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OZET

DIYARBAKIR KARPUZU SURME TIPINDE (Citrullus lanatus) SOMATIK
EMBRIYOGENESIS CALISMALARI

YUKSEK LISANS TEZI

Cihat DEGIRMENCI

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI
2021

Bu caligmada, Diyarbakir karpuzu Siirme tipinin somatik embriyogenesis yoluyla ¢ogaltilabilmesi
icin bir rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesi amaglanmistir. Caligmada, Deney 1 ve Deney II olmak
lizere iki farkli deney yapilmistir. Deney I’de Siirme’nin olgun tohumlarindan in vitro olarak elde edilen 20
giinliik fidelerin kotiledon kesitleri, TDZ (0.1, 0.25, 0.5 mg/1), NAA (0.5, 1.0, 1.5 mg/1) ve 2,4-D (0.5, 0.75,
1 mg/l) konsantrasyon ve kombinasyonlari ile desteklenen MS (Murashige ve Skoog 1962) besi ortaminda,
Deney II’de ise Siirme’nin olgun tohumlarindan in vitro olarak elde edilen 5 giinliik fidelerin kotiledon,
hipokotil ve kotiledon ¢enegi, BAP (1.0, 2.0, 3.0 mg/1), TDZ(0.1, 0.25, 0.5 mg/l), NAA (0.05, 0.1, 0.5 mg/1)
ve 2,4-D (0.1, 0.5, 1.0 mg/l) konsantrasyon ve kombinasyonlari ile desteklenen MS besi ortaminda kiiltiir
islemi baglatilmustir.

Deney I’de, TDZ + NAA konsantrasyon ve kombinasyonlarinda %100 oraninda kallus olusumu
gozlenmistir. Yalniz NAA igeren ortamlarin diginda, kallus olusumu gézlemlenen tiim ortamlarda %100
oraninda embriyogenik kallus olusumu gdzlenmistir. Herbir eksplantta ¢ok yiiksek miktarlarda kallus
olusumu meydana gelmistir. Ortalama her bir yas kallus agirliginin en diistigii 820.1 mg ve en biiyiigii ise
4184.25 mg olarak saptanmustir.

Deney II’de, BAP + NAA konsantrasyon ve kombinasyonlarinda %89-100, BAP + 2,4-D
konsantrasyon ve kombinasyonlarinda ise %61,27-100 oraninda kallus olusumu goézlenmistir.
Embriyogenik kallus orant bakimindan BAP + NAA kombinasyonu %75-100, BAP + 2,4-D
kombinasyonlarinda ise %0.62-86.21 olarak saptanmistir. Somatik embriyo olusumu en ¢cok BAP + NAA
kombinasyonlarinda saptanmistir. En yiiksek ortalama somatik embriyo sayist 23.2 adet ile 3 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA igeren MS ortaminda saptanmistir. Eksplant tipi bazinda ise en yiiksek somatik embriyo
say1st 62.6 adet ile kotiledon (3 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA), 46.9 adet ile kotiledon ¢enegi (1 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA) ve 11.3 adet ile hipokotilde (2 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA). Somatik embriyolarin
¢imlenme oranlari sirastyla; %52.7 ile 1 mg/l IAA, %35.5 ile kontrol (BBDsiz) ve %31.8 ile 1 mg/l Kin
iceren MS olgunlastirma ve ¢imlendirme ortamlarinda gézlenmistir. Cimlenen embriyolarin kok ve siirgiin
olusturup bitkiciklere donligme orani en yiiksekten sirasiyla; %95.5 ile kontrol ortaminda, %80.2 ile 1 mg/1
IAA iceren ortamda ve %77.3 ile 1 mg/l Kin igeren ortamda gergeklestigi saptanmustir.

Somatik embriyogenesis yoluyla Diyarbakir karpuzu Siirme tipinden rejenere edilen bitkicikler
aklimatize edilip arazi sartlarma aktarilarak dikimleri gergeklestirilmistir. Ayrica, ¢aligmada sekonder
somatik embriyogenesis ve organogenesis de gzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Citrillus lanatus, Diyarbakir karpuzu Siirme, In vitro, Somatik embriyogenesis
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ABSTRACT

SOMATIC EMBRYOGENESIS IN THE DIYARBAKIR WATERMELON (Citrullus
lanatus cv. Siirme)

M.Sc. THESIS

Cihat DEGIRMENCI

DEPARTMENT OF HORTICULTURE
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DICLE UNIVERSITY

2021

This research, aimed to develop a regeneration protocol via somatic embryogenesis in the
Diyarbakir watermelon (Citrullus lanatus cv. Sirme). Two different experiments were conducted:
Experiment I and Experiment II. In the Experiment II, MS (Murashige and Skoog 1962) was used as a
medium and was supplemented with a combination and concentration of TDZ ( 0.1, 0.25, 0.5 mg/l), NAA
(0.5,1.0, 1.5 mg/1), and 2.4-D (0.5, 0.75, 1.0 mg/1). Cotyledon segments from 20-days-old seedlings derived
from mature seed of genotype Siirme were used as an explant. In Experiment II a medium of MS was
supplemented with a combination of BAP (1.0, 2.0, 3.0 mg/l), TDZ (0.1, 0.25, 0.5 mg/l), NAA (0.05, 0.1,
0.5 mg/l), and 2,4-D (0.1, 0.5, 1.0 mg/l). Cotyledons, hypocotyls, and cotyledon nodes from 5-days-old
seedlings derived from mature seed of Surme were used as an explant.

In the Experiment I, supplementing with combination and concetration of TDZ + NAA, the rate
of callus formation was 100%. Although the calli were then transformed embryogenic calli, in rate of 100%,
except of calli, culturing in MS medium contained single NAA concentrations. Moreover, quite high
amount of calli formed from each explant and an average calli weight were determined between 820.1 and
4184.25 mg. In the Experiment II, callus formation rate ranged from 89% and 100% for the combination
and concentration of BAP + 2,4-D, and ranged from 61.27% and 100% for the combination and
concentration of BAP + NAA. In regard to embryogenic calli, the rate ranged from 75% to 100% for the
combination and concentration of BAP + NAA, while it ranged from 0.62% to 86.21% for the combination
and concentration of BAP + 2,4-D. The most somatic embryo formation was observed at the combination
and concentration of BAP + NAA. The highest average number of somatic embryo (23.2) was determined
in MS medium contained 3 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA. In regard to explant types, the highest average
number of somatic embryos for cotyledon, hypocotyl, and cotyledon node were 62.6 (3 mg/l BAP + 0.5
mg/l NAA), 46.9 (1 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA), and 11.3 (2 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA). The rate of
germination of somatic embryos, in regard to different maturation and germination mediums (MS); TAA (1
mg/1), control (PGR-free), and Kin (1 mg/l) were 52.7%, 35.5%, and 31.8%, respectively. The highest rate
of plantlets derived from germinated embryos were 95.5%, 80.2%, 77.3%, respectively for the control,
TAA, and Kin contained MS medium.

Regenerated plantlets via somatic embryogenesis in the Diyarbakir watermelon (Citrullus lanatus
cv. Siirme), undergoing acclimatization were successfully transplanted to the field. In addition, secondary
somatic embryogenesis and organogenesis also were determined.

Key Words: Citrullus lanatus, Diyarbakir watermelon genotype Surme, Somatic embryogenesis, In vitro
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(0.1 mg/12,4-D), D: hipokaotil (kontrol, BBD icermez)

6.haftada kotiledon eksplantlarinda embriyogenik kallus olusumu (A: 2
mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, B: 3 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, C:2 mg/l BAP
+ 0.1 mg/l NAA ) ve 4.haftada hipokotil eksplantinda embriyogenik
olmayan kallus (D: 1 mg/l BAP + 0.1 mg/1 2,4-D)

Somatik embriyogenesis safhalari: Globular (GL) (A: 2 mg/l BAP + 0.05
mg/l NAA,13.hafta), Kalp sekli (B: 1 mg/l BAP , 5.hafta), Torpido (C:
Kotiledon ¢enegi, 2 mg/l BAP, 13.hafta), Kotiledon sathasindaki SE (D:
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Eksplantlarin kiiltiire alinmast (A), birinci haftadan itibaren 16/8 1s1k-
karanlik fotoperiyotta kiiltiiriiniin siirdiiriilmesi (B), 1.altkiiltiire alinmas1
(C), embriyo olgunlastirma, ¢imlendirme ortamlarina transfer edilip
gelisimlerinin siirdiiriilmesi (D)

Kalp seklindeki somatik embriyonun (A) olgunlastiktan sonra ¢imlenmesi
(B) ve ikincil somatik embriyogenesisin olusumu (C-D), GE: Globular
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Aklimatizasyona alinmaya baslanan bitkicikler (embling) ,steril torf
ortaminda

Somatik embriyolardan gelistirilen bitkicikler (embling)

Somatik embriyolardan gelistirilen bitkiciklerin (embling)
aklimatizasyonun 4.haftasindaki gelisimleri

Somatik embriyolardan gelistirilen bitkiciklerin (embling) aklimatizasyon
stirecini tamamladiktan sonra araziye transfer edilip dikilmesi
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CIHAT DEGIRMENCI

1. GIRIS

Karpuz 4 000 yildan fazladir kiiltiiri yapilmakta olan 6nemli bir bahge bitkisidir
(Huang ve ark. 2006). Karpuz Cucurbitaceae tamilyasindan Citrullus cinsine ait tek yillik
bir sebze olup gen merkezi tropikal Afrika’dir (Decoteau 2000). Cucurbitaceae yaklasik
130 cins ve 900 tiir igeren kismen genis bir familyadir (Jeffrey 1980). Karpuzun yabani
formlarinin Kuzey Dogu Afrika’da bulundugundan dolayi orijinin burasi oldugu
aciklanmaktadir (Renner 2017). Ancak, bazi arastirmacilar karpuzun gen merkezinin
Anadolu, Iran, Orta Asya ve Amerika olabilecegini sdyleseler bile, s6z konusu bolgelerde
karpuzun herhangi bir yabani formu gortiilmemistir. Dort alt tiirii bulunmaktadir: Citrullus
lanatus (Thunb.) Matsum ve Nakai, Citrullus colocynthis L. Schrad, Citrullus ecirrhosus
Cogn., Citrullus naudinianus (Sond) Hook. (Esquinas-Alcazar ve Gulick 1983) Ancak
ekonomik olan tiirler; Citrullus lanatus ve Citrullus colacynthis’dir. Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsum ve Nakai, orjini Giiney Afrika olan tek yillik bir bitki olup iilkemizde
ozellikle I¢ Bat1, Giiney ve Giineydogu Anadolu’da yetistiriciligi yapilmaktadir (Segmen
ve ark. 2000). Ayrica Gilineydogu Anadolu Bolgesinin kabakgiller familyasinin mikro
gen merkezi olmasindan dolayr Diyarbakir’da yogun bir karpuz ve diger kabakgiller

tirleri yetistiriciligi yapilmaktadir (Demir 1974).

Diyarbakir bolgesinde yetistiriciligi yogun bir sekilde yapilan, Diyarbakir’in
simgesi haline gelmis, adina festivaller, yarismalar ve ¢esitli etkinlikler diizenlenen ve
sehirle 6zdeslesmis, ge¢misten beri 60-75 kg agirhigina ulasan Diyarbakir karpuz
tiplerinden en irisi “Siirme” tipi olup diger yerel genotipler; “Beyazkis”, “Karakis”,
“Pembe” ve “Ferik” tir. Dicle nehri kenarindaki arazilerde kendine has yetistirme
teknikleriyle yapilan karpuz tarimi bolge halkinin ekonomik, sosyal ve Kkiiltiirel

yasantisinda ¢cok onemli bir yere sahiptir (Piring 2004).

Karpuz yetistiricilii, diinyada ve Tiirkiye’de olduk¢a biiyiik Olgeklerde
yapilmaktadir. Diinya genelinde domatesten (182 milyon ton/yil) sonra 103.9 milyon
ton/y1l ile karpuz en ¢ok iiretimi yapilan ikinci sebzedir. Karpuz {iretiminde lider iilkeler
sirastyla Cin (62.8 milyon ton/yil), iran (4.11 milyon ton/yil), Tiirkiye (4.03 milyon
ton/y1l), Hindistan (2.52 milyon ton/y1l), Brezilya (2.24 milyon ton/yil) ve diger {iiretici
ilkeler ile devam etmektedir (Cizelge 1.1), (FAO 2020).
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Cizelge 1.1. Diinyada karpuz iiretiminde 6nde gelen iilkeler (ton), (FAO 2020)

Ulke 2014 2015 2016 2017 2018
Cin 61.702.430 62.888.866 62.407.633 63.357.881 63.024.614
iran 4.010.808 3.713.807 4.093.460 4.076.042 4.113.711
Tiirkiye 3.885.617 3.918.558 3.928.892 4.011.313 4.031.174
Hindistan 1.810.000 2.145.000 2.325.000 2.182.000 2.520.000
Brezilya 2.171.448 2.119.559 2.088.048 2.312.993 2.240.796
Cezayir 1.614.301 1.814.435 1.877.677 1.891.274 2.095.757
Uzbekistan 1.696.100 1.853.594 2.044.929 2.030.992 1.836.959
Rusya 1.427.743 1.666.308 1.884.087 1.815.022 1.969.954
ABD 1.508.780 1.609.030 1.802.940 1.842.360 1.771.051
Diinya 99.201.126 100.976.838 102.414.316 103.225.509 103.931.337
Diinya karpuz ihracatinda dnde gelen tilkeler Cizelge 1.2’de verilmistir.
Cizelge 1.2. Diinyada karpuz ihracatinda dnde gelen iilkeler (2017), (FAO 2020)
No Ulke Miktar (USD $) No Ulke Miktar (USD $
1. lispanya 366.479.000 12.  Guatemala 26.454.000
2. Meksika 253.710.000 13.  Kosta Rika 23.631.000
3. dran 149.749.000 14.  Macaristan 20.227.000
4.  ABD 122.179.000 15. Malezya 19.657.000
5. Vietnam 93.291.000 16.  Msir 17.383.000
6.  Italya 81.978.000 17.  Fransa 17.189.000
7.  Hollanda 81.847.000 18.  Panama 13.447.000
8. Fas 80.337.000 19.  Almanya 13.162.000
9. Yunanistan 51.460.000 20.  Urdiin 10.425.000
10. Brezilya 36.336.000
11. Cin 31.385.000 26.  Tiirkiye 6.026.000
Diinya 1.618.846.000

Diinya karpuz ihracatinda onde gelen iilkeler Cizelge 1.2°de goriildigi gibi
Ispanya birinci sirada yer alirken onu ikincilikle Meksika, iigiinciiliikle Iran ve sirasiyla
diger iilkeler izlemektedir. Tiirkiye, karpuz iiretiminde Iran’dan sonra 3.sirada yer
almasma ragmen karpuz ihracatinda 26. Sirada yer almaktadir. Ihracatgi iilkeler
incelendiginde, Tiirkiye’nin karpuz iiretiminde potansiyeli ¢ok yiiksek olmasina ragmen
ithracattaki pay1 ¢cok diislik goriinmektedir. Toplam diinya karpuz ihracat degeri 1.6 milyar
$ iken Tirkiye’nin ihracat payr %0.37 ile 6 milyon $ olmustur. Diinyadaki en biiyiik
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karpuz ithalatcist lilkeler arasinda ABD yaklagik 350 milyon $ ile ilk sirada yer alirken;
250 milyon $ ile Almanya, 118 milyon $ ile Fransa ve ¢ogunlugunu Avrupa ve Iskandinav
tilkeleri izlemektedir. Toplam diinya karpuz ithalat hacmi 1.7 milyar $ (Cizelge 1.3).
Diinya karpuz ithalat ve ihracat ticaret hacmine bakildiginda karpuzun ekonomik degeri

yiiksek bir iiriin oldugu agiktir.

Cizelge 1.3. Diinyada karpuz ithal eden iilkeler (2017), (FAO 2020)

No  Ulke Miktar (USD $) No Ulke Miktar USD($)
1. ABD 348.991.000 11. Cin 31.864.000
2. Almanya 229.632.000 12. Cekya 30.193.000
3. Fransa 118.057.000 13.  Kuveyt 22.479.000
4.  Kanada 115.037.000 14. lsvicre 22.205.000
5. Irak 113.058.000 15. Avusturya 22.166.000
6.  Hollanda 101.295.000 16. 1lsvec 21.116.000
7. Britanya 74.028.000 17. italya 20.435.000
8. Polonya 54.422.000 18. Belcika 19.695.000
9. Ispanya 48.928.000 19. Norveg 19.094.000
10. BAE 45.935.000 20. Danimarka 16.599.000
Diinya 1.701.983.000

Tiirkiye’de karpuz yetistiriciligi 83.365 ha tliretim alani ile yaklasik 828 bin ha
olan toplam sebze liretim alaninin %10’unu olusturmaktadir ve 12.84 milyon ton/yil
domates iiretimden sonra karpuz 3.87 milyon ton/y1l liretimiyle en ¢ok iiretilen ikinci
sebze olup Tiirkiye’nin toplam 31 milyon ton/yil sebze iiretiminin %12 sini
olusturmaktadir. Tiirkiye’de karpuz iretiminin biiyiik bir kism1 Akdeniz bolgesinde
yapilmakta olup bir kismi ortiialtinda yetistiriciligi yapilmaktadir. Akdeniz bolgesini
sirasiyla, Ege ve Giineydogu Anadolu bolgeleri takip etmektedir. Sirasiyla en biiyiik
karpuz iireticisi olan iller; Adana, Antalya, Bursa, Mersin, Sanlurfa, Diyarbakir, Izmir,
Manisa, Mugla ve Samsun’dur (Cizelge 1.4) Diyarbakir 2019 yilinda toplam 3.522 ha’lik
karpuz liretim alani ve yaklasik 143 bin ton/y1l iiretimi ile Tiirkiye nin toplam 3.87 milyon
ton/y1l karpuz {iretiminin %4iinii gergeklestirmistir (TUIK, 2020). Ulkemizde en fazla

karpuz iiretim alanina sahip illerimize ait veriler Cizelge 1.5  te verilmistir.
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Cizelge 1.4. Tiirkiye’de en ¢ok karpuz iireten 10 il (ton), (TUIK 2020)

| 2015 2016 2017 2018 2019
Adana 781.716 796.795 831.684 1.006.322 867.919
Antalya 443.882 458.037 487.794 498.357 444.553
Bursa 162.487 141.703 156.970 177.522 190.735
Mersin 147.569 139.900 148.914 151.057 167.238
Sanlurfa 130.426 137.154 130.957 171.062 165.954
Diyarbakir 174.462 167.780 163.218 165.418 142.818
[zmir 226.084 201.558 196.544 149.932 130.340
Manisa 116.319 107.076 108.074 108.660 113.698
Mugla 99.179 102.619 96.876 101.780 105.676
Samsun 145.404 138.800 145.675 100.845 99.885
Tiirkiye 3.918.558 3.928.892 4.011.313 4.031.174 3.870.515
Cizelge 1.5. Tiirkiye’deki en ¢ok karpuz iiretim alanina sahip 10 il (dekar), (TUIK 2020).

| 2015 2016 2017 2018 2019
Adana 121.200 121.115 120.206 144.886 123.676
Antalya 79.535 81.780 81.613 83.529 76.845
Bursa 38.812 34.000 35.092 38.106 38.811
Diyarbakir 45.695 43.883 43.382 44.165 35.220
Sanlhurfa 42.278 39.399 37.856 37.881 35.181
Manisa 35.780 33.420 33.683 33.350 34.194
Mardin 43.883 37.396 31.405 25.550 27.450
izmir 47.831 44.490 43.239 31.262 27.440
Ankara 39.160 40.583 40.028 24.253 24.116
Denizli 24.080 24.545 24.039 22.252 21.282
Tiirkiye 935.458 919.927 904.884 863.610 833.657
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Karpuz besin degeri agisindan da zengindir. Karpuz meyvesinde seker orani
olduk¢a yiiksek miktarda bulunur. Bu sekerin biiyiik bir kismi glikozdan olusur.
Karpuzun degerlendirilen kisminda %7 ile %10 oraninda c¢oziinebilir kuru madde
(SCKM), A, B ve C vitaminlerinin yan sira bir ¢ok mineral madde icermektedir (Vural
ve ark. 2000). Karpuz meyvesi yaz doneminde serinletici ve susuzlugu giderici etkisinden
dolayr cok tiiketilmektedir. Karpuz meyvesinin pembe renkli etli kismi ¢ig olarak
tikketilmektedir. Ancak karpuzlu limonata, karpuzlu kek, kavrulmus karpuz ve karpuz
tursusu da baglica karpuz tiiketim yontemleridir (Siddiqui ve ark. 2018). Ayrica,
cekirdekleri de haglanarak ve kavrularak cerezlik olarak tliketilmesi yanisira gida,

kozmetik ve ila¢ sanayisinde hammadde olarak kullanilmaktadir.

Karpuz A, B serileri ve C vitaminleri; potasyum, magnezyum, kalsiyum, fosfor
ve sodyum mineralleri; likopen, beta karoten, fitofluen, leutin, fitoen ve neurosporen
dahil karotenoidler gibi besin degeri olan cesitli bilesenlere sahiptir. Ayrica
karbonhidratlar, temel ve temel olmayan amino asitler, doymamis yag asitleri, saglikli
doymamus yag asitleri ve su agisindan da zengindir (Siddiqui ve ark., 2018). Farmakolojik
analizler, C. lanatus’un antioksidan, antienflamatuar, hepatoprotektif, antiplazmodiyal,
antigiardial, antidiyabetik, antiiilser, analjezik, antimikrobiyal ve laksatif etkilerini ortaya
cikarmistir (Siddiqui ve ark. 2018). Karpuz miikemmel C vitamini kaynagi olmasinin
yanisira Beta, alfa karoten, prolikopen, teta cis likopen, arginine ve citrulline de
icermektedir. Karpuz bu organik bilesiklerinden dolay1 serbest radikal diismani ve
antioksidan kaynagi olmasi1 yaninda ayrica vazilatér (damar genisleticidir) ozelliktedir

(Perkins-Veazie 2009).

Giintimiiz kiiltiir bitkileri; insanlar ve hayvanlar i¢in gida kaynagi, endiistriyel
kullanim i¢in hammadde ve biyoyakit olarak kullanilmaktadir. Ancak artan diinya niifusu
ve gelisen gida tiikem aligkanliklar yiiksek kalitede meyve ve sebzeye olan talebi
artirmaktadir. FAO (2017) tahmin raporlaria gore 2050 yilina kadar diinya niifusu 9.73
milyara varacaktir. Yani bugiinkii 7.66 milyar (Anonim 2020) diinya niifusunun
%?27’sinden daha fazlast ve bu yiikselme neredeyse tiim gelismekte olan iilkelerde
meydana gelecektir. Bunun yanisira, kentlesme oraninin hizlandirilmasindan dolayi,
muhtemelen yiliksek gelir sahiplerinin eslik etmesiyle populasyonun %70’inin
kentlesecegi Ongoriilmektedir. Bu biiylik kent populasyonunu beslemek icin gida

tiretiminin %70’lere kadar yiikselmesi gerekir ki mesela bugiinkii toplam 2.6 milyar ton
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olan tahil iiretiminin yaklagik 3 milyar tona ¢ikarilmasi gerekecektir. Yakin ge¢miste
insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri artik kimyasal ve
biyoyakit iiretiminde hammadde olarak da kullanilabilmesi durumu tarimsal iiretimindeki
talebi gittikce artiracaktir. Ekilebilir tarim arazilerinin kisitli oldugu diisiiniiliirse, birim
alandaki iirtin verimi artiracak tarim stratejilerinin gelistirilmesi zorunludur. Bu sebeple,
artan diinya niifusunu beslemek ve hammadde talebini karsilamak i¢in bitki
fonksiyonlarmin ve gelisiminin diizenlenmesini ve bitkinin yenilebilir ve kullanilabilir
kisimlarina biyokiitlesinin nasil dagiltigin1 anlamak, siirdiiriilebilir tarimsal {iretimi

giivenceye almak icin ¢ok onemlidir (Altman ve Hasegawa 2011).

Klasik tarim, hem diinya genelindeki gelismis ve gelismekte olan iilkelerin gida
iiretimi talebini karsilamada hem de yeni tarimsal {iriin pazar i¢in artik yeterli degildir.
Insan bekas: gibi tarimsal iiretimdeki devamli artis da klasik 1slah ve bitki
biyoteknolojisinin etkin bir sekilde entegre edilmesine baglidir. Yesil Devrim (The Green
Revolution) Hindistan ve bir¢ok diger Dogu Asya iilkelerinde bugday tiretiminde 10 kat
artisa ve cogu insanlar gibi 3 kez beslenmelerine Onciiliik etmistir. Bu, gida liretimindeki
kiyaslanabilir artiga yol acan, bodur piring varyetelerinin tarimda kullaniminin
adaptasyonu sonucudur. Ancak, gelistirilmis c¢esitlerin faydalar1 biitiin yonleriyle
kullanildigindan 1slah edilmeleri icin alternatif ¢ozlimler gerekmektedir. Su an, klasik
1islah ile entegre edilmis olan biyoteknoloji “Herdem Yesil Devrimini (Evergreen
Revolution) yaratmanin esigindedir. Tarimsal iirlin ve gidalarin tedarigini artirmanin
yolu; Molekiiler markir destekli seleksiyon ve transgenik bitki iiretimi dahil yeni bitki
biyoteknoloji araglarindan yararlanarak bitki gelisimi i¢in bitki islahi verimliligini
artirmaktir. Bu 1slah edilmis ve transgenik varyetelerin hizli klonal ¢ogaltim araglarindan

biri de somatik embriyogenesistir (Altman ve Hasegawa 2011).

Somatik embriyogenesis ilk defa 1958’de hem Steward hem de Reinert tarafindan
kiiltiire alinan hiicreler i¢in tanimlanmistir. Somatik embriyogenesis somatik hiicrelerden
embriyo iiretebilen essiz bir islemdir. Somatik embriyogenesis ile zigotik embryogenesis
arasindaki fark, sperm hiicresi ile yumurta hiicresinin flizyona ugrayip zigotu
olusturmasidir. Somatik embriyolar da zigotik embriyolar gibi; morfolojik olan globular,
kalp, torpido ve kotiledon safhalarindan gegmektedir. Somatik embriyogenesis in vitro
disinda, dogal olarak 6rnegin; Kalanchoe’da ve turuncgillerin niiseller dokularindan

olusabilmektedir. Kendiliginden poliembriyogenik olan tiirler daha ¢ok embriyogenik
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dokular olugturmasina karsin, embriyogenik olmayan tiirler daha az somatik embriyolar
olusturmaktadir. Somatik embriyogenesis kiiltiiriniin baglatilabilmesi i¢in uygun
BBD’lerin belirli oranlarinin kombinasyonlar1 gereklidir. Ancak bu kombinasyonlar ve
oranlar genotipe gore farklilik gostermekle birlikte, cogu kiiltlirler embriyo indiiksiyonu
icin yiiksek oranda oksine, ozellikle de 2,4-D’ye gereksinim duymaktadir. Somatik
embriyogenesis iki tipe ayrilir; Direkt ve indirekt SE. Direkt somatik embriyogenesis;
niiseller, stilar ve polen gibi tek hiicre veya hiicreler grubundan kallus olusmaksizin
embriyolarin eseysiz olarak meydana gelirken, indirekt somatik embriyogenesiste ise
oncelikle kallus bitki dokusundan olusur ve daha sonra olusan bu kallus dokusundan veya
hiicre siispansiyon kiiltiiriinden embriyolar meydana gelir (Onay ve ark. 2012; Bhatia ve
ark. 2015; Rose ve Song, 2017). SE uygulamalarindan bazilar1 sdyle siralanabilir; sentetik
tohum tiretimi, elit tiplerin klonal ¢ogaltimi, double haploid bitki {iretimi, transgenik
bitkilerin ¢ogaltimi, hizli ve genis Ol¢ekli Fi hibrit tiretimi, biyoreaktor ile seri iiretim,
somatik hibridizasyon, germplazm muhafazasi, Kriyoprezervasyon, genetik miithendisligi
ve bitki biyoteknolojisinde temel Ar-Ge araci ( Loyola-Vargas ve Vazquez-Flota 2006;
Altman ve Hasegawa 2011; Rose ve Song 2017). Bunlara ek olarak somatik SE

konvansiyonel mikrogogaltim karsisinda bir cok avantaja sahiptir:

- 1 1t besi ortam1 basina milyonlarca somatik embriyo gibi biiyiik
Olcekte somatik embriyogenesis kiiltiiriine imkan saglar.

- Bu denli eszamanli kok ve siirgiin iiretim rejenerasyon sistemi,
konvansiyonel mikrogogaltimdaki kok baglatma safhasma olan ihtiyaci
ortadan kaldirmaktadir.

- Kiiltiir yontemi diisiik is girdisiyle kolayca kiiltiir ve altkiltiiri
artirmaya izin verir.

- Embriyo olusumu ve ¢imlenmenin senkronize olabilmesi icin
kiiltiirler manipiile edilebilir.

- Minimum i maliyeti ile maksimum bitki iretimi
gerceklestirilebilir.

- Uzun vadeli depolanmanin miimkiin olmasindan dolay1 zigotik
embriyolarda oldugu gibi somatik embriyo dormansisi diisiiriilebilir.

- Tasinmasi daha kolay ve ekonomiktir (Bhatia ve ark. 2015).
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Ekilebilir tarim arazilerinin sinirl oldugu gercegi bilim insanlarini birim alandan
daha yiiksek verim elde etmeye ve teknolojiden yararlanilarak kurulan modern
laboratuvarlarda yapay olarak gerekli ¢evre sartlar1 saglanip alandan tasarruf edilerek
bitki doku kiiltiirii teknikleri ile siirekli bitkisel iiretim yapmaya yoOneltmistir. Buna
ilaveten, nesli tiikenme riskiyle kars1 karsiya kalan ekonomik ve 1slah materyali olmasi
acisindan 6nemli olan, transgenik ve molekiiler diizeyde 1slah edilmis bitkilerin klonal
cogaltiminda bitki doku Kkiiltiirii teknikleri olan somatik embriyogenesis ve
organogenesise gereksinim duyulmaktadir. Ancak bu tekniklerin uygulanabilmesi icin

optimize edilmis bir rejenerasyon protokoliine ihtiyag duyulmaktadir.

Bugiine kadar literatiirde Diyarbakir karpuzu Siirme ile ilgili herhangi bir somatik
embriyogenesis ¢aligsmasi rapor edilmemistir. Bu ¢alisma ile Diyarbakir karpuzu Siirme
tipi (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. ve Nakai) i¢in somatik embriyogenesis yoluyla
bir cogaltim protokoliiniin gelistirilmesi amaglanmistir. Calismada farkli yaslarda ekplant
tipleri ve bitki biiyiime diizenleyicilerin (BBD) oksin ve sitokinin tiplerinin gesitli
konsantrasyon ve kombinasyonlar1 kullanilarak somatik embriyogenesis iizerine etkileri
arastirilarak uygun eksplant tipi, oksin ve sitokinin tiplerinin konsantrasyonlar1 ve
kombinasyonlarinin embriyogenik doku gelistirme {izerine etkilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda elde edilecek bulgular Diyarbakir karpuzu
Stirme tipi ve diger yerel genotiplerinde yapilacak sentetik tohum, siispansiyon ve hiicre
kiiltiirii, A.tumefaciens ile gen transformasyon, modern 1slah ve hizli klonal ¢ogaltim
caligmalar i¢in temel teskil edecek nitelikte olmasi bu tez ¢aligmasinin 6zgiin degerini

artirmaktadir.
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2.  KAYNAK OZETLERI
2.1. Kabakgillerde (Cucurbitaceae) Yapilmus In vitro Cahsmalar

2.1.1. Karpuzda in vitro Kiiltiir Calismalar

Barnes (1979), hem diploid hem de triploid karpuz (Citrullus lanatus ) iiretimi
icin de kullanilabilen ekonomik bir in vitro ¢ogaltim sistemi gelistirilmistir. 1 mg/1
Kinetin ve 0.05 mg/l IAA igeren modifiye Linsmaier ve Skoog besi ortaminda 1-3 mm’lik
siirglin uglart kiiltiire alinmistir. 5 hafta sonunda her eksplanttan 15 mm’den biiyiik
ortalama 4.5 aksillar siirgiinler elde edilmistir. Elde edilen siirgilinler 1.9 mg/l IAA iceren
besi ortaminda 3 haftaligina koklendirmek amaci ile kiiltiire alinmustir. Iyi koklenen
bitkicikler olgunlastirilip sera sartlarina ve ardindan da arazi kosullarina transfer
edilebilmek i¢in 3 haftaligina perlit:kum (1:1) ortamina basar1 ile aktarilmistir. Bir
haftalik 10 000 adet transplant maliyet tahmini her bir aktarilmis bitkicik i¢in yaklasik
0.16 dolar oldugunu aktarmislardir.

Yongjiong ve ark.(1991), triploid karpuz (Citrullus vulgaris Schrad.) hipokotilleri
0.02 mg/l 2,4-D ve 0.6 mg/l BA ile desteklenen MS besi ortaminda gii¢lii ve kompakt
kallus elde edilmis. Adventif siirgiinler ¢esitli konsantrasyonlarda BA, IAA ve tricontanol
igeren besi ortamina (MS) aktarilarak kallustan iiretilmis. 0.3 veya 0.4 mg/l BA ve 6 mg/1
B vitamini ile desteklenen MS iizerinde adventif siirgiinlerden tomurcuk kiimeleri elde
edilmistir. 0.2 mg/l IAA ve vermikiilit iceren agarsiz /2 MS ortaminda Adventif siirgiinler
kok gelistirebilmistir. Sirasiyla; haploid (n=11), diploid (2n=22), triploid (3n=33) ve

aneuploid bitkiler elde ettiklerini bildirmislerdir.

Tabei ve ark. (1993), etkili bir rejenerasyon sistemi olusturmak amaciyla karpuz
(Citrullus lanatus L.) kiiltiir sartlar1 arastirilmistir. Adventif siirgiinler, 10 mg/l IAA ve
10 mg/l BA igeren MS besi ortaminda etkili bir sekilde (%50) meydana gelmistir. Geng
fidelerden alinan kotiledon eksplantlart 10 mg/l IAA ve 10 mg/l BA ihtiva eden besi
ortaminda (MS) 3 giinliigline veya hormonsuz MS ortaminda 1 giinliigiine Onkiiltiire
alinmas1 ile sirasiyla %46 ve %42 oraninda yiikksek oranda siirgiin olusumu
gerceklesmistir. Yiiksek frekansta siirgiin olusumunda bazal kotiledon bolgesi %53.3 ile
apikal bolgeden (%23) daha fazla etkili olmustur. Bu etkili siirgiin rejenerasyonunda

varyeteler arasinda farkliliklar gézlenmistir. Kikidoma cesidi %68 ile en yiiksek siirgiin
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olusturma oranini vermis oldugunu aktarmislardir.

Choi ve ark. (1994), karpuzun (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum ve Nakai cv.
Sweet Gem ve Gold Medal) farkli kotiledon eksplantlar1 1 mg/l BA igceren MS ortaminda
kiiltiire alindiginda kotiledonlarin proksimal kenarlarda adventif siirglinler olusmustur.
16 /8 fotoperiyot siirgiin rejenerasyonu i¢in gerekli olmustur. Transgenik bitkiler elde
etmek i¢in Sweet Gem eksplantlar1 48 saatligine 1 mg/l BA ve 39.24 mg/l B-
hydroxyacetosyringone iceren MS besi ortaminda A. tumefaciens. LBA4404 ile kiiltiire
aliip zayiflatilmis pBI121 ikili vektoriinii barindiran CaMV 35S f-glucuronidase (GUS)
gen filisyonu gen tasiyicist ve neomisin fosfotransferaz destekleyici ve pozitif seleksiyon
markiri olarak kullanilmistir. 48 saatlik kiiltiirden sonra kiiltiirler, 1 mg/l BA, 250 mg/1
karbenisilin ve 100 mg/l kanamisin igeren besi ortamina aktarilip aydmnlikta kiiltiire
alimmistir. Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra adventif siirglinler eksplantlarin {izerinde
olusmustur. Yeterince gelistirilmis hiicrelerin A. tumefaciens tarafindan aktarilmasi igin
kotiledon eksplantlar: 1 mg/l BA igeren besi ortaminda 5 giinliigline onkiiltiire alinmistir.
Southern blot analizi, GUS geni igeren rejenerantlarin genomik DNA’s1 ile birlestigini

tespit etmis oldugunu bildirmislerdir.

Compton ve ark. (1996), Dixielee, Jubilee II, Mickylee, Minilee ve Royal Sweet
diploid karpuz (Citrullus lanatus (Thunb) Matsum. ve Nakai) c¢esitlerinin kotiledon
kisimlart (3x5 mm) siirgiin baslatma ortaminda 6 haftalik kiiltiir sonucu adventif
stirgiinler elde edilmistir. Elde edilen tetraploid ve diploid karpuz bitkileri, bitkilerin
yapraklarindaki bekc¢i hiicre ¢iftindeki kloroplast sayilarimin sayilmasiyla tespit
edilmistir. Kloroplastlarin ortalama sayisi rejenere edilen tetraploid bitkiler i¢in 19.1,
diploidler i¢in ise 11.2 oldugu belirtilmistir. Bu degerlerin tohumdan elde edilen
tetraploid ve diploid bitkilere ¢ok yakin oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismanin verimli
ve kimerasiz tetraploid bitki tiretiminin doku kiiltiirii ile yapilabilecegini ispatladigini

aktarmiglardir.

Compton (1999), 15181, 4 tane diploid karpuz (Citrullus lanatus (Thumb.)
Matsum ve Nakai) ¢esidinin kotiledonlarindan siirgiin organogenesisinde embriyo
cimlenmesi iizerine etkilerini aragtirmistir. Karanlikta embriyo ¢imlendirme, 16 saat
fotoperiyotlu siirgiin rejenerasyon ortaminda 6 haftalik inkiibasyon siiresince olgun

siirgiin ireten eksplant sayisini Oonemli Olgiide ilerletmistir. Embriyolar karanlikta
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cimlendirildiginde Crimson Sweet ¢esidinin siirgilin iireten eksplant sayisinin yiizdesi 2
katindan fazla, Sweet Gem ve Yellow Doll i¢in 1.5 katina ¢ikmustir. Fidelerin karanlikta
Onkiiltire alinmasiyla Minilee’nin siirgiin iireten eksplant yiizdesi 6nemli Olciide
degismemistir. Bu ¢alismanin en iyi siirgiin rejenerasyonun elde edilmesi igin kotiledon
eksplantlarinin hazirlanmasindan 6nce embriyolarin karanlikta ¢imlenmesi gerektiginin

kanitladigini bildirmislerdir.

Zarka ve ark. (2000), 5 farkl karpuz (Citrullus lanatus) genotiplerinin kotiledon
kisimlar1 kullanilarak organogenesis baglatilmistir. Kotiledon kisimlarinin tizerinde
siirglin olusumunu yiikseltmek i¢in 5 farkli BBD (IAA, BA, ABA, NAA ve 2,4-D)
kullanilmistir. Organogenesis sathalari 151k mikroskobu ve elektron mikroskobu ile takip
edilmistir. Siirgilinler kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra elde edilmis ve kdklendirilmek i¢in
BBD igcermeyen besi ortamina aktarilmistir. 3 5 hafta aradan sonra kok gelisimi
gozlemlenmis ve ¢alisma sonucunda tiim bitkilerde kék ve yaprak olusumu
gozlemlenmis. Bu  rejenerasyon  metodunun  transformasyon  deneylerine

uygulanabilecegini aktarmislardir.

Chaturvedi ve Bhatnagar (2001), Sugar Baby karpuz cesidinin (Citrullus lanatus)
kotiledon eksplantlarindan in vitro siirgiin rejenerasyon i¢in bir protokol tanimlanmaistir.
Eksplantlar 7 giinliik steril fidelerden elde edilmistir. 7 giinliik fide eksplantlarin en
yiiksek siirgiin oran1 0.68 mg/l BA + 0.6 mg/1 2iP ve 0.68 mg/l BA + 0.53 mg/l IAA iceren
MS besi ortaminda gozlenmistir. Daha sonra eksplantlarda kallus olusumundan sonra
slirglin olusumu meydana gelmistir. Olusan siirgiinler koklendirildikten sonra %55 basar1

orantyla toprak saksiklara transfer ettiklerini rapor etmislerdir.

Piring ve ark. (2003), Diyarbakir karpuzu Siirme tipinin kotiledon eksplantlar ile
organogenesis ve rejenerasyon ¢alismalart yapilmistir. Kotiledon eksplantlarinin kiiltiire
alinmasindan 3 hafta sonra adventif siirgiinler elde edilmistir. BA ve Kinetinin degisik
dozlarimin adventif siirgiin organogenesis tizerindeki etkileri incelenmistir. Eksplant
basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu, test edilen tiim kinetin konsanstrasyonlar ile
kiyaslandiginda en yiiksek olarak 0.5 mg/l ve 1 mg/l BA igeren besi ortaminda meydana
gelmistir. Olusan 1-2 cm uzunlugundaki siirgiinler NAA igeren MS ortaminda
koklendirilmis elde edilen bitkicikler %50’den fazla bir basari ile araziye transfer

edilmistir. Diyarbakir karpuzu Siirme’nin in vitro olarak rejenere edilebilecegini
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bildirmislerdir.

Sultana ve ark. (2004), arazide yetisen 5 giinliik karpuz (Citrullus lanatus Thumb.)
fidelerinin yaprak segmentlerinde kallus kiiltiirii ile bitkicik rejenerasyonu
gerceklestirilmistir. Farkli BBD konsantrasyonlar1 kullanilarak g¢esiti frekanslarda kallus
ve bitki rejenerasyonu gozlenmistir. 2.5 mg/l 2,4-D ile desteklenen MS ortaminda en
yiiksek kallus olusumu gézlenmistir. Daha sonra olusan bu kalluslar 1 mg/l BA ve 0.2
mg/l NAA ihtiva eden MS besi ortamina transfer edilmesi ile adventif siirgiinler olugmus
ve bunlar1 ayni1 besi ortaminda altkiiltiire alinarak bitkiye dontistliriilmiistiir. 0.1 mg/1
NAA kok iiretiminde etkili bulunmustur. Bitkicikler 6ncelikli olarak once aklimatize
edilip ardinda da araziye aktarilmistir. Arazi kosullarindaki hayatta kalma oraninin %80

oldugunu rapor etmislerdir.

Krug ve ark. (2005), sitokinin ile desteklenen MS besi ortaminda karpuzun
(Citrullus lanatus) kiiltiire alinan kotiledon segmentlerinden adventif siirgiin olusturmasi
ile in vitro organogenesis arastirilmistir. Kotiledon eksplantlar, in vitro olarak yetistirilen
1 3 ve 5 giinliik fidelerden toplanmistir. Kotiledonlar kenarlarindan 1 2 mm kesilip daha
sonra enine iki esit par¢aya (proximal ve distal) kesilmistir. Elde edilen bilgiler, 1 mg/1
BAP ve hindistan cevizi siitii (%10) ile desteklenen MS besi ortaminda 3 giinliik fidelerin
proximal kotiledon segmenlerinin in vitro karpuz organogenesisinde daha etkili oldugunu
gostermistir. Organogenesisin kallus olusumu olmaksizin direkt olarak eksplantlarin
epidermis ve altepidermis tabakalarinin iizerinde olustugunu histolojik analizler
gostermistir. Adventif siirglinler, siirglin tepe meristemi ve yaprak primordiyasinin
gelisimi ile karekterize edilmistir. Ayrica adventif siirglinlere donligmeyen yumrularin

olustugunu da belirtmislerdir.

Shalaby ve ark. (2008), triploid karpuz hibritlerinin kotiledonlar1 ve siirgiin tipleri
kullanilarak in vitro ¢ogaltim protokolii gergeklestirilmistir. Kotiledon ve siirgiin tipleri
kullanilarak 5 adet BA konsantrasyonu denenmistir. 6, 15 ve 20 giinliik fidelerin
kotiledon ve siirgiin tipleri BA’ nin ¢esitli (0.5, 1.0, 2.25, 5.5, 10 mg/1) konsantrasyonlarini
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmigtir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu 10, 2.25 ve
5.5 mg/l BA igeren besi ortaminda gozlenmistir. Aksiller siirgiinler triploid karpuzun
stirgiin tiplerinden elde edilmis ve ¢oklu ¢ogaltim orani 2 ile 5.6 bitki arasinda olup BA

konsantrasyonuna ve genotipe bagli oldugu agiklanmistir. Siirgiinler kesilip BBD
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icermeyen besi ortaminda biylitiilmiistiir. Biiyiitiilen siirglinler i¢inde 0.1 mg/l NAA
bulunan MS besi ortaminda koklendirilmistir. Kdklenen bitkiler basarili bir sekilde sera
sartlarina aklimatize edilip daha sonra %80 basar1 ile topraga transfer edildigini

bildirmislerdir.

Suratman ve ark. (2009), diploid ve triploid sar1 karpuz (Citrullus mohrh schard)
cesitleri olan Hwang Fong Yellow Queen, Round Dragon ve Chin San Seedless’in
kotiledonlar1 kullanilarak siirgiin rejenerasyonu arastirilmistir. Aksilar meristemlerden
adventif olmayan coklu siirgiinler elde edilmistir. 4 5 giinliik in vitro fidelerin kotiledon
kisimlarindan ~ karpuz  siirgiin  rejenerasyonu  sistemi  basarilt  bir  sekilde
gercgeklestirilmistir. En yiiksek ortalama ¢oklu siirgilin sayist Hwang Fong Yellow Queen
¢esidinin 4.5 mg/l BAP iceren MS ortaminda 9.83, 1.12 mg/l BAP iceren MS ortaminda
Chin San Seedless 8.87 ve 2.25 mg/l BAP igeren MS besi ortaminda Round Dragon ise 6
olmustur. En yliksek ¢cimlenme ve ortalama siirglin sayisina sahip olmasindan dolay1
Hwang Fong Yellow Queen ¢esidi ile arastirmalara devam edilmistir. Cesitler, 0.1 mg/1
IAA bulunan ' kuvvetindeki MS ortaminda %80 basar1 ile koklendirilme

gerceklestirilmistir. Koklenen bitkiciklerin %50°si topraga sasirtildigini rapor etmislerdir.

Ganasan ve Huyop (2010), Citrullus lanatus cv. Round Dragon ¢esidi karpuzun
kotiledonlar1 kullanilarak etkili bir in vitro rejenerasyon protokolii gerceklestirmeyi
amaclamislardir. Adventif siirgiin olusumu icin en iyi sartlar1 belirlemek i¢in 2.3 mg/1
BAP bulunan MS besi ortaminda 5, 7 ve 9 giinliik fidelerin kotiledon eksplantlar1 kiiltiire
alinip rejenerasyon potansiyeli test edilmistir. En yiiksek in vitro siirgiin rejenerasyonu 6.
Haftanin sonunda %93 ve eksplant bas1 19.8 siirglin ile, 5 giinlik fidelerin
eksplantlarindan elde edilmistir. 5 giinliik fidelerden elde edilen siirgiinler 6. haftadan
sonra BBD igermeyen MS siirgilin biiylitme ortamina 4 haftaligina transfer edilmistir.
IBA, TAA ve NAA’nin ¢esitli konsantrasyonlarinin koklendirme iizerindeki etkileri %2 ve
1/1 kuvvetteki MS koklendirme ortaminda c¢alisilmistir. 0.1 mg/l IBA %100 kok
olusturmasi ile koklendirmeyi tesvikte IAA ve NAA’dan ¢ok daha fazla etkili oldugu
belirtilmistir. Biiytitiilen bitkicikler 3 hafta boyunca 0.1 mg/l IBA destekli MS ortaminda

koklendirildikten sonra ex vitro sartlarda basari ile aklimatize edildigini rapor etmislerdir.

Khatun ve ark. (2010), karpuzun (Citrullus lanatus (Thunb.)) kotiledon ve

internodlarindan kallus baslatma ve ardindan regejenerasyon potansiyelini ortaya
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cikarmak icin bir ¢alisma yiiriitmiisler. 1 mg/l 2,4-D eklenmis MS ortaminda kiiltiire
alinmis 1 haftalik kotiledondan yesilimsi kompakt kallus elde etmislerdir. Kalluslar, 1
mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmasi ile ¢ok sayida siirgiin
iretmistir. Siirgiinler ikinci altkiiltiirden 1 mg/l IBA igeren besi ortamina aktarilarak
%100 oraninda koklendirilmistir. Elde edilen iyi koklere sahip bitkiler basarili bir sekilde
dogal sartlara aklimatize edilmistir. Elde edilen rejenerantlar %80 hayatta kalabilirligi ile

saglikli, iniform ve dondr bitkilerle birebir oldugu belirtilmistir.

Piring ve ark. (2011), Diyarbakir karpuz tipleri; Siirme, Beyazkis ve Karakis i¢cin
siirgiin eksplantlar1 kullanilarak bir mikrogogaltim protokolii olusturmuslardir. /n vitro
olarak elde edilmis 5 giinliik fidelerden siirgiin eksplantlar1 alinip siirgiin rejenerasyon
besi ortaminda 3 haftaligina kiiltiire alinmistir. BA ve karbonhidrat cesitlerinin farkl
konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonun lizerindeki etkileri arastirilmistir. Arastirma
sonuglari, 0.5 mg/l ve 1 mg/l araligindaki BA 3 genotipte slirglin uzunlugunu artirmada
neredeyse esit bir sekilde etkili olmustur. Sakkaroz, BA ile beraber kullanilmasi ile elde
edilen siirglinler ve ortalama siirglin uzunlugu calismasinda 3 genotip i¢in de en iyi
karbonhidrat kaynag1 olmustur. 3 genotip i¢in en yliksek koklenme oran1 1 mg/l IBA ile
desteklenen besi ortam1 olmustur. Siirme, Beyazkis ve Karakis siirglinlerinin IBA igeren
besi ortaminda koklendirilip daha sonra steril kompostta aklimatize edilen genotiplerin
en yiiksek orani sirasi ile %95, %85 ve %85 olmustur. Stirme tipi 6nemli bir Olciide,
Beyazkis ve Karakis tiplerinden daha yiiksek {irlin ve ortalama meyve agirlig1 tiretmistir,
hem direkt tohumdan hem de in vitro orjinli karpuzlarda. Esas ¢oziinebilir sekerler, HPLC
(yiiksek performansli sivi kromatografi) ile tanimlanmis ve Olcililmiistiir. Fruktoz,
Beyazkis’ta (tohumdan), Karakis’ta (in vitro orjinli) en fazla bulunan seker ¢esidi olarak
bulunmustur. Bu arastirma sonucunda Diyarbakir diploid karpuzunun ¢ogaltimi ve 1slah

hatlarinin kullanim i¢in in vitro mikrogogaltimin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Khalekuzzaman ve ark. (2012), elit F; hibrit karpuz cesitleri icin hizli bir
mikrogogaltim protokoliiniin gelistirilmesi amaglanarak arazide yetistirilmis bitkilerin
stirgiin uglar1 kullanilmistir. En yiiksek siirgilin ucu biiylime yaniti, 5 mg/l BA ve 0.1 mg/1
IAA iceren MS besi ortaminda gdzlenmistir. Kiiltiirlerin sitokinin ile zenginlestirilmis
MS ortamina transfer edilmesi ile ¢oklu siirgiinler iiretilmistir. 2 mg/l BA bu yoniiyle en
1yisi olmustur. Giberellik asidin (GA3) ¢ogaltma ortamina eklenmesi siirglin bliylimesini

daha iyiye gotlirmiistiir. Stirgiinler ikinci altkiiltiirden alimip 1 mg/l IBA iceren besi
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ortaminda koklendirme oraninin %100 oldugu agiklanmistir. Altkiiltiire alma sayisi
artikga siirgiinler daha ¢ok kok tiiretmistir. Rejenere edilen bitkicikler yaklasik %72
oraninda basar1 ile aklimatize edilip arazi sartlarinda hayatta kalabildigini rapor

etmislerdir.

Shasthree ve ark. (2014), ac1 karpuz (Citrullus colocynthis L.) i¢in yaprak ve
kotiledonlar kullanilarak bir rejenerasyon protokolii gerceklestirilmistir. Eksplantlar 2,4-
D ve BAP, TDZ, Kin, Zeatin kombinasyonlar1 ile destekelenen MS besi ortaminda
kiiltiire alinmistir. Yaprak eksplantlart 2 mg/l Kin ve 1 mg/l TDZ igeren MS ortaminda
kiiltiire alindiginda yiiksek oranda kaulogenesis (caulogenesis) ve rejenerasyon (%45)
icin en 1iyi eksplant kaynagidir. 2,4-D ve Zeatin kombinasyonlar1 kotiledon
eksplantlarinin ¢oklu siirgiin iiretiminde %50 basari ile yanit gédrmesinde 6nemli bir rol
oynamistir. Her kotiledon eksplant1 ortalama 3.66 cm uzunlugunda 9.75 adet siirgiin

verdigini rapor etmislerdir.

Ameri ve ark. (2015), bir tohumun farkli kisimlari esit olmayan hormon ve enzim
aktivitelerine sahip oldugundan dolay:1 ayn1 kiiltiir sartlarina farkli yanitlar vermektedir.
Karpuz tohumunun dolayli rejenerasyonu i¢in; hipokotil, bazal, merkezi, distal ve
periferal bolgeleri(sirasiyla 1, 2, 3,4 ve 5) kullanilarak test edilmistir. Eksplantlar, 3.5
mg/l BA ve 0.5 mg/l IAA igeren besi ortaminda kiiltiire alinmustir. Kiiltiir kaplar1 16/8
fotoperiyot veya karanlikta kiiltiire alinmistir. Her iki haftada bir kallus olusumu ve
rejenerasyon orani ve olusan yaprak sayilar1 6 haftaya kadar degerlendirilmistir. En 1yi
kallus olusumu ve rejenerasyon orani sirastyla karanlikta ve aydinlikta gozlenmistir.
Tohum segmentlerinde diizenli bir rejenerasyon sekli bulunmustur. Rejenerasyon orani
tohumun 2. ve 3. kisimlar1 4.ve 5. kisimlarla kiyaslandiginda daha hizli oldugu
goriilmiistiir. Periferal kisimlarin bitkicik rejenerasyon yogunlugu diisiik olarak
gozlemlenmis. Rejenere edilen siirgiinler 0.1 mg/l IBA igeren besi ortaminda
koklendirilmistir. Elverigli koklere sahip bitkicikler aklimatize edilmek i¢in hidrofonik
ve kum saksilara dikilmistir. En 1yi aklimatizasyonun %90 ile hidrofonik kiiltiirden elde

edildigini rapor etmislerdir.

Ameri ve ark. (2016), karpuzun (Citrullus lanatus) farkli kotiledon kisimlari, BA
(0.1, 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 5 mg/l) ve IAA (0.1, 0.5 mg/l) ile desteklenen besi ortaminda

kiltiire alinarak in vitro organogenesis yapilmistir. En iyi rejenerasyon, kotiledonun
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merkez kismi kullanilarak 1sikta olurken hipokotil igin karanlik ortami oldugu
aciklanmistir. BA (3.5 ve 5 mg/l) konsantrasyonun yiikseltilmesi merkez segmentler icin
rejenerasyonu artirirken hipokotil segmenlerinde diisiis etkisi gostermistir. 1IAA
rejenerasyon igini etkin olarak etkileyememistir. Elde edilen verilerin, kotiledonlarin
proksimal kisimlar1 3.5 mg/l BA ve 0.5 mg/l IAA iceren besi ortaminda 16/8 fotoperiyotta
kiiltiire alindiginda in vitro organogenesisin daha yiiksek verimlilikte gergeklestigini

aktarmislardir.

Cihad ve Solmaz (2019), haploid bitki elde etmek icin Citrullus lanatus var.
lanatus ve Citrullus lanatus var. citroides karpuz tiir gesitlerinde anter kiiltlirii
calisilmistir. Halep Karast ve Crimson Tide hibrit ¢esidi ile Citrullus lanatus var.
citroides genotipleri olan PI296341 ve PI189225 kullanilmistir. Anter kiiltiirii
uygulamalarinda 2 mg/1 2.4-D 490 gr/l sakkaroz ve BAP (1 ve 1.5 mg/l) eklenen MS besi
ortami kullanilmigtir. Ayrica poliaminlerin etkisini arastirmak i¢in spermidin ve
putrescine 500 ve 1000 uM dozlarinda birlikte veya ayr1 olarak besi ortamina eklenmistir.
14 farkli besi ortam1 kombinasyonu iki farrkli deneyde kullamlmistir. ik deneyde gigek
tomurcuklar1 tozlanmadan 1 giin dncesinden toplanmistir. Toplanan ¢i¢ek tomurcuklar
ve anterler 32 °C’de ve karanlikta 2 giinliigline bekletildikten sonra kiiltiire alinmistir.
Ikinci deneyde ise ¢igek tomurcuklari tozlanmadan 2 giin éncesinden toplanip &n sicaklik
ile muamele edilmeden kiiltiire alinmistir. Anter gelisimi ve kallus olusumu kullanilan
farkli besi ortami ve genotiplerde cesitli oranlarda gdzlenmistir. Ancak, 6n sicaklik
muamele etkisi ve kallus olusum orani1 Citrullus lanatus var. lanatus gesitlerinde daha
yiiksek olmustur. Higbir bitkide transformasyon rapor edilmemistir. Spermidin ve
putrescine poliaminlerinin etkisi karpuzda anter kiiltiirii ile agik¢a godzlemlenmemis

oldugunu rapor etmislerdir.

2.1.2. flk Somatik Embriyogenesis Calismalar1

Steward ve ark. (1958); Reinert (1959), doku kiiltiiriinde SE’1 ilk kez havugta

(Daucas caruta L.) rapor edilmistir (Kumar ve Loh 2012).

Kato ve Takeuchi (1963); Nakajima (1963); (Wetherell ve Halperin 1963) Olgun

havug bitkisinin organlarindan bipolar embriyolar elde etmislerdir Halperin (1995).

Bonner (1965), Steward ve ark (1958)’nin ortaya atmis oldugu; in vitro

embriyogenesis olugsmasi 6zellikle besi ortaminda kullanmis olduklar1 hindistan cevizi
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stitiiniin sorumlu oldugunu sistematize ederek somatik embriyogenesisin meydana
gelebilmesi igin iki sartin yerine getirilmesi gerektigini belirtmistir. Bunlar; 6zellesmis
hiicrenin diger hiicrelerden ayrilarak tek bir ayr hiicre olarak ve embriyo biiyiimesi i¢in
gerekli besinleri iceren besi ortamina temas edilmesi gerektigidir. Hindistan cevizinin sivi
endospermi ve at kestanesi bu gerekli besin maddelerini icermektedir. Eger bu iki sart

yerine getirilmezse embriyolarin olusmayacagini aktarmiglardir.

2.1.3. Karpuzda Somatik Embriyogenesis Caliysmalari

Compton ve Gray (1993), 5 karpuz (Citrullus lanatus (Thunb) Matsum ve Nakai)
genotipinin (Allsweet, FLAS87-gate, Crimson Sweet, Minilee ve Jubilee II)
olgunlagmamis embriyolarinin kotiledonlarini, BS vitaminleri, 7 g/l agar ve 2,4-D (2.2,
4.2 ve 8.8 mg/l ) ve 0.1 mg/l BA veya TDZ iceren modifiye edilmis MS besi ortaminda
3 hafta boyunca karanlikta inkiibasyona alinmistir. 3-4 hafta sonra 16/8 fotoperiyotta
BBD i¢ermeyen MS ortamina aktarilan kotiledon eksplantlarinin iizerinde kotiledonlar1
iyi gelismis bazi somatik embriyolar gozlenmistir. Calismalarinda somatik
embriyogenesis i¢in en i1yl BBD kombinasyonu 2.2 mg/l 2,4-D + 0.11 mg/l TDZ
olmustur. En yiiksek somatik embriyogenesis orant 18 giinlik olgunlagsmamis
embriyolarin kotiledon eksplantlarinda gerceklesmistir. Somatik embriyolar BBD
icermeyen MS besi ortaminda ¢imlendirilmistir. Allsweet, FLAS87-gate, Crimson Sweet,
Minilee ve Jubilee II somatik embriyolar icin ¢imlendirme oranlari sirasiyla; %33.2,
%46.1, %13.8, %42 ve %0 olmustur. Bitkicikler araziye sasirtilmadan Once
aklimatizasyon islemi i¢in proMix igeren Magenta-G7 kutularina aktarilmistir. 3 haftalik
aklimatizasyon siirecinden sonra bitkiler araziye aktarilmis ve normal meyve veren erkek

ve disi ¢igekler olusturdugunu rapor etmislerdir.

Niu ve ark. (2006), karpuzun (Citrullus lanatus cv. Zhengkang no.4)
kotiledonlarindan bitki rejenere etme calismalari yapilmistir. Elde ettikleri sonuglar
dogrultusunda steril fidelerin 6ncelikle karanlikta 3 giin ve daha sonra 16/8 fotoperiyotta
da 3 giin kiiltiire alinmas1 6nerilmistir. Kallus olusturma orani kotiledonlarin iist yiizeyi
asag1 gelecek sekilde yerlestirilenler alt yiizeyleri asagi gelecek sekilde besi ortaminda
kiiltiire alinanlarda daha yiiksek olmustur. 2 mg/l BA, 1 mg/l kinetin ve 1 mg/l GA3 iceren
MS besi ortaminda en yiiksek indiiksiyon oran1 ger¢eklesmistir. En yiiksek embriyogenik

kallus oran1 3. altkiiltiirden sonra elde edilmistir. En 1yi koklendirme ortami (%86.7) 0.3
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mg/l IBA ve ardindan 0.3 mg/l TAA iceren "2 kuvvetindeki MS ortami olmustur. En
yiiksek somatik embriyogenesis orant %25 olmustur. Embriyogenik kalluslardan olgun

somatik embriyolar ve bitkiciklerin olustugunu aktarmislardir.

Song ve ark. (2007), cekirdeksiz karpuz cesidi Hemi2’nin aseptik fideleri
karanlikta 3 giin bekletilip ardindan da 3 gilin aydinlikta kiiltiire alinip eksplant kaynagi
olan kotiledonlar elde edilmistir. Bu kotiledonlar, somatik embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonunda eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Somatik embriyogenesis
baslatma ve kallus olusturmak i¢in en iyi ortamin 3 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA iceren
MS besi ortaminin oldugu gozlenmistir. Somatik embriyogenesis i¢in en iyi ortam
sartinin kotiledonlarin 6ncelikle karanlikta ardindan da 16/8 fotoperiyotta 1 hafta
stiresince kiiltiire alinmasi ve koklendirme i¢in ise sirasiyla 0.3 mg/l IBA ve 0.3 mg/l

NAA bulunduran '2 kuvvetteki MS besi ortami1 oldugunu bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (2014), karpuzda (Citrullus lanatus) somatik embriyo iiretmek icin,
3 farklh karpuz cesidinden 3 farkli eksplant tipi ve BA ile NAA veya 2,4-D
kombinasyonlarini kullanmislar. Kangbingjinxin ¢esidin kotiledon eksplantlar1 tim BBD
kombinasyonlarinda yiiksek oranda (%75.6-%98.9) kallus olusumu gerceklesmistir.
Ancak somatik embriyo olusum orani farkli BBD kombinasyonlar1 arasinda ¢esitlilik
gostermigstir. En yiiksek somatik embriyo olusumu 3 mg/l BA ve 0.05 mg/l NAA igeren
MS besi ortamindan elde edilmistir. Somatik embriyogenesis Kangbingjinxin, Zaojia
8424 ve Heimeiren arasinda farkli olup olusum oranlar sirasi ile %46.2, %34.1 ve %15.7
olmustur. Her ii¢ eksplant tipi olan kotiledon, kotiledon ¢enegi ve hipokotilde kallus
olusum oranlar1 sirasiyla; %88.9, %96.7 ve %98.9 olmustur. Ancak kotiledon ve
kotiledon ¢enegi daha cok embriyogenik kallus olustururken hipokotil embriyogenik
olmayan kallus olugturmustur. Somatik embriyo olusum orani kotiledon ¢eneginde %62
iken kotiledonda yaklagik %46 olmustur. Hipokotil eksplantindan hi¢ bir somatik
embriyo olusmamistir. Eksplant basina iiretilen somatik embriyo sayisi, kotiledon

ceneginde 2.3 iken bu say1 kotiledonda 6 adet ile daha ¢ok fazla oldugu bildirilmistir.

Ramakrishna ve Shasthree (2016), ac1 karpuzda (Citrullus colocynthis L.) somatik
embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu gerceklestirmislerdir. Eksplant kaynagi
olarak; yaprak, govde (stem) ve kotiledonlar1 kullanmislardir. BBD olarak 2,4-D, NAA,

GA3 ve BAP konsantrasyon ve kombinasyonlarini ve besi ortam1 olarak ta MS ortami
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kullanilmis. En basarili somatik embriyo olusumunu %25 ile nodiiler embriyogenik
kallustan (%385) elde ettiklerini ve torpido ve kotiledon fazindaki emriyolarin bitkiciklere
doniistiigiinii ve in vivo sartlarda araziye aktarildigini belirtmislerdir. Sonug olarak etkili
ve basarili bir somatik embriyogenesis rejenerasyon protokolii gelistirdiklerini

bildirmislerdir.

Vinoth ve Ravindhran (2016), Arka Manik karpuz (Citrullus lanatus) ¢esidi i¢in
basit ve etkili bir somatik embriyogenesis sistemi gelistirmislerdir. Embriyogenik kallus,
0.54 uM 2,4-D ve 0.5 mg/l TDZ ile desteklenen MS ortaminda kiiltiire alinan in vitro
yetistirilen 20 giinliik fidelerin yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. En yiliksek
embriyogenik kallus olusum orani %96.8 olmustur. Proembriyogenik yigin1 seklindeki
embriyogenik kalluslar embriyo olgunlastirma ortamina transfer edilmis, globular
safthadaki somatik embriyolarin kotiledon safthasindaki gelisimi es zamanli olmadan
gerceklesmistir. Eksplant basina en fazla somatik embriyo sayisi yaklasik 16 adet ile 0.54
mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l TDZ ve 30 g/l sakkaroz ile desteklenen MS besi ortamindan elde
edilmistir. Kotiledon safhasindaki somatik embriyolarin bitkiciklere doniisiimii BBD
icermeyen farkli kuvvetlerdeki (1/4, 1/2 ve 1/1) MS besi ortamlarinda test edilmistir. En
yiiksek ¢imlenme frekansi (%91.5) ve hayatta kalma (%82.1) oran1 1/1 kuvvetindeki MS

ortaminda basarildigin1 aktarmislardir.

2.1.4. Cucurbitaceae Familyasinda Yapilan Somatik Embriyogenesis

Cahismalan

Jelaska (1972), kabakta (Cucurbita pepo L.) ilk somatik embriyogenesisi
gerceklestirmistir. 1 cm uzunlugundaki kotiledon ve hipokotiller 25 ml MS besi ortami
iceren test tiiplerinde kiiltiire alinmis. %3 sakkaroz, %0.9 agar ve 10 ve 1 mg/l IBA, 0.3
mg/1 2,4-D , 0.3 mg/l 2,4-D + %10 otoklavdan gecirilmis karpuz suyu, 0.3 mg/l 2,4-D +
2 g/l maya ekstrakti, 0.3 mg/l 2.4-D + 0.1 mg/I kinetin, 1 mg/l NAA + 13.5 mg/l adenin,
1 mg/l 2,4-D + kazeine hidrolizat kombinasyonlarini igeren MS besi ortaminda kiiltiire
alimmis. 1 mg/l IBA igeren MS ortamindan kallus ve bitkicikler meydana gelmistir.
Bitkiciklerin ve koklerin farklilagmasi 0.3 mg/l 2,4-D + %10 karpuz suyu iceren besi
ortaminda olusmus. 1 mg/l IBA igeren besi ortaminda kalp seklinde, torpido ve kotiledon

safhasinda embriyolar olugsmustur. 1 mg/l IBA igeren besi ortaminda comak haline gelen
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dokudan adventif embriyo olugsmustur. Elde ettikleri dokular bir y1l boyunca her iki ayda
bir altkiiltiire alarak kallus, embriyo ve bitkicikler elde etmeye devam etmislerdir.
Kabakta embriyo olusumu iizerine digsal BBD’den ziyade dokunun fizyolojik sartlari,

kiiltiir yas1 ve besi ortami bilesenlerinin etkili oldugunu belirtmistir.

Jelaska ve ark. (1985), Cucurbita pepo L. hipokotil eksplantlar1 aseptik olarak,
IAA tek basina veya indole-3-ethanol, tryptophol arabinoside ve tryptophol glucoside ile
birlikte katilmis olan kat1t MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Embriyogenik kallus ve
adventif kokler eksplantlarin iizerinde gelismistir. Oksin veya oksin tiirevleri icermeyen
besi ortaminda kiiltiire alinan hipokotil kisimlar1 ne embriyogenik doku olusturmus ne de
besi ortaminda yasayabilmistir. Bir ka¢ eksplant indole-3-ethanol’e nispeten [AA’ya
yanit vermistir. Hipotil kisimlarinin proliferasyonunda arabinopyranosid gluko-
pyranositten daha etkili olmustur. Embriyogenik kallus yukarida bahsedilen oksin ve
oksin tiirevleri igeren besi ortaminda olusmustur. Segilen kallus hatlar1 3 yildan daha fazla
stire boyunca kiiltiirii stirdiiriilmiis ve embriyoid tliretimi devam etmistir. Indol-3-ethanol
ve IAA aksilar ve tepe tomurcugu kiiltiirii ile tiretilen bitkiciklerin klonal ¢ogaltimi i¢in

uygun oldugunu rapor etmislerdir.

Oridate ve Oosawa (1986), somatik embriyolar ve bitkicikler kavunun kotiledon
kalluslarinin siispansiyon kiiltiirtinden olusturulmustur. Olgun kavun (Cucumis melo L.)
tohumlarindan alinan kotiledonlar1 2,4-D ve BA igeren agarli MS ortaminda kiiltiire
almmustir. 3 haftalik kalluslar1 hormonsuz sivi MS ortamina aktarmislardir. Somatik
embriyolar ve bitkicikler 2-3 hafta i¢cinde sivi MS ortaminda gbzlenmistir. Kalluslarin
kiiltiire alindig1 1 mg/1 2,4-D ve 0.1 mg/l BA igeren agarli MS ortami embriyogenesis i¢in

en uygun oldugunu bildirmislerdir.

Trulson ve Shahin (1986), hiyar (Cucumis sativus L.) gesitleri ve farkli islah
hatlarinin ~ kotiledon ve kok eksplatlarindan, ve kokulu kavunun kotiledon
eksplantlarindan bitkiler rejenere etmislerdir. 1 mg/1 2,4-D, 1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP
iceren MS besi ortaminda somatik embriyogenesis baslatilmistir. Embriyolar 2,4-D
icermeyen MS besi ortaminda olgunlastirilip hormonsuz MS besi ortaminda normal
bitkiye doniistiiriilmiistiir. Ayrica, modifiye edilmis domates protoplast kiiltiirii protokolii

ile hiyar bitkilerini rejenere ettiklerini rapor etmislerdir.

Kwack ve Fujieda(1988), Cucurbita moschata’da somatik embriyo iiretimi
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gerceklestirmek tizere dollenmemis oviil kiiltlirii ve histolojik gozlemleri yapilmistir.
Anterlerdeki ovaryumlardan kesilen oviiller 2 kuvvetindeki sivi MS besi ortaminda
5°C’de 2 giin boyunca kiiltiire aldiklar1 oviillerin yaklasik %17’si somatik embriyo
iiretmistir. Proembriyo, globular, kalp ve kotiledon safhalarin1 gézlemlemislerdir. Elde
ettikleri embriyolar arasinda sadece bir ka¢ tanesi normal morfolojik yapida oldugu ve
geriye kalanlarda ikinci embriyo ve anormal kotiledonlar gozlenmistir. Elde ettikleri
bitkilerin diploid (2n=40) veya tetraploid yapida olduklarin1 belirtmislerdir. Yaptiklar
histolojik ve sitolojik calismalarina gore Cucurbita moschata’nin dollenmemis
oviillerden elde ettikleri embriyolarin tek niiseller hiicrelerinden direkt olarak gelistigini

bildirmislerdir.

Cade ve ark. (1990), hiyar (Cucumis sativus L.) kotiledonlarindan somatik
embriyogenesis lizerine ¢esitli doku kiiltiirli besi ortamlarini test etmek i¢in 2 ¢alisma
yiiriitmiislerdir. {lk 3 haftadan sonra ilk kiiltiir baslatma ortamindan kiiltiirleri 2,4-D +
Kinetin bulunan ortamda veya i¢inde NAA + Kinetin bulunan ikinci gruba aktarilmistir.
[k ¢aligma olan Embriyo baslatma icin en iyi besi ortami, 1-2 mg/l 2,4-D ve 0,5 mg/l
kinetin iceren MS ortami1 olmustur. ikinci calismada ise embriyolar cok daha normal
sekilde gelismisler ve 3.haftadan sonra ilk kiiltiir baglatma ortamindan c¢ikarilip 3
haftaligina 1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l kinetin iceren MS ortamina alinan eksplantlar, 2,4-D
iceren MS ortaminda birakilan emriyolardan daha ¢ok bitkicikler gelistirilmistir. Globular
embriyolarin ilk 3 haftadan sonra 2,4-D igeren besi ortaminda gézlemlenmis, yaprak ve

koklere sahip bitkicikler ise 9 hafta aradan sonra meydana geldigini bildirmislerdir.

Punja ve ark. (1990), Cucumis sativus’un 6 adet homozigot ¢esidi veya F
hibritleri, 2,4-D + BA, NAA + BA, NAA + zeatin veya NAA + kinetin kombinasyonlarini
iceren MS besi ortaminda rejenerasyonu gerceklestirilmistir. 6-8 hafta kiiltiire siiresinden
sonra kotiledon, yaprak ve petiol eksplantlarinin rejenerasyon frekans araligi sirasiyla
%0, %38, % 0-75 ve %14-96 oldugu belirtilmistir. Rejenerasyon i¢in sadece bir tane
kalluslarin altkiiltiiri i¢in hormonsuz MS biiylime ortam1 gerekmistir. Optimal
rejenerasyon i¢in eksplantlarin 2-3 hafta i¢in karanlikta 6ninkiibasyona alinmasi gerekli
oldugunu belirtmislerdir. En yiiksek bitkicik olugsma frekansi petiol eksplantlarinin 0.93
mg/l NAA + 0.56 uM BA, 0.93 mg/l NAA + 1 mg/l zeatin, 1.1 mg/l 2,4-D + 1.13 mg/l
BA i¢inde bulunan besi ortamlarinda meydana gelmistir. Seraya transfer edilen bu

bitkilerin yaklagik %801 hayatta kalmay1 bagarmislar ve ¢igeklenip meyve tutmuslardir.
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Fi hibriti %91 ile en yiiksek frekansi 1.1 mg/l 2,4-D ve 1.13 mg/l BA igeren besi
ortaminda vermistir. NAA + BAA ve NAA + Zeatin iceren besi ortaminda hem
embriyogenesis hem de organogenesis meydana gelirken 2,4-D + BA ortaminda sadece
somatik embriyogenesis olusumu gézlemlenmistir. Bu ¢aligmada kotiledon eksplant1 %7
ile en diisiik bitkicik olusum frekansini vermistir. C. Sativus var. hardwickii ile C.sativus
var hardwickii’nin F; hibriti bitkicikleri, NAA + zeatin ve NAA + kinetin igeren besi
ortamlarinda %15 ila %65 frekanslarinda somatik embriyogenesis ile rejenere edilmistir.
Siirgiinler C. metuliferus 'un kotiledon ve yaprak eksplantlar1 1.3 mg/l IAA + 1.13 mg/l
BA, C.melo’nun yaprak ve petiol eksplantlari ise 0.93 mg/l NAA + 0.56 mg/l BA iceren
besi ortamindan eclde edilmis ancak bitkicikleri sadece C.melo’dan elde ettiklerini

aktarmislardir.

Chee (1991), Doku kiiltiirii ile yazlik kabak ¢esidi YC60’1n (Cucurbita pepo L.) 2
mm’lik slirglin uglarini kiiltiire alarak somatik embriyo elde etmis. 1.2 mg/l 2,4-5
triklorofenoksiacetik asit, 0,8 mg/l BAP ve 0,1 mg/l kinetin igceren MS besi ortamini
kullanmis. Meydana gelen olgunlasmamis embriyolar 0,05 mg/l NAA ve 0,05 mg/l
kinetin igeren MS ortaminda bitkiciklere dontismiistiir. Elde edilen bitkiler normal olarak
cimlenebilen ve ¢ekirdekli meyveler olusturan morfolojik olarak normal goriindiiklerini

aktarmstir.

Oridate ve ark (1992), 18 adet kavun (Cucumis melo L.) tohum ¢esidinde somatik
embriyogenesiste dnemli farkliliklar gdzlenmistir. Ozellikle Earl’s favorite ve Barnett
yiiksek miktarlarda somatik embriyo iiretirken bazilarinda ya hi¢ embriyo olugsmamis
veya embriyogenik yanitlar1 zayif kalmistir. Kiiltivarlarin melezlemesiyle elde edilen F;
cesitlerinin ¢ogu somatik embriyo olusturmustur. Yiiksek potansiyelli ebeveynleri ile
kiyaslandiginda somatik embriyogenesis frekansi diisiik ¢ikmistir. Yanit veren {istiin
cesitlerden diisiik dereceli c¢esitlere somatik embriyogenesis frekansinin transferini

kanitladiklarini rapor etmislerdir.

Gray ve ark. (1993), erkek-steril A147 ¢esidi (Cucumis melo L.) icin yiiksek
frekansli somatik embriyogenesis protokolii gelistirmislerdir. Oksin 2,4-D ve
sitokininler; BA, kinetin, TDZ veya 2iP kombinasyonlar1 iceren embriyo baslatma
ortaminda tohum kotiledonlarinin yaris1 eksplant olarak kiiltiire alinmistir. 5 mg/l 2,4-D

ve 0,1 mg/l TDZ igeren MS embriyo olgunlastirma ortami eksplant bagina 3.3 somatik
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embriyo ile en iyisi oldugu goriilmiistiir. Kiiltiirler, embriyo baslatma ortaminda 1 veya 2
hafta (%30 ve %33) inkiibe edildiginde 3 veya 4 hafta inkiibe edilenlere gore daha fazla
embriyo olusturmustur. Ancak eksplant basi embriyo sayisinda 2 haftalik inkiibasyon
stiresi 1 haftalik inkiibasyon siiresinden 2.9 kat daha 1yi oldugu tespit edilmistir. 1 haftalik
karanlik inkiibasyon siirecinden sonra 16 saat aydinlik /8 saat karanlik fotoperiyodunda
kiiltiire alian kiiltiirler, 2 hafta ve 3 hafta veya hi¢ karanlik tutulmayan kiiltiirlere gore
daha c¢ok yanit veren eksplantlar iiretmistir. Sakkaroz konsantrasyonun embriyo baslatma
ve embriyo gelistirme ortamlarinin lizerinde ¢ok Onemli etkisi olmustur. Embriyo
baslatma ortaminda embriyogenik eksplant elde etme iizerinde en iyi sakkaroz oraninin
%3 oldugu, ancak embriyo baslatma ortaminda %3, embriyo gelistirme ortaminda ise %3
ve %6 sakkaroz oranlar1 eksplant basi embriyo (8.5 ve 11.9) iiretmede diger
muamelelerden ¢ok daha fazla embriyo iiretmistir. Optimal muameleleri 51 adet bagka
varyetelerle test etmislerdir. Biitiin varyeteler eksplant basina 0.1-20.2 embriyo ile %5 ile

%100 arasinda yanit verdigini bildirmislerdir.

Lou ve Kako (1994), hiyarin (Cucumis sativus L.) 7 tane ¢esidinin kotiledon, ilk
yaprak ve bogum dokularinin embriyogenik kapasiteleri arastirilmistir. Test edilen
cesitlerin somatik embriyogenesis frekanslar1 farklilik gdstermistir. Fushinarimidori
cesidi kotiledon veya ilk yaprak eksplantlarindan en ¢ok embriyo iireten ¢esit olmustur.
Kotiledon veya ilk yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslar bogum eksplantlarindan
elde edilen kalluslardan daha ¢ok embriyo iliretmistir. Somatik embriyolar Aonaga F;
¢esidinin bogumlarindan iretilmistir. Fushinarimidori ¢esidinin kotiledon eksplantinin
%6 ve %9 sakkaroz igeren besi ortaminda embriyogenik kallus olusturma frekansi
%90’dan fazla olmustur. Sakkarozun %12 oraninda ortamda bulunmasi kallus olusumunu
ve bliylimeyi diisiirmesine ragmen somatik embriyolar en cok yiiksek diizeyde sakkaroz
(%9 ila %12) iceren besi ortaminda meydana gelmistir. Somatik embriyolar, %0.5 aktif
komiir ile desteklenen s1vi besi ortaminda ¢imlendirilip %1 sakkaroz igeren yar1 kati besi

ortamda 1yigdriiniimlii ve saglikli bitkiciklere doniistiiglinii belirtmislerdir.

Gonsalves ve ark. (1995), 6 adet yazlik kabak ¢esitlerinin (Cucurbita pepo L.)
cimlendirilmis veya ¢imlendirilmemis tohumlarin kotiledonlarindan somatik embriyolar
elde etmislerdir. Kullanilan ¢esitler; zucchini, President, Senaca Zucchini ve Jade adli
ticari hibrit ¢esitler; ticari olmayan kendilenmis hatlar Caserta inbred 557311 ve iki sar1

yazlik kabak hibritleri olan Dixie ve Seneca Butterbar. SE, 5 mg/l 2,4-D iceren MS besi
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ortaminda baglatmiglardir. Somatik embriyolar 0,05 mg/l NAA ve 0,05 uM kinetin i¢eren
ortamda ¢imlendirmislerdir. Seneca Butterbar kotiledonlarinin %61°1 10 haftadan sonra
somatik embriyolar meydana getirmislerdir. Kiiltiire alinan eksplantlarinin %7’si bitkicik
olusturmustur. Eksplant basi bitkicik elde etme oram1 %3 olarak belirtilmistir. Farkl
zaman periyodu belirlenen Caserta inbred 55731 1kotiledonlarinin tamami 11-17 hafta
sonrasinda somatik embriyo olusturmustur. Ancak bitkiciklerin iiretimi Seneca Zucchini
icin 13 hafta, Caserta inbred 557311 icin ise 15 hafta optimal kiiltiir siireci ile ortalama
explant bas1 bitkicik liretimi 4.5-9.3 adet olmustur. Seneca zucchini eksplantlart %90,
Caserta inbred 557311 eksplantlar1 ise %70 oraninda embriyo iiretmislerdir. Alti
varyetenin tiimiinden bitkiler elde edilmistir. Elde ettikleri yiiksek rejenerasyon oraninda,
yapmis olduklar1 rejenerasyon protokoliiniin etkili oldugunu ve bu protokoliin yazlik
kabaklarda (Cucurbita pepo L.) transformasyon caligsmalari i¢in kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

Taner ve Yanmaz (2003), Kusgular, Yuva ve Kirkagac kavun ¢esitleri i¢in in vitro
somatik embriyogenesis ve kallus olusumunu gergeklestirmek iizere, cesitli bitki
kisimlar1 (kotiledon ve hipokotil) oksin ve sitokinin (2,4-D, NAA ve Kinetin)
kombinasyonlarin1 iceren farkli MS kuvvetlerinde etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Bu
arastirmada somatik embriyo ve kallus iiretimi iizerinde oksin-sitokinin oraninin,
kullanilan eksplant c¢esidinin, besi ortami bilesiminin ve genotipinin etkisinin oldugu
ortaya ¢ikartlmistir. Somatik embriyolarin  %93’linlin kallus yoluyla kotiledon
eksplantindan, hipokotilden ise %7 oraninda meydana gelmistir. En ¢cok embriyo elde
ettikleri ¢esit, 0.5 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/I kinetin ile desteklenen %2 kuvvetteki MS besi
ortaminda kiiltiire alinan Kusgular ¢esidi olmustur. Kusculari sirasiyla %18.6 ile Yuva ve

%3.1 ile Kirkagag takip ettigini bildirmislerdir.

Balen ve ark. (2004), Agrobacterium rhizogenes ile asilanmis 8 giinliik kabak
(Cucurbita pepo L.) fidelerinden kesilen kotiledonlar hormonsuz MS besi ortaminda
kiiltiire alinmustir. Katt besi ortaminda 3 yildan daha fazla kiiltiire alinmakta olan Cpl,
Cp2 ve Cp31 ags1 kok hatlar1 dogal olarak iizerlerinde embriyo gibi yapilar bulunan
kalluslar meydana gelmistir. 5.7 pH oranina sahip besi ortaminin otoklav siiresinin 30
dk.’ya yiikseltilmesi kallus proliferasyonun sikligini artirmistir. Ayirilan kalluslar
proliferasyona devam edip anormal morfolojide embriyolar olusturmustur. IAA ve BA

kombinasyonun Cp31 kallus hatinda organogenesis ve embriyogenesisin lizerinde olumlu
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etkilerinin oldugunu aktarmislardir.

Urbanek ve ark. (2004), Styrian kabaginin (Cucurbita pepo L. subsp pepo var.
styriaca Greb) kotiledonlar1, 3 mg/l NAA ve 0.83 veya 5 mg/l NAA ve 3 mg/l BA iceren
kat1t MS ortaminda kiiltiire alinarak somatik embriyo elde edilmistir. 5 mg/l NAA ve 2.33
mg/l TAA iceren MS besi ortaminda kallus olusumu daha yiiksek olmustur ancak
embriyogenik yanit diisiik konsantrasyonlarda (3 mg/l NAA ve 1 mg/l BA) daha yiiksek
olmustur. Embriyo olusumu i¢in gereken zamanin besi ortamina bagli olmamustir.
Globular safthadaki embriyolar, 1 mg/l GAz, 0.1 mg/l NAA, 2 mg/l IAA kombinasyonlari
ve hormonsuz besi ortamlarinda olgunlastirilmak iizere kiiltiire alinmistir. En iyi
cimlenme 2 mg/l IAA igeren besi ortaminda gergeklesmistir. Olgunlasip aktarmaya
elverisli hale gelen bitkicikler 9 10 hafta igerisinde araziye transfer edilmistir. Rejenere

edilen bitkiler arazide verimli ¢igekler olusturup meyve tuttugunu bildirmislerdir.

Hongyan ve ark. (2005), Hetao kavun (Cucumis melo L.) ¢esidinde somatik
embriyogenesisin genel faktorleri aragtirilmistir. Hetao cesidinin kotiledonlart kiiltiire
alinmis ve somatik embriyo gdzlemlenmis. Calisma sonuglar1 2 mg/1 2,4-D ile 1 mg/l BA
ve 60 mg/l seker ile desteklenen MS besi ortaminda en yiiksek rejenerasyonun
gerceklestigini gostermistir. Giinliik kotiledon eksplantlar1 bir hafta karanlikta kiiltiire
alinmis sonraki hafta ise fotoperiyoda alinmis ve ardindan embriyo gelistirme ortaminda
transfer etmis ve daha fazla olgun embriyo meydana gelmistir. Somatik embriyolar
eksplantin meristem vaskiilerinden, adventif kdk veya eksplantin yiizeyinde olusan

kalluslarin i¢inden veya yiizeyinden olustugunu rapor etmislerdir.

Naderi ve ark. (2011), Iran’1n spesifik bir kavun cesidi olan Khatooni’de somatik
embriyogenesis ¢aligmiglardir. 6 giinliik fidelerden alinan 3 farkli farkli eksplant tipi
(kotiledon, kotiledon petiolu ve hipokotil) ve BBD olarak da BAP (0 ve 0.1 mg/l ) ve 2,4-
D (0, 2.5, 5 ve 7.5 mg/l) kullanmislardir. Somatik embriyogenesis iizerinde en etkili BBD
kombinasyonu 0.1 mg/l BA ve 5 mg/l 2,4-D olurken en yiiksek somatik embriyogenesis

potansiyeli gosteren eksplantin kotiledon petiolu oldugunu rapor etmislerdir.

Usman ve ark. (2011), Ticari hiyar ¢esitleri embriyogenesis, bitki rejenerasonu,
BBD ve somatik dokular i¢in arastirilmistir. En fazla kallus olusumu sirasiyla %94.16 ve
%76 ile 2 mg/1 2,4-D, 1.5 mg/l NAA ve 1.5 mg/l BAP ile desteklenen MS besi ortaminda
kiiltiire aliman yaprak disk eksplantlarinda gézlenmistir. 4 mg/l BAP + 0.75 mg/l NAA
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iceren besi ortaminda kiiltiire alinan tohum kotiledonlar1 %77 ile maksimum kallusu
olusturmustur. En yiiksek (5 mg/1) 2,4-D ile yaprak disklerinde olusan kallus en ¢ok %23
embriyo olustururken 5 mg/l BAP ve 5 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ise sirastyla %14 ve
%12 oraninda siirgin olusturmustur. Elde edilen siirgiinler MS besi ortaminda
koklendirilmis ve saksilara dikilip aklimatize edildikten sonra bitkiciklerin araziye

sasirtildigini rapor etmislerdir.

El-Sayed el-absawy ve ark. (2012), Cucumis sativus L. cv. Faris bitki
rejenerasyonu icin etkili bir somatik embriyogenesis protokiilii gelistirmislerdir. Kiiltiiriin
olgun tohumlari, kotiledonlar1 ve siirgiin uclar1 30 mg/l sakkaroz, %0,8 agar, 2,4-D ve
kinetin igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis ve embriyogenik kallus elde etmislerdir.
%94 ile maksimum embriyogenik kallus olusumu 1 mg/l 2,4-D ve %92 oranindaki
embriyogenik kallus orani ise 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortamindan elde etmislerdir.
Somatik embriyolar, 5 mg/l 2,4-D (%33) ve 0,5 mg/l NAA (%27) ile desteklenen MS
ortaminda kiiltiire alinan olgun tohum eksplantlarinda 17 hafta sonra gézlenmistir. 2 mg/1
2,4-D (%10) ve 0,5 mg/l NAA(%25) ile desteklenen MS ortamindaki kotiledonlar ise 18
haftadan sonra somatik embriyolar gozlenmistir. %40 en yiiksek SE orani, 2 mg/l 2,4-D
ve 0,5 mg/l NAA (%30) siirgiin ucu eksplantlarindan 13 hafta sonra elde etmislerdir.
Olgun tohum ve kotiledon kalluslarindan adventif siirgiin rejenerasyonu 8 hafta sonra 0,5
mg/l BA ile destelenmis MS ortaminda gerceklesmistir. In vitro rejenerasyon ile elde
ettikleri iyi koklere sahip bitkileri once seraya ardindan da topraga basarili sekilde

aktarmiglardir.

Thiruvengadam ve ark. (2013), Somatik embriyogenesis yoluyla gherkin
(Cucumis anguira L.) rejenerasyonu i¢in etkili bir hiicre slispansiyon kiiltiirii protokolii
gelistirmislerdir. 0.88 mg/1 2,4-D ve 0.22 mg/1 kinetin ile desteklenmis MS besi ortaminda
yaprak eksplantlarindan elde edilmis kalluslar kiiltiire alinmitirs. En yiiksek SE oram
(%33.5), 0.44 mg/1 2,4-D ile desteklenen MS ortaminda 3 hafta kiiltiire alinan kiiltiirlerde
gozlemlenmistir. Somatik embriyolarin ontogenik caligmalari, somatik embriyo olacak
hiicrelerin 5 hafta icerisinde kiire seklindeki proembriyolara bdliiniip ardindan globular
seklini aldiktan sonra kalp sekline ve daha da farklilasip uygun bir sekilde torpido ve
kotiledon sathalarmi gegirdigini aciga c¢ikardigimi belirtmislerdir. Embriyo gelisimi
eszamansiz ve kuvvetli bir sekilde 2,4-D konsantrasyonundan etkilenmistir. 0.44 mg/1

2,4-D ve 0.17 mg/l L-glutamine ile desteklenmis olan MS siv1 ortam1 yiliksek oranda
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(%44.5) somatik embriyo iiretmede etkili olmustur. Kotiledon sathasindaki somatik
embriyolar hormon icermeyen sivi MS besi ortamina 7 giinde olgunlagmasinin
gerceklesmesi i¢in transfer edilmis. Siispansiyonlarda 2,4-D’nin eksikligi somatik
embriyo olgunlasmasini artirtp anormalligi azalttigini ifade etmislerdir. Sakkarozun
kallus olusturma, embriyo olgunlastirma ve cimlendirme icin en iyi karbon kaynagi
oldugunu bulmuslar. 0.13 mg/l ABA, %2 sakkaroz, %0.2 gelrite iceren 1/10 kati MS
ortamina aktarildiginda nispeten bir kag embriyo kok ve siirglin olusturmustur. Yaklasik
olarak somatik embriyolarin %15°1 2 hafta i¢inde morfolojik olarak normal ve verimli
bitkilere doniismiistiir. Rejenere edilen bitkicikler basarili bir sekilde aklimatize edilmis
ve %80 basari ile araziye aktarilmigtir. Bu rejenerasyon protokoliiniin basarili bir sekilde

embriyo iiretimi, gelisimi ve bitkiciklerin donilistimiinii garanti ettigini bildirmislerdir.

Raji ve ark. (2018), Mashhadi ve Eivanaki tarafindan kokulu kavun (Cucumis
melo L) gesitleri i¢in yeni bir direkt somatik embriyogenesis yolu ile in vitro rejenerasyon
protokolii rapor edilmistir. Daha ©nce hi¢ denenmemis 3 fitohormonlarin
kombinasyonlar1 olan NOA + TDZ, NOA + BAP ve 2,4-D + 4-CPPU igeren MS besi
ortaminda 4-8 giinliik kotiledon, hipokotil ve tohum eksplantlar1 kiiltiire alinmasiyla
somatik embriyo elde edilmistir. Embriyogenesis hipokotil ve 8 giinliik kotiledonlardan
daha cok 4 giinliik kotiledon (%11) ve tohumlarda (%12) ger¢eklesmistir. En iyi sonug
%48 ile 0.4 mg/l NOA + 0.2 mg/l BAP kombinasyonundan elde edilmistir. Eksplant tipi
kallus ve siirgiin olusumu iizerinde 6nemli farkliliklar gostermistir. En yiiksek kallus
olusumu (%54) 8-giinliikk kotiledon iizerinde meydana gelirken, en yiiksek siirgiin
olusumu 4 giinliik kotiledondan (%14) meydana gelmistir. En yiiksek kok olusumu (%12)
ise 4 giinliik hipokotil ve 8 giinliik kotiledondan olusmustur. Genotipin embriyogenesis
tizerinde etkisi gozlenmistir. Eivanaki c¢esidinin olusturdugu embriyo sayisi

Mashhadi’ninkinden ¢ok daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilan bitkisel materyal olarak, Diyarbakir karpuzu (Citrullus
lanatus cv. Siirme) Strme tipinin 1 yillik olgun tohumlar1 kullanilmistir (Sekil 3.1).
Tohumlar, Diyarbakir karpuzu Siirme tipinin yogun olarak yetistiriciliginin yapildigi

Diyarbakir merkez ilgesine bagli Erimli kdyiinden temin edilmistir.

Bar=1cm

Sekil 3.1. Calismada kullanilan Diyarbakir karpuzu Stirme tipine ait 1 yillik olgun
tohumlar

3.1.1. Olgun Siirme Tipi Karpuz Tohumlarimin Cimlendirilmesi

Tohumlar, yiizey sterilizasyon isleminden sonra i¢inde %3 sakkaroz bulunan ve
%0.7 agar ile katilagtirilmig MS besi ortami bulunan Magenta GA-7 kiiltiir kaplarinda
kiiltire alinmistir. Eksplantlar 3 giin tam karanlikta bekletilmis daha sonra 5 giinliik
eksplantlar i¢in 2 giin, 20 giinliik eksplant i¢in ise 17 giin boyunca 16 s aydinlik ve 8 s
karanlik ortamda 2542 °C’de ¢cimlendirilmeye birakilmistir (Sekil 3.2). Her Magenta GA-

7 kiiltiir kabinda ortalama 5 adet tohum kiiltiire alinmistir.
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Sekil 3.2. In vitro BBD i¢cermeyen MS ortaminda tohum ¢imlendirilmesiyle elde edilen Siirme tipi
karpuz fidesi, A (5 giinliik), B (20 giinliik)

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Eksplant Tipleri

Kotiledon, hipokotil kotiledon ¢enegi, kotiledon kisimlar1 eksplant olarak
kullanilmistir. Bu eksplant tipleri, olgun tohumlarin BBD igcermeyen Murashige ve
Skoog'un (1962) besi ortaminda in vitro c¢imlendirilerek elde edilen fidelerden

saglanmistir.

Kotiledon ¢enegi

-

2

IR

Sekil 3.3. Calismada kullanilan eksplant tiplerine ait eksplant kaynagi (A), kot: kotiledon b.k: Boliinmiis
kotiledon (B) hip:hipokotil (B), radyal kisim1 ¢ikarilmis kotiledon ¢enegi (C)

I. Deney I icin: kotiledon kisimlar1; kotiledondan yaklasik 25 mm? olacak sekilde

kesitler alinarak eksplantlar hazirlanmistir. Bu deneyde tiim kotiledonlar in vitro

¢imlendirilen olgun tohumlarin 20 giinliik fidelerinden elde edilmistir (Sekil 3.2 / B).
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I1. Deney II i¢in: kotiledon; uzunlamasina iki esit pargaya boliinerek yaklasik 1.0
cm boyutunda, hipokotil; 0.5 ila 1.0 cm boyutunda ve kotiledon ¢enegi; 0.5 ila 1.0 cm
boyutunda ve radiyal kisim cikarilarak eksplantlar hazirlanmistir. Bu deneyde tiim
eksplantlar in vitro ¢imlendirilen olgun tohumlarin 5 giinliik fidelerinden elde edilmistir

(Sekil 3.2).

3.2. Yontem
Bu tez calismasi, Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii,

Bitki Biyoteknoloji Laboratuvarinda 2020 yilida yiirtitiilmiistiir.
3.2.1. Sterilizasyon Teknikleri

3.2.1.1. Cam Malzeme ve Ekipmanlarinin Sterilizasyonu

Kullanilan petri, beher, balonjoje, erlenmayer vb. cam malzemeler 180 °C’de 2
saat boyunca etlivde bekletilerek 1s1 ile sterilizasyonu saglanmstir.

3.2.1.2. Metal Malzeme ve Ekipmanlarimin Sterilizasyonu

Kullanilan pens cesitleri, bisturi saplar1 vb. metal malzemeler %96’°lik ethanol ile
silindikten sonra aliiminyum folyolara sarilarak etiivde %180 °C sicaklikta 2 saat boyunca

bekletilerek sterilizasyonu saglanmistir.

3.2.1.3. Kagit Malzemelerin Sterilizasyonu

Kabinde ¢alisma esnasinda kiiltiir hazirlamada ¢ok amagli olarak kullanilan filtre
kagitlar1 kagitlar belirli ebatlarda kesilip parsomen kagitlari ile sarilip etiivde 150-180 °C

sicaklikta 2 saat bekletilerek sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

3.2.1.4. Kiiltiir Kaplarinin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 otoklavda 121°C sicaklik ve
1.5 atm basing altinda 20 d bekletilerek sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir.

3.2.1.5. Besi Ortaminin Sterilizasyonu

Hazirlanan besi ortami erlenmayerlere veya vida kapakli otoklavlanabilir cam
siselere dagitildiktan sonra otoklava alinip 20 d boyunca 121 °C’de ve 1.5 atm basingta

bekletilerek sterilizasyonu saglanmistir.
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3.2.1.6. Tohumlarin Sterilizasyonu

Caligmada kullanilan Siirme tipi karpuz tohumlarinin kabuklar1 manuel olarak
cikarilmis kabuksuz tohumlar 3-5 d boyunca ¢esme suyu altinda yikanmaistir. Daha sonra
tohumlar 100 ml %70’lik etanol igerisinde 60 s ¢alkalanmistir ve ardindan 3 kez steril
distile su ile ¢alkalanmistir. Tohumlar bu defa da 100 ml %5 NaOCl1 1 veya 2 ml Tween-
20 eklenen ¢ozeltide 5 dk boyunca manyetik karistirict ile karigtirilmistir. Bu islemden
sonra tohumlar steril distile su ile 5 dk calkalanmistir, bu islem 5 kez tekrar edilmistir.
Tohumlar kurutulmak {iizere steril hava akish kabin icerisinde steril kagitlar iizerinde

kurutulmaya birakilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Tohumlarin sterilizasyon islemleri. A: Tohumlarin sterilant i¢erisinde manyetik karistirici ile
karigtirtlmasi, B: %70°lik etanol hazirlanmasi, C: Tohumlarin sterilizasyon isleminden sonra steril
kabin igerisinde kurutulmaya birakilmasi.

3.2.2. Biiyiime Ortam ve Kiiltiir Kosullari

Calismada hazir MS (Murashige ve Skoog 1962) besi ortami kullanilmistir. MS
besi ortaminin hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak steril distile su kullanilmistir. MS besi
ortami sakkaroz, agar ve BBD ile desteklenmistir. pH derecesinin ayarlanmasinda 1 N
HCL ve 1 N NaOH kullanilmistir. Besi ortami sterilizasyon igleminden sonra kiiltiir
hazirlama odasinda petri, Magenta GA-7 ve cam kavanozlara istenilen hacimlerde
dagitilmistir. Genellikle petri veya Magenta basina 40 ml besi ortami olacak sekilde
dagitim yapilmistir. Tiim kiiltiir islemleri UV lamba yerlestirilmis (kiiltiir ¢alismalari

yapilmadan 6nce 3 saat ¢alistirilmistir) kiiltiir hazirlama odasinda bulun steril hava akigh
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kabinde gerceklestirilmistir. Kiiltiir islemlerinden dnce kabin %70’lik etanol ile silinmis
ve kabinin UV lambasi en az 20-30 d arasinda ¢alistirilmistir. Ekim yapildiktan sonra
kiiltiirler ¢alismanin amaci dogrultusunda tam karanlik veya 16 s 151k/ 8 s karanlhik
fotoperiyotlu, 151k yogunlugu 50 umol m™>s™! (beyaz flouresan) ve ortam sicakligi 25+2
°C olan kontrollii biiylime odasinda inkiibasyona alinmistir. Koklendirilen bitkicikler
steril torf ortamina aktarilip bu biiyiime odasinda aklimatize edilmis ve ardindan da
alistirma odasinda belirli bir silire boyunca sera sartlarina birakilmistir. Sera sartlarindan

alinan bitkicikler araziye aktarilmistir.

3.2.3. Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Calismada hazir MS besi ortami kullanilmistir. MS besi ortamina ait bilesen
icerigi Cizelge 3.1.’de verilmistir. MS besi ortaminin hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak
etiivde 2 saat boyunca 180 °C’de sterilize edilen distile su kullanilmistir. 1 It MS besi
ortam1 hazirlamak i¢in 4.4 g hazir MS 1 It hacmindeki behere doldurulan 1 It steril distile
suda ¢ozdiiriilmiis ardindan 30 g/I sakkaroz eklenip ¢ozdiiriilmiis ve en son ise 7 g/l agar
eklenip ¢ozdiirlilmiistiir. pH derecesi de 5.8’e ayarlandiktan sonra ¢alismanin amacina
gore istenilen BBD konsanstrasyonlar1 eklenip otoklavda (121 °C, 1.5 atm) 20 d siireyle
sterilizasyona tabii tutulmustur. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra kiiltlir odasinda steril

hava akisgh kabinde sogutulmaya birakilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. MS besi ortaminin hazirlanmasi (A), pH kontrolii (B), hazirlanmis MS (C)
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Cizelge 3.1. Hazir MS (M5519) besi ortamu igerigi

Bilesenler mg/l
NH4NO; 1650
H;BO; 6.2
CaCL.2H.O 332.2
CoCl,.6H,O 0.025
CuSO0.4.5H,0 0.025
Na,EDTA 37.26
FCSO4.7H20 27.8
MnSO4.H,O 180.7
MnS0O4.4H,0 16.9
Na;Mo04.2H,0 0.25
KI 0.83
KNO; 1900
KH,PO4 170
ZHSO4.7H20 8.6
Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotinik asit 0.5
Pirodoksin-HCL 0.5
Thiamine-HCL 0.1

3.2.4. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin (BBD) Stok Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Calismada kullanilan biitliin BBD stok ¢ozeltileri 1 mg/l konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. Hassas terazide 100 mg olarak dl¢iilen BBD balonjojeye birka¢ ml ¢6ziicii
eklenerek manyetik karistiric ile ¢ozdiiriildiikten sonra steril distile su ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan stok cozeltiler renkli siselerde buzdolabinda 4 °C’de

tutulmustur. Stok ¢ozeltiler belli siirelerde yeniden hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Caligmada Kullanilan BBD ve Coziiciileri

BBD Coziicii
2,4-D (2,4-D Diklorofenoksi asetik asit) EtOH/NaOH
TAA (indol-3-asetik asit) EtOH/NaOH
NAA (a-Naftalen asetik asit) EtOH/NaOH
BAP (6-Benzilaminopurin) NaOH

TDZ (Thidiazuron) KOH

Kin (Thidiazuron) NaOH
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3.2.5. Kallus ve Somatik Embriyogenesis Baslatma Calismalari

Tez caligmasinda iki farkli deney gerceklestirilmistir. Deneylere ait detaylar

asagida ayrintili bir sekilde verilmistir.

Sekil 3.2. Eksplant kesimi ve kallus olusumu i¢in kiiltiir baslatma islemleri

3.2.5.1. Deney I

Deney I'de eksplant kaynagi olarak yaklasik 25 mm? ebatindaki 20 giinliik
kotiledon kesitleri kullanilmistir. Her petri veya Magenta GA-7 kiiltiir kabinda 8 adet 25
mm? boyutunda kesilmis kotiledon kisimlarmin iist yiizeyleri NAA (0.5, 1 ve 1.5 mg/l),
24-D (0.5, 0.75, 1 mg/l) ve TDZ (0.1, 0.25, 0.5 mg/l) konsantrasyon ve
kombinasyonlarini (Cizelge 3.3) ve 30 mg/l sakkaroz (Merck) ve 7 g/l agar (Sigma) iceren
ve BBD icermeyen kontrol grubu da dahil olan MS besi ortamina temas edecek sekilde
yerlestirilmis (Sekil 3.6) ve ardindan kiiltiirler 25+2 °C’de tam karanlikta 1 hafta
inkiibasyona alinmistir. Kiiltiirler daha sonra 16 s aydinlik ve 8 s karanlik fotoperiyotuna
almmigtir. Kallus olusumuna yanit veren Kkiiltiirler 3-4 haftada altkiiltiire alinarak
embriyogenik kallus elde edilmesi amaglanarak kiiltiir islemleri devam ettirilmistir.

Embriyogenik kallusa doniisen kiiltiirler 1.altkiiltiirden sonra embriyo olusumunun tesvik
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edilmesi i¢in icerisinde oksin bulunmayan 2 farkli sitokinin tipi olan BAP (1 mg/l) ve
TDZ (0.1 mg/l) igeren MS ortamina transfer edilmis ve her bir kiiltiir kabina 4 eksplant
diisecek sekilde paylasilip aktarilmistir. Boylece farkli sitokinin tiplerinin embriyo
olusumuna etkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaclanmistir. Kiiltiirler 12 haftaya kadar takip
edilebilmis ve 12 haftanin sonunda yas kallus ¢aplar1 ve agirliklar1 dl¢iimleri yapilmak

tizere kiiltiir islemleri durdurulmus ve gerekli ol¢limler dijital kumpas ve dijital hassas

terazi (XT 320m, Precisa) kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.7).

Cizelge 3.3. Deney I’de kullanilan BBD konsantrasyon ve

kombinasyonlari (mg/l)
No TDZ NAA No TDZ 24-D
1 0.0 0.0 17 0.0 0.0
2 0.1 0.0 18 0.1 0.0
3 0.25 0.0 19 0.25 0.0
4 0.5 0.0 20 0.5 0.0
5 0.0 0.5 21 0.0 0.5
6 0.1 0.5 22 0.1 0.5
7 0.25 0.5 23 0.25 0.5
8 0.5 0.5 24 0.5 0.5
9 0.0 1.0 25 0.0 0.75
10 0.1 1.0 26 0.1 0.75
11 0.25 1.0 27 0.25 0.75
12 0.5 1.0 28 0.5 0.75
13 0.0 1.5 29 0.0 1.0
14 0.1 1.5 30 0.1 1.0
15 0.25 1.5 31 0.25 1.0
16 0.5 1.5 32 0.5 1.0
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Sekil 3.3. Deney I’de yas kallus agirlik ve ¢ap dl¢iim islemlerinin yapilmasi
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3.2.5.2. Deney 11

Deney II’de 5 giinliik kotiledon, kotiledon ¢enegi ve hipokotil eksplant olarak
kullanilmistir (sekil 3.3). Deneyde kullanilan Magenta GA-7 kiiltiir kaplarin ve cam
petrilerin (100x20 / 120x20 mm) her birinde en az 5 adet eksplant olacak sekilde Deney
I’de anlatildig gibi kiiltiire alinmistir. Bu deneyde BBD’nin somatik embriyogenesisin
tizerindeki etkileri arastirilmak {izere farkli oksin ve sitokinin tipleriyle; BAP — NAA,
BAP - 24-D, TDZ — NAA ve TDZ — 2,4-D olmak {izere 4 grup olusturulmustur.
Eksplantlar, icerisinde sitokinin ve oksin tipleri olan BBD kombinasyonlari, 30 g/l
sakkaroz (Merck) ve 7 g/l agar (Sigma) da iceren 64 (kontrol gruplar1 dahil) farklt MS
besi ortaminda 25+2 °C’de tam karanlikta 1 hafta siiresince inkiibasyona alinmistir. Bu
konsantrasyon ve kombinasyonlar asagida Cizelge 3.4 te verilmistir. Kiiltiirler daha sonra
16 s aydinlik ve 8 s karanlik fotoperiyoduna alinmistir. Kallus olusumuna yanit verenler
3-4 haftada 1 ayni ortamda alt kiiltiire alinmistir. Embriyogenik gozlemler, embriyo
sayimlar1 ve gorseller, binokiiler mikroskoplar (Zeiss Stemi-Dv4/ Zeiss stemi 2000-C)
yardimiyla gerceklestirilmistir. Kallus olusum orani 3 ila 4. haftada, embriyogenik kallus
olusum oran1 ve somatik embriyo sayilar1 5. haftadan itibaren kaydedilmeye baslanmistir.
Embriyogenik kallus olusturan kiiltiirlerde meydana gelen preglobular, globular, kalp
seklinde ve kotiledon sathasi ve slirglin olusturup bitkiciklere donlisen somatik
embriyolar, embriyo olgunlastirma ve ¢imlendirme ortamlarina (hormonsuz MS besi
ortami, 1 mg/l IAA iceren MS besi ortam1 ve 1 mg/l Kin iceren MS besi ortami)
aktarilmigtir. Somatik embriyolarin olgunlasip ¢imlenerek kok ve siirgiin olusturup
bitkicige donilismelerinin ardindan MS ortamindan ¢ikarilip ¢cesme suyunda yikanmis ve
steril torf iceren kiiltiir kaplarinda (Magenta GA-7) veya cam kavanozlarda (¢ap: 7 cm,
yik.: 13.5 cm) ayni sartlarda aklimatize edilmek iizere kontrollii biiyiime odasinda
tutulmustur. ik hafta yiiksek nem oranmi korumak icin 1 hafta boyunca kiiltiir kaplar
veya cam kavanozlarin kapaklar1 kapali tutulmus ardindan kiiltiir kaplar1 veya cam
kavanozlarin kapaklar1 agilmistir. Sonraki hafta nem oranini istenilen diizeyde tutmak
icin kiiltiir kaplarinin veya cam kavanozlarin agizlari hafif sekilde agik birakilmis veya 1
mm ¢apinda alt tarafindan delik agilmis pet bardaklar cam kavanozlarin agzina gegirilerek
kapatilmistir. 2-3 giin arayla kiiltiir kaplar belirli siirelerde agz1 agik tutulmus veya pet
bardaktaki delik sayis1 artirilmistir. 3. Haftada kiiltiirler kaplarindan ¢ikarilarak steril torf

iceren saksilara (cap: 8.5 cm, yiik.: 8.5 cm) aktarilmis ve saksilarin {istii cam beherle
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kapatilmis ve sera sartlarina sahip alistirma odasina transfer edilmistir. Bir hafta boyunca
2-3 giin arayla iizerlerine konulan cam beherler kaldirilarak sulanmig ve 1-2 saat siiresince
havalandirilmistir. Sonraki haftada gelisip arazi sartlarina aktarilabilirligi olan bitkicikler
arazi sartlarina transfer edilmistir. Bitkiciklerin haftalik siirglin boyu uzunluklar1 dijital

kumpas veya cetvel ile dl¢iiliip kaydedilmistir.

Cizelge 3.4. Deney II’de kullanilan BBD konsantrasyon ve kombinasyonlar1 (mg/1)
No BAP NAA No BAP 24-D No TDZ NAA No TDZ 24-D

1 0.0 0.0 17 0.0 0.0 33 0.0 0.0 49 0.0 0.0
2 0.0 0.05 18 0.0 0.1 34 0.1 0.0 50 0.1 0.0
3 0.0 0.1 19 0.0 0.5 35 0.25 0.0 51 0.25 0.0
4 0.0 0.5 20 0.0 1.0 36 0.5 0.0 52 0.5 0.0
5 1.0 0.0 21 1.0 0.0 37 0.0 0.5 53 0.0 0.5
6 1.0 0.05 22 1.0 0.1 38 0.1 0.5 54 0.1 0.5
7 1.0 0.1 23 1.0 0.5 39 0.25 0.5 55 0.25 0.5
8 1.0 0.5 24 1.0 1.0 40 0.5 0.5 56 0.5 0.5
9 2.0 0.0 25 2.0 0.0 41 0.0 1.0 57 0.0 0.75
10 20  0.05 26 2.0 0.1 42 0.1 1.0 58 0.1 0.75
11 2.0 0.1 27 2.0 0.5 43 0.25 1.0 59 0.25 0.75
12 2.0 0.5 28 2.0 1.0 44 0.5 1.0 60 0.5 0.75
13 3.0 0.0 29 3.0 0.0 45 0.0 1.5 61 0.0 1.0
14 3.0 0.05 30 3.0 0.1 46 0.1 1.5 62 0.1 1.0
15 3.0 0.1 31 3.0 0.5 47 0.25 1.5 63 0.25 1.0
16 3.0 0.5 32 3.0 1.0 48 0.5 1.5 64 0.5 1.0

3.2.6. Embriyo Olgunlastirma ve Cimlendirme

Kiiltiir baglatma sonucu kalluslardan meydana gelen, globular, torpido, kalp sekli
ve kotiledon safhasindaki somatik embriyolar, Kin (1 mg/l), IAA (1 mg/l) ve BBD
icermeyen (kontrol) 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar bulunan MS besi ortaminda, 25+2 °C’de
16 s aydinlik ve 8 s karanlik fotoperiyota sahip biiylime odasinda kiiltlire alinmistir.
Kiiltiirler 3 ila 4 hafta arayla altkiiltiire alinmistir. Koklenip primer kok ve yaprak
olusturan embriyolar bu ortamdan alinip ¢gesme suyu altinda agarli ortamdan temizlenmis

ve aklimatizasyon islemine tabii tutulmustur.

3.2.7. Aklimatizasyon Islemleri

Cimlenen embriyolar, otoklavda (121 °C, 1.5 atm’de 20 dk.) steril edilmis torf
iceren Magenta GA-7 kiiltiir kabina aktarilmis ve aklimatizasyon islemi i¢in ayn1 kiiltiir
sartlarinda bekletilmistir. Magenta kaplarinin kapaklari ilk haftadan sonra asamali olarak

acilmistir. Bitkicikler 3-4 haftadan sonra steril torf iceren 8.5 x 8.5 (cm) saksilara
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aktarilarak tizerleri 1 haftaligina beherler ile kapatilarak aklimatizasyon odasina (sera
sartlar1) alinmigtir. 2-3 giin arayla bitkiciklerin tizerleri 1-2 saat agik birakilmistir. Daha
sonra beherler tamamen kaldirilmis ve 4. haftadan sonra aklimatize olup hayatta kalan

bitkicikler arazi sartlarina transfer edilmistir.

3.2.8. Calismada Yapilan Ol¢iim ve Gozlemler

In vitro olarak elde edilen 5 ve 20 giinliik eksplantlar kullamlarak somatik
embriyogenesis i¢in 2 farkl kiiltiir baglatilmis, yapilan deney ve gozlemler Deney I ve

Deney II basliklari ile asagida verilmistir.

3.2.8.1. Deney 1

- Eksplantlarda kallus olusum oram (%): Her bir kiiltiir kab1 veya petride, kallus
olusumu meydana gelen eksplant sayisinin toplam eksplant sayisina oraninin 100

ile garpimini ifade eder.

- Eksplantlarda embriyogenik kallus olusum orani (%): Her bir kiiltiir kab1 veya
petride, embriyogenik kallus meydana getiren eksplant sayisinin toplam eksplant

sayisina oraninin 100 ile ¢arpimini ifade eder.

- Eksplantlarin yas kallus agirhgi (mg): Kallusa doniisen eksplantlarin hassas

terazide tartilmis mg cinsinden agirliklarini ifade eder.

o Yas kalluslarin ¢ap uzunluklar1 (mm): Yas kallus caplari, dijital kumpas ile
Olciilmiis mm cinsinden uzunluklarini ifade eder.

o NAA’mn sitokinin tipi TDZ ile birlikte kullaniminin somatik
embriyogenesiste kallus olusumuna etkisi

NAA’nin 0.5, 1.0 ve 1.5 mg/l konsantrasyonlarinin her biri TDZ’ nun
(0.1, 0.25 ve 0.5 mg/l) ile kombinasyonlarinin somatik embriyogenesiste kallus

olusturma etkileri arastirilmistir.

o 2,4-D’nin sitokinin tipi TDZ ile birlikte kullaniminin somatik

embriyogenesiste kallus olusumuna etkisi
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2,4-D’nin ve 0.5, 0.75 ve 1 mg/l konsantrasyonlarinin her biri TDZ ile
(0.1, 0.25 ve 0.5 mg/l) kombinasyonlarinin somatik embriyogenesiste kallus

olusturma etkileri arastirilmistir.

o TDZ ile birlikte kullanilan NAA’nin somatik embriyogenesiste

embriyogenik kallus ve embriyo olusumuna etkisi

TDZ’nin 0.1, 0.25 ve 0.5 mg/l konsantrasyonlar1 ile NAA’nin 0.5, 1.0 ve
1.5 mg/1 konsantrasyonlari ile kombinasyonlarinin embriyogenik kallus

olusturma lizerine etkileri arastirilmistir.

o TDZ ile birlikte kullanilan 2,4-D’nin somatik embriyogenesiste

embriyogenik kallus ve embriyo olusumuna etkisi

2,4-D’nin 0.5, 0.75, 1.0 mg/1 konsantrasyonlari ile TDZ’nin 0.1, 0.25, 0.5
mg/l konsantrasyon kombinasyonlarinin somatik embriyogenesiste

embriyogenik kallus olusturma etkileri arastirilmistir.

o Sitokinin tiplerinin embriyogenik kallus ve embriyo olusumuna etkisi

Embriyogenik kallus indiiksiyonu i¢in kalluslar TDZ (0.1 mg/1) veya
BAP (1 mg/l) igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinarak embriyogenik kallus

olusturma etkileri arastirilmstir.
- BBD’nin yas kallus agirhik ve cap uzunluklari iizerinde etkisi
TDZ, NAA, 2,4-D ve BAP’1n ¢esitli konsantrasyon ve kombinasyonlari
kullanilarak yas kallus agirlig1 ve cap uzunluklari {izerindeki etkisi aragtirilmistir.
3.2.10.2. Deney 11

- Eksplantlarda kallus olusum orani (%): Her bir kiiltiir kab1 veya petride, kallus
meydana getiren eksplant sayisinin toplam eksplant sayisina oranmin 100 ile

carpimini ifade eder.

- Eksplant tiplerinde kallus olusum oram (%): Her bir eksplant tipi i¢in; kallus
olusturan eksplant sayisinin toplam eksplant tipinin sayisina oranmin 100 ile

carpiminin ifadesidir.
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Eksplantlarda embriyogenik kallus olusum orani (%): Her bir kiiltiir kab1 veya
petride, embriyogenik kallus olusturan eksplant sayisinin toplam eksplant sayisina

oraninin 100 ile ¢arpimini ifade eder.

Eksplant basina somatik embriyo sayis1 (adet/kallus): Kiiltlire alinan her bir

eksplantta meydana gelen embriyo sayisidir.

Eksplant tipi basina somatik embriyo sayis1 (adet/kallus): Eksplant tipleri olan

Kotiledon, hipokotil ve kotiledon ¢eneginin olusturdugu embriyo sayisidir.

Somatik embriyo safhalarinin gézlenmesi: Somatik embriyolarin globular, kalp

sekli, torpido ve kotiledon safhalarinin tespit edilmesi.

Cimlenen somatik embriyo sayisi (adet): Kiiltiire alinan eksplantlardan elde
edilen somatik embriyolarin, ¢imlenme ortaminda kiiltlire alinmasiyla ¢imlenen

embriyolarin sayisidir.

Cimlenen somatik embriyo orami (%): Kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen
somatik embriyolarin, ¢cimlenme ortaminda kiiltiire alinmasiyla ¢imlenen embriyo

sayisinin toplam embriyo sayisina oraninin 100 ile ¢arpmini ifade eder.

Bitkiciklere doniisen somatik embriyo sayis1 (adet): Somatik embriyolarin
cimlenme ortaminda kiiltiire alinmasi sonucu ¢imlenen embriyolardan bitkiciklere

doniisenlerin sayisini ifade eder.

Bitkiciklere (embling) doniisen somatik embriyolarin oram (%): Bitkiciklere
doniisen embriyo sayisinin tiim somatik embriyo sayisina oraminin 100 ile

carpimini ifade eder.

Cimlenen somatik embriyolarin bitkiciklere (embling) doniisme oram (%):
Bitkiciklere doniisen somatik embriyo sayisinin ¢imlenen somatik embriyo

sayisina oraninin 100 ile ¢arpimini ifade eder.

Somatik embriyolardan gelistirilen bitkiciklerin (embling) kok uzunlugu
(cm): 3 ila 4 hafta icerisinde kok ve siirgiin olusturan embriyolarin dontistigii
bitkicikler aklimatizasyona alinmadan once dijital kumpas veya cetvel yardimiyla

Olciilen kok uzunluklarinin cm cinsinden degerini ifade eder.
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- Somatik embriyolardan gelistirilen bitkiciklerin (embling) siirgiin boyu
(cm): 3 ila 4 hafta igerisinde kok ve slirglin olugturan embriyolarin doniistiigi
bitkiciklerin aklimatizasyona alinmadan oOnce dijital kumpas veya cetvel

yardimiyla 6lgiilen siirgiin boylarinin cm cinsinden degerini ifade eder.

- Aklimatizasyona alinan bitkicik sayis1 (adet): Somatik embriyolarin olgunlasip
cimlenmesiyle kok ve siirglin olusturup bitkiciklere doniisenlerin sayisini ifade

eder.

- NAA’nin farkh sitokinin tipleri ile birlikte kullamminin somatik

embriyogenesiste kallus olusumuna etkisi

NAA’nin 0.05, 0.1, 0.5 mg/l konsantrasyonlar1 ile BAP’1n 1, 2, 3 mg/l ve
TDZ’nin 0.1, 0.25, 0.5 mg/l konsantrasyonlari ile kombinasyonlar olusturulup
birlikte kullanilarak somatik embriyogenesiste kallus olusturma iizerine etkileri

arastirilmastir.

- 24-D’nin farkh sitokinin tipleri ile birlikte kullaniminin somatik

embriyogenesiste kallus olusumuna etkisi

2,4-D’nin 0.1, 0.5, 1 mg/l konsantrasyonlar1 ile BAP’in 1, 2, 3 mg/l ve
TDZ’nin 0.1, 0.25, 0.5 mg/l konsanstrasyonlar1 ile kombinasyonlar olusturulup
birlikte kullanilarak somatik embriyogenesiste kallus olusturma tizerine etkileri

arastirilmastir.

- NAA ve 2,4-D’nin farkh sitokinin tipleri ile birlikte kullaniminin somatik
embriyogenesiste embriyogenik kallus ve embriyo olusumuna etkisi
NAA’nin 0.05, 0.1, 0.5 mg/l ve 2,4-D’nin 0.1, 0.5, 1 mg/l
konsantrasyonlar1 ile BAP’m 1, 2, 3 mg/l ve TDZ’nin 0.1, 0.25, 0.5 mg/l
konsantrasyonlari ile kombinasyonlar olusturulup birlikte kullanilarak oksinlerin
somatik embriyogenesiste embriyogenik kallus ve embriyo olusturma iizerine

etkileri arastirilmistir.
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- BAP’In NAA ve 2,4-D ile kombinasyonlarinin somatik embriyo sayisi iizerine

etkisi:

BAP’1n 1, 2, 3 mg/l konsantrasyonlari ile NAA (0.05, 0.1, 0.5 mg/l) ve 2,4-
D‘nin (0.1, 0.5, 1 mg/l) konsantrasyonlar1 ile olusturulan kombinasyonlarin

somatik embriyo sayisi lizerine etkileri arastirilmistir.

- JTAA ve Kinetin’in somatik embriyolarin olgunlasma, cimlenme ve siirgiin
olusumuna etkisi

Eksplantlardan rejenere edilen somatik embriyolar IAA, Kinetin ve

kontrol (BBDsiz) ortamlarda kiiltiire alinarak oksin ve sitokininlerin

olgunlastirma, ¢imlendirme ve siirgilin olusturma etkileri arastirilmistir.

- TAA ve Kinetin’in somatik embriyolardan gelistirilen bitkiciklerin (embling)
siirgiin boyu uzunluguna etkisi
Somatik embriyolar, IAA (1 mg/l), Kinetin (1 mg/l) ve kontrol (BBDsiz)
grubu olmak {lizere ii¢ farkli olgunlastirma, ¢imlendirme ortamlarinda
gelistirilmeye birakilmistir. IAA ve Kinetin’in bitkiciklerin siirgiin boyu
uzunluguna etkisini arastirmak iizere; Somatik embriyolardan kok ve siirgiin
olusturan bitkiciklerin siirglin boyu uzunluklar1 kiiltiire alindiktan 3 ila 4 hafta
sonra aklimatizasyona alma sirasinda dijital kumpas veya cetvel yardimiyla

Olgiilmiistiir.

3.2.10. Verilerin Analizi

Tez calismasinda gerceklestirilen deneyler Tesadiif Parselleri Deneme Desenine
gore kurulmustur. Calismada elde edilen veriler istatistik analizinden 6nce oran ve yiizde
(%) verilerine Microsoft Excel programinda Ag¢i1 transformasyonu ve Karekok
dontistimleri yapilmistir. Say1r degerleri icin karekok doniisiimleri yapilmadan once
genellikle ¢ok sayida sifirlardan olusan, 10°dan kiiciik degerlere +1 (VX + 1) eklenerek
Karekok transformasyonu uygulanmistir. Cok sifir iceren veri setlerinde Karekok
transformasyonun uygulandigini Compton ve Gray (1993) rapor etmistir. Istatistiksel

analizler, SAS istatistik programu ile yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tohumlarin Sterilizasyonu

Sterilizasyon yontemi olarak, Chee (1991), Pirin¢ (2004), Zhang ve ark. (2014)
ve Vinoth ve Ravindhran (2016)’nin sterilizasyon i¢in kullandig1 yontemlerden
yararlanarak optimize edilmistir. Bir y1llik olgun Siirme tipi karpuz tohumlar1 herhangi
bir sterilizasyona tabii tutulmadan MS ortaminda ¢imlendirilmeye birakildiginda 1.
giinden itibaren %100 enfeksiyon (mantari) gézlenmistir (Sekil 4.1 C-D). Bu calismada
asagidaki sterilizasyon yontemi kullanilmistir: Siirme tipi olgun karpuz tohumlarinin
kabuklart manuel olarak ¢ikarilmis kabuksuz tohumlar 3-5 d boyunca ¢esme suyu altinda
yikanmistir. Daha sonra tohumlar %70’lik etanol igerisinde 60 s boyunca calkalanmistir
ve ardindan 3 kez steril distile su ile ¢alkalanmistir. Tohumlar bu defa ise %5 NaOCl +
1-2 ml Tween-20 eklenen ¢ozeltisinde 5 d boyunca manyetik karistirict ile karistirtlmistir.
Bu islemden sonra tohumlar steril distile su ile 5 d ¢alkalanmistir, bu islem 5 kez tekrar
edilmistir. Tohumlar kurutulmak iizere steril hava akisli kabin igerisinde steril kagitlar
iizerinde kurutulmaya birakilmistir. Farkli sterilizasyon yontemleri denenmistir ancak en
iyi sonug, %0 kontaminasyon ve MS besi ortaminda yaklasik %99 oraninda ¢imlenme
basaris1 bu yontemden saglanmistir (Sekil 4.1 A-B) ve ¢alisma boyunca olgun tohumlarin

sterilizasyonu icin bu sterilizasyon yontemi kullanilmistir.

Sekil 4.1. Modifiye sterilizasyon protokolii uygulanmis tohumlar (A:3. giin, B: 7. giin) ve uygulanmamis
olan tohumlarin ¢cimlenmesinde enfeksiyon tespiti (C ve D 3.giin)

45



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.2. Deney I’de Yapilan Embriyogenesis Calismalari

4.2.1. Kallus ve Embriyogenik Kallus Olusumu

Bu deneyde kiiltiirler ilk haftadan sonra hacimsel olarak biiylimeye baslamistir. 3
haftadan sonra ilk kallus olusumu bazi eksplantlarda ¢ok hafif ve seyrek olmakla birlikte
2.haftada baslamis ve 4 hafta aradan sonra eksplantlarda hacimsel olarak her bir ortamda
farkli olmakla birlikte 1-8 kat arasinda degisen bir biiyiime ve yogun kallus olusumu
meydana gelmistir (Sekil 4.2). TDZ — NAA konsantrasyon ve kombinasyonlarinda kallus
olusumu meydana gelirken, TDZ — 2,4-D kombinasyonlarinda ise kallus olusumu
meydana gelmemis ve eksplantlar 7 hafta aradan sonra kahverengilesip zamanla
kurumuslardir. Kallus olusum oranlar1 Cizelge 4.1’de goriilecegi gibi tim TDZ — NAA
konsantrasyon ve kombinasyonlarinda %100 gibi bir hayli yiiksek oranda meydana
gelmistir. Kallus olusumu gbzlemlenen tiim kiiltiirler embriyogenik kallus olusumunun
tesvik edilmesi amaciyla bir kez daha ayni ortamlarda altkiiltiire 3-4 hafta aradan sonra
almmig ve altkiiltiir sonucunda tiim eksplantlarda hacimsel anlamda artis ve
proembriyogenik benzeri nodiiler yiginlar meydana gelerek embriyogenik hale geldigi

tespit edilmistir.

Sekil 4.2. Deney I’deki kiiltiirlerin gelisim asamalar1; A: Ilk kiiltiire alinan eksplantlar (0.5 mg/l 2,4-D
+ 0.1 mg/l TDZ), B: 1 hafta aradan sonraki gelisimleri (0.5 mg/l NAA + 0.25 mg/l TDZ), C:
4. haftadan sonra ilk altkiiltiirdeki gelisimleri (0.5 mg/l NAA + 0.25 mg/l TDZ), D:
9.haftadaki gelisimleri (0.5 mg/l NAA + 0.25 mg/l TDZ)
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Altkiiltir sonucu kiiltlirler embriyo indiiksiyonu ve embriyo olgunlastirma
amactyla oksin icermeyen sadece sitokinin tipleri olan TDZ (0.1 mg/1) veya BAP (1 mg/1)
bulunan MS besi ortaminda kiiltiirii siirdiiriilmiis ancak embriyogenik kalluslardan sadece

yumru seklinde kaynagmis embriyogenik doku tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Ayrica, TDZ igeren ortamlarin genelinde ve diger uygulamalarin bazilarinda Sekil
4.3’te de goriilecegi gibi kirmiz1 bazen de sar1 renkte bir kontaminasyon séz konusu
olmustur. Kontaminasyon genellikle ilk 6nce eksplantin dibinde belirerek daha sonra
eksplant yiizeyini kaplamaktadir. Biiytik kallus yigini olusturan veya embriyogenik
kalluslarda etkisi az goriilmekte ancak heniiz kallus olusturmayan veya c¢ok hafif bir
sekilde ylizeysel kallus olusturan eksplantlarda ilerleyen haftalarda kararmalar
gozlenmistir. Bunun fenolik bilesik salgisindan, endojen veya ekzojen kaynakli bir

kontaminasyon sonucu meydana gelmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Sekil 4.3. Deney I’de olusan embriyogenik yapilar; A: 12.hafta (1.altkiiltiire kadar 0.25 mg/l TDZ,
2.altkiiltiirde TDZ 0.1 mg/1), B: 1.5 mg/l NAA + 0.25 mg/l TDZ (5.hafta sonunda)

[lk kiiltiire alimindan itibaren, 12 hafta aradan sonra herhangi bir somatik embriyo
tespit edilememesi sonucu her bir kallusun agirligi ve cap olgiimii yapilip kaydedilerek

kiiltiir islemi sonlandirilmistir.
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Sekil 4.4. Deney I’de kiiltiirlerin 2.altkiltiirdeki gelisimleri (12.hafta); A: Baslangi¢ ve 1.altkiiltiir 0.5
mg/l TDZ, 2.altkiiltiir: 1 mg/l BAP, B: Baslangic ve 1.altkiltiir 0.1 mg/l TDZ, 2.altkiiltiir: 1
mg/l BAP

Vinoth ve Ravindhran (2016), karpuzda (Citrullus lanatus cv. Arka Manik)
somatik embriyogenesis ile rejenerasyon ¢aligmalarinda 20-giinliik kotiledon eksplantlar1
ve ¢esitli oksin ve sitokinin kombinasyonlar1 kullanmislardir. Calismalarinda 2.44 uM
(0.5 mg/l) 2,4-D + 2.27 (0.5 mg/l) TDZ iceren MS ortamindan %96.8 gibi yiiksek bir
oranda embriyogenik kallus olusumunun gergeklestigini ve ayni ortamdan yaklasik 16
adet somatik embriyo ile en yiiksek embriyo sayisini elde ettiklerini bildirmislerdir.
Calismamizda ayni ortamdan embriyogenik kallus elde edilmis ancak somatik embriyo
olusumu gerceklesememis ve bundan genotip ektisinin oldugu diisiiniilmektedir. Genetik
faktorlerin SE kabiliyeti iizerinde biiylik bir rol oynadigi, Jelaska (1974); Malepszy ve
Nadolska-Orczyk (1983); Callebaut ve ark. (1987); Colijn-Hooymans ve ark. (1988a, b);
Gray ve ark. (1993); Oridate ve ark. (1992) tarafindan bildirilmistir (Debeaujon ve
Branchard, 1993). Vengadesan ve ark. (2005) da eksplant kaynagi olarak in vitro
kosullarda yetistirilen 20 giinlik hiyar (Cucumis sativus L.) fidelerinin yapraklarini
kullanmis ve bu eksplantlardan parlak yesil renkte dagilgan bir yapida olan embriyogenik

kallus elde ettiklerini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.1. Deney I’de TDZ —-NAA - 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinin ortalama kallus ve
embriyogenik kallus olusum oranina etkisi

BBD (mmg/1) Kallus olusum oram Emb. kallus oram

No TDZ NAA 2,4-D Ac¢1 Trans. (%) (%)
1 0.1 0.5 0.0 90 100 a 100
2 0.25 0.5 0.0 90 100 a 100
3 0.5 0.5 0.0 90 100 a 100
4 0.1 1.0 0.0 90 100 a 100
5 0.25 1.0 0.0 90 100 a 100
6 0.5 1.0 0.0 90 100 a 100
7 0.1 1.5 0.0 90 100 a 100
8 0.25 1.5 0.0 90 100 a 100
9 0.5 1.5 0.0 90 100 a 100
10 0.0 0.5 0.0 90 100 a 43.8
11 0.0 1.0 0.0 90 100 a 37.5
12 0.0 1.5 0.0 90 100 a 25.0
13 0.1 0.0 0.0 90 100 a 100
14 0.25 0.0 0.0 90 100 a 100
15 0.5 0.0 0.0 90 100 a 100
16 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0b 0.0
17 0.1 0.0 0.5 0.0 0.0b 0.0
18 0.25 0.0 0.5 0.0 0.0b 0.0
19 0.5 0.0 0.5 0.0 0.0b 0.0
20 0.1 0.0 0.75 0.0 0.0b 0.0
21 0.25 0.0 0.75 0.0 0.0b 0.0
22 0.5 0.0 0.75 0.0 0.0b 0.0
23 0.1 0.0 1.0 0.0 0.0b 0.0
24 0.25 0.0 1.0 0.0 0.0b 0.0
25 0.5 0.0 1.0 0.0 0.0b 0.0
26 0.0 0.0 0.5 0.0 0.0b 0.0
27 0.0 0.0 0.75 0.0 0.0b 0.0
28 0.0 0.0 1.0 0.0 0.0b 0.0
29 0.1 0.0 0.0 90 100 a 100
30 0.25 0.0 0.0 90 100 a 100
31 0.5 0.0 0.0 90 100 a 100
32 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0b 0.0
LSD 0.05 0 -

* Ag¢t transformasyonu uygulanmis % degerleridir. Harf farkliligi istatistiksel farkliliklar:
gostermektedir.
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4.2.2. Yas Kallus Agirhig ve Kallus Cap Olgiimleri

Bu deneyde 20-giinliik kotiledon eksplantlar1 kullanilarak BBD’lerin yas kallus
agirhigr ve cap genisligine etkisini belirlemek i¢in yapilmis ve 12 haftalik kiiltiir
sonucunda rapor edilen sonuclar Cizelge 4.4’te verilmistir. BBD’lerin hem yas kallus
agirlig (Cizelge 4.2) hem de yas kalluslarin ¢ap genisligi lizerine etkisi varyans analiz

sonucuna gore istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. Deney I’de kotiledon eksplantlarinda olusan yas kallus agirligina ait varyans analizi

Kaynak SD Kareler Toplam Kareler Ortalamas1  F degeri
BBD 29 46815769.87 1614336.89 173.39*
Hata 30 279318.09 9310.60

Genel Toplam 59 47095087.96

VK (%) 4.005517

*,9%0.01 diizeyinde 6nemli, 6d, 6nemli degil.

Cizelge 4.3. Deney I’de kotiledon eksplantlarinda olusan yas kalluslarin ¢ap uzunluguna ait varyans

analizi
Kaynak SD Kareler Toplam Kareler Ortalamas1  F degeri
BBD 29 1253.790217 43.234145 566.19*
Hata 30 2.290797 0.076360
Genel Toplam 59 1256.081014
VK (%) 1.055449

*, %0.01 diizeyinde 6nemli, 6d, dnemli degil.

Kiiltiirlerde oldukca yiiksek miktarlarda kallus olusumu meydana gelmistir. En
yiiksek yas kallus agirlik ortalamasi 4184.25 mg ile 4 nolu (baslangigta ve 1.altkiiltiirde
0.25 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA ardindan 2.altkiiltiirde 1 mg/l BAP igeren ortamda kiiltiire
alimmistir.) ortamda meydana gelirken, en diisiik yas kallus agirlig1 ise 820.1 mg ile 7
nolu (baslangigta ve 1.altkiiltiirde 0.1 mg/l TDZ + 1 mg/l NAA ve ardindan 2.altkiiltiirde
ise 0.1 mg/l TDZ igeren ortamda kiiltiire alinmistir.) ortamda meydana gelmistir. En
biiyiikk ¢ap genisligi 35.14 mm ile 6 nolu ortamda meydana gelirken, en kiiciik ¢ap
genisligi ise 16.27 cm ile 16 nolu ortamda meydana gelmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. Deney I’de meydana gelen yas kalluslarin agirlik ve cap degerleri

BBD (mg/1) Ort. Yas kallus

Baslangic 1. Altkiiltiir 2. Altkiiltiir Agirhg Cap
No TDZ NAA TDZ NAA TDZ BAP (mg) (mm)
1 0.1 0.5 0.1 0.5 0.1 0.0 2052.75 h 24.18 mn
2 0.1 0.5 0.1 0.5 0.0 1.0 1592.88 jj 27.15h
3 025 05 025 05 0.1 0.0 3648.50 b 28.98 ¢
4 025 05 025 05 0.0 1.0 4184.25a 34.87 a
5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.1 0.0 3141.38 ¢ 29.90d
6 0.5 0.5 0.5 0.5 0.0 1.0 411213 a 35.14a
7 0.1 1.0 0.1 1.0 0.1 0.0 820.101 18.46s
8 0.1 1.0 0.1 1.0 0.0 1.0 1431.25] 2193 p
9 0.25 1.0 0.25 1.0 0.1 0.0 3286.50 ¢ 26401
10 025 1.0 0.25 1.0 0.0 1.0 2823.0d 25.75j
11 0.5 1.0 0.5 1.0 0.1 0.0 247875 ¢ 28.01 gf
12 05 1.0 0.5 1.0 0.0 1.0 2936.75d 25.74
13 0.1 1.5 0.1 1.5 0.1 0.0 2227.25 gh 28.33
14 0.1 1.5 0.1 1.5 0.0 1.0 237438 efg  24.94kl
15 025 1.5 0.25 1.5 0.1 0.0 1190.75 k 20.33r
16 025 1.5 0.25 1.5 0.0 1.0 865.221 16.27 t
17 05 1.5 0.5 1.5 0.1 0.0 955.941 18.32s
18 05 1.5 0.5 1.5 0.0 1.0 1761.13 i 21.12q
19 00 0.5 0.0 0.5 0.1 0.0 237480 efg  25.53 jk
20 0.0 0.5 0.0 0.5 0.0 1.0 2223.63 gh 28.14 fg
21 0.0 1.0 0.0 1.0 0.1 0.0 2812.13d 25.86 ij
22 00 1.0 0.0 1.0 0.0 1.0 1712.63 i 23.79n
23 00 1.5 0.0 1.5 0.1 0.0 3504.88 d 3145¢
24 0.0 1.5 0.0 1.5 0.0 1.0 2271.63 gf 22510
25 0.1 0.0 0.1 0.0 0.1 0.0 2805.88 d 28.56 ef
26 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 1.0 2352.63 efg  27.62 gh
27 025 0.0 025 0.0 0.1 0.0 2836.25 31.53¢
28 025 0.0 025 00 0.0 1.0 3252.25¢ 3293b
29 05 0.0 0.5 0.0 0.1 0.0 1782.50 c 24.56 Im
30 0.5 0.0 0.5 0.0 0.0 1.0 2456.88 ef 27.25h
LSD 0.05 197.06 0.56

Harf farklilig: istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.
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4.3. Deney II’de Yapilan Somatik Embriyogenesis Calismalari

4.3.1. Kallus Olusumu

Bu deneyde kallus indiiksiyonu i¢in dort farklt BBD kombinasyonu ¢aligiimistir.
Bu gruplar; BAP + NAA, BAP + 2,4-D, TDZ + NAA ve TDZ + 2,4-D grubu olmustur.
Kiiltiire alinan eksplantlarin genelinde ilk haftada en boy olarak 1 ile 4 arasinda degisen
katlarda biiyiime ve gelisme gozlenmistir (Sekil 4.5). Kallus olusumu bazi eksplantlarda
acik yara bolgelerinde meydana gelirken bazilarinda ise eksplantin yiizeyinde, dokunun
yeniden farklilasarak kallusa dontigmiistiir (Sekil 4.6). Her gruba ait kallus olusum
bulgular1 ayr1 bagliklar altinda verilmistir. BAP — NAA ve BAP — 2,4-D gruplart igin ilk
kallus olusumu kotiledon, hipokotil ve kotiledon g¢enegi eksplantlarinda 2 haftanin
sonunda gozlemlenirken, TDZ — NAA ve TDZ — 2,4-D gruplarinda ilk kallus olusumu 2
haftanin sonunda hipokotillerde ve kotiledon ¢eneklerinde hafif diizeyde kallus olusumu
gozlemlenmis, ancak kotiledonlarda 4 haftanin sonunda ¢ok hafif bir miktarda meydana

gelmigtir. Kontrol gruplarinda kallus olusumu gézlenmemistir.

G

2 H -
©Coa FS W

/\

. g ‘ 4 - s
ey \‘M £1.8 b

Sekil 4.5. BAP (3 mg/l) + NAA (0.5 mg/l) destekli MS ortaminda eksplant tiplerinin kiiltiire alinmast;
kotiledon (A), kotiledon ¢enegi (B), hipokotil (C). 2.haftadaki gelisimleri; D: kotiledon, E: kotiledon
¢enegi, F: hipokotil. Eksplantlarin 3.haftadan sonraki kallus gelisimleri; kotiledon (G), kotiledon
¢enegi (H), hipokotil (I)
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Kallus olusumunun diginda, 2.haftada oksin tiplerinin disiik dozlarinda (NAA
0.05, 0.1, 0.5 mg/l ve 2,4-D 0.1, 0.5 mg/l) tek baslarina kullanildiginda baz1 eksplant
tiplerinde, genellikle hipokotil ve kotiledon ¢eneginde koklenmeyi tesvik ettigi
gozlenmistir. Ancak 2,4-D’nin 1 mg/l konsantrasyonun kullaniminda eksplantlarda kok
olusumu gozlenmemistir. BBD kullanilmayan kontrol grubunda da ayni sekilde kallus

olusumu meydana gelmezken, koklenme gozlenmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.6. A: Kotiledon; agik yara dokusunda kallus olusumu (1 mg/l BAP), B: Kotiledon eksplanti
yiizeyinde kallus olusumu (4.hafta, 3 mg/l BAP + 0.1 mg/1 2,4-D), C: Kotiledon ¢enegi;
dokunun yeniden farklilagip kallusa doniigmesi (4.hafta, 3 mg/l BAP), D: Hipokotil; kallus
goriiniimii, 40x (3 mg/l BAP)

Sekil 4.5. Deney I’de 2 haftada sonunda eksplant tiplerinde meydana gelen koklenme; A: kotiledon
(0.05 mg/l NAA), B: hipokotil (0.05 mg/l NAA), C: hipokotil ( 0.1 mg/l 2,4-D), D: hipokotil
(kontrol, BBD icermez)
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4.3.1.1. BAP — NAA Konsantrasyon ve Kombinasyonlarinin Kallus

Olusumuna Etkisi

Calismada BBD’nin eksplant tiplerinin tiizerindeki kallus olusturma etkisi
istatistiki olarak onemli bulunurken, tekerriir, eksplant tipi ve BBD x eksplant tipi

interaksiyonu iizerinde etkisi 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Deney II’de eksplantlarda kallus olusumuna ait varyans analizi

Kaynak SD Kareler Toplamm  Kareler Ortalamas1  F degeri
Tekerriir 1 129.87983 129.87983 1.23 6d
BBD 15 43217.39270 2881.15951 27.22%
Eksplant tipi (E) 2 53.63418 26.81709 0.25 od
BBD interaksiyonu x E 30 2638.88434 87.96281 0.83 6d
Hata 32 3387.31008 105.85344

Genel Toplam 80 49427.10113

VK (%) 12.86003

* 9%0.01 diizeyinde dnemli, 6d, dnemli degil.

En yiiksek kallus olusumu %100 gibi oldukc¢a ¢ok yiiksek bir oran ile 6 nolu (1
mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA), 8 nolu (2 mg/l BAP), 11 nolu (2 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA),
12 nolu (3mg/l BAP), 14 nolu (3 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA) ve en diisiik oranda kallus
olusumu ise %89.26 ile 2 nolu (0.1 mg/l NAA) ortamlarda gézlenmistir (Cizelge 4.6).
Ortamlardaki kallus olusum oranlar1 arasindaki farklilik istatistiki olarak ©&nemli
bulunmustur. Her 3 eksplant tipinde de kallus olusumu meydana gelmistir. Eksplant
tiplerinde sirasiyla en yiiksek kallus olusum oranlari; kotiledonda %97.44, hipokotilde
%97.12 ve kotiledon ¢eneginde %96.36 olmustur ancak kallus olusum oranlar1 arasindaki

farkliliklar istatistiki olarak 6nemli bulunmamustir (Cizelge 4.7).

BAP — NAA grubunda kiiltiire alinan tiim eksplant tiplerinde kallus olusumu 2
hafta aradan sonra baglamis ve 3 ila 4 hafta aradan sonra eksplantlarda genellikle biiyiik
miktarda kallus y1gim1 gézlenmistir. Eksplantlarda meydana gelen kallus olusum oranlari
4 haftanin sonunda degerlendirilmistir. Bu grupta meydana gelen kalluslar genellikle
biiyiik miktarlarda, yesil-yesilimsi renklerde, iizerlerinde nodiiller bulunan, sert veya

graniiler, kolay dagilabilen bir yapida olurken, sadece NAA bulunan ortamlarda olusan
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kallus eksplant ylizeylerinde veya alt kisimlarinda olusmus, ¢ok az bir miktarda, beyaz
renkte graniiler, tanecikli ve kolay dagilir bir tipte olmustur. Kallus olusumunun diginda,
2.haftada oksin tiplerinden NAA tek basma diisiik dozlarda (0.05, 0.1, 0.5 mg/l)
kullanildiginda bazi eksplant tiplerinde, genellikle hipokotil ve kotiledon ¢eneginde
koklenmeyi tesvik ettigi ve 3.haftada ise tiim eksplant tiplerinde kok sayisinda ve
oraninda ¢ok yliksek bir artis gdzlenmistir.

Cizelge 4.6. Dency II’"de BAP — NAA konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi

BBD (mg/1) Kallus olusum oram (%)
No BAP NAA Ac1 trans %

1 0.0 0.0 0.0 0.0c

2 0.0 0.05 81.14 97.63 ab
3 0.0 0.1 70.87 89.26 b
4 0.0 0.5 79.03 96.38 b
5 1.0 0.0 85.57 99.40 a
6 1.0 0.05 85.57 99.40 a
7 1.0 0.1 90.0 100 a

8 1.0 0.5 85.57 99.40 a
9 2.0 0.0 90.0 100 a

10 2.0 0.05 85.57 99.40 a
11 2.0 0.1 85.57 99.40 a
12 2.0 0.5 90 100 a

13 3.0 0.0 90 100 a

14 3.0 0.05 85.57 99.40 a
15 3.0 0.1 90.0 100 a

16 3.0 0.5 85.57 99.40 a
LSD 0.05 11.98

*Yiizde degerlerine ag1 transformasyonu uygulanmig degerlerdir.
Harf farkliligi istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir
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Cizelge 4.7. Deney 1I’de BAP - NAA konsantrasyon ve kombinasyonlarinin eksplant tiplerinde kallus
olusumuna etkisi

Kallus Olusma Orani (%) (ag1 trans.)*
Kotiledon Hipokotil Kotiledon cenegi Kotiledon Hipokotil  Kotiledon cenegi
9744 a 97.12a 96.36 a 80.79 80.22 78.99
LSD 0.05 5.24

*Ag1 transformasyonu uygulanmis % degerleridir.
4.3.1.2. BAP - 2,4-D Konsantrasyon ve Kombinasyonlarinin Kallus
Olusumuna Etkisi
Calismada BBD, istatistiki anlamda énemli bulunmasina karsin, tekerriir, eksplant

tipi ve BBD x eksplant tipi interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.5. Deney 1I’de BAP — 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinin kallus olusum etkisine ait
varyans analizi

Kaynak SD Kareler Toplamm  Kareler Ortalamas1  F degeri
Tekerriir 1 368.51870 368.51870 3.50 od
BBD 15 49935.33565 3329.02238 31.58*
Eksplant tipi (E) 2 881.38028 440.691014 4.18 6d
BBD interaksiyonux E 30 6841.89604 228.06320 2.16 6d
Hata 32 3372.80756 105.40024

Genel Toplam 80 61399.93823

VK (%) 12.88971

*, %0.01 diizeyinde 6nemli, 6d, dnemli degil.

Calismada, Cizelge 4.9°da da goriildiigli gibi, tiim ortamlarda kallus meydana
gelmistir. En yiliksek oranda kallus olusumu % 100 oraninda 2 nolu (0.5 mg/l 2,4-D), 3
nolu (1 mg/12,4-D), 6 nolu (1 mg/l BAP + 0.5 mg/1 2,4-D), 7 nolu (1 mg/l BAP + 1 mg/l
2,4-D), 8 nolu (2 mg/l BAP), 9 nolu (2 mg/l BAP + 0.1 mg/l 2,4-D), 11 nolu (2 mg/l BAP
+ 1 mg/1 2,4-D), 12 nolu (3 mg/l BAP) ve 15 nolu (3 mg/l BAP + 1 mg/1 2,4-D) ortamlarda
goriiliirken, en diistik kallus olusumu ise %61.27 orantyla 1 nolu (0.1 mg/1 2,4-D) ortamda

gozlenmistir. Ortamlardaki kallus olusum oranlar1 arasindaki farklilik istatistiki anlamda
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onemli bulunmustur (Cizelge 4.9). Her 3 eksplant tipinde de kallus meydana gelmistir.
Eksplant tipleri ve kallus olusum oranlari; kotiledonda %98.76, kotiledon ¢eneginde
%96.41 ve hipokotilde % 94.36 olmustur. Eksplant tipleri arasindaki kallus olusum
oranlar1 arasindaki fark istatistiki anlamda dnemli bulunmustur (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.9. Deney II’de BAP — 2,4-D konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi

BBD (mg/1) Kallus olusum oram
No BAP 24-D Ac1 trans %

1 0.0 0.0 0.0 0.0d

2 0.0 0.1 51.51 61.27 ¢
3 0.0 0.5 90 100 a

4 0.0 1.0 90 100 a

5 1.0 0.0 85.57 99.40 ab
6 1.0 0.1 85.57 99.40 ab
7 1.0 0.5 90 100 a

8 1.0 1.0 90 100 a

9 2.0 0.0 90 100 a

10 2.0 0.1 90 100 a

11 2.0 0.5 70.57 88.94b
12 20 1.0 90 100 a

13 3.0 0.0 90 100 a

14 3.0 0.1 85.57 99.40 ab
15 3.0 0.5 85.57 99.40 ab
16 3.0 1.0 90 100 a
LSD 0.05 16.738

Harf farklilig istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir

Cizelge 4.10. Deney II’de BAP — 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarimin eksplant tiplerinde
kallus olusumuna etkisi

Kallus Olusma Orani (%) (ac1 trans.)*
Kotiledon Hipokotil Kotiledon cenegi  Kotiledon Hipokotil  Kotiledon cenegi
98.76 a 94.36 b 96.41 ab 83.61 76.26 79.07
LSD 0.05 5.22

Harf farklilig1 istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir *A¢1 transformasyonu uygulanmis % degerleridir.
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4.3.1.3. TDZ — NAA Konsantrasyon ve Kombinasyonlarinin Kallus

Olusumuna Etkisi

Bu ¢alismada kallus olusumu heterojen bir dagilim gostermistir. En yiiksek kallus
olusumu %18.63 oraniyla 5 nolu (0.1 mg/l TDZ) ortamda meydana gelmistir (Cizelge
4.11). Hipokotil eksplant tipinde %6.8 oraninda kallus olusumu goriiliirken, kotiledon
ceneginde %0.02 ve kotiledonda ise kallus olusumu tespit edilmemistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.11. Deney II’de TDZ — NAA konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi

BBD (mg/l) Kallus olusum oram (%)
No TDZ NAA Agl1 trans %

1 0.0 0.0 0.0 0.0c

2 0.0 0.5 0.0 0.0c

3 0.0 1.0 10.97 3.62b
4 0.0 1.5 6.54 1.30 bc
5 0.1 0.0 25.57 18.63 a
6 0.1 0.5 443 0.60 a
7 0.1 1.0 6.54 1.30 be
8 0.1 1.5 4.43 0.60 bc
9 025 0.0 0.0 0.0c
10 025 0.5 8.86 2.37 be
11 0.25 1.0 4.43 0.60 bc
12 0.25 1.5 4.43 0.60 bc
13 0.5 0.0 0.0 0.0c
14 0.5 0.5 8.86 2.37 be
15 0.5 1.0 0.0 0.0c
16 0.5 1.5 0.0 0.0c
LSD 0.05 10.62

*Yiizde degerlerine ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Harf farklilig istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir

Cizelge 4.12. Deney II’de TDZ — NAA konsantrasyon ve kombinasyonlarinin eksplant tiplerinde
kallus olusumuna etkisi

Kallus Olusma Oram (%) (ac1 trans.)*
Kotiledon Hipokotil Kotiledon cenegi  Kotiledon Hipokotil Kotiledon ¢enegi
0.00 b 6.80 a 0.02b 0.0 15.11 0.83
LSD 0.05 4.60

Harf farklilig: istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir *Ac1 transformasyonu uygulanmis % degerleridir
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4.3.1.4. TDZ - 2,4-D Konsantrasyon ve Kombinasyonlarinin Kallus

Olusumuna EtKisi

Bu calismada kallus olusum orani %5 — 50 arasinda olmustur. En yiiksek kallus
olusturan ortamlar sirastyla 4 nolu (1 mg/1 2,4-D), 12 nolu (0.25 mg/l TDZ + 1 mg/1 2,4-
D), 3 nolu (0.75 mg/l 2,4-D) ve 10 nolu (0.25 mg/l TDZ + 0.5 mg/l 2,4-D) ortamda
meydana gelirken en diisiik kallus olusumu ise 15 nolu (0.5 mg/l TDZ + 0.75 mg/1 2,4-D
) ortamda %5.11 oraninda meydana gelmistir. Baz1 ortamlarda, kontrol grubu dahil,
kallus olusumu gozlenmemistir (Cizelge 4.13). Eksplant tiplerinde en yiiksek kallus
olusumu %32.21 ile hipokotilde gozlenirken, kotiledon ¢eneginde %11.35 ve kotiledonda
ise %1.2 oraninda gozlenmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.13. Deney II’de TDZ — 2,4-D konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi

BBD (mg/1) Kallus olusum oram (%)
No TDZ 24-D Ac1 trans %

1 0.0 0.0 0.0 00e

2 0.0 0.5 30.0 25.0bc
3 0.0 0.75 38.46 38.68 ab
4 0.0 1.0 45.0 500a

5 0.1 0.0 25.57 18.83 ¢
6 0.1 0.5 0.0 00e

7 0.1 0.75 13.99 5.84d

8 0.1 1.0 0.0 00e

9 025 0.0 0.0 00e

10 025 05 37.07 36.34 ab
11 025 0.5 32.11 0.60 be
12 0.25 1.0 39.0 39.60 ab
13 0.5 0.0 0.0 0.0e

14 0.5 0.5 32.24 31.63 bc
15 0.5 0.75 13.07 5.11d
16 0.5 1.0 13.99 5.84d
LSD 0.05 9.68

*Yiizde degerlerine ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir

Harf farkliligi istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir
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Cizelge 4.14. Deney II’de TDZ — 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinin eksplant tiplerinde
kallus olusumuna etkisi

Kallus Olusma Oram (%) (ag1 trans.)*
Kotiledon Hipokotil Kotiledon cenegi  Kotiledon Hipokotil  Kotiledon cenegi
1.20 ¢ 3221 a 11.35b 6.20 34.58 19.69
LSD 0.05 447

Harf farklilig: istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir *Ac1 transformasyonu uygulanmis % degerleridir

4.3.1.5. Kallus Olusum Bulgularinin Genel Degerlendirilmesi

5 giinliik fidelerden elde edilen kotiledon, hipokotil ve kotiledon ¢enegi olan
eksplantlar ile baslatilan bu ¢alismada kallus indiiksiyonu i¢in ¢esitli oksin ve sitokinin
tiirevleri olan BAP, TDZ, NAA ve 2,4-D kullanilarak olusturulan BAP + NAA, BAP +
2,4-D, TDZ + NAA ve TDZ + 2,4-D gruplarinda kallus olusum oranlart sirastyla en
diistikten en yiiksege; BAP + NAA i¢in %89.26 — %100, BAP + 2,4-D icin %61.27-100,
TDZ + NAA i¢in %0-18.63 ve TDZ + 2,4-D i¢in ise %0-39.60 arasinda ger¢eklesmistir.
Eksplant tiplerinde kallus olusum oranlari: BAP — NAA grubunda; kotiledon %97.44,
hipokotil %97.12 ve kotiledon ¢enegi %96.36. BAP — 2,4-D grubunda; kotiledon %98.76,
hipokotil %94.36 ve kotiledon ¢enegi %96.41. TDZ — NAA grubunda; kotiledon %0,
hipokotil %6.8 ve kotiledon ¢enegi %0.02. TDZ — 2,4-D grubunda ise kotiledon %1.2,
hipokotil %32.21 ve kotiledon g¢enegi %]11.35 oraninda kallus olusturmustur. Her 4
gruptaki kallus olusum oranlarina dikkat edildiginde sitokinin tiplerinin kallus
indiiksiyonu iizerinde farkli etkilerinin oldugu goriilmektedir. BAP, NAA veya 2,4-D ile
kullanildiginda her 3 eksplant tipinde de ¢ok yiiksek oranlarda kallus olusumu saglarken,
BAP yerine TDZ kullanildiginda kallus olusum oranlarinda ¢ok yiliksek bir diisiis
meydana gelmistir. TDZ bulunan ortamda kotiledon ve kotiledon ¢enegi eksplantlarinda
neredeyse hi¢ kallus olugsmazken, hipokotilde %32.21 oraninda olugsmustur. TDZ ile 2,4-
D birlikte kullanildiginda TDZ + NAA kombinasyonundan daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Ancak Deney I ile Deney II kiyaslandginda, 20-giinliik kotiledon
kesitlerinde TDZ tek basina veya NAA ile beraber kullanimiyla %100 gibi olduk¢a cok
yiiksek bir oranda kallus indiiksiyonu ger¢eklesirken, TDZ + 2,4-D kombinasyonunda
kallus olusumu meydana gelmemistir. TDZ’nin tek basina veya NAA ile birlikte
kullanildiginda, eksplantlarin yas bakimindan etkisine bakildiginda, daha yash olan
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eksplantlarda daha etkili oldugu gozlenmistir. Raji ve ark. (2018), kokulu kavunda
(Cucumis melo L.) kallus baslatmak icin kullanmis oldugu NOA (0.4 mg/l) + BAP (0.2
mg/l) ve NOA (0.2 mg/l) + TDZ (0.18 mg/l) kombinasyonlarinda sirastyla; %86 ve %82
oraninda, eksplant tipi ve yas1 baz alindiginda ise 8-giinliik kotiledonda %54, 4-giinliik
kotiledonda ise %46 oraninda kallus elde etmislerdir. Calismamizda TDZ + 2,4-D
kombinasyonunda en yiiksek kallus oran1 %39.6, eksplant bazinda ise en yiiksek kallus
oran hipokotilde goriiliirken, kotiledon ve kotiledon ¢eneginde bu oran c¢ok diisiik
olmustur. Bunun sebebi, genotip, eksplant yasi veya BBD etkisinden kaynaklanmig
olabilecegi diisiiniilmektedir. BBD icermeyen kontrol grubunda kallus olusumu meydana
gelmezken bazilarinda koklenme gozlenmistir. BBD’nin kallus olusumu ve somatik
embriyogenesis icin gerekli oldugunu gostermektedir ki benzer sonuglari, Zhang ve ark.
(2014) da bildirmislerdir. BBD icermeyen ortamda kiiltiire alinan kavun eksplantlarinda
kallus olusumunun BBD eksikliginden dolay1 gerceklesmedigi Yuan (2007) tarafindan
rapor edilmistir (Zhang ve ark. 2014). Zhang ve ark. (2014), Citrullus lanatus’un 3 farkl
cesidinde 5-giinliikk eksplantlar ile yapmis olduklari somatik embriyogenesis yoluyla
rejenerasyon calismasinda, kallus olusumu i¢in kullandiklarn BAP + NAA
kombinasyonlarinda elde ettikleri en yiiksek kallus olusum oranmi %97.8 ile BAP (2
mg/l) + NAA (1 mg/l), en diisiigiinii ise %75.6 ile BAP (4 mg/l) + NAA (0.05 mg/l) ve
BAP + 2,4-D kombinasyonlarinda ise; en yliksek kallus olusumu %98.9 ile 2 mg/l BAP
+ 2 mg/l1 2,4-D ve en diisiigii ise %87.8 oraniyla 4 mg/l BAP + 0.1 mg/1 2,4-D iceren MS
ortamindan elde etmislerdir. Ayn1 sekilde kotiledon, kotiledon ¢enegi ve hipokotil
eksplantlarinda sirasiyla %88.9, %96.7 ve %98.9 oraninda kallus elde edilmistir. Ancak
hem BAP + NAA hem de BAP + 2,4-D gruplarinda en yiiksek oranlarda elde ettikleri
kallus tipi non-embriyogenik kallus tipi olmustur. Bu ortamlarda kullanilan oksin ve
sitokinin tipleri incelendiginde, oksin miktar1 artikca embriyogenik kallusun oraninin
azaldigi, NAA icin 1 mg/l ve 2,4-D icin 2 mg/l konsantrasyonunda tamamen non-
embriyogenik yapisina doniistiigli goriilmiistiir. Bu bulgular, calismamizda elde ettigimiz
sonuclarla ortiigmektedir. Khatun ve ark. (2010), karpuzda (Citrullus lanatus Thumb.)
kallus indiiksiyonu i¢in kotiledon ve internod eksplantlart BAP, 2,4-D ve NAA
konsantrasyon ve kombinasyonlar1 bulunan MS ortaminda kiiltiire alinmis ve en yiiksek
kallus indiiksiyonu 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortamindan elde etmislerdir. Song ve ark.

(2007), karpuzda kallus baglatmak i¢in kullandiklari BAP + NAA kombinasyonlar ile

61



4. BULGULAR VE TARTISMA

kallus olusumu gerceklestirmislerdir. Chaturvedi ve Bhatnagar (2001), Sugar Baby ¢esidi
karpuzda kallus olusumu i¢in 7-giinliik kotiledon eksplantlar1 BA, 2iP, IAA ve NAA’ nin
farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarin1 kullanarak kiiltiire almis ve en yiiksek kallus
olusum oranmn1 % 100 ile BA (0.68-1.13 mg/l) + IAA (0.53-0.88 mg/l)
kombinasyonlarinda ve BA (0.23-2.25 mg/l) + NAA (0.19-1.86 mg/l)
kombinasyonlarinda ise %0-83.2 arasinda kallus olusumu gerceklesmistir. Urbanek ve
ark. (2004), Styrian kabaginda kallus indiiksiyonu i¢cin BAP + NAA kombinasyonunu
kullanmis ve kallus elde etmislerdir. Usman ve ark. (2011), hiyarda somatik
embriyogenesis ve siirgilin rejenerasyon ¢alismasinda ¢esitli BAP + NAA konsantrasyon
ve kombinasyonlarint MS ortaminda kullanmiglardir. Kotiledon eksplantinda, sadece
BAP (1 mg/l) destekli MS besi ortaminda en yiiksek kallus olusum oran1 %64, sadece 1-
1.5 mg/l, NAA destekli MS besi ortaminda ise %63, BAP (5 mg/l) + NAA (1 mg/l)
kombinasyonu i¢in %77 ve 2 mg/1 2,4-D destekli MS besi ortaminda %89.5 oraninda elde
ettikleri en yliksek kallus olusum orani olmustur. Ancak elde ettikleri sonuglar bizim elde
ettigimiz oranlardan daha diisiik olmakla birlikte paralellik gostermektedir. El-Sayed el-
absawy ve ark. (2012), aym sekilde hiyarda (Cucumis sativus L. cv. Faris) kallus
jenerasyonu icin BAP, Kin, 2,4-D ve NAA konsantrasyon ve kombinasyonlarini
kullanmislardir. Kallus olusumu sadece bazi ortamlarda meydana gelmekle birlikte en
yiiksek kallus olusum oranini %92 ile 1 mg/l 2,4-D ortaminda kiiltiire alinan yaprak
kotiledon eksplantindan elde etmislerdir. Ayrica ¢ok diisiik oksin konsantrasyonlarinin
kallus olusturma orani, yas kallus agirligi, somatik embriyo olusumu ve kallus
farklilasmast icin ¢ok gerekli oldugunu go6zlemlediklerini rapor etmislerdir.
Calismamizdaki bulgulara kiyasla ¢ok daha diisiik oranlarda kallus elde etmis olsalar da

paralellik s6z konusudur.

4.3.2. Embriyogenik Kallus Olusumu

Embriyogenik kallus somatik embriyo gelistirme potansiyeline sahip olan kallus
tipidir. Bu calismada tiim somatik embriyolar embriyogenik kallustan meydana gelmistir.
Calismada BBD, tekerriir, eksplant tipi ve BBD x Eksplant tipi interaksiyonu
embriyogenik kallus olusumu iizerinde etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmustur

(Cizelge 4.15).
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1Zelge 4.15. Dene € emoriyogeni allus olusumuna (7o ait varyans analizi
izelge 4.15. Deney II’de embriyogenik kallus ol (%) ait vary lizi

Kaynak SD Kareler Toplamn  Kareler Ortalamas1  F degeri
Tekerriir 1 4840.3175 4840.3175 25.72 *
BBD 61 198883.9927 6415.6127 34.09%*
Eksplant tipi (E) 2 23877.6781 11938.8390 63.45 *
BBD interaksiyonux E 62 73673.3637 1188.26801 6.31 *
Hata 64 12043.0896 188.1733

Genel Toplam 160 313318.4416

VK (%) 35.35362

*,%0.01 diizeyinde 6nemli, 6d, dnemli degil.

BAP — NAA ve BAP — 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinda meydana
gelen kalluslar embriyogenik yapida olduklari, binokiiler mikroskop ile belirli araliklarda
yapilan gozlemler sonucu agiga ¢ikarilmistir. Embriyogenik kallus i¢inde veya tizerinde
proembriyoid veya proembriyogenik y1gin bulunan ve graniiler, kirilgan, kompakt, seffaf
bir yapida ve renk olarak da yesil-yesilimsi, sarimsi ve beyaz renklerde olabilmektedir.
Embriyogenik olmayan kallus ise yumusak, ¢ok kolay dagilabilen gevsek bir yapida veya
kompakt, yesilimsi, beyaz ve kahvrenkli olabilmektedir (Sekil 4.8). Embriyogenik kallus
kiiltiire alindiginda gelisim gosterip embriyolar olustururken, embriyogenik olmayan
kallusta embriyo olusumu s6z konusu degildir. TDZ + NAA veya 2,4-D konsantrasyon
ve kombinasyonlarinda sadece bazi ortamlarda kallus olusumu gozlemlenmis ancak
olusan kalluslar embriyogenik gelisim gdstermemistir. Somatik embriyolar embriyogenik

olan bu kallus tiplerinden elde edilmistir.
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Sekil 4.6. 6.haftada kotiledon eksplantlarinda embriyogenik kallus olusumu (A: 2 mg/l BAP + 0.1 mg/I
NAA, B: 3 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, C:2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA ) ve 4.haftada hipokotil
eksplantinda embriyogenik olmayan kallus (D: 1 mg/l BAP + 0.1 mg/1 2,4-D)

Cizelge 4.16. Deney II’de BAP —-NAA - 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinin eksplant
tiplerinde embriyogenik kallus olusumuna etkisi

Embriyogenik Kallus Olusma Orani (%) (ag1 trans.)*
Kotiledon Hipokotil Kotiledon Kotiledon Hipokotil Kotiledon
cenegi cenegi
63.23 a 18.35¢ 38.52b 52.67 25.37 38.37
LSD 0.05 4.84

*Ac1 transformasyonu uygulanmis % degerleridir
Harf farklilig1 istatistiksel farkliliklarr gostermektedir

En ytliksek embriyogenik kallus olusum yiizdeleri sirastyla %100 ile 5 nolu (2 mg/1
BAP + 0.1 mg/l NAA), 6 nolu (2 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA) ve 8 nolu (3 mg/l BAP +
0.1 mg/l NAA) ortamlarda, %99.4 ile de 2 nolu (1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA) ortaminda
gbzlemlenirken, %0.6 ile en diisiik olani ise 24 nolu (3 mg/l BAP + 1 mg/1 2,4-D) ortamda
gbzlemlenmis ve 10, 11, 12, 21, 25, 26, 27 nolu ortamlarda ise embriyogenik kallus
olusumu goézlenmemistir (Cizelge 4.17). Eksplant tiplerinde, BAP — NAA ve 2,4-D
konsantrasyon ve kombinasyonlarinin tiimii i¢in en yiiksek oran % 63.23 ile kotiledon,
bunu sirasiyla %38.52 ile kotiledon ¢enegi ve %18.35 ile hipokotil izlemistir (Cizelge
4.16).

64



CIHAT DEGIRMENCI

Cizelge 4.17. Deney 1I’"de BAP — NAA — 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinin
embriyogenik kallus olusumuna etkisi

BBD (mg/l) Embriyogenik kallus olusum orani
No BAP NAA 24-D Ac1 trans. %o
1 1.0 0.05 0.0 74.61 92.95 ba
2 1.0 0.1 0.0 85.57 99.40 a
3 1.0 0.5 0.0 62.52 78.71Db
4 2.0 0.05 0.0 85.0 99.24 b
5 2.0 0.1 0.0 90.0 100.0 a
6 2.0 0.5 0.0 90.0 100.0 a
7 3.0 0.05 0.0 67.11 84.87b
8 3.0 0.1 0.0 90.0 100.0 a
9 3.0 0.5 0.0 60.0 75 be
10 0.0 0.05 0.0 0.0 0.0h
11 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0h
12 0.0 0.5 0.0 0.0 0.0h
13 1.0 0.0 0.0 40.57 42.30 de
14 2.0 0.0 0.0 45.0 50.0dc
15 3.0 0.0 0.0 60.0 75.0 bc
16 1.0 0.0 0.1 46.67 5291dc
17 1.0 0.0 0.5 25.55 18.61 fe
18 1.0 0.0 1.0 24.82 17.62 fe
19 20 0.0 0.1 68.21 86.21b
20 2.0 0.0 0.5 16.84 8.40 fg
21 2.0 0.0 1.0 0.0 0.0h
22 3.0 0.0 0.1 45.0 50.0 dc
23 3.0 0.0 0.5 17.50 9.05 fg
24 3.0 0.0 1.0 4.43 0.60 hg
25 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0h
26 0.0 0.0 0.5 0.0 0.0h
27 0.0 0.0 1.0 0.0 0.0h
28 1.0 0.0 0.0 40.57 42.30 de
29 20 0.0 0.0 45.0 50dc
30 3.0 0.0 0.0 60.0 75 be
LSD 0.05 16.20

*Yiizde degerlerine ag1 transformasyonu uygulanmig degerlerdir.

Harf farklilig: istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir

65



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.3.3. Eksplant Basina Somatik Embriyo Sayis1 (adet/kallus)

Bu calismada SAS istatistik programiyla yapilan varyans analiz sonucuna gore
embriyogenik kalluslardan meydana gelen ortalama somatik embriyo sayisi iizerine BBD,
eksplant tipi, BBD x eksplant tipi interaksiyonu %0.01 diizeyinde onemli bulunurken

tekerriir onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Deney II’de elde edilen ortalama embriyo sayisi varyans analizi

Kaynak SD Kareler Toplamm  Kareler Ortalamas1  F degeri
Tekerriir 1 0.0094081 0.0094081 0.17 6d
BBD 27 200.0951973 7.4109332 132.06*
Eksplant tipi (E) 2 86.5412655 43.2706327 771.05 *
BBD interaksiyonu x E 54 192.2862345 3.5608562 63.45%
Hata 56 3.1426699 0.0561191

Genel Toplam 140 482.0747753

VK (%) 11.62750

* 9%0.01 dizeyinde dnemli, 6d, dnemli degil.

BAP — NAA ve BAP — 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinda meydana
gelen kalluslarin farklilasarak embriyogenik kallusa doniismiis ve ardindan da bu
farklilagan embriyogenik kalluslardan somatik embriyolar meydana gelmistir. Somatik
embriyolar globular, kalp sekli, torpido ve kotiledon gibi farkli asamalarda 5-12
haftalarda binokiiler mikroskop altinda tespit edilmistir (Sekil 4.9). Somatik embriyo
sayimlart binokiiler mikroskop altinda manuel olarak sayilip kaydedilmistir. Bazi
kiiltiirlerde somatik embriyogenesis 21 hafta boyunca siirdiiriilmiis ve farkli somatik

embriyogenesis sathalar1 (kalp sekli, torpido ve kotiledon) tespit edilmistir (Sekil 4.10).

En yiiksek ortalama somatik embriyo sayis1 62.6 adet ile 9 nolu (3 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA) ortamda kiiltiire alinan kotiledon eksplantindan elde edilirken hipokotil
eksplantinda en yiiksek ortalama somatik embriyo sayis1 11.3 adet ile 4 nolu (2 mg/l BAP
+ 0.05 mg/l NAA) ortamda ve kotiledon ¢eneginde ise 46.9 adet ile 3 nolu (1 mg/l BAP
+ 0.5 mg/l NAA) ortamda meydana gelmistir. Eksplant tipi farketmeksizin en yiiksek
ortalama somatik embriyo sayis1 23.2 adet ile BAP (3 mg/l) + NAA (0.5 mg/l) igeren 9
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nolu ortamda tespit edilirken 10, 11, 12, 13, 19, 22, 23, 24 ve 25 nolu ortamlarda ise hi¢
embriyo olusmamistir (Cizelge 4.19).

Kot. SE

Sekil 4.7. Somatik embriyogenesis safhalari: Globular (GL) (A: 2 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA,13.hafta),
Kalp sekli (B: 1 mg/l BAP , 5.hafta), Torpido (C: Kotiledon ¢enegi, 2 mg/l BAP, 13.hafta),
Kotiledon sathasindaki SE (D: kotiledon ¢enegi, 2 mg/l BAP, 13.hafta)
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Sekil 10. SE safhalari; A: Kalp seklindeki SE, GL (globular embriyogenik doku.(3 mg/l BAP,17.hafta)
B: Kotiledon sathasindaki SE, Torpido safhasindaki SE (2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA,
21.hafta)

Bu calismada ayrica, somatik embriyogenesisin yani1 sira bazi kiiltlirlerde,
organogenesis sonucu siirglin olusumu da gozlenmistir. Organogensisin indirekt olarak
kalluslarin i¢inden veya ylizeyinde adventif siirgiinler olusturdugu yapilan gozlemler

sonucu tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Kiiltiirlerde organogenesis sonucu olusan adventif siirgiinler; A: 1 mg/l BAP, kotiledon,
6.hafta, B: 3 mg/l BAP, kotiledon, 6.hafta, C: 2 mg/l BAP, kotiledon, 5.hafta
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Cizelge 4.6. Deney II’"de BAP — NAA ve BAP - 2,4-D konsanstrasyon ve kombinasyonlarinin embriyo
sayisina etkisi

BBD Kotiledon Hipokotil Kotiledon cenegi Genel
No BAP NAA 24-D JVO.E.s. O.ES. O.E.S. O.E.S. O.E.S.
1 1.0 005 0.0 294d 31.6 0.9 2.0 11.5
2 1.0 0.1 0.0 294d 29.0 1.5 2.2 10.9
3 1.0 05 0.0 4.06 a 16.0 0.4 46.9 21.1
4 20 005 0.0 346¢ 59 11.3 17.4 11.5
5 20 0.1 0.0 350¢c 16.5 8.5 9.9 11.7
6 20 05 0.0 3.02d 22.6 3.8 3.1 9.8
7 30 005 0.0 333c¢ 48.3 0.8 1.8 16.9
8 30 0.1 0.0 3.79b 50.1 3.0 4.0 19.0
9 30 05 0.0 3.93 ab 62.6 0.0 6.9 232
10 00 005 0.0 1.00j 0.0 0.0 0.0 0.0
11 00 0.1 0.0 1.00j 0.0 0.0 0.0 0.0
12 00 05 0.0 1.00j 0.0 0.0 0.0 0.0
13 00 00 0.0 1.00 j 0.0 0.0 0.0 0.0
14 1.0 00 0.1 1.281 0.3 1.6 0.2 0.7
15 1.0 00 0.5 1.16 jj 0.8 0.2 0.1 0.4
16 1.0 00 1.0 1.14 0.7 0.1 0.1 0.3
17 20 00 0.1 1.94h 6.2 32 0.2 32
18 20 00 0.5 1.07 jj 0.4 0.0 0.1 0.2
19 20 00 1.0 1.00j 0.0 0.0 0.0 0.0
20 30 00 0.1 2.08 gh 15.2 0.2 0.3 52
21 30 0.0 0.5 1.09 ij 0.1 0.2 0.3 0.2
22 30 0.0 1.0 1.02] 0.0 0.1 0.0 0.0
23 00 00 0.1 1.00j 0.0 0.0 0.0 0.0
24 00 00 0.5 1.00j 0.0 0.0 0.0 0.0
25 00 00 1.0 1.00j 0.0 0.0 0.0 0.0
26 1.0 00 0.0 222 fg 17.9 0.0 0.8 6.2
27 20 0.0 0.0 247 ef 24.7 0.0 0.9 8.5
28 30 00 0.0 2.60e 20.5 0.0 3.8 8.1
LSD 0.05 0.25

* O.E.S : Ortalama embriyo sayisi, G.O: Genel ortalama embriyo sayisi: Her bir ortamdaki 3 eksplant
tipinde meydana gelen ortalama somatik embriyo sayisi. Harf farkliligi istatistiksel farkliliklart
gostermektedir.
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4.3.3.1. Embriyogenik Kallus ve Embriyo Olusumu Genel Degerlendirme

Kiiltiirlerde embriyogenik kallus olusum oranlar1 BAP + NAA grubunda %75-100
arasinda goriiliirken, BAP + 2,4-D grubunda bu oran %0.6-86.21 arasinda olmustur.
Eksplant basina ortalama embriyo sayist BAP + NAA i¢in 0 — 23.2 adet, BAP + 2,4-D
icin ise 0 — 5.2 adet olmustur. Eksplant bazinda sirasiyla; kotiledon 62.6 adet ile BAP (3
mg/l) + NAA (0.5 mg/l), kotiledon ¢enegi 46.9 adet ile BAP (1 mg/l) + NAA (0.5 mg/l)
ve hipokotil 11.3 adet ile BAP (2 mg/l) + NAA (0.05 mg/l) iceren ortamda meydana
gelmistir. Hem embriyogenik kallus oran1 hem de somatik embriyo sayis1 bakimindan en
basarili besi ortam1 BAP + NAA i¢eren ortamlarda gergeklesmistir. TDZ + NAA veya
2,4-D  kombinasyonlarinda meydana gelen kalluslar embriyogenik yapiya
doniisememistir. Compton ve Gray (1993), karpuz (Citrullus lanatus (Thumb))
genotiplerinin olgunlasmamis kotiledonlarini kullanarak, en yiiksek oranda somatik
embriyogenesisi 18-giinliik olgunlasmamis kotiledonun 10 uM (2.2 mg/l) 2,4-D + 0.5
uM (0.1 mg/l) TDZ igeren MS ortaminda gerceklestigini rapor etmistir. Ancak
calismamizda, olgun tohum orjinli 5-giinliik fidelerin kotiledon, hipokotil ve kotiledon
eksplant tiplerinde TDZ yalniz veya NAA veya 2,4-D ile birlikte kullanildig1 ortamlarda
embriyogenik kallus veya embriyo elde edilememistir. Bunun, genotip ve eksplant
yaslarindan kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Zira, genetik farkliligin somatik
embriyo olusum kapasitesi iizerine etkili oldugu Oridate ve ark. (1992) tarafindan
bildirilmistir. (Zhang ve ark. (2013), Bircok calismada SE’in BBD’nin tiir ve
konsantrasyonlarindan etkilendiginin belirtildigi Vasil (1984) tarafindan rapor edilmistir.
Calismamizda kiiltiir ortamlarina bakildiginda sadece oksin igeren ortamlarda
embriyogenik kallus olusumu ve dolayisiyla embriyo olusumu da meydana gelmemis
ancak oksin tipleri olan NAA veya 2,4-D’nin BAP ile kombinasyonlarinda embriyogenik
kallus olusumu ve bu kiiltlirlerden embriyo olusumu meydana gelmistir. Embriyogenik
kallus gelisimi ve embriyo olusumu i¢in sitokinin kullaniminin gerekli oldugu
gozlenmistir. Sitokininlerin gerekli oldugu Debeaujon ve Branchard (1993), SE’de
faydali oldugunu bir¢ok arastirmaci tarafindan kanitlandigi da Zhang ve ark. (2013)
tarafindan rapor edilmistir. Ayrica BAP (1, 2 ve 3 mg/l) yalmiz kullanildiginda da
embriyogenik kallus ve embriyo olusumu gerceklesmistir. Bunun endogenus oksin veya
BBD sayesinde gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bir cok bitkide somatik embriyogenesis
icin oksinin gerekli oldugunu George (1984) ve Dudits (1991) tarafindan rapor edilmistir
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(Zhang ve ark. (2013). Ancak, ¢alismamizda kullandigimiz Diyarbakir karpuzu Siirme
cesidinde ekzogenus oksin olmaksizin sadece sitokinin bulunan MS besi ortamindan
embriyogenik kallus meydana gelmis ve somatik embriyo elde edilmistir. Kwack ve
Fujieda (1988) tarafindan, alisilmadik bir sekilde, kabakta (Cucurbita moschata) BBD
kullanilmadan direkt somatik embriyogenesis elde ettikleri rapor edilmistir (Debeaujon
ve Branchard 1993). Jelaska (1974), kabakta (Cucurbita pepo L.) embriyogenesis ve
organogenesis calismasinda 2,4-D bulunan ortamda ne embriyogenik kallus ne de
embriyo meydana geldigini, ancak NAA, [AA ve IBA igeren ortamlarda embriyolarin
meydana gelip bitkiciklere doniistiigiinii rapor etmistir. Arastirmacinin bulgulari,
calismamizda 2,4-D’nin tek kullanildigi konsantrasyonlarinda ve NAA’nin BAP ile

birlikte kullanildig1 kombinasyonlardan elde ettigimiz sonuglarla uyum icerisindedir.

4.3.4. Somatik Embriyolarin Olgunlastirma, Cimlenme, Bitkiciklere

Doniisme ve Aklimatizasyon Oranlari

Kiiltiirler kallus baslatma ortamindan 1.altkiiltiire alindiktan sonra 1. veya 2.
haftadan itibaren meydana gelmeye baslayan embriyolar; genellikle proembriyogenik
y1gin ve globular olmak {iizere, kalp, torpido ve kotiledon sathasina gelen embriyolar,
embriyo olgunlastirma ve ¢imlendirme ortamlarina transferi gergeklestirilmistir (Sekil
4.12). Ilk embriyo ¢imlenmesi, ilk kiiltiir baslagicindan itibaren, 7 ila 8 hafta icerisinde
gerceklesmistir. Embriyolar olgunlastirilmak ve ¢cimlendirilmek iizere IAA (1mg/l), Kin
(1 mg/1) ve kontrol (BBDsiz) grubu dahil 3 farkli ortamda kiiltiire alinmistir.

Sekil 4.8. Eksplantlarin kiiltiire alinmas1 (A), birinci haftadan itibaren 16/8 151k-karanlik fotoperiyotta
kiiltiiriiniin siirdiiriilmesi (B), 1.altkiiltiire alinmasi (C), embriyo olgunlastirma, ¢imlendirme
ortamlarina transfer edilip gelisimlerinin siirdiiriilmesi (D)
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Ayrica, olgunlastirma ve ¢imlendirme ortaminda kiiltiire alinan kalp sekli

fazindaki somatik embriyoda ikincil somatik embriyogenesis gozlenmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.9. Kalp seklindeki somatik embriyonun (A) olgunlastiktan sonra ¢imlenmesi (B) ve ikincil
somatik embriyogenesisin olusumu (C-D), GE: Globular embriyo (C-D)

Cizelge 4.7. Somatik embriyolarin ¢imlenme, bitkiciklere doniisme ve aklimatize oranlari

BBD Cimlenen Cimlenme B.D.SE.S/ AKlimatizasy
( ) embriyo/ Toplam orani B.D.SE. orani ona alinan
mg/l embriyo sayisi bitkicik sayisi
(adet) (%) (%) (adet)
Kontrol
0.0 20/55 35.5 20/95.5 19
TAA
1.0 29/55 52.7 29/80.2 23
Kin
1.0 18/55 31.8 18/77.3 14

* S.D.SE S.: Bitkiciklere doniisen somatik embriyo sayisi
* Cizelgede sunulan veriler calismanin orijinal verileri olup 2 tekerriir ortalamasina ait degerlerdir
Yukarida Cizelge 4.20°de de goriilecegi gibi en yiiksek cimlenme oran1 %52.7 ile
IAA (1 mg/l) ortaminda elde edilmis, bunu sirasiyla %35.5 ile BBD icermeyen kontrol
ortami1 ve %31.8 Kin (1 mg/l) ortam1 takip etmistir. Embriyolarin bitkiciklere doniisme
orani agisindan en yiiksek oran %95.5 ile kontrol ortaminda meydana gelirken bunu %

80.2 ile IAA (1 mg/l) ve %77.3 ile Kin (1 mg/l) iceren ortam takip etmistir. Cizelge
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4.20’de aklimatizasyona alinan bitkiciklerin sayis1 sirasiyla 23 (IAA), 19 (kontrol) ve 14
adet (Kin) iceren ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.10. Aklimatizasyona alinmaya baslanan bitkicikler (embling) ,steril torf ortaminda

Kabakgillerde, globular sathadaki embriyolar olgunlastirilmak icin IAA (2 mg/l)
iceren MS besi ortaminda Juretic ve Jelaska (1991) tarafindan kiiltiire alinmistir (Urbanek
ve ark. 2004). Urbanek ve ark. (2004) embriyo olgunlastirma ve ¢imlendirme ortami
olarak TAA, NAA, GA3 ve BA’nin yani sira BBD igermeyen MS besi ortami da
kullanmistir. Ayni sekilde bu amagla BBD icermeyen ortamlar1 Cade ve ark. (1990);
Compton ve Gray (1993); Gray ve ark. (1993); Lou ve Kako (1994); Chee (1995);
Gonsalves ve ark. (1995); Naderi ve ark. (2011); El-Sayed el-absawy ve ark. (2012);
Thiruvengadam ve ark. (2013); Vinoth ve Ravindhran (2016), oksin ve/veya sitokinin
kombinasyonlarini ise Trulson ve Shahin (1986); Punja ve ark. (1990); Taner ve Yanmaz
(2003); Song ve ark. (2007) kullanmis ve embriyolarin bitkiciklere doniistiigiinii rapor
etmiglerdir. Bu sonuglar, calismamizda elde ettigimiz bulgularla uyum igerisindedir.
Calismamizda ayrica ikincil somatik embriyogenesis de gozlenmistir (Sekil 4.12). Bagka
aragtirmacilar da benzer sekilde ikincil somatik embriyogenesisi gozlemlediklerini
belirtmislerdir. Karpuzda Vinoth ve Ravindhran (2016), alev¢iceginde (Phlox paniculata
L.) Vejsadova ve ark. (2016), Curcuma longa L. ve C.amada’da (Sounder Raju ve ark.
2013), Soundar Raju ve ark. (2015), krizantemde Naing ve ark. (2013) tespit ettiklerini
bildirmislerdir.
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4.3.5. Somatik Embriyolardan Gelisen Bitkiciklerin (Embling) Kok

Uzunluklar:

Somatik embriyolar, IAA, kinetin ve kontrol grubu olan olgunlastirma,
cimlendirme ve gelistirme ortamlarinda 3 ila 4 hafta siiresince kiiltiire alinip kok ve
stirglin olusturan embriyolar bitkiciklere doniigsmiistiir. Bu bitkiciklerin aklimatizasyona

alinma esnasinda kok uzunluklari 6l¢iilmistiir (Sekil 15).

Sekil 4.11. Somatik embriyolardan gelistirilen bitkicikler (embling)

En yliksek ortalama kok uzunlugu 5.07 cm ile TAA (I mg/l) ortaminda
gergeklesirken bunu 5.04 cm ile kontrol ortami ve 4.83 cm ile Kin (1 mg/l) iceren ortam
takip etmistir. Kok uzunluklar1 arasindaki farklar LSD (0.05) testine gore Onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.8. Somatik embriyolardan gelisen bitkiciklerin (embling) kdk uzunlugu

Ortalama kok boyu uzunlugu (cm)

BBD
Kontrol TIAA Kin
5.04 a 5.07 a 483 a

LSD 0.05 1.2316

Harf farkliligi istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir
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4.3.6. Somatik Embriyolardan Gelisen Bitkiciklerin (Embling) Siirgiin
Boylar

Somatik embriyolar, IAA, kinetin ve kontrol grubu olan olgunlastirma,
cimlendirme ve gelistirme ortamlarinda 3 ila 4 hafta siiresince kiiltiire alinip kok ve
stirglin olusturan embriyolar bitkiciklere doniigmiistiir. Bu bitkiciklerin aklimatizasyona
alinma esnasinda siirgiin boylar1 Sl¢iilmiistiir (Sekil 4.14). Siirglin boylar1 arasindaki

farkliliklar istatistiki olarak dnemli bulunmamastir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.9. Somatik embriyolardan gelisen bitkiciklerin (embling) siirgiin boylar1

BBD Siirgiin boyu ortalama degeri (cm)
Kontrol 6.02 a
TIAA 5.75a
Kin 5.85a
LSD 0.05 2.55

Harf farklilify istatistiksel farkliliklar: gostermektedir.

4.3.7. Aklimatize Edilen SE Orjinli Bitkiciklerin (Embling) Siirgiin Boylar:

En yiiksek ortalama siirgiin boyu 7.07 ile IAA (1 mg/l) iceren ortamda meydana
gelirken, bunu sirastyla 6.71 cm ile Kin (1 mg/l) ve 5.63 cm ile kontrol ortami izlemistir.
Siirgiin boylar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge
4.23). Di1s ortam kaynakli mantari hastaliklar, nem ve sicaklik seviyesinin kontrol
edilememesi gibi etmenler yiiziinden bazi bitkiciklerin siirgiinlerinde kuruma meydana

gelerek siirgiin boylarinin kisalmasina ve bazilari ise tamamen kurumustur.

Cizelge 4.10. Somatik embriyolardan gelisen bitkiciklerin aklimatizasyon siirecindeki siirgiin boylari

Siirgiin boyu ortalama degeri (cm)

BBD
Kontrol TAA Kin
5.63b 7.07 a 6.71 a
LSD 0.05 0.99

Harf farklilig: istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.
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Sekil 4.12. Somatik embriyolardan gelistirilen bitkiciklerin (embling) aklimatizasyonun 4.haftasindaki
geligimleri

Bu analizde hayatta kalan bitkiciklerin verilerinin ortalamasi alinarak istatistiksel
analiz yapilmistir. Bu nedenle BBD nin bitkiciklerin siirgilin boylar1 tizerindeki etkisi tam

olarak yansitilamamais olabilir.

4.3.8. Tarlaya Aktarilan Bitkicikler (Embling)

Aklimatizasyon siirecini tamamlayan bitkicikler (Sekil 4.16), yaklasik 12 hafta
sonra gelismelerini  silirdiirebilmeleri i¢in tarla sartlarina aktarilip dikimleri
gerceklestirilimistir (sekil 4.17). Ancak, giderilmesi imkan dahilinde olmayan dis ortam
kaynakli, nem ve sicaklik seviyesinin kontrol edilememesi, mantari hastaliklarin
bulagmasinin dnlenememesi ve aklimatizasyon siirecinin yaz aylarina kaymasi gibi
etmenler yiizlinden bitkiciklerde biiyiik kayiplara neden olmustur. Bu sebepten dolay1 ¢ok
az bitkicik hayatta kalabilmistir. Somatik embriyolardan 94 adet bitkicik rejenere
edilmistir. Bu bitkiciklerin tiimii aklimatizasyon islemine alinmis ancak tarlaya sadece 7
adet aktarilabilmistir. Bundan dolayi, bu konuda istatistiki analizler uygulamak i¢in

yeterli veri elde edilememistir.
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A\

LS. IEIEREY

Sekil 4.13. Somatik embriyolardan gelistirilen bitkiciklerin (embling) aklimatizasyon siirecini
tamamladiktan sonra araziye transfer edilip dikilmesi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Diyarbakir karpuzu Siirme tipinde somatik embriyogenesis
gerceklestirilmistir. Siirme’nin 1 y1llik olgun tohumlar1 %70°lik etanolde 60 sn ¢alkalanip
daha sonra steril distile su ile 3 kez c¢alkalanarak %5 NaOCI + 1 ila 2 ml Tween-20
cozeltisinde 5 dk karistirllmis ardindan da 5 kez 5 dk boyunca steril distile su ile
calkalanip durulanmasiyla steril tohumlar elde edilebildigi gozlenmistir. Calisma
boyunca, eksplantlarin elde edildigi fideler bu sterilizasyon protokolii uygulanmig
tohumlarin ¢imlendirilmesi ile elde edilmis olup tohum kaynakli herhangi bir

kontaminasyon tespit edilmemistir.

Diyarbakir karpuzu Siirme tipinde somatik embriyogenesis icin Deney I ve Deney
IT olmak tizere iki deney yapilmistir. Kallus olusumu agisindan bakildiginda, her iki
deneyde de yiiksek oranlarda kallus olusumu gozlenmistir. Deney I’de MS besi
ortamindaki tiim TDZ (0.1, 0.25, 0.5 mg/l) ve NAA (0.5, 1.0, 1.5 mg/1) konsantrasyon ve
kombinasyonlarinda %100 kallus olusumu gerceklesirken, TDZ + 2,4-D (0.5, 0.75, 1.0
mg/l) kombinasyonlarinda kallus olusumu gézlenmemistir. Bu calismada 20-giinliik
kotiledon kesitleri icin en iyi BBD kombinasyonu TDZ + NAA olmustur. 20-giinliik
kotiledon kesitleri i¢in oksin tipi olarak NAA’nin ¢ok etkili oldugu ve 2,4-D’nin de
kisitlayicr bir etki gosterdigi gozlenmistir. NAA nin 0.5, 1.0, 1.5 mg/I (sirastyla %43.8,
%37.5, %25) konsantrasyonlar1 hari¢, TDZ + NAA ortamlarinda meydana gelen tiim
kalluslar %100 oraninda farklilasarak embriyogenik ozellik gostermistir. Bu
embriyogenik kalluslardan embriyo tespit edilmemis ancak oldukga biiyiik miktarlarda
kallus olusumunun goriilmesi dikkat c¢ekicidir. Her bir eksplanttan olusan kallus
agirliklarinin ortalamalar1 820.1 - 4184.25 mg arasinda olup en yiiksegi 4184.25 mg ile
0.25 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA igeren ortamda 1.altkiiltlire kadar siirdiirtiliip ardindan 1
mg/l BAP igeren MS ortaminda goézlenmistir. Bu bulgular, Siirme’nin 20-giinliik
kotiledon kesitlerinin embriyogenik kallus olusturma potansiyelinin ¢ok yiiksek olmasi

somatik embriyogenesis kapasitesinin de yiiksek olduguna isaret etmektedir.

Deney II’de MS besi ortamindaki BAP + NAA konsantrasyon ve
kombinasyonlarinda %89 ila %100, BAP ve 2,4-D konsantrasyon ve kombinasyonlarinda
1 nolu ortam (%61.27) hari¢ geriye kalan tiim ortamlarda %88.94 ila %100 arasinda bir

oranla kallus olusumu gerceklesmistir. BAP + NAA ortamlaruinda eksplant tiplerinde
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kallus olusum oranlart sirastyla; kotiledon %97.44, hipokotil %97.12, kotiledon ¢enegi
%96.36 olurken, BAP + 2,4-D ortamlarinda, sirasiyla; kotiledon %98.76, hipokotil
%94.36, kotiledon ¢enegi %96.41 olmustur. NAA (0.5, 1.0, 1.5 mg/1) ve 2,4-D (0.5, 0.75,
1.0 mg/l) ile sitokinin olarak BAP (1.0, 2.0, 3.0) yerine TDZ (0.1, 0.25, 0.5 mg/l)
kullanildiginda kallus olusum oranlarinda ¢ok yiiksek oranda farklilik gdzlenmistir. TDZ
+ NAA konsantrasyon ve kombinasyonlarinda en yiiksek kallus olusum orani %0-18.63,

TDZ + 2,4-D igin ise %0-50 arasinda gézlenmistir.

Calismamizda, 5-giinliik kotiledon, hipokotil ve kotiledon ¢enegi eksplantlarin
kallus olusumu i¢in en iyi sitokinin tipi BAP olurken, oksin tipleri olan NAA ve 2,4-
D’nin her ikisinin de neredeyse ayni oranlarda etkili oldugu gézlenmistir. Embriyogenik
kallus acisindan BBD degerlendirildiginde, BAP ve NAA birlikte kullanildiginda
embriyogenik kallus olusum orani %75-100, BAP ve 2,4-D birlikte kullanildiginda ise
%0.62-86.21 arasinda olmustur. Embriyogenik kallus olusturma agisindan en iyi oksin ve
sitokinin kombinasyonlarinin BAP + NAA oldugu gozlenmistir. BAP + NAA ve BAP +
2,4-D gruplarinda en yiiksek embriyogenik kallus olusturan eksplant tipi %63.23 ile
kotiledon olurken, onu %38.52 ile kotiledon ¢genegi ve % 18.35 ile hipokotil izlemistir.

Embriyogenik kalluslardan elde edilen en ¢ok somatik embriyo sayis1t BAP +
NAA kombinasyonlarindan elde edilmistir. En fazla ortalama embriyo sayis1 23.2 adet
ile 3 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS besi ortamindan elde edilmistir. Eksplant tipi
bazinda ise en yiiksek ortalama embriyo sayis1 62.6 adet ile 3 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA
iceren ortamdaki kotiledon eksplant1 olurken, onu 46.9 adet ile kotiledon ¢enegi (1 mg/l

BAP + 0.5 mg/l NAA) ve 11.3 adet ile hipokotil (2mg/l BAP +0.05 mg/l NAA) izlemistir.

Somatik embriyolar, ortalama en yiiksek %52.7 oran1 ile 1 mg/l IAA, %35.5 ile
kontrol ve %31.8 ile 1 mg/l Kinetin igeren MS olgunlastirma ve ¢imlendirme ortaminda
cimlendigi gdzlenmistir. Ayn1 ortamlarda gelisimleri siirdiiriilen embriyolarin kok ve
siirgiin olusturup bitkiciklere donlisme orani sirastyla en yiiksekten; kontrol (%95.5), 1
mg/1 IAA (%80.2) ve 1mg/1 Kin (%77.3) olarak gézlenmistir. Bu bitkiciklerin de sirasiyla
en yiiksekten; 1 mg/l Kin (%96.2), kontrol (%88.7) ve 1mg/l IAA (%76.9) oraninda
aklimatizasyona alinmistir. Ancak, giderilmesi imkan dahilinde olmayan dis ortam
kaynakli, nem ve sicaklik seviyesinin kontrol edilememesi, mantari hastaliklarin

bulagmasinin 6nlenememesi ve aklimatizasyon silirecinin yaz aylarina kaymasi gibi
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etmenler yiiziinden bitkiciklerde biiyiik kayiplara neden olmustur. Bu sebepten dolay1 cok
az bitkicik hayatta kalabilmistir. Yaklasik 12 haftanin sonunda hayatta kalan bitkicikler

arazi sartlaria aktarilip dikimi gergeklestirilmistir.

Ayrica ¢alismada, ender bir sekilde goriilen sekonder somatik embriyogenesis de
gozlenmistir. Sekonder somatik embriyogenesisin goriilmesi, genotipin yiiksek somatik
embriyogenesis kapasitesinin belirtisi oldugunu Vejsadovd ve ark. (2016), birincil
somatik embriyogenesise gore daha yiiksek cogaltim orani ve yiiksek iiniformluk seviyesi

gibi avantajlar sagladigini Naing ve ark. (2013) bildirmislerdir.

Genel olarak degerlendirildiginde Diyarbakir karpuzu Siirme tipinde, hem kallus
hem de embriyogenik kallus indiiksiyonuna ¢ok yiiksek oranlarda yanit vermesi ve elde
edilen somatik embriyolardan basarili bir sekilde bitkicikler rejenere edilmesi yanisira
sekonder somatik embriyogenesis ve dahasi organogenesisin de gozlemlenmesi, hem
rejenerasyon hem de somatik embriyogenesis kapasitesinin ¢ok yiiksek oldugunun
gostergesi olmustur. Bu sebeple, bu ¢alismada gelistirilen rejenerasyon protokolii ve elde
edilen bulgular 151831Inda Diyarbakir karpuzu Siirme tipi i¢in sekonder somatik

embriyogenesis ve organogenesis protokollerinin gelistirilebilecegi diisliniilmektedir.

S-giinliik eksplantlardan somatik embriyogenesis yoluyla embriyolar basarili bir
sekilde elde edilirken, 20-giinliik eksplantlarda embriyo olusumu tespit edilememistir.
Ancak, 20-giinliik eksplantlarin ¢ok yiiksek miktarlarda kallus olusturup en az 12 hafta
boyunca gelisimlerini siirdiirebilmis olmalar1 yiiksek rejenerasyon ve somatik
embriyogenesis potansiyelinin varlifina isaret ettigi diisiiniilmektedir. 20-giinliik
eksplantlardan elde edilen yiiksek miktarlardaki embriyogenik kalluslardan embriyo elde
etmek i¢in farkli BBD konsantrasyon ve kombinasyonlari, besi ortami veya kimyasallarin

denenmesi yanisira siispansiyon kiiltiirii onerilebilir.

Somatik embriyogenesis yoluyla 5-giinlilk eksplantlardan rejenere edilen
embriyolarin yliksek oranlarda olgunlastirillip ¢imlendirilebilmesi icin embriyo
olgunlastirma ve ¢imlendirme ortamlarmin gelistirilmesi amaciyla oksin ve sitokinin
tiplerinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlar1 ile besi ortamlarinin denenmesi

onerilmektedir.

Somatik embriyolardan elde edilen bitkicikler (embling) gézlemlendigi kadariyla,

cok hassas olabilmekteler dolayisiyla aklimatizasyon siireci ¢ok kritik olabilmektedir. Bu
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sebeple basarili bir aklimatizasyon siireci icin 151k, sicaklik ve nem kontrolii yapilabilen

elverisli bir aklimatizasyon odasi veya iklim dolabinin kullanilmas1 6nerilmektedir.

Sonu¢ olarak, Siirme’nin somatik embriyogenesis yoluyla cogaltilabildigi
saptanmis olmakla birlikte rejenerasyon ve somatik embriyogesis potansiyelinin de
yiiksek oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica, elde edilen somatik embriyolar kapsiillenerek
(encapsulation) sentetik tohumlara doniistiiriilebilir. Bu ¢aligmada gelistirilen somatik
embriyogenesis protokiilii ve elde edilen bulgularin Diyarbakir karpuzu Siirme tipinde ve
diger yerel genotiplerde yapilacak sentetik tohum calismalari, siispansiyon kiiltiirii, hiicre
kiiltiirti ve Agribacterium tumefaciens ile gen aktarim ¢aligmalari i¢in son derece 6nemli
olup temel tegkil edecek niteliktedir. Stirme i¢in gelistirilen bu protokol optimize edilerek
nesli tiilkenme riskiyle kars1 karsiya kalan ekonomik ve 1slah materyali olmasi1 agisindan
onemli olan Diyarbakir karpuzu Siirme tipi ve diger genotiplerin, molekiiler diizeyde
islahi, klonal ¢ogaltimi, sentetik tohum iiretimi ve biiyiik Ol¢eklerde hizli in vitro

iiretiminin gergeklestirilmesinde kullanilabilecektir.
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