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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Phaseolus vulgaris L’de OTOPOLIPLOIDININ UYARTILMASI
Esra ES

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Serdar POLAT

Bu calisma, fasulye bitkisinde otopoliploidinin uyartilmasina yonelik planlanmistir.
Calismada yerel fasulye populasyonu kullanilmis, In vivo uygulamalarla poliploidi olusumu
tesvik edilmeye calisilmistir. Bu yontemde iki farklt depolimerizasyon ajani kullanilarak,
baslangicta letal dozlar arastirilmistir. Denemeler 2010 ve 2011 yillarinda planlanmig, 2010
yili denemesinde trifluralin igin, litresinde 480 g trifluralin etken maddeli Fer-Tref 48 EC
herbisistinin, 3 farkli dozu %0, %5 ve %10, kotiledon asamasinda bitkinin biiylime ucuna
uygulanmis, kolhisin i¢in 3 farkli doz %0, %0.1 ve %0.05 hazirlanmis, yine kotiledon
asamasinda bitkinin biiylime ucuna uygulama yapilmistir. 2011 yilindaki denemelerde ise,
trifluralin igin, litresinde 480 g trifluralin etken maddeli Fer-Tref 48 EC herbisistinin %1 ve
%S5 dozlari, kolhisinin %0.05 ve %0.1 dozlar1 3 ve 6 saatlik siirelerde bitkinin apikal
meristemlerine uygulanmistir.

Aragtirma sonucglarma gore Tokat yoresine ait yerel kirkgilinliik fasulye
populasyonunda poliploid bitki elde edilmesine yonelik en basarili uygulamanm, 2011
yilindaki denemede kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal meristemlerine uygulama
yapmak tizere %0.1 kolhisin konsantrasyonu ile 3 ve 6 saatlik uygulama siiresinde
gerceklestigi kaydedilmistir. Denemelerde aksilar tomurcuklara yapilan uygulamalar sonug
vermemistir. Trifluralin uygulamalar1 sonrasinda elde edilen canli bitki oranlar1 kolhisine
kiyasla daha az olmustur. Elde edilen bitkilerin tarla kosullarina adaptasyonlart zor olmus,
bircogu bu ortamda hayatta kalmay1 basaramamaistir.

Uygulama sonucu elde edilen bitkilerin ploidi durumlarini belirlemede morfolojik ve
sitolojik gozlemlerden de yararlaniimistir.

Anahtar Kelimeler: Fasulye, poliploidi, kolhisin, trifluralin, morfolojik gézlemler

2011, 48 Sayfa



ABSTRACT

Mcs. Thesis
STIMULATION OF AUTOPOLYPLOID in Phaseolus vulgaris . L.
Esra ES

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Serdar POLAT

This study has been planned to stimulate autopolyploid in bean plant. For this study,
local bean population has been used and polyploidy formation has been triggered via In vivo
practices. This method has been initiated by the research of lethal doses by the use of two
different depolymerisation agents. Assays were planned for 2010 and 2011; in 2010-assay, for
trifluralin, three doses of Fer Tref 48 EC herbisist with 480 g trifluralin active substance, as
0%, 5%and 10%were applied at the growing tip of the plant at cotyledon stage; whereas for
colchicine, three different doses as 0%, 0.1%and 0.05%were applied at the growing tip of the
plant at cotyledon stage. In assays of 2011, for trifluralin, 1%and 5%doses of Fer Tref 48 EC
herbisist with 480 g trifluralin active substance and 0.05%and 1%doses of colchicine were
applied at the apical meristem of the plant within 3 and 6-hour durations.

The results have indicated that the most successful application to obtain polyploidy
plant from the population of local “kirkgiinliik” bean originated from Tokat has been the
assay of 2011 with the application of 0.1%colchicine concentration on the apical meristems
within 3 and 6 hours at cotyledon stage. The assays have shown that applications to the
axillary biuds had no results. Compared to colchicine, trifluralin applications have resulted in
fewer proportions of living plants. The adaptation of the obtained plants to the field
environment has been difficult and many of them have been unable to survive on these
conditions. In order to determine ploidy states of plants after those applications,
morphological and cytological observations have also been carried out.

Keywords: Bean, polyploidy, colchicine, trifluralin, morphological observations

2011, 48 pages
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1. GIRIS

Tirkiye diinya fasulye iiretiminde 2009 yil1 verilerine gore Cin ve Endonezya’dan sonra
ticlincii sirada yer almistir (Anonim 2009). Fasulyenin anavatani kimi arastirmacilara gore,
Giiney Amerika kabul edilmekte ve fasulyenin, 16.yy’dan itibaren Avrupa’ya getirilerek,
buradan yayilim gosterdigi sOylenmektedir (Bayraktar 1970). Bazi kaynaklarda ise
fasulyenin ge¢misinin 7000 y1l 6nceye dayandigi ve Peruda Inkalar tarafindan yetistirildigi
bilgisi yer almaktadir. Ana vataninin Meksika’nin giineyinden baslayarak, Guatelema,
Colombia ve Peruyu igine alan Orta ve Giliney Amerika iilkeleri oldugu sanilmaktadir.
Amerikanin kesfinden sonra Colombus tarafindan Avrupaya getirilen fasulyenin iilkemizdeki

gegmisinin ise yaklagik 250- 300 y1l 6nceye dayandigi soylenmektedir (Salk ve ark. 2008).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de 2010 yil1 baklagil sebzeleri iiretim miktar1 (Anonim 2010)

Baklagil Sebzeleri Uretim (ton)
Fasulye (Taze) 587.967
Bezelye 90.191
Barbunya Fasulye (Taze) 70.614
Bakla (Taze) 41.929
Boriilce (Taze) 16.591

Cizelge 1.2. Tirkiye’de 2010 y1l1 bolgelere gore taze fasulye iiretimi (ton) (Anonim 2010)

Bolgeler Uretim (ton)
Kuzeydogu Anadolu 5.912
Ortadogu Anadolu 11.196
Gilineydogu Anadolu 4.899
Istanbul 5.080
Bat1 Marmara 27.817
Ege 97.554
Dogu Marmara 69.601
Bat1 Anadolu 26.770
Akdeniz 125.596
Orta Anadolu 12.133
Bat1 Karadeniz 181.744
Dogu Karadeniz 19.665

Fasulye besin degeri oldukga yiiksek bir sebzedir. Fasulyenin taze, konserve taze dane

ve kuru olarak tiiketildigi bilinmektedir. insan beslenmesinde bu denli 6nemli bir besin



olmasinda elbette igeriginde barindirdig: yiiksek protein degerinin pay1 tartismasizdir. Ayrica
icerdigi phasol ve phasolin adli maddelerin insiilin yapisinda yer almasi bakimindan, kan
sekerini dustiriicti fonksiyonu da bulunmaktadir (Salk ve ark. 2008). Yapilan epidemiyolojik
calismalarda kolon kanseri, obezite, kalp damar hastaliklar1 gibi bazi rahatsizliklar ile diyet
lifi tikketimi arasindaki iligki ortaya konulmus ve diyet lifi tiiketmenin 6neminine vurgu
yapmistir. Fasulyede bulunan yiiksek lif, onun saglik agisindan Onemini agik¢a ortaya
koymaktadir (EKici ve Ercoskun 2007).

Fasulyenin birgok ¢esidi olmasina ragmen, piyasada en ¢ok bulunan ¢esitleri, Phseolus
vulgaris ve Phaseolus coccineus’tur (Bayraktar 1970).

Sebzecilikte yiiksek verim ve kalite Ozellikleri tasiyan cesitler elde etmek iizere
degisik bitki 1slah1 yontemleri uygulanmaktadir. Poliploidi 1slah1 olarak bilinen poliploid
bitkilerin elde edilmesi ve iiretimde kullanilmas1 bu yontemlerdendir. Poliploidi bir bireyin
biitiin hiicrelerindeki tiim kromozom setinin kopyalarimin sayisi ile ilgilidir. Kromozom
takimlar tiirlere 6zgilidiir. Her bitkinin temel bir kromozom sayis1 bulunmaktadir, bir arada
bulunan temel sayidaki kromozom genom olarak tanimlanir ve “X” ile temsil edilir. Fertil bir
bitki normal sartlarda anneden gelen bir genom ve babadan gelen bir baska genomu tasir ve
bu durum o6rnegin 2n=2x=14 olarak Fragaria vesca icin gosterilebilir. Burada “2n” dol
almasinda bitki diizeyini (bitki hayatiyetinde sporofitik sathayi) gosterirken yaninda rakam
bulunmadan tek basina duran “n” ise gamet sathasimi gostermektedir. Hiicrede bulunan
genom sayisina gore bitkiler ploidi diizeyi agisindan faklilagirlar. Eger hiicre kromozomlarini
iki adet genom ¢ergevesinde bulunduruyorsa diploid, ii¢ ve iizeri sayida genom tasiyorsa
hiicre poliploid olarak adlandirilir. Gametler de tek genom tasiyabilecegi gibi (haploid;
monoploid), iki ve daha fazla genom tagiyabilirler (diploid, poliploid). Dogal halleriyle
bitkiler diploid veya poliploid durumda bulunurlar. Esit olmayan sayida homolog kromozom
takimi iceren poliploid organizmalar nesillerini devam ettiremezler, bu agidan nesillerini
eseyli iireme yoluyla siirdiiren tiirlerde genellikle triploid, pentaploit vs. durumuna rastlanmaz

(Klug ve Cummings 2002).



2n=2x =14

AA

Kromozom dublikasyonu

l

2n=4x=28
AAAA

Sekil 1.1. Otopoliploid bitki elde edilmesi

Poliploidi degisik bakimlardan yararlidir. Bircok poliploid bitki diploid atalarindan
daha yiiksek vigor (yasama giicii) gosterirken yiiksek oranda heterozigoti gostererek heterozis
etkisine benzer bir ozellikle karsimiza cikabilirler. Dolayisiyla poliploidler yeni ve yararli
fenotipik varyasyon gosterebilmektedir. Poliploidlerin olusumlarimin suni olarak tesvik
edilmesiyle de bu tiir faydali fenotipik varyasona ulasilabilir. Bunun yaninda poliploidler
melezleme bariyerlerinin asilmasinda yararli olabilmektedir. Ornegin diploid diizeyde
melezleme yapilamamasina karst tetraploid diizeyde bunun miimkiin olup olmadig:
arastirilmalidir. Tetraploid bitkiler triploid bitkilerin elde edilmesinde bir ara form olarak
gereklidir. Bunun yaninda uzak akraba tiirlerarasi melezlemelerde F; de ortaya ¢ikan kisirlik
poliploid diizeyde asilabilmektedir (Thomas 1993, Rejeb ve Benbadis 1989). Brassica’larda
oldugu gibi mevcut bir¢ok poliploid tiir bu sekilde ortaya ¢ikmistir (Briggs ve Knowless
1967). Bunun yaninda su anda iki adet genoma sahip diploid bitkilerin daha dnce polipliodi
diizeyine ulastig1 ancak zamanla kromozomlarin diploid gibi hareket etmeye basladigi da

bilinmektedir (Bowers ve ark. 2003).

Poliploidi iki sekildedir, Otopoliploidi durumunda ilave olan her bir kromozom takimi
atasal tiirtin aynisidir. Allopoliploidi ise, birbirine ¢ok yakin iki tiirin hibridizasyonu ile

ortaya ¢ikmaktadir (Klug ve Cummings 2002). Otopoliploid bitkiler dogada kendiliginden



ortaya cikabilmektedir. Bunun yaninda olusumlari in vivo ve in vitro ortamda tesvik de
edilebilmektedir. Bu bitkiler dogada baslica iki sekilde olugsmaktadir. Bunlardan birincisinde
somatik hiicrelerin kromozom sayis1 spontan olarak iki katina c¢ikmaktadir. Burada
meristemde olusan ve kromozom sayisi katlanmis hiicreler ile kromozom sayisinda degisiklik
olmamis olan hiicreler birlikte gelisebilmektedir. Bu sekilde kimerik dokular ve organlar
ortaya c¢ikabilmekte ya da bitkide yaralanma ve kallus olusumu ve bundan rejenerasyon
esnasinda kendiliginden kromozom sayisi iki katina ¢ikabilmekte ve buradan gelisen doku ve
organlar yasamlarina poliploid olarak devam edebilmektedir. Kromozom sayis1 katlanmis (iki
katina ¢ikmig) olan organlardan c¢icek ve tohumlarin gelismesi ve bunlarin iiretimde
kullanilmast ya da poliploid dokularin/organlarin vejetatif cogaltmada rol almasi sonucunda
poliploid bitkiler kiiltiir bitkisi olarak ploidi diizeyinde farklilasmis bir sekilde yasamlarina
devam edebilmektedir. Dogada otopoliploidinin kendiliginden ortaya ¢ikmasinda ikinci bir
yol ise kromozom sayist indirgenmemis gametlerdir. Bunlarin olusturacaglr zigot ve
sonrasinda gelisen tohum ve bitki tamamen poliploid olacaktir (Harlan ve De Wet 1975,
Ramsey ve Schemske 1998).

Kendiliginden ortaya ¢ikmis olan ya da olusumu tesvik edilmis olan poliploidlerin
teshisi onem tasimaktadir. Bu amacla temelde sitoloji calismalar1 yapilir ve buradan elde
edilen sonuglar bitkinin morfolojisiyle iligkilendirilir. En temel ¢alisma sitoloji ¢alismasi olup
kromozom sayisinin belirlenmesi ile kesin sonuca ulasilabilir (Darlington ve Lacour 1979,
Rejeb ve Benbadis 1989). Bunun bir kez yapilmasi sonrasinda bitkinin diger bazi sitolojik ve
morfolojik 6zellikleri belirlenir ve elde edilen sonuglar kromozom sayisiyla iliskilendirilir.

Poliploid bitkilerde goriilen degisiklikler sdyledir:

1. Hicre biiyiikliigiinde, dolayisiyla doku ve organlarda biiyiime (gigantizm): giceklerde
ve yapraklarda biiylime, daha biiyiik fakat sayica daha az tohum

2. Organlarin sekil ve yapilarinda (striiktir) farklilagma: yapraklarda kalinlagma,
burusukluk goriiniimii ve tiiyliiliiglin artist

3. Bitkinin fizyolojisinde degisiklik: bitki-su iliskilerinde ve fotosentezde farklilagma

4. Bitkinin fenolojisinde farklilasma: daha ge¢ meydana gelen ve daha uzun siiren
cigeklenme vb.

5. Stomalarda bekgi hiicrelerinde bulunan kloroplast sayisinda artis: stoma biiyiikliigiinde
ve birim alandaki stoma sayisinda degisme

6. Gamet canliliginin ve dolayisiyla fertilitenin azalabilmesi


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TC3-4FJXNGM-4&_user=5829641&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000067393&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5829641&md5=de9115245e6016ed9ad38e9001000af0#bbib1#bbib1

Glinlimiizde planli olarak yiiriitiilen 1slah c¢aligsmalarinin yani sira, mevcut gen
kaynaklarimizin degerlendirilmesi, ve koruma altina alinmasit gen kaynaklarimizin
muhafazasi agisindan ¢ok 6nemlidir. Modern tarimda kullanilan ve biiyiik boliimii F; hibrit
olan ticari cesitlerin kullanimi1 artttkca Onemli karakterleri tagiyan yerel populasyonlar
dolayistyla genetik kaynaklar yok olmaktadir. Yerel populasyonlar bir yoreye ¢ok iyi adapte
olmus bitkilerden olusur ve modern 1slahta ihtiya¢ duyulabilecek ¢ok onemli karakterleri
kodlayan genleri tasiyabilirler. Gerek orijinal sebze populasyonlarinin kendine 6zgii giizel tad
vb. oOzellikleri gerekse 1slahta yararlanilabilecek diger agronomik karakterleri {izerlerinde
toplamasi dolayisiyla yerel populasyonlar genetik kaynak olarak biiyilk 6nem tagimaktadir.
Bunlarin korunmasi, degerlendirilmesi ve miimkiin oldugu durumlarda gelistirilmesi biiyiik
onem tasimaktadir (Esquinas-Alcasar 1993, Rubenstein ve ark. 2005). Ulkemiz bulundugu
cografyanin sagladigi biiylik avantaj dolayisiyla bir¢ok bitkinin anavatani ya da ikincil gen

merkezi konumundadir. Tiirkiye’de Mikro Gen Merkezleri ve yaygin sebze tiirleri sunlardir:
1. Trakya-Ege mikrogen merkezi: kavun;

2. Giiney-Dogu Anadolu mikrogen merkezi: sogan, sakiz kabagi, karpuz kavun, hiyar,
fasulye;

3. Samsun-Tokat-Amasya mikrogen merkezi: fasulye, bakla, lahana;
4. Kayseri ve civari: bezelye;
5. Agn ve civart: karpuz, kavun (Balkaya ve Yanmaz 2001).

Bahsi gecen yorelerimizden yerel ¢esitlerin toplanmasi ve korunmasi biiyiilk onem
tasimakta ve bu amagla baz1 ¢alismalar stirdiirilmektedir (Kiigiik ve ark 2002, Balkaya ve
Yanmaz 2005, Madakbas ve ark. 2007).

Bu amacla “Kirkgiinliik” isimli yerel bir fasulye ¢esidi Tokat yoresinden elde edilmistir.
Bu ¢esit Tokat ili sartlarina iyi uyum saglamis erkenci ve lezzetli bir gesittir. Ekimi Tokat
bolgesinde nisan ayr sonlarina dogru yapilmakta ve yaklagik olarak kirk giinde
ciceklenmektedir. Bu populasyoana ait bitkilerin taze baklalar1 yemeklik ve konservelik ve
tursuluk olarak kullanilabilmektedir. Fasulye besin degeri acisindan 6nemli olup A, C
vitamini ve folik asit ve diger bazi 6nemli vitamin ve mineralleri icermektedir (Li, 2008).
Anavatani orta ve giiney Amerika olmasina ragmen (Silbernagel 1986) yukarida sayilan

olumlu 6zelliklerinden dolay1 fasulyenin mutfagimizda énemli bir yeri vardir.



Burada sunulan tez calismasi iilkemiz sebze genetik kaynaklarinin korunmasi ve islah
caligmalar1 yoluyla degerlendirilmesi amacina yoneliktir. Bunun i¢in Tokat ydresinden
toplanmis olan yerel fasulye cesiti “Kirkgiinliik”’de kromozom sayisinin katlanmasi
(otopoliploidinin tesviki) kolhisin ve trifluralin kullanilarak gergeklestirilecektir. Bu
calismada yaygin olarak kullanilan kolhisine alternatif olarak trifluralinin etkinligi 6zellikle
arastirilacaktir. Uretilecek olan poliploid (otopoliploid) fasulyelerde meydana gelebilecek bazi

morfolojik ve sitolojik degisiklikler incelenecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Poliploid bitkilerin olusumu suni olarak tesvik edilebilmektedir. Bu amagla hiicre
boliinmesine miidahale etmek gerekmektedir. Bunun i¢in mitoz bdliinmede hiicre icinde
kromozom sayisi iki katina ¢iktiktan sonra kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini saglayan ig
iplikleri depolimerize edilir (ortadan kaldirilir). Kutuplara ¢ekilemeyen ancak sayisi iki katina
¢ikmis olan kromozomlar boliinme olmayan ayni hiicre igerisinde kalir ve bu sekilde
kromozom sayist iki katina ¢ikarilmis olur. Bu amacgla depolimerizasyon ajani
(depolimerisation agent) adi verilen bazi bilesikler kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin
olan olani kolhisindir. kolhisin fasulyede allopoliploidlerin elde edilmesinde tiirlerarasi bir
melezleme sonrasinda basariyla kullanilmistir (Rejeb ve Benbadis 1989). Ancak gerek
yiikksek oranda mutajenik olmasi ve g¢evreye olan gorece yiiksek zarari gerekse cok pahali
olmasi dolayisiyla Kolhisine alternatif bilesiklerin kullanimi arastirilmistir. Bu baglamda
oryzalin, trifluralin, amiprophos-methyl, N,O’da da ayni amagla in vivo ve in vitro
calismalarda basariyla kullanilabilecegi ortaya g¢ikarilmistir (Grzebelus ve Adamus 2004,
Bouvier ve ark 2006). Ancak Kolhisin digindaki bilesiklerin fasulyede poliploid elde

edilmesine yonelik olarak kullanimina iliskin bir calismaya literatiirde rastlanmamaktadir.

Sen ve Vidyabhusan (1960), soya fasulyesinin 4 ¢esidinde ototetraploidiyi tesvik
etmek amaciyla, tohumlart kolhisin ¢ozeltisinde bekletme ve pamuk bir tipayr ¢imlenen
fidelerin apikal meristemlerine yerlestirme yoluyla uygulama yapmislar ve sonugta pamuk bir
tipa yoluyla geng fidelerin apikal meristemlerine uygulama yapmanin daha basarili bir yontem
oldugu sonucuna varmiglardir. Bu amagla kolhisinin alti farkli dozunu, (%0.01, %0.025,
%0.05 , %0.1 ve %0.25) 6 farkh siirede (1/1, 1/2, 3, 6, 12 ve 24 saat) uygulamislardir.
Arastirmcilar, otopoliploidiyi tesvik etmeyi basardiklari bitkilerde, tohumlarin diploidlere
gore daha gec ¢imlendiklerini, govdenin tetraploidlerde daha kalin oldugunu, yapraklarinin
daha kalin, koyu yesil renkli, daha fazla sayida ufak yapraga sahip olduklarini bildirmislerdir.
Ayni ¢aligmanin sonuglarma gore, tetraploidlerin yapraklar1 daha tiiylii, stoma hiicrelerinin
boyutu da bu bitkilerde diploidlere gore %20-35 oraninda artig gdstermistir. Buna ragmen,
stoma hiicrelerinin birim alandaki sayisinda %65 civarinda azalma kaydedilmistir.
Ciceklenmenin ototetraploid bitkilerde diploid bitkilere gore daha ge¢ oldugu, cigeklerde
fazladan petal ve stamen bulundugu tespit edilmistir. Polen canliliklar1 agisindan, steril

polenlerin frekansinin ototetraploidlerde daha yiiksek oldugu, diploidlerde 3 porlu olan
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polenlerin bu bitkilerde 4 hatta 5 porlu yapiya sahip olduklari arastirmacilar tarafindan
gozlemlenmistir. Tetraploid bitkilerde tohum tutma oraninin da diploid bitkilere gore oldukga

azaldig kaydedilmistir.

Nohut iizerinde yapilan bir baska ¢alisma, Sohoo ve ark. (1970) tarafindan
yapilmistir. Arastirma icin yine depolimerizasyon ajani olarak, kolhisin kullanilmistir. Bu
caligmada tetraploid bitki elde etmede en basarili uygulamanin, %0.25 kolhisin

konsantrasyonunda, 2 saat siire ile elde edildigi bildirilmistir.

Pundir ve Maesen (1982), nohutta (Cicer aritenum L.) otopoliploidinin tesvik
edilmesi amaciyla, 4 ve 6 saat siire ile, %0.25 %0.05 ve %0.025 kolhisin dozlarini
kullanmiglardir. Arastirmada uygulama bolgesi olarak tohum ve geng fideler kullanilmistir.
Tohum uygulamasi igin, iyi gelismis, her uygulama igin 500 adet tohum, kolhisin’in %0.25
%0.05 ve %0.025 konsantrasyonlarinda 4 ve 6 saat siireyle bekletilmistir. Uygulama sonrasi
cesme suyunda yikanan tohumlarin tarlaya ekimleri yapilmistir. Baska bir uygulama ise
fidelere yapilmig, bunun igin, 3:1 oraninda toprak ve giftlik giibresi ile doldurulmus, kiigiik
saksilarda fidelerin tiretimi gerceklestirilmistir. Fidelerin ortaya ¢ikmasinin ardindan, apikal
meristem etrafina bir pamuk tampon yerlestirilmis ve pamuk nemli kalacak sekilde, diizenli
araliklarla iki farkli konsantrasyonda kolhisin ¢ozeltisi damlatilmistir. Bu uygulamada, her
kolhisin konsantrasyonu i¢in 100 fide kullanilmistir. Arastirmanin sonunda calismacilar,
otopoliploidi bitki elde etmede en iyi etkinin, tohuma muamelede %0.25 kolhisin
konsantrasyonu ile 4 saat uygulamada saglandigini belirlemislerdir. Arastirmaya gore fidelere
uygulamanin beklenilen sonucu vermedigi bildirilmistir. Uygulama sonrasi arastiricilar,
ototetraploid durum gosteren bitkilerde yapraklarin daha genis, ¢igeklerin, stomalarin,
polenlerin ve tohumlarin daha biiyiik olmasina ragmen, polen boyanabilirlik ve bakla tutma
ortalama ytlizdelerin diistiiglinii kaydetmislerdir.

Baz1 bitkiler ise dogal sartlarda hem diploid hem de poliploid formda olabilirler
(Simmonds 1989). Poliploidi bitkilerin hem adaptasyon hem de tiir farklilasmasini saglayan
bir mekanizma olup angiospermlerin %47-70’1 poliploiddir (Ramsey ve Schemske 1998).
Poliploid bitkilerden muz, elma, zencefil, karpuz, bazi turuncgiller triploid olabilirken, bazi
bugday tiirleri, misir patates lahana, pirasa, tiitiin, yer fistig1 tetraploid olabilmekte, krizantem,
ekmeklik bugday, triticale, yulaf ve kivi heksaploid olup, ¢ilek, dahlia ve seker kamist gibi
bazi tiirler de oktaploid ploidi diizeyindedir (Harlan ve deWet 1975, Ross ve ark 1992,
Ladzinsky 1998).



Rejep ve Benbadis (1989), Phaseolus coccineus L. erkek kisir hatti ile yabani genotip
Phaseolus acutifolius A. Gray arasinda melezme sonucu olusan F; bitkilerindeki kisirligin
asilmas1 amaciyla, kolhisin uygulamasi ile verimli allotetraploidler olusturulmasi saglanmaya
calisilmistir. Arastirmacilar, geng bitki pargalarinin koklerini 3 saat siire ile %1 lik kolhisin
soliisyonunda bekletmislerdir. Uygulamanin ardindan, gévdenin temel parcalari ile kdklenen
parcaciklar su ile durulanarak perlit dolu kaplarin icene transfer edilmistir. Uygulamadan
sonra bitkilerde stoma incelemesi yetiskin yapraklarin altindan alinan epidermis 6rnekleri ile
yapilmistir. Ayrica kok ucu kromozom sayimi feulgen tekniginden faydalanarak yapilmustir.
Uygulama yapilan bitkilerde ve F; hibritlerde mikrosporgenesis incelenmesi igin
olgunlasmamis ¢igek tomurcuklart %45 lik asotacarmin ile boyanarak incelenmistir.
Arastirmanin  sonucunda belirgin morfolojik ve sitolojik karakterlerin tanimlanmasinin
poliploid olmayan bitkilerden poliploidleri ayirmada 6nemli oldugu kaydedilmistir. Olusan
allotetraploidler kontrol bitkilerinden daha yavas bir gelisme gostermislerdir. Arastiricilar
biiyiik ¢igek ve genis yaprakli gortintimleri ile allotetraploidleri Fy hibritlerinden ayirmislardir.
Sonug olarak allotetraploidlerde yapraklar daha genis, daha tiiylii, daha kalin ve koyu
renklidir. Stoma analizleri sonucu allotetraploidlerin diploid yada ana baba ebeveyinlerinden
daha biiyilik stoma hiicrelerine sahip oldugu goriilmiistiir. Stomanin sayisal yogunlugu diploid
bitkilerdekinden daha az olmasina ragmen, Phaseolus acutifolius ebeveyninkiyle benzerlik
gostermistir. Ayrica allotetraploidlerin polen ¢ap1 ana baba hatlarininkinden yaklasik iki kat
daha biiyiik oldugu gozlenmistir. Arastirmada, kromozomu ikiye katlandig: siipheli olan tiim

hibrit bitkilerinde poliploidi durumlart kromozom sayimi ile dogrulanmustir.

Bouvier ve ark. (1994), yaptiklar1 ¢alismalarda in vitro ortamdaki haploid elma
filizlerinin kromozom dublikasyonunu tesvik etmede iki mitotik ajan olan kolhisin ve oryzalin
kullanarak, iki kimyasal ajanin, s6z konusu etkisini karsilagtirmislardir. Arastirmada, kolhisin
icin, 0.025 0.25 ve 1.25 mM konsantrasyonu, oryzalin ig¢in ise 5, 15 ve 30 mM
konsantrasyonlart  denenmistir. Uyguma swrasinda farkli ii¢ teknikten faydalanan
arastirmacilar, ilk denemede in vitro ortamda yetistirilen elma filizlerini, kolhisin ve
oryzalinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis, ¢ozeltilerine daldirmislar ve sonucta hayatta
kalan bitki oranini oldukga diisiik bulmuslardir. Kolhisinin ile uygulamada oryzaline gore
hayatta kalan bitki sayilarinin az oldugu tespit edilmistir. Ikinci denemede depolimerizasyon
ajanlart kiiltiir ortamima eklenmis ancak, sonucta genotip ya da kimyasal ajan tiiriine
bakilmaksizin higbir basar1 elde edilmemistir. Ugiincii denemede filizler iki kimyasal ajanin

ilave edildigi agar ortamlarma birakilmig, ve en fazla basar1 bu teknikle yakalanmistir.



Arastirmanin sonunda, en diisiik uygulama ile en fazla basarinin elde edildigi ve kromozom
dublikasyonu i¢in, oryzalinin Kolhisinden daha iyi bir segenek olabilecegi belirtilmistir.

Poliploidi seviyesinin kromozom sayimi ile belirlenmesi uzun zamandir bilinen bir
metod olmas1 yaninda, klasik metodlara kiyasla daha kesin bir fikir vermesi, diger indirekt
metodlardan daha basarili bir sekilde uygulanmasi bu teknigi 6nemli kilmaktadir. Sar1 ve ark.
(1999) bildirdigine gore, De Laat ve ark. (1987), kromozom sayiminin iyi donanimli bir
laboratuvar ve uzman bir ekip gerektirmesi, gibi nedenlerden dolay1 kloroplast sayisinin
kromozom sayisina alternatif bir yaklasim olabilecegi fikrini ortaya atmislardir. Ayrica
kromozom sayim tekniginde teknik donanim ve deneyimli elemanin saglanmasi kosullar
yerine getirilse bile bazi bitki tiirlerinde kromozom sayimlarinin ¢ok gii¢, hatta imkansiz
oldugu durumlar olabilmektedir (Ellialtioglu ve ark. 2001). Bununla birlikte poliploidi
olasiliginin diisiik oldugu durumlarda kromozom sayimimin etkili olarak kullanilmadigi,
indirekt metodlardan flow sitometri teknigini kullanarak basar1 sagladiklarimi ifade
etmislerdir. Flow sitometri bitki ¢ekirdek DNA igerigini tahmin etmede kullanilan etkili bir
tekniktir.

San1 ve ark. (1999), bildirdigine gore, Brown ve ark. (1991) Briiksel lahanasiyla
yaptiklar1 ¢aligmalarda, klasik kromozom sayimina alternatif olarak stoma biiyiikliiklerini
kullanmiglar, bu bitkilerin haploid olanlarinda stoma biiyiikliigiiniin 14 pm, diploidlerde 20
um, triploidlerde ise, 24 um oldugunu tespit etmislerdir.

Poliplodi belirlemede kromozom sayimina alternatif olarak, morfolojik gozlemlerde
bitkilerin iiretimi i¢in uzun zamana ihtiya¢ duyulmasi, flow sitometri tekniginin ise, yogun
caba ve masraf gerektirmesi nedeniyle, kloroplast sayis1 ve stoma Slgiimleri yogun ¢abaya
gereksinim duymadan kullanilabilen pratik yontem olarak kullanilabilir.

San ve ark. (1999), karpuzda (Citrullus lanatus) yaptiklari ¢aligmada direkt metod
olarak kromozom saymmu ile indirekt metod olarak, flow sitometri, stoma boyu, bekgi
hiicrelerdeki kloroplast sayis1 ve morfolojik gozlemleri kullanarak poliploidi durumlarini
belirlemeye calismiglardir. Arastirmacilar 1sinlanmis polen yoluyla tozlanma sonucu olusan
Haploid Sugar Baby ve Halep Karasi karpuz gesitlerini kullanarak, bu gesitlerin haploid ve
diploid formlarinda indirekt ve direkt metodlar1 kullanarak poliploidi durumlarini
incelemislerdir. Arastirma sonucu, haploid bitkilerin stoma uzunlugu, 17-18 um, ¢ap1 ise 10-
12 um iken, diploid bitkilerin stoma uzunlugu, 23-24 pm, ¢ap1 18 um oldugu goézlenmistir.
Stoma bekgi hiicrelerindeki kloropast sayisi ise haploid bitkilerde 6-7 iken, bu say1 diploid
bitkilerde 11-12 arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.
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Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenmesi amaciyla degisik yontemler gelistirilmis ve
kullanilmistir. Bitkinin morfolojisi bize poliploidi konusunda bir fikir verse bile, bu konuda
en eski ve glivenilir olarak kullanilan yontem, 6zellikle kok uglar1 gibi hizli bliyliyen doku ve

organlarda gergeklestirilen kromozom sayimidir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Kavun ve karpuz bitkilerinde tozlamada isinlanmisg polen kullanimiyla haploid
bitkilerin olusumu tesvik edilebilmektedir. Ancak ortaya ¢ikan haploid bitkilerin kromozom
sayisinin tekrar iki katina ¢ikarilmasi gerekmekte olup bu amagla kolhisin kullanilmistir (Sar1

ve Abak 1996, Yetisir ve Sar1 2003, Bal ve ark 2003).

Tepe ve ark. (2002), nane bitkisinde in vitro kolhisin uygulamalari ile poliploid bitki
elde etmeyi amaclamislardir. Aragtirmacilar, arazide yetisen nane bitkilerinden aldiklar1 tek
bogum explantlarin1 aseptik kosullarda 30g/L siikroz 6g/L agar, 0,5 mg/L BA iceren MS
besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Bir ayin sonunda in vitro siirgiinlerden tek bogum
explantlari ve siirgiin uglari, 100 veya 150 mg/L kolhisin igeren besin ortamlarinda 5, 7 ve 10
giin siireyle yetistirilerek ardindan kolhisin icermeyen besin ortamlarma aktarilmislardir. Iki
ay sonra serada dis kosullara alistirilan bitkilerin kok uglarinda kromozon sayimlart yapilarak
ploidi oranlari belirlenmistir. Arastirmada siirgiin ucu ve tek bogum explantlarinin kolhisin
uygulamalarinda kullanilabilecegi ve explantlarin 5 giin 100 mg/L kolhisin uygulamasin
ardindan kolhisin igermeyen ortamlara aktarilmasi durumunda %25 — 27 oraninda poliploid
bitkiler elde edilebilecegi ortaya konulmustur. Bu g¢alismanin sonunda uygulama yapilan
bitkilerde degisik ploidi diizeyleri saptanmistir. Ayrica ¢alismada miksoploid yapida bitkilere
de rastlanmigtir. 10 giine ¢ikarilan uygulama siiresinde bitki gelisme oranimi ve dikilen
explant basina elde edilen poliploidi oraninin diistiigii tespit edilmistir. Arastirmacilar
kromozom saymmui ile yaprak morfolojilerini inceleyerek stoma sayisi ile kromozom sayisi
arasinda benzer bir iliski oldugunu bildirmislerdir.

Joshi ve Verma (2004), baklada (Vicia faba) ototetraploidiyi tesvik etmek amaciyla
kolhisin kullanmislardir. Aragtirmacilar, 60 bakla tohumunu distile su icinde 20 saat 25 + 2 °C
‘de birakmislar ve ardindan tohumlar1 %0.005 konsantrasyonundaki kolhisin ¢ozeltisinde 8
saat ve 24 saat siireyle tutmuslardir. Uygulamanin ardindan tohumlar musluk suyunda 1 saat
stireyle yikanarak, kolhisin dokulardan uzaklastirilmaya ¢alisilmis, daha sonra ise topraktan
yapilmig saksilar i¢ine ekilmislerdir. Kontrol bitkilerinin tohumlar ise, distile su icinde 8 ve
24 saat bekletilmistir. Uygulama sonras1 degisik araliklarla gelisme oranlari ve morfolojik

veriler kaydedilmistir. Otopoliploidinin tesvik edilmesi amaciyla yapilan bu g¢alismada en

11



fazla basarmin, tohuma %0.005 kolhisin konsantrasyonunda 8 saat ile saglandigi ortaya
cikartlmistir. Aragtirmada kullanilan 30 tohumdan 15 tanesinin poliploid oldugu indirekt
metodlar ve kromozom sayimi ile dogrulanmistir. Ayni kolhisin konsantrasyonu kullanilarak
24 saatlik uygulama siiresinde ise tohumlarin higbirinin ¢imlenmedigi gozlenmistir. Elde
edilen sonuclara gore, poliploidlerde uygulamanin ilk evrelerinde diploidlere nazaran daha
yavas bir gelisme gozlendigini kaydeden arastirmacilar, daha sonraki siireclerde
poliploidlerde gigantizmin (devlik) varligindan soz etmislerdir. Gigantizm ile beraber
poliploidlerde diploidlere nazaran, daha kalin gévde ve daha koyu yesil yapraklarin varlig
gozlenmistir. Diploid kontrol bitkilerinde ilk ¢iceklenme 53 giinde olurken, poliploidlerde ise,
92 giine kadar c¢iktig1 kaydedilmistir. Stoma hiicrelerinin ve polen tanelerinin boyutlar
poliploidlerde artmis, birim alandaki stoma sayisi ise kontrol bitkilerine kiyasla azalma
gostermistir. Cigeklerin boyutunda ve goriiniimiinde de diploid bitkiler ile poliploidler
arasinda farklilik goriilmis, cicek kanatlar1 lizerinde poliploidlerde koyu beneklerin varlig
yaninda, ¢igeklerin bitki iizerinde diploidlere nazaran 2-3 giin daha fazla siire ile kaldig1 rapor
edilmistir. Polen fertilitesi, asetocarmin boyama yontemiyle belirlenmeye calisilmis, sonug
olarak diploidlerde polen boyanabilirligi %100 bulunurken, poliploidlerde bu oran %50 den
daha az bulunmustur. Polen morfolojisi bakimindan poliploid bitkilerin polenleri ii¢ koseli
iken kontrol bitkilerinin polenlerinin elips goriiniimiinde oldugu gozlenmistir. Poliploid
bitkilerde bakla boyutu ve tohumlar artmasina ragmen, bahsi gegen 6zelliklerde sayica azalma
goriilmiistiir. Sonucta bakla ve bitki bagina tohum sayisinin diploid bitkilerle kiyaslandiginda
onemli oranda azaldigi bildirilmistir. Arastirmada uygulamanin ardindan morfolojik
gozlemlerin yaninda sitolojik incelemeler yapilarak, polen ana hiicrelerinde mayoz
boliinmedeki kromozom durumlar1 gézlenmeye calisilmistir. Arastirmacilar, ayrica kok ucu
kromozom sayimi ile poliploidi seviyeleri belirleyerek, indirekt metodlarla yapilan tahminleri
dogrulamislardir.

Fernandes ve ark. (2006), Allium cepa’da trifluralin kullanarak, bu herbisistin
poliplod bitki olusturma durumlarint ve herbisistin  hiicre boliinmesindeki etkisini
incelemislerdir. S6z konusu calismada tarimda kullanimi tavsiye edilen trifluralin dozu
dikkate alinarak, saflik derecesi 445 gr/L olan trifluralin i¢in en yiiksek doz hazirlanmistir.
Ticari iiretimden seyreltilerek olusturan 0.42 ppm, 0.84 ppm, 1.67 ppm ve 3.34 ppm
dozlarinin etkilerini arastirmak ig¢in Allium cepa kokleri 24 saat siireyle, trifluralinin degisik
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Arastirmacilar, bu uygulamadan sonra baz1 kokleri

48 saat siire ile saf su iginde tutarak, bir diizeltme uygulamasina maruz birakmislar, ardindan
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bagka petri kaplarina aktarimlarin1 gergeklestirmislerdir. Bu uygulamalarin etkilerini ise mitoz

boliinme sirasindaki hiicre durumlarinda izleyerek, belirlemeye ¢alismislardir.

Orgen (2006), Tiitin (Nicotiana tabacum cv. Saribaglar) 3-5 yaprakli haploid
bitkicikleri diploid hale getirmek amaciyla antimitotik ajan olarak, trifluralinin 0, 10, 30 ve 50
uM konsantrasyonlart i¢in, 24, 48 ve 72 saatlik uygulama siirelerini kullanmislardir.
Arastirmada her uygulama i¢in 50 adet bitki kullanilmistir. Arastirmanin sonucunda
uygulama siiresinin artmasinin yasamlarin1 devam ettiren bitki sayisinda azalmaya yol agtigi,
en fazla katlama oranmin ise 10 uM konsantrasyonu ile 24 saatlik uygulama siiresinde

goriildiigii bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma 2010 ve 2011 yillarinda Namik Kemal Universitesi Bahge Bitkileri
Anabilim Dali Laboratuvar: ve serasinda yiiriitiilmiistiir.

2010 yilindaki ¢aligmalar 6n deneme seklinde yiiriitiilmiis, fasulyede otopoliploidiyi
elde etmeye yonelik bu caligmada, 2011 yilindaki denemelerden elde edilen veriler
kullanilmustir.

Denemelerin sitolojik gozlemleri Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii ve Tarla
Bitkileri Sitogenetik Laboratuvarinda yapilmistir. In vitro polenlerinin ¢imlendirilmesi igin

Bitki Koruma Anabilim Dali Fitopatoloji Laboratuvarindan yararlanilmastir.

3.1. Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak Tokat yoresine ait olan yerel “kirkgiinliik”
fasulye cesidi kullanilmigtir. Yerel kirkglinlik fasulye cesidi, Tokat ydresine iyi uyum
saglamus, erkenci, kilgiksiz ve lezzetli bir cesittir. Ozellikle yetistiriciler tarafindan istenilen
ozellikleri barindirmasi sebebiyle, Tokat yoresi i¢in dnemli bir yere sahiptir. Tohum kabugu
acik kahverengi ve tohum tizerinde mor benekler yer almaktadir. Tohum sekli hafif yassi, oval
bi¢imlidir (Sekil 3.1). Taze baklalar1 acik yesil lizerine agik kirmiziya benzer lekeler tagiyan,
baklalar1 i¢inde yaklasik 4-6 tohum tasiyan bir gesittir. Bakla yaklasik 10-12 cm boyutunda
olup, ortalama 1.5 cm genisligindedir. Morfolojik olarak, bodur forma sahip olan bu yerel
cesit, yan dallarda ¢ok fazla dallanma ile toplu bir gelisme gostermektedir. Erkenci bir gesit
olan yerel kirkgiinliikk populasyonunun ekimden gigeklenmeye giin sayist hava sartlarina bagl
olarak, 40-42 giindiir. Yetistiriciler tarafindan taze ve konserve seklinde veya derin
dondurucuda muhafaza edilerek tiiketilmektedir. Bu ¢esit kuru fasulye olarak tercih

edilmemektedir.
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Sekil 3.1. Yerel Kirkgiinliik fasulye tohumlar1 ve bitkisi

3.2. Yontem

2010 yilindaki 6n denemelerinde fasulyede otopoliploidinin uyartilmasi amaciyla
kolhisin ve trifluralin kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal meristemlerine ve tohuma
uygulanmigtir.

2011 yilindaki denemeler ise kolhisin ve trifluralin ¢ozeltilerine, erken kotiledon
asamasindaki bitkilerin tamaminin daldirilmasi, ge¢ kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal
meristemlerine kolhisin  ve trifluralin uygulanmast ve gelismis bitkilerin aksilar

tomurcuklarina (yan siirgiin) kolhisin ve trifluralin uygulamasi seklinde ytiriitilmistiir.

3.2.1. Kolhisin ¢ozeltisinde tohumlarin bekletilmesi

Bu amagla, bazi hastaliklarin tedavisinde (gut hastaligi vb) kullanilan ve 1 tabletinde
yaklasik 0,5 mg kolhisin etken maddeli Kolsin isimli ila¢ kullanilmistir.

2010 yilinda gerceklestirilen 6n denemede kolhisin igeren ilagtan %0, %0.005 ve
%0.0025’1ik ¢ozeltiler hazirlanmis, bu amagla oncelikli olarak %0.005 ¢ozelti hazirlanip,
daha sonra %0.0025 seyreltilerek olusturulmustur.

Cozeltinin Hazirlanmasi

Denemede kullanilmak tizere bir tabletinde 0.5 mg kolhisin igeren ilagtan 10 tablet

100 ml su igerisinde ¢oziindiriilerek, %0.005 kolhisin konsantrasyonuna sahip solusyon
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hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 50 ml alinarak, su ile 100 ml tamamlanmis ve boylece %0.0025
konsantrasyona sahip kolhisin ¢ozeltisi elde edilmistir.

2010 yilinda (19 Mart) kolhisin’le uygulama i¢in 90 bitkiye 90 viyol hesabi yapilarak,
ticari olarak satilan viyollere, viyollerin %’ii dolu olacak sekilde torf doldurulmustur. Kolhisin
¢ozeltisinde 24 saat bekletilen tohumlar, ¢ozeltiden ¢ikarildiktan sonra, 2 kez musluk suyunda
yikanmig ve daha sonra yine musluk suyu konmus kavanozlarda 20 dakika bekletilmistir
(Sekil 3.2). 1 giin siireyle suda bekletilen kontrol bitkileri ve %0.005 ve %0.0025 kolhisin
konsantrasyonuna sahip ¢0zeltilerde bekletilen tohumlar torf doldurulmus, ortamlara
ekilmistir. Ekilen her bir tohumun bagli bulundugu viyoller tek tek etiketlenmistir.

Uygulamadan 10 giin sonra hayatta kalan bitki sayilar1 ve morfolojik degismeler

kaydedilmistir.

Sekil 3.2. Tohumlarin kolhisin ¢ozeltisinde bekletilmesi

3.2.2. Kotiledon asamasindaki bitkilere kolhisin uygulamasi

On denemeler icin 2010 yilinda (23 Nisan 08:15) yerel kirkgiinliik fasulye tohumlar
¢cesme suyunda iki kez yikanarak, yine c¢esme suyunda 9 saat bekletilmistir. Kolhisin
uygulamasi i¢in bitki tohumlar1 (17:00) torfa (ticari yetistirme ortamina) ekilmistir. EKimi
yapilan tohumlardan ¢imlenen bitkilere kolhisin uygulamasi ekimden bir hafta sonra (1 Mayis
13:00) yapilmistir. Bunun igin, %0, %0.05 ve %0.1’lik dozlarda ¢ozeltiler hazirlanmis ve
1sitmasiz cam serada her doz igin 10 bitki olacak sekilde toplam 90 bitkiye uygulama
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yapilmistir. Uygulama esnasinda buharlagsmay1 6nlemek amaciyla, bitkilerin {izeri uygulama
stiresi olan 3 saat boyunca polietilen ile ortiilmistiir.

2011 yili denemesi igin tohum ekimi (23 Nisan 17:00) yapilmis, ve ekimden 10 giin
sonra (3 Mayis 2011 07:00) uygulamalara baglanmistir. Bu amagla kolhisinin %0.1 ve %0.05
dozlar1 3 ve 6 saat siire ile bitkinin apikal meristemlerine Kolhisin ¢ozeltisine daldirilmig

pamuk yerlestirmek suretiyle uygulanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal meristemlerine uygulama

Kotiledon asamasindaki bitkilere uygulama yapabilmek i¢in, fasulye bitkisinin tohum
kabugu yirtilarak, apikal meristemine damlatacagimiz depolimerizasyon ajanini kabul edecek
uygun bir duruma gelmesi beklenmistir. Ancak bu durumda biiyiime ucunun erken evrede
olmasi istendiginden son asamada biiylime ucu ikinci gercek yaprak siirgiinleriyle iyice
sartlmig halde bulunmaktadir. Béyle bir durum ise kolhisin ve trifluralinin biiylime ucuna etki
etmesini zorlagtirmaktadir. Bu amacla 2011 yilinda erken kotiledon asamasindaki bitkilerin
tamaminin hazirlanan kolhisin ¢ozeltilerine daldirilmasi denemesi gergeklestirilmistir. Bu
deneme i¢in tohumlar saf suda ¢imlendirilmis, ardindan kotiledon agamasina gelen bitkilerin

kolhisin ¢6zeltisine daldirilmasi (22 Mayis) gergeklestirilmistir.

Arastirma i¢in, iki farkli kolhisin dozu (%0.02 ve %0.005), iki farkli siire (3 ve 6 saat)
kullanilmigtir. Bu amagla 100 mg kolhisin 500 ml saf su igerisinde ¢6ziinmiistiir. Bu sekilde
%0.02°1lik konsantrasyona sahip olan ¢ozelti seyreltilerek, %0.005 lik kolhisin ¢ozeltisi
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olusturulmustur. Bu konsantrasyonu elde etmek icin ise, %0.02 lik ¢ozeltiden 25 ml alinarak,
tizeri saf su ile 100 ml tamamlanmis ve bdylelikle %0.005 konsantrasyonuna sahip kolhisin
¢Ozeltisi hazirlanmustir.

Uygulama i¢in 5. giindeki bitkiler, heniiz kotiledon asamasindayken, 3 saat ve 6 saat
stire ile hazirlanan bu ¢ozeltiler igine birakilmiglardir. Kolhisinin apikal meristem tizerindeki
etkisini arttirmak amaciyla, bitkilere iki grup halinde uygulamalar yapilmistir. Bu amagla
birinci grup bitkilerin hem tohum zarflar1 yirtilmis, hem de kotiledonlarindan biri koparilmis,
diger gruptaki bitkilerin ise sadece tohum kabuklar1 yirtilmistir (Sekil 3.4). Ayrica kolhisin
uygulamasinda ylizey gerilimin Oniine gegebilmek amaciyla ¢ozeltinin miktariyla dogru
orantilt olarak, eser miktarda yayicit ve yapistirict olarak tarimsal ilaglamalarda kullanilan
citowett isimli madde damlatilmistir. Uygulama siirelerinin ardindan bitkiler saf su igerisinde
2,5 saat tutularak, kolhisin dokulardan uzaklastirilmaya g¢alisilmistir. Kontrol bitkileri ise
uygulama siireleri boyunca saf suda bekletilmis, ardindan yine 2,5 saat saf su ile dolu olan

baska bir ortamda bekletilmislerdir.

Sekil 3.4. Cimlendirilen tohumlara erken kotiledon asamasinda kolhisin uygulamasi.
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3.2.3. Aksilar tomurcuklara kolhisin uygulamasi

2011 yilinda (8 Mayis), 510 adet bitki tohumu ticari torf doldurulmus, plastik saksilara
ekilmis, ancak bir haftanin sonunda bu tohumlardan ancak 456 tanesinin ¢imlendigi
gorilmistir. Bunun {izerine ¢imlenerek gelisimini siirdiiren bitkilerde uygun doneme
geldiklerinde aksilar tomurcuklara kolhisin uygulamasi yapilmistir. Bu amagla (1 Haziran
2011) tepe tomurcuklart kesilerek, aksilar tomurcuklarin gelismesi ig¢in beklenmistir. Tepe
tomurcuklarinin kesilmesinden 3 giin sonra, aksilar tomurcuklar gelismeye baglar baslamaz
sadece tepe tomurcugunun kesildigi yerin altindaki aksilar tomurcuk stirgiinii kalacak sekilde
diger yan siirgiinler temizlenmistir. Bu islemin ardindan 5. giiniin sonunda bitkilere kolhisinin
%0.02’lik konsantrasyonu 3 ve 6 saatlik siireler seklinde uygulanmistir. Denemede her

uygulama i¢in 12 bitki kullanilmistir.

3.2.4. Kotiledon asamasindaki bitkilere trifluralin uygulamasi

2010 yilindaki 6n denemeler, fasulyede uygulanacak trifluralin dozuna Kkarar
verebilmek igin, Biyikali Koyli'nden (Tekirdag Merkez) yerel bir ¢esit alinmig ve letal
(o6ldiiriicti) dozlar1 arastirmak amaciyla bu ¢esit iizerinde yiiriitiilmiistiir. Bu amagcla litresinde
480 g trifluralin etken maddeli herbisistin %100, %50 ve %30 sulu ¢ozeltileri bitkilere
uygulanmis, yapilacak diger denemelerde kullanilacak trifluralin dozu belirlenmeye
caligilmistir.

2010 yilinda (23 Nisan 8:15) yerel kirkgiinliik fasulye tohumlar1, ¢gesme suyunda iki
kez yikanarak, yine ¢esme suyunda 9 saat bekletilmistir. Trifluralin uygulamasi igin bitki
tohumlar1 torf doldurulmus plastik saksilara (17:00) ekilmistir. EKimden bir hafta sonra
kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal meristemlerine trifluralin uygulamasi (1 Mayis
13:00) yapilmistir. Bu uygulamalar igin, litresinde 480 g trifluralin etken maddeli heribisistin
%0, %5 ve %10 dozlar1 kullanilmis, ve her doz i¢in 10 bitki olacak sekilde 1sitmasiz cam
serada, toplam 90 bitkiye uygulama yapilmistir.

2011 yili denemesi igin tohum ekimleri (23 Nisan) yetistirme ortami olarak, torf
doldurulmus, plastik saksilara yapilmistir (Sekil 3.5). Sekil 3.6’da uygulamalar 6ncesi bitkinin
durumlart goriilmektedir. Kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal meristemlerine uygulama
(8 Mayis 07:00) yapilmistir. Bu amagla bitkilerin apikal meristemleri litresinde 480 gr
trifluralin etken madde iceren ilacin, %1 ve %5 olmak tizere iki farkli dozuna 3 saat ve 6 saat
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stire ile maruz birakilmigtir. Uygulama sirasinda bitkilerin apikal meristemleri etrafina pamuk
yerlestirilip, trifluralin ¢ozeltisi bu pamuga damlatilarak, trifluralinin bitkinin biiyiime ucuna
temas etmesi saglanmaya calisilmistir.

Paralel bir bagka calisma (22 Mayis 2011) ise, saf suda ¢imlendirmeye (17 Mayis)
birakilan ve kotiledon asamasina gelen bitkilerin trifluralin ¢ozeltisine daldirilmasi seklinde
gerceklestirilmistir.

Arastirmada iki farkli trifluralin dozu (%0.2 ve %0.01 ), iki farkli siire (3 ve 6 saat)
kullamilmistir. Bu amagla, %0.2 lik ¢ozelti olusturulmustur. Bu konsantrasyondan
seyreltilerek, %0.01 lik trifluralin ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu konsantrasyonu elde etmek igin
ise, %0.2 lik ¢ozeltiden 5 ml alinarak, iizeri saf su ile 100 ml tamamlanmis ve boylelikle

%0.01 konsantrasyonuna sahip trifluralin ¢ozeltisi hazirlanmistir.

A

Sekil 3.6. Trifluralin uygulamasi 6ncesi bitkilerin (A) ve bitki biiyiime ucunun (B) durumu
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3.2.5. Aksilar tomurcuklara trifluralin uygulamasi

2011 yili denemesinde aksilar tomurcuklara uygulama yapmak igin, litresinde 480 g
trifluralin etken madde iceren herbisistin %0.4 konsantrasyonu 3 ve 6 saat siire ile
uygulanmistir. Bu amagla bitki tohumlari (8 Mayis) 1sitmasiz cam sera ortaminda, torf
doldurulmus plastik saksilara ekilmis ve bu bitkiler daldirma islemi igin gerekli uzunluga
geldiklerinde, tepe tomurcuklari kesilerek, aksilar tomurcuklarin gelismesi beklenmistir. Tepe
tomurcuklarinin  kesilmesinden 5 giin sonra, aksilar tomurcuklarin gelismeye basladigi
evreden itibaren sadece tepe tomurcugunun kesildigi yerin altindaki aksilar siirgiin kalacak
sekilde diger yan siirgiinler temizlenmistir. Bu islemden 5 giin sonra bitkilere trifluralin (%0.4

konsantrasyonu, 3 ve 6 saat siire ile) uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.7).

B
Sekil 3.7. Trifluralin Uygulamasi.
A. Aksilar tomurcuklara trifluralin uygulamasi
B. Trifluralinin uygulamadan sonra dokulardan uzaklastirilmasi

3.2.6. Seradaki bitkilerin tarlaya aktarilmasi

2010 (6n deneme) ve 2011 yilinda yapilan her iki denemede de uygulamadan 10 giin
sonra hayatta kalan fasulye bitkileri iizerinde etiketleme islemleri yapilmis, 1sitmasiz cam
seradan alinarak, tarlaya aktarimlar1 gerceklestirilmistir (Sekil 3.8). Tarlaya aktarimi yapilan
bitkilerin rutin kiiltiirel bakim islemleri (sulama, yabani ot temizligi gibi) Salk ve ark.

(2008)’na gore yapilarak, bu ortamda bitkilerin gelisim seyri incelenmistir.
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Sekil 3.8. Bitkilerin seradan tarla kosullarina aktarildiktan sonraki gériiniimleri

3.2.7. Morfolojik gozlemler

2011 yilinda yapilmig olan denemenin sonucu igin, bitkilerde asagidaki morfolojik
gozlemler yapilmistir. Uygulamalarin etkisini aragtirmak amaciyla 6l¢lim sonuglar diizenli

araliklarla kaydedilmistir.

Canh bitki orami (%): Uygulamadan 10 giin sonra, hayatta kalan bitki sayis1 ylizde
olarak hesaplanmistir. Her uygulama igin oranlar ayri ayr1 hesaplanmistir. Ancak trifluralin

uygulamasindaki bitkiler i¢in bu oran daha sonraki evrelerde tekrar belirlenmistir.

Bitki boyu (cm): Bitkinin ilk ¢iceklenme doneminde cm olarak belirlenmistir.
Deneme alanindaki bitkilerden her uygulama igin tesadiifen 10 bitki segilerek, toprak

yiizeyinden en ug¢ noktasina kadar 6l¢iim yapilarak, bu 6l¢iimlerin ortalamasi alinmustir.

Yaprak eni, boyu (cm): Fasulye ¢ok fazla dallanma gosteren bir yapiya sahip oldugu

icin, yaprak Orneklerini almada bir standart belirlenememistir. Bu amagla 6lgtimler ilk
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ciceklenme doneminden itibaren, tesadiifen secilen yaprak Ornekleri kullanilarak
yapilmistir.Uygulama yapilan her bitki yapragmin eni ve boyu Olgiilerek, bu olgiimlerin

ortalamasi veri olarak kullanilmistir.

Yapraklarda tiiyliiliik, kalmlasma, burusma durumu (var/yok): Denemede
uygulamalardan sonra yasamini devam ettiren bitkiler diizenli araliklarla gdzlenmis ve
morfolojik olarak yaprak durumlan, tiyliliik, kalinlasma, burusma, damarlanma vb.
durumlan ilk ¢iceklenme doneminde veriler dikkate alinarak, var ya da yok seklinde

belirlenerek, kaydedilmistir.

Ciceklenmeye gQiin Sayis1 (giin): Uygulamadan sonra yasamini devam ettiren
bitkilerde ilk c¢igeklerin bitkide goriilmeye baslandigi zamanki veriler dikkate alinmistir
(Zeytun 1988).

Meyve eni, boyu (cm): Bitkilerde ilk olgun meyvenin goriildigii tarihte bakla boyu
cicek sapindan itibaren Olciilerek, cm olarak ifade edilmistir. Bitkideki meyve eni ise,
baklalarin orta kismindan 6lgiim yapilarak, cm olarak ifade edilmistir. Kontrol bitkileri igin,
deneme alanindan tesadiifen 10 bitki segilerek, bunlarin baklalarinin ortalama uzunluklar

alinmustir.

Meyvedeki tohum sayisi (adet): Her uygulama sonucu poliploidi siiphesi tasiyan
bitkilerden, meyvedeki tohum sayilarini tespit etmek amaciyla bitkiler iizerinde tohumlarin
tamamen kurumasi saglanmis, tohumlar bitki {izerinde yeteri kadar kuruduktan sonrada
bitkilerden bakla 6rnekleri alinarak, her bakladan ¢ikan tohum sayilar1 kaydedilerek, ortalama

tohum sayilar1 bulunmustur.

3.2.8. Stoma incelemeleri

Stoma incelemeleri igin bitkilerin tiimiinde, iistten baslayarak, tesadiifi secilmis yaprak
Ornegi alinarak yapilmistir. Her yaprak Ornegi i¢in 1 adet preparat hazirlanmis, bu
preparatlarda stoma eni, boyu, birim alandaki stoma sayist ve bekgi hiicre basina kloroplast

sayist tespit edilmistir. Ancak bazi bitkilerde uygulamalar sonucu karisik yaprak tipleri ortaya
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cikmis, bu bitkiler ayrica degerlendirmeye alinmistir. Bu tiir bitkilerin teshisi ig¢in bu
bitkilerden birden fazla yaprak 6rnegi alinarak, daha fazla sayida preparat hazirlanmistir.

Fasulye bitkisinde stoma incelemesi ig¢in yaprak Orneklerinin alt epidermisi ¢ok
dikkatli bir bigimde soyulmaya c¢alisilsa bile, bazi bitkilerde oldugu gibi fasulyede de var olan
yogun damarlanma nedeniyle denenen birgok metod ise yaramamis, her seferinde epidermis
hiicreleri bitkinin damarlanma bélgelerinden parcalanmigtir. Bu amagla, ilk olarak,
laboratuvara getirilen yaprak drneklerinin alt kisimlarina, seffaf tirnak cilasi siiriilerek, tirnak
cilasinin 5 dakika kadar kurumasi beklenmistir. Bu siirenin ardindan, yine seffaf selobant
yapragin tirnak cilasi siiriilmiis olan, kismina yapistirilarak, daha sonra yavasca ¢ikarilmistir.
Cikarilan selobant tizerinde yaprak alt1 epidermis dokusunun oldugu gibi ¢iktig1 goriilmiistiir.
Elde edilen bu yap1 lam {izerine yerlestirilerek, mikroskopta gerekli incelemeler yapilmistir
(Sekil 3.9). Yalniz bu metod daha ¢ok birim alandaki stoma sayisini tespit etmede daha etkili
olmustur. Stoma incelemelerinde, 6zellikle stoma hiicrelerindeki kloroplastlari net olarak
gorebilmek i¢in, alinacak kesitin ¢ok ince olmasina dikkat edilmistir (Qin ve Rotino 1995,
Sar1 ve ark. 1999).

Stoma eni ve boyu (br): Bu amagla, yukarida sozii edilen yontemle bitkinin alt
epidermis dokusu 6rnegi 1 damla musluk suyu damlatilmis lam {izerine diseksiyon amacl
egik igne uclu pens yardimiyla yerlestirilerek, stoma hiicrelerinin eni ve boyu 6l¢iilmiistiir. 40
biiyiitmeli objektif ile 10 biiyilitmeli okiiler mikrometre vasitasiyla stoma ¢ap1 ve uzunlugu
Ol¢iilmiis, daha sonra 6l¢iimlerden elde edilen degerler, birim olarak ifade edilmistir (Qin ve

Rotino 1995, Sar1 ve ark. 1999).

Birim alandaki stoma sayis1 (adet). Bitkinin yaprak orneklerinden alinan alt
epidermis oOrneklerindeki stoma yogunu Ol¢mek igin, dort farkli alanda ka¢ adet stoma
bulundugu, 40 biiyiitmeli objectif ile 10 biiyiitmeli okiiler yardimiyla sayilarak, bu sayimlarin
ortalamasi alinmistir (Qin ve Rotino 1995, Sari ve ark. 1999).

Stoma (bekg¢i) hiicrelerindeki kloroplast sayisi (adet): Stoma eni ve boyunun
6l¢timii yapilan preparatlarda lam tizerine musluk suyu yerine %1°lik AgNOj ¢ozeltisinden 1
damla damlatilarak, stoma hiicrelerindeki kloroplastlar sayilmistir (Qin ve Rotino 1995, Sari
ve ark. 1999). Her bitki i¢in, 10 adet stoma sayilarak, bu stoma hiicrelerinin sahip oldugu

kloroplast sayilar1 bulunmus ve bu dl¢iimlerin ortalamalasi alinmistir.
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Sekil 3.9. 40x10 objectif ve okiiler ile stoma hiicrelerinin goriiniimii

B . - tf

Sekil 3.10. Kontrol bitkilerine ait asetocarmin ile farkli renklerde boyanmis polenler.

3.2.9. Polen canlihigi (%)

Bitkiler ¢i¢ceklenme donemine geldiklerinde ilk ¢igeklerine bu bitkilerden tohum elde
edebilmek amaciyla dokunulmamistir. Bu amacgla polen morfolojisi ve canliliklarini
incelemeye haziran aymnin ikinci haftasinda baglanmigtir. Polen canliligi aseto carmin
kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.10). Canlilig1 belirlemeye yonelik olarak, 500 polen tanesi
sayillmig, kirmizi renge boyanan polen taneleri canli, boyanmayanlar ise cansiz kabul
edilmistir. Sayim isleminden sonra canlilik oranlar1 yiizde olarak hesaplanmistir (Porch ve

Jahn 2001).
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3.2.10. In vitro polen ¢imlenme oram (%)

In vitro ortamda polenlerin ¢imlendirmesi amaciyla Brewbaker ve Kwack’s
¢imlendirme ortam1 kullanilmistir. Cimlendirmede in vitro asili damla tekniginden
faydalanilmistir (Bal ve Abak 2005). Ancak siikroz oranini belirlemek amaciyla, %15,ve
%30 konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu amagla kullanilacak besi ortamlart1 100 ml olarak
hazirlanmis, her iki konsantrasyondaki sivi besi yeri hem steril hem de steril edilmeden
denenmistir. Besi ortaminda 0.01 g Borik Asit, 0.03 g Kalsiyum Nitrat, 0.02 g Magnezyum
Siilfat, 0.01 g Potasyum Nitrat kullanilarak, %15 ve %20 siikroz konsantrasyonundaki besi
ortamlar1 polenleri ¢imlendirmede kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler esit oranlarda deney
tiiplerine paylastirilarak, bu tiiplerin agz1 pamukla kapatilip, 121 C° de 1 atmosfer basingta 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Hazirlanan besi ortamlarna sabah ve aksam, her
uygulamada morfolojik olarak farklilik arz eden bitkilerden agmamis 4 ¢igek tomurcugu 1slak
kurutma kagidi yerlestirilmis petri kaplarina konularak, laboratuvara getirilmis ve bir igne
yardimiyla ¢igek tomurcuklarindan anterler alinmistir. Besi ortamlar1 pastor pipeti yardimiyla
plastik steril petri kaplarmin iist kapagina birer damla olacak sekilde birakilmistir. Bu
sekildeki besi ortamlarma bitkilerden alinan anter Ornekleri 3’erli gruplar halinde
birakilmistir. Ekimin ardindan petri kutular1 koyu bir zemin tizerine konulmus ve iki adet igne
yardimiyla, ortama birakilan anterler patlatilarak, polenlerin ortama dagilmasi saglanmistir.
Petri kaplarinin alt kismi 1slak kurutma kagidi ile kaplanarak, ortamin nemi saglanmaya
calistlmistir (Sekil 3.11). Ekimden 2-3 saat sonra yapilan gézlemlerde ¢imlenme oranlari

belirlenmistir (Brewbaker ve Kwack 1963).

Sekil. 3.11 Asili damlada In vitro polen ¢imlendirme
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kotiledon Asamasindaki Bitkilere Kolhisin Uygulamasi

2010 yilindaki 6n denemede kotiledon asamasindaki bitkilere en basarili kolhisin
uygulamasi %0.05 Kkolhisin konsantrasyonunda 3 saat siire ile alinmistir. Uygulanan %0.1
kolhisin dozunda ise hayatta kalip, tarla kosullarinda gelisimini devam ettiren bitki sayisi
sadece 4 adet olmustur (Cizelge 4.1).Yasamin1 devam ettiren %0.1 kolhisin dozunun 5 saat
siire ile uygulandigi bu bitkilerde yaprak morfolojisi ve stoma incelemeleri bakimindan
kontrol bitkileri ile aralarinda belirgin bir farklilik tespit edilememistir. Ayn1 uygulama,
%0.05 kolhisin dozu ile yapildiginda ise hayatta kalan bitki sayilart artmis, uygulama yapilan
30 bitkiden 15 tanesi yasamini devam ettirmistir. Yasamini devam ettirmis olan bu 15
bitkiden 8 tanesinde kontrol bitkilerine gore bazi farkliliklar goriilmiistiir. G6zlemlenen bu
farkliliklar tam anlamryla tespit edilmedigi i¢in, bu ¢aligmada daha ¢ok 2011 denemesinden
elde edilen veriler degerlendirilmeye alinmistir.

2011 yilindaki denemede ise kotiledon asamasindaki bitkilere %0.05 ve %0.1 kolhisin
dozlari iki farkli siirede uygulanmistir. En basarili uygulama sayilabilecek kolhisin dozu %0.1
ile 6 saatlik uygulamada gergeklesmistir. Bunun yani sira %0.1 kolhisin dozunda 3 saat siire
ile bitkilere yapilan uygulamadaki basari %0.05 konsantrasyonundaki iki farkli uygulama
stiresinden daha yiliksek olmustur. Uygulamanin ardindan, seradan tarlaya aktarilan bitkilerde
iki hafta sonra yapilan gozlemler sonucu morfolojik olarak %0.05 kolhisin dozunda 6 saatlik
uygulama yapilan bitkilerdeki farkliliklar, ayn1 dozda 3 saatlik uygulamadakilerden daha fazla
olmustur (Cizelge 4.2). Ancak %0.05 kolhisin dozunun uygulandig: bitkiler vejatatif olarak
gelistikce, bahsedilen morfolojik farkliliklar daha ¢ok alt yapraklarla smirli kalmis ve bitkiler
daha sonraki evrelerde kontrol bitkilerinin goriiniimiine benzer bir gelisim seyri izlemislerdir.

2011 (22 Mayis)’de g¢imlendirilmis 5 giinlik tohumlara kolhisin uygulamasinin
ardindan hayatta kalip, gelisimini devam ettiren bitkilerde %0.02 ve %0.005 dozlar1 arasinda
bir farklilik gbézlenmemistir. Uygulama siireleri arasinda da ayni yargiya varmak miimkiin
olmustur. Boylelikle saf suda ¢imlendirilmeye birakilip, 5. giinde iken, kolhisinin iki farkli
dozunu iki farkli slirede uygulama yoluyla elde edilen bitkiler ile kontrol bitkileri arasinda
morfolojik olarak bir fark tespit edilmemistir. Uygulamanin ardindan saf suda 2,5 saat
stiresinde bekletilerek, kolhisini dokulardan uzaklastirmay: hedefleyen yaklasim, kok uglarina
zarar vermis, bu nedenle bitkiler gelisimlerine devam edebilmek icin yan kok olusturma

yoluna gitmislerdir. Ayrica uygulama sirasinda kolhisinin dokulara ulasmasini kolaylastirmak
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amaciyla tohum kabuklar1 yirtilarak, tek kotiledonu koparilan bitkiler ile tohum kabuklar
yirtilarak, kotiledonlar1 koparilmayan bitkiler arasinda bir farklilik gozlenmemistir. Ancak
uygulama sirasinda ilk gercek yaprak siirgiinleri ile sarilmis halde bulunan biiylime ucuna
kolhisinin yeterince iyi temas edemedigi diisiiniilebilir. Bu ¢alismada kullanilan ve bir
tabletinde 0.5 mg kolhisin igeren ilacin kullanim olarak bir sakinca yaratmadigi

gozlemlerimiz yoluyla kanitlanmistir.

Cizelge 4.1. 2010 yil1 apikal meristeme kolhisin uygulamasindan sonra hayatta kalan bitki

sayilari
Kolhisin Dozlar1 Uygulama Yapilan Bitki Sayis1 Uygulamadan Sonra
Yasayan Bitki Sayisi
%0 30 30
%0,05 30 15
%0,1 30 4

Cizelge 4.2. 2011 yili denemesindeki bitki sayilari ile ilgili veriler.

Kolhisin Dozlar1 Uygulama siiresi Uygulama Uygulamadan 10 Morfolojik olarak Morfolojik
yapilan toplam giin sonra yasayan farkli olan bitki olarak farkli

bitki sayis1 (adet) bitki sayisi (adet) sayisi (adet) olan bitki

orani (%)

%0.0 3 saat 30 30 0 0

6 saat 30 30 0 0
%0.05 3 saat 30 30 0 0

6 saat 30 30 0 0
%0.1 3 saat 30 30 28 %93,3

6 saat 30 30 29 %97
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4.2. Aksilar Tomurcuklara Kolhisin Uygulamasi

2011 yilindaki denemedenin ardindan Kolhisinin tiim dozlarinda bitkilerin aksilar

tomurcuklarinin zarar gorerek, tamamen kurudugu gézlenmistir (Sekil 4.1).

A B
Sekil 4.1. Aksilar tomurcuklara kolhisin uygulamasi sonrasi. A. Uygulamadan hemen sonra
tomurcuklarin durumu B. Uygulamadan 10 giin sonra tomurcuklarin durumu.

4.3. Kotiledon Asamasindaki Bitkilere Trifluralin Uygulamasi

2010 ve 2011 denemelerinden elde edilen verilere gore uygulanan hicbir trifluralin
dozu wuygulama yapilan siirelerin higbirinde otopoliploidiyi tesvik etmede yeterli
goriilmemistir. (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Yapilan Ol¢lim ve gozlemler, uyguladigimiz
trifularin dozlarinin bitkiler i¢in 6ldiiriicii doz oldugunu gostermistir. Bunun yani sira ticari
yetistirme ortamlarindan alinip, tarla kosullarina bitkilerin aktarilmasi sirasinda bitkilerin
yasadiklar1 ¢evresel stres, trifluralin uygulamasinda bitkilerin yasama sanslarini biiyiik oranda
azaltmistir. Ancak son bahsedilen neden kolhisin dozu uygulanan bitkiler i¢in de gegerli
oldugu i¢in, yasamini devam ettiren bitki sayilarindaki farklili§in, uygulamada kullanilan
trifluralin dozlarindan kaynaklandigi soylenebilir. Bunun yani sira trifluralin uygulanan bazi
bitkilerin tepe tomurcuklar1 6lmesine ragmen, yasamlarinin bundan sonraki kisimlarini yan
stirgiin olusturarak devam ettirdikleri gozlenmistir. Genel olarak kolhisin ile kiyaslandigin da

ise triluralinin kolhisin kadar etkili olmadigi belirlenmistir.
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2010 on denemesinde kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal meristemlerine
uygulama yapmak amaciyla, %5 ve %10 trifluralin etken maddeli herbisistin sulu ¢ozeltisine
maruz birakilan bitkilerin biiyiik bir kisminin yasamini devam ettiremedigi gozlenmistir. S6z
konusu bitkiler biiylime uglar1 6ldiigii halde, durmadan govdelerini kalinlastirmiglar, bu
sekilde hayatta kalmaya caligmiglardir.

2011 denemesinde Kkotiledon asamasinda trifluralin dozlarina maruz kalan bitkilerin
bliyiik cogunlugunun apikal meristemlerinin zarar gordiigii tespit edilmistir. Uygulamadan 10
giin sonra yapilan goézlemler sonucu uygulama yapilan bitkilerden tamaminin yasadig
gozlenmis (Sekil 4.2) ancak zarar goren apikal meristemlerinden dolay1 bitkilerin ¢ogunun
yasamini devam ettiremedigi ya da yasamini devam ettirse bile ilk gercek yapraklarini kisa
siirede dokerek, sadece govdelerini kalinlagtirdiklar1 goriilmiistiir. Bunun yanisira yasamini
devam ettirmek icin, baz1 bitkilerin apikal meristemin altindaki koltuklardan yan siirgiin
gelistiren bitkiler ile apikal meristemleri zarar gérmeyen bitkilerin varlig1 da tespit edilmistir.
Hayatta kalmayi basaran bitkilerin gelisimleri kontrol bitkileri ile kolhisin dozlarinin
uygulandig bitkilerin ¢ok gerisinde kalmis, bu bitkilerin ¢igeklenmeleri bile 1 ay sonrayi
bulmustur. Diger bitkilerle ¢igeklenme zamanlari ise farkli zamanlara rastladigi igin, sicaklik
gibi faktore fazlasiyla maruz kalmiglar bu nedenle de bakla tutma oranlar1 azalmis, ve
vejatatif gelisimleri olduk¢a yavaslamistir. Bu yilizden, yaniltict bilgiler verecegi
diisiincesiyle, bu bitkilerin sitolojik ve morfolojik gozlemleri yaptigimiz caligmanin

sonuglarinda veri olarak kullanilmamustir.

Cizelge 4.3. 2011 yilinda apikal meristeme trifluralin uygulamasindan 10 giin sonra hayatta
kalan bitki sayilar

Trifluralin Dozlar1 Uygulama Uygulama yapilan Uygulamadan 10 giin sonra
siiresi toplam bitki sayisi yasayan bitki sayisi (adet)
(adet)
3 saat 30 30
0,
%00 6 saat 30 30
3 saat 30 30*
0
405 6 saat 30 30*
3 saat 30 30*
0,
%1 6 saat 30 30*

*Bitkilerin tamami daha sonraki siireclerde hayatlarini devam ettirememiglerdir.
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Cizelge 4.4. 2010 yilindaki denemedeki bitki sayilar1 verileri

Trifluralin Uygulama Uygulamadan Morfolojisi Morfolojisi
Dozlar1 yapilan toplam sonra yasayan degisen bitki degisen bitki
bitki sayisi bitki sayisi sayist (adet) orani (%)
(adet) (adet)
%0.0 30 30 0 0
%5 30 6 2 33,3
%10 30 3 0 0

Sekil 4.2. Kotiledon asamasindaki bitkilere trifluralin uygulamasi
A. Uygulama 6ncesi B. Uygulama sonrasi

4.4. Aksilar Tomurcuklara Trifluralin Uygulamasi

2011 yili denemesinde litrede 480 g trifluralin igeren herbisistin %0.4
konsantrasyonunun aksilar tomurcuklara uygulamasinin ardindan bitkilerin siirgiinlerinin
zarar gordiigii gozlenmistir. Uygulamadan 10 giin sonra yapilan gbézlemlerde ise bitkilerin

uygulama yapilan bolgelerindeki aksilar tomurcuklarin tamamen kuruduklar tespit edilmistir.
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4.5. Morfolojik Gozlemler

4.5.1. Canl bitki oram (%0)

2010 yilindaki denemede Kolhisin ile trifluralin uygulamalari arasinda biiyiik
farkliliklar olmus, en fazla hayatta kalan bitki sayilar1 kolhisinin %0.05 dozuyla
kaydedilmistir. Bu yilda gergeklestirilen denemede %0.1 kolhisin dozunda hayatta kalan bitki
sayilar1 daha az olmustur.

2011 yilindaki denemede apikal meristemlere kolhisin uygulamasindan sonra hayatta

kalma oranlari, %0.1 ve %0.05 kolhisin dozlarinin her ikisinde de ayn1 olmustur.

4.5.2. Bitki boyu (cm)

2011 yilinda %0.1 kolhisin dozunun uygulandig bitkilerin boylari, kontrol bitkilerine
gore baslangicta daha yavas bir seyir izlemis ancak %0.05 kolhisin dozunun, 3 saat ve 6 saat
stire ile apikal meristemlerine uygulama yapilan bitkilerin gelismelerinde ¢ok fazla bir
gerilemeye neden olmadigi gozlenmemistir. Ancak, trifluralin uygulamasi yapilan bitkilerin
gelismesinde anormal olarak degerlendirililebilecek bir gerileme kaydedilmis ve bu bitkilerin
hayatta kalanlarinin boylari 10 cm’yi gegmemistir. Trifluralin uygulamasi yapilan bitkilerin
bazilarinda apikal meristemlerin ciddi zarar gordiigii ve bunun sonucu olarak bitkinin, apikal
meristemin altinda kalan kismindan tekrar bir siirgiin gelistirdigi gézlenmistir. Dolaysiyla bu
bitkilerin vejatatif gelisimleri digerlerinin ¢ok gerisinde kalmistir. Ancak %1 trifluralinin 6
saat stire ile uygulandig: bitkilerden hayatta kalan tek bir tanesinde bitki boyu ve gelismesi
%0.1 kolhisin dozunun uygulandig bitkiler ile benzerlik gostermektedir.

Denemede kolhisinin %0.1 dozu ile otopoloiploidinin uyartilmasi amacina yonelik iki
farkli siire kullanilarak yapilan uygulamadan gelisen bitkilerin boylari, %0.05 kolhisin
dozunun uygulandig: bitkilerin boylarindan daha kisa olmustur (Cizelge 4.5). Diger kontrol
bitkilerine kiyasla bu bitkilerin gelismeleri daha yayvan bir goriiniim kazanmistir. Kontrol
bitkileri daha ¢ok toplu bir gelisme gostermelerine karsin, %0.1 kolhisin dozu uygulanan

bitkiler daha daginik bir gelisme gostermislerdir.
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Cizelge 4.5. Apikal meristemlere kolhisin uygulamasi sonucu bazi 6zelliklere ait elde edilen
ortalama degerler.
Kolhisin dozlar1 ve uygulama siireleri

%0.1 %0.05
Siireler
3 saat 6 saat 3 saat 6 saat Kontrol
Bitki Boyu 32.21 25.83 66.20 54.87 51.35
Meyve Eni 1.87 1.88 1.78 1.73 1.60
Meyve Boyu 12.62 12.95 12.94 13.17 12.80
Yaprak eni 10.24 10.79 10.30 10.60 10.41
Yaprak boyu 11.96 12.26 15.03 15.15 13.92
Meyvedeki 4.71 4.25 5.68 5.25 5.45

tohum sayist

4.5.3. Yaprak eni, boyu (cm)

2011 yilindaki denemeden elde edilen bitkilerde yapilan Slglimler sonucu, %0.1
Kolhisin uygulanan bitkilerin yaprak enlerinin, kontrol bitkilerine kiyasla daha genis oldugu
goriilmiis ve degerler Olciilerek cm olarak ifade edilmistir (Cizelge 4.5). Yaprak eni en biiyiik
degeri 13.5 cm olarak %0.1 kolhisin dozunun 3 ve 6 saatlik uygulama siiresinde 6l¢iilmiistiir.
En biiyiik yaprak boyu ise, 17.5 cm olarak 6l¢iilmiis ve bu degere denemede yer alan kontrol
bitkilerinde ve %0.05 kolhisin uygulanan bitkilerde rastlanilmistir. Elde edilen bulgulara gére,
kolhisinin uygulama dozu arttik¢a, yaprak boyutunun kii¢iildiigii, buna karsin yaprak eni ile
boyu arasindaki farkin azaldigi gorilmistir. %0.1 kolhisin dozu bitkinin apikal
meristemlerine 6 saat siire ile uygulandiginda bitkinin eni ile boyu arasindaki farkin, 3 saatlik

uygulama stiresinden daha az oldugu kaydedilmistir.

4.5.6. Yapraklarda tiiyliiliik, kalinlasma, burusma durumu (var/yok)

Kotiledon asamasindaki bitkilerin apikal meristemlerine kolhisin ve trifluralin
uygulamasinin bitkinin ilk ve ikinci gercek yapraklarinda burusmaya neden oldugu
gbzlenmistir. Ancak bitkilerin seradan tarla kosullarina aktarilmasinin ardindan, vejatatif
gelisme ile birlikte bazi bitkilerdeki burusuk yaprak goriiniimii sadece alt yapraklarla sinirl
kalmis ya da aymi bitki iizerinde hem burusuk yaprak tipini hem de normal yaprak tipini
barindirmistir.  Ozellikle %0.05 kolhisin dozunun uygulandigi bitkilerde, bitkiler tarla

kosullarina akratildiktan iki hafta sonra yapilan incelemelerde, 6 saatlik uygulama yapilan
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bitkilerin 30 tanesinden 4 tanesinin tamami burusuk yaprakli iken, 13 tanesinde ise bitkinin
belirli bir kisminin burusuk yaprak goriiniimiinde oldugu gozlenmistir. Buna karsin %0.05
kolhisin dozunu 3 saatlik siire ile uygulamak daha az sayida burusuk yaprak goriiniimde bitki
olusumuna neden olmus ve bu durum tiim yapraklar1 burusuk olan bitki sayisinin 3 oldugu,
normal ve burusuk goriiniimlii yaprak barindiran bitki sayisinin ise, 2 oldugu tespit edilmistir.
kolhisinin %0.1 dozunun 3 saat siiresince bitkinin apikal meristemlerine uygulanmasinin
ardindan, bitkilerin tamamina yakini burusuk goriintimlii olmus, sadece iki bitkide burusuk
olmayan, normal yaprak goriiniimii tespit edilmistir (Sekil 4.3). Ayn1 kolhisin dozunu 6 siire
ile bitkinin apikal meristemlerine uygulama ise 30 bitkiden 29’unda burusuk goriiniimli
yaprak tipine neden olmustur. Trifluralin uygulamasindan sonra hayatta kalan bitkilerin
bazilar1 ikinci gercek yapraklarini apikal meristemin altindaki gévde kismindan tekrar
olusturmus ve bu sekildeki yapraklarin ise normal bir goriiniimde oldugu gozlenmistir. Ancak
trifluralinin %1 dozunu 6 saat siire ile uygulamak suretiyle elde edilen ve gelisimini devam
ettiren tek bitkinin yapraklarimin tiimiiniin burusuk goriintimde oldugu belirlenmistir. Her iKi
uygulamanin ardindan da yapraklarda gozlenen burusukluk durumu yaprak kalinligi ile
uyumluluk gostermis ve burusuk goriiniimlii yapraga sahip olan bitkilerin tiimiinde yapraklar
kontrol bitkilerine kiyasla daha fazla kalinlasma géstermistir. Burusuk goriiniimlii yapraklarin
alt kisimlarinda parmaksi cikintilar olusmus ve bu bitkilerde yaprak damarlanmasinin
belirginlestigi tespit edilmistir. Ayrica bu bitkilerin stoma incelemeleri sirasinda, mikroskop

goriintiilerinde tliy hiicrelerinin kontrol bitkilerine gére daha biiyiik oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.3. %0.1 kolhisin dozunun uygulandigi (A) ve kontrol (B) bitkisi
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4.5.7. Ciceklenmeye giin sayisi (giin)

Tarla kosullarinda kontrol bitkilerinin 40-42 giinde gi¢ceklenme donemine girdikleri
kaydedilmigtir. Uygulama yapilan bitkiler ile kontrol bitkileri arasinda ¢iceklenme dénemine
giris zamanlar1 arasinda biiyiik bir farklilik gozlenmemistir. Ancak, %0.1 kolhisin dozunun 3
saat ve 6 saat siire ile uygulandigi bitkilerin 4’er tanesinde ¢igeklenme 2 haftaya kadar
cikabilen bir gecikme gostermistir. Cigeklenme donemi kontrol bitkilerinde 35-40 giin
stirerken, uygulama yapilan bitkilerde bu siire iki haftaya kadar uzamaktadir. Arastirma
sirasinda yapilan gozlemlerde kontrol bitkileri ile %0.05 kolhisin dozu uygulanan bitkilerin
ciceklenme donemleri ve vejetatif gelisme stireleri arasinda bir farklilik tespit edilememistir.
17 Temmuz 2011 tarihinde yapilan gozlemlerde kontrol bitkileri ve %0.05 kolhisin dozunun
uygulandigr bitkilerde ¢icek olusumun durdugu ve baklalarin tohum baglamaya basladigi
gozlenmistir. Bu durumun aksine %0.1 Kkolhisin dozunun uygulandig: bitkilerden poliploid
oldugu siipheli olanlarda ¢igek olusumun devam ettigi ve vejatatif kisimlarinin, kontrol
bitkileri ile %0.05 kolhisin dozu uygulanan bitkilerdekinden daha yesil oldugu gézlenmistir.
Yapilan arastirmaya gore %0.1 kolhisin dozunun 3 ve 6 saat siire ile fasulye bitkilerine
uygulanmas1 sonucu bitkilerin kontrol bitkilerine goére daha gec ¢igeklenmeye basladigi,
bununla birlikte ¢igeklenmenin kontrol bitkilerinden 1-2 haftaya kadar daha uzun siirdiigi
tespit edilmistir. Cigeklenme yogunluklart da kolhisin uygulamasina maruz kalan bitkiler ile

kontrol bitkileri arasinda degisiklik gostermistir. Cigekler %0.1 kolhisin uygulanan bitkilerde

digerlerine gore daha biiyiik olmustur (Sekil 4.4).

Sekil 4.4.%0.1 kolhisinin 6 saat siire ile uygulandigi bitki ile kontrol bitkisinin ¢i¢ekleri.
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4.5.8. Meyve eni, boyu (cm)

Arastirma sonuclarina gore hicbir uygulamada meyve eni boyu belirgin olarak
birbirinden farkli bulunmamustir (Cizelge 4.5). Kolhisin dozu arttikga meyve eninin bir miktar
artig gosterdigi tespit edilmistir. Meyve eninin en yiiksek degeri 1.91 cm ile %0.1 kolhisinin 3
saatlik uygulamasi ile 6l¢lilmiis, meyve boyunun en yiiksek degeri ise, 13.17 cm ile %0.05
kolhisin dozunun 6 saat siiresince uygulandigi bitkilerin meyvelerinde Ol¢lilmiistiir.
Uygulamalarin meyve eni ve boyutunda fasulyenin ekonomik olarak degerini arttiracak
herhangi bir olumlu 6zellik saglamadigi gézlenmistir (Sekil 4.5). Arastirmada bakla eni ve
boyunda belirgin farkliliklar tespit edilememesine ragmen, bitkinin sahip oldugu bakla

sayilarinda farkliliklar kaydedilmistir. Ozellike %0.1 kolhisin dozunun uygulandig bitkilerde

bitki bagina diisen bakla sayilari da diger bitkilere kiyasla azalmistr.

Sekil 4.5. Fasulye bitkisinde farkli kolhisin ve trifluralin dozlarinin uygulanmasindan sonra
elde edilen meyvelerin goriiniimii.
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4.5.9. Meyvedeki tohum sayis1 (adet)

Uygulamadan sonra tohum olusturan bitkilerin baklalarindaki tohumlarin ortalama
degerlerine bakildiginda %0.1 kolhisin dozlarinin farkli siirelerde uygulanmasindan gelisen
bitkilerin meyvelerindeki tohum sayilari arasinda belirgin bir farklillk olmadigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte %0.05 kolhisin dozu ile kontrol bitkilerinin meyvelerindeki tohum
sayilar1 benzerlik gostermistir (Cizelge 4.5). %0.1 kolhisin dozu uygulamasi yapilan bitkilerin
meyvelerinde sayilan tohum sayilari ¢ogunlukla 4 olarak oOlgiiliirken, bu saymin %0.05
kolhisin dozunun uygulandig: bitkiler ile kontrol bitkilerinde ¢ogunlukla 6 adet tohum oldugu

goriilmiistiir.

4.6. Stoma incelemeleri

4.6.1 Stoma eni boyu (br)

Denemede yer alan ve poliploidi oldugu siipheli olan tiim bitkilerin stomalarinda
yapilan gozlemler sonucunda, 6zellikle burusuk yaprak goériiniimiine sahip bitkilerin stomalar1
kontrol bitkilerinkinden belirgin olarak biiyiiklik gostermislerdir. Bu sekilde kontrol
bitkilerinden belirgin olarak ayiredilen bitkilerde stoma eni boyu biiyiirken ayn1 zamanda
stomalarin morfolojik yapisinda da anormallikler gozlenmistir (Sekil 4.6). Kontrol bitki
stomalarinin ise daha diizgiin sekilli, eni ve boyu arasinda ¢ok fazla degisiklik olmadig:

gozlenmistir.

Stoma eni ve boyunun 9%0.1 Kkolhisin dozunun 3 ve 6 saat siire ile uygulandigi
bitkilerde en biiyiik degerlerini aldigi kaydedilmistir. %0.05 kolhisin dozunun 3 ve 6 saat siire
ile uygulandig1 bitkilerde ise stoma eni ve boyunun kontrol bitkilerininkine benzer degerler
aldiklar1 tespit edilmistir. Ancak %0.05 kolhisin dozunun uygulandig1 bazi bitkilerin
yapraklarinin burusuk goriiniimlii ve diger bolgelere kiyasla daha kalin, koyu yesil yaprakl
bir yapida goriilmesi nedeniyle bitkilerin bu bolgelerinden yaprak 6rnekleri alinarak bunlarda
stoma incelemeleri yapilmistir. Bu incelemelerin sonucu olarak, bu yaprak o6rneklerinden

oOlgiilen stoma en ve boy degerleri %0.1 kolhisin dozunun uygulandig: bitkilerde 6lgiilen
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stoma en ve boy degerleri ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Stoma eninin
en biiyiik degeri, 14.7 br ile %0.1 kolhisin dozunun 6 saat uygulandigi bitkilerde dl¢lilmiistiir.
Stoma boyutunun en biiyiik degerinin ise, yine %0.1 kolhisin dozunun 6 saat uygulandig
bitkilerde 25.8 br olarak ol¢lilmiistiir. Uygulama yapilan bitkilerde 6l¢iilen en diisiik stoma
boyu, burusuk ve daha kalin yaprak goriiniimiine sahip olmasina ragmen, 12.5 br ile %0.1
kolhisin dozunun 3 saat siire ile uygulandigi bitkilerde goriilmiis, stoma eninin en kiigiik
degeri ise %0.1 kolhisin dozunun 6 saat siire ile uygulandigi bitkilerde 8.9 br olarak

Olgiilmiistiir.

A B

Sekil 4.6. Stoma (bekgi ) hiicrelerinin 10x40 biiyiitmeli okiiler ve objektiften goriiniimii.
A. %0.1 kolhisin uygulanmus bitkilerin stoma hiicreleri. B. Kontrol bitkilerinin stoma hiicreleri.

4.6.2 Birim alandaki stoma sayisi (adet)

Birim alandaki stoma sayilarini tespit etmek amaciyla mikroskopta 4 farkli alanda
sayimlar gerceklestirilerek yapilmistir. Bu sayimlarin ortalamasi sonucunda, %0.1 kolhisin
dozu uygulanmis bitkilerdeki yaprak orneklerinden elde edilen verilere gore, bu bitkilerdeki
birim alanda sayilan stoma sayist diger bitkilere gore daha az omustur (Cizelge 4.6). Buna
ragmen, kontrol bitkileri ile %0.05 kolhisin dozunun uygulandig: bitkilerin birim alandaki
stoma sayilart arasinda bir farkliik bulunmamistir. Arastirmalarimiz sonucu stoma

biiyiikliikleri arttik¢a, birim alana diisen stoma sayisinin azaldigi gézlenmistir.

38



4.6.3. Stoma (bekgi ) hiicrelerindeki kloroplast sayisi (adet)

Yapilan stoma incelemelerinde bekg¢i hiicrelerindeki kloroplast sayilari ¢ok fazla
degisiklik gostermistir. Kloroplast sayilarinin genel olarak stoma biiyiikliigii ile beraber arttig1
tespit edilmistir. Denemede %0.1 kolhisin dozunun uygulandigi bitkilerde iki uygulama
stiresinde de bekg¢i hiicrelerinde sayilan kloroplast sayilarinda da degisiklik tespit edilmistir.
En fazla kloroplasta sahip stoma hiicresine %0.1 kolhisin dozunun 6 saat siire ile uygulandigi
bitkilerde rastlanmis, ve bu bitkide kloroplast sayisi 25 olarak sayilmistir. %0.05 kolhisinin 3
ve 6 saat uygulandigi bitkilerde yapilan kloroplast sayimlarinda ise, kontrol bitkilerininkine
yakin degerlere sahip olduklar1 goriilmistir (Cizelge 4.6). %0.05 kolhisin dozunun
uygulandig ve burusuk yaprak orneklerinden elde edilen verilerde en fazla kloroplast sayisi

ise 18 olarak, 3 saatlik uygulamada sayilmistir.

Cizelge 4.6. Kolhisin dozlarinin uygulanmasindan sonra yapilan stoma incelemeleri sonucu
elde edilen veriler.

Kolhisin Dozlar1

%0.1 %0.05 kontrol
Stireler
3 saat 6 saat 3 saat 6 saat
Stoma Eni (br) 11.21 10.50 10.90* 9.80* 7.83
Stoma Boyu (br) 17.38 16.70 14.20* 16.20* 10.00
Kloroplast Sayisi (adet) 17.09 17.04 13.80* 15.70* 8.86
Birim Alandaki Stoma 14.27 15.72 24.25* 26.75* 38.25

Sayis1 (adet)

*Burusuk yaprak orneklerinden elde edilen degerler.

4.7. Polen Canhihg (%)

Aragtirma sonuglarina gore, asetocarmin ile polen canliligini tespit etmek amaciyla,
%0.1 ve %0.05 kolhisin dozunun uygulandig bitkilerdeki ¢igek tomurcuklarindan elde edilen
polenlerin canlilik oranlar1 ve morfolojileri biiyiik bir degiskenlik gostermistir. Kolhisinin
uygulama dozu ve uygulama siiresi arttikca boyanan polen sayis1 azalmig, bunun yani sira,
polen morfolojilerindeki farklilikta belirginlesmistir (Sekil 4.7). Kontrol bitkilerinin polenleri
ile %0.05 kolhisin dozunun polenleri arasinda yapisal bir farklilik géze ¢carpmamistir. Ancak
%0.05 kolhisin dozunun uygulandig bitkilerin bazi kisimlarinda burusuk yaprak goriiniimiini

koruduklar1 gozlenmis, ve bu kisimlardan alinan ¢igek tomurcuklarindaki polen canlilik

39



oranlart %30.4 bulunmus ve polenlerin morfolojileri de %0.1 kolhisin dozu uygulanan
bitkilerin polen morfolojileri ile benzerlik gostermislerdir. Arastirmadan elde edilen verilere
gore %0.1 kolhisin dozunun 6 saat siire uygulandigi bitkilerde en yiiksek canlilik orani, %64.2
bulunmasina ragmen, bu uygulamadaki diger bitkiler i¢in canlilik oranlarinin genelde
%50’nin altinda oldugu tespit edilmistir. Bu bitkilerdeki polen morfolojilerinin kontrol
bitkisinin polen morfolojilerinden gozle goriiliir bir sekilde farkli oldugu tespit edilmistir. Bu
bitkilerde polenler genelde 4 porlu, bazen 5 porlu, kare seklinde bir goriiniime sahipken,
kontrol bitkilerinde polenler genelde 3 porlu, tiggen bigimde goériinmektedirler (Sekil 4.8).
Uygulama yapilmis, gerek stoma incelemeleri ile gerekse kontrol bitkilerinden ayiredilen
morfolojik ozelliklerinden dolay:r siiphe uyandiran bu bitkilerde polen g¢eperlerinin, kontrol

bitkilerininkine nazaran daha kalin bir yapida olduklar1 gozlenmistir.

4.8. In vitro Polen Cimlenme Oram (%)

2011 (28 Haziran)’de yapilan in vitro polen ¢imlendirme sonuglarina gore en yiiksek
¢imlenme degeri, kontrol bitkilerinden elde edilmistir (Sekil 4.9). Buna ragmen, %0,05
kolhisin dozunun 3 ve 6 saat siire ile uygulandigi bitkilerin polenlerinde ¢imlenme oranlari
neredeyse ayni olmustur. Farkli alanlarda 500 polen sayilmasiyla elde edilen oranlar kontrol
bitkileri igin, 228, %0.05 kolhisin dozunun 3 saat siire uygulandig: bitkilerin polenleri igin,
159 ve %0.05 kolhisin dozunun 6 saat siire ile uygulandig: bitkilerin polenleri i¢in ise, 158
olmustur. Ancak ¢imlenme oranlar1 %0.1 kolhisin dozu i¢in gayet farkli ¢ikmis, ¢imlenen
polen miktar1 diigmiistiir. Oran olarak %0.1 kolhisin dozunun 3 saat siire ile uygulandigi
bitkilerde sayilan 500 polenden 16’sinin ¢imlendigi, ayni kolhisin dozunun 6 saat siire ile
uygulanmasindan elde edilen bitkilerde ise, sadece 13 polenin ¢imlendigi belirlenmistir. %0.1
kolhisin dozunun farkli siirelerde uygulanmasindan elde edilen bitkilerin In vitro polen
cimlenme oranlar1 arasindaki farkliligin kaynagi bulunamamigtir. Biitiin bunlara ragmen,
aragtirma sonuglarina gore In vitro ortamda c¢imlenen polen oranlari, asetocarmin ile
belirlenen canli polen oranlarindan daha az olmustur.

In vitro polen ¢imlendirme testlerinde kolhisinin %0.1 konsantrasyonuna maruz kalan
bitkilerde morfolojik olarak farkli biiyiiklik ve sekilde polen yapilart ile karsilasilmistir.
Bunun yanisira polenlerdeki bu biiyiikliik ve sekil farkliliklar1 kontrol bitkilerinde neredeyse
hi¢ gozlenmemistir. In vitro polen ¢imlendirme c¢alismalarinda kontrol bitki polenlerine

kiyasla uygulama yapilan bitkilerdeki polenlerin tiip olusturma yilizdeleri diisiik oldugu gibi,
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tiip olustursa bile olusturulan polen tiiplerinin kontrol bitkilerininkine kiyasla daha kisa veya
bozuk yapida polen tiipii olusturduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.10).

In vitro polen ¢imlendirilirken %15 ve %30 seker iceren Brewbaker ve Kwack sivi
besi ortamlari hem steril edilerek hem de steril edilmeden kullanilmistir. Arastirmada besi
ortaminin steril edilmesinden ziyade, polen ¢imlendirmede kullanilan seker miktarinin 6nemli

oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.7. Asetocarmin ile boyama ve In vitro polen ¢imlendirme sonucu elde edilen polen
canlilik degerleri

9%00.1 kolhisin 9%00.05 kolhisin Kontrol
Uygulamalar
3 saat 6 saat 3 saat 6 saat
Asetocarmin ile Boyama 38.58 34.57 32.6* 30.2* 85.2
In vitro Polen Cimlendirme 2.6 3.2 31.8* 31.6* 45.6

*Buruguk goriiniimlii yaprak 6rneklerinden alinan ¢igek tomurcuklarindan elde edilen polen canlilik oranlari
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A B
Sekil 4.7. Asetocarmin ile polen canliliklari. A. Kontrol bitkisi polenleri B. %0.1 kolhisin
uygulanmis bitkinin polenleri

A B C

Sekil 4.8. Degisik uygulamalara ait polen goriiniimleri. A. Kontrol bitkilerine ait polen, B. 4
porlu %0.1 kolhisin dozu uygulanmis bitkiye ait polen, C. 5 porlu %0.1 kolhisin
dozu uygulanmis bitkiye ait polen.

A. B
Sekil 4.9. Kontrol (A) ve %0.1 kolhisin uygulanan (B) bitkiye ait polenlerin ¢imlenme
durumlari.
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E F
Sekil 4.10. Fasulye bitkilerine ait yaprak (A. %0,1 kolhisin uygulanmis bitki, B. Diploid kontrol bitkisi),

polen (C. %0,1 kolhisin uygulanmus bitkide in vitro polen ¢imlenme durumu, D Diploid bitkide in
vitro polen gimlenme durumu) ve stoma hiicrelerinin (E. %0,1 kolhisin uygulanmis bitkide

stoma hiicrelerinin durumu, F. Diploid kontrol bitkisi stoma hiicrelerinin durumu) gortiniimii.
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5. SONUC ve ONERILER

Kolhisin ve trifluralin uygulamasi birbiri ile kiyaslandiginda arastirmada kolhisin ile
uygulama yapmanin daha basarili bir sonug verdigi sdylenebilir. Bundan yola ¢ikilarak, yerel
kirkgiinliik fasulye bitkilerinde poliploidiyi tesvik etmek amaciyla %0.1 kolhisin dozunu
apikal meristemlere uygulamanin diger yontemlere oranla daha basarili bir yontem oldugu
gozlenmistir. Bunun yani sira ¢imlendirilmis tohumlara kolhisin ve trifluralin uygulamasi ve
yine ayni kimyasallarin aksilar tomurcuklara uygulanmasindan elde edilen arastirmalar
basarili bulunmamistir. Sonuglardan elde ettigimiz veriler 1s18inda %0.1 kolhisin dozunu 6
saat siiresince apikal meristemlere uygulama yapmak ile, 3 saat siiresinde uygulama yapmak
arasinda ortalamalara bakildiginda, ¢ok O6nemli bir farklilik olmamasina ragmen, bitkilerin
morfolojik ve sitolojik gozlemleri sonucu %0.1 kolhisin dozunu bitkinin apikal
meristemlerine 6 saat siire ile uygulamak bitkilerde daha fazla sayida morfolojik ve sitolojik
farklilik yaratmigtir. %0.05 kolhisin dozunun uygulanmasi 3 ve 6 saatlik siirenin her ikisinde
de baslangicta bazi morfolojik farkliliklar olugturmasina ragmen, zamanla bu farkliliklarin
ortadan kalkmasi nedeniyle, bu bitkiler poliploid olma siiphesi tasiyamamislardir. Ayni bitki
tizerin %0.05 kolhisin dozunun uygulandigi bazi fasulye bitkilerinin tiim yapraklarinda
karyotip ¢alismalarinin yapilabilme imkani olsaydi bu bitkilerden bir kisminin kimerik olma
durumu belirlenebilirdi. Ancak gozlemlerimizi morfolojik farkliliklarin ¢ok daha yogun
olarak gozlenebildigi %0.1 kolhisin dozu uygulanmis diger bitkiler iizerinde yaptigimiz igin,
ozellikle kimerik olusumlar1 bu ¢aligmada tespit etmek bizim i¢in sorun olusturmustur. Ancak
yaptigimiz ¢alismada uygulama dozlarinin miktarlar1 ve siireleri temel alindiginda bile, %0.1
kolhisin dozu uygulanmis pek c¢ok bitkide yaprak morfolojileri, stoma biiyiiklikleri,
kloroplast sayilarina dayanarak, bu bitkilerin poliploid olma olasiliklarinin kuvvetli oldugu
sOylenebilir. Diger depolimerizasyon ajani olarak kullanilan trifluralin uygulamas: uygulanan
dozlara bagli olarak, kolhisin uygulamasinin aksine benzer sonuglar vermemis, uygulamadan
sonra hayatta kalan bitki oranlari dikkate alindiginda, %1 trifluralin dozu, %5 trifluralin
dozuna gore daha fazla bitkinin hayatta kalmasina imkan saglamistir. Ancak zaman igerisinde
bu bitkiler de tarla kosullarinda hayatlarin1 devam ettirememislerdir.

Arastirma sonucuna gore; aksilar tomurcuklarda yeterli sonu¢ alinamamistir. Bu
durum bitkilere uygulanan kolhisin ve trifluralin dozlarinin yiiksek olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Boylelikle bu tarzda yapilacak diger ¢alismalarda uygulanacak kolhisin ve trifluralin

dozlarinin azaltilarak uygulanmasi daha basarili sonuglar elde edilmesine olanak saglayabilir.
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