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OZET

Doktora Tezi

ASMADA (Vitis vinifera L.) KROMOZOM KATLAMA UYGULAMALARI iLE
OTOPOLIPLOIDININ UYARILMASI VE ORGANOGENEZ

Elif Ceren PEHLIVAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Birhan KUNTER

Calismada asmada (Vitis vinifera L.), poliploid bireylere ulagsmak igin in vitro
kromozom katlama tekniginin ¢esitlere (Sultani Cekirdeksiz ve Uslu) 6zgii olarak
gelistirilmesi amaglanmistir.  Orizalin  mutageni, koltuk alti meristemi ve kallus
eksplantina sivi ve kati MS besin ortaminda 0, 20, 30, ve 40 uM dozunda 24, 36, 48 saat
stiresince uygulanmistir. Kolhisin mutageni ise tek bogumlu mikro gelik ve siirgiin ucu
eksplantina sivi MS besin ortaminda 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000
uM dozunda % saat siire ile ve daha sonra bu uygulamanin sonucuna gore segilen ti¢
farkli dozda (1000, 1250, 1500 pM) 24 ve 48 saat siirede uygulanmistir. Canlilik oranm
bakimindan kontrol grubuna en yakin sonuglar her iki cesitte koltuk altt meristemi ve
kallus eksplantinda 20 uM orizalin dozunun 24 saat uygulamas: sonucundan elde
edilmistir. Sultani Cekirdeksiz g¢esidinde Koltuk alti meristemi eksplanti igin 30 uM X
48 saat, kallus eksplanti i¢in 40 uM x 24 saat uygulamalari; Uslu ¢esidinde ise koltuk
alt1 meristemi eksplanti ve kallus eksplanti i¢cin 30 pM x 48 saat uygulamalar1 LDso
degeri olarak Onerilmistir. Kolhisin uygulamas: yapildiktan sonra her iki ¢esitte en
diisiik canlilik orani, tek bogumlu mikro celik eksplantinda en yiiksek doz ve en yiiksek
stireden (1500 uM x 48 saat) elde edilmistir. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde tek bogumlu
mikro ¢elik eksplantinda canlilik oraninin %50’nin altina diismedigi belirlenmistir.
Siirgiin ucu eksplant1 i¢cin 1500 uM x 48 saat uygulamalar1 LDso degeri olarak
onerilmistir. Uslu ¢esidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplanti i¢in 1250 uM x 48 saat,
stirgin ucu eksplant1 i¢in 1500 uM x 24 saat uygulamalar1 LDso degeri olarak
Onerilmistir. Siirglin rejenerasyon orani ve sirgiin uzunlugu ¢esitlerde farkli
bulunmustur. Sultani ¢esidinin her iki eksplantinda en yiiksek rejenerasyon en diisiik
dozda kolhisin uygulanan siirgiinlerden saglanmistir. Kolhisin uygulamasinda Sultani
Cekirdeksiz ¢esidi Uslu cesidine gore daha iyi rejenerasyon ve siirglin uzunlugu
sergilemistir. Orizalin ve kolhisin uygulamalarinda her iki ¢esitten in vitro siirgiin
cogaltimindan sonra flow sitometride yapilan ¢ekirdek DNA analizi sonucunda diploid
yapinin devam ettigi belirlenmistir.

Ocak 2020, 140 sayfa

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., orizalin, kolhisin, in vitro, koltuk alt1 meristemi,
kallus, tek bogumlu mikro celik, siirgiin ucu



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

INDUCTION of AUTOPOLYPLOIDY and ORGANOGENESIS VIA
CHROMOSOME DOUBLING TREATMENTS in GRAPEVINE (Vitis vinifera L.)

Elif Ceren PEHLIVAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Birhan KUNTER

This study aims to develop an in vitro chromosome doubling technique in order to
induce polyploid in Sultana Seedless and Uslu varieties (Vitis vinifera L.). Oryzalin was
applied to the axillary meristem and callus explants in liquid and solid MS nutrient
medium at 0, 20, 30, and 40 uM doses for 24, 36, 48 hours. Colchicine (250, 500, 750,
1000, 1250, 1500, 1750 and 2000 uM dose) was applied to single-node cuttings and
shoot tip explants in liquid MS nutrient medium for 1/2 hours and then according to the
results of this application, (1000, 1250, 1500 uM) 24 and 48 hours. In terms of survival
rate (%), the closest results to the control group were obtained from the application of
20 uM oryzalin dose for 24 hours in both types of axillary meristem and callus explants.
In the Sultana Seedless variety, 30 uM x 48 hours for axillary meristem and 40 uM X
24 hours for callus explant are recommended as LDsgp values. 30 uM x 48 hours’
application was accepted as LDsg values for both axillary meristem and callus explant in
Uslu variety. After the colchicine application, the lowest survival rate was obtained
from the maximum dose and maximum incubation time (1500 uM X 48 hours) in single-
node microcutting explants. It was determined that the survival rate did not decrease
below 50% in terms of LDsg value on single-node microcutting explants in Sultana
Seedless variety. 1500 uM x 48 hours’ applications for shoot tip explant were
established as LDso value. In Uslu variety, 1250 uM x 48 hours for single-node
microcutting explant and 1500 pM x 24 hours for shoot tip explant were determined as
LDsg value. Shoot regeneration rate and shoot length differed between the varieties. The
highest regeneration was obtained from shoots that were given the lowest dose of
colchicine using both explants of Sultana Seedless. In colchicine application Sultana
Seedless showed higher regeneration rate and shoot length than Uslu variety. The
diploid structure was found to be maintained as a result of nuclear DNA content
analysis performed in flow cytometry after in vitro shoot propagation of both varieties
using oryzalin and colchicine applications.

January 2020, 140 pages
Key Words: Vitis vinifera L., oryzalin, colchicine, in vitro, axillary meristem, callus,

single node cuttings, shoot tip
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1. GIRIS

Bitki 1slahinda mutasyon 1slah1 terimi ilk kez Freisleben ve Lein (1944) tarafindan bazi
bitki Ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in indiiksiyon yoluyla (uyarilmis) mutant hatlarin
gelistirilmesinde kullanilmistir (Shu vd. 2012). Kiiltiir bitkilerinde kalitsal yapida,
“mutasyon” tanimi ile ani degismeler saglayabilecek yontemlerin kullanilmas ile kisa
siirede varyasyon yaratilabilme olasilig1 bulunmaktadir (Sehirali ve Ozgen 2013). Bitki
1slahinda kullanilan mutasyon teknikleri imit edilen Gl¢iilerden daha az; ancak tiirlere
bagli olarak degisen basarili sonuglari ile yeni cesitlerin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir. Bu kullanim alan1 “yesil gen transfer teknigi” olarak da ifade
edilmektedir (Shu vd. 2012). IAEA veri tabanina gore 190 bitki tiiriinde 3281 mutant
cesit kaydedilmistir (Anonymous 2018). Mutantlarin biiyiik ¢ogunlugu Asya tilkelerinde
kiiglik taneli tahil gruplarinda (1.993) gelistirilmistir. Asya’dan sonra Avrupa iilkeleri
(955) izlemekte ve daha sonra sirasiyla Kuzey Amerika (200), Afrika (72), Latin
Amerika (51) ve son olarak Avustralya ve Pasifik Ulkeleri (10) takip etmektedir. Bitki
1slahinda 6nemli bir yeri olan bitki mutasyon calismalari son yillarda genomik ve

molekiiler tekniklerin bir parcasi haline gelmistir (Shu vd. 2012).

Mutasyon 1slahinda diploid bitkilerden daha ¢ok poliploid bitkilerin elde edilmesi
yiiksek beklentinin oldugu 6nemli bir ¢aligma alamidir (Xu vd. 2014). Bitkilerde
dogrudan mutant gesit gelistirilmesinde %89 gibi yiiksek bir oranda fiziksel bir mutagen
olan radyasyon tekniginin kullanildig1 goriilmektedir. Bunlarin iginde de gamma
1sininin kullanildigr ¢alisma sayisit X-1sinlarinin kullanildigr mutasyon ¢alismalarindan
yaklasik 3 kat daha fazladir. Kimyasal mutagen ¢alismalarinin sayisi ise radyasyon
tekniklerinin kullanildigt mutasyon 1slah1 c¢alismalarina gore oldukca diisiiktiir
(Maluszynski vd. 2000). Gama isinlar1 yardimiyla mutasyon islahi, 1960'li yillarda
diinyada hizla yayilmis ve ozellikle tohumla ¢ogalan tiirlerde basarili sonuglar elde
edilmistir (Maluszynski vd. 2000, Ahloowalia vd. 2004). Elde edilen gelismelerin
%75°1 tarla bitkilerine, %251 ise tibbi bitkiler ve siis bitkilerine aittir. Yapay yollarla
uyarilan poliploidler, 1slah ¢aligmalar1 i¢in germplazm kaynagi olmakta ve ekonomik
Oneme sahip yeni cesitlerin elde edilmesine dogrudan hizmet etmektedir. Dogada

kendiliginden var olan ya da 1slah yolu ile yapay olarak gerceklestirilen poliploidi; daha



iri meyveler, daha koyu renkli yapraklar, daha biiyiikk ¢icekler, ge¢ ¢igeklenme,
cekirdek sayisinda azalma, verim artisi, biyokimyasal degisimler sonrasinda yiiksek
sekonder metabolit iiretimi ve abiyotik stres kosullarina yiiksek dayanim gibi 6nemli
tarimsal 6zelliklerin elde edilmesiyle sonuglanmaktadir (Dhawan ve Lavania 1996, Gao
vd. 1996, Predieri 2001, Roy vd. 2001, Shao vd. 2003, Stanys vd. 2006, Urwin vd.
2007, Fong 2008, Glowacka vd. 2010, Prado vd. 2010, Guo vd. 2011, Acanda vd. 2013,
Chang vd. 2014, Sinski vd. 2014). Bu tarimsal 6zelliklerin yaninda yapay poliploidler,
ana veya tozlayici ebeveyn olarak kullanilarak, diploid gesitler ile melezleme yoluyla 3x
(triploid) ¢ekirdeksiz bireylerin gelistirilmesinde 6nemli genetik materyallerdir (Guo vd.
2004, Chen vd. 2008, Xu vd. 2014).

Ulkemiz asma gen kaynaklarmin gelistirilmesi, degisen kosullara uygun yeni
genotiplerin 1slah programlarinda yer almasi ve gelecege doniik 1slah hedefleri
kapsaminda poliploid genotiplerin gelistirilmesi; 6nem verilmesi gereken bir 1slah alani

olarak degerlendirilmelidir.

Poliploidi 1slahi ile 6zellikle tane iriliginde artis ve farklilik saglanmasi amaglanan asma
genotipleri i¢in uygun, pratik ve ekonomik in vitro kromozom katlama tekniklerinin
gelistirilmesi beklenmektedir. Asmalarda kromozom sayisinin yiiksek olmasi ve goz
sisteminin kompleks yapisi, sitogenetik yapinin tamir mekanizmalarinin devreye
girmesinden ¢ok Once karsilagilan yapisal sorunlardir. Asmalarda uyarilmis mutasyon
etkilerinin sansa birakilmadan gelistirilebilmesi i¢in mutagen tipi, uygulama bigimi,

doz, seleksiyon kriterleri vb. alanlarda ¢aligmalar yapilmasini gerektirmektedir.

Bu tez calismasinda iilkemiz asma gen kaynaklarinda eksikligi s6z konusu olan
poliploid asma genotiplerinin gelistirilmesinde dogrudan bir meristem bdlgesinin hedef
alinarak in vitro kromozom katlama i¢in canli ve g¢ogaltilabilir nitelikte bireylerin
gelistirilmesine uygun protokollerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ kapsaminda,
Sultani Cekirdeksiz ve Uslu cesitleri iizerinde iki farkli uygulama yapilmistir. Ik
uygulamada kallus ve koltuk alti meristemi (aksiller tomurcuk) olmak tizere iki farkli

eksplanta, iki uygulama seklinde (sivi ve kati besin ortami) orizalin uygulanmistir.



Ikinci uygulamada ise siirgiin ucu ve tek bogumlu mikro ¢elik olmak iizere yine iki
farklt eksplanta sivi besin ortaminda uygulanan kolhisinin ardindan gelistirilen
siirgiinlerin canlilik orani, rejenerasyon orani, LDsp degeri belirlenmistir. Tez
calismasindan elde edilen bireylerde ve gelecek c¢alismalarda otopoliploid bireylerin
hizli tanimlanmasinda kullanilabilecek ¢ekirdek DNA miktarlarinin  belirlenmesi

calismalari gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Poliploidi

Organizmalardaki kromozom sayilarinda meydana gelen degisimlere “ploidi”, somatik
hiicrelerde ikiden fazla kromozom takiminin bulunmasina ise “poliploidi” denmektedir
(Sehirali ve Ozgen 2013). Poliploidler her bir hiicre c¢ekirdeginde bulunan diploid
kromozomlarin sayisini asan organizmalar olarak tanimlanmakta (Soltis vd. 2004) ve
orijinlerine gdre “otopoliploid” ve “allopoliploid” olarak smiflandiriimaktadir.
“Otopoliploidler”, bir diploid tiirtin homolog kromozomlarinin iki veya daha fazla
¢iftinin katlanmasi ile meydana gelmektedir (Dhooghe vd. 2011). Otopoliploidlerde
diploid akrabalarina gore eklenen yeni ya da 6zel bir genetik bilgi bulunmamasina
ragmen daha iri, biiylik, fazla gibi tanimlamalarla ifade edilebilen 6zelliklerin, hiicre
sayisinin  fazla olusundan ziyade hiicre boyutunun daha biiyilk olmasindan
kaynaklandig1 kabul edilmektedir. Islah programlarinda otopoliploidinin kullanilmasi
ile ploidinin artirilma hedefi genelde vegetatif organlar1 kullanilarak vegetatif olarak
cogaltilabilen kiiltiir gesitlerinde (Paterson 2005) ve ozellikle siis bitkileri 1slahinda
kullanilmistir (Dhawan ve Lavania 1996, Blasco vd. 2015). Otopoliploidler, katlanma
sonrasinda sahip oldugu homolog kromozom sayisina gore triploid (3x), tetraploid (4x),
hekzaploid (5x), oktoploid (6x) vb. olarak adlandirilir (Yang vd. 2011). Giiniimiizde
yetistiriciligi yapilan baslica poliploid bitkilere 6rnek olarak triploid muz, karpuz, elma;
tetraploid pamuk, patates, tiitiin, hekzaploid bugday, yulaf ve krizantem; oktoploid
hercai menekse, seker kamisi ve gilek gibi tiirler 6rnek verilebilir (Sattler vd. 2016).

“Allopoliploidi” ise uyusmazlik gosteren tiirler arasindaki melezlerde meydana gelen
poliploid yapilardir. Poliploidinin bu seklinde kromozomlar iki farkli genomdan
olugsmaktadir (Klug vd. 2009, Dhooghe vd. 2011). Allopoliploid bireylerin evrimsel
siirecin gelisiminde otopoliploid bireylere gore daha fazla etkilendigi ve dogada var
olan ¢ogu poliploid bitki tiiriiniin de melez kdkenli oldugu ifade edilmektedir (Cimo,
2017). Allopoliploidiye 6rnek olarak; c¢avdarin sertlik 6zelligi ile bugday tanesinin
kalite 6zelliginin birlestirildigi tiirler aras1 melez olan tritikale verilebilir (Acquaah

2007, Chen 2010).



Otopoliploidi dogal (spontan) ve uyarilmis (yapay) olarak iki farkli sekilde ortaya
¢ikmaktadir. Dogal genom katlanmasi sonucunda olusan dogal poliploidinin meydana
gelmesinde ilk olarak kromozomlar kopyalanir (replike olur); ancak hiicre bu esnada
boliinmez ve tekrar interfaza girer. Bu sayede kromozom sayisi ikiye katlanir (Klug vd.
2009). Dogal poliploid bireyler, iki farkli sekilde meydana gelmektedir. Birincisinde
farkli ploidi seviyelerine sahip tiirler arasinda melezleme yoluyla, ikincisinde ise; tiir ici
ya da tiirler aras1 gamet ve indirgenmemis gametlerin birlesimi yoluyla olusmaktadir.
(Sattler vd. 2016, Guo vd. 2016). Yapay poliploid bireyler ise melezleme yoluyla ya da
melezleme olmaksizin farkli mutagenler tarafindan uyarilmis yapay genom katlanmalari

sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Cimo 2017).

Hem dogal hem de yapay poliploidinin genetik varyasyon yaratarak tiirlerin canlilik ve
devamliliginda bir artig sagladig belirtilmistir (Jain 2010, Hollister 2014, Godfree vd.
2017). Poliploidlerin yaklasik %15’inin angiosperm tiirlerinde meydana geldigi tahmin
edilmekte (Wood vd. 2009) ve bu da dogal yolla yeni bir poliploid birey olusma
sansinin diisiik oldugunu gostermektedir (Eng ve Ho 2019). S6z konusu arastiricilara
gore, yapay poliploidizasyon farkli kimyasal mutagenlerle birlikte hizli ve giivenilir bir
sekilde gergeklestirilebilmekte ve bitki mutasyon 1slahinda yapay poliploidizasyon

artarak kullanilmaktadir.

2.2 Poliploidinin Yapay Yollarla Uyarilmasi

Mutasyon 1slahinda ¢esitli kKimyasal mutagen (antimitotik ajan) ve fiziksel mutagenlerle
yapay  poliploidizasyon  saglanmakta ve  sentetik  kromozom  katlama
gerceklestirilebilmektedir. Yapay poliploidinin uyarilmasinda kimyasal ya da fiziksel
mutagen uygulanmalarinda basariy1 etkileyen bir¢ok faktdr vardir. Mutagen se¢imi
yapilirken uygulama sonrasi bitki materyalinden yeni bir bitkinin rejenere olabilmesi en
onemli kriterdir. Rejenerasyon basarisini ise bitki tiirii, ploidi Seviyesi, gelisim agamasi
ve fizyolojik kosullarmma uygun mutagen ve dozunun belirlenmesi gibi faktorler

etkilemektedir (Suprasanna vd. 2011).



Yapay poliploidi in vivo ve in vitro iretimlerde kullanilmaktadir. Literatiirlere
bakildiginda ploidinin uyarilmasinda in vitroda kullanilan mutagenlerin in vivoda
kullanilan mutagenlerden farkli olmadigi goriilmiistiir. In vivo kosullarda poliploid
bitkilere ulasma sansmin diisiik (Dhooghe vd. 2011) olmas1 ve in vitro tekniklerin
gelismesi ile birlikte ex vitro (Eng ve Ho 2019) ve in vivoda yapilan ¢aligmalarin yerini
in vitro poliploidizasyon calismalarinin aldigir goriilmektedir. Aktif olarak bdliinen
hiicreler, boliinmeyen hiicrelere gére mutagen uygulamasina daha duyarli olduklari igin;
in vitro mutagenez ¢alismalarinda belirlenen dozlar genellikle in vivo ¢alismalardaki
dozlara gore daha diisliktiir. Bu dozlar belirlenirken doku ya da hiicrenin belirli bir
mutagene duyarliligi ve canlilik oranina bakilmaktadir. Mutagen ile muamele edilen
doku ya da hiicrenin yaklasik %50'sini 6ldiiren doz (letal doz) LDso olarak adlandirilir
(Suprasanna vd. 2011). LDso degerinin yaninda bir diger 6nemli faktor eksplant
secimidir. Farkli g¢alismalarda radyasyon uygulamasi yapilmis aksiller tomurcuk
eksplantindan gelisen siirglinlerde mutasyona ugrama olasiliginin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (Suprasanna vd. 2011). Kimyasal ya da fiziksel mutagenin ayni bitki
tirtinde hatta ayni ¢esitteki bitkinin farkli doku ya da organmna uygulanmasi farkli
sonuglar dogurmaktadir (Sinski vd. 2014). Mutagenin hazirlanma sekli, uygulanma
sekli, uygulama siiresinin uzunlugu, doz seviyesi eksplant canliligini, rejenerasyonunu

ve ploidi seviyesini degistiren faktorler arasindadir.

Suprasanna vd. (2011) tarafindan bildirildigine gore; 1934 yilinda Altenberg tarafindan
ultraviyole 1s1nlar1 (UV) ile yapilan ¢alismalarin ardindan 1950’lerde gamma 151n ¢esidi
Co®% (kobalt-60) ile yapilan mutagenez c¢alismalari yaygin hale gelmistir. 1960 ve
1970’11 yillarda ise ¢esitli ndtron formlart ve 90’11 yillardan itibaren 1yon 1sinlamalart ile
yapilan caligmalar yeni fiziksel mutagenler olarak ortaya ¢ikmustir. Simdiye dek
kullanilan en yaygin mutagenler y-iginlari, X-igmlari gibi fiziksel mutagenlerdir.
Kimyasal mutagenlerin fiziksel mutagenlere gore basari sansinin daha diisiik olmas1 ve
daha sinirli sayida kullanilmasinin nedeni; bilesigin mutagen uygulanan dokulara daha
az miktarda niifuz etmesinin vegetatif organlar i¢in nispeten daha zor olmasidir

(Suprasanna vd. 2011).



2.2.1 Kimyasal mutagen kullanim

Yapay poliploidizasyonda kromozom sayilarinin katlanmasina ait ilk kimyasal mutagen
(antimitotik ajan) uygulamalar1 1937 yilinda Blankeslee’nin kolhisin ile yaptigi
caligmalarla in vivo kosullarda baslatilmistir. 1930 ile 1960’11 yillarda poliploidizasyon
calismalar1 ex vitro kosullarda eksplant olarak genellikle tohum kullanilarak
gerceklestirilmistir (Eng ve Ho 2019). Bu metot ekonomik éneme sahip patates, yonca,
giil, zambak gibi bir¢ok tiiriin 1slah programlarinda etkin bir sekilde kullanilmustir

(Sattler vd. 2016).

Kolhisin, giiz ¢igdeminin (Colchicum automnale L.) koklerinden elde edilen alkaloit
yapida kuvvetli bir zehir olup; renksiz bir maddedir. Alkol, kloroform veya soguk suda
eriyebilen; fakat sicak su veya eterde erimeyen bir maddedir (Eigsti ve Dustin 1955,
Geng ve Yaghbasanlar 1994, Koksal 1999). Kimyasal formiilii C22H2506 olarak gosterilir
(Sekil 2.1). Kolhisin, uygulandigi dokularin hiicrelerinde mitoz béliinmenin metafaz
safhasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller. Bu sayede replikasyona ugramis
kromozomlarin anafaz safhasinda kutuplara ¢ekilmesini 6nleyerek, kromozom sayisinin

iki katina gikmasini saglar (Koksal 1999, Klug vd. 2009).

Nadler (2009) tarafindan bildirildigine goére; tibbi agidan kolhisinin irik asit
kristallerinin neden oldugu iltihaplanmay1 engelledigi ve insanlardaki akut gut
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. 0.5 ila 0.8 mg / kg kolhisin dozlarinin yiiksek
derecede toksik oldugu ve 0.8 mg / kg'dan daha yiiksek dozlarn tipik olarak 6ldiiriicii
oldugu bildirilmistir (Slobodnick vd. 2015).
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Sekil 2.1 Kolhisinin kimyasal yapis1 (Fong 2008)

Kromozom katlamasi i¢in ge¢miste ve giliniimiizde en fazla kullanilan madde olan
kolhisinin, insan sagligi i¢in toksik bir mutagen olmasi ve bu 6zelligine bagli olarak
DNA iizerine mutasyon meydana getirebilme olasiliginin bulunmasi (Van Tuyl vd.
1992, Carvalho vd. 2005, Rego vd. 2011) kolhisinden farkli antimitotik ajanlarin
etkinliklerinin arastirilmasina neden olmustur. Bu konuda son yillarda dinitroanilin ve
benzamid sinifinda yer alan herbisitler (trifluralin, orizalin ve pronamid), Kloral hidrat,
stilfanilamid, hekzaklorosiklohekzan, asenaften, alkaloitler (kafein) ve benzofuranlar
(grisefulvin) gibi yeni bilesikler (Sekil 2.2); bitki tiibiilinleri ile daha yiiksek uyusma
gosteren buna karsilik kullanicilar igin daha az toksik olma o6zellikleriyle kromozom
katlama ¢aligmalarina entegre edilmek amaciyla denenmektedir (Hatintzschel ve Weber
2010, Ekbi¢ ve Tangolar 2016). Antimitotik ajan bilesiklerin sayisi oldukc¢a fazla
olmasma ragmen sadece ¢ok kiigiik bir kismi bitkiler tizerinde kullanilmistir. Bu
caligmalarda alkali ajan grubunun daha fazla ve etkin kullanildigi goriilmiistiir.
IAEA’nin (Uluslararast Atom Enerjisi Kurumu) veri tabaninda da belirtildigi gibi yeni
mutant ¢esitlerin neredeyse %801 alkali ajanlarin kullanildig1 kimyasal mutagenez yolu
ile elde edilmistir. Bu alkali ajanlarin iginde en 6nemli 3 tanesi: EMS (ethyl methane
sulphonate), MNU (1-methyl-1-nitrosourea) ve ENU (1-ethyl-1-nitrosourea) olarak
belirtilmistir (Sekil 2.2) (Shu vd. 2012).


https://www.google.com.tr/search?biw=1366&bih=634&q=hekzaklorosiklohekzan&spell=1&sa=X&ei=w9vEVKbRMsWvUbu6guAI&ved=0CBcQBSgA
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Sekil 2.2 Kullanilan farkli kimyasal mutagenlerin hiicre dongiistiniin farkli noktalarinda mitotik
evreyi durdurdugunu gosteren sema (Planchais vd. 2000’den degistirilerek alinmustir.)

Surflan herbisidinin aktif bilesigi olan (Takamura vd. 2002) orizalin (3,5-dinitro-N4,
N4-dipropylsulfanilamide) (Sekil 2.3), tarimda herbisit olarak kullaniminin yaninda
bitkilerde de poliploidinin uyarilmasinda kullanilmaktadir. Orizalinin insan sagligina
olan zararinin arastirildigi bir ¢alismada ratlar iizerinde oral yolla alinabilecek letal
dozun (%50) 5000 mg/kg’dan daha biiyiik oldugunun belirlenmesi ile kolhisinden daha
az toksik oldugu bildirilmistir. Orizalin bilesiginin toksisite siniflandirmasinda pratikte
toksik olarak bulunmadigi; fakat ambalajlarinda “uyar1” etiketinin mutlaka bulunmasi
gerektigi belirtilmistir (Nadler 2009). Kullanilan kimyasal mutagenin bitki hiicrelerine
iyi bir sekilde niifuz etmesi oldukca 6nemlidir. Bitkilerdeki tohum kabugu, kalinlagmis
kiitikiil tabakas1 gibi bitkiyi dis etmenlerden korumak igin gelismis fiziksel bariyerleri
asmast icin DMSO (Dimetil siilfoksit), NaOH (Sodyum hidroksit) gibi bu kimyasal
mutagenlere yardimci bazi kimyasallar kullanilmaktadir. DMSO’nun bu o6zelligine
karsin bitki dokularina verdigi zararlar nedeniyle; kolhisin kullanmak yerine mutagen
olarak NaOH veya etanolde (C2HsOH) ¢oziinebilme avantajina sahip olan orizalinin
(Hamill vd. 1992) kullanimi artis gostermistir. Orizalin gibi daha diisiik dozlarda
kullanilan mutagenlerin bitkiden uzaklastirilmas: da nispeten daha kolay oldugu i¢in

istenmeyen mitotik mutasyonlar1 en aza indirgemekte ve toksik etkisinin de bu sayede



daha diisiik oldugu soylenebilmektedir (Planchais vd. 2000). Orizalin son yillardaki

calismalarda kolhisinin yerini bu nedenlerle almaktadir.
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Sekil 2.3 Orizalinin kimyasal yapis1 (Fong 2008)

2.2.2 Kimyasal mutagenin in vitro poliploidide kullanimi

Birgok tiirde kolhisin ve orizalinin kromozom katlama uygulamalarindaki etkisi ¢esitli
arastirmalarda karsilagtirilmistir. Vainola vd. (2000)’nin yaptiklar1 calismada3 farkli
Rhododendron kiiltiir ¢esidinde mikro gelik eksplantina 24 ve 48 saat siire boyunca sivi
besin ortaminda 0.625 ve 1.25 mM dozunda kolhisin ile 30 ve 150 uM dozunda orizalin
kimyasali eklenmigtir. Son olarak her iki ¢ozeltiye %2 DMSO ilavesi yapilmistir.
Eksplant canliliginda kolhisinin orizalin ¢ozeltisinden daha iyi sonug verdigi ve bununla
beraber yiiksek dozlarin oldiiriicii oldugu belirtilmistir. Orizalinin uygulama siiresinin
canliligr etkilemedigi, poliploidiyi uyarmada kolhisinden daha iyi bir mutagen oldugu
belirtilmistir. Calismada daha ¢ok miksoploidiye ulasilmistir. Tetraploid bireylerinde,
en fazla oranda (%18.2) 24 saatte %0.005 orizalin ile muamele gérmiis bitkilerden elde
edildigi bildirilmistir. Ploidi seviyesi flow sitometri cihazi ile analiz edilmistir.

Uygulama yapilan eksplantlarin daha yavas gelisim gosterdigi de eklenmistir.

Takamura vd. (2002), in vitroda zambaklar i¢in en etkili orizalin dozunun arastirildigi
bu calismada in vitro kromozom katlama i¢in en uygun doz %0.0075 oldugu
bildirilmistir. Diisiikk dozlarin (%0.001) bile ploidiyi etkiledigi; bunun yaninda %0.005
gibi daha yiiksek dozlarin ise fitotoksisite yarattigi fakat yine de yiiksek oranda
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poliploid bitki elde edilebildigi rapor edilmistir. Yiiksek dozlarda eksplanttan sogan

olusumu gergeklesmemistir. Optimum orizalin dozu %0.003 olarak belirlenmistir.

Thao vd. (2003), 2n=28 kromozom sayisina sahip Alocasia bitkisinin in vitroda siirgiin
ucu eksplantina kolhisin ve orizalin uygulanmistir. Her iki mutagen de %1 DMSO’da
cozdiirilmistiir. 24, 48 ve 72 saat siirelerinde yapilan uygulamalarda %0.01, 0.05 ve 0.1
dozlarinda kolhisin, %0.005, %0.01 ve %0.05 dozlarinda orizalin kullanilmistir. Her iki
uygulamanin ardindan en uygun mutagenin orizalin ve en uygun protokoliin ise 24

saatte %0.01 dozu oldugu belirtilmistir.

Carvalho vd. (2005), ¢alismalarinda annatto bitkisinin in vitroda yetismis fidelerinden
aldiklart hipokotil ve kotiledon bogum eksplantlarin1 poliploidi olusturmak icin
kullanmisglardir. Poliploidi i¢in 100 mg/l myo-inositol + 2.28 veya 4.56 uM ZEA + 0.3
uM 1AA (yalnizca hipokotil igin) iceren kati MS (Murashige ve Skoog 1962) besin
ortamini kullanmiglardir. Bu ortama kolhisin (0, 25, 250 ve 1250 uM) ve orizalin (0, 5,
15 ve 30 pM) mutagenleri eklenmistir. Her iki mutagenin oldugu rejenerasyon
ortamlarinda 15 ve 30 giin siire ile muamele edilmistir. En iyi rejenerasyon 15 uM
orizalin dozunda 15 gin muamelesinden elde edilmis kotiledon bogumlarda
goriilmiistiir. Flow sitometri ile ploidi seviyeleri belirlenmis ve karakteristik

degerlendirmelerin ise stoma biiyiikliigii belirlenerek yapildigi bildirilmistir.

Fong (2008) Nepenthes gracilis’de orizalin ve kolhisin dozlar1 ile yaptiklart
uygulamalarla DNA igerik miktarlarini karsilastirdigi ¢alismasinda in vitroda bogum
eksplantin1 kullanmistir. Kolhisini 0, 1.25, 2.5, 5 ve 10 mM dozlarinda ve orizalini ise 0,
20, 40, 60 ve 80 uM dozlarinda 24, 48, 72 ve 96 saat siirelerde uygulamistir. Goriilen en
onemli etkinin siirgiinlerde tomurcuk gelisiminin gecikmesi ve morfolojik olarak
anormal vegetatif gelisim goriilmesi oldugunu bildirilmistir. Cekirdek DNA analizi flow
sitometri yontemi ile yapilmis ve tetraploidinin kolhisinin ile 72 saat muamelesinde 10
mM dozunda ve orizalin ile 24 saat muamelesindeki 40 uM dozunda gelistigi ve bu
uygulamalar sonucunda sirasiyla %1.39 ve 0.70 gibi diisiik bir tetraploidi olusturdugu

rapor edilmigtir.
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Rego vd. (2011)’nin poliploidi g¢alismalarinda Passiflora edulis Sims’in in vitro
hipokotil eksplantlarina 0, 25, 250 ve 1250 uM dozlarinda kolhisin ve 0, 5, 15 ve 30 uM
orizalin MS besin ortamina cklenerek uygulanmistir. 250 ve 1250 uM dozlarinda
kolhisin hipokotil eksplantlarinda nekroz olusumu ve 6liime neden olmustur. Orizalin
de kolhisinde oldugu gibi yiiksek dozlar olumsuz etki gostermistir. 25 pM kolhisin ve
15 uM orizalinin ototetraploidiyi uyardig: belirtilmistir.

2.3 Asmada Poliploidinin Yapay Yollarla Uyarilmasi

Bugiin Diinya bagciliginda dogrudan veya potansiyel anlamda ekonomik deger
kazanmis asma ¢esitleri, Vitis cinsi icerisinde yer alan birka¢ tiire bagli olarak
gelistirilmistir. Uziim cesitleri kavraminda Vitis vinifera L. tartismasiz hakim tiir
olmakla birlikte, Vitis labrusca tiirtiniin tiiketilebilir nitelikteki ¢esitlerinin 1slah
stireclerine katilmasi ile zenginlesmistir. Diger taraftan, Avrupa bagciligimin tek tiirii
olan Vitis vinifera L., uzak dogu bagcilig1 ile yeniden tanismaktadir. Ozellikle Japonya
ve Cin Halk Cumbhuriyeti bagciliginda ploidi 1slahina dayanan tetraploid iiziim
cesitlerinin 1slahinin 6nemli yeri bulunmaktadir (Chen vd. 2014, Mitani vd. 2014).
Asma tiir ve ¢esitlerinin uzun yillar vegetatif ¢ogaltima uygun populasyonlar olusu, bu
populasyonlar igerisinde yiiksek mutasyon birikiminin bulundugunu gostermektedir
(Kunter ve Degirmenci Karatas 2011). Ulkemiz bagcilig1 i¢in de poliploid bireyler elde
edilmesi hedefi, gen kaynaklarimizin gelistirilmesi bakimindan farkli kazanimlar

saglayacak bir alandir.

Uziim ¢esitlerinde poliploidi ilk olarak Kaliforniya’da 1914 yilinda bildirilmistir (Olmo
1952) V. aestivalis, V. vinifera ve V. rotundifolia tiirlerinde kolhisin uygulamalar ile
tetraploid bireylerin gelistirilmesine calisilmis ve poliploid iiziimlerin sitogenetik
yapilar1 incelenmistir (Luo vd. 1989, Zhang vd. 1989). Resmi olarak ilk mutant iiziim
cesidi “Fikreti”, 1986 yilinda tescil edilmistir. Bu ¢esit tohumlara 50 Gy gama 1sin1 ve
%0.1 kolhisin uygulanarak elde edilmistir (Anonymous 2018). ilk poliploid iiziim

kavramindan bugiine 4x “Kyoho”, 3x “King Dela” ve 3x “Mirei” gibi ekonomik deger
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kazanmis poliploid {iziim ¢esitleri gelistirilebilmistir (Bessho vd. 2000, Yun vd. 2008).
Triploid tziimlerin ¢ekirdeksizlik &zellikleri biiyiik taneli ve c¢ekirdeksiz {izim
cesitlerinin elde edilmesinde yeni bir yol agmistir (Guo vd. 2004). Genel olarak
poliploid tiziimlerde tane iriligi ve ¢ekirdeksizlik ile omca veriminin arttirilmasi 1slah
hedeflerindeki olumlu degisimlerdir. Bu nedenle poliploid bireyler dogrudan ticari gesit
olmalarinin yani sira 1slah ¢alismalarinin ebeveyni olarak da dnem tagimaktadir (Xu vd.
2014).

Tetraploid sofralik {iziim gesitlerinin 1slah1 ve yetistiriciliginin 6nem kazandigi
Japonya’da melezlenme sonucu olusan “Kyoho” ve “Pione” gesitleri (V. vinifera x V.
labrusca) toplam bag alanlarinin %40°1n1 kaplamaktadir (Motosugi vd. 2002b). Mevcut
tetraploid cesitlerin 6zelliklerinin gelistirilmesini hedef alan ¢alismalarla “Aki Queen”
(Kyoho x Kyoho), “Fujiminori” (Ikawa 682 x Pione) gibi yeni tetraploid cesitlerin 1slahi
stirdirilmistiir (Park vd. 2002). Tetraploid tiziim 1Slahina yonelik ¢alismalarin Japonya,
Cin ve ABD’de yogunlastig1 bilinmektedir (Luo vd. 1995, Kuksova vd. 1997; Notsuka
vd. 2000, Motosugi ve Motioko 2001, Motosugi vd. 2002b, Aihong vd. 2005, Yang vd.
2006, Prado vd. 2010, Guo vd. 2011, Acanda vd. 2013, Chen vd. 2014, Chang vd. 2014,
Mitani vd. 2014).

2.3.1 Asmada poliploidinin uyarilmasi icin fiziksel yontemlerin kullanimi

Asmalarda in vivoda farkli eksplantlarin gama radyasyonundan (Co ) etkilenme diizeyi
lizerine yapilan ¢aligmalarda, elde edilen basarinin gesitlere gore degistigi belirlenmistir.
Poliploid bitki meydana getirmek i¢in gama 1ginimi radyasyonu kullanilan ¢alismalarda
farkli araliklarda birden fazla doz denenmis ve ¢alismalarin sonuglarina goére en etkili ve
oldiirtici gama radyasyonu uygulama dozlarmin c¢eside bagli olarak degistigi
belirtilmistir (Rosati vd. 1990, Lima da Silva vd. 2000, Coban vd. 2002, Marasal1 vd.

2003).

Onceki ¢alismalarda gama 1smimi in vivoda tohum (Bozhinova-Boneva ve Kondarev
1973, Costacurta vd. 1978), polen (Bozhirova-Boneva 1975), dinlenme halindeki goz
(Fideghelli 1990), ¢elik (Ponnuswami vd. 1991) ve in vitrodan elde edilen tek gozli
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celiklere (Lima da Silva ve Doazan 1995, Khawale vd. 2006) uygulanmistir. Yapilmis
olan bu calismalarda gama 1s1mim1 uygulanan asma ¢esitleri ve ana¢ materyallerinde
morfolojik 6zellikler bakimindan bazi gesitlerin dayaniklilikgosterdigi; ancak anaglarin
¢ok az bir kisminin canh kaldig1 (Bozhirova-Boneva ve Kondarev 1973) belirtilmistir.
Vegetatif gelisim agisindan incelendiginde siirglin gelisiminin saglanamamasi, yaprakta
Klorofil noksanligi, yaprak sekil, biiyiikliigii ve tiyliliigiinde degisim, meyvenin erken
olgunlasmasi ve meyve aromasinda degisimlerin meydana geldigi (Einset ve Pratt 1975,
Fideghelli, 1990) vurgulanmistir. Bazi gama 1sinimi1 dozlarinin polen ¢imlenmesini
tesvik ettigi (Bozhinova-Boneva 1975), tohumlarda ¢imlenme diizeyini arttirdigi
(Costacurta vd. 1978), tanede irilik ve daha kalin tane kabugu ile birlikte “Botrytis
cinerea” ya karsi dayanim (Botta vd. 1988) ve bogum arasi uzunlugunda kisalma

(Fideghelli, 1990) gibi degisimler sagladigi arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.

Mutasyon 1slahina yonelik olarak in vivo gamma radyasyonu ile farklilik elde etmeyi
planlayan ¢alismalardan biri olan Coban (1998) yaptigi calismasinda bulgularini

morfolojik degisimlere dayandirmistir.

Degirmenci Karatag ve Kunter (2012), gamma radyasyonu uygulamasindan elde edilen
Sultani Cekirdeksiz tizim ¢esidinde sitolojik ¢aligmalar sonucunda kromozom sayimi
yaparak diploid ve miksoploid yapilar belirlemislerdir. Sultani Cekirdeksiz {iziim
¢esidinde sadece 30 Gy gamma radyasyonu uygulanmis 34 no’lu bireyde 2n=2x=38
kromozom sayisindan fazla kromozom bulunmus ve bu gesitte yapilan ¢alismalar iginde
poliploid kromozom sayisina sahip ilk genotip oldugu bildirilmistir. Ayrica bu ¢alisma
tilkemizde tliziimlerde kromozom sayisinda uygulamaya yonelik farklilik elde edilen ilk

calisma olmustur.

Ekbic ve Tangolar (2016), Trakya ilkeren ve Flame Seedless iiziim ¢esitlerinde, in vitro
ve in vivo kosullarda kolhisin ve Co®® mutagenlerinin farkli dozlarmin poliploid bitki
elde edilmesi tizerindeki etkisini doz ve uygulama siiresine bagh olarak aragtirmistir.

Uygulamalar sonucunda gelisen bitkilerden alinan yaprak orneklerinde yapilan flow
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sitometri incelemelerine gore bir 6rnegin %50 hiicresinde 2x+4x yapiSt gorilmiistiir.

Bunun disindaki tim 6rneklerde ise diploid yapinin devam ettigi belirtilmistir.

Kuksova vd. (1997), Podarok Magaracha iiziim ¢esidinde somatik embriyogenez yolu
ile gelistirilen birincil kalluslara 10 ve 500 Gy dozlarinda; embriyogenik kalluslara ise
5, 10, 40, 100 ve 500 Gy dozlarinda Co®® uygulanmis ve daha sonra taze besin ortamia
transfer edilmistir. 2 hafta karanlikta inkiibe edilen kalluslarin rejenerasyonu sonrasi
kok ucunda kromozom sayimi yapilmistir. En fazla tetraploid bitki embriyojenik kallusa
yapilan 5-100 Gy dozundan elde edildigi (%7.6) ve bunun yaninda andploid bitkilerinde
olustugu bildirilmistir.

Munir vd. (2015) tarafindan Desi, Sundar Khani ve Cin kiiltiir {iziim gesitlerinde in vitro
bogum eksplantlarmma 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 Gy dozunda C0% 151nim1 uygulanmis
ve eksplantlart 1 mg/l BAP igeren MS ortamlarina aktarilmistir. Rejenerasyonu

saglanan siirgiinler karsilastirildiginda 5 Gy Co®°

isinimina kadar artan bir siirgiin
uzunlugu var iken bu dozdan sonrasinda her {i¢ ¢esitte de siirgiin uzunlugunda tam tersi

bir azalma goriildiigi belirtilmistir.

Asmada in vitro kromozom Kkatlama amaciyla farkli doku kdltiirii teknikleri
kullanilmaktadir. Segilen doku kiiltiirii teknigi ile birlikte eksplant ve genotipin etkisinin
poliploidi basarisi ile iligkili olmaktadir (Notsuka vd. 2000, Yang vd. 2006, Dhooghe
vd. 2011, Sinski vd. 2014). Kullanilan antimitotik ajanin dozu, uygulama siiresi ve
coziiciisii farkli etki mekanizmalarina sahiptir. Bu nedenle eksplanta ve antimitotik
ajana uygun tekniklerin gelistirilmesi ve uygulama siirlarinin, uygulama siiresine baglh
olarak arastirilmasi Oonem tasimaktadir. Uygulanabilir yiliksek dozlar ve uygulama
stirelerinin  yiiksek seviyede ploidi ile sonuglanma oraninin yiikksek oldugu
bildirilmektedir. Bunun yaninda genel olarak diisiik dozlarin basarisinin diisiik, yiiksek

dozlarm ise letal etkisinin oldugu da bildirilmektedir (Allum vd. 2007).

15



2.3.2 Asmada in vivo ve in vitro poliploidide kimyasal mutagenlerin kullanimi

Ik in vitro poliploidizasyon 1966°da Murashige ve Nakano (1966) tarafindan tiitiin
bitkisinde gergeklestirilmistir. In vitro kosullarda besin ortami, uygulama ve bitkiye
doniistimde kontrollii ve standart kosullarin saglanmasi ile genel olarak kromozom
katlama yontemlerinin etkinliginde in vivo kosullara gore artislar saglanmistir (Dhooghe
vd. 2011). Bu nedenle, poliploid bitkilere ulasmak amacina yonelik olarak in vitroda
eksplant sec¢imi, besin ortaminin 6énemli oldugu kadar kullanilan antimitotik ajanin
dozu, uygulama stiresi (Xie vd. 2015) ve kullanildig1 yontemin gelistirilmesi de basaril

sonuglara ulasabilmenin 6n Kosullar1 olarak 6nem kazanmustir.

Asmada yapay poliploidinin uyarilmasi igin kullanilan ilk kimyasal mutagen kolhisin
olmustur. Poliploidinin saglanmasi amaciyla Kkolhisin mutageni yoluyla yapilan
caligmalarda uygulama yapilmis olan ve kontrol grubu (diploid) asmalarin ploidi
seviyeleri belirlendikten sonra genellikle morfolojik 6zellikleri agisindan da farkliliklar
ortaya konmustur (Yamane ve Kurihara 1980, Luo vd. 1995, Luo vd. 1997, Kuliev
2011). Bazi ¢alismalarda kolhisin uygulamasinin ardindan tetraploid asmalarin yaprak
morfolojisi bakimindan diploidlerden farkli oldugu; stoma biiyiikligii agisindan
diploidlerden %40 oraninda daha iri, birim alana diisen stoma sayisi agisindan ise
diploidlere gore yaklasik %40oraninda daha diisiik oldugu (YYamane ve Kurihara 1980)
bildirilmigtir. Yine uygulamalarin ardindan ¢igek yapilarimin degistigi (Kuliev 2011),
tetraploidlerin 6zelliklerinin 3 generasyon boyunca degismeden kaldigi; tane renk ve
kalitesinde degisim gozlenmeden tane iriliginde artisin Saptandigi (Luo vd. 1995)
caligmalara rastlanmistir. Tetraploid (2n=4x=76) asmalarda salkimlarin diploid
olanlarma gore %63 daha iri oldugu ve 10 giin kadar daha erken olgunlastigi, kalite
ozellikleri agisindan ise ¢ogu Ozellik bakimindan diploid salkimlarla benzerlik

gosterdigi; ancak daha yogun aromaya sahip olduklari (Luo vd. 1997) belirlenmistir.
Asmada kolhisin ve orizalin mutagenlerinin in vivo vein vitroda uygulama dozu,

uygulanma sekli, uygulama siiresi, uygulanan eksplant tipi ile ilgili bircok c¢alisma

mevcuttur. Bu asamaya kadar agiklanmaya c¢alisilan asmalarda in vivo ve in vitroda
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kimyasal mutagenlerle poliploid bitki elde etme amacina yonelik yontemlerin bazi

basarili uygulamalar1 literatiir bildirisi olarak asagida verilmistir.

Motosugi vd. (2002a), ototetraploid asma anaglarinin (Riparia Gloire de Montpellier,
Rupestris St. George, 3309 C ve Kober 5 BB) filokseraya dayanim ozelliklerini in
vitroda incelemislerdir. Diploid ve ototetraploid anaglarin koklerinde ya hi¢ ya da ¢ok
az filoksera nimflerine rastlanmis; buna karsin Cabernet Franc g¢esidi koklerinde ise
%26.8 oraninda filoksera yumurtasinin ergine dondstiigi belirlenmistir. Calisma
sonucunda elde edilen ototetraploid anaglarin ve kontrol grubu olan Kyoho g¢esidi
asmalarmin filoksera ile bulasik bag alamna dikimi yapilmistir ve gal olusumu
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore tetraploid anaglarin filokseraya dayanikli
oldugunu ve orijinal diploid anaglardan o6nemli Olg¢iide bir farklar1 olmadig

bildirilmistir.

Kuliev (2011), ¢alismasinda tliziim g¢ekirdeklerine %0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 olmak tizere
5 farkli doz ve 3 farkli siirede (24, 48, 72 saat) uyguladigi kolhisin sonrasinda ploidi
seviyesi ve morfolojik olarak degisim olup olmadigini incelemistir. Kolhisin
uygulamas1 sonrasinda ¢imlenme orani g¢esitlere gore %32.5 ile 63.2 arasinda
bulundugu bildirilmistir. Calisma sonunda bitkilerde %58.2 oraninda morfolojik

degisim ve yalnizca %5.9’unda ploidi seviyesinde bir degisim oldugu belirtilmistir.

Xu vd. (2014), tetraploid (4x) ve diploidlerin (2x) ¢aprazlanmasi ile olusturulan triploid
(3x) gekirdeksiz misket tizimlerini (Vitis rotundifolia Michx.) gelistirdikleri ¢alismada
tetraploid ve andploidleri iceren 16 poliploid misket liziimii tanimlanmistir. Ploidi
seviyesi flow sitometri aracilifiyla dogrulanmistir ve kromozomlar sayilmistir.
Poliploid tiziimler ile diploid (2x) misket iliziimleri karsilastirildiginda daha erken
tomurcuk patlamasi, daha zayif vegetatif biliylime, daha kisa bogumlar, daha yesil ve
kalin yapraklar, daha zayif 6ze sahip govdeler ve daha erken olgunlasma gibi morfolojik

farkliliklar oldugu belirtilmistir.
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Chen vd. (2014), Guibao {iiziim ¢esidinin hibrit ve hibrit olmayan ¢ekirdeklerini
¢imlendirmeye aldiktan 4 giin sonra 6 farkli siirede (36, 48, 60, 72, 84 ve 96 saat) ve7
farkli dozdaki (%0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve 0.8) kolhisin ile muamele edilmistir.
Uygulama yapilan hibrit x hibrit olmayan melez bitkilerin %25.8’inde ince govde
yapisi, zayif gelisim, kisa bitki boyu gozlendigi; hibrit ¢ekirdeklerde ise kolhisin
uygulamasi sonrasinda morfolojik olarak zayif bir karaktere rastlanmadigi rapor

edilmistir.

Ekbi¢ ve Tangolar (2016) Trakya ilkeren ve Flame Seedless gesitlerinde siirgiin uclarma
in vivo kolhisin uygulamas: ile ploidi artigt saglamak istemislerdir. Bu amagla
calismalarinda siirgiin uglarin1 %0.5, 0.75 ve 1.00’lik kolhisin ¢dzeltisine batirilmis
pamuklara sararak 3 farkli siirede (1, 3 ve 5 giin) muamele etmislerdir. Trakya Ilkeren
¢esidi i¢in %1.00; Flame Seedless ¢esidi icin ise %0.75 ve 1.00’lik kolhisin dozlarinda
stirgiin uglarinin kuruyarak canliliklarini yitirdiklerini tespit etmislerdir. Her iki gesit
igin siirgiin ucu canlilik orani incelendiginde kontrol grubundan sonra en iyi sonug
%0.50’1ik kolhisinin 1 ya da 3 giinliikk siire ile muamelesinden elde edilmis; Trakya
Ilkeren cesidinde ise %0.75’lik dozun 3 ve 5 giin siire muamelesinde canlilik oraninin

%350’nin altina diistiigii belirtilmistir.

Kara vd. (2018) calismalarinda serada koklendirilmis 41B anacina ait tek goz
celiklerinin hizli biiylime doneminde farkli siire (24, 48, 72 ve 96 saat) ve dozlarda
(%0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 ve 1.1) kolhisin uygulamasi yapmislardir. Kolhisin
uygulamasinin ardindan meydana gelen morfolojik degisimler kaydedilerek, ploidi
seviyesinde degisim olup olmadiginin tespiti i¢in stoma boyu, stoma genisligi ve stoma
alani, stoma sayist incelenmistir. Cekirdek DNA igeriklerinin tespiti i¢in de flow
sitometri analizi yapilmigtir. Uygulama yapilmis 6rneklerde stoma genisligi ve alaninda
bir artig, stoma sayisinda ise azalma tespit edilmistir. Flow sitometri analizlerinde
sitolojik agidan bir farkliliga rastlanmadigi bildirilmistir. Buna ek olarak kolhisin
uygulamasi tek gozli celiklerin siirgiin ucunda kurumaya neden olmustur. En yiiksek
doz ve siire (96 saat x %1.1) en fazla siirglin ucu kurumasina, diisiik canlilik orani ile en

diisiik siirgiin uzunluguna (2.10 £ 0.45) neden olmustur.
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Notsuka vd. (2000), 29 diploid, 3 triploid ve 1 tetraploid iiziim tipinde in vitro
kromozom katlamasi amaciyla mikro gelik eksplanti kullanarak kolhisinin %0.05°1ik
dozunun 1 ya da 2 giin siireyle uygulamasinin tetraploid olusumu uyardigini
bildirmistir. Uygulamalarda sitokimera (2x+4x) olusumunun yiiksek oranda meydana
geldigi de vurgulanmistir. Diger taraftan tetraploid bireylere ulagsmada diploid g¢esitlerin
kolhisine karsi yamitinin farkli oldugu ve V. vinifera gesitlerinin Amerikan tiirleri
arasindaki melezlerden daha olumlu yanit verdigi belirtilmistir. Elde edilen tetraploid
bitkilerin diger formlara gore daha giiclii gelistigi, kolay koklendigi ve sitogenetik
yapinin degismeden kaldigi gorilirken, 3x+6x ve 4x+Sx sitokimeralarin bitkiye
dontisiim siirecinde sitogenetik kayiplara maruz kaldigi belirlenmistir. Arastirmada elde
edilen tetraploid bitkiler diploid kaynak bitkilerle Karsilastirildiginda olgunlagma
zamani, salkim ve tane sekli, tane rengi, SCKM ve asit diizeyinde belirgin bir farkliligin
olmadig1 buna karsin, ¢eside bagl olarak tetraploidlerde tane iriligindel.1 ile 1.5 kat

artis elde edildigi bildirilmistir.

Motosugi ve Motioko (2001), mikro ¢eliklerle mikrogogaltimi yapilan Vitis flexuosa
Thunb, V. ficifolia var. Izu-insularis Hara, V. ficifolia var. ganebu Hatsusima, ve V.
shiragai Makino cesitlerine kolhisin uygulamasini in vitro kosullarda %0.1 dozundal
hafta ve %0.01 dozunda 3 hafta siireyle yapmislardir. Eksplant gelisiminde kolhisin
uygulanan eksplantlarda kontrol grubuna gore, stomalarin daha biiytik; koklerin ise daha
kalin oldugu saptanmistir. Calismada flow sitometrik incelemeler sonucunda, 3 tiirde
(Vitis flexuosa, V. ficifolia ve V. shiragai) tetraploid bireyler elde edilmistir.
Aragtiricilar bu ¢aligmada aymi zamanda V. shiragai’nin 2x+4x ve V. ficifolia var.

ganebu’nun ise 4x+2x periferal kimerik formunu da elde etmislerdir.

Motosugi vd. (2002 b), yaptiklari ¢alismada diploid ve tetraploid Gloire de Montpellier,
Rupestris St. George ve 3309 C anaglarinin mikrogogaltim yoluyla elde edilen
strgiinlerine  kolhisin  uygulamasiyla ototetraploidiye ulasildigi  bildirilmistir.
Arastirmada morfolojik agidan incelemeler yapildiginda tetraploid bitkilerin
yapraklarinin diploidlere gore daha genis stomalara sahip oldugu belirlenmistir.
Koklenmeye bakildiginda tetraploid bitkilerin diploidlere gore koklerinin daha kisa;

Gloire ve St George anacinin tetraploid olanlarinda ise siirgiin boylarinin ve bogum

19



aralarinin diploidlere gore daha kisa oldugu saptanmistir. Bunun tersine tetraploidlerde
kok yapilarinin daha giiclii oldugu belirlenmistir. Arastirmanin sera denemelerinde ise
tetraploid anag siirgiinlerinin diploidlere gore daha zayif gelisim gostermesine karsin,
daha kalin govdeli ve yiiksek yaprak agirlik degerine (yaprak kuru agirligi/yaprak alani)
sahip oldugu tespit edilmistir. Calismanin ploidi seviyesi flow sitometri analizi ile

belirlenmistir.

Aihong vd. (2005), Jingxiu ve Red Globe iiziim gesitlerinin in vitroda gelistirilen
stirgiinlerine farkli doz ve siirelerde kolhisin uygulayarak tetraploidi elde etmeyi
amaglamig ve ploidi seviyelerini flow sitometri analizi ile belirlemislerdir. Calisma
sonucunda tetraploid elde edilmesi igin siirglinlerin kolhisin igeren ¢dozeltide
bekletilmesinin  kiiltir ortamina kolhisin eklenmesine gore daha etkili oldugu
saptanmistir. Bu ¢esitlerde tetraploid birey elde edilmesi igin en uygun uygulamanin
stirgiinlerin 3000 mg/1 kolhisin soliisyonunda 3-4 giin siireyle bekletilmesi oldugunu
bildirmiglerdir. Bu uygulama ile tetraploidi seviyesinin %16.7 ile %?23.3 oranina

yiikseldigi belirtilmistir.

Leal vd. (2006), Vitis vinifera L. ‘Viosinho’ kiiltiir ¢esidinin iki farkli klonunun
anterlerinden gelistirilen somatik embriyodan elde edilen siirgiinlerde ploidi seviyelerini
belirlemek i¢in flow sitometri kullanilmistir. Somatik embriyo gelistirme ortami igin
farkli dozlarda 2,4-D, BAP ve NOA (Naftoksi asetik asit) iceren 5 farkli MS besin
ortami denenmistir. Somatik embriyolar gelistikten sonra yalnizca BAP igeren bitki
gelisim ortamina transfer edilmistir. Burada gelisen ve saglikli kalan siirgiinlerde
herhangi bir haploid veya andploid bitkiye rastlanmamis, somaklonal varyasyon
gostererek tetraploid hale gelen bitki sayisi ise %2.4 olarak tespit edilmistir. 9 farkli V.
vinifera c¢esidi ile karsilastirilan ¢ekirdek DNA igeriklerinde onemli bir farklilik

goriilmedigi rapor edilmistir.

Yang vd. (2006), diploid asmalarda yaptiklari somatik embriyogenez ¢alismasi sonucu
giicli gelisme gosteren embriyolar: selekte ederekO, 10 ve 20 mg/l dozundaki kolhisin

ile 1, 2 ve 3 giin siirede muamele etmiglerdir. Sonrasinda bitki rejenerasyonu igin 0.03
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mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA ilave edilen NN (Nitsch ve Nitsch 1969) ve MS ortamina
aktarilan embriyolardaki canlilik oraninda ve rejenere olan bitkicik sayisinda kolhisinin
uygulama dozu ve siiresinin artisina baglh olarak bir azalma oldugu saptanmistir.
Kolhisin uygulamas: yapilmis somatik embriyolardan olusan bitkiciklerin tesadiifi
olarak segilenlerinden 5 tanesinin tetraploid oldugu flow sitometri ile belirlenmistir.
Ayrica, diploid ve tetraploid siirgiinlerin yaprak stoma 6zelliklerinin de belirgin sekilde

farklhilik gosterdigi gorilmistiir.

Prado vd. (2010) tarafindan alt1 énemli Ispanyol iiziim ¢esidinde anter ve ovaryum
eksplantlarina kolhisin uygulandigi bir somatik embriyogenez g¢alismasi yapilmistir.
Embriyogenik kalluslardan rejenere olan bitkilerdeki somaklonal varyasyon ile elde
edilmeye calisilan mutasyon oranlarina bakilmistir. Sonucta eksplant gelisim

asamasinin, farkli besin ortaminin ve ¢esidin poliploidiyi etkiledigi goriilmiistiir.

Chang vd. (2014)’nin yaptiklar1 ¢alismada in vitroda elde edilen Victoria iiziim
¢esidinin siirgiinlerinden alinan bogum pargalart %0.05 ve %0.1 dozundaki siv1 kolhisin
cozeltisinde 24 veya 48 saat bekletilmistir. Kromozom katlamasinda en etkili
denemenin %0.05 dozdaki kolhisin ¢ozeltisinde 48 saat ve %0.1 dozdaki kolhisin
cozeltisinde 24 saat bekletilen {iglincli ve dordiincii bogumda oldugu saptanmistir.
Calismanin sonucunda ploidi seviyesi katlanmis bitki elde edilme orani yukarida
bildirilen iki basarili doz ve siire kombinasyonunda sirasiyla ilk generasyonda %24.6 ve
%25.5 olarak bildirilmistir.

Sinski vd. (2014), Crimson Seedless ve BRS Clara g¢ekirdeksiz {iziim ¢esitlerinin siirgiin
ucu ve somatik embriyolarin eksplant olarak kullanildigi ¢alismada poliploidizasyon
icin farkl dozlarda (0, 20, 100, 250 ve 1.250 uM) kolhisin ve (0, 20, 40, 60 ve 80 uM)
orizalin kullanilmigtir. Kontrol grubu ile birlikte 5 farkli siirede bu kimyasallar sivi
besin ortamlarinda muamele edilmistir. Daha sonra kati besin ortamina aktarilan
eksplantlarin rejenerasyon ve koklenmelerinin ardindan kok ucundan kromozom sayimi
yapilarak ploidi belirlenmeye calisilmistir. En yiiksek canlilik orani ve tetraploid bitki

oraninin somatik embriyonun baslangi¢ eksplant1 olarak kullanildigi 80 pM-48 saat
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kolhisin denemesinden elde edildigi belirtilmistir. Orizalin uygulamasinda ise hemen
her ¢alismada tetraploid bitki elde edildigi ve yiiksek rejenerasyon oraninin ise diisiik

doz denemelerinde ortaya ¢iktigini1 saptamislardir.

Xie vd. (2015), 101-14 Millardet et de Grasset (Vitis riparia&V. rupestris) (101-14
Mgt) (2n=2x=38) X Muscadinia rotundifolia cv. Trayshed (2n=2x=40) hibrit asma
anaglarinin in vitroda tetraploidinin uyarilmasi igin bir protokoliin olusturuldugu
calismada antimitotik ajan olarak ti¢ farkli dozda (250, 625 ve 1250 uM) kolhisin ve ii¢
farkli dozda (5, 15 ve 30 uM) orizalin ¢ozeltisi 24, 48 ve 72 saat siire ile uygulanmistir.
Siirgiin ucu, anter ve embriyogenik kalluslarin kiiltiire alinarak rejenerasyonunun
saglandig1 ve ploidi diizeylerinin flow sitometri yontemi ile belirlendigi bildirilmistir.
En yiiksek canlilik, siirgiin ucu eksplantindan goériiliirken, en yiiksek tetraploid bireyin

emriyogenik kalluslardan gelisen siirgiinlerden elde edildigi belirtilmistir.

Acanda vd. (2015), saraplik ¢esit olan Mencia tiziim g¢esidinde (V. vinifera) yapilan in
vitro kromozom katlama uygulamasinda antimitotik ajan olarak 4 farkli dozda (%0.0,
0.1, 0.2 ve 0.4) kolhisin kullanmislardir. Embriyogenik hiicre elde etmek igin
baslangicta stamen ve ovaryumlarin belirlenen donemde toplanarak farkli dozlarda TDZ
iceren NN ve MS besin ortamlarinda kiiltire alindigi belirtilmistir.  Gelisen
embriyolardan embriyogenik hiicre kiimesi elde etmek igin siispansiyon Kkiiltiiriine
transfer edilmistir. Siispansiyon hiicre kiiltiiriindeki hiicre kiimelerine 24 saat siiresince
uygulanan kolhisinin ardindan embriyogenez gerceklestirilmis ve rejenere olmus
saglikli siirgiinlerde ploidi seviyesi ve ¢ekirdek DNA igerigi belirlenmistir. Caligmanin
sonucunda en etkili uygulamanin %0.2 kolhisin dozundan elde edildigi ve %25

oraninda tetraploid bitkiye ulasildig1 belirtilmistir.

Ulkemiz asma gen kaynaklari arasinda dogal poliploid cesit kayd: bulunmamaktadir.
Islah ¢alismalar1 kapsaminda ise son yillara kadar ilgi gosterilmis bir alan olmaktan da

uzak kalmustir.
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2.4 Ploidinin Belirlenmesi

In vivo ya da in vitroda bir doku, organ, tohum veya bitkide yapilan kromozom katlama
uygulamalar1 sonrasinda yapilan uygulamalarin basarili sonug¢ verip vermedigini
ogrenmek adma ploidi seviyelerinin tanimlanmasi gerekmektedir. Fenotipe bagh
degerlendirmeler, bitkilerde kromozom sayisi artisina paralel olarak bitkinin tim
organlarinda hacimsel bliyiimeye yani irilik artisina baghdir. Poliploidinin fenotipik
etkisinin agik¢a belirgin olmasina ragmen; poliploidinin belirlenmesinde yeterli ve
giivenilir bir metot degildir (Dart vd. 2004). Sonug olarak poliploidi varliginin tespit
edilmesinde c¢esitli metotlar gelistirilmisgtir. Bu metotlart direkt ve dolayli tespit
metotlar1 olarak iki ana sinifa ayirabiliriz (Beck vd. 2005). Direkt metotlarin en 6nemli
ornegi olan kromozom saymmi, morfolojik karakter c¢alismalarinin ardindan ploidi
seviyesinin belirlenmesi i¢in 6zellikle siirgiin ya da koklerin apikal meristemlerindeki
aktif bolinme doneminin uygun oldugu belirtilmistir (Baker 1943, Bali ve Tandon
1959, Maritz 2008). Bazi bitkilerde; 6zellikle odunsu bitkilerde kromozom
biiytikliiklerinin nispeten kiiclik olusu ve buna ek olarak hiicre boliinmesinin sinirh
sayida olmasi, ¢aligmay1 zor ve zaman alici hale getirmektedir (Beck vd. 2003, Beck vd.
2005). Kromozom sayiminda laboratuvar uygulamalarinin uzun zaman almasi ve
deneyim gerektirmesi saglikli sonuclar almada Onemli bir dezavantaj olarak
goriinmektedir. Son yillarda 6nde gelen bir diger direkt metot ise giivenilir, hizli ve
ekonomik bir yontem olan akig sitometrisi metodu (flow sitometri) kullanilarak DNA
icerigi miktarinin belirlenmesidir (Dolezel vd. 1992). Dolayli metotlar ise morfolojik
karakterlerin degerlendirilmesi, stoma bekgi hiicrelerinin kloroplast miktari, stoma
uzunlugu ve yogunlugunun belirlenmesi (Beck vd. 2003) ve yaprak klorofil igerigi
miktarmin Sl¢limiidiir (Mathura vd. 2006). Eng ve Ho (2019) tarafindan bildirildigine
gore; flow sitometri, biyolojik hiicre gozleminde kullanilmak {izere Gucker vd. (1947)
tarafindan icat edilmistir. Bitkideki ilk akis sitometrisi metodu ise Heller (1973)
tarafindan uygulanmig ve flow sitometri analizi ile ilgili bilimsel makaleler (Awoleye
vd. 1994, Van Duren vd. 1996, Tambong vd. 1998) 90’11 yillarda yaymlanmaya
baslanmigtir. Flow sitometri esas olarak, bir siispansiyon igerisinde boyanmis
partikiillerin (hiicre ¢ekirdegi ya da DNA) bir floresans mikroskobu araciligiyla
okunmasidir. Yaklasik olarak 5.000-10.000 adet arasinda hiicre ¢ekirdegi DNA
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miktarmin floresans yardimiyla okunmasi saglanmakta ve bu g¢ekirdeklere ait floresans

yogunlugu grafige dokiilmektedir (Kaya 2010).

Flow sitometri analizi ¢ekirdek sayisimi floresans seviyesinin bir fonksiyonu olarak
grafige dokmektedir (Kaya 2010). DNA igerigi bilinen bir standart bitki ve ornek
dokular1 ayni1 anda hazirlanir. Ornek analiz edildiginde histogramda gozlenen rnek ve
standart piklerini ayirt etmek i¢in ¢alisma baslamadan 6nce 6rnek ve standart ayri ayri
analiz edilmekte ve piklerin yerleri sayisal olarak tespit edilmektedir. Sonu¢ olarak;
asma ve standart bitkinin birer tane pik olusturmasi ve tetraploid pikin ise daha yiiksek
floresans seviyesine sahip olmasi gerekmektedir (Kaya 2010, Tuna vd. 2016).

2.4.1 Asmada ploidinin belirlenmesi

Asmada ploidinin belirlenmesinde giiniimiize dek yapilan ¢alismalarda dolayl
(fenotipik incelemeler) ve direkt metotlarin her ikisi de kullanilmigtir. Asmalarda
ploidinin belirlenmesi, yapilan mutagen uygulamalarinin ardindan basar1 oranini
belirlemek i¢in morfolojik gozlemlerin yaninda olduk¢a 6nemlidir. Vitis tiirleri yiiksek
kromozom sayisina (2x=38) sahiptir. Buna karsin karyolojik ¢aligmalarda kromozom
bliytikliikler1 de sonuctaki basar1 oranimi etkilemektedir. Yapilan sitolojik calismalar
sonucunda Lodhi ve Reisch (1995)’in bildirdigine goére; asmanin kromozom
biiyiikliiklerinin diger tiirlere gore (6rnegin kromozom biiyiikliigiiniin kii¢iik oldugu
bilinen kakaonun neredeyse yarist biiyiikliigiinde) daha kiigiik oldugu belirtilmistir
(Shetty 1958). Vitis vinifera diger Asya ve Kuzey Amerika Vitis tiirlerine gore nispeten
daha kiigiik ¢ekirdek DNA igerigine sahiptir (Lodhi ve Reisch 1995) Bu ¢alismalarda
basariy1 etkileyen faktorlerin basinda ezme preparat hazirligi gelmektedir. Bu yonde
yapilan ¢aligmalar sonucunda (Patil ve Jadhav 1985, Patil ve Patil 1992) asmanin
kromozom sayisinin gesitlere ve ezme preparat yontemlerine (Haas ve Alleweldt 2000)
gore 0.5 ile 2.450 mikron araliginda degisiklik gosterdigi bildirilmistir. Asma
kromozom saymminin daha saglikli bir sekilde yapilabilmesi igin farkli enzimler

kullanilarak preparat hazirlik protokoliinde degisik yontemler gelistirilmistir.
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Fenotipik olarak stoma goézlemleri, stoma biiyiikliiklerinin karsilastirildigi ¢aligmalar,
kok ucunda ezme preparat yontemi ile kromozom sayimi ¢alismalari mevcuttur (Yang
vd. 2006, Sinski vd. 2014, Xie vd. 2015). Asmadan ziyade genel olarak tiim tiirlerde
ploidi ¢alismalarina bakildiginda direkt ve/veya dolayli metotlar ile ploidi belirlendigi
goriilmiistiir. Birden ¢ok metot kullanimi sonuglart dogrular nitelikte olmustur. Bazi
literatlirlerde ise yalnizca stomatal ya da kok ucu kromozom sayimi yapilmistir.
Asmada ploidi ¢alismalarinda kok ucundan kromozom sayimi (Kuksova vd. 1997,
Notsuka vd. 2000, Yang vd. 2006, Kuliev 2011, Chang vd. 2014, Xu vd. 2014, Acanda
vd. 2015, Xie vd. 2015) yapilan bir¢ok c¢alisma mevcuttur. Bitkilerin kok ucu
dokularinin ¢esitli boyalar ile boyanmasi yoluyla yapilan ezme preparat ¢aligmalar ile
ploidi seviyesinin belirlenmesi yontemi ¢ok sayida bitki Orneginin analizini
gerektirmektedir. Bu yontem zaman ve is giiclii acisindan dezavantajlidir ve ploidi
diizeyi belirlemede pratik olmamasi acisindan tercih edilmemektedir (Tuna vd. 2016).
Son yillarda daha hizli ve giivenilir bir yontem olan flow sitometri analizi ile ¢ekirdek
DNA igerigi tayini de bu ploidi ¢alismalarinda (Leal vd. 2006, Prado vd. 2010, Acanda
vd. 2013, Sinski vd. 2014, Acanda vd. 2015, Xie vd. 2015) yerini almistir.

Yukarida bildirilen arastirma sonuglar1 poliploid asma genotiplerinin elde edilmesi igin
yeni ¢aligmalarin hedeflenmesinin geregini agik¢a ortaya koymaktadir. Doktora tez
calismasi ile tilkemiz asma genotipleri icerisinde farkli 6zellikleri ile yer edinmis olan
Sultani ¢ekirdeksiz ve Uslu cesitlerinde, poliploid bireylere ulasmak igin in vitro

kromozom katlama tekniginin cesitlere 6zgii olarak gelistirilmesi amag¢lanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez calismas1 2015-2018 yillar1 arasinda, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii ve Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii laboratuvarlari ve iklim odasinda yiiriitiilmiistir. Caligmalarin
yiiriitiilmesinde Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii ve Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii

olanaklarindan da yararlanilmistir.

3.1 Materyal

Tez caligmasinin materyalleri Sultani Cekirdeksiz ve Uslu liziim ¢esitleridir (Vitis
vinifera L.). T.C. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Kalecik Bagcilik Arastirma ve
Uygulama Istasyonu’nda yetistirilmekte olan gesitlerden, dinlenme déneminde bir yash

odun ¢elikleri ¢alismalarin kaynagini olusturmak iizere alinmistir.

Sultani Cekirdeksiz: Sultani Cekirdeksiz, diinya cekirdeksiz sofralik ve kurutmalik
lizim cesitlerinin atasal genotipi olup, kdkeni Anadolu’dur. Stenospermokarpik tane
tutum Ozelligi gosteren ve orta mevsimde olgunlasan bir cesittir. Sofralik olarak
degerlendirilmesinde kiigtik tane yapisi GAs (Giberellik asit) kullanilarak
irilestirilmektedir. Cesidin  dstiin  6zelliklerinin  tane iriligi ile birlestirilmesi
caligmalarina hizmet edecek genetik materyallerin elde edilmesi i¢in yapilan mutasyon

calismalarina yol gostermesi amaci ile se¢ilmistir (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1 Kalecik Bagcilik Arastirma ve Uygulama Istasyonu’nda tez calismast icin ¢elik alinan
Sultani Cekirdeksiz ¢esidine ait olgun salkimlar

Uslu: Tez galismasinda yer alan diger ¢esit Honiisli x Siyah Gemre melezi olan Uslu,
tilkemiz melezleme 1slahi ¢aligmalarinin ilk tescil edilen genotiplerindendir. Uslu {iziim
cesidi, erkencilik, kirmizi tane rengi ve tane eti kalitesi ile 6zgiin olmasina karsin salkim
tizerinde partenokarpik tane ve LGO (live green ovary) olusma oraninin yiiksek olmasi

nedeniyle salkim kalitesi bakimindan yetersiz kalmaktadir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Kalecik Bagcilik Arastirma ve Uygulama Istasyonu’nda tez calismast icin ¢elik alinan
Uslu ¢esidine ait olgun salkimlar

In vitro ¢alismalar igin gerekli eksplantlar, Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esitlerine ait bir
yaslt dallardan hazirlanan odun ¢eliklerinin kontrollii kosullarda 16/8 saat
aydinlik/karanlik fotoperiyodunda, 24°C sicaklik ve %70-80 nem igeren iklimlendirme

odasinda siirdiiriilmesiyle (Sekil 3.3) elde edilen siirgiinlerden hazirlanmaistir.

Sekil 3.3 Bir yasli dallardan hazirlanan g¢eliklerin siirmesi
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3.2 Yontem

3.2.1 Kimyasal mutagen uygulanacak eksplantlarin se¢cimi

Tez calismasinda in vivo ve/veya in vitrodan temin edilen {i¢ farkli eksplanta iki farkli

kimyasal mutagen uygulamasi yapilmistir. Cizelge 3.1°de uygulama sekli sunulmustur.

Cizelge 3.1 Tez galismasinda kullanilan eksplant, kimyasal mutagen ve besin ortamlari

Eksplant kaynagi Eksplant Kimyasal Besin ortami
mutagen
Kallus S1v1 besin ortami
In vivo asma
i irei Koltuk alt izali :
. In vitro siirgiin oltuk alt1 Orizalin Kat1 besin ortami
celigi . .
meristemi
Stirgiin ucu
In vivo asma ¢eligi Tek bogumlu Kolhisin Siv1 besin ortami
mikro gelik

Caligmada orizalin mutageninin uygulanacagi koltuk alti meristemi ve kallus eksplantini
gelistirmek i¢in baslangi¢ materyali olarak in vivo geliklerden elde edilen siirgiin ucu
eksplant1 kullanilmistir. Kolhisin mutageni uygulanan siirgiin ucu ve tek bogumlu mikro
celik eksplant1 ise dogrudan in vivo ¢elikten temin edilmistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.4).

Bu eksplantlarin se¢ilme amaglarini inceledigimizde;

Siirgiin ucu eksplanti, yiiksek sayida meristematik hiicre bulundurmasi, hiicrelerinin
diploid yapida olmasi, genotipik degisimlere agik olmas1 (Ozler 2014) ve viriisten ari
bitki tiretiminin s6z konusu olmadig1 durumlarda tercih edilen (Sim 2006) bir eksplant
olmasi nedenleriyle secilmistir. Apikal meristeme sahip olmas1 ve nispeten daha biiyiik
bir eksplant olusu in vivo kaynakli olsa bile canli kalma oraninin (%80-100) yiiksek
olmasi da 6nemlidir (Hu ve Wang, 1983).
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Koltuk alti meristemi (aksiller tomurcuk) eksplanti, aktif biiyiime donemindeki
stirgiinlerden alindig1 i¢in rejenerasyon yeteneginin daha yiiksek olmasi, her birinin yeni
bir siirglin olusturma yetenegi ve toprak tisti aksami oldugu i¢in daha az
kontaminasyona ugrama olasilig1 (Ozler 2014) oldugu i¢in segilmistir. Asmada canlilik
oraninin kallus ve siirgiin ucu eksplantina kiyasla daha yiiksek olmasi (Yu ve Meredith
1986), kallus ve siirgiin ucundan gelisen siirglinlerde siirgiin ¢ogaltimi asamasinda
aksiller dallanmanin daha fazla olmas1 (Ozler 2014) koltuk alt1 meristemi eksplantinin

denemede kullanilmasinin nedenlerindendir.

Kallus eksplanti, farklilagmamis hiicreler toplulugu olmasi sayesinde tek hiicreden yeni
ve ayni ozellikte bir birey olusturma 6zelliginden (totipotensi) uzaklagabilme yetenegine
sahip bir eksplant tipidir. Asmada kallus eksplanti govde, petiol, siiliik, ¢icek salkimi,
cekirdek gibi ¢esitli organlardan olusabilmekte; fakat alt kiiltiirleme sirasinda kallus
gelisiminin olumsuz etkilenebildigi de bilinmektedir (Bouquet ve Torregrosa 2003).
Siirgiin  ucu, bogum, koltuk alti meristemi ve tek bogumlu mikro ¢elik gibi
eksplantlardan gelisen siirgiinler genellikle tek diize diploid bireyler olusturmaktadir
(Ozler 2014). Buna nazaran kallus hiicreleri tekdiize olmamasi ile birlikte mutasyona
aciktir. Bu yolla poliploid ve andploid bitkiler meydana getirebilme potansiyeline
sahiptir. Varyasyona acik bir eksplant olmasi tez ¢aligmasinda kullanilmasinin temel

nedenlerindendir.

Tek bogumlu mikro ¢elik eksplanti, in vivoda siirdiiriilmiis odun ¢eliklerinin aktif
biiylime doneminde alinmasi rejenerasyon oranini artirmaktadir. Tek bogumlu mikro
celik eksplantindan siirgiin gelisiminin daha kisa siirede olmasi, abiyotik ve biyotik
strese daha dayanikli oldugu i¢in uygulanan mutagene daha iyi dayanim gdsterme

olasiligi nedenleriyle in vitro mutagen uygulamasi igin segilmistir (Y1lmaz 2018).
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Aali

Sekil 3.4 Tez ¢alismasinda kullanilan eksplantlar: siirgiin ucu, tek bogumlu mikro ¢elik, kallus
eksplanti (2) ve koltuk altt meristemi eksplanti (b)

3.2.2 Caliymada kullanilan besin ortam ve Kiiltiir kosullar:

Tez c¢alismasinda kullanilan tiim eksplantlarin kiiltiire alinmasindan itibaren yapilan
slirgiin rejenerasyonu, kallus rejenerasyonu, Siirgiinlerin ¢ogaltilmas: ve koklendirilmesi
sirasinda besin ortami olarak vitaminleri de igeren MS besin ortami (Murashige ve
Skoog, 1962) kullanilmigtir. MS besin ortamina karbon kaynagi olarak 30 g/l sukroz
(Sucrose, Duchefa) ve kati ortamlarda katilastirici olarak 4.4 g/l bitki agar1 (Plant Agar,
Duchefa) ilavesi yapilmistir. Kullanilan tim kiltir ortamlar1 24+2°C’de, 16 saat
aydinlik kosullar altinda 2000-2500 liiks fotoperiyoda sahip iklim dolabinda (Daihan
Scientific, Wisecube) inkiibe edilmistir. Bunun yaninda kallus kiiltiirii ¢alismalarinda
kiiltire alman eksplantlar 2-4 hafta karanlik ortamda, daha sonra 8 saat karanlik
kosullarda iklim odasinda inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5). Kullanilan tim besin
ortamlar1 5.7+1 pH degerlerinde hazirlanmis ve 1.1 kg cm? basing altinda, 121°C’de 20
dk siire ile otoklavda (Alp CLG) steril edilmistir. Besin ortamimimn otoklavda
sterilizasyonunun ardindan igerisine farkli agsamalara yonelik belirlenen dozlarda bitki

biiylime diizenleyecileri (oksin ve sitokinin) eklenmisgtir.
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Sekil 3.5 16 saat aydinlik kosuldaki iklim odasinda tez ¢alismasi ile ilgi materyalin inkiibe
edilmesi (a ve b)

Besin ortamima ilave edilen BAP, IBA ve 2,4-D (Duchefa) gibi bitki biiylime
diizenleyiciler (BBD) kendine 6zgii ¢6ziiclisiinde ¢oziilmiistiir. Orizalin DMSO’da ve
kolhisin distile su i¢inde ¢6zdiiriilmiis ve daha sonra steril distile su ile istenilen hacme
tamamlanmistir. Orizalin (Duchefa) stok ¢6zeltisi 10 mM ve kolhisin (Sigma-Aldrich)

stok ¢ozeltisi ise 100 mM dozunda hazirlanmustir.

Hazirlanan tiim BBD, orizalin ve kolhisin stok ¢ozeltileri steril kabinde 0.2 mikron
porlara sahip hazir steril filtre (Millex-GS) ve ticari 10 ml’lik siringa (SET/inject)
kullanilarak steril edilmistir (Sekil 3.6). Kullanilan tiim BBD stok ¢6zeltileri +4°C’de
(buzdolabinda), orizalin ve kolhisin ise -20°C‘de muhafaza edilmistir. Tim stok

¢ozeltiler tez ¢aligma siiresince 2 ayda bir yenilenmistir.

Sekil 3.6 Orizalin stok ¢ozeltisinin steril kabinde hazirlanist DMSO ile orizalin kimyasalinin
¢ozdiriilmesi (a) 10 mM orizalin stok ¢6zeltisi (b) 100 mM kolhisin stok ¢ozeltisi (C)
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3.2.3 Laboratuvar malzemelerinin sterilizasyonu

In vitro ¢alismalarda kullanilan tiim cam, polipropilen ve metal malzemeler 3 defa
distile sudan gegcirilerek otoklavlanmistir. Bunun yaninda kolhisin ve orizalin ile bulasik
materyallerin sterilizasyonunda cam ve polipropilen malzemeler 0.1 N sodyum
tiyosiilfat pentahidrat (NaS203.5H20) ¢ozeltisinde bir gece siiresince; metal
malzemeler ise 2 saat siireyle bekletildikten sonra 3 kez distile sudan gegirilmis ve
121°C’de 20 dk siire ile otoklavda steril edilmistir.

3.2.4 Eksplant sterilizasyonu

Orizalin uygulamalar: igin baslangi¢c materyali in vivo kaynakli siirgiin ucudur. Kolhisin
uygulamalarinda ise baslangi¢c materyali olarak in vivo gelikten alinan siirgiin ucu ve tek

bogumlu mikro ¢elik eksplantlart kullanilmistir.

3.2.4.1 In vivo siirgiin ucunun yiizey sterilizasyonu

Celiklerin siirdiiriilmesiyle elde edilen siirgiinlerden toplanan siirgiin uglarinin yiizey
sterilizasyonu ig¢in %5’lik Actijen (%0.015 aktif klor igeren ticari dezenfektan)
cozeltisinde (5 ve 10 dk) ve %10’luk Actijen ¢ozeltisinde 10 dk olmak tizere 3 farkl

sterilizasyon yontemi denenmistir.

Siirgilin ucu eksplantlar1 2-3 damla ticari deterjan (Tween 20) ile yikandiktan sonra 2-3
saat boyunca akan ¢esme suyu altinda birakilmistir. Daha sonra steril kabine alinan
eksplantlar etil alkol uygulamasi yapmaksizin dezenfektan ¢ozeltisi igerisinde manyetik
karistiricida karistirilmistir. Dezenfektanin eksplant dokularindan arinmasi igin 3 x 5 dk

distile sudan gegirilmistir.
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3.2.4.2 In vivo tek bogumlu mikro celiklerin yiizey sterilizasyonu

Tek bogumlu mikro gelik eksplantinin yiizey sterilizasyonu i¢in rapor edilmemis 6n
denemelerde siirgiin ucu eksplant1 i¢in uygulanan yiizey sterilizasyon protokolii
uygulanmigtir. Ancak canlilik orani %50’nin altinda bulundugu i¢in Actijenden farkli
olarak onceki literatiirde de en yaygin goriilen dezenfektan olarak sodyum hipoklorit
(NaOCl) kullanilmustir. Literatiir arastirmalar1 sonucunda 10 dk ve 15 dk olmak tizere 2
farkli stirede %20°lik NaOCl’de sterilizasyonu yapilmistir (Sekil 3.7).

Tek bogumlu mikro ¢elik eksplantlari, 2-3 damla ticari deterjan (Tween 20) ile
yikandiktan sonra 2-3 saat boyunca akan ¢esme suyu altinda birakilmistir. Daha sonra
steril kabine alinan eksplantlar etil alkol uygulamasi1 yapmaksizin dezenfektan ¢ozeltisi
icerisinde manyetik karigtiricida karigtirilmigtir. Dezenfektanin eksplant dokularindan

arinmasi igin 3 x 5 dk distile sudan gegirilerek hazirlik tamamlanmuistir.

Sekil 3.7 Steril kabinde Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinin tek bogumlu mikro celik
eksplantlarinin NaOCl ile yiizey sterilizasyonu

3.2.5 Koltukalti meristemi eksplantinin gelistirilmesi

Siirgiin uglarindan in vitro siirgiin rejenerasyonu saglanabilmesi i¢in 6n denemeler (tez
kapsaminda ayrica rapor edilmemis) sonucunda 1 mg/l BAP igeren MS besin ortami (1x

MS + 30 g/l sukroz + 6.5 g/l agar + 1 mg/l BAP) en uygun ortam olarak belirlenmistir.
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Siirgiin ¢ogaltiminda ise, (1x MS + 30 g/l sukroz + 6.5 g/l agar + 1 mg/l BAP + 0.1 mg/I
NAA) ortami denenmistir, ancak NAA igeren bu ortamdan kardeslenme elde
edilemedigi i¢in oksin grubu BBD degistirilerek yerine IBA kullanilmistir. Siirgiin
¢ogaltma ortamindaki (1x MS + 30 g/l sukroz + 6.5 g/l agar + 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l
IBA) siirgiinlerin canliliklarinin devaminin saglanmast ig¢in 30 giin sonra BBD
icermeyen MS ortamina alinmistir. Rejenerasyon ve Siirgiin ¢ogaltimi ortamlarinda
rejenerasyon orani, strgiinlerdeki ortalama ana siirgiin uzunlugu, eksplant basina
ortalama yan siirgiin sayisi, yan siirgiin uzunlugu ve yan siirgiin olusturma oram yiizde
olarak (%) belirlenmistir. Alt kiltiirleme sonunda gelisen saglikli siirglinlerin her bir
bogumundan Sekil 3.8’de goriildiigi gibi koltuk altt meristemi eksplantlar1 hazirlanarak
farkli dozlarda orizalin igeren s1vi ve kati besin ortamlarina kiiltiire alinmaya hazir hale

getirilmistir.

Sekil 3.8 Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde in vitro kosullarda elde edilen koltuk alti
meristemi eksplant:

3.2.6 Kallus eksplantinin gelistirilmesi

Saglikli kallus gelisimi elde etmek igin iki farkli eksplant (yaprak diski ve bogum arast)
ti¢ farkli besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Boylece tez calismasi i¢in en uygun
eksplantin sec¢imi ile kallus indiiksiyon ortaminin optimize edilmesi gergeklestirilmis ve

asagida yapilan uygulamalar agiklanmigtir.

Birinci uygulamada yaprak diskleri ve bogum eksplantlar {i¢ farkli dozda 5.0, 10.0 ve
15.0 mg/l NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmustir. ikinci uygulamada; Babalik ve
Baydar (2008) tarafindan bildirilmis olan kallus gelisim ortam1 modifiye edilerek; 0.5
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mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D iceren MS besin ortaminda,
tiglincii uygulamada; 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l 2,4-D (Keskin ve Kunter 2007) ve
dordiincti uygulamada ise; 2 mg/l BAP + 0.3 mg/l BAP + 0.2 mg/l NAA (Khan vd.
2015) ilave edilmis iki farkli MS ortaminda yaprak ve bogum arasi eksplantlari kiiltiire
almmistir. Belirtilen ¢aligma sonucunda, tekstiir ve canlilik oran1 bakimindan en iyi
sonucun elde edildigi bogum arasi eksplanti ve ti¢lincii uygulama olan 1 mg/l BAP +
0.1mg/l 2,4-D igeren kati MS ortami mutagen uygulamalarinda kullanilmak iizere

secilmistir.

3.2.7 In vitro orizalin uygulamalari ve mutant adayi bitkiciklerin elde edilmesi

3.2.7.1 Koltuk alt1 meristemi ve kallus eksplantlarinda in vitro orizalin uygulamasi

Orizalin, Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde koltuk alt1 meristemi ve kallus olmak
tizere iki farkli eksplanta iki farkli sekilde (sivi ve kati MS ortami1) uygulanmustir. 0, 20,
30 ve 40 uM orizalin dozlar1 sivi MS ve kati MS besin ortamina ilave edilmistir (Sekil
3.9). Koltuk alti meristemi ve kallus eksplantlart sivi ve katt MS ortaminda kiiltiire
alinarak 24, 36, 48 saat siirelerde iklim odasinda 100 rpm hizindaki orbital ¢alkalayici
lizerinde 24°C’de inkiibasyona birakilmugtir. Iki farkli eksplant igin uygulanan orizalin

dozlart ve in vitro kiiltiir kosullar1 Cizelge 3.2’de agiklanmuistir.

Sekil 3.9 Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde siirgiin ¢ogaltma ortaminda gelisen siirgiinlerden
alman koltuk alt1 meristemi ve kalluslarin orizalin ilave edilmis s1v1 ve kat1 MS besin
ortamina aktarilmasi (2) ve orbital galkalayici tizerindeki inkiibasyonu (b)
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Cizelge 3.2 Orizalin dozlar ve inkiibasyon siireleri

Orizalin dozu (uM) Uygulama Siiresi (saat)

24
0 (kontrol) 36
48
24
36
48
24
30 36
48
24
40 36

48

20

Orizalin uygulama denemeleri ii¢ tekerriirlii ve her tekerriirde 10 eksplant bulunacak
sekilde kurulmustur. Uygulamalarin ardindan eksplantlar Sekil 3.10°da belirtildigi gibi
siirglin rejenerasyon Ortamina aktarilmadan 6nce orizalinin bitki dokularindan (koltuk

altt meristemi ve kallus) uzaklastirilmasi i¢in 3 % 5 dk steril distile sudan gecirilmistir.

Makro siirgiin ucu

Sterilizasyon
Cesme suyunda 120 dk
%5-10 Actijen / 10 dk

%10 NaOCl

Rejenerasyon
1mg/l BAP + 30g/l
sukroz
I
Siirgiin Cogaltim
1mg/l BAP+ 0.1 mg/l
IBA

a
Kallus Indiiksiyon
Ortam

1mg/L BAP + 0.1 mg/l
2.4-D + 30g/l sukroz

Koltuk Alt1
> Meristemi |

Sivi Besin
Ortam

(0 MS)
= >
Kat1 Besin
Ortam

= Kallus (0 MS)

inkiibasyon
Karanlik, 24+1°C

3x Steril Saf Suile
Yikama

Rejenerasyon
1mg/l BAP+30g/l sukroz

Eksplant Canhlik
Oramni (%)

Orizalin
Uygulamasi

Siirgiin Cogaltim
1mg/l BAP+ 0.1 mg/l
IBA

Siirgiin Rejenerasyon
Orani (%)

Flow Sitometri ile
Cekirdek DNA
Miktarmin Belirlenmesi

Sekil 3.10 Koltuk altt meristemi ve kallus eksplantlarinda in vitro orizalin uygulamasinin

asamalari
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3.2.7.2 Orizalin uygulanan koltuk alti meristeminden siirgiin rejenerasyonu ile
mutant adayi bitkiciklerin elde edilmesi

Sivi ve katt MS besin ortamlarinda ii¢ farkli orizalin dozu uygulanmis koltuk alt1
meristem eksplantlarindan siirglin rejenerasyonu Saglanmasi i¢in 6n denemelerde
optimize edilmis en uygun ortam olan 1 mg/l BAP igeren MS besin ortami
kullanilmistir. Bu ortamda rejenerasyonu saglanan saglikli siirgiinlerden rejenerasyonun
devamliligin1 saglamak igin gelisen ana ve yan siirgiinler siirgiin ¢ogaltma ortamina (1 x
MS + 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA) alinmistir. Canliligin1 ve uzamasint siirdiiren koltuk
alt1 meristemi eksplantlarinda doku kararmasini engellemek igin 2-3 kez 0 MS besin
ortamina alt kiltiire alimmistir. Alt kiiltiirlerde 4-5 yaprakli hale gelen in vitro bitkicikler

kromozom katlama analizi i¢in ¢ekirdek DNA igeriginin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.2.7.3 Orizalin uygulanan kallus eksplantindan siirgiin rejenerasyonu ile mutant
adayi bitkiciklerin elde edilmesi

In vitro kosullardan elde edilen kalluslardan siirgiin rejenerasyonu saglanmasi 1 mg/I
BAP igeren MS besin ortami; rejenerasyon ortami olarak kullanilmistir. Bu ortamdan
elde edilen saglikli siirgiinlerde rejenerasyonun devamliligini saglamak igin 1 mg/l BAP
+ 0.1 mg/l IBA igeren MS siirgiin ¢ogaltma ortamina ve daha sonra siirgilinlerin
canliligini siirdiirmesi i¢in 1.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA + 0.1 mg/l GAz igeren MS
ortamina aktarilmistir. Canliligin1 ve uzamasini siirdiiren stirgtinlerde doku kararmasini
engellemek igin eksplantlar BBD igermeyen MS besin ortamina 2-3 kez alt kiiltiire
alinmistir. Gelisen ve 4-5 yaprakli hale gelen bitkicikler kromozom katlama analizi igin

¢ekirdek DNA igeriklerinin belirlenmesinde kullaniimistir.
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3.2.8 In vitro kolhisin uygulamalari ve mutant adayi bitkiciklerin elde edilmesi

3.2.8.1 Tek bogumlu mikro celik ve siirgiin ucu eksplantlarinda in vitro kolhisin
uygulamasi

Tez c¢alismasinda Kullanilan kolhisin dozlar1 6nceki calismalarda asma siirgiin ucu
ve/veya tek bogumlu mikro ¢elik eksplantlarina sivi besin ortaminda uygulanan dozlar
dikkate alinarak belirlenmistir (Xie vd. 2015, Sinski vd. 2014, Chang vd. 2014, Yiicel
2008, Notsuka vd. 2000 ve Tepe vd. 2002). Kolhisin, her iki ¢esitte tek bogumlu mikro
celik ve siirgiin ucu eksplantlarina sivi MS besin ortaminda uygulanmistir. Bu amagla
eksplantlar, her 100 mI’lik erlenmayer igerisinde 50 ml hacmindeki sivi besin ortamina
sekiz farkli dozda: 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 uM kolhisin ilave
edilmistir. Hazirlanan ortamlar, 24°C’de karanlik kosullarda, 100 rpm hizindaki orbital

calkalayici lizerinde Y% saat siire ile inkiibe edilmistir.

Y5 saat stirede farkli dozda yapilan kolhisinin uygulamasinin sonucunda yiiksek dozdan
baslayarak en iyi canlilik ve rejenerasyon gosteren ii¢ farkli dozdaki (1000, 1250, 1500
uM) kolhisin uygulamasi yapilmistir. Kolhisin yine her iki gesitte tek bogumlu mikro
celik ve siirglin ucu eksplantlaria sivi MS besin ortaminda uygulanmistir. Hazirlanan
ortamlara kolhisin ilave edilerek 24°C’de karanlik kosullarda, 100 rpm hizindaki orbital
calkalayici tizerinde 24 ve 48 saat siirelerde inkiibe edilmistir (Sekil 3.12). Kolhisin doz
ve inkiibasyon siireleri ¢izelge 3.4’de verilmistir. Kolhisin uygulamalari ti¢ tekerriirlii ve
her tekertirde 10 eksplant bulunacak sekilde kurulmustur. Siirgiin rejenerasyon ortamina
aktarilmadan once kolhisinin bitki dokularindan uzaklastirilmasi icin eksplantlar 3 x 5

dk steril distile sudan gegirilmistir (Sekil 3.11)
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Inkiibasyon
Karanlik, 24=1°C

3x Steril Saf Suile
Yikama

Siirgiin ucu -
p— Sterilizasyon

Cesme suyunda 120 dk Ll
%5-10 Actijer/
Tekbogumlu — 10 dk %10 NaOCl
mikrocelik

(Siv1 Besin Ortami)

Kolhisin
Uygulamasi

Rejenerasyon
1mg/l BAP+30g/ sukroz

Eksplant Canhihk
Orani (%)

Siirgiin Cogaltim
1mg/l BAP+ 0.1 mg/l
IBA

Siirgiin Rejenerasyon
Orani (%)

Flow Sitometri ile
Cekirdek DNA
Miktarmm Belirlenmesi

Sekil 3.11 Siirgiin ucu ve tek bogumlu mikro ¢elik eksplantlarinda in vitro kolhisin

uygulamasinin agamalar1

Cizelge 3.3 Kolhisin dozlar1 ve inkiibasyon siireleri

Kolhisin dozu (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)
250 %
500 Vo
750 Vo
Va
1000 24
48
%
1250 24
48
Va
1500 24
48
1750 %
2000 %
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Sekil 3.12 Farkli dozlarda kolhisin igeren sivi besin ortamlarina Uslu ¢esidi tek bogumlu mikro
¢elik eksplantlarinin inkiibasyonu

3.2.8.2 Kolhisin uygulanan tek bogumlu mikro ¢elik ve siirgiin wucu
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu ile mutant aday bitkiciklerin elde edilmesi

Kolhisin uygulamalarinin ardindan eksplantlarin inkiibe edildigi ortam olarak siirgiin
rejenerasyon ortami (I1x MS + 1 mg/l BAP) kullanilmistir (Sekil 3.13). Siirgiin
rejenerasyon ortaminda 30 giin sonunda canli eksplant sayisi yiizde (%) olarak
belirlenmis ve siirgiin uzunluklari Olgiilmistiir. Siirgiin rejenerasyon ortamindaki
slirginlerin devamliligin1 saglamak i¢in siirgiin ucu ve tek bogumlu mikro ¢elik
eksplantlarindan gelisen ana ve yan siirglinler siirgiin ¢ogaltim ortamia (1x MS + 1
mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA) kiiltiire alinmistir. 30 giin sonunda siirgiin ¢ogaltim
ortaminda gelisen saglikli siirgiinlerin rejenerasyon orani (%) belirlenmis ve siirgiin
uzunluklar1 olgtilmistiir. Saglikli bir sekilde gelisen ve 4-5 yaprakli duruma gelen
stirgiinlerden flow sitometride g¢ekirdek DNA igeriklerinin belirlenmesi igin yaprak

ornegi alinmustir.

—

Sekil 3.13 Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde (a) tek bogumlu mikro ¢elik (250 uM kolhisin dozu) ve
(b) stirgtin ucu (500uM kolhisin dozu) eksplantinin siirgiin rejenerasyon ortamina
alinmasi
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3.2.9 In vitro orizalin ve kolhisin uygulanan eksplantlarda rejenerasyon ve siirgiin
¢ogaltim ortaminda mutant aday bitkiciklerde incelenen ozellikler

3.2.9.1 Eksplant canlhilik orani (%) ve LDso degeri

Orizalin ve kolhisin uygulamalarinin ardindan eksplantlar rejenerasyon ortamina
alinmistir. 30 glin sonunda canli kalan eksplantlar i¢in, baslangi¢ eksplant sayisina gore
canlilik orani (%) belirlenmistir Eksplantlarin yaklasik %50'sini 6ldiiren doz (LDso
degeri) belirlenmis olup, daha sonraki ¢alismalarda kullanilabilecek optimum uygulama

dozlar1 saptanmistir.

3.2.9.2 Siirgiin rejenerasyon orani (%)

Eksplant canlilig1 belirlenen ve canli olarak degerlendirilen eksplantlar siirgiin gogaltma
ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Bu ortamda 30 giiniin sonunda rejenere olan
eksplantlarin sayisi1 ve basglangic eksplant sayisina gore siirgiin rejenerasyon orani (%)

hesaplanmustir.
3.2.9.3 Baslangig siirgiinii ve rejenerasyon sonrasi siirgiin uzunluklar
Kolhisin uygulamasinin ardindan canlilik oran1 belirlenen siirgiinlerin baslangi¢ siirgiin

uzunluklar1 ve rejenerasyon sonrasi siirgiin uzunluklari cetvel yardimiyla ‘cm’ olarak

Olclilmiistiir.

3.2.9.4 Cekirdek DNA iceriginin belirlenmesi

In vitro kosullarda elde edilen mutant adayr asma bitkiciklerinin gen¢ dokularindan
alinan 6rnekler iizerinde hiicre ¢ekirdeklerinin ayiklanma ve boyanma iglemleri ile flow
sitometri analizi Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri

Boliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
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Cekirdek DNA igerigini ve ploidi seviyesini belirlemek icin ¢ekirdek DNA analizi
yapilmistir. Analizde CyStainUV Precise P kiti (SYSMEX) kullanilmistir. In vitro
kosullarda 4-5 yaprakli hale gelen asmalarin gen¢ kisimlarindan 15 pg ve domates
bitkisinden alinan 10 pg taze yaprak dokulari alinarak petri kabinda 0.5 ya da 0.6 ml
niikleus izolasyon tamponu ile jilet ile kiigiik pargalara ayrilana kadar pargalanmuistir.
Petri kabma A stok soliisyonundan (20 ml MgSOs buffer, 20 mg Dithiothreitol, 500 ul
Pl stok, 550 ul TritonX-100) 1 ml eklenmis ve bu soliisyon iginde 5 dk bekletilmistir.
Daha sonra pargalanan ¢ekirdeklere 5 pM DAPI boyama soliisyonundan (4’,6-
diamidino-2-phenylindole) 2,4 ml eklenmis ve bu soliisyonda da 5 dk bekletilmistir.
Siispanse edilmis cekirdekler 30-33 um filtreye sahip mikro-santrifiij tiiplerine transfer
edilerek filtre edilmistir (Sekil 3.14). Mikro-santrifiij tiipliniin dibinde olusan tortu
(stipernatant) son olarak 400 pl B soliisyonu (5 ml soliisyon A, 10 ul RNAse ve DNAse
free) igerisinde ¢ozdiriilmistiir. Cekirdek izolasyonu sonucunda hazirlanan 6rnekler 5
ml’lik cam tiiplerde 37°C’de 15 dk bekletildikten sonra flow sitometri cihaziyla analiz
edilmistir. Flow sitometri analizleri Petersen vd. (2002)’nin yontemine gére yapilmistir.
Her bir ornekte tek cekirdegin toplam DNA’smin floresansa verdigi cevap 5.000
cekirdegin DNA igerigi incelenerek PA flow sitometri (Partec 06-5-4003) ile analiz
edilmistir (Petersen vd 2002, Glowacka vd 2010).

5 1
oy

P
% |

ﬂg o xb. 7

Sekil 3.14 Kolhisin uygulanmis (1500 uM dozunda) Sultani Cekirdeksiz ¢esidi siirgiin ucu
eksplantindan rejenere olan bitkiciklerin yapraklarindan alinan 6rneklerde DNA
iceriginin belirlenmesi i¢in uygulanan protokol agamalari
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Bir bitki hiicresindeki DNA miktar1 “C” harfi ile pikogram cinsinden belirtilir. C degeri
haploid genomu; 2C degeri ise diploid somatik genomun DNA miktarini ifade
etmektedir. Bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriklerine ait belirlenen C degerleri pikogram
cinsinden belirlenmekte ve niikleotid baz ¢iftine (1 pg = 980 Mbp)
doniistiiriilebilmektedir (Tuna vd. 2016).

Vitis vinifera’nin ¢ekirdek DNA miktarinin tespiti igin, asmanin standart bitkisi olan
domates (Leal vd. 2006) ve 6rneklerin G1 piklerinin verdigi floresans yogunluklari ile
dogru orantili olarak hesaplanip karsilastirilmast yapilmistir. Asmanin floresans
yogunlugunun standart bitkinin floresans yogunluguna orani, asmanin standart DNA
miktar1 (1.96) ile carpilarak 6rnek bitkinin ¢ekirdek DNA miktar1 asagidaki formiile

gore tayin edilmistir.

. . Asmanin Floresans Yogunlugu .
Asma gekirdek DNA miktan = - — — X Asmanim DNA miktar
Domatesin Floresans Yogunlugu

Bu tez ¢alismasinda yapilan in vitro denemeler sonucu alinan her bir bitki 6rneginin
flow sitometri okumasi sonucunda olusturdugu pik, bu standart (domates) pikler ile

karsilastirilarak ploidi diizeyleri belirlenmistir.

3.2.10 Deneme deseni ve istatistik analizler

Calismada yiiriitiilen denemelere ait veriler ii¢ tekerriirlii olarak varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmustur. Bulgular ve istatistik degerlendirmeler ortalama ve standart
hata ile birlikte sunulmustur. Istatistik degerlendirmelerde ortalamalar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesinde LSD testi (en kiigliik anlamli fark testi) uygulanmistir ve
istatistik 6nemlilik diizeyi %5 ile %1 olarak dikkate almmustir. Istatistik

degerlendirmeler i¢in JMP (ver. 14) bilgisayar paket programi kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu I".J.ziim Cesitlerinde Yiizey Sterilizasyon
Yontemlerinin Eksplant Canlilik Oram Uzerine Etkisi

Tez calismasinda kullanilan Kallus, koltuk alti meristemi, siirgiin ucu, tek bogumlu
mikro celik eksplantlarinin yiizey sterilizasyon yontemlerine ait bulgular, eksplant

tipine ve ¢esitlere gore karsilastirilarak asagida agiklanmustir.

4.1.1 Yiizey sterilizasyon yontemlerinin siirgiin ucu eksplantinin canhlik oram
iizerine etkisi

Sultani Cekirdeksiz ve Uslu cesitlerine ait siirgiin ucu eksplantlarinin Actijen ile ii¢

farkl: sterilizasyon yonteminden elde edilen bulgular gizelge 4.1’de sunulmustur.

Siirgiin ucu eksplantina uygulanan sterilizasyon yontemleri ile gesitler arasinda, canlilik
orani bakimindan istatistik olarak 0.05 diizeyinde bir interaksiyon bulunmustur (Cizelge
4.1). Uygulamalar karsilastirildiginda 0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur.
Uygulamalar arasinda en yiiksek canlilik oran1 %10’luk Actijen ¢ozeltisinde 10 dk siire
uygulamasinda elde edilmistir. Cesitler karsilastirildiginda da 0.01 diizeyinde 6nemli bir
fark bulunmustur. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde %5’lik Actijen ¢ozeltisinde 5 dk,
%10’luk Actijen ¢ozeltisinde 5 dk ve %10’luk Actijen ¢ozeltisinde 10 dk siire ile
yapilan sterilizasyon uygulamalarinin sonucunda canlilik oranlari sirastyla %85.00,
89.79 ve 90.00 olarak tespit edilmistir. Uslu ¢esidinde ise %5’lik Actijen ¢ozeltisinde
5dk, %10’luk Actijen ¢ozeltisinde 5 dk ve %10’luk Actijen ¢ozeltisinde 10 dk siire ile
yapilan sterilizasyon uygulamalarinin sonucunda canlilik oranlari sirasiyla %72.43,
80.56 ve 92.30 olarak tespit edilmistir. Actijen dozu ve uygulama siiresi arttik¢a artan

bir canlilik orani her iki ¢esitte de goriilmektedir.
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Cizelge 4.1 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde yiizey sterilizasyonunun siirgiin ucu

eksplant canlilik oranina (%) etkisi

Uygulama (Actijen) Cesit

Doz (%) | Siire (dk) Sultani Cekirdeksiz | Uslu Ortalama
5 5 85.00+2.89a 7243 +1.49a 78.72¢c
10 5 89.79 + 0.07 ab 80.56 +3.39¢ 85.17b
10 10 90.00+2.89a 9230+247b 91.15a
Ortalama 88.26 a 81.76 b

CV(%):4.05, ™ %1 diizeyinde nemli: " %35 diizeyinde 6nemli

Aynu siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gére: LSDyyq:5.26™
Ay satirda farklh harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDegi:4.28™
Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgegipuye: 7.24"

4.1.2 Yiizey sterilizasyon yontemlerinin tek bogumlu mikro celik eksplantinin
canhlik orani iizerine etkisi

Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esitlerine ait tek bogumlu mikro ¢elik eksplantlarinin
Actijen ile u¢ farkli sterilizasyon yonteminden elde edilen bulgular ¢izelge 4.2°de

sunulmustur.

Tek bogumlu mikro celik eksplantina uygulanan sterilizasyon yontemleri ile g¢esitler
arasinda, canlilik orani bakimindan istatistik olarak 0.05 diizeyinde bir interaksiyon
bulunmustur (Cizelge 4.2). Uygulamalar karsilastirildiginda 0.01 diizeyinde anlamli bir
fark bulunmustur. Uygulamalar arasinda en yiiksek canlilik oran1 %20’lik NaOCI
cozeltisinde 15 dk siire uygulamasinda elde edilmistir. Cesitler karsilastirildiginda da
0.05 diizeyinde 6enmli bir fark bulunmustur. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde %10’luk
Actijen ¢ozeltisinde 10 dk, %20’lik NaOCI ¢ozeltisinde 10 dk ve 15 dk siire ile yapilan
sterilizasyon uygulamalarinin sonucunda canlilik oranlari sirasiyla %27.50, 83.00 ve
87.50 olarak bulunmustur. Uslu ¢esidinde %10’luk Actijen ¢ozeltisinde 10 dk, %20’lik
NaOCl ¢ozeltisinde 10 dk ve 15 dk siire ile yapilan sterilizasyon uygulamalarinin

sonucunda canlilik oranlari sirasiyla %30.00, 71.43 ve 85.70 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.2 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu cesitlerinde yiizey sterilizasyonunun tek bogumlu
mikro ¢elik eksplant canlilik oranina (%) etkisi

Doz (%) Siire | Cesit

Actijen NaOC | /4y | Sultani Cekirdeksiz Uslu Ortalama
10 - 10 2750+ 1.45¢ 30.00+2.89 ¢ 28.75¢

- 20 10 83.00£1.69 a 7143+ 1.44a 77.21Db

- 20 15 87.50+ 1.45a 85.70 £ 0.00 b 86.60 a
Ortalama 66.00 a 62.37 b

CV(%):4.97, ™ %] diizeyinde dnemli'* %5 diizeyinde dnemli

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDyyq: 3.70™
Ayni satirda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDeesir: 3.02"
Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDqegixuyg: 5.24"

4.2 Siirgiin Ucu Eksplantinda Canlilik ve Rejenerasyon Bulgular:

Siirgilin ucu eksplantinin baslangi¢c ortamindaki (4.4 g/l MS + 30 g/l sukroz + 6.5 g/l
agar + 1 mg/l BAP) canlilik oran1 ve ana ve yan siirgiin olusturma kapasitesi ile siirgiin
¢ogaltma ortaminda (4.4 g/l MS + 30 g/l sukroz + 6.5 g/l agar + 1 mg/l BAP + 0.1 mg/I
IBA) rejenerasyon basarisinin ifadesi gizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir. Siirgiin ucu
kiiltiiriinde canlilik oran1 bakimindan Sultani Cekirdeksiz ¢esidinin, Uslu ¢esidine gore
daha basarili sonuglar verdigi belirlenmistir. Siirgiin ucu kiiltiirinde canlilik orani
Sultani Cekirdeksiz cesidinde %90.24 olarak gerceklesirken, Uslu iiziim ¢esidinde
%80.56 olarak gergeklesmistir. Rejenerasyon oranlari ise, Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde
%95.24, Uslu cesidinde %75.46 olarak elde edilmistir. Hem canlilik oraninda hem de
rejenerasyon orani incelendiginde ¢esitler arasinda %1 diizeyinde istatistiki agidan
onemli bir fark bulunmustur. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sirasiyla baglangi¢ ortami ve
stirglin ¢cogaltim ortamindan elde edilen siirgiinlerdeki ortalama ana siirgiin uzunlugu
(1.55-1.89 cm) ve eksplant basma yan siirgiin oranm (%54.17-25.14) olarak
belirlenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4). Uslu gesidi Sultani Cekirdeksiz ¢esidi ile
karsilastirildiginda ana siirgiin uzunlugu ve eksplant basina yan siirgiin oranindan daha
yiiksek bulunmugtur. Eksplant basina ortalama ana siirgiin uzunluguna bakildiginda
baslangic ortami ve siirglin ¢ogaltim ortamindan elde edilen siirgiinlerde cesitler
arasinda %1 diizeyinde istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmustur. Eksplant basina
ortalama yan siirgiin sayisinda ise baslangi¢ ortamindan elde edilen siirgiinlerde ¢esitler

arasinda %1 diizeyinde istatistiki bir fark bulunurken; siirgiin ¢ogaltim ortamindan elde
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edilen siirglinlerde c¢esitler arasinda istatistiki a¢idan 6nemli bir fark bulunmamistir

(Cizelge 4.3 ve 4.4).

Sekil 4.1 Sultani Cekirdeksiz ¢esidi (a) ve Uslu ¢esidinde (b) baslangi¢ ortamindaki

eksplantlarin 7 giinliik gériiniimii

Cizelge 4.3 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu iiziim ¢esitlerinde siirgiin ucu eksplantinda in vitro
canlilik orani (%), eksplant bagina ortalama ana siirgiin ve yan siirgiin uzunluklari (cm) ve
eksplant bagina yan siirgiin orani (%)

Sultani 0

Cekirdeksiz Uslu Ortalama | CV (%) ve LSD
Canlilik Oram (%) 90.24+0.62a |80.56+1.99b 85.40 2.99, 75.80
Blsplant Basma | 1 g5, 060 2 | 1.02£001b | 1.29 5.89, 0,17
Ortalama Ana Siirgiin
Eksplant Bagina o
Ortalama Yan Siirgiin 0.92+0.09 a 0.50+0.00b 0.71 2.79,70.27
Eksplant Basma Yan | 5417, 4175 | 1548+060b |3482 | 1485, “11.72
Siirgiin Orani1 (%)

" %]1 diizeyinde onemli, " %5 diizeyinde dnemli ve +: standart hata

Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2 Sultani Cekirdeksiz ¢esidi (a) ve Uslu ¢esidinde (b) baslangi¢ ortamindaki
eksplantlarin 10 giinliik goriinimii

Sekil 4.3 Siirglin ¢ogaltma ortamina alinan siirgtinlerin 10 giin sonraki gelisme durumu; Sultani
Cekirdeksiz (a ve b), Uslu (c ve d)

49



Cizelge 4.4 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu {izlim gesitlerinde siirgiin ucu eksplantindan gelisen
stirglinlerin siirgiin ¢ogaltim ortamindaki rejenerasyon orani (%), eksplant basina ortalama  ana
slirglin ve yan siirgiin uzunluklari (cm), eksplant basina ortalama yan siirgiin sayis1 ve eksplant
basina yan siirgiin orani (%)

Sultani 0

Cekirdeksiz Uslu Ortalama | CV (%) ve LSD
Rejenerasyon oram (%) | 95.24+0.91a | 75.46+2.63b 85.35 3.99, 77.72
Eksplant Bagina .
Ortalama Ana Siirgiin 1.89+0.08a 1.16 £0.02b 1.53 6.97,70.24
Eksplant Bagma 14 o7 5 0.80 + 010 0.94 13.97, 50,29
Ortalama Yan Siirglin
Eksplant Basma Yan | o5 14,9915 |841+146b  |1278 | 13.74,"5.32
Siirgiin Orani (%)

™ %1 diizeyinde 6nemli, % diizeyinde énemli ve +: standart hata
Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore degerlendirilmistir.

Sekil 4.4 In vitro stirgiin rejenerasyonundan 4 hafta sonra saglikl siirgiinlerin 1 mg/l BAP + 0.1
mg/1 IBA igeren MS siirgiin ¢ogaltim ortamlarina transfer edilmesi

4.3 Kallus Eksplantinda Rejenerasyon Bulgulari

Kallus elde etmek iizere ii¢ farkli ortamdan in vitro rejenerasyon bulgulari uygulamalara

gore asagida agiklanmistir.

Birinci uygulamada yaprak diskleri ve bogum eksplantlar1 5.0, 10.0 ve 15.0 mg/l NAA
igeren 3 farkli MS ortamina kiiltiire alinmistir. 30 giin sonunda her iki ¢esitte yaprak
disklerinde kallus olusumu gerceklesmemistir. Ikinci uygulamada 0.5 mg/l BAP + 1
mg/l 2,4-D (Babalik ve Baydar 2008) ve bu kallus gelisim ortami modifiyesi olan 1
mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D igeren MS besin ortamlarinda 15 giin sonunda kallus olusumu
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gbzlenmistir. Sultani Cekirdeksiz c¢esidinde kallus gelisim orant bu uygulamada

sirastyla yaprak diskleri iizerinde koyu sari renkte ve siingerimsi yapida %93.00 ve

%100.00 oraninda gerceklesmistir. Bogum arasi eksplantlarindan ise yine bu ortamlarda

strastyla %57.00 ve %93.00 oraninda kallus gelisimi gdzlenmistir. Ugiincii uygulamada
ise; 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l 2,4-D (Keskin ve Kunter 2007) ve 2 mg/l BAP + 0.3 mg/I
BAP + 0.2 mg/l NAA (Khan vd. 2015) ilave edilmis iki farkli MS ortaminda yaprak ve
bogum eksplantlar1 kiiltiire alinmistir. Her iki uygulamada da Sultani Cekirdeksiz

cesidinde %100.00 kallus gelisimi gozlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Sultani Cekirdeksiz {izim ¢esidinde farkli besin ortami ve eksplant tipine bagh
kallus olusturma orani (%)

BBD dozu (mg/l)

Kallus tekstiirii Kallus olugturma orani (%)

Eksplant | BAP 24-D | NAA
Yaprak | 0.5 1 - Koyu sari, stingerimsi 93
diski 1 2 - Koyu sari, siingerimsi 100
Bogum | 0.5 1 - Kahverengi, siingerimsi | 57
arasi 1 2 Koyu sari, siingerimsi 93

1 0.1 Sar1-yesil, gevrek 100

2 0.3 0.2 Sar1-yesil, gevrek 100

Sonu¢ olarak 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l 2,4-D ortamindaki kalluslarin, diger tiim

uygulamalar ile karsilagtirildiginda, tekstiir agisindan daha saglikli, gevrek, yesil yapida

oldugu bulunmustur (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l 2,4-D igeren MS besin
ortamindaki bogum aras1 eksplantlari (a) ve bogum arasi eksplantindan elde edilen
kalluslar (b ve c)
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4.4 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu Uziim Cesitlerinde in vitro Orizalin Uygulamasi
Bulgular:

4.4.1 Orizalin uygulamalarimin Koltuk alti meristem eksplantinda canliik oranina
etkisi ve letal dozun belirlenmesi

Sivi ve kati MS besin ortamlarinda (BBD icermeyen MS besin ortami) koltuk alti
meristemi eksplantina 24, 36 ve 48 saat inkiibasyon siiresinde 0, 20, 30 ve 40 uM
dozunda orizalin uygulamasinin tiziim c¢esitlerindeki canlilik orani bulgular1 ile elde
edilen letal doz degeri cesitlere gore agiklanmustir. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu
cesitlerinde sivi ve kat1 besin ortaminda farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan
orizalin muamelesinin koltuk alti meristem eksplantindan gelisen siirgiinlerdeki canlilik
orani regresyon iliski grafikleri EK-1’de ve canlilik oranina etkilerine ait grafikler ise

EK-2’de verilmistir.

Sultani Cekirdeksiz c¢esidinde canlhihik oram ve letal dozun belirlenmesi: Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinde Kkoltuk alti meristem eksplantinin sivi MS besin ortaminda
orizalin dozu x inkiibasyon siiresi uygulamalar1 arasinda, canlilik orani bakimindan
istatistik olarak onemli bir interaksiyon bulunmamustir. Tiim inkiibasyon siireleri
incelendiginde canlilik oranmin %55.57-97.50 arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge
4.6). Kontrol uygulamasinda en yiiksek canlilik oran1 elde edilmis olup, bu beklenen bir
sonugtur. En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon siirelerine gore en
yiiksek canlilik orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis (%88.90) ve inkiibasyon
stiresine bagl olarak canlilik orani azalarak 36 saat i¢in %80.00, 48 saat icin %78.42
olarak belirlenmistir. Ikinci doz olan 30 pM uygulamasinda canlilik oraninda siireye
bagli olarak azalma gergeklesmis ve sirasiyla %90.00, 75.93 ve 72.23 olarak
belirlenmistir. En yliksek doz olan 40 pM uygulamasinda ise 24 saat siirede %55.57
olarak belirlenen canlilik orani; 36 saat uygulamada %73.33 ve 48 saatte de %60.00
olarak tespit edilmistir. Bu degerlerden %73.33 canlilik oran1 beklenenin iizerinde elde
edilen bir sonug¢ olarak kaydedilmistir. 24 saat ve 48 saat degerleri arasindaki farklilik
ise istatistik olarak 6nemli degildir. Orizalinin 24, 36 ve 48 saat olmak {izere her {i¢
inkiibasyon siiresinde orizalin dozu arttik¢a canlilik oraninin azaldig1 belirlenmistir. En

yiiksek orizalin dozu olan 40 uM dozunun 24, 36 ve 48 saat siire inkiibasyona
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birakilmasi sonucunda canlilik oranlarinin doz sirasiyla %55.57, 73.33 ve 60.00 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.6). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde canlilik orani agisindan letal
orizalin dozu degerleri incelendiginde; koltuk alti meristemi eksplanti1 igin sivi besin
ortaminda ise uygulanan dozlarda %50’nin altinda bir canlilik oranina rastlanmamaistir.
Letal doz degerlendirmesi yapildiginda, sivi MS ortaminda orizalinin 40 pM dozunun
24 ve 48 saatlik uygulamasi %50 canlilik orani i¢in en uygun doz olarak kabul edilebilir

bulgu olarak yorumlanabilir.

Cizelge 4.6 S1v1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile SultaniCekirdeksiz
¢esidinin koltuk altt meristem eksplantindan gelisen siirgtinlerde canlilik orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 97.50 £+ 2.50 97.50 £ 2.50 97.50 £ 2.50 97.50 a
20 88.90 + 3.88 80.00 £ 0.00 78.42 £+ 0.80 82.44 b
30 90.00 £ 0.00 75.93+£0.93 72.23+9.10 80.50 b
40 55.57+5.57 73.33 £6.67 60.00 = 0.00 62.97 c
Ortalama 83.82 81.70 77.04

CV (%):11.58, " %1 diizeyinde 6nemli- % 6nemli degil, +: standart hata

Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgoz: :8.79™
Ayni satirda farkl: harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: , LSDsire?%:-
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsiire®®:-

Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde koltuk alt1 meristem eksplantinin kati MS besin
ortaminda orizalin dozu x inkiibasyon siiresi uygulamalar1 bakimindan istatistik olarak
0.01 diizeyinde onemli bir interaksiyon bulunmustur. Tim inkiibasyon siireleri
incelendiginde canlilik oranlari %28.89-100.00 arasinda degismistir (Cizelge 4.7).
Sultani Cekirdeksiz gesidinde koltuk alti meristem eksplantina kat1 besin ortaminda en
yiiksek canlilik orani kontrol grubu ile beraber 20 uM orizalin dozunda 24 saat siire
uygulamasindan elde edilmistir. En diisiik doz olan 20 pM uygulamasinda inkiibasyon
slirelerine gore en yiiksek canlilik orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis (%100.00)
ve inkiibasyon siiresine bagli olarak canlilik orani 36 saat i¢cin %66.67, 48 saat i¢in
%66.70 olarak belirlenmistir. Ikinci doz olan 30 pM uygulamasinda canlilik oraninda
stireye bagli olarak azalma gerceklesmis ve sirasiyla %75.00, 55.57 ve 53.33 olarak
belirlenmistir. En yiiksek doz olan 40 uM uygulamasinda ise 24 saat siirede %70.00
olarak belirlenen canlilik orani; 36 saat uygulamada %60.00 ve 48 saatte de %28.89

olarak bulunurken; %28.89 canlilik oranmi1 beklenen canlilik oraninin altinda bir sonug
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olarak kaydedilmistir. inkiibasyon siireleri ve dozlar arasindaki farklilik istatistik agidan
0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Her ti¢ siirede de (24, 36 ve 48 saat) Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinde koltuk alti meristem eksplantina katt MS besin ortaminda
uygulanan orizalin dozu arttik¢a genel olarak canlilik orani azalmistir (Cizelge 4.7)
Sultani Cekirdeksiz g¢esidinde canlilik orani agisindan orizalin mutageni igin letal doz
degerlendirmesi yapildiginda, katt MS ortaminda orizalinin 40 pM x 48 saat
uygulamasi %50 canlilik orani igin en uygun doz x inkiibasyon siiresi olarak kabul

edilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Kat1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile SultaniCekirdeksiz
¢esidinin koltuk alt1 meristem eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik oran1 (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (Saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) | 100.00 + 0.00 a 100.00 £0.00 a 100.00 + 0.00 a 95.24 a
20 100.00 £ 0.00 a 66.67 = 8.34 bc 66.70 = 0.00 bc 77.78 b
30 75.00£0.00 b 55.57+5.57d 53.33+3.34d 61.30c
40 70.00 £ 5.01 be 60.00 + 0.00 cd 28.89+4.45¢ 52.96 d
Ortalama 85.06 a 69.37 b 61.04 ¢

CV (%):9.04, ™ %] diizeyinde dnemli, +: standart hata

Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgo,:6.08™
Ayni satirda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDsire:5.26"
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsiire:10.53™

Uslu cesidinde canlilik oram ve letal dozun belirlenmesi: Uslu ¢esidinde koltuk alt1
meristem eksplantina sivi besin ortaminda uygulanan orizalin dozu x inkiibasyon
stireleri arasinda bitki canlilik bakimindan istatistik olarak 0.01 diizeyinde onemli bir
interaksiyon bulunmustur. Tiim inkiibasyon siireleri incelediginde canlilik oranlar
%50.00-100.00 arasinda degismistir (Cizelge 4.8). Uslu ¢esidinde koltuk alti meristem
eksplantinda sivi besin ortaminda en yiiksek canlilik orani kontrol grubunda
bulunmustur. En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon siirelerine gore en
yiiksek canlilik orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis (%93.33) ve canlilik orani 36
saat igin %85.00, 48 saat icin %91.67 olarak belirlenmistir. Ikinci doz olan 30 pM
uygulamasinda canlilik orani sirastyla %90.00, 69.45 ve 78.33 olarak belirlenmistir.
%91.67 ve 78.33 canlilik oranlar1 beklenenin iistiinde sonuglardir. En yiiksek doz olan
40 uM uygulamasinda ise 24 saat slirede %84.29 olarak belirlenen canlilik orani; 36

saat uygulamada %76.67 ve 48 saatte de %50.00 olarak kaydedilmistir. Inkiibasyon
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stireleri arasindaki ve dozlar arasindaki farklilik istatistik olarak 0.01 diizeyinde dnemli
bulunmustur. Uslu g¢esidinde canlilik orani agisindan letal orizalin dozu degerleri
incelendiginde; s1ivi MS ortaminda orizalinin 40 uM x 48 saat uygulamas1 LDsp degeri

olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.8 S1v1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu ¢esidinin
koltuk alt1 meristem eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 94.43+0.57 a 94.43+0.57a 94.43+£0.57 a 94.43 a
20 9333+ 1.67a 85.00+£0.00b 91.67+1.67a 90.00 b
30 90.00£0.00 a 69.45+2.78d 7833+ 1.67¢C 79.26 ¢
40 84.29+286h 76.67+1.67c¢C 50.00£0.00 e 70.32d
Ortalama 90.51a 81.39b 78.61c¢c

CV (%):6.04, ™ %1 diizeyinde 6nemli, +: standart hata

Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgoz:2.57""
Aymni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgire:2.23™
Ayn1 blokta farkh harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDaozxsire:10.53™

Uslu ¢esidinde koltuk alti meristem eksplantina kat1 besin ortaminda uygulanan orizalin
dozu X inkiibasyon siireleri arasinda bitki canlilik bakimindan 0.01 diizeyinde 6nemli
bir interaksiyon bulunmustur. Tiim inkiibasyon siireleri incelediginde canlilik oranlari
%12.51-87.14 arasinda degismistir (Cizelge 4.9). Uslu gesidinde koltuk alti meristem
eksplantina kat1 besin ortaminda en yiiksek canlilik orani kontrol grubundan elde
edilirken, en diisiik canlilik oram ise 40 puM orizalin dozunda 48 saat siire
uygulamasindan elde edilmistir. En diisiik doz olan 20 pM uygulamasinda inkiibasyon
stirelerine gore en yiiksek canlilik orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis (%86.67)
ve bu oran 36 saat igin %85.00, 48 saat igin %61.11 olarak belirlenmistir. Ikinci doz
olan 30 uM uygulamasinda canlilik oraninda siireye bagli olarak azalma gergeklesmis
ve sirastyla %83.33, 80.00 ve 37.12 olarak belirlenmistir. En yiiksek doz olan 40 uM
uygulamasinda ise 24 saat siirede %80.00 olarak belirlenen canlilik orani; 36 saat
uygulamada %76.67 ve 48 saatte de %12.51 olarak kaydedilmistir. Inkiibasyon siireleri
arasindaki ve dozlar arasindaki farklilik istatistik olarak 0.01 diizeyinde oOnemli
bulunmustur (Cizelge 4.9). Her tig siirede (24, 36 ve 48 saat) Uslu gesidinde koltuk alt1
meristem eksplantina katt MS besin ortaminda uygulanan orizalin mutageni dozu

arttikca canlilik oranmi azalmistir (Sekil 4.6). Uslu ¢esidinde canlilik orani agisindan
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orizalin mutageni i¢in letal doz degerlendirmesi yapildiginda, kati MS ortaminda

orizalinin 30 uM x 48 saat uygulamasi LDso degeri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Sekil 4.6 Uslu iiziim ¢esidinde s1vi besin ortaminda 24 saat siiresince farkli dozlarda yapilan

orizalin uygulamasindan sonra siirgiin rejenerasyon ortamina alinmis koltuk altt
meristemi ve kallus ekpslantlarinin 18 giinliik gériiniimi

Cizelge 4.9 Kat1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu ¢esidinin

koltuk alt1 meristem eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik oran1 (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 87.14+286a 87.14+2.86a 87.14+2.86a 87.14a
20 86.67+3.34a 85.00+0.00 a 61.11+5.56b 77.59 b
30 8333+ 1.67a 80.00+5.01 a 37.22+3.89¢ 66.85 C
40 80.00+0.00 a 76.67+3.34a 12.51 +£3.33d 57.78d
Ortalama 84.28 a 82.20 a 50.54 b

CV (%):8.02, " %]1 diizeyinde 6nemli, +: standart hata
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDo,:6.70™
Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDsire.5.81"
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsire:11.46”™
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4.4.2 Orizalin uygulamalarinin kallus eksplantinda canliik oranina etkisi ve letal
dozun belirlenmesi

Sivi ve katt MS besin ortamlarinda (BBD icermeyen MS besin ortami) kallus
eksplantina 24, 36 ve 48 saat inkiibasyon siiresinde 0, 20, 30 ve 40 uM dozunda orizalin
uygulamasinin iiziim ¢esitlerindeki canlilik orani bulgular ile elde edilen letal doz
degeri cesitlere gore aciklanmistir. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde sivi ve kati
besin ortaminda farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan orizalin muamelesinin kallus
eksplantindan gelisen siirgiinlerdeki canlilik orani regresyon iligki grafikleri EK-1’de ve

canlilik oranina etkilerine ait grafikler ise EK-2’de verilmistir.

Sultani Cekirdeksiz c¢esidinde canlilik oran ve letal dozun belirlenmesi: Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinde kallus eksplantina s1vi besin ortaminda uygulanan orizalin dozu X
inkiibasyon siireleri arasinda bitki canlilik bakimindan istatistik olarak onemli bir
interaksiyon bulunmamistir. Tiim inkiibasyon siireleri incelediginde canlilik oranlari
%37.50-58.33 arasinda degismistir (Cizelge 4.10). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde kallus
eksplantina sivi besin ortaminda en yiiksek canlilik orant kontrol grubunda
bulunmustur. Kontrol uygulamasinda en yiiksek canlilik orani elde edilmis olup bu
beklenen sonugtur. En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon siirelerine
gore en yiiksek canlilik oran1 48 saat uygulamasindan elde edilmis (%54.17), 36 ve 48
saat icin canlilik oran1 sirasiyla %50.00 ve 50.00 olarak belirlenmistir. Ikinci doz olan
30 uM uygulamasinda canlilik orani sirasiyla %42.86, 44.44 ve 44.44 olarak
belirlenmistir. En yiiksek doz olan 40 uM uygulamasinda ise 36 saat siirede %50.00
olarak belirlenen canlilik orani; 24 saat uygulamasinda %37.50 ve 48 saatte de %38.72
olarak tespit edilmistir. Inkiibasyon siireleri arasinda istatistik anlamda onemli bir fark
bulunmazken; uygulama dozlar arasinda 0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur.
Orizalinin 24, 36 ve 48 saat olmak iizere her ii¢ stirede de Sultani Cekirdeksiz ¢esidinin
kallus eksplantina MS besin ortamindaki en yiiksek canlilik kontrol grubunda ve 20 uM
orizalin dozunun 36 ve 48 saat siiresinden elde edilmistir. Daha yliksek dozdan diisiik
doza nazaran yiiksek canlilik oran1 gergeklesmesi beklenmeyen bir sonugtur (Cizelge
4.10). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde canlilik orani agisindan letal doz degerlendirmesi

yapildiginda, sivi MS ortaminda LDso degeri agisindan %50°nin altinda canlilik orani
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belirlenmemistir. LDsg degeri agisindan i¢in en uygun doz x inkiibasyon siiresi olarak

40 uM x 48 saat inkiibasyon siiresi kabul edilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10 Sivi besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Sultani

Cekirdeksiz ¢esidinin kallus eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani (%)

Doz (M) Inkiibasyon siiresi (Saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 58.33 £8.34 58.33 £8.34 58.33 £8.34 58.33 a
20 50.00 + 1.45 50.00 +3.85 54.17+4.17 51.39 a
30 42.86 + 0.00 44.44 + 5.56 44.44 + 5.56 43.92b
40 37.50+2.50 50.00 + 2.89 38.72+1.89 42.07b
Ortalama 47.17 50.69 48.92

CV (%):15.06, ™ %] diizeyinde dnemli, ® énemli degil, +: standart hata

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgo7:6.70™
Ayni satirda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDsire’:-
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsire®®:-

Sultani Cekirdeksiz c¢esidinde kallus eksplantina kati besin ortaminda uygulanan
orizalin dozu x inkiibasyon siireleri arasinda bitki canlilik bakimindan istatistik olarak
onemli bir interaksiyon bulunmamistir. Tiim inkiibasyon siireleri incelendiginde canlilik
oranlart %25.00-82.23 arasinda degismistir (Cizelge 4.11). Sultani Cekirdeksiz
cesidinde kallus eksplantina kati besin ortaminda en yiiksek canlilik orani kontrol
grubunda bulunmustur. Kontrol uygulamasinda en yiiksek canlilik orani elde edilmis
olup bu beklenen sonuctur. En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon
stirelerine gore en yiiksek canlilik oran1 36 saat uygulamasinda elde edilmis (%66.67),
24 saat icin %50.00 ve 48 saat i¢in %58.34 olarak belirlenmistir. Ikinci doz olan 30 uM
uygulamasinda canlilik orani sirasiyla %50.00, 53.33 ve 46.67 olarak belirlenmistir. En
yiiksek doz olan 40 uM uygulamasinda ise 24 saat siirede %50.00 olarak belirlenen
canlilik orani; 36 saat uygulamada %25.00 ve 48 saatte de %?29.44 olarak
kaydedilmistir. Inkiibasyon siireleri arasinda istatistik anlamda o©nemli bir fark
bulunmazken; uygulama dozlari arasinda 0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur.
Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde kallus eksplantinda canlilik orani agisindan letal orizalin
dozu degerleri incelendiginde; kat1 besin ortaminda 48 saat uygulama siiresinde 30 uM

orizalin dozu LDsg degeri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.7).
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Cizelge 4.11 Kati besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Sultani

Cekirdeksiz ¢esidinin kallus eksplantindan gelisen stirgiinlerde canlilik orani (%)

Inkiibasyon siiresi

Doz (uM)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 83.23+1.23 83.23+1.23 83.23+1.23 83.23a
20 50.00 £ 0.00 66.67 +3.34 58.34 + 6.68 58.34 b
30 50.00 + 2.89 53.33+0.00 46.67 +4.82 50.00 ¢
40 50.00 +2.89 25.00 £ 0.00 2044 +2.42 34.81d
Ortalama 58.31 57.06 54.42

CV (%):8.55, ™ %1 diizeyinde 6nemli, ® 6nemli degil, +: standart hata

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgoz:4.73™
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgire5%:-
Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gdre: LSDaozxsire®®:-

20 uM 30 uM 40 uM

Y§ ot 8 ama” 48 st

t.’;‘{.‘_‘cﬁ" : l:#:eﬁ’ ol 4}',‘/2“0”
Eatlus 7~ - Kallws N

Sekil 4.7 Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde 48 saat siiresince s1v1 besin ortaminda farkli dozlarda
bekletilen kallus eksplantlarinin 7 giinlitk gériiniimii

Uslu Cesidinde canlilik oram ve letal dozun belirlenmesi: Uslu ¢esidinde kallus
eksplantina s1v1 besin ortaminda uygulanan orizalin dozu x inkiibasyon siireleri arasinda
bitki canlilik bakimindan istatistik olarak 0.01 diizeyinde ©nemli interaksiyon
bulunmustur. Tim inkiibasyon siireleri incelediginde canlilik oranlar1 %25.55-100.00
arasinda degismistir (Cizelge 4.12). Uslu ¢esidi kallus eksplantina sivi besin ortaminda
yapilan orizalin uygulamasinda en yiiksek canlilik orani kontrol grubunda bulunmustur.
En yiiksek canlilik oraninin kontrol uygulamasinda elde edilmesi beklenen bir sonugtur.
En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon siirelerine gore en yiiksek canlilik
orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis (%100.00) ve inkiibasyon siiresine bagl
olarak canlilik orami azalarak 36 saat i¢in %72.22, 48 saat i¢in %55.00 olarak
belirlenmistir. Ikinci doz olan 30 pM uygulamasinda canlilik orani sirastyla %50.00,
50.00 ve 53.33 olarak belirlenmistir. Bu degerlerden %53.33 canlilik orani degeri

beklenenin {izerinde elde edilen bir sonug olarak kaydedilmistir. En yiiksek doz olan 40
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uM uygulamasinda ise 24 saat siirede %40.00 olarak belirlenen canlilik orani; 36 saat
uygulamada %44.44 ve 48 saatte de %25.55 olarak tespit edilmistir. Bu degerlerden
%44.44 canlilik oran1 beklenenin iizerinde elde edilen bir sonugtur. Inkiibasyon siireleri
arasinda 0.05 diizeyinde, uygulama dozlar1 arasinda ise 0.01 diizeyinde anlamli bir fark
bulunmustur (Cizelge 4.12).Uslu ¢esidinde kallus eksplantinda canlilik orani agisindan
letal orizalin dozu degerleri incelendiginde sivi besin ortaminda 48 saat uygulama

stiresinde 30 uM orizalin dozu LDsg degeri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 Siv1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu ¢esidinin
kallus eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 100.00 £ 0.00 a 100.00 £ 0.00 a 100.00 £ 0.00 a 100.00 a
20 100.00 £+ 0.00 a 7222+ 1.11b 55.00+5.01 ¢ 68.33 b
30 50.00 +2.89 cd 50.00 + 0.00 cd 53.33+3.34¢ 49.26 ¢
40 40.00+£5.78 d 44.44 + 0.56 cd 25.55+7.79 ¢ 4592 c
Ortalama 72.50 a 66.67 a 58.47 b

CV (%):10.61, ™ %]l diizeyinde énemli, “ %35 diizeyinde 6nemli, +: standart hata

Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgo,:6.83 ™
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgire:5.92"
Ayn1 blokta farkh harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDaozxsire:11.84™

Uslu ¢esidinde bitki canlilik bakimindan kallus eksplantina kati besin ortaminda
uygulanan orizalin dozu x inkiibasyon siireleri arasinda istatistik olarak 0.01 diizeyinde
onemli bir interaksiyon bulunmustur. Tiim inkiibasyon siireleri incelediginde canlilik
oranlart %27.78-96.83 arasinda degismistir (Cizelge 4.13). Uslu ¢esidinde kallus
eksplantina kati besin ortaminda en yiiksek canlilik orani kontrol grubunda
bulunmustur. En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda en yiiksek canlilik orani1 24 saat
uygulamasindan elde edilmis (%95.08) ve inkiibasyon siiresine bagli olarak canlilik
orani azalarak 36 saat icin %93.33, 48 saat icin %83.33 olarak belirlenmistir. Ikinci doz
olan 30 uM uygulamasinda canlilik orani sirastyla %69.45, 50.00 ve 61.11 olarak
belirlenmistir. Bu degerlerden %61.11 canlilik oran1 beklenenin {izerinde elde edilen bir
sonug¢ olarak kaydedilmistir. En yiliksek doz olan 40 uM uygulamasinda ise 24 saat
stirede %61.11 olarak belirlenen canlilik orani inkiibasyon siiresine bagli olarak canlilik
orani azalarak 36 saat uygulamada %30.55 ve 48 saatte de %27.78 olarak tespit

edilmistir. Ayr1 ayri inkiibasyon siireleri arasinda ve uygulama dozlar1 arasinda 0.05
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diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge 4.13). Uslu g¢esidinde kallus
eksplantinda canlilik orani agisindan letal orizalin dozu degerleri incelendiginde; kati
MS besin ortaminda LDsg degeri agisindan igin en uygun doz X inkiibasyon siiresi

olarak 40 uM x 24 saat olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Kat1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu ¢esidinin
kallus eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 96.83+1.59a 96.83+1.59a 96.83 +1.59 a 96.83a
20 95.08+2.89 a 93.33+3.34ab 83.33+£834Db 90.58 a
30 69.45+2.78 ¢ 50.00 +0.00 d 61.11 £5.56 cd 60.17 b
40 61.11+5.56¢cd 30.55+2.78 ¢ 2778 +£2.78 ¢ 39.81c
Ortalama 80.62 a 67.68 b 67.26 b

CV (%):9.53, %l diizeyinde dnemli, " %35 diizeyinde 6nemli +: standart hata

Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgo,:6.70"
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gére: LSDsire..5,80"
Ayn1 blokta farkh harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDaozxsire:11.60™

4.4.3 Orizalin uygulamalarimin koltuk alti meristemi eksplantinin rejenerasyon
oranina etkisi

Siv1 ve kati MS besin ortamlarinda (BBD igermeyen MS besin ortami) koltuk altt
meristemi eksplantina 24, 36 ve 48 saat inkiibasyon siiresinde 0, 20, 30 ve 40 uM
dozunda orizalin uygulamasinin iiziim ¢esitlerindeki rejenerasyon orani bulgular
aciklanmistir. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu cesitlerinde yapilan orizalin uygulamasinin
koltuk alti meristem eksplantindan gelisen siirgiinlerdeki rejenerasyon orani iizerine

etkilerine ait grafikler ise EK-2’de verilmistir.

Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde rejenerasyon orani: Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sivi
MS besin ortaminda uygulanan orizalin dozu x inkiibasyon siireleri arasinda
rejenerasyon orani bakimindan istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bir interaksiyon
bulunmustur. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde koltuk alti meristem eksplantina sivi besin
ortaminda elde edilen en yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubunda bulunmustur ve
bu beklenen bir sonugtur. En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon

stirelerine gore en yliksek rejenerasyon orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis
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(%83.33); 36 saat icin %52.23, 48 saat icin %54.44 olarak belirlenmistir. Ikinci doz
olan 30 uM uygulamasinda rejenerasyon orani sirasiyla %50.00, 21.11 ve 37.23 olarak
belirlenmistir. En yiiksek doz olan 40 uM uygulamasinda ise 24 saat siirede %24.08
olarak belirlenen rejenerasyon orani 36 saat uygulamada %17.78 ve 48 saatte de %33.33
olarak tespit edilmistir. Tiim dozlarda 36 saat inkiibasyon siiresinden elde edilen
bulgular beklenen degerlerin {istiindedir. Inkiibasyon siireleri arasinda 0.01 diizeyinde
ve uygulama dozlar1 arasinda 0.05 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge
4.14). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde koltuk altt meristem eksplantlarinin sivi MS besin
ortaminda orizalin dozundaki artigsa paralel olarak rejenerasyon oraninin genel olarak
azaldigi belirlenmistir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.8 ve 4.9).

Cizelge 4.14 Sivi besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz g¢esidinin koltuk alti meristemi eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon
orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) | 93.95+3.25a 93.95+3.25a 93.95+3.25a 93.95a
20 83.33+6.67a 52.234+4.00c 5444 +294c 63.34 Db
30 50.00+£0.92 c 2111+ 1.11°f 37.23+0.00 f 36.11¢c
40 24.08 £0.00 f 17.78 +3.10 f 33.33+224 f 25.06 d
Ortalama 62.84 a 46.27 ¢ 54.74 b

CV (%):10.11,, ™ %] diizeyinde dnemli, " %35 diizeyinde 6nemli'+: standart hata

Ayni siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgo:5.40"
Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgiire:4.67"
Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsire:9.34™

Sekil 4.8 Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde siv1 besin ortaminda 36 saat siiresince 20uM (a),
30uM (b) ve 40 uM (c) dozundaki orizalin uygulamasindan sonra siirgiin rejenerasyon
ortamindaki siirgtinlerin durumu
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Sekil 4.9 Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sivi besin ortaminda 24 saat siire 20uM orizalin dozu
uygulamasinin ardindan rejenere olmus koltuk altt meristem eksplanti

Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde kati besin ortaminda uygulanan orizalin dozu X
inkiibasyon siireleri arasinda rejenerasyon orani bakimindan istatistik olarak %0.01
diizeyinde 6nemli bir interaksiyon bulunmustur. Rejenerasyon oranlart %00.00-94.63
araliginda degisiklik gostermistir. En yiiksek rejenerasyon orani ise kontrol grubundan
elde edilmistir (Cizelge 4.15). En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon
stirelerine gore en yliksek rejenerasyon orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis
(%92.96), 36 saat i¢in %41.67 ve 48 saat igin iSe %53.33 olarak belirlenmistir. Bu
degerlerden %53.33 canlilik oram1 beklenenin iizerinde elde edilen bir sonu¢ olarak
kaydedilmistir. Ikinci doz olan 30 pM uygulamasinda inkiibasyon siiresine bagl bir
azalma ile rejenerasyon orani sirastyla %75.00, 44.44 ve 17.78 olarak belirlenmistir. En
yiiksek doz olan 40 uM uygulamasinda ise 24 saat siirede %70.00 olarak belirlenen
rejenerasyon orani inkiibasyon siiresine bagli olarak azalarak 36 saat uygulamada
%46.67 olarak tespit edilmistir. En yiiksek inkiibasyon siiresi olan 48 saatte ise
rejenerasyon gerceklesmemistir (%00.00). Ayri ayri inkiibasyon siireleri arasinda ve
uygulama dozlar1 arasinda 0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge 4.15
ve Sekil 4.10). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde koltuk alti meristem eksplantina katt MS
besin ortamindaki her muamele ile orizalin dozu arttik¢a rejenerasyon oraninin azaldigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.15 Kati besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin koltuk alti meristemi eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon

orani (%)

Doz (M) Inkiibasyon siiresi (Saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 94.63+0.37 a 94.63+0.37 a 94.63+0.37 a 94.63a
20 92.96+2.04 a 41.67+441d 53.33+334¢ 62.65b
30 75.00+0.00 b 4444 +5.56d 17.78 £ 1.11e 4574 ¢
40 70.00+5.01b 46.67+3.34cd | 00.00=+0.00 f 38.89d
Ortalama 85.06 a 69.37 b 41.04c

CV (%):8.01, ™ %1 diizeyinde 6nemli, +: standart hata

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgoz:4.10™
Aymni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgiire:4.73™
Ayn1 blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsiire:8.20™

Sekil 4.10 Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde kat1 besin ortaminda 48 saat siire 40 uM doz orizalin
uygulanmig koltuk alti meristemi eksplantlarinin gelisme durumu

Uslu cesidinde rejenerasyon orani: Uslu c¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan
orizalin dozu % inkiibasyon siireleri arasinda rejenerasyon orani bakimindan istatistik
olarak onemli bir interaksiyon bulunmamistir. Rejenerasyon oranlari %00.00-28.89
araliginda bulunmustur. Kontrol grubundan rejenerasyon elde edilirken, orizalin
muamelesi yapilan eksplantlarin higbirinde rejenerasyon elde edilememistir (Cizelge

4.16).
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Cizelge 4.16 Siv1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu ¢esidinin

koltuk alt1 meristemi eksplantindan gelisen stirgiinlerde rejenerasyon orani (%)

Inkiibasyon siiresi (saat)

Doz (uM)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 28.89+ 0.56 28.89 +0.56 28.89 + 0.56 28.89+0.56 a
20 00.00 = 0.00 00.00 + 0.00 00.00 + 0.00 00.00+ 0.00 b
30 00.00 + 0.00 00.00 £+ 0.00 00.00 + 0.00 00.00+ 0.00 b
40 00.00 = 0.00 00.00 + 0.00 00.00 + 0.00 00.00+0.00b
Ortalama 7.22 7.22 7.22

CV (%):6.04, ™ %1 diizeyinde 6nemli, ® nemli degil +: standart hata

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgoz: 0.42™
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgirc?%:-
Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsiire?®:-

Uslu ¢esidinde rejenerasyon orani bakimindan kati besin ortaminda uygulanan orizalin
dozu x inkiibasyon siireleri arasinda istatistik olarak 0.01 oraninda O6nemli bir
interaksiyon bulunmustur. Rejenerasyon oranlart %00.00-35.18 araliginda bulunmustur.
En yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubundan elde edilmistir (Cizelge 4.17). En
diisik doz olan 20 puM uygulamasinda inkiibasyon siirelerine gore en yiiksek
rejenerasyon orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis (%28.52) ve inkiibasyon
stiresine bagli olarak rejenerasyon orani azalarak 36 saat igin %17.04 olarak
belirlenmistir. 20 puM uygulamanin 48 saat siire uygulamasindan ise rejenerasyon elde
edilmemistir. Ikinci doz olan 30 uM uygulamasinda da hicbir rejenerasyona
rastlanmazken; en yiiksek doz olan 40 uM uygulamasinda sadece 36 saat
uygulamasinda %7.41 oraninda rejenerasyon kaydedilmistir. Inkiibasyon siireleri
arasinda ve uygulama dozlar1 arasinda 0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur

(Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17 Kat1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu ¢esidinin

koltuk alt1 meristemi eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 35.18+1.62a 35.18+1.62a 35.18+1.62a 35.18a
20 28.52+2.86b 17.04+297 ¢ 00.00+0.00 ¢ 15.17b
30 00.00+0.00 ¢ 00.00+0.00¢ 00.00+0.00 ¢ 0.00d
40 00.00+0.00 ¢ 7.41+1.85d 00.00+0.00 ¢ 2.29¢
Ortalama 15.92 a 1491 a 8.66 b

CV (%):16.07, ™ %1 diizeyinde 6nemli, +: standart hata

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgoz: 2.14™
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgiire:1.92™
Ayn1 blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDaozxsiire:3.72™

4.4.4 Orizalin uygulamalarinin kallus eksplantinin rejenerasyon oranina etkisi

Orizalin uygulanan kalluslarda canlilik oranlari belirlendikten sonra rejenerasyon
saglanabilmesi i¢in farkli ortamlar denenmistir. Denemelerde 1.5 mg/l BAP + 0.1 mg/I
IBA + 0.1 mg/l GAs, 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/1 IBA igeren kati MS besin ortamina alinmig
rejenerasyon saglanamamistir. Daha sonra rejenere olmayan canli kalluslar 1 mg/l TDZ
+ 0.1 mg/l IBA ortamina alinmistir. 30 giin sonra herhangi bir rejenerasyona ugramayan
kalluslar bu kez 3 ve 6 mg/l BAP igeren ortamlarda 1 hafta siire ile bekletilmis, daha
sonra 0.8, 1.0 ve 1.2 mg/l BAP igeren kati MS besin ortamlarina aktarilmis ve yine
neredeyse hi¢ rejenerasyon saglanamamistir. In vitro rejenerasyonda canlilik orani
belirlenebilmis; fakat siirgiin gelisimi gerceklesemedigi i¢in canlilik oranina kiyasla

rejenerasyon orani belirlenememistir.

Sivi ve katt MS besin ortamlarinda (BBD igermeyen MS besin ortami) kallus
eksplantina 24, 36 ve 48 saat inkiibasyon siiresinde 0, 20, 30 ve 40 uM dozunda orizalin
uygulamasinin {iziim ¢esitlerindeki rejenerasyon orani bulgular1 agiklanmistir. Sultani
Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde yapilan orizalin uygulamasinin kallus eksplantindan
gelisen siirglinlerdeki rejenerasyon orani iizerine etkilerine ait grafikler ise EK-2’de

verilmistir.
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Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde rejenerasyon orani: Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sivi
besin ortaminda uygulanan orizalin dozu x inkiibasyon siireleri arasinda kallus
eksplantinin rejenerasyon orani bakimindan istatistik olarak 0.05 diizeyinde bir
interaksiyon bulunmustur. En yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubundan elde
edilmistir (Cizelge 4.18). En diisiik doz olan 20 uM uygulamasinda inkiibasyon
stirelerine gore en yliksek rejenerasyon oram 48 saat uygulamasinda elde edilmis
(9%29.17) (Sekil 4.11), 24 saat icin %17.50, 36 saat i¢in %16.67 olarak belirlenmistir.
Bu degerlerden %29.17 canlilik oran1 beklenenin {izerinde elde edilen bir sonug olarak
kaydedilmistir. Tkinci doz olan 30 pM uygulamasinda inkiibasyon siiresine bagl olarak
strastyla %12.50, 10.75 ve 11.11 oraninda belirlenmistir. En yiliksek doz olan 40 uM
uygulamasinda ise 24 ve 36 saat inkiibasyon siiresinde rejenerasyon oran1 %5.56 olarak
belirlenmistir; fakat 48 saat siire uygulamasindan rejenerasyon elde edilmemistir.
Inkiibasyon siireleri arasindaki istatistik anlamda onemli bulunmazken; uygulama
dozlar arasinda 0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge 4.18). Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinde kallus eksplantina sivi MS besin ortamindaki her uygulama ile

orizalin dozu arttik¢a rejenerasyon orani azalmistir.

Cizelge 4.18 Sivi besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin kallus eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 4444 £ 5.56 a 4444 £5.56a 4444 £5.56 a 44.44 a
20 17.50+2.50 ¢ 16.67 +3.21 cd 29.17+4.17b 21.11b
30 12.50 + 1.45 de 10.75+ 037 ¢ 11.11+2.78 ¢ 11.45¢c
40 5.56+0.00 f 5.56+0.00 f 00.00 +£0.00 g 3.71d
Ortalama 21.18 20.00 19.35

CV (%):14.29, ™ %1 diizeyinde dnemli, “ %35 diizeyinde 6nemli, ® 6nemli degil ve +: standart hata
Ayni siitunda farkls harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgoz: 2.82™
Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDysire’:-

Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gére: LSDaoyxsiire:4.88"

Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde rejenerasyon orani bakimindan kati besin ortaminda
kallus eksplantina uygulanan orizalin dozu x inkiibasyon siireleri arasinda istatistik
olarak 0.01 diizeyinde interaksiyon bulunmustur. En yiiksek rejenerasyon orani kontrol
grubundan elde edilmistir (Cizelge 4.19). En diisiik doz olan 20 pM uygulamasinda

inkiibasyon siirelerine gore en yiiksek rejenerasyon orani 36 saat uygulamasinda elde
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edilmis (%41.67), 24 saat i¢in ise %36.11 olarak belirlenmistir. Bu degerlerden %41.67
canlilik oram beklenenin iizerinde elde edilen bir sonug olarak kaydedilmistir. Ikinci
doz olan 30 uM uygulamasinda inkiibasyon siiresine bagli olarak en yiiksek
rejenerasyon orant 36 saat uygulamasinda elde edilmis (%33.33), 24 saat igin ise
%16.67 olarak belirlenmistir. En yiiksek doz olan 40 uM uygulamasinda ise 24 ve 36
saat inkiibasyon siiresi i¢in sirasiyla %30.00 ve 22.22 rejenerasyon orani belirlenmistir.
Ayri ayri inkiibasyon siireleri arasinda ve uygulama dozlar arasinda istatistik agidan
0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur. En yiiksek rejenerasyon orani kontrol
grubundan elde edilmistir (Cizelge 4.19). Sultani Cekirdeksiz c¢esidinde kallus
eksplantina katt MS besin ortamindaki her {i¢ dozda 48 saat uygulamasindan

rejenerasyon elde edilememistir.

Sekil 4.11 Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sivi besin ortaminda 20 uM orizalin dozunda 48 saat
inkiibe edilen kallus eksplantinda siirgiin rejenerasyonu

Cizelge 4.19 Kati besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin kallus eksplantindan gelisen siirglinlerde rejenerasyon orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 45.00+£0.00 a 45.00+£0.00 a 45.00+£0.00a 45.00a
20 36.11 +£2.78 be 41.67+1.67 ab 00.00+0.00 f 25.93b
30 16.67+0.00 ¢ 33.33+0.00 cd 00.00 £0.00 f 16.67 ¢
40 30.00+5.01d 2222+278¢ 00.00+0.00 f 1741c¢
Ortalama 35.55a 31.95b 11.25¢

CV (%):12.8, ™ %1 diizeyinde 6nemli, +: standart hata

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgo,: 2.85™
Aymni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDgiire:3.29™
Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsire:5.70™
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Uslu cesidinde rejenerasyon orani: Uslu ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan
orizalin dozu X inkiibasyon siireleri arasinda kallus eksplantinin rejenerasyon orani
bakimindan istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bir interaksiyon bulunmustur. En
yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubundan elde edilmistir. Uslu ¢esidinde kallus
eksplantina sivi MS besin ortamindaki 36 ve 48 saat siire Uygulamalarinin her ii¢
orizalin dozunda da rejenerasyona rastlanmamistir. En kisa siire olan 24 saat
inkiibasyon siiresinde ise 20, 30 ve 40 uM orizalin dozlarindaki artisa bagli olarak
rejenerasyon oraninda azalma gercekleserek bu oranlar sirasiyla %25.00, 22.22 ve 5.77
olarak belirlenmistir. Ayr1 ayr1 inkiibasyon siireleri arasinda ve uygulama dozlar

arasinda istatistik agidan 0.01 diizeyinde anlaml1 bir fark bulunmustur (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20 Siv1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu ¢esidinin
kallus eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (Saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 50.00+0.00 a 50.00 £0.00 a 50.00 £0.00 a 50.00 a
20 25.00+2.89b 00.00+0.00e 00.00+0.00 e 8,33 b
30 2222+278¢ 00.00+0.00 e 00.00+0.00¢e 741D
40 5.77+0.00d 00.00+0.00 ¢ 00.00+£0.00 ¢ 192c
Ortalama 25.75a 1250 b 1250 b

CV (%):8.21, ™ %! diizeyinde énemli, +: standart hata

Aynu siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasimnda LSD testine gore: LSDdoz: 1.17"
Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDsire: 1.36™
Ayn1 blokta farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda LSD testine gore: LSDdozxsiire:2.35 ™"

Uslu ¢esidinde kallus eksplantlarina kati besin ortaminda 24, 36 ve 48 saat orizalin

uygulamasi sonrasinda rejenerasyon saglanamamistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21 Kat1 besin ortaminda farkli doz ve siirede orizalin muamelesi ile Uslu gesidinin
kallus eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%)

Doz (uM) Inkiibasyon siiresi (saat)

24 saat 36 saat 48 saat Ortalama
0 (kontrol) 50.00 = 0.00 50.00 = 0.00 50.00 = 0.00 50.00
20 00.00 £ 0.00 00.00 £ 0.00 00.00 +0.00 00.00
30 00.00 £ 0.00 00.00 £ 0.00 00.00 £ 0.00 00.00
40 00.00 £ 0.00 00.00 £ 0.00 00.00 £ 0.00 00.00
Ortalama 12.50 12.50 12.50

CV (%):Veri alinamadi ve =+: standart hata
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4.5 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu Uziim Cesitlerinde in vitro Kolhisin Uygulamalar

4.5.1 Kolhisin uygulamalarimin tek bogumlu mikro celik eksplantinda canhhk
orani ile baslangi¢ siirgiin uzunluguna etkisi ve letal dozun belirlenmesi

Sivi MS besin ortamlarinda (BBD igermeyen MS besin ortami) koltuk altt meristemi
eksplantina %2 saat inkiibasyon siiresinde 0, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve
2000 pM dozunda kolhisin uygulamasinin ve 24-48 saat inkiibasyon siiresindeki O,
1000, 1250, 1500 uM dozunda kolhisin uygulamasinin iiziim gesitlerindeki canlilik
orani ve baslangi¢ siirgiin uzunlugu bulgular: ile elde edilen letal doz degeri ¢esitlere
gore agiklanmistir. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde sivi besin ortaminda farkli
konsantrasyon ve siirede uygulanan kolhisin muamelesinin tek bogumlu mikro g¢elik
eksplantindan gelisen siirgiinlerdeki canlilik oran1 regresyon iliski grafikleri EK-1’de ve

canlilik oranina etkilerine ait grafikler ise EK-2’de verilmistir.

Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde canhilik orani ile baslangi¢ siirgiin uzunlugu ve letal
dozun belirlenmesi: Sultani Cekirdeksiz liziim ¢esidinde tek bogumlu mikro ¢elik
eksplantina ', saat siire muamele edilen kolhisin dozlari ile bitki canlilik orani
arasindaki iligki incelendiginde istatistik agidan 0.05 diizeyinde fark bulunmustur
(Cizelge 4.22). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde tek bogumlu mikro gelik eksplantina sivi
besin ortaminda ’2 saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek canlilik orani
kontrol grubunda bulunmustur. Kontrole kiyasla en yiiksek canlilik 250 uM kolhisin
dozundan elde edilirken, en diisiik canlilik oran1 ise 2000 uM kolhisin dozundan elde
edilmistir. Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde tek bogumlu mikro geliklere '; saat
stiresince muamele edilen kolhisin dozlar ile baslangi¢ siirgiin uzunlugu arasindaki
iliski incelendiginde istatistik agidan 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Baslangi¢
slirglin uzunlugu, tiim dozlar incelendiginde 0.22-1.90 cm araliginda degisiklik
gostermistir. En yliksek baslangi¢ siirgiin uzunlugu kontrol grubunda bulunmustur.
Kontrole kiyasla en yiiksek baslangig siirgiin uzunlugu 250 uM kolhisin dozundan elde
edilirken, en diisiik baslangi¢ siirgiin uzunlugu ise 2000 uM kolhisin dozundan elde
edilmistir. Kolhisin dozu arttik¢a ters orantili bir sekilde bitki canlilik orani ve baslangic

stirgiin uzunlugu azalmistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.12).
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Cizelge 4.22 Siv1 besin ortaminda % saat boyunca farkli dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin tek bogumlu mikro celik eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani
(%) ve baslangig siirgiin uzunlugu (cm)

Doz (uM) Canlilik oran1 (%) Baslangig siirgiin uzunlugu (cm)
0 (kontrol) 86.10+1.40a 1.90+0.08 a
250 83.00 + 0.49 ab 0.83+0.10b
500 8370+ 1.40a 0.80+0.15b
750 73.50+£0.00 ¢ 0.76 £0.20 b
1000 72.03 £4.73 be 0.46+0.09c
1250 73.38 + 4.60 bc 045+0.05¢
1500 69.80 +2.02 be 044+0.03¢
1750 67.85+1.74 ¢ 0.33+0.09¢
2000 66.70 £4.54 ¢ 0.22+0.08c

%1 diizeyinde 6nemli, * %5 diizeyinde dnemli' +: standart hata
Sirastyla canlilik orani ve baslangig¢ siirgiin uzunlugu i¢in degerler: CV (%):5.98, CV (%):6.31
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz: 11.71", LSDo2:8.77™

Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x
inkiibasyon siireleri arasinda tek bogumlu mikro gelik eksplantinin bitki canlilik orani
bakimindan istatistik olarak bir interaksiyon bulunmamistir. Tiim dozlar incelendiginde
canlilik oranlar1 %65.95-86.10 arasinda degismistir (Cizelge 4.23). Sultani Cekirdeksiz
cesidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina sivi besin ortaminda 24-48 saat siire
kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek canlilik orani kontrol grubunda bulunmustur.
Dozlara bagli olarak ortalamalar arasinda da 0.05 diizeyinde bir farklilik goriilmiistiir.
En yiiksek canlilik oran1 1250 pM uygulamasinda 24 saat inkiibasyon siiresinde
(%79.63) gerceklesmistir ve slireye bagli olarak 48 saat inkiibasyon siiresinde (%68.33)
canlilik oraninda azalma meydana gelmistir. Bu degerlerden 9%79.63 canlilik orani
beklenenin iizerinde elde edilen bir sonu¢ olarak kaydedilmistir. En diisiik doz olan
1000 puM uygulamasinda inkiibasyon siirelerine gore en yiiksek canlilik orani 24 saat
uygulamasinda elde edilmis (%76.67) ve inkiibasyon siiresine bagli olarak canlilik orani
azalarak 48 saat i¢in %65.95 olarak belirlenmistir. En yiiksek doz olan 1500 uM
uygulamasinda ise 24 saat siirede %75.00 olarak belirlenen canlilik orani; 48 saat
inkiibasyon siiresinde %66.67 olarak tespit edilmistir. 24 saat ve 48 saat degerleri

arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Tek bogumlu mikro celik eksplantinda canlilik orani agisindan letal kolhisin dozu

degerleri incelendiginde; Sultani Cekirdeksiz c¢esidinde 24 ve 48 saat inkiibasyon
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stirelerinin her ikisinde de uygulanan dozlarda LDso degeri agisindan %50’nin altinda

bir canlilik oranina rastlanmamustir (Cizelge 4.23).

Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x
inkiibasyon siireleri arasinda tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin baslangi¢ siirgiin
uzunlugu bakimindan istatistik agidan 0.01 diizeyinde onemli bir interaksiyon
bulunmustur. En yiiksek baslangi¢ siirgiin uzunlugu kontrol grubunda bulunmustur.
Baslangi¢ siirgiin uzunlugu, 0.13-1.90 cm araligindadir (Cizelge 4.23). Ayn ayri
arasindaki iliski ve sureleri arasindaki iliski

uygulama dozlar inkiibasyon

incelendiginde istatistik a¢idan 0.01 diizeyinde 6nemli bir farklilik belirlenmistir.

Sekil 4.12 Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde 750 ve 1500 uM dozda Y% saat siire kolhisin
uygulamasi ardindan canli kalan (a) ve canliligini yitiren (b) tek bogumlu mikro ¢elik
eksplantlar

Cizelge 4.23 Sivi besin ortaminda farkli stire ve dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin tek bogumlu mikro ¢elik eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani
(%) ve baslangig siirgiin uzunlugu (cm)

Doz Uygulama siiresi (saat)

(uM) Canlilik orani (%) Baslangig¢ siirgiin uzunlugu (cm)
24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.

0 (kont.) | 86.10+1.40a | 86.10+1.40a | 8193 | 1.90+0.08a | 1.90+0.08a | 1.90 a

1000 76.67+3.34a | 6595+533¢ | 71.31 | 0.53£0.05b | 0.57£0.06 b | 0.55 b

1250 79.63+546a | 6833 + 1.67|7399 |0.60+0.11b | 0.54+0.13b | 0.57 b

1500 75.00 + 0.00 | 66.67 + 4.41|70.83 | 0.51£0.12b | 0.13+0.02¢c | 0.32¢C

Ortalam | 78.31a 70.72b 0.88a 0.78 b

01 diizeyinde 6nemli, " %5 diizeyinde 6nemli, ® 6nemli degil ve +: standart hata
Sirasiyla canlilik orani ve baslangig siirgiin uzunlugu i¢in degerler: CV (%):7.92, CV (%):10.51

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ort.arasinda LSD testine gore: LSDgoz:7.31", LSDgo:0.11™
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgire:5.17", LSDgiire:0.08™
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDsirexdoz’%:-, LSDsirexdoz:0.15™
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Uslu c¢esidinde canhlik oram, baslangi¢ siirgiin uzunlugu ve letal dozun
belirlenmesi: Uslu {iziim ¢esidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina 2 saat
siiresince muamele edilen kolhisin dozlar1 ile bitki canlilik orani arasindaki iliski
incelendiginde istatistik agidan 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur. Tim
dozlar incelendiginde canlilik oranlart %42.85-90.48 arasinda degismistir (Cizelge
4.24). Uslu gesidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina sivi besin ortaminda %2 saat
stire kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek canlilik orani kontrol grubunda
bulunmustur. Kontrole kiyasla en yiiksek canlilik 250 uM kolhisin dozundan elde

edilirken, en diisiik canlilik oran1 ise 2000 pM kolhisin dozundan elde edilmistir.

Uslu iiziim ¢esidinde tek bogumlu mikro ¢eliklere ¥4 saat siire muamele edilen kolhisin
dozlan ile baslangi¢ siirgiin uzunlugu arasindaki iliski incelendiginde 0.05 diizeyinde
onemli bir fark bulunmustur. En yiiksek baslangi¢ siirgiin uzunlugu kontrol grubundan
elde edilmis, kontrole kiyasla en yiiksek baslangi¢ siirgiin uzunlugu 500 pM kolhisin
dozundan elde edilmistir. En diisiik baslangig¢ siirgiin uzunlugu ise 1750 uM kolhisin
dozundan elde edilmistir. Tiim dozlar incelendiginde baslangi¢ siirgiin uzunlugu 0.33-

1.02 cm araliginda degismistir (Cizelge 4.24).

Cizelge 4.24 Sivi besin ortaminda 2 saat boyunca farkli dozda kolhisin muamelesi ile Uslu
¢esidinin tek bogumlu mikro ¢elik eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik oran1 (%) ve
baglangig siirgiin uzunlugu (cm)

Doz (uM) Canlilik oran1 (%) Baslangig siirgiin uzunlugu(cm)
0 90.48 +4.53a 1.02+0.13a

250 90.00+3.34a 0.54+0.04b

500 90.00+0.00 a 0.55+0.04b

750 8l.11+1.11a 0.55+0.10b

1000 66.11+5.56 b 0.54+0.12b

1250 62.50+7.22 b 0.50 £ 0.06 bc

1500 57.14+0.00 b 0.47 £0.09 bc

1750 62.22+222b 0.33+0.08 d

2000 42.85+0.00c 0.40 +0.06 cd

%1 diizeyinde 6nemli, * %5 diizeyinde onemli' +: standart hata
Sirastyla canlilik orani ve baglangig siirgiin uzunlugu igin degerler: CV (%): 8.91, CV (%): 13.85
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:10.92™, LSDgoz:0.13"
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Uslu iiziim c¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu * inkiibasyon
stireleri arasinda tek bogumlu mikro gelik eksplantinin bitki canlilik oran1 bakimindan
0.05 diizeyinde bir interaksiyon bulunmustur. Tim dozlar incelendiginde canlilik
oranlart %38.10-90.48 arasinda degismistir (Cizelge 4.25). Uslu ¢esidinde tek bogumlu
mikro celik eksplantina sivi besin ortaminda 24-48 saat siire kolhisin muamelesi
sonrasinda en yiiksek canlilik orani kontrol grubunda bulunmustur. Dozlar arasinda
istatistik agidan 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur. En diisiik doz olan 1000
uM uygulamasinda inkiibasyon siirelerine gore en yliksek canlilik orami 24 saat
uygulamasinda elde edilmis (%76.67) ve inkiibasyon siiresine bagli olarak canlilik orani
azalarak 48 saat i¢in %44.44 olarak belirlenmistir. 1250 uM uygulamasinda 24 ve 48
saat inkiibasyon siiresinde canlilik orami sirasiyla %58.33 ve 44.82 olarak
gerceklesmistir. En yiiksek doz olan 1500 pM uygulamasinda ise 24 saat siirede %50.00
olarak belirlenen canlilik orani; 48 saat inkiibasyon siiresinde %38.10 olarak tespit

edilmistir. 24 saat ve 48 saat degerleri arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Tek bogumlu mikro c¢elik eksplantinda canlilik orani agisindan LDsg degerleri
incelendiginde; Uslu ¢esidinde sivi besin LDsp degeri agisindan i¢in en uygun doz X
inkiibasyon siiresi olarak 1250 uM x 48 saat inkiibasyon siiresi belirlenmistir (Cizelge
4.25).

Uslu iiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan Kkolhisin dozu X inkiibasyon
stireleri arasinda tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin baglangi¢ siirglin uzunlugu
bakimindan 0.01 diizeyinde 6nemli bir interaksiyon bulunmustur. Baslangic siirgiin
uzunlugunun tim dozlar incelendiginde 0.20-1.30 cm araliginda oldugu gozlenmistir
(Cizelge 4.25). En yiiksek baslangi¢ siirgiin uzunlugu 1000 uM kolhisin dozundan elde
edilmigtir. 1250 pM (1.27 cm) ve 1500 uM (1.10 cm) kolhisin dozunda kontrol
grubundan daha uzun siirgiin olusumu gergeklesmis ve bu beklenmeyen bir sonug
olarak kabul edilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde uygulanan 1000, 1250 ve 1500
uM kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklari da sirasiyla 1.03, 0.60 ve 0.20 cm olarak
azalmistir. Baglangi¢ siirgiin uzunlugu agisindan dozlar arasinda da, inkiibasyon siireleri

arasinda da 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark vardir.
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Cizelge 4.25 Sivi besin ortaminda farkli siire ve dozda kolhisin muamelesi ile Uslu ¢esidinin tek
bogumlu mikro ¢elik eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani (%) ve baslangi¢  siirgiin
uzunlugu (cm)

Inkiibasyon siiresi (saat)
Doz (uM) | Canlilik orani (%) Baslangig siirglin uzunlugu (cm)

24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.
0 90.48 + 2.49 | 90.48 + 2.49 | 90.48a | 1.02+0.13¢c | 1.02 +£0.13|1.02b
1000 76.67 + 1.69 | 4444 + 556 | 60.55b | 1.30+0.06a | 1.03 £+ 0.00 | 1.16a
1250 58.33 + 8.34 | 44.82 £ 576 | 51.59bc | 1.27+0.11a | 0.60 = 0.17 | 0.94 ¢
1500 50.00 + 0.00 | 38.10 + 2.75 | 44.05¢ | 1.10+0.20b | 0.20 = 0.03 | 0.65d
Ortalama | 68.87 a 54.46 b 1.17a 0.60b

001 diizeyinde 6nemli, " %5 diizeyinde onemli ve £: standart hata

Sirastyla canlilik orani ve baslangig siirgiin uzunlugu i¢in degerler: CVeanuik(%): 12.86, CVpsu(%): 2.69
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:9.82™", LSDgo7:0.06™
Ay satirda farklh harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDsie:6.94™, LSDysiire:0.04™
Ayn1 blokta farkh harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD test. gére: LSDsirexdoz:13.89" LSDsiirexdoz: 0.04™

45.2 Kolhisin uygulamalarinin siirgiin ucu eksplantinda canhbk oram ile
baslangi¢ siirgiin uzunluguna etkisi ve letal dozun belirlenmesi

Stvi MS besin ortamlarinda (BBD icermeyen MS besin ortami) siirgiin ucu eksplantina
Y saat inkiibasyon siiresinde 0, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 uM
dozunda kolhisin uygulamasinin ve 24-48 saat inkiibasyon siiresindeki 0, 1000, 1250,
1500 uM dozunda kolhisin uygulamasinin iiziim gesitlerindeki canlilik orani ve
baslangi¢ siirglin uzunlugu bulgular1 ile elde edilen letal doz degeri gesitlere gore
aciklanmustir. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esitlerinde sivi besin ortaminda farkli
konsantrasyon ve siirede uygulanan kolhisin muamelesinin siirgiin ucu eksplantindan
gelisen strgiinlerdeki canlilik orani regresyon iliski grafikleri EK-1’de ve canlilik

oranina etkilerine ait grafikler ise EK-2’de verilmistir.

Sultani Cekirdeksiz cesidinde canlilik oram ile baslangic siirgiin uzunlugu ve letal
dozun belirlenmesi: Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde siirgiin ucu eksplantina % saat
stire muamele edilen kolhisin dozlar1 ile bitki canliik oran1 arasindaki iliski
incelendiginde 0.01 diizeyinde bir fark bulunmustur. Tiim dozlar incelendiginde canlilik
oranlart %38.33-87.88 arasinda degismistir (Cizelge 4.26). Sultani Cekirdeksiz
¢esidinde siirglin ucu eksplantina sivi besin ortaminda %2 saat inkiibasyon siiresinde
kolhisin uygulanmasi kontrol

sonucunda en yiiksek canlilik orani grubunda
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bulunmustur. Kontrole kiyasla en yiiksek canlilik 500 uM kolhisin dozundan, en diisiik
canlilik orani ise 1750 uM kolhisin dozundan elde edilmistir (Cizelge 4.26)

Sultani Cekirdeksiz {iziim ¢esidinde siirglin ucu eksplantina % saat siire muamele edilen
kolhisin dozlar1 ile baslangi¢ siirgiin uzunlugu arasindaki iliski incelendiginde de
istatistik acidan 0.01 diizeyinde bir fark bulunmustur. En yiiksek baslangic siirgiin
uzunlugu kontrol grubundan elde edilmistir. Kontrole kiyasla en yiiksek baslangig
stirgiin uzunlugu 250 uM kolhisin dozundan elde edilirken, en diisiik baglangi¢ siirglin
uzunlugu ise 2000 uM kolhisin dozundan elde edilmistir. Baslangi¢ siirgiin uzunlugu,
tiim dozlar incelendiginde 0.10-2.28 cm araliginda oldugu goézlenmistir. Kolhisin dozu
arttikca ters orantili bir sekilde bitki canlilik orani ve baslangi¢ siirglin uzunlugu

azalmigtir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26 Sivi besin ortaminda % saat boyunca farkli dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin siirgiin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik oran1 (%) ve
baglangig siirgiin uzunlugu (cm)

Doz (uM) Canlilik oran1 (%) Baslangig siirgiin uzunlugu (cm)
0 (kontrol) 87.88+4.29a 2.28+0.08a

250 70.00+5.78 b 1.02+0.06 b

500 80.00+3.34a 0.55 +0.08 cd

750 60.00+0.00 c 0.50+0.04d

1000 55.83 +4.64 cd 0.69+0.18¢c

1250 50.00 + 0.00 de 0.50+0.07d

1500 45.19 + 2.89 ef 0.68+0.11¢c

1750 38.33+£1.67f 0.23+0.09¢e

2000 40.00 +2.89 f 0.10+0.00¢e

%1 diizeyinde 6nemli ve +: standart hata
Sirastyla canlilik orani ve baslangig¢ siirgiin uzunlugu igin degerler: CV (%):8.90, CV (%):12.17
Ayni siitunda farkls harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:9.02™", LSDgoz0.16™

Sultani Cekirdeksiz liziim g¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x
inkiibasyon siireleri arasinda siirglin ucu eksplantinin bitki canlilik oran1 bakimindan
onemli bir interaksiyon bulunmamistir. Tiim dozlar incelendiginde canlilik oranlari
%31.67-87.88 arasinda degismistir (Cizelge 4.27). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde siirgiin
ucu eksplantina sivi besin ortaminda 24-48 saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda en
yiiksek canlilik oran1 kontrol grubunda bulunmustur. Dozlara bagli olarak canlilik orani

arasinda 0.01 diizeyinde bir farklilik goriilmiistiir. En yiiksek canlilik oran1 1000 pM
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uygulamasinda 24 saat inkiibasyon siiresinde (%75.00) gerceklesmistir ve siireye bagli
olarak 48 saat inkiibasyon siiresinde (%58.34) canlilik oraninda azalma meydana
gelmistir. 1250 uM  kolhisin uygulamasinda en yiikksek canlilik oran1 24 saat
uygulamasinda elde edilmis (%68.23) ve inkiibasyon siiresine bagli olarak canlilik orani
azalarak 48 saat icin %46.67 olarak belirlenmistir. En yiliksek doz olan 1500 puM
uygulamasinda ise 24 saat siirede %55.00 olarak belirlenen canlilik orani; 48 saat
inkiibasyon siiresinde %31.67 olarak tespit edilmistir. 24 saat ve 48 saat degerleri
arasindaki istatistik bakimdan farklilik 0.01 diizeyinde 6nemlidir. Her muamele ile
kolhisin dozu arttik¢a ters orantili bir sekilde bitki canlilik orani azalmistir. Siirgiin ucu
eksplantinda canlilik orani agisindan LDso degerleri incelendiginde; Sultani Cekirdeksiz
¢esidinde sivi besin ortaminda 24-48 saat uygulamasinda ise 1250 uM x 48 saat siire

interaksiyonu LDsg degeri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.27).

Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x
inkiibasyon siireleri arasinda tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin baslangi¢ siirgiin
uzunlugu bakimindan istatistik olarak 0.01 o6nemlilik diizeyinde bir interaksiyon
bulunmustur. En yiiksek baslangi¢ siirglin uzunlugu kontrol grubunda bulunmustur. 24
saat inkiibasyon siiresinde uygulanan 1000, 1250 ve 1500 uM kolhisin dozlarindaki
stirgiin uzunluklar1 sirasiyla 1.75, 0.98 ve 0.75 cm olarak azalan bir oranda
kaydedilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de uygulanan 1000, 1250 ve 1500 uM
kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklart sirasiyla doz artigina bagli olarak 0.62, 0.84 ve
0.55 cm seklinde azalmistir (Cizelge 4.27). 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresSinin canlilik

orani agisindan incelendiginde 0.01 diizeyinde bir farklilik s6z konusudur.
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Cizelge 4.27 Sivi besin ortaminda farkli siire ve dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin siirglin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani (%) ve
baslangig siirgiin uzunlugu (cm)

Inkiibasyon siiresi (saat)
Doz (uM) | Canlilik oran: (%) Baslangig siirglin uzunlugu (cm)

24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.
0 87.88 + | 87.88 +|87.88a |228+008a |228+0.08a |2.28a
1000 75.00 + | 58.34 +|66.67b | 1.75+£0.03b |0.62 = 0.03|1.18b
1250 68.23 + | 46.67 + | 5750c |098+0.08c 0.84 + 0.11|091c
1500 55.00 + | 31.67 +|43.3d 0.75 + 0.05]0.55+0.07¢ | 0.65d
Ortalama | 71.55a 56.14 b 1l44a 1.07b

%1 diizeyinde 6nemli, % 6nemli degil ve +: standart hata

Sirasiyla canlilik orani ve baglangig siirgiin uzunlugu igin degerler: CV canni(%):1.57, CVysu(%):12.52

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgo7:8.47"", LSDgo7:0.19™

Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ort. arasnda LSD testine gore: LSDgiire:5.99™, LSDsire.:0.14™
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD test. gore: LSDsirexdoz’%:-, LSDsirexdoz: 0.38™

Uslu cesidinde canhibk oram ile baslangi¢ siirgiin uzunlugu ve letal dozun
belirlenmesi: Uslu iiziim ¢esidinde siirgiin ucu eksplantina Y4 saat siire muamele edilen
kolhisin dozlar ile bitki canlilik orani arasindaki iliski incelendiginde istatistik agidan
0.01 diizeyinde onemli bulunmustur. Tiim dozlar incelendiginde canlilik oranlar
%00.00-71.85 arasinda degismistir (Cizelge 4.28). Uslu ¢esidinde siirgiin ucu
eksplantina sivi besin ortaminda 2 saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek
canlilik orani kontrol grubunda bulunmustur. Kontrole kiyasla en yiiksek canlilik 500
uM kolhisin dozundan elde edilirken, en diisiik canlilik orani ise 1500 uM kolhisin
dozlarindan elde edilmistir. 1750 ve 2000 uM kolhisin dozlarinda ise canliliga
rastlanmamustir. % saat inkiibasyon siiresinde kolhisin dozlar1 arasinda 0.01 diizeyinde

bir farklilik vardir.

Uslu tiziim gesidinde siirglin ucu eksplantina % saat siire muamele edilen kolhisin
dozlart ile baslangi¢ siirgiin uzunlugu arasindaki iligki incelendiginde istatistik agidan
0.01 diizeyinde anlamli bir fark bulunmustur. En yiiksek baslangi¢ siirgiin uzunlugu
kontrol grubundan elde edilmistir. Kontrole kiyasla en yiiksek baslangic siirgiin
uzunlugu 250 puM kolhisin dozundan elde edilirken, en diisiik baslangi¢ siirglin
uzunlugu ise 1500 uM kolhisin dozundan elde edilmistir. Baslangi¢ siirgiin uzunlugu,
tiim dozlar incelendiginde 00.00-1.19 cm araliginda oldugu gézlenmistir. Kolhisin dozu

arttikca ters orantili bir sekilde bitki canlilik orami ve baslangi¢ siirgiin uzunlugu
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azalmistir (Cizelge 4.28). Baslangi¢ siirgiin uzunlugu agisindan dozlar arasinda da 0.01

diizeyinde 6nemli bir farklilik bulunmustur.

Cizelge 4.28 Sivi besin ortaminda Y2 saat boyunca farkli dozda kolhisin muamelesi ile Uslu
cesidinin siirgiin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik orani1 (%) ve baslangig siirgiin
uzunlugu (cm)

Doz (uM) Canlilik oran1 (%) Baslangig siirgiin uzunlugu (cm)
0 (kontrol) 71.85+593a 1.19+0.07a
250 60.00+£0.00b 1.17£0.03 b
500 66.67 + 0.00 ab 1.10£0.07b
750 66.60 + 0.00 ab 0.83+£0.07¢c
1000 62.50+7.23 b 0.81+0.10¢c
1250 65.00 + 0.00 ab 0.76 +£0.02 ¢
1500 50.00+0.00 ¢ 0.60+0.06d
1750 00.00+ 0.00d 0.00+0.00 e
2000 00.00+ 0.00d 0.00+0.00 e

%] diizeyinde 6nemli ve +: standart hata
Sirasiyla canlilik oran1 ve baglangig siirgiin uzunlugu i¢in degerler: CV (%):10.36, CV (%):6.28
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz.:8.82"", LSDgo-.0.08™

Uslu iiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x inkiibasyon
slireleri arasinda siirgiin ucu eksplantinin bitki canlilik oran1 bakimindan 0.01 diizeyinde
bir interaksiyon bulunmustur. Tiim dozlar incelendiginde canlilik oranlart %21.67-71.85
arasinda degismistir (Cizelge 4.29). Uslu ¢esidinde siirgiin ucu eksplantina sivi besin
ortaminda 24-48 saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek canlilik oram
kontrol grubunda bulunmustur. Dozlara bagli olarak canlilik orami arasinda 0.01
diizeyinde bir farklilik goriilmistiir. En yiiksek canlilik oran1 1000 pM uygulamasinda
24 saat inkiibasyon siiresinde (%59.23) gergeklesmistir ve siireye bagli olarak 48 saat
inkiibasyon siiresinde (%25.00) canlilik oraninda azalma meydana gelmistir. 1250 uM
kolhisin uygulamasinda en yiiksek canlilik orani 24 saat uygulamasinda elde edilmis
(%50.00) ve inkiibasyon siiresine bagli olarak canlilik orani azalarak 48 saat i¢in
%25.00 olarak belirlenmistir. En yiiksek doz olan 1500 uM uygulamasinda ise 24 saat
stirede %25.00 olarak belirlenen canlilik orani; 48 saat inkiibasyon siiresinde %21.67
olarak tespit edilmistir. 24 saat ve 48 saat degerleri arasindaki istatistik bakimdan
farklilik 0.01 diizeyinde dnemlidir. Her muamele ile kolhisin dozu arttik¢a ters orantili

bir sekilde bitki canlilik orani azalmistir. Uslu gesidinde siirgiin ucu eksplantinda
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canlilik orani agisindan LDsg degerleri incelendiginde 24-48 saat uygulamasinda 1250
uM x 48 saat siire boyunca uygulanan kolhisin dozu LDsg degeri olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.29). Uslu tiziim ¢esidinde s1vi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu X
inkiibasyon siireleri arasinda siirgiin ucu eksplantinin baslangic siirgiin uzunlugu
bakimindan istatistik olarak Onemli bir interaksiyon bulunmamistir. En yiiksek
baslangig siirgiin uzunlugu kontrol grubunda bulunmustur. 24 saat inkiibasyon siiresinde
uygulanan 1000, 1250 ve 1500 uM kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklar1 sirasiyla
0.83, 0.43 ve 0.33 cm olarak azalmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de uygulanan
1000, 1250 ve 1500 uM kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklari sirastyla 0.60, 0.35 ve
0.27 cm olarak azalmistir. Her muamele ile kolhisin dozu arttik¢a ters orantili bir

sekilde baslangig siirgiin uzunlugu diismiistiir (Cizelge 4.29 ve Sekil 4.13).

Sekil 4.13 Uslu ¢esidinde 24-48 saat kolhisin uygulamasi ardindan canli kalan (a) ve canliligini
yitiren (b) siirgiin ucu eksplantinin 7 giinliik goriiniimii

Cizelge 4.29 Sivi besin ortaminda farkli siire ve dozda kolhisin muamelesi ile Uslu ¢esidinin
stirgiin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde canlilik oran1 (%) ve baslangig siirgiin uzunlugu
(cm)

Inkiibasyon siiresi (Saat)
Doz (uM) | Canlilik orani (%) Baslangig siirgiin uzunlugu (cm)

24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.
0 (kontrol) | 71.85+5.93a | 71.85+593a | 71.85a 1.19 +£0.07 1.19+0.07 1.19a
1000 59.23+4.69 ab | 25.00£0.00c | 42.11b 0.83 +0.08 0.60+0.10 0.72b
1250 50.00£0.00b | 25.00£0.00c | 37.50b 0.43+0.08 0.35+0.07 0.39¢c
1500 25.00+£0.00c | 21.67+7.65c | 20.00c 0.33+0.03 0.27+0.03 0.30c
Ortalama 34.21b 51.52a 0.70 a 0.60b

%1 diizeyinde 6nemli, " %5 diizeyinde 6nemli, * 5nemli degil ve +: standart hata

Sirasiyla canlilik orani ve baglangig siirgiin uzunlugu i¢in degerler: CV(%):17.62, CV(%):12.18
Ayni siitunda farkls harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:9.38™, LSDgoz:0.1™
Ayni satirda farkl harflerle ifade edilen ort. arasmda LSD testine gore: LSDsire :6.63™, LSDsire..0.07"
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD test. gore: LSDsgrexdoz: 13.277, LSDsirexdoz:-
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453 Kolhisin uygulamalarinin tek bogumlu mikro celik eksplantinda
rejenerasyon oram Ve Siirgiin uzunluguna etkisi

Sivi MS Dbesin ortamlarinda (BBD igermeyen MS besin ortami) tek bogumlu mikro
celik eksplantina %2 saat inkiibasyon siiresinde 0, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750
ve 2000 uM dozunda kolhisin uygulamasinin ve 24-48 saat inkiibasyon siiresindeki O,
1000, 1250, 1500 uM dozunda kolhisin uygulamasinin rejenerasyon orani ve siirgiin
uzunlugu bulgulari gesitlere gore agiklanmistir. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde
yapilan kolhisin uygulamalarinin tek bogumlu mikro ¢elik eksplantindan gelisen
stirgiinlerdeki rejenerasyon orani ile gelisen siirgiinlerin uzunluguna etkilerine ait

grafikler EK-2’de verilmistir.

Sultani Cekirdeksiz cesidinde rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu: Sultani
Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina %2 saat siire muamele
edilen kolhisin dozlar ile rejenerasyon orani arasindaki iliski incelendiginde istatistik
acidan 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Rejenerasyon orami tiim dozlar arasinda
%17.14-54.16 arasinda degismistir (Cizelge 4.30). Sultani Cekirdeksiz g¢esidinde tek
bogumlu mikro ¢elik eksplantina sivi besin ortaminda 2 saat siire kolhisin muamelesi
sonrasinda en yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubunda bulunmustur. Kontrole
kiyasla en yiiksek rejenerasyon 250 uM kolhisin dozundan elde edilirken, en diisiik

rejenerasyon orani ise 1750 uM kolhisin dozundan elde edilmistir.

Sultani Cekirdeksiz liziim ¢esidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina Y4 saat siire
muamele edilen kolhisin dozlari ile siirgiin uzunlugu arasindaki iliski incelendiginde
istatistik agidan 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En yiiksek siirgiin uzunlugu
kontrol grubundan elde edilmistir. Kontrole kiyasla en yiiksek siirglin uzunlugu 250 uM
kolhisin dozundan elde edilirken, en diisiik slirgiin uzunlugu ise 1500 uM kolhisin
dozundan elde edilmistir. Siirgiin uzunlugunun, tiim dozlar incelendiginde 0.77-2.28 cm
araliginda oldugu goézlenmistir. Canlilik oraninda oldugu gibi doz artisi ile ters orantili
bir sekilde rejenerasyon orani ve siirglin uzunlugunda da diisiis gozlenmistir (Cizelge

4.30 ve Sekil 4.14).
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Cizelge 4.30 Siv1 besin ortaminda % saat boyunca farkli dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin tek bogumlu mikro ¢elik eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon

orani (%) ve siirgiin uzunlugu (cm)

Doz (uM) Rejenerasyon orani (%) Siirgiin uzunlugu (cm)
0 (kontrol) 5416 +3.22 a 2.28+0.13a

250 42.85+0.00 ab 1.40+0.06 b

500 40.47 + 3.34 abc 1.22+0.17 bed

750 41.64 +0.00 abc 1.34+0.21 bc

1000 38.18 + 1.67 a-d 1.00 +0.17 cde

1250 30.21 £ 1.67 b-e 0.85+0.08 de

1500 24.28 +0.00 de 0.77+0.12¢

1750 17.14+4.45¢ 1.00 +0.08 cde

2000 26.67 + 0.00 cde 0.80+0.12¢

%1 diizeyinde 6nemli, " %5 diizeyinde dnemli ve +: standart hata
Sirastyla rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu icin degerler: CV(%):9.37, CV(%):12.43
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:8.51%, LSDgo:0.25™

Sultani Cekirdeksiz iiziim g¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x
inkiibasyon siireleri arasinda tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin rejenerasyon orani
bakimindan Onemli bir interaksiyon bulunmamistir. Tim dozlar incelendiginde
rejenerasyon oranmin %00.00-56.67 arasinda degistigi gozlenmistir (Cizelge 4.31).
Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde tek bogumlu mikro gelik eksplantina sivi besin ortaminda
24-48 saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek rejenerasyon orani kontrol
grubunda bulunmustur. 1500 uM kolhisin dozunda 24 ve 48 saat siire uygulamalarinin
her ikisinde de rejenerasyon belirlenememistir. 24 saat inkiibasyon siiresinde uygulanan
1000 ve 1250 uM kolhisin dozlarindaki rejenerasyon orani doz arttik¢a azalmistir ve
sirastyla %53.33 ve 49.88 olarak tespit edilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de
uygulanan 1000 ve 1250 uM Kkolhisin dozlarindaki rejenerasyon orani sirasiyla %49.28
ve 51.00 olarak belirlenmistir. 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri arasinda énemli bir

fark bulunmazken, dozlar arasinda 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur.

Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x
inkiibasyon siireleri arasinda tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin siirgiin uzunlugu
bakimindan istatistik olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bir interaksiyon bulunmustur. En
yiiksek siirgiin uzunlugu kontrol grubunda bulunmustur (Cizelge 4.31 ve Sekil 4.15). 24
saat inkiibasyon siiresinde uygulanan 1000 ve 1250 uM kolhisin dozlarindaki siirgiin

uzunluklar sirastyla 1.01 ve 1.03 cm olarak azalmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de
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uygulanan 1000 ve 1250 uM kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklari sirasiyla 0.60 ve
0.74 cm olarak belirlenmistir. 1500 pM kolhisin dozunda 24 ve 48 saat siire
uygulamalarinin her ikisinde de rejenerasyon belirlenemedigi igin siirgiin uzunlugu da
tespit edilememistir. 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri arasinda 0.05 diizeyinde, dozlar

arasinda ise 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur.

Sekil 4.14 Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde Y% saat siiresinde 750 ve 1250 uM kolhisin dozu
uygulanmis tek bogumlu mikro gelik eksplantindan elde edilen siirgiin rejenerasyonu

Cizelge 4.31 Sivi besin ortaminda farkli siire ve dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin tek bogumlu mikro ¢elik eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon
orani (%) ve siirglin uzunlugu (cm)

Inkiibasyon siiresi (Saat)
Doz (uM) | Rejenerasyon oran1 (%) Siirgiin uzunlugu (cm)

24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.
0 (kontrol) | 56.67 +=4.65 | 56.67 +4.65 56.67 a 2.28+0.13a 228+0.13a 228 a
1000 53.33+3.34 | 49.28+0.72 51.31ab | 1.01+0.14b | 0.60+0.09 ¢ 0.80b
1250 50.00 +£2.89 | 51.00 +1.00 50.00 b 1.03+0.05b | 0.74+£0.14c¢ 0.89b
1500 00.00 +0.00 | 00.00 £ 0.00 00.00 ¢ 00.00£0.00d | 00.00+0.00d | 00.00d
Ortalama 40.00 39.24 1.08 a 091b

%1 diizeyinde dnemli, " %5 diizeyinde 6nemli, ® dnemli degil ve +: standart hata
Sirastyla rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu igin degerler: CV(%):11.56, CV(%):12.34
Aynu siitunda farkl harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:5.67"", LSDg07:0.15™
Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDsiire®-, LSDsiire:0.11"
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD test. gore: LSDyirexdor>%:-, LSDsirexdoz: 2.14”
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Sekil 4.15 Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde 1250 uM kolhisin dozunda kontrol, 24 saat ve 48
saat inkiibasyon siirelerindeki tek bogumlu mikro gelik eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu

Uslu cesidinde rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu: Uslu {izim ¢esidinde tek
bogumlu mikro ¢elik eksplantina '4 saat siirede muamele edilen kolhisin dozlari ile
rejenerasyon orani arasindaki iliski incelendiginde istatistik ac¢idan 0.01 diizeyinde
onemli bulunmugstur. Tiim dozlar incelendiginde rejenerasyon oranmin %00.00-47.88
arasinda degistigi gozlenmistir (Cizelge 4.32). En yiiksek rejenerasyon orani kontrol
grubunda, kontrole kiyasla en yiiksek rejenerasyon orani ise 1000 puM kolhisin
dozundan elde edilirmistir. En disiik rejenerasyon orani 1750 uM kolhisin dozundan
elde edilirken; 2000 uM kolhisin dozunda ise rejenerasyona rastlanmamistir.

Sultani Cekirdeksiz tiziim gesidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina ' saat siire
muamele edilen kolhisin dozlar ile siirgiin uzunlugu arasindaki iliski incelendiginde
istatistik agidan 0.01 diizeyinde onemli bulunmustur. En yiiksek siirgiin uzunlugu
kontrol grubundan elde edilmistir. Kontrole kiyasla en yiiksek siirgiin uzunlugu 250 uM
kolhisin dozundan elde edilirken, en diislik siirglin uzunlugu ise 1750 pM kolhisin
dozundan elde edilmistir. Siirglin uzunlugu, tim dozlar incelendiginde 0.50-1.06 cm
araligindadir. Canlilik oraninda oldugu gibi doz artis1 ile ters orantili bir sekilde

rejenerasyon orant ve siirgiin uzunlugunda da azalma gozlenmistir (Cizelge 4.32).
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Cizelge 4.32 Sivi besin ortaminda 'z saat siiresince farkli dozda kolhisin muamelesi ile Uslu
¢esidinin tek bogumlu mikro ¢elik eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani1 (%) ve
stirglin uzunlugu (cm)

Doz (uM) Rejenerasyon orani (%) Siirgiin uzunlugu (cm)
0 (kontrol) 47.88+1.40a 1.06+0.10a

250 33.33+0.00b 0.90+0.06 b

500 33.33+£0.00b 0.70+0.00d

750 34.44+294D 0.83+0.03bc

1000 4444 £556a 0.77+0.02 cd

1250 23.33+1.69¢c 0.72+0.02d

1500 31.19+3.10b 0.75+0.03 d

1750 14.29+£0.00 d 0.50+£0.00 e

2000 00.00+0.00 e 00.00 £ 0.00 f

%] diizeyinde 6nemli ve +: standart hata
Sirastyla rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu igin degerler: CV(%):15.00, CV(%):6.73
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:7.56™", LSDgo:0.08™

Uslu iiziim cesidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x inkiibasyon
stireleri arasinda tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin rejenerasyon orani bakimindan
istatistik olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bir interaksiyon bulunmustur. Uslu ¢esidinde tek
bogumlu mikro celik eksplantina sivi besin ortaminda 24-48 saat siire kolhisin
muamelesi sonrasinda en yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubunda bulunmustur. 24
saat inkiibasyon siiresinde uygulanan 1000, 1250 ve 1500 puM kolhisin dozlarindaki
rejenerasyon orani doz arttik¢a azalmistir ve sirasiyla %48.33, 40.00 ve 17.71 olarak
kaydedilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de uygulanan 1000 ve 1250 uM kolhisin
dozlarindaki rejenerasyon orani sirastyla 31.10 ve 26.20 olarak belirlenmistir. 1500 uM
kolhisin dozunda 48 saat siire uygulamasinda rejenerasyon belirlenememistir (Cizelge
4.33). Rejenerasyon orani bakimindan 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri arasinda ve

dozlar arasinda 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur.

Uslu iiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x inkiibasyon
stireleri arasinda tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin siirgiin uzunlugu bakimindan
istatistik olarak 0.05 diizeyinde bir interaksiyon bulunmustur. En yiiksek siirgiin
uzunlugu kontrol grubundan elde edilmistir (Cizelge 4.33). 24 saat inkiibasyon
stiresinde uygulanan 1000, 1250 ve 1500 uM Kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklar
sirasiyla 0.74, 0.64 ve 0.47 cm olarak tespit edilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de

uygulanan 1000 ve 1250 uM kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklari sirasiyla 0.65 ve
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0.50 cm olarak belirlenmistir. Siirgin uzunlugu bakimindan hem 24 ve 48 saat
inkiibasyon Siireleri arasinda hem de dozlar arasinda 0.05 diizeyinde 6nemli bir fark

bulunmustur.

Cizelge 4.33 Siv1 besin ortaminda farkl siire ve dozda kolhisin muamelesi ile Uslu ¢esidinin tek
bogumlu mikro gelik eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%) ve siirgiin
uzunlugu (cm)

Inkiibasyon siiresi (Saat)
Doz (M) | Rejenerasyon orani (%) Siirgiin uzunlugu (cm)

24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.
0 (kontrol) | 48.41+£097a | 4841+097a | 49.07a 1.06+0.10 a 1.06+0.10a | 1.06a
1000 48.33+1.67a | 31.10+3.10¢ | 39.72b 0.74+0.03 b 0.65+£0.09¢ | 0.69b
1250 40.00+5.01b | 26.20+3.13¢c | 33.10¢c 0.64+ 0.07 ¢ 0.50+0.00d | 0.57Db
1500 17.78 +£1.11d | 00.00+0.00e | 8.89d 0.47+0.05d 00.00 = 0.00 | 0.24 ¢
Ortalama 38.96 a 26.42 b 0.73a 0.55b

" %1 diizeyinde 6nemli, " %35 diizeyinde énemli ve +: standart hata

Sirasiyla rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu icin degerler: CV (%):13.70, CV (%):7.98

Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:5.58™, LSDgo7:0.13"
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gére: LSDgiire:3.93™, LSDsiir.0.09”
Ayni blokta farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDsirexdoz:7.80", LSDsirexdoz:0.9™

4.5.4 Kolhisin uygulamalariin siirgiin ucu eksplantinda rejenerasyon orami ve
siirgiin uzunluguna etkisi

Sivi MS besin ortamlarinda (BBD igermeyen MS besin ortami) siirgiin ucu eksplantina
Y% saat inkiibasyon siiresinde 0, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 uM
dozunda kolhisin uygulamasiin ve 24-48 saat inkiibasyon siiresindeki 0, 1000, 1250,
1500 uM dozunda kolhisin uygulamasimin rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu
bulgular1 gesitlere gore agiklanmistir. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde yapilan
kolhisin uygulamalarinin siirgiin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerdeki rejenerasyon

orant ile geligen siirgiinlerin uzunluguna etkilerine ait grafikler EK-2’de verilmistir.

Sultani Cekirdeksiz cesidinde rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu: Sultani
Cekirdeksiz iiziim c¢esidinde siirgiin ucu eksplantina %2 saat siire muamele edilen
kolhisin dozlari ile rejenerasyon orani arasindaki iligki incelendiginde istatistik agidan
0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Tiim dozlar incelendiginde rejenerasyon oranlari

%00.00-94.63 arasinda bulunmustur (Cizelge 4.34). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde
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stirglin ucu eksplantina s1vi besin ortaminda 2 saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda
en yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubunda bulunmustur. Kontrole kiyasla en
yiiksek rejenerasyon 250 uM kolhisin dozundan elde edilirken, en diisiik rejenerasyon
orant ise 1500 uM kolhisin dozundan elde edilmistir. 2000 uM kolhisin dozundan

rejenerasyon saglanamamustir.

Sultani Cekirdeksiz liziim ¢esidinde siirgiin ucu eksplantina % saat siire muamele edilen
kolhisin dozlar ile siirgiin uzunlugu arasindaki iliski incelendiginde istatistik agidan
0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En yiiksek siirgiin uzunlugu kontrol grubundan
elde edilmistir. Kontrole kiyasla en yiiksek siirgiin uzunlugu 250 uM kolhisin dozundan
elde edilirken, en diisiik siirgiin uzunlugu ise 1750 uM kolhisin dozundan elde
edilmistir. Tiim dozlar incelendiginde siirgiin uzunlugunun 0.13-2.36 cm araliginda
oldugu goézlenmistir. Canlilik oraninda oldugu gibi doz artisi ile ters orantili bir sekilde

rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugunda da diisiis gozlenmistir. (Cizelge 4.34).

Cizelge 4.34 Siv1 besin ortaminda % saat boyunca farkli dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin siirgiin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%) ve
siirglin uzunlugu (cm)

Doz (uM) Rejenerasyon orani (%) Siirgtin uzunlugu (cm)
0 (kontrol) 94.63+3.21a 2.36+0.20 a
250 70.00+0.00 b 1.45+0.00 b
500 43.33+3.34 cd 0.80+0.05¢
750 40.00+0.00d 0.72+0.04 c
1000 48.33+1.67¢C 0.85+0.08 ¢
1250 41.66 + 1.67 cd 0.84+0.09¢
1500 16.43+0.00 e 0.82+0.10¢c
1750 21.11+445¢e 0.13+0.03d
2000 0.00+0.00 f 0.00+0.00d

" %1 diizeyinde 6nemli ve +: standart hata
Sirasiyla rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu igin degerler: CV (%):9.78, CV (%):11.79
Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:7.06™, LSDgo,:0.18™

Sultani Cekirdeksiz liziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x
inkiibasyon siireleri arasinda siirglin ucu eksplantinin rejenerasyon orani bakimindan
istatistik agidan 0.05 diizeyinde Onemli bulunmustur. Tim dozlar incelendiginde
rejenerasyon oraninin %00.00-94.63 arasinda degistigi gozlenmistir (Cizelge 4.35).

Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde siirglin ucu eksplantina sivi besin ortaminda 24-48 saat
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stire kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek rejenerasyon orani kontrol grubunda
bulunmustur. 24 saat inkiibasyon siiresinde uygulanan 1000 ve 1250 puM Kkolhisin
dozlarindaki rejenerasyon orani sirastyla %55.55, 11.11 olarak bulunmustur En yiiksek
doz olan 1500 uM kolhisin dozunda ise rejenerasyon orani %00.00 olarak tespit
edilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de uygulanan 1000, 1250 ve 1500 uM kolhisin
dozlarindaki rejenerasyon orani sirasiyla %50.00, 27.78 ve 22.22 olarak belirlenmistir.
Rejenerasyon orani bakimindan 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri arasinda 0.05
diizeyinde; dozlar arasinda ise 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur. Sultani
Cekirdeksiz liziim ¢esidinde s1v1 besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu X inkiibasyon
stireleri arasinda siirgiin ucu eksplantiin siirgiin uzunlugu bakimindan istatistik olarak
0.01 diizeyinde 6nemli bir interaksiyon bulunmustur. En yiiksek siirgiin uzunlugu
kontrol grubunda bulunmustur. Her muamele ile kolhisin dozu arttikga genel olarak
stirgiin uzunlugu dismiistiir (Cizelge 4.35). 24 saat inkiibasyon siiresinde uygulanan
1000 ve 1250 uM kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklari sirasiyla 1.85, ve 1.10 cm
olarak tespit edilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde de uygulanan 1000, 1250 ve 1500
uM kolhisin dozlarindaki siirgiin uzunluklar1 sirasiyla 1.31, 0.90 ve 1.03 cm olarak
belirlenmistir. Siirglin uzunlugu bakimindan 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri arasinda
onemli bir fark bulunmazken; dozlar arasinda 0.01 diizeyinde Onemli bir fark

bulunmustur.

Cizelge 4.35 Sivi besin ortaminda farkli siire ve dozda kolhisin muamelesi ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin siirgiin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%) ve
stirgiin uzunlugu (cm)

Inkiibasyon siiresi (saat)
Doz (uM) | Canlilik orani (%) Siirgiin uzunlugu (cm)

24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.
0 (kontrol) | 94.63+£3.22a | 94.63+3.22a | 94.63a 2.36+020a |236+0.20a | 2.36a
1000 55.55+£5.56b | 50.00£0.00b | 52.78b 1.85+0.03b 1.31+£0.09d | 1.38b
1250 11.11£1.11d | 27.78+4.01 ¢ | 19.44c 1.10£0.00cd | 0.90+0.00c | 1.21¢c
1500 00.00+0.00e | 22.22+0.00c | 11.11d 00.00+0.00e | 1.03+0.12d | 0.52d
Ortalama 40.32b 48.66 a 1.40 1.33

™ %]1 diizeyinde 6nemli, " %5 diizeyinde 6nemli, ¢ 6nemli degil ve +: standart hata
Sirastyla rejenerasyon orani ve stirgiin uzunlugu igin degerler: CV (%):3.64, CV (%):8.98

Ay siitunda farkl harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgo7:5.15™, LSDg07:0.15™
Ay satirda farkli harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDjire-3.64”, LSDyire. 5%
Aymi blokta farkh harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore:LSDsirexdor:7-28", LSDsirexdor:0.21"
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Uslu cesidinde rejenerasyon oram ve siirgiin uzunlugu: Uslu iiziim ¢esidinde siirgiin
ucu eksplantina Y5 saat siire muamele edilen kolhisin dozlar ile rejenerasyon orani
arasindaki iliski incelendiginde istatistik agidan 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Tim dozlar incelendiginde rejenerasyon oraninin %00.00-71.85 arasinda degistigi
gozlenmistir (Cizelge 4.36). Uslu ¢esidinde siirgiin ucu eksplantina sivi besin ortaminda
% saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda en yiiksek rejenerasyon orani kontrol
grubunda bulunmustur. Kontrole kiyasla en yiiksek rejenerasyon 500 uM kolhisin
dozundan elde edilirken, en diisiik rejenerasyon orani ise 1250 uM kolhisin dozundan

elde edilmis, 1500-2000 uM kolhisin doz araliginda ise rejenerasyona rastlanmamustir.

Sultani Cekirdeksiz iizim ¢esidinde siirgiin ucu eksplantina 'z saat siire muamele edilen
kolhisin dozlar ile siirgiin uzunlugu arasindaki iliski incelendiginde istatistik agidan
0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En yiiksek siirgiin uzunlugu kontrol grubundan
elde edilmistir. Kontrole kiyasla en yiiksek siirglin uzunlugu 250 uM kolhisin dozundan
elde edilirken, en disiik siirgiin uzunlugu ise 1250 uM kolhisin dozundan elde
edilmigtir. Tim dozlar incelendiginde siirgiin uzunlugunun 0.00-1.48 c¢m araliginda

oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.36).

Cizelge 4.36 Siv1 besin ortaminda Y5 saat siiresince farkli dozda kolhisin muamelesi ile Uslu
¢esidinin siirgiin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%) ve siirgiin
uzunlugu (cm)

Doz (uM) Rejenerasyon orani (%) Siirgiin uzunlugu (cm)
0 (kontrol) 71.85+593a 1.22+0.02b

250 60.00+0.00 b 148+0.01a

500 64.44 +£2.22 ab 1.15+0.00b

750 62.22 £2.22 ab 0.88+0.01d

1000 55.00+7.51b 0.96 +0.09 cd

1250 16.66 +3.34 ¢ 1.02+0.02¢

1500 00.00+0.00d 00.00+0.00 ¢

1750 00.00+0.00d 00.00+£0.00 e

2000 00.00+0.00d 00.00+£0.00 e

" %1 diizeyinde énemli ve +: standart hata
Sirasiyla rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu i¢in degerler: CV (%):16.43, CV (%):7.218
Aynu siitunda farkl harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgoz:10.43™, LSDgo:0.09™

Uslu iiziim ¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x inkiibasyon

stireleri arasinda siirgiin ucu eksplantinin rejenerasyon orani bakimindan 0.05 diizeyinde
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o6nemli bir interaksiyon bulunmustur. Tim dozlar incelendiginde rejenerasyon oraninin
%00.00-65.92 arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.37). Uslu ¢esidinde siirgiin
ucu eksplantina sivi besin ortaminda 24-48 saat siire kolhisin muamelesi sonrasinda en
ylksek rejenerasyon orani kontrol grubunda bulunmustur. 1500 uM kolhisin dozunda
24 ve 48 saat siire uygulamalarin her ikisinde de rejenerasyon belirlenememistir. 24 saat
inkiibasyon siiresinde uygulanan 1000 ve 1250 uM kolhisin dozlarindaki rejenerasyon
orani doz arttik¢a azalmistir ve sirasiyla %25.00 ve 10.00 olarak tespit edilmistir. 48
saat inkiibasyon siiresinde uygulanan 1000 uM kolhisin dozunda rejenerasyon orani
%22.22 olarak bulunurken; 1250 uM kolhisin dozundan rejenerasyon elde edilmemistir.
Rejenerasyon orani bakimindan 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri arasinda dnemli bir

fark bulunmazken; dozlar arasinda ise 0.01 diizeyinde bir fark bulunmustur.

Uslu iizim c¢esidinde sivi besin ortaminda uygulanan kolhisin dozu x inkiibasyon
stireleri arasinda siirgiin ucu eksplantinin siirgiin uzunlugu bakimindan istatistik olarak
0.01 diizeyinde onemli bir interaksiyon bulunmustur. En yiiksek siirgiin uzunlugu
kontrol grubunda bulunmustur. Tiim dozlar incelendiginde siirgiin uzunlugunun 00.00-
1.22 c¢cm araliginda oldugu gozlenmistir. 1000 uM kolhisin dozundan 24 ve 48 saat
inkiibasyon siiresinde sirasiyla 0.85 ve 0.80 cm siirgiin uzunlugu belirlenmistir (Cizelge
4.37). Siirglin uzunlugu bakimimdan hem 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri arasinda

hem de dozlar arasinda 0.01 diizeyinde bir fark bulunmustur.

Cizelge 4.37 Sivi besin ortaminda farkli siire ve dozda kolhisin muamelesi ile Uslu ¢esidinin
slirglin ucu eksplantindan gelisen siirgiinlerde rejenerasyon orani (%) ve siirgiin uzunlugu (cm)

Doz Inkiibasyon siiresi (Saat)
(uM) Canlilik orani1 (%) Baslangig siirgiin uzunlugu (cm)

24 saat 48 saat Ort. 24 saat 48 saat Ort.
0 65.92+593a | 6592+£593a | 65.92a | 1.22+0.02a 1.22+0.02a 122 a
1000 25.00+£8.34b | 2222+2.78b | 23.61b | 0.85+0.03b | 0.80+£0.00b 0.83b
1250 10.00+5.01 ¢ | 00.00£0.00d | 5.00bc | 0.50+£0.03 ¢ 00.00+0.00d 0.25¢
1500 00.00£0.00d | 00.00+0.00d | 00.00c | 00.00+0.00d | 00.00+0.00d 00.00d
Ortalama | 22.31 22.04 0.64a 0.51b

" %]1 diizeyinde onemli, 3¢ 5nemli degil ve +: standart hata

Sirasiyla rejenerasyon orani ve siirgiin uzunlugu igin degerler: CV (%):16.77, CV (%):1.65
Aynu siitunda farkl harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gore: LSDgo7:9.10™, LSDgo7:0.04™
Ay satirda farklh harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD testine gére: LSDsire®®:-, LSDsiire:0.03™

Ayni blokta farkl harflerle ifade edilen ort. arasinda LSD test. gore: LSDsgrexdoz:6.91", LSDsirexdoz: 0.05™
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4.6 Cekirdek DNA Icerigine Ait Bulgular

4.6.1 Orizalin uygulamalar ile elde edilen in vitro bitkiciklerde g¢ekirdek DNA
icerigi

Sivi ve kati MS besin ortamlarinda (BBD i¢ermeyen MS besin ortami) koltuk alti
meristemi eksplantina 0, 20, 30 ve 40 uM dozunda orizalin uygulamasinin flow

sitometri analizi Cekirdek DNA igerik bulgular gesitlere gore agiklanmustir.

Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinde kontrol grubunda DNA igerigi ortalama 1.11 pg
bulunmustur (Sekil 4.38). Orizalin uygulamalari sonrasinda Sultani Cekirdeksiz {iziim
cesidinde koltuk altt meristem eksplantinda kontrole kiyasla sivi besin ortaminda
cekirdek DNA igerik miktarinin 1.16-1.28 pg arasinda, kat1 besin ortaminda ise 1.12-
2.32 pg arasinda degistigi gozlenmistir. Yapilan analizlerde koltuk altt meristem
eksplant1 agisindan bakildiginda sivi besin ortaminda anlamli bir fark bulunamazken;
katt besin ortaminda uygulamalar arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.01)
belirlenmistir. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde kallus eksplantinda yalnizca 24 saat
stiresince 40 uM kolhisin uygulamasindan sonra saglikli bir sekilde rejenerasyonu
saglanan bitkilerde canliligin devami siirdiiriilebilmis ve yapilan analizlerde g¢ekirdek
DNA igerik miktarinin ortalamasi 1.21 pg olarak bulunmustur (Cizelge 4.38). Her iki

eksplant i¢in Sultani Cekirdeksiz gesidinde orizalin uygulamalar1 sonrasinda ploidi

diizeylerinde bir degisim saptanmamastir.

Uslu tizim ¢esidinde kontrol grubunda DNA igerigi ortalama 1.14 pg bulunmustur.
Orizalin uygulamalar1 sonrasinda Uslu iiziim c¢esidinde koltuk alti meristem
eksplantinda kontrole kiyasla sivi besin ortaminda g¢ekirdek DNA igerik miktarinin
1.09-1.16 pg arasinda, kati besin ortaminda ise 1.20-1.22 pg arasinda degistigi
gozlenmistir. Sivi ve katt besin ortaminda 30 ve 40 uM kolhisin uygulamalarinda
yalnizca 24 saat siiresince 40 puM kolhisin uygulamasinda analiz yapilabilmistir.
Yapilan analizlerde her iki besin ortami i¢in ayr1 ayr1 bakildiginda uygulamalar arasinda

istatistik analiz yapilamamistir. Uslu {izim ¢esidinde kallus eksplantinda kolhisin

uygulamalarindan sonra saglikli bir sekilde rejenerasyonu saglanan bitkilerde canliligin
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devamu siirdiiriilememis ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi diizeyleri ¢ogu uygulamada

belirlenememis ve istatistik agidan bir karsilastirma yapilamamstir (Cizelge 4.39).

Cizelge 4.38 Sultani Cekirdeksiz {iziim ¢esidinin koltuk alt1 meristemi ve kallus eksplantina sivi
ve kat1 besin ortamlarinda uygulanan orizalinin farkli doz ve uygulama siirelerinde kolhisin
uygulamasimin ardindan ¢ekirdek DNA igerik ortalamalari (pg/2C)

inkiibasyons | Koltuk alti meristemi Kallus
Doz .
tiresi
(uM) (saat) S1vi besin Kati besin S1v1 besin Kati1 besin
ortami ortami ortami ortami
0 (kontrol) 1.11+£0.01 1.11+0.01b 1.11+£0.01 1.11 £0.01
20 24 1.17 £ 0.00 1.22+0.01b 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
36 1.21 £ 0.00 1.15+0.00 b 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
48 1.22 £ 0.02 1.16 £0.05b 0.00+0.00 0.00 £ 0.00
30 24 1.28 £0.03 1.17+£0.01 b 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
36 0.00 +0.00 0.00£0.00 ¢ 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
48 1.16 £0.00 0.00+0.00 c 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00
40 24 1.23+0.01 2.32+0.00a 1.21 £0.00 0.00 £ 0.00
36 0.00 £0.00 1.12+0.03 b 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
48 1.21+0.03 0.00+£0.00 ¢ 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Ortalama 1.18+£0.01 1.28+0.01 1.16 £0.00 1.11+£0.01
%CV ve LSD 5.49, d8d 6.01, 0.13*" 5.12, % Veri alinamadi

" %1 diizeyinde 6nemli,, ® 6nemli degil ve +: standart hata
Ayni siitunda farkls harflerle ifade edilen ort. arasindaki fark LSD testine gore degerlendirilmistir.

1w —— - -
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023 11112 437 618 651 446 2 1040 1180 194 650 691 109
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Sekil 4.16 Kontrol grubu diploid Sultani Cekirdeksiz ve standart bitkinin (Domates) G1 piki
Sultani Cekirdeksiz (a) ve Uslu (b)
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Cizelge 4.39 Uslu iiziim ¢esidinin koltuk alti meristemi ve kallus eksplantlarma sivi ve kati
besin ortaminda uygulanan orizalinin farkli doz ve inkiibasyon siirelerinde kolhisin
uygulamasimin ardindan ¢ekirdek DNA igerik ortalamalari (pg/2C)

Doz inkiibasyons | Koltuk alt: meristemi Kallus

(uM) tiresi S1v1 besin Kati1 besin S1vi besin Kati besin
(saat) ortami ortami ortami ortami

0 (kontrol) 1.14 £ 0.01 1.14+0.01b 1.14+£0.01 1.14 £ 0.01

20 24 1.09+0.01 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 0.00 + 0.00
36 1.16 £ 0.01 1.22+0.01 a 0.00 £+ 0.00 0.00+0.00
48 0.00 £ 0.00 0.00+£0.00 c 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00

30 24 0.00 +0.00 0.00+0.00 ¢ 0.00£0.00 0.00£0.00
36 0.00 +0.00 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 0.00 +0.00
48 0.00 +0.00 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 0.00 +0.00

40 24 0.00 £+ 0.00 0.00+0.00¢c 0.00 +0.00 0.00+0.00
36 0.00£0.00 1.20+0.01 a 0.00£0.00 0.00£0.00
48 0.00 £ 0.00 0.00+0.00¢c 0.00 £0.00 0.00 +0.00

Ortalama 1.13 1.19 1.14 1.14

%CV ve LSD 0.36, %4 1.63, 0.44" Veri alinamad:1 || Veri alinamadi

* %5 diizeyinde 6nemli, ve +: standart hata
Aymi siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasindaki fark LSD testine gore degerlendirilmistir.

4.6.2 Kolhisin uygulamalar: ile elde edilen in vitro bitkiciklerde ¢ekirdek DNA
icerigi

S1vi MS besin ortamlarinda (BBD igermeyen MS besin ortami) siirgiin ucu eksplantina
Y saat inkiibasyon siiresinde 0, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 uM
dozunda kolhisin uygulamasinin ve 24-48 saat inkiibasyon siiresindeki 0, 1000, 1250,
1500 uM dozunda kolhisin uygulamasinin flow sitometri analizi Cekirdek DNA igerik

bulgulari ¢esitlere gore agiklanmistir.

Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde kontrol grubunda DNA igerigi ortalama 1.32 pg
bulunmustur. % saat kolhisin uygulamalar1 sonrasinda ise ¢ekirdek DNA igeriklerinin
tek bogumlu mikro ¢elik ekpslantinda kontrole kiyasla 1.14-1.21 pg arasinda, siirgiin
ucu eksplantinda ise 1.18-1.23 pg arasinda degistigi gozlenmistir. Yapilan analizlerde
Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde Y4 saat kolhisin uygulamalari arasinda tek bogumlu mikro
celik eksplanti agisindan anlamli bir fark bulunamazken; siirgiin ucu eksplant1 agisindan
anlamli bir fark oldugu (p<0.05) belirlenmistir (Cizelge 4.40). 24-48 saat kolhisin
uygulamasinda gekirdek DNA igeriklerinin tek bogumlu mikro ¢elik ekpslantinda
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kontrole kiyasla 1.07-1.49 pg arasinda, siirgiin ucu eksplantinda 1.12-1.20 pg arasinda
degistigi gozlenmistir (Cizelge 4.41). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde 24-48 saat
uygulamasinda en yiiksek ¢ekirdek DNA igerik miktar1 48 saat siiresince 1000 pM
kolhisin uygulamasi sonucu meydana gelmistir. Yapilan analizlerde Sultani Cekirdeksiz
cesidinde 24-48 saat siiresince kolhisin dozlar1 arasinda doz X siire interaksiyonuna
bakildiginda tek bogumlu mikro gelik ve siirgiin ucu eksplant1 agisindan anlamli bir fark
tespit edilememistir (Cizelge 4.41). Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde her iki siirede

uygulamalar sonrasinda ploidi diizeylerinde bir degisim saptanmamustir.

Uslu tiztim ¢esidinde kontrol grubunda DNA igerigi ortalama 1.26 pg bulunmustur. 5
saat kolhisin uygulamalar1 sonrasinda ise g¢ekirdek DNA igeriklerinin tek bogumlu
mikro ¢elik ekpslantinda kontrole kiyasla 1.00-1.22 pg arasinda, siirgiin ucu
eksplantinda ise kontrole kiyasla 1.18-1.21 pg arasinda degistigi gozlenmistir. Yapilan
analizlerde Uslu ¢esidinde %2 saat siiresince kolhisin dozlar1 arasinda doz x siire
interaksiyonuna bakildiginda tek bogumlu mikro gelik eksplanti agisindan anlamli bir
fark oldugu (p<0.01) bulunurken; siirgiin ucu eksplant1 agisindan anlamli bir fark tespit
edilememistir (Cizelge 4.40). Uslu c¢esidinde 24-48 saat kolhisin uygulamasinda
¢ekirdek DNA igeriklerinin tek bogumlu mikro gelik ekpslantinda 1.13-1.15 pg arasinda
degistigi gozlenmistir. Siirgiin ucu eksplantinda ise yalnizca 48 saat siiresince 1000 uM
kolhisin uygulamasindan sonra analiz yapilan Orneklerde c¢ekirdek DNA igerik
miktarinin ortalamast 1.10 pg olarak bulunmustur (Cizelge 4.41). Yapilan analizlerde
Uslu ¢esidinde '; saat siiresince kolhisin dozlar1 arasinda doz x siire interaksiyonuna
bakildiginda tek bogumlu mikro ¢elik ve siirgiin ucu eksplant1 agisindan anlamli bir fark

tespit edilememistir (Cizelge 4.41). Uslu cesidinde her iki siirede uygulamalar

sonrasinda ploidi diizeylerinde bir degisim saptanmamustir.
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Cizelge 4.40 Uslu ve Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esitlerinde tek bogumlu mikro ¢elik ve siirgiin
ucu eksplantina % saat siiresince farkli dozda kolhisin uygulamasinin ardindangekirdek
igerik ortalamalar1 (pg/2C)

DNA

Tek bogumlu mikro ¢elik Siirgiin ucu
Doz (uM) Sultani Uslu Sultani Uslu

Cekirdeksiz Cekirdeksiz
Kontrol 1.32+0.02 a 1.26+0.02 a 1.32+£0.02a 1.26 +£0.02
250 1.21+£0.01b 1.17+£0.02b 1.19+£0.02 bc 1.21+0.00
500 1.19+0.01b 1.22+0.01 ab 1.22 £0.04 bc 1.21+0.02
750 1.20+£0.01b 1.19+0.01b 1.23+£0.03b 1.18+0.02
1000 1.15+0.01 b 1.21+0.01 ab 1.18£0.00 ¢ 1.19+0.01
1250 1.14+£0.02b 1.20+£0.02 ab 1.18+£0.02¢ 1.20+0.00
1500 1.14+£0.02b 1.08+0.05¢ 1.20+£0.02 be 0.00 +0.00
1750 1.15+£0.01b 0.00 +0.00 1.18+0.01 ¢ 0.00 + 0.00
2000 1.16£0.04 b 1.00+0.00d 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
%CV ve LSD 3.62,0.07" 3.66, 0.07" 2.16, 0.04" 3.22,0.07%

%] diizeyinde énemli, "%35 diizeyinde 6nemli, ®¢ 6nemli degil ve +: standart hata
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasindaki fark LSD testine gore degerlendirilmistir.

Cizelge 4.41 Uslu ve Sultani Cekirdeksiz tiziim ¢esidinin tek bogumlu mikro ¢elik ve siirgiin
ucu eksplantlarina 24-48 saat siiresince farkli dozda kolhisin uygulamasinin ardindangekirdek

DNA igerik ortalamalar1 (pg/2C)

Doz(uM)/ Tek bogumlu mikro ¢elik Siirgiin ucu

hfkﬁb.asyon Sultani . . .

stiresi (saat) Cekirdeksiz Uslu Sultani Cekirdeksiz | Uslu

0 1.32+£0.02b 1.26+0.02a 1.32+0.02 a 1.26+0.02a
1000-24 1.11+0.02¢ 1.17+0.01b 1.12+0.00 c 0.00£0.00¢
1250-24 1.12+0.03 ¢ 1.17+0.01b 0.00£0.00d 0.00£0.00 ¢
1500-24 1.07+0.01c 0.00+£0.00d 0.00+£0.00d 0.00+£0.00 ¢
1000-48 149+035a 1.13+£0.02b 1.20+0.01b 1.10+£0.03b
1250-48 0.00+0.00d 1.15+0.01b 0.00+£0.00d 0.00+£0.00 ¢
1500-48 0.00£0.00d 0.00+£0.00d 0.00+£0.00d 0.00+£0.00 ¢
Ortalama 1.22 1.18 1.21 1.18

%CV ve LSD 20.03, 0.62%¢ 2.42,0.05% 2.22,0.06% 4.00, 0.04%

%d5nemli degil ve +: standart hata
Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ort. arasindaki fark LSD testine gore degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Doku kiiltiirii  teknigi mutasyonun uyarilma etkinliginin artirilmasinda aktif rol
oynamaktadir. Mutasyonun uyarilmasinda in vivo kaynakli eksplantlardan daha ¢ok in
vitro kaynakli doku, organ, hiicre vb. eksplantlar daha genis uygulama materyal
secenegi sunmaktadir (Predieri 2001). Ayrica doku kiiltiirii, segilen gesitlerde mutagen
uygulamasinin  ardindan  seleksiyon ve klonlama yapilabilmesi i¢in  genis
populasyonlarin kullanilmasina da olanak verir. Bu da eksplantlarin hizli bir sekilde
¢ogaltimiin yapilip alt kiiltiire alinmasi ile mutasyona ugramamis kisimlarinin yeniden

mutasyona ugrama sansini artirmaktadir (Ahloowalia 1998).

In vitro poliploidizasyon igin oncelikle dogru doku kiiltiirii teknigini segmek ve bunun
icin de ilk basta dogru ve maksimum diizeyde basar1 saglayacak eksplantin se¢imi
gereklidir. In vitro kromozom katlama ¢alismalarinda eksplant tipinin 6nemli oldugu ve
basarinin da bununla iliskili oldugu vurgulanmaktadir (Kermani vd. 2003, Petersen vd.
2003). Basan farkliliklarinin dokunun gegirgenligine ve meristemdeki antimitotik ajanin

taginma kabiliyetine bagli oldugu kabul edilmektedir (Allum vd. 2007).

Antimitotik ajanin ayni bitki tiriinde hatta ayni gesitteki bitkinin farkli doku ya da
organma uygulanmasi da farkli sonuglar dogurmaktadir (Sinski vd. 2014). Ornegin;
Miscanthus’da siirgiin ucu, yaprak ve olgunlasmamis ¢igek salkimi (Petersen vd. 2002),
Rosa’da siirgiin ucu (Kermani vd. 2003), seftalide mikro ¢elik (Bouvier vd. 2002),
Lilium’da sogan pulu (Takamura vd. 2002), Solanum tiirlerinde tepe tomurcugu,
(Chauvin vd. 2003), Alocasia’da siirgiin ucu (Thao vd. 2003), Rosa rugosa’da bogum
(Allum vd. 2007), Ranunculus’da siirgiin (Dhooghe vd. 2009) gibi farkl cins ve tiirlerde
farkli eksplantlar kullanilmigtir. Asmada ise in vitro kromozom katlama amaciyla daha
cok siirglin ucu kiiltiirli, bogum kiiltiirti, koltuk altt meristem kiiltiirii gibi organogenez
yontemleri, embriyo kiiltiiri ve somatik embriyogenez yontemleri kullanilmistir
(Notsuka vd. 2000, Aihong vd. 2005, Prado vd. 2010, Guo vd. 2011, Acanda vd. 2013,
Chang vd. 2014, Sinski vd. 2014). Bu amagla genelde olgunlasmamis zigotik

embriyodan gelistirilen embriyogenik kallus (Yang vd. 2006), anter ve embriyogenik
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kallustan olusan somatik embriyo (Prado vd. 2010, Xie vd. 2015), siirgiin ucu (Sinski
vd. 2014), koltuk altt meristemi (Notsuka vd. 2000) vb. eksplant olarak kullanilmistir.

Eksplant se¢iminden sonra in vitroda virlisten, hastaliktan ari bir sekilde saglikli
bitkilerin rejenerasyonu 6nemlidir. Bunun igin doku kiiltliriintin ilk adimi eksplant
sterilizasyonudur. In vitro poliploidizasyon ¢alismalarinda fiziksel ve kimyasal mutagen
uygulamalarindan sonra en yiiksek canlilik ve rejenerasyonun saglanmasi ile ploidi
seviyesini artirmak i¢in daha fazla eksplanta sahip olma avantajimi getirmektedir. Bu tez
calismasinda Sultani Cekirdeksiz ve Uslu cesitlerinde orizalin ve kolhisin
uygulamalarinda kullanilan eksplantlara ayr1 ayri yiizey sterilizasyonu yapilmistir.
Oncelikle orizalin uygulamas:1 yapilan koltuk alt1 meristemi ve kallus eksplantlarina
ulagmak i¢in baslangi¢ eksplanti olarak in vivo kaynakli siirgiin ucu kullanilmistir.
Uygulamalarda kullanilan eksplantlar bu siirgiin ucunun rejenerasyonundan elde
edilmistir. Bu nedenle orizalin uygulamasinda yalnizca siirgiin ucu sterilizasyonu
yapilmustir. Etil alkol (CH3CH2OH) uygulamasi in vitro ekpslant yiizey sterilizasyonu
caligmalarinda dezenfektan kullanimindan Once yapilan genel bir uygulamadir. Etil
alkoliin uygulama siiresi ve uygulama dozu eksplantin orijinine ve genotipe gore
degisiklik gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinin
stirgin ucu eksplantinda yapilan eksplant yiizey sterilizasyon denemelerinde
dezenfektan kullanimindan once etil alkol muamelesi yapilmayan eksplantlarda daha
yiiksek canlilik (sirasiyla; %90.00-%92.30) elde edildigi gorilmiistiir. Bu g¢aligmaya
benzer sekilde Stamp vd. (1990) siirgiin ucu eksplantinin, Salunkhe vd. (1997) ise asma
stiliiklerinin sterilizasyonunda dezenfektan kullanimindan 6nce etil alkol muamelesi
yapmamistir. Laslo vd. (2010)’nin ¢alismasinda etil alkol muamelesi yapilmadan %0.1
HgClz ¢ozeltisi dezenfektan olarak kullanilmistir. Literatiir incelemesi yapildiginda
eksplanta dezenfektan uygulamadan once %70-75 oranlarinda etil alkol muamelesi
yapilmis ¢ok sayida calisma mevcuttur. Calismalarda kullanilan etil alkoliin inkiibasyon
stirelerine bakildiginda ise; siirgiin ucu, lateral tomurcuk, aksiller tomurcuk, bogum ve
petiyol vb. eksplantlara 8-10 sn (Zhang vd. 2007), 30 sn (Akbas vd. 2004, Mukherjee
vd. 2010), 1 dk (EI-Agamy vd. 2009, Diab vd. 2011), 2 dk (Tassoni vd. 2005), 3 dk
(Roubelakis-Angelakis ve Zivanovitc 1991) ve 5 dk (Jaskani vd. 2008) gibi siirelerde
uygulama yapildig1 goériilmiistiir. Bu ¢aligmalar etil alkoliin fitotoksik 6zelligine dikkat
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¢ekerek in vitro ¢alismalardaki canlilik oranini {izerinde olumsuz etki yaratabilecegini
sonucunu ortaya koymustur (Oyebanji vd. 2009). Sterilizasyon asamasinda etil alkoliin
disinda dezenfektan olarak 8-HQC (8-hydroxy quinnoline citrate) (Singh vd. 2004,
Alizadeh ve Singh 2009), HgCl> (Mhatre vd. 2000, Laslo vd. 2010, Mukherjee vd.
2010, Krizan vd. 2012), NaOCI ve Ca(OCl). (kalsiyum hipoklorit) (Lee ve Wetzstein
1990, Oyebanji vd. 2009) gibi kimyasallar kullanilmaktadir. Bunlarin iginde asmada en
yaygin ve en etkili yiizey dezenfektaninin sodyum hipoklorit tuzu oldugu ifade
edilmistir (Oyebanji vd. 2009).

Etil alkol uygulamas: yapilmaksizin Actijen kimyasalinin dezenfektan olarak
kullanildig1 tez ¢alismasinda Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitleri siirgiin ucu canlilik
orani bulgularina (sirasiyla; %90.00-92.30) benzer bulgular Jaskani vd. (2008), Diab vd.
(2011) ve Abido vd. (2013) tarafindan elde edilmistir. Jaskani vd. (2008), %70’lik etil
alkolde 5 dk bekletilen siirgiin ucu eksplantlarinda en yiiksek canlilik oranini (%96.30)
%10’luk NaOCI dezenfektaninda 15 dk siiresince yapilan uygulamadan elde ettiklerini
bildirmislerdir. Diab vd. (2011), 1 dk etil alkol uygulamasi ardindan %1.5 NaOCI
dezenfektan1 uygulanan siirgiin ucu eksplantindan %90.00’a yakin bir canlilik elde
ettigini vurgulamuistir. Abido vd. (2013)’nin ¢alismasinda ise en yiiksek canliligi
(%80.00) %0.52 dozundaki NaOCI ¢ozeltisinde 15 dk siiresince bekletilmis siirgiin ucu
eksplantindan elde ettigini bildirmistir. Zhang vd. (2007)’nin ¢alismasinda siirgiin ucu
canlilik oraninin (%44.44-75.00) bu tez ¢alismasindaki siirgiin ucu canlilik oranindan
daha diisik oranda oldugu bulunmustur. Cesme suyu ve etil alkol uygulamasi
yapilmayan c¢aligmalarda en yiiksek canliligi (%48) %0.1 HgCl: ¢ozeltisinde 10 dk siire
uygulamasindan (Laslo vd. 2010) ve birka¢ damla %0.01°lik Tween 20 igeren %10’luk
NaOCIl ¢ozeltisinde 15 dk siire ile yapilan sterilizasyondan (Babalik ve Baydar 2008)

elde edildigi rapor edilmistir.

Kolhisin uygulamasinda ise ekplant olarak in vivo kaynakli siirgiin ucu ve tek bogumlu
mikro ¢elik se¢ilmistir. Siirglin ucu eksplant1 i¢in optimize edilen sterilizasyon
protokolii uygulanmistir; fakat tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinda Actijen
dezenfektan1 ile yapilan sterilizasyon yonteminde yiiksek kontaminasyon varligi

saptanmistir. Bu nedenle in vivo’dan alinan tek bogumlu mikro ¢elikler, gesme suyunun
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altinda 2-3 saat durulandiktan sonra yine her iki gesitte siirglin ucu eksplantinda oldugu
gibi etil alkol muamelesi olmadan %20’lik NaOCl’de 15 dk boyunca yapilan
sterilizasyon igleminden en yiiksek canlilik (%86.6) elde edilmistir. Her iki gesitte
siirgiin ucunda Yyapilan sterilizasyon uygulamalar1 ile canlilik orani arasindaki iliski
incelendiginde istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur. Cesitler
degerlendirildiginde benzer ¢alismalarda ki bulgulara paralel bulgulardaki canlilik orani
sonuglar1 ile in vivo kaynakli siirgiin ucu eksplantinin tez ¢alismasi igin etkili bir
baslangi¢ materyali oldugu ortaya konmustur. Tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina
yapilan sterilizasyon uygulamalart ile canlilik orani arasindaki iliski incelendiginde de
istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bir fark bulunmustur. Bu ¢alismada hem siirgiin
ucunda hem de tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinda her iki gesit i¢in de arasinda
canlilik orami agisindan benzer sonuglara ulasilmistir. Fakat eksplantin etkisinin
sterilizasyon asamasinda genotipe bagli olarak degerlendirildigi ¢alismalar da mevcuttur
(Chauvin vd. 2003; Khosravi vd. 2008, De Mello E Silva vd. 2000, Stanys vd. 2006,
Dhooghe vd. 2011).

Tez galismasinda orizalin denemesinde kullanilan koltuk alti meristemi in vivo kaynakli
siirglin ucunun baslangic materyali olarak kullanildigi siirglin kiiltiirii sonucu elde
edilmistir. Orizalin ¢alismasinda kullanilan bir diger eksplant olan kallus ise yine
slirgin ucu baglangi¢ materyalinden elde edilmistir. Kallus gelisimi igin yapilan 6n
denemelerde kallus indiiksiyonu i¢in in vivo kaynakli bogum arasi eksplant en uygun
eksplant segilmistir. Tekstiir agisindan en saglikli kallus 6rnekleri ise 1.0 mg/l BAP +
0.1 mg/l 2,4-D ortamindan elde edilmistir. Bu ortamdaki kalluslar daha saglikli, gevrek,
yesil yapidadir. Arastirmacilar Vitis cinsinin farkli tiir ve gesitlerinde kallus olugturmak
ya da somatik embriyo gelistirmek i¢in yaprak, petiol eksplanti (Martinelli vd. 1993,
Robacker 1993, Keskin ve Kunter 2007, Babalik ve Baydar 2008), olgunlasmamis ¢i¢ek
salkim1 (Petersen vd. 2002, Yang vd. 2006), tam ¢igek, anter ve ovaryum (Gambino vd.
2007), govde (Babalik ve Baydar 2008) ve bogum (Khan vd. 2015) vb. eksplantlarini
kullanmiglardir. Bu tez calismasinda yapilan denemelerde farkli eksplantlar kallus
rejenerasyonu i¢in kullanilmistir. Caligmada yaprak disk eksplantindan elde edilen
kallus rejenerasyon orani bogum arasi eksplantindan elde edilen rejenerasyon oranina

gore daha diisiik kaldig1 belirlenmistir Buna karsin farkli eksplantlar araciligiyla kallus
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gelisimi saglamaya ¢alisan Babalik ve Baydar (2008) ve Passos vd. (1999) en iyi kallus
gelisimin oraninin yaprak diski eksplantindan gergeklestigini bildirmislerdir. Babalik ve
Baydar (2008) en iyi kallus gelisim oranini (%97.56) 1 mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D + 1 g/l
kazein hidrolizat igeren MS ortamindan saglarken; Passos vd. (1999) ise en iyi kallus
gelisim oranmi (%100) 4 mg/l NAA + 0.9 mg/l TDZ igeren MS ortamindan elde

ettiklerini belirtmiglerdir.

Kullanilan antimitotik ajanin bitki hiicrelerine iyi bir sekilde niifuz etmesi i¢in DMSO
(Dimetil siilfoksit) veya NaOH (Sodyum hidroksit) vb. yardimeci kimyasallar
kullanilmaktadir. Ornegin; Kkolhisin ¢ozeltisinin icine %1-2 gibi oranlarda DMSO
eklenmesi kolhisinin etkinligini artirarak hiicreye daha iyi niifuz etmesini saglamaktadir
(Ganga ve Chezhiyan 2002, Yang vd. 2006, Sinski vd. 2014, Eng ve Ho 2019). Yapilan
bir ¢alismada DMSO eklenen besin ortaminda kolhisin uygulamasina tabi tutulan bu
bitkilerde %50’1ik bir kimerizm goriildiigii ve bununla beraber DMSO’nun tetraploid ve
kimerik bitki olusum oranini diisiirdiigii bildirilmistir (Petersen vd. 2002). DMSO’nun
bitki dokularina verdigi zararlar nedeniyle; mutagen olarak kolhisin kullanmak yerine
NaOH veya etanolde (C2HsOH) ¢oziinebilme avantajina sahip olan orizalin (Hamill vd.
1992) mutageni (antimitotik ajan) kullanimi artis gostermistir. Antimitotik ajanlarin
hazirlanmas: ve sterilizasyonu asamalarindaki farkliliklarin bitki canliligi ve ploidi
seviyesini etkiledigi goriilmektedir. Mutagen c¢aligmalarinda kolhisin ¢ozeltisinin
sterilizasyonu incelendiginde soguk filtre sterilizasyonu (Wu ve Mooney 2002, Petersen
vd. 2002, Shao vd. 2003, Yang vd. 2006) seklinde veya kolhisinin besin ortamina
otoklavlanmadan hemen once eklenmesi (Gmitter ve Ling 1991) seklinde yapildigi
gorilmustir. Zhang vd. (2007) c¢alismasinda her iki sterilizasyon metodunu
karsilastirmistir. Kolhisin sterilizasyonlar1 karsilastirildiginda otoklavlanarak sterilize
edilen kolhisinin uygulandigi kallus hiicrelerinin  DNA’sinda daha ¢ok (%59)
farklilasmis DNA igerigine rastlandigi ve daha fazla tetraploid bitki elde edildigi
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda da kolhisin ve orizalinin steril siringa filtreden
gegirilerek soguk sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Ayrica uygulanan bitki dokularinda
emilimini artirmak adina orizalin ¢ozeltisine 1-2 damla NaOH, kolhisin ¢ozeltisine ise

%1 oraninda DMSO eklenmistir.
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In vitroda antimitotik ajanin kati, yari kati ya da sivi besin ortaminda uygulanmasi
(Kermani vd. 2003, Guo vd. 2011, Sinski vd. 2014), uygulama siiresinin uzunlugu
(Ganga ve Chezhiyan 2002, Allum vd. 2007, Escandon vd. 2007, Glowacka vd. 2010,
Chen vd. 2014) ve doz seviyesi (Ganga ve Chezhiyan 2002, Notsuka vd. 2000, Xie v d.

2015) canlilig1 ve ploidi seviyesini degistiren faktorler arasindadir.

Bu tez calismasinda Sultani Cekirdeksiz ve Uslu c¢esitlerinde orizalin uygulamasinda
koltuk altt meristemi ve kallus eksplanti canlilik oranlari degerlendirildiginde; sivi besin
ortami kat1 besin ortamina gore genel olarak daha yiiksek canlilik gdosterdigi
belirlenmistir. Koltuk alti meristeminden elde edilen siirgiin rejenerasyonu
incelendiginde Sultani Cekirdeksiz ¢esidi i¢in 48 saat siire orizalin muamelesi igin
uygun besin ortam tipinin sivi besin ortami oldugu goriilmiistiir. Kat1 besin ortaminda
rejenerasyon oranm daha diisiik kalmis ve ek olarak yiiksek dozdaki orizalin
uygulamasinda hi¢ rejenerasyon saglanamamistir. Uslu ¢esidinde de genele
baktigimizda koltuk altt meristeminde kati ve sivi besin ortamlariin her ikisinde
rejenerasyon neredeyse hi¢ gerceklesememis; fakat kati besin ortaminda 20 uM
orizalinden rejenerasyon kismen de olsa saglanabilmistir. Ozellikle kallus
rejenerasyonuna bakildiginda Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sivi besin ortaminda
rejenerasyon tiim dozlar ve siirelerde %50°nin altinda da olsa goriilmiistiir. Fakat kat1
besin ortaminda 48 saat siire uygulamasinda rejenerasyon elde edilememistir. Uslu
cesidi incelendiginde kallus eksplantinda da koltuk alti meristeminde oldugu gibi
rejenerasyon saglanamamistir. Yalnizca sivi  besin ortaminda 24 saat siire
uygulamalarinda tiim dozlarda %?25’in altinda bir rejenerasyona rastlanmistir. Benzer
sekilde siv1 ve kat1 besin ortaminin karsilagtirildigi bir ¢alismada orizalin Rosa cinsinde
orizalin siirglin ucu eksplantina sivi besin ortaminda 5 ve 15 uM dozunda 14 ve 28 saat,
yari-kat1 besin ortaminda 5 ve 15 uM dozunda 14, 21 ve 28 saat olmak {izere iki farkli
uygulama yapilmistir. Yari-kati besin ortaminda inkiibasyon siirelerine gore sirasiyla
%50.00 (14 saat), %35.00 (21 saat) ve %20.00 (28 saat) canlilik tespit edilmistir. 15 uM
orizalinden ise hi¢ canlilik elde edilemedigi goriilmiistiir. S1v1 besin ortaminda ise 14 ve
28 saat siireleri karsilastirildiginda kati besin ortamina gore daha yliksek canlilik
goriildigi bildirilmistir (Kermani vd. 2003). Xie vd. (2015)’nin siirgiin ucu ve pre-

embriyogenik kallus eksplantina orizalin uygulamas: yaptiklart ¢alismasinda bu
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calismada kullanilan eksplant ve dozlarda oldugu gibi siirgiin ucu eksplantinda 250, 625
ve 1250 uM dozunda kolhisin katt MS besin ortaminda, 5, 15 ve 30 uM dozundaki
orizalin ise sivi besin ortaminda uygulanmistir. Embriyogenik kalluslara yapilan
uygulama bu tez ¢alismasindan farkli olarak petri kabinda orizalin ¢ozeltisi emdirilmis
iki adet filtre kagidinin arasina konulmak suretiyle gergeklestirilmis ve daha sonra
kallus gelisim ortamina aktarilmistir. Kallustan rejenere olup en az iki yaprakli hale
gelen siirgiinlerden flow sitometride ploidi belirlenmesi amaciyla yaprak Ornegi
alimmustir. Canlilik oranlarina baktigimizda en yiiksek canlilik orani (%97.78) sivi besin
ortaminda orizalin uygulanmis siirgiin ucu eksplantinda goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada
orizalinin katt besin ortaminda uygulanmadigi i¢in bu tez c¢alismast ile bir
karsilastirmaya gidilememistir. Kallus eksplantinda ise hem kolhisin hem de orizalinin
en diisiik dozunda esit seviyede canlilik goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda sivi besin
ortaminda koltuk altt meristeminde 30 pM orizalin dozunda rejenerasyon
saglanamazken Xie vd. (2015)’nin bu dozda siirgiin ucu ve kallustan rejenerasyon
sagladig1 gorilmistiir. Bu noktada da eksplant ile doz arasindaki iliski yine 6n plana
cikmaktadir. Nadler vd. (2012)’nin calismasinda sivi ve kati besin ortamlarda
stirgiinlere orizalin uygulamasi yapilmistir. Sivi besin ortaminda yapilan uygulamadan
daha fazla poliploid bitki tiretimi oldugu; kat1 besin ortamindan ise tetraploid bitki
meydana gelmedigi bildirilmistir. Tetraploid bitkiye ulasmak igin en etkili orizalin
uygulamasinin  sivi  besin ortaminin i¢ine orizalin eklenmesi seklinde oldugu
vurgulanmistir. Bu bulgularin tez c¢alismasini dogrular nitelikte oldugu goriilmiistiir.
Zhang vd. (2007)’nin Citrus sinensis tiiriinde yaptiklar1 mutasyon ¢alismasinda eksplant
olarak kallus kullanmislardir. Tlk uygulamada kolhisin kallus eksplantlarma sivi besin
ortamina eklenerek direkt uygulanmistir. Bir diger uygulamada ise kati besin ortaminda
kiiltiire alinan kalluslar 6 giin sonra 0, 2, 4, 6 ve 10 giin siire boyunca kolhisin i¢eren
kat1 besin ortamina alinmistir. Stvi besin ortaminda, kat1 besin ortamina gore daha fazla
kallusun canliligini yitirdigini ve bunun da biiyiik 6lclide orizalin ¢ozeltisinin etil alkol
ile hazirlanmis olmasindan kaynaklandigini bildirmistir. Sivi ve kati besin ortamlarinda
uygulanan kolhisin sonrasi rejenere olan siirgiinlerde esit sayida diploid ve poliploid
bireylerin tespit edildigi ve istatistik anlamda bir fark olmadigina dikkat ¢ekmislerdir.

Mitotik  bir inhibitér olan orizalin, tiibiilline baglanarak ve mikrotiibiil

polimerizasyonunu inhibe ederek hiicre boliinmesi ve uzamasini onlemeye etki eder
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(Morejohn vd. 1987, Hugdahl ve Morejohn 1993). Yapilan caligmalar sonucunda
orizalin mutageni eksplanta uygulandiktan sonra bitki gelisiminde bir gerileme oldugu
ve yeni yaprak ¢ikisinin azaldigi ve bununla beraber uygulama siiresinin de énemli bir
etkisi olmadigr vurgulanmistir. Bu noktada orizalinin eksplantlar tarafindan hizli bir
sekilde emildigi goriisii ileri siirilmektedir (Morejohn vd. 1987, Sinski vd. 2014). Sinski
vd. (2014) tarafindan bildirildigine gore; orizalinin bitkilerde heniiz mekanizmasi
bilinmeyen bir sekilde endoplazmik retikulum ve Golgi aygitinin morfolojisini
etkiledigi goriilmektedir (Langhans vd. 2009). Benzer sekilde kolhisinin de bitki
sistemlerinde pleiotroik etkisi (Luckett 1989, Liu vd. 2009, Sinski vd. 2014) oldugu ve
anafaz safhasinda mitozu yakalayabilen olduk¢a basarili bir antimotitik ajan (Thao vd.
2003) oldugu belirtilmistir. Kolhisinin bitki hiicrelerindeki farklilasma siirecini
degistirip, ig ipliklerini yok ettigi; bu nedenle kolhisin uygulamasinin ardindan
embriyolarin yenilenmesi ve siirgiin tiretimi siirecinde gecikmelerin meydana geldigi
belirtilmektedir (Yang vd. 2006). Farkl tiirlerde orizalin ve kolhisinin karsilagtirildigi
calismalarda, Lilium ve Nerine’de orizalinin hem daha etkili ve hem de daha az
fitotoksik oldugunu ve kolhisine alternatif olabilecegi (Van Tuyl vd. 1992), Rosa
helleborus’da kromozom katlamada kolhisin dozlarinin etkisiz oldugu; orizalinin ise
tetraploidiyi uyardigi (Dhooghe vd. 2009) vurgulanmistir. Carvalho vd. (2005)
calismalarinda Bixa orellana (arnatto) bitkisinin in vitroda yetismis bitkiciklerinin
hipokotil ve kotiledon bogumlarin1i B5 vitaminlerini i¢eren katilastirilmig MS besin
ortaminda 4 farkli dozda kolhisin (0, 25, 250 ve 1250 uM) ve 4 farkli dozda orizalin (0,
5, 15 ve 30 uM) kiiltiire almislardir. Kolhisin ve orizalin iceren ortamlarda 15 giin sonra
yalmizca 25 uM kolhisin dozu uygulamasi yapilan eksplantlarda canlilik goriiliirken,
uygulanan tiim orizalin dozlarinda canlilik Saptandigi bildirilmistir. Petersen vd.
(2002)’nin ¢alismasinda Miscanthus’da farkli eksplant tiplerine kolhisin uygulamasinin
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna etkisi olmadigi; orizalin uygulamasinda ise
eksplant tipi ve orizalin dozuna bagli olarak uygulanan orizalin dozunun kallus
olusumunu azalttig1 ya da hig¢ etkilemedigi sonucuna varmislardir. Uygulanan en uzun
slire (42 saat) ve en yiiksek dozdaki (2504 pM) orizalinin bitkilerin neredeyse tamamin1
oldirdigi  bildirilmistir.  Ayni  ¢alismada orizalin ve kolhisin uygulamalari
karsilastirildiginda her ti¢ eksplantta da orizalin uygulamalarindan sonra 30 pM orizalin

dozunda canlilik gozlenmedigini ve M. sinensis bitkisinin siirgiin uclarina en etkili
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orizalin uygulamasinin 15 pM dozunda sivi orizalin ¢ozeltisinde 96 saat siire boyunca
yapilan muameleden elde ettiklerini bildirmislerdir. Zhang vd. (2007), kolhisinsiz
ortamda 6 giin boyunca bekletildikten sonra kolhisin i¢eren ortama alinan kallus
eksplantlarina farkli siirelerde uygulanan kolhisinin olusturdugu canlilik orani ile
kolhisinsiz ortamda bekletmeden direkt kolhisin uygulanan eksplant canlilik oranlarinin
arasinda istatistik agidan 6nemli bir fark oldugu belirtilmistir. Kalluslara 6 giin sonra
uygulanan kolhisin uygulamasindan gelisen bitkiciklerde direkt yapilan uygulamaya
gore daha fazla DNA igeriginde degisim meydana geldigi ifade edilmistir. Tetraploid
bitki elde edebilmek i¢in en etkili uygulama siiresinin ise 4-6 giin araliginda oldugu ve 1
ve 2 giinliik inkiibasyon siirelerinin tetraploidiyi uyarmada etkili olmadigi ortaya
konmustur. Yapilan tez ¢alismasindan elde edilen bulgular Zhang vd. (2007)’nin
yapmis olduklar1 bu ¢alismay1 desteklemektedir. Uygulama Xie vd. (2015)’in yaptigi
calismada ise orizalin uygulamasindan 4-8 hafta sonra orizalinin eksplantlar iizerindeki
toksik etkisi degerlendirilmis ve bazi eksplantlarda bilesigin toksisitesinden dolay1
nekroz olusumu gozlendigi bildirilmistir. Arastirmacilar eksplant canliligini antimitotik
ajanin dozuna ve uygulama siiresine baglamistir. Calismanin sonucunda ayni uygulama
yapilmis olan ii¢ farkli eksplantta en yiiksek canliligin siirgiin ucu ve daha sonra
sirastyla embriyogenik kallus ve anter eksplantindan elde edildigi bildirilmistir. Bouvier
vd. (2002) seftalide eksplant canliligi i¢in en uygun araligin 200-300 uM orizalin dozu
oldugunu ve Chauvin vd. (2003) ise patateste tepe tomurcuklarinda tetraploid bitki
olusturmak i¢in en etkin uygulamanin 28.8 pM dozundaki orizalin ¢dzeltisinin 24 saat
stire uygulamasindan elde edildigi rapor etmislerdir. Orizalinin kallus canliligi
tizerindeki etkisine bakilan bir caligmada (Nadler vd. 2012) 150 uM dozundaki sivi
orizalin ¢ozeltisinde yapilan uygulama ile 40 giin boyunca 150 uM dozunda orizalin
eklenmis kat1 besin ortaminda yapilan uygulamanin her ikisinin de kallus canliligina
etki etmedigi ve bunun yaninda orizalin uygulanan geng bitkilerde yaprak iiretiminin de
onemli Ol¢tide azaldigimi (p<0.01) ifade etmislerdir. Bu tez galismasinda koltuk alti
meristemi eksplantinda kat1 besin ortaminda orizalin uygulama smir1 (LDso degeri)
Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esitleri i¢cin 48 saat uygulama siiresince sirasiyla 40 ve 30
uM orizalin dozu olarak belirlenmistir. S1tvi besin ortaminda ise her iki ¢esit i¢in 40 uM
orizalin dozunun 48 saat siiresince uygulanmasi uygulama simir olarak belirlenmis ve

yiiksek dozlarin koltuk altt meristemi eksplant1 i¢in uygulanabilir bir doz oldugu tespit
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edilmistir. LDsp degeri agisindan kallus eksplanti degerlendirildiginde; Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinde koltuk alti meristem eksplantinda oldugu gibi sivi besin
ortaminda yine %350’nin altinda seyreden bir canliliga rastlanmamustir. Inkiibasyon
siiresi ele alindiginda 48 saatte Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde (40 uM doz x 48 saat),
Uslu ¢esidine gore orizalinin yiiksek dozlarina daha iyi dayanim gosterdigi sdylenebilir.
Kat1 besin ortaminda ise her iki cesitte de doz x siire kombinasyonuna dayanimin sivi
besin ortamina nazaran azaldigi goriilmiistiir. Sultani Cekirdeksizde LDso degeri 30 uM
doz x 48 saat olarak bulunurken, Uslu ¢esidinde bu deger 40 uM doz X 24 saat
bulunmustur. Bu sonuglardan yola c¢ikarak kati besin ortaminda yapilan orizalin
uygulamasinin eksplant iizerindeki etkinliginin sivi besin ortamindaki etkinliginden
daha yiiksek oldugu seklinde yorumlanabilir. Diger ¢alismalarla karsilastirdigimizda
uygulanan orizalin dozu eksplanta gore farklilik gostermekle birlikte uygulama
dozlarinin diisik olmasina ragmen calistigimiz ¢esitler icin toksik olduklari
goriilmektedir. Bu noktada sivi besin ortaminda yapilan orizalin uygulamasimnin koltuk
alt1 meristemi ve kallus eksplanti i¢in daha yiiksek dozlar denenebilecegi ya da diisiik
dozda daha uzun siirede deneme yapilabilecegi dokulara mutagenin niifuzunun

saglanmasi i¢in etkili olabilecegi soylenebilir.

Kolhisin dozu ve uygulama siiresinin canlilik oranina etkisinin arastirildig1 ¢calismalarda
kolhisin doz araliklarna bakildiginda; Notsuka vd. (2000)’nin 3 farkli diploid kiiltiir
cesidinde %0.2 ve %0.05 dozundaki kolhisini 1, 2, 3 ve 5 saat siiresince uyguladig
goriilmiistiir. Calisma sonucunda 2 giin siire ile %0.2 dozundaki kolhisinden en yiiksek
oranda tetraploid birey elde edildigi bildirilmistir. 5 giin siire ile yapilan kolhisin
uygulamasinin  sonucunda canlilik elde edilememistir. Acanda vd. (2015)’nin
caligmasinda saraplik Mencia tiziim ¢esidinde (V. vinifera) 4 farkli dozdaki kolhisin
(%0, 0.1, 0.2 ve 0.4) 24 saat siiresince siispansiyon kiiltiiriinde embriyogenik hiicre
kiimelerine uygulanmistir. Calismanin sonucunda en etkili kolhisin dozunun Notsuka
vd. (2000)’de oldugu gibi %0.2’lik kolhisin doz uygulamasinda oldugu ve bu dozda
%25 oraninda tetraploid bitkiye ulasildigi belirtilmistir. Ekbi¢ ve Tangolar (2016)’1n
calismasinda Trakya ilkeren ve Flame Seedless gesitlerinde kolhisin uygulamasi in
vivo’'da siirgiin ucu eksplantina 1, 3 ve 5 giin stiresince %0.5, 0.75 ve 1’lik dozdaki

kolhisin ¢ozeltisine batirilmis pamuklara sarilarak yapilmistir. Trakya Ilkeren gesidinde
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%1; Flame Seedless ¢esidinde ise %0.75 ve %1’lik kolhisin dozlarinin siirgiin ucu
eksplanti igin toksisite ve kurumaya neden oldugu bildirilmistir. Her iki cesitte de
stirgiin ucundaki canlilik oranina bakildiginda kontrol grubuna en yakin sonuglar
%0.5’lik kolhisin dozunun 1 ya da 3 giinliik siirelerle uygulanmasindan elde edildigi
belirtilmistir. Sinski vd. (2014)’nin ¢alismasinda canlilik i¢in en iyi doz x siire siirgiin
ucunda 250 pM kolhisin dozunun 48 saat uygulamasindan elde edilmistir. Bu tez
caligmasinda Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esidi i¢in % saat kolhisin uygulamasinda en
yuksek canlilik 500 uM kolhisin dozunda elde edilmistir. Benzer ¢alismalarda oldugu
gibi her iki cesitte 24 saat uygulamasinda 48 saate gore daha yiiksek canlilik
goriilmistiir. Dozlara bakildiginda ise en iyi canlilik 1000 uM orizalin dozunda 24 saat
stiresinde elde edilmistir. Letal dozlarda uygulama smirlart geside gore farklilik
gostermistir. Stirglin ucunda uygulama sinir1 % saat uygulamasinda Sultani Cekirdeksiz
ve Uslu gesitlerinde sirastyla 1500 ve 1750 uM kolhisin dozu olarak bulunmustur. 24-
48 saat inkiibasyon siire uygulamasi degerlendirildiginde; her iki ¢esit igin LDsg degeri
1250 uM doz x 48 saat olarak belirlenmistir. Tek bogumlu mikro ¢elik eksplantina ait
bulgulara bakildiginda; Sultani Cekirdeksiz ve Uslu g¢esidi igin "2 saat kolhisin
uygulamasinda en yiiksek canlilik 250 pM kolhisin dozundan elde edildigi goriilmiistiir.
Her iki gesitte 24 saat uygulamasinda 48 saate gore daha yliksek canlilik goriilmiistiir.
Dozlara bakildiginda ise en iyi canlilik oran1 Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esitlerinde 24
saat siiresinde sirasiyla 1250 ve 1000 puM kolhisin dozunda elde edilmistir. Tek
bogumlu mikro ¢elik eksplantina uygulanan kolhisin mutageninin LDso degerine
bakildiginda yine siirgiin ucunda oldugu gibi ceside gore farklilik gostermistir. Stirgiin
ucunda Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde yapilan %2 saat ve 24-48 saat uygulamalarinda
%50’nin altinda bir canlilik gériilmemistir. Uslu ¢esidinde ise Y4 saat uygulamasi i¢in
uygulama sinir1 2000 pM bulunurken, 24-48 saat siire uygulamast i¢in LDsp degeri 1250
uM doz x 48 saat siire olarak belirlenmistir.

Van Duren vd. (1996)’de muzda siirgiin rejenerasyonu ve gelisimine yiiksek kolhisin
dozlarinin olumsuz etkisi oldugunu bildirmislerdir. Petersen vd. (2002), 60 uM dozda
orizalin uygulamasmin M. Sinensis bitkisinin olgunlasmamis ¢igcek salkimlarinin
rejenerasyonu esnasinda kallus olusumunu 6nledigini rapor etmislerdir. Carvalho vd.

(2005), kolhisin uygulamasinin rejenerasyon esnasinda arnatto bitkisinin kotiledon
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bogumlarindaki ¢imlenmeyi geciktirdigini ve rejenerasyonda hipokotilde kismi ya da
tamamen bozulmalar oldugunu vurgulamislardir. Xie vd. (2015)’nin ¢alismasinda ise
kromozom katlama ¢alismalarinin eksplantlardaki biiyiime ve gelismeyi 6nemli olgiide
geciktirdigini vurgulamistir. Siirgiin uglarinda uygulama sonrasinda ilk rejenerasyon 4
hafta sonra, kontrolde ise 3 hafta iginde gergeklesmistir. Embriyogenik kalluslarda 3-4
hafta daha gecikme olmus, kontrol grubunda ise rejenerasyon yaklasik iki ay sonunda
gerceklesmistir. Anterden embriyogenik kallus tiretiminde ise bu siire 5 aylik bir siirede
gerceklesmistir. Sinski vd. (2014), Crimson Seedless ve BRS Clara ticari sofralik tiziim
cesitlerinde bu tez galismasina benzer sekilde siirgiin ucu eksplantina oncelikle sivi
C2D4B besin ortaminda 5 farkli uygulama siiresinde (0, 12, 24, 36 ve 48 saat) 5 farkli
dozda (0, 20, 100, 250 ve 1250 uM) kolhisin muamelesi yapmislardir. Daha sonra
eksplantlar agarli ortama transfer edilmistir. Uygulama sonrasinda elde edilen siirgiin
ucu rejenerasyonunda cesitler arasinda (sirasiyla; %11.55 ve %9.56) bir farklilik
olmadigini bildirmislerdir. Buna karsin bu tez ¢alismasinda Sultani Cekirdeksiz ve Uslu
cesitlerinde sivi besin ortaminda yapilan kolhisin uygulamasinda rejenerasyon

oranlarinin daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Kolhisin ve orizalin uygulamalarmin bitki rejenerasyonu {izerindeki farkliligin
nedeninin farkli etki mekanizmalariin bir sonucu oldugu bir¢ok ¢alismada bildirilmistir
(Nadler vd. 2012, Sinski vd. 2014). Her iki bilesik ig ipliklerinin olusumuna etki etse
de kolhisin, polimerlesmeyi dnleyen proteinin alt birimine dogrudan baglanir veya daha
yiiksek dozlarda mikrotiibiil depolimerizasyonunu arttirir (Caperta vd. 2006). Orizalin
ise korunmus bir treonin kalintis1 (Thr239) vasitasiyla tiibiiline bir alt iinite baglar ve bu
yolla mikrotiibiil polimerizasyonunu onler (Anthony ve Hussey 1999). Sinski vd.
(2014), in vitro organogenez veya somatik embriyogenez teknikleri ile bitki
rejenerasyonu saglanmasinda antimikrotiibiil bilesiklerin hiicre i¢i katmanlarma daha iyi
sekilde eristigini ve yeni organlart meydana getirmek i¢in farklilasan yetiskin hiicrelerde
gerceklesecek olan mitotik kromozom ayrismasini  durdurdugunu bildirmistir. Bu
nedenle Sinski vd. (2014) calismalarinda kullanmis oldugu siirgiin ucu ve somatik
embriyo eksplantlariin poliploid yapiya donistiiriilmeye uygun eksplantlar oldugunu
vurgulamistir. Somatik embriyogenez teknigi ve siirgiin ucu karsilastirildiginda; siirgiin

ucu meristematik hiicrelerinden meydana gelen organogenezin genotip iizerindeki
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goreceli bagimsizliginin daha kisa siirede ve daha yiiksek oranda rejenerasyon avantaji
sagladigr ortaya konmustur. Martinelli ve Gribaudo (2009)’da asmada somatik
embriyogenezin indiiksiyonu iizerinde genotipin belirleyici bir faktér oldugunu

vurgulamaistir.

Siirgiin ucu ve embriyogenik Kkallusta yapilan uygulamalarda benzer oranlarda
tetraploidiye ulasildigi; siirgiin ucunda yapilan uygulamalarda ise tetraploid bitkiye
ulagsmanin zaman agisindan neredeyse yari yariya daha hizli oldugu vurgulanmistir (Xie
vd. 2015). %4 oraninda Kimerik bitkiye, %0.3 oraninda tetraploid bitkiye rastlanan bir
diger ¢alismada siirgiinler igin en iyi kolhisin dozunun 313 uM oldugu ve 18 ile 42 saat
inkiibasyon siirelerinin gozle goriiliir bir farklilik yaratmadigr belirtilmistir. Calismada
en yiiksek tetraploidi oranit (%59) siirgiin ucuna 313 puM kolhisin dozundan elde
edilirken, en uygun doz x siire interaksiyonu 313 uM dozda 7 giin siire olarak
belirlendigi rapor edilmistir (Petersen vd. 2002). Bu tez ¢alismasida orizalin
uygulamas:t yapilan Uslu ¢esidi eksplantlarindan neredeyse hi¢ rejenerasyon
saglanamamisg, Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde ise rejenerasyon sonrast alt kiiltiirlerde
canliligm siirdiiriilmesi saglanamadigi i¢in ploidi seviyeleri kismen belirlenebilmistir.
Kolhisin uygulamasinda ise rejenere olan saglikli siirgiinlerde flow sitometri analizi ile
ploidi seviyeleri belirlenmistir. Kontrol grubu ile birlikte yapilan tim doz x siire
uygulamalar1 sonrasinda analizi yapilan bitkilerin hepsi (2n=2x) diploid yapida
bulunmustur. Yalnizca DNA igeriklerinde bazi farkliliklar goriilmistiir. Orizalin ve
kolhisinin karsilastirildigi caligmalara baktigimizda; Xie vd. (2015)’nin kolhisin ile
yaptiklar1 ¢alismadaki tetraploid bireye ulasma oraninin (%16), orizalin ile yaptiklar
caligmadaki orana (%11) gore daha fazla oldugu belirtilmistir. Farkl tiirlerde yapilan
calismalarda da benzer sonuglara rastlanmistir (Awoleye vd. 1994, Petersen vd. 2003).
Bu noktada bu g¢aligmada varilan sonug ploidi seviyeleri belirlenememis bile olsa daha
yiiksek rejenerasyon orani ile kolhisinin orizaline gore daha etkin bir antimitotik ajan
oldugu yoniindedir. Sinski vd. (2014)’nin yaptiklar1 ¢alismada ise siirgiin ucu ve pre-
embriyogenik kallus eksplantlarinda orizalin uygulamasi sonrasi kolhisine gore %20’ye
yakin oranda daha fazla tetraploid bitkiye ulagildig: bildirilmistir. Genelde diisiik doz x
kisa uygulama siiresinde daha yiiksek oranda canlilik saglandigini; fakat tetraploid bitki
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olusturma agisindan tam tersi diisiik bir oran sergiledigini ortaya koyan bir¢ok ¢aligma

mevcuttur (Chakraborti vd. 1998, Vainola 2000 ve Zhang vd. 2008).

Petersen vd. (2002)’nin ¢alismalara gore 156 ve 313 uM dozdaki kolhisin ¢ozeltisinde
cesitli siirelerde yapilan uygulamadan 9 veya 12 hafta sonra flow sitometri denemesi
yapilmistir. Ayni1 genotipte 12. haftada ploidi analizi yapilan siirgiinlerde 9. haftada
yapilanlara gore daha yiiksek oranda tetraploid bitki elde edildigi bildirilmistir. Xie vd.
(2015)’nin flow sitometri ¢alismalar1 sonucunda bitkinin ploidi seviyesini gostermek
icin boyanan ¢ekirdeklerin histogramlarinda agiga ¢ikan baskin bir pik ortaya ¢ikmuistir.
(2x) diploid DNA’ya sahip kontrol grubu standart olarak alinmistir. Veriler analiz
edildiginde DNA igerigi bakimindan kolhisinin ve orizalin arasinda istatistik acidan
(p<0.05) bir farklilik bulunmustur. Siirgiin ucu eksplanti igin kolhisin dozlari iginde;
tetraploid bitki elde etmek i¢in en uygun doz X siire uygulamasinin 625 pM doz x 24
saat uygulamasi (%30.34) oldugu bildirilmistir. 48 ve 72 saat uygulama siirelerinde de
tetraploid bitkiye ulagsma sansinin yiiksek oldugu; fakat siirgiin ucu eksplantina zarar
verdigi gorilmistir. 250 uM dozundaki kolhisin uygulamasinda yiiksek Ol¢iide
tetraploid bireye ulagilamamistir. Orizalin uygulamasma bakildiginda ise; en etkili
uygulamanin 24 saat inkiibasyon siiresinde 30 uM dozundaki orizalin oldugu ve bu
kombinasyonda %22.09 oraninda tetraploid bitkiye ulasildigi bildirilmistir. Disiik
dozdaki orizalin uygulamalarinin etkisiz kaldig1 goriilmiistiir. Embriyogenik kalluslarin
tetraploidi tiretimi i¢in iyi bir doku kaynagi oldugunu bildiren Xie vd. (2015) tetraploid
cesit gelistirilmesi igin bu eksplant {izerinde en basarili uygulamalarin 72 saat
stiresindeki 625 puM kolhisin (%35.08) ve 48 saat siiresince 30 uM orizalin (%26.11)

uygulamasindan elde edildigini rapor etmislerdir.

Leal vd. (2006), Vitis vinifera L. ‘Viosinho’ kiiltiir ¢esidinin iki farkli klonunda anter
indiiksiyonu ile gelistirilen somatik embriyodan siirgiin elde etmislerdir. Calismadan
elde edilen siirgiinlerden alinan yaprak Ornekleri ile 9 farkli V.vinifera gesidinin
cekirdek DNA igerikleri ve ploidi seviyeleri karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucunda
cesitler ve uygulama yapilan ‘Viosinho’ kiiltiir gesidi arasinda 6nemli bir farklilik
goriilmedigi rapor edilmis olup, DNA igerik araligi 1.17 pg/2C (Viosinho) ile 1.26
pg/2C (Cabernet Sauvignon) olarak bulunmustur. Bu ¢alismada ortaya konulan ¢ekirdek
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DNA igerik araligt bu tez c¢alismasindaki DNA igerik araligi ile benzerlik

gostermektedir.

Bu c¢alismada Sultani Cekirdeksiz ve Uslu iiziim ¢esitlerinde poliploid bireylere
ulasmak igin in vitro kromozom katlama tekniginin ¢esitlere Ozgii olarak
gelistirilmesine yonelik uygun eksplant, uygulama sekli, uygulanacak antimitotik ajanin
dozu ve siiresinin eksplant canliligina, LDso degerine, siirgiin uzunluklar1 ve
rejenerasyon oranlarina etkisi arastirtlmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda eksplant,
antimitoik ajan, dozu, inkiibasyon siiresi ve uygulama seklinin getirdigi sonuglarin
ceside bagl olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir. Birden ¢ok parametrenin
oldugu bu caligmalarda asil amag¢ canlilik oranini artirmak ve bu yolla poliploidi
olusturmak i¢in gerekli 6rnek potansiyelini artirabilmektir. Tez ¢alismasinda, orizalin ve
kolhisin uygulamasindan elde edilen sonuglar iki alt bolimde maddeler halinde

verilmistir.

Orizalin ¢alismasinda;

¢Orizalin uygulamasi yapildiktan sonra en diisiik canlilik oranlari Sultani Cekirdeksiz
¢esidi i¢in kat1 besin ortaminda 36 saat siire ile 40 uM dozda; Uslu ¢esidinde yine
Kati besin ortaminda 48 saat siire ile 40 pM dozda koltuk alti meristem
eksplantindan elde edilmistir.

eHer iki ¢esit i¢in koltuk alt1 meristemi ve kallus eksplantinda canlilik orani agisindan
kontrol grubuna en yakin sonuglar 20 uM orizalin dozunun hem sivi hem de kati
besin ortaminda 24 saat uygulamasindan elde edilmistir. Daha sonra yapilacak
caligmalarda 20 uM dozdan daha yiiksek dozlar ile uygulama yapilmasi gerektigi
sOylenebilir.

eSultani Cekirdeksiz ¢esidinde koltuk altt meristemi eksplanti igin letal doz
incelendiginde s1v1 ve kat1 besin ortaminda 40 uM orizalin dozunun X 48 saat siire
uygulamasinda; kallus eksplantinda ise sivi ve kati besin ortamlarinda sirasiyla 30
ve 40 puM orizalin dozunda 48 saat siire uygulamasi LDso degeri olarak

belirlenmistir. Uslu ¢esidi incelendiginde; koltuk alti meristemi eksplantinda yapilan
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tim orizalin muameleleri i¢inde 30 ve 40 puM orizalin dozunda 48 saat siire
uygulamasinin disinda canlilik oraninin %50°nin altina diismedigi goézlenmistir.

eHer iki ¢esitte kKat1 ve s1vi besin ortamlarinda hem kallus hemde koltuk alt1 meristemi
eksplantt i¢cin 20 pM orizalin doz uygulamasindan en yiiksek rejenerasyon
saglanmistir. Koltuk altt meristemi eksplantinda her iki ¢esitte de en fazla
rejenerasyon saglanabilmesi igin en uygun ortam 24 saattir. Kallus eksplantindan
rejenerasyonda Sultani Cekirdeksiz ¢esidinin daha uzun siiredeki orizalin dozunu
tolere edebildigi soylenebilir.

eHer iki ¢esitten in vitro siirgiin ¢ogaltimindan sonra 3-4 yaprakli hale gelmis
stirgiinlerden alinan yaprak orneklerinin flow sitometri analizleri sonucunda
yalnizca bir 6rnekte (2.32 pg) diger 6rneklerden daha yiiksek sayida gekirdek DNA
icerigine rastlanmig, bunun da miksoploid yapida olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
ornek disinda orizalin uygulanmig in vitro siirgiinlerden alinan tiim orneklerde
yapilan ¢ekirdek DNA analizi sonucunda diploid yapimin devam ettigi
belirlenmistir.

eSultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esidinde mutagen galismalarinda orizalin uygulamasi igin
en uygun eksplantin koltuk alti meristemi oldugu séylenebilir. Kallus eksplantinin
mutasyon olusturma frekansinin daha yiiksek olmasina ragmen her iki ¢esit i¢in hem
canlilik hem de rejenerasyon acisindan diisiik oranlara sahip olmasi mutagen
caligmalarinin siirdiiriilebilirligini olumsuz yonde etkiledigi sonucuna varilmistir.

eCanlilik ve rejenerasyon oraninin diismesi istenmeyen bir durum olmakla birlikte
uygulanan mutagenin etki ettigini de gbz oniine sermektedir. S1v1 besin ortami daha
yiiksek canlilik sergilese de kati besin ortamindaki eksplantlara mutagenin daha iyi
niifuz ettigi sOylenebilir.

¢QOrizalin mutageninin uygulandigi eksplantlarin tiimiinde yapilan flow sitometri analizi
bulgularina gore diploid yapinin devam ettigi belirlenmistir. Yapilan uygulamalar
sonucunda orizalin mutageni i¢in en uygun eksplantin iyi bir meristem dokuya sahip
olan, mutagenden en iyi oranda etkilenen ve kismen de olsa DNA igeriginde bir
degisim ger¢eklesen koltuk alti meristemi eksplanti oldugu sonucuna varilmistir.

eDaha sonra yapilacak ¢alismalarda in vitro orizalin mutageni uygulanmasi esnasinda
mutagenin etkinligini artirmak i¢in eklenen DMSO seviyesinin diisiiriilmesi ya da

DMSO eklenmemesi gerekliligi onerilebilir.
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Kolhisin ¢alismasinda;

eKolhisin uygulamasi yapildiktan sonra tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinda en diisiik
canlilik orani her iki ¢esitte ¥ saat yapilan uygulama sonucunda 2000 uM kolhisin
dozundan elde edilirken; 24-48 siire uygulamasinda yine en yiiksek doz ve en
yuksek siirede (1500 uM/ 48 saat) elde edilmistir.

eHer iki ¢esit i¢in de koltuk alti meristemi ve siirgiin ucu eksplantlarinda canlilik orani
acisindan kontrol grubuna en yakin sonuglar Y2 saat uygulamasi i¢in en disiik
dozdaki kolhisin uygulamalarindan elde edildigi tespit edilmistir. 24-48 saat
uygulamasinda; genel olarak en diisilk doz ve siireden kontrol grubuna en yakin
sonuclara ulasilmistir.

eSultani Cekirdeksiz ¢esidinde tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinda her iki siire
uygulamasinda canlilik oranin %50’nin altina diismedigi gozlenmistir. Letal doz
incelendiginde siirgiin ucu eksplantinda 1250 pM kolhisin dozunun yalnizca 48 saat
stire uygulamasi LDso degeri olarak saptanmugtir.

eSultani Cekirdeksiz ¢esidinde tek bogumlu mikrogelik daha biiyiik bir eksplant
olmasindan kaynakli olarak mutagenden etkilenme olasilig1 diistiigli icin mutagen
uygulamasi igin siirgiin ucunun tercih edilmesi onerilebilir.

eUslu ¢esidinde ’% saat uygulamasinda her iki eksplanta 1750 ve 2000 uM kolhisin dozu
LD50 degeri olarak belirlenmistir. 24-48 saat slire uygulamasimin LD50
degerlerinde ise tek bogumlu mikro ¢elik eksplantinin Siirgiin ucuna gére daha uzun
stireli kolhisin uygulamasina daha dayanikli oldugu belirlenmistir. Daha sonraki
calismalarda tek bogumlu mikro c¢elik ve siirglin ucu eksplantlar1 i¢in 48 saat
inkiibasyon siiresinde 1250 uM kolhisin dozundan daha yiiksek bir doz kullaniminin
canlilik agisindan dezavantajli olacagi soylenebilir. Daha diisiik dozdaki kolhisin
mutageninin 48 saatten daha uzun inkiibasyon siiresinde uygulanmasi dnerilebilir.

eRejenerasyon oranmi ve siirgiin uzunlugu eksplanttan ziyade c¢eside gore farklilik
gostermistir. Sultani ¢esidi her iki eksplanti i¢in en diisiik dozda en 1yi rejenerasyon
saglanmistir. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde Uslu gesidine gore daha yiiksek dozdaki
kolhisin uygulamasindan rejenerasyon saglanmis olsa bile Sultani Cekirdeksiz
cesidi Uslu ¢esidine gore genel olarak oransal olarak daha iyi rejenerasyon

gostermistir.
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eHer iki cesitten in vitro siirgin ¢ogaltimindan sonra 3-4 yaprakli hale gelmis
stirgiinlerden alinan yaprak 6rneklerinin flow sitometri analizleri sonucunda kolhisin
uygulanmis in vitro siirgiinlerden alinan tim orneklerde yapilan c¢ekirdek DNA

analizi sonucunda diploid yapinin devam ettigi belirlenmistir.
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Sekil 2. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde kati besin ortaminda farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan
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Sekil 3. Uslu gesidinde sivi besin ortaminda farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan orizalin
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Sekil 9. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sivi besin ortaminda farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan
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Sekil 11. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde sivi besin ortaminda farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan
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Sekil 12. Uslu cesidinde sivi besin ortaminda farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan kolhisin
muamelesinin siirgiin ucu eksplantindan geligen siirgiinlerdeki canlilik orani regresyon iliski grafigi
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Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinin kallus eksplantindan geligen siirgiinlerde rejenerasyon oranina etkisi
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Sekil 9. 4 saat uygulama siiresinde kolhisin dozunun gesitlere gore tek bogumlu mikro ¢elik eksplanti
canlilik orani iizerine etkisi
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Sekil 10. Farkli siire ve dozda kolhisin uygulamasinin ¢esitlere gore tek bogumlu mikro ¢elik eksplanti
canlilik orani iizerine etkisi
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Sekil 11. % saat uygulama siiresinde kolhisin dozunun ¢esitlere gore siirgiin ucu eksplanti canlilik orani
iizerine etkisi
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Sekil 12. Farkli siire ve dozda kolhisin uygulamasmin gesitlere gore siirgiin ucu eksplanti canlilik orani
iizerine etkisi
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Sekil 13. ' saat uygulama siiresinde kolhisin dozunun cesitlere gore tek bogumlu mikro gelik
rejenerasyon orant iizerine etkisi
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Sekil 14. Farkli siire ve dozda kolhisin uygulamasinin gesitlere gére tek bogumlu mikro gelik
rejenerasyon orant iizerine etkisi
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Sekil 15. % saat siirede uygulanan kolhisin dozlarinin Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esidi tek bogumlu
mikro ¢elik eksplantindan geligen siirgiin uzunluguna etkisi
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Sekil 16. Farkli kolhisin dozu ve uygulama siirelerinin Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesidi tek bogumlu
mikro ¢elik eksplantindan geligen siirgiin uzunluguna etkisi
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Sekil 18. Farkli siire ve dozda kolhisin uygulamasimin gesitlere gore siirgiin ucu rejenerasyon orant

tizerine etkisi
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Sekil 19. % saat siirede uygulanan kolhisin dozlarmin Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esidi siirgiin ucu
eksplantindan gelisen siirgiin uzunluguna etkisi
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Sekil 20. Kolhisin dozu ve uygulama siirelerinin Sultani Cekirdeksiz ve Uslu ¢esidi siirgin ucu
eksplantindan gelisen siirgiin uzunluguna etkisi
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