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KABAKTA (Cucurbita pepo L.) IN VITRO BITKi REJENERASYON
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OZET

Bu ¢alismada gekirdeklik kabakta (Cucurbita pepo L.) organogenesiz yoluyla in vitro
bitki rejenerasyon protokolii ¢alisilmis, uygun eksplant tipi ve ortami belirlenmistir. Tek
hiicreden rejenerasyon 6zellikle gen transformasyonu ile bitki 1slah1 ¢caligmalar1 agisindan
onemlidir. Bitki materyali olarak Kayseri ve ¢evresinde yaygin tarimi yapilan yerel kabak
popiilasyonu kullanilmistir. Tohum kabugu kabugu soyulup %1 NaClO (sodyum
hipoklorit) igerisinde sterilize edilmis ve 30 g/l sukroz ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan MS
ortaminda ¢imlendirilmistir. Cimlenen in vitro fidelerden alinan dokular BAP,
BAP+NAA, BAP+IAA, BAP+TDZ, TDZ, TDZ+IAA ve TDZ+NAA’nin farkli dozlari
kullanildigi MS ortaminda 25°C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotunda kiiltiire
alinmigtir. Bir ay sonunda kotiledonunun proksimal, distal ve orta kismi ile hipokotil
bolgelerinden elde edilen eksplantlarda sadece irilesme ve kallus olusumu gozlenmis,
“Flamingo gagasi tip1” (kotiledonun proximal kismi bulunan hipokotil) eksplantlarda ise
slirglin olusumu gozlenmistir. En yiiksek eksplant yiizdesi %70,83 ile 0,5 mg/l BAP ve
0,25 mg/l NAA’nin birlikte kullanildig1 besin ortamindan elde edilmistir. Siirgiin veren
eksplant basina siirgiin sayis1 ise en fazla 5,33 adet ile 1,0 mg/l BAP ile 0,5 mg/l IAA
igeren besin ortaminda tespit edilmistir. Diger birgok kombinasyonun da Flamingo gagasi
tipi eksplantlarda rejenerasyonu tetikledigi goriilmiistiir. Rejenerasyon sonucu elde edilen

bitkiler MS besin ortaminda basar1 ile koklendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cucurbitaceae, Kayseri, ¢erezlik kabak, mikro ¢ogaltim
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OPTIMIZATION OF IN VITRO PLANT REGENERATION PROTOCOL IN
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ABSTRACT

In this thesis, in vitro plant regeneration protocol was studied in pumpkin seed (Cucurbita
pepo L.) plants and proper explant type and medium was determined. Regeneration from
a single cell is a quite significant issue in plant breeding studies for gene transformation.
Local pumpkin population commonly grown in Kayseri and surrounding provinces was
used as the plant material. Seeds were peeled and sterilized in 1% NaClO (sodium
hypochlorite) and germinated in MS medium containing 3% sucrose and 0.75% agar. The
tissue samples taken from germinated in vitro seedlings were cultured in MS media with
different doses of BAP, BAP+NAA, BAP+IAA, BAP+TDZ, TDZ, TDZ+IAA and
TDZ+NAA at 25°C and 16/8 h light/dark photoperiod. At the end of the first month,
enlarging and callus formation was observed only in explants obtained from proximal,
distal, mid-sections and hypocotyl section of cotyledon. Succesfull shoot formation was
accomblisehd in “Flamingo Beak- Type” (hypocotyl with proximal section of cotyledon)
explants. The highest explant ratio (70.83%) was recorded in the growth medium
containing 0.5 mg/l BAP and 0.25 mg/l NAA. The highest number of shoots per explant
(5.33) was obtained from the growth medium containing 1 mg/l BAP and 0.5 mg/l I1AA.
Various other combinations also induced regeneration in flamingo beak-type tissues.
Regenerated plants were successfully rooted in MS growth medium.

Key Words: Cucurbitaceae, Kayseri, pumkin seed, mikro propogation
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GIRIS

Cucurbitaceae, diinya ¢apinda 6nemli bir bitki ailesi olup 120'den fazla cinsi igerisinde
bulundurmaktadir [1]. Kabaklar (Cucurbita spp.) botanik siniflandirmada
Dicotyledoneae sinifi, Cucurbitales takimi, Cucurbitaceae ailesi igerisinde yer alir. Bu
aile icerisinde yer alan tiirler “Cucurbit”ler olarak s6zii edilen tropik kokenli sicak iklim
bitkileridir [2]. Kabaklarin gen merkezi Amerika kitas1 olarak kabul gérmekte olup [3],
Cucurbita'nin tarimi yapilan 5 tiirtinden biri olan Cucurbita pepo Kuzey Amerika
orjinlidir [4, 5] ve birkag¢ bin yildir burada tarimi yapilmaktadir [6]. Kuzey Amerika
kitasinda 10.000 yildir, Avrupa'da da 500 yildir tarimi yapilmaktadir [7]. Cucurbita'nin
tarimi yapilan, yenilebilir formlari genelde daha biiyiik, daha az tohum ve meyveli, meyve
etinin yapis1 acisiz ve az lifli, bitki pargalar1 daha biiylik, daha az dayanikli ve daha fazla
renkli kabuklarla yabani kabak formlarindan farklidir [8]. Cucurbita pepo L.
(Cucurbitaceae) meyveleri sayisiz sekil, boyut ve renk varyasyonuna sahiptir. Yiizlerce
ve belki de birkag bin farkli adlandirilmis gesidi yetistirilir. Cucurbita pepo L. ssp. pepo
iyesi olan kabak, meyve sekli acisindan ¢ok cesitlidir. Mevcut ¢esitler meyve sekline
gore yuvarlak, uzun dikdortgenimsi, silindirik ve ¢ok uzun tip olmak tizere dort farkli
grupta simiflandirilmistir [9]. Tiiketim bakimindan ise ¢cogunlukla olgun meyveleri i¢in
tiiketilen kislik kabaklar ve taze meyveleri tiiketilen yazlik kabaklar olmak iizere iki gruba
ayrilir [10]. Cucurbita cinsi, tropik, subtropik bolgeler basta olmak iizere diinyanin birgok
yerinde 6nemli bir bitkisel besin lriiniidiir. Bu sebze grubunun olgunlasmis meyveleri,
yiiksek oranda su, karbonhidrat, protein, yag, lif, mineraller ve vitaminler, 6zellikle de C
ve B vitamini igerir. Cucurbita tiirlerinin tohumlarinin gerez olarak ilk kez Amerikalilar
tarafindan kullanildigi bildirilmistir [11, 12, 13]. Baz1 6zel Cucurbita tiirleri, 6zellikle
Japonya, Kore, Orta Dogu, Akdeniz bolgesi ve Giiney Avrupa'da, karpuz ve diger bazi
kabakgil tiirlerine anag olarak da kullanilmaktadir [14].



Tiirkiye’de ¢ekirdek kabagi yetistiriciligi, Orta Anadolu’nun Dogu kesimleri (Nevsehir,
Aksaray ve Kayseri), Ankara’nin Polath Ilgesi ve Trakya’da yogunlasmistir [15].
Tiirkiye’de tarimi yapilmakta olan gerezlik kabaklarin biiyiik bir ¢ogunlugu Cucurbita
pepo L. tiiriine dahil olmakla birlikte az miktarda da olsa Cucurbita moschata tiiriine giren
bal kabagi tohumlar1 da g¢erez olarak kullanilmaktadir. Cerezlik kabaklar tohum
kabuklarinin yapisina gore kabuklu tipler ve kabuksuz veya zar gibi kabuklu tipler olarak
2’ye ayrilmaktadir [16, 17]. Ulkemizde kabuklu tohumlarin iiretimi kabuksuz tohumlarin
tiretiminden, veriminin daha yiiksek olmasi ve iiretimindeki bazi1 avantajlarindan dolayi
daha yaygindir. Kabuksuzlugu kontrol eden karakterdeki acgilma nedeniyle kabuksuz
tohumlarin meyvelerinde kabuklu tohumlarinda ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Tirkiye'nin
farkl1 bolgelerinde, farkli tipte kabak cekirdeklerine istek olmaktadir. Ornegin; Edirne ve
Sakarya yorelerinde yuvarlak ve dolgun tip tohumlar tercih edilirken, i¢ Anadolu
Bolgesi’nde kabak cekirdegi olarak iri ve uzun tip tohumlar, Ege Bolgesi’'nde ise
cogunlukla yuvarlakga olan bal kabag: cekirdekleri tercih edilmektedir [16]. Ureticiler
tohumluk temininde gerezlik kabak yetistiricili§in yogun olarak yapildig1 yorelerden
getirilen popiilasyon niteliginde olan tohumlari kullanirken bir kisim fireticiler ise daha
homojen ve verimli oldugunu diisiindigi ¢erezlik kabak tarlalarindan topladiklari
meyvelerinden tohum almakta ve bunlart yetistiricilikte tohumluk olarak kullanmaktadir.
Bundan dolay: elde edilen iiriiniin kalitesi buna bagli olarak da pazar degerinde kayiplar
yasanmaktadir. Glinlimiizde cerezlik kabak yetistiriciliginde ¢esitlerden ziyade degisik
cekirdek tiplerini i¢erisinde barindiran popiilasyon isimleri bulunmaktadir [18]. Yapilan
bir ¢alismada Kayseri ilinde gerezlik kabak yetistiricilerinin %60’nin tohumluklarini
kendilerinin drettigi, %21’ini diger iireticilerden aldiklari, %19’u ise tohumluk satan

kisilerden tedarik ettikleri belirlenmistir.

Tirkiye’de yayinlanan resmi istatistikler dikkate alinarak Tiim Kuruyemis Sanayicileri
ve Is Adamlar1 Dernegi (TUKSIAD) tarafindan 2013 yilinda yapilan calismaya gore 2013
yili kuruyemis sektorii i¢ pazar biiyiikligii 617.000 ton olup bu miktar i¢inde 25.000 ton
ile kabak ¢ekirdegi %4.04’liik paya sahiptir (Tablo 1) [19]. Yapilan ¢alisma géz Oniine
alindiginda cerezlik kabak yetistiriciligi paymin cok yiiksek oldugu goriilmektedir.
Kiltlirlimiiziin bir parcast olan kuruyemis tiiketimi 6zellikle insanlarin bir araya geldigi
ortamlarda (Bayram, diigiin ve gezi gibi) yaygindir. Kuruyemis olarak tiiketilen iiriinlerin

igerisinde ¢erezlik kabak ¢ekirdegi 6nemli bir paya sahiptir.



Tablo 1. Kuruyemis sektorii i¢ pazar bitytikligii [19].

Miktar (kg) Ciro (TL)
Ay ¢ekirdegi 100.000.000 500.000.000,00
Yer fistigt 90.000.000 450.000.000,00
Findik 65.000.000 975.000.000,00
Leblebi 50.000.000 300.000.000,00
Ceviz 45.000.000 1.125.000.000,00
Antep fistigi 45.,000.000 900.000.000,00
Kuru kayisi 40.000.000 320.000.000,00
Badem 35.000.000 875.000.000,00
Hurma 30.000.000 360.000.000,00
Kuru tizim 30.000.000 210.000.000,00
Kabak ¢ekirdegi 25.000.000 300.000.000,00
Kuru incir 15.000.000 105.000.000,00
Patlak musir 15.000.000 30.000.000,00
Kaju 10.000.000 180.000.000,00
Soslu misir 7.000.000 35.000.000,00
Diger 15.000.000 150.000.000,00
Toplam 617.000.000 6.815.000.000,00

Cerezlik kabak temininde ve yetistiriciliginde karsilasilan en biiyiik sorunlar arasinda; saf
ve kaliteli toprak yapisi ile farkli iklimsel kosullara uygun gesitlerin bulunmamasidir.
Verim diisiikliigiide yine énemli bir diger sorundur. Ulkemizde az sayida gerezlik ¢esit
tescil edilmistir, fakat yetistiricilikte bu gesitler yer almamistir. Gilinlimiizde gerezlik
kabak yetistiriciliginde biiyiilk oranda karismis (igerisinde degisik tipler barindiran)
popiilasyonlar tohumluk olarak kullanilmaktadir [20, 21]. Kabakgil sebze tiirlerinin
onemli sorunlarindan bir digeri ise; verim ve kalite kaybina yol agan 200°den fazla
hastalik bulunmasidir. Kabakgil bitkilerinde hastaliklara neden olan etmenler arasinda,
viriislerin 6n sirada oldugu bildirilmistir [22]. Kabakgillerin pek ¢ok viriis hastaligina
konukguluk etmekte oldugu ve bu iriinlerde 6nemli diizeylerde kayiplara neden
olmaktadir [23]. Bitkilerde gelisme geriligine, ayrica siddetli enfeksiyonlar sonucu
anormal meyve ve yesil aksam olusumuna neden olan viriislerin, baz1 durumlarda meyve
verimini tamamen durdurdugu bildirilmistir [24]. C. pepo’nun yetistirilmesini engelleyen
en az sekiz farkli viriis igeren genis bir patojen yelpazesinin mevcut oldugu bildirilmistir.
[25]. Bu viriisler arasinda Papaya Halkali Leke Viriisii (PRSV) ve Kabak Sar1 Mozaik
Virlisii (ZYMV), yayginligi ve hasar derecesi nedeniyle en 6nemlileri olup, bitki ve

meyve kalitesini diisiirmektedir [26].



Tim bitki tiirlerinde oldugu gibi kabakta da agronomik karakterleri belirlenmis ve
saflagtirilmis yeni ¢esitlerin gelistirilmesi igin, 1slah ¢alismalar1 yiritilmektedir [21].
Islah calismalarinda hastaliklara dayaniklilik genlerinin kiiltiiri yapilan bitkilere
aktarilmasinda yaygin olarak yabani tiirlerden yararlanilmaktadir. Ozellikle Cucurbita
ecuadorensis ve  Cucurbita  foetidissima  viriislere  dayaniklilik  genleri
bulundurduklarindan kiiltiirii yapilan kabakgillere bu dayaniklilik genlerinin aktarilmasi
olduk¢a Onemlidir. Kabakta diger 6nemli yabani tiirler ise; Cucurbita lundelliana,
Cucurbita okeechobeensis, Cucurbita radicans, Cucurbita pedatifolia ve Cucurbita

digitata complex bulunmaktadir.

Giiniimiizde kullanimi giin gegtikce artan bitki genetik mithendisligi teknikleriyle, orijinal
bitkinin istenen karakterlerini degistirmeden bir ya da birka¢ gen, yeni ozellikler
kazandirmak amaciyla hedef bitkiye aktarilabilmektedir. Genetik miihendisligi, viral
hastaliklara direngli bitkiler elde etmek igin bir alternatif olarak sunulmustur. Bu
yaklagimin kabakgil islahinda yaygin olarak uygulanmaktadir [27, 28, 29]. Genetik
transformasyonun gerceklestirilebilmesi igin etkili bir in vitro rejenerasyon sistemi
gerekmekte oldugu bildirilmektedir [30, 31]. Cucurbitaceae'nin ekonomik agidan énemli
tiyelerinin in vitro rejenerasyonuna iliskin ¢alismalar mevcuttur [32, 33, 34, 35, 36, 37].
Aynu tiire ait farkli genotiplerin degisik eksplantlarinin, farkli besin ortamlarina kars,
farkli diizeyde rejenere olmalari, rejenerasyon protokollerinin her genotip i¢in optimize

edilip gelistirilmesini gerektirmektedir.

Cerezlik kabakta (Cucurbita pepo L.) in vitro bitki rejenerasyonu konulu bu ¢alismada
direk organogenesis yoluyla silirglin rejenerasyon sisteminin, farkli eksplant tipleri ve
besin ortamlar1 ¢alisilmistir. Eksplantlar i¢in kullanilan fidelerin elde edilmesinde, en
uygun ortamin belirlenmesi amaciyla farkli MS konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda
cimlendirme yapilmustir. /n vitro fidelerden elde edilen eksplantlar siirgiin rejenerasyonu
icin farkli bliylime diizenleyicileri igeren ortamlarda kiiltiire alinip rejenerasyon
verimliligi incelenmistir. Elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde farkli oksin

hormonlarinin etkisine bakilmistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER
1.1. Kabak Hakkinda Genel Bilgiler

1.1.1. Kabagin Bilimsel Simiflandirmasi

Kabaklar (Cucurbita spp.) botanik siniflandirmada Dicotyledoneae sinifi, Cucurbitales
takimi, Cucurbitaceae familyasina dahildir. Bu familyaya dahil olan tiirler “Cucurbit”ler
olarak adlandirilan tropik kokenli sicak iklim bitkileridir [2]. Kabakgil genetik c¢esitliligi
yoniinden 6nemli bir yere sahip olan Tiirkiye’de [38], Cucurbita cinsi igerisinde bulunan
kabaklar meyve sekli, boyu, i¢c ve dis meyve rengi yoniinden o6nemli farkliliklar
barindirmaktadir. Bu c¢esitlilikten dolayr farkli sekilde siniflandirmalar mevcuttur.

Kabakagillerin siiflandirmasi asagidaki gibi siralanabilir:

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Cucurbitales

Familya: Cucurbitaceae

Cins: Cucurbita L.

Tiirler: Cucurbita pepo (Yazlik Kabaklar)
Cucurbita moschata (Bal Kabaklari)
Cucurbita mixta (Kislik Kabaklar)
Cucurbita maxima (Kestane Kabagi)
Luffa cylindrica (Lif Kabaklart)
Lagenaria sicareria (Su Kabaklart)
Momordica charantia

Sechium edule

Benincasa hispida

Cucurbita turbanformis



Kabaklar yazlik, kiglik ve siis kabaklar1 olmak {izere li¢ grupta incelenmektedir. Bu
calismanin konusu olan ¢erezlik kabak Cucurbita pepo L. botanik smifi i¢inde yer
almakta olup, yaygin yetistirilen sakiz kabagi veya Zucchini tipindeki ince ve uzun
kabaklar ile birlikte yazlik kabak grubu icine girmektedir [16]. Ulkemizde bunlara ek
olarak az miktarda da bal kabag (C. moschata Pour.) ve kestane kabagi (C. maxima
Duch.) tohumlar1 ¢erezlik olarak kullanilmaktadir [39]. Bu tiirlerinin birbirinden ayirt
edilmesinde baz1 Ozellikler kullanilmaktadir. Bu Kriterler Tablo 1.1°de verilmistir.
Cucurbita cinsi igerisinde ekonomik agidan 6nemli ii¢ tiir bulunmaktadir: C. Pepo, C.

maxima ve C. moschata [40].

Cucurbita pepo: Meyvesi silindirik, etli kisitm beyazimsi renktedir. Anadolu'da sebze
olarak yemeklerde kullanilan sakiz kabaklari bu tiire ait olup yetistiriciligi cok yaygindir.
Cekirdekleri beyaz ve sert kabuklu, oval bi¢imli tanelerdir. Sicak ve iliman iklimlerde
yetistirilmekte olup iilkemizde yaygin olarak sebze, tatli ve tursu olarak yetistirilmekte

ve tiikketilmektedir [41].

Cucurbita maxima: Helvaci kabagi olarak adlandirilan Cucurbita maxima kabakgiller
familyasindan bir kabak tiirii olup meyve sekli kiiremsi ya da basik kiiremsidir. Uzeri
dilimli, piirtiiklii veya diiz, kirli sar1 ya da kirmizims: renklidir. Meyve eti sari-turuncu

renktedir. Genellikle tatli yapilarak tiiketilir [42].

Cucurbita moschata: Bal kabagi olarak adlandirilir. Tiirk mutfaginda en yaygin kullanim
sekli kabak tatlisidir. Bol miktarda potasyum, demir, fosfor, sodyum, kalsiyum igeren, lifi
bol bir meyvedir. Meyvesi kalin ve silindir bigiminde olan bu tiiriin tizeri genellikle
diizgiin, etli kisim sari-turuncu renklidir. Toprak yapist ¢ok agir ve kumlu ise
yetistirilmesi giictiir ayrica kumlu topraklarda giibrelenmesi sarttir. pH derecesi 6 ile 7
olan, derin, gecirgen, su tutma kabiliyeti yiiksek, organik ve mineraller bakimindan
zengin olan topraklarda 1yi mahsul alinir. Bal kabaginin erkek cicekleri sar1 renkli diiz ve

kapali olurken, disi bal kabagi ¢icegi karanfile benzer [43].



Tablo 1.1. Cucurbita cinsi igerisine giren dnemli tiirlerin tanilama anahtari [44].

Ozellik C. pepo C.maxima C. moschata
Tohum Rengi Beyaz Beyaz Beyaz
Ug pargal, Yuvarlak, Ucg pargals,
Yaprak Sekli Cok ¢ikintili (loblu) Az ¢ikintili Az ¢ikintili
Yaprakta benek Var Az Var
Meyve sap1 kesiti Acili (5 agil) Yuvarlak Acili (5 agil)
Sapin meyve baglantisi Meyveye devamli Daralan Genisleyen
Meyve kabugu Parlak Parlak Mat
Tiyliiliik bigcimi Dikensi sert tiiylii Az tiyli Tiylu
Meyve kabugu Parlak Parlak Mat

1.1.2. Kabagn Orijini ve Tarihcesi

Cucurbitaceae, diinya ¢apinda 6dnemli bir bitki ailesi olup 120'den fazla cinsi igerisinde
bulunduruyor [1]. Cucurbita, Amerika kitasinin tarim tarihinde 6nemli bir yere sahiptir.
Arkeolojik kayitlar, Cucurbita tiirlerinin milattan énce 5.000 yillarinda tarimi yapildigini
gostermektedir [45, 46]. Cucurbita pepo, Cucurbita moschata, Cucurbita mixta ve
Cucurbita maxima'nin Amerika kitasinin giineybatisi, Meksika ve Giiney Amerika'nin
kuzeyinde yetistirildigine dair arkeolojik bulgular vardir [3]. Geg¢miste 1slah etmek
amaciyla, daha iri tohumlarin segilmesi sonucunda muhtemelen biiyilk meyvelerin
seleksiyonu gerceklesmistir. Insanlar tarafindan beslenmek icin olgunlasmamis
meyvelerin hasat edilmesinin sonucu olarak da aci1 olmayan ete sahip mutantlarla
karsilagilmistir. Kabagin olgun meyvelerinin tohumlart i¢in kesilmesi sonucu aci
olmayan, nigastali ete sahip mutant tohumlarin tiiketim amagli kazandirilmasin ve
korunmasini saglamistir [47]. Kabak bitkisinin ilk kiltiirii yapildiginda meyvelerinin
zehirli ve ac1 olabilmesinden dolayi, besleyici ve daha az aci olan tohumlar1 i¢in kiiltiirii
yapilmaya baslandig1 Robinson [48] ve Paris [49] tarafindan bildirilmektedir. Amerika
kitasinin kesfiyle birlikte kabagin diger tilkelere yayilmasi deniz yoluyla olup, yayildig:
ilkelerde de cesitlilige ugrayip yeni tipler meydana gelmis ve bunun sonucu olarak
insanlar tarafindan sevilmis ve degerli bir sebze haline gelmistir [50]. Cucurbitaceae
ailesine dahil olan kabakgil tiirlerinin biiyiik bir oranmin iilkemizde yetistiriciligi
yapilabilmektedir. Baz1 kabakgil tiirlerinin orjin merkezi veya sinirlar1 igerisinde yer alan
tilkemizin sahip oldugu zengin iklimsel ¢esitlilik sayesinde, kabakgil tiirlerinin biiyiik bir

kismi sorunsuz bir sekilde yetistirilebilmektedir.



1.1.3. Kabagin Besin Degeri

Yetistiriciligi yapilan bolgelerde kuruyemis olarak tiiketilen kabak ¢ekirdegi, 6zellikle de
Orta Amerika’da popiiler bir besin kaynagi olarak tiiketilmektedir. Amerika’da kaliteli
bitkisel yag olarak tiiketilen kabak ¢ekirdegi, kuruyemis olarak ve yemeklerde
kullanilmak iizere hazirlanan soslarda dnemli bir besin olarak tiiketilmektedir. Onemli bir
protein ve enerji kaynagi olarak gelismekte olan iilkelerde konsantre besin kaynagi
seklinde tiiketimi yaygindir. Slovenya, Avusturya ve Macaristan gibi gelismekte olan
ilkelerde kabak ¢ekirdegi yagi, nitelikli bir salata yagi olarak yiiksek fiyatlarda
satilmaktadir [51]. Kabak ¢ekirdegi iilkemizde daha ¢ok kuruyemis sektoriinde dnemli
bir yere sahiptir. Kiiltiirlimiizde énemli bir yere sahip olan ve sevilerek tiiketilen kabak
cekirdegi, yetistiricilikte giin gectikge yayilip 6nem kazansa da kabak g¢ekirdegi yagi

olarak pek tiiketilmemektedir.

Insan beslenmesinde &nemli bir yere sahip olan kabak, icerigi ile zengin bir besin
kaynagidir. Kabaktaki kuru madde oran1 %6-10 ve su oran1 %90-94 seviyelerindedir.
Kuru maddenin biiyiik cogunlugunu sekerler olusturur ve seker orant %2-4
seviyelerindedir. Azotlu maddeler %2-4, kiil %0,09’dur. Kiil iginde %0,03 potasyum,
%0,02 kalsiyum, %0,1 magnezyum, %0,01 fosfor icermektedir. Yag orani meyvede
%0,4-1 civarindadir. Cekirdeklerdeki yag orani ortalama %10-20 civarindadir, fakat bazi
cesitlerin ¢ekirdekleri, yukarida da belirtildigi gibi %30-40 kadar yag bulundurabilir.
Kabaklarda fazla miktarda A, B ve C vitamini bulunur. 100 g kabakta 1000-16000 1.U A
vitamini, 0,18-0,16 mg B, 0,2-0,3 mg B2, 5,0-2,0 mg Niacin, 28-75 mg C vitamini
bulunmaktadir [52].

Soguk presleme teknigiyle kabak cekirdeginden elde edilen sabit yag; E vitamini
(tokoferol), selenyum, ¢inko, magnezyum ve bakir mineralleri bakimindan zengindir. Son
yillarda sabit yagin antioksidan etkisi ile antiinflamatuar etkisinin ortaya konmasiyla
birlikte 6nem kazanmistir. Sabit yag igeriginin %64 iinii doymamis yag asitlerinden
linoleik asit (Omega 6) olusturuyor. Yagin bilesimindeki karotenoidler, serbest oksijen
radikallerinin yakalanmasinda rol almaktadir. Toksinlerin atilmasina katkida bulunan
kabak ¢ekirdegi yagi, antioksidan etki gostermesi nedeniyle hem haricen (dermatolojide)
hem de dahilen kullanima uygundur. Kabak c¢ekirdegi yagindaki yag asitleri

kompozisyonu Tablo 1.2 verilmistir.



Tablo 1.2. Kabak ¢ekirdegi yaginda yag asitleri kompozisyonu (%) [53].

Doymus Yag Asitleri (%)

Doymamis Yag Asitleri (%)

Miristik Asit
Palmitik Asit
Margarik Asit
Stearik Asit

0,12
11,77
0,09
6,89

Oleik Asit (Omega 9)
Linoleik Asit (Omega 6)
Linolenik Asit (Omega 3)
Aragsidik Asit

Ekosenoik Asit

Behenik Asit

33,64
46,51
0,18
0,46
0,11
0,12

1.1.4. Diinya’da ve Tiirkiye’de Kabagin Onemi

Cucurbita pepo L. tiiriiniin anavatani olarak bilinen ABD ve Meksika en fazla iiretim
miktarina sahip iken, Akdeniz iilkelerinden Tiirkiye, italya ve Misir; Diinya kabak
tiretiminin ligte birini karsilamaktadir [7]. Bolgelere gore Diinya kabak {iretiminde en

yiiksek pay %63,8 ile Asya kitasina aittir (Sekil 1.2). Tiirkiye kabak iiretiminde Diinya

tilkeleri arasinda 6nemli bir yere sahiptir (Sekil 1.1 ve Tablo 1.4).

ANTARCTICA

ANTARCTICA

<
.-

W > 4033014

...... 5

72787
039014

Sekil 1.1. Kabak yetistiriciligi yapilan iilkelerin {iretim yogunlugu [54].
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Avrupa; 15,7%

//» Okyanusya ; 1,1%
Asya; 63,8%

Q——» Afrika; 7,8%

Amerika; 11,6%

Sekil 1.2. Kitalara gore diinya kabak iiretim payi [54].

Ulkemizde cerezlik kabak yetistiriciliginin diger sebze tiirlerine karst sahip oldugu bazi
avantajlardan dolayi yillar igerisinde hem tiretimde hem de verimde 6nemli oranda artis
gosterdigi goriilmektedir (Sekil 1.3 ve Tablo 1.3). Ozellikle i¢ bdlgelerde iiretim miktar
bakimindan diger boélgelerimize kiyaslandiginda, Onemli bir farka sahip oldugu
goriilmektedir (Tablo 1.5). Sahip oldugu bazi1 avantajlar yetistiricilikte tercih edilmesinde
onemli birer etken olmaktadir. Yemeklik kabak yetistiriciliginin ¢erezlik kabaga gore
tarirminin yapilmasi, ekonomik olmamakla birlikte ve yetistiricilikte rutin olarak
yapilmas1 gereken bakim islemlerinin fazla olmasindan dolay1 6zellikle i¢ bolgelerde
fazla tercih edilmemektedir. Hasat zamani piyasada yemeklik kabagin fazla olmasindan
dolayi fiyatlarin diismesi, fazla verim almak icin yetistiricilikte fazla sulama gereksinimi
ve sik sik hasat yapma ihtiyacinin dogmasina paralel olarak fazla is ylikii meydana
getirmesi ve hasat edilen iiriiniin uzun siireli depolamaya uygun olmamasindan kaynakli
olarak kisa silire sonra satisinin gergeklestirilme zorunlulugundan ve gerezlik kabaga

oranla daha diistik fiyata satisinin yapilmasindan kaynakli dezavantajlar siralanabilir.
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de yillara gore kabak iiretim miktar1 (ton) [54].

Ulkemizde gerezlik kabak iiretimi genel olarak kiigiik tarim arazilerinde yapilmaktadir.
Kirsal niifusun giderek azalmasi sehir niifusunun ise hizla artmasindan dolay1 (Sekil 1.4)
ciftciler 6zellikle hem maliyeti diisiik hem de az is giliciine ihtiya¢ duyuldugu i¢in 6zellikle
i¢ bolgelerimizde cerezlik kabak yetistiriciligini tercih etmektedir (Tablo 1.5)

2015

1990

0,00 1000 2000 30,00 4000 5000 6000 7000 8000

1990 2015
B Kentsel Nifus (%) 59,20 71,55
H Kirsal Nifus (%) 40,30 25,94

Sekil 1.4. 1990 ile 2015 yillar1 arasinda Tiirkiye’de Kirsal niifus ile Kentsel niifusun
degisimi (%) [54].
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Cucurbitaceae familyasinin icine dahil olan kabakgil tiirlerinin 6nemli bir bolimii
Tiirkiye’de vyetistirilebilmektedir. Ulkemizin icinde bulundugu iklimsel cesitlilik,
kabakgil tiirlerinin ¢ogunun iilkemizde sorunsuz olarak tarimi yapilmasina olanak
saglamaktadir. FAO’nun son birkag yillik verileri incelendiginde diinyadaki toplam
kabak tiretiminin 6nemli oranda artis gosterdigi goriilmekte olup 2014 yilinda bu tiretim
25.196.723 tona ulasmistir. Tirkiye tiretimi ise 393.530 tondur. Tiirkiye bu iiretimini
22.300 hektar alanda gergeklestirmektedir. Kabak iiretiminde ortalama verim
incelendiginde diinya ortalamas1t FAO’nun 2014 verilerine gore 1,25 ton/da iken, Tiirkiye
1,76 ton/da ile diinya ortalamasinin iizerindedir. Tiirkiye, diinya kabak tiretiminde Cin,
Hindistan, Rusya Federasyonu, Ukrayna Amerika Birlesik Devletleri ve Iran’dan sonra
13. sirada gelmektedir. Uretim alan1 bakimindan ise diinyada Hindistan, Cin, Umman,
Kamerun ve Rusya Federasyonu’ndan sonra toplam 22.300 ha degeriyle 15. sirada yer

almaktadir (Tablo 1.3 ve Tablo 1.4).

Tablo 1.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de yillara gore ¢erezlik kabak {iretim alan1 (ha), miktari
(ton) ve verim (ton/da) [54].

Tiirkiye Diinya
Yil | Verim | Alan | Uretim Miktar1 | Verim Alan | Uretim Miktar1

(ton/da) | (ha) (ton) (ton/da) (ha) (ton)
2000 | 1,50 22.000 | 332.000 1,23 1.442.788 | 17.777.333
2002 | 1,72 20.000 | 345.000 1,29 1.505.728 | 19.561.168
2004 | 1,69 21.479 | 364.000 1,28 1.669.802 | 21.513.085
2006 | 1,69 21.497 | 364.968 1,33 1.600.949 | 21.429.680
2008 | 1,72 22.000 | 378.706 1,33 1.661.201 | 22.204.654
2010 | 1,79 24.000 | 430.402 1,33 1.746.293 | 23.261.071
2012 | 1,79 22.000 | 395.986 1,36 1.778.499 | 24.289.960
2013 | 1,79 21.600 | 388.785 1,37 1.814.337 | 24.941.869
2014 | 1,76 22.300 | 393.530 1,25 2.004.058 | 25.196.723
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Tablo 1.4. Onemli baz1 kabak iireticisi iilkelerin yillara gore {iretim miktarlari ve alanlari

[54].

.. Uretim Miktari . Uretim Alani

Stralama Ulke (milyon ton) Ulke (1000 hektar)
1. Cin 7,24 Hindistan 519,00
2. Hindistan 4,98 Cin 392,00
3. Rusya 1,23 Umman 177,66
4. Ukrayna 1,10 Kamerun 148,99
5. ABD 0,86 Rusya 60,13
6. fran 0,60 Ukrayna 54,10
7. Meksika 0,56 Ruanda 53,89
8. 1talya 0,56 Kiiba 52,76
9. Kiiba 0,49 Iran 44 83
10. Ispanya 0,46 Banglades 43,30
11. Misir 0,44 ABD 35,79
12. Banglades 0,42 Meksika 33,31
13. Tiirkiye 0,39 Pakistan 25,84
14, Endonezya 0,35 Misir 25,05
15. Kore 0,34 Tiirkiye 22,30

Ulkemizde 848 bin hektar alanda iiretilen toplam sebze iiretimi 29,5 milyon tondur. Bu
degerin 7,8 milyon tonu olan %26,55’lik bir bolimiinii Kabakgiller familyasina ait tiirler
(karpuz, kavun, kabak vd.) olusturmaktadir. Bu {retim miktar1 igerisinde
yetistiriciligindeki 6nemli bazi avantajlarindan dolay1 ¢erezlik kabak tiretimi 2005 yilinda
172.580 dekar alanda 11.500 ton iken, gectigimiz son on yil igerisinde biiyiik bir artig
gosterip, yetistiricilik, depolamadaki kolaylik ve pazar gibi nedenlerden dolayr 2015
tretim yilinda 615.119 dekar alanda 41.612 tona ytikselmistir (Tablo 1.6). Kabak {iretim
degerlerini tiplerine gore ayirdigimizda, sakiz kabaginin 312.923 ton, bal kabaginin
95.363 ton, gerezlik kabagin ise 41.612 ton olarak istatistiklerde yer aldigin1 gérmekteyiz

[55].

Tablo 1.5 Incelendiginde 2015 verilerine gore Orta Anadolu bdlgesi 533.916 da alanda
32.956 ton iiretimle bolgeler bazinda en yiiksek verimi gerceklestirirken 42.808 da alanda
4.738 ton verimle Bat1 Anadolu ve 22.936 da alanda 2.420 ton iiretimle Dogu Marmara

bolgesi izlemektedir.
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Tablo 1.5. Tirkiye’de bolgelere gore gerezlik kabak iiretim alan (da) ve miktari (ton)

[55].
YIL 2012 2013 2014 2015
Ekilen | Ureti | Ekilen | Ureti | Ekilen | Ureti | Ekilen | Ureti
Bolge Alan m Alan m Alan m Alan m
(da) (ton) (da) (ton) (da) (ton) (da) (ton)
Kuzeydogu
280 30 280 30 260 29 240 27
Anadolu
Ortadogu
41 3 36 3 17 2 17 2
Anadolu
Giineydog
yaos 51 3 10 - 10 - 10 -
u Anadolu
Bati
11.986 | 1.039 | 11.034 955 10.917 952 11.185 | 1.004
Marmara
Ege 2.858 350 2.646 323 2.457 295 2.707 333
Dogu
15532 | 1.751 | 16.526 | 1.892 | 23.653 | 2.504 | 22.936 | 2.420
Marmara
Bat1
24991 | 2.408 | 27.790 | 2.886 | 28.682 | 3.192 | 42.808 | 4.738
Anadolu
Akdeniz 220 44 220 44 220 40 220 44
Orta 44432 456.75 485.93 533.91
26.469 29.408 29.269 32.956
Anadolu 8 6 2 6
Bati
) 520 47 510 45 500 48 1.080 88
Karadeniz

Tablo 1.6 ve Tablo 1.7 incelendiginde 308.756 da iiretim alanindan elde edilen 15.669
ton cerezlik kabak tiretimiyle illerimiz arasindan en fazla iiretimi gerceklestiren Kayseri
ili ilk sirada yer alirken, bunu Nevsehir, Aksaray, Konya ve Eskisehir illeri takip ettigi
goriilmektedir. %37,65’lik payla en yliksek iiretim miktarma sahip olan Kayseri’de
dretilen 15.669 ton kabak tohumunun %38,29°u Develi, %33,30’u Tomarza, %10,53’1
Yesilhisar, %14,82’si ise Talas ilgesinde tiretilmistir [56].
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Tablo 1.6. Tiirkiye’de yillara ve illere gore gerezlik kabak {iretim alan (da) ve miktari

(ton) [55].
2015 2014 2013 2012
iller Ekilen Uretim Ekilen Uretim Ekilen Uretim Ekilen Uretim

alan (ton) alan (ton) alan (ton) alan (ton)

(da) (da) (da) (da)
Kayseri 308.756 | 15.669 | 269.731 | 13.071 | 246.557 | 13.761 | 249.517 | 12.356
Nevsehir 167.426 | 12.746 | 159.686 | 11.752 | 160.614 | 11.810 | 145.129 | 10.423
Aksaray 44,150 |3.676 |44.770 | 3.765 38.870 | 3.216 38.135 | 2.977
Konya 29.195 | 3.804 17.194 | 2.236 12.965 | 1.642 9.166 1.149
Eskisehir | 19.436 | 1.961 19.408 | 1.941 11.300 | 1.175 10.556 | 1.068
Ankara 9.275 397 7.150 448 8.875 548 10.075 | 576
Edirne 9.274 761 9.281 756 9.309 758 9.640 783
Nigde 8.750 508 8.570 457 7.900 420 7.330 386
Karaman | 4.338 537 4.338 508 5.950 696 5.750 683
Sakarya 3.470 454 4.215 558 5.195 712 4.945 678
Afyon 2.610 320 2.395 289 2.634 321 2.646 324
Sivas 2.171 173 420 36 445 33 2.289 181
Kirsehir 1.913 133 1.810 127 1.725 122 1.408 101
Tekirdag | 1.353 177 1.068 129 1.087 121 1.045 116
Yozgat 730 49 675 34 475 29 200 13
Corum 700 53 - - - - - -
Cankin 380 35 500 48 510 45 520 47
Erzincan | 240 27 260 29 280 30 280 30
Kirklareli | 238 25 238 25 218 24 866 85
K.maras 220 44 220 40 220 44 220 44
Balikesir | 200 29 210 30 290 39 300 41
Canakkale | 120 12 120 12 130 13 135 14
Kiitahya 72 11 12 2 12 2 12 2
Kocaeli 30 5 30 5 31 5 31 5
Usak 25 2 50 4 - - - -
Kirikkale | 20 2 270 27 170 17 320 32
Elaznig 17 2 17 2 20 2 20 2
Gaziantep | 10 - 10 - 10 - 42 1
Kilis - - - - - - 9 2
Malatya - - - - 16 1 21 1
Manisa - - - - - - 200 24
Toplam 615.119 | 41.612 | 552.648 | 36.331 | 515.808 | 35.586 | 500.807 | 32.144
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Tablo 1.7. Kayseri’de il¢elere gore gerezlik kabak iiretim alan (da) ve miktari (ton) [55].

Tige Ad Ekilen Alan (da) Uretim (ton)
Kocasinan 1.800 162
Melikgazi 280 28
Biinyan 2.400 240
Develi 100.000 6.000
Hacilar 16 1
Incesu 400 20
Ozvatan 35 3
Sarioglan 150 15
Talas 58.075 2.323
Tomarza 130.480 5.219
Yahyali 120 8
Yesilhisar 15.000 1.650
Toplam 308.756 15.669

1.2. Literatiir Calismasi

Ananthakrishnan vd. [36], True French, Ma'yanand Goldy ticari kabak ¢esitlerinden
elde ettikleri fidelerin kotiledon eksplantlarini kullanmislardir. [n vitro kosullarda 1,0
mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda bitkilerden rejenerasyon saglayabilmislerdir.
Kiiltiirden 4 hafta sonra, en ¢ok kotiledonun proksimal kismindan kiigiik stirglinler ve
tomurcuklar elde etmislerdir. Rejenerasyonda elde edilen stirgiinlerin biiylitiilmesinde
sitokinin miktarin1 azaltarak 0,1 mg/l BAP ve buna ilaveten 1,0 mg/l GAs kullanmislardir.
Yaptiklar alt kiiltiir sonucunda, taze siirgiinler elde ederek siirgiin sayisini artirmaya
calismiglardir. En yiiksek stirgiin tiretkenligi, alt kiiltiirtin tigiincii devresinde elde edildigi
ve besinci alt kiiltiirden sonra siirgiin liretiminin durdugunu rapor etmiglerdir. GAs
takviye edilen biliylime ortami Kkiiltlirlinlin, (toplam siirgiin iiretimine gore) GAs
icermeyen ortamdan (%3) daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Calismada eksplant
basina toplam 22 siirgiin elde ederek hem 151k hem de karanlik kosullar altinda

rejenerasyon saglayabilmislerdir.

Metwally vd. [56], kabak ¢ekirdeginde dollenmemis oviiller ile in vitro kiiltiir ortaminda
haploid bitki iiretimi i¢in yaptiklar ¢alismada, kabak bitkilerinin ¢i¢eklerini agilmadan
bir giin nce toplamiglar ve 0-2-4 ve 8 giin boyunca soguga (4 °C) maruz birakmislardir.
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Calismada; oviilleri 30 g/l seker ve 8 g/l agar ilaveli ortamda 2,4-D’nin dort farkl
kombinasyonunu (0,1-1,0-5 ve 10 mg/1) iceren ortamda, 4 hafta boyunca 25 = 1 °C altinda
16 saat fotoperiyotta kiiltiire almislardir. Calisma sonucunda; soguga maruz birakilmamis
ovilllerden 1 ve 5 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda daha iyi sonu¢ elde etmislerdir.
Yaptiklar sitolojik incelemede, incelenen bitkilerin Gigte birinin haploid (2n = x = 20) ve

digerlerinin diploid (2n = 2x = 40) olduklarini bildirmislerdir.

Pal vd. [57], Bulum ve Rumbo yazlik kabak ¢esitlerini kullanarak dolayli organogenesis
calismislar ve etkin bitki rejenerasyon protokolii olusturmaya caligsmislardir. Eksplant
olarak hipokotil ve kotiledonlar1 kullanmiglardir. Calismada kullandiklar1 tohumlari,
%0,1 HgCl> i¢inde 5 dakika boyunca yiizey sterilizasyonuna tabi tutmuslar ve bitki
biiylime diizenleyicileri icermeyen MS ortaminda in vitro kosullarda ¢imlendirmislerdir.
Morfolojik olarak en fazla kallus oranmin (%86) 2,5 mg/l 2,4-D ilave edilen MS
ortaminda (hipokotil eksplantlarinda) gozlemislerdir. Kallus biiyiikligi ve agirlig alt
kiiltiir yapildiktan sonra énemli 6l¢iide artislar izlemislerdir. Kiiltiir bagina en yiiksek
slirglin rejenerasyonu yiizdesi (%85) ve en yiiksek siirgiin sayis1 (6,89) 0,5mg/|
Tidiazuron (TDZ) ile elde etmislerdir. Hipokotil eksplantlari, kallus olusumu ve daha
sonra bitki rejenerasyonu agisindan, kotiledon eksplantlarina gére daha iyi oldugunu
gozlemlemislerdir. Rejenere olmus bitkileri 1,0 mg/l IBA ilave edilmis MS ortaminda

koklendirdikten sonra bitkilerin yaklasik %70'inin biiylidiiglinii rapor etmislerdir.

Chee [58], kabak g¢ekirdeginde doku kiiltiirii yoluyla somatik embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonu elde etmek amaciyla yaptigi calismada, 1,2 mg/l 2,4,5-T, 0,8 mg/l BAP ve
0,1 mg/1 kinetin ilaveli MS ortamina aktarilan tepe siirglinlerinden kallus elde etmis ve

bu kalluslardan somatik embriyogenesis elde ettigini bildirmistir.

Stipp vd. [30], Caserta kabak gesidinde yapilan in Vitro rejenerasyon protokoliinde
eksplant olarak hipokotilli kotiledonlar1 kullanmislardir. En uygun eksplant yasini
belirlemek i¢in, ¢imlendikten sonra 4 ile 6 giinliik bitkilerden elde ettikleri eksplantlar
27°C’de 16 saatlik bir 151k periyodu altinda BAP (0-1,1-2,2-3,3-4,5 veya 5,5 uM/l) ile
desteklenmis MS ortaminda kiiltiire almiglardir. En etkili in vitro organogenesis, 4,5 pM/1
BAP ilaveli MS besi ortaminda kiiltire alinmis 4 giinliikk fidelerden toplanan
eksplantlardan elde etmislerdir. 4 hafta inkiibasyondan sonra, kotiledon/hipokotil

birlesim yerinde adventif siirgiinlerin gelisimini gozlemlediklerini bildirmislerdir.
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Kabir vd. [59], iki kabak ¢esidinde meristem kiiltlirii vasitasiyla patojenlerden armmis
bitkileri gelistirmek igin etkin bir in vitro protokol olusturmaya calismislardir. Ilk olarak
25-30 gilinliik in vitro kosullarda yetistirilen bitkilerdeki siirgiinlerden izole edilmis
yaklagik 0,3-0,5 mm boyutlarindaki meristemleri 2,0 mg/l KIN ve 0,5 mg/l GAs ile
desteklenmis s1vi MS ortamina aktarmislardir. Igerisinde 2,0 mg/l BAP igeren yar1 kat1
MS ortaminin, her iki ¢esitte de meristem siirgiin gelisiminde en etkili ortam oldugunu
bildirmislerdir. Siirgiinlerde en iyi kok olusumunu 1,0 mg/l IBA bulunan ortamdan elde
etmiglerdir. Bitkilerde viriis varligini, DAS-ELISA testi ile test etmisler ve arastirilan

viriisler bakimindan %68-81 oraninda bitkilerin viriissiiz oldugunu kanitlamiglardir.

Kintzios vd. [60], kabak (Cucurbita pepo L.) ve kavun (Cucumis melo L.) yapraklari
kullanilarak somatik embriyogenesisi gelistirmek iizerine yapilan calismada yaprak
eksplantlar1 baslangicta 113,1-226,2 ve 452.4 uM/1 2,4-D ile 46,5-93 ve 186 uM/I
kinetinle, bu konsantrasyonlarin her ikisinin bir kombinasyonuyla 6-24 veya 48 saat
boyunca muamele etmisler ve 6n islemden sonra, eksplantlar, biiyiime diizenleyicileri
icermeyen ortamlara aktarmislardir. Kabak eksplantlar1 186 puM/1 kinetin ve kavun
eksplantlar1 (48 saat boyunca) 226,2 uM/l 2,4-D ile baslangigta 6n islem yapmuslar,
torpido seklindeki agsamaya gelen somatik embriyolarin olusumunu 6nemli 6lgiide tesvik
ettigi bildirilmistir. Bu kosullar altinda, eksplant ylizeyinin santimetrekare basina en az
dort bitki rejenere edilmistir. Boylece sirasiyla kabak ve kavun i¢in %143 ve %130 6n

muamele edilmeyen kiiltiirlere kiyasla bir artis elde edildigi rapor edilmistir.

Sarowar vd. [14], etkili bir in vitro mikro ¢ogaltim protokolii gelistirmek i¢in, hibrit
kabak cesitlerinin (5 giinliik eksplantlar) siirglin uclarim1 kullanarak dogrudan siirgiin
gelistirmeye yonelik bir ¢aligma yapmuslardir. Kesilen siirgiin uglarini, siirgiin elde etmek
icin (cesitli kombinasyonlar ve konsantrasyonlarda) iki bitki biiyiime diizenleyicisi (6-
benziladenin ve naftalinasetik asit) iceren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire
almiglardir. Siirgilin biiylimesi i¢in en 1yi ortam, MS ortaminda 3 mg/l BAP iceren ortamda
tespit ettiklerini, 30 giinliik kiiltiirden sonra %84 oraninda siirgiin rejenerasyonu ve
eksplant basina 5 adet siirgiin elde ettiklerini bildirmislerdir. Siirgiinler (1-1,5 cm
uzunlugunda) 1mg/l IBA iceren MS ortaminda kéklendirmeye almislar ve %93 oraninda

koklenme saglandiktan sonra bitkileri topraga aktarmislardir.
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Abrie ve Staden [61], Cucurbitaceae familyasinda bes gesit i¢in bir siirgiin gelistirme
protokolii gelistirilmeye ¢alisilmistir. Yaptiklar1 ¢calismada, Tohum kabugu etanol 6n-
muamelesi ile farkli tohum kaynaklari, NaOCI konsantrasyonlar1 ve muamele siirelerinin
bulasikliklig1 6nleme {izerine etkilerini aragtirmiglardir. Kiiltlir ortaminda BA, kinetin, iP
ve TDZ ile IAA'min kombinasyonlarinda kotiledon eksplantlarin siirgiin rejenerasyonu
tizerindeki etkilerini test etmislerdir. Cucurbita maxima cv. A-line, C. maxima cv.
Chicago Warted ve C. pepo cv. Rolet, gesitlerinde muamelelerin higbirinde siirgiin
olusturmadigi, ancak C. maxima cv. Chicago Warted cksplantlar1 tlizerinde somatik
embriyolar olusturdugunu bildirmislerdir. Hales Best 36 ¢esidinde sitokinin igeren tiim
muamelelerde olduk¢a iyi rejenerasyon saglandigii ve siirgiin elde edildigini
bildirmislerdir. BA iceren ortamlarda, test edilen diger sitokininlere gore daha yiiksek
slirgilin rejenerasyonu oldugunu gézlemlemislerdir. Cucumis sativus cv. Ashley ¢esidinin
ise siirgiin rejenerasyonuna olumsuz tepki verdigini, siirgiin gelisimini BA ve iP igeren

ortamlarda gézlemlemislerdir.

Lee ve Chung [62], kabakta yaptiklar1 ¢alismada Kore ve Japon kislik kabaklarini
(Cucurbita maxima L.) rejenerasyon c¢alismasinda kullanmiglardir. Ekplant olarak
kotiledonu kullandiklar1 bu ¢alismada, 4 giinliik fidelerden elde edilen kotiledonlarin
proksimal kisimlarini kiiltiire almislar ve en yiiksek rejenerasyonu 1 mg/l BA igeren MS
ortaminda tespit etmislerdir. Rejenerasyon i¢in eksplantlar hormon ortamina aktarildiktan
3 hafta sonra Kore kabaklarinda %82, Japon kabaklarinda ise %86 siirglin olustugunu
gozlemlemislerdir. Olusan siirgiinleri biiylitme ortami olarak 0,1 mg/l BA iceren MS
ortaminda kiiltiire aldiklarin1 ve belli bir biiyiikliige gelen siirglinleri hicbir bitki

diizenleyici icermeyen MS besi ortaminda kdklendirdiklerini bildirmislerdir.

Chee [63], yaptigi bu caligmada yazlik kabakta doku kiiltirii teknigiyle bitki
rejenerasyonu elde etmeye ¢alismistir. Embriyonik kallus dokularina baslangigta olgun
tohumlarin kotiledonlarindan kesmis ve 22,7 uM/1 2,4-D veya 4,7 uM/1 2,4,5-T, 4 uM/1
BA ve 0,5 uM/I kinetin kombinasyonu ilaveli Murashige ve Skoog (MS) ortamlarinda
kiiltire almistir. Kallus dokusunda somatik embriyolar1 tespit etmistir. Bu somatik
embriyolarin olgunlagsmasini, embriyogenik kallus dokularinin, 0,5 pM/l NAA ve 0,25
uM/1 kinetin ile ilave edilmis MS besi ortamina aktararak gergeklestirmistir. Rejenere

olmus olgun bitkilerin morfolojik olarak normal oldugunu bildirmistir.
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Lee vd. [64], kestane kabagi (Cucurbita maxima Duch.)’inda organogenesis yoluyla
etkili bitki rejenerasyonu protokolii olusturmaya ¢alistiklar1 ¢alismada, in vitro kosullarda
cimlendirilen fidelerden kesilen kotiledon eksplantlarin1 kullanmislardir. iki kestane
kabagi (C. maxima Duch.) ¢esidi i¢in organogenesis yoluyla verimli bitki rejenerasyonu
protokoliinii olusturmuslardir. Siirgiin olusumunda en uygun kosullar1 olusturmak igin,
farkli yastaki fidelerden ¢esitli eksplantlar hazirlamiglar ve bunlarn farkli
konsantrasyonlarda BA igeren ortam kullanilarak kiiltiire almislardir. Her iki ¢esit i¢in de
bitki rejenerasyonu, 4 giinliik fidelerdeki kotiledonlarin proksimal kisimlari, 1 mg/l BA
ilave edilmis MS ortaminda kiiltiire alindiktan sonra elde etmislerdir. Ortama alinan
eksplantlar 3 haftalik kiiltiirden sonra, iki gesitten elde edilen eksplantlardan %82 ve %92
oraninda siirgiin rejenerasyonu elde ettiklerini ve elde edilen siirgiinleri, 0,1 mg/l BA ilave
edilmis MS ortamina aktararak siirgiinleri bilylitmeye ¢alismiglardir. Elde edilen
bitkicikleri MS besi ortaminda bitki biiylime diizenleyicileri olmaksizin 2 hafta iginde
basariyla koklendirdiklerini ve Flow sitometrik analizde, rejenerasyona ugramis bitkilerin

cogunun diploid oldugunu rapor etmislerdir.

Usman vd. [65], ticari hiyar gesitlerinde bitki biiylime diizenleyicilerini kullanarak
somatik dokulardan embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu elde etmeye ¢alismislardir.
Sirastyla 2,4-D (2 mg/l), NAA ve BAP (her biri 1,5 mg/l) ilave ettikleri MS besi
ortaminda, yaprak disk eksplantlarindan maksimum kallus olusumunu %94,16 ve %76
oraninda goézlemlemiglerdir. Tohum ve kotiledon eksplantlarindan maksimum kallus
oranini (%77) 4,0 mg/l BAP + 0,75 mg/l NAA igeren ortamlardan saglamislardir. 2,4-D
(5 mg/l)’nin en yiiksek seviyesi tizerinde kallus olusumu saglanan yaprak diskinde, en
yiksek (%23) embriyo olusumunu saglamislardir. BAP ve BAP + NAA (5 + 1 mg/l)
tizerinde kiiltiire aldiklar1 kalluslardan sirasiyla %14 ve %12 oraninda rejenere siirgiinler
elde etmislerdir. Bu siirglinleri MS ortaminda koklendirdikten sonra, saksilara

aktarmiglardir.

Han vd. [66], su kabaginda kotiledon eksplantlarindan etkili bir bitki rejenerasyon
protokolu olusturulduklari ¢alismalarinda, in vitro kosullarda ¢imlendirilen fidelerden
kesilen kotiledon eksplantlarini kullanmislardir. Maksimum siirgiin rejenerasyonunu, 4
giinliik fidelerden alinan kotiledon eksplantlarinin proksimal pargalar1 16 saatlik bir 151k
periyodunda 3 mg/l BA ve 0,5 mg/l AgNO:s ile destekledikleri MS besi ortamindan elde

etmiglerdir. Calismada kullanilan eksplantlardan %?21,9-80,7 oraninda siirgiin
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rejenerasyonu saglamiglardir. Rejenere siirgiinleri, 2-3 hafta boyunca 0,1 mg/l IAA igeren
yart MS ortaminda basariyla koklendirmislerdir. Flow sitometrik analizi ile kiiltiir
ortaminda AgNOs kullanarak irettikleri bitkilerin  ¢ogunun diploid oldugunu
bildirmislerdir.

Thiruvengadam vd. [67], kudret narinda (Momordica charantia L.) yaprak
eksplantlarindan organogenesis yoluyla yiliksek frekansli silirglin rejenerasyonu
saglamaya calismiglardir. Cok Onemli bir sebze ve tibbi bitki olan Momordica
charantia'nin olgunlagsmamis yapraklari ve olgun yaprak eksplantlarini kullanarak in vitro
organogenesis icin etkili bir protokol gelistirmislerdir. /n vitro kosullarda 15 giinliik
fidelerden elde edilen olgunlasmamis yaprak eksplantlari ve 45 giinliik in vivo olgun
yaprak eksplantlarini kullanmiglardir. Kullanilan eksplantlari B5 vitaminli MS ortaminda
(ilaveten 30 g/l seker, 2,2 g/l Gelrite, 7,7uM/I NAA ile 2,2 uM/l TDZ) kiiltiire almislardir.
Sonrasinda elde ettikleri kallustan adventif siirgiin rejenerasyonu (eksplant basina 30-40
stirglin) 5,5uM/l TDZ, 2,2 uM/l1 NAA ve 3,3 uM/I giimiis nitrat (AgNOQOs3) igeren MS
ortamindan elde etmislerdir. Siirgiinleri (1,0 cm uzunluk) kallustan keserek 3,5 uM/1
gibberellik asit (GAs) igeren MS ortaminda biiyiitmiislerdir. Sonrasinda ise 4,0 uM/l IBA
ilave ettikleri MS ortaminda koklendirmisler ve koklenen bitkileri sera kosullarinda dis
kosullara aligtirarak topraga aktarmuglardir. Topraga aktardiklari bitkilerin %90’ 1

biiytitebilmislerdir.

Kim vd. [68], Cucurbitaceae familyasinda bir anag olarak kullanilan Cucurbita ficifolia
Bouché kotiledon eksplantlardan in vitro rejenerasyon protokolii gelistirmeye
calismiglardir. Protokol cesitli ortam ve kotiledonlarin farkli kombinasyonlarini iceren
kiiltiir ¢alismalarindan elde edilen sonuglara dayanmistir. Kotiledon eksplantlarinin
kiiltiirti, slirgiin rejenerasyon sikliginin arttirilmasi i¢in 6nemlidir. Plumuladan kesilen
kotiledonun alt kisimlarinin, diger kotiledon bdlgelerine kiyasla belirgin sekilde adventif
siirglin tiretimini artirdigini gézlemlemislerdir. Giimiis nitrat katkili MS ortamindaki
kiiltiir, siirglin rejenerasyonu ve kok rejenerasyonu igin etkili bulmamiglardir. Etkili
stirgiin rejenerasyonu 1,0 mg/l zeatin ve 0,1 mg/l IAA igeren MS ortaminda elde edilmis.
Rejenerasyondan elde edilen bitkiler biiyiitiildiikten sonra 0,1mg/l NAA iceren MS
ortaminda 10-15 giinliik alt kiiltiirden sonra basaril1 bir sekilde koklendirerek dis ortama

alistirmislardir.
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Dong vd. [69], karpuz (Citrullus vulgaris) bitkisinin kotiledonlarindan etkili bitki
rejenerasyonu protokolii olusturmaya calismislardir. Sekiz karpuz ¢esidinin fidelerinden
farkl1 yastaki kotiledonlar1 alarak ve farkli kombinasyonlarda bitki hormonlarimi
kullanmiglar ve MS besi ortaminda kiiltire almiglardir. En yiiksek siirgiin
rejenerasyonunu (%60-92) 5,0 mg/l BA ve 0,5 mg/l IAA iceren MS ortaminda kiiltiire
alinan 5 giinliik kotiledon eksplantlardan elde etmislerdir. 0,2 mg/l Kinetin igeren MS
ortaminda hem siirgiinlerin uzatilmasi ve tomurcuk sayisini artirmiglar hem de eksplant
basina 5-10 siirgiin elde etmislerdir. Uzatilan siirglinler 0,1 mg/l NAA igeren MS
ortaminda koklendirmislerdir. Bu c¢aligmada kullanilan 5 giinliik fidelerden alinan

kotiledonlar siirgiin rejenerasyonuna karsi daha duyarli oldugu ortaya konmus

Akasaka vd. [70], iki kavun ¢esidinde (Cucumis melo L., var. cantalupensis ve C. melo
L., var. reticulatus) somatik embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu ve
Agrobacterium araciligiyla transformasyon ¢aligmislardir. Eksplant olarak, kotiledon ve
hipokotil dahil olmak iizere olgun tohumlardan 1-4 mm?lik Kkesitleri kullanmislardur.
Embriyo olusumunu tesvik etmek igin eksplantlari, 2 mg/l 2,4-D ve 0,1 mg/l BA igeren
stvi MS besi ortaminda kiiltiire almislardir. Dort haftalik kiiltiirden sonra tohum basina
ortalama 116,7 ve 148,6 (sirasiyla Vedrantais ve Earl’s Favourite Fuyu A gesitlerinden)
embriyo elde ettiklerini bildirmistir. Tohumlar: sivi MS ortamina transfer ettikten iki
hafta sonra ¢imlenme siklig1 Vedrantais'de %80, Earl's Favourite Fuyu A.'da %35 olarak
tespit etmislerdir. Rejenerasyondan elde edilen bitkilerin %60'mdan fazlas1 diploid
oldugu ve fenotip olarak normal bir biiyiime gosterdigini gozlemlemislerdir. Bu
protokolu kullanarak Vedrantais'de Agrobacterium araciligiyla transformasyon

yapmiglardir.

Jelaska [71], kabak eksplantlarinda embriyogenesis ve organogenesis adli ¢alismasinda
embriyogenik kalluslar, 30 g/l glukoz ve biiyiime maddelerinden veya bunlarin
kombinasyonlariin ilavesi (IBA, 2,4-D, IAA, NAA, adenin (dogal) ve kinetin) ile MS
besi ortaminda, kabak hipokotil eksplantlarini1 kiiltiire alarak ¢ok sayida embriyo ve
adventif tomurcuklar elde etmistir. Ayrica yapilan calismada embriyonik kallus

olusumunun her bir bitkinin genetik yapisina bagli oldugunu bildirmistir.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma, 2014 yilinda Erciyes Universitesi Betiil-Ziya EREN Genom ve K&k Hiicre

Merkezi Bitki Biyoteknoloji Birimi Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda yiiriitilmustir.

2.1. Materyal

Arastirmada Kayseri ve ¢evresinde tarimi yapilan yerel kabak popiilasyonundan temin
edilen c¢erezlik kabak tohumlar1 kullanilmistir ve deneme bes asamali olarak

yiirlitilmustiir.

Birinci asama: Kabak tohumlari igin uygun in vitro ¢imlenme ortami belirlenmeye
calisilmistir. Bunun i¢in farkli MS ve seker konsantrasyonlari igeren in vitro ¢imlenme

ortamlarinda deneme kurulmus ve en iyi ortama karar verilmeye ¢alisilmistir.

fkinci asama: Organogenesis (adventif rejenerasyon) i¢in uygun bilyiimeyi diizenleyici
ve dozunun belirlenmesi i¢in bazi sitokinin ve oksin hormonlarinin birbiriyle olan
kombinasyonlar1 hazirlanmis ve rejenerasyona en iyi sonucu veren Kkiiltiir ortami

belirlenmeye calisilmistir.

Uciincii asama: Rejenere olan bitkilerin mikro ¢ogaltimini saglayacak uygun biiyiimeyi

diizenleyici kombinasyon ve dozu belirlenmeye ¢alisilmistir.

Dordiincii asama: Mikro ¢ogaltim sonucu c¢ogaltilan bitkicikler i¢in optimum kok

olusturacak biiylimeyi diizenleyici kombinasyon ve dozu belirlenmeye ¢alisilmistir.

Besinci asama: Calismadan elde edilen veriler bilgisayarda “The SAS for Windows”
programi ile tesadiif parselleri faktoriyel deneme desenine gore varyans analizine tabi

tutulmustur. Muamele ortalamalar1 “Duncan” testi ile karsilagtirilmistir.
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2.2. Yontem
2.2.1. In Vitro Cahsmalarinda izlenen Yontem

2.2.1.1. Tohumlarin Yiizey Dezenfeksiyonu

Tohum kabugu citlatilan kabak tohumlari soyulup, steril kabin igerisinde yiizey
sterilizasyonu i¢in oncelikle %70’lik etil alkolde 1 dakika kadar calkalanip, daha sonra
alkolii uzaklastirmak icin tohumlar 1 defa steril su ile 5 dakika durulanmustir. Etkili bir
tohum dezenfeksiyonu i¢in, en ideal sodyum hipoklorit (NaClO) konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla %1, %2 ve %3’liikk NaClO igerisinde 20 dakika tutularak (Sekil 2.1)
steril saf su ile tohumlar 5 defa durulanmistir. Steril filtre kagitlar1 tizerinde kurutulan
tohumlar farkli MS ve seker konsantrasyonlari iceren ortamlarda c¢imlendirmek igin

ekilmistir.

Sekil 2.1. Kabak tohumlarinin sterilizasyon asamalari
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2.2.1.2. Besin Ortamm ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Hazirlanmas1 ve

Sterilizasyonu

Calisma i¢in hazirlanan MS besin ortami otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 120 °C’de
20 dk. tutularak sterilize edilmistir. Bu siire ortam hacmine bagli olarak degisebilir. Ayni

hacimdeki bir ortam daha uzun siirede otoklavlandigi zaman karamelize olabilir.

Bazi bitki biiyiime diizenleyici stok soliisyonlar1 otoklavlama sirasinda yiiksek sicakliktan
olumsuz etkilenebildikleri i¢in filtre sterilizasyonu kullanilip, MS besin ortamina
otoklavlama sonrasinda ilave edilmesi gerektigi i¢in ¢alismada kullanilan bitki biiylime
diizenleyicilerin ne sekilde ¢oziillip stok solusyon hazirlandig ve sterilize edildigi Tablo
2.1°de gosterilmistir. Calismada kullanilan TDZ, TAA ve IBA yiiksek sicakliktan olumsuz
etkilenebildikleri igin filtre sterilizasyonu kullanilip, MS besin ortamina otoklavlama
sonrasinda ilave edilmistir. NAA ve BAP ise besin ortamina otoklavlanmadan 6nce ilave

edilmis ve besin ortamiyla birlikte sterilizasyonu saglanmaistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerin sterilizasyon yontemi ve
kullanilan ¢6ziicii

Tip Bltl(l Buyu.n.le Ster'l. Ilzasy.on Céziicii Aciklama
Diizenleyici Yontemi
NAA Otoklav LN NaOH
. Etanol / |Otoklavlama sirasinda etkinligi bir
IAA Otoklav/Filtre LN NaOH miktar azalabilir.
Oksinler
. Etanol / |Otoklavlama sirasinda etkinligi bir
IBA Otoklav/Filtre LN NaOH miktar azalabilir.
GA; Filtre Etanol Otoklavla@a sirasinda 'ekahgl bir
miktar azalabilir
Sitokininler | BAP | Otoklav/Filtre 1IN NaoH |Otoklaviama sirasinda etkinligi bir
miktar azalabilir.
Sitokinin
ben_ZE:‘I’I TDZ Otoklav/Filtre | Etanol Otoklavlarr_la swasmda_e_tkmhgl bir
aktivite miktar azalabilir.
gosteren
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Calismada kullanilan bitki biiyiime diizenleyici stok soliisyonlari 10 mg olarak Tablo
2.1°de belirtildigi sekilde 1IN NaOH veya Etanol ile ¢6ziildiikten sonra son hacmi 10 ml

steril saf su ile tamamlanip son konsantrasyon 1mg/ml olarak hazirlanmistir.
2.2.1.3. Cimlendirilme Calismalari

Steril kabinde dezenfekte edilen tohumlar, kurutma kagitlar1 iizerinde yaklasik 2 dakika
kadar kurumaya birakildiktan sonra ¢imlendirme ortami olarak farkli MS temel besi
ortamina ait olan makro ve mikro elementleri, vitaminleri ve FeNaEDTA igerikleri (Tablo
2.2) ile 30 g/l sukroz ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan ¢imlenme ortamlarina steril
kosullarda her kavanoza 6-7 kabak tohumu ekimi yapilip 25°C’de 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta sahip biiylitme odasinda ¢imlendirilip en ideal ¢imlenme ortami

belirlenmeye calisilmistir (Sekil 2.2).
» Kabak tohumlari i¢cin uygun ¢imlenme ortaminin belirlenmesi i¢in;

1. 2 kat MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l agar ile

katilastirilan 2MS besin ortaminda,

2. Tam MS ile 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan 1MS besin

ortaminda,

3. Yarim MS ile 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan 2MS besin

ortaminda,
4. 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan OMS besin ortaminda,

5. Sukroz igermeyen ve 7,5 g/l agar ile katilastirilan Agar besin ortaminda tohumlarin

ekimi yapilip, ¢cimlenme oranlari belirlenip, morfolojik gézlemler yapilmistir.



Tablo 2.2. In vitro rejenerasyon sirasinda kullanilan MS ortami [72].

Bilesikler Konsantrasyon (mg/l)
KNOs 1900
NH4NO3 1650
CaC2.H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Kl 0,83
H3BO3 6,2
MnS0O4.H.0 15,6
Na:Mo004.2H.0 0,25
CuS04.5H.0 0,025
ZnS04.7H,0 8,6
CoCl2.H20 0,025
FeS04.7H20 27,8
Fe-NaEDTA 37,3
Vitaminler

Thiamine 1

Nicotinic-acit 0,5

Prydoxine 0,5

Glycine 2

Organik maddeler
Myo-inositol 100,0

%
Sekil 2.2. Kabak tohumlarinin kiiltlir ortamina sivri kisim asagi gelecek sekilde ekimi

2.2.1.4. Eksplant Tipleri

Cimlenen tohumlardan elde edilen 4-6 giinliik fidelerin biiylime ucu uzaklastirilip
kotiledonunun hipokotile baglanan (proksimal) kisimlari, orta kismi ve ug kisimlarindan
(distal) olmak tizere 3 tip eksplant (Sekil 2.3), hipokotil ve Flamingo gagasi tipi Eksplant
[73] (Sekil 2.4) olmak iizere 5 farkli eksplant tipi elde edilip rejenerasyonda eksplant
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tiplerinin etkisine bakilmustir. izole edilen eksplantlar farkli oranlarda BAP’1n yalniz ve
BAP+NAA, BAP+IAA ve BAP+TDZ ile olan kombinasyonlar1 ile TDZ’ nin yalniz ve

TDZ’nin TDZ+IAA, TDZ+NAA ile olan kombinasyonlar1 igeren MS besin ortaminda 6n
calismada kullanilip rejenerasyona en iyi cevap veren eksplant tipi ve bitki biiyiime
diizenleyici kombinasyonu {iizerinden deneme kurulmustur (Tablo 2.3). Belirlenen

eksplant tipi ve bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonlart ile MS besi ortamlarina 4
tekerriirlii olarak deneme kurulmustur.

Sekil 2.3. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarin hazirlanmasi

Flamingo Gagasi Tipi

————

Sekil 2.4. Flamingo gagasi tipi eksplantlarin hazirlanmasi [73].
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Tablo 2.3. In vitro rejenerasyon sirasinda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri

kombinasyonlari
BAP BAP+NAA BAP+IAA BAP+TDZ | TDZ TDZ+NAA [TDZ+IAA
(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
0,5 0,5+0,25 |0,5+0,25 |1,0+0,25 0,5 0,5+0,25 | 0,5+0,25
1,0 0,5+0,5 0,5+0,5 1,0+0,5 1,0 0,5+0,5 0,5+0,5
2,0 1,0+0,25 |1,0+0,25 |2,0+0,25 2,0 1,0+0,25 | 1,0+0,25
3,0 1,0+0,5 1,0+0,5 2,0+0,5 3,0 1,0+0,5 1,0+0,5
2,0+0,25 |2,0+0,25 |3,0+0,25 2,0+0,25 | 2,0+0,25
2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5
3,0+0,25 | 3,0+0,25 3,040,25 | 3,0+0,25
3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

2.2.1.5. Eksplantlarin Rejenerasyon Ortamina Yerlestirilmesi

Kotiledonun hipokotile baglanan (proksimal) kisimlarindan, ug kisimlarindan (distal) ve
orta kisimlarindan elde edilen eksplant tipleri, hipokotil ve Flamingo gagasi tipi
eksplantlar1 dikime uygun olacak sekilde kesildikten sonra 6n ¢aligma i¢in hazirlanmis
olan bitki biiyiime diizenleyicileri (Tablo 2.3) iceren petrilere aktarilmis (Sekil 2.5) ve
rejenerasyon ig¢in en iyi eksplant tipi belirlenmistir. En iyi sonu¢ veren eksplant tipi
tizerinden belirlenen bitki biliylime diizenleyici kombinasyonlarmi igeren MS besi
ortamlarina 4 tekerriirlii olarak deneme kurulmustur. Elde edilen eksplantlarin adaksiyal
kismi1 (dig yiizey) besin ortamma temas edecek sekilde MS besin ortamina
yerlestirilmistir. Icerisinde rejenerasyon ortami bulunan 8 cm ¢apindaki cam petrilere,

eksplantlar yerlestirilip, 25 °C sicakliga ayarli, 8 saat karanlik ve 16 saat aydinlik

1s1klandirma kosullarina sahip biiyiitme odasina aktarilmigtir.
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Hipokaotil

Sekil 2.5. Rejenerasyonda eksplant tiplerinin etkisini belirlemek i¢in Kkotiledon,
hipokotil ve Flamingo gagasi tipi eksplantlarin besin ortamina ekilmesi

2.2.1.6. Ortamlarin Bilesimi

Uygun rejenerasyon ortaminin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlardaki BAP’1n
yalniz ve BAP+NAA, BAP+IAA ve BAP+TDZ ile olan kombinasyonlari ile TDZ’ nin
yalniz ve TDZ’nin TDZ+IAA, TDZ+NAA ile olan kombinasyonlari iceren MS besi
ortaminda deneme kurulmustur. Besin ortamlarina 30 g/l sakkaroz, %0,75 agar ilave

edilip pH 5,7’¢ ayarlandiktan sonra 1,5 atm. basingta 121 °C’de sterilize edilmistir.
2.2.1.7. In vitro Siirgiinlerin Mikro Cogaltim Calismalar

Rejenere olan siirgiinler 1-3 cm uzunluga ulastigi zaman farkli besi ortami igerikleri
iceren MS besin ortamlarinda mikro ¢ogaltim amacli alt kiiltiire alinmistir. Bu besin

ortamlar1 sunlardir;
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» MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan

ortam

» 0,01 mg/l BAP ilaveli MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz igeren ve 7,5

o/l agar ile katilagtirilan ortam

» 0,1 mg/l BAP ilaveli MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l

agar ile katilastirilan ortam,

» 0,1 mg/l BAP+1 mg/l GAgz ilaveli MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz

iceren ve 7,5 g/l agar ile katilastirilan ortam
2.2.1.8. In vitro Siirgiinlerin Koklendirilmesi Calismalar

Mikro c¢ogaltim sonucu elde edilen siirglinler 3-5 cm uzunluga ulagtigt zaman farkli
oranlarda IBA (Indol-3-biitrik asit), IAA ve NAA igeren MS besin ortami ile 2MS ve
IMS ortaminda koklenmeye alinip koklenme kabiliyetleri incelenmistir. Kullanilan tiim
besin ortamlarin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.7’ye ayarlandiktan sonra
1,2 atmosfer basing altinda ve 121 °C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir. Tohum
sterilizasyonu ve tiim doku kiiltiirii islemleri steril kabin i¢inde yiiriitilmiistiir. Kaplar, saf
su, petri kutular1 ve kavanozlarin sterilizasyonunda 1.2 atmosfer, 121°C ve 20 dakikaya

ayarl otoklav kullanilmistir.
2.2.1.9. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi:

Rejenerasyon denemeleri 4 tekerriirlii olarak Tesadiif Bloklar1 Deneme Desenine goére
kurulmustur. Her tekerriirde 6 eksplantin kiiltiire alindig1 100x15 mm’lik petri kutular
kullanilmistir. Calismadan elde edilen veriler bilgisayarda “The SAS for Windows”
programi ile varyans analizine tabi tutulmustur. Muamele ortalamalar1 “Duncan” testinde
%35’lik O6nem seviyesine gore karsilastirilmistir. Yiizde degerler istatistik analizi
yapilmadan Once “arcsin transformasyon”una tabi tutulmus ve transformasyon degerleri

ile ilgili tabloda parantez icerisinde verilmistir.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1. Tohumlarin Yiizey Dezenfeksiyonu Calismalari

Her bitki tohumunun yapisi farkli olabildigi gibi bu tohumlarin barindirdig: patojenler de
farkli olabilir. Bu patojenlerden tohumlarin tamamen arindirilmasi ic¢in farkl
dezenfektanlar mevcut ve bu dezenfektanlarin uygulanma siirelerinde farkliliklar
olabiliyor. In vitro ¢alismalarda en yaygin kullanilan dezenfektanlardan biri de sodyum
hipoklorit (NaClO)’tir. Yaptigimiz ¢aligmada tohum kabugu soyulan kabak tohumlari,
steril kabin icerisinde yiizey sterilizasyonu i¢in dncelikle %70’lik etil alkolde 1 dakika
kadar ¢alkalanmis, daha sonra alkolii uzaklastirmak icin tohumlar 1 defa steril su ile 5
dakika kadar durulanmistir. Dezenfeksiyon i¢in sodyum hipoklorit kullanmilmistir. En
ideal sodyum hipoklorit konsantrasyonunu belirlemek i¢in %1, %2 ve %3’liik NaCIO
icerisinde 20 dakika tutulan kabak tohumlar steril saf su ile 5 kez durulandiktan sonra
steril filtre kagitlar1 iizerinde kurutup farkli MS ve seker konsantrasyonlari igeren
ortamlarda 6n ¢imlendirmede kullanilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda sodyum
hipoklorit konsantrasyonunun ¢imlendirmeye herhangi olumsuz bir etkiye neden olmayip
uygulanan tiim sodyum hipoklorit kombinasyonlarinda tohum dezenfeksiyonu
saglanmistir. Daha sonra yapilan rejenerasyon c¢alismalarinda %1°lik sodyum hipoklorit

tercih edilmistir (Sekil 2.1).
3.2. Cimlendirilme Calismalari

Steril kabinde %1°lik sodyum hipoklorit ile steril edilen tohumlar, ¢imlendirme ortami
olarak farkli konsantrasyonlarinda MS temel besi ortamlarinda ¢imlendirme yapilmastir.
Bunun igin her kavanoza 6-7 kabak tohumu ekimi yapilip 25°C’de 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta sahip biiylitme odasinda ¢imlendirildikten 5 giin sonraki ¢imlenme
oranlar1 tespit edilip en ideal ¢imlenme ortami belirlenmistir. Calisma sonunda ¢imlenme
yiizdesi olarak incelendiginde %100°liik ¢imlenme oraniyla en yiiksek ¢imlenme 2MS

ortaminda olmustur. Bunu sirasiyla %98,18 ile 2MS ve %96,82 ile IMS takip etmistir



33

(Tablo 3.1). Yapilan morfolojik gozlemlerde (Sekil 3.1, 3.2, 3.3., 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7)
sadece ¢imlenme oranin yeterli olmadigi, ayn1 zamanda saglikli bir biiyliklige gelmis
kotiledon, hipokotil ve Flamingo gagasi tipi eksplantlarin da elde edilmesi 6nemli oldugu
icin burada en ideal eksplantlarin temin edildigi tam MS, 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l

agar ile katilastirilan 1MS besin ortami (Sekil 3.3) en uygun ¢imlendirme ortami olarak

kabul edilmistir.

F-e

Sekil 3.2. 2 kat MS, %3 sukroz ve 7,5 g/l agar ile katilastirilan 2MS besin ortaminda
¢imlenmis bitkiler

Sekil 3.3. Tam MS, 30 g/l sukroz ve 7,5 g/l agar ile katilastirilan 1MS besin
ortaminda ¢imlenmis bitkiler



Sekil 3.5. 30 g/l sukroz ve 7,5 g/l agar ile katilastirilan OMS besin ortaminda
cimlenmis bitkiler

Sekil 3.6. Sukroz icermeyen ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan OMS besin
ortaminda ¢imlendirme

Sekil 3.7. Farkli MS konsantrasyonlarinda ¢imlendirme sonras1t morfolojik gdzlemler

34
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2 MS

1MS

Cimlenme

1/2 MS

Ortamlar:

0 MS

AGAR

|
84,00 86,00 88,00 90,00 92,00 94,00 096,00 98,00 100,00 102,00

Agar 0 MS 1/2 MS 1 MS 2 MS
Ortalama Cimlenme (%) 89,67 97,09 98,18 96,82 100,00

Sekil 3.8. Farkli MS konsantrasyonlarinda ¢imlendirme karsilastirmalar

3.3. Rejenerasyon Denemeleri Bulgular:

3.3.1. Rejenerasyonda Eksplant Tiplerinin Etkisi

Rejenerasyonda kullanilmak iizere eksplant olarak 4-6 giinliik fidelerin bilyiime ucu
uzaklastirtlip kotiledonunun proksimal, distal ve orta kismi ile hipokotil ve Flamingo
gagast tipi Eksplant (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4) olmak iizere 5 farkli eksplant tipi
kullanilmistir. Izole edilen eksplantlar farkli oranlarda BAP’in yalniz ve BAP+NAA,
BAP+IAA ve BAP+TDZ ile olan kombinasyonlar1 ile TDZ’nin yalniz ve TDZ’nin
TDZAIAA ve TDZ+NAA ile olan kombinasyonlar1 iceren MS besin ortaminda 6n
calismada kullanilip rejenerasyona en iyi cevap veren eksplant tipi incelenmistir. Yapilan
gozlemler sonucunda kotiledonunun proksimal, distal ve orta kismui ile hipokotil
bolgelerinden elde edilen eksplantlarda sadece irilesme ve kallus olusumu gézlenmistir.
Herhangi bir rejenerasyon elde edilmemistir. Flamingo gagas tipi eksplantlarda siirgiin
rejenerasyonlar1 gozlenmistir. Rejenerasyon i¢in farkli biiylime diizenleyicileri iceren MS

ortamlarinda Flamingo gagasi tipi eksplantlar kullanilmistir.
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Sekil 3.9. Rejenerasyon icin uygun eksplant tipinin belirlenmesinde 6n ¢alisma
3.3.2. Rejenerasyonda Ortam Bilesiminin Etkisi

Kabakta (Cucurbita pepo L.) en uygun in vitro bitki rejenerasyon ortaminin belirlenmesi
amaciyla farkli konsantrasyonlardaki BAP’in yalmiz ve BAP+NAA, BAP+IAA ve
BAP+TDZ ile olan kombinasyonlar1 ile TDZ’nin yalmiz ve TDZ’nin TDZAIAA,
TDZ+NAA ile olan kombinasyonlar1 (Tablo 2.3) igeren MS besi ortaminda deneme
kurulmustur. Besin ortamlarina 30 g/l sakkaroz, %0,75 agar ilave edilip pH 5,7’¢

ayarlandiktan sonra 1,5 atm. basingta 121 °C’de sterilize edilmistir. Calismada ilk yapilan
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denemelerde kotiledon, hipokotil ve Flamingo gagasi tipi eksplantlar1 kullanilarak
denenmistir. Fakat kotiledon ve hipokotil eksplantlarin higbirinde rejenerasyon elde
edilmemistir. Sadece dokularda kallus olusumu ve irilesme meydana gelmistir (Sekil
3.10a). Flamingo gagasi tipi eksplantlarda adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilmis

(Sekil 3.10b) ve bu bulgular dogrultusunda denemede eksplant olarak Flamingo gagasi

tipi eksplant olarak kullanilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.10. Rejenerasyon igin uygun eksplant tipinin belirlenmesi i¢in 6n ¢alisma
a; Kotiledon ve Hipokotil igeren ortamda kallus olusumu ve irilesme
b; Flamingo gagasi tipi Eksplant igeren ortamda rejenerasyon

3.3.2.1. Farkh BAP, BAP+NAA ve BAP+IAA Konsantrasyonlari ve
Kombinasyonlar1 iceren MS Ortamlarimin Siirgiin  Rejenerasyonuna
Etkisi

Kabak tohumlarinda en uygun in vitro bitki rejenerasyon ortaminin belirlenmesi amaciyla
Flamingo gagas1 tipi eksplantlar1 farkli konsantrasyonlardaki BAP’imn yalmz ve
BAP+NAA ile BAP+IAA kombinasyonlarini (Tablo 2.3) igeren MS besi ortamlarinda

adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi arastirilmigtir.

Farkl1 konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda BAP’1n yalniz, NAA ve IAA ile bitki
biiyiime diizenleyicilerinin kabagin bes giinliik fidelerinden elde edilen Flamingo gagasi
tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplant yiizdesine ait varyans analizi sonuglari

Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Farkli BAP, NAA ve IAA konsantrasyonlart ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagas1 tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlara ait

varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
Varyasyon Serbestlik
: Kareler Kareler o
Kaynaklan Derecesi Toplam: Ortalamast F degeri
Genel 59 18344,696
Ortam 14 6622,534 473,038 1.82
Hata 45 11722,161 260,492

Tablo 3.2. Farkli BAP, NAA ve IAA konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlar

Ortamlar (mg/l Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
BAP | NAA | IAA SHm e P
0,5 45,83 (42,19) ab
1,0 33,33 (34,51) ab
2,0 41,66 (39,75) ab
0,5 0,25 70,83 (57,87) a
0,5 0,5 20,83 (26,84) b
1,0 0,25 37,50 (37,31) ab
1,0 0,5 20,83 (26,84) b
2,0 0,25 50,00 (48,43) ab
2,0 0,5 37,50 (37,30) ab
0,5 0,25 25,00 (25,70) b
0,5 0,5 41,67 (39,76) ab
1,0 0,25 66,66 (58,52) a
1,0 0,5 41,67 (40,12) ab
2,0 0,25 20,83 (23,63) b
2,0 0,5 29,17 (28,87) b

Aynt stitunda farkl kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Transformasyon degerleri tabloda parantez igerisinde verilmistir.

Tablo 3.1. incelendiginde yapilan varyans analizi sonucunda Flamingo gagasi tipi

eksplantin kullanildig1 ortamlarin siirgiin olusturan eksplant yiizdesine etkisi dnemsiz

bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan sonuglari

Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Farkli BAP, NAA ve IAA konsantrasyonlart ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirglin veren eksplant basina siirgiin
sayisina ait varyans analizi

Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin
Varyasyon Sayisi
Kaynaklar1 | Serbestlik Derecesi Kareler Kareler .
F degeri
Toplam Ortalamasi
Genel 59 185,510
Ortam 14 66,696 939,215 1,80*
Hata 45 118,814 4,764

*:%5 diizeyinde 6nemli

Tablo 3.4. Farkli BAP, NAA ve IAA konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin veren eksplant basina siirgiin

sayisl
Ortamlar (mg/l) Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet)

BAP | NAA I1AA

0,5 1,62 b

1,0 250 b

2,0 1,62 b

0,5 | 0,25 1,36 b

05 | 05 158 b

1,0 | 0,25 1,12 b

10 | 0,5 2,37 b

20 | 0,25 2,62 b

20 | 05 1,70 b

0,5 0,25 1,18 b

0,5 0,5 1,25 b

1,0 0,25 1,87 b

1,0 0,5 533 a

2,0 0,25 3,37 ab

2,0 0,5 1,79 b

Ayni siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli BAP, NAA ve IAA konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin Flamingo gagas tipi

eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplant yiizdesi en yiiksek %70,83 ile 0,5 mg/l BAP ve

0,25 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir (Sekil 3.11a). Diger ortalamalar

ise %66,66 ile %20,83 arasinda degisiklik gostermistir.

Siirgiin veren eksplant bagina siirgiin sayist ile ilgili varyans analizi Tablo 3.3’de

verilmistir. Varyans analizi sonucuna gore siirgiin veren eksplant basina siirgiin sayis1 %5

diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siirgiin veren eksplant bagina siirgiin sayis1 ortalamalari
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degerlendirildiginde en fazla siirgiin sayis1 5,33 adet ile 1 mg/l BAP ile 0,5 mg/l IAA

igeren besin ortamindan elde edilmistir (Tablo 3.4).

3.3.2.2. Farkh BAP ve BAP+TDZ Konsantrasyonlar1 ve Kombinasyonlar1 iceren

MS Ortamlarinin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Kabakta en yiiksek in vitro bitki rejenerasyon ortaminin belirlenmesi amaciyla Flamingo
gagas1 tipi eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda BAP ve
BAP+TDZ bitki biliyiime diizenleyicilerinin MS besi ortamlarinda adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisinin arastirildigi calismada bes giinliik fidelerinden elde edilen

Flamingo gagast tipi eksplantlar kullanilmigtir.

Farkli konsantrasyonlarda biiylime diizenleyicilerinin Flamingo gagas: tipi eksplantinda

slirgilin olusturan eksplant yilizdesine ait varyans analizi sonuglar1 Tablo 3.5’da verilmistir.

Tablo 3.5. Farkli BAP ve BAP+TDZ konsantrasyonlart ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlara ait
varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
varyasyon Serbestlik Kareler Kareler
Kaynaklar Derecesi F degeri
Toplamm Ortalamasi
Genel 35 11914,509
Ortam 8 6522,185 815,273 4,08*
Hata 27 5392,323 199,715

*:%S5 diizeyinde 6nemli

Tablo 3.5 incelendiginde Flamingo gagast tipi eksplantin kullanildig1 ortamlarin siirgiin
olusturan eksplant ylizdesine etkisi %5 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglart Tablo 3.6’da verilmistir.
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Tablo 3.6. Farkli BAP ve BAP+TDZ Kkonsantrasyonlari ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlar

Ortamlar (mg/l)
Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi

BAP TDZ

1,00 33,33 (34,50) a
2,00 41,66 (39,74) a
3,00 25,00 (29,64) ab
1,00 0,25 8,33 (8,81) bc
1,00 0,5 29,17 (28,51) abc
2,00 0,25 16,66 (24,04) abc
2,00 0,5 45,83 (42,54) a
3,00 0,25 4,17 (6,01) c
3,00 0,5 4,17 (6,01) c

Aynut stitunda farkl kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde dnemlidir.

Transformasyon degerleri tabloda parantez igerisinde verilmistir.

Farkli BAP ve BAP+TDZ konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin Flamingo gagasi

tipi eksplantlarinda siirgilin olusturan eksplant yiizdesi en yiiksek %45,83 ve 41,66 ile
2,0 mg/l BAP ve 0,5 mg/l TDZ ile 2,0 mg/l BAP igeren besin ortamlarindan elde

edilmistir (Sekil 3.11b).

Siirgiin veren eksplant bagina siirgiin sayisi ile ilgili varyans analizi Tablo 3.7’de, siirgiin

veren eksplant bagina siirgiin sayist ortalamalari ile ilgili Duncan testi degerlendirme

sonuglari ise Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.7. Farkih BAP ve BAP+TDZ konsantrasyonlari ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin veren eksplant basina siirgiin

sayisina ait varyans analizi

Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin
Varyasyon Sayisi
Kaynaklar Serbestlik Derecesi Kareler Kareler -
F degeri
Toplamm Ortalamasi
Genel 35 105,404
Ortam 8 54,558 6,819 3,62**
Hata 27 50,846 1,883

**: %] diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucuna gore siirgiin veren eksplant bagina siirgiin sayist %1 diizeyinde

onemli bulunmustur.
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Tablo 3.8 incelendiginde 9 ortamda da adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir.
Stirglin veren eksplant basina siirgiin sayis1 ortalamalar1 ile 1ilgili degerlendirme
sonucunda en fazla siirgiin sayis1 4,5 adet ile 3 mg/l BAP igeren besin ortamindan elde
edilmis olup (Sekil 3.11c), diger besin ortalamalarinda ise siirgiin veren eksplant bagina
stirgiin sayis1 0,25 ile 2,50 adet arasinda degisiklik gostermis ve bu ortamlar arasindaki

fark 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayn1 gruba girmistir.

Tablo 3.8. Farkli BAP ve BAP+TDZ konsantrasyonlart ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin veren eksplant basina siirgiin

sayisl
Ortamlar (mg/l) Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet)

BAP TDZ

1,00 250D

2,00 1,62b

3,00 4,50 a

1,00 0,25 0,62 b

1,00 0,5 158D

2,00 0,25 1,00b

2,00 0,5 2,40 b

3,00 0,25 0,75b

3,00 0,5 0,25b

Aynt stitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

3.3.2.3. Farkhh I1AA+BAP ve TAA+TDZ Konsantrasyonlar1 ve Kombinasyonlari

Iceren MS Ortamlarinin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

IAA’mn farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda BAP ve TDZ igeren MS
ortamlarinda en yiiksek adventif slirglin rejenerasyonu belirlemek i¢in Flamingo gagasi

tipi eksplantlar1 kullanilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda biiyiime diizenleyicilerinin Flamingo gagasi tipi eksplantinda

stirgiin olusturan eksplant yiizdesine ait varyans analizi sonuglar1 Tablo 3.9’da verilmistir.
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Tablo 3.9. Farkli IAA+BAP ve IAA+TDZ konsantrasyonlar: ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlara ait
varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
Varyasyon Serbestlik
Kaynaklar Derecesi Kareler Kareler F degeri
Toplam Ortalamasi
Genel 47 19302,828
Ortam 11 7318,047 665,277 2,00
Hata 36 11984,781 332,910

Tablo 3.9 incelendiginde yapilan varyans analizi sonucunda Flamingo gagasi tipi

eksplantlarin kullanildig1 ortamlarda Siirgiin olusturan eksplant yiizdesine etkisi dnemsiz

bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan sonuglari

ise Tablo 3.10’de verilmistir.

Tablo 3.10. Farkli IAA+BAP ve IAA+TDZ konsantrasyonlar: ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlar

Ortamlar (mg/l)
Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi

I1AA BAP TDZ
0,25 0,50 25.00 (25,70) b
0,5 0,50 41.67 (39,76) ab
0,25 1,00 66.66 (58,52) a
0,5 1,00 41.67 (40,12) ab
0,25 2,00 20.83 (23,63)
0,5 2,00 29.17 (28,87)
0,25 0,50 16.66 (20,83)

0,5 0,50 8.33 (12,02)
0,25 1,00 50.00 (41,75) ab
0,5 1,00 20.83 (23,63) b
0,25 2,00 16.67 (17,26) b
0,5 2,00 20.83 (26,84) b

Ayni siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Transformasyon degerleri tabloda parantez icerisinde verilmistir.

Farkli IJAA+BAP ve IAA+TDZ konsantrasyonlart ve kombinasyonlarinin Flamingo

gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplant yiizdesi en yiiksek %66,66 ile 0,25
mg/l IAA ve 1,0 mg/l BAP igeren MS ortamindan elde edilmistir (Sekil 3.11d).
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Siirgiin veren eksplant basina siirgiin sayist ile ilgili varyans analizi Tablo 3.11°de, siirgiin
veren eksplant basina siirgiin sayisi ortalamalari ile ilgili Duncan testi degerlendirme

sonuclari ise Tablo 3.12°de verilmistir.

Tablo 3.11. Farkli IAA+BAP ve IAA+TDZ konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar inin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin veren eksplant bagina siirgiin
sayisina ait varyans analizi

Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin
Varyasyon Sayis1
Kaynaklar1 | Serbestlik Derecesi Kareler Kareler .
F degeri
Toplamm Ortalamasi
Genel 47 157,058
Ortam 11 86,960 7,905 4,06**
Hata 36 70,097 1,947

**: %1 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucuna gore siirgiin veren eksplant basina siirgiin sayis1 %1 diizeyinde

onemli bulunmustur.

Tablo 3.12 incelendiginde 12 ortamda da adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir.
Siirglin veren eksplant basina siirglin sayis1 ortalamalart ile ilgili degerlendirme
sonucunda en fazla siirgiin sayisi 5,33 adet ile 0,5 mg/l IAA ile 1,0 mg/l BAP igeren besin
ortamindan elde edilmistir (Sekil 3.11e).

Tablo 3.12. Farkli IAA+BAP ve IAA+TDZ konsantrasyonlar: ve kombinasyonlarinin

Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin veren eksplant basina siirgiin
sayl1st

Ortamlar (mg/l) Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet)

IAA | BAP TDZ

0,25 0,50 1,18 bc
0,5 0,50 1,25 bc
0,25 1,00 1,87 bc
0,5 1,00 5,33 a
0,25 2,00 3,37 ab
0,5 2,00 1,79 bc
0,25 0,50 0,62 ¢
0,5 0,50 0,25 ¢
0,25 1,00 1,25 bc
0,5 1,00 0,75 ¢
0,25 2,00 1,25 bc
0,5 2,00 0,87 ¢

Ayni stitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
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3.3.24. Farkh TDZ, TDZ+IAA ve TDZ+NAA Konsantrasyonlar1t ve
Kombinasyonlar1 Iceren MS Ortamlarinin Siirgiin Rejenerasyonuna
Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda TDZ’ nin yalniz ve IAA ile NAA bitki
bliylime diizenleyicilerinin kabagin bes giinliik fidelerinden elde edilen Flamingo gagasi
tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplant yiizdesine ait varyans analizi sonuglari

Tablo 3.13’de verilmistir.

Tablo 3.13. Farkli TDZ, IAA ve NAA Kkonsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlara ait
varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
Varyasyon Serbestlik
. Kareler Kareler -
Kaynaklar: Derecesi Toplami Ortalamasi F degeri
Genel 59 18675,066
Ortam 14 12151,543 867,967 5,99**
Hata 45 6523,523 144,967

**: %] diizeyinde 6nemli

Tablo 3.13 incelendiginde, Flamingo gagasi tipi eksplantin kullanildigi ortamlarin siirgiin
olusturan eksplant yiizdesine etkisi %1 diizeyinde dnemli bulunmugtur. Farkliligin 6nem

diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglart Tablo 3.14’te verilmistir.
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Tablo 3.14. Farkli TDZ, IAA ve NAA konsantrasyonlart1 ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplantlar

Ortamlar (mg/l)
Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
TDZ IAA NAA

0,5 33,33 (35,240) ab
1,0 0,00 (0,000) d
2,0 0,00 (0,000) d
0,5 0,25 16,66 (20,830) bc
0,5 0,5 8,33 (12,020) dc
1,0 0,25 49,99 (41,750) a
1,0 0,5 20,83 (23,630) abc
2,0 0,25 16,66 (17,260) bcd
2,0 0,5 20,82 (26,840) abc
0,5 0,25 0,00 (0,000) d
0,5 0,5 0,00 (0,000) d
1,0 0,25 0,00 (0,000) d
1,0 0,5 0,00 (0,000) d
2,0 0,25 0,00 (0,000) d
2,0 0,5 0,00 (0,000) d

Aynt siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde onemlidir.

Transformasyon degerleri tabloda parantez igerisinde verilmistir.

TDZ’nin farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda IAA ve NAA iceren MS
ortamlarinda en yiiksek adventif slirglin rejenerasyonu belirlemek i¢in Flamingo gagasi
tipi eksplantlart kullanilmis olup siirgiin olusturan eksplant yiizdesi en yiiksek %49,99
oran ile 1 mg/l TDZ ve 0,25 mg/l TAA igeren besin ortamindan elde edilmistir (Sekil
3.11f). Diger ortamlar ise %33,33 ile 0,00 oranlari arasinda degisiklik gostermistir.
TDZ’nin 1,0 mg/l ve 2,0 mg/l ile TDZ+NAA konsantrasyonlarini ve kombinasyonlarini
iceren ortamlar1 ayni grupta yer almistir. Ancak bu ortamlarda hi¢ siirgiin elde

edilememistir.

Siirgiin veren eksplant bagina siirgiin sayisi ile ilgili varyans analizi Tablo 3.15’de, siirgiin
veren eksplant basina siirgiin sayisi ortalamalari ile ilgili Duncan testi degerlendirme

sonuglari ise Tablo 3.16’de verilmistir.
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Tablo 3.15. Farkli TDZ, IAA ve NAA konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagasi tipi eksplantlarinda siirgiin veren eksplant bagina siirgiin
sayisina ait varyans analizi

Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin
Varyasyon Sayisi
Kaynaklar1 | Serbestlik Derecesi | Kareler Kareler o
F degeri
Toplam Ortalamasi
Genel 59 76,712
Ortam 14 36,150 2,582 2,86**
Hata 45 40,562 0,901

**: %1 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucuna gore siirgiin veren eksplant bagina siirgiin sayis1 %1 diizeyinde
onemli bulunmustur.

TDZ’nin farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda IAA ve NAA igeren 15 MS
ortaminda adventif siirgiin rejenerasyonu incelenmis olup, sadece TDZ’nin 1,0 mg/l ve
2,0 mg/l ile TDZ+NAA konsantrasyonlarini ve kombinasyonlarini i¢eren ortamlarinda
stirglin rejenerasyonu elde edilmemistir. Siirgiin veren eksplant basina en fazla siirgiin
sayist 2,87 adet ile 0,5 mg/l TDZ igeren besin ortamindan elde edilmis olup (Sekil 3.11g),
diger besin ortalamalarinda ise siirgiin veren eksplant bagina siirgiin sayis1 1,25 ile 0.00
adet arasinda degisiklik gostermis ve bu ortamlar arasindaki fark 6nemsiz olup,
istatistiksel olarak ayni gruba girmistir (Tablo 3.16).

Tablo 3.16. Farkli TDZ, IAA ve NAA konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin
Flamingo gagas tipi eksplantlarinda siirgiin veren eksplant basina siirgiin

sayisi
Ortamlar (mg/l) Siirgiin Veren Eksplant Basina Siirgiin

TDZ IAA NAA  |Sayist (adet)

0,5 2,87 a

1,0 0,00 b

2,0 0,00 b

0,5 0,25 0,62 b

0,5 0,5 0,25 b

1,0 0,25 1,25 b

1,0 0,5 0,75 b

2,0 0,25 1,25 b

2,0 0,5 0,87 b

0,5 0,25 0,00 b

0,5 0,5 0,00 b

1,0 0,25 0,00 b

1,0 0,5 0,00 b

2,0 0,25 0,00 b

2,0 0,5 0,00 b

Ayni siitunda farkli kiiglik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde énemlidir.
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a; 0,5 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA
b; 2,0 mg/l BAP ve 0,5 mg/l TDZ
c; 3 mg/l BAP

d; 0,25 mg/l IAA ve 1,0 mg/l BAP
e; 0,5 mg/l IAA ile 1,0 mg/l BAP
f; 1 mg/l TDZ ve 0,25 mg/l IAA

g; 0,5 mg/l TDZ

Sekil 3.11. Farkli biiyiime diizenleyiciler iceren MS ortamlarinda Rejenerasyon

baslangici
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3.4. In vitro Siirgiinlerin Mikro Cogaltim Calismalar1

In vitro tekniklerin kullanilmasiyla birgok bitki tiiriinde mikro g¢ogaltima imkan
vermektedir [74]. Mikro ¢ogaltim teknigiyle birgok bitki tiirlinde ¢ogaltilmasi istenen
saglikli genotipler kisa siirede istenilen sayida iiretilebilmektedir. Bu ¢alismanin sonunda
rejenerasyondan elde ettigimiz siirgiinler 1-3 cm uzunluga ulagtigi zaman farklr besi
ortami igerikleri iceren MS besin ortamlarinda mikro ¢ogaltim amacgl alt kiiltiire
almmustir (Sekil 3.12, 3.13). Uygulanan tiim ortamlarda hem mikro ¢ogaltim basarili bir
sekilde gdzlenmis hem de bu mikro ¢ogaltim ortamlarindaki bitkilerde alt kiiltiir sonras1

koklenme gozlenmistir (sekil 3.14). Kullanilan ¢ogaltma ortamlar1 asagida verilmistir.

1. Ortam MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz iceren ve 7,5 g/l agar ile

katilastirilan ortam

2. Ortam 0,01 mg/l BA ilaveli MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz igeren ve

7,5 g/l agar ile katilastirilan ortam

3. Ortam 0,1 mg/l BA ilaveli MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz igeren ve

7,5 g/l agar ile katilastirilan ortam,

4. Ortam 0,1 mg/l BA+1 mg/l GAz ilaveli MS mineral tuz ve vitaminleri ile 30 g/l sukroz

iceren ve %0,75’1ik agar ile katilastirilan ortam

Sekil 3.12. Rejenerasyon sonucu elde edilen bitkilerin mikro ¢ogaltimda kullanilmasi



A

Sekil 3.13. /n vitro rejenerasyon sonucu olusan siirgiinlerin mikro cogaltimi
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3. Ortam 4. Ortam

Sekil 3.14. In vitro siirgiinlerin mikro ¢cogaltim sonras1 koklenmeleri

3.5. In vitro Siirgiinlerin Kéklendirilmesi Cahsmalari

In vitro siirgiinlerin mikro cogaltim ¢aligmalar1 sonrasi elde edilen siirgiinler 3-5 cm
uzunluga ulastig1 zaman farkli oranlarda IBA, IAA ve NAA oksinlerini igeren MS besin
ortami ile 2MS ve IMS ortaminda koklenmeye alinip koklenme kabiliyetleri
incelenmigtir. Kullanilan biitiin besin ortamlarin pH’s1 IN NaOH ya da 1IN HCI
kullanilarak 5,7’ye ayarlandiktan sonra 1,2 atmosfer basing altinda ve 121 °C’de 20
dakika tutularak steril edilmistir. Mikro ¢ogaltimdan elde edilen bitkiler bitki biiyiime
diizenleyici bulunan ve bulunmayan MS besin ortamlarinda hig¢bir sorun olmadan biiyiik
oranda koklenme gozlenmistir (Sekil 3.15a, 3.15b). Mikro ¢ogaltim sonrasi elde edilen
bitkilerde MS ortaminda 2-3 alt kiiltiir yapildiktan sonra ¢igeklenme gozlenmistir (Sekil
3.15c¢).



Sekil 3.15. [n vitro Siirgiinlerin mikro ¢ogaltim sonras1 koklendirme ¢alismasi
a, b; MS ortaminda koklenmenin saglanmasi,
C; 2-3 Alt kiiltiir sonrasi bitkilerde ¢igeklenme olusumu
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4. BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Cerezlik kabakta (Cucurbita pepo L.) in vitro bitki rejenerasyonu konulu bu ¢alismada
direk organogenesis yoluyla siirgiin rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi amaciyla
uygun eksplant tipi belirlenmeye ¢alisilmis ve bu eksplant tipinde rejenerasyon
saglayacak en iyi besin ortami1 optimize edilmeye ¢alisilmistir. Eksplantlar i¢in kullanilan
fidelerin elde edilmesinde en verimli ortamm belirlenmesi ic¢in farkli MS
konsantrasyonlari iceren ortamlarda ¢imlendirme yapilmistir. 4-6 giinliik fidelerden elde
edilen eksplantlar siirglin rejenerasyonu ic¢in farkli biiylime diizenleyicileri igeren
ortamlarda kiiltiire alinmis ve rejenerasyon verimliligi incelenmistir. Elde edilen
siirginlerin koklendirilmesinde farkli oksin hormonlarinin ve MS besin ortaminin

etkinligi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Cerezlik kabakta tohumlarmin yiizey sterilizasyonunda tohum kabugu soyulup, dncelikle
%70’1ik etil alkolde 1 dakika kadar galkalanmis, daha sonra alkolii uzaklastirmak igin
tohumlar 1 defa steril su ile 5 dakika kadar durulanmistir. En ideal sodyum hipoklorit
konsantrasyonunu belirlemek igin %1, %2 ve %3’liik NaClO igerisinde 20 dakika tutulan
kabak tohumlar1 steril saf su ile 5 kez durulanmistir. Yapilan gozlemler sonucunda
sodyum hipoklorit konsantrasyonlarinin ¢imlendirme sirasinda herhangi kontaminasyona
neden olmaylp uygulanan tiim sodyum hipoklorit kombinasyonlarinda tohum
dezenfeksiyonu saglanmistir. Daha sonra yapilan rejenerasyon ¢alismalarinda %1°lik

sodyum hipoklorit tercih edilmistir.

Calismada ¢imlenme yiizdesi olarak incelendiginde %100’liik ¢imlenme oraniyla en
yiikksek c¢imlenme 2MS ortaminda gozlenmistir. Bunu sirasiyla %98,18 ile 2MS ve
%96,82 ile IMS takip etmistir. Yapilan morfolojik gozlemlerde sadece ¢imlenme oranin

yeterli olmadigi, ayn1 zamanda normal bir biiyiikliige gelmis kotiledon, hipokotil ve



Flamingo gagasi tipi eksplantlarin da elde edilmesi 6nemli oldugundan burada en ideal
eksplantlarin temin edildigi Tam MS, 30 g/l sukroz igeren ve 7,5 g/l agar ile katilagtirilan

IMS besin ortami1 en uygun ¢imlendirme ortami olarak kabul edilmistir.

Rejenerasyonda kullanilmak tizere eksplant olarak kotiledonunun proksimal, distal ve
orta kismi ile hipokotil ve Flamingo gagasi tipi Eksplant olmak tizere 5 farkli eksplant
tipi 6n ¢alismada kullanilip rejenerasyona en iyi cevap veren eksplant tipi belirlenmistir.
Yapilan gozlemler sonucunda kotiledonunun proksimal, distal ve orta kismu ile hipokotil
bolgelerinden elde edilen eksplantlarda sadece irilesme ve kallus olusumu gozlenmis olup
herhangi bir rejenerasyon elde edilmemistir. Flamingo gagasi tipi eksplantlarda siirgiin
rejenerasyonlart gozlenmistir. Cucurbitaceae familyasi tiirlerinde yapilan rejenerasyon
calismalarinda genel olarak eksplant tipi olarak kotiledonlar ya da kotiledonlarin distal
veya proksimal pargalar1 kullanilmistir. Kavunda [35, 75, 76], hiyarda [77] ve karpuzda
[78] yapilan ¢alismalarda kotiledonlardan dogrudan organogenesisin meydana geldigi
bildirilmigtir. Ancak, kabaklarda yapilan bazi ¢alismalarda hipokotil eksplantlarindan
rejenerasyonda olumlu sonu¢ alimamadigi da bildirilmistir [79, 64, 36]. Cucurbita
pepo’da yapilan ¢aligmada, tizerinde kotiledon ya da kotiledonun proximal kismi1 bulunan
hipokotil eksplantlar1 kullanildiginda %65’in iizerinde rejenerasyon orani saglandigi
bildirilmistir. Uygun ekplant tipinin belirlenmesi amaciyla yaptigimiz 6n caligmada
eksplant tipi olarak Flamingo gagasi tipi, diger adiyla kotiledonun proximal kismi
bulunan hipokotil eksplantlar1 rejenerasyona en iyi sonucu veren eksplant olarak
belirlenmis ve bu eksplant tipi Ananthakrishnan vd. [36] nin yaptigi ¢alismada en yiiksek
rejenerasyonun elde edildigi eksplant tipi ile benzerdir. Flamingo gagasi tipi eksplantlar
elde edilirken birlesme yerlerindeki biiylime uglar1 uzaklastirilarak (Sekil 2.3 ve Sekil
2.4) bu bolgedeki uyur gézlerden olusabilecek siirgiinlerin rejenerasyon oranini etklemesi

Onlenmistir.

Farkli BAP, NAA ve IAA konsantrasyonlart ve kombinasyonlart kullanildigi besin
ortaminda kabak cekirdeginin bes giinliik fidelerinden elde edilen Flamingo gagas1 tipi
eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve siirgiin veren eksplant bagina siirgiin
sayisi belirlenmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda ortamlarin siirgiin olusturan
eksplant yilizdesine etkisi onemsiz bulunmus ve siirglin olusturan eksplant yilizdesi en

yiiksek %70,83 ile 0,5 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde
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edilmistir. Siirglin veren eksplant basina siirgiin sayisi ise en fazla 5,33 adet ile 1 mg/I

BAP ile 0,5 mg/l IAA igeren besin ortaminda tespit edilmistir.

BAP ve BAP+TDZ konsantrasyonlari ve kombinasyonlariin kullanildigi ortamlarin
stirglin olusturan eksplant ylizdesine etkisi %5 diizeyinde onemli bulunmus ve siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi en yiiksek %45,83 ile 2 mg/l BAP ve 0,5 mg/l TDZ igeren
besin ortaminda tespit edilmis olup, bu ortam 2 mg/l BAP ile 1 mg/l BAP igeren ortam
ile istatistiksel olarak ayni1 grupta yer almistir. Siirgiin veren eksplant basina siirgiin sayisi
en fazla 4,5 adet ile 3 mg/l BAP igeren besin ortamindan elde edilmistir. Kathiravan vd.
[80] kabakta yaptiklar1 in vitro rejenerasyon ¢alismasinda 1 mg/l BA igeren ortamda
stirgiin elde etmisler ve bu ortamlarda eksplant basina 1,2-1,6 oraninda siirgiin olusumu
tespit etmigler. BA’nin eksplant basina siirglin sayisin1 artirmaya etkisi buldugumuz
sonug ile benzerlik gostermesi bakimindan 6nemli olmaktadir. Lee ve Chung [62] ve
Ananthakrishnan vd. [36]’nin kabakta yaptiklari rejenerasyon ¢alismasinda 1 mg/l BA
iceren MS ortaminda optimum seviyede rejenerasyon sagladiklarini ortaya koyarak
BA’nin rejenerasyonda olumlu sonug vermesi, ayrica Stipp vd. [30]’mn en iyi in vitro
organogenesis ortami olarak 4,5 uM/l (1,01 mg/l) BAP ilaveli ortamda kotiledon ve
hipokotillerde tespit etmisler. Sarover vd. [81]’mn kabakta yaptiklar1 ¢alismada siirgiin
gelisimi i¢in en iyi ortamin 3 mg/l BA igeren MS ortami oldugunu ve eksplant basina
ortalama 5 siirglin elde ettiklerini bildirmeleri calismamizda buldugumuz sonug ile

benzerlik gostermesi bakiminda énemlidir.

IAA+BAP ve IAA+TDZ konsantrasyonlari ve kombinasyonlarinin siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine etkisi 6nemsiz bulunmus olup en yiiksek %66,66 ile 0,25 mg/l IAA
ve 1 mg/l BAP igeren MS ortamindan elde edilmistir. Siirglin veren eksplant basina
stirgiin sayis1 en fazla 5,33 adet ile 0,5 mg/l IAA ve 1 mg/l BAP igeren besin ortamindan
elde edilmistir. Yal¢in-Mendi vd. [82]’nin karpuzda en iyi rejenerasyon protokollerinin
belirlenmesi amaciyla yaptiklart ¢alismada litrede 10 uM BA + 0.5 uM TAA (2,25 mg +
0,35 mg) iceren rejenerasyon ortaminda %75 ve %78 oranlarinda direkt organogenesis

yoluyla rejenerasyonun saglandigi bildirilmistir.

TDZ’nin farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda IAA ve NAA igeren MS
ortamlarinin siirglin olusturan eksplant yiizdesine etkis %1 diizeyinde énemli bulunmus

olup en yiiksek siirgiin ylizdesi %49,99 oran ile 1 mg/l TDZ ve 0,25 mg/l IAA igeren
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besin ortamindan elde edilmistir. Siirgilin veren eksplant basina en fazla siirgiin say1s1 2,87

adet ile 0,5 mg/l TDZ igeren besin ortamindan elde edilmistir.

Rejenerasyondan elde edilen siirgiinler 1-3 cm uzunluga ulastigi zaman MS mineral tuz
ve vitaminlerinin yalniz besin ortami olarak kullanildigi 0,01 mg/l BA-0,1 mg/l BA ve
0,1 mg/l BA+1 mg/l GAgz ile birlikte kullanildigi besin ortamlarinda mikro ¢ogaltim
amacli alt kiltire alinmistir. Uygulanan tiim besin ortamlarinda basarili bir sekilde
bitkilerde biliyiime gozlenmis ve bu mikro ¢ogaltim ortamlarindaki bitkilerde alt kiiltiir
sonrast koklenmelerin olustugu gozlenmistir. Koklenmenin mikro ¢ogaltim sonrasi
yapilan alt kiiltir sonucu elde edilmesi, ayrica koklendirme ¢alismasima gerek
duyulmamasini saglamistir. Lee ve Chung [62]’1n kislik kabakta yaptiklari rejenerasyon
caligmas1 sonrasi elde ettikleri siirglinleri 0,1 mg/l BA iceren MS siirgiin gelistirme

ortaminda alt kiiltiire alinip mikro ¢ogaltim saglanmas1 yoniinden benzer sonug¢ vermistir.

In vitro siirgiinlerin mikro ¢ogaltim ¢aligmalar1 sonrasi elde edilen siirgiinler 3-5 cm
uzunluga ulastig1 zaman farkli oranlarda IBA, IAA ve NAA oksinlerini igeren MS besin
ortami ile /2MS ve 1MS ortamina koklenme amacl alinmistir. Yapilan Gozlemler
sonucunda biiylime diizenleyici bulunan ve bulunmayan MS besin ortamlarin hepsinde
higbir sorun olmadan biiyiik oranda koklenme saglanmistir. Lee ve Chung [62]1n kiglik
kabakta yaptiklar1 rejenerasyon ¢aligmasinda elde ettikleri bitkileri biiylime diizenleyici
icermeyen MS ortamina transfer ederek koklendirme saglamalart buldugumuz sonug ile
benzerlik gostermektedir. Pal vd. [57]’nin yaptiklari kabakta indirekt organogenesis
caligmalarinda rejenerasyon sonrasi elde edilen siirgiinler 1 mg/l IBA ilaveli MS

ortaminda koklendirme saglamislar.
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