Rekombinant genlerin ekspresyonunda bakteriyel direngliligin
transgenik bitkilerde delil olarak sunmay1 saglamakta ve karpuzda meyve leke hastaligina
direngliligin kazandirilmasinda timitvar gérinmektedir.

Kabakta sar1 mozaik virisine karpuzun direngliligi birgok yabani genotipte
tammlanmigtir (Providenti, 1991; Boyhan ve ark., 1994). Bu viriislere dayamkhilik veren
transgenlerin tammlanmasi, mevcut gesitlerin meyve kalitesini degistirmeksizin; viriislere
yiiksek seviyede dayaniklilik saglamaktadir. Seminis Vegetable Seeds Inc.’deki aragtinicilar,

Choi ve ark. (1994), tarafindan gelistirilen yontemi modifiye ederek; viriise direngli karpuz
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bitkilerini gelistirmek i¢in karnabahar mozaik viriisii 35S promoterinin kontrolu altindaki
ZYMYV ve WMV kabuk genlerinin ekspresyonu Tricoli ve ark. (2002) tarafindan yapilmstir.
Sonug olarak, transgenik islah hatlarinin arazide her iki viriise de direngli olduklar: tespit
edilmistir. Ancak, kontrol bitkilerin ve transgenik bitkilerin verim degerleri sunulmamuistir.
Benzer caligmalar; diger kabakgillerde de yiiriitiilmiistir. Clough ve Hamm (1995),
tarafindan transgenik sar1 crookneck (uzun) kabak (Cucurbita pepo var. melopepo) ve kavun
(Cucumis melo) bitkilerinin iki y1l arka arkaya arazi testinde; WMP ve ZYMYV kabuk protein
genlerinin  ekspresyonunu yapan transgenik bitkilerin hedeflenen viriislere karsi
direngliliklerinde gelisme go6sterdiklerini ve transgenik olmayan kontrolden daha fazla
pazarlanabilen meyve {rettiklerini rapor etmislerdir. Viral kabuk protein sentezinin
ekspresyonu, hedeflenen viriis disinda da koruma yapabilir.

Namba ve ark. (1992), WMV veya ZYMV kabuk protein genlerinin ekspresyonunu
yapan transgenik tlitliin bitkilerinin, 6 adet diger potiviriislere (fasiilye sart mozaik virlisi,
patates viriisii Y, bezelye mozaik viriisii, yonca sari yaprak viriisii, biber benek viriisii ve tiitiin
asit viriisii) koruma sagladigini rapor etmiglerdir. Bu ¢aligmanin onciileri, tek bir potiviriisiin
protein genlerinin ekspresyonunu yapan transgenik bitkilerin, viral enfeksiyona karst genis bir
koruma sergilediklerini belirtmislerdir.

Transgenik karpuz hatlar1 birgok ticari sirket tarafindan gelistirilmis ve arazi testleri
ozellikle ABD’de ve Avrupa’da yapilmustir. Transgenik triinlerin arazi test verilerini bulmak
miimkiindiir (Anonymous, 2002). Bununla beraber 6nemli veriler, marka bilgisi tescil
edilerek smiflandirilmis ve ciftgilerin kullanilmasina serbest birakilmamistir. Transgenik
karpuzun tarla testlerinin biiylik cogunlugu (%80), bitkilerin viriise dayamklilik i¢in olup
Ozellikle ZYMV ve WMV’nin, bitki kabuk protein genleri tasiyanlar igindir. Bunlara ek
olarak, 4 kabuk protein genini (ZYMV, WMV, PRSV ve CMV’den elde edilen) tagiyan
karpuz bitkileri tizerine tarla testi yiriitiilmiigtir. Transgenik karpuz aymi zamanda
partenokarpik ¢ekirdeksiz meyve iiretmek igin kullanilmstir. Transgenik bitki elde edilmesi

ve tarlada test edilmesine ragmen, higbir transgenik karpuz {iriinii heniiz satisa sunulmamigtir.

2.2.4.2. Hastaliga Dayamkh Bitkilerin Elde Edilmesinde Somaklonal Varyasyonun
Kullanimi
Hastaliga dayanikli genotiplerin tiretiminde, somaklonal varyasyonun kullanilmasinin

potansiyel uygulamasi olmasina ragmen bu alanda karpuz i¢in dogrudan higbir gelisme rapor
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edilmemigtir. Bununla birlikte diger bitki tiitleri i¢in bagarili sonuglar bildirilmistir. Seftalinin
(Prunus persica L.) somaklonal varyantlari hedef hastalikli organizmadan hazirlanan filtre
edilmis kiiltliriintin kullanim, seleksiyon baskisi olsun ya da olmasin seftali rejenerasyon besi
ortaminda gelisen kallustan rejenerasyon sonucu bakteriyel leke hastalipina (Xanthomonas
campestris pv. pruni) direnglilik gostermiglerdir (Hammerschlag, 1988; 1990).
Rejenerantlarin bahgeye transplantasyonunu izleyen 3 yilda yiiksek seviyede hastaliklara
dayaniklilik gézlenmistir (Scorza ve Hammerschlag, 1990).

Antraknozun ajam olan Elsinoe ampelina (deBary) Shear’in filtre edilerek olusturulan
%40 fungal kiiltiirii igeren besi ortaminda embriyojenik hiicrelerin kiiltiirii yoluyla antraknoza
direngli “Chandanny” tiziimii (Vitis vinifera L.) rejenere edilmistir (Jayasankar ve ark.
2000). Direngli embriyolardan rejenere edilen bitkiler, sera ve arazi sartlarinda dayaniklilik
gostermistir. Bagka bir raporda ise Jayasabkar ve Litz (1998); %60°1n iizerinde filtre edilen
kiiltir igeren rejenerasyon ortamumi miitakiben “Hindi” ve “Carabao” Mango (Manifera
indica L)’nin embriyojenik kiiltiirlerinin Colletotrichum gloeosporioides Penz * e dayaniklilik
gosterdigini gozlemlemislerdir. /n vitro seleksiyon siiresince rejenere edilen bitkiler arasinda
fungal dayanikhilik chitinase genlerinin aktivasyonuymus gibi goriindugi bildirilmigtir
(Jayasankar ve Litz, 1998; Jayasankar ve ark., 2000).

Karpuz meyve leke’den elde edilen kiiltiiriin filtre edilmesiyle karpuz kotiledonlarinda
chitinase genleri gibi, dayaniklilik genlerinin ortaya gikmasiyla, harekete gegirebilir ve bu
hastalifa direngliligin basarilmasinda diger patojenler kadar iyi olan, non-transgenik bir yol
sunar.

Hastaliklara dayaniklilik agisindan yapilan uygulamalardan bir tanesi de agih fide
tretimidir. Yetigir (2001), karpuzda verim ve kaliteyi artirmak icin yapilan agilama
caligmalarinda bir gok hastalipa dayaniklihik i¢in kullanilan anaglar sayesinde asili bitkilerden

ekonomik anlamda verim alinabilecegi tespit edilmistir

2.2.5. Cekirdeksiz Karpuz Islahinda Somaklonal Varyantlarin Kullanilmasi

Cekirdeksiz karpuz gesitlerine tiiketiciler tarafindan fazla talep edilmesinin nedeni
sadece gekirdeksiz olmasi degil (her meyvede 4 taneden daha az tohum igerir) aym zamanda
bunlarin diploit tohumlardan alinan iiriine gére daha tath olmasidir. Gekirdeksiz karpuzlar
triploit (3n=3x=33) hibritlerdir (Kihara, 1951). Triploit tohumlar tetraploit () ve diploit (3)
bitkilerin ¢aprazlanmasiyla elde edilir (Kihara, 1951; Andrus ve ark., 1975). Geleneksel
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olarak tetraploit ebeveynler, diploit yeni fideciklerin kolsisin ile muamele edilmesiyle elde
edilir (Kihara ve ark., 1951; Andrus ve ark., 1975).

San (1994), karpuzda kromozom sayismin ikiye katlanmasinda, yapilan ¢aligmada,
dihaploid hatlarin elde edilmesi igin en uygun kolsisin dozu ve uygulama siiresinin ya %0.5, 4
saat veya %1, 2 saat oldugu saptanmistir (Sari, 1994).

Mohr (1986), tohumluk triploid melez karpuzlarin iiretimi igin izlenecek yolun
triploid tohum eldesi igin tetraploid hatlarin ana ebeveyn olarak kullamilmak zorunda
oldugunu; diploid hatlarin tetraploid polenlerle tozlanmasi sonucu ise bos ve steril tohumlar
meydana gelecegini vurgulamaktadir.

Lower ve Johnson (1969), Hindistan’da tetraploid karpuz hatlar1 elde edebilmek
amaciyla fidelerin bilyime noktalarina veya tohumlara kolsisin uygulamasi yapmuslardir.
Calismada Charleston Gray 133 ve Princeton ¢esitlerine;

a. Kotiledon yaprakli agamadayken biiyiime uglarina 24 saat iginde 2 damla %0.3’liik

kolgisin damlatilmasi,

b. Kotiledon yaprakli agamadayken biiyiime uglarina 52 saat iginde 8 damla %0.3’liik

kolsisin damlatiimasi,

c. Kotiledon yaprakhi asamadayken biiyiime uglarina 80 saatte %0.3’liik kolsisin

damlatilmas,

d. Ekimden once tohumlarin 6-24 saat (6 saat araliklarla) %0.1-%0.2 Kkolsisin

¢ozeltisine daldirma iglemleri uygulanmuistir.

Arastirma sonucunda Princeton g¢esidi tetraploidiye Charleston Gray 133’e gore daha
iyl yanit vermistir. Bu gesitte 8 damla kolgisin uygulamasi (52 ve 80 saatte) %6 oraninda
tetraploid uyartim1 saglarken; C. Gray gesidinde bu oran %4 diizeyinde bulunmustur. 2 Damla
(24 satte) kolsisin uygulamast Charleston Gray ¢esidinde hig¢ yanit vermezken; Princeton
cesidinde %3 diizeyinde tetraploidi olusturmustur. Tohumlarin 24 saat %0.1°1ik veya 18 saat
%0.2°lik kolsisine bandirilmasi, %0-20 oranlarinda tetraploidi olusturmusgtur. Arastiricilar
tohum bandirma yonteminin biiyime ucuna damlatmaya gore daha etkili oldugunu
vurgulamiglardir. Tetraploid bitkileri belirleme kriteri olarak;

- Tetraploid bireylerin diploidlerden daha genis ve tiiylii yaprakli, iri ¢igekli ve siiliikli

oldugu,

- Diploidlerde ¢igek tozu ¢api ortalama 64 um iken tetraploidlerde 78 pm oldugu,
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- Diploid ¢igek tozlar1 %93.58 boyanma 6zelligi gosterirken, tetraploidlerde bu oranin
%82.85 oldugu,

- Diploidler 1 adet gigek tozu ¢im borusu olustururken, tetraploidlerde en az 4 adet ¢im
borusu gézlendigi ve ayrica ¢igek tozu ¢imlenmesinin de tetraploidlerde diploidlere
gore daha diigtik bulundugu,

- Diploidlerde 45 adet kendilemeden 25’1 meyve baglarken; karsilikli tozlamadan da
yiiksek meyve tutumu elde edildiéi, oysa 131 adet tetraploid bitkiden higbirinde
kendileme ile meyve alinmadigi, ayrica 48 adet karsilikli tozlamanin da meyve
olusturmadi@i aragtiricilarca belirlenmigtir,

Abak (1993), biberlerde haploid bitkilerden dihaploid bireylerin elde edilmesi igin
topraga sasirtmadan 20-30 gilin sonra kolsisin uygulamasi yapilabilecegini belirtmistir.
Aragtirici bu asamada bitkilerin biiylime ucu ile yan dallarimin kesilerek kuvvetli bir
budamanin yapilmasini ve yaprak koltuklarindaki aksiler tomurcuklar iizerine birer damla
%0.5’lik kolsisin damlatilmasini 6nermekte ve damlatmanin 24 saat arayla iki kez
uygulamasinin yararli oldugunu kaydetmektedir.

Schifino ve Moraes Fernandes (1987), Brezilya’da Leguminacae familyasindan bir
yem bitkisi olan ti¢giil (Trifolium riograndense Burkart) tiiriinde poliploid bireyler elde etmek
icin kolgisin uygulamasi yapmuglardir. .Arastlrlcﬂar kotiledon yapraklarin yere parelel
agamada oldugu bitkiciklerde su uygulamalari denemislerdir:

a) Bitkilerin 5-6 saat siireyle %0.15, 0.20 ve 0.30 konsantrasyonlarda Kolsisin

¢Ozeltisine bandirilmalart,

b) Bitki biiylime uglarina her 3 saatte bir olmak tizere 4 kez ayni konsantrasyonlardaki

kolsisin ¢ozeltisi damlatma,

c) Biiylime uglarina 24 saat siireyle pamuga emdirilmis aym1 konsantrasyonlarda

kolsisin igeren birer kiigiik pamuk pargasi yerlestirme.

Arastirma sonucunda t¢gtil tiriinde poliploidi uyartimi igin en uygun ydntemin
fidelerin 6 saat siireyle %0.30°luk kolsisine bandiriimasi oldugu bulunmustur. Poliploid
bireylerin ¢ogunlugunda yapraklarda 3’ten fazla yaprakgik olusmus; ¢igek tozu ¢im borusu
say1si ise 3-4 adetten daha fazla bulunmugtur.

Karchi ve ark. (1981), Israil’de Sugar Baby karpuz ¢esidine kotiledon
asamasindayken kolsisin uygulamasi sonucu tetraploid “Alena” ¢esidini gelistirmislerdir.

Sugar Baby’ye gore bu gesidin yapraklar1 daha genis ve kalin, ¢igekleri daha genis, tag
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yapraklarin dip kisimlar renkli, tohumlar1 daha iridir. Sugar Baby’de meyve basina birkag
yliz adet tohum mevcutken; Alena’da 70 adet civarindadir. Bitki gelisimi daha yavas, kol
say1is1 daha azdir ve siiliikler daha yavas gelismekte, verimi Sugar Baby’e oldukc¢a yakin olup
5 ton/da civarindadir.

Karchi ve ark. (1983), Israil kosullarinda tetraploid Alena ile ebeveyni Sugar Baby
cesitlerinde morfolojik gelisim ve verimlilik durumlarimi incelemek {izere bir deneme
yapmiglardir. Denemede, Alena’nin, Sugar Baby’den 20 giin daha sonra ¢igeklendigi,
cigeklenme agamasinda bitkisinin Sugar Baby’den daha kii¢iik oldugu; Sugar Baby’nin yarisi
kadar dal olusturdugu; bogum sayisinin Sugar Baby’nin %65°i kadar oldugu, ana govde ile
yan kol uzunluklarinin Sugar Baby’nin yarist kadar oldugu saptanmistir. Bu nedenle Alena
cesidinin uyartict uygulamalara ihtiyaci oldugunu belirleyen arastiricilar fazla miktarda iist
giibreleme yapmuslardir. Ust giibreleme uygulamasi ile gerek meyve agirligi, bitki bagina
meyve sayist ve verim 6nemli Slgtide yiikselmis ve ebeveyni Sugar Baby’e yaklagmustir.

Ploidi seviyesi morfolojik 6zellikler incelenerek daha erken tahmin edilebilir. Omegin
yaprak ve cicek biiylikligiine gore fidenin tetraploid ya da diploid oldugu kolayca
soylenebilir. Tetraploit bitkiler genelde diploitlerden daha genis ve biiyiik yapraklara ve daha
iri gigeklere sahiptir. Tohum sekli ve boygtu poliploitlerin tanimlanmasi igin de kullanilabilir.
Tetraploit tohumlar, ayni genotipteki diploit tohumlara gore genelde daha iri ve daha kalindir
(Kihara, 1951).

Tetraploit bitkilerin sera veya arazide tamimlanmasi tam gelismis yapraklardaki bekgi
hiicrelerdeki kloroplastlarin sayilmasiyla olabilmektedir Mccuistion ve Elmstrom, (1994),
Yapilan galigmalar, tetraploit bitkilerde bekgi hiicreleri 16-20 arasinda kloroplasta sahip
olurken, diploitlerde ise bekgi hiicrelerin sadece 8-16 kloroplast tirettigini g&stermistir.

Tetraploid karpuz bitkilerinin diploid fidelerin yeterli miktardaki kolsisin ¢6zeltisiyle
muamele edilmesiyle elde edilebilecegini belirtmislerdir. Kloroplastlarin sayilmasiyla diploid
ve tetraploid rejenerantlarin tanimlanabilecegi kavunda Fassuliotis ve Nelson (1992),
patateste Cappadocia ve ark. (1984) tarafindan rapor edilmistir.

Compton ve ark (1999), diploid ve tetraploid bitkilerde ploidi seviyesinin tespitini,
yapraklarda bek¢i hiicredeki kloroplastlarin sayimini yaparak bulmuslardir. Yapilan bu
¢alismada, in vitro diploid stirgiinlerde 9.73; in vitro tetraploid siirgiinlerde 17.16; in vitro

diploid bitkilerde 9.37; in vitro tetraploid bitkilerde 17.11 olarak bulunurken diploid in vivo
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sera bitkilerinde 11.19 ve tetraploid in vivo sera bitkilerinde ise 18.71 kloroplast tespit
edilmistir.

Compton ve ark. (1994), diploid karpuz kotiledonlarindan tetraploid bitki
rejenerasyonu igin yaptiklari galigmada, yeni siirgiinler, diploid Mickylee karpuz cesidi
kotiledonlarinin 6 haftalik stirglin proliferasyon ortamina aktarilmasindan elde edilmigtir. Bu
bitkiler 1-2 cm uzunluktaki siirgiinlerin, 0.2 mg I"' IBA koklenme ortamna aktariimasiyla
elde edilmistir. Tetraploid ve diploid tamimlanmasi, rejenerantlarin yapraklarda bekgi
hiicresindeki  kloroplastlarin  sayilmasiyla yapilmistir. Yapilan ¢alismada, diploid
rejenerantlardaki kloroplast sayisinin ortalamast 11.2, tetraploidlerde ise 18.6 olarak
bulunmustur. Tetraploidlerde kloroplast sayisi, diploidlerden 1.7 kat daha fazla oldugu
belirtilmis ve bitkilerde ploidi seviyesinin yapraklardaki bekgi hiicredeki kloroplastlarin
sayilmasiyla tespit edilebilecegini bildirmiglerdir (Andrus ve ark., 1971; Kihara 1951).

Compton ve ark. (1996), in vitro diploid karpuz kotiledonlarindan elde edilen
tetraploid rejenerantlarin tamimlanmasinda, ploidi seviyesinin tespit edilmesiyle birlikte
yaprak ve ¢igeklerde Slgtimler yapilmistir. Caligmada, ploidi seviyesinin tespit edilmesinde
bekgi hiicrelerindeki kloroplastlarin sayilmasiyla da miimkiin oldugunu ve tetraploid
rejenerantlarda  kloroplast sayist ortalamasi; 19.1 iken, diploidlerde ise 11.2 olarak
belirtmislerdir. Ayrica tetraploid olusumun belirlenmesinde, ovaryum ¢api ve boyu, petal ve
anter ¢apinin, yaprak uzunlugu ve genisliginin iyi bir isaret ve kriter olacagini bildirmiglerdir.
Tetraploid bitkilerde yaprak uzunlugu, diploid bitkilere gore daha kisa, yaprak genisliginin ise
tetraploidlerin diploidlere gore daha genis oldugu belirtilmistir. Diploid Jubile II ¢esidinde,
yaprak uzunlugu; 14.11 cm, yaprak genisligi ise 12.10 cm iken aym g¢esidin tetraploid
bitkilerdeki yaprak uzunlugu, 12.48 cm, yaprak genisligi ise 12.64 olarak 6l¢giilmiistiir.

Arazide morfolojik 6zelliklerin, hizli bir metot olmasina ragmen, genetik degisiklikle
beraber tohum ve bitki morfolojik o6zelliklerinin kullanilmasi, kék uglarinda kromozom
sayimi1 veya kloroplast sayimina gére az giivenilirdir (Gray ve Elmstrom, 1991; Mccuistion
ve Elmstrom, 1993; Compton ve ark., 1996). Ayrica, flow sitometre de, karpuzda ploidi
seviyesini tespit etmek i¢in kullanilmistir (Zhang ve ark., 1994b). Brown ve ark. (1991),
ploidi analizinde kullanilan farkli teknikleri karsilagtirmiglar ve “flow sitometri” nin en etkili
yontem oldugunu ileri stirmiislerdir. Giirséz ve ark. (1991) ve Sar1 ve ark. (1994a) flow

sitometri yénteminin, karpuz bitkisinde bagariyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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Brown ve ark. (1991), in vitro ginogenesis yoluyla elde edilmis olan haploid. seker
pancan bitkilerinin stomalarinda kloroplast sayimi yapmiglar ve bunu tanik diploid bitkileri
ile karsilastirmiglardir. Haploid bitkilerin (n=x=9) stomalarinda ortalama 9 adet kloroplast
sayilirken diploid bitkilerde (2n=2x=18) 16 adet kloroplast bulunmugtur. Arastiricilar seker
pancari tiirtinde kloroplast sayisinin erken agsamada ploidi diizeyini belirlemede iyi bir kriter
oldugunu belirtmektedirler.

Kendine tozlanmanin meydana gelmesi, tetraploit bitki tizerindeki erkek gigeklerden
elde edilen polenlerle ayni bitki {izerindeki disi ¢iceklerin tozlagmasi saglanarak yapilir.
Hasattan 1 yil sonra ¢abuk ¢imlenen tohumlar iiretilmekte ve bunlarin ploidileri daha 6nce
bahsedilen metodlardan biri kullamlarak teyit edilebilir. Mevcut tetraploit tohumlarin
devamliligimm gelistirmek i¢in kendine tozlagmayi tekrar siirdiirmek gerekir. Ciinkii
tetraploitler diisiik verimlilik gostermekte (Ilk tetraploit generasyonlar meyve basina sadece
4-10 tohum vermekte) (Lower ve Jahnson, 1969), ve bitki basina sinirli sayida meyve
vermekte (bitki bagina tohumlu 3-4 adet meyve), bu yiizden ticari miktarda yeni triploit tohum
tiretmek i¢in 10 yil kadar bir zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun nedeni dar bir germplasm
temelinde sonuglanan; yetistiriciler igin riskli bir tiretim tiriinii olarak duran ve tetraploit 1slah
hatlarinin tiretimi ile ilgili zorluktan dolay: triploit hibritler igin tetraploit ebeveynler arasinda
farklilik stnirlidir ve bundan dolay: triploit hibritlerin {iretiminde kullanmak i¢in sadece birkag
tetraploit 1slah hatt1 kullanilmigtir.

Sugiyama (2000), kolsisin uygulamasindan farkli olarak, ¢ekirdeksiz karpuz elde
etmede uygulanan ydntemlerden, X-Ray polen 1sinlamasinin etkili bir yéntem oldugu tespit
etmigtir.

Giirsiiz ve ark. (1991), tarafindan karpuzda (Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf )
isinlanmig polenlerle haploid bitki eldesi iizerindeki ilk ¢aligma yapilmistir. Isin kaynagi
olarak gama 1 Co60 kaynaginin, 1s1n dozu olarak 300 Gy’in kullanildig aragtirmada,
biri melez (Panonia F1), (¢l agik tozlanan (Sugar Baby, Halep Karasi, Crimson Sweet )
olmak tizere 4 gesit ana ebeveyn olarak kullanilmustir. Isinlanmus polen olarak da bu 4 gesidin
polen kanigimlart kullanilmigtir. Aragtirma sonucunda toplam 13 844 tohumdan 761 adet
embriyo elde edilmig ve bu embriyolardan %72’si globiiler, %28’ yiirek seklinde (%8’i
yumusak, %19’u nekrotik ve %1°i normal) bulunmustur. Bu embriyolardan Panonia F1’de
6’s1, Sugar Baby ve Halep Karasi’nda 5’1, Crimson Sweet’te ise 1 adedi bitkiye doniismiis ve

toplam 16 adet bitki elde edilmistir. Mayis-13 Haziran tarihleri arasindaki tozlama dénemi
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uygun bulunmus ve normal ytirek sekilli embriyolar bu dénemden elde edilmistir.
Gergeklestirilen sitometrik analizler sonucunda bu bitkilerin tamaminin haploid oldugu
belirlenmistir.

Yukarida ana hatlariyla agiklanan soruna ¢6ztim bulmak igin, triploit tohum
tiretiminde kullanmak {izere, verimliligi yiiksek tetraploit bitkilerin {iretiminde daha giivenilir
bir metotla tetraploit 1slah hatlarinda geneﬁk farkliligin gelistirilmesidir.

Doku kiiltlirtinden poliploid rejenerantlar tiretimi birgok bitki tiirii i¢in rapor edilmigtir
(Veilleux ve Johnson, 1998) ve ¢ok sayida yeni tetraploit karpuz hatlarinin olusturulmasinda
potansiyel uygulamalara sahiptir. Diger bitkilerde oldugu kadar adventif siirgiin
rejenerasyonundan elde edilen karpuz rejenerantlar1 arasinda poliploidi yaygindir (Zhang ve
ark., 1994; Compton ve ark., 1986). Omegin 5 farkli diploit ¢esidin kotiledon
eksplantlarindan rejenere edilen siirgtinlerin %5-20si tetraploittir. Bundan dolay1 bu metodun
tim diploit karpuz ¢esitlerinde uygulanabilmesi miimkiindiir. Meristemleri kolsisinle
muamele etmekten farkli olarak, doku kiiltiirii rejenerantlarinin yiiksek bir orani (%90)
nonkimerik olup tetraploidlerdir (Compton ve ark., 1996; Jaworski ve Compton, 1997).

Maestro-Tejada (1992), haploid kavun bitkiciklerine in vitro’da 2 saat siireyle %0.5
kolsisin uygulamasi yapmigstir. Kolsisinin toksik etkisini incelemek iizere uygulamayi 1
yaprak ve koltuk gozii igeren bireysel mikrogeliklere ya da 7-8 bogum tasiyan tiim bitkilere
yapan arastiricl; bireysel uygulamada ¢eliklerin %31’inin  yasadigim; tiim  bitki
uygulamalarinda ise toksik etkinin daha az oldugunu ve bitkilerin %65’inin yasadigin
saptamistir. Arastiric kavun tiiriinde genel olarak 2 saat siireyle %0.5 kolsisin uygulamasi ile
bitkiciklerin %45’inin yagsadigi ve yeni bitkilerin %10’unun katlanarak diploid oldugunu
belirtmektedir.

Tetraploid bitkiler, kendilerinin benzeri olan diploidlerle kiyaslandiginda genellikle
daha disiik verimlilige sahiptirler. Bu durum 6zellikle kendilemenin ilk 5 generasyonunda
goriiliir. Yeterli miktarda triploid hibrit tohumlarnnin iiretiminde kullanilmak tizere ihtiyag
duyulan miktardaki tetraploid tohum tretiminde zorluk cekilmektedir (Kihara, 1958;
Compton ve Gray, 1992; M. Cuistion ve Elmostrom, 1993; Compton ve ark., 1993a).

Dore (1976), kuskonmaz (4dsparagus officinalis L.) tiiriinde elde edilmis olan haploid
bitkilerde kromozom katlamasi yapmustir. Aragtirici, in vitro besi ortamina kattigi farkli
kolsisin dozlarinda (5*10° ve 1*104) haploid meristemleri farkls siirelerde (1, 2, 3,4, 5 ve 6

glin) tutmus ve bu stireler sonunda meristemleri normal besi ortamina alarak biiylitmiistiir. 2
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aylik bir biiyiitme periyodu sonunda topraga aktarilan bitkiciklerde kromozom sayim
yapilmig ve katlama isleminin genotipten c¢ok etkilendigi goriilmiigtiir. 5%10° dozunda
kolsisin katilarak 1 giin, 2 giin, 3 giin ve 6 giin ; 1*10™* dozunda kolsisin katilarak 1 giin, 3
glin ve 6 giin siireyle bu ortamda bekletilen meristemlerden olusan bitkilerde kromozomlarin
katlandig1 belirlenmistir.

Doku kiiltiiriinden elde edilen tetraploit rejenerantlar ayni1 genotipteki diploit gesitle
karsilagtinldiginda diigiik verimlilik gosterir. Fakat kolsisinle muamele edilerek elde edilen
tetraploide gére daha verimlidir.

Yukarida belirtilen metodlar kullanilarak doku kiiltiiriinden elde edilen materyalin
tetraploit oldugu gosterilebilir. Bununla birlikte, daha ©nce belirtilen tiim metodlarda,
rejenerantlar Snemli bir zaman periyodunda (flk kiiltiirden itibaren 16-20 hafta) aklimitize
olmaya ve serada yetismeye ihtiyac duyérlar. Eger stirgiinler kiiltiirdeyken ploidileri tesbit
edilebilirse bu tetraploit tohumlarin tiretimi igin avantajli ve yararli olur. Bu diigiinceyle,
rejenerant karpuz stirglinlerinin ploidilerini tesbit etmek igin, fluorescent diacetate
(CFDA)’nmin kullanuldigs bir teknik Compton ve ark. (1990), tarafindan, patates (Solanum
phureja Juz ve Buk.), Singsit ve Veilleux (1991), ve yerfistif1 (Arachis sp.) (Singsit ve
Ozias-Akins, 1992) i¢in gelistirilen tekniklerden adapte edilmistir.

Bu teknikte, rejenerant siirgiinlerden kesilen yapraklar mikroskobun tablasina
yerlestirilir ve alttaki epidermis %0.01 FDA ile boyanir. Isleme sokulan yapraklar 5 dakika
karanlikta bekletilerek boyay: absorbe etmesi saglanir. Daha sonra bekgi hiicre kloroplastlar
epifluorescent aydinlatici ve flourescence isothiocyanate filtre ile kombinasyonlu 400
biiytitmeli bir mikroskopta incelenir. Muamele edilen yapraklarin kloroplastlari yesil renkte
goriiliir ve kolayca farkedilir. Incelenen tetraploit siirgiinlerin %100 gibi yitksek bir dogruluk
derecesi ile non-kimerik ve gergek tetraploid oldugu ispatlanmugtir.

Triploit hibritler, tetraploit rejenerantlarin ebeveyn olarak kullanilmasiyla elde
edilmistir (Compton ve ark., 1993). Meyve lretimi ve kalitesi degerlendirilmis ve 2 ticari
triploit gesitle ( Tri-X-313 ve King of Hearts) mukayese edilmigtir. Meyve sayis1 bakimindan
in vitro tetraploitlerin sayilart Tri-X-313’den fazla ve King of Hearts’e benzer bulunmustur.
Meyve kalitesine, fizyolojik diizensiz hallow heart’in olusumuna gére karar verilmigtir. Tiim
in vitro triploit hibrit déller King of Hearts ile karsilastirildiginda yiiksek, Tri-X-313 ¢esidi
ile benzer meyve kalitesi gostermislerdir. Bununla birlikte in vitro triploit hibritlerden biri
Tri-X-313 ¢esidinden daha biiyiik bir hallow heart degerine sahiptir.
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Bugiine kadarki ¢aligmalar; diploit gesitlerden verimli kimerik olmayan tetraploitlerin
iiretilebilecegini gostermigtir. Doku kiiltiiriinden rejenere edilen tetraploitlerin, fidelere
kolsisin uygulayarak elde edilenlere gore verimliliginin daha gelismis oldugu goriilmektedir.
In vitro elde edilen triploit hibritler, {iireticiye direkt verilebilen triploit hibritlerle
karsilagtirildiginda egit veya daha yiiksek kalitede meyve liretmektedir.

Sari ve ark. (1994a); karpuzda genotipin haploid embriyo uyartimi {izerine etkilerini
incelemislerdir. Arastirmada Panonia F1, Sugar Baby, Halep Karasi ve Crimson Sweet
cesitleri, 4 c¢eside ait karigik ve 300 Gy gama 1s1miyla 1ginlanmis polenleri ile tozlanmigtir.
Tozlamadan elde edilen 26 adet meyveden toplam 13 844 adet tohum agilmigtir. 100
tohumdaki embriyo say1s1 bakimindan Halep Karas: ¢esidi (% 14.2), Crimson Sweet ( % 4.0),
Panonia (% 4.0) ve Sugar Baby (%3.6)’ye gore daha yiiksek performans gostermigtir. Yiirek
seklindeki embriyo oran1 Panonia’da 2.4, Crimson Sweet’te % 1.4, Halep Karas1 ve Sugar
Baby’de 0.0 olarak bulunmugtur. Tozlamadan 2, 3, 4 ve 5 hafta sonra koparilan meyvelerdeki
embriyolar incelenmis ve 2. haftanin ¢ok erken oldugu, elde edilen embriyolarin gogunun
heniiz globiiler veya yumusak yiirek sekilli agamada bulunduklan belirlenmigtir. Tohum
ekstraksiyonu igin meyvelerin tozlamadan 3-4 hafta sonra koparilmasinin uygun oldugu

sonucuna ulagiimigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyal

Bu arastirma, Dicle {niversitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’ne ait
Biyoteknoloji Laboratuvarinda, 2001-2003 yillar1 arasinda yiirtitiilmigtiir. Aragtirmada,
materyal olarak Diyarbakir’da yogun tiretimi yapilan “Stirme” ¢cesidine ait karpuz tohumlar1
kullanilmugtir. Tohumlar, Diyarbakir karpuzunun yogun olarak iiretildigi yerlerden biri olan
ve Karpuz Festivallerinde iri karpuzlartyla birincilik odiiliinii siirekli kazanan, merkeze bagli

“Erimli’’ koyiinden temin edilmistir.

3.1.1. Cahigmada Kullamilan Eksplant Tipleri

Yukarida belirtildigi gibi eksplant olarak Diyarbakir Karpuzu “Siirme” gesidinin
tohumlar1 ana materyal olarak kullamlmistur. In vitro caligmalarda kullanilan materyal tipleri
asagidaki gibi smiflandirilabilir:

Tohum: Aksenik kotiledon elde etmek i¢in tohumlar yontem kisminda da anlatilacag1
gibi sterilize edildikten sonra hormonsuz MS besi ortaminda ¢imlendirilip, stirgtin

proliferasyon caligmalarinda ana eksplant kaynag1 olarak kullanilmigtir (Resim 4).
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Resim 4. Calismada Kullanilan “Siirme” Cegidine Ait Tohumlart Genel

Goriiniimii (bar: 6.61 mm).
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Kotiledon: In vitro’da gimlenen tohumlarin 5 giinlitk kotiledonlaridir. Tim in vitro

siirgiin proliferasyonu caligmalarinda siirgiinler bu kotiledonlardan elde edilmistir (Resim 5).

Resim 5. Hormonsuz MS Besi Ortaminda Cimlendirilmis Kotiledonlar

(bar: 3.6 mm).

Bahgeden alnan siirgiin uglar: Siirgiin proliferasyonuna eksplant tipinin etkisini
test etmek icin arazide yetistirilen “Siirme” ¢esidine ait bitkilerden alnan stirgiin uglari,
boliim 3.3.1.3’te anlatildig1 gibi sterilize edildikten sonra kullanilmigtir.

In vitro apikal ve nodal siirgiinler: Eksplant tipinin in vitro’da koklenmeye etkisini

belirlemek icin siirgiin proliferasyon ¢ahsmalarindan elde edilen rejenerantlardir.

3.1.1.1. Sitolojik Cahsmalarda Kullamlan Eksplant Tipleri

In vitro siirgiin yapraklan: Siirgiin proliferasyon calismalarindan elde edilen
rejenerantlardaki yapraklar olup bekei hiicredeki kloroplast sayimi igin kullanilmigtir.

In vivo yapraklar: Bekgi hiicredeki kloroplast saymmi igin biiylime odasinda
yetistirilen bitkilerden ve arazide tohumdan olusan bitki yapraklaridir.

In vivo Kolsisinli yapraklar: Tarlada tohumdan yetistirilen ve kolsisin uygulanan

bitkilerden elde edilen yapraklar olup bekgi hiicredeki kloroplast sayimi i¢in kullanilmustir.
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3.2.Yontem
3.2.1. Kiiltiir Ortaminin ve Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi
3.2.1.1. Besi Ortamlarimn Hazirlanmas: ve Sterilizasyonu

Caligmalarimizda besi ortami olarak Murashige ve Skoog, (1962) tarafindan Onerilen
temel besi ortammin modifiye edilmis sekli kullanilmigtir. Tim cahgmalarda MS besi
ortaminin 7 gl agar ile desteklenmis kat1 hali kullamlmigtir. Organojenez ¢alismalart i¢in MS
besi ortaminda kullamlan karbonhidrat ve bitki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlari

ve stok ¢zeltilerin hazirlanmasiyla ilgili bilgiler asagida belirtilmistir:

MS (makro elementler) Ana Soliisyonu

NHNO; 16.5¢

KNO; 190 ¢g

CaCl,.2H,0 ; 44g

MgS04.7H,0 378

KH,PO, 17¢

Distile Su 1000 cc.’ye tamamlanir.

MS mikro 1 Elementler Ana Soliisyonu

HsBO; 620 mg

MnS04.4H,0 2230 mg

7ZnS04.7H,0 860 mg

Kl 83 mg
Na,Mo042H,0 25 mg

Distile su 1000 cc.’ye tamamlanir.

MS Mikro 2 Elementler Ana Soliisyonu

CuS0O4.5H,0 25 mg
CoCl,.6 HO 25 mg
Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

Komplex Kelatér Ana Soliisyonu
FeS04.7H20 278¢g



Na,EDTA
Distile Su

Vitamin Karisimi1 Ana Soliisyonu
Nikotinik Asit

Glisin

Pridoksin HC1

Distile Su

B;Vitamini Ana Soliisyonu
Tiamin HCI
Distile Su

BAP (6-Benzylaminopurin) Ana Soliisyonu
BAP

IN HCI

Distile Su

NAA (o Naftalenasetik asit) Ana Soliisyonu
NAA

% 95 lik Etil Alkol

Distile Su

TAA (indolasetikasit) Ana Soliisyonu
IAA

% 95 lik Etil Alkol

Distile Su

IBA (3-Indolbutirik asit) Ana Soliisyonu
IBA

% 95 lik Etil Alkol

Distile Su
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2.00 g

1000 cc’ye tamamlanir.

50 mg
2.00 mg
50 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
2-3 cc.

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
3-5 cc.

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
5-10 cc.

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
3-5cc.

100 cc’ye tamamlanir.
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2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) Ana Soliisyonu
2,4-D 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 100 cc’ye tamamlanir.

Kinetin ana soliisyonu
Kinetin 100 mg

Distile Su 100 cc’ye tamamlanir.

Cizelge 2. Murashige ve Skoog Besi Ortam Igerigi (gl™)

Agar 7g

Sakkaroz 30g

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 cc

MS mikroelementler-1 10 cc

MS mikroelementler-2 1ce

Komplex kelator 10 cc

Vitamin karigimi 1cc

B, vitamini ana soliisyonu 1cc

Distile su 1000cc.’ye tamamlanir.

Besleyici elemanlarin ve bilytime diizenleyicilerinin se¢imi tiirlerin basarili bir sekilde
kiiltiire alinmas: i¢in son derece 6nemli bir faktordiir.

Kullanilan tiim maddeler mgl™ ve/veya (w/v) agirhik/hacim ile ifade edildi. Bir litrelik
standart MS besi ortami hazirlamak i¢in 1 litrelik bir erlenmayer igerisine 250 ml steril distile
su birakildi. Daha sonra sakkaroz belirtilen konsantrasyonda eklendi. Bu islemi sirasiyla;
cizelge 3.2.1.1.1°de verilen MS ana solﬁsyonﬁ (100 cc.), MS mikroelementler-1 (10 cc), MS
mikroelementler-2 (1 cc.), Kompleks kelator (10 cc.), Vitamin karigimi (1 cc.) ve By vitamini
ana soliisyonu (1 cc.) elemanlarinin belirtilen konsantrasyonlarda erlenmayer i¢ine aktarilmasi
izledi. Her madde ekleniminden sonra ¢kelmeyi onlemek amaciyla hazirlanan soliisyon
birka¢ dakika calkalandi. Ortam i¢in gerekli olan bu elemanlarin eklenmelerinden sonra, tiim

bu karigim steril distile su ile 1 1t’ye tamamlandi. Daha sonra besi yerleri 250 ya da 500 ml’lik
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erlenmayerlere aktarildi. Bitki biiylime maddeleri (oksinler ve sitokininler) eklendikten sonra
pH, 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCl ile, 5.7 ya da 5.8’e ayarlandi. Ortamin katilagtirilmasi igin
agar eklendi. Besi ortamuinin sterilizasyonu, 1 atmosfer basingta 121°C’ de 25 dakika siire ile
yada besi ortaminin miktarina gore bu siire azaltilarak ya da artirilarak otoklavda bekletilmek
siireti ile yapildi. Sterilizasyonu yapilan besi ortami, rdpikaj odasinda steril kabin igerisinde
Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina bélustiiriildii (50-60 cc). Besi ortami soguduktan sonra
eksplantlar inokiile edildi. Kapaklari 2 kat parafilmle sarilan kiiltiir kaplar1 daha sonra biiyiime

odasina aktarilda.

3.2.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin (BBD) stok ¢ozeltilerinin hazirlanmast igin biiyiime
maddelerinin ihtiya¢ duyulan miktarlar1 bir parga folyo i¢inde tartildi. Stok ¢ozeltiler genelde
mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tartimdan sonra 50 ya da 100 ml temiz balon jojelere
aktarildi. Her madde az miktarlarda 5-10 ml 1 M KOH, (TDZ, IPA, NAA, Picloram, NOA,
ABA i¢in), ya da 5-10 ml HCl (BAP, K, Zea, TDZ ve 2iP i¢in) i¢inde kii¢iik magnetik
karigtiricilarla birlikte ¢ozdiiriildi. Baz1 maddeler ise (IBA, 2,4-D, 2,4,5-T) alkolde eritildi.
Eritilen BBD steril saf suyla, 50 ya da 100 ml’ye tamamlandi. Her madde eklemeden sonra
kiiglik elektromagnetik karigtiric1 yardimiyla ¢6zelti homojen bir gekilde karigtirildi.

Bazi hormonlar (IAA, ABA ve IBA) sicakta bozulacag: icin filtre ile sterilize
edildikten sonra besi ortamina ilave edildiler.

Biiyiime maddeleri stok ¢ozeltileri 4 C’de buzdolabinda sakland: ve rutin olarak her iic

haftada bir taze soliisyonlar hazirlandi.

3.2.1.3. Sterilizasyon Teknikleri

Tim bitkiler gibi karpuz tohumlarnin mantar kokenli ve bakteri koékenli
enfeksiyonunu engellemek ve kontaminasyondan kaginmak igin mikropropagasyon
islemlerinde kullamlacak eksplantlarin yamisira besi ortami, kullanilan aletler ve kiiltiir
kaplarinin da tamamen steril (mikropsuz) sartlar altinda kullanilmas: son derece 6nemlidir.

Bu nedenle sterilize edilecek eksplantlar igin, en iyi yiizey sterilizasyon tekniginin
geligtirilmesi gereklidir. Bununla beraber, bu metod tiim bu mikroorganizmalar
uzaklagtiracak, bitki sistemine zarar vermeyecek yukaridaki yontemlere uygun bir metod

olmalidir,
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Tim in vitro g¢ahgmalar esnasinda izlenen sterilizasyon  yoOntemleri agagida

tanimlanmustir.

3.2.1.4. Is1 ile Sterilizasyon
Asagidaki maddelerde belirtilen materyaller iki katli aliiminyum folyo igine sarildi ve

otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atmosferlik basing altinda sterilize edildi.

1. Distile su igeren erlenmayerler (kaplar).
Besi ortam igeren erlenmayerler (1sida bozulan elemanlar eksik gekilde).
Pensler, bistiiriler ve 10-11 numara cerrahi bistiiriler.

Plastik doku kiiltiir kaplari.

> W

3.2.1.5. Filtrasyon ile Sterilizasyon
IAA, IBA, Zea, ABA, GA; ve peroksidaz gibi sicakta bozulan bilesiklerin
sterilizasyonu i¢in mikro filtrasyon kullanilir. Belirtilen bilesiklerden ¢alisgmamiz boyunca

yalmzca IBA kullaniimistir. IBA’nin sterilizasyonu iginde ¢alisma boyunca Steril Acrodisc

(0,2 um) mikro filtre kullanildi.

3.2.1.6. Pamuk ve Filtre Kagitlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Pamuklar 2 kat ambalaj kagidina sarihip, etiivde 180°C’de iki saat siireyle
sterilizasyona tabi tutuldu. Kiltlir iglemleri esnasinda kullanmilan pens ve bistiirilerin
muhafazasi ve bitki parcalarinin kesilmesi amaci ile iki ayr ebatta kullanilan filtre kagitlari,

iki kat ambalaj kagitlarina sarilarak, etiivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize edildi.

3.2.1.7. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (tlip, petri kutusu, erlen, meziir, balon joje, pipet, beher) sadece sicak
su kullanilarak fir¢ga yardimu ile iyice temizlendi. Daha sonra i¢ defa saf sudan gegirilerek
180°C’de etiivde bir saat bekletilmek suretiyle kurutuldu. Tamamen kurumus olan tiiplerin
agz1 steril pamuklar ile kapatildi. Daha sonra ambalaj kagitlar ile iki kat sanlip etiivde
180°C’de iki saat stire ile sterilize edildi.

Kullanilan Magenta GA-7 kiiltiir kaplari ise, aliiminyum folyo ile sarilarak 121°C’de

ve | atmosler basingta 25 dakika siire ile otoklavda sterilize edildi.
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3.2.1.8. Pens ve Bistiirilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Pens ve bistiiriler, 6nce %96°lik etil alkol ile silinip 10’arli gruplar halinde altiminyum

folyolara sarilarak, 300° C’ lik bir kuru sterilizatdrde 30 dakika siire ile sterilize edildi.

3.2.1.9. Ripikaj Odasimmin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Répikaj odasy; tlim in vitro ¢aligmalarda eksplantin sterilizasyonunun ve steril kabin
icerisinde inkiibasyon islemlerinin uygulandig aseptik bir ortamdir.

Répikaj odasinda, bir ultraviyole lambasi, iginde ekim iglemlerinin gergeklestirilecegi
steril bir kabin ve kabin icerisinde bunzen beki bulunmaktadir. R6pikaj odasina girilmeden 24
saat 6nce, kapi, duvar, masa, dolaplar taban vs. seyreltilmis sodyum hipoklorit (%53 NaOCl)
veya kalsiyum hipoklorit (CaOCI) ile steril edilir. Steril kabinin i¢i ve dig ylizeyi ise alkol
(%96°11k) ile temizlenir. Ultraviyole lambasi, oda temizlendikten sonra ekim islemlerinden bir
gece 6nce 2 — 4 saat agik birakilarak, odann sterilizasyonu tamamlanmus olur.

Tiim iglemler, standart sterilizasyon yontemleri izlenerek steril bir oda iginde ve steril
kabin i¢inde gerceklestirilir. Kullanimdan 6nce % 96’lik alkol iginde steril edilen cerrahi
Triflex eldivenleri giyilir. Manipulasyon sirasinda diizenli olarak, ayrica istemeden steril
olmayan maddelere dokunulduktan sonra, eller % 96’lik alkol ile steril edilir. Calisma
stiresince yiliz maskesi ve bone kullanilir ve c¢alismadan 6nce tiim ¢aligma yiizeyi birkag
damla Teepol soliisyonu ve teknik alkol iceren steril mendil ile silinir. Otoklavdan gikarilan
ve besi ortamu igeren steril erlenmayerler, alkolle silinerek hizli bir sekilde steril kabine
yerlestirilir. Besi ortaminin bir miiddet sogumast beklenir ve daha sonra kiiltiir kaplarina veya
test tiiplerine boliigtiiriiliir. Steril kabin icerisinde yapilan ekim islemleri siiresince bunzen
beki agik tutulur. Tiim organojenez ¢aligmalarinda eksplantlar i¢in 50 ml kati besi ortami
iceren Magenta GA 7 kiiltiir kaplari kullanildi. Kéklendirme galigmalari igin siirgiinler ya 15
ml kat1 besi ortam igeren 100 x 12 mm test tiipleri (teknik cam) i¢inde ya da Magenta GA-7
kiilttir kaplarina aktarildi.

3.2.1.10. Kiiltiir Sartlar: (Biiyiime Odasi)
Kiltirler genellikle 2542'C’de 40 ‘um m? s yogunluklu fotoperiyot, bir zaman

ayarlayicisi ile 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak bigimde diizenlenmis ve 151k kaynag:

olarak 3000-5000'liix’lik 151k siddetine sahip civali Fluoresan lambalar (400 w, MBFR/U,
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Thorn) kullamlarak biliytime odast hazirlanir. Bu ortamda kiiltiirlerin gelismesi igin gerekli

kosullar saglanmis olunur,

3.2.1.11. Degerlendirme

Bu béliimde genel olarak yontemler fan1mlanm1§ ve tekrar1 6nlemek igin ¢alismalar,
kisa ve ana bagliklar halinde sunulmustur.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda yapilan tiim aragtirmalar; 5 ana baslik altinda yiiriitiilmiis
olup incelenen 6zellikler ve yontemler s6yle siralanmaktadir;

1. Sterilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi ¢alismalari,

2. Kiiltiir kosullarinin optimizasyon ¢alismalari,

3. Stirgiin proliferasyonu galigmalari,

4. Rejenerantlar1 kklendirme galigmalari,

5. Aklimatizasyon,

6. Tetraploid olusturulmasi,

7.Sitolojik ¢aligmalar; kromozom sayimi ve bekgi hiicre sayimi,

3.2.2, Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Cahsmalar:

Tohumlar ve diger materyallerle ilgili tiim sterilizasyon galismalarinda, sterilant olarak
%S53’lik dolgu maddesi igeren Axion marka ticari NaOCl kullanilmistir. Tohumun
sterilizasyon galigmalarinda standart MS besi ortam: (30 g I sakkaroz + 7 g 1" agar)
hormonsuz olarak kullanilmigtir. Caligmalarda genellikle test tiipleri, bazende Magenta GA-7
kiiltiir kaplari kullanilmig olup tlim sterilizasyon iglemleri steril olarak hazirlanmis rdpikaj
odasinda yapilmugtir. Calismalarda her seri i¢in en az 20 eksplant kullanilmis ve her deney en
az iki defa tekrarlanmigtir. Tohumlarin, kiiltiire alinma iglemleri steril kabin igerisinde
yapilmistir.

Tiim sterilizasyon ¢aligmalarinda en az 20 eksplantta asagidaki 6l¢iim ve gozlemler

yapilmigtir:

Enfekte olan kiiltiir (%); kiilttirlerin gelismeleri dikkate alinarak 21giinliik kiiltiir
sonunda, enfekte olan kiiltlir sayisinin tiim kiiltlirlere orani hesaplanarak yiizde olarak ifade
edilmigtir.

Cimlenen kiiltiir (%); 21 giinlik kiltiir sonunda, ¢imlenen kiiltiir sayisinin tiim

kiiltiirlere oran1 hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.
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Gelisen Kkiiltiir (%); kiiltiiriin 21. giintine kadar enfekte olmadan gelisen kiiltiir

sayisinin, tiim kiiltiirlere oran1 hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Enfekte olmayan kiiltiir (%); kiiltiiriin 21. giiniine kadar enfekte olmayan kiiltiir

sayisinin tiim kiiltiir sayisina oram hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Sterilizasyon ¢aligmalar kapsaminda asagidaki deneyler yapilmustir.

3.2.2.1. Olgun Tohumlarm Sterilizasyonu
3.2.2.1.1. Kabuklann Catlatlmamis 1 Yilhk Tohumlarin Sterilizasyonuna NaOCPin
Farkh Konsantrasyonlarmm Etkisi

Deneyde, materyal olarak Stirme gesidinin olgun tohumlar1 kullamlmistir. Bu deneyde
NaOCT’iin degisik konsantrasyonlar1 (%1, %3, %5, %10, %15 ve %20); “Stirme” ¢esidinin
tohumlarinin  aksenik ¢imlendirilmesi ve dekontaminasyonuna etkisini test etmek igin
kullanilmigtir. Tohumlar ylizey sterilizasyonundan o6nce 1-3 dakika musluk suyunda
yikanarak 30 saniye %70’lik etil alkolde ¢alkalanarak 6n sterilizasyon yapilmistir. Alkolden
¢ikarilan tohumlar, NaOCl’nin %1, %3, %5, %10, %15 ve %20 oranlarinda hazirlanan
¢Ozeltisinde 5 dakika galkalanarak bekletilmigtir. Yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohumlar
daha sonra 5 kez 5’er dakika steril distile suda galkalanarak NaOCl’ten arindirilmugtir.
Tohumlar steril kabin igerisinde kurutma kagitlar1 iizerinde kurutularak higbir islem

uygulanmayan kontrol grubu ile birlikte MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir.

3.2.2.1. 2. Kabuklarn Catlatilmig 1 Yilhk Tohumlarmm Sterilizasyonuna NaOCP’in Farkh
Konsantrasyonlarmin Etkisi

Bu deneyde NaOCl'in degisik konsantrasyonlarinin (%1, %2, %3, %5 ve 10)
Diyarbakir karpuzu Stirme ¢esidinin kabuklari ¢atlatilmis karpuz tohumlarmin aksenik
¢imlendirilmesi ve dekontaminasyonuna etkisini test etmek igin kullamlmistir. Tohumlar
ylizey sterizasyonundan once 1-3 dakika musluk suyunda yikanarak 30 saniye %70’lik etil
alkolde galkalanarak 6n sterilizasyon yapilmigtir. Alkolden gikarilan tohumlar, NaOClI’nin
%1, %2, %3, %5 ve %10 oranlarinda hazirlanan 100 ml ¢6zeltisinde 5 dakika galkalanarak
bekletilmigtir. Yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohumlarda sterilantin etkisini gidermek icin
daha sonra 5 kez 5’er dakika steril distile suda galkalanarak NaOCI’ten arindirilmugtir.
Tohumlar steril kabin igerisinde kurutma kagitlar1 tizerinde kurutularak hicbir islem

uygulanmayan kontrol grubu ile birlikte MS besi ortaminda kiiltiire alinmigtir.
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3.2.2.1.3. Kabuklart Catlatilmis 1 Yilhk Tohumlarin Sterilizasyonuna %3’liik
NaOCP’te Farkh Bekletme Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde bir onceki deneyden elde edilen sonuca bagli kalinarak kabuklari
catlatilmis karpuz tohumlarinin in vitro yiizey sterilizasyonuna, NaOCl’in en uygun
konsantrasyonunda tohumlarin bekletme siiresini tespit etmek i¢in yapilmigtir. Kabuklarn
catlatilmis karpuz tohumlari, %3’liik NaOCI ¢ozeltisinde 1, 2, 4, 5, 10, 15 ve 20 dakika
bekletilmigtir. Her seri i¢in 100 ml’lik c;ézelti hazirlanmigtir. Sterilizasyon islemleri ve
materyalin kiiltiire alinma iglemleri kontrol grubu ile birlikte, bir 6nceki deneyde anlatildig:

gibi uygulanmugtir.

3.2.2.1.4. Taze Tohumlarin Sterilizasyonu
Taze meyvenin bulundugu mevsimlerde direkt meyveden alinan karpuz tohumlarinin
yiizey sterilizasyonu igin daha dnceki ¢aligmalardan elde edilen sonuglardan yararlanilarak
ylirtitiilmugtiir. Bir 6nceki deneyde, %3 NaOCl + 5 dakikalik uygulama, dikkate alinarak
meyveden ¢ikarilan olgun tohumlarin sterilizasyonunda modifiye edilerek kullanilmigtir.
Répikaj odasinda meyvenin dig yiizeyi 6nce su daha sonra alkolle temizlendikten sonra steril
pens ve bistiiri yardimi ile kesilerek gikarilan tohumlara farkl: islemler uygulanmistir. Bunlar
sOyle siralayabiliriz:
1. Meyveden ¢ikarilan tohumlar, hi¢bir igleme tabi tutmadan direkt besi ortamina
aktarilmugtir (kontrol grubu olarak).
2. Meyveden ¢ikanlan tohumlar sadece steril distile suda 5 dakika calkalanip
kurutulduktan sonra besi ortamina aktarilmigtir (SS).
3. Meyveden ¢ikarilan tohumlar steril distile suda calkalanip pens ve bistiiri yardimi
ile kabuklar: gatlatilip kurutulduktan sonra besi ortamina aktariimigtir (SSC).
4. Meyveden g¢ikarillan tohumlar, %3’liik NaOCI’te 5 dakika bekletilip steril distile
suda 5 kez calkalanip kurutulduktan besi ortamina (kabuklu) aktariimigtir (%3+SS).
5. Meyveden ¢ikarilan tohumlar %3’lik NaOCl’te tabi 5 dakika bekletilip steril distile
suda 5 kez c¢alkalanip kurutulduktan sonra besi ortamina (kabuksuz) aktariimigtir

(%3+SSK).
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6. Meyveden c¢ikarilan tohumlar %3°liik NaOCl’te 5 dakika bekletildikten sonra steril
distile suda 5 kez calkalanip kurutulduktan sonra besi ortamina kabuklar: gatlatilip
aktarilmigtir (%3+SSC).

3.2.2.2. Serada Yetistirilen Fidelerden Alinan Eksplantlarin Yiizey Sterilizasyonu

3.2.2.2.1. Fidelerden Alnan Eksplantlarim Sterilizasyonuna NaOCPin Farkh
Konsantrasyonlarimn Etkisi

Serada saksilarda yetistirilen karpuz fidelerinden elde edilen bitkisel eksplantlarin
ylizey sterilizasyonu igin NaOCI’{in %1, %2, %3 ve %4’lik konsantrasyonlarinin 2 dakikalik
immersiyon siireleri uygulanmistir. Seradan getirilen eksplantlar; 1.5 — 2 cm kesilerek 3-5
dakika musluk suyunda yikanarak %70’lik alkolde 30 saniye g¢alkalanmigtir. Daha sonra
eksplantlar yiizey sterilizasyonu i¢in NaOCl’{in, %1, %2, %3 ve %4’liik konsantrasyonlarinda
2 dakika bekletilmis ve sterilantin etkisini gidermek i¢in steril distile su ile 5 kez 5’er dakika
calkalanarak NaOCl’ten arindirilmigtir. Steril kurutma kagitlar: arasinda steril pens ve bistiiri
yardimiyla materyalin NaOCl’ten zarar gormiis kismi kesilerek Magenta GA-7 kiiltiir
kaplarina her birinde 3’er eksplant olacak gekilde aktarlmistir. Bu deneyde kullanilan MS
besi ortam 30 g "' sakkaroz, 7 g I'' agar, ve 1 mg 1" BA ile desteklenmistir.

3.2.2.2.2. Fidelerden Alnan Eksplantlarin Sterilizasyonuna %4’liikk NaOCl’te Farkh
Bekletme Siirelerinin Etkisi

Serada saksilarda yetistirilen karpuz fidelerinden elde edilen bitkisel eksplantlarin

yiizey sterilizasyonu i¢in %4'liik NaOCl’de optimum immersiyon siiresini tespit etmek igin,

eksplantlar 4, 8, 16 ve 20 dakika ve bir kontrol grubu ile birlikte test edilmiglerdir. Diger

islemler bir 6nceki deneyde anlatildig1 gibi uygulanmaigtir.

3.2.2.3. In Vivo’da Yetistirilen Fidelerden Alinan Eksplantlarin Yiizey Sterilizasyonu

Bu deneyde tarlada iyi performans gésteren bitkilerden alinan siirgiin ve nodal uglar
eksplant kayna@i olarak kullamlmistir. Onceki sterilizasyon caligmalarinda kullamlan
sterilizasyon yontemi dikkate alinarak galigma yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada, %4'liik NaOCl

kullamlmustir. %4' lik NaOCl kullanilarak optimum immersiyon zamanini tespit etmek i¢in
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eksplantlar sterilantta 20, 30, 40 ve 50 dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmuglardir.
Tarladan getirilen materyal 1.5 — 2 cm kesilerek 3-5 dakika musluk suyunda yikanarak %70’
lik alkolde 30 saniye ¢alkalanmigtir. Eksplantlar; %4 'lik NaOCl’de, 20, 30, 40 ve 50 dakika
bekletilerek yiizey sterilizasyonu tamamlanmigtir. Daha sonra steril distile su ile 5 kez 5° er
dakika ¢alkalanarak NaOCI’ten arindirilmigtir. Steril kurutma kagitlar: arasinda steril pens ve
bistiiri yardimiyla materyalin NaOCI’ ten zarar goren kismu kesilerek Magenta GA-7 kiiltiir
kaplarina her birinde 3’er eksplant olacak sekilde aktarilmigtir. Bu deneyde kullamlan MS
besi ortam1 30 g 1" sakkaroz, 7 g I'' agar, ve 1 mg 1! BA ile desteklenmistir.

3.2.3. Kiiltiir Kogullarinin Optimizasyon Cahsmalan

Kiiltlir kosullarinin optimizasyon c¢aligmalari kapsaminda yapilan deneylerde
eksplant olarak kullanilan 5 giinliik kotiledonlar, steril kabin igerisine alinmadan o6nce
kotiledonlarin iginde bulundugu tiipler veya kiiltir kaplar1 alkolle silinerek kabine
alimmiglardir. Kiltiir kaplarindan ¢ikarilan kotiledonlar, hipokotilden itibaren 2-3 mm
kesilerek kiiltiire alinmigtir. Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina 50-60 ml besi ortami konmustur.
Bir kiiltlir kabina 3 ya da 4 eksplant aktanlarak kiiltiirler, biiytime odasinda inkiibasyona
alinmagtir.

Tiim bu caligmalarda en az 20 eksplant kullanilmig ve deneyler en az iki defa
tekrarlanmugtir. 28 giinliik kiiltiir sonunda asagidaki Sl¢timler yapilmistir;

Eksplant basma diisen siirgiin saywsi; kiltiirlerin 28 giinliikk gelisimleri dikkate
alinarak bir eksplant tizerinde geligen siirgiinler, altkiiltiir esnasinda steril kabin igerisinde
veya digarida sayilarak ortalamasi alinmugtir.

Eksplant basina siirgiinlerin uzunlﬁgu (em); 28 giinliik kiiltlir sonucu bir eksplantta
gelisen stirgiinler dijital kumpasla 6l¢iilerek ortalamasi alinmistir.

Kiltir kogullarimin optimizasyon c¢alismalart kapsaminda asagidaki deneyler

yapilmstir;

3.2.3.1. Farkli Besi Ortamlarimn Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, siirgiin proliferasyonuna, farkhi besi ortamlarinin; Murashige ve Skoog,
White Plant Medium, Schenk and Hilderbrandt (MS,WPM,SH) etkileri aragtiriimigtir, MS
basal besi ortamma ve kullanilan diger besi ortamlarina, 1 mg I' BA, 30 g I"! sakkaroz, 7 g I'!

agar ilave edilmigtir. Kiiltiirler boliim 3.2.1.9°da verilen kiiltiir ortaminda inkiibe edilmistir.
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3.2.3.2. MS Besi Ortamimin Farkh Kuvvetlerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, Diyarbakir Siirme karpuz ¢esidinin siirgiin proliferasyonuna MS besi
ortamu kuvvetlerinin (1/1 MS, 2 MS, % MS ve 2 MS) etkisi aragtinlmustir. MS basal besi
ortaminin 1 litredeki komponentleri 1/IMS, % MS, % MS ve 2 MS yogunluklarinda
hazirlanarak kullanilmistir. B6liim 1°de verilen MS basal besi ortami ve farkli yogunluklarda
hazirlanan MS besi ortamlan 1 mg I'' BA, 30 g I sakkaroz, 7g 1" agar ile desteklenerek
kullamilmigtir. Kiiltlir kaplarina aktarilan kotiledonlar, bsliim 3.2.1.10°da verilen biiyiime

ortaminda inkiibasyona birakilmigtir.

3.2.3.3. pH’nin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Stirme” ¢esidinin kotiledonlarindan itibaren in vitro sartlarda siirgiin
gelisimi iizerine farkli pH degerlerinin (5.5 — 5.6 — 5.7 — 5.8 — 5.9 ) etkisi aragtirilmigtir.
Boliim 3.2.1.1°de verilen MS basal besi ortamina ve 1mg I"' BA, 30 g I"' sakkaroz, 7g I"' agar
ilave edilmigtir. Hazirlanan besi ortaminin pH degerleri dijital pH metre ile 6l¢iiliip istenilen

degerlere ayarlanmistir. Bu konuyla ilgili bilgiler b6liim 3.2.1.1.’de anlatilmgtir.

3.2.3.4. Agar Konsantrasyonunun Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme” ¢esidinin kotiledonlarindan itibaren in vitro sartlarda siirgiin
gelisimi lizerine agarin farkli konsantrasyonlarinin etkisi aragtirilmigtir. Bolim 3.2.1.1°de
verilen MS basal besi ortamina, agar konsantrasyonlarinin her serisi (6, 7, 8,9 ve 10 g Mos

mg I BA ve 30 g 1" sakkaroz ile desteklenmistir.

3.2.3.5. Seker Tipinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Stirme” ¢esidinin kotiledonlarindan itibaren in vitro sartlarda siirgiin
gelisimi iizerine farkh seker tiplerinin; sakkaroz, glikoz, maltoz, dekstroz ve fruktoz etkisini
test etmek icin arastirilmistir. MS basal besi ortamu, 1 mg 1! BA, 7 g I agar ve her geker

tipinden 30 g I'' ilave edilerek hazirlanmugtir. Kiiltiirler kiiltiir ortaminda inkiibe edilmistir.
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3.2.3.6. Sakkarozun Farkli Konsantrasyonlarmn Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Stirme” ¢esidinin siirgiin proliferasyonuna, bir 6nceki deneyde segilen
uygun seker tipi olan sakkarozun farkli konsantrasyonlarinin (%1, %2, %3, %4, %6, %8,
%10) etkisi aragtirlmstir. Boliim 3.2.1.1°de verilen MS basal besi ortamma 1 mg 1! BA, 7g I°
" agar ve belirtilen oranlarda (10, 20, 30, 40, 60, 80 ve 100 g I"' ) sakkaroz ilave edilerek

hazirlanmistir.

3.2.3.7. Eksplant Tipinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde siirglin proliferasyon ¢aligmalarinda kullanilacak eksplant tipini tespit
etmek icin materyal kisminda anlatildig1 gibi Diyarbakir Siirme karpuz varyetesinin in vitro
ortamda ¢imlendirilen tohumlarinin kotiledonlar (0.5-1.5 c¢cm) ve bahgeden alinan siirgiin
uglart (2-3 cm) kullamlmustir. Bliim 3.2.1.1.°de anlatilan MS basal besi ortammna 1 mg 1"
BA, 30 g I"' sakkaroz, 7g ! agar ilave edilerek hazirlanmigtir. Materyalin sterilizasyonu.
bolim 3.2.2.3’te anlatildig1 gibi yapildiktan sonra eksplantlar kiiltiir ortaminda inkiibe

edilmistir.

3.2.3.8. Eksplant Biiyiikliigiiniin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, Stirme gesidinin in vitro ortamda gimlendirilen tohumlardan elde edilen
kotiledon biiyiikliigiintin (hipokotilden itibaren 0.5, 1, 1.5 ve 2 cm uzunlugunda kesilerek)
siirgiin proliferasyonuna, etkisi arastirilmistir. MS basal besi ortamina 1 mg I BA, 30 g I

sakkaroz, 7 g I"! agar ilave edilmistir.

3.2.3.9. Isik Yogunlugunun Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Stirme” ¢esidinin siirgiin proliferasyonuna, 1s1k yogunlugunun (20 pumol,
30 umol, 40 pmol ve kontrol) etkileri aragtirilmigtir. Bilylime odasinda 1s1k yogunlugu, 1s1k
slgerle Slgiilerek tespit edilmistir. MS basal besi ortamina 1 mg 1 BA, 30 g I’ sakkaroz ve 7g
I agar ilave edilerek hazirlanmustir. Steril kabinde kiiltiir yapildiktan sonra kiiltiir kaplari,

bilyiime odasinda daha 6nce &lglilen konumlara yerlestirilerek gelismeye birakilmisgtir,
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3.2.4. Siirgiin Proliferasyonu Calismalari

Strgiin proliferasyon ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan deneylerde, eksplant olarak
kullanilan 5 giinliik kotiledonlar, steril kabin igerisine alinmadan 6nce kotiledonlarin iginde
bulundugu tiipler veya Kkiiltiir kaplar1 alkolle silinerek kabin igine alindilar. Kiiltiir
kaplarindan ¢ikarilan kotiledonlar, hipokotilden itibaren 2-3 mm kesilerek kiiltiire alindi.
Magenta GA-7 kiltiir kaplarina 50-60 ml besi ortami konmusgtur. Bir kiiltiir kabina 3’er

eksplant aktarilarak kiiltiirler, bilylime odasinda inkiibasyona alinmistir.

Tim bu caligmalarda en az 20 eksplant kullamlmistir. 28 giinliik kiltlir sonunda

asagidaki dlctimler yapilmistir;

Eksplant bagima gelisen siirgiin sayisi; kiiltiirlerin 28 giinliik geligimleri dikkate
alinarak bir eksplant iizerinde gelisen siirgiinler, altkiiltiir esnasinda steril kabin i¢cersinde veya
disarida sayilarak ortalamasi alinmistir.

Eksplant basmna olugan siirgiinlerin uzunlugu (cm); 28 giinliik kiilttir sonucu bir
eksplant {izerinde gelisen stirgiinler dijital kumpasla dl¢iilerek ortalamasi alinmstir.

Bu ¢aligma kapsaminda asagidaki deneyler yapilmigtir.

3.2.4.1. Sitokinin Tipi ve Konsantrasyonlarinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
3.2.4.1.1. BA’nin Farkh Konsantrasyonlarmin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme”nin in vitro siirglin proliferasyonuna, BA’in farkh
konsantrasyonlarmin (0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 mg I'") kontrol grubuyla birlikte (hormonsuz)
etkileri arastinlmigtir. MS basal besi ortammna yukarida belirtilen BA’mn  farkli
konsantrasyonlarmin her bir serisine ve hormonsuz kontrol grubuna, 30 g I"' sakkaroz ve

7 g I'' agar ilave edilerek hazirlanmugtir.

3.2.4.1.2. Kinetinin Farkli Konsantrasyonlarmm Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme” ¢esidinin siirgiin proliferasyonuna, kinetinin farkli
konsantrasyonlarmm (0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 mg I") kontrol grubuyla birlikte etkileri
arastirilmistir. MS basal besi ortamina yukarida belirtilen kinetinin farkli konsantrasyonlarinin

her bir serisine ve hormonsuz kontrol grubuna, 30 g I'! sakkaroz ve 7 g I agar ilave edilerek,
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MS basal besi ortamu hazirlanmigtir. Kiiltiirler daha 6nce anlatilan kiiltiir ortaminda inkiibe
edilmigtir.
3.2.4.2. BA’ya Oksin ilavesinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, siirgiin proliferasyonunu artirmak i¢in en iyi BA konsantrasyonuna (0.5
mg 1) 0.1 mg I IAA, IBA ve NAA) ilavesinin etkisi aragtirilmustir. Kiiltiir kogullar1 daha
once anlatildig: gibidir.

3.2.4.3. Eksplant Yasinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, in vitro ortamda g¢imlendirilen tohumlarmin 5 - 10 ve 15 giinlik
kotiledonlar1 kullanilarak siirgiin proliferasyonuna etkileri aragtirilmigtir. MS basal besi
ortamina 0.5 mg I'! BA, 30 g I"! sakkaroz, 7g 1" agar ilave edilerek hazirlanmistir. Kiiltiirler,
kiiltiir ortaminda inkiibe edilmistir.

3.2.4.4. Altkiiltiir Sayisimn Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarinin kotiledonlar: kullanmlmigtir. 4
haftalik kiiltiir sonunda olusan siirgiinler, 1. altkiiltiire alinmigtir. 4 haftalik kiiltlir sonunda
buradan elde edilen siirgiinler 2. altkiiltiire ve 4 hafta sonunda buradan olusan siirgiinler de 3.
altkiiltiire alinmugtir. Yapilan 1., 2. ve 3. altkiiltiirlerde, MS basal besi ortami, 0.5 mg I BA,
30 g 1" sakkaroz, 7 g 1" agar ile desteklenerek kullamilmustr.

3.2.4.5. Kiiltiirde Bekletme Siiresinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, in vitro ortamda g¢imlendirilen tohumlarinin kotiledonlar1 kullamlarak
slirgiin proliferasyonuna ve kiiltiirde bekletme siiresinin (3 - 4 ve 5 hafta) etkileri
aragtirilmigtir. Olusan siirgiinler altkiiltiire alinmaksizin kiiltiir kaplarinda 3 hafta, 4 hafta ve 5
hafta bekletilerek en uygun siire tespit edilmeye calisilmigtir. MS basal besi ortamina, 0.5
mg 1" BA, 30 g 1" sakkaroz, 7 g 1" agar ilave edilerek kullanilmistir.

3.2.5. Rejenerantlar1 Koklendirme Caligmalar:
In vitro’ da gogaltilan siirgtinlerin kéklendirme ¢aligmalar1 yapilmigtir. Eksplant olarak
kullanilan siirgiinler, 0.5 mg 1" BA + 30 g 1" sakkaroz + 7 g 1" agar ile destekli MS besi
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ortamimin kullamildigi stirgiin proliferasyon c¢aligmalarindan elde edilmistir. Tim bu
calismalarda en az 20 eksplant kullamlmigtir. 28 giinliik kiiltiir sonunda asagidaki Slgiimler
yapilmagtir;

Kiklenen eksplant yiizdesi; 28 giinliik kiiltlir sonucu koéklenen eksplant sayisinin
toplam eksplant sayisina oram hesaplanarak ylizde olarak ifade edilmistir.

Eksplant basina olusan kok sayisi; 28 giinliik kiiltiir sonucu koklenen bir eksplantta
olusan primer kok sayisinin ortalamasi alinarak ifade edilen degerdir.

Olusan primer kok uzunlugu; 28 giinliik kiiltiir sonucu kéklenen eksplanttaki primer
kok uzunlugu dijital kumpasla dlgiilerek bulunmustur.

Adapte olan fide yiizdesi; bliylime odasinda kdklendirilen fidelerin sera kosullarina
aktarildiktan 20 glin sonra gelisme gostereri fide sayisimin tiim fidelere orami hesaplanarak
yiizde olarak ifade edilen degerdir.

Stirgtinlerin kéklendirme galigmalari kapsamindaki deneyler asagida siralanmugtir.

3.2.5.1. Oksinlerin Koklenmeye Etkisi

Biiyiime odasindan getirilen ve slirgtin proliferasyon kiiltiirlerini igeren Magenta GA-7
kiiltiir kaplari, alkolle tiim yiizeyi silinerek steril kabin igine alinmistir. 4 haftahk kiiltiir
sonunda kotiledonlardan ¢ogalan siirgiinler, kiltiir kaplarindan c¢ikarilarak, koklenmeye

elverigli olanlar agagida anlatilan kéklendirme ortamlarina aktarilmastir.

3.2.5.1.1. IAA’nin Kéklenmeye Etkisi
IAA’nin kdklenmeye etkisinin aragtirildig: ¢aligmada IAA’nin farkli konsantrasyonlari
olarak; 0.5, 1, 2 ve 4 mg ! kullanilmigtir. IAA’min her serisi i¢in hazirlanan MS besi ortams,

30 g I"" sakkaroz, 7 g I'' agar ile desteklenmistir.

3.2.5.1.2. IBA’nin Kéklenmeye Etkisi

IBA’nin kéklenmeye etkisinin aragtirildifi ¢alismada IBA’nin farkh konsantrasyonlar
olarak; 0.5, 1,2 ve 4 mg It kullanilmigtir. IAA’nin her serisi i¢in hazirlanan MS besi ortami,

30 g I"! sakkaroz, 7 g I"' agar ile desteklenmistir.
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3.2.5.1.3. NAA’nin Kéklenmeye Etkisi

NAA’nin  koklenmeye etkisinin  aragtinldignt  c¢alismada NAA’nin  farkh
konsantrasyonlari olarak; 0.5, 1, 2 ve 4 mg 1! kullaniimigtir. IAA’nin her serisi i¢in hazirlanan

MS besi ortami, 30 g 1" sakkaroz, 7 g 1! agar ile desteklenmistir.

3.2.5.2, Altkiiltiir Sayisinin Kéklenmeye Etkisi

Bu deneyde, siirgiin proliferasyon c¢alismalarinda; 1. altkiiltiir, 2. altkiiltiir ve 3.
altkiiltiirden elde edilen siirglinler kullanilmigtir. Koklenmeye elverisli olan siirgiinler (1,5-2
cm) steril kabin i¢inde kiiltiir kaplarindan ¢ikarilarak; 1 mg I NAA, 30 g 1! sakkaroz ve 7 g I

! agar iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmigtir.,

3.2.5.3. Eksplant Tipinin Kéklenmeye Etkisi

Bu deneyde, in vitro sartlarda c¢ogaltilan eksplant tiplerinin koklenmeye etkisini
aragtirmak i¢in eksplant olarak nodal ve apikal segmentler kullanilmistir. kullanilan
eksplantlar, siirgiin proliferasyon galigmalarindan elde edilmistir. Bu amagla koklenmeye
elverisli olan siirgiinler 1 mg "' NAA, 30 g 1" sakkaroz, 7 g I"' agar igeren MS besi ortaminda

kiiltiire alinmastir.

3.2.5.4. Karanlik Isleminin Koklenmeye Etkisi

Bu deneyde, karanligin koklenme tizerine etkisini arastirmak i¢in eksplant olarak,
proliferasyon c¢aligmalar1 sonunda elde edilen siirgiinler kullamlmistir. Koklenme ortamina
aktarilacak siirgiinler, 1 mg 1" NAA, 30 g I"' sakkaroz, 7 g I agar igeren MS besi ortaminda
kiilttire alinmigtir. Biiylime odasina aktarilan kiiltlirler 3 giin, 5 giin, 7 giin ve siirekli
karanlikta (28 giinliik kiiltiir stiresince) birakilmigtir. Karanlik ortamin saglanmas igin kiiltiir
kaplari, aliiminyum folyo ile iki kat sarilip tizerine mukavva kutu konarak gelismeye

birakilmigtir.

3.2.6. Aklimatizasyon

Aklimatizasyonda izlenen yontem; Compton ve Gray (1993) ve Compton ve ark.
(1993, 1996) tarafindan yapilan galismalardan uyarlanmustir.

In vitro’> da koklenmis fidelerin dogal sartlara adaptasyonunda aklimatizasyon igin

substrat olarak tam sterilize edilmis, yan sterilize edilmis ve hi¢ sterilize edilmemis torf
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kullamlmugtir. In vitro’da koklenen fideler jelozlarindan dikkatli bir sekilde ayrildiktan sonra
7 cm c¢apinda plastik saksilara dikilmislerdir. Bu fide saksilari iyice sulandiktan sonra tizerleri
100 ml’ lik beherle kapatilir. Bu saksilara daha sonra, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
fotoperiyotlu ve 11k yogunlugu 30 pmol m™ s olan biiyiime odasinda gelismeye brakilir.
Fideler ihtiya¢ duyuldukca giin asir1 olarak distile su ile diizenli olarak sulanarak nemi kontrol
altinda tutuldu. Biiyiime odasinda gelisen fideler 7. giinden itibaren {izerleri asamah olarak (7.
glinde 10 dakika, 8. giinde 20 dakika, 9. giinde 1 saat, 10. giinde 2 saat, 11. giinde 4 saat) 4-5
glin i¢inde tamamen agilir. Biiylime odas:1 kosullarinda 7 giin daha bekletilerek gelisen fideler
21. gtinde 1:1:1 oraminda torf : kum : toprak karigtmi igeren 13 cm ¢apinda olan daha bilyiik
saksilara torfla birlikte transfer edilir. Fideler daha sonra sera kosullarina aktarilarak
gelismeye birakilir. Gelisen fideler, 21 giin sonra dis ortama adaptasyonunu saglamak igin
araziye sasirtilir. Bliyiime odasinda gelismeye birakilan fidelerin {izerinin saydam plastik ortii
ile ortiilmesi durumunda ise, plastik 6rtii kademeli olarak delinerek tizeri tamamen acilmuigtir.
5. giinden itibaren plastik 6rtii delinmeye baglanir ve her giin delik sayisi artirilarak 11. giinde

tamamen plastik ortii kaldirilir. Bundan sonraki agsama yukaridaki gibi uygulanir.

3.2.6.1. Aklimatizasyonda Kullanilan Substratm Sterilizasyonu

Aklimatizasyon ¢aligmalarinda substrat olarak torf kullanilmistir. Kullanilan substrat 3
sekilde simiflandiriimugtir.

1. Sterilize edilmis torf: 2.5 litrelik torf, 2 kat aliiminyum folyoya sarilip 121°C’de
ve 1 atmosfer basingta 25 dakika siire ile otoklavda sterilize edilerek kullanilmisgtir.

2. Yan sterilize edilmis torf: 121°C°de ve 1 atmosfer basingta 25 dakika siire ile
otoklavda sterilize edilen torf ile steril edilmemis torfun 1:1 oraninda karigimindan
olugmaktadir.

3. Non-sterilize torf: sterilize edilmeden kullanilan torftur.

3.2.7. Tetraploid Olusturulmasi

Tetraploid olusturulmasi, karpuz 1slahinda kullamlan ve triploid karpuz tohumlarinin
elde edilmesinde 6nemli bir agama olarak degerlendirilmektedir. Mevcut diploid kromozom
sayisinin degisik yollarla ikiye katlanmasiyla olusturulur. Tetraploid olusturulmasina y6nelik

olarak yapilan uygulamalar1 asagida bagliklar halinde soyle siniflandirilabilir;
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3.2.7.1. Tarlada Kolsisin Uygulamasi

Tarlaya aktarilmug fidelerin biiylime uglarina kolsisin uygulamasi yoluyla tetraploid
olusturulmaya caligilmigtir. Fideler heniiz gelisim asamasindayken biiyiime uglar1 %0.2°lik
kolsisin ¢ozeltisiyle 24 saat muamele edilmistir. Bu yontemle tetraploid elde edilmeye

-caligiimigtir. Bu deneyde toplam 10 bitki kullanilmagtir,

3.2.7.2. Tohuma Kolsisin Uygulamasi

Karpuz tohumlarina, ekilmeden 6nce kolsisin uygulanmistir. %0.02’lik olarak
hazirlanan kolsisin ¢6zeltisi 3 farkli sekilde uygulanmgtir.

1. Tohumlar, kolsisin ¢6zeltisinde 24 saat bekletilerek

2. Tohumlar kolsisin ¢dzeltisinde 16 saat bekletilerek

3. Tohumlar kolsisin ¢ozeltisinde 8 saat bekletilerek

Kolsisin uygulanan bitkilerde su 6lgtimleri yapilmstir;

Yaprak uzunlugu (cm): Yapragin sapla baglandig: nokta ile yaprak ucuna kadar olan
mesafe yapragin orta damari boyunca cetvel yardimiyla bulunmustur.

Yaprak genigligi (cm): Yaprak yiizeyinin en genis kism cetvelle Olgiilerek
bulunmustur.

Bitki boyu (ecm): Bitkide ilk meyvenin goriildiigii dSnemde, kotiledon yapraklarindan

itibaren gerit metre yardimiyla lgtilmiigtiir.

3.2.8. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Bu g¢aligma kapsaminda kullanilan materyalin ploidi seviyesinin belirlenmesi i¢in
aragtirma yapitimistir. Calismalarda, ploidi seviyesini tespit etmek i¢in alinacak gozlem,
tohumdan yetistirilen ve olugan yapraklardan, in vitro rejenerantlarin yapraklarinda, tarlada
kolsisin uygulanan bitkilere ait yapraklarda ve tohuma kolsisin uygulanan yapraklarda bekgi
hiicredeki kloroplast sayimi yapilarak tespit edilmistir. Her &lgiimde en az 10 eksplant

kullanilmig ve sayilan toplam kloroplast sayisinin ortalamas: hesaplanmustir.

3.2.8.1. Bekei Hiicredeki Kloroplast Sayimi
Tohumdan ¢imlendirilerek olusan 4 haftalik bitkilerden, in vitro rejenarantlardan
(NAA’l ortamdan) ve tarlada kolsisin uygulanan bitkilerden, tohuma kolsisin uygulanarak

olusan bitkilerden alinan yapraklar kullanilmigtir. Yapraklarin alt epidermasi jilet yardimiyla
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cikarilip lam tizerine yerlestirilip bir damla distile su damlatilarak iizerine lamel konulmusgtur.
Isik mikroskubu altinda incelenerek kloroplast sayimi yapilmigtir. Her materyalden en az 20
adet Ornek incelenmigtir. Tespit edilen ploidi seviyeleri mikroskoba uyumlu Nikon 4500
Coolpix dijital fotograf makinesiyla 4x100 biiyiitmeli 151k mikroskobunda goriintiisii

fotograflanmstir.

3.2.8.2. In Vitro Rejenerantlarda, Tohumdan Yetistirilen Bitkilerde, Kolsisin Uygulanan
Tohum ve Bitkilere Ait Yapraklarda Ploidinin Belirlenmesi

In vitro stirgiin proliferasyon ¢alismalarindan elde edilen siirgiinler kullanilmigtir. 5
giinliik kotiledonlar, 0.5 mg 1" BA, 7 g I agar ve 30 g I"! sakkaroz ile destekli MS besi
ortaminda kiiltiire alinmiglardir. 4 hafta sonunda olusan siirgiinler, 1 mg I NAA, 30 g 1!
sakkaroz ve 7 g I'' agar ile desteklenmis MS besi ortaminda kéklenme ortamina aktarilmustir.
4 haftalik kiiltiir sonucu seraya aklimatizasyondan sonra tam gelismis yapraklar kullamlmigtir.
Alinan yapraklar yukarida anlatildig1 gibi hazirlanarak mikroskopta incelenmistir.

“Stirme” ¢esidinin, tohumdan yetisen ve higbir kimyasal uygulama yapilmayan
bitkilerinden alinan tam gelismis yapraklar incelenmistir. Yapraklarda kloroplast sayimi
yukarida anlatildig: gibi yapilmigtir.

“Stirme” c¢esidine ait kolsisin uygulanan tohumlarda gelisen en az bir ayhk
yapraklarda kloroplast sayimi1 yapilmigtir.

Tarlada biiylime uglarina kolsisin uygulanan fideler kullanilmistir. Bitkiler gelisip ilk
cigekler olugtugu dénemde, bunlardan alinan yapraklardan kloroplast sayimi yapilarak ploidi

seviyesi tespit edilmeye caligilmagtir.

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Biitlin ¢aligmalar tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilmustir. Verilerdeki
degiskenligi hizli bir sekilde gérmek i¢in biitiin ¢aligma sonug¢larinin tanimlayict analizleri
yapimistir (Sigma Plot 2.0). Test edilen iglemler arasindaki 6nemli farkliliklar: belirlemek
i¢in, faktoriyel veya non-faktoriyel deneylerden alinan veriler ANOVA'ya tabi tutulmuslardir.
[statistiki 5nem goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler arasindaki farkliliklar P =
0.05 seviyesinde (Student) f-testine tabi tutulmustur.

Oransal veriler durumunda Ki kare (y?) testi uygulanmustr.



Analizlerde agagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmigtir:
P > 0.05 = 6nemli degil

P < 0.05 = 6nemli

P < 0.01 = ¢ok énemli

P < 0.001 = oldukga ¢ok 6nemli
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Caligmalar:

Sterilizasyon caligmalari kapsaminda agagidaki deneyler yapilmistir.
4.1.1. Olgun Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

4.1.1.1. Kabuklar1 Catlatiimams 1 Yillik Tohumlarin Sterilizasyonuna NaOCPin Farkl
Konsantrasyonlarimin Etkisi

“Stirme” ¢egidinin tohumlarinin aksenik ¢imlendirilmesi ve dekontaminasyonuna

etkisini test etmek i¢in, NaOCl’in, ‘%31, %3, %S5, %10, %15 ve %20’lik konsantrasyonlari

kullanilmigtir. Aragtirma sonuglarina ait istatistiki veriler Cizelge 3°de verilmistir.

Cizelge 3. Kabuklart gatlatimamig 1 yillik  tohumlarin , yuzey
sterilizasyonuna, NaOCl'in farkli konsantrasyonlarinin etkisi .
istem Enfekte olan tohum Cimlenen tohum A
(%) (%)

Kontrol 100 -

% 1 NaOCl 90 -

% 2 NaOCl 90 -

% 3 NaOCl 90 -

% 5 NaOCl 70 10

% 10 NaOCl 20 20

% 15 NaOCl 20 10

% 20 NaOCl 20 -
¥’ (s.d:7) P <0.01 P <0.01

* Sonuglar kiiltiirin 21. giintinde ve 50 tohumun ortalamasini icermektedir.

Test edilen islemler arasinda enfekte olan tohum yiizdelerinde istatistiksel olarak
onemli farkliliklar vardir (P<0.01). Gruplar arasinda en yiiksek enfeksiyon orani, %100 ile
kontrol grubunda goriilmiis, bunu %90 enfeksiyon ile %1, %2 ve %3 NaOCI
konsantrasyonlar1 izlemigtir. En diigitk enfeksiyon %20!lik orani ile %10, %15 ve %20'lik
NaOCl’ten elde edilmistir. Kiiltiire alinan tohumlarin ¢imlenme oranlarina gére de gruplar
arasinda istatistiki farklilik vardir (P<0.01). Tiim gruplarda ¢imlenme oranlar olduke¢a diisiik
¢itkmigtir. Konsantrasyonlar arasinda en yiiksek ¢imlenme oranmi, %20 ile %10’luk NaOCl
konsantrasyonundan elde edilmigtir. Kontrol grubuyla birlikte %1, %2 ve %3 NaOCI

konsantrasyonlarinda  enfeksiyondan dolayt ¢imlenme olmamigtir. Diger yiiksek
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konsantrasyonlarda ¢imlenme oranlarinin diigiik yada hi¢g olmamasi tohumlarin asir1 sterilize
olmasindan kaynaklanmigtir.

Bu deneyin sonucunda tohumlarin in vitro sartlarda ¢imlenmesi ve sterilizasyonu igin
NaOCI’in gerekli oldugu ve fenolik bilesik salgilamalarindan dolay1 kabuklarinin gikarilmasi
veya catlatilmas: gerektigi sonuglarina varilmigtir. Ayrica tohumlarin ¢imlenmeleri igin
optimum stirenin (5-7 giin) {istiinde bir zamana ihtiya¢ duyuldugu tespit edilmistir. Bundan
dolayr diger deneylerde tohumlarin dig sert kabuklarmmin ¢ikarilarak veya gitlatilarak

yapilmasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

4.1.1.2. Kabuklar1 Catlatilmis 1 Yilhik Tohumlarmn Sterilizasyonuna NaOCPin Farkh
Konsantrasyonlarmin Etkisi

Bu deneyde kabuklarindan ayrilmig “Siirme” tohumlarinin, NaOCl’'in %1, %2, %3,

%5 ve %10’luk konsantrasyonlarininda 5 dakika bekletilmesinin, ¢imlenmeye etkisi

aragtirilmugtir, 21 giinliik kiiltiir sonuglart Cizelge 4°te verilmistir.

Cizelge 4. Kabuklart gatlatilmig 1 yillik tohumlarin ylizey sterilizasyonuna
NaOCI’in farkli konsantrasyonlarinn etkisi .

istem Enfekte olan Kkiiltiir Cimlenen kiiltiir
(") (%)
Kontrol 100 i
% 1 NaOCl 25 30
% 2 NaOCI 25 10
% 3 NaOCl - 100
% 5 NaOCl 25 20
% 10 NaOCI 20 60
12 (s-d:3) P <0.01 P <0.01

* Sonuglar kiiltiiviin 21. giintinde ve 20 tohumun ortalamasini icermektedir

Kiltiirlerin enfeksiyon oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar mevcuttur (P<0.01). En yiiksek enfeksiyon orami kontrol grubu (%100)
basta olmak iizere, %25°lik oran ile %1, %2 ve %5 NaOCl konsantrasyonlarinda tespit
edilmistir. Uygulamalar arasinda %3 NaOCI konsantrasyonunda enfeksiyon goriilmemistir.
Kontrol grubu dahil olmak tizere %3’likk NaOCI disindaki diger konsantrasyonlarda yiiksek

oranda enfeksiyon oldugu tespit edilmistir.



64

Cimlenme oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiki farklilik 6nemli
bulunmustur (P<0.01). Cimlenme yiizdeleri bakimindan ise %3’lik NaOCl’in en yiiksek
(%100) ¢imlenme ylizdesine sahip oldugu tespit edilmistir. En diisiik ¢imlenme orani ise,
%10’luk deger ile %2 NaOCI konsantrasyonunda tespit edilmigtir. Yapilan istatistik analizine
gdre konsantrasyonlar arasinda en diisiik enfeksiyon vermesi ve en yiiksek ¢imlenme oranlar
bakimindan en iyi sonucu, %3 NaOC]l uygulamasi vermistir. Bu deneyin sonucunda kabuklari
catlatilmis karpuz tohumlarinin sterilizasyonu ig¢in %3 NaOCl + 5 dakikalik uygulamanin
kullamlabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak optimum sterilizasyon tekniginin gelistirilmesi
igin tohumlarin %3 NaOCI’¢6zeltisinde farkli siirelerde bekletilmesi gerektigi dikkate
alinarak, deneyin devamu niteligindeki siireye bagli arastirmanin yapilmasi gerektigi sonucuna
varilmistir. Ayrica kabuklarin gatlatilmasinin tohumlarda ¢imlenme oranini ve hizini artirdigi

ve tohumlarin bu sekilde kiiltlire alinmasinin daha iyi sonug verdigi gériilmiigtiir.

4.1.1.3. Kabuklar1 Catlatilmis 1 Yilik Tohumlarin Sterilizasyonuna %3’liik NaOCl’te
Farkli Bekletme Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde, bir 6nceki deneyden elde edilen sonuca bagh kalinarak, %3’liikk NaOCl

konsantrasyonu  kullanilmustir.  Catlatilmig  karpuz = tohumlarimin  %3’lik  NaOCl

konsantrasyonunda; 1, 2, 4, 5, 10, 15 ve 20 dakika bekletilerek optimum siirenin tespit

edilmesi amaglanmistir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Kabuklart ¢atlatilmis 1 yillik  tohumlarin  yiizey
sterili*zasyonuna, %31tk NaOCl'te farkli bekletme siirelerinin
etkisi .
istem Enfekte olan kiiltiir Cimlenen kiiltiir

(") (%)
Kontrol 100 -
1 dakika 15 75
2 dakika 10 80
4 dakika 10 80
5 dakika - 100
10 dakika 20 80
15 dakika 15 80
20 dakika 15 70
%2 (s.d:7) P<0.01 | P<0.01

* Sonuglar kiiltiiriin 21. giiniinde ve 20 tohumun ortalamasini igermektedir.
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Enfeksiyon oranlar1 bakimindan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak Onemli
bulunmustur (P<0.01). Deneyde, 5 dakika sterilantta bekletilen kiiltiirde hi¢ enfeksiyon
goriilmezken, en yiiksek enfeksiyon orani 10 dakika bekletilen kiiltiirlerde %20 olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda, beklendigi gibi %100 enfeksiyon ¢ikmistir. Bununla birlikte
kontrol grubu diginda tiim stireler enfeksiyon oranlar1 bakimindan iyimser sonuglar vermistir.

Gruplarin ¢imlenme oranlari arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar vardir
(p<0.01). Cimlenme orani yoniinden en yliksek deger %100 olarak 5 dakikalik kiiltiirlerden
elde edilirken, kontrol grubundan sonra en diisiik oran ise %70 ile 20 dakikalik kiiltiirlerden
saglanmistir. Cimlenme oranlar1 bakimindan da ttim gruplar iyimser sonuglar vermistir.

Bu deney sonucunda, kabuklar: ¢atlatilmis karpuz tohumlarinin yiizey sterilizasyonu
icin en iyi NaOCI konsantrasyonunun ve siiresinin; %3 NaOCl + 5 dakika oldugu tespit

edilmigtir.

4.1.1.4. Taze Tohumlarin Sterilizasyonu
Bu deneyde, karpuz meyvesinden c¢ikarilan taze tohumlar igin sterilizasyonunun
gelistirilmesi amaglanmistir. Taze meyvenin bulundugu mevsimlerde direkt meyveden alinan
karpuz tohumlarinin organojenezis potansiyelinin yiiksek olacagi diigiintilerek ¢alismalarda
kullanilmas1 uygun gortilmiistiir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu ile ilgili ¢aligmalarda elde
edilen sonuglardan yararlanilarak %3 NaOCl + 5 dakika’hk uygulama ile birlikte farkh
uygulamalarin etkisi aragtiriimistir. Bunlar séyle siralanmaktadir:
1. Meyveden ¢ikarilan tohumlar hi¢bir igleme tabi tutmadan direkt besi ortamina
aktarilmasi (kontrol).
2. Meyveden gikarilan gekirdeklerin sadece steril saf suda ¢alkalanip besi ortamina
aktarilmast (SS).
3. Meyveden ¢ikarilan tohumlarin steril saf suda ¢alkalanip pens ve bistiiri yardimu ile
kabuklar gatlatilip besi ortamina aktarilmasi (SSC).
4. Meyveden gikarilan tohumlarin %3’litk NaOCl’e tabi tutulup steril saf suda 5 kez
calkalanip besi ortamina kabuklu halde aktarilmasi (%3 + SS).
5. Meyveden g¢ikarilan tohumlarin %3’lik NaOCl’e tabi tutulup steril saf suda 5 kez
calkalanip besi ortamina kabuksuz halde aktarilmasi (%3 + SSK).
6. Meyveden ¢ikarilan tohumlarin %3’liikk NaOCl’e tabi tutulup steril saf suda 5 kez
calkalanip besi ortamina gatlatilarak aktariimasi (%3 + SSC).
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Yapilan istatistik analiz sonucu test edilen uygulamalar arasinda enfekte olan kiiltiir
oranlan bakimindan istatistiksel farklibk olmadigi gériilmiistiir (P>0.01). Bununla birlikte,
%3 + S8 ile %3 + SSC gruplar ve SS ile %3 + SSK gruplarinin aymi enfekte oranlarina sahip
oldugu goriilmiistiir. Enfekte olan kiiltiir ylizdesi bakimindan en iyi sonucu %0 enfeksiyon ile
%3 + SS ve %3 + SSC uygulamalarinin verdigi tespit edilirken en yiiksek enfekte orani ise
%?20 ile kontrol grubunda goriilmiistiir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Taze tohumlarin sterilizasyonuna farkli uygulamalarin etkisi'.

istem Enfekte olan Cimlenen kiiltiir
(%) (%)
Kontrol 20 20
S8 10 50
5S¢ 5 90
%3 + SS - 10
%3 + SSK 10 100
%3 + SSC - 100
12 (s.d:5) P>0.01 P<0.01

* Sonuglar kiiltiirin 21. giiniinde ve 20 tohumun ortalamasnu icermektedir.

Cimlenme yiizdeleri bakimindan ise gruplar arasinda istatistiki farklilik oldugu tespit
edilmistir (P<0.01). Cimlenme orami itibariyle en yiiksek deger (%100) %3 + SSC ve %3 +
SSK gruplarindan elde edilmigtir. En diigiik ¢imlenme oram ise, beklenenin aksine kontrol
grubunda olmayip %3 + SS grubunda %10 olarak bulunmustur. Tiim uygulamalardan alinan
sonuglara gore biiyiik oranda enfeksiyon ¢ikmamig olsa bile ¢imlenme yiizdeleri bakimindan
meyveden ¢ikarilan tohumlara sterilizasyonun yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Elde
edilen sonuglardaki diger bir 6nemli nokta ise; SSC uygulamasinda enfeksiyon oram %5
oldugu yani oldukea diisiik sayilabilen bir deger iken ¢imlenme orani ise %90 gibi yiiksek bir
deger elde edilmistir. Yani ¢imlenme oranlarinin yiiksek ¢ikmasi icin tohumlarin gatlatilarak
veya kabuksuz olarak kiiltlire alinmasi daha uygundur. Bununla birlikte, yapilan uygulamalar
arasinda Kkiiltirlerin gelisimi ve enfeksiyon olugumu bakimindan taze tohumlarin yiizey

sterilizasyonu igin en iyi uygulamanin, %3 NaOCI + SSC oldugu tespit edilmistir.
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4.1.2. Serada Yetistirilen Fidelerden Alinan Eksplantlarin Yiizey Sterilizasyonu

4.1.2.1. VFidelerden Alnan Eksplantlarin Sterilizasyonuna NaOCPin Farkh
Konsantrasyonlarinim Etkisi

Karpuzun dogal yetistirme mevsimi diginda eksplant ihtiyacin1 karsilamak amaciyla

mikrogogaltim ¢alismalan igin serada saksilara tohum ekip fide yetistirilmesi amaglanmistir.

Bu deneyde saksilarda yetigtirilen karpuz fidelerinden elde edilen bitkisel eksplantlarin yiizey

sterilizasyonuna, NaOCl’in farkli konsantrasyonlarinin etkisinin test edilmesi amaglanmagtir.

Eksplantlar, yiizey sterilizasyonu i¢in NaOCl’in %1, %2, %3 ve %4’liik konsantrasyonlarinda

2 dakika bekletilmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 7°de gosterilmigtir.

Cizelge 7. Fidelerden alinan eksplantlarin yiizey sterilizasyonuna NaOCl’in
farkli konsantrasyonlarinin etkisi'.

Islem Enfekte olan Geligen kiiltiir
(2 dakika) (%) (%)
Kontrol 100 -
%1 NaOCl 90 -
%2 NaOCl 80 10
%3 NaOCl 80 15
%4 NaOCl 60 35
¥2 (s.d:4) P<0.01 P<0.01

* Sonuglar kiltiiriin 28. giiniinde ve 2() eksplantin ortalamasini icermektedir.

Enfekte olan kiiltiir oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel farklilik anlamli
bulunmustur (P<0.01). Gruplar arasinda en yiiksek enfeksiyon orami %100 ile kontrol
grubunda goriilmiis ve bunu %90 enfeksiyon oram ile %1 NaOC! konsantrasyonu izlemistir.
En diisiik enfeksiyon %60!lik orani ile %4 NaOCI konsantrasyonundah elde edilmistir.
Sterilizasyon ¢aligmalarinda enfekte olan kiiltiir orani ne kadar diisiik ise ¢aligma daha basarili
bulunur. Bununla birlikte tiim gruplarda enfeksiyon oranlari bakimindan istatistiksel farklilik
olmasina ragmen, enfeksiyon oraminin tiim konsantrasyonlarda yiiksek sayilabilecek bir
degerde oldugu goériilmektedir.

Gelisen kiiltiir oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel farklilik oldugu tespit
edilmistir (P<0.01). Gruplar arasinda en yiksek gelisme orani, %35 ile %4 NaOCI

konsantrasyonunda izlenirken, en diisiik oran ise kontrol grubuyla ayni1 degere sahip olan %1
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NaOCIl konsantrasyonunda goriilmistiir. Geligen kiiltir oranlar1 bakimindan elde edilen
sonuglar tatmin edici bulunmamakla birlikte, bu durum enfekte olan kiiltiir oranlarinin yiiksek
¢ikmasinin bir sonucu olarakta degerlendirilebilir. Ancak enfekte olan kiiltiir oranlar1 ve buna
bagli olarak gelisen kiiltiir oranlarina ait veriler yapilacak bir sonraki deney igin bir agsama
olarak degerlendirilmektedir. Kiltiirlerin enfeksiyon yiizdeleri ve gelisme durumlan dikkate
alindiginda eksplantlarin yiizey sterilizasyonu igin NaOCIl’in optimum konsantrasyonun %4
oldugu sdylenebilir. Ancak eksplantlarin, %4 NaOCI’te farkli siirelerde bekletilmesi halinde
daha iyi sonuglarin elde edilecegi diisiiniilmiis ve bir somraki asama olarak siireye bagh

deney yapilmuistir.

4.1.2.2. Fidelerden Alnan Eksplantlarin Sterilizasyonuna %4’liikk NaOCl’te Farkh
Bekletme Siirelerinin Etkisi

Serada saksilarda yetistirilen karpuz fidelerinden elde edilen eksplantlarin yiizey

sterilizasyonu igin %4'litkk NaOCl’de optimum immersiyon siiresini tespit etmek amaciyla bu

calisma yapilmustir. Eksplantlar, %4 NaOCl’te 4, 8, 16, 20 dakika ve bir kontrol grubuyla

birlikte test edilmislerdir. Deney sonuglarina ait veriler Cizelge 8’de verilmistir.

Cizelge 8. Fidelerden alinan eksplantlarin sterilizasyonuna %4’k
NaOCJI’te farkli bekletme siirelerinin etkisi'.

islem Enfekte olan Geligen kiiltiir
(") (%)
Kontrol 100 i}
4 dakika 60 30
8 dakika 20 60
16 dakika 10 70
20 dakika 10 90
12 (sd:4) P<0.01 P<0.01

* Sonuglar kiltiirin 28. giiniinde ve 20 eksplantin ortalamasi icermektedir.

Test edilen immersiyon siireleri arasinda kiiltiirlerin enfekte olma oranlarina gore
gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik vardir (P<0.01). Enfekte olan kiiltiir
oranlar1 bakimindan en yiiksek oranin %100 ile kontrol grubunda oldugu ve bunu %60°lik
oran ile 4 dakikalik immersiyon sliresinin izledigi goriilmiigtiir. Kiiltiirler arasinda en diigiik

enfeksiyon orami, %10, 16 ve 20 dakikalik siirelerde tespit edilmistir. Ancak tercih
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yapabilmek igin her iki gruba ait kiiltiirlerin gelisme durumlariyla birlikte degerlendirmek
gerekir.

Immeriyon siirelerinin geligen kiiltiir oranlari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli farkliliklar vardir (P<0.01). Gelisen kiiltlir oran1 en yiiksek, %90 ile 20
dakikalik kiiltlirlerde g6riilmiis en diigiik oran ise kontrol grubundan sonra %30’luk oran ile 4
dakikalik uygulamada tespit edilmistir. Her iki 6zellik agisindan bir degerlendirme yapilirsa, 8
dakika ve 16 dakikalik uygulamalarda enfekte olmayan kiiltiir yiizdesi yiiksek iken gelisen
kiiltiir ylizdesi daha dusiiktiir. Bu durum kiiltiirlerin enfekte olmadigi fakat gelisme de
gostermedigini ortaya koymaktadir. Ancak bu oran bile 20 dakikalik uygulamadan (%10)
daha diistik orandadir.

Kiiltiire alinan eksplantlarin enfekte olma yiizdeleri ve gelisme durumlari dikkate
alindiginda 20 dakika optimum bekletme siiresinde enfeksiyon oranminin diisikk olmasi ve
buna paralel olarak gelisen kiiltiir oramnin yiiksek olmasindan dolay: diger gruplara gére

daha iyi sonug verdigi goriilmiistiir.

4.1.3. In Vivo’da Yetistirilen Fidelerden Alinan Eksplantlarin Yiizey Sterilizasyonu

Bu deneyde, tarlada iyi performans gosteren fidelerden alinan stirgiin ve nodal uglarin
eksplant olarak kullanilmasi i¢in bir sterilizasyonun gelistirilmesi amaglanmistir. Bir 6nceki
deneyde elde edilen sonug dikkate alinarak %4’liikk NaOCI1 kullanilmistir. Ancak dogada
yetisen bitki stirgiinlerinin ayni konsantfasyondaki sterilanta karsi daha direngli olacagi
diisiintilerek sadece immersiyon stiresi artirtlarak galisma yiiriitiilmiistiir. Eksplantlar, %4'lik
NaOCl kullanilarak optimum immersiyon zamanin tespit etmek igin 20, 30, 40 ve 50 dakika
ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmuglardir. Deneyle ilgili sonuglar, Cizelge 9°da verilmistir.

Eksplantlann, %4’lik NaOCl’te farkli siirelerde bekletilmesinde kiiltiirlerin enfekte
olma oranlar1 bakimindan istatistiksel farklilik oldugu tespit edilmistir (P<0.01). Enfeksiyon
orani en diigiik %5 ile %4 NaOCl + 40 dk uygulamasindan elde edilmistir. Ayrica, %4
NaOCI + 20 dk uygulamasinda ise enfeksiyon orani %50 olarak tespit edilirken en yiiksek
enfeksiyon orani, kontrol grubunda %100 olarak bulunmustur.

Geligen kiiltlir oranlan1 bakimindan ise gruplar arasinda istatistiksel farklilik oldugu
goriilmiistiir (P<0.01). Gelisme orani en yiiksek, %4 NaOCI + 40 dk kiiltiirlerinde %95 olarak
bulunurken, en diisiik gelisme orani ise kontrol grubundan sonra %50 ile %4 NaOCIl + 20 dk

uygulamasindan elde edilmisgtir.
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Karpuz bitkisinden alinan eksplantlarin yiizey sterilizasyonuna kiiltiirlerin enfekte
olma yiizdeleri bakimindan en iyi sonucu %4 NaOC]I + 40 dk (%5 enfeksiyon) ve buna yakin
deger veren %4 NaOCI + 50 dk (%10 enfeksiyon) uygulamalarinin verdigi tespit edilmistir.
Ancak geligen kiiltiirlerin yiizde oranlar1 bakimindan ise en iyi sonucu, %4 NaOCl + 40 dk
(%95 gelisen kiiltlir) uygulamasinin verdigi tespit edilmistir. %4 NaOCI + 50 uygulamasinda
gelisen kiiltiir oraninin %4 NaOCI + 40 dk uygulamasindan daha diisiik olmasi, kiiltiirlerde

sterilantin agir1 etkisinden kaynaklanmstir.

Cizelge 9. Agikta yetistirilen fidelerden alinan eksplantlarm‘ sterilizasyonuna
%4°litk NaOCl’te farkli bekletme siirelerinin etkisi

istem Enfekte olan Gelisen kiiltiirlerin
(") (")
Kontrol 100 -
%4 NaOCl + 20 dk 50 50
%4 NaOCl + 30 dk 25 60
%4 NaOCl + 40 dk 5 95
%4 NaOCl + 50 dk 10 70
%2 (s.d:4) P<0.01 P<0.01

* Sonuclar killtiiriin 28. giiniinde ve 20 eksplantin ortalamasi icermektedir.

Acikta yetistirilen karpuz bitkilerinden alinan eksplantlarin yiizey sterilizasyonu i¢in
kiiltirlerin enfekte olma ytizdeleri ve gelisen kiiltiir yiizdeleri dikkate alindiginda %4

NaOCI’de optimum bekletme stiresinin 40 dakika oldugu goriilmiistiir.

4.1.4. Tohum ve Bitkisel Materyalin Sterilizasyonu ile lgili Degerlendirme

Karpuz proliferasyon ¢alismalarinda eksplant kayna@i olarak kullamlan bir yillik
olgun tohumlarin veya meyveden gikarilan taze tohumlarin yiizey sterilizasyonunun gerekli
oldugu yapilan aragtirma sonucunda goriilmiistiir. Tohumlarin sterilizasyonu ile ilgili olarak
bir gok arastirmaci benzer yiizey sterilizasyonu yontemleri gelistirmislerdir. ‘Karpuzun in vitro
calismalarinda tiim arastirmacilar tohumdan eksplant eldesine ¢aligmiglardir. Compton ve
Gray (1993a), yaptiklar1 bir caligmada in vitro fide elde etmek igin, embriyolar1 tohumdan
cikarip, 10-25 dakika %1-3’lik NaOCl’te bekleterek steril etmislerdir. Daha sonra 3-6 kez
steril distile suda galkalamislardir. Kiigiik tohumlu gesitlerin, 10-15 dakika, %1 NaOCl’de
bekletilebilecegini fakat biiyik tohumlularda ise 20-25 dakika ve %1.3’lilkk daha yiiksek
NaOCl konsantrasyonunda bekletilmeye ihtiya¢ duyuldugunu belirtmiglerdir. Diger bir
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uygulamada ise; tohumlar 15 saat %2.6’lik NaOCl’de birakildiktan sonra 15 saat steril distile
suda imbibisyonda tutulup daha sonra embriyolar1 ¢ikarilmistir.

Compton (1999), yapmis oldugu tiim in vitro karpuz adventif siirgiin rejenerasyon
calismalarinda; aseptik olarak kotiledon elde etmek i¢in kabuklu haldeki tohumlari, %2.5
NaOCl + %0.1 Tween 20’de 30 dakika bekleterek steril etmis daha sonra tohumlardan
cikarilan embriyolar1 %1.25 NaOCl + %0.1 Tween 20°de 15 dakika bekleterek sterilizasyonu
yaptiktan sonra kiiltiir ortamina aktarmastir.

Yaptigimiz ¢alismada karpuz tohumlarmin yiizey sterilizasyonunda, en iyi
uygulamanin %3 NaOCI + 5 dakika oldugu tespit edilmigtir. Bulunan bu deger diger
arastirmacilarin bulgularina gére sterilantin konsantrasyonuna es degerde olmasina ragmen
daha kisa bir siirede sterilizasyon tamamlanabilmektedir. Yaptigimiz ¢alismayla tohumlarin
kabuklu ve kabuksuz olarak ayri ayn sterilizasyonuna gerek olmadigi ve kabuklarindan
ayrilmasi i¢in uzun siire beklemek yerine kabuklu olarak steril edilebilecegi anlasilmistir.
Kabuklarin ¢ikarilmasi1 veya gatlatilmasinin ise, ropikajdan Once yapilabilecegi ve diger
aragtirmacilarin uyguladigi gibi uzun bir siire beklemeye gerek olmadigi goriilmiistiir. Bu da
sterilizasyon ¢aligmalarinda zaman agisindan biiyiik bir tasarrur saglamktadir

In vitro karpuz c¢aligmalarinda, eksplant olarak ¢ogunlukla steril kotiledon
kullanilmaktadir. Ancak sera veya araziden alinan eksplant kullaniminda ise bu eksplantlarin
sterilizasyonuna ait teknigin gelistirilmesi gerekmektedir. Gray ve Elmstrom (1993),
yaptiklar1 bir ¢aligmada, triploid hibrit tohum {iretiminde kullanilan tetraploid genotiplerin
mikrogogaltimi igin bir yontem gelistirip patentlemislerdir. Bu yontemde, tetraploid olarak
tamimlanan, arazi veya seradaki bitki gévdelerinden kesilen 2 cm’lik siirgiin uglari, yiizey
sterilizasyonu i¢in sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde (%2.6 NaOCl + %1 aktiflestirici) 3 dakika
bekletildikten sonra birkag kez steril suda galkalayarak sterilizasyonu gergeklestirmiglerdir.

Compton ve Gray (1992), seradan aldiklar1 2 cm uzunlugundaki siirgiinleri, %1.25
NaOCl ¢ozeltisinde 5 dakika beklettikten sonra 6 kez steril distile suda calkalayarak
sterilizasyonu yapmiglardir.

Kullanilan bu sterilizasyon teknikleri, ¢aliymada gelistirdigimiz teknige gére daha
diisiik konsantrasyonda NaOCI kullanim: saglarken ayn1 zamanda sterilantta bekletme siiresi
bakimindan da daha diiglik bir siire igermektedir. Bu durum, farkli genotiplerde gelistirilen
sterilizasyon tekniklerinin de farkli olabilecegini gdstermistir. Seradan alinan eksplantin

sterilizasyonunda daha diisiik sterilizasyon stiresi (20 dakika) gerektigi, ancak aymi gesidin
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arazideki bitkisinden alman eksplant i¢in ise tamamen doga sartlarinda bulundugu ve
savunma mekanizmasinin ortam sartlarina gore gelistigi i¢in (6rnegin siirglinlerin daha tiiyli
olmasi gibi) aym1 konsantrasyonda ancak daha uzunca bir sterilizasyon stiresine (40 dakika)

ihtiya¢ duyuldugu goriilmiistiir.
4.2. Kiiltiir Kosullarmm Optimizasyon Calismalar

4.2.1. Farkli Besi Ortamlarmin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, “Stirme” ¢esidinin siirgiin proliferasyonuna MS, WPM ve SH besi
ortamlarimin etkisi tespit edilmeye galisilmistir. Ug besi ortamuna ait siirglin proliferasyon

¢alismasi sonuglar1 Cizelge 10°da verilmistir.

Cizelge 10. Siirgiin proliferasyonuna MS, WPM, SH besi ortamlarinin

etkisi’.
Siirgiin uzunlugu
Besi ortami tipi Siirgiin sayisi (cm)
MS 820+0.52a 1.77£0.17a
WPM 470£025b 0.63+0.14b
SH 2.60+0.16 ¢ 043+0.05b

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Yapulan istatistik analiz sonuglarina goére stirgiin sayis1 bakimindan MS besi ortamu ile
diger besi ortamlar1 arasindaki fark 6nemli bulunmustur (Cizelge 10). Siirgiin sayisi
bakimindan MS besi ortaminda elde edilen 8.20 + 0.52 degeri, diger besi ortamlarindan daha
yiiksektir. Diger iki grup arasinda istatistiki olarak farklilik goriilmiis ve en diigiik siirgiin
sayist 2.60 + 0.16 adet ile SH besi ortamindan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan
ise SH ve WPM aym istatistiki grupta yer aldigi goriilmiistiir. SH besi ortamu1 2.60 + 0.16
cm’lik stirglin uzunlugu ile en diigiik degere sahip olurken, MS besi ortami, 1.77 £ 0.17 cm ile

en yiiksek siirgiin uzunluguna sahip olmustur.

4.2.2. MS Besi Ortaminin Farkli Kuvvetlerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, “Siirme” ¢esidinin siirglin proliferasyonuna, %, 4, 1 ve 2 kuvvetlerinde

hazirlanmig MS besi ortamlarinin etkisi aragtirilmigtir. 28 giinliik kiiltiir sonucu elde edilen,
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ortalama siirgilin sayis1 ve siirgiin uzunluguna ait istatistik analiz sonuglar1 Cizelge 11°de

verilmistir.

Cizelge 11. Siirgiin proliferasyonuna MS besi ortaminin farkl kuvvetlerinin

etkisi’.
Besi ortami kuvveti Siirgiin sayisi Sﬁrgﬁr(lcl::)u nlugu
Ya MS 333+033¢c 029+003¢c
% MS 425+ 0.44 be 0.40 £ 0.04 be
Tam MS 820%+052a 163+£022a
2 MS 546+0.75b 044+£005b

* Kullanilan eksplant sayisi:20

Stirgiin proliferasyon g¢aligmalarinda MS besi ortamimin kullanimi ¢ok yaygindir.
Ancak kullanmlan bu besi ortaminin degisik oranlarinin etkisi de farkli olabilmektedir. Yapilan
deneyde, stirgiin uzunlugu bakimindan tam MS besi ortamu ile diger oranlar arasindaki fark
onemli bulunmugtur. Tam kuvvette MS besi ortami, 8.20 *+ 0.52 ile en yiiksek siirgiin
uzunlugu degerine sahipken, % kuvvetinin 3.33 £ 0.33 siirgiin sayisi ile en diisiik degere sahip
oldugu goriilmiistiir. Stirglin uzunlugu bakimindan ise, tam MS besi ortamu ile diger oranlar
arasindaki fark o6nemli bulunmustur. Tam MS besi ortami, 1.63 +0.22 cm’lik siirgiin
uzunlugu ile en yiiksek degere sahipken Y% MS besi ortami ise 0.29 +0.03 cm slirgiin
uzunlugu ile oranlar arasinda en diisiik degere sahip oldugu goriilmiistiir. MS besi ortaminin
yogunlugu azaldikga siirglin sayis1 ve stirgin uzunlugunda bir azalma oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte besi ortami yogunlugunun iki kat arttirilmasi (2 MS) durumunda ise tam MS
besi ortami disinda kalan diger yogunluktaki besi ortamlar ile aralarinda istatistiki olarak
beklenen artig degerini vermedigi goriilmigtiir. 28 giinliikk kiiltiir stiresince tam MS besi
ortamu kiiltiirlerinin gelisimleri, diger oranlardan daha iyi oldugu ve kullamilabilir siirgiin
vererek Ustlin performans gosterdigi morfolojik olarak da gézlemlenmistir. Tam MS igeren
kiiltiirlerde siirgiinlerin daha uniform oldugu, renklerinin diger gruplara gére daha yesil ve

olgun oldugu da dikkati ¢ekmistir.
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4.2.3. pH’nin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Stirme* ¢esidinin kotiledonlarindan itibaren, 5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9 pH
degerlerinde hazirlanan besi ortaminin sﬁrgﬁn gelisimi tizerine etkisi aragtirilmugtir. In vitro
caligmalarda besi ortaminin pH degeri, genelde 5.5°e ayarlanir. Ancak otoklavda sterilizasyon
asamasinda pH degeri diigmektedir ve bundan dolay: sterilizasyon Oncesi ve sonrasi pH
degerleri aym kalmamaktadir. 28 giinliik kiiltiir sonucu, ortalama siirgiin sayist ve siirgiin
uzunluguna ait istatistik analiz sonuglar Cizelge 12°de verilmigtir.

Stirgiin sayisi bakimindan gruplar arasindaki fark énemli bulunmustur. pH 5.7 ve 5.8
ayn1 grupta yer almasina ragmen en yiiksek degeri 10.35 + 0.31 ile pH 5.8 vermistir. En diistik
siirglin sayis1 ise 5.85  0.48 degeri ile pH 5.9°da tespit edilmistir. Siirgiin uzunlugu
bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak farklilik gériilmiistiir. Siirgiin uzunlugunda en
yiiksek deger, 1.77 £ 0.19 cm ile pH 5.8°de 6lgiilmiigtiir. pH 5.5 ve 5.9 aymi grupta yer
almasina ragmen, pH 5.5’in en diisiik siirgiin uzunluguna (0.59 + 0.62 cm) sahip oldugu

goriilmiistiir.

Cizelge 12. Siirgiin proliferasyonuna pH’nin etkisi"

pH degerleri Siirgiin sayis1 Sﬁrgﬁ‘(‘cl:)u nlugu
5,5 7.72£051b 0.59+0.62c
5,6 9.22+£0.3%ab 0.71 £ 0.14 be
5,7 9653024 a 099+0.12b
5,8 1035+031a 1.77+£0.19a
5,9 585+048¢ 0.64+£0.08c

*Kullanlan eksplant sayisi:20

Gruplarin siirgiin uzunlugu ve stirglin sayisi degerleri dikkate alindiginda; pH 5.8
degeri diger gruplara gore daha iyi performans gostermistir. Siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu
bakimindan besi ortamlarimin pH degerleri arttikga siirgiin sayisi1 ve siirgiin uzunlugunda artig
oldugu gozlenmistir. Ancak pH 5.9 degerinde oldugu gibi, iist degerlere ¢ikildikga siirgiin
sayis1 ve siirglin uzunlugunda azalma olacag diisliniilmektedir. Sterilizasyondan sonra besi
ortamunin pH degerinde 1-2 derece diisiis olacagindan, sterilizasyondan 6nce pH degerinin

buna gore ayarlanmasi gerekmektedir.
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4.2.4. Agar Konsantrasyonunun Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme” kotiledonlarindan itibaren in vitro sartlarda siirgiin gelisimi
iizerine agarm 6, 7, 8, 9 ve 10 g I"' konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmistir. MS basal besi
ortamina, agar konsantrasyonlarimn her serisi igin 0.5 mg I'' BA, 30 g I sakkaroz, ilave
edilmigtir. 28 glinlik kiiltlir sonucu, ortalama siirglin sayis1 ve siirglin uzunluguna ait
istatistiksel analiz sonuglan Cizelge 13’te verilmistir.

Siirgiin sayis1 bakimindan test edilen gruplar arasinda istatistiki olarak farklilik
goriilmiistiir. Deneyde, 9.66 + 0.70 siirgiin sayist ile 7 g 1! agar, diger gruplardan daha yiiksek
degere sahiptir. 8 ve 9 g I'' agar gruplarinda istatistiksel bir fark gériilmemistir 10 g 1" agarla
destekli MS besi ortaminda, 3.80 + 0.45 siirgiin sayisi ile en diisiik oran elde edilmistir. Agar

konsantrasyonunun 7 g I"' iizerinde artmastyla siirgiin sayisinin azaldig goriilmiistiir.
Y g y y grg $

Cizelge 13. Siirglin proliferasyonuna agar konsantrasyonunun etkisi*.

Agar Konsa_tlltrasyonu Stirgiin sayisi Siirgiin uzunlugu
gl (cm)
6 8.20+0.32b 2.19£0.19a
7 9.66+0.70 a 234+0.16a
8 510+ 045¢ 1.50+£0.17b
9 4201£046¢ 091+0.11c
10 3.80+£045d 0.88+0.11c

*Kullanilan eksplant sayisi:20

Agar konsantrasyonu 7 g 17 iizerine ¢iktikga, siirglin sayist ve slrglin uzunlugu
degerlerinde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu durum yiiksek konsantrasyonda kullanilan
agarin, besi ortamuni eksplantlarin faydalanmasina engel olacak kadar katilastirdigi
gozlenmigstir. Boylelikle istenilen seviyede ve kalitede siirglin gelisimi elde etmek

zorlagsmaktadir.

4.2.5. Seker Tipinin Siirgiin Proliferasyonuna EtKkisi
“Stirme” kotiledonlarindan itibaren in vitro sartlarda siirgiin gelisimi {izerine sakkaroz,

glikoz, maltoz, dekstroz ve fruktoz seker tiplerinin etkisi aragtirilmistir. Her grup igin 28



76

giinliik kiiltlir sonucunda, ortalama siirglin sayisi ve siirgin uzunlugu rapor edilmigtir.
Sonuglar Cizelge 14°te verilmistir.

Siirgiin say1s1 bakimindan seker tipleri arasinda istatistiki olarak farklilik gériilmiigtiir.
Sakkaroz seker tipi, 7.83 £ 0.62 siirgiin say1si ile en yiiksek degere sahip olup istatistiki olarak
da diger seker tiplerinden farkli ¢ikmigtir. Siirgiin uzunlugu bakimimndan ise en yiiksek degeri
2.19 + 0.14 cm ile sakkaroz vermigtir. Sakkaroz ile diger gruplar arasinda istatistiki olarak
fark goriilmiis fakat sakkaroz digindaki seker tiplerinin ise ayni grupta yer aldig1 ve istatistiki
olarak fark olmadig tespit edilmisgtir.

Dekstroz seker tipi, 0.19 + 0.02 cm siirgiin uzunlugu ile istatistiki agidan diger
gruplarla aralarinda fark olmamakla birlikte en diisiik degere sahip oldugu goriilmiistiir.
Sakkaroz geker tipinde, kiiltiir stiresince stirgiinlerin gelisiminin olduk¢a muntazam oldugu ve

diger gruplara gore daha iyi gelisen siirgiinler verdigi gozlenmistir.

Cizelge 14. Siirgiin proliferasyonuna seker tipinin etkisi’

Seker tipi Siirgiin sayisi Sﬁrgﬁl(lcl::)u nlugu

Sakkaroz 7.83+0.62a 2.19+0.14a
Glikoz 125+0.13 ¢ 023+040b
Maltoz 2.16 £020b 023+0.03b

Dekstroz 1.75+0.21 be 0.19+0.02b
Fruktoz 1.83+0.16 b 021+£0.03b

*Kullanilan eksplant sayisi: 20

Maltoz seker tipinde gelisim genelde zayif olup kullamlabilir siirgiin sayisi az olup
boylarinin da oldukga kisa oldugu gézlenmistir. Fruktoz seker tipi de maltoz ile aymi diizeyde
gelisim gostermigtir. Sakkarozun digindaki diger tiim seker tiplerinde gelisim aym diizeyde

olup kullanilabilir stirgiin vermedigi ve kotiledonlarda sararma oldugu gézlenmistir.

4.2.6. Sakkarozun Farkl Konsantrasyonlarmin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, bir 6nceki deneyden elde edilen sonug dikkate alinarak “Siirme” karpuz
¢esidinin siirgiin proliferasyonuna en uygun seker tipi olan sakkarozun %1, %2, %3, %4, %6,

%8 ve %10’luk konsantrasyonlarinin etkisi aragtirilmigtir. 28 giinliik kiiltiir sonucu, ortalama



slirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu degerleri istatistiksel uygulamalara tabi tutularak sonuglar

Cizelge 15’te verilmisgtir.

Cizelgeki sonuglar incelendiginde; %2 ve %3’likk sakkaroz konsantrasyonlar siirgiin
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say1s1 bakimindan istatistiki olarak aym grupta yer alarak aradaki fark énemli bulunmamigtir

Cizelge 15. Siirgiin prolif‘erasyonuna sakkarozun farkly
konsantrasyonlarmin etkisi .
konizl;l::;s:;'z()nu Siirglin sayis1 Sﬁl’gﬁl(lclz)lml“g“

Kontrol 1.66 £0.14d 0.25%+0.05d
%1 280+032¢ 024+£0.04d
%2 6.80+£0.51a 0.78£0.37b
%3 9.00+0.81a 245+036a
%4 5.60+0.83b 1.06+0.25b
%6 4.60+0.87b 1.05+£0.18b
%8 3.90£0.67 cb 046%0.10c
%10 4.00+0.63b 0.22+0.05d

*Kullanlan eksplant sayisi:20

Bununla birlikte %3°lik sakkaroz konsantrasyonunun, 9.00 £ 0.81 adet siirgiin ile en
yiksek siirglin sayisina sahip oldugu gériilmiis ve diger gruplarla arasindaki fark 6nemli
bulunmusgtur. Kontrol grubu disinda ise en diigiik siirgiin sayisi; 2.80 + 0.32 degeri ile %1°lik
sakkaroz konsantrasyonunda 6l¢lilmiis ve diger gruplarla arasindaki fark istatistiki olarak
anlamli bulunmustur. Siirgiin uzunlugu bakimindan gruplar arasinda farklilik goriilmiis ve en
yiiksek stirgtin uzunlugu, 2.45 £ 0.36 cm ile %3’liik sakkaroz konsantrasyonunda Sl¢iilmiistiir.
Ayrica, %3°liik grup ile diger gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
En disiik deger, 0.22 + 0.05 cm ile %10 sakkaroz konsantrasyonundan elde edilmis fakat bu
grubun da kontrol ve %1 sakkaroz konsantrastonuyla aym istatistiki grupta yer aldig:
goriilmiistiir. Kontrol grubunda stirgiin proliferasyonunda gelisme sinirl kalmig ve kiiltiiriin 5.
giinlinden sonra ise vitrifikasyon goriilmily ve geligmenin durdugu gozlenmistir. Siirgiin
proliferasyonunda sakkaroz miktarmin artmasiyla %3°liik konsantrasyonundan sonra
beklenenin aksine diislis oldufu go6zlenmigtir. Stirglin proliferasyon ¢aligmalarinda,
kultiirlerden olusan siirgiin sayis1 kadar bu siirgiinlerden kullamlabilir nitelikte siirgilin
eldesinin (yeteri uzunlukta, 1.5-2 cm) 6nemli bir faktor oldugu da bilinmektedir.
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4.2.7. Eksplant Tipinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde siirgiin proliferasyon caligmalarinda kullanilacak eksplant tipini tespit
etmek igin materyal ve yontemde anlatildig1 gibi “Siirme” gesidinin in vitro ortamda
¢imlendirilen tohumlarmin kotiledonlar1 (0.5 cm) ve bahgeden alman siirgiin uglar1
kullanilmustir. 28 giinlitk kiiltiir sonucu ortalama stirgiin sayis1 ve siirglin uzunluguna ait

verileri istatistiksel uygulamalara tabi tutulmus ve sonuglar Cizelge 16°da verilmistir.

Cizelge 16. Eksplant tipinin siirgiin proliferasyonuna etkisi .

_— = Siirgiin uzunlugu
Eksplant tipi Siirgiin sayis1 (cm)
Kotiledon 8.40+0.70a 2.66+0.20a
Bahgeden alinan 3.10+£031b 1.23+£0.26 b

*Kullamlan eksplant sayisi:20

Siirgiin sayisi bakimindan kotiledon ve bahgeden alinan eksplant arasindaki fark
istatistiki olarak anlamli bulunmustur. En yiiksek siirgiin sayisi 8.40 £ 0.70 ile kotiledondan

elde edilmistir. Bahgeden alinan eksplantan ise 3.10 + 0.31 adet sirgtin sayilmistir (Resim 6).

Resim 6. Bahgeden Alinan Eksplanlarda Siirgiin Proliferasyonu (bar: 10.7 mm).



79

Stirgiin uzunlugu bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak farklilik gériilmiistiir.
Kotiledondan elde edilen siirgiin uzunlugu; 2.66 + 0.20 cm ile en yiiksek degere sahipken
bahgeden alinan eksplantan ise ortalama siirgiin uzunlugu, 1.23 + 0.26 olarak &l¢iilmiigtiir.
Bahgeden alinan eksplant kiiltiir ortaminda adeta kiigiik bir agag gériintimii sergilerken siirgiin
proliferasyonu bakimindan ise daha diisiik bir performans sergilemistir. Siirgiin sayis1 ve
stirglin uzunlugu degerleri dikkate alindiginda kotiledonun eksplant olarak kullaniimast
gelisim olarak bahgeden alinan eksplantta gére daha yiiksek performans gostermistir.
Bahgeden eksplant temini her mevsim miimkiin olmamaktadir. Fakat kotiledonun mevsime
bagh kalmaksizin her zaman bulunabilmesi, iistelik steril olarak kullanilabilmesi ve daha
kaliteli siirgiin vermesi gibi iistiin 6zelliklerinden dolay1 in vitro galismalarda tercih sebebi

olmustur.

4.2.8. Eksplant Biiyiikliigiiniin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bir 6nceki deneyden elde edilen sonug dogrultusunda eksplant olarak kotiledonlarin
kullanilmasi uygun gériilmiistiir. /n vitro ¢alismalarda eksplant tipinin tercihi kadar kullanilan
eksplantin biiyiikligii de 6nemlidir. Bundan dolayi, bu deneyde “Siirme” karpuz ¢esidinin in
vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarin, kotiledonlari hipokotilden itibaren 0.5, 1, 1.5 ve 2 cm
uzunlugunda kesilerek siirgiin proliferasyonur_la etkisi aragtirlmistir. 28 giinliik kiiltiir sonucu
ortalama siirglin sayist ve siirgiin uzunlugu rapor edilerek istatistiksel uygulamalara tabi

tutulmugtur. Deney sonuglarina ait veriler Cizelge 17°de verilmistir.

Cizelge 17. Eksplant bityiikligiiniin siirgtin proliferasyonuna etkisi'.

Eksplant biiyiikliigii Siirgiin sayisi Surgiilzclz)unlugu
0.5cm 938+£0.53a 2.14+021a
I cm 7.28+043b 1.41+£0.18b
1.5 cm 6.42+£052b 1.16 £ 0.10 b
2cm 6.00£0.51b 1.20+£0.17b

* Kullanilan eksplant sayisi:20

Siirgiin sayist bakimindan gruplar kargilagtinldiginda, 0.5 cm’lik eksplant ile diger
gruplar arasinda istatistiki olarak farklilik gériilmiis ve en yiksek siirgiin sayist, 9.38 + 0.53

deger ile 0.5 cm’lik eksplanttan elde edilmistir. Ancak 0.5 cm’lik eksplant digindaki gruplarin
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kendi aralarinda istatistiki bir fark ¢itkmamig ve ayni grupta yer almalarina ragmen en diigiik
stirgiin say1s1 6.00 £ 0.51 deger ile 2 cm’lik eksplantlardan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu
bakimindan da benzer bir durum olugmustur. Yine 0.5 cm’lik eksplant grubu ile diger gruplar
arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Ortalama 2.14 + 0.21 cm siirgiin
uzunlugu ile 0.5 cm’lik eksplant grubunun en yiiksek siirgiin uzunluguna sahip oldugu tespit
edilmistir. Sonugta, optimum eksplant boyutunun artmasinin; siirgiin sayisi ve siirgiin

uzunlugunda olumlu bir etkisinin olmadigi gorilmistiir.

4.2.9. Itk Yogunlugunun Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme” ¢esidinin in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarinin
kotiledonlar1 kullanilarak stirgiin proliferasyonuna, 20, 30 ve 40 umol 151k yogunluklarinin
etkileri arastinilmigtir. /n vitro ¢aligmalarda 11k yogunlugu, kiiltiirlerin yiiksek performans
gostermesi i¢in optimum seviyede olmasi gerekmektedir. Deney sonunda 28 giinliik kiiltiir
sonucu ortalama siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu degerlerine ait istatistik analiz sonuglar:

Cizelge 18’de verilmistir.

Cizelge 18. Isik yogunlugunun siirgiin proliferasyonuna etkisi'.

Isik yogunlugu Siirgiin sayisi Siirgiil(lcl::)unlugu
Siirekli karanhk 2.70+0.26 ¢ 0.54£0.08 ¢
20 pmol 95+0.56a 2.59+024a
30 pmol 530+0.59b 1.18£0.15b
40 pmol 4.70+0.51b 090£0.10b

* Kullanilan eksplant sayisi:20

Kontrol grubundaki kiiltiirler, biiyime odasinda siirekli karanhk ortamda gelismeye
birakilmistir.  Siirgiin sayist bakimindan kiiltiirler arasindaki fark istatistiki olarak anlamli
bulunmugtur. En yiiksek siirgiin sayis1, 9.5 + 0.56 deger ile 20 pmol’dan elde edilmistir.
Kontrol grubundaki en diigiik siirgiin sayisi ise, 2.70 + 0.26 olarak hesaplanmustir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan en yiiksek deger 2.59 + 0.24 cm ile yine 20 pmol 151k yogunlugunda
elde edilmigtir. Kontrol grubunda ise 0.54 + 0.08 cm ile en digik siirgiin uzunlugu

Olgtilmugtiir.  Kiiltir ortaminda 151k yogunlugunun artmasiyla siirgiin sayist ve siirgiin
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uzunlugunda artis olmadigi gériilmiistiir. 30 pmol ve 40 pmol 151k yogunlugundaki
kiiltiirlerden elde edilen sonuglar aymi istatistiki grupta yer almig fakat 30 pmol grubu daha

kaliteli ve kullanilabilir siirgiin verdigi gozlenmistir.

4.2.10. Kiiltiir Kosullarinin Optimizasyonu ile ilgili Degerlendirme

Karpuzun siirgiin organogenezisiyle ilgili olarak tiim raporlarda, kullanilan besi ortami
Murashige ve Skoog (1962) tarafindan ana hatlariyla formiile edilen makro ve mikro besin
elementleri ve vitaminler olup galismamizda kullandigimiz ayni yogunluktaki besi ortami bir
¢ok arastirmaci tarafindan da kullamilnustir (Srivastava ve ark., 1989; Dong ve Sia, 1991;
Compton ve Gray, 1992; Compton ve ark., 1993; Choi ve ark., 1994; Choi ve ark., 1999;
Compton, 1999, 2000; Chaturvedi ve Bhatnagar, 2001; Yal¢in-Mendi ve ark., 2003).

Compton ve ark. (1992), diploid ve tetraploid karpuzlarin mikrogogaltimma yonelik
olarak yaptiklari ¢aliymada, MS besi ortamini kullanmislardir. Yapilan galismada, diploid
karpuzlarda, siirgiin sayis1 6.2 ve siirgiin uzunlugu ise 0.69 cm olarak bulunmustur. Bu
degerler bulgularimizdan her iki 6zellik agisindan da diisiik olmakla birlikte, 6zellikle siirgiin
uzunlugu bakimindan elde ettigimiz 1.77 cm’lik ortalama stirgiin degeri ve 8.20 adet siirgiin
sayist, MS besi ortami ¢alismalarindan elde ettigimiz bu degerler siirgiin kalitesi igin olduk¢a
iyimser bir sonugtur.

Compton ve ark. (1993), diploid ve tetraploid karpuzlarda siirgiin ucu igin bir
mikrogogaltim yéntemini gelistirdikleri ¢aligmada, 21 gilinliik ve 1 cm uzunlugundaki bir
nodlu siirgiinleri materyal olarak kullanmislardir. MS besi ortamimna; 7 g I! agar, 30 g I''
sakkaroz eklenmistir. Besi ortaminin pH’s1 5.7 olarak ayarlanmis ve Kkiiltiirler 30-50
umol m*s™ 151k kaynagina sahip biiyiime odasina konulmustur Yapilan bu ¢aligmada, en iyi
stirgiin proliferasyonu, 6.2 adet siirgiin sayis1 ve 6.9 mm stirgiin uzunlugu olarak §lgtilmiistiir.
Aragtirmamizda kiiltiir kosullarm optimizasyonuna yonelik olarak yaptigimiz ve aym
kosullarda elde ettigimiz siirgiin sayisi ve stirgtin uzunlugu degerleri Compton ve ark.’nin
(1993), degerlerinden daha yiiksek bulunmustur. Optimum 151k yogunlugunun belirlenmesi
igin yapilan deneyde, arastirmacidan farkli olarak optimum 151k yogunlugu 20 pmol m? s’
olarak tespit edilmigtir. Bu deneye ait siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu degerleri sirastyla;
9.50 ve 2.59 cm olarak bulunmus ve bulgularimiz aragtiricilarin bulgularindan daha yiiksek
cikmugtir.

In vitro arastirmalarda, kotiledonlarin en iyi eksplant kaynagi oldugu ve tiim ya da

yarim kotiledonlarin her ikisinin de eksplant olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Compton
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ve Gray, 1993a; Choi ve ark., 1994). Bununla birlikte 6zellikte rejenerasyon yetenegi diisiik
olan bazi gesitlerde, tiim kotiledonlar kullamldiginda en iyi rejenerasyonu vermekte oldugu
belirtilmistir (Compton, 2000). 0.5-1.0 cm hipokotillerden de siirgiin rejenerasyonu rapor
edilmis fakat rejenerasyon oraninin diisiik oldugu belirtilmistir (Srivastava ve ark., 1989).
Mikrogogaltilan siirgiinlerden, arazide yetistirilen bitkilerden veya seradaki yapraklardan
siirgiin rejenerasyonu, klonal homojenlik i¢in en ¢ok begenilen eksplant kayna@i olmasina
ragmen yaprak cksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu maalesef basariimamistir (Compton ve
Gray, 1993a).

Elde ettigimiz optimum pH degeri birgok aragtirmaciyla (Alper ve ark., 1994 (pH,
5.7); Compton, 1999 (pH 5.8); Compton ve ark., 1996 (pH 5.7)) benzerlik gostermis ve
bulgularimiz nisbeten daha yiiksek bulunmustur.

Caligma sonunda bulunan 7 g I"" agar degeri in vitro galismalarda bir ¢ok aragtirmact
tarafindan kullamlmustir. Karpuz kotiledon pargalarinin kati ortamda, litreye 7-10 gr TC agar
(Compton ve Gray, 1993a), 5 gr AgarGel (Compton, 1999) veya 4 gr Gelride (Choi ve
ark., 1994) kiiltiirii yapildiginda en iyi rejenerasyonu vermektedir. Eksplantlarin sivi ortamda
inkiibasyona alinmast durumunda bitki rejenerasyonunu %75’ten %50’ye diisiirmektedir.

Karpuz fidelerinin, mikrogogaltilan siirgiin uglari ve fide kotiledonlarin siirgiin
uclarindan rejenere olan adventif siirgiinlerden elde edilmesi birgok aragtirici tarafindan rapor
edilmistir (Anghel ve Rosu, 1985; Compton ve Gray, 1993; Dong ve ark., 1991;
Srivastava ve ark., 1989; Yal¢in-Mendi ve ark., 2003).

Compton  (1999), embriyolarin  isikta ve karanlikta  ¢imlendirilmesinin
kotiledonlarindan itibaren siirgiin organojenezisine etkisini tespit etmeye ¢alismistir. Yapilan
bu galismada, 5 giinliik kotiledonlar kullanilmugtir. Kiiltiir kosullart olarak; MS besi ortami, 7
g I agar, 30 g I sakkaroz ve 1 mg I BA desteklenmis ve pH’s1 5.8 olarak ayarlanip
karanlikta ve 1gikli ortam olarak 50 pmol m? s floresan lambalar kullanilmustir. Kiiltiir
kosullarinin optimizasyonuyla ilgili olarak elde ettigimiz bulgular aragtirmacinin bulgulariyla

uyum igerisindedir.
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4.3. Siirgiin Proliferasyonu Cahsmalar:
4.3.1. Sitokinin Tipi ve Konsantrasyonlarmmn Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

4.3.1.1. BA’min Farkh Konsantrasyonlarimn Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, Diyarbakir Siirme karpuz ¢esidinin siirgiin proliferasyon galigmalarinda,
BA’in 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 mg I"" konsantrasyonlari ile birlikte kontrol grubunun etkileri
arastirilmistir. 28 giinliik kiiltiir sonucu ortalama siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu degerleri
rapor edilerek istatistiksel uygulamalara tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglari Cizelge 19°da

verilmistir.

Cizelge 19. BA’in farkl konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkisi’.

BA konsantrasyonu Siirgiin sayisi Siligan uzinlien
(em)
Kontrol 1.50+0.19d 0.60 +0.09 ¢
0.5mgl’ 8.46+0.52a 221+022a
1mgl' 6.26+049b 1.59 +0.25 ba
2mg I’ 4.86+0.40 ¢ 1.42+0.16 b
4mgl’ 3434036 ¢ 1.15+0.15b
gmgl' 1.37+0.15d 0.53+0.08 ¢
16 mgl' 1.41+0.19d 0.44 +0.06 ¢

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Siirgiin sayist bakimindan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmus
ve en fazla siirgiin 8.46 £ 0.52 adet ile 0.5 mg I'" grubundan elde edilmistir. 8 ve 16 mg B
BA, kontrol grubuyla ayni istatistiki grupta yer almiglar fakat daha az siirgiin sayisina sahip
olmuslardir. Siirgiin uzunlugu bakimindan da gruplar arasinda istatistiki farklilik goriilmis ve
en yiiksek siirgiin uzunlugu 2.21 + 0.22 cm ile 0.5 mg 1" grubunda 8lgiilmiistiir (Resim 7).

Siirgiin sayisinda oldugu gibi 8 ve 16 mg I'" gruplari, kontrol grubuyla ayni istatistiki
grupta yer almis fakat kontrolden daha kisa siirgiinler elde edilmistir. 28 giinlik kiltiir
siiresince 0.5 mg I"" BA’li ortamda gelisen kiiltiirler diger gruplara gore daha canli goriindiigii
ve siirgiin gelisiminin daha iyi oldugu gézlenmigtir. Siirgiin sayisinin, sayilabilen degerden
daha fazla oldugu fakat ¢ok kisa olduklari igin kullamilamayacak kalitede oldugu goriilmiistiir.

Kiiltiire alinan eksplantin gok iyi bir gelisim sergilemistir.
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Resim 7. 0.5 mg I’ ! BA I¢eren Besi Ortaminda Siirgiin Proliferasyonu (bar: 6.6 mm)

Ayrica, 1 mg I'' BA’li ortam, 0.5 mg I yakin bir gelisim sergilerken diger gruplar ise
daha diisiik bir performans gostermislerdir. Yiiksek konsantrasyonlu BA ortamlarinda ise
siirgiin say1s1 ve siirgiin uzunlugu degerlerinde diisiis oldugu istatistiki olarak tespit edilmistir.
Yiiksek konsantrasyonlu BA igeren ortamlardaki siirgiinlerde, bogum aralarmda ve cksplantin
kendisinde kiiltiir sonunda kisalma oldugu gdzlenmistir. 8 ve 16 mg I" BA ortamlarinda
siirgiinlerde ve cksplantta bodur bir goriiniim goze carparken, yapraklarda kisalmayla birlikte

renk agilmast ve tabanda kallus olusumu dikkati gekmistir.

4.3.1.2. Kinetinin Farkh Konsantrasyonlarimn Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu dencyde, “Siirme” gesidinin in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarmnmn
kotiledonlar1 kullamlarak siirgiin proliferasyonuna, kinetinin 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 mg i
konsantrasyonlarinin ve kontrol grubunun ctkileri aragtirilmigtir. 28 giinliik kiiltiir sonucu
ortalama siirgiin sayisi1 ve siirgiin uzunlugu rapor edilmistir. Kiiltirlere ait istatistik analiz

sonuglar1 Cizelge 20°de verilmistir.
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Gizelge 20. Kinetinin farkli konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna

etkisi’.
Kinetin konsantrasyonu Siirgiin saysi Siirgiir(ncn::)unlugu
Kontrol 1.5040.19d 0.60 +0.09 b
0.5mg " 426+035a 1.39+0.16a
1mg I' 4.88+0.50a 1.00+0.12a
2mgl’ 4.11£033a 1.57+£020a
4mgl’ 2724035 be 0.90 +0.09 a
Smgl' 2.17+026¢ 0.64 +0.07 ba
16 mg I 1.50+0.15d 0.58£0.06 b

* Kullamilan eksplant sayisi: 20

Siirgiin  sayis1  bakimindan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlaml
bulunmustur. Siirgiin sayist yoniinden 0.5, 1 ve 2 mg I"" kinetin konsantrasyonlari ayni
istatistiki grupta yer almig ve aralarindaki fark onemsiz gikmigtir. Ayni grupta yer almalarina
ragmen | mg I"' kinetin konsantrasyonu 4.88 + 0.50 adet siirgiin ile tiim gruplar arasinda en
yiiksek siirgiin sayisina sahip olmustur. En diigiik siirgiin sayis1 (1.50 + 0.15) ise kontrol grubu
ile ayni istatistiki grupta yer alan 16 mg I'" konsantrasyonundan elde edilmistir. Kinetin
konsantrasyonu arttikga siirgiin sayist degerinde artig olmadigi ve olumsuz etkilendigi
gozlenmigtir. Konsantrasyonlar arasinda 0.5, 1, 2 ve 4 mg I'" degerleri ayni istatistiki grupta
yer almalarina ragmen en yiiksek siirgiin uzunlugu, 1.57 + 0.20 cm ile 2 mg g
konsantrasyonundan elde edilmistir. Kontrol grubu ve 16 mg I'" gruplarinin diger test edilen
gruplara gore daha diigiik siirgiin uzunluguna sahip oldugu tespit edilmistir.

Siirgiin proliferasyon ¢aligmalarinda test edilen kinetin konsantrasyonlariin BA kadar
etkili olmadigr goriilmiigtiir. 1 mg I"! kinetin destekli MS besi ortamindaki baz1 eksplantlarda
koklenme oldugu gozlenmistir.

“Siirme” ¢esidinin siirgiin proliferasyon ¢aligmalarinda sitokinin tipinin etkisini
belirlemek i¢in kullanilan BA ve kinetinin farkli konsantrasyonlar test edilmistir. Yapilan
calisma sonunda BA’nin en yiiksek performans gosteren konsantrasyonu 0.5 mg I'" olarak
tespit edilirken; 8.46 + 0.52 adet siirgiin sayis1 ve 2.21 + 0.22 cm siirgtin uzunlugu degerlerine

sahip oldugu goézlenmistir. 0.5 mg I'' BA’nin kinetinin en yiiksek siirgiin proliferasyonu
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gosteren konsantrasyonlarindan daha yiiksek siirgiin proliferasyonu olugturdugu Cizelge 19 ve

Cizelge 20’den goriilmektedir.

4.3.2. BA’ya Oksin ilavesinin Siirgiin Proliferasyonuna Ekisi

Bu deneyde, Diyarbakir Siirme karpuz ¢esidinin in vitro ortamda siirgiin
proliferasyonuna, en iyi BA konsantrasyonuna (0.5 mg I'), 0.1 mg I'' IAA, IBA ve NAA
ilavesinin etkileri arastirilmugtir. 28 giinliik kiiltir sonucu ortalama siirgiin sayisi ve siirgiin
uzunlugu rapor edilerek istatistiksel uygulamalara tabi tutulmustur. Kiiltiirlere ait sonuglar
Cizelge 21°de verilmistir.

Siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan uygulamalar arasinda her iki 6zellik
agisindan da farklilik gériilmiistir. 0.5 mg 1" BA + 0.1 mg 1" IAA grubunun digerleriyle
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Diger iki gruplarla (0.5 mg I'' BA +
0.1 mg I'" IBA ve 0.5 mg I BA + 0.1 mg I" NAA), her iki ozellik yoniinden istatistiksel

olarak ayni grupta yer almig ve aradaki fark énemsiz ¢ikmistir.

Cizelge 21. Uygun BA konsantrasyonuna oksin ilavesinin siirgiin
proliferasyonuna etkisi'.
BA + Oksin Siirgiin sayisi pilretin Uzinlupl
(cm)
0.5 mg I'' BA+0.1mgl" IAA 5.06 +0.49 a 2.00+0.18a
0.5 mg I'' BA+0.1mg I"'IBA 3.614+031b 1.13+0.14 b
0.5 mgl'BA+0.1mg ' NAA 3.14+023b 1.05+0.13 b

* Kullanilan eksplant sayisi:20

En yiiksek stirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu degerleri sirasiyla 5.06 + 0.49 ve 2.00 +
0.18 cm olarak, 0.5 mg I BA + 0.1 mg I TAA grubunda bulunmugtur. Her iki 6zellik i¢in en
diigiik degerler sirasiyla 3.14 + 0.23 ve 1.05+0.13 cm ile diger grupla aralarinda istatistiki
fark olmamakla birlikte 0.5 mg I BA + 0.1 mg I NAA grubundan elde edilmistir. Siirgiin
proliferasyonu igin uygun sitokinin konsantrasyonuna oksin ilavesi olumlu sonu¢ vermis
ancak yalnizea sitokinin kullanilmasi bir 6nceki deneyde de belirtildigi gibi daha yiiksek
performans gostermistir. 0.5 mg 1! BA’da en yiiksek stirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu
degerleri swrasiyla;  8.46 + 0.52 cm ve 221 + 0.22 cm olarak olgiilmiistiir. Siirgiin
proliferasyonunda, 0.5 mg "' BA tek basina kullanildiginda 0.5 mg I BA + 0.1 mg 1" TAA

kullanimindan daha yiiksek performans gdsterdigi tespit edilmistir.
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Kiiltiir siiresince 0.5 mg I BA + 0.1 mg I IAA ortamindaki eksplantlarda taban
kallusu olustugu fakat kok olusturmadigi goriilmiigtiir. Diger iki gruba gore kiiltiirlerin daha
canli goriindiigii ve siirgiin kalitesinin daha iyi oldugu izlenmistir. Bununla birlikte diger iki

gruba ait kiiltiirlerde de kallus olustugu gozlenmistir.

4.3.3. Eksplant Yaginn Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme gesidinin in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarinin 5, 10, 15 ve
20 giinliik kotiledonlart kullanilarak siirgiin proliferasyonuna, etkileri arastirlmigtir. 28
giinliik kiiltiir sonucu ortalama siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu rapor edilerek istatistiksel

uygulamalara tabi tutulmustur. Deney sonuglari Cizelge 22’de verilmistir.

Cizelge 22. Eksplant (kotiledon) yasinin siirgiin proliferasyonuna etkisi’.

Eksplant yasi Siirgiin sayisi Sﬁrgm(’clr‘:)“"luz“
5 giinliik 9.70+0.47 a 250%0.17a
10 giinliik 6.60+0.47b 1.34£0.17b
15 giinliik 7.40+0.60 b 1.10£0.10 b
20 giinliik 7.80+0.75b 1.28+0.12b

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Karpuzda siirgiin proliferasyon aragtirmalarinda, eksplant olarak kotiledonun
kullanilmasi kadar kotiledon yasimin da énemli oldugu bilinmektedir. Cizelge 22°den de
goriildiigii gibi, siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan uygulamalar arasinda istatiksel
farklilik goriilmiistiir. Uygulamalardan 5 giinliik kotiledon ile diger tim gruplar arasindaki
fark istatistiki olarak &nemli bulunmustur. Her iki 6zellik agisindan tim uygulamalar iki
istatistiki gruba ayrilmigtir. En yiiksek siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu degerleri sirasiyla;
9.70 + 0.47 adet ve 2.50 + 0.17 cm ile 5 giinliik kotiledon grubundan elde edilmigtir. Diger
gruplar arasinda istatistiki fark olmamakla birlikte, elde edilen degerler olduk¢a yiiksektir.
Siirgiin sayis1 bakimindan en diisiik deger, 6.60 + 0.47 adet ile 10 giinliik kotiledondan elde
edilmistir. Siirgiin uzunlugunda ise en diisiik deger; 1.10 + 0.10 cm ile 15 giinliik kotiledon
grubunda 6lgiilmiistiir. Eksplant yaginin kiigiik olmasi siirgiin proliferasyonuna olumlu etki
gostermis ve geng eksplant kullaniminda organogenezis potansiyelinin yiiksek oldugu

izlenimini vermistir.
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4.3.4. Altkiiltiir Sayisinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme” g¢esidinin in vitro ortamda g¢imlendirilen tohumlarinin
kotiledonlart kullanilarak, olusan siirgiinler 4 haftalik kiiltiir sonucu altkiiltiire alinmistir.
Yapilan 1., 2. ve 3. altkiiltiirlerin stirgiin proliferasyonuna, etkileri aragtirilmigtir. Her altkdiltiir
(28 giinliik) sonucu siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu rapor edilmis ve veriler istatistiksel
uygulamalara tabi tutulmustur. Siirgiin sayist ve siirglin uzunluuna ait istatistik analiz
sonuglari Cizelge 23 te verilmistir.

Siirgiin  sayist bakimindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur. En yiksek deger, 8.00 + 0.61 ile 1. alt kiiltiirden alinmis ve en diisiik deger ise
6.36 + 0.64 ile 3. alt kiiltiirden alinnugtir. Siirgiin uzunlugu bakimindan gruplar arasindaki
fark onemli ¢ikmis ve en yiksek siirgiin uzunlugu 1.84+0.21 cm ile 1. alt kiiltirde
olciilmiistiir. 3. altkiiltiiriin, 1.07 + 0.48 cm ile en diigiik siirgiin uzunlugu degerine sahip
oldugu goriilmiistiir. Stirgiin uzunlugu ve siirgiin sayis1 bakimindan, 1. altkiiltiir diger gruplara
gore daha yiiksek performans gostermis olmakla birlikte, diger gruplardan elde edilen

sonuglar da tatminkar gortilmiistiir.

Cizelge 23. Altkiiltlir sayisinin siirgiin proliferasyonuna etkisi".

Altkiiltiir sayis1 Siirgiin sayisi Siirgiir(lcl::)unlugu
1. altkiiltir 8.00+0.61a 1.84+02la
2. altkiiltiir 8.07 +0.84 ab 1.26 £0.14 ab
3. altkiiltiir 6.36+0.64b 1.07+£0.48b

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Mikrogogaltim ¢aligmalarinda mevsime bagh kalmaksizin  siirekli fide {iretimi
zamandan ve is giiciinden tasarruf oldugu gibi ana eksplant bulma agisindan da biiyiik
kolaylik saglamaktadir. Boylelikle bir tek kotiledonun veya tohumun kullaniimasiyla 1.
altkiiltirden  ortalama 8 adet siirgiin elde edilmesi ve bu siirgiinler altkiiltiire alinarak (2.
altkiiltiir) bir siirgiinden yine ortalama 8 adet siirgiin elde edilmesi miimkindiir. Elde edilen
bu siirgiinlerin tekrar altkiiltiire (3. altkiiltiir) alinmastyla bir siirgiinden ortalama olarak 6 adet
siirgiin elde edilir. Yani 3 altkiiltiir sonucu (63 giinliik veya 80 giinliik) bir stirgiinden toplam;

8 x 8 x 6 = 384 adet siirgiin elde etmek miimkiindiir. Bu say1 altkiiltiir sayis1 artirilarak daha
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da yiikseltilebilir. Boylelikle ana eksplant olarak kotiledonun tekrar tekrar kullaniimast yerine
altkiiltiirii yapilan siirgiinlerin kullanilmastyla zamandan, is giiciinden ve ana eksplant
kaynagindan tasarruf edilmis olunur. Altkiiltiire alma siiresinin 4 haftada degil de 3 haftada

bir olmast ile, hesaplanan degerden daha yiiksek performans elde edilmesi kaginilmaz olur.

4.3.5. Kiiltiirde Bekletme Siiresinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, “Siirme” g¢esidinin in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarinin
kotiledonlart kullamlarak siirgiin proliferasyonuna, kiiltirde bekletme siiresinin etkileri
aragtmlmustir. Kotiledonlarindan itibaren 3, 4 ve 5 hafta siireyle kiiltiirde bekletilerek siirgiin
olusumu gozlenmistir. Farkli siirelerde bekletilen kiiltiirlerin siirglin sayis1 ve siirgiin

uzunlugu degerlerine ait istatistik analiz sonuglari Cizelge 24’te verilmistir.

Cizelge 24. Siirgiin proliferasyonuna kiiltiirde bekletme siiresinin etkisi'.

Kiiltiir(i"e be.kletme Stirglin sayist Siirgiin uzunlugu
siiresi (em)
3 hafta 7.85+0.60 a 2.07+0.19a
4 hafta 6.70+0.81 a 1.23+£0.16b
5 hafta 6.90+0.73 a 123£023b

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Bu deney sonucunda, siirgiin sayisi bakimindan kiiltiirde bekletme siireleri arasinda
istatistiki fark bulunmamis ve tiim uygulamalar ayni grupta yer almustir. Bununla birlikte en
yiiksek siirgiin sayist; 7.85 + 0.60 adet ile 3 haftalik kiiltiirlerde elde edilmistir (Resim 8).

Siirgiin uzunlugu bakimindan ise kiiltiirde bekletme siirelerinden 3 haftalik kiiltiirler
diger iki gruptan farkli gikmugtir. Siirgiin uzunlugu, en yiiksek 3 haftalik kiiltiirlerden elde
edilmis ve 2.07 £ 0.19 cm olarak élgiilmiistiir. Siirgiin uzunlugu bakimindan diger iki grup
arasinda istatistiki fark olmadigindan her iki grupta da 1.23 + 0.16 cm olarak 6lgiilmiistiir.
Kiiltirde bekletme siiresi mikrogogaltim ¢alismalarinda bir nceki deneyde anlatildigr gibi,
zamandan, is giiciinden ve eksplanttan tasarruf saglamaktadir. Ancak kiiltiirde bekletme siiresi
eksplantin kiiltiirde kaldig: siirece gelisme durumuyla yakindan iligkilidir. Eksplantin kiiltiirde
uzun siire bekletilmesi, gelismenin ve dolayisiyla siirgiin proliferasyonunun da olumsuz

etkilenmesine neden olmaktadir.
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Resim 8. 3 Haftalik Kiiltiirde Siirgiin Proliferasyonu (bar: 10.9 mm).

Eksplantlarin kiiltiirlerde kaldigi en uygun siire, optimum siirgiin proliferasyonunun
saglandig1 siiredir. Ancak bu siirenin kisa olmasi mikrogogaltimin tekerriiriine firsat vermesi
bakimindan nemlidir. 5 haftalik kiiltiirlerde zaman zaman sararma ve gelismenin yavasladigi

g6zlenmistir (Resim 9).

Resim 9. 5 Haftalik Kiiltiirde Siirgiin Proliferasyonu (bar: 11.6 mm).
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4.3.6. Siirgiin Proliferasyonu ile ilgili Degerlendirme

Siirme karpuzunun siirgiin proliferasyon galigmalarinda eksplant olarak kotiledon
kullanilmas: halinde daha yiiksek siirgiin proliferasyonu (eksplant bagina 8.40 + 0.70 adet
siirgiin ve 2,66+0,20 cm ortalama siirgiin uzunlugu) elde edildigi bir 6nceki bélimde ilgili
deneyde agiklanmustir. Bazi aragtirmacilar eksplant olarak kullanilan kotiledonlarin ug
kisimlarinm (apikal uglarimin) genelde yiiksek rejenerasyon potansiyeline sahip oldugunu
belirtirken (Compton, 2000), bazilari (Compton ve Gray, 1993a; Choi ve ark. 1994) ise
tiim kotiledon ya da yarim kotiledonlarin her ikisinin de eksplant olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Bununla birlikte bazi gesitlerde ozellikle rejenerasyon yetenegi diisiik
olanlarda, tiim kotiledonlar kullanildiginda en iyi rejenerasyon elde edildigi bildirilmistir ki;
bu durum bulgularimizi destekler niteliktedir (Compton, 2000). “Siirme” ¢esidinin tim in
vitro caligmalarimizda eksplant olarak tam kotiledon kullamldigi ve bu kotiledonlarin
optimum 5 giinliik olanlarmin kullanilmasi halinde daha yiiksek siirgiin proliferasyonu elde
edildigi (eksplant bagina 9.70 + 0.47 adet siirgiin sayisi ve 2.50 £0.17 cm ortalama siirgiin
uzunlugu) ve eksplant yasi ile ilgili yaptigimiz deneyde belirtilmistir. Elde ettigimiz bu
bulgularimiz bir ¢ok aragtirmaciyla benzer sonuglar vermis ve karpuz siirgiin proliferasyon
calismalarinda, kotiledonlarin kullanilmasinin daha iyi sonug verdigi ve 2-5 giinliik
fideciklerin kotiledonlarinin en biiyiik organojenik yetenege sahip oldugunu bildirilmistir
(Compton ve Gray 1993a; Choi ve ark. 1994). Ayrica, kotiledon eldesi i¢in embriyolarin
isikta veya karanlikta gimlendirilebilecegi fakat kotiledonlarin organojenik kabiliyetlerinin
gelismeleri karanlikta ¢imlendirilen fidelerde daha iyi oldugu rapor edilmigtir (Compton,
1999). Yaptigimiz g¢alismalarda tohumlarin  ¢imlenlendirilmesi ise 1sikli  ortamda
gerceklestirilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada, Chaturvedi ve Bhatnagar, (2001), Citrullus
lanatus (Thunb.) Matsum ve Nakai c¢v. Sugar Baby i¢in, in vitro rejenerasyon yontemi
gelistirmeye caligmis ve eksplant olarak kotiledonlari kullandiklari galismada, 7 giinliik
aseptik fidelerin en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu verdigini belirtmislerdir. Kotiledon
yasimn belirlenmesi igin yaptigimiz ¢aligmada da en yiiksek proliferasyon, 5 giinlik
kotiledondan elde edilmistir, bulgularimiz aragtirmacinin bulgulariyla uyum igindedir. Niedz
ve ark. (1989), kavunda yaptiklari galismada siirgiin olusumunun 4 veya 7 giinliik fidelerden
alinan kotiledonlarda, 18 giinliik fidelerden alinan kotiledon veya yapraklardan daha yiiksek

oldugunu belirtmislerdir.
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Karpuz proliferasyon galigmalarimizda sitokininlerin kullamlmas gerektigi ve en
uygun sitokininin BA oldugu tespit edilirken, 0.5 mg I'' BA’mn en uygun konsantrasyon
oldugu bulunmustur. Bulgularimiz diger arastirmacilarin bulgulariyla uyum igersinde olup,
yapilan karpuz proliferasyon galismalarinda, 1-2 mg "' BA kullanilmas: halinde optimum
siirgiin rejenerasyonun elde edildigi aragtirmacilar tarafindan da belirtilmigtir (Srivastava ve
ark., 1989; Compton ve Gray 1993a; Choiv ve ark., 1994; Jawarski ve Compton, 1997;
Compton, 1999); Sitokininlere oksin ilavesinin stirgiin proliferasyonuna  etkisini
aragtirdigimiz deneyde 0.5 mg 1" IAA ilavesinin diger oksinlere gére siirgiin proliferasyonunu
artirdig1 (5.06 siirgiin sayis1 ve 2.08 cm siirgiin uzunlugu) ancak tek bagina 0.5 mg I BA
kullanilmas: halinde ise siirgiin proliferasyonun daha yiiksek (8.46 siirgiin sayisi ve 2.21
siirgiin uzunlugu) oldugu bulunmustur. Bununla birlikte Dong ve Jia, (1998), 0,5 mg I'' 1AA
eklenmesiyle bazi genotiplerde eksplant bagina diigen siirgiin sayisini arttigini bildirmis. Elde
ettigimiz bulgular aragtirmaciyla ozellikle IAA’min eklenmesinin diger oksin tiplerine gore
daha iyi sonug vermesi agisindan uyum igerisindedir. Aragtirmamizin sonuglartyla uyum
icerisinde olan bir diger aragtirmada Dabauza ve ark. (1997), Citrullus colcynthis (L) Schrad
karpuzunun transformasyon galigmalarinda, eksplant olarak kotiledonlar1 kullanmuglardir.
Kotiledonlarin morfogenetigine hormonlarin etkisini test etmek igin, tek bagina BA ya da
NAA veya IAA ile kombinasyonlarinda MS besi ortami kullamlmustir. Bunlar arasinda en 1yi
sonucu ise BA’nin tek bagina kullamldigi (5 mg 1" ) ortam vermistir. Elde edilen siirgiinlerin
uzamasl i¢in ise, uzama ortami olarak, 0.1 mg I'' BA'de siirgiinler gok iyi gelisme
gostermislerdir. Aragtirmamizda, BA’nin tek bagina kullanildiginda daha iyi sonug vermesi,
arastirmacinin bulgulariyla desteklenir niteliktedir.

Yal¢m-Mendi ve ark. (2003), histolojik analizini yaptiklart Crimson Sweet karpuz
esidinin rejenerasyonunda, eksplant olarak kotiledonlari kullanmigslardir.  Yapilan bu
calismada kotiledonlar, BA (0, 1, 2, 4 mg ") ve IAA (0, 1, 5 mg I'") kombinasyonlari ile
desteklenmis ve MS besi ortaminda kiiltiire almmiglardir. Maksimum stirgiin geligimi ve daha
sonra da olusacak koklenme oranlari en yiiksek 2 mg I"BA +1mgl" IAA ve Smg I' BA
ortaminda  kiiltiire alinan eksplantlarda sirasiyla, %75 ve %78 olarak bulunmustur. BA’li
ortamda siirgiin gelisiminin yiiksek olmasi ve calismanizda da BA’li ortamda siirgiin
gelisiminin yiiksek olmasi bakimindan bulgularimiz, aragtiricilarin bulgulariyla uyum iginde

oldugu goralmistiir.
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Proliferasyon ¢alismalarinda kullandigimiz diger bir sitokinin olan kinetinin en iyi
konsantrasyonunun, 1 mg I’ oldugu, ancak siirgiin proliferasyonunun (stirgiin sayisinin 4,88
ve stirgiin uzunlugu 1.00 cm) en iyi BA konsantrasyonu olan 0.5 mg 1'den (stirgiin say1si
8.46 ve 2.21 siirgiin uzunlugu) daha diigiik oldugu bulunmustur. Bulgularimiz bir ¢ok
aragtirmacilarin bulgulariyla uyum igersindedir (Dong ve Jia, 1991; Compton ve Gray,
1993a). BA’nin yerine 1 — 8 mg 1" kin., zea, 2iP yada 02 -2 mg I'' TDZ kullanilmas:
halinde, siirgiin geligimini yavaslattigin: belirtmislerdir.

Compton  (1999), embriyolarin 1sikta ve karanhkta ¢imlendirilmesinin
kotiledonlarindan itibaren siirgiin organojenezisine etkisini tespit etmeye ¢alismistir. Yapilan
bu galismada, 5 giinliik kotiledonlar kullamlmistir. Kiiltiir kogullari olarak; MS besi ortami, 7
g I agar, 30 g I"" sakkaroz ve 1 mg I! BA desteklenmis ve pH’s1 5.8 olarak ayarlanip
karanlikta ve 151klt ortam olarak 50 pmol m? s floresan lambalarinin bulundugu ortamlar
kullantlmigtir. Kiiltiirler 3 haftada bir altkiiltiire alinmigtir. Bu ¢aligmada, siirgiinlere ait
olgtimler 4 haftalik kiiltiir sonunda alinnus olup 1.5-2 cm uzunlugunda ve vertikal aksile sahip
stirglinler hasat edilebilir siirgiin olarak deéerlendirilmistir. Yapilan ¢alismada, karanlikta
¢imlendirilen embriyolardan olusan stirgiin oran1 1gikta gimlendirilenlerden olusan siirgiin
oranindan daha yiiksek bulunmugtur. Siirme karpuzu igin yaptigimiz siirgiin proliferasyon
caliymasinda,  kiltir  kosullart  aragtirmacinin kosullartyla  aym1  oldugu, siirgiin
proliferasyonunu artirmak igin kullanilan sitokininin BA oldugu, fakat konsantrasyonunun
farkli oldugu gériilmiigtiir. Altkiiltiire alinma zamani olarak calismamiza 4 haftalik peryotlar
halinde altkiiltir ¢aligmalari yapilirken aragtirmaci ise 3 haftalik periyotlarda yapmustir.
Ancak, aragtirmamizda, kiiltiirlerin morfolojik goriiniimleri, altkiiltiir ¢alismalarinin 3 haftalik
peryotlarla yapilabilecegi izlenimi vermistir. Bununla birlikte yaptigimiz bir baska deneyde
optimum kiiltiirde kalma siiresinin 3 hafta oldugu ve bu kiiltiirlerden elde edilen slirgiin
proliferasyonunun daha yiiksek oldugu (7.85 slirgiin sayist ve 2.07 cm siirgiin uzunlugu)
tespit edilmistir. Bulgularimizin aragtirmacinin bulgulartyla uyum iginde oldugu gériilmiistiir.

Compton ve Gray (1992), triploid ve tetraploid karpuzlarin hizli bir ¢ogaltim igin
mikrogogaltim teknigini gelistirmislerdir. Yapilan bu calismada; 1 cm uzunlugundaki
siirgiinler, MS besi ortami, 7 g I"' agar, 30 g 1" sakkaroz 0.2 mg "' BA ortaminda (151k giicii
olarak 30-50 pmol m™ ) gelismeye birakilmis ve 3 haftalik periyotlarla altkiiltiire

alinmuglardir. Arastirmamuzdaki, kiiltiir kosullari aragtirmacinin kiiltiir kosullariyla uyum



94

icerisinde olup, BA’nin uygun sitokinin olmas1 ve kiiltiirde kalma siiresinin 3 hafta olmast
bakimindan benzerlik gostermigtir.

Compton ve ark. (1993a), karpuzun mikrogogaltimi igin gelistirdigi genel yontem
kullanilarak, 6 ay gibi bir stirede, bagta 100 siirgiin ucu ile yapilan in vitro kiiltiirden yaklagik
1.2 milyon bitki elde edilebilecegini belirtmiglerdir. Arastirma bulgularimiz dogrultusunda
yaptigimiz ¢aligmada ise 3 ay gibi bir siirede bir siirgiinden ortalama 384 adet bitki elde
edilecegi, bunun 6 aylik bir siire i¢in ise tahmini olarak; 384 x 6 x 6 = 13824 adet bitki elde
edilecegi bulunmus, 100 eksplantla kiiltiire baglanilmasi halinde ise; 13824 x 100 = 1 382 400
adet bitki elde edilecegi hesaplanmistir. Elde edilen bu deger aragtirmacimin bulgularindan
daha yiiksek ¢ikmugtir.

Compton ve Gray (1994), tetraploid karpuz kotiledonlarindan adventif siirgiin
organojenezisi ve bitki rejenerasyonuyla ilgili yaptiklar ¢alismada 4 farkli hibrit hat (F92US,
SP90-1, SP90-2 ve SP90-4)kullanmislardir. Bu hatlar olgun tohumlardan veya 2, 4, 6, 8 veya
10 giinliik fidelerden elde edilmistir. Eksplantlar 6nce 8 hafta siirgiin rejenerasyon ortaminda
ve bunu izleyen 4 haftalik slirglin uzama ortaminda inkiibasyona alinmiglardir. Siirgiin
prolifreasyonunda, MS besi ortami 30 g [ sakkaroz, 7 g I’ agar ve 0.25 mg 1" BA ile
desteklenmis ve tiim ortamlarda pH 5.7 degeri kullamlmustir. Iki giinliik kotiledonlardan elde
edilen F92U8 ve SP90-2 hatlarinda en yiiksek stirgiin olusum frekans: sirasiyla %66 ve %60
olarak bulunmustur. Eksplant basina siirglin sayis1 eksplant kaynaginin yagina bagh olarak
degisebilmektedir. En fazla siirgiin olusumu, 2 ve 4 giinliik fidelerden alinan eksplantlarda
goriiltirken 4 giinliik ve daha yash bitkilerden alinan eksplantlar ise daha az sayida siirgiin
olusturdugunu belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada da 5 giinliik kotiledonlarin daha iyi
sonug verdigi bulunmugtur. Kotiledon yaginin artisiyla siirgiin proliferasyonunda azalma
oldugu goriilmiis olup bulgularimiz arastiricinin bulgulanyla benzerlik gostermisgtir.

Anghel ve Rosu (1985), diploid, triploid ve tetraploid karpuz genotipleriyle yaptiklari
galismada, stirgiin olugumu igin kotiledonlarin, inkiibasyonunda yalmz 1-2 mg 1" BA veya
0.1-0.4 mg I 2,4 D, 0.3 mg 1" IAA veya 0.2 mg "' IBA ile birlikte desteklenmis MS besi
ortaminin oldugunu belirtirken siirgiin proliferasyon galigmamizda BA’nin iyi sonug verdigi
tespit edilmistir.

Compton ve Gray (1993), diploid, triploid ve tetraploid karpuz kotiledonlarmndan
slirglin organojenezisi ve bitki rejenerasyonuyla ilgili olarak yaptiklar1 ¢aligmada, MS besi

ortaminin 1 ve 2 mg "' BA ile desteklenmesiyle, kinetinin (4 mg 1™") ve thidiazuronun (0.2 mg
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I'') en iyi konsantrasyonlanyla karsilastinildiginda en yiiksek siirgiin olusturan eksplant
oraninin ve eksplant bagina siirgiin sayisinin elde edildigini bildirmislerdir. Bu g¢alismada
stirgiin olusturan eksplant oram1 ve eksplant bagina siirgiin sayis1 diploidlerde, (%37 ve 2.2)
triploid (%22 ve 0.6) ve tetraploidlere (%620 ve 0.8) gére daha yiiksek bulunmustur. Eksplant
basina siirglin sayis1 ise en yiikksek 5 giinlilk kotiledonlarin kullanildifi ortamdan elde
edilmistir. Yani geng fidelerden alinan eksplantlarin (kotiledon) kullanilmasi halinde, siirgiin
olusumunun daha fazla olacagini belirtmislerdir.

Compton ve ark. (1993). diploid ve tetraploid karpuzlarda siirgiin ucu igin bir
mikrogogaltim yontemini geligtirdikleri galigmada, 21 giinliik ve 1 cm uzunlugundaki bir
nodlu siirgiinleri materyal olarak kullanmuslardir. MS besi ortamina; 7 g I agar, 30 g I
sakkaroz eklenmistir. Stirgiin proliferasyonu igin BA, TDZ ve kin. kullanmiglardir. Besi
ortaminin pH’s1 5.7 olarak ayarlanmus ve kiiltiirler, 30-50 pmol m™ s 151k yogunluguna sahip
biiylime odasina konulmugtur. Altkiiltlir sayisinin siirglin proliferasyonuna ve koklenmeye
etkisini test etmek i¢in kiiltiirler 4 haftalik periyotlarla 6 ay boyunca altkiiltiire alinmuglardir.
Yapilan bu galismada, en iyi stirgiin proliferasyonu, 1 mg 1" BA ortaminda 6.2 adet slirglin
sayist ve 6.9 mm siirglin uzunlugu (diger sitokininlerden 1.5-2.8 kat daha fazla) elde
edilmistir. Eksplant bagina diisen siirglin sayisinda 3. ve 4. altkiiltiirlerde bir azalma oldugu
fakat ilk iki altkiiltlirde artig oldugu gézlenmistir. Ayrica bu ¢aligmada 3 ay gibi bir siirede
250 materyalden 13 200 adet bitki iiretilmesi miimkiindiir. Benzer sonuglar elde ettigimiz
calismamizda, altkiilttirlerde stirgiin proliferasyonunun azalmasi ve en iyi sitokinin tipinin BA
olarak bulunmasi arastirmaciyla uyum igerisinde oldugumuz bulgular olarak
degerlendirilmistir. Ancak en iyi BA konsantrasyonunda (0.5 mg I'") elde edilen siirgiin
sayisi; 8.46 ve siirglin uzunlugu olarak 2.21 cm  ortalama uzunluk arastirmacinin

bulgularindan daha yiiksek ¢ikmustir.
4.4. Rejenerantlar Koklendirme Caliymalan
4.4.1, Oksinlerin Kéklenmeye Etkileri

4.4.1.1. IAA’nin Koklenmeye Etkisi
Bu deneyde, “Siirme” ¢esidinin in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarinin
kotiledonlar1 kullanilarak proliferasyonla ¢ogaltilan siirgiinlerin koklendirme ¢aligmalari

yapimistir. Deneyde IAA’mn 0.5, 1, 2 ve 4 mg "' konsantrasyonlarmin koklenmeye etkisi
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aragtirilmigtir. Kiiltiir sonucu ortalama kék sayisi, kok uzunlugu ve kéklenen eksplant oram

rapor edilmis ve istatistik analiz sonuglan Cizelge 25°te verilmisgtir.

Cizelge 25. IAA’1n kéklenmeye etkisi’.

T1AA Kok sayisi Kok nzunlugu Ké&klenen eksplant

konsantrasyonu (cm) (%)
Kontrol 0.15+0.05b 0.10£0.05b 10
0.5mg 1" 2.16+0.65a 021+04ba 20
1mgl! 1.87+05a 020+£0.042 30
2 mg 1’ 14240422 033+0.03a 40
4mgl' 1.14+0.14a 0.18+0.04a 30

% (df 4) P >0.01

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Kok sayis1 bakimindan kontrol grubu diginda diger gruplar arasinda istatistiki bir fark
bulunmamugtir. Kontrol grubunda kok sayisi yok denecek kadar az olup, tabanda topuz
seklinde bir goriiniim sergilemis, stirglin olusumu ve gelisiminin olmadig1 goriilmiistiir. K6k
sayist bakimindan konsantrasyonlar arasinda istatistiki fark olmamakla birlikte en yiiksek kok
olusumu 0.5 mg I"' konsantrasyonunda ortalama 2.16 + 0.65 adet olarak sayilmustir. En diisiik
deger ise, 1.14 + 0,14 adet ile 4 mg I’ konsantrasyonunda sayilmigtir. Kok uzunlugu
bakimindan kontrol grubu diginda yalmzca 0.5 mg I konsantrasyonu diger gruplardan
istatistiki olarak farkli ¢tkmistir. 1. 2 ve 4 mg 1" TAA konsantrasyonlar1 arasinda istatistiki bir
fark olmayip hepsi de ayni1 grupta yer almis olmalarina ragmen en yiiksek kok uzunlugu 2 mg
I'" grubunda 0.33 + 0.03 ¢m ortalama kék uzunlugu 6l¢lilmiistiir. Bu gruplardaki eksplantlarin
mevcut stirgiinlerinde sararma ve bazen de vitrifikasyon goriilmiistiir. 1 ve 2 mg 1" IAA
konsantrasyonlarinda ise bazi kiiltlirlerde tabanda kallus benzeri olusum izlenmigtir.
Koklenme oranlart bakimindan gruplar arasinda istatistiksel farkhilik olmadigi goriilmistir
(P>0.01). Tim gruplarin koklenme oranlari oldukga diisiik diizeyde olusmus ve kiiltiir

stiresince gelismelerinin de zayif oldugu gozlenmistir.

4.4.1.2. IBA’nin Koklenmeye Etkisi
Bu deneyde, siirglin proliferasyonundan elde edilen siirgiinlere IBA’min farkli

konsantrasyonlarinin, kéklenmeye etkisi aragtirllmigtir. Bu amagla kdklenmeye elverigli
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siirglinler IBA’nin 0.5, 1, 2 ve 4 mg .1'l konsantrasyonlarini igeren ortamda kiiltiire
alinmaglardir. Kiiltiir sonucu ortalama kék sayisi, kok uzunlugu ve koklenen eksplant oram

rapor edilmig ve istatistik analiz sonuglar Cizelge 26’da verilmistir.

Cizelge 26. IBA’1n kdklenmeye etkisi'.

IBA Kok sayist Kok uzunlugu Koklenen eksplant

konsantrasyonu » (cm) (%)
Kontrol 0.15+0.05¢ 0.10+£0.05¢c 10
0.5mg I’ 1.50 £0.37 ab 020+0.02b 20
1 mgl! 1.14+£0.14b 0.21+0.01b 40
2mgl’ 225+0.75a 0.54+0.14a 40
4mgl’ 225+053a 024+£0.04b 35

¥ (df 4) P > 0.01

* Kullamlan eksplant sayisi: 20

Kok sayist bakimindan konsantrasyonlar arasindaki fark istatistiki olarak Onemli
bulunmustur. 2 ve 4 mg I" gruplarinda kok sayisi bakimindan istatistiki fark olmamakla
birlikte 2 mg I' 2.25 + 0.75 adet kok ile en fazla koke sahip grup oldug: tespit edilmistir. Kok
uzunlugu bakimindan ise konsantrasyonlar arasinda istatistiki fark énemli bulunmamigtir. 2
mg I konsantrasyonunda 0.54 + 0.14 cm ortalama kék uzunlugu ile en yiiksek kék uzunlugu
Olglilmiigtir. Koklenme oranlari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel farklilik
goriilmemistir (P>0.01). Koklenen eksplant yiizdesi olarak, 1 ve 2 mg I! konsantrasyonlarinin
esit koklenme oranlarina (%40) sahip olup en yiiksek degeri gostermiglerdir. Koéklenme
oranlar1 tim gruplarda diisiik olarak degerlendirilmekte ve optimum bir kéklenme oranini
belirlemek miimkiin gériinmemektedir.

Gruplar arasinda, 0.5 mg I"! konsantrasyonu igeren kiiltiirlerde yeni siirgiin geligiminin
olmadig1 ve tabanda kallus benzeri topuz seklinde yapimin olustugu gozlenmistir. 1 mg I
konsantrasyonu igeren ortamda ise tabanda kallus olugumuyla birlikte kok benzeri yapiun
g6riildiigii ve yeni siirgilinlerin olustugu izlenmigtir. Bu grup 0.5 mg I'" konsantrasyonuna gore
daha iyi sonug vermis, ancak yeterli olmadig: goriilmiistiir. 2 ve 4 mg I"" konsantrasyonlarim
iceren ortamlarda kiiltiirlerin geligimleri benzerlik gostermekte; kok olusumlari diger gruplara
gére daha belirgin, yeni siirglin olusumu iyi ve canli olup kallus benzeri olugum ¢ok diisiik

seviyededir.
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4.4.1.3. NAA’nin Koklenmeye Etkisi
Deneyde NAA’mn 0.5, 1, 2 ve 4 mg I konsantrasyonlarimin koklenmeye etkisi
aragtiridlmugtir. Kiiltiir sonucu ortalama kok sayisi, kk uzunlugu ve kéklenen eksplant orani

rapor edilerek istatisitik analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 27°de verilmistir.

Cizelge 27. NAA’mn koklenmeye etkisi .

NAA Kok savist Kok uzunlugu Koklenen eksplant

Konsantrasyonu y (cm) (%)
Kontrol 0.15+£0.05d 0.10+0.05¢ 10
O.Smgl'1 1.16 +0.16 ¢ . 0.32+0.04b 40
1mgl’ 2.87+0.63a 1.05+0.142 70
2 mg I 1.62 +0.49 b 0.58+0.01 a 60
4 mg I 1.00+00c¢c 0.28+0.06 b 30

X’ (df 4) P <0.01

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Kok sayis1 bakimindan test edilen konsantrasyonlar arasindaki fark istatistiki olarak
6nemli bulunmustur. En fazla kok sayisy, 2.87 + 0.63 adet ile 1 mg "' konsantrasyonundan
elde edilmis ve bu deger ile diger gruplarla arasindaki fark istatistiki olarak Gnemli
bulunmustur. K6k sayist bakimindan en diisik deger, 1.00 + 00 adet ile 4 mg I’
konsantrasyonundan elde edilmistir.

Kok uzunlugu bakimmdan ise tiim gruplar arasinda istatsitiki fark anlamli
bulunmustur, K6k uzunlugu itibariyle en yiiksek deger; 1.05 + 0.14 cm ile 1 mg I’
konsantrasyonundan elde edilirken en diisik kok uzunlugu ise 0.32 + 0.04 cm ile 0.5 mg I
konsantrasyonununda 6l¢iilmiistiir.

Koklenme oranlar1 bakimindan test edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli
farkhiliklar bulunmugtur. Koklenen eksplant yiizdesi olarak gruplar arasinda en yiiksek
koklenme orani; %70 olarak 1 mg I konsantrasyonundan elde edilirken en diigiik oran ise
kontrol grubundan sonra 4 mg I NAA konsantrasyonunda %30 olarak elde edilmistir. NAA
konsantrasyonu arttik¢a koklenme orani 2 mg 1! konsantrasyonundan sonra artmayip azaldigi

goriilmistiir.
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Tiim ozellikler agisindan ve istatistik analiz sonuglar1 dikkate alinarsa 1 mg 1" NAA
konsantrasyonu en iyi sonucu vererek yiiksek performans gostermigtir. Bu gruba ait
kiltlirlerin genel gelisimi ¢ok iyi goriinmekte ve eksplantin kendisi de iyi bir gelisme
gostermis ve yeni siirgiinler vermistir. Kok olusumunun %40°1 4. giinde oiusmaya bagladig: 7.
giinde daha belirgin oludugu ve 14. giinde ise kazik koklerin olustugu gozlenmistir. Ayrica
kallus olusumunun diger gruplar kadar yogun olmadigi gézlenmistir. Siirgiin ve yaprak
olusumunun diger gruplara gére daha fazla oldugu ve kiltiiriin sonuna kadar canliliklarini
devam ettirerek vitrifikasyon olusumunun ¢ok az oldugu gézlenmistir. Bu gruba en yakin
gelisim 2 mg 1! NAA konsantrasyonunda oldugu goriilmiis ancak bu grupta vitrifikasyon ve
taban kallus olusumunun; 0.5 ve 4 mg I’ NAA gruplarinki kadar yogun olmasa da
goriilmiistiir.

Koklenme galigmalarinda en iyi oksin tipini ve optimum konsantrasyonunu belirlemek
i¢in incelenen tiim 6zellikler agisindan genel bir degerlendirme yapilmasi gerekmektedir. Her
oksin tipinin kendi i¢inde en iyi performans gosteren konsantrasyonuna ait veriler ayr1 ayr
yapilan deneylerde verilmistir. Ttim oksin gruplar iginde en iyi sonucu 1 mg I NAA
konsantrasyonu vermistir (Resim 10). Bu grup tlim 6zellikler agisindan ve kiiltlir siiresince
gelisme durumu bakimindan diger oksin gruplari ve konsantrasyonlar1 arasinda gosterdigi
performans nedeniyle iyi sonu¢ vermistir. Her oksin tipi farklh genotiplerde aym sonucu
veremeyebilecegi ve dolayistyla her genotip i¢in optimum oksin tipi ve konsantrasyonu da

farkl1 olacaktir.

4.4.2. Altkiiltiir Sayismin Kéklenmeye Etkisi

Bu deneyde, in vitro sartlarda proliferasyonla gogaltilan siirgiinlerin kdklenmesine,
altkiiltiir sayisinin etkisi aragtirilmigtir. Bu amagla, 1., 2. ve 3. altkiiltiirden elde edilen ve
koklenmeye elverisli olan stirgtinler kullanilmistir. Kiiltiir sonucu ortalama kék sayisi, kok
uzunlugu ve koklenen eksplant orami rapor edilmis ve istatistiksel uygulamalara tabi
tutulmustur. Sonuglar Cizelge 28’de verilmistir.

Stirgiin proliferasyon ¢aligmalarinda altkdiltiir sayisimin sundugu avantajlarin ksklenme
¢aligmalarinda da gegerli oldugunu s6ylemek miimkiindiir. Altkiiltiir gruplan arasinda kok
sayis1 bakimindan istatistiki bir fark olmadifi goriilmektedir. Bununla birlikte en fazla kok
olusturan grup; ortalama 1.66 + 0.28 adet ile 1. altkiiltiirde oldugu goriiliirken en diistik kok
olusumu ise 2. altkiiltiirde ortalama 1.42 + 0.29 adet olarak sayilmigtir. Yani olusan kok

sayisina, altkiiltiir sayisinin herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
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Resim 10. 1 mg I'' NAA dan Elde Edilen Kiklii Fideler (bar: 33.0 mm).

Cizelge 28. Altkiiltiir sayisinin kdklenmeye etkisi'.

Altkiiltiir sayisi Kazik kok sayist uz]::lzl:g:?ckm) Kﬁklen:;oc;ksplant
1. Altkiiltiir 1.66 +0.28 a 1.50+0.10a 90
2. Altkiiltiir 1.42£0.29a 0.82+0.15b 78
3. Altkiiltiir 1.44+0.24a 1.88+0.26a 80
- pan P >0.01

* Kullanilan eksplant sayist: 20

Kok uzunlugu bakimindan altkiiltiir sayilar1 arasindaki fark istatistiki olarak onemli
¢ikmustir. 1. ve 3. altkiiltiirler aym istatisitiki grupta yer almis olmalarma ragmen en yiiksek
kék uzunlugu 3. altkiiltirden ortalama 1.88 + 0.26 cm olarak olgiilmiigtiir. 2. altkiiltiir
istatistiki olarak, 1. ve 3. altkiiltiirlerden farkli grupta yer almis ve en disik kok uzunlugu
ortalama 0.82+0.15 cm ile bu grupta Slgiilmustiir.

Koklenme oranlart bakimindan gruplar arasinda istatistiksel farkhilik bulunmamustir
(P>0.01). Ancak altkiiltiirlerin koklenme yiizdelerine ait ortalama degerler incelendiginde ise

en yiiksek koklenme orani, % 90 ile 1. altkiiltiirlerden elde edilmistir. Koklenme yiizdesinin
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en diisiik orani ise % 75 ile 2. altkiiltiirlerden elde edilmigtir. Kéklenme oranlari bakimindan
istatistiksel farklilik olmamakla birlikte elde edilen sonuglar kullanilabilir niteliktedir.
Altkiiltir  sayis1 arttikga koklenme oranlarinda bir  diisiis oldugu ancak bunun
onemsenmeyecek diizeylerde kaldigi sdylenebilir. Tiim koklenme 6zellikleri agisindan en
yiiksek performansi 1. altkiiltiirlerin verdigi goriilmiistiir. Ciinkii koklenme ytizdesinin en
yiiksek seviyede olmasi ve kok sayisinin diger gruplarla aym istatistiki seviyede olmasina
ragmen en yiiksek bu grupta sayilmigtir. Kok uzunlugu bakimindan 3. altkiiltirle ayni
istatistiki grupta yer almug fakat daha diisiik degere sahip oldugu ancak diger iki 6zellik
yoniinden 3. altkiiltiirden iistiin olmast ve koklenme ¢aligmalarinda 6zellikle koklenme
yiizdesinin yiiksek olmasinin en dnemli kriter oldugu dikkate alinirsa, 1. altkiltiirtin diger
gruplardan daha iistiin oldugu ve koklenme ¢alismalarinda kullanilabilecegi goriilmiigtiir.
Kiiltiir siiresince 1. altkiiltiirde siirgiin olusumu ve kok geligiminin diger kiiltiirlere
gore daha iyi performans gosterdigi, geligen siirgiinlerde vitrifikasyon olmadig1 ve ¢ok sayida
adventif kok verdigi gozlenmistir. Ayrica 2. altkiiltirde bazi eksplantlarda kallus benzeri
yapinin olustugu ve topuz seklinde kok olusumlarina ve bunlardan da kisa kisa adventif

koklere rastlandigi, fakat 3. altkiiltiirde ise bu olusumlarin daha az oldugu dikkat ¢ekmistir.

4.4.3. Eksplant Tipinin Koklenmeye Etkisi
Bu deneyde, eksplant tipi olarak kiklenmeye elverisli nodal ve apikal segmentlerin
koklenme ortamlarindaki performanslart arastirilmistir. 28 giinliik kiiltiir sonucu ortalama kok
sayist, kok uzunlugu ve koklenen eksplant oranlarina ait istatistik analiz sonuglari Cizelge

29’da verilmistir.

Cizelge 29. Eksplant tipinin koklenmeye etkisi'.

Eksplant tipi Kazik kok sayisi uz'::ﬁ:;uk?ckm) Kﬁklen;n/e;)l;splant
Apikal 2091041 a 0.86+0.11b 68
Nodal 291+045a 1.33+£0.14a 82
x* (df2) P >0.01

* Kullanilan eksplant sayisi: 20

Kok sayist bakimindan eksplant tipleri arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsiz

etkmugtir. Eksplant tipleri istatistiki olarak ayni grupta yer almalarina ragmen en fazla kok
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sayisi ortalamasi, 2.91 + 0.45 adet ile nodal eksplant tipine ait koklerde sayilmustir. Kok
uzunlugu bakimindan her iki eksplant tipi istatistiki olarak farkli gruplarda yer almislardir. En
yiiksek kok uzunlugu ortalama degeri; 1.33 + 0.14 cm ile nodal eksplant tipinde 6l¢iilmiistiir.
Koklenen eksplant oranlari agisindan gruplar arasinda istatistiksel farkliik bulunmamustir
(P>0.01). Bununla birlikte en yiiksek koklenme orani, % 82 ile nodal eksplantlardan elde
edilirken apikal eksplantlarda ise koklenme orani, %68 olarak bulunmustur. Koéklenme
oranlari bakimindan nodal siirgiinlerin gelisimleri de iyi sonug vermis ve elde edilen sonug
olduk¢a tatminkar bulunmustur. Tiim &zellikler agisindan nodal eksplantlarin apikal
cksplantlara gore daha yiiksek performans gostermesi ve ozellikle de kéklenme oraninin
yiiksek olmasi ve siirgiin proliferasyon ¢aligmalarinda nodal eksplantlarin sayica daha fazla

olmasi 6nemli tercih sebepleridir.

4.4.4. Karanlik isleminin Koklenmeye Etkisi

Bu deneyde, siirgiinlerin koklenmesini hizlandirmak igin kiklenme ortamina alinan
stirgtinlerde, 3, 5, 7 giin ve siirekli karanlik uygulamalarmin koklenme iizerine etkisi
aragtirilmugtir. 28 giinlik kiiltiir sonucu ortalama kok sayisi, kok uzunlugu ve koklenen

cksplant orani rapor edilmis ve istatistik analiz sonuglari Cizelge 30°da verilmistir

Cizelge 30. Karanlik isleminin koklenmeye etkisi’.

Karanl.l.kta .kalma Kazik kokisayist Kazik kok Koklenen eksplant
siiresi uzunlugu (cm) (%)
3 giin 280+041a 1.18+0.13 a 33
5 giin 2.40 £0.42 ab 1.54+0.15a 67
7 giin 3.50+0.65a 1.55+0.19a 87
Siirekli 1.14£0.14 b 0.68 £0.09 b 67
x* (sd 3) P <0.01

* Kullamilan eksplant sayisi: 20

Kok sayist bakimindan siireler arasinda istatistiki fark anlamli bulunmustur. 7 giin
karanlikta bekletilen kiiltirlerde ortalama 3.50 + 0.65 adet kok sayisi ile en fazla kok
olusturan grup olmugtur. En diigiik kék olusumu ise 1.14 + 0.14 adet ile siirekli karanlikta
birakilan gruptan elde edilmistir. Karanlikta kalma siiresi arttikga olusan kok sayisinda bir

artig oldugu ancak bu artisin 7 giinden sonra azaldigr goriilmiistiir. Kok uzunlugu bakimindan
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karanlikta kalma siirelerinde istatistiki fark olmadig1 ve tiim kiiltiirlerin ayn1 grupta yer aldig:
goriilmiistiir. Kok uzunlugunda en yiiksek deger 1.55 + 0.19 cm ile 7 giin karanlik siiresinde
belirlenmis, en diisiik deger ise 0.68 + 0.09 cm ile siirekli karanlikta kalan kiiltiirlerde
Slgtilmiistiir. Koklenme oranlart bakimindan test edilen gruplar arasinda istatistiksel farklilik
anlamli bulunmugtur (P>0.01). Gruplar arasinda en yiiksek koklenme orani, %87 ile 7 giin
karanlikta birakilan kiiltiirlerden elde edilirken, en diisiik orani ise %33 ile 3 giin karanlkta
hesaplanmigtir. Karanlikta kalma stiresi arttikga koklenme oram artmis ancak, optimum
karanlik seviyesinden (7 giin) sonra karanlikta kalmanin bir etkisinin olmadigi tespit
edilmigtir.

Tiim gruplar, ii¢ 6zellik agisindan degerlendirildiginde 6zellikle de koklenen eksplant
orani bakimindan en iyi performansi, 7 giin karanlik siiresinin gosterdigini soylemek
miimkiindiir. Karanlikta kalma siiresi, oksinlerin karanlikta daha aktifleserek hiicre
boliinmesini artirip hizlandirdigi ve daha etkili oldugu soylenebilir. Bu durum eksplantlarin
koklenmesini ve kok olusturmayr hizlandirdigi ve optimum karanlikta kalma siiresinin
belirlenmesiyle daha da etkin olacaktir. Siirekli karanlikta (28 giin) kalan eksplantlarda;
koklenme ile ilgili veriler elde edilmis olsa da bu degerler karanlikta birakilan ilk giinlerde
elde edildigi ancak daha sonra eksplantin genelinde vitrifikasyon ve gelismede durgunluk
oldugu, siirgiin gelisiminin ¢ok az ve ciliz oldugu, taban kisminda kallus benzeri yapinin
oldugu gozlenmistir. 7 giin karanhk siiresinde eksplantin gelisimi kadar olusan kok sayisi ve
kdk uzunlugunda da iyi sonug alinmustir. Olusan kokler diger gruplara gére daha belirgin ve
uzun olup digerlerinde oldugu kadar taban kallusuna rastlanmamugtir. Ayrica siirgtinler daha
canli ve yesil olup eksplantin boyunda da uzama oldugu (13 cm) tespit edilmistir. 5 giinliik
karanlik siiresinde morfolojik goériiniim ve gelisim, 7 giin kadar iyi olmayip kok gelisiminin
daha zayif oldugu goriilmigtiir. 3 giinlik karanlikta ise taban kallusunun olustugu kok
kisminin topuz seklinde oldugu, bununla birlikte ince ve ciliz koklerin olustugu, siirgiin
gelisiminin gok az oldugu gozlenmistir. Ayrica eksplantin kendisinde de gelismenin zayif
oldugu dikkat gekmistir. Ttim gruplar arasinda en iyi performansi; 7 giin karanlikta kalan

kiiltiirler gostermistir.

4.4.5. Rejenerantlarin Koklendirilmesi ile ilgili Degerlendirme
Karpuz koklenme galigmalarinda farkli oksin tiplerinin farkli konsantrasyonlart
kullanildig bir ¢ok aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir (Compton ve ark., 1993a; Dong

ve Jia, 1991; Dabauza ve ark., 1997; Compton ve ark., 2001; Pirin¢ ve ark., 2003).
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Rejenerantlarin koklendirilmesi galismasinda kullanilan oksin tipleri arasinda en uygun oksin
tipinin ve konsantrasyonunun 1 mg I"' NAA oldugu tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢aliymada en
yiiksek koklenme oram 1 mg 1" NAA ortaminda, %70 olarak bulunmustur. Compton ve ark.
(1993a), 1 mg I'' BA veya 0.2 mg I"' NAA ortamima aktarilan stirgtinlerin yaklagik olarak
%70-90’min kok olusturdugunu bildirmiglerdir. Elde ettigimiz kéklenme oram (1 mg i
NAA’da, %70 ve 1. altkiiltiirde ise %90) arastirmacinin bulgulariyla uyum icindedir. Gray ve
Elmstrom (1991), koklenme calismalarinda stirgiinlerin en az 2 ¢cm olduklarinda kolayca
koklendiklerini belirtmislerdir.

Yaptigimz ¢ahismada, IBA’nin koklenmede vyetersiz oldugu gériilmiistiir. Ancak
Compton ve Gray (1993a), 15 mm’den daha biiyiik siirgiinleri, 2 mg 1! IBA’da
koklendiklerini belirtirken, Dong ve Jia, (1991), 1 mg I NAA’li ortamda stirgiinlerin kolay
koklenebildiklerini belirtmislerdir. Diger kabakgil tiirleri i¢in de benzer sonuglar elde
edilmistir (Compton ve ark., 2001). Aragtiricilarin bulgulari, NAA’nin en uygun oksin
olmasi agisindan bulgularimizla uyum igersindedir.

Dabauza ve ark. (1997), Citrullus colcynthis (L) Schrad karpuzunun transformasyon
calismalarinda, eksplant olarak kotiledonlari kullanmislardir. Arastirmada; kotiledonlarin
morfogenetigine hormonlarin etkisini test etmek icin, tek bagina BA ya da NAA veya IAA
kombinasyonlar1 kullamilmistir. Siirgiinlerin koklenmesi igin ise siirgiinler 0.5 veya 1 mg 1"
IBA ortamina aktarilmis ve kéklenmenin bu ortamda saglandigini belirtirken arastirmamizda
NAA’nin optimum koklenme vermesi, bakimindan bulgularimuz farkl ¢ikmugtur.

Compton ve Gray (1993), diploid, triploid ve tetraploid karpuz kotiledonlarindan
stirgiin organojenezisi ve bitki rejenerasyonuyla ilgili olarak yaptiklari ¢aligmada; kéklenme
ortanu olarak, 20 g I sakkaroz ve 2 mg 1" NAA ile desteklenmis MS besi ortami
kullanilmistir. En  yiiksek koklenme oranlari ise diploidlerde %94, triploidlerde ve
tetraploidlerde %100 olarak bulunmustur. Koklenme calismalarimizda, 30 g I sakkaroz
kullanilirken aragtiricr tiim koklenme galismalarinda 20 g I"" sakaroz kullanmigtir. Ancak
NAA’nin en uygun oksin olmasi bakimindan bulgularmiz  benzerlik gostermistir.
Caligmamizda 7 giin karanlikta birakilan kiiltiirlerde bu oran %87 olarak bulunmus bu deger
aragtirmacinin bulgulariyla gostermistir.

Karanlikta birakmanin kéklenme tizerine etkisinin belirlenmesi i¢in yaptigimiz
calismada, kiiltiirlerin 7 giin karanlikta birakilmas: halinde koklenmenin arttigi tespit

edilirken, yapilan literatiir ¢alismamizda in vitro karpuz stirgtinlerinin kéklenmesinde boyle
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bir uygulamaya rastlanmamistir. Ancak bazi arastiricilar (Evans ve ark. 1981; Hartmann ve
ark. 1997), tohumlarin karanlikta ¢imlendirilmesi halinde siirgiin proliferasyonunun arttigini
fakat karanlikta bekletmenin etkisinin ne oldugu tam olarak anlagilmamakla birlikte, bitki
dokularinin karanlikta inkiibasyonu; 1s1ga duyarli bazi bitki biiyiime diizenleyicilerini ve diger
bilesikleri korudugunu bildirmektedirler.

Piring ve ark. (2003), diploid Siirme ¢esidinin kotiledonlarindan adventif stirgiin
organojenezisi ve bitki rejenerasyonu i¢in yaptiklari ¢aligmada, in vitro kiklenme ortaminda
MS besi ortamunin, NAA (1, 2 ve 4 mg I"') ile desteklenmis ve 30 g I sakaroz kullanilmustir.
Yaptiklart ¢alismada, 1 mg I'' NAA konsantrasyonunun %70 koklenme oraniyla en yiiksek
sonucu verdigini bildirmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz en yiiksek kéklenme orani 1 mg
1" NAA da %70 olarak bulunmustur. Bulgularimiz aragtirmacinin bulgulariyla uyum iginde
olup destekler niteliktedir. Ancak koklenme ortamina aktarilan kiiltiirlerin 7 giin siireyle
karanlikta kalmas1 halinde koklenme oranimi %87’ye ¢ikardigi yaptigimiz ¢alisma sonunda
bulunmustur. Arastirmacinin, kéklenme igin kiilttirleri karanlhik ortamda birakmadigi ve
dolayisiyla bu ozellik agisindan bulgularimiz arastirmacinin bulgularindan daha yiiksek
cikmigtir.

Compton ve ark. (1993), karpuzun doku kiiltiiriinde siirgiin ¢ogaltim ¢alismalarinda,
1.6 cm’den biiytik stirgiinlerin yeterli bir aklimatizasyon ve rizogenezis (%90-100)
gosterdigini fakat 1.6 cm’den kiigiik siirglinlerin ise daha digiik (%55) koklenme ve
aklimatizasyon gosterdigini bildirmektedir. Yaptigimiz tiim koklenme ¢aligmalarinda, 1.5
cm’den biiytik stirgtinler kullanilmistir. Kéklenme orant ise genotipe ve kiiltiir siiresine bagl
olarak; %60 ile %100 arasinda olmustur. Yapilan bu ¢aligmayla siirgiin ucunun 6 aya kadar
koklenme oranlart ve aklimitizasyon oranlarinda énemli bir azalma olmaksizin altkiiltiiriiniin
yapilabilecegi bildirilmigtir. Yaptigimiz ¢alismada, 1., 2. ve 3. altkiiltiir rejenerantlarin
kéklenme oranlarinda az da olsa bir dustis (sirastyla,%90, %75 ve %80) olmustur. Ayni
arastirmact (Compton ve ark., 1994), diploid karpuz kotiledonlarindan tetraploid bitki
rejenerasyonu igin yapilan g¢alismada, yeni siirgiinler, diploid Mickylee karpuz gesidi
kotiledonlarinin 6 haftalik siirgiin proliferasyon ortamina aktarilmasindan elde edilmistir. Bu
bitkiler 1-2 cm uzunluktaki siirgiinlerin, 2 mg I IBA koklenme ortamina aktarilmasiyla elde
edildigini belirtmislerdir. '

Compton ve Gray (1992), triploid ve tetraploid karpuzlarin hizli bir ¢ogaltimi igin

mikrogogaltim teknigini gelistirmiglerdir. Siirgiin proliferasyon ortaminda gelisen kiiltiir 3
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haftalik periyotlarla altkiiltiire alinmiglardir. Bu ortamdan gelisen 5-30 mm uzunlugundaki
stirgiinler, 20 g I sakkaroz ve 1 mg 1" IBA ile desteklenmis MS besi ortaminda kéklenmeye
alinmuslardir. Tetraploid kiiltiirlerde ise en yiiksek siirgiin sayisi, koklenme oram ve
aklimatize edilen bitki orani degerleri sirastyla; 5.2, %88.9 ve %68.9 olarak bulunmustur.
Yaptigimiz ¢aligmada, 1 mg 1 “TNAA kullanilmis ve koklenme orani %70 olarak bulunmustur.
Bulgularimiz arastirmacinin bulgularindan daha diisiik gikmustir. Ancak rejenerantlar1 7 giin
karanlikta beklettigimizde ise koklenme oranimin arttigi (%87) goriilmiigtiir. Bu deger
arastirmacinin bulgulariyla  benzerlik  gdsterirken  altkiiltiirin -~ koklenmeye etkisinin
arastirldigt deneyde ise 1. altkiiltiirde ksklenme orant %90 bulunmustur.

Compton ve Gray (1994), tetraploid karpuz kotiledonlarindan adventif siirgiin
organojenezisi ve bitki rejenerasyonuyla ilgili olarak yaptiklari caligmada, 4 farkli hibrit hat
(F92U8, SP90-1, SP90-2 ve SP90-4) kullanilmistir. Bu hatlar olgun tohumlardan veya 2, 4, 6,
8 veya 10 giinliik fidelerden alinan eksplantlarla sirgiin elde etmislerdir. Koklenmede ise, MS

besi ortami 20 g 1" sakaroz, 7g I agar ve 2 mg I'' IBA ile desteklenmistir.

4.5. Aklimatizasyon

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda, eksplantin in vitro’da saglikhi bir sekilde
gelistirilmesi kadar in vitro’dan gikarilip araziye aktarilincaya kadar gegen siire i¢inde saglikh
olmasi da en az in vitro siireci kadar énemlidir. Koklenmis siirgiinlerin veya fideciklerin
aseptik kosullardan dogal sartlara alistinlmast igin yapilan islemlerin geneli ve bu siireg
aklimatizasyon olarak adlandiriimaktadir (Resim 11, 12, 13, 14).

Aklimatizasyon ¢alismasinda substrat olarak torf kullanilmugtir. Kullanilan torfun
koklenmeye ya da ayni zamanda yasayan fidelere etkisini tespit etmek igin yapilan deney
sonuglari Cizelge 31°de verilmistir.

Yasayan eksplant oranlari bakimindan test edilen gruplar arasinda istatistiksel farklilik
bulunmustur (p<0.01). En yiiksek yasayan eksplant orani, %86 ile tam steril substrattan elde
edilmistir. Yani substratin steril edilip kullanilmasi yasayan fide sayisini artirmugtir. Ancak
steril edilmeyen substratta ise yasayan fide orani, %6.66 olarak gruplar arasinda en diigiik
olup; bu gruptaki fideler saglikli bir gelisme gostermemistir. Kullanilan substratin steril

olarak kullanilmasi yagayan fide sayisini artirmigtir.
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Resim 11. Aklimatizasyondan Cikarilnugs Fide (bar: 17.1mm)

Resim 12. Aklimatizasyona Alinnus Fideler (bar: 43.3 mm).



108




109

Cizelge 31. Substrat sterilizasyonunun aklimitasyona etkisi'.

Kompost tipi Yasaya(l;/:)ksplant
Tam steril substrat 86.60
Yari steril substrat 20.00
Non-steril substrat 6.66
X' (dr2) P <0.01

*Kullamlan eksplant sayist:2(0)

4.5.1. Aklimatizasyon ile ilgili Degerlendirme

Compton ve ark. (1993a), 1 mg I'" BA veya 2 mg I NAA ortamina aktarilan
siirgiinlerin yaklagik olarak %70-90"min kok olusturdugunu bildirmiglerdir. Elde cttigimiz
koklenme orani arastirmacilarin - bulgulariyla benzerlik gostermistir. Koklenen bu
fideciklerden %60-85’i seraya ve arazi sartlarina aklimatizasyon gostermis ve
aklimatizasyonda kullanilan substrat olarak sterilize edilmis vermikulit oldugunu
bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada ise aklimatize edilen fide oran1, %86 olarak bulunmus
ve substrat olarak da sterilize edilmis torf kullanilmistir. Aklimatizasyonda kullanilan
substratin sterilize edilerek kullanilmas1 ve aklimatize edilen bitki orani bakimindan
bulgularimiz aragtirmacinin bulgulariyla uyum iginde oldugu gériilmiigtiir.

Yapilan tiim aklimatizasyon ¢aligmalarinda kullanilan subtrat farkli bile olsa sterilize
edilerek kullanildigi birgok aragtirmaci tarafindan belirtilmistir (Sari, 1994; Compton ve
ark., 1993a; Compton ve Gray, 1994; Dabauza ve ark., 1997; Piring, 2003).

Piring ve ark. (2003), diploid Siirme ¢esidinin kotiledonlarindan adventif siirgiin
organojenezisi ve bitki rejenerasyonu i¢in yaptiklari ¢alismada, in vitro kéklenme ortamindan
alman fidecikler, sterilize edilmis torf igeren saksilarda aklimatizasyonu yapmuglardir. Yapilan
bu calismada, aklimatizasyon igin kullanilan ydntem, aragtirmamizda kullanilan yontemle

ayni igeriklere sahiptir.

4.6. Tetraploid Olusturulmasi
Karpuz i1slahinda, tetraploidlerin ~ kullammi  énemli  bir asama  olarak
degerlendirilmektedir. Cekirdeksiz karpuz elde etmede triploid eldesi kadar, etkin tetraploid

olusturulmasi da énemlidirbundan dolay: tetraploid olusturulmasina yonelik olarak degisik
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metodlar kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilan kolsisin uygulamasi ise pratik olmasi
agisindan tercih edilmektedir. Kullanilan bu metod kadar uygulanan materyalin kendisi de
etkin bir faktor olarak kargimiza ¢tkmaktadir. Tetraploid olusturulmasina yonelik olarak
yapilan uygulama; tarlada kolsisin uygulanarak tetraploid olusturulmasi ve tohuma kolsisin
uygulanarak tetraploid olugturulmast sayilabilir. Her iki uygulamaya yonelik olarak yapilan

kloroplast sayimina ait sonuglar ploidi seviyesinin belirlenmesi baghg altinda verilmistir.

4.6.1. Tarlada Kolsisin Uygulamasi

Tarlada kolsisin uygulamasi caligmasinda bitkilerin biiyiime uclari 24 saat siireyle
9,0.2’lik kolsisin gozeltisiyle muamele edilmistir. Kolsisin uygulamasi sonucu, tetraploid
olusum kloroplastlarin sayilmast ile tespit edilmistir. Tetraploid bitkilere ait kloroplast
sayisina ait veriler 7. bolimde ploidi seviyesinin belirlenmesi baghigr alunda verilecektir.
Tetraploid olusumlarin belirlenmesinde kesin olmamakla birlikte bazi bitkisel 6zelliklerde
degisimler olmaktadur. Bunlarin baginda yaprak uzunlugu ve yaprak genisligi sayilabilir.
Tetraploid ve diploid bitkilerde, yaprak uzunlugu ve yaprak genisligine ait istatistik analiz

sonuglart Cizelge 32’te verilmistir.

Cizelge 32. Diploid ve tetraploid bitkilerde éll,;ﬁmler'.

Bitki boyu
(ecm)

Yaprak uzunlugu Yaprak genisligi
(cm) (cm)

=

1841+292a

Bitkiler

Diploid bitki 13. 7442532 274.80 +36.76 a

Tetroploid bitki 1546 £2.16a 16.55+20.8 a

203.60 £ 11.92b

*Kullanilan eksplant sayist: 20

Yaprak uzunlugu bakimindan gruplar arasinda istatistiki fark olmadigt gorilmustar.
Tetraploid  bitki yapraklarinda, istatistiksel farklilik olmamakla birlikte diploid bitki
yapraklarindan daha kisa oldugu gortilmiistiir. Yaprak genisligi bakimindan ise gruplar
arasinda istatistiksel farklilik olmadigi ancak tetraploid bitki yapraklarinin, diploid bitki
yapraklarina gore daha genis oldugu tespit edilmistir. Tetraploid bitkilerde yaprak uzunlugu,
15.46 + 2.16 cm, yaprak genisligi ise 16.55 + 20.8 cm olarak Olgtilmiistir. Diploid bitki
yapraklarinda ise yaprak uzunlugu 18.41 + 2.92 cm, yaprak genisligi ise 13.71 £ 2.53 cm
olarak olgiilmiigtiir. Tetraploid yapraklérm kesin olmamakla birlikte diploid yapraklara gore

daha kisa olabilecegi fakat yaprak genisliginin ise benzer dlciilerde veya bazen daha genis



olabilecegi bilinmektedir. Bu gibi durumlar, tetraploid olugumunun  bitkide morfolojik
goriintiisii olarak kendini belli etmektedir. Tetraploid olusumunda kullanilacak bir diger faktor
ise bitki boyudur. Bitki boyu bakimindan iki grup arasindaki istatistiksel farklilik énemli
gikmugtir. Yapilan istatistik analiz sonucuna gore diploidlerde bitki boyu, 274.80 + 36.76 cm
olarak olgiiliirken tetraploidlerde bitki boyu ortalamasi ise 203.60 + 11.92 cm olarak
bulunmugtur. Tetraploid olusumun goriildiigi durumlarda bitki boylarinin daha kisa
olabilecegi bilinmektedir. Tiim ti¢ 6zellik agisindan degerlendirme yapildiginda, kolsisin
uygulamasinin tetraploid olusumda etkili oldugu ve bunun da bitki morfolojisindeki degisime
yansidign goriilmistiir. Ancak daha belirleyici olmast igin ploidi seviyesinin tespit edilmesi

daha kesin sonug verecektir.

4.6.2. Tohuma Kolsisin Uygulamasi

Tetraploid olusum igin kullanilan bir diger uygulama ise tohumlara farkl1 siirelerde (8,
16 ve 24 saat) kolsisin uygulanmasidir. Tohumlara farkli siirelerde kolgisin uygulamasina
ait istatistik analiz sonuglan Cizelge 33’te verilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel farklilik
onemli gikmustir (p<0.01). Gruplar araémda 8 saat ve 16 saat kolgisin uygulamasi ayni
istatistiki grupta yer alirken, tiim gruplar iersinde en diigiik kloroplast sayist; 9.8 £ 1.38 adet
ile 8 saat kolsisin uygulamasindan elde edilmistir. Bununla birlikte 8 ve 16 saat kolsisin
uygulamalarinda kloroplast sayisi diploid kloroplast sayisiyla bezerlik gosterdiginden
tetraploid olusumun olmadigi goriilmiistiir. En yiiksek kloroplast sayisi ise 24 saat kolsisin
uygulamasindan; 16.95 + 0.75 adet olarak sayilmustir. Bu durumda, 24 saat kolsisin
uygulamasinin  tetraploid olusumda etkin oldugu tespit edilmistir. Uygulama siresinin
artmastyla kloroplast sayisinda artig oldugu diger bir ifade ile tetraploid olusumuna dogru

gidildigi fakat bunun i¢in en uygun siirenin 24 saat oldugu goriilmiigtiir.

Cizelge 33. Tohuma, farkli siirelerde kolgisin uygulamasr'.

Uygulama siiresi kloroplast sayisi
8 saat 9.8+1.38b
16 saat 10.90 £2.88 b
24 saat 1695+0.75a

*Kullanilan eksplant sayisi: 20
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Bu yonteme ait veriler, tetraploid olugturulmast caligmalarinda kullamlan diger
yontemlere ait verilerle birlikte karsilagtirmak igin, “Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi” basligi

altinda analiz edilmigtir.

4.6.3. Teraploid Olusturulmasi ile ilgili Degerlendirme

Cekirdeksiz karpuz tiretilmesinde, bitkiye ve tohuma kolsisin uygulamasi bir ¢ok
aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir. Yapilan galigmalarda, tohuma ve bitkiye kolsisin
uygulanarak tetraploid olustugu ancak uygulama siiresinin ve dozun etkili oldugu
bilinmektedir.

Lower ve Johnson (1969), Hindistan’da tetraploid karpuz hatlari elde edebilmek
amactyla fidelerin biiyiime noktalarina veya tohumlara kolsisin uygulamasi yapmuslardir.
Calismada Charleston Gray 133 ve Princeton gesitlerine;

a. Kotiledon yaprakli agamadayken biiytime uglarina 24 saat iginde 2 damla %0.3’liik
kolsisin damlatilmasi,

b. Kotiledon yaprakli asamadayken biiyime uglarina 52 saat i¢inde 8 damla %0.3’liik
kolsisin damlatilmast,

¢. Kotiledon yaprakli agamadayken biiytime uglarina 80 saatte %0.3’liikk kolsisin
damlatilmasi,

d. Ekimden 6nce tohumlarin 6-24 saat (6 saat araliklarla) %0.1-%0.2 kolsisin gozeltisine
bandirilmasi iglemleri uygulanmustir.

Aragtirma sonucunda, Princeton gesidi tetraploidiye Charleston Gray 133’e gore daha
iyi yamt vermistir. Bu gesitte 8 damla kolsisin uygulamast (52 ve 80 saatte) %6 oraninda
tetraploid uyartimi saglarken; C. Gray gesidinde bu oran %4 diizeyinde bulunmustur. 2 damla
(24 saat) kolsisin uygulamasi Charleston Gray ¢esidinde hig yamit vermezken; Princeton
cesidinde %3 diizeyinde tetraploidi olugturmustur. Tohumlarin 24 saat %0.1°lik veya 18 saat
9%0.2°lik kolsisine bandirilmasi %0-20 oranlarinda tetraploidi olusturmustur. Aragtiricilar
tohum bandirma yonteminin biiyime ucuna damlatmaya gore daha etkili oldugunu
vurgulamiglardir. Tetraploid bitkilerin diploidlerden daha genis ve tiiylii yaprakl, iri gigekli
ve siiliiklii olmast gibi degisik morfolojik gozlemlerin oldugunu bildirmistir. Yaptigimiz
caligmada, tohumlarm, %0.02 kolsisinde 24 saat bekletilmesinde tetraploid olustugu
bulunmustur. Yaptigimiz galismada tohuma uygulanan kolsisin konsantrasyonunun (%0.02),
bitkide biiyiime ucuna uygulanan konsantrasyondan (%0.2) daha diisiik oldugu ve aragtirmaci

da tohuma uygulanan kolsisin dozunu bitkiye uygulanan dozdan daha diisiik kullanmugtir.
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Ayrica aragtirmaci tohuma uyguladigi kolsisin dozunun (%0.1 ve %0.2) uygulamamizdan
daha yiiksek, fakat uygulama siiresinin (24 ve 18) uygulama siiremizden daha az veya ayni
oldugu goriildiigiinden bulgularimiz uyum igindedir. Bununla birlikte, arastirmamizda 24 saat
tohum uygulamasinda tetraploid olusum oram verilmemekle birlikte oldukga yiiksek olup
tetraploid olugumu, aragtirmacimin bulgularindan daha yiiksek ¢ikmugtir. Tarlada biiyiime
uglarina uyguladigimiz kolsisin dozu (%0.2), aragtiricinin dozundan (%0.3) daha diisiik fakat
24 saat stireyle uygulamanin arastirmacinin farkli siirelerde uygulamasina goére tetraploid
olusum bakimindan bulgularimiz daha iyi sonu¢ vermistir. Tetraploid bitkilerde yaprak
6l¢timlerimiz diploid yapraklara gére daha genis olup farklilik gdstermigtir. Bu 6zellik
agisindan arastirmacinin bulgulari, bulgularimizi destekler niteliktedir.

Karchi ve ark. (1983), Israil kosullarinda tetraploid Alena ile ebeveyni Sugar Baby
cesitlerinde morfolojik gelisim ve verimlilik durumlarini incelemek iizere bir deneme
yapmislardir. Denemede, Alena’mn Sugar Baby’den 20 giin daha sonra g¢igeklendigi,
¢igeklenme asamasinda bitkisinin Sugar Baby’den daha kiigiik oldugu; Sugar Baby’nin yarisi
kadar dal olusturdugu; bogum sayisinin Sugar Baby’ nin %65°i kadar oldugu, ana govde ile
yan kol uzunluklarimn Sugar Baby’nin yarisi kadar oldugu saptanmustir. Bu nedenle Alena
¢esidinin uyartic1 uygulamalara ihtiyaci oldugunu belirleyen arastiricilar fazla miktarda iist
giibreleme yapmuglardir. Ust giibreleme uygulamasi ile gerek meyve agirlipi, gerek bitki
basina meyve sayisi, gerekse verim ¢nemli dlgiide yiikselmis ve ebeveyni Sugar Baby’e
yaklagmustir. Bulgularimizda tetraploid bitkilerin boyunun (203.60 cm) diploidlere (274.80
cm) gore daha kisa oldugu goriilmiis olup bulgularimiz, aragtirmacinin bulgulartyla uyum
icindedir.

Dore (1976), kuskonmaz (Asparagus officinalis L.) tiiriinde elde edilmis olan haploid
bitkilerde kromozom katlamasi yapmistir. Arastirici, in vitro besi ortamina kattigi farkli
kolsisin dozlarinda (5 x 10° ve 1 x 10 haploid meristemleri farkl: siirelerde (1, 2, 3, 4, 5 ve
6 giin) tutmus ve bu siireler sonunda meristemleri normal besi ortamina alarak biiyiitmiistiir. 2
aylik bir biiyiitme periyodu sonunda topraja aktarilan bitkiciklerde kromozom sayimi
yapilmis ve katlama isleminin genotipten gok etkilendigi goriilmiistiir. 5 x 10 dozunda
kolsisin katilarak 1, 2, 3 ve 6 giin; 1 x 10™* dozunda kolsisin katilarak 1, 3 ve 6 giin siireyle bu
ortamda bekletilen meristemlerden olusan bitkilerde kromozomlarin katlandig belirlenmistir.
Yaptigimiz ¢alismada da kolsisin dozunun ve siiresinin kromozom katlanmasinda etkili

oldugu bulunmustur.
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Compton ve ark. (1996), in vitro diploid karpuz kotiledonlarindan elde edilen
tetraploid rejenerantlarn tanimlanmasinda, ploidi seviyesinin tespit edilmesiyle birlikte
yaprak ve gigeklerde 6lgiimler yapilmisur. Calismada, ploidi seviyesinin tespit edilmesinde
bekgi hiicrelerdeki kloroplastlarin  sayilmasiyla da miimkiin oldugunu ve tetraploid
rejenerantlarda  kloroplast sayist ortalamasy; 19.1 iken, diploidlerde ise 11.2 olarak
belirtmislerdir. Ayrica tetraploid olusumun belirlenmesinde, ovaryum gapi ve boyu, petal ve
anter gapinin, yaprak uzunlugu ve genisliginin iyi bir isaret ve kriter olacagim bildirmiglerdir.
Tetraploid bitkilerde yaprak uzunlugu, diploid bitkilere gore daha kisa, yaprak genisliginin ise
tetraploidlerde diploidlere gore daha genis oldugu belirtilmigtir. Diploid Jubile II gesidinde,
yaprak uzunlugu; 14.11 cm, yaprak genisligi ise 12.10 cm iken aym gesidin tetraploid
bitkilerdeki yaprak uzunlugu; 12.48 cm, yaprak genisligi ise 12,64 cm olarak olgtilmiistiir.

Tetraploid eldesi igin yaptigimiz g¢aligmada, tetraploid bitkilerde yaprak genisligi
(16.55 cm) diploid bitki yapraklarina (13.71 cm) gore daha genig oldugu, yaprak uzunlugunda
ise tetraploid bitkilerde yaprak uzunlugu (15.46 cm), diploid bitki yapraklarindan (18.41 cm)
daha kisa oldugu tespit edilmigtir. Bulgularimiz aragtirmacinin bulgulariyla paralellik

gostermektedir.

4.7. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Bu arastrmada, kullanilan bitkisel materyalin ploidi seviyesinin belirlenmesi
amaglanmugstir. Ploidi seviyesinin belirlenmesi amaciyla kullanilan yéntem, materyal ve metot
boliimiinde anlatilmugtir. Siirme gesidinin dogada yetisen ve higbir kimyasal uygulama
olmaksizin bitkisel materyalinin ploidi seviyesi ile kolsisin uygulanan tohum ve bitkilerde
ploidi seviyesi ve in vitro ortamin etkisinden dolay rejenerantlarda ploidi seviyesinde
degisiklik olup olmadig diger gruplarla karsilagtirilarak tespit edilmeye gahigiimigtir. Tiim
gruplarin ploidi seviyelerine ait kloroplast sayilari istatistik analize tabi tutulmus ve sonuglar

Cizelge 34’de verilmistir.

Cizelge 34. Siirme gesidine ait kloroplast sayllan‘.

Kiiltiir cesidi Cogaltim metodu Kloroplast sayisi
Tohumdan gimlendirilen 10.70£0.34 ¢
In vitro rejenerant 8.18+0.35d

Siirme Cesidi
Tarlada kolgisin uygulamasi 1947+£0.53a

Tohuma kolgisin ygulamasi 16.95+£0.75b

*Kullanilan eksplant sayist:20
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Test edilen gruplar arasinda istatistiksel farklilik onemli ¢ikmistir. Bu aragtirmada, in
vitro ortamda proliferasyonla gogaltilan siirgtinlerin ploidi diizeyinde bir degisikligin olup
olmadigmi tespit etmek igin in vitro rejenerantlar kullamlmistir (Resim 15). In vitro’da
meydana gelebilecek ploidi degisikligi, rejenerantlarin araziye aktarilmasidan sonra sorun
olusturacaktir. Uygulama gruplari arasinda en diisiik kloroplast sayist in vitro’ dan ¢ogaltilan
rejenerantlarda; 8.18 + 0.35 olarak sayilmistir. Bu durum, cogaltilan rejenerantlarin, diploid
ploidi seviyesine sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu deger, in vitro’da
proliferasyon galismalarinda kullandi3imiz hormonlarin (proliferasyonda BA ve koklenme
ortaminda NAA), rejenerantlarin ploidi seviyesinde bir degisiklige neden olmadiklar tespit
edilmistir. Tohumdan ¢imlendirilen materyale ait kloroplast sayisi, 10.70 * 0.34 olarak
bulunmustur (Resim 16). Tiim gruplar arasmda en diisik kloroplast sayisi in vitro
rejencrantlarda bulunmus ve bunu tohumdan yetistirilen materyal izlemistir. Tohumdan
yetistirilen materyalin de kloroplast sayisina gore diploid oldugu tespit edilmistir. Test edilen
gruplar arasinda, en yiiksek kloroplast sayimi, 19.47 + 0.53 olarak tarlada kolsisin uygulanan
bitkilerde sayilmigtir (Resim 17). Tohuma kolsisin uygulanan bitkilerde kloroplast sayisi,
16.95 + 0.75 olup, tarlada kolsisin uygulanan bitkilere ait kloroplast sayismdan daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (Resim 18).

Resim 15. In Vitro Rejenerantlarin Yapraklarinda Kloroplastlar



116

Resim 16. Tohumdan Cimlendirilen Fide Yapraklarinda Kloroplastlar

Resim 17. Kolsisin Uygulanms Bitkinin, Yapraklarinda Kloroplastlar
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Resim 18. Tohumuna Kolsisin Uygulanmis Fide Yapraklarinda Kloroplastlar

Tarlada kolsisin uygulamasinin, kromozom sayisini iki kat artirmada daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte dogrudan tohuma veya tarlada biiyiime uglarina kolsisin
uygulamasinin kromozom sayisini iki katina ¢ikarmada etkili oldugu tespit edilmistir. Ancak
tohuma kolsisin uygulamasinin daha pratik oldugu, daha diisiik konsantrasyon kullanilmasi
gibi avantajlarindan dolayi tetraploid veya poliploid eldesi i¢in kullanilabilecegi diisiiniilse de
bu grupta sayilan kloroplast sayist tarlada kolsisin uygulanan bitkilerde sayilan kloroplast
sayisindan daha diisik ciktigindan tarlada kolgisin uygulamasinin daha etkin oldugu
goriilmiistiir. Ploidinin artirilmasina yonelik olarak yapilan calismalarda; zaman, ortam ve
olanaklar 6lgiistinde materyalin kendisi de 6nemlidir. Bundan dolay1 bazen arazi sartlarinda

uygulama zorunlulugu olabilecek durumlarda tarlada kolsisin uygulamasi kaginilmaz olabilir.

4.7.1. Ploidi Seviyesi ile Tlgili Degerlendirme

Compton ve ark. (1994), diploid karpuz kotiledonlarindan tetraploid bitki
rejenerasyonu i¢in yaptiklari ¢alismada, tetraploid ve diploid tanimlanmasini, rejenerantlarin
yapraklarinda kloroplastlarin ~ sayilmasiyla yapmuslardir.  Yapilan calismada, diploid
rejenerantlardaki kloroplast sayisinin ortalamasi; 11.2 tetraploidlerde ise 18.6 olarak
bulunmustur. Tetraploidlerde kloroplast sayisi, diploidlerden 1.7 kat daha fazla oldugunu ve

bitkilerde ploidi seviyesinin yapraklardaki kloroplastlarin sayilmasiyla tespit edilebilecegini
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bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada diploid rejenerantlarda kloroplast sayist 8.18, tohumdan
¢imlendirilen bitki yapraklarinda ise 10.70 olarak sayilmistir. Elde edilen bu degerler
dogrultusunda kullanilan materyalin diploid oldugu ve aragtirmacinin bulgulariyla paralellik
gosterdigi belirlenmistir. Tetraploid olusumu belirlemek i¢in yaptigimiz kloroplast sayiminda
kolsisin uygulanan bitkilerin, yapraklarinda kloroplast sayisi; 19.47 ve tohuma kolsisin
uygulanmis bitki yapraklarinda ise 16.95 olarak sayilmistir. Calismamizda elde ettigimiz
degerler dogrultusunda tetraploidlerin kloroplast sayisi, diploidlerden en az 1.58 ile en
yiiksek 2.38 kat daha fazla oldugu hesaplanmistir.

Elde edilen bu degerler arastirmacimin tetraploidler igin verdigi degerler ile uyum
iginde olup kromozom sayisin ikiye katlanarak tetraploid olusumunun basarildigini ve
arastirmacinin bulgulari, bulgularimizi destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Sar1 (1994), karpuzda ploidi seviyesinin belirlenmesinde, flow sitometri tekniginin;
basit ve hizh yapilmasina ragmen alet ve kullamlan kimyasallarm pahali olmasi ve iyi bir
kullaniciya ihtiyag duyuldugunu belirtmistir. Aragtirmaci, karpuzda ploidi seviyesinin
belirlenmesinde flow sitometriye alternatif olarak degerlendirdigi, yaprak epidermis
hiicrelerindeki stoma boyutlari ile kloroplast sayisini da kullanmigtir.  Yaptigi galismada,
kloroplast sayist; haploidlerde 6-7, diploidlerde 11-12, triploid ve tetraploidlerde ise 18 adet
olarak bulmustur. Kloroplast sayist ile ilgili olarak diploid ve tetraploidlerde elde ettigimiz
sonuglar aragtirmacinin bulgulariyla 6zdestir.

Compton ve ark. (1999), diploid ve tetraploid bitkilerde ploidi seviyesinin tespitini,
yapraklarda kloroplastlarin sayumini yaparak bulmuslardir. Yapilan bu ¢alismada, in vitro
diploid siirgiinlerde; 9.73, in vitro tetraploid siirgiinlerde 17.16, in vitro diploid bitkilerde
9.37, in vitro tetraploid bitkilerde 17.11 olarak bulunurken diploid in vivo sera bitkilerinde
11.19 ve tetraploid in vivo sera bitkilerinde ise 18.71 kloroplast tespit edilmistir.
Calismanzda diploid in vitro rejenerantlarda 8,18 ve in vivo sera bitkilerinde ise 10.70
kloroplast sayist ile tetraploid in vivo bitkilerinde 19.47 kloroplast sayisi aragtirmacinn
bulgulariyla paralellik gostermistir.

Compton ve ark. (1996), in virro diploid karpuz kotiledonlarindan elde edilen
tetraploid rejenerantlarin  tanimlanmasinda, ploidi seviyesinin tespit edilmesiyle birlikte
yaprak ve gigeklerde lgiimler yapilmigtir. Calismada, ploidi seviyesinin tespit edilmesinde
kloroplastlarin sayilmastyla da miimkiin oldugunu ve tetraploid rejenerantlarda kloroplast

sayis1 ortalamast; 19.1 iken, diploidlerde ise 11.2 olarak belirtmislerdir. Ayrica tetraploid
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olusumun belirlenmesinde, ovaryum gapt ve boyu, petal ve anter gapinin, yaprak uzunlugu ve
genisliginin 1iyi bir isaret ve kriter olacagini bildirmislerdir. ~ Tetraploid bitkilerde yaprak
uzunlugu, diploid bitkilere gére daha kisa, yaprak genisliginin ise tetraploidlerde diploidlere
gore daha genis oldugu belirtilmistir. Diploid Jubilell gesidinde, yaprak uzunlugu;14.11 cm,
yaprak genigligi ise 12.10 cm iken ayni gesidin tetraploid bitkilerdeki yaprak uzunlugu, 12.48
cm, yaprak genisligi ise 12.64 olarak olgiilmiistiir. Calismamizda diploid ve tetraploidlerde
kloroplast sayisi bakimindan bulgularimiz aragtirmacimin bulgulariyla uyum iginde oldugu
goriilmiigtiir. Bitkisel ozellikler agisindan ise tetraploid bitkilerde; diploidlere gore yapraklar
daha kisa, yaprak genigligi isc daha fazla bulunmus olup bulgularimiz aragtirmacinin

bulgulariyla uyum igindedir.
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5. SONUC

Karpuz, Diyarbakir’in kiiltirel, folklorik ve ekonomik yagantisinda olduk¢a énemli bir
konuma sahiptir. Yoérede her yil yapilan karpuz festivalleri, giivercin giibresinin temini igin
inga edilen borahaneler, bostanlarda kurulan hiilleler, ¢ayda ¢ira oyunlar1 vb. etkinlikler
karpuzun yo6re halkimin yasantisinda ayrilmaz bir tarimsal iirtin olarak giiniimiize kadar
6nemini korumustur. Giineydogu Anadolu Bélgesinin, Cucurbitaceae familyasinin bir mikro
gen merkezi olmasi, Diyarbakir ve yoresinde karpuzun yoreye 6zgii bir teknikle yogun olarak
yetistirilmesi, biiytikliik ve tat agisindan diinyaca taninmasi ve maalesef bazi gesitlerinin
kaybolmasi ve diger ¢esitlerinin de kaybolmaya itilmesi, Diyarbakir karpuzuyla ilgili in vitro
galismalarin yapilmasmi zorunlu kilmistir. GAP’1n faaliyete gectigi su giinlerde, bolgeye
hibrit karpuz gesitlerinin girmesiyle mevcut yerel gesitlerin bunlara karsi rekabet giiciiniin
azalmasindan dolay1r yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmustir. Diyarbakir karpuzunun
1slahina yonelik bir in vitro ¢aliyma olmadigi gibi herhangi bir tarla ¢alismasi da su ana kadar
rapor edilmemistir. Cigek biyolojisinden dolayi, yabanci tozlanma gériilirken bu durum,
klasik 1slah ¢aligmasini ve siirecini de giiglestirmektedir.

Tez galismasi kapsaminda yapilan arastirma, 7 ana baghk altinda yiiriitiilmis olup
sonuglar asagida sunulmustur. Her boliimde elde edilen optimum degerler bir sonraki
boliimde kullamldigindan, sonuglar birbirleriyle yakindan iligkilidir. Tiim boliimlerden elde
edilen sonuglar dogrultusunda, Diyarbakir karpuzu “Siirme” ¢esidi igin bir mikrogogaltim

yontemi tanimlanmigtir.

1. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi

In vitro caligmalarda bagariyr etkileyen ve aragtirmanin temelini olusturmasi
bakimindan sterilizasyon tekniginin gelistirilmesi gerekmektedir. Arastirmada kullanlmas
diistiniilen her materyal igin yiizey sterilizasyonu gelistirilmistir. Bir yillik tohumlar ve taze
meyveden ¢ikarilan olgun tohumlar, %3 NaOCI'te 5 dakika bekletilerek yiizey
sterilizasyonunun gergeklestigi bulunmustur. Aragtirmada kullamlan ve araziden getirilen
bitkisel materyalin, %4 NaOCI’te 40 dakika bekletilerek sterilizasyonunun miimkiin oldugu
tespit edilmigtir. /n vivo seradan getirilen bitkisel materyalin sterilizasyonunda ise %4 NaOCI

kullanilarak eksplant 20 dakika bekletilerek yiizey strelizasyonu tamamlanmugtir.
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2. Kiiltiir Kosullarinin Optimizasyon Calismalan

Bu béliimde, Diyarbakir karpuzu “Stirme” ¢esidi i¢in gelistirilen in vitro optimum
kiiltiir kosullari tez kapsaminda yapilan tim ¢alismalarda, temel kabul edilip kullanilmustir.
Besi ortami olarak 1/1 kuvvetindeki MS besi ortami, en uygun besi ortami oldugu tespit
edilmistir. Hidrokarbon kaynag olarak kullanilan seker tipi ve konsantrasyonunun, 30 gl
sakkarozun in vitro ¢aligmalarimizda en iyi sonug verdigi bulunmustur. Hazirlanan besi
ortaminin, pH’si, 5.8’¢ ayarlanarak kullanilabilecegi tespit edilmis ve besi ortaminin
katilagtirilmasinda optimum agar konsantrasyonunun 7 g I oldugu goriilmiistiir. Aragtirmada,
kotiledonun yitksek organojenezis potansiyeline sahip oldugundan eksplant olarak
kullanilabilecegi tespit edilmis ve bu kotiledonlarin hipokotilden itibaren 0.5 cm
biytikliginde kullanilmas: halinde daha yliksek performans gosterdigi tespit edilmistir.
Biiylime odasima aktarilan kiiltiirlerin  normal gelisme gosterebilecegi en uygun 151k

yogunlugunun; 20 pmol m? s™ oldugu saptanmistir.

3. Siirgiin proliferasyon ¢alismalar

Stirglin proliferasyonunu artirmak igin etkili komponentlerin farkly uygulamalari
denenmistir. Siirgiin proliferasyonunda, etkin hormon kullanimi basar1 sansini artiracaktir.
Calismada, BA kullaniminin stirgiin  proliferasyonunu artirdifi ve en uygun BA
konsantrasyonunun ise 0.5 mg I oldugu tespit edilmistir. Eksplant yaginin * siirgiin
proliferasyon g¢alismasinda etkili oldugu gériilmiistiir. Farkl eksplant yaglarinin iyimser
sonuglar vermesi sevindirici olurken 5 giinliik kotiledonlarin en uygun eksplant yag1 oldugu
goriilmiistir. Mevsime bagli kalmaksizin mikrogogaltimin miktarini ve siiresini yakindan
etkileyen altkiiltiir sayisi; stirgtin proliferasyonunda beklenenin aksine olumlu sonuglar
vermistir. Ancak 1. altkiiltiiriin stirglin - proliferasyonunda etkin oldugu gériilmiistiir.
Altkiltiiriin siirgiin proliferasyonunda etkin bir faktsr olmasi, kiiltirde bekletme siiresinin
sonuglariyla yakindan iliskili oldugu ve 3 haftalik siirenin en uygun kiiltiirde bekletme siiresi
oldugu bulunmustur. Tiim altkiiltiirlerde stirgiin  sayis1 ve siirgiin uzunlugu degerleri

kullanilabilir niteliktedir.

4. Rejenerantlar: Koklendirme Caligmalar:
Stirgiin proliferasyon caligmalarindan elde edilen stirglinlerin  kéklendirilmesi igin

mikrogogaltim ¢alismalarinda nemli bir agamadir. Oksin gruplar1 arasinda rejenerantlarin
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koklendirilmesinde en uygun oksin tipinin NAA oldugu bulunmustur. Koklenmede 1 mg 1"
NAA konsantrasyonunun en yiiksek kéklenme oranini verdigi fakat kiiltiirlerin 7 giin siireyle
karanlikta birakilmasi halinde ise aymi konsantrasyonda yiiksek koklenme oraninin daha
yiiksek ¢iktig1 tespit edilmigstir. /n vitro karpuz rejenerantlarin koklenmesinde karanlik
ortamin etkisiyle ilgili bir aragtirmaya rastlanilmadigindan, elde ettigimiz sonug 6nemli bir
bulgu olarak degerlendirilmistir. Ayrica karanlikta birakilmak suretiyle bagta 1. altkdiltiir

olmak tizere tiim altkiiltiirlerde elde edilen koklenme oranlari tatminkar bulunmugtur.

5. Aklimatizasyon

In vitroda koklenen rejenerantlarin, dogal kosullara aligtirilmasi sicakhk ve 1s1gin
kontrol edildigi bitytime odasinda yapilmistir. Kéklenmis rejenerantlarin aklimatizasyonunda
sterilize edilmis substrat olarak torfun kullanilmas: hayatta kalan fide oranini artirdif: tespit

edilmistir. Aklimatizasyondan ¢ikarilan bitkiler bagarili bir gekilde araziye aktarilmistir.

6. Tetraploid Olusturulmasi

Diyarbakir karpuzunun i1slahi kapsaminda yiiriitiilen ve ileride iiretilmesi diisiiniilen
triploid karpuz ¢esidi igin tetraploid olusum elde edilmigtir. Tetraploid eldesi i¢gin tohuma,
%0.02’lik kolsisin konsantrasyonun 24 saat uygulanmasimin etkili oldugu tespit edilmistir.
Tarlada bitkiye kolsisin uygulamasinda ise %0.2 kolsisin konsantrasyonunun etkili oldugu
bulunmustur. Bazi bitkisel ozellikler, tetraploid olusumun etkisiyle diploidlerden farkli

oldugu morfolojik olarak da tespit edilmigtir.

7. Ploidi Seviyesinin Tespiti

Ploidi seviyesinin belirlenmesinde, yaprak epidermasinda kloroplast sayilmasinin
etkin bir metot oldugu goriilmustiir. Kullanilan bu yontem sayesinde, Diyarbakir karpuzu
“Stirme” ¢esidinin diploid ve kloroplast sayisinin 10.70 oldugu tespit edilmistir. Kolsisin
uygulamasit sonucu tetraploid olusuma sahip bitkilerde kloroplast sayisinin 19.47 oldugu
bulunmustur.

Diyarbakir karpuzu “Siirme” gesidi i¢in gelistirilen in vitro mikrogogaltim yontemleri
kullanilarak, bir eksplantla baglayan siirgiin rejenerasyon ¢alismasindan 3 ay gibi kisa bir
siirede ortalama olarak 384 adet fide iiretilmesi miimkiin olmugstur. Bu deger kiiltiir

kosullarinin iyilegtirilmesi halinde daha da artacaktir. Gelistirilen bu mikrogogaltim sistemi
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sayesinde, tiretim maliyeti azaltilarak, uniform, homojen, yiiksek kalite ve verim degerine
sahip iriin elde edilerek yore g¢iftgisine ve ekonomiye katki saglayarak faydali olacag:
distiniilmektedir. Ayrica “Stirme” ¢esidi i¢in gelistirilen bu mikrogogaltim sistemi,
kaybolmakta olan diger Diyarbakir karpuz gesitleri, “Pembe”, “Beyaz Kig” ve “Kara Kig”
igin de modifiye edilerek kullanilabilecektir. Boylelikle, Diyarbakir karpuz gesitleri basta
“Stirme” olmak tizere, koruma altina alinmis olup, 1slah siireci de baslatilmistir. Giintimiizde,
gen transformasyon ¢aligmalarinin bag dondiirticii bir hizla ilerledigi ve bitkisel materyallerin
1slah1 ve Kkalitesinin yiikseltilmesinde etkin oldugu bilinmektedir. Gelistirilen bu yéntem,
Diyarbakir ~ karpuzu “Siirme” g¢esidinin in vitro organojenezis adaptasyonunun ve
potansiyelinin yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu model sayesinde gelecekte Diyarbakir
karpuzu {izerine yapilacak diger doku kiiltiirii galigmalari igin de bir model yontem oldugu
diigtiniilmektedir. Ayrica bu ¢alisma, karpuzda diger doku kiiltiirii ve genetik

transformasyonlar i¢in de temel olacak niteliktedir.
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7. CIZELGE LISTESI

Cizelge 1. Diinya karpuz tiretiminin yillara ve tilkelere gore dagilimi

Cizelge 2. Murashige ve Skoog besi ortam icerigi

Cizelge 3. Kabuklar catlatilmamis 1 yillik tohumlarin ylizey sterilizasyonuna,
NaOCl'in farkli konsantrasyonlarinin etkisi

Cizelge 4. Kabuklan gatlatilmig 1 yillik tohumlarin ytizey sterilizasyonuna
NaOC/’in farkli konsantrasyonlarinin etkisi

Cizelge 5. Kabuklarn gatlatilmus 1 yillik tohumlarin ylizey sterilizasyonuna,
%3’liik NaOCTl’te farkl1 bekletme stirelerinin etkisi

Cizelge 6. Taze tohumlarin sterilizasyonuna farkli uygulamalarin etkisi

Cizelge 7. Fidelerden alinan eksplantlarin ylizey sterilizasyonuna NaOCl’in farkli
konsantrasyonlarinin etkisi

Cizelge 8. Fidelerden alinan eksplantlarin sterilizasyonuna %4’ lik NaOCl’te
farkl bekletme siirelerinin etkisi

Cizelge 9. Agikta yetistirilen fidelerden alinan eksplantlarin sterilizasyonuna
%4°lik NaOCT’te farkli bekletme stirelerinin etkisi

Cizelge 10. Siirgiin proliferasyonuna MS, WPM, SH besi ortamlarinin etkisi

Cizelge 11. Siirgiin proliferasyonuna MS besi ortaminin farkl: kuvvetlerinin etkisi

Cizelge 12. Siirgiin proliferasyonuna pH’nin etkisi

Cizelge 13. Siirgiin proliferasyonuna agar konsantrasyonunun etkisi

Cizelge 14. Siirgiin proliferasyonuna seker tipinin etkisi

Cizelge 15. Siirgiin proliferasyonuna sakkarozun farkli konsantrasyonlarinin etkisi

Cizelge 16. Eksplant tipinin siirgiin proliferasyonuna etkisi

Cizelge 17. Eksplant biiylikliigiiniin siirgiin proliferasyonuna etkisi

Cizelge 18. Isik yogunlugunun siirgiin proliferasyonuna etkisi

Cizelge 19. BA’in farkli konsantrasyonlarinin stirgiin proliferasyonuna etkisi

Cizelge 20. Kinetinin farkl konsantrasyonlarinin stirgiin proliferasyonuna etkisi
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Uygun BA konsantrasyonuna oksin ilavesinin siirgiin proliferasyonuna
etkisi

Eksplant (kotiledon) yaginin siirgiin proliferasyonuna etkisi
Altkiiltiir sayisinin siirgiin proliferasyonuna etkisi

Stirgiin proliferasyonuna kiiltiirde bekletme stiresinin etkisi
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IBA’1n koklenmeye etkisi

NAA’nin kéklenmeye etkisi_
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