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OZET

Poliploidizasyon, kultur bitkilerinin ustun 6zelliklerinden 6nemli kayip verilmeksizin genetik ilerleme
saglanmasi ve 1slah siiresini kisaltmasi nedeniyle giiniimiizde siklikla tercih edilen bir 1slah yontemidir.
Bu calismada, sera kosullarinda yetistirilen Eksi Kara, Gok Uziim ve Trakya Ilkeren (2x, Vitis vinifera
L.) gesitlerinin 2 yash fidanlarindan, aktif gelisme doneminde alinan tek bogum iceren mikro ¢elikler
kullamlmigtir. Kimyasal mutagen olarak kullanilan kolhisin (10 mg L, 20 mg L ve 30 mg L), in
vitro koklenme asamasinda otoklav sterilizasyonundan sonra, besin ortami jel kivamina gelmeden
hemen once filtre sterilizasyonu yapilarak MS ortamina ilave edilmistir. Uygulamalarin etkileri canlilik
ve geligme oranlari, stoma sayisi ve boyutlari, kloroplast sayimlari ve flow sitometri (FC) analizleri ile
incelenmistir. Eksi Kara, Gok Uziim ve Trakya Ilkeren gesitlerinde kontrole gore stoma yogunlugu
degerlerinde en fazla azalis 10 mg L1 (sirasiyla % 48.90, % 46.75, % 50.97) uygulamasinda
belirlenmistir. Stoma hiicreleri kloroplast sayilari, kontrol Kyoho (4x) ¢esidinde 38-40 adet araliginda
degisim gosterirken, Eksi Kara ve Gok Uziim cesitlerinde orijinal diploidlerine gore en belirgin artis 20
mg L kolhisin uygulamasinda kaydedilmistir. Dis kosullara alistirma sonucunda canliligi devam eden,
kloroplast sayimlarinda onemli farkliliklar belirlenen bitkiciklerde FC analizi yapilmigtir. Sinirh
sayidaki Ornekle yapilan FC analizlerinde, genotiplerin ploidi seviyesinin degismedigi (2n=2x)
belirlenmistir. Calisma sonucunda in vitro diizeyde dokularin kolhisin uygulamalarina daha ¢abuk yanit
verdigi ve basarili bir sonu¢ alinmasi amactyla sonraki ¢aligmalarda eksplant tipi, uygulama dozu ve
alistirma kosullar1 konularinin 6nem arz ettigi anlagilmistir.

In vitro poliploidy induction in some grape cultivars

ABSTRACT

Polyploidization is a breeding method that is frequently preferred today because of the genetic
improvement and shortens of the breeding period without significant loss of the superior characteristics
of the cultivated plants. In this study, single node micro cuttings taken from the 2-year old seedlings of
Eksi Kara, Gok Uziim and Trakya ilkeren (2x, Vitis vinifera L.) cultivars grown in greenhouse
conditions were used. Colchicine (10 mg L, 20 mg L* and 30 mg L) which are used as chemical
mutagen, was added to the MS medium after autoclave sterilization in vitro rooting, before the nutrient
medium reached gel consistency. The effects of applications were investigated by viability and
development rates, number and size of stomata, chloroplast counts and flow cytometry (FC) analysis. In
Eksi Kara, Gok Uziim and Trakya Ilkeren cultivars, the maximum decrease in stoma density values
were determined in the 10 mg L application (48.90%, 46.75%, 50.97% respectively). Stoma cells
chloroplast counts varied in the control Kyoho (4x) cultivar in the range of 38-40, while the most
significant increase in Eksi Kara and Gok Uziim cultivars compared to the original diploids was
recorded in the 20 mg L™ colchicine application. FC analysis was carried out in plantlets whose vitality
was maintained after acclimatization and significant differences were determined in chloroplast counts.
In FC analyzes with a limited number of samples, it was determined that the ploidy level of the
genotypes did not change (2n = 2x). As a result of the study, it was understood that in vitro tissues
respond to the applications of colchicine more and to get a successful result, type of explant, application
dose and conditions are important in further studies.
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1. Giris

Asma diinyada yetistiriciligi yapilan en énemli bitki
tirlerinden birisidir. Global olarak 77.8 milyon ton
tizim {retiminin  %36’s1 sofraliktir (OIV, 2017b).
Uretim bakimindan énde gelen iilkeler arasinda yer alan
Tiirkiye’de ise toplam {iiretimin yaklasik %50°si sofralik
olarak degerlendirilmektedir (TUIK, 2018). Ulkemizin
mevcut pazarda yerinin korunmasi ve gelistirilmesi,
tilketici ve pazar talepleri dogrultusunda yerli ve yoresel
lizim  ¢esitlerimizin  Ozelliklerinin  gelistirilmesi
gerekmektedir.

Poliploidi, hiicre ¢ekirdeginin ikiden fazla tam
kromozom takimina sahip olmas1 olarak
tanimlanmaktadir. Bitkilere biiyiik bir adaptasyon ve
tirlesme mekanizmasi saglamasi nedeniyle (Ramsey ve
Schemske, 1998) bircok tirde cesitli fiziksel ve
kimyasal antimitotiklerle yapay olarak tesvik
edilmektedir. Kolhisin, mitoz bdéliinmenin metafaz
asamasinda ig iplikciklerinin gelisimini engelleyerek
genom  diizeyinde  katlama  saglamak  {izere
kullanilmaktadir ~(Ramsey ve Schemske, 1998;
Planchais ve ark., 2000). Yapilan c¢aligmalarda,
allopoliploidi ve otopoliploidinin her ikisinin de dogada
yaygmn olmalartyla birlikte ¢ogu poliploid tiiriin
alloploid orijinlere sahip oldugu gésterilmistir (Ramsey
ve Schemske, 1998). Ploidinin kesin etkileri, somatik
kromozom katlamasiyla elde edilen, dondr bitkilerden
sadece genom biiyiikliigii bakimindan farklilik gdsteren
otopoliploidlerde belirlenebilmektedir (Cohen ve ark.,
2013). Poliploidi asma 1slahindan 1937°den beri
kullanilmakta ve son yillarda ilgi giderek artmaktadir
(Olmo, 1937). Japonya’da 1945°te 1slah edilen (Kunter
ve Karatas, 2011; Yamada ve Sato, 2016) ‘Kyoho’, Cin
basta olmak iizere global olarak en biiyiik bag alanina
sahip poliploid gesittir (OIV, 2017a).

Poliploidizasyona yonelik 1slah caligmalarinda in

vitro, kromozom katlama uygulamalarinin
yapilabilecegi kontrollii bir ortam saglamakta ve saf
poliploidlerle  miksoploidlerin  ayirt  edilmesinde

kullanmilmaktadir (Chen ve Gao, 2007; Aleza ve ark.,
2009). Onceki calismalarda, poliploidi uyarimi icin
uygulama dozu, suresi, doku tipi ve uygulama
yontemleri bakimindan etkinlik farkliliklar1 (Acanda ve
ark., 2013; Xie ve ark., 2015; Ekbi¢ ve Tangolar, 2016)
ve gelenceksel 1slah galismalarina alternatif olarak, kiiltiir
cesitlerinde iyilesmeler saglandigi bildirilmektedir
(Notsuka ve ark., 2000; Yamada ve Sato, 2016).

‘Eksi Kara’ ve ‘Gok Uziim’, Orta Toroslarda
ekolojiye iyl uyum saglamalar1 nedeniyle yogun olarak
yetistirilen geleneksel iiziim cesitleridir. Eksi Kara
¢esidinin tozlayict ihtiyacinin (Kara ve ark., 2017) ve
meyve kalitesinin iyilestirilmesi gerekmektedir.

Bu c¢alisgmada in vitro kosullarda, Kkolhisin
uygulamalarinin farkli iiziim cesitlerinde poliploidiye
etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1 Bitkisel materyal

Calismada, Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesinde
klon seleksiyonu ile se¢ilmis otokton Eksi Kara ve Gok
Uziim cesitleri ile Tekirdag Bagcilik Arastirma
Enstitiisinden temin edilen Trakya Ilkeren {iziim
cesitleri  kullanilmistir.  Uygulamalar  sonrasinda
bitkiciklerin. stoma hiicrelerindeki kloroplast sayilari
tetraploid (4X) ‘Kyoho’ ile karsilasgtirilmigtir (Yamada
ve Sato, 2016). Eksi Kara ve Gok Uzim, Konya-
Karaman illeri ve Orta Toroslara iyi adapte olmus,
yorede en ¢ok yetistirilen ¢esitler konumundadirlar. Her
iki  gesit de sofralik, kurutmalik  olarak
degerlendirilmektedir (Kara ve ark., 2017). Tekirdag
Bagcilik Arastirma Enstitiisii tarafindan 1slah edilen
‘Trakya Ilkeren’, erkenci bdlgelerimizin yanisira, Orta
Toroslarda kisa vejetasyonlu bag alanlarinda da basarili
olabilmektedir (Kara ve Demirhan, 2005).

2.2 Kimyasal mutagen kolhisin uygulamalar:

Sera kosullarinda yetistirilen 2 yasli fidanlardan
uygun materyal elde etmek amaciyla, aktif gelisme
déneminde eksplant alinmig (Gray ve Benton, 1991; Di
Genova ve ark., 2014) ve tek bogumlu mikro celikler
hazirlanmistir. Yiizey sterilizasyonu (dikey hava akish
steril kabinde), mikro celiklerin %70’lik etanol icinde 2
dakika ve sonrasinda %12’lik sodyum hipoklorit
(NaOCl) c¢ozeltisinde 15 dakika siireyle bekletilmesi ve
ardindan 3 kez steril saf su ile ¢alkalanmasiyla
tamamlanmigtir. Mikro celikler ylizey
sterilizasyonundan sonra Murashige Skoog (MS) ortami
(% 3 sikroz, % 0.7 agar) igeren kavanozlara
yerlestirilmistir (Murashige ve Skoog, 1962). Baslangic
ve siirglin olusturma asamalarinda ortama, Trakya
Ilkeren cesidinde 1 mg L, Eksi Kara ve Gok Uziim
cesitlerinde 0.8 mg L BAP, koklendirme asamasinda
ise tiim gesitler igin 1 mg L' IBA eklenmis,
eksplantlarda bakteri olusumunu engellemek i¢in, 0.25
mg L' dozunda genis spektrumlu antibiyotik (Seffur)
ilave edilmistir (Mbah ve Wakil, 2012). Kdultur
ortamindaki eksplantlar, iklim odasinda (25+1°C) 3000
liiks m? aydmnlatma siddetinde 151k kaynagi olan raflara
konularak, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik foto periyotta
gelistirilmistir (Notsuka ve ark., 2000). Poliploidinin
uyarilmasi amaciyla kolhisin (Sigma-Aldrich, 10 mg L
1,20 mg L ve 30 mg L) %1 Dimetilsilfoksit (DMSO)
icerisinde c¢oziilerek, koklenme asamasinda otoklav
sterilizasyonundan (121 °C’de 15 dk) sonra besin ortami
jel kivamma gelmeden hemen once 0.2 mikrometre
capinda filtre (Sartarius Minisart NML) ile sterilize
edilerek ilave edilmistir. Eksplantlara, koklendirme
asamasinda 4 hafta silire ile kolhisin uygulamasi
yapilmigtir. Bu siire sonunda, koklenerek gelismesine
devam eden bitkiciklerin, kok bolgeleri 1lik suda
temizlenerek fungusitle muamele edilmis ve esit oranda
steril torf ve perlit ile hazirlanmig har¢ bulunan
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polictilen kaplara dikilmislerdir. Dis ortama alisan
bitkiler daha sonra sera kogullarina aktarilmistir.

2.3 Ploidi dizeyinin belirlenmesi
2.3.1 Canlilik orani (%)

Koklendirme asamasinda kolhisin  uygulamasi
yapilmis mikro ¢eliklerde canlilik orani, canliligi devam
eden mikro g¢eliklerin aktarilan mikro celiklere
oranlanmasi ile (%) belirlenmistir (Tepe ve ark., 2002;
Sinski ve ark., 2014).

2.3.2  Gelisme orani (%)

Kolhisin uygulanan mikro geliklerde gelisme orani,
siirglin olusturan ve koklenerek gelismesine devam eden
mikro ¢eliklerin, canlt mikro ¢eliklere oranlanmasi ile
(%) belirlenmigtir (Tepe ve ark., 2002; Sinski ve ark.,
2014).

2.3.3  Stoma yogunlugu (adet mm?), stoma genisligi
(um), stoma uzunlugu (um) gozlemleri

Uygulama yapilan bitkilerin yaprak epidermal izleri
uygulama yapildiktan sonra gelisen siirgiinlerde
aklimitizasyon sirasinda almman yapragin alt tarafinda
incelenmistir. Ug farkli bolgeye seffaf oje siiriilmesiyle
alt epidermis styrilip alinarak lam iizerine yerlestirilmis
ve stoma sayisy, genisligi ve uzunlugu, X400
mikroskopla tespit edilmistir (Moghbel ve ark., 2015).

2.3.4 Kloroplast sayim: (adet stomat)

Uygulamalar sonrasinda canliligt devam eden ve
aklimitizasyona alinmis bitkilerin hepsinde stoma bekgi
hiicrelerinde kloroplast sayisi degisimleri incelenmistir.
Stoma Ornegi i¢in alinan yaprak oOrneklerinde yaprak
kesitlerinin, Carnoy sollisyonunda (3 kisim etil alkol: 1
kisim glasiyal asetik asit) rengi acilmistir. Soliisyondan
cikartilan yaprak kesitleri 2-5 dakika steril suda
bekletilmis ve ardindan 30 saniye %1’lik I-KI ile
boyanmistir. Her 6rnekte 30 adet stoma da kloroplast
sayimi  yapilmigtir.  Kloroplast  sayilart %400
mikroskopta tespit edilmis (Yuan ve ark., 2009), diploid
ebeveynleri ve tetraploid (4x) ‘Kyoho’ iziim c¢esidi ile
karsilastirilmistir.

2.3.5 Flow sitometri (FC) analizi

Her uygulama igin taze yaprak orneklerinden (3-4
haftalik) kesitler alinarak 0.5 cm? biiyiikliigiindeki petri
kabma yerlestirilmis ve 500 pL izolasyon buffer
(Partec-Nuclei Extraction Buffer) ilave edilerek yaprak
dokusu jilet ile kiigiik parcalara ayrilmustir. Petri
kabindaki 6rnekler 10-15 saniye siireyle galkalanmig ve
Partec- CellTrics 30 um- green filtre ile suzulerek tup
icerisine (Partec-Sample Tubes, 3.5 ml, 55x12 mm)
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aktarilmigtir. Tiiplere 1600 pL boyama soliisyonu
[Partec-DAPI (4,6 diamidino-2-phenylinole) Staining
Buffer] ilave edilerek 151k izolasyonu olan bir ortamda 5
dakika bekletilmigtir. Sonrasinda drnekler FC cihazinda
analiz edilmistir (Tuna, 2014).

236 Istatistiksel analiz

Deneme, tesadif parselleri deneme deseninde, 3
tekerrlrll ve her tekerriirde 20 adet mikro celik olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Uygulamalarin  etkileri
SPSS 22 istatistik programinda Duncan ¢oklu
kargilagtirma testi ile p<0.05 Onem seviyesinde
karsilastirtlmistir (Yue ve ark., 2017).

3. Bulgular ve Tartisma
3.1 Canhlilik orani (%)

Kolhisin uygulamalarinin mikro ¢eliklerde canlilik
oranlarina (%) etkisi onemli (p<0.05) bulunmusgtur
(Cizelge 1). Eksi Kara, Trakya Ilkeren ve Gok Uziim
cesitlerinde kolhisin uygulamalarindaki doz artis1 ile
ters orantili olarak mikro g¢eliklerin canlilik oranlari
azalmistir. Tim ¢esitlerde en diisiik canlilik oranlart 30
mg L7 kolhisin uygulamasinda kaydedilmistir. Eksi
Kara iiziim ¢esidinde kontrolde canlilik oram1 % 89.48
iken en diisiik canhlik oram 30 mg L kolhisin
uygulamasinda (% 45.67) tespit edilmistir. Calismada
Trakya Ilkeren ¢esidi in vitro kosullara diger iki ceside
oranla daha ylksek hassasiyet gostermesi sebebiyle
kolhisinin toksik etkisinden daha ¢ok etkilenmis,
canlilik oranlar1 daha diisiik diizeylerde kalmustir.

In vitro kosullarda yapilan poliploidi ¢alismalarinda
kimyasal antimitotik ile diisiik konsantrasyonlarda ya da
daha kisa siirelerle uygulama yapilmasi ile canlilik
oranlarinda azalma gorilmemekte fakat genom
katlanma frekans1 diismektedir (V&indla, 2000; Xie ve
ark., 2015). Acanda ve ark. (2013), tarafindan kolhisin
doz artisiyla kallus yiizeyindeki embriyonik hiicrelerin,
antimitotik ajana daha ¢ok maruz kalmasi nedeniyle
embriyonik potansiyelin, canlilik oranlarina gore daha
fazla diisiis gosterdigi bildirilmistir. Yang ve ark.
(2006), benzer sekilde, kolhisin doz ve uygulama siiresi
artisina paralel olarak embriyo canlilik oranlarinin
azaldigini, en diisiik canlihigin (%26) 20 mg L%
uygulamasindan  alindigin1  bildirmislerdir. Bizim
calismamizda kolhisinin kdklenme asamasinda ortama
ilave edilmesiyle, kolhisine maruz kalma siresi
uzatilmig, bu sebeple canlilik degerlerinde kontrole gore
onemli oranda azalis gozlenmekle birlikte literatiirle
benzerlik tespit edilmistir.

3.2 . Gelisme orant (%)

Uygulanan kimyasal mutagenin doz artisina bagh
olarak mikro c¢eliklerin gelisme oranlarinda onemli
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(p<0.05) azalma belirlenmigtir. Canlilik oranlarinda
oldugu gibi, tiim ¢esitlerde 30 mg L kolhisin
uygulanan mikro ¢eliklerin gelismeleri yavaslamis, Eksi
Kara, Trakya Ilkeren ve Gk Uziim cesitlerinde gelisme
oranlar sirasiyla % 32.00, % 35.78, % 35.15 olarak
belirlenmistir (Sekil 1). Kolhisin konsantrasyonu ve
uygulama siiresi kombinasyonlart poliploidi basarisini
etkileyen onemli faktorlerdir (Huy ve ark., 2019).
Ancak, doz ve uygulama siiresindeki artisla birlikte bitki

1zelge 1. ulamalarin canlilik oranlarina (%) etkiler1
izelge 1. Uygulamal lilik oranl %) etkileri *

Table 1. Effects of applications on viability rate (%)"

materyalinin canlilik ve gelisme oranlari olumsuz yonde
etkilenmektedir (Tepe ve ark., 2002; Sinski ve ark.,
2014). Zhou ve ark. (2020) tarafindan yapilan
calismada, kolhisin uygulamalarinin goriilebilir ilk
etkisi gelismenin yavaslamasi olarak belirtilmis ve
kontrolde 3-4 giin olan gelisme baslangicinin kolhisin
uygulamalariyla 10-15. glinlere kadar geciktigi
bildirilmistir. Calismadan elde edilen veriler Onceki
calismalar1 destekler niteliktedir.

Kiiltiire alinan

mikro celik Eksi Kara Gok uzim Trakya Ilkeren

sayisi
Kontrol 60 89.48+1.78 a 93.67+1.53 a 84.76+0.67 a
10mgL? 60 63.49+2.17 b 74.48+2.81 b 56.00+3.61 b
20 mg L™! 60 52.05+3.63 ¢ 52.60+2.16 ¢ 42.00+£2.00 ¢
30mgL? 60 45.67+£2.08 d 46.43+£3.12 d 37.92+2.79 ¢

* Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore %5 diizeyinde farklilik gosteren gruplar ayni siitunda farkli harflerle ifade

edilmistir.

* According to Duncan's multiple comparison test the groups differing at the level of 5% were expressed in different

letters in the same column.

Gelisme Orani (%)

110

70 f?’

o il

o R

R | 4 16 I
Kontrol 10mgL-1

BlEksi Kara

Sekil 1. Uygulamalarin gelisme oranlarma (%) etkileri
Figurel. Effects of applications on growth rate (%)

3.3 . Stoma yogunlugu (adet mm?), stoma genisligi (um),
Stoma uzunlugu (um) gézlemleri

Kolhisin uygulamalar1 sonucunda ¢esitlerin yaprak
stoma uzunlugu degerleri  degisen  oranlarda
etkilenmistir (p<0.05). Eksi Kara ve Trakya Ilkeren
cesitlerinde kontrole gore en yiiksek stoma uzunlugu
degeri 20 mg L (sirastyla 25.55 pm, 23.44 um), Gok
Uziim cesidinde ise 10 mg L' (28.88 pum)
uygulamasinda belirlenmistir (Sekil 2).

Stoma genisligi  degerleri, stoma uzunlugu
degerlerine benzer sekilde uygulama bazinda ayni
gruplarda artis gostermistir. Gok Uziim ve Trakya
Ilkeren gesitlerinde stoma genisligi degerlerinde en fazla

Gk Uziim

b

- i‘i
i | g I 55

20mgL-1

B

30mgL-1

a‘

O Trakya Ilkeren

degisim 10 mg L? (swrasiyla 19.55 pum,18.11 pm),
uygulamasinda, Eksi Kara cesidinde ise 20 mg L*
(22.56 pm) uygulamasinda tespit edilmistir (Sekil 3).

Kolhisin uygulamasi ve kontrol drneklerde yapilan
mikroskobik gozlemlerde stoma yogunlugunun, stoma
uzunlugu ve genisligi degerlerindeki artisa bagl olarak
azalis gosterdigi belirlenmistir Eksi Kara, Gok Uziim ve
Trakya Ilkeren gesitlerinde kontrole (sirasiyla 420.29,
42754, 42754 adet mm?) gore stoma yogunlugu
degerlerinde en fazla azalis 10 mg L1 (srasiyla %
48.90, % 46.75, % 50.97) uygulamasinda belirlenmistir
(Sekil 4).
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Poliploidinin tegvik edildigi genotiplerde genel
olarak birim yaprak alanina diisen stoma ve epidermal
hiicre sayist azalirken stoma bekgi hiicrelerinin
uzunlugu ve genisligi artis gostermektedir (Yuan ve
ark., 2009; Sattler ve ark., 2016). Sinski ve ark. (2014),
2x ve 4x kromozom sayisina sahip genotiplerde stoma
boyutlarini belirlemisler ve tetraploid bitkilerin stoma

boyutlarinda artigla birlikte birim alandaki stoma
sayisinda azalma meydana geldigini bildirmigslerdir.
Calismadan elde edilen veriler ploidi ile ilgili yapilan
calismalarla benzer olup stoma boyutlarindaki artisa
bagli olarak yogunlugunda azaliglar kaydedilmistir.

Stoma uzunlugu (pum)

35
30
20
15
10 o
Kontrol 10mgL-1 20mgL-1 30mgL-1
ElEksi Kara EG&k Uziim O Trakya flkeren

Sekil 2. Uygulamalarin stoma uzunlugu (um) izerine etkileri
Figure 2.  Effects of applications on stoma length (um)
Stoma genisligi (jum)

24

20

18

16

e 1 0 | % =

1| O

10 =bAb: =

Kontrol 10mgL-1 20mgL-1 30mgL-1
OEksi Kara 0OGok Uziim @ Trakya flkeren

Sekil 3. Uygulamalarin stoma genigligi (um) Uzerine etkileri

Figure 3. Effects of applications on stoma width (um)
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Stoma Yogunlugu

AR IR

Kontrol

OEksi Kara

10mgL-1

0 Gék Uziim

(stoma mm™)

20mgL-1

30mgL-1

O Trakya flkeren

Sekil 4. Uygulamalarin stoma yogunlugu (adet mm?) (izerine etkileri
Figure4. Effects of applications on stomata density (adet mm-)

3.4 Kloroplast sayim: (adet stoma™) sonuclar:

Kolhisin uygulanan {izim c¢esitlerinin yaprak
Orneklerinde tespit edilen stoma hucrelerindeki
kloroplast sayilari arasindaki farklilik 6nemli (p<0.05)
bulunmustur. Caligmada kontrol ‘Kyoho’ (4x) stoma
hiicrelerinde kloroplast sayilarinin 38-40, araliginda
degistigi tespit edilmistir. Eksi Kara, Gok Uziim ve
Trakya Ilkeren cesitlerinde kontrole gére (sirastyla
19.76, 20.94, 19.28 adet stoma™) en belirgin artig, Eksi
Kara gesidinde 20 mg L (23.44 adet stoma™), Gok
Uziim ¢esidinde ise 10 mg L* (24.91 adet stoma™), 20
mg L (25.45 adet stoma?) ve 30 mg L (24.41 adet
stoma?l) uygulamalarinda belirlenmistir (Cizelge 2,
Sekil 5). Stoma bek¢i hiicrelerindeki kloroplast
gozlemlerinin, ploidi ©n tespiti amaciyla siklikla
kullanildig1 kolay, hizli ve giivenilir sonuglar verdigi
bilinmektedir (Yang ve ark., 2006; Yuan ve ark., 2009).
Xie ve ark. (2015) tarafindan, in vitro kosullarda
tetraploidinin uyarilmasi i¢in protokol olusturulmaya
calisilmis ve farkli eksplant kaynaklarinin, kolhisin ve

orizalin ile muamelesinden sonra stoma verilerinin
(stoma boyutu ve sayilari, bekgi hiicrelerdeki kloroplast
sayilar1) ploidi seviyesi ile korelasyon gosterdigi
kaydedilmistir.

In vitro mikro ¢ogaltim sonrasinda iretilen ¢ogu
bitkinin dis kosullara alisirma esnasinda hayatta
kalamadigi bilinmektedir (Ziv, 1995; Kumar ve Rao,
2012). Koklendirme asamasinda kullanilan hormon
konsantrasyonu (Kumar ve Rao, 2012), kaltir
kosullarindan kaynaklanan anormal yaprak anatomisi ve
fizyolojisi bitkiciklerin sera kosullarna alistirllmasin
zorlagtiran nedenler arasinda yer almaktadir (Dami ve
Hughes, 1995; Torregrosa ve ark., 2001). Calismada
koklendirme asamasindaki bitkicikler, kiiltiir kosullarina
ek olarak uzun siireli kolhisin etkisine maruz kalmis ve
dis kosullara alistirma asamasinda canlilik oranlarinin
diistik oldugu gozlenmistir. Bu sebeple, stoma boyutlari
ve kloroplast sayilar1  degerlendirilerek  ploidi
seviyesinin degistigi diisiiniilen bitkiciklerin ¢ogunda
flow sitometri analizi ger¢eklestirilememistir.

Cizelge 2. Uygulamalarm kloroplast sayis1 (adet stoma™) Gizerine etkileri”
Table 2. Effects of applications on chloroplast number (adet stoma)”

| Eksi Kara Gok Uziim Trakya Ilkeren
Stoma Ortalama Aralik Ortalama Aralik Ortalama Aralik
Sayisi
Kontrol 30 19.76+0.42b  18-20 20.94+0.48b 18-22 19.28+1.11a 18-20
10mgL? 30 22.95+0.47a 18-24 24.91+2.60a 18-38 20.33+1.53a 18-22
20 mg L™! 30 23.44+3.01a 18-38 25.45+2.24a 18-38 20.26+0.68a  18-22
30mg L*? 30 21.58+2.74ab 18-22 24.41+1.31a 18-38 20.26+1.0la 18-22

* Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore %5 diizeyinde farklilik gosteren gruplar ayni siitunda farkli harflerle ifade

edilmistir.

* According to Duncan's multiple comparison test the groups differing at the level of 5% were expressed in different

letters in the same column.
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Sekil 5.

‘Eksi Kara’ 20 mg L, stoma hiicreleri kloroplast sayilar1 (38-40, x400), b. ‘Gok Uziim’ 20 mg L,

stoma hiicreleri kloroplast sayilar1 ((38-40, x400), ¢ ‘Kyoho’ stoma bekgi hiicreleri kloroplast sayilari

(38-40,x1000)
Figure 5.

a. The number of stomatal cells chloroplasts (38-40, x400) in ‘Eksi Kara’ 20 mg L, b The number of

stomatal cells chloroplasts (38-40, x400) in ‘Gok Uziim’ 20 mg L%, b. Stomata guard cells of ‘Kyoho’

cv. (x1000)

3.5 Flow sitometri analiz sonuglar

D1s kosullara alistirma sonucunda canliligi devam eden
bitkiciklerde, kloroplast sayimlar1 temel alinarak FC
analizi yapilmistir. Sinirh sayida bitki 6rneginde yapilan
FC analizleri sonucunda, genotiplerin genom diizeyinde

katlanma olmadig1 (2n=2x) belirlenmistir (Sekil 6). FC
analizinin, ¢ogu bitki tiiriinde poliploidi tespiti igin
kullanilan ve kromozom sayimina gore kolaylik
saglayan etkin bir yontem oldugu (Prado ve ark., 2010;
Xie ve ark., 2015; Sattler ve ark., 2016) bu ¢alismayla
da dogrulanmustir.

2x

P L

Sekil 6. ‘Eksi Kara’ 20 mg L, diploid bitkinin (2n=2x) FC analiz sonucu
Figure6. ‘Eksi Kara’ 20 mg L', FC analysis result of diploid plant (2n = 2x)

4. Sonug

Poliploidizasyon, ototetraploid veya allopoliploid
genotiplerin elde edilmesini ve gesitlerin agronomik
ozelliklerinde iyilestirme yapilmasini kolaylastiran
onemli bir 1slah yontemidir. In vitro yontemler,
poliploidi gibi 1slah ¢aligmalarinda yogun olarak
kullanilmakla birlikte dis kosullara aligtirma asamasinda
bitkiciklerin 6nemli bir kismimin canliliklarint devam
ettiremedigi  bilinmektedir. ~ Caligmada,  diploid
bitkicikler aligtirma siirecini basariyla gecerken ploidi
uyariminin  kloroplast sayimlariyla tespit edildigi
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bitkiciklerde bu basariya ulasilamamistir. Kolhisin
uygulamalariyla stomal 0&zelliklerin 6nemli oranda
etkilendigi, yerli ve yoresel 6neme sahip Uzim
cesitlerinin  gelistirilmesinde in  vitro yontemlere
basvurulabilecegi anlagilmistir. Uzerinde calisilan
gesitler ig¢in in vitro bogum kiiltiirii protokolleri
olusturulmustur. Bu c¢alismadan elde edilen basarili
protokollerin, farkli eksplant tiplerinde, farkli gelisme
asamalarinda ve farkli stirelerle uygulanmasiyla asma
1slahinda ilerlemeye katk1 sunulabilecegi
diistiniilmektedir.
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