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KABAK TURLERININ CESIT ISLAHINDA
BiYOTEKNOLOJININ KULLANIMI*

Ertan Sait KURTAR? Ahmet BALKAYA?3
OZET

Yeni bir cesidin gelistirilmesinde biyoteknoloji, konvansiyonel islah metotlariyla
karsilastirildiginda etkili bir iiriin gelistirme teknigi olarak kabul gormektedir. Bu sebeple
giiniimiiz 1slah calismalarinda biyoteknolojik 1slah metotlar1 daha fazla 6n plana
¢ikmaktadir. Sunulan bu derleme ¢alismasinda, Cucurbita tiirlerinin ¢esit 1slah
programlarinda bazi biyoteknolojik 1slah metotlar1 (dihaploidizasyon, tiirler arasi
melezlemeler ve embriyo Kiiltiirii, rejenerasyon, protoplast Kkiiltiirii, rekombinant DNA
teknolojisi, molekiiler teknikler) ve bunlarin uygulamalar1 tartistlmistir. Calismanin
sonuglari, Cucurbita tiirlerinde c¢alisan islahgilara istenilen agronomik ve ekonomik
ozelliklere sahip yeni cesitlerin gelistirilmesinde farklh bir bakis acis1 sunabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Cucurbita, 1slah, ¢esit, biyoteknoloji
ABSTRACT

THE USING OF BIOTECHNOLOGY IN CULTIVAR BREEDING OF Cucurbita
VEGETABLE SPECIES

Compared to conventional breeding methods, biotechnology is approved a more
effective crop improvement technique, requiring only a short time to develop a new variety.
Thus, biotechnogical breeding methods are distinguished in current breeding efforts. In
view of this concept, this presented study aimed to provide an overview of biotechnology—
based approaches in Cucurbita breeding programs. In this way, some biotechnological
breeding methods (dihaploidization, interspecific hybridization, regeneration, protoplast
culture, recombinant DNA technology, molecular techniques) and their applications were
discussed. The results of study could provide a different perspective to Cucurbita breeders
for the improvement of new varieties with desirable agronomic and economic traits.

Keywords: Cucurbita, breeding, cultivar, biotechnology

GIRiS stirede ve kalict ¢oziimler getirmektedir. Bitkisel

iiretimde biyoteknolojik yontemlerin

Biyoteknolojik yontemlerin  kullanimi  son  kullanilmasiyla birlikte klasik 1slah yontemleriyle
yillarda Ozellikle bitkisel {iretimde klasik basarilamamis bircok hedef basarili bir gekilde
yontemlerle ¢oziilemeyen birgok soruna kisa  gergeklestirilmistir. Bitki biyoteknolojisinin ¢alig-
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ma alanlarin1 genel olarak bitki doku kiiltiirleri,
gen miihendisligi ve DNA parmak izi ¢aligmalari
seklinde {i¢ ana kisma ayirmak miimkiindiir. Bu
ana gruplar altinda uygulanan yontemler ve
uygulama alanlari, Cizelge 1’de 6zetlenmistir.
Biyoteknolojik ydntemlerin birgok avantaji
olmasina ragmen; bu tiir ¢alismalarin biiylik bir
cogunlugunun yiiksek maliyet olusturmasi,
egitilmis is giicii gerektirmesi ve elde edilen
uriinlerdeki patent haklar1 genis alanlarda
kullanimint sinirlayan olumsuz faktorlerdir. Bu
derleme makalesinde, ekonomik Onemi olan
kabak tiirlerinde c¢esit 1slah programlarinda
biyoteknolojiden yararlanma durumu, konu ile
ilgili yiriitilen bilimsel caligmalar, karsilasilan
sorunlar ve baz1 ¢6zlim Onerileri sunulmustur.

Dihaplodizasyon Calismalart

Giiniimiizde bir¢ok bitki tiiriinde ¢esit 1slah
programlarinda saf hatlarin basarili bir sekilde ve
kisa bir sirede elde edilmesini saglayan
dihaploidizasyon  teknigi, = Cucurbita  cinsi
igerisinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir.
Haploid bitki elde edilmesi konusundaki
calismalar, son yillarda daha ¢ok anter ve oviil
kiiltiirleri ile 1ginlanmis polen teknigi iizerinde
yogunlagmistir (Cizelge 2).

Anter ve Mikrospor Kiiltiiriiniin Kullanimi

Cucurbita cinsinde en ¢ok kullanilan
dihaploidizasyon yontemi anter kiiltiiriidiir.
Mikrospor kiiltiirii ise heniiz 1slah ¢aligmalarinda
kullanilacak boyuta gelmemistir. Metwally ve ark.
[38], Eskenderani F: kabak ¢esidinin (Cucurbita
pepo L.) anterlerini sakaroz ve 2,4-D’nin farkli
konsantrasyonlarinda kiiltiire almiglardir. Sekiz
hafta sonra gelisen kalluslar, 0.23 pM kinetin ve
0.27 uM NAA (2—a naftalin asetik asit) iceren MS
ortamlarina aktarilmistir. Burada, bir ay gelisen
bitkicikler daha sonra biiylime hormonlari
olmayan MS ortamina kok gelisimi amaciyla
transfer edilmiglerdir. Arastirma sonucunda 150
o/l sakkaroz ve 5 mg/l 2,4-D eklenmis MS ortami
en iyi sonucu vermistir. Elde edilen 20 bitkiden,
10’unun haploid yapida oldugu bildirilmistir.
Kestane kabagi (Cucurbita maxima Duch.) ve bal
kabaginda (Cucurbita moschata Duch.) farkli
biiyiime diizenleyicilerin anter kiiltiirii yoluyla in
vitro haploid bitki eldesi {izerine etkilerinin
arastirildigi ¢aligmada, genotip ve ortam bilesimi
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haploidizasyon iizerine etkili bulunmustur [33].
Arastirma sonuglarina gore en iyi sonug; 57SI21
ve G9 kestane kabagi hatlarinda 2.0 veya 4.0 mg/I
BAP+0.05 mg/l NAA bilesimiyle ilk anter
toplama zamaninda elde edilmistir. Bitkicikler
0.01 mg/1 TAA eklenmis MS ortaminda basarili bir
sekilde mikro ¢elikleme yapilarak ¢ogaltilmustir.
Elde edilen toplam 74 bitkide yapilan ploidi
analizi sonucunda, 35 bitkinin haploid ve 39
bitkinin ise diploid yapili oldugu belirlenmistir.

Ovul ve Ovaryum Kiiltiiriiniin Kullanin

Cucurbita cinsinde haploid bitkilerin elde
edilmesinde anter kiiltiiriine bir alternatif olarak
gelistirilen oviil-ovaryum kiiltlirleri yazlik kabak
ve kislik kabak tiirlerinde verimli bir sekilde
kullanilmaktadir. Chambonet ve Dumas De Vaulx
[11], in vitro’da kiiltiire aldiklar1 C. pepo’nun
ovilllerden haploid embriyo ve bitkiler elde
etmislerdir. Olusan bitkiler; diploid, aneuploid,
diploid-haploid kimerali ve poliploid olarak tespit
edilmistir. Shail ve Robinson [49], C. pepo tiiriine
ait 3 kabak c¢esidinde anter ve oviil kiiltiiri

yaptiklari  ¢alismada, c¢esitlerin sadece bir
tanesinden kalluslar elde etmislerdir. Ancak,
arastirma sonucunda bitkiye doniistim

gergeklesmemistir. Kwack ve Fujieda [34], C.
moschata’da 2 giin 5°C’de 6n sicaklik uygulanan
ovaryumlardan alinan oviillerin 30 g/l sakkaroz
iceren MS ortami lizerinde kiiltiire alinmasinin en
iyi sonucu verdigini bildirmiglerdir. Calisma
sonucunda, bir adet diploid (2n=40), iki adet
tetraploid bitki elde edilmistir. Gemesne ve
Venczel [21], Cucurbita pepo’da déllenmemis
ovaryumlar1 baglangigta TDZ (Thidiazuron) ve
%4 sakkaroz ilave edilmis, daha sonra da NAA ve
BA’nin farkli kombinasyonlari kullanilmis ortama
transfer etmislerdir. Calismada, 6 hafta sonra her
bir ovaryumdan yaklastk 10-15 embriyonun
olustugu belirlenmistir. Elde edilen bitkiciklerin
%70’inin  haploid, %30’unun dihaploid ve
aneuploid oldugu saptanmigtir. Gémes Juhasz ve
ark. [20], Cucurbita pepo’nun doéllenmemis
ovaryumlarindan 0.02 mg/l TDZ igeren MS
ortaminda  gelistirdikleri kalluslari, embriyo
gelisimi i¢in daha sonra farkli oranlarda NAA ve
BA igeren MS ortaminda kiiltiire almiglar ve
haploid bitkiler elde etmiglerdir. Sakiz ve Zeybek
F1 gesitlerinin déllenmemis ovaryumlar1 0.01, 0.1
ve 1.0 mg/l TDZ ilave edilmis embriyo tesvik
ortamlarina (CBM) dikilerek 3 hafta karanlik
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kosullarda bekletilmistir. Arastirma sonucunda,
0.1 mg/l TDZ igeren ortamda kallus gelistirilmis,
ancak bitkiye doniisim gerceklesmemistir [60].
Shalaby [50], Cucurbita pepo’da oviil kiiltiiriinde
en iyi sonucu 4 veya 32°C’de 4 giin birakilmis
ve %3 sakkaroz+1 mg/l kinetin+1l mg/l 2,4-D
eklenmis MS ortamindan elde etmistir. Elde
edilen bitkilerin, %65’inin haploid
(n=x=20); %35’inin ise diploid (2n=2x=40)
yapida bulunmustur.

Isinlanmuig Polenlerle Tozlamanin Kullanimi

Androgenesis ve gynogenesis yoluyla elde
edilen haploidi frekansmin disiik oldugu
genotiplerde diger bir alternatif yontem olarak
parthenogenesis de  kullanilmaktadir.  Bu
yontemde dollenme (¢ekirdeksel birlesme)
olmaksizin disi birey kaynakli haploid embriyo
uyartimi saglanmakta ve rejenerasyon sonucunda
haploid birkicikler elde edilmektedir. Bu
yontemde aktif olarak kullanilan en giincel teknik
1sinlanmis polen teknigidir. Bu teknikte polenler
farkli 151n kaynaklar1 (genellikle kobalt) ve dozlari
ile 1smnlanarak genetiksel olarak inaktif hale
getirilmekte,  ancak  ¢imlenme  yetenegi
kaybolmamis polenler ile partenogenetik haploidi

uyartimi  saglanmaktadir. Kurtar ve ark. [30]
tarafindan C. pepo’da farkli 11 dozlar1 (25, 50, 75,
100, 200, 300 ve 400 Gray) ve farkli genotiplerle
(Eskenderany Fi, Acceste Fi, Sakiz ve Urfa Yerli)
gerceklestirdikleri c¢aligmada, farkli sekil ve
gelisme donemlerindeki (nokta, globiiler, ok ucu,
cubuk, torpedo ve kalp) embriyolan kiiltiire
almiglardir. Arastirma sonucunda, 50 Gy 1smn
dozunda 93 adet haploid bitki elde etmislerdir.
Berber [8], kabuksuz ¢ekirdek kabaklarinda (C.
pepo var. styriaca) on bes genotip kullanarak 50,
100 ve 150 Gray 1sin dozlarim1 denemistir.
Calismada tiim genotiplerden toplam 2073
embriyo elde edilmistir. Bu embriyolarin, 979
adedi bitkiye doniismiistiir. En iyi sonug, 150 Gray
1sin dozu olarak tespit edilmistir. Elde edilen
bitkilerin; %42.6’s1 haploid ve %57.3’1 ise diploid
olarak belirlenmistir. C. moschata ve C. maxima
tiirlerinde haploid bitki eldesi ic¢in 1smlanmis
polen tekniginin kullamildig1 diger caligsmalarda,
en iyi sonug¢ 50 ve 100 Gy Co®® kaynakli gama
isinlart ile Temmuz doneminde alinmis ve
dihaploid bitkiler elde edilmistir [31, 32].
Baktemur ve ark. [5] C. pepo tiiriinde 1sinlanmig
polen teknigi ile yapmis olduklar1 haploidizasyon
calismasinda en 1iyi sonuclar1 150 Gy 1smn
dozundan ve 6 nolu genotipten almiglardir.

Cizelge 1. Bitkisel tiretimde kullanilan biyoteknolojik yontemler ve uygulama alanlar
Table 1. The biotechnological methods and application areas in plant production

Amag / Aim

Kullanilan Yontem / Using Method

arindirilmug bitki {iretimi

(virusless) plant production

Mikro ¢ogaltim, genetik materyallerin korunmast, hastaliklardan (viriis)

Micropropagation, preservation of genetic materials, disese—free

Meristem kiiltiirii
Meristem culture

Hibrit ¢esit 1slahina yonelik dihaploid saf hatlarin eldesi
Obtention of dihaploid lines for the hybrid F: varieties

Anter—mikrospor, oviil-ovaryum kiiltiirleri,
1sinlanmis polen teknigi

Anther—microspore, ovule—ovarium cultures,
irrdiated pollen technique

Melez bitkilerin eldesi
Obtention of hybrid plants

Tiirler aras1 melezlemeler ve embriyo kiiltiirii
Interspecific hybridizations and embryo cultures

sentetik tohum eldesi

synthetic seed production

Somaklonal varyasyon, in vitro seleksiyon, somatik embriyogenesis,

Somaclonal variation, in vitro selection, somatic embryogenesis,

Hiicre ve doku kiltiirleri
Cell and tissue cultures

Somatik hibridizasyon, farkli melez tiirlerin eldesi
Somatic hybridization, obtention of hybrid species

Protoplast kiiltiirii
Protoplast cultures

traits

Farkli tarimsal 6zelliklere sahip genetigi degistirilmis bitkilerin eldesi
Production of genetically modified organisms with different agronomic

Genetik miihendisligi, gen transplantasyonu
Genetic engineering, gene tranplantation

farkl bitkisel 6zellikler i¢in genlerin tanimlanmasi

genes for different plant characteristics

Konvansiyonel 1slah programlarinda gen haritalarinin olusturulmast,

Generate of gene maps for conventional breeding programs, describe the

Molekiiler isaretleyiciler, RFLP, RAPD, AFLP,
SSR.
Molecular markers, RFLP, RAPD, AFLP, SSR

Bitki hastaliklarinin teshisi ve tedavilerinin gelistirilmesi
Identification of plant diseases and improve their treatments

Monoklonal antibodiler—antikorlar
Monoclonal antibodies—anticorps

41

E.S. KURTAR, A. BALKAYA / BAHCE 46 (2): 39-49 (2017)



Cizelge 2. Cucurbita tiirlerinde uygulanan haploidizasyon teknikleri ve sonuglari
Table 2. The application of haploidization techniques and their results in Cucurbita species

Tiirler Teknikler Sonuglar Kaynaklar
Species Techniques Results Literatures
Kallus Shail ve Rabinson [49]
Anter kiiltiirli Callus

C. maxima Duch.

(Kestane kabag) Anther culture

Haploid, diploid bitki

Haploid, diploid plant

Kurtar ve ark. [33]

(Winter squash)

Isinlanmig polen Haploid bitki

Irradiated pollen Haploid plant Kurtar ve Balkaya [32]
Anter kiiltiirli Kallus . .

Anther culture Callus Shail ve Robinson [49]

C. moschata Duch. Oviil-ovaryum kiiltiirii| Embriyo

Ovule—ovarium culture|

(Balkab_agl) Ovule—ovarium culturel Embryo Kwack ve Fujieda [34]
(Pumpkin) AN
Isinlanmig polen Haploid bitki Kurtar ve ark. [31]
Irradiated pollen Haploid plant )
Bitki . .
Plant Shail ve Robinson [49]
Anter kiiltiirli Aneploid, diploid, haploid bitki .
Anther culture Aneploid, diploid, haploid plant Mohammed ve Refaei [40]
Haploid, diploid bitki
Haploid, diploid plant Metwally ve ark. [37]
Kallus Shail ve Robinson [49];
Callus Yilmaz [60]
Bitki .
C. pepo Plant Xie ve ark. [58]
(Yazlik kabaklar) Haloid bitki Dumas de Vaulx ve Chambonnet [13];
(Summer squashes) | Ovul-ovaryum kiiltiirii Hagloi d plant Gemesne ve Venczel [21];

Gemes—Juhasz ve ark. [20]

Haploid, diploid bitki

Haploid, diploid plant

Metwally ve ark. [39];
Shalaby [50]

ploidy status

Aneploid, diploid, miksoploid, farkli ploidilerde bitki
Aneploid, diploid, mixoploid, plants at different

Chambonnet ve Dumas de Vaulx [11]

Haploid bitki
Haploid plant

Isinlanmis polen
Irradiated pollen

Kurtar ve ark. [30];
Berber [8];
Baktemur ve ark. [5]

Kabak Grubunda Tiirler Arasi Melezlemeler
ve Embriyo Kiiltiiriiniin Kullanin

Tiirler arasi melezlemeler basta hastaliklara
dayanimin saglanmasi ve anag¢ islahi amaciyla
kabakgiller familyasinda siklikla
kullamlmaktadir. Ornegin mildiyo, kiilleme ve
hiyar mozaik viriisiine [4] dayanimin aktarilmasi
icin C. okeechobeensis (syn. C. martinezii), kabak
sar1 mozaik viriisii (ZYMYV), papaya ringspot
virisi. (PRSV) ve karpuz mozaik viriisiine
(WMV) dayanimin  saglanmast i¢in  C.
ecuadorensis [47] tiirleri kullanilmaktadir. Tiirler
aras1 melezlemelerde basariyi etkileyen en 6nemli
asama, tiirler arasindaki uyusumun saglanmasi,
yani canli tohum ya da embriyolu tohum igeren
meyvelerin eldesidir. Cucurbitaceae familyasina
giren tiirlerin bazilar1 birbirleri ile verimli bir
sekilde melezlenirken, bazilarinda ise kismen
olumlu sonuglar alinmaktadir.

Tiirler arast melezlemelerden sonra genellikle
embriyo igeren ancak endosperm yoksunu
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tohumlar ortaya c¢ikmakta, bu durum bu tip
tohumlardan bitki elde edilmesini olanakli kilan
embriyo kiiltiiriinii zorunlu hale getirmektedir. C.
pepo x C. ecuadorensis; C. pepo x C. martinezii
[37]; C. pepo x C. maxima ve C. pepo x C.
argyrosperma [2]; C. ficifolia x C. maxima; C.
pepo x C. moschata [43]; C. argyrosperma x C.
moschata [51] tiirler arasi melez
kombinasyonlarindan embriyo kiiltiirii ile basaril
bir sekilde bitkiler elde edilmis ve gesit 1slah
programlarinda kullanilmigtir. Embriyo
kiiltirtinde; BAP (Benzil Amino Purin), KIN
(Kinetin) veya GAs (Giberellik Asit) ile modifiye
edilmis MS [42] ortamu basarili bir sekilde
kullanilmaktadir.

Metwally ve ark. [37], C. pepo ve C. martinezii
tirler arast melezlemesinden elde ettikleri
embriyolart MS ortaminda 0.01 mg/l IAA ve 0.1
mg/l KIN ilavesiyle kiiltiire almiglar ve elde
ettikleri bitkilerin tamaminin diploid yapida
oldugunu belirlemislerdir. Kurtar ve ark. [29]
yazlik kabakta (Cucurbita pepo L.) tiirler arasi
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melezlemeler yoluyla haploid bitki eldesini
amagladiklari caligmada, yazlik kabak tiiriine ait 4
genotipi karpuz, kavun, yerli hiyar, kishk
kabaklar, lif kabagi ve su kabagi ile tozlamislar,
ancak sadece yazlik kabak Sakiz genotipi ve C.
moschata melezlenmesinden embriyo tasiyan
meyveler elde etmiglerdir. Bu meyvelerden
cikarillan 238 embriyo E20A besi ortaminda
kiiltiire alinmis, yapilan sitolojik incelemelerde
elde edilen 144 bitkinin tamaminin diploid yapida
ve melez olduklar tespit edilmistir. Caglar ve
Bagc1 [12] Cucumis cinsi i¢inde yer alan C. melo
ve C. sativus arasinda tiirler arasi melezleme ile
gen aktarimini saglayabilme ve C. melo var.
flexuosus’u iki tiir arasinda koprii tiiri olarak
kullanabilme olanaklarini arastirmislardir. Bu
amagla; C. melo, C. sativus ve C. melo var.
flexuosus arasinda melezlemeler yapilmistir.
%43-53 arasinda meyve tutumunun saglandigi
calismada, melez meyvelerdeki embriyolar MS
ortaminda in vitro kiiltlire alinmig, embriyolarin
bitkiye doniisiim oran1 %12.5 ile %25.0 arasinda
gergeklesmistir. Arastirma sonucunda in Vvitro
kiiltirde toplam 32 adet bitki gelistirilmistir.
Rakha ve ark. [46] Cucurbita (C. moschata, C.
ficifolia ve C. martinezii) tiirlerini baba ebeveyn
ve 10 yazlik kabak (Cucurbita pepo L.) ¢esidini
ise ana ebeveyn olarak kullandiklar1 c¢aligmada
sadece Queen F; x C. ficifoliave MHTC77 F, x C.
martinezii tiirler aras1 melezlemelerinden sirasiyla
%40 ve %15 oranlarinda bitki elde etmiglerdir.

Regenerasyon Calismalart

Hastalik ve zararlilara dayaniklilik 6zellikleri,
genel olarak daha ¢ok yabani tiirlerde bulunmakta
ve 1slah amagl olarak bu 6zellikleri tasiyan genler
genetik miihendisligi sayesinde kiiltiir formlarina
aktarilmaktadir. Ornegin C. ecuadorensis ve C.
foetidissima gibi bazi tiirler 6zellikle viriislere
dayaniklilik genleri tasidigindan gen aktarimi
calismalarinda olduk¢a Onemlidir. Dolayli gen
aktarirminda, Agrobacterium tumafaciens ve
Agrobacterium rhizogenes bakterileri bu amagla
kullanilmaktadir. Bunlarin  yaninda, partikiil
tabancast ve elektroporasyon ile dogrudan gen
aktarimi da yapilmaktadir. Gen aktarimindaki
basar1, aktarilacak geni kabul edip sonra boliinme
ve degisme ile tam bir bitki haline gelebilecek
hedef hiicrelere baglidir. Genelde hedef hiicreler
yaprak, govde, hipokotil, kotiledonlar ve
embriyolardir. Gen aktarilmis hedef hiicrelerden

(explantlar), regenerasyon ile in vitro bitki eldesi
Onemli bir asamadir. Bu asamada indirek
organogenesis (0nce kallus, sonra bitkicik) yerine
direk organogenesis daha ¢ok tercih edilmektedir.
Zira indirek  regenerasyonda  somaklonal
varyasyon riski artmakta, bu ise kimerik veya
transgenik bitkiler ortaya ¢ikarmaktadir. Bu
nedenle, Cucurbita cinsindeki farkl tirler ve tir
icerisindeki  farkli  genotipler i¢in uygun
rejenerasyon kosullarinin optimizasyonu
gerekmektedir.

Abrie ve Van Staden [1] C. maxima ve C. pepo
turlerinde BA, Kinetin, IP ve TDZ’nin IAA ile
kombinasyonlarinin  kotiledon eksplantlarinda
siirglin ~ rejenerasyonu  lizerine  etkilerini
incelemislerdir. Arastirmada, C. maxima’da 1
cesitte somatik embriyolar elde edilmis, diger
uygulamalarin hi¢ birisinden olumlu sonug
almamamustir. Kintzios ve ark. [26], C. pepo
yaprak explantlarini 186 uM kinetin i¢ceren MS
ortaminda kiiltiire almislar ve 4 bitki/cm? rejenere
etmiglerdir. C. maxima’da yapilan diger bir
calismada; fide yasi, eksplant tipi ve besin
ortamlarina katilan biiyiime diizenleyicilerin etkisi
incelenmis, 1mg/l BA igeren MS ortaminda
kiiltiire alman 4 gilinliik fidelerin proksimal
kisimlari en iyi sonucu vermistir [35]. Lee ve ark.
[36] C. maxima tiirtinde kotiledon explantlari ile
yapmis olduklar1 ¢alismada en iyi adventif siirgiin
gelisimini, 4 glinliik fideleri 1mg/l BA i¢eren MS
ortaminda kiiltiire aldiklarinda bildirmislerdir.
Flow sitometri analizleri sonucunda bitkilerin
biiyiik bir cogunlugu diploid olarak belirlenmistir.
C. pepo L.’nin farkli gesitlerinin (True French,
Ma’yan ve Goldy) kotiledon eksplantlar1 1 mg/1
BA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis, sadece
kotiledonlarin proksimal kisimlarindan adventif
stirgiinler elde edilmistir [3].

Sarover ve ark. [48], tiirler arasi melezlenmis
hibrit C. pepo ¢esitlerinde direkt siirgiin gelisimi
icin 5—giin—yash eksplantlardan alinan siirgiin
uclarinin  kullanilmasiyla etkili  bir in vitro
mikrogogaltim protokolii gelistirmiglerdir. En iyi
sonuglar; 3 mg/l BA igeren MS ortamindan
alinmustir. Elde edilen siirgiinler, 1 mg/l IBA
iceren MS ortaminda koéklendirilmigtir. Urbanek
ve ark. [55] C. pepo subsp. pepo var. styriaca’da
kotiledon explantlarin1 MS ortaminda kiiltiire
almiglar, en yiiksek kallus olusumu 26.85 pM
NAA ve 13.32 uM BA igeren ortamda, en yiiksek
embriyonik gelisimini ise 16.11 uM NAA ve 4.44

43

E.S. KURTAR, A. BALKAYA / BAHCE 46 (2): 39-49 (2017)



UM BA igeren ortamdan elde etmislerdir. Elde
edilen globiiler asamadaki embriyolar, 11.42 uM
IAA basariyla cimlendirilmislerdir. Yarimoglu
[59] Cucurbita pepo tiirinde yapmus oldugu
regenerasyon calismasinda kotiledon ve hipokotil
eksplantlarindan kallus elde etmis, filamingo
gagast tipindeki eksplantlarda besi ortaminin
kombinasyonuna gore %4 ile %48 arasinda
degisen  oranlarda  silirgiin  rejenerasyonu
saglamistir. En yiiksek rejenerasyon oranlari, 2.0
mg/l TDZ, 2.0 mg/l TDZ+0.5 mg/l 1AA ve 1.0
mg/l TDZ ilave edilen ortamlarda tespit edilmistir.
Yazlik kabak c¢esitleri arasinda en yiiksek
rejenerasyon Siyah, Sakiz ve Zeybek Fi
cesitlerinden elde edilmistir. Kathiravan ve ark.
[25], Cucurbita pepo gen kaynaklarinda direk
organogenesis lizerine yaptiklann ¢alismada
kotiledon eksplantlarini, 0.1 mg/l BA ve 1 mg/l
GA:s igeren MS ortaminda kiiltiire almislardir.
Kullanilan tiirlerin organogenesise tepkileri farkli
olmus, diploid bitkilerin yani sira miksoploid
bitkiler de elde edilmistir.

Pal ve ark. [44] Cucurbita pepo’da standart MS
ortaminda ¢imlendirdikleri fidelerden alinan
hipokotil ve kotiledon explantlarini 2.5 mgl/l 2,4—
D i¢eren MS ortaminda kallusa doniistiirmiisler ve
0.5 mg/I Thidiazuron i¢eren MS ortamina aldiklar
kalluslardan %85 oraninda siirgiin  gelisimi
saglamiglardir. Arastiricilar, strgiinleri 1 mg/I
IBA igeren ortamda kdklendirerek normal bitkiler
elde  etmislerdir. Hipokotil  explantlar,
regenerasyonda daha basarili bulunmustur. Zhang
ve ark. [62], bal kabaginda (C. moschata Duch.)
¢oklu siirgiin eldesi amaciyla kotiledon
explantlarin1 MS ortaminda kiiltiire almig, en iyi
sonucu MS+0.5 mg/l BA iceren ortamdan elde
etmislerdir. Olusan siirgiinler, MS+0.1 mg/l NAA
igeren ortamda basarili bir sekilde biiyiitilmiistiir.
Kiss—Baba ve ark. [27], C. pepo’da regenerasyon
icin kullandiklar1 kotiledon explantlarindan en
yiiksek basariy1 farkli oranlarda BA (0-1.2 mg/l)
ve 1AA (0-0.9 mg/l) iceren MS ortamindan elde
etmislerdir. Stipp ve ark. [52] C. pepo (var.
Ceserta)’da 4 giinliik fidelerden alinan kotiledonla
beraber kiicilk bir parga hipokotil igeren
explantlarin 4.5 pM of BAP igeren MS ortaminda
en iyi sonucu verdigini ve bu regenerasyon

protokoliiniin ~ genetik  transformasyonlarda
kullanilmak {izere kullanilabilecegini ifade
etmiglerdir.  Tuncer [54], siis kabaginda

(Cucurbita pepo var. ovifera) 8 giinliik fidelerden
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alman eksplantlart MS ortamina aktarmus,
maximum kallus uyartim1 MS+2.0 mg/1 2,4-D, en
yiiksek siirglin sayis1 ise hipokotil ve proksimal
eksplantlarinda 0.5 mg/l BAP+1.0 mg/l kinetin
iceren ortamdan elde etmistir. Mookhan [41],
yazlik kabakta (C. pepo L.) 3-5 giinliik kotiledon
explantlarindan en iyi sonucu MS ve B5 besi
ortamlarinda 0.5 mg/l BAP+1 mg/l GA3+15 mg/l
Glutamin ilavesiyle almigtir. Olusan siirgiinler, 1
mg/l IBA igeren ortamda koklendirilmis ve dig
kosullara aktarilmustir.

Protoplast Kiiltiirlerinin Kullanimi

Sitogenetik caligmalariin yaninda o&zellikle
abiyotik ve biyotik stres caligsmalarinda kullanilan
protoplast  kiiltirleri, normalde melezlenmesi
miimkiin olmayan tiirlerin hiicresel boyutta
elektrofizyon veya kimyasal fizyon ile ¢ekirdeksel
birlesiminin saglanarak yeni bir tiiriin veya
melezin elde edilmesi islemidir. Cucurbitaceae
familyasinda protoplast kiiltlirii ¢aligmalari, ilk
olarak 1975’1i yillarda baslamistir. Hiyar ve kavun
tirlerinde izolasyon ve kiiltiir protokolleri
gelistirilmistir [10, 24]. C. moschata x C. maxima
melezi ile kavun arasinda ve yine C. myriocarpus
ile kavun arasinda protoplast fiizyonu ile somatik
hibridizasyon gerceklestirilmis ancak verimli
(fertil) bitkiler elde edilememistir [18]. C. melo, C.
metuliferus, C. sativus ve C. zeyheri tiirlerinde
yaprak ve yaprak kaynakli kalluslardan protoplast
izolasyonu gergeklestirilmistir [19].

Rekombinant DNA Teknolojisinin Kullanim:

Rekombinant DNA teknolojisi, baska bir
kaynaktan alinan genin hedef organizmaya
aktarilmas1 ve genetik yapisi degistirilmis yeni bir
organizmanin elde edilmesini kapsamaktadir. Bu
teknik ile karpuz mozaik virtisi (WMV-2) ve
kabak sar1 mozaik virlisine (ZYMV) dayanikl
ZW-20 ile hiyar mozaik viriisii (CMV), karpuz
mozaik virisii (WMV-2) ve kabak sar1 mozaik
viriistine (ZYMV) dayanikli CZW-3 isimli
transgenik kabak (C. pepo L.) cesitleri
gelistirilmis, 1994 ve 1996 yilinda piyasaya
strilmistir [53]. Transgenik ZW-20 hatti
kullanilarak Freedom-Il, Prelude—Il, Patriot—II,
Independence—II ve Declaration—1I, CZW-3 hatt1
kullanilarak Destiny—III, Conqueror—Ill,
Liberator—I11, Judgement-I11 ve Justice—IIl isimli
F1 yazlik kabak cesitleri gelistirilmistir [28].
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Molekiiler Tekniklerin Kullanimi

Molekiiler teknikler; hayvan, bitki ve
mikrobiyal gen kaynaklarmin tanimlanmasinda,
tiirler aras1 akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde
uzun yillardir kullanilmaktadir. Son yillarda,
birden fazla gen tarafindan kontrol edilen ve klasik
1slah  yontemleri ile belirlenmesi miimkiin
olmayan dayanikli tiirlerin (6zellikle biyotik ve
abiyotik stres kosullarina dayanim)
belirlenmesinde, hastalik etmenlerinin tanisinda,
istenilen Ozelliklerin aktarilip aktarilmadiginin
kontroliinde molekiiler tekniklerden
yararlanilmaktadir. Kromozom {iizerinde herhangi
biri  yeri  gosteren, kalitmn  kolaylikla
belirlenebilen veya gozlemlenebilen kiigiik bir
DNA pargast veya protein dizilimi olan
"molekiiler belirtegler” yardimiyla yukarida bahis
edilen konular ¢ok kisa bir zaman igerisinde ve
cok kiiclik bir hata payi ile belirlenebilmektedir.
Molekiiler belirtegler (markirlar) parmak izi
caligmalarinda, genetik haritalamada, markir
yardimli seleksiyonda (MAS) ve gen klonlanmasi
caligmalarinda  giiniimiizde  oldukg¢a  etkin
kullanilmaktadur.

Cucurbita tiirlerinde molekiiler tekniklerin
kullanildig1 ¢alismalarin ¢ogunlugu, C. pepo tiiri
tizerine yogunlasmustir. Diger kiglik C. moschata
ve C. maxima tirlerinde ise birkag calisma
yapilmistir. C. pepo tiiriinde RFLP, AFLP, RAPD,
ISSRs  belirtegleri ile yapilmig ¢aligmalar
genellikle yerel ve yabani tipler arasindaki
genetiksel ve evrimsel iligskiler ile genetik
cesitliligin belirlenmesi {izerine yogunlagmistir
[15, 45]. C. moschata’da RAPD belirtegleri
kullanilarak Kore ve Giiney Afrika gibi
bolgelerdeki genetik ¢esitlilik belirlenmistir [7,
61]. C. maxima tiiriine ait farkl tiplerde SRAP ve
RAPD belirtegleri kullanilarak genetik ¢esitliligin
belirlenmesi {izerinde bazi ¢alismalar yapilmistir
[16]. Ferriol ve ark. [17] SRAP ve RFLP
belirtegleri kullanarak C. moschata ve C. maxima
tirlerine ait bircok genotipte genetik cesitlilik
diizeyini belirlemislerdir. Karadeniz Bolgesi
kestane ve bal kabagi popiilasyonlarindan selekte
edilen kestane kabagi ve bal kabagl c¢esit
adaylarinin RAPD yontemiyle yapilan ¢esit
tanimlamalarina goére de birbirlerinden genetik
olarak farkli olduklar1 da saptanmustir. Her bir
primerden elde edilen DNA {irlinlerinin sayis1 4—
14 band arasinda degismistir. Amplifikasyon
olusturan 21 primerden 130-2700 bp arasinda

toplam 209 bant (153 polimorfik (%73) ve 56
monomorfik (%27)) elde edilmistir [6].

C. pepo [14, 22, 63] ve C. moschata [23]
tirlerinde genetik haritalama konusunda da
calismalar yapilmistir. C. pepo tiriinde gicek,
yaprak ve kok hiicrelerinden elde edilmis 49.610
adet unigen iceren transkriptom  bilgisi
olusturulmus [9], bu genlerden %60°1 ile C. pepo
genomuna ait 6nemli genlerin tespiti yapilmustir.
Bu  trankriptom,  molekiiler  belirteglerin
olusturulmasinda kullanilabilecek 10.000’den
fazla potansiyel SSR ve SNP’nin tanilamasina da
yardimct olmustur. C. moschata tiiriinde yaprak,
govde ve siirgiin kaynakli 62.480 adet unigen
iceren transkriptom dizilimi olusturulmus [56], bu
genlerden %68’i tamimlanmis ve 8000 adet
potansiyel SSR belirlenmistir. Wyatt ve ark. [57]
Cucurbita pepo var. ovifera’da meyve kalitesini
gelistirmeye yonelik olarak meyve ve tohum
kaynakli bir transkriptom gelistirmislerdir.

SONUC VE ONERILER

Cucurbita tiirlerinin 1slahindaki ama¢ ve
hedefler ne olursa olsun, bunlara ulasmada
gidilecek yol, klasik 1slah yontemleri ile
biyoteknolojik yontemlerin birlikte uygulanmasi
ile miimkiin olabilecektir. Genetigi degistirilmis
organizmalara (GDO) karsi hala bir tiiketici
karsithigi  olmasina ragmen biyoteknolojik
yontemler, Ozellikle genetik miihendisligi ve
molekiiler 1slah tekniklerin kullanimi ile asilmasi
zor ve hatta imkansiz goriilen birgok engelin
ortadan kaldirilmast miimkiin olabilecektir.
Ozellikle MAS teknigi, genetik miihendisligine
alternatif olmasi, ¢ok kisa siirede ve daha az
maliyetle sonuca ulasilmas1 sebebiyle Oonemli
avantajlara sahip olarak goriilmektedir. Ancak
gliniimiizde halen Cucurbita tiirleri igin bu
teknigin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Zira
Cucurbita  cinsine  giren tiirlerin  ticari
yetistiriciligi, halen bircok tiire gore c¢ok
gerilerdedir ve biyoteknolojik  calismalarin
¢ogunlugu daha ¢ok ekonomik tiirler iizerine
yogunlagmistir. Ayrica in Vvitro rejenerasyon
teknikleri, tlirler arast melezlemelerden sonra
farkli oOzelliklere sahip genotiplerin eldesine
olanak saglayan embriyo kiiltiirii g¢aligmalari,
dihaploidizasyona olanak saglayan androgenesis
ve gynogenesis teknikleri, diger tiirlerde oldugu
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gibi, Cucurbita tirlerinin gelecekteki 1slah

calismalarinda belirleyici olacaktir.
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