e-ISSN: 2458-8377

14
Selcuk J Agr Food Sci, (2018) 32 (1), 14-19
DOI: 10.15316/SJAFS.2018.58

Selcuk Journal of Agriculture and Food Sciences
Sel¢uk Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi

‘Narince’ (Vitis Vinifera L.) Uziim Cesidinde Kolhisin Uygulamalariin Morfolo-

jik ve Sitolojik Etkileri

Zeki KARA", Ali SABIR, Kevser YAZAR, Osman DOGAN, Abdulrahman Shakir Shakor ALBANAA

Selguk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii, Konya, Tiirkiye

MAKALE BIiLGiSi

OZET

Makale gegmisi:

Gelis tarihi: 28.07.2017
Kabul tarihi: 15.11.2017

Keywords:

Narince

Islah

Ploidi
Mutasyon
Flow sitometri

Tiirkiye sofralik iiziim tiretimi, tiiketimi ve uluslararasi pazarda 6nemli iilkeler arasinda
yer almaktadir. Sofralik {iziim pazari artan bir trend igerisinde olup bu alandaki reka-
bette geleneksel gesitlerin gelistirilmesini ve yeni liziim gesitleri 1slahim gerekli kil-
maktadir. Bu ¢aligmada ‘Narince’ tiztim (Vitis vinifera L.) ¢esidine kolhisin uygulama-
lariyla poliploidinin tegviki in vivo kosullarda denenmistir. Bu ¢esidinin tek goézlii
kiglik gozleri serada 1:1 torf: perlit ortaminda koklendirilmis, gelisen siirgiinlerin 7-10
cm’e ulagtign dénemde 4 farkhi kolhisin dozu (%0, %0.25, %0,5, %0,75, %1) %5’lik
gliserinle birlikte iki farkli siirede (48 ve 96 saat) siirgiin ucuna uygulanmigtir. Uygu-
lamanin ardindan siirgiin uglart aliiminyum folyo ile kapatilarak ve agik birakilarak
etkiler silirglin ucu canlilik orani, siirgiin uzunlugu, stoma boyutlar1 (uzunluk, genislik,
alan ve yogunluk) ve FC analizleriyle degerlendirilmistir. Mofolojik 6zellikler bakim-
dan bazi degisimler tespit edilmekle birlikte FC analizlerine gore ploidi seviyesinde
6nemli bir degisim belirlenememistir. ‘Narince’ {iziim ¢esidinde kolhisinle polyploidi
tesvikine yonelik tam mutason frekansimin bu c¢alismadan elde edilen bulgulara gore
1/120’den daha diisiiktiir. Tespit edilen morfolojik farkliliklar ve Flow sitometri (FC)
analizlerindeki varyasyon nedeniyle materyal, takip edilmek i¢in araziye aktarilarak
izlenmeye almmustir.

Morphological and Cytological Effects of Colchicine Treatments on ‘Narince’
(Vitis Viniifera L.) Grape Variety

ARTICLE INFO

ABSRACT

Article history:

Received date: 28.07.2017
Accepted date: 15.11.2017

Keywords:

Narince
Breeding

Ploidy

Mutation

Flow Cytometry

Turkey is among the important countries in table grape production, consumption and
international marketer. The table grape market is in an increasing trend and the devel-
opment of the traditional varieties in this area and the breeding of new grape varieties
are necessity. In this project stimulation of polyploidy with colchicine applications in
‘Narince' grape (Vitis vinifera L.) variety has been tested in vivo conditions. Single node
cuttings ware rooted in greenhouse 1: 1 peat: perlite media in greenhouse, 4 colchicine
dosages (0%, 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1%) with glycerine 5% were applied by dropwise
to the shoot tip with two different times (48 and 96 hours). After the application, some
of the shoot tips were covered with aluminium foil and the other were left open, and the
effects were assessed by the shoot tip viability rate, shoot length, stoma dimensions
(length, width, area and density) and flow cytometry (FC) analysis. Although some
changes in the morphological characteristics were observed, a significant change in the
level of ploidy was not determined according to FC analysis. In 'Narince' grape variety,
the exact frequency of colchicine-induced polyploidy induction is less than 1/120 of the
findings obtained from this study. Due to the detected morphological differences and
variation in FC analysis, the material transferring it the open area has been monitoring to
follow up the future developments.
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1. Giris

Asmanin anavatani Anadolu ¢evresi ve Mezopo-
tamya Bolgesi olup bu alanda giliniimiizden 6000 yil
oncesine ait kalintilar bulunmaktadir. Bagcilik buradan
Gilineybati Asya ve Avrupa'ya Oradan da diinyanin
diger bolgelerine yayilmistir (Kara, 2012).

Bu calismada Tokat yoresinde yaygin saraplik, sira-
lik, sofralik ve yapragi igin tretilen ‘Narince’ iiziim
¢esidi kullanilmistir. Bu ¢esidin ampelografik tanimi
(Kara, 1990) tarafindan yapilmis olup verimli, salkim-
lar1 kanath-konik, iri, sik ve dolgun; taneleri beyaz
renkli, tath, yuvarlak, orta irilikte, tane kabuklar1 orta
kalin, 2-3 ¢ekirdeklidir (Kara ve Agaoglu, 1990). Tokat
Yoresinde salamuralik yaprak ve iiziim {iretiminin bir
arada gergeklestirildigi baglarin yam sira yapragi igin
tiretim, bazi lokasyonlarda meyvenin Oniine gegebil-
mektedir (Agaoglu ve ark., 1988). Bu ¢esidinin goz
verimliligi incelenmis, 6. Goziin en verimli oldugu,
99R anacinin 1.88 salkim/gdz ile bu anacta en yliksek
salkim dogus oran1 verdigi bildirilmistir (Kara ve Aga-
oglu, 1992).

Asma 1slahinda amag, verimi arttirmak, kaliteyi
yiikseltmek, asmanin genetik yapisimi toplumun gerek-
sinimlerini kargilayacak bicimde degistirmek ve iyiles-
tirmektir. Kolhisinin 1930°Iu yillarda kesfiyle beraber
birgok bitki tiiriinde elit tiplerin ve dolayisiyla genetik
cesitliligin olusturulmasinda kullanilmaya baslanmustir.
Kolhisin, giiniimiizde kromozom katlamasi igin bitki
islahgilart tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal
maddelerden birisidir.

Yapay yollarla tetraploid bitki eldesi i¢in siirglin
uclarma kolhisin uygulamasi ve mikro agilama yontem-
leri kombinasyonuyla ya da embriyogenik kalluslarin
kolhisin igeren ortamlarda kiiltiire alinarak rejeneras-
yon yontemleriyle elde edilebilmektedir (Tachikawa ve
ark., 1961; Barrett, 1974; Gmitter ve Ling, 1991; Aleza
ve ark., 2009).

Bu caligmada meyve kalite 6zelliklerinin {istiinli-
giiniin yan1 sira orta ve gecit kusagr iklimine adaptas-
yonunun milkemmelligi gibi nitelikleri ile ilgi ¢eken
‘Narince’ {iziim ¢esidinden global pazarin daha g¢ok
talep ettigi iri taneli ¢esit gelistirilebilmek i¢in kKimya-
sal mutagen uygulamalariyla kromozom katlanmasi
denenmistir. Bu maksatla tek goz celikleri serada kok-
lendirilerek gelisen siirgiinlere farkli doz ve siirelerde
kolhisin uygulanarak ploidi tesvikine etkileri morfolo-
jik ve sitolojik degisimin takibiyle incelenmistir.

2. Materyal ve Metod

Calisma Selcuk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Boliimii’nde yiiriitiilmiistiir. Calismada, kolhi-
sin (CxH2506) Colchicum automnale L. koklerinden
elde edilen alkoloid kimyasal mutagen olarak kullanil-
mistir. Denemde kullanilan bitkisel materyal ‘Narince’
(Vitis vinifera L.) iziim ¢esidinin tek goz gelikleri cam
serada, torf-perlit (1:1) karigiminda koklendirilmistir.
Uygulamalar hizli siirgiin biiyiimesi doneminin basinda

%0.25, %0.50, %0.75 ve %1’lik kolhisin + gliserin
(%5) uygulamas1 48 ve 96 saat siireyle uygulanmustir.
Uygulama sonrasinda bir gurup bitki siirglin uglari
aliminyum folyo ile kapatilmis, bir kismi agik birakil-
mustir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine
gore 3 tekerriirli olarak diizenlenmis, her tekerriirde 5
bitki olmak {izere her uygulamada 15 adet kokli ¢elik
kullanilmistir. Kolhisinin morfolojik degisime etkileri
stirglin ucu kuruma orani ve siirgiin biiyimesine (uzun-
luk) etkileri incelenmistir. Stoma boyutlart (uzunluk,
genislik, alan ve yogunluk) olgun yapraklarin 3 ayri
bolgesinden tirnak cilast ile kaliba dokiilen stoma 6r-
neklerinin boyutlar1 binokiiler (10 x 40 biiyiiteli) mik-
roskop altinda belirlenmistir. Ayrica yapilan morfolojik
tespitlerde onemli farklilik goriilen 50 adet drnegin FC
analizleri ve DNA miktarlar1 tespit edilmigtir. Elde
edilen sayisal degerler SPSS 17.0 ve JMP istatistik
programlarinda Student’s t-test ile 0.05 6nem seviye-
sinde karsilastirilmistir.

3. Sonug ve Tartisma

3.1. Siirgiin ucu canliligi

Kolhisinin siirgiin ucuna uygulanmasi sonrasinda
acik birakilanlarda 6nemli oOl¢iide kurumaya neden
olmustur (p<0.05, Sekil 1). En yiiksek siirgiin ucu
canlilik oran1 %1°’lik 96 saat uygulama sonrasi agik
(96sa) birakilanlarda ve %0.50’1ik 48 saat uygulama
sonrasi siirgiin uglar1 kapatilan materyalde %93 + 0.15
olarak saptanmistir. Kolhisin doz ve uygulama siirele-
rinin canlilik oranina etkileri arasindaki interaksiyon
negatif yonde 6nemli (p<0.05) olup 48sk, 48sa, 96sk ve
96sa uygulamalarinda sirasiyla r = -0.53, r = -0.53, r =
-0.70 ve r = -0.28 olarak farkli diizeylerdedir.

Ayni konuda ¢alisan Bilir (2010), kolhisin uygula-
malarinda en yiiksek canlilik oranin1 %0.5°’lik dozdan
elde etmis (%88.9), %1°lik kolhisinin tiim uygulama
stirelerinde siirgiin  uglarinm  kurudugunu bildirmis,
uygulama siire artisiyla canlilik oraninda diisiis sapta-
mistir.

Siirglin ucu canhhk orani
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3.2. Siirgiin uzunlugu

Uygulamalarin siirgiin uzunluguna etkileri énemli
degildir. Kontroliin siirgiin boyu (9.07 £ 3.05 cm),
9%0.25°lik 48sk’dan en uzu siirgiin (10.42 + 3.98 cm)
almirken, en diisiik deger %0.25°lik 96 saat siireli uy-
gulamasinin ardindan siirgiin uglar1 kapatilan (96sKk)
materyalden alimmustir (5.60 = 0.94). Stabil olmayan
degisim kolhisin doz artig1 ile uygulama siiresi arasin-
daki iligskiye de yansimistir. Kolhisin doz ve uygulama
stirelerinin siirgiin uzunluguna etkileri arasindaki inte-
raksiyon 48sk’da pozitif ve digerlerinde negatif yonde
onemli (p<0.05) olup 48sk, 48sa, 96sk ve 96sa uygu-
lamalarinda sirasiyla r = 0.66, r = -0.1, r = -0.64 ve r =
-0.39 olarak belirlenmistir.

Stirgtin uzunlugu
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Yaptigimiz ¢calismada ploidi artis1 tespit edilemeden
elde edilen degerlere benzer sonuglart bildiren
Motosugi ve ark., (2002), koklendirme ortamina konu-
lan tetraploid bitkilerin siirglinlerin diploidlere gore
daha kisa oldugunu saptamigtir. Yine Motosugi ve ark.
(2007), tetraploid anag siirgiinlerinin diploidlere gore
daha zayif, daha kalin ve yiiksek yaprak agirligi tespit
etmiglerdir. Bilir (2010), kolhisin doz ve uygulama
stiresi artigiyla siirgiin uzunlugunda azalma bildirmistir.

3.3 Stoma uzunlugu

Yapilan kolhisin uygulamalarinin stoma uzunlugu-
na etkileri onemli bulunmamigir (p<0.05, Sekil 3).
Kontrolde stoma uzunlugu 31.28 + 1.27 pm degeri
gostermigken en yiiksek stoma uzunlugu %1 48sk do-
zunda 32.99 + 1.79 tespit edilirken en disiik deger ise
%0.75kolhisin ¢ozeltisinde 96sa uygulamasi ile 29.89
+ 1.16 olarak saptanmustir.

Stoma uzunlugu
34
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Uygulamalar ve kolhisin doz artis1 arasindaki kole-
relasyon 6nemli (p<0.05) olup 48sk, 48sa, 96sk ve 96sa
uygulamalarinda sirasiyla r = -0.4, r = 0.64, r = 0.07 ve
r = -0.66 olarak hesaplanmustir.

Onceki ¢alismalarda, diploid ve tetraploid bitkilerin
yaprak stoma parametreleri arasinda 6nemli farkliliklar
belirlenmis (Yang ve ark., 2006; Jun ve ark., 2009; Xie
ve ark., 2015); tetraploid ‘Neo Muskat’ yapraklarmnin
morfolojik yapisinin diploid orijinlerinden farkli oldu-
gu, stoma hiicre iriligi ve birim olana diisen stoma
sayinin diploid orijinlerinden %40 daha az oldugu
bildirilmistir (Yamane ve Kurihara, 1980).

3.4 Stoma genisligi

Yapilan uygulamalarin stoma genigligine etkileri
onemli bulunmamigtir (p<0.05, Sekil 4). Kontroliin
stoma genisligi 21.28 + 4.25 um olurken en genis sto-
ma 22.41 + 1.45 degeri ile 1%’lik kohisinin 48 saat
siire ve uygulamadan sonra siirgiin uglari agik biraki-
lanlarda belirlenmistir. En diisiikk deger ise %0.25 ko-
hisin soliisyonununda 96sa olan materyalde 18.73 =+
1.34 degeri ile tespit edilmistir.

Uygulama siire ve kolhisin doz aratiginin stoma ge-
nigligine etkileri arasindaki iliski istitistiki olarak
o6nemli oranda pozitif yonde, digerlerinde ise negatif
yonde 6nemli (p<0.05) olmakla birlikte sirasiyla r = -
0.81,r=0.38, r =-0.02 ve r = -0.54 olup uygulamalara
gore oldukga farkli diizeylerdedir.

Bazi aragtiricilarin yaptigi ¢alismalarda tetraploid
yapraklarin diploidlere gore daha genis stomalara sahip
oldugu belirlemislerdir (Yamane ve Kurihara, 1980;
Motosugi ve ark., 2002; Jun ve ark., 2009).
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3.5 Stoma alan

Kolhisin uygulamalarinin stoma alanina etkileri
onemli farklilik gostermemistir (p<0.05, Sekil 5).
Kontrolde stoma alam 667.65 £ 56.15 pm™?dir.
%0.25’lik kolhisinin 48sk’da 679.15 + 55.07 um? ile
en yiksek deger gostermisken en diisiik deger %0.75
kolhisin soliisyonunda 96sa uygulamasinda 579.35 =+
21.35 degeri oldugu belirlenmistir.

Uygulamalar ve kolhisin konsantrasyonlari arasin-
daki iliski 96sk’da pozitif digerlerinde negatif ve
onemli (p<0.05) olup 48sk, 48sa, 96sk ve 96sa sirasiyla
r =-0.92, r =-0.37, r =0.07 ve r =-0.56 olarak hesaplan-
mistir.

Onceki ¢alismalarda kolhisin doz artigina bagh
stoma alaninda da artig bildirilmistir (Yang ve ark.,
2006; Chen ve ark., 2014; Sinski ve ark., 2014; Xie ve
ark., 2015).
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3.6. Stoma yogunlugu

Kolhisin uygulamalar1 stoma sayisinda 48sa ve
96sa uygulamalarinda 6nemli farkliliga neden olmustur
(p<0.05, Sekil 6). En yiiksek stoma sayisi %0.75’lik

48sa’da (367.02 + 2.44 adet mm™), en diisiik stoma
say1s1 %0.5’lik 48sa’dadir (200.55 + 5.89 mm?).

Uygulamalar ve kolhisin konsantrasyonlar: arasin-
daki iligki 48sa’da pozitif, digerlerinde negatif ve
onemli (p<0.05) olup 48sk, 48sa, 96sk ve 96sa’da
sirastyla r = -0.42, r = 0.22, r = -0.1 ve r = -0.6 olarak
belirlenmistir.

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

Stoma yogunlugu
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3.7. Flow sitometri (FC)

Yaptigimiz FC analizleri sonucunda diploid ‘Narin-
ce’ lizim ¢esidinin piki 100 civarinda olusurken kont-
rol bitkinin (domates) piki 200 civarinda olugmustur
(Sekil 7). FC analizlerine gore 6rneklerimizin tamami-
nin piki 100 civarinda olustugundan dolayi ploidi sevi-
yesinde bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir.

Onceki galismalarda FC analizleri ile ploidi seviye-
leri belirlenmigtir (Bessho ve ark., 1999; Yang ve ark.,
2006; Dhooghe ve ark., 2011; Acanda ve ark., 2013).
FC ve mikrosatellit analizleri ile alt1 énemli Ispanyol
iiziim gesidinden (Vitis vinifera L.) elde edilen bitkile-
rin somatik embriyogenesisle ismine dogrulugu test
edilmistir. ‘Merenzao’ disinda test edilen gesitlerde
tetraploit bitkilerin elde edildigi, ‘Albarin™o’ ¢esidin-
den oktoploid bir bitki ve ‘Torronte’s’ ¢esidinden de
miksoploid iki bitki elde edilmigtir (Prado ve ark.,
2010). ‘Campbell Early’ (Vitis labruscana) siirgiin
uclarindan geligsen 3 geng bitkide farkli ploidi seviyele-
ri FC yontemiyle belirlenmistir (Noh ve ark., 2010).
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Sekil 7

Diploid Narince (istteki sekil) ve kotrol (domates) (alttaki
sekil en uzun pik) bitkisi + kolhisin uygulanan Narince gesi-
dinin (alttaki sekil ikinci uzun pik) FC sonuglar

4. Sonug

Poliploidi son yiizyilda yaygin bir sekilde calisilan
ve bitkilerdeki cesitlilik ve adaptasyonun tartigsmasiz en
onemli mekanizmalarindan birisidir. Dogal popiilas-
yonlarda gozlenen poliploidinin bazi sonuglari bitki
1slahinda yapay poliploidi uygulanmalarinda bir arag
olarak 1slahgilarin dikkatini ¢ekmis ve cesitli bitki
tirlerinde tegviki igin farkli protokoller gelistirilmistir
(Sattler ve ark., 2016).

Kromozom sayimi ve FC, poliploidi analizi i¢in
dogru bir yontem oldugu, iki yontemin sonuglari ara-
sinda anlamli bir korelasyon bulundugu ve bazi kromo-
zom katlama ¢alismalarinin miksoploidlere neden ol-
dugu rapor edilmistir (Thao ve ark., 2003; Eeckhaut ve
ark., 2004; Chauvin ve ark., 2005; Allum ve ark., 2007;
Zhang ve ark., 2010).

Son zamanlarda tegvikle elde edilen poliploid form-
larin gerekli piyasa Ozelliklerine heniliz ulagamadigi,
ancak 1slah c¢alismalarinda uygulama igin degerli
germplazm kaynaklarini olusturduklari rapor edilmistir
(Sattler ve ark., 2016). Bu c¢alismada kullanilan kolhi-
sin doz ve siireleri Onceki caligmalarda (Das ve
Mukherjee, 1967; Rassoulli ve Mahmoodzadeh, 2005;
Rasuli ve Sotudeh, 2007; Chen ve ark., 2014) kullanila-
rak kromozom katlamada etkili oldugu bildirilmesine
ragmen tarafimizdan yapilan uygulamalarda tam polip-
loid bitki elde edilememistir. Bununla birlikte kolhisin-

le muamele edilmis materyalde tespit edilen 6nemli
morfolojik farkliliklar ve FC analizlerindeki simirh
varyasyon nedeniyle materyalin bundan sonraki gelis-
me siireci arazi sartlarinda takibe alinmstir.
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