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Ekonomik olarak ¢ok genis bir alanda yapilan bagcilik, filoksera zararlisinin genis
alanlara yayilmasi nedeniyle neredeyse anag¢ kullanilmadan yapilamaz hale gelmis-
tir. Mevcut asma anaglari sektoriin gereksinimlerini tam olarak kargilayamadigindan
anag 1slahi da siireklilik arz etmektedir. Bu maksatla vegetasyon siiresi daha kisa,
biyotik ve abiyotik stress kosullarina daha dayanikli anaglarin gelistirilmesine
galisilmaktadir. Bagcilikta tetraploid {iziim ¢esitlerinin yanisira anaglarin da gelisti-
rilmesi son yillarda daha yogun ilgi ¢ekmektedir. Bu galismada, 41B anacina ait tek
g0z gelikleri serada koklendirilip hizli biiytimeye gegtikleri donemde farkli siire (24,
48, 72 ve 96 saat) ve dozlarda (%0.1, %0.3, %0.5, %0.7, %0.9 ve %1.1) kolhisin
uygulamalarinin ploidiyi tesvike yonelik etkileri incelenmistir. Kolhisin doz ve
uygulama siirelerine gére morfolojik degisikliklere neden olmustur. Stoma boyu,
stoma genisligi ve stoma alaninda artis, stoma sayisinda ise azalma tespit edilmistir.
Ancak flow sitometri (FC) analizlerinde sitolojik degisiklik tespit edilememistir.
Sonugta, 41B tek goz ¢eliklerinden gelen siirgiinlere farkli doz ve uygulama siirele-
riyle yapilan kolhisin uygulamalarindan toplam 240 adet materyalin FC analizine
gore mitotic autopolyploid bitkilere ulagilamadagi anlasilmistir. 41B asma anacinda
kolhisinle polyploidi tesvikine yonelik tam mutasyon frekansimin bu ¢alismadan
elde edilen bulgulara gore 1/240’den daha disiiktiir. Bununla birlikte kolhisinle
muamele edilmis materyalde tespit edilen 6nemli morfolojik farkliliklar ve FC
analizlerindeki sinirli varyasyon nedeniyle materyalin bundan sonraki siirecinin
takip etmek {izere araziye aktarilarak izlenmektedir.
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Economically, vineyard has been cultivated in a very wide area and has become
almost impossible to sustainable without grape rootstock because phylloxera pests
have spread to globally. Since the existing suspended rootstocks cannot fully meet
the requirements of the industry, rootstock breeding is also continuous. For this
purpose, it is attempted to develop new rootstocks that are shorter in vegetation
duration, more resistant to biotic and abiotic stress conditions. The development of
tetraploid grape varieties as well as rootstocks in viticulture has attracted more
interest in recent years. In this study, 41B rootstock was treated with colchicine
applications (0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7%, 0.9% and 1.1%) at different times (24, 48,
72 and 96 hours) to induce ploidy at the beginning of the fast-growing period rooted
single node cuttings and the effects of the treatments have been examined. Colchi-
cine caused morphological changes according to dose and application time. While
the number of stoma was decreased, stoma size, stoma width and stoma area were
increased. On the other hand, no cytological changes were detected in flow cyto-
metry (FC) assays. As a result, it has been understood that the shoots from 41B
single nods cannot reach mitotic autopolyploid plants according to the FC analysis
of a total of 240 materials from colchicine applications with different doses and
application times. The exact frequency of colchicine-induced polyploidy induction
in the 41B grape rootstock is less than 1 / 240th of that obtained from this study.
However, due to the significant morphological differences detected in the colchici-
ne treated material and limited variation in the FC analysis, the material is monito-
red by transferring to open are to follow the subsequent process.
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1. Giris

Ekonomik olarak tiim diinyada énemi olan bagcilik
sektoriiniin biliyiikligi Faostat (2017) verilerine gore
7124512 ha alan ve 74499859 ton iiziim tretimi sek-
lindedir. 12.6 milyon tonluk iiretimle Cin ilk sirayi
alirken, Tiirkiye, 4.2 milyon ton iiretimle 6. sirada yer
almaktadir. Bageiliginmi siirdiiriilebilmesi igin ekolojik
kosullara uyumlu, filoksera ve &teki biyotik ve abiyotik
stres faktorlerine dayanikli iiziim cesitleri ve asma
anaclariyla bag tesislerimizin siirekli yenilenme geregi
vardir (Kara ve ark. 2016).

41B asma anaci, lizerine asilanan g¢esitlerin meyve
baglama ve veriminin yiiksek, vegetatif periyodunun
kisa, kiregli topraklara dayaniminin iyi olmasi nedeniy-
le vegetasyon siiresi sinirli, kire¢ sorunu olan alanlarda
hemen hemen vazgecilmez anag olarak kullanilmakta-
dir (Kara ve ark. 2005).

Bazi dogal veya uyarilmis makro mutasyonlar (bit-
kilerdeki poliploidler) istenmeyen faktorlere karst di-
ren¢ ve yiiksek verimlilige neden olabilmektedir (Ein-
set ve Pratt 1981). Ploiploidi sebep ve sonuglarinin
izaht son yiizyilda farkli arastirmalarin konusu olmus
(Soltis ve Soltis 2009; Wolfe 2001; Osborn ve ark.
2003; Yang ve ark. 2011; Ramsey ve Ramsey 2014);
bu caligsmalar, siniflandirma, frekans, koken mekaniz-
malar1 ve antik polipoid olaylarm yani sira ekolojik,
genetik ve evrimsel sonuglarimi igeren poliploidinin
farkli yonleri hakkinda genis bir bilgi yelpazededir.

‘Kyoho’ iiziim ¢esidine ana¢ olarak autotetraploid
‘Gloire’ ve ‘3309°’un kullanilmastyla tanede renklen-
menin daha iyi oldugu (Motosugi ve ark., 2007), ploidi
seviyesi arttirilmig anaglarda filokseraya dayanimin da
arttig1 bildirilmistir (Motosugi ve ark., 2002b).

Kolhisin, ¢cok sayida calismada tetraploid bitki elde
edilmesinde kullanilmigtir (Yamane ve Kuruihari 1980;
Motosugi ve ark. 2002a; Aihong ve ark. 2005; Yang ve
ark. 2006; Chang ve ark. 2010; Sisnski ve ark. 2014).
Bununla birlikte poliploidiyi uyarma, eksplant tipi,
ortam, mitozu Onleyen etken, uygulama siiresi ve dozu
(Dhooghe ve ark. 2011) gibi ¢ok sayida degiskene
baghdir. Baz1 galigmalarda morfolojik olarak farklilik-
larin belirlendgi bildirilmekle birlikte, tetraploid bitki-
lerin ¢ok az veya hi¢ elde ediledigi ¢aligmalarin bu-
lunmasi (Bilir 2010; Kuksova ve ark. 1997) katlamanin
zor ve uzun bir siire¢ gerektirdigini gostermektedir.

Bu ¢aligmada, 41B asma anacina farkli doz ve siire-
lerde kolhisinin uygulamalarinin mitotik mutasyondaki
basaris1 morfolojik ve sitolojik incelemelerle arastiril-
mistir.

2. Materyal ve Yontem

Calisma Selcuk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Boliimii’'nde yiiriitiilmiistiir. Calismada, Colc-
hicum automnale L. koklerinden elde edilen kolhisin
(C22H2506) alkoloid kimyasal mutagen olarak kulla-

nil-mistir. Denemede kullanilan bitkisel materyal 41B
[Chasselas (Vitis vinifera L.) x (Vitis berlandieri
Planch.)] anacinin cam serada, koklendirme ortaminda
koklendirildirilmis tek goz celikleri kullanilmustir.
Uygulamalar hizli siirgiin biiytimesi doneminin basinda
%0.1, %0.3, %0.5, %0.7, %0.9 ve %1.1°lik kolhisin ve
kolhisin + gliserin (%35) uygulamasi 24, 48, 72 ve 96
saat siireyle siirglin ucuna pamukla emdirme yoluyla
uygulammistir. Deneme tesadiif parselleri deneme
desenine gore 3 tekerriirlii olarak diizenlenmis olup her
tekerriirde 10 bitki olmak {izere her uygulamada 30
adet ornek kullamlmistir. Kolhisinin morfolojik degi-
sime etkileri siirgiin ucu kuruma orani ve siirgiin bii-
yiimesine (uzunluk ve ¢ap) etkileri belirlenmigtir. Sto-
ma boyutlart (uzunluk, genislik, alan ve yogunluk)’'ni
saptamak amaciyla, olgun yapraklarin 3 ayr1 bdlgesin-
den tirnak cilasi ile kaliba dokiilen stoma orneklerinin
boyutlar1 binokiiler (10 x 40 biiyiiteli) mikroskop altin-
da incelenmistir. Ayrica yapilan morfolojik tespitlerde
farklilik goriilen 240 adet 6rnegin FC analizleri yapil-
mig, DNA miktarlar1 hesaplanmistir. Elde edilen sayi-
sal degerler SPSS 17.0 ve JMP istatistik programlarin-
da Student’s t-test ile 0.05 6nem seviyesinde karsilagti-
rilmustir.

3. Sonug ve Tartisma

3.1. Siirgiin ucu kuruma orani

Kolhisin uygulamalar1 siirgiin ucunda kurumaya
neden olmustur (p<0.05, Sekil 1). En yiiksek 96 saat
%1.1°lik kolhisin uygulamasinda (%50.00 + 7.00)
belirlenmistir. Kolhisin doz ve uygulama siirelerinin
canlilik oranina etkileri arasindaki interaksiyon pozitif
yonde onemli olup uygulama siirelerine gore sirasiyla r
=0.75,r=0.51,r=0.77 ve r = 0.82 olarak farkl dii-
zeylerdedir.

Bilir (2010), kolhisin uygulamalarinda en yiiksek
canlilik oranini %0.5’lik dozdan elde etmis (%88.9),
%1°lik kolhisinin tim uygulama siirelerinde siirgiin
uglarinin kurudugunu bildirmis, uygulama siire artisiy-
la canlilik oraninda diisiis saptamistir.

Strglin ucu kuruma orani
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3.2. Siirgiin uzunlugu

Uygulamalarin siirgiin uzunluguna etkileri 6nemli-
dir (p<0.05, Sekil 2). Kontroliin siirgiin boyu 5.16 +
1.57 cm olarak saptanmis olup, en diigiik silirgiin uzun-
lugu 96 saat %]1.1°lik kolhisin uygulananlardan (2.10 +
0.45 cm) almmustir. Kolhisin dozu ve uygulama siiresi
artisinin - slirglin  uzunluguna etkileri negatif ydnde
sirastyla r = -0.71, r = -0.91, r = r = -0.74, ve -0.81;
farkli degerlerdedir.

Bu c¢alima sonuglarina benzer sekilde, Motosugi ve
ark. (2002a), koklendirme ortamina konulan tetraploid
bitkilerin diploidlere gore koklerinin daha kisa, Gloire
ve St George anacinin tetraploid olanlarinda ise siir-
giinlerin diploidlere gore daha kisa oldugunu saptamis-
lardir. Yine Motosugi ve ark. (2007), tetraploid anag
stirgiinlerinin diploidlere gore daha zayif, daha kalin ve
yiiksek yaprak agirligi tespit etmislerdir. Bilir (2010)
kolhisin doz ve siire artigtyla siirgiin uzunlugunda ki-
salma bildirmistir.

Strglin uzunlugu
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Siirgiin uzunluguna etkiler
3.3. Siirgiin ¢ap1

Siirgiin ¢aplarindaki etkiler onemsiz diizeydedir.
Siirgiin ¢ap1, 96 saat %0.7’lik kolhisin uygulamasinda
2.4440.30 mm ile 96 saat %0.3’lik uygulamada 1.90 +
0.30 mm olarak tespit edilmistir.

Motosugi ve ark. (2007), tetraploid anaglar iizerine
asilanan Kyoho (4n) asmalarinda gévde ¢ap1 ve gubuk
agirligi degerlerinin daha diigikk oldugunu saptamiglar-
dir.

3.4. Stoma uzunlugu

Yapilan kolhisin uygulamalarinin stoma uzunlugu-
na etkileri onemlidir (p<0.05, Sekil 3). Kontrolde sto-
ma uzunlugu 26.33 + 0.63 um ile en kiigiik olup 96 saat
%0.9°luk kolhisin uygulamasinda 29.47 £ 0.98 pm ile
en uzun stoma belirlenmistir. Standart sapma 72 saat
%0.1°1ik kolhisin uygulamasinda (27.85 + 1.66 pm) en
fazla bulunmustur. Uygulama siireleri ve kolhisin kon-
santrasyonunun stoma uzunlugu arasindaki kolerasyon
katsayilar1 sirasiyla r = 0.92, r = 0.09, r = 0.53 ve r =
0.54 olarak hesaplanmis olup doz ve uygulama siiresi
artis1 stoma uzunlugunu 24 saatlik uygulama diginda

diisiik diizeyde ve tiim siirelerde pozitif yonde etkile-
mistir.

Onceki calismalarda, diploid ve tetraploid bitkilerin
yaprak stoma parametreleri arasinda énemli farkliliklar
belirlenmis (Jun ve ark. 2009; Yang ve ark. 2006; Xie
ve ark. 2015); tetraploid ‘Neo Muskat’ yapraklariin
morfolojik yapisi, diploid orijinlerinden farkli oldugu,
stoma hiicre iriligi ve birim olana diisen stoma sayinin
diploid orijinlerinden %40 daha az oldugu bildirmistir
(YYamane ve Kurihara 1980).

Stoma Uzunlugu
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3.5. Stoma genigligi

Uygulamalarinin stoma genisligine etkileri 6nemli-dir
(p<0.05, Sekil 4). Kontroliin stoma genisligi 17.00 +
0.22 pum ile en disik diizeydedir. 24 saat siireyle
%1.1’lik kolhisin uygulamasinda 20.02 + 2.38 um
stoma genisligi en yiiksektir. Uygulama siireleri ve
kolhisin konsantrasyonunun stoma genisligine etkileri
pozitif yonde (sirasiyla r=0.89, r=0.15,r=0.43 ver
= 0.62) olmakla birlikte uygulama siiresine gore olduk-
ca farkl diizeydedir.

Onceki galismalarda etraploid yapraklarin diploid-lere
gore daha genis stomalara sahip oldugu belirlen-mistir
(Motosugi ve ark., 2002a; Jun ve ark., 2009).

Stoma genigligi
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3.6 Stoma alam

Kolhisin uygulamalar1 stoma alanini 6nemli 6lgiide
(p<0.05, Sekil 5) etkilemistir. 96 saat %0.9’luk kolhisin
uygulamasindan en bilyiik (589.52 + 28.16 um?2), kont-
rolde (451.35 + 11.01 pm?2) en kiigiik stoma alani dege-
ri tespit edilmistir. Uygulama siireleri ve kolhisin kon-
santrasyonunun stoma alanina etkileri pozitif yonde
strastyla r = 0.90, r =0.15, r =0.48 ve r =0.58, uygulama
stiresine gore farkli degerlerde belirlenmistir.

Bir¢ok arastirmada da kolhisin doz artisina bagh
stoma alanindada oldugu bildirilmistir (Yang ve ark.
2006; Chen ve ark. 2014; Sinski ve ark. 2014; Xie ve
ark. 2015).

Stoma Alani
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3.7. Stoma sayisi

Kolhisin uygulamalari stoma sayisinda énemli aza-
lisa neden olmustur (p<0.05, Sekil 6). En yiiksek stoma
sayist 48 saat  %0.9 kolhisin uygulamasinda
(550.45+21.54 adet mm-2), en diisiik stoma sayist ise
96 saat %0.9’luk kolhisin uygulamasindan elde edil-
mistir (410.57 £+ 32.24 adet mm-2). Doz ve siire artisi-
nin stoma sayisina etkileri negatif yonde olup koleras-
yon degerleri sirasiyla r = -0.78, r = -0.03, r = -0.34 ve
r = -0.34 ancak uygulama siirelerine gore farkli deger-
lerdedir.

Bilir (2010), kolhisin uygulamalarinin doz artigina
bagli olarak stoma sayisinda azalmaya, stoma genisligi
ve uzunlugunda da artisa neden oldugu bildirmistir.

Stoma sayisi
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3.8. Flow sitometri (FC)

FC analizlerinde yapilan uygulamarin higbirinde
ploidi seviyesi degismemistir. Kontrol bitkinin (2n)
piki 200 civarinda olurken diploid bitkilerin piki 100
civarindadir (Sekil 7). Kolhisin uygulanan tek goz
celiklerinin FC analizleriyle elde edilen DNA miktarla-
11 (pg) arasinda fark dnemsizdir. FC dl¢timiinde kontro-
lin DNA miktar1 1.028+0.093 pg olarak belirlenirken
en yiksek deger 1.104+0.057 pg ile 24 saat %0.5°lik
kolhisin uygulamasindan elde edilmis, en diisiik deger
ise 0.985+0.005 pg ile 72 saat %0.3’lik kolhisin uygu-
lamasinda belirlenmistir.

Onceki galismalarda FC analizleri ile ploidi seviye-
leri belirlenmistir (Bessho ve ark. 1999; Yang ve ark.
2006; Dhooghe ve ark. 2011; Acanda ve ark. 2013). FC
ve mikrosatellit analizleri ile alt1 5nemli ispanyol {iziim
¢esidinden (Vitis vinifera L.) elde edilen bitkilerin
somatik embriyogenesisle ismine dogrulugu test edil-
migtir. ‘Merenzao’ disinda test edilen ¢esitlerde tetrap-
loit bitkilerin elde edildigi, ‘Albarino’ c¢esidinden
oktoploid bir bitki ve ‘Torronte’s’ ¢esidinden de mik-
soploid iki bitki eldilmistir (Prado ve ark. 2010).
‘Campbell Early’ (Vitis labruscana) siirgiin u¢larindan
gelisen 3 geng bitkide farkli ploidi seviyeleri FC yon-
temiyle belirlenmistir (Noh ve ark., 2010).

Peak  ndex  Wean  Aea Amah GV Chdou
1 1000 10732 BSE 10000 78B4 036

20 00 60 800 100

FLY UvLED

Sekil 7

Diploid 41 B (iistteki sekil) ve kotrol (domates) (alttaki
sekil en uzun pik) bitkisi + kolhisin uygulanan 41 B
anaciminin (alttaki sekil ikinci uzun pik) FC sonuglart
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4. Sonug¢

Poliploidi son yiizyilda yaygin bir sekilde ¢alisilan
ve bitkilerdeki ¢esitliligin olusturulmasinda ve adap-
tasyonun saglanmasinda en dnemli mekanizmalarindan
birisidir. Dogal popiilasyonlarda gozlenen poliploidinin
bazi sonuglar1 bitki 1slahinda yapay poliploidinin uygu-
lanmasinda bir arag¢ olarak 1slahgilarin dikkatini ¢ekmis
ve ¢esitli bitki tiirlerinde poliploidinin tesviki i¢in farkli
protokoller gelistirilmistir (Satler ve ark. 2016).

Kromozom sayimmi ve FC poliploidi diizey analizi
icin dogru yontem oldugunu, iki yontemin sonuglari
arasinda anlamli bir korelasyon bulundugu ve bazi
kromozom katlama ¢alismalarinin miksoploidlere ne-
den oldugu rapor edilmistir (Thao ve ark. 2003; Eeck-
haut ve ark. 2004; Chauvin ve ark. 2005; Allum ve ark.
2007; Zhang ve ark. 2010).

Kolhisin ve orizalin gibi kimyasallar kullanilarak
stirgiin ucu ve somatik embriyolardan elde edilen ¢e-
kirdeksiz iiziim gesitlerinde in vitro autotepraploidiyi
etkileyen faktorlerin kapsamli optimizasyonu sunul-
mus, rejenerantlardaki DNA igerigi ile iligkili ve ayrica
on poliploid eliminasyonu i¢in etkili oldugu belirlen-
mistir (Sinski ve ark. 2014).

Son zamanlarda tesvikle elde edilen poliploid form-
larin gerekli piyasa Ozelliklerine heniiz ulasamadigi,
ancak 1slah c¢alismalarinda uygulama igin degerli
germplazma kaynaklarini olusturduklar: rapor edilmis-
tir (Sattler ve ark. 2016).

Bu ¢alismada kullanilan kolhisin doz ve siirelerinin
onceki ¢alismalarda (Dasp ve Mukherjes 1967; Rasso-
ulli ve Mahmoodzadeh 2005; Rasuli ve Sotudeh 2007;
Chen ve ark. 2014) kromozom katlamada etkili olduk-
larinin  bildirilmesine ragmen tarafimizdan yapilan
uygulamalarda tam poliploid bitki elde edilememistir.
Bununla birlikte kolhisinle muamele edilmis materyal-
de tespit edilen 6nemli morfolojik farkliliklar ve FC
analizlerindeki sinirli varyasyon materyalin bundan
sonraki siirecinin takibi konusunda cesaret vermekte-
dir. Uygulama yapilan bitkiler takip edilmek ve polip-
loidi ¢alismalarinda tekrar kullanilmak iizere araziye
aktarilarak izlenmektedir.

5. Tesekkiir
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