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Oz

Tirkiye 29.3 milyon ton sebze iiretimi ile diinyada
o6nemli bir iilke konumundadir. Cucurbitaceae
familyasina ait sebze tiirlerinden biri olan kavun
(Cucumis melo L.), bu familya icerisinde iilkemizde
tiretim bakimindan 1.72 milyon ton ile karpuz ve
hiyardan sonra iig¢lincii sirayr almaktadir. Sebze
tiirlerinin ekonomik yararlar1 g6z 6ntine alindiginda
genetik yapilarini degistirerek iyilestirmeye olanak
saglayan 1slah  c¢alismalar1  giinlimiizde hiz
kazanmaktadir. Genetik materyal olarak
poliploidlerin kullanimi son yillarda dikkat cekmeye
baglamistir. Islah ¢alismalarinda kullanilmak {izere
Ananas tipi kavun eksplantlarindan poliploid
bitkilerinin eldesi tizerine yapilan bu ¢calismada etkili
bir yontem gelistirilmeye calisiimistir. Tepe siirgiinij,
yan siirgiin ve direkt tohum ekimi olarak ii¢ farkl
uygulama yapilmistir. Calisma icin tepe ve yan
stirglinler 7 giin kolhisin igeren kati besi ortaminda
muamele edildikten sonra kolhisinsiz + BAP(1 puM)
yeni ortama (M2) aktarilmistir. Direkt tohum
uygulamasinda ise; tohumlarin kabuklar:
cikarildiktan sonra embriyolar1 6 saat kolhisin
¢ozeltisinde bekletilmis ve sonra kolhisinsiz kati besi
ortamina (M1) aktarilmistir. Deneme sonucunda
ploidi seviyeleri stomalarin bekg¢i hiicrelerindeki
kloroplastlar sayilarak belirlenmis olup tepe
siirgliniinden %22.6, yan siirgiinden %21.1 ve direkt
tohumdan %66.0 oraninda tetraploid bitkicik elde
edilmistir.
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A study on determining efficient method to obtain
polyploid melon (Cucumis melo L.)

Abstract

Turkey is an important vegetable producer country
with 29.3 million tons production. Melon (Cucumis
melo L.), belongs to Cucurbitaceae family, comes
third after watermelon and cucumber in Turkey with
1.72 million tons production. Breeding studies based
on changing genetic structure of genome have been
gaining importance and in recent years and
obtaining polyploid plants has a great importance in
that sense. Present study was conducted to develop
an effective protocol on obtaining polyploid plants in
Ananas type melon. To serve the purpose three
different explants were practiced by using apical
shoots, lateral shootsand direct application to seeds.
Apical shoot and lateral shoot explants were
cultured in semi-solid media, supplemented with
colchicine (M3) (0.01%) for 7 days and then
transferred to colchicine free fresh nutrient media
(M2) suplemented with BAP (1 uM). For the seed
explants, the seed coats were removed then embryos
were treated in colchicine solution for 6 hours and
then embryos were transfered free colchicine fresh
nutrient media (M1). Ploidy levels were determined
by counting chloroplast number in guard cells of
stomas. Tetraploid plantlet percentages were 22.6%,
21.1% and 66.0% for apical shoot, lateral shoot and
direct seeds, respectively.
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Giris

Islah programlarinda genetik cesitliligin dar olmasi
bazi iriinlerden beklenen genetik ilerleme oranini
sinirlandirmaktadir  (Ulukap:t ve Onus, 2013).
Poliploid bitkilerde gen sayisinin artmasi ile genetik
varyasyon artmakta ve yeni kombinasyonlar ortaya
cikmaktadir. Yeni kombinasyonlarin artmasi ile
birlikte hastaliklara, herbisitlere, soguga, sicaga, tuz
ve su stresine karsi daha tolerant ya da dayanikl

hatlarin elde edilebilme imkani dogmaktadir.
Poliploid bitkiler Cucurbitlerde 6zellikle karpuzda
triploid (tohumsuz) meyve eldesi icin

kullanilmaktadir. Poliploid bitkiler {izerinde yapilan
¢alismalar triploid hatlarin birtakim hastalik ve
zararlllara daha dayanikli oldugu sonucuna
varmiglardir. Batra (1952)'nin da belirttigi iizere,
Blakeslee ve Shifriss (1941) arastirmacilarinin
yapmis  olduklar1  calismalarinda  tetraploid
sebzelerin yasam giiclinlin daha ytiksek oldugunu ve
daha yiiksek verimde daha biiyiilk meyveler
iretilebildiginden bahsetmislerdir. Yani poliploidler
biyotik (canli) veya abiyotik (cansiz) stres
kosullarina daha dayanikli hatlarin elde edilmesi
disinda daha iri meyveli daha kaliteli bitkilerin elde
edilmesine de olanak saglamaktadir. Bunlara ek
olarak siis bitkilerinde daha iri ¢igekler elde edilmek
icin de kullanilabilmektedir (Chen ve Goeden-
Kallemeyn, 1979; Chen ve ark., 2006).

Bitkilerde poliploid olusumu geleneksel olarak
kolhisinin kullanilmasi ile elde edilir. Kolhisinin

mitozun anafaz  asamasinda ig ipliklerinin
olusumunu engelledigi bilinir (Hancock, 1997).
Kromozom katlanir ama hiicre bélinmesi

engellendiginden poliploid hiicreler olusur (Chen ve
ark,, 2006). Bu ¢alismanin amaci 1slah ¢alismalarinda
kullanilmak iizere poliploid bitkiler elde edilmesinde
in vitro kosullarda farkli Ananas tipi kavun
eksplantlarinin etkilerini aragtirmaktir.

Materyal ve Yontem

Arastirmada bitkisel materyal olarak Ananas tipi
kavun tohumlar1 ve bu tohumlardan elde edilen
bitkicikler kullanilmistir.

Bitki materyali

Calismada her ti¢ eksplant icin 3 tekrarli deneme
kurulmustur. Her bir denemede tepe siirgiinii, yan
sirglin ve direkt tohum ig¢in 20’ser adet kavun
tohumu kullanilmistir. Tohumlar %?20’lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde 25-30 dk tutulup 3 Kkere
distile suyla durulanarak dezenfekte edilmistir.
Dezenfekte edilen tohumlar steril filtre kagidi
tizerine konularak kurutulmustur. Tohumlar ilk
olarak MS besi ortamina koyulmus ve 28°C de
inkiibe edilerek ¢cimlenmeleri saglanmistir. Cimlenen
bitkiciklerden elde edilen tepe ve yan siirgiinler
arastirma icin eksplant olarak kullanilmistir (Sekil

1).

Sekil 1. Bitki eksplantlari; a) tepe siirgiinii, b) yan siirgiin, c) kolhisin uygulanan tohumdan ¢imlenen bitkicikler
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Kullanilan ortamlar ve icerikleri

M1: Murashige and Skoog (1962) (MS )besi ortami
M2: MS + BAP (1 uM)

M3: MS+ BAP (1 uM ) + Kolhisin (%0.01)

Besi ortamlar1 Raza ve ark. (2003)nn
calismasindaki konsantrasyonlar gz 6ntine alinarak
belirlenmistir. Sise igerisindeki besi ortamlari
otoklavlandiktan sonra BAP ve kolhisin filtre
sterilizasyonu sonrasi eklenmistir. .

Yontem
1. Uygulama: Tepe siirgiiniiniin alinmasi

20 adet tohumdan yaklasik 20 bitkicik olusmustur.
Her bitkicikten bitkicik sayisi kadar tepe siirgiinii
meydana gelmistir. Tepe siirgiinleri 1 uM BAP ve
%0.01 oraninda kolhisin M3 besi ortamina dikilerek
7 gin muamele edilmistir. 7 glinliin sonunda
eksplantlar M2 ortamina aktarilmistir.

2. Uygulama: Yan siirgiiniin alinmasi

Olusan tepe siirgiinii sayisinin ortalama 2 kat1 kadar
yan tomurcuk meydana gelmistir. Yan siirgiinler de
tepe siirgiinlerinde oldugu gibi ©6nce M3 besi
ortaminda 7 giin bekletilmis daha sonra M2 besi
ortamina aktarilmistir.

3. Uygulama: Tohumlara kolhisin uygulanmasi

20 adet tohum %Z2071lik sodyum hipoklorit
¢ozeltisinde 25-30 dk tutulup 3 kere distile suyla
durulanarak dezenfekte edilmistir. Daha sonra
tohumlar steril filtre kagidi iizerine koyularak
kurumalar1 saglanmistir. %0.01 oranindaki kolhisin
¢ozeltisinde 24 saat muamele edilmistir. Kolhisin
uygulanan tohumlar M1 ortamina ekilmistir. Fakat
tohum kabugundan kaynaklanan enfeksiyondan
dolay1 hicbir bitki elde edilememistir. Bu nedenle
tohum kabugu uzaklastirilarak embriyolar ¢ikarilmis
ve materyal olarak kullanilmistir.  Tohum
sterlizasyonu icin 100 ml beher kap igerisine
%?20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi, 20 adet tohum
ve bir adet miknatish balik koyularak vortex
tizerinde 30 dk karistirilmistir. Siire sonunda beher
steril kabin igerisine alinip 2 kere otoklavlanan
distile su ile 3 kere durulanmistir. Tohumlar steril
filtre kagidinin tzerine alinip, steril pens ve bistiirii
yardimi ile kabuklar1 uzaklastirilmistir. Embriyolari
% 0.01 lik kolhisin ¢o6zeltisinde 6 saat muamele

ettikten sonra distile su ile durulanmistir. Filtre
kagid1 tzerinde kurutulan embriyolar M1 besi
ortamina ekilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bulgulara gore her bir eksplant tiirii (tepe siirgiini,
yan slrgiin, direkt tohum) icin 60 oOrnek ile g
deneme kurulmustur. Tepe siirgiini ve yan
strgiinleri icin kullanilan 60 adet tohum M1 besi
ortamina ekilmistir. Cimlenen ve yaklasik olarak 3
bogum  arasi olusturacak  kadar  uzayan
bitkiciklerden ancak 37 adeti isleme tabii
tutulmustur. Enfeksiyon ve ¢imlenememe
problemlerinden dolay1 kayiplar yasanmustir.
Kolhisin ilave edilmis M3 ortaminda 7 giin
tutulduktan sonra, M2 ortamina aktarilan tepe
stirgiinlerinden 31 adeti kurtarilabilmistir.

Yan siirgiin i¢in ise toplamda 60 adet tohum
ekilmistir. Fakat herbiri 3 bogum arasi olusturacak
kadar uzayamadigindan ya da enfeksiyondan dolay:
eksplant sayisi tahmin edilen diizeyde olmamistir.
Bu nedenle 64 adet yan silirglin denemede
kullanilabilmistir. Siirglinler tepe siirgiiniinde oldugu
gibi 6nce M3 besi ortamina 7 giin sonra M2 besi
ortamina aktarilmistir. Yan siirgiinlerden bitkiye
doniisenlerin sayisi ise 38 adettir.

Tohum uygulamasinda %0.01 oraninda kolhisin
cozeltisi icerisinde 6nce 24 saat olarak belirlenen
slire tohum kabuklarinin uzaklastirilmasindan sonra
direk olarak embriyolar icin 6 saat olarak
belirlenmistir. 6 saat sonrasi 3 kere distile edilmis su
ile durulanan 60 adet tohumdan 50 adeti ¢cimlenerek
bitkicige doniismiis ve uygulama degisikligi sonrasi
hicbir enfeksiyon problemi yasanmamuistir.

Stoma sayimi yapilan 31 adet tepe siirgiiniinden
gelisen bitkilerden 9'u diploid, 15’i miksoploid ve
7’si tetraploid olarak belirlenmistir.38 adet yan
stirginden bitkiye doniisen diploid bitki sayis1 11,
miksoploid 19 ve tetraploid 8 adettir. Kolhisin
cozelltisinde 6 saat bekletilen embriyolardan gelisen
50 adet bitkicikten 6 adeti katlanmamis yani diploid,
11’'i miksoploid ve 33’i tetraploidtir (Sekil 2).
Calismada tepe siirgiiniinden %?22.6, yan siirglinden
%21.1 ve direkt tohumdan %66 oraninda tetraploid
bitkicik elde edilmistir.
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Eksplant Turune Gore Ploidi Seviyesi
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Sekil 2. U¢ uygulama sonucunda elde edilen bitkiciklerin ploidi durumu.

Tepe ve ark. (2002) belirttigine goére Bugaenko ve
ark. (1988) nin yaptiklari ¢alismada poliploidlerin
baslangic bitkilerine goére morfolojik olarak
farkliliklara sahip oldugunu, ciceklerinin tiyliliik
durumunun, stoma bekgi hiicreleri biyiikligiiniin,

yapraklardaki pigment yogunlugunun farklilik

gosterdigi bildirmislerdir. Stomalarinda bulunan

kloroplast  sayisina  gore  ploidi seviyesi
"
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belirlenmistir. Ploidi seviyelerine gore stoma
yapilarindaki farklihk Sekil 3’'te gosterilmistir.
Calismada in vitro ortamda gelisen bitkiciklerde
katlanan tetraploid bitkilerin yapraklar1 diploid ve
miksoploidlere gore daha tiylii oldugu, erken
donemde siiliik olustugu ve govdelerinin daha kalin
oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 3. Eksplantlarin stomalari; a) mixploid stoma, b) diploid stoma, c) tetraploid stoma.



273

(b)

Sekil 3. Eksplantlarin stomalari; a) mixploid stoma, b) diploid stoma, c) tetraploid stoma (devami).

Sekil 3. Eksplantlarin stomalari; a) mixploid stoma, b) diploid stoma, c) tetraploid stoma
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Sonug

Aragtirmada ii¢ ayr1 uygulama icerisinden tetraploid
bitki eldesinde 3. uygulamanin en basarili uygulama
oldugu gozlemlenmistir. Arastirmada diger iki
uygulamada miksoploid oraninin daha yiliksek
oldugu ve kolhisin eklenmis MS besi ortaminda
bekleme siiresinin birka¢ saat daha uzatilabilecegi
diistiniilmektedir.
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