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Sofralik tiziim (Vitis vinifera L.) diinya toplam iiziim {iretiminin yaklasik olarak %36’sim
olusturmaktadir. Ulkemizin mevcut pazarda yerinin tiiketici, pazar talepleri dogrultusunda korunmasi ve
gelistirilmesinde otokton iiziim ¢esitlerimizin dzelliklerinde iyilestirme yapilmasi, bulunduklar: ekolojilere
iyi adapte olmus yeni ¢esitlerin 1slah1 ve muhafazasi 6nem tasimaktadir. Poliploidizasyon, bitki 1slahinda
yeni gen kaynaklarinin olusturulmasi i¢in 6énemli bir aragtir. Ploidi seviyesi artirilan bitkiler tane iriligi,
yaprak biiyiikliigi, filokseraya dayanim gibi baz1 6zelliklerinde orijinal diploidlerine oranla daha iyi nitelik
kazanabilmektedir. Ploidi, kolhisin de dahil olmak iizere bircok antimitotik ajan kullanilarak
uyarilabilmektedir. Bu ¢alismada geleneksel, antik dénemden gelen, i¢ Anadolu Bolgesinin karasal iklimi
ve denizden yiiksekligi 1000 metrenin iizerinde, iklim ekstremlerinin siklikla yasandigi ekolojiye
adaptasyonu mitkemmel ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok tiziim’ ¢esitleri ve Tiirkiye’de son yillarda melezleme ile 1slah
edilmis ‘Trakya ilkeren’ ¢esidinde kolhisin uygulamalartyla poliploid genotiplerin elde edilmesi in vivo ve
in vitro kosullarda incelenmistir. Kolhisin uygulamalariin etkileri, uygulama yapilan genotiplerdeki
morfolojik ve sitolojik degisikliklerin takibi ve tetraploid ‘Kyoho’ iiziim ¢esidi ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir.

In vivo birinci yil uygulamalarinda diigiik konsantrasyonda Kkolhisin uygulamalarinda, siirgiin
biilyiimesinin cesitli oranlarda devam ettigi ve 10 g L kolhisin uygulamalarinda kotiledon déneminde
toksik etki sonucu kor fide olustugu belirlenmistir. Bitkilerde poliploid genotiplerin olusmasiyla stoma
boyutunun artmasi, stoma yogunlugunun azalmasi bu ¢alismada, in vivo ve in vitro kolhisin uygulamalar:
sonucu yapilan stoma 6zellik incelemeleriyle desteklenmistir. In vivo kotiledon uygulamalarimin birinci
yilinda, bitkilerin flow sitometri (FC) analizi sonucunda ploidi seviyelerinin orijinal diploidlerden farklt
olmadig1 anlasilmistir. In vivo ¢alismalarinin ikinci yilinda 5 g L™? kolhisin uygulanan ‘Eksi Kara’ ve 2 g
Lt ve 6 g L *kolhisin uygulanan ‘Trakya ilkeren’ fidelerinde kloroplast sayimlari ve FC analizi sonucunda
ploidi seviyesinin degistigi, tetraploid ve miksoploid genotipler olustugu tespit edilmistir. In vitro kolhisin
uygulamalarinda ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok iiziim’ gesitlerinde 10 mg L 1 ve 20 mg L " konsantrasyonlarinin
kloroplast sayilarini degistirdigi tespit edilmistir. Kloroplast sayisindaki 6nemli artiglar, tizerinde galigilan
genotipler de ploidi diizeyinin etkiledigini gostermistir.

Bu ¢alismada, kolhisin uygulamalarinin stoma 6zelliklerinde oOnemli degisikliklere neden
olduklar1 belirlenmistir Kolhisin uygulamalar1 sonucunda, stoma 6zellikleri orijinal diploidlerinden 6nemli
farkliliklar gosteren asma genotiplerinde, poliploid ve miksoploid genotiplerin olustugu kloroplast sayimi,
FC analizleri ve kromozom sayimlari ile tespit edilmistir. Poliploidi ¢alismalarinda, stoma gozlemlerinin



yanisira kloroplast sayimi, FC analizi ve kromozom sayimlarinin dogrulanmis sonuglara ulasmada 6nemli
araglar oldugu distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., mutasyon, poliploidi, Flow sitometri, iyilestirme
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Table grape (Vitis vinifera L.) production is approximately 36% of world production. Development
and improvement of the characteristics of our autochthon grape varieties are important for the improvement
and preservation of new varieties that are well adapted to their ecology in the preservation and development of
our country's current market place in line with consumer and market demands. Polyploidization is significant
tool for the generation of new germplasm resources in plant breeding. Plants with increased ploidy level may
have better quality than some of the original diploids in terms of berry size, leaf size and phylloxera resistance.
Ploidy can be induced using a variety of antimitotic agents, including colchicine.

In this study, polyploidy induction has been studied in in vivo and in vitro conditions with colchicine
applications in the grape varieties that traditional, ancient, autochthonous well adapted to the ecology
experiencing frequently climate extremes in the continental climate of Central Anatolia Region 1000 meters
above sea level 'Eksi Kara' and 'Gok Uziim', and 'Trakya Ilkeren' has been improved by crossbreeding in recent
years in Turkey. The effects of colchicine applications were evaluated by following morphological and
cytological changes in genotypes and comparing them with tetraploid ‘Kyoho’ grape variety.

In low-dose colchicine applications, shoot growth continued at various rates conditions at in vivo first
year and 10 g L™ colchicine applications caused blind seedling at the cotyledon stage as a result of toxic effects.
As a result of the formation of polyploid genotypes in the plants, the increase in stoma size and the decrease in
the stoma density were supported by stoma traits in this study. In the first year of in vivo cotyledon applications,
flow cytometry (FC) analysis revealed that ploidy levels were not different from the original diploids. In the
2nd year of in vivo studies, 5 g L™ colchicine applied 'Eksi Kara' and 2 g L™ and 6 g L™ colchicine 'Trakya
Ilkeren' seedlings in chlorophyll counts and FC analysis showed that the applications changed the level of
ploidy, tetraploid and mixoploid genotypes were detected. 10 mg L™ and 20 mg L™ colchicine doses in 'Eksi
Kara’ and ‘Gok Uziim’ varieties have resulted in significant changes in chloroplast counts at in vitro.
Significant increases in the number of chloroplasts have been shown to influence the level of ploidy in
genotypes studied.

In this study, it was determined that colchicine applications caused significant changes in stoma
characteristics. As a result of colchicine applications, polyploid and mixoploid genotypes were detected by
chloroplast count, FC analyzes, and chromosome counts in vine genotypes showing significant differences

Vi



from the original diploids. Polyploidy studies, as well as stoma observations, chloroplast count, FC analysis
and chromosome counts are thought to be important tools in reaching validated results.

Keywords: Vitis vinifera L., mutation, polyploidy, flow cytometry, improvement
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1. GIRIS

Asma (Vitis vinifera L.) ekonomik ve kiiltiirel dneme sahip, yerkiirenin en eski
bitkilerinden birisidir. 2016 yili verilerine gore diinyada yaklasik 7096741 ha alanda
77438929 ton iiziim iiretimi yapilmistir. Ulkemiz, 435227 ha alanda 4 milyon ton {iziim
tiretim miktari ile diinyada bagcilik yapilan iilkeler igerisinde alan bakimindan 5. (%6.6);
tiretim bakimindan ise 6. (%5.6) sirada yer almaktadir (FAO, 2018).

Diinyada iizim, sofralik, saraplik-siralik ve kurutmalik olmak iizere baslica {i¢
sekilde degerlendirilmektedir. Sofralik liziim {iretimi, diinya iiretim oraninin yaklagik
olarak %36’simm1 olusturmakta (OIV, 2017b) ve dis ticaret pazarinda Onemli yer
tutmaktadir. Uziim iiretimi bakimmdan 6nde gelen iilkeler arasinda yer alan Tiirkiye’de
toplam {iretimin yaklagik olarak %50’si sofralik olarak degerlendirilmektedir (TUIK,
2018). Tiiketici ve pazar talepleri dogrultusunda iilkemizin mevcut pazarda yerinin
korunmasi ve gelistirilmesinde otokton tiziim gesitlerimizin Gzelliklerinde iyilestirme
yapilmasi, bulunduklar ekolojilere iyi adapte olmus yeni ¢esitlerin 1slah1 ve muhatazasi
Onem tasimaktadir.

Otokton gesitler, geleneksel olarak yetistiricilik yapan iireticiler tarafindan sosyal,
ekonomik, kiiltiirel ve ekolojik ihtiyaglari dogrultusunda segilerek isimlendirilen ve
muhafaza edilen bolgesel kosullara adaptasyon saglamis bitki popiilasyonlaridir
(Teshome ve ark., 1997; Zeven, 1998; Alvarez ve ark., 2010). En gelismis Avrupa
ilkelerinde bile halen geleneksel tarimda marjinal ekonominin temelini
olusturmaktadirlar (Negri, 2005; Biasi ve Brunori, 2015). Genotip-¢evre iliskilerinin
optimum diizeyde olmas1 ve minimum dis girdi gerektirmeleri sayesinde yiiksek kaliteli
iziim ve Onolojik triinler liretme potansiyeline sahiptirler ve siirdiiriilebilir bagcilik i¢in
biiyiik 6nem tasimaktadirlar (Biasi ve Brunori, 2015).

Bitki 1slahinin temel prensipleri arasinda genetik gesitliligin saglanmasi ve bu
cesitlilik igerisinden istenilen ozelliklere gore seleksiyon yapilmasi yer almaktadir.
Genetik degisiklikler; melezleme, mutasyon, poliploidi gibi geleneksel ve geleneksel
olmayan yontemlerle olusturulabilmektedir (Sharma ve ark., 2009). Asmanin (Vitis
vinifera L.) yiiksek oranda heterozigotik bir bitki (Sharma ve ark., 2009; Di Genova ve
ark., 2014) olmasi sebebiyle melezleme 1slah1 ¢alismalarinda gelistirilmek istenilen
ozellikler diginda baska 6zelliklerde de degismeler meydana gelebilmektedir. Bu sebeple
adaptasyon yetenegi yiiksek yeni gesitler gelistirmek i¢in geleneksel 1slah ¢aligmalarinda

gereken siireyi kisaltmak ve kombinasyon islahi ile kazanilamayan agronomik



karakterlerin elde edilmesi amaciyla mutasyon ve poliploidi gibi geleneksel olmayan
caligmalar iizerinde de durulmaktadir.

Poliploidlesme, uzunca bir zamandir ¢ok ¢esitli bitki familyalarindan gelen bitki
tirlerine uygulanan bir tekniktir (Soltis ve ark., 2004) ve birgok bitki tiirlinde yeni gen
kaynaklarmin olusturulmasi ve 1slah ¢alismalart i¢in 6nem tagimaktadir (Yue ve ark.,
2017). Hiicre ¢ekirdeginde 2 veya daha fazla kromozom takimi bulunan bitkiler poliploid
olarak tamimlanmakta (Ramsey ve Schemske, 1998; Comai, 2005) ve bitkilerde
morfoloji, fizyoloji, sitoloji ve fitokimyasallar da dahil olmak iizere ¢esitli degisiklikler
meydana getirerek bitkilerin adaptasyon kabiliyetinde artig saglanabilmektedir (Notsuka
ve ark., 2000; Motosugi ve ark., 2002b; Ramanna ve Jacobsen, 2003; Thao ve ark., 2003;
Sattler ve ark., 2016; Chen ve ark., 2017). Bahge bitkilerinde poliploidinin yaygin
kullanim1 arasinda tetraploid bitkilerin elde edilmesi ve bunlarin daha sonra diploid
bitkilerle melezlenmesi yoluyla, triploid ¢ekirdeksiz genotiplerin elde edilmesi de yer
almaktadir. Birgok tiirde farkli ploidi seviyesindeki ¢esitler ticari olarak kullanilmaktadir
(Liang ve ark., 2011; Shi ve ark., 2015). Ornegin Japonya’da ‘Kyoho’, ‘Fujiminori’,
‘Pione’ gibi tetraploid iiziim cesitlerinin ticari olarak yetistiriciligi yapilmakta ve bu
gesitler alan bakimindan toplam gesitliligin %48’ini olusturmaktadir (Yamada ve Sato,
2016). Diinya liziim iiretiminde ilk sirada yer alan Cin’de ise toplam {iziim tiretim oraninin
%44’ inti ‘Kyoho’ ¢esidinin olusturdugu bildirilmistir (OIV, 2017a).

Kromozom katlama yani poliploidizasyon ¢esitli kimyasallar kullanilarak
yapilabilmektedir. Kolhisin, ¢ayir safrani veya giiz ¢igdemi bitkisinden (Colchicum
autumnale L.) elde edilen bir alkoloiddir ve poliploidi uyarimi i¢in en yaygin kullanilan
antimitotik ajandir. Bu antimitotik ajanin mitozu metafaz evresinde bloke etmesi
sayesinde hiicrelerde poliploidi olusmaktadir (Planchais ve ark., 2000). Tetraploid
bitkilerin elde edilmesi amaciyla birgok ¢aligmada kolhisinin etkileri denenmistir (Kuliev,
2011; Ma ve ark., 2014; Sinski ve ark., 2014; Kara ve ark., 2018a).

‘Eksi Kara’ ve ‘Gok Uziim’ (Vitis vinifera L.), Konya'da ekolojiye iyi uyum
saglamalar1 nedeniyle yogun olarak yetisen antik ve otokton iiziim ¢esitleridir (Kara ve
ark., 2017a). Bu dzelliklerinin yani sira ‘Gok Uziim’, ‘Eksi Kara’ ¢esidinin tozlanmasinda
kullanilan en 6nemli ¢esit niteligindedir (Kara ve ark., 2016b; Kara ve ark., 2017a). ‘Eksi
Kara’ ¢esidinin tozlayict ihtiyacinin (Kara ve ark., 2017b) ve pazarlama igin meyve
kalitesinin iyilestirilmesi gerekmektedir.

Geleneksel cesitlerin yetistigi alana olan adaptasyonlarinin bozulmadan

Ozelliklerinin gelistirilmesi 6nem tasimaktadir. Daha Once yapilan ¢alismalarda da



tetraploid ¢esitlerde diploidlere kiyasla olgunluk zamani, salkim ve tane sekli, tane rengi,
tane kalitesi, SCKM ve asit diizeyinde belirgin bir farkliligin olmadigi belirlenmistir.
Buna karsin, c¢eside bagli olarak tetraploidlerde tane iriliginde artis goriilmektedir
(Notsuka ve ark., 2000; Park ve ark., 2004; Yamada ve Sato, 2016). Ayn1 zamanda
tetraploid c¢esitlerin seker igeriginin diploidlere oranla fazla oldugu da bildirilmistir
(Kuliev, 2011). Poliploid bitkilerin gévdelerinin daha kalin, yapraklarinin genis ve koyu
renkli, koklerinin ise giiclii ve diploidlere gore daha genis yayilim gosterdigi, ¢igek, polen
ve tohumlarinin ise diploidlere gore daha iri oldugu saptanmistir (Motosugi ve ark.,
2002b; Sattler ve ark., 2016).

In vivo kosullarda poliploidinin uyarimi i¢in geleneksel olarak siirgiinlere, aktif
tomurcuklara, tohum veya fidelere kolhisin uygulamalar1 yapilmaktadir (Zhang ve ark.,
2008). Bu uygulamalarin yani sira in vitro yontemlerle de kromozom katlanmasi
saglanmaktadir. In vitro kosullar ve yontemler, kromozom katlama uygulamalarinin
gerceklesebilecegi kontrollii bir ortam saglar ve poliploidizasyon olusum oranini
arttirirlar.  Ayrica, in vitro sistemlerin dogasina bagli olarak, saf poliploidler,
miksoploidlerden ayrilabilir (De Schepper ve ark., 2004; Chen ve Gao, 2007; Aleza ve
ark., 2009). Konuyla ilgili dnceki galismalar, poliploidi uyarimi igin uygulama dozu,
stiresi, doku tipi ve uygulama yontemleri bakimindan farkliliklar goéstermektedir
(Dhooghe ve ark., 2011). Farkli asma gesitleri ile uygun kolhisin uygulama yonteminin
ve uygulama dozlarinin belirlenmesine yonelik yeni ¢aligsmalarin yapilmasina ve ploidi
diizeyi artirilmis cesitlerin elde edilmesine yonelik ¢alismalara gerek duyulmaktadir.

Bu calismada geleneksel gesitlerin tane tutumu, tane iriligi, gibi Kalite
ozelliklerinde iyilesme saglanarak, ¢esitlerin ploidi seviyelerinin arttirilmasi sonucunda
i¢c ve dis piyasada rekabet edebilecek, adaptasyon o6zelligi arttirilmig yeni genotiplerin
gelistirilmesi amaclanmigtir. Geleneksel antik donemden kalma ve yoreye adaptasyonu
iyi ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok Uziim’ ¢esitleri ve Tiirkiye’de 1slah edilmis ‘Trakya Ilkeren’
cesidinde kolhisin dozlartyla ploidi diizeylerinin gelistirilmesi in vivo ve in vitro

kosullarda incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kuramsal Temeller

Uygulanabilir 1slahta basar1 oraminin genetik varyasyona bagli oldugu
bilinmektedir. Mutasyonlar, genetik materyalde rekombinasyon veya genetik agilma
orijinli olmayan kalitsal degisikliklerdir (Acquaah, 2007). Bitkiler de dahil olmak iizere
herhangi bir organizmada mevcut olan genetik varyasyonlarin birincil kaynagini
olustururlar. Dogada bulunan genetik varyasyonlar, spontan mutasyonlarin orijinal
spektrumlarini temsil etmekten ziyade popiilasyonlarda genotip ve ¢evresel faktorlerin
stirekli etkilesiminin sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar. Spontan mutasyonlarin, ¢ok nadir ve
rastlantisal olarak ortaya ¢ikmalart nedeniyle bitki islah programlarinda kullanimlari
smirli kalmaktadir. Bu sebeple bitki 1slahgilar1 yapay olarak mutasyon tesviki iizerine
calismaktadirlar (Lonnig, 2005; Acquaah, 2007; Oladosu ve ark., 2016). Mutasyonlar
genis olarak gen diizeyinde veya nokta mutasyonlar (DNA dizisinde bir gen iginde
meydana gelir) ve kromozom yapisinda (ekleme, yer degistirme, kopya ve silme) ve
kromozom sayisinda (poliploid, andploid ve haploid) degisikliklere yol agan genler arasi
veya yapisal mutasyonlar olarak siiflandirilabilirler (Oladosu ve ark., 2016).

Mutasyonlar, gametik veya somatik hiicre kokenli olabilmektedir. Gametik
mutasyonlar bir nesilden digerine kaliimla aktarilabilir ve gelecek nesillerde etkisi
goriilebilir. Bununla birlikte, somatik bir dokudaki mutasyon, bitkide kimerik yapinin
olusmasina neden olmaktadir (Acquaah, 2007). Bitki kimeralar1, apikal meristemde
genetik olarak farkli hiicrelerin bulundugu bir mozaiktir ve periklinal, meriklinal ve
sektorel kimeralar olarak siniflandirilirlar. Cogu dikotiledon bitki birbirinden bagimsiz
iist iiste bulunan ti¢ farkli apikal hiicre katmanma (Li, L2, L3) sahiptir. Mutasyonun
yerlesim gosterdigi bolge ve apikal meristemde mutasyon olan hiicrenin mutasyona
ugramayan hiicrelere oranlar1 incelenerek kimera tipi belirlenmektedir (Szymkowiak ve
Sussex, 1996; Burge ve ark., 2002). Diger bitkilere benzer sekilde, asma (Dermen, 1947;
Thompson ve Olmo, 1963) bitkinin farkli kisimlarina katkida bulunan en az iki ayr1 hiicre
katmanina (L1 ve L2) sahiptir ve siirgiin apikal meristeminde bulunan kimerik yap1
sitokimera olarak adlandirilmaktadir. Asmada Li/L. oranina gore genel olarak periklinal
kimera goriildiigii daha onceki yapilan c¢alismalarda tespit edilmistir (Walker ve ark.,
2006).



Poliploidi, hiicre ¢ekirdeginin ikiden fazla tam kromozom takimina sahip olmasi
olarak tanimlanir, bitkilere biiyiik bir adaptasyon ve tiirlesme saglamaktadir (Ramsey ve
Schemske, 1998; Soltis ve ark., 2009; Jiao ve ark., 2011).

Ploidi seviyesi genellikle, nx kodlamasi ile temsil edilmektedir. Kromozomlarin
temel tam seti ‘x’ olarak tanimlanirken somatik hiicrelerdeki toplam kromozom sayisi
‘2n’ olarak belirlenmistir. Bir organizmanin kalitsal molekiiliindeki nukleotid dizilerinin
timii ‘genom’ olarak tanimlanirken (Keller, 2011), ploid organizmalarin tasidiklari
genom sayisina gore Latince sayilardan olusan on ekler kullanilmaktadir: iki tam
kromozom kiimesine sahip bir ¢ekirdek diploid (2x), li¢c tam kromozom seti (3x) triploid,
dort tam set tetraploid (4x), 5 tam kromozom set pentaploid (5x) olarak adlandirilmigtir
(Otto ve Whitton, 2000; Acquaah, 2007). Kromozom sayisindaki degisim, hiicrenin bir
veya birkag kromozomunu da igerebilir; bu durum andploidi olarak bilinmektedir.
Anoploid degisimler, s6z konusu tiiriin somatik kromozom sayisi (2n) ile iligkili olarak
belirlenir. Bu nedenle, diploid ve poliploid tiirlerden olusan andploid bireyler igin
terminoloji aymidir. Bir veya daha fazla tam genom igeren heteroploidi, 6ploidi olarak
isimlendirilmektedir (Acquaah, 2007; Sattler ve ark., 2016). Anoploid bitkilerin
gelisimsel anormallikler, kisirlik gibi nedenlerden dolay1 ekonomik yararliliklar: nadiren
degerlendirilmektedir (Lee ve ark., 2017).

Poliploidi, somatik doku hiicrelerinin iki katina ¢ikarilmasina dayanan mitotik
poliploidizasyon ve 2n gamet iiretilmesini saglayan mayotik poliploidizasyon olmak
tizere iki mekanizma ile uyarilabilmektedir (Ramsey ve Schemske, 1998). Mayotik
poliploidizasyon ile elde edilen 2n gametler, melezleme c¢aligmalarinda hemen
kullanilabilmekte ve 1slah siirecini bir nesil kisaltmaktadirlar. Buna ek olarak elde edilen
bireylerde genetik varyasyonun da artmasini saglamaktadirlar (Dhooghe ve ark., 2011).
Soguk, kuraklik, besin eksikligi veya yaralama gibi stres faktorleri ile indirgenmemis
gametlerin liretim oran1 artmaktadir (Parisod ve ark., 2010). Poliploid bitkiler, genomik
orijinlerine bagl olarak, otopoliploidler (bir tek atadan tiiretilen genomlara sahip tiirler)
ve allopoliploidler (iki farkli genomun hibridizasyonundan tiiretilen tiirler, ardindan
genomik katlama yapilmis tiirler) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Adams ve Wendel,
2005; Udall ve Wendel, 2006). Allopoliploidler de genellikle gercek ve segmental
allopoliploidler olmak {izere 2 alt sinifa ayrilirlar (Sattler ve ark., 2016). Gergek
allopoliploidler, uzak iliskili tiirler arasinda melezleme ¢alismalari sonrasinda elde edilir.
Mayoz boliinme sirasinda bivalent olustururlar ve alleller diploid genomlardaki gibi

ayrisirlar (Ramsey ve Schemske, 2002; Sattler ve ark., 2016). Yapilan calismalar,



allopoliploidi ve otopoliploidinin her ikisinin de dogada yaygin olmasina ragmen dogada
gbzlemlenen ¢ogu poliploid tiirin alloploid orijinlere sahip oldugunu gostermistir
(Ramsey ve Schemske, 1998). Son yillarda yapilan ¢alismalar genomik yapisal
degisikliklerin allopoliploidler de hizla gergeklestigini, oysa otopoliploid genomlarin
daha stabil kalmaya egilimli oldugunu ortaya koymustur (Parisod ve ark., 2010). Tek
basina ploidinin etkileri kesin olarak yalnizca somatik kromozom katlamasi sonucu elde
edilen otopoliploidler de belirlenebilmektedir ¢iinkii otopoliploidler, donor bitkilerden
genom biiyiikliigii bakimindan farklilik géstermektedirler (Cohen ve ark., 2013).
Poliploidler ayrica dogal ve sentetik olarak da siniflandirilabilmektedir. Dogal
ploidi spontan genom katlamasinin sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Yapay ploidi ise
hibridizasyonla veya uyarilmis sentetik genom katlamasinin sonucu ortaya ¢ikmaktadir
(Lloyd ve Bomblies, 2016). Somatik ikiye katlama, endomitoz veya endoreduplikasyon
gibi mitotik olaylar ile iliskilidir, bir zigot hiicresinde veya apikal meristematik dokularda
meydana gelebilir, bu da miksoploidlerin veya tamamen poliploid organizmalarin

olugsmasini saglar (Ramsey ve Schemske, 1998).

2.2. Kapah Tohumlularda Poliploidi

Poliploidi, bitkiler, hayvanlar, protistler olmak {izere li¢ 6karyotik alemde sik¢a
gortliir (Storchova ve Pellman, 2004). Bitki aleminde poliploidler, kapali tohumlular ve
egreltilerde yaygin olmakla birlikte (Schuettpelz ve ark., 2008) acik tohumlularda nadir
olarak goriliir (Jones ve ark., 2007). Kapali tohumlularin yaklasik %70’inin poliploid
oldugu tahmin edilmekte ve poliploid evrimin devam eden bir siire¢ oldugu bilinmektedir
(Masterson, 1994; Fawcett ve Van de Peer, 2010). Giiniimiizde kapali tohumlularda
bilinen en yiiksek ploidi seviyesi 80-ploidi (80x) Dam korugu bitkisinde (Sedum
suaveolens Kimnachii) gézlenmistir (Otto ve Whitton, 2000).

Poliploidinin nedenleri ve sonuglarinin aydinlatilmasi son yillarda birgok
calismanin ortak noktasi olmustur (Soltis ve Soltis, 1999; Otto ve Whitton, 2000; Wolfe,
2001; Ramsey ve Ramsey, 2014). Bu calismalar, ekolojik, genetik ve evrimsel
sonuglarinin yani sira siniflandirma, frekans, orijin ve antik poliploid olaylar da dahil
olmak tizere poliploidinin farkli yonleri hakkinda genis bir bilgi yelpazesi sunmustur
(Sattler ve ark., 2016).

Vejetatif olarak cogaltilan siis bitkileri ve meyve tiirlerinin arasinda ¢ok sayida
poliploid bitki vardir. Bununla birlikte, poliploidi, angiospermlerde tiim cinslerde yaygin

olarak bulunmamasi ve potansiyel olarak oldukca yararli sonuglart olmasindan dolay:



ekonomik agidan dnemi olan bitkilerde son yillarda yapay olarak uyarilmistir (Dhooghe
ve ark., 2011). Giiniimiiz de asmada ploidi iizerine pek ¢ok ¢alisma yapilmis olup haploid,
diploid, tetraploid ve andploid gibi farkli ploidi seviyelerine sahip genotipler elde edildigi
bildirilmistir.

2.3. Poliploidi Uygulamalari

Dermen (1964) tarafindan, Euvitis ve Muscadinia tiztimleri arasinda yapilan
melezlemelerde iki tiziim cinsinin kromozom sayilarinin farkli olusu nedeniyle ilk donem
1slahgilarinin basarisiz olduklart belirtilmistir. Euvitis ve Muscadinia {iziimleri arasinda
melezleme sonucunda elde edilen ‘N.C. 6-15°, ve ‘N.C.6-16" bireylerinin Kolhisin
uygulamalar1 sonucu elde edildigi ve bu melezlerin tamamen verimli oldugu
kaydedilmistir. Caligmalar sonucunda genis bir tetraploid gen havuzu olusturuldugu ve
bu bitkilerin bazilarinda tane, salkim o&zelliklerinin ebeveynleriyle ayni o6zellikleri
gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen bireyler sayesinde Euvitis cinsi 6nemli iiziim
cesitlerinin hastalik zararlhilara dayaniminin, sicak ve nemli bdlgelere adaptasyonunun
gelistirilebilecegi bildirilmistir.

Das ve Mukherjee (1967) tarafindan, farkli kolhisin uygulamalariyla asmada
ploidi seviyesi arttirilmak istenmis ve calisma sonunda kullanilan 13 genotipten 11
tanesinde tetraploid bitki elde edilmistir. Fide ve kiglik g6z uygulamalarinin pozitif sonug
verdigi, tohum ve kisa siireli kolhisin uygulamalarmin ploidi seviyesini degistirmedigi
kaydedilmistir. Kotiledon asamasindaki fidelere 9%0.2’lik kolhisin dozunun giin asir1 3
defa uygulanmasinin ploidi basarisini arttirdigi bildirilmistir. Kislik gézlere kolhisinin
%>5°lik gliserin igerisinde %0.25 ve %0.5” dozlarda giinasir1 3 defa uygulanmasinin en iyi
sonucu verdigi kaydedilmistir. ‘Beauty Seedless’ {iziim ¢esidinde %5 gliserin + %0.5
kolhisin uygulamasi sonucunda %29.1 oraninda tetraploid bitki olustugu bildirilmistir.
Tetraploid bitkilerin diploidlerine gore kuvvetli gelistigi tespit edilmistir. Buna ek olarak
tetraploid bitkilerin yapraklarinda dislilik miktarinda artma oldugu ve yaprak alaniyla
birlikte, yapraklarda kalinlagma ve yaprak renginde koyulagma, bogum aralarinda
kisalma ve kalinlagsma goriildiigii kaydedilmistir.

Rasuli ve Sotudeh (2007) tarafindan, ‘Bidaneh’ tiziim ¢esidinde kolhisin
uygulamalari ile ploidi uyarimi arastirilmistir. Siirglinler iki goz iizerinden budandiktan
sonra siirgiin gelisimi her giin kontrol edilerek gdzlerin uyanmaya basladigi donemde
%0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9, 1.1 kolhisin konsantrasyonlar1 24, 48, 72 ve 96 saat siire ile

pamukla emdirilerek gézlere uygulanmistir. Uygulamadan 60 giin sonra yaprak drnekleri



alinarak stoma gozlemleri yapilmistir. Verilerin analiz edilmesinden sonra %0.9 ve 1.1
kolhisin dozlarinin 96 saat siire ile uygulanmasimnin ‘Bidaneh’ ¢esidinde ototetraploidinin
tesvikinde en iyi sonucu verdigi bildirilmistir.

Kuksova ve ark. (1997) tarafindan, asmada in vitro antimitotik uyarim etkinligi
calistlmustir. Vitis vinifera kiiltiir ¢esidi ‘Podarak Magaracha’ yaprak eksplantlarindan
somatik embriyogenesis ile rejenerasyonun gergeklestigi bildirilmistir. Rejenere olan
bitkilerin k6k ucu hiicrelerinde kromozom sayma islemi gergeklestirilmis ve ¢alisilan 242
bitkiden 6 tanesi (%2.5) tetraploid (2n=4x=76) olarak teshis edilirken kalan bitkiler
diploid (2n=2x=38) olarak tanimlanmistir. Bunlar arasinda kimerik ve andploid bitkilere
rastlanilmadigi kaydedilmistir. Gama 1sm1 (5-100 Gy) uygulamasimin tetraploid bitki
olusum sikligin1 baslangig kiiltiiriinde (%7) ve embriyonik kalluslar da (%7.6) arttirdig
ve andploid bitki olusumu tespit edilmistir. Kolhisin uygulamalarinin tetraploid bitki elde
edilmesinde etkili olmadig: bildirilmistir.

Karatas ve Kunter (2012) tarafindan, ‘Sultani Cekirdeksiz’ ve ‘Kalecik Karas1’
liziim ¢esitlerinde uyarilmis mutasyonunun etkileri sitolojik olarak belirlenmistir. Sadece
‘Sultani Cekirdeksiz’ 30 Gy 34 nolu bireyde, gama radyasyonu uyarimi sonucu 2n’den
daha fazla ploidi seviyesine sahip hiicre yapisinin gézlemlendigi kaydedilmistir.

Notsuka ve ark. (2000) tarafindan, diploid (29 adet), triploid (ii¢ adet) ve tetraploid
(bir adet) asma genotiplerinde in vitro kosullarda mikro ¢eliklere kolhisin uygulamalari
yapilmustir. Calismada %0.05°1ik kolhisin dozunun 1 ya da 2 giin siireyle uygulanmasinin
tetraploidinin tesviki i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Uygulama yapilan gézlerden siiren
stirgiinlerde anormal yaprak tipi olustugu ve bunlarin bazilarinin sitokimera (2x+4x)’lara
doniistiigli saptanmistir. Diploid c¢esitlerin  kolhisine olan yanitinin farkli oldugu;
tetraploid bitki elde etme bakimindan V. vinifera genotiplerinin Amerikan hibritlerinden
daha olumlu sonug verdigi belirlenmistir. Caligma sonucunda tetraploid bitkilerin diger
formlara gore daha giicli gelistigi, kolay koklendigi ve uzun yillar bu yapisinin
degismeden kaldigi, 3x+6x ve 4x+8x sitokimeralarin disar1 aktarma siiresince
kayboldugu ve sirastyla triploid ve tetraploid kaynagina doniisiim yaptiklar: bildirilmistir.

Ma ve ark. (2014) tarafindan, ‘Zaoheibao’, ‘Jingya’, ‘Zaomeigui’ ve Guibao’
poliploid iiztim ¢esitlerinde poliploidi 6zelliklerinin tanimlamasi ¢alisilmistir. Diploid
hibrit tizim ¢ekirdeklerine ¢imlenmenin ilk asamasinda giindiiz sicakliginin 25 °C ve
gece sicakliginin 20 °C oldugu kontrollii sartlarda 48-72 saat siireyle %0.6’lik kolhisin
dozu uygulanmistir. Cimlenme sonucu elde edilen bitkilerde morfolojik goézlemleri

takiben L; ve L. tabakalarindaki meristematik hiicrelerde kromozom sayimlari



yapilmistir. K6k ucunda yapilan kromozom sayiminin ardindan ebeveynleri 2n=2x=38
iken elde edilen bireylerdeki kromozomlarin 2n=4x=76 yapida oldugu tespit edilmistir.
Polen ve stoma boyutlari ile bekgi hiicrelerdeki kloroplast sayisina goére tetraploid oldugu
belirlenen iiziim genotiplerinin, ¢evresel sartlara adaptasyonlarinin iyi ve hastaliklara
dayanimlarinin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Chen ve ark. (2014) tarafindan, geleneksel melezleme islahi ile kimyasalla
uyarilmis mutasyon uygulamalari birlestirerek yeni bir 1slah stratejisi olarak ¢alisilmustir.
‘Guibao’, ‘Guibao’ x ‘Zaomeigui’, ‘Guibao’ x ‘Fenghuang 51° ve ‘Guibao’ x ‘Jingfeng’
melezlerinin diploid yapili ¢ekirdekleri ¢cimlendirilerek, iki sicaklik derecesinde (giindiiz
25 °C’de gece ise 20 °C’de) kolhisinle muamele edilmistir. Uygulamalardan sonra fideler
araziye dikilmis, morfolojik incelemeleri takiben, meristematik hiicrelerden alinan
kesitlerde kromozom sayimlar1 yapilarak Li, Lo ve Lz tabakalarmin ploidi diizeyleri
dogrulanmistir. Bu yontemin, melezleme 1slahiyla tretilmis farkli genotipler de ¢oklu
islah gruplarmin secilmesinde ve kimyasal antimitotikle poliploid yeni cesitlerin
gelistirmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir. Kullanilan stratejinin, erken olgunlasan
tetraploid ‘Zaoheibao’ Avrasya ¢esidinin (ploidi yapisal tipi 4-4-4) 1slahinda basariyla
uygulandigi kaydedilmistir.

Chang ve ark. (2010) tarafindan, ‘Victoria’ iziim ¢esidinin siirgiin eksplantlar1 24
veya 48 saat siireyle kolhisin ¢ozeltisinde (%0.05 veya %0.1) bekletildikten sonra kiiltiire
alimmistir. Kromozom katlama i¢in en iyi sonug siirgiin eksplantlarindan alinan iiglincii
ve dordiincii bogumlarin 48 saat %0.05°1ik veya 24 saat %0.1 lik kolhisin ¢6zeltisinde
bekletilmesiyle elde edilmistir. Tlk jenerasyonda hiicrelerin katlanma oranlarinin sirastyla
%33 ve %31 oldugu ve kimeralarin alt kiiltiir yapilmasiyla poliploid hiicre oraninin
yaklasik %10 arttig1 kaydedilmistir. Kimeralarin 4. ve 6. alt kiiltiiriinde poliploid hiicre
oraninin %75.8-96.6 diizeyine ulastig1 bildirilmistir. Kok uglarinda kromozom sayisinin
belirlenmesi i¢in optimum 6rnekleme zamaninin saat 9:30 oldugu belirtilmistir.

Acanda ve ark. (2013) tarafindan, ‘Mencia’ tiziim g¢esidinde embriyonik
slispansiyon kiiltiirii ile somatik embriyogenesis ¢alisilmistir. Somatik embriyo tesviki
icin, IAA, BA, 1 uM 2,4- D ve 4.5 uM TDZ (tidiazuron) biiyiime diizenleyicilerinin dort
kombinasyonu, Nitsch ve Nitsch makro ve mikro elementleri ve Murashige ve Skoog
vitaminleri iceren siv1 besin ortaminda embriyonik siispansiyon kiiltiirii yapilmistir. BA
yerine TDZ kullanilmasiyla bu gesit i¢in dnceden bildirilen seviyenin {istiinde tesvik orani
saglandig1 ve diger cesitler i¢cin de onceki sonuglara nispeten uyarim oraninin arttigt

bildirilmistir. Bitkiye donlisen somatik embriyolarda FC yontemiyle yapilan analizde
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ploidi seviyesi %5.6 oraninda tetraploid olarak tespit edilmistir. Diploid somatik
embriyolardan gelisen bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriginin, arazide yetistirilen diploid
bitkilerden daha diisiik (%6.7) oldugu ve bu protokoliin diisiik seviyelerde somaklonal
varyasyona neden oldugu bildirilmistir.

Acanda ve ark. (2015) tarafindan, ‘Mencia’ saraplik iiziim ¢esidinde siispansiyon
kiiltirinde gelisen embriyonik hiicre kiimelerine kolhisin uygulanmast ile tetraploidinin
uyarildigr etkin bir prosediir gelistirilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda kolhisin
uygulamalarinin embriyonik kallus kiimelerinin embriyonik potansiyelini ve yasama
oranini Onemli oranda azalttigi tespit edilmistir. Kolhisin ile muamele edilmeyen
bitkilerin kromozom sayilarmin korundugu, uygulama yapilmis eksplantlarda ploidi
seviyesinin yliksek oranda varyasyon gosterdigi tespit edilmistir. %0.2 kolhisin dozunun
tetraploid bitkicik (% 25) eldesi i¢in en etkili doz oldugu kaydedilmistir. Calisma boyunca
kimerik ya da miksoploid bitkilere rastlanilmadigi belirtilmistir. Yapilan calisma
yontemiyle asma somatik embriyolarindan kimerik bitki olusmasimin engellendigi
sonucuna varilmistir. Bu protokoliin kullanilmasiyla asma genetik ¢esitliliginin artiginin
saglandigr ve yontemin cesit gelistirmek i¢in degerli bir ara¢ olabilecegi sonucuna
varilmgtir.

Ekbic ve Tangolar (2016) tarafindan, ‘Trakya ilkeren’ ve ‘Flame Seedless’ iiziim
cesitlerinde kolhisin uygulamalar1 ile in vivo kosullarda poliploidinin uyarimi
caligilmistir. Kolhisin uygulamalar1 %0.5, %0.75 ve %1°lik kolhisin ¢6zeltisine batirilmis
pamuklarmn siirglin uglarina 1, 3 ve 5 giin giireyle kapatilmasiyla yapilmistir. “Trakya
Ilkeren’ cesidinde %1; ‘Flame Seedless’ ¢esidinde ise %0.75 ve %1 dozlarnin siirgiin
uclarinin tamaminin kurumasina neden oldugu saptanmistir. Her iki ¢esitte canli siirgiin
ucu orani acisindan kontrole en yakin sonuglar 9%0.5’1ik kolhisin dozunun 1 ya da 3
giinliik siirelerle uygulanmasindan elde edilmis; ‘Trakya ilkeren’ cesidinde %0.75’lik
dozun 3 ve 5 giin siireyle uygulanmasinda ise canlilik oranlarinin %50 nin altina distigi
gbzlenmistir. Kolhisin uygulama doz ve siirelerinin artisina bagli olarak her iki gesitte
yaprak alani ve siirgiin uzunlugu degerlerinde ve stoma sayisinda azalma; stoma genisligi
ve uzunlugunda artig saptanmustir.

Kara ve ark. (2018a) tarafindan, 41B anaci tek g6z celikleri sera kosullarinda
koklendirilerek hizli bitylimeye gegtikleri donemin hemen basinda farkl siire (24, 48, 72
ve 96 saat) ve dozlarda (%0.1, %0.3, %0.5, %0.7, %0.9 ve %1.1) kolhisin uygulamalari
yapilmis ve poliploidi uyarimina yonelik etkileri incelenmistir. Kolhisin uygulamalarinin

doz ve uygulama siirelerine gore morfolojik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir.
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Stoma boyu, stoma genisligi ve stoma alaninda artis stoma sayisinda ise azalma tespit
edilmistir. Ancak (FC) analizlerinde sitolojik degisiklik tespit edilmemistir. Sonugta, 41B
tek goz celiklerinden olusan siirgiinlere farkli doz ve uygulama siireleriyle yapilan
kolhisin uygulamalar1 sonucu farklilik oldugu disiiniilen 240 adet materyalde FC
analizine gore mitotik otoploid bitkilere ulasilamadigi kaydedilmistir. Bununla birlikte
kolhisinle muamele edilmis materyalde tespit edilen 6nemli morfolojik farkliliklar ve FC
analizlerindeki sinirli varyasyon nedeniyle materyalin gelisiminin takip edilmesi
amaciyla araziye aktarilarak izlendigi bildirilmistir.

Kara ve ark. (2018c) tarafindan, farkli asma fidelerinde poliploidi uyarimina
yonelik, apikal meristem bélgelerine farkli kolhisin (Kontrol, 1g L%, 2g L%, 3gL? 4g
L1, 5 g LY 6 g LY dozlart uygulanmistir. Morfolojik ve sitolojik parametreler,
poliploidizasyon islemlerinden 16 hafta sonra degerlendirilmistir. Tetraploid uyarimi i¢in
test edilen tziim genotiplerinde morfolojik ve sitolojik analizler sonucunda asma
fidelerinin ebeveynleri gibi 2n = 2x = 38 yapida oldugu ve kolhisin kaynakli mutasyonun
basarisiz oldugu belirlenmistir. Diger taraftan 5 g L™ uygulamasi yapilmis ‘Trakya
Ilkeren’ cesit fidelerinde andploid (2n = 2x = 40) bitki oldugu tespit edilmistir. Uziim
genotiplerinin genom katlamasi i¢in kolhisin uyarimina neredeyse hi¢ cevap vermedigi
bildirilmigtir.

Ozalp ve ark. (2018), tetraploid hatlarin elde edilmesi amaciyla ‘Michele Palieri’
sofralik tiztim ¢esidi fidelerinde kotiledon asamasinda 4 farkli kolhisin (%0.3, %0.6,
%0.9, %1.2) uygulamasiin etkilerini belirlemislerdir. Uygulamalar sonrasinda siirgiin
ucunda kuruma olmadig1 ve canlilik oranlarinin %100 oldugu belirlenmistir. Kolhisin
uygulamalarinin siirglin uzunlugunu degisen oranlarda etkiledigi kaydedilmistir. FC
incelemeleri sonucunda tiim Orneklerde diploid yapiin korundugu, kolhisin
uygulamalarinin kromozom sayisinda degisiklik meydana getirmedigi tespit edilmistir.

Orneklerin DNA igeriklerinin 1.00 pg diploid (2n) biiyiikliigiinde oldugu belirlenmistir.

2.4. Poliploidinin Tespiti

Ploidi seviyesinin arttirilmasi, ploidinin uyariimasi, basari oraninin 6l¢iilmesi ve
dogrulama siireclerini icermektedir. Uyarma asamasi, ortam, mitozu dnleyen etken, doku
tipi, uygulama siiresi ve konsantrasyonlar: olmak iizere ¢ok sayida degiskene baghdir.

Poliploidi basarisinin 6l¢iilmesi ve sonuglarin dogrulanmasinda, kromozom sayimi, flow
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sitometri analizi ve alternatif olarak morfolojik go6zlemlerden faydalanilmaktadir
(Dhooghe ve ark., 2011).

Bitkilerde stoma iriligi ve birim alanda bulunan stoma sayisi ile ploidi diizeyi
arasinda iliski bulunmaktadir (Sattler ve ark., 2016).

Yamane ve Kurihara (1980) tarafindan, ‘Neo Muscat’ ve ‘Thompson Seedless’
tiziim gesitlerinde tomurcuklar %0.2°1ik kolhisin ¢6zeltisinde bekletilerek sirasiyla dort
ve ti¢ adet tetraploid bitki genotipi elde edilmistir. ‘Neo Muscat’ ¢esidinden elde edilen
tetraploid bitkilerin stoma biiyiikliigiiniin diploidlerden %40 oraninda daha biiyiik, 1 mm?
alandaki stoma sayisinin ise diploid bitkilerle karsilastirildiginda yaklasik %40 oraninda
daha az oldugu belirlenmistir.

Boso ve ark. (2016) tarafindan, Vitis tiirleri arasindaki stoma yogunluklari
karsilastirilmistir. Calismada, 12 tiziim ¢esidinde, dogrudan bir {iretici melezinde (DPH)
ve V. vinifera olmayan SO4 ve 110 R anaglarinda, yapraklarin alt epidermisindeki stoma
yogunlugu ve boyutu incelenmistir. En yiiksek stoma yogunluklar1 ‘SO4’, ‘Chasselas
Dorée’, ‘Albarifio’ ve ‘Cabernet Sauvignon’ genotiplerinde belirlenirken en diisiik stoma
yogunlugu ‘Castafal’, ‘Torrontés’, ‘Caino Blanco’ ve ‘Jacquez’ (DPH) gesitlerinde tespit
edilmistir. Diger tiim incelenen gesitler arasinda en yiiksek stoma uzunlugu ve genisligi
‘Treixadura’ ve ‘Caiflo Blanco’ gesitlerinde tespit edilmis, en kisa ve dar stomalar
‘Jacquez’ (DPH) gesidinde belirlenmistir. Cesitlerin yaprak boyutlar1 ile stoma uzunlugu
veya genisligi arasinda herhangi bir iliski tespit edilememistir. Incelenen degiskenler ve
vinifera’ya ait olma durumu arasinda da herhangi bir baglant1 tespit edilmedi
bildirilmistir.

Yang ve ark. (2006) tarafindan, asmalarda diploid somatik embriyolara 10 ve 20
mg L kolhisin konsantrasyonlar1 1, 2 ve 3 giin araliklarla uygulanmis ve uygulamalar
sonucunda elde edilen bitkilerde ploidi seviyesi stoma gozlemleri ve FC analizleriyle
kontrol edilmistir. Stoma uzunlugu diploid genotipler de 26.2 um tetraploid genotipler de
ise 36.6 um olarak tespit edilmistir. Diploid genotiplerin stoma genisligi degeri 18.4 um
olarak belirlenirken tetraploid genotiplerin stoma genisligi 26.6 um olarak kaydedilmistir.
Birim alana (1 mm?) alana diisen stoma sayis1 diploid genotiplerde 187.2 adet mm,
tetraploid genotiplerde ise 160.6 mm olarak tespit edilmistir.

Kunter ve ark. (2015), ‘Kalecik Karas1’, ‘Sultani Cekirdeksiz’ ve ‘Uslu’ tiziim
cesitlerinde iyonize radyasyon uygulamalari sonucunda elde edilmis kimerik
genotiplerde stoma yogunlugu, biiyiikliigii ve yapisal 6zellikleri incelemislerdir. Iyonize

radyasyon uygulamalarinin stoma yogunlugu ve biiyiikligii tizerindeki etkisi dnemli
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bulunmustur. Kimerik yapili bitkilerde stoma yogunlugunun kontrole goére azalis
gosterdigi kaydedilmistir. ‘Kalecik Karasi’, ‘Sultani Cekirdeksiz’, ‘Uslu’ ¢esitlerinde
stoma yogunluklarinin sirasiyla 158.64-115.38, 209.12-151.43, 201.91-151.43
adet/mm? arasinda degistigi tespit edilmistir. Kimerik bitkilerde genel olarak stomalarin
epidermise gomiilii oldugu gozlenmistir.

Kromozom sayimi, hiicreler i¢indeki ger¢ek kromozom sayisinin belirlenmesini
saglar dolayisiyla analizler i¢inde en kusursuz, en eksiksiz olanidir, ancak sitogenetik
teknikler zahmetlidir ve tiirlere gore 6zel protokoller gerektirmektedir. Hiicrelerin etkili
bir sekilde boyanmasi ve mikroskobik olarak gorsellestirilmesi gerektiginden, yontem
zaman alici ve emek yogunlugu gerektirmektedir. Ozellikle cok kiigiik boyutlu
kromozomlar sayilirken, hiicrelerin 3 boyutlu yapilar1 nedeniyle kromozom sayimlarinda
yanligliklar yapilabilmektedir (Ochatt ve ark., 2011).

Asmada kromozom arastirmalart 1920'lerin sonunda baslamigtir. Kromozom
sayisinin belirlenilmesi tizerine odaklanilmasi, Olmo (1937) tarafindan Vitis vinifera *da
kromozom sayimlari ile baglamistir ve su ana kadar, kendiliginden ortaya ¢ikabilen veya
uyartlmig kromozom katlanmasinin kromozom degisimlerine etkilerinin belirlenmesiyle
ilgili olarak devam etmistir. Vitis tiirlerinin kromozom sayisinin ¢ok olmasi yaninda
(2n=38), kromozom boyutlarinin kiiciikk olmasi aragtirmacilara giigliik ¢ikartmaktadir
(Kuksova ve ark., 1997; Pierozzi ve Moura, 2016; Castro ve ark., 2018). Karyotip
analizleri Vitis ve Muscadinia cinslerinin, tic temel kromozom kiimesine sahip eski
poliploidler olduguna dair ipuglari saglamistir. Bu kombinasyonlar, Vitis ‘de (6 + 7) + 6
=19 iken Muscadinia’da 6 (7) + 7 = 20 seklindedir (Jaillon ve ark., 2007; Cattonaro ve
ark., 2014).

Diger taraftan, flow sitometri (FC) kromozom sayisi bakimindan ¢ok az
aragtirmanin yapildigi bir bitkinin kromozom sayisi1 belirlenemediginde, ploidi diizeyinin
belirlenmesi i¢in son derece etkili bir yontemdir. FC analizi, DNA ig¢erigindeki bir artigin
kromozom sayisindaki artiglara karsilik geldigi varsayilarak, goreceli veya mutlak DNA
icerigi ile korelasyonla, ploidi diizeyi belirlenmektedir. Bilinen ploidi diizeyine sahip bir
ornegin DNA igerigi, analiz edilen numunenin ploidi diizeyini belirlemek i¢in bir standart
olarak kullanilir (Ochatt ve ark., 2011; Tuna, 2014).

Xie ve ark. (2015) tarafindan, asma anaci1 101-14 Millardet et de Grasset (Vitis
riparia x V. rupestris) (101-14 Mgt) (2n = 2x = 38) x Muscadinia rotundifolia cv.
Trayshed (2n = 2x = 40) melezlerinde in vitro kosullarinda tetraploidinin uyarilmasi igin

bir protokol olusturmaya calisilmistir. Farkli eksplant kaynaklari, kolhisin ve orizalinin 3
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farkli dozu ile 24, 48 ve 72 saat siire ile muamele edilmistir. Kolhisin ile muamele edilmis,
slirglin uglari, anterler ve pre-embriyonik kiiltiirlerde gelisen bitkilerde ploidi kromozom
saymmlart ve FC analizleriyle belirlenmistir. Stoma gozlemlerinin (stoma boyutu ve
sayilari, bekei hiicrelerdeki kloroplast sayilar1) ve ploidi seviyesi ile korelasyon gosterdigi
kaydedilmistir. Stoma bekei hiicrelerindeki kloroplast sayilarinin kromozom sayimi ve
FC olclimlerine gore kolaylikla yapildigi ve analizlerin yapilabilmesi ic¢in gereken is
giiciinii azalttig1 belirtilmistir.

Chen ve ark. (2009) tarafindan, ‘Red Globe’ {iziim ¢esidi siirgiinlerinden son
yillarda gelistirilen yeni genotipin ploidi yapisinin tespiti amaciyla stoma bekgi
hiicrelerinin boyutu ve bu hiicrelerdeki kloroplast sayilarinin belirlenmesi i¢in 6lgiim ve
sayimlar yapilmis ayn1 zamanda kok ucu hiicrelerinde kromozom sayimlari ile yapilan
gozlemler desteklenmistir. Yeni ‘Red Globe’ genotipinde stoma bekgi hiicrelerinin ‘Red
Globe’ iiztim ¢esidinden biraz daha uzun ve genisliginin ise daha dar oldugu, ebeveyn ve
yeni genotipte stoma bekgi hiicrelerinin kloroplast sayilarinin sirasiyla 10.63 ve 11.35
oldugu belirlenmistir. Stoma bekg¢i hiicrelerinde hem kloroplast sayilar1 hem de
boyutunda 6nemli bir farklilik olmadigindan yeni genotipin L1 katmaninin diploid oldugu
bildirilmistir. Yeni genotip ve ebeveyn ‘Red Globe’ polen tanelerinin biiyiikligiiniin
strastyla 35.46 ve 33.03 um oldugunu ve polen tanelerinin genisliginin de sirastyla 22.95
ve 18.04 pum oldugu bildirilmistir. Yeni genotipin polen tanelerinin uzunluk ve
genisliginde dnemli bir uzunluk farki oldugu ve bu yiizden yeni genotipin L2 yapisinin
ploidi seviyesinin tetraploid oldugu sonucuna varilmistir. Yeni genotipin kok ucu
hiicrelerindeki kromozom sayisinin 2n=4x=76, ‘Red Globe’ iiziim ¢esidinin 2n=2x=38
oldugu ve bu sonuca dayanarak ‘Red Globe’ iiziim ¢esidi yeni genotipinin L3 yapisinda
ploidi seviyesinin tetraploid oldugu belirtilmistir.

Prado ve ark. (2010) tarafindan, otokton 6 Ispanyol iiziim (Vitis vinifera L.)
cesidinde somatik embriyogenesis ile elde edilen bitkilerin ismine dogrulugu FC ve
mikrosatellit analizler ile test edilmistir. ‘Merenzao’ ¢esidi disinda test edilen tim
cesitlerden somatik embriyogenesis yoluyla tetraploid bitkilerin elde edildigini, ayrica
‘Albarin”o’ ¢esidinde bir oktoploid bitki ve ‘Torronte’s’ ¢esidinden de miksoploid iki
bitki elde edildigi bildirilmistir. Ploidi seviyelerindeki farkliligin somaklonal varyasyon
kaynakli oldugu sonucuna varilmistir. En yiiksek poliploidi oran1 (%28.57) ‘Brancellao’
cesidinde belirlenirken, ¢esidin arazideki ana bitkilerinin %50’sinin miksoploid oldugu

bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calisma 2016-2018 donemlerinde Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii uygulama serasi ve laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir. Denemede Konya
ili Hadim ilgesinden ve Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii gen
koleksiyonundan elde edilen ‘Trakya Ilkeren’, ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok Uziim’ gesitlerinin
tohumlari, tek goz ¢elikleri ve mikro ¢elikleri kullanilmistir. In vivo ve in vitro kosullarda
farkli eksplant kaynaklara farkli doz ve siirelerde kolhisin uygulamalar1 yapilmis ve
uygulamalarin poliploidi basarisina etkileri tespit edilmistir. Flow sitometri (FC) yontemi
ile sitolojik analiz de Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii

Laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.1. Materyal
Calismada kullanilan ‘Trakya ilkeren’, ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok Uziim’ ve ‘Kyoho’

lizlim ¢esitlerinin 6zellikleri asagida agiklanmistir.

3.1.1. ‘Eksi Kara’

Antik ve otokton tliziim ¢esidi Eksi Kara (Vitis vinifera L.), Konya-Karaman illeri
ve Orta Toroslarda antik caglardan beri yetistirilmektedir. Bu ekolojiye iyi adapte
olmustur. Uzerinde klon seleksiyonu ve diger 1slah ¢aligmalar1 halen devam etmektedir
(Kara, 2015). Popiilasyonda farkl: tipleri kabul edilmekle birlikte tarafimizdan yapilan
calismalarda bu farkliliklarin, ¢esidin dollenme biyolojisine bagli oldugu anlagilmistir.
Cesidin ¢igek yapisi fonksiyonel disidir. Bu nedenle bag tesisinde mutlaka dolleyici
ceside gereksinim duyar. Yorede Gok Uziim en &nemli tozlayicisidir. Déllenme icin
gelen polene bagli olarak tane seklinde farkliliklar ortaya ¢ikabilmekte ve bunlar da farkli
tipler olarak degerlendirilebilmektedir. Bolgede, iiretici baglarinda salkim ve tane
boyutlari, boncuklanma orani, tane gelisimi, ¢iceklenme donemindeki hava kosullar ile
bal aris1 aktivitesine bagimli tozlanmayla yakindan iligkilidir. Keselenerek kendine
tozlanan ¢igek salkimlarinda ¢ekirdekli tane baglama olmaz. Uretici baglarindan alinan
polen 6rnekleri canlilik oran1 %90°1 gecerken ¢imlenme oranlar1 %3’ten az bulunmustur.
Eksi Kara iiziimi sofralik, kurutmalik ve siralik olarak degerlendirilmektedir. Natiirel
kuru iiziim gerezlik olarak pazarlanirken déllenme kusuruna bagli partenokarpik taneleri
kus tiziimii (kisnis) olarak pazarlanmaktadir. Cesidin az derin loplu yapraklari

salamuralik asma yaprag1 olarak Mayis sonundan Temmuz ortalarina kadar lokal pazara
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arz edilmektedir. Omcalar1 kuvvetli, verimli, kisa veya karigik budamaya uygundur (Kara

ve Ecevit, 1998; Kara ve ark., 2002; Kara ve ark., 2016a; Kara ve ark., 2017a).

3.1.2. ‘Gok Uziim’

Konya ili Hadim ve Bozkir ilgelerinde yetistiriciligi yogun olarak yapilan ‘Gok
Uziim’, ‘Eksi Kara’ cesidinin tozlanmasinda kullanilan en &nemli gesit niteligindedir
(Kara ve ark., 2016b; Kara ve ark., 2017a; Kara ve ark., 2017b). Orta ge¢ mevsimde
sofralik olarak pazara sunulmakta ve ¢ekirdekli kuru tiziim tiiketiminde dogal yesil renkli
olmasi ile dnemli bir konumdadir. Konik-kanatli salkimlari orta iri 300-400 g, dolgun
yapilidir. Taneleri ince kabuklu, narin yapili, etli, sulu, yesil-sar1 renkli, kiiresel sekilli,
orta iri 5-6 g, 1-2 ¢ekirdeklidir. Salkimin iyi 151k alan kisimlarinda tane rengi kehribara
donmektedir. ileri olgunluk safhasinda yapilan hasatlarda salkimlarin islenmesi sirasinda
tane saplarmin kirilmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Kara ve ark., 2003; Kara ve
ark., 2016b).

3.1.3. ‘Trakya ilkeren’

‘Alphonse Lavallée’ x ‘Perlette’ melezidir. 1993 yilinda tescil edilen gok erkenci
sofralik cesitler arasindadir. Omuzlu salkimlari iri (450 g), taneleri orta iri (4.7 g) mavi-
siyah renkli, yuvarlak sekilli, etli suludur. Erkenci niteligi ile 6ne ¢iktig1 gibi Hadim ve
Bozkir gibi 1500 m ve iizerinde kisa vejetasyonlu alanlarda denenmektedir. Yorede
cesitle ilgili elde edilen tecriibeler olumludur (Kara ve Demirhan, 2005). Konya bag
alanlarinda son yillarda denenen ¢esitlerden en ¢ok dikkati ¢ekenler arasindadir (Kara,
2014).

3.1.4. ‘Kyoho’

1945 yilinda Y. Ohinoue, tarafindan ‘Ishihara wase’ ve ‘Centennial’ melezlemesi
sonucunda elde edilmistir (Yamane, 1996). ‘Ishihara wase’ ve ‘Centennial’ ¢esitleri
sirastyla ‘Campbell Early” (V. labruscana) ve ‘Razaki® (V. vinifera) cesitlerinden
meydana gelen tetraploid somatik mutantlardir (Kunter ve Karatas, 2011; Yamada ve
Sato, 2016). ‘Kyoho’, taneleri iri (12 ila 14 g) ve mor renkte ve foxy aromasina sahiptir.
Tanelerde tam olgunluk doneminde catlama goriilebilir. Taneleri kisa raf omriine

sahiptir. Hastaliklara dayanimi orta derecedir (Yamada ve Sato, 2016). Calismada



17

kloroplast sayimlarinda, kolhisin uygulamalar1 yapilmis bitki materyallerinin kloroplast

sayilarinin karsilastirilmast amaciyla tetraploid kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.5. Kolhisin

Caligilan iiziim gesitlerinde kromozom katlamasi amaciyla kolhisin kullanilmistir.
Kolhisin (C22H2506), cayir safrani veya giiz ¢igdemi bitkisinin (Colchicum autumnale L.)
tohum veya yumrusundan elde edilen bir alkoloiddir. Mitoz béliinmenin metafaz
asamasinda o ve P tiibiilin dimerlerine baglanarak ig olusumunu 6nlemekte bu sayede
poliploidiyi tesvik etmektedir. (Sekil 3.1) (Planchais ve ark., 2000). Kolhisinin bitki
tiibiilinlerine afinitesi, hayvan hiicresi tiibiilinlerine gore daha diisiiktiir (Dhooghe ve ark.,
2011). Bitkilerde diisiik (0.5 mM <doz) dozlarda bile etkilidir (Allum ve ark., 2007). Bu
calismada, Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen kolhisin kullanilmistir. Kolhisin, %
1 Dimetilsiilfoksit (DMSO) dozu kullanilarak ¢oztilmistiir (Yang ve ark., 2006).

Sekil 3.1. Kolhisin uygulamasinin hiicre dongiisiindeki etkileri (Interfaz: G1+S+G2)

Planchais ve ark. (2000)’e gore revize edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kotiledon asamasinda bitkilere birinci yil kolhisin uygulamalar
Poliploidi tesviki icin; Hadim ilgesinden hasat edilen ‘Eksi Kara’, ‘Gok Uziim’,
‘Trakya Ilkeren’ gesitlerinden ve Bahge Bitkileri boliim koleksiyonundan elde edilen
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cekirdekler kullanilmistir (Sekil 3.2). Cesit ¢ekirdekleri ¢imlenmeyi erkene almak
amaciyla +4 °C’de 90 giin siire ile katlama iglemine (Sabir ve Kara, 2011) tabi
tutulmustur. 21.02.2016 tarihinde tohumlar ¢ikartilip ¢esme suyunda temizlendikten

sonra sera kosullarinda 2:1 torf:perlit karisimi igeren viyollere (32 gozlii) ekilmistir (Sekil

3.3).

Sekil 3.3. Sera kosullarinda gekirdeklerin viyollere ekilmesi

Cimlenen bitkilerin siirgiin ucu meristem bdlgesine giinde 2 defa olmak iizere
(08:30 ve 18:00 saatlerinde) takip eden ii¢ giin boyunca yedi farkli kolhisin dozu (1 g L
L2gLt3gLY4gLt59gL? 75gL? 10 g LY birer damla damlatilmistir (Sekil
3.4). Kontrol bitkileri sadece saf su ile muamele edilmistir (Jaskani ve ark., 2005; Chen
ve ark., 2014; Ma ve ark., 2014; Sattler ve ark., 2016). Uygulamalar tesadiif parselleri
deneme planma gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 20 adet fide olacak sekilde

diizenlenerek yapilmistir.

Sekil 3.4. Meristematik bolgeye kolhisin uygulamasinin yapilist
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3.2.2. Kotiledon asamasinda bitkilere ikinci yil kolhisin uygulamalari

Ilk y11 denemelerinde cekirdeklerde ¢imlenmenin az olusu ve bazi dozlarda
kurumanin ¢ok olmasi nedeniyle. ikinci yil islemler tekrar edilip kolhisin dozlarinda
degisiklik yapilmistir. Cimlenen bitkilerin siirglin ucu meristem bolgesine giinde iki defa
olmak iizere (08:30 ve 18:00 saatlerinde) takip eden ii¢ giin boyunca alt1 farkli kolhisin
dozu (1gL% 2gL?3gLt 4gL?t 5gL? 6gL?) birer damla damlatilmistir. Kontrol
bitkileri sadece saf su ile muamele edilmistir (Jaskani ve ark., 2005; Chen ve ark., 2014;
Ma ve ark., 2014; Sattler ve ark., 2016). Uygulamalar tesadiif parselleri deneme planina

gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 20 adet fide olacak sekilde diizenlenerek yapilmustir.

3.2.3. Tek goz celiklerine kolhisin uygulamalar:

‘Eksi Kara’, ‘Gok Uziim’ ve ‘Trakya Ilkeren’ gesitlerinde tek goz celiklerinde
kislik gozlerde tomurcuklarin patlamasindan kisa bir siire sonra hizli gelisme
donemindeyken 2.5 g L™, 59 L2, 7.5 g L™ kolhisin dozlar1 48 ve 72 saat siirelerle pamukla
emdirilerek uygulanmigtir. Kontrol bitkilerine sadece saf su ile uygulama yapilmustir.
Uygulama sonrast saf su ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Uygulamalar tesadiif
parselleri deneme planina gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 15 adet kislik g6z olacak
sekilde diizenlenerek yapilmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7).

Sekil 3.5. Hadim yoresinden getirilen ¢ubuklardan tek goz ¢eligi hazirlanmasi ve
hazirlanan tek goz geliklerine nem kaybini1 6nlemek amaciyla parafin uygulanmasi
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Sekil 3.7. “Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde kolhisin uygulamalari sonras1 gelisme
durumu

3.2.4. In vivo siirgiin ucu kolhisin uygulamalar:

Tek goz ¢eliklerine kolhisin uygulanmasi agsamasinda ¢eliklerde gelismenin ¢ok
yavas olmasi nedeniyle siirglin ucu agamasinda kullanilacak ¢eliklere 50 °C ‘de 30 dk.
termoterapi uygulamasi yapilmistir (Waite ve Morton, 2007). Siirgiin ucuna kolhisin
uygulamalari1 Ekbi¢ ve Tangolar (2016) tarafindan yapilan uygulamalar modifiye edilerek
uygulanmustir.  Sera kosullarinda ‘Eksi Kara’, ‘Gok Uziim’ ve ‘Trakya ilkeren’
cesitlerinin siirglinleri aktif biiylime donemi igerisindeyken tiim uygulama gruplarinda 15
cm iizerinden siirgiin uclar1 budama makasi ile kesilmistir. Koltuk siirgiinlerinin siirmeye
basladig1 donemde siirgiin uclar1 3 farkli (2.5 g L%, 5g L%, 7.5 g L) kolhisin dozuna 24-
48 saat siireyle giinde 3 defa (sabah, 6gle ve aksam) olmak {izere daldirilarak uygulama

yapilmustir. Kontrol bitkilerine sadece saf su ile uygulama yapilmistir. Uygulama sonrasi
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saf su ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Uygulamalar tesadiif parselleri deneme

desenine gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 10 adet siirgiin ucu olacak sekilde yapilmistir.

3.2.5. In vitro kolhisin uygulamalari

Eksi Kara’, ‘Gok Uziim’, ‘Trakya ilkeren’ gesitlerinde kolhisin uygulamalar
oncesinde temiz materyal elde etmek amaciyla aktif donemde eksplant alma (Sekil 3.8)
islemi gergeklestirilmistir (Gray ve Benton, 1991; Di Genova ve ark., 2014). ‘Eksi Kara’,
‘Gok Uziim’, ‘Trakya ilkeren’ cesitlerinden alinan siirgiinler yapraklar1 kesilerek tek
bogum igeren mikro gelikler halinde hazirlanmistir. Bogumlar laboratuvarda ilk asama
olarak akan ¢esme suyu altinda 30 dakika bekletilmis ve daha sonra yiizey sterilizasyonu
isleminden gecirilmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in bogumlar ilk olarak %70’lik etanol
icinde 2 dakika bekletilmistir. Etil alkolden c¢ikartilan eksplantlar, %12°lik Sodyum
hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 15 dakika siireyle tutulup, devaminda 3 kez saf su ile
calkalanarak (hava akisli steril kabinde) yikandiktan sonra Murashige Skoog (MS) ortami
iceren kavanozlara yerlestirilmistir (Murashige ve Skoog, 1962). MS ortamina %3
siikroz ve 9%0.7 agar eklenmistir. Baslangi¢ asamasinda ve siirgiin olusturma asamasinda
‘Trakya ilkeren’ ¢esidi igin 1 mg L, ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok Uziim’ gesitleri igin 0.8 mg
L BAP ilave edilmistir. Besin ortammnin pH’s1 5.8 olarak ayarlanarak, 121 °C’de 15
dakika silireyle otoklavda tutulmak suretiyle sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir
(Singh ve ark., 2000). Kiiltiire alinan eksplantlar, 25+1°C olarak kontrol edilebilen iklim
odasinda 3000 liiks m* aydinlatma siddetinde 151k kaynag: olan raflara konularak, 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik foto periyotta gelistirilmistir (Notsuka ve ark., 2000).

Sekil 3.8. Eksplantlarin laboratuvar ortamina getirilmesi
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Kiiltiire alinan eksplantlarin cogunda materyal alinan bolgeye bagli olarak bakteri
olusumu goriilmiistiir. Bunu dnlemeye yonelik olarak ortama 0.25 mg L™ dozunda genis
spektrumlu antibiyotik ilave edilmistir (Thomas ve Prakash, 2004; Oliveira ve ark., 2010;
Mbah ve Wakil, 2012).

Koklendirme asamasinda MS besin ortamina, kdk olusumunu uyarici etkiye sahip
olmasindan dolayr 1 mg L™ IBA ilave edilmistir. Kolhisin dozlar1 (10 mg L, 20 mg L™
ve 30 mg L1) kéklenme asamasinda besin ortamina ilave edilerek uygulanmistir. Deneme
tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 20 mikro ¢elik
olacak sekilde kurulmustur. Kolhisin DMSO’in 60 °C’de bozulmasindan dolay1
sterilizasyondan sonra besin ortami jel kivamina gelmeden hemen Once ‘“Sartarius
Minisart NML” marka 0.2 mikrometre ¢apinda filtre ile sterilize (Sekil 3.9) edilerek ilave
edilmistir. Ayn1 sekilde genis spektrumlu antibiyotik ilavesi de besin ortami jel kivamina

gelmeden Once yapilmistir (Mbah ve Wakil, 2012).

Sekil 3.9. Kolhisinin sterilize edilerek ortama ilavesi

Koklenme gergeklestikten sonra bitkiciklerin dis kosullara aktarimi yapilmistir
(Sekil 3.10). Bitkiciklerin kok bolgesi 1lik suda besin ortamindan temizlendikten ve
fungusitle muamele edildikten sonra, iclerinde esit oranda steril torf ve perlit ile
hazirlanmis har¢ bulunan polietilen bardaklara dikilmislerdir. ilk asamada {izerleri
bardakla kapatilmistir. 2-3 giinde bir bardak iizerindeki delik sayis1 arttirilmistir. Bitkiler

dis ortama aligtiktan sonra sera kosullarina aktarimi gergeklestirilmistir.



23

Sekil 3.10. Koklenen bitkilerin dig kosullara alistirilmasi

3.3. Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi

3.3.1. Siirgiin ucu canlilik orani (%)
Kolhisin uygulamasi yapilan bitkilerin siirgiin uglarinda, canli siirgiin uglari
sayisinin uygulama yapilan tim bitkilerin siirglin uglar1 sayisina oranlanmasi ile

belirlenmistir [(Sekil 3.11), (Kara ve ark., 2018a)].
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Sekil 3.11. Kotiledon asamasinda ve tek goz ¢eliklerine kolhisin uygulamalarinda
stirglin ucu zararlanmalar1

3.3.2. Siirgiin uzunlugu (cm)
In vivo kosullarda kolhisin uygulamalari yapilmis bitkilerde, vejetasyon sonunda
cetvel ve serit metre ile uygulama noktasinin {izerinden ‘cm’ cinsinden dlgtilerek tespit

edilmistir [(Sekil 3.12), (Kara ve ark., 2018a)].

Sekil 3.12. Kotiledon asamasinda uygulama yapilmis bitkilerde siirglin uzunlugunun
ol¢iilmesi
3.3.3. Siirgiin ¢ap1 (mm)
In vivo kosullarda kolhisin uygulamalart yapilmis bitkilerde, vejetasyon sonunda
dijital kumpas ile siirgiin iizerinde tgiinci ve dordiinci bogumdan mm cinsinden
Olgiilerek tespit edilmistir [(Sekil 3.13), (Sabir ve Kara, 2011; Kara ve ark., 2018a)].
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Sekil 3.13. Siirgiin ¢ap1 6l¢timii

3.3.4. Stoma gozlemleri [stoma yogunlugu (adet mm?), sStoma genisligi (um), stoma

uzunlugu (pm)]

3.3.4.1.Yaprak epidermal izinin ¢ikartilmasi

Yaprak epidermal izleri in vivo kosullarda birinci yil elde dilen bitkilerde uctan
dordiincii yapragin abaksiyal tarafinda ii¢ farkli bolgeye seffaf oje uygulanmasiyla elde
edilmistir (Sekil 3.14). Alt epidermis siyrilip lam iizerine yerlestirilerek 6rneklerde stoma
genigligi ve uzunlugu, x 40 biiylitmeli objektif ve x 10 biiylitmeli okiiler mikro metre
gdzlemine bagh olarak belirlenmistir (Moghbel ve ark., 2015). Ikinci y1l verilerinde
kloroplast sayiminda kullanilan yontem (Yuan ve ark., 2009) kullanilarak stoma

Ol¢timleri yapilmistir.

Sekil 3.14. Yaprak epidermal izinin ¢ikartilmasi
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3.3.5. Canlilik orani (%)

In vitro kosullarda koklendirme asamasinda 10 mg L?, 20 mg L?, 30 mg L™
dozlarinda kolhisin uygulamasi yapilmis mikro ¢eliklerde canlilik orani, yasayan mikro
celiklerin aktarilan mikro ¢eliklere oranlanmasi ile (%) belirlenmistir (Tepe ve ark., 2002;
Sinski ve ark., 2014).

3.3.6. Gelisme orani (%)
In vitro kosullarda koklendirme asamasinda 10 mg L%, 20 mg L?, 30 mg L*
dozlarinda kolhisin uygulamasi yapilmis mikro ¢eliklerde gelisme orani, siirgiin olusturan

ve koklenerek gelismesine devam eden mikro ¢eliklerin canli mikro ¢eliklere oranlanmasi

ile (%) belirlenmistir (Tepe ve ark., 2002; Sinski ve ark., 2014).

3.3.7. Kloroplast sayim (adet stomat)

In vivo ve in vitro kosullarda kolhisin uygulamas: yapilmis bitkilerin hepsinde
kloroplast sayimi yapilmistir. Stoma bekg¢i hiicrelerindeki kloroplast sayisi ugtan
dordiincii yapraklardan alian yaprak kesitlerinde sayilmistir. Ilk olarak, taze yapraklarin
Carnoy soliisyonunda (3 kisim etil alkol: 1 kisim glasiyal asetik asit) rengi agilmistir.
Soliisyondan ¢ikartilan yaprak kesitleri 2-5 dakika steril suda bekletilmis ve ardindan 30
saniye siire ile %1 dozunda I-KI soliisyonu ile boyanmistir (Sekil 3.15). Her 6rnekte 30
adet stomada kloroplast sayimi yapilmistir. Kloroplast sayist mikroskopta x 400 kat
biiyiitillerek sayilmistir (Yuan ve ark., 2009). Kolhisin ile muamele edilen 6rneklerin

kloroplast sayis1 tetraploid (4x) ‘Kyoho’ liziim ¢esidi ile karsilastirilmigtir.

Sekil 3.15. Kloroplast sayimi i¢in drneklerin hazirlanisi (a: Carnoy ¢ozeltisi igerisinde
rengin agilmasi, b: I-KI ¢ozeltisinde boyama)
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3.3.8. Flow sitometri (FC) analizi

Kolhisin uygulamasi yapilmis bitkilerden FC analizi i¢in (3-4 haftalik) taze
yaprak omekleri almmustir. Yaprak oOrneklerinden kesitler alinarak 0.5 cm?
biiyiikliigiindeki petri kabina yerlestirilmis ve 500 ul izolasyon buffer (Partec-Nuclei
Extraction Buffer) ilave edilerek yaprak dokusu kiigiik parcalara ayrilana kadar jilet
kullanilarak pargalanmustir. Izolasyon buffer eklenerek yapilan parcalama islemi
sonucunda hiicre ¢ekirdeklerinin serbest kalmasi saglanmis ve g¢ekirdek zari tizerinde
acikliklar olusturulmustur. Petri kabindaki 6rnekler 10-15 saniye siireyle galkalanmis ve
Partec- CellTrics 30 um- green filtre ile siiziilerek tiip igerisine (Partec-Sample Tubes,
3.5 ml, 55x12 mm) aktarilmistir. Tiiplere 1600 pl boyama soliisyonu [Partec-DAPI (4,6
diamidino-2-phenylinole) Staining Buffer] ilave edilerek 1sik izolasyonu olan bir ortamda
5 dakika bekletilmistir (Sekil 3.16). Sonrasinda 6rnekler FC cihazinda analiz edilmistir
(Tuna, 2014). Omeklerin DNA igerikleri DNA igerigi bilinen domates ve 4x yapili

‘Kyoho’ iiziim ¢esidi ile karsilagtirilmistir.

PARTEC

Sekil 3.16. Flow sitometri analizi i¢in 6rneklerin hazirlama asamalar1

3.3.9. Kromozom sayimi

In vivo ve in vitro ortamda gelistirilen ve ploidi seviyesinin farkli oldugu
kloroplast sayimlar1 ile 6ngoriilen bitkilerin k6k ucu hiicrelerinde kromozom sayimlari
yapilmistir. Bunun i¢in kok uclar1 sabah erken saatlerde (10:30-11:00) alinmistir. Kok
ornekleri 6n islem uygulamasi olarak, 0.002 M 8-hydroxyquinoline soliisyonunda, +4 °C’
de 8 saat siireyle bekletilmistir (Sekil 3.17 a). 8-hydroxyquinoline soliisyonundan
c¢ikartilan kok uglar saf su ile temizlenmis ve +4 °C’ de 8 saat siireyle Carnoy ¢6zeltisinde
tespit edilmistir. Hidroliz islemi oda sicakliginda 30 dakika boyunca 5 N HCI asit
igerisinde bekletilerek gergeklestirilmistir (Sekil 3.17 b). Hidroliz isleminden sonra kok
uclart saf sudan gegirilmistir. Boyama asamasinda; + 4 °C’de %1’lik aseto orsein
icerisinde 1-2 giin siire ile bekletilerek kok dokularinin boyanmasi saglandiktan sonra

3.17 ¢), kok ucunun 0.5-1 mm’lik ug¢ kismi temiz lam iizerine alinarak, %45°lik asetik
( ¢
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asit ile ezme preparat hazirlanmistir. Uygun metafaz elde edildikten sonra kromozomlarin
resimleri Olympus BX53 mikroskobu-Olympus DP72 dijital kamera ve Leica DM 1000-
Leica DFC290 ile ¢ekilmistir (Uysal ve ark., 2009; Bozkurt, 2015).

Sekil 3.17. a. Kok uglarimin 8-hydroxyquinoline soliisyonunda bekletilmesi, b.
Hidroliz isleminin gergeklestirilmesi, €. Aseto orsein ile boyama isleminin
gerceklestirilmesi

3.3.8. Istatistiksel analiz

Kolhisin uygulamalari sonucunda elde edilen veriler SPSS 22.0 istatistik
programinda (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) Duncan ¢oklu karsilastirma testi ve doz ve
sire uygulamalar1 JMP 13.0 istatistik programinda Tukey testi ile p<0.05 6nem

seviyesinde karsilastirilmistir (Yue ve ark., 2017).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Kotiledon Asamasinda Kolhisin Uygulamalarinin Sonuglari
Ik y11 denemelerinde g¢ekirdeklerde ¢imlenmenin az olusu ve bazi dozlarda
nedeniyle kisminda iki yila ait verilerin

kurumanin ¢ok olmasi sonuglar

degerlendirmesine yer verilmistir.

4.1.1 Kotiledon asamasinda kolhisin uygulamalarimin birinci y1l sonug¢lar

4.1.1.1. Siirgiin ucu canlihk oram (%0)

Kolhisin uygulamalarinin in vivo kosullarda siirgiin ucu canlilik oranlarina etkileri
istatistiki olarak (p<0.05) 6nemli bulunmustur. Kolhisin uygulamalari sonucunda tiim
cesitlerde; 1 g L kolhisin dozu uygulanan bitkilerin siirgiin ucunun canli oldugu ve

gelismelerine vejetasyon siiresince devam ettikleri belirlenmistir (Cizelge 4.1.1).

Cizelge 4.1.1. Uygulama Yapilan Cesitlerde Siirgiin Ucu Canlilik Oranlar1 (%)

Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim
Kontrol 100.00£0.00a  100.00+0.00 a 100.00+0.00 a
1gLt 100.00£0.00 2 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a
2gL? 82.00£1.39b 82.63+1.45¢ 78.08+1.13 ¢
3gL? 81.10+0.60 b 79.47+1.47 d 76.23+1.12 f
4gL? 71.00+1.40d 85.12+1.18 b 83.21+0.71 ¢
5gL? 73.00£1.30 87.08+1.16 b 87.13£1.03 b
75gLt |69.03£1.63¢ 85.99£1.49 b 80.15+1.03 d

*: Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan goklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

Artan kolhisin dozlartyla birlikte ¢esitlerde siirgiin ucu kuruma oranlarinda artis
meydana gelmis ve ‘Eksi Kara’ tizim ¢esidinde canlilik oranlari kolhisin dozlariyla
orantili olarak azalmustir. ‘Eksi Kara’, ‘Trakya ilkeren’ ve ‘Gok Uziim’ cesitlerinde
siirgiin ucunda en fazla zarar sirasiyla 7.5 g L't (% 69.03) ve 3 g L (% 79.47; 76.23)
dozlarinda kaydedilmistir. 10 g L kolhisin uygulanan bitkilerin hepsinde (%100)
biiyiime noktasinin kurumasi ile tanimlanan kor fide olusumu belirlenmistir. Vejetasyon
stiresince kor siirglin olusturan fidelerde kotiledon diizeyinde kurumalarla birlikte

fidelerin tamamen kurudugu gézlenmistir (Sekil 4.1.1).



30

Sekil 4.1.1. Kolhisin uygulamasi sonucunda kor fide olusumu

4.1.1.2. Siirgiin uzunlugu (cm)

Kolhisin uygulamalarinin siirgiin uzunlugu tiizerine etkileri, gelisen stirgiinlerin
boyutlarinin yaklasik olarak vejetasyon sonunda (16 Ekim 2017) oSlgiilmesiyle tespit
edilmistir. Kolhisin dozlarinin ¢esit bazinda siirgiin uzunlugunu degisen oranlarda
etkiledigi verilerin arasindaki farkliligin istatistiki acidan 6nemli (p<0.05) oldugu
belirlenmistir.

‘Eksi Kara’ tiztim ¢esidi fidelerinde kontroldeki siirgiin uzunlugu 27.95 cm olarak
tespit edilirken en kisa siirgiin uzunlugu 23.26 cm degeri ile 2 g L™ uygulamasinda
belirlenmistir. ‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde kontroldeki siirgiin uzunlugu 29.47 cm
iken uygulamalarda sirasiyla 26.04 cm, 18.00 cm, 23.00 cm 19.33 cm, 26.67 cm, 22.00
cm olarak kaydedilmistir. Kolhisin uygulamalar1 siirgiin gelismesinde gerilemeye neden
olmustur. ‘Gék Uziim’ ¢esidi fidelerinde en diisiik siirgiin uzunlugu 7.5 g L*
uygulamasinda (18.33) elde edilirken en yiiksek siirgiin uzunlugu 2 g L™ uygulamasinda
(27.74) kaydedilmistir (Sekil 4.1.2).

Surglin uzunlugu (cm)
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Kontrol lglL-1 2glL-1 3glL1 4gl-1 5glL-1 7.5gL-1

—

o

W Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim

Sekil 4.1.2. Uygulamalarin {iziim ¢esitlerinde siirglin uzunluguna etkileri
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4.1.1.3. Stoma uzunluk (um), genislik (um) ve yogunluk (adet mm-?) gozlemleri

Yaprak epidermal izlerinde yapilan degerlendirmeler sonucunda kolhisin
uygulamalarinin stoma 6zelliklerini 6nemli 6l¢lide etkiledigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1.2 ve Sekil 4.1.3’te de goriildiigii iizere ‘Eksi Kara’ tiziim ¢esidi
fidelerinde kolhisin uygulamalar1 stoma uzunlugu degerlerini arttirmigtir. 2 g L™ (48.67
um), ve 7.5 g L™ (52.00 pm) uygulamalarinda kontrole (28.30 pm) gére stoma uzunlugu
artmis ve bu artis istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Bu degerleri takiben 5
g L kolhisin uygulamasinda stoma uzunlugu degeri 39.67 pm olarak belirlenmistir.

‘Trakya ilkeren’ ¢esidi fidelerinin kontroldeki stoma uzunlugu 28.08 pm olarak
tespit edilirken1g L, 2gL?,3gL?, 4gL?, 5gL?, 7.59L" kolhisin uygulamalarinda
strastyla 30.02 pm, 28.32 pum, 26.00 pm, 28.67 um, 35.82 um, 31.82 pum’dir (Cizelge
4.1.2, Sekil 4.1.3).

Stoma uzunlugu (um)
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Sekil 4.1.3. Kolhisin uygulamalarinin stoma uzunlugu iizerine etkileri

‘Gok Uziim’ ¢esidi fidelerinin kontroldeki stoma uzunlugu 27.33 pm olarak tespit
edilirken 1 gLt 2gL% 3gL? 4gL?% 59L? 759 L? kolhisin uygulamalarinda
sirastyla 26.54 pm, 30.67 pm, 30.00 pm, 32.00 um, 25.00 pm 27.32 pm olarak
kaydedilmistir (Cizelge 4.1.2, Sekil 4.1.3).
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Cizelge 4.1.2. Uygulamalarm stoma uzunluguna (um) etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren ~ Gok Uziim
Kontrol 28.30£0.52 ¢  28.08+1.12b 27.33+1.15 ab
1gL? 28.33£2.08 ¢ 30.02+0.64 b 26.5440.50 ab
2gL? 48.67+3.06a  28.32+0.53b 30.67+2.52 ab
3gL? 32.00£2.00c  26.00£1.00 b 30.00£6.24 ab
4gLt 30.00£2.00c  28.67£3.79b 32.00+4.00 a
5gL? 39.67£1.53b  35.82+4.18 a 25.00+4.36 b
75¢gL? 52.00£2.00a 31.82+5.40ab  27.32£1.35ab

*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

Fakli dozlardaki kolhisin uygulamalarinin stoma genisliklerine (um) etkilerinin

tiim asma genotiplerinde énemli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1.4).

‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidi fidelerinde stoma uzunlugu degerlerine paralel olarak

stoma genisligi (um) degerleri 2 g L (33.00 um) ve 7.5 g L' (38.67 um),

uygulamalarinda kontrole (20.83 um) gore artis gostermistir (Cizelge 4.1.3, Sekil 4.1.4).
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Sekil 4.1.4. Uygulamalarin stoma genisligine etkileri

ab pc

75gL-1

‘Trakya Ilkeren’ cesidi fidelerinde kontrolde stoma genisligi 18.67+0.58 pm
olarak belirlenirken 1 g LY, 2 g L? 3g L% 4g Lt 59gL? 759 LY kolhisin

uygulamalarinda sirasiyla 19.38 pm, 20.44 um, 18.17 um, 17.33 pm, 21.94 pm, 19.98 um
olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.1.3, Sekil 4.1.4).
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‘Gok Uziim® ¢esidinde en diisiik stoma genisligi 16.48 pum degeri ile 1 g L™

uygulamasinda en yiiksek deger ise 25.33 um degeri ile 4 g L™ uygulamasindadir (Cizelge

4.1.3, Sekil 4.1.4).

Cizelge 4.1.3. Uygulamalarm stoma genisligi (um) iizerine etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren  G&k Uziim
Kontrol 20.83+0.95d  18.67+0.58bc  19.67+0.58 bc
1gL? 21.33+0.58d  19.38£0.16 bc  16.48+0.50 c
2gLt 33.00£1.00b  20.44+0.49ab  22.00+3.46 ab
3gLt 23.25+1.56¢  18.17+1.26bc  22.33+1.53 ab
4gL1 20.00£1.00d  17.33£1.53 ¢ 25.33+3.06 a
5gLt 23.67£1.53 ¢ 21.94+191 a 19.67+4.04 be
75¢gLt 38.67+0.58a  19.98+1.97 ab 18.48+0.50 be

* Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ liziim ¢esidinde kolhisin uygulamalari stoma uzunlugu (pm) ve
genisligiyle (um) ters orantili olarak stoma sayisinda dnemli bir diisiise neden olmustur
(p<0.05, Sekil 4.1.5). 7.5 g L™! uygulamas1 yapilan fidelerin stoma yogunlugu (103.49
adet mm2) kontrol bitkilerinden (167.48 adet mm2) énemli derecede diisiiktiir (Sekil
4.1.5, Cizelge 4.1.4).

Stoma yogunlugu (adet mm~2)
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Sekil 4.1.5. Uygulamalarin stoma yogunlugu iizerine etkileri
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‘Trakya Ilkeren’ ¢esidi fidelerinde stoma boyutlarindaki artisa bagli olarak 1 g L
1 (165.67 adet mm?) ve 5 g L (165.67 adet mm2) kolhisin uygulamalarinda stoma
yogunlugunun kontrole gore azalis gosterdigi goriilmustiir (Sekil 4.1.5, Cizelge 4.1.4).

Cizelge 4.1.4. Kolhisin uygulamalarinin stoma yogunlugu (adet mm) {izerine etkileri®

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim

Kontrol 181.00+6.93b  177.00+£3.61 ab 194.33+12.10 ab
1gLt 166.67+4.66 cd 165.67+12.01 be 201.67+£10.50 a
29 Lt 157.07£0.87d  182.00+£6.08 a 189.67+4.51 ab
3gL? 167.23+£3.87¢c  170.67£9.24 ab 208.00+7.00 a
4gL? 202.51+4.32a  176.67+4.16 ab 171.67£11.59b
59 Lt 134.41+6.16 ¢ 154.00+6.00 ¢ 208.00+17.35a
759 Lt 103.49+£8.39 f  175.67£9.71 ab 205.00+19.47 a

*: Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Gok Uziim’ ¢esidi fideleri stoma yogunlugu degerlerinde uygulamalar arasindaki
farklilik istatistiki olarak (p<0.05) 6énemlidir. En diisiik stoma yogunlugu 171.67 adet
mm2degeri ile 4 g L uygulamasinda belirlenirken, en yiiksek stoma yogunlugu degerleri
39 L1(208 adet mm2) ve 5 g L ! (208 adet mm?) uygulamalarinda kaydedilmistir (Sekil
4.1.5, Cizelge 4.1.4).

4.1.1.4. Kloroplast (adet stoma) sayim sonuglari

Her yaprak kesitinde 30 adet stoma da kloroplast sayimi yapilmistir. Kyoho
kloroplast sayimlar1 da gesit bazinda yenilenmistir. Kolhisin uygulamalar1 ve kontrol
olarak kullanilan 4x ‘Kyoho’ {iziim ¢esidi stoma bek¢i hiicreleri kloroplast sayilari
arasindaki farkliligin 6nemli oldugu ve Kkolhisin uygulamalarinin kloroplast sayilarinin
18-20 araliginda degistigi, tetraploid ‘Kyoho’ iiziim ¢esidi kloroplast sayilarinin ise 38-
40 araliginda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1.5; Sekil 4.1.6 a,b). Kolhisin uygulamasi
yapilmis bitki stomalarindaki kloroplast sayilarinin kontrole gore degisiklik gostermedigi

tespit edilmistir.



Cizelge 4.1.5. Uygulamalarin kloroplast sayis1 (adet stoma 1) iizerine etkileri”
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| Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim

Stoma Ortalama Aralik Ortalama Aralik Ortalama Aralik

Sayisi
Kyoho 30 ! 39.33+1.15a 38-40 38.48+0.50a 38-40 38.73+0.64a 38-40
Kontrol 30 19.73£0.28 b  18-20 18.75+£0.66 b  18-20 19.15+£1.03b 18-20
1gL? 30 19.9240.14b 18-20 19.49+0.50b 18-20 19.22+1.07b 18-20
2gL? 30 19.99+1.00b 18-20 19.33+1.15b 18-20 19.00+£1.00b  18-20
3gL? 30 19.97+0.50 b 18-20  19.14+1.03b 18-20 19.00£1.00b 18-20
4gL? 30 19.94+0.10b 18-20  18.98+0.97b 18-20 19.19+1.05b 18-20
5gL1 30 20.07+£0.65b 18-22 19.67+£0.58 b  18-20 19.93+0.13b 18-20
75gLt |30 19.87+0.13b 18-20  19.44+0.51b 18-20 19.33+1.15b 18-20

*: Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

Sekil 4.1.6. a. ‘Eksi Kara’ 2 g L™ stoma bekgi hiicreleri (x1000) b. ‘Kyoho’ (x1000)

4.1.1.5. Flow sitometri (FC) analizi sonuglari

Kotiledon asamasinda kolhisin uygulamalari sonucunda stoma Ol¢limleri ve

morfolojik gozlemlerde diploidlerine oranla farklilik oldugu diistiniilen 6rneklerde ploidi

seviyesini belirlemek amaciyla FC analizi gergeklestirilmistir. FC analizi sonucunda

diploid bitkinin pik noktas1 100 kanalinda, kontrol bitkisi olarak kullanilan domates ve

tetraploid yapili ‘Kyoho’ ¢esidinin pik noktasinin ise beklendigi gibi 200 kanalinda ortaya

ciktigi tespit edilmistir (Sekil 4.1.7). FC analizi sonucunda, kolhisin dozlar ile muamele

edilen asma fidelerinin ploidi diizeylerinde bir farklilik tespit edilmemistir.
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100 Peak  Index Mean Area Area% CV%  ChiSqu

1 1.000 102.37 1137 4187 2333 040
2 1.768  180.94 1323 4873 655 0.40
3 3490 35731 255 939 568 0.40

80
Domates

60
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Sekil 4.1.7. Flow sitometri sonuglari

4.1.2 Kotiledon asamasinda kolhisin uygulamalarimn ikinci yil sonug¢lar:

4.1.2.1. Siirgiin ucu canhlik orani (%)

Kolhisin uygulamalarinin in vivo kosullarda siirgiin ucu canlilik oranlarina etkileri
istatistiki olarak (p<0.05) 6nemli bulunmustur. Cesitlere gore degismekle birlikte, artan
kolhisin dozlariyla siirgiin ucu canlilik oranlarinda azalmalar meydana gelmistir. ‘Eksi
Kara’ ve ‘Gok Uziim’ gesitlerinde 1 g L™ kolhisin dozu uygulanan bitkilerin siirgiin
uglarinda kuruma olusmadan gelismelerine devam ettikleri belirlenmistir (Cizelge 4.1.6).

‘Eksi Kara’ fidelerinde kontrole (%100) gore en diisiik siirgin ucu canlilik
oranlari sirastyla 4 g L (%31.77), 6 g L™ (%47.26) ve 3 g L™ (%51.84) dozlarinda tespit
edilmistir (Cizelge 4.1.6).

‘Trakya ilkeren’ ve ‘Goék Uziim’ gesitlerinde ‘Eksi Kara’ {iziim cesidine gore
uygulama yapilan siirgiin uglarinda daha az kuruma gergeklesmistir. ‘Trakya Ilkeren’
tiziim ¢esidinde siirgiin ucu canlilik oranlar1 en yiiksek kontrolde (%100) kaydedilirken
en diisiik siirgiin ucu canlilik oran1 %60.17 orani ile 3 g L kolhisin uygulamasinda tespit
edilmistir.

‘Gok Uziim’ gesidi fidelerinde en yiiksek siirgiin ucu canlilik oranlar1 kontrolde
(%100) belirlenirken en diisiik siirgiin ucu canlilik oranlar1 ise %94.04 degeri ile 3 g L™

kolhisin uygulamasinda kaydedilmistir (Cizelge 4.1.6).
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Cizelge 4.1.6. Kolhisin uygulamalarinin siirgiin ucu canlilik oranlarma (%) etkileri *

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 100.00+£0.00a  100.00+0.00 a 100.00-+0.00 a
1gL? 100.00£0.00a  90.90+0.90 b 100.00+0.00 a
2gL? 93.78+0.86 b 85.23+1.37 ¢ 94.37+£1.09 b
3gL? 51.8442.02d 60.17+2.02 f 94.04£1.00 b
4gL? 31.77£0.25 f 68.06£1.01 ¢ 94.15+£2.02 b
5gL* 90.90+0.10 ¢ 99.67+0.58 a 98.67+2.31 a
6gL? 47.26+1.09 e 79.19+1.20 d 98.15+3.21 a

* Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

Sekil 4.1.8. ‘Trakya Ilkeren’ {iziim ¢esidi fidelerinde 2 g L dozunda yaprak diizeyinde
meydana gelen degisiklikler
4.1.2.2. Siirgiin uzunlugu (cm)

Kolhisin uygulamalarinin siirglin boyuna etkileri siirgiin gelismesinin durdugu
donemde (10 Eylil 2018) siirgiinlerin boyutlarinin dlgtilmesiyle tespit edilmistir.
Kolhisin uygulamalarinin siirgiin gelismesinde gerilemeye neden oldugu gozlenmistir
(Cizelge 4.1.7, Sekil 4.1.9).

‘Eksi Kara’ liziim ¢esidi fidelerinde kontroldeki siirgiin uzunlugu 40.00 cm olarak
tespit edilirken en kisa siirgiin uzunlugu 14.00 cm degeri ile 5 g L™ uygulamasinda
belirlenmistir. ‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde Cizelge 4.1.7, Sekil 4.1.9°da goriildiigii
tizere kontroldeki siirgiin uzunlugu 58.17 cm iken yapilan uygulamalara gore siirgiin
boylar sirasiyla 45.41 cm, 30.79 cm, 41.31 cm, 52.63+5.15 cm, 48.14 cm, 32.31 cm’dir.

‘Gok Uziim’ ¢esidi fidelerinden elde edilen verilere gére en diisiik siirgiin
uzunlugu 2 g L uygulamasinda (18.31 c¢m) elde edilirken en yiiksek siirgiin uzunlugu
kontrolde (44.25 cm) kaydedilmistir (Cizelge 4.1.7, Sekil 4.1.9).



38

Cizelge 4.1.7. Kolhisin uygulamalarimin siirgiin uzunluguna (cm) etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 40.00+2.00 a 58.17+5.35a 44.25+3.53 a
1gL* 31.00+9.54 b 45.41+7.43 bc 39.33+5.13 ab
2gLt 23.92+1.77 be 30.79+2.24 d 18.31+1.50d
3gL? 19.25+2.25 cd 41.31+3.31¢ 38.78+0.38 ab
4gL*1 20.42+1.42 cd 52.63+5.15 ab 27.33+3.06 ¢
5gL? 14.00£3.61d 48.14+0.80 bc 28.67+4.73 ¢
6gL? 17.67+2.52 cd 32.31+1.06 d 35.67+3.79 b

*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

Sirgln uzunlugu (cm)
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Sekil 4.1.9. Uygulamalarin iiziim gesitlerinde siirgiin uzunluguna etkileri

4.1.2.3. Siirgiin ¢ap1 (mm)

Kolhisin uygulamalarinin siirgiin ¢apina etkileri yaklasik olarak vejetasyon siiresi
sonunda 10 Eylil 2018°de siirgiinlerin iigiincii ve dordiinci bogum arasi g¢apinin
Ol¢iilmesiyle tespit edilmigtir.

‘Eksi Kara® ve ‘Trakya Ilkeren’ gesitlerinde uygulamalarin siirgiin ¢apina
yaptiklar1 etkiler istatistiki olarak onemli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.1.7, Sekil
4.1.10). Artan kolhisin dozuna bagl olarak ‘Eksi Kara’ ve ‘Trakya Ilkeren’ cesitlerinde
siirglin ¢ap1 degerlerinde azalmalar meydana geldigi kaydedilmistir. ‘Eksi Kara’ iiziim
cesidinde kontrolde siirgiin cap1 2.58 mm iken en diisiik siirgiin cap1 degerleri 5 g L™
(1.84 cm), 6 g L1 (1.94 cm) ve 3 g L (1.95 cm) kolhisin uygulamalarindadir (Cizelge
4.1.8, Sekil 4.1.10).
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Cizelge 4.1.8. Uygulamalarm siirgiin capina (mm) etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 2.584+0.04 a 2.62+0.00 a 2.20+0.08
1gL* 2.59+0.05a  2.04+0.09 b 2.1240.05
2gLt 226+0.10b  2.13x0.11b 2.1240.18
3gL? 1.95£0.10c  2.30+0.20 b 2.19+0.25
4gL*1 2.03+0.04c  2.27+0.01 b 1.9440.15
5gL? 1.84+0.12¢  2.29£0.27b 2.09+0.08
6gL? 1.94£0.17¢c  2.18+0.08 b 2.04+0.14

* Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Trakya Ilkeren’ ¢esidi fidelerinde siirgiin ¢ap1 kontrolde 2.62 mm iken en diisiik
siirgiin ¢ap1 degerleri sirasiyla 1 g L™ (2.04 mm), 2 g L™ (2.13 mm), 6 g L™ (2.18 mm)
kolhisin dozlarinda belirlenmistir (Cizelge 4.1.8, Sekil 4.1.10).

‘Gok Uziim’ gesidi fidelerinde siirgiin ¢ap1 degerlerine kolhisin uygulamalarinin
etkileri istatistiki olarak onemli bulunmamustir. En yiiksek ¢ap degeri 2.20 mm olarak
kontrolde belirlenirken en diisiik oran 1.94 mm degeri ile 4 g L kolhisin dozundan elde
edilmistir (Cizelge 4.1.8, Sekil 4.1.10).

Surglin ¢api (mm)
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Sekil 4.1.10. Kolhisin uygulamalarinin siirgiin ¢apina etkileri

4.1.2.4. Stoma uzunluk (um), genislik (um) ve yogunluk (adet mm2) gozlemleri
Yaprak epidermal izlerinde (1 Eyliil 2018) mikroskobik dlgliimler sonucunda

kolhisin uygulamalarinin stoma 6zelliklerini 6nemli dl¢tide etkiledigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1.9. Uygulamalarmn stoma uzunluguna (um) etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 20.67+£0.39 b 20.82+0.74 d 21.45+0.26 ¢
1gL? 21.74+0.75ab  22.75+0.36 ¢ 21.90+0.32 be
2gLt 20.57+0.34 b 29.41+1.05 a 24.61+0.24 a
3gLt 21.01+£3.04 ab  25.09+1.29b 20.33+0.29 d
4gLt 23.25+0.05 a 21.97+0.66 cd 22.82+0.75 b
5gL? 20.12+0.30 b 25.084+0.52 b 21.75+£1.31 be
6gL? 21.56+1.51 ab  27.82+1.38 a 21.96+0.13 be

*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidinde stoma uzunlugu degerlerinde dozlar arasinda biiyiik
oranda farklilik olmadigi belirlenmistir. Kontroldeki stoma uzunlugu 20.67 pum iken
uygulamalarda tespit edilen stoma uzunluklari sirastyla 21.74 pm, 20.57 pm, 21.01 pm,
23.25 um, 20.12 um, 21.56 um’dir (Cizelge 4.1.9, Sekil 4.1.11).

Stoma uzunlugu (um)
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Sekil 4.1.11. Kolhisin uygulamalarinin stoma uzunlugu {izerine etkileri

‘Trakya Ilkeren’ ¢esidi fidelerinde farkli kolhisin uygulamalari stoma uzunlugunu
arttrmigtir. Kontroldeki stoma uzunlugu 20.82 pum olarak tespit edilirken en yiiksek
stoma uzunlugu degerleri 2 g L (29.41 um), 6 g L™ (27.82 um) ve 5 g L (25.08 um)
uygulamalarinda kaydedilmistir (Sekil 4.1.9, Sekil 4.1.11).

‘Gok Uziim’ ¢esidinde kontroldeki stoma uzunlugu 21.45 um belirlenirken
kolhisin uygulamalarinda tespit edilen stoma uzunluklar: sirastyla 21.90 um, 20.33 um,

22.82 pm, 23.25 pm, 21.75 pm, 21.96 pm’dir (Cizelge 4.1.9, Sekil 4.1.11).
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‘Trakya llkeren’ ve ‘Gok Uziim’ cesitlerinde fakli dozlardaki kolhisin
uygulamalarinin stoma genisliklerine (um) etkilerinin énemli oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.1.10, Sekil 4.1.12).

Stoma genisligi (um)
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Sekil 4.1.12. Kolhisin uygulamalarinin stoma genisligi tizerine etkileri

‘Eksi Kara’ liziim ¢esidi fidelerinde stoma genisligi degerlerinde kontrole gore
belirgin bir artis olmadigi belirlenmistir (p>0.05). Cizelge 4.1.10, Sekil 4.1.12° da
goriildiigii gibi kontroldeki stoma genisligi 16.51 um’dir. Uygulamalardaki stoma
genislikleri sirasiyla 21.74 pm, 16.91 um, 16.15 pm, 17.51 pm, 16.89 um, 16.96 pum,
16.79 um olarak kaydedilmistir.

‘Trakya Ilkeren’ iiziim gesidi fidelerinde stoma genisligi (um) degerleri de stoma
uzunluguna benzer sekilde, 2 g L™ (19.81 pm), 6 g L™ (18.39 pm) ve 5 g L (17.95 um)
kolhisin uygulamalarinda, kontrole (20.83 um) gore artis gostermistir (Cizelge 4.1.10,
Sekil 4.1.12).

‘Gok Uziim’ gesidinde kontroldeki stoma genisligi 15.66 pm olarak belirlenirken
kolhisin uygulamalarinda stoma geniglikleri sirasiyla, 17.07 pm, 15.77 pm, 16.20 um,
15.87 pm, 17.20 um, 17.18 um’dir (Cizelge 4.1.10, Sekil 4.1.12).



42

Cizelge 4.1.10. Kolhisin uygulamalarinin stoma genisligi (um) iizerine etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 16.51+0.59 16.17£0.32 ¢ 15.66+0.90 b
1gL? 16.91+0.54 16.24+0.41 ¢ 17.07+£0.19 a
2gLt 16.15+0.38 19.81+0.58 a 15.77+0.33 b
3gLt 17.51£1.26 16.86+0.97 ¢ 16.20+0.22 ab
4gLt 16.89+0.57 15.76+0.66 ¢ 15.87+0.62 b
5gL? 16.96+0.78 17.95£0.53 b 17.20+0.69 a
6gL? 16.79+1.18 18.39+0.55 b 17.18+0.82 a

* Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

Kolhisin uygulamasi yapilmis fidelerin yaprak stoma yogunlugu degerlerinde
stoma boyutlarina bagli olarak azalmalar meydana geldigi tespit edilmistir (p<0.05,
Cizelge 4.1.11, Sekil 4.1.13).

‘Eksi Kara’ iiziim cesidi stoma yogunlugu en diisiik 305.15 adet mm degeri ile 5
g L dozunda tespit edilirken en yiiksek stoma yogunlugu degeri 3 g L™ (448.43 adet
mm) dozunda kaydedilmistir (Cizelge 4.1.11, Sekil 4.1.13).

Cizelge 4.1.11. Uygulamalarin stoma yogunluguna (adet mm) etkileri”

Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim

Kontrol 395.73£28.14b  409.42+38.17 ab 456.52+21.74 ab
1gLt 387.29+11.85bc  330.35£23.49 ¢ 485.51+33.21 a
2gL? 347.34+£7.98 ¢ 335.62+26.15 ¢ 448.79+32.09 ab
3gL? 448.43+38.78 a  431.39+21.06 a 416.09+13.09 b
4gL? 382.50£9.79 bc  372.49£17.38 bc 422.14+£7.02 b
5gL? 305.15+£20.44d  456.32+£33.14a 429.16+£10.73 b
6gL? 395.73428.14b  275.51£15.00 d 357.97+32.63 ¢

* Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde kolhisin uygulamalar stoma uzunlugu (um) ve
genigligi (um) degerleriyle ters orantili olarak stoma sayisinda 6nemli (p<0.05) bir diisiise
neden olmustur. 6 g L™ uygulamas: yapilan fidelerin stoma yogunlugu (275.51 adet mm-
2) kontrol bitkilerinden (409.42 adet mm2) énemli derecede diisiiktiir (Cizelge 4.1.11,
Sekil 4.1.13).

‘Gok Uziim® ¢esidi fidelerinde uygulamalarin stoma yogunlugu degerlerini
belirgin bir sekilde etkilemedigi tespit edilmis, en yiiksek stoma yogunlugu kontrolde
(485.51 adet mm2) en diisiik stoma yogunlugu ise 6 g L* (357.97 adet mm?)
uygulamasinda kaydedilmistir (Cizelge 4.1.11, Sekil 4.1.13).
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Sekil 4.1.13. Uygulamalarin stoma yogunlugu iizerine etkileri

4.1.2.5. Kloroplast (adet stoma™) sayim sonuglari
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Tetraploid ‘Kyoho’ iiziim ¢esidi stoma bekg¢i hiicrelerindeki kloroplast sayisi ve

kolhisin uygulamalar1 kloroplast sayilar1 arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur.

Uygulamalara gore degismekle birlikte 18-38 araliginda degistigi, ‘Kyoho’ {iziim

¢esidinin ise kloroplast sayilarinin 38-40 araliginda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1.12,
Sekil 4.1.14, Sekil 4.1.15).

‘Gok Uziim’ cesidi fidelerinde uygulamalardaki bekgi hiicresi kloroplast sayisi

kontrole gore degisiklik gostermemistir (Cizelge 4.1.12).

Cizelge 4.1.12. Uygulamalarin kloroplast sayisi iizerine etkileri (adet stoma™®)”

| Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim

2:;:: Ortalama Aralik  Ortalama Aralik Ortalama Aralik
Kyoho 30 38.67t1.15a  38-40 38.45+0.77a 38-40 38.67t1.15a  38-40
Kontrol 30 19.33+1.15d  18-20 19.88+0.21d 38-40 19.28+0.63 b  38-40
1gL? 30 20.08+0.33 ¢d 18-22  19.53+0.06 d 18-20 19.82+0.32b  18-20
2glLt 30 19.51+0.43 ¢cd 18-20 26.79+1.29b 18-38 20.00£0.00 b  18-20
3gL? 30 20.05+£0.59 cd 18-22  20.55+0.33d 18-22 19.68+£0.98b  18-20
4gL? 30 19.58+0.52 ¢cd 18-20 20.66+0.98d 18-22 20.24+0.15b  18-20
5gL? 30 24.19+1.28b  18-30 20.76x0.49d 18-22 19.56+0.07b  18-20
6glLt 30 21.1541.30b  18-22  24.81£1.09c¢ 18-38 19.33+1.15b  18-20

" Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ {iztim ¢esidi kloroplast sayisinda kontrole gore belirgin farkliliklar 5

g Lt (24.19 adet stoma ) kolhisin uygulamasinda kaydedilmistir.

‘Trakya Ilkeren’ ¢esidi fidelerinde en yiiksek kloroplast sayisi degerleri 2 g L™

(26.79 adet stoma ) ve 6 g L™ (26.79 adet stoma ) uygulamalarindadir.
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Sekil 4.1.14. ‘Trakya ilkeren’ iiziim cesidi fidelerinde 2 g L™ dozunda belirlenen
kloroplast sayilart (x1000)

Sekil 4.1.15. ‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidi fidelerinde 6 g L™ dozunda belirlenen
kloroplast sayilar1 (x1000)

4.1.2.6. Flow sitometri (FC) analizi sonuclari
Ikinci y1l kolhisin uygulamalar1 yapilan bitkilerde kloroplast sayimlari temel
alinarak flow sitometri analizi yapilmistir. Analizler sonucunda, ‘Eksi Kara’ iiziim

cesidinde 5 g L™ uygulamasi sonucu tetraploid bitki olusumu tespit edilmistir. Ploidi
seviyesi kontrole gore artig gostermistir (Sekil 4.1.16).
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Sekil 4.1.16. ‘Eksi Kara’ iiziim cesidinde 5 g L™ uygulamasi sonucunda tetraploid bitki

orneginin FC analizi sonucu

‘Trakya Ilkeren’ cesidinde 2 g L™ ve 6 g L™ uygulamalarinda ploidi seviyesinin

orijinal diploidlerine oranla degistigi ve tetraploid ve miksoploid form olustugu
belirlenmistir (Sekil 4.1.17, 4.1.18, 4.1.19).
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Sekil 4.1.17. ‘Trakya ilkeren’ iiziim ¢esidinde 2 g L™ uygulamasi sonucunda diploid

bitki 6rneginin FC analizi sonucu
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Sekil 4.1.18. ‘Trakya ilkeren’ {iziim ¢esidinde 2 g L™ uygulamas: sonucunda

miksoploid bitki 6rneginin FC analizi sonucu

4x
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Sekil 4.1.19. ‘Trakya ilkeren’ iiziim cesidinde 6 g L™ uygulamasi sonucunda tetraploid

bitki 6rneginin FC analiz sonucu



47

4.2. Tek Goz Celiklerine Kolhisin Uygulamalar:

4.2.1. Siirgiin ucu canhlik oram (%)

Hizli gelisme doneminde yapilan kolhisinin farkli doz ve siire uygulamalarinin
interaksiyonlarmin siirgiin ucu canlilik oranlarinda meydana getirdikleri farklilik
istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Bu sebeple kolhisin dozlarinin ¢esit igerisinde
degerlendirilmesinin sonuglar1 verilmistir.

Siirgiin ucu kuruma oranlarinin kotiledon agsamasinda yapilan uygulamalara gore
daha disik oldugu ve kolhisin dozlarinin ¢esit bazinda farkli etkileri oldugu
kaydedilmistir (Cizelge 4.2.1, Sekil 4.2.1).

‘Eksi Kara’ liziim ¢esidinde siirgiin ucu canlilik oranlarinin doz ve siire ile orantilt
olarak degisim gostermedigi fakat cesitli dozlardaki kolhisin uygulamalarinin siirgiin ucu
canlilik oranlarinda azalmalara neden oldugu Cizelge 4.2.1, Sekil 4.2.1°de goriilmektedir.
Kontrolde siirgiin ucu canlilik oranlar1 %100 belirlenirken kolhisin uygulamalari
igerisinde en diisiik siirgiin ucu canlilik oranlar1 %70.98 degeri ile 7.5 g L™ 72-s

uygulamasindadir.

Cizelge 4.2.1. Hizli gelisme déneminde kolhisin uygulamalarinin siirgiin ucu canlilik
oranlarima (%) etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a
259L148s 79.33+1.15 b 86.07+1.01 b 95.00+1.00 b
259gL172s 80.00£0.57 b 83.00+£0.75 ¢ 94.83+0.76 b
5gL148s 73.33+5.77 cd 79.00+1.00 e 95.54+1.88 b
5gL'72s 76.83+5.50 be 80.33+0.58 de 90.67+1.15 ¢
759L148s 71.08+1.01 d 81.33+2.08 cd 94.00+2.00 b
759L172s 70.98+1.00 d 78.67+1.15 ¢ 94.92+0.50 b

*: Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Trakya lIlkeren’ iiziim ¢esidinde siirgiin ucu canlilik oranlar1 dogrusal olarak
azalis gostermemistir. Uygulamalara gore siirgiin ucu canlilik oranlarinda en fazla azalma
%78.67 degeri ile 7.5 g L 72-s uygulamasinda belirlenmistir. Bu oran1 %79 degeri ile 5
g Lt 48-s kolhisin dozu takip etmistir (Cizelge 4.2.1, Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1. Hizli gelisme doneminde kolhisin uygulamalarinin siirgiin ucu canlilik
oranlarina etkileri

‘Gok Uziim’ gesidinde uygulama yapilan siirgiin uglari, ‘Eksi Kara’ ve ‘Trakya

Ilkeren’ iiziim cesitlerine gore daha az zarar gormiistiir. Kontrolde siirgiin ucu canlilik

oranlar1 %100°dir. Kolhisin uygulamalar arasinda en diisiik siirgiin ucu canlilik oranlari

%90.67 degeri ile 5 g L™ 72-s uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.2.1, Sekil 4.2.1).

4.2.2. Siirgiin uzunlugu (cm)

Kolhisin uygulamalarinin siirgiin uzunluguna etkileri siirgiin uzamasimin durdugu

(24 Ekim 2017) donemde gelisen siirglinlerin boyutlarinin dlgiilmesiyle tespit edilmistir.

Kolhisin uygulamalarinin siirglin gelismesinde gerilemeye neden oldugu gozlenmistir

(Cizelge 4.2.2, Sekil 4.2.2).

Cizelge 4.2.2. Kolhisin uygulamalarinin siirgiin uzunluguna (cm) etkileri”

Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim
Kontrol 32.00+2.00 ab 43.00+4.58 a 35.00£2.65 a
259gL148s 32.33+4.04 a 39.08+2.70 ab 31.39+2.26 ab
25gL172s 28.00£2.00 ac 35.92+1.38 bc 31.15+£3.86 ab
5gL148s 27.88+0.20 ac 35.23+0.69 be 29.67+£2.08 b
5gL172s 25.59+£3.92 ¢ 29.67+4.16 d 28.48+1.34 b
759gL148s 28.49+1.50 ac 29.00+1.00 d 28.2240.70 b
75gL172s 27.23£2.41 be 33.16+£2.92 cd 28.19+0.54 b

*: Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore

%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ iiztim ¢esidinde kontroldeki siirgiin uzunlugu 32.00 cm iken en kisa

siirgiin uzunlugu 25.59 cm degeri ile 5 g L™ 72-s uygulamasinda belirlenmistir. Kolhisin
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dozlarindaki artisa bagli olarak siirgin uzunlugu degerleri siirli diizeyde azalis

gostermistir (Cizelge 4.2.2, Sekil 4.2.2).

Surglin Uzunlugu (cm)
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Sekil 4.2.2. Kolhisin uygulamalarin siirgiin uzunluguna etkileri

‘Trakya Ilkeren’ iiziim cesidinde kolhisin dozlarindaki artisa bagh olarak siirgiin
uzunlugu degerleri azalis gostermistir. Kontrolde siirgiin uzunlugu 43 cm olarak
belirlenirken en kisa siirgiin uzunlugu 29 cm degeri ile 7.5 g L™! 48-s uygulamasindadir.
Bu degeri takiben en kisa siirgiin uzunlugu 5 g L 72-s (29.67 cm) uygulamasinda
kaydedilmistir (Cizelge 4.2.2, Sekil 4.2.2).

‘Gok Uziim’ ¢esidi siirgiin uzunlugu degerlerinin artan kolhisin dozlartyla birlikte
azalig gosterdigi (p<0.05) fakat bu farkliligin smirli diizeyde kaldig: tespit edilmistir.
Kontrolde siirgiin uzunlugu 35 cm olarak belirlenirken en kisa siirgiin uzunluklari
sirastyla 7.5 g L 48-s (28.22 ¢cm) ve 7.5 g L 72-s (28.19 cm) uygulamalarinda
kaydedilmistir (Cizelge 4.2.2, Sekil 4.2.2).

4.2.3. Siirgiin ¢ap1 (mm)

Kolhisin uygulamalarinin siirglin c¢apmna etkileri (24 Ekim 2017) gelisen
siirglinlerin {igiincli ve dordiincii bogum arast capinin Olgiilmesiyle tespit edilmistir.
Kolhisin uygulamalariin siirgiin ¢apin1 (mm) degisen oranlarda etkiledigi belirlenmistir

(Cizelge 4.2.3, Sekil 4.2.3).
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Cizelge 4.2.3. Uygulamalarmn siirgiin capmna (mm) etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 2.18+0.17 b 2.49+0.08 ab 2.3240.09 be
259gL148s 2.20£0.20 b 2.53+0.01 a 2.49+0.11 a
259gL172s 2.25+0.08 ab 2.54+0.09 a 2.36+0.12 ac
5gL'48s 2.20+£0.04 b 2.65+0.03 a 2.44+0.10 ab
5gL172s 2.45+0.08 a 2.45+0.41 ab 2.28+0.02 be
759gL148 2.3120.11 ab 2.12+0.09 ¢ 2.24+0.09 ¢
759gLt72s 2.16£0.08 b 2.19+0.06 bc 2.05+0.04 d

*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ ¢esidinde kontrolde siirgiin ¢ap1 2.18 mm iken, Kkolhisin
uygulamalarinda sirasiyla 2.20 mm, 2.25 mm, 2.20 mm, 2.45 mm, 2.31 mm, 2.16 mm’dir.
Siirgiin ¢ap1 degerleri kolhisin uygulamalarindan degisen oranlarda etkilenmistir (Cizelge
4.2.3, Sekil 4.2.3).

‘Trakya Ilkeren’ gesidinde siirgiin ¢cap1 kontrolde 2.49 mm’dir. Uygulamalarda en
diisiik siirgiin cap1 degerleri sirasiyla 7.5 g L™ 48-s (2.12 mm) ve 7.5 g L 72-s (2.16 mm)
uygulamalarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.2.3, Sekil 4.2.3).

‘Gok Uziim’ cesidinde kolhisin uygulamalar siirgiin ¢apini degisen oranlarda
etkilemistir. Siirgiin ¢ap1 kontrolde 2.32 mm iken 7.5 g L™? 72-s uygulamasinda 2.05
mm’dir (Cizelge 4.2.3, Sekil 4.2.3).

Surgilin ¢api (mm)
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Sekil 4.2.3. Uygulamalarin siirgiin ¢capina etkileri
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4.2.4. Stoma uzunluk (um), genislik (um) ve yogunluk (adet mm2) gozlemleri
Yaprak epidermal izlerinde, stoma uzunluk (pm) ve genislik (um) degerleri

mikroskobik Ol¢timlerle belirlenmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda kolhisin

dozlarinin stoma 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkiledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2.4,

Sekil 4.2.4).

Cizelge 4.2.4. Uygulamalarin stoma uzunluguna (um) etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 2431+0.32 ¢ 23.67+1.53 b 24.51£1.21 ab
259L148s 31.37+0.13bc  26.49+1.33 a 26.34+0.69 a
25gL172s 30.53+0.34cd  23.12+1.02b 25.54+1.31 a
5gL48s 33.78+0.79 a 23.58+1.94 b 23.4240.59 b
5gL172s 32.33+1.26 b 21.33+1.53 b 24.23£0.69 ab
759gL148 29.65+0.89 d 23.89+0.85b 24.88+1.67 ab
75gL172s 30.2840.95cd  23.72+£1.45b 25.95+1.07 a

" Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan goklu karsilagtirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

Kolhisin uygulamalar ‘Eksi Kara’ ¢esidinde stoma uzunlugunu énemli (p<0.05)
bir sekilde etkilemistir. En diisiik stoma uzunlugu kontrolde (24.31 um) belirlenirken en
yiiksek stoma uzunlugu degerleri 5 g L™ 48-s (32.33 um) ve 5 g L 72-s (32.33 um)
uygulamalarinda kaydedilmistir (Cizelge 4.2.4, Sekil 4.2.4).

‘Trakya Ilkeren’ ¢esidinde stoma uzunlugu kontrolde 23.67 um iken en yiiksek
stoma uzunlugu degeri 26.49 degeri ile 2.5 g L™ 48-s uygulamasinda tespit edilmistir.
Diger kolhisin doz ve siire uygulamalarina ait stoma uzunluk degerleri arasinda belirgin
bir farklilik yoktur (Cizelge 4.2.4, Sekil 4.2.4).

Stoma uzunlugu (um)
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Sekil 4.2.4. Uygulamalarin stoma uzunluguna etkileri
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‘Gok Uziim’ ¢esidinde kolhisin uygulamalarinin stoma uzunlugu degerlerini
degisen oranlarda etkiledigi tespit edilmistir. Kontrolde stoma uzunlugu 24.51 um olarak
tespit edilirken, 2.5 g L™ 48-s (26.34 um) ve 7.5 g L 72-s (25.95 pm) kolhisin
uygulamalarinin stoma uzunlugunu arttirdig1 kaydedilmistir.

Fakl1 dozlardaki kolhisin uygulamalarinin stoma genisliklerine (um) etkileri ‘Eksi
Kara’ iizim ¢esidinde istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). Diger ¢esitlerde elde edilen
stoma genisligi degerleri arasindaki farklilik istatistiki olarak ©nemsiz (p>0.05)

bulunmustur (Cizelge 4.2.5, Sekil 4.2.5).

Cizelge 4.2.5. Uygulamalarin stoma genisligine (um) etkileri”

Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim
Kontrol 17.51+0.31d 15.67+0.58 16.20+0.66
259L148s 20.54+0.29 ¢ 16.42+0.52 17.11+0.42
259gL172s 20.95+0.89 ¢ 15.92+0.88 16.80+1.02
59L148s 27.28+1.43 a 16.13+0.93 15.89+0.36
5gL172s 25.80£1.10 b 15.75+0.66 15.94+0.21
759L148s 21.36+0.47 ¢ 16.90+0.41 16.70+0.68
759L172s 21.61+0.58 ¢ 16.4420.64 15.98+0.74

*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ ¢esidinde kolhisin uygulamasi yapilan bitkilerde stoma genigliginin
kontrole (17.51 pum) goére 6nemli artig gosterdigi belirlenmistir. Stoma uzunlugundaki
artiga paralel olarak en yiiksek stoma genisligi degerleri 5 g L™ 48-s (27.28 um) ve 5 g L°
1 72-s (25.80 um) uygulamalarinda kaydedilmistir (Cizelge 4.2.5, Sekil 4.2.5).

‘Trakya flkeren’ ¢esidinde stoma genisligi kontrolde 15.67 pm’dir. 7.5 g L™ 48-s
(16.90+0.41) ve 7.5 g L 72-s (16.44) kolhisin uygulamalarinda kontrole gére stoma
genisligi degerlerinde artig goriilmiistiir (Cizelge 4.2.5, Sekil 4.2.5).

‘Gok Uziim’ gesidinde kolhisin uygulamalarmin stoma genisligini farkli oranlarda
etkiledigi tespit edilmistir. Kontrolde stoma genisligi 16.20 um olarak belirlenirken 2.5 g
L1 48-s (17.11 um) kolhisin uygulamasinda kontrole gére stoma genisliginde artis oldugu
kaydedilmistir (Cizelge 4.2.5, Sekil 4.2.5).

Kolhisin uygulamasi yapilmis bitkilerin yaprak stoma sayisi degerlerinde stoma
boyutlarina bagl olarak azalmalar meydana gelmistir (p<0.05, Cizelge 4.2.6, Sekil 4.2.6).

‘Eksi Kara’ lizim ¢esidinde kolhisin uygulamalar1 stoma sayisinda 6nemli bir

azalmaya neden olmustur (p<0.05, 4.2.6, Sekil 4.2.6). 5 g L™ 48-s (106.29 adet mm™2) ve
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59 L* 72-s (104.88 adet mm™?) uygulamalari yapilan bitkilerin stoma yogunlugunun

kontrol bitkilerinden (167.48 adet mm) énemli derecede diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.2.5. Uygulamalarin stoma genisligine etkileri

‘Trakya lIlkeren’ ¢esidinde uygulamalar stoma yogunlugu degerlerini degisen

oranlarda etkilemistir. Kontrolde stoma yogunlugu 185 adet mm olarak belirlenirken

stoma sayisinda en fazla azalma 7.5 g L' 72-s (164.67 adet mm2) Kolhisin
uygulamasindadir (4.2.6, Sekil 4.2.6).

Cizelge 4.2.6. Uygulamalarin stoma yogunluguna etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim

Kontrol 169.16+6.82 a 185.00£5.00 bd 177.16+14.47 a
259L148s 140.06£5.87 b 171.67+£9.07 de 164.33+7.09 ab
259L172s 148.12+£2.59 b 192.33+£9.29 ac 167.67+8.39 ab
5gL*48s 106.29+4.82 ¢ 197.33+£18.58 ab ~ 165.00+4.36 ab
5gL172s 104.88+4.58 ¢ 210.67+£10.07 a 173.33+8.50 ab
759L148 115.08+8.09 ¢ 175.00+8.89 ce 157.6742.52 b

759L172s 114.95+7.86 ¢ 164.67+7.37 ¢ 175.67+13.01 a

*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore

%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Gok Uziim’ c¢esidinde mm?’ye diisen stoma sayisi, stoma boyutlarindaki

degisime paralel olarak degisiklik gdstermistir. Kontrole gore (177.16 adet mm) stoma

yogunlugunda en fazla azalma 7.5 g L' 48-s uygulamasinda (157.67 adet mm)

kaydedilmistir.
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Kolhisin uygulamalar1 ve ‘Kyoho’ {iziim ¢esidi stoma bekgi hiicreleri kloroplast

sayilar1 arasindaki farkliligin 6nemli oldugu ve tiim kolhisin uygulamalarmin Kloroplast

sayilarinin 18-20 araliginda, tetraploid ‘Kyoho’ iiziim ¢esidinin kloroplast sayilarimnin ise
38-40 araliginda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.7, Sekil 4.2.7). Ancak, kolhisin

uygulamalar1 yapilan bitki stomalarindaki kloroplast sayilarinin kontrole gore degisiklik

gostermedigi kaydedilmistir.

Cizelge 4.2.7 Uygulamalarin kloroplast sayis1 (adet stoma™) iizerine etkileri *

| Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim

2:;:? Ortalama Aralik  Ortalama Aralik  Ortalama Aralik
Kyoho 30 38.67+0.58 a 38-40  38.67+l.15a 38-40  39.33+l.15a  38-40
Kontrol 30 18.95£0.93 b 18-20  19.33+1.15b 18-20 19.89+0.18b  18-20
259L%48s | 30 19.56+0.38 b 18-20  19.48+0.50 b 18-20 19.96+0.08b  18-20
25gL172s | 30 19.33£0.33 b 18-20  19.90+£0.09 b 18-20 19.40+0.69b  18-20
5gL148s 30 19.62£0.54 b 18-20  19.00+1.00 b 18-20 19.47+047b  18-20
5gL172s 30 19.33£1.15b 18-20  18.67+1.15b 18-20 19.87+0.23b  18-20
759L148s | 30 19.33£0.58 b 18-30  19.74+0.34 b 18-20 19.70+0.10b  18-20
759L172s | 30 19.52+0.50 b 18-20 19.95+0.09 b 18-20 19.33+1.15b  18-20

*: Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.
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4.3. In vivo siirgiin ucu kolhisin uygulamalari

4.3.1. Siirgiin ucu canhlik oram (%)

Kolhisin uygulamalarinin in vivo kosullarda siirgiin ucu canlilik oranlarina
yaptiklar etkiler istatistiki olarak (p<0.05) 6nemli bulunmustur. Siirgiin ucu kuruma
oranlarmnin ¢esit bazinda doz ve siire interaksiyonuna gore degisiklik gostermedigi tespit
edilmistir. Bu sebeple uygulama bazinda yapilan degerlendirmelere yer verilmistir
(Cizelge 4.3.1, Sekil 4.3.1).

‘Eksi Kara’ liziim ¢esidinde kolhisin uygulamalari siirgiin ucu canlilik oranlarinm
degisen oranlarda etkilemistir. Siirgiin ucu canlilik oranlarinda azalis goriilmekle birlikte
azalisin dogrusal olmadig belirlenmistir. Kontrolde siirgiin ucu canlilik oranlar1 %100
iken toksik etki sonucu en fazla kuruma 2.5 g L? 24-s (%83.67) uygulamasinda
kaydedilmistir (Cizelge 4.3.1, Sekil 4.3.1).

‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde siirgiin ucu canlilik oranlar1 kontrolde %100
olarak belirlenirken 2.5 g L™ 24-s,25g L' 48-s,5g L 24-s,59g L'48-s, 759 L* 24-
s, 7.5 g L! 48-s, uygulamalarinda sirasiyla %87.62, %86.22, %88.48, %89.15, %86.27,
%89.84tiir (Cizelge 4.3.1, Sekil 4.3.1).

Cizelge 4.3.1 Uygulamalarin siirgiin ucu canlilik (%) oranina etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol 100.00+0.00a  100.00+0.00 a 100.00+0.00 a
259gL124s 83.67+1.53 b 87.62+2.27 b 84.89+2.70 d
259gL148s 84.45+0.57 b 86.2243.36 b 92.88+2.83 be
5gL'24s 87.72+1.55b 88.48+1.34 b 95.03+£2.27 b
5gL48s 83.69+3.49 b 89.15+£1.82 b 90.40+1.20 ¢
759L124s 84.944+2.84 b 86.27£2.23 b 93.86+1.97 be
759L148s |86.00£3.61b 89.84+2.64 b 92.85+1.90 be

" Aymi siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan goklu karsilagtirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Gok Uziim’ ¢esidinde ‘Eksi Kara’ ve ‘Trakya Ilkeren’ cesitlerine nazaran
kolhisin dozlarindaki artigla siirglin ucu zarar gorme orani1 daha azdir. Siirgiin ucu canlilik
oranlar1 kontrolde %100 iken kolhisin uygulamalari arasinda en diisiik deger 2.5 g L™ 24-
s (%84.89) uygulamasindadir (Cizelge 4.3.1, Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3.1. Uygulamalarin siirglin ucu canlilig iizerine etkileri

4.3.2. Siirgiin uzunlugu (cm)

Kolhisin uygulamalarinin siirgiin uzunluguna etkileri siirgiin gelismesinin
durdugu donemde (10 Eyliil 2018) siirgiinlerin boyutlariin dl¢iilmesiyle tespit edilmistir.
Siirgiin uzunlugu degerlerine doz X siire interaksiyonunun etkileri istatistiki olarak
onemlidir (p<0.05) (Cizelge 4.3.2).

‘Eksi Kara’ cesidinde 24 saat siire ile kolhisin uygulamasi yapilmis bitkilerde
kontrole gore siirglin uzunlugu degerlerinde azalma oldugu, 48 saat siireyle yapilan
Kolhisin uygulamalari degerlerinin ise kontrole gore istatistiki olarak farklilik
gostermedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3.2). Siirglin uzunlugu degerleri artan kolhisin
dozlartyla birlikte dogrusal bir azalis gostermemistir. Kontrolde siirgiin uzunlugu 74.37

cm iken en kisa siirgiin uzunlugu 59.69 degeri ile 2.5 g L 24-s uygulamasindadir.

Cizelge 4.3.2. Uygulamalarn siirgiin uzunluguna (cm) etkileri”

stire Eksi Kara Trakya Ilkeren  Gok Uziim
Kontrol 74.37+0.50a  97.52+0.74 a 80.13+0.88 d
% 25gL? 59.69+4.94b  87.93+2.85ab 78.94+2.16 d
N 5gL* 60.22+2.04 b  83.72+1.97 Db 83.78+3.27 cd
75gL? 74.61£2.80a  71.42+3.97¢c 115.11+6.81 ab
s | 259gL? 73.60+£3.00a  87.11£2.69 b 93.28+0.25 b
@ 5gL* 78.80+£2.78a  70.71+4.94 c 86.38+0.00 ¢
75gL? 71.1843.50a  86.07+6.54 b 94.61+1.02 b

* Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Tukey karsilastirma testine gore %35

diizeyinde farklilik vardir.
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‘Trakya Ilkeren’ {iziim cesidinde farkli siirelerle kolhisin uygulamalari siirgiin
uzunlugunu degisen oranlarda etkilemistir. Kontroldeki siirgiin uzunlugu 97.52 cm olarak
belirlenirken 5 g Lt ve 7.5 g L™ kolhisin dozlarinin 24 ve 48 saat siirelerle siirgiin ucuna
uygulanmalari sonucunda siirgiin gelismesinin yavasladigi kaydedilmistir. 5 g L™ 24-s, 5
gL148-s, 759 L 24-s, 7.5 g L! 48-s uygulamalarinda siirgiin boylar1 sirasiyla 83.72
cm, 70.71 cm, 71.42 cm, 86.07 cm’dir (Cizelge 4.3.2).

‘Gok Uziim’ ¢esidinde kolhisin uygulamasi yapilan bitkilerin siirgiin uzunlugu
degerleri dogrusal bir azalis gostermemistir. Kontrolde siirgiin uzunlugu 80.13 cm olarak
belirlenirken kolhisin uygulamalar1 arasinda en diisiik deger 24 saat siire ile 2.5 g L

kolhisin uygulamasinda (78.94 cm) kaydedilmistir (Cizelge 4.3.2).

4.3.3. Siirgiin ¢ap1 (mm)

Kolhisin uygulamalarmin siirgiin ¢apina etkileri yaklasik olarak vejetasyon
sonunda (10 Eyliil 2018) gelisen siirgiinlerin {igiincii ve dordiincii bogum arasi ¢apinin
Ol¢iilmesiyle tespit edilmistir. Siirgiin ¢ap1 degerlerinin doz ve siire interaksiyonuna gore
degisiklik gostermedigi tespit edilmistir. Bu sebeple uygulama bazinda yapilan
degerlendirmelere yer verilmistir. Kolhisin uygulamalarinin siirglin ¢apini (mm) degisen

oranlarda etkiledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3.3, Sekil 4.3.2).

Cizelge 4.3.3. Uygulamalarm siirgiin capina (mm) etkileri”

Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim
Kontrol 2.48+0.15b 3.35+0.15 a 3.26+0.07 a
259 L1 24s 2.62+0.27 ab  3.18+0.01 ac 3.1940.06 a
25gL148s 2.8840.05a  3.22+0.05 ab 2.91+0.19b
5gL?24s 2.55+0.08 b 3.14+0.20 be 3.39+0.09 a
59 L148s 2.83+0.05a 2.994+0.03 cd 2.76+£0.10 b
759gL124 2.87+0.11 a 3.00£0.10 cd 3.27+0.16 a
759 L148s 2.83+0.12 a 2.89+0.02 e 3.3240.02 a

" Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ c¢esidinde kontrolde siirgiin ¢ap1 2.48 mm iken kolhisin
uygulamalarinda sirasiyla 2.62 mm, 2.88 mm, 2.55 mm, 2.83 mm, 2.87 mm, 2.83 mm’dir.
Kolhisin uygulamalariyla siirglin capr degerlerinde dogrusal bir azalma ya da artis

olmadigi kaydedilmistir (Cizelge 4.3.2, Sekil 4.3.2).
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W Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Uziim

Sekil 4.3.2 Uygulamalarin siirgiin ¢capina etkileri

‘Trakya Ilkeren’ ¢esidinde siirgiin ¢apmin kolhisin uygulamalarindan etkilenerek
azalis gosterdigi goriilmiistiir. Kontrolde siirgiin ¢ap1 3.35 mm olarak belirlenirken en
diisiik siirgiin cap1 degerleri sirastyla 5 g L™ 48-s (2.99 mm) ve 7.5 g L™ 48-s (2.89 mm)
uygulamalarinda kaydedilmistir (Cizelge 4.3.3, Sekil 4.3.2).

‘Gok Uziim’ cesidinde kolhisin uygulamalari siirgiin capini degisen oranlarda
etkilemistir. Siirgiin ¢ap1 kontrolde 3.26 mm iken 2.5 g L™ 48-s uygulamasinda 2.91
mm’dir (Cizelge 4.3.3, Sekil 4.3.2).

4.3.4. Stoma uzunluk (um), genislik (um) ve yogunluk (adet mm?) gozlemleri

Stoma uzunluk (um) ve genislik (um) degerleri yaprak epidermal izlerinde
mikroskobik Olgiimlerle belirlenmistir. Yapilan Ol¢iimler sonucunda doz x siire
interaksiyonunun stoma o6zellikleri {izerine etkileri istatistiki olarak onemli (p<0.05)
bulunmustur (Cizelge 4.3.4).

‘Eksi Kara’ cesidinde stoma uzunlugu degerleri 2.5 g L™ ve 7.5 g L dozlarmin
24 ve 48 saat siire uygulamasi sonucunda kontrole (19.73 um) gore artis gostermistir. 5 g
L uygulamasinda kontrole gore azalis (19.10 pm) oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
stoma uzunluklar sirastyla 7.5 g L 48-s (22.47 pm) ve 2.5 g L 24-s (22.23 pm)
uygulamalarinda kaydedilmistir (Cizelge 4.3.4).

‘Trakya ilkeren’ ¢esidinde stoma uzunlugu kontrolde 20.37 pm’dir. 2.5 g L ve
7.5 g L dozlarmin 24 ve 48 saat siire ile uygulanmalariyla stoma uzunlugu degerlerinde
artis olmustur. En yiiksek stoma uzunlugu degerleri sirasiyla 7.5 g L™ 24-s (24.17 pm) ve
7.5 g L? 48-5 (22.68 pm) uygulamalarinda belirlenmistir (Cizelge 4.3.4).



Cizelge 4.3.4 Uygulamalarin stoma uzunluguna (um) etkileri”

Siire Eksi Kara Trakya Ilkeren  Gok Uziim
Kontrol 19.73+0.28 cd  20.37+0.58 ¢ 20.57£0.43 cd
ki 25¢gL? 22.23+0.64a  22.01+0.55bd  26.2342.43 a
N 5gLt 19.10+0.63d  20.67+0.20 de 18.61+0.48 d
75¢gLt 20.94+0.38b  24.17+0.59 a 23.81+0.81 ab
. 25gL? 20.13+0.45c¢  22.17+0.04 be 19.64+0.14 d
@ 5gL? 20.90+0.17b  20.86+0.08 ce 20.65+1.08 cd
75gL? 22.47+0.23a  22.68+0.73 b 23.17+0.05 be
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* Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Tukey karsilastirma testine gore %5
diizeyinde farklilik vardir.

‘Gok Uziim’® ¢esidinde kolhisin uygulamalari stoma uzunlugu degerlerini farkli
oranlarda etkilemistir. Kontrolde stoma genisligi 20.57 um olarak belirlenirken 2.5 g L
24-s (26.23 pm) kolhisin uygulamasinda kontrole gore stoma uzunlugunda artis oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.3.4).

Fakli dozlardaki kolhisin uygulamalarinin stoma genisliklerine (um) etkilerinin
tiim asma genotiplerinde 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3.5).

‘Eksi Kara’ ¢esidinde stoma uzunlugu degerlerindeki artiga paralel olarak 7.5 g L
! kolhisin dozunun 48 saat siire ile uygulanmasi ile kontrole (15.45 pm) gére stoma
genigligi degeri (17.16 pm) artig gostermistir (Cizelge 4.3.5).

‘Trakya llkeren’ cesidinde stoma genisligi kontrolde 15.20 um’dir. 7.5 g L™
kolhisin 48 saat siire ile uygulanmasiyla stoma uzunlugu degerleri (16.56 um) kontrole
gbre artis gostermistir. En diisiik stoma genisligi degeri 2.5 g L™ 24-s (13.97 pm)
uygulamasinda kaydedilmistir (Cizelge 4.3.5).

Cizelge 4.3.5. Uygulamalarm stoma genisligi (um) iizerine etkileri”

Siire Eksi Kara Trakya Ilkeren  Gok Uziim
Kontrol 15.45+£0.40 bc  15.20+0.18 be 15.67£1.11 ac
v‘{’ 25gL? 15.09+0.32 bc  13.97+0.08 d 17.61£1.60 a
N 5gLt 13.88+0.08 d 14.80+0.43 ¢ 13.81+0.61 ¢
759gL? 15.87+0.76 b 16.56+0.15 a 15.96+0.73 ac
. 25¢gL? 15.39+£0.23 bc  15.78+0.15 ab 14.90+0.29 be
© |59 Lt 14.45£0.13cd  15.82£0.17ab  17.35+0.68 ab
75¢gL? 17.16£0.21 a 15.12+0.60 bc 15.84+0.14 ac

*: Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Tukey karsilastirma testine gore %35
diizeyinde farklilik vardir.

‘Gok Uziim’ gesidinde kolhisin uygulamalari stoma genisligi degerlerini degisen

oranlarda etkilemistir. Kontrolde stoma genisligi 15.67 pm olarak belirlenirken 2.5 g L
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24-s (17.61 pm) kolhisin uygulamasinda kontrole gore stoma uzunlugunda artis oldugu
kaydedilmistir. 2.5 g L™* 24-s uygulamasina en yakin deger 5 g L™ 48-s (17.35 pm)

uygulamasindadir (Cizelge 4.3.5).

‘Eksi Kara’, ‘Trakya ilkeren’, Gok Uziim’ cesitlerinde kolhisin uygulamalar1 ve

siire kombinasyonlarinin birim alana diisen stoma sayisina etkileri istatistiki olarak
onemlidir (Cizelge 4.3.6).

Cizelge 4.3.6. Uygulamalarn stoma yogunlugu (adet mm) iizerine etkileri”

Siire Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
Kontrol ~ 525.97+17.78 a 543.48+21.74 a 506.58+13.17 ab
e 25gLT  423.92+540¢ 510.57£13.85a 492.83+9.50 be
«  |5glLt 297.10+33.21d  425.69+5.47 cd 462.58+4.55 cd
759gL?  482.67+7.57 ab 468.33+£5.00 b 528.83+11.05a
- 25gLt  452.09+5.71 be 420.96+0.93 cd 453.47+10.76 d
@ 5gL*? 498.79+4.56 a 447.69+6.81 be 433.91+£2.97d
759gLt  498.43+10.85a 408.11+12.58 d 452.23+19.17d

*: Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Tukey karsilastirma testine gore %5
diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidinde kolhisin uygulamalar1 stoma sayilarinda énemli bir
diisiise neden olmustur (p <0.05). Stoma yogunlugu kontrolde 525.97 adet mm2 iken en
diisiik stoma yogunlugu degeri (297.10 adet mm™2) 5 g L* kolhisin dozunun 24 saat siire
ile uygulanmasi ile elde edilmistir (Cizelge 4.3.6).

‘Trakya Ilkeren’ cesidinde stoma yogunlugu kontrolde 543.48 adet mm2 dir.
Stoma boyutlarindaki artisla ters orantili olarak 7.5 g L™ kolhisin dozunun 48 saat siire
ile uygulanmasiyla stoma yogunlugu degeri (408.11 adet mm) kontrole gére azalis
gostermistir. Kolhisin uygulama siiresi arttik¢a stoma sayisi azalmistir (Cizelge 4.3.6).

‘Gok Uziim® cesidinde kolhisin uygulamalarinin stoma yogunlugunu degisen
oranlarda etkiledigi tespit edilmistir. Kontrolde stoma yogunlugu 506.58 adet mm olarak
belirlenirken en diisiik stoma yogunlugu degeri 5 g L™ 48-s (433.91 adet mm?)
uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.3.6).

4.3.5. Kloroplast sayim (adet stoma™) sonuglari

Kolhisin uygulamalar1 ve ‘Kyoho’ iiziim ¢esidi stoma bekei hiicreleri kloroplast
sayilart arasindaki farkliligin 6nemli oldugu ve kolhisin uygulamalarmin Kloroplast
sayilarinin 18-26 araliginda, tetraploid ‘Kyoho’ {iziim ¢esidi kloroplast sayilarinin ise 38-

40 araliginda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.7). Kolhisin uygulamalarinda doz
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bazinda bitki stomalarindaki kloroplast sayilarinin kontrole gore degisiklik gosterdigi
tespit edilmistir. ‘Trakya Ilkeren’ ve ‘Gék Uziim’ cesitlerinde kolhisin uygulamalari
sonucu kloroplast sayilarinin kontrol bitkisiyle paralellik gosterdigi (18-20) belirlenmistir

(Cizelge 4.3.7).

Cizelge 4.3.7. Uygulamalarin kloroplast sayis1 (adet stoma™) iizerine etkileri”

| Eksi Kara Trakya [lkeren Gok Uziim

Sgﬂ? Ortalama Aralik  Ortalama Aralik  Ortalama Aralik
Kyoho 30 38.50+0.50 a 38-40  38.75+1.09 a 38-40 38.33+0.58a  38-40
Kontrol 30 19.73+0.28 ef  18-20  20.53+0.42bc  18-22 20.05+0.23d  18-22
25gL124s | 30 24.92+1.01b 18-26  20.45+0.08 bc  18-22 19.71+0.25d  18-22
259gL148s | 30 20.42+0.05 ¢ 18-22  20.25+0.12bc  18-22 20.88+0.39 ¢ 18-22
5gL124s 30 21.3440.15d 18-22  20.91+0.21 b 18-22 21.76+0.48b  18-22
5gL148s 30 20.26+0.09 ef ~ 18-22  20.29+0.15bc  18-22 20.06+0.26 d  18-22
75gL124s | 30 23.11+0.12 ¢ 18-28  20.20+0.00 bc ~ 18-22 20.03+0.20d  18-22
759L148s | 30 19.58+0.04 f 18-20 19.84+0.01 ¢ 18-22 20.8340.15 ¢ 18-22

*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidinde kolhisin uygulamalart kloroplast sayilarini doz
bazinda arttirmistir. Stoma bekgei hiicrelerinde goriilen toplam kloroplast sayis1 en diisiik
kontrolde (19.73 adet stoma™) belirlenirken en yiiksek deger 24.92 degeri ile 2.5 g L™ 24-
s uygulamasinda kaydedilmistir (Cizelge 4.3.7).

4.4. In vitro kolhisin uygulamalar: sonuclar:

4.4.1. Canhlik orani (%)

In vitro kosullarda koklendirme asamasinda 10 mg L, 20 mg L%, 30 mg L
dozlarinda kolhisin uygulamasit yapilmis mikro celiklerde canlilik oranlari (%)
belirlenmistir. Uygulamalarin canlilik oranlarina etkileri istatistiki olarak Onemli
(p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.4.1, Sekil 4.4.1).

‘Bksi Kara’, ‘Trakya Ilkeren’, ‘Gok Uziim’ cesitlerinde kolhisin
uygulamalarindaki artigla ters orantili olarak mikro geliklerin canlilik oranlar1 azalis
gostermistir. Tiim cesitlerde en diisik canlihk oranlart 30 mg L? kolhisin
uygulamalarinda kaydedilmistir. ‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidinde kontrolde canlilik oranlari
%89.48 iken en diisiik canlilik oranlar1 30 mg Lt kolhisin uygulamasinda (%45.67) tespit
edilmistir. ‘Trakya Ilkeren’ ¢esidinin in vitro kosullarda hassasiyet gdstermesi sebebiyle

kolhisin uygulamalarina tepkisi diger iki ¢eside oranla daha yiiksektir (Cizelge 4.4.1).
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Kiiltiire

alian mikro Eksi Kara Trakya Ilkeren GOk iiziim

celik sayisi
Kontrol 60 89.48+1.78 a 84.76+0.67 a 93.67+1.53 a
10 mg L 60 63.49+£2.17 b 56.00+3.61 b 74.48+2.81 b
20mg L* 60 52.05+3.63 ¢ 42.00£2.00 c 52.60+2.16 ¢
30mg L* 60 45.67+2.08 d 37.92+2.79 ¢ 46.43+3.12 d

*: Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gre
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

Sekil 4.4.1. Kolhisin uygulamasi sonrast mikro ¢elikte kuruma

4.4.2. Gelisme oram (%0)
In vitro kosullarda koklendirme asamasinda 10 mg L?, 20 mg L?, 30 mg L™
dozlarinda kolhisin uygulamasi yapilmis mikro celiklerde gelisme oranlari (%)

belirlenmis ve istatistiki olarak énemli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.4.2).

Cizelge 4.4.2. Uygulamalarin gelisme orania (%) etkileri *

Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok iiziim
Kontrol 92.48+0.50 a 90.73+0.73 a 94.12+1.02 a
10mg L* | 55.25+1.64 b 43.00£1.00 b 51.67+1.53 b
20mg L | 41.75+1.64 ¢ 42.67+2.52 b 44.00+4.00 ¢
30mg Lt | 32.00+5.29d 35.78+2.91 ¢ 35.15+5.69d

*: Aym siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Bksi Kara’, ‘Trakya Ilkeren’, ‘Gok Uziim’ cesitlerinde kolhisin
uygulamalarindaki artiga ters orantili olarak mikro g¢eliklerin gelisme oranlar1 azalmistir.
Tiim gesitlerde 30 mg L kolhisin uygulamasi yapilmis mikro geliklerde kontrole gére
gelisme yavaslamustir. ‘Eksi Kara’, ‘Trakya ilkeren’, ‘Gok Uziim’ ¢esitlerinde 30 mg L
! kolhisin uygulamasinda belirlenen gelisme oranlar1 sirastyla %32.00, %35.78, %35.15

olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.4.2).
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4.4.3. Stoma uzunluk (um), genislik (um) ve yogunluk (adet mm?) gozlemleri

4.4.3.1. Stoma uzunlugu (um)
Kolhisin uygulamasi yapilmis bitkilerde uygulamalarin stoma uzunlugu {izerine
etkileri istatistiki (p<0.05) olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.4.3, Sekil 4.4.2). Cesit

bazinda dozlarin stoma yogunlugu iizerine etkilerinin degisken oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.4.3. Uygulamalarin stoma uzunlugu iizerine etkisi”

Eksi Kara Trakya Ilkeren  Gok iiziim
Kontrol | 21.91£0.57b 19.50£1.01b  21.16x1.04 ¢
10mg Lt |21.09£0.54b 22.50+1.01a  28.88+2.02a
20mg Lt | 25.55+2.67a 23.44+0.74a  25.96+0.68 b
30mg Lt |21.75£0.24b  23.00+£1.00a  25.13£0.16 b

*: Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Eksi Kara’ iiziim cesidinde 20 mg L kolhisin uygulamasinda stoma uzunlugu
25.55 um olarak belirlenirken kontrolde stoma boyu 21.91 um’dir (Cizelge 4.4.3, Sekil
4.4.2).

Stoma uzunlugu (um)
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W Eksi Kara Trakya ilkeren Gok Gziim

Sekil 4.4.2. Uygulamalarin stoma uzunluguna etkileri

‘Trakya Ilkeren’ {iziim ¢esidinde kolhisin dozundaki artisa paralel olarak stoma
uzunluk degerlerinde artmistir. En diisiik stoma boyu kontrolde (19.50 pm) belirlenirken,
en yiiksek deger 20 mg L kolhisin dozunda (23.44 pm) tespit edilmistir (Cizelge 4.4.3,
Sekil 4.4.2).
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‘Gok tliziim’ ¢esidinde kontrolde stoma boyu 21.16 um’dir. En kisa stoma boyu
kontrolde belirlenirken en uzun stoma 10 mg L (28.88) kolhisin uygulamasinda
kaydedilmistir (Cizelge 4.4.3, Sekil 4.4.2).

4.4.3.2. Stoma genisligi (um)

Kolhisin uygulamasi yapilmis bitkiciklerde uygulamalarin stoma genisligi izerine
etkileri istatistiki olarak (p<0.05) 6nemli bulunmustur. Kolhisin dozundaki artigla
dogrusal olarak stoma genisligi degerlerinde de yiikselme oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.4.4, Sekil 4.4.3).

‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidinde stoma eni Kontrolde 15.31 pm’dir. Kontrole kiyasla
en genis stoma boyutlar1 sirastyla 20 mg L™ (19.55 um) ve 30 mg L™ (17.17 um) kolhisin
dozlarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.4.4, Sekil 4.4.3).

‘Trakya Ilkeren’ iiziim cesidinde en diisiik (15.11 pm) stoma genisligi degeri
kontroldedir Kolhisin uygulamalarinda stoma genisligi degerleri siralamas1 10 mg L™

(18.11 um), 20 mg L% (18.08 pm), 30 mg L (17.55 pum) seklindedir (Cizelge 4.4.4, Sekil
4.4.3).

Cizelge 4.4.4. Uygulamalarin stoma genisligi iizerine etkisi ~

Eksi Kara Trakya ilkeren  Gok iiziim
Kontrol 15.31+0.27 ¢ 15.11£0.52 b 15.97+0.46 ¢
10mg Lt |15.36+0.31c¢ 18.11+£0.52 a 22.56+2.52 a
20mg Lt | 19.55+1.57 a 18.08+0.48 a 17.77+£0.31 be
30mgL?t |17.17+0.58b 17.55+0.64 a 19.58+0.79 b

*: Ayn siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Gok tiziim’ ¢esidinde kontrolde stoma genisligi 15.97 um olarak kaydedilmistir.
En diisiik stoma genisligi kontrolde belirlenirken en genis stoma 10 mg L™ (22.56)
kolhisin uygulamasindadir (Cizelge 4.4.4, Sekil 4.4.3).
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Stoma genisligi (um)
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Sekil 4.4.3. Uygulamalarin stoma genisligine etkileri

4.4.1.3. Stoma yogunlugu (adet mm-2)

In vitro kolhisin uygulamalarin stoma yogunlugu tizerine etkileri istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Mikroskobik gézlemler sonucunda birim alana diisen stoma sayist
stoma uzunlugu ve genisligi degerlerindeki artisa bagl olarak azalig gostermistir (Cizelge
4.4.5. Sekil 4.4.4).

‘Eksi Kara’ iiztim ¢esidinde stoma yogunlugu en yiiksek kontrolde (420.29 adet
mm2) kaydedilmistir. Stoma boyutlarindaki artisa bagh olarak stoma yogunluklarinda
belirgin bir azalma meydana gelmistir. Uygulamalardan elde edilen stoma yogunluklari
sirastyla, 10 mg L (214.78 adet mm2), 20 mg L™ (249.41 adet mm™2), 30 mg L™ (264.83
adet mm) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4.5, Sekil 4.4.4).

Cizelge 4.4.5. Uygulamalarin stoma yogunlugu (adet mm2) {izerine etkileri”

Eksi Kara Trakya Ilkeren  Gok iiziim
Kontrol 420.29+12.55a  427.54+12.55a 427.54+6.28 a
10mg Lt |214.78+4.52¢ 209.60+12.11b  227.66+5.23 ¢

20mg Lt | 249.41+5.09b 221.01+16.60b  270.77+28.25 b
30mg Lt |264.83+15.77b 220.20+7.34b  276.63+24.32 b

*: Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%S5 diizeyinde farklilik vardir.

‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde kolhisin uygulamalarinin stoma uzunlugu (um)
ve genisligiyle (um) orantili olarak stoma sayisinda 6nemli bir diisiise neden olduklari

kaydedilmistir (Cizelge 4.3.5, Sekil 4.3.4). 10 mg L™ uygulamas1 yapilan bitkiciklerin
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stoma yogunlugu (209.60 adet mm) kontrolden (427.54 adet mm) 6nemli derecede
diisiiktiir.

‘Gok Uziim® ¢esidinde kontrolde stoma yogunlugu 427.54 adet mm™ iken en
diisiik stoma yogunlugu 10 mg L (227.66 adet mm) kolhisin uygulamasinda tespit
edilmistir (Cizelge 4.4.5, Sekil 4.4.4).

Stoma yogunlugu (adet mm-?)
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Sekil 4.4.4. Uygulamalarin stoma yogunluguna etkileri

4.4.4. Bitkiciklerde kloroplast saymm (adet stoma) sonuglari

Kolhisin uygulamasi yapilmis bitkiciklerde uygulamalarin kloroplast sayilari
tizerine etkileri istatistiki olarak (p<0.05) 6nemli bulunmustur. Kolhisin uygulamasi
yapilmig bitkilerin ploidi diizeyini karsilagtirmak amaciyla tetraploid ‘Kyoho’ tiziim
¢esidi kullanilmistir. ‘Kyoho’ {iziim ¢esidinin in vitro kosullarda mikro g¢ogaltimi
yapilmis olup herhangi bir uygulamaya tabi tutulmamistir. Kolhisin uygulamalar1 ve 4x
‘Kyoho’ iizim ¢esidi stoma bek¢i hiicreleri kloroplast sayilari arasindaki farkliligin
onemli oldugu belirlenmistir. Uygulama yapilmis bitkilerde kloroplast araliginin kolhisin
dozlarina gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Kolhisin dozlarinda kloroplast say1
degerleri 18-38 araligindadir, tetraploid ‘Kyoho’ iiziim ¢esidinde ise 38-40 araliginda
degisim gostermistir (Cizelge 4.4.6).

‘Eksi Kara’ liziim ¢esidinde kolhisin uygulamalar1 kloroplast sayilarini doz
bazinda arttirmistir. Stoma bekgi hiicrelerinde goriilen toplam kloroplast sayisi en diisiik
kontrolde (19.76 adet stoma™) belirlenirken en yiiksek deger (23.44 adet stoma™) 20 mg
L dozunda kaydedilmistir (Cizelge 4.4.6).
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Cizelge 4.4.6. Uygulamalarin kloroplast sayisina etkileri”

| Eksi Kara Trakya Ilkeren Gok Uziim
g:g:;? Ortalama Aralik Ortalama Aralik Ortalama Aralik
Kyoho 30 38.67+1.15a 38-40 39.33+1.15a 38-40 39.33+0.58a 38-40
Kontrol 30 19.76+£0.42¢c 18-20 19.28+1.11b 18-20 20.94+0.48c 18-22

10 mg L? 30 22.95¢0.47b 18-24 20.33+1.53b 18-22 24.91+£2.60b 18-38
20mg L™! 30 23.44+£3.01b 18-38 20.26+0.68b 18-22 25.45+2.24b 18-38
30mgL*? 30 21.58+2.74c 18-22 20.26+1.01b 18-22 24.41+1.31c  18-38
*: Ay siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
%35 diizeyinde farklilik vardir.

‘Trakya Ilkeren’ iiziim cesidinde kloroplast sayilarinin kolhisin dozlarindan
etkilenmedigi bu degerlerin ¢ogunlukla diploid kontrol bitkilere esdeger oldugu tespit
edilmistir. Kontrol bitkiciklerde kloroplast sayis1 19.28 adet stoma™ iken uygulamalar
arasinda en yiiksek kloroplast sayist 10 mg L* (20.33 adet stoma®) kolhisin
uygulamasindadir (Cizelge 4.4.6).

‘Gok Uziim’ gesidinde kolhisin uygulamalarinin kloroplast sayilarin1 doz bazinda
arttirdify tespit edilmistir. En diisiik kloroplast sayis1 20.94 adet stoma™ olarak kontrolde
belirlenirken en yiiksek oran 20 mg L* (25.45 adet stoma™) kolhisin uygulamasinda
kaydedilmistir (Cizelge 4.4.6).

Kloroplast sayimlari sonucunda kontrole gore farklilik oldugu tespit edilen
bitkiciklerde, aklimitizasyon basarisinin  diisik olmasi sebebiyle FC analizi

gerceklestirilememistir.

4.4.5. Flow sitometri (FC) analizi sonuclar

In vitro kolhisin uygulamasi yapilmis bitkiciklerde dis kosullara aktarma
sonucunda canliligini1 devam ettiren bitkiciklerde kloroplast sayimlar1 temel alinarak FC
analizi yapilmistir. Az sayida bitki 6rneginde yapilan analizler sonucunda genotiplerin
ploidi seviyesinin diploidlerine oranla degisiklik gostermedigi belirlenmistir (Sekil
4.4.5).



68

q im K] il

-2

M l\'\_...,.............(""""-\ P i 5 A

Sekil 4.4.5. ‘Eksi Kara’ ¢esidinde 20 mg L kolhisin uygulamasinda diploid bitki

orneginin FC analiz sonucu

4.5. Kromozom Sayimi

‘Trakya flkeren’ gesidinde birinci y1l kotiledon uygulamalarinda kloroplast sayimi1
ve FC analizi sonucunda orijinal diploidlerinden farklilik gostermedigi tespit edilen 1 g
L kolhisin uygulamas1 yapilmus bitkinin kék ucu érneginde kromozom sayis1 2n=38

olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5.1).

Sekil 4.5.1. ‘Trakya Ilkeren’ (1 g L™Y) ¢esidi kromozom &rnegi
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Ploidi seviyesin degistigi kloroplast sayimi ve FC analizi ile tespit edilen
orneklerde sonbahar donemine girilmesi nedeniyle aktif kok biiyiimesi yeterli diizeyde
gerceklesmedigi i¢cin kromozom sayim islemi gergeklestirilememistir. Materyal iklim

odasina alinmis olup hazirlik ¢aligmalart devam etmektedir.

4.6. Tartisma

4.6.1. Siirgiin ucu canhlik orani (%)

Bahge bitkilerinde, kolhisin uygulamalariyla ploidinin uyarilmasi i¢in yaprak
taslaklar1 c¢ikartilarak elde edilen siirgiin ucu meristematik dokular1 siklikla
kullanilmaktadir (Dutt ve ark., 2007; Suzue ve ark., 2009). Siirgiin ucu, meristematik
hiicreleri genetik degisimlerden daha az etkilenmeleri sebebiyle rejenerasyon
calismalarinda tercih edilmektedir (Sinski ve ark., 2014). Asmada, o ve B tiibilinin asidik
izoformlar1 tomurcuklarda bulunurken daha bazik formlar1 ¢igek, siiliikk ve yapraklarda
bulunmaktadir. Somatik embriyo ve siirgiin uglart gibi eksplant kaynaklarinda
mikrotiibiillerin farkli tiibiilin bilesiminde olmalar1 nedeniyle, eksplant kaynaklarinin
kolhisin ve orizaline kars1 duyarlilik seviyeleri degisebilmektedir (Parrotta ve ark., 2010;
Sinski ve ark., 2014). Mutasyonun neden oldugu hasar tunika ya da corpus hiicrelerinde
lokalize, dagilmis veya meristem boyunca esit olarak dagilmakta ve tiirler arasinda
farklilik gostermektedir. Cogu tiirde mutajenik etkili uygulamalarin yapilmasiyla siirgiin
ucu bolgesinin zarar gormesi sonucunda koltuk siirgiinlerinde siirme gerceklestigi
bildirilmistir (Sekiguchi ve ark., 1971). Asmada da siirgiin ucu bdolgesine antimitotik
kimyasallarin uygulanmas1 sonucunda, kullanilan kimyasalin toksik etki yapmasi
nedeniyle siirglin ucunda kurumalar meydana geldigi bilinmektedir (Ekbi¢ ve Tangolar,
2016; He ve ark., 2016; Kara ve ark., 2018a; Kara ve ark., 2018b). Yaptigimiz ¢alismada
antimimotik ajan olarak kolhisin kullanilmistir. Bitkisel materyal olarak yoresel ‘Eksi
Kara’ ve ‘Gok Uziim® cesitleri ile son yillarda 1slah edilmis iiziim cesitleri arasinda
popiiler olan ‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidi kullamlmistir. Bitki materyallerinin
antimitotik ajanlara in vivo ve in vitro kosullarda tepkilerinin farkli olduguna yonelik
onceki ¢alismalar dikkate alinarak deneme in vivo ve in vitro kosullarda ytiriitilmistiir.
Denemeden  elde  ettigimiz ~ veriler  {izerindeki  degerlendirmelere  gore
konsantrasyonlarindaki artisla birlikte siirgiin ucu canlilik oranlari, uygulama materyali

ve doz-siire kombinasyonlarina bagli olarak tiim ¢esitlerde negatif yonde etkilenmistir. In
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vivo uygulamalar igerisinde en diisiik siirgiin ucu canlilik oranlari ‘Eksi Kara’ iziim ¢esidi
fidelerinde kotiledon asamasinda ikinci yil yapilan 4 g L* kolhisin uygulanmasinda
(%31.77) belirlenmistir (Cizelge 4.1.6). Hizli gelisme doneminde yapilan kolhisin
uygulamalar1 sonucunda siirgiin ucu canlilik oranlarinin doz ve siire ile orantili olarak
degisim gostermedigi tespit edilirken en diisiik siirglin ucu canlilik oranlar1 ‘Eksi Kara’
{iziim cesidinde 7.5 g L 72-s (%70.98) kolhisin uygulamasinda kaydedilmistir. Diisiik
kolhisin doz ve siiresiyle kolhisin uygulamalar1 yapilan bitkilerin vejetasyon siiresince
gelismelerine devam ettikleri tespit edilmistir.

Kolhisin dozlarinin etkileri doz ve siire kombinasyonun yani sira tlir ve gesit
bazinda da degisiklik gostermektedir. In vivo kolhisin uygulamalar1 yapilan ‘Eksi Kara’,
‘Trakya Ilkeren’, ‘Gok Uziim’ gesitleri arasinda siirgiin ucunda en az zarar gérme orani
‘Gok Uziim’ gesidinde belirlenmistir. Benzer sonuglar daha dnceki yapilan calismalarda
da tespit edilmistir. Ekbi¢ ve Tangolar (2016), ‘Trakya Ilkeren’ ve ‘Flame Seedless’ iiziim
cesitlerinde ploidinin uyarilmasi amaciyla yaptiklar: ¢aligmada, kolhisin uygulamalari
igerisinde %0.5’1ik kolhisin dozunun 1-3 giinliik siirelerle uygulanmasi sonucunda siirgiin
ucu kuruma oraninin daha az oldugunu tespit etmislerdir. ‘Trakya ilkeren’ cesidinde
stirglin ucu canlilik oranlarinin %0.75’lik dozun 3 ve 5 giin siireyle uygulanmasiyla %
50’nin altina diistiiglint bildirmislerdir.

Kara ve ark. (2018a), bag kosullarindaki omcalarda 96 saat siireyle %0.9
kolhisin+gliserin  uygulamasinda siirgiin ucu kuruma oranim1 %7.14 olarak
belirlemislerdir. Uygulama yapilan 49 kombinasyonun 22’sinde siirgiin ucunda kuruma
gerceklesmedigi kaydedilmistir. Sera kosullarinda yapilan uygulamalarda en fazla
kurumanin (%50.0) %1.1 kolhisin konsantrasyonunun 96 saat siire ile uygulanmasi
sonucunda gergeklestigini belirlemislerdir. Kolhisin uygulamalarinin sera kosullarinda
tek goz celiklerine yapilan uygulamalarin siirgiin ucu canlilik oranlarini daha ytiksek
oranda etkiledigini bildirmislerdir.

Kara ve ark. (2018b), ‘Narince’ iiziim (Vitis vinifera L.) ¢esidinde arazi
kosullarinda %]1°lik kolhisin uygulamasinin 96 saat siireyle pamuk ve folyo ile
kapatilmas1 ve siirgiin ucunun kapatilmadan uygulanmasi sonucunda siirgiin uglarinin
tamaminin kurudugunu kaydetmislerdir.

Ozalp ve ark. (2018) tarafindan, ‘Michele Palieri’ ¢esidi fidelerine Kotiledon
asamasinda %0.3, %0.6, %0.9, %1.2 dozlarinda kolhisin uygulamasi yapilmis,

uygulamalarin siirgiin ucu canlilik oranlarini etkilemedigi (%100) bildirilmistir.
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Denememizde elde ettigimiz sonuglara gore farkli dozlarda kolhisin
uygulamalarinda siirgiin ucu canlilik oranlar1 %0-100 arasinda degisim gostermistir. Bu

sonuglar literatiirle benzerlik géstermektedir.

4.6.2. Canhlik oram (%)

In vitro kosullarda yapilan ploidi ¢alismalarinda kimyasal antimitotik ile disiik
konsantrasyonlarda ya da daha kisa siirelerle uygulama yapilmasi ile canlilik oranlarinda
azalis olmamakta fakat tetraploidi olusma frekansinda azalma meydana gelmektedir
(Viinola, 2000; Zhang ve ark., 2008; Xie ve ark., 2015).

Tarafimizdan yapilan ¢alismada kolhisin uygulamalar1 ‘Eksi Kara’, ‘Trakya
Ilkeren’, ‘Gok Uziim’ ¢esitlerinin mikro geliklerinde canlilik oranlarmi azaltmistir. ‘Eksi
Kara’ iizim c¢esidinde en diisik canlilk oranlar1 30 mg L™ kolhisin (%45.67)
uygulamasinda tespit edilmistir. Cesit bazinda ise ‘Trakya ilkeren’ ¢esidinin kolhisin
uygulamalarina tepkisi diger iki ¢eside oranla daha hassas bulunmustur (Cizelge 4.4.1).
Onceki yapilan calismalarda bu sonuglar1 dogrular niteliktedir. Xie ve ark. (2015), in
vitro kosullarda farkli eksplantlari (siirgiin ucu, anter ve pre-embriyonik kallus) kolhisin
ve orizalinin 3 farkli dozu ile 24, 48 ve 72 saat siire ile muamele etmislerdir. Kolhisin ve
orizalin uygulamalari sonucunda canlilik oranlari sirasiyla %39.61 ve %41.65 olarak
bildirilmistir. Pre-embriyonik kalluslardan en yiiksek oranda tetraploid bitki olusma orani
625 uM kolhisin dozunun 48 (%28.79) ve 72 saat (% 37.78) siireyle uygulanmasiyla elde
edildigi belirtilirken kolhisin doz ve siiresindeki artigla orantili olarak canlilik oranlarinda
azalma kaydedilmistir. En diisiik canlilik oranlart (%29.32) 72 saat siireyle 1250 uM
kolhisin uygulamasinda tespit edilmistir.

Acanda ve ark. (2013), ‘Mencia’ iziim ¢esidinde, embriyonik siispansiyonlarda
kolhisin uygulamalarimin canlilik oranlarini azalttigini tespit etmislerdir. %0.1 kolhisin
ile embriyonik potansiyelin %38.3, %0.2 kolhisin ile muamele edilen embriyonik
sispansiyon kiiltliriniin canlilik oranlarinin ise % 52.5 oldugu ve embriyonik
potansiyelin  kolhisin uygulamalarindan etkilenerek %13.8’e kadar azaldig:
kaydedilmistir. Kolhisin dozu artisiyla kallus yiizeyindeki embriyonik hiicrelerin
kolhisine daha ¢ok maruz kalmasi sonucu 6lmeleri nedeniyle embriyonik potansiyelin
canlilik oranlarina gore daha fazla diisiis gosterdigi bildirilmistir.

Yang ve ark. (2006), yapmis olduklar1 ¢alismada diploid somatik embriyolara 10
ve 20 mg L kolhisin konsantrasyonlarmi 1, 2 ve 3 giin araliklarla uygulamislardir.

Kolhisin doz ve siiresinin artisiyla paralel olarak embriyo canlilik oranlarinin azaldigini
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ve en diisiik canlilk oranlarinin 20 mg L™ uygulamasinda oldugunu (%26) tespit
etmislerdir.

Calismamizda elde edilen veriler, kolhisin konsantrasyonundaki artigla birlikte
canlilik oranlarinin azaldigini gostermistir. Canlilik {izerine yaptig: etkiler bakimindan

konsantrasyon artis1 literatiirle paralellik gostermektedir.

4.6.3. Siirgiin uzunlugu (cm)

Stirgiin  uzunlugu degerleri kolhisin uygulamalarindan degisen oranlarda
etkilenmektedir. Daha onceki c¢alismalarda tetraploid bitkilerin diploidlerine oranla
bogum aras1 uzunlugunun kisaldigi ve buna paralel olarak siirgiin boyunun orijinal
diploidlerine gore kisa oldugu bildirilmistir (Motosugi ve ark., 2002a). Bizim
calisgmamizda elde edilen bulgular 6nceki ¢alismalarla paralellik géstermektedir.

Kolhisin uygulamalarindan etkilenme derecesine gore siirgiin uzunlugu
degerlerinde azalma oldugu belirlenmistir. Kotiledon asamasinda yapilan Kkolhisin
uygulamalarinda her iki yildaki degerler dikkate alindiginda 2 g L* kolhisin
uygulamasinda tespit edilen siirgiin uzunlugu degerlerinin, diger uygulamalara gore
siirglin uzunlugunu azaltic1 yonde etki yaptigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1.2, Cizelge
4.1.7).

Hizli gelisme doneminde kolhisin uygulamalar1 yapilan orneklerin siirgilin
uzunluklarinin kontrolden belirgin olarak farklilik géstermedikleri tespit edilmistir.
Kolhisin uygulamalarinin ‘Eksi Kara’, ‘Trakya Ilkeren’, ‘Gok Uziim’ gesitlerinde siirgiin
uzunluguna yaptiklar etkiler degerlendirildiginde 7.5 g L™ kolhisin konsantrasyonunun
24 saat siire ile uygulanmalariyla siirgiinlerde gelisme yavasglamistir (Cizelge 4.2.2).

In vivo kosullarda siirgiin ucu kolhisin uygulamalarinda ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok
Uziim’ gesidinde kolhisin uygulamalar1 yapilan bitkilerin siirgiin uzunlugu degerlerinde
dogrusal bir azalma olmadig1 tespit edilmistir. ‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde 5 g L™ ve
75 g L? kolhisin dozlarmin 24-s ve 48-s siirelerle siirgiin ucuna uygulanmalari
sonucunda siirgilin gelismesi yavaslamistir (Cizelge 4.3.2).

Kolhisin uygulamalariyla poliploidinin uyarildigi diger ¢alismalarda da benzer
sonuglar alimmistir. Ekbi¢ ve Tangolar (2016), kolhisin ile poliploidinin tesviki
konusunda ‘Trakya Ilkeren’ ¢esidinde siirgiin uzunlugunu kontrolde 126.1 cm olarak
belirlemislerdir. En diisiik siirgiin uzunlugu degerini %0.75 kolhisin dozunda (34.2 cm)
kaydetmislerdir. Uygulama siiresi bakimindan genel ortalamalar degerlendirildiginde

siire artistyla siirglin uzunlugu degerlerinde belirgin diizeyde azalma oldugu bildirilmistir.
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Kara ve ark. (2018a), a¢ik alanda yaptiklart kolhisin uygulamalari sonucunda 44.
giinde yapilan siirglin uzunlugu o6l¢iimlerinde en diisiik siirgiin ucu canlilik oranlarin
%]1.1 kolhisin + gliserin soliisyonunda (34.06 cm), 75. giinde 96 saat siireyle yapilan
uygulamanin %]1.1°lik kolhisin dozunda (43.38 cm) ve 120. giin sonunda ise 96 saat
stireyle yapilan uygulamanin %]1.1°lik uygulamada (47.87 cm) oldugunu tespit
etmislerdir. Kolhisin doz ve siiresindeki artisa paralel olarak siirgiin uzunlugu
degerlerinde azalma bildirmislerdir.

Ozalp ve ark. (2018), kotiledon asamasindaki ‘Michele Palieri’ iiziim ¢esidinde
kolhisin uygulamalarinin morfoloji ve ploidi {izerine etkilerini incelemisler, kolhisin
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak siirgiin uzunlugundaki azalmanin istatistiki

olarak dnemli olmadigin1 bildirmislerdir.

4.6.4. Siirgiin ¢cap1 (mm)

Artan ploidi seviyesinin bitkilerde govde, siirglin capi, yaprak agirligr gibi
morfolojik 6zellikler iizerine tiir ve ¢esit bazinda farkli etkiler yaptiklar1 bilinmektedir
(Gtowacka ve ark., 2010; Qiao ve ark., 2017).

Motosugi ve ark. (2007), tetraploid asma anag siirgiinlerinin diploidlerine gore
daha zayif gelisme gostermelerine ragmen govde ve yaprak kalinliklarinda artis oldugunu
belirlemislerdir. Koklendirme ve sasirtma safthasindaki tetraploid anaglar tizerine asilanan
‘Kyoho’ bitkilerinin siirgiin ve bogum aralarinin diploid anaglar lizerine agilananlara gore
daha kisa oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettigimiz verilerde de daha 6nceki yapilan
calismalara benzer sonuglara ulasilmistir. In vivo kosullarda kolhisin uygulamalarinda
kotiledon asamas1 verilerinde kolhisin dozlarindaki artiga bagli olarak siirgiin cap1
degerlerinde azalmalar oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1.8). Hizli gelisme doneminde
kolhisin uygulamalar1 sonucunda tiim ¢esitler de kontrole gore en diisiik siirglin ¢ap1
degerleri 7.5 g L 72-s kolhisin uygulamasinda kaydedilmistir. In vivo siirgiin ucu
uygulamalarinda ‘Eksi Kara’ ¢esidinde siirgiin ¢ap1 degerlerinde dogrusal bir azalma veya
artts olmamustir. ‘Trakya Ilkeren’ gesidinde siirgiin ¢ap1 kolhisin uygulamalarindan
etkilenmis ve azalis gostermistir. ‘Gok Uziim’ ¢esidinde kolhisin uygulamalari siirgiin

capimi degisen oranlarda etkilemistir (Cizelge 4.3.3).

4.6.5. Gelisme orani (%)
Kolhisin uygulamalar1 canlilik ve gelisme oranlarin1 negatif yonde etkilemektedir

(Tepe ve ark., 2002; Sinski ve ark., 2014)
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Yaptigimiz c¢aligmada her ii¢ liziim ¢esidinde de kolhisin uygulamalarindaki
artigla ters orantili olarak bitkiciklerde gelisme oranlari azalmistir. Tiim ¢esitlerde 30 mg
L1 kolhisin uygulamas1 yapilmus bitkiciklerde kontrole gore gelismenin yavasladig tespit
edilmistir. ‘Eksi Kara’, ‘Trakya Ilkeren’, ‘Gok Uziim’ ¢esitlerinde 30 mg L™ kolhisin
uygulamasinda belirlenen gelisme oranlari sirastyla %32.00, %35.78, %35.15 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.4.2).

4.6.6. Stoma gozlemleri

Tetraploid bitkilerde tiir ve ¢esidin tepkisine bagli olarak hiicre biiyiikliigindeki
artisa (‘gigas’ etkisi) paralel, siirgiin ¢api, polen boyutu, yaprak biiyiikliigii ve stoma
boyutlarinda artislar meydana gelmektedir (Motosugi ve ark., 2002a; Sattler ve ark.,
2016). Stoma verileri otopoliploidinin uyarildigi genotipler igin genom biiyiikliigiiniin
yaklagik olarak belirlenmesini saglamaktadirlar (Yang ve ark., 2006).

Stoma boyutlarinin artmasinm birim alana (mm?) diisen stoma sayisini azalttig
birgok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Ma ve ark., 2014; Xie ve ark., 2015; Ekbig
ve Tangolar, 2016).

Sinski ve ark. (2014), ‘BRS Clara’ ve ‘Crimson Seedless’ ¢esitlerinin 2n ve 4n
kromozom sayisina sahip Orneklerinde yaptiklart stoma Olglim  sonuglarini
karsilastirmislardir. Calismada elde edilen tetraploid bitkilerin stoma boyutlarinda artisla
birlikte birim alandaki stoma sayisinda azalma meydana getirdigini bildirmislerdir.

Calismamizdan elde edilen veriler konuyla ilgili yapilan onceki ¢alismalarla
benzerlik gostermektedir. Kotiledon asamasinda yapilan uygulamalar sonucunda ‘Eksi
Kara’ iiziim ¢esidi stoma yogunlugu en diisiik 305.15 adet mm2 degeri ile 5 g L™ dozunda
tespit edilirken en yiiksek stoma yogunlugu degeri 3 g L (448.43 adet mm2) dozunda
kaydedilmistir (Cizelge 4.1.11). ‘Trakya Ilkeren’ iiziim ¢esidinde kolhisin
uygulamalarinin, stoma uzunlugu (um) ve genisligi (um) degerlerinde meydana
getirdikleri artigla orantili olarak stoma sayisinda 6nemli bir diisiise neden olduklari tespit
edilmistir (Cizelge 4.1.11). 6 g L kolhisin uygulamasi yapilan fidelerin stoma yogunlugu
(275.51 adet mm2) kontrol bitkilerinden (409.42 adet mm) 6nemli derecede diisiiktiir.

In vitro kosullarda kolhisin uygulamasi sonucunda, ‘Eksi Kara’ iziim ¢esidinde
stoma yogunlugu en vyiksek kontrolde (420.29 adet mm?) kaydedilmistir.
Uygulamalardan elde edilen stoma yogunluklari sirastyla, 10 mg L™ (214.78 adet mm2),
20 mg L1 (249.41 adet mm™2), 30 mg L™ (264.83 adet mm?) olarak tespit edilmistir. Gok
{iziim cesidinde kontrolde stoma yogunlugu (427.54 adet mm) olarak kaydedilmistir. En
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yiiksek stoma yogunlugu kontrolde belirlenirken en diisiik stoma yogunlugu 10 mg L*
(227.66 adet mm?) kolhisin uygulamasinda kaydedilmistir (Cizelge 4.4.5). Stoma
boyutlarindaki artisa bagli olarak stoma yogunluklarinda azalma oldugu tespit edilmistir.

Tarafimizca yapilan ¢alismadan elde edilen bulgular 6nceki yapilan ¢alismalara

benzer olup stoma yogunlugunda 6nemli azaliglar kaydedilmistir.

4.6.6. Kloroplast sayis1 (adet stoma™)

Bazi tiir ve ¢esitlerde yapilan ploidi ¢alismalarinda stoma bekgi hiicrelerindeki
kloroplast sayilar1 ve ploidi seviyesi arasinda bir korelasyon oldugu gézlenmistir (Yang
ve Yang, 1990; Zhang ve ark., 2007; Yuan ve ark., 2009).

Xie ve ark. (2015), kolhisin ile muamele edilmis, siirgiin uglari, anterler ve pre-
embriyonik kiiltiirlerde gelisen bitkilerde ploidi seviyesi kromozom sayimlar1 ve FC
analizleriyle belirlenmistir. Stoma gozlemlerinin (Stoma boyutu ve sayilari, bekei
hiicrelerdeki kloroplast sayilari) ploidi seviyesi ile korelasyon gosterdigi kaydedilmistir.
Tetraploid ¢esitlerde stomalardaki kloroplast frekansi 23.5 olarak belirlenirken diploid
cesitlerde 14.4 olarak kaydedilmistir. Stoma bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayilarinin
kromozom saymmi ve FC oOlciimlerine gore kolaylikla yapildigi ve analizlerin
yapilabilmesi i¢in gereken ig giliciinii azalttigi bildirilmistir.

Chen ve ark. (2009), ‘Red Globe’ ¢esidi siirgiinlerinden son yillarda gelistirilen
yeni genotipin ploidi yapisinin tespiti amaciyla stoma bekg¢i hiicrelerinin boyutu ve bu
hiicrelerdeki kloroplast sayilarinin belirlenmesi i¢in 6l¢tim ve sayimlar yapmislar ve ayni
zamanda bu 6l¢iimleri kok ucu hiicrelerinin kromozomlari ile de desteklemislerdir. Yeni
‘Red Globe’ genotipinde stoma bekgi hiicrelerinin ‘Red Globe’ iiziim ¢esidinden biraz
daha uzun ve genisliginin ise daha dar oldugu, ebeveyn ve yeni genotipte stoma bekgi
hiicrelerinin kloroplast sayilarinin sirastyla 10.63 ve 11.35 oldugu belirlenmistir. Stoma
bekei hiicrelerinde hem kloroplast sayilar1 ve hem de boyutunda 6nemli bir farklilik
olmadigindan yeni genotipin L1 katmaninin diploid oldugu sonucuna varilmstir.

Tarafimizca in vivo kotiledon asamasinda ve hizli gelisme doneminde yapilan
kolhisin uygulamalar1 sonuglari onceki (Xie ve ark.,, 2015) calismalari dogrular
niteliktedir.

Kotiledon uygulamalan ikinci yil verilerinde ‘Gék Uziim’ cesidi fidelerinde
kolhisin uygulamalar1 yapilmis bitki stomalarindaki kloroplast sayilarinin kontrole gore
degisiklik gostermedigi tespit edilmistir. ‘Eksi Kara’ {iziim ¢esidinde ise kloroplast

sayilarinda kontrole gore belirgin farklihklar 5 g L? kolhisin uygulamasinda
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belirlenmistir. ‘Trakya ilkeren’ ¢esidi fideleri kloroplast sayilarinda en yiiksek degerler 2
g L (26.79 adet stoma ) ve 6 g L™ (26.79 adet stoma ") dozlarinda tespit edilmistir.

In vitro kosullarda yetistirilen bitkiciklerde yapilan analizler sonucunda ‘Eksi
Kara’ ve ‘Gok Uziim’ gesitlerinde kolhisin uygulamalarmin kloroplast sayilarini doz
bazinda arttirdig1 belirlenmistir. Elde edilen en yiiksek degerler 20 mg L kolhisin
uygulamalarinda kloroplast sayilar1 gesitlerde sirasiyla 23.44, 25.45 adet stoma™’dur.

In vivo kosularda ‘Eksi Kara’ ve ‘Trakya ilkeren’ in vitro kosullarda ise ‘Eksi
Kara’ ve ‘Gok Uziim’ cesitlerinde kloroplast sayilarinin kontrole gore artis gdstermesi

genotiplerin ploidi seviyesinin etkilendigini ortaya koymaktadir.

4.6.7. Flow sitometri analizi

FC analizleri, tizerinde galisilan tiiriin kromozom boyutlarinin kiigiik oldugu yada
tirtin ploidi seviyesinin belirlenmesi i¢in son derece etkili bir yontem olarak
kullanilmakta ve kolaylik saglamaktadir (Ochatt ve ark., 2011).

Kotiledon asamasinda birinci yil kolhisin uygulamalart sonucunda stoma
Olctimleri ve morfolojik gdzlemlerde diploidlerine oranla farklilik oldugu diisiiniilen
orneklerde ploidi seviyelerini belirlemek amaciyla FC analizi yapilmistir. Bu analizler
sonucunda diploid bitkinin pik noktasi 100 kanalinda, kontrol bitkisi olarak kullanilan
domates ve tetraploid yapilt ‘Kyoho’ ¢esidinin pik noktasinin ise beklendigi gibi 200
kanalinda ortaya ¢ikmistir. FC analizi sonucunda, kolhisin dozlari ile muamele edilen
asma fidelerinin ploidi diizeylerinde degisiklik olmadigi belirlenmistir. Sonuglarin
kloroplast sayilari ile paralellik gosterdigi ve dnceki ¢alismalari dogrular nitelikte oldugu
kaydedilmistir (Xie ve ark., 2015; Kara ve ark., 2018a; Pan-pan ve ark., 2018).

Ikinci y1l kolhisin uygulamalar1 yapilan bitkilerde, gesit bazinda ploidi seviyeleri
degisen oranlarda etkilenmistir. ‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidinde 5 g L™ uygulamasi sonucu
tetraploid bitki olusumu tespit edilmistir. Ploidi seviyesi kontrole gore artis gostermistir
(Sekil 4.1.16). ‘Trakya Ilkeren’ ¢esidinde 2 g L™ ve 6 g L™ uygulamalarinda ploidi
seviyesinin orijinal diploidlerine oranla degistigi ve tetraploid ve miksoploid form
olustugu belirlenmistir (Sekil 4.1.17, 4.1.18, 4.1.19).

Birgok arastirict yaptiklari FC analizleri ile bitkilerin ploidi seviyelerindeki
degisimi tespit etmeye ¢alismiglardir (Yang ve ark., 2006; Dhooghe ve ark., 2011; Acanda
ve ark., 2013; Acanda ve ark., 2015). Acanda ve ark. (2013), ‘Mencia’ {iziim ¢esidinde
embriyogenik silispansiyon kiiltiirii ile somatik embriyogenesis c¢aligmas1 yapmislardir.

Bitkiye doniisen somatik embriyolarda FC yontemiyle yapilan analizler sonucunda ploidi
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seviyesini  %5.6 oraninda tetraploid olarak tespit etmislerdir. Diploid somatik
embriyolardan gelisen bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriginin, arazide yetistirilen diploid
bitkilerden daha diisiik (%6.7) oldugunu ve bu protokoliin diisiik seviyelerde somaklonal
varyasyona neden oldugunu bildirmislerdir.

Noh ve ark. (2010), FC ve mikrosatellit analizleri ile otokton Ispanyol iiziim (Vitis
vinifera L.) ¢esidinden elde edilen bitkilerin somatik embriyogenesis yontemiyle ismine
dogrulugunu test ettiklerini bildirmislerdir. FC yontemiyle ‘Campbell Early’ (Vitis
labrusca) tiziim ¢esidi siirgiin uglarindan gelisen 3 farkli geng bitkide ploidi seviyesini
incelemisler ve ¢aligmanin sonucunda alinan geng bitkilerin farkli ploidi seviyelerinde
oldugunu bildirmislerdir.

Kara ve ark. (2018a), tek goz celiklerine farkli doz ve siirelerle kolhisin+gliserin
uygulamalar1 yapmislardir. FC analiz sonuglarina gore sera kosullarinda yetistirilen tek
g6z celiklerine farkli doz ve siirelerle yapilan kolhisin uygulamalarindan tetraploid bitki
elde edilmedigini, fakat analizde kontrol bitkisinin yaptigi pikler ile tetraploid olan
asmanin pik seviyesinin ayni kanalda bulunmasindan dolayr analiz sonuglarinda
miksoploid bitki oraninin belirlenemedigini bildirmislerdir.

Tarafimizdan yapilan calismada FC analizi sonuglari, literatiir ¢aligmalarini
dogrular niteliktedir. FC analizi sonuglari kloroplast sayim sonuglarina paralel degerler

vermistir.

4.6.8. Kromozom sayimi

Kromozom sayimi, poliploid genotipleri tespit etmek i¢in en dogru yontem olarak
kabul edilmistir (Ochatt ve ark., 2011). Ancak, asma kromozomlarinin kiigiik yapili
olmast nedeniyle kromozom morfolojisine yonelik olduk¢a az sayida calisma
bulunmaktadir (Karatas ve Kunter, 2012). Kromozom sayimi ve FC analizlerinin ploidi
diizeyini belirlemede dogruluk oranlarmin yiiksek oldugu ve sonuglar arasinda anlamli
bir korelasyon bulundugu bildirilmistir (Allum ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2010).

Tarafimizca yapilan calismada birinci yi1l kolhisin uygulamalar1 sonucunda
kromozom sayimlarmin, kloroplast sayimi ve FC analiz sonuglarin1 dogruladig: tespit
edilmistir. ‘Trakya ilkeren’ ¢esidinde birinci y11 1 g L kolhisin uygulamasi yapilmus
bitkide kromozom sayisi 2n=38 olarak kaydedilmistir. Bu sonu¢ onceki g¢alismalari
dogrular niteliktedir (Xie ve ark., 2015).

Chen ve ark. (2009) tarafindan, stoma bekg¢i hiicrelerinin boyutu ve bu

hiicrelerdeki kloroplast sayilarinin belirlenmesi igin 6l¢iim ve sayimlar yapilmis ayni
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zamanda kok wucu hiicrelerinde kromozom sayimlari ile yapilan gozlemler
desteklenmistir. Yeni genotipin kok ucu hiicrelerindeki kromozom sayisinin 2n=4x=76,
‘Red Globe’ iiztim ¢esidinin 2n=2x=38 oldugu bildirilmistir. Bu sonuca dayanarak ‘Red
Globe’ tiziim gesidi yeni genotipinin L3 yapisinda ploidi seviyesinin tetraploid oldugu

belirtilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Calisma sonucunda yerli ve yoresel Oneme sahip {iziim cesitlerinin
gelistirilmesinde in vitro yontemlere basvurulabilecegi anlagilmigtir. Cesitlerin in vivo
uygulamalara tepkileri genotipe bagli bulunmustur. Tarafimizdan yapilan ¢alismada
genotipler bazinda elde edilen protokoller bundan sonraki in vivo ve in vitro uygulamalar
icin baz aliabilir niteliktedir. Denemede antimitotik ajan olarak kolhisin uygulanilan her
3 gesitle birlikte, kontrol olarak kullanilan tetraploid ‘Kyoho’ {iziim ¢esidi igin in vitro
mikro celik protokolleri olusturulmustur. Laboratuvar alt yapisinin gelisme durumuna
bagli olarak in vitro uygulamalar ploidi uyarimi ¢aligmalarinda kullanilabilir. Ancak
laboratuvar alt yapisinin gelisme asamasinda olan birimlerde de poliploidiye yonelik
calismalarin denenebilecegi ve basarili sonuglara ulasabilecegi anlasilmistir.

Tiim uygulamalar géz 6niine alindiginda kolhisin uygulamalar1 sonucunda siirgiin
ucu canlilik oranlarinda kontrole gére azalma gozlenmistir. Stoma dzelliklerinde yapilan
degerlendirmeler sonucunda kolhisin uygulamalarinin birim alandaki stoma sayilar1 ve
stoma boyutlar1 tizerine etkileri istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

In vivo kotiledon uygulamalarinin ikinci yil verilerinde ‘Eksi Kara’ ve ‘Trakya
Ilkeren’ fidelerinde kloroplast sayimlar1 ve FC analizleri sonucunda sirasiyla 5 g L2, 2 ¢
L ve 6 g L * dozlarinda ploidi seviyesi degismis bitkiler oldugu tespit edilmistir. In vitro
kolhisin uygulamalarinda ‘Eksi Kara’ ve ‘Gok Uziim’ cesitlerinde 10 mg L * ve 20 mg
L ! konsantrasyonlarmin kloroplast sayilarin1 degistirdigi tespit edilmistir. Hem in vivo
ve hem de in vitro ¢aligmalarda uygulama yapilan materyalin boyutunda azalmayla
birlikte antimitotik ajan olan kolhisinin etkinliginin arttig1 gozlenmistir. Bagka bir
ifadeyle in vivo uygulamalara gore in vitro eksplant uygulamalarinda kolhisinin etkinligi
daha yiiksek bulunmustur. In vitro ploidi ¢alismalarinda bitkicikleri alistirma siiresince
zorluklarla karsilagilmistir. Diploid bitkicikler alistirma siirecini basariyla gecerken
ploidi uyarimi saglanan bitkiciklerde bu basariya ulagilamamistir. Bununla birlikte in
vivo ¢alismalarda ise siirgin ucu uygulamalari yerine fide asamasinda kolhisin
uygulamalarinda kolhisinin etkinligi daha yiiksek diizeyde ortaya ¢ikmistir.

Calisma sonucunda, uygulama yapilan bitkiler i¢cinde ploidi seviyesi degisenleri
belirlemek i¢in FC ve stoma oOzelliklerinin kullanilabilir bulunmus, Stoma bekgi
hiicrelerinde kloroplast sayiminin ploidi seviyesi degisimlerini belirlemek i¢in etkili ve

ekonomik bir ydéntem oldugu kaydedilmistir. Ozellikle iizerinde calisilan bitkisel
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materyalin sayica az oldugu durumlarda poliploid bitkileri diploidlerden ayirmada

kloroplast sayimlarinin FC yonteminden daha pratik bir yontem oldugu diistiniilmektedir.

5.2. Oneriler

Yaptigimiz uygulamalarin {izerinde ¢alistigimiz asma genotiplerinde in vivo ve in
vitro kolhisin uygulamalariyla poliploidinin uyarilmasinda sinirli diizeyde etkili oldugu
anlasilmistir. Birgok ¢alismada stoma say1 ve boyutlarinin poliploid bitki formlarini ayirt
etmede ¢ok basarili oldugu diisiiniilse de tizerinde ¢alistigimiz genotiplerde ancak belirli
kolhisin dozlar1 sonuglarinin bunu destekledigi belirlenmistir.

Kolhisin uygulamalar1 kromozom katlama hususunda etkili oldugu bilinmekle
birlikte yaptigimiz uygulamalar kolhisin uygulama ve siirelerinin genotiplere gore
etkinliginin degistigini ortaya koymaktadir. Kolhisin uygulamalariin degisen doz ve
stirelerle farkli bitki materyallerine uygulanmasinin kromozom katlama konusunda
faydali olacag ve ploidi seviyesinin degisebilecegi diisiiniilmektedir.

Poliploid asma genotiplerinin tespitinde stoma bekgi hiicrelerindeki kloroplast
sayimi pratik bir yontemdir. Poliploidi {izerinde yapilacak ¢alismalarda mitotik ajan
uygulanan genotiplerde ploidi seviyesi degisiminin belirlenmesinde kromozom sayiminin
vazgecilmez oldugu ve elde edilen genotiplerde kromozom sayimiyla ploidi tespitinin
yapilmasinin daha uygun oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada stoma oOzelliklerinde artis goriilen bitkilerde stoma bekci
hiicrelerindeki kloroplast sayilarmin artis gosterdigi tespit edilmistir. Ancak kimerik
yapilarla anoploid bitki formlarinin stoma gézlemleri ile tespiti pratik bulunmamistir. Bu
nedenle, ileride yapilacak calismalarda, stomatal gozlemler FC analizi ve kromozom

sayimi ile desteklenilebilir.
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