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Yiiksek Lisans Tezi

ALLIUM CEPA L.’NIN BAZI FiZYOLOJiK VE SITOGENETIK
PARAMETRELERI UZERINDEKI TUZ STRESININ ZARARLI
ETKILERININ HAFIiFLETILMESINDE SODYUM HiPOKLORITIN
(NaClO) ROLU

Fadime DOGU

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal

Danigsman: Prof. Dr. Kiirsat CAVUSOGLU

Bu tez calismasinda, hem normal kosullar hem de tuz stresi altinda
cimlendirilen Allium cepa L./nin tohum c¢imlenmesi, fide biiylimesi
(radikula uzunlugu, radikula sayis1 ve taze agirlik), mitotik aktivite ve
kromozom anormallikleri tizerine sodyum hipokloritin (NaClO) etkileri
arastirilmistir.

Tek basina NaClO’lu ortamda c¢imlendirilen tohumlarin radikula
uzunlugu, radikula sayisi ve taze agirlig1 saf su ortaminda ¢imlendirilen
kontrol tohumlarininkilerle karsilastirildiginda azalirken, ¢imlenme
ylzdeleri istatistiksel agidan kontrol tohumlarininkilerle ayni1 olmustur.
Ayrica, tek basina NaClO’lu ortamda ¢imlendirilen A. cepa tohumlarinin
kok ucu meristemlerinde mitotik indeks saf su ortaminda ¢imlendirilen
kontrol tohumlarininkilere gore bir azalma gosterirken, kromozom
anormalliklerinin siklig1 kontroliinkilere gore bir artis gostermistir.

Diger yandan, tuz stresi A. cepa’nin tohum c¢imlenmesi ve fide
biiylimesini 6nemli 6l¢liide engellemistir. Dahasi, tohumlarin kék ucu
meristemlerinde mitotik indeksi 6nemli 6l¢lide azaltmis, kromozom
anormalliklerinin sayisim ise artirmistir. Oysaki tuzun tohum
cimlenmesi, fide biliytimesi, mitotik aktivite ve kromozom anormallikleri
tizerindeki zararh etkileri NaClO uygulamasi ile cesitli derecelerde
onemli 6l¢lide hafifletilmistir.

Anahtar Kelimeler: Allium cepa L. fide biiylimesi, kromozom
anormalligi, mitotik indeks, sodyum hipoklorit, tohum ¢imlenmesi, tuz

stresi.

2017, 38 sayfa
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ROLE OF SODIUM HYPOCHLORITE (NACIO) IN ALLEVIATION OF
DETRIMENTAL EFFECTS OF SALT STRESS ON SOME
PHYSIOLOGICAL AND CYTOGENETICAL PARAMETERS OF ALLIUM
CEPA L.
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In this work, the effects of sodium hypochlorite (NaClO) on the seed
germination, seedling growth (radicle length, radicle number and fresh
weight), mitotic activity and chromosomal aberrations of Allium cepa L.
germinated under both normal conditions and salt stress were studied.

The radicle length, radicle number and fresh weight of the seeds
germinated in the medium with NaClO alone reduced as compared with
ones of the control seeds germinated in distilled water medium while
their germination percentage was statistically the same as ones of the
control seeds. In addition, the mitotic index in root tip meristems of A.
cepa seeds germinated in the medium with NaClO alone demonstrated a
decrease according to ones of the control seeds germinated in distilled
water medium while their frequency of chromosomal aberrations
showed an increase according to ones of the control.

On the other hand, salt stress considerably inhibited the seed
germination and seedling growth of A. cepa. Furthermore, it markedly
reduced the mitotic index in root tip meristems of the seeds and
increased the number of chromosomal aberrations. Whereas, the
detrimental effects of salt on the seed germination, seedling growth,
mitotic activitiy and chromosomal aberrations were dramatically
alleviated in varying degrees by NaClO application.

Keywords: Allium cepa L., seedling growth, chromosomal abnormality,
mitotic index, sodium hypochlorite, seed germination, salt stress.

2017, 38 pages
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1. GIRIS

Bitkiler en iyi gelisimi kendileri icin optimum olan kosullarda gosterirler.
Normal metabolizmanin esnekligine bagh olarak, bitkiler giinliik ve mevsimlik
degisimler karsisinda Dbiliylimelerini devam ettirebilmelerine ragmen,
beklenmedik bir kosula siirekli veya zaman zaman maruz kalmalar1 sonucunda,
gelisimlerini ve hayatta kalmalarim1 etkileyecek hastaliklar, hasarlar veya
fizyolojik degisimler meydana gelebilir. Bu elverissiz sartlara sebep olan
faktorlere “stres” denir (Larcher, 1995; Shao vd., 2008). Bir baska deyisle stres,
bitki lizerinde negatif etkileri olan dis faktorler olarak tanimlanir. Birgok
durumda, stres bitkinin canli kalabilmesi, {irlin verebilmesi, biyokiitle birikimi
ve O0ziimleme ile iliski kurarak agiklanmasi gereken bir kavramdir (Biiytk vd,,

2012).

Sesil dogalar geregi stres etmeninden uzaklasarak kacinma gibi bir secenege
sahip olmayan bitkiler hayvanlardan farkli olarak strese direkt maruz kalirlar.
Bu direkt etki biiylime ve gelismeyi olumsuz etkilerken bitki organlarinin
yasantisini yitirmesine neden olmaktadir. 1982 yilinda Boyer stres faktorlerinin
ekin Uretiminin % 70 kadarin etkileyebilecegini 6ne stirerken; 2007 yilindaki
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) raporuna gére diinyadaki
karasal alanin sadece % 3.5’i herhangi bir ¢evresel tehditten etkilenmemektedir
(Boyer, 1982; Velthuizen vd., 2007). Stres etmenlerinin neden oldugu zarar;
bitkinin tiiriine, tolerans ve adaptasyon kabiliyetine bagl olarak degisiklik

gostermektedir (Dubey, 1994; Kadioglu, 2004; Madhova vd., 2005).

Halofitler (tuzcul), kserofitler (kurakecil) veya cipsli (algitash) topraklarda
yetisenler gibi baz1 bitkiler stres kosullarina dogal olarak adapte
olabilmektedirler. Stres kosullarina maruz kalmalarina ragmen bu 6zellesmis
bitkiler hayatta kalabilmekte ve bulunduklar1 cevrede yasam dongiilerini
tamamlayabilmektedirler. Strese dayanikliliklar1 dolayisiyla bu gibi bitki
tirlerinde ve stres toleransi diisiik Arabidopsis thaliana (model organizma) gibi
bitkilerde gerceklestirilen arastirmalar sonucunda bitkilerde strese karsi

verilen fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevaplar aydinlatilmaya



calisiimistir (Boscaiu vd., 2008). Elde edilen veriler esliginde bitkilerde stres
kosullarina karsi olusan molekiiler cevap mekanizmalar:i makromolekiillerin ve
iyonlarin homeostasisi, koruyucu molekiillerin sentezi, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumu ve detoksifikasyon olmak tizere ili¢ grupta toplanabilir (Biiyiik
vd., 2012).

Bitkileri etkileyen stres faktorleri biyotik (bitkiler, mikroorganizmalar,
hayvanlar ve antropogenik etkiler) ve abiyotik stres faktorleri (radyasyon,
sicaklik, su, gazlar, mineraller vb.) olmak iizere ikiye ayrilir (Larcher, 1995).
Abiyotik streslerden minarel stresi % 20’lik oraniyla kurakliktan (% 26) sonra
kullanilabilir alanlar1 en fazla etkileyen stres faktoridiir (Blum, 1986). Minarel
stresinin ¢ogunu tuzluluk olusturur ve diinyada tuzluluga maruz kalmis alan 9
milyon ha’dan fazladir (Tuteja, 2007). Yeryiiziinde tarim alanlarinin % 17’si
sulanmakta olup bu sulanan tarim alanlarinin yaklasik % 20’sinin (227 milyon
ha) tuzdan etkilendigi belirlenmistir (Pitman ve Lauchli, 2002; Tuteja, 2007).
Turkiye'de ise ¢orak alanlar ytlizey alaninin % 2’sini kaplamaktadir ve bu ¢orak
alanlarin da % 74’uni (yaklasik 12 bin ha) tuzlu topraklar olusturmaktadir
(Kendirli vd., 2005). Dilinyada verimli topraklar1 kusatan tuz stresi, bitkilerin
gelisimini yapisal, fizyolojik ve biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarinda

degisimlere neden olarak etkilemektedir (Culha ve Cakirlar, 2011).

Bir abiyotik stres faktorii olan tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim
bolgelerinde yikanarak yer alti suyuna karisan ¢oziinebilir tuzlarin, yiiksek
taban suyuyla birlikte kapilarite yoluyla toprak yiizeyine ¢ikmasi ve buharlasma
sonucu suyun uzaklasmasiyla toprak yiizeyinde birikmesi olayidir (Patel vd.,
2002; Rogers, 2002). Tuzluluk, artan insan niifusu ile birlikte diinyamizda
verimli tarimi tehlikeye atarak besin triinlerinin liretimini 6nemli diizeyde
kisitlayan cevresel faktorlerden birisidir (Botella vd., 2005). Tuzluluk, olusma
sebeplerine gore primer tuzluluk ve sekonder tuzluluk olarak ikiye gruba
ayrilabilir. Primer tuzlulugun olusma nedenlerini; ana kayalarin ayrismasi, tuz
deposu okyanuslar ve iklimsel etmenler olusturmaktadir (Munns ve Tester,
2008). Sekonder tuzlulugun olusma sebepleri ise; tarimsal alanlarda yogun

sulama ile ¢esitli tuzlar bakimindan zengin yer alti suyu seviyesinin toprak



ylzeyine kadar ylikselmesi, asir1 otlatma, bir bélgenin dogal vejetasyonunu yok
ederek tarim arazilerinin a¢ilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan
kimyasallarla kontaminasyonu olarak siralanabilir. Diinyadaki tuzdan
etkilenmis topraklarin biiytik kismin1 Na2SO4 ve NaCl'nin sebep oldugu tuzlu

topraklar olusturmaktadir (Pessarakli ve Szabolcs, 1999).

Tuz stresi, bitkilerin biiylimesini ve gelismesini osmotik ve iyon stresine neden
olarak engeller (Parida ve Das, 2005). Kok rizosferinde tuz miktarinin
artmasiyla birlikte ilk olarak osmotik stres olusmaktadir. Olusan bu dissal
osmotik stres, kullanilabilir su miktarinin da azalmasina sebep olur ve bu olay
“fizyolojik kuraklik” olarak da adlandirilir (Tuteja, 2007). Kullanilabilir su
miktarinin azalmasi, hiicre genislemesinin azalmasina ve siirgiin gelisiminin
yavaslamasin neden olur. Osmotik stresin devaminda ortaya ¢ikan iyon stresi
evresinde, ortamda artan Na ve Cl iyonlarinin K+, Ca*2 ve NO-3 gibi gerekli besin
elementleri ile rekabete girmesiyle bitkilerde, besin eksikligi veya besin
dengesizligi meydana gelir (Hu ve Schmidhalter, 2005). Tuzluluk, bitkiler
tizerindeki dogrudan etkisini osmotik ve iyon stresi olusturarak gosterirken,
dolayl etkisini (sekonder etki) bu stres faktorleri sonucu bitkide meydana gelen
yapisal bozulmalar ve toksik bilesiklerin sentezlenmesi ile gosterir. NaCl'nin
sebep oldugu baslica sekonder etkileri; DNA, protein, Kklorofil ve zar
fonksiyonuna zarar veren aktif oksijen tiirlerinin (AOT) sentezi; fotosentezin
inhibisyonu; metabolik toksisite; K* aliminin engellenmesi ve hiicre 6limi
olarak sayilabilir (Botella vd., 2005; Hong vd., 2009). Tuz stresinin bitkiler
tizerindeki etkileri; bitkinin c¢esidine, uygulanan tuz cesidi ile miktarina ve
maruz kalma siiresine bagh olarak degismektedir. Tuzlu ortamlarda bitkiler
genotipik farkliliklara bagh olarak cok farkhi cevaplar verirler (Dajic, 2006).
Tuzluluga karsi verilen bu farkh biiylime cevaplar1 sadece farklh iki bitki tiirt

icin degil ayn1 tiirtin farkh cesitleri i¢in de gecerlidir (Munns, 2002).

Tuz stresi, hiicre boéliinmesini ve uzamasini etkileyerek, bitkilerde kok ve
govdede hiicre sayisinin, mitotik aktivitenin ve hiicre bdéliinme oraninin
azalmasina neden olur (Burssens vd., 2000). Buna bagh olarak bitkinin govde ile

kék uzunlugunda ve agirliginda azalma; yapraklarda kiiciilme ve incelme ile



sayllarinda azalma; yaprak yiizeyinde bulunan mumsu tabaka ile kutikula
tabakasinda incelme; vaskiiler doku farklilasmasinda ve gelisiminde azalma
meydana gelir. Ayrica, erken donemde kokte lignifikasyon olusumu da gozlenir
(Mohammad vd., 1998; Reddy ve lyengar, 1999). NaCl'e direkt olarak maruz
kalan kok sistemlerinden primer kok sisteminin biiylimesi, hiicre genislemesi ve
hiicre dongiisiinii baskilamas1 sonucunda dogrudan engellenir (Wang vd.,
2009). Kok tlyleri ise artan tuz konsantrasyonuna bagh olarak aktivitelerini
kaybeder ve kaybolurlar (Ali vd., 1999). Tuz stresi bitkinin biitiin gelisim
evrelerini etkilemesine ragmen, en ¢ok etkilenen evre tohum iiretim safhasi,

dolayisiyla da tohum verimidir (Khatun ve Flowers, 1995).

Bitkilerin tuzluluga karsi duyarhligi tarimda ¢ok 6énemli bir problemdir. Tuzlu
topraklarda turiinli arttirmaya ve bu alanlar 1slah etmeye ihtiyac duyulmasi
nedeniyle bu 6nemli sorun, bir¢cok arastiricinin ilgisini ¢ekmis ve bitkilerin
vejetatif yasamlarinin ¢esitli asamalarinda tuz toleransini arttirmak i¢in bircok
metot ortaya konmustur (Kaur vd., 1998; Gulzar ve Khan, 2002). Tuzlulugun
zararh etkisini azaltmak, tuz birikimi nedeniyle ortaya ¢ikan verimlilik kaybini
geri cevirmek ve yeniden canlandirilmis topraklar elde etmek icin bazi
uygulamalar yapilabilmektedir (Munns ve Termaat, 1986). Bu uygulamalar
arasinda tuzlu topraklarin islah edilmesi, tuzlu sulama sularinin iyilestirilmesi
ve daha Kkaliteli su kullanimi, organik giibreler kullanilarak topragin humus
miktarinin artirilmasi, asir1 inorganik giibrelemeden kaginilmasi, seralarda
topraksiz yetistiricilik gibi baz1 yetistirme tekniklerinin kullanimi yer
almaktadir. Ancak tuzlulugun zararh etkilerini ortadan kaldirmay1 amaglayan
bu calismalar olduk¢a masrafli olmasi1 yaninda gecici sonuglar vermektedir.
Ozellikle iyilestirilen alanlarda kaliteli su kullanimi ile birlikte uygun sulama
yontemlerinin saglanamadigl durumlarda topragin tekrar tuzlanma olasilig
oldukga yiiksektir. Arastiricilar son yillarda tuz zararinin en aza indirilmesi
amaci ile farkli 6nlemler lizerinde calismalarina devam etmektedir. Bunlarin
basinda tuzlulugun sorun oldugu alanlarda normal gelisme ve biiylime
gostererek ekonomik bir tiriin olusturabilen, tuz stresine karsi toleransi ytiksek
bitki genotiplerinin belirlenmesi ve yeni c¢esitlerin 1slah edilmesi gelmektedir

(Saruhan vd., 2008; Dasgan ve Kog, 2009).

4



Sodyum hipoklorit formiilii NaClO olan bir bilesiktir. Bir sodyum (Na*) katyonu
ve bir hipoklorit (CIO-) anyonu igerir. Suda eritildiginde genellikle agartici veya
camasir suyu olarak bilinir. Yan triin olarak oksijen gazi salan, proteinler ve
nukleik asitler gibi biyolojik molekiilleri oksitleyerek her tiirlii bakteri, mantar
ve viruslere kars1 oldukga etkili olan NaClO, bir dezenfektan ya da agartma
maddesi olarak sik¢a kullanilir (Bloomfield ve Arthur, 1991; Bewley ve Black,
1994). NaClO’nun tohum c¢imlenmesi ve fide biiylimesi iizerindeki etkileri
celiskilidir. Soyle ki, NaClO'nun tohum ¢imlenmesi ve fide biiyliimesini tesvik
ettigini (Vujanovic vd., 2000) ileri siiren arastirmacilara karsilik, engelledigini
(Ilahi ve Hussain, 1988) ileri siiren arastirmacilarda mevcuttur. Bu goézlem
farkliliklari, muamele siireleri ve kullanilan konsantrasyonlardaki farkliliktan

kaynaklanmis olabilir (Dempsey ve Walker, 1973; Mendes de Jesus vd., 2016).

Allium L. kuzey yarim kiirenin sicak iklimlerinde dogal olarak yayilis gésteren
ylzlerce tir ihtiva eden monokotil bitkilerin en biyiik cinsidir (Kogyigit ve
Ozhatay, 2010). Allium testi 6nemli avantajlara sahiptir ve fiziksel ve kimyasal
mutagenezlerin, Kkirlilik ajanlarinin, bitki ekstratlarinin ve benzer aktif
materyalin mitotik hiticre bdlinmesi Ttzerindeki sitogenetik etkilerinin
arastirilmasinda yillardir kullanilmaktadir. Allium testinin memeli test
sistemlerinde de benzer sonuglar gosterdigi belirlenmistir (El-Shabbaby vd.,
2003; Teixeira vd., 2003). Literatiirde normal kosullar altindaki tohum
cimlenmesi tlizerine NaClO’'nun etkileri konusunda yayinlanmis c¢alismalar
(Nwangburuka vd., 2012; Varasteh vd., 2015; Mendes de Jesus vd., 2016)
bulunmasina ragmen, bitkilerdeki tuz stresi lizerine s6z konusu biiyiime
diizenleyicisinin koruyucu mekanizmasi halen yeterince anlagilamamistir. Bu
tez calismasi, cogunlukla sogan olarak bilinen Allium cepa L./nin tohum
cimlenmesi, fide biliyiimesi, mitotik aktivite ve kromozom anormallikleri
tizerindeki tuz stresinin zararl etkilerinin azaltilmasinda NaClO’nun etkilerini

arastirmak i¢in tasarlanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Hsiao vd. (1981), Striga asiatica L. Kuntze (cadiotu) tohumlarinin ¢imlenmesi
tizerine farkli konsantrasyonlardaki (% 0.025, % 0.05, % 0.075, % 0.1 ve %
0.15) dissal sodyum hipokloritin (NaClO) etkilerini arastirmislardir. iki hafta
sonunda % 0.025 ve % 0.05’lik NaClO konsantrasyonlarinda cadiotu
tohumlarinda ¢imlenme gozlenemezken, % 0.075, % 0.1 ve % 0.15lik
konsantrasyonlarda 1. hafta sirasiyla % 8, % 56 ve % 75 ¢imlenme, 2. hafta

sirastyla % 10, % 100 ve % 100’liik cimlenme gozlenmistir.

Khan ve Zia (2007), tuzlu kosullar altinda c¢imlendirilen Limonium stocksii
(Boiss) Kuntze tohumlarinin ¢imlenme ytlzdesi tlizerine dissal NaClO’'nun
etkilerini incelemislerdir. % 10’luk NaClO'nun L. stocksii tohumlarinin
cimlenmesi tlizerindeki tuz inhibisyonunu ortadan kaldirmada son derece

basarili oldugunu tespit etmislerdir.

Nwangburuka vd. (2012), normal kosullar altinda ¢imlendirilen Abelmoschus
esculentus (L) Moench (bamya)’'un tohum ¢imlenmesi ve fide biliylimesi iizerine
farkli konsantrasyonlardaki (% 4, % 5 ve % 6) NaClO'nun etkilerini
arastirmislardir. Calisilan tim NaClO konsantrasyonlarinin bamya tohumlarinin
nihai cimlenme ylizdesi ve fide biliyiimesi iizerinde istatistiksel acidan etkisiz

kaldiklarini bildirmislerdir.

Koém vd. (2014), Linum usitatissimum L. (keten)'un tohum c¢imlenmesi, fide
gelisimi ve hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon kapasitesi tizerine NaClO
soliisyonunun farkli uygulama strelerinin (6, 10 ve 14 dakika) etkilerini
incelemislerdir. Fide gelisimi ve siirgiin rejenerasyonundaki en yliksek sonuclar,
keten tohumlarinin 10 dakika siireyle NaClO soliisyonunda sterilizasyonuyla
elde edilmistir. Bununla birlikte, keten tohumlarinin 14 dakika siireyle NaClO
soliisyonunda sterilizasyonu tohum c¢imlenmesi, fide biiylimesi ve silrgin

rejenerasyonu iizerinde olumsuz bir etki yapmistir.



Varasteh vd. (2015), Drococephalum moldavica L. tohumlarinin ¢imlenmesi
tizerine NaClO o6n muamelesinin etkilerini arastirmislardir. Bu amagla D.
moldavica tohumlarini 2, 4, 6 ve 8 dakikalik stirelerle % 0.5, % 1, % 2, % 3, % 4
ve % 5’lik NaClO ¢ozeltilerinde 6n muameleye tabi tutmuslar ve siire sonunda
saf su ortamina ekim yapmislardir. % 4 NaClO ¢ozeltisinde 8 dakika siireyle 6n
muameleye tabi tutulan tohumlarin nihai ¢imlenme yiizdelerinde kontrole gore

bariz bir artis meydana gelmistir.

Mendes de Jesus vd. (2016), normal kosullar altinda c¢imlendirilen Carica
papaya L. (papaya) tohumlarinin ¢imlenmesi lizerine NaClO'nun etkilerini
incelemislerdir. Bu amagla papaya tohumlarini 24 saatlik siireyle % 0, % 2, %
4, % 6 ve % 8’lik NaClO ¢ozeltisinde sismeye birakmislar ve bu siire sonunda
saf su ortamina ekim yapmislardir. % 2’lik NaClO ¢ozeltisinde 6n muameleye
tabi tutulan papaya tohumlarinin c¢imlenme yiizdelerinde gerek kontrole

gerekse diger uygulamalara gore bariz bir artis gdzlenmistir.

Goruldigi gibi disaridan uygulanan NaClO’nun normal kosullar altindaki tohum
cimlenmesi ve fide bliylimesi lizerindeki etkileri konusunda kismen literatiir
bilgisi bulunmasina karsin, s6z konusu kimyasalin 6zellikle tuzlu kosullar
altindaki tohum c¢imlenmesi ve fide biiylimesi lizerindeki etkileri konusunda
olduk¢a sinirlh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bununla birlikte, maalesef
NaClO'nun gerek normal gerekse tuzlu kosullar altinda ¢imlendirilen
tohumlarin koék wucu meristemlerinde mitotik aktivite ve kromozom
anormallikleri iizerindeki etkileri konusunda ise yapilan literatiir taramasi
sonucunda herhangi bir bilgiye ulasilamamistir. Dolayisiyla yaptigimiz bu
Yiiksek Lisans Tez g¢alismasinin s6z konusu literatiir eksikligini biiyiik ol¢iide
azaltacag1 ve gelecekte yapilacak olan benzer c¢alismalara 1s1k tutacag:

kanisindayiz.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Tohum

Bu tez calismasina ait deneyler, Siilleyman Demirel Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki Fizyolojisi ve Sitogenetik Laboratuarlarinda
gerceklestirilmistir. Deneylerde, Erdogan Ekinci Limitet Sirketinden saglanan

Allium cepa L. tohumlar1 kullanilmistir.

3.2. Tuz Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan tuz (NaCl), Merck firmasindan saglanmistir. Deneylerde
kullanilan 0.225 M NaCl ¢ozeltisi gerekli miktar tuzun saf suda ¢6ziindiirtiliip

litreye tamamlanmasi ile elde edilmistir.

3.3. Bilyiime Diizenleyicisi C6zeltisinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan sodyum hipoklorit (NaClO), Sigma-Aldrich firmasindan
saglanmistir. Deneylerde konsantrasyonu bir 6n ¢alisma sonucu saptanan % 0.1
NaClO kullanilmistir. NaClO’dan bir litre stok ¢6zelti hazirlanmistir. Bu amacla
gerekli miktar NaClO bir pipet yardimiyla alindiktan sonra saf su ile
cozindirilip litreye tamamlanmistir.  NaClO ve NaCl ¢ozeltileri

kullanilmadiklari siirece +4°C’ye ayarl buzdolabinda saklanmistir.

3.4. Tohum Cimlendirme Yéntemi

Cimlendirme deneyleri sabit sicaklikta (20°C), siirekli karanlkta ve etiivde
yapilmistir. Once yeterli sayida, dolgun goériiniislii, saglam ve az ¢ok birbirine
benzer biiytiklikte olan Allium cepa L. tohumlar1 secilmistir. Tohumlar
kullanilmadan o6nce ylizey sterilizasyonuna tabii tutulmustur. Bunun icin
tohumlar % 2.5’lik sodyum hipokloritte 10 dakika tutulduktan sonra 24 saat
boyunca saf su ile yikanip filtre kagitlar1 tUzerinde oda sicakliginda

kurutulmustur (Tlrkmen vd., 2009).



Sekil 3.4.1. 20°C’ye ayarl etlivde ¢imlendirilen Allium cepa L. tohumlari



Daha sonra tohumlar dért uygulama grubuna béliinmiistiir:

» Grup I (kontrol), saf su ortaminda

» Grupll, 0.225 M NaCl ortaminda

» Grup III, % 0.1 NaClO ortaminda

» GruplV, 9 0.1 NaClO + 0.225 M NaCl ortaminda
cimlendirilecektir.

Her uygulama grubuna ait 20 adet tohum, kapak kismi delikli ve icerisinde 1
litre ¢ozelti bulunan 1.7 litre hacimli plastik kiivetler icerisine diizenli olarak
dizilerek, 20°C’ye ayarl etiive 7 giin boyunca ¢imlenmek tizere yerlestirilmistir.
A. cepa tohumlan ile yapilan deneylerde 24 saatte bir ¢imlenme yiizdeleri
saptanmis ve bu islem 7. gline kadar stirdiiriilmiistiir. 7. giin sonunda ¢imlenme
ylzdesi tespitinin ardindan c¢imlenen tohumlardan ¢ikan fidelerde radikula
sayllar1 belirlenmis ve radikula uzunluklar1 6l¢ilmiistiir. Ayrica 6zel olarak

tekrarlanmis deneylerde yine 7. giin sonunda taze agirlik tartimi yapilmistir.

3.5. Radikula Uzunluklarin Olg¢iilmesi

Kok ile gévdenin ayirim yerinden baslayarak en uzun sagak kokiin ucuna kadar

milimetrik bir cetvel yardimiyla 6l¢lim yapilmistir.

3.6. Radikula Sayisinin Tespiti

7. giin sonunda her uygulamaya ait fidelerin sagak kokleri sayilarak tespit

edilmistir.
3.7. Taze Agirlik Tespiti
7. giin sonunda her uygulamaya ait fideler topluca tartilmistir. Bu toplam agirhk,

fide sayisina boéliinerek bir fidenin ortalama taze agirhigr g/bitki olarak

bulunmustur.

10



3.8. Ik islem Cézeltisinin Hazirlanmasi

ik islem cozeltisi olarak doymus paradiklorbenzen cozeltisi kullanilmistir.
Cozelti, icerisinde 500 ml distile su bulunan agzi mantar kapakl bir sise
icerisine, 10 g paradiklorbenzen kristalinin konularak bu karisimin 60°C’ye

ayarl etlivde bir gece bekletilmesi suretiyle hazirlanilmistir (Elgi, 1982).

3.9. Tespit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tespit ¢ozeltisi olarak asetik alkol kullanilmistir. Cozelti, McLean ve Cook
(1941) ve Sass (1951)'1n metoduna gore; 1 kisim glasiyel asetik asidin, 3 kisim

absolii alkol ile karistirilmasi sonucu hazirlanmistir (Elgi, 1982).

3.10. Boyanin Hazirlanmasi

Mitoz boliinme ve kromozomlarin iyi bir sekilde goriilebilmesini saglamak icin
yapisinda kristal halde fuksin bazik bulunan Feulgen boyasi kullanilmistir.
Feulgen boyasi, Darlington ve La Cour (1976) ve El¢i (1982)'nin metoduna goére
asagidaki sekilde hazirlanmistir.

» 1 g kristal haldeki fuksin bazik alinarak 8 cm c¢apinda bir saat cami
icerisinde ezilmistir.

» 500 ml'lik bir erlenmayere, ezilerek toz haline getirilmis fuksin bazik
kabin etrafina bulastirilmadan konulmustur.

» Baska bir erlenmayerde 200 ml distile su kaynatilmistir.

» Toz halindeki fuksin bazik tizerine kaynatilmis olan distile su yavas yavas
dokiilerek siirekli karistirilmistir.

» Boyanin sicakligi 50°C’ye diisiiriiliinceye kadar karistirilmaya devam
edilmistir.

» Boyaya 20 ml HCl ilave edilerek filtre kagidi yardimiyla siiziilmiistiir.

» Siiziilen boyaya 2 g potasyum metabisiilfit (K2S203) ilave edilerek 2
dakika boyunca karistirilmaya devam edilmis ve daha sonra boya kapakh

bir siseye konularak 24 saat buzdolabinda bekletilmistir.
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3.11. Kok Ug¢larinin Elde Edilmesi

Calisilan tiim uygulama gruplarina ait ortamlarda ¢imlendirilen tohumlarin kok
uclart 1-1.5 cm uzunluguna ulastiginda kesilerek kiiciik siseler icerisine alinip
paradiklorbenzen ile 4 saat stireyle ilk isleme tabi tutulmustur. Daha sonra kék
uclar1 asetik alkol (1:3) tespit c¢oOzeltisinde 24 saat bekletilmistir. Tespit
isleminden sonra kok uclar1 preparat hazirlanmasi ve incelenmesi icin
kullanilmak iizere igerisinde % 70’lik alkol bulunan kiiciik siselere alinarak

+4°C’de buzdolabinda saklanmistir (Hill ve Myers, 1945).

3.12. Boyamanin Yapilmasi

% 70’lik alkolden ¢ikartilan kok uglar1 birka¢ kez musluk suyunda yikanmistir.
Yikama sonrasi kok uglari, 1 N HCI igerisinde 60°C’ye ayarh etiivde 17 dakika
boyunca hidroliz edilmistir. Hidroliz islemi sonras1 kok uclar1 tekrar musluk
suyuyla yikanip 1.5-2 saat kadar Feulgen icerisinde bekletilmistir. Daha sonra
boyamanin daha iyi olmasi i¢in kok uclar1 15 dakika musluk suyunda

yikanmistir (El¢i, 1982).

3.13. Preparatlarin Hazirlanmasi

Preparat hazirlamak icin; % 45'lik asetik asitten bir damla lam tizerine konulup,
keskin bir jiletle kok ucunun koyu renk almis olan 1-2 mm'lik u¢ kismi
kesilmistir. % 45’lik asetik asitten ok uclu igne yardimiyla bir damla alinarak
kesilen kok ucu tUzerine getirilmis ve daha sonra kok ucu bu damla igerisinde
jilet yardimiyla parcalanmistir. Bu parcaciklarin iizerine lamel kapatilarak bir
elin bagparmagiyla lamel oynatilmadan tutulup diger el ile kursun kalemin arka
kismiyla lamele hafifce vurulmustur. Béylece hem hiicrelerin daha iyi dagilmasi
saglanilmis hem de hiicreler yassilastirilarak mitotik evrelerin goriiniimii
kolaylastinlmistir. Preparatin icinde kalan hava kabarciklarini gidermek icin,
lamelin kenarina % 45°lik asetik asit damlatilmis ve bu damla lamelin kenarinda
dolastinlarak kabarcikliklar1 giderilmistir. Fazla asit kurutma kagidi ile

cekilmistir. Daha sonra preparat kurutma kagidi arasina konularak lamelin her
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tarafina aymi sekilde temas edecek sekilde basparmak ile kuvvetlice
bastirllmistir. Boylece parcaciklarin tek bir hiicre tabakasi haline gelmesi

saglanmistir (Elgi, 1982).

3.14. Devaml Preparatlarin Hazirlanmasi

Hazirlanan preparatlarin devamli hale getirilmesinde, hiicrelerin oldugu gibi
muhafaza edilebilmesi icin lam ve lamelin birbirinden ayrilmamasi
gerektiginden alkol buhar1 degis-tokus yontemi kullanilmistir. Bunun igin
salelerin i¢ kismi ve kapagin i¢ tarafina kurutma kagidi yerlestirilmistir. Kapaga
ve kapagin i¢c kisimlarina yerlestirilen kurutma kagitlar1 absoli alkol ile
nemlendirilmis ve kabin dip kisimlarina 3-4 mm absolii alkol konulmustur.
Alkol buharinin u¢gmasini 6nlemek icin kabin agzina ve kapagin etrafina vazelin
stirilmiustiir. Devamlh yapilmak istenen preparatlara, gerekli bilgilerin yazili
oldugu etiketler yapistinnlmistir. Preparatlar, anlatilan sekilde hazirlanan
salelere konulmus ve bir gece +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Ertesi giin
buradan ¢ikarilan preparatlar, icine ve kapagina absolii alkol ile nemlendirilmis
filtre kagidi1 yerlestirilmis olan petri kutularina konulmustur. Lamelin iki
kenarina birer damla kanada balzami damlatilmis ve damlalar lamelin fig
kenarini kapatacak sekilde yayilmistir. Boylece kurutulan preparatlar, devamh

preparat haline gelmistir (El¢i, 1982).

3.15. Mitotik indeksin Belirlenmesi

Hazirlanan preparatlar mikroskopta 100X biiylitmede incelenmis ve her bir
uygulama grubu icin 3 tekrar yapilarak yaklasik 30.000 hiicre sayilmistir. Daha
sonra mitoz bolinmedeki hiicrelerin sayisi hesaplanarak mitotik indeks

asagidaki formiile gore belirlenmistir.

Mitozdaki hiicre sayisi
Mitotik indeks (%)= X100
Toplam hiicre sayisi
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3.16. Mitoz Anormalliklerinin Belirlenmesi
Preparatlarin mikroskobik gozlemleri sirasinda her bir uygulama grubu icin
yaklasik 2000 boliinen hiicredeki mitotik anormallikler sayilarak kromozom

anormallik ylizdeleri asagidaki formiile gore belirlenmistir.

Anormal hiicre sayisi

Kromozom anormalligi (%)= X100

Mitozdaki hiicre sayisi
Kromozom  anormalliklerinin  resimleri ~ Olympus CX-41 arastirma
mikroskobunda 100X biiyiitme ile ve C-5060 WZ marka fotograf makinesi ile
cekilmistir.

3.17. istatistik Analizler

Tim parametrelerle ilgili istatistik degerlendirme SPSS programi kullanilarak

Varyans analizine (Duncan testi) gore gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Zamana Bagh Tohum Cimlenmesi Uzerine NaCIO’nun Etkileri

NaCIO uygulamasi, Allium cepa L. tohumlarinin nihai ¢imlenme yiizdesi icin
gerekli stlireyi uzatmistir. Saf su ortaminda ¢imlendirilen grup I (kontrol, K)
tohumlar 3. giin sonunda % 100 ¢imlenme gosterirken, % 0.1 NaCIO ortaminda
cimlendirilen grup III tohumlari bu degere ancak 5. glinde ulasarak 48 saatlik
bir slire kaybina neden olmustur. Diger bir ifadeyle, NaCIO uygulamasi sogan
tohumlarinin zamana bagl ¢cimlenmesi iizerinde engelleyici bir etki gostermistir

(Cizelge 4.1.1).

Cizelge 4.1.1. Allium cepa L.nmin zamana bagh cimlenme yiizdesi iizerine
NaClO’nun etkisi

Siire (giin)

GrupI 0+0.0 92+2.8 100+0.0 100+0.0 100+0.0 100+0.0 100+0.0

Grup II 0+0.0 0+0.0 7+2.3 11+2.3 12+0.0 23+2.8 250.0

Grup II  0+0.0 85+5.0 95%5.0 98+2.8 100£0.0 100£0.0 100£0.0

GrupIV  0+0.0 82+2.8 95+0.0 95+0.0 950.0 97+2.8 98+2.8

Grup I (kontrol) saf su; Grup 11 0.225 M NaCl; Grup 111 % 0.1 NaClO; Grup IV % 0.1 NaClO +0.225
M NaCl ortaminda ¢imlendirilmistir.

Tuz, A. cepa tohumlarinin ¢imlenmesi icin gerekli siireyi olduk¢a uzamustir.
Ornegin, saf su ortaminda ¢imlendirilen K tohumlar (grup I) 2. giin sonunda %
92 cimlenme gosterirken, 0.225 M NaCl ortaminda cimlendirilen grup II
tohumlar1 bu degere deney sonunda dahi ulasamamistir. NaCIO uygulamasi ise
tuz stresinin ¢imlenmeyi geciktirici etkisini miikemmel bir sekilde yenmistir.

Ornegin 0.225 M NaCl ortaminda ¢imlendirilen grup II tohumlari deneyin 7.
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glintinde % 25 ¢imlenme gostermistir. NaCIO+tuz ortaminda ¢imlendirilen grup
IV tohumlarinda ise bu degerin 3 katindan fazlasina (% 82) 2. giinde ulasilarak
120 saatlik bir siire kazanci saglanmis ve 7. giin sonunda grup IV tohumlarinin
cimlenme yiizdesi neredeyse saf su ortamindaki tohumlarin (grup I) ¢cimlenme

yuzdesine (% 98) ulasilmistir (Cizelge 4.1.1).

4.2. Fide Biiyiimesi Uzerine NaCIO’nun Etkileri

Tek basina NaCIO ortaminda ¢imlendirilen grup III tohumlarinin radikula
uzunlugu, radikula sayisi1 ve taze agirlig: saf su ortaminda ¢imlendirilen K (grup
[) tohumlarminkilere gore azalirken, nihai ¢imlenme ytizdesi istatistiksel olarak

grup [ tohumlarininkilerle ayni olmustur (Cizelge 4.2.1).

Cizelge 4.2.1. Allium cepa L.nin baz biiylime parametreleri iizerine NaClO'nun

etkisi
Biiyiime Parametreleri
Gruplar Cimlenme Radikula Radikula Taze

yiizdesi uzunlugu sayisl agirhk

(%) (mm) (g/fide)

Grup I *100+0.0b 75.2+1.0d 48.5+1.44 17.7+0.7¢
Grup II 25+0.02 10.4+0.22 16.8+1.12 12.3£1.22
Grup III 100+0.0b 53.2+0.2¢ 42.8+1.8¢ 14.4+1.1b
Grup IV 98+2.8b 33.5+1.0b 34.1+1.9b 13.2+0.1ab

* Her bir parametre siitununda ayni harfle gosterilen degerler arasindaki fark 0.05 diizeyinde
onemsizdir. Grup I (kontrol) saf su; Grup II 0.225 M NaCl; Grup III % 0.1 NaClO; Grup IV % 0.1
NaClO +0.225 M NaCl ortaminda ¢imlendirilmistir.

Tuz, incelenen tim biiyime parametreleri iizerinde engelleyici bir etki
yapmustir. Ornegin, saf su ortaminda cimlendirilen K (grup I) tohumlar: deney
sonunda % 100 ¢imlenme gosterirken, 0.225 M NaCl'de ¢imlendirilen grup II
tohumlarinda bu deger ancak % 25 olmustur. Diger bir ifadeyle, tuz A. cepa
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tohumlarin nihai ¢imlenme ytzdesini % 75 oraninda engellemistir. NaCIO
uygulamasi ise tuz stresinin nihai cimlenme ytizdesi iizerindeki olumsuz etkisini
gayet bariz bir sekilde ortadan kaldirmistir. NaCIO ile muamele edilen grup IV
tohumlar1 s6z konusu tuz seviyesinde % 98 oraninda ¢imlenme gostermistir.
Kisacasi, A. cepa tohumlar tuzlu kosullar altinda degil de sanki normal kosullar

altinda ¢imleniyormus gibi bir performans sergilemistir (Cizelge 4.2.1).

Dahasi, NaCIO uygulamasi nihai ¢imlenme ytizdesi lizerindeki bu olumlu etkisini
radikula uzunlugu, radikula sayisi ve taze agirlik parametreleri lizerinde de
devam ettirmistir. 0.225 M tuzlulukta biiyttiilen grup II fidelerinin radikula
uzunlugu, radikula sayisi ve taze agirligi sirasiyla 10.4 mm, 16.8 ve 12.3 g iken,
bu degerler NaCIO ile muamele edilen grup IV fidelerinde sirasiyla 33.5 mm,
341 ve 13.2 g olmustur (Cizelge 4.2.1). Bliyime parametreleri iizerine

NaCIO’nun etkileri Sekil 4.2.1’deki fotografta da gorilmektedir.

Grup | Grup 11 Grup III Grup IV

y | | o

Sekil 4.2.1. Allium cepa L. tohumlarinin 7. giin sonundaki cimlenme durumlarina
NaCIO’nun etkisi. Grup I (kontrol) saf su; Grup II 0.225 M NaCl; Grup
III % 0.1 NaCIO; Grup IV % 0.1 NaCIO0+0.225 M NaCl ortaminda
cimlendirilmistir.
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4.3. Mitotik indeks ve Kromozom Anormallikleri Uzerine NaCIO’nun

Etkileri

Mitotik indeks (MI) olarak ifade edilen mitotik aktivite saf su ortaminda
cimlendirilen K (grup I) orneklerininkilerle karsilastirildiginda 0.225 M tuz
konsantrasyonunda (grup II) onemli Olglide azalmistir. Ayn1 zamanda, so6z
konusu tuz konsantrasyonu A. cepa’nin kok ucunda Kkromozom
anormalliklerinde 6nemli bir artisa sebep olmustur. Ornegin, K (grup I)
tohumlarinda mitotik indeks ve kromozom anormallikleri sirasiyla % 6.3 ve %
0.0 iken, bu degerler 0.225 M NaCl konsantrasyonunda sirasiyla % 3.7 ve 50.1
olmustur (Cizelge 4.3.1).

Tek basina NaCIO ile muamele edilen grup Il tohumlarinin mitotik indeksi grup
I orneklerine gore kismen azalmis (% 5.2) ve kromozom anormallikleri ise
onemli olciide artmistir (% 46.3). Ancak NaClIO uygulamas: (grup IV) bu tuz
seviyesinde mitotik indeks (% 9.4) ve kromozom anormalliklerinin sayis1 (%

40.7) uzerinde miikemmel bir performans sergilemistir (Cizelge 4.3.1).

Cizelge 4.3.1. Allium cepa L. kok ucu meristemlerindeki mitotik indeks ve
kromozom anormallik frekansi tizerine NaClO’nun etkisi

Gruplar Mitotik indeks Kromozom anormalligi
(%) (%)
Grup I *6.3+0.2¢ 0.0£0.02
Grup II 3.740.42 50.1+1.0d
Grup III 5.2+1.0b 46.3+1.7¢
Grup IV 9.4+0.74 40.7+0.4>

* Her bir parametre siitununda ayni harfle gosterilen degerler arasindaki fark 0.05 diizeyinde
onemsizdir. Grup I (kontrol) saf su; Grup II 0.225 M NaCl; Grup III % 0.1 NaClO; Grup IV % 0.1
NaClO +0.225 M NaCl ortaminda ¢imlendirilmistir.
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A. cepa kok ucu meristem hiicrelerinin mikroskobik incelemesi sirasinda farkh
normal ve anormal mitotik sekiller gozlenmistir (Sekil 4.3.1, 4.3.2).
Mikronukleus, diizensiz profaz, kromozomal sarmalanamama, diizensiz anafaz,
anafaz koprisi, anafazda geri kalmis kromozom, telofaz kopriisi, telofazda
vagrant kromozom ve telofazda kutup kaymasi gibi ¢ok sayida kromozom
anormalligi go6zlenmistir. Tiim uygulamalar icerisinde en yaygin gozlenen
anormalliklerin dilizensiz profaz, kromozomal sarmalanamama ve telofazda
kutup kaymasi oldugu belirlenmistir. En az rastlanan anormalliklerin ise
mikronukleus ve telofazda vagrant kromozom oldugu tespit edilmistir (Sekil

43.2).

C d ©Cavusoglu (20_i7)

Sekil 4.3.1. Allium cepa L. kok ucu meristemlerinde gozlenen normal mitoz
evreleri. profaz (a), metafaz (b), anafaz (c), telofaz (d)
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Sekil 4.3.2. Calisilan biitlin uygulama gruplarina ait ¢cimlendirme ortamlarindan
elde edilen Allium cepa L. kék ucu meristemlerinde go6zlenen
anormallikler. mikronukleus (a), diizensiz profaz (b), kromozomal
sarmalanamama (¢, d), diizensiz anafaz (e), anafaz kopriisi (f, g),
anafazda geri kalmis kromozom (h), telofaz képriisii (3, j), telofazda
vagrant kromozom (k) ve telofazda kutup kaymasi (1)



5. TARTISMA VE SONUCLAR

5.1. NaClO’nun Stressiz Kosullardaki Fizyolojik ve Sitogenetik Etkileri

Genellikle stresin bulunmadigi normal kosullardaki tohum c¢imlenmesinde
disaridan herhangi bir bliyiime diizenleyicisi tatbikine ihtiya¢ yoktur. Dissal
biiylime diizenleyici tatbiki normal kosullar altindaki tohum ¢imlenmesi ve fide
biiylimesi lizerinde olumlu veya olumsuz etkilere yol acabilmektedir (Cavusoglu
vd., 2007, 2013, 2014). Disaridan uygulanan NaClO’nun stressiz kosullarindaki
tohum c¢imlenmesi ve fide biiylimesindeki rolleri kismen g¢alisilmis olmakla
birlikte bir fikir birligine varilamamigstir. Bu nedenle tuz stresi kosullarindaki
¢cimlenme arastirmalarina gegmeden 6nce optimum sicaklik olan 20 °C’de ve saf
su ortamindaki tohum ¢imlenmesinde adi gecen biliyiime diizenleyici kimyasalin
cimlenme ve ¢cimlenme sonrasi ilk fide biiylimesindeki etkilerinin arastirilmasi

uygun bulunmustur.

Cizelge 4.1.1'de goruldigia gibi NaClO uygulamasi saf su ortaminda
cimlendirilen Allium cepa L. tohumlarinin nihai ¢imlenme yiizdesi icin gerekli
stireyi kisaltmada basarili olamamis ve ¢imlenme siiresini 6nemli o6l¢lide
uzatmistir. Diger yandan, s6z konusu uygulama normal Kkosullar altinda
cimlendirilen sogan tohumlarinin radikula uzunluklari, radikula sayilar ve taze
agirliklar1 lizerinde engelleyici bir etki yapmis, nihai ¢imlenme yiizdeleri
lizerinde ise istatistiksel olarak K (grup I) ile ayni etkileri gostermistir (Cizelge
4.2.1). Bununla birlikte, digsal NaClO uygulamasinin normal kosullar altindaki
tohum cimlenmesi ve fide biiylimesini tesvik ettigini (Vujanovic vd., 2000;
Varasteh vd., 2015), engelledigini (Hsiao ve Quick, 1984; Ilahi ve Hussain, 1988)
yada etkisiz oldugunu (Nwangburuka vd., 2012) gosteren calismalar mevcuttur.
Bu sonuglarin bir kismi bizim bulgularimizla uyusmasina karsin bir kismi
uyusmamaktadir. O halde biitiin bu calismalarin bir sonucu olarak, NaClO’nun
tohum c¢imlenmesi ve fide biliylimesini bitki tiirtine, kullanilan miktarina, 6n
muamele tarzina ve siliresine gore farkli sekillerde etkiledigi sdylenebilir

(Dempsey ve Walker, 1973; Mendes de Jesus vd., 2016).
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Kromozomlarla ilgili c¢alismalarda, hiicre bdliinmesi ve kromozom
anormalliklerinin belirlenmesi icin degisik metotlar kullanilmaktadir. Hiicre
boliinmesi sirasinda boéliinmeyi kontrol edebilecek 8-hidroksikinolin (Rousi,
1961), a-monobromonaftalin (Kuta, 1980; El¢i, 1982), paradiklorbenzen (Elgi,
1982; Sharma ve Gupta, 1982; Tabur vd., 2002), kolkisin (Terziiski ve Dimitrov,
1983; Clavarino, 1986) ve erimekte olan buz (Ladizinsky ve Hadassa, 1984;
Maxted vd., 1991) gibi 6n uygulama c¢o6zeltilerinin kullanildig1 bilinmektedir.
Calismamizda 6n uygulama igin Elgi (1982), Sharma ve Gupta (1982) ve Tabur
vd. (2002)’'nin uyguladigi metot esas alinarak paradiklorbenzenin doymus
cozeltisi kullanilmistir. Feulgen ile yapilan boyamalarda kromozomlarin
optimum boyay1 almasindaki en 6nemli noktalardan birisi olan ve o6zellikle
dokularin birbirinden ayrilarak hiicrelerin daha iyi gozlemlenebilmesi icin
hidrolizin 6nemli oldugu belirtilmistir (El¢i, 1982). Hidroliz i¢cin zaman, sicaklik
ve hidrolizde kullanilan HCI'nin konsantrasyonu 6nemlidir. Yine hidroliz stiresi
de materyale gore degisiklik gosterdiginden cok iyi zamanlama yapilmasi
gerekmektedir. Calisma materyalimiz icin hidroliz siiresinin 60 °C’de 1 N HCI

icerisinde 17 dakika bekletilmesinin (Fox, 1969) uygun oldugu gorilmiustiir.

Baz1 biiylime diizenleyicileri, stressiz kosullarda bile mitotik diizensizliklere,
hiicre hasarlarina ve kromozomal anormalliklere sebep olabilmektedir (Tabur
ve Demir 2009, 2010a, b). Yapilan literatiir taramasi sonucunda normal kosullar
altindaki mitotik aktivite ve kromozom anormallikleri tizerine NaClO’nun
etkileri ile ilgili bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle s6z konusu
kimyasalin tuzlu kosullardaki mitotik indeks ve kromozom anormallikleri
tizerindeki etkilerine gegmeden 6nce saf su ortamindaki etkilerinin arastirilmasi
uygun bulunmustur. NaClO uygulamasi normal kosullar altinda ¢imlendirilen A.
cepa tohumlarinin kék ucu meristemlerindeki mitotik indeksi azaltmistir. S6z
konusu biiylime diizenleyicisi ile muamele edilen tohumlarin (grup III) kék ucu
meristemlerindeki mitotik indeks, saf su ortaminda ¢imlendirilen K
tohumlarininkilerle (grup I) karsilastirildiginda yaklasik olarak % 18 oraninda
azalmistir. Calisilan biiyiime diizenleyicisi mitotik indeks tlizerindeki olumsuz

etkisini kromozom anormalligi iizerinde de devam ettirmistir. NaClO
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uygulamasi kromozom anormalliginde K'ya gore yaklasik olarak 46 katlik bir

artisa yol agmistir (Cizelge 4.3.1).

5.2. NaClO’nun Stresli Kosullardaki Fizyolojik ve Sitogenetik Etkileri

Kiltlr bitkilerinin tuz toleransinin arastirilmasi, ekonomisi biiylk o6l¢ilide
tarima dayali olan tilkemizde, tuzlu topraklardan yararlanma agisindan biiytik
o6nem tasimaktadir. Bilindigi gibi bitkilerin tuz toleransi gelisim devrelerine
gore degismektedir. Bitkilerin tuza en duyarli olduklari devre genellikle
cimlenme safhasi olup biiylime ve gelisme ilerledik¢e tuz toleransi artmaktadir
(Dogan vd., 2008). Bitkilerin ¢imlenme devresinde tuz toleransini tayin igin
genellikle ¢cimlenme yiizdesi esas alinmaktadir. Ancak kék uzunlugu ve taze
agirlik gibi kriterlerde kullanilmaktadir (Mutlu ve Bozcuk, 2000; Ozdemir vd.,
2004). Buna gore tohumlarin ¢imlenme yiizdesini veya fidelerin taze agirlik ya
da kok uzunluklarin1 kontrol grubundakilere (saf su) gore % 50 oraninda
azaltan NaCl konsantrasyonu, o bitkinin ¢imlenme devresindeki tuz toleransi

sinir1 olarak kabul edilmektedir (Bozcuk, 1978).

Tuz stresi, degisik tuzlarin toprak ya da suda bitkinin biliylimesini
engelleyebilecek konsantrasyonlarda bulunmasi olarak tanimlanir ve genis
alanlarin tarim dis1 kalmasina neden olur. Bu tuzlar genelde klortrler, siilfatlar,
karbonatlar, bikarbonatlar ve boratlardir. Ancak dogada en ¢ok rastlanilan tuz
formu sodyum klortiir'diir (Kusvuran, 2010). Bitkiler tuz stresinden ozmotik etki
ve spesifik etki olmak tizere iki sekilde etkilenmektedirler (Al-Karaki, 2001;
Ghoulam ve Fores, 2001). Tuzun ¢imlenme iizerindeki en 6nemli olumsuz
etkisinin birinci mekanizmaya gore toprak cozeltisinin su potansiyelini
distirerek, tohumun su alip sismesini ve ¢cimlenme ile ilgili fizyolojik olaylarin
baslamasini engelleme yani fizyolojik kuraklikla ilgili oldugu rapor edilmistir
(Levit, 1980). Ayrica, tuzun ikinci mekanizma ile yani iyon halinde bitkisel
dokulara girerek toksik etki gdstermesi nedeniyle ¢imlenme ve ¢imlenme
sonrasi morfogenetik gelismeleri engelledigi de saptanmistir (Chrominski vd.,

1986).
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Bu iki mekanizma disinda tuzun ¢imlenme ve fide biliytimesi tizerindeki olumsuz
etkilerini daha degisik yollardan da yapmasi miimkiindiir. Bunlarin igerisinde

literatlirde en sik rastlananlar sunlardir:

» Tuz, mitoz boliinmeyi engellemek suretiyle cimlenmeye ket vurabilir
(Tabur ve Demir, 2010a).

» Tuz, niikleik asit ve protein sentezini engelleyerek biliylime ve
gelismeye ket vurabilir (Coskun-Ar1 vd., 2010).

» Tuz, hiicre zarinin permeabilitesini etkiler (Yakit ve Tuna, 2006).

» Tuz, bitki hiicrelerinde solunumu genellikle engeller (Porath ve
Poljakoff-Mayber, 1964), bazen de tesvik eder (Brix, 1962).

» Bitki hiicrelerine giren Na* veya Cl- iyonlar1 antagonistik etki
nedeniyle hiicrenin metabolik faaliyetleri icin gerekli olan Ca** ve K*
gibi diger iyonlarin alinmasina engel olur (Ozcan vd., 2000).

» Yiiksek tuzluluk, tohumda bulunan ABA gibi dogal engelleyici
hormonlarin konsantrasyonunu artirip, gibberellin ve sitokinin gibi
tesvik edici hormonlarin seviyesini diistirebilir (Yiirekli vd., 2004).

» Tuz, tohumda karbonhidrat ve protein rezervlerini harekete geciren
amilaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimlerin aktivitesini engelleyerek
cimlenmeye ket vurabilir (Ashraf vd., 2002).

» Tuz, tohumda prolin ve serbest radikal liretimini artirarak, katalaz,
peroksidaz ve polifenol oksidaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini azaltarak olumsuz etki yapabilir (Ozcan vd., 2000; Yasar

vd., 2008).

Yaptigimiz c¢imlenme deneylerinde gorildigi gibi tuzluluk, A. cepa
tohumlarinin ¢imlenmesi icin gerekli olan siireyi uzatmis ve nihai ¢imlenme
ylzdesini dustirmiistir (Cizelge 4.1.1). Tuzun tohumlarda c¢imlenmeyi
geciktirici ve engelleyici etkisi, pek cok arastirmada ortaya konmus, bilinen bir
gercektir (Cavusoglu, 2006; Cavusoglu ve Kabar, 2010; Cavusoglu ve Bilir,
2015). Ote yandan, tuzluluk A. cepa tohumlarinin ¢imlenmesinde oldugu gibi,
fide biiylimesi (radikula uzunlugu, radikula sayis1 ve taze agirlik) tizerinde de

engelleyici etki gostermistir (Cizelge 4.2.1). Tuzlulugun, radikula uzamasini
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(Atak vd., 2006), radikula sayisin1 (Cavusoglu vd., 2007), taze agirhik ve su
icerigini azalttigt (Janette vd., 2002) da bir¢ok arastirmaci tarafindan
belirlenmistir. Tuzlu ortamda fidelerin taze agirlik ve su igeriginin azaldiginm
gosteren sonuc¢larimiz, ortamin yiiksek ozmotik degerde olmasi nedeniyle
koklerin yeterince su almamasiyla agiklanabilir (Bohnert vd., 1995). Tuzun
radikula uzamasi ve radikula sayisin1 engellemesi ise ozmotik etkinin yaninda
DNA, RNA, protein sentezi (Prakash vd., 1988) ve mitoz boliinmeyi engellemesi
(Tabur ve Demir, 2008) veya tuz stresi yiiziinden biliytimeyi hizlandirici
hormonlarin i¢sel miktarinin azalmasi (Prakash ve Prathapasenan, 1990) ve
engelleyici hormonlarin seviyesinin ylikselmesinden (Mizrahi vd., 1971)

kaynaklanabilir.

Diger taraftan, NaClO uygulamasi tuz stresinin ¢imlenmeyi geciktirici ve
engelleyici etkisini gayet miikemmel bir sekilde ortadan kaldirmistir. S6z
konusu kimyasal ile muamele edilen A. cepa tohumlari, tuz stresi altinda degil
de sanki saf su ortaminda ¢cimleniyormus gibi bir performans sergilemislerdir.
Ayrica, NaClO uygulamasi nihai ¢imlenme ytlizdesi lizerindeki bu olumlu
etkilerini radikula uzunlugu, radikula sayis1 ve taze agirlik gibi diger biliytime
parametreleri lizerinde de devam ettirmistir (Cizelge 4.1.1, Cizelge 4.2.1). Diger
yandan, NaClO’nun tuzlu kosullar altindaki tohum ¢imlenmesi ve fide biiylimesi
tizerindeki etkileri konusunda sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Khan ve Zia
(2007), Limonium stocksii (Boiss) Kuntze tohumlarinin ¢imlenmesi tizerindeki
tuz inhibisyonunun % 10’luk NaClO uygulamasi ile o6nemli oOlgiide
hafifletilebildigini  bildirmislerdir. Bu sonu¢ arastirma bulgularimizla
uyusmaktadir. NaClO uygulamasinin tohum c¢imlenmesi ve fide biiylimesi
uzerindeki tuz stresini hafifletmesi, tuzun ozmotik etkisindeki azalmadan
anlagilabilir. Ornegin NaClO’'nun 0.225 M NaCl ortaminda K gére A. cepa
fidelerin taze agirligin1 kismen de olsa artirmasi bu olasiliga isaret etmektedir.
Dahasi1 s6z konusu biiyiime diizenleyicisi, tuzun tohum cimlenmesi ve fide
biiylimesi lizerindeki engelleyici etkisini embriyonun mitotik aktivitesini tesvik

ederek de azaltabilir (Cizelge 4.3.1).
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Tuz stresinin mitotik aktivite iizerindeki engelleyici etkisi uzun zamandan beri
bilinmektedir ( Katsuhara ve Kawasaki, 1996; Lutsenko vd., 2005; Radic vd.,
2005; Cesur ve Tabur, 2011). Diger yandan, tuz stresinin kromozomal
anormallikler tizerindeki zararh etkileri son yillarda ¢alisiilmaya baslanmistir
(Radic vd., 2005; Tabur ve Demir, 2009, 2010a, b). Bazi arastirmacilara gore,
ylksek tuz konsantrasyonu kok ucu hiicrelerindeki mitotik aktivite ve
kromozom anormalliklerinin total inhibisyonuna neden olmaktadir (Radic vd.,
2005; Tajbakhsh vd., 2006). Mevcut calismada, tuzlulugun A. cepa kok ucu
meristemlerinde mitotik aktivite ve kromozom davraniglarini olumsuz
etkiledigi tekrar ortaya konulmustur. 0.225 M NaCl ihtiva eden ortamda
cimlendirilen tohumlarinin kék ucu meristemlerindeki mitotik indeks, saf su
ortaminda ¢imlendirilen K tohumlarininkilerle karsilastirildiginda % 41
oraninda azalmis ve mitotik anormallik frekans1 50 kat artmistir. Ozetle, 0.225
M NaCl’'ye maruz kalma mitotik indekste 6nemli bir inhibisyona ve kromozom
anormalliklerinde 6nemli bir artisa sebep olmustur. NaClO ise tuz stresinin
mitotik indeks ve kromozom anormallikleri tizerindeki olumsuz etkisini gayet
milkemmel bir sekilde ortadan kaldirmistir (Cizelge 4.3.1). Diger yandan,
NaClO’nun tuzlu kosullar altindaki mitotik aktivite ve kromozom anormallikleri

lizerine etkileri konusunda simdiye kadar hic¢bir calisma yapilmamistir.

Cahsilan tiim wuygulama gruplarina ait tohumlarin koék ucu meristem
hiicrelerinin mikroskobik incelemesi sirasinda mikronukleus, diizensiz profaz,
kromozomal sarmalanamama, diizensiz anafaz, anafaz kopriisii, anafazda geri
kalmis kromozom, telofaz kopriisi, telofazda vagrant kromozom ve telofazda
kutup kaymasi gibi c¢esitli kromozom anormallikleri gozlenmistir (Sekil 4.3.2).
Genel olarak, mitozda kromozomlarin dogru ayrilmasi kardes kinetokorlarin zit
kutuplardan ¢ikan mikrotiibuluslara baglanmasini gerektirir. Ciinkii kinetekor
baglanmasi stokastik bir islevdir, hataya meyillidir ve kromozomlarda hatal
oryantasyonlara sebep olabilir (Rieder ve Salmon, 1998). Diizensiz profaz ve
anafaz, yanlis kutuplasma, alignment anafaz, vagrant kromozom ve kopri gibi
anormallikler biliytk o6lciide belirtilen sebeplerden veya ig bozulmasindan
kaynaklanmis olabilirler ve bu tip anormallikler genellikle kromozomal

anormalliklerin 6nemli bir kismini olustururlar. Mikroniikleuslar, muhtemelen
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vagrant kromozomlar ve kromozom fragmentlerinin bir sonucu olarak meydana
gelmis olabilir (Briand ve Kapoor, 1989). Geri kalmis kromozomlar normal
sekilde organize olan ig apartiirlerinin basarisizligindan (Patil ve Bhat, 1992),
yapisik kromozomlar ise Kkromatin ipliklerinin yanlis katlanmasindan
kaynaklanmis olabilir (Klasterska vd. 1976). Baz1 arastiricilar, kromozom
yapisikliginin kromatinler iizerindeki toksik etkinin bir gostergesi oldugunu
rapor etmislerdir (Fiskesjo ve Levan, 1993). Kromozom halkalanmasi ve
sarmallanamamis kromozomlu profaz ve metefaz hiicreleri, kromozomlarin
diizensiz olarak kontraksiyonlarindan kaynaklanabilir. Ekvatoryal plagin
par¢alanmasi ve dulizensiz anafaz, kromozomlarin esit olmayan dagilimindan ve
ig bozuklugundan kaynaklanabilir. Ayrica, anafaz ve telofaz koprilerinin
inversiyonlarin bir sonucu olarak meydana geldigi bildirilmistir (Tabur ve
Demir, 2010b). Kisacasi, NaClO mitotik dongiiyl hizlandirarak ve normal hiicre
boliinmesi i¢in gerekli olan proteinlerin sentezini tetikleyerek bir stimtlator

gibi islev yapmis olabilir.

icsel hormon diizeylerinde strese bagh olarak gériilen degisikliklerin ve tuz
stresinin bir sonucu olarak ortaya c¢ikan cesitli metabolik diizensizliklerin,
disaridan hormon uygulanmasi ile iyilestirilmesi, bitki bliylime maddelerinin
hangi mekanizma ile olursa olsun, tohum yahut fideleri stres dncesi kosullara
veya hormonal duruma getirebileceklerini gostermektedir. Bu arastirmamizda
NaClO gibi bir biiylime diizenleyicisi kimyasal kullanarak onemli bir tarla
bitkisinin, 6zellikle memleketimizde biiyiik bir sorun olan tuz stresine karsi
toleransinin belli 6l¢iide artirilabilecegi sonucuna varilmistir. Bu nedenle NaClO
gibi uygun kimyasallarin, 6zellikle tuzlu arazilerde yetisebilecek bitkiler igin
kullanilmasinin yurt ekonomisine ¢ok yararl sonugclar saglayabilecegi gz ardi

edilmemelidir.

Bu tez c¢alismasinda incelenen fizyolojik ve sitogenetik parametreler iizerine
ozellikle tuzlu kosullar altinda NaClO’nun etkileri ile ilgili literatiir bilgisi hemen
hemen hi¢ yoktur. Dahasi, bu tez ¢alismasinda 6zellikle tuz stresi kosullarinda
elde edilen sonuclar cogunlukla ilk kez rapor edilmistir. Sonu¢ olarak, bu

calisma NaClO’nun tuzlu Kkosullar altindaki tohum ¢imlenmesini, fide
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biiylimesini ve mitotik indeks olarak ifade edilen mitotik aktiviteyi artirdigini
isaret etmistir. Ancak, tuzlulugun biiytimeyi engelleyici mekanizmasi1 kompleks
ve tartismalidir. Dahasi, bu mekanizma bitki tiiriine, bitkinin gelisim evresine,
stresin giicine ve muamele siiresine baglhh olarak da degisebilmektedir.
Maalesef, heniiz evrensel bir mekanizma gelistirilememistir. Tuzlulugun
sebepleri belirlenmesine ragmen, tuzlulugun bitki biiylimesini engelleyici
mekanizmalar1 halen yeterince anlasilamamistir. Ayrica, NaClO'nun tohum
cimlenmesi, hiicre bollinmesi ve hiicre donglistiniin molekiiler metabolizmasi
tizerindeki etkileri hakkinda daha fazla bilgi elde edebilmek i¢in daha kapsaml
calismalara ihtiyag¢ vardir. Bu tez ¢alismas1 NaClO’nun uygun zaman ve dozlarda
uygulanmasi durumunda, tuz stresinin bitki biiylime-gelismesi Uzerindeki

olumsuz etkilerini biiyiik 6lciide hafifletebilecegini gdstermistir.
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