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OZET

Kolhisin Uygulamasi ile Poliploid Seker Otu (Stevia rebaudiana Bertoni)
Bitkilerinin Elde Edilmesi

Ozlem AKBAS
Yuksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Kenan TURGUT
Kasim 2022; 34 sayfa

Bu ¢aligmada Latince ismi Stevia rebaudiana Bertoni olan seker otu bitkisinde
kolhisin uygulamalarinin poliploidizasyon iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada
bitki materyali olarak bitki boyu ve yaprak boyu uzun, genis ve biiylik yapraklara sahip,
rebaudiosit A/steviosit orani ve rebaudiosit A igerigi yliksek olan yerli seker otu ¢esidi
Levent 93’1lin doku kiiltiirlinden gelen fidelerinin siirgiin uclart kullanilmigtir. Mutasyon
materyali olarak da giiz ¢igdemi (Colchicum autumnale) bitkisinden elde edilen bir
alkaloit olan kolhisin (Cz,H2sNOg) kullanilmistir. Calismanin temel amaci, diploid
kromozom sayisini ikiye katlayarak tetraploid seker otu bitkileri elde etmektir.
Caligmada kullanilacak olan yontem belirlendikten sonra tek doz ve farkli uygulama
siirelerinin denenmesi planlanmistir. Bu amacla yapilan arastirmalar incelenmis ve
kolhisin dozu olarak %0,5 konsantrasyonu belirlenmistir. Seker otu siirgiin uglar1 %0,5
konsantrasyonundaki kolhisin ¢ozeltisine 1 saat, 2 saat ve 4 saat boyunca daldirilmistir.
Calisma sonucunda kolhisinle muamele edilmis seker otu bitkilerinin canlilik oram
%13,3-100, bitki boyu 20-75 cm, bitkide yaprak sayis1 16-60 adet, bitkide dal sayis1 1-
11 adet ve klorofil miktar1 9,7-26,9 spad olarak belirlenmistir. Bitkilerin ploidi
seviyeleri flow sitometri analizi ile belirlenmistir. Calismanin flow sitometri analizi
sonuglarina gore tetraploid bitkiler elde edilmistir ancak s6z konusu bitkiler
canliliklarini siirdiirememistir Sonug olarak kolhisinin seker otunda poliploidi meydana
getirdigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: DNA icerigi, flow sitometri, kolhisin, poliploidi, Stevia
rebaudiana Bertoni, steviol glikozit, tetraploidi
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ABSTRACT

Induction of Polyploidy in Stevia Plants (Stevia rebaudiana Bertoni) Using
Colchicine

Ozlem AKBAS
MSc Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Kenan TURGUT
November 2022; 34 pages

In the present study, the effects of colchicine applications on polyploidization were
investigated in the stevia, whose Latin name is Stevia rebaudiana Bertoni. In the study
shoot tips of seedlings from tissue culture of the local stevia variety Levent 93, which
has long plant height and leaf length, and wide and large leaves, and high rebaudiosit
Alsteviosit ratio and rebaudiosit A content were used as plant material. Colchicine
(C22H25NOg), which is an alkaloid obtained from the meadow saffron (Colchicum
automnale) was used as mutation material. The main aim of the study is to obtain
tetraploidy stevia plants by doubling the diploid chromosome number. After the method
to be used in the study was determined, it was planned to try a single dose and different
application times. Studies conducted for this purpose were examined and 0,05%
concentration of colchicine was determined. Stevia shoot tips were immersed colchicine
solution for control, 1 hour, 2 hours and 4 hours. Result of the study, has been
determined the viability rate (13,3-100%), the plant height (20-75 cm), the number of
leaves per plant (16-60 pieces), the number of branches per plant (1-11 pieces) and the
content of chlorophyll (9,7-26,9 spad) of stevia plants treated with colchicine. The
ploidy levels in plants were determined by flow cytometer analysis. According to the
flow cytometer analysis of the study tetraploidy plants were obtained. As a result of the
evaluations, it was concluded that colchicine caused polyploidy in stevia.

KEYWORDS: DNA content, flow cytometer, colchicine, polyploidy, Stevia
rebaudiana Bertoni, steviol glycoside, tetraploidy
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ONSOZ

Insanlar hastaliklarin tedavisinde geg¢misten giiniimiize kadar bitkilerden
faydalanmigtir. Giinliik yasamda artan stres kosullari, hareketsiz yasam gibi daha bir¢ok
faktor onemli saglik problemlerinden olan obezite ve diyabete sebep olmaktadir. Giin
gectikce artan obezite ve diyabet bir¢ok iilkenin saglik problemlerinin basinda
gelmektedir. Tiirkiye Saglik Arastirmasi 2019 TUIK verilerine gore 2016 yilindan 2019
yilina kadar diyabet %13 oraninda, obezite ise %7,6 oraninda artmistir. Giiniimiizde
tiketicilerin saglikli ve dengeli beslenme istegi, sekersiz gidalarin tiiketimi gibi
beslenme bilincini olugturmasi tibbi ve aromatik bitkilere olan ilgiyi giderek artirmistir.

Sekersiz beslenme denildigi zaman dogal bir tatlandirict olarak akla ilk gelen
bitki seker otu olmaktadir. Seker otu bilimsel ismi Stevia rebaudiana olan Asteraceae
familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Orijini Paraguay olan bu bitki 2n=22
kromozom sayisina sahip diploid bir tiirdiir. Seker otu tatlandirici olma o6zelligini
icerdigi steviol glikozitlerden kazanmaktadir. Steviol glikozitler sifir kalorili ve kan
sekerini artirmayan dogal tatlandiricilardir. Yapilan bu calismada seker otu bitkisinin
igerdigi steviol glikozit miktarini artirmak amaciyla poliploidi 1slah1 denenmistir.

Tez konumu secerken benim isteklerimi g6z o6niinde bulunduran, tezimin her
asamasinda benden bilgi, tecriibe ve desteklerini esirgemeyen, danigmanin olmasindan
her zaman onur duydugum degerli yiiksek lisans danigsman hocam Prof. Dr. Kenan
Turgut’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismamin yiiriitiilmesinde bitki materyallerinin temin edilmesi ve her turlu alt
yapinin kullanilmasinda destekleri olan Giliney Agripark Ar-Ge Merkezinin (Antalya)
yoneticisi Prof. Dr. Narin Unal’a, Ziraat Mihendisleri Glrdal Kog ve Agit Akbas olmak
lizere tlim ¢alisanlarina tesekkiirlerimi sunarim. Flow sitometri cihazi ile aday bitkilerde
ploidi analizi yapilmasii saglayan Prof. Dr. Metin Tuna (Tekirdag Namik Kemal
Universitesi) ve ekibine tesekkiirlerimi sunarim.

Tez asamamda benden destek ve bilgilerini esirgemeyen degerli hocalarim Prof.
Dr. Melehat Avci Birsin’e (Ankara Universitesi), Prof. Dr. Mehmet Bilgen’e (Akdeniz
Universitesi), Prof. Dr. Ahmet Naci Onus’a (Akdeniz Universitesi), Prof. Dr. Aynur
Gurel’e (Ege Universitesi), Prof. Dr. Behget Kir’a (Ege Universitesi) ve Prof. Dr. Emre
flker’e (Ege Universitesi) tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim boyunca benden desteklerini esirgemeyen degerli hocam Dr. Ogr.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Kolhisin Uygulamast ile Poliploid Seker
Otu (Stevia rebaudiana Bertoni) Bitkilerinin Elde Edilmesi” adli bu galigmanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belittir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagimni gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS 0. AKBAS

1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler; yaprak, sap, kabuk, cicek, meyve, tohum, kok, rizom,
sogan ve yumru gibi organlarindan birinde, birkaginda veya tamaminda farmakolojik
aktivitesi olan sekonder metabolitleri iceren ve bu sebeple ilag, parflimeri, gida gibi
endiistrilerde kullanilan bitkilere denmektedir. Tibbi ve aromatik bitkilerin kozmetik ve
parfiimeride, baharat iiretiminde, gida katki maddesi olarak, bitki koruma alaninda,
hayvan saghginda ve yem katki maddesi olarak, tekstil ve hali i¢in dogal boya elde
edilmesinde ve sus bitkisi olarak kullanim alanlart bulunmaktadir. Bunlara ek olarak
baz1 hastaliklarin tedavisinde ve ila¢ yapiminda da kullanimi mevcuttur.

Diinya’da yaklasik olarak 400 bin kadar bitki bulundugu ve bunlarin 20 bininin
tibbi amaclarla kullanildig1 bilinmektedir. Ulkemizde ise yayilis gdsteren yaklasik 10
bin civarinda ¢icekli bitki taksonu oldugu tahmin edilmektedir. Bu taksonlar farkli
fitocografik bolgelerde yayilis gostermektedir ve yaklasik 3300 endemik bitkileri
icermektedir.  Yaklastk 2000 bitki taksonu tibbi ve aromatik amagclarla
degerlendirilmektedir ve yaklagik 500-1000 bitki taksonu geleneksel tipta
kullanilmaktadir (Oztiirk vd. 2012). Ayrica iilkemizdeki tibbi ve aromatik bitkilerin
neredeyse tamami1 dogal olarak yetismekte olup ¢ok az bir kismi kiiltiire alinmustir.

Tibbi ve aromatik bitkiler grubu ¢ogunlukla sekonder metabolitler bakimindan
zengin olan bitkiler tarafindan olusmaktadir. Sekonder metabolitler; proteinler,
karbonhidratlar ve yaglar gibi temel metabolitler disinda, bitki yasami1 bakimindan
mutlak gerekli olmayan, genelde diisiik miktarlarda ve farkli kimyasal yapilar1 olan
maddelerdir. Tibbi ve aromatik bitkiler farkli organlarinda farkli miktarlarda sekonder
metabolit igerirler ve icerdikleri sekonder metabolitlere gore degisik amaglarla
kullanilmaktadir. Ornegin hashas bitkisi icerdigi morfinden dolay1 cerrahi
miidahalelerde uyusturucu ve anestezi uygulamalar1 gibi saglik sektdriinde kullanilirken
giil igerdigi ucucu yagdan dolayr parfiim ve kolonyalara koku vermesi amaciyla
kozmetik sektdriinde kullaniimaktadir.

Insanlar hastaliklarin tedavisinde gegmisten giiniimiize kadar bitkilerden
faydalanmistir. Buna ek olarak gilintimiizde tiiketicilerin dogal ve organik iirlinleri tercih
etmesi, saglikli ve dengeli beslenme istegi, sekersiz gidalarin tiiketimi gibi beslenme
bilincini olusturmasi tibbi ve aromatik bitkilere olan ilgiyi giderek artirmistir.

Giinliik yasamda artan stres kosullari, hareketsiz yasam gibi daha birgok faktor
onemli saglik problemlerinden olan obezite ve diyabete sebep olmaktadir. Giin gegtikce
obezite ve diyabet artmakta ve birgok {iilkenin saglik problemlerinin basinda
gelmektedir. Diyabet, pankreasin yeterli miktarda insiilin liretmemesi ya da iirettigi
instilini etkili bir sekilde kullanamamasi durumunda gelisen ve 6miir boyu siiren bir
hastaliktir. Yani kisi yedigi besinlerden kana gecen sekeri kullanamaz ve kan sekeri
yiikselir. Sonug olarak diyabet tedavisinde amag kan sekeri ayarini saglamaktir.

Uluslararas1 diyabet federasyonu 2021 yilinda diinya genelinde 537 milyon
yetiskinin diyabet hastas1 oldugunu bildirmektedir (Anonim 1). Ulkemizde 1998 yilinda
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2,5 milyon kisi diyabetken 2013 yilinda bu say1 yaklasik olarak 7 milyona ytikselmistir.
Diinya saglik orgilitiine gore diyabet, 2000 yilindan bu yana %70 gibi 6nemli bir
yiizdelik artigla ilk 10 6liim nedenleri arasina girmistir ayn1 zamanda 2000 yilindan bu
yana %80’lik bir artigla ilk 10 6liim nedeni arasinda erkek oliimlerindeki en biiyiik
artistan da sorumludur (Anonim 2). Bu sebeple basta diyabet hastalar1 olmak iizere
insanlar sekersiz gidalara yonelmis ve boylece tatlandiricilara olan ilgi artmistir.
Tatlandirici, yiyecek ve igeceklere tat vermek i¢in kullanilan dogal veya yapay
maddelere denmektedir. Ancak uzun siireli tatlandirict tiiketiminin yeme istegini
artirdig1, istah metabolizmasi etkiledigi ve insiilin direncine sebep olmasi gibi bazi
olumsuz etkileri bulunmaktadir (Eser Durmaz ve Keser 2018). Tatlandiric1 kaliteleri ile
birlikte sekerler diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bazi kronik
hastaliklar icin bir risk faktorii oldugu ve obeziteye sebep olan fazla kalori alimini
artirdigt  bulunmustur. Tatlandirict arzusu, insanlarin tiiketicilere kalorisiz tatlilik
Ozelligi sunmayr miimkiin kilan alternatif yogun tatlandiricilarin bir¢ok formunun
kesfedilmesine sebep olmustur (Savita vd. 2004; Rameshsing vd. 2015). Bundan dolayi
dogal tatlandiricilara yonelim daha fazla olmaktadir. Dolayisiyla dogal tatlandirici
denildiginde akla ilk gelen bitki seker otu olmaktadir.

Paraguay’da uzun yillardir tatlandirici ve bitkisel ilag olarak kullanilan seker
otundan elde edilen tatlandirici, seker hastalari i¢in yapay tatlandiricilara alternatif olan
en iyi dogal kaynaktir. Seker otu, kalorisiz tatlandirict olarak sentetik tatlandiricilara
alternatiftir. Seker otu kan sekeri seviyesini etkilemediginden diyabet hastalar1 igin
rahatlikla kullanilabilir bitkisel bir kaynaktir. Yapay tatlandiricilar gibi ndrolojik veya
bobreklere yan etki etmemektedir. Cok yonlii kullanimina ek olarak anti-fungal ve anti-
bakteriyel Ozelliklere sahiptir bundan dolay1 seker hastalar1 i¢in bitkisel ilaglarda,
toniklerde, giinliik kullanilan agiz gargaralar1 ve dis macunlarinda giivenilir olarak
kullanilabilir. Hafif seker otu yapragi cayr mide rahatsizliklar1 i¢in tercih edilebilir
(Goyal vd. 2010).

Seker otu, Latince ismi Stevia rebaudiana olup 2n kromozom sayisi 22 olan bir
tirddr. Tath ot, tatli yaprak, bal yaprak, seker yaprak ve bal mate olarak da bilinir
(Carakostas vd. 2008; Suresh vd. 2018). Asteraceae familyasina ait, Paraguay’in daglik
arazilerinde bulunan ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Yadav vd. 2011; Azizan vd. 2021).
Anavatan1 Paraguay ve Gilineybat1 Brezilya olan bu bitki iilkemizde ilk defa Antalya’da
Akdeniz Universitesi’nde yetistirilerek tanitilmstir.

Stevia rebaudiana Japonya, Cin, Kore, Endonezya, Tanzanya, Meksika,
Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada dahil olmak tizere bir¢ok iilkede bir numarali
bitki olarak yetistirilir (Madan vd. 2010; Zhang vd. 2018). Seker otunun baslica
tireticileri Japonya, Cin, Tayvan, Tayland, Kore, Brezilya, Malezya ve Paraguay’dir. Su
anda seker otu Japonya, Brezilya, Kore, Israil, Amerika Birlesik Devletleri, Arjantin,
Cin, Kanada, Paraguay ve Endonezya’da (Crammer ve lkan 1986; Singh ve Rao 2005;
Yadav vd. 2010) tiiketilmektedir ve bugiine kadar kullanimindan herhangi bir olumsuz
etki bildirilmemistir (Kinghorn ve Soejarto 1985; Brandle ve Rosa 1992; Yadav vd.
2010). Seker otu, gida ve ilag endiistrisi i¢in ilk kez Japonya’da kullanilmig ve kullanimi1
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giin gectikce artmaktadir (Uskutoglu vd. 2019) Kuzey ve Giiney Amerika, Giiney
Avrupa, Kore, Tayland, Cin, Hindistan ve Banglades gibi bir¢ok iilkede de dogal bir
tatlandirici olarak kullanilmaktadir. Diinyada en biiyiik seker otu iireticisi olarak Cin, en
biiyliik seker otu tiiketicisi olarak Amerika Birlesik Devletleri ve Kuzey Amerika
nitelendirilir (Al-Taweel vd. 2021). Seker otu igerdigi steviol glikozitlerden dolay1
dogal bir tatlandirict olma 6zelligi tasimaktadir. Seker otu yapraklar gesitli tatlilik
Ozelligi gosteren steviosit (%5-10), rebaudiosit-A (%2-4), rebaudiosit-B, C, D, M ve
dulkosit olarak adlandirilan glikozitlerden veya sekonder metabolitlerden olusur. En
yiiksek steviol glikozit igerigine sahip oldugu icin bitkinin en Onemli organlar
yapraklaridir. Diger kisimlari daha diisiik konsantrasyonlarda steviol glikozit igerir
(Azizan vd. 2021). Seker otunda ortalama steviosit oran1t %4-12, rebaudiosit-A orani
%2-4 arasinda degigmektedir (Kaplan ve Turgut 2019) ve bitkinin igerdigi steviol
glikozitlerin miktar1 kalitesini belirlemektedir. Bunlar siradan seker veya siikrozla
karsilagtirildiginda yaklasik olarak 300-400 kat daha fazla tatliliga sahip yiiksek etkili
tatlandiricilardir (Azizan vd. 2021). Bitkinin asil tatlandiric1 olma 6zelligini veren bu
steviol glikozitlerden rebaudiosit A tat olarak pancar sekerine daha yakindir. Seker
otunun kuru yapraklari stikrozdan 20-30 kat, sivi ekstresi 250-300 kat daha tathidir.
Ciinkii steviol glikozitler dogal olusan bilesiklerdir, yliksek tatlandirict ve neredeyse hig
kalori degeriyle sekerin yerine kullanilabilecek en umut verici kaynak olarak kabul
edilir. Genis kapsamli uygulamalara ve yiiksek ekonomik degere sahiptir. (Soejarto vd.
1983; Yadav vd. 2011; Zhang vd. 2018).

Yukarida da bahsedildigi gibi seker otunun sahip oldugu dikkat c¢ekici
Ozelliklerinden dolayr bazi arastirmacilar bu 6zelliklerini gelistirmek amaciyla seker
otunu 1slah programlarina dahil etmislerdir. Basta bitkinin icerdigi steviol glikozit
miktarin1  dolayisiyla kimyasal oOzelliklerini, tarimsal ve bitkisel o6zelliklerini
gelistirmek, c¢imlenebilme yetenegini artirmak gibi amaglarla 1slah calismalar
yapilmaktadir. Bu amaclar kapsaminda seker otu bitkisinde poliploid bitki 1slahi
caligmalar1 denenmis ve denenmeye devam etmektedir. Poliploidi, somatik hicrelerde
ikiden fazla kromozom takimimin bulunmasi durumuna denir (Sehirali ve Ozgen 2013).
Bitkinin kendi kromozomlariin katlanmasi durumuna “autopoliploidi”; farkli genom
tasiyan cinslerin melezlemesiyle elde edilen bitkilerdeki kromozom sayisinin
katlanmasina ise “allopoliploidi” denir. Tetraploid ¢avdar autopoliploidiye, tritikale ise
allopoliploidiye 6rnek olarak verilebilir.

Bitkilerde poliploidi dogal olarak meydana gelebildigi gibi antimitotik ajanlar
kullanilarak mitoz boliinmenin bozulmasiyla da elde edilebilmektedir. Kolhisin, orizalin
ve trifluralin poliploid bitki elde etmek i¢in yaygin kullanilan mitotik ajanlardandir
(Goluch vd. 2021). Bunlara ek olarak kloral hidrat, eter, kloroform ve fenil Uretan gibi
kimyasal maddeler ve 1s1 soklar1 da poliploid bitki 1slahinda kullanilmaktadir (Sehirali
ve Ozgen 2013). Bahsi gecen bu kimyasallar icerisinde en yaygin olarak kullanilan
kimyasal kolhisindir. Kolhisin giiz ¢igdemi (Colchicum automnale) bitkisinden elde
edilen dogal bir alkaloittir. Kimyasal formuli C,,H25NOg’dir.

Kolhisin tohum, kdk ve siirgiinlere uygulanabilir. Uzerinde ¢aligilan bitkinin
tlrine, kolhisin uygulanacak olan dokuya gore miktar1 ve siiresi degisebilmektedir.
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Ayrica bitki dokularina kolhisin damlatma, pamuk araciligiyla bitkiye temas ettirme
veya kolhisine daldirma gibi farkli uygulama yontemleri bulunmaktadir.

Kolhisin, htcre bolinmesinde ig ipliklerinin olusumunu onleyerek metafaz
evresinde kromozomlarin orta diizlemde toplanmasin1 engeller ve dolayisiyla normal
anafaz ve telofaz evreleri meydana gelmez. Boylece normal kromozom sayisinin iki kati
kromozoma sahip olan poliploid hiicreler olusur (Sehirali ve Ozgen 2013). Poliploidi
uygulamalari, uzun zamandir 1slah programlarinda tarimsal verimi artirmak igin
kullanilan degerli bir 1slah yontemidir. Poliploidi, genetik farklilig1 artiran 6nemli bir
bitki 1slah aracidir. Kromozom gruplarini ve bir hiicredeki gen sayisini degistirerek bitki
Ozelliklerini arzu edilen veya edilmeyen yonde degistirebilir (Madani vd. 2021).
Poliploid bitkilerde ¢igeklerin, yapraklarin, meyvelerin ve tohumlarin boyutu genelde
artar (Hartwell vd. 2004; Madani vd. 2021). Poliploid bitkiler genellikle daha koyu yesil
ve kalin yapraklara, daha kisa boya, daha iri ¢igek, meyve ve tohuma sahip olurlar
(Sehirali ve Ozgen 2013). Bitkilerde cicek boyutlarini biiyiitmek, daha saglam govde
olusturmak, bitkilerin dayanikliligin1 ve saglamligini gelistirmek ve bitkilerin renklerini
yogunlastirmak i¢in siis bitkilerinde poliploidi lizerine ¢ok sayida ¢alisma yiiriitilmiistiir
(Amiri et. al 2010; Azizan vd. 2020). Bu nedenle poliploidinin basta siis bitkileri olmak
tizere bir¢ok alanda kullamimi mevcuttur. Poliploidi %80’den fazla bitki tiriinde ve
cicekli bitkilerde tiirlesmenin %2-4’linden sorumludur. Makarnalik bugday, pamuk,
tiitlin ve patates gibi kiiltiire alinan bitkiler; menekse ve inci ¢icegi gibi siis bitkileri
poliploid organizmalardir (Sattler vd. 2016; Madani vd. 2021). Enzim aktivitesi ve
biyoaktif 6zelliklerden sorumlu sekonder metabolit {iretimi poliploidi ile artirilabilir (De
Jesus-Gonzalez ve Weathers 2003; Madani vd. 2021). Poliploidi, bitki sekonder
metabolit iretimini artirmak i¢in veya metabolit profilini gelistirmek i¢in kullanilmistir.
Cogu allopoliploid bitkilerin biyokimyasal analizlerinden elde edilen sonuglar,
enzimatik kapasitelerinin ebeveyn bireylerle kiyaslandiginda daha yiiksek oldugunu ve
fenolik bilesiklerce daha zengin oldugunu desteklemektedir (Dhawan ve Lavania 1996;
Madani vd. 2021). Bu sebeplerle poliploid bitki 1slah1 tibbi ve aromatik bitkiler i¢in de
olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Bitkilerde sekonder metabolit igerigini gelistirmede bilinen bir metot kimyasal
mutasyon kullanilmasidir. Poliploidi ajanlar1 veya kimyasallarin uygulanmasi poliploid
bitkilerin 1slahinda mutasyona ugratici bir mekanizma olarak kullanildig bilinmektedir.
Poliploid bitkiler, organlarin biiyiikliigiinde 6rnegin yaprak kalinligi ve genisligi, bitki
biiyiikliigii, uzunlugunda artis ve 6zellikle tibbi bitkilerde sekonder metabolit veriminde
degisimler sergilerler (Ahmadi vd. 2013; Azizan vd. 2020). Poliploidinin bitkilerde
tohum, meyve ve yapraklar gibi bazi organlarinda ya da bitkinin tamaminda
irilestirmek, daha koyu ve yogun renklere sahip olmak ve kimyasal igeriklerini artirmak
gibi Onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Seker otunda da kolkisin araciligiyla
poliploidi, daha 6nceden basarili olarak tesvik edilmis ve poliploidi indiiksiyonunun
istenen Ozellikleri gelistirdigi bildirilmistir (Valois 1992; Rameshsing vd. 2015).

Bitkilerde poliploidi morfolojik 6zelliklerine gére tanmin edilebilse de poliploid
bitkiler mikroskop altinda kromozom sayimi, stomalarda bulunan kloroplast sayimi ve
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cigektozlarinin boylarinin oSlgiilmesi ile tespit edilebilmektedir. Ayn1 zamanda flow
sitometri cihaz1 kullanilarak da poliploidi belirlenebilmektedir. Flow sitometri, bir sivi
akim igerisinde hiicrelerin veya diger biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
ozelliklerinin hizli ve gilivenilir sekilde 6l¢iildiigii bir cihaz ve tekniktir. Bu yontem ile
hiicrenin ¢ap1, igyapisi, enzim aktiviteleri ve DNA miktarlar1 belirlenebilmektedir
(Demirel vd. 2020). Demirel vd. (2020) boyama teknikleri kullanilarak yapilan
kromozom sayma ¢alismalarina gore flow sitometri araciligiyla kromozom sayma
calismalarinin daha fazla hiz kazandigin1 ve daha cok bitkide calismalar yapildigini
bildirmistir.

Seker otu bitkisi ilizerinde daha once poliploidi ¢aligmalar1 yapilmis olsa da
verim ve kalite bakimindan {istiin olan yerli seker otu ¢esidimiz Levent 93’de yapilan
bir ¢alismanin bulunmamasi sebebiyle ¢calismada bitki materyali olarak Levent 93 seker
otu ¢esidi kullanilmistir. Bu arastirmanin amaci, tescilli seker otu ¢esidimiz olan Levent
93 ¢esidine kolhisin uygulamasi ile kromozom sayisini katlayarak poliploid bitkiler elde
etmek ve diploid bitkilerle karsilastirmaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Seker Otunda Kolhisin Uygulamalar:

Oliveira vd. (2004) seker otunun kromozom sayisini ve bazi morfolojik
ozelliklerini incelemislerdir. Valois’in 1992 yilinda yapmis oldugu bir ¢aligmadan
tiireterek seker otu tohumlarina %0,500 ile %0,001 arasinda degisen konsantrasyonlarda
18 saatlik kolhisin uygulamasi yapmislardir. Varyans analizinin sonuglarina gore
bitkiler arasinda oldukg¢a 6nemli farkliliklar oldugunu ve morfolojik 6zellikler ile ploidi
seviyesi arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu aktarmislardir.

Yadav vd. (2013) daha genis yaprak biiyiikliigii ve yliksek steviol glikozit icerigi
ile daha yiiksek biokiitle verimli seker otu iliretmek amaciyla yiiriittiikleri bir caligmada
tohumlar1 kolhisin ile muamele etmislerdir. Tohumlara %0,01, %0,05, %0,10, %0,20,
%0,40 ve %0,60 olmak iizere farkli dozlarda daldirma yontemini kullanarak 6, 18 ve 24
saat boyunca kolhisin uygulamislardir. Geng fidelerin hayatta kalma oraninin %50 nin
altina diislirdiigiinii bildirmislerdir. Maksimum poliploid (tetraploid) sayisin1 24 saatlik
kolhisin uygulamalarinda gézlemlemislerdir.

Hegde vd. (2015) farkli poliploidi seviyeleri ile 9 poliploid seker otu ve
uygulama yapilmamis 1 diploid seker otu bitkilerini igeren bir ¢aligma yapmuislardir.
Bitkinin  verimlilik yetenegi ile ilgili Onemli farkliliklar go6zlemlediklerini
bildirmislerdir. Yaprak kalinligi, yaprak alani, yaprak yas ve kuru agirligi gibi verim
parametrelerinin -~ miksoploidlerde =~ maksimum  oldugunu  ve  diploitlerle
karsilastirildiginda verimin arttigini bildirmislerdir. Verim performansi bakimindan tiim
poliploid bitkilerin diploitlere goére daha iyi oldugunu; poliploidler igerisinde de
miksoploidlerin en iyisi olduklarini aktarmiglardir.

Rameshsing vd. (2015) yapmis olduklar1 bir ¢calismada %0,00 (kontrol), %0,25,
%0,50, %0,75 %1,00, %1,50 ve %2,50 konsantrasyonlarinda kolhisin kullanarak farkli
seker otu mutantlar1 gelistirmisler ve ploidi degisimini belirlemek amaciyla DNA
icerigini test etmislerdir. Ploidi seviyesini flow sitometri analizi ile tanimlamislardir.
Yapraklarda bulunan steviol glikozit iceriklerini HPLC ile belirlemislerdir. Bazi
poliploidlerin steviosit ve rebaudiosit-A yiizdelerinin kontrolle kiyaslandiginda 2 kat
arttigin1 bildirmislerdir. Boylece seker otunda kolhisinin daha yiiksek steviol glikozit
icerigi ile yeni varyeteler olusturan bir poliploidi ajan1 olarak dogruladigini
belirtmislerdir.

Ghonema vd. (2015) seker otunda yaptiklar1 bir calismada tohumlara ve
tomurcuklara %0,00 (kontrol), %0,01, %0,05, %0,10, %0,25 ve %0,50 dozlarinda 18’er
saat kolhisin uygulamiglardir. Hem tohumlarda hem de tomurcuklarda %0,10, %0,25 ve
%0,50 kolhisin dozlarinin oldiiriici etki yaptigimi bildirmiglerdir. Yapilan c¢alisma
sonucunda sadece tomurcuklara uygulanan %0,05 kolhisin dozunda tetraploid bitkiler
elde edildigini bildirmislerdir.
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Rameshsingh vd. (2015) poliploid seker otu bitkisinin tarla performansim
degerlendirmek ve onlarin in vitro ¢ogaltimi amaciyla yaptiklart bir ¢alismada seker otu
bitkilerinin aksilar tomurcuklarina Suhad-Mahdi tarafindan standartlastirilmis protokole
gore farkli dozlarda kolhisin uygulamislardir. Diploid, triploid, tetraploid ve miksaploid
ile farkli ploidi seviyelerinde poliploidler gozlemlemislerdir ve kolhisin uygulanan
bitkileri ¢elikle cogaltarak onlarin tarla performanslarini degerlendirmislerdir.

Zhang vd. (2018) Stevia rebaudiana’da poliploidinin elde edilmesi icin bir
protokol kurmak amaciyla yaptiklar bir ¢calismada Zhongshan No.2 seker otu ¢esidinin
cimlenmis tohumlarina %0,05 ve %0,10’luk dozlarda 24 ve 48 saatlik kolhisin
uygulamislardir. Kolhisin konsantrasyonu ve tohumlarin daldirilma siirelerinin
poliploidizasyonun seviyesini etkiledigi bildirilmistir. Cimlenmis tohumlara %0,05’lik
48 saat ve %0,10’luk 24 saat kolhisin uygulamasimin tetraploidi i¢in en etkili oldugu
bulunmustur.

Mahdi vd. (2018) yapmis olduklar1 bir ¢alismada %0,00 (kontrol), %0,25,
%0,50, %0,75, %1,00, %1,50 ve %2,50 olmak iizere 7 farkli kolhisin konsantrasyonunu
seker otu bitkilerine uygulamiglardir. Bitki agirligi, yaprak uzunlugu, genisligi ve
kalinlig1, stoma yogunlugu ve sayisi gibi morfolojik 6l¢iimler lizerinde ¢aligmiglardir.
Flow sitometri analizi ile poliploidi tanimladiklarini bildirmiglerdir. Varyans analizi
sonuglarmin bitkiler arasinda son derece 6nemli farkliliklar gosterdigini belirtmislerdir.

Xiang vd. (2019) diploid ve tetraploid seker otu bitkileri arasinda morfolojik
ozellikler ve steviol glikozit igerigindeki farkliliklar1 nitelendirmek amaciyla yaptiklar
bir caligmada bitkilere kolhisin uygulamiglardir. %0,20°lik kolhisin ¢ozeltisinin 12
saatlik uygulamasindan sonra tetraploid bitkiler elde etmislerdir. Tetraploid seker otu
bitkilerinin sitolojik analizleri sonucu kromozom sayisinin katlandigimi ve flow
sitometri analizinin de DNA igeriginin katlandigin1 gosterdigini bildirmislerdir.

Talei vd. (2020) farkli kolhisin dozlarinin ve muamele siirelerinin seker otunda
morfo-fiziksel 0Ozelliklerine, sekonder metabolitlerine ve kromozomal tepkilerine
etkilerini aragtirmak amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismada 90,00 (kontrol),
%0,05, %0,10 ve %0,20 dozunda olmak tizere 4 farkli kolhisin ¢ozeltisi kullanilmis
olup muamele siiresi olarak da 12, 24, 36 ve 48 saat belirlemislerdir. Calisma sonucuna
gore %0,20’lik kolhisin konsantrasyonunda 24 saatlik uygulamada tetraploidinin tespit
edildigini, diger kolhisin konsantrasyonlarinda tetraploidinin tespit edilemedigini
bildirmislerdir.

Grad ve Gomaa (2020) 3 farkli seker otu ¢esidinin (Sponti, Chinal ve EGY1)
steviol glikozitlerini gelistirmek amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada %0,000 (kontrol),
%0,025, %0,050, %0,100 ve %0,200 olmak iizere 5 farkli dozda pamuk araciligiyla
bitkinin aksilar tomurcuklarina kolhisin uygulamiglardir. Verilere gore tomurcuklarin
hayatta kalma oraninin %26,67-100 arasinda olup en iyi Sponti ¢esidinde oldugunu
bildirmiglerdir. Arastirmacilar, kolhisin vasitasiyla poliploidinin steviosit ve
rebaudiosit-A yiizdelerini etkiledigini bildirmislerdir.
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Azizan vd. (2021) seker otunda yaprak ve steviol glikozit verimini gelistirmek
amactiyla kolhisinin mutajenik etkilerini aragtirmiglardir. Calismada %0,00 (kontrol),
%0,50, %1,00, %1,50, %2,00 ve %2,50 olmak iizere 6 farkli kolhisin konsantrasyonunu
pamuk aracilifiyla 48 saat bitkilere uygulamislardir. Sonuclar1 kontrol bitkileri ile
kiyasladiklarinda mutant bitkilerin morfolojik 6zelliklerinde 6nemli farklarin oldugunu
bildirmislerdir.

2.2. Diger Bitkilerde Kolhisin Uygulamalar

Majdi vd. (2010) Tanacetum parthenium bitkisinde poliploidiyi incelemek,
diploid ve tetraploid bitkilerin morfolojik, fizyolojik, sitolojik ve fitokimyasal
Ozelliklerini analiz etmek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Bir haftalik Tanacetum
parthenium fidelerine %0,05 dozunda 2, 4, 6, 8 ve 24 saat kolhisin uygulamiglardir ve 4
ay sonra tetraploid bitkiler elde etmislerdir. Kolhisin uygulamasindaki siire arttikca
tetraploidi oraninin da arttigin1 bildirmislerdir.

Omidbaigi vd. (2010) diploid Ocimum basilicum bitkilerine kolhisin kullanarak
tetraploid Ocimum basilicum bitkileri elde etmek; daha yiliksek ugucu yag verimi ve
daha verimli gesitler iiretmek i¢in daha fazla poliploidi elde etmek amaciyla yiiriittiikleri
bir calismada %0,00, %0,05, %0,10, %0,20, %0,50 ve %0,75 olmak ftizere farkli
kolhisin konsantrasyonlarii bitkinin tohum, u¢ meristemleri ve kokleri olmak {iizere
farkli bolgelerine uygulamislardir. Bitkilerin ploidi seviyelerini morfolojik olarak, polen
boyutlar1 ve stoma boyutlarinin Ol¢limiiyle, kloroplast sayimiyla ve flow sitometri
aracilifiyla belirlemislerdir. U¢ meristem uygulamalarindan kotiledon yapraklarin
olusumu donemindeki kolhisin uygulamalarinda tetraploidinin  gézlemlendigini
aktarmiglardir.

Glowacka vd. (2010) Miscanthus tdrlerinin in vitro surgiinlerinde kolhisin
uygulayarak etkili bir poliploidizasyon sistemi gelistirmek amaciyla yaptiklar1 bir
calismada bitkilere 0 uM, 156,5 uM, 313 puM, 626 uM ve 1252 uM dozlarinda 6, 18 ve
24 saat kolhisin uygulamislardir. Ploidi seviyesini belirlemek amaciyla yaptiklari flow
sitometri analizi sonucu tetraploid bitkilerin elde edildigini aktarmiglardir.

Xu vd. (2010) Juncus effusus bitkisinde in vitro kolhisin uygulayarak tetraploidi
elde etmek ve diploid ile tetraploid bitkiler arasinda anatomik, ultrayapisal ve fizyolojik
farkliliklar1 arastirmak amaciyla yaptiklar1 bir calismada Nonglin-4 ¢esidine 0, 50, 100,
500 mg/dm3 dozlarinda kolhisin ¢ozeltisini 6, 12 ve 24 saat boyunca uygulamislardir.
50 mg/dm?® kolhisin konsantrasyonunun 6 saatlik uygulamasinda herhangi bir tetraploid
gozlemlemediklerini bildirmislerdir. Fakat ayni konsantrasyonun 12 ve 24 saatlik
uygulamalarinda tetraploid bitki sayisinin  arttigin1  bildirmislerdir.  Kolhisin
konsantrasyonunun artmasiyla tetraploid bitki sayisinin da arttigimi bildirmislerdir. En
yiiksek tetraploid bitki sayismm 500 mg/dm® kolhisin konsantrasyonunun 12 ve 24
saatlik uygulamasinda oldugunu aktarmislardir.
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Tang vd. (2010) Paulownia tomentosa bitkisinde yaptiklari bir calismada
embriyonik kalluslar1 %0,01, %0,05 ve %0,10 konsantrasyonunda kolhisin igeren sivi
MS besi ortamlarinda 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele etmiglerdir. Bitkiciklerin
ploidi seviyesini morfolojik olarak, kromozom sayimi ve flow sitometri yontemi ile
belirlemislerdir. Tetraploid bitkicik iiretimi bakimindan en iyi sonucu %0,05 kolhisin
konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Kaensaksiri vd. (2011) Centella asiatica bitkisinde poliploidi elde etmek
amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada bitkinin in vitroda biiyiitiilmiis siirgiin uglarina
%0,025 ile %0,400 arasinda degisen konsantrasyonlarda 12-36 saat kolhisine
daldirmiglardir. Flow sitometri araciligiyla belirlenen ploidi seviyelerini kromozom
sayimi ile dogrulamiglardir.  %0,050-%0,200 kolhisin ¢ozeltisinin 12-24 saatlik
uygulamalarinda tetraploid bitkilerin gozlemlendigini aktarmislardir.

Chen vd. (2011) kolhisin uygulanarak elde edilen tetraploid Anthurium
andraeanum bitkilerinin ilk in vitro {retimini raporladiklari, tetraploid bitkiler
arasindaki farkliliklar1 ve morfolojik 6zellikleri incelemis olup tetraploid bitkilerin in
vitro ¢ogaltimi1 hakkinda yiiriittiikleri bir ¢calismada materyalleri %0,1, %0,2 ve %0,3
konsantrastyonlarinda 3, 5 ve 7 saat kolhisinle muamele etmiglerdir. Flow sitometri
analizi sonuglarina gore diploid bitkilerin DNA igeriginin iki katina sahip tetraploid
bitkilerin elde edildigini bildirmislerdir. Uygulamalarin tamaminda miksoploid veya
tetraploid elde edildiginden dolay1 poliploidinin elde edildigini aktarmiglardir.

Gantait vd. (2011) Gerbera jamesonii Bolus cv. Sciella bitkisinde kromozom
katlama araciligiyla varyasyon olusturmak i¢in in vitroda yetistirilmis silirglinlere
%0,01, %0,05, %0,10, %0,50 ve %1,00 olmak iizere farkli konsantrasyonlarda 2, 4 ve 8
saat boyunca kolhisin uygulamislardir. Yapilan ¢alismada bitkiciklerin ploidi seviyesini
flow sitometri analizi ile belirlemislerdir. Flow sitometri analizine gore kolhisinle
muamele edilip yasayan 509 materyalden 410 tane diploid ve 99 tane tetraploid elde
etmiglerdir. En fazla tetraploid bitkinin %0,10 kolhisin dozunun 8 saatlik
uygulamasinda elde ettiklerini aktarmiglardir.

Atichart (2013) Dendrobium chrysotoxum L. bitkisinde poliploidi elde etmek
icin etkili kolhisin konsantrasyonunu ve uygun siireyi belirlemek amaciyla bu ¢aligmay1
%0,00, %0,01, %0,02, %0,03, %0,04 ve %0,05 konsantrasyonunda kolhisin igeren yar1
katt VW ortaminda 1, 2, 3, 4 ve 5 giin siireyle yiiriitmiistiir. En etkili uygulamanin
%0,04 kolhisin konsantrasyonunun 1 gin uygulamasi oldugunu flow sitometri
araciligiyla belirlemistir.

Urwin (2014) “Grosso” ve “Seal” lavanta cesitlerinde kolhisin kullanarak
kromozom katlama ¢alismas1 yapmistir. Daha yiliksek verimli lavanta iiretmek icin bu
iki ¢esitte tiim bitkiye, bitkiden alinan geliklere ve siirgiinlerin doku kiiltiiriine alinmasi
ile kolhisin uygulamis ve poliploidi elde etmistir. Yaptigi calismada flow sitometri
analizi sonuglarina gore tetraploid bitki elde ettigini aktarmistir.
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Sinski vd. (2014) yapmis olduklar1 bir ¢alismada asmanin c¢ekirdeksiz
cesitlerinde in vitro autopoliploidi elde etmek amaciyla somatik embriyolara ve siirgiin
uclarma 0, 12, 24, 36 ve 48 saat boyunca 0, 20, 100, 250 ve 1250 uM kolhisin; 0, 20,
40, 60 ve 80 uM orizalin uygulamislardir. Daha sonra kok uglarindan kromozom sayimi
yaparak ploidi seviyesini belirlemislerdir. Bu sonuglara gore tetraploidi tespit ettiklerini
bildirmislerdir.

Blasco vd. (2015) Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl. bitkisinde tetraploid elde
etmek icin verimli bir yontem belirlemek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Bu
calismada tiim bitkilere, siirgiin u¢larina ve tohumlara olmak iizere 3 farkli kolhisin
uygulamasi denemislerdir. In vitro kosullarda yetistirilen fideleri %0,1 dozunda
kolhisin ¢ozeltisine 15, 30, 45 ve 60 dakika boyunca daldirmislardir. Gelismis yapraklar
ve aksilar tomurcuklar1 c¢ikararak siirglin uglarma birer damla %0,01 ve 90,05
konsantrasyonlarinda 1, 2 ve 3 giin boyunca kolhisin ¢6zeltisi uygulamislardir. Son
olarak da sterilize edilmis tohumlar1 %0,1, %0,3 ve %0,5 konsantrasyonlarinda kolhisin
cozeltisi ile 24 ve 48 saat boyunca muamele etmislerdir. Siirglin uglarinda 90,05
konsantrasyonundaki kolhisin ¢dzeltisinin 3 giinliik uygulamalarinda; tiim bitkide %0,1
konsantrasyonunun 30 dakikalik uygulamasinda en yiiksek poliploid sayisini elde
ettiklerini ~ bildirmiglerdir. =~ Tohumlara  yapilan  uygulamalarda ise  %0,1
konsantrasyonunun 48 saatlik kolhisin uygulamasinda sadece bir tane poliploid elde
ettiklerini aktarmiglardir.

Tavan vd. (2015) Thymus persicus bitkisinde in vitro tetraploid elde etmek igin
uygun bir protokol belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada bitkinin siirgiin ug¢larini
%0,05, %0,10, %0,30 ve %0,50 konsantrasyonlarinda kolhisin igeren MS ortamlarinda
12-48 saat boyunca kiiltiire almiglardir. Bitkilerin DNA igeriklerini ve ploidi
seviyelerini flow sitometri araciligiyla belirlemislerdir. Kromozom sayma c¢alismalari
ile flow sitometri sonuglarin1 dogrulamiglardir. Poliploidi elde etmek i¢in en etkili
uygulama %0,30 kolhisin konsantrasyonunun 12 saatlik uygulamasi oldugunu ve bunu
yine ayn1 konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasinin takip ettigini bildirmislerdir.

Huang vd. (2015) Lobularia maritima (L.) Desv. bitkisinin ¢imlenmis tohumlara
ve fidelerin apikal biiyiime noktalarina kolhisin uygulayarak tetraploid bitki elde etmek
icin etkili bir metot gelistirmek amaciyla bir ¢alisma yliriitmislerdir. Yaptiklar1 bu
calismada ¢imlenmis tohumlar1 %0,05, %0,10 ve %0,20 konsantrasyonlarinda 6, 12, 24
ve 36 saat kolhisin ¢ozeltisine daldirmislardir. Fidelerde ise kotiledonlarin olusma
asamasinda %0,05, %0,10 ve %0,20 konsantrasyonlarinda 48 saat boyunca pamuk
araciligiyla kolhisin uygulamislardir. Cimlenmis tohumlara yapilan uygulama
sonuclarina gore en yliksek tetraploid olusum orani %0,20 konsantrasyonunda 12 saatlik
muamele oldugunu aktarmiglardir. Fidelere yapilan uygulama sonuglarina gore ise en
yiiksek tetraploid olusum orani1 %0,05 konsantrasyonundaki kolhisin uygulamasinda
oldugunu aktarmislardir.
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Yang vd. (2015) Gossypium arboreum bitkisinde tetraploid elde etmek, en iyi
kolhisin konsantrasyonunu ve uygulama suresini belirleyerek ilerideki Gossypium
calismalar1 icin bir referans saglamak amaciyla yiiriittiikkleri bir calismada farkli
konsantrasyonlarda kolhisin ¢ozeltisini 24 saat boyunca uygulamislardir. Bitki kok
uclarindan kromozom sayimu ile bitkilerin ploidi seviyelerini belirlemislerdir. Caligma
sonuglarina gére Gossypium arboreum bitkisinde kolhisin vasitasiyla poliploidi elde
edilmistir.

Widoretno (2016) Pogostemon cablin Benth. bitkisinde kolhisinin slrgin
olusumuna etkisi, tetraploid bitki elde etme ve diploid ile tetraploid bitkileri
karsilastirmak amaciyla yiiriittiikleri bir ¢alismada MS besi ortamini 30, 60, 120 ve 240
mg/l kolhisin ¢ozeltisi ile 3 hafta boyunca desteklemislerdir. Kolhisinle muamele
edilmis bitkilerden rejenere olan 21 bitki igerisinde 6 bitkinin tetraploid oldugunu
kromozom sayma yontemi ile dogrulamislardir. Pogostemon cablin Benth. bitkisinde
poliploid elde etmek i¢in etkili kolhisin dozunun 60 mg/l oldugunu bildirmislerdir.

Tuwo ve Indrianto (2016) orkide Vanda melezinin (Vanda limbata Blume X
Vanda tricolor Lindl. var. suavis) kolhisin uygulamasimin biiylime evresine etkilerini
degerlendirmek ve poliploidi elde etmek icin kesin etkili kolhisin konsantrasyonu ve
stiresini belirlemek amaciyla bir ¢aligma yiirlitmiislerdir. Bu ¢alismada %0,00, %0,01,
%0,05, %0,10, %0,50 ve %1,00 konsantrasyonlarinda kolhisin ¢6zeltisini 6, 12, 18, 24
ve 96 saat boyunca uygulamiglardir. Yapilan flow sitometri analizi ile orkide Vanda
melezinde kolhisinin poliploidi elde ettigini aktarmiglardir.

El-Nashar ve Ammar (2016) tarla kosullarinda yetistirilen Calendula officinalis
L. bitkisinde 6 kolhisin konsantrasyonun ve 4 daldirma siiresinin bitki biiylime ve ¢icek
verim bilesenleri iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapmuislardir.
Calismada 0, 400, 800, 1200, 1600 ve 200 ppm kolhisin konsantrasyonunu 1, 2, 3 ve 4
saat boyunca uygulamislardir. Sonuglar kolhisin uygulanan Calendula officinalis L.
bitkileri arasinda genetik bir varyasyonun varligini ve c¢alisilan mutantlarin
gruplandirilmasimin  kullanilan  kolhisin  konsantrasyonu ile uyumlu oldugunu
gostermistir.

Noori vd. (2017) Trachyspermum ammi L. bitkisinde in vitro poliploidinin bazi
morfolojik 6zelliklerinde ve ucucu yag bilesenlerindeki etkisini arastirmak ve elde
edecekleri tetraploid bitkileri diploid bitkilerle karsilastirmak amaciyla yaptiklari bir
calismada ¢imlenmis tohumlara %0,025, %0,050, %0,100, %0,200 ve %0,500 olmak
tizere 5 farkli konsantrasyonda kolhisin ¢ozeltisini 6, 12, 24, 36 ve 48 saat boyunca
uygulamislardir. Tiim uygulamalar igerisinde 26 tetraploid bitki elde edip en yliksek
tetraploidi  indlksiyonunun  %0,050 kolhisin  konsantrasyonunun 24  saatlik
uygulamasinda oldugunu bildirmislerdir.

Li ve Ruter (2017) Hibiscus moscheutos L. bitkisinde tetraploidi elde etmek ve
steril triploid klonlar1 daha da yiikseltmek i¢in bir protokol belirlemek amaciyla
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yaptiklari  ¢alismada kotiledon asamasindaki fidelere kolhisin ve orizalin
uygulamiglardir.  Fideleri  %0,025, %0,050 ve %0,100 dozlarindaki kolhisin
cozeltileriyle 6, 12 ve 24 saat; 100, 125 ve 150 mM orizalin c¢ozeltileriyle ise 6, 12 ve
24 saat siirelerde muamele etmislerdir. Bitkilerin ploidi analizi flow sitometri
araciligiyla yapilmistir. Hibiscus moscheutos L. bitkisinde kolhisin ve orizalin
uygulamalarinin  her ikisinde de etkili bir sekilde tetraploidinin elde edildigini
bildirmislerdir.

Khalili vd. (2020) ticari olarak daha biylk cicekler Gretmek icin in vitro
poliploid indiiksiyonu protokolii gelistirmek amaciyla Gerbera jamesonii Bolus cv.
Mini Red bitkisinde %0,05, %0,10, %0,20, %0,50 ve %21,00 Kkolhisin
konsantrasyonlarinda ve kontrol amaciyla saf suda 2, 4 ve 8 saat boyunca stirglinleri
daldirmislardir. %0,05 kolhisin ¢ozeltisinin tiim dozlarinda ve %0,10 kolhisin dozunun
2 ve 4 saatlik uygulamalarinda hi¢ poliploid bitki elde edilmedigini aktarmislardir.
Genel olarak tetraploid elde etmek icin daha yiiksek konsantrasyon ve daha diisiik
uygulama stirelerinin, daha diisiik kolhisin dozlar1 ve daha yiiksek uygulama
siirelerinden daha verimli oldugunu bildirmislerdir.

Mo vd. (2020) Rhododendron fortunei Lindl. bitkisinde poliploidi elde etmek
icin oldukca etkili bir yontem olusturmak amaciyla doku kiiltiiriindeki bitkicikleri
%0,000 (kontrol), %0,024, 9%0,050, %0,100, %0,150, %0,200 ve %0,250
konsantrasyonlarindaki kolhisin ¢ozeltilerine 24, 48 ve 72 saat boyunca daldirmiglardir.
Ploidi seviyesini flow sitometri araciligiyla belirlemislerdir. Toplamda kolhisinle
muamele edilmis 540 bitkicikten 69 tetraploid ve 29 oktaploid bitki elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Talei ve Fotokian (2020) Melissa officinalis L. bitkisinde poliploidinin morfo-
fizyolojik cevaplari tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapmislardir.
Bitkilere %0,00 (kontrol), %0,05, %0,10 ve %0,20 konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72
saat olmak Uzere kolhisin uygulamiglardir. Ploidi seviyesini flow sitometri araciligiyla
belirlemis olup kromozom sayma teknigi ile dogrulamislardir. %0,20 kolhisin
coOzeltisinin 24 saatlik uygulamasinda tetraploid bitkilerin elde edildigini diger kolhisin
uygulamalarinda ise tespit edilemedigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma 2021-2022 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii laboratuvarlarinda ve Giney Agripark Ar-Ge Merkezinin (Antalya)
arastirma seralarinda ytriitilmiistiir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Calismada baslangic materyali olarak seker otu (Stevia rebaudiana) bitkisinin
tescilli yerli ¢esidi Levent 93’iin doku kiiltiiriinden gelen (in vitro ¢ogaltilan) fideleri
kullanilmistir (Sekil 3.1.). Bu ¢aligmada yaprak verimi, rebaudiosit A/steviosit orani ve
rebaudiosit A igerigi yiiksek olan yerli Levent 93 seker otu ¢esidimiz tercih edilmistir.

Sekil 3.1. Doku kiiltiirii ile ¢ogaltilan seker otu ¢esidi Levent 93 fideleri (Orijinal)

3.1.2. Mutasyon Materyali

Calismada kromozom sayisini katlamak amaciyla mutagen olarak giiz ¢igdemi
(Colchicum autumnale) bitkisinin koklerinden elde edilen bir alkaloit olan BioVision
marka Kkolhisin (CxH2NOg) kullanilmistir. Safligi %99’dan fazla olan kolhisin satin
alindiktan sonra agz1 kapali ve 1siktan korunakli olarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Kolhisin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismaya oncelikle bitkilere uygulanacak olan kimyasal mutagen hazirlanarak
baslanmigtir. Kimyasal mutagen olarak kolhisin ¢6zeltisi, uygulamanin planlandigi
gunden bir giin 6nce Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla Bitkileri Bolimi
laboratuvarinda hazirlanmistir (08.11.2021). Arastirilan ve incelenen c¢alismalar
dogrultusunda karar verilen %0,5’lik kolhisin ¢6zeltisi hazirlamak amaciyla 3 gram toz
kolhisin tartilarak behere eklenmistir. Uzerine 600 mililitre saf suyun once bir kismu
eklenerek kolhisinin tamamen ¢o6ziilmesi saglanmis ve daha sonra kalan kismi
eklenmistir. Homojen bir ¢ozelti elde etmek amaciyla ¢ozeltinin igerisine manyetik
balik karistirici eklenmis ve herhangi bir pargacik kalmayana dek karistirilmasi
saglanmistir. Hazirlanan ¢6zelti uygun bir siseye alinmis ve 1siktan muhafaza etmek
amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmistir. Daha sonra mutagen uygulamasina kadar +4
°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Denemenin Planlanmasi

Denemede seker otu siirgiin uglarina %0,5 konsantrasyonunda kontrol, 1 saat, 2
saat ve 4 saatlik kolhisin muamelesi ile birlikte bitkilerde mutasyon hedeflenmis,
deneme 3 tekerriir halinde ve her tekerriirde 15 bitki olacak sekilde planlanmistir.
Bdylece her uygulamada 45 ve toplamda 180 siirgiin ucu denemeye alinmustir.

3.2.3. Bitkilere Kolhisin Cozeltisinin Uygulanmasi

Kolhisin ¢6zeltisi hazirlandiktan sonraki giin sabah saatlerinde doku kiiltiiriinden
gelen seker otu yerli ¢esidimiz olan Levent 93 fidelerinin 3-4 yaprakli siirgiin uglarindan
yaklasik olarak 180 adet 6rnek alindi (Sekil 3.2.a). Daha 6nce hazirlanmis olan kolhisin
coOzeltisi, seker otu fidelerinin silirglin uglarini daldirmaya uygun olan bir kaba alind1 ve
siirglin uclar1 kolhisin ¢ozeltisine daldirildi (Sekil 3.2.b) (09.11.2021). Yapilan
aragtirmalara gore kolhisinin 151k ile etkilesime girmesinden dolay1 bitkilerin kolhisin
cozeltisi ile muamele islemi karanlikta yapilmistir.
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a

Sekil 3.2. a) Fidelerden alinan siirgiin uglari; b) Siirgiin uglarmin kolhisin ¢ozeltisine
daldirilmast1 (Orijinal)

Daldirma isleminden sonra siire tutularak 1 saat, 2 saat ve 4 saatin sonunda
stirglin uclar1 kolhisin ¢ozeltisinden ¢ikarildi ve saf su ile iyice yikandi. Calismada 135
ornek kolhisin ¢ozeltisine daldirilirken 45 6rnek kontrol amacli saf suya daldirildi.
Ardindan kolhisin ¢ozeltisi ve saf su ile muamele edilen siirgiin uglar1 %50 torf ve %50
perlit karigimi olan tepsilere dikilerek koklendirme ortamina alindi (Sekil 3.3).

k—&:

Sekil 3.3. Koklendirme ortamina alinan seker otu siirgiin uglari; a) Kontrol; b) 1 Saatlik
Uygulama; c) 2 Saatlik Uygulama; d) 4 Saatlik Uygulama (Orijinal)
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Yaklasik 2 ay sonra yasayan ve koklenen orneklerin tepe siirgiinlerinden celikler
alinarak %50 torf ve %50 perlit karisimi olan tepsilere aktarilarak %80 nem, 22°C
sicaklik, 12 saat giin uzunlugu ve 48 pum 1s1k yogunlugu iceren kdklendirme ortamina
alinarak bitkilerin kontrollii bir sekilde gelismesi beklenmistir (Sekil 3.4) (11.01.2022).

Sekil 3.4. Kolhisinle muamele edilmis ve hayatta kalan bitkilerden alinan gelikler; a) 1
Saatlik Uygulama; b)2 Saatlik Uygulama; c)4 Saatlik Uygulama (Orijinal)

Koklendirme ortaminda basarili bir sekilde gelisen bitkiler saksilara aktarilarak
dis ortama aligmasi saglanmustir (Sekil 3.5) (30.03.2022).

Sekil 3.5. Bitkilerin saksilara aktarilmasi; @) Saksilarin doldurulmasi; b) Saksilara etiket
yazilmast; ¢) Koklendirme ortamindan gelen fideler; d-e) Fidelerin saksilara dikilmesi;
f) Fidelikten saksilara aktarilan bitkiler (Orijinal)
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3.2.4. Kimyasal Uygulanan Bitkilerin Ploidi Analizi

Kolhisin ¢ozeltisi ile muamele edilen bitkilerde ploidi analizi yapilmistir. Bu
amacla flow sitometri cihazi kullamlmis olup Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii 6gretim Uyesi Prof. Dr. Metin Tuna’dan destek
alinmustir.

Flow sitometri analizlerinde gen¢ ve saglikli bitkilerden elde edilen 20-30 mg
hastaliksiz, temiz ve taze yaprak dokular1 kullanilmaktadir. Bu nedenle ploidi analizi
yapilacak olan bitkilerden saglikli ve taze yapraklar secilip nemini kaybetmemesi igin
analizden 1 gilin 6nce hazirlanmistir. Petri kabinin icine sigacak sekilde ikiser adet filtre
kagidi kesilmistir. Kagitlardan bir tanesi yerlestirilip 1slatilmis daha sonra bitkiden
alman saglikli, taze ve yaklasik 20-30 mg olan yaprak Ornegi petri kabina
yerlestirilmistir. Uzerine diger filtre kigid1 konularak yeterli sekilde 1slatilmistir. Petri
kaplarindaki fazla su yapraklarin ¢iirimesine sebep olacagindan bosaltilmistir. Yaprak
orneklerinin karigmamasi i¢in petri kaplarina etiketlerde eklenmistir. Daha sonra petri
kaplar1 kapatilarak tagima esnasinda agilmamasi i¢in bantlanmis ve buz akiilerinin
bulundugu 1s1 gecirmez kaplara aktarilarak tasinmaistir.

Seker otu yaprak Orneklerinin ploidi analizi, benzer DNA igeriklerinden dolay1
arpa yapraklar1 standart kabul edilerek yapilmistir. Steril bir bi¢imde 20 miligram seker
otu yapragi ve 20 miligram arpa yapragi kesilip bir kaba almmustir. Uzerine 400 pl
parcalayict buffer ¢ozeltisi ilave edilip jiletle yaprak Ornekleri par¢alanmistir. Bir
filtreden gecirilerek tiipe alinmistir. Tiiplin {izerine 1400 pl DAPI boya ¢d6zeltisi
konularak flow sitometri analizine kadar karanlikta bekletilmistir. Tiim yaprak 6rnekleri
bu sekilde hazirlandiktan sonra tiipler sirasiyla flow sitometri cihazinda okutulmus ve
ploidi seviyeleri kaydedilmistir (Sekil 3.6) (24.06.2022).
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5. Y~

Sekil 3.6. Flow sitometri analizi a) Analiz edilecek yaprak ornegi; b) Seker otu ve
standard1 olan bitkiden analiz i¢in alinan 6rnege buffer ¢6zeltisinin ilave edilmesi; c-d)
Orneklerin jiletle parcalanmasi; e) Parcalanan ornekler; f) Parcalanan 6rneklerin
filtrelenmesi; g) Filtrelenmis Orneklerin tiipe alinmasi; h) Tuplere DAPI boya
cozeltisinin ilave edilmesi; 1) Tiiplerin flow sitometri cihazinda okutulmasi (Orijinal)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ulkemizde seker otu olarak bilinen Stevia rebaudiana Bertoni 2n=22 diploid
kromozom sayisina sahip, Asteraceae familyasina ait bir tiirdiir. Orijini Paraguay olan
seker otu bitkisi iilkemizde ilk defa 2013 yilinda Akdeniz Universitesi’nde yetistirilerek
tanitilmistir. Seker otu bitkisi yapraklarinda igerdigi steviol glikozitler bakimindan
dogal bir tatlandirict olarak dnem kazanmaktadir. Seker otunun hem kalorisiz bir
tatlandirict olmast hem de kan sekeri seviyesini etkilememesi nedeniyle diyabet
hastalari igin dikkat geken bir bitkidir. Paraguay’da uzun yillardir tatlandirici ve bitkisel
ilag olarak kullanilan seker otu (Goyal vd. 2010), gida ve ila¢ endiistrisi i¢in ilk kez
Japonya’da kullanilmistir (Uskutoglu vd. 2019). Su anda seker otu Japonya, Brezilya,
Kore, Israil, Amerika Birlesik Devletleri, Arjantin, Cin, Kanada, Paraguay ve
Endonezya’da (Crammer ve lkan 1986; Singh ve Rao 2005; Yadav vd. 2010)
tilketilmektedir ve bugiine kadar kullanimindan herhangi bir olumsuz etki
bildirilmemistir (Kinghorn ve Soejarto 1985; Brandle ve Rosa 1992; Yadav vd. 2010).

Seker otu icerdigi steviol glikozitlerden dolayr dogal bir tatlandirict olma
ozelligi tagimaktadir. Seker otu yapraklar gesitli tathilik 6zelligi gosteren steviosit,
rebaudiosit-A, rebaudiosit-B, C, D, M ve dulkosit olarak adlandirilan glikozitlerden
veya sekonder metabolitlerden olusur. Seker otunda ortalama steviosit oranit %4-12,
rebaudiosit-A orani %2-4 arasinda degismektedir (Kaplan ve Turgut 2019). En ylksek
steviol glikozit i¢erigine sahip oldugu icin bitkinin en 6nemli organlar1 yapraklaridir.

Steviol glikozit miktarin1 artirmak hedefiyle bu c¢alismada seker otunda
poliploidi 1slah1 denenmistir. Poliploidi, somatik hucrelerde ikiden fazla kromozom
takiminin bulunmasi durumuna denir (Sehirali ve Ozgen 2013). Bitkilerde poliploidi
dogal olarak meydana gelebildigi gibi antimitotik ajanlar kullanilarak mitoz béliinmenin
bozulmasiyla da elde edilebilmektedir. En yaygin kullanilan kimyasal kolhisindir.
Kolhisin giiz ¢igdemi (Colchicum automnale) bitkisinden elde edilen dogal bir
alkaloittir. Kimyasal formili CyHysNOg’dir. Kolhisin tohum, kok ve siirgiinlere
uygulanabilir. Uzerinde ¢alisilan bitkinin tiiriine, kolkisin uygulanacak olan dokuya
gore miktar1 ve siiresi degisebilmektedir. Ayrica bitki dokulara kolkisin damlatma,
pamuk araciligiyla bitkiye temas ettirme veya kolhisine daldirma gibi farkli uygulama
yontemleri bulunmaktadir. Bu ¢alismada doku kiiltiiriinden gelen seker otu fidelerinin
3-4 yaprakli siirgiin uglar1 kesilerek %0,5 konsantrasyonundaki kolhisin ¢ozeltilerine 1
saat, 2 saat ve 4 saat boyunca daldirilmistir. Ayrica kontrol amaciyla bazi bitkiler saf
suya daldirilmistir.

Bu kisimda yapilan ¢alisma sonucunda bitkilerdeki canlilik orani (adet ve %),
bitki boyu (cm), yaprak sayisi (adet), dal sayis1 (adet), klorofil miktar1 (spad), ploidi
analizi ve g¢ekirdek DNA igerigi sonuglarindan elde edilen veriler verilmis olup daha
onceden seker otu bitkisinde yapilan calismalarin sonuglar1 ile degerlendirilmistir
(27.06.2022).
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4.1. Bitkilerde Canhlik Orani (Adet-%0)

Yapilan bu calismada seker otu fidelerinin siirglin uglar1 farkli stirelerdeki
kolhisin ¢ozeltilerine daldirildiktan sonra koklenmesi saglanmistir.  Elde edilen
fidelerden ¢elikler alinarak tekrar koklenmesi saglanmistir. Bu siiregte canli kalan bitki
sayis1 Cizelge 4.1.1. ve 4.1.2.°de verilmistir.

Cizelge 4.1.1. Canli bitki say1st ve oranlari

Uygulama Suresi Toplam Bitki Canli Bitki Sayisi Canli Bitki
(Saat) Sayist (Adet) (Adet) Orani (%)
Kontrol 45 45 100
1 Saatlik Uygulama 45 18 40.0
2 Saatlik Uygulama 45 12 26.6
4 Saatlik Uygulama 45 6 13.3

Cizelge 4.1.2. Yasayan bitkilerden alinan geliklerde canli bitki sayis1 ve oranlari

Uygulama Suresi Toplam Bitki Canli Bitki Sayisi Canli Bitki
(Saat) Sayist (Adet) (Adet) Orani (%)
Kontrol 45 45 100
1 Saatlik Uygulama 18 10 55.5
2 Saatlik Uygulama 12 7 58.3
4 Saatlik Uygulama 6 3 50.0

Cizelge 4.1.1 ve 4.1.2. incelendiginde en yiiksek canlilik oran1 %100 olarak

kontrol bitkilerinde, en diisik canlilik orami ise kolhisin ¢6zeltisinin 4 saatlik
uygulamalarinda %13,3 ve %50 olarak goriilmiistiir. Sirglin uclarinin kolhisin
cozeltisinde bekletilme siireleri arttikca bitkilerde canlilik oranmin azaldig
goriilmiistiir. Bunun nedeni kolhisinin ¢ok zehirli bir kimyasal madde olmasi (Elgi ve
Sancak 2013) ve asir1 kolhisinin 6ldiiriicii etkisinin bulunmas1 (Sehirali ve Ozgen 2013)
ile aciklanabilir.
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4.2. Bitki Boyu (cm)

Bitki boyu, bitkinin toprak istii aksami dikkate alinarak Olciilmiis olup bu
amagla ahsap metre kullanilmistir. Bitki boyuna ait ortalama degerleri, maksimum ve
minimum bitki boylar1 Cizelge 4.2.’de verilmistir. Cizelge 4.2.”ye gore maksimum bitki
boyu 75 cm olarak kontrol bitkilerinde, minimum bitki boyu ise 20 cm olarak 2 saatlik
kolhisin uygulamalarinda goriilmiistiir. Bitki boyu bakimindan kontrol grubu ile
kolhisin uygulamalar1 kiyaslandiginda kolhisin uygulamalarinda bitki boyunun azaldig:
saptanmistir.  Yadav vd. (2013) seker otunda yapmis olduklari ¢alismada kolhisin
uygulamalarinin bitki boyunda énemli 6l¢iide bir diisiis gosterdigini aktarmiglardir.

Cizelge 4.2. Bitki boyu ortalamalari, maksimum ve minimum bitki boylar1

Uygulama Siiresi Ortalama Maksimum Minimum
(Saat) Bitki Boyu (cm) Bitki Boyu (cm) Bitki Boyu (cm)
Kontrol 62.4 75.0 45.1
1 Saatlik Uygulama 46.2 63.9 33.0
2 Saatlik Uygulama 26.8 35.4 20.0
4 Saatlik Uygulama 32.8 42.5 25.6

Seker otunda yapilan diger caligmalar incelendiginde Oliveira vd. (2004) bitki
boyunun 27,8 ile 96,8 arasinda degistigini bulmuslardir. Rameshsingh vd. (2015) en
yuksek bitki boyunu triploid bitkilerde 83,44 cm olarak, en diisiik bitki boyunu
tetraploid bitkilerde 71,55 cm ve diploid bitkilerde ise bitki boyunu 78,88 cm olarak
bulmuslardir. Talei vd. (2020) en yiiksek bitki boyunu %0,05 konsantrasyonundaki
kolhisin uygulamalarinda 135,44 cm olarak bulurken %0,10 ve %0,20
konsantrasyonundaki kolhisin ¢ozeltilerinde bitki boyunun distiigiinii bildirmislerdir.
Grad ve Gomaa (2020) en yiksek bitki boyunu %0,05 konsantrasyonundaki kolhisin
uygulamalarinda 134,33 cm olarak bulurken en diisiik bitki boyunu %0,025
konsantrasyonundaki kolhisin uygulamalarinda 60 cm olarak bulmuslardir. Azizan vd.
(2021) bitki boyu ortalamasinin %2 kolhisin konsantrasyonunda en yiiksek, kontrollerde
ise en diisiik oldugunu bildirmislerdir.

4.3. Yaprak Sayis1 (Adet)

Yaprak sayisina ait ortalama degerleri, maksimum ve minimum yaprak sayilari
Cizelge 4.3.’de verilmistir. Cizelge 4.3.’¢ gére maksimum Yaprak sayis1 60 adet olarak
1 saatlik kolhisin uygulamalarinda, minimum yaprak sayisi ise 16 adet olarak kontrol
uygulamalarinda goriilmiistiir. Siirgiin uglarinin kolhisin ¢6zeltisinde bekletilme siireleri
arttikca Dbitkilerde yaprak sayisi ortalamalarmin azaldigi gorilmistiir. Oliveira vd.
(2004) seker otunda yapmis olduklar1 bir ¢alismada diploid bitkilerle tetraploid bitkileri
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kiyasladiklarinda tetraploid bitkilerin daha biiyiik yapraklar1 oldugunu bildirmislerdir.
Rameshsingh vd. (2015) yapmis olduklart ¢alisma ile bu sonuglari desteklemislerdir.
Mahdi vd. (2018) poliploid bitkiler ile diploid bitkiler arasinda yaprak uzunluk ve
genislik parametreleri bakimindan 6énemli farkliliklar oldugunu aktarmiglardir. Azizan
vd. (2021) %2 kolhisin konsantrasyonunda yaprak uzunlugu ve kalinliginin en ytiksek
oldugunu kontrol bitkilerinde ise en diislik oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.3. Yaprak sayisi ortalamalari, maksimum ve minimum yaprak sayilari

Uygulama Suresi

Ortalama Yaprak ~ Maksimum Yaprak

Minimum Yaprak

(Saat) Sayis1 (Adet) Sayis1 (Adet) Sayis1 (Adet)
Kontrol 354 55 16
1 Saatlik Uygulama 35.5 60 17
2 Saatlik Uygulama 30.1 47 20
4 Saatlik Uygulama 27.3 31 24

Seker otunda yapilan diger ¢aligmalar incelendiginde Grad ve Gomaa (2020) en
yuksek yaprak sayisi ortalamasint %0,1 konsantrasyonundaki kolhisin uygulamalarinda
825,67 olarak bulurken en diigiik yaprak sayisi ortalamasini %0,2 konsantrasyonundaki
kolhisin uygulamalarinda 177,67 olarak bulmuslardir.

4.4. Dal Sayis1 (Adet)

Dal sayisina ait ortalama degerleri, maksimum ve minimum dal sayilar1 Cizelge 4.4.’de
verilmistir. Cizelge 4.4.’e gore maksimum dal sayis1 11 adet olarak 2 saatlik kolhisin
uygulamalarinda, minimum dal sayis1 ise 1 adet olarak kontrol uygulamalarinda

gorilmistir.

Cizelge 4.4. Dal sayis1 ortalamalari, maksimum ve minimum dal sayilari

Uygulama Suresi Ortalama Dal Maksimum Dal Minimum Dal
(Saat) Sayis1 (Adet) Sayist (Adet) Sayis1 (Adet)
Kontrol 3.0 5 1
1 Saatlik Uygulama 4.2 6 3
2 Saatlik Uygulama 6.2 11 2
4 Saatlik Uygulama 3.3 5 2
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Seker otunda yapilan diger calismalar incelendiginde Rameshsingh vd. (2015)
en yuksek dal sayisi ortalamasini 13,5 bulurken en diigiikk dal sayis1 ortalamasini 9,11
olarak bulduklarmi bildirmislerdir. Talei vd. (2020) en yiiksek dal sayist %0,05
konsantrasyonundaki  kolhisin  uygulamasinda bulurken %0,10 ve %0,20
konsantrasyonlarinin dal sayisini diisiirdiiglinii aktarmiglardir. Benzer sekilde Grad ve
Gomaa (2020) yapmis olduklari bir ¢alismada en yiiksek dal sayisi ortalamasint %0,05
konsantrasyonundaki kolhisin uygulamalarinda 21,33 olarak bulurken en diisiik dal
sayist ortalamasini %0,2 konsantrasyonundaki kolhisin uygulamalarinda 3,33 olarak
bulmuslardir.

4.5. Klorofil i¢erigi (spad)

Bitkilerin klorofil igerigini Olgmek icin portatif klorofil 6l¢iim cihazi
kullanilmistir. Her bitkiden 6lgim yapmaya uygun boyutta rastgele segilen 3 farkli
yapraktan 6l¢lim yapilarak bunlarin ortalamalar1 kaydedilmistir.

Klorofil igeriklerine ait ortalama, maksimum ve minimum degerleri Cizelge
4.5.’de verilmistir. Cizelge 4.5.’e gore maksimum klorofil miktar1 26,9 olarak kontrol
bitkilerinde, minimum klorofil miktar: ise 9,7 olarak 2 saatlik kolhisin uygulamalarinda
gorilmistlir. Siirgiin uclarinin  kolhisin ¢6zeltisinde bekletilme siireleri arttikga
bitkilerde klorofil igerigi ortalamalarinin azaldigir goriilmiistiir. Yadav vd. (2013) ise
tetraploid bitkilerde klorofil miktarinin 6nemli dlgiide arttigini aktarmislardir. Zhang vd.
(2018) diploid bitkilerde klorofil igeriginin 29,00 oldugunu tetraploid bitkilerde ise
klorofil igerigini 41,03 oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.5. Klorofil igerigi ortalamalari, maksimum ve minimum Klorofil icerikleri

Uygulama Siresi Ortalama Maksimum Minimum
(Saat) Klorofil Igerigi Klorofil Igerigi Klorofil Igerigi
(spad) (spad) (spad)
Kontrol 23.9 26.9 18.2
1 Saatlik Uygulama 17.7 23.9 10.2
2 Saatlik Uygulama 14.9 26.2 9.7
4 Saatlik Uygulama 13.6 14.0 13.0

4.6. Ploidi Analizi

Kolhisin ¢ozeltisi ile muamele edilen bitkilerde yaklasik 8 ay sonra ploidi analizi
yapilmistir. Bu amagla flow sitometri cihazi kullanilmistir. Yapilan ploidi analizlerine
gore kolhisinle muamele edildikten sonra canli kalan 20 bitki igerisinden 17 bitkinin
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diploid, 3 bitkinin ise tetraploid oldugu belirlenmistir. Sekil 4.1.’de diploid ve tetraploid

bitkilerde flow sitometri analizi sonuglarmin bilgisayar ortamindaki goriintiisii
verilmigtir.

100 Faak Indes MMean  Area Areat  CWV% ChiSgu
1 1000 1830 as3  F7E0 2725 034
2 B.40% 19730 20 281 3ua 0349
3 18208 33485 M6 3369 3457 0349
a0 -
Bl =
B
c
3
o
o
40 -
20 -
200 400 600 800 1000
FL1 UV LED
a

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 16.76 1475 69.03 2111 121

2 13618 22826 318 1488 577 1.21

3 17.900 300.04 344 1609 544 1.21

counts

400 600 800 1000
FL1 UVLED

b

Sekil 4.1. Flow sitometri analizi sonug¢larinin bilgisayar ortamindaki goriintiisii; a)
Diploid bir bitkiye ait goruntt; b) Tetraploid bir bitkiye ait gorinti

Seker otunda yapilan diger c¢alismalar incelendiginde Yadav vd. (2013),
Rameshsingh vd. (2015), Mahdi vd. (2018), Xiang vd. (2019), Talei vd. (2020) yapmis
olduklar1 ¢aligmalarda poliploidi elde etmislerdir. Ayrica Zhang vd. (2018), Ghonema
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vd. (2015) %0,05 kolhisin dozunda tetraploidi elde ederken Talei vd. (2020) %0,05
kolhisin konsantrasyonunda tetraploidi elde edememislerdir.

Poliploidinin bitkilerde tohum, meyve ve yapraklar gibi bazi organlarinda ya da
bitkinin tamaminda irilestirmek, daha koyu ve yogun renklere sahip olmak ve kimyasal
igeriklerini artirmak gibi 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir. Seker otunda da kolhisin
araciligiyla poliploidi, daha Onceden basarilt olarak tesvik edilmis ve poliploidi
indiiksiyonunun istenen 6zellikleri gelistirdigi bildirilmistir (Valois 1992; Rameshsing
vd. 2015). Diploid bitkilere gore poliploid bitkilerin govde, yaprak, cigek gibi organlari
daha iridir, hiicreleri daha biiyiiktiir, klorofil miktarlar1 daha fazladir bu sebeple
fotosentez potansiyelleri de daha fazladir (Tepe vd. 2002; Molin vd. 1982; ilarslan
1990).

Yaptigimiz bu calismada poliploid seker otu bitkileri ne yazik ki canliliklarini
siirdiirememistir. Nitekim Sehirali ve Ozgen (2013) poliploid bitkilerin diploid bitkilere
gore gelismelerinin oldukca zayif oldugunu, osmotik basinglarinin diisiik oldugunu ve
hiicre bdlinmeleri igin daha fazla zamana ihtiya¢ duyduklarini aktararak bizim
sonuglarimizi desteklemistir. Ayn1 zamanda poliploid bitkilerin sorunlarina ek olarak
azotlu ve fosforlu giibrelere kars1 hassas olduklarini, biiylime hizlarinin yavas oldugunu
ve kisirligin ortaya ¢ikabilecegini de eklemislerdir.

Nitekim bu ¢alismada elde edilen poliploid bitkiler diger bitkilere gore oldukga
zaylf durumda ve c¢ok az bir gelisim gostermis olup bir siire sonra canliliklarin1 da
yitirmiglerdir. Poliploid bitkileri koruyabilmek ve cogaltmak amaciyla poliploid
bitkilerden gelisen siirgiinlere hassasiyetle yaklasilmis hatta bazi poliploid bitkilerden
alman eksplantlar doku kiiltiirine alinmig fakat yine de canlhiliklarini
siirdiirememislerdir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Poliploid bitkiler; a-b) Doku kiiltiiriine alinan poliploid bitki siirgiinleri; c-d)
Poliploid bitkilerden geligen siirgiinler

4.7. DNA icerikleri

Cekirdek DNA igerigi hiicre i¢cinde bulunan toplam DNA miktarina denir ve C degeri
olarak oOlgiliir. (Sahin 2019). Bu c¢alismada flow sitometri araciligiyla seker otu
bitkilerinde DNA icerigi hesaplanmis olup Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Seker Otu - Arpa Florasan Yogunluklar1 ve DNA Igerikleri

Uyglular'na Slflléer;;;u ArpavFIoravsan Arpa C_;ekirdek Qeiierliieerkogll\l A
Suresi Yogunlugu Yogunlugu DNA Igerikleri icerikleri
Kontrol 116,11 299,06 10,65 4,13
1 Saatlik 113,33 308,24 10,65 3,92
1 Saatlik 118,3 293,95 10,65 4,29
1 Saatlik 109,71 280,2 10,65 4,17
1 Saatlik 115,13 259,74 10,65 4,72
1 Saatlik 117 276,22 10,65 4,51
1 Saatlik 116,26 329,18 10,65 3,76
1 Saatlik 109,35 271,45 10,65 4,29
1 Saatlik 120,64 281,53 10,65 4,56
1 Saatlik 112,37 265,72 10,65 4,50
1 Saatlik 106,99 265,97 10,65 4,28
2 Saatlik 112,12 281,54 10,65 4,24
2 Saatlik 102,84 244,85 10,65 4,47
2 Saatlik 106,55 279,79 10,65 4,06
2 Saatlik 117,3 334,65 10,65 3,73
2 Saatlik 208,71 278,77 10,65 7,97
2 Saatlik 213,5 262,19 10,65 8,67
2 Saatlik 228,26 300,04 10,65 8,10
4 Saatlik 112,62 280,52 10,65 4,28
4 Saatlik 114,61 297,13 10,65 4,11
4 Saatlik 108,11 269,13 10,65 4,28
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Cekirdek DNA igerigi ile ploidi seviyesi arasinda siki bir iligkinin oldugunu ve
ploidi seviyesi artikga DNA igeriginin de arttig1 bildirilmistir (Tuna 2004; Sahin 2019).
Nitekim yaptigimiz ¢alismada bu sonuglar1 desteklemektedir. Seker otunda yapilan bir
calismada Xiang vd. (2019) tetraploid seker otu bitkilerinin sitolojik analizleri sonucu
kromozom sayisinin katlandigin1 ve flow sitometri analizinin de DNA igeriginin
katlandigin1 gosterdigini bildirmislerdir.

Yapilan diger c¢alismalar incelendiginde Chen vd. (2011) Anthurium
andraeanum bitkilerinde flow sitometri analizi sonuglarina gére diploid bitkilerin DNA
iceriginin iki katina sahip tetraploid bitkilerin elde edildigini bildirmislerdir. Tavan vd.
(2015) Thymus persicus bitkilerinin DNA iceriklerini ve ploidi seviyelerini flow
sitometri araciligiyla belirlemislerdir. Kromozom sayma calismalar1 ile flow sitometri
sonuglarii dogrulamislardir.
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6. SONUCLAR

Bu c¢alismada seker otunun %0,5 konsantrasyonundaki kolhisin c¢ozeltilerinde
kontrol, 1 saat, 2 saat ve 4 saatlik uygulamalarinin bitki poliploidizasyonuna verdikleri
tepkiler incelenmistir. Caligmanin temel amaci, diploid kromozom sayisini ikiye
katlayarak tetraploid seker otu bitkileri elde etmektir. Calisma sonucunda kolhisinle
muamele edilmis seker otu bitkilerinin canlilik orani, bitki boyu, yaprak sayisi, dal
say1s1, klorofil miktar1, ploidi seviyeleri ve ¢ekirdek DNA icerikleri belirlenmistir.

Kolhisin, bitkilerde canlilik orami {izerinde olumsuz bir etki gostermistir.
Calismada seker otu siirglin uglart kontrol, 1 saat, 2 saat ve 4 saat olmak lizere farkl
stirelerde kolhisin ¢ozeltileri ile muamele edilmis olup ilk asamada 180 bitki igerisinden
81 bitki, ikinci agsamada 81 bitki igerisinden 65 bitki canli kalabilmistir. Kolhisinle
muamele edilen bitkiler igerisinde canlilik bakimindan en olumsuz etkilenen bitkiler 4
saatlik uygulamaya maruz birakilan bitkiler olup en az etkilenen bitkiler ise 1 saatlik
uygulamaya maruz birakilan bitkilerdir.

Seker otu fidelerinin bitki boyu ortalamasi bakimindan 2 saatlik uygulamaya
maruz birakilan bitkilerin daha kisa boylu, kontrol bitkilerinin ise daha uzun boylu
oldugu belirlenmistir. Diploid bitkilerle tetraploid bitkiler bitki boyu ortalamasi
bakimindan kiyaslandiginda diploid bitkilerin tetraploid bitkilere gore daha buyuk boy
ortalamasina sahip oldugu gézlenmistir.

Yaprak sayisit ortalamasi bakimindan 4 saatlik uygulamaya maruz birakilan
bitkilerin daha az, 1 saatlik uygulamalardaki bitkilerin ise daha ¢ok oldugu
belirlenmistir. Diploid bitkilerle tetraploid bitkiler yaprak sayisi ortalamas1 bakimindan
kiyaslandiginda diploid bitkilerin tetraploid bitkilere gore daha c¢ok yaprak sayisi
ortalamasina sahip oldugu gozlenmistir.

Dal sayis1 ortalamasi bakimindan kontrol bitkilerinin daha az, 2 saatlik
uygulamalardaki bitkilerin ise daha ¢ok oldugu belirlenmistir. Diploid bitkilerle
tetraploid bitkiler dal sayis1 ortalamasi bakimindan kiyaslandiginda tetraploid bitkilerin
diploid bitkilere gore daha ¢ok dal sayis1 ortalamasina sahip oldugu gézlenmistir.

Ploidi analizi sonuglarina gore kolhisinle muamele edildikten sonra canli kalan
20 bitki icerisinden 17 bitkinin diploid, 3 bitkinin ise tetraploid oldugu belirlenmistir.
Tetraploid bitkilerin tamami 2 saatlik uygulamalarda gozlenmistir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. a) Kontrol bitkilerinden bir fotograf; b) Poliploid olan bitkilerden bir fotograf
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Flow sitometri analizine gore g¢ekirdek DNA igerikleri bakimindan diploid
bitkilerle tetraploid bitkiler kiyaslandiginda tetraploid bitkilerin ¢ekirdek DNA igerikleri
diploid bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriklerinden yaklasik olarak 2 kati kadar oldugu
bulunmustur.

Yiirtitiilen bu ¢alisma sonucuna goére kolhisin, seker otu bitkisinde kromozom
katlamasin1 saglamaktadir. Seker otunda poliploidi elde etmek icin siirglin uglarinin
%0,5 kolhisin ¢ozeltisine 2 saat daldirilmasi basarili sonuglar vermektedir. Ancak
poliploid bitkilerin canliliklarini siirdiiremediklerinden dolayr diploid bitkilerle steviol
glikozit miktarlar1 bakimindan kiyaslanamamistir. Bu ¢alisma seker otunda yapilacak
diger calismalarda poliploid bitkilerin elde edilmesi i¢in uygun doz ve siirenin
belirlenmesinde fayda saglayacak olup daha fazla poliploid bitkilerin elde edilmesi ile
diploid bitkilerle kiyaslamanin  miimkiin  olabilece§i 6n  goriilmektedir.
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