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OZET

PATLICANDA TURLERARASI MELEZLEME (Solanum melongena L. X
Solanum torvum Sw.) ENGELININ ASILMASI UZERINE ARASTIRMALAR

Arastirmanin amaci, uzun vadede S. melongena ile S. torvum arasinda bulunan
melezleme engelini asmak i¢in verimli interspesifik genotipleri {iretmektir.
Calismalarda patlicanda tiirleraras1 iki melez (Faselis F1 x S. torvum) genotip (diploid
Aii2/1-6 ve tetraploid U4/IV-1-4), 1 tetraploid genotip (Kol53), Faselis F1, Karnaz F1 ve
S. torvum kullanilmistir. Calismada, kolhisinin 2,5 ve 3,75 mM konsantrasyonlar1 8, 16
ve 32 saat siireyle ve orizalinin ise 28,8 ve 43,2 uM konsantrasyonlar1 12, 24 ve 36 saat
stireyle in vitro kosullarda siirgiin ucu ve tomurcuklarma uygulanmistir. Uygulamalar
0,5 mg/l BA ve 10 g/l sakkaroz bulunan sivi ve katt MS ortamlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayrica, 10 uM BA ve 1 uM IAA igeren kati MS rejenerasyon
ortaminda 5 ve 7 giin bekletilen yaprak eksplantlarina, ayni ortamda yukarida belirtilen
stirelerde kolhisin ve orizalin dozlar1 uygulanmistir.

Karnaz F1 ¢esidinin siirgiin ucu ve tomurcuklarina sivi ortamda 43,2 uM orizalin
konsantrasyonun 12 saat uygulamasiyla daha fazla sayida tetraploid bitki olusumu
gerceklesmistir. Ayni ¢esidin yaprak eksplantlarina rejenerasyon ortaminda 3,75 mM
kolhisin dozunun uygulamasi sonucu daha yiiksek tetraploid bitki olusumu (1,56
adet/eksplant) saglanmistir. Bu ¢esidin yaprak eksplantlarina rejenerasyon ortaminda
uygulanan orizalin denemesinde ise en yiiksek tetraploid bitki orani, yaprak eksplantlar
7 glin rejenerasyon ortaminda bekletildikten sonra 43,2 uM orizalin konsantrasyonunun
24 saat uygulamasindan elde edilmistir. Sivi ortamda siirgiin ucu ve tomurcuklara
orizalin uygulamasindan iiretilen tetraploid bitkilerin ¢i¢ek tozu canlilig1 ve ¢imlenme
orani, sirastyla % 76,80 ve % 22,50 olarak belirlenmistir. Rejenerasyon ortaminda
kolhisin ve orizalin uygulamasindan elde edilen tetraploid bitkilerde ise ¢igek tozu
canlilik oranlar1 % 82,52 ve % 83,81 (sirastyla) ve ¢igek tozu ¢imlenme ylizdeleri ise %
15,80 ve 18,67 (sirastyla) olarak gergeklesmistir.

Faselis F1 ¢esidinin siirgiin ucu ve tomurcuklarma, 28,8 puM orizalin
konsantrasyonunun sivi ortamda 24 saat siireyle uygulanmasi sonucu tetraploid bitki
uretilmistir. Aym1 c¢esidin 7 glin rejenerasyon ortaminda bekletilen yaprak
eksplantlarinin 2,5 mM kolhisin konsantrasyonunda 8 ve 32 saat bekletilmesinden
tetraploid bitki elde edilmistir. Orizalin ¢alisgmasinda ise eksplantlarin 5 giin
rejenerasyon ortaminda inkiibe edilmesi sonucu en yiiksek tetraploid bitki iiretilmistir.
Rejenerasyon ¢alismasinda kolhisin ve orizalin uygulamalar1 sonucu {iretilen tetraploid
bitkilerde gigek tozu canlilik oranlart % 86,41 ve % 95,68 (sirasiyla) ve gigek tozu
¢imlenme yiizdeleri ise % 26,54 ve % 28,47 (sirasiyla) olarak belirlenmistir.

Interspesifik Aii2/I-6 genotipinde siirgiin ucu ve tomurcuklarmin 3,75 mM
kolhisin igeren sivi ortamda 32 saat bekletilmesi sonucunda ve orizalinin kat1 ortam
tizerinde 28,8 pM konsantrasyonunda 36 saat siireyle s6z konusu eksplantlara
uygulanmasi sonucu tetraploid bitki elde edilmistir.

2016, 111 sayfa
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ABSTRACT

RESEARCH on OVERCOMING THE INTERSPECIFIC HYBRIDIZATION
(Solanum melongena L. x Solanum torvum Sw.) BARRIER in EGGPLANT

The aim of the study is to produce fertile interspecific hybrid genotypes in order
to overcome the hybridization barrier between S. melongena and S. torvum, in the long
term. In the research, two interspecific hybrid (Faselis F1 x S. torvum) genotypes
(diploid Aii2/1-6 and tetraploid U4/IV-1-4), 1 tetraploid genotype (Kol53), Faselis F1,
Karnaz F1 and S. torvum were used. 2.5 or 3.75 mM concentrations of colchicine for 8,
16 or 32 hours; 28.8 or 43.2 uM concentrations of oryzalin for 12, 24 or 36 hours were
applied using the shoot tips and stem buds in in vitro culture. The applications were
performed using liquid or solidifed MS media with 0.5 mg/l BA and 10 g/l sucrose.
Also leaf explants which have been incubated on the solidifed regeneration medium
(MS with 10 uM BA and 1 uM IAA) for 5 or 7 days were cultured on the same medium
after applying the colchicine and oryzalin concentrations for the periods mentioned
above.

More tetraploid plants were obtained by applying 43.2 uM oryzalin to the shoot
tips and stem buds of Karnaz F1 cultivar in liquid medium for 12 hours. In the same
cultivar, higher tetraploid plant formation (1.56 plant/explant) was achieved by applying
3.75 mM colchicine to the leaf explants in the regeneration medium. The highest
tetraploid plant rate were obtained by applying 24 hours of 43.2 uM oryzalin to the
leaf explants after incubation on the regeneration medium for 7 days. Pollen viability
and germination rate of the tetraploid plants that have been produced by oryzalin
applications to the shoot tip and stem buds in liquid medium were 76.80% and 22.50%,
respectively. Whereas pollen viability rates of the tetraploid plants that have been
obtained by application of colchicine and oryzalin in the regeneration medium were
82.52% and 83.81% (respectively) and germination rates were 15.80% and 18.67%
(respectively).

In Faselis F1 cultivar, tetraploid plants was produced when the soot tips and stem
buds of the cultivar were expose to the 28.8 uM oryzalin in liquid medium for 24 hours.
Tetraploid plants were obtained by applying 2.5 mM colchicine to the leaf explants of
this cultivar, for 8 or 32 hours after incubation on regeneration medium for 7 days. In
oryzalin treatments, after incubation of the explants in the regeneration medium for 5
days, the highest tetraploid plants were produced. Pollen viability ratios of the tetraploid
plants that have been obtained from applications of colchicine and oryzalin in
regeneration medium were 86.41% and 95.68% (respectively) and germination rates
were 26.54% and 28.47% (respectively).

Four plants were produced by applying 28.8 uM oryzalin to the shoot tips and
stem buds of the interspecific genotype Awi2/I-6, for 36 hours on solidified medium,
whereas 2 plants were obtained by application of 3.75 mM colchicine to the same
explants of this interspesific genotype for 32 hours in liquid medium.

2016, 111 pages
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1. GIRIS

Patlican (Solanum melongena L.), Diinya’nin tropikal ve iliman bolgelerinde
(Asya ve Afrika gibi) ekonomik agidan 6nemli bir sebze tiiriidiir (Collonnier ve ark.,
2001b; Kasyhap ve ark., 2003). Patlicanin genom biiyiikliigii yaklasik olarak 956 Mbg
(Bennett ve Leitch, 2010; Frary ve Doganlar, 2013) ve kromozom sayis1 ise 2n=2Xx=24
olup diploid bir bitkidir (Frary ve Doganlar, 2013). Anavatan1 Hindistan olan patlican,
antikcag (Hindistan) ve ortacag (Arap Cografyas1 ve Avrupa) medeniyetlerinde
afrodizyak 6zellikleri ve farkli kullanim alanlar1 géz 6niine alindiginda gida, ilag ve siis
bitkisi olarak kullanilan bir sebzedir (Daunay, 2008). S. melongena, Solanacaea
familyasi icerisinde Solanae oymaginin bir iiyesidir. Bu oymak ayni zamanda patates
(S. tuberosum), domates (S. lycopersicum) ve biber (Capsicum sp.) gibi Yeni Diinya
tirlerini de icermektedir. Solanum cinsi, Solanaceae familyasi igerisinde en biiyiik
cinstir. Solanum cinsine ait yaklasik olarak 1400 tiir bulundugu bildirilmektedir
(Daunay, 2008; Bohs, 2005’den). Patlican, daha sonra Solanum cinsinde yer alan
Leptostemonum alt cinsinde bulunan “dikenli solanumlar”in bir tirii olarak
simiflandirilmistir. Bu alt cinste, yaprak ve govdelerinde diken bulunan Yeni ve Eski
Diinya’nin yaklasik 350-450 tiirii bulundugu bildirilmistir (Levin ve ark., 2006; Frary ve
Doganlar, 2013). Genelde patlicanlar olarak anilan, S. macrocarpon ve S. aethiopicum
da bu grup igerisinde yer almaktadir. Her iki tiir Afrika’da meyve ve yapraklar igin
yetistirilmektedir. Leptostemonum alt cinsinde ve ozellikle patlican ile akrabalar
arasindaki taksonomik iligkiler oldukca karmasik olup; genis morfolojik cesitlilik ve
tiirleraras1 melezlenebilirlik, evrimsel iliskinin ve tiirleraras1 sinirin agik bir sekilde
belirlenememesine neden olmaktadir. Bununla birlikte, Eski Diinya tiirleri, bu alt cinsin
molekiiler filogenisinde giivenilir sekilde bir grup olusturmaktadir (Levin ve ark., 2006;
Frary ve Doganlar, 2013). S. incanum tiirlerinin yabani ve c¢ali formlari, S.
melongena’dan farkli bir kiime olusturmustur. S. aethiopicum ve S. macrocarpon
tirleri, incanum-melongena kompleksinin disinda kalmistir (Weese ve Bohs, 2010;
Frary ve Doganlar, 2013).

Uretim agisindan bakildiginda diinyanin bircok yerinde Kiiltiir patlicanlariin yani
sira yabani patlican ¢esitleri de olduk¢a fazla iiretim alanina sahiptir (Singh ve ark.,
2006; Baysal ve ark., 2010). Diinya’da 2009-2013 yillar1 ortalamalar1 dikkate

alindiginda {iretim siralamasi bakimindan Cin (27,5 milyon ton), Hindistan (11,78



milyon ton), Misir (1,21 milyon ton) ve Iran (1,13 milyon ton)’dan sonra Tiirkiye (822
bin ton) en ¢ok patlican iireten 5. iilke konumundadir. Yillara gore iiretim miktarlar

Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1. 1. Diinya patlican iiretiminde énemli {ilkeler ve iiretim degerleri (FAO, 2016)

. . Yillik Uretim (ton) O_(tala}ma
Ulke/Diinya 2009 2010 2011 2012 2013 U(‘;gt;;“

Cin 25.912.426 26.765.666 27.723.383 28.825.265 28.455.760 27.536.500
Hindistan ~ 10.377.600 10.563.000 11.896.000 12.634.000 13.444.000 11.782.920

Misir 1.290.190 1.229.792 1.166.430 1.193.854 1.194.115 1.214.876

fran 862.159 935.819 1.215.025 1.300.000 1.354.185  1.133.438
Tiirkiye 816. 134 846. 998 821. 770 799.285 826.941 822.226

Diinya 43.169.784 44.282.875 45.625.285 47.643.440 49.339.734 46.012.224

Tiirkiye’de 2015 yili verilerine gore 29.552.290 ton sebze iiretimi yapilmaktadir.
Uretim paylar1 gz éniine alindiginda domates (12.615.000 ton) 1. sirada yer alirken,
karpuz (3.918.558 ton), biber (2.307.456 ton), kuru sogan (1.879.189 ton), hiyar
(1.822.636 ton) ve kavunun (1.719.620 ton) ardindan patlican (805.259 ton) 7. sirada
yer almaktadir (TUIK, 2016).

Patlican, besin igerigi bakimindan 6nemli bir sebze olup her tiirlii yemegi kolayca
pisirilen, garnitiir ve salata olarak da degerlendirilen bir sebzedir. Bununla beraber
patlicanin regeli ve tursusu da yapilmaktadir. Geleneksel tipta patlican, seker hastaligi,
artrit, astim ve bronsit gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Magioli ve
Mansur, 2004). Yapilan c¢alismalarda patlican ekstraktinin kan ve karacigerdeki
kolesterol miktarini diigiirdiigi gorilmiistiir (Khan 1979; Jorge ve ark. 1998; Silva ve
ark. 1999). Patlicanda bulunan antosiyanin pigmentinin énemli bir bileseni olan nasunin
maddesinin lipid peroksidasyonunu engelledigi gosterilmistir (Igarashi ve ark., 1993).
Nasunin hiicre duvarinin korunmasinda rol alirken, hayvanlar {izerinde yapilan
caligmalarda nasunin serbest radikallerin beyin hiicre duvarlarindan hiicreye girmesini
engelledigi bildirilmektedir. Nasunin ayrica viicutta fazla miktarda bulunan demiri selat
formunda baglayarak kanda oksijen taginmasini kolaylastirir (Noda ve ark., 1998;

2000). Patlican meyvesinden ekstrakte edilen fiofitin (pheophytin) bilesiginin pek ¢ok



kimyasal mutajene karsi, anti-mutajen 6zelligi gosterdigi bildirilmektedir (Yoshikawa
ve ark. 1996a; 1996b).

Patlican cicekleri erselik yapida olup, ¢igekte 5 adet ¢anak yaprak, 5 adet tag
yaprak ve 5 adet erkek organ bulunmaktadir. Genellikle kendine déllenme gosteren bir
bitkidir. Ancak heterositiliden dolay1 ve bocekler araciligiyla gergeklesen tozlanmadan
dolayr dogal yollarla yabanci dollenme gergeklesmektedir (Frary ve Doganlar, 2013).
Canak yapraklar oldukga iri yapida yesil veya mor renkli {istii tiiylii veya dikenlidir. Bu
yapraklar ileri devrede dokiilmemekte ve biiylimeye devam etmektedir. Sayilar1 bazen
6-8 kadardir. Tag¢ yapraklarin rengi acik mavi, mavi veya ac¢ik mor tonlarina
rastlanmaktadir. Ta¢ yapraklarin sayisi bazen 6-8’e¢ kadar c¢ikabilmektedir. Cigekler
yaprak koltuklarinda meydana gelir. Baz1 ¢esitlerde 2-3 bogumda bir, bazilarinda her
bogumda genelde bir adettir. Erkek organlari sar1 renkli ve bitisik durumdadir. Disi
organ, erkek organlarca cevrilidir. Erkek organlarin déllenme bakimindan en uygun
zamant, ¢iceklerin tam agildigi zamandir (Giinay, 2005).

Patlicanda ¢igeklenme ve meyve tutumu, verimi etkileyen onemli faktorlerdendir.
Genotip ve cevresel faktorler ¢igeklenme siirecini ve ¢icek morfolojisini etkiler. Patlican
kendine dollenebilen bir tiir olmasi sebebiyle agikta yetistiricilikte tozlanmaya ihtiyag
duyulmamaktadir. Bununla birlikte kismen kendine uyusmazlik gdstermesi nedeniyle
meyve tutumu igin yabanci déllenme olmasi gerekir (Amoako ve Yeboah-Gyan, 1991;
Sekara ve Bieniasz, 2008). Patlican, kendine d6llenen bir bitki olarak kabul edilmesine
ragmen, sicak ve nemli bir ortamda yabanci doéllenme oranm1 % 20’ye kadar
ulasmaktadir, bunun nedeninin ise heterostiliden kaynaklandig1 bildirilmektedir
(Swarup, 1995; Sekara ve Bieniasz, 2008). Ancak 50 m ve daha yakin mesafeler i¢in
patlicanda yabanci dollenme oraninin % 0-46 arasinda oldugu tespit edilmistir (Sekara
ve Bieniasz, 2008; Quagliotti 1979’den). Anthesis (¢gigegin tam olarak agilmasi) ve
polen salinimi sabahlar1 gerceklesir, ancak bunlar sicaklik, nem ve giin 1s18indan
etkilenmektedir (Chen, 2001; Sekara ve Bieniasz, 2008).

Son 30 yilda patlican {izerinde yapilan ¢alismalarda 6nemli gelismeler olmasina
ragmen, bu tiirin gen kaynagiyla ilgili bilgiler birgok sebepten dolayr heniiz
tamamlanamamistir. Bu faktorlerden en Onemlisi, Solanum cinsinin Solanaceae
familyas: igerisinde en biiyiik cinse sahip olmasidir. Ikinci faktdr ise, patlican tiirlerinin

gen havuzlarinda  bulunan  ¢esitliliginin  yeteri  kadar  bilinememesinden
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kaynaklanmaktadir. Bu da konuyla ilgili tiirlerarasi melezleme ¢alismalarini olumsuz
etkilemektedir. Ancak S. melongena ile diger Solanum tiirleri arasinda yapilan
caligmalarda birbiriyle melezlenebilen bir¢ok tiir belirlenmistir ve tiirlerarasi yapilan
melezlemeler sonucu tretilen hibrit bitkilerin bir kisminin verimli oldugu, canli tohum
tirettigi ve meyve tutumunun gerceklestigi tespit edilmistir. Ancak bir kisminda da
kisirlik, 6li tohum, meyve tutumunun gerceklesmemesi gibi durumlarla karsi karsiya
kalinmaktadir. S. melongena’nin S. sisymbriifolium Lam. ile melezlenmesi sonucunda
olusan hibrit tohumlarin 6ldiigii; S. incanum grup A (S. campylacanthum Hocst. Ex A.
Rich) ile melezlendiginde tohumlarda ¢imlenme gergeklestigi; S. incanum grup B (S.
delagoense Dunal), S. incanum grup C (S. incanum L. sensu stricto), S. incanum grup D
(S. lichtensteinii Willd.) ile melezlendiginde ise hibritlerin verimli oldugu bildirilmistir.
Patlican ile S. macrocarpon L., S. aethiopicum L. ve S. marginatum L. fil.’in
melezlemesinde hibritlerin kismen verimli oldugu rapor edilmistir. S. torvum Sw. ile
melezlenmesi sonucunda ise hibritlerin kisir oldugu saptanmistir. Ayrica elde edilen bu
hibrit bitkilere kolhisin uygulamasiyla olusan tetraploid bitkilerin de kisir oldugu tespit
edilmistir. Patlicanda genetik varyasyonunun fazla olmasi, gelecekte yapilacak olan
molekiiler diizeydeki ¢alismalar i¢in umut vaad etmektedir. Nitekim bu alanda calisan
aragtiricilarin  tiirlerarast1  melezleme ve yabani tiirlerde molekiiler genetik
karakterizasyon calismalar1 tlizerine yogunlasacaklari oOngoriilmektedir. Tiirlerarasi
somatik hibridizasyon ¢alismalarinda ¢ok az tiirle [(S. sisymbriifolium, S. torvum, S.
khasianum (S. viarum) ve S. aethiopicum)] melezlenebilme agisindan basar1 saglandigi
tespit edilmistir. Ancak simdiye kadar somatik hibritlerden elde edilen dollerde ise
basar1 saglanamamistir (Daunay, 2008).

Kiltir patlican1 6zellikle bakteriyel hastaliklar, Fusarium ve Verticillium
solgunluklari, nematod ve baz1 bocekler olmak iizere bircok hastalik ve zararliya karsi
duyarhdir (Collonnier ve ark., 2001b; Kashyap ve ark., 2003; Ciirtik, 2012; Ciiriik ve
ark., 2014a). Toprak kokenli Fusarium, Verticillium ve Meloidogyne spp. gibi
patojenlerin patlicanda Onemli sayilabilecek {iriin kayiplarina neden olabilecegi,
Verticillium ile bulasik topraklarda bu kaybin % 78 dolayinda oldugu bildirilmektedir
(Bletsos ve ark., 2003). Kok-ur nematodlariin da diinya genelinde sebzelerde ¢ok
onemli verim kayiplarina neden olduklar1 ve bu kayiplarin domateslerde % 42-54,

patlicanlarda % 30-60 oranlarinda oldugu tespit edilmistir (Netscher ve Sikora, 1990).



Yabani patlicanin (Solanum torvum Sw. (Turkeyberry: Hindi iiziimii)) ise Verticillium
ve bazi bakteriyel solgunluklara, kok-ur nematodu ve bazi mikoplasmalara karsi
dayanikli oldugu bildirilmektedir (Collonnier ve ark., 2001b; Kashyap ve ark., 2003;
Ciriik, 2012; Ciurtk ve ark., 2014a). Yabani patlicanda bulunan bu 6zelliklerin kiiltiir
patlicanina aktarilmast amaciyla melezleme ve somatik hibridizasyon yontemleri
kullanilarak ¢esitli calismalar yapilmistir. Ancak, bu iki tiirtin belirtilen yontemlerle
melezlenmesi sonucu olusan interspesifik melezlerin genelde kisir olmasi sebebiyle su
ana kadar yapilan galismalardan olumlu sonu¢ alinamamistir. Bu iki tiir arasinda
bulunan melezleme engelinin (interspesifik hibritin kisirliginin) asilmasi amaciyla
cesitli galigmalar yapilmis ve ¢ok az ilerleme kaydedilmistir, ancak su ana kadar basarili
sonuglar rapor edilememistir (Ciiriik, 2012; Ciiriik ve ark., 2014a).

Bitkilerde tetraploid gibi ploidi seviyelerinin degistirilmesi, 6zellikle siis bitkisi ve
yapragi yenen sebze tiirlerinde 6nemli bir 1slah yontemidir (Petersen ve ark., 2003;
Ozalp ve Ergéniil, 2014). Tetraploid bitkilerin hiicre yapilar1 diploid bitkilere gére daha
biiytiktiir. Bu nedenle tetraploid bitkilerin bazi vejetatif (gévde uzunlugu, yaprak eni ve
boyu, yaprak sayisi) ve ¢icek Ozelligi (gicek sayisi, stigma uzunlugu, yumurtalik
biiyiikliigii) diploid bitkilere gore oldukga farkli oldugu bildirilmistir (Vainola ve ark.,
2000; EI-Morsy ve ark., 2009; Ozalp ve Ergéniil, 2014).

Doku kiiltiirii, pek ¢ok konuda oldugu gibi poliploid bitkilerin elde edilmesinde de
1slahgilara kolaylik saglamaktadir. Besin ortamina ilave edilen kromozom katlamada
kullanilan kimyasal maddeler yardimiyla in vitro kosullarda poliploid bitkiler elde
edilebilmektedir. In vitro kosullarda poliploid bitkilerin elde edilmesi igin
kullanilabilecek en pratik yontemlerden birisi, besin ortami igerisine kolhisin
(Griesbach, 1990; Rose ve Tobutt, 2000; Vainola ve Repo, 2000; Ozalp ve Ergéniil,
2014) veya orizalin gibi farkl kimyasallarin ilave edilmesi ve eksplantlarin bir siire igin
bu ortamda gelistirilmesidir.

Kolhisin giiz ¢igdeminin (Colchicum automnale L.) koklerinden elde edilen
alkoloid yapisinda kuvvetli bir zehir olup; renksiz, alkol, kloroform ve soguk suda
eriyen; sicak suda ve eterde erimeyen bir maddedir. Kolhisin, uygulandig1 dokularin
hiicrelerinde mitoz béliinmenin metafaz sathasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller
ve dolayist ile replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini onleyerek,

kromozom sayismin iki katina ¢ikmasii saglar (Koksal, 1999; Ozalp ve Ergéniil,



2014). Kolhisin uygulamas: ile suni olarak autotetraploid Brassica formlari
olusturulabilmektedir. Bu formlar autoploidi, alloploidi ve amfiploidinin gen
diizenlenmesi ve ekspresyon konularini arastirmak i¢in kullanilabilmektedir (Snowdon,
2009; Ozalp ve Ergoniil, 2014). 1930°dan beri bitkilerin ploidi seviyelerini arttirmak
icin kullanilmaktadir (Blakeslee ve Avery, 1937; Ozalp ve Ergéniil, 2014). Bircok bitki
tiriinde kisirlik, anormal gelisim, kromozom kaybi ya da kromozlarin yeniden
birlesmesi ve gen mutasyonu gibi yan etkilere sahiptir (Luckett, 1989; Ozalp ve
Ergoniil, 2014).

Kolhisine alternatif olarak mitosis Onleyici herbisitler diigtiniilmiis ve
dinitroanelinleri de igeren farkli kimyasallar (dinitroanelin, fosforotioamitad,
benzamitler, karbamatlar v.b) iiretilmistir. Ozellikle dinitroanelinlerden orizalin, benzen
halkasina sahip iki azotlu bir kimyasal olarak bu grupta yer alan énemli bir herbisittir
(Morejohn ve ark., 1987; Verhoeven ve ark., 1990; Van Tuyl ve ark., 1992; Hansen ve
Andersen, 1996; Dhooghe ve ark. 2011). Orizalin, siis bitkilerinde daha sik kullanilan
bir kimyasaldir. Ancak bu kimyasallarin kullanimiyla ilgili yapilan g¢alismalardaki
sonuglar ve basar1 oranlar1 oldukga degiskenlik gostermektedir (Dhooghe ve ark., 2011).

Kromozom katlama sonucu firetilen bitkilerin poliploidi seviyesini belirlemek i¢in
kromozom sayimi, flow sitometri, morfolojik yontemler, molekiiler markdrler (RFLP,
AFLP, FISH, GISH, STR vb.) gibi yontemlerin oldugu bildirilmektedir (Dhooghe ve
ark., 2011). Ancak bunlardan en sik kullanilan yontemin flow sitometri oldugu
belirtilmistir (Dolezel ve ark., 2007; Dhooghe ve ark., 2011).

Bu ¢alismada, S. melongena ile S. torvum arasinda bulunan melezleme engelini
asmaya yonelik olarak; S. melongena gesitleri ile S. torvum tiiriine ve bu iki tiiriin
melezlenmesi sonucu olusan diploid ve tetraploid interspesifik genotiplere farkli doz ve
stirelerde kati, sivi ve rejenerasyon ortamlarinda kolhisin ve orizalin uygulamalarinin,
tetraploid veya oktaploid bitki elde edilmesi {lizerine etkisi ile elde edilen bitkilerin ¢igek
tozu canlili@1 ve ¢gimlenme oranlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Boylece uzun vadede
verimli interspesifik genotiplerin meydana getirilmesi i¢in 1slah materyalinin tiretilmesi

hedeflenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Farkl1 yabani patlican tiirlerinde bulunan ¢esitli dayanim o6zelliklerinin kiiltiir
patlicanina aktarilmasi ve farkl tiirlerde kromozom katlamasinin saglanmasi amaciyla
cesitli galigmalar yapilmistir.

Guri ve Sink (1988), somatik hibridizasyon (Black Beauty x S. torvum) ile elde
edilmis kromozom sayilar1 46 ila 48 arasinda degisen 10 adet bitki elde etmislerdir. Bu
arastirmacilara gore, somatik hibritlerde cigek tozu canliligi % 5 ila % 70 arasinda
degismis olmakla birlikte, s6z konusu hibrit bitkiler kendilendiginde meyve elde
edilememistir. Bu da olusan interspesifik hibrit bitkilerin en azindan kendine uyusmaz
olabilecegini gostermektedir.

Sihachakr ve ark. (1989), S. melongena (cv. Dourga) ile S. torvum’un somatik
hibridizasyonuyla iiretilen hibrit bitkilerden 15’inin tetraploid (kromozom sayis1 46-48)
oldugunu, geri kalan 4 bitkinin kromozom sayilarinin ise 35-48 arasinda degistigini
saptamiglardir. Elde edilen tiirleraras1 melez bitkilerde goriilen kisirligi incelemek ve
fertil bitki elde etmek icin daha ayrintili caligmalar gerektigi 6ne siiriilmiistiir.

Ali ve ark. (1992), S. melongena x S. integrifolium melezlenmesiyle iiretilen kisir
hibrit bitkilerinin siirgiin u¢larina, in vitro kosullarda % 0,05 kolhisin uygulanarak % 70
oraninda canli ¢igek tozu veren tetraploid bitkilerin elde edilebilecegini bildirmislerdir.

Bletsos ve ark. (1998) yaptiklari caligmada 3 farkli Yunan patlicani olan Langada,
Tsakoniki ve Emi c¢esitlerini yabani patlican olan S. torvum ve S. sisymbriifolium ile
melezlediklerini bildirmislerdir. Bu tiirler arasinda yapilan melezlemelerden 15-27 giin
sonra olusan tohum taslaklarini meyveden alarak 24°C'de ve 16 saatlik bir 151k
periyodunda, degistirilmis MS ortaminda kiiltiire aldiklarini belirtmiglerdir. 50 giin
sonra, tohum taslaklarinin kenarlar1 kesilerek embriyolari ¢ikartilmistir ve embriyolar
ayn1 ortamda kiiltiire alinmistir. Tirlerarasi melezlerin, sadece patlican ¢esitleri ve S.
torvum arasindaki melezlemeden elde edildigini belirlemislerdir. Olusan bireylerin
tirlerarast F1 hibrit melez (S. melongena x S. torvum) olduklari, morfolojik ve
biyokimyasal (izozim izositrat dehidrogenaz A, fosfoglikomiitaz A, fosfoglikoz
izomeraz B, 6- fosfoglukonat dehidrogenaz A, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz B)
belirtegler kullanilarak teyit edilmistir. F1 bitkilerini (Langada x S. torvum) kendine
tozlamaya tabi tutmuslardir ve her iki ebeveyn icin de geri melezleme yaptiklarini

belirtmislerdir. Sonug olarak meyvelerin, yalnizca F1 hibritinin, Langada patlican ¢esidi



ile geriye melezlendiginde tiretilmis oldugunu belirlemislerdir. Ancak bu meyvelerden
canli tohum iiretimi ger¢eklesmedigini bildirmislerdir.

Jarl ve ark. (1999), asimetrik hibridizasyon yontemiyle S. melongena (Bonica ve
Ragal ¢esitleri) protoplastlar1 ile 1sinlanmis S. torvum protoplastlarimi fiizyon ederek
somatik hibrit bitkiler elde etmislerdir. Bu arastirmacilar, test ettikleri toplam 700
somatik hibrit bitkiden Verticillium’a dayanikli olarak tespit ettikleri 250 somatik hibrit
bitkiden 12’sini segtiklerini (sonraki 1slah programlarinda kullanilmak {izere)
bildirmektedirler. S6z konusu bu tetraploid somatik hibritlerin, Verticillium
solgunluguna yiiksek derecede dayanim gosterdigi ve fertilitede diisme meydana
gelmekle birlikte, fertilitenin normal tohum olusturabilecek diizeyde oldugu
belirtilmistir. Ayrica, se¢ilen 12 somatik hibrit genotipten sadece bir genotipin S.
melongena genotipinden farkli oldugunu bulmuslardir.

Bletsos ve ark. (2000), Verticillium solgunlugunun patlican i¢in en 6énemli fungal
hastaliklardan birisi oldugunu ve S. melongena tiirleri igerisinde ise genetik ¢esitliligin
sinirlt oldugunu belirtmiglerdir. Bu nedenle, S. torvum ve S. sisymbriifolium gibi
dayanikli tiirlerin geriye melezlenmesine ihtiya¢ duyuldugunu bildirmislerdir. Emi,
Tsakoniki ve Langada gibi ti¢ farkli patlican ¢esidi ile s6z konusu yabani tiirler arasinda
basarili bir melezlemenin olabilecegini belirtmislerdir. Ancak, belirtilen bu {i¢ ¢esidin
sadece S. torvum ile melezlenmesi sonucu tiirleraras1 F1 hibrit melezin olustugu 6ne
stiriilmiistiir. Calismada, Langada x S. torvum melezinin morfolojik 6zelliklerini
belirlemislerdir. Ardindan ¢igek rengi, dikenlilik durumu, ¢i¢eklenme tipi ve yaprak
kenarlarinin  seklinin  S.forvum’a benzedigini bildirmislerdir. Interspesifik hibrit
bitkileride mayoz asamasinin diizensiz, mitoz agsamasinin diizenli oldugu ve ¢igek tozu
canlililk oraninin ise % 1,21 oldugu belirlenmistir. Ayrica kromozom sayisinin
ebeveynlerle ayni sayida (2n=24) oldugu belirtilmistir. Caligmaya gore, basarili bir
geriye melezleme i¢in Langada ¢esidi ana olarak kullanildiginda (Langada x F1), meyve
olusum oranin % 1,73 oldugu goriilmistiir. Ancak olusan meyvede tohum elde
edilememistir. F1 hibrit melezinin (Langada x S. torvum) Verticillium solgunluguna
dayanikli oldugu belirtilmistir. Bu da S. torvum'un, patlican ¢esitleri i¢in iyi bir dondr
oldugunu gostermektedir. Basarinin saglanmasi i¢in F1 melez bitkinin verimli olmasi
gerektigini One slirmiiglerdir. Boylece verimli bitki elde etmek amaciyla, calismada F1

melez bitkisinin aksilar siirgiinleri ve bitki kok uglari kolhisin ile muamele edilmistir.



Ancak bu metodun ¢ok etkili olmadigini gézlemlemislerdir. Bu nedenle melezleme ile
gen transferinin daha iyi gerceklesebilmesi igin gelecekte kromozom katlamasina
ihtiyac¢ duyulacagini belirtmislerdir.

Collonnier ve ark. (2001a) yapmis olduklar1 ¢alismada S. aethiopicum tiiriiniin,
patlicanin (S. melongena) en 6nemli hastaliklarindan biri olan bakteriyel solgunluk
(Ralstonia solanacearum) hastaligina karsi dayanikli bir tiir oldugunu bildirmislerdir.
Bu iki tiirin birbiriyle eseysel olarak melezleme 6zelligine sahip oldugunu, ancak
melezlemeden elde edilen bireylerin verimliliginin olduk¢a disik oldugunu
belirtmislerdir. Bu nedenle S. melongena cv. Dourga ve S. aethiopicum’a ait iki grup (S.
aethiopicum gilo ve S. aethiopicum grup aculeatum) arasinda yapilan somatik
melezlemeden iiretilen generasyonun verimini ve hastaliklara dayanimin arttirmak i¢in
mezofil protoplastlarin elektrik fiizyonu ile somatik hibridizasyonu uygulamislardir. Bu
yontemle 30 adet hibrit bitkiyi, igerisinde vitamin, zeatin, IAA ve sakkarozun
bulundugu ortamda rejenere ettiklerini bildirmislerdir. Bu bitkilerin ploidi seviyelerini,
flow sitometri araciligiyla belirlemislerdir. Bitkilerin hibrit olma durumlarini ise RAPD
ve izozimlerle incelemislerdir. Kloroplast DNA mikrosatelit analizi ile yabani
patlicanlarin kloroplastina sahip 12; kiiltiir patlicanlarinin kloroplastina sahip 18 hibrit
bitki elde ettiklerini bildirmislerdir. Elde edilen tim hibrit bitkilerin verimli ve canli
tohumlara sahip meyve olusturdugu belirtilmistir. Bu verimliligin ya orta diizeyde ya da
kiiltiir patlicanlarininki kadar yiiksek oldugu belirlenmistir. S. aethiopicum’a ait iki grup
tizerinde R. solanacearum dayanimina inokiilasyondan 8 hafta sonra bakildiginda,
bitkilerin yaklasik olarak % 50’sinin dayanikli oldugunu tespit etmislerdir. Kiltir
patlicanina inokiilasyondan 2 hafta sonra bakildiginda ise bitkilerin % 100’{iniin solmus
oldugunu goézlemlemislerdir. Sonug olarak tiim somatik hibritler test edildiginde, 6
hibrit genotip harig, digerlerinin yabani tiirler kadar dayanikli oldugunu belirtmislerdir.

Rizza ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kiiltiir patlicani ile S.
aethiopicum gilo’nun somatik hibridizasyonuyla iiretilen hibrit bitkilerin anter kiiltiiri
yapilarak dihaploid bitki elde edildigi bildirilmistir. Dihaploid bitkilerin ploidi
seviyeleri ise flow sitometri, kloroplast sayimi, izozim ve molekiiler analizler (ISSR ve
RAPD) kullamilarak belirlenmistir. Arastiricilar, analiz edilen bitkilerde morfolojik
ozellikler bakimindan farklilik oldugunu tespit etmislerdir. Somatik hibritlerin polen

canliliginin diploid bitkilere gore diisiik ¢iktigini belirtmislerdir. Ancak dihaploid



bitkilerin ¢gogunun partenokarpik meyve olusturdugunu gézlemlemislerdir. Ayrica S.
aethiopicum ve somatik hibritlerin, Fusarium solgunluguna karst dayanikli oldugunu
bildirmislerdir. 41 daihaploid bitkiye Fusarium oxysporum f. sp. melongenae inokiile
edildiginde ise 34’iinde semptom olugsmadigimni gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak,
Fusarium solgunluguna kars1 dayanikli oldugu belirlenen dihaploid bitkilerin yararl bir
kaynak olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir.

Chauvin ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada bir patates 1slah programu ile
DNA manipiilasyonunun iki sekilde gercgeklestirilmesinin miimkiin olabilecegi
bildirilmigtir. Herhangi bir tetraploid ¢esidin kromozom sayisini diisiirmek suretiyle
diploid olan yakin tiirlerle melezlenmesini saglamak i¢in kromozom sayisinin
diisiiriilebilecegi veya diploidlerin katlanarak genel optimum olan tetraploid seviyeye
ulasilabilecegi belirtilmistir. In vitro’da (rejenerasyon calismalarinda) kendiliginden
kromozom katlanmasinin oldukg¢a yaygin oldugunu fakat somaklonal varyasyona yol
actigmmi1 ifade etmislerdir. Orizalinin, hiicre silispansiyon Kkiiltiirinde kromozom
katlamasina yol agan bir kimyasal oldugu kanitlandigindan, arastirmacilar farkl
Solanum tiirleri ve tiirleraras1 diploid hibritleri iizerinde bu herbisiti denemislerdir.
Bitkinin apikal tomurcuklarin1 28,8 uM orizalin soliisyonu igerisine daldirarak yapilan
uygulamanin, tetraploid bitki iiretimi bakimindan en etkili uygulama oldugu tespit
edilmistir. Ancak, in vitro orizalin uygulamalarindan sonra rejenere olan ve dis
kosullara alistirilan tetraploid bitkilerin % 50-100’{iniin kimerik oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak gercek ve stabil katlanmis kromozoma sahip klonlar1 elde etmek i¢in
sonraki generasyonda bir seleksiyon igleminin gerekli oldugu ve tetraploid bitki final
veriminin diisiik oldugu bildirilmistir. Bu teknigin uygulanmasinin kolay oldugu ve
ozellikle somaklonal varyasyonun sorun oldugu genotiplerde, in vitro rejenerasyon ile
kendiliginden olusan kromozom katlamalarma karsi iyi bir alternatif olacagi
belirtilmistir. Orizalinin siispansiyon kiiltiiriinde uygulanmasi sonucu rejenere olmus
bitkilerdeki tetraploidlerin oran1 % 6 ila % 29 arasinda degisirken; kendiliginden in
vitro katlamada tetraploid bitki oraninin ise % 20 ila % 78 arasinda degistigini
belirlemislerdir. Sonraki generasyon bireylerinin gézlenmesiyle, orizalin kullanildiginda
olusan kimera oraninin (% 50-% 100), kendiliginden katlamaya (% 4-% 67) gore daha
yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Collonnier ve ark. (2003), Dourga patlican ¢esidi ve S. torvum’un somatik
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hibridizasyonu sonucu kromozom sayis1 48 olan 26 adet somatik hibrit elde ettiklerini
ve ¢igek tozu canlifinin % 2 ila % 20 arasinda degistigini, ancak s6z konusu hibritlerin
meyve olusturmadiklarini bildirmektedirler. Bu c¢alisma, elde edilen tiirlerarasi
tetraploid somatik hibrit bitkilerinin kendine uyusmaz veya diisiik fertilite gosterdigini
ortaya koymaktadir.

Bletsos ve ark. (2004), Yunanistan’da yaygin olarak yetistiriciligi yapilan patlican
cesitlerinden Langada, Tsakoniki ve Emi ile yabani bir tiir olan S. macrocarpon’u
karsihikli caprazlamig ve tiirlerarast F1 hibritlerini Uretmislerdir. Adi gegen bu
tiirleraras1 F1 hibritlerin melez oldugu, morfolojik ve biyokimyasal MNR (Menadion
Rediiktaz enzimi) markdrlerin kullanilmasiyla dogrulanmistir. Tiim F1 hibritlerinin,
ebeveynlerine kiyasla yar1 dik, kisa ve kiiciik yaprakli oldugu gozlenmistir.
Ebeveynlerinin hi¢gbirinde diken olmamasina ragmen, tiirlerarast hibrit bitki
yapraklarinin orta damarinda mor dikenler olustugunu; bu hibritlerin, ¢igeklenme
durumu ve c¢icek rengi bakimindan, S. macrocarpon ile benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir. Tsakoniki x S. macrocarpon hari¢ tiim olusan interspesifik hibritlerin,
acik dollenme ve kendine dollenme 6zelligi gosterdikleri ve belirtilen kiiltiir patlicanlar
icin ana ebeveyn olarak kullanildiginda geriye melezlenebilir olduklar: ifade edilmistir.
Bununla birlikte, baz1 F1 hibritler (Emi x S. macrocarpon, S. macrocarpon x Emi ve S.
macrocarpon x Langada) ac¢ik tozlanmaya birakildiginda ve resiprokal hibritler (Emi x
S. macrocarpon ve S. macrocarpon x Emi) Emi i¢in ana ebeveyn olarak kullanildiginda
meyve iretimi gergeklestirilmistir. Olusan bu meyvelerin hi¢gbirinden canli tohum elde
edemediklerini bildirmislerdir.

Barandalla ve ark. (2006) yaptiklari ¢caligmada diploid olan 6 patates genotipinin
stirgiin uglarina in vitro’da sivi MS ortami igerisinde, farkli konsantrasyon ve siirelerde
(24 ve 48 saat), kolhisin (12,5 ve 25 mM) ve orizalin (28,8 ve 57,6 uM) kimyasallarini
uyguladiklarin1 belirtmislerdir. 6 genotipten 3’iinde orizalin uygulamasi sonucu
tetraploid bitki elde ettiklerini, ancak kolhisin uygulamasindan tetraploid bitki
tiretemediklerini bildirmislerdir. En iyi sonucu 28,8 uM orizalin konsantrasyonunun 24
saat siireyle uygulanmasindan elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu c¢alismada orizalin
uygulamasinin tetraploid bitki iiretimine etkisinin yani sira miksoploid bitki olusumuna

da neden oldugunu tespit etmislerdir.
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Bi-Hao ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, patlicanda hastaliga dayanikli
kaynak elde etmek i¢in S. torvum ve S. melongena’nin kendilenmis hatlar1 olan 'E-8', 'E-
30', 'E-35, 'E-38' arasinda tozlama ile tiirleraras1 melezleme yapilmstir. Bu
hibridizasyindan sadece 'E-35' x S. torvum melezlemesinden, tiirleraras1 melez bitki elde
edilebilmistir. Elde edilen bitkilerin hibrit oldugunu belirlemek i¢in morfolojik, RAPD
ve GISH yontemleri kullanilmis ve hibrit bitkilere hastalik inokiile edilerek dayanimlari
test edilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda polen canliliginin F1°de yiiksek ¢iktigini
ve canli tohum iretildigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda F1 bitkisinde yalnizca
ebeveynin karakteristik bantlar1 degil, ayn1 zamanda melez bitkide de yeni karakteristik
bantlar1 gozlemlediklerini belirlemislerdir. Bunun yani sira, tiirleraras1 hibritte her iki
ebeveyn (S. melongena 'E-35' ve S. torvum) kromozomunun belirlenmis olmasi da bu
hibritin tiirleraras1 melez oldugunu kanitlar niteliktedir. Hibrit bitkilere bakteriyel
hastaliklar inokiile edildiginde dayanikliligin yiiksek oldugunu ve bu dayanikliligin 2
dominant gen tarafindan kontrol edilebilecegini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak,
tirleraras1 elde edilmis olan bu hibritlerde patlican yetistiriciligi igin bakteriyel
solgunluga dayanikli yeni bir kaynak olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Praga ve ark. (2009) yapmis olduklar1 ¢calismada tetraploid bir domates bitkisi elde
etmek i¢in in vitro’da kolhisin kullanilmasinin nispeten hizli, pratik ve giivenilir bir
yontem oldugunu bildirmislerdir. Domates bitkisinin siirgiin ucu sivi ortamda 96 saat
stireyle 8 mM kolhisin uyguladiklarinda % 11,11 oraninda tetraploid bitki elde
ettiklerini belirtmislerdir.

Cirtk (2010) yiriitmiis oldugu bir 6n denemede, Pala ve Faselis F1 patlican
gesitlerini S. torvum ile melezlemis, elde ettigi tohumlar: in vitro olarak ¢imlendirmis ve
cesitlerin tepkisini karsilastirmistir. Calismaya gore Pala x S. torvum melezlenmesinden
elde edilen tohumlar ¢imlenmezken, Faselis F1 x S. torvum melezlenmesinden gelen
tohumlarin % 14,31 ¢imlenmis ve % 8,8’1 bitkiye doniismiistir.

Kulkarni ve Borse (2010) yaptiklari ¢alismada aci biberde (Capsicum annuum cv.
GVC-111) kolhisin uygulayarak kuvvetli koke sahip tetraploid yapida poliploid bitkiler
elde etmislerdir. Arastirmacilar kromozom katlama islemini, 6nceden 1slatilmis
tohumlara ya da fidelerin siirgiin uglarina % 0,05, % 0,1, % 0,2 ve % 0,4’lik kolhisin
cozeltilerini 24, 48 ve 72 saat uygulayarak gergeklestirmiglerdir. % 0,1’lik kolhisin
uygulamasindan daha yiiksek tetraploid bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.
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Uyguladiklar1 kolhisinin % 0,2’den fazla olmasi durumunda tohum ¢imlenmesini ve
ardindan fide gelisimini siddetli bir sekilde etkiledigini belirlemislerdir. % 0,4’lik
kolhisinin 72 saat silireyle uygulanmasi sonucu tohum ¢imlenmesinin gerceklesmeyerek,
tohumlarin 6ldiigiini tespit etmislerdir. Calismada, stoma uzunlugu yiiksek (% 48,6),
her mm?*deki stoma sikhig1 diisiik (% 41,7) ve bekgi hiicrelerdeki kloroplast sayisi
yiiksek (% 47,3) olan 313 bitki, flow sitometri analizi igin segilmistir. Bunlarin i¢inde
31 tanesinin tetraploid, 270 tanesinin miksoploid ve 12 tanesinin ise diploid oldugu
belirtilmistir. Arastirmacilar, kolhisin uygulamasi ile mutasyona ugramis farkli kok
sistemleri elde edilebilecegini ifade etmislerdir. Diploid ve poliploid bitkiler arasinda
yaprak kalinligi, kok uzunluklari, kok agirligt ve meyve verimi arasinda Onemli
farkliliklar oldugu ancak bitki boyu, yaprak rengi ve yaprak ylizey alanmi arasinda
farkliligin olmadig bildirilmistir.

Basay ve ark. (2011), in vitro kosullar altinda dihaploid bitki iiretmek i¢in anter
kiiltirlerinden elde edilen haploid patlican bitkilerinin tomurcuklarina sirastyla % 0,5 ve
% 1 oraninda 1 ve 2 saat siire ile kolhisin uygulamislardir. Caligma sonucunda en iyi
sonuglar1, % 0,5” lik kolhisini 2 saat ve % 1’lik kolhisini 1 saat uygulamak suretiyle
elde ettiklerini belirtmislerdir.

Dhooghe ve ark. (2011), in vitro kromozom katlamada birgok mutajenik
kimyasalin kullanildigini belirtmektedirler. Bunlardan en ¢ok kullanilanlarin kolhisin,
orizalin ve trifluralin oldugunu bildirmislerdir. Bu kimyasallarin kromozom
katlamadaki basarisinin bir¢ok faktore (antimitotik kimyasal, konsantrasyon, uygulama
stiresi, eksplant tipi, kullanilan ortam) baglh olarak degisiklik gosterdigini
belirtmiglerdir.  Bitkilerin  ploidi  seviyelerinin  flow sitometri  yOntemiyle
belirlenebilecegini, fakat kromozom sayimlar1 ve morfolojik gozlemler gibi alternatif
metotlarin da kullanildigini bildirmislerdir. Bitki 1slahinda farkli uygulamalari bulunan
kromozom katlamanin, yillardir yogun bir sekilde c¢alisildigini ve poliploidlesmenin
bitki biiyiime ve gelismesinde bir¢ok sonuclar ortaya ¢ikardigini ileri stirmiislerdir.

Robledo-Torres ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 ¢alismada, tomatilloda (Physalis
ixocarpa Brot.) poliploidinin iiretimde potansiyeli arttiracagi diisiincesi ile kolhisin
uygulamasi yapilarak tomatillo autotetraploidlerin gelistirilmesini ve Kkarakterize
edilmesini amaglamislardir. Rendidora ¢esidinin tohumlar1 23-26°C sicaklikta, saf su ile

nemlendirilmis filtre kagidi arasinda ¢imlendirilmistir. Cimlenmeye baslayan tohumlar,
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24 saat stire ile % 0,04-0,20 arasindaki kolhisin konsantrasyonlarina maruz birakilarak
tirettikleri bitkilerin ploidi seviyelerini sitolojik ve flow sitometri yoOntemleri ile
belirlemiglerdir. Calismada en iyi sonucu % 0,12 ve % 0,16 kolhisin
konsantrasyonlardaki uygulamalardan elde ettiklerini ve sirasiyla % 67 ve % 65
oranlarinda basar1 sagladiklarini bildirmiglerdir. Autotetraploid bitkilerin verimli
oldugunu, ancak polen gelisimlerinin diploidlere gore daha diisik oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica poliploid bitkilerin yasama siireleri, bitki uzunlugu, meyve
agirh@l, meyve genisligi ve suda ¢Oziinebilir kuru madde icerigi ozelliklerinde artis
oldugunu ifade etmislerdir.

Cekirdeksiz karpuzun ana hattint olusturan tetraploid hatlarin gelistirilmesi
amaciyla Simsek (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kolhisin (% 0,0, % 0,2, % 0,3,
% 0,4, % 0,5) ve orizalin (0 uM, 20 uM, 35 uM, 50 uM) kimyasallari, dort karpuz
genotipine (AB-54, AB-267, Crimson Sweet ve Sugar Baby) in vivo kosullarda fide
doneminde uygulanmistir. Calisma sonucunda, her iki kimyasal uygulanarak tetraploid
karpuz hatlarinin gelistirilebilecegi belirlenmistir. In vivo kimyasal uygulamalariyla
tetraploid bitki elde etme basari oranmnin % 2,08 ila % 0,69 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Kolhisinin, orizalin kimyasalina gore tetraploid bitki elde etme basarisini
arttirdigi  bildirilmistir. Genotip, kimyasal ve doz arasinda interaksiyonun mevcut
oldugu, tetraploid bitki elde etme basarisinin; genotip, kimyasal ve doz 6n ¢aligmasiyla
arttirillabilecegi belirtilmistir. Morfolojik ve sitolojik degerlendirmelerle diploid ve
tetraploid bitkilerin ayriminin s6zkonusu olabilecegi bildirilmistir. Calisma sonucunda,
AB-54 ve AB-267 genotiplerinden 3’er, Crimson Sweet’ten 5 ve Sugar Baby’den 1
tetraploid hat gelistirilmis ve tohumlar: tiretilmistir.

Ciirik (2012)’lin yiiriittiigii calismada, ¢icek tozu canliliginin (sadece kirmizi
boyanan ¢icek tozlar1 dikkate alindiginda) Faselis F1’de % 92,93, S. torvum’da % 43,84
ve Faselis F1 x S. torvum melezlenmesinden elde edilen interspesifik hibrit bitkilerde
genotipe bagl olarak % 0,0 ila % 3,01 dolayinda oldugu, ¢imlenme oraninin ise
sirastyla % 70,18, % 35,74, % 0,0 ve % 1,36 oldugu belirlenmistir. Cicek tozu
cimlenme orani yiiksek (digerlerine kiyasla) olan interspesifik hibrit bitkilerin S. torvum
ve Faselis F1 cicek tozlariyla melezlenmesi sonucu meyve elde edilememistir. Bu
sonuca gore iiretilen interspesifik hibritlerin kisir oldugu teyit edilmistir. interspesifik

hibrit (Faselis F1 x S. torvum) bitkilerdeki ¢i¢ek tozu verimini arttirmak igin bitkilere in
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vitro kolhisin uygulamasi yapilarak 1 adet tetraploid bitki elde edilmistir. Bu bitkide
yapilan ¢icek tozu testleri sonucu, ¢icek tozu canlilik ve ¢imlenme oraninin diploid
kaynak bitkide % 0,45, tetraploid bitkide ise sirasiyla % 3,10 ve % 1,97 olarak
gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica, tetraploid interspesifik genotip bitki c¢igekleri,
diploid kaynak genotip ¢igeklerine gore daha fazla cicek tozu iiretmistir. Ancak, bu
tetraploid genotipin ¢igek tozu canlilik ve ¢imlenme oraninin % 3,10 ve % 1,97 olmasi,
melezleme engelinin asildig1 anlamina gelmedigi belirtilmistir.

Prohens ve ark. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada, S. melongena ile S.
aethiopicum Kumba grubu tiirleri, bunlarin tiirleraras1 melezlerinden elde edilen
bitkilerin ve geri melezlerin meyve oOzellikleri, polen canliligi, tohum olusturmasi,
fenolik igerigi ve meyve eti karamasi (kahverengilesmesi) gibi 6zellikleri belirlenmistir.
Calismaya gore, tiirleraras1 melezler giiclii ve genellikle ¢esitli 6zellikleri agisindan
(meyve iriligi hari¢) ebeveynleri arasindadir. Ancak polen kisirliginin yiiksek
olmasindan dolay1 olusan partenokarpik meyvelerin boyutu ebeveynlere gore kiigiiktiir.
Calismada, geriye melez generasyonlarinda meyve seklinde gozlenen varyasyonun az
oldugu ve meyve iriligi bakimindan varyasyonun bulundugu belirtilmistir. Geriye melez
bitkilerin tohumlu meyve olusturdugu belirlenmistir. S. melongena ile S. aethiopicum
arasinda olusan ilk melez bitki meyvelerinde, S. aethiopicum’un meyvelerine benzer
sekilde fenolik igerigine rastlanirken (ebevenler en diisiik fenolik konsantrasyonuna
sahip); bu melezlerin meyve eti kararmasi bakimindan heterozis gosterdikleri ifade
edilmistir. Sonug olarak tiirlerarasi melezlerden iiretilen generasyonlarin, S. melongena
ile S. aethiopicum’un tiirleraras1 melezleme 1slahi i¢in giiglii bir materyal oldugu
belirtilmistir.

Aversano ve ark. (2013) yapmis olduklari ¢alismada diploid (2n=2x=24) yapida
olan ve islah programlarinda kullanilan iki patates tiiriinde (Solanum commersonii
Dunal ve S. bulbocastanum Dunal) orizalin uyguladiktan sonra olusan bitkideki
anatomik degisiklikleri, genetik ve epigenetik yapisindaki degisimleri gozlemlemeyi
amaglamiglardir. Mikrosatelit analiziyle sentetik tetraploidler ile diploid atalari arasinda
polimorfizmin olmadig: tespit edilmistir. Aksine DNA metilasyon seviyesi analizine
gore her iki tiriin tetraploidlerinin CG ve CHG boélgelerinde degisikligin oldugu
gozlenmistir. Ancak, diploid ebeveynlerine gore analiz edilen biitiin tetraploidlerde es

zamanli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir; bu da gozlemlenen degisiklikerin rastgele
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oldugunu gostermektedir. Poliploidlesmenin yaprak ana damarlarindaki ve stomadaki
morfo-anatomiksel sonuglari incelenmistir. Birkag¢ istisna haricinde analizler,
tetrapoidlerin yaprak kalinlig1 ve alani, iletim demeti sayisi, liimen biiyiikligii ve damar
duvant kalinligi, stoma deligi uzunlugu ve genisligi, bek¢i hiicre genisligi ve stoma
yogunlugu agisindan diploid atalarma kiyasla bir dstiinliiklerinin  olmadigini
gostermistir. Bu sonugclar, higbir 6zelligin autopoliploidi ile sistematik olarak iligkili
olmadig1 hipotezini desteklemektedir.

Khan ve ark. (2013) tarafindan yapilan calismayla kiiltiir patlican1 ile yabani
patlican olan S. macrocarpon’un melezlenmesinden elde edilen FI1’in eseysel
verimliligini olusturmak i¢in kolhisin uygulamasiyla kromozomlar1 Kkatlayarak
amfidiploidler {iretilmistir. Interspesifik F1 bitkilerinin siirgiin uglar1 ve aksillar
tomurcuklarini, % 0,05 kolhisin igeren sivi MS ortami igerisinde 2-4 giin
bekletmislerdir. Kolhisin uygulanarak iiretilen bu bitkilerin ¢i¢ek tozu ozelliklerini,
stoma bekei hiicresi biiytikliigiinti, kok ucu kromozom sayisini belirlemislerdir.
Amfidiploid bitkilerdeki stoma biiyiikliigii, polen ¢ap1, ¢icek genisligi ve uzunlugu,
anter, tag yaprak ve ¢anak yaprak genisligi, interspesifik diploid F1 hibrit bitkilerinden
daha biiyiik oldugu gozlemlenmistir. Amfidiploid bitkilerde ¢igek tozu canlilik oran1 %
40 iken, interspesifik diploid F1 genotipte bu oranin % 0,86 oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica amfidiploidler S. macrocarpon ile geriye melezlendiginde ve kendilendiginde
saglikli tohumlara sahip meyve olusturdugu gozlenmistir. Sonug¢ olarak, S.
macrocarpon ve kiiltiir patlicaninin melezlenmesi ile meydana gelmis olan F1 bitkilere
kolhisin uygulamasiyla {iretilen amfidiploidlerle ¢i¢ek tozu ve tohum veriminin
olustugu bildirilmistir. Bu ¢alismada iiretilen patlicanin gelecekte 1slah programlarinda
cok yararli olacag: belirtilmistir.

Kumchai ve ark. (2013), melezleme ve embriyo kurtarma yontemlerini kullanarak
hastaliklara dayaniklilik gdsteren ve bitki gelisimi agisindan istenilen 6zelliklere sahip
olan S. torvum ve S. melongena L. nin tiirleraras1 hibritlerini tirettiklerini belirtmislerdir.
Bu ¢aligmada, 21 adet interspesifik melez bitkinin hem morfolojik 6zellikleri hem de
molekiiler (RAPD ve ISSR) 6zellikleri incelenmistir. Bunlardan 5’inin tiirleraras1 melez
bitki oldugu saptanmistir. 7 RAPD ve 14 ISSR primerlerden sirasiyla 18 ve 14 adet
bantin dretilen 5 adet melez bitki ve ebeveynlerinde bulundugu ve polimorfik 6zellik

gosterdigi belirtilmistir. Bu 5 genotip bitkinin yaprak seklinin, ¢igeklenme tipi ve
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dikenlilik durumunun ebeveynlere gore orta durumda oldugu belirlenmistir. Ayrica,
tirleraras1 melez bitkilerin ¢igek tozu canliliginin, biiyiik olasilikla mayoz boliinme
esnasindaki anormallikten dolay1 diistik ¢iktig1 bildirilmistir.

Prohens ve ark. (2013), kiiltiir patlicaninin (S. melongena) yabanisi olan Solanum
incanum, patlicanin 1slah ¢alismalarinda kalitenin arttirilmas1 amaciyla, fenolik asit
icerigi bakimindan bir varyasyon kaynagi oldugunu diisiinerek bu calismay1
yapmusglardir. S. incanum (P1), S. melongena (P2) ve bunlarin tiirlerarasi melezi (F1),
F1’den gelen F2 ve F1’in P2 ile geri melezlemesi (BC1P2) sonucu elde edilen
tirleraras1  melezlerin  morfolojik  ozelliklerini  ve  fenolik asit igerigini
degerlendirmislerdir. Ebeveynler arasinda bir¢ok morfolojik farklilik bulunurken, F1’in
birgok 6zellik bakimindan her iki ebeveyne benzedigini gozlemlemislerdir. Ancak F1
bitkileri, daha uzun, daha dikenli ve ebeveynlerine gore daha yiiksek meyve eti
kararmasi (kahverengilesmesi) gostermistir. Arastirmacilar F2 ve BC1P2 bireylerinin,
morfolojik olarak olduk¢a degiskenlik gdsterdigini ve istenilen Gzelliklerin kombine
edilmesi icin birkag geriye melezlemenin yeterli olacagini bildirmislerdir. Sonug olarak,
S. melongena’daki fonksiyonel Kalite ozelliklerinin iyilestirilmesi igin fenolik asit
icerigi yiiksek olan allelerin donérii olarak S. incanum’un kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Simsek ve ark (2013), sera icerisinde viyolde yetistirilen karpuz tohumlarinin
kotiledon asamasindaki fidelerin biiylime ucu meristem bolgesini kolhisin (% 0,2, %
0,3, % 0,4 ve % 0,5) ve orizalin (20 uM, 35 uM ve 50 uM) gibi mutajenik kimyasallarla
muamele ederek tetraploid hatlar elde etmislerdir. Kolhisinin dort farkli dozu giinde 2
defa (sabah 7.00, aksam 16.00) olmak lizere {i¢ giin boyunca birer damla; orizalinin ise
tig farkli dozu giinde bir kez (sabah 7.00) bir damla (50 pl) olacak sekilde
uyguladiklarmi belirtmislerdir. Kimyasal uygulama sonrasi olusan popiilasyon
igerisinden, tetraploid bitkilerin seleksiyonu ig¢in morfolojik, sitolojik, izoenzim ve
DNA belirtegleri kullanilmistir. Kromozom sayimi ve DNA igeriginin flow sitometriyle
o6l¢iilmesi, tetraploid bitkilerin popiilasyon igerisinden kesin olarak seg¢ilmesini sagladig:
belirtilmistir. Tetraploid bitkilerin diploidlere gore yapraklarinin ve ¢iceklerin daha iri
oldugu, kloroplast sayisinin arttigi, ancak stoma yogunlugunun azaldig belirlenmistir.
Elde edilen morfolojik ve sitolojik verilerin birlikte degerlendirilmesi sonucu, tetraploid

bitkilerin oldukg¢a pratik ve ekonomik olarak segilebilecegini ortaya koymuslardir.
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Calisma sonucunda, Kolhisinin % 0.2’lik dozu ile orizalinin 20 um’lik dozlarindan
tetraploid hat olusmamistir. Kolhisinin % 0.3, % 0.4 ve % 0.5 dozlarindan tetraploid hat
elde edilirken, orizalin kimyasali sadece Crimson Sweet genotipinde etkili olmustur.
Kolhisin kimyasali tetraploid karpuz hatlarinin gelistirilmesinde orizaline gore daha

basarili bulunmustur.

Ciiriik ve ark. (20144a), diploid ve tetraploid interspesifik hibrit bitkilerini (Faselis
F1 x S. torvum) verimli Pala ve Faselis F1 ¢esitleri tizerine asilayarak, adi gecen
interspesifik hibritlerin morfolojisinde ve ¢icek tozu verimliliginde degisim meydana
gelip gelmedigini arastirmiglardir. Asinin, interspesifik diploid genotiplerde bitki
morfolojisini etkiledigi, ancak c¢i¢ek tozu canliligini (kirmizi boyanan) ve ¢imlenme
oranini etkilemedigi, interspesifik tetraploid genotiplerde ise cicek tozu canliligini ve
¢imlenme oranini 6nemli diizeyde arttirdig: (sirastyla % 52,6 ve % 53,86) belirlenmistir.
Ancak, ayni gelisme donemindeki daha ¢ok bitkiyle ve yetistirme sezonunda belli
araliklarla yapilacak testlerle bu sonucun teyit edilmesi gerektigi bildirilmistir.

Liu ve ark. (2014), Verticillium solgunlugunun kiiltiir patlican1 igin 6nemli toprak
kokenli hastaliklarindan biri oldugunu belirterek, yabani bir tiir olan S. linnaenaum ‘dan
elde edilen PI388846 kayit numarali genotipin Verticillium solgunluguna dayanikli
oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada, kiiltiir patlican1 ve PI388846 genotipi arasinda
tiirleraras1 melezleme ve daha sonra geriye melezleme yapilmistir. Calismaya gore elde
edilen sonuglar, Verticillium’a dayanikli genlerin basarili bir sekilde kiiltiir patlicanina
aktarilabilecegini gostermektedir. Tiirlerarast melez bitkilerin kiiltiir patlicani ile siirekli
olarak geriye melezlemesi yapilarak basari saglandigi belirtilmistir. Buna ek olarak,
geriye melezleme yapilan popiilasyonlarda Verticillium’a dayanikli bireyleri belirlemek
tizere P1388846 genomu igerisinde Ve DNA dizisi homologu igin 6zel bir gen
isaretleyicisi belirlenmistir.

Asensio ve ark. (2014), S. melongena x S. aethiopicum melezlerinin birgok
hastaliga dayanikli ve yasama giicliniin yiiksek olmasi sebebiyle, ana¢ olarak
kullanilmast bakimindan ilgi odagi oldugunu belirtmislerdir. Ancak bu iki tiirlin
melezlenmesinin olduk¢a zor olmasi nedeniyle, in vitro kiiltirde mikrogogaltim
yontemlerine ve biyoteknolojik islah calismalarina olan ilgi artmistir. Bu g¢alismada,
dort ayri tiirleraras1 hibrit bitki ve ebeveynlerinin yapraklari kullanilarak 6-

benzilaminopurin ve kinetin i¢ceren SIM-A (Siirgiin gelistirme ortami-A) ile thidiazuron
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iceren SIM-B (Siirgiin gelistirme ortami-B) ortamlarinda organogenezleri incelenmistir.
Ebeveynler ile hibrit bitkiler karsilastirildiginda, rejenerasyon kapasitesinin hibrit
bitkilerde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. SIM-A ve SIM-B ortamlarinda,
tirlerarasi hibrit bitkilerde ve bir S. melongena genotipinde benzer rejenerasyon oranlari
gozlemlenirken, thidiazuron icerikli ortamda yetistirilen diger biitiin genotiplerde daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Tirlerarast hibrit bitkilerde koklenme orani, in vitro’da
mikrocogaltim yapildiginda % 35-60 arasinda degisirken, rejenere olmus bitkilerde %
100 olarak bulunmustur. Ayrica, koklenmeyen bitkilere 1 mg/l IBA uygulanarak
koklenmesi saglanmigtir.

Devi ve ark (2015)’nin yapmis olduklari ¢calismada, tiirleraras1 melezleme yapmak
amaciyla 13 kiiltiir patlican ¢esidi ve 4 yabani patlican tiirii (S. incanum, S. aethiopicum,
S. integrifolium ve S. indicum) olmak tizere toplamda 17 genotip kullanmislardir. Farkli
melez kombinasyonlarini olusturmak iizere kiiltiir patlicanlari ana, yabani tiirler ise baba
olarak kullanilmistir. Kiiltlir patlicani ile yabani patlicanlar melezlendiginde ortalama
meyve tutumunun NDB-25, DBR-G-190, DBSR-91 kiiltir patlicanlarinin
genotiplerinde sirasiyla % 32,08, % 37,91 ve 41,25 oldugu bildirilmistir. Meyve basina
diisen tohum sayis1 ise Sel-91-2, Pusa Uttam, DBR-G-190 kiiltiir patlicani
genotiplerinde sirasiyla 92, 101,42 ve 266,92 adet olarak bulunmustur. Sel-91-2, Pusa
Uttam, DBR-G-190 kiiltiir patlican genotipleri yabani patlicanlarla melezlendiginde
olusan hibrit tohumlarin ¢gimlenme oranlarinin sirasiyla % 35,50, % 40,25 ve % 41,58
oldugu tespit edilmistir. Meyve tutma orani, NDB-25 x S. aethiopicum melezlemesinde
% 75, Pusa Bindu x S. aethiopicum melezlemesinde % 75 ve DBSR-91 x S.
aethiopicum melezlemesinde ise % 80 olarak belirlenmisti. DBR-G-190 x S.
aethiopicum, Sel-91-2 x S. aethiopicum, Pusa Uttam x S. aethiopicum melez
kombinasyonlarinda interspesifik F1 tohumlarinin en yiiksek ¢imlenme oraninin % 71
oldugunu tespit etmislerdir. Meyve basina diisen tohum sayisinin DBR-G-190 x S.
aethiopicum melezlemesinde 206 adet, DBSR-52 x S. incanum’da 226,6 adet, DBR-G-
190 x S. incanum’da ise 754 adet oldugu belirlenmistir. Kiiltiir patlicanlar1 ile yabani
patlican olan S. incanum arasindaki melezleme oraninin olduk¢a yiiksek oldugu
bildirilmistir. Bu c¢alisma sonunda, tiirlerarasi melezlemede kullanilacak olan farkli
kiiltiir pathicanlarinin genetik yapilarina, istenilen ozelliklerin transfer edilebilecegi

belirtilmektedir.
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Leon ve ark. (2015) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Amerika ve Meksika’da
yetistirilen Physalis ixocarpa (2n=2x=24) tiiriiniin Rendidora ¢esidinin (diploid) ve
kolhisin uygulamasiyla iiretilmis tetraploid generasyonlarinin (C2, C3, C4, C5 ve C6
generasyonlar1) ploidi seviyesinin ve ¢igek tozu canliligmnin belirlenmesini
amaglamiglardir. P. ixocarpa’nmin Rendidora ¢esidi diploid kontrol olarak kullanilmistir.
Ploidi seviyesi, flow sitometri ve mayotik analizlerle belirlenmistir. Arastirmacilar,
kolhisin uygulamasi sonucu olusan autotetraploid bitkiler ve bunlardan iiretilen
generasyonlar arasinda ¢igek tozu canliligi agisindan 6nemli bir farklilik olmadigini
ifade etmislerdir.

Plazas ve ark. (2016), yabani tiirlerin genetik kaynaklarin genisletilmesinin
yaninda, patlican yetistiriciliginde bir¢cok alan i¢in varyasyon kaynagi olusturdugunu
bildirmislerdir. Ancak, 1slah programlarinda yabani tiirler ile yapilan tiirlerarasi
melezlemelerin  nadiren  kullanildigim1  belirtmislerdir.  Arastirmacilar, 1slah
caligmalarinda 6 kiiltiir patlican genotipi ile birincil (S. incanum ve S. insanum), ikincil
(S. anguivi, S. dasyphyllum, S. lichtensteinii, S. linnaeanum, S. pyracanthos, S.
tomentosum ve S. violaceum) ve tgtinciil (S. elaeagnifolium, S. sisymbriifolium ve S.
torvum) gen havuzlarindan 12 yabani tiiriin 19 iiyesi arasinda 1424 adet tiirlerarasi
melezleme yapmuslardir. Birincil ve ikincil gen havuzlarinda yer alan ve denemelerde
kullanilan tiim yabani tiirlerinin, S. melongena ile tiirleraras1 melezlemelerinde; meyve
tutumu, hibrit tohum olusumu ve tohum ¢imlenmesi gergeklesmistir. Meyve basina
olugan tohum miktar1 ve meyve tutma yiizdesi, melezlemenin yoniine bagli olarak bazi
farkliliklar gostermesine ragmen, birincil gen havuzu tiirii olan S. incanum ve S.
insanum ile yapilan melezlemelerde oldugu gibi, bazi ikincil gen havuzu tiirleri (S.
anguivi, S. dasyphyllum veya S. lichtensteinii) ile yapilan melezlemelerde en yiiksek
bulunmustur. Kiiciik meyveli yabani tiirler ana olarak kullanildiginda, her meyvedeki
tohum sayisinin daha az oldugu tespit edilmistir. Ugiinciil gen havuzlarma bakildiginda,
meyve tutumu, yalmizca S. sisymbriifolium (her nekadar bu tiirle yapilan
melezlemelerden partenokarp meyve elde edilmis olsa da) ve S. torvum tiirlerinin kiiltiir
patlicantyla melezlemelerinden iretilmistir. Ancak S. torvum ile yapilan
melezlemelerden bitki iiretimi, embriyo kurtarma ile miimkiin olmustur. Calisma
sonunda patlicanin, tiglinciil gen havuzu tiirleri de dahil olmak tizere ¢ok sayida yabani

tirle melezlenebilecegi bildirilmistir. Ayrica bu melezlerin, patlicanda tiirlerarasi
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melezleme 1slahi igin baslangi¢ noktasi niteliginde oldugu ve bazi durumlarda
patlicanlarin asilanmasi igin anag olarak yararli olabilecegi belirtilmistir.

Tome ve ark. (2016)’nin yaptiklar1 ¢alismada, Solanum commersonii ssp. patates
bitkisinin iki diploid klonu (S. commersonii subsp. commersonii Dun. ve S.
commersonii subsp. malmeanum) {izerinde tetraploid bitki olusumunu saglamak igin
kolhisin ve orizalin kimyasallarmin etkisini arastirmiglardir. Uygulamada bitkilerin
govde bogum tomurcuklarina kolhisinin 3,5, 5 ve 6,5 mM konsantrasyonlarin1 72 saat
siireyle, orizalinin ise 10, 30 ve 50 pM konsantrasyonlarini 24 saat siireyle
uyguladiklarini bildirmislerdir. Uygulamalar sonucu eksplantlar, MS ortaminda 60 giin
boyunca in vitro kosullarinda kiiltiire alinmigtir. Elde edilen bitkiler, seraya aktarilarak
gelismesi saglanmistir ve ploidi seviyesi flow sitometri ile belirlenmistir. S.
commersonii subsp. commersonii tirtinde in vitro uygulanan kolhisinin 6,5 mM
konsantrasyonu 72 saat ve orizalinin ise 50 uM konsantrasyonu 24 saat uygulandiginda
eksplantlarin 6ldiigiinii gézlemlemislerdir. Arastirmacilar, diger kolhisin ve orizalin
uygulamalarinin kimerik yapida bitki olusturduguna dikkat ¢ekmislerdir. Caligsmalari
sonucu S. commersonii subsp. malmeanum patates klonunda orizalinin 10 ve 50 uM
konsatrasyonunun 24 saat siireyle uygulanmasinin tetraploid bitki {iretiminde etkili
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica, tetraploid bitkilerin stoma genisliginde artis oldugu

belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Arastirma Eylil 2014 ila Kasim 2016 tarihleri arasinda, Mustafa Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimiine ait giin uzunlugu kis aylarinda
12 saat olacak sekilde ek i1siklamayla ayarlanabilen 1sitma ve pet sogutma sistemi
bulunan bir cam sera ve biyoteknoloji laboratuvarinda yiiriitiilmistiir. Arastirma
kapsaminda, s6z konusu melezleme engelini asmak amaciyla daha Once yliriitiilen
projelerden tiretilen, 2 adet interspesifik diploid (Au2/1-6, Aii4/1-10), % 0,03 kolhisin
iceren agarli MS ortaminda (Murashige ve Skoog, 1962) 3 giin bekletilen
tomurcuk/siirgiin uclarmdan gelistirilmis interspesifik hibrit kaynakli 1 tetraploid
(U4/1V-1-4), Faselis F1’in tomurcuk/siirgiin uglarma % 0,05 kolhisin (2 giin)
uygulamasiyla elde edilen 1 tetraploid (Kol53) olmak iizere toplam 4 adet genotip
kullanilmigtir. Ayrica S. melongena’nin Karnaz F1 (Bursa Tohum), Faselis F1 (De

Ruiter Seeds, Hollanda) cesitleri ve S. torvum tiirii calismalara dahil edilmistir.

3.2. Yontem

Tez kapsaminda tiirleraras1 melezleme engelinin asilmasi amaciyla asagida

aciklanan yontemler kullanilmistir.

3.2.1. Tetraploid interspesifik Hibrit ve S. melongena Genotiplerinin Diploid S.
torvum ile Melezlenmesiyle Triploid Interspesifik Genotiplerin Elde Edilmesi

Daha once yiriitilen projeden elde edilen tetraploid Kol53 genotipinin asisiz bitki
cigekleri ve bu genotipin Pala ve Faselis {izerine asili bitkilerinin ¢ig¢ekleri, yabani
patlican olarak bilinen diploid S. torvum’un cicekleri ile melezlenmistir. Ayrica,
interspesifik hibrit kaynakli tetraploid U4/IV-I-4 genotipinin Faselis iizerine asili
bitkileri, Pala iizerine asili interspesifik diploid Aii4/1-10 genotipi ve S. torvum tiiri ile
melezlenmistir. Boylece interspesifik triploid bitki olusturulmaya calisilmistir. Bunu
yani sira, tetraploid Kol53 genotipinin durultulmasi i¢in kendilenmistir. Bu melezleme
ve kendileme sonucu olusturulan tohumlarin ¢imlenmelerini kolaylastirmak amaciyla
dezenfeksiyondan sonra kenarlar1 kesilmis ve in vitro MS ortaminda ¢imlendirilerek

elde edilen bitkilerin polidi seviyeleri Flow Sitometri ile belirlenmistir.
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3.2.2. Diploid S. torvum ve S. melongena’mn Farkl Cesitlerine In Vitro Kolhisin ve
Orizalin Uygulanmasiyla Verimli Tetraploid Genotiplerin Uretilmesi

Bu ¢aligmada S. torvum ile S. melongena’nin Karnaz F1 (Bursa Tohum) ve Faselis
F1 (De Ruiter Seeds, Hollanda) ¢esitleri kullanilmistir. Aydin Siyahi (Sepa Tohum)
tohumlar1 ise in vitro’da sagliksiz gelismeden dolay1 bitkiye doniistiiriilemedegi igin
deneme dis1 tutulmustur. Tohumlar, 100 ml’sinde 2 damla Tween 20 bulunan ve % 1
sodyum hipoklorid igeren bir ¢ozeltide 20 dakika boyunca manyetik karistiricida
calkalanmis, ardindan 5 kez steril saf sudan gecirilerek yiizeysel dezenfeksiyon
tamamlanmustir. Daha sonra, bu tohumlar in vitro MS ortaminda ¢imlendirilerek bitki
olusumu saglanmistir. Olusturulan bitkilerin gévde bogum tomurcuklari ve siirgiin
uclarina asagida aciklandigi gibi kolhisin ve orizalin uygulanarak verimli poliploid
(tetraploid) bitkiler iiretilmeye calisilmistir. Elde edilen bireylerin tetraploid olup
olmadigi Flow Sitometri yontemi kullanilarak belirlenmigtir.  Tetraploid oldugu
belirlenen bitkilerin ¢igeklenmesi incelenerek, ¢icek tozu canlilik ve ¢imlenme oranlari

(%) hesaplanmustir.

3.2.3. Interspesifik Diploid ve Tetraploid Genotiplere In Vitro Kolhisin ve Orizalin
Uygulamasiyla Verimli Genotiplerin Olusturulmasi

Daha Once yiriitilen projelerden fretilen 4 adet interspesifik diploid
genotiplerden (Aii2/1-6, Aii4/I-10, U4/11-6, 8/1V-2), Aii2/I-6 genotipi kullanilmustir.
Diger 3 genotipin gelikler {izerinde bulunan tomurcuklar kullanilarak yapilan in vitro
cogaltilmas: sirasinda, eksplantlarda ¢ok fazla kontaminasyon meydana geldiginden
cogaltma islemi gerceklestirilemedigi i¢in caligmalara dahil edilmemistir. Ayrica
interspesifik hibrit kaynakli 1 (U4/IV-1-4) ve Faselis F1°den elde edilen 1 (Kol53)
olmak iizere 2 adet tetraploid genotip kullanilmistir. Daha Once yiiriitillen ¢aligmalarda
10 mg/l orizalin uygulanarak (24 saat) elde edilmis interspesifik hibrit kaynakli 1
(XS02) adet tetraploid genotip, biiyiitme odasindan seraya dikildikten sonra 61diigii i¢in
deneme dis1 tutulmustur.

S. torvum’un baba, Faselis F1 patlican ¢esidinin ise ana olarak kullanilmasiyla
elde edilen interspesifik diploid tohumlar, in vitro MS ortaminda ¢imlendirilerek Ciiriik
(2010, 2012) tarafindan elde edilmis ve cam serada yetistirilmistir. At2/1-6

genotipindeki bitki sayisini arttirmak igin Sserada bulunan bitkilerinden tomurcuk
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alinarak in vitro MS ortaminda ¢ogaltilmistir. Bu amagla, serada yetistirilen bitkilerden
alinan tomurcuk barindiran gelikler, musluk suyu i¢inde 5 dakika bekletildikten sonra %
70’lik etil alkol cozeltisinde 1 dakika tutulmustur. Ardindan 3 kez steril saf sudan
gecirilerek ve 100 ml’sinde 2 damla tween 20 bulunan % 0,5’lik sodyum hipoklorit
cozeltisinde 15 dakika calkalandiktan sonra 3 kez steril saf su ile yikanmistir.
Sterilizasyondan sonra celikler tizerinde bulunan tomurcuk ve siirgiin uglar1 kesilerek
alinmis ve 10 g/l sakkaroz bulunan MS ortaminda 25+1°C sicaklik, 25-30 pmol/m?sn
151k yogunlugunda (16 saat 151k, 8 saat karanlik) kiiltiire alinmistir. Bu sekilde in vitro
ortamda olusturulan diploid ve tetraploid bitkilerin govde bogum tomurcuklari ve
sirglin uglarma in vitro kosullarda asagida acgiklandigi gibi kolhisin ve orizalin
uygulandiktan sonra bitki bilylitme odasinda kiiltiire alinarak (Sekil 3.1) tetraploid ve
oktaploid bitkilerin elde edilmesine ¢alisilmistir. Elde edilen bu bireylerin ploidi diizeyi
Flow Sitometri yontemiyle belirlenmistir. Tetraploid oldugu belirlenen bitkiler iizerinde

olusan ¢igekler incelenerek ¢igek tozu canlilik ve ¢gimlenme oranlari (%) hesaplanmustir.

Sekil 3. 1. Tetraploid Kol53 genotipinde kati1 ortam iizerinde tomurcuklara orizalin
uygulanmis eksplantlar

3.2.4. Interspesifik ve Pathican Genotiplerinde In Vitro Rejenerasyon Ortaminda

Kolhisin ve Orizalin Uygulamasiyla Verimli Bitkilerin Uretilmesi

Daha 6nce yiiriitiilen projelerden iirettigimiz 1 adet interspesifik diploid genotip
(Au2/1-6), Karnaz F1, Faselis F1 cgesitleri ve S. torvum tiirii bitkisel materyal olarak
kullamlmistir. Diger 3 interspesifik diploid genotipin (Aii4/1-10, U4/11-6, 8/IV-2)

celiklerinden alinan tomurcuklarda olusan kontaminasyon nedeniyle in vitro kosullarda
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bitki elde edilemedigi i¢in deneme dis1 birakilmistir. Bu genotiplerin yerine tetraploid
Kol53 ve U4/IV-1-4 genotipinde rejenerasyon denemesi kurulmustur. Ancak, bu
denemelerden de endojenik infeksiyon (Sekil 3.2 ve 3.3) nedeni ile bitki elde
edilememistir. S. torvum tiirii, Karnaz F1 ve Faselis F1 ¢esitlerine ait tohumlarin in vitro
kosullarda ¢imlendirilmesiyle (yukarida agiklandigi gibi) olusturulan bitkilerin
yapraklari ile serada bulunan Aw2/1-6 genotipine ait ¢eliklerdeki gozlerden in vitro
kosullarda olusturulan bitkilerin (yukarida agiklandigi gibi) yapraklari eksplant kaynagi
olarak kullanilmigtir. In vitro kosullarda biiyiitillen interspesifik bitkilerin siirgiin
ucundan ikinci veya tiglincii yesil renkli yapraklarindan alinan eksplantlar kullanilmistir.
Eksplantlarin alan1 yaklasik 0,5 cm? olacak sekilde ayarlanmaya calisiimistir. Daha
sonra bu eksplantlar asagida agiklandigi gibi in vitro rejenerasyon ortaminda farkli
stirelerde inkiibe edilmistir. Ardindan farkli dozlarda kolhisin ve orizalin uygulanmis ve
rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmistir (Sekil 3.4). Bu uygulama sonucu olusan
bitkilerin ploidi diizeyini belirlemek i¢in Flow Sitometri yontemi kullaniimistir.
Tetraploid oldugu belirlenen bitkilerin cicekleri incelenerek ¢icek tozu canlilik ve

¢imlenme oranlar (%) belirlenmistir.

Sekil 3. 2. Tetraploid Kol53 genotipinde gbzlenen endojenik infeksiyon
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Sekil 3. 4. Rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulanmig Karnaz F1 eksplantlari
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Aragtirmada kullanilan in vitro ortamlarmin pH’st 5,7 olacak sekilde ayarlanmus,
aksi belirtilmedigi takdirde ortamlar 8 g/l agar ile jellestirilmis ve 1,05 kg/cm? basing
altinda ve 121°C’de 15 dakika siireyle bekletilerek otoklavda sterilize edilmistir.
Eksplantlar {izerinde bakteriden kaynaklanan endojenik infeksiyon olustugunda

ortamlara 250 mg/1 sefotaksim eklenmistir.

3.2.5. Kolhisin ve Orizalin Uygulamalari

Uygulama  konsantrasyonu ve siiresi; In  vitro  kosullarda  kolhisin
konsantrasyonlart S. torvum tiirtinde 2,37 ve 3,55 mM, diger genotiplerde ise 2,5 ve
3,75 mM olarak uygulanmistir. Kolhisinin uygulama siiresi 8, 16 ve 32 saat olarak
gerceklestirilmistir. Orizalin konsantrasyonlari ise 28,8 ve 43,2 uM olarak 12, 24 ve 36
saat siireyle uygulanmigtir. Kolhisin her uygulama igin taze hazirlanmig olup, ortamlara
otoklavdan sonra filtre sterilizasyonu yapilarak eklenmistir. Orizalin ise steril kabin
igerisinde DMSQ’da ¢ozdiiriilerek ortamlara otoklavdan sonra ilave edilmistir.

Uygulama yéntemleri; Kolhisin ve Orizalin uygulamast 3 farkli sekilde
gerceklestirilmistir.

Birinci uygulamada in vitro kosullarda yetistirilen bitkilerin gévde bogum
tomurcuklar1 ve siirgiin uglari, kolhisin ve orizalinin yukarida belirtilen
konsantrasyonlarini igeren ve 0,5 mg/l BA ve 10 g/l sakkaroz bulunan agarsiz sivi MS
ortamina alinmistir (Sekil 3.5). Her kavanoza belirtilen ortamdan 60 ml eklenmistir.
Ortam igerisine ortalama 24 eksplant konulmustur. Bu eksplantlar, yukarda belirtilen
siirelerde ve kosullarda, 20-30 pmol/m?sn 151k yogunlugunda (yaklasik 12 saat 151k, 12
saat karanlik) 100 devir/dk’da calkalanmistir (Sekil 3.6) (Ali ve ark., 1992’den modifiye
edilmistir). Ardindan, ekplantlar steril edilmis saf su ile 3 kez durulanmistir. Daha sonra
bu tomurcuklar 0,5 mg/l BA ve 10 g/l sakkaroz bulunan MS ortamina alinarak 25+1°C
sicaklik, 25-30 pmol/m?n 151k yogunlugunda (16 saat 1s1k, 8 saat karanlk) kiiltiire

alinmistir.
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Sekil 3. 5. Karnaz F1 ¢esidinin gévde bogum tomurcuklar: ve siirgiin uglarina sivi
ortamda kolhisin uygulamasi

Sekil 3. 6. Faselis F1 ¢esidinin govde bogum tomurcuklari ve siirgiin uglarina sivi
ortamda ¢alkalama yapilarak kolhisin uygulamasi

Ikinci uygulamada, in vitro kosullarda bitkilerin gévde bogum tomurcuklar1 ve
stirglin uglari, 0,5 mg/l BA ve 10 g/l sakkaroz bulunan katt MS ortami igeren petrilere
dikilerek 1 giin siireyle 25+1°C sicaklik, 25-30 pmol/m?sn 151k yogunlugunun (16 saat
151k, 8 saat karanlik) saglandigi bitki biiyiitme odasinda kiiltiire alinmistir. Daha sonra

eksplantlar tlizerine 15 ml olacak sekilde yukarida verilen konsantrasyonlarda kolhisin
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ve orizalin ¢ozeltileri eklenmistir (Ekplantlarin iizeri kolhisinli ve orizalinli siviyla
kaplanmasi saglanmistir). Bu sekilde hazirlanan eksplantlar, belirtilen siirelerde orizalin
ile anilan bitki biiylitme odasi kosullarinda muamele edilmistir. Eksplantlara kolhisin
uygulamasi ise karanlikta (Sekil 3.7) gergeklestirilmistir. Uygulama tamamlandiktan
sonra kolhisin ve orizalinli siv1 ortami, katt MS ortamina zarar verilmeden dokiilmistiir.
Ardindan ekplantlar, steril edilmis saf su ile 3 kez durulanmigtir. Daha sonrasinda ise
eksplantlar, birinci uygulamada belirtildigi gibi kiiltiire alinmistir (Greplova ve ark.,
2009).

Sekil 3. 7. Tomurcuklara kat1 ortam iizerinde siv1 kolhisin (solda, karanlikta) ve
orizalin (sagda) uygulamasi

Uciincii uygulamada, interspesifik genotiplerin in vitro rejenerasyonu i¢in 10 uM
BA ve 1 uM ITAA igeren MS ortami kullanilmistir. In vitro kosullarda rejenerasyon
ortamina aktarilmig olan yaprak eksplantlari (Sekil 3.8), bu ortamda 5 ve 7 giin
bekletildikten sonra, ayni ortam igerisine yukarida belirtilen kolhisin ve orizalin
konsantrasyonlar1 eklenerek, belirtilen siirede inkiibe edilmis ve tekrar kolhisinsiz ve
orizalinsiz rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Bu sekilde Kiiltiire alinmis olan
eksplantlar iizerinde olusan kallus, tomurcuk veya tomurcuk benzeri yapilarin siirgiine
dontistiiriilmesi i¢in 0,5 uM BA ile desteklenmis MS ortami, iyi gelisme gdstermis olan
stirgiinlerin koklendirilmesi i¢in ise MS ortami kullanilmistir (Sekil 3.9) (Ciirtik ve ark.,
2014Db).
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Sekil 3. 8. In vitro kosullarda rejenerasyon ortamina aktarilmis yaprak
eksplantlari

Sekil 3. 9. Koklendirme ortaminda koklendirilmis Karnaz F1 bitkisi
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3.2.6. Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi

Bitkilerin ploidi diizeyi, Partec firmasinin DAPI kiti (Sysmex-Partec, Kat. No: 05-
5002) ile Partec protokolii kullanilarak, Flow Sitometri ile belirlenmistir (Tuna, 2014).
Bitkilerin bir kism1 Tekirdag’da NKU Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari’nda
Cy Flow Space cihazi ile, bir kismi Polonya’da Technology and Life Sciences
Universitesinde Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda Partec CCA cihaz ile, bir kismi
ise Mersin Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Biyoteknoloji Laboratuvari’nda

Cy Flow Ploidy Analyser cihazi ile belirlenmistir.

3.2.7. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Bakim Kosullar1

Yukarida Ozellikleri verilen cam serada bulunan ve daha Once yiiriitiilen
projelerden elde edilmis Pala ve Faselis F1 lizeine asilanmis ve asisiz olan interspesifik
diploid genotip (Aii2/I-6), 2 adet tetraploid (U4/IV-1-4, Kol53) genotip ve S. torvum
tirti bitkileri, i¢inde torf:perlit karisimi (2:1) bulunan 16 I’lik saksilara alinmuistir (Cirtik
ve ark. 2014a). Saksilar serada 0,9 m sira arasi ve 0,5 m sira iizeri mesafelere
yerlestirilerek ipe alinmustir. Bitkilerin sulanmasi, saksilardaki toprak gozlenerek ihtiyag
halinde damla sulama sistemiyle veya elle yapilmistir. Bitkilere, 3 farkli tarihte suda
¢oziilerek toplam 50:13:78 kg/da N:P2Os5:K20 verilmistir (Ciiriik, 2012; Ciirtik ve ark.
2014a).

Yapilan ¢aligmalar sonunda, kolhisin veya orizalin uygulanarak elde edilen ve in
vitro kosullarda bulunan bitkiler, dis kosullara alistirilarak 0,5 I’lik saksilara dikilmistir
ve ploidi diizeyleri belirlenmistir. Tetraploid olarak belirlenen ve dikim agamasina gelen
bitkiler, torf:perlit karisimi (2:1) ile doldurulmus 16 I’lik saksilara dikilmis ve cam
seraya yerlestirilmistir.

Melezlemeler sonucu olusturulan tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesiyle olusan
bitkiler, 6nce iginde torf:perlit karigimi (2:1) bulanan viyolde veya 0,5 I’lik saksida fide

haline getirilmistir. Daha sonra 5 1’lik saksilara aktarilarak serada biiyiitilmiistiir.

3.2.8. Yapilan Olgiimler ve izlenen Parametreler

Tomurcuk ve siirgiin uglarina kolhisin ve orizalin uygulanmasi sonucu kontamine

olan eksplant orani (%), siiren eksplant orani (%), siirgiin olusturan eksplant orani (%),
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bitki olusturan eksplant orani (%), kok olusturan bitki orani (%), koklendirme ortaminda
kontaminasyon orani (%), kontamine harici bitki olusturan eksplant oran1 (%), saksiya
aktarilan bitki olusturan eksplant orani (%), saksida tutma orani (%) ve tetraploid ve
oktaploid bitki sayis1 (adet/eksplant) gozlemleri yapilmistir. Rejenerasyon ortaminda
kolhisin ve orizalin uygulanmasi sonucu ise kontamine olan eksplant orani1 (%), kallus
olusturan eksplant orani (%), tomurcuk benzeri yapi olusturan eksplant orani (%),
stirglin olusturan eksplant oran1 (%), siirgilin biiyiitme ortaminda eksplant basina olusan
stirglin sayis1 (adet), eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi (adet), saksida tutan
bitki oran1 (%), eksplant basina saksida tutan bitki sayis1 (adet), tetraploid ve oktaploid
bitki sayis1 (adet/eksplant) gibi gozlemler yapilmistir. Her melezlemeden sonra meyve
tutma orani (%), yapilan tiim melez bitkilerin sayisi da ele alinarak, bunlarin arasindan
kag tanesinin tutmus oldugu oranlanarak hesaplanmistir. Meyvedeki tohumlar, meyve
etiyle beraber beher igerisine alinip 5-7 giin siireyle fermantasyona birakilmis, daha
sonra olusan karisim siizilmiis ve elde edilen tohumlar oda kosullarinda kurutulduktan
sonra sayilmigtir. Olusan tohumlarin MS ortaminda in vitro ¢imlenme yiizdeleri

belirlenerek hesaplanmustir.

3.2.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Denemeler, tesadiif parsellerine gore kurulmus olup elde edilen verilere varyans
analizi uygulanmigtir. In vitro ¢aligmalarinda, uygulamalar 4 tekerriirlii kurulmus ve her
tekerriirde 5 eksplant bulundurulmustur. Bitkilerin materyal olarak kullanildig:
caligmalar 3 tekerriirden olusmustur ve her tekerriirde en az 3 bitki bulundurulmustur.
Cigek tozu galismalarinda ise her genotipten 4 tekerriirde toplamda ortalama 200 adet
cicek tozu incelenerek canlilik ve ¢imlenme orani (%) hesaplanmustir.

Elde edilen % verilere ag1 transformasyonu uygulanmistir ve eksplant basina
diisen bitki gozlemlerinde elde edilen rakamlar 10’dan kiigiik oldugundan rakamlara 0,5
eklenerek karekok transformasyonu uygulanmigtir. Varyans analizinde % 5’te 6nemli

¢ikan parametrelerin ortalamalart Duncan testine gore karsilastirilmisgtir.
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3.2.10. iklimsel Veriler

Serada sicaklik ve nem degerleri, veri kaydedici (HOBO U14) ile 30 dakikada bir
Ol¢iilmiis ve kaydedilmistir. Aralik 2015 - Mart 2016 tarihleri arasindaki iklimsel

veriler, arastirmacinin sehven eksik takibi nedeniyle elde edilemediginden asagidaki

cizelgede verilmemistir (Cizelge 3. 1).

Cizelge 3. 1. Calismanin yapildigi donemde cam serada kaydedilen sicaklik ve nem

degerleri
vil Ay Sicaklik (°C) Oransal Nem (%)
Maks. Min. Ort. Maks. Min. Ort.

Aralik 25,45 15,44 20,09 76,07 35,30 57,86
Ocak 25,69 9,43 17,73 67,67 33,17 50,73
Subat 30,34 13,06 19,67 65,82 31,22 52,46
Mart 29,86 16,41 21,78 73,85 30,17 48,95
Nisan 31,15 10,30 19,75 85,65 28,10 56,20

9014-2015 Mayls 37,67 18,72 24,17 83,85 23,57 57,58
Haziran 34,78 18,58 26,26 79,07 27,10 59,03
Temmuz 38,90 22,37 28,89 82,72 23,20 62,94
Agustos 41,24 22,13 29,51 81,47 25,70 62,53
Eyliil 37,75 21,89 28,51 81,32 27,02 59,52
Ekim 32,79 17,51 23,67 87,25 24,50 64,71
Kasim 26,67 11,03 19,23 79,80 27,85 49,87
Nisan 28,82 15,25 22,80 77,87 34,00 55,69
Mayis 35,29 13,64 22,84 86,87 28,12 63,15
Haziran 38,53 19,58 27,32 82,12 27,62 58,60

2016 Temmuz 36,31 23,74 28,94 84,97 30,35 65,05
Agustos 37,89 23,16 29,30 84,37 39,92 66,96
Eyliil 33,18 14,38 25,56 90,42 26,35 64,08
Ekim 32,07 14,29 23,52 81,67 22,97 57,26
Kasim 27,19 7,67 17,57 87,37 38,40 68,95
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Tetraploid Interspesifik Hibrit ve S. melongena Genotiplerinin Diploid S.

torvum ile Melezlenmesiyle Triploid Interspesifik Genotiplerin Elde Edilmesi

Triploid bitki elde etmek amaciyla Haziran 2014-Eyliil 2014 tarihleri arasinda
yapilan melezlemelerle ilgili olarak elde edilen veriler Cizelge 4.1 ve 4.2’de verilmistir.
Faselis F1 tizerine asili tetraploid Kol53 genotipinin kendilenmesiyle olusan 11
tohumun bitkiye dontisme oran1 % 18,18 olmustur. Pala tizerine asili diploid Aw4/I-10
genotipinin, Pala {izerine asili tetraploid Kol53 ile melezlenmesi sonucu meyve
olusmamustir. Tam tersine Pala tizerine asili tetraploid Kol53 genotipi, Pala tizerine asili
diploid Aw4/1-10 ile melezlendiginde meyve tutma orani %10, tohum olusturan meyve
orani % 100 olarak gergeklesmistir. Ancak, bu melezleme sonucu olusan 1 adet tohum
¢imlenmemistir. Benzer sekilde Pala {izerine asili tetraploid Kol53 genotipi ile Faselis
F1 iizerine asili tetraploid U4/IV-1-4 genotipinin melezlenmesi sonucu meyve tutma
orant % 37,5, tohum olusturan meyve oran1 % 33,33 olarak belirlenmis ve meyvede 2
adet tohum olusumu gorilmiistir. Ancak bu tohumlarda ¢imlenme meydana
gelmemistir. Pala iizerine asil tetraploid Kol53 genotipinin asisiz tetraploid U4/1V-1-4
genotipi ile melezlemesi sonucu meyve olusmamistir. Faselis F1 iizerine asil tetraploid
Kol53 genotipinin Pala {izerine asil diploid Ati4/1-10 genotipiyle melezlenmesinden %
52,63 oraninda meyve tutumu gozlenmistir. Ayrica tohum olusturan meyve oran1 % 20
iken meyvede olusan 1 adet tohumda ¢imlenme gerceklesmemistir.

Faselis F1 {izerine asili tetraploid Kol53 genotipi ile Faselis F1 {izerine asili
tetraploid U4/IV-1-4 genotipinin melezlenmesi sonucu % 10 oraninda tohumsuz meyve
olusmustur (Cizelge 4.2). Ayn1 genotipin (Faselis F1 {izerine asili tetraploid Kol53)
asisiz tetraploid U4/IV-I-4 ile melezlenmesinde ise meyve tutma oramm % 100
olmasina ragmen benzer sekilde meyvede tohum olusumu ger¢eklesmemistir.

Faselis F1 {izerine asili tetraploid Kol53 genotipinin, S. torvum ile melezlemesi
sonucu bitkiye doniisen tohum oran1 % 100 olarak bulunmustur Cizelge 4.2). Asisiz
tetraploid Kol53 genotipi, S. torvum ile melezlendiginde tohum olusturan meyve orani
% 16,67 olarak hesaplanmistir. Ancak olusan tohumda ¢imlenme meydana gelmemistir.
Pala iizerine asili tetraploid Kol53 genotipinin S. torvum ile melezlemesinde bitkiye

dontigen tohum orani1 % 33,33 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4. 1. Pala ve Faselis F1 iizerine agilanmis veya agisiz tetraploid Kol53, Faselis F1 iizerine asili interspesifik hibrit kaynakl
tetraploid U4/IV-1-4 ve Pala lizerine asili interspesifik diploid AU4/1-10 genotipleri ile diploid S. torvum tiiriiniin cesitli melezlenme
kombinasyonlarindan elde edilen veriler

Meyveye Tohum
Tutan doniisen olusturan Toplam Cimlenen
Melezlenen ¢icek  ¢icek meyve tohum  tohum

GE

cigek sayisi sayisi  sayisi saylsl  sayisl  sayisl
Ana olarak kullanilan genotip Baba olarak kullanilan genotip (adet) (adet)  (adet) (adet)  (adet) (adet)
Faselis F1 tizerine asili tetraploid Kol53 Faselis F1 iizerine asili tetraploid Kol53 5 3 3 3 11 2
Pala iizerine asil diploid Aii4/I-10 Pala iizerine asili tetraploid Kol53 1 0 0 0 0 0
Pala iizerine asil tetraploid Kol53 Pala tizerine asih diploid Au4/I-10 10 1 1 1 1 0
Pala iizerine asili tetraploid Kol53 Faselis F1 {izerine asil tetraploid U4/1V-1-4 8 5 3 1 2 0
Pala iizerine asil tetraploid Kol53 Asisiz tetraploid U4/1V-1-4 2 2 0 0 0 0
Faselis F1 lizerine asili tetraploid Kol53  Pala tizerine asih diploid Aii4/I-10 19 14 10 2 2 0
Faselis F1 iizerine asili tetraploid Kol53  Faselis F1 iizerine asilh tetraploid U4/1V-1-4 10 1 0 0 0
Faselis F1 iizerine asili tetraploid Kol53  Asisiz tetraploid U4/IV-1-4 2 2 0 0 0
Faselis F1 tizerine asih tetraploid Kol53  S. torvum 22 15 8 3 7 7
Asisiz tetraploid Kol53 S. torvum 36 6 6 1 1 0
Pala iizerine agil tetraploid Kol53 S. torvum 31 18 14 2 3 1




9¢

Cizelge 4. 2. Pala ve Faselis F1 iizerine asilanmis veya asisiz tetraploid Kol53, Faselis F1 iizerine asili interspesifik hibrit kaynakli
tetraploid U4/IV-1-4 ve Pala iizerine asili interspesifik diploid AU4/I-10 genotipleri ile diploid S. torvum tiiriiniin gesitli melezlenme
kombinasyonlarindan elde edilen oransal degerler

Meyvede
olusan
Tohum ortalama Bitkiye
Cicek olusturan tohum doniisen
tutma Meyve tutma meyve say1sl tohum
Ana olarak kullanilan genotip Baba olarak kullanilan genotip orani (%) orani (%) orani (%) (adet) orani (%)
Faselis F1 lizerine asili tetraploid Kol53 Faselis F1 iizerine asili tetraploid Kol53 60,00 60,00 100,00 3,67 18,18
Pala tizerine asili diploid Aii4/1-10 Pala tizerine asili tetraploid Kol53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pala tizerine asili tetraploid Kol53 Pala tlizerine asili diploid A#i4/1-10 10,00 10,00 100,00 1,00 0,00
Pala iizerine asili tetraploid Kol53 Faselis F1 {izerine asili tetraploid U4/1V-1-4 62,50 37,50 33,33 2,00 0,00
Pala iizerine asili tetraploid Kol53 Asis1z tetraploid U4/IV-1-4 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Faselis F1 {izerine asili tetraploid Kol53 Pala iizerine asili diploid Aii4/I-10 73,68 52,63 20,00 1,00 0,00
Faselis F1 iizerine asili tetraploid Kol53 Faselis F1 iizerine asili tetraploid U4/IV-1-4 40,00 10,00 0,00 0,00 0,00
Faselis F1 tizerine asil tetraploid Kol53 Asisiz tetraploid U4/1V-1-4 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00
Faselis F1 lizerine asili tetraploid Kol53 S. torvum 68,18 36,36 37,50 2,33 100,00
Asisiz tetraploid Kol53 S. torvum 16,67 16,67 16,67 1,00 0,00
Pala tizerine agsili tetraploid Kol53 S. torvum 58,06 45,16 14,29 1,50 33,33




Pala iizerine asili tetraploid Kol53 genotipinin, S. torvum ile melezlemesinden
elde edilen tohumlardan olusan bitkinin triploid oldugu, ancak Faselis {izerine asili
tetraploid Kol53 genotipinin S. torvum ile melezlemesi sonucu elde edilen bitkilerin ise
tetraploid oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Tetraploid bir genotip ile diploid bir
genotipin melezlenmesi sonucu triploid yerine tetraploid genotipin olugsmasinin nedeni,
melezlemenin saglikli bir sekilde yapilmamis olmasina bagli olarak, melezlemeyle

beraber kendileme isleminin de gergeklesmis olmasidir.
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Sekil 4. 1 A. Kontrol olarak kullanilan diploid S. torvum‘un Flow Sitometri grafigi. B. Pala
tizerine asil tetraploid Kol53 genotipinin S. torvum ile melezinden elde edilen triploid bitkinin
Flow Sitometri grafigi. C. Kontrol olarak kullanilan asisiz tetraploid Kol53 genotipinin grafigi.

D. Faselis F1 iizerine asil1 tetraploid Kol53 genotipinin S. torvum ile melezlenmis olmakla

birlikte kendileme sonucu olustugu degerlendirilen tetraploid bitkinin Flow Sitometri grafigi
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4.2. Diploid S. torvum ve S. melongena’min Farkh Cesitlerine In Vitro Kolhisin ve

Orizalin Uygulanmasiyla Verimli Tetraploid Genotiplerin Uretilmesi

4.2.1. Diploid S. torvum Tiiriinde Elde Edilen Bulgular

4.2.1.1. Diploid S. torvum’un Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Kati Ortam

Uzerinde Kolhisin Uygulamasi

S. torvum tiirlinde kati ortam i¢in uygun kolhisin uygulamasinin belirlenmesi
amaciyla kurulan denemeden elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.3’te verilmistir.
Cizelge 4.3’te gorildigi tzere, kolhisin dozu ve uygulama siiresinin incelenen tim
ozellikler iizerinde herhangi bir etkisi bulunmamistir. Kontamine olan eksplant orani,
siiren eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani, koklendirme ortaminda
kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan eksplant orani, saksiya aktarilan
bitki olusturan eksplant orani, saksida tutma orani ve tetraploid bitki sayis1 gozlemleri
acisindan, “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonunun Onemli olmadigi
saptanmistir. Ancak bitki olusturan eksplant orani ve kok olusturan bitki orani
bakimindan “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonu 6nemli bulunmustur. Bitki
olusturan eksplant orani agisindan en yiiksek deger (% 100,00) 2,37 mM Kkolhisin
dozunun 32 saat silireyle uygulanmasindan elde edilmistir. En yiiksek kok olusturan
bitki oranint (% 85,42) 3,55 mM kolhisin konsantrasyunun 16 saat siireyle uygulanmasi
vermistir. Calismamizda uygulanan kolhisinin tetraploid bitki tizerine etkisi olmamustir.
Bu sonug Bletsos ve ark. (2000)’nin yaptigi calismayi destekleyecek niteliktedir.
Arastirmacilar, Langada x S.torvum’un melezlenmesi ile elde edilen F1 hibrit bitkisine
kolhisin uygulayarak verimli bitki elde etmeye g¢alismis, ancak uygulanan kolhisinin
yeterince etkili olmadigini gozlemlemislerdir. Diger yandan Ciiriik (2012), Faselis F1
ile S. torvum’u melezleyerek elde ettigi hibrit bitkiye kolhisin uygulamis ve tetraploid

bitki iiretimine katkist oldugunu belirtmistir.
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Cizelge 4. 3. S. torvum’un siirgiin ug¢lar1 ve tomurcuklarina kat1 ortam tizerinde kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan

6€

Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Doz Siiresi Eksplant ~ Orami  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Oram Bitki Say1st
(mm) (Saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani1 (%) Oran1 (%) (%)  (adet/eksplant)
2,37 8 35,00 82,50 82,50 76,25° 65,00° 31,25 46,25 46,25 79,17 0,00
2,37 16 33,33 87,50 81,25 75,00° 62,50° 25,00 56,25 50,00 75,00 0,00
2,37 32 33,33 100,00 100,00 100,000 79,17%® 29,17 64,58 64,58 79,17 0,00
3,55 8 33,33 87,50 87,50 72,92° 66,67° 16,67 54,17 60,42 66,67 0,00
3,55 16 38,33 93,75 85,42 85,422 85,42° 25,00 70,83 62,50 62,50 0,00
3,55 32 34,17 80,42 75,42 69,17° 60,83° 16,67 60,83 60,83 54,17 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. 5,81 5,81 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,37 33,89 90,00 87,92 83,75 68,89 28,47 55,69 53,61 77,78 0,00
3,55 35,28 87,22 82,78 75,83 70,97 19,44 61,94 61,25 61,11 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)

8 34,17 85,00 85,00 74,58 65,83 23,96 50,21 53,33 72,92 0,00
16 35,83 90,63 83,33 80,21 73,96 25,00 63,54 56,25 68,75 0,00
32 33,75 90,21 87,71 84,58 70,00 22,92 62,71 62,71 66,67 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’¢ gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



4.2.1.2. Diploid S. torvum’un Siirgiin U¢lar1 ve Tomurcuklarima Sivi Ortamda
Kolhisin Uygulamasi

S. torvum tiirtinde siv1 ortamda siirgiin ucu ve tomurcuklara farkli kolhisin dozu
ve uygulama siiresinin etkisini belirlemek amaciyla kurulan deneme verileri (Cizelge
4.4) incelendiginde, “kolhisin dozu”, “uygulama siiresi” ve ‘“kolhisin dozu x uygulama
stiresi” interaksiyonunun incelen biitiin 6zellikler iizerine olan etkisinin 6nemli olmadig1
belirlenmistir.

Basay ve ark. (2011), patlicanda dihaploid bitki tiretmek igin haploid bitki
tomurcuklarina in vitro kosullarda % 0,5 ve % 1 kolhisin konsantrasyonlarini sirasiyla 1
ve 2 saat uyguladiklar1 calisma sonunda, kullanilabilecek en uygun kolhisin
uygulamalarinin 2 saat % 0,5’lik kolhisin ve 1 saat %1’lik kolhisin uygulamalarinin
oldugunu bildirmektedirler. Robledo-Torres ve ark. (2011)’nin yaptiklari ¢alismada ise
tomatillo (Physalis ixocarpa Brot.) tiiriinde ¢imlenmeye baslayan tohumlara, 24 saat
stire ile % 0,04-0,20 arasindaki kolhisin konsantrasyonlar1 uygulayarak en iyi sonucu %
0,12 ve % 0,16 uygulamalarindan elde ettiklerini belirterek sirasiyla % 67 ve % 65
oraninda basari elde ettiklerini belirtmislerdir. Ancak ¢alismamizda kullanilan kolhisin
dozlarinin daha uzun siirelerde uygulanmasinin istatistiksel olarak 6nemli bir etkisi

bulunmamustir (Cizelge 4.4). Dolayisiyla tetraploid bitki liretimi de gergeklesmemistir.

4.2.1.3. Diploid S. torvum’un Siirgiin U¢lar1 ve Tomurcuklarmma Kati Ortam
Uzerinde Orizalin Uygulamasi

S. torvum tiiriiniin siirglin ucu ve tomurcuklarina, farkli konsantrasyon ve siirede
kat1 ortam {izerinde uygulanan orizalin denemesinden elde edilen veriler Cizelge 4.5’te
sunulmustur. Koklendirme ortaminda kontaminasyon orani disinda incelenen biitiin
parametreler tizerine “orizalin dozu” , “uygulama siiresi” ve “orizalin dozu x uygulama
siiresi” interaksiyonunun etkili olmadigi belirlenmistir. Koklendirme ortaminda
kontaminasyon oraninin istatistiksel agidan dnemli ¢ikmasi, uygulanan orizalin dozuyla
iliskilendirilmemelidir. Bu durumun farkli nedenlere (endojenik veya ekzojenik

kontaminasyon) bagli olarak ger¢eklestigi diistiniilmektedir.

40



194

Cizelge 4.4. S. torvum’un siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki  Saksida
Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan  Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Kolhisin Siiresi Eksplant ~ Oram1  Eksplant  Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant Orani Bitki Say1st

Doz (mM) (Saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) (%) (adet/eksplant)
2,5 8 30,00 82,50 82,50 58,75 46,25 20,83 82,50 41,25 75,00 0,00
2,5 16 31,67 81,25 81,25 68,75 56,25 8,33 81,25 37,50 87,50 0,00
2,5 32 35,00 70,83 70,83 64,58 43,75 8,33 70,83 37,50 100,00 0,00
3,75 8 33,33 75,00 68,75 62,50 56,25 16,67 75,00 37,50 87,50 0,00
3,75 16 30,00 87,50 79,17 72,92 43,75 8,33 87,50 43,75 75,00 0,00
3,75 32 37,50 91,67 77,08 70,83 56,25 20,83 91,67 47,92 87,50 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Kolhisin Dozu (mM)
2,5 32,22 78,19 78,19 64,03 48,75 12,50 78,19 38,75 87,50 0,00
3,75 33,61 84,72 75,00 68,75 52,08 15,28 84,72 43,06 83,33 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)

8 31,67 78,75 75,63 60,63 51,25 18,75 78,75 39,38 81,25 0,00
16 30,83 84,38 80,21 70,83 50,00 8,33 84,38 40,63 81,25 0,00
32 36,25 81,25 73,96 67,71 50,00 14,58 81,25 42,71 93,75 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’¢ gore belirlenmistir.

OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 5. S. torvum’un siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kat1 ortam {lizerinde orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Saksiya
Kontamine Aktarilan
Harici Bitki
Kontamine  Siiren Siirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Olusturan Saksida
Orizalin ~ Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan  Ortaminda Olusturan  Eksplant Tutma Tetraploid
Dozu Stiresi Eksplant ~ Orami  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant Oranm1  Orani Bitki Sayisi
(LM) (Saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%) (%) (adet/eksplant)
28,8 12 30,00 77,50 65,00 52,50 41,25 8,33 41,25 41,25 100,00 0,00
28,8 24 30,00 79,17 64,58 35,42 29,17 0,00 29,17 29,17 100,00 0,00
28,8 36 30,00 77,50 60,00 34,17 34,17 0,00 34,17 34,17 100,00 0,00
43,2 12 30,00 75,00 56,25 35,42 35,42 12,50 35,42 35,42 100,00 0,00
43,2 24 25,00 81,25 47,92 20,83 20,83 50,00 12,50 20,83 75,00 0,00
43,2 36 30,00 87,50 66,67 41,67 41,67 37,50 41,67 41,67 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 30,00 78,06 63,19 40,69 34,86 2,78° 34,86 34,86 100,00 0,00
43,2 28,33 81,25 56,94 32,64 32,64 33,332 29,86 32,64 91,67 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 25,56 O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)
12 30,00 76,25 60,63 43,96 38,33 10,42 38,33 38,33 100,00 0,00
24 27,50 80,21 56,25 28,13 25,00 25,00 20,83 25,00 87,50 0,00
36 30,00 82,50 63,33 37,92 37,92 18,75 37,92 37,92 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



4.2.1.4. Diploid S. torvum’un Siirgiin U¢lar1 ve Tomurcuklarina Sivi Ortamda
Orizalin Uygulamasi

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi, orizalin sivi ortamda uygulandiginda “orizalin
dozu” ve “uygulama siiresi’nin biitiin gézlemler {izerine, “orizalin dozu x uygulama
stiresi” interaksiyonunun ise saksida tutma orani hari¢ diger biitiin 6zellikler {izerine
etkisinin olmadig1 saptanmustir.

“Orizalin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonu incelendiginde, en yiiksek
saksida tutma oraninin 28,8 ve 43,2 uM orizalin dozunun sirastyla 36 ve 24 saat siireyle
uygulanmasindan elde edildigi gézlenmistir (Cizelge 4.6). Calismada kullanilan orizalin
dozu ve uygulama siiresinin S. torvum’un tetraploid bitki iiretimi {izerine Onemli
etkisinin olmadigi belirlenmistir. Simsek (2011) karpuzda 0, 20, 35 ve 50 uM orizalin
konsantrasyonlarini in vivo kosullarda kotiledon asamasindaki bitkilerin biiyiime ucu
meristem bolgesine uygulayarak, % 0,69 oraninda tetraploid bitki olusturdugunu ifade
etmistir. Chauvin ve ark. (2003)’nin ¢alismasinda ise, patates bitkisi tomurcuklarina
28,8 uM orizalin konsantrasyonu 24 saat silire ile uygulanarak tetraploid bitki
tiretilmistir. Ayrica bu bitkilerin kimerik yapi olusturdugu belirtilerek tetraploidlerin
oraninin % 6 ila % 29 arasinda degistigi saptanmistir. Diger ¢calismalarda tetraploid bitki
olusumu gozlenirken, bu caligsmada iiretilememesinin sebebi S. torvum’un farkli genetik
yaptya sahip olmasindan kaynaklandigi, ayrica orizalinin farkli dozlarinin daha etkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.2.2. Diploid Karnaz F1 Cesidinde Elde Edilen Bulgular

4.2.2.1. Diploid Karnaz F1 Cesidinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarma Kati
Ortam Uzerinde Kolhisin Uygulamasi

Cizelge 4.7°de Karnaz F1 ¢esidinde incelenen ozelliklerden kontamine olan
eksplant orani, siiren eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani, kok olusturan bitki
orani, koklendirme ortaminda kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan
eksplant orani, saksiya aktarilan bitki olusturan eksplant orani ve tetraploid bitki sayis1
tizerine “kolhisin dozu” ve “uygulama siiresi” ile “kolhisin dozu x uygulama siiresi”

interaksiyonun etkisi istatistiksel agidan 6nemli bulunmamustir.
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Cizelge 4. 6. S. torvum’un siirgiin ug¢lar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan
Kontamine  Sitiren  Siirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki  Saksida

Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olugturan Olusturan  Ortaminda Olugturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Orizalin Siiresi Eksplant  Oram1  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant Orani Bitki Sayist
Doz (uM) (Saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) (%) (adet/eksplant)
28,8 12 15,00 78,75 67,50 56,25 56,25 16,67 50,00 50,00 66,67° 0,00
28,8 24 25,00 83,75 55,00 50,00 43,75 8,33 43,75 43,75 66,67° 0,00
28,8 36 35,00 79,17 60,42 41,67 41,67 0,00 41,67 41,67 100,002 0,00
43,2 12 20,00 80,00 62,50 50,00 45,00 16,67 45,00 45,00 66,67° 0,00
43,2 24 25,00 78,75 56,25 56,25 45,00 8,33 38,75 38,75  100,00% 0,00
43,2 36 20,00 85,00 62,50 51,25 51,25 20,83 45,00 45,00  75,00% 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 27,32 O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 25,00 80,56 60,97 49,31 47,22 8,33 45,14 45,14 77,78 0,00
43,2 21,67 81,25 60,42 52,50 47,08 15,28 42,92 42,92 80,56 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)
12 17,50 79,38 65,00 53,13 50,63 16,67 47,50 47,50 66,67 0,00
24 25,00 81,25 55,63 53,13 44,38 8,33 41,25 41,25 83,33 0,00
36 27,50 82,08 61,46 46,46 46,46 10,42 43,33 43,33 87,50 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’¢ gore belirlenmistir.

OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 7. Karnaz F1 ¢esidinin siirgiin u¢lar1 ve tomurcuklarina kati ortam {izerinde kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan

Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan  Ortaminda Olusturan Olusturan Tutma Tetraploid Bitki
Dozu Stiresi Eksplant Oram1  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Orani Sayisi
(mM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani1 (%) Orani (%) (%)  (adet/eksplant)
2,5 8 25,00 88,75 83,75 77,50 60,00 14,58 47,50 47,50 79,17 0,00
2,5 16 25,00 82,50 82,50 77,50 47,50 6,25 41,25 41,25 100,00 0,00
2,5 32 35,00 93,75 93,75 93,75 72,92 16,67 56,25 35,42 100,00 0,00
3,75 8 25,00 93,75 81,25 62,50 62,50 20,83 50,00 43,75 91,67 0,00
3,75 16 25,00 93,75 87,50 62,50 56,25 12,50 50,00 37,50 100,00 0,00
3,75 32 25,00 79,17 72,92 60,42 54,17 25,00 41,67 27,08 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 28,33 88,33 86,67 82,922 60,14 12,50 48,33 41,39 93,06 0,00
3,75 25,00 88,89 80,56 61,81° 57,64 19,44 47,22 36,11 97,22 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. 11,11 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 25,00 91,25 82,50 70,00 61,25 17,71 48,75 45,63 85,42° 0,00
16 25,00 88,13 85,00 70,00 51,88 9,38 45,63 39,38  100,00? 0,00
32 30,00 86,46 83,33 77,08 63,54 20,83 48,96 31,25 100,002 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 12,54 O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Ancak, 2,5 mM’lik kolhisin uygulamasinda bitki olusturan eksplant orani
(% 82,92) 3,75 mM’lik kolhisin dozuna gore daha yiliksek bulunmustur. Saksida tutma
orani, 16 ve 32 saatlik kolhisin uygulamalarinda % 100 olarak, 8 saatlik uygulamaya
(% 85,42) gore daha yiiksek gergeklesmistir (Cizelge 4.7). Bu ¢alismada gergeklestirilen
kolhisin uygulamalarindan tetraploid bitki iiretilemezken; Simsek ve ark. (2013), karpuz
fidelerinin biiylime uglarina farkli dozlarda (% 0,2, % 0,3, % 0,4 ve % 0,5) kolhisin
uygulayarak % 0,3, % 0,4 ve % 0,5’lik konsantrasyonlardan tetraploid bitki elde
edebildiklerini belirtmislerdir.

4.2.2.2. Diploid Karnaz F1 Cesidinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Sivi
Ortamda Kolhisin Uygulamasi

Karnaz F1 gesidinin siirgin ucu ve tomurcuklarina sivi ortamda uygulanacak
kolhisin dozu ve siiresinin belirlenmesi amaciyla kurulan deneme sonuglar1 Cizelge
4.8°de verilmistir. Incelenen &zelliklerden siiren eksplant orami, siirgiin olusturan
eksplant orani, bitki olusturan eksplant orani, kok olusturan bitki orani, koklendirme
ortaminda kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan eksplant orani, saksiya
aktarilan bitki olusturan eksplant orani ve tetraploid bitki sayisi agisindan “kolhisin
dozu”, “uygulama siiresi” ve “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonun
istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir. Ancak saksida tutma orani {izerine
“kolhisin dozu” ve “uygulama siiresi” ile “kolhisin dozu x uygulama siiresi”
interaksiyonun 6nemli derecede etki ettigi tespit edilmistir. “Kolhisin dozu x uygulama
stiresi” interaksiyonuna gore 2,5 mM kolhisin dozu 16 saat uygulandiginda elde edilen
bitkiler saksida tutmadigindan, diger uygulamalardan farkli bir istatistiksel grupta yer

almustir.
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Cizelge 4. 8. Karnaz F1 ¢esidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Kolhisin ~ Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan  Ortaminda Olusturan Olusturan Tutma Tetraploid
Dozu Stiresi Eksplant ~ Orami  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Orani Bitki Sayist
(mM) (Saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani1 (%) Oram (%) (%) (adet/eksplant)
2,5 8 29,17 62,92 57,92 57,92 51,67 33,33 32,08 32,08 100,002 0,00
2,5 16 43,33 79,17 64,58 58,33 50,00 25,00 35,42 35,42 0,00P 0,00
2,5 32 27,50 69,17 57,92 57,92 45,42 20,83 30,83 30,83  100,00% 0,00
3,75 8 29,17 67,08 62,08 55,83 55,83 37,50 32,92 32,92 87,507 0,00
3,75 16 47,50 64,58 64,58 58,33 58,33 25,00 43,75 43,75 100,002 0,00
3,75 32 40,83 81,25 68,75 62,50 33,33 12,50 27,08 27,08 100,002 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 4,57 O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 33,33 70,42 60,14 58,06 49,03 26,39 32,78 32,78 66,67° 0,00
3,75 39,17 70,97 65,14 58,89 49,17 25,00 34,58 34,58 95,83% 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 7,85 O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)
8 29,17° 65,00 60,00 56,88 53,75 35,42 32,50 32,50 93,75% 0,00
16 45,422 71,88 64,58 58,33 54,17 25,00 39,58 39,58 50,00° 0,00
32 34,17 75,21 63,33 60,21 39,38 16,67 28,96 28,96  100,00% 0,00
LSD degeri (%5) 7,09 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 9,61 O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’¢ gore belirlenmistir.

OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



4.2.2.3. Diploid“Karnaz F1 Cesidinin Siirgiin Uc¢lar1 ve Tomurcuklarina Kati
Ortam Uzerinde Orizalin Uygulamasi

Karnaz F1 gesidinin siirgiin ucu ve tomurcuklaria kat1 ortam iizerinde orizalin
uygulandiginda elde edilen ortalama degerler incelendiginde (Cizelge 4.9), “uygulama
siiresi x orizalin dozu” interaksiyonunun kontamine olan eksplant orani, siiren eksplant
orani, siirgiin olusturan eksplant orani, bitki olusturan eksplant orani, kok olusturan bitki
orani, koklendirme ortaminda kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan
eksplant orani, saksida tutma orani ve tetraploid bitki sayisi lizerine herhangi bir
etkisinin olmadig1 goriilmisttir. 43,2 pM orizalin dozunun 24 saat siireyle
uygulandiginda, saksiya aktarilan bitki olusturan eksplant orani (% 56,25) diger
uygulamalara gore istatistiksel olarak daha yiiksek ¢ikmuistir.

Ayrica saksida tutma orani bakimindan ise 28,8 uM orizalin uygulamasi daha iyi
sonu¢ vermistir (Cizelge 4.9). “Uygulama siiresi” agisindan, kdklenme ortaminda
olusan kontaminasyon orani 12 saatlik uygulamada en yiiksek (% 52,08) bulunmustur.
Uygulama sonucunda orizalin uygulamalarinin tetraploid bitki olusturmada etkisi

olmadigi tespit edilmistir.

4.2.2.4. Diploid Karnaz F1 Cesidinin Siirgiin Ug¢lar1 ve Tomurcuklarina Sivi
Ortamda Orizalin Uygulamasi

Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi, Karnaz F1 c¢esidine Sivi ortamda orizalin
uygulamasi denemesinde; kontamine olan eksplant orani, siiren eksplant orani, siirgiin
olusturan eksplant orani, bitki olusturan eksplant orani, kok olusturan bitki orani,
koklendirme ortaminda kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan eksplant
orani, saksiya aktarilan bitki olusturan eksplant oran1 ve tetraploid bitki sayisi lizerine
“orizalin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonunun etkisi 6nemsiz bulunurken, saksida
tutma orani lizerine olan etkisi onemli ¢ikmistir. Diger uygulamalara gore en diisiik
saksida tutma oranlari, 28,8 uM orizalin dozu 24 saat (% 0,00) ve 43,2 uM orizalin
dozu 36 saat uygulandiginda elde edilmistir. Ayrica “orizalin dozu” incelendiginde 43,2
uM orizalin konsantrasyonunda siirgiin olusturan eksplant oran1 (% 75,00), 28,8 uM

orizalin uygulamasin gore daha iyi sonug vermistir.
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Cizelge 4. 9. Karnaz F1 gesidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kati1 ortam tizerinde orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan

Kontamine  Siiren Siirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki  Saksida
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan  Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Dozu stiresi Eksplant  Oram1  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Orani Bitki Sayist
(LM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oram (%) (%) (adet/eksplant)
28,8 12 23,33 73,75 62,50 77,08 57,50 37,50 33,75 33,75® 100,00 0,00
28,8 24 28,33 87,50 81,25 70,83 62,50 31,25 37,50 37,50® 100,00 0,00
28,8 36 37,50 87,50 81,25 75,00 66,67 33,33 45,83 52,08% 100,00 0,00
43,2 12 33,33 66,67 60,42 91,67 60,42 66,67 20,83 20,83° 75,00 0,00
43,2 24 45,00 85,42 85,42 83,33 70,83 16,67 56,25 56,25? 25,00 0,00
43,2 36 37,50 66,67 66,67 79,17 52,08 45,83 22,92 29,17 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 5,40 O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 29,72° 82,92 75,00 74,31 62,22 34,03 39,03 41,11 100,007 0,00
43,2 38,612 72,92 70,83 84,72 61,11 43,06 33,33 35,42 66,67° 0,00
LSD degeri (%5) 5,28 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 22,19 O.D.
Uygulama siiresi (saat)
12 28,33 70,21 61,46 84,38 58,96 52,08? 27,29 27,29 87,50 0,00
24 36,67 86,46 83,33 77,08 66,67 23,96° 46,88 46,88 62,50 0,00
36 37,50 77,08 73,96 77,08 59,38 39,58 34,38 40,63 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 18,75 O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 10. Karnaz F1 ¢esidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan Ortaminda Olusturan  Olusturan  Tutma Tetraploid
Dozu stiresi Eksplant Oram1  Eksplant  Eksplant Bitki Kontaminasyon  Eksplant  Eksplant  Orani Bitki Sayisi
(uM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%)  (adet/eksplant)
28,8 12 26,67 72,50 62,50 56,25 50,00 29,17 40,00 33,75 87,502 0,00
28,8 24 28,33 81,25 56,25 56,25 56,25 0,00 56,25 43,75 0,00° 0,00
28,8 36 37,50 87,50 66,67 60,42 60,42 20,83 47,92 39,58 87,502 0,13
43,2 12 33,33 79,17 79,17 60,42 52,08 8,33 45,83 39,58 87,502 0,29
43,2 24 42,50 87,50 79,17 64,58 64,58 0,00 64,58 43,75 79,172 0,00
43,2 36 37,50 85,42 66,67 52,08 52,08 0,00 45,83 39,58 25,00° 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 13,01 O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 30,83 80,42 61,81° 57,64 55,56 16,672 48,06 39,03 58,33 0,04
43,2 37,78 84,03 75,002 59,03 56,25 2,78° 52,08 40,97 63,89 0,10
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 9,68 O.D. O.D. 12,35 O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama stiresi (saat)
12 30,00 75,83 70,83 58,33 51,04 18,75 42,92° 36,67 87,502 0,15
24 35,42 84,38 67,71 60,42 60,42 0,00 60,422 43,75 39,58° 0,00
36 37,50 86,46 66,67 56,25 56,25 10,42 46,88" 39,58 56,25° 0,06
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 7,70 O.D. 27,34 O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’¢ gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference



“Uygulama siiresi’nin etkisine bakildiginda ise orizalin sivi ortamda 24 saat
uygulandiginda kontamine harici bitki olusturan eksplant orant (% 60,42) ve 12 saat
uygulandiginda ise saksida tutma orani (% 87,50) en yiiksek bulunmustur (Cizelge
4.10). Burada tetraploid bitki olusumu {iizerine uygulamalar istatistiksel olarak onemli
c¢ikmamistir. Ancak 4 adet tetraploid bitki tiretimi gerceklesmistir. En yiiksek tetraploid
bitki sayis1 (0,29 adet/eksplant), 43,2 uM orizalin dozunun 12 saatlik uygulamasindan
elde edilmistir.

Karnaz F1 gesidinde kati1 ortam iizerinde orizalin uygulamalarindan tetraploid
bitki elde edilemezken; sivi ortamdaki orizalin uygulamasinda tetraploid bitkiler (4
adet) Uretilmistir (Cizelge 4.9 ve 4.10).

Uretilen 4 adet tetraploid bitkiden 3 tanesinde ¢igek tozu gézlemi yapilmistir, geri
kalan bitkide heniiz ¢icek olusumu gézlenmediginden test edilememistir (Cizelge 4.11).
Siv1 ortamda orizalin uygulamasiyla iiretilen tetraploid bitkilerde pembe ve kirmizi
boyanan ¢icek tozu canlilik orani ortalama % 76,80 olarak belirlenmistir. Literatiirde bu
orana benzer sonuglar tespit edilirken (Ali ve ark. 1992); bazi1 arastirma sonuglarina
gore ise tetraploid olan bitkilerde daha diisik ¢icek tozu canliigr (% 1,73 - 40)
gozlenmistir (Robledo-Torres ve ark. 2011; Khan ve ark. 2013). Calismamizda Karnaz
F1 ¢esidinden iiretilen tetraploid bitkilerin ¢igek tozu ¢imlenme orani ise % 22,50

olmustur.

Cizelge 4. 11. Karnaz F1 gesidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda
orizalin uygulamasi sonucu elde edilen tetraploid bitkilerin ¢icek tozu canliligi ve

¢imlenme degerleri

Kirmizi Boyanan Pembe ve Kirmizi Cicek Tozu
Cicek Tozu Orani Boyanan Cicek Tozu Cimlenme Orani
Genotip (%) Orani (%) (%)
K-ori:4/11 1.b 49,05 69,59 14,18
K-ori:4/11 2.b 63,77 83,33 26,87
K-ori:4/1V 1.b 58,94 77,48 26,45
Ortalama 57,25 76,80 22,50
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4.2.3. Diploid Faselis F1 Cesidinde Elde Edilen Bulgular

4.2.3.1 Diploid Faselis F1 Cesidinin Siirgiin Uglar1 ve Tomurcuklarina Kati Ortam

Uzerinde Kolhisin Uygulamasi

Faselis F1 gesidinde kat1 ortamda kolhisin uygulandiginda elde edilen ortalama
degerler Cizelge 4.12°de verilmistir. ”Kolhisin dozu” ve “uygulama siiresi” ile “kolhisin
dozu X uygulama siiresi” interaksiyonunun siiren eksplant orani, k6k olusturan bitki
orani, koklendirme ortaminda kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan
eksplant orani, saksiya aktarilan bitki olusturan eksplant orani, saksida tutma orani ve
tetraploid bitki sayisi iizerine onemli bir etkisinin olmadigi saptanmistir. Bununla
birlikte, siirgiin olusturan eksplant orani ve bitki olusturan eksplant orani, 16 saatlik

kolhisin uygulamasinda % 90,63 olarak en yiiksek bulunmustur.

4.2.3.2. Diploid Faselis F1 Cesidinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Sivi
Ortamda Kolhisin Uygulamasi

Faselis F1 c¢esidinin siirglin ucu ve tomurcuklarina sivi ortamda kolhisin
uygulamasindan elde edilen sonuglara gore (Cizelge 4.13), “kolhisin dozu” ve
“uygulama siiresi” ile “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonunun siiren
eksplant orani, siirglin olusturan eksplant orani, bitki olusturan eksplant orani,
koklendirme ortaminda kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan eksplant
orani, saksida tutma orani1 ve tetraploid bitki sayisi iizerine Onemli bir etkide
bulunmamistir. Ancak “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonuna gore, kok
olusturan bitki orani agisindan en yiiksek degerler 2,5 mM kolhisin dozunun 8 ve 16
saatlik uygulamalar1 ile 3,75 mM kolhisin konsantrasyonunun 16 saatlik
uygulamasindan elde edilmistir.

Kolhisin dozu bakimindan 2,5 mM kolhisin uygulamasinda, uygulama siiresi
acisindan ise 16 saatlik uygulamada belirlenen saksiya aktarilan bitki olusturan eksplant

orani (Cizelge 4.13), digerlerine gore daha yiiksek ¢ikmustir.
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Cizelge 4. 12. Faselis F1 ¢esidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kati ortam tizerinde kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
degerler

Kontamine  Saksiya

€S

Kok Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren  Siirgiin Bitki  Olusturan  Koklendirme Bitki Bitki  Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan  Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Dozu Siiresi Eksplant ~ Oram1  Eksplant Eksplant ~ Oram1  Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Oram Bitki Sayisi
(mM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%)  (adet/eksplant)
2,5 8 25,00 93,75 75,00 75,00 75,00 25,00 62,50 62,50 91,67 0,00
2,5 16 37,50 87,50 87,50 87,50 81,25 14,58 75,00 75,00 83,33 0,00
2,5 32 38,33 88,75 77,50 77,50 71,25 16,67 65,00 65,00 75,00 0,00
3,75 8 40,00 81,25 75,00 75,00 75,00 16,67 75,00 68,75 83,33 0,00
3,75 16 42,50 100,00 93,75 93,75 87,50 8,33 81,25 81,25 91,67 0,00
3,75 32 42,50 87,50 81,25 81,25 81,25 33,33 60,42 60,42 91,67 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 0.D O.D. 0.D O.D. 0.D
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 33,61° 90,00 80,00 80,00 75,83 18,75 67,50 67,50 83,33 0,00
3,75 41,672 89,58 83,33 83,33 81,25 19,44 72,22 70,14 88,89 0,00
LSD degeri (%5) 4,91 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 0.D
Uygulama Siiresi (saat)

8 32,50 87,50 75,00° 75,00° 75,00 20,83 68,75 65,63 87,50 0,00
16 40,00 93,75 90,63% 90,63% 84,38 11,46 78,13 78,13 87,50 0,00
32 40,42 88,13 79,38% 79,38 76,25 25,00 62,71 62,71 83,33 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 13,77 13,77 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 13. Faselis F1 ¢esidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Dozu stiresi Eksplant Oram1  Eksplant  Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Oram Bitki Say1st
(mM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%) (adet/eksplant)
2,5 8 40,71 88,75 88,75 88,75 88,75? 8,33 82,50 82,50 100,00 0,00
2,5 16 42,50 87,50 87,50 87,50 87,507 0,00 87,50 87,50 100,00 0,00
2,5 32 13,33 95,00 85,00 78,75 67,502 20,83 62,50 56,25 91,67 0,00
3,75 8 35,71 83,33 77,08 72,92 54,17° 6,25 50,00 43,75 91,67 0,00
3,75 16 43,33 87,50 87,50 87,50 87,50? 8,33 81,25 81,25 75,00 0,00
3,75 32 31,67 80,42 69,17 69,17 69,17 16,67 57,92 51,67 66,67 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 6,70 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 32,18 90,42 87,08 85,00 81,25 9,72 77,50 75,42% 97,22 0,00
3,75 36,90 83,75 77,92 76,53 70,28 10,42 63,06 58,89° 77,78 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 13,64 O.D. O.D.
Uygulama stiresi (saat)
8 38,217 86,04 82,92 80,83 71,46° 7,29 66,25 63,13° 95,83 0,00
16 42,922 87,50 87,50 87,50 87,507 4,17 84,38 84,38° 87,50 0,00
32 22,50° 87,71 77,08 73,96 68,33° 18,75 60,21 53,96° 79,17 0,00
LSD degeri (%5) 13,42 O.D. O.D. O.D. 14,09 O.D. O.D. 16,70 O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’¢ gore belirlenmistir.

OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Denememizde Faselis F1 ¢esidinde kolhisin uygulamast sonucu tetraploid bitki
tretimi gozlenmezken; ayni familyaya ait olan domates (Solanum lycopersicon)
bitkisinin siirgiin ucu ve tomurcuklarina uygulanan kolhisin ile % 11,11 oraninda

tetraploid bitki elde edildigi ifade edilmistir (Praca ve ark. 2009).

4.2.3.3. D"iploid Faselis F1 Cesidinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Kati Ortam
Uzerinde Orizalin Uygulamasi

Faselis F1 ¢esidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kati ortam {izerinde orizalin
uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.14°de verilmistir. Cizelgede
gorildigii gibi denemede farkli doz ve siirelerde kati ortam iizerinde orizalin
uygulamalarinin incelenen ozellikler tizerinde “orizalin dozu x uygulama siiresi”
interaksiyonu ve “uygulama siiresi”nin herhangi bir etkisi olmadigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte, orizalin konsantrasyonu dikkate alindiginda 43,2 uM orizalin dozunda
daha yiiksek saksida tutma orani (% 97,22) olustugu goézlenmistir (Cizelge 4.14).
Uygulamadan tetraploid bitki eldesi soz konusu olmamistir. Tome ve ark. (2016),
Solanum commersonii subsp. malmeanum iizerinde orizalin uygulamalarinda tetraploid
bitki elde edebilirken; Solanum commersonii subsp. commersonii iizerinde kolhisin ya

da orizalin uygulamasinin tetraploid bitki tiretimine etkisi olmadigini ifade etmislerdir.

4.2.3.4. Diploid Faselis F1 Cesidinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Sivi
Ortamda Orizalin Uygulamasi

Orizalin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonuna gore en disiik saksida tutma
oran1 43,2 uM orizalin konsantrasyonunun 24 saat (% 25) uygulamasindan elde
edilmistir (Cizelge 4.15). Incelenen diger 6zellikler agisindan bu interaksiyonun etkili
olmadigr  gorilmiistir. “Orizalin  dozu” incelendigine, 43,2 uM orizalin
konsantrasyonunda kok olusturan bitki orani (%75) ve kontamine harici bitki olusturan

eksplant oraninin (% 67,36), 28,8 uM’a gore daha yliksek oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4. 14. Faselis F1 ¢esidinde siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kat1 ortam tizerinde orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
degerler

Kontamine  Saksiya

Kok Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki  Olusturan  Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan  Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Dozu Stiresi Eksplant  Oram1 ~ Eksplant Eksplant ~ Oram1  Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Orani Bitki Say1st

(M) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%) Orani1 (%) Oran1 (%) (%) (adet/eksplant)
28,8 12 28,33 93,75 87,50 75,00 75,00 16,67 62,50 62,50 100,00 0,00
28,8 24 30,00 71,25 66,25 66,25 51,67 12,50 46,67 46,67 62,50 0,00
28,8 36 35,83 93,75 81,25 72,92 72,92 16,67 66,67 66,67 50,00 0,00
43,2 12 35,83 83,75 65,00 65,00 65,00 8,33 58,75 52,50 100,00 0,00
43,2 24 30,00 81,25 81,25 81,25 75,00 8,33 75,00 62,50 91,67 0,00
43,2 36 32,50 82,50 82,50 76,25 67,92 6,25 62,92 56,67 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 0.D

Orizalin Dozu (uM)
28,8 31,39 86,25 78,33 71,39 66,53 15,28 58,61 58,61 70,83° 0,00
43,2 32,78 82,50 76,25 74,17 69,31 7,64 65,56 57,22 97,222 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 20,68 O.D
Uygulama Siiresi (saat)

12 32,08 88,75 76,25 70,00 70,00 12,50 60,63 57,50 100,00 0,00
24 30,00 76,25 73,75 73,75 63,33 10,42 60,83 54,58 77,08 0,00
36 34,17 88,13 81,88 74,58 70,42 11,46 64,79 61,67 50,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 0.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 15. Faselis F1 ¢esidinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya

Siirgiin Bitki Kok Harici Aktarilan
Kontamine Siiren Olusturan Olusturan Olusturan Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Eksplant  Eksplant Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma  Tetraploid
Dozu stiresi Eksplant Orani Orani Orani Oram1  Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Oram Bitki Say1st
(M) (saat) Oran1 (%) (%) (%) (%) (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%) (adet/eksplant)
28,8 12 34,05 87,50 87,50 81,25 54,17 8,33 47,92 47,92 75,002 0,00
28,8 24 29,88 95,00 90,00 69,17 69,17 16,67 56,67 56,67 87,502 0,13
28,8 36 20,00 70,00 65,00 58,75 47,50 8,33 42,50 42,50 100,007 0,00
43,2 12 50,00 70,83 70,83 62,50 56,25 12,50 54,17 45,83 100,007 0,00
43,2 24 38,33 93,75 87,50 87,50 87,50 0,00 81,25 66,67 25,00° 0,00
43,2 36 38,33 87,50 87,50 87,50 81,25 16,67 66,67 58,33  100,00* 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 11,51 O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 27,98° 84,17 80,83 69,72 56,94° 11,11 49,03 49,03 87,50 0,04
43,2 42,228 84,03 81,94 79,17 75,002 9,72 67,36% 56,94 75,00 0,00
LSD degeri (%5) 8,79 O.D. O.D. O.D. 13,94 O.D. 15,04 O.D. O.D. O.D.
Uygulama stiresi (saat)
12 42,02 79,17 79,17 71,88 55,21 10,42 51,04 46,88 87,502 0,00
24 34,11 94,38 88,75 78,33 78,33 8,33 68,96 61,67 56,25° 0,06
36 29,17 78,75 76,25 73,13 64,38 12,50 54,58 50,42  100,00% 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 24,18 O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’¢ gore belirlenmistir.

OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



“Uygulama siiresi”nin etkisine bakildiginda ise 12 ve 36 saatlik orizalin
uygulamalarinda saksida tutma oraninin (sirasiyla % 87,50 ve % 100), 24 saatlik
uygulamaya gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Kromozom
katlamasi ile 1 adet tetraploid bitki tiretimi, sadece 28,8 uM orizalin konsantrasyonunun
24 saat siirede uygulanmasi sonucu miimkiin olmustur. Ancak istatistiksel olarak 6nem
arz etmemektedir. Ayni familyanin iiyesi olan patates bitkisi (Solanum tuberosum)
siirglin uglar1 lizerine yapilan bazi ¢alismalarda benzer tetraploid bitki iiretilmistir
(Chauvin ve ark., 2003; Barandalla ve ark. 2006).

Elde edilen bu bitkide ¢i¢ek olusumu gozlenmediginden ¢icek tozu canlilik ve

cimlenme durumu degerlendirilememistir.

4.3. Interspesifik Diploid ve Tetraploid Genotiplere In Vitro Kolhisin ve Orizalin

Uygulamasiyla Verimli Genotiplerin Olusturulmasi

4.3.1. Diploid AU2/1-6 Genotipinde Elde Edilen Bulgular

4.3.1.1. Diploid“AI"JZ/I-6 Genotipinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Kati
Ortam Uzerinde Kolhisin Uygulamasi

Au2/1-6 genotipine kat1 ortam {izerinde uygulanacak kolhisin konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla kurulan denemeden elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.16°da
verilmistir. Uygulanan “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonunun kontamine
olan eksplant orani, siiren eksplant orani, kok olusturan bitki orani, saksiya aktarilan
bitki olusturan eksplant orani ve tetraploid bitki sayisi iizerine herhangi bir etkisi
bulunmamustir.

Uclii interaksiyonun &nemli oldugu ozelliklerden siirgiin olusturan eksplant
oraninda en yiiksek degerler (% 91,67) 3,75 mM kolhisin konsantrasyonunun 8 ve 32
saatlik uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.16). Bitki olusturan eksplant orani
acisindan en yiiksek deger (% 83,33) 3,75 mM kolhisin dozunun 32 saat uygulanmasi
sonucu olusmustur. 3,75 mM’lik kolhisin dozunun 8 saat uygulanmasindan daha diisiik
kontamine harici bitki olusturan eksplant orani (% 8,33) ve saksida tutma orani (% 0)

elde edilmistir.

58



65

Cizelge 4. 16. Diploid AU2/I-6 genotipinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklara kat1 ortam iizerinde kolhisin uygulamas1 sonucu elde edilen
ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan

Kontamine  Siiren Siirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki  Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan  Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Dozu stiresi Eksplant  Oram1  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Orani Bitki Sayist
(mM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oram (%) (%) (adet/eksplant)
2,5 8 42,50 87,50 79,17% 72,92 72,92 29,178bc 52,08? 45,83 100,007 0,00
2,5 16 33,33 93,75 72,92° 72,92 72,92 50,00 41,672 41,67 62,502 0,00
2,5 32 24,17 80,42 56,67° 56,67° 56,67 33,33 39,172 39,17 87,502 0,00
3,75 8 45,00 91,67 91,672 58,33" 50,00 75,007 8,33° 8,33 0,00° 0,00
3,75 16 35,00 77,08 68,75° 60,42° 60,42 20,83"¢ 45,832 37,50 87,502 0,00
3,75 32 37,50 91,67 91,672 83,33? 66,67 0,00° 66,67° 58,33 100,007 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 6,15 6,54 O.D. 12,02 8,62 O.D. 10,89 O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 33,33 87,22 69,58° 67,50 67,50 37,50 44,31 42,22 83,33 0,00
3,75 39,17 86,81 84,03° 67,36 59,03 31,94 40,28 34,72 62,50 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 10,55 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama siiresi (saat)
8 43,752 89,58 85,42 65,63 61,46 52,08 30,21 27,08 50,00° 0,00
16 34,17 85,42 70,83 66,67 66,67 35,42 43,75 39,58 75,00 0,00
32 30,83° 86,04 74,17 70,00 61,67 16,67 52,92 48,75 93,752 0,00
LSD degeri (%5) 6,10 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 22,88 O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Bunun yani sira, “uygulama siiresi”’, kontamine olan eksplant orani iizerine 6nemli
etki yapmis olup, en yiiksek kontaminasyon orani (% 43,75) 8 saatlik kolhisin
uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.16). Elde edilen degerlere gore diploid

interspesifik genotipin bu uygulamasinda tetraploid bitki tiretilememistir.

4.3.1.2. Diploid AU2/1-6 Genotipinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Smi
Ortamda Kolhisin Uygulamasi

Au2/1-6 genotipinde “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonu ile
“kolhisin dozu”nun incelenen higbir parametre iizerine etkili olmadigi saptanmistir
(Cizelge 4.17). Sadece “uygulama siiresi” agisindan istatistiksel olarak onemli ¢ikan
ozelliklerin oldugu belirlenmistir. Bu 6zellikler incelendiginde en yiiksek siiren eksplant
orani (% 86,46), bitki olusturan eksplant oran1 (% 83,33), kok olusturan bitki orani
(% 83,33), kontamine harici bitki olusturan eksplant orani (%76,04) ve saksiya aktarilan
bitki olusturan eksplant oraninin (% 72,92) 8 saatlik kolhisin uygulamasindan elde
edildigi goriilmektedir. Calismanin sonucunda bu genotipe ait 2 adet tetraploid bitki
elde edilmistir. Burada tetraploid bitkiler, 3,75 mM kolhisin konsantrasyonunun 32
saatlik uygulamasindan elde edilmistir. Fakat bitki heniiz yeterli gelisme gostermedigi
icin ¢igek tozu testleri gergeklestirilememistir. Farkli tiirlerde yapilan kolhisin
uygulamalarinda arastirmacilar tetraploid bitki elde edilebildigini bildirmislerdir
(Kulkarni ve Borse, 2010; Simsek, 2011). Farkl: siire ve dozlarla yapilan uygulamalarla
tetraploid bitki elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

4.3.1.3. Diploid“AI"JZ/I-6 Genotipinin Siirgiin Uglar1 ve Tomurcuklarina Kati
Ortam Uzerinde Orizalin Uygulamasi

Au2/1-6 genotipinde kat1 ortam igin uygun orizalin uygulamasmin belirlenmesi
amaciyla kurulan denemede incelenen ozellikler agisindan, “orizalin dozu x uygulama
stiresi” interaksiyonunun onemli olmadigi goriilmistir (Cizelge 4.18). Deneme
sonuglarina gore, uygulanan dozlardan 28,8 uM orizalin konsantrasyonunun, 43,2 uM’a
gore daha iyi sonug verdigi 6zellikler, kok olusturan bitki oranm1 (% 69,44), kontamine
harici bitki olusturan eksplant orani (% 63,19) ve saksiya aktarilan bitki olusturan
eksplant orani (% 56,94)’dur.
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Cizelge 4. 17. Diploid AU2/I-6 genotipinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
degerler

Kontamine  Saksiya

19

Kok Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki  Olusturan Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan  Bitki Ortaminda Olusturan Olusturan Tutma  Tetraploid
Dozu Stiresi Eksplant ~ Oram1  Eksplant Eksplant ~ Oram1  Kontaminasyon Eksplant  Eksplant Oranm1  Bitki Sayisi

(mM) (Saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%) Orani1 (%) Oran1 (%) (%) (adet/eksplant)
2,5 8 30,00 85,42 85,42 85,42 85,42 8,33 77,08 77,08 100,00 0,00
2,5 16 30,00 75,42 69,17 57,92 57,92 8,33 51,67 45,42 100,00 0,00
2,5 32 30,00 70,83 64,58 58,33 58,33 12,50 52,08 45,83 100,00 0,00
3,75 8 20,00 87,50 81,25 81,25 81,25 6,25 75,00 68,75 68,75 0,00
3,75 16 30,00 93,75 72,92 72,92 72,92 16,67 58,33 50,00 100,00 0,00
3,75 32 30,00 67,08 62,08 67,08 67,08 8,33 62,08 47,50 100,00 0,25
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Kolhisin Dozu (mM)
2,5 30,00 77,22 73,06 67,22 67,22 9,72 60,28 56,11 100,00 0,00
3,75 26,67 82,78 72,08 73,75 73,75 10,42 65,14 55,42 89,58 0,08
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)

8 25,00 86,462 83,33 83,332 83,332 7,29 76,042 72,92 84,38 0,00
16 30,00 84,582 71,04 65,42° 65,42° 12,50 55,00° 47,71° 100,00 0,00
32 30,00 68,96° 63,33 62,71° 62,71° 10,42 57,08° 46,67° 100,00 0,13
LSD degeri (%5) O.D. 14,93 O.D. 15,84 15,84 O.D. 13,06 15,62 O.D. O.D.

Varyans analizi nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Cizelge 4. 18. Diploid AU2/1-6 genotipinin siirgiin uclar1 ve tomurcuklara kati ortam iizerinde orizalin uygulamas1 sonucu elde edilen
ortalama degerler

Saksiya
Siirgiin Bitki Kok Kontamine  Aktarilan
Kontamine Siiren Olusturan Olusturan Olusturan Koklendirme — HariciBitki Bitki Saksida
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Eksplant Eksplant Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturan  Tutma Tetraploid
Dozu stiresi Eksplant  Oram Orani Orani Oram1  Kontaminasyon Eksplant Eksplant ~ Orani Bitki Say1st

(uM) (saat) Orani (%) (%) (%) (%) (%) Orani (%) Orani (%) Oram1 (%) (%)  (adet/eksplant)
28,8 12 40,00 66,67 66,67 66,67 60,42 0,00 60,42 47,92 75,00 0,00
28,8 24 45,00 81,25 75,00 75,00 75,00 16,67 62,50 56,25 87,50 0,17
28,8 36 40,83 93,75 87,50 81,25 72,92 8,33 66,67 66,67 62,50 0,25
43,2 12 42,50 72,92 72,92 72,92 50,00 20,83 35,42 35,42 87,50 0,00
43,2 24 45,83 68,75 68,75 54,17 54,17 25,00 37,50 37,50 62,50 0,00
43,2 36 47,50 83,33 75,00 62,50 62,50 75,00 16,67 16,67 50,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Orizalin Dozu (uM)
28,8 41,94 80,56 76,39 74,31 69,442 8,33° 63,192 56,942 75,00 0,14
43,2 45,28 75,00 72,22 63,19 55,56° 40,282 29,86° 29,86° 66,67 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 8,59 21,99 14,00 14,77 O.D. O.D.
Uygulama siiresi (saat)

12 41,25 69,79° 69,79 69,79 55,21 10,42 47,92 41,67 81,25 0,00
24 45,42 75,00 71,88 64,58 64,58 20,83 50,00 46,88 75,00 0,08
36 44,17 88,542 81,25 71,88 67,71 41,67 41,67 41,67 56,25 0,13
LSD degeri (%5) O.D. 15,37 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Koklendirme ortaminda belirlenen kontaminasyon oraninda ise istatistiksel olarak
olusan farkliligin dozla ilgili olmadig1 degerlendirilmektedir. Ayrica “uygulama siiresi”,
stiren eksplant orani tizerine etkili olmustur (Cizelge 4.18). Siirgiin ucu ve
tomurcuklarin orizalin ortaminda 36 saat bekletilmesi, 12 ve 24 saat bekletilmelerine
gore, siiren eksplant oran1 bakimindan daha iyi sonug vermistir.

Deneme sonucu toplam 4 adet tetraploid bitki iiretimi ger¢eklesmistir. En yiliksek
tetraploid bitki sayis1 (0,25 adet/eksplant), 28,8 uM konsantrasyonunun 36 saatlik
uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.18). Ancak elde edilen tetraploid bitkilerde

heniiz ¢i¢ek olusumu gerceklesmediginden, ¢icek gézlemleri yapilmamastir.

4.3.1.4. Diploid AU2/I-6 Genotipinin Siirgiin Uc¢lar1 ve Tomurcuklarina Sivi
Ortamda Orizalin Uygulamasi

Ali2/1-6 genotipinin siirgiin ucu ve tomurcuklart kullanilarak yapilan orizalin
uygulamasindan elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.19°da sunulmustur. incelenen
ozellikler agisindan “orizalin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonu ile “uygulama
stiresi”nin, istatistiksel olarak ©nemli olmadigir belirlenmistir. Uygulanan orizalin
konsantrasyonlari, sadece kok olusturan bitki oran1 bakimindan 6nemli ¢ikmistir. 43,2
UM orizalin dozunun uygulanmasiyla iiretilen bitkilerde daha yiiksek kok olusumu
belirlenmistir. Bu uygulamanin da tetraploid bitki sayisi istatistiksel olarak onemli

olmadig1 gibi bitki iiretimi de s6z konusu olmamustir.

4.3.2. Tetraploid U4/IV-1-4 Genotipinde Elde Edilen Bulgular

4.3.2.1. Tetraploid U4/IV-1-4 Genotipinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Kat

Ortam Uzerinde Kolhisin Uygulamasi

U4/1V-1-4 genotipinde incelenen parametlerin ortalama degerleri Cizelge 4.20°de
verilmistir. “Kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonunun kontamine olan
eksplant orani, siiren eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani, bitki olusturan
eksplant orani, kontamine harici bitki olusturan eksplant orani, saksiya aktarilan bitki
olusturan ekspant orani, saksida tutma orani ve oktaploid bitki sayisi {izerine herhangi

bir etkisinin olmadig1 saptanmustir.
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Cizelge 4. 19. Diploid AU2/I-6 genotipinin siirgiin uclar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama

degerler
Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Orizalin ~ Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan ~ Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Tetraploid
Dozu Stiresi Eksplant ~ Orami  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Oram Bitki Say1st
(uM) (Saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%) (adet/eksplant)
28,8 12 42,50 72,92 72,92 72,92 50,00 8,33 66,67 50,00 87,50 0,00
28,8 24 43,33 79,17 66,67 60,42 45,83 8,33 54,17 45,83 87,50 0,00
28,8 36 42,50 85,42 85,42 77,08 68,75 16,67 62,50 62,50 100,00 0,00
43,2 12 33,33 87,50 81,25 68,75 60,42 16,67 60,42 54,17 66,67 0,00
43,2 24 40,83 87,50 79,17 72,92 72,92 16,67 64,58 56,25 79,17 0,00
43,2 36 42,50 81,25 72,92 66,67 66,67 37,50 47,92 47,92 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 42,78 79,17 75,00 70,14 54,86° 11,11 61,11 52,78 91,67 0,00
43,2 38,89 85,42 77,78 69,44 66,672 23,61 57,64 52,78 81,94 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 8,38 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)
12 37,92 80,21 77,08 70,83 55,21 12,50 63,54 52,08 77,08 0,00
24 42,08 83,33 72,92 66,67 59,38 12,50 59,38 51,04 83,33 0,00
36 42,50 83,33 79,17 71,88 67,71 27,08 55,21 55,21 100,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 20. Tetraploid U4/IV-I-4 genotipinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kat1 ortam {izerinde kolhisin uygulamas1 sonucu elde
edilen ortalama degerler

Kontamine  Saksiya
Harici Aktarilan

Kontamine  Siiren  Siirglin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki  Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan ~ Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Oktaploid
Dozu Siiresi Eksplant ~ Oranm1  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant  Orani Bitki Sayisi
(mM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%)  (adet/eksplant)
2,5 8 30,00 100,00 93,75 87,50 72,922 58,33° 22,92 41,67 91,67 0,00
2,5 16 42,50 91,67 83,33 83,33 77,082 54,17° 31,25 14,58 50,00 0,00
2,5 32 40,83 79,17 72,92 66,67 66,672 58,33° 27,08 27,08 50,00 0,00
3,75 8 42,50 79,17 79,17 72,92 58,332 58,33° 14,58 14,58 50,00 0,00
3,75 16 27,50 81,25 75,00 75,00 0,00° 100,002 0,00 0,00 0,00 0,00
3,75 32 45,00 85,42 85,42 79,17 0,00° 79,17% 0,00 0,00 0,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 5,55 7,35 O.D. O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 37,78 90,28 83,33 79,17 72,228 56,94° 27,08? 27,788 63,892 0,00
3,75 38,33 81,94 79,86 75,69 19,44° 79,178 4,86" 4,86" 16,67° 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 9,51 12,61 8,95 10,55 32,11 O.D.
Uygulama Siiresi (saat)

8 36,25 89,58 86,46 80,21 65,632 58,33 18,75 28,132 70,83 0,00
16 35,00 86,46 79,17 79,17 38,54° 77,08 15,63 7,29° 25,00 0,00
32 42,92 82,29 79,17 72,92 33,33° 68,75 13,54 13,54° 25,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 11,65 O.D. O.D. 12,92 O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Ancak, 3,75 mM kolhisinin 16 ve 32 saatlik uygulamalarinda kdk olusturan bitki
meydana gelmedigi icin diger uygulamalardan farklilik gostermektedir (Cizelge 4.20).
Koklendirme ortaminda kontaminasyon orani iizerine ikili interaksiyonunun istatistiksel
olarak 6nemli olmakla birlikte, bu durumun anlamli olmadig1 degerlendirilmistir.

“Kolhisin dozu” bakimindan 2,5 mM kolhisinin daha iyi sonug verdigi gézlemler;
kok olusturan bitki orani (% 72,22), kontamine harici bitki olusturan eksplant orani (%
27,08), sakstya aktarilan bitki olusturan eksplant oran1 (%27,78) ve saksida tutma orani
(% 63,89)’dir (Cizelge 4.20). Uygulama siiresine bagl olarak en yiiksek kok olusturan
bitki oran1 (% 65,63) ile sakisiya aktarilan bitki olusturan eksplant oran1 (% 28,13) 8

saatlik kolhisin uygulamasindan elde edilmistir.

4.3.2.2. Tetraploid U4/IV-1-4 Genotipinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Sivi
Ortamda Kolhisin Uygulamasi

Arastirmanin bu uygulamasinda, incelenen 6zelliklerden bitki olusturan eksplant
orani ve kok olusturan bitki oran1 bakimindan “kolhisin dozu x uygulama siiresi”
interaksiyonu o6nemli bulunmustur (Cizelge 4.21). Her iki Ozellige ait en yiiksek
degerler (% 82,50) 2,5 mM kolhisin dozunun 16 saat siire uygulamasindan elde
edilmistir. Diger incelenen 6zelliklerin interaksiyonu, istatistiksel acidan Onemli
olmamustir.

Uygulanan kolhisin konsantrasyonlarindan 2,5 mM’ 1, 3,75 mM’a goére daha iyi
sonu¢ verdigi parametreler; siirgiin olusturan eksplant orani, kontamine harici bitki
olusturan eksplant oran1 ve saksiya aktarilan bitki olusturan eksplant orani olmustur
(Cizelge 4.21). Bunun yani sira “uygulama siiresi’nin incelenen ozellikler {izerine
herhangi bir etkisinin olmadig1 saptanmistir. Denemede herhangi bir oktaploid bitki

olusumu ger¢eklesmemistir.

66



L9

Cizelge 4.21. Tetraploid U4/IV-1-4 genotipinde siirgiin uglar1 ve tomurcuklarma sivi ortamda kolhisin uygulamas1 sonucu elde edilen
ortalama degerler

Kontamine Saksiya
Harici Aktarilan

Kontamine  Siiren Siirgiin Bitki Kok Koklendirme Bitki Bitki  Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan  Ortaminda Olusturan  Olusturan Tutma Oktaploid
Doz Siiresi Eksplant ~ Oram1  Eksplant Eksplant Bitki Kontaminasyon Eksplant  Eksplant Oranm1  Bitki Sayisi

(mM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani1 (%) (%) (adet/eksplant)
2,5 8 29,17 82,50 72,50 72,507 72,50% 0,00 72,50 72,50 83,33 0,00
2,5 16 29,17 82,50 82,50 82,502 82,502 0,00 82,50 62,92 79,17 0,00
2,5 32 37,50 87,50 87,50 81,258  75,00%® 8,33 62,50 62,50 70,83 0,00
3,75 8 28,33 70,00 70,00 63,75%®  63,75% 6,25 58,75 58,75 79,17 0,00
3,75 16 35,83 79,17 29,17 8,33¢ 8,33¢ 0,00 8,33 8,33 25,00 0,00
3,75 32 35,00 83,75 73,75 47,92 39,58 12,50 39,58 33,33 58,33 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. 9,75 9,82 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Kolhisin Dozu (mM)
2,5 31,94 84,17 80,83? 78,75% 76,672 2,78 72,502 65,97° 77,78 0,00
3,75 33,06 77,64 57,64° 40,00° 37,22° 6,25 35,56° 33,47° 54,17 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 17,76 16,72 16,84 O.D. 17,74 18,07 O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)

8 28,75 76,25 71,25 68,13 68,13 3,13 65,63 65,63 81,25 0,00
16 32,50 80,83 55,83 45,42 45,42 0,00 45,42 35,63 52,08 0,00
32 36,25 85,63 80,63 64,58 57,29 10,42 51,04 47,92 64,58 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



4.3.2.3. Tetraploid U4/1V-1-4 Genotipinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarima Kati
Ortam Uzerinde Orizalin Uygulamasi

U4/1V-1-4 genotipinde kat1 ortam i¢in uygun orizalin uygulamasinin belirlenmesi
amaciyla kurulan denemeden elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.22°de
sunulmustur. “Orizalin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonunun siiren eksplant orani,
stirglin olusturan eksplant orani, bitki olusturan eksplant orani, kok olusturan bitki orani,
koklendirme ortaminda kontaminasyon orani, kontamine harici bitki olusturan eksplant
orani, saksiya aktarilan bitki olusturan eksplant orani, saksida tutma orani ve oktaploid
bitki sayis1 lizerine etkisinin olmadig tespit edilmistir.

43,2 uM orizalin konsantrasyonu % 55,56 bitki olusturan eksplant oraniyla, 28,8
uM orizalin dozundan daha etkili olmustur (Cizelge 4.22). Koklendirme ortaminda
kontaminasyon oraninda farklilik ¢ikmasi ise orizalin dozu ile iliskili degildir. 28,8 uM
orizalin dozunun uygulanmasindan daha yiiksek kok olusturan bitki orani (%28,06) elde
edilmistir. “Uygulama siiresi’nin incelenen &zellikler tizerine herhangi bir etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Arastirmanin bu asamasinda da oktaploid bitki {iretimi sz

konusu olmamistir

4.3.2.4. Tetraploid U4/IV-1-4 Genotipinin Siirgiin U¢lar1 ve Tomurcuklarma Sivi
Ortam Orizalin Uygulamasi

Cizelge 4.23’de verildigi gibi incelenen 6zelliklerin “orizalin dozu x uygulama
sliresi” interaksiyonu ile “uygulama siiresi”, istatistiksel acidan énemli bulunmamistir.
Fakat “orizalin dozu”nun etkisi incelendiginde, 28,8 uM orizalin konsantrasyonunda
elde edilen kok olusturan bitki orant (% 13,89) 43,2 uM’a gore yiiksek bulunmustur.
Stirgilin ucu ve tomurcuklara orizalin uygulamasinin oktaploid bitki liretimine herhangi

bir etkisi olmamustir.
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Cizelge 4. 22. Tetraploid U4/IV-1-4 genotipinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kati ortam {izerinde orizalin uygulamasi sonucu elde
edilen ortalama degerler

Sakstya
Kontamine  Aktarilan
Kontamine  Siiren Stirgiin Bitki Kok Koklendirme  Harici Bitki Bitki Saksida

Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan Olusturan Ortaminda Olusturan  Olusturan  Tutma Oktaploid
Dozu Stiresi Eksplant Oram1 Eksplant  Eksplant Bitki Kontaminasyon  Eksplant ~ Eksplant  Orami Bitki Sayisi
(uM) (saat) Orani (%) (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Oran1 (%) (%)  (adet/eksplant)
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28,8 12 27,50 56,67 56,67 37,08 25,83 12,50 30,83 24,58 37,50 0,00
28,8 24 40,832 70,83 64,58 43,75 29,17 87,50 8,33 8,33 25,00 0,00
28,8 36 47,507 83,33 62,50 45,83 29,17 50,00 20,83 0,00 0,00 0,00
43,2 12 50,007 79,17 70,83 58,33 16,67 75,00 16,67 8,33 25,00 0,00
43,2 24 45,007 75,00 66,67 58,33 16,67 75,00 16,67 8,33 25,00 0,00
43,2 36 40,007 75,00 58,33 50,00 8,33 87,50 8,33 8,33 25,00 0,00
LSD degeri (%5) 2,52 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)

28,8 38,61 70,28 61,25 42,22° 28,067 50,00° 20,00 10,97 20,83 0,00

43,2 45,00 76,39 65,28 55,562 13,89° 79,172 13,89 8,33 25,00 0,00

LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. 7,82 13,73 26,02 O.D. O.D. O.D. O.D.

Uygulama Siiresi (saat)

12 38,75 67,92 63,75 47,71 21,25 43,75 23,75 16,46 31,25 0,00

24 42,92 72,92 65,63 51,04 22,92 81,25 12,50 8,33 25,00 0,00

36 43,75 79,17 60,42 47,92 18,75 68,75 14,58 417 12,50 0,00

LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Cizelge 4. 23. Tetraploid U4/IV-I-4 genotipinin siirgiin uclar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen
ortalama degerler

0.

Saksiya
Kok Kontamine  Aktarilan
Kontamine Siiren  Siirgiin Bitki  Olusturan Koklendirme  Harici Bitki Bitki Saksida
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan  Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturan  Tutma Oktaploid
Dozu Siiresi Eksplant  Oram1  Eksplant Eksplant  Oran1  Kontaminasyon  Eksplant Eksplant  Oram1  Bitki Sayisi
(LM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) (%) (adet/eksplant)
28,8 12 50,00 91,67 70,83 45,83 8,33 87,50 8,33 8,33 25,00 0,00
28,8 24 42,50 75,00 58,33 41,67 33,33 75,00 16,67 16,67 25,00 0,00
28,8 36 47,50 70,83 47,92 39,58 0,00 12,50 31,25 16,67 50,00 0,00
43,2 12 50,00 58,33 37,50 29,17 0,00 25,00 20,83 20,83 50,00 0,00
43,2 24 50,00 70,83 54,17 37,50 0,00 50,00 20,83 8,33 25,00 0,00
43,2 36 45,00 75,00 62,50 29,17 0,00 50,00 12,50 0,00 0,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 46,67 79,17 59,03 42,36 13,892 58,33 18,75 13,89 33,33 0,00
43,2 48,33 68,06 51,39 31,94 0,00° 41,67 18,06 9,72 25,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 10,05 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
12 50,00 75,00 54,17 37,50 4,17 56,25 14,58 14,58 37,50 0,00
24 46,25 72,92 56,25 39,58 16,67 62,50 18,75 12,50 25,00 0,00
36 46,25 72,92 55,21 34,38 0,00 31,25 21,88 8,33 25,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



4.3.3. Tetraploid Kol53 Genotipinde Elde Edilen Bulgular

4.3.3.1. Tetraploid KolS3 Genotipinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarma Kati
Ortam Uzerinde Kolhisin Uygulamasi

Kol53 genotipinde incelenen o6zelikler tizerine “kolhisin dozu” ile “uygulama
stiresi”nin istatistiksel agidan 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.24).
Bununla birlikte, “kolhisin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonunun incelenen
ozelliklerden sadece koklendirme ortaminda olusan kontaminasyon oranini etkiledigi
goriilmektedir. Ancak koklendirme ortaminda olusan kontaminasyon oraninin “kolhisin
dozu x wuygulama siiresi” interaksiyonuna bagli bulunmakla birlikte, aslinda bu
kontaminasyonun endolenik ve ekzojenik mikroorganizmalardan kaynaklandig
degerlendirilmektedir. Uygulamalar sonucunda oktaploid bitki dretimi elde

edilememistir.

4.3.3.2. Tetraploid Kol53 Genotipinin Siirgiin Uglar1 ve Tomurcuklarma Sivi
Ortamda Kolhisin Uygulamasi

Kol53 genotipi i¢in sivi ortamda uygun kolhisin uygulamasinin belirlenmesi
amaciyla kurulan denemeye ait ortalama degerler Cizelge 4.25’te verilmistir. Bu
denemede yalnizca kontamine olan eksplant oram1 ve koklendirme ortaminda
kontaminasyon orani iizerine “kolhisin dozu”nun etkisi goriilmiistiir. ~Aslinda bu
kontaminasyonun Kkolhisin konsantrasyonundan ¢ok, endojenik ve ekzojenik
mikroorganizmalardan kaynaklandigi degerlendirilmektedir. Diger incelenen tiim
Ozelliklerde hicbir parametrenin etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Elde

edilen sonuclara gore oktaploid bitki iiretimi gerceklesmemistir.
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Cizelge 4. 24. Tetraploid Kol53 genotipinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina kat1 ortam tizerinde kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen

ortalama degerler

Saksiya
Kok Kontamine  Aktarilan  Saksida
Kontamine  Siiren Siirgiin Bitki Olusturan  Koklendirme  Harici Bitki Bitki Tutan
Kolhisin Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan  Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturulan  Bitki Oktaploid
Dozu Siiresi Eksplant  Oram1  Eksplant Eksplant ~ Oram1  Kontaminasyon  Eksplant Eksplant Oran1  Bitki Sayist
(mM) (saat) Orani1(%) (%)  Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) (%)  (adet/eksplant)
2,5 8 33,33 56,25 56,25 47,92 47,92 25,00% 35,42 27,08 75,00 0,00
2,5 16 35,00 41,25 41,25 41,25 32,92 62,502 13,33 13,33 50,00 0,00
2,5 32 40,00 58,33 33,33 25,00 16,67 0,00° 16,67 16,67 50,00 0,00
3,75 8 38,33 54,17 31,25 22,92 16,67 0,00° 16,67 16,67 50,00 0,00
3,75 16 45,00 62,50 45,83 45,83 37,50 0,00° 37,50 29,17 75,00 0,00
3,75 32 45,00 54,17 45,83 33,33 25,00 25,00% 16,67 16,67 50,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 0.D. 13,72 O.D. O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 36,11 51,94 43,61 38,06 32,50 29,17 21,81 19,03 58,33 0,00
3,75 42,78 56,94 40,97 34,03 26,39 8,33 23,61 20,83 58,33 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. OD O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 35,83 55,21 43,75 35,42 32,29 12,50 26,04 21,88 62,50 0,00
16 40,00 51,88 43,54 43,54 35,21 31,25 25,42 21,25 62,50 0,00
32 42,50 56,25 39,58 29,17 20,83 12,50 16,67 16,67 50,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. OD O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.

OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference



Cizelge 4. 25. Tetraploid Kol53 genotipinin siirgiin u¢lar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
degerler

€L

Saksiya
Kok Kontamine  Aktarilan
Kontamine Siiren  Siirgiin Bitki  Olusturan Koklendirme  Harici Bitki Bitki Saksida
Kolhisin  Uygulama Olan Eksplant Olusturan Olusturan  Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturan  Tutma Oktaploid
Dozu stiresi Eksplant ~ Oram1  Eksplant Eksplant ~ Oram1  Kontaminasyon  Eksplant Eksplant  Oram1  Bitki Sayist

(mM) (saat) Orani (%) (%)  Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%) Orani (%)  Orani (%) (%) (adet/eksplant)
2,5 8 23,33 83,75 83,75 78,75 78,75 35,42 51,25 51,25 100,00 0,00
2,5 16 14,17 73,75 73,75 73,75 73,75 22,92 57,50 57,50 75,00 0,00
2,5 32 22,50 77,50 77,50 72,50 72,50 37,50 45,00 45,00 87,50 0,00
3,75 8 29,17 95,00 95,00 83,75 83,75 22,92 64,17 64,17 79,17 0,00
3,75 16 26,67 88,75 88,75 88,75 88,75 20,83 71,25 71,25 72,92 0,00
3,75 32 32,50 77,50 77,50 71,25 66,25 14,58 53,75 53,75 79,17 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Kolhisin Dozu (mM)
2,5 20,00° 78,33 78,33 75,00 75,00 31,942 51,25 51,25 87,50 0,00
3,75 29,442 87,08 87,08 81,25 79,58 19,44° 63,06 63,06 77,08 0,00
LSD degeri (%5) 6,85 O.D. O.D. O.D. O.D. 12,34 O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama siiresi (saat)

8 26,25 89,38 89,38 81,25 81,25 29,17 57,71 57,71 89,58 0,00
16 20,42 81,25 81,25 81,25 81,25 21,88 64,38 64,38 73,96 0,00
32 27,50 77,50 77,50 71,88 69,38 26,04 49,38 49,38 83,33 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



4.3.3.3. Tetraploid Kol53 Genotipinin Siirgiin U¢lar1 ve Tomurcuklarma Kati
Ortam Uzerinde Orizalin Uygulamasi

Incelenen tiim parametrelerden sadece bitki olusturan eksplant oraninin “orizalin
dozu x uygulama siiresi” interaksiyonuna bagli olrak degistigi bulunmustur (Cizelge
4.26). Buna gore en yiiksek bitki olusturan eksplant orani1 (% 56,25), 43,2 uM orizalin
konsantrasyonunun 12 saatlik uygulamasi sonucu elde edilmistir. Diger gozlemler
tizerine, uygulamalarin hicbir etkisinin olmadigi goriilmektedir. Arastirmanin bu

asamasinda da oktaploid bitki elde edilmemistir.

4.3.3.4. Tetraploid Kol53 Genotipinin Siirgiin Uclar1 ve Tomurcuklarina Sivi
Ortamda Orizalin Uygulamasi

Bu denemede “orizalin dozu x uygulama siiresi” interaksiyonu ile “uygulama
stiresi’nin incelenen o6zellikler tlizerinde onemli bir etkisinin olmadigi saptanmistir
(Cizelge 4.27). Bununla birlikte, 43,2 uM’lik orizalin uygulamasima kiyasla, 28,8 uM
orizalin uygulamasinda daha yiiksek kok olusturan bitki orani (% 51,39) belirlenmistir.
Denemeye alinan orizalin konsantrasyonlarinin diger gozlemler iizerinde herhangi bir
onemli etkisinin olmadigr gozlenmistir. Kol53 genotipinde orizalinin etkisi

goriilmediginden, oktaploid bitki meydana gelmemistir.

4.4. Interspesifik ve Pathcan Genotiplerinde In Vitro Rejenerasyon Ortaminda
Kolhisin ve Orizalin Uygulamasiyla Verimli Bitkilerin Uretilmesi

4.4.1. Diploid AU2/I-6 Genotipinde Elde Edilen Bulgular

4.4.1.1. Diploid AU2/1-6 Genotipinde Rejenerasyon Ortaminda Kolhisin
Uygulamasi

Cizelge 4.28’de goriildiigii gibi kolhisin rejenerasyon ortaminda uygulandiginda
“kolhisin dozu”, “rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi” ile “uygulama siiresi”
faktorlerinin ikili ve iiglii interaksiyonlariin kontamine olan eksplant orani ve siirgiin
olusturan eksplant oranmi hari¢ diger biitiin O6zellikler {izerine etkisinin olmadig

saptanmistir.
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Cizelge 4. 26. Tetraploid Kol53 genotipinin siirgiin u¢lar1 ve tomurcuklarina kat1 ortam tizerinde orizalin uygulamasi sonucu elde edilen
ortalama degerler

Kontamine  Saksiya

74

Siirgiin Bitki Kok Harici Aktarilan
Kontamine Siiren Olusturan Olusturan Olusturan Koklendirme Bitki Bitki Saksida
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Eksplant Eksplant Bitki Ortaminda Olusturan  Olusturulan Tutma Oktaploid Bitki
Dozu Stiresi Eksplant ~ Oram Orani Orani Oram1  Kontaminasyon Eksplant Eksplant ~ Oram Sayisi
(M) (saat) Orani1(%) (%) (%) (%) (%) Orani (%) Orani1 (%)  Orani (%) (%)  (adet/eksplant)
28,8 12 50,00 75,00 29,17 29,17° 29,17 25,00 20,83 20,83 50,00 0,00
28,8 24 42,50 54,17 45,83 45,83%» 39,58 25,00 14,58 14,58 50,00 0,00
28,8 36 35,83 62,92 45,42 45,42 32,08 0,00 20,83 14,58 50,00 0,00
43,2 12 35,83 62,50 47,92 56,25% 39,58 12,50 31,25 25,00 75,00 0,00
43,2 24 45,00 50,00 35,42 35,42 35,42 12,50 29,17 22,92 75,00 0,00
43,2 36 35,83 64,58 52,08 29,17% 29,17 0,00 29,17 6,25 25,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. 5,72 O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 42,78 64,03 40,14 40,14 33,61 16,67 18,75 16,67 50,00 0,00
43,2 38,89 59,03 45,14 40,28 34,72 8,33 29,86 18,06 58,33 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
12 42,92 68,75 38,54 42,71 34,38 18,75 26,04 22,92 62,50 0,00
24 43,75 52,08 40,63 40,63 37,50 18,75 21,88 18,75 62,50 0,00
36 35,83 63,75 48,75 37,29 30,63 0,00 25,00 10,42 37,50 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 27. Tetraploid Kol53 genotipinin siirgiin uglar1 ve tomurcuklarina sivi ortamda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
degerler

Kontamine  Saksiya

Siirgiin Bitki Kok Harici aktarilan  Saksida
Kontamine Siiren Olusturan Olusturan Olusturan Koklendirme Bitki Bitki Tutan
Orizalin  Uygulama Olan Eksplant Eksplant Eksplant Bitki Ortaminda Olusturan Olusturulan  Bitki Oktaploid
Dozu Siiresi Eksplant ~ Orami Orani Orani Oram1  Kontaminasyon Eksplant Eksplant ~ Oram1  Bitki Sayist
(M) (saat) Orani1(%) (%) (%) (%) (%) Orani (%) Orani (%)  Orani (%) (%)  (adet/eksplant)
28,8 12 50,00 91,67 91,67 83,33 75,00 25,00 50,00 41,67 62,50 0,00
28,8 24 40,83 91,67 75,00 50,00 37,50 12,50 29,17 20,83 50,00 0,00
28,8 36 47,50 91,67 91,67 58,33 41,67 37,50 20,83 20,83 50,00 0,00
43,2 12 42,50 75,00 58,33 50,00 25,00 12,50 16,67 16,67 50,00 0,00
43,2 24 45,83 79,17 58,33 29,17 29,17 25,00 20,83 12,50 25,00 0,00
43,2 36 50,00 87,50 75,00 50,00 37,50 25,00 25,00 25,00 50,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D O.D. O.D. O.D. O.D O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 46,11 91,67 86,11 63,89 51,392 25,00 33,33 27,78 54,17 0,00
43,2 46,11 80,56 63,89 43,06° 30,56° 20,83 20,83 18,06 41,67 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. 17,60 O.D. O.D. O.D. O.D O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
12 46,25 83,33 75,00 66,67 50,00 18,75 33,33 29,17 56,25 0,00
24 43,33 85,42 66,67 39,58 33,33 18,75 25,00 16,67 37,50 0,00
36 48,75 87,50 83,33 54,17 39,58 31,25 22,92 22,92 50,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. O.D. 0.D O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir.
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Cizelge 4. 28. Diploid AU2-1-6 genotipinde rejenerasyon ortaminda kolhisin
uygulamasi sonucu elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Kolhisin Ortaminda Kontamine Olusturan Olugturan Olugturan
Dozu Bekleme Siiresi Uygulama  Olan Eksplant Eksplant Eksplant Orani Eksplant
(mM) (giin) Siiresi (saat) Oran1 (%) Orani (%) (%) Orant (%)
2,5 S 8 12,50 55,00 80,00 70,00
16 25,48 66,67 85,00 80,00
32 26,67 81,25 87,50 68,75
7 8 32,50 78,75 100,00 78,75
16 20,48 70,42 81,67 61,25
32 26,67 78,75 78,75 61,25
3,75 S 8 22,50 72,50 83,75 66,25
16 26,67 82,50 82,50 77,50
32 24,64 72,50 77,50 77,50
7 8 30,95 77,50 83,75 83,75
16 26,67 62,50 93,75 87,50
32 26,67 62,50 87,50 81,25
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 0O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 21,55 67,64 84,17 72,92
2,5x7 26,55 75,97 86,81 67,08
3,75x5 24,60 75,83 81,25 73,75
3,75x7 28,10 67,50 88,33 84,17
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x8 17,500 63,75 81,88 68,13
5x16 26,078 74,58 83,75 78,75
5x32 25,652 76,88 82,50 73,13
7x8 31,732 78,13 91,88 81,25
7x16 23,570 66,46 87,71 74,38
7x32 26,672 70,63 83,13 71,25
LSD degeri (%5) 2,15 O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (saat)
2,5x8 22,50 66,88 90,00 74,38
2,5x16 22,98 68,54 83,33 70,63
2,5x32 26,67 80,00 83,13 65,00
3,75x8 26,73 75,00 83,75 75,00
3,75x16 26,67 72,50 88,13 82,50
3,75x32 25,65 67,50 82,50 79,38
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Doz (mM)
25 24,05 71,81 85,49 70,00°
3,75 26,35 71,67 84,79 78,962
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 7,19
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 23,08 71,74 82,71 73,33
7 27,32 71,74 87,57 75,63
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 24,61 70,94 86,88 74,69
16 24,82 70,52 85,73 76,56
32 26,16 73,75 82,81 72,19
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
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Cizelge 4. 28. (Devam) Diploid AU2-1-6 genotipinde rejenerasyon ortaminda kolhisin
uygulamasi sonucu elde edilen degerler

Stirgilin
Biiyiitme Eksplant Eksplant
Ortaminda Basina Saksida Basina
Rejenerasyon Eksplant Sakstya Tutan Saksida
Kolhisin Ortaminda Uygulama Basma Olusan  Aktarilan Bitki Tutan Bitki Tetraploid Bitki
Dozu  Bekleme Siiresi Stiresi Siirgiin Sayis1  Bitki Sayist Orani Sayist Sayist
(mM) (giin) (Saat) (Adet) (Adet) (%) (Adet) (adet/eksplant)
2,5 5 8 0,65 0,40 87,50 0,35 0,00
16 0,65 0,52 79,17 0,42 0,00
32 0,63 0,44 87,50 0,38 0,00
7 8 0,68 0,49 87,50 0,43 0,00
16 0,50 0,41 62,50 0,27 0,00
32 0,56 0,45 75,00 0,35 0,00
3,75 5 8 0,61 0,45 62,50 0,29 0,00
16 0,60 0,48 79,17 0,35 0,00
32 0,61 0,45 75,00 0,33 0,00
7 8 0,66 0,45 75,00 0,34 0,00
16 0,69 0,44 100,00 0,44 0,00
32 0,63 0,44 75,00 0,31 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 0,64 0,45 84,72 0,38 0,00
2,5x7 0,58 0,45 75,00 0,35 0,00
3,75x5 0,61 0,46 72,22 0,32 0,00
3,75x7 0,66 0,44 83,33 0,36 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x8 0,63 0,43 75,00 0,32 0,00
5x16 0,63 0,50 79,17 0,38 0,00
5x32 0,62 0,44 81,25 0,35 0,00
7x8 0,67 0,47 81,25 0,38 0,00
7x16 0,59 0,42 81,25 0,35 0,00
7x32 0,59 0,44 75,00 0,33 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0O.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (saat)
2,5x8 0,66 0,45 87,50 0,39 0,00
2,5x16 0,58 0,46 70,83 0,34 0,00
2,5x32 0,59 0,44 81,25 0,36 0,00
3,75x8 0,64 0,45 68,75 0,31 0,00
3,75x16 0,64 0,46 89,58 0,39 0,00
3,75%x32 0,62 0,44 75,00 0,32 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM)
25 0,61 0,45 79,86 0,36 0,00
3,75 0,63 0,45 77,78 0,34 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,63 0,45 78,47 0,35 0,00
7 0,62 0,45 79,17 0,36 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 0,65 0,45 78,13 0,35 0,00
16 0,61 0,46 80,21 0,37 0,00
32 0,61 0,44 78,13 0,34 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore
belirlenmistir

OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference
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Burada kontamine olan eksplant oraninda istatistiksel olarak 6nemli farklik tesbit
edilmekle birlikte, bu farkliligim endojenik ve ekzojenik kontaminasyondan
kaynaklandigr degerlendirilmektedir. Ayrica, 3,75 mM’lik kolhisin uygulamasinda
stirgiin olusturan eksplant oraninin (% 78,96) 2,5 mM’lik uygulamaya gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.28). Calisma kapsamindaki bitkilerde rejenerasyon
sonras1 kolhisin uygulamasi etkili olmadig: i¢in tetraploid bitki iiretimi ve dolayisiyla

cigek tozu testleri gergeklestirilememistir.

4.4.1.2. Diploid AU2/1-6 Genotipinde Rejenerasyon Ortaminda Orizalin
Uygulamasi

Denemede etkisi arastirilan faktorlerin {iclii interaksiyonlarinin, incelenen
ozellikler iizerindeki etkisinin onemli olmadig1 belirlnemistir (Cizelge 4.29). Ancak
“orizalin dozu X rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi” interaksiyonunun kontamine
olan eksplant orani, kallus olusturan eksplant orani, tomurcuk benzeri yapi olusturan
eksplant oram1 ve eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi iizerine etkisi 6nemli
bulunmustur. Kontamine olan eksplant orani lizerinde olusan interaksiyon etkinsinin,
aslinda orizalin uygulamalariyla ilgisi olmadigi; kolhisin uygulamasinda oldugu gibi
steril kosullarin gerektigi gibi saglanmamasina bagli olarak endojenik ve ekzojenik
mikroorganizmalaradan kaynaklandigi belirtilebilir. “Orizalin dozu X rejenerasyon
ortaminda bekleme siiresi” interaksiyonu gore, en yiiksek kallus olusturan eksplant
orani (% 82,92), eksplantlarin 7 giin rejenerasyon ortaminda bekletilmesi sonrasi 28,8
uM orizalin konsantrasyonundan elde edilmistir.

Tomurcuk benzeri yapir olusturan eksplant oraninda ise 7 giin rejenerasyon
ortaminda bekletildikten sonra uygulanan 43,2 uM orizalin dozu, en diisiik degeriyle (%
66,67) istatistiksel olarak farkli grupta yer almistir (Cizelge 4.29). Eksplant basina
sakstya aktarilan bitki sayis1 bakimindan “28,8 uM orizalin x 7 giin bekleme siiresi” ile
“43,2 uM orizalin x 5 giin bekleme siiresi” interaksiyonlari, diger interaksiyonlara gore
daha iyi sonu¢ vermistir. Diger ikili interaksiyonlarin yapilan gozlemler ilizerindeki

etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig: belirlenmistir.
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Cizelge 4. 29. Diploid AU2-1-6 genotipinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi
sonucu elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Orizalin Ortaminda Kontamine Olusturan Olusturan Olusturan
Dozu Bekleme Siiresi Uygulama  Olan Eksplant Eksplant Eksplant Oran1 Eksplant
(LM) (giin) Siiresi (saat) Orani (%) Orani (%) (%) Orant (%)
28,8 5 12 27,98 68,75 90,00 73,75
24 31,67 61,25 83,75 73,75
36 30,48 77,50 77,50 77,50
7 12 37,38 88,75 82,50 77,50
24 28,81 77,50 77,50 77,50
36 37,38 82,50 88,75 77,50
43,2 5 12 39,17 82,50 88,75 70,00
24 37,38 78,75 88,75 66,25
36 32,38 73,75 83,75 67,50
7 12 26,67 78,75 60,00 55,00
24 32,38 72,50 66,25 66,25
36 27,50 70,00 73,75 63,75
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 30,04%® 69,17° 83,752 75,00
28,8x7 34,52%® 82,922 82,922 77,50
43,2x5 36,312 78,33 87,082 67,92
43,2x7 28,85° 73,75 66,67° 61,67
LSD degeri (%5) 1,43 3,80 3,55 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (Saat)
5x12 33,57 75,63 89,38 71,88
5x24 34,52 70,00 86,25 70,00
5x36 31,43 75,63 80,63 72,50
7x12 32,02 83,75 71,25 66,25
7x24 30,60 75,00 71,88 71,88
7x36 32,44 76,25 81,25 70,63
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 32,68 78,75 86,25 75,63
28,8x24 30,24 69,38 80,63 75,63
28,8x36 33,93 80,00 83,13 77,50
43,2x16 32,92 80,63 74,38 62,50
43,2x24 34,88 75,63 77,50 66,25
43,2x36 29,94 71,88 78,75 65,63
LSD degeri (%5) 0O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu(pM)
28,8 32,28 76,04 83,33 76,252
43,2 32,58 76,04 76,88 64,79°
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. 7,03
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 33,17 73,75 85,422 71,46
7 31,69 78,33 74,79° 69,58
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 7,19 0O.D.
Uygulama Siiresi (Saat)
12 32,80 79,69 80,31 69,06
24 32,56 72,50 79,06 70,94
36 31,93 75,94 80,94 71,56
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. O.D. O.D.
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Cizelge 29. (Devam) Diploid AU2-1-6 genotipinde rejenerasyon ortaminda orizalin
uygulamasi sonucu elde edilen degerler

Stirgiin
Biiyiitme Eksplant Eksplant
Ortaminda Basina Saksida Basina
Rejenerasyon Eksplant Sakstya Tutan Saksida
Orizalin Ortaminda Uygulama Basina Olusan  Aktarilan Bitki Tutan Bitki Tetraploid Bitki
Dozu  Bekleme Siiresi Stiresi Siirgiin Sayis1  Bitki Sayisi Orani Sayist Sayis1
(uUM) (giin) (saat) (adet) (adet) (%) (adet) (adet/eksplant)
28,8 5 12 0,58 0,43 75,00 0,31 0,00
24 0,56 0,39 75,00 0,28 0,00
36 0,61 0,50 79,17 0,39 0,00
7 12 0,59 0,59 70,83 0,41 0,00
24 0,55 0,45 87,50 0,39 0,00
36 0,60 0,48 87,50 0,41 0,00
43,2 5 12 0,59 0,54 79,17 0,41 0,00
24 0,56 0,45 87,50 0,39 0,00
36 0,50 0,45 87,50 0,39 0,00
7 12 0,50 0,45 75,00 0,34 0,00
24 0,56 0,45 87,50 0,39 0,00
36 0,59 0,43 75,00 0,33 0,00
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 0,58 0,440 76,39 0,33 0,00
28,8x7 0,58 0,502 81,94 0,40 0,00
43,2x5 0,55 0,482 84,72 0,40 0,00
43,2x7 0,55 0,44° 79,17 0,35 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0,01 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi
(saat)
5x12 0,58 0,48 77,08 0,36 0,00
5x24 0,56 0,42 81,25 0,33 0,00
5x36 0,56 0,48 83,33 0,39 0,00
7x12 0,54 0,52 72,92 0,38 0,00
7x24 0,56 0,45 87,50 0,39 0,00
7x36 0,59 0,45 81,25 0,37 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 0,58 0,51 72,92 0,36 0,00
28,8x24 0,56 0,42 81,25 0,33 0,00
28,8x36 0,61 0,49 83,33 0,40 0,00
43,2x16 0,54 0,49 77,08 0,38 0,00
43,2x24 0,56 0,45 87,50 0,39 0,00
43,2x36 0,54 0,44 81,25 0,36 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 0,58 0,47 79,17 0,36 0,00
43,2 0,55 0,46 81,94 0,37 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,57 0,46 80,56 0,36 0,00
7 0,56 0,47 80,56 0,38 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
0,56 0,50 75,00 0,37 0,00
24 0,56 0,43 84,38 0,36 0,00
36 0,58 0,46 82,29 0,38 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore
belirlenmistir

OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference
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Orizalin dozunun etkisi ana faktor olarak incelendiginde, 28,8 uM orizalin
uygulamasinda siirgiin olusturan eksplant oraninin (% 76,25), 43,2 uM’lik orizalin
dozuna gore daha yiikksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.29). Calismada Aii2/I-6
genotipinde eksplantlara orizalin uygulamasi sonrasi tetraploid bitki {iretimi

saglanamamugtir.

4.4.2. S. torvum Tiiriinde Elde Edilen Bulgular

4.4.2.1. S. torvum Tiiriinde Rejenerasyon Ortaminda Kolhisin Uygulamasi

S. torvum tiiriinde farkl siirelerde rejenerasyon ortaminda bekletilen eksplantlara
farkli kolhisin dozu ve uygulama siiresinin etkisini belirlemek amaciyla kurulan deneme
verileri incelendiginde (Cizelge 4.30), Ugli interaksiyonlarin herhangi bir gozlem
lizerine etkisinin olmadig1 goriilmektedir. 1Ikili interaksiyonlardan ise sadece
“rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi x uygulama siiresi” interaksiyonunun saksida
tutan bitki oranimi etkiledigi, diger Ozellikler iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi
saptanmistir. Bu interaksiyon dikkate alindiginda en yiiksek saksida tutma orani (93,75),
“rejenerason ortaminda 7 gilin bekleme x 8 saat uygulama siiresi” uygulamasinda
belirlenmigtir. Eksplantlarin rejenerasyon ortaminda 5 giin beklemesi sonucu olusan
tomurcuk benzeri yap1 olusturan eksplant orani (% 90,42) ile siirgiin biiylitme ortaminda
eksplant bagina olusan siirgiin sayis1 (0,63 adet), 7 giin bekletmeye gore daha yiiksek
olmustur. Ayrica 8 saat siiren uygulama sonucu tomurcuk benzeri yapi olusturan
eksplant oran1 (% 90,63), diger uygulamalara (16 ve 32 saat) gore yiiksek ¢ikmistir. Bu

denemede elde edilen sonuglara gore, S. torvum tiiriinde tetraploid bitki olugsmamustir.

4.4.2.2. S. torvum Tiiriinde Rejenerasyon Ortaminda Orizalin Uygulamasi

S. torvum tiirtinde rejenerasyon ortaminda uygun orizalin uygulamasinin
belirlenmesi amaciyla kurulan deneme verileri Cizelge 4.31°de verilmistir. incelenen
ozellikler goz oOniine alindiginda, iic ana faktoriin ve bu faktorlerin ikili ve iiglii
interaksiyonlarindan sadece “orizalin dozu x uygulama siiresi” ve “orizalin dozu x
rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi” intaraksiyonlarinin sirasiyla kontamine olan

eksplant oran1 ve saksida tutan bitki oran1 bakimindan énemli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4. 30. S.torvum tiiriinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi sonucu
elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Kolhisin Ortaminda Kontamine Olusturan Olugturan Olusturan
Dozu Bekleme Siiresi Uygulama  Olan Eksplant Eksplant Eksplant Orani Eksplant
(mM) (giin) Siiresi (saat) Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%)
2,5 5 8 28,81 77,50 95,00 77,50
16 26,67 83,75 88,75 77,50
32 28,81 73,75 78,75 73,75
7 8 32,38 83,75 83,75 72,50
16 24,64 78,75 80,00 63,75
32 30,00 83,75 78,75 78,75
3,75 5 8 28,81 88,75 100,00 82,50
16 24,64 90,00 90,00 68,75
32 26,79 90,00 90,00 73,75
7 8 28,81 90,00 83,75 67,50
16 24,64 90,00 78,75 68,75
32 26,79 85,00 75,00 70,00
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu(mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 28,10 78,33 87,50 76,25
2,5x7 29,01 82,08 80,83 71,67
3,75x5 26,75 89,58 93,33 75,00
3,75x7 26,75 88,33 79,17 68,75
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (Saat)
5x8 28,81 83,13 97,50 80,00
5x16 25,65 86,88 89,38 73,13
5x32 27,80 81,88 84,38 73,75
7x8 30,60 86,88 83,75 70,00
7x16 24,64 84,38 79,38 66,25
7x32 28,39 84,38 76,88 74,38
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (saat)
2,5x8 30,60 80,63 89,38 75,00
2,5x16 25,65 81,25 84,38 70,63
2,5x32 29,40 78,75 78,75 76,25
3,75x8 28,81 89,38 91,88 75,00
3,75x16 24,64 90,00 84,38 68,75
3,75x32 26,79 87,50 82,50 71,88
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 28,55 80,21 84,17 73,96
3,75 26,75 88,96 86,25 71,88
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 27,42 83,96 90,422 75,63
7 27,38 85,21 80,00° 70,21
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 7,33 0O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
29,70 85,00 90,637 75,00
16 25,15 85,63 84,3802 69,69
32 28,10 83,13 80,63° 74,06
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. 8,98 O.D.
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Cizelge 4.30 (Devam) S.torvum tiirtinde rejenerasyon ortaminda Kolhisin uygulamasi
sonucu elde edilen degerler

Siirgiin Eksplant
Biiyiitme Eksplant Bagina
Ortaminda Basina Saksida
Rejenerasyon Eksplant Saksiya Saksida Tutan
Kolhisin ~ Ortaminda  Uygulama Bagina Olusan Aktarilan Tutan Bitki Tetraploid
Dozu Bekleme Stiresi Siirgiin Sayis1  Bitki Sayisi Bitki Sayisi Bitki Sayis1
(mM) Siiresi (giin) (saat) (adet) (adet) Orani (%) (adet) (adet/eksplant)
2,5 5 8 0,73 0,50 54,17 0,28 0,00
16 0,73 0,39 79,17 0,28 0,00
32 0,59 0,36 87,50 0,31 0,00
8 0,61 0,39 87,50 0,34 0,00
7 16 0,53 0,48 54,17 0,26 0,00
32 0,56 0,51 91,67 0,45 0,00
3,75 5 8 0,59 0,54 54,17 0,30 0,00
16 0,48 0,38 75,00 0,28 0,00
32 0,69 0,36 91,67 0,31 0,00
7 8 0,56 0,34 100,00 0,34 0,00
16 0,54 0,36 91,67 0,31 0,00
32 0,55 0,30 87,50 0,25 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 0O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu(mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 0,68 0,42 73,61 0,29 0,00
2,5x7 0,57 0,46 77,78 0,35 0,00
3,75x5 0,58 0,43 73,61 0,30 0,00
3,75x7 0,55 0,33 93,06 0,30 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x8 0,66 0,52 54,17¢ 0,29 0,00
5x16 0,60 0,38 77,08 0,28 0,00
5x32 0,64 0,36 89,58% 0,31 0,00
7x8 0,59 0,36 93,752 0,34 0,00
7x16 0,53 0,42 72,920 0,29 0,00
7x32 0,56 0,41 89,58 ® 0,35 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0O.D. 6,22 0.D. 0O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (Saat)
2,5x8 0,67 0,44 70,83 0,31 0,00
2,5x16 0,63 0,43 66,67 0,27 0,00
2,5x32 0,58 0,44 89,58 0,38 0,00
3,75x8 0,58 0,44 77,08 0,32 0,00
3,75x16 0,51 0,37 83,33 0,29 0,00
3,75%x32 0,62 0,33 89,58 0,28 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM)
25 0,62 0,44 75,69 0,32 0,00
3,75 0,57 0,38 83,33 0,30 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,632 0,42 73,61° 0,29 0,00
7 0,56° 0,40 85,422 0,33 0,00
LSD degeri (%5) 0,03 0.D. 10,31 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 0,62 0,44 73,96° 0,31 0,00
16 0,57 0,40 75,00° 0,28 0,00
32 0,60 0,38 89,582 0,33 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 12,62 O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore
belirlenmistir

OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 4. 31. S.torvum tiiriinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi sonucu
elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Orizalin Ortaminda Kontamine Olugturan Olugturan Olusturan
Dozu Bekleme Siiresi Uygulama  Olan Eksplant Eksplant Eksplant Orani Eksplant
(LM) (giin) Siiresi (saat) Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%)
28,8 12 10,00 91,67 77,08 77,08
5 24 12,50 90,00 70,00 70,00
36 28,81 100,00 83,75 73,75
7 12 21,07 100,00 80,83 66,67
24 24,64 95,00 90,00 73,75
36 28,81 82,50 90,00 83,75
43,2 5 12 26,67 83,75 78,75 61,25
24 37,38 88,75 83,75 67,50
36 28,33 87,50 87,50 81,25
7 12 32,38 93,75 88,75 65,00
24 31,67 93,75 83,75 65,00
36 30,00 88,75 88,75 71,25
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 17,10 93,89 76,94 73,61
28,8x7 24,84 92,50 86,94 74,72
43,2x5 30,79 86,67 83,33 70,00
43,2x7 31,35 92,08 87,08 67,08
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (Saat)
5x12 18,33 87,71 77,92 69,17
5x24 24,94 89,38 76,88 68,75
5x36 28,57 93,75 85,63 77,50
7x12 26,73 96,88 84,79 65,83
Tx24 28,15 94,38 86,88 69,38
7x36 29,40 85,63 89,38 77,50
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 15,545 95,83 78,96 71,88
28,8x24 18,57° 92,50 80,00 71,88
28,8x36 28,812 91,25 86,88 78,75
43,2x12 29,522 88,75 83,75 63,13
43,2x24 34,522 91,25 83,75 66,25
43,2x36 29,172 88,13 88,13 76,25
LSD degeri (%5) 2,89 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 20,970 93,19 81,94 74,17
43,2 31,072 89,38 85,21 68,54
LSD degeri (%5) 4,78 O.D. O.D. O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 23,95 90,28 80,14 71,81
7 28,10 92,29 87,01 70,90
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
12 22,53 92,29 81,35 67,50
24 26,55 91,88 81,88 69,06
36 28,99 89,69 87,50 77,50
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. O.D. O.D.
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Cizelge 4.31 (Devam) S.torvum tiiriinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi
sonucu elde edilen degerler

Stirgilin
Biiyiitme Eksplant
Ortaminda Eksplant Bagina
Eksplant Bagina Saksida  Tetraploid
Rejenerasyon Basina Sakstya Saksida Tutan Bitki
Orizalin Ortaminda Uygulama Olusan Aktarilan Tutan Bitki Sayist
Dozu Bekleme Siiresi Siiresi Siirgiin Sayis1 ~ Bitki Sayisi Bitki Sayis1  (adet/ekspl
M) (giin) (saat) (adet) (adet) Orani (%)  (adet) ant)
28,8 5 12 0,69 0,48 66,67 0,31 0,00
24 0,65 0,35 75,00 0,25 0,00
36 0,69 0,33 87,50 0,28 0,00
7 12 0,58 0,33 87,50 0,29 0,00
24 0,59 0,31 100,00 0,31 0,00
36 0,78 0,54 79,17 0,43 0,00
43,2 5 12 0,56 0,50 66,67 0,34 0,00
24 0,61 0,50 79,17 0,39 0,00
36 0,69 0,56 91,67 0,50 0,00
7 12 0,60 0,54 66,67 0,36 0,00
24 0,59 0,53 66,67 0,35 0,00
36 0,65 0,59 58,33 0,35 0,00
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 0,68 0,38 76,39% 0,28 0,00
28,8x7 0,65 0,39 88,89? 0,34 0,00
43,2x5 0,62 0,52 79,17 0,41 0,00
43,2x7 0,61 0,55 63,89° 0,35 0,00
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. 5,85 O.D. O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x12 0,63 0,49 66,67 0,33 0,00
5x24 0,63 0,43 77,08 0,32 0,00
5x36 0,69 0,44 89,58 0,39 0,00
7x12 0,59 0,44 77,08 0,33 0,00
7x24 0,59 0,42 83,33 0,33 0,00
7x36 0,71 0,56 68,75 0,39 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 0,63 0,41 77,08 0,30 0,00
28,8x24 0,62 0,33 87,50 0,28 0,00
28,8x36 0,73 0,43 83,33 0,35 0,00
43,2x12 0,58 0,52 66,67 0,35 0,00
43,2x24 0,60 0,51 72,92 0,37 0,00
43,2x36 0,67 0,58 75,00 0,43 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 0,66 0,39° 82,64 0,31 0,00
43,2 0,62 0,542 71,53 0,38 0,00
LSD degeri (%5) 0.D. 0,04 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,65 0,45 77,78 0,34 0,00
7 0,63 0,47 76,39 0,35 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
12 0,61 0,46 71,88 0,33 0,00
24 0,61 0,42 80,21 0,33 0,00
36 0,70 0,50 79,17 0,39 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore
belirlenmistir

OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference
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Kontamine olan eksplant orani istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmis olmakla birlikte,
daha onceden belirtildigi nedenlerden dolay1 olustugu degerlendirilebilir. Rejenerasyon
ortaminda 7 giin bekletildikten sonra 28,8 uM orizalinin uygulanmasi sonucu en yiiksek
saksida tutma orani (%88,89) elde edilmistir (Cizelge 4.31). Ayrica 43,2 uM orizalin
uygulandiginda eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi, 28,8 uM dozuna gore
istatistiksel olarak daha yiiksek olmustur. Bu g¢alismayla kromozom sayist katlanmig

bitki elde edilememistir.

4.4.3. Karnaz F1 Cesidinde Elde Edilen Bulgular

4.4.3.1. Karnaz F1 Cesidinde Rejenerasyon Ortaminda Kolhisin Uygulamasi

Karnaz F1 cesidinde rejenerasyon ortaminda eksplantlara uygulanabilecek
kolhisin uygulamasini belirlemek i¢in kurulan denemeden elde edilen ortalama degerler
Cizelge 4.32’de verilmistir. Uc¢ ana faktoriin ve bu faktdrlerin ikili ve iiclii
interaksiyonlarinin kontamine olan eksplant orani, kallus olusturan eksplant orani ve
tomurcuk benzeri yapi olusturan eksplant orani iizerine etkili olmadigi istatistiksel
olarak belirlenmistir. Incelenen diger 6zelliklerden siirgiin olusturan eksplant orani
acisindan en yiiksek deger (% 89,58) 3,75 mM kolhisin dozunun 32 saat
uygulamasindan elde edilmistir. Rejenerasyon ortaminda 5 giin bekletilen eksplantlarda
slirglin blyiitme ortaminda eksplant bagina olusan siirgiin sayist (0,65 adet) 7 giin
bekletilmeye gore daha yiiksek bulunmustur.

Eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayist bakimindan {i¢ faktoriin
interaksiyonu énemli bulunmustur (Cizelge 4.32). Buna gore eksplantlarin rejenerasyon
ortaminda 5 giin bekletilmesinden sonra 3,75 mM kolhisin dozunun 32 saat
uygulanmas1 sonucu en yiiksek saksiya aktarilan bitki sayis1 (0,83 adet/eksplant) elde
edilmistir. En yiliksek saksida tutan bitki orani ise rejenerasyon ortaminda 5 giin
bekletilen eksplantlarin 2,5 mM kolhisin dozuna maruz birakilmast veya 7 giin
rejenerasyon ortaminda inkiibe edildikten sonrasi 3,75 mM kolhisin dozunun
uygulanmasi sonucu olusmustur. Ayrica kolhisinin 16 saatlik uygulanmasi sonucu
olusan saksida tutan bitki sayisi, 8 ve 32 saatlik uygulamalara gore daha diisiik

¢ikmustir.
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Cizelge 4. 32. Karnaz F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi sonucu
elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Kolhisin Ortaminda Uygulama Kontamine Olusturan Olusturan Olusturan
Dozu Bekleme Siiresi Siiresi Olan Eksplant Eksplant Eksplant Orani Eksplant
(mM) (giin) (Saat) Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%)
2,5 5 8 41,55 43,75 93,75 93,75
16 39,17 60,42 87,50 75,00
32 40,83 60,42 87,50 60,42
7 8 45,00 62,50 85,42 68,75
16 41,55 45,83 87,50 66,67
32 40,83 43,75 93,75 79,17
3,75 5 8 55,00 39,17 88,75 75,42
16 41,67 36,25 88,75 76,25
32 42,50 66,67 100,00 91,67
7 8 39,76 68,75 87,50 72,92
16 40,71 45,83 87,50 66,67
32 40,83 54,17 100,00 87,50
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 40,52 54,86 89,58 76,39
2,5x7 42,46 50,69 88,89 71,53
3,75x5 46,39 47,36 92,50 81,11
3,75x7 40,44 56,25 91,67 75,69
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (Saat)
5x8 48,27 41,46 91,25 84,58
5x16 40,42 48,33 88,13 75,63
5x32 41,67 63,54 93,75 76,04
7x8 42,38 65,63 86,46 70,83
7x16 41,13 45,83 87,50 66,67
7x32 40,83 48,96 96,88 83,33
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (Saat)
2,5x8 43,27 53,13 89,58 81,25%
2,5x16 40,36 53,13 87,50 70,83°
2,5x32 40,83 52,08 90,63 69,79°
3,75x8 47,38 53,96 88,13 74,17°
3,75x16 41,19 41,04 88,13 71,46°
3,75x32 41,67 60,42 100,00 89,582
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 4,47
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 41,49 52,78 89,24 73,96
3,75 43,41 51,81 92,08 78,40
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 43,45 51,11 91,04 78,75
7 41,45 53,47 90,28 73,61
LSD degeri (%5) 0.D. 0O.D. 0.D. 0O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 45,33 53,54 88,85 77,71
16 40,77 47,08 87,81 71,15
32 41,25 56,25 95,31 79,69
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D.
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Cizelge 4. 32 (Devam) Karnaz F1 c¢esidinde rejenerasyon ortaminda Kkolhisin
uygulamasi sonucu elde edilen degerler

Stirgiin
Biiyiitme Eksplant Eksplant
Ortaminda Basina Saksida Basina
Rejenerasyon Eksplant Sakstya Tutan Saksida
Kolhisin Ortaminda Uygulama Basma Olusan  Aktarilan Bitki ~ Tutan Bitki Tetraploid Bitki
Dozu  Bekleme Siiresi Stiresi Stirglin Sayis1  Bitki Sayisi Orani Sayist Sayis1
(mM) (giin) (saat) (adet) (adet) (%) (adet) (adet/eksplant)
25 5 8 0,77 0,65% 87,50 0,58 0,08
16 0,67 0,52° 91,67 0,46 0,00
32 0,54 0,46° 75,00 0,40 0,67
7 8 0,60 0,60% 75,00 0,60 0,38
16 0,25 0,13¢ 50,00 0,13 0,50
32 0,52 0,52° 75,00 0,52 0,25
3,75 5 8 0,54 0,54% 0,00 0,48 1,83
16 0,54 0,54% 50,00 0,48 1,13
32 0,83 0,832 58,33 0,67 0,96
7 8 0,48 0,42" 100,00 0,42 1,75
16 0,46 0,40° 87,50 0,33 1,75
32 0,50 0,42" 100,00 0,42 1,92
LSD degeri (%5) O.D. 0,04 O.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 0,66 0,54 84,722 0,48 0,96
2,5x7 0,46 0,42 66,67% 0,42 0,56
3,75x5 0,64 0,64 36,11° 0,54 0,81
3,75x7 0,48 0,41 95,832 0,39 1,06
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 9,88 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x8 0,65 0,59 43,75 0,53 0,96
5x16 0,60 0,53 70,83 0,47 0,56
5x32 0,69 0,65 66,67 0,53 0,81
7x8 0,54 0,51 87,50 0,51 1,06
7x16 0,35 0,26 68,75 0,23 1,13
7x32 0,51 0,47 87,50 0,47 1,08
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0O.D. 0O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (Saat)
2,5x8 0,69 0,632 81,25 0,59 0,23
2,5x16 0,46 0,32° 70,83 0,29 0,25
2,5x32 0,53 0,492 75,00 0,46 0,46
3,75x8 0,51 0,48 50,00 0,45 1,79
3,75x16 0,50 0,472 68,75 0,40 1,44
3,75%x32 0,67 0,632 79,17 0,54 1,44
LSD degeri (%5) O.D. 0,03 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM)
25 0,56 0,48 75,69 0,45 0,310
3,75 0,56 0,52 65,97 0,46 1,562
LSD degeri (%5) 0O.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0,14
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,652 0,594 60,42 0,51 0,78
7 0,47° 0,41° 81,25 0,40 1,09
LSD degeri (%5) 0,06 0,05 0.D. 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 0,60 0,552 65,63 0,522 1,01
16 0,48 0,39° 69,79 0,35° 0,84
32 0,60 0,562 77,08 0,502 0,95
LSD degeri (%5) 0O.D. 0,06 O.D. 0,07 O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore
belirlenmistir

OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference
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Karnaz F1 gesidinde eksplantlara 3,75 mM kolhisin dozu uygulamasinda olusan
tetraploid bitki sayist (1,56 adet/eksplant), 2,5 mM kolhisin dozuna gore daha yiiksek
olmustur (Cizelge 4.32). Yapilan biitiin kolhisin uygulamalarindan toplam 17 adet
tetraploid bitki elde edilmistir. Ayni ¢esidin yaprak eksplantlarina rejenerasyon
ortaminda Kolhisin uygulanmasi, s6z konusu kimyasallarin siirgiin ucu ve
tomurcuklarina uygulanmasina gore daha fazla sayida tetraploid bitkinin iiretilmesini
saglamistir.

Olusan tetraploid bitkilerden 12 tanesinde ¢icek olusumu gozlenmediginden ¢icek
tozu gozlemleri gergeklestirilememistir. Cigek olusturan 5 tetraploid bitkinin ¢igek tozu
canliligi ve ¢imlenme oranlar1 ortalamasi sirasiyla % 82,52 ve % 15,80 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4. 33). Leon ve ark. (2015), Physalis ixocarpa (2n=2x=24)
tiriinde kolhisin uygulamasiyla iiretilen autotetraploid bitkiler ve bunlardan {iretilen
nesiller arasinda ¢icek tozu canliligmin % 60,20 - 67,93 oraninda oldugunu belirterek

0zel bir farklilik olmadigini ifade etmislerdir.

Cizelge 4. 33. Karnaz F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi sonucu
elde edilen tetraploid bitkilerin ¢igcek tozu canliligi ve ¢imlenmesi

Kirmiz1 Boyanan Cicek Tozu
. . Pembe ve Kirmizi Boyanan .
Genotip Cicek Tozu Orani Cicek Tozu Orant (%) Cimlenme Orani
(%) N i (%)
KR-col: 1/11.b 71,72 92,93 20,91
KR-col:3/1V 5.b 57,97 71,74 10,22
KR-col:4/1 3.b 60,55 90,63 20,55
KR-col:4/1 2.b1.k 47,93 75,74 5,80
KR-col:9/1V 1.b 52,46 81,56 21,50
Ortalama 58,12 82,52 15,80

4.4.3.2. Karnaz F1 Cesidinde Rejenerasyon Ortaminda Orizalin Uygulamasi

Karnaz F1 c¢esidinde rejenerasyon ortaminda belli siirelerde bekletilen
eksplantlara farkli konsantrasyon ve siirede yapilan orizalin uygulamasi sonucu
incelenen Ozelliklerden elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.34°’de sunulmustur.
Denenen faktorlerin iiglii interaksiyonlarinin, istatistiksel olarak 6nemli olmadigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4. 34. Karnaz F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi sonucu
elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Ortaminda Uygulama Kontamine Olusgturan Olusturan Olusturan
Orizalin Bekleme Siiresi Siiresi Olan Eksplant Eksplant Eksplant Oran1 Eksplant
Dozu(uM) (giin) (Saat) Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%)
28,8 5 12 42,50 18,75 75,00 75,00
24 40,00 43,75 64,58 50,00
36 36,25 41,67 70,83 62,50
7 12 50,00 52,08 87,50 87,50
24 45,71 50,00 87,50 66,67
36 45,00 45,83 77,08 45,83
43,2 5 12 44,64 41,25 95,00 63,33
24 40,00 35,42 93,75 64,58
36 50,00 47,92 91,67 77,08
7 12 41,67 41,67 75,00 62,50
24 41,67 43,75 79,17 64,58
36 45,00 39,58 83,33 62,50
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 39,58 34,72 70,14¢ 62,50
28,8x7 46,90 49,31 84,03 66,67
43,2x5 44,88 41,53 93,472 68,33
43,2x7 42,78 41,67 79,170 63,19
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 4,37 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (Saat)
5x12 43,57 30,00 85,00 69,17
5x24 40,00 39,58 79,17 57,29
5x36 43,13 44,79 81,25 69,79
7x12 45,83 46,88 81,25 75,00
7x24 43,69 46,88 83,33 65,63
7x36 45,00 42,71 80,21 54,17
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 46,25 35,42 81,25 81,25
28,8x24 42,86 46,88 76,04 58,33
28,8x36 40,63 43,75 73,96 54,17
43,2x12 43,15 41,46 85,00 62,92
43,2x24 40,83 39,58 86,46 64,58
43,2x36 47,50 43,75 87,50 69,79
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 43,24 42,01 77,080 64,58
43,2 43,83 41,60 86,322 65,76
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 9,26 O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 42,23 38,13 81,81 65,42
7 44,84 45,49 81,60 64,93
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
44,70 38,44 83,13 72,08
24 41,85 43,23 81,25 61,46
36 44,06 43,75 80,73 61,98
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D.
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Cizelge 4. 34 (Devam) Karnaz F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi
sonucu elde edilen degerler

Stirgiin
Biiyiitme Eksplant Eksplant
Ortaminda Basina Saksida Basina
Rejenerasyon Eksplant Saksiya Tutan Saksida
Ortaminda Uygulama Bagina Olusan  Aktarilan Bitki ~ Tutan Bitki Tetraploid Bitki
Orizalin  Bekleme Siiresi ~ Siiresi Siirgiin Sayis1  Bitki Sayist ~ Oram Sayist Sayist
Dozu(uM) (giin) (saat) (adet) (adet) (%) (adet) (adet/eksplant)
28,8 5 12 0,69 0,56 66,67 0,44 0,27
24 0,50 0,44 75,00 0,35 0,50
36 0,54 0,42 50,00 0,42 0,25
7 12 0,88 0,58 50,00 0,58 0,21
24 0,52 0,52 62,50 0,38 0,25
36 0,46 0,38 100,00 0,38 0,38
43,2 5 12 0,63 0,49 50,00 0,49 0,25
24 0,58 0,23 75,00 0,23 0,00
36 0,48 0,40 62,50 0,25 0,38
7 12 0,63 0,54 75,00 0,48 0,38
24 0,35 0,35 62,50 0,21 0,63
36 0,17 0,00 0,00 0,00 0,00
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 0,58 0,47 63,89 0,40 0,34
28,8x7 0,62 0,49 70,83 0,44 0,28
43,2x5 0,57 0,37 62,50 0,32 0,21
43,2x7 0,38 0,30 45,83 0,23 0,33
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0O.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x12 0,66 0,53% 58,33 0,46 0,26
5x24 0,54 0,33 75,00 0,29 0,25
5x36 0,51 0,41% 56,25 0,33 0,31
7x12 0,75 0,562 62,50 0,53 0,29
7x24 0,44 0,442 62,50 0,29 0,44
7x36 0,31 0,19¢ 50,00 0,19 0,19
LSD degeri (%5) O.D. 0,03 0.D. 0O.D. 0.D.
Orizalin Dozu (M) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 0,78 0,57 58,33 0,51 0,24
28,8x24 0,51 0,48 68,75 0,36 0,38
28,8x36 0,50 0,40 75,00 0,40 0,31
43,2x12 0,63 0,51 62,50 0,48 0,31
43,2x24 0,47 0,29 68,75 0,22 0,31
43,2x36 0,32 0,20 31,25 0,13 0,19
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 0,60 0,482 67,36 0,422 0,31
43,2 0,47 0,33° 54,17 0,28° 0,27
LSD degeri (%5) O.D. 0,06 0.D. 0,05 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,57 0,42 63,19 0,36 0,27
7 0,50 0,40 58,33 0,34 0,31
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
12 0,712 0,542 60,42 0,502 0,28
24 0,49° 0,39° 68,75 0,29° 0,34
36 0,41° 0,30° 53,13 0,26° 0,25
LSD degeri (%5) 0,08 0,07 O.D. 0,07 O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore
belirlenmistir

OD: Onemli Degil

LSD: Least Significant Difference
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Ayrica, tomurcuk benzeri yapi olusturan eksplant orani ve eksplant basina saksiya
aktarilan bitki sayis1 harig, diger 6zellikler lizerine ikili interaksiyonlarin etkisi dnemli
bulunmamistir (Cizelge 4.34). 5 giin rejenerasyon ortaminda bekletilen eksplanlara 43,2
UM orizalin dozunun uygulanmasiyla en yiliksek tomurcuk benzeri yapi olusturan
eksplant orani elde edilmistir. Eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi,
“rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi x uygulama siiresi” interaksiyonu agisindan
onemli bulunmustur. En yiiksek eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi (0,56
adet), eksplantlarin rejenerasyon ortaminda 7 giin bekletilmesinden sonra 12 saat
orizalin uygulamasindan elde edilmistir. Bunun yan sira, ana faktorlerin bazi 6zellikler
tizerine etki ettigi belirlenmigtir. 12 saatlik orizalin uygulandiginda siirgiin biiyiitme
ortaminda eksplant basina olusan siirgiin sayist (0,71 adet) 24 ve 36 saatlik orizalin
uygulamalarina gore daha yiiksek bulunmustur. Genel olarak, 28,8 uM orizalin dozunda
eksplant basina saksida tutan bitki sayis1 (0,42 adet) 43,2 uM orizalin uygulamasina
kiyasla daha yiiksek olmustur. Ayn1 parametre agisindan 12 saatlik orizalin uygulamasi,
24 ve 36 saatlik uygulamalara gore daha etkili bulunmustur. Karnaz F1 cesidinde
yapilan orizalin uygulamalarina bagli olarak elde edilen tetraploid bitki oranlari
istatistiksel olarak farkli olmamakla birlikte, toplam 22 adet tetraploid bitki elde
edilmistir. En yiiksek tetraploid bitki olusumu, yaprak eksplantlarinin 7 giin
rejenerasyon ortaminda bekletildikten sonra 43,2 uM orizalin konsantrasyonunun 24
saat uygulamasinda gergeklesmistir. Karnaz F1 ¢esidinin rejenerasyon calismalarinda
orizalin uygulamas ile olusturulan tetraploid bitki sayisinin, kolhisin uygulamasina
oranla daha fazla oldugu goézlenmistir. Ayni ¢esidin siirglin ucu ve tomurcuklara
uygulanan orizalin dozundan elde edilen tetraploid bitki sayisi, rejenerasyon
uygulamasina gére daha az olmustur.

Uretilen tetraploid bitkilerden 6 tanesinde c¢icek olusumu gerceklesmediginden
cicek tozu gozlemleri degerlendirilememistir. Geriye kalan 16 tanesinde ise ¢igek tozu
canlilig1 ortalamas1 % 83,81 (Cizelge 4. 35), ¢imlenme ortalamasi ise % 18,67 olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 4. 35. Karnaz F1 ¢esidinde rejenerasyon ortami igerisinde orizalin uygulamasi
sonucu elde edilen tetraploid bitkilerin ¢igek tozu canliligi ve ¢imlenmesi ile elde edilen
degerler

Kirmizi Boyanan Pembe ve Kirmizi Cicek Tozu
Genotip Cicek Tozu Oran Boyanan Cicek Tozu Cimlenme Orant

(%) Orani (%) (%)
KR-ori:1/11 1.bitki 3.k 87,38 95,39 29,43
KR-ori:1/1l 1.bitki 5.k 68,82 87,29 25,49
KR-ori:1/111 2.b 1.k 51,49 71,91 13,44
KR-ori:1/111 2.b 2.k 56,74 87,94 12,38
KR-ori:1/1l 3.b 64,07 86,66 17,38
KR-ori:2/1 2.b 56,63 83,20 20,78
KR-ori:3/1l 1.b 71,47 91,72 18,99
KR-ori:4/1 1.b 1.k 69,09 83,07 12,04
KR-ori:5/1 1.b 49,13 73,24 19,73
KR-ori:9/1 1.b 71,64 91,04 16,42
KR-ori:9/1l 1.b 2.k 80,16 93,83 34,12
KR-ori:9/IV 1.b 1.k 72,40 91,40 14,36
KR-ori:10/11 3.b 54,74 75,78 18,12
KR-ori:10/11 4.b 1.k 50,00 62,90 15,00
KR-ori:10/1V 3.b 1.k 65,00 87,27 14,49
KR-ori:11/11 5.b 55,73 78,24 16,48
Ortalama 64,03 83,81 18,67

4.4.4. Faselis F1 Cesidinde Elde Edilen Bulgular

4.4.4.1. Faselis F1 Cesidinde Rejenerasyon Ortaminda Kolhisin Uygulamasi

Faselis F1 c¢esidinde rejenerasyon ortaminda uygulanabilecek kolhisin
uygulamasinin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen denemeden elde edilen veriler (Cizelge
4.36) incelendiginde; kallus olusturan eksplant orani, siirgiin biiyiitme ortaminda
eksplant basina olusan siirgiin sayis1 ve saksida tutan bitki oran1 gozlemleri agisindan
denenen ana faktorlerin {iglii interaksiyonlari, istatistiksel agidan 6nem arz etmektedir.
Incelenen 6zelliklerden kallus olusturan eksplant oran1 bakimindan, 5 giin rejenerasyon
ortaminda bekletildikten sonra eksplantlarin 2,5 mM kolhisin konsantrasyonu igeren
rejenerasyon ortaminda 16 saat inkiibe edilmesiyle en yiiksek oran (% 72,92) elde

edilmistir.
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Cizelge 4. 36. Faselis Flgesidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi sonucu

elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Kolhisin Ortaminda Kontamine Olusturan Olugturan Olusturan
Dozu Bekleme Siiresi Uygulama  Olan Eksplant Eksplant Eksplant Orani Eksplant
(mM) (giin) Siiresi (saat) Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%)
2,5 5 8 24,17 57,50%® 72,50 67,50
16 30,00 72,922 79,17 66,67
32 35,00 68,752 93,75 81,25
7 8 39,05 60,42 87,50 66,67
16 45,00 58,33 100,00 93,75
32 50,00 58,33 100,00 93,75
3,75 5 8 50,00 50,000 91,67 91,67
16 42,50 39,580 100,00 93,75
32 40,00 35,420 100,00 100,00
7 8 30,00 33,330 93,75 87,50
16 40,36 62,92 88,75 71,25
32 40,71 66,672 93,75 87,50
LSD degeri (%5) O.D. 5,55 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 29,720 66,392 81,810 71,81°
2,5x7 44,682 59,032 95,832 84,72%®
3,75x5 44,178 41,67° 97,228 95,142
3,75x7 37,022 54,31%® 92,082 82,08
LSD degeri (%5) 1,58 3,21 3,56 4,09
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (Saat)
5x8 37,08 53,75 82,08 79,58
5x16 36,25 56,25 89,58 80,21
5x32 37,50 52,08 96,88 90,63
7x8 34,52 46,88 90,63 77,08
7x16 42,68 60,63 94,38 82,50
7x32 45,36 62,50 96,88 90,63
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (saat)
2,5x8 31,61 58,96 80,00 67,08
2,5x16 37,50 65,63 89,58 80,21
2,5x32 42,50 63,54 96,88 87,50
3,75x8 40,00 41,67 92,71 89,58
3,75x16 41,43 51,25 94,38 82,50
3,75x32 40,36 51,04 96,88 93,75
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 37,20 62,712 88,82 78,26°
3,75 40,60 47,99° 94,65 88,612
LSD degeri (%5) O.D. 6,50 O.D. 8,30
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 36,94 54,03 89,51 83,47
7 40,85 56,67 93,96 83,40
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0O.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 35,80 50,31 86,35° 78,33°
16 39,46 58,44 91,9802 81,350
32 41,43 57,29 96,882 90,632
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. 8,83 10,16
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Cizelge 4.36 (Devam) Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi
sonucu elde edilen degerler

Stirgiin
Biiyiitme Eksplant Eksplant
Ortaminda Basina Saksida Basina
Rejenerasyon Eksplant Sakstya Tutan Saksida
Kolhisin Ortaminda Uygulama Basma Olusan  Aktarilan Bitki ~ Tutan Bitki Tetraploid Bitki
Dozu  Bekleme Siiresi Stiresi Stirglin Sayis1  Bitki Sayisi Orani Sayist Sayis1
(mM) (giin) (saat) (adet) (adet) (%) (adet) (adet/eksplant)
25 5 8 0,56® 0,45 70,83 0,29 0,13
16 0,67 0,48 75,00 0,33 0,00
32 0,56 0,44 75,00 0,31 0,00
7 8 0,602 0,46 66,67 @ 0,27 0,25
16 0,71%® 0,44 100,002 0,44 0,00
32 0,65 0,35 87,502 0,29 0,25
3,75 5 8 0,75%® 0,67 41,67 0,50 0,00
16 0,81° 0,63 66,67 0,48 0,08
32 0,882 0,58 87,502 0,50 0,00
7 8 0,81° 0,48 100,002 0,48 0,06
16 0,66 0,47 25,000 0,47 0,00
32 0,13¢ 0,06 25,00° 0,06 0,00
LSD degeri (%5) 0,04 O.D. 16,28 O.D. O.D
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5x5 0,60 0,46° 73,61 0,31 0,04
2,5x7 0,65° 0,42° 84,72 0,33 0,17
3,75x5 0,812 0,632 65,28 0,49 0,03
3,75x7 0,53°¢ 0,34° 50,00 0,34 0,02
LSD degeri (%5) 0,02 0,03 0.D. 0O.D. 0.D
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x8 0,662 0,56 56,25 0,39 0,06
5x16 0,742 0,55 70,83 0,41 0,04
5x32 0,722 0,51 81,25 0,41 0,16
7x8 0,718 0,47 83,33 0,38 0,00
7x16 0,692 0,45 62,50 0,45 0,13
7x32 0,39° 0,21 56,25 0,18 0,06
LSD degeri (%5) 0,03 0.D. 0.D. 0O.D. 0.D
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (saat)
2,5x8 0,58%® 0,45 68,75 0,28 0,19
2,5x16 0,692 0,46 87,50 0,39 0,00
2,5x32 0,60% 0,40 81,25 0,30 0,13
3,75x8 0,782 0,57 70,83 0,49 0,03
3,75x16 0,742 0,55 45,83 0,47 0,04
3,75%x32 0,50° 0,32 56,25 0,28 0,00
LSD degeri (%5) 0,03 0.D. 0.D. 0.D. 0.D
Kolhisin Dozu (mM)
25 0,63 0,44 79,172 0,32 0,10
3,75 0,67 0,48 57,64° 0,41 0,02
LSD degeri (%5) 0O.D. 0.D. 19,06 0.D. 0.D
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,702 0,542 69,44 0,40 0,03
7 0,59° 0,38° 67,36 0,33 0,09
LSD degeri (%5) 0,05 0,05 0.D. 0.D. 0.D
Uygulama Siiresi (saat)
8 0,682 0,512 69,79 0,38 0,11
16 0,712 0,502 66,67 0,43 0,02
32 0,55° 0,36° 68,75 0,29 0,06
LSD degeri (%5) 0,06 0,06 O.D. O.D. O.D

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore

belirlenmistir
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference



Eksplantlar, rejenerasyon ortaminda 5 giin bekledikten sonra 32 saat siiresince
3,75 mM kolhisin dozuna maruz birakildiklarinda, siirglin biiyiitme ortaminda eksplant
basina en yliksek siirgiin sayis1 (0,88 adet) olusmustur (Cizelge 4.36). Bunun yani1 sira
eksplantlar, 7 giin rejenerasyon ortaminda bekletildikten sonra 2,5 mM Kkolhisin
konsantrasyonu 16 saat veya 3,75 mM kolhisin dozu 8 saat uygulandiginda en yiiksek
saksida tutan bitki oran1 (%100) g6zlenmistir.

Ikili interaksiyonlardan “kolhisin dozu x rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi”
interaksiyonuna gore, kontamine olan eksplant orani iizerinde istatistiki agidan énemli
cikmistir (Cizelge 4.36), ancak bununla ilgili dgerlendirme yukaruda verilmistir. 5 giin
rejenerasyon ortaminda bekletilen eksplantlara 2,5 mM’lik kolhisin uygulandiginda elde
edilen tomurcuk benzeri yap1 olusturan eksplant orani, diger “kolhisin dozu x
rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi” interaksiyonlarina gére daha diisiik olmustur.
Siirgiin olusturan eksplant oranit ve eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi
acisindan s6z konusu ikili interaksiyona bakildiginda, eksplantlar 5 giin rejenerasyon
ortaminda bekletildikten sonra 3,75 mM konsantrasyonunun uygulanmasiyla en yiiksek
degere ulagilmistir. Uygulama siiresinin tomurcuk benzeri yap1 olusturan eksplant orani
tizerine etkisinde ise 32 saatlik uygulamada digerlerine gore daha yiiksek (% 96,88)
cikmigtir. Eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisinda bakimindan 8 ve 16 saatlik
uygulamalarda daha yiiksek ortalama elde edilmistir.

Faselis F1 c¢esidinde uygulamalara gore elde edilen tetraploid bitki sayilar
arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemli olmamistir (Cizelge 4.36). Ancak toplamda
5 adet tetraploid bitki elde edilmistir. En yiliksek tetraploid bitki sayisi
(0,25 adet/eksplant), 7 giin rejenerasyon ortaminda bekletilen yaprak eksplantlarinin 2,5
mM kolhisin konsantrasyonunda 8 ve 32 saat bekletilmesinden elde edilmistir.

Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi sonucu olusan
tetraploid bitkilerin ¢igek tozu canliligt ve c¢imlenme oranlart Cizelge 4.37°de
sunulmustur.  Uretilen  tetraploid bitkilerden 2 tanesinde ¢icek olusumu
gerceklesmemistir. Burada diploid kontrol bitkisinde ¢icek tozu canliligi orani ortalama
% 97,83 iken, tetraploid bitkide ise bu oran % 86,41 olmustur. Cimlenme orani ise
kontrol bitkide % 91,53 ve tetraploid bitkide % 26,54 olarak hesaplanmistir. Ciirtik ve
ark. (2014a)’nin ¢alismasma gore elde etmis oldugu tetraploid bitkide ¢igek tozu

canlilig1 % 52,60 ve ¢imlenme oran1 % 53,86 olmustur.
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Cizelge 4. 37. Faselis F1 gesidinde rejenerasyon ortami igerisinde kolhisin uygulamasi
sonucu elde edilen tetraploid bitkilerin ¢igek tozu canliligi ve ¢imlenmesi ile elde edilen
degerler

Kirmizi Pembe ve Kirmizi
Genotip Boyanan Cigcek Boyanan Cicek Tozu Cigek Tozu
Tozu Orani (%) Orani (%) (%) Cimlenme Orani (%)
FR-col:1/11 1.b 1.k 40,28 88,15 38,10
FR-col:4/1l 54,42 81,57 15,32
FR-col:8/I1 1.b 2.k 70,16 89,52 26,21
Ortalama 54,95 86,41 26,54
Faselis (Kontrol) 52,28 97,83 91,53

4.4.4.2. Faselis F1 Cesidinde Rejenerasyon Ortaminda Orizalin Uygulamasi

Faselis F1 gesidine rejenerasyon ortaminda orizalin uygulama denemesinde elde
edilen veriler Cizelge 4.38’de 6zetlenmistir. Etkisi arastirilan ii¢ ana faktoriin kontamine
olan eksplant orani, kallus olusturan eksplant orani, tomurcuk benzeri yapi olusturan
eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve siirgiin biiylitme ortaminda eksplant
basina olusan siirgiin sayis1 iizerine etkisi dnemsiz bulunmustur.

Uclii interaksiyonlarin etkisinin dénemli oldugu o6zelliklerden eksplant basina
saksiya aktarilan bitki sayis1 agisindan, eksplantlarin 5 giin rejenerasyon ortaminda
bekletilmesinden sonra 28,8 uM orizalin konsantrasyonunun 12 veya 24 saat siireyle
uygulanmasindan en yiiksek degerler elde edilmistir (Cizelge 4.38).

Ayrica saksida tutma orani bakimindan, ikili interaksiyonlardan “rejenerasyon
ortaminda bekleme siiresi x uygulama siiresi” interaksiyonunun Onemli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.38). Buna gore eksplantlarin 7 gilin rejenerasyon ortaminda
bekletilmesinin ardindan orizalinin 36 saat uygulanmasi durumunda gergeklesen saksida
tutma oran1 % 0,00 olup, bu oran bu interaksiyondaki diger uygulamalardaki oranlara
gore farkli bir istatistiksel grupta yer almustir. ikili interaksiyonu (orizalin dozu x
uygulama siiresi) 6nemli olan parametrelerden eksplant basgina saksida tutan bitki sayist,
28,8 uM orizalin 24 saat uygulandiginda en yiiksek (0,49 adet) bulunmustur.
Eksplantlarin 5 giin rejenerasyon ortaminda bekletilmesi sonucu elde edilen tetraploid
bitki sayis1 (0,23 adet/eksplant), 7 giin bekletilmeye gore yiliksek ¢ikmistir. Buna bagl

olarak, s6z konusu uygulamadan toplam 7 adet tetraploid bitki elde edilmistir.
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Cizelge 4. 38. Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi sonucu
elde edilen degerler

Tomurcuk
Rejenerasyon Kallus Benzeri Yap1 Siirgiin
Orizalin Ortaminda Kontamine Olugturan Olugturan Olusturan
Dozu Bekleme Siiresi Uygulama  Olan Eksplant Eksplant Eksplant Orani Eksplant
(uM) (giin) Siiresi (saat) Orani (%) Orani (%) (%) Orani (%)
28,8 5 12 30,00 41,67 87,50 87,50
24 30,00 41,67 79,17 79,17
36 30,00 41,67 70,83 64,58
7 12 31,25 45,83 77,08 62,50
24 38,33 47,92 68,75 62,50
36 35,00 39,58 77,08 62,50
43,2 5 12 31,25 41,67 91,67 75,00
24 31,25 45,83 85,42 79,17
36 26,25 37,50 87,50 72,92
7 12 25,00 39,58 81,25 72,92
24 25,00 47,92 72,92 60,42
36 28,33 41,67 87,50 87,50
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu(uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 30,00 41,67 79,17 77,08
28,8x7 34,86 44,44 74,31 62,50
43,2x5 29,58 41,67 88,19 75,69
43,2x7 26,11 43,06 80,56 73,61
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (Saat)
5x12 30,63 41,67 89,58 81,25
5x24 30,63 43,75 82,29 79,17
5x36 28,13 39,58 79,17 68,75
7x12 28,13 42,71 79,17 67,71
%24 31,67 47,92 70,83 61,46
7x36 31,67 40,63 82,29 75,00
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 30,63 43,75 82,29 75,00
28,8x24 34,17 44,79 73,96 70,83
28,8x36 32,50 40,63 73,96 63,54
43,2x16 28,13 40,63 86,46 73,96
43,2x24 28,13 46,88 79,17 69,79
43,2x36 27,29 39,58 87,50 80,21
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 32,43 43,06 76,74 69,79
43,2 27,85 42,36 84,38 74,65
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 29,79 41,67 83,68 76,39
7 30,49 43,75 77,43 68,06
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D
Uygulama Siiresi (saat)
12 29,38 42,19 84,38 74,48
24 31,15 45,83 76,56 70,31
36 29,90 40,10 80,73 71,88
LSD degeri (%5) O.D. O.D. O.D. O.D.
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Cizelge 4.38 (Devam) Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi
sonucu elde edilen degerler

Stirgilin
Biiyiitme Eksplant Eksplant
Ortaminda Basina Saksida Basina
Rejenerasyon Eksplant Saksiya Tutan Saksida
Orizalin Ortaminda Uygulama Bagma Olusan  Aktarilan Bitki Tutan Bitki Tetraploid Bitki
Dozu  Bekleme Siiresi Siiresi Stirglin Sayis1  Bitki Sayisi Orant Sayist Sayis1
(uUM) (giin) (saat) (adet) (adet) (%) (adet) (adet/eksplant)
28,8 5 12 0,73 0,502 87,50 0,44 0,00
24 0,79 0,582 87,50 0,52 0,00
36 0,50 0,44%c 75,00 0,29 0,50
7 12 0,54 0,482 100,00 0,48 0,00
24 0,54 0,46% 100,00 0,46 0,00
36 0,56 0,00¢ 0,00 0,00 0,00
43,2 5 12 0,75 0,423%¢ 100,00 0,42 0,00
24 0,46 0,17¢ 50,00 0,17 0,00
36 0,65 0,35%¢ 100,00 0,35 0,38
7 12 0,54 0,23 bed 50,00 0,23 0,00
24 0,54 0,21 bed 75,00 0,21 0,25
36 0,67 0,48% 0,00 0,40 0,00
LSD degeri (%5) O.D. 0,13 0.D. O.D. O.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 0,67 0,51 83,33 0,42 0,17
28,8x7 0,55 0,31 66,67 0,31 0,00
43,2x5 0,62 0,31 83,33 0,31 0,29
43,2x7 0,58 0,31 41,67 0,28 0,08
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0O.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x12 0,74 0,46 93,752 0,43 0,00
5x24 0,63 0,38 68,752 0,34 0,25
5x36 0,57 0,40 87,50 0,32 0,44
7x12 0,54 0,35 75,008 0,35 0,00
7x24 0,54 0,33 87,502 0,33 0,13
7x36 0,61 0,24 0,00° 0,20 0,00
LSD degeri (%5) O.D. 0O.D. 9,70 0O.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 0,64 0,492 93,75 0,46% 0,00
28,8x24 0,67 0,522 93,75 0,492 0,00
28,8x36 0,53 0,22b¢ 37,50 0,15¢ 0,25
43,2x16 0,65 0,32% 75,00 0,32¢ 0,00
43,2x24 0,50 0,19¢ 62,50 0,19 0,38
43,2x36 0,66 0,42% 50,00 0,38 0,19
LSD degeri (%5) O.D. 0,03 0.D. 0,03 0.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 0,61 0,41 75,00 0,36 0,08
43,2 0,60 0,31 62,50 0,30 0,19
LSD degeri (%5) 0O.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,65 0,41 83,332 0,36 0,232
7 0,57 0,31 54,17° 0,30 0,04°
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 16,07 0.D. 0,09
Uygulama Siiresi (saat)
12 0,64 0,41 84,382 0,39 0,00
24 0,58 0,35 78,132 0,34 0,19
36 0,59 0,32 43,75° 0,26 0,22
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. 19,68 O.D. O.D.

Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar: arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0.05’e gore belirlenmistir
OD: Onemli Degil
LSD: Least Significant Difference
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Faselis F1 ¢esidinde eksplantlara rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasindan
elde edilen tetraploid bitki sayisi, orizalinin siirgiin ucu ve tomurcuklara uygulamasina
kiyasla daha fazla olmustur. Bununla birlikte ayni ¢esidin ekaplantlarina rejenerasyon
ortaminda uygulanan orizalin konsantrasyonu sonucu elde edilen tetraploid bitki sayis1
ise kolhisin uygulamasina gore daha yiiksek bulunmustur.

Faselis F1 c¢esidinde rejenerasyon ortaminda gergeklestirilen orizalin
uygulamalarinda tretilen tetraploid bitkinin gigek tozu canlilik oran1 % 95,68 olarak
belirlenirken (Cizelge 4. 39), diploid kontrol grubunda hesaplanan ¢igek tozu canlilik
oran1 % 97,83 olarak tespit edilmistir. Tetraploid bitkilerin ¢igek tozu ¢imlenme orani
(% 28,47), diploid olan bitkilerin ¢imlenme oranina (% 91,53) gore daha diisiik
bulunmustur. Elde edilen tetraploid bitkilerden 6 tanesinde, c¢icek olusumu

gerceklesmedigi icin gézlemler degerlendirilememistir.

4.4.5 Tetraploid U4/IV-1-4 ve Kol53 Genotiplerinde Elde Edilen Bulgular

4.45.1 Tetraploid U4/IV-1-4 ve Kol53 Genotipinde Rejenerasyon Ortaminda
Kolhisin ve Orizalin Uygulamalari

Tetraploid U4/IV-l-4 ve 53 genotiplerinde rejenerasyon ortaminda kurulan
denemede kolhisin ve orizaline maruz birakilmasindan sonra eksplantlarin gelisimini,
endojenik kontaminasyondan dolayi olumsuz bir sekilde etkiledigi goriilmiistiir. S6z
konusu kimyasallarin uygulanmasi sonucu eksplantlarda diisiik oranda gelisme
goriilmiistiir. Dolayisiyla siirgiin olusumu da gézlenmemistir. Bu nedenle ¢aligmanin bu

asamasinda veri elde edilememistir.

Cizelge 4. 39. Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortami igerisinde orizalin uygulamasi

sonucu elde edilen tetraploid bitkilerin ¢icek tozu canlilifi ve ¢cimlenmesi ile elde edilen

degerler
Kirmizi Pembe ve Kirmizi Cicek Tozu
Genotip Boyanan Cicek  Boyanan Cigek : o
Tozu Orani (%)  Tozu Orani (%) (imlenme Orant (%)
FR-ori:8/1V 1.b 1.k 71,35 95,68 28,47
Faselis (Kontrol) 52,28 97,83 91,53
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada kolhisinin 2,5 mM ve 3,75 mM konsantrasyonlari 8, 16 ve 32 saat
siireyle ve orizalinin ise 28,8 uM ve 43,2 uM konsantrasyonlar1 12, 24 ve 36 saat
stireyle in vitro kosullarda patlicanin siirgiin ucu ve tomurcuklarina uygulanmustir.
Uygulamalar 0,5 mg/l BA ve 10 g/l sakkaroz bulunan sivi ve kati MS ortamlar
kullanilarak gergeklestirilmistir Ayrica, 10 uM BA ve 1 uM IAA iceren kat1i MS
rejenerasyon ortaminda 5 ve 7 gilin bekletilen yaprak eksplantlarina, s6z konusu
rejenerasyon ortaminda yukarida belirtilen siirelerde kolhisin ve orizalin dozlari
uygulanmis ve bu eksplantlar kiiltiire alinmistir. Denemelerde 2 tiirleraras1 melez
(Faselis F1 x S. torvum) genotip (diploid Aii2/1-6 ve tetraploid U4/1V-I-4), Faselis F1’e
kolhisin uygulayarak elde edilmis 1 tetraploid genotip (Kol53), 2 farkli ¢esit (Faselis
F1, Karnaz F1) ve S. torvum tirii kullanilarak poliploid bitkiler elde edilmeye
calisilmistir. Ayrica tetraploid ve diploid genotipler ¢aprazlanarak triploid genotipler
olusturulmaya ¢alisilmistir.

Pala tizerine asili tetraploid Kol53 genotipinin diploid S. torvum ile melezlenmesi
sonucu triploid bitki elde edilmistir. Bu triploid bitkiye kolhisin ve orizalin uygulanarak
kromozom takimi katlanirsa hekzaploid bitki elde edilebilir.

S. torvum tiirtiniin siirgiin ucu ve tomurcuklarina sivi ve kat1 ortamlarda yukarida
belirtilen kolhisin ve orizalin konsantrasyonlarinin uygulanmasi, rejenerasyon
ortaminda ise yaprak eksplantlarina ayni kimyasallarin uygulanmas: tetraploid bitki
lretimini saglamamistir. S. torvum’un yabani olmasindan dolayr denemeye alinan
konsantrasyonlarin etki etmedigi degerlendirilerek, bundan sonra yapilacak olan
aragtirmalarda bu konsantrasyonlarda degisiklige gidilerek c¢alismalarm devam
ettirilmesi gerektigi belirtilebilir.

Karnaz F1 ¢esidinde kolhisinin siirgiin ucu ve tomurcuklara kat1 ortam iizerinde
ve s1v1 ortamda uygulanmasi sonucu poliploidi bitki olusmamustir. Ayrica siirgiin ucu ve
tomurcuklarina kati ortam iizerinde orizalin uygulamasindan da tetraploid bitki elde
edilememistir. Bununla birlikte bu ¢esidin siirgiin ucu ve tomurcuklarina sivi ortam
icerisinde 28,8 uM orizalin konsantrasyonun 36 saat uygulanmasi sonucu az oranda
tetraploid bitki elde edilebilirken, orizalin dozunun 43,2 pM’a ¢ikarilmas: halinde 12

saatlik uygulama ile daha yiiksek oranda tetraploid bitki olusumu saglanmistir. Bu
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uygulamada toplam 4 adet tetraploid bitki elde edilmistir. 43,2 uM’lik orizalin
konsantrasyonun uygulama siiresinin arttirilmasi durumunda ise tetraploid bitkilerin
olusmadigr goriilmiistiir. Bundan sonra kurulacak denemelerle daha yiiksek orizalin
konsantrasyonlar1 daha kisa siirede uygulanarak tetraploid bitki olusumu incelenebilir.
Ayrica tekerriirler arasinda gozlenen farkliliklardan, denemenin yapildig: siirede olusan
infeksiyondan ve saksiya aktarim esnasinda meydana gelen kayiplardan dolayi
sonuglarin istikrarli olmadigr degerlendirilmektedir. Bu ¢esitte silirglin ucu ve
tomurcuklara sivi ortamda orizalin uygulamasi sonucu iiretilen tetraploid bitkilerin
cicek tozu gozlemlerine bakildiginda, c¢icek tozu canliligt ve ¢imlenme orani
ortalamalar1 sirasiyla % 76,80 ve % 22,50 olarak belirlenmistir. Karnaz F1 ¢esidinin
yaprak eksplantlarina rejenerasyon ortaminda, kolhisin ve orizalinin uygulamasi, s6z
konusu kimyasallarin siirgiin ucu ve tormurcuklara uygulamasina gore daha fazla sayida
tetraploid bitki tretilmesini saglamistir. Uygulanan kolhisin dozlar1 karsilastirildiginda
eksplantlara 3,75 mM kolhisin dozu uygulamasi sonucu daha yiiksek tetraploid bitki
olusumu (1,56 adet/eksplant) gergeklesmistir. Orizalin uygulamasinda ise en yliksek
tetraploid bitki olusumu (0,63 adet/eksplant), yaprak eksplantlarinin 7 giin rejenerasyon
ortaminda bekletildikten sonra 43,2 uM orizalin konsantrasyonunun 24 saat
uygulanmasindan elde edilmistir. Bu ¢esidin rejenerasyon calismalarinda orizalin
uygulamasi ile olusturulan tetraploid bitki sayis1 22 adet iken, kolhisin uygulamasi ile
elde edilen tetraploid bitki sayisinin 17 adet oldugu gozlenmistir. Rejenerasyon
denemesi sonuglarina gore, elde edilen tetraploid bitkilerin ¢igcek tozu canliigi ve
¢imlenme oranlar1 ortalamalarinin sirastyla kolhisin uygulamasinda % 82,52 ve % 15,80
iken; orizalin uygulamasinda % 83,81 ve %18,67 oldugu belirlenmistir.

Faselis F1 ¢esidinde siirgiin ucu ve tomurcuklara sivi ortamda ve kati ortam
tizerinde uygulanan kolhisinin tetraploid bitki olusumuna etkisinin olmadig1
belirlenmistir. Bunula birlikte, orizalinin kati ortam {iizerinde uygulanmasi sonug
vermezken, 28,8 uM orizalin konsantrasyonunun sivi ortamda 24 saat uygulanmasiyla
tetraploid bitki (1 adet) iiretilmistir. Ayn1 gesitte in vitro rejenerasyon ortaminda yaprak
eksplantlarina uygulanan kolhisin ve orizalin uygulamalarindan ise tetraploid bitki elde
edilmistir. Rejenerasyon ortaminda yapilan kolhisin uygulamalar1 karsilastirildiginda en
yiiksek tetraploid bitki tretimi, 7 giin rejenerasyon ortaminda bekletilen yaprak

eksplantlarmin 2,5 mM kolhisin konsantrasyonunda 8 ve 32 saat bekletilmesinden elde
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edilmistir. Orizalin ¢alismasinda ise eksplantlarin 5 giin rejenerasyon ortaminda inkiibe
edilmesi sonucu,7 giinliik bekletme siiresine gore daha yiiksek tetraploid bitki sayisi
(0,23 adet/eksplant) olusmustur. Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda orizalin
uygulanan yaprak eksplantlarindan, kolhisin uygulamasina kiyasla daha yiiksek sayida
tetraploid bitki tretilmistir (sirasiyla 7 ve 5 adet). Faselis F1 ¢esidinde siirgiin ucu ve
tomurcuklara orizalin uygulamasi sonucu olusan tetraploid bitkilerde heniliz ¢igcek
olusumu gozlenmediginden, ¢igek tozu testleri gergeklestirilememistir. Rejenerasyon
caligmasinda ise kolhisin uygulamasindan {retilen tetraploid bitkilerde c¢igek tozu
canlilik ve ¢imlenme orani sirasiyla % 86,41 ve % 26,54 olarak bulunmustur. Orizalin
uygulamasi sonucun {retilen bitkilerin ¢icek tozlarinda yapilan testlere gore ise s6z
konusu oranlarin % 95,68 ve % 28,47 oldugu belirlenmistir.

Interspesifik Aii2/1-6 genotipinde kolhisinin s1v1 ortamda ve orizalinin kati ortam
lizerinde siirglin ucu ve tomurcuklara uygulanmasi, tetraploid bitki olusumunu
saglamistir. En iyi sonug, eksplantlarin 3,75 mM kolhisin igeren sivi ortamda 32 saat
bekletilmesi ve orizalinin kati ortam {tizerinde 28,8 uM konsantrasyonunda 36 saat
slireyle uygulanmasindan elde edilmistir. S6z konusu genotipten elde edilen tetraploid
bitkiler henliz  yeterli gelisme  gostermedigi i¢in  ¢icek tozu  testleri
gerceklestirilememistir.  Bu  genotipin  eksplantlarinin ~ rejenerasyon  ortaminda
bekletilmesi sonucu her iki kimyasalin da tetraploid bitki olusumuna etkisi olmadigi
gdzlenmistir. Interspesifik olan bu genotipte sonraki calismalarda adi gegen
kimyasallarin  konsantrasyonlart  degistirilerek denemelerin  yapilmas1  gerektigi
distiniilmektedir.

Tetraploid U4/IV-1-4 ve Kol53 genotiplerinde kolhisin ve orizalinin siirgiin ucu ve
tomurcuklara uygulanmasi sonucu endojenik kontaminasyonlara bagli olarak diisiik
oranda bitki gelisimi goriilmistiir. Bu nedenle, yapilan uygulamalardan poliploid bitki
elde edilememistir. Genotiplere rejenerasyon ortaminda kolhisin ve orizalin
uygulandiginda, yaprak eksplantarinda diisiik oranda siirglin olustugu gozlenmistir.
Sonug olarak, genotiplere kolhisin ve orizalin uygulanan konsantrasyonlarinda farklilia

gidilerek ¢alismalarin yapilmasi gerektigi degerlendirilmektedir.
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