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Poliploidizasyon yiiksek bitkilerde evrimi yonlendiren ana faktdrlerden biri olarak kabul edilmektedir.
Poliploidizasyonun bazi bitki fenotiplerini degistirdigi ve temel 6zelliklerin ¢oguna dokunmadan birakmasi nedeniyle
iizlim cesitlerinin kalite, verim veya c¢evresel adaptasyon gibi belirli 6zelliklerin gelistirilmesinde faydali olmasi
beklenmektedir. Bu ¢alismada iki diploit Eksi Kara ve Gok Uziim gesitleri ile iki tetraploit Kyoho ve Heuk Boseok iiziim
cesitlerinin ploidi diizeylerinin tespitinde 6n eleme verileri i¢in kullanilan stoma 6zellikleri (yogunluk, uzunluk, genislik),
kloroplast sayilar1 (adet stoma), yaprak klorofil icerikleri (SPAD degeri) ve yaprak kalinliklar1 (um) karsilastiriimastir.
Bitkisel materyal o6rnekleri serada vejetatif olarak ¢ogaltilmis 35 litrelik saksi igerisindeki 2 yash bitkilerden alinmistir.
Sitolojik ¢alismada, denemede kullanilan g¢esitlerin tiimiinde Flow Sitometri (FC) analizi yapilarak veriler
kargilagtirilmistir. Diploit liziim ¢esitlerinin stoma sayilari tetraploit ¢esitlerinkinden 6nemli 6l¢iide fazla, stomalar1 daha
yogun, stoma uzunluk ve genislik degerleri daha diisiiktiir. Tetraploit gesitlerin yaprak klorofil igerikleri ile yaprak
kalinliklart diploit gesitlerinkinden 6nemli dlgiide daha fazla, kloroplast sayilart ise diploit ¢esitlerin yaklasik iki katidir.
FC analizlerinde tetraploit ¢esitlerin pik seviyesi diploitlerin iki katidir. Yapilan incelemeler sonucunda tetraploit gesitler
ile diploit ¢esitler arasindaki farklar tiim parametrelerde 6nemlidir. Stoma, kloroplast, klorofil ve yaprak kalinligi
parametrelerinin poliploit bitki 1slah1 ¢alimalarinda, ¢ok sayida ornekle calisirken poliploit bitkilerin tespitinde
arastiricilara zaman kazandirmaktadir. Ploidi diizeylerini dogrulama i¢in FC analizi gerekli goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asma, poliploit, klorofil, kloroplast, stoma

TESTING OF POLYPOLYDY CONFIRMATION METHODS IN DIPLOIT AND TETRAPLOIT GRAPEVINE
GENOTYPES

ABSTRACT

Polyploidization is accepted as one of the main factors driving evolution in higher plants. Because polyploidization alters
some plant phenotypes and leaves many of the essential traits untouched, grape varieties are expected to be beneficial in
improving certain traits such as quality, yield or environmental adaptation. Stomatal characteristics (density, length,
width), chloroplast numbers (number stomata), leaf chlorophyll contents (SPAD value) and leaf thicknesses (m) are the
pre-screening data in determining the ploidy levels and in this study, two diploid Eksi Kara and Gok Uziim varieties and
two tetraploid Kyoho and Heuk Boseok grape varieties were compared to these methods. Plant materials samples were
taken from 2-year-old plants in 35-liter pots, which were propagated vegetatively in the greenhouse. In the cytological
study, Flow Cytometry (FC) analysis was performed on all cultivars used in the experiment and the data were compared.
The number of stomata of diploid grape varieties is significantly higher than that of tetraploid varieties, the stomata are
denser, and the stomatal length and width values are lower. Leaf chlorophyll contents and leaf thicknesses of tetraploid
cultivars are significantly higher than those of diploid cultivars, and chloroplast numbers are approximately twice that of
diploid cultivars. In FC analyses, the peak level of tetraploid cultivars is twice that of diploids. As a result of the
examinations, the differences between tetraploid varieties and diploid varieties are important in all parameters. Stoma,
chloroplast, chlorophyll, and leaf thickness parameters save time for researchers in the detection of polyploid plants while
working with many samples in polyploid plant breeding studies. FC analysis is considered necessary to confirm ploidy
levels.

Keywords: Grapevine, polyploid, chlorophyll, chloroplast, stoma

GIRIS bir mekanizma saglar. Bir¢ok kiiltiir bitkisini igine

alan angiyospermlerin yaklasik %50-70°1 evrimsel

Poliploit  bireyler tabiatta yaygin olarak siiregte poliploidi ge¢irmektedir [10]. Cicekli
bulunmakta olup, tiirlesme ve adaptasyon i¢in biiylik
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bitkilerin 1/100.000°1 6nemli 6lgiide poliploit bitkiler
olusturmaktadir [13].

Poliploidi, somatik hiicre basma ikiden fazla
genomun varligin ifade eder. Poliploit organizmalar,
somatik  hiicrelerin kromozom katlamasi ile
kendiliginden ortaya ¢ikabilir veya diploit gametlere
yol agan homolog kromozomlarin ayrilmamasi

nedeniyle mayoz Dboliinme sirasinda ortaya
cikabilirler [41].
Poliploit  bitkilerin  govdeleri daha kalin,

yapraklar1 genis ve koyu renkli, kokleri giiclii ve
diploitlere gore daha genis yayilim gosterir, ¢igek,
polen ve tohumlar diploitlerden daha iridir [36].

Mutajenite, bir fiziksel veya kimyasal ajanin bir
hiicre veya organizmanin genetik igeriginde kalici
olarak aktarilabilir varyasyonlar1 tesvik etme
derecesidir. Mutasyonlar olarak adlandirilan bu
genetik degisiklikler kalitatif veya kantitatif olabilir.
Bir kromozomu, bir gen grubunu, bir gen segmentini
veya tek bir geni etkileyebilirler. Mutajenitenin canli
organizmalarin evrimi, gelisimi ve g¢esitliliginde
hayati bir rol oynadigi da bilinmektedir. DNA
duplikasyonuna veya transpozonlara bagli olarak
mutajenite hem bitkilerde hem de hayvanlarda yeni
genler, genomlar ve genetik cesitlilik gelistirmistir.
Dogal mekanizmalarin disinda, mutajenite genis
capta benimsenmistir ve kiiltiir bitkileri 1slahinda
tercih edilen teknolojidir [4, 21].

Bitki 1slah yontemleri arasinda, mutasyonlar ve
dogal seleksiyon, geleneksel 1slahtan ¢ok daha hizli
bir oranda kiiltlir bitkilerinin hem fenotipik hem de
genotipik diizeyde arzu edilen degisikliklerin
saglanmasiyla diinya gida talebinin karsilanmasinda
dikkate deger bir basar1 gostermis [52], bitki
evriminin temel tasi olmustur [39]. Mutajenler,
mutasyonlar1 ¢ok daha hizli oranlarda tesvik ederek
dogadaki yavas mutasyon oranina bir ¢6zim
saglamigtir [52]. Mutasyonlar, canli hiicrelerdeki
DNA’da  genetik  ayrisma  veya  genetik
rekombinasyondan kaynaklanmayan ani kalitsal
degisiklikler olup, intragenik (nokta mutasyonlari),
yapisal (kromozom yeniden diizenlemeleri) veya
genom  mutasyonlar1  (kromozom  sayisindaki
degisiklikler) olabilir [39]. Ayrica, fenotipi énemli
Olciide etkilemeden tek bir kusurlu 6zellik igin kabul
edilebilir elit bir ¢esit gelistirme avantajina sahiptir
[2]. Mutasyon teknikleri kullanilarak, yeni bir
patojene duyarlilik gibi elit ¢esitlerdeki kusurlar daha
hizla diizeltilebilir [39].

Bugiine kadar, tesvik edilen mutajenez, tahillar,
baklagiller, siis bitkileri, tibbi-aromatik bitkilerde,
birgok fiziksel ve biyokimyasal 6zellik iyilestirmeleri
dahil olmak tiizere bir¢ok triinde kullanilmustir. Etil
metan siilfonat, X-1ginlar1 veya y-isinlart gibi cesitli
fiziksel ve kimyasal mutajenler, bitki mutasyonu

1slahinda 6nemlerini kanitlamistir [2]. Germplazmda
ilgili bir gen yoksa mutasyon tesviki, yeni bir 6zelligi
olusturmak i¢in genetik modifikasyon olmayan tek
yol olabilir. Mutasyon 1slahi, ¢ekirdeksiz bitkileri ve
cesitleri gelistirmek icin tek basit alternatiftir [39].

Kromozom katlanmay1 tesvik ettikten sonra,
poliploit bitkilerin elde edilmesinde ¢alismanin
basarisin1 dogrulamak 6nemlidir. Poliploit bireylerin
tanimlanmasina yonelik yontemler dogrudan ve
dolayli olmak fizere ikiye ayrilmistir. Dolayh
yontemler, 6zellikle stoma ile ilgili olanlar olmak
iizere fizyolojik ve/veya morfolojik 6zelliklerin
incelenmesini igerir. Poliploit bitkiler, diploit
akrabalarma kiyasla genellikle daha  diisiik
yogunlukta ve daha biiyilk stomalar igerir ve
koruyucu hiicre basma kloroplast sayisi daha
yiiksektir. Bu tlir stoma o6zellikleri, kirmizi yonca
[18], Kara cayir [49], orkideler [47], armut [25],
iziim [28], Afrika kadife ¢icegi [46] ve Balady
mandarin [1] gibi ¢esitli bitki tiirlerinin poliploit
rejenerantlarini ayirt etmek i¢in verimli bir sekilde
kullanilmustir.

Poliploidi tespiti icin dolayli prosediirler
genellikle hizli ve basittir. Bununla birlikte, FC
analiziyle niikleer genom boyutu Ol¢limi gibi
dogrudan  yontemlerle  dogrulama  genellikle
gereklidir. Kromozom sayimi, poliploit varyantlar
tespit etmek icin en dogru yontem olarak kabul
edilmistir. Bununla birlikte, sitogenetik teknikler
genellikle zahmetlidir ve her tiir i¢in oldukea spesifik
protokoller gerektirir [14].

Bu c¢alismada poliploidi diizeyini belirlemede
kullanilan  dolayli (stoma yogunlugu, stoma
uzunlugu, stoma genisligi, kloroplast sayist klorofil
icerigi ve yaprak kalmligl) ve dogrudan (Flow
sitometri) yontemler iki diploit (Eksi Kara ve Gok
Uziim) ve iki tetraploit (Heuk Boseok ve Kyoho)
iiziim ¢esitlerinde incelenmistir. Ulkemizde ¢ok
sayida poliploidi ¢alismasi olmasina ragmen diploit
ve tetraploit bitkilerin incelenmesi ve farklarmin
ortaya konmasi hususunda mevcut calisma yokken
Diinyada ise ¢ok az sayidadir. Bu sebeple ¢aligmanin
orijinal olmasi ve gelecek ¢aligmalara kaynak niteligi
tagimasi kaginilmazdir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

*Fksi Kara: Antik ve otokton iiziim c¢esidi Eksi
Kara (Vitis vinifera L.), Konya-Karaman illeri ve Orta
Toroslarda antik ¢aglardan beri yetistirilmektedir. Bu
ckolojiye iyi uyum saglamistir. Cesidin ¢icek yapisi
fonksiyonel disidir. Bu nedenle bag tesisinde mutlaka
dolleyici geside gereksinim duyar. Yérede Gok Uziim
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en 6nemli tozlayicisidir. Dollenme igin gelen polene
baglh olarak tane seklinde farkliliklar ortaya
cikabilmekte ve bunlar da farkli tipler olarak
degerlendirilebilmektedir. Eksi Kara {iziimii sofralik,
kurutmalik ve siralik olarak degerlendirilmektedir.
Cesidin az derin loplu yapraklar1 salamuralik asma
yapragi olarak Mayis sonundan Temmuz ortalarina
kadar lokal pazara arz edilmektedir. Omcalari
kuvvetli, verimli, kisa veya karistk budamaya
uygundur [26, 27].

*Gok Uziim: Konya ili Hadim ve Bozkir
ilgelerinde yetistiriciligi yogun olarak yapilan Gok
Uziim, Eksi Kara cesidinin tozlanmasinda kullanilan
en onemli g¢esit niteligindedir [26, 27]. Orta geg
mevsimde sofralik olarak pazara sunulmakta ve
¢ekirdekli kuru iiziim tiikketiminde dogal yesil renkli
olmasi ile onemli bir konumdadir. Konik-kanatli
salkimlart orta iri 300-400 g, dolgun yapihdir.
Taneleri ince kabuklu, narin yapili, etli, sulu, yesil-
sar1 renkli, kiiresel sekilli, orta iri 5-6 g, 1-2
cekirdeklidir. Salkimin iyi 151k alan kisimlarinda tane
rengi kehribara donmektedir. Ileri  olgunluk
safhasinda yapilan hasatlarda salkimlarmn islenmesi
sirasinda tane saplarinin kirilmasi gibi sorunlar ortaya
cikar [26].

*Heuk Boseok: 1992 yilinda NHRI’da (Ulusal
Bahge Bitkileri Arastirma Enstitiisii) Beniizu (4%,
Vitis sp.) X Kyoho (4%, Vitis sp.) melezlemesi
sonucunda elde edilmistir. 2003 yilinda tanelerinin iri
miikemmel renkte ve kalite Ozelliklerinin yiiksek
olusuyla selekte edilmistir. Ortalama tane agirlig
10.6 g ve ortalama ¢ozinlr kuru madde 18.4°Brix’dir
[38].

*Kyoho: 1945 yilinda Y. Ohinoue, tarafindan
Ishihara Wase x Centennial melezlemesi sonucunda
elde edilmistir [56]. Ishihara Wase ve Centennial
cesitleri sirasiyla Campbell Early (V.labruscana) ve
Razaki (V.vinifera) cesitlerinden meydana gelen
tetraploit somatik mutantlardir [31, 56]. Kyoho,
taneleri iri (12 ila 14 g), mor renkte ve foxy aromasina
sahiptir. Tanelerde tam olgunluk déoneminde ¢atlama
goriilebilir. Taneleri kisa raf Omriine sahiptir.
Hastaliklara dayanimu orta derecedir [55].

Metot

Calismada kullanilan iki diploit (Eksi Kara ve Gok
Uziim) ve iki tetraploit (Heuk Boseok ve Kyoho)
liziim ¢esitlerinde dolayli (stoma yogunlugu, stoma
uzunlugu, stoma genisligi, kloroplast sayisi, klorofil
icerigi ve yaprak kalmligl) ve dogrudan (Flow
Sitometri analizi) poliploidi belirleme ydntemleri
incelenmistir.

Yaprak epidermal izleri bitkilerde ugtan 4-6.
yapragin abaksiyal tarafinda ii¢ farkli bolgeye seffaf
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oje uygulanmasiyla elde edilmistir. Alt epidermis
siyrilip lam tizerine yerlestirilerek 6rneklerde stoma
yogunlugu, genisligi ve uzunlugu x40 biyiitmeli
objektif ve x10 biiyiitmeli okiiler mikro metre
gbzlemine bagli olarak belirlenmistir [35]. Stoma
bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayisi ugtan 4-6.
yapraklardan alinan yaprak kesitlerinde sayilmustir.
Ik olarak, taze yapraklarin Carnoy soliisyonunda (3
kisim etil alkol: 1 kisim glasiyal asetik asit) rengi
acilmistir. Soliisyondan ¢ikartilan yaprak kesitleri 2-
5 dakika steril suda bekletilmis ve ardindan 30 saniye
stire ile %1 dozunda I-KI soliisyonu ile boyanmistir.
Her 6rnek igin 30 adet stomada kloroplast sayimi
yapilmistir. Kloroplast sayis1 mikroskopta 400 kat
biiyiitiilerek sayilmistir [29, 57]. Uygulama yapilan
bitkilerin yapraklar1 arasindaki kalinlik farkliliklari,
x10 biyiitmeli objektif ve x10 biyiitmeli 151k
mikroskobu kullanilarak gozlenmistir. Arastirma
kapsamindaki  tiim  siirgiinlerin  ugtan  4-6.
yapraklarmin klorofil igerigi klorofil metre (SPAD-
502, Minolta, Japan) ile dl¢lilmiistiir.

Diploit ve tetraploit bitkilerden elde edilen veriler
SPSS 17.0 istatistik programinda (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) Duncan ¢oklu karsilagtirma testi
ile p<0.05 6nem seviyesinde karsilastirilmigtir [58].

*Flow sitometri (FC) yoluyla ploidi analizi: Ploidi
diizeyini belirlemek icin FC analizi diploit ve
tetraploit {izlim ¢esitlerinin taze yaprak orneklerinde
(3-4 haftalik) yapilmistir. Yaprak orneklerinden 0.5
cm? biiylikliiglindeki kesitler alinarak petri kabina
yerlestirilmis ve 500 pL izolasyon buffer (Partec-
Nuclei Extraction Buffer) ilave edilerek yaprak
dokusu kii¢iik parcalara ayrilincaya kadar jilet
kullanilarak  pargalanmugtir.  Izolasyon  buffer
eklenerek yapilan pargalama iglemi sonucunda hiicre
cekirdeklerinin  serbest kalmasi saglanmus ve
cekirdek zar1 iizerinde acgikliklar olusturulmustur.
Petri kabindaki 6rnekler 10-15 saniye ¢alkalanmig ve
Partec- CellTrics 30 um- green filtre ile siiziilerek tiip
igerisine (Partec-Sample Tubes, 3.5 ml, 55%12 mm)
aktarilmistir. Tiplere 1600 pL. boyama soliisyonu
[Partec-DAPI (4,6  diamidino-2-phenylindole)
Staining Buffer] ilave edilerek 1s1k izolasyonu olan
bir ortamda 5 dakika bekletilmistir. Sonrasinda
ornekler FC cihazinda analiz edilmistir [28].

BULGULAR VE TARTISMA

Stoma Say1si

Yapilan incelemeler sonucunda Eksi Kara, Gok
Uziim, Heuk Boseok ve Kyoho cesitlerinin stoma
sayilar1 arasindaki farklar 6nemli bulunmustur. Eksi
Kara, Gk Uziim, Heuk Boseok ve Kyoho cesitleri
stoma sayilar1 sirasiyla 297.95+15.77, 318.15+15.15,
186.85+4.37 ve  202.00£4.37 adet olarak
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belirlenmistir. Diploit ¢esitler tetraploitlere gore daha
fazla stoma sayisina sahip olurken diploit ¢esitlerde
Gok Uziim ¢esidi, tetraploitlerde ise Kyoho ¢esidi
stoma yogunlugu bakimindan 6ne ¢ikmaktadir (Sekil
1-a).

Stoma Uzunlugu

Eksi Kara, Gok Uziim, Heuk Boseok ve Kyoho
cesitleri stoma uzunluklar1 arasindaki farklar 6nemli
bulunmustur. Eksi Kara, Gok Uziim, Heuk Boseok ve
Kyoho ¢esitleri stoma uzunluklari sirasiyla
28.33+0.72, 30.42+0.72, 40.83£1.91 ve 41.25+1.25
um olarak tespit edilmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda diploit ¢esitlerdeki stoma uzunlugu 6ne
cikmakta olup Gok iiziim ¢esidi Eksi Kara’ya gore
daha uzun stomalara sahiptir. Tetraploit ¢esitlerde ise
Kyoho c¢esidi Heuk Boseok’a gore daha uzun
stomalara sahiptir. Ayrica tetraploit ¢esitlerin (Heuk
Boseok ve Kyoho) stoma uzunluklar1 diploit
cesitlerinkinden (Eksi Kara ve Gok Uziim) énemli
derece daha biiyiik oldugu da tespit edilmistir (Sekil
1-b).

Stoma Genigligi

Yapilan incelemeler sonucunda Eksi Kara, Gok
Uziim, Heuk Boseok ve Kyoho cesitlerinin stoma
genislikleri arasindaki farklar 6nemli bulunmustur.
Bu cesitlerin stoma genislikleri sirastyla 17.924+0.72,
20.42+0.72, 27.08+0.72 ve 28.33£1.91 pum olarak
tespit edilmistir. Diploit ¢esitlerin stoma genislikleri
arasinda Onemli farklar ortaya ¢ikarken Gok iiziim
cesidinin stomalar1 Eksi Kara’dan daha genistir.
Tetraploit gesitlerde ise stoma uzunlugunda oldugu
gibi kiiglik farklar olusmasina ragmen aradaki fark
onemsizdir. Stoma uzunluklarinda oldugu gibi
tetraploit ¢esitler diploit ¢esitlerden daha biiyiik
stoma genisligine sahiptir (Sekil 1-c).

Kloroplast Saytsi

Eksi Kara, Gok Uziim, Heuk Boseok ve Kyoho
cesitlerinin kloroplast sayilar1 arasindaki farklar
onemli bulunmustur. Bu gesitlerin kloroplast sayilari
sirastyla 20.47+0.31, 20.27+0.12, 40.27+0.42 ve
40.33+0.36 adet olarak belirlenmistir. Diploit ve
tetraploit cesitlerin kendi arasindaki kloroplast sayim
sonuglar1 birbirine yakin olup aralarindaki farklar
Oonemsizdir. En diisik stoma sayis1 GOk iiziim
cesidinde belirlenirken en yliksek kloroplast sayist ise
Kyoho ¢esidinde tespit edilmistir. Ayrica tetraploit
cesitlerin kloroplast sayisi diploit ¢esitlerin yaklasik
iki katidir (Sekil 1-d).

Yaprak Klorofil I¢erigi
Yapilan caligmalar sonucunda Eksi Kara, Gok
Uziim, Heuk Boseok ve Kyoho gesitlerinin yaprak

klorofil igerikleri arasindaki farklar Onemli
bulunmustur. Bu ¢esitlerin klorofil i¢erikleri sirasiyla
25.28+0.78, 25.08+0.88, 33.30+0.26 ve 32.97+1.83
olarak belirlenmistir. Diploit ve tetraploit ¢esitlerin
kendi aralarindaki farklar kloroplast sayisinda oldugu
gibi dnemsizdir. En diisiik klorofil icerigi Gok Uziim
cesidinde belirlenirken en yiiksek klorofil igerigi
Heuk Boseok ¢esidinde tespit edilmistir. Tetraploit
cesitlerin yaprak klorofil igerigi diploitlere kiyasla
daha fazladir (Sekil 1-e).
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Sekil 1. Diploit ve tetraploit gesitlerin stoma sayisi
(a), stoma uzunlugu (b), stoma genisligi (c),
kloroplast sayis1 (d), yaprak klorofil igerigi (e)
ve yaprak kalinlig1 (f) verileri

Figure 1. Stomata number (a), stomata length (b),
stomata width (c), chloroplast number (d), leaf
chlorophyll content (e) and leaf thickness (f)
data of diploid and tetraploid cultivars

EksiKara Gok Uzim Heuk Boseok  Kyoho

Yaprak Kalinligh

Eksi Kara, Gok Uziim, Heuk Boseok ve Kyoho
cesitleri yaprak kalinliklar1 arasindaki farklar 6nemli
bulunmustur. Eksi Kara, Gok Uziim, Heuk Boseok ve
Kyoho ¢esitlerinin yaprak kalinliklar1 sirasiyla
177.78£7.70, 175.56+£3.85, 284.44+13.88 ve
260.30+6.64 um olarak belirlenmistir. Diploit ¢esitler
arasindaki yaprak kalmhig farklarn kiigiik Olclide
olmasina ragmen tetraploit ¢esitlerde Heuk Boseok
¢esidinin yaprak kalinligi Kyoho’ya gbre onemli
diizeyde fazladir. En diisiik yaprak kalimligi Gok
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Uziim ¢esidinde belirlenirken en kalin yapraklar ise
Heuk Boseok c¢esidinde belirlenmistir. Ayrica
tetraploit ¢esitlerin yaprak kalinligi diploit ¢esitlerden
onemli olciide daha kiiciiktiir (Sekil 1-f).

Flow Stometri (FC) Analizi

FC analizi tim diploit ve tetraploit ¢esitlerde
yapilmis (Sekil 2). Diploit ¢esitler olan Eksi Kara
(Sekil 2-a) ve Gok Uziim (Sekil 2-b) cesitlerinin FC
analizi sonucunda pik seviyesi 20 civarinda ¢ikarken
tetraploit cesitler olan Heuk Boseok (Sekil 2-¢) ve
Kyoho (Sekil 2-d) iiziim gesitlerinde ise pik seviyesi
40 civarinda c¢ikmustir. Tetraploit ¢esitlerin pik
seviyesi diploit ¢esitlerin iki katidir.

0 1982 2020-10-06 13-21-33 037 fcs
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o 1983 2020-10-06 13-23-04 O36 fcs
(A)4
£

A"
FL3-H
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e 2202 2020-10-07 15-42-03 OB fcs
(A4
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2
J
H 0 I
100 0.001 100

FL3-H FL3-H ™

Sekil 2. Eksi Kara (a), Gok Uziim (b), Heuk Boseok
(c) ve Kyoho (d) tliziim c¢esitlerinin FC analiz
sonuglari

Figure 2. FC analysis results of Eksi Kara (a), Gok
Uziim (b), Heuk Boseok (c) and Kyoho (d)
grape varieties

Poliploit  bitkilerin tanimlanmasinda  stoma
ozellikleri dolayl1 bir yontem olarak bilinmekte [35]
olup stoma ozellikleri, poliploitlerin hizli ve erken
tammlanmasi ic¢in kullanilir ve stoma ozelliklerini
tespit icin kullanilan yontem basit olup pahali aletler
gerektirmez [12, 20, 50]. Ploidi seviyesini
belirlemede en ekonomik ve verimli yontemlerin
stoma boyutlar1 ve Kkloroplast sayilarinin tespiti
oldugunu [53] ancak daha kesin sonuglar i¢in bu
yontemin FC analizi gibi modern yontemlerle birlikte
uygulanmasi gerektigini bildirmiglerdir [23].

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda diploit ¢esitlerin
stoma sayilar tetraploit cesitlerden 6nemli Slciide
faylayken stoma uzunluk ve genislikleri ise daha
kiigiiktiir. Zeng ve ark. [59] yaptiklar1 galigmada
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katlanan bitkilerde stoma uzunlugu ve genisliginde
artis stoma yogunlugunda ise azalis tespit etmislerdir.
Baska bir calismada ise birim alandaki stoma
yogunlugu katlanan bitkilerde azalmig stoma
uzunlugu ve genisligi ise artmustir [6]. Calismamiz
verileri stoma 6zellikleri yoniiyle literatiirle benzerlik
gostermektedir.

Kloroplast sayisinin ploidi seviyesini
tanimlamada etkili yontem oldugu [50], ayrica
kromozom sayisi ile kloroplast sayisi arasinda pozitif
bir iliski oldugu da bilinmektedir [48]. Yaptigimiz
calisma sonuncunda tetraploit ¢esitlerin kloroplast
sayist diploit ¢esitlerin yaklasik iki katidir. Birgok
caligmada tetraploit bitkilerin kloroplast sayisinin
diploitlerin iki kat1 oldugu bildirilmektedir [42, 43].

Klorofil, bitkide fotosentezin temel maddesidir ve
bitkinin biliylime ve gelisme durumunu, fizyolojik
metabolizmasim1 ve beslenme durumunu yansitir
[42]. Ayrica, fotosentezden sorumlu olan klorofil gibi
fotosentetik pigmentler esas olarak bitkinin fizyolojik
durumunun iyi bir gostergeleridir [3]. SPAD degeri,
klorofil igerigi ile pozitif iliskilidir [33, 37]. Genel
olarak, tetraploit  bitkilerin SPAD  degeri,
diploidinkinden anlamli olarak daha yiiksek oldugu
[42] bilinmekle birlikte Atichart ve Bunnag [5]
poliploit Dendrobium secundum (Bl.)) Lindl’in
yapragindaki klorofil icerigi orijinal
diploitlerinkinden 6nemli Glgiide daha az oldugunu
belirlemislerdir. Literatiir bu yoniiyle farkliliklar arz
etmektedir.

Yaptigimiz ¢aligma sonucunda diploit ve tetraploit
cesitlerin SPAD degerleri arasindaki fark 6nemli olup
tetraploit ¢esitlerin SPAD degeri diploit ¢esitlerden
fazladir. Birgok poliploidi ¢aligmasinda da bizim
calismamiza benzer sekilde tetraploit bitkilerin
klorofil igerigi diploitlerden fazla olup Sabzehzari ve
ark. [45] tetraploit cesitlerin yaprak klorofil igerigi
degerini diploitlerden 1.13 kat, Fu ve ark. [19] 1.76
kat, Li ve ark. [32] ise 1.40 kat daha fazla oldugunu
belirlemislerdir.

Poliploit bitkilerin yapraklar1 diploit orijinallerine
gore daha kalin [40, 60], daha koyu yesil [9, 22], daha
genis [24, 60] ve daha biyik [16, 54] yapiya
sahiptirler.

Onceki g¢aligmalarda tetraploit bitkilerin yaprak
kalinliginin diploit orijinlerine kiyasla daha biyilik
oldugu bilinmektedir [34, 59]. Bae ve ark. [6] ise,
tetraploit bitkilerin yapraklarinin diploitlerine gore
daha kii¢iik, kalin ve burusuk bir yapr gosterdigini
bildirmistir. Yaprak biylkligi yoniiyle tetraploit
bitkilerin yapraklarmin diploit orijinlerine gore
farklilik gosterdigi fakat kalinlik yoniinden daha kalin
yapiya sahiptir. Yaptigimiz c¢alisma sonucunda
tetraploit ¢esitlerin yaprak kalinligi diploit ¢esitlerden
daha kalip olur literatiirii dogrular niteliktedir.
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Poliploidi tespiti icin dolayli prosediirler
genellikle hizli ve Dbasittir. Bununla birlikte,
genellikle yanlistirlar ve kromozom sayimmi ve FC
analizi ile niikleer genom boyutu Olglimii gibi
dogrudan yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir.
Kromozom sayimi, poliploit bitkileri saptamak i¢in
en dogru yontem olarak kabul edilmistir. Ancak
kromozom sayim teknikleri genellikle zahmetli
olmasi ve her tiir i¢in oldukg¢a spesifik protokoller
gerektirmesi [14] nedeniyle asmada kromozom
sayimi zordur. Alternatif olarak, FC analizi, ploidi
seviyesini 6lgmek ve poliploidi tesvikinin basarisini
dogrulamak i¢in hizli, giivenilir ve basit bir
yontemdir ve kisa siirede ¢ok sayida hedef bitkinin
analizine izin verir [44].

FC analiz protokoliine giiniimiizde kolaylikla
ulasilmast  nedeniyle FC analizi  poliploidi
caligmalarinda vazgegilmez hale gelmistir [17]. FC
analizi tim numunenin her g¢ekirdeginde yer alan
genomun homojenligi tespit etmesi nedeniyle [7, 15]
miksoploitlerin tespitinde de vazgegilmez bir ploidi
dogrulama arac1 olarak kullanilmaktadir [8, 9, 40, 51,
60].

Diploit ve tetraploit bitkilerle yaptiginz FC
analizi sonucunda tetraploit bitkilerin pik seviyesi
diploit bitkilerin yaklasik iki katidir. Yaptigimizi
calisma bu yoniyle literatiire [11, 29, 30, 42]
benzerdir.

SONUC

Diploit cesitlerin stoma sayilar1 tetraploit
cesitlerin stomalarindan 6nemli dl¢iide fazla, stoma
uzunluk ve genislikleri daha kisadir. Diploit
cesitlerdeki stoma genigligi ¢esitlere gore farklh
olmakla birlikte farkliliklar diploit ve tetraploit
cesitler arasindakiler kadar degildir. Ayrica, tetraploit
cesitlerin kloroplast sayilari, yaprak klorofil igerikleri
ve yaprak kalinliklar1 diploit gesitlerinkinden énemli
olciide daha fazladir. iki tetraploit cesidin yaprak
kalinliklar1 arasindaki fark da Onemlidir. Heuk
Boseok ¢esidi Kyoho’dan daha kalin yapraklara
sahiptir. Stoma genisligi ve yaprak kalinligi ayni
ploidi diizeyindeki cesitlerde de farkli olup ploidi
diizeyi artinca farklilik artmistir. FC analizinde
tetraploit ¢esitlerin grafikteki pik seviyesi diploit
cesitlerin iki kat1 oldugu agik¢a goriilmektedir. Diger
taraftan tetraploit g¢esitler ile diploit c¢esitlerin
incelenen  Ozellikleri  arasindaki  farklar  tiim
parametrelerde Onemlidir. Poliploit bitki 1slahi
calismalarinda dolayli ploidi belirleme yontemlerinin
kullanimi, ¢ok sayida ornekle calisirken poliploit
olmayan  bitkilerin eliminasyonunda  kolaylik
saglayabilecektir.
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