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ONSOZ

Bu ¢aligmada Orta Anadolu Bolgesi kavun yetistiricilijinde biiyiik zararlara neden
olan Fusarium oxysporum f. sp. melonis’ in 1,2 nolu wkma karsr dayamkhhigin in vitro
diizeyde belirlenmesi ve gerek mutasyon yoluyla gerekse hiicresel diizeyde dogal tolerans
mekanizmasimdan yararlamlarak, dayamkh bireylerin elde edilebilirligi incelenmektedir.
Eger bu metotla olumlu bir sonug ahnabilinirse elimizde var olan genetik materyal hiicresel
diizeyde selekte edilerek dayamkh olan hiicrelerden bitki rejenerasyonu gerceklestirilecektir.
Boylece elimizdeki genetik materyalin gelistirilinesi ve hastalk etmenine dayamkh yeni
bireylerin ortaya ¢ikartilimas: sajlanacaktir. Bu teknik raporda halen devam etmekte olan
proje ile ilgili su ana kadar elde edilen bulgular sunulmugstur.
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YONETICI OZETi

Ulkemiz sebze iiretiminde &nemli bir paya sahip olan kabakgil tiirleri iginde yer
alan kavun (Cucumis melo L.), son yillarda zararli ve hastalik etmenleri ve 6zellikle
de Fusarium oxysporum f.sp. melonis’in yol agtigi solgunluk hastaligi nedeniyle
ekilig alani ve iretim potansiyeli agisindan gerileme kaydetmeye baglamigtir.
Ogzellikle Orta Anadolu Bolgesi'nde iiretimde kullanilan yerli gesitlerimizin
dayaniksiz olmalari nedeniyle bitkilerin buytik bir kismi hasat agamasina
gelemeden ¢ékmekte bu da dretici agisindan énemli bir kayip olusturmaktadir.
Bu 6nemli dezavantaji ortadan kaldirmak amaciyla yerli gesitlerimize yonelik
islah ¢aligmalarina 6nem verilmesi gerekmektedir. Yagadigimiz bolge olan Orta
Anadolu’da bu sorun nedeniyle var olan kavun alanlari hizla azalmakta ireticiler
yeni arayiglar icine girmektedir. Erzurum ve ark. [14]'nin yapmis olduklar
arastirmada (TOGTAG 1585 no'lu proje kapsaminda) bu bolgede Fusarium
oxysporum f.sp. melonis’in 0, 1, 2 ve 1,2 nolu irklarinin bulundugu, bu irklardan [,2
nolu irkin yaygin oldugu belirlenmis ve bu hastalik sonucu tarlada triiniin %/’'tintin
coktugu gozlenmistir. 1998 yilindan itibaren kavunda somatikembriyogenesis
yoluyla bitki eldesine yénelik olarak tarafimizdan yiiritiilen aragtirma sonucunda;
yorede yogun olarak yetistiriciligi yapilan Kuggular, Yuva ve Kirkagac¢ kavun
cesitlerinden organogenesis ve somatik embriyogenesis yoluyla bitki eldesi i¢in
gerekli besin ortami bilesimi, blylimeyi diizenleyici madde kombinasyonlari ve
kiiltiir baglangicinda kullanilacak olan bitki pargasi tipleri belirlenerek gelecekte
yapilmasi planlanan islah ¢alismalari igin gerekli olan temel veriler elde edilmistir.
Elde etmis oldugumuz bu temel verilerden yararlanarak yiiriitmeyi planladigimiz
bu arastirmada; bélgemizde yaygin oldugu tesbit edilen Fusarium oxysporum f.sp.
melonis’in 1,2 nolu irkina ait farkl yogunluktaki kiiltur filitratlar kullanilarak,
mutasyona ugratilmig ve herhangi bir uygulama yapilmamig bitkilere ait parcalarin
kallus olusturma ve yasama yetenekleri belirlenmeye caligilacaktir. Yasama
yeteneginde olan kallus ve hiicre kolonilerinden bitki rejenerasyonu saglanarak,
hastalik etmenine dayanikli /tolerans bitkisel materyal in vitro kosullarda
belirlenerek klasik islah galismalarina gére gok daha kisa bir siire iginde gok
sayida materyalin secimi saglanarak dayanikh bireylerin elde edilebilmesi
gerceklestirilebilinecektir. Bunun yani sira bu metot kullanilarak elde edilecek
basarili sonuglar sonucunda; damak tadimiza ve tiiketim aligkanliklarimiza uygun
olan yerli kavun cesitlerimizin hastalik etmenine karsi dayanikli hale getirilmesi
saglanarak tilke ekonomisine ve ¢iftgiye 6nemli bir katkida bulunulacaktir.

Arastirmanin metot boélimi izolatlardan filitrat eldesi, baslangic materyalini
olusturacakin vitro bitkilerin isinlanmasi, kilttrde kullanilacak olan farkl dozlarda
filitrat iceren besin ortamlarinin hazirlanmasi, 1ginlanmis ve iginlanmamis bitki
pargalarinin bu besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi, alt kiiltiir islemleri, haftalik
gozlem, canh kalan hiicreleri belirlemek tizere hiicre boyamasi ve yagayan bitki
parcalarindan, kallus kolonilerinden bitki rejenerasyonu, elde edilen bitkilerin
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koklendirilmesi, ¢ogaltiimasi, sitolojik gézlemlerinin yapilmasi ve dis kosullara
transfer edilen bitkilerin yeniden hastalik etmeni ile ilgili olarak testlenerek kesin
sonuglarin belirlenmesi agamalarini icermektedir.

Bugtine kadar elde etmis oldugumuz verilerin regresyon analizleri sonucunda
belirlenen bulgulara gére 21.75 Gy’lik 15in dozunun in vitro bitkiler igin etkili
oldugu arastirma boyunca bu dozun %10 alt ve st simirlarinin kullanilmasi
gerektigi, bunun yani sira filitrat uygulamasinda ise 9%6.73’lik uygulamanin
kullandigimiz farkl bitki parcalari iizerinde olumlu etki yaptigi saptanmstir.
Aragtirmanin bundan sonraki asamalari bu uygulama dozlari referans alinarak
sirdirilecektir.



EXCULUSIVE SUMMARY

Fusarium wilt is a vascular disease of the Cucurbitaceae family caused by the
soil fungus Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM), which is very detrimental to
muskmelons (Cucumis melo L.). Fusarium wilt of melon is prevalent in temperate
and tropical regions and causes a worldwide problem. FOM can survive in
the soil for extended periods of time as chlamydospores, and is capable of
colonizing crop residues and roots of most crops grown in rotation with
melon. The only effective control is the use of resistant varieties. Four races
of FOM have been identified, namely 0, I, 2 and 1.2 [1,2]. Race 1.2 was further
subdivided into race 1.2y and |.2w, which cause yellowing and wilt symptom:s,
respectively. Two resistance genes (Fom-1 and Fom-2) have been identified in
melons [2,3,4]. Fom-1 confers resistance to FOM races 0 and 2, and Fom-2
confers resistance to races O and |. These two genes are extensively used in
breeding programmes, which can be assisted by marker assisted selection using
markers linked to these resistance genes [5,6,7]. No genes have been identified
that confer resistance to race 1.2 [8,9]. However, polygenic recessive genes
have been found to confer resistance to race 1.2 in Piboule genotypes [1].

Melon production in Turkey is 1,700,000 tons [10] and it is declining the
year after year because of Fusarium wilt. Therefore, Fusarium wilt has a high
economic importance in the cultivation of muskmelon in Turkey. In some parts
of Turkey the prevalent races of this pathogen were determinated. Fantino and
Zengin [| 1] isolated race 1.2 from wilted plants showing intensive root rot in
Eastern Thrace. In the Aegean region, Yildiz [12] recovered three races of the
pathogen, race | being the most common (57%), followed by race 1.2 (35%) and
race 0 (6%). Yiicel et al. [ 3] obtained races 0, and |-2 in the East Mediterranean
region. Erzurum et al. [14] isolated the races 0, 1.2 and 2 in Central Anatolia.
Based on these results, Fusarium wilt is a wide spread disease over all regions
of Turkey. FOM has caused severe losses for farmers as our native cultivars
are not resistant to this disease. It is believed our native cultivars will disappear
if resistance to FOM is not introduced into the cultivated material. For this
reason, many scientists in Turkey are focusing on research to develop new
resistant cultivars via conventional and biotechnological breeding methods. In
vitro techniques became widely spread during the 20® century, and their potential
to make important contributions to plant breeding was quickly understood. In
vitro techniques for crop improvement first consisted of micropropagation and
plant regeneration, and then in vitro methods were also found to be useful for
eliminating disease and selecting for resistant cells or explants. In vitro selection
using specific chemical compounds and pathogens is another useful aspect of
tissue culture. Selection with phytotoxins and culture filtrates appears to be
more effective than the use of the pathogen itself [|15]. Researchers now use
fungal culture filtrates or toxins to investigate the response of susceptible and



resistant genotypes of different plant species or cultivars to disease factors.
The use of in vitro methods for the evaluation of resistance is dependent upon
a positive correlation between in vitro culture filtrate resistance and whole
plant disease resistance. Chawla et al. [16], Gray et al. [I7], Connell et al.
[18], Malepsezy and El-Kazzaz [19], El-Kazzaz and Malepsezy [20] developed
protocols for in vitro determination of resistance. In comparison with field
screening other biotechnological methods, selection techniques are more cost
and labour effective and do not require large experimental fields. More recently,
in vitro techniques were combined to mutation induction for generating genetic
variation, including novel disease resistant mutants. Mutation induction can be
caused by chemical or physical mutagens that alter the structure of the DNA[21].
Treatment of in vitro tissues with physical or chemical mutagens may increase
the frequency of genetic variation considerably. The physical mutagens most
commonly used are X-rays, gamma rays and UV light, whereas Ethyl Methane-
Sulphonate (EMS) is the chemical mutagen most used in crop improvement.
Irradiation treatments may be a suitable choice of mutagen for a number of
reasons because the application is fast and, in contrast to chemical mutagens,
there is no risk that residues remain in the medium. The in vitro mutation
frequencies are much higher than somaclonal variation. More over somaclonal
variation is another important point for in vitro plant breeding. You can catch
desirable cells or plantlets, which are resistant for disease by this method. Finally,
in vitro techniques are useful as well in classical mutation breeding programs by
vegetative propagation before or after mutagenic treatment, by in vitro selection
or by clonal propagation of selected mutants. According to Malepsezy and El-
Kazzaz [19], in vitro selection using FOM filtrates can be effectively used for
the selection of cucumber and melon [22]. One of the purposes is to use this
method for the selection of various mutants, which are resistant to disease. In
this research we are going to determine the resistant cells, which will come
from irradiated and non-irradiated explants by using races of F. oxysporum f. sp.
melonis culture filtrates in vitro conditions. If we will get successful results by this
method we will be able to develop new melon cultivars, which will be resistant
to F. oxysporum f. sp. melonis.

The present work was performed with in vitro plantlets obtained from seeds
of melon cv. Yuva which is an important commercial cultivar in Turkey. Two
types of explants (cotyledon and hypocotyls with leaf and cotyledon explants)
were used for callus and suspension culture initiation [23]. In this research
we followed the procedure developed by Megnegneau and Branchard [22].
Petri dishes containing potato dextrose agar (PDA) medium were inoculated
with FOM isolates which were named (A-1), and (A-6),, which obtained from
Ankara University Plant Protection Department in Turkey [|4]. Petri dishes
were incubated at 26°C in the dark. Fifteen days later, 2 x 10° conidia were
transferred to 200 ml of liquid Richard medium. Cultures were kept at 26°C in



the dark. After twenty days, fungal cultures were filtered twice through filter
paper to remove mycelia. The pH of the filtrate was adjusted to pH 5.7 with
I N HCl or 0.1 N NaOH. Subsequently, cultures were sterilized through a
0.22 pm filter unit attached to a syringe. For filtrate preparation it is very
important that to avoid thermal degradation of toxic compounds in the fungal
culture filtrate. Therefore, filtrates should be aliquotted and frozen for long-
term storage. The working filtrate aliquot can be kept in the refrigerator.
Filtrates were added to autoclaved modified MS basal medium. According to
Taner [25] and Taner et al. [23] non irradiated and irradiated cotyledon and
hypocotyls with leaf and cotyledon explants were transferred into petri dishes
containing half strength of MS medium with basal salts [24] supplemented with
0.5 mg/l 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 0.5 mg/I kinetin and 250mg/I
casein enzymatic hydrolysate (Sigma) (for cotyledon explants) and MS basal
medium, which was supplemented with 0.5 mg/l Indole-3-acetic acid (IAA), 0.5
mg/l 6-Benzylaminopurine (BAP) (hypocotyls with leaf and cotyledon explants),
both mediums contain different ratio of filtrate and 5% sucrose. For both
media, the pH was adjusted to 5.6 the steps for filtrate preparation are shown
in Figure 2.1.1. The different proportions used in this study were 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18 and 20 % (v/v). Control plates contained only the modified MS basal
medium. Figure 2.3.2 shows the steps for the initiation of the callus cultures.
Seeds of melon genotypes were surface sterilized, rinsed and germinated in vitro
as previously described by Ciiriik [26] and Taner [25]. According to the authors
seeds were surface sterilized for 20 minutes in 20% sodium hypochloride
solution that was involved tween 20 (I ml/100ml) and washed tree times in sterile
distilled water. Seed cover is removed after sterilization. They are planted in
magenta b-cap that is contained 0.50ml solid MS medium containing 0.7% Difco
agar and 15% sucrose. The cultures maintained at 25°C, under fluorescent
illuminescence with a light intensity of 10 000 lux, with 16 h photoperiod.
For resistance screening, two kinds of non-irradiated and irradiated explants
(i.e., cotyledons and hypocotyls containing leaves and cotyledons) were used
according to Taner et al. [23]. Cotyledon explants were transferred into Petri
dishes containing half strength of MS medium with basal salts [24] supplemented
with 0.5 mg/l 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 0.5 mg/l kinetin and 15%
sucrose. Hypocotyls with leaf and cotyledon explants were transferred MS basal
medium, which was supplemented with 0.5 mg/l Indole-3-acetic acid (IAA), 0.5
mg/l 6-Benzylaminopurine (BAP) and 15% sucrose. For both media, the pH was
adjusted to 5.6 with | N HCl or 0.1 N NaOH. It is very important that the
experiments contain more than 50 explants for each combination. Seven days
old in vitro plantlets which are containing real leaves and cotyledons irradiated
by ©Co gamma source after seed germination. They are irradiated with ©Co
gamma rays at nine different doses. Irradiation doses and their effects on the
plants are known to be genotype-dependent, so every experiment should
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start with the determination of the optimal irradiation dose for their genomic
material. This is typically calculated as LD, which corresponds to the 50%
survival dose. Doses weaker or stronger than LD  may also be used, but too
little mutations may be observed or lethality may be too high, respectively.
Even for the same genetic material, the optimal dose for mutation induction
in vitro is lower than for seed irradiation. In our experiments 25 Gy gamma
irradiation dose found an effective dose for in vitro plantlets of Yuva cultivar.
After irradiation, it is important to transfer the explants in fresh regeneration
medium contain filtrate to avoid any toxicity of the medium components due
to the irradiation. The fungal culture filtrate was added to the media at different
concentrations as indicated above. Cotyledon cultures were incubated at 26°C
in the dark for three weeks. At the end of this three weeks period observations
made on explants according to their regeneration capacity. White, yellow callus
formation from cotyledon explants determined survival capacity about explants
to filtrate. Hypocotyl with leaf and cotyledon explants were incubated under a
light period of 16 hat 15000 lux at 26°C Taner et al. [23]. Regenerated plantlets
that showed resistance to the culture filtrate were isolated and sub-cultured
every two weeks onto the same medium (these mediums have to contain filtrate
for observation of explants survival). Shoot and root regeneration of explants,
their growth performance and shoot number are important observation points
of our research. The callus cultures obtained from hypocotyl explants with
leaves and cotyledons were maintained for three weeks according to Taner
and Yanmaz [27]. We transferred calluses to hormone free MS medium that
includes filtrate for somatic embryo regeneration. MS medium supplemented
with 1.0 mg/l Indole-3-acetic acid (IAA) is proper medium for plantlet formation
from shoot cultures and somatic embryos [25]. After that period, the rate
of mortality of the explants was estimated. Plantlets are then transferred to
greenhouses and advanced to the M, generation for further selection and
evaluation. According to our observations filtrate and gamma ray treatment have
an important effect on tolerant plantlet and callus formation. In this research,
we show a method [25,27,23] for mass-selection of melon mutants resistant
to Fusarium wilt. In vitro selection of resistant cells, which are come from
irradiated and non-irradiated explants, is done using culture filtrates of different
FOM races. According to our results we determined effective irradiation doses
and filtrate treatment dose by “Linear Regression Analysis”. According to
our results 21.75 Gy is effective dose for in vitro Yuva cv. Explants to induce
mutation and for filtrate treatment 6.73% is the proper dose to select survive
calluses and plantlets. Hence we will carry out our near future experiments with
these determined doses and so that this research can lead to the development
of new melon cultivars that will be resistant to Fusarium wilt.
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Kisaltmalar ve Terimler

Kisaltmalar
Co® Kobalt 60
Cs'¥  :Sezyum 137

Gy : Gray

mg/l  : Miligram/litre

mgl'  *Miligram/litre

IAA  :Indole-3-acetic acid
N : Normal

NaOH : Sodyum hidroksit

2,4D :2,4-dichlorophenoxy acetic acid

NAA : Naftalen asetik asit

HCl  :Hidroklorik asit

°C : Derece santigrat

ml : Mililitre

ED,, : %50Etkili Doz

rpm : Rate per minute (Dakikada sallanig hizi)
pum : Milimikron

BAP : Benzylaminopurine

Terimler

In vitro :Tamamen aseptik kosullarda ve yapay besin ortamlarinda canli
materyalle yiriitilen kiltiirel iglemler.



. GiRIS

Artan diinya nifusunun ihtiyaglarini kargilamak, daha az bir alandan yiiksek verim
ve kaliteye sahip uriin elde etmek, stres kosullarina, artan hastalik yogunluguna
dayanikli tir ve cesitleri gelistirebilmek amaciyla diinyada ve tlkemizde
islah cahismalari hizla yiritilmektedir. Ancak klasik metodlarla stirdirdlen
¢aligmalarin uzun bir siirede sonuglanmasi nedeni ile, giinimiizde yapilmakta
olan galigmalar bitki doku kiltiirii teknikleriyle entegre olarak planlanmaktadir.
1920’li yillardan itibaren gahigilan bitki doku kiiltiiri tekniklerinden hiicre ve kallus
kiiltiirt yontemleri ile hiicrelerin totipotansi &zelliklerinin ortaya ¢ikartilmasi
sonucunda, her hiicreden ana bitkinin &zelliklerini tagiyan yeni bireyler elde
edilerek bitkilerde daha dnceden ¢éziimlenemeyen bir takim biyolojik olaylara
agikhk getirilmistir. Gunumizde dayanikhlik islahi ¢alismalarinda kallus ve
hiicre siispansiyon kiiltirlerinden yararlanilarak hastaliklara ve bazi gevresel
stres faktorlerine dayanikli hiicreleri segerek bu hiicrelerden dayanikli bitkiler
elde edilmektedir. Ayrica gerek in vitro kosullarda besin ortamina ilave edilen
kimyasal mutagenlerle gerekse kiiltir baslangicini olusturacak olan in vitro
donér bitkilere uygulanan fizikse mutagenlerle (Co® ya da Cs'*” iginlamasi ile)
mutasyon yaratilarak eldeki mevcut varyasyonun genigletilmesi ve bu varyasyon
icinden in vitro kosullarda hiicresel diizeyde seleksiyon yapilarak istenen
ozelliklere sahip bitkilerin rejenere edilebilmesi de miimkiin olabilmektedir. Bu
yontemler giinimizde oldukga popiiler olan genetik modifiye bitkilerin elde
edilmesine yonelik ¢aligmalarla kiyaslandigi zaman, ¢ok popiiler goriinmeseler
bile; tim diinyada tartigma konusu yaratan transgenik bitki eldesine gére daha
dusiik bir maaliyet gerektiren, insan saghgi agisindan herhangi bir dezavantaj
yaratmayan ve daha kisa siirede kesin sonuca ulagmayr miimkiin kilan yéntemler
olarak kargimiza gikmaktadir.

Ulkemiz sebze iiretiminde nemli bir paya sahip olan kabakgil tiirleri iginde yer
alankavun (Cucumis melo L), sonyillarda zararli ve hastalik etmenlerive 6zellikle de
Fusarium oxysporum f.sp. melonis’in yol agtigi solgunluk hastaligi nedeniyle ekiligalani
ve iiretim potansiyeli agisindan gerileme kaydetmeye baglamistir. Ozellikle Orta
Anadolu Bélgesi'nde tretimde kullanilan yerli cesitlerimizin dayaniksiz olmalari
nedeniyle bitkilerin biytk bir kismi hasat agamasina gelemeden ¢ékmekte bu da
tretici agisindan dnemli bir kayip olusturmaktadir. Bu 6nemli dezavantaji ortadan
kaldirmak amaciyla yerli gesitlerimize yoénelik 1slah galigmalarina 6nem verilmesi
gerekmektedir. Yagadigimiz bolge olan Orta Anadolu’da bu sorun nedeniyle var



olan kavun alanlari hizla azalmakta ureticiler yeni arayiglar icine girmektedir.
Erzurum ve ark. [14]’'nin yapmig olduklari aragtirmada (TOGTAG 1585 no’lu
proje kapsaminda) bu bdlgede Fusarium oxysporum f.sp. melonis’in 0, |, 2 ve 1,2
nolu irklarinin bulundugu, bu irklardan |,2 nolu irkin yaygin oldugu belirlenmis ve
bu hastalik sonucu tarlada iriintin ¥2’tintin ¢oktiigi goézlenmistir. 1998 yilindan
itibaren kavunda somatikembriyogenesis yoluyla bitki eldesine yénelik olarak
tarafimizdan ydriitiilen aragtirma sonucunda; ydrede yogun olarak yetistiriciligi
yapilan Kusgular, Yuva ve Kirkagag kavun gesitlerinden organogenesis ve somatik
embriyogenesis yoluyla bitki eldesi icin gerekli besin ortami bilegimi, biiyiimeyi
diizenleyici madde kombinasyonlari ve kiiltiir baglangicinda kullanilacak olan
bitki pargasi tipleri belirlenerek gelecekte yapilmasi planlanan islah caligmalari
icin gerekli olan temel veriler elde edilmistir. Elde etmis oldugumuz bu temel
verilerden yararlanarak yiiriitmeyi planladigimiz bu arastirmada; bolgemizde
yaygin oldugu tesbit edilen Fusarium oxysporum f.sp. melonis’in 1,2 nolu irkina
ait farkh yogunluktaki kdltir filitratlari kullanilarak, mutasyona ugratilmig ve
herhangi bir uygulama yapilmamig bitkilere ait pargalarin kallus olugturma ve
yasama yetenekleri belirlenmeye caligilacaktir. Yagama yeteneginde olan kallus
ve hiicre kolonilerinden bitki rejenerasyonu saglanarak, hastalik etmenine
dayanikli /tolerans bitkisel materyal in vitro kosullarda belirlenerek klasik islah
¢ahigmalarina gore gok daha kisa bir sire iginde ¢ok sayida materyalin segimi
saglanarak dayanikli bireylerin elde edilebilmesi gerceklestirilebilinecektir.
Bunun yani sira bu metot kullanilarak elde edilecek basarili sonuglar sonucunda;
damak tadimiza ve tiiketim aligkanlklarimiza uygun olan yerli kavun gesitlerimizin
hastalik etmenine karsi dayanikli hale getirilmesi saglanarak tilke ekonomisine ve
giftgiye 6nemli bir katkida bulunulacaktir.



2. KONU

Bu caligmanin amaci, kavunda Fusarium oxysporum f.sp. melonis’e dayanikli
hiicrelerin dolayisiyla bitkilerin segiminde kallus kiiltirii yonteminin kullanilip
kullanilamayacagini ortaya koymaktir. Bu amagla; kallus kdltiiri ¢aligmalar
sirasinda Malepszy ve El-Kazzaz [19] ve Megnegneau ve Branchard [22]'in
uygulamig oldugu yontemden yararlanarak daha dnceden izole edilen Fusarium
oxysporum f.sp. melonis’in 1,2 nolu irkina ait izolatin kiltir filtrati elde edilmistir.
Elde edilen bu filtrat degisik konsantrasyonlarda besin ortamlarina ilave
edilerek [27] iginlanmig ve iginlanmamig bitki pargalari bu besin ortamlarinda
kiiltire alinmistir. Kiiltiirlerde hiicre bazinda hastaliga karsi dayanim dizeyi
belirlenmeye calisilarak, etmene kargi dayanikh oldugu belirlenen hiicre ya da
hiicrelerde rejenerasyon saglanarak dayanikli/toleransli bitkilerin iretiminin
yapilmasi hedeflenmistir.Kabakgiller familyasina giren tiirlerde Fusarium’a
yonelik tesbit galigmalari, besin ortamina farkli oranlarda filitrat ilave edilerek
dayanikliligin belirlenmesi ile ilgili olarak kallus ve hiicre siispansiyon kiilttirleri
yoluyla gerek embriyo olusumu gerekse organogenesis Uzerinde yapilmig
caligmalar bulunmaktadir. Asagida bu konularla ilgili olarak yapilan bazi ¢aligmalar
verilmistir.

Cucumis sativus’a ait Borszczagowski ve Gy-3 cesitlerinde gergeklestirilen
kallus ve suspansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (%1-15) vermis
olduklari Fusarium oxysporum f.sp. cucumennum ‘un OG-|, FOCR-| hatlarina
ait kultdr filtratlarinin hiicre canliligi tzerine olan etkilerini incelemislerdir.
Caligma sonucunda OG-I’e (%1.25) ve FOCR-I’e (%2.5) dayanikli, yasama
yeteneginde olan hiicre kolonilerini belirlemiglerdir. Bu hiicrelerden %7 oraninda
rejenerasyonu saglayan arastiricilar, elde etmis olduklari bitkilerin tamaminin
hastalik etmenine karsi dayanikh olduklarini belirtmektedirler [19].

Kavunda yiriitilen bir bagka aragtirmada, kotiledon pargalarini in vitro
kosullarda farkl diizeylerde (%4, %6 ve %8 v/v) filitrat iceren besin ortamlarinda
kiiltire almiglardir. Kiiltir sonucunda filitrat yogunlugu ve ekspalant geligimi
arasinda 6nemli bir korelasyon bulundugunu tesbit edilmistir [22]. Cucumis
sativus’a ait bitkilerden in vitro kosullarda alinan bitki parcalarindan elde
ettikleri kalluslari, farkli konsantrasyonlarda (%1-15) fusarik asit iceren hiicre
sispansiyon kiiltiriine alarak elde edilen hiicrelerin yagama yeteneklerini ve
fusarium etmenine dayanikllik diizeylerini belirlemiglerdir. Hiicre stispansiyon
kiiltiirt sonucunda fusariuma dayanikl olan hiicreler belirlenmis ve bunlardan



rejenere edilen bitkiler test edildikten sonra, hepsinin Fusarium oxysporum’a
%100 dayanikli oldugunu saptamistir [20].

Orta Anadolu Bélgesi'nde Ankara, Cankiri, Kirikkale, Konya ve Yozgat illerinin
onemli kavun ekilis alanlarinda 105 tarladan toplanan 504 hasta bitki 6rneginden
50 ng/ml streptomycin iceren PDA ortamunda izolasyonlar yaparak elde edilen
226 Fusarium oxysporum izolatinin Chatantais T kavun ¢esidinde patojenitelerini
denenmistir. Patojen bulunan 89 izolat kontrolli kosullarda Charentais T,
Charentais Fom | ve Charentais Fom 2 kavun gesitlerine fide kék daldirma
yontemi ile inokiile edillerek bitkilerin 30 giin sonra gosterdikleri reaksiyonlara
gore Fusarium oxysporum fsp. melonis’in irklari saptanmistir. Elde edilen 89
Fusarium oxysporum f.sp. melonis izolatinin 49’unun irk 1.2, 22’sinin irk O, 16’sinin
irk | ve 2’sinin irk 2 oldugu saptanmigtir. Aragtirma sonucunda bu patojenin
irklari bu bélgede ilk defa belirlenmigtir [14].

Yedi kavun cesidinde (Kirkagac 637, Hasanbey, Yuva, Ananas, Topatan,
Kusgular ve Vah-arman) kotiledon, 9 kavun gesidinde ise (Noi Yarok, Revigal,
Amarollo Oro, Kirkagag 637, Yuva, Hasanbey |, Topatan, Kusgular ve Ananas)
hipokotil ucu + yaprak sapi pargalarinin rejenerasyon yetenegini (sirgin
olusturma, kardeslenme diizeyleri) ve rejenerasyon iizerine yiiksek sicakhk
ve 1gtk yogunlugunun etkileri incelenmistir. Aragtirma sonucunda; kotiledon,
hipokotil ucu + yaprak sapi pargalarinin rejenerasyon kapasiteleri iizerinde
yiiksek sicaklik ve 1gik yogunlugu gibi cevresel faktorlerin etkili oldugu; hipokotil
ucu+ yaprak sapi pargaslarindan elde edilen siirgiinlerin %100 oraninda
diploid oldugu belirlenmistir [26]. Yine somatik embriyo ve kallus olusumu
tzerine Kusgular, Yuva ve Kirkagag kavun gesitlerine ait in vitro bitkilerden
alinan degisik bitki parcalarinin (hipokotil, kotiledon), oksin-sitokinin (2,4-D,
NAA — Kinetin) dengesinin ve farkli kuvvetteki MS besin ortamlarinin etkileri
belirlenmistir. Aragtirma sonucunda kallus liretimi ve somatik embriyo olusumu
tizerine bitkinin genotipinin, kullanilan bitki pargasi tipinin, besin ortami bilegimi
ve ortamdaki oksin-sitokinin dengesinin etkili oldugu saptanmistir. Kallus
kiiltiirleri yoluyla elde edilen somatik embriyolarin, %93’ kotiledon, %7’i ise
hipokotil pargalarindan olusmustur. Cesitlere gore degismekle birlikte en fazla
embriyo olusumu 1/2 kuvvetli 0.5 mgl' 2,4-D ve 0.5 mgl"' kinetin iceren MS
besin ortaminda %78.3’le Kusgular kavununda saglanmistir. Bu gesidi %18.6
ile Yuva, %3.1 ile Kirkagag cesitleri izlemistir [27]. In vitro mutasyon islahina
yonelik galigmalara temel olmasi igin; Yuva kavun gesidine ait in vitro bitkilerden
alinan kotiledon ve yaprakl hipokotil pargalarinin MS besin ortaminda siirgiin
olusturma kapasiteleri Gizerine farkli seker (% 15, 20 ve 25) konsantrasyonlarinin
ve pH seviyelerinin (5.6, 5.7, 5.8) etkileri incelenmistir. Arastirma sonucunda
kotiledon pargalarindan sadece kallus olusumu saglanirken, yaprakl hipokotil
pargalarindan kallus olusumu ile birlikte siirgiin olusumu meydana gelmistir. En
yiiksek oranda ve kaliteli stirgiin olusumu, bitki pargasi bagina ortalama 4.89 adet



siirgiin olacak sekilde %15 seker iceren ve pH’si 5.6 olan MS besin ortaminda
elde edilmistir [23].

Ulkemizde yetistirilmekte olan tiim yerel gesitlerimiz bu hastalik etmenine
karsi dayaniksiz olup yillar bazinda iiretim degerleri incelendigi zaman hastalik
dolayisiyla kavun ekiliginde biyiik bir azalma oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
var olan gegsitlerimizin en kisa slirede dayanikh hale getirilmesi ve ciftginin
hizmetine sunulmasi gerekmektedir. Klasik islah metotlari ¢ok daha uzun bir
siirede sonug verdigi igin laboratuvar kosullarinda seleksiyon ve rejenerasyon
islemleri tamamlanarak yeni gesitlerin gelistirilmesi igin bu yéntemlerin metot
olarak oturtulmasina yonelik ¢aligmalarin yiritilmesi 6nem kazanmaktadir.

2.1. Yontem

Materyal olarak Orta Anadolu kosullarinda yaygin olarak yetistirilmekte olan
Yuva kavun gesidine ait tohumlar kullanmilmistir. Filitrat elde etmek igin gerekli
olan izolatlar Ankara Universitesi Ziraat fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii’nden
temin edilmigtir.

Arastirmanin metot boélimi izolatlardan filitrat eldesi, baslangic materyalini
olusturacakin vitro bitkilerin iginlanmasi, kilttrde kullanilacak olan farkl dozlarda
filitrat iceren besin ortamlarinin hazirlanmasi, 1ginlanmis ve iginlanmamig bitki
pargalarinin bu besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi, alt kiiltiir islemleri, haftalik
gozlem, canh kalan hiicreleri belirlemek tizere hiicre boyamasi ve yagayan bitki
parcalarindan, kallus kolonilerinden bitki rejenerasyonu, elde edilen bitkilerin
koklendirilmesi, ¢ogaltiimasi, sitolojik gézlemlerinin yapilmasi ve dis kosullara
transfer edilen bitkilerin yeniden hastalik etmeni ile ilgili olarak testlenerek
kesin sonuglarin belirlenmesi agamalarini igermektedir. Bu asamalar asagida
kisaca 6zetlenmistir.

izolatlardan filitrat eldesi:

. Kum ortaminda gelisen Fusarium oxysporum f.sp.melonis irk [,2’e ait Al-4
ve bunun diginda virulenslik oranini belirlemek amaciyla (A-26)5 kodlu bir
bagka izolat A-PDA’ya asilanmig ve 26°C sicaklikta 15 giin karanlikta inkiibe
edilmistir,

2. Bir 6nceki gelisme raporunda belirtildigi sekilde kontaminasyonu engellemek
lizere gram + ve — antibiyotik iceren Richards besin ortaminin hazirlanmasi,

3. 2x107 konidi igeren I ml'lik soliisyonun Richards besin ortamina aktarimi

Spor suspansiyonlarinin etiivde 20 giinliik inkiibasyon stirecini tamamlanmasinin
ardindan yapilan islemler ise asagida sunulmugtur (Sekil 2.1.1):



| Kabafilitre kagidi ile spor stispansiyonlarinda birinci gelime raporu déneminde
belirlendigi iizere 2 kere 6n siizme ve ardindan vakum pompasi kullanarak mikro
filitrelerle filitrat stispansiyonlarinin stiziilmesi,

2. Spor suspansiyonlarin pH’sinin 5.7’ye ayarlanmasi,

3.0,20 mikronlukfilitreler kullanilarak vakum pompasiyardimiylasiispansiyonlarin
in vitro besin ortamlarina taransfer edilmeden once sterilizasyon amagh
siiziilmesi,

4. Otoklavlanmis temel besin solusyonuna (kotiledon ve gergek siirgiin
ucu+hipokotil pargalarinin rejenerasyonuna elverisli olarak hazirlanan) ve
bir 6nceki gelisme raporunda tarafimizdan uygulanmasina karar verilen % O,
2, 4,6, 8 10, 12, 14, 16, 18, 20 ve 44'lik konsantrasyonlarda filitrat iceren
sispansiyonunun ilave edilmesi.

Sekil 2.1.1. Filitrat hazirlig asamalan (1: 20 ginlik spor siispansiyonu, 2:
Spor siispansiyonlarinin kaba filitreden gegirilmesi, 3: 0,22 pm’lik
filitreden siispansiyonun siiziilmesi, 4: In vitro besin ortamlarina
filitrat ilavesi)

Donér bitkilerin in vitro olarak elde edilmesi ve iginlama iglemi: Taner [25]'e
gore %15 sakkaroz, %0.7 agar iceren, pH’si 5.6 olan MS besin ortaminda kiiltiire
alinan dig kabugu ¢ikarilmig olan tohumlardan elde edilen 7 giin yasl in vitro
bitkiler Turkiye Atom Enerji Kurumu SANAEM Gida Isinlama ve Sterilizasyon
Bélimi'nde bulunan '¥Cs gama 1sin kaynagi ile Van Harten [|15]’e gore farkh
dozlarda (9 dozda) iginlanmigtir (Sekil 2.1.2). Isinlamay takip eden 30 giin iginde
bitkilerin yagama yiizdelerine ve gelismelerine gore ED,, saptanarak iginlama
icin gerekli olan etkili doz belirlenmistir. Belirlenecek olan dozun %10 alt ve st
degerleri kullanilarak 3 dozda in vitro bitkiler iginlanrak, iginlama sonrasi besin
ortamlarinda olusabilecek yapisal degisimler nedeniyle bitkiler hemen taze besin
ortamlarina aktarilmisgtir



Sekil 2.1.2. In vitro bitkilerin Co® 15in kaynag
ile 1ginlanmasi

Besin ortamlarinin hazirlanmasi, bitki pargalarinin besin ortamlarina transferi ve
alt kdltur iglemi: Aragtirmada Taner [25], Taner ve ark. [23], Taner ve Yanmaz
[27]'iin Yuva gesidi icin belirlemis olduklari modifiye edilmig farkl oksin/sitokinin
kombinasyonlari iceren tam ve '2 kuvvette hazirlanan MS besin ortamlar
kullanilmigtir. Hazirlanan besin ortamlarina Megnegneau ve Branchard [22] e gore
hazirlanan farkl dozlardaki filitrat ve alternatif bir yontem olarak da Malepszy
ve Kazzaz [I9]'in belirttigi sekilde fusarik asit ilavesi yapilmasi planlanmstir.
Isinlanmig ve 1ginlanmamig in vitro bitki pargalari (hipokotiledon, kotiledon,
gercek yaprak+hipokotil parcalari) Taner ve ark. [27]'e gore hazirlanarak besin
ortamlarinda kiiltire alinmigtir. Gergek yaprak+hipokotil pargalari siirgiin
olusumunu ve kardeglenmeyi tesvik etmek lizere [23] besin ortamina transfer
edildikten sonra 16/8 h aydinlatma rejimli iklim odasinda +26 °C sicaklikta inkiibe
edilerek kiiltiirlerin siirgiin gelistirme kapasiteleri haftalik yapilan sayimlarla
belirlenecektir. Kallus olusumu igin kotiledon ve hipokotiledon pargalari £26 °C
sicaklikta Selecta marka etiivde karanlk kosullarsa 3 hafta siireyle tutulacaktir.
Bu siire sonunda kallus olusum miktar ve kapasiteleri tarafimizdan belirlenmis
olan [25] bir skala yardimiyla degerlendirilerek yagama yeteneginde olan kalluslar
rejenerasyonu saglamak tizere modifiye edilmis kati MS besin ortamina taransfer
edilmistir. Elde edilen bitkiler mikro gelikleme ile ¢ogaltilacak ve kéklenme igin
0,1 mgl' IAA iceren MS besin ortamina aktarilarak saglkli olanrak gelisen in
vitro bitkiler kademeli olarak dig kosullara aligtirilacaktir.

Dis kosullara alinan bitkilerin testlenmesi: in vitro kosullarda hastalik etmenine
dayanikli oldugu tesbit edilen bitkiler ve bu bitkilerden elde edilen tohumlara
ait fideler Erzurum ve ark. [14]'nin belirttigi sekilde saksi inokiilasyonuna tabi
tutularak bitkilerin yagama oranlari tesbit edilecektir. Dayanikl oldugu belirlenen
bitkiler eger mutasyon sonucu ortaya ¢ikan farklilik nedeniyle olusmuslar ise bu
agsamadan sonra klasik 1slah ¢emberi ve buna entegre olarak yerli gesitlerimizde
uygulanmakta olan double haploidizasyon teknigi kullanilarak baslangig



materyalinin Ozellikleri korunarak hastalik etmenine dayanikli olan hatlarin
mikro ve makro verim denemeleri yapilacaktir.

2.2. Calisma Takvimi

2004: izolatlardan filitrat eldesi, etkili 1sin dozunun belirlenmesi, filitrath besin
ortamlarinin hazirlig, besin ortamlarinda iginlanmig ve i1ginlanmamis in vitro
bitkilerden alinan bitki parcalarinin kiilttire alinmasi, filitrath ortamlara bitki
parcalarinin reaksiyonlarinin belirlenmesi iglemleri gerceklestirilecektir.
Metot oturtmak Uzere yapilan bu iglemlerde ortaya herhangi bir aksakhk
cikarsa bu konuda gerekli diizenlemeler yapilmasi.

2005: Belirlenen dozlarda iginlanmig materyalin filitrath ortamlarda kdltiire
alinmasi, yagama yeteneginde olan bitkilerin in vitro mikro celikleme ile
cogaltilmasi, sitolojik gézlemlerin yapilmasi, in vitro bitkilerin dig kosullara
alistirilmasi ve bu bitkilerden tohum elde edilmesi.

2006: Proje yiirutiicusii A.B.D’de 10 aylk bir egitim programina katildig icin
proje bir yil siireyle dondurulmustur.

2007: Belirlenen dozlarda iginlanmig materyalin filitrath ortamlarda kdltiire
alinmasi, yagama yeteneginde olan bitkilerin in vitro mikro celikleme ile
cogaltilmasi, sitolojik gézlemlerin yapilmasi, in vitro bitkilerin dig kosullara
alistirilmasi ve bu bitkilerden tohum elde edilmesi.

2008-2009: Klasik islah yontemlerinden yararlanarak elde edilen dayanikli
materyalin geriye melezlenmesi ve tescile ydnelik olarak g¢aligmalarin
yonlendirilmesi. Labaratuvar kosullarinda elde edilen tim verilerin
degerlendirilerek proje sonug raporunun hazirlanmasi.

2.3. Bulgular

Farkh filitrat dozlari igeren kotiledon ve gergek siirgiin ucu+hipokotil
parcalarinin rejenerasyonunu saglayacak sekilde hazirlanan besin ortamlarina
elde edilen edilen in vitro bitkilerden kotiledon ve gergek siirgiin ucu+hipokotil
pargalarinin dikimi gerceklestirilmistir. Dikim sonrasi kotiledon parcalari 3 hafta
siireyle 26+ |°C sicaklikta, karanhk kogullarda kallus olusumunun uyariimasi igin
inktibatorde tutulmugstur. Gergek siirgiin ucu+hipokotil pargalarina ait kiiltirler
ise | hafta siireyle 26+ 1°C sicaklikta, karanhk kosullarda tutulduktan sonra,
ayni sicaklikta ve 16/8 saat aydinlatma rejimindeki iklim odasinda inkiibasyona
birakilmigtir. Orta Anadolu'da etkili olan (A-26)5 izolati galima sirasinda
kullanilmig ve bu izolata bitki pargalarinin vermis oldugu reaksiyonlarin daha
belirgin oldugu tarafimizdan saptanmistir. Al-4 izolatinin virulensligine gore



(A-26)5 izolatinin daha etkili oldugu belirlenmistir. Bunlarin yani sira TAEK
SANAEM biinyesi'nde bulunan Co® gama igin kaynag (Sekil 2.1.2) ile 7 giin yash
in vitro bitkicikler O, 10, 20, 45, 65, 85, 105, 125 ve 150 Gy dozlar kullanilarak
isinlanmistir (kaynak giicii 0,338 Gy/saniye). Isinlanan bitkilerden alinan kotiledon
ve gercek siirgiin ucu+hipokotil parcalarinin rejenerasyonunu saglayacak sekilde
hazirlanan besin ortamlarina elde edilen edilen in vitro besin ortamlarina dikimi
gergeklestirilmistir. Dikim sonrasi kotiledon pargalar 3 hafta siireyle 26+ 1°C
sicakhkta, karanlik kosullarda kallus olusumunun uyarilmasi igin inkibatérde
tutulmustur. Gergek siirgiin ucu+hipokotil pargalarina ait kiltiirler ise | hafta
siireyle 26+ 1°C sicaklikta, karanhk kosullarda tutulduktan sonra, ayni sicakhkta
ve |6/8 saat aydinlatma rejimindeki iklim odasinda inkiibasyona birakilmistir.
Gerek filitratl ortamlarda kdiltiire alinan 1ginlanmamig bitki materyalinin geligim
verileri gerekse iginlanmig bitkilerden kiiltiire alinan bitki parcalarindan elde
edilen veriler goz 6niine alnarak etkili dozlari belirlemek lizere regresyon
analizleri yapilmistir.

Isinlama sonrasi kiiltiire alinan kotiledon pargalarinin kiiltiirden 3 hafta sonra
canhlik diizeylerine bakilarak elde edilen verilerle yapilan regresyon analizleri
sonucunda (Tablo 2.3.1) 21.75 Gy'lik dozun etkili doz oldugu tesbit edilmigtir.
Artan 15in dozuna bagli olarak kiiltiire alinan kotiledon pargalarinin yagama ve
kallus gelistirme oranlarininda oransal olarak azaldigi ve kontrolda %80 oraninda
kallus olusumu gergeklesirken 125 ve 150 Gy’lik dozlarda bu oranin %0’a kadar
geriledigi belirlenmigtir. (Sekil 2.3.1). Yine artan dozlara bagl olarak elde edilen
kalluslarin renklerinde Sekil 2.3.2’den de izlendigi gibi kirli sar1 renkten baglayarak
kararma seklinde bir olusum oldugu saptanmistir.

Tablo 2.3.1. Farkli isin dozlarina gére kotiledon pargalarinin yasama oranlari
Canli kallus (%)=57,44+(-0,48) x Doz, R?= 0,828

Isin Dozu (Gy) Canh kallus miktar (%)
0 75
10 60
20 45
45 20
65 IS
85 8
105 5
125 2,5
150 0
Regresyon Degeri 21,75 Gy




150 Dozu (Gy)

OKontrol B10

% Kallus canlihidi E% Efﬁ
mi0s W125
150

Sekil 2.3.1. Kallus canlihg tizerine farkli 1sin dozlarinin etkisi

Sekil 2.3.2. Isinlanmig in vitro bitkilerden alinan
kotiledon pargalarinin kiltirden 3
hafta sonraki gelisim diizeyleri ve
kallus renklerindeki farklilagma

Farkli oranlarda filitrat iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinan hipokotiledon
parcalarinin kallus gelisim kapasitelerine gore kiiltir baslangicindan 3 hafta
sonra yapilan gézlemlerden elde edilen verilerle yapilan regresyon analizi
sonucunda (Tablo 2.3.2) etkili filitrat uygulama dozunun %6.73 oraninda oldugu
belirlenmistir.

10



Sekil 2.3.3 ve Tablo 2.3.2'den de izlendigi gibi artan dozlara bagli olarak kallus
olusum oraninin diistiigii ancak %10’luk uygulamada canlilikta bir atig var gibi
goriinsede gelismeyi takip eden dénemlerde bu kalluslarin kararak canhiliklarini
yitirdikleri belirlenmistir. Yine %18, 20 ve 44'liik filitat uygulamalarinda kiiltiire
alinan bitki parcalarinda kararma olustugu gézlenmistir. Sekil 2.3.4'da ilk kultir
baslangicindaki bitki pargalari ile 3 haftalik inkiibasyon sonrasi inkiibatorden
alinan bitki pargalarinin gelisim farkliliklari cok net olarak gézlenebilmistir.

Tablo 2.3.2. Farkl filitrat uygulamalarina gére elde edilen kallus oranlari
Canli kallus (%)=57,65+(-1,912) x Doz, R?>= 0,845

Filitrat Dozu (%) Canlh kallus miktari (%)
0 89,58
4 77,08
6 37,5
8 66,07
10 23,21
12 4,17
14 16,07
16 10,42
18 0
20 0
44 0

Regresyon Degeri % 6,73

H
a
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#
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" O Komntrel B4
i} 20 40 aa a0 100 o g oa
Wl canklis LR i} o112
% Kalus canlihigs o 14 018
H 1B m el
B 44

Sekil 2.3.3. Kallus canliligi tzerine farkli filitrat dozlarinin etkisi
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Sekil 2.3.4. A: Farkli filitrat dozlan iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinan kotiledon
parcalari, B: Kiiltire alinan kotiledonlarin filitrath ortamlarda 3 hafta
sonraki gelisimleri

Filitrath ortamlarda kiilttire alinan kotiledon pargalarindan elde edilen kalluslarin
yagama yeteneginde olanlari segilerek 0.5 mgl' 2,4D iceren MS sivi besin
ortaminda kiltire alinmigtir. Kalluslar 50 ml sivi kiiltirde 2 adet (yaklagik 5
g) olacak sekilde transfer edildikten sonra, kiiltirler 135 rpm’de 26 °C*|
olacak gekilde 16/8 h aydinlatma rejiminde GFL marka 3031 model inkiibatsrli
calkalayicida inkiibasyona alinmistir. Bu siireyi takip eden her iki hafta da bir sivi
kilturler alt kiiltire alinarak hiicre kolonilerinin gogaltimina devam edilmistir
(Sekil 2.3.5). Ilk ana kiiltiir sonrasinda elde edilen sivi kiiltiirlere ait veriler Tablo
['de sunulmustur. Halen gozlemlere devam edilmekte olup dniimiizdeki ¢alisma
donemi iginde elde edilen hiicre kolonilerinin filitrath sivi besin ortamlarindaki
performanslari denenecektir. Bunlarin diginda rutin olarak filitrat tretimi ile ilgili
islemlere devam edilmektedir.
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Tablo 2.3.3. Farkli oranlarda filitrat iceren besin ortamlarindan elde edilen
kalluslarin sivi kdiltiirde yagsama durumlarn

Filitrat miktan (%) | Transfer edilen Hiicre kolonisi Kall .
ve kod numarasi petri sayisi olusturma kapasitesi allus rengt
4(1.2) 3 0 Kahve rengi

6 (1.8) 6 2 Sar-yesil
10 (3) 3 0 Kahve rengi

12 (3.6) 4 2 Sari-yesil

13 4 3 I Sari-kahve

16 (4.8) I 3 Yesil

18(54) 3 2 Sari-yesil

20 (6) 3 0 Kahve rengi

0= Hiicre kolonisi olusumu yok, 1= Hiicre kolonisi olusum orani zay1f,
2= hiicre kolonisi olusum orani orta, 3= Hiicre kolonisi olusum orani yiiksek

Sekil 2.3.5. Farkli oranlardafilitraticeren ortamlardan elde edilen yagama yetenegindeki
kalluslardan sivi besin ortaminda hiicre kolonisi olusumu

Ara raporlarda belirttigimiz gibi hipokotil + siirgtin ucu igeren bitki pargalarinin
ozellikle kontrol grubu agisindan gostermis olduklari rejenerasyon kapasitesi bizi
tatmin etmedigi icin bu gelisgme raporu déneminde besi ortaminda modifikasyona
gidilerek 0.5 mgl"' IAA ve 60 gl sakkaroz iceren MS besin ortami kullaniimigtir.
Gerek kontrol gerekse isinlanmig bitki parcalarinin bu yeni besin ortaminda
bitki gelisim kapasitesi bir 6nceki besin ortamina gore oldukga basarili sonug
vermis (Sekil 2.3.6) olmasi nedeniyle arastirmanin bundan sonraki asgamalarinda
modifiye etmis oldugumuz yeni ortamin kullanimina karar verilmistir.

Bir onceki calisma doneminde 30 Gy'lik dozun zerindeki iginlamalarin
rejenerasyon kapasitesi iizerinde olumsuz etkiler yaptigi gorildugu icin in vitro
bitkileri 10-20 Gy’lik dozlarda iginlanmasi gergeklestirilerek denemeler bu
dozlarla devam ettirilmistir.
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Sekil 2.3.6. Kontrol, 10 ve 20 Gy dozlarda isinlana in vitro bitkiciklerden
kiiltiire alinan bitki par¢alarinin gérinimi
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3. SONUC

Bu zamana kadar yiiriitilen ¢aligma sonucunda elde etmis oldugumuz bulgular in
vitro mutasyon galismalariile toksitite galigmalarinin beraberce basaril bir sekilde
siirdirilebilecegini gostermistir. Gerek filitrat uygulamalari ve gerekse 1sinlama
caligmalari sonucunda elde edilen verilerle yapilan regresyon analizi sonuglari
bundan sonra bu konuda ¢alisma yapacak arastiricilar icin 6nemli referans verileri
olusturmaktadir. Dolayisi ile gerek metodolojinin oturtulmasi ve gerekse klasik
mutasyon islahi ¢aligmalari ile birlikte in vitro mutasyon tekniklerinin kullanimi
sadece kavun tiri igin degil diger tirlerde de yuritilecek olan arastirmalar
agisindan biiyiik yarar saglayacaktir.
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