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Ozet

Aragtirmada, yaprak eksplantlar1 kullanilarak yapilan rejenerasyon calismalarinda MS ortaminda farkli
BA, GAs ve NAA konsantrasyonlari denenmistir. BA’nin 1 ve 1.5 mg/L konsantrasyonlari (% 100) ile
NAA’nin 1 mg/L konsantrasyonu (% 87.50) diger uygulamalara gore daha yiiksek kallus olusturmustur.
Ancak, olusan kalluslar karardigi i¢in bitki iiretilememistir. Gévde tomurcuklart ve siirgiin uglarinin
kullanildig1 rejenerasyon g¢alismalarinda ise farkli BA ve GAs konsantrasyonlari igeren MS ortamlari
denenmistir. Bu eksplantlarda en yiiksek siirgiin olusturma oranlari, 0.5 (% 83.75) veya 0.75 (% 87.50)
mg/L BA bulunan MS ortamlarindan elde edilmistir. Kéklendirme i¢in 400 mg/L sefotaksim sodyum’lu
NAA’siz (% 80.00) veya 0.05 (% 100.00) mg/L NAA igeren MS ortamlarinin kullanilmasinin uygun
olacagi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rejenerasyon, Chayote, In vitro

Studies on In Vitro Regeneration of Chayote

Abstract

In this study, using leaf explants, different concentration of BA, GAs; and NAA in MS medium as
regeneration media were examined. Media with 1 mg/L or 1.5 mg/L BA (100 %) and 1 mg/L NAA (87.50
%) concentrations formed more callus than other treatments. However, the shoots were not obtained since
the produced callus were darkened. Different BA and GA3 concentrations was used in MS medium for
in vitro regeneration from stem buds or shoot tips of chayote. The highest shoot growth medium for stem
buds or shoot tips was MS supplemented with 0.5 (83.75 %) mg/L BA or 0.75 (87.50 %), and the best
rooting medium was MS containing 400 mg/L cefotaxime sodium and 0.05 mg/L NAA (100.00 %) or
without NAA (80.00 %).
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Giris

Halk arasinda “dikenli kabak™ olarak
adlandirilan Sechium edule (Jacq.) Swartz,
diinyanin farkli iilkelerinde ve ydrelerinde;
Chayote, Cho-cho, Chuchu, Huisquil, Chayota,
Gayota ve Sebze Armut gibi 81 farkli kelime ile
isimlendirilmektedir. Bunlarin arasinda en ¢ok
kabul goren Chayote kelimesi, kdkenini
Meksika'nin eski Aztek kelimeleri “chayotli”
veya “chayotl” (dikenli)’den almaktadir (Aung
ve ark., 1990). Anavatam Meksika ve
Guatemala olmakla birlikte, dikenli kabagin
yetistiriciligi yapilan baslica bolgeler Brezilya,
Kosta Rika, Veracruz, Meksika ve Abhazya’dir.
Dikenli kabagin kromozom sayisinin 2n=2x=28
oldugu bildirilmekle (Donato ve Cequea (1994)
birlikte, 2n=2x=24 oldugunu belirten raporlar
(Sobti ve Singh, 1961) da mevcuttur (Cadena-
Iniguez ve ark., 2007).

Dikenli kabagin meyveleri disinda govdeleri,
geng yapraklart ve koklerin yumru seklindeki
kisimlar1 da yiyecek olarak kullanilmaktadir.
Bitkinin yenen kisimlarinin lif, protein ve
vitamin igerigi diger sebzelere oranla disiiktiir.
Meyve ve ozellikle tohum, pek c¢ok Onemli
amino asit (aspartik asit, glutamik asit, alanin,
arjinin, sistein, fenilalanin, glisin, histidin,
izol6sin, 16sin, methionin, prolin, serin, tirosin,
treonin ve valin) yoniinden zengindir (Saade,
1996). Dikenli kabak herhangi bir doymus yag
icermemekle birlikte, antioksidan ozelligine
sahiptir (Ordonez ve ark., 2006). Diisiik kalorili
olmasi nedeniyle kolesterol ve kilo kontrolii
icin diyetisyenler tarafindan oOnerilmektedir.
Kordiyovaskiiler degisimi saglayan yapraklari,
hipertansiyon igin  bitkisel ilag olarak
kullanilabilmektedir. Meyve ve koklerinin
diiiretik  oldugu  kabul edilmekte ve
tohumlarinin bagirsaklarla ilgili problemlere iyi
geldigi belirtilmektedir (Robinson ve Docker-
Walters, 1997). Dikenli kabak, iri sulu kokleri
bir kag yilda gelisebilen ¢ok yillik bir bitkidir.
Subtropik  iklim  bdlgelerinde  siirglinleri
sonbaharda donarak oliir. Fakat kis aylar1 sert
geemezse, koklerin {ist kismindaki adventif
gozlerden ilkbaharda siirgiinlerin olugmasiyla
biliylime yeniden baglar (Aung ve ark., 1990;
Robinson ve Decker-Walters, 1997).

Dikenli kabak meyvelerinde; irilik, sekil, renk
ve dikenlilik bakimindan o©nemli derecede

genetik  farkliliklar mevcuttur  (Newstrom,
1991; Rubatzky ve Yamaguchi, 1997). Meyve
tek tohumlu, etli ve siirgiin tizerindeyken bile
stirebilir (viviparous). Tohumundan gelisen
stirglin, perikarptan beslenir (Aung ve ark.,
1990; Robinson ve Decker-Walters, 1997). Kisa
giin Dbitkisi olan dikenli kabagin meyveleri
kullanilarak ¢ogaltilmasi ile ilgili olarak yapilan
calismalar incelediginde, ¢ogaltma katsayisinin
diisiik oldugu goriilmektedir. Bu bitkinin doku
kiiltiirii ile ¢ogaltilmas1 konusunda ise birkag
caligma mevcuttur. Wang ve ark. (1997), siirgiin
ucu segmentlerinin 1 mg/L TAA igeren MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda % 81.30
oraninda koklendigini ve tomurcuk tasiyan
govde celiklerinin 0.3 mg/L IAA igeren /2 MS
ortammmda %  83.30 oranmnda  siirgiin
olusturdugunu bildirmislerdir. Transfer edilen
stirgtinlerin % 75.00’1 bitkiye doniismektedir.
Abdelnour ve Engelmann (2002a)’in dikenli
kabak bitkisinde yaptigi calismada
dondurularak muhafaza (kriyoprezervasyon)
edilen embriyolarmm 0.5 mg/L BA igeren
ortamda, kiiltiire alinmas1 sonucu % 10 ila 30
arasinda bir geligmenin oldugunu ve bunlarin %
17 ila 38’nin hayatta kaldigin1 ifade etmislerdir.
Yapilan bir ¢alismada dikenli kabagin mikro
¢ogaltimi  i¢in  biiyime  diizenleyicileri
gereksinimlerinin ¢ok diisiik konsantrasyonda
oldugu (0.1 mg/L BA) veya bitki biiylime
diizenleyicilerinin ~ bulunmadigi  ortamlarda
gerceklestigi bildirilmistir (Sommaribas ve ark.,
1997; Abdelnour ve ark., 2002b; Cadena-
Iniguez ve ark., 2007). Sweetly ve ark. (2018),
dikenli  kabagin  bogum  eksplantlarini
kullandiklar1 ¢alismada, en yiiksek siirgiin
sayisini (4.89 adet/bogum) 0.2 uM 1AA ve 0.2
uM BAP igeren MS ortamindan elde ettiklerini
belirtmiglerdir.  Sonu¢  olarak, ¢ogaltma
materyalinin pahali olmasi1 ve yapilan in vitro
calismalarda basar1 oranmin diisiik olmasi
nedeniyle, in vitro ¢ogaltilmasinin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Materyal ve Yontem

Doku kiiltliriinde ¢ogaltma materyali olarak
kullanilan dikenli kabak siirgiin ve yapraklari,
Belen’deki bir ev bahgesinden ve Serinyol
pazarindan alinan meyvelerin 5 L’lik torf:perlit
(2:1) karisimi  ile doldurulmus saksilara
dikilmesiyle serada elde edilen bitkilerden
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temin edilmistir. Doku kiiltiirii ¢calismalarinda,
yukarida belirtildigi gibi tretilen bitkilerden
alman ¢eliklerin yaprak koltugunda bulunan
tomurcuklar ve siirgiin uclart ile gercek
yapraklart veya in vitro bitkilerin biiyiitme
odasinda yetistirilmesi 1ile iretilen bitkilerin
gercek yapraklart eksplant kaynagi olarak
kullanilmagtir.

Yaprak rejenerasyonu cahsmalarinda
dezenfeksiyon yontemleri
Yaprak eksplantlar1  kullamilarak yapilan

rejenerasyon caligmalarinda, 100 ml’sinde 2
damla Tween 20 bulunan % 0.5 veya % 0.6’lik
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk manyetik
karigtiricida galkalandiktan sonra 3 kez steril saf
sudan gegcirilmistir. Eksplantlarin alan1 yaklasik
0.5 cm? olacak sekilde ayarlanarak MS ortami
iceren Petri kaplarina (9 x 1.5 cm) aktarilmustir.
S6z konusu eksplantlar 25+1°C sicaklik, 40-50
pumol/m?n 151k yogunlugunda (16 saat 151k, 8
saat karanlik) kiiltire almmistir. Endojenik

kontaminasyonlarin goriilmesi halinde
sefotaksim  sodyum  (Sefotak  1gIM/IV)
kullanilmagtir.

Siirgiin ucu ve tomurcuk rejenerasyonu
calismalarinda dezenfeksiyon yontemleri
Dikenli kabagin in vitro ¢ogaltimini gelistirmek
icin uygun bir dezenfeksiyon protokoliiniin
belirlenmesi amaciyla, bitkilerden alinan
stirgiin ucu veya tomurcuk bulunduran 2-3
gozli ¢elikler kullanilmugtir. Celikler, 100
ml’sinde 2 damla Tween 20 bulunan % 0.5’lik
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 10 veya 15 dk,
veya % 0.6’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde
15 dk manyetik karigtiricida calkalandiktan
sonra 3 kez steril saf sudan gecirilmistir.
Dezenfeksiyonunda etil alkol kullanilmasi
gerektiginde ise celikler % 70’lik etil alkol
cozeltisinde 5 veya 15 sn tutulmustur. Ardindan
3 kez steril saf sudan gegirilerek 100 ml’sinde 2
damla Tween 20 bulunan % 0.6 veya % 0.75°1lik
sodyum hipoklorit  ¢ozeltisinde 15 dk
calkalandiktan sonra 3 kez steril saf sudan
gecirilmistir. S6z konusu eksplantlar igerisinde
MS ortami1 bulunan cam tiiplere (150 X 25 mm)
aktarilarak yukarida belirtilen bitki biiyiitme
odasi kosullarinda kiiltiire alinmistir. Endojenik
kontaminasyonlarin goriilmesi durumunda 400
mg/L sefotaksim sodyum kullanilmistir.
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Yaprak rejenerasyonu
kullanilan ortamlar
Gergek yapraklarin rejenerasyonunda 30 g/L
sakkaroz (Duchefa S0809.1000) ve aksi
belirtilmedigi takdirde 8 g/L agar (Duchefa
P1001.1000) igeren MS ortaminda 1) BA’nin 0,
0.1, 0.3, 0.5, 0.75, 1 mg/L ve Sefotaksim
sodyumun 0, 400 mg/L kombinasyonlari, 2)
0.1,0.3,0.5mg/L BA ve 0, 0.05, 0.1 mg/L GAs
kombinasyonlar1 ile 3) BA’nm 0, 0.5, 1, 1.5
mg/L ile NAA’nin 0, 0.5, 1, 1.5 mg/L
kombinasyonlar1 denenmistir.

calismalarinda

Siirgiin ucu ve tomurcuk rejenerasyonu
calismalarinda kullanmilan ortamlar

Rejenerasyon ¢alismalarinda, MS ortami temel
besin ortami olarak kullanilmistir. Bitkilerin
yaprak koltugunda bulunan tomurcuklar ve
siirglin uglarinin rejenerasyonunda 1) 0, 0.1,
0.3, 0.5 mg/L BA konsantrasyonlari, 2) BA’nin
0, 0.5, 0.75, 1 mg/L ve GAz’iin 0, 0.5 mg/L
kombinasyonlari, 3) BA’nin 0, 0.5, 0.75, 1
mg/L ve sefotaksim sodyumun 0, 400 mg/L
kombinasyonlari arastirilmstir. Siirgiin
olugturma ortaminda en iyi sonug veren 0.5 ve
0.75 mg/L BA’nin 0 veya 0.5 mg/L GA3s ile
kombinasyonlarinin siirgiin olusturma {izerine
etkisini belirlemek i¢in 400 mg/L sefotaksim
sodyum iceren MS ortami kullanilarak bir
deneme daha kurulmustur. Tomurcuk ve siirgiin

uclarinin  rejenerasyonu  sonucu  olusan
stirgiinler, en az 2-3 cm oldugunda kdklendirme
ortamma  (Bitki  biiylime  diizenleyicisi
icermeyen MS) alinmistir. Bu ortamda

koklenme ylizdesi diisiik oldugundan; 1) 0, 0.1,
0.2 mg/L NAA, 2) 0, 0.5, 1 mg/L NAA, 3) 0,
0.01, 0.05 mg/L NAA ve NAA’siz 400 mg/L
sefotaksim sodyum, 4) 0, 0.03, 0.05, 0.07 mg/L
NAA igeren MS ortamlariin denendigi 4 farkl
deneme kurulmustur.

Siirgiin ucu ve tomurcuk rejenerasyonuyla
iiretilen bitkilerin aklimatizasyonu, ploidi
diizeyinin  belirlenmesi  ve serada
yetistirilmesi

Alinan tomurcuklarin in vitro kiiltiirii sonucu
rejenere olan bitkilerin dig ortama aligtirilmast
icin 1 hafta siireyle kiiltlir kabinin kapaklar
kademeli olarak ac¢ilmistir. Bu sekilde dis
kosullara kismen adapte edilen bitkiler, dnce
icinde torf:perlit karisimi (2:1) bulunan viyolde
veya 0.5 L’lik saksida fide haline getirilmistir.
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Bu bitkilerin ploidi diizeyi Partec firmasinin PI
kiti ile Partec protokolii kullanilarak, Flow
Sitometri ile belirlenmistir (Tuna, 2014). Dis
kosullara alistirilan bitkiler, 5 L’lik saksilara
aktarilarak serada biylitiilmistiir. S6z konusu
bitkiler burada belli bir biiyiikliige ulastiginda,
cam serada bulunan ve yukarida belirtildigi gibi
hazirlanan torf:perlit karigimi ile doldurulan 25
L’lik saksilara 30 Kasim 2017 tarihinde
dikilerek, 190 x 125 m araliklarla
yerlestirilmistir. Bitkilerin sulanmasi,
saksilardaki toprak gozlenerek ihtiyag halinde
damla sulama sistemi ile yapilmistir. Bitkilere,
4 farkh tarihte suda ¢oziilerek toplam 21:7:28
kg/da N:P20s:K>0 verilmistir.

Yapilan dl¢iimler ve izlenen parametreler
Dezenfeksiyon ve rejenerasyon denemeleri
kurulduktan 1-2 hafta i¢inde kontamine olan
eksplant orani (%), 3-4 hafta sonra canl kalan
ve siiren eksplant oran1 (%) belirlenmistir. Daha
sonra kardeslendirme ortaminda eksplant
basmma olusan kardes sayist (adet) tespit
edilmigtir. Koksiiz siirglinler, koklendirme
ortamina alindiktan 1 ay sonra kok olusturan
bitki orani (%), her bitkide kok uzunlugu (cm)
ve kok sayilar1 (adet) belirlenmistir. Saksilara
yapilan dikimden 3 hafta sonra saksida yasayan
bitki oran1 (%) tespit edilmistir. Her tekerriirde
rejenere olan bitkilerin 2-3’tinde ploidi diizeyi
Flow Sitometri ile belirlenmistir. In vitro
rejenerasyon sonunda lretilen ve serada
yukarida belirtildigi sekilde yetistirilen bitkiler,
bitki morfolojisi, meyve olusumu ve ploidi
seviyesi dikkate alinarak somaklonal varyasyon
agisindan incelenmistir.

Verilerin degerlendirilmesi

Denemeler faktoriyel diizende tesadiif parselleri
deneme desenine gore kurulmus, denemelerden
elde edilen verilere varyans analizi
uygulanmugtir. In vitro galismalarda, siirgiin ucu
ve tomurcuk rejenerasyonu ile yaprak eksplanti
kullanilarak yapilan rejenerasyon calismalar 4
tekerriirden olusmustur ve her tekerriirde 5-7
eksplant bulundurulmustur. Siirgiin ucu ve
tomurcuk rejenerasyonu sonucu olusan koksiiz
bitkilerin koklendirme denemeleri 3 tekerriirli,
her tekerrirde 5-6 bitki olacak sekilde
kurulmustur. Elde edilen % verilere ag1
transformasyonu uygulanmistir ve eksplant
basma diisen bitki gézlemlerinde elde edilen

rakamlar 10°dan kiiciik oldugundan rakamlara
0.5 eklenerek karekok transformasyonu
uygulanmustir. Bu degerlerin varyans analizinde
% 5’°te 6onemli ¢ikan parametrelerin ortalamalari
Tukey (HSD) testine gore karsilagtirtlmisgtir.

Bulgular ve Tartisma

Yaprak eksplanti kullanilan rejenerasyon
calismalari

Aragtirmanin bu boliimiinde, gercek yapraklar
kullanilarak kurulan 1. denemede, % 0.50
sodyum hipoklorit konsantrasyonunun serada
yetistirilen ~ bitki  yapraklarma 15 dk
uygulanmasinin  dezenfeksiyonda etkinligi,
farkli  sefotaksim  sodyum  ve BA
konsantrasyonlarinin rejenerasyon iizerine olan
etkisi  arastirllmistir.  Bu  dezenfeksiyon
uygulamasi ve ortama 400 mg/L sefotaksim
sodyum eklenmesi sonucu ortalama % 10.07
oraninda  kontaminasyon  gerceklesmistir
(Cizelge 1). Kallus olusturan eksplant orani
bakimindan, denenen = faktorlerin  ikili
interaksiyonlar1  6nemli  bulunmustur. En
yiiksek kallus olusturan eksplant oram (%
79.17), sefotaksim sodyum igeren ortamda 0.5
mg/L. BA konsantrasyonu uygulanmasi sonucu
olusmustur. Sefotaksim sodyumun etkisi
degerlendirildiginde incelenen gdzlemlerden
kontamine olan eksplant oranina etkisi istatiksel
olarak  6nemli  bulunmustur.  Sefotaksim
sodyumun uygulanmadigi ortamda
kontaminasyon oraninin % 5.56’dan % 14.58’¢
yiikseldigi goriilmektedir. Boylece denemede
sefotaksim sodyumun kontaminasyon oranini
azalttigi  degerlendirilerek  olumlu  etki
yaratmasinin yaninda, yapraklarda kararma gibi
olumsuz etkisinin oldugu da go6zlenmistir.
Ozellikle sefotaksim sodyum iceren ortamlarda
s0z konusu kararmanin daha fazla oldugu
degerlendirilmistir (Sekil 1). Dolayisiyla bu
denemdeki hicbir uygulamada siirgiin meydana
gelmemistir.

Gergek yapraklarm kullanmilmasiyla kurulan 2.
rejenerasyon denemesinde yaprak eksplantlari,
% 0.60 sodyum hipoklorit konsantrasyonunda

15 dk siireyle dezenfekte edilmistir. Bu
denemede sodyum hipoklorit
konsantrasyonunun % 0.5’ten % 0.6’ya

yiikseltilmesi sonucu olusan kontaminasyon
orant (% 0.40) (Cizelge 2), 1. denemeye (%
10.07) (Cizelge 1) gore ¢ok azalmistir. Ayrica,
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Cruz-Martinez ve ark. (2017) dikenli kabakta
bildirdigi gibi yapraklarda ¢izikler olusturmak
suretiyle  rejenerasyon  elde  edilmeye
calisilmistir. Bu denemeden elde edilen
ortalama degerler Cizelge 2’de sunulmustur.
Denenen faktorlerin, incelenen Ozellikler
iizerine etkisi istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir. Bununla birlikte, 0.5 mg/L. BA
ve 0.05 mg/L GAs igeren siirgiin olusturma
ortamindan gelen bitki yaprak eksplantlarinin
kallus olusturma oraninin (% 21.43) diger
uygulamalara kiyasla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu denemedeki uygulamalarda
sadece beyaz kallus olusumu gergeklesmis
olup, kalluslarin kararmasmna (Sekil 1) bagh
olarak siirgiin elde edilememistir. Ancak, Cruz-
Martinez ve ark. (2013) yaptig1 bir ¢alismada,
dikenli kabak embriyolarinin ¢imlendirilmesi
sonucu olusan in vitro bitkilerin gercek

yapraklarmin MS + 0.1 mg/L BA + 0.5 mg/L
GAszveya MS + 0.1 mg/L BA + 0.1 mg/L GA3
ortamlarinda kiiltiire alinmasi sonucu bitki elde
ettiklerini bildirmislerdir. Yine Cruz-Martinez
ve ark. (2017) yapmis olduklari benzer ¢aligma
sonunda yaprak eksplantlarinda  ¢izikler
olusturarak MS ortaminda 0.1 mg/L BA ve 0.05
mg/L GAs; kombinasyonundan organogenesis
ile bitki elde etmislerdir. Fakat ¢alismamizda
yapilan gozlemler sonucunda, yapraklarin
yapilan ¢iziklerden zarar goérmiis oldugu
belirlenmistir. Ciziklerin derin ve yogun olmast
nedeniyle, daha Once olumlu sonu¢ alinmig
olmakla birlikte dezenfeksiyon igleminde
kullanilan sodyum hipoklorit konsantrasyonu
ve siiresine (% 0.6, 15 dk) bagli olarak bu
zararin ortaya cikmis olabilecegi
degerlendirilmistir.

" v‘ - i
Sekil 1. Dikenli kabakta yaprak rejenerasyonu sonucu olusan beyaz kallus (solda) ve bu
kalluslarin daha sonra kararmasiyla olusan eksplant goriintiisi (sagda)
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Cizelge 1. Dikenli kabak meyvelerinden gelen serada yetistirilen siirglinlerin gercek
yapraklarma uygulanan farkli BA ve sefotaksim sodyum uygulamasi sonucu elde edilen
ortalama degerler

BA Sefotaksim sodyum Kontamine Canli kalan Kallus olusturan
L L olan eksplant  eksplant orani ksl o
(mg/L) (mg/L) orant (%) (%) eksplant oran1 (%)
0 400 16.67 83.33 0.00°
0.1 400 16.67 83.33 0.00°
0.3 400 0.00 100.00 50.00°¢
0.5 400 0.00 100.00 79.178
0.75 400 0.00 100.00 58.332¢
1 400 0.00 100.00 16.672¢
0 0 4.17 95.83 0.00°¢
0.1 0 8.33 91.67 25.002b¢
0.3 0 0.00 100.00 41.67%¢
0.5 0 8.33 91.67 6.25%¢
0.75 0 62.50 375 31.25%¢
1 0 4.17 95.83 75.00%
Tukey HSD (% 5) 0.D 0.D 11.04
BA (mg/L)
0 10.42% 89.58 0.00°
0.1 12.502 87.50 12,50
0.3 0.00° 100.00 45.832
0.5 4.17° 95.83 42.712
0.75 31.252 68.75 44,792
1 2.08° 97.92 45832
Tukey HSD (% 5) 21.05 O.D 33.21
Sefotaksim sodyum (mg/L)
0 14,582 85.42 29.86
400 5.56° 94.44 34.03
Tukey HSD (% 5) 8.19 0.D 0.D

Varyans analizi onemli bulunan uygulamalarin ayni siitundaki ortalamalart arasindaki farkliliklar, Tukey
testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil
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Cizelge 2. In vitro ortamdan gelen ve bitki biiyiitme odasinda yetistirilen bitki siirgiinlerinin
gergek yapraklarina uygulanan farkli BA ve GAskonsantrasyonlari sonucu elde edilen ortalama

degerler
Kallus
. Canl1 kalan
BA (mg/L) GAs (Mg/L) Kontamine olan eksplant olusturan
eksplant orant (%) o eksplant orant

orani (%) (%)

0.1 0 0.00 100.00 4.17
0.1 0.05 3.57 96.43 0.00
0.1 0.1 0.00 100.00 0.00
0.3 0 0.00 100.00 7.14
0.3 0.05 0.00 100.00 0.00
0.3 0.1 0.00 100.00 0.00
0.5 0 0.00 100.00 4.17
0.5 0.05 0.00 100.00 21.43
0.5 0.1 0.00 100.00 3.57
Tukey HSD (% 5) 0D 0D 0D

BA (mg/L)

0.1 1.19 100.00 1.39

0.3 0.00 100.00 2.38

0.5 0.00 98.81 9.72

Tukey HSD (% 5) 0D O0.D O0.D

GAsz(mg/L)

0 0.00 100.00 5.16

0.05 1.19 100.00 7.14

0.1 0.00 100.00 1.19

Tukey HSD (% 5) 0D 0.D 0.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ayni siitundaki ortalamalari arasindaki farklihklar,
Tukey testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil

Meyvelerin dikilmesiyle olusan ve serada

yetistirilen ~ bitki  siirglinlerinin ~ gergek
yapraklarmin  kullanilmasiyla  kurulan 3.
rejenerasyon  denemesinden elde edilen

ortalama degerler Cizelge 3’de verilmistir. Bu
denemede, yiizeysel dezenfeksiyon sirasinda
kullanilan sodyum hipoklorit konsantrasyonu %
0.6’dan % 0.5’e azaltilarak 15 dk olacak sekilde
uygulanmigtir. Ayrica denenen ortamlara 400
mg/L sefotaksim sodyum eklenmistir. Bu
denemede yaprak eksplantlari, ¢izilmeden MS
ortaminda BA ve NAA’'min  farkli
konsantrasyonlar1 kombine edilerek olusturulan
ortamlarda kiiltiire alinmistir. 1. rejenerasyon
denemesinde uygulanan ayni dezenfeksiyon
stiresi ve sefotaksim sodyum konsantrasyonu
sonucu kontaminasyon orant % 10.07’den %
6’ya diisliriilmiistiir. Denemede etkisi arastirilan
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faktorlerin ikili interaksiyonlarimin, incelenen
ozelliklerden kallus ve kok olusturan eksplant
orani bakimindan 6nemli oldugu saptanmistir
(Cizelge 3). Ortama BA ve NAA eklenmedigi
durumda kallus olusmadigi belirlenmistir.
Yapilan gozlemler dogrultusunda denenen
konsantrasyonlardan 1 mg/L BA igeren MS
ortaminda c¢ok diisiik oranda yesil kallus
olustugu gbzlenmistir. Ancak diger
kombinasyonlarda agirlikli olarak beyaz kallus
elde edilmis olmakla birlikte, olusan beyaz ve
yesil  kalluslar  karardigt  i¢in  bitki
uretilememistir.  Bununla  birlikte,  ikili
interaksiyonlardan BA bulunmayan 0.5, 1 ve
1.5 mg/L NAA konsantrasyonlarini igeren
ortamlarda kok olusumu gergeklesmistir. Ancak
eksplantlardan olusan koklerden siirglin elde
edilememistir.
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Cizelge 3. Dikenli kabak meyvelerinden gelen serada yetistirilen siirgiinlerin gergek yapraklari, 400
mg/L sefotaksim sodyum ve farkli BA ve NAA konsantrasyonu bulunan ortamlarda kiiltiire alinmasi

sonucu elde edilen ortalama degerler

. Canli kalan Kallus
BA NAA Kontamine olan eksplant olusturan Kok olusturan
(mg/L) (mg/L) eksplant orani (%) orant (%) ekspl?nt)oram eksplant oran1 (%)
%
0 0 4.17 95.83 0.00¢ 0.00°
0 0.5 0.00 100.00 4.17¢ 16.67°2
0 1 16.67 83.33 50.00° 20.83*
0 15 16.67 83.33 29.17°% 16.67°2
0.5 0 0.00 100.00 16.67 0.00°
0.5 0.5 0.00 100.00 91.67° 0.00°
0.5 1 0.00 100.00 100.00 0.00°
0.5 15 8.33 91.67 100.00° 0.00°
1 0 0.00 100.00 100.00* 0.00°
1 0.5 4.17 95.83 100.00° 0.00°
1 1 0.00 100.00 100.00° 0.00°
1 1.5 0.00 100.00 100.00° 0.00°
15 0 4.17 95.83 100.00 0.00°
1.5 0.5 8.33 91.67 100.00° 0.00°
1.5 1 16.67 83.33 100.00° 0.00°
15 15 16.67 83.33 100.00* 0.00°
Tukey HSD (% 5) 0.D 0.D 4.19 3.22
BA (mg/L)
0 9.38 90.63 20.83° 13.542
0.5 2.08 91.67 77.08° 0.00°
1 1.04 91.67 100.00? 0.00°
1.5 11.46 95.83 100.00? 0.00°
Tukey HSD (% 5) 0.D 0.D 7.88 6.05
NAA (mg/L)
0 2.08 97.92 54.17°¢ 0.00
0.5 3.13 96.88 73.96° 4.17
1 8.33 91.67 87.50° 521
15 10.42 89.58 82.29% 4.17
Tukey HSD (% 5) O.D O.D 7.88 O.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ayni siitundaki ortalamalar1 arasindaki farklihiklar,
Tukey testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil

Siirgiin ucu ve tomurcuk rejenerasyonu
calismalari

Dikenli kabagin in vitro ¢ogaltilmasinda
kullanilacak siirgiin ucu ve tomurcuklarin
dezenfeksiyonu igin uygun bir yoOntemin
belirlenmesi amaciyla yiiriitiillen ilk ¢calismadan
elde edilen sonuglar Cizelge 4’de sunulmustur.
Dezenfeksiyon siiresinin, incelenen gozlemler
tizerine etkisi istatiksel agidan Onemli
bulunmamigtir. Ancak 15 dk uygulanan %
0.5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde

kontamine olan eksplant oran1 (% 35), 10 dk’lik
uygulama oranina (% 60) gore daha diisiik
olmustur. Bununla birlikte 15 dk’lik sodyum
hipoklorit uygulamasinin, eksplantlarda siirme
oraninda  azalmaya neden oldugu ve
kontaminasyonun  ¢ogunlukla  endojenik
bakterilerden kaynaklandigi degerlendirilmistir.

Bu nedenlerle, sonraki denemelerde
dezenfeksiyon  protokolinde  degisiklige
gidilmisgtir.

133



Dikenli Kabagn In Vitro Rejenerasyonu Uzerine Cahsmalar

Birinci dezenfeksiyon protokolii (% 0.5’lik
sodyum hipokloritte 15 dk.) uygulanarak siirgiin
ucu ve tomurcuklarin rejenerasyonu {iizerine
BA’nin etkisi incelendiginde, siirglin olusturma
ortaminda siirme orani ve kardeslendirme
ortaminda eksplant basina olusan kardes
sayisinin istatiksel olarak Onemli olmadig1
belirlenmistir (Cizelge 5). Bununla birlikte elde
edilen siirgiinler 0.5 mg/L BA igeren
kardeslendirme ortamma alinarak kardes
sayilart belirlenmistir. En yiiksek eksplant
basma olusan kardes sayisi (3.75 adet), 0.3
mg/L BA uygulamasindan gelen eksplantlarda
belirlenmistir. Bu denemde olusan en yiiksek

kardes sayisi, Sweetly ve ark. (2018)’nin elde
ettigi en yiksek kardes sayisindan (4.89
adet/bogum) diisiik olmustur.

Cizelge 4. Dikenli kabakta siirgiin ucu ve
tomurcuklara MS ortaminda uygulanan farkli
dezenfeksiyon siirelerinin etkisi

Kontamine olan
eksplant orani (%)

% 0.5’lik sodyum hipokloritte
dezenfeksiyon siiresi (dk)

15 35.00
10 60.00
Tukey HSD (% 5) 0.D

OD: Onemli Degil

Cizelge 5. Dikenli kabakta siirglin olusturma ortaminda farkli BA konsantrasyonu igeren MS
ortamlarindan gelen siirgiinlerin 0.5 mg/L. BA igeren kardeslendirme ortaminda elde edilen kardes

sayilari
Siirgiin olusturma Siirgiin olusturma ortaminda  Kardeslendirme Kardeslendirme
ortaminda BA igerigi kontamin olmayan ortaminda BA ortaminda eksplant
(mg/L) eksplantlarda slirme orani1 (%) igerigi (mg/L) bagma olugan
kardes sayisi (adet)
0 8.33 0.5 0.00
0.1 25.00 0.5 0.33
0.3 50.00 0.5 3.75
0.5 5.00 0.5 1.00
Tukey HSD (%5) 0.D 0.D
OD: Onemli Degil
stirelerinden kaynaklanmig olabilecegi
Siirgiin ucu ve tomurcuk calismalarinda birinci  degerlendirilmistir. ~ Ikinci  dezenfeksiyon

denemede uygulanan dezenfeksiyon protokolii
sonucunda enfeksiyonun yiiksek c¢ikmasi
nedeniyle, kurulan ikinci denemede eksplantlar
% 70’lik etil alkolde 15 sn ve ardindan %
0.75’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk
bekletilerek yiizeysel dezenfeksiyon islemi
gergeklestirilmistir. Ayrica endojenik bakteri
kontaminasyonunu Onlemek icin ortama 400
mg/L  sefotaksim sodyum eklenmistir. Bu
denemede kontamine olan eksplant orani
(ortalama % 3.75), birinci denemede olusan
kontaminasyon oranindan (ortalama % 47.5)
oldukga diisiik oldugundan, dezenfeksiyon
protokoliiniin etkili oldugu goriilmektedir.
Ancak burada tiim ortamlara sefotaksim
sodyum eklendiginden kontaminasyon oraninin
diisiik ¢tkmasi, sefotaksim sodyum
kullanimiyla iliskili olabilecegi belirtilebilir.
Ayrica bu denemede olusan siirgiinlerde
sararma oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeninin
dezenfeksiyon sirasinda etil alkol ve sodyum
hipoklorit konsantrasyonlar1 ve uygulama
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protokolii uygulanarak kurulan 2. denemede,
eksplantlarin rejenerasyonu i¢in MS temel
ortaminda BA ve GAjs’lin etkisi incelenmigtir
(Cizelge 6). Incelenen &zelliklerin tiimiinde
“BA x GAz” ikili interaksiyonlarmin etkisi,
istatiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Ana
faktorlerden BA konsantrasyon uygulamasinin,
canli kalan eksplant oranina etkisinin dnemli
oldugu, siirme oranina etkisinin ise Onemsiz
oldugu belirlenmistir. Ancak, dikenli kabak
bitkisinde yapilan ¢alismada embriyolarin 0.5
mg/L. BA igeren ortamda kiiltiire alinmasi
sonucu, siirgiin elde edildigi bildirilmistir
(Abdelnour  ve Engelmann, 2002a).
Calismamizda ana faktor olarak GAs’iin etkisi
incelendiginde ise istatiksel olarak Onemsiz
oldugu bulunmustur.
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Cizelge 6. Dikenli kabakta siirgiin ucu ve
tomurcuklara 400 mg/L sefotaksim sodyum
iceren ortamda uygulanan farkli BA ve GAs
konsantrasyonlar1 sonucu elde edilen ortalama
degerler

Canli .
kalan Kontamine
BA GA; eksplant olmayan
(mg/L)  (mg/L) oran eksplantlarda
(%) stirme orani (%)

0 0 80.00 6.25
0.5 0 100.00 20.00
0.75 0 100.00 5.00
1 0 100.00 15.00

0 0.5 90.00 11.25
0.5 0.5 100.00 5.00
0.75 0.5 100.00 30.00
1 0.5 100.00 5.00
Tukey HSD (% 5) 0.D 0.D

BA (mg/L)

0 85.00P 8.75

0.5 100.002 12.50

0.75 100.00? 17.50

1 100.00? 10.00
Tukey HSD (% 5) 9.97 0.D

GAs (mg/L)

0 95.00 11.56

0.5 97.50 12.81

Tukey HSD (%5) O.D O.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ayni
siitundaki ortalamalar1 arasindaki farkliliklar,

Tukey testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD:
Onemli Degil

S6z konusu 2. denemede, slirgiin ucu ve
tomurcuklarma uygulanan BA ve GAs
kombinasyonlarindan elde edilen bitkilerin

kardeslenme durumlarmin incelenmesi
amaciyla  GAs  igermeyen aym1  BA
konsantrasyonuna sahip MS ortamlarina
aktarilarak, eksplant basina olusan kardes

sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 7). Elde edilen
sonuclara gore farkh BA ve GAs
kombinasyonlarindan  gelen  eksplantlarda,
eksplant basina meydana gelen kardes sayisinin
istatiksel olarak Onemli olmadig1 tespit
edilmigtir. Bununla birlikte, 0.75 veya 1 mg/L
BA igeren siirglin olusturma ortamindan gelen
eksplantlarin yine ayn1 BA konsantrasyonuna
almmasi sonucu, diger uygulamalara kiyasla
daha  yiiksek kardes sayis1  olustugu
belirlenmistir. Bu denemde olusan en yiiksek
kardes sayis1 (1.65 adet/eksplant), Sweetly ve
ark. (2018)’nin elde ettigi kardes sayisindan

(4.89 adet/bogum) daha diisiik olmustur. iki
deneme  arasindaki  farklilik, kullanilan
genotipten ve/veya bitki biiylime diizenleyici
kombinasyonunun farkliligindan kaynaklanmis
olabilir.

Cizelge 7. Dikenli kabakta siirgiin olusturma
ortaminda farkli BA ve GA3z kombinasyonu ve
400 mg/L sefotaksim sodyum igeren MS
ortamlarindan  gelen  siirglinlerin, ayni
konsantrasyon sefotaksim sodyumla birlikte
farkli BA igeren kardeslendirme ortamlarinda
elde edilen kardes sayilari

Siirgiin olusturma Kardeslendirme Eksplant basina
ortaminda BA ve  ortaminda BA  olusan kardes

GAsigerigi icerigi (mg/L) sayisi (adet)
0 0 0.12
0.5 mg/ L BA 0.5 1.10
0.75 mg/ L BA 0.75 1.60
1 mg/L BA 1 1.65
0.5 mg/L GA; 0 0.00
0.5 mg/L BA +
0.5 mg/L GA3 0.5 0.10
0.75 mg/L BA +
0.5 mg/L GA 0.75 1.50
1 mg/L BA +
0.5 mg/L GA3 1 0.45
Tukey HSD (% 5) 0D
OD: Onemli Degil
Kurulan 2. denemedeki bitkilerin

sararmasindan dolayi, dezenfeksiyon sirasinda
uygulanacak % 70’lik etil alkoliin uygulama
stiresi ve sodyum hipoklorit oraninin azaltilmasi
gerektigi degerlendirilmistir. Buna uygun
olarak kurulan 3. denemede eksplantlar, % 70
etil alkolde 5 sn ve % 0.60 sodyum hipoklorit
cozeltisinde 15 dk bekletilmistir. Ayrica
ortamlara 0 veya 400 mg/L sefotaksim sodyum
eklenmistir.  Bu  denemede  sefotaksim
sodyumun etkisi incelenmistir ve MS temel besi
ortaminda BA’nin farkli konsantrasyonlar
denenmistir. Uygulamadan elde edilen degerler
Cizelge 8’de verilmistir. Sefotaksim sodyumun,
incelenen tiim 6zellikler iizerine etkisi istatiksel
anlamda  Onemli  bulunmustur. = Ortama
sefotaksim sodyum eklenmediginde
eksplantlarin % 51.25’i kontamine olmustur.
Sefotaksim sodyum uygulamasi sonucu ise
kontamine olan eksplant oramt % 12.50’ye
diismiis ve siiren eksplant oran1 % 6.25’ten %
31.25’e  yiikselmistir. In  vivo ortamda
yetigtirilen ~ dikenli =~ kabak  bitkilerinin
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dezenfeksiyonunda, endojenik bakteri
kontaminasyonlarinin makul diizeye indirilmesi
icin bu denemede uygulanan dezenfeksiyon
protokoliine ek olarak, 6zellikle rejenerasyon
besi ortamlarina 400 mg/L sefotaksim sodyum
eklenmesinin uygun olacagi belirlenmistir.
Ayrica, eksplant basina olusan kardes sayisi
bakimindan “sefotaksim sodyum x BA”

interaksiyonunun istatistiksel ac¢idan Onemli
oldugu belirlenmigtir (Cizelge 8). Burada 400
mg/L  sefotaksim sodyum uygulamasi ile
BA’nin 0.5 veya 0.75 mg/L konsantrasyonlar1
uygulandiginda en yiiksek kardes sayisi
(swrasiyla  1.45, 1.15 adet/eksplant) elde
edilmistir.

Cizelge 8. Dikenli kabakta siirgiin ucu ve tomurcuklara, siirgiin olusturma ortaminda uygulanan
farklit BA ve sefotaksim sodyum konsantrasyonlarinin kontaminasyon, siirme ve kardeslenme

tzerine etkisi

Kontamine

Sefotaksim Kontamine  Canli kalan | Eksplant basina
sodyum olan eksplant  eksplant ofmayan olusan kardes sayisi
(mg/L) MIL) " ramt (%) oram (%) S<splantlarda (adet)

stirme orant (%)

0 0 30.00 70.00 0.00 0.00°

0 0.5 75.00 25.00 25.00 0.00°

0 0.75 60.00 40.00 0.00 0.00°

0 1 40.00 60.00 0.00 0.00P
400 0 0.00 100.00 15.00 0.10%
400 0.5 25.00 75.00 50.00 1.45°
400 0.75 0.00 100.00 40.00 1.15°
400 1 25.00 75.00 20.00 0.10%
Tukey HSD (% 5) 0.D 0.D 0.D 0.12

BA (mg/L)

0 15.00 85.00 7.50 0.05

0.5 50.00 50.00 37.50 0.73

0.75 30.00 70.00 20.00 0.58

1 32.50 67.50 10.00 0.05

Tukey HSD (% 5) O.D 0D O.D 0.D

Sefotaksim sodyum (mg/L)

0 51.25* 48.75° 6.25° 0.00P

400 12.50° 87.50% 31.25° 0.702

Tukey HSD (% 5) 20.94 20.94 14.95 0.17

Varyans analizi dnemli bulunan uygulamalarin ayni siitundaki ortalamalari arasindaki farklihiklar,
Tukey testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil

Stirgiin - ucu ve tomurcuk eksplantlarinin
kullanildigt  son denemede en uygun
dezenfeksiyon yoOntemiyle, en basarii BA
konsantrasyonlar1 ve GAsz kombine edilerek
rejenerasyon denemesi tekrar edilmistir. Bu
amagla, serada yetistirilen bitkilerin siirgiin ucu
ve yaprak koltuklarindan alinan tomurcuk
eksplantlari, % 0.60 sodyum hipoklorit
konsantrasyonunda 15 dk bekletilerek yiizeysel
dezenfeksiyon islemi gerceklestirilmistir. Ve
kullanilan besi ortamlarina 400 mg/L
sefotaksim sodyum” eklenmistir. Uygulanan
dezenfeksiyon yontemi ve ortamlara 400 mg/L
sefotaksim sodyum eklenmesiyle
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kontaminasyonun % 0.0 ila 5.0 arasinda
degistigi saptanmistir (Cizelge 9). Bu denemede
uygulanan BA ve GAgz’iin, kallus olusturan
eksplant orani harig incelenen 6zellikler {izerine
istatistiksel olarak etkili olmadig1 belirlenmistir
(Cizelge 9). Ayrica, 0.5 mg/L GAsz igeren
ortamlara  kiyasla GAs’in  eklenmedigi
ortamlarda daha yiiksek oranda (% 48.75)
kallus olustugu tespit edilmistir. Buradan elde
edilen sonuca gore GAs; uygulanan bitkilerde
kallus olusumunun daha az oranda (% 20.00)
gerceklestigi saptanmustir. Yapilan gdzlemler
neticesinde bu ortamlarda 2 hafta kalan
eksplantlarda  GAs’den  dolayr  sararma
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goriildiigiinden (Sekil 2), eksplantlar yalnizca
BA igeren ortamlara alinmistir. S6z konusu
eksplantlar (kisa siirgiinler), bu ortamlarda

kiiltiire alindiktan sonra sararmanin azaldigi
tespit edilmistir.

Cizelge 9. Dikenli kabakta siirgiin ucu ve tomurcuklara 400 mg/L sefotaksim sodyum igeren
siirgiin olusturma ortaminda uygulanan farklit BA ve GAzuygulamasi sonucu elde edilen degerler

Kontamine  Canli kalan Kontamine olmayan IK a:lllus
BA (mg/L) GAs(mg/L) olan eksplant eksplant  eksplantlarda siirme otusturan
o 0 0 eksplant oran1
orani (%) orani (%) orani (%) (%)
0.5 0 5.00 95.00 82.50 37.50
0.75 0 0.00 100.00 85.00 60.00
0.5 0.5 0.00 100.00 85.00 15.00
0.75 0.5 0.00 100.00 90.00 25.00
Tukey HSD (% 5) 0.D 0.D 0.D 0.D
BA (mg/L)
0.5 2.50 97.50 83.75 26.25
0.75 0.00 100.00 87.50 42.50
Tukey HSD (% 5) O.D O.D 0D 0D
GAsz (mg/L)
0 2.50 97.50 83.75 48.752
0.5 0.00 100.00 87.50 20.00°
Tukey HSD (% 5) O.D O.D 0D 13.25

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ayni siitundaki ortalamalar1 arasindaki
farkliliklar, Tukey testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil

Sekil 2. GAsz’den gelen sararmis bitki (solda) ve GAs eklenmeyen 0.75 mg/L BA igeren MS

ortaminda gelisen yesil siirgiin (sagda)

Siirgiin ucu ve gévde tomurcuklari kullanilarak
kurulan 1., 2. ve 3. denemelerden elde edilen
siirglinlerle  birinci  koklendirme denemesi
kurulmustur. Bu denemede, MS ortaminda
NAA’nin farkli konsantrasyonlar1 denenmistir.
Kurulan koklendirme denemesinde kullanilan
bitkiler, 0.5 mg/L. BA igeren siirgiin olusturma
ortamindan gelen bitkilerdir. Denenen NAA
konsantrasyonlariin, incelenen 6zelliklerden
sadece kok wuzunlugu fizerine olan etkisi
istatiksel acidan 6nemli bulunmustur (Cizelge
10). Denenen NAA konsantrasyonlarindan 0.2
mg/L.  konsantrasyonunda olugsan kokler,

kontrole gore daha uzun olmustur. Kallus
olusturan bitki oranm1 6zellikleri bakimindan, 0.1
mg/L NAA iceren ortam ile 0.2 mg/L NAA’I
ortam arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
olmasa da, 0.1 mg/L NAA bulunan ortamda
daha yiiksek ortalama degerler elde edilmistir.
Elde edilen in vitro fidelerin dis kosullara
aktarilmas1 sirasinda bitkilerin ¢ok az1 dig
kosullara alismig ve bitkiye doniismiistiir.
Ancak, olusan rejenerantlarin nemli torbalara
aktarilmast ve kademeli olarak nemin
azaltilmasi sonucu dis kosullara aklime olan
bitkilerin  oram1  yiikselmis ve  baz
uygulamalarda ortalama % 58.33¢ yiikselmistir
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(Cizelge 10). Bu sekilde iiretilen bitkilerde
yapilan ploidi analizi sonucunda, rejenerantlar
arasinda  ploidi acisindan  varyasyon

belirlenmemis olup, iiretilen bitkilerin diploid
oldugu saptanmustir.

Cizelge 10. Dikenli kabakta 0.5 mg/L BA igeren siirgiin olusturma ortamindan gelen siirgiinlerin
400 mg/L sefotaksim sodyum ve farkli NAA konsantrasyonu bulunan ortamlarda kiiltiire alinmasi
ve olusan bitkilerin saksiya aktarilmasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Canli  Kallus Kok Saksiya Saksid o
Ortalam Ortalam Poliploi
kalan  olustura olustura N i aktarila a tutan L
NAA . - a kok a kok I . dbitki
eksplan nbitki  n bitki N n bitki  bitki
(mg/L) uzunlug  sayist orant
torani  orani orant orani  orani
u(cm)  (adet) (%)
(%) (%) (%) (%) (%)

0 100.00  36.67 36.67 7.88° 2.53 63.33  58.33 0.00
0.1 93.33 7111 71.11 9.86% 2.62 87.78  56.67 0.00
0.2 100.00  36.67 36.67  12.80° 3.28 83.33  45.00 0.00

TukeyHSD v op oD 392 6D OD OD OD
(% 5)

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin aym siitundaki ortalamalar: arasindaki farklihiklar,
Tukey testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil

Daha o6nce kurulan 2. ve 3. siirgiin ucu ve
tomurcuk denemelerindeki 0.75 mg/L BA
igeren slrgiin olusturma ortamindan gelen
stirglinler, ikinci koklendirme denemesinde
kullanilmistir. Cizelge 11°den anlasilacagi gibi
denenen farkli NAA konsantrasyonlarinin
saksiya aktarilan bitki oram1 ve saksida tutan
bitki oran1 hari¢ diger gozlemler {izerine etkisi

istatiksel olarak oOnemli bulunmamistir. En
yiiksek saksiya aktarilan bitki oran1 (% 86.67)
ve saksida tutan bitki oran1 (% 51.11) NAA nin
uygulanmadigi ortamda gergeklesmistir. Bu
sonuglar, uygulanan NAA
konsantrasyonlarmin kéklenme ftizerine etkili
olmadigini1 gostermektedir.

Cizelge 11. Dikenli kabakta 0.75 mg/L BA igeren siirgiin olugturma ortamindan gelen siirgiinlerin
400 mg/L sefotaksim sodyum ve farkli NAA konsantrasyonu bulunan ortamlarda kiiltiire alinmasi
ve olugan bitkilerin saksiya aktarilmasi sonucu elde edilen ortalama degerler

. Saksida
Canli  Kallus Kok Orta!ama Ortalama Saks1 wtan  Poliploid
. kalan olusturan olusturan  kok A aktarilan .. ..
NAA (mg/L o o . kok say1si s bitki  bitki oram
eksplant bitki oran bitki oran uzunlugu (adet) bitki orant (%)
orant (%o (%) (%) (cm) orant (% (%) 0
0 100.00 73.33 66.67 9.77 2.00 86.67* 51.11*  0.00
0.5 100.00  33.33 33.33 9.56 2.11 33.33 0.00° 0.00
1 100.00  38.89 45.56 8.42 1.67  75.56*® 16.67®  0.00
T“'E;Z;SD 6D OD OD OD  OD 3719 4153 OD

Varyans analizi énemli bulunan uygulamalarin aym siitundaki ortalamalar: arasindaki farklihiklar,
Tukey testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil

Bitkilerin koklendirilmesi i¢in NAA’nin farkli
konsantrasyonlarinin denendigi 3. ¢alismada;
1.,2. ve 3. siirgiin ucu ve tomurcuk rejenerasyon
denemelerinin 0.5 mg/L BA siirgiin olusturma
uygulamasindan gelen koksiiz  siirgiinler
kullanilmistir. Bu denemede NAA’nin dozlari,
2. koklendirme denemesine gore azaltilmistir
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(Cizelge 12). Ayrica denemede MS temel besin
ortammin  kontrol  olarak  kullanildig1
ortamlardan birine sadece sefotaksim sodyum
eklenmemistir. Burada amag, sefotaksim
sodyumun koklenme iizerine olan etkisini
gbzlemlemektir. MS temel ortami ile sadece
sefotaksim sodyum eklenen temel MS ortami
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arasinda, istatiksel acgidan Onemli fark
olmamakla birlikte; kok olusturan bitki orani,
ortalama kok uzunlugu ve kok sayisi, saksiya
aktarilan bitki oran1 ve saksida tutan bitki orani
bakimindan ortama  sefotaksim  sodyum
eklemenin olumlu etkileri goriilmektedir.
Incelenen 6zelliklerden kallus olusturan ve kok

rejenerantlarin hepsi diploid olarak
belirlenmigtir. In vitro rejenerasyon sonunda
iretilen ve serada yetistirilen bitkiler, bitki
morfolojisi, meyve olusumu ve ploidi seviyesi
dikkate almarak, rejenere olan bitkilerde
somaklonal varyasyon meydana gelmedigi
degerlendirilebilir. Siirgin ucu ve tomurcuk

olusturan bitki orani acisindan,  eksplantlarinin kullanildigi son rejenerasyon
NAA/sefotaksim  sodyum  uygulamasmmin  denemesinde olusan  koksiiz  bitkicikler
istatiksel olarak onemli oldugu bulunmustur  kullanilarak 4.  koklendirme  denemesi

(Cizelge 12). Denemeye alman NAA
dozlarmin, incelenen diger gozlemler {izerine

kurulmustur. Denemede 0.75 mg/L BA ile 0.75
mg/L BA ve 0.5 mg/L GAs igeren ortamdan

etkisinin olmadigr goriilmektedir. Kallus  gelen eksplantlar kullanilmistir. Denemeden
olusturan bitki orani (% 86.67), 0.01 veya 0.05 elde edilen ortalama veriler Cizelge 13’de
mg/L NAA igeren sefotaksim sodyumlu  verilmistir Incelenen &zelliklerden kallus

uygulamalarda daha yiliksek olmustur. En
yiiksek kok olusturan bitki oran1 (% 100)
sefotaksim sodyum ve 0.05 mg/L NAA bulunan
ortamdan elde edilmistir (Cizelge 12).
Koklenen bitki orani, Wang ve ark. (1997)’nin

olusturan bitki oram1 gozlemlerinde en yiiksek
deger, 0.07 mg/L NAA konsantrasyonundan
elde edilmistir. Bu koklendirme ortaminda
bitkilerin % 100’4 kallus, % 53’0 kok
olusturmustur. Bu denemede olusan koklenme

dikenli  kabakta bildirdigi  koklendirme
oranindan daha yiiksektir. Flow Sitometri
analizi sonucu, calismamizdan elde edilen

orani, 3. denemden elde edilen orandan diisiik
olmustur.

Cizelge 12. Dikenli kabakta 0.5 mg/L BA igeren siirgiin olusturma ortamindan gelen siirgiinlerin
farkli NAA/sefotaksim sodyum konsantrasyonu bulunan ortamlarda kiiltiire alinmasi ve olusan
bitkilerin saksiya aktarilmasi sonucu elde edilen ortalama degerler

NAA/ Canli Kallus Kok Ortalama Saksiya Saksida N
. .. Ortalama tutan Poliploid
sefotaksim kalan olusturan  olusturan kok i aktarilan . o
o o g kok sayist o bitki  bitki oran1
sodyum eksplant  bitki oran1  bitki oran1  uzunlugu (adet) bitki orani orant (%)
(mg/L) orant (%) (%) (%) (cm) (%) ) 0
0.0/0.0 100.00 0.00° 73.33® 5.30 1.83 20.00 33.33 0.00
0.0/400 100.00 0.00° 80.00% 11.84 3.25 66.67 38.89 0.00
0.01/400 100.00 86.67° 46.67° 8.78 1.83 40.00 25.00 0.00
0.05/400 100.00 86.672 100.002 3.72 3.00 20.00 33.33 0.00
T”'?S/Z ;SD O.D 25.30 27.38 O.D O.D O.D 0.D 0.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ayni siitundaki ortalamalar1 arasindaki farkliliklar, Tukey
testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil

Cizelge 13. Dikenli kabakta 0.75 mg/L BA ile 0.75 mg/L BA ve 0.5 mg/L GAs igeren siirgiin
olusturma ortamindan gelen siirglinlerin 400 mg/L sefotaksim sodyum ve farkli NAA
konsantrasyonu bulunan ortamlarda kiiltiire alinmasi ve olusan bitkilerin saksiya aktarilmasi
sonucu elde edilen ortalama degerler

NAA (mg/L) Canli kalan eksplant orani

Kallus olugturan bitki Kok olusturan bitki orani

(%) orani (%) (%)
0 100.00 0.00¢ 8.33
0.03 100.00 58.33° 25.00
0.05 100.00 75.00° 25.00
0.07 100.00 100.002 53.33
Tukey HSD (% 5) 0.D 11.32 0.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ayni siitundaki ortalamalar1 arasindaki farkliliklar, Tukey
testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir. OD: Onemli Degil
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Sonu¢

Yaprak eksplantlarmin ylizeysel
dezenfeksiyonu i¢in eksplantlarin % 0.5 veya
0.60 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk
bekletilmesinin uygun olacagi belirlenmistir.
Sefotaksim sodyum uygulamasinin yaprak
eksplantlarina zarar verdigi gozlemlendiginden
sefotaksim sodyum icermeyen ortamda, in vitro
kosullarda biiyiitilen bitkilerin yapraklar
kullanilarak denemenin kurulmasinin daha
uygun oldugu belirtilebilir.

Siirglin  ucu ve tomurcuk eksplantlarinin
yiizeysel dezenfeksiyonu i¢in denenen farkli
konsantrasyon ve stireler arasinda,
Eksplantlarin % 70 etil alkolde 5 sn ve ardindan
% 0.60 sodyum hipokloritte 15 dk bekletmenin
yeterli olacagi belirlenmistir. Ancak bitkilerde
endojenik  bakteri infeksiyonu  tespit
edildiginden, doku kiiltiirii ortamlarina 400
mg/L sefotaksim sodyum eklenerek s6z konusu
bakteri gelisimi baski altina alinabilir. Dikenli
kabak meyvelerinin siirmesiyle olusan ve in
vitro sonucu elde edilen bitkilerin ger¢ek yaprak
eksplantlariyla kurulan rejenerasyon
calismalarinda, denenen ortamlarda siirgiin
rejenerasyonu  gerceklesmemistir.  Dikenli
kabak yapraklarinin hassas olmasindan dolay1
denemeye alman bu konsantrasyonlarda
degisiklige gidilerek calismalarin devam
ettirilmesi gerektigi belirtilebilir. Siirgiin ucu ve
tomurcuk rejenerasyonu caligmalarinda
denenen ortamlar arasinda, sefotaksim sodyum
uygulamalariyla birlikte en uygun siirgiin
olusturma ortamlarinin 0.5 mg/L BA veya 0.75
mg/L BA igeren MS ortamlar1 oldugu sonucuna
vartlmigtir.  Stirglin -~ ucu  ve  tomurcuk
eksplantlarinin rejenerasyonu sonucu siiren ve
kardeslenen koksiiz Dbitkileri koklendirmek
amaciyla kurulan denemelerde, koklenmeyle
ilgili gozlemler genel olarak
degerlendirildiginde; kdklenme ortami olarak
0.05 mg/L NAA ve 400 mg/L sefotaksim
sodyum iceren MS veya sadece 400 mg/L
sefotaksim sodyum eklenen MS ortamlarinin
kullanilmas1 gerektigi belirlenmistir.
Arastirmada elde edilen bitkilerde yapilan Flow
Sitometri analizine gore Tlretilen biitiin
rejenerantlarin diploid oldugu tespit edilmistir.
Ploidi  agisindan  varyasyon  meydana
gelmemistir. Bu sonug, tomurcuk ve siirgiin ucu
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eksplantlarinin dikenli kabakta ¢ogaltma amagli
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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