KAVUN (Cucumis melo L.)’DA FARKLI BiTKi KISIMLARININ VE
ORTAM BILESIMININ SOMATIK EMBRIYO OLUSUMUNA ETKILERI *
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OZET: Bu arastirmada kavunda somatik embriyo olugumu Gzerine in vitro kogullarda kullanilan farkl
eksplantlarin ve degisik bilesimdeki besm ortamlarinin etknlen arastinlmigtir. Arastirma sonucunda 1/2
kuvvetinde hazirlanan 2,4 D (0.5 mgl™") ve kinetin (0.5 mgl’ ') iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinan
kotiledon eksplantlaridan somatik embriyo elde edilebilmigtir. Embriyo rejenerasyon orani %1.5 olarak
belirlenmig ve bu embriyolarin %3.3'0 bitkiye dénigmusgtir.
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THE EFFECTS OF DIFFERENT EKSPLANT TYPES AND MODIFIED MS
MEDIA ON SOMATIC EMBRYO FORMATION IN MELON (Cucumis
meloL.)

ABSTRACT: In this research, the effects of different explant types and modified MS media on somatic
embryo formation in Cucumis melo L were investigated. Accordlng to results half strength MS media
supplemented with 2,4 D (0.5 mgl') and kinetin (0.5 ‘mgl"') gave best results for somatic embryo

induction from cotyledon explants. Embryo regeneration ratio was determined 1.5% and 3.3% of them

regenareted as plant.
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GIRIS

Kabakgiller familyasinda yer alan kavun
(Cucumis melo L) gerek llke genelinde
gerekse yasadigimiz bdlge olan Orta
Anadolu Bolgesinde oldukga 6nemli ekilig
alanina sahip olan bir sebze turodar. Ancak
yabanci tozlanmaya agik bir tir olmasi
yuratulmekte olan klasik i1slah galigmalarini
sinirlandirmaktadir.  Bunun disinda son
yillarda ekilis alanlarinda ciddi anlamda
sorun yaratan Fusarium solgunlugu etmeni
nedeniyle, Uretiminde sorunlarla kargilagi-
lan bir tur olarak da kargimiza gikmaktadir.
Bu nedenle bu tirle ilgili olarak yiritilmekte
olan islah ¢alismalarinin suresini
kisaltabilmek ve bu galigmalarin etkinligini
artirabilmek amaciyla 6zellikle dunyada son

20 yilik sdre¢ iginde ulkemizde ise son
yillarda in vitro tekniklerden yararlaniimaya
calisiimaktadir. Arastiricilar tarafindan bitki
hicrelerinin - totipotensi  6zelliginin  ortaya
¢ikariimasi sonucunda embriyo olugumu igin
mutlaka reproduktif bir slrece gerek
kalmadan uygun besin ortamlarinda kulture
alinan farkh bitki pargalarindan embriyo
olusumu ve bunlardan da tam anlamiyla
bitki eldesinin mimkun oldudu gérulmogtar
(Bhojwani ve Razdan 1983).

Tamamen somatik hucrelerden olusan bu
yapilara somatik embriyo adi verilmektedir.
Bu amagla yapilan galigmalarda ilk olarak in
vitro kosullarda somatik embriyo olusumu
Daucus carota L.'da gergeklestiriimistir.
Daha sonraki yillarda yuratdlen galigmalar
sonucunda bugun 33 farkli familyaya Qye 80
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turde somatik embriyo eldesi saglan-migtir
(Bhojwani ve  Razdan 1883). Bu
familyalardan biri olan Kabakgiller famil-
yasinda somatik embriyo eldesine yonelik
galismalar familyaya Uye olan kabak, hiyar
ve kavunda yodun olarak yurutulmektedir.
Bu tlrlerde kalius ve hucre siuspansiyon
kilturleri yolu ile somatik embriyolar elde
edilebilmektedir (Chee 1992, Ladyman ve
ark. 1992, Oridate 1992, Gray ve ark. 1993,
Kintzios ve ark 1997). Ozellikle son yillarda
bitki islahinda ¢i§ir agan transgenik bitki
eldesinde somatik embriyogenesiz &nemli
bir kaynak olarak kargimiza cikmak-tadir.
Boylelikle 1siah galigmalarn igin énemli olan
somaklonal varyasyonlarin eldesi mumkuan
olabilmektedir (Debejon ve Branchard
1993) Ozellikle dayaniklilik islahina yénelik
caligmalarda kallus ve hdcre suspansiyon
kilturlerinden  yararla-narak hastaliklara,
bazi ¢evresel streslere kargi dayanikl
hicrelen se¢mek ve bu huc-relerden
dayanikh bitkileri elde etmek mum-kun
olabilmektedir (Gonsalves ve ark. 1994).
Bitkilerin somatik embriyo  olusturma
yetenekleri tur ve g¢esitlere gore farklilik
gostermekte oldugu i¢in (Debeaujon ve
Branchard 1993) bu tip c¢alismalarda
kullanilacak eksplant kaynaginin belirlen-
mesi 6nemli bir nokta olarak kargimiza
¢lkmaktadir.

Bu caligmanin amaci, kavunda (Cucumis
melo L.) ileride yapiimas: planlanan daya-
niklilik 1slahi galigmalarinda somatik embri-
yogenesisden yararlanmak igin, somatik
embriyo ve bunlardan bitki eldesi Uzerine
elkili olan en uygun eksplant tipi, besin
ortami bilegimi ve oksin sitokinin dengesini
belirlemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada Orta Anadolu kosullarinda yay-
gin olarak vyetistirimekte olan Kuscular
kavun c¢esidine ait tohumlar ve bu tohum-
lardan in vitro kosullarda elde edilen bit-
kilere ait kotiledon, hipokotil, gergek yap-rak,
surgtin ve k6k pargalar kullaniimigtir.

Eksplant kaynad: bitkileri in vitro kosullarda
elde elmek igin tohumlar %30'luk sodyum
hipoklorit solusyonu lle 20 dakika sureyle
dezenfekte edilmig, dezenfeksiyon sonrasi 3

kere steril saf su ile g¢alkalanan tohumlar
steril kabinde tohum kabuklarindan ayril-
diktan sonra, hormonsuz Murashige ve
Skoog (1962) besin ortami iceren magen-

t
t

alarda (60m!/magenta) her magentada 4
ane tohum olacak sekilde kaltare alinmigtir.

Kultirler 26+1°C'de 16 h gun uzunlugu
olacak sekilde iklim odasinda tutulmustur.
Kultarlerin  kurulmasindan 10 gun sonra
bitkiciklerden ayrilan hipokotil ve kotiledon
pargalari Singh ve ark. (1990), Burza ve
Malepsezy (1995)'in o6nerileri géz o6nune
alinarak tam ve 1/2 kuvvetinde, 250 mg!"
edamin (casein hydrolystate), 2,4 D/Kinetin,
NAA/Kinetin (0/0, 0/0.5, 0/1, 0.5/0, 0.5/0.5,
0.5/1, 1/0, 1/0.5, 1/1 mgl'') iceren MS besin
ortaminda her petride 10 adet eksplant

olacak sekilde kafture alinmusgtir.

Yine

kdltarlerin  kurulmasindan 20 gun sonra
alinan yaprak, surgun ve kdk parcalart Gray
ve ark. (1993)nin verileri dikkate alinarak
bilesiminde KNO3 bulun-mayan ancak 1.7
kuvvetinde NH:NOs ve 250 mgl® edamin

(casein

hydrolystate), 2,4 D/Kinetin,

NAA/Kinetin (0/0, 0/0.5, 0/1, 0.5/0, 0.5/0.5,
0.5/1, 1/0, 1/0.5, 1/1 mg!"') iceren MS besin
ortaminda her petride 10 adet eksplant
olacak sgekilde kuitire alinmistir Denemeler
faktériyel deneme tenbinde iki tekerrurii
olarak yuratalmus-tar.

Kilture alinan kotiledon, hipokotil, yaprak,
surgun ve kok pargalari 3 hafta sure ile
kallus olusumunu saglamak igin karanlik
kosullarda 26+1°C'lik etivde tutulmustur. 3
hafta sonunda eksplantlardan elde edilen
kalluslarda Cizelge 1'de sunulan skala géz
onine alinarak ¢ap ve adirlik dlgumlen
yapimistir.

Cizelge 1. Kalluslarin de§erlendiriimesinde

kullanilan kalite degerleri

Renk Yap!i Puan
Yesil Siki 0
Yesil Gevsek 1
Beyaz Siki 1
Beyaz Gevsek 3
Krem Siki 2
Krem Gevsek 3
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Karanlik kosullardan ¢ikarilan kalluslar 16h
gon uzuniugu olacak sekide 26+1°C
sicakliktaki iklim odalarinda inkube edilmig-



tir. Eksplantlardan embriyo olusumu goz-
lendikten sonra binoktler altinda incelene-
rek olusan embriyolarin sayisi ve tipi belir-
lenmistir  Inkibasyon sirasinda eksplant-
lardan olusan somatik embriyclarin bitklye
donusmesini saglamak i¢in 0, 0.1, 0.5 ve 1
mgl” IBA, %0.7 agar, % 1.5 sakkaroz ige-
ren MS besin ortaminda eksplantlardan ay-
rlan embriyolar kulture alinmigtir. Sirgin
gelisimi g6rulen bitkicikler hormonsuz MS
besin ortamina aktarilarak gelisimleri sag-
lanmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu arastirmada Kusgular kavun gegidine ait
farkh bitki pargalarinin modifiye edilmis ve
farkli dozlarda oksin/sitokinin iceren besin
ortamlarinda kallus ve somatk embriyo
olusturma durumlari incelenmistir. Surgun,
yaprak ve kok eksplantlarindan yeterli du-
2eyde kallus gelisimi saglanamamistir. Buna
karsilik kotiledon ve hipokotil pargalarinda
olumiu sonuglar alinmis ve denemeye bu iki
eksplant tipiyle devam edilmistir. Bu iki
eksplant tipinde de kallus miktar ve niteligi
Uzerine ortam bilesimi, oksin-sitokinin
dengesinin- 6nemli oldugu belirlenmigtir
(Cizelge 2 ve Cizelge 3). 0.5 mgl"' NAA/0.5
mgl”' kinetin igeren tam MS besin ortaminda
kulture alinan katiledon eksplantlarinda
kallus olusumu (0.6873 g/ekspiant) en
yuksek duzeyde saglanirken elde edilen
kalluslann kalite de§eri de en yGksek deder

olan 3 olmustur. Buna karsin hipokotillerde
en iyi sonuc (0.8386 g/eksplant) 1mgl”
NAA/O mgl" kinetin iceren ve 1/2
kuvvetinde hazirlanan MS besin ortaminda
elde edilmistir. Kinetinin O mgl"' duzeyinde

kullanildifr  1/2  kuvvetinde hazirlanan
ortamlarda klltare alinan kotiledon
pargalarinda ise kallus olusumu

sajlanamamistir. Sonug olarak kinetinin 0
mgl"' olduju kombinasyonlarla daha yiik-
sek duzeylerde olan kombinasyonlar kar-
sislastinidi§r zaman artan dozlann dzellikle
kotiledon eksplantlarinin kallus olusturma
yetenekleri uzerinde etkili oldugu gordl-
mustir. 2,4D/Kinetin  kombinasyonlarinin
kallus olusumu (zerindeki etkileri 0.05 hata
sinirlar! iginde ve kalite degerlerine paralel
olarak degerlendirildigi zaman 2.4D'nin
kinetinin 0 mgl™' olarak kullanildigi kombi-
nasyonlarda kallus olusumu Gzerinde daha
etkili oldugu ve elde edilen kalluslarn kalite
de§erlerinin ise 2 ila 3 arasinda dedistidi,
istenilen tipte kalluslarin olustudu belirlen-
mistir. Oksin olarak kullanilan 2,4D ile NAA
birbirleri ile karsilastirildi§i zaman 2,4D'nin
kallus olusumu uzerinde NAA'ya gdre daha
etkili oldugu saptanmistir. Elde ettidimiz bu
veriler Dixon (1985) ve Murray (1993)'in
bulgulari ile paralellik géstermektedir.
Kotiledon ve hipokotil pargalarinin modifiye
edilmis ve dedisik oranda oksin/sitokinin
iceren MS besin ortamlarinda somatik
embriyo olusturabilme yetenekleri incelen-
di§i zaman, en iyi sonug¢ kotiledon

Clzelge 2. Farki diizeylerde NAA ve kinetin iceren ortamlarda k(ltire alinan bitki parcalarinin ortalama

kallus agrlikian ve kalite de§erleri

DOZ(mPI"') Kotiledon Hipakotil
NAA |K 1/2 MS K | Tam MS K [1/2MS K | Tam MS K
1] 0 0 JO 0 |0 0 [0 0
0 0.5 [0.1559 igh 2 |0.2584 delqh 2 |0.1861 elgh 2 |0.2782 cdelgh |2
1 0.2532 delgh 2 ]0.3062bcdefah |2 |0.3104 bedelgh 2 10.3635bcdefgh |3
Q 0 0 {0 0 |o 0 [04181 abcdef |2
0.5 0.5_10.3860abcdeta {2 |0.6387 abc « 3 ]10.5565 abcde 3 |0.1893 eigh 0
; 8.3101bcdelqh 2 _]0.3122bcdetah [2 | 0.4609 abcdel 3 ]10.7214 ab 3

| 0 [00778 h 2 |0 .

1 :J.S 0.2377 delgh 2 ]0.2459 defgh 0 [0.1004 gh g ggggg :bcd g
T ;é;?aar? cdefgh |0 0.3072bcdelgh [0 [0.4498 abcdel 0 ]0.5433 abcde 3
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Cizelge 3. Farkh duzeylerde 2.4D ve kinetin igeren ortamlarda kulture alinan bitki parcalannin ortalama
kallus adirliklan ve kalite degereri

DOZ(mgl") Kotiledon Hipakatil

2,40 K 112 MS K Tam MS K 112 MS K Tam MS K
0 Oe 0 Oe 0 Qe 0 0e 0

0 0.5 0.1596 bed 2 0.1601 bed 2 0.1381 cd 2 0.2837 abc 0
1 0.1601 bed 2 0.1053 d 2 0.2837 abc 2 0.2006 abcd | 3
0 0.3269 ab 2 0.2523 abcd 2 0 2837 abc 2 0.3080 abc 2

a5 0.5 0 2841 abc 0 0.2068 abcd 0 0.3052 abc 1 0.1732 bed 0
1 0.2151abcd | O 0 2929 abc 0 0.3176 ah 0 0.1945 bed 2
0 0.1811 bed 3 0.1979 abcd 3 0.3170 ab 3 0.2874 abc 2

1 0.5 0.1555 bed 0 0.1783 bcd 2 03976 ¢ 1 0.2730 abcd | 3
1 0.1352 cd 0 0.2281 abcd 2 0.2334abced Q 0.2474 abed | 2

K: Kalite degen

parcalarindan alinmigticr (Cizelge 4). 1/2
kuvvetinde hazirlanan ve 0.5 mgl"' 2.4D/0.5
mg'" kinetin iceren besin ortaminda kultiire
alinan kotiledon pargalarinin %20'sinde glo-
buler ve baston seklinde embriyo olusumu
belirlenmigtir. Eksplant bagina embriyo re-
jenerasyonu %1.5 oraninda gerceklesmistir
ve bu embriyolarin %3.3'G bitkiye donus-
mustir. Ancak olusan bitkilenn %85'i anor-
mal bir geligme gosterirken %15'i saglikh
olarak gelismistir Elde edilen somatik
embriyolarin bitkiye doénuasimlerini sagla-
mak i¢in arastirmada farkh dizeylerde (O,
0.1, 0.5 ve 1 mgl’') IBA iceren MS besin
ortamlarinda embriyolar kulture alinmigtir.

Cizelge 4. Farklh eksplantlarin kallustan embriyo
olusturma dizeyleri

1/2 MS
2.4D/Kinetin
0 - =
0 0.5 - -
1 .
0 -
0.5
1 N .
0 - -
1 0.5 - -
1 . R
Toplam
embriyo -

Kotiledon Hipokaotil

0.5

Calisma sonucunda en iyi bitki geligimi 0.5
mgl" IBA igeren MS besin ortaminda sagla-
nirken dijer 3 dozda olumlu bir gelisme
kaydediiememigtir, Arastirma sonucunda
elde edilen bulgularin Dixon (1885), Murray
(1883), Deaubajon ve Branchard (1993) gibl
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aragtiricilann  kavunda yapmi§ olduklan

caligmalardan elde eftikleri sonuglarla

paralel oldugu belirlenmistir. Bundan sonra-

ki caligmalarda Kuggular kavun gesidinde

kallustan somatik embriyo olusumunu

saglamak i¢in eksplant olarak kotiledon

pargalannin kullaniimas: uygun goérulmus-

tur. Ancak bu eksplant tipinden daha yilksek

oranda embriyo olusumunu sadla-mak

amaciyla bundan sonraki ¢aligmalarda diger

aragtincilarin veri ve dnerileri (Debeajon ve

Branchard 1993) dikkate alinarak kullanilan

besin ortaminin pH, sakkaroz ve agar

duzeyleri  (zerinde  modi-fikasyonlarin

yapiimasinin yararli olacag!

dusunulmektedir. Hipokotil eksplantlarindan

ise elde edilen kalluslardan embriyo elde
edilememesine ragmen, elde edilen kallus
kalitesinin kotiledonlardan elde edilenlerden
daha iyi olmasi, bu kalluslardan sispan-
siyon kulturlerinde yararlanilabilecegini gés-
termektedir. Ancak Debeaujon ve Branchard
(1993)"in belirttigi gibi her tirin ve o tur
icinde yer alan gesitlerin gerek kal-lus
gerekse somatik embriyo olusturmalar
Uzerinde genomik yapilarina badli olarak
kullanilan besin ortami, hormon tipi ve da-
2eylerine kargl gostermis olduklar reak-
siyonlar farklilik géstermektedir. Bu nedenle -
ileride yapilacak c¢aligmalarda basarili
sonuglara ulagabilmek igin tir ve gesit
bazinda uygun besin ortami bilegimlerinin
ve oksin/sitokinin kombinasyonlarinin belir-
lenmesi buyuk dnem tagimaktadir.
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