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Ozet: Bu arastirmada, Sultani Cekirdeksiz (SC) ve Kalecik karasi (KK) iiziim gesitlerinde 5 farkli
dozda (20, 25, 30, 40 ve 45 Gy) gama radyasyonu uygulamalari ile uyarilmis mutasyon etkileri
sitolojik olarak incelenmistir. Her iki g¢eside ait populasyon igerisinde, mutasyon etkilerinin
olusturdugu fenotipik degisimler, birinci (M1V1), ikinci (M1V2) ve iigiincii (M1V3) vejetasyonlarda
morfolojik gbzlemlerle belirlenmistir. Sitogenetik ¢alismalarda her iki ¢esitte, diploid (2x) yapili
hiicreler gozlenmistir. Sadece SC 30Gy 34 nolu bireyde 2n diploid kromozom yapisindan farkl
olarak ploid yapilt hiicre yapisi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., gama radyasyonu, sitoloji, kromozom.

Cytologic Investigations on Identification of Induced
Mutation Effects in Sultani Cekirdeksiz ve
Kalecik Karasi Grape cvs. (Vitis vinifera L.)

Abstract: The effects of induced mutation applied by 5 different doses of gamma irradiation (20, 25,
30, 40 ve 50 Gy) were cytologic investigated on Vitis vinifera L. cultivars, Sultani Cekirdeksiz (SC)
ve Kalecik karasi (KK). Mutant candidates were selected through the morphological observations of
the mutation-induced phenotypic changes in the first (M1V1), second (M1V2) and third (M1V3)
vegetations. In cytological studies, diploid cells (2n=38) were observed for both cultivars. Cells
showing ploidy level other than diploidy were found only in the individual SC 30 Gy 34.
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Giris

Asmalarda kromozomlarin son derece kiigiik oldugu cesitli arastiricilar tarafindan
bildirilmistir. Arastiricilar kromozomlarin karyotip analizleri iizerine yapmis olduklari
caligmalar sonucunda iizerinde calistiklar1 gesitlere bagli olarak ortalama kromozom
uzunlugunu 0.5-2.450 mikron arasinda degistigini belirtmislerdir (Ghimpu 1929, Shetty
1958, Raj ve Seethaiah 1968, Patil ve Jadhav 1985, Patil ve Patil 1992). Asma
kromozomlarinin son derece kiicliik yapiya sahip olmasi nedeniyle oldukca az sayida
kromozom morfolojisine yonelik ¢alisma bulunmaktadir.

Mutasyon 1slahina yonelik ¢aligmalarda, mutagenik uygulamalarin etkileri sitolojik
olarak incelenmektedir. Radyasyonun bitkilerdeki o6ldirici etkisi genellikle hiicre
boliinmesinin inhibe edilmesi olay1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Asmalarda mutasyonlarin
uyartlmasi ile elde edilen basarili sonuglarin mutant bitkilerin se¢imi asamasinda da
stirdiiriilmesi gerekmektedir. Bu asamada, Vitis tiirlerinin yiiksek kromozom sayisi ile
birlikte son derece kuguk kromozomlara sahip olmasi, asilmasi gereken teknik bir
dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Skene ve ark. 1988, Park ve ark. 2002). Asma
kromozomlarimin son derece kiigiik yapiya sahip olmasi nedeniyle oldukca az sayida
kromozom morfolojisine yonelik ¢alisma bulunmaktadir. Mutagen etkilerinin arastirildigt
sitolojik ¢aligmalarda, kimerik, diploid ve ploid hiicre yapilar1 gozlenmistir (Thompson ve
Olmo 1963, Patil ve Jadhav 1985, Skene ve ark. 1988, Patil ve Patil 1992, Yadav ve
Grumet 1994, Viljoen ve Spies 1995).

Radyasyon uygulamalar ile elde edilen populasyondaki varyasyonlarda sitogenetik
karakterizasyon c¢aligmalart 6nem kazanmaktadir. Bu kapsamda arastiricilar tarafindan
yapilan ¢aligmalarda; bir mutantin sitokimerik (polipliod) yapisinin; stoma bilytikliigii, tane
biydkligi, tohum biyikligi ve kromozom sayisi ile dogrudan iliskili oldugu
vurgulanmistir (Sacerdote ve ark. 1981, Kuksova ve ark. 1997, Fanizza ve ark. 2003).

Bu aragtirmada, Sultani Cekirdeksiz (SC) ve Kalecik karasi (KK) {iziim gesitlerinde 5
farkli dozda (20, 25, 30, 40 ve 45 Gy) gama radyasyonu (Co®®) uygulamalari ile uyarilmis
mutasyon etkileri sitolojik olarak incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim cesitlerinde populasyon igerisinde
varyasyonu arttirmak amactyla gama radyasyonu uygulanmistir. Bu amagla arastirma
materyalleri, Tirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK), Saraykdy Niikleer Arastirma ve
Egitim Merkezi’nde bulunan Co® gama kaynaginda ismlanmistir. Gama radyasyonu
uygulamalarinda bes farkli doz (20, 25, 30, 40 ve 45 Gray) kullanilmistir. Her radyasyon
dozu i¢in 100 adet olmak tizere, iki gesitte toplam 1000 adet tek gozlii ¢elik 1ginlanmustir.
Her radyasyon dozu i¢in 100 adet olmak {izere, iki ¢esitte toplam 1000 adet tek gozlii ¢elik
isinlanmistir. Gama radyasyonu uygulamalarinin ardindan ¢evresel ve radyasyon etkisinin
olusturdugu fizyolojik zararlanma nedeni ile ortaya cikan kayiplar sonucu arastirma
parseline dikilen ve baslangic populasyonunu olusturan toplam birey sayist Sultani
Cekirdeksiz icin 207 adet, Kalecik karasi i¢in 315 adet olmustur. Mutant koleksiyon
parseline aktarilan bitkilerde, 1sinlamay1 izleyen birinci (M1V1), ikinci (M1V2) ve {iglincii
vejetasyon (M1V3) donemlerinde, toprak iistii organlarinda ¢iplak gozle goriilebilen bazi
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vejetatif dzellikler dikkate alinmis ve kontrol bitkileri ile karsilagtirmali olarak morfolojik
degisimler incelenmislerdir.

Fenotipik gozlem sonuglarina gore, kontrol bitkilerinden farkli bulunan ve iki
vejetasyon (M1V1 ve M1V2), vejetasyonda yapilan morfolojik gozlemler sonucu kuvvetli
gelisme ile beraber iri yaprak gelisimine sahip bireylerde ploidy seviyesinin arastirtlmasi
amactyla her iki c¢eside ait selekte edilen aday bireylerde mitoz boliinmede kromozom
yapilar1 ve dagilimlari incelenmigtir. Sultani Cekirdeksiz’de 26 adet, Kalecik karasi’nda 18
adet birey secilerek, gama radyasyonunun kromozom sayist bakimindan olugturabilecegi
etkiler sitolojik olarak incelenmistir.

Sitolojik incelemelerde kromozom dagilimi ve sayisi incelenmistir. Kromozomlar kok
uclarinda incelenmistir. Kromozom sayimi i¢in, mitoz boliinmenin metafaz safhasinda
sayilabilir nitelikte kromozomlarin gozlenebilecegi bir yontemin belirlenmesi esastir.
Asmalarda kromozom boyutlart olduk¢a kiigiikk (0.5-2.450 mikron) olmasi nedeniyle
kromozom ¢aligmalar1 biiyiik gii¢liikle yapilabilmektedir. Cok kiigiik yapili kromozomlarin
eldesi icin caligmalar hassasiyetle siirdiiriilmiigtiir. Kromozomlarin metafaz safhasinda
goriintiilenebilmesi i¢in kok uclarimin alinma zamani biiyllk O6nem tagimaktadir.
Mikroskobik incelemelerde ¢esitli arastiricilar (Patil ve Jadhav 1985, Patil ve Patil 1992,
Yamashita ve ark. 1998, Park ve ark. 1999) tarafindan da mitoz boliinmenin en yogun
olarak gozlenebildigi zaman olarak Onerilen, sabah saat 10:30-11:00 arasindaki
orneklemenin en uygun zaman oldugu saptanmistir. Sitolojik incelemelerde 6n deneme
caligmalar1 sonucunda uygulama kolaylig1 ve basarili sonuglarin elde edilmesi nedeniyle
Kuksova ve ark. (1997) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek sitolojik ¢alismalar
stirdiiriilmiistiir. Sitolojik calismalarda izlenilen yontem asamalari ile asagida verilmistir.

o Kok drnekleri 10:30-11:00 arasinda alinmustir.

e On islem uygulamas: olarak 2 saat siireyle kok ornekleri % 0.03 kolkisin’de
bekletilmistir.

e Tespit i¢in Carnoy ¢dzeltisi kullanilmustir. Kokler +4°C’de 4-5 saat bekletilerek tespit
edilmistir.
e Hidroliz, 1 N HCl igerisinde 60 °C’de 15 dakika siire ile yapilmustir.

e Boyama, % 2’lik asetoorsein ile kokiin yapisina bagli olarak 1 veya 2 giin siireyle
bekletilme seklinde uygulanmstir.

e 1-2 mm’lik boyanmis kok uclarinda 1 damla asetik asit (% 45) yardimiyla ezme
yontemiyle preparat yapilmistir.

Mikroskop incelemeleri ve Devamli Preparatlarin Hazirlanmasi

Ezme preparatlar Zeiss Axiolab mikroskop ile incelenmis ve mikrofotograflar
cekilmistir. Mikroskopta fotograflanacak olan preparatlar devamli hale getirilmislerdir.
Devamli preparatlar sivi azot teknigi kullanilarak hazirlanmistir (Yiizbasioglu vd. 1997).

Arastirma Sonuclar ve Tartisma

Sitolojik incelemelerde, gama radyasyonu uygulamalarini izleyen ikinci ve igiincii
vejetasyonda yapilan morfolojik gdzlemler sonucu, kuvvetli gelisme ile beraber iri yaprak
gelisimine sahip bireylerde ploidy seviyesinin arastirilmasi amaciyla her iki ¢eside ait
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selekte edilen aday bireylerde mitoz bélinmede kromozom yapilari ve dagilimlari
incelenmistir. Sitogenetik c¢aligmalarda kimerik (2x-4x), tam mutant diploid (2x), veya
tetraploid (4x) yapilarin tanimlanmasina yonelik ¢aligilmustir.

Genel olarak degerlendirildiginde mutasyonlarin seleksiyonu, mutasyon islahinin en
zor asamasidir. Gen ve kromozom mutasyonlar: kalici genetik degisiklikler olup M1V1
generasyonundan diger generasyonlara aktarilabilmektedir. Bu nedenle ikinci
vejetasyondan (M1V2) itibaren gozlemler énem kazanmaktadir. Mutasyonla morfolojik
degisimleri bityiik 6l¢iide etkileyen; biiyiime giicii, biiyiime tipi, yaprak sekli, yaprak rengi
gibi o6zellikleri tanimlamak giic olmamakla beraber, kalici nitelik tasiyanlarin seleksiyonu
onemli asamay1 olusturmustur. Bitkilerin vejetatif organlarinda meydana gelen bir diger
onemli degisim, yapraklarda sekil anormalliklerinin olusmasidir. Sekil anormallikleri
bakimindan, yapraklarda dilim yapist ve seklinin degismesi, yaprak ayasinin dalgali ve sert
bir yap1 kazanmasi ve iri yaprak olusumunun gerceklesmesi gibi 6zellikler gozlenmistir.
Korosi ve ark. (1995), Coban (1998) ve Sangsiri ve ark. (2005)’da mutagen uygulamalari
sonucunda iri yaprak olusumu ve yaprak ayasinda sert yapilanmanin meydana geldigini
bildirilmektedirler. Bu g¢alisma kapsaminda Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi {iziim
¢esidine ait mutant aday1 bireylerde yapilan morfolojik gdzlemler sonucu iki yil (M1V1-
M1V2) boyunca tekrar eden o&zellikleri tasiyan bireyler sitolojik incelemelerde
kullamilmustir. Vitis vinifera L. nin kromozom yapisinin oldukga kiigiik olmas, sayica fazla
olmast (2n=38) ve sitoplazmanin yogun yapist kromozom ¢aligmalarini giiglestiren en
onemli faktorlerdir (Thompson ve Olmo 1963, Patil ve Patil 1992, Viljoen ve Spies 1995,
Haas ve Alleweldt 2000). Sitolojik incelemelerde 6zellikle sitoplazmanin igerdigi yogun
alkoloidler kromozom goriintiilerinin elde edilmesinde biiyiik sorun olusturmaktadir. Ezme
preparasyon sirasinda, metafaz sathasinda bir diizlem iizerinde, sayilabilir nitelikte net bir
kromozom dagilimin gézlenmesi tiim bu nedenlerden dolay1 oldukga gii¢c olmustur.

Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi mutant adaylarinin diploid ve ploid mutant olma
ozellikleri kromozom sayimlari yapilarak incelenmistir. Ploid bireylere ulagsma oranini
arttirmak amaciyla her iki cesitte genel ortalamanin iizerinde ¢ok kuvvetli gelisme
egiliminde olan ve ¢ok iri yaprak olusturmalar1 ile farkli bulunan bireyler segilerek
kromozom sayimlar1 yapilmistir. Buna gore, Sultani Cekirdeksiz’e ait 26, Kalecik karasi
iizim ¢esidinde ise 18 adet mutant aday: birey iizerinde sitolojik incelemeler yapilmistir.

Sitolojik c¢aligmalar sonucunda, Sultani Cekirdeksiz {iziim ¢esidinde sadece SC 30 Gy
34 no’lu birey, 2n=2x=38 kromozom sayisindan daha fazla ancak sayilamayan nitelikte
ploid kromozom sayis1 bulunan tek genotip olarak 6nem kazanmistir (Sekil 1). Kalecik
karas1 liziim c¢esidinde ise segilen bireylerin tiimiinde yapilan sitolojik incelemeler
sonucunda diploid (2x) yapili hiicreler gozlenmistir (Sekil 1). Sultani Cekirdeksiz ve
Kalecik karas1 mutant adayi bireylerinden elde edilen kromozom sayisini gdsteren
mikrofotograflar Sekil 1’de sunulmustur.
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g
Sekil 1. a:Ploid yapili (>2x) kromozom gériintiisii (SC 30Gy 34), Diploid (2n) yapili hiicre
gorintleri: b: SC 30Gy 35, ¢: SC 25Gy 17, d: SC 30Gy 3, e: KK25Gy 60, f:KK
25Gy 58; g: SC 30Gy 33; h:KK30 Gy 7
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