Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(4): 606-616, 2019

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v7i4.606-616.2305

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X | www.agrifoodscience.com | Turkish Science and Technology

The Effect of Different Oryzalin and Colchicine Concentrations Supplemented
to In vitro Regeneration Medium on Tetraploid Plant Production in Eggplant

Ilknur Cegil'®", Sebahattin Ciiriik®

*Horticulture Department, Faculty of Agriculture, Mustafa Kemal University, 31034 Antakya/Hatay, Turkey

“Corresponding Author

ARTICLEINFO

ABSTRACT

Research Article

Received : 24/10/2018
Accepted : 08/02/2019

Keywords:

Pollen fertility
Colchicine
Chromosome doubling
In vitro regeneration
Oryzalin

The objective of this study is to obtain tetraploid plants in eggplant cultivars, Faselis (F1) and
Karnaz (F1), by applying colchicine and oryzalin in in vitro regeneration medium (RM: MS with
10 uM BA and 1 pM TAA). In the study, leaf explants which have been incubated on the solidified
RM for 5 or 7 days were cultured on the same medium with 2.5 or 3.75 mM colchicine for 8, 16
or 32 hours; or with 28.8 or 43.2 uM oryzalin for 12, 24 or 36 hours. Then the explants were
transferred to RM without colchicine and oryzalin. Callus, buds or short shoots formed in the RM
were transferred to MS medium with 0.5 pM BA to obtain long plants. The ploidy levels of
regenerants were determined by flow cytometry. In Karnaz, higher tetraploid plant formation was
achieved from 3.75 mM colchicine compared to 2.5 mM colchicine. The highest tetraploid plant
rate was obtained by applying of 43.2 uM oryzalin for 24 hours to the explants after incubation on
the RM for 7 days. Pollen viability of the tetraploid plants produced by application of colchicine
and oryzalin were 76.99% and 81.19% and germination were 19.14% and 17.98%. In Faselis,
tetraploid plants were obtained by applying 2.5 mM colchicine to the explants for 8 or 32 hours
after incubation on RM for 7 days. However, in the oryzalin experiment, the higher tetraploid
plants were produced when the explants were incubated for 5 days in the RM. Pollen viability of
the tetraploid plants obtained from applications of colchicine and oryzalin were 86.41% and
95.68% and germination were 26.54% and 28.47%.
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Bu ¢aligmanin amaci, Faselis F1 ve Karnaz F1 patlican ¢esitlerinde kolhisin ve orizalinin in vitro
rejenerasyon ortaminda kullanilmasiyla tetraploid bitki elde etmektir. Arastirmada, yaprak
eksplantlart 10 pM BA ve 1 uM IAA igeren katt MS rejenerasyon ortaminda 5 ve 7 giin
bekletilmistir. Ardindan bu eksplantlara kolhisinin 2,5 ve 3,75 mM konsantrasyonlar1 8, 16 ve 32
saat siireyle; orizalinin ise 28,8 ve 43,2 pM konsantrasyonlar1 12, 24 ve 36 saat siireyle uygulanmis
ve tekrar kolhisinsiz ve orizalinsiz rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Rejenerasyon ortaminda
olusan kallus, tomurcuk veya kisa stirglinler 0,5 uM BA ile desteklenmis MS ortamina alinarak
bitkilerin olusmasi saglanmis ve ploidi seviyesi flow sitometri ile belirlenmistir. Karnaz F1
¢esidinin eksplantlarina 3,75 mM kolhisin dozunun uygulamasi sonucu, 2,5 mM’a gore daha
yiiksek tetraploid bitki olusumu saglanmistir. Bu ¢esitte uygulanan orizalin denemesinde ise en
yiiksek tetraploid bitki olusumu, eksplantlarin 7 giin rejenerasyon ortaminda bekletilmesinden
sonra 43,2 uM orizalin konsantrasyonunun 24 saat uygulamasindan elde edilmistir. Karnaz F1
cesidinde kolhisin ve orizalin uygulamasindan elde edilen tetraploid bitkilerde ¢icek tozu canlilig
%76,99 ve %81,19, ¢imlenme %19,14 ve %17,98 olarak gerceklesmistir. Faselis F1 ¢esidinin
rejenerasyon ortaminda 7 giin bekletilen yaprak eksplantlar1 2,5 mM kolhisin konsantrasyonunda
8 ve 32 saat inkiibe edildiginde, diger uygulamalara gore daha yiiksek tetraploid bitki elde
edilmistir. Ayn1 ¢esidin orizalin denemesinde, eksplantlarin 5 giin rejenerasyon ortaminda
bekletilmesi sonucu daha yiiksek tetraploid bitki iiretilmistir. Faselis F1 ¢esidinde kolhisin ve
orizalin uygulamalari sonucu iiretilen tetraploid bitkilerde ¢igek tozu canlilig1 %86,41 ve %95,68,
cimlenme ise %26,54 ve %28,47 olarak belirlenmistir.
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Giris

Patlican (Solanum melongena L.), diinyanin tropikal ve
1liman bolgelerinde (Asya ve Afrika gibi) ekonomik agidan
onemli bir sebze tiridiir (Kashyap ve ark., 2003; Singh ve
ark., 2006). Anavatani Hindistan olan patlican, antik¢ag
(Hindistan) ve ortagag (Arap cografyasi ve Avrupa)
medeniyetlerinde gida, ilag ve siis bitkisi gibi farkl
kullanim alanlar1 olan ve afrodizyak 6zelliklerinin
olduguna inanilan bir sebzedir (Daunay, 2008). Diinya’da
2012-2016 yillar1 ortalamasina gore en ¢ok liretim yapan
iilkeler, sirastyla Cin (29,81 milyon ton), Hindistan (12,95
milyon ton), Misir (1,22 milyon ton), Tiirkiye (823 bin ton)
ve Iran (584 bin ton) olmustur (FAO, 2018).

Kiltir pathican1  6zellikle bakteriyel hastaliklar,
Fusarium ve Verticillium solgunluklari, nematod ve bazi
bocekler olmak iizere birgok hastalik ve zararliya karsi
duyarlidir (Collonnier ve ark., 2001; Asensio ve ark.,
2014). Toprak kokenli Fusarium, Verticillium ve
Meloidogyne spp. gibi patojenlerin patlicanda 6nemli
sayilabilecek iriin  kayiplarina neden olabilecegi,
bakteriyel solgunlukla (Ralstonia solanacearum) bulasik
topraklarda bu kaybin 9%50-100 dolayinda oldugu
bildirilmektedir (Hanudin ve ark., 1992; Gousset ve ark.,
2005). Yabani pathicanin (Solanum torvum Sw.) ise
Fusarium oxysporum, Verticillium, kok-ur nematodu ve
baz1 bakteriyel solgunluklara karsi dayanikli oldugu
bildirilmektedir (Bletsos ve ark., 2003; Gousset ve ark.,
2005; Daunay ve Hazra, 2012). Yabani patlicanda bulunan
bu ozelliklerin kiiltiir patlicanina aktarilmasi amaciyla
melezleme ve somatik hibridizasyon ydntemleri
kullanilarak cesitli ¢aligmalar yapilmigtir. Ancak, bu iki
tiirtin belirtilen yontemlerle melezlenmesi sonucu olusan
interspesifik melezlerin genelde kisir olmasi sebebiyle, su
ana kadar yapilan c¢alismalardan olumlu sonug
almamamustir (Collonnier ve ark., 2003, Kumchai ve ark.,
2013; Plazas ve ark., 2016).

S6z konusu melezleme engelini agsmak igin cesitli
yaklagimlar uygulanabilir. Ornegin S. torvum ve S.
melongena’ya antimitotik ajanlari uygulayarak her iki
tirde tretilen verimli tetraploid bitkilerin melezlenmesi
sonucu fertil interspesifik bitkilerin {iretilmesi s6z konusu
olabilir. ikinci yaklagim olarak S. melongena x S. torvum
melezlenmesiyle olusan kisir diploid interspesifik
genotipler ile S. melongena gesitlerinin kromozom
katlamasin1  saglayarak olusan tetraploid bitkilerin
melezlenmesi gerceklestirilebilir. Her iki yaklagimin
uygulanabilmesi i¢in 6ncelikle S. melongena gesitlerinde
tetraploid bitki iiretilmesinin saglanmasi gerekmektedir.
Nitekim yapilan farkli galigmalar sonucunda, yabani
diploid patates genotiplerinin kromozom sayisinin
katlanmasiyla, Solanum iyesi olan tetraploid kiiltiir
patatesiyle eseysel uyumlulugunun saglandig1
bildirilmistir (Jansky, 2006). Ramanna ve Hermsen (1981),
yumru olusturmayan diploid S. etuberosum ile yumru
olugturan diploid S. pinnatisectum’un melezlenmesi
sonucu olusturduklar: kisir interspesifik hibrit genotiplerde
kromozom katlamasini1 yaparak, fertil tetraploid bitkileri
iretmislerdir. Daha sonra bu tetraploid bitkilerin
polenleriyle tetraploid olan S. acaule melezlenerek, verimli
hekzaploid genotipler olusturulmustur (Chavez ve ark.,
1988).

S.  melongena ¢esitlerine  antimitotik  ajanlar
kullanilmak suretiyle iiretilen tetraploid bitkiler, tiretim ve
1slah materyali olarak da kullanilabilir. Zira polipoid
bitkilerde, morfolojik degisiklikler, genetik uyum ve
cevresel streslere karsi dayanikliligin diploidlere gore daha
istiinliik gosterdigi bildirilmektedir (Mears, 1980; Tal,
1980; Xiong ve ark., 2006). Osborn ve ark. (2003)’nin
bildirdigine gore, poliploid bitkilerin, diploidlere kiyasla
yliksek bir gen ekspresyon seviyesine sahip oldugu ifade
edilmistir. Ote yandan poliploid bitki olusumunun fiziksel
ozellikler (kuraklik stresi veya hastalik direnci) ve kiiltiirel
ozellikler (¢icek a¢ma, hasat vS.) acisindan da bahge
bitkileri ve tarimda ticari anlamda da basari sagladigi rapor
edilmistir (Al Hakimi ve ark., 1998; Riddle ve ark., 2006;
Xiong ve ark., 2006). Mitotik poliploidlesme
uygulamalari, bitkilerde énemli morfolojik ve fizyolojik
degisiklikler meydana getirdiginden, giiniimiizde bitki
islahinda  kullanilmaktadir (Dhooghe ve ark., 2011;
Sakhanokho ve Islam-Faridi, 2014). Kulkarni ve Borse
(2010) biberde (Capsicum annuum cv. GVC-111) Kkolhisin
uygulayarak, kuvvetli koke sahip tetraploid yapida
poliploid bitkiler elde etmislerdir.

Tiim bu yaklasimlar haricinde, embriyo kurtarma
yontemiyle de melezleme engelini asmak miimkiindiir.
Caglar ve Bagci (2004)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada,
Cucumis cinsi i¢inde yer alan Cucumis melo (Kavun,
2n=24) ve Cucumis sativus (Hiyar, 2n=14) arasinda tiirler
aras1 melezleme yoluyla gen aktarimini gergeklestirme ve
Cucumis melo var. flexuosus (Acur, 2n=24)"u bu iki tiir
arasinda  koprii  olarak  kullanabilme olanaklarini
arastirmiglardir. Bu amagla; Cucumis melo, Cucumis
sativus ve Cucumis melo var. flexuosus arasinda
melezlemeler yaparak, hibrit embriyolarin olusturulmast
ve embriyo kurtarma yontemi ile bu embriyolardan in vitro
kiltirde bitki elde etmeye g¢aligmiglardir. Arastirmanin
sonucuna gore, kullanilan tim melezleme
kombinasyonlarindan embriyo kurtarma yoluyla MS
ortami iizerinde kiiltiire alinan embriyolardan toplam 32
bitki elde etmiglerdir. Ayrica Cucumis cinsi i¢inde yapilan
tiirler aras1 melezlemelerde, bitkilerin ¢ogaltilmasi ve fertil
F1 dollerinin elde edilmesinde kromozom katlamasi
yapilmasi gerektigini dne siirmiiglerdir. Yapilan farkli bir
calismada Kabas ve ark. (2016), domateste bakteriyel
kanser hastaligina dayaniklilik kazandirmak amaciyla
duyarli bir tir olan S. esculentum ile dayanikli olan S.
peruvianum tiirlerini melezlemislerdir. S. esculentum ve S.
peruvianum arasinda 120 melezleme yapmuslardir.
Melezleme sonucu %90 oraninda meyve tutumu
gercekleserek 60 meyve kaydetmislerdir. Fq hibritleri
olusturmak icin 30 meyvede embriyo kurtarma teknigini
uygulamislardir. Sonug olarak toplamda 80 adet dayanikli
bitki elde etmislerdir.

Patlicanda yaprak eksplantlarinin  rejenerasyonu
stirasinda uygulanan antimitotik ajanlarin tetraploid bitki
iretimine etkisi agisindan literatiirde herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada, patlicanin in
Vitro rejenerasyon ortaminda kolhisin ve orizalinin farkl
dozlar1 ve uygulama siiresinin tetraploid bitki {iretimine
olan etkisi arastirilmistir.
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Materyal ve Yontem

Materyal

Aragtirma Eylil 2014-Kasim 2016 tarihleri arasinda,
Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii’ne ait, glin uzunlugu kis aylarinda 12 saat
olacak sekilde ek 1siklandirmayla ayarlanabilen, 1sitma ve
pet sogutma sistemi bulunan bir cam sera ve biyoteknoloji
laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Arastirma kapsaminda, S.
melongena’nin Karnaz F1 (Bursa Tohum) ve Faselis F; (De
Ruiter Seeds, Hollanda) g¢esitleri kullanilmistir.

Yontem

Tohumlar, 100 ml’sinde 2 damla Tween 20 bulunan ve
%1 sodyum hipoklorit igeren bir ¢ozeltide 20 dakika
boyunca manyetik karigtiricida ¢alkalanmig, ardindan 5
kez steril saf sudan gegirilerek yiizeysel dezenfeksiyon
tamamlanmistir. Daha sonra, bu tohumlar in vitro
kosullarda hormonsuz MS (Murashige ve Skoog, 1962)
ortaminda ¢imlendirilerek bitki olugumu saglanmustir.
Olusan bitkilerin  yaprak eksplantlarina, asagida
aciklandig1 gibi kolhisin ve orizalin uygulanarak, verimli
poliploid (tetraploid) bitkiler iiretilmeye c¢alisilmistir. Elde
edilen bireylerin tetraploid olup olmadig: Flow Sitometri
yontemi (Tuna, 2014) kullanilarak belirlenmistir.
Tetraploid oldugu belirlenen bitkilerin ¢igeklenmesi
incelenerek, ¢igek tozu canlilik ve ¢imlenme oranlar1 (%)
hesaplanmistir.

Kolhisin ve Orizalin Uygulamalar

Uygulama konsantrasyonu ve siiresi; in vitro kosullarda
2,5ve 3,75 mM kolhisin konsantrasyonlar1 8, 16 ve 32 saat,
orizalinin ise 28,8 ve 43,2 uM konsantrasyonlari 12, 24 ve
36 saat stireyle uygulanmigtir. Kolhisin her uygulama igin
taze hazirlanmis olup, ortamlara otoklavdan sonra filtre
sterilizasyonu yapilarak eklenmistir. Orizalin ise steril
kabin igerisinde dimetil siilfoksit (DMSO)’de ¢6zdiiriilerek
ortamlara otoklavdan sonra ilave edilmistir.

Aragtirmada kullanilan yaprak eksplantlarinin in vitro
rejenerasyonu, 10 uM BA ve 1 uM ITAA igeren MS
ortaminda  gergeklestirilmistir. In  vitro  kosullarda
rejenerasyon ortamina aktarilmig olan yaprak eksplantlari,
bu ortamda 5 ve 7 giin bekletildikten sonra, ayni ortam
icerisine yukarida belirtilen kolhisin ve orizalin
konsantrasyonlar1 eklenerek, belirtilen siirede inkiibe
edilmis ve tekrar kolhisinsiz ve orizalinsiz rejenerasyon
ortamia aktarilmistir. Bu sekilde kiiltiire alinmig olan
eksplantlar {izerinde olusan kallus, tomurcuk veya
tomurcuk benzeri yapilarin siirgiine doniistiiriillmesi i¢in
0,5 uM BA ile desteklenmis MS ortami, iyi gelisme
gostermis olan siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in ise MS
ortanmu kullanilmistir (Ciiriik ve ark., 2014a). MS ortamina
aktarilmis olan eksplantlar 25+1°C sicaklik, 25-30
pumol/m?s 151k yogunlugunda (16 saat 151k, 8 saat karanlik)
kiiltire almmmustir. Rejenerasyon ortaminda kolhisin ve
orizalin uygulanmasi sonucu, kallus olusturan eksplant
orant (%), tomurcuk benzeri yap1 olusturan eksplant orani
(%), stirgiin olusturan eksplant oran1 (%), siirgiin biiytitme
ortaminda eksplant basina olusan siirglin sayis1 (adet),
eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi (adet), saksida
tutan bitki oran1 (%), eksplant bagina saksida tutan bitki
sayist (adet), tetraploid bitki sayis1 (adet/eksplant)
belirlenmistir.

Bitkilerin Yetistirilme Kosullar:, Ploidi Diizeyinin
Belirlenmesi ve Cigek Tozu Canlilig

Yapilan calismalar sonunda, kolhisin veya orizalin
uygulanarak elde edilen ve in vitro kosullarda bulunan
bitkiler, dig kosullara alistirilarak 0,5 1’lik saksilara
dikilmig, daha sonra ploidi diizeyleri belirlenmistir.
Tetraploid olarak belirlenen ve dikim asamasma gelen
bitkiler, torf:perlit karisimi (2:1) ile doldurulmus 16 1’lik
saksilara dikilmis ve cam seraya yerlestirilmistir. Bitkilerin
ploidi diizeyi, Partec firmasinin DAPI kiti (Sysmex-Partec,
Kat. No: 05-5002) ile Partec protokolii kullanilarak, Flow
Sitometri ile belirlenmistir (Tuna, 2014).

Cicek tozu canliligr %1 ‘lik 2,3,5 triphenyl tetrazolium
chloride (TTC), cimlenmesi ise petride agar yontemi ile
gerceklestirilmistir. Cigek tozlart %5 sakkaroz, 50 mg/l
borik asit ve %1 agar igeren cam petrilerde 22-25°C’de
¢imlendirilmigtir (Khan ve Isshiki, 2008). Acilan
cigeklerden alinan g¢igek tozlari, TTC ve ¢imlendirme
ortamina ekildikten yaklasik 5 saat sonra 151k mikroskobu
altinda incelenmistir. Her genotipten 4 tekerriirde toplam
200 adet c¢igek tozu incelenerek canlilik ve ¢imlenme
oranlari (%) hesaplanmuistir.

Verilerin Degerlendirilmesi

Denemeler, tesadiif parsellerine deneme diizenine gore
kurulmus olup, elde edilen verilere SAS paket programi ile
varyans analizi (ANOVA) uygulanmigtir. In vitro
caligmalarda, uygulamalar 4 tekerriirlic kurulmus ve her
tekerriirde 5 eksplant bulundurulmustur. Cicek tozu
caligmalarinda ise her genotipten 4 tekerriir ve her
tekerriirde yaklasik 50 ¢igek tozu olmak iizere toplamda
ortalama 200 adet ¢icek tozu incelenerek canlilik ve
cimlenme oranlar1 (%) hesaplanmistir. Elde edilen %
verilere agi1 transformasyonu uygulanmis ve eksplant
bagina diisen bitki gbzlemlerinde elde edilen rakamlar
10°’dan kiiglik oldugundan rakamlara 0,5 eklenerek
karekok  transformasyonu uygulanmistir.  Varyans
analizinde %5 te dnemli ¢ikan parametrelerin ortalamalari
Duncan testine gore karsilastirilmstir.

Bulgular ve Tartisma

Karnaz Fi c¢esidinde, tetraploid bitki elde etmek
amaciyla rejenerasyon ortaminda gerceklestirilebilecek
kolhisin uygulamasini belirlemek i¢in kurulan denemeden
elde edilen ortalama degerler Cizelge 1°de verilmistir. Ug
ana faktoriin  ve bu faktorlerin ikili ve dgli
interaksiyonlarinin kallus olusturan eksplant oram1 ve
tomurcuk benzeri yapi olusturan eksplant orani iizerine
onemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (degerler
verilmemistir). Incelenen diger &zelliklerden siirgiin
olusturan eksplant orani, ikili interaksiyon agisindan
incelendiginde en yiiksek deger (%89,58), 3,75 mM
kolhisin dozunun 32 saat uygulamasindan elde edilmistir.
Siirgiin biiylitme ortaminda eksplant basina olugan siirgiin
sayist lizerine sadece rejenerasyon ortaminda bekleme
stiresi etkili olmus olup, 5 giin bekletilen eksplantlarda 7
glin bekletilenlere gore %38 oraninda daha yliksek
bulunmustur. Eksplant basina saksiya aktarilan bitki say1s1
bakimindan, ¢ faktoriin  interaksiyonu  Onemli
bulunmugtur. Buna goére eksplantlarin rejenerasyon
ortaminda 5 giin bekletilmesinden sonra 3,75 mM Kkolhisin
dozunun, 32 saat uygulanmasi sonucu en yiiksek saksiya
aktarilan bitki sayist (0,83 adet/eksplant) elde edilmistir.
“Kolhisin dozu x rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi”
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ikili interaksiyonuna gore, rejenerasyon ortaminda 5 giin
bekletilen eksplantlarin 2,5 mM kolhisin dozuna maruz
birakilmasi1 veya 7 giin rejenerasyon ortaminda inkiibe
edildikten sonrasi 3,75 mM kolhisin dozunun uygulanmasi
daha yiiksek saksida tutma oraninin olugsmasini saglamistir.
Ana faktorlerden kolhisinin 16 saatlik uygulanmasi sonucu
olusan eksplant bagina saksida tutan bitki sayisi, 8 ve 32

saatlik uygulamalara gore daha disiik c¢ikmistir. Ana
faktorlerden kolhisinin 3,75 mM dozunda, 2,5 mM
kolhisin dozunun 5 kat1 kadar tetraploid bitki olugmustur.
Yapilan biitiin kolhisin uygulamalarindan, toplam 17 adet
tetraploid bitki elde edilmistir. Elde edilen bu bitkilerden 6
tanesi saksiya aktarildiktan sonra, gelismesi yavaglayarak
Olmiistiir.

Cizelge 1 Karnaz F; ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen degerler
Table 1 Values obtained after application of colchicine in the regeneration medium in Karnaz F;

KD ROBS usS SOEO SS BS BO STBS TBS
8 93,75 0,77 0,65% 87,50 0,58 0,08
5 16 75,00 0,67 0,52° 91,67 0,46 0,00
25 32 60,42 0,54 0,46" 75,00 0,40 0,67
' 8 68,75 0,60 0,60% 75,00 0,60 0,38
7 16 66,67 0,25 0,13° 50,00 0,13 0,50
32 79,17 0,52 0,52° 75,00 0,52 0,25
8 75,42 0,54 0,54 0,00 0,48 1,83
5 16 76,25 0,54 0,54 50,00 0,48 1,13
375 32 91,67 0,83 0,83 58,33 0,67 0,96
' 8 72,92 0,48 0,42° 100,00 0,42 1,75
7 16 66,67 0,46 0,40° 87,50 0,33 1,75
32 87,50 0,50 0,42° 100,00 0,42 1,92
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0,04 0.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5%5 76,39 0,66 0,54 84,727 0,48 0,96
2,5x7 71,53 0,46 0,42 66,672 0,42 0,56
3,75%5 81,11 0,64 0,64 36,11° 0,54 0,81
3,75%7 75,69 0,48 0,41 95,837 0,39 1,06
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 9,88 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x8 84,58 0,65 0,59 43,75 0,53 0,96
5x16 75,63 0,60 0,53 70,83 0,47 0,56
5%32 76,04 0,69 0,65 66,67 0,53 0,81
7%8 70,83 0,54 0,51 87,50 0,51 1,06
716 66,67 0,35 0,26 68,75 0,23 1,13
%32 83,33 0,51 0,47 87,50 0,47 1,08
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D. O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (saat)
2,5%8 81,25% 0,69 0,632 81,25 0,59 0,23
2,5%x16 70,83° 0,46 0,32° 70,83 0,29 0,25
2,5%32 69,79° 0,53 0,492 75,00 0,46 0,46
3,75%8 74,17° 0,51 0,48 50,00 0,45 1,79
3,75%16 71,46° 0,50 0,472 68,75 0,40 1,44
3,75%32 89,587 0,67 0,63% 79,17 0,54 1,44
LSD degeri (%5) 4,47 0.D. 0,03 0.D. 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 73,96 0,56 0,48 75,69 0,45 0,31°
3,75 78,40 0,56 0,52 65,97 0,46 1,562
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0O.D. 0,14
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 78,75 0,652 0,592 60,42 0,51 0,78
7 73,61 0,47° 0,41° 81,25 0,40 1,09
LSD degeri (%5) O.D. 0,06 0,05 0.D. 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 77,71 0,60 0,552 65,63 0,522 1,01
16 71,15 0,48 0,39° 69,79 0,35° 0,84
32 79,69 0,60 0,562 77,08 0,502 0,95
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0,06 0.D. 0,07 0.D.

KD: Kolhisin Dozu (mM), ROBS: Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin), US: Uygulama Siiresi (Saat), SOEO: Siirgiin Olusturan Eksplant
Orani (%), SS: Siirglin Biiylitme Ortaminda Eksplant Basina Olusan Siirgiin Sayis1 (adet), BS: Eksplant Basma Saksiya Aktarilan Bitki Sayisi (adet),
BO: Saksida Tutan Bitki Oran1 (%), STBS: Eksplant Basina Saksida Tutan Bitki Sayisi (adet), TBS: Tetraploid Bitki Sayis1 (adet/eksplant), Varyans
analizi 5nemli bulunan uygulamalarin ortalamalari arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0,05’e gére belirlenmistir, OD: Onemli Degil, LSD: Least

Significant Difference
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Tetraploid bitki olusumu bakimindan {iglii interaksiyon
uygulamalari arasindaki fark énemli olmamakla birlikte,
en yliksek tetraploid bitki olusumu, yaprak eksplantlariin
7 gilin rejenerasyon ortaminda bekletildikten sonra 3,75
mM kolhisin konsantrasyonunun 32 saat uygulamasinda
gerceklesmistir. Xu ve ark. (2016)’min kavakta yapmis
olduklar1 benzer bir ¢alismada, P. pseudo-simonii x P.
nigra ‘Zheyin3# x P. x beijingensis bitkisinin
eksplantlarini 3 giin siireyle 75 uM kolhisin i¢eren ortamda
bekletmesi sonucu tetraploid bitki elde ettiklerini
belirtmislerdir.

Karnaz Fi1 c¢esidinin rejenerasyon ortaminda belli
stirelerde bekletilen eksplantlarina farkli konsantrasyon ve
stirede yapilan orizalin uygulamasi sonucu, incelenen
ozelliklerden elde edilen ortalama degerler Cizelge 2’de
sunulmustur. Cizelgede ortalama degerleri verilmeyen
gozlemlerden Kkallus olusturan eksplant orani, siirgiin
olusturan eksplant orani, saksida tutan bitki sayisi ve
ortalama degerleri verilen tetraploid bitki orani
bakimindan, denenen faktOrlerin Oonemli bir etkisinin
olmadigi belirlenmistir. Incelenen diger &zellikler
degerlendirildiginde ise bu faktorlerin  iicli
interaksiyonlarinin, istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
belirlenmistir. Ayrica, tomurcuk benzeri yapi olusturan
eksplant orani ve eksplant basina saksiya aktarilan bitki
sayisi harig, diger 6zellikler Gizerine ikili interaksiyonlarin
etkisi onemli bulunmanugtir. kili interaksiyonlarin etkisi
agisindan bakildiginda, 5 gilin rejenerasyon ortaminda
bekletilen eksplantlara 43,2 uM orizalin dozunun
uygulanmasiyla en yiikksek tomurcuk benzeri yapi
olusturan eksplant oraninin elde edildigi goriilmektedir.
Eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi,
“rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi X uygulama
stiresi” interaksiyonu bakimindan 6énemli bulunmus olup,
en yiiksek eksplant bagina saksiya aktarilan bitki sayisi
(0,56 adet), cksplantlarin rejenerasyon ortaminda 7 giin
bekletilmesinden sonra 12 saat orizalin uygulamasindan
elde edilmistir. Bunun yani sira, ana faktorlerin bazi
ozellikler lizerine etki ettigi belirlenmistir. Oniki saatlik
orizalin uygulandiginda, siirglin biiylitme ortaminda
eksplant basina olusan siirgiin sayist (0,71 adet), 24 ve 36
saatlik orizalin uygulamalarina goére daha yiiksek
bulunmustur. Genel olarak, 28,8 uM orizalin dozunda
eksplant basina saksida tutan bitki sayisi (0,42 adet), 43,2
uM orizalin uygulamasina kiyasla daha yiiksek olmustur.
Ayni parametre agisindan 12 saatlik orizalin uygulamasi,
24 ve 36 saatlik uygulamalara gore daha etkili
bulunmustur. Karnaz F: g¢esidinde yapilan orizalin
uygulamalarina bagl olarak elde edilen tetraploid bitki
oranlari istatistiksel olarak farkli olmamakla birlikte, sonug
aliman uygulamalardan toplamda 22 adet tetraploid bitki
elde edilmistir. Bu bitkilerden 2 tanesi saksiya
aktarildiktan sonra Olmdistiir. Stanys ve ark. (2006),
Chaenomeles japonica tiiriinde eksplantlara 20 ila 40 uM
orizalini 1 giin siireyle uyguladiklarinda tetraploid bitkiler
iretmislerdir. Karnaz F; ¢esidinin  rejenerasyon
caligmalarinda, orizalin uygulamas: ile olusturulan
tetraploid bitki sayisinin, kolhisin uygulamasina oranla
daha fazla oldugu saptanmistir.

Karnaz F; g¢esidinin rejenerasyon ortamina kolhisin
uygulamasi sonucu olusan tetraploid bitkilerin ¢igek tozu
canlilig1 ve ¢imlenme oranlari, ortalamast sirasiyla %76,99
ve %19,14 olarak belirlenmistir (Cizelge 3). Leon ve ark.

(2015), Physalis ixocarpa (2n=2x=24) tiiriinde kolhisin
uygulamasiyla iiretilen autotetraploid bitkiler ve bunlardan
tiretilen nesiller arasinda, ¢igek tozu canliliginin %60,20—
67,93 oraninda oldugunu belirterek 6zel bir farklilik
olmadigint ifade etmiglerdir. Ayni ¢esidin orizalin
uygulamasi sonucu {iretilen tetraploid bitkilerin ise ¢igek
tozu canlilig1 ortalamasi %81,19, ¢imlenme ortalamasi ise
%17,98 olarak belirlenmistir (Cizelge 3).

Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin
uygulamasindan elde edilen veriler incelendiginde; kallus
olusturan eksplant orani, siirglin biiylitme ortaminda
eksplant bagina olusan siirgiin sayisi ve saksida tutan bitki
orant gozlemleri agisindan denenen ana faktorlerin tiglii
interaksiyonlarimin = 6nemli oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4). Eksplant basina saksida tutan bitki sayisi ve
tetraploid bitki sayist lizerine, denenen ana faktorler ve
interaksiyonlarinin etkisi 6nemli ¢ikmadigindan, ortalama
degerler c¢izelgede verilmemistir. Uclii interaksiyon
bakimindan, incelenen Ozelliklerden kallus olusturan
eksplant orani agisindan, eksplantlarin 5 giin rejenerasyon
ortaminda bekletildikten sonra 2,5 mM kolhisin
konsantrasyonu igeren rejenerasyon ortaminda 16 veya 32
saat inkiibe edilmesiyle ve 7 giin bekleme siiresinden sonra
eksplantlara 3,75 mM kolhisinin 32 saat uygulanmasiyla
daha yiiksek oranlar elde edilmistir. Eksplantlar,
rejenerasyon ortaminda 5 giin bekledikten sonra 32 saat
siresince 3,75 mM  kolhisin dozuna  maruz
birakildiklarinda, siirglin biiylitme ortaminda eksplant
basma en yiiksek siirgiin sayis1 (0,88 adet) olusmustur.
Eksplantlar, 7 giin rejenerasyon ortaminda bekletildikten
sonra 2,5 mM kolhisin konsantrasyonu 16 saat veya 3,75
mM kolhisin dozu 8 saat uygulandiginda en yiiksek saksida
tutma orani (%100) elde edilmistir. Ikili interaskiyonlart
onemli olan parametreler incelendiginde ise; 5 giin
rejenerasyon ortaminda bekletilen eksplantlara 2,5 mM’lik
kolhisin uygulandiginda elde edilen tomurcuk benzeri yap1
olusturan eksplant oraninin, diger “kolhisin dozu x
rejenerasyon ortaminda bekleme siiresi” interaksiyonlarina
gore daha diisiikk oldugu belirlenmistir. Siirgiin olusturan
eksplant oranit ve eksplant basina olusan siirgiin sayisi
acisindan s6z konusu ikili interaksiyona bakildiginda,
eksplantlar 5 giin rejenerasyon ortaminda bekletildikten
sonra 3,75 mM konsantrasyonunun uygulanmasiyla en
yiksek degerin elde edildigi tespit edilmistir. Farkli
uygulama siirelerinin tomurcuk benzeri yapi olusturan
eksplant  oranlar1  Karsilastinlldiginda, 32  saatlik
uygulamanin (%96,88), diger uygulamalara kiyasla daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Rejenerasyon ortaminda 5
giin bekletildikten sonra 3,75 mM kolhisin uygulamasinda
elde edilen eksplant basina saksiya aktarilan bitki sayisi,
diger “kolhisin dozu x rejenerasyon ortaminda bekleme
stiresi” interaksiyonlarindan daha yiiksek olmustur. Aym
parametre bakimindan, 32 saatlik uygulamaya kiyasla 8 ve
16 saatlik uygulamalardan daha yiiksek ortalama elde
edilmistir.

Faselis F: c¢esidinde rejenerasyon ortaminda
gerceklestirilen kolhisin uygulamalarindan elde edilen
tetraploid bitki sayilar1 arasindaki farklar istatistiksel
olarak onemli bulunmamustir (degerler verilmemistir).
Ancak, 2,5 mM kolhisinin 5 giin rejenerasyon ortaminda
bekletilen eksplantlara 8 saat uygulanmasi ve ayni
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konsantrasyonun 7 giin bekletilen eksplantlara 8 veya 32  kosullarda saglikli gelisjememistir. Song ve ark. (1997),
saat uygulanmast, ayrica 5 ve 7 giin bekletilen eksplantlara  Allium fistulosum x A. cepa interspsesifik Fi hibrit
3,75 mM kolhisin konsantrasyonunun sirayla 16 ve 8 saat  bitkisinde en yiiksek tetraploid bitki sayisini 2,5 mM
uygulanmasindan toplamda 5 adet tetraploid bitki elde  kolhisini sivi ortamdaki kalluslara 72 saat uygulayarak elde
edilmistir. Elde edilen tetraploid bitkilerden ikisi in vitro  etmislerdir.

Cizelge 2 Karnaz F; ¢esidinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen degerler
Table 2 Values obtained after application of oryzalin in the regeneration medium in Karnaz F;

oD ROBS uUs TBOEO SS BS STBS TBS
12 75,00 0,69 0,56 0,44 0,27
5 24 64,58 0,50 0,44 0,35 0,50
288 36 70,83 0,54 0,42 0,42 0,25
' 12 87,50 0,88 0,58 0,58 0,21
7 24 87,50 0,52 0,52 0,38 0,25
36 77,08 0,46 0,38 0,38 0,38
12 95,00 0,63 0,49 0,49 0,25
5 24 93,75 0,58 0,23 0,23 0,00
432 36 91,67 0,48 0,40 0,25 0,38
' 12 75,00 0,63 0,54 0,48 0,38
7 24 79,17 0,35 0,35 0,21 0,63
36 83,33 0,17 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 70,14°¢ 0,58 0,47 0,40 0,34
28,8x7 84,03% 0,62 0,49 0,44 0,28
43,2x5 93,478 0,57 0,37 0,32 0,21
43,2x7 79,17b° 0,38 0,30 0,23 0,33
LSD degeri (%5) 4,37 O.D. 0.D. O.D. 0.D.

Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Stiresi (giin) x Uygulama Siiresi (saat)
5x12 85,00 0,66 0,53 0,46 0,26
5x24 79,17 0,54 0,33% 0,29 0,25
5x36 81,25 0,51 0,41 0,33 0,31
7x12 81,25 0,75 0,562 0,53 0,29
7x24 83,33 0,44 0,442 0,29 0,44
736 80,21 0,31 0,19¢ 0,19 0,19
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0,03 0.D. O.D.

Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 81,25 0,78 0,57 0,51 0,24
28,8x24 76,04 0,51 0,48 0,36 0,38
28,8x36 73,96 0,50 0,40 0,40 0,31
43,2x12 85,00 0,63 0,51 0,48 0,31
43,2x24 86,46 0,47 0,29 0,22 0,31
43,2x36 87,50 0,32 0,20 0,13 0,19
LSD degeri (%5) 0O.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 77,080 0,60 0,482 0,422 0,31
43,2 86,322 0,47 0,33° 0,28° 0,27
LSD degeri (%5) 9,26 O.D. 0,06 0,05 O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 81,81 0,57 0,42 0,36 0,27
7 81,60 0,50 0,40 0,34 0,31
LSD degeri (%5) 0.D. 0.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)

12 83,13 0,712 0,542 0,502 0,28
24 81,25 0,49° 0,39° 0,29° 0,34
36 80,73 0,41° 0,30° 0,26° 0,25
LSD degeri (%5) 0.D. 0,08 0,07 0,7 0.D.

OD: Orizalin Dozu (mM), ROBS: Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin), US: Uygulama Siiresi (Saat), TBOEO: Tomurcuk Benzeri Yap:
Olusturan Eksplant Orani (%), SS: Siirgiin Bitytitme Ortaminda Eksplant Basina Olusan Siirgiin Sayisi (adet), BS: Eksplant Basina Saksiya Aktarilan
Bitki Sayisi (adet), BO: Saksida Tutan Bitki Orani (%), STBS: Eksplant Bagina Saksida Tutan Bitki Sayisi (adet), TBS: Tetraploid Bitki Sayisi
(adet/eksplant), Varyans analizi énemli bulunan uygulamalarin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0,05’e gére belirlenmistir, OD:
Onemli Degil, LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 3 Karnaz F; g¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin ve orizalin uygulamast sonucu elde edilen tetraploid

bitkilerin ¢i¢ek tozu canliligi ve ¢gimlenmesi

Table 3 Pollen viability and germination of tetraploid plants obtained after application of colchicine and oryzalin in

regeneration medium of Karnaz F; cultivar

Genotip Kirmizi Boyanan Cigek Pembe ve Kirmiz1 Boyanan Cicek Tozu Cimlenme
Tozu Orani (%) Cicek Tozu Orani (%) Orani (%)
Kolhisin
KR-col: 1/1 1.b 71,72 92,93 20,91
KR-col:3/11-1.b 37,74 75,73 21,51
KR-col:3/I11-1.b 48,46 77,64 29,01
KR-col:3/IV 5.b 57,97 71,74 10,22
KR-col:4/l 3.b 60,55 90,63 20,55
KR-col:4/1 2.b1.k 47,93 75,74 5,80
KR-col:4/111-1.b 54,05 72,42 24,96
KR-col:5/I-1.b-1.k 38,92 60,73 15,63
KR-col:5/11-1.b 48,47 74,88 27,63
KR-col:9/111-1.b-1.k 46,89 72,85 12,74
KR-col:9/IV 1.b 52,46 81,56 21,50
Ortalama 51,38 76,99 19,14
Orizalin
KR-ori:1/11 1.bitki 3.k 87,38 95,39 29,43
KR-ori:1/11 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:1/11 3.b 64,07 86,66 17,38
KR-ori:2/l 2.b 56,63 83,20 20,78
KR-ori:3/11 1.b 71,47 91,72 18,99
KR-ori:4/1 1.b 1.k 69,09 83,07 12,04
KR-ori:4/111-1.b 56,31 69,62 23,58
KR-ori:5/1 1.b 49,13 73,24 19,73
KR-ori:7/111-1.b 39,92 57,95 11,75
KR-ori:9/1 1.b 71,64 91,04 16,42
KR-ori:9/11 1.b 2.k 80,16 93,83 34,12
KR-ori:9/1V 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:11/1-1.b 55,82 81,73 9,64
KR-ori:11/11 5.b 55,73 78,24 16,48
KR-ori:11/111-2.b-1.k 44,90 73,70 16,09
Ortalama 61,07 81,19 17,98

Genotipler 4 tekerriirde toplam 200 adet ¢igek tozu incelenerek degerlendirilmistir.

Faselis F1 ¢esidine rejenerasyon ortaminda orizalin
uygulama denemesinde elde edilen veriler Cizelge 5’de
Ozetlenmistir. Etkisi arastirilan ii¢ ana faktoriin kallus
olusturan eksplant orani, tomurcuk benzeri yap1 olusturan
eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve siirgiin
biiylitme ortaminda eksplant basina olusan siirgiin sayisi
iizerine etkisi istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur.
Uglii  interaksiyonlarn  etkisinin ~ onemli  oldugu
ozelliklerden eksplant basina sakstya aktarilan bitki sayisi
acisindan, eksplantlarin 5 giin rejenerasyon ortaminda
bekletilmesinden sonra 28,8 uM orizalin
konsantrasyonunun 12 veya 24 saat siireyle
uygulanmasindan en yiiksek degerler elde edilmistir.
Ayrica  saksida  tutma oram1  bakimindan, ikili
interaksiyonlardan “rejenerasyon ortaminda bekleme
stiresi X uygulama siiresi” interaksiyonunun 6nemli oldugu
belirlenmistir. Buna gore eksplantlarin 7 giin rejenerasyon
ortaminda bekletilmesinin ardindan orizalinin 36 saat
uygulanmast durumunda elde edilen bitkilerin higbirisi
saksida tutmadigindan, bu wuygulama s6z konusu
interaksiyondaki  diger wuygulamalardan farkli bir

istatistiksel grupta yer almstir. “Orizalin dozu x uygulama
siiresi” interaksiyonu Onemli olan parametrelerden
eksplant basina saksida tutan bitki sayisi, 28,8 pM orizalin
24 saat uygulandiginda en yiiksek (0,49 adet) bulunmustur.
Ana faktor olan rejenerasyon ortaminda bekleme siiresinin
etkisi incelendiginde; eksplantlarin 5 giin rejenerasyon
ortaminda bekletilmesi sonucu elde edilen tetraploid bitki
sayisinin (0,23 adet/eksplant), 7 giin bekletilmeye (0,04
adet/eksplant) gore %575 oraninda yiliksek oldugu
belirlenmistir. Sonugta; 5 giin rejenerasyon ortaminda
inkiibe edilen eksplantlarm 28,8 pM  orizalin
konsantrasyonunda 36 saat bekletilmesi veya 5 ve 7 giin
rejenerasyon ortaminda kiiltlire alinan eksplantlarin sirayla
36 ve 24 saat siireyle 43,2 uM orizalin dozuna maruz
birakilmalarindan, toplamda 7 adet tetraploid bitki elde
edilmistir. Ancak elde edilen bu bitkilerden ii¢ii in vitro
kosullarda saglikli gelisememistir. Diger {icii ise saksiya
aktarildiktan sonra Olmiistiir. Faselis Fi c¢esidinde
eksplantlarina rejenerasyon ortaminda uygulanan orizalin
konsantrasyonu sonucu elde edilen tetraploid bitki sayisi,
kolhisin uygulamasina gore daha yiliksek bulunmustur.
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Cizelge 4 Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin uygulamasi sonucu elde edilen degerler

Table 4 Values obtained after application of colchicine in the regeneration medium in Faselis F1

KD ROBS uUs KOEO EO SOEO SS SABS TBO
8 57,50% 72,50 67,50 0,562 0,45 70,832
5 16 72,922 79,17 66,67 0,67% 0,48 75,00%
25 32 68,752 93,75 81,25 0,562 0,44 75,00%
' 8 60,42 87,50 66,67 0,60% 0,46 66,672
7 16 58,33 100,00 93,75 0,712 0,44 100,002
32 58,33% 100,00 93,75 0,65% 0,35 87,507
8 50,000 91,67 91,67 0,75% 0,67 41,67%
5 16 39,58° 100,00 93,75 0,81° 0,63 66,672
3.75 32 35,420 100,00 100,00 0,88? 0,58 87,502
' 8 33,330 93,75 87,50 0,81° 0,48 100,008
7 16 62,92% 88,75 71,25 0,662 0,47 25,000
32 66,672 93,75 87,50 0,13¢ 0,06 25,000
LSD degeri (%5) 5,55 O.D. O.D. 0,04 O.D. 16,28
Kolhisin Dozu (mM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
2,5%5 66,392 81,81° 71,81°¢ 0,600 0,46° 73,61
2,5%7 59,032 95,832 84,72% 0,65° 0,42b 84,72
3,75%5 41,67° 97,222 95,142 0,812 0,632 65,28
3,75%7 54,31% 92,087 82,08 0,53¢ 0,34° 50,00
LSD degeri (%5) 3,21 3,56 4,09 0,02 0,03 O.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) X Uygulama Siiresi (saat)
5%8 53,75 82,08 79,58 0,662 0,56 56,25
5x16 56,25 89,58 80,21 0,742 0,55 70,83
5%32 52,08 96,88 90,63 0,722 0,51 81,25
7x8 46,88 90,63 77,08 0,712 0,47 83,33
7x16 60,63 94,38 82,50 0,692 0,45 62,50
7%32 62,50 96,88 90,63 0,39° 0,21 56,25
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0O.D. 0,03 0.D. 0.D.
Kolhisin Dozu (mM) x Uygulama Siiresi (saat)
2,5%8 58,96 80,00 67,08 0,58 0,45 56,25
2,5%16 65,63 89,58 80,21 0,692 0,46 70,83
2,5%32 63,54 96,88 87,50 0,602 0,40 81,25
3,75%8 41,67 92,71 89,58 0,782 0,57 83,33
3,75%16 51,25 94,38 82,50 0,742 0,55 62,50
3,75%32 51,04 96,88 93,75 0,50° 0,32 56,25
LSD degeri (%5) 0O.D. O.D. O.D. 0,03 O.D. O.D.
Kolhisin Dozu (mM)
2,5 62,712 88,82 78,26° 0,63 0,44 79,172
3,75 47,99° 94,65 88,612 0,67 0,48 57,64°
LSD degeri (%5) 6,50 O.D. 8,30 O.D. O.D. 19,06
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 54,03 89,51 83,47 0,702 0,542 69,44
7 56,67 93,96 83,40 0,59° 0,38° 67,36
LSD degeri (%5) O.D. 0.D. 0.D. 0,05 0,05 0.D.
Uygulama Siiresi (saat)
8 50,31 86,35° 78,330 0,682 0,512 69,79
16 58,44 91,9802 81,350 0,712 0,502 66,67
32 57,29 96,882 90,632 0,55° 0,36° 68,75
LSD degeri (%5) |  O.D. 8,83 10,16 0,06 0,06 O.D.

KD: Kolhisin Dozu (mM), ROBS: Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin), US: Uygulama Siiresi (Saat), KOEO: Kallus Olusturan Eksplant
Orani (%), EO: Tomurcuk Benzeri Yap1 Olusturan Eksplant Orani (%), SOEO: Siirgiin Olusturan Eksplant Orani (%), SS: Siirgiin Biiyiitme Ortaminda
Eksplant Bagina Olusan Siirgiin Sayisi (adet), SABS: Eksplant Bagina Saksiya Aktarilan Bitki Sayisi (adet), TBO: Saksida Tutan Bitki Oran1 (%),
Varyans analizi énemli bulunan uygulamalarin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar Duncan testiyle P<0,05’e gore belirlenmistir, OD: Onemli Degil,

LSD: Least Significant Difference

Faselis F; ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin ve
orizalin uygulamalar1 sonucu olusan tetraploid bitkilerin
¢icek tozu canliligt ve c¢imlenme oranlart Cizelge 6’da
sunulmustur. Burada diploid kontrol bitkisinde ¢i¢ek tozu
canlihk oram1  ortalama %97,83 iken, kolhisin

uygulamasindan elde edilen tetraploid bitkide bu oran
%86,41 olmustur. Cimlenme orani ise kontrol bitkide
%91,53 ve tetraploid bitkide %26,54 olarak
hesaplanmigtir. Ciirik ve ark. (2014b)’nin yaptig1
calismada, patlican bitkisinden elde edilmis tetraploid
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bitkide c¢icek tozu canliliginin %66,03 ve c¢imlenme diploid kontrol grubunda hesaplanan ¢igek tozu canlilik
oraninin ise %10,62 oldugu belirtilmistir. Ayni g¢esidin  oran1 %97,83 olarak tespit edilmistir. Tetraploid bitkilerin
orizalin uygulamasinda ise Uretilen tetraploid bitkinin  ¢i¢ek tozu ¢cimlenme orani (%28,47), diploid olan bitkilerin
¢icek tozu canlilk orami %95,68 olarak belirlenirken, ¢imlenme oranina (%91,53) gore daha diisiik bulunmustur.

Cizelge 5 Faselis F; ¢esidinde rejenerasyon ortaminda orizalin uygulamasi sonucu elde edilen degerler
Table 5 Values obtained after application of oryzalin in the regeneration medium in Faselis F1

oD ROBS uUs EBSABS STBO EBSTBS TBS
12 0,502 87,50 0,44 0,00
5 24 0,582 87,50 0,52 0,00
28.8 36 0,442bc 75,00 0,29 0,50
' 12 0,48% 100,00 0,48 0,00
7 24 0,46® 100,00 0,46 0,00
36 0,00¢ 0,00 0,00 0,00
12 0,422bc 100,00 0,42 0,00
5 24 0,17« 50,00 0,17 0,00
432 36 0,3580¢ 100,00 0,35 0,38
' 12 0,23bcd 50,00 0,23 0,00
7 24 0,21bcd 75,00 0,21 0,25
36 0,48 0,00 0,40 0,00
LSD degeri (%5) 0,13 0O.D. 0.D. 0O.D.
Orizalin Dozu (uM) x Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
28,8x5 0,51 83,33 0,42 0,17
28,8x7 0,31 66,67 0,31 0,00
43,2x5 0,31 83,33 0,31 0,29
43,2x7 0,31 41,67 0,28 0,08
LSD degeri (%5) O.D. O.D. 0O.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin) X Uygulama Siiresi (saat)
5x12 0,46 93,75% 0,43 0,00
5x24 0,38 68,752 0,34 0,25
5x36 0,40 87,502 0,32 0,44
7x12 0,35 75,002 0,35 0,00
7x24 0,33 87,502 0,33 0,13
736 0,24 0,00° 0,20 0,00
LSD degeri (%5) O.D. 9,70 0.D. 0O.D.
Orizalin Dozu (uM) x Uygulama Siiresi (saat)
28,8x12 0,492 93,75 0,462 0,00
28,8x24 0,522 93,75 0,492 0,00
28,836 0,22 37,50 0,15¢ 0,25
43,2x12 0,32% 75,00 0,32¢ 0,00
43,2x24 0,19¢ 62,50 0,19¢ 0,38
43,2x36 0,42% 50,00 0,38 0,19
LSD degeri (%5) 0,03 0O.D. 0,03 0O.D.
Orizalin Dozu (uM)
28,8 0,41 75,00 0,36 0,08
43,2 0,31 62,50 0,30 0,19
LSD degeri (%5) 0O.D. 0.D. 0.D. 0.D.
Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin)
5 0,41 83,332 0,36 0,232
7 0,31 54,17° 0,30 0,04°
LSD degeri (%5) O.D. 16,07 0.D. 0,09
Uygulama Siiresi (saat)
12 0,41 84,382 0,39 0,00
24 0,35 78,132 0,34 0,19
36 0,32 43,75° 0,26 0,22
LSD degeri (%5) 0.D. 19,68 0.D. 0.D.

OD: Orizalin Dozu (mM), ROBS: Rejenerasyon Ortaminda Bekleme Siiresi (giin), US: Uygulama Siiresi (Saat), EBSABS: Eksplant Bagina Saksiya
Aktarilan Bitki Sayisi (adet), STBO: Saksida Tutan Bitki Orani (%), EBSTBS: Eksplant Basina Saksida Tutan Bitki Sayis: (adet), TBS: Tetraploid
Bitki Sayisi (adet/eksplant), Varyans analizi 6nemli bulunan uygulamalarin ortalamalar1 arasindaki farklihklar Duncan testiyle P<0,05’e¢ gore
belirlenmistir, OD: Onemli Degil, LSD: Least Significant Difference
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Cizelge 6 Faselis F1 ¢esidinde rejenerasyon ortaminda kolhisin ve orizalin uygulamasi sonucu elde edilen tetraploid

bitkilerin ¢igek tozu canlilig1 ve ¢gimlenme degerleri

Table 6 Pollen viability and germination of tetraploid plants obtained after application of colchicine and oryzalin in

regeneration medium of Faselis F; cultivar

Genotip Kirmizi Boyanan Cigek Tozu ~ Pembe ve Kirmizi Boyanan Cigcek Tozu
Orani (%) Cicek Tozu Orani (%) Cimlenme Orani (%)

Kolhisin

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:8/11 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
Orizalin

FR-ori:8/IV 1.b 1.k 71,35 95,68 28,47

Faselis (Kontrol) 52,28 97,83 91,53

Genotipler 4 tekerriirde toplam 200 adet ¢igek tozu incelenerek degerlendirilmistir.

Sonuc¢

Karnaz F1 ¢esidinin eksplantlarina 3,75 mM kolhisin
dozunun uygulamasi sonucu 2,5 mM’a gore daha yiiksek
tetraploid  bitki  olusumu  saglanmustir.  Orizalin
denemesinde ise en yiiksek tetraploid bitki olusumu,

eksplantlarm 7  giin  rejenerasyon  ortaminda
bekletilmesinden sonra 43,2 M orizalin
konsantrasyonunun 24 saat uygulamasindan elde

edilmistir. Bu ¢esidin rejenerasyon ¢aligmalarinda orizalin
uygulamasi ile olusturulan tetraploid bitki sayist 22 adet
iken, kolhisin uygulamasi ile elde edilen tetraploid bitki
sayisinin 17 adet oldugu gézlemlenmistir.

Faselis F1 ¢esidinin rejenerasyon ortaminda 7 giin
bekletilen yaprak eksplantlart 2,5 mM  kolhisin
konsantrasyonunda 8 ve 32 saat inkiibe edildiginde, diger
uygulamalara gore daha yiksek tetraploid bitki
olugmustur. Orizalin denemesinde, eksplantlarin 5 giin
rejenerasyon ortaminda bekletilmesi sonucu daha yiiksek
tetraploid  bitki Uretilmistir. Faselis Fi1 ¢esidinde
rejenerasyon ortaminda orizalin uygulanan yaprak
eksplantlarindan, kolhisin uygulamasina kiyasla daha
yiiksek sayida tetraploid bitki elde edilmistir (sirastyla 7 ve
5 adet).

Kolhisin ve orizalin uygulamasindan elde edilen
tetraploid bitkilerde ¢igek tozu canlilig sirastyla Karnaz F1
¢esidinde %76,99 ve %81,19, ¢imlenme %19,14 ve
%17,98 olmustur. Faselis F1 cesidinde ise bu oranlar
sirastyla %86,41 ve %95,68, ¢imlenme %26,54 ve %28,47
olarak gerceklesmistir.

Calismamizin, tetraploid bitki iretim konusunda
yapilan diger c¢alismalarla birlikte, literatiirlere katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Daha sonraki proje ve
caligmalarda, bu c¢aligmadan elde edilen tetrpaloid
bitkilerde kendileme yapilarak, saf hatlar elde edilmesi
saglanabilir.
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