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ipekbdcegi (Bombyx mori) Ovaryumundan Alinan
Yumurtalarda Cesitli Yontemlierle Partenogenetik
Gelismenin Uyarilmasi
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OZET

Bu ¢aliyma ipekboceginde dollenmemis (ovaryum ozellikli) yumur-
falarda partenogenetik gelismenin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir,
Calismada M, N saf ve M x N, S x Shunrei hibrit hatlarindan elde edilen
dollenmemis yumurtalar kullamlmistr. Bu yumurtalar sicak su mua-
melesiyle(46 C, 18 dak.) uyarilmis olup arastirmada ii¢ farkli yontem
denenmigstir. Elde edilen sonuglar asagida ozetlenmistir. 1) Ddéllenmemis
yumurialar muameleden dnce 12 saat siive ile 25C sicaklikta ve mua-
meleden sonra 3 giin 20C de tutulduklart zaman % 81 oraninda
partenogenetik yumurta ortaya gikmistir. 2) 46 C lik sicak su ile muamele
edilen yumurtalar 20°C de 4 giin tutulduktan sonra HCI (1.075 ozgiil
agirlik, 46 C, 5 dak.) ile muamele edildikleri zaman % 72 orammnda
partenogenetik yumurta elde edilmigtir. 3) Yumurtalar 5°C de 5 giin
tutulduktan sonra 30° C 4 saat bekletilmigler ve sicak suyla muamele
edildiklerinde % 80 oraminda partenogenetik yumurta gelisimi saglan-
migtir. 4) Yontemlerde elde edilen partenogenetik yumurta yiizdesi hatlara
gdre farklilik gostermis ve bu oramin hibritlerde daha yiiksek oldugu
saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Ipekbocegi, dollenmemiy yumurta, partenogenetik
geligme, sicak su muamelesi.
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ABSTRACT -
Induction of The Eggs By Various Methods Removed From Ovarium
of Silkworm (Bombyx Mori)

This research was conducted to determine the parthenogenefic
development of silkworm unfertilized eggs (ovarian eggs). Unfertilized eg:gs
obtained from female moths belong to the M. N pure. and M x N. Sx
Shunrei hybrid lines were used. Unfertilized eggs were induced by the hot
water treatment (46 C. 18 min)and three different methods tested in this
research. The results were summarized as follows: 1) Rate of partheno-
genetic eggs were 81%, when the eggs were kept at 25°C for 12 hours
before the treatment and 20°C for 3 days after the treatment. 2) 70%
parthenogenetic eggs were obtained when the hot water treated eggs kept at
20°C for 4 days following HCI treatment (S.G. I 075,46 C, 5 min).

3) 80% parthenogenetic eggs were obtained when the eggs were kept
at 30°C for 4 hours following keeping at 5°C for 5 days before the hot
water treatment. 4) The rate of apperance of parthenogenetic eggs varied
widely according to the lines and it was determined that rate was higher in
hybrits than the pure lines.

Key words: Silkworm. unfertilized eggs. parthenogenetic deve-
lopment, hot water treatment.

GIRIS

Tarim ve uygulamali biyolojide havvanlarin genetik kopyalarmin
iretimi ilging ve karmagsiktir. Bu yolla uygulanan birinci yontem, orga-
nizmalarin somatik hiicrelerinin  diploid nukleuslarindan alinan  geligmis
ovasitleri igerir'. Ikinci yontem ise, dollere ebeveynlerinden birinin genotipinin
tam transferi olan gogalmadir. Ipekbécegi bu yiizden vaklasik elli vildan beri
aragtinieilarin ilgisini ¢ekmektedir. Ameiotik ve meiotik paneno'genesis ve
androgenesis gibi yapay yontemlerle ipekboceginde, ebevevnlerin genotipleri
tekrarlanmadan ana ve babanin genetik kopyalar elde edileﬁilmislir:.

. Dogal partenogenesis 6zellikle bazi omurgalilarla, tohumlu ve sporlu
bitkilerde rastlamlan seksiiel bir treme bigimidir. Partenogenesisin sik
rastlandi8; turlerde ise bazen embriyonik gelismenin ilk dénemleri ile siirl
partenogenesis olusur. Ipekboceginde gozlenen durum budur™:

Pratikte ovariyollerden ¢ikanlan yumurtalar pi 0
/arlyoliert . 3 pigmentasvon goster-
mgzler. Verson, 1ncce_!ed{g_1 bes milyon yumurtada partenogenetik gelisme
gozlen:emls ve 1pc:k‘t_)ocegmde dogal partenogenesis olmadig: sonucuna var-
mustir'. Bununla birlikte, ovaryum ozellikli (dollenmemis) yumurtalardan gok

az sayida da olsa larva elde edilebildigi, ancak bu larval , B
cok diisitk oldugu bildirilmigtir>. alarn yasama glictnin
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Ameiotik partenogenesis, ipekbocegi yumurtalarinin aktivasyonu igin
ilk uygulanabilir yéntem olup Astaurov® tarafindan gelistirilmis ve ovaryum
tiiplerinden alinan d6llenmemis yumurtalarin sicak su ile uyarmmni icermek-
tedir. En iyi sonucun 18 dakika siire ile 46°C’lik sicak su ile muameleden
alindig1 bildirilmigtir. Islem sonucunda yumurtalarda % 82’nin iizerinde
parthenogenetik gelisme gozlenmis ve elde edilen az sayida larva analarinin
kopyalan disiler olmustur’. Bunun yamsira, bircok arastirmaci sicak su
muamelesi ile partenogenetik gelisme elde ettiklerini bildirmislerdir®”*.

Sicak su muamelesinin yamsira, HCI ile uygulama sonucu ipekbocegi
vumurtalarinda partenogenetik gelismenin oldugu ve homozigot bireylerin
elde edilebildigi agiklanmistir®®.

Ancak, bu arasgtirmalarda uygulanan yontemler sonucu elde edilen
partenogenetik yumurta yiizdesi farklilik gostermektedir.

Sugai ve ark.'’, tarafindan yiiriitillen bir aragtirmada disi kelebekten
alman déllenmemis yumurtalar besingi yas déneminin bagindaki erkek ve disi
ipekboceklerinin gonatlarinin igine yerlestirilmis ve ergin (kelebek) dénem-
lerinde ovaryumdan alman bu yumurtalara sicak su muamelesi uygulan-
diginda, partenogenetik gelismenin yalmzca disi kelebekten elde edilen
yumurtalarda goriildiagii belirlenmistir. Saf hatlar ve hibritlerdeki uygulama-
larda ise, hibrit vumurtalarda partenogenetik gelismenen daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir®'’. Bu arastirmalarda elde edilen sonuglar partenogenesisin
olusumunda bazi maternal faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica
partenogenesisin ortaya ¢ikmasinda sabitlestirilemeyen genetik faktorlerin en
vitksek etkive sahip oldugu, bunu sabitlestirilen faktorlerin ve gevresel fak-
torlerin izledigi gorilmektedir''.

Bu ¢alismada saf ve hibrit ipekbocegi hatlarindan elde edilen ovaryum
ozellikli (déllenmemis) yumurtalara farkli yoéntemler uygulanarak bu yumur-
talarda partenogenetik gelismenin izlenmesi amaglanmisgtir.

MATERYAL ve YONTEM

Arastirmanin  materyalini, Ipekbocekgiligi Arastirma Enstitiisi’nde
yetistirilen M, N saf ipekb&cegi hatlari ile M x N ve S x Shunr'ei hibritlerinin
disi kelebeklerinden elde edilen ovaryum ozellikli (dollenmemis) yumurtalar

olugturmustur.

Yumurtalarin Elde Edilmesi

Larva déneminin sonunda askiya alman saf ve hibrit ipekbdceklerinin
kozalan 8. giinde askidan sokiilerek koza pamuklari alnmig ve kozalar
kesilerek cinsiyet ayrimi yapilmigtir. Aym aski tarihli olmasma dikkat
edilerck, her hat icin 30 disi krizalit ¢ikim tablalarina yerlestirilerek uygun
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kosullarda bekletilmistir. Cikim guni, g:]kan kelebe-l.der toplanmis ve labara-
tuvarda kelebekler sikilarak dollenmemig(ovaryum oﬂzslhl;h) yumurtalar alin-
migtir. Bol su iginde yikanan yumurtalar, yum_urta tuplennden.ayn]m].gl_ardlr_
Tanelenen yumurtalar kurutularak yontemlerin uygulanmas igin oniki saat
sire ile 25°C’de muhafazaya almmislardir.

Uygulanan Yontemler

Dollenmemis yumurtalarin  uyariimasinda temel olarak Astaurov’,
tarafindan gelistirilen sicak su muamelesi uygulanmig ancak arastirmada sicak
su uygulamasinin yamsira bagka muamelelerinde uygulandigi farkli 3 yontem
denenmistir. Yontemlerin uygulamasiyla ilgili bilgiler asagida dzetlenmistir.

Yoéntem 1

Disi kelebekten elde edilen ovaryum ozellikli yumurtalar on iki saat
siire ile 25°C°de muhafaza edildikten sonra sicak su ile (46°C, 18 dakika)
muamele edilmiglerdir. Kurutulan yumurtalar 20°C°de ii¢ giin muhafaza
edilerek, 25°C de kuluckaya alinmglardir.

Yumurtalarin 12 saat 25°C Sicak su muamelesi 3 giin 20°C 25°Cde
elde edilmesi muhafaza (46°C, 18 dak.) muhafaza kulucka
Yoéntem 2

Birinci yontemde agiklandigi iizere, sicak su muamelesinin ardindan
yumurtalar dort gin 20°C’de muhafaza edilmisler ve siirenin sonunda 46
C’ye kadar 1sitilmig HCI (% 15 konsantrasyon, 1.075 6zgiil agirhk) ile bes
dakika siire ile muamele edilmislerdir. Uygulamalarin ardindan bol su ile 20
dakika yikanan yumurtalar, 25°C’de kulugkaya alinmiglardir.

| | -
| i | >

Yumurta 12 saat 25°C’de Sicak su

ilmesi 4 gin HCl ile 25°C'de  elde
edilmesi muhafaza muamelesi 20°C de sikinale ik
muhafaza
Yoéntem 3

Yumurtalar bes giin 5°C°de muhafaza edildikten sonra 4 saat 30°C

Sl?f‘klfkta tutulmus, ardindan sicak su muamelesi uygulandiktan sonr2
25°C’de kulugkaya alinnuslardir,
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YumJna 12 saat ! 5 giin 5°C ! 4 saat 30°C sicakhik I Sicak su 25°C*de
elde edilmesi 25°C’de mubhafaza uygulamasi muamelesi kulugka

Yumurtalar 5°C’de muhafazadan 6nce ve sonra 2 saat 15°C°de
tutulmus, oda sicakligina erisildikten sonra 30°C ‘ye alinmigtir. Her muame-
lenin ardindan hazirlanan % 2°lik formalin ¢ozeltisi yumurtalara puskiirtiil-
mistir. Ayrica partenogenetik gelismede, yumurtalarin embriyonik ve
postembriyonik dénemdeki gelisme oranlarinin gozlenebilmesi igin, her hattan
yontemlere gore alinan yumurta 6rekleri KOH eriyiginde kabuklan kirilarak
mikroskopta incelenmistir.

Arastirmalarda, partenogenetik yumurta viizdesi, hat ve yontemlere
gére aynlan toplam yumurta iginde koyu renk pigmentasyon gosterenlerin
oranlamasiyla hesaplanmistir. Elde edilen degerler partenogenetik yumurta
yiizdesi olarak agiklanmugtir.

Aragtirma, 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis, elde edilen degerler énce ag1
degerine gevrilmis ve gruplar arasindaki farkliigin saptanmasinda. varyans
analizi, farkliig yaratan gruplarin belirlenmesinde ise Duncan testi uygu-
lanmigtir'®.

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

M, N saf ve M x N, S x Shunrei hibrit ipekbocegi hatlarina ait
yumurtalarda parthenogenetik gelismeye ait varyans analiz sonucu ¢izelge
1°de verilmistir.

Cizelge: 1
M, N Saf ve M x N, S x Shunri Hibrit ipekbécegi Yumurtalarinda
Partenogenetik Gelismeye Ait Varyans Analizi Sonucu

Varyasyon Kaynagi SD Kareler Ortalamasi
Hat 3 58.429 **
Yéntem 2 78.900 **

Irk x Yontem 6 3.306
Hata 24 3927
*P<0.01

Sonuglarin incelenmesinden gériilecegi iizere; yumurtalarda elde edilen
partenogenetik gelisme iizerine hat ve yontemin etkisi 6nemli bulunmustur (_P
< 0.01). Saf ve hibrit ipekbocegi hatlarina ait yumurtalarda partenogenetik
yumurta degerleri ortalamalar ¢izelge 2’de sunulmustur.
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Cizelge: 2
M. N Saf ve M x N, S x Shunrei Hibrit ipekbocegi Yumurtalarinda
Partenogenetik Gelismeye Ait Ortalama Degerler (X £ Sx)

Faktorler Partenogenetik Gelisme (%o)
Hat
M 74.432 £ 0.660 c
N 73.193 + 0.660 ¢
Mx N 81.039 + 0.660 b
S x SHUNREI 84.089 + 0.660 a
Yintem
1 81.993 + 0.570 a
2 72302 + 0.570 b
3 80.271 = 0.570 a
Hat x Yintem
Mx1 78.583 = 1.140
Mx2 70.363 + 1.140
Mx3 74.350 £ 1.140
Nxl1 75.253 + 1.140
Nx2 68.077 £ 1.140
Nx3 76.250 + 1.140
(MxN)x1 835.400 + 1.140
(MxN)x2 74.933 + 1.140
MxN)x3 82.783 £ 1.140
(S x SHUNREI) x 1 88.733 £ 1.140
(S x SHUNREID) x 2 75.833 + 1.140
(S x SHUNREI) x 3 87.700 + 1.140 J

a,b,c: P<(0.01)

Cizelge 2°den gorilece§i tizere, partenogenetik yumurta yiizdesi
bgklmmdan en yiksek degeri S x Shunrei hibrit hatti vermis, bunu M x N
hibriti izlemistir. M ve N saf hatlarimin incelenen 6zellik bakimindan daha
disiik deger verdigi saptanmustir. Sekiz saf ve yedi hibrit hattin yumurta-
larinda sicak :31]11 muamelesiyle parthenogenetik yumurta geligimini inceleyen
Ryuzo ve ark.”" hibritlerde parthenogenetik gelisme gosteren yumurtalarn
grtala{nasmm saf hatlardan yiiksek oldugunu ve incelenen degeriri saf hatlarda
% 25’den % 80’e kadar degistigini saptamiglardir. Arastiricilar inceledikleri
saf hatlarin iginden dért tanesinin hibritlerinde heterosis ortaya ¢iktigim ve

partenogenetik yumurta ortalama degerinin hibritlerde © ’ 2
dugunu bildirmektedirler. i B e
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Arasgtirmada, yumurtalarin partenogenetik geligimi tizerine uygulanan
yontemlerin etkisi 6nemli olmustur. Yontem 1 ve Yéntem 3, 2. Yonteme gore
partenogenetik yumurta gelisimi bakimindan daha yiiksek deger gostermisler
ve benzer grup olusturmuglardir (Cizelge 2).

Aragtirmada incelenen 6zellik bakimindan hat x yoéntem interaksiyonu
onemli bulunmamstir. Bununla birlikte incelenen dért hat igin yontemlere
gore parthenogenetik yumurta degerleri ortalamalan gizelge 2°de vérilmistir.

Yeéotem-1 Yentem-2

-

SR33BR8RE
-

BRISBERBRSE
1

‘Yumurtalann Parthenogenetiic Oranlan
Yumurtalann Parthenogenetk Oranlan

Sekil: 1
Saf ve hibrit hatlarin yumurtalarinda partenogenetik yumurta
degerleri

Cizelge 2 ve Sekil 1°den goriilecegi iizere M, M x N ve S x Shunrei
hatlarinda yontem 1 en yitksek ortalama partenogenetik degeri vemistir.
Uygulanan ii¢ yontemde de S x Shunrei hattinin en yitksek deger gosterdigi
gorillmektedir. Hem saf hem de hibrit hatlarda HCI muamelesini igeren 2.
yontemin uygulanmasiyla partenogenetik yumurta degerleri dagmiigtiir. Sugai
ve ark ®, alti saf ve yedi hibrit hattin yumurtalariyla yaptiklar ¢aligmalarinda,
hibritlerden daha yiiksek deger elde ettiklerini bildirmektedirler. Arastir-
macilar, hibritlerin ortalama partenogenetik degerlerini, 1. Yontem sonucunda
9% 85, ikinci yontemde % 70, uginci yontemde ise % 90 olarak sapta-
muglardir. Arastirmada elde edilen sonuglar bu bulgularla benzerlik goster-
mektedir.

Hibritlerden daha yiiksek partenogenetik deger eldesinin yanisira yitk-
sek oranda partenogenetik yumurta veren bir disi kelebekten elde edilen
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hibritlerde, partenogenetik yiizdenin artis egilimi gosterdigi bildilihngktedir'l,
Elde edilen bu sonuglardan partenogenesisin ortaya ¢ikmasinin genetik glargk
kontrol edildigi ve analik faktoriiniin amlan degerin ortaya ¢ikmasim etkiledigi
sonucuna varilabilir.

Bunun vamsira Okhuma’, eseysel iireme s6z konusu olmaksizin F,
generasyonunc:fa partenogenetik doller yoluyla heterosis eld_e_ etmis ancak
partenogenetik generasyonlar arasinda, uyanmi saglamak igin uygullla:nan
vontemlerin etkisi disinda bir farklilik saptamamigtir. Arastirict Ryuzo' “den
farkli olarak partenogenetik gelisimde, maternal faktorlerin etkisinin gozardi
edilebilecek kadar kiigiikk oldugunu ve ayrica, eseysel iireme gerektirmeyen
yontemlerle seleksivon etkinliginin arttirtlabilecegini bildirmektedir.

Arastirmada gerek saf gerekse hibrit hatlarda yontemlerin uygulan-
masmin ardindan yumurta 6rneklerinin incelenmesinde, postembriyonik do-
nemde 6liimlerin fazla oldugu gozlenmistir. Koyu renk pigmentasyon gosteren
yumurtalarin yaridan fazlasmin gézlerin renklenme devresine kadar (gikimdan
2 gin oncesi) ulagtifl, ancak agarma sathasinda (g¢ikimdan 1 giin éncesi)
yumurtalarda ¢6kme oldugu belirlenmistir. Bunula birlikte M x N ve S x
Shunrei hibritlerinde Yontem 1 ve Yontem 3’iin uygulanmasi sonucunda gok
az sayida larva inficar etmis, ancak bu larvalarin kiigiik ve ¢ok zayif oldugu
ve yasama giiglerinin ¢ok disiik oldugu belirlenmistir”. Ipekboceginde esevli
ureyenlerde, embriyonik gelisme doneminde % 97 olan yasama glciinin,
partenogenetik iiremede % 20 oldugu bildirilmektedir’. Meiotik ve ameiotik
partenogenesisle elde edilen hatlar semiletal genlerin baskisi altindadir. Ana ve
pabanm kopyasinin elde edilebildigi uygulamalar, bu genlerin etkisinde kaldig
igin ticari {retimde yaygin olarak kullanilamamaktadir. Bunun vanisira,
kombinasyon yetenegi yitksek partenogenetik erkek ve disilerin kullammi,
heterosis gosteren hatlarin iiretimi i¢in emin bir yoldur. Bu yiizden elde gen
kaynag: olarak bulundurulan ¢ok sayida saf ipekboeegi hatti ve bunlarin
hibritlerinde, bundan sonraki calismalar uygulanan yéntemlerden elde edilen

bilgilerin 1181 altinda, larva elde etme ve bunlarm vetigtirilmesi yoniinde
yogunlastirilacaktir.
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