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Oz

Dinyada ve ulkemizde turuncgil gesit gelistirme programlarinin en giincel
hedefi gekirdeksiz yeni cesitlerin gelistiriimesidir. Turuncgillerde cekirdeksizlik dogal
ve yapay mutasyonlarla saglandigi gibi, diploid ebeveyn bitkiler veya diploid ve
tetraploid ebeveyn bitkiler arasinda gergeklesen melezlemeler vyoluyla da
saglanmaktadir. Bu nedenle gekirdeksizlik i1slahi galismalari agisindan, turunggil gen
kaynaklarinda dodal olarak bulunmayan tetraploid bireylerin Uretilmesi buyik 6énem
tasimaktadir. Bu calisma, ploidi islahi yoluyla gekirdeksiz yeni turuncgil cesitlerini
gelistirmek amaciyla tetraploid bitki elde edilmesine yoénelik olarak planlanmistir.
Calismada, Klemantin 22D mandarini, W. Murcott mandarini ve Moro kan portakali
genotipleri kullanilmis ve bu genotiplerin agi kalemlerine kolhisin uygulamasinin
tetraploid bitki elde edilmesine etkileri arastinlmistir. Asi kalemlerine %0.0, %0.2,
%0.4, %0.6 ve %0.8 dozlarinda 4, 6 ve 8 saat siireyle kolhisin uygulamasi
gerceklestirilmistir. Kolhisin uygulamalari sonucu elde edilen bitkilerde canllik orani
(%) belirlendikten sonra tiim bitkilerden alinan yaprak orneklerinde flow sitometri
yoluyla ploidi analizi yapilmistir. Ayrica tetraploid bitkilerde stomal gdzlemler (stoma
yogunlugu, uzunlugu, genisligi, blylkligu ve indeksi) yapilarak diploid bitkiler ile
karsilastiriimistir. Calisma sonucunda, Klemantin 22D asi kalemine 6 saat siireyle
%0.4 dozunda yapilan uygulama sonucu bir adet tetraploid (4x) bitki elde edilmistir.
Ayrica W. Murcott mandarini ve Moro Kan portakali gesitlerinden mixoploid (2x+4x)
bitkiler elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Turuncgil, Kolhisin, Flow sitometri, Stomal dzellikler
Production of tetraploid plants of some citrus genotypes
Abstract
Improving new seedless citrus varieties is currently the main aspect of citrus

breeding programs for both our country and the world. Triploid plants can be
recovered directly from artificial and spontaneous mutations as well as crosses
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between two diploid genotypes resulting from the fertilization of 2n
megagametophyte or by hybridization between diploid and tetraploid parents. Thus,
production of tetraploid plants which are not naturally found in citrus germplasm has
a great importance in terms of seedlessness breeding studies. This study covers
production of tetraploid plants for parental usage in order to improve new varieties
by ploidy manipulation. Buds of Clementine 22D, W. Murcott and Moro blood orange
were used as plant material and effects of colchicine treatments on production of
tetraploid forms of these genotypes were investigated. In this purpose, scion buds
were treated with colchicine at concentration levels of 0.0%, 0.2%, 0.4%, 0.6% and
0.8% for 4, 6 and 8 hours. After treatments, survival rate (%) of plants was recorded
and ploidy levels of the plants were determined by flow cytometry analysis. In
addition, stomatal observations were recorded such as stomata density, length,
width, size and index on the leaves of tetraploid plants in order to compare them
with the observations of diploid plants. As a result of the study one tetraploid plant of
Clementine 22D mandarin was recovered from the 0.4% colchicine treatment for 6
hours. Besides, mixoploid (2x+4x) forms of W. Murcott mandarin and Moro blood
orange were recovered.

Keywords: Citrus, Colchicine, Flow cytometry, Stomatal characteristics

1. Giris

Tirkiye'nin de igerisinde yer aldigi Akdeniz havzasinda diinya turunggil
tretiminin  %22'si gerceklestirilmektedir. Ulkemiz turuncgil Uretimi 2012
yiinda 3 681 158 tona ulasmis olup, diinya toplam turunggil meyveleri
dretiminin  %2.71'ini  olusturmaktadir. Turunggil meyveleri ihracati
bakimindan Diinyada ve Akdeniz iilkeleri icerisinde Tirkiye 2. sirada yer
almaktadir. Dinyada 2013 yili verilerine gére 15 769 220 ton turuncgil
meyvesi ihrag edilmis ve bunun yaklasik yarisi Avrupa’da gergeklesmistir
(FAO, 2016). Ulkemiz turuncgil ihracatini Dogu Avrupa pazarlarina (6zellikle
Rusya, Ukrayna, Romanya, Polonya, Bulgaristan vd.) ve bazi Ortadogu (Irak,
Suudi Arabistan, iran, vd.) ilkelerine yapmaktadir. Bu pazarlarin biiyiik bir
kismi tiiketici refleksleri heniiz gelismekte olan (lkeler olmasi sebebiyle son
yillarda Ulkemizin pazar kayiplar yasama riski giderek artmaktadir. Bu riskli
pazarlarda tutunabilmek; daha istikrarli ve iyi bir ithalatcl olan Bati Avrupa
pazarlarina yeniden girmek ve yeni pazarlar bulabilmek igin turunggil
sektortini giclendirmek gerekmektedir. Bunu basarmak icin oncelikle yeni
cesitlerin gelistirilerek Tirkiye turuncgil endistrisinin rekabet giciinin
arttirilmasi gereklidir (Yesiloglu vd., 2013).
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Cekirdeksizlik basta mandarinlerde olmak (zere o6zellikle turunggil
ihracatinda oldukca ©6nemlidir. Yeni cekirdeksiz cesitlerin gelistiriimesinde
triploid melez elde edilmesi 6nemli bir islah stratejisi haline gelmistir
(Ollitrault vd., 2008). Turuncgillerde triploid bitkiler iki diploid ebeveynin
melezlenmesiyle (Esen ve Soost, 1971; Geraci vd., 1975; Luro vd., 2004) ya
da diploid ve tetraploid ebeveyn bitkilerin melezlenmesi yoluyla elde
edilebilmektedir (Esen ve Soost, 1971; Esen ve Soost, 1977; Oiyama vd.,
1981; Starrantino ve Recupero, 1981).

Polyploidi 1slahi bircok bitki tiriinin gelistiriimesinde 6nemli rol
oynamistir. Ekonomik agidan 6énem tasimakta olan elma, muz, dut, seker
pancari, ¢ay ve karpuz gibi pek ¢ok turiin triploid olan kultir varyeteleri
bugiin ticari olarak yetistiriimektedir. Turuncgiller ve akrabalarinda az sayida
triploid ve tetraploid cesit bulunmaktadir. Citrus, Fortunella ve Poncirus
cinslerinin hemen hepsi 18 kromozom sayisi ile diploid yapidadir.

Kolhisinin 1930°lu yillarda kesfiyle beraber birgok bitki tiirliinde elit
tiplerin ve dolayisiyla genetik cesitliligin olusturulmasinda kullaniimaya
baslanmistir. Giinimizde kromozom katlamasi icin bitki islahgilan tarafindan
en vyaygin kullanilan kimyasal maddelerden birisidir. Bu madde guz
cigdeminin (Colchicum automnale L.) koklerinden elde edilen alkoloid
yapisinda kuvvetli bir zehir olup; renksiz, alkol, kloroform ve soguk suda
¢oziinen; sicak suda ve eterde erimeyen bir maddedir. Kimyasal formulu
C,H.5NOg olarak gosterilir. Kolhisin, uygulandigi dokularin hiicrelerinde mitoz
bolinmenin metafaz safhasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayisi
ile replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara gekilmesini Onleyerek,
kromozom sayisinin iki katina c¢ikmasini saglar (Ellialtioglu vd., 2000).
Kolhisin uygulamasiyla kromozom sayisi ikiye katlanan bitkiler dogrudan cesit
olarak da kullaniimasiyla beraber, 6zellikle cekirdeksizlik hedefli islah
programlarinda Ustiin ebeveyn olarak oldukga 6nem tasimaktadir.

Kendiliginden gelisen dogal tetraploidizasyon turunggil tiirlerinde
niseller dokusunun mutasyon sonucu katlanmasi yoluyla ender olarak
goriilmesine karsin, Tirkiye turuncgil gen kaynadi bahgelerinde ticari olarak
onemli veya islah programlarinda kullanilabilir nitelikte olan genotiplerin
dogal veya yapay tetraploid formlari bulunmamaktadir. Turuncgillerde
tetraploidi yapay vyollarla siirgiin uclarina kolhisin uygulamasi (Wakana
vd., 2005) ve mikro asilama yéntemleri kombinasyonuyla yada embriyogenik
kalluslarin  kolhisin iceren ortamlarda kiltire alnarak rejenerasyon
yontemleriyle elde edilebilir (Tachikawa vd., 1961; Barrett, 1974; Gmitter ve
Ling, 1991; Gmitter vd., 1991; Aleza vd., 2009). ABD ve Ispanya basta
olmak Uzere arastiricilar kendi i1slah hedeflerine gore belirledikleri turunggil
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genotiplerinde bu yontemleri kullanarak tetraploid bitkiler elde etmislerdir.
Aleza vd. (2009) Clemenules, Fina ve Marisol mandarinlerinin kolhisin
uygulanmis stirgiin uglarini in vitro mikro asilama ydntemiyle elde ettikleri
tetraploid bitkilerde melezleme galismalari yaparak (g yil igerisinde 3 250‘den
fazla triploid melez bitki gelistirmislerdir.

Bu calismada, turuncgil melezleme islahi programlarinda halihazirda
siklikla kullanilan, meyve verim ve kalitesi yaninda olgunlasma dénemleri
bakimindan 6ne gikan 6zelliklere sahip diploid Klemantin 22D mandarini, W.
Murcott mandarini ve Moro kan portakal genotiplerinden tetraploid bitki elde
edilmesi amaclanmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Cukurova Universitesi Ziraat
Fakuiltesi Bahge Bitkileri Bolumia Turuncgil Koleksiyon Bahgelerinde bulunan
Klemantin 22D mandarini, W. Murcott mandarini ve Moro kan portakall
genotipleri kullaniimistir. Klemantin 22D mandarini, Cukurova Universitesi
Ziraat Fakuiltesi Bahge Bitkileri Boéluminde ydratilen bir seleksiyon
calismasinda Dalaman-Mugla‘dan seleksiyonla elde edilmis verimli, kaliteli bir
klemantin mandarinidir (Incesu, 2004). W. Murcott mandarini, yeni mandarin
gesitleri icerisinde olumlu Ozellikleriyle en gok gbdze carpanidir. Murcott ve
Klemantin mandarininin hibriti oldugu saniimaktadir. Agaclari verimli ve
erken meyveye yatmakta olup pazar dederi yliksek bir cesittir. Moro kan
portakall ise cok verimli bir cesit olup, kan portakallari arasinda degisik
ekolojik kosullara en iyi uyum gosteren gesittir. En erkenci kan portakalidir
(Saunt, 2000).

2.2. YOntem

Calisma, 2014 vyili icerisinde belirtilen genotiplerin asi kalemlerine
kolhisin uygulamasi seklinde ydritilmistir. Klemantin 22D, W. Murcott
mandarini ve Moro kan portakalinin bir yillik ilkbahar siirglinlerinden en az 2-
3 g6z iceren 5 cm’lik asi kalemlerine %0.0 (kontrol), %0.2, %0.4, %0.6 ve
%0.8'lik kolhisin dozlari 4, 6 ve 8 saat sireyle uygulanmistir. Uygulama
boyunca kolhisin ¢ozeltisi igerisinde bulunan asi kalemleri dakikada 60 defa
olacak sekilde vyatay calkalayic yardimiyla calkalanmis, sirelerin
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tamamlanmasindan hemen sonra asi kalemleri iki defa saf sudan gegirilerek
C-35 sitranji anacl lzerine godzler asilanmistir. Asilamadan itibaren bitkiler
mikroskobik gézlemler ve flow sitometri analizleri icin 6 ay sireyle serada
yetistirilmistir (Wakana vd., 2005; Yahata vd., 2005). Kolhisin uygulamasi,
her genotipte bltin doz ve uygulama suresi icin 30 g6z kullanilarak
gercgeklestiriimis ve deneme kapsaminda toplamda 1350 adet g0z
kullanilmistir. Calisma sonunda asadidaki formiile gdére uygulama sonrasi
canlilik orani (%) hesaplanmistir.

Gelisim gdsteren goz sayisi
Uygulama yapilan g6z sayisi

Canlilik orani (%)= x 100

Canlilik oranlarina ait % dederlerin agisal (arcsin) transformasyonu
yapilarak istatistiksel analizlerde bu degerler kullaniimistir. Elde edilen canlilik
degerleri, her cesit icin kendi icerisinde uygulama ana etkilerini incelemek
amaciyla SAS v9.0 programinin GLM prosediiri kullanilarak tek yonla
varyans analizine tabi tutulmustur. Uygulama siire ve dozlarina ait
ortalamalarin karsilastirmalari LSD testi ile a=0.05 guven seviyesinde
degerlendirilmistir.

Canlilik oranlari hesaplandiktan sonra siiren asi goézlerinden elde edilen
tlm silirglinlerin yapraklarindan flow sitometri analizleri igin Tuna (2014) 'nin
bildirdigi sekilde ©rnekler alinmistir. Alinan yaprak &rneklerinde Nigde
Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Tarimsal Genetik
Mihendisligi Bolimi laboratuvarlarinda bulunan Partec CyFlow Space
(Partec GmbH, Minster, Germany) flow sitometresi ile ploidi dizeyleri
incelenmistir. Flow sitometri analizleri ilgili cihazin kit prosediriine bagh
kalinarak gerceklestiriimistir. 0.5 cm? biiyiikligiinde alinan yaprak drnekleri
Petri kutulan igerisine vyerlegtirilmis ve (izerine 0.5 mL Partec HR-A
eklendikten sonra jilet yardimiyla iyice kiyilmistir. Kiyilmig 6rnekler 30 pm
gegirgenligindeki filtre yardimiyla siizllerek Uzerine DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) iceren Partec HR-B soliisyonu eklenmis ve 5 dakika oda
sicakliinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda kontrol uygulamasina
ait W. Murcott mandarini, Klemantin 22D mandarini ve Moro kan portakalinin
yapraklarinin DAPI ile boyanmis cekirdeklerinin niiklear DNA icerigi Partec
CyFlow Space flow sitometrisinde 365 nm dalga boyunda UV led kaynakl
gekirdek floresanindan gegirilerek dlglilmistir. Her yaprak 6rnegi icin 1000-
3000 gekirdek analiz edilmistir. Olusan histogramlar, pik pozisyonu ve
varyasyon katsayisi (CV) ilgili cihazin yazihmi (dpac v2.0) yardimiyla
hesaplanmistir (Aleza vd., 2009; Tuna, 2014). Ayrica kontrol ve karsilastirma
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amaciyla bir adet dodal triploid (Bearss laymi, 3x) ve bir adet yapay triploid
geside (Oroblanco, 3x) ait yaprak drneklerinden elde edilen pik noktalarina
ait florasan 1sik yogunluklari da belirlenmistir. Bdylece, triploid yapidaki
Bearss laymi ve Oroblanco cesidinin 365 nm UV Led kaynadinin altinda
yaprak hicresi cekirdek DNA miktarlarinin pik yaptigi ortalama deder
standart referans olarak alinmistir. Orneklerin ploidi seviyeleri referans
gekirdek DNA miktarinin verdigi ortalama 1sima yodunlugu dederi ile
kiyaslama yapilarak belirlenmistir. Referans bitkinin yaprak hiicresi gekirdek
DNA icerigi ve 1sima yogunluk noktasi Sekil 1'de verilmistir.

Ploidi seviyesi bakimindan farklilk gosterdigi flow sitometri ile
belirlenen bitkilerde bazi mikroskobik gdzlemler yapilmistir. Ayrica, yaprak
stoma yodunlugu, stoma uzunlugu, stoma genisligi, stoma buyUkliga ve
stoma indeksi degdiskenleri belirlenmistir. Stoma yogunlugunu belirlemek igin,
yapraklarin alt yiziine mono nitro selliloz maddesi siiriiimis ve kurumalarini
takiben alt epidermis bu madde ile birlikte siyriimis, lamel {zerine
yerlestirilerek 40 buyttmeli objektif ve 10 blyltmeli okiler mikrometre
kullanilarak 200 x 200 pm? ‘deki stoma sayilari kaydedilmistir (Usman
vd., 2008). Stoma yogunlugu her bitkiye ait 2'ser yaprakta 2 okuma seklinde
sayllmistir. Ayni preparatlarda stoma uzunlugu ve genisligi de 6lclilmis elde
edilen sonuclar Nikon NIS-Elements v4.0 yazilmiyla kaydedilmistir. Stoma
bliylikligi (stoma uzunlugu x genisligi) ve stoma indeksi (uzunluk/genislik)
ise kaydedilen veriler kullanilarak hesaplanmistir.

ADO ¢ — g
P Indar  Mewn Ao Mpafe  CV%  ChiSou
1 2095 40 2256 MM 4 244

B

a0 4

0 bestl r-1l || | .I[I] If ”‘ r'.-'-'."ii:]

Sekil 1. Triploid (3x) standart referans olarak kullanilan Beafss laymina aif yaprak
hticresi cekirdek DNA icerigi
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3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Canliik orani (%) ve ploidi diizeyi

Deneme sonunda yapilan varyans analizi sonuclari incelendiginde W.
Murcott mandarininin canllik orani Uzerine kolhisin uygulama siirelerinin
(p<0.01) ve dozlarinin (p<0.01) istatistiksel olarak o6nemli etkisi
saptanmistir. W. Murcott mandarininin kalemlerinde canlilik oranlari dozlara
gore farkliik gostermis ve en vyiksek canlilik oraninin %0.0 kolhisin
uygulamasinda (%70.83), en disiik canliik orani ise %0.8 uygulamasinda
(%1.11) oldudu belirlenmistir. Uygulama siiresi bakimindan ise % canlilik
oranlari 4, 6 ve 8 saat sirelerinde sirasiyla %43.26, 29.67 ve 17.48 olarak
bulunmustur. Uygulama sonucunda W. Murcott mandarininde 4 ve 8 saat
stireyle %0.8 kolhisin dozunda siiren g6z olmamis bu dozun 6 saatinde ise
canli bitki orani %3.33 olarak belirlenmistir (Cizelge 1). Galismada farkl
kolhisin sire ve uygulama dozlarinin Klemantin 22D mandarini canliik orani
lizerine %99 guvenle istatistiksel olarak dnemli etkileri oldugu belirlenmistir.
Klemantin 22D mandarinine ait canliik orani dozlar bakimindan
incelendiginde ortalama canlilk, %0.0 dozunda %66.67 olurken, %0.8
dozunda hicbir asi gézii siirmemis ve canlilik orani %0.0 olarak bulunmustur.
Uygulama stiresi bakimindan ise ortalama % canlilik oranlari 4, 6 ve 8 saat
sonunda siraslyla %31.33, 22.67 ve 16.67 olarak belirlenmistir (Cizelge 2).

Moro kan portakalinin asi kalemlerine kolhisin uygulamasi sonucunda
genel olarak mandarin gesitlerine oranla daha fazla bitki elde edilmis ve
dolayisiyla canlilik oranlari hem uygulama hem siire faktérleri bakimindan W.
Murcott ve Klemantin 22D mandarinlerinden daha yiiksek bulunmustur

(Cizelge 3).

Cizelge 1. Kolhisin uygulamasi sonucu W. Murcott mandarini canlilik orani (%)
Kolhisin dozu Sure

(%) 4 saat 6 saat 8 saat Ortalama
0.0 87.50 75.00 50.00 70.83 (58.13) a
0.2 56.67 46.67 20.00 41.11 (39.52) b
0.4 40.00 13.33 10.71 21.35 (26.60) ¢
0.6 32.14 10.00 6.67 16.27 (22.66) ¢
0.8 0.00 3.33 0.00 1.11 (3.51) d
Ortalama™ 43.26 a 29.67 ab 17.48 b
(38.40) (30.71) (21.14)

™, 0.01 diizeyinde dnemli. LSDg gs(stire), 9.724 LSDy 0s(d0z), 12.552
Parantez icindeki dederler agi transformasyonu sonrasi elde edilmis degerlerdir.
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Cizelge 2. Kolhisin uygulamasi sonucu Klemantin 22D mandarini canlilik orani (%)
Kolhisin dozu Sdre

(%) 4 saat 6 saat 8 saat Ortalama
0.0 83.33 66.67 50.00 66.67 (55.24) a
0.2 26.67 23.33 23.33 24.44 (29.64) b
0.4 26.67 13.33 6.67 15.56 (22.50) bc
0.6 20.00 10.00 3.33 11.11 (18.52) ¢
0.8 0.00 0.00 0.00 0.00 (3.55) d
Ortalama™ 31.33a 22.67 ab 16.67 b
(30.95) (24.71) (19.88)

™, 0.01 diizeyinde dnemli. LSDg gs(stire), 6.830 LSDy 0s(doz), 8.818
Parantez icindeki degerler acl transformasyonu sonrasi elde edilmis degerlerdir.

Cizelge 3. Kolhisin uygulamasi sonucu Moro kan portakali canliik orani (%)
Kolhisin dozu Sure

(%) 4 saat 6 saat 8 saat Ortalama
0.0 75.00 100.00 50.00 75.00 (65.03) a
0.2 66.67 36.67 40.00 47.78 (43.77) ab
0.4 53.33 30.00 20.00 34.44 (35.58) b
0.6 36.67 28.57 20.00 28.41 (32.06) b
0.8 20.00 13.33 17.86 17.06 (24.34) b
Ortalama” 50.33 a 41.71 a 29.57b
(45.12) (42.86) (32.49)

*, 0.05 diizeyinde dnemli. LSDg gs(slire), 9.371 LSDy s(d0z), 21.748
Parantez icindeki degerler agi transformasyonu sonrasi elde edilmis degerlerdir.

Ayrica farkll uygulama sirelerinin (p<0.05) ve dozlarinin (p<0.05)
canliik orani Gizerine etkileri istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Kolhisin
dozu bakimindan % canlilik oranlari incelendiginde %0.0 dozunda ortalama
%75.00 canllik, %0.8 dozunda ise ortalama %17.06 canliik orani
belirlenmistir. Moro kan portakalinin asi gozii canliik oranlari uygulama
sureleri arttikca azalmis, 4, 6 ve 8 saat sonunda sirasiyla %50.33, 41.71 ve
29.57 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3).

Deneme sonunda farkl siire ve dozlarda yapilan kolhisin uygulamasi
sonucunda W. Murcott, Klemantin 22D ve Moro cesitlerinden toplam 1350
asl goziinden sirasiyla 80, 58 ve 123 olmak lzere 261 adet fidan elde edilmis
ve ortalama canlilik orani %19.33 olarak belirlenmistir. Wakana vd. (2005)
Kizu ve Hanayu gesitlerine %0.05, %0.1, %0.2, %0.4 ve %0.8 kolhisin
dozlarini 6 saat; Yuzu cesidine %0.05, %0.1, %0.2 ve %0.4 dozlarini ise 4,
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8, 12 ve 16 saat uygulayarak tetraploid cesit elde etmeyi hedeflemislerdir.
Calisma sonucunda uygulama yapilan toplam 240 siirgiinden 83 tanesinin
surdiigu ve canlilik oraninin %34.58 oldugunu bildirilmistir. Aleza vd. (2009),
siirgiin ucu mikro asilama yodntemi kullanarak kolhisin uygulamasinda
Clemenules mandarininde canlilik oranini %37.50 olarak saptamislardir.

Elde edilen 261 adet bitkinin ploidi seviyesini belirlemek amaciyla flow
sitometri cihazinda okuma yapilmistir. Her gesidin kontrol uygulamasina ait
diploid yaprak ornekleri ve referans bitkilerden alinan o©rneklerde de
okumalar yapilarak 365 nm dalga boyundaki pik noktalari belirlenmistir.

Ploidi analizi sonuglarina goére, Klemantin 22D mandarininden bir adet
tetraploid (4x) bitki elde edilmistir. Bu 6rnede ve kolhisin uygulanmamig
Klemantin 22D yaprak ornegine ait flow sitometri ile belirlenen yaprak
hiicresi cekirdek DNA igerikleri Sekil 2'de gorilmektedir. Klemantin 22D
mandarinine ait tetraploid birey, gesidin asi kaleminin 6 saat siireyle %0.4
dozunda kolhisin uygulanmasi sonucunda elde edilmistir.

Moro kan portakali cesidinin asi kalemlerine kolhisin uygulamasi
sonucunda toplam (¢ adet bitkide mixoploid yapida (2x+4x) olan birey
belirlenmistir. Bu sitokimerik yapida olan tg bitki, Moro ¢esidinin agl kalemine
6 saat sireyle %0.6, 8 saat siireyle %0.2 ve %0.8 uygulamasi sonucunda
elde edilmistir. W. Murcott mandarin gesidinde ise bir adet mixoploid yapida
olan (2x+4x) bitki 6 saat slreyle %0.4 dozunda kolhisin uygulamasi
sonucunda elde edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 2. Klemantin 22D mandarininin flow sitometri ile belirlenen yaprak hucresi
cekirdek DNA icerikleri (a: 2x ploidi seviyesinde Klemantin 22D mandarini, b:
4x ploidi seviyesinde Klemantin 22D mandarinine ait yaprak drnekleri)
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Sekil 3. 2x+4x mixoploid W. Murcott mandarininin yaprak htcresi ¢ekirdek DNA
icerigi
3.2. Stomatal ozellikler
Klemantin 22D mandarininin diploid ploidi seviyesinde ve kolhisin
uygulamasi vyoluyla elde edilmis tetraploid ploidi seviyesindeki bitkilerin

yaprak stoma ozellikleri incelendiginde mm?ye diisen stoma sayisinin diploid
bitkide tetraploid bitkiye oranla daha yogun oldugu gorilmektedir (Sekil 4).

b

Sekil 4. Klemantin 22D mandarininin 2x (a) ve 4x (b) ploidi seviyelerine sahip
bitkilere ait yaprak stoma yogunluk ve biyUkIlGgu
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Stoma buyiiklikleri karsilastirldiginda tetraploid bitkinin yaprak stoma
iriliginin  diploid bitkiye kiyasla daha biylk oldugu go6zlemlenmistir
(Cizelge 4). Padoan vd. (2013), Klemantin mandarininde, triploid bitkilerin
diploid bitkilere kiyasla daha uzun ve genis stoma blyikligine sahip
oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sekilde Sharif vd. (2013) bazi turunggil
anaclarinda in vitro oviil sirasinda kolhisin kiltiiri uygulamalari yaparak elde
ettikleri tetraploid bireylerin stoma buyukluklerinin diploid olanlardan daha
fazla oldugunu belirtmislerdir. W. Murcott mandarininde kolhisin uygulamasi
sonucu elde edilen mixoploid bitkinin yaprak 6rneklerinde yapilan
gbzlemlerde stoma yogunlugunun diploid 6rnede kiyasla daha az oldugu
belirlenmistir. Ancak Klemantin 22D mandarininden elde edilen tetraploid
bireyin stoma sayisi ile karsilastirildiginda stoma yogunlugunun mixoploid
(2x+4x) W. Murcott mandarininde daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
Benzer sekilde stoma buyilkligld mixloid bitkide diploid bitkiye gore daha
yiiksek bulunmustur (Cizelge 5). Moro kan portakalinin asi kalemlerine
kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ¢ mixoploid bitkinin stomatal
oOzelliklerine ait dederlerin ortalamalari alinarak Cizelge 6'da sunulmustur. 2n
ploidi seviyesindeki Moro kan portakalinin yaprak birim alanina diisen stoma
yogunlugu ve stoma buylkligl, Klemantin 22D ve W. Murcott mandarin
cesitlerine benzerlik géstermistir.

Cizelge 4. Diploid (2x) ve tetraploid (4x) kromozom sayisina sahip Klemantin 22D
mandarininde yaprak stoma &zellikleri

Stomal 6zellikler 2X 4x

Stoma yogdunlugu (adet mm™) 475.00 285.00
Stoma uzunlugu (um) 22.22 27.52
Stoma genigligi (um) 13.07 18.50
Stoma biiyiikligi (uzunluk x genislik, pm?) 290.45 509.14
Stoma indeksi (uzunluk/genislik) 1.70 1.49

2x: 6 saat slireyle %0.0 dozunda kolhisin, 4x: 6 saat siireyle %0.4 dozunda kolhisin uygulamasi
sonucunda elde edilmig bitkiye ait yaprak érnekleri

Cizelge 5. Diploid (2x) ve mixoploid (2x+4x) kromozom sayisina sahip W. Murcott
mandarininde yaprak stoma &zellikleri

Stomal dzellikler 2X 2X+4xX
Stoma yogunlugu (adet mm) 492.00 365.00
Stoma uzunlugu (um) 18.73 21.12
Stoma genisligi (um) 12.02 14.42
Stoma biiyiikligii (uzunluk x geniglik, um?) 225.13 304.55
Stoma indeksi (uzunluk/genislik) 1.55 1.46

2x: 6 saat slreyle %0.0 dozunda kolhisin, 2x+4x: 6 saat slreyle %0.4 dozunda Kkolhisin
uygulamasi sonucunda elde edilmis bitkiye ait yaprak drnekleri
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Cizelge 6. Diploid (2x) ve mixoploid (2x+4x) kromozom sayisina sahip Moro kan
portakalinda yaprak stoma 6zellikleri

Stomal 6zellikler 2x 2X+4x
Stoma yogunlugu (adet mm™) 460.00 340.00
Stoma uzunlugu (um) 19.32 21.43
Stoma genigligi (um) 14.02 16.89
Stoma biiyiikligi (uzunluk x genislik, pm?) 270.87 361.95
Stoma indeksi (uzunluk/genislik) 1.37 1.29

2x: 6 saat sireyle %0.0 dozunda kolhisin, 2x+4x: farkll sire ve dozlarda kolhisin
uygulamalarindan elde edilmig lig mixoploid bitkinin yaprak drneklerine ait ortalamalar

Mixoploid bitkilerde diploid bitkilere kiyasla ortalama yaprak stoma
yogunlugunun daha disiik ve stoma biyikliginin daha yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir (Cizelge 6). Yaprak birim alanina diisen stoma yogunlugu,
stoma bekgi hiicrelerinin uzunlugu ve genisligi birgok bitki tiiriinde ploidi
seviyesini tespit etmek amaciyla morfolojik marker olarak kullaniimaktadir.
Genel olarak yaprak stoma bekgi hiicrelerinin blyGklGga artan ploidi seviyesi
ile birlikte artarken yaprak birim alanina disen stoma yodunlugu
azalmaktadir (Ye vd., 2010). Bu galismada, kolhisin uygulamasi sonuncunda
ploidi seviyesi farklilik gdsteren bitkiler diploid ploidi seviyesine sahip olan
bitkilerle karsilastiriidiinda elde edilen bulgu bu duruma paralellik
gOstermigtir.

4. Sonug

Turuncgil genctiplerinde farkli in vivo ve in vitro yéntemlerle tetraploid
bitki elde edilmesini hedefleyen galigmalar, son yillarda 6zellikle gekirdeksiz
yeni turunggil gesitlerinin gelistiriimesine yénelik planlanan islah programlari
acisindan blylk énem tasimaktadir. Cesitli Glkelerde cekirdeksiz gesit islahi
hedefli programlarda ebeveyn olarak kullanmak amaciyla farkh ydntemlerle
degisik turuncgil tiirlerinde tetraploid bitkiler elde edilmistir. Ulkemizde ise
mevcut turuncgil gen kaynadi bahcelerinde ebeveyn olarak kullanilabilir
nitelikte tetraploid bireyler bulunmamaktadir. Turuncgillerde ekonomik olarak
Oonem tasiyan tiirlerde dodal olarak bulunmayan tetraploid bitkilerin yapay
yontemlerle elde edilmesi ve bu bitkilerin ebeveyn olarak kullanilmasi genis
Olgekli triploid hibrid popilasyonlarinin elde edilmesine olanak tanimaktadir.
Bu calismada islah programlarinda énem tasiyan 3 ticari turunggil genotipine
ait as gozlerine farkll siire ve dozlarda kolhisin uygulayarak tetraploid
bireyler elde edilmeye calsilmistir. Bu ydntemin 1350 asi godziine
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uygulanmasi sonucu 261 adet bitki elde edilmistir. Klemantin 22D
genotipinde asi kalemine 6 saat slireyle %0.4 dozunda kolhisin
uygulanmasiyla bir adet stabil tetraploid bitki elde edilirken, W. Murcott
mandarini ve Moro kan portakalindan toplam doért adet mixoploid bitki elde
edilmistir. Ilerideki calismalarda sitokimerik yapraga sahip bitkilerden, analizi
yapilan yapraklan olusturan gozler ana bitkiden alinip tekrar C-35 sitranij
anacl Uzerine asllanacak ve gelisen siirglinlerden alinan yapraklarda tekrar
flow sitometri yoluyla ploidi tespiti yapilarak bu bitkilerin ploidi dizeyleri
kontrol edilecektir.

Tesekkiir

Bu calisma Gukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi FDK-2015-
3290 No'lu proje ile desteklenmistir. Yazarlar Nigde Universitesi Tarim Bilimleri ve
Teknolojileri Fakiltesi Tarimsal Genetik Mihendisligi Bolim Baskanligina ve Prof. Dr.
Sedat SERCE'ye ploidi analizlerindeki desteklerinden dolayi tesekkiir etmektedir.

Kaynaklar

Aleza, P., Juarez, J., Ollitrault, P., & Navarro, L. (2009). Production of tetraploid
plants of nonapomictic citrus genotypes. Plant Cell Reports, 28(12):1837-
1846.

Barrett, H.C. (1974). Colchicine-induced polyploidy in citrus. Botanical Gazette,
135(1):29-41.

Ellialtioglu, S., Sari, N., & Abak, K. (2000). Haploid Bitki Uretimi. In: Babaoglu, M.,
Ozcan, S., Giirel, E. (Eds.), Bitki Biyoteknolojisi, Cilt 1:137-189, Konya.

Esen, A., & Soost, R.K. (1971). Unexpected triploids in Citrus; their origin,
identification and possible use. Journal of Heredity, 62(6):329-333.

Esen, A., & Soost, R.K. (1977). Relation of unexpected polyploids to diploid
megagametophytes and embryo: endosperm ploidy ratio in Citrus. In O.
Carpena (ed), Proceedings of Congresso Mundial de Citricultura. 1973,
International Society of Citriculture, 2:53-63.

FAO, (2016). Agricultural Statistical Database. http://www.faostat.org. Erisim tarihi:
19 Haziran 2016.

Geraci, G., Esen, A., & Soost, R.K. (1975). Triploid progenies from 2x x 2x crosses of
Citrus cultivars. Journal of Heredity, 66:177-178.

Gmitter, Jr.F.G., & Ling, X. (1991). Embryogenesis in vitro and nonchimeric tetraploid
plant recovery from undeveloped citrus ovules treated with colchicine. Journal
of the American Society for Horticultural Science, 116(2):317-321.

Gmitter, Jr.F.G., Ling, X., Cai, C., & Grosser, J.W. (1991). Colchicine-induced
polyploidy in citrus embryogenic cultures, somatic embryos, and regenerated
plantlets. Plant Science, 74(1):135-141.

Incesu, M. (2004). Tiirkiye'de selekte edilen bazi satsuma ve klemantin mandarin
tiplerinin verim ve meyve Ozelliklerinin belirlenmesi. Yiksek Lisans Tezi,
Cukurova Universitesi, Adana.

187



Derim, 2016, 33 (2):175-188

Luro, F., Maddy, F., Jacquemond, C., Froelicher, Y., Morillon, R., Rist, D., & Ollitrault,
P. (2004). ldentification and evaluation of diplogyny in clementine (Citrus
clementina) for use in breeding. /n XI Eucarpia Symposium on Fruit Breeding
and Genetics. Acta Horticultureae, 663:841-847.

Oiyama, L., Okudai, N., & Takahara, T. (1981). Ploidy levels of seedlings obtained
from 2x x 4x crosses in citrus. Proceedings International Society of
Citriculture, 1:32-34.

Ollitrault, P., Dambier, D., Luro, F., & Froelicher, Y. (2008). Ploidy Manipulation for
Breeding Seedless Triploid Citrus: In Plant Breeding Reviews, Volume 30 (Ed
J. Janick), John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, NJ, USA.

Padoan, D., Mossad, A., Chiancone, B., Germana, M.A., & Khan, P.S.V. (2013). Ploidy
levels in citrus clementine affects leaf morphology, stomatal density and water
content. 7heoretical and Experimental Plant Physiology, 25(4):283-290.

Saunt, J. (2000). Citrus Varieties of The World. Sinclair International Limited, 126 p.,
Norwich, England.

Sharif, N., Jaskani, M.J., & Memon, N. (2013). Responses of citrus rootstock ovules
to colchicine applications in vitro. Journal of Agricultural Technology,
9(1):201-209.

Starrantino, A., & Recupero, G.R. (1981). Citrus hybrids obtained from 2x female x
4x males. Proceedings International Society of Citriculture, 1:31-32.

Tachikawa, T., Tanaka, Y., & Hara, S. (1961). Investigations on the breeding of
citrus trees. 1. Study on the breeding of triploid citrus varieties. Bulletin of
Shizuoka Prefectural Citrus Experiment Station, 4:33-44.

Tuna, M. (2014). 2. Flow Sitometri ve Tarimsal Arastirmalarda Kullamimi Caligtay!.
Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakdltesi, Tarla Bitkileri Bélimi, 16-17 Ocak
2014, Tekirdag.

Usman, M., Fatima, B., Gillani, K.A., Khan, M.S., & Khan, M.M. (2008). Exploitation of
potential target tissues to develop polyploids in citrus. Pakistan Journal of
Botany, 40(4):1755-1766.

Wakana, A., Hanada, N., Park, S., Fukudome, 1., & Kajiwara, K. (2005). Production of
tetraploid forms of acid citrus cultivars by top grafting of shoots with
sprouting axially buds treated with colchicine. Journal of the Faculty of
Agriculture, Kyushu University, 50(1):93-102.

Yahata, M., Kurogi, H., Kunitake, H., Nagano, K., Yabuya, T., Yamashita, K., &
Komatsu, H. (2005). Evaluation of reproductive functions in a haploid
pummelo by crossing with several diploid citrus cultivars. Journal of the
Japanese Society for Horticultural Science, 74(4):281-288.

Ye, Y.M., Tong, J., Shi, X.P., Yuan, W., & Li, G.R. (2010). Morphological and
cytological studies of diploid and colchicine-induced tetraploid lines of crape
myrtle (Lagerstroemia indica L.). Scientia Horticulturae, 124(1):95-101.

Yesiloglu, T., Cimen, B., Incesu, M., Yilmaz, B., Aka-Kacar, Y., & Simsek, O. (2013).
Turunggil sektériiniin gereksinim duydugu yeni gesitlerin gelistiriimesi. 7arm
Bilimleri Arastirma Dergisi, 6(2):127-132.

188



