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Kapya biberlerde, tohumsuz meyve veren ¢esitler gelistirmeye yonelik islah programlarinda kullanilacak tetraploid
ebeveynlerin elde edilmesi amaciyla bir dizi ¢calisma yapilmistir. Bu kapsamda gerceklestirilen kolhisin uygulamalari
sonucunda gelisen bitkiler/siirgiinler {izerindeki ¢igeklerin kendilenmesiyle tohumlar elde edilmistir. Olasi tetraploid
tohumlar ekilmis ve bitkiler fidelikte yetistirilmistir. Polikarbon serada yerlerine dikilen bitkiler ¢esitli morfolojik
ozellikleri bakimindan gézlemlenmis (yaprak alani, ¢igcek capi, meyve eni / boyu, tohum olusumu), bu bitkilerin
yapraklarinda birim alandaki stoma sayilar1 ve boyutlar1 kayit altina alinmus, ayrica geng fide doneminde alinan
orneklerde flow sitometri yontemi ile ploidi seviyesi belirlenmistir. Boylece morfolojik, sitolojik ve DNA miktar1
bakimindan yapilan incelemelerin sonuglari bir arada degerlendirilebilmistir. Ug farkli yontemden elde edilen sonuclar
kargilagtirilarak aralarindaki iligkiler arastirilmistir. Caligma sonucunda en giivenilir bulgulart veren flow sitometri
yontemi esas alinarak, morfolojik ve sitolojik tahminlerin tutarlilig1 yorumlanmistir. Morfolojik ve sitolojik yollarla genis
bir bitki popiilasyonu i¢ginde 6n seleksiyonun yapilabilecegi, secilen bitkilerin ploidi seviyesinin teyit edilmesi i¢in flow
sitometri yoluyla analiz yapilmasinin gerekli oldugu sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Capsicum annuum, flow sitometri, stoma, ploidi

COMPARISON OF THE EXAMINATION RESULTS ACCORDING TO MORPHOLOGICAL,
CYTOLOGICAL AND DNA AMOUNT IN DOUBLED DIPLOID PEPPERS

ABSTRACT

A series of studies have been carried out to obtain tetraploid parents to be used in breeding programs to develop seedless
fruiting varieties in capia peppers. In this context, the seeds obtained by the selfing of flowers on the plants / shoots
developed as a result of colchicine applications were sown and the seedlings were grown in the seedling greenhouse.
Seedlings planted in the polycarbonate greenhouse were observed in terms of various morphological characteristics (leaf
area, flower diameter, fruit width and length, seed formation) and the number of stoma per unit area and size in the leaves
of these plants were determined. Also, the ploidy level of plants was determined by flow cytometry method in the samples
taken during the young seedling period. Thus, the results of the examinations made in terms of morphological, cytological
and DNA amount could be evaluated together. At the end of the study, the consistency of morphological and cytological
predictions was interpreted based on the flow cytometry method, which gave the most reliable result. It has been
concluded that preselection can be made in a large plant population by morphological and cytological means, but analysis
by flow cytometry is necessary to confirm the ploidy level of the selected plants.

Keywords: Capsicum annuum, flow cytometry, stoma, ploidy
GIRIS Biber, klasik 1slah yontemlerine ek olarak
hizlandiric 1slah tekniklerinden doku kiiltiirii, omik

Diinyada 1liman ve tropikal bolgelerde yetistirilen  teknolojileri  ve poliploid 1slah1  yontemlerini

onemli bir sebze tiirii olan biberde diinya {iretimi 36
milyon ton civarindadir. Tirkiye; {iretim miktari
bakimindan ilk ii¢ sirayr alan Cin, Meksika ve
Endonezya’dan sonra, 2.6 milyon tonluk {iretim ve
%7.3’liik payla diinya biber iiretiminde dordiincii
sirada yer almaktadir [5].

kullanilarak gelistirilmesi gereken 6nemli bir sebze
tiriidiir. Biber g¢esitlerine antimitotik  ajanlar
kullanilmak suretiyle iiretilen tetraploid bitkiler,
iretim ve 1slah materyali olarak kullanilabilir.
Poliploidi hem yabani hem de kiiltiir bitkilerinde
evrimsel siirecin iginde yer alan baslica kaynaklardan
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biridir. Poliploid organizmalar diploid akrabalarina
gore c¢ogunlukla daha yiiksek vigor veya farkli
Ozellikler bakimindan daha iistiin 6zellikler gosterir
[22]. Zira poliploid bitkilerin = morfolojik
degisiklikler, genetik uyum ve gevresel streslere karsi
diploidlere gore daha toleransli ve esnek olabildikleri
bildirilmektedir [18, 27, 30]. Poliploidler, bitki
cesitlerinin gelistirilmesini saglamak i¢in dogal veya
sentetik yollar ile poliploidiyi tesvik eden birg¢ok bitki
1islahgisinin  son ylizyilda temel hedefi olmustur.
Poliploidlerin bitki 1slahinda sagladigi 6nemli
sonuclar, bitki organlarindaki artis (gigas etkisi),
zararli mutasyonlardan korumasi, heterozigoti ve
heterozisi arttirmasidir. Ayrica poliploidi 1slahi ile
mayotik hatalardan dolay1 fertilitede azalmaya neden
olunur (triploid genotipler gibi) ve ¢ekirdeksiz
(tohumsuz) genotipler elde edilebilir [22]. Bunun
diger bir yolu da poliploidi islahi ile tetraploid bitkiler
elde ederek bunlarin diploidlerle melezlenmesi,
boylece triploid ¢esitlerin elde edilmesidir.

Tiiketiciler i¢in partenokarpik (tohumsuz=
cekirdeksiz) meyveler olduk¢a  cezbedicidir.
Ozellikle karpuzda tohum miktar1 ve iriligi fazla olan
cesitler tiiketiciler tarafindan tercih edilmemekte,
patlicanda tohumlar meyve etinde
kahverengilesmeye ve acilasmaya neden olarak
tilketim kalitesini diigiirmekte ve biberde tohum
Ozellikle endiistriyel amaclhh kullamimda tercih
edilmemektedir. Bu nedenle son yillarda 1slahgi
tohum firmalari, tohum miktar1 az ve kii¢iik olan ya
da c¢ekirdeksiz ¢esitler gelistirmeye yonelik
calismalara agirlik vermistir. Dogal partenokarpi
yoluyla ¢ekirdeksiz biber gesitlerinin elde edilmesi
glinimiize kadar miimkiin olmamistir ve bu yiizden
partenokarpiyi tesvik icin kimyasal uygulamalar
kullanilmaktadir. Bircok sebze tiiriinde
partenokarpinin tesvik edilmesi ic¢in oksinler,
gibberellinler ve sitokininler [24, 14] ve oksin
tasintmini  engelleyen inhibitorler [14] yaygin ve
basarili bir sekilde kullanilmustir.

Cekirdeksiz (tohumsuz) meyve elde etmenin
pratikte yer edinen diger bir yolu da poliploidi 1slahi
kullanilarak elde edilen tetraploid hatlarin ana
ebeveyn olarak kullanimi ve bunlarin diploid baba
hatlarla  melezlenerek triploid ¢esitler elde
edilmesidir. 1937 yilinda kolhisin adi verilen bir
alkaloidin antimitotik etki yaptigi anlasildiktan sonra,
poliploid bitkilerin elde edilmesi icin yapilan
caligsmalar hizlanmistir. Triploid (3x) hibrit karpuz,
ilk kez Kihara ve Nishiyama tarafindan 1939°da
iretilmistir ve ¢ekirdeksiz meyve iiretimi igin
kolhisin kullanimi ile tesvik edilen poliploidlere
klasik bir ornektir [6]. Poliploidinin yapay olarak
uyartiminda cesitli yontemler kullanilmakla birlikte
birgok tlirde en yaygin olarak kullanilan kimyasallar,
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kolhisin ve oryzalin adli antimitotik maddelerdir.
Colchisum autumnale (gliz ¢igdemi) bitkisinden
ekstrakte edilen bir alkaloid olan kolhisin, mitoz
boliinmenin metafaz agsamasindan sonra mikrotiibiil
sentezini etkileyerek ig iplik¢iklerinin olusumunu
bloke eder ve boylece kromozom sayisinin
katlanmasm  saglar [2]. Poliploidi, kolhisin
uygulamalar1  ile saglanabilmekte ve  bitki
islah¢ilarinin ihtiya¢ duydugu bitki materyallerine
sadece bir liretim sezonunda ulasilabilmektedir [20].

Tetraploid  bitki elde etmede  kolhisin
uygulamalari1 nispeten hizli, pratik ve glvenilir bir
yontemdir [19]. Kolhisin kullanilarak kromozom
sayisinin katlanmasi (ploidi seviyesinin artirilmasi)
uygulamalarinda, tohumlarin Kkolhisin ¢06zeltisine
daldirilmas1  veya ¢imlenen tohuma uygulama
(%0.001 ile %] arasinda, %0.2 daha yaygin), geng
fidelerin siirgiin uglarina ve koltuk tomurcuklarina
kolhisin uygulanmasi (%0.1 ile %1 aras1), kotiledon
asamasinda biliylime ucu uygulamasi (%10’luk
gliserin i¢inde %0.2 ile %0.4 kolhisin) ve in vitro
besin ortamlarina kolhisin ilavesi (%0.05 ile %1.0
arasi) gibi ¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir [7,
16, 13, 2]. Bununla birlikte en yaygin ve etkili
uygulama sekli fide asamasinda siirgiin uglaria
uygulamadir [3].

Kolhisin uygulamalar1 sonras1 ploidi seviyesinin
belirlenmesinde morfolojik, sitolojik ve flow
sitometri analizleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Compton ve ark. [4] karpuzda tetraploid bitkilerde
kloroplast yogunlugu, yumurtalik c¢api, erkek
cigeklerin tag yaprak genisligi, anter ¢ap1 ve yaprak
boy/genislik oranlarinin  ploidi belirlemede iyi
gostergeler oldugunu bildirmislerdir. Sar1 ve ark. [21]
karpuzda ploidi diizeyin belirlenmesinde kromozom
sayimlar1 ve morfolojik gbzlemlerin uzun zaman
almasi, flow sitometri ig¢in pahali bir cihaza ihtiyag
duyulmas1 nedeniyle stoma ve kloroplast sayim ve
Ol¢iimlerinin pratik ve alternatif bir yontem oldugunu
rapor etmistir. Koh [15] tetraploid karpuz bitkilerinde
her bir meyve basina diisen tohum miktariin
diploidlere gore yaklasik 1/10’u kadar daha az
oldugunu ve bircogunun da bos embriyo
olusturdugunu bildirmistir. Yine tetraploid karpuz
bitkilerin diploid bitkilere gore yapraklarmin daha
genis ve erkek cigeklerinin daha biiyiik [10], meyve
kabugunun daha kalin, meyve basina tohum sayisinin
daha diisiik, tohumlarinin bos ve zayif embriyolu ve
kotiledon yapraklarinin daha hacimli (kalin) oldugu
belirtilmistir [11]. Poliploid bitkilerin daha biiyiik,
daha genis ve koyu yesil yapraklara sahip oldugu ayn1
zamanda abiyotik stres kosullarina karsi daha
toleransli oldugu rapor edilmistir [23, 16]. Alsahlany
ve ark. [l] patateste ploidi seviyesinin
belirlenmesinde kloroplast sayimi, SNP (Single
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Nucleotide Polymorphism) ve flow sitometri
yontemleri ile benzer sonuglar elde edildigini, bu
bakimdan kloroplast sayim tekniginin 1slahgilar igin
diploid ve tetraploid bitkileri belirlemede, ucuz ve
kullanigli bir metot oldugunu ifade etmislerdir.
Tetraploid biberlerin diploid esdegerlerine gore daha
bliyiik ve genis g¢igeklere sahip oldugu, diploid
cigeklerde tipik olarak 6 stamen ve petal oldugu, buna
kargin tetraploid ¢igeklerde 7 stamen ve petal
bulundugu, yine tetraploid bitkilerin %20 daha biiyiik
ovaryum ve %25 daha biiylik polen ¢apina sahip
oldugu bildirilmistir [8]. Tetraploid biberlerde yaprak
alan1 ve kalinliginin arttigi, diploid olanlara gore
meyve uzunlugu ve agirliginin daha diisiik olmasina
ragmen, artan meyve yilkkiinde daha homojen
meyveler elde edildigi belirtilmektedir [26]. Yine
tetraploid patlican bitkilerinde yaprak alam ve
fotosentez iirlinlerinde artigla birlikte meyve yiikiine
bakilmaksizin kii¢iik ama daha homojen meyvelerin
elde edildigi rapor edilmistir [28].

Flow sitometri 1980°li yillardan bu yana bitki
DNA igeriginin tahminlenmesinde, bitki islahinda
Ozellikle genom biiyiikliigi ve ploidi seviyesinin
belirlenmesinde (6zellikle poliploid ve hibrit
1slahinda) yaygin olarak kullanilmaktadir. Doku
kiiltiirlinden elde edilen bitkilerde somaklonal
varyasyonlar sonucunda DNA’nin stabil olmamasi
nedeniyle flow sitometri analizi tavsiye edilmektedir
[25]. Domateste tetraploid bitkilerin dogrulamasinda
flow sitometri ve kok uglar1 preparasyonlarinda
sitogenetik  analizlerin  basarilhi  bir  sekilde
kullanilabilecegi belirtilmistir [19]. Yine karpuzda
kromozom sayim ydnteminin tetraploid belirlemede
diger yontemlere gore daha fazla zaman aldigi, flow
sitometri analiz yonteminin tetraploid bitkilerin tespit
edilmesinde daha hizli ve elverisli oldugu rapor
edilmistir [12, 9].

Bu calismada, 1slah caligmalarinda kullanilmak
lizere belirlenen kapya biber 1slah hatlarma ait
tohumlarda veya bu tohumlardan yetistirilen geng
bitkilerde kolhisin uygulamalar1 yapilarak poliploidin
tesvik  edilmesi  planlanmistir. Kapya  biber
genotiplerin tohum ve koltuk tomurcuklarina farkli
doz ve stirelerde kolhisin uygulamasi sonrasinda elde
edilen bitki ve siirglinlerde ploidi seviyesinin
belirlenmesinde, morfolojik, sitolojik ve flow
sitometri analizlerinin karsilastirilmasi yapilmis ve
sonuglar bir arada degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Bu arasgtirma 2020 ve 2021 yillarinda Petektar
Tohum San. Tic. Ltd. Sti., Aksu/Antalya, fidelikleri

ve lretim seralarinda yiriitilmiistir. Caligmada,
firmanin  kapya biber 1slah ¢aligmalarinda
kullanilmak tizere gen havuzunda bulunan 12 farkli
kapya biber hatt1 kullanilmstir.

Metot

Kapya biber hatlarinda ploidi artisinin tesvik
edilmesi amaciyla kolhisin uygulamalari, biber
tohumlarinin kolhisin ¢6zeltisine daldirilmasi ve geng
fidelerin koltuk tomurcuklarina kolhisin uygulamasi
seklinde  iki  farkli  yontem  kullanilarak
gergeklestirilmistir.

*Tohumlarin Kolhisin Cozeltisine Daldirilmasi:
Kapya biber hatlarinin her birinden 10’ar adet tohum
x 4 tekerriir olacak sekilde; iginde %0.1 ve %0.2’lik
10 ml kolhisin ¢o6zeltisi bulunan amber renkli
siselerde (100 ml’lik) 24 ve 48 saat siiresince 25°C
sicakligindaki iklim dolabinda uygulamaya tabi
tutulmustur [17]. Uygulamalar sonrasi kolhisin
cozeltisi sliziildiikten sonra (atiklar giivenli sekilde
muhafaza edilmistir) tohumlar 6nce ¢esme suyu ile ve
daha sonra saf suda 10 dk. siiresince durulanmustir.
Tohum uygulamasi tamamlandiktan hemen sonra,
tohumlar hi¢ bekletilmeden viyollere ekilmistir.
Kontrol olarak saf su i¢inde bekletilen tohumlar da
ayn1 zamanda ekilmistir. Kolhisin uygulamasi
gormiis tohumlar ile birlikte fide donemi kolhisin
uygulamalari i¢in hi¢ uygulama gormemis tohumlar,
ayr1 bir set halinde ekilmistir. Ekim yapilan viyoller
24°C sicakligindaki ¢imlendirme odasinda 3 giin
tutulmus ve kokgik ¢ikisi baslar baslamaz firmaya ait
fide serasina  alinmislardir.  Fideler  dikim
bliyilikliigline gelene kadar gerekli kiiltiirel islemler
fidelikte gergeklestirilmistir.

*Geng¢ Fidelerin Koltuk Tomurcuklarina Kolhisin
Uygulamasi: Kolhisin uygulanmamis tohumlardan
meydana gelen fideler, 3-4 gercek yaprakli hale
gelince 15 cm ¢apinda i¢inde fide harci bulunan
saksilara dikilmistir. Saksilardaki fideler 4-5 yaprakli
doneme ulastiginda tepe budamasi yapilmis ve hemen
ardindan koltuk tomurcuklarma %0.3 ve %0.5
dozlarinda 12 ve 24 saat siire boyunca kolhisin
uygulamast yapilmistir. Fidelerde tepe kesimi
yapildiktan sonra, kiiciik pamuk toplart kolhisin
soliisyonlarina daldirilarak pamuklarin bu ¢o6zeltiyi
emmesi saglanmig, bir pens yardimi ile alman
kolhisin emdirilmis pamuk toplari, biber fidelerinin
koltuk tomurcuklari iizerine tutturulmustur. Daha
sonra koltuk tomurcuklari iizerindeki pamuk
toplarinin 1s1ktan etkilenmemesi ve uygulama
stiresince kurumamasi amaciyla, tizerleri aliiminyum
folyo ile tomurcuklara zarar vermeyecek sekilde
sartlmigtir.  Uygulama  siirelerinin =~ sonunda
aliminyum folyo sokiilmiig, tomurcuklar saf su ile
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yikanmis ve uygulama yapilan tomurcugun
bulundugu yapraga plastik halka etiketler takilmigtir.

Uygulama sonrasi fideler seralardaki yerlerine
dikilmeden o6nce bir hafta daha fidelikte
bekletilmistir. Gerek tohumlara kolhisin

uygulamasindan elde edilen fideler gerekse de koltuk
tomurcuklarma kolhisin uygulanmg fideler ve
kontrol grubu fideler 2020 bahar doneminde
seralardaki  yerlerine  dikilmistir.  Yetistiricilik
stiresince tiim bitkilerde gerekli her tiirlii kiiltiirle
islemler, hastalik ve zararhlar ile miicadele islemleri

gergeklestirilmistir.  Tohum  uygulamalarindan
meydana gelen bitkilerde ve kolhisin uygulanmig
koltuk tomurcuklarindan meydana gelen

siirglinlerdeki ¢igeklerde kendilemeler yapilmis ve
kendilenmis meyveler hasat edilerek tohumlari elde
edilmistir.

*Morfolojik, Sitolojik ve DNA Miktaria (Flow
Sitometri) Gore Yapilan Incelemeler: 2020 bahar
doneminde elde edilen kendilenmis tohumlar ve
kontrol olarak 12 genotipin tohumlar1 2020 giiz
doneminde viyollere ekilmis ve fideler fidelikte
yetistirildikten sonra seralardaki yerlerine dikilmistir.
Serada yerlerine dikilmis yaklasik 4500 adet bitkide,
cicek capi, yaprak alani, meyve eni / boyu ve tohum
olusumu gibi morfolojik karakterler bakimindan
degerlendirilmistir. Cigek cap1, meyve eni ve boyu bir
kumpas yardimu ile 6l¢iilmiistiir. Meyvelerde tohum
olusumu ise hasat olgunluguna gelmis meyvelerde,
meyvedeki tohum sayisma gore ¢ok fazla (50 ve
iizeri), ¢ok (30-50 aras1), az (10-30 arasi), ¢cok az (0-
10) ve yok (0) olarak belirlenmistir. Yaprak alani
Olciimleri ig¢in her bir uygulamaya ait bitkilerden
alinan yaprak (biliylime ucundan itibaren 4. yaprak)
omekleri aliminyum folyo arasina konulmus ve
uygulama kodu folyo lizerine yazilmistir. Daha sonra
her bir uygulama grubundan yapraklar ayr1 ayr
sarilarak kuru buz kutularina sarilarak ol¢im igin
hazirlanmistir. Yaprak alani olglimleri, Osmangazi
Universitesi  Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Bolimii’'ndeki LI-COR, LI-3000C model yaprak
alan1 6lger cihazinda yapilmustir.

Yine bu bitkilerin yapraklarinda sitolojik gézlem
olarak birim alandaki stoma sayisi, stoma eni ve boyu
belirlenmistir. Bitkilerin biiyiime ucundan itibaren 4.
yaprak alinmis ve her yaprakta bir preparat
hazirlanarak, Saptop, CX40-T marka trinokiiler
mikroskopta 3 farkli bélgede birim alanda (0.08 mm?)
alanda sayim ve Olglimler yapilmistir. Preparat
hazirlanirken yapragin alt kismindan bir miktar
epidermis lam tizerine konulup, iizerine 1 damla saf
su damlatilarak lamel kapatilmistir. Hazirlanan
preparatlarda stoma sayisi, stoma eni ve boyu
belirlenmistir. Ol¢iimler 40 biiyiitmeli objektif ve 10
biiyiitmeli okiilerde yapilmustir.
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2020 giliz doneminde morfolojik ve sitolojik
gbzlem/Glglimlerle olas1 poliploid aday1 olarak
belirlenen bitkilerin kendilenmis meyvelerinden
alman tohumlar 2021 bahar doneminde viyollere
ekilmis ve firmaya ait fidelikte fideler yetistirilmistir.
Geng fidelerden 4-5 yaprakli donemde alinan yaprak
orneklerinde flow sitometri analizi
gergeklestirilmigtir. Flow sitometri analizi i¢in her bir
olas1 poliploid bitkiden yaprak biiyiikliigiine bagl
olarak 1 veya 2 adet yaprak alinmis, nemli kaba filtre
kagitlar1 arasma yerlestirilerek dip tarafindan
delinmis olan 60x90 mm kilitli 6rnek poseti icine
yerlestirilmis ve 6rnek posetleri, icinde buz kasetleri
bulunan (6rneklerin buzla temasimi onlemek igin
araya strafor konulmustur) mini sogutmal1 buz kutusu
igine yerlestirilmistir. Tim olasi poliploid bitkilerden
ornek alimi gergeklestirildikten sonra flow sitometeri
analizi, Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimii’ndeki, Partec Cyflow Space
marka flow sitometri cihazinda gergeklestirilmistir
[29].

BULGULAR

Tohumlara kolhisin uygulamalarindan elde edilen
olas1 tetraploid bitkilerin ve kontrol bitkilerinin
morfolojik karakterler olan ortalama ¢igek cap,
yaprak alani, meyve eni ve boyu iizerine etkileri
Cizelge 1’de ve sitolojik incelemeler olan yaprakta
birim alandaki stoma sayisi, stoma eni ve boyu
degerleri Cizelge 2°de verilmistir.

Olasi tetraploid bitkilerde ortalama ¢igek ¢ap1 (3
no.lu hat harig), yaprak alani, meyve eni ve boyu
degerlerinin kontrol bitkilerine kiyasla daha fazla
oldugu belirlenmistir. Olasi tetraploidlerin ¢i¢ek ¢api
degerleri, 25.0 mm ile 29.5 mm arasinda, yaprak alani
23.8 cm?ile 62.3 cm?, meyve eni 3.0 cmile 4.9 cm ve
meyve boyu 6.7 cm ile 19.0 cm arasinda degismistir
(Cizelge 1).

Kontrol bitkilerinde birim alandaki stoma sayisi
8.3 ile 13.0 adet arasinda degisirken, olas1 poliploid
bitkilerde 4.3 ile 8.3 adet arasinda degismistir.
Kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda stoma eni 1, 3, 7
ve 10 no.lu hatlar harig olast tetraploid bitkilerde daha
diisiik olarak belirlenirken, stoma boyu 4 ve 10 no.lu
hatlar hari¢ kontrol bitkilerine gore daha yiiksek
olarak belirlenmistir. Genel olarak bir degerlendirme
yapildiginda, olast tetraploid bitkilerde birim
alandaki stoma sayismmin ayni hat i¢inde kontrol
bitkisine gore daha az oldugu belirlenmis ve
stomalarin 6zellikle boyunun kontrole gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2).

Koltuk tomurcuguna kolhisin uygulamalarinin
ardindan secilerek, olas1 poliploid olarak belirlenen
bitkilerde ortalama c¢icek capt (3 no.lu hat harig),
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yaprak alan1 ve meyve eninin kontrol bitkilerine gore
daha fazla oldugu belirlenmistir. Meyve boyu
bakimindan bir degerlendirme yapildiginda 3, 5, 6, 7,
9, 10 ve 11 no.lu hatlarda kontrol bitkilerinin daha
uzun meyvelere sahip oldugu, diger hatlarda ise olasi
tetraploidlerin (1, 2, 4, 8 ve 12 no.lu hatlar) daha uzun
meyveye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 1. Tohum uygulamalarinda ortalama ¢igek
capi, yaprak alani, meyve eni ve boyu degerleri

Table 1. Mean flower diameter, leaf area, fruit width
and length values of seed treatments

hatlar harig) ve stoma boyu bakimindan (8 no.lu hat
hari¢) olas1 poliploidlerin kontrol bitkilerine kiyasla
daha yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bu sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde, olas1 tetraploid bitkilerdeki
stomalarin kontrol bitkilerine gore daha iri oldugu
anlagilmaktadir (Cizelge 4).

Cizelge 3. Koltuk tomurcugu uygulamalarinda
ortalama cicek capi, yaprak alani, meyve eni ve
boyu degerleri

Table 3. Mean flower diameter, leaf area, fruit width
and length values of axillary bud treatments

Cigek gap1 Yaprak alani Meyve eni | Meyve boyu
5 (mm) (cm?) (cm) (cm)
e Flower diameter|  Leaf area Fruit width | Fruit length
IR 3 Z
S|E S| 8BS S|ESE S HESIBESYES|BSE S
$|9S 5|95 52 §[2S|5S §2C|z< 3
o o o
1 [243] 263 [244]| 435 23 | 41 7.8 | 147
2 237 253 [424] 50.0 33 | 49 8.1 | 16.6
3 |27.6] 265 [40.7] 509 27| 44 [114] 19.0
4 1252 267 [459| 56.1 30 | 47 [105] 17.0
5 253 273 [303] 337 1.7 3.0 6.3 9.5
6 [19.7] 275 [19.1] 238 1.5 3.0 39 | 6.7
7 |22.1 28.7 [29.1] 40.0 32 | 438 82 | 9.7
8 |24.0| 279 [358] 587 3.1 4.5 7.1 | 105
9 1267 29.0 [409] 623 32| 42 [ 127 177
10 1263| 295 |53.7] 60.6 27| 45 [11.1] 159
11 [249] 259 |53.8] 547 30 | 45 10.0 | 14.8
12 1222| 250 |26.7| 388 24 | 47 7.5 | 109

Cizelge 2. Tohum uygulamalarindan elde edilen

bitkilerin  yapraklarinda birim alandaki
ortalama stoma sayisi, stoma eni ve boyu
degerleri

Table 2. Mean stoma number in unit of area, stoma
width and stoma length values in leaf of plants
obtained from seed treatments.

Cigek cap1 Yaprak alani Meyve eni | Meyve boyu
5 (mm) (cm?) (cm) (cm)
~§ Flower diameter|  Leaf area Fruit width | Fruit length
S
% § E = hel = E = E 3
Q = O =3 T S[N= " = I SO ST Tl S g
SIS g2 5 |4S° B M S|z § 2|72 3
o o o
1 [243] 270 [244] 370 23| 29 7.8 | 9.0
2 [23.7] 260 [424| 603 33| 39 8.1 | 104
3 |27.6| 27.0 [40.7] 56.7 27| 29 [114 | 112
4 [252] 258 459 612 30 [ 38 | 105 12.7
5 [253] 29.0 [303] 60.0 1.7 | 22 6.3 5.8
6 |197| 21.0 [19.1] 352 1.5 1.9 39 | 33
7 [22.1| 295 [29.1| 405 32| 38 82 | 62
8 [24.0| 283 [358| 495 3.1 3.9 7.1 9.0
9 |26.6| 285 [409| 55.6 32 | 36 | 127 83
10 [263] 29.0 |53.7] 675 27| 32 |[11.1| 95
11 [249| 275 |53.8| 66.6 30| 36 |100 ]| 6.8
12 1222 240 [26.7] 37.1 24 | 28 7.5 8.1

Cizelge 4. Koltuk tomurcugu uygulamalarindan elde

edilen siirgiinlerin  yapraklarinda  birim
alandaki ortalama stoma sayisi, stoma eni ve
boyu degerleri

Table 4. Mean stoma number in unit of area, stoma
width and stoma length values in leaf of shoots

from axillary bud treatments.

Stoma sayisi (adet) | Stoma eni (um) Stoma boyu (um)
Hat no Stoma number Stoma width Stoma length
Inbred Olast Olast Olast
line | Kontrol |tetraploid| Kontrol |tetraploid| Kontrol [tetraploid
number| Control | Putative | Control | Putative | Control | Putative
tetraploid| tetraploid tetraploid
1 11.0 6.9 21.5 24.0 304 32.6
2 12.3 6.1 27.3 25.0 33.0 34.8
3 13.0 6.3 23.2 23.4 30.6 333
4 9.0 6.6 28.7 26.9 334 32.6
5 11.0 5.9 26.7 23.3 29.3 32.6
6 9.7 54 27.7 254 34.1 374
7 8.3 4.3 24.0 27.3 30.9 45.3
8 12.7 7.6 26.4 243 33.2 34.9
9 8.7 6.6 24.6 24.1 322 34.8
10 10.3 7.5 23.7 24.4 33.2 31.2
11 11.0 8.0 26.1 24.6 33.0 35.5
12 12.3 8.3 30.2 29.1 36.0 39.7
Sitolojik incelemeler olarak degerlendirilen

parametrelerden birim alandaki stoma sayisi, olasi
tetraploidlerde kontrol bitkilerine gore daha diisiik
olarak belirlenmistir. Stoma eni (3, 5, 8 vel2 no.lu

Stoma sayis1 (adet) | Stoma eni (um) | Stoma boyu (um)
Hat no Stoma number Stoma width Stoma length
Inbred Olasi Olas1 Olasi
line Kontrol |tetraploid| Kontrol |tetraploid |[Kontrol | tetraploid
number | Control | Putative | Control | Putative |Control| Putative
tetraploid tetraploid tetraploid
1 11.0 6.3 21.5 23.4 30.4 34.7
2 12.3 6.5 27.3 28.5 33.0 38.5
3 13.0 8.0 23.2 22.1 30.6 32.3
4 9.0 6.9 28.7 29.4 334 38.8
5 11.0 4.6 26.7 25.0 29.3 374
6 9.7 - 27.7 - 34.1 -
7 8.3 5.0 24.0 24.5 30.9 384
8 12.7 8.5 26.4 23.6 33.2 32.1
9 8.7 4.8 24.6 26.5 322 38.5
10 10.3 8.0 23.7 24.2 33.2 37.9
11 11.0 7.0 26.1 26.2 33.0 40.8
12 12.3 7.3 30.2 27.7 36.0 40.5

Kontrol bitkileri ile olas1 tetraploid bitkilerin
meyve bagina tohum sayilar1 kontrol bitkilerinde ‘gok
fazla’ (50 ve tizeri; 1, 2,4, 7,9 10 ve 12 no.lu hatlar)
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ve ‘¢ok’ (30 ile 50 arasi; 3, 5, 6, 8 ve 11 no.lu hatlar)
olarak belirlenirken, hem tohumlara kolhisin
uygulamast hem de koltuk tomurcugu kolhisin
uygulamalarindan elde edilen bitkilerde tohum sayis1
‘az’ (10 ile 30 arasi1) veya ‘¢ok az’ (0 ile 10 arasi)
olarak belirlenmistir (Cizelge 5).

Morfolojik ve sitolojik gdzlemler sonucunda
tohum veya koltuk tomurcugu uygulamalarindan elde
edilen olasi tetraploid bitkilerin, ger¢ekten tetraploid
kromozom yapisma sahip olup olmadiklarimin
dogrulanmasi igin gerceklestirilen flow sitometri
analiz sonuglar1 Cizelge 6 ve 7’de verilmistir. Tohum
uygulamalarindan sitolojik gézlemler sonucunda 89
adet ve morfolojik gézlemeler sonucunda 176 adet,
koltuk tomurcugu uygulamalarindan ise sitolojik

bakildiginda, en fazla sayida tetraploid bitki sayisi
tohum uygulamalarinda 7 no.lu genotipte 22 adet,
koltuk tomurcugu uygulamalarinda ise 5 no.lu
genotipte 9 adet olarak belirlenmistir. Gerek tohum
gerekse koltuk tomurcugu kolhisin uygulamalari
sonrast 1 ve 8 no.lu genotiplerde tetraploid bitki
saptanamaz iken, diger genotiplerde en az birer adet
tetraploid bitki belirlenmistir.

Cizelge 6. Tohum uygulamalarinda
morfolojik gdzlemler ve flow
analizine gore tetraploid bitki sayilari

Table 6. Tetraploid plant numbers according to
cytological, morphological examinations and
flow cytometry analysis in seed treatments

sitolojik,
sitometri

gozlemlerde 34 adet ve morfolojik gozlemlerden ise Sitolojik gozlemler Morfolojik gozlemler
. .1 Cytological examination Morphological examination
117 adet olmak iizere, her iki uygulamadan toplamda Sitolori ..
. . 7o . X itolojik Morfolojik
416 adet ‘olasi tetraploid bitkide flow sitometri gbzlemlere |Flow sitometri| gozlemlere |Flow sitometri
analizi gergeklestirilmistir. Flow sitometri analizi | Hatno t tgﬁrf 9&35}&, ?nailztle“{“’jd . tgﬁrle ‘_’éa;_ltk_ ?nailztle“{“’jd
. e etraploid bitki | gore tetraploid | tetraploid bitki | gore tetraploi
sonrasm.da toplam 416 ade't olasi tetraplOI'd bltkldena [;Z);:d sayist (adet) | bitki sayisi sayisi (adet) | bitki sayisi
56 tanesi (%13.46) tetraploid kromozom miktarini net wumber|  Putative (adet) Putative (adet)
olarak gdstermistir. Bu tetraploidlerden 27 tanesi petraplold plan , Jetraplotd. etraploid plan , Jetraplold
(% 10.1 9) tohum uyglﬂamalarla 29 tanesi (% 19.2 1) according to | according to | according to | according to
koltuk tomurcugu uygulamalarindan elde edilmistir cytological |flow cytometry| morphological | flow cytometry
: examination examinations
(Cizelge 6 ve 7). I 7 - - -
2 13 - 53
Cizelge 5. Tohum ve koltuk tomurcugu kolhisin 3 9 1 2 2
uygulamalarindan elde edilen olasi tetraploid ‘5‘ 212 ; § -
bitkilerde ve kontrol bitkilerinde meyve basina 6 P 3 15 -
tohum sayisi 7 8 6 20 16
Table 5. Seed number per fruit in putative tetraploid g 2 : 477 -
and control plants obtained from seed and 10 2 - 3 -
axillary bud colchicine treatment 11 3 13 -
Meyve bagina tohum sayisi (adet) / Seed number per fruit 12 2 8 -
Hat no Tohum uygulamalarindan Koltuk tomurcugu Toplam
; 89 9 176 18
Inbred Konirol elde edilen olasi uygulamasindan elde Total
line Control tetraploidler edilen olas: tetraploidler *QOlasi tetraploid belirlenememistir.
number Putative tetraploids from | Putative tetraploids from *Putative tetraploid was not determined.
seed treatments axillary bud treatments
1 66 17 15 . . ..
3 ) 7 2 Biber tohumlarina ve geng biber fidelerinin koltuk
3 47 28 24 tomurcuguna farkli doz ve siirelerde kolhisin
4 71 16 19 uygulamalarinin tetraploid bitki sayisi tizerine etkileri
2 g; g 3 Sekil 1 wve Sekil 2’de verilmistir. Tohum
7 33 24 18 uygulamalarinda flow sitometri analizi sonrasi en
8 41 20 25 fazla tetraploid bitki sayis1 14 adet ile %0.2-24 saat
190 23 ég 283 uygulamasindan, en az ise 6 adet ile %0.1-24 saat
5 24 27 23 uygulamasindan elde edilmistir. Koltuk tomurcuguna
12 68 19 21 kolhisin uygulamalarinda ise en fazla tetraploid bitki
14 adet ile %0.3-24 saat uygulamasinda meydana
Sitolojik ve morfolojik gozlemler bazinda gelirken, en az ise 6 adet ile %0.3-12 saat
degerlendirme yapildiginda tohum ve koltuk uygulamasindan elde edilmistir. Tohum

tomurcugu uygulamalarindan toplamda 17 adet
tetraploid bitkinin sitolojik gozlemlerle uyumluluk
gosterdigi, 39 adet tetraploidin ise morfolojik
gozlemlerle birebir uyustugu gorilmiistir. Elde
edilen tetraploidlerin genotiplere gore dagilimina
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uygulamalarinda %0.1-48 saat ve koltuk tomurcugu
uygulamalarinda ise %0.5-24 saat uygulamasindan
tetraploid bitki elde etmek miimkiin olamamustir.
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Cizelge 7. Koltuk tomurcugu uygulamalarinda
sitolojik, morfolojik goézlemler
sitometri analizine gore tetraploid bitki sayilari

ve flow

Table 7. Tetraploid plant numbers according to
cytological, morphological examinations and
flow cytometry analysis in axillary bud

gosterdigini; Shao ve ark. [23] gibi Kulkarni ve ark.
[16] da, poliploid bitkilerin daha biiyiik, daha genis
ve koyu yesil yapraklara sahip oldugunu
bildirmislerdir. Yaprak boyutlarinda oldugu gibi
‘yaprak alani’ bakimindan da her iki kolhisin
uygulama yonteminden elde edilen olasi tetraploid

treatments bitkilerde kontrol bitkilerine gore daha yiiksek sayisal
Sitolojik gdzlemler Morfolojik gozlemler degerler elde edilmistir.
Cytological examination Morphological examination
Sitolojik Morfolojik
gozlemlere |Flow sitometri| gozlemlere |Flow sitometri Tohum uygulamalari
Hatno | &0 olast analizlerine gore olast analizlerine 5 15 Seed treatments 14
tetraploid bitki | gore tetraploid | tetraploid bitki | gre tetraploid k3] "§
Inbred S S RS
line sayisi (adet) | bitki sayist sayis1 (adet) bitki sayis1 =%
number Putative (adet) Putative (adet) o 'S 6 7
tetraploid plant| Tetraploid |tetraploid plant| Tetraploid ﬁ = 5
numbers | plant numbers| numbers | plant numbers 3 7§
according to | according to | according to | according to g3 0 0
cytological |flow cytometry|morphological|flow cytometry 5 8
examination examinations =S %0.1-24sa %0.1-48 sa  %0.2-24sa  %0.2-48 sa
1 4 R 5 B Kolhisin doz ve siireleri
2 3 1 20 1 Colchicine doses and durations
3 1 - 1 - Sekil 1. Tohumlara farkli doz ve siirelerde kolhisin
‘5‘ g é 177 ; uygulamalarinin tetraploid bitki sayis1 iizerine
6 * _ 6 1 etkileri
7 4 2 18 2 Figure 1. Effects of colchicine applications on seeds
g § 3 116 : at different doses and durations on the number
10 1 - 3 3 of tetraploid plants
11 1 - 4 4
12 5 19 1 14 Koltuk tomurcugu uygulamalari
Toplam 34 ? 117 21 15 Axillary bud treatments
Total =3
*QOlas1 tetraploid belirlenememistir. 'i: g 10 9
*Putative tetraploid was not determined. E = 6
= X
S5
TARTISMA 23 0
£ 0 : : :
. o o 5
Bu ¢aligmada 12 farkli kapya biber genotipinde | & 3 %03-12sa  %03-24sa  %0.5-12sa  %0.5-24 sa
o .. Kolhisin doz ve siireleri
tohum ve koltuk tomurcugu kolhisin Colchicine doses and durations

uygulamalarindan elde edilen bitkilerde, morfolojik
ve sitolojik gozlemler ile flow sitometri analizlerinin
tetraploid bitkileri belirlemede etkinliklerinin ortaya
konulmas1 amaclanmustir.

Tohum ve koltuk tomurcugu  kolhisin
uygulamalarindan elde edilen olasi tetraploid bitkiler
ile kontrol bitkileri arasinda kiyaslama yapildiginda,
morfolojik karakterler olan ¢icek capi, yaprak alani,
meyve eni/boyu ve meyve basma tohum miktart
bakimindan onemli farkliliklar belirlenmistir. Hem
tohum uygulamalar1 hem de koltuk tomurcugu
uygulamalarinda olas1 tetraploid olarak belirlenen
bitkilerde 3 no.lu hat hari¢ ¢igek ¢apimin kontrol
bitkilerinden daha fazla oldugu, yani olasi tetraploid
bitkilerin daha iri ¢iceklere sahip oldugu tespit
edilmistir. Daha oOnceki yapilan g¢aligmalarda da
tetraploid karpuz [4, 10], biber [8] ve patlican [13]
bitkilerinde ¢igeklerin daha  biiyik oldugu
belirtilmistir. Sattler ve ark. [22] poliploid bitkilerin
organlarinda gigas etkisi ile artis oldugunu ve diploid
akrabalarina gore yiiksek vigor ve istiin 6zellikler

Sekil 2. Biber fidelerinin koltuk tomurcuklarina farkli
doz ve siirelerde kolhisin uygulamalarimin
tetraploid bitki sayisi lizerine etkileri

Figure 2. The effects of different doses and durations
of colchicine applications on the axillary buds
of pepper seedlings on the number of tetraploid
plants

Benzer bulgular tetraploid karpuzlarda [4, 10],
tetraploid biberlerde [26] ve tetraploid patlicanlarda
[28] elde edilmistir. Meyve eni ve boyu olasi
tetraploid bitkilerin bazilarinda kontrol bitkilerine
gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu halde,
ozellikle koltuk tomurcugu uygulamalarindan elde
edilen olast tetraploidlerde meyve boyu oOzelligi
kontrol bitkilerine gore genotiplere bagli olarak bazen
yiiksek bazen diisiik bulunmustur. Tetraploid biber
bitkilerinde diploid olanlara gére meyve uzunlugu ve
agirhgmin daha diisiik oldugu [26], yine patlicanda
kiigiik ama homojen meyvelerin elde edildigi baska
caligmalarda da bildirilmektedir [28]. Meyve
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boyutlarinin ploidi seviyesi ile birlikte verdigi
sonuglarin genotip bazinda farklilik gosterdigi
gbzlenmis ve genotip etkisi bu konuda oldukga
onemli bulunmustur. Tetraploid bitkilerde meyve
basina tohum sayisi ile ilgili daha 6nceki ¢alismalar
incelendiginde; karpuzda tohum sayisinin diploid
olanlara gore 1/10 daha az oldugu ve bircok tohumun
embriyosunun az gelismis veya olmadig [15, 11]
bilgisine ulagilmistir. Sonuglar1 sunulan bu ¢alismada
da benzer bulgular elde edilmis olup kontrol
bitkilerinde meyve bagina tohum miktar1 ‘¢ok’ (30 ile
50 arasi) veya ‘¢ok fazla’ (50 ve iizeri) olarak
belirlenirken, olasi tetraploidlerde ‘az’ (10 ile 30
arasi) veya ‘¢ok az’ (0 ilel0 aras1)) olarak
belirlenmistir.

Hem tohum hem de koltuk tomurcugu kolhisin
uygulamalar1 sonrast olast tetraploid bitkilerin
yapraklarinda birim alandaki stoma sayisinin kontrol
bitkilerine gore azaldigi, genel olarak stoma boyunun
daha fazla oldugu belirlenirken, stoma eninin hatlara
bagli olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. Benzer
sekilde, Khan ve ark. [13] patlicanda tetraploid
bitkilerde stomalarin ve stomalardaki bekci
hiicrelerinin  diploid Fi’lere gore daha biyik
oldugunu, yine Kulkarni ve Borse [17] biberde birim
alandaki stoma sayisinin daha az, stomalarin en ve
boyunun diploidlere kiyasla daha fazla oldugunu
belirtmiglerdir.

Kolhisin veya oryzalin kullanilarak kromozom
sayist  katlanmis  poliploid bitkilerde ploidi
seviyesinin belirlenmesi ile ilgili bir¢ok tiirde yapilan
daha Onceki c¢alismalarda morfolojik gozlemler,
sitolojik yoOntemler, kromozom sayimlari ve DNA
igeriginin  belirlenmesi  (flow sitometri) gibi
yontemler kullanilmistir. Karpuzda ploidi seviyesinin
belirlenmesinde stoma ve kloroplast sayimi ve
Olgtimlerinin pratik ve alternatif yontemler oldugu
[21], yine karpuzda ¢icek, yaprak, meyve ve
meyvedeki  tohum  miktar1 gibi  morfolojik
karakterlerin kullanilabilecegi [10, 11], domateste
flow sitometeri ve kok ucu kromozom sayimlarinda
sitogenetik  analizlerin  basarili  bir  sekilde
kullanilabildigi [19], patateste kloroplast sayimi, SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) ve flow sitometri
yontemleri ile benzer sonuglar elde edildigi, bu
bakimdan kloroplast sayim tekniginin 1slahgilar igin
diploid ve tetraploid bitkileri belirlemede, ucuz ve
kullanigh bir metot oldugu rapor edilmistir [1].
Bununla birlikte, karpuzda kromozom sayim
yonteminin tetraploid belirlemede diger yontemlere
gore daha fazla zaman aldigi, flow sitometri analiz
yonteminin tetraploid bitkilerin tespit edilmesinde
daha hizli ve elverisli oldugu rapor edilmistir [12, 9].
Bu calismada, tohum ve koltuk tomurcugu kolhisin
uygulamalar1 sonrasi elde edilen ¢ok genis bir bitki
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popiilasyonu igerisinden morfolojik gézlemlere gore
293 ve sitolojik gozlemlere gore 123 olmak iizere
toplamda 416 olas1 tetraploid bitki belirlenmistir.
Olas1 tetraploid olarak belirlenen bu 416 bitkide
gergeklestirilen flow sitometri analizi sonrasi ise 56
adet (%13.46) bitki, tetraploid kromozom miktarini
gostermistir. Tetraploid bitki elde etme orani tohum
uygulamalarinda %10.19 olarak belirlenirken, koltuk
tomurcugu uygulamalarinda ise %19.21 olmustur.
Kulkarni ve Borse [17], biberde tohumlara ve siirgiin
uclarma kolhisin uygulamasi sonras1 elde edilen
bitkilerde sitolojik gozlemler ile belirlen 313 olast
poliploid bitkide gergeklestirdikleri flow sitometri
analizinde 31 adet (%9.9) tetraploid bitki
belirlemislerdir. Yine benzer bir ¢alismada Ishikawa
ve ark. [7], biber tohumlarma kolhisin uygulamalari
sonrasi meydana gelen bitkilerde yapilan flow
sitometri analizi sonrasinda %20 oraninda tetraploid
bitki elde etmislerdir.

SONUC

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, kapya biberde
tetraploid bitki elde etmede hem tohum hem de koltuk
tomurcugu kolhisin uygulamalarinin etkin bir sekilde
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Kolhisin
uygulamalar1 sonrasit elde edilen genis bir bitki
poplilasyonu icinde tetraploid bitkilerin
belirlenmesinde, sitolojik/morfolojik  6l¢iim  ve
gozlemlerin  6n seleksiyon yoOntemleri olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir. Tetraploid bitkilerin
belirlenmesinde flow sitometri analizi (DNA
igeriginin belirlenmesi) DNA’nin stabil olmasindan
kaynakli olarak kesinlik ortaya koyan bir yontem
olmakla birlikte, flow sitometri cihazinin ve analiz
lcretinin  pahali  olmasi nedeniyle kolhisin
uygulamalar1 sonrasi tiim bitkilerde bu analizin
gerceklestirilmesi miimkiin olmayabilmektedir. Bu
bakimdan Gzellikle ploidi 1slahiyla  ugrasan
1slahgilarin, yogun is giicii ve zaman gerektirmesine
ragmen morfolojik/sitolojik gozlem ve Olgiimler ile
genis bitki popiilasyonu iginden olasi tetraploid
bitkileri belirlemesi ve tetraploidi kromozom
seviyesinin kesinligi i¢in aday bitkilerde flow
sitometri analizi gergeklestirmesi tavsiye edilebilir.
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