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OZET
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BUGDAY (Triticum aestivum L.) OLGUN EMBRiYO KULTURUNDE TUZ
STRESINE KARSI ¢-TOKOFEROLUN ETKIiSININ BELIRLENMESI

Ismail Hakki ARDIC
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tahillar ve Yemeklik Baklagiller Bilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Murat AYDIN

Serin iklim tahillarindan biri olan bugday insanlarin temel besin kaynagini olusturmasi
ve ekstrem kosullarda yetismesinden dolayr hem iilkemiz hem de diinya icin
vazgecilmez bir bitkidir. Bir¢cok biyotik ve abiyotik stres sartlarinda yetisebilmesine
karsin {irlin verimi ciddi oranda azalis gostermekte ve hatta iiriin alinamamaktadir.
Tuzluluk, bugdayn verimini ciddi oranda azaltan abiyotik stres sartlarindan biridir.

Bu aragtirmada tuzluluga hassas Kirik bugday ¢esidinin olgun embriyolar1 kullanilarak
in vitro sartlarda NaCl (0, 50, 100, 150 ve 200 mM) ile olusturulan tuz stresine kars1 o-
tokoferol uygulamasinin (0, 50 ve 100 mg/l) etkisi incelenmistir. Arastirmada kallus
nispi su igerigi (%), kallus nispi gelisim orami (%), embriyogenik kallus oranmi (%),
cevap veren embriyogenik kallus orani (%) ve eksplant basina bitki sayisi (adet) ile
ilgili veriler elde edilmistir.

Arastirmanin sonucunda NaCl konsantrasyonundaki artisa bagl olarak kallus nispi su
icerigi, kallus nispi gelisim orani, embriyogenik kallus orani, cevap veren embriyogenik
kallus oran1 ve eksplant basina bitki sayisinda 6nemli derecede azalmis ve 200 mM
NaCl konsantrasyonunda ise bitki elde edilememistir. Ancak a-tokoferol uygulamasi ile
birlikte tim bu parametrelerde iyilesmeler meydana gelmis ve tuz stresinde en iyi
sonuglar 100 mg/l a-tokoferol uygulamasinda gozlenmistir. Bununla birlikte tokoferol
uygulanmis 200 mM tuz konsantrasyonlarindaki kalluslarda bitkiler elde edilmistir.

2017, 82 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF EFFECTS OF a-TOCOPHEROL AGAINST SALT
STRESS IN WHEAT (Triticum aestivum L.) MATURE EMBRYO CULTURE

Ismail Hakki ARDIC

Ataturk University
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Department of Cereals and Pulse Crops

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Murat AYDIN

Wheat, one of the cool climate cereals, is an indispensable plant for both our country
and the world because it forms the basic nutrient source for humans diatery and grows
under the extreme conditions. Although wheat can be grown under many biotic and
abiotic stress conditions, its yield is seriously reduced and even no yield is obtanied
under stress. Salinity is one of the abiotic stress conditions that significantly reduce the
yield of wheat.

In this study, the effect of a-tocopherol application (0, 50 and 100 mg/I) against saline
stress induced by NaCl (0, 50, 100, 150 and 200 mM) was investigated using mature
embryos of the Kirik wheat cultivar which is sensitive to salinity in vitro conditions.
Data related to callus relative water content (%), callus relative development rate (%),
embryogenic callus ratio (%), responsive embryogenic callus ratio (%) and number of
plants per explant (number) were obtained in this study.

As a result of the study, callus relative water content, callus relative development rate,
embryogenic callus ratio, responsive embryogenic callus ratio and number of plants per
explant decreased considerably depending on the increase in NaCl concentration, and no
plant was obtained at 200 mM NaCl concentration. With a-tocopherol application,
however, all these parameters were improved, and the best results under salt stress were
observed with 100 mg/l a-tocopherol application. Also, the plants were obtained in calli
at a NaCl concentration of 200 mM applied to a-tocopherol.

2017, 82 pages

Keywords: Mature embryo, salt stress, a-tocopherol, plant regeneration
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler
% Yiizde
°C Santigrat Derece
uM Mikromolar
Ca Kalsiyum
Cl Klor
cm Santimetre
g Gram
Potasyum
kg Kilogram
kPa Kilo paskal
I Litre
M Molar
mg Miligram
ml Mililitre
mm Milimetre
mM Milimolar
mol Mol
N Normal
Na Sodyum
P Fosfor
Kisaltmalar
2,4-D 2,4-Diklorofenoksi asetik asit
ABA Absisik asit
BAP 6-Benzil amino piirin
BS Bitki sayis1
Ca Kalsiyum

Vi



CaN,0g Kalsiyum nitrat

CEKO Cevap veren embriyogenik kalus olusum orani

DIKAMBA  3,6-Diklorobenzoik asit

DNA Deoksiriboniikleik Asit

dSm™ Desisiemens/metre

EKO Embriyogenik kalus olusum orani

EKSCE Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo sayisi

EKSCEK Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus

orant

ESCEK Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus orani
ESCSE Eksplant sayisina gore cevap veren somatik embriyo sayisi
ESEKO Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani
FAO Food And Agriculture Organisation

Fe Demir

H.0, Hidrojen Peroksit

HKO Hata kareler ortalamasi

IAA Indol-3-asetik asit

K Potasyum

KBO Kallus besi ortam1

KO Kalus olugsum orant

KSCEK Kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus orani
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LOO’ Lipid Peroksil

LPO Lipid Peroksidasyon

MES 2-(N-morpholino) ethansiilfonik asit

Mg Magnezyum

Mn Mangan

MPa 1,000.000 Pascal

MS Temel besi ortami, Murashige and Skoog (1962)

Na,COs3 Sodyum karbonat
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Oksijen

Stiperoksit

Hidroksil Radikali
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4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit

Parts per million (milyonda bir birim)
Rejenerasyon etkinligi

Alkoksi Radikali

Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbestlik derecesi
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1. GIRIS

Tarim, topluma is olanag1 saglamasi, ham madde {iretimi, insan beslenmesindeki 6nemi,
bliyiik ¢apta ticari deger olusturmasi gibi nedenlerle iilkemizde ve diinyada 6énemli bir
sektordiir. Tarmmi olusturan 1ki ana unsurdan bitkisel {iretim, insanlarin temel
ihtiyaglarindan olan, gida, giyim yakacak, yapt malzemesi ve estetik gereksinimlerini

kargilamak i¢in kullandiklar1 canlt materyallerdir.

Diinya’nin ve Tiirkiye’nin hemen her kesiminde iiretimi yapilmakta olan bugday tarima;
cok biiyiik tretici kitlesine sahip olmasi, insanlarin temel gidasi olarak tiiketilen
ekmegin hammaddesini igermesi bakimindan oldukg¢a degerli bir iiriindiir (Kizilaslan

2004).

Poaceae familyasinin Triticeae takimi bugday ve arpa da dahil olmak iizere 15'den fazla
cins ve 300 tiir iceren takimlardan biridir. Kromozom sayilarina gore bugday, diploit
(2n=2x=14), tetraploit (2n=4x=28) ve hekzaploit (2n=6x=42) olarak ii¢ gruba ayrilir.
Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.), makarnalik bugday (Triticum durum L.) ve
topbas veya biskiivilik bugday (Triticum compactum L.) 6nemli tiirlerdir (Briggle
1967).

Bugday hem diinya hem de iilkemiz niifusu i¢in olduk¢a 6nemli bir tahil bitkisidir.
Diinya niifusunun yaklasik %36’sinin temel besin kaynagi olan bugday diinya niifusu
i¢in gerekli olan karbonhidratin %55’ini, kalorinin ise %20’sini saglamaktadir (Breiman

and Graur 1995).

TUIK 2015 yili verilerine gore iilkemizde toplam tarim arazisinin (38,566 milyon
hektar) 11,713 milyon ha alaninda tahil iiretimi yapilmakta olup, tahil iiretiminde de
yaklagik 7,9 milyon ha’lik alanda bugday iiretimi yapilmaktadir. Toplam tahil alanlari
igerisinde ise %67.2’lik pay ile bugday ilk siray1 almaktadir (TUIK 2015).



Bugday iiretiminin ¢ok fazla ve genis alanlara yayilmis olmasi, stresli sartlarda ve
marjinal alanlarda {iretiminin yapiliyor olmasi birim alandan elde edilmekte olan iiretim
miktarii azaltmaktadir. Ulkemizde bugday tarimi, biiyiik dl¢iide stresli (tuzlu ve kuru)
sartlarda yapildigindan dolay1 verim diisilk ve buna baglh olarak da bugday {iretimi
yapan ¢ift¢inin geliri de diger iirlin iiretimi yapan ciftcilere gore daha az olmaktadir.
Diger taraftan bazi bolgelerimizde bugdaya alternatif bir {irlin hemen hemen yoktur. Bu
yiizden de bu bolgelerde zorunlu bir sekilde bugday-nadas ekim ndbeti sistemi
uygulanmaktadir. Bunun yani sira 6zellikle sulak alanlarda yani polikiiltiir tarimi
yapilmakta olan bdlgelerimizde bugday veriminin fazla olmasinin yaninda is¢iliginin
daha az ve kolay olmasi nedeniyle iiretici ilk olarak bugday iiriiniinii tercih etmektedir

(Kizilaslan 2004).

Yiiksek iirlin verimi modern tarimin 6nemli hedeflerinden biridir. Ancak, bugday
tiretimini etkileyen tuzluluk ve kuraklik gibi stres faktorleri bugday verim ve kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir. Tuzlulugun olumsuz etkileri daha c¢ok diinyanin ve
iilkemizin besin gereksinimini karsilamakta ilk sirada yer alan basta bugday olmak
tizere tahil cinslerinin iiretildigi yari-kurak ve kurak bolgelerde ortaya cikmaktadir.
Tuzluluga bagl olarak, her yil énemli oranda {iriin kayiplart meydana gelmektedir.
Biyotik veya abiyotik (tuzluluk, kuraklik, sicak ve soguk) stres sartlarinin yillik yaklasik
olarak %25 iiriin kayb1 olusturdugu belirtilmektedir (Gill et al. 2004).

Iklimde ortaya ¢ikan degismeler de diisiiniildiigiinde istikrarl, yiiksek verimli, kuraga,
yatmaya, zararli ve hastaliklara dayanikli ve bunun yaninda da kaliteli bugday
cesitlerinin gelistirilmesi 1slah ¢alismalarinin en 6nemli amaglarindandir. Bu nedenle,
giiniimiizde yapilmakta olan islah ¢aligmalarinda; kalite ve verim unsurlar1 beraber ele
alinmakta, bir taraftan birim alandan elde edilen verim miktarlarini artirma olanaklari
arastirilirken, diger yandan da farkli tiiketici kesimlerinin isteklerini karsilayip cevap

verebilecek kalite 6zelliklerinin de iyilestirilmesi hedeflenmektedir (Kaya 2006).

Bitkisel iiretimi ciddi anlamda kisitlayan tuzluluk, dogal etkenler (yliksek diizeyde

buharlagsma, tuza akraba kayaclarmm varligi ve az yagis) ve yanlis yapilan tarimsal



uygulamalar nedeniyle (tuzlu sularla sulama, yanlis yontemlerle sulama, endiistriyel
tirtinlerden kalan kimyasallarin birikmesi, yliksek miktarda giibreleme) olusabilmektedir

(Kalaji and Pietkiewicz 1993).

Yerkiirenin karsilastigi en biiyiik c¢evresel sorun kaynagi olan kiiresel 1sinmada
tuzluluga neden olmaktadir. Kiiresel 1sinma; ilk olarak mevsim normallerini
diizensizlestirmekte yiliksek buharlasma ve yetersiz yagis ile toprak tuzlulugunun
artmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Yine kiiresel 1sinmaya bagli olarak buzullarin
eskisine gore 8 kat daha hizli sekilde erimesinden dolayr deniz seviyesinin yiikselmesi
ve buna bagli olarakta taban suyunda yiikselme olan topraklarda tuzlulugun ortaya

¢itkmasi beklenen 6nemli bir sorundur (Koyuncu 2008).

Tuzluluk, yetistiriciligi yapilan kiiltiir bitkileri bakimindan cevresel bir strestir ve
kimyasal stres grubunda yer almaktadir. Yetistirme ortamlarinin tuz yoniinden sorunlu
olmasi birtakim olumsuz etkiyi de beraberinde getirmektedir. Bu olumsuz etkiler; besin
dengesizligi, enzim aktivasyon bozuklugu, genel metabolik siiregte aksamalar, membran
hasar1, oksidatif stres, su aliminda dengesizlik, ozmotik uyumsuzluk ve genel gelisim

diizensizligi olarak siralanabilir (Orcutt and Nilsen 1996).

Abiyotik stres faktorlerinin ilk belirtisi, hiicre membranlarin hasar gérmesiyle ortaya
cikar (Holmberg and Biilow 1998). Tuzlulugun yani NaCl’nin membran yapisinda
neden oldugu degisimlerle ilgili olarak yapilan bir ¢alismada, (Gupta 2007) Dactylis
glomerata L.’da 200 mM NaCl uygulamasinin plazma membraninda birtakim
kivrilmalara ve bozulmalara sebep oldugu bildirilmistir. Tuz stresinden etkilenen ilk
kisim olan plazma membraninin gecirgenligi, farkli genotiplere ait hiicrelerde degisiklik
gostermektedir. Tuzlu ortam sartlarinda, tuza duyarli formlarda hiicre zar1 hasarinin

daha ¢ok oldugu tespit edilmistir (Mansour and Salama 2004).

Tuz stresi tohum ¢imlenmesini engelleyerek fide tesisini olumsuz yonde etkilemekte ve
kiltiir bitkilerinin liretimini ciddi sekilde azaltmaktadir. Tuz stresi sirasinda bitkide

fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid sentezi gibi Onemli siiregler de



etkilenmektedir. Tuz stresinin ilk déonemlerinde bitkiler yaprak biiylimesine engel olan
su stresine maruz kalirlar. Tuz stresinin ozmotik etkileri tuz uygulamasindan hemen
sonra goriilmekte ve stres devam ettigi siirece hiicre boliinmesinde, hiicre biiyiimesinde
azalma goriilir ve stomalar kapanir. Uzun siireli tuz stresi biliyimeyi destekleyen
fotosentetik alanda azalmaya yani yasl yapraklarin 6liimiine neden olur (Parida and Das

2005).

Asirt sodyum ve daha da onemlisi kloriir bitkilerde enerji iiretimini azaltan ve diger
fizyolojik olaylarin etkili degisimine neden olan enzimleri olumsuz yonde etkilemekte
ve hiicre sismesine neden olmaktadir (Larcher 1980). Iyonik stres yash yapraklarda
erken yaslanmaya, protein sentezinin bozulmasina ve enzim aktivitesini etkileyen
yiiksek sodyum nedeniyle olgun yapraklarda klorisis ve nekrosise neden olur (R.Munns
2002). Bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiklari zaman membran bilesenlerine zarar
veren Reaktif Oksijen Tirleri (ROT) iretirler (Blokhina et al. 2003). ROT’lar
proteinlere, lipitlere ve DNA’ya etki ederek oksidatif hasara neden olur ve hiicrelerin

normal fonksiyonlarini bozarlar (Foyer and Fletcher 2001).

Tuzlu topraklar1 1slah etmek i¢in kimyasal ve mekanik yontemler gelistirilmistir.
Sulama suyunun tuzlu olmasi, toprak gecirgenliginin az ve taban suyunun yiiksek
oldugu alanlarda, yapilacak bdyle teknik uygulamalarin zor olmasinin yaninda ve yine
uygulamalarin ekonomik olmamasi, son yillarda tuza toleransl bitki c¢esitlerinin
belirlenmesini ve ayn1 zamanda genetik olarak elde edilmesini hedefleyen calismalara

onem kazandirmaktadir.

Bircok bitki hiicre igerisinde tuzun varligini tolere ederek ya da hiicreden tuzu
uzaklastirarak cesitli tolerans mekanizmalarina sahiptirler. Vitaminler bitkilerde bir¢ok
fizyolojik siirecte etki mekanizmasina sahiptirler. Nispeten diisiik konsntrasyonlarda
bitki biliylime diizenleyicisi olarak etkileri vardir. Ayrica enzimlerin sentezi, ko-
enzimlerin aktivasyonu, bitki biiyiimesi gibi birgok etkiye sahiptir (Reda et al. 2005;
Nahed et al. 2009).



Bu vitaminlerden E vitamini bitkilerde kiigiik molekiiller halinde sentez edilir (Fryer
1992). Tiim yiiksek bitkilerde tokoferol genel bilesik olarak goriinmektedir (Bafeel and
Ibrahim 2008). Bitkilerde tuz stresine tolerans, dona dayaniklilik ve UV-B (kisa dalga)
stresi gibi etmenlerin tokoferol igerigi ile iligkili oldugu belirtilmistir (Munne -Bosch
and Alegre 2002).

E vitamini fotosistem II evresinde elektronlarin tasinmasina yardimci olan giiglii bir
antioksidandir (Soltani et al. 2012). E vitamini, a-, -, -, y-tokoferoller ve a, B, vy, 6-
tokotrienoller gibi 8 farkli izomerik yapida bulunmaktadir. a-Tokoferol dogada en ¢ok
bulunan ve bu antioksidanlar igerisinde biyolojik aktivitesi en gii¢lii olan antioksidan
cesitidir (Packer and Landvik 1989). Diger vitaminler enzimatik reaksiyonlarda
kofaktor olarak yer alirken, E vitamini boyle bir goreve sahip degildir. Bu yiizden
tokoferol antioksidan olarak anilmaktadir (Baskin and Salem 1997). E vitamini hiicre
icerisinde bulunan ve yagda cliziinebilen vitaminler sinifinda yer almaktadir. a-
Tokoferol, fenolik hidroksil grubu bulunduran aromatik halka sayesinde yapisal olarak
giiclii bir antioksidan 6zelligine sahiptir (Akkus 1995). Sekil 1.1°de goriildiigii gibi
fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka vitaminin kimyasal yapisindaki
aktif kisimdir ve vitaminde antioksidan oOzelligin gorildigi kisimdir (Keskin ve

Erkmen 1987).

a—tokoferol

Sekil 1.1. a-Tokoferoliin kimyasal yapis1 (Keskin ve Erkmen 1987).



Vitaminlerin temel gorevleri membrandaki fosfolipitlerin perokdisasyonunu ve hiicre
membraninin hasar gérmesini engeller. Lipofilik 6zelligi sayesinde E vitamini hiicre
membrani igeriSinde yer alir (Gey et al. 1991; McNeil et al 2004). E vitamini hiicre
membraninda yer alan serbest radikal molekiilleri ve membran fofolipitlerinde bulunan
doymamis ¢oklu yag asitlerinin zararli etkisini Onleyen koruyucu role sahiptir. o-
Tokoferol, HO', O,", lipid peroksil (LOQO") gibi bazi radikalleri de temizlemektedir. a-
Tokoferol lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarina son verir. Bunu da lipid peroksil

radikallerini yok ederek gerceklestirir.

Lipid peroksidasyonun baslamasini engelleyen mekanizma asagidaki gibidir.

LOO’ + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O’ dir (Baskin and Salem 1997; Carr et
al. 2000).

(Lipid peroksil radikali) (tokoferoksil radikali)

Tepkimede olusan tokoferoksil radikali sabit kalir ve bu nedenle lipid peroksidasyon

reaksiyonunu baglatmak i¢in yeterli aktiviteye sahip degildir.

Tokoferoller 50-100 mg/l konsantrasyon araliginda maksimum antioksidan etki
gosterirler. Antioksidan etkisiyle E vitamini, kolayca oksitlenen farkli bilesiklerin

oksidasyonuna ugramasina engel olmaktadir (Baysal 1990).

Bitki doku kiiltiirii, bitkilerin steril kosullarda yapay besi ortamlarinda gelistirilmesi
islemidir. Doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanilarak, bitkiden alinan herhangi bir parca
(eksplant) ile kisa siirede bitkinin istenen kisimlarinin veya tiim bir bitkinin ¢ogaltim1
miimkiindiir. Ayrica, in vitro sartlarda hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere, diisiik
sicakliga, tuzluluga ve kurakliga dayanikli veya toleransli hiicre secgimleri

yapilabilmektedir (Karaca ve Biiriin 1999; Babaoglu et al. 2001).



Bitki hiicrelerinde in vitro kiiltiirii ile uygun ortamlar hazirlanarak doku ve organlar
tizerinde istenilen karakterler belirlenip, yeni bitki eldesi saglanmaktadir. Bu teknik ile
ayn1 zamanda, arzulanan fenotipik biiylimelerin ve selektif ajanlarin kullanilmasiyla da

istenilen toleransin uyarilmasi saglanmaktadir (Purohit et al. 1998).

Genellikle in vitro kiiltirde NaCl (tuza toleranslilik), PEG ve manitol (kuraga
tolerashilik), fungal kiiltiir filtrat1 veya fitotoksinler kullanilan selektif ajanlardir. In vitro
seleksiyon teknigi bitkilerde secici olarak tuzun kullanilmasiyla, arzu edilen
genotiplerin  hayatta kalip Dbiiylimesiyle tuz stresini toleransla genotiplerin
belirlenmesinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Kiiltiir ortamindaki nispeten yiiksek
tuz seviyesini tolere etme kabiliyetlerinde varyasyon gozlenen ¢ok sayida bitki
materyali (kallus, siipansiyon kiiltiirii, somatik embriyo kiiltiirii, siirgiin kiltiirti vb.) bu
amag i¢in kullanilmaktadir. Bu tiir cogu ¢alismalarda kimyasal olarak NaCl tuzu basaril

bir sekilde kullanilmistir (Woodward and Bennett 2005).

Diinya da ve Tirkiye de yetistiriciligi en fazla yapilan bugday bitkisinde in vitro
sartlarda ki caligmalarda 6nemli bir asama olan kallus kiiltiirii icin eksplant kaynagi
olarak siirgiin ucu, mezokotil, yaprak segmentleri, apikal meristemler, olgunlasmamig
cicek durumu, anterler, olgunlagmamis embriyolar, tohumlar ve olgun embriyolarin
eksplant olarak kullanildig1 ¢esitli arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Ozias-Akins and
Vasil 1982; Yurkova et al. 1982; McHughen 1983; Redway et al. 1990; Viertel and
Hess 1996; Bahieldin et al. 2000; Ingram et al. 2000; Bohorova et al. 2001; Delporte et
al. 2001; Mendoza and Kaeppler 2002; Li et al. 2003; Shah et al. 2003; Haliloglu and
Baenziger 2003b; Haliloglu and Baenziger 2003a; Patnaik and Khurana 2003; Li et al.
2003; Zale et al. 2004; Haliloglu and Baenziger 2005; Haliloglu 2006; Filippov et al.
2006; B1 et al. 2007; Aydin et al. 2011). Bu eksplantlardan en fazla kullanilanani

olgunlagsmamis embriyolardir.

Olgunlasmamis embriyolarin en 6énemli sorunu dondr bitkiden yalnizca belirli donemde
temin edilisi ve kislik olan g¢esitlerde vernelizasyon ihtiyacinin giderilmesi ig¢in

kontrollii kosullara ve seralara ihtiya¢ duyulmasidir. Bu sartlarda da daha uzun bir



zamana ve daha fazla finans giiciine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sorunlara karsin, olgun
embriyolarn kaynagi olan tohumlar, kolay temin edilebilmeleri ve yine kolay
depolanabildikleri i¢in yil igerisinde her donemde ¢alisma imkani saglamaktadir.
Endosperm destekli olgun embriyolar, tohumdan direkt olarak elde edilen olgun
embriyolar ve ince embriyo pargalari bitki rejenerasyonu ve kallus olusturmada eksplant
kaynagi olarak basarilt bir sekilde kullanilmistir. Endosperm destekli olgun
embriyolarin bitki rejenerasyonu bakimindan daha iyi oldugu yapilan calismalarda
bildirilmistir (Ozgen vd 1998; Delporte et al. 2001; Delporte et al. 2001; Mendoza and
Kaeppler 2002; Patnaik and Khurana 2003; Li et al. 2003; Zale et al. 2004; Filippov et
al. 2006; Aydin et al. 2011; Aydin et al. 2011).

Bu arastirmada, Kirik bugday ¢esidinin olgun embriyo kiiltiirtinde in vitro sartlarda tuz

stresine toleransta a-tokoferol uygulamasinin etkisi incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diinya niifusunun hizla artmasina ragmen, tarim arazilerinin sinirlt olmast ve ekilen
tarim irlnlerinden yeterli miktarda verim alinamamasi insan hayatinin beslenmesi

acisindan temel sorunlarin basinda gelmektedir (Siizer 1992).

Bugday, insan beslenmesinde tarim iiriinleri i¢inde ilk sirada yer almaktadir. Ekmegin
ham maddesi olmasi, depolamasinin kolay olmasi, besin degerinin ve adaptasyon

kabiliyetinin yiiksek olmas1 bugdayin 6nemini géstermektedir (Kiin 1983).

Yiksek trin verimi modern tarmmin O6nemli hedeflerinden biridir. Ancak, bitkisel
tiriinleri etkileyen tuzluluk ve kuraklik gibi stres faktorleri tirlinlerin verim ve kalitesini

olumsuz yonde etkilemektedir.

Stres, biyotik ve abiyotik cevre faktorlerinin etkisiyle bitkilerde meydana gelen
degisimler olarak ifade edilmektedir. Bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz yonde
etkileyen stres, bitki ve organlariin 6liimiine ayrica iriiniin kalitesini ve verimini de
etkilemektedir. Genetik adaptasyon derecesine ve cevre sartlarina bagl olarak stres
faktorleri bitkilere farkli diizeyde zarar vermektedir (Dubey 1994). Cesitli stres
faktorlerinin etkisiyle bitkilerde elde edilecek {irlin miktarinda ortalama olarak %65-87

arasinda azalmalar meydana gelmektedir (Levitt 1981).

Tuzluluk ve kuraklik gibi abiyotik stres faktorleri bugday verim ve kalitesini olumsuz
yonde etkilemektedir. Tuzlulugun olumsuz etkileri daha ¢ok diinyanin ve tilkemizin
besin gereksinimini karsilamakta ilk sirada yer alan basta bugday olmak iizere tahil

cinslerinin tiretildigi yari-kurak ve kurak bolgelerde ortaya ¢cikmaktadir.

Hiicre membranlar1 tuzun zarar verdigi ilk bolgelerdir (Mansour 1997). Abiyotik stres
faktorlerinin ilk belirtisi, hiicre membranlarin hasar gérmesiyle ortaya ¢ikar (Holmberg

and Biilow 1998). Tuz stresinde olusan bazi reaktif oksijen tiirleri hiicre zarindaki
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lipidlere saldirmasi sonucu zarda lipid oksidasyonu meydana gelir (Parida and Das
2005) ve hiicre membranlarinin yapist bozulur. Tuzluluk sartlarinda, hiicre membran
hasarmin tuza duyarli formlarda daha fazla oldugu bildirilmistir (Mansour and Salama
2004). Nitekim, Wahid et al. (2005), MH-97 ekmeklik bugday genotipinde tuz stresinde
hiicre hasarina bagl olarak elektrolit sizintisinin arttigini ve hiicre membran hasarinin

strese duyarlilik indeksi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Sairam et al. (2002), Tuzluluga toleransli (Kharchia 65) ve hassas (HD 2687)
genotiplerini uzun siireli NaCl stresine (6.85 dSm™) biraktiklar ¢alismada NaCl’nin her

iki genotipte de hiicre membran hasar oranini arttirdigini bu hasarin tuza hassas olan

HD 2687 (%44.5) daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Faroog and Azam (2006), bugday genotiplerinin tuzluluga toleransini belirlemek igin
yaptiklar1 ¢alismada NaCl’'nin 0, 100, 150, 200 ve 250 mM konsantrasyonlarini
kullanmiglardir. Hiicre membran aktivitesi bakimindan genotiplerin  farklilik
gosterdigini, hiicre membran hasarinin tuza toleransli genotiplerin belirlenmesinde etkili

bir sekilde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Jamil et al. (2012), seker pancarinda yapmis olduklari ¢alisma NaCl’nin 4 farkli
konsantrasyonda (0, 4.7, 9.4 ve 14.1 dSm™) yapmis olduklari calismada, tuz
konsantrasyonu artisina bagli olarak hiicre membran hasarinda artis oldugu ve nispi su

iceriginde de azalmanin meydana geldigini bildirmislerdir.

Jamali et al. (2015), tuza toleransli (Arg, Bam, Sistani ve Singh) ve hassas (Bahar,
Ghods, Marvdasht) ekmeklik bugday genotiplerini kullanarak yapmis olduklar
calismada, saksida gelistirdikleri bugday genotiplerini tuzlu su (NaCl) ile sulamiglardir.
Arastirmada genotipler arasinda nisbi su igerigi bakimmdan fark olmadigin1 ancak

membran hasar oraninin dayanikli ¢esitlerde daha az oldugunu bildirmislerdir.

El-Bassiouny and Bekheta (2005), Giza 168 ve Gimeza 9 adli iki bugday genotipini
kullanarak yapmis olduklar1 ¢galismada 21 giinliik bitkileri 0, 2000, 4000, 8000 ve 12000
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mg/l NaCl konsantrasyonlarinda tuz stresine maruz birakmislardir. Arastirma
sonucunda, tuz stresinin her iki genotipte de nisbi su igeriginde azalmaya neden

oldugunu, bu azalisin Giza 168 genotipinde daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Ghogdi et al. (2012), Neishabor, Sistani (tuza toleransli), Bahar ve Tajan (tuza duyarli)
ekmeklik bugday genotiplerinde bazi fizyolojik Ozellikler {izerine tuzun etkisini
belirlemek i¢in yapmis olduklari ¢alismada bitkiler 4-6 yaprakli donemde 1:10 oraninda
kalsiyum klorit ve sodyum Kkloritle olusturulmus 4 farkli tuz seviyesinde (1.3, 5, 10, 15
dSm™) strese maruz birakilmislardir. Tuz stresinin tiim genotiplerde nisbi su igeriginde
azalisa neden oldugunu ve bu azalisin duyarli genotiplerde daha fazla oldugunu

bildirmislerdir.

Chahine et al (2013), yedi adet makarnalik bugday genotipi (Azizi, Jenah Khotifa,
Hmira, Swebaa Eljia, Karim, Om Rabia ve Oued Zeneti) kullanarak yaptiklari
calismada bitkileri tek yaprakli dénemde 100 mM NaCl’de tuz stresine maruz
birakmiglardir. Arastirmada tuz stresinde genotiplerin tamaminda nisbi su igeriginde

azalisin oldugunu bildirmislerdir.

Bitki i¢in en temel ve hayati satha tohum ¢imlenmesidir. Tuzlulugun tohum ¢imlenmesi
tizerine olumsuz etkileri bir¢ok bitki {izerinde yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Essa
2002; Essa 2002; Jabeen et al. 2003; lbrar et al. 2003; Ulfat et al. 2007; Mutlu ve
Buzcuk 2007; Carpici 2009; Xu et al. 2011; Khodarahmpour et al. 2012). Yine, tuz
stresi ¢ok farkli yollarla ¢imlenmeyi etkilemektedir. Tuzluluk ortamin ozmotik
potansiyelini degistirerek tohumun su alimini1 engellemektedir (Khan and Weber 2008).
Ayrica, hormonal dengenin bozulmasina (Khan and Rizvi 1994), toksititeye (Gomes-
Filho et al. 2008) ve protein metabolizmasinin degismesine neden olmaktadir (Yupsanis
et al. 1994; Dantas et al. 2007).

Tuz stresi bitkilerde 6nemli derecede biiyiime ve gelisimi azaltmaktadir. Tuz stresinin
ilk etkisi bitki su iligkisini diizenleyen toprak soliisyonunun ozmotik potansiyeline olan

etkisidir. Su stresi ile benzer bir etkiyi yapmaktadir (Munns 2002). Tuzlulugun bitki
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biiyiimesi lizerine olan etkisi bitkilerin maruz kalma siirelerine gore degismektedir.
Munns (2002)’a gore bitkilerin tuza maruz birakilmasinin ilk saniyelerinden ve ilk
dakikalarindan itibaren hiicreler su kaybederek kiigiilmektedir. Ilerleyen saatlerde bitki
hiicrelerinin tekrar eski halini almasina karsin tuza maruz kalan hiicrelerde tuz stresi
nedeniyle hiicre uzama oraninda azalmalar meydana gelmekte ve bu durum yaprak ve
kok biiylimesinde azalmalara neden olmaktadir. Takip eden giinlerde hiicrenin bdliinme
safhalar1 etkilenmektedir. Ayrica haftalar sonra vejetatif gelismeyi, aylar sonra ise
bitkide iireme doneminde degisimlere neden olur. Munns (2005), tuz stresinin bitkiler
lizerine olan etkisini hizli ve yavas olmak tiizere iki farkli evrede etkili oldugunu
bildirmistir. ilk olarak ozmotik etkiye bagl olarak (ozmotik stres) ortaya ¢ikan hizl
evre ve ikinci olarak yapraklarda tuz birikimi (tuz toksisitesi) nedeniyle olusan yavas
evredir (tuza spesifik stres). Bu evreler sonunda toplam fotosentetik yesil alan
azalmasina neden olan yaprak oliimleri ortaya ¢ikmakta ve sonug olarak verimde diisiis

meydana gelmektedir (Munns 2002).

Yapilan bir¢ok caligmada bitkilerin 6zellikle ¢cimlenme ve erken gelisme donemlerinin
tuz stresine ¢ok daha hassas oldugu bildirilmistir (Munns 2002a, 2005). Mozafar and
Goodin (1986), TAM W-101 ve Sturdy ekmeklik bugday ¢esitlerini kullanarak yapmis
olduklar1 ¢aligmada farkl tuz cesitleri (NaCl, NaNOjs, Na,SO4, NaHCO3, Na,COs, ve
Ca(NOs);) ve konsantrasyonlarin1 (0, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16, ve 0.32 mol/l)
kullanmiglardir. 0.02 ve 0.04 mol/l tuz konsantrasyonlarinin her iki gesitte de
c¢imlenmeyi tesvik ettigini bildirmislerdir. Yine ayni arastirmada TAM W-101 ¢esidinin
kok gelisimi ve ¢imlenmesi agisindan tuz stresine de daha dayanikli oldugunu tespit
etmislerdir. Arastirma sonucunda, kok ve siirglin kistmlarinin farkli tuz cesitlerine gore
degisik hassasiyette oldugunu ve NaHCO3 ve Na;COj3, NaCl’ye gore tohum ¢imlenmesi
i¢in daha fazla toksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Hampson and Simpson (1990), yazlik Katepwa ekmeklik bugday c¢esidinde yapmis
oldugu calismada NaCl ve Na,SOy ile olusturmus oldugu -0,3 MPa’dan diisiik ozmotik

potansiyellerde ¢imlenmenin ertelendigini ve daha yavas oldugunu ve iizerindeki
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ozmotik potansiyellerde ise engelledigini bildirmislerdir. Yine bu etkinin yiiksek

sicaklikta daha da fazla oldugunu belirlemislerdir.

Prakash and Sastry (1992), yaptiklar1 ¢alismada tuz stresinin 22 bugday c¢esidinin
¢imlenmesi ve gelisimlerine olan etkilerini arastirmak i¢in farkli miktarlarda (0, 5, 10 ve
15 g/l) NaCl bulunan Hoagland besi soliisyonu ile 1 ve 5. giinlerde petrileri sulamislar
ve 4 gilin boyunca (20 °C) karanlikta tutup daha sonra 6 giin aydinlik ortamda
tutmuglardir. 5. giinde ¢imlenme yiizdesini; yas ve kuru agirhilart ile koleoptil
uzunlugunu 10. giinde belirlemislerdir. Tuz konsantrasyonlar1 ve genotipler arasinda
onemli bulunan interaksiyonlarda, koleoptil uzunlugunda artan tuz konsantrasyonu ile
azalma oldugunu ancak ¢imlenme yiizdesinde ise Onemli bir diislisiin olmadigini
belirlemislerdir. Tuz konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak yas agirliktaki
azalmanin yam sira yas ve kuru agirhiginda yiiksek tuz konsantrasyonlarinda énemli
Olciide azaldigmi, bu durumun nedeni olarak da tuzun besin maddesi alimini ve kok

gelisimini engelleyici roliinlin neden olabilecegini bildirmislerdir.

Khan et al. (1997), yerel varyetelerden secilmis 9 ¢eltik ¢esidinin tohumlarini 0, 50,
100, 150 ve 200 mM seviyesinde 5 degisik tuz soliisyonu hazirlayarak filtre kagitlart
bulunan petrilerde ¢imlendirme testine tabi tutmuslardir. In vitro sartlarda 24 saat arayla
9 giin boyunca tiim petrilere esit miktarda soliisyon uygulanarak c¢imlenen tohum
sayilar1 alinmistir. Kontrol (0 mM)’de ¢imlenme 2. giinde baslarken tuzun ¢imlenmeyi
geciktirici etkisinden dolay1 artan tuz dozlarina bagl olarak ¢imlenmelerin 3, 4 ve 6.
giinlere sarktig1 gézlemlenmistir. Cimlenme yiizdesi ile artan tuz dozlari arasinda ters
orantinin oldugu belirlenmistir. Yine ayni c¢alismada tuz seviyesi ile kuru agirlik

arasinda negatif korelasyon belirlenmistir.

Rodriguez et al. (1997), 50, 100 ve 150 mM yogunlugunda filtre kagitlar1 arasinda
cimlendirilen hibrit misir tohumlarina tuz uygulamislardir. Fidelerin koklerinde aniden
(sok) veya alistirarak (dereceli) ortama verilen tuza olan tepkiyi incelemislerdir. Iki
gruba ayrilan ¢alismada bir gruba istenen tuz direkt olarak verilirken diger gruba her

gin 25 mM tuz ilave edilerek istenen konsantrasyona kademeli olarak gelinmistir.
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Ortama aniden verilen tuz dozu biiyiimeyi hemen durdururken kademeli olarak verilen
tuz dozlarinda kok uzamasi 100 mM diizeyine kadar kontrol uygulamalarina gore pek
bir farklilik gostermemistir. Gelisme ve biiylimenin oldugu daha ¢ok apikal kisimlarda
gerceklestirilen incelemelerde tuz sokunun organik (fruktoz, sukroz, glukoz ve prolin),
inorganik (Cl, K, Na) ¢ozelti potansiyelinde ve su seviyesinde dnemli diizeyde azalisa

neden oldugunu bildirmislerdir.

Shigong et al. (1999), secilen tuza hassas ve tuza dayanikli farkli 4 bugday ¢esidinde
%1.2 seviyesindeki (NaCl) tuzluluga, 0.2 g/ aspirin veya 0.1 g/l salisilik asit eklenerek
ortama vermis olduklar1 tepkileri incelenmistir. Tohumlara ¢imlendirme testi
uygulanmis ve gesitlere gore tuzun degisen diizeylerde ¢imlenmeyi azalttigini ancak
tuzlu ortama eklenen aspirin ya da salisik asitin enzim faaliyetini ve ¢imlenme oranini

arttirdigini belirtmislerdir.

Konak vd (1999), ekmeklik ve makarnalik bugday genotiplerini degisik tuz
konsantrasyonlar1 igeren (0, 8, 16, 24 mmhos/cm) Hoagland besin soliisyonunda strese
maruz birakmislardir. Calismada fide boyu, kdk boyu, siirme giicii, kuru fide agirhigi,
kuru kok agirligi, toplam kuru agirlik ve tuz stresine tolerans indeksi gibi bazi 6zelileri
belirlemiglerdir. Arastirma sonucunda Basribey-95, Cumhuriyet-75 ve Seri-82
cesitlerinin tuza dayanikli bulundugu, Kasitbey, Gonen ve Kakli¢ ¢esitlerinin de tuza

duyarli olduklarini belirtmigledir.

Akbari et al. (2007), artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak NaCl’nin 3 farkli
ekmeklik bugday genotipinde (Mahdavi, Pishtaz ve Shiraz) ¢imlenme orani, kok
uzunlugu, hipokotil uzunlugu ile siirglinlerin taze ve kuru agirliginda azalisa neden
oldugunu ve genotipler arasinda bu oOzellikler bakimindan farklilik oldugunu tespit

etmislerdir.

Arfan and Muhammad (2007), bugdaya uygulanan 150 mM NaCl konsantrasyonunun
tohum ¢imlenmesinden bitki gelisimine kadar olan fizyolojik siirecte yas agirlik, kuru

agirlik ve yaprak miktarinda azalmaya sebep oldugunu belirlemiglerdir.
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Sayar et al. (2010), makarnalik bugday tizerine NaCl ile olusturulan farkli ozmotik
potansiyellerin (-0.2, -0.4, -0.6 ve -0.8 MPa) ¢imlenme, ¢imlenme giicii ve ¢im geligimi
tizerine olan etkisini incelemislerdir. NaCl’nin, ¢imlenmeyi olumsuz yonde etkiledigini

rapor etmislerdir.

Almansouri et al. (2001), iki farkli makarnalik bugday c¢esidinde yapmis oldugu
calismada (Belikh ve Cando) diisiik ve orta konsantrasyondaki NaCl’nin ¢imlenmeyi
geciktirdigini, yiiksek konsatrasyonlarinin ise ¢imlenme yiizdesini azalttigini

bildirmislerdir.

Kumar et al. (2012), tuzlulugun bugdayda ¢imlenme, biiyiime, verim ve verim
Ozellikleri tlizerine olan etkisini ¢alismiglardir. Bu g¢alismada 8 bugday genotipinin
(KRL1-4, K8434, K88, K9644, K9465, K9006, HD 2733 ve HD 2329) tuza tolerans (3,
6, 9 ve 12 dSm™) diizeyleri incelenmistir. En diisiik tuz konsantrasyonun (3 dSm-'),
¢imlenme, biiylime ve verim parametrelerini etkilemedigini, daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarin ise ¢imlenme, biiylime ve verimi azalttigini belirlemislerdir. Yine
ayni c¢alismada, K9644 ve K9465 genotipleri tiim bu o6zelliklerde maksimum diisiis
gosterdigi, K9006, K8434, KRL1-4, K88 ve HD2733 genotiplerinin ise daha yiiksek tuz

konsantrasyonlarina karst dayaniklilik gdsterdigini tespit etmislerdir.

Tuz stresinin bitki lizerindeki en 6nemli etkilerinden biri de biiylime hizin1 azaltmasidir.
Moud and Maghsoudi (2008) ekmeklik bugdayda yaptiklart bir ¢alismada iki farkli tuz
konsantrasyonunun (9 ve 15 dSm™ NaCl) koleoptil ve kok gelisimi iizerine olan etkisini
incelemislerdir. Arastirma sonucunda tuz stresinin koleoptil ve kok gelisimini azalttiginm

belirlemislerdir.

Akhtar et al. (2015), tuz stresi altinda bugdayin (Triticum aestivum) verim, fizyolojik
ozellikler ve biiyiime gelisimi iizerine olan ektisini incelemek i¢in yiiriittikkleri bir
caligmada bitkiler 3 farkli tuz konsantrasyonuna (0, 25, 50 mM NaCl) maruz
birakilmigtir. Calisma sonunda en yiiksek tuz konsantrasyonu ile (50 mM NaCl)

sulamasi yapilan tiim bitkilerin 61diigl goriilmiistiir.
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Kaydan ve Yagmur (2006), bugday (Triticum aestivum L.) bitkisine uyguladiklar1 8
dSm—! tuz dozunun fidelerin ¢ikis orani, fotosentetik pigment igerikleri, toprak alt1 ve

toprak tstii kuru agirliklarini azalttigini bulmuslardir.

El-lethy and Reda (2013), tuzluluk stresi altinda makarnalik bugday gesitlerine
potasyum uygulamasinin etkisini incelemek icin 3 farkli konsantrasyonda NaCl (40, 80,
120 mM NaCl) ve 2 dozda potasyum (25, 150 mg K,O/kg) uygulamiglardir. Caligma
sonunda elde edilen verilere gére 120 mM NaCl uygulamasi yapilan bitkilerde kuru ve

yas agirlik ve bitki boyu 6zelliklerinde 6nemli azaliglar goriilmiistiir.

Kok ortamindaki tuz miktarinin artisi yaprak su potansiyelinde azalisa neden olmakta ve

bu yilizden bitkide birgok siire¢ etkilenmektedir (Romero-Aranda et al. 2001).

Tuz stresinin fotosentezde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Fisarakis et al. 2001).
Tuzlulugun bitki iizerindeki etkisi tuz konsantrasyonuna, bitki tiirline ve genotipe
baglidir. Tuz sartlart altindaki bitkilerin fotosentezindeki azalma su potansiyeli
azalmasindan kaynaklanmaktadir. Fotosentez, kloroplastlarda yiiksek Na® ve CI

birikimiyle kisitlanir.

Fotosentetik elektron tasinimi, tuz stresine nispeten duyarsiz oldugu i¢in ya karbon
metabolizmast ya da fotofosforilasyon tuzluluk stresinden daha fazla
etkilenebilmektedir (Sudhir and Murthy 2004). Fotosentez ve verim arasinda pozitif bir
iliski vardir (Pettigrew and Meredity 1994).

Tuz stresi sartlar1 altindaki stoma iletkenligindeki azalma karboksilasyon dongiisii i¢in
kullanilabilir ve CO; kisitlamasiyla sonuglanir (Brugnoli and Bjorkman 1992). Bu da
stomal kapanmayla sonuglanir ve terleme boyunca atilmasi gereken su atilamaz ve
kloroplast aktivitesi degisir. Bitkilerdeki yiiksek stoma kapanmasi, yapraklarda CO;
tutulumu artisina sebep olur ve bu da fotosentetik dongiiyii zorlagtirir (Maxwell and

Johnson 2000).
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Tuz stresi altinda fotosentezdeki azalma sadece stoma kaynakli degil ayn1 zamanda
stoma dis1 faktorlerden etkilenmektedir. Tuz stresi fotosentetik enzimlere, klorofile ve

karotenoidleri de etkilemektedir (Stepien and Klobus 2006).

Giines vd (1997), Ulkemizde genel olarak iiretilen alt1 farkli bugday ¢esidinin (Kirag-
66, Bezostaja-1, Gerek-79, Kiziltan-91, Cakmak-79 ve Bolal-2973) tuza toleranslarini
incelemiglerdir. Bu nedenle topraga 68 mmol/kg tuz (NaCl) uygulamislardir. Farkli
bitkisel parametreler kullanilarak tuz uygulanan ve uygulanmayan topraklarda
yetistirilmis olan bugday varyetelerinin duyarliliklarin1 kiyaslamislardir. Elde edilen
arastirma verilerine gore Gerek-79, Bolal-2973 ve Bezostaja-1 gesitleri digerlerine gore
tuza daha toleransli bulunmus ve stres sonucunda Cl ve Na icerikleri diger varyetelere
nazaran daha distk, klorofil, potasyum ve prolin igeriklerinin de daha yiiksek

bulundugunu tespit etmislerdir.

Gupta et al. (1999), bes farkli bugday genotipinde tuz stresinin etkilerini inceledikleri
calismada toleransl ¢esitler disinda tiim genotiplerde klorofil a’nin klorofil b’ye oranla

daha fazla azaldigini belirlemislerdir.

Celtikte (Oryza sativa) yapilan bir ¢alismada (Amirjani 2011) tuzun (200 mM NaCl)
yapraklardaki Klorofil b igerigini %41, Klorofil a igerigini ise %33 azalttig
belirlenmistir. Yine celtik {izerinde yapilan baska bir ¢alismaya goére 100 mM NaCl
uygulamasi yapilan bitkilerde kontrolle karsilastirildiginda Klorofil a, b ve Karotenoid

iceriklerinde sirasiyla %30, %45 ve %36 azalma gozlenmistir (Chutipaijit et al. 2011).

Tuzluluk, bitkilerde besin elementi dengesizligine yol a¢maktadir. Besin elementi
dengesizliginin muhtemel sebebi tuz stresinin besin elementlerinin  alimina,
elverisliligine ve bitki igerisindeki taginimina ve dagilimi {izerine olan olumsuz
etkisinden kaynaklanmaktadir. Caligmalar tuzlulugun, bitkide N birikiminde azalmaya
neden oldugunu gostermistir. Tuzluluk sartlar1 altinda N alimindaki azalma Cl ve
NOs ve/veya Na' ve NH," arasindaki etkilesim yoluyla iiriin verim ve biiyiimesinde

azalmaya sebep olur. Ozellikle NO3~ ve CI™ arasinda antagonistik bir etki olup tuzlu
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kosullar altinda su alimimi da azaltmaktadir (Rozeff 1995). PO4O3; ’iin aktivitesini
azaltan iyonik kuvvet etkisi, toprak soliisyonundaki sorbsiyon tarafindan siki bir sekilde
kontrol edilmesi ve Ca-P minerallerinin diisiik ¢6zliniirliigii nedeniyle tuzlu topraklarda
fosfor yarayisliligi azalmaktadir (Qadir and Schubet 2002). Farkli bitki tiirlerinde
yapilan ¢alismalar ekstra Na' nimn yiiksek seviyesinin hem K* hemde Ca**un bitki
dokularinda konsantrasyonunda azalmalara neden oldugu belirlenmistir (Hu and
Schmidhalter 1997, 2005; Asch et al. 2000). Bitki dokularindaki K
konsantrasyonundaki azalmanim ana nedeni koklerin alim bolgelerindeki Na* ve K™’ nin
antagonistik etkisi nedeniyle meydana gelmektedir. Yine Hu and Schmidhalter (1997)
Triticum aestivum yapraklarinda tuz stresinin Mg konsantrasyonunda azalmalara
neden oldugunu bildirmislerdir. Tuzlu topraklarda mikro elementlerin yarayisliligi
mikro elementlerin ¢dziinebilirligine, toprak soliisyonun redoks potansiyeline ve
organik ve inorganik parcacik ylizeylerindeki baglanma bdlgelerinin dogasina baghidir.
Ayrica bitki tiirline ve tuz stresinin seviyesine bagli olarak tuz stresi mikro element
konsantrasyonunu farkli bir sekilde etkileyebilir (Oertli 1991). Mikro besin elementi
eksikligi yiiksek pH nedeniyle tuz stresi altinda ¢ok yaygindir (Zhu et al. 2004).

Alpaslan vd (1998), alt1 ¢eltik ¢esidi (Kros 424, Baldo, Ribe, Serhat 92, Rocca ve Tri-
445) ve yogun olarak iilkemizde iiretimi yapilan alti bugdayda (Bolal, Cakmak-79,
Kiziltan, Gerek-79, Kirag-66 ve Bezostaya-1) tuz stresinde Fe, P, Ca, Zn, Cu ve Mn
iceriklerindeki meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Tuz stresinin bitkilerde
gelisimi sinirlandirdigl, bu baglamda Kros 424 ve Tri-445 celtik cesitlerinde P
iceriginde artisa neden oldugu, Kiziltan bugday cesidinde ise P igeriginde azalmaya
neden oldugu belirtilmistir. Tuzluluga bagh olarak ¢eltik ¢esitlerinden Rocca ve Tri-
445°de, bugday gesitlerinden Bolal, Kirag-66 ve Gerek-79 da Fe igerigi azalirken,
Serhat 92, Ribe, Baldo ve Kros 424 celtik ¢esitleri ile Bezostaya-1 ve Cakmak-79

bugday ¢esitlerinde ise arttigin1 gézlemlemislerdir.

Almansouri et al. (1999), tic makarnalik bugday varyetesinde kademeli dozlarda ve ani
olarak tuz uygulamasi yaparak c¢imlenme donemine olan etkilerini arastirmislardir.

Steril edilen tohumlar filtre kagitlarinda ¢imlendirilip 7 glin sonunda havalandirilmis ve
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homojen s1vi ortamlarda biiylitmiislerdir. 21 giin sonra baslanan tuz uygulamasini tek
dozda ya da kademeli olarak giinliik 25 mmol/I artisla (0, 50, 100 ve 150 mmol/l NaCl)
baslamiglardir. Her iki uygulama sonunda Orneklerde yapilan kok ve siirgiin
incelemelerinde stres nedeniyle K orani, yaprak ozmotik potansiyeli ve biiylime hizinda
azalma oldugu, ¢oziinebilir seker miktari, prolin ve Na® oranmin arttigini
bildirmislerdir. Ortaya ¢ikan bu etkilerin tek doz olarak verilen ani tuz uygulamasinda
daha fazla oldugu ve bu uygulamanin diger tuz uygulamasi olan kademeliye goére daha
fazla zarar verici oldugunu tespit etmislerdir. Tuz uygulamalar1 arasindaki Slgiilebilir
farkliliklar dikkate alinarak, genotiplerde adaptasyon mekanizmasimi kademeli tuz
uygulamasiin gelistirdigini diistinmiisler, fakat bu durumun belirlenen kriterlere, stres

diizeyinin biiytikliigiine ve en dnemlisi de genotiplere bagl oldugunu bildirmislerdir.

Eker et al. (2006), tuz stresinin hibrit misir (Zea mays L.) ¢esitlerinde kuru madde
tiretimi ve iyon birikimi {izerine etkisini incelemek i¢in yiiriittiikkleri bir ¢alismada
toplam 19 adet hibrit misir ¢esidini biliylimenin erken doneminde tuz stresine maruz
birakmislardir. Besin ¢ozeltisine 250 mM NaCl uygulanmistir ve bu uygulama hasattan
6 gilin once yapilmistir. Ardindan 17 gilin yetismeden sonra yesil aksam ve kuru kok
madde verimi, yaprak zarar orani, yesil aksam ve kokte potasyum, sodyum ve kalsiyum
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Yaprak zarar siddetine gére Maverik en toleransli,
C.7993 ise en duyarli ¢esitler olmustur. Toleransi en diisiik olan C.7993 ¢esidi, en
dayanikli olan Maverik c¢esitine gore yesil aksaminda 4 kat daha fazla Na

konsantrasyonuna sahip olmustur.

Ghogdi et al. (2012), ekmeklik bugdayda tuzlulugun bazi fizyolojik 6zelliklerine olan
etkisini incelemek i¢in yiiriittiikleri bir ¢alismada tuzluluk bitkiye, kalsiyum klorid ve
sodyum kalsiyum (1:10) yoluyla, 4 dozda (kontrol 1,3 dSm—' ve 5, 10, 15 dSm—")
uygulanmustir. Tuza toleransli Sistani ve Neishabour ¢esitleri ve tuza hassas olan Tajan
ve Bahar ¢esitleri kullanilmistir. Klorofil (b) icerigi, yaprak su igerigi, sodyum ve
potasyum igerikleri ve K'/Na" orani, toplam tane verimi ve tanelerin kimyasal igerikleri
belirlenmistir. Tuz stresi su igerigi, K* icerigi, K’/Na" oran1 ve tane verimini azaltmis

ancak Na' icerigini tim genotiplerde ve filizlenme ve ¢igeklenme safhalarmin her
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ikisinde de artirmistir. Cigeklenme orani diisiis gostermesine ragmen klorofil igerigi
artls gostermistir. Sistani ve Neishabour cesitlerinde tuz sartlar1 altinda K* igerigi,
K*/Na" orani ve su icerigi daha fazla bulunmustur. Bahar ve Tajan cesitlerinde ise her

iki safhada da klorofil b ve sodyum igerikleri daha fazla gézlenmistir.

Akram and Ashraf (2011), aygiceginde yaptiklari bir ¢alismada yiiksek tuz (NaCl)
konsantrasyonunun iyon toksisitesine neden oldugunu bildirmislerdir. Yine, Tufail et al.
(2013) yaptiklar1 bir ¢alismada musir (Zea mays) bitkisine uygulanan 120 mM’lik tuz
(NaCl) konsantrasyonunun bitkilerin besin aliminda azalmaya sebep olarak iyon

toksisitesini arttirdigini belirlemislerdir.

Fotosentez ve verim arasinda pozitif bir iliski vardir (Pettigrew and Meredity 1994).

Dolaysiyla tuz stresi iiriin verimini etkileyen dnemli stres kaynaklarindan biridir.

Tuz toleransi, elektriksel iletkenlik esik degeri ile bu degerin iizerindeki her elektrik
iletkenlik degeri i¢in verimdeki yiizde azaligla belirlenir. Yapilan ¢aligmalar verimdeki
cesitliligin tolerans derecesi ve tuz konsantrasyonuna bagli oldugunu géstermistir (Mass

1986).

Yiiksek tuz kosantrasyonuna bagli olarak uzun siire tuz stresine maruz kalan bitki
yapraklarinda Na® ve CI birikimine ve yaprak o&liimlerine neden olmaktadir.
Vakuollerde biriken tuz miktarinin iistiindeki tuz dozlarina bagh olarak yaprak hasar1 ve
olime yol agmaktadir. Tuzluluga (10 mM NaCl) maruz birakilan geltik (O. sativa)
bitkisinde yapilan bir ¢aligmada (Khatun and Flowers, 1995) %38 oraninda tohum
tutmada azalma oldugu belirlenmistir. Ayrica, Dolatabadian et al. (2011) tarafindan
Glycine max bitkisinde yapilan ¢alismada tuz stresinin yaprak alanini etkilemedigi fakat
bitki boyu, kok agirligi, yaprak sayisi ve siirgiin gelisimini 6nemli derece olumsuz

yonde etkiledigi belirlenmistir.

Akram et al. (2002), farkli tuz konsantrasyonlarinin (2, 5, 10, 15, 20 dSm—!) bugdayda

verim ve verim Ogeleri iizerine olan etkisini incelemek icin yiiriittiikleri bir ¢caligmada
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tuzlulugun basak boyunu, basaktaki cicek sayisini, tane sayisini, bin tane agirligin ve
tane verimini azalttigini belirlemiglerdir. Bu azalma oranmin tuz konsantrasyonu ve

genotipe gore farklilik gosterdigini bildirmislerdir.

Shamsi et al. (2013), ii¢ bugday ¢esidinin (Chamran, Marvdasht ve Shakryar) tuz
stresine karsi verdigi biyokimyasal ve fizyolojik tepkiyi c¢alisnuslardir. Ug
konsantrasyonda yiiriitiilen (0, 6, 8 ve 16 dSm—") tuz stresi faktorlerine karsi alinan
sonuglara gore tuz konsantrasyonundaki artis, basaktaki yiizde tane oranini, bitkideki
yiizde tane oranini, dol veren bitki sayisini ve kardeslenme sayisini, bin tane agirligini,
bitki boyunu, tane verimini, biyolojik verimi, iiriin indeksini ve bitkideki su igerigini
azaltmistir. Fakat prolin ve suda ¢0zlinen karbonhidrat oranini arttirmistir. Yine ayni
calismada, tuzlulugun bitkideki olumsuz etkilerinden biri olarak ise Na® igerigindeki

artisa kars1 yapraklardaki K* bilesenlerinin azaldig1 belirlenmistir.

Amira and Qados (2009), tarafindan yapilan bir ¢calismada tuz stresi sartlarinda Sakha61
bugday genotipinin kimyasal bileseni ve verimi ilizerine Arjinin uygulamasinin etkisi
incelenmistir. Bitkiler 4 farkli tuz konsantrasyonu (2000, 4000, 6000 ve 8000 ppm)
iceren su ile sulanmistir. Arastirmada 6000 ve 8000 ppm’lik konsantrasyonlarla
uygulama yapilan bitkilerin tim verim Ogelerinde kontrol bitkileri ile

karsilastirildiginda 6nemli azalmalar oldugu goriilmiistiir.

Zheng et al. (2009), tarafindan ekmeklik bugdayda tuza toleransli (DK961) ve tuza
hassas (JN17) gesitlerini kullanarak yapilan bir ¢alismada, tuz stresinin (0, 50, 100 ve
150 mM NacCl) tane verimine ve kaliteye olan etkisi incelenmistir. Arastirma sonunda,
JN17 genotipinin tane verimi ve bin tane agirlig1 kontrol uygulamasina gore 150 mM
NaCl’de tane veriminde %79,6, bin tane agirliginda %28,3 azalis belirlenirken, DK961
genotipinde 150 mM NaCl’de tane veriminde %40,0, bin tane agirliginda ise %11,96
azalis oldugu belirlenmistir. Yine ayni arastirmada, kalitenin tuz stresinden etkilendigi

bildirilmistir.
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Turki et al. (2012), 39 tane yazlik, 16 tane kislik olmak iizere toplam 55 adet
makarnalik bugday genotipi kullanarak tuz stresinin tane verimine ve kaliteye olan
etkisini incelemistir. Arastirma sonunda tuz stresine bagli olarak 45 genotipin veriminde
ve kalitesinde Oonemli oranda azalislar gozlemlenirken, 10 tanesinin ise tuz stresine
toleranshi oldugu belirlenmistir. Yine ayni aragtirmada, kislik ¢esitlerin yazlik cesitlere

gore tuz stresine daha toleransli oldugu rapor edilmistir.

Nia et al. (2012), tuzlu (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 mol/l) ve tuzsuz topraklarda
tuzlulugun etkisinin bugday verim ve verim 6geleri lizerine olan etkisini incelemek i¢in
yaptiklar1 bir ¢alismada tuz stresinin bitkilerin saman agirligi, tane verimi, bitki ve
basak boyu, kok ve kardeslenme sayisi, basak agirligi, tohum sayisi ve bin tane agirlig

gibi 6zellikleri azalttigini gézlemlemislerdir.

Doku kiiltiirii teknigi son yillarda strese toleransh bitkiler gelistirmek icin uygun ve
diisiik maliyetli bir alternatif ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Bu teknik sinirli alan ve
zamanda kontrollii kosullarda c¢aligilabilir ve diisiik maliyette, hizli ve giivenilir bir
sekilde strese toleransli varyantlarin seleksiyonunda kullanilabilir (Sakhanokho and

Kelley 2009).

Karadimova and Djambova (1993), bir ekmeklik ve ii¢ makarnalik bugday ¢esidinin
olgunlagmamis embriyolarmi1 eksplant olarak kullandiklar1 in vitro tuz stresi
caligmalarinda meydana gelen kalluslar1 farkli tuz konsantrasyonlar1 iceren besi
ortamlarina aktarmiglardir. Artan tuz konsantrasyonlar ile (% 0, 0.3, 0.5, 0.7) iki alt
kiltiir uygulamas1 yaparak kalluslarin gelisme diizeyini, kalluslarin agirliklarini
karsilastirarak belirlemislerdir. Uyguladiklar1 tiim tuz konsantrasyonlarinda elde edilen
rejenere bitkileri tuz bulunmayan ortamlarda yetistirip tohuma gitmelerini
saglamiglardir. Calismaya alinan bugday bitkilerinin tohumlarini tuz igeren sivi besin
ortamlarinda yetistirerek %0.5 ve 0.7 tuz konsantrasyonlarinda dayanikli bulunan
bugday cesitlerinin yeni jenerasyonlarinin da tuz stresine dayanikli oldugunu tespit

etmislerdir.
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Winicov (1996), yapmis oldugu ¢alismada tuza toleransli ve tuza hassas oldugu daha
onceden belirlenmis olan bes ¢eltik c¢esidinde hiicresel diizeyde tuza toleransi kallus
kiltiri ile aragtirmiglardir. Cesitlere ait olgun embriyo kaynakli kalluslar1 1 ay sonunda
%1 (10 g/l) seviyesinde tuz igeren besi ortamlarina aktarmustir. 1, 4 ve 5 ay olarak alt
kiiltiir stireleri uygulamigtir. Tuz kullanimini rejenerasyon asamasinda yapmislardir.
Kalluslarin rejenerasyonunda uygulanmis olan bu seleksiyon yonteminin olumsuz bir
etkisinin olmadigini basaklanabilen gii¢lii bitkiler oldugunu ve genel olarak da fertil
olduklarini gozlemlemistir. Topraga aktardigi rejenere bitkileri sera ortaminda biiyiitiip

tohum tutmalarini saglamistir.

Kintzios et al. (1997), ekmeklik bugday ¢esidi ‘Vergina’ da in vitro sartlarda olgun
embriyo kiiltiirii ile tuz stresinin bitki rejenerasyon kapasitesi ve kallus olusum diizeyine
etkisini incelemislerdir. Sterilize edilen tohumlar filtre kagitlar1 iginde 48 saat
bekletmiglerdir. Bu tohumlardan alinan olgun embriyolar 0, 3, 6 ve 9 g/I tuz
konsantrasyonlarinda ve farkli oranlarda biiylime diizenleyici i¢eren besi ortamlarinda
kallus meydana getirmislerdir. Elde edilen kalluslar1 3 ayr1 gruba ayirarak kok olusumu,
siirglin gelisimi ve kallus olusum parametrelerini incelemislerdir. Kullanilan tiim besi
ortamlarinda %100’e yakin kallus olusmus ancak yiiksek seviyede tuz i¢eren ortamlarda
kallus olusumlarinda gecikmeler goriilmiistiir. Yiiksek dozlardaki tuzun kallus olusumu
bagsta olmak iizere siirglin gelisimi ve kok olusumunu azalttigini1 ancak morfolojik olarak
kalluslarin goriiniimiine bir etkisinin olmadigini belirtmislerdir. En iyi bitkinin 2,4-D (2
mg/l) ile kallus olusumu ve 3g/l NaCl, 1mg/l NAA alt kiltirinde oldugunu
belirtmislerdir. In vitro sartlarda tuza dayanikli genotiplerin se¢imi kallus gelisim
diizeyinde 3-5 g/l tuz dozlarinda yapilirken, bitki rejenerasyonu evresinde tuzun siirgiin
olusumunu azaltict etkisi nedeniyle 6 g/l ve daha yiiksek dozlardan genotip se¢iminin

yapilmasini dngdrmiislerdir.

Basu et al. (1997), 43, 85 ve 128 mM tuz dozlarinda hassas oldugu bilinen 370 Basmati
celtik varyetelerinden alinan olgun embriyolar kullanilarak gelistirdikleri kalluslar
seleksiyona almislardir. Elektron mikroskobu ile gerekli morfolojik incelemeler

gergeklestirilmis, siirgiin ya da kalluslarda prolin kapsami belirlenmistir. Mikroskop ile
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yapilan inceleme sonucunda siirglin ve kallus olusumlar1 tuza adapte olanlarda, adapte
olmayanlara gore yavas oldugu ve bu durumun ortamdaki yiiksek tuz
konsantrasyonundan dolay1r ger¢eklesen hiicre oliimlerinden kaynaklandigini tespit
etmigler ve prolin igeriklerini karsilagtirdiklarinda kontrol diizeyindeki kalluslardan,

tuza adapte olan kalluslarin dort kat daha fazla bulundugunu belirlemislerdir.

Arzani and Mirodjagh (1999), olgunlagmamis embriyolar1 kullanarak makarnalik 28
bugday ¢esidinde yapilan ¢alismada, yiiksek kalitede embriyonik kallus olusumu, kisa
zamanda yliksek seviyede rejenerasyon ve in vitro tuz (NaCl) tolerans potansiyelini
tespit etmeyi amaglamiglardir. Olgunlagsmamis embriyolardan gelistirilen kalluslar1 8
farkli konsantrasyondaki (% 0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 1.8, 2.1) ortamlara 16 giin sonunda
aktarmiglardir. Dorder haftalik iki alt kiiltlir evresiyle ortamlarda bekletilen kalluslar
tekrar tartilmis ve tuzlu ortam sonundaki yeni agirliklarinin hesaplandigini
belirtmislerdir. Cesitler i¢in kallus olusturma kapasiteleri hesaplanirken kallus agirligi
ve kallus olusum yilizdesi degerlerini dikkate almislardir. Kalluslarin sararma
yiizdelerini ve taze kallus agirliklarini tuza toleransta dikkate almislardir. Tuzlu
ortamlara alinmis olan kalluslardaki sararmalarin yilizdesini, ortaya ¢ikan nekrozlari
dikkate alarak tespit etmisledir. Tuz konsantrasyonlarindaki artis ile olusan
kalluslardaki  gelismelerde azalmalarin meydana geldigi ve %I1-1.5 tuz
konsantrasyonlarinda kalluslarda kahverengilesmeler oldugu, nekrozlarin olustugu ve

son olarakta rejenerasyon kabiliyetlerini yitirdigini tespit etmislerdir.

Zair et al. (2003), bir ekmeklik ve 7 makarnalik bugday ¢esitlerine ait olgunlagsmamis
embriyolarda, embriyolart uzunlamasina ikiye boliip in vitro tuz etkilerini incelemeyi
amaclamiglardir. Kallus olusturma asamasinda tuz konsantrasyonlarini (0, 2.5, 5, 10, 15
g/l) uygulamaya baslamislar ve rejenerasyon evresinde tuz uygulamasi yapmamiglardir.
5 hafta boyunca tuz stresine maruz kalan kalluslari rejenerasyon ortamlarina aktarmislar
ve daha sonra yeni bitki elde etmisler. Olusan rejenere bitkileri basak uzunlugu,
basaktaki tane sayisi ve bitki boyu bakimindan kontrol bitkileriyle kiyaslamigslardir.
Ayni sekilde kontrol tohumlariyla elde edilen tohumlari ¢imlendirme testine alip, 0, 5,

10, 20 ve 30 g/l miktarlarinda tuz kullanmislardir. Genel olarak tuz miktarindaki artisa



25

(2.5 g/I’den sonrasi) bagl olarak kallus olusumunda azalma oldugu ancak bunun yani
sira bazi gesitlerde artan tuz miktarina (10-15 g/l) ragmen yiiksek oranda kallus olustugu
gozlenmistir. Tuz stresi biitiin genotiplerde genel olarak rejenerasyonu biiyiik oranda
azaltmistir. Rejenere bitkiler kontrol bitkileriyle kiyaslanmis ve karsilastirilan 6zellikler
bakimindan bir farkliligin olmadigi ayrica c¢imlendirme testleriyle rejene bitki
tohumlarinin kontrol bitki tohumlarindan daha iyi degerlere sahip olduklarini tespit
etmiglerdir. Arastiricilar ilk olarak tuzluluga toleransin genotipe bagli oldugunu, ayrica
tuzluluga dayanikliligi gelistirmede embriyonun pargalanarak kullanilmasinin etkili bir

yontem oldugunu belirtmisglerdir.

Machlab et al. (2003), 28 ekmeklik ve makarnalik bugday ¢esitlerinin farkli dozlarda ki
(% 0.25, 0.5, 0.75, 1 ve 1.5) NaCl stresi altinda in vitro kosullar altinda kallus olusturma
yeteneklerini arastirmislardir. En dayanikli genotipi belirlemek {izere yapilan bu
calismada ekmeklik bugday genotiplerinin makarnalik bugday genotiplerine gore
tuzluluga kars1 daha fazla tolerans olusturduklar1 belirlenmistir. ACSAD 921 ve 949
genotipleri en yiiksek NaCl dozunda %41 ve %51 diizeyinde kallus olusturmuslardir.

Benderradji et al. (2007), Mahon Demias ve Hidhab bugday genotiplerinin olgun
embriyolarin1 kallus olusumu i¢in 10 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda Kkiiltiire
almiglardir. 4 hafta sonra meydana gelen kalluslar1 seleksiyon i¢in 0, 5, 10 ve 15 g/l
NaCl i¢eren MS ortamina aktarmiglardir. Rejenerasyon etkinligi bakimindan her iki
cesit arasinda farklilik oldugunu ve Mahon Demias genotipinin Hidhab’tan daha
toleransli oldugunu bildirmislerdir. Yine ayn1 ¢alismada Hidhab genotipinin 5 g/l NaCl

iceren ortamda olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir.

Akhtar et al. (2007), Arz, Pak-81, Lu-26 ve Pavon genotiplerinin tohumlarindan 2 mg/1
2,4-D iceren MS ortamindan elde ettikleri kalluslar1 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl, ve
CaCly’den olusturulan tuz stresinde kiiltiire almiglardir. Arastirma sonucunda
rejenerasyon orant bakimindan en toleransli ¢esit olarak Lu-26 genotipini

belirlemislerdir.
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Ayoli¢ et al. (2011), olgunlasmamis embriyolardan elde ettikleri kalluslar1 0, 4, 8, 12 ve
16 g/l NaCl igeren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Tuz stresinin kalluslarda
rejenerasyon oraninda ve siirgiin sayisinda azalmaya neden oldugunu bu azalmanin en

fazla 12 ve 16 g/l NaCl’de meydana geldigini bildirmislerdir.

Koyuncu (2012), onii¢ makarnalik genotipinin olgunlasmamis embriyolarin1 kallus
asamasinda 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 g/l NaCl ve 8 mg/l 2,4-D i¢eren MS ortaminda kiiltiire
almistir. Arastirmada, kallus olusumu, kallus agirli§i ve rejenere kallus bakimindan
cesitler arasinda 6nemli farkliliklar bulmustur. Arastirmada, Mirzabey-2000 ve Selguk-

97 gesitlerini toleransli genotipler olarak belirlemistir.

Fazali-Nasab et al. (2012), Tabasi, Roshan ve Nik-nezhad genotiplerinin olgunlagmis ve
olgunlagmamis embriyolarindan elde etmis olduklar1 kalluslar1 0, 70, 140, 210, 280 mg/1
NaCl ve 0, 3, 6, 9, 12, mg/l ABA igeren ortamda kiiltiire almislardir. Kalluslarda nispi
gelisim ve nispi taze agirligin sodyumun etkisiyle azaldigint bildirmislerdir. Yine

ABA’nin kallus kiiltlirtinde tuz stresine karst dayanikliligr arttirdigini bildirmislerdir.

Tuzluluga dayanikli bugday genotiplerinin yetistirilmesi amaciyla yapilan bir ¢calismada
(Sehrawat et al. 2012) disi birey olarak segilen Kharchia 375 ve Kharchia 65 genotipleri
ile olusturan 9 farkli F; dollerinden elde edilen olgunlasmamis embriyolar kiiltiire
almmistir. Farkli tuz konsantrasyonlarinda (4, 12, 20, 28 ve 36 dSm™) biiyiimeye
birakilmigtir. Artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak siirgiin olusumu azalmistir.
Toplam 147 basak olusmus, basak uzunlugu, basaktaki tane sayis1 ve basakgik sayisi
caprazlamalarda farklilik gdstermistir. Kharchia 375 x HD 2009 melezinin tuzluluga
toleransli iken, Kharchia 375 x WH 147 melezinin ise en diisiik oldugunu

belirlemislerdir.

Al-Ashkar (2013), bes bugday genotipinde yapmis oldugu calismada 0.5 mg/l NAA ve
0.5 mg/l kinetin igeren MS ortaminda anterleri kiiltiire almistir. Bu ortamda meydana

gelen 1 cm uzunlugundaki siirgiinleri 2 mg/l BAP iceren ortamda 3 hafta bekletdikten
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sonra 0, 100 ve 200 mM/L NaCl ile 2 mg/l BAP iceren MS ortamina aktarmistir. Tuz

tolerans indeksi bakimindan genotipler arasinda farkliliklar oldugunu tespit etmistir.

Forooghian and Esfarayeni (2013), 3 farkli patates genotipinde tuz stresini ¢alismislar
ve steril sartlarda elde etmis olduklar siirgiinleri 5 mg/1 2,4-D ve 2 mg/l Kinetin igeren
MS ortaminda kiiltiire alarak kallus elde etmislerdir. Elde etmis olduklari kalluslar1 0, 5,
75 ve 100 mM NaCl igceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. 4 hafta sonunda kallus
kuru agirhigi, kallus yas agirligr ve kallus nispi su igerigi bakimindan incelemislerdir.
Tuz stresinin artisina bagl olarak kallus kuru ve yas agirliginda azalma meydana gelmis
yine kalluslarda kararmalar goriilmiistiir. Yine ayni calismada, Agria c¢esidi diger

cesitlerle karsilastirildiginda en yiiksek toleransa sahip olmustur.

Nawaz et al. (2013), Faisalabad-2008 bugday genotipinin olgunlagsmamis
embriyolarindan elde ettikleri kalluslar1 0, 5, 10 ve 15 g/l NaCl iceren MS ortaminda
kiiltiire almislardir. Faisalabad-2008 genotipinin tuz stresi sartlart altinda iyi bir
rejenerasyon yetenegine sahip oldugunu 15 g/I tuz konsantrasyonun kalluslarda nekrotik
dokular olusturdugunu ve bu konsantarsyonun rejenerasyon oraninda onemli oranda

azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Siddique et al. (2014), 3 ¢eltik gesidini kullanarak yapmis olduklar1 ¢aligmada olgun
embriyolardan elde etmis olduklar1 5 haftalik kalluslar1 2.9, 5.9, 8.8 ve 11.7 g/l NaCl
iceren MS ortaminda tuz stresine maruz birakmislardir. Genotiplerin kallus canliligi,
nispi gelisme orani, tolerans indeksi ve nispi su igerigi bakimindan farklilik gosterdigini
ve bu ozellikler bakimindan BRRI dhan47 genotipinin en yiiksek performansa sahip

oldugunu tespit etmislerdir.

Ayed-Slama et al. (2015), iki makarnalik (Razzek, Jenah Khotifa (JK)) bugday
¢esidinde yapmis oldugu calismada olgun embriyolardan elde etmis olduklar1 kallusllar
100 mM NaCl iceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Jenah Khotifa ¢esidinin kallus
agirligl, rejenere olan kallus ylizdesi ve kallus basina siirglin sayis1 bakimindan tuz

stresine toleransli oldugunu belirlemislerdir.
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Al Hattab et al. (2015), Tamoz2 ve Iraq genotiplerinin olgun embriyolarindan elde
ettikleri kalluslar1 6, 8, 12 ve 14 dSm™ NaCl iceren MS ortaminda tuz stresine maruz
birakmiglardir. Kallus taze ve kuru agirhigi bakimindan genotipler arasinda onemli
derecede farklilik oldugunu Tamoz2 genotipinin Iraq genotipinden daha toleransh

oldugunu bildirmislerdir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) bitkilerde redoks sinyal iletim yolunda sinyal molekiilii
olarak gorev yapmaktadir. Ancak, stres sartlari altinda ROT’larin asir1 iiretimi DNA,
protein ve membran lipidlerine zarar vermektedir (Silva et al. 2010). Yaglarin
oksidasyonunu yavaglatan maddeler antioksidanlar (yilikseltme Onleyici) olarak
bilinmektedir (Keskin ve Erkmen 1987). Devam eden canli biinyesindeki kimyasal
olusumlarin 6zellikle de stres kosullarinda serbest radikallerin kontrolsiiz ve etkisiz bir
bi¢imde ¢ogalmasina ve bunun sonucunda da oksitlenmeler meydana gelmektedir.
Yiiksek seviyede reaktif olan serbest radikaller degisik molekiillerle reaksiyona
girmekte ve hiicreye bu nedenle de canliya 6nemli derecede zararlar vermektedir. Bu
durumda serbest radikallerle bag kuran antioksidanlar savunma mekanizmasi olarak

gorev yapar ve hiicrenin yani canlinin zarar gérmesini engellerler (Shahidi 1997).

Membranlarda ROT ve yag radikallerini temizleyen o-tokoferoller faydali lipofil
antioksidan sinifindadir ve koruyucu olarak gorev yapan temel bilesenleri
olusturmaktadir. a-Tokoferol, E vitaminleri iginde yer alan farkli dort (a-, B-, y-, 6-)
izomer i¢inde antioksidan kapasitesi en yiiksek olan antioksidandir. Tokoferollerin
sentezi yalnizca fotosentetik organizmalar tarafindan olmaktadir. Bu durumda suyun
sadece bitkilerdeki yesil dokularda olmasina neden olmaktadir. y-tocopherol ;y-
tokoferol-metil-transferaz (y-TMT kodlu VTE4) enzimiyle sentezlenir. Tokoferoller
bilinen yapisal ve islevsel iki yetenege sahiptirler. Kloroplastlardaki yaglar ve membran
bilesenlerini, serbest oksijen ve su stresine karsi korur. Stres sartlarima bagli olarak
olusan fazla enerjiye karsida fotosistemll sistemini korumaktadir. Ayrica LPO
dongiisiinde kararsiz zincir ¢ogalmasini engellemekte ve etkin serbest radikalleri de
tokoferoller yakalamaktadir. Membran-su arayiiziinde ki yag radikallerini a-tokoferol
(ROO’, RO ve RO’ azaltmakta ve TOH' doniistirmektedir. TOH™ radikali AA
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(askorbat) ve diisiik form GSH (indirgenmis glutatyon) ile etkilesime girerek geri
dontigiime ugramaktadir (Das and Roychoudhury 2014).

Tokoferoller bitki biiyiimesi ve gelismesi, lipid peroksidasyonunun oOnlenmesi,
yaslanma, abiyotik ve biyotik sinyalleri iletmek {iizerine ve sinyalleri katlayarak
etkilesimi artirmak gibi farkli fizyolojik olaylarda rol oynamaktadir. (Sattler et al. 2004;
Bafeel and Ibrahim 2008).

Munne’-Bosch et al. (2001), kurakligin neden oldugu yaslanma ve kloroplast kaybu ile
antioksidan savunma sistemleri arasindaki iliskiyi incelemistir. Kuraklik, oksidatif stres
ve yaprak yaslanmasi arasindaki iliski adacayr (Salvia officinalis L.) bitkisinde
degerlendirilmistir. Arastirmada, kloroplast mezofil hiicrelerinin plazma zarinda,
kuraklik ve dolayisiyla oksidatif stres sartlarinda H,O, ve ROT birikimine kars1 -
karoten ve a-tokoferol uygulamasmin ROT tiirleri birikimini azalttigi ve boylece

oksidatif stres kaynakli bitki zararlanmasini 6nledigini bildirmistir.

Havaux et al. (2005), ¢alismalarda UV-C uygulamasi ile gergeklesen stres sartlarinin
bitkilerin o-tokoferol diizeylerindeki etkileri incelenmistir. Arastirmada, o-tokoferol
antioksidaninin ¢oklu doymamis yag asitlerindeki zincir reaksiyonu ile lipit oksidasyon
kaynakl1 serbest radikal molekiillerinin sonlandirma 6zelliginin oldugu ve bu gorevi ile
zincir kirict etkili bir antioksidan ¢esidi oldugu anlasilmistir. Dolayis1 ile UV-C stres
sartlarinda artan bu o-tokoferol oraninin, ayn1 zamanda deney materyalini stres

sartlarindan korunmasinda etkili oldugu belirlenmistir.

Rivero and Orcutt (1991), su stresi altinda yerfistiginda (Arachis hypogea L., cv. NC-
17) mutasyon bir mantar ilac1t olan dinikonazol (DINI) ile muamele karsisinda a-
tokoferol, glutatyon ve askorbat tepkileri arastirilmistir. Kontrol ve DINI uygulamalari
bitkilerde a-tokoferol diizeyleri arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir. Ancak, o-
tokoferol diizeyinde %14 oraninda bir artis su stresi altinda DINI uygulanan bitkilerde

belirlenmistir.



30

Szarka et al. (2012), askorbat, glutasyon ve a-tokoferol uygulamalarini yapmis ve
bunlarin abiyotik stres kosullarina verdikleri tepkileri incelemistir. Sonu¢ olarak ii¢
uygulamanin da bitkilerde zararlanma oranmi disiirdiigiinii ve ROT olusumunu

engelledigini belirtmislerdir.

Soltani et al. (2012), pridoksin ile o-tokoferoliin bitki gelisim iizerine etkisini
arastirmiglardir. Tarla kosullarinda iran da gergeklestirilen ¢alismada Calendula
officinalis L. bitkilerine farkli dozlarda 0-50 ve 100 ppm a-tokoferol uygulayarak
bitkilerdeki biiylime ve gelisme sonuglarini incelemislerdir. Bitki gelisimi i¢in 100 ppm
a-tokoferol uygulamasini Onermislerdir. Yaprak alani, klorofil b, kok agirhigi,
hiperoside ve indirgen seker miktarlarinin azaltilmasiyla da en yiiksek tohum veriminin

alimacagin belirtmislerdir.

El-Bassiouny et al. (2005), bakla bitkisinde yapraklara sprey yardimi ile vitamin E
uygulamislar, biiyiime parametrelerinde, verim ve verim bilesenlerinde, Klorofil a,

Klorofil b ve karotenoid igeriklerinde artig oldugunu bildirmislerdir.

Abbasi et al. (2007), yaptig1 ¢alismada stres kosullarinda transgenik tiitiin (Nicotinia
tabacum) bitkisinde a-tokoferol antioksidanin etkisini konu almislardir. Calisma
sonucunda stres kosullarinda a-tokoferoliin membran hasari, elektrolit sizintis1 ve lipid

orani gibi fizyolojik parametrelerinin azaldigini belirtmislerdir.

Mayank et al. (2011), gergeklestirmis oldugu ¢alisma ile tokoferol kompozisyonu ve
iceriginin bitkilerdeki stres toleransi iizerine etkisini incelemek igin; temel olarak
susturulmus homogentisat fitiltransferaz ve y-tokoferol methiltransferaz igeren
transgenik patates (Solanum tuberosum) bitkisinde yapmustir. Yapilan analizler ve
bulunan sonuglara gore stres tolerans mekanizmasini tokoferol aktivitesindeki artigin

olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir.

Sadak and Dawood (2014), stres faktorlerinden tuzlulugun etkisini keten bitkisi (Linum

usitatissimum L.) kullanilarak yapilan ¢alima stres etkilerinin hafifletilmesi igin absisik
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asit ile birlikte a-tokoferoliin islevini aragtirmiglardir. Kuraklik stresi altindaki bitkide a-
tokoferoliin klorofil kayiplarin1 en aza indirdigini belirtmislerdir. Sonu¢ olarak o-
tokoferol uygulanan keten bitkisinde protein sentezi ve hiicre dliimiinde azalma oldugu

ve toplam karbonhidrat miktarinda artis oldugunu belirlemislerdir.

Sadak (2014), keten bitkisinde 2010-2011 ve 2011-2012 yillarinda yapmis oldugu
calismada, 3 farkli keten genotipinde (Sakha 3, Giza 8, Ariane) askorbik asit (Vitamin
C) ve a-tokoferoliin (Vitamin E) 2 farkli dozunu kullanarak (askorbik asit;1.13, 2.27, a-
tokoferol; 0.46, 0.93), 4 farkli tuz stresi (0, 3.08, 6.16, 9.23) altinda keten yapraklarinda
toplam fotosentetik pigment degerine, toplam karbonhidrat ve protein oranina, mineral
madde igerigini incelemistir. Caligma sonucunda toplam fotosentetik pigment degerinin
Giza 8 genotipinde 0 dSm™ tuz stresinde uygulanan 2.27 mM askorbik asit dozundan
elde edilmistir. Protein oranin ise %6.81 ile 18.0 arasinda degistigini gézlemlemis en
yiiksek protein oraninin kontrol tuz stresi altinda 2.27 mM askorbik asit dozundan elde
ettigini bildirmistir. Doymamis yag oranlari bakiminda en yiiksek degerin %88.94
oldugu ve Giza 8 genotipinde 0 dSm™ tuz stresinde uygulanan 2.27 mM askorbik asit
dozunda elde etmisitir. Calisma sonucunda askorbik asit ve o-tokoferoliin yapraktan
uygulanmasi, tohuma verim ve miktar olarak yansiyan 3 keten ¢esidinin ¢ogu metabolik
ve fizyolojik siirecinde tuz stresinin zararli etkisini azaltma iizerine olumlu rol

oynadigini belirtmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Arastirmada bitki materyali olarak Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden
temin edilen Kirik ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidi kullanilmistir. Kirik,
uzun ince sapli bir bitki olup, vejetatif devre ile generatif devrenin baslarinda bayrak
yaprag1 ayasinin sap ile dar bir ag1 meydana getiren morfolojik karaktere sahiptir. Basak
uzunlugu ortalama 9 cm civarinda, kil¢iksiz, kavuz rengi kirmizimsi ve tiiyliidiir. Tane
iri, dolgun ve beyazdir. Kardeslenme kapasitesi diistiktiir. Ayrica Krik, olgun embriyo
kiiltiirtine oldukea i1yi cevap veren (Aydin et al. 2011) ve tuza hassas (Senay et al. 2005)
bir ekmeklik bugday cesididir

3.1.2. Kallus Kiiltiirii Ortamlarinda Kullanilan Kimyasallar

3.1.2.a. Temel besi ortami

Kallus olusumu ve somatik embriyogenesis c¢alismalarinda Murashige and Skoog
(1962) tuzlar1 kullanilmigtir. MS ortaminin igerdigi kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge

3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS kiiltlir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlari

KiMYASAL BILESiMi Miktari (mg/l)
inorganikler

Makro elementler

NH;NO; 1650
KNO; 1900
CacCl, 332.2
MgSO, 180.7
KH,PO, 170
Mikro elementler

Na, EDTA 37.26
FeS0O,4.7H,0 27.8
MnSQO,.H,0 16.9
Kl 0.83
H3;BO; 6.2
ZnS0,4.7H,0 8.6
Na,M00,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Organikler

Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotonik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Tiamin-HCI 0.1

3.1.2.b. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullamilan kimyasallar

MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak ¢alismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2

verilmistir.

Cizelge 3.2. MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Miktar
Askorbik Asit 100 mg/I
MES hidrate 1.954¢/l
Pyhtagel 29/
Sakkaroz 20 g/l
Dikamba 12 mg/l
I1AA 0,5 mg/l

TDZ 0,5 mg/l
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3.1.3. Bitki rejenerasyonu ortamlarinda kullanilan kimyasallar

Bitki rejenerasyon ¢alismalarinda oksinsiz kallus olusum ortamina ilave olarak 0.5 mg/I

TDZ ilave edilmistir.

3.1.4. Tuz stresi ve tuz stresine karsi kullamlan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Tuz stresini olusturmak i¢in sodyum kloriir (NaCl) ve tuz stresine karsi o-tokoferol
kullanilmistir. Calismada kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’de

verilmistir.

Cizelge 3.3. Bugday olgun embriyo kiiltiriinde kullanilan kimyasallar ve
konsantrasyonlari

Kullanilan Kimyasallar Konsantrasyonlar
Sodyum Kloriir (NaCl) 0 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM ve 200 mM
a-Tokoferol 0 mg/l, 50 mg/l ve 100 mg/I

3.2. Yontem

Bu caligmanin yiiriitiilmesi sirasinda asagida belirtilen islemler uygulanmaistir.

3.2.1. Sterilizasyon yontemleri

3.2.1.a. Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Steril caligsma alaninda kullanilan yiizeyler (steril kabin ici) kullanimdan en az 10-15
dakika once %70’lik etil alkolle silinmis ve UV lambas1 agilmistir. Kiiltiire alma islemi
baslamadan 6nce UV lambasi kapatilmigtir. Kullanilan aletler (bisturi, pens vb.)

kullanimdan 6nce etil alkol i¢ine batirildiktan sonra alev lambasinda alevle yiizey
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sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi aliiminyum folyo icine sarilarak

otoklav edilmis 10 x15 cm boyutlarindaki kurutma kagitlar1 iizerinde yapilmustir.

3.2.1.b. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil alkolde 5 dakika karistirilarak
steril kabin icersinde 3 defa steril saf suyla calkalanip daha sonra %1°lik
sodiyumhipokloritte (%20’lik ticari ¢gamasir suyu) 35 dakika karistirilmis ve 3 kez steril

saf su ile durulanmastir.

3.2.1.c. Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Besi ortamlar1 105 kPa basingta 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Sicakta bozulan vitaminler, bitki biiylime diizenleyicileri ve memeli -cinsiyet
hormonlarini sterilize etmek i¢in 0,22 uM poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor®™)

kullanilmustir.

3.2.1.d. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

%70’lik Etil alkoliin hazirlamisi: %96°lik etil alkolden 700 ml alinarak hacim saf su

ile 960 ml’ye tamamlanmugtir.

%1’lik Sodyum hipoklorit solusyonunun hazirlamsi: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit)
iceren ticari ACE® marka ¢amasir suyundan 200 ml alinarak hacim saf su ile 1000 ml’ye

tamamlanmis, amber renkli siseye doldurulmus ve oda sicaklifinda muhafaza edilmistir.
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3.2.2. Kallus ve bitki rejenerasyon ortamlarimin hazirlanmasi

3.2.2.a. Temel besi ortami i¢in stok soliisyonlarin hazirlamsi

MS makro (20X), mikro (100X) elementler ile demir selelat (100X) ve vitaminler
(100X) i¢in stok soliisyon hazirlanmistir.

- MS makro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanis

MS makro elementler (20X) igin stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

strastyla izlenmistir.

a) Cizelge 3.1°de verilen, bir litrede bulunmasi1 gereken makro element miktarlarinin

20’ser kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

b) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklagik olarak 700 ml saf su konulmus igerisine
manyetik balik atilarak manyetik karigtirict lizerine konulmustur. Tartilan makro
elementler tek tek eridikce ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi
saglanmistir. Ilave edilen makro elementler su igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra,
karigtmin hacmi saf su ile bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur.
Uzerine stogun ad1, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre
standart MS igin alinmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza

edilmistir.

- MS mikro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanisi

MS mikro elementler (100X) i¢in stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

sirasiyla izlenmistir.
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a) Cizelge 3.1°de mikro elementler basliginda belirtilen FeSO4.7H,0 ve Na,-EDTA

haricindeki diger bilesiklerin 100°er kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

b) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus icerisine
balik atilarak manyetik karistirici iizerine konulmustur. Tartilan mikro elementler tek
tek eridikce ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmstir. Ilave
edilen mikro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karigimin hacmi saf su ile
bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine stogun adi,
konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS i¢in

alinmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

- MS demir selelat stok soliisyonunun hazirlanisi

MS demir selat (100X) stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla

izlenmistir.

a) Cizelge 3.1°de mikro elementler bashiginda belirtilen FeSO4.7H,0 ve Na,-EDTA

miktarlarinin 100 kat1 hassas terazide tartilmistir.

b) Yarim litrelik cam erlenmayer igerisine 300 ml saf su konulmus igerisine balik
atilarak manyetik karistirict lizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict agilmistir. Tartilan
3.726 gram Na,-EDTA ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime islemi
tamamlanir tamamlanmaz 1sitict kapatilmis karistirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmistir.

c¢) Farkli cam bir erlenmayere 300 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak manyetik
karigtiric1 iizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict agilmistir. Tartilan 2.78 gram
FeS0O,.7H,0 ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime iglemi tamamlanir
tamamlanmaz 1sitict kapatilmig karistirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmistir.
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d) Bu iki ayr1 ¢ozelti birlestirilerek toplam hacim oda sicakligindaki saf su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Bu birlestirme isleminden sonra acik sar1 rengi alan stok amber siseye
doldurulmustur. Uzerine stogun ad1, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin ad1, hazirlanma
tarihi ve bir litre standart MS i¢in alinmas1 gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda

(4°C) muhafaza edilmistir.

- MS vitamin stok soliisyonunlarinin hazirlansi

MS vitamin stok (100X) soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla

1zlenmistir.

a) Cizelge 3.1°de organikler basliginda belirtilen bilesiklerin 100 kat1 tartilmistir.

b) Hacmi 1000 ml olan bir erlenmayere 700 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak
manyetik karistirict lizerine konulmustur. Tartilan vitaminler tek tek eridikce ilave
edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmistir. Ilave edilen vitaminler su
icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karistmin hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmis
ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine vitamin stogunun adi, konsantrasyonu,
hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS i¢in alinmasi gereken

hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

3.2.2.b. MS tuzlarn ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallarin stok

soliisyonlarinin hazirlanisi

MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak ¢alismada kullanilan kimyasallar ve miktarlar
Cizelge 3.3’de verilmistir. Bu kimyasallarin miktar1 direkt tartilarak ortama eklenmistir.
Calismada kullanilan oksin hormonlarinin stok soliisyonlarinin hazirlanisi Cizelge

3.4’°de ve sitokinin stok soliisyonlarinin hazirlanisi Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Miktar1

Askorbik Asit 100 mg/I

MES hidrate 1.95¢g/l
Pyhtagel 29/l
Sakkaroz 20 g/l

Cizelge 3.5. Oksin stok soliisyonunun hazirlanisi

Oksin Tipi Coziicii Seyreltici Saklama kosulu  Calisma konsantrasyonu
Dikamba Sul/etil alkol Su +4°C 1 mg/ml
IAA Etil alkol Su -20°C 1 mg/ml

Cizelge 3.6. Sitokinin stok sollisyonunun hazirlanigi

Sitokinin Tipi Coziicii Seyreltici  Saklama Kkosulu Calisma konsantrasyonu
TDZ Dimetil Stilfoksit Su +4°C 1 mg/ml

3.2.2.c. Kullanilan NaCl stok soliisyonunun hazirlanisi

- In vitro sartlarda tuz stresi olusturmak i¢in 1 M NaCl (1 litrede 58,4 g NaCl) stok
sollisyonu hazirlanmis ve deneme planina gore asagidaki miktarlarda 1sida bozulmayan
kimyasallarla Dbirlikte otoklav strelizasyonu Oncesinde in vitro kiiltiir ortamimna
eklenmistir. Caligmada kullanilan NaCl stok soliisyonlarinin hazirlanis1 Cizelge 3.7°de

verilmistir.

Cizelge 3.7. NaCl stok soliisyonunun hazirlanisi

Konsantrasyon (mM) 1 M NaCl (mg/l)
0 0
50 50
100 100
150 150

200 200
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3.2.2.d. a-Tokoferol stok soliisyonunun hazirlanisi

1 ml’de 5 mg a-tokoferol olacak sekilde absolii alkolde hazirlanan stok soliisyondan
gerekli miktarda alinmis ve saf su ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlanmistir. Deneme
planina gore ssagidaki miktarlarda sicakta bozulan maddelerle birlikte filtre
strelizasyonu yapildiktan sonra in vitro ortama eklenmistir. Calismada kullanilan o-

Tokoferol stok soliisyonlarinin hazirlanigi Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8. a-Tokoferol stok soliisyonunun hazirlanisi

Kullanilan a-tokoferol (mg/l) a-Tokoferol stok soliisyon (5 mg/ml)
0 0
50 10
100 20

3.2.2.e. Kiiltiir ortaminin hazirlamasi

Asagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

1. 1 litrelik behere 600 ml bidistile su konulmus ve manyetik karistirict ile

karistirilmaya baslanmaistir.

2. MS makro element stok soliisyonundan (20X) 50 ml, mikro element stok

soliisyonundan ve demir gelattan (100X) 10’ar ml eklenmistir.

3. Bunun iizerine 20 g sakaroz ve 1.95 g MES tartilip eklenmis ve eriyinceye kadar
karistirilmistir. Hacim 950 ml tamamlanmis ve 1N NaOH gerektiginde de 0.1 N HCI

cozeltisinden faydalanilarak pH=5.8"e ayarlanmistir.

4. Son hacim saf su ile 985 ml tamamlanmaistir.
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5. Igerisinde 2 g jel yapict madde (Phytagel) bulunan karigim erlen igerisine aktarilmis
ve agzi aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonar sterilizasyon islemi i¢in otoklavda 20

dakika boyunca 105 kPa basingta 121°C’de tabi tutulmustur.

6. Is1ile bozulabilen vitamin ve hormonlar otoklavdan sonra ilave edilmistir. Bunun i¢in
50 ml beher igersine MS vitamin stok soliisyonundan (10X) 10 ml, askorbik asit (50
mg/l) soliisyonundan 1 ml ilave edilmis ve son hacim saf su yardimi ile 15 ml’ye

ayarlanmustir.

7. Otoklavlanan besi yerinin sicaklig1 40-45 °C’ye diisiince 0.22 uM porotizeteli seliiloz
nitrat filtrelerden gegirilerek steril edilen vitamin ve hormonlar besiyerine ilave

edilmistir.

3.2.3. In vitro’da a-Tokoferol ve NaCl uygulamasi

Arastirmada endosperm destekli olgun embriyo kiiltiirli i¢in asagida belirtilen kiiltiir

asamalar1 uygulanmigtir (Aydin et al. 2011).

a. Yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlarin olgun emberiyolar tohum iizerinden

ayrilmadan 6 pargaya boliinmiistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sterilizasyon sonrast su emdirilmis tohumun embriyosunun kesim
kisimlariin gosterimi
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b. Kallus olusumu i¢in MS (Murashige and Skoog 1962) ortamina ilave olarak 12 mg/I
dikamba (3,6-Dikolorobenzoik asit), 0.5 mg/l IAA (Indol-3-asetik asit), 20 g/l sakkaroz,
2 g/l phytagel ve 1.95 g/l MES [(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid)] i¢eren kallus
olusum ortaminda karanlikta 25+1°C de 10 giin siireyle tutulmustur. 10. giiniin sonunda
olusan olgun embriyo kaynakli kalluslar tohumlardan ayrilarak deneme planina gore
NaCl (0, 50, 100, 150, 200 mM) ve a-tokoferol (0, 50 ve 100 mg/l) i¢eren ortamda alt

kiltiire alinmistir. Toplam kallus kiiltiir siiresi 30 gline tamamlanmustir.

c. Meydana gelen kalluslar bitki rejenrasyonu i¢cin MS ortamina ilave olarak 20 g/l
sakkaroz, 2 g/l phytagel ve 1.95 g/l MES [(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid)]
iceren ortamda iki hafta siireyle 25+1 °C’de 16:8 saat 151k : karanlik fotoperyotta bu
islemin ardindan kalluslar bu ortama ilave olarak 0.5 mg/l TDZ, 2 mg/l phytagel ve 20
g/l sakkaroz igeren ortamda ve aym kiiltiir sartlarinda 21 giin siireyle alt kiiltiire
alinmistir. Rejenerasyon ortaminda aydinlatma kaynagi olarak floresan lambasi

kullanilmis ve 151k yogunlugu 62 pmol m™s™ olarak ayarlanmustr.

d. Rejenerasyon sonunda meydana gelen bitkiler yaklagik 10-12 cm oluncaya kadar MS
tuzlarma ve vitaminlerine ilave olarak 20 g/l sakkaroz ve 2 g/l phtagel igeren meganta

kutularinda 25+1°C’de 16:8 saat 1s1k: karanlik fotoperyotta biiylitiilmiistiir.

3.2.4. Arastirmada incelenen karakterler

1) Embriyogenik kallus olusum oram (EKO) (%) Embriyogenik kallus, sert dokulu,
dagilabilir ozellikte, siki (piitiirli)) yapili ve embriyo olusturma kapasitesine sahip
kalluslardir (Aydin 2010). Kallus kiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gore
hesaplanmistir (Aydin 2010).

EKO orani (%) = (embriyogenik kallus sayis1 / eksplant sayis1) x 100
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2) Cevap veren embriyogenik kallus oran1 (CEK) (%0):

Rejenerasyon kiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Aydin
2010).

CEK orani (%) = (cevap veren embriyogenik kallus saylsl*/ eksplant sayis1) x 100

*: Bitkicik olusturan embriyogenik kallus

3) Eksplant basina bitki sayis1 (EBBS) (Adet)

Rejenerasyon kiiltiir siiresi sonunda asagidaki formiile gére hesaplanmaktadir.

EBBS=Toplam bitki saysisi/eksplant sayis1

4) Kallus nisbi su icerigi (NSI) (%)

Kallus kiltiir siiresinin sonunda (30. giinde) belirlenmistir. Kallus kiiltiirii siiresinin
sonunda ortamdan alian kalluslar toplam olarak hassas terazide yas agirligi belirlenmis
ve daha sonra etiiv igerisinde 70°C’de 48 saat bekletildikten sonra hassas terazide

tartilarak kuru agirligi bulunmustur.

Asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Forooghian and Esfarayeni 2013).

NSI (%) = (Kallus yas agirhigi — Kallus kuru agirhig1 / Kallus kuru agirlign) x 100

5) Kallus Nisbi Gelisim Oran1 (NGO) (%)

Asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Siddique et al. 2014).
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NGO = Son kallus taze agirhig1 — Baslangi¢ kallus taze agirlig1 / Baslangic kallus taze
agirhg

Baslangig kallus agirhigi tuz ve a-tokoferol igermeyen kallus ortaminda meydana gelen
10. giindeki kalluslarin agirligidir. Son kallus agirligi ise kallus kiltiir siiresinin

sonundaki kallusun agirligidir.

3.2.5. Verilerin istatistiksel analizi

Bu ¢alismada kallus nispi su i¢ergine, kallus nispi gelisim oranina, embriyogenik kallus
olusumun oranina, cevap veren embriyogenik kallus oranina ve eksplant basina bitki
sayist lizerine 5 farkli NaCl konsantrasyonunun (0, 50, 100, 150, 200 mM) ve 3 farkl a-
tokoferol (0, 50 ve 100 mg/l) uygulamasinin etkileri tam sansa bagli deneme planina
gore 5 (NaCl) x 3 (a-tokoferol) faktoriyel diizende varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmustur. Denemede her petri bir tekerriir olarak kabul edilmis ve her petride 10 adet
endosperm destekli olgun embriyo kullanilmistir. Her uygulama ig¢in 8 adet petri
kullanilmis bu petrilerden 4 tanesi kallus nisbi su igerigi i¢in kullanilmis, diger 4 petride
ise diger karakterler belirlenmistir. NaCl ve a-tokoferol uygulamalari ve bunlarmn ikili
interaksiyonuna ait ortalamalar arasindaki farklar %5 Onem seviyesinde LSD (Least
Significant Difference) ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Istatistik analizler

SAS (2002), Windows 8.0 bilgisayar programi kullanilarak yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢alismada endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde NaCl ile olusturulan tuz
stresi ve tuz stresine karsi a-tokoferol uygulamasinin kallus nisbi su igerigi (%), kallus
nisbi gelisim orant (%), embriyogenik kallus olusum oran1 (%), cevap veren
embriyogenik kallus orani (%) ve eksplant bagina bitki sayisi (adet) {izerine olan etkileri

incelenmistir. Bu 6zelliklere ait veriler asagida sirasiyla verilmistir.

4.1. Kallus nisbi su icerigi (%0)

Cizelge 4.1 incelendiginde kallus nispi su igerigi iizerine tuz stresinin, a-tokoferol
uygulamasinin ana etkileri ve bunlarin (NxT) interaksiyonlarinin etkisinin ¢ok 6nemli

(p<0,01) oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Kallus nisbi su igerigine (%) ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
NaCl (N) 4 503,267 1327,882 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 118,774 313,389 0,000**
NXT 8 30,175 79,618 0,000**
Hata 45 0,379

**: Cok 6nemli (p<0,01)

Tuz stresinin ana etkisi karsilastirildiginda tuz stresinin siddetindeki artisa bagli olarak
kallus nispi su igeriginde azalis meydana gelmistir. Stressiz sartlarda (0 mM) nispi su
icerigi %89,7, iken 50 mM’da %87,1, 100 mM’da %383,1, 150 mM’da %80,0 ve 200
mM’da %73,1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2)

a-Tokoferol uygulamasinin ana etkisi karsilastirildiginda ise en yiiksek nispi su igerigi
%85,2 ile 100 mg/l a-tokoferol uygulamasinda, en disiik ise %80,5 ile 0 mg/l a-
tokoferol uygulamasinda goriilmiistiir. Bu oran 50 mg/lI’de %82,0 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.2).
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Kallusun tuz stresindeki nispi su igerigi a-tokoferol uygulamasina gore farklilik
gostermistir. 0 mg/l a-tokoferol uygulamasinda, 0 mM’da %90,9, 50 mM’da %86,5,
100 mM’da %80,8, 150 mM’da %75,6 ve 200 mM’da %68,6; 50 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda 0 mM’da %89,4, SO0mM’da %87,3, 100 mM’da %82,0, 150 mM’da
%80,1 ve 200 mM’da %71,4; 100 mg/l a-tokoferol uygulamasinda 0 mM’da %88,7, 50
mM’da %87,5, 100 mM’da %86,5, 150 mM’da %84,3 ve 200 mM’da %79,2 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. NaCl stresinde uygulanan a-tokoferole gore kallus nisbi su igerigi (%)

NaCl (mM) a-Tokoferol (mg/l) Kallus Nisbi Su icerigi (%)
0 90,9
50 89,4
L 100 88,7
Ortalama 89,7
0 86,5
50 87,3
= 100 87,5
Ortalama 87,1
0 80,8
50 82,0
100 100 86,5
Ortalama 83,1
0 75,6
50 80,1
150 100 84,3
Ortalama 80,0
0 68,6
50 71,4
200 100 79,2
Ortalama 73,1
NaCl 0 80,5
Ortalamasi 50 82,0
100 85,2
ORTALAMA 82,6
LSD0,05) (NaCl Stresi) (N) 0,5
LSD 05 (a-Tokoferol) (T) 0,4
LSD(O,OS) (NXT) 0,9

Varyasyon Katsayisi (%) 0,75
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Sekil 4.1. Tuz stresinde uygulanan a-tokoferoliin nisbi su igerigine etkisi

4.2. Kallus nisbi gelisim oram (%)

Kallus nisbi gelisim orani iizerine tuz stresinin, a-tokoferol uygulamasinin ana etkileri
ve bunlarin interaksiyonlarinin (NxT) etkileri ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge

4.3 ve Sekil 4.2)

Cizelge 4.3. Kallus nisbi gelisim oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
NaCl (N) 4 7,404 439,977 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 3,151 187,253 0,000**
NXT 8 0,258 15,306 0,000**
Hata 45 0,017

**: Cok 6nemli (p<0,01)

Kallus nisbi gelisim orani tuz stresine gore farklilik gostermistir. Tuz stresindeki artisa
bagli olarak kallus nisbi gelisim oraninda azalma goriilmistiir. Kallus nisbi gelisim
orani stressiz sartlarda 0 mM’da 4,2 iken 50 mM’da 3,8, 100mM’da 3.4, 150mM’da 2,8
ve 200 mM’da 2,2 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).
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(E)

Sekil 4.2. NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinda meydana gelen kalluslarin goriintimleri
*(A) kontrol, (B) 50 mM NaCl + 100 mg E vitamin, (C) 100 mM NaCl + 100 mg E vitamin, (D) 150 mM
NaCl + 100 mg E vitamin, (E) 200 mM NaCl + 100 mg E vitamin konsantrasyonlarda kalluslarin
goriiniimleri

Kalluslarin gelisim oranlart a-tokoferol uygulamasina gore farklilik gostermistir.
Uygulanan o-tokoferol konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kallus nisbi gelisim
oraninda artig gbzlenmistir. 0 mg/1 a-tokoferol’de 2,9, 50 mg/I’de 3,2 ve 100 mg/I’de ise
3,7 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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Tuz stresinin kallusun nisbi gelisim oranina etkisi a-tokoferol uygulamasina gore
farklilik gostermistir. Tuz stresinin olmadigi 0 mM’da uygulanan a-tokoferol kallus
nisbi gelisim orani iizerine etkisi olmamustir. Fakat, bunun digindaki dort tuz stresinde
(50, 100, 150 ve 200 mM) 0 mg/l a-tokoferol uygulamasina gore 50 ve 100 mg/l a-
tokoferol uygulamalari kallus nisbi gelisim oraninda artisa neden olmustur. 0 mg/l a-
tokoferol uygulamasinda, 0 mM’da 4,1, 50mM’da 3,4 100 mM’da 2,9, 150 mM’da 2,4
ve 200 mM’da 1,7; 50 mg/l a-tokoferol uygulamasinda 0 mM’da 4,2, 50mM’da 3,9,
100 mM’da 3,4, 150 mM’da 2,5 ve 200 mM’da 2,2; 100 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda 0 mM’da 4,3, 50mM’da 4,0, 100 mM’da 3,9, 150 mM’da 3,4 ve 200
mM’da 2,8 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3).

Cizelge 4.4. NaCl stresinde uygulanan a-tokoferole gore kallus nisbi gelisim orani

NaCl (mM) a-Tokoferol (mg/l) Kallus Nisbi Gelisim Orani
0 41
50 4,2
2 100 43
Ortalama 4,2
0 34
50 39
50 100 4,0
Ortalama 3,8
0 2,9
50 3,4
100 100 3,9
Ortalama 3,4
0 2,4
50 2,5
150 100 3,4
Ortalama 2,8
0 1,7
50 2,2
200 100 28
Ortalama 2,2
0 29
Ort,j:lifnllam 50 3,2
100 3,7
ORTALAMA 3,3
LSD 05 (NaCl Stresi) (N) 0,1
LSD(o05) (a-Tokoferol) (T) 0,1
LSD(0,05) (NXT) 0,2

Varyasyon Katsayisi (%) 3,95




50

—o—0 —e—50 —e—100

4,5

4,0

)
w
o

3,0
2,5
2,0
15

isbi gelisme orani (%

N
iR
©

0,5
0,0
0 50 100 150 200
NaCl stresi (mM)

Sekil 4.3. Tuz stresinde uygulanan a-tokoferoliin nisbi gelisim oranina etkisi

4.3. Embriyogenik kallus olusum oramni (%0)

Embriyogenik kallus olusum orani iizerine tuz stresinin ve a-tokoferol uygulamasinin
ana etkileri ve bunlarin (NxT) interaksiyonlarinin etkisinin ¢ok énemli (p<0,01) oldugu

goriilmektedir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4).

Cizelge 4.5. Embriyogenik kallus olusum oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklan SD KO F p
NaCl (N) 4 7345,833 221,297 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 246,667 7,431 0,002**
NXT 8 118,021 3,555 0,003**
Hata 45 33,194

**: Cok dnemli (p<0,01)

Tuz stresi altinda embriyogenik kallus olusum oraninda tuzdaki artiga bagh olarak
azalma meydana gelmistir. Stressiz sartlarda 0 mM’da embriyogenik kallus olugum
orant %92,1 iken 50 mM’da %75, 100 mM’da %68.,3, 150 mM’da %52,5 ve 200
mM’da %26,7 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.4. NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinda meydana gelen embriyogenik
kalluslarin gériintimleri

*(A) kontrol, (B) 50 mM NaCl + 100 mg E vitamin, (C) 100 mM NaCl + 100 mg E vitamin, (D) 150 mM
NaCl + 100 mg E vitamin, (E) 200 mM NaCl + 100 mg E vitamin konsantrasyonlarin da kalluslarin
goriiniimleri
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Embriyogenik kallus olusum orani, artan a-tokoferol konsantrasyonlarina bagli olarak
artig gostermistir ve en yiiksek kallus olusum orant %66,3 ile 100 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda, en diisiik ise %59,3 ile 0 mg/l a-tokoferol uygulamasinda goriilmiistiir.

Bu oran 50 mg/I’de %63,3 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Tuz stresinin embriyogenik kallus olusum oram1 {izerine etkisi a-tokoferol
konsantrasyonlarina gore degisiklik gostermektedir. Tuz stresinin olmadigi 0 mM’da
uygulanan o-tokoferol embriyogenik kallus olusum orani {izerine etkisi olmamuistir.
Fakat, bunun disindaki dort tuz stresinde (50, 100, 150 ve 200 mM) 0 mg/l a-tokoferol
uygulamasina gore 50 ve 100 mg/l o-tokoferol uygulamalari embriyogenik kallus
olusum oraninda artisa neden olmustur (Sekil 4.5). 0 mg/l a-tokoferol uygulamasinda, 0
mM’da %93,8, 50mM’da %76,3, 100 mM’da %66,3, 150 mM’da %45, ve 200 mM’da
%15; 50 mg/l a-tokoferol uygulamasinda 0 mM’da %92,5, 50mM’da %73,8, 100
mM’da %65, 150 mM’da %55 ve 200 mM’da %30; 100 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda 0 mM’da %90, S0mM’da %75, 100 mM’da %73,8, 150 mM’da %57,5
ve 200 mM’da %35 olarak bulunmustur (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5).
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Cizelge 4.6. NaCl stresinde uygulanan a-tokoferole gore embriyogenik kallus olusum
orani (%)

NaCl (mM) a-Tokoferol (mg/l) Embriyogenik kallus olusum oram (%)
0 93,8
50 92,5
0 100 90,0
Ortalama 92,1
0 76,3
50 73,8
50 100 750
Ortalama 75,0
0 66,3
50 65,0
@ 100 73,8
Ortalama 68,3
0 45,0
50 55,0
X 100 57,5
Ortalama 52,5
0 15,0
50 30,0
700 100 35,0
Ortalama 26,7
NaCl 0 29,3
Ortalamasi 50 633
100 66,3
ORTALAMA 62,9
LSD 0,05y (NaCl Stresi) (N) 4,7
LSD 0,05 (a-Tokoferol) (T) 3,7
LSD(0’05) (NXT) 8,2

Varyasyon Katsayisi (%) 9,16
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Sekil 4.5. Tuz stresinde uygulanan o-tokoferoliin embriyogenik kallus olusum oranina
etkisi

4.4. Cevap veren embriyogenik kallus oram (%0)

Cizelge 4.7°de gorildiigii gibi cevap veren embriyogenik kallus orani iizerine tuz
stresinin, a-tokoferol uygulamasinin ana etkileri ¢ok 6nemli (p<0,01) ve bunlarin
interaksiyonlarinin (NxT) etkisi ise 6nemli (p<0,05) olmustur (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6
ve 4.7).

Cizelge 4.7. Cevap veren embriyogenik kallus oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
NaCl (N) 4 7334,792 145,084 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 341,250 6,750 0,003**
NxT 8 142,292 2,815 0,013*
Hata 45 50,556

*:Onemli (p<0,05) ve **: Cok énemli (p<0,01)

Cevap veren embriyogenik kallus orani tuz stresine gore farklilik gdstermistir. Tuz
stresindeki artisa bagli olarak cevap veren embriyogenik kallus oraninda azalma

goriilmistiir. Cevap veren embriyogenik kallus orani stressiz sartlarda 0 mM’da %70
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iken 50 mM’da %60, 100mM’da %52,9, 150mM’da %31,3 ve 200 mM’da %8,3 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cevap veren embriyogenik kallus orani, artan o-tokoferol konsantrasyonlarma bagl
olarak artis gostermistir ve cevap veren embriyogenik kallus orant %48,8 ile 100 mg/1
a-tokoferol uygulamasinda, en disiik ise %40,5 ile 0 mg/l a-tokoferol uygulamasinda

goriilmistiir. Bu oran 50 mg/lI’de %44,3 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cevap veren embriyogenik kallus orani {izerine tuz stresinin etkisi a-tokoferol
konsantrasyonlarina gore degisiklik gostermektedir. Tuz stresinin olmadigi 0 mM’da
uygulanan a-tokoferol cevap veren embriyogenik kallus orani {izerine etkisi olmamustir.
Ancak bunun disindaki dort tuz stresinde (50, 100, 150 ve 200 mM) 0 mg/l a-tokoferol
uygulamasina gore 50 ve 100 mg/l a-tokoferol uygulamalari cevap veren embriyogenik
kallus olusum oraninda artisa neden olmustur (Sekil 4.8). 0 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda, 0 mM’da %72,5, S0mM’da %58,8, 100 mM’da %53,8, 150 mM’da
%17,5, ve 200 mM’da %0; 50 mg/l o-tokoferol uygulamasinda 0 mM’da %67,5,
50mM’da %57,5, 100 mM’da %50, 150 mM’da %36,3 ve 200 mM’da %10; 100 mg/|
a-tokoferol uygulamasinda 0 mM’da %70, 50mM’da %63,8, 100 mM’da %55, 150
mM’da %40 ve 200 mM’da %15 olarak bulunmustur (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap veren
embriyogenik kalluslarin goriintimleri

*(A) kontrol, (B) 50 mM NaCl + 100 mg E vitamin, (C) 100 mM NaCl + 100 mg E vitamin, (D) 150 mM
NaCl + 100 mg E vitamin, (E) 200 mM NaCl + 100 mg E vitamin konsantrasyonlarin da kalluslarin
goriniimleri



57

&

¥,

A\
)
b

\

Sekil 4.7. NaCl tuz konsatrasyonunun kallus gelisimine cevap veren embriyogenik
kallus ve bitki sayis1 diizeyinde verdigi zararlar

*(A) 50 mM NaCl + 0 mg a-Tokoferol (B) 100 mM NaCl + 0 mg a-Tokoferol (C) 150 mM NaCl + Omg
a-Tokoferol (D) 200 mM NaCl + 0 mg o-Tokoferol
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Cizelge 4.8. NaCl stresinde uygulanan a-tokoferole gore cevap veren embriyogenik
kallus oran1 (%)

NaCl (mM) a-Tokoferol (mg/l) Cevap embriyogenik kallus orani (%)
0 72,5
50 67,5
0 100 70,0
Ortalama 70,0
0 58,8
50 57,5
50 100 63,8
Ortalama 60,0
0 53,8
50 50,0
104 100 55,0
Ortalama 52,9
0 17,5
50 36,3
150 100 40,0
Ortalama 31,3
0 0,0
50 10,0
208 100 15,0
Ortalama 8,3
NaCl 0 40,5
Ortalamasi 50 44,3
100 48,8
ORTALAMA 445
LSD 0,05y (NaCl Stresi) (N) 58
LSD 0,05 (a-Tokoferol) (T) 4,5
LSD(0’05) (NXT) 10,1

Varyasyon Katsayisi (%) 15,97
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Sekil 4.8. Tuz stresinde uygulanan a-tokoferoliin cevap veren embriyogenik kallus
olusum oranina etkisi

4.5. Eksplant basina bitki sayisi (Adet)

Eksplant basina bitki sayis1 lizerine tuz stresinin ana etkisi ¢cok dnemli (p<0,01) olmus
buna karsin, a-tokoferoliin ana etkisi ve NXT interaksiyonunun etkileri 6nemsiz

olmustur (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Eksplant basina bitki sayisina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
NaCl (N) 4 3,016 198,148 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 0,045 2,967 0,062
NXT 8 0,019 1,256 0,290*
Hata 45 0,015

*:Onemli (p<0,05) ve **: Cok 6nemli (p<0,01)

Tuz stresinin ana etkisine bakildiginda, tuz stresinin siddetindeki artisa bagl olarak
eksplant basma bitki sayisinda azalis meydana gelmistir. Stressiz sartlarda (0 mM)
eksplant basma bitki sayis1 1,38, iken 50 mM’da 0,83, 100 mM’da 0,58, 150 mM’da
0,28 ve 200 mM’da 0,10 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9).
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Eksplant basina bitki sayisinda uygulanan a-tokoferol konsantrasyonundaki artiga bagli

olarak artmasina ragmen aralarindaki fark 6nemli olmamistir. 0 mg/l a-Tokoferol’de

0,59, 50 mg/I’de 0,64 ve 100 mg/I’de ise 0,68 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. NaCl stresinde uygulanan a-tokoferole gore eksplant basina bitki sayisi

(adet)
NaCl (mM) a-Tokoferol (mg/L) Eksplant basina bitki sayis1 (Adet)
0 1,35
50 1,38
0 100 1,40
Ortalama 1,38
0 0,88
50 0,85
20 100 0,78
Ortalama 0,83
0 0,55
50 0,58
100 100 0,63
Ortalama 0,58
0 0,15
50 0,28
150 100 0,40
Ortalama 0,28
0 0,00
50 0,10
200 100 0,20
Ortalama 0,10
NaCl 0 0.59
Ortalamasi 50 0,64
100 0,68
ORTALAMA 0,63
LSDo,05) (NaCl Stresi) (N) 0,10
LSDo,05) (a-Tokoferol) (T) -
LSD 0,05 (NXT) -
Varyasyon Katsayisi (%) 19,48

Her NaCl konsantrasyonu i¢in a-tokoferol uygulamas: degerlendirildiginde NaCl’nin

her konsantrasyonunda genelde a-tokoferol konsantrasyonundaki artisa bagli olarak

eksplant basina bitki sayisinda artis olmus ancak bu artis istatistiksel olarak 6nemli

olmamigtir. 0 mg/l a-tokoferol uygulamasinda, 0 mM’da 1,35, 50 mM’da 0,88, 100
mM’da 0,55, 150 mM’da 0,15 ve 200 mM’da 0; 50 mg/l a-tokoferol uygulamasinda 0
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mM’da 1,38, 50 mM’da 0,85, 100 mM’da 0,58, 150 mM’da 0,28 ve 200 mM’da 0,10;
100 mg/l a-tokoferol uygulamasinda 0 mM’da 1,4, 50mM’da 0,78, 100 mM’da 0,63,
150 mM’da 0,40 ve 200 mM’da 0,20 olarak bulunmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9 ve
4.10).
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Sekil 4.9. Tuz stresinde uygulanan a-tokoferoliin eksplant bagina bitki sayisina etkisi

(A) (B)

Sekil 4.10. (A) 50 mM NaCl + 100 mg E vitamin ve (B) 100 mM NaCl + 100 mg E
vitamin de bitkiciklerin magentada goriiniimleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bugday, insan beslenmesinde tarim iiriinleri i¢inde ilk sirada yer almaktadir. Diinya
niifusunun yaklasik %36’sinin temel besin kaynagi olan bugday diinya niifusu i¢in

gerekli olan karbonhidratin %55’ini, kalorinin ise %20’sini saglamaktadir (Breiman and

Graur 1995).

Bitkiler biiyiime ve gelismelerini olumsuz yonde etkileyen farkli biyotik ve abiyotik
stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Tarimda 6nemli 6l¢iide iiretimi etkileyen ve iiriin

kayiplarina yol acan en 6nemli abiyotik stres faktdrlerinden biri toprak tuzlulugudur.

Tuz stresi ilk etkisini osmotik ve iyon stresi olusturarak gosterirken, DNA, protein,
klorofil ve zar fonksiyonuna zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin sentezi, fotosentezin
ve K aliminin engellenmesi, metabolik toksisite, ve hiicre 6liimii tuz stresinin neden

oldugu ikincil etkilerdir (Botella et al. 2005; Hong et al. 2009).

Nisbi su icerigindeki azalis turgor kaybmin bir gostergesidir (Katerji et al. 1997).
Aragtirmamizda tuz stresine bagli olarak kallus nisbi su igeriginde azalma oldugu
belirlenmistir. Domates bitkisinde ¢alisan Rus et al. (2000) tuz igermeyen ortamdaki
kalluslara oranla tuz iceren ortamdaki kalluslarin nisbi su igeriginde azalisin meydana
geldigini bildirmislerdir. Bu azalig hiicre membraninda meydana gelen hasardan
kaynaklanmig olabilir. Tuz stresi ilk etkisini ozmotik ve iyon stresi olarak gosterir
(Parida and Das 2005). Singh et al. (1992) NaCl’ye benzer olarak ozmotik strese neden
olan PEG 6000 ile olusturduklar1 ozmotik stresin hiicre membran hasarma etkisinin
bugday genotiplerine gére onemli derecede farklilik gosterdigini, membran hasarinin
yiiksek oldugu genotiplerde yaprak su potansiyelinde azalmanin daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Diger taraftan tuz stresi iyon dengesizligine neden olarak hiicre
membranlarinin yapisal biitiinliigiinii bozmaktadir. Tuz stresi K, Ca*? ve azotu
azaltmaktadir. Bu iyonlardan Ca*® hiicre membranlarnin yapisal ve fonksiyonel
biitiinliigliniin korunmasinda, hiicre duvari yapisinin stabilitesinde, iyon tasiminin

diizenlenmesinde ve de hiicre duvar enzimleri aktivitelerinde énemli bir role sahiptir
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(Tuna et al. 2007). Yine, tuz stresi oksidatif strese neden olarak DNA, protein ve
membran lipidlerine zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olmaktadir
(Silva et al. 2010). Ayrica, Ghoulam et al. (2002) hiicre igerisinde biriken sodyum ve

Klor iyonlarinin hiicre igindeki su miktarini azalttigini bildirmislerdir.

Arastirmamizda tuz stresindeki artisa bagli olarak kallus nisbi gelisim oraninda azalma
belirlenmistir. Benzer sonuglar bugdayda (Oudija and Ismaili 2002; Alvarez et al. 2003)
domateste (Saleem et al. 2005), ¢eltikte (Khaleda et al. 2007; Nwe et al. 2011), tiitiinde
(Niknam et al. 2004), ¢cemende (Niknam et al. 2006) ve patateste (Javed 2002)
bulunmustur. Koyuncu (2012) diisiik tuz konsantrasyonlarinda kalluslarin daha yiiksek
agirliga sahip oldugunu, tuz stresinin siddetindeki artisa bagli olarak kallus ¢aplarinda
ve kallus agirliginda azalma meydana geldigini belirlemistir. Bugdayda tuz toleransinin
gostergesi olarak kallus agirligini kullanan Sudyova et al. (2002) ve Barakat and Abdel-
Latif (1996) ortamdaki tuz konsantrasyonunun artigina bagli olarak kalluslarin
agirh@inda azalma meydana geldigini, yine Kintzios et al. (1997) yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin siirgiin  gelisimi ve kok olusumu yani sira kallus gelisimini
azalttigini tespit etmislerdir. Al-Hattab et al. (2015) iki yerel bugday ¢esidinde (Tamoz2
ve Iraq) hiicre igerisindeki iyon dengesizliginden dolayr kalluslarda kuru ve yas
agirh@in azaldigimi rapor etmislerdir. Abebe et al. (2003) bugdayda 100 mM NacCl stresi
altinda kallus biliylime oraninda %37°lik bir diislisiin oldugunu rapor etmislerdir.
Farooghian and Esfarayeni (2013) patates bitkisinde tuz sresi siddetindeki artisa bagli
olarak kalluslarin kuru ve yas agirliklarinda azalma meydana geldigini belirlemislerdir.
Domateste calisan Rus et al. (2000) tuz stresine bagli olarak kalluslarin nisbi gelisim
oraninda bir azalma oldugunu tespit etmislerdir. Tuz stresinin kallus nisbi gelisim oran1
lizerine olan bu olumsuz etkisinin nedeni olarak Errabii et al. (2007), sodyum ve Klor
iyonlarinin hiicreye alinmasi ile meydana gelen iyon dengesizliginin kallus biiyiimesini
azaltabilecegini bildirmislerdir. Diger taraftan Rhodes and Samara (1994) ise ozmotik
kosullar altinda meydana gelen gelisim engellenmesinin nedeninin sitoplazma hacminin
ve hiicre turgorunun azalmasi oldugunu bildirmislerdir. Rains et al. (1980) ise tuz
stresinde su absorbsiyonu ve iyon alimi i¢in hiicrelerin daha fazla enerji harcadigini ve

buna bagli olarak hiicre boliinmesinin ve kallus gelisiminin azaldigini bildirmislerdir.
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Arastirmamizda bu fizyolojik 6zelliklerin disinda embriyogenik kallus olusum orani
(%), cevap veren embriyogenik kallus orani (%) ve bitki sayisi (adet) ilizerine tuzun
etkisi onemli olmustur. Tuz konsantrasyonundaki artisa bagli olarak bu 6zelliklerde
azalma oldugu ve en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 200 mM tuzda bitki olugsmadigi
tespit edilmistir. Nawaz et al. (2013) Faisalabad-2008 bugday genotipinde uyguladiklari
tuz stresinin kallus rejenerasyon kapasitesini %56’dan 0’a diisiirdiigiinti bildirmislerdir.
Yine ayni arastiricilar yiiksek tuz ve kuraklik konsantrasyonlarinda kallus agirliginda,
kok ve siirgiin gelisiminde azalmanin oldugunu nekrozlarin (kahverengi leke)
olustugunu bulmuslardir. Ayolié et al. (2011), 8 bugday genotipinde (Anovar, Ourgh,
Tomouh, Sebou, Marzak, Tarek, Amjad ve Massa) uyguladiklar1 NaCl stresinde artan
konsantrasyona bagli olarak rejenerasyon oraninin azaldigini tespit etmislerdir. Yine
bugdayda Alvarez et al. (2003), Oudija et al. (2002) ve Oudija (2002a) tarafindan
yapilan g¢aligmalarda da benzer sonucglar elde edilmistir. Benzer sonuglar domateste
(Saleem et al. 2005) ve geltikte de (Khaleda et al. 2007; Nwe et al. 2011) tespit
edilmistir. Arastirmamizda tuz stresine bagl olarak embriyogenik kallus oranindaki
azalmanin nedeni somatik embriyolarin olugsmamasindan kaynaklanmis olabilir.
Embriyolarin olusmama nedeni hiicrelerin 6lmesi veya hiicre bdliinmesinin
engellenmesi olabilir. Kranner et al. (2002), hiicredeki su kayiplarinin %20-50’den daha
fazla olmasi durumunda pek cok bitki hiicresinin 6ldiigiinii rapor etmislerdir. Yine,
Rains et al. (1980) tuz stresinde hiicre bolinmesinin azaldigini bildirmislerdir.
Arastirmamizda yine bitki rejenerasyonunda tuz stresindeki artisa bagh olarak azalma
goriilmiistiir. Bu bulgumuza benzer olarak bugdayda calisan Ayolié¢ et al. (2011),
tuzlulugun siirgiin sayisinda da azalisa sebep oldugunu bildirmislerdir. Celtik bitkisinde
calisan Nwe et al. (2011), tuz stresinde rejenerasyon oraninin %70’ten daha fazla
azaldigin1 bulmuslardir. Yine ¢eltik bitkisinde ¢alisan Raveendar et al. (2008), kallus
kiiltirinde yiiksek konsantrasyondaki tuzun kallusun rejenerasyon kapasitesini
azaltarak yikict etkiye yol actigimi vurgulamislardir. Tuz stresinin kalluslarda sebep
oldugu siirgiin sayisindaki azalis ya embriyogenik kokenli ya da somaklonal varyasyon
kaynakli olabilir (Hassanein, 2004; Bekheet et al. 2006). Somatik embriyolarin bitki
olusturma yetene8i embriyonun olgunlasmasina, depo bilesiklerinin sentezine ve
depolanmasina ve de kuruma toleransinin gelisimine baglidir (Xu et al. 1990; Blackman

et al. 1992). Siddique et al. (2014) kurumaya toleransli genotiplerin tuz stresindeki
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rejenerasyon etkinliklerinin daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan somatik
embriyolardan bitki olusumu icin gerekli olan depo bilesiklerinin sentezi ve
depolanmas1 dikkate alindiginda tuz stresi iyon dengesizligine yol acarak bitki
olusumunu engellemis olabilir. Yine tuz stresi altinda olusan reaktif oksijen tiirleri in
vitro sartlarda DNA seviyesinde baz delesyonuna ve eklenmesine, kromozom
seviyesinde kromozon sayisinda (poliploidi ve aneuploidi) ve yapisinda degisiklere
(Czene and Harms-Ringdahl 1995) ve DNA’nin hiper veya hipometilasyonuna sebep

olarak somaklonal varyasyona neden olurlar (Wacksman 1997).

Arastirmamizda 6zellikle 150 ve 200 mM NaCl konsantrasyonlarinda kalluslarda
kararma goriilmiistiir. Bunun nedeni kalluslarda ROT’larin artmasi, antioksidant
kapasitenin azalmasi olabilir. Nitekim, bugdayda calisan Oudija et al. (2002), yiiksek
tuz konsantrasyonunun kahverengimsi kalluslara sebep olmasim1 peroksidaz

aktivitesinin artmasina, katalaz aktivitesinin azalmasina baglamislardir.

Birgok bitki hiicre igerisindeki tuzun varligini tolere ederek ya da hiicreden tuzu
uzaklagtirarak gesitli tolerans mekanizmalarina sahiptirler. Strese toleransh bitkilerde
genellikle tokoferol miktarinda artisin oldugu goézlenmistir (Szarka et al. 2012).
Tokoferol sinyal iletim yolaklarinda ve bitki savunmasi ve fotoasimalatlarin taginimi
gibi farkl: stireglerde gen ifadesinin diizenlenmesinde anahtar bir role sahiptir (Falk and
Munne’-Bosch 2010). Tokoferol bitkilerde yaygin olarak bulunan bir antioksidandir.
Ozellikle tekli oksijen tiirlerini ve diger ROT lar1 ortadan kaldirir (Foyer et al. 2005).
Tokoferol siddetli stres sartlarinda 6nemli bir goreve sahipken, diger antioksidantlar
orta siddetli stres sartlarinda gorev almaktadir (Havaux et al. 2005). Tokoferol
antioksidant aktivitesi serbest radikallere fenolik hidrojen verme yetenegine baglidir.
Tokoferol izomerlerinde a-tokoferol en yiiksek antioksidant aktiviteye, 5-tokoferol ise
en az antioksidant aktiviteye sahiptir. Diger B- ve vy-tokoferoller orta seviyede
antioksidant kapasiteye sahiptirler (Kamal-Eldin and Appelgvist 1996; Evans et al.
2002). Tokoferol lipidperoksil radikallerini ortamdan uzaklastirarak hiicre

membranlarinin yapisinin stabilitesini saglamaktadir (Libler 1993).
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Arastirmamizda, a-tokoferoliin incelenen fizyolojik ve doku kiiltiirii 6zellikleri iizerine
tuzun olumsuz etkisini azalttigi belirlenmistir. Munne’-Bosch et al. (1999) a-
tokoferoliin stres faktorlerini minimize ettigini tespit etmislerdir. a-Tokoferoliin bu
etkisi iyon dengesini ve hiicre membran stabilitesini saglamasi ve de DNA, protein ve
membran lipidlerine zarar veren reaktif oksijen tiirlerine karsi gdstermis oldugu
antioksidant 6zelliginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Farouk (2011) tuz stresinde
uygulanan a-tokoferoliin bitkilerdeki Na* ve CI™ iyon birikimini azalttigini, buna karsin
hiicre membranlarinin yapisal ve fonksiyonel biitlinliigliniin korunmasinda 6énemli bir
role sahip olan Ca*? ile K* ve Mg*? iyonlarinda artisa neden oldugunu bildirmistir. Tiim
canli organizmalar1 kendileri i¢in zararli olan serbest radikallerin olumsuz etkilerini
onlemek i¢in hiicrelerinin igindeki antioksidan sistemlere sahiptirler. Antioksidanlar,
enzimatik kaynakli [Superoksit dizmutaz (SOD), katalaz (CAT); glutatyon peroksidaz
(GPx)] ve enzimatik olmayan [Alfa (a) — tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin
C), karotenoidler ve fenolik bilesikler] antioksidanlar olarak iki gruba ayrilir. Bu gesitler
icerisinde, a—tokoferol en 6nemli antioksidanlardan biridir (Noga and Schmitz 1998). a-
Tokoferoliin lipid peroksidasyonunu engelledigine dair ¢ok sayida calisma mevcuttur
(Kapoor et al. 2015). Abbasi et al. (2009) transgenik tiitiin yapraklarinda tokoferol
eksikliginin lipid peroksidayonunu arttirdigini belirlemislerdir. Yine, a-Tokoferol,
gulutatyon, askorbat, karatenoid gibi diger antioksidantlar ile isbirligi iginde,
fotosentetik zarlarda ROT seviyelerinin azaltilmasinda rol oynar ve ilgili
hidroperoksitlerin lipid peroksil radikallerini azaltarak lipid peroksidasyonunun biiyiik
Olgiide smirlandirirlar (Munne” -Bosch 2005). Diger taraftan Sattler et al (2006)
tokoferoliin lipid peroksidasyonunda gorev alan genlerin ifadesini diizenledigini de

bildirmislerdir.

Bitki hiicrelerinde in vitro kiiltliri ile uygun ortamlar hazirlanarak doku ve organlar
tizerinde istenilen karakterler belirlenip, yeni bitki eldesi saglanmaktadir. Ayrica, in
vitro sartlarda hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere, diisiik sicakliga, tuzluluga ve
kurakliga dayanikli veya toleransli hiicre segimleri yapilabilmektedir (Karaca ve Biiriin
1999; Babaoglu et al. 2001). In vitro seleksiyon teknigi bitkilerde segici olarak tuzun

kullanilmasiyla, arzu edilen genotiplerin hayatta kalip biiylimesiyle tuz stresine
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toleransli genotiplerin belirlenmesinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu tiir ¢ogu
calismalarda kimyasal olarak (NaCl) tuzu kullanilmaktadir (Woodward and Bennett
2005).

Aragtirmamizda elde edilen sonuglara gore bugdayda tuza toleransli genotiplerin
belirlenmesinde doku kiiltirii yonteminin basarili bir sekilde kullanilabilecegi
belirlenmistir. Oudija and Ismaili (2002) and Benderradji et al. (2012) tahillarda tuza
toleransli genotiplerin se¢iminde in vitro kiiltiiriin en iyi tekniklerden biri oldugunu
bildirmislerdir. Diger taraftan Winicov (1996) in vitro kiiltiir sartlarinda meydana gelen
somoklonal varyasyon araciligi ile tuza toleransli genotiplerin olusturulmasinda giicli
bir yontem oldugunu bildirmistir. Yine, arastirmamizda in vitro seleksiyon ¢alismalarda
tuza toleransli genotip se¢iminde 200 mM NaCl konsantrasyonunun kullanilabilecegini
ve Kirik genotipinin tuza hassas bir genotip oldugunu gostermistir. Nitekim, 200 mM’1in
altindaki tuz konsantrasyonunda zarar goren bitkiler halofit olmayan bitkilerdir ve bu
bitkilerin bir kism1 200 mM NaCl konsantrasyonunda biiyiimeye devam edebilir ve tuza

toleransh olarak kabul edilmektedirler (Greenway and Munns 1980).

Sonuc ve oneriler

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar ve daha sonra yapilacak calismalara yonelik

Oneriler su sekilde siralanabilir.

1. Tuz stresinin kallus nisbi su igerigini (%), kallus gelisim oranini (%), embriyogenik
kallus olusum oranin1 (%), cevap veren embriyogenik kallus oranini (%) ve eksplant

basina bitki sayisini (adet) azalttig1 belirlenmistir.

2. Arastirmada incelenen tiim Ozelliklerde tuz stresine bagli olarak meydana gelen bu

olumsuzluklar a-tokoferol uygulamasiyla iyilesme gostermistir.
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3. a-Tokoferoliin 100 mg/l dozunun tuz stresi altinda yetistirilen bitkiler i¢in adaptif bir
etkiye sahip oldugu belirlenmis ve tuzun olumsuz etkilerini onlemek amaciyla

kullanilmasi Onerilebilir.

4. Bugdayda tuza toleransli genotiplerin belirlenmesinde geleneksel yontemlere

alternatif olarak in vitro yontemlerin basarili bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.

5. In vitro sartlarda tuz stresinin ve a-tokoferoliin biyokimyasal ve molekiiler seviyedeki
etkilerinin daha sonra yapilacak calismalarla belirlenmesinin yararli olacagi

diistiniilmektedir.
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