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Onobrychis viciifolia ve Onobrychis oxydonta var. armena Tiirlerinin NaCl’ye

Toleransinin Doku Kiiltiirii Teknikleriyle Belirlenmesi

OZET

Bu arastirma, Onobrychis viciifolia ve Onobrychis oxydonta var. armena tiirlerinin in vivo
tohum ¢imlenme ve fide gelisimi ile in vitro tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi, rejenerasyon
ve polen c¢imlenmesi {izerine NaCl tuzluluguna tepkileri belirlemek amaciyla
yirlitilmistir. Arastirmada NaCl konsantrasyonlart 0, 5, 10, 20 ve 30 dS/m elektriksel
iletkenlige (EC) sahip olacak sekilde ayarlanmistir. In vivo denemede tohum ¢imlenme ve
fide gelisimi belirlenen NaCl oranlarinda incelenmistir. Ayrica, In vitro denemede farkli
MS konsantrasyonlart (MS0, 1/2 MS, 1/4MS) belirlenen NaCl oranlarinda incelenmistir.
Arastirma sonucunda; In vivo ve in vitro denemelerde artan NaCl konsantrasyonlariyla,
tohumlarin ¢imlenme yiizdesi, hipokotil ve kdk uzunlugu, fide yas agirliginin azaldigi, fide
kuru agirligi, ortalama ¢imlenme siiresi ve kuru madde oranmnin arttifi belirlenmistir.
Ayrica, in vitro kosullarda 1/2 MS ortammin MSO ortamu ile istatistiksel olarak benzer
sonuglar verdigi belirlenmistir. Bitki rejenerasyonu bakimindan, sap eksplantlarinin tiim
NaCl seviyelerinde daha yiiksek kallus olusturma oranina sahip oldugu tespit edilmistir.
Her iki tiirde polen ¢imlenme orani kiyaslandiginda artan NaCl seviyesiyle azaldigi; O.

oxydonta nin NaCl muameleriyle az etkilendigi goriilmiistiir.

Sonug olarak, O. viciifolia’nin tim NaCl seviyelerinde ¢imlenme, fide geligsimi ve
rejenerasyonun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu tiriin 10 dS/m NaCl’ye kadar
tolerans gosterdigi belirlenmistir. Deneme sonuglarmma goére O. viciifolia’nin  O.
oxydonta’dan NaCl tuzluluguna daha dayanikli oldugu tespit edilmistir. Bu tez
kapsamindaki ¢aligmalarla in vitro ve in vivo denemeler sonucunda korunganin iki tiirtinde

NaCl seviyelerinin tepkileri basari ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: In vitro, Korunga, NaCl , Siirgiin Rejenerasyonu, Polen Cimlenmesi



Determination of NaCl Tolerance of Onobrychis viciifolia and Onobrychis oxydonta

var. armena By Tissue Culture Techniques.

ABSTRACT

This research was carried out to evaluate the response of Onobrychis viciifolia and
oxydonta var. armena to various levels of NaCl on in vivo seed germination, seedling
growth and in vitro seed germination, seedling growth, regeneration and pollen
germination. NaCl concentrations was adjusted to 0, 5, 10, 20 and 30 dS/m electrical
conductivity (EC). In in vivo experiment seed germination and seedling growth were
investigated on various NaCl levels. Also, effects of different MS concentrations (MSO,
1/2 MS and 1/4 MS) were investigated on various NaCl levels. The results of the research
showed that increased NaCl levels resulted in decrease in seeds of germination rate,
hypocotyl and root length, seedling fresh weight and increase in seedling dry weight, mean
germination time and dry matter ratio in in vivo and in vitro experiments. Furthermore, 1/2
MS showed statistically similar results with MSO media under in vitro conditions. In term
of plant regeneration, high callusing creating rate was induced on stem explants at all NaCl
levels. Comparing polen germination of two species, each increase in NaCl level resulted
in corresponding decrease in polen germination; however, O. oxydonta was less affected

by NaCl treatments.

It was concluded that higher germination, seedling growth and rejeneration was observed
in O. viciifolia under all NaCl levels. Also, it was noted down that this species could
tolerate NaCl up to 10 dS/m. Experimental results showed that O. viciifolia was more
tolerant compared to O. oxydonta to various levels of NaCl. The studies carried out in this
thesis showed that tolerance levels of both sainfoin species could be successfully

determined under in in vitro and in vivo conditions.

Key Words: In vitro, Onobrychis, NaCl , Shoot Regeneration, Pollen Germination.
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1. GIRIS

Tuzluluk diinya topraklarinin 6nemli sorunlarindan birisidir. Diinyada her y1l 10 milyon ha
arazi tuzluluk nedeniyle kullanilmaz duruma gelmektedir (Baltact vd. 2004). Tuzluluk
problemi kurak ve yar1 kurak bolgelerde, yagisin yetersiz oldugu alanlarda dogal olarak
bulunmaktadir. Sulamaya agilan alanlarda ise asir1 sulama ile taban suyundaki tuzlarin st
katmanlara ¢ikist ile olusmaktadir (Katerji et al. 1994; Wang and Shannon 1999;
Almansouri et al. 2001). Kurak ve yar1 kurak bolgeler diinyadaki toplam alanin yaklasik
%46’s1n1 kaplar. Bu iklim bdlgelerinde sulanan alanlarin yaklasik %50’°sinde ise degisik
diizeylerde tuzluluk sorunu bulunmaktadir. FAO/UNESCO tarafindan hazirlanan
raporlarda, diinya toprak haritas1 verilerine dayanarak, diinya genelinde 954 milyon hektar
alanin tuzdan etkilenmis ve {iiretkenligi kisitlanmis oldugunu bildirilmektedir. Bu tip
sorunlu topraklar, Afrika’da 80.5 milyon, Avrupa’da 50.8 milyon, Avustralya’da 357.3
milyon, Amerika’da 146.9 milyon ve Asya kitasinda 319.3 milyon hektar alan
kaplamaktadir (Sonmez 2008) . Yapilan bir tahmine gore gelecek 75 yil i¢inde tarim
arazilerinin yaklasik, sadece %10 artabilecegi, buna karsin diinya niifusunun iki katina
cikacagl ve bu artisin biiyiik bir kisminin, tuzlulugun ¢ok yaygin oldugu diinyanin yari

kurak ve kurak bolgelerinde olmasi konunun ciddiyetini géstermektedir (Sonmez 2008).

Tiirkiye ikliminin genellikle kurak ve yari kurak olmasi nedeniyle Tiirkiye’nin hemen her
yoresinde tuzlu ve sodyumlu topraklara rastlamak miimkiindiir (Ayyildiz 1990). Tirkiye
gelistirilmis toprak haritasi etiitlerinde kullanilan tuzluluk ve alkalilik kriterlerine goére
Tiirkiye’de 1.518.722 ha alanda tuzluluk ve alkalilik (¢oraklik) sorunu tespit edilmistir. Bu
alanin %41°i 614.617 ha alan: hafif tuzlu, %331 504.603 ha alan: tuzlu, %0.5’i 8.641 ha
alan alkali, %81 125.863 ha alani hafif tuzlu-alkali , %17.5’i 264.958 ha alani ise tuzlu-
alkali dir. Bu verilere gore ¢orak araziler Tiirkiye yiizolgimiiniin %2’sine, toplam islenen
arazilerinin (27.699.003 ha) %5.48’ine, 8.5 milyon hektarlik ekonomik sulanabilir arazinin
%17’sine esdeger biiyiikliiktedir. Toplam gorak alanlarin %74l tuzlu, %25.5°1 tuzlu-alkali
ve 9%0.5°1 alkali (sodyumlu) topraklardan olusmaktadir. Corak topraklarin biiyiik bir

kismint1 tuzlu topraklar olusturmustur (Sonmez 2008).



Gliniimiizde bitki biiylimesi ve gelisimi ¢evresel streslere bagli olarak giderek artan bir
oranda smirlandirilmaktadir. Bitkide bliylime ve gelisimini etkileyen bu onemli stres
kosullarindan biri de tuzluluktur. Tuzluluk, degisik tuzlarin toprak ya da suda bitkinin
bliylimesini engelleyebilecek konsantrasyonlarda bulunmasini tanimlamaktadir. Bu tuzlar
ise genellikle kloriirler (NaCl, CaCl,, MgCl), siilfatlar (Na,SO4, MgSQ,), nitratlar
(NazNO3, KNOs), karbonatlar ve bikarbonatlar (Na,CO3, NaHCO3) ile boratlardir. Ancak
dogada en cok rastlanan tuz formu NaCl’diir (Kiiglikahmetler, 2003; Sonmez, 2008;
Munsuz vd. 2001). NaCl yiiksek ¢oziiniirliigiinden dolay1 oldukga toksiktir. NaCl’{in %0.1

diizeyinde bulunmasiyla bitkiler olumsuz etkilenmeye baglamaktadir (Sonmez 2008).

Topraktaki tuzlar, suyun osmotik basincimi yiikselterek tohumlar tarafindan alinmasini
engellemekte veya Na* ve CI iyonlarinin toksik etkisinden dolay1 ¢imlenmeyi olumsuz
etkilemektedir (Kaya et al. 2005, Okgu et al. 2005; Sadeghian and Yavari 2004). Ozellikle
Na* iyonlar bitkiye fazla alindiginda halofit olmayan bitkilerde toksik etki gdstermektedir.
Bitkide mitoz boliinmenin engellenmesi bazi enzimlerin inaktivasyonu gibi toksik etkiler
gortiliir. Bu tip etkiye iyon stresi de denilmektedir. Topraktaki tuz miktarinin artig1 osmotik
basinci artirdigl ve su potansiyelini diigtirdiigii icin koklerin su alimini1 engelleyerek bir
cesit kuraklik stresine sebep olmaktadir. Dolayisiyla bu gesit tuz stresi gerek belirtileri
gerekse sonuglari itibariyle bir kuraklik stresidir (Kocagaliskan 2005). Tuzlulugun 6nemli
etkilerinden birisi de toprak mikroorganizmalar1 lizerinedir. Yiiksek diizeydeki tuzluluk,
toprak mikroorganizmalarinin faaliyetlerini ve ¢ogalmasin1 olumsuz yonde etkiler. Bunun
sonucunda da, dolayl1 olarak temel bitki besin maddelerinin doniisiimleri ve bitkiye olan

yarayigliliklari etkilenir (Sonmez 2008).

Tuzlarin yapisinda en ¢ok bulunan iyonlar Na* ve CI” olmakla beraber bagka iyonlar da
bulunur. Kokler tarafindan iyonlarin alinma hizi, zar gecirgenligindeki farkliliga bagl
olarak degisme gosterir. Cl” iyonlar1 osmotik basinci ayarlamada SO, iyonlarina gore daha
etkilidir. Cilinkii Cl" iyonlar1 daha kolay absorbe edilir. Bir degerlikli katyonlar ve iki
degerli anyonlarin varliginda katyon alinimi anyon alimindan fazla olur. Bu durumda
bitkideki elektriksel yiik dengesi hiicrelerde organik anyonlarin senteziyle saglanir. Tuzlu
bir toprakta Na* iyonlar1 K* iyonlarma gére genelde iki mislinden fazla olarak bulunur.

Fakat bitkilerde Na* / K* oran1 hemen hemen esittir. Kok hiicreleri 6zel bir mekanizma ile
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K" almak igin disartya Na® verirler. Baz1 odunsu bitkiler CI™ iyonlarina kars1 hassastir.
Dolayisiyla bu bitkilerin tuza toleransi onlarin klor toleransina baghdir (Kocagaliskan

2005).

Korunga, Orta ve Dogu Anadolu’da kuru kosullara iyi adapte olmus, dogal olarak yetisen
cok yillik bir baklagil yem bitkisidir. Korunga, ¢ok lezzetli bir yem bitkisi olmas1 ve
hayvan yemi olarak sisme yapmamasi nedeniyle yesilken soldurulmadan otlatilabilir. Bu
durum yoncadan olan {stiinliigli olarak sdylenebilir. Korunga, koklerinde bulunan
Rhizobium bakterileri sayesinde havanin serbest azotunu topraga fikse ederek topragi
azotca zenginlestirir ve topragin organik madde miktarini iyilestirir. Kokleri, bir ¢ok tek
yillik baklagil yem bitkisinden daha derinlere gittiginden topragin farkli katmanlarindaki
su ve besin maddelerinden yararlanmakta ve bitki siiriildiigii zaman topraga biiylik
miktarlarda organik madde saglamaktadir. Ayrica erozyon kontroliinde ve karigimlarda
diger yem bitkileri ile iyi gelistigi i¢in degerli bir yem bitkisidir. Korunga ¢icekleri bal
arilar1 tarafindan polen taneleri ve nektar1 i¢in sikc¢a ziyaret edilirler. Toplanan bu nektar
kendine 6zgili bir aroma ve tadi olan korunga balinin iretiminde kullanilir (Elgi 2005).
Ulkemizde yem bitkileri arasinda korunga 1.298.958 dekar ekim alan1 ve 525.563 ton kuru
ot, 191.991 ton yesil ot ve 846 ton’luk tohum iiretimi ile yonca ve fig’den sonra iiglincii

sirada yer almaktadir (Anonim 2007).

Bitkilerin tuz yogunluklara karsi tepkileri farklidir. Bazi bitkilerin tuza toleransi daha
fazla olabilir. Ayrica bitkilerin tuza kars1 gosterdikleri tepki, gelisme durumlarina gore
farklilik gosterdigi gibi, bitki familyalarimin ve hatta tiir i¢indeki ¢esitlerin de tuzluluga
farkl1 reaksiyon gosterdigi bilinmektedir. Tuzlu kosullarda ¢imlenme ve fide gelisimi
donemi, bitkinin toplam yasam dongiisii igerisinde en kritik donemdir (Katerji et al. 1994;

Wang and Shannon 1999; Almansouri et al. 2001).

Bitkilerin tuza toleransin1 belirlemek igin yapilan ¢alismalarin bir kismi tarla denemeleri
bir kismi da laboratuvar denemeleri seklinde yiriitilmektedir. Tuza toleransin
belirlenmesinde kullanilan bir diger uygulama ise tohum ¢imlendirme testleridir. Ayrica
degisik bitki tiirlerinde, doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak cesit diizeyinde farkliliklarin

ortaya konmasi yoniinde calismalar da devam etmektedir. Boylece her tiirlii gevresel
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faktorler ve beslenmeden dogabilecek farkliliklar ortadan kaldirilarak tam kontrolli
kosullarda ¢alismak miimkiin olmaktadir (Yasar 2003). Tiitiin, biber ve yoncanin doku
kiiltliriinde, tuz stresi sonucu bazi hiicrelerin direngli olmalari, bu hiicrelerin seleksiyonu ve
bu hiicrelerden yine doku kiiltiirtinde olgun bitkilerin eldesi basarilmistir. Ayrica kiiltiir
bitkilerinin tuza dayanikli yabani tiplerinin mukavemeti konusunda c¢aligmalar

yapilmaktadir (Kocagaliskan 2005).

Bu arastirmayla, Tirkiyede yetistirilen Onobrychis viciifolia ile yaygin olarak dogada
bulunan Onobrychis oxydonta var. armena tiirlerinin in vivo ve in vitro sartlar altinda

NaCl tuzluluguna gosterdigi tepkilerin belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 In vivo calismalar

Ozdemir (1993), tuzluluk stresinin nohutun ¢imlenmesine, bitki gelisimine ve simbiyotik
sisteme olan etkisini ve nohutta etkili spesifik Rhizobium hatlar1 kullanilarak tuzluluga
gosterilen toleransi mineral azot verilmis bitkiler ile kiyaslayarak incelemistir. Artan
tuzluluk konsantrasyonlar1 ¢imlenme yiizdesini 75 mM’dan sonra disiirdiigiinii ayrica,
fidelerin kuru ve yas agirhigi, radikula ve plumula boylari, vigor indeksi, kuru agirlik stres
indeksi, fide boyu stres indeksi 50 mM NaCl dozundan sonra diistiigiinii tespit etmistir.
Tuzlulugun bitkinin kok ve siirgiin gelisimini, nodulasyonunu olumsuz olarak etkiledigini

ve bitkinin azot igerigini istatistiki olarak diisiirdiigiinii belirtmistir.

Akincr ve Akiner (2000), bazi patlican gesitlerinin (Solanum melongena L.) Kemer, Pala
ve Aydin Siyahi farkli tuz (0, 50, 100 ve 150 mM NaCl) dozlarina ¢imlenme dénemindeki
tepkileri belirlemislerdir. Denemelerinde tuz dozu artisi ile ¢cimlenme orani ve siiresi, bitki
yas agirlig1 i¢in oransal biiyiime hizi, siirglin ve kdk boyu azaldigini tespit etmislerdir.

Incelenen 6zelliklere gesitlerin tepkilerinin farkli oldugunu bildirmislerdir.

Tiirkmen vd. (2002) , tuzlu fide yetistirme kosullarinin domateste fide ¢ikisi ve gelisimi
lizerine Kkalsiyum uygulamalarinin etkilerini ortaya koyabilmek igin iklim odasi
kosullarinda sakst denemesi yliriitmiislerdir. Fide yetistirme ortamina 0, 25, 50, ve 100
mmol NaCl ve 0, 100, 200 ve 400 mg/kg Ca™ dozlarinin kombinasyonlarimi
uygulanmislardir. Denemede ¢ikis oran1 ve siiresi, gercek yaprak goriinme siiresi, hipokotil
boyu, kotiledon boyu ve genisligi, siirgiin ve kok uzunlugu, siirgiin ve kok yas agirlig ile
stirglin ve kok kuru madde oranlarina tuz ve kalsiyum dozlarinin etkilerini arastirilmigdir.
Arastirma sonuclarina, gore artan dozlarda tuz uygulamalar1 yaptiklart Ol¢iim ve
gbzlemlerde genel olarak dnemli ve ¢ok dnemli diizeylerde olumsuz etki yaparken, artan
kalsiyum dozlarinin etkileri olumlu fakat genel olarak Onemsiz diizeyde oldugunu

saptamiglardir.



Karagiizel (2003), farkli tuz kaynaklar1 (NaCl,CaCl, ve KCI) ve konsantrasyonlarinin
(kontrol, 250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 ve 16000 mg/L) Giiney Anadolu dogal aci
baklalarinin (Lupinus varius) bazi ¢imlenme oOzellikleri ile erken fide evresinde bitki
gelisimi tizerine etkileri arastirmistir. 12 giinliik siirede nihai ¢imlenme oranlari, ¢cimlenme
enerjileri, ortalama ¢imlenme siireleri, ¢cimlenme indeksleri ile silirgiin ve kdk uzunluk ve
kuru agirlik degerleri 6lgiilmiis ve hesaplamistir. Sonuglar L.varius’un nihai ¢imlenme
orani, ¢imlenme enerjisi, ortalama ¢imlenme siiresi ve ¢imlenme indeksi gibi ¢imlenme
Ozelliklerinin 250, 500 ve 1000 mg/L NaCl,CaCl, ve KCI konsantrasyonlarinda olumsuz
yonde etkilenmedigini, bu 6zelliklerde kontrol uygulamasina gore istatistiksel anlamda ilk
onemli farklarin 2000 mg/ L konsantrasyonlarinda ortaya c¢iktigimi ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda ¢imlenme Ozelliklerinin 6nemli diizeylerde sinirlandirildigini tespit
etmistir. Bununla birlikte 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda KCI uygulanan tohumlardan
elde edilen ¢imlenme ve erken fide biiyiime Ozellik degerlerinin NaCl ve CaCl;
uygulananlara gore daha yiiksek oldugu saptamis ve bu sonuglar L. varius’un NaCl ve

CaCly’e KCI’den daha duyarli oldugu seklinde yorumlamustir.

Kaya ve Ipek (2003), biri dikenli (5-154) ikisi dikensiz (Yenice 5-38 ve Dinger 5-118)
olan ii¢ yerli aspir ¢esidinin ¢imlenme ve fide gelisimi tizerine farkli toprak tuzluluk
seviyelerinin (0.8, 2.5, 5.1, 8.7, 13.0, 15.2 ve 23.0 dS/m) etkilerini belirlemek
amaglamislardir. Calismada, kok ve toprak iistii uzunluklari, kék ve toprak iistii kuru
agirhiklar, kok/toprak iistii kuru agirlik orani ile kok ve toprak iistii kuru agirlik stres
indeksleri incelemislerdir. Sonuglar, incelenen 6zellikler bakimindan en yiiksek degerlerin
(5-154) dikenli ¢esidinden elde edildigini ancak, bu o6zelliklerin artan tuz seviyelerinde

azaldigini bildirmislerdir.

Dumlupnar (2005), farkli seviyelerde uygulanan yiiksek gerilimli elektrik akimi ve NaCl
tuz konsantrasyonlari uygulamalarinin makarnalik bugday (Triticum durum Desf.)
tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine etkisini belirlemeyi galigmistir. Arastirmada; ¢imlenme
hizi, ¢imlenme giicii, vigor indeks, radikula, koleoptil ve plumula uzunlugu, radikula,

koleoptil ve plumula kuru agirligi, fide uzunlugu igin tuzluluk stresi indeksi (Futsi), fide



kuru agirligi i¢in tuzluluk stres indeksi (Fkatsi) ve fide yas agirligi igin tuzluluk stres
indeksi (Fyatsi) incelemistir. Genotipler arasinda ¢imlenme giicii, Futsi, Fkatsi ve Fyatsi
bakimindan 6nemli farkliliklar bulmustur. Tuz seviyelerinin incelenen biitiin 6zellikler
tizerindeki etkisi 6onemli oldugunu ve tuzluluk arttik¢a incelenen biitlin 6zelliklerde 6nemli
azalmalar tespit etmistir. Farkli elektrik akimlart ve tuz seviyeleri arasindaki
interaksiyonlar ¢imlenme giicti, vigor indeks, radikula uzunlugu, koleoptil uzunlugu,

radikula kuru agirligi ve koleoptil kuru agirligi bakimindan 6nemli bulmustur.

Kaya vd. (2005), kolza (Brassica napus ssp. oleifera L), yag salgam1 (Brassica campestris
L.) ve lahana (Brassica oleracea L.)’nin ¢imlenme ve ¢ikisi {lizerine NaCl
konsantrasyonlarinin (0, 5, 10 ve 20 dS/m) etkilerini belirlemeyi amaglamislardir. EKimden
itibaren 8. giinde ¢imlenme yiizdesi (%), ortalama ¢imlenme zamani (giin), kok uzunlugu
(cm), fide uzunlugu (cm), fide yas agirligi (mg/bitki), kuru madde oran1 (%) ile 10. glinde
cikis ylizdesi (%) iliskin Olglimler yapmuglardir. Arastirma sonucunda, tiir ve gesitlerin
NaCl konsantrasyonlarina farkli tepkiler gosterdigini belirlemiglerdir. NaCl seviyeleri

¢imlenmeden ¢ok fide gelisimini olumsuz yonde etkiledigini belirtmislerdir.

Yildirim ve Giiveng¢ (2006), biber gesitlerinin ¢imlenme ve c¢ikisi lizerine tuzlulugun
etkisini belirlemek ve biber ¢esitlerinin tuza tolerans bakimindan genetik potansiyellerini
ortaya koymak amaciyla yiiriittiikleri caligmada 11 biber ¢esidini 14 giin stireyle 0, 85, 170
ve 215 mM NaCl igeren ¢ozeltilerde ¢imlendirmislerdir. Denemede, ¢imlenme yiizdesinin
artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi tespit etmislerdir. Tuzlulugun incelenen
cesitlerde ¢imlenme hizin1 da olumsuz etkiledigi belirlenmislerdir. Sera kosullarinda
yiirlitiilen caligmalarinda, 170 ve 215 mM tuzlulukta cesitlerin tiimiinde ¢ikisin olmadigi
saptanmiglardir. Denemeden elde edilen sonuglara gére, Demre, Ilica 250, 11-B-14, Bagc1
Carliston, Mini Ac1 Sivri, Yalova Carliston ve Yaglik 28 cesitlerinin tuz stresine diger
cesitlerden daha fazla toleransli olduklar1 ve bu cesitlerin tuza dayanikli yeni ¢esitler

gelistirmede genetik kaynak olarak kullanilabilecekleri belirtmislerdir.

Tatar (2006), yedi celtik genotipinin ¢imlenme ve fide donemlerinde tuzluluga
dayanikliliklarinin ve bazi fizyolojik reaksiyonlarinin tespiti amaciyla 3 farkli tuz (NaCl)
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konsantrasyonunda (0, 30 ve 60 mmol/L) besin ¢ozeltisi kullanmistir. Elde ettigi sonuglara
gore, toplam kuru madde agirhigindaki azalma IR31785 (Hassas), Kral ve Demir
cesitlerinde en ¢ok goriiliirken, IR4630 (dayanikli) ve Yavuz gesitlerinde en az oldugunu
gozlemlemis ve tuzlulugun bitkilerin klorofil, Na* ve K" igeriklerini de etkiledigini tespit

etmistir.

Eroglu (2007), ti¢ farkli fasulye (Phaseolus vulgaris L.) kiiltiir ¢esidinde (cv. Simav, cv.
Erzincan Cali, cv. Manyas Horoz), tohum ¢imlenme asamasinda ve gelisme donemindeki
bitkilere uygulanan degisik konsantrasyonlardaki tuzun (0, 50, 100 ve 150 mM NaCl),
tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi, yaprak bagil su icerigi, fotosentetik pigment miktarlari,
prolin ve protein igerikleri ilizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglamistir. Elde ettigi
sonuclara gore, uygulanan tuz konsantrasyonu artisina paralel olarak, incelenen tiim
fasulye kiiltlir ¢esitlerinde tohum ¢imlenme orani, olusan fidelerde yaprak bagil su igerigi
ile yaprak yas agirliklar1 ve klorofil pigment igeriklerinde ile protein igeriginin azaldigini,
kuru agirliklar1 ve prolin miktarinin arttigini tespit etmistir. Deneysel bulgularin, Simav
fasulyesinde tuzluluk toleransinin, Manyas Horoz ve Erzincan Cali ¢esitlerine gore, daha

belirgin oldugunu bildirmistir.

Day vd. (2008), baz1 gerezlik aygicegi cesit ve genotiplerinin ¢imlenmesi iizerine NaCl
konsantrasyonlarinin etkilerini belirlemeyi ¢alismislardir. Arastirmalrinda ekimden itibaren
10. giinde ¢imlenme yiizdesi (%), ortalama ¢imlenme zaman (giin), kok uzunlugu (cm),
fide uzunlugu (cm), fide yas agirhigr (mg) ve fide kuru agirhigr (mg) Olgiimleri
yapmuslardir. Aragtirma sonucunda, genotiplerin NaCI konsantrasyonlarina farkli tepkiler
gosterdigi belirlemisler ve artan NaCl seviyeleri ¢imlenme yiizdesinin azalmasina,
ortalama ¢imlenme zamaninin uzamasmna ve fide gelisiminin engellenmesine neden
oldugunu tespit etmislerdir. NaCI’nin fide gelisimini ¢imlenmeden daha fazla olumsuz
sekilde etkilendigini gozlemlemislerdir. Ayrica tohumlarin kabuk oraninin, tuz
konsantrasyonlarina bakilmaksizin, su alimi ve ¢imlenmede 6nemli bir etken oldugu

sonucunu varmislardir.



Dogan vd. (2008), 22 yerli (Lycopersicum esculentum), 3 adet yabani (Lycopersicum
peruvianum, L. pennellii, L. hirsitum) olmak tizere toplam 25 ¢esit domates tohumu deney
materyali olarak kullanmislardir. Tohumlar +25 °C’ta 0, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM tuz
(NaCl) stresi altinda 15 giin ¢imlenmeye birakilarak fizyolojik 6zellikler bakimindan bir
smiflandirmaya tabi tutmuslardir. Tohumlar tuz toleransina en duyarli olabilecekleri
¢imlenme devresinde, ¢imlenme yiizdesi esas alarak incelemislerdir. Tolerans sinirlari
igersinde tuzlulugun c¢imlenme yiizdesine ne sekilde etki ettigi arastirarak elde edilen
sonuglar1 degerlendirmislerdir. Domates ¢esitlerinde maksimum tuz konsantrasyonu
toleransli genotiplerde 125-150 mM NaCl ortaminda, hassas genotiplerde ise 50-75 mM
NaCl ortamda oldugunu tespit etmisglerdir.

Karakulluk¢cu ve Adak (2008), bazi nohut (Cicer arietinum L.) c¢esitlerinin tuza
toleranslarinin  incelenmesi  amaciyla yaptiklart  c¢alismada bes nohut ¢esidi
kullanilmiglardir. Tuzlu kosullar olusturmak amaciyla, 2 kg toprak alan saksilara 0
(kontrol) ve 60 mM NaCl uygulanmislardir. Elde edilen arastirma sonuclarma gore bitki
boyu, kok uzunlugu, toprak iistii yas ve kuru agirlik, kdk yas ve kuru agirligi bakimindan
kontrol grubu bitkilerinde daha yiiksek degerler tespit etmislerdir. Aragtirmada kullanilan
nohut ¢esitlerinden Canitez 87, Izmir 92 ve Sar1 98 cesitleri sirasiyla tuza daha toleransl

olurken, Menemen 97 ¢esidi en duyarl ¢esit oldugunu bulmuslardir.

Parlak ve Parlak (2008), sulama suyu tuzluluklarinin korunganin verimi ve kalitesi ile
toprak tuzlulagmasi iizerine olan etkilerini belirlemek i¢in 5 sulama suyu tuzlulugu (0.27,
3.5, 7, 10 ve 13 dS/m) ve iki alkalilik diizeyinde (SAR= 0.35 ve 10) 3 tekrarlamali olarak,
tesadiif parsellerinde faktoriyel diizende ele almislardir. Artan tuz miktar1 ve alkalilikle
bitki boyu kisalmis, kuru ot verimi ve ham protein oraninin azaldigin tespit etmislerdir.
Ayrica en yiiksek tuz konsantrasyonu ve alkalilikte ikinci bigimde canli bitki kalmadigin
ve sulama suyu tuzlulugunun artisina baglh olarak toprak tuzlulugu artis gdsterdigini

saptamiglardir.



2.2 In vitro ¢alismalar

Cano et al. (1998), in vitro siirgiin ucu kiiltiir yontemi ile kiiltiir (Lycopersicon escu-
lentum) ve yabani (Lycopersicon pennellii) domates ¢esitlerinin tuza karsi toleranslarini
Olgmiisler ve kallus gelisimini degerlendirmiglerdir. Siirgiin uglar1 ve Kalluslar igin
kullandiklart MS besi ortamina 0, 35, 70, 105, 140, 175 ve 210 mM NaCl ekleyerek
gelisim ve fizyolojik 6zellikleri tanimlamaya ¢alismislardir. Yabani tiiriin eksplantlarindan
disik NaCl miktarlarinda bile kok olusumunu goézlemleyemezken, kiiltiir tiiriiniin
eksplantlarindan ise farkli NaCl miktarlarinda kok olusumunu tespit etmislerdir. Farkli
NaCl miktarlarinda kallus taze agirligi ve siirgiin taze agirhigr kiyaslandiklarinda yabani
tiiriin tuza daha dayanikli oldugunu tespit etmislerdir. Bulduklari sonuglara gore K* iyon
miktarmin kiiltiir tiirtinde daha fazla birikim yaptigini, prolin miktarinin ise yabani tiirde

daha fazla birikim yaptigini belirtmislerdir.

Khrais et al. (1998), in vitro kosullarda 130 Avrupa ve Kuzey Amerika patates ¢esidinin
tuza toleranslarini aragtirmiglardir. Denemelerde, mikrogagaltim yoluyla 1 ay boyunca
MS+(0, 40, 80 ve 120mM) NaCl igeren ortamlarda kiiltire alinan tek bogum
eksplantlarindan olusan bitkicikleri kullanmiglardir. Arastirmalarinda 4 hafta sonra olusan
bitkiciklerin silirgin ve kok uzunlugu, taze ve kuru agulik gibi parametreleri
degerlendirmiglerdir. Coklu varyasyon analize tabi tuttuklart parametrelerin verdigi
sonuclara gore tuza dayaniklilik acisindan 130 tiirii 8 grupta siniflandirmiglardir. Buna gore
Amiks, Belrus, Bintje, Onaway, Sierra ve Tobique tiirleri 1. grupta yer almis ve tuza karsi

en fazla tolerans gosteren tiirler olarak bildirilmislerdir.

Arzani and Mirodjagh (1999), 28 durum bugday (Triticum turgidum var. Durum)
¢esidinin in vitro’da olgunlasmamis embriyo kiiltiir yontemi ile tuz stresine karsi cevabini
arastirmiglardir. Cesitlerin tuza toleransin1 degerlendirmek igin, biiyliyen kalluslar her 4
haftada bir NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu (% 0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 1.8

ve 2.1 w/v) kiiltlir ortamlarina almislardir. Cesitlerin olgunlasmamis embriyolardan kallus
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olusum oranlarii karsilagtirmak i¢in, kallus olusum orani ile kallusun taze agirlig1 temel
almiglardir. Tuz toleransi igin, nispi taze agirlik miktart ve kallusun nekrozis yiizdesi
kullanilmigtir. Cesitler arasinda, rejenerasyon potansiyeli oraninda Onemli farklar
bulunmuslardir. Nispi taze agirlik miktari, degerlendirme yapmak igin gesitlerde kallus

olusum sikligindan daha 6nemli oldugunu saptamislardir.

Baohong and Yun (1999), pamugun (Gossypium hirsutum) in vitro’da tuza dayanimlarini
tespit etmeye calismislardir. Bu amagla MS+NacCl (0, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30 ve 40 g/L)
iceren besi ortaminda kallus olusumu tesvik edilmistir. Calismalarinda kallus olusumu,
biliylime ve ¢cogaltim oranlarinin, embriyogenesis ve bitki rejerenerasyonu gibi 6zelliklerde
in vitro’da artan tuz konsantrasyonlarinda ne gibi bir degisme oldugunu 6l¢miislerdir. Buna

gore tiim 6zelliklerin artan tuz konsantrasyonlarinda azaldigini tespit etmislerdir.

Lutts et al. (1999), absisik asit (37.8 uM), polietilen glikol (%5), prolin (10 mM), triptofan
(490 uM), (5.7 uM) inodol asetik asitin farkli tuz konsantrasyonlarinda (0, 50 ve 100 mM
NaCl) kallus rejenerasyonu iizerine olan etkilerini tespit etmeyi amaglamislardir. Bu
amagla ¢eltik Japon (1 Kong Pao ve Aiwu) ve Hint (IR 2153 ve Nona Bokra) ¢esitlerinden
alinan eksplantlar1 in vitro’da kiiltiire almiglardir. Yiiksek NaCl (0, 50 ve 100 mM)
oranlarinda tiim tiirlerde kallus rejenerasyon oraninin azaldigini bulmuslardir. Triptofanin
tiim tuz oranlarinda ve tlim tiirler {izerinde rejenerasyon oranini artirdigini, polietilen glikol
ve absisik asit’in kallus rejenerasyonunu geciktirdigini ve azath@inmi tespit etmislerdir.
Indol asetik asit’in siirgiin rejenerasyonunu azalttigini, prolin’in ise rejenerasyon iizerine

belirgin bir etkisinin olmadigini saptamislardir.

Turan (2000), 15 patates ¢esidi ve 6 yabani patates genotipinin tuza dayanikliklari in vitro
sartlarda test etmistir. Test edilen ¢esit ve genotipler oncelikle 5.12 g/l NaCl igeren MS
besin ortaminda biiyiitmiis, test edilen cesit ve genotiplerin tuzlu ortamda kallus olusumu
icin MS+ 2.25 mg/l BAP, 0.2 mg/l NAA ve 5 mg/l GAjz igeren ortamlarda kiiltiire almigtir.
Bu ortamda bitki boyu, bitki yas agirligi, bogum ve yaprak sayisi, yaprak eni ve boyu, kok
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sayist ve uzunlugu oOlgiimleri sonrasinda Obelix, Concorde, Ausonia ve Tomensa

cesitlerinin test edilen diger cesitlere gore tuza daha dayanikli olduklar1 gdzlemlemistir.

Shankhdhar et al. (2000), 6 ¢eltik (Oryza sativa L.) ¢esidinin (Pusa Basmati 1, Basmati
370, Type Ill, Pant Dhan 4, CSR 10 ve Pokkali) in vitro’da artan tuz stresi kosullar
altinda kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve prolin miktarin1 belirlemeye calismislardir.
Bu amagla tiirlerin olgunlasmis embriyolarimt MS+2,4D igeren besi ortaminda 3 hafta
boyunca kallus olusumu igin kiiltiire almiglardir. Olusan kalluslar1 tekrar MS+2,4D ve
farkli NaCl konsantrasyonlari iceren (% 0, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 NaCl) besi ortamlarina 4
hafta boyunca kiiltiire almiglardir. Artan tuz konsantrasyonlarinda kalluslarin agirliklarinin
ve bitki rejenerasyonunun azaldigini, total protein icerisinde ise prolin miktarinin artigini

saptamislardir.

AKkkegeci (2001), 4 ekmeklik bugday ( Triticum aestivum L. ) ¢esidinin (Panda, Seyhan-
95, Bal Atilla, Marmara-86 ) olgunlagmamis embriyolarini in vitro kiiltiirde, steril ortamda
(MS + 2mg 2,4-D/1) kiiltiire alarak, kallus olusum oranlar1 ve kallus agirlik artislari
belirlemistir. Elde edilen kalluslar, stres faktorii olarak, farkli oranlarda (0, 1.5, 3, 4.5, 5.5
ve 7 gr/l) NaClI igeren, stvi MS (MS + 2 mg 2,4-D/1) ortaminda, daha sonra da stres
faktorii igermeyen sivi MS ortaminda kiiltiire almistir. Buradan elde ettigi kalluslari, ayni
oranlarda NaCl iceren kat1 MS ortaminda, bir kez daha stres faktoriine maruz birakmis ve
biitiin ortamlarda kalluslardaki agirlik artis1 ile stres faktoriine bagli olarak kallus
agirh@inda meydana gelen azalma miktarlar1 tespit etmistir. Kallus olusum orani
bakimindan ¢esitler arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu belirlemistir. Stres faktoriiniin
artisina bagli olarak ¢esitlere ve dozlara gore kallus agirhik artist da onemli Olgiide
azaldigin1 tespit etmistir. Buna gore ¢esitlerin NaCl stres faktoriine tepkilerini kallus

kiltiirleri araciligiyla degerlendirmenin miimkiin olabilecegini belirtmistir.

Dolek (2001), Phaseolus vulgaris L.’ye ait 5 kiiltiir ¢esidinin (Akman 98, Goyniik 98,

Karacasehir 90, Sehirali 90 ve Yunus 90) in vitro kosullar altinda tuz stresine karsi
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verdikleri yanitlar tespit etmek amaciyla, olgun tohum embriyolarmi farkli NaCl
konsantrasyonlari (% 0.0, 0.6 ve 1.0 w/v NaCl) iceren MS besi yerinde kiiltiire almustir.
Asilamadan sonraki 3, 4, 7, 9, 10 ve 16. giinlerde ¢imlenen embriyolarin sayis1 kaydetmis
ve olgun embriyolara ait ¢imlenme ylizdeleri hesaplamistir. Tuz kosullar1 altinda olgun
embriyolarin ¢cimlenme yiizdeleri kiiltiirler arasinda 6nemli farkliliklar gosterdigini ve bitki
gelisiminin tuz stresi tarafindan kuvvetli bir sekilde azaldigi gozlemlemistir. Elde ettigi
sonuglara gore, kullanilan ¢esitler arasinda, Goyniik 98 tuza en hassas ¢esit olarak segerken

Akman 98 tuza direngte iistiinliik tespit etmistir.

Rashid and Raziuddin (2002), ticari 6neme sahip olan patates (Solanum tuberusum L.)
bitkisinin (Cardinal) tiiriniin in vitro’da tuza dayanimini tespit etmeyi amaglamislardir. Bu
amagla in vitro’da aksiller tomurcuk kismi yar1 katt MS ortaminda 45 giin siireyle kiiltiire
almiglardir. Olusan eksplantlart daha sonra farkli konsantrasyonlarada tuz (%0, 1, 2, 3 ve 4
NaCl)+MS igeren besi ortamlarina gecirmiglerdir. Olusan bitkilerin taze agirliklari, boylar
ile kok uzunlugu ve sayisi gibi parametreleri her bir tuz konsantrasyonu igin
degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak tiirtin %4 NaCl oranma kars1 dayaniksiz oldugunu

bildirmislerdir.

Kiiciikahmetler (2003), Pure white ve Pink Picotee Lisianthus gesitlerinin in vitro ve in
vivo kosullarda tuz stresine tepkileri fizyolojik agidan incelemistir. In vitro tuz
uygulamalarinda kullanilan materyal yan tomurcuk kiiltiirii yontemiyle cogaltmistir. Elde
edilen in vitro bitkiler; 4 ve 8 hafta olmak tizere 2 farkli zaman periyodunda, birinci
denemede 0, 1.0, 1.5 ve 2.0 dS/m, ikinci ve ii¢iincii denemelerde 0, 2.0, 4.0 ve 8.0 dS/m
NaCl konsantrasyonlarinda tuz stresine maruz birakmistir. Artan NaCl konsantrasyonlari
ve uygulama siirelerine bagl olarak in vitro bitkilerde biiylime, kuru agirlik ve koklenme
miktarinin azaldigi tespit etmistir. In vivo denemelerde de doku kiiltiirii kosullarinda
kullanilan NaCl konsantrasyonlar1 vegetatif ve generatif asamalarda olmak tizere iki farkli
donemde uygulamistir. Pure White Lisianthus ¢esidinin yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda
ve uzun vadeli tuz stresinde Pink Picotee gesidine gore tuza daha toleransli oldugu

saptamistir.
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Dogan (2004), domateste tuz stresine dayanikli genotiplerin se¢iminde kullanilabilecek
etkin parametrelerin belirlenmesini ve in vitro testlerin in vivo tuz tolerans testleri yerine
kullanilabilirliginin ortaya konmasini amaglamistir. Materyal olarak toplam 19 farkl
domates genotipi, yabani domates tiirii Lycoperscum peruvianum'a ait bir genotip ile,
digerleri L. esculentum tiirline ait yerel genotipleri kullanmistir. Tuza tolerans bakimindan
genotipler arasindaki farklarin in vitro kosullarda da ortaya ¢iktigini, sonuglarin in vivo’da
elde edilen sonuglarla paralel oldugu belirlemis ve doku kiiltiiriiniin domateste tuza

tolerans durumlarini belirlemede in vivo testler yerine kullanilabilecegi belirtmistir.

Sen (2005), Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 bugday cesitlerinin in vitro’da farkli tuz
konsantrasyonlarin etkisini belirmek amaciyla yaptigi calismada, ¢esitlere ait olgun
embriyolardan (tohum) kallus olusturmak i¢in MS+2,4-D ve ( 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve
0.25 M ) NaCl igeren ortamda 28 giin boyunca kiiltiire almistir. 28.glin sonunda kiiltiire
alman eksplantlardan olusan kallus sayis1 ve yiizdesi ile ortalama kallus taze agirliklar
hesaplamigtir. In vitro’da yapilan ¢alismada tuza en dayanikli Flamura-85 c¢esidinin

oldugunu bildirmistir.

Dokuyucu vd (2005), in vitro’da 4 ekmeklik bugday (Bal-Atilla, Marmara-86, Seyhan-95
ve Panda) c¢esidinin farkli tuz konsantrasyonlarinda (25.6, 51.3, 77.0, 99.4 ve 119.7 mM)
stvi ve katt MS besi ortamindaki tepkilerini 6lgmek amaciyla yaptiklart ¢aligmalarinda,
genotipler arasinda kallus olusum oram1 ve kallus agirliklar1 bakimindan Onemli
farkliliklarin oldugunu belirtmislerdir. Stvi MS ortaminda olusan kalluslarin kat1 ortamda
olusanlara gore agirlik¢a fazla oldugunu, Panda tiirliniin stvi MS ortaminda daha agir
kallus olusturdugunu, artan tuz oranlarinda kallus olusum oraninin azaldigini tespit
etmislerdir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda higbir tiiriin dayanim gosteremedigini, tiirler

arasinda Panda’nin en dayanikli oldugunu belirtmistir.

Amini and Ehsanpour (2006), farkli domates ( Lycopersicon esculentum Mill.) ¢esidinin
(Cv. Isfahani, Shirazy, Kliozestam ve Khorasani) degisik NaCl konsantrasyonlarinda (0,
40, 80, 120 ve 160 mM), siikroz iceren ve igermeyen MS ile sivi agar besi yerinde tohum

¢imlenme ve biiyiime orani, krolofil igerigi, asit fosfat aktivitesi ile ¢oziiniir proteinler
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lizerine bir calisma amaglamislardir. Arastirmada tohum ¢imlenme orani ile fide olusum ve
kuru agirligimin artan tuz konsantrasyonunda azaldigini, krolofil igeriginin azaldigini, asit
fosfat aktivitesinin yapraklarda azalirken fide kok bolgesinde artigini, ¢6ziiniir proteinlerin
ise tlirlerde kok bolgesinde cesitlilik gosterdigini tespit etmislerdir. Arastirmalarinda
sonug olarak farkli NaCl (0, 40, 80, 120 ve 160 mM) konsantrasyonlarindaki sivi agar

ortami ile MS ortaminda tohum ¢imlenme oranlarini karsilastirmislardir.

Akhtar (2006), dort farkli bugday ¢esidinin (Arz, Pak-81, LU-26 ve Pavon) kallogenesis
ve organogenesis doku kiiltiir yontemleri kullanarak tuza olan dayanimlarini tespit etmeye
calismistir. Doku kiiltiirii ¢alismasi i¢in kullandig 3 farkli MS besi ortaminin ilk ikisine 1-
2 mg/l 2,4-D hormonu, ig¢iinciisiine ise 2 mg/l NAA hormonu ilave etmistir. 2. ve 3.
ortamlara 50, 100, 150 ve 200 mM dort farkli tuz miktar1 eklemistir. 1. ortamda
olusturdugu kalluslar1 4 hafta sonra alt-kiiltiire alarak 2. ve 3. ortamlara aktarmistir. Bu
ortamlardan tuza toleransli kallus hatlarin1 segerek 4 hafta sonra tekrar normal
rejenerasyon ortamina almistir. Elde edilen sonuglara gore her bir tiriin farkli tuz
miktarlarinda kallus olusum ve rejenerasyon oraninin farkli oranlarda oldugunu tespit
etmistir. Buna gore gesitler arasinda tuza en dayanikli olan tiiriin LU-26 ve bu cesidi
takiben sirasiyla Pavon ,Pak-81, Arz tiirlerinin oldugunu bildirmistir. Bulunan bu

sonuclarin tuza dayanikli bugday yetistirmede yardimci olabilecegi belirtmistir.

Babu et al. (2007), in vivo ve in vitro sartlarda ¢eltik (Oryza sativa) genotiplerinin tuza
dayanimlarini tespit etmeyi amaglamislardir. Bu amagla in vivo sartlarda farkli EC ve pH
degerlerindeki topraklarda olusan bitkilerin yapraklarindaki prolin miktarini, Na":K"
oranini, krolofil indekslerini hesaplamiglardir. In vitro sartlarda ise farkli tuz
konsantrasyonlart MS+NaCl (%0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1) iceren besi ortamlarinda kallus
olusumu tesvik etmislerdir. Olusan kalluslarin taze agirliklari, prolin miktari, kallus
morfolojisi gibi 0zellikleri 6l¢miislerdir. Buna gore artan tuz oranlarinda kallus gelisiminin

azaldigini tespit etmislerdir.

Khaleda et al. (2007), in vitro’da geltik (HA-1, HA-2, HA-8, Murabajal, Gheoch, BR-

224-2B-2-5) tiirlerinin tuza olan dayanimlarini, kallus olusumlarmi ve bitki
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rejenerasyonlarini tanimlamak amagli bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. Bu ¢aligmalarinda 2 mg/I
2,4-D hormonu ve (%0.1, 0.2, 0.3) NaCl igeren MS ve LS ortamlar1 kullanmislardir. 2
mg/l 2,4-D + %0.1 (w/v) igeren ortamda tiim genotiplerin kallus olusturduklarini tespit
etmiglerdir. Bu tiirler arasinda MS + %0.1 NaCl ortaminda en yiiksek kallus olusum orani
Murabajal (%38) ve en diisiik oran1 ise Gheoch (%23), BR-224-2B-2-5 (%8) gosterdigini
bulmuslardir. Artan NaCl oranlariin tiim tiirler i¢in kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu

agisindan sinirlayici bir etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Yokas et al. (2008), serada yetistirilen Target F1 domates ¢esidinin verimi, kalitesi,
mineral beslenmesi ve bazi fizyolojik 6zellikleri iizerine NaCl, Na,SO,4 ve CaCl,’nin etkisi
ve in vitro deneme ile de tohum ve polen ¢imlenmesi tizerine NaCl ve Na,SO,’iin etkisini
arastirmiglardir. Tohum ¢imlenmesi hem yiiksek tuz dozlarindan hem de MS ortaminin tam
veya yar1 giiclii (1/2 MS) olmasindan etkilendigini tespit etmislerdir. Polen ¢imlenmesi ve
pollen tiip uzunlugu da tuz formu ve dozlarindan etkilendigini ve 50 mM NaCl, 30 mM
Na,SO, dozundan yiiksek dozlarda polen ¢imlenmesi saptamamislardir. Sera denemesinde,
tuz formlarinin dozlarindaki artis ile klorofil kapsami, stoma yogunlugu, bitki gelisimi ve
verim azalttigin1 ve stoma yogunlugu ile verimdeki azalma NaCl uygulamasinda daha

belirgin oldugunu tespit etmislerdir.

Dasgupta et al (2008), in vitro’da 15 tath patates genotipinin tuza olan toleranslarinin
belirlenmesine ve buna bagli olarak antioksidan enzimlerinin (siiperoksit dismutaz
(SOD,EC 1.15.1.1), glutatyon peroksidaz (GPX, EC 1.11.1.7) ve katalaz (CAT,EC
1.11.1.6) aktivitelerini tespit etmeyi amacglamislardir. Calismalarinda 8 hafta boyunca
farkli tuz (NaCl) oranlar1 (%0, 0.5 ve 1) ve NAA (2.7 uM), BA (4.4 uM), GA3 (1.45 uM),
30 g/l sukroz igeren 3 farkli MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiin uglarini
kullanmiglardir. Arastirmalarinda biiytime parametrelerini (yaprak sayisi, siirgiin sayisi,
kok sayisi, siirgiin ve kok uzunlugu) degerlendirmislerdir. Artan tuz konsantrasyonlarinda
bu parametre degerlerinde belirgin bir azalmanin oldugunu tespit etmislerdir. Artan tuz
konsantrasyonlarinda  antioksidan enzim aktivitelerinin de belirgin oranda arttigim

saptamislardir.
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2.3 Polen Cimlenmesi

Dhingra and Varghese (1985), farkli NaCl (0, 80, 120 ve 160 mM/L) dozlarinda
yetistirilen misir bitkisinin polen tanelerinin ¢imlenmesi ve polen tiibii olusumu iizerine
farkli biiytime diizenleyicilerini (IAA (indol-3-asetik asit), GAsz (gibberellik asit), BAP
(benzolaminopiirin), ABA (absisik asit) ) etkilerini belirlemeyi amaglamislardir. TAA
(indol-3-asetik  asit)’in ¢imlenme {izerine etkisinin olmadigimnmi, ancak az bir
konsantrasyonda tuzlu kosullarda yetistirilen bitkilerden alinan polen tanelerinde tiip
olusumunu artirict etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. Giberillik asittin 1 mg/l
konsantrasyonunda tuzlu ortamda (120 mM/1) yetisen bitkilerden alinan polen tanelerinin
¢imlenmesi iizerine durdurucu etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. Benzolaminpiirinin
(BAP)’de NaCl’nin polen ¢imlenmesi ve tiip olusumundaki olumsuz etkisini 6nledigini,
absisik asitin (ABA) ise c¢imlenmeyi engelledigini ve tlip olusumunun uyardigin
saptamiglardir. Tuzlu kosullarda yetisen misir bitkisinin polen taneleri tuzsuz ortamda

yetisenlere gore biiylime diizenleyicilerine daha ¢ok yanit verdigini belirlemislerdir.

Azorov et al. (1989), Arobidopsis Thaliana (L.) Heynh’nin polen tanelerini 7.81 mg CaCl
2, 12.72mg MgS0,, 47.77mg Ca(NO03), x 4H 20, 5.83mg K,HPO0, x 3H20 ve 17.8mg K,S0,4
(pH=7.42) igeren ortama aldiktan sonra, ortama 0.3 ve 0.5% NaCl eklemislerdir. Polen
¢imlenme oranini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak artan NaCl dozlarinda polen ¢imlenme

oraninin belirgin bir sekilde azaldigin1 saptamiglardir.

Sancak et al. (2003), in vitro sartlarda korunga (Onobrychis viciifolia) polen tanelerinin
¢imlenmesi i¢in giivenilir bir metot gelistirmislerdir. Calismalarinda en yiiksek polen
¢imlenme yiizdesini %96 ve en yiiksek polen tiipii uzunlugunu ise 223.5 um ile (100 g/l
seker, 175 g/1 PEG-4000, 200 mg/l KNO3 150’ser mg/l Ca (NOg3), MgSO4 H3BO3 175 ¢/l
PEG 4000 ve stigma ekstrati pH 6.5) kimyasallar1 igeren ortam olarak tespit etmislerdir.

Artan tuz dozlarinda polen ¢imlenme oraninin 6nemli bir 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu arastirmada materyal olarak Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Ana
Bilim Dali’ndan temin edilen korunga Onobrychis viciifolia Scop. ve Onobrychis
oxydonta var. armena (Boiss & Huet) Aktoklu, comb. Et stat. Nov. tiirlerine ait tohumlar

ve NaCl kullanilmustir.

3.2 Yontem
Aragtirmamizda kullanilan yotemler;

Iki farkl1 korunga tiirlerine ait tohumlara in vivo kosullarda 0,5, 10, 20 ve 30 dS/m elektriksel
iletkenlige sahip NaCl konsantrasyonu uygulamalari ile ¢imlendirme denemeleri, in vitro
kosullarda aynt NaCl dozlarmmin farkli besin ortami ve doku kiiltiirii kosullarinda

uygulamasi denemeleri ve ayni polen ¢imlendirme denemelerine ait uygulamalardir.

3.2.1 Cimlendirme denemeleri

NaCl konsantrasyonlar1 0,5, 10, 20 ve 30 dS/m elektriksel iletkenlige sahip olacak sekilde
WTW 3.15i marka EC metre yardimiyla ayarlanmistir. Distile su, kontrol (O dS/m) olarak
kullanilmistir. 50 adet tohum 4 tekerriirlii olarak 3 adet kurutma kagid: arasinda 20 °C’de
tamamen karanlik ortamda ¢imlenmeye birakilmistir. Her kurutma kagidina stteki tuz
konsantrasyonlarinin herbiri 7 ml soliisyon seklinde islatacak sekilde uygulanmistir.
Buharlagmayi engellemek ic¢in agzi kilitli plastik torbalar kullanilmistir. Her iki giinde bir,
kagitlar degistirilerek tekrar 7 ml soliisyon eklenmistir. Tohumlar her giin sayilarak 2 mm
kokeiik uzunluguna sahip tohumlar ¢imlenmis kabul edilmistir. 14. glinde toplam ¢imlenen
tohumlar sayilarak cimlenme yiizdesi (%) belirlenmistir. Cimlenme hizin1 belirlemek
amaciyla ortalama ¢imlenme siiresi (OCS) asagidaki formiille gore hesaplanmistir (Ellis ve

Roberts, 1980).
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OCS=3(Dn)/=D

Formiilde, D sayim giiniindeki ¢imlenen tohum sayisini, n sayim yapilan giin sayisini
gostermektedir. Kok ve siirgiin uzunlugu ile bitki yas agirligina iliskin 6l¢iimler 14. giinde
yapilmistir. Bu amagla secilen 10 adet fidenin yas agirliklar1 tartilmis ve kdk uzunlugu,

hipokotil uzunlugu cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Kuru madde orani (%) her tekerriirden

tesadiifen secilen 10 fidenin yas agirlig1 belirlendikten sonra 70 °C de 48 saat siireyle

kurutulmus ve bu degerler oranlanarak % olarak hesaplanmistir.

3.2.2 Doku Kkiiltiirii denemeleri

Besin ortamm ve doku Kiiltiirii Kosullari: Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri
(Murashige ve Skoog 1962; Cizelge 3.1.) ile %3 sukroz igeren ve %8’lik agar (Type A,
Sigma) ile katilastirilan temel besin ortami1 (MSO) kullanilmistir. Ortamlarin hazirhiginda
bidistile su kullanilmistir, besin ortamlarina benzil amino piirin (BAP) ve naftalen asetik
asit (NAA) bitki biiyiime diizenleyicileri ilave edilmistir. Besin ortamlarinin pH’s1 1 N
NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve
121 °C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir.

Biiylimeyi diizenleyiciler (BAP ve NAA) uygun ¢oziicilerde (IN NaOH) ¢6ziildiikten
sonra saf su ile istenen miktarlarda ve oranlarda stok soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Biiylimeyi diizenleyiciler, ortamlar steril edilmeden 6nce ortama katilmistir. Tiim kiiltiirler
beyaz florasan 1s1¢inda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta 20-22 °C’de

tutulmustur.

Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirti islemleri steril kabin i¢inde yiiriitiilmiistiir. Kaplarin, saf
su ve ortamin sterilizasyonunda 1.2 atmosfer, 121°C ve 20 dakikaya ayarli otoklav
kullanilmigtir. Petri kutular1 yanmaz kagitlara sarilarak 160 °C’de 2 saat etiivde sterilize

edilmistir.
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Tohumlar, yiizey sterilizasyonu i¢in %50 c¢amasir suyunda (ACE) 15 dakika tutularak,
daha sonra steril saf su ile 3 kez durulanmistir. Steril edilen tohumlar yine steril Magenta
kaplar1 igerisinde, %3 sukroz igeren, farkli oranlarda tuz igeren ve %§8’lik agar ile
katilagtirilan MSO, 1/2 MSO ve 1/4 MSO besin ortamlarinda 24°C’de 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta ¢imlendirilmistir. Cimlendirme denemelerinde 5, 10, 20 ve 30 dS/m
EC degerlerini elde etmek i¢in kullanilan NaCl miktarlari, MS ortamlarina eklenerek farkli
konsantrasyonlar elde edilmistir. Burada yine daha 6nce ¢imlendirme denemelerinde alinan

Olctim ve gozlemler yapilmistir.

3.2.3 Biiyiime ve rejenerasyon ortami: Eksplanta gére en yiiksek rejenerasyonu veren
hormonlar Ozcan vd., (1996) ve Ozgen vd., (1998)’den bakilarak diizenlenmistir. Burada
¢imlendirme denemelerinde 5, 10, 20 ve 30 dS/m EC degerlerini elde etmek i¢in kullanilan
NaCl miktarlar1 igeren MS besi ortamlarina en yiiksek sonu¢ alinan hormon
konsantrasyonlar1 eklenmistir. Eksplant olarak yaprak sapi1 veya yaprak¢ik kullanilmistir.
Yaprak¢ik ve yaprak sapi eksplantlart in vitro gelisen fidelerden izole edilmistir. Kallus
olusturan eksplant sayisi, yas kallus agirligi, kuru kallus agirlig, siirgiin olusturan eksplant

say1si, eksplant basina siirgiin sayis1 parametreleri belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlar1 (Murashige ve
Skoog, 1962)

Besin Maddeleri Konsantrasyonu (mg/l)
NH;NO3 1650.000
Makro KNO; 1900.000
Elementler CaCl,.2H,0 440.000
MgS0,.7H,0 370.000
KH,PO, 170.000
Kl 0.830
H3BO; 6.200
MnS0O,.4H,0 22.300
Mikro ZnS0,47H,0 8.600
Elemetler Na;Mo00O,4.2H,0 0.250
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeS0,4.7H,0 27.850
Na,EDTA. 37.250
Myo-Inositol 100.000
Nikotinik Asid 0.500
Vitaminler Pyrotinik Asid 0.500
Thiamin-HCI 0.100
Glysin 2.000

3.2.4 Polen ¢imlenmesi: Polen ¢imlendirme denemeleri Sancak et al. (2003)’e gore
yapilmustir. Sabahin erken saatlerinde A.U.Z.F. Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlalarinda
bulunan Onobrychis viciifolia ve Onobrychis oxydonta var. armena korunga tiirlerine ait
cigcekler toplanmistir. Toplanan ¢igeklerden bir lam {izerine firca yardimiyla polenler
alimmugtir. Alinan polenler lamel iizerini damlatilan farkli tuz konsantrasyonlari (0,5, 10,
20 ve 30 dS/m) igeren besi ortami (100 g/l seker, 175 g/l PEG 4000, 200 mg/l KNO3
150’ser mg/l Ca (NOs), MgSO,4 H3BO3) igerisine konularak etrafi vazelin ile ¢evrili olan

lamm oyuk kismi tizerine gelecek sekilde ters bir durumda kapatilarak preparatlar
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hazirlanmistir. Hazirlanan bu preparatlar daha sonra igerisinde 1slak bir havlu bulunduran
petri kaplarma konarak 24+1 °C’ de floresan 11k (35 pmol m? s ) altinda bir saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bir saat sonunda inkiibasyona birakilan polenler
mikroskop altinda ¢imlenme durumlar1 incelenmis ve 4 tekerriir olacak sekilde 25 adet

polen sayilmuistir.

Sekil 3.1. Polen ¢cimlendirme denemesi i¢in hazirlanan preparatin genel goriiniisii

3.3 Verilerin istatiksel degerlendirilmesi

Arastirma sonunda elde edilen veriler, bilgisayarda SPSS paket programi ile tesadiif
parselleri deneme desenine gore analiz edilmistir. Muamele ortalamalari arasindaki
farkliliklar MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
ile belirlenmistir.  Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan o©nce arcsin

transformasyonuna tabi tutulmustur (Diizgilines ve ark. 1987).
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4. ARASTIRMA BULGULAR VE TARTISMA

4.1 In vivo ¢cimlendirme

In vivo kosullarda korunga tiirlerinin farkli NaCl konsantrasyonlarindaki incelenen
ozelliklerine iliskin elde edilen verilerle yapilan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1. incelendiginde, ¢imlenme yiizdesi, ortalama ¢imlenme stiresi, hipokotil
uzunlugu, fide kuru agirlik ve kuru madde orani1 bakimindan Tiir x NaCl interaksiyonu
istatistiksel olarak %1 diizeyinde onemli bulunmustur. Fide yas agirlik bakimindan Tiir x
NaCl interaksiyonunun %5 diizeyinde onemli oldugu belirlenmistir. Kok uzunlugu
bakimindan ise Tiirler ve NaCl dozlar arasinda belirlenen farkliliklar istatistiksel olarak
%]1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Belirlenen farkliliklarin 6nem diizeyini saptamak
amactyla yapilan Duncan testi sonuglar1 ve ortalama degerler Cizelge 4.2., 4.3., 4.4., 4.5°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2°’de goriildiigii gibi, ¢imlenme yiizdesinde en yiiksek deger %100 ile O.
oxydonta tiiriinde, en diisiik ise %40.5 ile yine O. oxydonta tiiriinde elde edilmistir. Tiirleri
kendi igerisinde degerlendirdigimizde; O.viciifolia tiirii i¢in en yiiksek deger %98.5 ile 5
dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger %84.5 ile 30 dS/m NaCl dozunda elde edilmistir.
Kontrol ve 10 dS/m NaCl dozu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir.
O. oxydonta tiiriinde ise en yiiksek c¢imlenme yiizdesi %100 ile kontrolde, en diisiik
cimlenme yiizdesi ise %40.5 ile 30 dS/m NaCl dozunda elde edilmistir. Artan NaCl
dozlar1 ¢imlenme yilizdesini belirgin bir sekilde azalttigi ve bu azalisin 10 dS/m NaCl
dozundan sonra daha da belirgin oldugu goriilmektedir. Genel olarak, NaCl dozlarindaki
artig her iki tiirde de ¢imlenme yiizdesinde azalmaya neden olurken, O. vicifolia tiirii artan
NaCl seviyelerinde daha yiiksek ¢imlenme yiizdesi vermistir. Benzer sonuglart Ozdemir
(1993), Akinci ve Akinci (2000), Kaya ve Ipek (2003), Kaya vd. (2005), Day vd. (2008),
Karakulluk¢u ve Adak (2008) tarafindan bulunmustur.
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Cizelge 4.1. In vivo ¢imlendirmede incelenen karekterlerin varyans analiz tablosu

Cimlenme yiizdesi | Ortalama ¢imlenme Hipokotil Kok Fide yas agirhk Fide kuru agirhk Kuru madde

VK. D (%) siiresi (giin) uzunlugu (cm) uzunlugu (cm) (mg/bitki) (mg/bitki) oram (%)

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Genel 39 - - - - - - - - - - - - - -
Tiir(T) 1 768.8 | 41.17** 1.43 15.6** 13.41 85.8** 2.49 | 6.89** | 8439.0 92.2** 99.225 | 107.3** | 354.9 | 177.7**
Doz(D) 4 15245 | 81.63** 5.72 62.2** 28.86 | 184.7** | 23.76 | 65.71** | 15310.7 | 167.4** | 13.150 14.2%* 78.5 39.3**
TxD 4 457.6 | 24.50** | 16.95 184.2** 0.73 4.6** 0.86 2.38 312.0 3.4* 41.100 44 4% 435.8 | 218.2**

Hata 30 18.7 - 0.09 - 0.16 - 0.36 - 91.5 - 0.925 - 1.9 -

*:0.05 diizeyinde 6nemli, **: 0.01 diizeyinde 6nemli
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Ortalama ¢imlenme siiresi bakimindan Tiir x NaCl dozlar1 interaksiyonu incelendiginde; en
uzun ortalama ¢imlenme siiresi 5.79 giin ile O. oxydonta tiirlinde, en kisa siire ise 1.94 giin
ile  O.viciifolia tiirinde Olglilmistir (Cizelge 4.2). Tiirleri kendi igerisinde
degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirinde en uzun siire 4.46 gin ile 30 dS/m NaCl
dozunda elde edilmistir. Kontrol, 5 ve 10 dS/m NaCl dozlar arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmazken, en diisiik deger 1.94 giin ile kontrolde belirlenmistir. O.
oxydonta tiiriinde ise en uzun ortalama ¢imlenme siiresi 5.79 giin ile 20 dS/m NaCl
dozunda , en diisiik deger 2.33 giin ile kontrolde elde edilmistir. O. viciifolia tiiriiniin daha
kisa siirede ¢imlendigi belirlenmistir. Artan NaCl dozlarmma bagh olarak, ortalama
¢imlenme siiresi belirgin bir sekilde uzadig tespit edilmistir. Benzer sonuglar1 Kaya vd.

(2005) ve Day vd. (2008) tarafindan bulunmustur.

Cizelge 4.2. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlarindaki ¢imlenme yiizdesi (%) ve
ortalama ¢imlenme siiresi (gilin) ortalamalar1

NaCl . PN . .
Dozlart Cimlenme yiizdesi (%) Ortalama ¢imlenme zamam (giin)
(dS/m) | O.viciifolia O. oxydonta Ortalama | O. viciifolia O. oxydonta Ortalama
Kontrol 97.5 bed 100.0 a 98.8 1.94 f 2.33 ef* 2.13

5 98.5 abc 99.0 ab 98.8 195f 2.85d 2.40
10 98.0 bcd 945d 96.3 2.07f 391c 2.99
20 97.0cd 735f 85.3 2.57 de 579a 4.18
30 845e 4059 62.5 446 b - 2.23
Ortalama 95.1 81.5 88.3 6.10 2.97 4.53

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Yeterli ¢imlenme saglanamadigindan ortalama ¢imlenme siiresi hesaplanamamustir.

Cizelge 4.3°de goriildiigii gibi, en yiiksek deger 5.69 cm ile O. viciifolia tiiriiniin
kontroliinde, en diisiikk deger ise O. oxydonta tiiriinde 0.66 cm ile 20 dS/m NaCl dozunda
elde edilmistir. Tirleri kendi igerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii igin en
uzun hipokotil uzunlugu 5.69 cm ile kontrolde, en kisa 0.56 cm ile 30 dS/m NaCl dozunda
Ol¢iilmiistiir. O. oxydonta tiiriinde ise en uzun hipokotil uzunlugu 3.90 cm ile 5 dS/m NacCl
dozunda, en kisa hipokotil uzunlugu 0.66 cm ile 20 dS/m NaCl dozunda Ol¢iilmiistiir.
Tiirlerde en yiiksek deger O. viciifolia’dan elde edilmistir. Artan NaCl dozlarina bagh
olarak hipokotil uzunlugunun azaldigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ Ozdemir (1993),
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Tiirkmen (2002), Karagiizel (2003), Akinci1 ve Akinci (2000), Kaya ve Ipek (2003),
Dumlupinar (2005), Kaya vd. (2005), Day vd. (2008), Karakullukgu ve Adak (2008),
Parlak ve Parlak (2008) tarafindan bildirilen sonuglarla uyum igerisindedir.

Kok uzunlugunda, en yiiksek deger 5.13 cm ile 5 dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger ise
1.20 cm ile 30 dS/m NaCl dozunda O. vicifolia tiirlinden elde edilmistir (Cizelge 4.3.).
Tiirleri kendi icerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii igin en uzun kdk uzunlugu
5.13 cm ile 5 dS/m NaCl dozunda, en kisa kok uzunlugu 1.20 cm ile 30 dS/m NaCl
dozunda belirlenmistir. O.oxydonta tiirlinde ise en uzun kok uzunlugu 4.52 cm ile
kontrolde, en kisa kok uzunlugu 1.49 c¢cm ile 20 dS/m NaCl dozunda 6l¢iilmiistiir. Tiirlerde
en yiksek degeri O. vicifolia vermistir. Artan NaCl dozlarina bagli olarak kok
uzunlugunun belirgin bir sekilde azaldig: tespit edilmistir. Ozdemir (1993), Tiirkmen
(2002), Karagiizel (2003), Akinct ve Akmei (2000), Kaya ve Ipek (2003), Dumlupinar
(2005), Kaya vd. (2005), Day vd. (2008), Karakulluk¢u ve Adak (2008) ve Parlak ve
Parlak (2008) tarafindan bildirilen sonuclarla uyum igerisindedir.

Cizelge 4.3. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlarindaki hipokotil uzunlugu (cm) ve kok
uzunlugu (cm) ortalamalari

NaCl . . o . o
Dozlar1 Hipokotil uzunlugu (cm) Kok uzunlugu (cm)
(dS/m) | O.viciifolia O. oxydonta Ortalama | O. viciifolia O. oxydonta Ortalama
Kontrol 5.69a 3.57 cd* 4.63 4.18 4.52 4.35a
5 491b 3.90¢c 4.40 5.13 4.21 4.67 a
10 3.25d 246 ¢ 2.85 3.13 3.21 3.18b
20 197e 0.66 f 1.31 2.47 1.49 1.98¢
30 0.56 f - 0.28 1.20 - 0.51d
Ortalama 3.27 2.11 2.69 3.19a 2.69b 2.93

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Yeterli ¢gimlenme saglanamadigindan kok ve hipokotil uzunlugu hesaplanamamustir.

Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi, en fazla fide yas agirlik degeri 152 mg/bitki ile O. viciifolia
tiirtiniin kontroliinde, en az fide yas agirlik degeri ise 42 mg/bitki ile O. viciifolia tiiriinde
30 dS/m NaCl dozunda elde edilmistir. Tiirleri kendi igerisinde degerlendirdigimizde; O.
viciifolia tiiriinde en yiiksek deger 152 mg/bitki ile kontrolde, en diisiik deger 42 mg/bitki
ile 30 dS/m NaCl dozunda 6l¢iilmiistiir. O. oxydonta tiirtinde ise en yiiksek deger 109
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mg/bitki ile kontrolde, en diisiik deger 53 mg/bitki ile 20 dS/m NaCl dozunda
bulunmustur. O. viciifolia ve O. oxydonta tiirlerinde NaCl dozlarindaki artisla birlikte fide

yas agirlik azalmastir.

Korunga tiirlerinin farklt NaCl dozlarindaki fide kuru agirlik degerleri incelendiginde, en
fazla kuru agirlik O. viciifolia’dan 12.25 mg/bitki ile 30 dS/m NaCl dozunda, en az kuru
agirhik ise O. oxydonta’dan 8.25 mg/bitki ile 10 dS/m NaCl dozunda elde edilmistir
(Cizelge 4.4.). Tirleri kendi igerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii i¢in en
yiiksek deger 12.25 mg/bitki ile 30 dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger 9.25 mg/bitki ile
kontrolde 6lgiilmiistiir. O. oxydonta tiiriinde ise en yiiksek deger 9.50 mg/bitki ile 20 dS/m
NaCl dozunda, en diisiik deger 8.25 mg/bitki ile 20 dS/m NaCl dozunda hesaplanmistir.
O.viciifolia’nin tim NaCl dozlarinda daha yiiksek degerler verdigi goriilmektedir. O.
oxydonta tiirinin 30 dS/m NaCl dozunda yeterli fide gelisimi gézlenmediginden fide
kuru agirlig1 belirlenmemistir. Artan NaCl dozlarinda her iki korunga tiiriinde de fide kuru
agirhg artmustir. Benzer sonuglar Ozdemir (1993), Tiirkmen (2002), Karagiizel (2003),
Akincr ve Akinct (2000), Dumlupmar (2005), Kaya vd. (2005), Day vd. (2008),
Karakullukgu ve Adak (2008) tarafindan bulunmustur.

Cizelge 4.4. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlarindaki fide yas agirlik (mg/bitki) ve kuru
agirlik (mg/bitki) ortalamalari

NacCl . - o . - s
Dozlar1 Fide yas agirhk (mg/bitki) Fide kuru agirhik (mg/bitki)
(dS/m) | O.viciifolia O. oxydonta Ortalama | O. viciifolia O. oxydonta Ortalama
Kontrol 152 a* 109 abc 131 9.25 bc 8.50c¢c 8.88

5 128 ab 106 abc 117 9.75 bc 8.50 ¢ 9.13
10 94 bed 76 cde 85 9.50 bc 8.25¢ 8.88
20 72 cde 53 de 63 10.75 b 9.50 bc 10.13
30 42 ef - 21 12.25a - 6.63
Ortalama 98 74 86 10.30 7.15 8.73

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Yeterli ¢cimlenme saglanamadigindan fide yas ve kuru agirlik hesaplanamamustir.

Cizelge 4.5°de goriildiigii gibi, kuru madde oran1 bakimindan en yiiksek deger %28.75 ile
30 dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger %6 ile kontrolde O. viciifolia tiirlinden elde
edilmistir. Tirleri kendi icerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiiriinde en fazla

kuru madde orani %28.75 ile 30 dS/m NaCl dozunda, en az kuru madde orani1 %6 ile
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kontrolde dlgiilmiistiir. O. oxydonta tiiriinde ise en yiiksek deger %15.75 ile 20 dS/m NaCl
dozunda, en diisiik deger %8.00 ile kontrolde hesaplanmigtir. Artan NaCl dozlarina bagh
olarak kuru madde oraninin arttig1 belirlenmistir. Bu sonu¢ Ozdemir (1993), Tiirkmen
(2002), Karagiizel (2003), Kaya ve Ipek (2003) , Dumlupmar (2005), Kaya vd. (2005),
Eroglu (2007), Day vd. (2008) tarafindan bildirilen sonuglar ile uyum igerisindedir.

Cizelge 4.5. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlarindaki kuru madde orani (%)

ortalamalari
DNoil(ai Ll Kuru madde oram (%)
(dS/m) 0. viciifolia 0. oxydonta Ortalama
Kontrol 6.00 f 8.00 de* 7.00
5 7.50 ef 6.75 ef 7.12
10 9.75cd 10.50 ¢ 10.12
20 1475 Db 15.75b 15.25
30 28.75a - 14.37
Ortalama 13.35 8.20 10.77

*: Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Yeterli fide elde edilemediginden kuru madde orani hesaplanamamustir.
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Sekil 4.1. Farkli NaCl dozlar1 uygulanarak ¢imlendirilen Onobrychis viciifolia Scop.
tirtiniin  14. giinde 6l¢iimii yapilan fideleri. (A) 0 dS/m NacCl, (B) 5 dS/m NaCl, (C) 10
dS/m NacCl, (D) 20 dS/m NacCl, (E) 30 dS/m NaCl. Cizgi = 1cm
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Sekil 4.2. Farkli NaCl dozlar1 uygulanarak ¢cimlendirilen Onobrychis oxydonta var. armena
tirtiniin  14. giinde 6l¢timii yapilan fideleri. (A) 0 dS/m NacCl, (B) 5 dS/m NaCl, (C) 10
dS/m NacCl, (D) 20 dS/m NaCl, (E) 30 dS/m NaCl. Cizgi = lcm
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4.2 In vitro ¢cimlendirme denemeleri

In vitro kosullarda korunga tiirlerinin farkli NaCl konsantrasyonlarindaki incelenen
Ozelliklerine iliskin elde edilen verilerle yapilan varyans analiz sonuclan Cizelge 4.6’da

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.6. incelendiginde, ¢imlenme yiizdesi, ortalama c¢imlenme siiresi, hipokotil
uzunlugu, fide yas ve kuru agirligi bakimindan Tir x Ortam x NaCl interaksiyonu
istatistiksel olarak %1 diizeyinde énemli bulunmustur. K6k uzunlugu ve kuru madde orani
bakimindan Tiir x Ortam x NaCl interaksiyonunun %5 diizeyinde 6nemli oldugu
belirlenmigtir. Belirlenen farkliliklarin 6nem diizeyini saptamak amaciyla yapilan Duncan
testi sonuclar1 ve ortalama degerler Cizelge 4.7., 4.8., 4.9., 4.10., 4.11., 4.12.,, 4.13°de

verilmisgtir.

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi, en fazla ¢imlenme yiizdesi %100 ile 5 ve 10 dS/m NaCl
dozundan 1/2 MSO ortaminda O. viciifolia tiiriinden, en az ¢imlenme yiizdesi %2 ile 30
dS/m NaCl dozundan 1/4 MSO ortaminda O.oxydonta tiiriinden elde edilmistir. Tiirleri
kendi icerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii i¢in en yiiksek deger %100 ile %
MSO0’1n 5 ve 10 dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger %38 ile 1/4 MS0’1in 30 dS/m NaCl
dozunda belirlenmistir.O.0xydonta tiirinde ise en yiiksek ¢imlenme yiizdesi %85 ile
MSO0’m kontroliinde, en diisiik ¢imlenme yilizdesi %2 ile 1/4 MS0’in 30 dS/m NaCl
dozunda Ol¢iilmiistiir. MS konsantrasyonlart bakimimdan O. viciifolia tiirlinde ortalama
olarak en fazla degeri 1/2 MS0’dan, O.oxydonta tiirii i¢in en fazla degeri ise 1/4 MS0’dan
elde edilmistir. Genel olarak, NaCl dozlarindaki artis her iki tiirde de ¢cimlenme ylizdesinde
azalmaya neden olurken, O. vicifolia tiirii artan NaCl seviyelerinde daha yiiksek ¢imlenme
yiizdesi vermistir. Délek (2001), Amini and Ehsanpour (2006) ve Yokas et al. (2008)

tarafindan benzer sonuglar bulunmustur.
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Cizelge 4.6. In vitro ¢imlendirmede incelenen karakterlerin varyans analiz tablosu

Cimlenme yiizdesi | Ortalama ¢cimlenme Hipokaotil Kok Fide yas agirhk Fide kuru agirhk Kuru madde
VK. sD. (%) siiresi (giin) uzunlugu (cm) uzunlugu (cm) (mg/bitki) (mg/bitki) oram (%)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Genel 119 - - - - - - - - - - - - - -
Tiir (T) 1 13.821 | 308.4** 4.1 11.7*%* 89.7 | 496.9** | 109.5 | 137.1** | 597276.3 | 195.4** | 8500.8 | 151.26** | 405.9 | 55.9**
Ortam (O) 2 792 17.7** 23.2 66.1** 49 27.4%* 0.6 0.7 39489.8 12.9** 252.3 4.49** 218.6 | 30.1*
Doz (D) 4 12.187 | 271.9** 50.1 143.6** 77.5 429.4** | 150.0 | 187.9** | 469433.6 | 153.6** | 7377.3 131.27** 721.0 99.3*
TxO 2 1.493 33.3** 8.3 23.9** 4.0 22.4%* 6.4 8.1** 19262.4 6.3** 195.8 3.48* 3585 | 49.4*
TxD 4 119 2.6 52.7 151.2** 8.7 47.9%* 8.8 | 10.9** | 27589.6 9.0** 170.1 3.03* 599.9 82.7*
OxD 8 325 7.2%* 9.5 27.1%* 1.6 9.1** 2.4 2.9** 19466.8 6.4** 266.4 4.74** 209.8 28.9*
TxOxD 8 256 5.7** 25.0 71.6** 0.9 5.1** 1.8 2.2* 33014.7 10.8** 409.1 7.28** 205.2 28.3*
Hata 90 44 - 0.3 - 0.2 - 0.8 - 3056.0 - 56.2 - 7.2 -

*:0.05 diizeyinde 6nemli, **: 0.01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.7. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar1 ve MS ortamlarindaki ¢imlenme
yiizdesi (%) ortalamalari

MS NaCl Dozlar1 (dS/m)
Tiir
Konsantrasyonu Kontrol 5 10 20 30 Ortalama
MS0 97 a 98 a 79bcd 58e* - 66.4
0. viciifolia 1/2 MS0 98 a 100 a 100 a 83bc 52ef 86.6
1/4 MS0 99a 99a 98 a 88Db 38 f 84.4
Ortalama 98.0 99.0 92.3 76.3 30.0 78.4
MS0 85h 79 bed 60 e 40 f 14 g 55.6
1/2 MS0 64 de 81 bc 77 bed 35f 79 52.8
0. oxydonta
1/4 MSO 81 bc 65 de 69 cde  51ef 2h 53.6
Ortalama 76.6 75.0 68.6 42.0 7.6 54.0

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Cimlenme olmamustir.

Ortalama ¢imleneme yiizdesi bakimindan Tiir x Ortam x NaCl interaksiyonu
incelendiginde; en uzun ¢imlenme siiresi 8.18 giin ile 20 dS/m NaCl dozunda 1/4 MS0
ortaminda O. oxydonta tiiriinden, en kisa ¢imlenme siiresi 2.19 giin ile kontrolden MSO
ortaminda O.viciifolia tiirinden elde edilmistir (Cizelge 4.8.). Tirleri kendi igerisinde
degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirli i¢in en uzun siire 7.08 giin ile MS0’m 20 dS/m
NaCl dozunda, en kisa siire ise 2.19 giin ile 1/4MS0’1n kontroliinde belirlenmistir. O.
oxydonta tiiriinde ise en uzun siire 8.18 giin ile 1/4MS0’m 30 dS/m NaCl dozunda, en kisa
stire ise 4.76 gin ile 1/2 MS0’m kontroliinde bulunmustur. MS konsantrasyonlari
bakimindan O. viciifolia tiiriinde ortalama olarak en yiiksek deger MS0’dan, O.oxydonta
tiiri i¢in en yiliksek deger ise 1/4 MS0’dan elde edilmistir. Artan NaCl dozlarina bagh
olarak, ortalama ¢imlenme siiresinin belirgin bir sekilde uzadigi tespit edilmistir. O.

viciifolia tiirtiniin daha kisa stirede ¢gimlendigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar1 ve MS ortamlarindaki ortalama
cimlenme siiresi (giin) ortalamalari

MS NaCl Dozlar1 (dS/m)
Tiir Konsantrasyonu
Kontrol 5 10 20 30 Ortalama
MS0 3.0l g1 3.29gh 4.34 ef 7.08 b* - 3.54
o 1/2 MS0 2.57h 3.0l ghi 3.52fg 6.38 bc - 3.09
O.viciifolia
1/4 MS0O 2.191 247h  2.80 ght 474 ¢ - 2.44
Ortalama 2.59 2.92 3.55 6.06 - 3.02
MS0 5.05 de 4.64 e 6.07 c - - 3.15
1/2 MS0 476 e 5.16 de 6.13¢c - - 3.21
O.oxydonta
1/4 MS0 5.72 cd 6.02¢c 6.26 bc 8.18a - 5.23
Ortalama 5.17 5.27 6.15 2.72 - 3.86

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Yeterli ¢imlenme saglanamadigindan OCS hesaplanamamustir.

Cizelge 4.9’da gorildiigii gibi, en uzun hipokotil uzunlugu 6.80 cm ile kontrolden 1/2
MSO0 ortaminda O.viciifolia tiiriinden, en kisa hipokotil uzunlugu 0.68 cm ile 20 dS/m
NaCl dozundan MSO ortaminda O.oxydonta tiiriinden elde edilmistir. Tirleri kendi
igerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii i¢in en yliksek deger 6.80 cm ile 1/2
MSO0’m kontroliinde, en diisiikk deger 1.06 cm ile 1/4 MS0’mn 20 dS/m NaCl dozunda
Ol¢lilmiigtiir. O.oxydonta tiiriinde ise en uzun hipokotil uzunlugu 3.48 cm ile MS0’in 5
dS/m NaCl dozunda, en kisa hipokotil uzunlugu 0.68 cm ile MS0’mn 20 dS/m NaCl
dozunda hesaplanmistir. MS konsantrasyonlar1 bakimindan O. viciifolia tiiriinde ortalama
olarak en fazla degeri 1/2 MSO0 ortami1, O.oxydonta tiirii i¢in en fazla degeri MSO ortami
vermigtir. Tiirlerde en yiiksek deger O.viciifolia’dan elde edilmistir. Artan NaCl dozlarina

bagli olarak hipokotil uzunlugunun azaldig tespit edilmistir.
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Cizelge 4.9. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar1 ve MS ortamlarindaki hipokotil
uzunlugu (cm) ortalamalari

MS NaCl Dozlar1 (dS/m)
Tiir Konsantrasyonu
Kontrol 5 10 20 30 Ortalama
MS0 4.65 cd 522bc  459d 1.29j* - 3.15
o 1/2 MSO 6.80 a 5.77b 444d  1.521jj - 3.70
O.viciifolia
1/4 MSO 534D 3.14ef 3.09ef 1.06e - 2.52
Ortalama 5.59 4.71 4.04 1.29 - 3.12
MSO0 2.66 fg 3.48¢e 196  0.68 k - 1.75
1/2 MSO 2.63fg 2.00ght  1.591ij - - 1.24
O.oxydonta )
1/4 MSO 244gh  217ght 1.31] - - 1.18
Ortalama 2.57 2.54 1.62 0.22 - 1.39

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-1 Yeterli ¢imlenme saglanamadigindan hipokotil uzunlugu hesaplanamamustir.

En uzun kok uzunlugu 8.15 cm ile kontrolden 1/4 MSO ortaminda O.viciifolia tiirtinden, en
kisa kok uzunlugu 1.17 cm ile 20 dS/m NaCl dozundan MSO ortaminda O.viciifolia
tirtinden elde edilmistir (Cizelge 4.10.). Tiirleri kendi icerisinde degerlendirdigimizde; O.
viciifolia tiirii igin en yiiksek deger 8.51 cm ile 1/4 MS0’mn kontroliinde, en diisiik deger
1.17 cm ile MS0’1n 20 dS/m NaCl dozunda 6lgiilmiistiir. O.oxydonta tiiriinde ise en yiiksek
deger 4.79 cm ile MSO’in 5 dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger 1.25 cm ile MS0’in 20
dS/m NaCl dozunda hesaplanmigtir. MS konsantrasyonlar1 bakimindan O. viciifolia
tiriinde ortalama olarak en fazla degeri 1/2 MSO0 ortami, O.oxydonta tiirii i¢in en fazla
degeri MSO ortami1 vermistir. Artan NaCl dozlarina bagl olarak kék uzunlugunun azaldigi
tespit edilirken, O.viciifolia tiirinde daha yiiksek degerler saptanmistir. Artan NaCl
dozlarinda in vitro’da fide gelisiminin olumsuz etkilendigi belirlenmistir. Cano et al.
(1998), Kharais et al. (1998), Turan (2000) , Kiiciikahmetler (2003), Yokas et al. (2008)

tarafindan bulunan sonuglar benzerlik gostermistir.
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Cizelge 4.10. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar1 ve MS ortamlarindaki kok uzunlugu
(cm) ortalamalar1

} MS NaCl Dozlar (dS/m)
Tiir
Konsantrasyonu
Kontrol 5 10 20 30 Ortalama
MSO0 560cde 691bc 495d-g 1.17Im* - 3.72
o 1/2 MS0 711b  6.20bcd 6.71bc  3.20 hjj - 4.64
O.viciifolia
1/4 MS0 85la 562cde 550c-f  1.52kl - 4.23
Ortalama 7.07 6.24 5.72 1.96 - 4.19
MSO0 3.95gh1 4.79dfg 3.61g- 1.25kim - 2.72
1/2 MS0 4.25e 3.87ght 239kl - - 2.10
O.oxydonta )
1/4 MS0 413fgh 351g 2.60 ik - - 2.04
Ortalama 4.11 4.05 2.86 0.41 - 2.28

*: Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-1 Yeterli ¢imlenme saglanamadigindan kok uzunlugu hesaplanamamastir.

Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi, en fazla fide yas agirlik 563.8 mg/bitki ile 20 dS/m NaCl
dozundan MSO ortaminda O.viciifolia tiiriinden, en az fide yas agirlik 75.3 mg/bitki ile 20
dS/m NaCl dozundan MSO ortaminda O.oxydonta tiirtinden elde edilmistir. Tirleri kendi
icerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii i¢in en yiiksek deger 563.8 mg/bitki ile
MSO0’mn 20 dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger 127.0 mg/bitki ile 1/4 MS0’1n 20 dS/m
NaCl dozunda 6l¢iilmiistiir. O.oxydonta tiiriinde ise en yiiksek deger 333.8 mg/bitki ile
MSO0’mn kontroliinde, en diisikk deger 75.3 mg/bitki ile MS0’mn 20 dS/m NaCl dozunda
hesaplanmigtir. MS konsantrasyonlari bakimindan O. viciifolia tiiriinde ortalama olarak en
fazla degeri MSO ortami, O.oxydonta tiirii igin en fazla degeri 1/2 MSO ortam1 vermistir.
Tiirler arasinda en yiiksek degeri O.viciifolia tiirii vermistir. Artan NaCl dozlarma bagli

olarak fide yas agirlig1 azalmistir.
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Cizelge 4.11. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar1 ve MS ortamlarindaki fide yas agirlik
(mg/bitki) ortalamalari

MS NaCl Dozlar1 (dS/m)
T Konsantrasyonu Kontrol 5 10 20 30 Ortalama
MS0 367.8bc  563.8a  5125a  189.0 gh* 326.6
O.viciifolia 1/2 MSO 3943b  319.8bcd 277.5def 169.0 gh 232.1
1/4 MS0 551.0cde 289.8e-h 2043hij  127.0 jk 234.4
Ortalama 437.7 391.1 331.4 161.6 264.3
MS0 333.8bcd  193.0b-h 1183 hij 7531k 144.0
0.oxydonta 1/2 MS0 331.8bcd  207.8e-h 153.8ghi 138.7
1/4 MS0 2275efg  1523ghi 120.3e- 100.0
Ortalama 297.7 184.3 130.8 25.1 1275

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Yeterli ¢cimlenme saglanamadigindan fide yas agirlik hesaplanamamistir.

Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar igeren farklit MS ortamlarindaki fide kuru agirlik
degerleri incelendiginde, en fazla kuru agirlik 67.00 mg/bitki ile kontrolden 1/4 MSO
ortaminda O.viciifolia tiirinden, en az kuru agirlik 16.25 mg/bitki ile 20 dS/m NaCl
dozundan MSO ortaminda O.oxydonta tiiriinden elde edilmistir (Cizelge 4.12.).Tiirleri
kendi igerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii i¢in en yiliksek deger 67.00
mg/bitki ile 1/4 MS0’1n kontroliinde, en diisiik deger 23.00 mg/bitki ile 1/4 MS0’mn 20
dS/m NaCl dozunda 6l¢iilmiistiir. O.oxydonta tiiriinde ise en yiiksek deger 44.00 mg/bitki
ile MS0’1n kontroliinde, en diisiik deger 16.25 mg/bitki ile MS0’1in 20 dS/m NaCl dozunda
hesaplanmigtir. MS konsantrasyonlari bakimindan O. viciifolia tiiriinde ortalama olarak en
fazla degeri MSO ortami, O.oxydonta tiirii i¢in en fazla degeri 1/2 MSO ortami vermistir.
Her iki tiirde de 30 dS/m NaCl dozunda fide kuru agirligr Sl¢iilmemistir. Artan NaCl

dozlarinda her iki korunga tiiriinde de fide kuru agirlik azalmistir.

Fide yas ve kuru agiliktaki elde edilen bu azalis, Kharais et al. (1998), Turan (2000),
Kiigiikahmetler (2003), Amini and Ehsanpour (2006) tarafindan bulunan sonuglar ile

paralellik gdstermektedir.
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Cizelge 4.12. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar1 ve MS ortamlarindaki fide kuru agirlik
(mg/bitki) ortalamalari

MS NaCl Dozlar1 (dS/m)
Tir Konsantrasyonu Kontrol 5 10 20 30 Ortalama
MS0 42.75b  6450a  62.00a  30.00c-h* - 39.85
O.viciifolia 1/2 MSO 56.25a  4250b  4350b  26.25b-g - 33.70
1/4 MS0 67.00a 4550b 3425bcd 23.00dfg - 36.85
Ortalama 63.58 50.83 46.58 26.41 - 36.80
MS0 4400b 28.00cf 20.25efg 16.25fg - 21.70
0.oxydonta 1/2 MSO 4225b  42.75b  26.25 dfg - - 22.25
1/4 MS0 38.25bc  23.25dfg  20.00 efg - - 16.30
Ortalama 41.50 31.33 22.16 5.41 - 20.08

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-2 Yeterli ¢cimlenme saglanamadigindan fide kuru agirlik hesaplanamamistir.

Cizelge 4.13’de goriildiigii gibi, en fazla kuru madde orani1 %19.50 ile 30 dS/m NaCl
dozundan MS0 ortaminda O. oxydonta tiiriinden, en az kuru madde oran1 % 11.00 ile 10
dS/m NaCl dozundan MSO0 ortaminda O. viciifolia tiirlinden elde edilmistir. Tiirleri kendi
icerisinde degerlendirdigimizde; O. viciifolia tiirii i¢in en yiiksek deger %18.00 ile 1/4
MSO0’mn 20 dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger %11.00 ile MSO’in 10 dS/m NaCl
dozunda oSlgtilmiistiir. O. oxydonta tiiriinde ise en yiiksek deger %21.00 ile 1/2 MS0’1n 5
dS/m NaCl dozunda, en diisiik deger %13.25 ile 1/2 MS0’1n kontroliinde hesaplanmaistir.
MS konsantrasyonlari bakimidan O. viciifolia tiiriinde ortalama olarak en fazla degeri 1/4
MSO0 ortami, O.oxydonta tiirii igin en fazla degeri MSO ortami vermistir. Artan NaCl
dozlarinda bagl olarak kuru madde oranmin arttigi belirlenmistir. O. oxydonta tiirtinde

daha yiiksek degerler saptanmastir.
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Cizelge 4.13. Korunga tiirlerinin farkli NaCl dozlar1 ve MS ortamlarindaki kuru madde
orani (%) ortalamalar1

MS NaCl Dozlar1 (dS/m)
Tir | Konsantrasyonu | onrol 5 10 20 30 Ortalama
MSO 11.25gh 11.25gh 11.00h 15.25c-h* - 9.75
O.viciifolia 1/2 MSO 13.75d-h 1350e-h 15.75¢c-h 1550c-h - 11.70
1/4 MSO 11.75fgh 14.75c-h 16.75¢c-g 18.00b-e - 12.25
Ortalama 12.25 13.16 14.50 16.25 - 11.23
MSO0 1350e-h 1450c-h 17.25c¢c-f 19.50bcd - 12.95
O.oxydonta 1/2 MSO 13.25e-h  21.00bc 18.75b-e - - 10.60
1/4 MSO 16.75¢c-g 17.25c-f 18.25b-e - - 10.45
Ortalama 14.50 17.58 18.08 6.50 - 11.33

*: Ayni1 harfle gdsterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-1 Yeterli fide gelisimi saglanamadigindan kuru madde orani hesaplanamamustir.
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Sekil 4.3. In vitro’da MS ortaminda 8 hafta boyunca farkli NaCl dozlarinda ¢imlendirilen
O. viciifolia tiri. (A) 0 dS/m NaCl, (B) 5 dS/m NacCl, (C) 10 dS/m NaCl, (D) 20 dS/m
NaCl, (E) 30 dS/m NaCl.
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4.3 Bitki biiyiime ve rejenerasyonu

Farkli NaCl konsantrasyonlarinda Onobrychis viciifolia ve Onobrychis oxydonta var.
armena tiirlerinin yaprak ve sap eksplantlarindan deneme baslangicindan 8 hafta sonra in
vitro kallus olusumu ve adventif siirgiin rejenerasyonuna iliskin elde edilen verilerle

yapilan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14 incelendiginde, kallus olusturma orani bakimindan Tiir x Eksplant x NaCl
interaksiyonu istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Kallus yas agirlik
bakimindan Eksplant ve NaCl , kallus kuru agirlik bakimindan ise farkli NaCl oranlari
arasindaki fark %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Ayrica, eksplant basina siirgiin sayisi
ve siirgiin olusturan eksplant sayisinda Tir x NaCl interaksiyonunun %1 diizeyinde
onemli oldugu belirlenmistir. Belirlenen farkliliklarin 6nem diizeyini saptamak amaciyla
yapilan Duncan testi sonuglari ve ortalama degerler Cizelge 4.15., 4.16., 4.17.°de

gosterilmistir.

En fazla kallus olusturma oram1 %100 ile kontrol ve 5 dS/m NaCl dozundan yaprak
eksplantinda O.oxydonta tiiriinden, en az kallus olusturma oran1 %7.5 ile 20 dS/m NaCl
dozundan yaprak eksplantinda O.oxydonta tiiriinden elde edilimistir (Cizelge 4.15.).
O.viciifolia tiirtiniin 30 dS/m NaCl dozunda yaprak eksplantinda, O.oxydonta tiiriin 30
dS/m NaCl dozunda yaprak ve sap eksplantlarinda kallus olusumu goériilmemistir. Tiirleri
kendi igerisinde degerlendirdigimizde; O.viciifolia tiirii i¢in en yiiksek oran %97.5 ile sap
eksplantindan kontrolde, en diisiikk oran %25.0 ile sap eksplantindan 20 dS/m NaCl
dozunda ol¢lilmiistiir. Ortalama olarak sap eksplanti yaprak eksplantina gore daha yiiksek
deger vermistir. O.oxydonta tiiriinde ise en yiiksek oran %100 ile yaprak eksplantindan
kontrol ve 5 dS/m NaCl dozunda, en diisiik oran %7.5 ile yaprak eksplantindan 20 dS/m
NaCl dozunda hesaplanmistir. Ortalama olarak yaprak eksplant1 sap eksplantina gore daha
yikksek deger vermistir. Artan NaCl dozlarina bagli olarak kallus olusturma oraninin
belirgin bir sekilde azaldig1 saptanmustir. Arzani and Mirodjagh (1999), Baohong and Yun
(1999), Lutts et al. (1999), Turan (2000), Shankhdhar et al. (2000), Akkegeci (2001), Sen
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Cizelge 4.14. Kiiltiir baglangicindan 8 hafta sonra in vitro kallus olusumunda incelenen karakterlerin varyans analiz tablosu

Kallus olll(%zl)rma orani Yas agirlik (g) Kuru agrhik (g) sﬁErgisil:]lzsl:)t’lls):l(s;IéZt) Sﬁrgiins(;lyulss:lzgcljlésksplant
V.K. S.D.

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Genel 80 - - - - - - - - - -
Tiir (T) 1 2.487 14 55** 0.02 0.992 0.003 2.52 833 11.04** 376.71 5.60*
Eksplant (E) 1 527 3.08 0.22 7.78** 0.001 1.21 187 2.48 30.75 0.46
Doz (D) 4 14.043 82.16** 0.74 26.24** 0.010 8.12** 1.567 20.76** 986.19 14.67**
TxE 1 333 1.95 0.031 1.10 0.000 0.009 4.00 0.05 1.15 0.02
TxD 4 22 0.13 0.059 2.10 0.000 0.69 578 7.66** 434.08 6.45**
ExD 4 2.313 13.53** 0.041 1.47 0.001 1.17 187 2.48 144.38 2.15
TXEXD 4 1.229 7.19** 0.043 1.52 0.000 0.77 4.00 0.05 94.28 1.40
Hata 60 170 - 0.028 - 0.001 - 76.00 - 67.23 -

*:0.05 diizeyinde 6nemli, **: 0.01 diizeyinde 6nemli
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(2005), Dokuyucu (2005), Akhtar (2006), Babu et al. (2007), Khaleda et al. (2007)

tarafindan benzer sonuglar bulunmustur.

Cizelge 4.15. Farkli NaCl degerleride O. viciifolia ve O. oxydonta tiirlerinin yaprak ve sap
eksplantlarindan kallus olusturma orani (%) ortalamalari

NaCl Dozlar1 (dS/m)
Tiir Eksplant Tiirii
Kontrol 5 10 20 30 Ortalama

Yaprak 95.0a  90.0a 90.0a  300cd* - 61.0

O.viciifolia Sap 975a  875a 450bcd 57.5bc  25.0de 65.5
Ortalama | 96.3 88.8 67.5 43.8 125 63.2

Yaprak 1000a 1000a 575bc 75ef - 53.0

O.oxydonta Sap 60.0b  55.0dc 525dc 525dc - 44.0
Ortalama | 80.0 775 55.0 30.0 - 485

*. Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Kallus saglanamadigindan kallus olusturma orani hesaplanamamustir.

Cizelge 4.16.’da goriildiigii gibi, en fazla siirgiin olusturan eksplant sayis1 29.20 adet ile
kontrolden O.viciifolia tiiriinde, en az siirglin olusturan eksplant sayis1 6.25 ile kontrolden
O.viciifolia tiiriinde elde edilmistir. Tiirleri kendi i¢inde degerlendirdigimizde; O.viciifolia
tirti i¢in kontrol ve 5 dS/m NaCl dozunda siirgiin elde edilirken, 10, 20 ve 30 dS/m NaCl
dozlarinda siirgiin olusumu tespit edilmemistir. O.oxydonta tiiriinde ise sadece 6.25 adet ile
kontrolde siirgiin elde edilirken, 5, 10, 20 ve 30 dS/m NaCl dozlarinda siirgiin olusumu

goriilmemistir.

Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki eksplant basina siirgiin sayisi incelendiginde; en fazla
eksplant basina siirgiin sayis1 37.70 adet ile kontrolde O.viciifolia tiirtinden, en az eksplant
bagma siirgiin sayist 2.50 adet ile 5 dS/m NaCl dozunda O.viciifolia tiiriinden elde
edilmistir (Cizelge 4.16.). Tiirleri kendi i¢inde degerlendirdigimizde; O.viciifolia tiirii igin
kontrol ve 5 dS/m NaCl dozunda eksplant basina siirgiin sayist hesaplanirken, 10, 20 ve 30
dS/m NaCl dozlarinda hesaplanamamistir. O.oxydonta tiirtinde ise sadece kontrode
eksplant basina siirglin sayisi hesaplanirken, 5, 10, 20 ve 30 dS/m NaCl dozlarinda
hesaplanamamuistir. Artan NaCl dozlarina bagli olarak siirgiin olusturan eksplant sayis1 ve

eksplant basina siirligiin sayisinin azaldigi belirlenmistir. Benzer sonuglar Baohong and
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Yun (1999), Lutts et al. (1999), Turan (2000), Shankhdhar et al. (2000), Akkegeci (2001),
Sen (2005), Akhtar (2006), Khaleda et al. (2007), Dasgupta et al. (2008) tarafindan

bulunmustur.

Cizelge 4.16. Korunga tiirlerinin farkli NaCl konsantrasyonlarindaki siirglin olusturan
eksplant sayisi (adet) ve eksplant basina siirgiin sayisi (adet) ortalamalari

NaCl Siirgiin olusturan eksplant Eksplant basina siirgiin
Dozlar sayisi (adet) sayisi (adet)
(dS/m) O.viciifolia  O.oxydonta Ortalama | O.viciifolia  O.oxydonta Ortalama
Kontrol 29.20 a 6.25b 17.72 37.70a 6.20 b* 21.95
5 7.50b Ob 3.75 250b Ob 1.25
10 0b Ob 0 Ob 0b 0
20 Ob Ob 0 Ob 0b 0
30 Ob Ob 0 Ob 0b 0
Ortalama 7.34 1.25 4.29 8.00 1.24 4.62

*: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).

Cizelge 4.17°de goriildiigii gibi, yas agirlhik bakimindan en yiiksek deger 0.49 g ile
kontrolde 6l¢iilmiistiir. Eksplant bakimindan ise yas agirlik yaprak eksplantinda 0.266 g,
sap eksplantinda 0.161 g olarak tespit edilmistir. Yas agirlikta istatistiki olarak 4 farkli
grup belirlenmistir. Kuru agirlikta en yiiksek deger 0.06 g ile kontrolde elde edilmistir.
Artan NaCl dozlarinda kallus yas ve kuru agirliklarin azaldig tespit edilmistir. Cano et al.
(1998), Arzani and Mirodjagh (1999), Turan (2000), Akkegeci (2001), Rashid and
Raziuddin (2002), Sen (2005), Dokuyucu (2005), Babu et al. (2007) tarafindan benzer

sonuglar bulunmustur.

Cizelge 4.17. Farkli NaCl konsantrasyonlarmin kallus yas (g) ve kuru (g) agirligi iizerine

etkisi
NaCl Dozlar1 (dS/m) | Kontrol 5 10 20 30 Ortalama
Yas agirlik (g) 0.49a 0.37b 0.19 c* 0.21
Kuru agirlik (g) 0.06 a 0.03b 0.03b 0.02
Yas agirhik (g)
Eksplant Yaprak 0.266 a*
Sap 0.161b

*: Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05).
-: Kallus olusumu saglanamadigindan hesaplanamamastir.
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Sekil 4.4. In vitro’da kallus olusumu ve adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in tesvik edilen
(8 hafta) O. viciifolia tiiriiniin yaprak eksplantlari. (A) MS+0 dS/m NaCl, (B) MS+5 dS/m
NaCl, (C) MS+10 dS/m NaCl, (D) MS+20 dS/m NacCl, (E) MS+30 dS/m NacCl.
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Sekil 4.5. In vitro’da kallus olusumu ve adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in tesvik edilen
(8 hafta) O. viciifolia tiirtiniin sap eksplantlari. (A) MS+0 dS/m NaCl, (B) MS+5 dS/m
NaCl, (C) MS+10 dS/m NacCl, (D) MS+20 dS/m NacCl, (E) MS+30 dS/m NacCl.
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Sekil 4.6. In vitro’da kallus olusumu ve adventif siirgiin rejenerasyonu igin tesvik edilen
(8 hafta) O. oxydonta tiiriiniin yaprak eksplantlari. (A) MS+0 dS/m NaCl, (B) MS+5 dS/m
NaCl, (C) MS+10 dS/m NacCl, (D) MS+20 dS/m NacCl, (E) MS+30 dS/m NacCl.
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Sekil 4.7. In vitro’da kallus olusumu ve adventif siirgiin rejenerasyonu igin tesvik edilen
(8 hafta) O. oxydonta tiiriiniin sap eksplantlari. (A) MS+0 dS/m NaCl, (B) MS+5 dS/m NacCl,
(C) MS+10 dS/m NacCl, (D) MS+20 dS/m NacCl, (E) MS+30 dS/m NacCl.
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4.4 Polen Cimlenmesi

In vitro kosullarda farkli NaCl dozlar1 igeren besi ortaminda polen taneleri ¢imlendirilen
korunga Onobrychis viciifolia ve Onobrychis oxydonta var. armena tiirlerinden elde edilen

verilerle yapilan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Farkli NaCl dozlarinin korunga tiirlerinin polen ¢imlenme oranina iliskin
varyans analiz tablosu

Polen Cimlenme Oram (%)
V.K. S.D. KO =
Genel 39 - -
Tiir (T) 1 874.296 43.508**
Doz (D) 4 8383.601 417.196**
T<D 4 86.290 4.294**
Hata 30 20.095 -

*:0.05 diizeyinde 6nemli, **: 0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi, polen c¢imlenme orant  bakimindan Tir x NaCl
interaksiyonunun %1 diizeyinde énemli oldugu belirlenmistir. Belirlenen farkliliklarin 6nem
diizeyini saptamak amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 ve ortalama degerler Cizelge

4.19°da gosterilmistir.

Cizelge 4.19. Farkli NaCl dozlarinda korunga tiirlerinin polen ¢imlenme oranina (%) etkisi

NacCl
Dozlar O. viciifolia 0. oxydonta Ortalama
(dS/m)
Kontrol 83.0b 96.0 a* 89.5
5 58.0c 84.0b 71.0
10 240e 38.0d 31.0
20 00f 30f 15
30 0.0f 00f 0.0
Ortalama 33.0 55.3 44.1

*Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (p<0.05). Cimlendirme ortaminda degisen doz NaCl
olup, 100 g/l seker, 175 g/l PEG 4000, 200 mg/l KNO; 150°ser mg/l Ca (NO3), MgSO, H3BOj; sabit tutulmustur.
Polenler 60 dakika aydinlikta inkiibe edilmistir.
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Cizelge 4.19’da goriildiigii gibi, en fazla polen ¢imlenme oran1 %96 ile kontrolde O.oxydonta
tiirtinden, en az polen ¢imlenme orani ise %3 ile 20 dS/m NaCl dozunda O .oxydonta tiiriinden
elde edilmistir. O.viciifolia tiiriinde 20 ve 30 dS/m NaCl dozunda, O .oxydonta tiiriinde 30
dS/m NaCl dozunda polen ¢imlenmesi goriilmemistir. Tiirleri kendi igerisinde
degerlendirdigimizde; . O.viciifolia tiirii igin en yiiksek deger %83.0 ile kontrolde, en diisiik
deger %0.0 ile 20 ve 30 dS/m NaCl dozunda Slglilmiistiir. O .oxydonta tiiriinde ise en yiiksek
deger %96 ile kontrolde, en diisiik deger %0.0 ile 30 dS/m NaCl dozunda hesaplanmistir.
O.oxydonta tiirii ¢imlenme orani bakimindan daha yiiksek degerler vermistir. Artan NaCl
dozlar1 polen ¢imlenme oranini 6nemli 6lgiide etkilemistir. Benzer sonuglar Dhingra and
Varghese (1985), Azorov et al. (1989) ve Sancak et al. (2003), Yokas et al.(2008) tarafindan

bulunmustur.
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Sekil 4.8. In vitro’da farkli NaCl dozlari igeren ortamlarda inkubasyona alindiktan sonra
O. viciifolia tiiriniin ¢imlenen polen taneleri. (A) 0 dS/m NaCl, (B) 5 dS/m NaCl, (C) 10
dS/m NacCl, (D) 20 dS/m NaCl, (E) 30 dS/m NacCl.
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Sekil 4.9. In vitro’da farkli NaCl dozlar1 igeren ortamlarda inkubasyona alindiktan sonra
O. oxydonta tiiriiniin ¢imlenen polen taneleri. (A) 0 dS/m NacCl, (B) 5 dS/m NacCl, (C) 10
dS/m NacCl, (D) 20 dS/m NaCl, (E) 30 dS/m NacCl.
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5. SONUC

Bu c¢alisma, Tiirkiyede yetistirilen Onobrychis viciifolia ve Tirkiye ekolojisinde bulunan
Onobrychis oxydonta var. armena korunga tiirlerinin in vivo ve in vitro sartlar altinda NaCl
tuzluluguna kars1 gosterdigi tepkilerin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla in vivo
ve in vitro ¢imlendirme ortamina ilave edilen farkli NaCl dozlarinin ¢imlenme yiizdesi,
ortalama ¢imlenme siiresi, hipokotil ve kok uzunlugu, fide yas ve kuru agirhigi, kuru madde
orani {lizerine etkisi, ayrica in vitro’da bitki yaprak ve sap eksplantlarindan kallus olusumu
ve adventif siirglin rejenerasyonu ortamina ilave edilen farkli NaCl dozlarinin Kkallus
olusturma ylizdesi, kallus yas ve kuru agirlik, eksplant basina siirglin sayisi, siirgiin
olusturan eksplant sayisi tizerine etkisi ve in vitro’da farkli NaCl dozlarinin polen

¢imlenme orani ilizerine etkisi arastirilmistir.

In vivo ¢imlendirme denemesinde incelenen korunga tiirlerinin NaCl tuzluluguna kars
gosterdigi tepkiler incelendiginde, c¢imlenme ylizdesinin azaldigi, ortalama c¢imlenme
stiresinin uzadig1, hipokotil ve kok uzunlugunun azaldigi, fide yas agirliginin azaldig, fide
kuru agirliginin ve kuru madde oraninin arttig1 tespit edilmistir. Bitki gelisimi bakimindan

Onobrychis viciifolia tiiriiniin daha iyi performansi gosterdigi belirlenmistir.

Korunga tiirlerinin in vitro’da ¢imlendirme denemelerinde, MS besi ortamina ilave edilen
farkli dozlardaki NaCl’ye gosterdigi tepki incelenmistir. Deneme sonuglarina gore
ortalama ¢imlenme siiresinin uzadigl, ¢imlenme yiizdesi, hipokotil ve kok uzunlugu, fide
yas ve kuru agirliginin azaldigi, kuru madde oraninin arttigi belirlenmistir. 1/2 MSO

ortamimin MSO0 ortam1 yerine kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Kallus olusumu ve adventif siirgiin rejenerasyonu igin tesvik edilen yaprak ve sap
eksplanlarmin farkli dozlardaki NaCl tuzluluguna kars1 gosterdigi tepkiler incelendiginde,
artan NaCl dozlarinda kallus olusturma orani, kallus yas ve kuru agirligi, eksplant basina
stirgiin sayist ve sirgiin olusturan eksplant sayisinin azaldigi saptanmustir. Kallus
olusturma 6zelliginin Onobrychis viciifolia tiiriinde daha iyi oldugu belirlenmistir. Yine

eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin olusturan eksplant sayisinda Onobrychis viciifolia
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tiirlinlin iyi perfomans gosterdigi tespit edilmistir. Kallus olusturma 6zelliginde Onobrychis
viciifolia tiirli igin sap eksplantlarinin yapraga gore daha iyi degerler verdigi, Onobrychis
oxydonta var. armena tiiriinde ise yaprak eksplantlarinin sap eksplantlarina gore daha iyi
degerler verdigi belirlenmistir. Eksplantlarda kallus yas agirlik bakimindan yaprak
ekpslantlarinda daha yiliksek degerler elde edilmistir.

Farkli NaCl dozlarmin in vitro’da polen ¢imlenme oranini onemli Olgiide etkiledigi
bulunmustur. Artan NaCl dozlarinda polen ¢imlenme oraninin azaldigi belirlenmistir.
Onobrychis oxydonta var. armena tiiriiniin polenlerinin ¢imlenme orani bakimindan
ortalama olarak Onobrychis viciifolia tiiriniin polen tanelerine goére daha iyi oldugu

bulunmustur.

Korunga tiirlerinin NaCl tuzluluguna tepkilerini belirlemek amaciyla farkli yontemlerle
yiiriitiilen ¢alismalarin sonucunda; polen ¢imlendirmesi harig , diger incelenen yontemlerde
genel olarak benzer sonuglar elde edilmistir. Polen ¢imlendirme denemelerinde 5 dS/m
NaCl seviyesi tizerindeki artis polen ¢imlendirmesini engellemistir. Halbuki, in vivo ve in
vitro denemelerde incelenen korunga tiirlerinin 10 dS/m NaCl seviyesine kadar tuzluluga

tolerans gosterdigi belirlenmistir.

Arastirma sonuglari topluca degerlendirildiginde Onobrychis viciifolia tiiriiniin NaCl’ye
daha toleransli oldugu belirlenmistir. Bu toleransin 10 dS/m NaCl dozuna kadar oldugu

bulunmustur.
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