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Tiirkiye’de 6nemli bir su bitkisi olan Ludwigia repens (2n=32) yaygin olarak
akvaryumlarda dekoratif amacgli kullanilmaktadir. Bu calismanin amaci, iki farkh
kolkisin muamelesi ile bitkinin kromozom sayisini iki katina ¢ikartarak, ozelliklerini
iyilestirmek ve akvaryumlarda daha cekici goriinmesini saglamaktir. Birinci metotta
stirgiin ucu ve birinci koltukaltt meristemleri farkli dozlarda (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0,
3.5 ve 4.0 mg/1) kolkisin igeren bilylime ortaminda (0.05 mg/l TDZ and 0.5mg/l NAA)
muamele edilmistir. Tkinci metodta ise, eksplantlar farkli oranlardaki (250, 500, 750,
1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 mg/l) kolkisin ¢ozeltisine daldirilarak 30 dakika
muamele edilip, bliylime ortamina aktarilmistir. Bir ay sonra daha fazla biiyliyen ve
gelisen bitkiler, 2 MS ortamina aktarilmistir. Tiim biiyiitiilen siirglinler kromozom
katlanmas: i¢in test edilmistir. 500 mg/l kolkisinde 30 dakika daldirma ile muamele
edilip, biilyiimeye alinan birinci koltuk altt meristeminde sitolojik analizlerle katlanmig
kromozom sayis1 44 olarak dogrulanmistir. Yaprak ve stoma boylarindaki fenotipik

degisiklikler, morfolojik incelemelerle kromozom sayisindaki artis1 dogrulamistir.
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Anahtar Kelimeler: Akvaryum bitkisi, Ludwigia repens, kromozom katlanmasi, in
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ABSTRACT

Master Thesis

USE OF DIFFERENT COLCHICINE DOSES FOR EFFECTS OF CHROMOSOME
DUPLICATION IN AN AQUARIUM PLANT, WATERPURSLANE (Ludwigia
repens FORSTER)

Ayla Zeynep YUCEL

University of Ankara
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries and Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Hiiseyin ATAR
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Ludwigia repens (2n=32) is an important aquatic plant widely used to decorate aquariums in
Turkey. The study aimed to multiply chromosome number of the plant using two different
colchicine treatment methods with aim to improve the plant characteristics and make it more
attreactive for use in the aquariums. In the first method the shoot tips and first nodes from the
tops were treated with different doses (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 and 4.0 mg/1) of colchicine
contained the micropropagation medium (0.05 mg/l TDZ and 0.5mg/l NAA). In the second
method, the explants were pulse treated with different doses (250, 500, 750, 1000, 1250, 1500,
1750 and 2000 mg/l) of colchicine solution for 30 min and then transfered micropropagation
medium (0.05 mg/l TDZ and 0.5mg/l NAA). Micropropagated shoots from both experiments
were transferred to 2 MS medium after one month for further growth and development. The
micro propagated shoots from both were tested for chromosome multiplication. Cytological
analysis confirmed the multiplication of chromosomes to 44 in micro propagated plants from
first nodes obtained after pulse treatment with 500 mg/1 colchicines for 30 min. Morphological
observations on leaf size and stomata also confirmed the phenotypic changes confirmed through

chromosomal count.

July 2008, 44 pages
Key words: Aquarium plant, Ludwigia repens, chromosome duplication, in vitro,

colchicine, agar, immersion, shoot tip, first node
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1. GIRIS

Sucul ortamin asil {ireticileri olan su bitkileri bir hiicreliden ¢ok hiicrelilere kadar gesitli
sekilleri olan ve klorofil iceren canlilardir. Yesil bitkilerin, ortamin dengesinin
korunmasindaki o6nemleri biiyliktiir. Yesil bitkiler ve fitoplanktonik organizmalar
klorofilleri sayesinde fotosentez olay1 sonucu organik madde iiretimini saglarlar ve bitkisel
protein kaynaklarini olustururlar. Bundan dolay1 akvatik ortamdaki besin zincirinin ilk

halkasidirlar (Oztiirk 2002).

Sudan oncelikle giinliik ihtiyaglar1 olmak iizere ¢esitli sekillerde yararlanan insanoglu basta
balik ve su bitkileri dahil olmak {izere ¢esitli su iirlinlerini gida ve degisik sektdrlerde
degerlendirmektedir. Su bitkileri, Uzak Dogu’da ve ABD’ de insan gidasi olarak
tiikketilmekte ve yetistiriciligi yapilmaktadir (Mitchell 1974).

Ludwigia repens J.R.FORSTER, 1771 (Synonym L. natans) (Sekil 1.1) bataklik ve sig
sularda bulunan bir bitkidir. Anavatani Giliney Amerika, Orta Amerika ve Karayip
adalaridir. L.repens Onagraceae familyasina ait olup (Cizelge 1.1) aslen Florida’nin yerel
bitkisidir. Genellikle farkli iki renkte bulunmaktadir. Yapraklar sadece yesil veya sadece
kirmiz1 olabildigi gibi her iki renk ayni bitkide de goriilebilmektedir. Kirmizi renkli
yapraklarindan dolay1 akvaryum sevenler arasinda popiiler olan bir bitkidir ve yeni

baslayanlar i¢in biiytitiilmesi kolaydir (Hiscock 2003).

Cizelge 1.1 Ludwigia repens’in sistematikteki yeri

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta

Ust boliim Spermatophyta

Boliim Magnoliophyta

Sinif Magnoliopsida

Alt simf Rosidae

Takim Myrtales

Familya Onagraceae

Cins Ludwigia L.

Tiir Ludwigia repens J.R. Forst.




Kaynak: (Anonymous 2008 a, www.plants.usda.gov. -Tiirk¢eye ¢evrilerek- erisim tarihi 11.07.2008)

Sekil 1.1 Akvaryumda gelisen Ludwigia repens FORSTER, 1771 bitkisi

L. repens hem su altinda ve hem de suyun disinda yetisen amfibik bitki olup karasal
sartlarda tamamiyle biiyliyebilmektedir. L.repens substratta koklendirilir fakat tiim gelismis
kokler sap boyunca direk sudadir. Cogunlukla, toprak i¢inde kiy1 seridi ile siglik alan
arasindaki smir boyunca yetisir. Bitkinin suyun altindaki kisimlar1 genellikle kirmizi
pigmentasyona sahiptir fakat onlar hava ile temas ettiginde yesil renge kaymaktadir (Lytle,

2003).

Cogunlugu, Amerika’ nin iliman bolgelerinden tropik olmayan bolgelere kadar degisik
yerlerden gelen yaklasik 650 tiir ile 20°den fazla cinse ayrilmigtir. Cogu taninmis ¢igekli
bitkilerdir (Ford and Gottlieb, 2007). Ludwigia cinsi de bu familyaya aittir. Ludwigia cinsi
82 tiir icermektedir (Wogu ve Ugborogho, 2000). Sadece birkag tiir tropik Afrika, Asya ve
Avustralya’ da yetisir. Bazi tlirlerin yaygin olarak goriildigli iilkeler Cizelge 1.2°de

verilmistir.



Cizelge 1.2 Ludwigia cinsine ait baz1 tiirlerin dagilim alanlar1 (Oztiirk 2002)

adalar1) , Avustralya

Tiir Ulke Kaynak

Ludwigia Japonya Asano 2001, Asano vd 2001,

epilobioides Inubushi vd 2001

L. parviflora Hindistan Mathew ve Jagadeeshkumar 1999,
Bhowmick 2001

L. peruviana Hindistan (Andaman | Kumar ve Sreekumar 2000, Jacobs

vd 1994

L. prostrata Cin, Kore, | Wang vd 1999, He vd 1999, He vd
Venezuella 2000, Wang vd 2000, Kim ve
Pyon 1998, Park 1999, Gordon
2000
L. hyssopifolia Trinadad -Tobogo, | Maharaj ve Brathwaite 1997, Baki
Malezya vd 1997
L. lithospermifolia | Venezuella Gordon 1999
L. octovalvis Venezuella, Kore,|Gordon 1999, Moon vd 1999,
Filipin, Hindistan Patel vd 1998
L. peploides Avustralya, Giliney|Yen ve Myerscough 1989,
Kalifornia Rejmankova 1992

L. uruguayensis

Gliney Kalifornia

Patterson ve Davis 1991

L. stolonifera

Botswana, Misir (El-
selam), Zimbabwe

Bonyongo vd 2000, Serag ve
Khedr 2001, Mhlanga ve Mapaure
2000

Ludwigia

L. perennis Hindistan  (Orissa, | Subudhi ve Dixit 1998, Thomas
Kerala), Malezya vd 1997, Baki vd 1997

L. linifolia Tayland Polthanee vd 1996

L. alternofolia Georgia, ABD Hinton vd 1999

L. longifolia Avustralya Hosking vd 1997

L. curtissii ABD Ward 2001

L. erecta Kosta Rika Sanchez vd 2001

L. stolonifera, L. Tiirkiye Se¢men ve Leblebici 1997

palustris

L.arcuata Kuzey ABD, Britton and Brown 1913
Kanada

L. palustris x L. Kuzey Amerika, Peng et al. 2005

repens = Bastard | Eurasia




Bu  bitkiler dogada yaygin olarak bulunmalarinin yanisira ¢esitli amaglarla
kullamilmaktadirlar. Ornegin; L. natans tatl su sistemlerinde civanin toksitesini azaltmak
icin kullanilmaktadir (Ribeyre et al. 1990). Khedr and Serag (1998), Misir’da L.
stolonifera’y tuzlu su géllerini ve kanallari 1slah etmek i¢in kullanarak, tavsiye etmislerdir.
Amerika’ nin Luizyana eyaletinde balik yetistiricileri Ludwigia spp.’yi baliklar igin organik
besin kaynagi olarak kullanmakta ve ekonomik fayda saglamaktadirlar (Brunson 1988,
Brundu et al. 2001). L. octovalvis’in Streptococus mutans’a karsi antibakteriyel etkiye
sahip oldugu belirlenmistir (Chen et al 1989). Brezilya’da L. elegans’in ¢igeklerinden bal
tiretiminde yararlanilmaktadir (Marques and Gimenes 1996). L. peploides Avustralya’da
sular1 temizlemek amaciyla kullanilmaktadir (Greenway and Woolley 1999). Cin’de halk
arasinda L. octovalvis tibbi amagl olarak kullanilmaktadir (Kuo et al. 1999). L. linifolia
Malezya’da sebze olarak tliketilmekte ve antitiimor etkiye sahip oldugu bildirilmektedir
(Mooi et al. 1999, Oztiirk 2002).

ki yiiz seksen ii¢ (283) dogal populasyondan secilmis 302 bitki iizerinde yapilan
kromozom incelemesinin sonucunda Myrtocarpus takimina ait 45 tiirden 38’nin kromozom

sayilar1 bildirilmistir. Ludwigia x=8 genomu tagimaktadir (Raven and Tai 1979).

Poliploid bitkilerle elde edilmis bitkiler, heterosis nedeniyle ana bitkilerden daha giiclii
olmaktadir. Bunun yam sira bazi diploid bitkilerde yabani tip aleller etki gosterip bitki
gelismesini engel olabilmektedir. Fakat poliploid bitkilerde kromozom sayisi1 fazla oldugu
icin yabani aleller etkisiz hale gelmekte ve bitkiler daha gii¢lii olmaktadir. Poliploid de hem
alloploid hem de otoploid bitki elde edilmektedir (Tate et al. 2005).

Cogu organizma normalde diploid oldugu halde, poliploidi, anormal hiicre boliinmesinden
dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu da c¢ogunlukla bitkilerde bulunur. Diinyada muz, elma ve
zencefilde triploid bitkiler; bugday, misir, pamuk, patates, lahana, tiitiin, yerfistig1 vb. de
tetraploid bitkiler; karanfil, ekmeklik bugday, arpa da hekzaploidler; celik, seker kamis1 ve
bir¢ok siis bitkilerinde oktoploid bitkiler yaygin olarak kullanilmaktadir. Baz1 bitkilerde
hem diploid hem poliploid birlikte bulunmaktadir (Tate et al. 2005).



Kromozom katlanmasi, pratikte cogunlukla kimyasal uygulamalartyla
gerceklestirilmektedir. Glinlimiizde kromozom katlamasi i¢in bitki 1slahg¢ilari tarafindan en
yaygin kullanilan kimyasal, kolkisindir. Kolkisin, uygulandig1 dokularin hiicrelerinde mitoz
bolinmenin metafaz sathasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayisiyla
replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini 6nleyerek, kromozom sayisinin

iki katina ¢ikmasini saglar (Poehlman and Borthakur 1968).

Ammonia, Kolkisin, Dietilsiilfat, Etilamineletilinoksit (EMS), p-Floro-d-l-fenilalanin
(PFP), Formaldehit, 2(5H)-Furonan, 4,5,5-trimetil-3-[2-(fenilamin)-4-tiazolil]-(9Cl),
Gibberelik asit, Heteroaksin, Hidrojenflorid, Hidroksilamin, Kinetin, Ribosit, Maleik
hidrazit metilosiyanat, N-Metil-N-nitrosotire (MN-urea), N-Metil-N-nitrosoiiretan(MNU),
Fitohemagulutinin, mayozda etkili Trietilamine ve sicaklik kromozom katlanmasina,
poliploid bitkilerin elde edilmesine neden olan kimyasallarin basinda gelmektedir (Grant

and Owens 2002).

Gama 1ginlari, hizli ntronlar, termal notronlar, x-ray, 32p ve lazer kromozom katlanmasina

neden olan fiziksel tekniklerdir (Grant and Owens 2002).

1.2 Kolkisin
Colchium autumnale’den (Sekil 1.3) ¢ikarilan zehirli bir alkoloiddir.

Kolkisinin sistematik adi (IUPAC); N-((75)-5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10-tetramethoxy-9-
oxobenzo(a)heptalen-7-yl)-acetamide’dir (Sekil 1.2) (Anonymous b, 2008. Web sitesi:
http://en.wikipedia.org/wiki/Colchicine, Erisim Tarihi: 28. 06.2008).




Sekil 1.2 Kolkisinin molekiiler yapisi

(Anonymous b, web sitesi: http://en.wikipedia.org/wiki/Colchicine, Erisim Tarihi: 28. 06.2008).

Sekil 1.3 Dogada Colchicum autumnale bitkisi

(Anonymous b, web sitesi: http://en.wikipedia.org/wiki/Colchicine, Erisim Tarihi: 28. 06.2008).

Kolkisin ¢ok toksik dogal bir iiriin ve orjinal olarak Colchicum cinsinden (Colchicum
autumnale (Sekil 1.3) ekstre edilmis ikincil metabolizma iriiniidiir. Asil kullanim alani
olarak romatizmal hastaliklarin tedavisinde ve 6zellikle gut’ta, bununla beraber bagirsak
temizleyici ve kusturucu etkisi oldugu da belirtilmistir (Anonymous b, web sitesi:

http://en.wikipedia.org/wiki/Colchicine, Erisim Tarihi: 28. 06.2008).




Microtiibiiller’deki kromozomlarin ayrilmasi devam ederken, poliploidiye sebep olmak i¢in
kolkisin kullanildiginda, bitki hiicrelerindeki mayozda hiicre bdliinmesi sirasinda
kromozomlarin bdliinmesi engellenir. Bundan dolayr gametlerin bir kismi kromozom
icermez. Gametlerin diger kismi da normal, ¢ift kromozomlu ve embriyolar da ikiye
katlanmis kromozomlara sahiptirler (diploid yerine tetraploid). Bu durumun sonucunda
siklikla bitkilerde olumlu etkiler goriilmektedir. Bitkiler daha genis yapraklara sahip ayrica
daha dayanikli, hizli gelisen ve normal diploid bitkilere gore daha ¢ok tercih edilen haline
gelmektedir.Bu sebepten dolayi, bu tip genetik manuplasyonlar siklikla bitki 1slahinda ticari
olarak kullanilmaktadir (Anonymous b, web sitesi: http://en.wikipedia.org/wiki/Colchicine,

Erisim Tarihi: 28. 06.2008).

Tiirkiye’de yapilan su bitkileri ¢alismalari, daha ¢ok akvaryum bitkilerinin biyolojisi ve
teknik ¢aligmalari igerikli olmustur. Poliploid bitkiler, genel olarak diploid bitkilerden
kromozom ¢ogalmasi ile morfolojik veya fizyolojik yonden daha saglam ve saglikli
olmaktadir. Bitki 1slahinda pozitif yondeki degismeler sayesinde giiglii saglam ve daha
saglikli bitki secerek verim arttirma calismalar1 degisik karasal bitkiler iizerinde devam
etmektedir. Daha once su bitkilerinde kolkisin ile poliploidi bitki eldesi calismasina
rastlanmamaktadir. Bu ¢alismada kolkisin muamelesi ile kromozom c¢ogaltimi yani
poliploid veya aneuploid bitki elde edilerek, akvaryum bitkisi Ludwigia repens’de (2n=32)
daha ¢ekici, giizel goriintislii, saglikli, renkli ve degisik boyutlarda bitkiler gelistirerek yeni

bir ¢esit elde edilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Biiriin ve Emiroglu (2008), Androjenik tiitin (Nicotiana tabacum cv. Karabaglar 6265)
dihaploidlerini elde etmek icin anter kiiltiiriiniin ii¢ farkli doneminde kolkisin uygulamasi
yapilmis olup, anterler, kiiltiir 6ncesi % 0.4 kolkisin ¢ozeltisi ile 0, 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 saat
muamele edilmistir. Anterlerin kiiltiire tepkisi, en yiiksek diploidlesmeyi % 27.9 olarak 6
saat muamele ile elde etmislerdir. % 0.2 kolkisin ¢ozeltisi ile 1slatilmig, pamuk arasinda, ii¢
giin birakilmis olan anterler ile % 60 diploidlesme elde edilmis, fakat muamele edilen
embriyoidlerden sadece 5 bitki elde edilebilmistir. Kromozom katlanma oranlar1 ve
bitkiciklerin yasatilmasi dikkate alindiginda, 7 saat % 0.2 kolkisin uygulamasimin daha
avantajli oldugunu bildirmislerdir (% 42.3 dihaploid).

Rubuluza et al (2007), Colophospermum mopane, yari tropik iklime sahip olan Giiney
Afrika da bulunan tibbi ve ekonomik yonden onemli bir bitki oldugunu bildirmislerdir.
Kolkisin etkisi ile poliploidizasyon C. mopane tohumlarinda in vitro ¢alisma yapilmis olup,
C.mopane tohumlar1 %0.05, 0.1 ve 1.0 (w/v) oranlarindaki kolkisin ¢ozeltisi ile 24, 48 ve
96 saat muamele edildikten sonra 1/8 MS ortamina aktarilmistir. In vitro kosullarda elde
edilen bitkiciklerin ploidi oranlarmi flow sitometri ile tespit etmislerdir. Elde edilen
bitkiciklerden %44’ tetraploid, bir tane kimerik ve geri kalanlarim1 da diploid olarak
bulmuslardir. Fidelerin %0.05 ve 9%0.1 (w/v) oranlarindaki kolkisin ¢6zeltisinde
bekletilmesi ile tetraploid bitkicikler meydana gelmistir. Muamele edilmemis bitkicikler ile
karsilastirldiginda, tetraploidlerde morfolojik farkliliklar goriilmiistiir. Ornegin yan
tomurcuklarin erkenden biiylimesi ve her bir tohum kiiltiiriinden coklu siirgiin meydana
gelmesi, morfolojik farkliliklardandir. Kolkisin konsantrasyonlari ile muamelede %0.1’den
fazla kolkisin konsantrasyonu ile 48 saatten fazla muamele siiresinin bitki gelisimini

olumsuz etkiledigi bildirilmistir.

Ozgen (2007), Kisirhigin giderilmesinde, geriye melezleme ve kromozom katlanmasinin
etki saglayabilecegini bildirmislerdir. Bugdaya genel olarak uygulanan kolkisin

yontemlerinden, saf kolkisin; % 0.25’lik kolkisinde 18-20 ‘C’de 30 dakika, % 0.1 kolkisinli



pamuk igerisinde 3 giin boyunca uygulama yapilmis olup, saf kolkisin uygulamasinda,
0.05-0.1 kolkisin+ % 2 DMSO + Tween20, %0.01 kolkisint+ %2 DMSO + Tween 20 + 10
ppm GA (Tween 20 1 damla/100ml ) olarak agiklamislardir.

Anonymous (2006)’ ya gore, tatli suda yasayan Ludwigia tiirlerin biiylime formlar1 ¢cevresel
sartlara gore degismektedir. Ludwigia hexapetala dekaploid olup 2n=80 kromozom igerir.
Ludwigia peploidesin alt tiirleri olan peploides, montevidensis ve Ludwigia repens sirasiyla

2n=16, 16 ve 32 kromozom i¢ermektedir.

Raufet al., (2006), pamugun iki kiiltiirii olan Gosypium. arboreum L. cv. FDH-228 ve HK-
1137in kolkisin (1%) ile muamelesinde 3 farkli metot kullanmislardir. Fide agamasinda
siirglin ucuna yapilan kolkisin uygulamasi basariya ulasmistir. Tetraploid bitki olan
G.arboretum daha genis vejetatif {iremeye, tireme organlarinda daha az stoma ve onlarin
normal diploid kopyasindan (2n=26) daha yiiksek DNA optikal yogunluguna sahiptir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda, kolkisin etkisi ile 6nemli, nokta mutasyonlar1 olugsmasina
ragmen bazi bireysel Ozelliklerinde olumsuz etki goriilmiistiir. Bitkilerde, kolkisin ile
muamele edildikten sonraki farkliklar RAPD DNA  markorleri  kullanarak

degerlendirilmislerdir.

Anonymous (2005)’e gore, Ludwigia cinsinde 83 tiir bulunmaktadir. Bitkinin varyasyonlari
g6z Oniinde alindiginda  Giiney Amerika anavatan olarak bilinmektedir. Ludwigia
hexapetala (dekaploidtir)’da 2n=80 kromozom bulunmaktadir. L. peploides alt tiirleri,

peploides 2n=16, montevidensis 2n=16 ve Ludwigia repens 2n=32 kromozom igermektedir.

Yetisir and Sari (2003), Haploid kavun (Cucumis melo L.) bitkisinde dihaploidzasyon igin
3 farkli metot denemistir. Ploidi seviyesi, kolkisin muamelesinin ardindan yapilan
morfolojik ve sitolojik arastirmalardan sonra bitkilerde saptanmistir. In vitro kosullarda
elde edilen bitkileri veya tek node explantlar: ile serada yetisen bitkilerin siirgiin uglarini
karsilagtirmak amaciyla daldirma yontemi kullanilarak kolkisin ¢dzeltisi ile muamele

edilmistir. Ek olarak, serada yetisen bitkilerin yan tomurcuklarina bir damla kolkisinli



cozeltisi ile muamele etmislerdir. Siirgiin ucu muamelesi ile yaklasik %89 oraninda diploid
bulunmustur. Buna karsin in vitro bitkiciklerde ve diger explantlarda ayn1 uygulama ile

diisiik sonuglar goriilmiistiir.

Kadota and Niimi (2002), tetraploid bitkilerden olan japon armutu (Pyrus pyrifolia N.)
kiltirtint, in vitro kosullarda kolkisin ile muamele etmislerdir. Hizli ¢ogalan siirgiinler
%0.1 veya %0.01 kolkisin igeren siirgiin arttirici ortama (SPM) aktarilmis ve 1, 2, 4 veya 8
giin muamele edilmis. Sonra yeni hazirlanmis SPM’ ye aktarilmis. Ploidi orani flow
sitometri ile incelenmis ve 4 ay sonra kolkisin muamelesine maruz kalmis 4 degisik ploidi
iceren bitkiler secilmis ve secilen bitkiler 5 aydan daha fazla SPM ‘de kiiltiire alinmislar.
Hizli ¢ogalan siirgiinlerin poliploidi seviyeleri incelenerek 5 tetraploid siirgiin seg¢ilmis.
Secilen tetraploid stirgiinler koklendirilmis olup, bitkiler saksilara aktarilarak serada
bliylimeye birakilmis. Diploid ve tetraploid bitkilerin stomalar1 karsilagtirildiginda

tetraploid bitkilerin stomalar1 daha uzun bulmuslardir.

Oztiirk (2002), In vitro hizli cogaltim amaciyla Ludwigia repens bitkisinin farkli
eksplantlarin1 (u¢ meristemi, birinci, ikinci ve igilincii-dordiincii koltukaltt meristemi),
degisik oranlarda Benzylaminopurine (BAP), Thidazuron (TDZ) ve a-Naftalen asetik asit
(NAA) igeren MS besi ortaminda kiiltiire almigtir. U¢ meristemi eksplantindan 0.05 mg/1
TDZ ve 0.1 mg/l NAA iceren MS besi ortaminda %100 siirgiin olusturma orani ile en fazla
stirglin (12.31 adet/eks. basina) elde etmistir. BAP igeren ortamlar arasinda en iyi sonucu
(5.37 adet/eks. basma) 0.1 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamda ikinci koltukaltt
meristemi vermistir. TDZ igeren ortamlarin BAP’l1 ortamlara gore daha iyi sonu¢ verdigi
goriilmistiir. TDZ ve BAP hormonu hizli ¢ogaltimda iyi sonuglar vermistir. Ancak siirgiin
gelisiminde yavaslatici etki gostermistir. Bu nedenle 4 hafta sonunda eksplantlar yar1t MS
ortama alinmistir. Kdklenmede sorun olmadig: goriilmiis ve biitlin eksplantlarda cogunlukla
iyl sonug¢ veren 0.05 mg/l TDZ-0.1 mg/l NAA ve 0.3 mg/l BAP-0.1 mg/l NAA’nin
kullanildig1 ortamlardan alinan siirglinler yar1 MS ortama aktarilmis ve koklenme
saglanmistir. Koklenen stirgiinler akvaryum ortamina aktarilmis ve %100 adaptasyon elde

etmistir.
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Adaniya and Shirai (2001), tetraploid zencefilin in vitro baslangicinda, polen fertilitesini
ve ¢imlenmeyi arastirmistir. Siirglin ucu kiiltiirlerinin gelisimi agisindan 2.0 mg/ 1 BA
iceren agarli MS ortami ve ayni1 oranda BA igeren sivi MS ortami karsilagtirildiginda kati
ortamin daha olumlu etkiye sebep oldugu anlasilmistir. S1v1 ortamda, 0.5, 1.0, or 2.0 mg/ |
BA ile 0.05 mg/1 NAA kombinasyonlar1 kiiltiirde olumlu etki yapmislardir. Tetraploidin
etkisinin dogrulugu agar icindeki eksplantlarin siirgiin uclarinin muamelesine veya likit
MS’in 2.0 mg/ 1 BA, 0.05 mg/ 1 NAA, ve %0.2 (w/v) kolkisin i¢geren ortamlarda 4, 8, 12,
ve 14 giin bekletilmesine bagl olarak vermislerdir. Tespit edilen tetraploidler 18 adet kati
ve 5 adet s1v1 ortamdan elde edilmistir. Bu yiizden, tetraploid zencefilin bulunmasina neden
olan siirglin ucu explantlar1 8 giin i¢in 2.0 mg/l BA, 0.05 mg /1 NAA, ve % 0.2 (w/v)

kolkisin igeren agarli ortam en etkili yoldur.

Pinheiro et al., (2000)’a gore Brachiaria bitkisinin bazi tiirleri 6zellikle tetraploid
apomiktik cesitleri tropik bolgelerde gida olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
Bracharia’nin kromozom katlanmasi igin in vitro elde edilen bitkilerden eksplantlar 1 mg/1
NAA, 3 mg/l kinetin ve %0.01 kolkisin igeren ortamda 48 saat muamele ettikten sonra
kolkisinsiz ortama siirgiin olusumu baslayincaya kadar birakilmislardir. Elde edilen bitkiler,
flow sitometri sayesinde belirlenmis ve kromozom sayilarindaki duplikasyon, kok

uclarindan sitolojik analiz ile dogrulamiglardir.

Takamura and Miyajima (1996), Diploid sari-¢gigekli siklamende, kolkisin muamelesi ile
tetraploid bitki elde edilmesi, bu bitkide poliploidi olusumunun gerceklestigini
dogrulamigtir. Yumru bolgelerine, 4 giin boyunca in vitro kosullarda 100 mg/1 kolkisin

muamelesi sonucunda 2 tetraploid bitkinin meyve verdigi bildirilmistir.

Gomiirgen (1991), diploid Agropyron cristatum (L.) Gaertn.’in diploid tohumlarin1 % 0.1
kolkisin + % 0.2 DMSO’te 48 saat bekleterek tetraploid bitki elde etmistir. Uygulamadan

olumlu sonug¢ almislardir.
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Aslim (1989), tetraploid ¢okyillik cavdar elde etme imkanlarini arastirdigi ¢alismasinda,
diploid c¢okyillik ¢avdar fidelerinin % 0.2 lik DMSO i¢inde ¢6zerek hazirlamis % 0.1 lik
kolkisin ¢ozeltisinde, 27 'C’de 3 saat bekletmistir.

Morgan et al. (1988), yaptig1 calismada, Festuca gigantean Vill. ve Lolium multiflorum
Lam. melezinin tohumunu % 0.2°1ik kolkisin ¢ozeltisinde 5 saat bekleterek poliploid

bitkiler elde etmislerdir.

Sevimay (1986), diploid ve tetraploid Secale montanum Guss. bitkilerinin baz1 morfolojik
Ozelliklerini inceledigi arastirmada, 100 go6zlemin ortalamas:1 olarak, stoma boyu
diploidlerde 48.94 pm, stoma eni ise 10.99 pum, tetraploidlerde ise bu rakamlar sirasiyla,

71.35 um ve 15.69 um olarak Ol¢tilmiistiir.

Subrahmanyam and Kasha (1975), arpa bitkisinde kromozom katlanmasinda uyguladiklari
farkli yontemlerde nitrat oksit ve kolkisin uygulamis, kromozom katlanmasinin % 0-100
arasinda degistigini gézlemislerdir. Nitrat oksit ile %17, saf % 0.1°lik kolkisin ¢ozeltisi ile
% 37.4 ve % 4 DMSO igerisinde hazirlanan % 0.1°lik kolkisin ¢ozeltisi ile %55.8 oraninda

kromozom katlanmas1 gézlenmistir.

El¢i (1966), ¢ok yillik cavdar ile yaptigi bir arastirmada, diploid olan bitkinin tohumlarini
oda sicakliginda ¢imlendirdigini, 4-10 mm kokgiigii bulunan fideleri % 0.1’lik kolkisin
¢ozeltisinde 25-27 "C’de 3 saat bekletip, musluk suyunda yikadiktan sonra, 150 fideden 68

tanesinin yasadigini, bunlardan 30 tanesinin tetraploid oldugunu bildirmistir.

Essad (1962), calismasinda 2n=14 suni melez bitkiler elde etmistir. Bunun i¢in F,
klonlarini, %0.9’1luk kolkisinde 15 saat, %0.5 likte ise 24 ve 40 saat bekletmistir. Baska bir
islemde ise %0.1 lik kolkisinde 16 ve 24 saat birakmistir. Kolkisin ile muamele edilen 258
klondan 78 tanesi canliligimi kaybetmistir. Geri kalan bitkilerden 2n ve 4n kromozomlu

miksoploid bitkiler elde etmistir.
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Buckner et al. (1961), Lolium perenne x Festuca arundinacea melez klonlarini, % 0.2’lik
kolkisin ¢ozeltisinde 24 saat bekletmislerdir. Bu uygulama sonunda 1 adet 2n=42, 3 adet
2n=70 ve 30 adet de 2n=56 kromozomlu bitkiler elde etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Tez ¢alismasinda materyal olarak 2002°den beri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda, in vitro hizli ¢ogaltimi yontemi ile elde
edilmis (Oztiirk 2002), 24 + 2 °C’de Y» MS ortaminda siirekli alt kiiltiirii yapilarak
saklanmis 200 adet Ludwigia repens (2n=32) bitkisi kullanilmustir.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck.(Almanya) ve Sigma Aldrich Chemical Co.(St Lo.
Mo ABD)’dan dan temin edilmistir.

3.1.1 Deneme yeri

Deneme, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimii Akvaryum Unitesi ve

Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji ile Sitogenetik laboratuvarlarinda ytriitilmiistiir.
3.2 Yontem
3.2.1 In vitro lzh ¢ogaltim ile Ludwigia repens’in ¢ogaltilmasi

Siirekli alt kiiltiire alinmig olan Ludwigia repens bitkisinin siirgiin ucu ile 1. koltuk alt:
meristemi Oztiirk (2002)’de belirtilmis yoéntem ile MS (Cizelge 3.1) ortamma 0.05 mg/l
TDZ ve 0.5 mg/l NAA eklenerek cogaltilmistir.

14



Cizelge 3.1 Besin ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari (Murashige and
Skoog, 1962)

Ortamda bulunan maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
NH4NO; 1650.000
Makro Elementler KNO3 1900.000
CaCl, 2H,0 440.000
MgS0, 7H,0 370.000
KH,PO, 170.000
KI 0.830
H;BO; 6.200
MnSO,4H,0 22.300
ZnS0,7H,0O 8.600
Mikro Elementler Na,MoO, 2H,0 0.250
CuS0,45H,0 0.025
CoCl, 6H,0 0.025
FeSO, 7H,0 27.850
Na,EDTA.2H,0 37.250
Myo-Inositol 100.000
Nicotinic Acid 0.500
Vitaminler Pyrotinic Acid 0.500
Thiamine-HCI 0.100
Glycine 2.000

3.2.2 Kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri ile kolkisinin hazirlamis1 ve saklama
kosullari

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck. ve Sigma Aldrich Chemical Co.’dan temin
edilmistir. Bliylime diizenleyiciler uygun ¢oziiclilerde ¢oziildiikten sonra standart sekilde
istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlar1 hazirlanmistir. NAA 1 N NaOH c¢ozeltisinde
¢oziiniirken TDZ %50’lik etanol’de ¢oziildiikten sonra saf su ile 10 ml’ye tamamlanmistir.
Stok ¢ozelti falkon tiipleri igerisinde +4 'C’de muhafaza edilmistir. kolkisin ise saf su da
¢oziillmiistiir. Biiyiime diizenleyiciler ve kolkisin +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir.
Biiylime diizenleyiciler, ortama, otoklavda steril edilmeden once ilave edilmistir. Kolkisinin
yliksek 1stya duyarliligi oldugundan dolayi, ortam steril edildikten sonra ilave edilmistir.
Hazirlanan biiyiime diizenleyicilerin ve kolkisinin stok soliisyonlar1 +4 °C’de iki ay

saklanmistir. Kolkisin ise her zaman ¢alisma baslamadan 6nce hazirlanmis ve steril kabin
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icerisinde  filtre edilerek  kullanilmistir.  (Anonymous 2008 ¢, web sitesi:

http://www.orchidmall.com/general/colchic.htm, Erisim Tarihi: 28.06.2008)
3.2.3 Kolkisinin bitki explantlarina uygulama yontemleri

Hazirlanan explantlara 2 yontem ve 8 farkli konsantrasyonda kolkisin muamelesi

yapilmustir. Bu islemler asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

1. yontem: L. repens in alt kiiltiiriinden alinan siirgiin uglar1 ve yukaridan birinci koltuk alti
meristemleri, 0.05 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ile 0 (kontrol-kolkisinsiz ortam), 0.5, 1.0,
1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 ve 4.0 mg/l kolkisinli MS ortami bulunan magenta kaplarina 3’er
tekerriir halinde aktarilmistir (Griesbach 1990, modifiye edilerek).

2. yontem: Bu yontemde, 0.05 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ile 0 (kontrol-kolkisinsiz
ortam), 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 mg/1 kolkisinli siv1 ortam igerisinde
"2 saat bekletildikten sonra 0.05 mg/l TDZ ve 0.5mg/l NAA igeren kat1i MS ortami bulunan

magenta kaplarina 3’er tekerriir olarak kiiltiire alinmistir (Tepe vd 2002, modifiye edilerek).
3.2.4 Kiiltiir kosullar:

Ortam hazirhiginda distile saf su kullanilmis olup, gerektiginde besin ortamina farkl
konstrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri (Sitokinin ve Oksin) ilave edilmistir. Besin
ortaminin pH’s1 1N NaOH ya da IN HCI kullanilarak 5.6- 5.8’e ayarlandiktan sonra 1.2
atm basig altinda ve 120 ‘C’de 20 dakika otoklav igerisinde tutularak sterilizasyon
saglanmustir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (42 p mol m™ s™) altinda 16 saat 151k ve 8
saat karanlik fotoperiyodunda 24 'C + 2 'C sicakliktaki iklim odasinda tutulmustur.
Eksplantlar 4 hafta biliylimeyi diizenleyiciler igeren ortamlarda tutulduktan sonra 2 MS
ortamima almmustir. Biitlin doku kiiltiiri c¢alismalar1 steril kabin igerisinde aseptik
kosullarda yapilmistir.  Bitkiler steril Magenta GA’ veya cam kavanozlar igerisinde

biiyiitiilmiistiir (Oztiirk 2002).
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3.2.5 Siirgiinlerin koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinlerden kromozom ¢alismasi i¢in 3 degisik yontem ile koklendirme yapilmustir.
Birinci c¢alismada elde edilen bitkiler, koklenmesi i¢in akvaryum ortamina adapte edilmistir.
Akvaryum suyununun sicakligi 24 'C £ 2 'C’de tutularak 12 saat 151k ve 12 saat karanlk
fotoperiyodu ayarlanmigtir. Akvaryum dibine 1-2 cm yiiksekliginde ince kum yerlestirilmis ve

akvaryum suyuna haftada bir 10 mg/1 s1v1 giibre (FloraPride, Tetra Plant) ilave edilmistir.

Ikinci yontemde bitki eksplantlari, 25 mg/l IBA ile 10 dakika muamele edilmistir. Muamele
edilen eksplantlar, /2 MS ortamina aktarilmis ve kok gelisimi oluncaya kadar bu ortamda

bekletilmistir.

Uciincii yontemde, bitki eksplantlari, 25 mg/l IBA ile 10 dakika muamele edilmistir.

Muamele edilen bitki eksplantlari, su igerisine konarak iklim odasinda koklendirilmistir.

3.2.6 Somatik kromozomlarin gozlemi icin materyalin hazirlanmasi

Bitki kok ucu meristem hiicrelerinden kromozom sayimi yapabilmek i¢in, kdk uglarinin
maksimum boy uzunluklar1 0.5- 1 cm’yi ge¢gmeden pens ve jilet yardimi ile alinmigtir.
Alinan koklerden, standart teknik (Reader 2003) modifiye edilerek somatik kromozomlar
mikroskopta goriintiilenmeye hazir hale getirilmistir. Yapilan iglemler asagidaki sira ile

gergeklestirilmistir.

K&k ucu 6rneklerinin alinmasi: Kok ucu ornekleri, koklendirme ¢alismalarinda bahsedilen
yontemler kullanilarak elde edilmistir. Kokler, ilk 1-1,5 hafta igerisinde 0.5- 1 cm uzunluga

ulastig1 zaman, pens ve jilet yardimi ile kesilmistir.

flk islem: ilk islem de kok uclar1 doymus o-monobromonaftalin ¢ozeltisi icerisine
konulmustur. Cozelti, 250 ml saf suya 250uL (3—4 damla) a-monobromonaftalin
damlatilarak hazirlanmistir. 4-5 cm boyunda ve 1.5 cm ¢apindaki cam tiiplere bu ¢ozeltiden

2-2.5 cm yiiksekliginde doldurulmustur. Cozeltinin bulundugu cam tiiplerin igerisine
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kesilen kok uglar1 konulup, agizlari mantar tipa veya parafilm ile kapatildiktan sonra

materyal, 2 saat oda sicakliginda ¢6zelti icerisinde bekletilmistir.

Materyalin tespiti: 11k islemden sonra, tiip igerisindeki a-monobromonaftalin siiziilerek,
eksplantlar saf su ile 5dk. boyunca yikanmistir. Yikanan eksplantlarin fazla suyu kurutma
kagidi ile alinip, hazirlanmis olan Propionik asit: Etanol (1:3) (Singh 2003) c¢ozeltisinde
tespite almmistir. Bu ¢oOzelti yine cam tiipler igerisine 2 cm ylikseklige kadar
doldurulduktan sonra, eksplantlar hazirlanmis olan tiiplere aktarilmistir. Tiiplerin agizlari
yine mantar tipa veya parafilm ile kapatilip, 24 saat + 4 'C’de buzdolabinda bekletilerek,

kok uglarinin tespit islemi tamamlanmustir.

Hidroliz: Kok uglari, tesbit isleminden sonra hidroliz i¢in Oncelikle tespit ¢ozeltisinden
distile su ile arindirilmistir. Arindirma igin, soguk distile su kullanilmistir. Kokler, distile
suyun icerisinde 5 dakika bekletildikten sonra kurutma kagidi ile fazla suyu alinip, hidroliz
islemine gecilmistir. Hidroliz islemi i¢in, su banyosunda 60 ‘C’de IN HCI iceren tiipler

igerisine kok uglar1 konulup, bu islem tiim 6rnekler igin 1 dakika siire ile yapilmustir.

Boyama: Kok uclarmin boyanmasinda feulgen ve asetokarmin ¢ozeltisi, kromozomlarin
etkili sekilde goriinebilmesi i¢in birlikte kullanilmistir. Feulgen ile, kok ug¢larmin hidroliz
islemi tamamlandiktan sonra muamele edilmistir. Arastirmada kullanilan Feulgen boyasi

Singh 2003’ye gore hazirlanmustir.

Hidroliz edilen kok uglar1 IN HCl’den c¢ikarilarak soguk distile su igerisinde 5 dakika
bekletilip kurutma kagidi ile fazla suyu alinan kokler, igerisinde Feulgen bulunan tiiplere
aktarilmistir. Tiipler, oda sicakliginda ve karanlik ortamda '% saat bekletilmistir. > saat
bekletilen kokler, ok uclu igne yardimi ile lam iizerine alinip asetokarmin ile tekrar boyama
yapilmigtir. Asetokarmin damlatilmig kdkler, 15 dakika boya icinde bekletilmistir. Koyu

mor renk olan 1-2 mm’lik kdk uglarindan preparatlar hazirlanmistir.
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3.2.7 Mikroskop incelemesi i¢in preparatlarin hazirlanmasi

Boyanmis kok uglari, daha sonra jilet yardimi ile yaklasik 1-2 mm’lik ug¢ kisimi kesilerek,
jilet ile kiyilip ¢ok kiigiik pargalara boliinmiistiir. Hiicrelerin preparat iizerinde diizgiin
sekilde dagilimi, jiletle yapilan kiyma isleminin sonucudur. Kiyma islemi esnasinda kok
ucu pargalarin kurumasini engellemek i¢in, arada damla seklinde asetokarmin boya veya
%45’ lik asetik asit ile muamele yapilmistir. Cozelti damlalarinin biiylik olmasi, kdk ucu
pargalarinin kiyilmasini gii¢lestirdiginden dolay1 asetik asit veya asetokarmin kiiciik

damlalar halinde koyulmustur.

Kiyma iglemi bittikten sonra asetokarminden tekrar bir damla pargalarin {izerine damlatilip,
ok uclu igne ile pargalarin homojen sekilde dagilimi saglanip ayrica kromozomlarin daha
koyu sekilde boyanmasi i¢in de asetokarmin igerisinde karistirllmistir. Bu islemden sonra
parcalarin iizeri lamel ile ¢ok dikkatli bir sekilde kapatilmistir. Lamel ile kapatilan preparat
tizerine kurutma kagidi koyulup elimizin bas parmagi ile sikica bastirilmistir. Bu islemden
sonra, mikroskopta incelenmeye hazir hale getirilmistir. Mikroskopta incelenen ve
hiicrelerinde amaca uygun kromozomlarin bulundugu gozlenen preparatlar devamli hale

getirilmistir.

3.2.7.1 Preparatlarin goriintillenmesi

Hazirlanmis preparatlar, mikroskop altinda incelenirken, ayn1 zamanda amaca uygun
kromozomlar1 bulunan hiicreler bulundugu zaman, fotograflandirilmistir. Fotograf
makinesi, mikroskobun {iistiine eklenmis sekilde bulunmaktadir. Bu sayede hem inceleme
hem de goriintiileme isi ayn1 anda yapilabilmistir. Olympus-BH2 mikroskobunda incelenen
preparatlar, Olympus C-35AD—4 fotograf makinasi ile goriintiilenmistir. Goriintiilenen
orneklerden amaca uygun kromozomlarin bulundugu gozlenen preparatlar devamli hale

getirilmistir.
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3.2.8 Devamh preparatlarin yapilmasi

Hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenmis, kromozomlar1 iyi sekilde boyanan ve

sayilabilir hiicrelere sahip olanlar devamli preparatlar haline getirilmistir.

Devamli preparatlar1 yapmak i¢in alkol buhari degis - tokusu yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde lam ile lamel arasindan, alkol buhari ile kanada balzaminin lamelin altina
kolayca girmesi kolaylastirilmig olur. Lamin {izerine gerekli bilgileri kursun kalemle yazilip
veya etiket yapistirildiktan sonra preparat, bir lam yikama kabinin igine konulmustur.
Kabimm ve kapaginin i¢ tarafi kurutma kagidi ile kaplanmistir. Cam kaba, 4-5 mm
yiiksekligine kadar saf (%96- 99) alkol konulmus ve icerisindeki kurutma kagidi alkol ile
nemlendirilmistir. Nemlendirme isleminde, alkol miktarinin fazla olmasi buharlagsma
oranini azalttigindan dolayr kurutma kagidinin 1slanmasina yetecek kadar alkol
kullanilmigtir. Daha sonra preparat bu kabin icerisine konulup, alkol buharinin kapaktan

ucmasini engelemek i¢in de, kapagin i¢ kismina vazelin siiriilerek kapak kapatilmistir.

Hazir hale gelen kap, buzdolabinda +4 'C’de 2 gece bekletilmistir. Beklemis olan
preparatlar, bu cam kaptan c¢ikartilip petri kutusuna konulmustur. Petri kutusunun i¢i de
kurutma kagidi ile kaplanmistir. Kurutma kagitlar1 saf alkol ile nemlendirilmis ve
preparatlar dizilmistir. Preparatlardaki lamelin {ist ve yan kenar1 boyunca kanada balsami
damlatilmistir. Balsam, ok uclu igne yardimu ile iki kenar boyunca siiriilmiistiir. Bu sekilde
kanada balsammin lam ve lamel arasina girmesi kolaylastirilmistir. Petrinin kapagi
kapatilip oda sicaklifinda kurumaya birakilmistir. Béylece preparatlar, yillarca bozulmadan

muhafaza edilebilir hale getirilmistir.
3.2.9 Stomalarin preparatlarinin hazirlanmasi ve goriintilleme

Stomalar1 goriintiilemek i¢in yaprak eksplanti alindi.Yaprak {izerine ince bir tabaka seffaf
oje siirlilmiistiir. Oje kuruduktan sonra jilet yardimiyla ojeli tabaka dikkatlice epidermisten

ayrilmistir. Ayrilmis olan kisim, bir damla distile su damlatilmis lam {izerine konularak,

20



lamel ile dikkatlice sabitlenmis ve sonrada, Zeiss mikroskop ve Zeiss axiocam mrc-5

fotograf makinasi ile goriintiilenmistir.

3.2.10 Yaprak boylarinin él¢iilmesi

Elde edilen bitkilerin tepe ucundan yaprak sapina kadar olan boyu ve yapragin en genis
olan bolgesinden oOlciilen yaprak genisligi, mm bolmeli cetvel ile Ol¢iiliip ortalamalari

almmustir.

3.3 istatistiksel Analizi

Kolkisinsiz ve katlama goriilen bitkilerin 11’er érneginden alinan stoma ve yaprak boylari

ortalamasi, SPSS 15 computer software program ile hesaplanmustir.

21



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 In vitro Hizh Cogaltim ile L.repens’in Cogaltim

Ludwigia repens, doku pargalarindan c¢ogalabilme 0Ozelligine sahip bir bitkidir.
Rejenerasyon yapilabilmek i¢in 2002’den beri stirekli 2 MS ortamda alt kiiltiir ile
saklanmig L. repens bitkisinin u¢ ve koltuk alti meristemleri 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l
NAA iceren MS ortamda (Oztiirk 2002) cogaltilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Ug¢ meristem ve birinci koltuk alti meristem ile gelisen bitkilerin 2 MS
ortamindaki gelisimi.(bar= 0.5 cm)

Alt1 seneden beri stirekli alt kiiltiire alinmis bitkilerin u¢ meristemlerinden ortalama 12.50
ve koltuk alt1 meristemlerinden ise 10.33 siirgiin elde edilmistir. Elde edilen sonuglar ile
Oztiirk (2002)’nin hizl1 gogaltim sonuglar1 birbirine benzerlik gdstermektedir. Bu benzerlik
stirekli alt kiiltiiriin bitkinin genetik yapis1 lizerinde her hangi olumsuz etki yapmadigini
belirtmektedir. Her iki eksplanttan gelismis siirgiinlerde biiyiime agamasinda da her hangi

anormallik gozlenmemistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

22



Sekil 4.2 Ludwigia repens’in 1. Koltuk alti meristeminden gelisen bitkicik (bar=0.5 cm)

Sekil 4.3 Siirgiin ucu eksplantindan biiylimiis L.repens bitkisi (bar=0.5 cm)
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4.2 Koklendirme Calismasi

Akvaryumda yapilan koklendirme c¢alismasinin ilk haftasinda bitkiler, ortama adapte
olmakla beraber koklenme ilk hafta hizli bir sekilde olmadigi i¢in kok elde edilememistir.
Iki hafta sonra, akvaryumda yosun olusumu gozlenmistir (Sekil 4.4). Yosunlar, tiim
bitkilerin {istiinii hali gibi kapladigindan dolay1, bitkilerden kok alinamamistir. 3. haftadan
itibaren bitkilerin tamami suyun igerisinde bozuldu ve akvaryum c¢alismasindan sonug
almamamustir. Oztiirk (2002), bitkilerin akvayumlarda hizli koklendigini belirtmistir. Bu
caligmada koklenmesinde ki basarisizligin sebebi yosun gelismesinin kdklenmede olumsuz

etki yaptig1 diistiniilmektedir.

Sekil 4.4 Kok gelisimi sirasinda meydana gelen yosunlagsma (bar= 5 cm)

Ikinci yontemde bitki eksplantlari, 25 mg/l IBA ile 10 dakika muamele edilmis, muamele
edilen eksplantlar, 2 MS ortamina aktarilmigtir. Aktarilan eksplantlar, magenta icerisinde
gelismistir (Sekil 4.5). Fakat kokler yavag biiytimiislerdir. 10 -15 giinliik kokler alinmistir.
Bu devrede alinan koklerde, hiicre igerisinde kromozoma nadiren rastlanmistir. Yapilan

preparatlarda da katlanma gézlenmemistir.
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Sekil 4.5 Kok gelisimi i¢in %2 MS ortamina aktarilan eksplantlar (bar= 1.5 cm)

Uciincii yontemde, bitki eksplantlari, 25 mg/l IBA ile 10 dakika muamele edilip, su
icerisine konan eksplantlardan 4-5 gilin igerisinde 1-2 cm uzunluktaki kokler elde
edilmistir. Elde edilen koklerden yapilan preparatlarda kromozomlar goriilmiis, kromozom

katlanmas1 gozlenmistir.

4.3 L. repens’in Siirgiin Ucu ve Birinci Koltuk Alti Meristemlerin Kolkisinle Muamele
Edilmemis Bitkilerin Kromozomlarinin incelenmesi

L. repens’in siirgiin ucu ve birinci koltuk alti meristemlerinin, kolkisin ile muamele
edilmemis bitkilerin kromozom incelenmesi igin, bitkilerin kok uglarindan hazirlanan 3’er
preparat Olympus mikroskop ile 100’ liik objektif ile yapilan inceleme sonucunda, kolkisin
icermeyen bitki materyalinin 2n=32 kromozoma sahip oldugu tespit edilmistir. Yapilan
inceleme sonuglari, Anonymous 2006 ve Anonymous 2005’in sonuglart dogrulanmaktadir.
Her iki kaynakta belirtildigi gibi L. repens bitkisinde kromozom sayist 2n=32 olarak
gozlenmistir (Sekil 4.6. a,b,c).
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Sekil 4.6 L. repens’in siirgiin ucu eksplantindan elde edilmis kolkisin ile muamele
edilmeyen bitkilerin (a,b,c) 2n=32 kromozom goriintiisii (Katsayi=4pum).

4.4 Kolkisinin Bitki Eksplantlarina Uygulama Yontemleri

4.4.1 L. repens’in siirgiin ucu ve birinci koltuk alti meristemlerinin degisik oranda
kolkisinle muamelesi

Alt kiltirden alinip c¢ogaltilan bitkiciklerin, siirglin uglar1 ve birinci koltuk alt1
meristemleri, 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA ile 0.50, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 ve 4
mg/l kolkisinli MS ortami1 bulunan magenta kaplarinda gelisen bitkilerin kdk ucundan
yapilan 3’er preparat Olympus mikroskop ve 100°lik objektif ile incelendiginde bitki

kromozomlarda herhangi katlanma gozlenmememistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 L. repens’in siirgiin ucu ve birinci koltuk alti meristemlerin degisik oranda
kolkisinle muamelesi sonuglari

Kolkisin orani (mg/l) Eksplant Kromozom sayisi

0 2n=32

0,50 2n=32

1 2n=32

1.5 Siirgiin ucu ve birinci koltuk =32

é alt1 meristemi 2n=32

2.5 2n=32

3 2n=32

3,5 2n=32

4 2n=32
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Sonug olarak yapilan bu denemede kullanilan kolkisin dozlarinin kromozom ¢ogaltimi igin
yetersiz oldugu espit edilmistir. Buna karsin yapilan kaynak arastirmasindaki bitkilerde
(Colophospermum mopane ,Gosypium. arboreum L. cv. FDH-228 ve HK-113, Brachiaria
bitkisi, Nicotiana tabacum c¢v. Karabaglar 6265 vs.) kromozom katlanma
gormiiglerdir.Yapilan bu denemede goriilmemesinin sebebi in vitro ortamda agarla beraber
kullandigimiz kolkisin oranlarinin bu bitkinin kromozom katlanmasi i¢in yetersiz oldugu
ayrica yapilan tiim c¢alismalar karasal bitkilerde yapilan ¢alismalardir. Bundan dolay1 su

bitkilerinin kolkisine olan tepkisi karasal bitkilere gore farkli olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.4.2 L. repens’in siirgiin ucu ve birinci koltuk alti meristemlerinin kolKisin iceren sivi
ortamda bekletilmesi

Alt kiiltiirden alinip c¢ogaltilan bitkiciklerin, siirgiin uglar1 ve birinci koltuk alti
meristemleri, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 mg/l kolkisinli s1v1 ortam
icerisinde % saat bekletildikten sonra 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren MS ortamda
cogaltilmistir.

Yapilan ikinci denemede tiim eksplantlarin, kok ucu orneklerinin alinmasi, ilk islem
materyalin tespiti, hidroliz, boyama ve mikroskop incelemesi ic¢in preparatlarin
hazirlanmas1 agsamalar1 tiim eksplantlar i¢in ayni sekilde uygulanmistir. Mikroskop altinda
yapilan incelemelerin, sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Sonuglar incelendiginde 500
mg/l kolkisin ¢ozeltisinde, daldirma yontemi kullanilarak birinci koltuk alti meristemi
eksplantina yapilan muamele eksplantta kromozom katlanmasinin sebep olmus olup 2n= 32
yerine 3n=48—4 (aneuploid) kromozom gostermistir (Sekil 4.7). Baska uygulamalarda ise

kromozomlarda her hangi bir katlanma goriilmemistir.
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Cizelge 4.2 L. repens’in siirgiin ucu ve birinci koltuk alti meristemlerin kolkisin i¢eren sivi

ortamda bekletilmesi
Kolkisin orani (mg/l) Eksplant Kromozom sayisi
250 Siirglin ucu ve birinci koltuk alti 2n=32
meristemi
500-1 Siirgiin ucu 2n=32
500-2 Birinci koltuk altt meristemi 3n=48-4 (aneuploid)
750 Siirglin ucu ve birinci koltuk altt 2n=32
meristemi
1000 Siirgiin ucu ve Dbirinci koltuk alti 2n=32
meristemi
1250 Siirgiin ucu ve birinci koltuk alti 2n=32
meristemi
1500 Siirgiin ucu ve birinci koltuk alti 2n=32
meristemi
1750 Siirgiin ucu ve birinci koltuk alti 2n=32
meristemi
2000 Siirgiin ucu ve birinci koltuk alti 2n=32
meristemi

Sekil 4.7 L. repens’in 1. koltuk alt1 meristemi eksplantindan elde edilmis 500 mg/l kolkisin
ile 30 dk muamele edilen bitkilerin (a,b,c) 3n=48-4 (aneuploid) kromozom
gorlintlisii. [Katsayi=4um (mikron)]
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Normal olarak sonu¢ veren kolkisin oranindan daha fazla kolkisin kullandigimizda
kromozomlarda daha fazla katlanma olmasi beklenilmistir. Fakat, kromozom katlanmasi
gozlenmemesinin sebebi, diger eksplantlarda kolkisinin kromozom katlanmasi igin etkili
olmadigin1 ve rastgele bir etki yaptigin1 gostermektedir. Buna benzer olarak Nicotiana
tabacum cv. Karabaglar 6265 (Biiriin 2008)’de de muamele edilen embriyoidlerden sadece
5 bitki de kromozom katlanmasi elde edilebilmislerdir. Buna karsilik, Ludwigia cinsinde

dogal kosullarda poliploidi bitkiler bulunmaktadir (Anonymous 2005, 2006).

4.5 Stomalarin incelenmesi

Kolkisinin fenotip lizerindeki degisimini de tespit etmek amaciyla 11 yaprak orneginin
stomalari incelendi. Incelemede, kolkisin ile muamele edilmis ve edilmemis her bir drnekte
stoma hiicrelerindeki degisim Cizelge 4.3’de gdsterilmistir. Inceleme sonucunda normal
bitkilerin ortalama stoma uzunlugu 7.88 pm, genisligi 4.43 um olarak katlanmis bitkilerin
ortalama stoma uzunlugu 8.13 um, genisligi ise 5.43 um olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8).
Stomalarin uzunluk ve genislikleri, El¢i (1994)’nin tarif ettigi gibi mikroskopta goriintii
boyutlariin 6l¢giilmesi ile yapilmistir. Benzer sekilde Zeiger (1971)’de arpa bitkisinin

kolkisin ile muamelesinde stoma hiicrelerindeki biiyiime tespit edilmistir.

Cizelge 4.3 Stoma hiicrelerinin karsilagtirilmasi

Kolkisinsiz yaprak eksplanti Katlanma goriilen
(Normal bitki) kolkisinli yaprak eksplanti1 (500 mg/l)
NO Uzunluk(nm) Genislik (um) Uzunluk (um) Genislik (um)
1 7,56 4,73 7,34 4,47
2 8,31 4,17 8,96 5,25
3 8,16 4,26 8,27 5,58
4 7,82 4,29 8,03 5,23
5 7,67 4,36 8,08 5,62
6 7,23 4,34 8,03 5,43
7 9,09 4,31 8,09 6,6
8 6,91 4,79 8,75 5,96
9 7,95 4,26 8,7 6,16
10 8,53 4,67 7,71 4,63
11 7,46 4,57 7,5 4,82
Ortalama 7,88 4,43 8,13 5,43
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Sekil 4.8 Diploid ve aneuploid bitki stomalarinin goriintiileri (a) Kolkisin ile muamele
edilmemis bitki stomasi (b) aneuploid bitkiden elde edilen stoma goriintiisii
(Katsay1= 1.12 um).

4.6 Yapraklarm Incelenmesi

Yapilan yaprak boyu incelemesinde kolkisin ile muamele edilmeyen normal bitkilerin
yaprak uzunluklar1 ortalamasi 0.76um, genisligi ise 0.41um olarak Sl¢iilmiis olup Cizelge
4.4°de gosterilmistir. Kolkisin ile muamele edilen bitkilerin yaprak uzunluklar1 ortalamasi
1.98 um, genisligi 1.07 um hesaplanmistir (Sekil 4.8). Polipliod bitkilerde 2 aylik siirede
ciceklenme ve tomurcuk olusumu da gozlenmistir (Sekil 4.9, 4.10). Benzer sekilde Rauf et
al. (2006), Gossypium arboretum L. bitkisinde poliploid bitkilerin yapraklarinda biiyiime
tespit edilmistir.

30



Cizelge 4.4 Yaprak boylarinin karsilastirilmasi

Kolkisinsiz yaprak eksplanti Katlanma goriilen
(Normal bitki) kolkisinli yaprak eksplant1 (500 mg/l)
NO Uzunluk(cm) Genislik (cm) Uzunluk (cm) Genislik (cm)

1 0.7 0.3 2.5 1.1
2 1 0.5 2 1.2
3 1.2 0.5 2 0.9
4 0.8 0.4 2.1 1.2
5 1 0.4 1.5 0.9
6 0.6 0.3 2 1.1
7 0.8 0.4 2 1.3
8 1 0.5 2.2 1.1
9 1 0.4 1.8 1.1
10 0.8 0.4 2 1

11 0.7 0.5 1.7 0.9

Ortalama +0.76 +0.41 +1.98 +1.07

Sekil 4.9 Bitki boylari: a. normal bitkiler, b. kolkisin ile muamele edilen bitkiler
[Bar = 1.3 cm, sekil a ve b]
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Sekil 4.10 Iki aylik L. repens poliploid bitkisinde ¢iceklenme (a) agilmis cicek (b)
tomurcuk (Bar =0.75 cm).
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5. SONUC VE ONERILER

Ludwigia bitkisinin normal kromozom sayisi 2n=32’dir. Bu ¢alisma da yapilan gesitli
kolkisin muamelelerinden sonra kromozom sayisi 3n=48-4 aneuploid bitki elde edilmistir.
Sonug¢ olarak, yeni bir tiir basariyla gelistirilmistir. Bu tiiriin ayrimitili taksonomik ve

sistematik caligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

L. repens kromozomlar ¢ok kiiciik oldugu i¢in normal 151k mikroskobunda tespit etmek
oldukga zor olmaktadir. Ilerdeki calismalarda normal 151k mikroskobu yerine daha gelismis

mikroskoplarla ¢aligmanin kolaylik saglayacag: diistinilmektedir.

Kolkisin ile L.repens arasindaki kromozom ¢ogaltim mekanizmasinin arastirilmasi
gerekmektedir. Bunu anlayabilmek i¢inde radyoizotop kullanarak (Fluorescence in situ
hybridization) veya daha gelismis yoOntemler ile kolkisin etkisini tespit etmek

gerekmektedir.

Bu calismada elde edilen kromozom katlanmasi olan bitkilerin morfolojik 6zelliklerinin
incelenmesi gerekmektedir. Bunun yanisira bitkiyi daha iyi sekilde anlamak ve amaca
uygun olarak kullanabilmek i¢in kimyasal analiz yapilmas: ve ikincil metabolit varliginin

tespit edilebilmesi ile bitkinin, kullanim alaninin genisleyecegini diisiinmekteyiz.
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