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In vitro KOLHISIN UYGULAMASI iLE POLIPLOID NANE (Mentha longifolia L.)
BITKIiLERININ ELDE EDILMESI
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Ozet

Bu arastirmada, nane bitkisinde in vitro kolhisin uygulamalari ile poliploid bitkilerin elde edilmesi amaglanmustir.
Mentha longifolia tiiriine ait agik arazide yetigsen nane bitkilerinden alinan tek bogum eksplantlar aseptik kosullarda, 30 g/1
sukroz, 6 g/l agar, 0.5 mg/l BA igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmustir. Bir ay sonra, gelisen in vitro siirgiinlerden
tek bogum eksplantlar1 ve siirgiin uglart hazirlanarak 100 veya 150 mg/1 kolhisin igeren besin ortamlarinda 5, 7 ve 10 giin
siireyle yetistirilmis, bu uygulamanmn ardindan kolhisin icermeyen taze besin ortamlarma aktarilmislardir. iki ay siireyle
gelisen bitkiler serada dig kosullara aligtirilmis, kok uglarinda kromozom sayimlari yapilarak poliploidi olusum oranlar
belirlenmistir. Kolhisin uygulamalarinda hem siirgiin ucu, hem de tek bogum eksplantimin kullamlabilecegi, eksplantlarin
5 giin 100 mg/l kolhisin uygulamasmin ardindan kolhisin igermeyen ortamlara aktarilmast halinde %25-27 oraninda
poliploid bitkiler elde edilebilecegi ortaya konmustur. Kolhisin uygulamalari sonucunda degisik ploidi diizeyleri
kaydedilmistir. Baz1 bitkilerin ise miksoploid yapida olduklart belirlenmistir. Uygulama siiresinin 10 giine ¢ikarilmasi hem
gelisme oranini, hem de dikilen eksplant bagma elde edilen poliploid bitki orammi diigiirmistiir. Ayrica yaprak
morfolojileri de incelenerek stoma sayisi ile kromozom sayist arasinda bir iliski kurulabilecegi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Nane (Mentha longifolia L.), Poliploidi, Kolhisin, /n vitro.

Obtaining Poliploid Mint (Mentha longifolia L.) Plants with In Vitro Colchicine Treatment

Abstract

The aim of this study was to obtain poliploid mint plants through in vitro colchicine. Single node explants of
Mentha longifolia L. were aseptically removed from actively growing plants and transferred into in vitro MS medium
that contained 30 g-I"' sucrose, 6 g-1"" agar, 0.5 mg1"' BA. After one month shoot tips and single node explants were
prepared by using newly formed shoots. The shoot tips or single node explants were incubated in the media with 100
or 150 mg-1"" colchisine for 5, 7 or 10 days. And then they were transfered to medium without colchisine. Plants were
transfered to the greenhouse for acclimatization two months later. The chromosomes counted at the root tips of the
plants was made and were determined the different poliploidy levels. Some of these plants determined to be
mixoploid. And both the shoot tip and single node explants could be used, dosage of 100 mg-1"' colchisine and period
of 5 day were appropriate to obtained 25%-27% poliploid plants. Period of treatment 10 day was decreased
development and the poliploid plants ratios per explant. Also the leaf morphology was observed and it was perceived that
there was a high rate of correlation between stoma and chromosome numbers.

Keywords: Mint, (Mentha longifolia L.), poliploidy, colchicine, In vitro
1. Giris

Poliploid bitkilerin; govde, yaprak, bitkilerinin 1slah1  iizerinde calisan

cicek gibi organlar1 diploid olanlara gore
daha biiyilk olup ylizey alanlar1 daha
genistir. Bu bitkiler daha biiyiik hiicrelere ve
daha fazla klorofil miktarina sahip
olduklarindan, koyu yesil renkleriyle dikkati
¢ekmektedirler. Fotosentez potansiyelleri de
diploidlere gore fazladir (Molin ve ark.,
1982; filarslan, 1990). Bu durum, siis

arastiricilar i¢in ilging oldugu kadar (Rose
ve Tobutt 2000; Vaindle ve Repo, 2000),
ozellikle vegetatif organlarindan yararlanilan
bitkiler i¢in de oldukc¢a dikkat c¢ekicidir.
Hiicre irilikleri artan bu bitkilerin, nane gibi
ucucu yag igeren tlirlerde bu 0Ozellik
bakimimndan da daha yiiksek performans
gostermeleri s6z konusu olabilmektedir
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(Tyagii ve Nagvi, 1987; Griesbach, 1990).

Kromozom sayilari artirllmig
poliploid  bitkilerin elde edilmesinde
kullanilan geleneksel yontemler, tohumlarin
veya in situ bitki organlarmin bazi kimyasal
maddelerle uygulamaya tabi tutularak yeni
genotiplerin ~ olugsmasin1  saglamaktadir
(Sehirali ve Yazgan, 1986). Doku kiiltiiri,
pek c¢ok konuda oldugu gibi poliploid
bitkilerin elde edilmesinde de 1slahgilara
kolaylik saglamaktadir. Besin ortamina ilave
edilen kromozom katlamada kullanilan
kimyasal maddeler yardimiyla in vitro
kosullarda poliploid bitkiler elde
edilebilmektedir. In  vitro  kosullarda
poliploid bitkilerin elde edilmesi ig¢in
kullanilabilecek en pratik yontemlerden
birisi, besin ortami igerisine kolhisin ilave
edilmesi ve eksplantlarin bir siire igin bu
ortamda gelistirilmesidir (Griesbach, 1990;
Rose ve Tobutt, 2000; Vaindle ve Repo,
2000).

Bu arastirmada, in vitro kosullarda
poliploid nane (Mentha longifolia L.)
bitkilerinin elde edilmesi amaciyla; en
uygun kolhisin konsantrasyonu ve uygulama
stiresinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirmada, I¢ Anadolu Bélgesi’nde
dogada yaygin olarak bulunan ve 2n=24
kromozom sayisina sahip olan Mentha
longifolia L. nane tiirline ait bitkiler
kullanilmustir. M.longifolia’nin doku kiiltiirii
yoluyla ¢ogaltilmasinda Ellialtioglu ve ark.
(1998) tarafindan belirlenen eksplant tipi,
besin  ortami  ve  kiiltir  kosullar
kullanilmigtir. Buna gore agik araziden
alinan nane siirgiinlerinden tek bogum
eksplantlar1  hazirlanarak  %15°1ik ticari
NaOCl ¢ozeltisinde 15 dakika siireyle
ylizeysel dezenfeksiyon islemi yapilmistir. 3
kez 5’er dakika steril saf su ile durulama
yapildiktan  sonra  eksplantlar  kiiltiire
alinmistir. Besin ortamu olarak 0.5 mg/l BA,
%3 sukroz ve 9%0.6 agar ilave edilmis
Murashige ve Skoog (MS) (1962) besin
ortami kullanilmigtir. Geligen siirgiinlerden
dort kez alt kiiltiir yapilmis, bol miktarda
siirglin  gelisimi  saglanmistir. In  vitro
kosullarda  aseptik  olarak  gelistirilen
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sirglinlerden  hazirlanan  tek  bogum
eksplantlart ve siirgiin uclari, kolhisin
uygulamalarinda deneme materyali olarak
kullanilmistir. Ortamlar erlenmayerler igcinde
otoklavlandiktan  sonra  jel kivamina
gelmeden hemen once 100 ve 150 mg/l
dozunda kolhisin ilave edilmis ve Magenta
kutularma 30’ar ml olacak sekilde
dagitilmigtir. Kolhisin katilmayan bir miktar
ortam da kontrol olarak kullanilmistir.
Eksplantlar 5, 7 veya 10 giin siireyle bu
ortamlarda inkiibe edilmistir. Her uygulama
stiresinde 60’ar adet tek bogum eksplant1 ve
stirglin ucu olacak sekilde dikim yapilmstir.
Kolhisinli ~ ortamda  bekletme  siiresi
tamamlanan doku pargalari, kolhisin
icermeyen ayni bilesimdeki taze ortamlara
transfer edilmistir. Dort hafta sonra bir kez
daha taze ortamlara aktarilan siirgiinler,
iklim odasinda 8 haftalarmi tamamlayinca
seraya cikartilmiglardir. Bitkicikler serada
sisleme sistemi altinda ve perlit igerisinde
dis kosullara aligtirilmig, haftada bir kez
Hogland besin ¢ozeltisi ile sulanmislardir.
Kokleri gelisen ve dis kosullara alisan nane
bitkileri bir aylik olduklarinda harg
doldurulmus 10 cm capindaki kiigiik plastik
saksilara alinmastir.

Gelisen bitkilerin kok uclarinda
kromozom sayimlar1 yapilmig, bunun i¢in
kok  uglart  +4°C’de  doymus  o-
monobromonaftalin ¢ozeltisi iginde 16 saat
bekletilmis, glasial asetik asitte 30 dakika
tespit isleminden sonra %70’lik etil alkolde
oda sicakliginda iki kez 5’er dakika yikanan
materyal, daha sonra %70’lik etil alkol
icinde +4°C’de depolanmustir (Sertdz, 1989).
Hidroliz i¢in +60°C’de, 1 N HCl'te 10
dakika tutulan materyal %1’lik asetokarmin
icinde 30 dakika siireyle boyanmustir.
Boyanan kok uglarinda ezme preparatlar
yapilarak Nikon xII mikroskopta incelenmis
ve mikro fotograflar ¢ekilmistir. Kromozom
sayimlariin yanisira yaprak morfolojileri de
incelenmis, yapraklarim alt epidermisinde
bulunan  stoma  hiicrelerinin  sayisi
belirlenmistir. Bu amagla yapraklarin alt
ylizeyine renksiz tirnak cilast siiriilmiis,
kuruyunca dikkatlice soyulan ince seffaf
tabaka, bir damla su damlatilarak preparat
haline getirilmis ve mikroskopta incelenmis,
Olympus marka 151k  mikroskobunda
fotograflar1 ¢ekilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

Kolhisin  uygulamalarindan  sonra
herhangi bir sekilde canlilik gostergesine
sahip olan eksplantlar ‘yasayan eksplant’
olarak degerlendirilmis ve yasama oraninin
(%) belirlenmesinde kullanilmigtir. Siirgiin
olusturarak  gelismesine devam  eden
eksplantlarin sayilar1 ise gelisme oraninin
belirlenmesinde kullanilmis, poliploid bitki
sayisinin dikilen eksplant sayisina orani da
poliploid bitki olusum oram1 (%) olarak
nitelendirilmistir (Cizelge 1).

Kolhisin uygulamalar1 sonrasinda taze
ortamlara alman tek bogum eksplantlarinin
biiyiikk ¢ogunlugu yasamasmi en az iki ay
boyunca siirdlirmiigtiir. Ancak yasayan tim
eksplantlardan yeni siirgiinlerin gelismesi s6z
konusu olamamig, bunlardan bir boliimii sert
dokulu bir kallus olusturarak gelisme
gostermeksizin  olduklar1  gibi  kalmistir.
Kolhisin igeren ortamda tutma siiresi arttikca,
gelisme miktarinda azalma ortaya ¢ikmistir.
Kontrol diginda, 100 mg/l kolhisin iceren
ortamlarda 5 giin boyunca tutulan tek
bogumlarda hem yasama orani en yiiksek
degeri vermis (%85.4), hem de gelisen bitki
sayisl, gelisme oram1 (%60.6) yliksek

bulunmus; poliploid bitki elde etme oran1 da
%25 ile en yliksek degeri vermistir. Bunun
yaninda siirglin uglarinin 100 mg/l kolhisin
iceren ortamda 5, 7 ve 10 giin bekletilmesi
veya 150 mg/l kolhisin igeren ortamda 5 giin
tutulmasimin  da poliploid bitki elde etme
amactyla  kullanilabilecegi  goriilmiistiir.
Aragtirmadan elde edilen sonuglara benzer
olarak M. canadiensis x M. acuatica
tiirlerarast melezlerinde poliploid bitki elde
etme konusunda calisan Bugaenko ve ark.
(1988) da kolhisin igeren besin ortaminda
gecirilecek optimum siirenin yan tomurcuk
meristemleri i¢in 1- 4 giin, tepe tomurcugu
meristemi i¢in 7-10 giin, en etkili kolhisin
konsantrasyonunun ise 100 mg/l olarak
belirlendigini ve bu dozda %16.7 oraninda
poliploid bitki elde edildigini bildirmislerdir.
Farkli bir tiir olmasina karsililk 100 mg/1
kolhisin igeren ortamda 7 giin tutulan siirgiin
ucu eksplantlarindan yapilan bu arastirmada
da %]11.6 oraninda poliploid bitki elde
edilmistir.  Griesbach (1990), 100 mg/l
kolhisin igeren ortamlarda 7 giin siire ile
beklettigi  Anigozanthos siirgiin uglarindan
tetraploid bitkiler elde etmistir. M.longifolia
L. nane tiirlinde gergeklestirilen bu ¢aligmada,
7 gin siiren kolhisin uygulamasi siirgiin

Cizelge 1. Kolhisin Uygulamalar1 Sonrasinda Eksplantlarin Yasama Orani, In Vitro ve Sera

Kosullarinda Gelisen Bitki Sayisi, Poliploid Bitki Sayist ve Poliploid Bitkilerin
Dikilen Eksplant Sayisina Orani (%).
Eksplant | Kolhisin | Uygulama | Kiiltiire Yasama | Gelisme Serada |Poliploid| Poliploid
tipi dozu stiresi alinan orani orant gelisimini |  bitki bitkilerin
(glin) eksplant | (in vitro) | (invitro) | siirdliren | sayist dikilen
say1s1 (%) (%) bitki sayist eksplant
sayisina
orani (%)
Stirgiin 5 60 952 a |50.8 bc 24 16 26.6
ucu 100 7 60 928 a |583 b 13 7 11.6
mg/l 10 60 67.7 e [344 de 6 6 10.0
60 90.0 b [46.5 ¢ 8 8 13.3
150 7 60 70.0 d |31.1 e 7 5 9.3
mg/1 10 60 78.5 cd |23.5 e 1 1 1.6
Kontrol 60 91.2 ab |85.7 a 35 0 0.0
Tek 5 60 854 ¢ |60.6 b 21 15 25.0
bogum | 100 7 60 78.3 cd [48.3 bc 6 4 6.6
mg/1 10 60 69.6 de |27.5 e 5 4 6.6
60 733 d 403 d 4 3 5.0
150 7 60 76.6 d [38.2 d 6 5 9.3
mg/l 10 60 953 a |273 e 6 2 33
Kontrol 60 90.7 b [90.7 a 48 0 0.0

65



In Vitro Kolhisin Uygulamasi ile Poliploid Nane (Mentha longifolia L.) Bitkilerinin Elde Edilmesi

uclarinda iyi sonu¢ vermekle birlikte, tek
bogum eksplantlarinda diisiik bir poliploid
elde etme oram saglayabilmistir. 10 giin
stireyle kolhisinli ortamda bekletme ise,
eksplantlardaki gelisme {izerinde olumsuz
etkide bulunmus ve diger uygulamalara gore
en digiik gelisme elde edilebilmistir. Sonug
olarak bu calismada M. longifolia L.’da in
vitro kolhisin uygulamalar ile poliploid bitki
elde edilebilmistir. Kolhisin uygulamalarinda
hem siirglin ucu hem de tek bogum
eksplantinin kullanilabilecegi, eksplantlarin 5
gin 100 mg/l kolhisin uygulamasinin
ardindan  kolhisin  igermeyen ortamlara
aktarilmast  halinde  %25-27  oraninda
poliploid bitkiler elde edilebilecegi ortaya
konmugtur. Uygulama siiresinin 10 giline
cikarilmast hem gelisme oranini, hem de
dikilen eksplant basina elde edilen poliploid
bitki oranini diigiirmiistiir.

Kok wuglarinda yapilan kromozom
sayimlar1  sonuglarina  gore;  diploid
kromozom sayist 2n= 24 olan M. longifolia
L.’da (Harley ve Brighton, 1977) kolhisin
uygulamalar1 sonucunda bazi dokularin
etkilenmeyerek diploid durumda kaldiklari,
bazilarindan triploid (2n=36), tetraploid
(2n=48),  pentaploid  (2n=60)  veya
hekzaploid (2n=72) siirgiinler gelistigi; bazi
eksplantlardan ise birkag farkli ploidi
seviyesine sahip (miksoploid) bitkiler
olustugu belirlenmistir. Ploidi seviyeleri ile
uygulama  siiresi arasinda  bir iligki
bulunmamigtir. Sekil 1 de, 5 giin boyunca
kolhisin igeren ortamda  bekletilen
eksplantlardan  gelisen  degisik  ploidi
seviyelerine sahip bitkilerin kok uglarindaki
kromozom sayimlar1 gosterilmistir. Bu
bitkilerin yaprak iriliklerinin arttigi, daha
kuvvetli bir gelisme gosterdikleri ve daha
koyu yesil renkte olduklar1 gozlenmistir
(Sekil 2). Literatiir Dbilgilerine gore
poliploidlerin  baslangic bitkilerine gore
morfolojik olarak farkliliklara sahip oldugu,
cigeklerinin tiiylillik durumunun, stoma
bekgi hiicreleri biiyiikligiiniin ve ugucu yag
iceren keselerin, yapraklardaki pigment
yogunlugunun farklilik gosterdigi
bildirilmistir (Bugaenko ve ark., 1988).
Poliploidinin tipik 6zelliklerinden olan koyu
yesil renklilik ile iri ve gosterisli habitus
daha once degisik bitki tiirleriyle yapilan
caligmalarda da belirtilmistir (Tyagii ve
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Nagvi, 1987, Rose ve Tobutt, 2000; Vainole
ve Repo, 2000).

Ayrica, bitkideki kromozom sayisi ile
yapraklardaki stoma sayilar1 arasinda yiiksek
diizeyde bir iligkinin bulundugu ve bunun
ploidi diizeyi hakkinda 6nemli bir gosterge
olabilecegi  belirlenmistir. ~ Arastirmada
stoma sayimlarindan elde edilen sonuglar ile
kromozom sayimlari birlikte
degerlendirildiginde, bu iki 6zellik arasinda
yiiksek oranda bir korelasyon bulundugu
izlenimine varilmigtir. Kromozom sayisi
arttikga hiicre iriliklerinin arttif1 ve yaprak
birim alanma diisen stoma hiicresi
sayilarinin azaldigi gozlenmistir. Diploid
bitkilerde 34-37 adet; triploid bitkilerde 24-
27 adet; tetraploid bitkilerdel4-17 adet;
hekzaploid bitkilerde 12-13 adet stoma
saytlmistir ~ (Sekil 3). Hem fenolojik
gozlemlerin, hem de yapraklardaki stoma
sayilariin bitkideki ploidi seviyesi ile yakin
bir iliski icinde bulundugu bir¢ok bitki
tirtinde Onceki yillarda ortaya konmus bir
olgudur. Ploidi seviyesi yiikseldik¢e bitki
hiicreleri irilesmekte ve birim alana diisen
hiicre sayisinda azalma meydana
gelmektedir (Mukherjee, 1986; HOmmo ve
Valanne, 1987; f{larslan, 1990). Ancak
bitkinin ploidi diizeyinin belirlenmesinde en
giivenilir yontem kuskusuz kromozom
sayimlaridir. Diger yontemler arastiricilara
bir fikir vermekte, fakat kromozom
sayimlariyla desteklenmesi gerekmektedir.

Yapilan bu c¢alismanin sonucunda,
igerisinde bulunan ‘piperitenone oxide’ adli
kimyasal bilesik nedeniyle deger tasiyan bir
nane tilirli olan M.longifolia’da in vitro
kolhisin uygulamasinin; poliploid bitkilerin
elde edilmesi amaciyla kullanilabilecegi
ortaya konmustur. Bunun i¢in 5 giin siireyle
100 mg/1 kolhisin igeren ortamda bekletilen
ve daha sonra, kolhisin ilave edilmeyen
ortamlara aktarilan tek bogum eksplantlar
diploid’den hekzaploid’e kadar degisik
kromozom sayilarina sahip bitkiler elde
edilmesine neden olmustur. Kromozom
sayimlarinin  yanisira, yaprak epidermis
dokusunun morfolojik olarak
incelenmesinin, poliploidi seviyesi hakkinda
fikir verebilecegi anlasilmistir. Elde edilen
bu sonuglar 15181nda, iilkemizde dogal olarak
yetisen 9 farkli nane tiirlinde kolhisin
uygulamasi1 yapilarak, poliploid bitkilerin
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Sekil 1. Nane Bitkilerinin K6k Ucu Hiicrelerinde Metafaz Asamasindaki Kromozomlar:
a) Diploid (2n=24) Kontrol Bitkilerine Ait Kromozomlar (Biiyiitme: X1000), b)
Uygulama Sonrasinda Triploid (2n=26) Olan Bitkilerdeki Kromozomlar (Biiyiitme:
X2000), c¢) Uygulama Sonrasinda Tetraploid (2n=48) Olan Bitkilerdeki Kromozomlar
(Biiyiitme: X1000), d) Uygulama Sonrasinda Pentaploid (2n=60) Olan Bitkilerdeki

Kromozomlar (Biiyiitme: X1000).
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Sekil 3. a) Diploid ve b) Tetraploid Nane Bitkilerinde Yaprak Alt Epidermisindeki Stomalarin
Goriliniisti.
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elde edilmesi ve olusacak bu bitkilerin
ucucu yag igeriklerindeki miktar yoniinden

meydana gelecek degisikliklerin
belirlenmesi  i¢in  ¢alismalara  devam
edilmektedir.
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