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Poliploidi, bitkilerde kromozom sayisinin katlanmasiyla ortaya ¢ikan; hiicre, doku ve organlarda
onemli morfolojik ve fizyolojik degisimlere yol acan bir 1slah yontemidir. Anag 1slahinda poliploidi,
stres toleransinin artirilmasi, biiyiime karakterlerinin diizenlenmesi ve asi uyumunun iyilestirilmesi
acisindan biiyiilk Onem tagimaktadir. Bu baglamda antimitotik ajanlar kullanilarak poliploidi
indiiksiyonu, meyve tiirlerinde yeni ve {istiin anaglarin gelistirilmesine yonelik etkili bir ydontem olarak
degerlendirilmektedir. Bu ¢alisma, Pistacia atlantica Desf. (Atlantik sakizi) tohumlarinda orizalinin
farkli doz ve uygulama siirelerinin poliploidi tesviki {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
yiiriitiilmiistiir. Kiiresel dlgekte artan antepfistigi anaci gereksiniminin karsilanmasina katki saglamak
hedefiyle, ¢imlenmis Atlantik sakizi tohumlarina kotiledon déneminde 50, 100 ve 200 uM orizalin
dozlar1 24, 48 ve 96 saat siirelerle uygulanmistir. Orizalin uygulamalarimin etkileri; siirgiin ucu
canlilik orani, siirgiin uzunlugu ve cap1 gibi morfolojik 6zelliklerin yani sira stoma yogunlugu, stoma
boyutlar1 ve stoma bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayilari gibi anatomik ve sitolojik parametreler
iizerinden degerlendirilmistir. Ayrica, poliploidi indiiksiyonunun dogrulanmasi amaciyla flow
sitometri (FC) analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, orizalin uygulamalarinin tiim doz
ve siirelerde siirgiin ucu canlilik oranlarini kontrol grubuna kiyasla azalttigini, bu azalmanin 6zellikle
yiiksek doz ve uzun siireli uygulamalarda daha belirgin oldugunu goéstermistir. Orizalin uygulamalari
stirgiin uzunlugu ve siirgiin ¢apinda da azalmaya neden olmus, vejetatif gelisimin baskilandig:
belirlenmistir. Stoma analizleri sonucunda, uygulamalarla birlikte stoma yogunlugunun azaldigi, buna
karsilik bazi uygulamalarda stoma uzunlugu ve genisliginde artiy meydana geldigi saptanmistir.
Stoma bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayilari ise kontrol grubuna kiyasla bazi uygulamalarda artis
gostermistir. Kloroplast sayimi ile poliploidiye isaret eden drneklerde yapilan flow sitometri analizleri
sonucunda, 200 uM dozunda 96 saat siireyle uygulama yapilan bitkide bir adet miksoploid birey tespit
edilmistir. FC analizlerinden elde edilen bulgular, kloroplast sayimi sonuglariyla paralellik
gostermistir. Sonug olarak, Pistacia atlantica anaglarinda orizalin uygulamalar1 ile poliploidi
indiiksiyonunun miimkiin oldugu, ancak basar1 oraninin diisiik oldugu ve uygulama doz ile siirelerinin
anag canlilig1 ile poliploidi olusumu arasinda hassas bir denge gerektirdigi anlagilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pistacia, Poliploidi tesviki, Orizalin , Anag 1slah1 , Flow sitometri
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Polyploidy is a breeding method that arises from the multiplication of chromosome numbers in plants
and leads to significant morphological and physiological changes in cells, tissues, and organs. In
rootstock breeding, polyploidy is of great importance in terms of enhancing stress tolerance,
regulating growth characteristics, and improving graft compatibility. In this context, polyploidy
induction using antimitotic agents is considered an effective approach for the development of new and
superior rootstocks in fruit species. This study was conducted to determine the effects of different
doses and application durations of oryzalin on polyploidy induction in the seeds of Pistacia atlantica
Desf. (Atlantic pistachio). With the aim of contributing to the increasing global demand for pistachio
rootstocks, germinated P. atlantica seeds at the cotyledon stage were treated with oryzalin at doses of
50, 100, and 200 uM for 24, 48, and 96 hours. The effects of oryzalin applications were evaluated
based on morphological characteristics such as shoot apex survival rate, shoot length, and shoot
diameter, as well as anatomical and cytological parameters including stomatal density, stomatal
dimensions, and chloroplast number in stomatal guard cells. In addition, flow cytometry (FC) analyses
were performed to confirm polyploidy induction. The results indicated that oryzalin treatments
reduced shoot apex survival rates at all doses and durations compared to the control, with more
pronounced reductions observed at higher doses and longer application periods. Oryzalin applications
also caused decreases in shoot length and shoot diameter, indicating suppression of vegetative growth.
Stomatal analyses revealed a decrease in stomatal density following treatments, while increases in
stomatal length and width were observed in some applications. The number of chloroplasts in stomatal
guard cells increased in certain treatments compared to the control. As a result of flow cytometry
analyses performed on samples showing indications of polyploidy based on chloroplast counts, one
mixoploid individual was detected in the seedling treated with 200 uM oryzalin for 96 hours. The
findings obtained from FC analyses were consistent with the results of chloroplast counting. In
conclusion, polyploidy induction in Pistacia atlantica rootstocks through oryzalin application is
possible; however, the success rate was low, and it was determined that application dose and duration
require a delicate balance between rootstock viability and polyploidy induction.

KEYWORDS: Pistacia, Polyploidy induction, Oryzalin , Rootstock breeding , Flow cytometry
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GIRIS Yeter AYDINLIK

1. GIRIS

Pistacia L. Anacardiaceae familyasina ait, diinyada yaklasik 15 tiirii bulunan
onemli bir cinstir. Bu bitkiler diinyada 29 ila 42 derece kuzey enleminde bulunur.
Pistacia cinsine ait farkl tiirler; Akdeniz’in kuzey kusaginda yer alan Kibris, Fransa,
Yunanistan, Italya, Ispanya ve Tiirkiye’de; Kuzey Afrika’da Tunus, Fas ve
Cezayir’de; Ortadogu’da ise Afganistan, Iran, Irak, Pakistan, Suriye ile Hindistan’in
kuzey kesimlerindeki bazi bolgelerde, Meksika’dan Kuzey Amerika'dan Teksas veya
Kaliforniya gibi sicak ve yar1 ¢ol Amerika Birlesik Devletleri'ne kadar olan
kisimlarda dogal yayilis gostermektedir. Afganistan, Iran ve Tiirkiye tiir gesitliligi

bakimindan en zengin lilkeler arasinda yer almaktadir (Ak, 2014).

Pistacia bitkileri, 5-20m boyunda biiyliyen calilar ve kiiciik agaclardir.
Pistacia cinsi, az sayida tiire sahip olan ve ¢ogunlukla su kitlig1 olan ve alkali
topraga daha fazla adapte olmuslardir. Birgok tiirii, Akdeniz ikliminin karakteristik
ozelligi olan ¢6l kosullarina ve yaz donemindeki kurakliga uyum saglamistir, bu
sebeple tuzluluk orani yiiksek topraklara karsi biiyiik bir dayaniklilik gostermektedir
(Cristiano vd., 2016). Ekolojik istekleri bakimindan genis bir tolerans araligina sahip
olup, kis doneminde —10 °C’ye kadar diisen ve yaz aylarinda 45 °C’ye ulasan
sicaklik kosullarinda yasamlarii siirdiirebilmektedirler. Genellikle sicak bolgelerde
ve 1yi drenajhi topraklari tercih etmelerine karsin, dag gegitlerinin eteklerinde basarili
bir gelisim gosterirler. Kuraklik stresine dayanikli olmalarina ragmen pistacia tiirleri
yavas gelisen bitkiler olup, dikimden sonra yaklagik 7-10 yil i¢inde meyve vermeye
baslar ve tam gelisim diizeyine 15-20 yil sonunda ulasirlar. Agaglar genellikle
(dioik) iki evciklidir. Meyve Akdeniz'de agustos ayindan itibaren olgunlasir ve
yalnizca disi agaclar meyve verir. Bazi tiirler orta diizeyde nemli kosullar1 tercih
etmelerine ragmen, yiiksek nem oranlarinda gelisimleri olumsuz yodnde
etkilenmektedir. Dogru gelisme i¢in her yil bir kuraklik donemi gerektirirler (Ak,
2014).

Tirkiye, esas olarak Pistacia vera L., Pistacia terebinthus L., Pistacia
atlantica Desf. ve Pistacia eurycarpa Yalt’tan olusan biiylk bir Pistacia
germplazmasina sahiptir, P. vera cinsin yenilebilir meyvelere sahip olan tek tiirtidiir
ve ticari agidan onemlidir. Diger tiirler yabani olarak yetismekte ve yemisleri yerel
tiikketimin yan1 sira yag ve sabun {iretimi i¢in kullanilmaktadir. Ancak bu tiirlerin asil
ekonomik 6nemi, P. vera i¢in anag iiretmek amaciyla tohumlarimi kullanmalarindan
kaynaklanmaktadir. Olgun yabani Pistacia gesitleri, ciftciler i¢cin ek gelir kaynagi
olarak yenilebilir P. vera ile iist kisimlarindan asilanarak da ana¢ olarak

kullanilmaktadir (Kaska ve Bilgen, 1988). P. vera'nin cinsin en ata tiirii oldugu ve

1
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digerlerinin onun tiirevleri olduguna inanilmaktadir (Zohary 1952; Parfitt ve
Badenes, 1997; Kafkas ve Perl-Treves, 2001). Pistacia tiirlerine ait kromozomal

veriler yetistiriciler ve sitogenetik¢iler i¢in ¢ok degerlidir.

Pistacia'da kromozom sayimi ¢aligmalar1 ve sonuglari ¢ok az olmakla beraber
biraz eskidir ve giincellenmesi gerekmektedir. Ilk olarak Zohary (1952) Pistacia
lizerine yaptig1 monografik ¢alismada Pistacia vera, Pistacia atlantica ve Pistacia
lentiscus tiirlerinde kromozom sayilarinin birbirinden farkli oldugunu ve bu sayilarin
sirastyla 30, 28 ve 24 oldugunu rapor etmistir. Yapilan Onceki calismalar, tiim
Pistacia tiirlerinin kromozom sayilarinin 2n = 24, 28 ve 30 olarak diploid oldugunu
gostermistir (Zohary, 1952; Mehra ve Sareen, 1969; Nilsson ve Lassen, 1971;
Bochantseva, 1972; Mehra, 1976; Natarajan, 1977, 1978; Gill vd., 1984; Huang vd.,
1986, 1989; Sandhu ve Mann, 1988; Ghaffari ve Fasihi Harandi, 1999; Fasihi
Harandi ve Ghaffari, 2001). Antepfistiginin 1slahi, dioik ¢igek yapisi, genglik
déneminin oldukca uzun olmasi ve periyodisite gostermesi gibi bir¢cok sinirlayici
faktorden dolay1 olduk¢a uzun siirmektedir. Bu siireyi kisaltmak ve istenilen

Ozelliklerin daha etkili bir sekilde aktarilabilmesi i¢in anaclar kullanilmaktadir.

Meyvecilikte anaglar, farkli amagclarla kullanilmakta olup iizerlerine asilanan
cesitlerin bircok ozelligini belirgin bicimde etkilemektedir. Ana¢ se¢imi; ¢esidin
biiylime giicii, gelisim hiz1 ve verim performans iizerinde énemli rol oynamaktadir.
Bunun yani sira anaglar, Ozellikle elverissiz toprak kosullarima karst bitkiye
kazandirdigi dayaniklilik nedeniyle biiylik Onem tagimaktadir. Meyvecilik
uygulamalarinda ana¢ kullanimi sayesinde, diinya genelinde karsilasilan pek c¢ok
abiyotik stres etmeninin neden oldugu olumsuzluklar azaltilabilmekte ya da tamamen
ortadan kaldirilabilmektedir. Ayrica anaclar, meyve kalitesini dogrudan etkileyen
irilik, renk, sertlik, besin elementi icerigi, kuru madde ve asit oranlar1 ile meyvenin
depolama siiresince dayaniklilig1 tizerinde de belirleyici etkilere sahiptir (Bolat ve
Ikinci, 2019). Anag kullanimmin giinden giine éneminin artmasiyla beraber degisen
iklim istekleri ve stres kosullar1 karsisinda yeni genotiplere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bitki 1slahinda temel yaklasimlar arasinda genetik ¢esitliligin olusturulmasi ve bu
cesitlilik  icerisinden hedeflenen Gzellikleri tasiyan  bireylerin  segilmesi
bulunmaktadir. Genetik farkliliklar; melezleme, mutasyon ve poliploidi gibi klasik ve
modern 1slah yontemleri araciligiyla meydana getirilebilmektedir (Sharma vd.,
2009). Pistacia tiirlerinin tohumlar1 kullanilarak yeni plantasyon kaynaklari
artirtlmali, orta ve uzun vade de tekrarlanan ve ayrintili ¢alisilan 1slah programlari
sonuglarina gore tespit edilecek iistiin 6zellikli ana¢ genotipler, vegetatif yontemlerle

cogaltilarak yeni plantasyonlarda kullanilmasi 6nemli rol oynamaktadir. Poliploidi,
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hiicre c¢ekirdeginin ikiden fazla tam kromozom takimina sahip olmasi olarak
tanimlanir, bu durum bitkilerin ¢evresel kosullara uyum saglamasinda onemli rol
oynamaktadir (Ramsey ve Schemske, 1998). Ayrica poliploidi, yeni tiirlerin ortaya
ctkmasina katki sunmaktadir (Soltis vd., 2009; Jiao vd., 2011). Poliploidlesme, uzun
siiredir farkl bitki familyalarina ait ¢ok sayida tiirde uygulanan bir yontem olup
(Soltis vd., 2004), pek ¢ok bitkide yeni genetik kaynaklarin gelistirilmesi ve 1slah
caligmalarinin ilerletilmesi agisindan 6nemli bir ara¢ olarak degerlendirilmektedir
(Yue vd., 2017). Hiicre ¢ekirdeginde iki ya da daha fazla kromozom seti bulunduran
bitkiler poliploid olarak tanimlanmakta Ramsey ve Schemske (1998) ile Comai
(2005) ve bu durum; morfolojik, fizyolojik, sitolojik ve fitokimyasal 6zellikler dahil
olmak tlizere c¢esitli yapisal ve islevsel degisimlere yol agarak bitkilerin ¢evresel
kosullara uyum yetenegini artirabilmektedir (Notsuka vd., 2000; Motosugi vd.,
2002b; Ramanna ve Jacobsen, 2003; Thao vd., 2003; Sattler vd., 2016; Chen vd.,
2017).

Poliploid organizmalar genellikle daha giiglii bir biiylime gosterir ve bazi
durumlarda diploid akrabalarina gore cesitli 6zellikler bakimindan daha iistiin
performans sergilerler (Sattler vd., 2016). Bunun nedeni, poliploidlesmenin hiicre
boyutunu artirmasidir. Hiicrelerin biiyiimesiyle birlikte poliploid bireylerde kok,
yaprak ve meyve gibi organlar da diploid bireylere kiyasla daha biiyiik olur. Ancak,
artan hiicre bilytikliigii her zaman bitki biiyiikliiglinde genel bir artisa yol agmaz.
Ornegin, tetraploid anaclar diploit akrabalarindan daha kalin ve daha kisa kdklere
sahiptir; kok emiciligini etkileyen temel faktor olan koklerin yiizey alam
tetraploidlerde diploit orijinlerine kiyasla daha kiiciiktlir, bu nedenle tetraploidler

bodur anag olarak kullanilabilmektedirler.

Bitkilerde poliploidi tesviki i¢in kolhisin ve orizalin gibi antimitotik
bilesiklerin yani sira trifluralin ve amipropos-metil gibi cesitli kimyasallar da
kullanilmaktadir (Blakeslee ve Every, 1937; Bouvier vd., 1994; Dewitte vd., 2010;
Podwyszyfiska vd., 2011). Bu kimyasallar arasinda en yaygin kullanilan madde
kolhisindir (Rogalska vd., 2007; Dhooghe vd., 2011). Ancak orizalin gibi herbisitler,
diisiik konsantrasyonlarda etkili olabilmeleri ve insan sagligi acisindan kolhisine
kiyasla daha az toksik olmalar1 nedeniyle dikkat ¢ekmektedir (Dhooghe vd., 2011).
Ayrica orizalinin, NaOH veya etanol i¢inde c¢oziinebilmesi dnemli bir avantaj
saglarken; kolhisin genellikle bitki dokusunda daha fazla hasara yol agabilen DMSO
icinde ¢ozlinmektedir (Hamill vd., 1992). Orizalin, kolhisinle benzer bir etki
mekanizmasina sahip olup, uygun konsantrasyonlarda mitotik mili depolimerize

etmekte ve bu sayede daha fazla poliploid hiicrenin olusmasina olanak taniyarak
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daha yiiksek bir verimlilik saglamaktadir (Morejohn & Bureau, 1993).

Bu calismada, kiiresel diizeyde fistik anaci gereksiniminin karsilanmasina
yonelik olarak orizalinin farkli doz ve siirelerle Atlantik sakizi anacinin ¢imlenmis
tohumlarina yapilan uygulamalarla poliploid fistik anaclar1 eldesi amacglanmistir.
Kimyasal mutajen uygulamalarinin morfolojik ve sitolojik etkileri; makroskobik,

mikroskobik ve sitolojik analiz yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Poliploidi

Bitki 1slahi, uzun vadeli ve kapsamli bir siire¢ olup; insan ve hayvan
beslenmesinde ihtiya¢ duyulan gida ve yem talebini karsilamak amaciyla, yiiksek
verim kapasitesi gosteren, kalite 6zellikleri gelismis ve hastalik ile zararlilara karsi
dayanikliligr artirilmis yeni bitki ¢esitlerinin  gelistirilmesini hedeflemektedir
(Acquaah, G. 2012).

Islah uygulamalar1 i¢inde yer alan ve “poliploidi 1slah1” olarak tanimlanan bu
yaklasimda, canlilarin kromozom sayisi; doku Kkiiltiiri ve melezleme gibi
tekniklerden yararlanilarak kolhisin, orizalin, trifluralin ve amipropos-metil gibi
antimitotik maddeler ile temel kromozom setinin katlar1 halinde artirilabilmektedir
(Ramsey & Schemske, 1998; Dhooghe vd., 2011).

Poliploidi’nin, son 350 milyon yildir bitkilerin evrimsel siirecine eslik ettigi
bilinmektedir (Vision vd., 2000; Bowers vd., 2003). Poliploid tiirlerin, yeni olusan
habitatlarda basarili bir sekilde yayilim gosteren istilact organizmalar olarak
taninmasi nedeniyle, mesozoik donemin sonuna dogru (yaklasik 65 milyon yil 6nce)
acik tohumlularin 6nemli 6l¢lide azalis ve yok olus siirecine girmesiyle birlikte,
ekolojik bosluklarin odunsu kapali tohumlularin yeni olugmus poliploid formlari

tarafindan dolduruldugu varsayilmaktadir (Stebbins, 1950).

Bitkilerde, dogal yolla poliploidi olusumunu saglayan ¢esitli mekanizmalar
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar, mitoz sirasinda somatik dokunun kromozom
sayisinin  ikiye katlanmasi, gametik indirgenmenin gerceklesmemesi ve
polispermidir. Somatik kromozom katlanmasi, tamamen poliploid bireylerin elde
edilmesinde veya bazi apikal meristem bdlgelerinde lokal poliploid kimeralarin
olusmasinda etkili olup, genellikle zigot ya da gen¢ embriyo evresinde meydana gelir
(Ahloowalia ve Garber, 1961; Hiesey vd., 1971). Mitotik veya mayotik
diizensizlikler sonucu birden fazla kromozom setine sahip gametlerin olusmasi,
poliploid bitkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Nadir olarak meydana gelen
diploit gametler, haploid gametlerle birleserek triploid zigotlarin olusumuna yol acar.
Bu triploid bireyler genellikle kararsizdir; steril olabilmekte veya poliploid gametler
tiretebilmektedir.  Ayrica  poliploidinin,  poliembriyonik  tohumlardan da
kaynaklandig1 bilinmektedir (Webber, 1940). Poliploidi olusumunun ikinci ana
mekanizmas1 ise mikrosporogenez ve megasporogenez sirasindaki gametik

azalmadir.
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Poliploidi, yiiksek bitkilerin evrimsel siireglerinde kritik bir rol oynamistir
(Leitch ve Bennett, 1997). Ilk baslarda, poliploid tiirlerin tek bir kokenden tiiredigi
ve tiir i¢erisindeki tiim bireyler arasinda genetik olarak homojen bir yap1 bulundugu
varsayllmaktaydi. Ancak, Ozellikle DNA markdrlerinin  kullanildigi  modern
molekiiler biyoloji teknikleri, tek bir poliploid tiiriinlin birden fazla bagimsiz kokene
sahip olabilecegini ortaya koymustur. Bu durum, poliploidlerde tek kdkenli olusuma
kiyasla daha yiiksek diizeyde genetik varyasyonun olustugunu gostermektedir (Soltis
ve Soltis, 1993; Soltis vd., 1993; Leitch ve Bennett, 1997; Soltis ve Soltis, 1999;
Doyle vd., 2004; Soltis vd., 2004; Martelotto vd., 2007).

Poliploidizasyonun fenotip iizerinde dogrudan etkileri bulunmaktadir.
Kromozom sayisinin ikiye katlanmasi, zaman icerisinde popiilasyonlarda ani,
belirgin ve asir1 degisimlere yol agabilmektedir (Levin, 1983). Genom
duplikasyonunun (ikiye katlama) en yaygin sonucu hiicre hacmindeki artistir. Bu
durum, cevresel kosullara bagli olarak da farklilik gdsterebilmektedir. Genel olarak,
stoma boyutu ploidi diizeyinin dolayli bir gdstergesi olarak kullanilmaktadir. Polen
capt da ploidi tespitinde basvurulan bir diger morfolojik Olgilit olarak
degerlendirilmektedir. Hiicre hacmindeki degisimlerin, ozellikle hiicre zarindaki

metabolik siirecleri etkileyebilecegi de bildirilmektedir (Cavalier-Smith, 1978).

Poliploid bitkiler, gdvde, yaprak ve ¢igek gibi organlarinin diploid
akrabalarina kiyasla genellikle daha biiyiik olmas1 ve ylizey alanlarinin daha genis
olmastyla dikkat ¢eker. Daha biiyiik hiicre yapisina ve daha yiiksek klorofil icerigine
sahip olmalari, bu bitkilere karakteristik olarak daha koyu yesil bir renk kazandirir.
Bu 6zellik, fotosentetik kapasitenin diploitlere gore artmasina da katki saglamaktadir
(Molin vd., 1982; Plarslan, 1990). Poliploid bitkilerde, ¢i¢eklerin yani sira meyveler
de daha biiylik boyutlara ulagmakta ve bu durum, onlarin ticari degerini 6nemli
Ol¢iide artirmaktadir. S6z konusu 6zellik, yalnizca vejetatif organlar1 degerlendirilen
bitkiler icin degil, aym1 zamanda siis bitkileri 1slahinda c¢alisan arastirmacilar
acisindan da biiyiik ilgi uyandirmistir (Rose ve Tobutt, 2000; Vaindle ve Repo,
2000). Hiicre biyiikliigiindeki artig, drnegin yapraklarindan ugucu yag elde edilen
nane gibi bitkilerde, sekonder metabolit sentezinde belirgin bir yiikselme ile
sonuglanabilmektedir (Tyagii ve Navgi, 1987; Greisbach, 1990). Ayrica poliploidler,
diploidlere kiyasla genellikle c¢evresel stres kosullarina karsi daha dayanikli olup,
genetik adaptasyon yetenekleri de daha ytiksektir (Estilai ve Shannon, 1993). Siis
bitkileri yetistiriciliginde, daha biiyiik ciceklere sahip ve soguk tolerans: yiiksek
cesitlerin gelistirilmesinde poliploid bitki {iretimi yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tibbi amach bitkiler acisindan da poliploidi biiyiikk 6nem tagimaktadir; ¢iinkii bu
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tirlerde hem bitki biyokiitlesi hem de etken bilesenlerin igerikleri artis
gostermektedir (Gao vd., 1996).

Poliploidi  1slahinda  kromozomlar1  katlamak  amaciyla  orizalin
kullanilmaktadir. Orizalin, uygulandigr dokularda hiicre boliinmesi sirasinda ig
iplik¢iklerinin olusumunu engeller. Bu nedenle ¢ogalmis kromozomlar hiicrenin
kutuplarina ayrilamaz ve sonugta kromozom sayist iki katina c¢ikar (Andreu vd.,
1982).

2.2. Orizalin ile Poliploidi Tesviki

Vainola (1999), in vitro kosullarda yetistirilen ii¢ farkli Rhododendron
(ormangiilii) ¢esidinde, kolsisin ve orizalin uygulamalarinin etkilerini incelemistir.
Her iki kimyasal da 24 ve 48 saatlik siirelerle uygulanmis, yiiksek
konsantrasyonlarda her iki uygulamanin da bitkilerde oOlimle sonuclandigi
bildirilmistir. Calismada orizalin uygulanan bitkilerin tamaminin 6ldiigii, kolsisinin
ise 48 saatlik uygulamasinda belirgin derecede tahrip edici etkiler gozlendigi
belirtilmistir. Ploidi diizeylerinin belirlenmesi flow sitometri ile yapilmis; orizalinin
ploidi diizeyini kolsisine kiyasla daha fazla degistirdigi, ancak kullanilan
konsantrasyonlarin genel olarak deney siiresi boyunca anlamli bir farklilik
yaratmadigi ifade edilmistir. Yasamini stirdiiren %18,2°lik bitki grubunda, 24 saat
boyunca %0,005 orizalin uygulanan 6rneklerden yiiksek oranda tetraploid bitki elde

edilmisgtir.

Sakhanokho vd. (2009), bodur bir siis zencefili tlirli olan Hedychium
muluense tizerinde yiiriittiikkleri calismada, in vitro kosullarda poliploidi olusturmak
amaciyla 30, 60 ve 120 uM orizalin ile 2,5 - 5 ve 10 mM kolhisini 24, 48 ve 72 saat
stireyle uygulamislardir. Arastirma sonucunda her iki kimyasalin triploit ve tetraploit
bireylerin olusumunu tesvik edebildigi; ancak orizalinin poliploidi indiiksiyonunda
kolhisinden daha yiiksek etkinlik gosterdigini bildirmislerdir. Ploidi diizeyinin
belirlenmesinde FC analizinin, stoma sikligt ve kloroplast sayimimin ploidi
degerlendirme yontemleri olarak stoma uzunluguna kiyasla daha giivenilir ve etkili
oldugu ifade edilmis; ayrica embriyojenik kalluslara 72 saat siireyle uygulanan 60
UM orizalinin tetraploidi olusturma agisindan en basarili uygulama oldugu ve bu

kosulda %15 oraninda tetraploid bitki elde edildigi belirlenmistir.

Ming vd. (2012), t¢ Lilium tiirtinde (L. pumilum, L. sargentiae, L.
tsingtauense) tetraploit zambak elde etmeyi amaglayarak kolhisin (%0 - 0,02 ve 0,04)

ve orizalin (%0 - 0,006 ve 0,01) uygulamalarimi 24 ve 48 saat siireyle
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gerceklestirmislerdir. Kolhisin muamelelerinde en yiiksek tetraploit orani, L.
pumilum icin %0,04 dozunun 24 saatlik uygulamasiyla, L. sargentiae ve L.
tsingtauense i¢in ise %0,02 ve %0,04 dozlarinin 48 saatlik uygulamalariyla elde
edilmistir. Orizalin ile tetraploit tesvikinde optimal siire ve doz, L. tsingtauense ve L.
sargentiae i¢in 24 veya 48 saat %0,01, L. pumilum i¢in ise 24 saat %0,01 ve 48 saat
%0,006 olarak belirlenmistir. Calismada orizalin, zambak tiirlerinde tetraploit
olusumunu tesvik etmede kolhisinden daha etkin bulunmustur. Ayrica mutajen
uygulamalariin siiresi ve dozu, bitkilerin hayatta kalma orani, sogan gelisimi ve
kromozom ¢ogalmasi Tlizerinde Onemli etkiler gostermistir. Bitkilerin stoma
Ozellikleri ile yapraklarinin morfolojik ve anatomik yapisinin ploidi seviyesiyle

iliskili oldugu, kromozom sayimi ve FC analizleri ile dogrulanmistir.

Chung vd. (2014), Calanthe discolor ve C. sieboldii tiirlerinin melezlerinden
elde edilen tohumlarda tetraploit ve miksoploit bitkilerin olusumunu incelemislerdir.
Calismada, tohumlara %0,05 ve 0,1 kolhisin dozlar1 3 ve 7 giin, %0,003 orizalin
dozuise 1, 2, 4 ve 7 giin siireyle uygulanmistir. FC analizleriyle en yiiksek etkinligin,
tohumlara %0.003 orizalin dozunun 1 giin (%86 tetraploit, %14 miksoploit) ve 2 giin
(%385 tetraploit, %15 miksoploit) uygulanmasiyla saglandigi belirlenmistir. Ayrica
sitolojik ve morfolojik incelemeler FC analizleriyle dogrulanmis; tetraploit bitkilerin
stoma yogunlugunun diploitlere gére daha diisiik, stoma boyutlarinin ise belirgin
sekilde daha biiyiik oldugu, yapraklarinin ise daha kisa ve yuvarlak oldugu
bildirilmistir.

Aleza vd. (2009), triploit ¢ekirdeksiz narenciye genotipleri gelistirmek
amaciyla diploit ¢esitlerden elde edilen polenleri tetraploit ve apomiktik olmayan
cesitlerle melezlemislerdir.  Arastirmada  %0,1°lik  kolhisin ve orizalin
uygulamalarinin etkisi degerlendirilmig; toplam 60 bitki igerisinde kolhisin
uygulamasindan 9, orizalin uygulamasindan ise 20 canli bitki elde edilmistir. FC
analizine gore her iki uygulamada da {iger bitkinin tetraploit oldugu belirlenmis; buna
ek olarak kolhisin uygulamasiyla iki, orizalin uygulamasiyla ise bir adet miksoploit

birey tespit edilmistir.

Sinski vd. (2014), iki ¢ekirdeksiz {liziim ¢esidinde kromozom katlamay1
saglamak amaciyla kolhisin ve orizalini siirgiin uglar1 ve somatik embriyolar
tizerinde uygulamiglardir. Arastirmada, organogenez ve somatik embriyojenez
yoluyla bitki rejenerasyonunda, orizalin konsantrasyon ve uygulama siiresinin
artirtlmasinin canlt bitki geri kazanim oranlarinda dogrusal bir azalmaya yol agtig1

gbzlemlenmistir. Crimson Seedless ve BRS Clara cesitlerinin siirglin uclar1 ve
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somatik embriyolar1 i¢in daha yiiksek bitki geri kazanimi saglayan kosullar,
kromozom katlama denemelerinde kullanilmistir. Olusturulan protokoller, her iki
cesitte de %30’un lizerinde kimerik olmayan ototetraploit bitki elde edilmesine
olanak saglamis; ayrica stoma boyutlari, rejenerantlarin ploidi seviyesiyle istatistiksel
olarak iligkili bulunmus ve 06n poliploidi taramasi icin etkili bir ydntem
olusturmustur. Elde edilen ototetraploit {iziimler, ileri agronomik degerlendirmeler
icin Vitis genetik kaynaklarina dahil edilmistir. Calisma, asmalarda in vitro orizalin
kaynakli poliploidizasyon ve kromozom katlanmasin1 optimize etmek amaciyla

matematiksel modellemenin kullanildig1 ilk rapor olarak dikkat cekmektedir.

Tomé vd. (2016), Solanum commersonii ssp.’nin iki diploit klonunda
tetraploit bitki olusumunu ve yaprak anatomisini incelemek amaciyla bogum kiiltiirii
sisteminde kolhisin (3,5 - 5 ve 6, 5 mM, 72 saat) ve orizalin (10, 30 ve 50 uM, 24
saat) uygulamislardir. Uygulamalardan sonra bitkiler MS ortaminda 60 giin boyunca
gelistirilmistir. Bulgulara gore, 6.5 mM kolhisin ve 50 uM orizalin uygulamalarinda
canli bitki elde edilemezken, 10-50 puM orizalin dozlarinin 24 saat uygulanmasi

tetraploit bitki olusumunu tesvik etmistir.

Pliankong vd. (2017), Capsicum frutescens L.’de poliploit fidelerin tesvikini
arastirmak amaciyla, ¢imlenmeden Once karanlik ve oda sicakligi kosullarinda
tohumlar1 6 saat boyunca kolhisin (0, 100, 200 ve 300 mg L") ve orizalin (0, 10, 20
ve 30 mg L") cozeltilerine daldirmislardir. Sonuglar, 300 mg L' kolhisin
uygulamasinin %70 oraninda en yiiksek poliploidi tesvik ettigini, 20 ve 30 mg L™
orizalin uygulamalarinin ise %40’lik dozunun esit miktarda poliploidi sagladigini
gostermistir. Poliploit bitkilerde stoma bekgi hiicreleri ve meyve boyutlarinin kontrol
gruplarina gore daha biiylik olmasi, poliploitlerin hizli taranmasini kolaylastirmistir.
Ayrica, poliploit bitkiler kontrollerden daha fazla kapsaisin iiretmis; 300 mg L™
kolhisin ile muamele edilen tohumlardan elde edilen meyvelerde kuru agirlikta
kapsaisin miktar1 4,55 mg g', kontrolde 3,32 mg g', 30 mg L' orizalin

uygulamasiyla elde edilen meyvelerde ise 4,44 mg g olarak belirlenmistir.

Menezes-Sa vd. (2019), diploit orkidelerde yapay poliploidizasyonun tesviki
ve dogrulamasini incelemek amaciyla eksplantlar1  kolhisin ve orizalin
uygulamalarina tabi tutmuglardir. Kolhisin uygulamalar1 0 - 2,5 - 7,5 ve 12,5 mM
konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat, orizalin uygulamalar1 ise 0, 10, 30 ve 50 uM
konsantrasyonlarda 3 ve 6 giin silireyle gerceklestirilmistir. FC analizleri i¢in her
bitkiden bir yaprak oOrnegi alinarak gekirdekler serbest birakilmis ve propidyum

iyodiir ile boyanmistir. FC analizine ek olarak, antimitotik isleme tabi tutulan
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bitkilerin ploidi seviyesi stoma gozlemleri ile degerlendirilmistir. Stoma yogunlugu,
islevsellik ve stomatal indeksin belirlenmesinde geng¢ yapraklar kullanilmistir. C.
tigrina lizerinde yapilan kolhisin uygulamalari, 6zellikle 48 saat 12,5 mM dozunda
tatmin edici diizeyde poliploit bireylerin olusumunu saglamistir; buna karsilik

orizalin uygulanan bitkilerde kromozom katlanmasi gézlenmemistir.

Bae vd. (2020), karpuz (Citrullus lanatus) bitkilerinde orizalin farkl
konsantrasyon ve uygulama ydntemlerinin poliploidizasyon iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Ik ydntemde siirgiin uglarma 0, 5, 10, 15, 20 ve 25 mg L
konsantrasyonlarinda orizalin uygulanmig; 10 mg L' ve daha diisik dozlarda
poliploidi tesvik edilmis, 15 ve 20 mg L' uygulamalarinda miksoploit bitkiler
gozlenmis ve tetraploit bitkilerin %84’ 25 mg L' uygulamasindan elde edilmistir.
Orizaline, tween 20 ylizey aktif maddesinin eklenmesi, tek basina orizalin kadar
tetraploit tesvik edici etki gdstermemistir. Ikinci denemede tohumlar 0, 30 ve 35 mg
L' orizalin ¢bzeltilerine maruz birakilmis; 30 mg L' poliploidiyi tesvik etmezken,
35 mg L' uygulamas1 bitkilerin %25’inde poliploidi saglamistir. Tetraploit bitkilerin
ikinci gergek yapraklari, diploitlere kiyasla kiiciik, kalin ve burusuk yapida olup,
birim alandaki stoma sayis1 azalmis ve stoma boyutu iki katina ¢ikmistir. Kromozom
sayimiyla, bu bitkilerin tetraploit (2n = 4x = 44) oldugu dogrulanmistir. Siirgiin
uclarina 25 mg L' orizalin uygulanmasinin, tetraploit karpuz elde etmede en etkili

yontem oldugu belirlenmistir.

Lan vd. (2020), Rhododendron fortunei tohumlarin1 farkli orizalin dozlarina
16 saat silireyle maruz birakmis ve FC analizleri ile ploidi diizeylerini
belirlemislerdir. Calisma sonucunda, 27 tetraploit ve 7 oktoploit hat olmak iizere
toplam 34 poliploit R. fortunei hatt1 tespit edilmis ve 7,5 mg L' orizalin, optimal
poliploit dozu olarak belirlenmistir. Tetraploit ve oktoploit bitkiler, diploitlerle
karsilagtirildiginda daha yavas bilylime gdstermis; yapraklari daha kalin, yuvarlak ve
kivrik bicimde olup, epidermal tiiy sayis1 daha fazladir. Ayrica, poliploit bitkilerin
yapraklarindaki stoma sayisi azalirken stoma boyutu artmis ve klorofil icerigi

yiikselmis, bu durum yapraklarin daha koyu yesil renk almasina neden olmustur.

Cho vd. (2021), Cucumis melo ‘Chammel’ ¢esidinde orizalin
poliploidizasyon tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calismada, orizalinle muamele
edilen 58 diploit Chammel fidesinden 12 tetraploit bitki elde edilmis ve FC analizleri
ile dogrulanmistir. Tetraploit bitkiler kendilestirilmis ve tohumlar1 hasat edilerek
fideler, diploitlerle morfolojik ve sitogenetik olarak karsilastirilmistir. Sonuglar,

tetraploitlerin yaprak kalinligmin diploitlere gore belirgin sekilde arttigini, yaprak

10
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sapmin uzunlugunun ise daha kisa oldugunu gostermistir. Ayrica, tetraploitlerde
stoma uzunlugu ve genisligi diploitlerden daha fazla olmasina ragmen birim alandaki
stoma sayis1 azalmig; kromozom sayimiyla diploit ve tetraploitlerin sirasiyla 2n = 24

ve 2n = 48 oldugu dogrulanmustir.

Asmada kolsisin ve orizalin kullanilarak gergeklestirilen kromozom katlama
calismalarinin sonuglar1 degerlendirildiginde, orizalinin daha diisiik dozlarda dahi
yiiksek diizeyde ototetraploid bitki olusturabildigi ve wuygulama sonrasinda
eksplantlarin canlilik oranlarinin kolsisine kiyasla daha yiiksek kaldig: bildirilmistir
(Sinski vd., 2014; Xie vd., 2015).

Aversano vd. (2013), diploid (2n = 2x = 24) iki patates tiirii olan Solanum
commersonii Dunal ve S. bulbocastanum Dunal’a orizalin uygulanmasi sonrasinda
ortaya ¢ikan bitkilerdeki anatomik degisimleri ile genetik ve epigenetik diizeydeki
farkliliklar1  incelemistir. ~ Mikrosatellit ~ markirlart  kullanilarak  yapilan
degerlendirmelerde, olusturulan sentetik tetraploidler ile diploid ebeveynleri arasinda
polimorfizm belirlenmemistir. Buna karsin, DNA metilasyon diizeylerinin analiz
edilmesi sonucunda her iki tiirlin tetraploidlerinde CG ve CHG bdlgelerinde
farklilagmalar meydana geldigi, ancak bu degisikliklerin tiim tetraploidlerde ayni
sekilde ortaya ¢ikmadigi ve dolayisiyla rastlantisal bir nitelik tagidigi bildirilmistir.
Poliploidlesmenin yaprak ana damarlar1 ve stomaya iliskin morfo-anatomik etkileri
degerlendirilmistir. Baz1 istisnalar disinda, tetraploid bitkilerin yaprak kalinligi ve
ylizey alani, iletim demeti sayisi, liimen biiyilikligli ve damar duvar kalinlig1 ile
stoma ag¢iklig1 uzunlugu ve genisligi, bek¢i hiicresi genisligi ve stoma yogunlugu
bakimindan diploid atalarina gore belirgin bir Ustlinlik gostermedigi sonucuna

varilmstir.

Simsek vd. (2013), sera kosullarinda viyollerde yetistirilen karpuz fidelerinin
kotiledon dénemindeki siirglin ucu meristem bolgesini kolhisin (%0,2; %0,3; %0,4;
%0,5) ve orizalin (20 uM, 35 puM ve 50 pM) uygulamalarina tabi tutarak tetraploid
hatlarin elde edilmesini amaglamislardir. Caligmada kolhisin uygulamalarinin ii¢ giin
boyunca giinde iki kez (07.00 ve 16.00 saatlerinde) birer damla seklinde, orizalin
uygulamalarinin ise glinde bir kez (07.00) bir damla (50 pl) olarak gerceklestirildigi
belirtilmistir. Kimyasal uygulamalar sonrasinda olusan populasyonda tetraploid
bireylerin belirlenmesi i¢in morfolojik 06zellikler, sitolojik analizler, izoenzim
profilleri ve DNA belirtecleri kullanilmistir. Kromozom sayimi ve flow sitometri
analizleri ile tetraploid bireylerin kesin olarak ayirt edilmesini sagladig: bildirilmistir.

Tetraploid bitkilerin diploidlere kiyasla daha iri yaprak ve ¢igeklere sahip oldugu,
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kloroplast sayisinin arttigi, buna karsilik stoma yogunlugunun azaldigi tespit
edilmistir. Elde edilen morfolojik ve sitolojik bulgular birlikte degerlendirildiginde,

tetraploid bireylerin pratik ve ekonomik olarak secilebildigi sonucuna varilmaistir.

Thao vd. (2003), kromozom sayis1 2n = 28 olan Alocasia bitkisinde in vitro
stirgiin ucu eksplantlarina kolhisin ve orizalin uygulamislardir. Her iki mutajen, %1
DMSO i¢inde c¢oziilerek uygulanmigtir. Uygulamalar 24, 48 ve 72 saat siireleri
boyunca gergeklestirilmis ve kolhisin i¢cin %0,01; %0,05 ve %0,1 orizalin i¢in ise
%0,005; %0,01 ve %0,05 konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Analizler sonucunda,
poliploidi indiiksiyonu agisindan en etkili mutajen olarak orizalin belirlenmis ve
optimum protokoliin 24 saatlik uygulama siiresi ile %0,01 dozunda orizalin kullanimi

oldugu tespit edilmistir.

Ermayanti vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, in vitro yetistirilen
Colocasia esculenta (L.) Schott (talas Bentul) bitkisinde orizalin uygulamasinin
poliploidi indiiksiyonu {izerindeki etkileri incelenmistir. Calismada iki farkli orizalin
konsantrasyonu kullanilmistir: 30 pM ve 60 uM, ve uygulama stiresi her iki
konsantrasyon i¢in 3 giin olarak belirlenmistir. Orizalin uygulamalari, bitkilerin
meristem dokularina in vitro kosullarda uygulanmis ve ardindan alinan yapraklar ile
kiiltiir koklerinden kromozom analizi yapilmistir. Ploidi tayini i¢in flowsitometri
analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar, 30 uM orizalin uygulamasiin ¢ogunlukla
tetraploid (4x) ve az sayida heksaploid (6x) bitki olusturdugunu, 60 pM uygulamanin
ise 50% tetraploid ve 9,09% oktaploid iiretim sagladigini gostermistir. Bazi
bitkilerde diploid (2x) olarak kalmis ve tiim klonlarda aneuploid hiicreler diisiik

oranda gozlenmistir.

Fong (2008), Nepenthes gracilis bitkisinde in vitro bogum eksplantlarini
kullanarak kolhisin ve orizalin uygulamalarinin DNA icerik miktarma etkilerini
incelemistir. Kolhisin uygulamalar1 0; 1,25; 2,5; 5 ve 10 mM dozlarinda; orizalin
uygulamalar ise 0, 20, 40, 60 ve 80 uM dozlarinda, 24, 48, 72 ve 96 saat siireleri
boyunca gerceklestirilmistir. Uygulamalar sonucunda en belirgin etkilerin, siirgiin
tomurcuklarinin gelisiminde gecikme ve anormal vegetatif morfolojik olusumlar
oldugu bildirilmistir. Cekirdek DNA analizi flow sitometri ile yapilmis ve tetraploidi,
kolhisin ile 72 saat boyunca 10 mM dozunda, orizalin ile ise 24 saat boyunca 40 pM
dozunda olusmustur. Bu uygulamalar sonucunda tetraploit orani sirasiyla %1,39 ve

%0,70 olarak rapor edilmistir.

Carvalho vd. (2005), annatto bitkisinin in vitro yetistirilen fidelerinden elde
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ettikleri hipokotil ve kotiledon bogum eksplantlarini poliploidi indiiksiyonu amaciyla
kullanmislardir. Calismada, 100 mg/L myo-inositol + 2,28 veya 4,56 uM ZEA + 0,3
uM IAA igeren katt MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortam1 kullanilmistir. Bu
ortama kolhisin (0, 25, 250 ve 1250 uM) ve orizalin (0, 5, 15 ve 30 uM) mutajenleri
eklenmis ve eksplantlar 15 veya 30 giin siireyle muamele edilmistir. En yiiksek
rejenerasyon orani, kotiledon bogumlarda 15 pM orizalin uygulamasinin 15 giin
stirdiiriilmesi ile elde edilmistir. Ploidi diizeyleri flow sitometri ile belirlenmis ve
morfo-anatomik karakterizasyon ise oOzellikle stoma boyutlarinin Olglilmesi ile

yapilmuistir.

Rego vd. (2011), Passiflora edulis Sims’in in vitro hipokotil eksplantlarina
kolhisin (0, 25, 250 ve 1250 uM) ve orizalin (0, 5, 15 ve 30 uM) uygulayarak
poliploidi indiiksiyonunu incelemislerdir. Uygulamalar MS besin ortamina eklenerek
gerceklestirilmis ve yliksek kolhisin dozlar1 (250 ve 1250 pM) hipokotil
eksplantlarinda nekroz ve dliime yol agmistir. Benzer sekilde, yiliksek orizalin dozlar
da olumsuz etkiler gostermistir. Calisma sonucunda, 25 pM kolhisin ve 15 pM
orizalin uygulamalarinin ototetraploid olusumunu etkili bir sekilde tesvik ettigi

belirlenmistir.

Dogan (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, 41 B ve Fercal asma anaglarinin
poliploid uyarmmi kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bitkisel materyal olarak,
sogukta katlanmig tohumlar (+4 °C, nemli perlit icerisinde 90 giin) ve dinlenme
doneminde alinmis en az ii¢ goz iceren celikler kullanilmistir. Tohum ve ¢elikler
basinca dayanikli tanklara yerlestirilmis ve N2O tiiplerinden gaz akisi saglanmistir.
Celikler, fenolojik gelisme sathalarina gore 3-5 araliginda aktif mitoz gosteren
bolgelere sahip olup, farkli doz (0; 2,5; 5 ve 10 bar) ve siirelerde (48-96 saat) N-O
uygulamalarina tabi tutulmustur. N2O gazi, basingh ¢elik tiiplerden plastik kaplh
bakir borular aracilifiyla muamele tankina verilmis ve basing regiilatorleri ile kontrol
edilmistir. Soguk etkisini kirmak amaciyla borular sicak su iceren kovaya
yerlestirilmistir. Celik ve tohumlara uygulanan N.O muamelelerinden sonra, bazi
gruplara farkli dozlarda orizalin (0, 25 ve 100 uM) 48 ve 96 saat siireyle, giinde iki
defa (08:30 ve 18:00) uygulanmistir. Muamelelerden sonra hayatta kalan bitkilerde,
stoma yogunlugu (adet mm™2), stoma boyutlar1 (um), stoma bekg¢i hiicrelerindeki
kloroplast sayilar1 (adet stoma™), yaprak kalinlig1, klorofil miktari, FC analizleri ve
kromozom sayimlari degerlendirilmistir. Sonuglar, hem orizalin hem de N0
uygulamalarinin poliploit bireylerin elde edilmesinde etkili oldugunu gdstermistir.
Poliploit bireylerde yaprak kalinligi, klorofil igerigi ve kloroplast sayisi diploitlere

gore artarken, stoma boyutlar1 biliylimiis ve stoma yogunlugu azalmistir. Flow
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sitometri ve kromozom sayimlariyla poliploit ve miksoploit bireyler dogrulanmas;
ozellikle 41 B ve Fercal genotiplerinde 100 uM-96 saat orizalin ve 10 bar-96 saat

N:20 uygulamalarmin etkili oldugu belirlenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiine ait
laboratuvarda yiirtitiilmiistiir. Calismada bitkisel materyal olarak Atlantik sakizi
(Pistacia atlantica) kullamilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.29. Atlantik sakizi anaci (Orjinal)
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3.1. Pistacia atlantica Desf. (Atlantik sakizi)

Atlantik sakizi  (Pistacia atlantica) Menengicgiller (Anacardiaceae)
familyasindan bir tlirdiir. Akdeniz iklim kosullarinin goriildiigi alanlarda yaygin bir
yayilis gostermektedir. Ta¢ yiiksekligi 15-20 m’ye kadar ulasabilen agaclar ile
Tiirkiye’de bilinen antepfistig1 tiirleri arasinda en biiyiik aga¢ formuna sahiptir. Bu
Ozellikleri nedeniyle park ve bahge diizenlemelerinde siis bitkisi olarak tercih
edilmektedir. Yapraklar, karsilikli yerlesmis 2—5 ¢ift yaprakeik ile u¢ kisminda tek
bir yaprakg¢iktan olusan tek tiiysti birlesik yapidadir. Yaprakeiklarin boyutlar: 2,5-8 x
0,8-2,2 cm arasinda degismekte olup, sekilleri yumurtamsi-dikdortgenimsi ya da
mizraks1 formda; yuvarlak olup, diger pistacia tiirlerinden farkli olarak kirpiksi
cikintilar icermemektedir. Yapraklarin iist yiizeyi koyu yesil renkte, alt yiizeyi ise
daha agik tonlardadir. Mart ve Nisan aylarinda ¢i¢eklenmektedir. Cigek kurullari
birlesik salkim seklinde, cigekler kirmizimsi mor renktedir. Meyve 5-8 x 5-6 mm
boyutlarda, yaklasik kiire biciminde, baslangicta yesil, olgunlukta koyu mavi
renktedir. Tohumlar Eylil-Ekim aylarinda olgunlasir. Toprak istegi bakimindan
diger anaclara gore daha segicidir. Derin ve slizek topraklarda iyi ta¢ olustururlar.
Agac, farkl ¢igek tiirleri iireten erkek ve disi agaglarla dioik’tir. Her iki tip ¢igek de
kiigiik ve yesilimsidir ve hizla diiser. As1 uyusmasi iyidir (Yilmaz vd.,
2023). Tohumlar1 %60 oraninda yag igermektedir. Avrasya’nin Kuzey Afrika’dan bir
zamanlar yaygin oldugu Iran plato’suna kadar bir béliimiine 6zgiidiir. Ulkemizde
Catalca—Kocaeli, Orta Karadeniz, Asil Ege, Orta Kizilirmak ve Antalya alt
bolgelerinde dogal olarak bulunmaktadir. Deniz seviyesinden yaklasik 1-1500 m
yiikseltiler arasinda; kurak yamaglar ile yol ve tarla kenarlar1 gibi alanlarda gelisim
gostermektedir. (Davis, 1982; Zohary, 1952).

Calismada, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimiine ait
deneme arazisinden hasat edilen Pistacia atlantica (atlantik sakizi) anaglarindan elde

edilen tohumlar kullanilmistir.
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Sekil 3.29. Denemede kullanilan atlantik sakizi anaci tohumlari

3.2. Orizalin

Orizalin, dinitroanilin grubuna dahil olan sentetik bir herbisit olup yabanc1 ot
miicadelesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre boliinmesi sirasinda
mikrotiibiil organizasyonunu bozarak etki gosterir. Bitkisel tubulinlere kolhisine
kiyasla daha yiliksek baglanma egilimi gostermesi nedeniyle cogu durumda
kolhisinden daha etkili oldugu bildirilmektedir (Dolezel vd., 1994). Son yillarda
yayimlanan c¢esitli ¢calismalarda, orizalinin kolhisine gii¢lii bir alternatif olusturdugu
vurgulanmistir. Ayrica, kolhisinle karsilastirildiginda kullanim ve ¢alisma agisindan
daha giivenli olmasi, onu potansiyel bir ikame haline getirmektedir (Ascough vd.,
2008). Orizalin uygulamasiyla ¢ok sayida bitki tiirlinde kromozom katlanmasinin
basariyla gergeklestirildigi rapor edilmistir. Bunlardan bazilari; Vitis (Sinski vd.,
2014; Xie vd., 2015), Alocasia (Thao vd., 2003), Bixa orellana (de Carvalho vd.,
2005), Buddleja (Dunn ve Lindstrom, 2007), Buddleja davidii (Eeckhaut, 2003),
Buddleja globosa (Van Laere vd., 2009), Chaenomeles japonica (Stanys vd., 2006),
Citrus (Wu ve Mooney, 2002; Aleza vd., 2009), Dracaena deremensis (Teng ve
Leonhardt, 2007), Hypericum (Meyer vd., 2009), Lilium longiflorum (Takamura vd.,
2001), Malus (Bartish ve Weeden, 1996), Musa spp. (Ganga ve Chezhiyan, 2002),
Paspalum notatum (Quesenberry vd., 2010), Rhododendron (Viin6ld, 2000), Rosa
(Kermani vd., 2003), Smallanthus songifolius (Viehmannova vd., 2009), Solanum
(Greplova vd., 2009), Tulipa gesneriana (Chauvin vd., 2005) ve Watsonia lepida
(Ascough vd., 2008) olarak siralanabilir.

Denemede kullanilan 19044-88-3 CAS numarali orizalin (C12H18N406S,

molekiiler agirlik:346.4), Duchefa Biochemie firmasindan temin edilmistir.
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Sekil 3.29. Denemede kullanilan orizalin ve uygulama yapilan atlantik sakizi
bitkicikleri

3.3. Yontem

Poliploidi tesviki i¢in Atlantik sakizi anaglarindan elde edilen tohumlar
¢imlenmeyi hizlandirmak i¢in +4 °C’de 30 giin siireyle soguk katlama islemine
almmugtir. Katlama siirecinin ardindan tohumlar ¢esme suyu ile yikanmis ve sera
kosullarinda, 2:1 oraninda torf—perlit karisim1 igeren viyollere ekilmistir. Cimlenen
bitkilerin kotiledon yapraklarin1 olusturup iki kotiledon yapragi arasinda biiylime
noktasi goriiniir hale geldiginde siirgiin ucu meristem bolgesine gesitli dozlarda (50,
100 ve 200 uM) giinde iki kez (08:30 ve 18:30 saatlerinde) uygulanmis ve uygulama
stireleri 24, 48 ve 96 saat olarak belirlenmistir. Denemeler, tesadiif parselleri deneme
desenine gore TU¢ tekerriirlii olarak planlanmis ve her tekerrirde 20

bitkicik kullanilmustir.
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Sekil 3.29. Biiyliime ucunun kotiledon yapraklar1 arasinda goriildiigli donemde
orizalin uygulamalarinin yapilmasi

Dikimi yapilan tiim Atlantik sakizi bitkiciklerinin gelismelerini 1y1
siirdiirebilmeleri icin rutin bakimlart yapilmistir. Deneme plan1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Hayatta kalan bitkilerde; birim alandaki stoma yogunlugu (adet mm~2)
(Kara vd., 2018a), stoma boyutlar1 (um) (Kara vd., 2018b) ve stoma bekci
hiicrelerindeki kloroplast sayilar1 (adet stoma™) (Kara ve Yazar, 2021) gibi stoma
ozelliklerine iliskin Ol¢lim ve sayimlar gerceklestirilmistir. Ayrica siirgiin uzunlugu
(Kara vd., 2018b), siirgiin cap1 (Sabir ve Kara, 2011; Kara vd., 2018b) ile FC
analizleri (Yazar, 2018) yapilmistir. Elde edilen tiim bu veriler dogrultusunda,
orizalin uygulamasinin Atlantik sakizi anacinda kromozom katlanmasi {izerine

etkileri degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1. Atlantik sakiz1 anaglarina farkli orizalin konsantrasyonlar1 uygulama
gruplari

Uygulamalar

TO: Kontrol

T1: 50 uM 24 saat

T2: 50 uM 48 saat

T3: 50 uM 96 saat

T4: 100 uM 24 saat
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T5: 100 uM 48 saat

T6: 100 uM 96 saat

T7:200 uM 24 saat

T8: 200 uM 48 saat

T9: 200 uM 96 saat

Pistacia atlantica

v YY
. . *+40C
@ ® ® — =3 giin
@ Katlama -..
1 - ;
)
—  2:1 torf perlit ,\ | 5
| ==
|
l Orizalin

i l 24, 48 ve 96 saat

*24+1°C T
Orizalin . 4
#0465 hna::ﬁ oransal Uygulamast 08:30-18:30

2 1
50, 100 ve 200 pM

*100 pmol m= s~

Flow Sitometri
(FC) Analizi

Sekil 3.29. Deneysel tasarimin sematik gosterimi
3.4. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi
3.4.1. Siirgiin ucu canhlik orani (%)

Orizalin uygulanan bitkilerde siirglin ucu canliligi, canli kalan siirgin ucu
sayisinin uygulamaya tabi tutulan tiim bitkilerdeki toplam siirgiin ucu sayisina

oranlanmastyla belirlenmistir (Kara vd., 2018b).

3.4.2. Siirgiin uzunlugu (cm)

Orizalin uygulanan bitkilerde siirglin uzunlugu, vejetasyon dénemi sonunda
uygulama noktasindan itibaren cetvel kullanilarak ‘cm’ cinsinden Olgiilerek tespit
edilmistir (Kara vd., 2018b).
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Sekil 3.29. Kotiledon asamasinda orizalin uygulamasi yapilmis bitkilerde siirgiin
uzunlugunun ol¢iilmesi

3.4.3. Siirgiin ¢ap1 (mm)

Orizalin uygulanan bitkilerde, vejetasyon donemi sonunda siirgiin ¢ap1 dijital
kumpas yardimiyla silirgiin tizerindeki tiglincii ve dordiincii bogum arasindan
milimetre (mm) cinsinden OSlgiilerek belirlenmistir (Sabir ve Kara, 2011; Kara vd.,
2018Db).
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Sekil 3.29. Siirgiin ¢ap1 6l¢timii
3.4.4. Stoma yogunlugu (adet mm2) ve stoma boyutlar1 (um)

Bitkilerde u¢ kismindan itibaren 4—6. yapraklarin alt ylizeyine, li¢ farkl
noktadan seffaf oje uygulanarak yaprak epidermisine ait izler elde edilmistir. Alt
epidermis siyrilip lam iizerine aktarilmig; stoma genisligi ve uzunlugu dlgtimleri x40
blylitmeli  objektif ve x10 biiylitmeli okiiler mikrometre kullanilarak
gerceklestirilmistir (Moghbel vd., 2015). Ayrica, islem kolaylig1 ve uygulanabilirligi
nedeniyle, kloroplast sayiminda da tercih edilen bir diger yontem temel alinarak

Yuan vd. (2009) dogrultusunda stoma sayimlar1 yapilmstir.

Kromozom katlanmasini  ortaya koyan morfolojik ve anatomik
degerlendirmeler her ne kadar kolay uygulanan yontemler olsa da, cogu zaman yanlis
yorumlara yol acabilmektedir. Bu amacgla en sik basvurulan ozellikler stomayla
iligkili o6zelliklerdir. Stoma boyutlarinin 6l¢iimii hem basit bir islem olmasi hem de
0zel ve maliyetli ekipman gerektirmemesi nedeniyle avantaj saglar. Bunun yaninda,
stoma yogunlugu ile stoma bek¢i hiicresi basina diisen kloroplast sayisi da
poliploid bitkilerde degisiklik gosterebilen diger dnemli parametrelerdir (Dhooghe
vd., 2011).

Poliploidleri belirlemek i¢in 6ncelikle morfolojik 6zellikler kullanilabilse de,
bu degerlendirmelerin mutlaka kesin yontemlerle dogrulanmasi gerekir. Ciinkii
morfolojik olarak poliploid oldugu diisliniilen bazi bitkiler aslinda miksoploid
olabilir (Dhooghe vd., 2011). Bu nedenle stoma Ol¢liimleri ve gozlemleri,

flow sitometri (FC) analizleri ve kromozom sayimlarina gecilmeden oOnce on
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degerlendirme niteliginde kullanilmistir.

Sekil 3.29. Denemede kullanilan bitkilerin stoma 6zelliklerinin tespiti
3.4.5. Kloroplast sayimi (adet stoma™ )

Orizalin uygulanmis Atlantik sakizi anaglarinda kloroplast sayimlari
gerceklestirilmistir. Bu amagla, uctan 4—6. yapraklardan alinan yaprak kesitlerinde
stoma bekci hiicrelerindeki kloroplast sayilari tespit edilmistir. Oncelikle taze
yapraklar Carnoy soliisyonunda (3 kisim etil alkol: 1 kisim glasiyal asetik asit) renk
acma islemine tabi tutulmus, ardindan cozeltiden ¢ikarilan yaprak kesitleri 2-5
dakika steril suda bekletilmis ve son olarak %1’lik I-KI soliisyonunda 30 saniye
siireyle boyanmistir. Kloroplast sayilari, x400 biiyiitmeli mikroskop kullanilarak
belirlenmistir (Yuan vd., 2009). Elde edilen kloroplast sayimlari, flow sitometri (FC)

analizleri i¢in 6n veri olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.29. Denemede kullanilan bitkilerin kloroplast 6zelliklerinin tespiti

3.4.6. Flow sitometri (FC) analizi
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Orizalin uygulanan bitkilerden, flow sitometri (FC) analizi i¢in 3—4 haftalik
taze yaprak oOrnekleri almmmistir. Her yapraktan 0,5 cm? biyiikliigiinde kesitler
hazirlanarak petri kabina yerlestirilmis ve 500 uL Partec-Nuclei Extraction Buffer
(izolasyon tamponu) eklenmistir. Yaprak dokusu, hiicre ¢ekirdeklerinin serbest
kalmas1 ve cekirdek zari iizerinde acikliklar olusana kadar jiletle kiigiik pargalara
ayrilmigtir. Islem sirasinda izolasyon tamponu eklenmeye devam edilmis ve
pargalanan ornekler 10—15 saniye ¢alkalandiktan sonra PartecCellTrics 30 um green
filtre ile siiziilerek 3,5 ml kapasiteli Partec-Sample Tubes (55x12 mm) tiiplerine
aktarilmistir. Tiiplere 1600 pL Partec-DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) boyama
sollisyonu eklenmis ve 151k izolasyonu saglanmis ortamda 5 dakika bekletilmistir.

Hazirlanan 6rnekler FC cihazinda analiz edilmistir (Yazar, 2018).

Sekil 3.30. Flow sitometri analizi i¢in drneklerin hazirlama asamalar1 (Orijinal)
3.4.7. Istatistiksel analiz

Atlantik sakizi anacina orizalin uygulamalar1 sonucunda elde edilen veriler
JMP Pro 13 istatistik programinda varyans analizi teknigi uygulanarak istatistiksel
olarak analiz edilmistir. Ortalama degerlerin istatistiksel farki TUKEY (p<0.05) testi
kullanilarak tespit edilmistir (Gomez ve Gomez, 1984).
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4. BULGULAR

Bu calisma anag 1slahinda kimyasal mutajen ile ploidi tesvikini belirlemek
amaciyla gerceklestirilmistir. Calismada farkli stireler (24, 48 ve 96 sa) ile birlikte
50, 100 ve 200 puM konsantrasyonlarinda orizalin uygulanarak, orizalinin ploidi
tesviki {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Toplamda 10 farkli uygulama
grubunun olusturuldugu c¢alismada, orizalinin farkli dozlar1 kullanilarak ploidi

belirleme yontemleri ile analizler yapilmistir.

4.1. Siirgiin ucu canhhk oram (%)

Atlantik sakizi tohumlarina yapilan orizalin uygulamalarmin siirgiin ucu

canlilik oranina etkileri 6nemlidir (Cizelge 4.1).

Atlantik sakizi anact tohumlarindan elde edilen bitkilere kotiledon
yapraklarinin olustugu donemde orizalin uygulamalar1 sonucunda elde edilen siirgiin
ucu canlilik oranlar1 kontrol, 50 uM 24 saat, 50 uM 48 saat ve 50 uM 96 saat, 100
uM 24saat, 100 pM 48 saat, 100 uM 96 saat, 200 uM 24 saat, 200 uM 48 saat ve
200 uM 96 saat uygulamalart i¢in sirastyla %94,33+4,04 - %66,66+0,00 -
%66,66+£0,00 - %66,66+0,00 - %51,67+5,77 - %25,00£5,00 - %25,00+5,00 -
%25,004£5,00 - 9%25,00+5,00 ve 9%25,00+5,00 olarak tespit edilmistir. Yapilan
uygulamalar sonucunda, silirglin ucu canlilik orani en yiiksek kontrol grubunda
gozlemlenirken, en diisik oran 200 pM orizalin ile 96 saat uygulanan grupta

kaydedilmistir.

4.2. Siirgiin uzunlugu (cm)

Orizalin uygulamalarinin siirgiin uzunlugu {iizerindeki etkileri, siirgiin
gelisiminin durdugu dénemde siirglin boylarinin 6lciilmesiyle belirlenmistir. Elde
edilen siirgiin uzunlugu verileri incelendiginde istatistiksel agidan anlamli oldugu
goriilmiistiir (p<0.05) (Cizelge 4.1). Atlantik sakiz1 anaglarina farkl siirelerle orizalin
uygulamalar siirgiin uzunlugunu degisen oranlarda etkilemistir. Kontroldeki siirgiin
uzunlugu 20,67 cm olarak belirlenirken 50 pM, 100 uM ve 200 puM orizalin
dozlarinin 24, 48 ve 96 saat siirelerle siirglin ucuna uygulanmalar1 sonucunda siirgiin
gelisiminin yavagladigi gozlemlenmistir. 50 uM 24 saat, 50 uM 48 saat, 50 uM 96
saat, 100 uM 24saat, 100 uM 48 saat, 100 uM 96 saat, 200 uM 24 saat, 200 uM 48
saat ve 200 uM 96 saat uygulamalarinda siirgiin boylar1 sirasiyla 11,57 — 11,00 —
12,40 — 8,25 -7,25-8,25-5,17 - 4,40 — 6,57 cm’dir.

4.3. Siirgiin capi (mm)
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Orizalin uygulamalarimin siirgiin ¢ap1 tlizerindeki etkileri, vejetasyon donemi
sonunda gelisen siirgiinlerin iigiincii ve dordiincii bogumlar1 arasindaki ¢ap Ol¢limleri
ile degerlendirilmistir. Elde edilen siirgiin ¢cap1 degerleri istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.1). Atlantik sakizi anaglarinda siirgiin ¢apinin
orizalin uygulamalarindan etkilendigi goriilmiistiir. Siirgiin cap1 degerleri artan
orizalin dozlan ile birlikte dogrusal olarak azalma gostermistir. Kontrol grubunda
stirgiin ¢ap1 3,03 mm olarak belirlenirken, en diisiik degerler 50 uM ve 100 uM

orizalin uygulamalarinin 48 saatlik siirelerinde (her iki durumda da 0,88 mm)

kaydedilmistir.

Cizelge 4.1. Orizalin uygulamalarinin siirme orani, siirgiin ucu canlilig1 ve vejetatif

gelisim tizerine etkileri

Uygulamalar | Siirme orani | Siirglin ucu Stirgiin Stirgin ~ ¢ap1

(%) canlilik oran1 |uzunlugu (cm) |(mm)

(o)

TO0: Kontrol 80,00+8,66a | 94,33+4,04a | 20,67+1,53a 3,03+1,50a
T1:50 uM 24 | 80,00+8,66a | 66,66+0,00b | 11,57+0,51b 2,91+0,67ab
saat
T2:50 uM 48 | 80,00+8,66a | 66,66+0,00b | 11,00+1,00b 0,88+0,20c
saat
T3:50 uM 96 | 78,33+£5,77a | 66,66+0,00b | 12,40+0,40b 1,61+0,47abc
saat
T4: 100 uM | 72,2244,82a | 51,6745,77c | 8,25+0,25¢ 0,98+0,03¢
24 saat
T5: 100 uM | 80,00+£8,66a | 25,00+5,00d | 7,25+0,25¢cd 0,88+0,08¢c
48 saat
T6: 100 uM | 77,78+4,81a | 25,00+£5,00d | 8,25+0,25¢ 0,98+0,03¢
96 saat
T7: 200 uM | 72,2244,82a | 25,00+£5,00d | 5,17+0,76de 1,31+0,06bc
24 saat
T8: 200 uM | 75,00+0,00a | 25,00+5,00d | 4,40+0,79¢ 1,16+0,23¢c
48 saat
T9: 200 uM | 75,00+0,00a | 25,00+£5,00d | 6,57+0,12cde | 1,02+0,18c
96 saat
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4.4. Stoma Uzunlugu (um), Genisligi (nm) ve Yogunlugu (adet mm2) Ol¢iimleri

Orizalin uygulamalar1 sonucunda Atlantik sakizi anaci tohumlarinin stoma
uzunlugu (um) degerlerine etkileri 6nemlidir (Cizelge 4.2). Atlantik sakizi anaci
tohumlarindan elde edilen bitkilere kotiledon yapraklari arasindaki siirgiin ug¢larina
yapilan orizalin uygulamalarinin stoma uzunluguna etkisi kontrol, 50 uM 24 saat, 50
UM 48 saat, 50 uM 96 saat, 100 uM 24saat, 100 uM 48 saat, 100 uM 96 saat, 200
uM 24 saat, 200 uM 48 saat ve 200 uM 96 saat icin sirastyla 14,81+0,67 uM
- 14,59+0,44 uM - 13,36+1,13 uM - 13,57+0,55 uM - 13,45+1,24 uM - 11,81+0,17
uM - 13,45£1,24 uM - 15,89+0,53 uM - 14,38+0,44 uM ve 14,77+£0,67 uM olarak
tespit edilmistir. Atlantik sakizi anacinda en uzun stomalar 200 pM 24 saat
uygulamasinda belirlenirken en diisiik stoma wuzunlugu 100 pM 48 saat

uygulamasinda kayit altina alinmistir.

Atlantik sakizi anac1 tohumlarina orizalin uygulamalar1 sonucunda elde edilen
stoma genigligi verileri 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2). Atlantik sakizi anaci
tohumlar1 ¢imlendikten sonra kotiledon yapraklarin olustugu donemdeki bitkilere
orizalin uygulamalar1 sonucunda elde edilen stoma genigligi verileri kontrol, 50 uM
24 saat, 50 uM 48 saat, 50 uM 96 saat, 100 uM 24saat, 100 uM 48 saat, 100 uM 96
saat, 200 uM 24 saat, 200 uM 48 saat ve 200 uM 96 saat icin sirastyla 6,84+0,75 uM
- 8,524+0,83 uM - 7,17£1,13 uM - 6,53+0,46 uM - 8,3242,13 uM - 8,73+£1,69 uM -
6,94+0,70 uM - 7,31+1,37 uM - 8,41£1,02 uM ve 7,93+0,54 puM’dir. Yapilan
orizalin uygulamalarinin stoma genisligine etkileri incelendiginde en genis stomalar
100 uM 48 saat uygulamasinda belirlenirken en diisiik stomalar ise kontrol ve 50 uM
96 saat grubunda kaydedilmistir.

Atlantik sakizi anaci tohumlarina farkli doz ve stirelerde orizalin uygulanmasi
sonucunda elde edilen stoma sayisi verileri 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2).
Atlantik sakizi anact tohumlarindan elde edilen bitkilere yapilan orizalin
uygulamalar1 sonucunda kontrol, 50 uM 24 saat, 50 uM 48 saat, 50 uM 96 saat, 100
UM 24saat, 100 uM 48 saat, 100 uM 96 saat, 200 uM 24 saat, 200 uM 48 saat ve
200 uM 96 saat uygulamalarinin stoma yogunluklart (adet mm™) sirasiyla
309,10£71,00 - 214,30+23,80 - 205,60+£13,13 - 142,87+47,65 190,50+0,00 -
190,50+0,00 - 190,50+0,00 - 198,45+27,50 - 254,00+13,73 ve 190,5040,00 adettir.
Yapilan uygulamalar sonucunda, en yiiksek stoma yogunlugu kontrol grubunda
gozlemlenirken, en diisik yogunluk 50 pM orizalin ile 96 saat uygulanan grupta

kaydedilmistir.
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Cizelge 4.1. Orizalin uygulamalarinin stoma sayisi, stoma boyutlar1 ve stoma
yogunlugu iizerine etkileri

Uygulamalar | Stoma sayist | Stoma eni | Stoma boyu | Stoma yogunlugu
(adet) (uM) (uM)

TO: Kontrol 31,17£2,02a 6,84+0,75a | 14,81+0,67ab | 309,10+71,00a
T1:50 uM 24 | 30,83+1,61a 8,52+0,83a | 14,59+0,44ab | 214,304+23,80bc
saat

T2: 50 uM 48 | 24,50+1,32b 7,17+1,13a | 13,36x1,13bc | 205,60+13,13bc
saat

T3:50 uM 96 | 12,50+0,50d 6,53+0,46a | 13,57+0,55ab | 142,87+47,65c
saat

T4: 100 uM | 21,83+1,76bc | 8,32+2,13a | 13,45+1,24bc | 190,50+0,00bc
24 saat

T5: 100 uM | 21,00+1,00¢ 8,73x1,69a | 11,81+0,17¢ 190,50+0,00bc
48 saat

T6: 100 uM | 21,83+1,76bc | 6,94+0,70a | 13,45+1,24bc | 190,50+0,00bc
96 saat

T7: 200 uM | 30,11£2,41a 7,31+1,37a | 15,89+0,53a 198,45+27,50bc
24 saat

T8: 200 uM | 31,00+0,66a 8,41+£1,02a | 14,38+0,44ab | 254,00+13,73ab
48 saat

T9: 200 uM | 29,40+0,72a 7,934+0,54a | 14,77+0,67ab | 190,50+0,00bc
96 saat

4.5. Kloroplast Sayis1 (adet stoma™)

Her yaprak kesitinde rastgele secilen 30 stomada kloroplast sayimi

yapilmistir. Atlantik sakizi anaglarina yapilan orizalin uygulamalarinin kloroplast

sayilar1 lizerine etkileri onemli bulunmustur (Cizelge 4.3). Atlantik sakizi anacina ait

tohumlarin ¢imlenmesinin ardindan, kotiledon yapraklar1 arasindaki biiylime

bdlgesine uygulanan orizalinin, kloroplast sayilar iizerindeki etkileri incelendiginde
kontrolde 16,67+1,15 adet olarak belirlenirken, en yiiksek kloroplast sayilar1 100 uM

96 saat ve 200 uM 24 saat uygulamalarinda 21,33+1,53 adet olarak bulunmusgtur.

Cizelge 4.1. Orizalin uygulamalarinin stoma bekg¢i hiicrelerindeki kloroplast iizerine

etkileri
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Uygulamalar Incelenen Stomasayis1 | Kloroplastsayisi | Ortalama kloroplast
(adet) aralig1 sayisi

TO: Kontrol 30 16-18 16,67+1,15c¢

T1: 50 uM 24 | 30 16-19 17,33+1,53bc

saat

T2: 50 uM 48 | 30 16-19 17,33+1,53bc

saat

T3: 50 uM 96 | 30 18-20 18,67+1,15abc

saat

T4: 100 uM 24 | 30 20-23 20,33+0,58ab

saat

T5: 100 uM 48 | 30 20-23 20,33+0,58ab

saat

T6: 100 uM 96 | 30 20-23 21,33+1,53a

saat

T7: 200 uM 24 | 30 20-23 21,33+1,53a

saat

T8: 200 uM 48 | 30 17-21 18,33+1,53abc

saat

T9: 200 uM 96 | 30 18-20 19,33+1,15abc

saat

4.6. Flow Sitometri (FC) Analizi

Flow sitometri (FC), bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenmesi ve poliploidi
indiiksiyonunun dogrulanmasinda yaygin olarak kullanilan, hizli, giivenilir ve pratik
bir yontemdir. Bu teknik, kisa siire igerisinde ¢ok sayida 6rnegin degerlendirilmesine
olanak saglamasi nedeniyle 6nemli avantajlar sunmaktadir (Roy vd., 2001). Ayrica
FC, uyarilan poliploidizasyonun basar1 oranini belirlemede en etkin yaklasimlardan
biri olarak kabul edilmektedir (Dhooghe vd., 2011).

FC analizinde ploidi diizeyi, DNA igeriginin mutlak ya da nisbi miktar1 ile
kromozom sayis1 arasindaki iliskiye dayanilarak yorumlanmaktadir. DNA
miktarindaki artisin kromozom sayisindaki yiikselisi yansittigr varsayimiyla, ploidi
seviyesi bilinen bir referans 6rnegin DNA igerigi, ploidi diizeyi bilinmeyen diger

orneklerin karsilastirilmasinda standart olarak kullanilabilmektedir (Dolezel vd.,
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2007). Yaptigimiz kloroplast sayimlari sonucunda bazi uygulamalarda poliploidiye
isaret eden bulgular elde edilmis olup, bu 0&rneklerin ploidi durumunu
degerlendirmek amaciyla flow sitometri analizi yapilmistir. FC analizi sonucunda bir
adet miksoploid bitki tespit edilmistir. Elde edilen miksoploid Atlantik sakizi
bitkisinin, 200 uM dozunda 96 saat siireyle uygulama yapilan bitkiye ait oldugu FC

analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.1).

Flow sitometri histogramlarinda G1 fazina ait ana pik ile birlikte DNA igerik
dagiliminin homojen olmadigi, 6zellikle S ve G2/M fazlarina dogru genisleyen sinyal
dagilimi gozlenmis olup, bu durum 6rnekte farkli niikleer DNA igeriklerine sahip

hiicre populasyonlarinin bulunabilecegine isaret etmektedir.

CellCycle

WG 54.20%
BG2: 10.20%
- S:35.60%

151

Event Count
S

A

oK 10K 15K 20K 25K 30K
DAPI

Sekil 4.14. T9 (200 uM 96 saat) uygulamasina ait FC sonucu
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5. TARTISMA
5.1. Siirgiin ucu canhhk oram (%)

Atlantik sakizi anaci ¢imlenmis tohumlaria orizalin uygulamalart siirgiin
ucu canlilik oranlarini tiim uygulamalarda azaltmistir. Gézlenen bu azalma, 6zellikle
meristematik dokunun antimitotik ajanlara karsi duyarliligimi ortaya koymustur.
Atlantik sakizi anaci bitkilerine yapilan orizalin uygulamalar1 sonucunda en diisiik
stirgiin ucu canlilik oranm1 TS, T6, T7, T8 ve T9 uygulamalarinda tespit edilmistir. Bu
durum, orizalinin yiiksek konsantrasyon ve uzun maruz kalma siiresiyle birlikte
toksik etkisinin arttifin1 gostermektedir. Antimitotik ajanlarin 6zellikle yiiksek
dozlarda uygulanmasi, ¢ogunlukla bitkilerin siirgiin ucu canliligini énemli Slgiide
azaltmaktadir (Zakizadeh vd., 2020). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da orizalin
(Xie vd., 2015) uygulamalarinin siirglin ucu canlilik oranini azalttig1 bildirilmistir.
Literatlirde, orizalinin yiliksek dozlarda ve uzun siireli uygulamalarda bitkiler
tizerinde belirgin toksik etkilere yol actig1 ¢esitli aragtirmacilar tarafindan ortaya
konmustur (Dunn ve Lindstrom, 2007; Dhooghe vd., 2009). Genel olarak, daha
diisiik dozlarin ve kisa siireli uygulamalarin bitkilerin hayatta kalma oranlarini
artirdigl, ancak bu kosullarin tetraploit bitki elde edilme olasiligin1 azalttig1
belirtilmistir (Chakraborti vd., 1998; Viinold, 2000; Zhang vd., 2008).

Poliploidi ¢aligmalarinda kullanilan mutajenlerin, siirgin ucu canlilik
oraninda azalmaya neden oldugu bilinmektedir. Ancak uygulamanin poliploidi
indiiksiyonunu basariyla tetikledigi durumlarda, siirgiin ucu canliligindaki bu
diisiistin —bitkide tamamen O6lim olusturmadigi slirece— Onemli bir dezavantaj

olarak degerlendirilmedigi belirtilmistir (Vdinola, 2000).

Calismamizda, farkli orizalin dozlarmin siirgiin ucu canlilik oranlarini
azalttig1 goriilmiistiir. Bu durum, literatiirde bildirilen 6nceki ¢alismalarla benzerlik

gostermektedir.

5.2. Siirgiin uzunlugu (cm)

Siirglin uzunlugu, orizalin uygulamalarima bagl olarak c¢esitli diizeylerde
etkilenmistir. Literatiirde de tetraploid bireylerin diploid formlara kiyasla daha kisa
bogum aras1 mesafeye sahip oldugu ve bunun sonucunda toplam siirgiin boyunun da
azaldig1 belirtilmektedir (Motosugi vd., 2002a). Calismamizdan elde edilen veriler de

bu literatiir bilgilerini destekler niteliktedir.
Siirgiin uzunlugunun orizalin uygulamalarindan etkilenme diizeyine bagh
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olarak azaldig1 gorilmiistiir. Kotiledon asamasinda uygulanan farkli orizalin
dozlarindan alinan dagerler karsilastirildiginda, 200 uM konsatrasyonlarinda orizalin
uygulamalarinda elde edilen siirgiin uzunlugu 6l¢timleri, diger uygulamalara kiyasla

stirgiin biiyiimesini 6nemli dl¢iide azalttigini1 gostermektedir.

5.3. Siirgiin cap1 (mm)

Ploidi seviyesinin artigi, bitkilerde govde ve siirglin ¢ap1 ile yaprak agirligi
gibi morfolojik ozellikler iizerinde, tiir ve gesitlerin genetik yapisina bagl olarak
degisen etkiler gosterebilmektedir (Glowacka vd., 2010; Qiao vd., 2017).

Motosugi vd. (2007), tetraploid asma anaclarinin siirgiinlerinin diploid
bireylere kiyasla daha zay1f bir vejetatif gelisim sergiledigini, buna karsin, yaprak ve
govde kalinliginda artis gézlendigini rapor etmistir. Ayrica tetraploid anaglar tizerine
asilanan ‘Kyoho’ ¢esidinde, koklendirme ve sasirtma asamalarinda siirglin ve bogum
aralarinin, diploid anaglara uygulanan asilamalara gore daha kisa oldugu
saptanmistir. Bizim ¢aligmamizdan elde edilen sonuclarin da, literatiirde daha dnce
bildirilen verilerle Ortiistigi belirlenmistir. Atlantik sakizi anacina kotiledon
asamasinda yapilan orizalin uygulamalar1 verilerinde orizalin dozlarindaki artiga
bagli olarak siirgiin ¢apt degerlerinde azalmalar oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.1). Vejetasyon sonunda tiim uygulamalarda kontrole gore en diisiik siirgiin ¢ap1
degerleri T2 ve TS5 uygulamalarinda kaydedilmistir. Atlantik sakizi anaglarinda
siirglin ¢apt orizalin uygulamalarindan etkilenmis ve azalis gostermistir (Cizelge
4.1).

5.4. Stoma gozlemleri

Atlantik sakizi anaglarina yapilan tiim uygulamalar kontrole goére stoma
sayisinda azalmaya neden olmustur. Stoma boyutlarinda ise bazi uygulamalarda
farkli olmakla birlikte genel olarak artisa neden olmustur. Anacglara yapilan orizalin
uygulamalarinda en diisiik stoma yogunlugu T3 (50 puM 96 saat) uygulamasinda
belirlenirken en yiiksek stoma uzunlugu T7 (200 uM 24 saat) uygulamasinda tespit
edilmistir. Stoma genisligi verileri de stoma uzunlugu verileri ile benzerlik gostermis
ve en genis stomalar T5 (100 uM 48 saat) uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge
4.2).

Poliploidilerin belirlenmesinde stoma boyutlarinin kullanimi, dolayli fakat
yaygin bir yontem olarak kabul edilmektedir (Moghbel vd., 2015). Stoma
karakterleri genellikle poliploidlerin hizli ve erken tanimlanmasi amaciyla tercih
edilmektedir (Cohen ve Yao, 1996; Gu vd., 2005; Tang vd., 2010). Bu yontemin
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uygulanmasi basit olup, pahali ekipman gerektirmemesi de 6nemli bir avantajdir. Xie
vd. (2015), ploidi diizeyinin saptanmasinda stoma boyutlar1 ve kloroplast sayiminin
en ekonomik ve etkili yaklasimlar arasinda yer aldigin belirtirken, Huy vd. (2019)
ise daha kesin sonuglar i¢in bu yontemin modern tekniklerle birlikte kullanilmasinin
gerektigini vurgulamistir. Calismamizda stoma ve kloroplast analizleri ile birlikte FC
analizi yapilarak bitkilerin ploidi diizeyi tespit edilmistir. Bae vd. (2020) orizalin
uygulamalar1 ile stoma yogunlugunun azaldigimi tespit etmistir. Calismamizda
mutajen uygulamalarinin stoma sayisini azalttigi, bu sonuglarin da literatiirle

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Omezzine vd. (2012), yaptiklar1 calismada miksoploit bitkilerde stoma
uzunlugunun diploit bitkilere kiyasla belirgin bi¢imde arttigini rapor etmistir. Benzer
sekilde, Zeng vd. (2019) da orizalin uygulamasiyla elde edilen poliploit bitkilerin,
orijinallerine gére stoma boyutlarinda kayda deger bir artis gosterdigini belirtmistir.
Cimen (2020), diploit, miksoploit ve tetraploit bitkiler arasinda stoma genisligi
bakimindan belirgin farkliliklar bulundugunu ortaya koymustur. Ayrica, daha énceki
arastirmalarda orizalin uygulamalarinin stoma genisligini artirdigi da bildirilmistir
(Pliankong vd., 2017; Bae vd., 2020).

Kosonoy-Gonzalez vd. (2019), tetraploit bitkilerde 6ne ¢ikan agronomik
ozelliklerden birinin stoma boyutundaki degisim oldugunu belirtmistir. Genel olarak
poliploit bitkilerde stoma uzunluklarimin diploitlere kiyasla daha biiyiik, buna karsilik
birim alandaki stoma yogunlugunun daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Yang vd.,
2006; Lu vd., 2014; Kara vd., 2018c; Bae vd., 2020). Bu farkliligin, poliploit
bireylerde hiicre boyutunun artmasindan (Marinho vd., 2014) ve/veya yaprak mezofil
bosluklarinin azalmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Lundgren vd., 2019).
Bizim ¢alismamizda da bitkilerimizin stoma 6zellikleri dnceki ¢aligmalarla benzerlik

gostermektedir.

5.5. Kloroplast sayis1 (adet stoma™)

Yaptigimiz uygulamalarda kloroplast sayilar1 kontrole gore artmis ve en fazla
kloroplast sayilart 100 uM 96 saat ve 200 uM 24 saat uygulamalarinda tespit

edilmisgtir.

Bitkilerde ploidi diizeyinin artmasiyla hiicre boyutunda meydana gelen
bliyiimeye paralel olarak yapraklarin anatomik yapisinda da cesitli degisimler
olugsmaktadir (Dwivedi vd., 1986). Bu anatomik farkhiliklar, poliploidinin

uyarilmasini degerlendirmek ve izlemek amaciyla yaygin bicimde kullanilmaktadir
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(Zhang vd., 2010). Baz1 calismalarda ploidi diizeyinin belirlenmesinde stomanin
uzunlugu, genisligi, ylizey alan1 ve birim alandaki yogunlugu gibi 6zellikler dikkate
alimmistir (Dwivedi vd., 1986; de Carvalho vd., 2005; Yang vd., 2006). Bir¢ok
calismada stoma bek¢i hiicresi basina diisen kloroplast sayisinin ploidi seviyesinin
saptanmasinda daha giivenilir bir 6l¢iit oldugu rapor edilmekle beraber (Compton
vd., 1996; Chakraborti vd., 1998; Zhang vd., 2005), diploit ve tetraploit bitkilerde
stoma bekei hiicrelerindeki kloroplast sayilarinin benzer oldugu da belirlenmistir (de
Carvalho vd., 2005). Bu sonuglardaki farkliliklarin, ¢alismalarda kullanilan bitki
tiirlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir (Zhang vd., 2010).

Stoma bekg¢i hiicrelerinde bulunan kloroplast sayisinin, ploidi diizeyinin
belirlenmesinde etkili bir kriter oldugu bildirilmektedir (Zhang vd., 2005). Tetraploit
bitkilerde kloroplast sayisinin, diploit bireylere kiyasla yaklasik iki kat fazla oldugu
cesitli aragtirmalarla ortaya konmustur (Régo vd., 2011; Rao vd., 2019). Bunun yam
sira, stoma beke¢i hiicrelerindeki kloroplast sayilarinin ploidi seviyesiyle iligkili
oldugu belirtilmektedir (Zhang vd., 2010). Sinski vd. (2014) ise stoma bekg¢i
hiicrelerindeki kloroplast yogunlugunun kromozom sayist ile dogru orantili oldugunu
rapor etmiglerdir. Bizim calismamizda uygulamalarimiz kloroplast sayilarini
arttirmis olup sonuglarimiz 6nceki ¢aligmalarla da (Ewald vd., 2009; Régo vd., 2011;
Rao vd., 2019) benzerlik gostermistir.

5.6. Flow sitometri analizi

FC analizi, bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenmesi ve poliploidi
indiiksiyonunun basar1 durumunun dogrulanmasi i¢in kullanilan hizli, giivenilir ve
pratik bir tekniktir. Bu yontem, kisa siirede ¢ok sayida 6rnegin degerlendirilmesine
olanak tanir (Roy wvd., 2001). Ayrica, poliploidizasyonun gergeklesip
gerceklesmedigini ortaya koymada en sik bagvurulan yontemlerden biri olarak kabul
edilmektedir (Dhooghe vd., 2011). Pek ¢ok arastirmaci, poliploidi analizinde
kullanilan yontemler i¢inde ploidi diizeyindeki degisimleri en hassas ve en kesin
sekilde ortaya koyan teknigin FC analizi oldugunu vurgulamistir (Dolezel, 1997;
Loureiro vd., 2005; Sakhanokho vd., 2009).

FC analizi, biyomedikal alanda hiicresel miidahalelerin degerlendirilmesi
amaciyla ilk kez Gucker Jr vd. (1947) tarafindan gelistirilmistir. Bitkilerde FC
analizinin kullanimina yonelik ilk c¢alisma ise Heller tarafindan 1973 yilinda
yayimlanan makalede yer almistir (Heller, 1973). Giinlimiizde FC analizi,
standartlagtirtlmis protokolii ve daha diigiik maliyetli olusu sayesinde olduk¢a yaygin

bir sekilde uygulanmakta ve poliploidi aragtirmalarinda temel bir yontem olarak
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kabul edilmektedir (Eng ve Ho, 2019). FC analizi yapilmadan, bir numunedeki tiim
hiicre c¢ekirdeklerinde genomun homojen olup olmadig1 belirlenememektedir
(Bohanec, 2003; Dolezel vd., 2012). Bu nedenle flow sitometri, poliploidizasyon
caligmalarinda miksoploid bireylerin homojen poliploid bireylerden ayirt
edilmesinde siklikla tercih edilen bir yontemdir (Chen vd., 2011; Carmona-Martin
vd., 2015; Rameshsing vd., 2015; Tavan vd., 2015; Zhou vd., 2017).

Flow sitometri analizlerinde ploidi diizeyinin belirlenmesi, hiicre
cekirdegindeki DNA miktarinin ploidi seviyesiyle olan iligskisine dayanmaktadir.
Niikleer DNA igeriginde meydana gelen artislarin kromozom sayisindaki artislari
yansittig1 kabul edildiginde, ploidi diizeyi bilinen bir 6rnegin DNA igerigi, ploidi
durumu bilinmeyen 6rneklerin DNA ploidi seviyelerinin saptanmasinda referans
olarak kullanilabilmektedir (Dolezel vd., 2007).

Kloroplast sayimlar1 sonucunda tiim uygulamalar degerlendirildiginde bazi
fidelerde poliploidiye isaret eden bulgular elde edilmis olup, bu &rneklerin ploidi
durumunu dogrulamak amaciyla flow sitometri analizi yapilmistir. Flow sitometri
analizi sonucunda bir adet miksoploid Atlantik sakizi (Pistacia atlantica Dest.)
bitkisi tespit edilmistir. Miksoploid yapmin, 200 uM dozunda 96 saat siireyle
uygulama yapilan bitkide bulundugu FC analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.1).

Cok sayida arastirmaci, gerceklestirdikleri FC analizleri ile bitkilerdeki ploidi
diizeylerindeki degisimleri belirlemeye c¢alismistir (Yang vd., 2006; Dhooghe vd.,
2011; Acanda vd., 2013; Acanda vd., 2015). Acanda vd. (2013), ‘Mencia’ iliziim
cesidinde embriyogenik silispansiyon Kkiiltlirli yontemiyle somatik embriyogenez
lizerine bir ¢alisma yiirlitmislerdir. FC yontemiyle yapilan analizler sonucunda,
bitkiye donilisen somatik embriyolarin %35,6’simnin tetraploid oldugu belirlenmistir.
Ayrica, diploid somatik embriyolardan yetistirilen bitkilerin ¢ekirdek DNA
iceriginin, arazide yetisen diploid bitkilere gore (%6,7) daha diisiikk oldugu
bildirilmistir. Arastirmacilar, uygulanan protokoliin diisiikk seviyede somaklonal

varyasyona yol a¢tigin1 da rapor etmistirlerdir.

Noh vd. (2010), otokton Ispanyol iiziim (Vitis vinifera L.) gesidinden elde
edilen bitkilerin ismine dogrulugunu somatik embriyogenesis yoOntemi ile
gerceklestirmis ve bu amagla FC ile mikrosatellit analizlerini birlikte kullanmislardir.
Ayrica, FC analizini ‘Campbell Early’ (Vitis labrusca) iizim g¢esidinin siirgiin
uclarindan gelisen ¢ farkli gen¢ bitkinin ploidi diizeyini belirlemek i¢in

uygulamiglardir. Arastirma sonucunda, incelenen geng bitkilerin birbirinden farkl
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ploidi seviyelerine sahip oldugu ortaya konmustur.

Bizim calismamizda flow sitometri analizi sonuglari, literatiirde bildirilen
calismalarla uyum gostermektedir. Flow sitometri analizinden elde edilen sonuglar

kloroplast sayim1 sonuclariyla da paralellik géstermistir.
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6. SONUCLAR

Bu calisma, Pistacia atlantica Desf. tohumlarinda orizalinin farkli doz ve
uygulama siirelerinin poliploidi tesviki iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
yuriitiilmiistiir. Bu kapsamda, ¢imlenmis Atlantik sakizi tohumu anaglarina kotiledon
doneminde 50, 100 ve 200 puM orizalin dozlari, 24, 48 ve 96 saat siirelerle
uygulanmis; elde edilen bitkilerde morfolojik, anatomik ve sitolojik ozellikler

incelenmistir.

Elde edilen sonuglar, orizalin uygulamalarmin ana¢ gelisimi, stoma
ozellikleri, kloroplast sayilar1 ve ploidi diizeyi iizerinde belirgin fizyolojik ve

morfolojik etkiler olusturdugunu gostermistir.

Orizalin uygulamalar1 tiim doz ve siirelerde siirgiin ucu canlilik oranlarin
kontrol grubuna kiyasla diisiirmiistiir. Canlilik oranlarindaki azalmanin, orizalin
dozunun artmas1 ve uygulama siiresinin uzamasiyla birlikte daha belirgin hale geldigi
belirlenmistir. En yiiksek siirgiin ucu canlilik orani kontrol grubunda tespit edilirken,
en diisiik canlilik oran1 200 uM 96 saat uygulamasinda kaydedilmistir. Bu durum,
orizalinin yliksek konsantrasyonlarda ve uzun siireli uygulamalarinda antimitotik
etkisine bagli olarak meristematik dokularda toksisite olusturdugunu ve hiicre

boliinmesini baskiladigini ortaya koymaktadir.

Siirgiin uzunlugu ve silirglin ¢apt bakimindan degerlendirildiginde, orizalin
uygulamalarinin anaglarin vejetatif gelisimini baskiladigi belirlenmistir. Kontrol
grubuna kiyasla tiim uygulamalarda siirgiin boylarinin ve ¢aplarmin azaldigi, bu
azalmanin ozellikle yiiksek dozlarda daha belirgin oldugu saptanmistir. Elde edilen
bu sonuglar, poliploidizasyon ¢alismalarinda siklikla rapor edilen biiylime

yavaslamasi ve morfolojik degisimlerle uyum gostermektedir.

Stoma gozlemleri, orizalin uygulamalarinin stoma yogunlugunu azalttigini,
buna karsilik stoma uzunlugu ve genisliginde baz1 uygulamalarda artis meydana
geldigini ortaya koymustur. En diisik stoma yogunlugu 50 uM 96 saat
uygulamasinda belirlenirken, en uzun stomalar 200 uM 24 saat uygulamasinda tespit
edilmistir. Bu durum, ploidi artisina bagli olarak hiicre boyutlarinin biiylimesi ve

birim alandaki hiicre sayisinin azalmasi ile iliskilendirilmektedir.

Stoma bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayilari, kontrol grubuna kiyasla bazi
uygulamalarda artis gostermistir. En yiiksek ortalama kloroplast sayilar1t 100 uM 96
saat ve 200 uM 24 saat uygulamalarinda belirlenmis olup, bu sonuglar poliploidiye
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isaret eden dolayli morfolojik gostergeler olarak degerlendirilmistir.

Kloroplast sayimi ile poliploidiye isaret eden bireylerde gerceklestirilen flow
sitometri analizleri sonucunda, 200 uM dozunda 96 saat siireyle uygulama yapilan
anagta bir adet miksoploid birey tespit edilmistir. FC analizlerinden elde edilen
sonuclar, kloroplast sayim1 verileriyle paralellik gostermis ve uygulamalarin sinirh

diizeyde de olsa kromozom katlanmasini tetikleyebildigini ortaya koymustur.

Sonu¢ olarak Pistacia atlantica anaglarinda orizalin uygulamalar1 ile
poliploidi indiiksiyonunun miimkiin oldugu ancak basari oraninin diisiik oldugu,
uygulama doz ve siirelerinin ana¢ canlilig ile poliploidi olusumu arasinda hassas bir
denge gerektirdigi sonucuna varilmistir. Bu c¢alisma, Pistacia tiirlerinde poliploidi
tesviki calismalarina temel veri saglamakta ve gelecekte yiiriitiilecek arastirmalar igin

onemli bir referans niteligi tagimaktadir.
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7. ONERILER

Bu calisma, Pistacia atlantica Desf. anacglarinda orizalin kullanilarak
poliploidi tesvikinin miimkiin oldugunu, ancak uygulama basarisinin doz, siire ve
bitkinin fizyolojik durumu ile yakindan iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu
nedenle, ileride yapilacak calismalarda orizalin uygulama protokollerinin daha
ayrmtili bicimde optimize edilmesi &nerilmektedir. Ozellikle yiiksek doz ve uzun
siireli uygulamalarin siirgiin ucu canliligini ciddi diizeyde diisiirdiigli géz Oniinde
bulunduruldugunda, daha diisiik dozlarin kisa siireli veya kademeli uygulamalar
seklinde denenmesi, poliploid birey elde etme olasiligin1 artirabilecegi

diistiniilmektedir.

Poliploidi tesviki ¢alismalarinda, uygulamanin yapildigi gelisim déneminin
bliyiik 6nem tasidigi bilinmektedir. Bu nedenle, gelecekteki arastirmalarda orizalinin
yalnizca kotiledon asamasinda degil, farkli gelisim evrelerinde bulunan meristematik
dokulara uygulanmasi &nerilmektedir. Ozellikle hipokotil, epikotil veya farklilasma
asamasindaki apikal meristemlerin hedef alinmasi, kromozom katlanmasinin daha

etkin sekilde gerceklesmesine katki saglayabilir.

Bu ¢alismada in vivo kosullarda yapilan uygulamalarin yani sira, ilerleyen
calismalarda in vitro Kkiiltiir tekniklerinin kullanilmasi Onerilmektedir. In vitro
kosullar, uygulama siiresi ve dozunun daha hassas sekilde kontrol edilmesine olanak
saglamakta ve kimyasal mutajenlerin homojen bir bigimde bitki dokularina etki
etmesini miimkiin kilmaktadir. Bu yaklasimin, 6zellikle miksoploit bireylerin
ayiklanmasi1 ve stabil poliploidlerin elde edilmesi acisindan avantaj saglayacagi

diistiniilmektedir.

Poliploidi indiiksiyonunun bagarisin1 artirmak amaciyla, orizaline ek olarak
kolhisin, trifluralin veya amiprofos-metil (APM) gibi farkli antimitotik ajanlarin
karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi Onerilmektedir. Ayrica bu maddelerin
kombinasyon halinde veya farkli uygulama zamanlarinda kullanilmasi, poliploid

birey elde etme olasiligini artirabilir.

Poliploidi tesvikine yonelik ¢calismalarda, morfolojik ve anatomik gézlemlerin
tek basina yeterli olmadigi; bu parametrelerin mutlaka flow sitometri ve gerekirse
molekiiler analizlerle desteklenmesi gerektigi bilinmektedir. Bu nedenle, ileride
yapilacak ¢alismalarda ploidi diizeyinin dogrulanmasina yonelik analizlerin daha
genis Ornek sayilart ile desteklenmesi ve miimkiinse kromozom sayimmi gibi

sitogenetik yOntemlerle dogrulanmasi Onerilmektedir. Boylece miksoploid ve
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homojen poliploid bireylerin daha net sekilde ayrimi saglanabilir.

Elde edilen miksoploid bireylerin ileri gelisim donemlerinde stabilite
acisindan izlenmesi biliylikk Onem tasimaktadir. Miksoploid bireylerin zaman
icerisinde homojen poliploid bireylere doniisiip doniismediginin takip edilmesi,
poliploidi ¢alismalarinin siirdiiriilebilirligi agisindan gereklidir. Bu bireylerin
vejetatif c¢ogaltma yoluyla sabitlenmesi ve wuzun donemli gozlemlerle

degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

Poliploid Pistacia atlantica anaglarmin fizyolojik, morfolojik ve agronomik
ozelliklerinin detayli bigimde incelenmesi, elde edilen bireylerin pratik kullanim
potansiyelini ortaya koyacaktir. Ozellikle kuraklik, tuzluluk ve biyotik streslere
tolerans diizeyleri ile as1 uyumu, as1 tutma orani ve asi sonrast gelisim
performanslarinin  degerlendirilmesi, bu anaglarin  fistitk  yetistiriciliginde

kullanilabilirligini belirlemede kritik rol oynayacaktir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alisma Pistacia atlantica anacglarinda poliploidi tesviki
konusunda temel bir altyapr sunmakta olup, onerilen gelistirmelerle birlikte ileride
yapilacak ¢aligmalarin  fisttk ana¢ 1slahina Onemli katkilar saglayacagi

diistiniilmektedir.
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