BAHCE 47 (Ozel Say: 1: Tiirkiye 9. Bagcilik ve Teknolojileri Sempozyumu): 659-669 (2018)
ISSN 1300-8943

ASMADA POLIPLOIDI INDUKSIYONUNDA AZOT PROTOKSITIN (N:0)
UYGULANABILIRLIiGI

Zeki KARA!, Ayse OZER?, Ali SABIR!, Kevser YAZAR?, Osman DOGAN?

Prof. Dr., Selcuk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, KONYA

20gr. Gor., Inonii Universitesi, Battalgazi MYO, Bitkisel ve Hayvansal Uretim Béliimii, Battalgazi/MALATYA
3Ars. Gor., Selcuk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, KONYA

Gelis tarihi / Received: 11.09.2017, Kabul tarihi / Accepted.: 20.06.2018

OZET

Diinyada 6.969.373 ha alanda iiretilen 67.067.129 ton taze iiziimiin, %6.4’{inii saglayarak Tiirkiye, Diinya
kuru iiziim iiretiminde ikinci ve sofralik iiziim {iretiminde besinci siray1 almaktadir. Ulkesel diizeyde iiziim
liretimi ve pazar paymin sirdiiriilebilmesi i¢in yeni ve 6zellikle de iri taneli {iziim gesitlerine gereksinim
duyulmaktadir. Poliploid bitkilerin olusumu kolhisin, oryzalin, trifluralin, amiprophos—methyl gibi
depolimerizasyon ajani bazi bilesiklerle, hiicre boliinmesine miidahale etmek suretiyle tesvik
edilebilmektedir. Azot protoksit (N=O), 1970’lerden itibaren antimitotik ajan olarak poliploid bitkiler
iiretilmesinde, anormal mayotik hiicre boliinmesi yoluyla indirgenmemis gamet olusumu calismalarinda
kullanilmaktadir. Bu ¢aligsmada, poliploid asma 1slahinda N>O’nun uygulanabilirligi irdelenmistir. Ploidi
tegviki maksadiyla kullanilan kimyasallarin uygulandigt bitki kisimlari, uygulama teknikleri, dozlart ve
etkinligi tlirler ve hatta cesitler diizeyinde farkliliklar arz etmektedir. N-O basinca dayanikli bir kapta farkli
stirelerde aktif mitoz veya mayoz boliinmedeki dokulara (polen ve/veya yumurta kesesi ana hiicresi)
uygulanmaktadir ve bu sekilde 2n polen, poliploid fide ve/veya siirgiin olusumu tesvik edilmektedir. Asma
1slahinda uygulanmasina yodnelik ¢alismaya rastlanilmamis olup birgok bitkinin gamet, zigot ve fidelerine,
bir poliploidize edici madde olarak N.O uygulanabilmektedir. Genomik araglarin uygulanmasi ve 2n—
gametin tesvikinde rol oynayan genler ve mekanizmalarin tanimlanmasi ve izolasyonu, farkli bitki
tiirlerinde artan kullanim saglayarak bitki 1slahinda yeni yollar agacaktir.

Anahtar Kelimeler: Bagcilik, asma 1slahi, poliploidi, giilme gazi, antimitotik etki

NITROGEN PROTOXIDE (N:0) APPLICABILITY IN GRAPEVINE POLYPLOIDY
INDUCTION

ABSTRACT

Turkey, providing 6.4% of 67.067.129 tons of fresh grapes produced in 6.969.373 hectares area surface in
the world is taking the second rank in world raisin production and “the fifth in table grape production. New
and especially bigger grape varieties are needed to sustain grape production and market share at the global
level. The formation of polyploidy plants can be promoted by interfering with cell division with certain
compounds of depolymerisation agents such as colchicine, oryzalin, trifluralin, amiprophos—methyl.
Nitrogen protoxide (N-O) has been used for the production of polyploidy plants as an antimitotic agent,
since 1970’s and for unreduced gametogenesis studies through abnormal meiotic cell division. In this study,
the applicability of N-O in polyploid grapevine breeding was reviewed. Plant parts applied of the chemicals
used for ploidy induction, application techniques, dosages and activity differ in species and even varieties.
N:O is applied to (pollen and/or the main cell of the egg vesicle) tissues during active mitosis or meiosis
division at different times in a pressure resistant tank and thus 2n pollen, polyploid seedlings and/or shoot
formation is promoted. There was no study on the N-O application in grape breeding while it is possible to
apply N-O as a polyploidizing agent to gametes, zygotes and seedlings of many plants. The application of
genomic devices and identification and isolation of genes and mechanisms involved in the induction of 2n—
gamete will enable increased exploitation in different plant species, which will open new ways for plant
breeding.

Keywords: Viticulture, grapevine breeding, polyploidy, laughing gas, antimitotic effect
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GIRIS

Ug veya daha fazla kromozom setine sahip
organizmalar poliploid olarak adlandirilirlar.
Iki farkli poliploid tipi tammlanabilir.
Kromozom setlerini ayni tiirden olanlara
autopoliploidler; kromozom setlerini farkli
tirlerden  alanlara  ise  allopoliploidler
denilmektedir. Autopoliploid bitkilerin
timiinde fertilite azalir, triploid olanlar tohum
meydana getirmezler. Ote yandan ¢ok yillik
meyveler ve siis bitkilerinde tohumsuzluk
istenen bir 6zellik oldugundan bu bitkilerde
“autopoliploidi” sik kullanilir. Allopoliploidi,
farkli genomlar tasiyan iki tiiriin melezlenmesi
ve kromozom sayisinin iki katina ¢ikmasiyla
elde edilmektedir. Genellikle iki tiiriin
kromozomlar1  homolog olmadiklarindan,
aralarinda eslesemezler ve dolayisiyla melezler
kisir olur [35].

Poliploidler 1slahg¢ilar i¢in ¢ok degerlidir
clinkii sik¢a diploidlerden farkli yani daha
kalin yapraklar, daha biiyiik ¢igekler ve daha
biiyiik tohumlar gibi morfolojik 6zelliklere
sahiptirler [7, 24]. Tetraploid bitkilerin hiicre
yapilar1 diploid bitkilere gore daha biiyiik
oldugundan tetraploid bitkilerin bazi vejetatif
(govde uzunlugu, yaprak eni ve boyu, yaprak
sayis1) ve ¢igek ozelliklerinin (¢igek sayisi,
stigma uzunlugu, yumurtalik biyiikligi)
diploid bitkilere gore oldukea farklidir [26].

Poliploidi, aynm1 zamanda, tiirler arasi
melezlerin fertilliklerini geri kazandirabilir
[16] veya kisir gesitlerin gelismesine neden
olabilir. Poliploidinin diger etkileri kendiyle
uyusmazlik  kaybi, ¢iceklenme zamani
farkliligi, reprodiiktif sistemdeki degisiklikler
(aseksiiel cogalma), pestisit direncinde artis ve
biiylime giictindeki degisimleri igerir [7].

Poliploidi dogal olarak iki sekilde olusur.
[lki meristematik hiicrelerde mitoz bdliinme
sirasinda olusan anormalliklere bagli olarak
somatik katlanmalar meydana gelmesidir.
Ikincisi ise mayoz bdlinme sirasinda
kromozom takimlari ayrilmadigindan
gametlerin beklenenin iki kati kromozom
tasimasidir. Yapay olarak bitkilerde poliploidi
olusturmak ic¢in ise kromozom katlama
yontemi kullanilir. Bu yontemde 1slahgilarin en
cok kullandigi kimyasal kolhisindir. Doku
kiiltiirsi, pek ¢ok konuda oldugu gibi poliploid
bitkilerin elde edilmesinde de 1slahgilara
kolaylik saglamaktadir. Besin ortamina ilave
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edilen kromozom katlamada kullanilan
kimyasal maddeler aracihigiyla in vitro
kosullarda poliploid bitkiler elde

edilebilmektedir [26].

Asmalarda dogal mutasyonlar sonucunda
tetraploid yapilarin gerceklestigi belirtilirken
[20], Asya’da triploid ve tetraploid olan hemen
hemen biitiin ¢esitlerin Vitis vinifera ve V.
labrusca’dan tiiredigi ifade edilmistir. 20.yy’in
ikinci yarisinda Cin, Japonya ve Kore biiyiik
taneli ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz sofralik liziim
eldesinde 6nemli gelismeler gostermistir. Islah
caligmalarinda kromozom katlamasi
yontemiyle  tetraploid = Kyoho,  Pione,
Olympima, Heukgoosul gibi tiziim ¢esitlerini
elde etmislerdir. Yapilan caligmalarda
tetraploid  c¢esitlerin  diploid  gesitlerle
melezlenmesi sonucu triploid Honey Seedless,
King Dela ve Mirai gibi cekirdeksiz cesitler
gelistirilmigtir. Ancak tetraploid ve diploidler
arasindaki melezlemede basar1 oranm diisiiktiir.
Bu nedenle triploid {iziim 1slah1 olduk¢a zordur
[26].

Poliploidinin melezleme ¢aligmalart ile elde
edilmesinin  zorlugu  nedeniyle, baz1
bilesiklerle hiicre bdliinmesine miidahale
etmek suretiyle poliploidinin tesviki yoluna
gidilmektedir. Bunun i¢in mitoz bdoliinmede
hiicre iginde kromozom sayis1 iki katina
ciktiktan sonra kromozomlarin kutuplara
cekilmesini saglayan ig iplikleri ortadan
kaldirilir. Kutuplara ¢ekilemeyen ancak sayisi
iki katina ¢ikmis olan kromozomlar boliinme
olmayan ayni hiicre igerisinde kalir ve bu
sekilde kromozom sayisi iki katina ¢ikarilmis
olur. Bu maksatla bagcilikta en ¢ok kullanilan
kolhisine, gerek yiikksek oranda mutajenik
olmasi ve c¢evreye olan gorece yiiksek zarari,
gerekse pahali olmasi dolayisiyla alternatif
bilesikler denenmektedir.

Yaygin etmenler kolhisin, oryzalin veya
trifluralin’in  yaninda MG 132, Kkafein,
benzobenil  veya  2,6-diklorobenzonitril,
biniiklein 2,  puromisin,  staurosporin,
blebbistatin gibi daha az siklikta bildirilen
diger molekiiller, mayozu bozmak ve 2n
gametleri indiiklemek icin ilging alternatifler
olabilir. Yukarida bahsedilen molekiillerin
timil, bitki ya da hayvan sistemlerinin
mitozunda metafaz, anafaz ya da sitokinezi
bozmaktadir [6]. Yine N0, vinblastin,
amiprofos—metil (APM), pronamid, asenaften
ve lindan (y—HCH) da poliploid bitki eldesi
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caligmalarinda kullanildig1 bildirilen
kimyasallardandir [3, 8, 13, 16, 24].

Poliploidlerin iiretilmesi i¢in bir arag olarak
N:0O, kolhisine kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir.
Her seyden oOnce, kolhisin genellikle
tohumlara, fidelere veya biiyiiyen bitkilere
uygulanir; bunlarin hepsinde biiyiime noktasi
¢cok sayida hiicreden olusur. Bu nedenle,
muamele edilmis bitkiler genellikle diploid ve
tetraploid dokularin kimeralarina doniisiir ve
gergek bir poliploid elde edilinceye kadar
baska bir nesil beklenmek zorundadir. Aksine
mitotik  poliploidide, NO  muamelesi,
dollenmis yumurta hiicresinde ilk mitozun
gerceklestigi  tozlanan  ¢icekler iizerine
uygulanabilir. Muamele dogru zamanda
yapilirsa, ortaya ¢ikan bitkiler %2100 poliploid
olmalidir ve hicbir kimera beklenmeyebilir
[18].

Zigotik mitozun basladigi  tozlanmis
cigekler, N20O ile muamele edildiginde, ortaya
cikan embriyolar gergekten poliploid hale
gelirken, c¢iceklerin sonraki asamalarda
muamele gormesi durumunda embriyolar
kimeralar haline gelecektir. Ote yandan, iki
veya daha fazla hiicre boliinme dongiisii igin
uzatilmig bir muamele, oktoploidleri veya daha
yiiksek poliploidleri indiikleyecektir [18].

Baz1 arastirmacilar, yiiksek
konsantrasyonlarin ~ bitki  mikrotiibiillerini
depolimerize ettigini [19, 34] iddia ederken,
HeLa  hiicrelerini  kullanan  ¢aligsmalar,
birlesmenin  degil fakat daha sonraki
kromozom siralamasinin engellendigini ifade
etmislerdir  [5]. 1k hipotezi savunan
arastirmacilarin gerekgeleri, bitki hiicreleri ile
ilgili oldugundan daha olasidir. Hatta diger
bloke edici bilesiklerle birlikte kromozom
dagilimi i¢in ilave muamele olarak N:0
uygulamasini 6neren raporlarla daha tutarlidir
[8, 13].

N:O, dokular i¢indeki organlar1 muamele
etmek i¢in uygundur [16, 23, 24]. Stomalar ve
hiicreleraras1 alanlar yoluyla bitki dokularina
hizli bir sekilde niifuz edebilen bir gazdir.
Mitoz tizerinde etkili olan konsantrasyonlarda
nispeten disiik toksisiteye sahiptir [24].
Mitozu etkiledigi bilinen ¢ogu kimyasal etmen
sulu soliisyon olarak kullanilirken N2O basingh
gaz olarak kullanilir. Muamelede gaz
kullanmanin 6nemli bir avantaji, eger varsa,
toksik etkilerin, dokuyu gaz odasindan
cikarmak suretiyle hafifletilebilecegi, ancak

dokulara soliisyonlarla muamele edildiginde
bunun basarilmas1 miimkiin olmayan bir iglem
oldugu gergegidir [3]. N-O muamelelerini
kullanmanin temel avantaji, teknigin kolay
olmasidir. Buna karsilik, muameleden Once
tam mayotik asamay1 belirlemek icin ¢ok
sayida tarama ¢aligmasi gerekli olabilir,
teknigin etkinligi, farkli bitki tiirlerinde
farklihk gosterebilir. Ornegin Pisum N.O’ya
kars1 Allium’dan ¢ok daha duyarli olup [10, 24,
25] uygun bir ekipman da gerektirir [6].
Kolhisin ile ilgili ciddi bir sorun, muamele
edilmesi gereken hiicrelere ulasmanin ¢ok zor
ve onlara ulastiginda kimyasalin hizla tekrar
atilmasinin imkansiz oldugu gercegidir [24].
Kolhisin aktif bityiime bolgelerinde antimitotik
etki  icin  kullanilmaktadir.  Uygulama
yontemine bagli olarak uygulandigi bolgede
kurumaya neden olmasi ¢alismay1 ve sonug
almay1 zorlasgtirmaktadir [24].

Trifluralin, oryzalin ve APM qgibi
antimikrotubiil  herbisitler,  kolhisin ile
karsilastirildiginda bitki tiibiilini i¢in giiclii bir
afiniteye sahiptirler [15].

Tozlasma ve muamele arasindaki siire
boyunca sicaklik kontroliiniin yani sira en
uygun basing ve muamele siirecini daha
ayrintili olarak test ederek heteroploidlerin
veriminin 6nemli ol¢iide artirilabilecegi ifade
edilmektedir [24].

N:O ile yapilan calismalarda bitkilerin
tozlanmus ¢igeklerine [4, 9, 18, 25, 27, 30],
zigotlarina ve fidelerine [2, 4, 9, 10, 16, 17, 24,
25, 30, 31], ¢icek soganlarina [23], cicek
tomurcuklarina [2, 7, 19, 23, 27, 29] ve kok
uglarina [15] muamele edildigi goriilmektedir.

Muamele Oncesi bitki materyallerinin
mayotik asamasinin belirlenmesi gerektigi
icin, bilyiik anterleri olan bitki tiirlerinin (lale,
zambak vb.), kiigiik ¢icek ve ¢igek salkimlarina
sahip tiirlere kiyasla mayotik evrenin
belirlenmesinde bir avantaja sahip oldugu
bildirilmistir [23, 34].

Polenlerin asetokarmin—asetikorsein gibi
boyalar ile boyanarak mikroskopi yoluyla
boyutlarinin belirlenmesiyle, mayotik
donemleri periyodik olarak
belirlenebilmektedir [2, 19, 23, 27].

N:0 uygulamalar1 basinca dayanikli bir
kapta 21.1 103-42.2 103 kg m~2 (30 ila 60 psi)
[30], 0.5 MPa [4], 3-10 atm 3-72 saat [10, 14,
15, 18, 22, 24, 25, 27, 31], 6 bar 15-72 saat [3,
7, 28, 31], 300-1000 kPa 48 saat [13, 16, 17],
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6 atm (N20:0,=5:1) 24-48 saat [2, 23] ve 6-10
atm N2O + 1 atm hava 1-3 saat [15] olmak
iizere farkli siirelerde aktif mitoz veya mayoz
bolinmedeki dokulara uygulanmakta, 2n
polen, poliploid fide ve/veya siirglin olusumu
tesvik edilmektedir. 2n polenlerin diploid
cigekli ebeveynlerle melezlenmesi
triploid/poliploid 1slahinda bir yontem olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bu gaz boliinen kok
ucu hiicrelerini sonraki kromozom analizi igin
metafazda tutmak i¢in de kullanilabilmektedir.

2n gamet iiretiminin sikligi, sicaklik gibi
cevresel faktorleri manipiile ederek artirilabilir
[7]. N2O’yu oda sicakliginda uyguladigini
belirten yazarlarin [2, 14, 15, 16, 17, 23, 27, 30]
yant sira sicaklik kontrol edilmedigi i¢in uygun
muamele anmnin  degiskenlik  gdstermesi
nedeniyle olumsuz sonug¢ aldigini belirten
yazarlarda [24] mevcuttur.

N.O muamelesinde kullanilan cihazin,
azaltma vanali N2O tiipii oldugu ve ince bir
bakir boru vasitasiyla islem kabinin kapagina
baglandigi  belirtilmistir.  Aym1  kapaga
takilabilen farkli boyutlarda ii¢ islem kabinin
oldugundan bahsedilmistir. Bu farkli ebat
kaplarin kiigiik bir bitki muamele edildiginde
az miktarda gazin kullanilmasini miimkiin
kildigr belirtilmistir. Gazin, ¢elik tiiplerde
ticari kaynaklardan edinilebildigi, bunlarin
icindeki basincin yaklagik 55 atmosfer oldugu,
gaz akiginin ise rediiksiyon valfi ile kontrol
edildigi bildirilmektedir [24].

Muamele esnasinda gazin ¢ok hizli bir
sekilde verilmemesi veya salinmamasinin ¢ok
o6nemli oldugu bildirilmistir. Aksi durumda
dokularm igindeki ve digtaki basing arasindaki
ani farklar tohum baglamada tam bozulmaya
neden olmaktadir. Deneyimler, dakikada
yaklasik 2.8x10° kg/m? (4 psi)’nin tatmin edici
bir degisim oranm1 oldugunu ortaya koymustur
[30]. Bitkilerin fizyolojik hasarindan kaginmak
icin, sikistirma siiresinin 1.5 saat, basing
bosaltmanin ise 3 saatten fazla siirdiigii [28],
muamele periyodunun sonunda, kap igindeki
basincin yaklasik 20 dakika siiresince yavas
yavas nispeten azaltildigi [24], gazin diistik bir
oranda (0.2 atm/dakika) igeri alinip birakildig
[14], gazin 10 dakikalik bir siire zarfinda
yavagga odanin icine uygulandigi [16]
caligmalar mevcuttur.

Muamele sonucunda ploidi diizeylerini
belirlemek i¢in  flow  sitometri (FC)
analizlerinden faydalanilmaktadir [2, 7, 13, 19,
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23]. Stoma boyu, stoma siklig1 ve polen tanesi
capt Olclimleri de belirlemelerde yardimei
olmaktadir [4]. Kok ucu kromozom sayimlari,
enzimatik maserasyon-hava—kurutma
prosediirine  [15]  gore  gergeklestirile
bilmektedir [17].

Cesitli caligmalarda Arabidopsis thaliana,
Avena sativa, Begonia spp., Crepis capillaris,
Datura stramonium, Gossypium hirsutum,
Hordeum spp., Lilium spp., Phalaris spp.,
Psathyrostachys juncea, Solanum spp.,
Trifolium spp., Triticum spp., Tulipa spp., Zea
mays bitkilerine N.O muameleleri yapilmis
tirler ve hatta g¢esitler diizeyinde farkl
sonuglar alinmustir.

Asmada N-O muamelesi ile ploidi elde
edilmesine yonelik bir caligmaya
rastlanmamigtir. Bu ¢alisgmada N.O ve diger
etmenlerin gesitli  tiirlerdeki etkileri
incelenerek asma poliploidi 1slahi
caligmalarina katki amag¢lanmugtir.

AZOT PEROKSIDIN UYGULAMLARI

Aragtiricilar Tulipa spp. bitkileri iizerine
N.O  uygulamasiyla tetraploidler elde
etmiglerdir. Segilen birtakim klonlar orijinal
ebeveynlerine gore daha uzun g¢igek Omrii
gostermistir [32].

N-O muamelesinin, bugdayda poliploidler
tretmek ic¢in etkili bir ara¢ oldugunu
kanitladigini belirten arastirmacilar,
muameleden 24 saat 6nce tozlanan Triticum
dicoccum Khapli’nin basaklarini, 5, 10 ve 15
saatlik periyotlarin her biri i¢in 3 veya 6
atmosfer basingta N-O muamelesine maruz
biraktiktan sonra yapay bir ortamda kiiltiire
almiglardir. 5 saat boyunca uygulanan
materyalde herhangi bir kromozom sayisi
sapmasina rastlanmamistir. 3 ve 6 atm’lik her
iki muamele, 10 veya 15 saatlik basinglar,
muamele edilmis ¢igeklerden elde edilen
bitkilerin yiizde 70’inde veya daha fazlasinda
tetraploid  ve  anoploidler  iretmistir.
Andploidlerin biiyiik cogunlugu
hipotetraploidlerden olusmustur. En iyi basari,
6 atm, 15 saat siire basin¢li muamele ile elde
edilmis ve bu islemden gecirilen g¢igeklerin
%98’1 poliploidler ve andploidler vermistir

[18].
Crepis capillaris  bitkileri, tozlasmis
cigeklerinde birinci veya ikinci zigotik

boliinmelerinin gectigi anda dort ila alti saat
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boyunca on atmosfer basingh N2O ile muamele
edildiginde, déllerinde bol miktarda poliploid
ve anOploid bitkiler elde edilmistir [24].
Zambak hibritleri (2n=2x=24) arasindaki
F1 melezlerinin sekiz farkli genotipten 0.5-1
cm aras1 degisen ¢igek tomurcuklari, 24 ve 48
saat boyunca 6 bar basingh N.O gazi ile
muamele edilmis, toplam 41 bitkiden; 34
triploid (2n=3x=36), 7 tetraploid (2n=4x=48)
elde edilmistir. Tamamen kisir tiirler arasi

hibritlerde fertilligin, basingl N0
muameleleri ile onarilabilecegi sonucuna
vartlmustir [3].

Begonya ¢igek tomurcuklarina hem

trifluralin (10, 100 ve 1000 uM’de) hem de
N:0 (basingli gaz seklinde) muameleleri 2n
polen olusumunu tesvik i¢in uygulanmigtir. 3
erkek fertil (Begonia cucullata, Begonia
subvillosa, Begonia fischeri), 2 erkek kisir
melez (Begonia schmidtiana x B. cucullata ve
B. subvillosa x B. cucullata) ¢igek
tomurcuklarina 6 bar N2O ile 48 saat muamele
edilmistir. Polen DNA igerigiyle iliskili olan
polen biiytkligii, hem N2O hem de trifluralin
muameleleri sonrasinda artmis, ancak bilyiik

polenlerin indiiksiyonu genotipe bagiml
olmustur. Trifluralin erkek fertil tiirlerde
yalmizca Dbiiyllk polen iiretirken, N2O

muameleleri erkek kisir B. schmidtiana x B.
cucullata’da verimli polen iiretmistir. Sitolojik
aragtirmalar, trifluralinin neden oldugu 2n

gamet yerine 4n gamet ile sonuglanan
multintikleer monadlari indiikledigini
gostermistir.  Genel  olarak, trifluralin

muameleleri sonrasinda elde edilen bilyiik
polen diisiik ¢imlenme kabiliyeti gosterirken,
N:O muameleleri sonrasinda elde edilen biiyiik
polen ¢imlenme kabiliyeti yiiksek kalmistir.
Yiikseltilmis ploidi seviyesine sahip fideler
ancak, N:O muamelelerinden elde edilen
biiyiik polen ile melezlemeler yapildiktan
sonra elde edilebileceginden begonya’da 2n
gamet Uretmek ig¢in NO muamelelerinin
trifluralin - kullanimina tercih edilebilecegi
belirtilmistir [7].

Mayotik islemi N2O gazi ile tutarak Asya
hibrit zambaklarinin 2n polenini indiiklemeye
calisan arastiricilar farkli mayotik evrelerde
eklenen tomurcuklu bitkilere oda sicakliginda,
24 saat, basinca dayanikli tiipte 6 atm basingla
(N20:0:=5:1) muamele etmislerdir. Normal
zambak polen taneleri eliptik olmasina ragmen,
N-O muamelesi, kiiresel goriinen dev polen

taneciklerine neden olmustur. FC analizleri,
dev polen tanelerinin diploid oldugunu
gostermistir. Normal ve dev polen iceren
karigtk  polenler,  tetraploid  gesitlerle
melezlendiginde, ortaya ¢ikan fideler
tetraploid ve anoploid olmustur. Kolhisin
muamelesi yoluyla elde edilen poliploidlerin
yavas bitki gelisimi nedeniyle uzun siire ¢igek
vermedikleri [33], N2O ile muamelenin, 2n
zambak poleninin tiretimi i¢in yararli oldugu
ve tetraploid zambak 1slahi igin yeni bir
yaklagim saglayabilecegi belirtilmistir [2].

Arpa ve bugdayda N=O’nun
poliploidlestirici bir etmen olarak
kullaniminin, arpada tozlanma sonrasi 4 ila 24
saat ve bugdayda tozlagsma sonrasi 24 ila 48
saat arasinda uygulandiginda her iki tiirde de
etkili oldugu kanmtlanmistir. Bu araliklarda 4
atmosfer basingla muamele edildiginde,
arpanin  %75’1 ve bugday embriyolarinin
%54’ poliploid  olmustur.  Uretilen
andploidlerin orani bakimindan iki tiir arasinda
belirgin ~ bir fark bulunmustur. Kritik
muamelelerde  arpada muamele edilen
embriyolarin %5’ anoploid iken, bugday
embriyolarinin %42’si anoploid olmustur [10].

Aragtiricilar kolhisin veya N-O kullanarak
diploid takson veya hibridler ve triploid
hibridlerin indiiklenen kromozom katlamasi
yoluyla tetraploidlerin ve hekzaploidlerin elde
edilebilirligini artirmanin miimkiin
olabilecegini  belirtmislerdir.  Indiiklenmis
amfihekzaploidlerin genetik koprii olarak
kullanilmasinin, egzotik allelleri Actinidia
deliciosa’ya geri melezlemek igin en iyi
ihtimalleri sunabilecegini ifade etmislerdir
[21].

Heterozigot Arabidopsis thaliana
bitkilerini, homozigot, indirgenmemis
gametlerin Uretilecegi sekilde ikinci mayotik
boliinmeyi bozan farkli muameleleri test etmek
icin kullanan aragtirmaci, 6 bar N0
muamelesini sirasiyla 15 saat, 24 saat, 36 saat
ve 48 saat silireyle basinca dayanikli bir kapta
gerceklestirmistir. Sikistirma stiresi 1.5 saat,
basing bosaltma ise bitkinin fizyolojik
hasarindan kag¢inmak i¢in 3 saatten fazla
stirmiistiir. Basing altinda N-O uygulamasi ve
sicak uygulamasi ile ikinci boliinme onarimi
gametleri  indiikkleme c¢abasinin  basarili
olmadigini belirtmistir. Her iki uygulamadan
daha biiyiik polen elde edilmis olmasina
ragmen daha biiylik polen iretiminin zor
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oldugu, kolhisin ve oryzalin ile yapilan
kimyasal islemlerin, Arabidopsis bitkilerinde
beklenen daha biiyiik poleni tiretmedigi ifade
edilmistir [28].

N2O’nun, anter kiiltiirinden gen¢ bugday
bitkilerinin kromozom katlamasi {izerine etkisi
arastirtlmig ve kolhisin muamelesinin etkisi ile
karsilastirilmstir. Iki kolhisin muamelesi (24
saat boyunca %0.01 ve 9%0.005), iki N:2O
muamelesi (6 atm basingta 24 saat ve 48 saat)
ile kargilagtinlmigtir. Her iki N.O muamelesi,
muamele gérmiis bitkilerde tohum olusumunu
tesvik etmek icin %0.01 Kkolhisin kadar etkili
olmustur. Bununla  birlikte, kolhisin
muamelesi, muamele edilmis bitkilerin dnemli
bir bolimiint oldiriirken, N.O muameleleri
toksik goriinmemistir. N.O’nun kromozom
katlama etkisi, diisiik toksisitesi ile kombine
edildiginde, 6zellikle anter kiiltiiriiniin erken
safhalarinda, haploid bitkilerin kromozom
katlamasi arastirmalari i¢in kolhisine ilging bir
alternatif olabilecegi ifade edilmistir [14].

Sekiz farkli genotipten elde edilen musir
haploid fideleri, N-O gaz1 (600 kPa’da 2 giin)
ile muamele edilmistir. Altt  yaprakh
asamadaki (cicek primordia olusum evresi)
muamele, piiskiiller ve kocanlar iizerindeki
fertil bolgelerin olusumunu oOnemli Olglide
artirmistir. Boylece  muamele  edilen
haploidlerin yaklasik yaris1 (%44) kendine
tozlanmadan sonra ¢ekirdekler iiretmistir.
Kontrolde, kromozom kendiliginden iki katina

ciktigt igin  haploidlerin sadece %11’
kendilenmis cekirdekler Uretmisgtir.
Muameleden  sonra  verimli  alanlarin
olusmasinda giicli bir genotipik etki
gozlenmistir. Bu yontemin musir 1slah

programlarinda kendilenmis hat gelisimi igin
kullanilabilecegine vurgu yapilmstir [16].
Misirda (Zea mays L.) kromozom sayimi
icin N:20, Kkolhisin, trifluralin, APM, 8-
hidroksikuinolin ve sicaklik 6n—muameleleri
(soguk ve soguk — sicak - soguk)
karsilastirilmistir. Onceden hazirlanmis kok
uclari, enzimatik maserasyon ve hava ile
kurutularak hazirlanmis ve sayilabilir yapilar
ve mitotik indeksler kaydedilmistir. 3 saat
boyunca 10 atm’de N.O muamelesi, hazirlik
basina en cok sayilabilir kromozom Yapisi
(preparat basina 266.5) ve ortalama 44.2
ortiismeyen kromozom yapisi tiretmistir. 3 saat
streyle %0.04’liik  8-hidroksikuinolin ile
muamele etme, orta diizeyde sayilabilir
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kromozom yapilar1 sergilemistir (preparat
bagma 53.9). Kolhisin, trifluralin, APM ve
sicaklik 6n muamelelerinin etkileri sinirh
bulunmustur [15].

Poliploid bitkiler tiretmek i¢in N.O gazinin
kullanilabildigini ancak etki mekanizmasinin
bilinmedigini ifade eden arastiricilar, aktin ve
mikrotiibiil hiicre iskeletini, DAPI, FITC-bagl
tibiilin antikoru ve falloidin bagli Alexa Fluor
546 ile boyadiktan sonra fliioresan mikroskobu
kullanarak, Lilium spp. "Asya melez
zambaklar" 1 N20 ile muamele edilmis
mikrosporositlerinde gozlemlemislerdir.
Ayrica, L. longiflorum’un mikrosporositleri
N=O muamelesini takiben asetokarmin boyama
ile gozlenmistir. Tipik metafaz I mikrotiibiil
dagilimu, kontrol mikrosporositlerinde
gozlenmistir. N2O ile 24 saat siireyle muamele
edildikten sonra, mikrotiibiiller etkili bir
sekilde depolimerize edilmis; bu,
kromozomlarin  kutuplara dogru hareket
etmesini engellemis ve N.O ile muamele
edilmis hiicrelerin merkezinde kromozom
tutulmasina neden olmustur. Hiicre plag
olusumu gecikmesiz meydana gelmis bununla
birlikte diploid genomlu yavru bir hiicre ve
kromozom igermeyen bir baska yavru
saglamistir. Buna ek olarak, sitokinez sirasinda
anormal kromozom ayrigmasi nedeniyle N.O
muamelesi cogunlukla mikro c¢ekirdegi
indiiklemistir. Mikro sporositlerdeki aktin
filamentleri N.O’ya duyarsiz bulunmustur. Bu
bulgulara  dayanarak, aktin  filament
olusumuyla degil de N-O’nun, mikrosporosit
mayozunda mikrotiibil polimerizasyonunu
inhibe ederek poliploidizasyona aracilik
ettigini bildirmislerdir [19].

Triploid lalelerin, gii¢lii biiyiime ve biiyiik
cicek boyutu gibi agronomik olarak istenen
Ozelliklere sahip oldugunu ancak tiim kiiltiire
alinmus lalelerin yalnizca bir kisminin triploid
oldugunu belirten arastirmacilar, lalelerin
poliploid 1slahinda 2n polen elde etmek igin,
cicek soganlarina poliploidize edici etmen olan
N.O gazim1 uygulamislardir.  Lalelerde,
anterlerdeki mayozun, ekim ay1 ortasindan
sonuna ¢icek soganlarmin iginde olustugunu
belirtmislerdir. Anterlerde (¢igek
soganlarindan kesilen) mayoz, metafaz I’e
ulastiginda, aymi1 klonlarm diger ¢icek
soganlarina 24-48 saat boyunca N:O ile
muamele  etmislerdir. Muamele edilmis
bitkilerin ¢ogu, n, 2n ve andploid polen
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tanelerinin bir karisimini belirten, genis aralikli
veya bimodal boyut dagilimli polen taneleri
dretmistir. Dev polen taneciklerinin nispeten
yiiksek oranimi igeren polen kullanimi, nesilde
daha fazla sayida triploid getirisi egiliminde
olmustur. Dev polen taneleri sayisinin, N2O ile
muamele edilmis polen taneleri %10 siikrozda
siispanse edildiginde ve daha sonra bir naylon
elek vasitasiyla elendiginde artabilecegi ifade
edilmistir. Bazi melez kombinasyonlarda,
nispeten yliksek oranli dev taneli polenleri
icerse bile ¢ok az poliploid gozlenmistir. Yine
de, bu diisiik poliploid verimin, muhtemelen
triploid bir bloktan kaynaklandigini, sebebinin
diploid x N20 ile muamele edilmis bitkilerin
melezlemelerinde elde edilen (tohum zarfi)
kapstillerin, c¢ogunlukla triploid olan baz

anormal  tohumlar icermesi  oldugunu
belirtmislerdir. Embriyo kiiltliriiniin, anormal
embriyolarin  kurtarilmasinda  kullanigh

oldugunu ifade etmislerdir. Mevcut ¢aligsma,
lale 1slah1 sirasinda N2O kullanarak yiiksek
siklikta 2n polen (iiretilebilecegini ortaya
cikarmustir [23].

Phalaris canariensis ve Phalaris paradoxa
panikiillerinin ¢igeklenmeden kisa bir siire
sonra 4—12 saat 10 atmosfer basincindaki N-O
ile muamelesi, neslin baz1 bitkilerinde
poliploidi ve andploidiyi indiiklemistir [25].

Hordeum wvulgare L.’nin (2n=14), H.
bulbosum L. (2n=14) ile melezlemesinin, H.
bulbosum kromozomlarmmin se¢meli olarak
ortadan kaldirilmasiyla Hordeum vulgare
haploidlerinin yiiksek bir frekansina neden
oldugu ¢alismada, double haploidler, N.O veya
%0.1 kolhisin ile dimetil siilfoksit (DMSO)
muameleleri olarak ve olmaksizin {iretilmistir.
Tozlanmis ¢icekler (vulgare x bulbosum),
21.1x107% ila 42.2 x 1073 kg/m? basing (30 ila
60 psi) altinda N2O ile muamele edilmis,
basing ve uygulama siiresine bagli olarak
double haploidlerin frekanst %0 ila %100
arasinda degismistir. Bununla birlikte, en etkin
N:0O katlama muamelesinde fidelerin siklig1
¢ok diisiik (%0.5) olmustur. Oysa kontrollerde
tozlanan ciceklerin %17°si fideyle
sonuglanmigtir. %0.1 Kolhisin veya kolhisin +
DMSO ile muamele edilen haploid fidelerde
sirasiyla  %37.4 ve 9%55.8’de  katlanmus
boliimler meydana gelmistir. Tohum ayrica,
muamele edilmemis bitkilerin 38’inden elde
edilmis ve disiik bir dogal kromozom katlama
siklig1 gostermistir. Bitki bagina katlanmus filiz

orani, kolhisin + DMSO muamelelerinde
%61.6, kolhisin muameleleri icin %30.8
olmustur. Kolhisin + DMSO’nun gelismenin
erken safhalarinda arpa haploidlerini katlamak
icin en etkili muamele oldugu belirtilmistir

[30].

N:O ile muamele edilerek tiiretilmis
ototetraploid  kirmizt  yonca  (Trifolium
pratense L.) popiilasyonunun rastgele

eslenmis, birinci ve altinct nesilleri (2n=28)
erkek ve disi verimliliklerindeki degisimleri
belirlemek i¢in  incelenmistir.  Olgiilen
karakterler kromozom eslestirmesi, polen
boyana bilirligi ve tohum baglama olmustur.
Test edilen her jenerasyonda yaklasik olarak
esit sayida andploid (2n-1, 2n+l, 2n+2)
gozlenmistir. Bu andploidler, sera
melezlemelerindeki 6ploidlere kiyasla daha az
boyanabilen polen ve tohum iiretmis ancak
tarla korunmus kosullar altinda sadece 2n=27
genotipleri, Oploid genotiplerden (2n=28)
basak basina daha az tohum f{iretmistir.
Bununla birlikte, 27, 28 ve 30 kromozomlu
klonlar, 29 kromozomlu klonlardan daha hafif
tohumlar tretmistir. Sonug¢ olarak, rastgele
eslesen altt kusagin mayotik
konfigiirasyonlarin ~ degistirilmesi,  polen
boyana bilirligi ve tohum veriminde etkisiz
oldugu sonucuna varilmistir. Bu c¢alismada
dogrudan karsilastirilmasa da, anoploidlerin
N.O ve  kolhisin  tiirevli tetraploid
popiilasyonlarda  yaklagitk aynm1  siklikta
iretildigi goriilmiistiir. Anoploidler, tetraploid
kirmizi yoncanin diisiik tohum verimlerinde
acik sekilde onemli bir faktdr olmamustir.

Yiksek tohum verimi i¢in dogrudan
seleksiyonun  andploid  eksikligi  i¢in
seleksiyondan ~ daha  etkili  olabilecegi

izlenimini uyandirmustir [12].

Zayif fide biiyiime giicli, tamamlayic1 ot
olarak Rus yabani ¢avdarmin (Psathyrostachys
juncea (Fischer) Nevski) (2n=2x=14) yaygin
kullanimin1 smirlayan 6nemli bir faktordiir.
Indiiklenen poliploidinin bitki biiyiime giiciinii,
diger diploid tiirlerin &zellikle fide biiyiime
giiclinii arttirdig1 tespit edilmistir. Bagaklar elle
emaskiile edilmis, tozlanmis, tozlanmadan 20
ila 44 saat sonra 0.5 MPa basingta N-O ile
muamele edilmistir. Diploid ve ototetraploid
soy varsayilanlar stoma boyu, stoma siklig1 ve
polen tanesi ¢api Ol¢iimlerinden belirlenmistir.
Ploidi smiflandirmasi, mikrosporositlerden
aliman kromozom sayilar ile dogrulanmistir.
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Dokuz melezlemeden elli iki soy elde edilmis
ancak sadece 21’i ototetraploid, bir bitki de 29
kromozoma sahip andploid olmustur. Rus
yabani ¢avdarinin N2O ile muamele edilmesi,
diploid kontroller i¢in fide olusumunda iistiin
olan soylar ile mayotik olarak kararl
ototetraploid seleksiyonlariyla sonuglanmigtir
[4].

Begonyada farkli teknikler 2n polen
iiretimini indiiklemek veya frekanslarin tiirler
arast hibridizasyon, sicaklik stresi, FC polen
smiflandirmas1 ve N2O veya trifluralin gibi
hiicre dongiisii bozucular ile muamelelerde
oldugu gibi artirmak igin test edilmistir. N2O
muamelelerinin  kullanimi ¢imlenebilen 2n
polen ile sonuglanmug, ancak etki genotipe
bagimli bulunmustur. Ayrica, bu teknigi
kullanarak, erkek kisir bitkilerin canli 2n polen
tiretebilecegi ifade edilmistir. Trifluralinin
kullanimi esas olarak ¢imlenme kabiliyeti daha
zayif olan 4n polen ile sonuglanmistir. Sicaklik
kosullarindaki ~ degisiklikler =~ 2n  polen
iiretiminin frekansi iizerinde etkili olmasina
ragmen, diger teknikler, 2n polen iretimi
tizerinde hi¢ ya da ¢ok az etki gostermistir [6].

Pamuk fideleri, farkli yapida bes antitiibiil
bileseni, kolhisin, APM, N.O gazi, RH-4032
olarak adlandirilan bir benzamid ve yeni bir
fenilsikloheksen kolhisin benzeri RH-9472 ile
muamele edilmistir. Anti—tiibiil bilesiklerinin
iicii APM, RH-9472 ve RH-4032, senkronize
edilmis kok uglarinda 0.3 yada daha yiiksek
ortalama metafaz indeksleri saglamis ve
metafaz birikimi ic¢in standart etmen olan
kolhisine tercih edilmistir. N2O, metafaz
indekslerini arttirmak i¢in veya kromozom
kiimelenmesine neden olma egiliminde olan
diger mitotik bloke edici bilesiklerle uyumlu
bir sekilde hareket etmek icin az kabiliyet
gosterse de N20’nun kromozom dagilim
etkileri, yiiksek kaliteli kromozom
preparatlarinin {iretimine izin vermistir [13].

Misir (Zea mays L.), cesitli genetik ve
fizyolojik  c¢alismalar i¢in  model  bir
organizmadir.  Elit  kendilenmis  hattan
autotetraploid hatlarin indiiksiyonu, molekiiler
seviyedeki gen dozaj etkilerini arastirmak igin
degerlidir. N2O gazi, musir kendilenmis hat
Oh43’¢ dollenme esnasinda (tozlanmadan 30—
36 saat sonra) 20 saat siireyle uygulanmigtir.
N20 gazi muamelesinin 600—1000 kPa basing
arasinda tetraploidleri indiiklemede etkili
oldugu kanitlanmigtir. Muamele ayni1 zamanda
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¢imlenmemis ve bliziigmiis tanelerin oranini da
onemli Ol¢lide artirmistir. 12 kendilenmis hat,
tozlanmadan 30 ya da 36 saat sonra ya 800 ya
da 900 kPa basingta 20 saat N2O gaz ile
muamele edilmistir. Test edilen 12 hattin
9’undan tetraploid ya da tetraploid simf
anoploid  bitkiler basartyla iretilmesine
ragmen sadece 6 genotip dol iiretmistir.
Anoploidler, kirik kromozomlu bitkiler ve
kimeralar da muamele gormiis materyaller
arasinda bulunmustur [17].

Zambakta 4n embriyo indiiksiyonu igin,
bitkiler tozlanmadan 13 giin sonra 6 atm’de 72
saat N:O gaz1 ile muamele edilmistir.
Tozlanmis yumurtaliklara sahip bitkiler, N-O
gazi ile muamele edildikten sonra biiyiidiikce
gorsel olarak normallesmis ve bu kapsiiller
polinasyondan 75-85 giin sonra hasat
edilmistir. Bu kapsiillerden bir¢ok Dbitkicik
alimmistir. Rastgele secilen 49 fide arasindan
22’sinin FC analizi ile tetraploid oldugu ortaya
cikmustir.  Poliploid seviyesinde Lilium x
formolongi islahi i¢in hem erkek gamet hem de
zigotik embriyo manipiilasyonu i¢in N.O gaz
muamelesinin yararli oldugu kanitlanmistir
[27].

Yulaf bitkileri, tozlanmadan kisa siire sonra
N20 ile muamele edilmistir. Muamele edilmis
bitkilerin nesillerindeki andploidlerin yiiksek
siklig1, bu teknigin yulaf andploid serilerinin
tretiminde yararli bir ara¢ olabilecegini
gostermistir [9].

Diploid kirmizi yonca (Trifolium pratense
L.)’da kromozom katlamasi iizerine N.O
etkisini belirlemek icin, kesilmis basaklara 6
bar atmosferik basingta muamele edilmistir.
Muamele melezlemeden 24 saat sonra
baglamis ve takip eden 24 saat devam etmistir.
Cigeklenen bitkilerin %71’ polen boyutu baz
alimarak tetraploid olarak simiflandirilmistir.
Bu 136 bitkinin sonraki kok—ucu ve polen ana

hiicreleri  kromozom  sayilar1  119’unun
tetraploid, 3’iiniin diploid, 12’sinin anoploid
oldugunu ortaya koymustur. Kromozom

sayimlari1 yapilmadan once iki bitki 6lmiistiir.
Bu teknik Trifolium alpestre L. ve Trifolium
rubens L.’de sirasiyla %49 ve %79 tetraploid
tretmistir.  Trifolium noricum Wulf. ve
Trifolium pallidum Wald. ve Kit.”in kromozom
sayilart basariyla iki katina  ¢ikmustir.
Kromozom katlama kolaylig1 ve sikligi 6nemli
derecede yiiksek ve miksoploid iiretimi daha
once bildirilen kolhisin muamelelerinden daha
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disik bulunmustur. Muamele, Trifolium
hirtum All. ve Trifolium heldreichianum
Hausn i¢in toksik etki yapmigtir [31].

Datura ¢igekleri, muameleden 24 saat dnce
emaskiile edilmis ve kesilen anterler bir petri
kabinda tutulmustur. 24 saat sonra anterlerin
polenleri  serbest kalmis ve tozlagma
gerceklesmistir. Generatif ¢ekirdegin mitozu
iizerinde c—mitotik etkileri indiiklemek icin,
profaz veya on—metafazin sonunda, diger bir
deyisle mitotik ig olugmadan once, N.O gaz
muamelesinin  verilmesinin  esas  oldugu
bulunmustur. Tozlanmadan 4 saat sonra 26—
29°C sicaklikta, generatif ¢ekirdegin bu
safhalarda oldugu tespit edilmistir. Buna gore,
26-29°C’de bir ¢imlendirici i¢inde tutulan
bitkiler tozlanmadan 4 saat sonra gaz tiipiine
almmus ve 2 saat siireyle 4, 6 veya 9 atmosfer
basinca maruz birakilmistir. Birkag ¢esidin
Solanum tuberosum ¢igekleri emaskiile edilmis
ve 24 saat sonra Solanum phureja’dan yeni
polenle tozlanmistir. Solanum phureja’daki
polen tiipli mitozunun, tozlasmadan yaklasik 7
saat sonra 26-29°C sicaklikta Dbagladig
belirtilmistir. N2O muamelesi 2 saat boyunca 6
veya 9 atmosfer basingta uygulanmistir.
Muamele kosullari, Datura i¢in tanimlanan
kosullarla ayn1 olmustur. Gaz muamelesinden
sonra ciceklerin 2 veya 3 giin sonra diisme
egilimi oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte,
bu etki, ¢igeklerin Kalikslerine veya
yumurtaliklarima 6 ppm’lik konsantrasyonda
bir veya iki damla 2-4-D uygulayarak
diizeltilmistir. Buna goére, tohum elde etmek
amaciyla N>O gazina maruz birakilan bitkilere,
N-O deneyinden hemen sonra, yada bazen 24
saat sonra boOyle bir 2-4-D muamelesi
verilmistir. N2O ile 2 saat muameleden sonra,
gazin c—mitotik etkileri ¢ok net olmustur. S.
phureja’da N:O’nun metafaz kromozomlari
iizerindeki etkisi, pek fark edilememistir. Gaz
muamelesinden sonra sadece kromozomlar
daha kisalmig gibi goriinmiistiir. Tek onarma
sperm ¢ekirdegi polen tiipii mitozunun N-O
muamelesinden sonra kolayca
indiiklenebilecegi sonucuna varilmistir. Hem
Datura hem de Solanum’da, polen tiiplerinin
gogunun (%70 civar1), gaz mitozun dogru
evresinde uygulaniyorsa, onarma etkisi
gosterdigi  belirtilmistir. Bununla  birlikte,
uzatilmig bir gaz muamelesiyle hepsinin
etkilendigi ancak tohum elde etmek igin
N2O’nun  bitkiler {izerindeki genel zehirli

etkileri nedeniyle kisa bir muamele tercih
edilmesi  gerektigi  vurgulanmustir  [24].
Muamele edilmis Datura materyalindeki
tohum baglama normal bitkilerdekinden daha
diisiik ve kullanilan farkli basinglarin (4, 6 ve 9
atmosferde) o ylizdeler iizerine agik etkisinin
olmadig1 goriilmesine ragmen kabaca %50 ila
%7 arasinda degistigi tahmin edilmistir. Hem
Datura hem de Solanum’daki makul bir tohum
baglama, mitotik olarak bozulmus polen
tiplerinin embriyo kesesini ddlleye bildigini
ispatlamasa da, polen tiipii biiylimesinin N-O
gaz muamelesinden etkilenmedigini
kanitlamistir.  Polen  tanesinde  generatif
cekirdek mitozu aninda N2O uygulanirsa, ii¢
cekirdekli ~ polen  taneli ~ (Gramineae,
Chenopodiaceae, Compositae vb.) bitkilerde
de onarilan sperm cekirdeginin
indiiksiyonunun  olabilecegi  belirtilmistir.
Boyle muamele gérmiis polenin stigma tizerine
kondugunda sadece bir sperm c¢ekirdekli bir
polen tipli olusacagi belirtilmistir. Disi
ebeveyn gazla muamele edilmesine gerek
duymadigindan, gazin toksik etkilerinden
kaginilacagr belirtilmistir [22].

Lale  ¢esitliliginin = agirhiklt  olarak
diploidlerden (12 kromozomdan 2 grup,
2n=2x=24), bazilarinin triploidlerden
(¢ogunlukla Darwin hibritleri) ve nadiren
tetraploidden (2n=4x=48) olustugunu belirten
arastiricilar tetraploidler, diploidlerden daha
kuvvetli ve saglam oldugu icin daha fazla
tetraploid elde etmek fizere arastirma
yapmislardir. Mevcut tetraploidler ile ilgili bir
sorunun, dollerinin mevsimin ge¢ doneminde
cigeklenmis olmalari oldugunu ve bunun onlar
erken zorlamak i¢in uygun olmadigini ifade
etmiglerdir. Bir hafta 6nce tozlanan geng
tomurcuklari, bir giinde 5 ila 6 atmosferik
basing ile N2O olan bir silindire yerlestirerek
tetraploid fideler elde etmislerdir [29].

SONUC

Asmanin fenolojik gelisme sathalari
tizerine Eichhorn ve Lorenz tarafindan yapilan
ayrintili siniflandirma [1, 11] esas alindiginda,
22 farkli dénem altinda incelenen fenolojik
gelisme safhalarima gore 2 ila 7 araligindaki
asamalarin mitotik poliploidizasyon, 9 ila 17

araligindaki  asamalarin  ise  mayotik
poliploidizasyon i¢in uygun olabilecegi
diistintilmektedir.
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Stirgin ve kdok ucu aktif bdlgelerine
yapilacak muamelelerde de basari beklenebilir.

N20 muamelesi ile asmalarda
indirgenmemis gametlerin etkin bir sekilde
tesviki gerceklestirilebilirse ¢ekirdeksizlik,
tane boyutu, erkencilik, stres idaresi, salamura
yaprak Kkalitesi gelistirilmesi ve daha pek ¢ok
hususta gelisme kat edilecek poliploid
1slahinda yeni yollar agilacaktir.
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