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Bahge Bitkileri Anabilim Dal

Damsman: Yrd. Do¢. Dr. Nuray COMLEKCIiOGLU
Yil: 2012, Sayfa: 62

Arastirma 2011-2012 yillar1 arasinda yiriitilmistiir. Bu ¢alismada farkli kolhisin dozlari
(Kontrol, % 0.2, 0.4, 0.8) ve uygulama siirelerinin (8, 16, 24 saat) altin gilek (Physalis peruviana)
bitkilerine etkileri incelenmistir. Denemede “Goldenberry” ¢esidi kullanilmistir. Tohumlara ve fide
donemindeki bitkilerin biiylime ucuna kolhisin uygulamalar1 yapilmistir. Uygulamalarin etkilerini
belirlemek amaciyla bitkilerin bazi morfolojik 6zellikleri, suda ¢oziinebilir kuru madde miktar
(SCKM) incelenmis ve ploidi seviyesinin belirlenmesi igin flow sitometri analizleri yapilmustir.
Arastrma sonunda tohum uygulamalarinda, konsantrasyona ve uygulama siiresine bagli olarak,
kotiledon yaprak alani ve bitki boyunda 6nemli degisiklikler belirlenmistir. Yiiksek doz ve siirenin
bitki boyuna olumsuz etkileri olmustur. Uygulanan kolhisin dozu arttik¢a gévde ¢api, meyve boyutlari
ve meyve agirliginda artis, SCKM miktarinda ise azalma meydana gelmistir. Bliylime ucuna yapilan
uygulamalarda ise sadece bitki boyunda farkliliklar goéstermistir. Flow sitometri sonuglarina gore
kolhisinin, bitkinin kromozom sayisinda degisimlere neden olmadigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma
kosullarinda, kolhisin uygulamalar1 yalniz morfolojik varyasyonlarin olusumuna neden olmustur.

ANAHTAR KELIME: Physalis peruviana, kolhisin, poliploidi
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This research was carried on 2011-2012. In this study, effects of colchicine treatments applied
at different concentrations (0.0, 0.2, 0.4, 0.8 %) and times (8, 16, 24 hours) in goldenberry (Physalis
peruviana) cv. “Goldenberry” were investigated. Colchicine was applied to seeds and shoot tips of
seedlings. Some morphological characteristics such as cotyledon leaf area, plant height, stem
diameter, fruit size, fruit weight, soluble solid (SS) content of fruits were measured and also flow
cytometry analysis were done to determine the ploidy levels. According to the results of seed
treatments, cotyledon leaf area and plant height significantly were changed based on the
concentrations and times. The highest colhicine dose and time had adverse effects on plant height.
Stem diameter, fruit size and fruit weight increased and SS decreased with increase in concentration of
colchicine. Results of shoot tip experiments revealed that, differences were only in plant height.
According the results of flow cytometry, it was identified that, colchicine applications were not caused
any change in choromosome number of the plants. Colchicine treatments caused only morphological
variations under the study conditions.

KEY WORDS: Physalis peruviana, colchicine, polyploidy
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1.GIiRiS Cigdem CEREN

1. GIRIS

Altin c¢ilek, latince adiyla Physalis peruviana, Solanaceae familyasindan
Physalis cinsine ait, Giliney Amerika (Amazon ve And daglar1) orjinli egzotik
meyveli bir tiirdiir. Bununla birlikte bazi varyeteleri Asya, Amerika ve Avrupa’da
bulunmaktadir. Altin sar1 renkli meyvelere sahip olan P. peruviana, Ekvator, Gliney
Amerika, Kenya, Zimbabve, Avustralya, Yeni Zelanda, Havai, Hindistan, Malezya,
Kolombiya ve Cin’de ticari olarak iretilmektedir. Besin degeri ve tibbi Onemi
nedeniyle, Avrupada onemli pazarlarda ilgi c¢ekici olmaktadir (Rodrigues ve ark.,
2009).

Physalis 1smi, ta¢ yapraklar diisene kadar biiyliyen ve meyveye yakin
genislikte 5 parcali olan kaliksten dolayr yunanca phusa (kese)’dan gelmektedir
(Azemi ve ark., 2006). P. peruviana Kolombiya’da uchuva, Ekvator’da uvilla,
Peru’da aguaymanto, Venezuela’da topotopo ve diinyada Ingilizce konusan iilkelerde
goldenberry olarak bilinmektedir (Puente ve ark., 2011; Celik, 2011). Bitkinin baz1
tiirleri tilkemizde de birgok bdlgede dogal olarak yetismektedir. Bu tiir, lilkemizde
“Pelerinli Bektasi Uziimii” , “Kaz Uziimii” , <’Giivey Feneri’’, “’Inka Erigi’’, “Yer
Kiraz1” ve popiiler olarak “’Altin Cilek’” olarak bilinen degerli bir sebzedir (Celik,
2011).

Physalis cinsinde, morfolojik olarak tiirlerin benzerlik gostermesi nedeniyle
tahmini tiir sayist 75’den 120’ye kadar ulasmaktadir. Cins, igerisinde gelisen
meyveyi saklayan kaliksleriyle kolayca fark edilmektedir (Martinez, 1998). Physalis
cinsinin ticari olarak en fazla kabul goren ve taze olarak meyveleri tiiketilebilen tiirti;
P. peruviana’dir. P. heterophylla (islak yerkirazi), P. ixocarpa (tomatillo), P.
philadelphica (mor yerkirazi), P. pruinosa (cilek domatesi), P.pubescens (kilifl
domates), P. viscosa (yapigkan yer kirazi) yetistiriciligi yapilan diger tiirlerdir
(Salazar ve ark., 2008). Physalis cinsi kendine 6zgl poliploid sitotiplere (diploid,
tetraploid ve oktaploid gibi) sahip olan tiirler icermesi ile birlikte P. peruviana tiri
diploid (2n=48) kromozoma sahip bir tiirdiir (Wu ve ark., 2006; Menzel, 1951).

Altin ¢ilek, G. Amerika And bdlgesinde yetisen dogal bir bitkidir. Bu bitki el
siiriilmeden ve tohum yapisinda degisimler yapilmadan korunmustur. P. peruviana

tiirleri Ispanyollar tarafindan G. Afrika’ ya tanitilmis ve buradan farkli tropik ve
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subtropik ortamlara yayillmistir. P. peruviana deniz seviyesinden 3300 m olan
yiikseltilerde yabani olarak biiyiiyebilmektedir. Uretimi yiiksek oranda aile
yetistiriciliginde kiiciik parsellerde yapilmaktadir (Puente ve ark., 2011).

P. peruviana otsu, yar1 cali, boyuna biiyiiyen, subtropik bolgelerde ¢ok yillik
olan, 60-90 cm, bazen de 180 cm uzunluga erisebilen bir bitkidir. Morumsu yayilici
dallar tiiylerle kaphdir.

Kalp sekilli, neredeyse karsilikli yapraklari, 5-15 cm’e kadar uzayabilmektedir.
Can seklinde bogumlu ¢igekleri yaprak koltuklarinda olusmaktadir. Cicekler
bogazdan itibaren koyu mor-kahverengi noktali sar1 renklidir ve morumsu-yesil tiiylii
kaliks ile kaphdir. Cigekleri bocek ve riizgar tarafindan veya kendine tozlanma ile
kolaylikla tozlanmaktadir. Meyve tomurcuklari, 12-13 tane gévde bogumunun
olusumundan sonra meydana gelmektedir. Meyve oval sekilli,
sulu etli, zarsiz, kabuksudur ve 1.25-2.50 cm aras1 boyutlarda, 4-10 g agirliginda,
icerisinde 100-200 tane tohum igermektedir. Meyve ylizeyi meyvenin %95’ini
kapsamaktadir. Bu ylizey temelde recine bilesimi olan mumsu bir filmdir. Meyve
bliylimesi ve olgunlasmast boyunca kendisini tamamen saran kaliks ile
korunmaktadwr. Cigek dokiimiinden sonra kaliks gelisir ve saman renginde,
meyveden biraz biiylik bir tiir kilif olusturur (Sekil 1.1). Bu kilifin olgunlagmasi,
uygun kosullarda, 70-80 giinii bulmaktadir (Martinez, 1998; Puente ve ark., 2011).
Kaliks, meyveyi bocek, kus, hastalik ve olumsuz iklim durumlarindan korumaktadir.
Ayni zamanda bu yap1 biiylime ve gelismenin ilk 20 gilinlinde Oonemli bir
karbondioksit kaynagi olmaktadir (Puente ve ark., 2011).

Lezzetli meyveleri ¢ok iy1 depolanabilmekte ve cekici sekli ile perspektif bir
irlin olmaktadir. Yetistiriciliginde temel faktor cevresel kosullardir. Bu iirliniin
yetistiriciligini sinirlandiran ¢evresel kosullardan en onemlisi ise sicakliktir. Yaprak
ve kok kuru madde iiretimi i¢in en uygun sicakligin giindiiz 22 °C; gece 14 °C oldugu
tespit edilmistir. Optimum meyve verimi ve meyve taze agirligi 29°C’de olmaktadir
(Popoya ve ark., 2010).

P. peruviana disiik sicakliklara dayanabilmekte, fakat 0 °C’nin asagisinda
onarllamaz zarar gormektedir. Kisin don olan yorelerde tek yillik olarak
yetistirilmektedir. Bitki dona karsi hassastir ve -1 °C’ye varan sicakliklar bitkiyi

Sldiirmektedir. Eger sicaklik 10 °C’nin altinda olursa biiyiime etkilenmektedir. Cok
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yiiksek sicakliklarda ciceklenme ve meyve olusumunu etkileyebilmektedir. P.
peruviana yiuksek 1s1ga ihtiyag duyar ve asir1 riizgardan korunmalidir. Biiylime
baslangicinda yeterli sulama yapilmali, olgunlasma sirasinda ise kesilmelidir. Fakir
topraklarda biiyiiyebildigi i¢in yiiksek potansiyele sahip bir bitkidir, fakat iyi bir
drenaja ve az giibrelemeye ihtiya¢ duymaktadir. Bitki 5.5-7.3 pH degerlerine sahip
olan, organik madde igeren, 1000-2000 mm yagis alan topraklara dayanabilmesine
ragmen, en ¢ok az asitli olan topraklarda ¢ok 1yi yetisebilmektedir. Killi topraklarda
yetistirilmeye toleranshi degildir, ¢iinkii yiizey koklere sahiptir (Puente ve ark.,
2011).

Iyi yetistiricilik yapildiginda tek bir bitki 300 meyve verebilmekte ve dekar
basina 2-3 ton {iriin almabilmektedir (Ramadan ve Moersel, 2003; Sharoba ve
Ramadan, 2009).

Cabuk ¢imlenip biiyliyen ve meyve veren bir bitki oldugundan, ilkbahar basi
cimlendirilen tohumlarindan ayni1 yilm yaz mevsiminde meyve vermeye
baslamaktadir. Don oluncaya kadar meyve vermeye devam eder (Martinez, 1998).
Cimlenmeye baglama ile son iiriin arasinda yaklasik olarak 9 ay ge¢mektedir.
Elverisli tiretimde en ideal iiretim siiresi son hasada kadar 9-11 ay olmalidir, ¢iinkii
hem iiretimi hem de meyve Kkalitesi, yetistirme siliresi uzamasi durumunda
azalmaktadir. Kaliksli meyvesinin raf omrii 1 ayken, kalikssiz 4 veya 5 giindiir
(Puente ve ark., 2011).

Altin ¢ilek meyveleri genellikle taze olarak tiiketilmektedir. Meyve ve sebze
salatalarinda asit-tath dengesi saglamaktadir. Ayn1 zamanda, meyve surup iginde
kullanilabilir ve kuru iiziim gibi kurutulabilmektedir. Kurutulmus altin ¢ilek, yiiksek
oranda lif ihtiva etmektedir. Meyve et ve deniz iirlinlerinde sos olarak da
kullanilmaktadir. Recel ve jellerde de kullanilabilmektedir. Meyvesi kaplama,
cikolata kaplh sekerleme gibi farkli sekillerde islenmektedir. Ayn1 zamanda meyve
suyu ve sekeri ile diger tirilinleri tatlandirmada kullanilmaktadir. Avrupa pazarinda
yemekleri siislemede, salatalarda, tatlilarda ve keklerde kullanilmaktadir (Puente ve
ark., 2011).

Valdenegro ve ark. (2012) altin ¢ilegin vitamin C, karotenoidler ve fenolik

bilesiklerce ¢ok zengin bir meyve oldugunu bildirmistir. Fitokimyasal arastirmalarda,
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ekstraktlarinda temel bilesikler olan; flavonoidler, saponinler ve fenollerin de
bulundugu tespit edilmistir (Arun ve Asha, 2006).

Meyve icerigindeki mineral maddeleri; potasyum (565 mg), sodyum (2. 8 mg),
¢inko (8. 2 mg) ve magnezyum (2.8 mg) olusturmaktadir. Ozellikle potasyum igerigi
bakimindan zengin meyvelerden biri olup, siralamada enginar (860 mg), maydanoz
(727 mg) gibi sebzelerden sonra gelmektedir. Ayrica, dnemli derecede vitamin A
(karoten) ve C, B1, B2, B3 gibi vitaminler acisindan zengin bir meyvedir (Fischer,
1995). Meyve yogun bir sekilde zengin olan provitamin A, mineral ve bazi B
kompleks vitamin kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Meyve yaklasik %15 ¢oziiniir
kuru madde (temelde seker) icermektedir ve bu yiliksek fruktoz degeri diyabet
hastalar1 i¢in degerli niteliktedir. Zengin lif igerigi ile de meyve pektini sindirimi
diizenleyici ve yaslanmay1 geciktirici etki yaparak 6nem kazanmaktadir. Anti iilser
ozelligine ve kolestrol seviyesini azaltan 6zellige de sahiptir (Sharoba ve Ramadan,
2009).

Diinya’da, halk arasinda tibbi bitki olarak yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Alternatif tipta; kanser, l6semi, deri, seker, kalp, verem, sitma, astim, hepatit ve idrar
yolu hastaliklarinin tedavisinde uzun yillar kullanilan bir bitkidir. Tibbi bir¢ok alanda
kullannm1 giderek yaygimlagsmaktadir (Ramadan ve Moersel, 2004). Diabete karsi
giinde 5 adet altin ¢ilek meyvesi tiiketilmesi gerektigi rapor edilmistir (Rodriguez ve
Rodriguez, 2007).

Altin ¢ilek, 2 6nemli biyoaktif bilesige (physalin ve glikozit) sahiptir. Bu
bilesiklerin antikanser aktiviteleri vardir. Ham meyvelerde ishale neden olan, solanin
alkaloidini de icermektedir (Wu ve ark., 2006).

P. peruviana ekstraktlarinin, yiiksek oranda anti-oksidant ve anti-iltihap etkileri
gostermis olduklar1 gorilmiistiir. Toprak istii kisimlarindan; 7 yeni withanolid
(phyperunolid A, phyperunolid B, phyperunolid C, phyperunolid D, phyperunolid
E, phyperunolid F ve peruvianoksid) izole edilirken, onceki c¢aligmalarda 4f-
hiroksiwithanolid E, withanolid E, withanolid S, withanolid C, withaperuvin,
physalolakton, withaphysanolid, physalakton, withaperuvin D ve loliolidin de izole
edildigi kaydedilmistir. Bu bilesiklerden; phyperunolid A, 4p-hiroksiwithanolid E,
withanolid E, withanolid C’nin meme, akciger kanseri ve hepatit hiicre hatlarina

kars1 sitotoksite gostermistir (Lan ve ark., 2009).
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Onemli cesitleri;

v' Giant: Iri, altin portakal renkli meyveleri, ¢ok lezzetli olmasiyla beraber
yaklagik 2.5 cm’dir. Kuvvetli yayilan bitki, 3-5 m uzunluguna kadar
biiytimektedir. Uzun biiylime sezonuna ihtiya¢ duymaktadir.

v Giant Poha Berry: Meyve yaklasik 2.5 cm’dir. Yapraklar1 karisik, yesil-
gri ve diger Physalis tirlerinden farkhidir. Bitki 1-2.5 m uzunluguna kadar
biliytimektedir.

v" Golden Berry: Meyve yaklasik 2.5 cm’dir, bazen 5 cm’e kadar biiyiir.
Meyve eti c¢ok tathh ve lezzetlidir. Meyvenin suyu, renkte ve tat
yogunlugunda portakal suyuna benzer. Kurutulmus meyveler kek
yapiminda kullanilmaktadir.

v' Long Aston: Goldenberry seleksiyonudur. Altina benzeyen meyvenin

diger tiplere gore olaganiistii 6zelliklere sahip oldugu séylenmektedir.

Bitkilerin tohumlarmi veya in sifu bitki organlarin1 baz1 kimyasal maddelerle
uygulamaya tabi tutularak, yeni genotiplerin olusmasin1 saglanmasi amaciyla
geleneksel yontemler kullanilmaktadir (Sehirali ve Yazgan, 1986). Giiniimiizde bitki
1slahgilar1 tarafindan kullanilan kimyasal maddeler; kolhisin, orizalin ve triflurolin
gibi mitotik inhibitorlerdir.

Kolhisin Colchicum autummale (gliz ¢igdemi) tohum ve yumrularindan elde
edilen ve ayn1 zamanda Merendera, Androcymbium, Gloriosa ve Littonia cinslerinde
de bulunan bir alkaloiddir (Bhattacharyya ve ark., 2008; Ghosh ve Jha, 2008; Lehrer
ve ark., 2008). Alkaloidler bazik, azot atomlar1 iceren ve dogal olarak olusan
fizyolojik olarak aktif olan kimyasal bilesiklerdir. Apocynaceae, Rubiaceae,
Solanaceae, Papaveraceae familyalarinda bol miktarda bulunmaktadir. Elde edildigi
bitkinin kendisine veya cinsine 0zgii, iceriginde kullanilacak kimyasalin yaygin
ismine  gore, fizyolojik etkilerine veya kesfeden arastirmaciya  gore
isimlendirilmektedir. Alkaloidler, ac1 ve zehirli olmalar1 sebebiyle bocek ve otgullara
kars1 koruyucu Ozelliktedir. Bazi durumlarda detoksifikasyon (arindirma)
reaksiyonlarinda atik liriin olmaktadir. Azotun az olmasi halinde iy1 bir azot kaynagi,

karbondioksit asimilasyonunun az oldugu durumlarda ise enerji kaynagi olarak
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kullanilabilmektedir. Temel metabolik sistemlerde biiylimeyi diizenleyici olarak da
gorev almaktadir. Suda c¢oziinenler ve organik ¢oziiciide ¢dziinenler olmak iizere
gruplandirilabilmektedir. Notr bir alkaloid olan kolhisinde suda kolaylikla
coziinebilmektedir. Soluk sar1 renktedir ve 1s18a duyarli olup maruz kalmasi
durumunda renginde koyulasma meydana gelmektedir
(www.faculty.ksu.edu.sa/.../Alkaloids/Alkaloids-Introduction-1;
www.faculty.ksu.edu.sa/172454/322PHG/lectures 322.pdf).

Degisik bitki tiirlerinde in vivo ve in vitro kosullarinda kolhisini uygulamada
degisik yontemler;

a) In vitro kiiltiirtinde biiyiime ortamina ekleme,

b) Haploid bitkilerin aksiller tomurcuklarina damlatici ile uygulama,

c) In vitro bitkicikler veya bunlarin ¢elikleri belli bir siire kolhisin ¢6zeltisi
icinde bekletme,

d) In vivo kosullarda bitkilerin tepe tomurcuklar1 kolhisin ¢ozeltisi igerisinde
tutma kullanilabilmektedir.

Kolhisin bitkilerde hiicre boliinmesinin metafaz evresindeki kromozomlari
ayristrmada etkili olmasi1 nedeniyle en fazla kullanilan mitotik inhibitordiir
(Bhattacharyya ve ark., 2008). Kromozomlarin biitiin setlerini azaltmak veya
arttirmak, 1slah ve genetik caligmalarda yeni genetik varyasyon yaratmak ve degismis

genotipler liretmek i¢in giiclii bir mekanizmadir (Pegtel, 1999).

KOLHLSIN KOLHISIN

P

Sekil 1. 1. Kolhisinin hiicre b liinmesine etkisi

Poliploidi, bir hiicrenin veya bir canlinin, her bir kromozomunun (n) ikiden
fazla kopyasina sahip olmasi durumudur. Organizmalar cogunlukla diploid olmakla
birlikte, hiicre boliinmesinin normal olarak gerektigi gibi olmamasinin sonucunda,

poliploid hiicreler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliploidler, kromozom takimi sayisinin
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katlar seklinde artmasi seklinde olusmaktadir; diploid (2n), triploid (3n), tetraploid
(4n), pentaploid (5n), hekzaploid (6n)...seklinde devam etmektedir.

Bitki 1slahgilari, verimi artirmak, meyve biyikligi veya giici gibi
niteliklerinin  iyilestirilmesi ve  bitkilerin  6zellikle yetistirme kosullarina
adaptasyonunun arttirilmasi1 sebebiyle poliploidiyi tesvik icin calismaktadirlar.
Cekirdeksiz karpuz ve daha biiylik ¢ekirdeksiz liziim bunlara Ornektir. Bazi
durumlarda olusan poliploidi ¢igek, tohum veya meyve iriligini fotosentez veya
solunum oranin1 ve ekstrem sicakliklara, kuraklik ve su tagkinlarma dayanimi
arttirmistir (Hunter ve Hunter, 2004). Poliploid bitkiler daha biiyiik hiicrelere ve daha
fazla klorofil miktarma sahip olduklarindan, koyu yesil renkleriyle dikkati
cekmektedir (Molin ve ark., 1982; Ilarslan, 1990; Kehr 1996; Rubuluza ve ark.,
2007). Kromozom sayisindaki artis, bazen temel ikincil metabolitlerini ve koruyucu
madde konsantrasyonlarmi arttirabilmektedir (Dhawan ve Lavania, 1996). Bununla
birlikte bu teknik miksoploid hiicreleri yani; diploid ve tetraploid hiicre veya dokular1
iceren kimera bitkileri de olusturmaktadir.

Kolhisin bitkilerde poliploidinin tesviki icin genis kapsamli olarak
kullanilmaktadir. Ancak en yogun caligmalarinin yapildigi genom katlamasinin
yaninda kolhisin, bitki dokular1 veya hiicrelerinin biiylime gelisme asamalarini da
etkileyebilen bir bilesiktir. Ayni1 zamanda bu bilesik bir mutajen olarak
kullanilmakta, bu konuda ¢ok az ¢alisma yapilmis olsa da arastirmalarda kromozom
sayilarinda herhangi bir artisla iliskilendirilmeyen genetik degisikliklerin oldugu
bildirilmektedir. Bu durumda bitkilerin agronomik 6zelliklerini arttirmada 6nemli bir
ara¢c durumuna gelmistir. Farkli bitkilerin arzulanan o6zellikleri icin genetik
degiskenligi arttirmasi ile mutasyon 1slahindaki rolii birgok arastirmaci tarafindan
kanitlanmistir. Kolhisin uygulamasi sonucu tolere edilemeyen oliimlere ragmen, bu
tip genetik manipiilasyonlarla ticari bitki 1slahinda biyiiklik, hizli bliylime ve
diploidlerde daha fazla olmasi arzulanan Ozellikler kazandirmasi nedeniyle
kullanilmaktadir (Andrea ve ark., 2006; Roychowdhury ve Tah, 2011).

Antimitotik ajanlarin basarili kullanimi, yiiksek meristematik aktivitedeki
kisimlarinda poliploid hiicrelerin olusumuna sebep olabilmektedir. Bu maddelerin
uygulanmasi Ozel alet-ekipman gerektirmemekte ve goreceli olarak da gilivenli

olmaktadir (Lehrer ve ark., 2008).
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Antimitotik ajanlardaki farkliliklar yaninda kromozom katlama protokolleri,
eksplant tipi, mitotik ajanin uygulama stiresi, konsantrasyonu ve uygulama yontemi
ile degismektedir. Farklh bitki tiirleri veya c¢alisilacak tiiriin farkli eksplant tipleri;
kii¢iik bitkicikler, siirgiinler tomurcuk veya siirgiin uclari, kallus, somatik veya
zigotik embriyolar tohum, fide, bogum ve yumru parcalar1 basariyla kullanilmistir.
Kolhisin uygulamalariyla poliploid bitki elde etme frekans: diistiktiir, yiiksek oranda
kimeralar goriiliir ve zayif tohum tutumuyla sonuglanmaktadir. Bu nedenle optimum
kolhisin konsantrasyonu ve uygulama siiresini deneysel olarak belirlemek
gerekmektedir. Ciinkii kolhisin duyarlilig: tiire 6zeldir. Diger bir ifadeyle poliploidi
uyartimi i¢in kolhisin konsantrasyonu bitki tiiriine gore degismektedir (Omidbaigi ve
ark., 2010). Uygun eksplant tipinin bulunabilmesi i¢in her bitki tiiriinde bir¢ok
eksplant tipi test edilmelidir. Ciinkii kolhisinin etkinligi eksplant dokunun
gecirgenligi ve antimitotik ajanin meristeme tasinma yetenegine ve ayrica eksplantin
tepkisi genotipe bagli olarak da degismektedir. Antimitotik ajanin konsantrasyon ve
uygulama siiresi Onemli parametreler olup, aralarinda belirgin bir etkilesim
mevcuttur. Diisiik dozlar basarisiz olurken asmr1 yiiksek dozlarda oOldiiriicii
olmaktadir. Kimyasalin ¢6ziindiriildigii ¢oziicii de 6nemlidir. Mitotik inhibitoriin
uygulama yontemlerinden birisi de apikal meristeme damlatilmasidir. Alternatif
olarak tohumlar antimitotik soliisyonlara daldirilabilmektedir. Bu iki yontem in vitro
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Inhibitér doku kiiltiirlerinde besin
ortamma eklendiginde poliploidizasyon prosediiriiniin kiiltiire baslama ve klonal
cogaltma asamalarini da igeren in vitro protokolle birlestirilmesi gerekir (Dhooghe
ve ark., 2010).

Daha 6nceki ¢aligmalarda calisilan her bitki i¢in uygun kolhisin konsantrasyonu
ve uygulama siiresi birbirinden ¢ok farkli bulundugundan her bitki i¢in optimum doz
ve silirenin belirlenmesi Oonem arz etmektedir. Bitki tiirlerinin kolhisine olan
duyarliliklar farkli oldugundan optimum konsantrasyon ve uygulama siiresi her tiir
icin deneysel olarak tespit edilmelidir.

Ulkemizde son yillarda sik¢a giindeme gelen altin ¢ilek konusunda bilimsel
arastrmalar agisindan eksiklik oldugu, 6zellikle verimliligin arttirilmasi, meyve
iriliginin, ikincil metabolitlerin ve biyokimyasal profillerin miktarinin daha da

arttirilmasi konularinda ¢alismalarm 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
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Bu c¢alismada, altin ¢ilek bitkilerinde in vivo kosullarda farkli yontemlerle, farkl
konsantrasyon ve uygulama siirelerinde uygulanan kolhisinin, 6zellikle poliploidi
olusumuna ve baz1 bitki morfolojik 0©zelliklerine etkilerinin  belirlenmesi

amaclanmstir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Kolhisin poliploid bitki iiretiminde uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Ayni
zamanda mutajenik etmen olarak kullanildigi, bitki morfolojisi, klorofil igerigi,
sterilite ve verim tizerinde mutajenik etkileri bir¢cok arastirici tarafindan bildirilmistir.

Tarimda ilk mitotik poliplodizasyon uygulamasi 1930 yilinda bildirilmistir.
Kolhisinin bitkilerde poliploidiyi tesvik ettiginin belirlenmesinden sonra (Blakeslee
ve Avery, 1937) kolhisinle uygulamalar bitkilerde genetik manipiilasyon i¢in 6nemli
bir yontem olmustur. Bu ilk poliploidizasyon ¢alismasi topraga dikili bitkilerde
yapilmistir. Daha sonra kolhisinin en yaygin kullanilan ig ipligi inhibitorlerinden biri
oldugu ve bircok bitkide poliploidiyi tesvik amaciyla basariyla kullamildigini
bildirmislerdir. Kolhisin bitkilerde genom katlamasinda genis kapsamli olarak
kullanilmasiyla birlikte, bir mutajen olarak ta kullamilmig fakat bu konuda ¢ok az
calisma yapilmistir. Bu calismalarda kromozom sayilarinda herhangi bir artigla
iligkilendirilmeyen genetik degisikliklerin oldugu tespit edilmistir.

Pandey (1968), tiitiin (Nicotiana) tohumlarina kolhisin uygulamasidan sonra
elde edilen bitkilerin kendine uyusmazlik 6zelliklerinde, genetik ve genetik olmayan
degisiklikler meydana geldigini bildirmistir. Kolhisinin 9%0.25 konsantrasyon
uygulamasinda poliploid bitki olustugu, % 0.1 gibi diisilk konsantrasyonunda ise
poliploidi olugmadigini, ancak uygulama yapilan diploid bitkilerin kendine uyusur
ozellik kazandigini belirlemistir.

Farkli konsantrasyonlarda (100, 150, 200 mg I') kolhisin igeren besi
ortamlarinda farkli siirelerde (4-16 giin) kiiltiire alinan Afrika meneksesi (Saintpaulia
ionantha) eksplantlarina kolhisin uygulamalar1 ile 3 farkli ploidi seviyelerinde
stirglinler elde edildigi bildirilmistir. Tiim uygulamalardan farkli oranlarda poliploidi
elde edilirken en yiiksek poliploid orani (% 46) 150 mg I'' konsantrasyonunda 4 giin
tutulan eksplantlardan elde edilmistir. Tiim uygulamalarda elde edilen bitkilerde % 9
kimera oldugu ve bitkilerin % 31.7°nin kolhisinden etkilendigi belirlenmistir
(Espino ve Vazquez, 1981).

Morfolojik olarak farkli iki Citrus sinensis (L.) Osbeck (tathh portakal)
embryogenic kiiltiirleri % 0.01 veya % 0.1 kolhisin igeren Murashige ve Tucker
(MT) besin ortaminda 4 veya 12 hafta boyunca yetistirilmistir. Uygulama sonrasi

Oliim orani yiiksek olmustur. Kolhisin uygulamalari, poliploid siklig1 ve poliploidi
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diizeyini arttrmustir. Bir hat kismen diploid hale geri donmiis, ancak diger hat
sitogenetik olarak kararsiz (stabil olmayan, dengesiz) kalmistir. Kolhisinle
indiiklenen sitogenetik degisimin, rejenerasyon siireci boyunca azaltilmis oldugu
belirlenmistir. Uygulama yapilan kiiltiirlerde 2n, 3n, 4n, 6n ve 8n hiicreler ve somatik
embriyo elde edilmesine karsmn, yalnizca diploid ve tetraploid bitkiler rejenere
olmustur. Uygulama yapilmayan Kkiiltiirler sadece diploid siirgiinler olusturmustur
(Frederick ve ark., 1991).

Cohen ve Yao (1996) Zantedeschia cinsi Kkiiltiirlerinin in vitro gelisen
stirglinlerini % 0.05 kolhisin i¢eren ortamda 1, 2 ve 4 giin siireyle kiiltiire almislardir.
Uygulamadan sonra siirgiinlerin biiyiik kisminin 6ldiigiinii, geri kalan stirgiinlerin alt
kiiltiire alinarak c¢ogaltildig1 bildirilmistir. Kok ucu kromozom sayimlarma gore 44
bitkinin 38’inin tetraploid, 2’sinin kimera ve 4 bitkinin diploid oldugu da
belirlenmistir.

Salvia miltiorrhiza (krmizi  adacayl) kokii, ozellikle kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisi i¢in geleneksel ila¢ olarak kullanilan 6nemli bir sifali bitkidir.
In vitro ortamda gelistirilen bitkilerden elde edilen ¢elikler 5, 10, 50 ve 100 ppm
kolhisin iceren ortamlarda 30 giin siireyle kiiltiire almmustir. Bitkilerde ploidi
seviyeleri tespiti kok ucu kromozom sayimi yontemiyle belirlenmistir. Sonuglar, 10
ppm kolhisinin bitkilerin % 30’nun 6limiine ve % 12 oraninda tetraploid bitki
iretimine neden oldugunu gdstermistir. Kolhisin dozunun 50 ppm olmas: durumunda
bitkilerin 6liim oranin % 60’a yiikseldigi ve poliploid bitki oraninin % 6’ya diistiigii
belirlenmistir. Meydana gelen tetraploid bitkilerde agronomik 6zelliklerinin
degisiminin belirlenmesi konusunda yapilan caligmada iki tetraploid bitkide 6nemli
kimyasal bilesik olan tanshinones igeriginin kontrol bitkilerinden daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ayrica tetraploid bitkilerin birim alan i¢in daha ¢ok kok
(tanshinones liretiminde 6nemli organ olan) olusturdugu da tespit edilmistir (Gao ve
ark., 1996).

Allium fistulosum L. (sogan) X A. cepa L. (gal sogani) arasindaki tiirler arasi
melezler A. cepa i¢ine A. fistulosum’dan gelen istenilen Ozelliklerin aktarilmasima
imkan saglamaktadir. 4. fistulosum’da bulunan ve A. cepa da istenilen ozellikler;
yaprak clirikligl (Botrytis squamosa), boyun ¢iirtikliigii (Botrytis allii), pembe kok

(Pyrenochaeta terrestris), sogan sinegi (Delia antiqua) ve thrips (Thrips tabaci),
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yani sira, yiksek c¢oziinebilir kuru madde icermekte ve soguklara daha yiiksek
toleranslar1 icermektedir. Ancak, tiirler arasi melezler iki tiir arasinda kromozom
farklilig1 nedeniyle steril veya disiik fertiliteye sahiptir. Bu durum sogan 1slahinda
genetik kaynak olarak kullanimlarini kisitlamaktadir. Tiirler aras1 melezlerde fertilite
biiylik oranda kromozomlarin katlanmasiyla diizeltilebilmektedir. Bu amagla A.
fistulosum X A. cepa diploid melezinde in vitro’da elde edilen kalluslara, kromozom
katlamas1 i¢cin kolhisin uygulanmistir. Kalluslar % 0.05, 0.1 ve 0.2
konsantrasyonlarinda 36, 48 ve 72 saat tutulmustur. Uygulama sonrasi hayatta kalan
kallus sayis1 artan kolhisin konsantrasyonu ile azalmistir. Kalluslarda yagama orani
% 0.05, 0.1 ve 0.2 kolhisin konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla % 87, 84 ve 76 olmustur.
Her bir konsantrasyon i¢in hayatta kalan kallus sayisi uygulama siiresi arttikca
azalmigtir. Siirgiin olusumu {izerine kolhisinin etkisi kallusta gdézlenen sonuclara
benzer bulunmustur. Canli kalan kalluslardan rejenere olan siirgiinlerin sayis1 artan
kolhisin konsantrasyonu ile azalmistir. Kontrol, % 0.05, 0.1 ve 0.2 kolhisin
konsantrasyonlarinda, rejenere olan kallus sayilar1 sirasiyla % 72, 31, 28 ve 22
olarak belirlenmistir. Uygulama siiresinin 36 saatten 72 saate cikarilmasi silirgiin
iretim frekansinin % 36’dan % 17’ye azalmasiyla sonug¢lanmistir. En yiiksek
tetraploid bitki sayis1 % 0.1 veya 0.2 kolhisin ile 48 veya 72 saat uygulanan
kalluslardan elde edilmistir (Song ve ark., 1997).

In vitro kosularda dut (Morus alba L.) apikal tomurcuklarina kolhisin
uygulamalarinda (% 0.05, 0.1 ve 0.2 - 24 saat); %0.1 kolhisin kullanilmas1 % 39.4, %
0.2 kolhisin %16.7 oraninda tetraploidi ile sonuc¢lanmistir. Tetraploid bitkilerin
stoma sayilari, diploidlere gore daha fazla sayida belirlenmistir (Chakraborti ve ark.,
1998).

Vainola (1999) in vitro’da yetistirilen 3 farkli ormangiilii (Rhododendron)
cesidinde, kolhisin ve orizalin uygulamalarmin etkileri arastirmistir. Kimyasallar 24
ve 48 saat uygulanmistir. Bitkiler, kolhisine karsi, orizaline gore daha iyi tepkiler
vermistir. Iki konsantrasyonun yiiksek uygulamalar1 da bitkileri &ldiirmiistiir.
Denemede orizalin uygulanan bitkilerde yasama oranmin sifir oldugu, kolhisinin de
48 saatlik uygulamasiin yikici etkisi gozlenmistir. Ploidi seviyeleri flow sitometride
Olciilmiistiir. Orizalin uygulamalar1 ploidi seviyesini kolhisine gore daha fazla

etkilemistir, ancak genel olarak deneme siireleri boyunca konsantrasyonlarin dikkate
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deger bir etkisi olmamistir. Yasayan % 18.2°lik bitki igerisinde, 24 saat % 0.005
orizalin uygulamasindan biiyiik oranda tetraploid elde edilmistir.

Mitotik  inhibitérlerin  uygulanmasi1  ile  katlamanmn  gerceklesip
gergeklesmediginin tespiti i¢in ploidi seviyesinin belirlenmesinde hizli ve kolay
olmas1t bakimindan flow sitometri avantajli bir yontem sunmaktadir. Ploidi
belirlemesi i¢in klasik kromozom sayimlar1 1yi bir laboratuar altyapis1 ve deneyimli
elemana ihtiyag gostermekte; bu kosullar saglansa bile bazi bitki tiirlerinde
kromozom sayimlarmin ¢ok giic olmasi nedeniyle bazen olanaksiz olabilmektedir.
Diger yontemlerin de etkili olarak calismadigir durumlarda flow sitometri, giivenilir
ve gecerli sonuglar sunmaktadir. Flow sitometri, hiicrelerin tek tek florosan
dedektorden gecerken emdiklerin 1smin analizine dayanan bir yontemdir. Her bitki
tiirll icin yontemin optimize edilme gereksinimi, bu yontemin dezavantajlarindan biri
olsa da; miksoploid hiicrelerin varligmin ortaya ¢ikartilmasi, bir kiginin gilinde
100°den fazla bitkide analiz yapabilme olanagin1 sunmasi gibi avantajlari, flow
sitometrinin glinlimiizde kromozom sayimlarinin yapilmasi i¢in en fazla tercih edilen
yontem haline gelmesine neden olmustur (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Adaniya ve Shirai (2001) Zingiber offcinale Roscoe (zencefil) siirgiin uglar1 %
0.2 kolhisin igeren agar ortaminda 4, 8, 12 ve 14 giin kiiltiire almislardir. Ayni
yaprak primordiumlarinda veya bitkide diploid ve tetraploid hiicreler (kimeralar)
belirlenmistir. En yiiksek tetraploid oraninin (% 36.5) % 0.2 kolhisin solusyonunda 8
giin kiiltiire alinan eksplantlardan elde edildigini ve tetraploid bitkilerin diploidlerine
gore daha biiytlik bitkiler ve rizomlar olusturdugu ayn1 zamanda daha yiiksek polen
fertilititesi ve ¢imlenme oranina sahip oldugunu bildirmislerdir. Ileriki ¢alismalarda
elde edilen tetraploid bitkilerin ikincil metabolitlerinin verimliligi dikkate alinarak
iretimde dogrudan kullanilabilir olup olmadiginin, ayrica tohum baglama ve polen
fertilitesiyle 1ilgili sitolojik mekanizmasinin arastirmasi gerekli oldugu bildirilmistir.

Mutasyon 1slaht bitkilerde meyve olgunlagsmasi, meyve rengi, kendine
verimlilik, kendi kendine meyve seyreltme, patojenlere direng, cigek ve bitki
boyutunu etkileyen bir¢ok yararli 6zelliklerin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir. Bu
ozelliklerin ¢ogu bircok meyve tiriinde degerli olmaya devam etmektedir.
Mutasyonla gelistirilen ¢esitlerin sayis1 siirekli artmaktadir ve 1995 yilina kadar

mutasyonla 150'den fazla bitki tiiriinde yaklasik 1700 mutasyonla gelistirilen g¢esit
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bildirilmistir. Bu say1 1999 yili sonuna kadar ise 20’den fazla farkli tiire ait
meyvelerin yaklasik 50 ¢esidi de dahil olmak iizere, yaklagik 2000’e ¢ikmuistir.
Mutasyonla gelistirilen Ozelliklere verilecek bazi Ornekler; elmada meyve iriligi,
rengi, erkencilik ve bodurluk, bademde geccilik, kayisida erkencilik, iiziimde
erkencilik, altmtopta meyve rengi ve ¢ekirdeksizlik, japon armutlarinda hastaliklara
dayaniklilik, yenidiinyada meyve iriligi, portakal ve mandarinlerde ¢ekirdeksizlik,
meyve kalitesi ve tutumu, seftalide verim ve meyve iriligi, erikte erkencilik, visnede
bodurluk, meyve tutumu, kirazda kompakt biiyiime ve meyve iriligidir (Predieri,
2001).

Kadota ve Niimi (2002), in vitro gelisen japon armudu (Pyrus pyrifolia N.)
siirglinleri 5 mm uzunlugunda kesilerek 1, 2, 4 ve 8 giin siireyle % 0.01 (0.25 mM)
ve % 0.1 (2.5 mM) kolhisin igeren ortamda kiiltiire alinmistir. Kolhisin siirgiinlerin
yasama oranini onemli sekilde etkilemistir. Kolhisinin % 0.01 konsantrasyonunda 8
giin silireyle uygulandig: siirglinlerin tamami ¢lmiistiir. Ayn1 konsantrasyonda 1 ve 4
giin tutulan siirgiinlerin yaklasik % 50’sinin 6ldigii belirlenmistir. Gelismeye devam
eden siirgiinler iginde % 0.01 kolhisinin 1 ve 4 giin uygulamasindan birer ve 2 giin
uygulamasindan 2 miksoploid (2n ve 4n hiicre igeren) siirgiin belirlenmistir.

Nanede (Mentha longifolia) in vitro sirgiinlerden tek bogum eksplantlar1 ve
siirgiin uglart 100 ve 150 mg/l kolhisin iceren besin ortamlarinda 5, 7 ve 10 giin
siireyle yetistirilmis, bu uygulamanin ardindan kolhisin icermeyen taze besin
ortamlarina aktarilmistir. Kolhisin uygulamalarinda hem siirgiin ucu, hem de tek
bogum eksplantinin kullanilabilecegi, eksplantlarin 5 giin 100 mg/l kolhisin
uygulamasinin ardindan kolhisin igcermeyen ortamlara aktarilmasi halinde % 25-27
oraninda poliploid bitkiler elde edilebilecegi bildirilmistir. Kolhisin uygulamalar1
sonucunda degisik ploidi diizeyleri ve bazi bitkilerin ise miksoploid yapida olduklar1
belirlenmistir. Uygulama siiresinin 10 giine ¢ikarilmasi hem gelisme oranini, hem de
dikilen eksplant basina elde edilen poliploid bitki oranimi diistirmiistiir. Ayrica yaprak
morfolojileri de incelenerek stoma sayisi ile kromozom sayisi arasinda bir iliski
kurulabilecegi saptanmistir (Tepe ve ark., 2002).

Seneviratne ve ark. (2002) kolhisinin, aktif olarak biiylimekte ve boliinmekte
olan hiicrelere uygulandiginda kimyasal mutajen olarak etkiledigini ve hiicrenin

kromozom sayisim katladigmi belirtmislerdir. Afrika meneksesinde (Saintpaulia
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ionantha) tarklh ¢iceklere sahip bitkiler elde edilmek amaciyla % 0.025, 0.04, 0.05,
0.06, 0.1 konsantrasyon ve 18, 23.5, 27, 43, 47 ve 117 saat siireyle yaprak dipleri
(sap kismi1) kolhisin solusyonuna batirilmistir. Elde edilen yeni bitkilerde morfolojik
bakimmdan farkli doz ve siirelerde farkli bitki biiyiikliigli, yaprak sekli ve iriligi,
cicek rengi, sekli ve iriligi bakimindan poliploidiye baglanan mutasyonlar
bildirilmistir.

Yetisir ve Sar1 (2003) haploid kavunlarda (Cucumis melo) in vivo ve in vitro
kolhisin uygulamalar1 denemistir. /n vitro gelisen haploid bitki c¢elikleri % 0,5
kolhisin soliisyonuna 2 saat daldirilmistir. /n vivo kosullarda serada yetisen haploid
bitkilerin govdesi yaklasik 50 cm’e ulastiginda lateral tomurcuklar ve 5-10 cm
boyunda siirgiin ucu aymi1 konsantrasyonda kolhisin soliisyonunda 2 saat
bekletilmistir. Bitkilerin siirglin uglarinin kolhisine daldirilmasiyla en yiiksek
kromozom katlanma orani saglanmistir. Bu yontemle % 89 oranda dihaploid bitki
elde edilmistir. Normal biiytikliikte ¢igek ve yapraklar olusmustur. Kolhisinin in vitro
uygulamasi ile sadece % 21.7 bitki dihaploid olmustur. Lateral tomurcuklara
damlatici ile kolhisin uygulamasi dihaploidizasyonda etkili olmamistir.

Siis bitkisi olarak kullanilan narda (Punica granatum) 10 mg I'' kolhisin igeren
ortamda 30 giin kiiltiire alman siirgiin uclar1 % 20 oraninda tetraploid siirgiin
olusturmustur. Siirgiinlerin 5000 mg 1" kolhisin konsantrasyonunda 114 giin kiiltiire
alimmasiyla tetraploid siirgiin elde edilmemis ancak bu konsantrasyonda 96 saat
uygulamasi kimeralara neden olmustur (Shao ve ark., 2003).

Kermani ve ark. (2003) kolhisinin bitkilerde 6zellikle, kromozomlar1 katlama
amactyla uzun zamandir kullanmilmakta oldugunu, ancak kromozom kayiplari,
yeniden diizenleme ve gen mutasyonlar1 gibi yan etkilere neden oldugunu
bildirmektedir. Diploid giil (Rosa L.) siirgiin uglar1 in vitro’da 5 ve 15 mM
konsantrasyonunda orizalin ile 24 saat ve 14, 21 ve 28 giin kiiltiire alinmistir. En
yiiksek oranda (% 40) tetraploid siirgiin 14 giin sliresince 5 mM orizalin uygulanan
siirglin uglarindan elde edilmistir. Yaklagik 1 mm biiyiikliiglindeki nodal eksplantlar
ise 24 saat 5 mM orizaline maruz kaldiktan sonra en yiiksek % 66 oraninda tetraploid
sirglinler elde edilebilmistir. Kromozom katlama yapraklarin kalinligmin artis1 ve

koyu yesil renklenme ile sonuglanmistir.
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Kolhisin uygulamalar1 sonucu elde edilecek poliploidler, genetik iirtinleri iki
katma ¢iktigindan 1slah ¢alismalar1 icin daha genis bir gen tabami saglanmaktadir.
Alocasia (fil kulagi) in vitro siirgiin uglart % 0.01, 0.05 ve 0.1 kolhisin ve % 0.005,
0.01 ve 0.05 orizalin soliisyonunda 24, 48 ve 72 saat tutulduktan sonra in vitro
kiiltiire alinmistir. Kolhisin veya orizalin uygulamalarindan sonra eksplant canlilig:
konsantrasyona ve uygulama siiresine bagli olarak de8ismis ve yiiksek
konsantrasyonun uzun siirede bekletilen silirgiin ug¢larinin yasamasini azaltmistir.
Ozellikle % 0.1 kolhisin ¢ok yiiksek oranda toksik olmus ve eksplantlarin tamami
Olmiistiir. Orizalin uygulamalarinda en iyi sonug¢ 24 saat % 0.01 uygulamasinda %
15,4 tetraploid olarak belirlenmistir.  Kolhisin i¢in 24 saat siireyle diisiik
konsantrasyon (% 0.01) % 10.5 tetraploid ile sonu¢lanmistir. Kolhisinin % 0.05 veya
daha yiiksek dozlar1 cogunlukla kimeralarla sonuglanmistir (Thao ve ark., 2003).

Stanys ve ark., (2003) japon ayvasinda (Chaenomeles japonica) yapraksiz iki
nod igeren 3-5 cm uzunlugundaki stirgiinler farkli konsantrasyonlarda kolhisin ve
orizalin iceren sivi ortamda 1-2 giin siireyle tutulmustur. Tohumlardan izole edilen
kotiledonlar ise 4, 6, 8 ve 10 giin siireyle muamele edilmistir. Kolhisin ve orizalini
uygulama siliresine gore konsantrasyonunun daha etkili oldugu ve genotip
farklhiliklarin  6nemli oldugu gozlenmistir. Diisiik orizalin  konsantrasyonlari
morfonogenez {izerinde higbir etkisi olmamustir. Bitkilerde degisen kromozom
sayilary, 25-38 mM kolhisin ve 10-50 IM orizalin konsantrasyonlarindan elde
edilmistir. Stoma uzunlugunun Japon ayvasinda tetraploid belirlenmesi i¢cin uygun
bir parametre oldugu saptanmistir. Ayni1 klonunun tetraploid siirgiinlerinin stomalar1
diploidlere kiyasla yaklasik 1/3 daha uzun olmustur. Bu poliploidizasyon yoluyla
meyve biliyiikliigiinde 6nemli bir artis elde edilememis, fakat tetraploidlerde tohum
miktarmin azaldig1 ve meyve eti oraninda bir artis oldugu belirlenmistir.

Joshi ve Verma (2004), 8 saat % 0.005 kolhisin ile muamele edilen 30 bakla
(Vicia faba) tohumundan elde edilen 15 bitkide kromozom katlamasi tespit etmistir.
Bu yontem ile poliploidi indiiksiyonu basar1 orant bu tiir iginde simdiye kadar
kullanilan herhangi bir yontemle karsilastirildiginda c¢ok yiiksek (% 50) oldugu
belirlenmistir. Tohumlarin kolhisin uygulama oncesinde 20 saat siireyle damitilmig
suda bekletilmeleri poliploidi uyarmada daha etkili olmustur. indiiklenen tetraploid

bitkilerde diploidlere kiyasla biiyiik bitki, biiyiik yaprak, ¢icek ve bakla vb gibi tipik
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poliploid karakterleri gozlenmistir, ancak tohum/bakla ve bitki polen verimliligi ve
say1s1 azalmistir.

Bitkilerde kromozom katlamasi yaygin olarak kolhisin kullanimi ile
saglanmistir. Ancak bu alkaloid sadece boliinen hiicreler {izerine etkili ¢alismaktadir.
Bu nedenle meydana gelebilecek poliplodizasyon, eksplantin biitiin hiicrelerinde esit
sekilde olusmaz ve miksoploidi, kimera olusumuna neden olur. Bunun bir sonucu
olarak, kalan diploid hiicreler tetraploidlere gére daha yiiksek oranlarda boliinmekte,
poliploid durumun stabilitesi bozulmaktadir. Ciinkii poliploidi genellikle, art arda
gelen hiicre boliinmeleri dongiisiinden sonra diploid durumuna kismen ya da
tamamen doner. Bunun yaninda kolhisin sterilite ve anormal bitki gelisimine neden
olur. Bu nedenle son zamanlarda poliploidizasyon potansiyeli olan ve kolhisinden
daha etkili olan orizalin kullanim1 giderek yayginlasmistir. Kolhisin ve orizalin ile
poliploidlerin indiiksiyonu ¢esitli bitki tiirlerinin farkli doku ve organlarinda
kullanilmakta oldugu bildirilmistir. Bixa orellana (annatto) bitkilerinde
poliplodizasyon saglamak amaciyla kiiltlir ortamima kolhisin (0, 25, 250 ve 1250
uM) ve orizalin (0, 5 ve 30 uM) ilave edilmis ve optimum uygulama siiresini
belirlemek i¢in, eksplantlar 15 ve 30 giin siireyle bu ortamlarda gelistirilmistir.
Kolhisinin 250 ve 1250 uM konsantrasyonlar1 eksplantlarin 6liimiine neden
olmustur. Gelisen 108 siirgiinden biri kolhisin (25 puM, 15 giin) uygulamasindan
olmak iizere yalniz 7 tanesinin poliploid oldugu belirlenmistir (Carvalho ve ark.,
2005).

Bazi1 zambak (Liliaceae) ¢esitlerinin diploid geng cigcek tomurcuklarina,
diploid yumurta (disi gamet) elde etmek icin % 0.02, 0.05, 0.1 ve 0.2 oranlarinda
kolhisin uygulanmistir. Poliploid bitkiler, stoma biiylikliigli ve kromozom sayis1
Olciilerek belirlenmistir. Calisma sonucunda; 2n yumurta hiicrelerinin olusumu
saglanmis ve uygulama yapilan gen¢ cicek tomurcuklar1 basarili bir sekilde disi
ebeveyn olarak kullanilmig ve bu yolla triploid ddller elde edilebilmistir (Wu ve ark.,
20006).

Afrika’nin suptropik bolgelerinde ekolojik ve ekonomik Oneme sahip olan
mopane agact (Colophospermum mopane) tohumlarinda, in vitro kosullarda kolhisin
uygulamasinin etkileri incelenmistir. Tohumlar, MS ortamina alinmadan 6nce 24, 48

ve 96 saat siire ile % 0.05, 0.1 ve 1.0 kolhisin konsantrasyonlarmna batirilmistir. /n
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vitro’da gelisen tohumlarin ploidi seviyelerine flow sitometride bakilmistir. 48 saat
bekletilmis % 0.05 ve % 0.1 oranlarinda kolhisin igeren konsantrasyonlarda sirasiyla
% 86 ve % 100 tetraploid olusmustur. 48 ve 96 saat % 1.0 kolhisin uygulanmis
fidelerde ise negatif etki gorilmiistiir. Kontrol bitkilerine kiyasla tetraploid
bitkilerde, tohumlarda fazla siirgiin olusumu ya da fidelerde yogun lateral siirgiin
olusumu gibi morfolojik farkliliklar gozlenmistir. Yiiksek dozda ve uzun siire
uygulanan kolhisin, fide biiylimesini ve tetraploid iiretimini engellemis, ayrica
bodurluk gibi istenmeyen ozellikler meydana getirmistir (Rubuluza ve ark., 2007).

Lavanta (Lavandula L.) tohumlar1 petri kaplarinda, 0.5 mg ml™"' gibberellik
asitle 1slatilmig ve farkli konsantrasyonlarda kolhisin soliisyonu ilave edilmis filtre
kagitlar1 lizerinde 7 giin siireyle ¢imlendirmeye birakilmistir. Her uygulama igin 200
tohum igeren 3 petri kullanilmis ve deneme 2 kez tekrarlanmistir. Tohumlarin
¢imlenmesi tizerinde kolhisinin ¢ok az etkisi oldugu belirlenmesine karsilik fidelerin
canlilik oranina biitlin konsantrasyonlarin etkisi 6nemli olmustur. Uygulamadan 55
giin sonra 1 gl” kolhisin uygulamasindan higbir fide canliligin siirdiirememis ve 3.6
mg I uygulamasida yasama orani yaklasik % 50 olmustur. Kolhisinin 125 ve 15,6
mg 1" uygulamalarindan hayatta kalan 2 bitkide daha iri ¢igekler gozlenmistir (Urwin
ve ark., 2007).

Cwmar (Platanus acerifolia) peyzajda kullanilan 6nemli bir agagtir. Siisleme
niteliklerini gelistirmek i¢in kolhisin uygulamalar1 ile tetraploidlerinin {iiretimi
hedeflenmistir. Kromozom katlamalari, 6nceden islatilmig tohumlara ve geng
fidelerin apikal meristemlerine kolhisin uygulanmasi ile elde edilmistir. Kolhisin %
0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 dozunda uygulanmistir. Cimlenmemis tohumlara uygulama
tetraploid fide sayisi1 agisindan daha etkili yontem olmustur. En yiiksek tetraploid
orani (kok ucu kromozom sayimina gore % 40) kolhisinin % 0.4 konsantrasyonunda
tohumlara uygulanmasiyla elde edilmistir. Ancak bu yontemde kolhisinin daha
sonraki kok biiyimesine zararli etkileri nedeniyle, hicbir olgun tetraploid bitki
iretilememistir. Kolhisin kotiledon asamasinda fidelerin apikal ug¢larina dogrudan
uygulandig1 zaman yaprak ve gdvde biiylimesini gegici olarak etkilemis daha sonra
bitkiler biiylimeye devam etmistir (Liu ve ark., 2007).

Diger bir calismada ti¢ farkli kolhisin uygulama yontemi ¢alisilmistir. Birinci

yontem Lespedeza (¢ali yonca) tohumlarma % 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025 ve 0.01
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kolhisin konsantrasyonlar1; 24, 36 ve 48 saat siireyle uygulanmistir. ikinci yontem de
in vitro’da ¢imlendirilmis fidelerin hipokotilleri kesilerek ayni konsantrasyonda
kolhisin igeren besi ortamlarinda 2, 4, 6, 8 ve 10 giin kiiltiire alinmustir. Ugiincii
yontem ise yeni ¢imlendirilmis fideler, ayni dozda kolhisin emdirilmis tamponlara 24
ve 36 saat sarilarak bekletilmistir. Sonucglar en iyi yontemim yeni c¢imlenmis
tohumlardan elde edilen siirglin uglarna % 0.1 kolhisinin 36 saat uygulanmasi
oldugunu gostermistir. Tetraploid bitkilerin kisa boylu, kalin ve genis yaprakl
oldugu belirlenmistir (Wei ve ark., 2007).

Inan (2007), ¢ekirdeksiz karpuz (Citrullus lanatus) iiretimi i¢in ebeveyn olarak
kullanilan tetraploid karpuz bitkisi elde edilmesine yonelik olarak yaptigi calismada,
Crimson Sweet karpuz ¢esidinde iki in vivo ile iki in vitro yontemin tetraploid bitki
elde edilmesine etkilerini arastrmistir. /n vivo yontemlerin birincisinde 7 farkl
dozda (% 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6) hazirlanan kolhisin ¢ozeltisi, ilk gercek
yaprak olusumu asamasinda bitkinin biiylime ucuna damlatilmis; diger yontemde ise
% 0.0, % 0.5 ve % 1.0 dozlarinda hazirlanan kolhisin ¢dzeltisine serada biiyiitiilen
diploid karpuz bitkilerinin biiylime ucu daldirilmistir. In vitro’da yapilan
denemelerde MS kiiltiir ortamlarinda kotiledon yapraklarindan rejenerasyon
saglanmis, diger yontemde ise in vitro diploid mikro celiklere kolhisinin 3 dozu (%
0.0, 0.5 ve 1.0) uygulanmistir. Arastirma bulgularina gére Crimson Sweet karpuz
cesidinde tetraploid bitki elde edilmesine yonelik en basarili uygulamanin in vitro’da
4 mg/l BA iceren MS ortamindan elde edilen rejenerasyon ile gerceklestigi ve bu
uygulamada katlama oranmnin % 60.4 oldugu tespit edilmistir. Ikinci basarili metot
olarak in vitro kolhisin uygulamasinda (% 0.5 dozu) % 36.4 oraninda tetraploid bitki
elde edilmistir. Denemede yer alan in vivo yontemlerin kromozom katlama basarisi
% 5 oraninda kalmig ve yeterli bulunmamaistir. /n vivo ve in vitro yontemler sonucu
elde edilen bitkilerin ploidi seviyeleri flow sitometri analiz yontemi ile belirlenmistir.
Tetraploid bitki teshisinde morfolojik ve sitolojik gozlemlerden de yararlanilmistir.

Cesitli konsantrasyonlarda (%0.0- 0.250 arasinda) kolhisinle muamele edilen
susam tohumlarinda konsantrasyonun artisi ile mutasyonun ve zararlanmanin arttigi
tespit edilmistir. Cimlenme ve yasama orani bitki boyu, bitki bagina meyve sayisi
gibi Ozelliklerde doza bagli olarak azalma meydana gelirken, yaprak alani,

olgunlasma zamani ve meyve iriliginde artis oldugu belirlenmistir. Kolhisin
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uygulamalart kisa bogum aralari, yaprak seklinde deformasyon ve klorofil
mutasyonlar1 olusturmustur. Disliik dozdaki mutajenle susamda erkenci ve yiiksek
verimli mutantlar gelistirilmistir (Mensah ve ark., 2007).

Watsonia lepida N.E. Brown (bir glayol tiirii)’a kolhisin ve orizalin
uygulamalar1 yapilmistir. /n vitro ¢imlendirilen bitkiler yaklasik 4 cm uzunluguna
gelince hipokotil ve 1 yaprak igeren yaklasik 1 cm boyunda kesilerek hazirlanan
eksplantlar 25, 50, 125 ve 250 uM kolhisin ve 30, 60, 90 ve 120 uM orizalin igeren
ortamda 24, 48 ve 72 saat kiiltiire alinmistir. Uygulama dozu ve siiresi arttikca
eksplantlarin  yasama oram1 azalmistir. Eksplantlarin yasama orani, orizalin
uygulanmis olanlarda kolhisin uygulananlara gore daha yliksek bulunmustur. Her
ikisinde de, tetraploitden daha ¢ok miksoploid bitki elde edilmistir. Tetraploid i¢in
optimum uygulama 24 saat siire ile 120 uM oryzalin olarak belirlenmistir. Bu
uygulamada orizalin uygulanan 20 eksplantin 6’s1 yasamaya devam etmis ve 2’sinin
tetraploid oldugu tespit edilmistir (Ascough ve ark., 2008).

Lehrer ve ark. (2008), mitoz inhibitorlerinden kolhisin ve oryzalinin steril 1slah
hatlarmin elde edilmesi icin tetraploid bitkilerin iiretiminde geleneksel bir yontem
oldugunu belirtmektedir. Kadin tuzlugu (Berberis thunbergii var. atropurpurea) sis
bitkisinde yaptiklar1 bir ¢alismada, uygulama protokollerinde; 2 mitotik inhibitor
(orizalin ve kolhisin), 5 konsantrasyon ve 3 farkli uygulama siiresi denenmistir.
Kolhisin dozlar1 % 0.02; 0.05; 0.1; 0.2 ve orizalin dozlar1 % 0.002; 0.005; 0.01; 0.02
olarak hazirlanmistir. Tohumlar 6, 12, 24 saat bekletildikten sonra, plastik saksilara
ekilmistir. Uygulamadan 6 hafta sonra bitkilerin flow sitometride analizleri
yapilmistir. Orizalinin, kolhisine gore daha fazla toksik oldugu ve orizalin
uygulamalarinda bitkilerin % 30’unun, kolhisin uygulamalarindan ise % 58’inin
canli kalabildigi belirlenmistir. Bitkilerin ploidi degisimleri i¢in, kolhisine gére daha
diisiik kontrasyonlarda orizalin kullanilmas: gerektigi Onerilmistir. Her iki
inhibitériin konsantrasyon artisi ile bitkiler strese girmistir. Her ikisinde de, 24
saatlik uygulamalarda, 6 saatlige gore daha oOldiirtici etki gergeklesmistir. Bu
sonuclar, anti-mitotik kimyasallarm oldiiriicii etkisinin, konsantrasyon ve maruz
kalma siirelerine bagli oldugunu goéstermistir. Tiim doz ve siireler i¢inde; kolhisin
uygulanan tohumlarin canli olanlarinda, % 38 tetraploid; orizalin uygulananlarin

canli kalanlar1 i¢inden de, % 61’1 tetraploid olarak belirlenmistir. Her iki inhibitérden
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toplamda % 7-8 miksoploid bitki elde edilmistir. Kolhisin ve orizalin
uygulamalarinda benzer miktarda tetraploid tiretimi goriilmiistiir (yaklasik % 20). En
iyl kolhisin etkisi; % 0.05 ve % 0.2 dozlarinda (swrasiyla % 20 ve % 27) tespit
edilmistir. Orizalinin en biiytik etkisi ise; % 0.002 ve % 0.005 dozlarinda (sirasiyla %
28 ve % 22) goriilmiistiir.

Ntuli ve Zobolo (2008) Coccinia palmata (kizil kabak) ve Lagenaria sphaerica
(yabani kavun) tohumlarm 1, 3 ve 6 giin petride ¢imlendirilmeye alindiktan sonra
0.001, 0.01 ve 0.1 g/l (strastyla 1, 10 ve 100 ppm) kolhisinle 24 saat bekletmislerdir.
Kolhisin konsantrasyonu arttikca fidelerin yasama orani azalmistir. Kolhisin
konsantrasyonunun  yiikselmesiyle  poliploidi  oran1  artmustir.  Kolhisin
uygulamasindan Once ¢imlendirme siiresinin uzamast ile (3 ve 6 giin) kisa siire
¢imlendirme uygulamasina (1 giin) gore daha yiiksek poliploid bitki elde edilmistir.
Poliploidler daha yiiksek klorofil igerigine ve kuraklik stresi toleransina sahip
olmustur.

Echinacea purpura L. (ekinezya); frengi, septik yaralar, kan zehirlenmesi,
soguk algmligi, grip ve diger iist solunum yolu enfeksiyonlari gibi cok cesitli
hastaliklarda tibbi kullanimimin uzun bir ge¢misi olan popiiler bitkilerden biridir.
Gilinlimiizde, Echinacea tiirlerinin kimyasal yapis1 belirlenmis ve alkamidler, kaffeik
asit tiirevleri, polisakaritler de olmak {izere cesitli bilesenler i¢in onemli kabul
edilmistir. Tibbi bitkiler i¢in, etkili bilesiklerin igeriginin artis1 goriilebilir, bu
nedenle poliploidi bu bitkilerde daha degerli olabilir. Poliploidi iirlin iyilestirme
stratejilerinden biridir. Bircok uygulanabilir yontemler yaninda kolhisin uygulayarak
kromozom sayisinin iki katina ¢ikarilmast birgok bitki tiirlinde basariyla
sonuc¢lanmistir. Echinacea yaprak sap1 eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda (30, 60,
120, 240 mg 1) kolhisin igeren ortamda 30 giin boyunca ya da 120 mgl" kolhisin
iceren ortamda farkli siirelerde (7, 14, 21, 28 giin) kiiltiire almmistir. Kolhisin
eklenen ortamlarda siirglin rejenerasyonu Onemli Ol¢iide engellemistir ve yliksek
kolhisin konsantrasyonu diisiik rejenerasyon oraniyla sonu¢lanmistir. Kolhisin ayni
zamanda rejenerasyonu geciktirmis ve eksplantlarin kesim ylizeylerinde kallus
olusumunu uyarmistir. Sonuclar tetraploid siirglinlerin indiiksiyonu i¢in 7 giinden
uzun bir uygulama siiresi gerektigini gostermistir. En yiiksek tetraploid siirgiin %

23.5 ile 28 giin boyunca 120 mgl” kolhisin uygulanan ortamda tespit edilmistir.
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Kimeralar tiim uygulamalarda go6zlenmistir. Kisa siireli yiiksek kolhisin
konsantrasyonu uygulamalariyla karsilastirildiginda, uzun siireli uygulamalar ¢ok
daha az caligilmistir. Arastiricilarin, Chakraborty ve ark. (1998)’dan bildirdigine gore
dutta, 1000 mgl" konsantrasyonunda 1 ve 28 giin siireyle kolhisin uygulamalarindan
ayni derecede 1yi sonuglar elde etmiglerdir. Buna karsilik, Carvalho ve ark.
(2005)’ten bildirdigine gore 15 ve 30 giin boyunca 10, 100 ve 500 mgl” kolhisin ile
muamele ettikleri annatto (Bixa orellana) bitkilerinden yalnizca 15 giin igin100 mgl
uygulamasindan tek bir tetraploid siirgilin elde edilmistir (Nilanthi ve ark., 2009).

Hypericum cinsi (sar1 kantaron), iyi farmasotik kaliteleriyle diinya capinda
bilinen 370 tiirii icermektedir. Ayrica bir¢ok tiirii siis bitkisi ve ¢evre kosullarina
dayanikliliklar1 nedeniyle 1slahta gen kaynagi olarak onemlidir. Bazi bitkilerde
poliploidi daha biiylik, daha uzun omiirlii ¢igekler, kalin ta¢ yapraklar1 ve daha
biiyiik, kalin yapraklar1 gibi arzu edilen dekoratif 6zelliklere neden olabilmektedir.
Buna ek olarak, poliploid bitkiler, 6zellikle allopoliploidler, daha kuvvetli biiyiime,
hastalik ve zararlhilara daha yiiksek direng, stres toleransi gibi avantajli 6zelliklere
sahip olabilir ve genlerin yedeklenmesine dayali olarak zararli mutasyonlardan
korunabilir. /n vitro’da poliploid bitki iiretimi i¢in kolhisin ve orizalin gibi ¢esitli
mitotik inhibitorler kullanilmistir. Orizalin diisiik dozlarda etkili ve daha az toksik
oldugu, deforme olmadan normal gelisen bitkiler sagladigi icin daha cok tercih
edilmistir. /n vitro’da kantaron yaprak eksplantlarindan gelistirilen kalluslar 7.5, 15,
30, 60 ve 90 mM orizalin 3, 6 ve 9 giin siv1 kiiltiirde tutulmustur. Orizalin
konsantrasyonu ploidi seviyesini ve slirgiin yasama oranini etkilemis ve uygulama
siiresinin 6nemli etkisi oldugu belirlenmemistir. Kalluslardan 60- 90 mM orizalin
uygulananlarin tiimii 6lmiistiir. Artan orizalin konsantrasyonuyla tetraploid oran
dogrusal pozitif bir iligski gostermistir. En yliksek tetraploid orani %35 ile 3giin 30
mM orizalin uygulamasindan elde edilmistir (Meyer ve ark., 2009).

Sun ve ark. (2009) armutta (Pyrus comminis L.) in vitro gelisen bitki yaprak
eksplantlarina kolhisin uygulayarak triploid, tetraploid ve miksoploid bitkileri igeren
poliploid bitkiler elde edilebilecegini bildirmistir. Yaprak eksplantlarma % 0.4
kolhisin 24, 48 ve 72 saat siireyle uygulanmistir. Uygulamadan sonra eksplantlarin
yasama ve siirgiin gelistirme orani uygulama siiresinin artisiyla azalmistir. En yiiksek

oranda poliploid bitki 48 saat uygulamasindan elde edilirken siirgiin olusum oran1 %
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83 oraninda azalmistir. Uygulamanin 48 saatten uzun olmasi durumunda poliploidi
oran1 azalmistir. Poliploid bitkilerin daha biiyiik yaprak ve stomalara sahip oldugu
belirlenmistir. Glowacka ve ark. (2010), ploidi seviyesinin artisinin bitki fenotipik
ozellikleri tizerindeki etkisini 6nceden tahmin etmenin giic oldugun, bununla birlikte
bircok bitkide poliplodizasyonun bitki 6zelliklerinin iyilestirilmesinde basarili bir
arac haline geldigini bildirmistir. Bir¢ok bitki tiirtinde poliplodizasyonu
indiiklemenin en hizli ve ucuz yonteminin; in vivo kosullarda kolhisin uygulamalar1
oldugu belirlenmistir. In vitro kiiltiirden gelen Miscanthus X giganteus (fil ¢imi)
fideleri sera kosullarinda 4 hafta gelismeye birakilmistir. Kolhisin uygulamasindan
bir glin 6nce topraktan sokiilen bitkiler su ile yikanmis ve bir giin siireyle suda
bekletilmistir. Sudan ¢ikarilan bitkiler 6, 18 ve 24 saat silireyle 626 ve 1252 uM
kolhisin soliisyonuna daldirilmistir. Kolhisin uygulanan 3240 bitkinin 1441’1 (%
44.5) yasamaya devam etmis, digerleri ise 6lmiistiir. Bitkilere kolhisin uygulanmasi
yontemiyle poliploidi tesvikinde genotipin ¢ok onemli oldugu belirlenmistir. Bazi
genotiplerden hi¢ ploiploid bitki elde edilemezken bazi1 genotiplerde bu oran % 3.8
olmustur.

Zhang ve ark. (2010) yumrulu otsu ¢ok yillik bir bitki olan Dioscorea (yam)
stirgiin u¢larmma (3- 5 mm) % 0.1, 0.2 ve 0.3 kolhisin 24, 36, ve 48 saat siirelerde
uygulandiktan sonra siirgiin uclar1 kiiltiire alinmustir. Iki haftalik inkiibasyon sonunda
bitkilerde flow sitometri ve kok ucu kromozom sayimlariyla ploidi seviyeleri
belirlenmistir. Tetraploid bitki elde etme orani kolhisin uygulama dozu ve siiresinin
artisgina bagli olarak artmistir. Ancak en yiiksek oran 24 saat sliresince % 0.15
konsantrasyonu ile elde edilmistir. Daha yiiksek dozlar bitki dliimlerinin artigna
neden olmustur. En yliksek tetraploidi % 26.4 oraninda olmus ve % 0.2 kolhisin dozu
48 saat uygulandiginda eksplantlarin 6liim orant % 70’e yiikselmistir. Tetraploid
bitkilerin diploidlerine gore yiiksek sicaklik stresine daha yiiksek tolerans
gosterdikleri  belirlenmistir. Arastiricilar  poliploidinin - sekonder metabolitlerin
birikimini arttirma ve birgok abiyotik strese karsi toleransi arttirma potansiyeline
sahip oldugunu belirtmistir. Ornegin, bir tetraploid Datura innoxia ve D. stramonium
tohumu kendi diploidlerine gore iki kat daha yiiksek alkaloid igerigine sahipken,

tetraploid Artemisia annua (pelin otu) diploid bitkilerden alt1 kat daha fazla artemisin
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iiretilebilecegini, bu nedenle tibbi bitkilerde yeni c¢esitlerin elde edilmesinde
poliploidi yararli bir ara¢ olabilecegini bildirmislerdir.

Feslegen (Ocimum basilicum) 6nemli tibbi bitki tiirlerinden biridir. Kolhisin
uygulamalartyla en uygun uygulama yontem ve dozunu belirlemek ig¢in, farkli
konsantrasyonlarda (% 0.05, 0.10, 0.20, 0.50 ve 0.75) ve dort uygulama yontemi
(tohuma, kotiledon gelisim asamasindaki ve iki ger¢ek yaprak gelisim asamasindaki
fidelerin apikal biiylime noktalarma ve koklere uygulama) denenmistir.
Autotetraploid bitkiler sadece, kotiledon gelisim asamasindaki fidelerin biiyiime
ucuna % 0.5 kolhisin uygulamalarindan elde edilebilmistir. Tetraploid bitkilerde
diploidlere gore daha biiyiik stoma, polen, beke¢i hiicrelerinde daha artan kloroplast
sayisi, stoma yogunlugunda azalma belirlenmistir. Islah programlarinda gelistirilen
bitkilerin ploidi seviyesini, bitkinin ¢esitli gelisim asamalarinda hizli ve basit bir
yontemle belirlemek dnemlidir. Ploidi seviyesini belirlemek i¢in uzun zamandan beri
bilinen ve kullanilan bitki kok uclarinda mitotik hiicrelerde kromozom sayim, klasik
ve dogru bir yontemdir. Ancak bu yOntem uzun zaman alir ve c¢ok deneyim
gerektirir. Bu nedenle, ploidi belirlenmesi i¢in yaklagimlarin basariyla uygulanabilir
ve gilivenli dolayli yontemleri bulmak icin ¢esitli calismalar yapilmistir. Birgok bitki
tiirtinde, ploidi diizeyi ile kloroplast bek¢i hiicreleri sayisi, stoma hiicrelerinin
biiytikligli, stoma yogunlugu ve polen cap1 gibi Ozellikleri arasinda korelasyon
oldugu belirlenmistir (Omidbaigi ve ark., 2010).

Yen ve ark. (2010) ii¢ cesit oya cigegine (Lagerstroemia indica) kotiledon
asamasinda biiyiime ucuna farkli doz ve siirelerde kolhisin uygulamistir. Kolhisin %
0.2, 0.5, 0.8 dozlar1, 48, 72, 96 saat siireyle uygulanmistir. Kolhisin soliisyonu ile
doymus pamuk tamponlar1 fidelerin apikal uglarina sarilmis ve uygulama giinde iki
kez tekrarlanmistir. Tespit edilen mutasyon cesitler arasinda 6nemli farkliliklar
goriilmiistiir. En yliksek morfolojik varyasyon orani (% 54) 17 ile 72 saat i¢in % 0.5
kolhisin ile muamele edildiginde saglanmistir. Flow sitometri Ol¢limlerine gore
tetraploid oldugu belirlenen bitkilerde iri, kalin ve koyu yesil rengi yapraklar, biiyiik
stomalar, yapragin alt epidermisinde stoma yogunlugu azalmas1 ve stoma bekgi hiicre
basina kloroplast sayisinin artmasi gibi morfolojik ve sitolojik degisimlerle

belirlendigini bildirilmistir.
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Diploid bir bitki olan, gévde ve yapraklarindan yararlanilan hasirotunda
(Jungus effusus) tetraploid bitkilerin daha iri vejetatif aksamimdan daha ¢ok yarar
saglanmas1 amaciyla tetraploidi i¢in kolhisin kullanilmistir. /n vitro’da ¢ogaltilmis
bitkilerin basal culm (sap-gévde ucu) kisimlarina 0, 50, 100, 500 mg/dm’ kolhisin
dozlar1 6, 12 ve 24 saat uygulanmistir. Ploidi seviyesi flow sitometri ile 6l¢iilmiistiir.
Kolhisinin 50 mg/dm’ konsantrasyon ve 6 saat siireyle uygulamasinda tetraploid
bitki elde edilememistir. Ayni konsantrasyon 12 ve 24 saat uygulandiginda tetraploid
bitki sayis1 artmustir. En yiiksek oranda tetraploid bitki sayist % 16 oraninda 500
mg/dm’ dozu, 12 ve 24 saat uygulamalarinda elde edilmistir. Kolhisin
uygulamasindan sonra olusan tetraploid bitkilerin baslangictaki biiytimeleri, diploid
bitkilerle karsilastirildiginda daha yavas olmustur. Bunlarla birlikte, bu tetraploid
bitkilerin, toprakli ortama tasinmasidan sonraki gozlemlerinde kontrol bitkilerinden
daha kalin, giiclii ve uzun olduklar1 goriilmiistiir. Stoma en-boylar1 ise, diploidlere
(31.7 pm) gore tetraploid (41.5 pm) bitkilerde 6nemli diizeyde yiiksek c¢ikarken
stoma yogunlugu tetraploid bitkilerde daha diisiik c¢ikmistir. Klorofil igerigi
tetraploidlerde, dnemli diizeyde artmistir (Xu ve ark., 2010).

Nura ve ark. (2011), jit (Corchorus olitorias) tohumlarin1 farklh
konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 mM) kolhisin ¢ozeltisine daldirmislardir.
Calisma sonunda, M1 generasyonunda incelenen karakterlerde Onemli artislar
belirlenmis, M2 generasyonunda ise bazi1 karakterlerde Onemli artiglar rapor
edilmistir. Kolhisin uygulamasi ile olusturulan kimyasal mutajenizmin, jiit bitkisinde
bazi1 verim ve biiyiime dzelliklerinin iyilestirilmesini saglamstir. 11k ¢igeklenmenin
erken olusmasi (erkencilik), bitki boyu, yaprak sayisi/bitki, yaprak alaninda diisiik
konsantrasyonda uygulanan kolhisinin daha yararli mutasyonlar olusturdugunu
bildirmistir.

Haploid ‘Kirkaga¢’ ve “Yuva Hasanbey’ kavunlarinda (Cucumis melo) in vivo
ve in vitro kolhisin uygulamalar1 karsilastirilmistir. /n vitro’da haploid bitki celikleri
% 0.5 kolhisin soliisyonunda 2 saat bekletilmistir. /n vivo kosullarda serada yetisen
haploid bitkilerin govdesi 30- 40 cm’e ulastiginda 5-10 cm boyunda siirgiin ucu ayni
dozda kolhisin soliisyonunda 2 saat bekletilmistir. /n vitro uygulamadan sonra
cesitler arasinda 6nemli farkliliklar belirlenmis ve ortalama yasama orani % 38.47

olmustur. Kromozom katlama orani ortalama % 10 olarak gerceklesmistir. /n vivo
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kolhisin uygulamasindaki bitkilerin ortalama % 25’1 bliylimeye devam edebilmistir.
In vivo’da ki katlama orani, in vitro’da ki ile benzer sekilde ortalama % 40 olarak
belirlenmistir. Katlanmis bitkilerin yapis1 ve biiylimeleri normal kontroller gibi
olmamistir. Bu bitkilerin yaprak ve c¢icek goriiniisleri diizensiz olmustur. Verimli
polen iiretimi olmasma ragmen, etkileri normal kontroller gibi olmamistir. Bu
calisma in vivo kolhisin uygulamasinda kromozom katlamanm, in vitro kolhisin
uygulamasindan daha basarili oldugunu gostermistir (Solmaz ve ark., 2011).
Catharanthus roseus (Cezayir meneksesi, pervane cicegi) tohumlarina farkl
siirelerde ve konsantrasyonlarda kolhisin uygulanmistir. Cimlenen fideler 2 ay serada
yetistirildikten sonra flow sitometri ile ploidi sevileri belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonlarin tetraploid bitki iiretimi iizerinde O6nemli etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Tohumlara % 0.4 kolhisin uygulanmasi durumunda tohumlarin
cimlenmesi diisiik, fideleri anormal goriinlimli olmus ve hizla 61miis, % 0.4 kolhisin
uygulama sonrasi hi¢cbir fide yasamamistir. Ayni durum 48 saatten fazla % 0.3
kolhisin uygulamalarinda da belirlenmistir. Kolhisinin yiliksek konsantrasyonlarinin
tohumlar i¢in zararli olabilecegi ve fideleri oldiirebilecegi sonucuna varilmstir.
Sonuglar, uzun siirelerde ve diisilk konsantrasyondaki uygulamalarin daha fazla
sayida tetraploid bitki iiretilebilecegini gostermistir. En yiiksek tetraploidi % 30
oranla, 24 saat siiresince % 0.2 ile % 0.3 kolhisin uygulamalarindan elde edilmistir

(Xing ve ark., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calisma 2011 ve 2012 yillarinda Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii laboratuart ve serasinda yliriitiilmiistiir. Calismada in vivo’'da 2
yontemle kolhisin uygulamasi yapilmistir. Bunlar;

- Tohumlara kolhisin uygulamasi,

- Fidelerin bitki biiylime ucuna kolhisin uygulamast,

yontemlerinden olugmaktadir.

Her 2 uygulamanin morfolojik incelemeleri HR.U. Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii’nde, flow sitometri yontemi ile ploidi seviyesini belirleme

calismalar1 C.U. Biyoteknoloji Merkezine ait laboratuarda yiiriitiilmiistiir.

3. 1. Bitkisel Materyal
Arastirmada bitkisel materyal olarak ‘Goldenberry’ altin ¢ilek ¢esidi
kullanilmstir (Sekil 3.1). Altin ¢ilek tohumlar1 Mersin Gida Tarim ve Hayvancilik 11
Tarim Midiirliigiinden temin edilmistir.
‘Goldenberry’ ¢esidinin meyve ¢api yaklasik 2.5 cm’dir, bazen 5 cm’e kadar
da biiyiimektedir. Meyve eti ¢ok fazla tath ve lezzetlidir. Meyvenin suyu, renkte ve

tat yogunlugunda portakal suyuna benzemektedir.

Sekil 3.1. Altin gilek bitkisi ve meyveleri
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3. 2. Yontem
3. 2. 1. Kolhisin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismalarda % 95°lik toz halde kolhisin (C;;H2506) (Sigma) kullanilmustir.
Kolhisin stok ¢ozeltileri 20 Haziran 2011 tarihinde 3 farkli doz (% 0.2- 0,4- 0,8)
olmak iizere hazirlanmistir (Sekil 3.2).

Basglangicta % 0.8 stok ¢dzeltisini hazirlamak igin, % 95°lik kolhisinden 0.84
gr hassas terazide tartilmistir. Bir miktar saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra, saf su
eklenerek 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan % 0.8 stok ¢ozeltisinden 3.75 ml
alimmis ve lizerine 11.25 ml saf su ilave edilmis ve 15 ml % 0.2’lik kolhisin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Ayni sekilde, % 0.8 stok ¢ozeltisinden 7.5 ml alinmig ve iizerine 7.5

ml saf su eklenerek 15 ml % 0.4’lik ¢ozelti hazirlanmistir.

Sekil 3.2. Hazirlanmis olan kolhisin stok ¢ozeltileri

3. 2. 2. Tohumlarin Yiizey Dezenfeksiyonu
Denemede her iki kolhisin uygulama yonteminde kullanilan biitiin tohumlar %
10’luk kalsiyum hipokloritte 10 dk bekletilmis daha sonra 2 defa steril su ile

calkalanarak dezenfekte edilmistir.
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3. 2. 3. Tohumlara Kolhisin Uygulamasi

Tohumlara kolhisin uygulama islemi 20 Haziran 2011 tarihinde yapilmistir.
Tohumlar, 3 farkli doz ve 3 farkli siire olmak {izere kolhisine maruz birakilmistir.
Uygulama her doz i¢in 3 tekrarlama ve her tekrarlamada 20 tohum olacak sekilde
yapilmistir.

Kolhisin % 0.0 (kontrol), 0.2, 0.4, 0.8 konsantrasyonlarinda tohumlarm {istiinii
ortecek bigimde her tiipe 5 ml eklenmistir. Her bir doz i¢in 8-16-24 saat siirelerinde
uygulama yapilmistir.

Bekleme siiresi tamamlanan tohumlar 3 defa steril su ile ¢alkalanmis ve pens
yardimiyla cam petri i¢erisinde bulunan filtre kagitlar1 tizerine yerlestirilmistir (pens,
filtre kagitlar1 ve petrilerin otoklavda sterilizasyonu yapilmistir). Cimlenme i¢in filtre
kagitlar1 steril su ile hafifce nemlendirilmistir. Kontrol gruplarina herhangi bir
kolhisin uygulamas1 yapilmamustir.

Petri kabma yerlestirilen tiim tohumlar, iklim odasinda 23 °C’de ¢imlenmeye
birakilmistir. Her giin diizenli olarak sabah ve 6gleden sonra ki saatlerde petrilerdeki
su miktarina bakilmis ve piset ile sulama yapilmistir.

Cimlenmesi tamamlanan tohumlar ¢imlenme oranlari belirlendikten sonra 28
Haziran 2011 de cam serada bulunan igerisinde torf bulunan 70’lik viyollere
ekilmistir.

Viyollerden alinan fideler 04 Agustos 2011 tarihinde 2:2:1; torf:perlit:toprak
har¢ karisimi igeren 10 litrelik saksilara (540 saksi1) sasirtilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3. 3. Saksilara dikimleri yapilmis altin ¢ilek bitkileri

3. 2. 4. Fide Doneminde Bitki Biiyiime Ucuna Kolhisin Uygulamasi

Bitki biiylime ucuna kolhisin uygulamasi i¢in dezenfeksiyonu tamamlanan
tohumlar, her hangi bir kolhisin uygulamasina maruz kalmadan, 20 Haziran 2012
tarihinde ¢imlenmek lizere steril petrilerde steril su ile nemlendirilmis kaba filtre
kagitlar1 izerine konulmustur.

Petri kabina yerlestirilen tiim tohumlar, iklim odasinda 23 °C’de ¢imlenmeye
birakilmistir. Her giin diizenli olarak sabah ve 6gleden sonra ki saatlerde petrilerdeki
su miktarina bakilmis ve piset ile sulama yapilmustir.

Cimlenmesi tamamlanan tohumlar ¢imlenme oranlari1 belirlendikten sonra 28
Haziran 2011°de cam serada bulunan igerisinde torf bulunan 70’lik viyollere
ekilmistir.

Fidelerin 2:2:1; torfiperlit:toprak har¢ karisimi igeren 10 litrelik saksilara (120
saks1) tasinmasi 12 Eyliil 2011 tarihinde yapilmistir.

Biiyiime ucuna (meristem bolgesine) kolhisin uygulamalar1 6 haftalik fidelere
yapilmistir. Her bitkinin biiylime ucuna 2 defa olmak iizere 2 saat arayla % 0.0, 0.2,
0.4 ve 0.8 konsantrasyonlarinda kolhisin uygulanmistir. Kolhisin her bitkinin apikal

meristem bdlgesine mikropipetle 20 pl olacak sekilde damlatilmistir (Sekil 3.4).
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Kontrol grubu bitkilerine ayn1 sekilde su damlatilmigtir. Uygulama her doz i¢in 3

tekrarlama ve her tekrarlamada 10 bitki olacak sekilde yapilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3. 4. Biiyiime ucuna kolhisin uygulamasi
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Sekil 3. 5. Biiyiime ucuna kolhisin uygulanan bitkiler

3. 2. 5. Denemelerde Yapilan Olciimler
Yiiriitiilen ¢aligmada, uygulamalardan sonra tohumlarin ¢imlenme oranlari,
bitkilerin saksilara dikiminden sonra bitkilerde bazi morfolojik Olgiimler ve flow

sitometri yontemiyle bitkilerin ploidi diizeyleri belirlenmistir.

3. 2. 5. 1. Morfolojik Ol¢iimler
Kolhisin uygulamalar1 sonrasinda gelisen bitkilerde asagidaki morfolojik
gozlemler yapilmistir. Uygulama yapilan bitkilerin her dozunda 3 tekerriirlii olmak
iizere; tohum uygulamalarinda 20, biiyiime ucu uygulamalarinda 10 bitkide 6lgtimler

yapilmis ve sonuglarin ortalamalari alimmustir.
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3.2.5.1. (1) Kotiledon Yaprak Alani
Tohumlara kolhisin uygulamasi sonrasinda, dikimden 6 hafta sonra ve bitkiler
3-4 yaprakli iken, bitkilerden her iki kotiledon yaprak alinmis ve dijital alan Olger

(Sekil 3.6) ile ‘mm?’ olarak &l¢iilmiistiir.

Sekil 3. 6. Yaprak alan 6lger ile kotiledon yaprak alan 6l¢iimii

3.2.5. 1. (2) Bitki Boyu
Tohumlara ve fidelerin biliylime ucuna kolhisin uygulamalarindan sonra
yetistirilen tiim bitkilerin toprak {lizerinden bitkinin en uzun siirgiin ucuna kadar bitki

boylari, dikimden 18 hafta sonra, metre yardimiyla ‘cm’ olarak belirlenmistir (Sekil

3.7).
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3. MATERYAL ve YONTEM

| ekil 3. 7. Serada yetisen altin ¢ilek bitkileri

3.2.5. 1. (3) Bitki Govde Cap1
Tohumlara ve fidelerin biiyiime ucuna kolhisin uygulamalarindan sonra yetisen

tiim bitkilerin kok bogazinin 5-6 cm yukarisindan govde c¢aplari, ekimden 18 hafta

sonra, dijital kumpas yardimiyla ‘mm’ olarak belirlenmistir.

4.2.5. 1. (4) Meyve Boyutlan
Yetistirilen her bitkiden 10 meyve olmak iizere 6rneklenen meyvelerde (Sekil

3.8) ¢ap ve boylar1 dijital kumpas ile ‘mm’ olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3. 8. Altin ¢ilek kaliksli ve kalikssiz meyveleri

3.2.5. 1. (5) Meyve Agirhg:
Calisilan tiim bitkilerin (Sekil 3.10) hasat edilen meyvelerinden Ornekler
almmustir. Her bitkiden alman 10 meyvenin tek tek meyve agirliklar1 hassas terazi

(Sekil 3.9) ile ‘g’ olarak dl¢lilmiistiir.

Sekil 3. 9. Meyve agirlig1 6lgtimii
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3. 2. 5. 2. Suda Coziiniir Kuru Madde (SCKM) Miktan
Calismada tiim bitkilerin hasat edilen meyvelerinden segilen 10 meyve
orneginin suda ¢ozlinebilir kuru madde miktar1 refrakrometre (Sekil 3.11) ile ‘brix’

olarak Ol¢iilmiistiir.

Sekil 3. 11. Refraktometre ile SCKM o0 l¢iimii
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3. 2. 5. 3. Flow Sitometri Analizi
Kolhisin uygulamalarindan sonra yetistirilen bitkilerde ploidi diizeylerinin
belirlenmesi i¢in flow sitometri analizleri yapilmistir. Bitki yaprak ornekleri biiyiime
ucundan itibaren 3.- 4. geng¢ yapraklardan alinarak 1slak havlu pegetelere sarilmistir.
Bitki rnekleri ayr1 ayr1 plastik posetlere yetistirilmis ve etiketlenmistir. Igerisinde
kuru buz bulunan buz kabma yerlestirilmis, bu sekilde Cukurova Universitesi
Biyoteknoloji Merkezi’ne gotiiriilmiis ve BD FACS Calibur marka flow sitometri

cihazinda analizleri yapilmistir.

Sekil 3. 12. Flow sitometri cihaz1

Flow sitometri cihazinda kullanilmak tizere 192 ml MgSOs, 200 mg
dithiothreitol, 1000 pl PI (propidium iyodid) ve 5000 ul triton X-100 stok ¢ozeltileri
iceren 200 ml A soliisyonu hazirlanmistir. Buz igerisinde yapilan ¢alismada alinan
yaprak drneklerinden yaklasik 1 cm?” biiyiikliigiinde parcalar kullanilmistir. Ornekler
petri icerisine saf su ile hafif¢ce yikanmasinin ardindan iizerine 1000 pl A soliisyonu
eklenerek bistiiri yardimiyla ezmeden parcalama islemi yapilmistir. Calisma buz
izerinde yapilmis ve A soliisyonu buz igerisinde bekletilmistir. Par¢alama igleminin
ardindan ornek siizgegten gegirilip etiketlenmis tiip icerisine konulmustur. Ornek
iceren tiip 14000 devirde 1 dakika santrifiijde dondiiriilmiistiir. Tiipiin dibinde perlet

kalacak sekilde sivi (supernatant) dokiiliip iizerine 500 pl A soliisyonu eklenmistir.
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Soliisyonun 1s1iktan etkilenmemesi i¢in aliminyum folyo ile sarilip perlet karigana
kadar vortekslenmistir. Ardindan santrifiije alinmistir. Santrifiij bitiminde tiipte perlet
kalacak sekilde iistiindeki sivi dokiiliip lizerine tekrar 500 pl soliisyondan eklenip
iyice karistigindan emin olana kadar vortekslenmistir. Tim calisma boyunca
orneklerin buz icerisinde hazirlanmasina ve soliisyonun 1sik almamasina dikkat
edilmistir. Flow sitometri analizine hazir Ornek tekrar siizgecten gecirilerek
etiketlenmis 06zel cam tlipe konulup cihaza vyerlestirilmis ve okuma islemi
gerceklestirilmistir.

Altin ¢ilek bitkisinin DNA igerigini tespit etmek icin DNA igerigi 0.76 pg olan
Brachypodium distachyon (yabani bugday) standart alinmistir.

3.2.5. 4. Denemede Yapilan istatiksel Analizler
Calisma tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak
yuritilmiistiir. Elde edilen verilerin ortalamalar1 Tarist istatistiksel programi
kullanilarak varyans analizine tabi tutulmustur. Elde edilen farkliliklarin 6nemlilik

durumlar1 LSD testi ile karsilastirilmistir.
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Cigdem CEREN

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Tohumlara Kolhisin Uygulamalan
4. 1. 1.Morfolojik Analizler
4. 1. 1. 1.Kotiledon Yaprak Alani1 (mm?)

Farkli kolhisin konsantrasyonlar1 ve uygulama siirelerinin kotiledon yaprak

alanina iligskin sonuglar1 Cizelge 4.1’°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli kolhisin konsantrasyonlari ve uygulama siirelerinin kotiledon
yaprak alanina etkileri (mm?)

Kolhisin Siire (saat) Kolhisin
Konsantrasyonu Konst.
(%) 8 16 24 Ort.
Kontrol 657,30 a 632,00 b 593,70 ¢ 627,67 b
0,2 657,80 a 729,80 ab 1003,30 ab 796,97 a
0,4 677,67 a 931,43 a 899,30 b 836,13 a
0,8 726,23 a 687,57 ab 1253,67 a 889,16 a
LSD %1 279,06
Uve. Stiresi Ort 161.201
yg. Siiresi . LSD %1
(LSD %1 139.60) 679,75 b 745,20 b 937,49 a °

* Aymn siitun igerisinde, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde dnemli
degildir.

Cizelge 4.1 incelendiginde kolhisin uygulama siiresi ve konsantrasyonlarinin
kotiledon yaprak alanina etkisi yapilan istatiksel analize gore dnemli bulunmustur.
Uygulanan her siireye ait konsantrasyonlarda kendi i¢inde farkliliklar olusmustur.
Uygulama siirelerinden 8 saatlik uygulama disinda diger 16 ve 24 saatlik uygulama
stirelerinde kontrol bitkisine kiyasla daha biiyiik yaprak alani belirlenirken en dikkat
ceken deger 24 saat % 0.8 konsantrasyonunda tespit edilmistir. Bitkilerin kotiledon
yaprak alanmi (1253,67 mmz) kontrol bitkilerinin yaklasik 2 kat biiyiikliigiinde
(593.70 mm?®) olmustur.

4. 1. 1. 2. Bitki Boyu (cm)

Uygulanan tiim kolhisin konsantrasyonlar1 ve tiim uygulama siireleri bitki

boylar1 ortalamalarina ait sonuglar1 Cizelge 4.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Degisik kolhisin konsantrasyonlar1 ve uygulama stirelerinin bitki boyuna
etkileri (cm)

Kolhisin Siire (saat) Kolhisin
Konsantrasyonu Konsant.
(%) 8 16 24 Ort.
Kontrol 30,13 ¢ 28,00 ¢ 3438 b 30,84 ¢
0,2 72,83 b 83,67 ab 81,67 a 79,39 ab
0,4 89,00 ab 96,67 a 73,67 a 86,45 a
0,8 95,00 a 77,00 b 46,00 b 72,67b
LSD %1 17,87
Uve. Siiresi Ort 10,32
yg. Siiresi Ort. LSD %1
(LSD %1 8.937) 71,74 a 71,34 a 58,93 b °

* Aymn siitun igerisinde, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde dnemli
degildir.

Cizelge 4.2 incelendiginde, bitki boyu % 0.2, 0.4 ve 0.8 konsantrasyonlar1 ve 8,
16 ve 24 saat uygulama siirelerinin tiim ortalamalarinda énemli bulunmus. Kontrolle
kiyaslandiginda ortalamalar yiiksek ¢ikmistir. Ancak 24 saatlik % 0.8 uygulamasinda
tim doz ve siirelere kiyasla bitki boyu ortlamasi diisik c¢cikmistir. Bitki boyu
Olciimlerinde en yiiksek degerler; 8 saat bekleme stiresinde % 0.8, 16 saat bekleme
stiresinde % 0.4, 24 saat bekleme siiresinde ise % 0.2 kolhisin konsantrasyonunda
Olciilmiistiir. Uygulama siiresinde artis ile % 0.8 konsantrasyonuna ait

ortalamalarinda artis meydana gelmistir.

4. 1. 1. 3. Govde Cap1 (mm)

Cizelge 4.3. Degisik kolhisin doz uygulamalar1 ve siirelerinin govde g¢api iizerine
etkileri (mm)

Kolhisin Siire (saat) Kolhisin
Konsantrasyonu Konsant.
(%) 8 16 24 Ort.
Kontrol 6,83 5,90 5,95 6,23 b
0,2 8,71 9,25 8,72 8,89 a
0,4 10,88 8,55 8,50 9,31 a
0,8 9,89 8,17 7,08 8,38 a
. Siiresi . 1,1
I(JIngssl:/ﬁs; 3(‘)'; 9,08 a 797 b 7560 | Lo (5% .

* Aymi siitun igerisinde, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde 6nemli

degildir.
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Cizelge 4.3’te dikimden 11 hafta sonra 13 Eyliil 2011 tarihinde yapilan govde
cap1 Olgiimleri ortalamalar1 sunulmustur. Uygulama siireleri ve kolhisin dozlarmin
govde capma etkisi onemli bulunmustur. Stireler icinde en yiiksek ortalama 8 saat
beklemede belirlenmistir (9,08 mm). Dozlar arasinda ise en yiiksek deger % 0,2 ve %
0,4 kolhisin dozlarinda belirlenmistir. Bunlar1 % 0.8 dozu takip etmistir. En diisiik
govde cap1 kontrol bitkilerinden elde edilmistir.

4. 1. 1. 4. Meyve Boyutlar1 (mm)
Farkli kolhisin dozlar1 ve uygulama siirelerine ait meyve caplar1 ortalamalari

Cizelge 4.4.’te, meyve boylar1 ortalamalar1 Cizelge 4.5.”de verilmistir.

Cizelge 4. 4. Meyve cap1 lizerine, kolhisin konsantrasyonlar1 ve stirelerinin etkileri

(mm)
Kolhisin Siire (saat) Kolhisin
Konsantrasyonu Konsant. Ort.
(%) 8 16 24
Kontrol 17,34 17,19 16,82 17,12 b
0,2 17,94 19,43 18,62 18,66 a
0,4 18,77 19,28 19,01 19,02 a
0,8 18,78 19,39 18,75 18,98 a
Uyg. Siiresi Ort. 1§,21 1"8,82 1?,30 1,31
(LSD %5) 0.D. 0.D. 0.D. LSD %S5

* Ayni siitun icerisinde, ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli
degildir.

Meyve cap1 ortalamalarinin verildigi Cizelge 4.4 incelendiginde, uygulama
sireleri Onemsiz bulunurken, kolhisin konsantrasyonlarmin etkisi Onemli
bulunmustur. Kontrole kiyasla en yiliksek ortalama % 0.4 konsantrasyonunda

saptanirken, dozlar arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir.
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Cizelge 4. 5. Meyve boyu {izerine, uygulanan kolhisin konsantrasyonlar1 ve
siirelerinin etkileri (mm)

Kolhisin Siire (saat) Kolhisin
Konsantrasyonu Konsant. Ort.
(%) 8 16 24
Kontrol 17,89 18,85 18,23 18,32 b
0,2 18,81 21,01 19,79 19,87 a
0,4 20,21 20,07 19,30 19,86 a
0,8 20,40 20,69 19,22 20,10 a
Uyg. Siiresi Ort. 2"6,83 29,16 1"9,14 1,19
(LSD %5) O.D. 0.D. 0.D. LSD %S5

* Ayni siitun icerisinde, ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli
degildir.

Cizelge 4.5. incelendiginde, kolhisin uygulama siiresine bagli olarak meyve
boyu 6nemsiz bulunmustur. Bununla birlikte dozun etkisi 6nemli bulunmus ve
kontrolle kiyaslandiginda en yiiksek ortalama % 0.8 konsantrasyonunda tespit
edilmistir.

Calisilan tiim kolhisin dozlar1 ayn1 oranda meyve iriligini arttirmistir. Kontrol
bitkilerinin meyvelerine oranla daha biiyiik meyveler elde edilmistir. Kolhisin dozlar1
arasindaki farkliliklar 6nemsiz ancak uygulamalar ve kontrol arasindaki farkliliklar

onemli bulunmustur.
4. 1. 1. 5. Meyve Agirhg (g)

Farkli zamanlarda uygulanan kolhisin konsantrasyonlarinin, altin ¢ileklerin

ortalama meyve agirligma ait degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4. 6. Uygulanan farkli kolhisin doz ve siirelerinin meyve agirhigina etkileri

(€]
Kolhisin Siire (saat) Kolhisin
Konsantrasyonu
R Konsant. Ort.
(%) 8 16 24
Kontrol 3,02 3,31 3,13 3,15 b
0,2 3,57 4,14 3,90 3,87 ab
0,4 4,44 4,39 3,89 424 a
0,8 3,82 3,87 3,62 3,77 ab
Uyg. Siiresi Ort. 3,71 3,93 3,64 0,77
(LSD %]1) 0O.D. 0O.D. 0O.D. LSD %1

* Aym siitun igerisinde, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde 6nemli
degildir.

Ortalama meyve agirhigma kolhisin uygulama dozlarinm etkisi 6nemli
bulunmustur. Kolhisin uygulamalarinda en yiiksek meyve agirlhigi % 0,4 kolhisin
dozunda belirlenmis ve bunu % 0.2 ve % 0.8 uygulamalar1 izlemistir. Uygulama
siiresinin dnemli bir etkisi bulunmamistir. Kontrol meyveleri en diisiik meyve

agirhigina sahip olmustur.

4. 1. 2. SCKM Miktan (brix)
Tohumlara kolhisin uygulamasmin ardindan gelisen altin ¢ilek bitkilerinin
olgunlasmis meyvelerinde yapilan SCKM o6l¢iimlerinin ortalamalar1 Cizelge 4.7°de

verilmistir.

Cizelge 4.7. Degisik kolhisin konsantrasyonu ve siire uygulamalarinin altin ¢ilek
meyveleri SCKM’sine etkileri (brix)

Kolhisin Siire (saat) Kolhisin
Konsantrasyonu
o Konsant. Ort.
(%) 8 16 24
Kontrol 16,31 14,62 14,65 15,19 a
0,2 13.84 14,1 13,62 13,85 b
0,4 14,22 14,14 13,88 14,81 b
0,8 13,81 14,10 13,85 13,92 b
Uyg. Siiresi Ort. 1f1,55 1f1,24 1“4,00 1,02
(LSD %1) 0.D. 0O.D. 0.D. LSD %1

* Aym siitun igerisinde, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde 6nemli

degildir.
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Cizelge 4.7de SCKM degerleri incelendiginde, uygulanan kolhisin dozlar1
arasinda onemli bir fark belirlenmemis, bununla birlikte herhangi bir uygulama
yapilmayan kontrollerden alman meyvelerin SCKM degerleri daha yiiksek
bulunmustur. Uygulama siirelerinin SCKM’ye etkisinin  6nemli olmadigi

saptanmuistir.

4. 1. 3. Flow Sitometri Analizleri
Kolhisin uygulamasindan sonra gelisen altin ¢ilek bitkilerinin yapraklarindan
alman Orneklerde kromozom sayimlarmin belirlenmesi amaciyla flow sitometri
analizi yapilmustir. Standart olarak B. distachyon almmustir.
Flow sitometri analizine gore kontrol altin ¢ilek bitkileri ve B. distachyon nin

bilgisayardaki goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

120
1

Counts

L] L] L] I L)
0 200 400 600
FL2-Area-PI

Sekil 4. 1. Kontrol altin ¢ilek bitkisi (M1) ve B. distachyon (M2) nin flow
sitometri sonucunun bilgisayar ortamindaki goriintiisii

Standart alman B. distachyon ( 0.76 pg) bitkisi ile karsilastirilmasi sonucunda
diploid (2n=48) olan kontrol altin c¢ilek bitkilerinin bilgisayar ortamindaki
olusturdugu goriintii belirlenmistir. Flow sitometri protokollerine gore hazirlanan

ornekler ayni tiip icerisinde okutulmustur. Sekil 4.1’de de goriindiigii lizere M2
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pikini standart olan B. distachyon’ a ait hiicreler, M1 pikini ise altin c¢ilege ait

hiicreler olusturmustur.
Kolhisinin 8 saat uygulamasma ait bilgisayar ortamindaki goriintiileri Sekil

4.2’te, 16 saat uygulamasina ait goriintiiler1 Sekil 4.3’te ve 24 saat uygulamasina ait

gortiintiiler ise Sekil 4.4° de sunulmustur.
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Sekil 4. 2. Tohumlara 8 saat kontrol (a), % 0.2 (b), % 0.4 (c), % 0.8 (d)
kolhisin uygulamasindan sonra elde edilen bitkilerin flow sitometri

sonuclarinin bilgisayar ortamindaki goriintiisii

Diploid goriintiiye sahip olan kontrol bitkisi histogrami (a) ile kiyaslandiginda;
8 saatlik % 0.2 (b), % 0.4 (c) ve % 0.8 (d) konsantrasyonlarindan elde edilen bitki
orneklerinin histogramlar1 benzer ¢ikmistir. Uygulamalara maruz kalan bitkilere ait

gortintiilerde hiicrelerin olusturduklar: pik, kontrolleriyle ayni goriintiiyii vermistir.
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Sekil 4. 3. Tohumlara 16 saat kontrol (a), % 0.2 (b), % 0.4 (c), % 0.8 (d)
kolhisin uygulamasindan sonra elde edilen bitkilerin flow sitometri

sonuclarinin bilgisayar ortamindaki goriintiisii

Histogramlardan 16 saat uygulama siiresine ait % 0.2 (b), % 0.4 (c) ve % 0.8
(d) konsantrasyonlari, kontrole ait histogram goriintiisii (a) ile karsilastirildiginda
benzer pikler elde edilmistir. Uygulamalara maruz kalan bitkilere ait goriintiilerde

hiicrelerin olusturduklar1 diploid pik, kontrolleriyle ayni goriintiiyii vermistir.
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Sekil 4. 4. Tohumlara 24 saat kontrol (a), % 0.2 (b), % 0.4 (c), % 0.8 (d)
kolhisin uygulamasindan sonra elde edilen bitkilerin flow sitometri
sonuglarinin bilgisayar ortamindaki goriintiisii

Uygulama siiresi 24 saat olan % 0.2 (b), % 0.4 (c¢) ve % 0.8 (d)
konsantrasyonlarinda elde edilen bitki 6rneklerinin histogramlari, kontrole (a) ait
histogram goriintiisii ile benzer ¢ikmistir. Uygulamalara maruz kalan bitkilere ait

goriintiilerde hiicrelerin olusturduklar1 pik, kontrolleriyle (diploid) ayni goriintiiyii

vermistir.
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4. 2. Fide Doneminde Bitki Biiyiime Ucuna Kolhisin Uygulamasi
4. 2. 1. Morfolojik Analizler ve SCKM
In vivo kosullarda bitki biiyiime ucuna kolhisin uygulamasindan sonra gelisen
bitkilerin; bitki boyu, govde capi, meyve cap1 ve boyu, meyve agirliklar1t ve SCKM

Olciimleri ortalamalar1 Cizelge 4.8’de verilmistir

Cizelge 4.8. Bitki boyu (cm), govde capt (mm), meyve ¢ap1 (mm), meyve boyu
(mm), meyve agirliklari (g) ve SCKM (brix) ortalamalar1

Kolhisin Meyve | Meyve | Meyve Bitki Govde
Konsantrasyonu | Cap1 Boyu | Agirhg SCI?M Boyu Capr
(%) mm) | mm) | @ | O™ (emr | @m)
Kontrol 17,00 18,33 3,00 15,33 | 30,83 b 6,23
0,2 18,67 19,67 3,00 16,00 | 38,63 a 6,53
0,4 17,33 18,33 3,00 16,00 | 36,38 ab 6,38
0,8 17,33 19,00 3,67 15,33 | 31,88 b 6,14
LSD % 1 O0.D. | O0.D. | O.D. O.D. 5,65 O.D.

* Aymi siitun igerisinde, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde 6nemli

degildir.

Yapilan istatiksel analizlere gore meyve capi ve boyu, meyve agirlig,, SCKM
ve govde cap1 ortalama degerleri arasinda fark 6nemsiz bulunmustur. Uygulanan
konsantrasyonlarm, kontrolle kiyaslandiginda etkili olmadigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte, kolhisinin konsantrasyonlarinin yalniz bitki boyuna etkisi 6nemli
bulunmustur. En yiiksek deger % 0.2 kolhisin dozunda belirlenmis ve % 0.4 kolhisin

uygulamasi bunu takip etmistir.

4. 2. 2. Flow Sitometri Analizleri

In vivo kosullarda bitki biiyiime ucuna kolhisin uygulamasindan sonra gelisen
altin ¢ilek bitkilerinin yapraklarmdan alinan 6rneklerden flow sitometri goriintiileri
almmistir. Sekil 4.5’°da kontrol bitkisinin flow sitometri goriintiisii ile kolhisin
uygulamasindan sonra elde edilen bitki 6rneklerinin flow sitometri sonucuna gore

bilgisayar ortamindaki goriintiisii sunulmustur.
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Sekil 4. 5. Kontrol (a), % 0.2 (b), % 04 (c), % 0.8 (d) kolhisin
konsantrasyonlarmin bitki biliylime ucuna uygulamalarindan alman bitki
orneklerinin flow sitometride bilgisayar ortamindaki goriintiisii

Kontrol bitkisi histogrami (a) diploid goriintiiyli vermektedir. Bu goriintii ile
kiyaslandiginda % 0.2 (b) kolhisin uygulamasindan alinan 6rnegin histogram
gortintiisiinii inceledigimizde diploid hiicrelerin olusturdugu pik goriilmektedir. Buda
hiicrelerin katlanmadigii gostermektedir. Diger dozlar olan % 0.4 (¢) ve % 0.8 (d)
orneklerinin histogramlarinda da benzer goriintii elde edilmistir. Uygulamalara

maruz kalan bitkilere ait goriintiilerde hiicrelerin olusturduklar1 pik, kontrolleriyle

ayni goriintliyli vermistir.
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Blakeslee ve Avery’nin 1937’de kolhisini kullandiklar1 ¢aligmalarindan
glinimiize kadar yapilmis olan bir¢ok c¢alismada, kolhisinin bir¢ok bitkide
poliploidiyi tesvik etmede basartyla kullanildigini bildirilmistir. Kolhisinin;
kullanilan konsantrasyona, uygulama siiresine, uygulandig1 eksplanta ve bitki tiir ve
cesitlerine bagl olarak bir¢ok calismada kromozom katlanmasinin saglanabildigi ve
saglanamadig1 ¢caligmalar mevcuttur. Bununla birlikte, kolhisin etkisiyle poliploidinin
tesvik edildigi basarili ¢alismalarda poliploidi elde etme frekans1 diisiik de
olmaktadir (Omidbaigi ve ark., 2010). Yapilan uygulamalardan elde edilen bitkilerde
flow sitometri analizleri sonucunda poliploidiye rastlanmamistir. Kolhisinin aktif
olarak biliylimekte ve boliinmekte olan hiicrelere uygulandiginda, kimyasal bir
mutajen olarak is gordiigii ve bitkilerde morfolojik olarak farkli doz ve siirelerde
farkl bitki buiyiikligl, yaprak sekli ve iriligi bakimindan mutasyonlar meydana
getirdigi bildirilmistir (Seneviratne ve ark., 2002; Joshi ve Verma 2004; Sun ve ark.,
2009). Buna bagl olarak tohumlara ve biiyiime ucuna uygulanan kolhisin dozlar1 ve
bekleme siireleri kromozom katlamada yeterli olmamistir. Uygulama yapilan bitki
ornekleri ile diploid kontrol bitkilerinin flow sitometri sonuglarinda ayni
histogramlar elde edilmistir.

Kromozom katlamanin basarildig1 calismalarda ise poliploidi orani ortalama
%24’i gecmemistir (Espino ve Vazquez, 1981; Gao ve ark., 1996; Chakraborti ve
ark., 1998; Adaniya ve Shirai, 2001; Tepe ve ark., 2002; Yetisir ve Sar1, 2003; Shao
ve ark. 2003; Thao ve ark., 2003; Liu ve ark., 2007; Lehrer ve ark., 2008; Nilanthi ve
ark., 2009; Zhang ve ark., 2010; Solmaz ve Sari, 2011; Inan, 2007; Xu ve ark. ,
2010).

Kolhisin etkileri igerisinde kromozom katlama, yaygin olarak meydana gelse
de, yapilmis olan bazi calismalarda kromozom sayilarinda herhangi bir artisla
iligkilendirilmeyen degisikliklerin oldugu da tespit edilmistir. Uygulama yapilan
bitkilerde incelenen bazi karakterlerdeki (kotiledon yaprak alani, bitki boyu, govde
cap1, meyve boyutlari, meyve agirhigi SCKM miktar1) degisiklikleri, kolhisinin bu
farkli etkilerine baglamaktayiz. Tohum uygulamamizda saptanan kotiledon yaprak
alanindaki % 0.8 dozu 24 saatlik uygulamasinda biiyiik artis, bitki boyundaki % 0.8
dozunda 24 saatlik uygulamada biiylik azalis 6zellikle dikkat ¢ekerken, gévde cap,

meyve boyutlari, meyve agirligi, SCKM miktarinda ve fide ucu uygulamalarinda ise
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bitki boyunda meydana gelen belirgin degisimlerde goriildiigii gibi kolhisinin,
kullanilan doz ve siirelerde bitkileri etkiledigi tespit edilmistir.

Bir¢ok calismada kolhisinin bir kimyasal mutajen olarak etkileri bildirilmistir
(Rauf, 2006; Mensah ve ark., 2007). Siddgi ve Morwat (1983), bugdayda yaptiklar1
calismada kolhisinin bitkide, morfolojik ve sitolojik varyasyonlar olusturdugunu
tespit etmis ve belirli metabolik islemleri etkiledigini ve enzimatik reaksiyonlar:
arttirdigini da (Eighsti ve Dustin, 1957) bildirmiglerdir.

Bu caligmada kolhisinin, tohumlara veya bitki biliyiime ucuna uygulanmasi
arasinda da farkli sonuglar elde edilmistir. Kolhisinin tohuma uygulanmasi bitkide
daha etkili olmus ve diger uygulamaya gore bir¢ok karakterde daha fazla varyasyon
yaratmistir. Rauf (2006), kolhisin uygulamalar1 sonucunda pamukta (Gossypium
arboreum) kromozom sayilarmnin katlanmadigini ancak yaprak alani, ¢iceklenme ve
cicek sayis1 gibi Ozelliklerinde degisimler belirlendigini, bitki boyu ve ¢imlenme
oranlarmin kontrollere gore diisiik buldugunu bildirmistir. Kendine uyusmazlik
ozelligi nedeniyle kolhisin uygulanan tiitiin (Nicotiana) tohumlarinda yaptiklar1
calismada Pandey (1968), genetik ve genetik olmayan degisiklikler elde etmistir.
Ayrica % 0.25 konsantrasyonunda uygulanmasiyla poliploid bitki elde edildigini,
buna karsilik %0.1 gibi diisiik konsantrasyon uygulamasindan poliploidinin
saglanamadigi, uygulama yapilan ve diploid kalan bitkilerin kendine uyusur 6zellik
kazandigini belirlemistir. Mensah ve ark. (2007)’nin yapmis olduklar1 ¢alisma ile
farkli kolhisin konsantrasyonlar1 (% 0.0-% 0.25 arasinda) ile muamele edilen susam
tohumlarinda doza bagl olarak bitki boyu, bitki basina meyve sayisi gibi bazi
kantitatif 6zelliklerde azalma meydana gelirken, yaprak alani, meyve iriliginde artis
oldugunu belirlemislerdir. Nickell (1950)’in bildirdigine gore; Platon ve Nebel,
(1940) 40 ppm kolhisin konsantrasyonunun misir koklerinde solunum oranini
azalttigini1 ve dipeptidaz aktivitesini kestigi belirlenmistir. Loo ve Tang (1945)’1n
kolhisinin bitki bliylimesine etkileriyle ilgili olarak bugdayda, kolhisin ¢dzeltisine
batirilmis tohumlarnin ¢imlenme oranini az olsa da etkiledigini, fakat bugday
fidelerinin erken biliylimesinde etkisi olmadigini, yiiksek konsantrasyonlarin
biiylimeyi engelleyebilecegi tespit ettigini, Newcomer (1945) apikal meristemlerine
spreyle kolhisin uygulanmis bazi bitki fidanlarinin biliylime oranini uyarttigma,

Ghosh (1948)’un kolhisinin diisiik konsantrasyonlarinda piring bitkisinde uyaric1 bir
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madde olarak rol aldigini, daha fazla basak {iiretildigini ve basaklanmay1 indiikleyip
tane verimini arttirdigini, Eigsti ve Dustin (1957)’nin de kolhisinin temel metabolik
yapilar1 etkileme kapasitesine sahip oldugunu ve konsantrasyon miktarina gore
enzimatik reaksiyonlarin oraninda artis1 tespit ettigini bildirmistir.

Uygulama yapilan generasyon ile bir sonraki generasyonda kolhisinin
mutajenik etkileri oldugu belirlenmistir (Mensah, 2007). Nura ve ark., (2011) jiit
(Corchorus olitorius) bitkisine ait tohumlar1, farkli konsantrasyonlardaki kolhisin
cozeltisine daldrmalar1 sonucu elde ettikleri ilk generasyonda incelenen
karakterlerde bir artis sagladigini, bir sonraki meydana gelen generasyonda ise bu
karakterlerde 6nemli bir artis olmadigini rapor etmistir.

Bu calismada flow sitometri ile yaptigimiz kromozom sayimlarinda,
kromozomlarda katlamanimn gerceklesmemis olmamasma ragmen, meydana gelen ve
kromozom sayilarinda herhangi bir farklilik olmadan elde edilen morfolojik

varyantlar, kolhisinin alkaloid yapisindan kaynaklanmaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan bu calismada, farkli kolhisin dozlar1 ve bekleme siirelerinin P.
peruviana bitkisindeki etkilerinin tespit edilmesi amaclanmistir. Altin cilekte
kolhisin uygulamalarmin etkileri ilk defa bu calismada arastirilmistir. Materyal
olarak ‘Goldenberry’ altin ¢ilek c¢esidi kullanilmis ve in vivo’da kolhisin
uygulamalar1 tohumlara ve fide donemindeki bitkilerin biiyiime ucuna yapilmistir.

Bu arastirmada Oncelikle, altin cilegin kolhisinin etkisini belirlemede
morfolojik Ol¢climlere dayali ayrim kriterleri kullanilmig, kromozom katlamasina
etkisinin tespiti i¢in de ploidi seviyesini belirlemede bitkilerden alman 6rnekler flow
sitometride analiz edilmistir.

Calisma sonunda bitkilerin morfolojik goézlem ve Ol¢limlerinde goriilen
belirgin varyasyonlar meydana gelmis ve katlamanin da ger¢eklesmis oldugu
digiiniilmiistiir.  Ancak  bitkilerin ~ kromozom  sayimmlarinda  katlamanin
gerceklesmedigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuclar; kolhisinin c¢alisilan
konsantrasyon ve siirelerin altin ¢ilekte kromozom sayilarinin katlamasinda yeterli
olmadigmi, ancak bitkide morfolojik varyasyonlara neden olmasi sebebiyle
morfolojisini etkiledigi tespit edilmistir.

Denemede kolhisinin tohum uygulamalarinda en uzun siire 24 saat olarak
calisilmistir. Bu siirenin, tohumun ¢imlenmeye baslamasi ve hiicrelerin aktif olarak
boliinmeye baslamasi i¢in yeterli olmadigi daha sonraki caligmalarda uygulama
siiresinin ¢imlenmenin tamamlanmasmna kadar uzatilmasinin veya c¢imlenmenin
tamamlanmasindan sonra kolhisin uygulamalarinin yapilmasinin yararli olacagi
sonucuna da varilmstir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda, in vivo kosullarda kullanmis oldugumuz
2 yontemin, kolhisinin ayrica poliploidi olusumunu saglayamamasi nedeniyle, in vivo
veya in vitro kosullarda, farkli eksplantlarla veya bitkinin farkli gelisim
donemlerinde, farkli doz ve uygulama siirelerinde ¢alisilmasi ile altin ¢ilek bitkisinde
poliploidi seviyesini arttirmaya yOnelik calismalarin yapilmasit gerekmektedir.
Uygulama yapilan ve morfolojik varyasyon gosteren bitkilerden elde edilen
tohumlarin yetistirilerek belirlenen varyasyonlarin bir sonraki nesilde incelenmesi ve

calismalarin gelistirilmesi oncelikli ¢galismalar olmalidir.
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OZET

Kolhisinin etkisi; uygulama kosullarina ve yontemlerine, bitki tiir ve ¢esidine,
bitki eksplantina, bitkinin gelisim donemine, uygulama doz ve siiresine bagl olarak
degismektedir. Kolhisin, antimitotik etkisinin yanmda bitkinin fizyolojisini,
metabolizmasmi ve enzimatik reaksiyonlarmi etkilemekte ve ayrica mutajen olarak
da gorev almaktadir.

P. peruviana konusunda bilimsel arastirmalar acisindan eksiklik oldugu,
ozellikle verimliligin arttirilmasi, meyve iriliginin, ikincil metabolitlerin ve
meyvenin kimyasal profillerinin miktarmin daha da arttirilmasi konularinda
calismalarin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Ik defa bu ¢alismada, farkli kolhisin dozlar1 (% 0.0, 0.2, 0.4, 0.8) ve uygulama
siireleri (8, 16, 24 saat), fidelerin biiylime ucuna ve tohumlara uygulamak iizere, iki
yontem kullanilmistir. Meydana gelen degisimlerin tespiti i¢in bitkilerin kotiledon
yaprak alani, bitki boyu, gdvde ¢ap1, meyve boyutlari, meyve agirligi, SCKM miktar1
Ol¢tilmiis ve flow sitometri analizleri yapilmistir.

Bu denemenin sonucunda, tohum uygulamalarinin morfolojik analizlerinde;
kotiledon yaprak alani uygulama siiresi ve konsantrasyonu arttikga farkliliklar
gostermistir. En yliksek deger 24 saat uygulamasinin %0.8 uygulamasinda tespit
edilmistir. Uygulama siiresi ve konsantrasyona bagl olarak bitki boyunda degisimler
meydana gelmis, yliksek doz ve siirenin bitki boyuna olumsuz etkileri belirlenmistir.
Uygulanan kolhisin dozu arttikca gévde ¢api, meyve boyutlari ve meyve agirhiginda
artty, SCKM miktarinda ise azalma meydana gelmistir. Biiylime ucuna yapilan
uygulamalarda ise sadece bitki boyunda onemli farkliliklar meydana gelmistir. Her
iki uygulama yoOnteminin flow sitometri sonuglar1 incelendiginde kromozom
katlamasina rastlanmamustir.

Bu sonuglara gore kolhisin, uyguladigimiz doz ve siirelerde, kromozom
katlamas1 meydana gelmemis, bitkilerde sadece morfolojik varyasyonlarin
olugmasia neden olmustur.

Arastirmada elde edilen sonucglara dayanilarak, kolhisinin etkisini arttirmak
icin altin c¢ilekte; farkli eksplant cesitleri, bitki gelisim donemleri, uygulama
konsantrasyonlar1 ve zamanlar1 kullanilarak yeni kolhisin uygulama stratejileri

gelistirilmelidir. Buna ek olarak, arastrmada belirlenen varyasyonlar1 yeni
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generasyonda degerlendirmek icin, denemede bitkilerden elde edilen tohumlar ile

arastirmanin devam edilmesi diistiniilmektedir.
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SUMMARY

Eftects of colchicine vary depending on application methods, plant species and
varieties, explants, plant growth stages, concentration and treatment time. In addition
to its antimitotic effect, colchicine affects plant physiology, metabolism and
enzymatic reactions and also have a role as a mutagen.

Due to the limited scientific research on P. peruviana, it is thought to be
important study to increase particularly yield, fruit size and the chemical profiles of
secondary metabolites.

In this study, different colchicine concentrations (0.0, 0.2, 0.4, 0.8%) were
applied to shoot tips of seedlings and seeds in different treatment times (8, 16, 24
hours). Cotyledon leaf area, plant height, stem diameter, fruit size, fruit weight,
soluble solid content of fruits (SS) were measured and also flow cytometry analysis
was carried out.

The results of seed treatments showed that the plant characteristics measured
were changed by colchicine doses and times. The largest cotyledon leaf area was
determined in treatment 0.8% colchicine during 24 hours. Plant height was affected
by colchicine concentration and treatment time. Stem diameter, fruit size and fruit
weight increased and SS decreased with increasing concentrations. Application of
colchicine to shoot tips was effective on plant height and it was measured shorter in
higher doses. According to the results of flow cytometry analysis, it was found that
colhicine applications were not caused any changes in number of chromosomes of
the plants in both methods.

Based on the results obtained from our study, it was driven a conclusion that
new colchicine application strategies should be advanced by using different explant
types, plant growth stages, concentrations and application times. Moreover,
investigations using the seeds of plants obtained from this study could provide a

better understanding on the variations observed in subsequent generations.
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